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Teil I:

Synthese seltener und funktionalisierter

Nucleosiddiphosphat-Zucker
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1 Einleitung

Kohlenhydrate gehdren neben Proteinen, Lipiden und Nucleinsduren zu den vier Haupt-
klassen von Biomolekulen und stellen aufgrund ihrer strukturellen und funktionellen Vielfalt
den grofRten Teil der organischen Materie dar. Neben ihrer zentralen Rolle als physio-
logischer Energiespeicher (z.B. Starke oder Glycogen), als Bestandteile der Grundgeruste
von DNA und RNA (2-Desoxy- bzw. Ribose), Ubernehmen sie in Form von Glycokon-
jugaten, gebunden an Lipide (Glycolipide) oder Proteine (Glycoproteine), als Struktur-
elemente der Zellwande wichtige Aufgaben in biologischen Signal- und Erkennungspro-

zessen.!

Glycoproteine

Proteine kdnnen nach ihrer Biosynthese in ihrer Struktur und Zusammensetzung veréandert
werden. lhre kovalente Bindung an Kohlenhydrate unter Bildung von Glycoproteinen wird
als Glycosylierung bezeichnet und stellt die komplexeste Form der posttranslationalen
Modifikationen von Proteinen dar. Verschiedene Oligosaccharidketten werden dabei durch
spezifische Enzyme im endoplasmatischen Retikulum entweder Uber eine Hydroxyfunktion
der Seitenkette von Serin- oder Threoninresten (O-glycosidische Bindung) oder lber eine
Aminofunktion der Seitenkette von Asparaginresten an die Proteine gebunden (N-glyco-

sidische Bindung).'?

Glycoproteine zeichnen sich aufgrund der zahlreichen Verzweigungsmoéglichkeiten der
Kohlenhydratkomponente durch eine auf3ergewothnlich hohe strukturelle Vielfalt aus,
welche durch zusatzliche Modifikationen wie z.B. Acetylierungen oder Sulfatierungen noch
erhoht werden kann. Sie finden sich sowohl in geloster Form in Sekreten (Schleim-
substanzen) und Korperflissigkeiten (Blutplasma) als auch fest verankert in Membranen.
Bei membranstandigen Glycoproteinen durchzieht der Proteinteil als ,integrales Protein“ die
gesamte Zellmembran, wahrend die Zuckerseitenketten nach auflen ragen. Die extra-
zellularen Oligosaccharidketten wirken antigen oder rezeptiv und kénnen so Hormone,
Viren, Giftstoffe, Bakterien und andere Zellen binden (Abb. 1).2
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Abb. 1: Glycoproteine als Zellrezeptoren. *

Die biologische Bedeutung der Glycoproteine umfasst ein weites Spektrum. So spielen sie
eine entscheidende Rolle bei der Proteinfaltung, als Liganden fiir Lectine und sind an
essenziellen Prozessen wie zelluldaren Transportvorgédngen, Zell-Zell-Interaktionen, Zell-

differenzierung und der hormonellen Zellerkennung beteiligt.?

Desweiteren ist bekannt, dass einige Glycoproteine an diversen Krankheiten (Infektionen,®
Entziindungen®’ und Krebs’) beteiligt sind, firr die Glycan-vermittelte Zell-Zell-Kontakte eine
entscheidende Rolle spielen.®? So steht beispielsweise eine verstarkte Préasentation von
Sialyl-Lewis X-Strukturen (sLe*), welche in Zelladh&sionsprozessen als Liganden fiir
Selektine dienen, in direktem Zusammenhang mit der Metastasierung verschiedener
Tumoren.’®*? Als Ursache fiir das erhéhte Aufkommen der sLe*-Epitope wird eine Uber-
expression der an ihrer Biosynthese beteiligten Enzyme, den sogenannten Glycosyltrans-

ferasen, angenommen.***®

Lipopolysaccharide

Lipopolysaccharide (LPS), welche aufgrund ihrer toxischen Wirkung auch als Endotoxine
bezeichnet werden, sind wesentliche Bestandteile der &ufReren Zellmembran Gram-
negativer Bakterien. Sie sind dort von wesentlicher Bedeutung fir die Interaktionen
zwischen dem Bakterium und seiner Umwelt und Gbernehmen aufgrund ihrer besonderen

physikochemischen Eigenschaften wichtige Funktionen als Permeationsbarriere.*’
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LPS bestehen aus einem hydrophoben Lipid-A-Teil und einer hydrophilen Kohlenhydrat-
komponente (Abb. 2). Der Zuckeranteil lasst sich in eine strukturell konservative Kernregion
und das O-Antigen unterteilen, welches je nach Bakterienart und -stamm verschieden ist

und zur Unterscheidung der Bakterien genutzt werden kann.*®

| suierer Kern | | innerer Kern |

| 0-Antigen || Kernregion || |

| Polysaccharid |1 Lipoid |

<:> Monosaccharid ® Phosphat AN Fettsaure

Abb. 2: Aufbau eines Lipopolysaccharids.

Durch ihren Lipid-A-Teil besitzen LPS eine endotoxische Wirkung, welche sie jedoch nur
beim Zerfall der Bakterien entfalten konnen. Wahrend jeder Zellteilung wird ein geringer Teil
der Lipopolysaccharide freigesetzt, groRere Mengen gelangen jedoch erst bei der Autolyse
nach dem Tod der Bakterien in den Korper. Viele Antibiotika bewirken aber eben diese
Selbstauflosung, was zwar zu einer Reduktion der Anzahl an lebenden Bakterien aber auch
zu einer vermehrten Endotoxin-Ausschiittung fiihrt.’?! Diese kann in einem septischen
Schock resultieren und zum Tode fihren. Daher besteht ein enormes medizinisches
Interesse in der Entwicklung neuer antibakterieller Therapeutika, deren Wirkmechanismen
geringe Mengen oder gar kein Endotoxin freisetzt. Auerdem verlangen die mittlerweile von
vielen Bakterienstammen entwickelten Multiresistenzen gegen gangige Antibiotika nach

alternativen Therapieansatzen.'”*

In der LPS-Biosynthese erfolgt die Verknlpfung der Lipid-A-Komponente mit dem Poly-
saccharid erst nach der vollstandigen Verlangerung der Kernregion.?>?® Durch eine Stérung
in der Biosynthese der Oligosaccharidkette, z.B. liber eine Inhibition der daran beteiligten
Enzyme (Glycosyltransferasen), wiirde also eine Komplettierung der beiden Untereinheiten
verhindert werden, wodurch die gesamte LPS-Biosynthese gehemmt wéare. Eine derartige
Inhibition wirde neben einer Reduktion der Lebendkeimzahl auch eine reduzierte
Freisetzung von Endotoxinen bewirken und somit ein interessantes Ziel zur Entwicklung

neuartiger Antibiotika darstellen.
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Glycosyltransferasen

In einer Vielzahl von Biosynthesen der strukturell vielfaltigen Polysaccharide und Glyco-
konjugate spielen Glycosyltransferasen (GT) eine entscheidende Rolle.?*? Nach L. Leloir
erfolgt eine Unterteilung dieser Enzymklasse: Wahrend die Leloir-Glycosyltransferasen
Zucker umsetzen, welche als Nucleosiddiphosphate (NDP) oder -Monophosphate (NMP)
aktiviert sind, verwenden die Transferasen des Nicht-Leloir-Weges Zuckerphosphate oder

Saccharide (wie Sucrose) als Substrate.?®?’

Leloir-Glycosyltransferasen katalysieren den Transfer einer Glycosyl-Einheit des Nucleotid-
donors auf eine Hydroxylgruppe eines Akzeptors, bei dem es sich sowohl um das nicht-
reduzierende Ende einer wachsenden Oligosaccharidkette als auch um ein Aglycon in Form
eines Proteins oder Lipides handeln kann (Abb. 3).222° Abhangig von der jeweiligen GT
kann dieser Prozess unter Inversion oder Retention der Konfiguration am anomeren
Zentrum des Zuckers erfolgen. Die meisten Glycosyltransferasen zeichnen sich durch eine
hohe Spezifitdt bezuglich ihrer Substrate sowie der Regio- und Stereospezifitat der

katalysierten Transglycosylierungsreaktion aus.

p,
| Akzeptor
=

it (o)

GT = Glycosyltransferase
NDP = Nucleosiddiphosphat

Abb. 3: Generelles Prinzip des von Glycosyltransfer ~ asen-katalysierten Zucker-Transfers.

DIE elementaren Bausteine der enzymatisch katalysierten Reaktionen der Leloir-Glycosyl-

transferasen bilden die Nucleosiddiphosphat-Zucker, welche auch als Zuckernucleotide

bezeichnet werden und deren allgemeine Struktur in Abb. 4 gezeigt ist.*"*
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Abb. 4: Allgemeine Struktur eines NDP-Zuckers.

Die einzelnen Segmente der NDP-Zucker erfiillen unterschiedliche Aufgaben. Die Pyro-
phosphateinheit dient der Aktivierung des Glycosylrests in den enzymkatalysierten
Ubertragungsreaktionen. Die Affinitat des Zuckernucleotids zum Enzym wird hauptsachlich
durch die Nucleotideinheit bestimmt, welche neben dem Zuckerrest als zusatzliches

spezifisches Erkennungsmerkmal fiir das Enzym fungiert.?’

In Prokaryoten findet sich eine Vielzahl an verschiedenen NDP-Zucker-Strukturen, die sich
sowohl in der Kohlenydratkomponente als auch im Nucleosid unterscheiden, wohingegen
eukaryotische Glycosyltransferasen nur bestimmte NDP- bzw. NMP-Zucker (GDP-Fuc,
GDP-Man, UDP-Gal, UDP-Glc, UDP-GIcNAc, UDP-GIcUA, UDP-GalNAc, und CMP-
Neu5Ac) als Glycosyldonoren erkennen.?*#"3! Die vielen iibrigen Monosaccharidbausteine
(wie z.B. anionische oder sulfatierte Zucker in Heparin), welche in Saugetieren zudem
vorhanden sind, werden meist nach deren Einbau in das Oligosaccharid durch

Modifizierung eines Zuckerbausteins erhalten.?’

Da Glycosyltransferasen in der Biosynthese verschiedenster Oligosaccharide und Glyco-
konjugate eine entscheidende Rolle spielen, wuchs das Interesse an dieser Enzymklasse

als molekulare Targets in der Biochemie und in der Entwicklung neuer Wirkstoffe stetig.

Um ein detailliertes Verstdndnis der GT-katalysierten Prozesse zu erlangen, sind aus-
fuhrliche Studien tber die Struktur und die Funktionen der Glycosyltransferasen notwendig.
Neben dem Bedarf an gréf3eren Mengen des Enzyms, ist ein synthetischer Zugang zu den

natirlichen GT-Substraten, den NDP-Zuckern, von essenzieller Bedeutung.

Zudem konnen entsprechend markierte NDP-Zucker als analytische Sonden in bio-
chemischen Assays eingesetzt werden. Die daraus resultierenden Erkenntnisse kénnen zur
Aufklarung der katalytischen Mechanismen und zur Entwicklung von Substratanaloga als

potentielle Inhibitoren der Zucker-Ubertragungsreaktionen angewendet werden.
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2 Kenntnisstand

2.1 Fucosyltransferasen

Die Einteilung von Glycosyltransferasen richtet sich nach der Identitéat der transferierten
Glycosyleinheit, des Akzeptorsubstrats, der gebildeten anomeren Verknipfung sowie den

Verkniipfungspositionen.?®

In vielen biologisch relevanten Glycanen, wie z.B. Sialyl-Lewis X (sLe*), Sialyl Lewis A
(sLe?®), und Sialyl Lewis B (sLe®) stellt die durch Fucosyltransferasen (FucTs) katalysierte
Ubertragung eines L-Fucose-Restes aus Guanosindiphosphat-B-L-fucose (GDP-Fuc) auf
einen Akzeptor in einer a-1,2-, a-1,3-, a-1,4- oder a-1,6-Verknipfung, oft den letzten Glyco-
sylierungsschritt dar. Abhangig von der Kkatalysierten Bindungsart werden Fucosyl-

transferasen in vier Gruppen eingeteilt: a-1,2-FucT, a-1,3/4-FucT, und a-1,6-FucT.*?

Innerhalb der Enzymklasse der Glycosyltransferasen kommt den a-1,3-Fucosyltransferasen
eine besondere Bedeutung zu. Diese Enzyme vermitteln den Transfer einer L-Fucose-
Einheit aus GDP-B-L-fucose auf eine N-Acetyl-D-lactosamin-Einheit (LacNAc) unter
Inversion der Konfiguration am anomeren Kohlenstoffatom der L-Fucose und unter Bildung

einer a-1,3-glycosidischen Bindung (Abb. 5).%®

OH oH OH OH oH OH

A ool
RO HO OR’ g-1,3-Fucosyltransf RO o) OR’
O e\ e-l.3-Fucosyltransferasen of o N
LacNAc + X \\ H,C 0
B OH R’ = Glycokonjugate

HsC 07 ~GDP GDP HO
OH OH
HO Lewis X (R = H)

OH  GDP-B-L-Fucose Sialyl-Lewis X (R = Neu5Ac)

Abb. 5: Reaktion der a-1,3-Fucosyltransferasen.

Innerhalb der Familie der a-1,3-Fucosyltransferasen unterscheidet man verschiedene

Isoformen (FucT-I bis FucT-XIIl), welche in unterschiedlichen Geweben exprimiert werden

und voneinander abweichende Akzeptor-Substrat-Spezifitaten aufweisen.®3*
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Fucosyltransferase 1X

Bei der humanen Fucosyltransferase IX (hFucT-IX) handelt es sich um ein hoch
konserviertes Enzym der a-1,3-FucT-Familie, welches hauptséchlich in den neuronalen
Zellen des zentralen Nervensystems, Epithelzellen des Magens und den Blutleukozyten
exprimiert wird.* Es katalysiert den invertierenden Transfer einer aktivierten Fucosyleinheit
aus GDP-B-L-fucose auf eine nichtreduzierende terminale N-Acetyl-D-lactosamin-Einheit
eines Akzeptors. Diese Fucosylierung bildet den letzten Schritt in der Biosynthese ter-

minaler Lewis-X-Epitope diverser Glycokonjugate.**>%

Da unter anderem ein Zusammenhang zwischen der Uberexpression von Lewis-Epitopen
und bestimmten Tumorerkrankungen wie dem Colon-Carzinom, Prostata-, Lungen- oder
Leberkrebs besteht, konnte die Hemmung der Fucosyltransferasen einen therapeutischen
Nutzen zur Folge haben.'®*? Dies ist ein besonderer Anreiz fir die Entwicklung bio-
chemischer Assays zur detaillierten Untersuchung der FucT-katalysierten Prozesse und flr

das Design potentieller FucT-Inhibitoren.

Fur ausfuhrliche Studien Uber Proteinstrukturen und Funktionen von Glycosyltransferasen
wird die Verfiigbarkeit geeigneter Mengen an Enzym vorausgesetzt. Die Gewinnung
humaner Glycosyltransferasen aus natirlichen Quellen ist aufgrund ihrer geringen
Expressionsrate in den unterschiedlichen Geweben und den daraus resultierenden hohen
Kosten oft begrenzt. Bis heute wurden diverse rekombinante Expressionssysteme zur
Herstellung der Glycosyltransferasen entwickelt. Wahrend fur funktionelle, kinetische und
zellbiologische Tests geringe Mengen an Enzym benétigt werden, erfordern strukturelle
Untersuchungen Expressionssysteme, welche es ermdglichen, das Protein in grof3erem

Maf3stab herzustellen.

Erst kirzlich gelang Stacke et al. die rekombinante Produktion einer N-terminal verkirzten
Variante der humanen FucT IX. Dazu wurden zunachst verschiedene Expressionssysteme
untersucht, wobei die grof3ten Mengen an enzymatisch aktiver shFucT-IX in baculoviral
infizierten Sf9-Insektenzellen erhalten werden konnten. Im Anschluss an diverse
Reinigungsschritte wurden erste Untersuchungen zur Charakterisierung des Enzyms
durchgefiihrt, in denen neben dem Temperatur- und pH-Optimum auch erste enzym-
kinetische Faktoren wie die spezifische Aktivitat (0.24 U/mg) und die Michaeliskonstanten
(Km (LacNAc) = 0.70 mM, K, (GDP-Fuc) = 1.6 uM) bestimmt wurden. Zudem konnte eine
Abhangigkeit der Katalysereaktion von zweiwertigen Metallionen, wie sie fir andere

Vertreter der a-1,3-Fucosyltransferasen bekannt ist, ausgeschlossen werden.***
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Somit gelang Stacke et al. nicht nur die Produktion und Reinigung von gréf3eren Mengen
rekombinanter hFucT-1X, sondern auch eine erste grundlegende Charakterisierung dieses

Enzyms.

2.2 Glycosyltransferase-Assays

Um ein detailliertes Verstandnis von GT-katalysierten Prozessen zu erlangen, sind
ausfuhrliche Studien Uber die Struktur und die Funktionen der Glycosyltransferasen not-

wendig, welche die Verflugbarkeit geeigneter biochemischer Assays voraussetzen.

Bis heute wurde eine Reihe an analytischen Methoden entwickelt, um die GT-Aktivitat
wahrend und nach der Enzymreinigung, fiir mechanistische Studien und fir Hochdurchsatz-
Screenings (engl. High-Throughput-Screening, HTS) von Inhibitor-Bibliotheken beobachten
zu konnen. Prinzipiell ist dies Uber eine Verfolgung des Substratabbaus (Donor und/oder

Akzeptor) oder der Produktbildung méglich.’

Fur biochemische Assays ist die Einhaltung bestimmter Kriterien wie Prazision, Reprodu-
zierbarkeit, und Einfachheit in der Durchfiihrung essenziell. Zudem waére eine generelle
Anwendbarkeit der Assays auf eine Vielzahl von Glycosyltransferasen und die Eignung fur
HTS-Inhibitor-Studien winschenswert. Wie oben bereits erwahnt wurde, ist die Konzen-
tration vieler Glycosyltransferasen in Zellen oft sehr gering, weshalb fir eine Verfolgung der

GT-katalysierten Prozesse eine Detektion von hoher Empfindlichkeit notwendig ist.’

Da die meisten natirlichen GT-Substrate keine bzw. schwache chromo- bzw. fluorophore
Gruppen tragen, gelingt die Detektion der natlrlichen Produkte der GT-Reaktionen aus-
schliellich unter Zuhilfenahme einfacher analytischer Methoden wie z.B. HPL-Chromato-
graphie*? und Massenspektrometrie (Abb. 6: A).***° In vielen GT-Assays finden deshalb oft
chemisch modifizierte Donor- oder Akzeptor-Analoga, die eine radioaktive, eine fluores-

zierende oder eine Isotopen-Markierung tragen, Verwendung (Abb. 6: B-D).°

Wegen ihrer auRerordentlichen Empfindlichkeit gehéren radiometrische Methoden zu den
am héaufigsten verwendeten Methoden der GT-Assays.*® Oft basieren diese auf dem GT-
katalysierten Transfer eines radioaktiv markierten Zuckers von dem entsprechenden NDP-
Zucker auf einen Akzeptor und anschlieBender Quantifizierung der Ubertragung. Die
Anwendbarkeit dieser Methode ist jedoch durch die teils limitierte Verfigbarkeit von

radioaktiv-markierten Donoren und den mitunter komplexen Akzeptor-Strukturen begrenzt.®
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Abb. 6: Methoden fir GT-Assays. °

Murray et al. entwickelten einen nicht-radioaktiven Fluoreszenz-Assay zur Untersuchung
des Reaktionsmechanismus” der invertierenden Fucosyltransferasen am Beispiel der
FucT-V. Unter Einsatz von verschiedenen Substratanaloga, nutzten sie neben dem
sekundaren lIsotopeneffekt der GDP-[1-°H]-Fucose auch das Inhibitionspotential der
GDP-[2F]-Fucose zur Identifizierung des geladenen sp2-hybridisierten Ubergangszustandes
und postulierten den in Abb. 7 gezeigten Mechanismus. Bei dieser geordneten sequen-
tiellen bi-bi-Reaktion wird die glycosidische Bindung des NDP-Zuckers bereits vor der

Bindungskniipfung zum Akzeptor gebrochen.*’
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Abb. 7: Postulierter Reaktionsmechanismus der Fucos yltransferase V nach Murray et al.”’

Fluoreszenz-basierte Methoden (Abb. 6: B-D) zeichnen sich vor allem durch ihre hohe
Empfindlichkeit und die Einfachheit ihrer Durchfihrungen aus, weshalb sie fir die
Entwicklung von Bioassays und HTS-Studien in den letzten Jahren zunehmend eingesetzt

wurden.*®

Neben der einfachen Fluoreszenz-Markierung der Substrate bzw. Produkte und dem
Fluoreszenz-basierten Ligandenaustausch (Abb. 6: C),*° bietet diese Technik iiber geeignet
markierte Donor-Akzeptor-Paare auch die Mdoglichkeit zur abstandsabhéngigen Unter-
(FRET)

(Abb. 6:D). Hierbei wird die Energie eines angeregten Donorfarbstoffes (Donor) strahlungs-

suchung von GT-Reaktionen Uber den Forster-Resonanz-Energie-Transfer
frei Uber Diplol-Dipol-Wechselwirkungen auf das Akzeptorchromophor tbertragen. Fir eine
erfolgreiche Messung eines FRET-Effektes werden an das Donor-Akzeptor-Paar folgende
Voraussetzungen gestellt: Das Absorptionsspektrum des Akzeptors muss mit dem
Emissionsspektrums des Donorchromophors Uberlappen. Donor und Akzeptor sollten
parallele Dipolorientierungen aufweisen und ihr Abstand darf 10 nm nicht Uberschreiten

(Abb. 6: D).%*%!

Im Vergleich zu den Assays mit einer einfachen Markierung, die bei einer einzigen Wellen-
lange gemessen werden, ist bei der Durchfiihrung eines FRET-Assays eine geringe Farb-
stoffkonzentration nétig um ein vergleichbar intensives Signal zu erzielen, da bei dem
Einsatz von zwei Farbstoffen sowohl die Abnahme der Donor- als auch die Zunahme der
Akzeptorfluoreszenz parallel gemessen werden und diese ins Verhéltnis gesetzt werden.
FRET-Assays erlauben eine Echtzeit-Verfolgung von Abstandsanderungen im nm-Bereich
und zeichnen sich durch eine einfache und direkte Detektion des Signals (z.B. mittels
Fluoreszenzmikroskopie oder Spektrofluorometrie) aus, weshalb sie besonders fir Assays

von biochemischen Ereignissen sowohl in vitro als auch in vivo geeignet sind.>

10
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2.2.1 FRET-Assay nach Maeda und Nishimura

Maeda und Nishimura entwickelten einen auf FRET-basierenden Assay zur in vitro
Untersuchung der von der humanen Fucosyltransferase-VI (hFucT VI) katalysierten Bildung
des Sialyl-Lewis-X-Epitops (sLe*) unter Verwendung entsprechend markierter Substrat-
analoga. Dabei erfolgte die Modifikation der GDP-B-L-fucose mit einem Naphthyl-Donor-
Farbstoff in der C6-Position der Fucosyleinheit (1), wohingegen Sialyl-a-2,3-LacNAc mit
einem Dansyl-Akzeptor-Chromophor in der 1-Position der N-Acetylglucosamineinheit
markiert wurde (2) (Abb. 8). %

COOH OH OH
HO! o
AcHN \/\/ ba O
/

NHAC
e
280n?,| 340nm
o)
O O N
NH
1 I 7
PP <
o © o N)\NHQ
HO
OH
1 OH OH

.|| Fucosyltransferase VI

\_wiori OH OH OH §
HO 0
AcHN %‘3\/\/ \//S//O O SAonm.
OH J P
4 e
OH
OH

280 nm ‘W FRET Distance 1 ~ 10 nm

Abb. 8: FRET-Assay zur in vitro Untersuchung der hF  ucT VI-Aktivitat nach Maeda und
Nishimura.

Waéhrend der Bildung des sLe*-Tetrasaccharids 3 fiihrte die Anregung des Donors mit UV-
Strahlung einer Wellenlange von 290 nm im Laufe der Reaktion zu einer Abnahme der
Naphthyl-Emission und parallel zu einem FRET-induzierten Anstieg der Dansyl-Emission

bei 540 nm. Anhand dieser Methode gelang eine hochempfindliche, direkte und kontinuier-

11
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liche in vitro-Verfolgung der FucT-VI-katalysierten Reaktion und die Identifizierung eines

micromolekularen Inhibitors dieses Enzyms.>

Das Konzept der abstandsabhéngigen Untersuchung von Enzymen Uber einen FRET-
Assay konnte in der Arbeitsgruppe von Nishimura ebenfalls erfolgreich auf die 2,6-Sialyl-

transferase angewendet werden.>*

Obwohl es generell mdglich sein sollte, diese Technik auch zur Charakterisierung anderer
Glycosyltransferasen nutzen zu konnen, sind bislang keine analogen Untersuchungen
bekannt. In Anbetracht der Beteiligung von Glycosyltransferasen an diversen essenziellen
biologischen Prozessen (siehe oben), ist die Verfolgung ihrer Aktivititen Uber analoge
Fluoreszenz-basierte Assays von groRem Interesse. Ein Nachteil des von Maeda und
Nishimura verwendeten Donor-Akzeptor-Paares ist jedoch, dass der Donorfarbstoff mit
einer Anregung bei 280 nm fur eine Anwendung des Assays in Zellen nur beschrankt
einsetzbar ist, da Strahlung dieser Wellenlange sowohl zur Anregung anderer Zellkompo-
nenten, wie Tryptophan, als auch zur Bildung mutagener Thymidin-Dimere in der DNA
fuhren kann. Fir einen zellularen Assay, sollte daher ein anderer Donorfarbstoff Ver-
wendung finden, welcher eine Anregung mit Strahlung energiearmerer Wellenldngen

erlaubt.

2.3 Glycosyltransferase-Inhibitor-Design

Fur das Auffinden kompetitiver Glycosyltransferase-Inhibitoren ist das Design und die
Synthese von Analoga ihrer natirlichen Substrate unerlasslich. Eine Stragtegie bei der
Entwicklung potentieller Inhibitoren ist die Imitation von Form und Funktionalitdten der
natiirlichen Substrate sowohl im Grund- als auch im Ubergangszustand.>>°

In Abb. 9 sind einige Beispiele bislang synthetisierter potentieller Inhibitoren der Fucosyl-
transferasen aufgeftihrt. Obwohl diesen Verbindungen jeweils unterschiedliche Anséatze
zugrunde liegen, ist allen gemein, dass sie neben einer oder mehreren chemischen
Modifikationen auch einige Strukturmerkmale der natirlichen Substrate (GDP-, L-Fucose

und LacNAc) beinhalten, um bestimmte Bindungsaffinitdten zum Enzym zu erhalten.

Da gezeigt werden konnte, dass der Hauptanteil der Bindungsenergie der Fucosyl-
transferasen auf Wechselwirkungen mit der GDP-Einheit des Donorsubstrates zurlick-
zufiihren ist,>%*

Struktur (Abb. 9: 4-9) besonderes Interesse.

galt dem Design von potentiellen Inhibitoren mit einer intakten GDP-

12
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Abb. 9: Beispiele firr verschiedene potente FucT-Inh  ibitoren. >>®

Eine haufig vorgenommene strukturelle Veranderung stellt das Ersetzen des endo-
cyclischen oder glycosidischen Sauerstoffatoms durch andere Hetero- oder Kohlenstoff-
atome dar. So besteht das Bisubstrat-Analogon 6 aus einem Amino-Derivat der L-Fucose,
welches Uber einen Linker mit einer Galactosyleinheit des natirlichen Akzeptorsubstrates
verbunden ist.>® Bei 4 handelt es sich um ein carbocyclisches Analogon der GDP-B-L-
fucose, in dem die Fucosyleinheit gegen einen Cyclohexen-Rest ausgetauscht wurde.
Hierdurch wurde eine strukturelle Abweichung des natirlichen Donorsubstrates vorge-
nommen, die der Konformation des Ubergangszustandes sehr dhnelt.*® Verbindung 7 wird

durch die Einfiihnrung des Triazolrings in eine analoge Konformation gezwungen.®

Da bis heute ein detailliertes Verstandnis von der Struktur der Fucosyltransferasen fehlt, ist
eine rationale Entwicklung von potentiellen Inhibitoren der FucT stark erschwert, so dass
die ,besten” der in Abb. 9 gezeigten Inhibitoren mit Ausnahme von 8 lediglich in einem

mikromolaren Bereich lagen.>>®°

Da die hydrophobe Tasche in Nachbarschaft zu der Akzeptorbindungsstelle die Affinitat des
Akzeptormolekills um das 70-fache verstarkt, entwickelten Lee et al. eine kombinatorische
Substanzbibliothek potentieller Inhibitoren, in denen zwar der wichtige GDP-Kern
beibehalten wurde, die Zuckerstrukturen der natirlichen Substrate jedoch durch hydro-
phobe Gruppen ersetzt wurden, wodurch der synthetische Aufwand minimiert werden

konnte.>® Dabei nutzt sie nach der Synthese von 85 verschiedenen Azidoverbindungen 13,

13
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welche sich sowohl in der hydrophoben Gruppe als auch in der Lange des Linkers
unterschieden, eine Kupfer(l)-katalysierte 1,3-dipolare Cycloaddition nach Huisgen,®” durch
die jede der Azidverbindungen 13 Uber eine nahezu quantitativen Kupplung mit GDP-Alkin
12 regioselektiv in das entsprechende GDP-Triazol 14 dberfihrt wurde (Abb. 10). Diese
Reaktion ist enthalpisch getrieben, verlauft unter milden wassrigen Bedingungen und
zeichnet sich nicht nur durch eine hohe Zuverlassigkeit sondern auch durch eine modulare
und breite Anwendbarkeit aus. Somit erfillt diese Reaktion viele der fur sogenannte ,Click-
Reaktionen” definierten Kriterien und gilt als Paradebeispiel fir dieses von K. B. Sharpless

gepragte Synthesekonzept.®®

Die Darstellung des benétigten GDP-Alkins 12 erfolgte tber die Morpholidat-Methode nach

Moffat und Khorana aus dem entsprechenden Alkinphosphat 11.>%%
o) .
H3POs, Iz, EtsN p GMP_,:AIS-r?g?rgiitléOCsN'
Z OH —— ——— — "0 OH . == "GDP
69 % OH 1%
10 1 12
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Abb. 10: Triazol Synthese in Mikrotiterplatten fur ein in situ Inhibitor-Screening nach
Lee et al.”®

Das Inhibitor-Screening der dargestellten Verbindungen erfolgte gegen hFucT VI als
Vertreter der a-1,3-Fucosyltransferasen, direkt in den zur Synthese der Triazole verwen-
deten Mikrotiterplatten durch einen Pyruvat-Kinase/Lactat-Dehydrogenase gekoppelten
Enzymassay. Dabei erwies sich das GDP-Triazol 8 als bislang einziger kompetitiver
Inhibitor einer Fucosyltransferase, dessen Bindungskonstante im nanomolaren Bereich
liegt. Dies bedeutet, dass zwischen Hemmstoff und Enzym eine relativ starke und spezi-
fische Bindung besteht und eine entsprechend geringe Menge des Inhibitors ausreicht, um

eine bestimmte Inhibition der Enzymaktivitat hervorzurufen.>
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2.4 Synthesen von Nucleosiddiphosphatzuckern

Nucleosiddiphosphatzucker sind die natdrlichen Substrate der Glycosyltransferasen. Sie
bestehen aus einem Glycosylrest, der Uber eine Pyrophosphatbriicke mit einem Nucleosid
verbunden ist. Obwohl sich in Saugetieren nur eine begrenzte Anzahl von Zucker-
nucleotiden finden lasst, existieren in der Natur zahlreiche andere Kombinationen von
Zuckern und Nucleotiden. Da sowohl natlrliche NDP-Zucker als auch ihre Strukturanaloga
von grofBem Interesse als Substrate von enzymatischen Reaktionen in der Kohlenhydrat-
Synthese, als potentielle Enzyminhibitoren, als Werkzeuge in der Assay-Entwicklung und
fur Studien der Glycokonjugat-Biosynthese (z.B. LPS) sind, ist ein synthetischer Zugang zu
dieser wichtigen Verbindungsklasse von essenzieller Bedeutung. Die Darstellung von NDP-
Zuckern birgt diverse Komplikationen, die bei der Entwicklung neuer Synthesestrategien
berlicksichtigt werden missen. Dazu gehoren neben der geringen Ldslichkeit der Zucker-
nucleotide in organischen Ldsungsmitteln, sowohl die Anwesenheit diverser polarer und
geladener funktioneller Gruppen und vor allem die Hydrolyseempfindlichkeit der glyco-

sidischen und Pyrophosphat-Bindungen.®®

66-68

Unter Berlcksichtigung dieser Faktoren wurde eine Reihe enzymatischer und

64,69-72

chemischer Methoden zur Darstellung von NDP-Zuckern entwickelt, von denen einige

in den folgenden Kapiteln vorgestellt werden.

2.4.1 Enzymatische NDP-Zucker-Synthesen

Enzymatische Synthesen zeichnen sich durch eine hohe Stereo- und Regioselektivitat aus
und konnen unter Verzicht auf Schutzgruppen durchgefiihrt werden. Als reprasentatives
Beispiel fir eine enzymatische Synthese eines NDP-Zuckers soll an dieser Stelle die
Darstellung von GDP-B-L-fucose 17 unter Verwendung verschiedener Enzyme nach Stiller
et al. vorgestellt werden.”® Bei dieser Methode erfolgt zundchst die Fucose-Kinase-
katalysierte Phosphorylierung der L-Fucose L-15 in das entsprechende 1-Phosphat 16 unter
ATP-Verbrauch. Das generierte Fucosylphosphat 16 wird anschlieBend in einer GDP-
Fucose-Pyrophosphorylase-katalysierten Reaktion mit GTP in die gewilnschte GDP-3-L-
fucose 17 tberfiihrt (Abb. 11)."
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o OH I o OPO42- I o OGDP
OH OH N OH
HO ATP ADP  [HO GTP  PPi HO
OH 1 OH

o> 15 i/ 6 N 17
0 4~ "\ 0POs l

)kcoo- /\coo- 2P

| = Fucose-Kinase, Il = GDP-Fucose-Pyrophosphorylase, lll = Pyruvat-Kinase, |V = anorganische Pyrophosphatase
Abb. 11: Enzymatische Synthese von GDP-Fucose nach Stiller et al.”®

Der letzte Schritt dieser Synthese, welche meist in einem 50 pmolaren Maf3stab durch-
gefuhrt wird, verlauft lediglich mit Ausbeuten um die 20%."® Neben der geringen Ausbeute,
besteht ein grof3er Nachteil solch enzymatischer Synthesen in der begrenzten Verfugbarkeit
der Enzyme durch Isolierung aus nattrlichen Quellen oder Klonierung. Zudem verhindert
der Mangel an einer generell anwendbaren enzymatischen Synthesemdglichkeit, beson-

ders in Bezug auf nicht natiirliche Donorsubstrate, den Fortschritt dieser Methoden.®®

Aus diesem Grund besteht ein grof3er Bedarf an chemischen Synthesemethoden, die einen

Zugang zu NDP-Zuckern und ihren Analoga eréffnen.

2.4.2 Chemische NDP-Zucker-Synthesen

Es gibt verschiedene Synthesestrategien zur chemischen Darstellung von NDP-Zuckern 18,
welche entweder die Knupfung der glycosidischen Bindung tber einen elektrophilen Angriff
eines aktivierten Glycosyldonors 19 auf die terminale Phosphatgruppe eines Nucleosid-
diphosphates 20 (Abb. 12: Weg A) oder die Kniupfung der Pyrophosphatbindung tber den
nucleophilen Angriff eines Zucker-1-monophosphates 21 auf ein aktiviertes Nucleotid 22
(Abb. 12: Weg B) vorsehen.

Wiéhrend als aktivierte Zucker (Weg A) unter anderem Bromide 23""°

oder Thioimidoyl-
glycoside 24’° Verwendung finden, eignen sich zur Aktivierung von Nucleosidmono-
phosphaten nach Weg B verschiedene Austrittsgruppen, wie die in Abb. 12 gezeigten

Morpholidate 25,% und Imidazolide 26.”
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Abb. 12: Generelle Synthesestrategien zur Darstellu  ng von NDP-Zuckern 18.

Im Folgenden erfolgt eine kurze Vorstellung der wichtigsten Methoden zur Darstellung von
NDP-Zuckern.

2421 Synthese von NDP-Zuckern Uber die Glycosyli  erung von

Nucleosidmonophosphaten

Nach der in Abb. 12 gezeigten Synthesestrategie A erfolgt die Darstellung von NDP-
Zuckern Uber eine Glycosylierung von Nucleosiddiphosphaten. Da bei solchen Reaktionen
die Bindungsknupfung an einem anomeren Zentrum erfolgt, stellt hier die Steuerung der
Stereoselektivitat die grofRte Herausforderung dar. Andererseits bietet diese Methode auf-
grund der kommerziellen Verflgbarkeit vieler NDPs, einen schnellen synthetischen Zugang

zu einer Vielzahl an strukturell unterschiedlichen NDP-Zuckern.

Bei der von Arlt und Hindsgaul zur Synthese von Zuckernucleotiden entwickelten Halo-
genose-Methode wird das jeweilige Monosaccharid 27 durch Einfihrung eines Halogenids
am anomeren Zentrum gegentber einem nucleophilen Angriff des NDPs aktiviert (Abb. 13,
oben).”®
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Arlt & Hindsgaul: R=Bn, R'=H 28a
i) GDP(NBug), CHyCly,

Ausbeute uber 3 Stufen: 10 bis 30%

C,0,Br,, DMF, Rt,2-5h Pl : ;

2 th 02-,5 " ii) Hp, Pd/C, Rt, 3-6 h o: B =zwischen 1:1 und 3:1
O OR O B %H o/p-L-17
OR OR HO
RO ~_ 7 [ro ~_ OH
OR 27 PBrs, CHyClp H>0, OR i) SOD‘?C E;gNMCHSCN’ Ausbeute tber 3 Stufen: 34%
0°C-Rt,2h , in ieRli
ii) MeOMH/H,O/EtN (2/2/1), ausschlieBlich GDP-B-L-Fuc
Rt, 24 h

Timmons & Jakeman: R=R'=Bz 28b

69,76

Abb. 13: Synthese von GDP- B-L-fucose Uber die Glycosylierung von GDP.

Durch die Umsetzung des O-benzyl-geschiitzten Glycosylbromids 28a mit dem entsprech-
enden Nucleosiddiphosphat in Form eines Tetra-n-butylammoniumsalzes, gelang mit dieser
Methode die Darstellung von UDP-Galactose, UDP-Arabinose und GDP-Fucose. Trotz der
kurzen Reaktionszeiten von wenigen Stunden, konnten bei diesen Reaktionen nach dem
Entfernen der Benzylschutzgruppen lediglich Ausbeuten zwischen 10% und 30% erzielt
werden. Darlber hinaus besteht ein groRer Nachteil dieses Verfahrens in der begrenzten
Kontrolle der Stereoselektivitat, so dass die Produkte in Abhangigkeit vom pH-Wert der
Reaktionslosung als untrennbares Gemisch ihrer Anomere in a/B-Verhaltnissen zwischen

1:1 und 3:1 erhalten wurden.%®"®

Timmons und Jakeman gelang eine Verbesserung der Stereokontrolle dieser Reaktionen
durch den Einsatz anderer Schutzgruppen (28b) (Abb. 13: unten).®® So verwendeten sie
anstelle der Benzylether Acetate bzw. Benzoate, die eine Glycosylierung unter Beteiligung
der Nachbargruppen am C2-Atom erlaubten und so in der Bildung einer Reihe anomeren-
reiner NDP-Zucker (UDP-a-D-Man, GDP-a-D-Man, UDP-B-L-Fuc, GDP-B-L-Fuc) resultierten.
Eine vollstandige Kontrolle der Stereochemie ist hier jedoch nur im Fall des 1,2-trans-konfi-
gurierten Anomers eines Monosaccharids méglich. Obwohl wéahrend der Reaktionssequenz
(Kupplung und Entfernen der Schutzgruppen) keine Zersetzung der Produkte beobachtet
werden konnte, konnten diese lediglich in Ausbeuten zwischen 31% und 38% erhalten

werden.®>"’

Eine weitere Methode zur Glycosylierung von Nucleosidmonophosphaten wurde von Peltier
et al. zur Darstellung von Nucleotidglycofuranosen 31 entwickelt.”® Als aktivierter Glycosyl-
donor fungiert hierbei ein Benzimidazoylthiofuranosid 30, welches aus der entsprechenden

peracetylierten Furanose erhalten werden kann.
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OH S N . OH n n |
e UDP, DMF, 20 min -0 0 I\O/(FI;\O /&O
OH & OHogy © © )
R %0 ) 31 OH OH
R = CH,OH, H, CHoF, oder CHs Ausbeuten: 21 - 37%

o3 = zwischen 2:1 bis 1:2

Abb. 14 Synthese von NDP-Glycofuranosen nach  Peltier et al.”

Die Synthesen der NDP-Glycofuranosen werden durch eine direkte Kupplung von dem
jeweiligen ungeschitzten Thiofuranosid 30 mit dem entsprechenden NDP in der proto-
nierten Form in DMF durchgefiihrt. Trotz der kurzen Reaktionszeiten von 10 bis 60 Minuten,
konnte hierbei allerdings auch eine Zersetzung von UDP zu UMP beobachtet werden. Mit
dieser Methode gelang die Darstellung acht verschiedener UDP-Glycofuranosen (31) in
Ausbeuten zwischen 21% und 37%, wobei die erhaltenen Anomerengemische mittels

praparativer HPLC getrennt werden konnten. "

Die Methode nach Peltier et al. hat den Vorteil, dass sie in Abwesenheit jeglicher Schutz-
gruppen und ohne weitere Additive realisiert werden kann. Ein Nachteil ist hierbei jedoch,
dass die Produkte wiederum in Form anomerer Gemische erhalten werden, welche nur

unter erheblichem Aufwand getrennt werden kénnen.”

2.4.2.2 Synthese von NDP-Zuckern tGber eine NMP-Akti  vierung

Die Strategie, die bei der Synthese von NDP-Zuckern bislang am meisten Anwendung fand,
basiert auf der Kondensation zweier Monophosphate (Zucker-1-MP 21 und NMP 22), bei
der die Knlpfung der Pyrophosphatbindung tber den nucleophilen Angriff eines Zucker-1-
monophosphates 21 auf ein aktiviertes Nucleotid 22 erfolgt (Abb. 12: Weg B). Diese
Methode erlaubt nicht nur die Durchfiihrung der Reaktionen bei relativ tiefen Temperaturen,
wodurch die Moglichkeit einer Produktzersetzung minimiert und eine Homodimerbildung
unterdrickt werden kann, sondern auch die Kontrolle der Stereochemie am anomeren

Zentrum Uber den Einsatz anomerenreiner Zuckerphosphate.

Der bekannteste Vertreter dieser Synthese-Technik ist die Methode nach Moffat und
Khorana, bei welcher die Aktivierung des NMPs als Morpholidat erfolgt (Abb. 15).%* Um das
Risiko einer Hydrolyse dieser Phosphormorpholidate wahrend der Kupplung zu minimieren,
muss die Reaktion unter Ausschluss jeglicher Feuchtigkeit durchgefuhrt werden. Zudem
bereitet auch oft die Wahl eines geeigneten Reaktionsmediums Schwierigkeiten, da es sich

bei beiden Reaktionspartnern um sehr polare Verbindungen handelt.
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Unter Bertcksichtigung dieser kritischen Faktoren konnte die Morpholidatmethode dennoch
sowohl zur Synthese einer Reihe an natirlichen NDP-Zuckern als auch zur Darstellung
einiger ihrer Analoga angewendet werden.®*’"®® Vergleicht man dabei jedoch die bislang
publizierten synthetischen Anwendungen dieses Prinzips, lasst sich eine mangelnde Repro-
duzierbarkeit der Produktausbeuten (16% bis 70%) und die langen Reaktionszeiten als

entscheidende Schwachpunkte der Morpholidat-Methode feststellen.®®

(@)
5 Nucleobase
R O N/IID\O R
Ho%m /g\ + OK\ & - :O-\1 Pyridin, Rt, 5d HOE\//&W
04 O O\ OH OHH NDP
21 °© [ j 25 18
R = CH,OH oder CH3 N

CeH —N)\\N@—C H
67111 H H 67111

Abb. 15: Morpholidat-Methode zur Synthese von NDP-Z  uckern nach Moffatt und Khorana. **

Aufgrund der sehr langen Reaktionszeiten von bis zu neun Tagen, welche meist in einem
vermehrten Auftreten von Neben- und/oder hydrolytischen Zersetzungsreaktionen resul-
tieren, wurden Uber die Jahre verschiedene Versuche unternommen, die Morpholidat-
Methode z.B. durch die Verwendung von Katalysatoren zu optimieren. So gelang Wittmann
und Wong beispielsweise unter Zusatz von 1H-Tetrazol eine Verkirzung der Reaktionszeit
auf ein bis zwei Tage zu Gunsten einer héheren Ausbeute von bis zu 91%.%° Diese

Ergebnisse konnten jedoch in unserem Arbeitskreis nicht reproduziert werden.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass obwohl bereits eine Reihe von
Methoden zur chemischen Synthese von Nucleosiddiphosphatzuckern entwickelt wurde,
noch immer ein groRer Bedarf nach einer generell anwendbaren Methode besteht, die
einen reproduzierbaren synthetischen Zugang sowohl zu den natdrlichen als auch zu
unnatirlichen Zuckernucleotiden in hohen Ausbeuten und unter Kontrolle der Stereochemie

am anomeren Zentrum erlaubt.

Zur ErschlieBung alternativer Synthesewege wurden bereits verschiedene Konzepte,
welche beispielsweise in der DNA-Synthese oder Prodrug-Entwicklung eingesetzt werden,
ihrer urspringlichen Anwendung entzogen und fir die Darstellung von Zuckernucleotiden

adaptiert.”>®’
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CycloSal-aktivierte Phosphattriester zur Synthese von ND  P-Zuckern

Urspringlich wurde das cycloSal-Konzept von Meier et al. fur die Synthese von lipophil
maskierten Wirkstoffvorlufern, sogenannten Pronucleotiden, zur intrazellularen Frei-
setzung von biologisch aktiven Nucleosidmonophosphaten entwickelt (Anmerkung:
nahere Informationen zu dem cycloSal-Prodrug-Konzept finden sich in Teil Il dieser
Arbeit). Die Maskierung der negativen Ladungen erfolgt dabei Uber eine zweifache
cyclische Veresterung mit einem Salicylalkohol-Derivat (Abb. 16). Die Nomenklatur der
cycloSal-NMPs 32, die auch als cycloSal-Nucleotide oder —Phosphattriester bezeichnet

werden, erfolgt in Anlehnung an die IUPAC-Regeln nach einer internen Festlegung.

6 | 7
5 I AN 0
X P
4 5 2 O/é\O—Nucleosid
32

X = Donator oder Akzeptor
(z. B. H, Alkyl, Hal, NO,)

Abb. 16: Grundstruktur von  cycloSaligenyl-Nucleosidmonophosphaten.

Die Besonderheit der cycloSal-Nucleosidmonophosphaten 32 liegt in ihrem Hydrolysever-
halten: So kommen sie im Gegensatz zu anderen Pronucleotid-Systemen ohne eine enzy-
matische Aktivierung aus und nutzen fir ihre Freisetzung lediglich den Anstieg des pH-
Wertes beim Eintritt in die Zelle. Die Hydrolyse-Geschwindigkeit von cycloSal-Prodrugs ist
dabei abhangig von ihrer Stabilitat, welche vor allem durch den Substituenten X am aroma-
tischen Ring der Maske bestimmt wird. Wahrend Elektronendonatoren in 3- oder 5-Position
einen stabilisierenden Effekt ausuben, zeigen Akzeptoren in der 5-Position einen gegen-
teiligen Effekt, welcher zu einer Destabilisierung und somit zu einer schnellen Freisetzung
des NMPs fiihrt.%®

Da die Freisetzung der Nucleotide rein chemisch verlauft, sind neben Hydroxidionen auch
weitere Nucleophile (z.B. Phosphate, NMPs oder Zucker-1-Phosphate) zur Ring6ffnung in
den cycloSal-Nucleotiden befahigt (Abb. 17). Diese Erkenntnisse eroffneten die Mdglich-
keit einer synthetischen Anwendung der cycloSal-Triester als aktive Phosphat-Donatoren
fur die Synthese diverser phosphorylierter Biokonjugate wie den NMP- und NDP-

L7289 sowie Dinucleosid-5-, 5°-di, -tri- und -tetraphosphaten.®® Da fir die

Zuckern
synthetische Anwendung der Prodrugs ein schneller Zerfall, d.h. eine kurze Hydrolyse-
halbwertszeit erwinscht ist, wurden ausschliel3lich Akzeptor-substituierte cycloSal-
Triester als synthetische Aktivester eingesetzt, wobei der 5-Nitro-Substituent den grofiten

aktivierenden Effekt ausubt.
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phosphoryliertes Biokonjugat

@@O @O n=0-2 OH

Abb. 17: Synthetische Anwendung des  cycloSal-Konzepts.

Bedingt durch die verschiedenen Stabilitdten der Phenyl-, Benzyl- und Alkylphosphatester-
bindungen verlauft die Hydrolyse auf3erst selektiv. So erfolgt im ersten Schritt die Spaltung
der phenylischen Phosphatesterbindung durch einen Angriff des Nucleophils auf das
Phosphoratom unter Bildung eines (2-Hydroxybenzyl)phosphatdiesters, welcher aufgrund
seiner Mesomeriestabilisierung bevorzugt gebildet wird. Anschlielend erfolgt Uber einen
spontanen Bindungsbruch der benzylischen C-O-Bindung die Freisetzung des Salicyl-

alkohols und des entsprechenden phosphorylierten Biokonjugates.

Die Synthese von Nucleosiddiphosphatzuckern mit Hilfe von cycloSal-aktivierten Nucleosid-
monophosphaten wurde erstmals in der Dissertation von S.Wendicke vorgestellt.?’
Wahrend ihrer Arbeit untersuchte und optimierte sie verschiedene Parameter der Reaktion
wie die generellen Reaktionsbedingungen (Losungsmittel, Temperatur, Reaktionszeit), den
Einfluss der Substituenten X der aromatischen Maske, des Gegenions, die Schutzgruppen-
strategie und die chromatographische Reinigung der polaren NDP-Zucker. Das erste
geeignete Syntheseprotokoll sah dabei das gleichzeitige Zusammenfligen von einem
5-Nitro-substituierten cycloSal-Nucleotid (1 Aqu.) und einem Zuckerphosphat (1.2 Aqu.) bei
50 € in DMF vor, wobei die NDP-Zucker nach 3-5 Stunden in Ausbeuten zwischen 21%
und 56% erhalten wurden. Um eine selektive Phosphorylierung des Zuckerphosphates zu
garantieren wurden beide Komponenten vor ihrer Kupplung selektiv mit Acetylgruppen
versehen, wodurch eine simultane Abspaltung der Schutzgruppen im Anschluss an die

Synthese unter relativ milden basischen Bedingungen ermdglicht wurde. Die chromato-
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graphische Reinigung der stark polaren Produkte, welche in Form ihres Triethylammonium-

salzes erhalten wurden, gelang an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluenten, meist jedoch

erst nach mehrmaliger Wiederholung.”®’

Die Arbeiten von S. Wendicke legten somit den Grundstein fir eine neuartige Synthese-

strategie zur Darstellung von NDP-Zuckern, welche jedoch in Bezug auf die erzielten

Produktausbeuten einer gewissen Optimierung bedurften.

Eine Verbesserung des Syntheseprotokolls nach S. Wolf sieht vor allem einen intensiven
Trocknungsvorgang der Edukte vor Reaktionsbeginn vor. So werden diese zunachst erst
einige Tage im Vakuum und anschlieBend, gelost in DMF, Uber aktiviertem Molsieb
getrocknet. Zudem beinhaltet das optimierte Protokoll eine Erhéhung des Uberschuss” am
Zuckerphosphat 33 (2.0 statt 1.2 Aqu.), eine Veranderung im Turnus der Zugabe (der

geloste Triester 32 wird langsam zu dem geldsten Zuckerphosphat 33 hinzugetropft) und

eine Erniedrigung der Reaktionstemperatur von 50 T auf Raumtemperatur (Abb. 18).72%°

X X= NOZ‘ MeSO,
. SOy
N/O (@) O/ \o
AcOY i Nucleobase
\/$ﬁ ofo 10

OH
33 oaoderp EtﬁH 32

OAc OAc/H
1) Intensive Trocknung der Edukte
22.88% 2) DMF, Molsieb 4 A, Rt, 18-26 h
~0C70 1 3) CH30H/H,O/EN (7:3:1), Rt, 12 h
4) RP-18-Chromatographie (H,0)

a0 O O

N R

O/ l\o/ \O
o oder o P o Nucleobase
18
R = CH,0Ac, CHz, SOj3-, 0SO;- OH OH/H

R’= OAc, OH, NHAc, F
Abb. 18: Synthese von NDP-Zuckern 18 mit Hilfe von  cycloSal-Nucleotiden 32.

Nach diesem optimierten Verfahren konnte in unserer Arbeitsgruppe ein synthetischer
Zugang zu einer Vielzahl unterschiedlichster NDP-Zucker-Strukturen in hohen Ausbeuten
bis zu 88% erschlossen werden. Die Anwendung der Methode ist dabei nicht nur auf die

28 heschrankt, sondern konnte bereits

Synthese der natirlichen Zuckernucleotide
erfolgreich auf die Darstellung unnatiirlicher NDP-Zucker® (ibertragen werden. Dabei

wurden sowohl diverse Nucleosid- als auch verschiedene Zucker-Analoga eingesetzt.**
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Somit stellt die Verwendung von Akzeptor-substituierten cycloSal-Nucleotiden als aktivierte
Phosphatester eine zuverlassige, generell anwendbare und reproduzierbare Methode in der
Darstellung von strukturell vielfaltigen NDP-Zuckern und ihrer Analoga dar. Die Zucker-
nucleotide wurden dabei in hohen Ausbeuten und zudem in Form reiner Anomere erhalten,
da die Stereoinformation des anomeren Kohlenstoffatoms der Glycosyleinheit im NDP-

Zucker durch die Konfiguration des eingesetzten Zuckerphosphates vorgegeben
Wird.7l,72,89,91

2.4.3 Synthese seltener naturlicher NDP-Zucker

Wahrend in den Eukaryoten ausschlieBlich acht NDP- bzw. NMP-Zucker (siehe Kapitel 1)
als Substrate der Glycosyltransferasen dienen, findet sich in Prokaryoten eine grofRe Anzahl
an vielfaltigen NDP-Zucker-Strukturen, die sich sowohl in der Zucker- als auch in der
Nucleosidkomponente unterscheiden. Ein genereller synthetischer Zugang zu den in
Eurkaryoten vorkommenden NDP-Zuckern konnte Uber die Kupplung von cycloSal-
aktivierten Phosphattriestern mit den leicht verfigbaren und gro3tenteils kommerziell

erhaltlichen Zuckern bzw. Zucker-1-phosphaten bereits erfolgreich erschlossen werden.

Aufgrund ihrer Rolle in der Zellwand- und Glycoprotein-Biosynthese in Bakterien (z.B. LPS-
Biosynthese Gram-negativer Bakterien), Mycobakterien und Pilzen, stellen einzelne NDP-
Zucker als Substrate der Glycosyltransferasen dieser Spezies attraktive Targets fur die
Entwicklung innovativer Antiinfektiva dar.®*®® Aus diesem Grund ist ein synthetischer
Zugang zu bestimmten NDP-Zuckern und ihrer Analoga, welche als potentielle Inhibitoren
der Glycosylierungen dienen kodnnten, von groRem Interesse. Die Darstellung dieser
Zuckernucleotide wird jedoch vor allem durch die unzureichende Verfiugbarkeit der
benotigten Zucker erschwert, weshalb bisher nur wenige Versuche unternommen worden,

um diese speziellen Molekile zu synthetisieren.

Die Synthese von CDP-6-desoxy-D-gulose a/B-40, einem NDP-Zucker, welcher an der LPS-
Biosynthese Gram-negativer Bakterien beteiligt ist, konnte erfolgreich durch Kupplung des
selektiv geschitzten cycloSal-Cytidinmonophosphates 41 mit dem entsprechenden ano-
merenreinen 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-D-gulose-1-phosphat a/$-39 durchgefuhrt werden
(Abb. 19: Schritt h).”® Letztere Zuckerphosphate wurden dabei durch Phosphorylierung
unterschiedlicher acetylierter 6-Desoxy-D-gulose-Derivate erhalten: Wahrend die Dar-
stellung des a-Anomers Uber die Phosphoramidit-Methode (Abb. 19 : Schritt f) erfolgte,
gelang die Synthese des B-Anomers ausgehend vom a-Bromid des Zuckers Uber eine

Silber-katalysierte Kupplung mit Dibenzylphosphat (Abb. 19: Schritt h).
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a) i) H,SO4 Aceton, 75 °C, 48 h; i) DIBAL-H, Toluol, -78 °C, 2 h (56% Uber 2 Stufen); b) i) KOH, CHsl, [18]crown-6, THF, Rt, 2 h; ii) HOAc,
H,0, Rt, 20 h (92% uber 2 Stufen); c) i) MsCl, Pyridin, 0 °C - Rt, 2 h; ii) LiAIH4, Benzol, 85 °C, 7 d (74% uber 2 Stufen); d) HCI, CH3CN, H,0,
A, 2-3 Min (80%); e) Ac,0, Pyridin, Rt, 18 h (quant.); f) i) Hydrazinacetat, DMF, Rt, 3 h; ii) Bis(benzyl)-N, N-diisopropylphosphoramidit xx, DCI,
CHyCI,, 0 °C - Rt, 2 h; iii) mCPBA, 0 °C - Rt, iv) Pd/C, Hp NEt3 Rt, 46-72 h; g) i) HBr, HOAc, 0 °C - Rt, 2 h; ii) (BnO),P(O)OH, Ag,CO3 0° C -
Rt, 16 h;iii) Pd/C, Hy NEtz Rt, 46-72 h; h) i) 5-Nitro-cycloSaI-N4-Ac-2',3'-di-O-Ac-cytidin-monophosphat, DMF, Rt, 24 h; ii) CH3OH/H,O/Et3;N
(7:3:1), Rt, 16 h (o: 66%; B: 60% Uber 2 Stufen)

Abb. 19: Synthese von CDP-6-desoxy- a/B-D-gulose a/B-40 ausgehend von D-Gulono- y-
lacton 34.

6-Desoxy-D-gulose 37 wurde Uber eine siebenstufige Syntheseroute ausgehend von D-
Gulono-y-lacton 34 mit einer Gesamtausbeute von 30% synthetisiert (Abb. 19: a-d). Dabei
stellten neben einer komplexen Schutzgruppenstrategie, vor allem die Reduktion der

Ketofunktion und die 6-Desoxygenierung die Schliisselschritte dieser Synthese dar.”

L-Hexosen

Obwohl der Fokus der Aufmerksamkeit aufgrund ihrer weiten Verfligbarkeit stets auf dem
Gebrauch von Ublichen D-Zuckern als bequeme Quelle fiir Startmaterialien biologischer
Untersuchungen lag, wuchs in letzter Zeit auch das Interesse an ihren L-Enantiomeren.
Diese sind zwar in der Natur weniger prasent als die D-Hexosen, sind aber dennoch als
Schlusselbausteine sowohl zahlreicher bioaktiver Oligosaccharide, Glycopeptide, Terpen-

und Steroidglycoside als auch diverser Antibiotika nicht minder bedeutsam.*

So finden sich in der Natur beispielsweise diverse Vertreter der L-Altro-Zucker-Reihe als

essenzielle Bestandteile einiger Oligo- bzw. Polysaccharide (Abb. 20): L-Altrose 42 wurde
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als Komponente der extrazellularen Polysaccharide des Butyrivibrio fibrisolvens Stammes
CF3 identifiziert.*> Zudem wurde L-Altruronséure 43 in der O-spezifischen Region der LPS
von Proteus mirabilis O10, einem opportunischtischen Erreger von Infektionen des mensch-
lichen Harntraktes, gefunden.®® Desweiteren besteht nicht nur das LPS-O-Antigen der

9799 sondern auch das des Pectinatus Frisingensis'®

Yersinia Enterocolotica (Serotyp O:3)
aus einem Homopolymer von 6-Desoxy-a-L-altrose 44, dessen Biosynthese von Glycosyl-
transferasen unter Verwendung von TDP-6-desoxy-a-L-altrose 45 als Glycosyldonoren

katalysiert wird (Abb. 20).0*1%4

OH OH OH OH
HO ) HOOC7~]-0
HO HO 9
4
42 OH 3 OH | NH

o o P

I (@)
HoC—- Qi =OF OH 0/'$\O/Fu’\o ©
HO HsC7~10 o. O
HO © _©
44 OH 45
OH

Abb. 20: Biologisch relevante Vertreter der  L-Altro-Reihe.

Da die meisten L-Hexosen kommerziell nicht erhéaltlich sind und zudem oft praktische
Schwierigkeiten bei ihrer Gewinnung aus den natirlichen Quellen bestehen, wurde eine
Reihe von Methoden zur chemischen Synthese dieser Zucker entwickelt. Bei den meisten
der bekannten Synthesen handelt es sich um Kettenverlangerungen von kurzkettigen

Zuckern, chemische oder enzymatische Epimerisierungen von kommerziell erhéltlichen

5 106,107 108-111

D-Zuckern'® und ihrer Derivate oder de novo Synthesen ausgehend von sehr
einfachen Molekiilen.®* Im Folgenden werden die verschiedenen Strategien zur Darstellung
von L-Hexosen anhand einiger Beispiele zur Synthese von L-Altrose 42 und ihrem
6-Desoxy-Derivat 44 vorgestellt. Eine der effizientesten Methoden zur Darstellung von
L-Altrose ist die sequentielle Epimerisierung von D-Glucose nach Hung et al. (Abb. 21).1%
Ausgehend von Diaceton-a-D-glucose 46 wird hier in einer siebenstufigen Synthese Uber
eine Cb5-Epimerisierung zunachst L-ldose 47 erhalten, welche anschlieRend Uber eine
Inversion der Konfiguration des C4-Atoms in die gewtlinschte L-Altrose 42 tberfuhrt wird.
Die Schlisselschritte dieser Synthese stellen stereoselektive Hydroborierungen von

Olefinen dar.1®
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O CS Inversion C4- InverS|on 0 w
46 48

a) PhsP, NBS, (75%); b) DBU, Toluol (84%); ¢) BH3/THF; H,O,, NaOH, (90%); d) kat. CSA, Aceton, 2,2-Dimethoxy-propan, (42%);

€) DAST, Pyridin, 100°C, 0.12 mmHg, (51%); f) BHy/THF; HyO,, NaOH, (78%); g) Amberlite-120-H*, H,0, 1,4-Dioxan, (100%)

Abb. 21: Synthese von L-Altrose 42 (iber eine zweifache Epimerisierung nach ~ Hung et al.'®®

Eine weitere Mdglichkeit zur Darstellung der L-Altrose 42 bietet die Methode nach
Guaragna et al., in der das geschutzte (5,6-Dihydro-1,4-dithiin-2-yl)methanol 50 als Rea-
genz zur Kettenverlangerung des elektrophilen 2,3-O-Isopropyliden-L-glyceraldehyds 51
dient (Abb. 22). Die Einfihrung einer a,B-ungeséttigten Formylfunktion resultiert dabei
zuné&chst in der Bildung des 2,3-ungesattigten L-Pyranosids 54, welches anschlieRend tber
eine stereoselektive Dihydroxylierung in das Methyl-a-L-altropyranosid 56 tberfiihrt wird.**®

SOAﬁb Sojﬁ

S

MPMO H MPMO + syn-52
50 o 51 anti-52 JC
OMe
AcO 7,
HO QH OMe ACO/ . @) OMe
O BnO d
HO e :% _
N BnO S
OH o S
56 55 54

a) BulLi, THF, -78 °C (95%); b) i) NaH,BnBr, DMF, 0 °C (95%) ii) DDQ, CH,Cl,/H,0, Rt (70%) iii) PCC,
Pyridin (99%); c) i) Amberlite 15, CH30H, Rt ii) Ac,O, Pyridin (97%), d) Raney-Nickel, THF, 0 °C
(75%); e) i) CF3COCH3, Oxone, CH3CN, Na,EDTA, NaHCO3 0 °C ii) HCIO4, Rt (87% Uber 2 Stufen)

Abb. 22: De novo Synthese vom Methyl- a-L-altropyranosid 56 nach Guaragna et al.*®

Als letztes soll hier die von Shan et al. entwickelte asymmetrische de novo Synthese vom
Benzyl-6-desoxy-a-L-altropyranosid 62 tber ein Pyranon-Intermediat 59 vorgestellt werden.
Diese Route stitzt sich auf eine Palladium(0)-katalysierte Glycosylierungsreaktion und ent-
sprechende Postglycosylierungstransformationen. Die Kontrolle der absoluten und relativen
stereochemischen Konfiguration resultiert dabei aus einer Noyori-Reduktion von 2-Acyl-
furan 57 und anschliel3ender diastereoselektiver Einfuhrung weiterer stereogener Zentren

iiber eine stereoselektive Epoxidéffnung.™?
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OH

62 61 60

a) Noyori (S,S), HCOOH, Et;N (96%, >96%ee); b) i) NBS, H,O ii) (Boc),0, 5%
DMAP, -78 °C (71% iiber 2 Schritte); b) BnOH, Pd(0)/PPh (94%); ¢) H,0, NaOH
(88%); d) NaBH,, CeCl (85%); €) i) Sc(OTf)s, HOAG; ii) LIOH, THF/H,0 (69%)

Abb. 23: Asymmetrische de novo Synthese von Benzyl -6-desoxy- a-L-altrosid 62
nach Shan et al.*

Wahrend flir die Synthese von L-Altrose 42 bislang eine Vielzahl von verschiedenen

Methoden entwickelt wurden,®+105:108-111,113

ist die de novo Synthese nach Shan et al. eines
der wenigen Beispiele,"*** die einen Zugang zu ihrem 6-Desoxy-Derivat 44 erdffnen,

welches an der LPS-Biosynthese diverser Gram-negativer Bakterien beteiligt ist.

Allen hier vorgestellten Synthesestrategien gemein ist, dass sie in ihrer Anwendung nicht
nur auf einen bestimmten Zucker beschrénkt sind, sondern je nach eingesetzten Rea-
genzien den synthetischen Zugang zu einer Reihe an L-Hexosen bieten. Da viele naturliche
D-Zucker, wie D-Glucose oder D-Galactose, aufgrund ihrer Omniprasenz in Naturprodukten
wie Starke, Cellulose und Lactose, nahezu uneingeschrankt verfigbar sind, eignen sich
insbesondere Epimerisierungen von D-Hexosen, wie die in Abb. 21 gezeigte Synthese nach

Hung et al., zur Darstellung von L-Hexosen in einem Gramm-Malf3stab.

Obwohl die Suche nach Methodologien fir die Synthese von nattrlichen und unnattrlichen
Zuckern in optisch aktiven Formen schon seit Uber einem Jahrhundert anhalt, stellt dieses
Untersuchungsfeld noch immer ein faszinierendes Forschungsgebiet und eine zentrale
Herausforderung fiir Synthese-Chemiker dar. Dabei ist fir weiterfihrende Untersuchungen
im Bereich der chemischen Biologie und Wirkstoffentwicklung vor allem ein synthetischer
Zugang zu den entsprechenden NDP-Zuckern als Substrate der Glycosyltransferasen,
welche an der Konstruktion von komplexeren bioaktiven Molekilen beteiligt sind, von

besonderem Interesse.!®
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3 Aufgabenstellung

3.1 Synthese fluoreszenzmarkierter GDP- B-L-fucose

Dieser Abschnitt der Arbeit ist Teil eines Projektes im Rahmen einer Kooperation
verschiedener Arbeitsgruppen der Organischen Chemie und der Biochemie der Universitat
Hamburg, welche es sich zum Ziel gesetzt hat, eine Methode zu entwickeln, die sowohl
eine Visualisierung der humanen Fucosyltransferase IX-Aktivitat als auch eine Lokalisierung
fucosylierter Glycostrukturen invivo ermdglicht. Die daraus gewonnenen Erkenntnisse
sollen zur Aufklarung ihres enzymkatalytischen Mechanismus® und ihrer Funktionen

beitragen und somit das rationale Design potentieller Inhibitoren vereinfachen.

Ein besonders effizientes Verfahren zur kontinuierlichen Verfolgung enzymkatalysierter
Prozesse basiert auf dem Fdrster-Resonanz-Energie-Transfer (FRET). Aus diesem Grund
sollte im Rahmen unserer Kooperation ein FRET-Assay fur die Untersuchungen der
hFucT-I1X entwickelt werden. Als Vorbild sollte das von Maeda und Nishimura entwickelte
Verfahren zur in vitro Untersuchung der hFucT-VI-Aktivitat dienen. Die Anregung des dabei
verwendeten Naphthyl-Donor- und Dansyl-Akzeptorsubstratpaares erfolgte mit UV-
Strahlung bei 230 nm.*® Da Strahlung dieser Wellenldnge unter anderem von diversen
Zellkomponenten absorbiert wird, ist das von Maeda und Nishimura verwendete FRET-Paar
fur eine Anwendung in zellularen Assays nur beschréankt geeignet. Da die mechanistischen
Studien der hFucT-IX jedoch sowohl in vitro als auch in vivo durchgefiihrt werden sollen,
sollte ein andere Farbstoffe Verwendung finden, welche eine Anregung mit Strahlung

energiearmerer Wellenlangen erlauben.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit besteht in der Darstellung von fluoreszenzmarkierter GDP-
B-L-fucose 63 (Abb. 24). Da Fucosyltransferasen eine ausgepragte Toleranz gegenlber
Modifikationen in der C6-Position der Zuckereinheit ihres Substrates GDP-B-L-fucose 17

°3.115-117 ggllte im Rahmen dieser Arbeit die Markierung des Donorsubtrats 17 an

aufweisen,
dieser Stelle vorgenommen werden. Die Verkniipfung mit dem Farbstoff sollte dabei tber
einen geeigneten Linker erfolgen, der zuvor in das Molekil eingefuhrt werden muss. Die
Knipfung der Pyrophosphatbriicke des Zuckernucleotids sollte unter Verwendung eines

Akzeptor-substituierten cycloSal-Nucleotids als Phosphataktivester erfolgen.
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Abb. 24: Fluoreszenzmarkierte GDP- B-L-fucose 63.

AnschlieBend sollte im Rahmen unserer Kooperation mit Hilfe von Hochleistungsdiinn-
schichtchromatographie (HPTLC) gekoppelt mit einer massenspektrometrischen Detektion
zunachst Uberprift werden, ob sowohl die von uns synthetisierte fluoreszenzmarkierte
GDP-B-L-fucose 63 als auch von ein S. Kahl dargestelltes entsprechend markiertes
LacNAc-Akzeptorsubstrat von der hFucT-IX als Substrate erkannt und enzymatisch
umgesetzt werden kénnen. Im Fall einer erfolgreichen Akzeptanz beider Substratanaloga

sollte die Aktivitat der Fucosyltransferase IX Uber einen FRET-Assay untersucht werden.

Eine weitere Verwendungsmoglichkeit fir die fluoreszenzmarkierte GDP-B-L-fucose 63

bestiinde zudem in der Markierung fucosylierter Proteine (Proteinlabeling).®**®

3.2 Synthese Triazol-modifizierter GDP-Zucker

Da die meisten der bis heute entwickelten Fucosyltransferase (FucT)-Inhibitoren Uber sehr
geringe Bindungsaffinitaten zum Enzym verfligen, besteht ein grofRes Interesse an der
Entwicklung neuer Strategien zum Auffinden hochwirksamer und spezifischer Hemmstoffe.
Da ein detailliertes Verstandnis von der Struktur der Fucosyltransferasen jedoch bislang
fehlt, ist das rationale Design von potentiellen FucT-Inhibitoren stark erschwert. Aus diesem
Grund ist man auf die Verfligbarkeit von Synthesemethoden, welche einen schnellen und
zuverlassigen Zugang zu einer Vielzahl von strukturell unterschiedlichen Substratanaloga

eroffnen, angewiesen.

Aufgrund dessen, dass der Hauptanteil der Bindungsenergie der Fucosyltransferasen auf

Wechselwirkungen mit der GDP-Einheit des Donorsubstrats zurlickzufiihren ist, 5961

gilt dem
Design von potentiellen Inhibitoren mit einer intakten GDP-Struktur ein besonderes
Interesse. Eine effiziente und generell anwendbare Methode zur Darstellung von strukturell
vielfaltigen NDP-Strukturen, stellt die Verwendung von cycloSal-Nucleotiden als aktivierte

Phosphatester dar. Neben der Knlipfung der Pyrophosphatbriicke ist fir den synthetischen
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Zugang von GT-Substratanaloga eine schnelle, leistungsféhige, gut funktionierende und

einfache Methode zur Einfihrung von Modifikationen entscheidend.

Lee et al. nutzten fur das Erstellen einer kombinatorischen Bibliothek potentieller FucT-
Inhibitoren die als Huisgen-Reaktion bekannte Kupfer(l)-katalysierte 1,3-dipolare Cyclo-
addition zwischen organischen Aziden und Alkinen (CuAAC). Um den synthetischen
Aufwand moglichst gering zu halten wurden hier anstelle der natirlichen Zuckereinheiten

der Donor- und Akzeptorsubstrate, aromatische und somit hydrophobe Azide verwendet.*

Da im ersten Teil dieser Arbeit die Darstellung von Glycosylaziden durch die Verwendung
von Mikrowellensystemen in ihrer Durchfiihrung stark vereinfacht und zudem unter
Verkirzung der Reaktionszeit im Vergleich zum literaturbekannten Syntheseprotokoll

optimiert werden konnte,**>**8

sollten in der vorliegenden Arbeit im Unterschied zu dem von
Lee et al entwickelten Konzept, Azide verschiedener Mono- bzw. Disaccharide Uber eine
1,2,3-Triazolbriicke mit einer GDP-Einheit verknlpft werden. Wahrend Lee et al. zur Dar-
stellung von GDP-AIkin 12 die Morpholidatmethode nach Moffat und Khorana nutzten, sollte

erneut das cycloSal-Verfahren zur Kntipfung der Pyrophosphatbriicke Anwendung finden.

Um die Anwendbarkeit der Synthese zu untersuchen, sollte neben L-Fucose L-15 auch ihr
D-Enantiomer D-15 sowie D-Galactose D-64 und das Disaccharid D-Lactose 65 in Form ihrer
entsprechenden Azide Uber eine 1,2,3-Triazol-Briicke mit der GDP-Einheit verknlpft

werden.

CuAAC cycloSal 0]
A A N
' NH
1 ! /
: 9 < L
R . P P< N NH,
OGP0
\A/N\N
\ ~ / OH OH
Glycosylrest: L-Fuc L-66
D-Fuc D-66
D-Gal D-67
D-Lac 68

Abb. 25: Triazol-modifizierte GDP-Zucker.
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3.3 Synthese von TDP-6-desoxy- a/B-L-altrose

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Synthese von TDP-6-desoxy-a/B-L-
altrose a/p-45, welche fir biosynthetische Studien Uber Lipopolysaccharide diverser Gram-

negativer Bakterien bendtigt wird.*"*%*

Die Synthese beider Anomere dieses seltenen NDP-Zuckers sollte nach der cycloSal-
Methode Uber die Reaktion des jeweiligen anomerenreinen 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-a/3-

L-altropyranosylphosphates a/B-69 mit 5-Nitro-cycloSal-3"-O-acetyl-thymidinmonophosphat

70 erfolgen.
Epimerisierung 0
eines D*-Zuckers cycloSal NH
! LB o) ©
OH > ~/A - I\
HsC—7~]-0 © (5"'? © O/\Q
HO ©
o/B—45 HO

OH
Abb. 26: Konzept zur Synthese von TDP-6-desoxy- a/B-L-altrose a/f-45.

Die Darstellung der 6-Desoxy-a/B-L-altropyranosylphosphate a-69 und -69 sollte Uber eine
Phosphorylierung von 6-Desoxy-L-altropyranose 44 erzielt werden. Da dieser seltene
L-Zucker kommerziell nicht erhaltlich ist, sollte ein neuer synthetischer Zugang zu 44 ge-
funden werden. Um eine Synthese im Gramm-Malfistab zu ermdéglichen, sollte die Epimeri-
sierung eines entsprechenden, uneingeschrénkt verfugbaren D-Zuckers den Schlussel-

schritt der Reaktionssequenz bilden.
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4 Resultate und Diskussion

4.1 Synthese fluoreszenzmarkierter GDP- B-L-fucose

4.1.1 Synthesen zur Darstellung von GDP-6-azido- [-L-fucose

Wegen der Toleranz der Fucosyltransferasen gegenuber Modifikationen in der C6-Position
der Zuckereinheit ihres Substrates GDP-B-L-fucose 17, wurden bislang verschiedene Stra-

tegien zur Einflihrung von Farbstoffen in diese Position Uber geeignete Linker entwickelt.

Viele Syntheserouten zur Darstellung fluoreszenzmarkierter GDP-B-L-fucose 63 verlaufen
Uber GDP-6-azido-B-L-fucose 71, da diese vielseitige Moglichkeiten zur Anbindung an ent-
sprechend funktionalisierte Chromophore bietet: Zum einen kann die Azidogruppe, wie in
dem von Sawa et al. zur Visualisierung fucosylierter Glycane entwickelten Konzept, tber
eine Kupfer(l)-katalysierte [3+2]-Cycloaddition (Click-Chemie) unter Bildung eines Tetrazol-
ringes mit fluoreszierenden Alkinen 72 verkniipft werden (Abb. 27: A).**® Zum anderen kann
die Azidogruppe, wie bei der von Maeda und Nishimura beschriebenen Synthese von GDP-
6-naphtyl-B-L-fucose 2, Uber eine Reduktion in das entsprechende primare Amin 73 Uber-
fuhrt werden, welches dann mit einem fluoreszierenden NHS-Ester 74 unter Ausbildung

einer stabilen Amidbindung reagiert (Abb. 27: B).*

,N O/ GDP

B = o7 Sl
71 HO CD S e 63aOH
OH 1,2,3-Triazol OH

Reduktion

(@] GDP pH 8.3 GDP
Ho -/ YFT----

73 OH Amld OH 63b

Abb. 27: Synthesestrategien zur Darstellung Farbsto  ff-modifizierter GDP- B-L-fucose.

Aufgrund ihrer vielseitigen Verwendungsmoglichkeiten wurden verschiedene Synthese-
strategien zur Darstellung der GDP-6-azido-B-L-fucose 71 Uber das entsprechende 6-Azido-
6-desoxy-B-L-galactosylmonophosphat 75 entworfen, wobei die von Srivastava et al. ent-
wickelte Methode ausgehend von L-Galactose L-64 bislang am meisten Anwendung
fand.">!*° Hierbei erfolgt zunéchst die selektive Schitzung der sekunddren Hydroxy-

gruppen als Isopropylidenacetale (76) bevor die primére Hydroxygruppe Uber das ent-
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sprechende Triflat in eine Azidogruppe (77) uberfihrt wird. Nach anschlieender Um-
setzung zum a-Bromid 79, erfolgt die Phosphorylierung zum 6-Azido-B-L-fucosylmono-
phosphat 75. Dieses konnte von Sawa et al. Gber die Morpholidat-Methode mit einer sehr

geringen Ausbeute von 5% in GDP-6-azido-6-desoxy-B-L-galactose 71 tiberfiihrt werden.''®
ZnCI2 H2804 CF3802)20 Pyrldln,
Aceton, CHZCIZ 0 °C, 30 min
_ Rt 10min__ 2) NaNs DMF, Rt, 15 h
HO T e 68%
L-64 O 76 Uber 2 Stufen OJT 77

1) TiBrs, CH,CI,/EtOAC, Rt, 48 h (79)
1) CF3COOH, H,0

2) (Bu)4sN* H,PO57,CH3CN, Et3N,
0°C-Rt, 3.5h

(0] L Rt, 15 min
|| 3) NH4OH, H,0 . OAc 2) Ac0, Pyridin,
N; o o-F~oH 4) DOWEX 50WX8 (EtsN*) N3 o Rt, 15 h
W 06 72% uber 4 Stufen =5 OAc 87%
B-L-75 EtsNH OAc 78 Uber 2 Stufen
GMP-Morpholidat,
5% | 1H-Tetrazol,
Pyridin, Rt, 3 d
N3 GDP
HO
OH 71

Abb. 28: Synthese von 71 nach ~ Srivastava et al. und Sawa et al.**>**®

Da es sich bei der fur diese Synthese als Ausgangsverbindung gewdahlten L-Galactose L-64
um einen vergleichsweise teuren Zucker (ca. € 2.5 mg*) handelt, wurde von Maeda und
Nishimura ein alternativer Syntheseweg ausgehend von der weitaus glinstigeren D-Galac-
tose D-64 (ca.€0.2g") entwickelt.”® Da sich hierbei jedoch schon die Darstellung des
acetylierten Azido-Zuckers 78 Uber 13 Stufen erstreckt, ist dieser Weg im Vergleich zu der
von Srivastava et al. entwickelten Strategie sehr lang und mit erheblichem synthetischen
Aufwand verbunden. Zudem erfolgte die Synthese der GDP-6-azido-6-desoxy-B-L-galac-
tose 71 hier ebenfalls Uber die Kupplung des 6-Azido-6-desoxy-fB-L-galactosylmonophos-
phats B-L-75 mit einem GMP-Morpholidat, so dass 71 im letzten Schritt lediglich mit einer
Ausbeute von 11% erhalten werden konnte.*

Das von Srivastava et al. entwickelte Synthesekonzept zur Darstellung des 6-Azido-6-
desoxy-B-L-galactosylmonophosphats B-L-75 besticht neben der geringen Anzahl an Syn-
theseschritten vor allem durch die hohen Ausbeuten, die bei jeder einzelnen Stufe erzielt

werden konnten.'*®

Die Uberfiihrung des modifizierten Zuckerphosphates B-L-75 in GDP-6-azido-6-desoxy-B-L-

galactose 71 wurde bislang ausschlieRlich iiber die Morpholidatmethode erprobt.>**® Da in
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diesen Reaktionen lediglich Ausbeuten zwischen 5% und 11% erreicht werden konnten,

wurde die Gesamtausbeute von 71 erheblich durch diesen finalen Schritt limitiert.

Aus diesem Grund sollte in der vorliegenden Arbeit die Knlpfung der Pyrophosphatbriicke
Uber eine alternative Aktivierung des Nucleosidmonophosphats mit Hilfe des cycloSal-Kon-

zepts erfolgen.

4.1.2 Auf der Suche nach einem geeigneten FRET-Paar

Fur ihre Eignung als Donor-Akzeptor-Paar in einem auf FRET basierten Assay werden an
Chromophore bestimmte Anforderungen gestellt: So sollten sie flr das Auftreten eines
FRET-Effektes eine parallele Dipolorientierung aufweisen und zudem muss das Absorp-
tionsspektrum des Akzeptors mit dem Emissionsspektrum des Donorchromophors
ausreichend uberlappen. Befinden sich beide Farbstoffe nach der Reaktion in einem

Molekdil, sollte ihr Abstand 10 nm nicht tberschreiten.

Da die Mehrzahl an organischen Fluorophoren wegen ihrer kurzen Fluoreszenz-Lebens-
dauern im ns-Bereich nicht zeitaufgeldst gemessen werden kdnnen, stellt die Hintergrund-
fluoreszenz der Proben durch die Anwesenheit natirlicher Chromophore (wie z.B.
Tryptophan) haufig ein Problem bei der Messung eines FRETSs dar. Dies hat eine deutliche
Abnahme der Empfindlichkeit der Methode zur Folge, weshalb die Konzentration der
Chromophore oft erhfht werden muss. Um dies zu verhindern, wurden Akzeptoren
entwickelt, die energiearmere Strahlung mit sehr langen Wellenlangen emittieren und so zu
einer Minimierung der Hintergrundfluoreszenz filhren.>* Ein Beispiel hierfiir ist der Cyanin-
Farbstoff Cy5, welcher ein Emissionsmaximum von 667 nm besitzt und meist in
Kombination mit dem Cy3-Farbstoff (Axps = 570 nm) eingesetzt wird. Dennoch wird auch bei
dem Einsatz solch optimierter Chromophore oft nicht die Empfindlichkeit einer zeitauf-
geldsten Messung erzielt, weshalb fortwadhrend an der Entwicklung alternativer Akzeptor-

Farbstoffe gearbeitet wird, welche eine lang anhaltende Fluoreszenz aufweisen.

Fluoreszenzfarbstoffe der Firma ATTO-TEC zeichnen sich nicht nur durch eine hdhere
Photostabilitdt sondern auch durch eine starke Absorption (hoher Extinktionskoeffizient) und
eine hohe Fluoreszenzquantenausbeute aus und eignen sich somit als Fluoreszenzlabel
zur Markierung von Amino- und Thiolgruppen einer Vielzahl von Biomolekilen wie
Proteinen und Nukleotiden. Sie sind gut charakterisiert und kénnen u.a. in zeitaufgeloster
Fluoreszenzspektroskopie, zur Detektion von Einzelmolekilen sowie in FRET-Experi-

menten eingesetzt werden.**
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Aufgrund ihrer hervorragenden Eigenschaften sollten im Rahmen unserer Kooperation zur
Untersuchung der hFucT-IX ebenfalls ATTO-Farbstoffe zur Markierung der Substrate Ver-
wendung finden. Um eine Messung des FRET-Effektes bei langeren Wellenlangen zu ge-
wahrleisten, fiel unsere Wahl auf das kommerziell erhéltliche FRET-Paar ATTO 550/
ATTO 647N, deren Extinktions-und Emissionsspektren in Abb. 29 gezeigt sind. Darin ist die
fur die Entstehung eines FRETSs vorausgesetzte Uberlappung des Emmissionsspektrums
von ATTO 550 mit dem Extinktionsspektrum des Farbstoffs ATTO 647N deutlich zu

erkennen.™*®
o (0]
I ? i ?
N N
@rT0589" 0~ ATTO 647N )J\O/

80 9 81 o
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Wellenlange [nm]

Abb. 29: Extinktions- und Emisssionsspektren der NH S-Ester des FRET-Paares ATTO
550/ATTO 647N 80 und 81.

Bei beiden Farbstoffen handelt es sich um kationische Verbindungen, welche aus
verschiedenen Isomeren identischer Absorptions- und Fluoreszenzeigenschaften bestehen.
Ihre genaue Struktur wird von der Firma ATTO-TEC aufgrund eines laufenden Patent-

verfahrens jedoch nicht bekannt gegeben.'*®

ATTO-Farbstoffe sind in Form verschiedener Modifikationen erhaltlich, wobei sie zur
Markierung von Aminogruppen aus Reaktivitdtsgrinden vor allem als N-Hydroxysuccin-
imidyl-(NHS)-ester 80/81 eingesetzt werden (Abb. 29). Durch einen nucleophilen Angriff der
Aminogruppe auf das Carbonyl-Kohlenstoffatom des NHS-Esters ensteht hierbei unter

Abspaltung von N-Hydroxysuccinimid eine stabile Amidbindung.
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Das Fundament eines FRET-Assays besteht in der Synthese eines geeignet markierten
Donor-Akzeptor-Paares. Im Rahmen der Kooperation zur Untersuchung der hFucT-IX-
Aktivitat sollte neben dem ATTO 647N-markierten LacNAc-Derivat 82, ATTO 550-markierte
GDP-B-L-fucose 83 dargestellt werden.

Die Synthese des ATTO 647N-markierten Akzeptorsubstrates 82 erfolgte von S. Kahl im
Rahmen ihrer Diplomarbeit. Hierbei wurde N-Acetyl-D-lactosamin am anomeren Kohlen-
stoffatom zun&chst mit einem geeigneten Linker versehen, welcher im Anschluss mit dem
Akzeptorchromophor verkniipft wurde.*? Die Synthese der ATTO 550-markierten GDP-B-L-

fucose 83 war Ziel der vorliegenden Arbeit.

In Abb. 30 ist das Konzept des zur Untersuchung der hFucT-IX-Aktivitat entwickelten FRET-
Assays unter Verwendung des ATTO-Farbstoff-modifizierten Substratpaares 82 und 83 dar-
gestellt. Nach Umsetzung beider fluoreszenzmarkierter Substrate, wiirde die Anregung des
Donorfarbstoffes ATTO 550 (Absorptionsmaximum Aaps = 554 nm) in der C6-Position der
GDP-B-L-fucose 17 uber einen FRET zur Emission der Akzeptorfluoreszenz von
ATTO 647N (Fluoreszenzmaximum Ar = 669 nm) fihren. Dadurch wéare eine abstands-
abhangige Studie zur Aufklarung des Mechanismus” der FucT-IX-katalysierten Reaktion
mdoglich. Zudem koénnte ein solcher Assay in HT-Screenings zum Auffinden neuer FucT-

Inhibitoren eingesetzt werden.

Voraussetzung fur die Beobachtung eines FRETSs ist jedoch, dass das Enzym tatsachlich in
der Lage ist, beide Substratanaloga zu erkennen und umzusetzten und dass der Abstand
der ATTO-Farbstoffe im gebildeten Trisaccharid 84 einen Abstand von 10 nm nicht tber-

schreitet.
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Abb. 30: Konzept des zur Untersuchung der hFucT-IX-  Aktivitat entwickelten FRET-Assays.

Sollte die hFucT-IX nicht imstande sein beide Analoga gleichzeitig umzusetzen, bestinde
eine weitere Verwendungsmoglichkeit fur die ATTO 550 funktionalisierte GDP-f-L-fucose
83 als Substrat von Fucosyltransferasen in der Markierung glycosylierter Proteine (Protein-
labeling), um ihre Funktion in lebenden Zellen z.B. mit Hilfe der Fluoreszenz-Mikroskopie zu

analysieren.'®

4.1.3 Synthesestrategie zur Darstellung ATTO 550-ma  rkierter GDP- B-L-

fucose

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Darstellung von ATTO 550-markierter GDP-
B-L-fucose. Die Strategie, die bei dieser Synthese angewendet wurde, ist in Abb. 31

gezeigt.

Die Markierung sollte aus den zuvor genannten Griinden in der C6-Position der Fucosyl-
einheit des Zuckernucleotids eingefiihrt werden. Dabei sollte der ATTO 550-Farbstoff als
NHS-Ester 80 verwendet werden und nach der in Abb. 27 gezeigten Markierungsstrategie B
mit GDP-6-amino-6-desoxy-f-L-galactose 83 umgesetzt werden. Da es sich bei ATTO 550

um einen sehr teuren Fluoreszenzfarbstoff handelt (€ 146 mg™),'*
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an 71, welche durch Reduktion aus dem entsprechenden Azido-Vorlaufer 73 dargestellt

werden sollte, erst im letzten Schritt der Syntheseroute erfolgen (Abb. 31).

Als erstes sollte deshalb ein synthetischer Zugang zum GDP-Zucker 83 als zentrales
Zwischenprodukt der Route erschlossen werden. Eine zuverlassige und generell anwend-
bare Methode zur Darstellung von strukturell vielfaltigen anomerenreinen NDP-Zuckern in
hohen Ausbeuten, stellt die Verwendung von Akzeptor-substituierten cycloSal-Nucleotiden

als aktivierte Phosphatester dar (Kapitel 2.4.2.2).""728991

[e)
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Abb. 31: Synthesestrategie zur Darstellung ATTO 550 -markierter GDP- B-L-fucose 83.

Die gewéhlte Synthesestrategie zur Darstellung von GDP-6-amino-6-desoxy-p-L-galactose
73 nach dem cycloSal-Konzept war konvergent und begann mit der Synthese der
Schlusselbausteine, bei denen es sich zum einen um 6-Azido-6-desoxy-p-L-galactopyrano-
sylphosphat B-L-75a und zum anderen um 5-Nitro-cycloSal-N*-acetyl-2’,3'-di-O-acetyl-

guanosinmonophosphat 85 handelte.

39



Resultate und Diskussion Teil |

41.3.1 Synthese von 5-Nitro- cycloSal-N2-acetyl-2',3'-di- O-acetylguanosin-

monophosphat

Das fiir die Synthese von 73 als aktivierter Phosphatester benétigte cycloSal-Nucleotid 85
wurde ausgehend vom 5-Nitro-cycloSal-chlorophosphit 86 und dem selektiv blockierten

Guanosin 87 dargestellt.®**

5-Nitrosalicylalkohol 90
1) PCl3, Et,0,-20 °C, 10 min

2) Pyridin, Et,0, -20 °C, 1.5 h
3)Rt, 1h

O,N
\G(\E 1) DIPEA, CHACN, o
. 2-3 h, 20 °C - Rt
o *cl 2) Oxone, 15 min, O2N (0} /N NH
86 0 -10 °C - Rt e < | I
P NN ONHA
o “o. ¢

+ N
NH
<7 o
85
~
HO N N)\NHAC
(0] OAc OAc
87
OAc OAc

1) Ac,0, EtsN, CH3CN, Rt, 30 h, 88%
2) Subtilisin, PBS (pH 7), DMF, 37°C, 3 d, 44%

Guanosin 89
Abb. 32: Synthese von 5-Nitro- cycloSaI—NZ-acetyl-Z’,B’—di— O-acetylguanosinmonophosphat 85.

Die Darstellung des cycloSaligenylchlorphosphits 86 erfolgte aus 5-Nitrosalicylalkohol 90
nach einem in unserem Arbeitskreis etablierten Syntheseprotokoll unter Ausschluss von
Feuchtigkeit.'® Dabei wurde der in Diethylether geléste Salicylalkohol 90 bei tiefen
Temperaturen (-40 bis -20 C) mit Phosphortrichlori d versetzt. Zu dieser Reaktionslésung
wurde langsam Pyridin in Diethylether getropft, um den bei der Reaktion entstehenden
Chlorwasserstoff in Form von festem Pyridiniumchlorid abzufangen (Abb. 32). Der intra-
molekulare Ringschluss wird dabei durch die tiefe Temperatur und eine geeignete
Verdinnung sichergestellt. Das nach einer Schlenkfiltration und Entfernen des Losungs-
mittels erhaltene hochreaktive Chlorphosphit 86 wies eine auf3erordentliche Empfind-
lichkeit gegenilber Feuchtigkeit auf, weshalb es nicht weiter gereinigt wurde und direkt als
Rohprodukt fur die Synthese des entsprechenden cycloSal-Triesters 85 eingesetzt
wurde.®® Auf eine genaue Bestimmung der Ausbeute musste verzichtet werden, es konnte
lediglich eine Rohausbeute unter Berlcksichtigung der Verunreinigungen durch

Pyridiniumchlorid aus dem aufgenommenen *H-NMR-Spektrum bestimmt werden.
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Damit die Umsetzungen zum cycloSal-Triester 85 regioselektiv an der 5°-Position des
Guanosins erfolgen konnte, musste das Nucleosid dementsprechend selektiv blockiert
werden. Um nach der Synthese des NDP-Zuckers eine simultane Abspaltung der
Schutzgruppen der Nucleosid- sowie der Zucker-Einheit zu gewdahrleisten, wurden in

beiden Fallen basenlabile Acetyl-Schutzgruppen verwendet.

Im ersten Schritt erfolgte die vollstandige Acetylierung von Guanosin 89 nach
Panero et al. durch Umsetzung mit Essigsédureanhydrid in Acetonitril unter basischen
Bedingungen.'® Nach chromatographischer Reinigung konnte N*-Acetyl-2’,3',5 -tri-O-

acetylguanosin 88 in hoher Ausbeute (88%) erhalten werden.

Im zweiten Schritt erfolgte die Darstellung von N*-Acetyl-2’,3"-tri-O-acetylguanosin 87 iiber
eine enzymatisch-katalysierte regioselektive De-O-acetylierung in der 5°-Position von 88
nach einer von Singh et al. entwickelten enzymatischen Methode.*** Das Prinzip dieses
Verfahrens beruht darauf, dass eine enzymatische Hydrolyse bevorzugt an der fiir das

Enzym am leichtesten zuganglichen 5 -Acetylgruppe stattfindet.

In mehreren kleinen Ansatzen (4 400 mg 88) wurde das vollstandig acetylierte Guanosin
88 in einer Mischung aus DMF und Phosphat-Puffer (pH = 7.0) geldst und mit der in
Propylenglykol geldsten Protease Subtilisin versetzt. Anschlieend wurden die Ansétze
bei 37 T gerihrt und die Reaktion dinnschichtchrom atographisch verfolgt. Obwohl nach
vier Tagen noch kein vollstandiger Umsatz des Eduktes beobachtet werden konnte,
wurde die Reaktion nach dieser Zeit durch Fallung des Enzyms mit Methanol beendet,
weil ein vermehrtes Auftreten unselektiver De-O-acetylierungen festgestellt wurde. Die
anschlieBende Aufarbeitung und Reinigung des Produktes war mit einigen Schwierig-
keiten verbunden. Wahrend das Entfernen des Enzyms nach der Fallung durch mehr-
maliges Zentrifugieren und Filtrieren relativ gut gelang, gestaltete sich die Beseitigung des
hochsiedenden Propylenglykols als problematisch. Dieser lieR sich weder im Hoch-
vakuum noch durch chromatographische Reinigungen entfernen. Erst nach mehrmaliger

Gefriertrocknung konnte das Rohprodukt schlie3lich von dem Diol befreit werden.

Die anschliel3ende chromatographische Reinigung wurde zum einen durch restliche Spuren
des Propylenglycols und zum anderen durch die ahnlichen Retentionsfaktoren von Edukt
88, Produkt 87 und unselektiv acetylierten Nebenprodukten erschwert, so dass mehrere
langwierige Durchfilhrungen notwendig waren. SchlieBlich konnte N?-Acetyl-2’,3'-di-O-
acetylguanosin 87 jedoch mit einer Ausbeute von 44% (Lit: 40%)'** erhalten werden
(Abb. 32).
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Um die Schwierigkeiten zu umgehen, die bei der Reinigung des selektiv geschitzten
Guanosins 87 aufgetreten sind, konnte die Protease flir eine chemoenzymatische De-O-
acetylierung von 89 alternativ in ungeldster Form als lyophilisiertes Puder eingesetzt
werden. Da dieses jedoch erheblich teurer ist als die hier verwendete Lésung (Puder:
€561 g™"; Losung: €24 g™), wurde von einer solchen Optimierungsméglichkeit abge-
sehen. Ein weiterer Nachteil der hier durchgefihrten Synthese von 87 besteht darin, dass
die Ansatze jeweils auf nur 400 mg des vollstandig acetylierten Eduktes beschrankt sind,
da das verwendete Enzym nicht in der Lage ist, grof3ere Substratmengen umzusetzen.
Dies macht die Durchfiihrung der Reaktion zu einer praktischen Herausforderung und die

Synthese von 87 in gréReren Gramm-Maf3staben nahezu unmdoglich.

Eine rein chemische Synthese von 87 Uber eine geeignete Schutzgruppenchemie, wie sie
in der Darstellung vieler anderer Nucleoside verwendet wird, wurde von T. Zismann in
unserer Arbeitsgruppe eingehend untersucht. Dabei konnte N2-Acetyl-2’,3"-di-O-acetyl-

guanosin 87 jedoch lediglich in sehr geringen Ausbeuten isoliert werden.*?

Das in der Arbeitsgruppe etablierte Protokoll zur Synthese von cycloSaligenyl-Nucleosid-
monophosphaten sieht die Reaktion eines selektiv geschitzten Nucleosids mit einem
cycloSaligenylchlorphosphit zum korrespondierenden Phosphittriesters und einer sich direkt
anschlieRenden Oxidation zum entsprechenden Phosphattriester vor. Die Umsetzung von
N2-Acetyl-2’,3-tri-O-acetylguanosin 87 und cycloSaligenylchlorphosphit 86 erfolgte bei
tiefen Temperaturen in Acetonitril unter Zusatz von DIPEA als Base. Nach vollstandiger
Umsetzung des Nucleosids wurde der gebildete Phosphittriester in einer Eintopf-Reaktion
mit Oxone® (2KHSOs-KHSO,-K,SO,) zum 5-Nitro-cycloSal-N3-acetyl-2’,3’-di-O-acetyl-
guanosinmonophosphat 85 oxidiert (Abb. 32). Aufgrund der erhdhten Reaktivitat und
Hydrolyseempfindlichkeit wurde 85 als Rohprodukt isoliert und ohne weitere Reinigung in

nachfolgenden Synthesen von NDP-Zuckern eingesetzt.

4.1.3.2 Synthese von 2,3,4-Tri- O-acetyl-6-azido-6-desoxy- [(-galacto-
pyranosylphosphat

Fur die Darstellung von GDP-6-amino-6-desoxy-B-L-galactose 73 nach der cycloSal-
Methode wurde neben 5-Nitro-cycloSal-N?-acetyl-2’,3™-tri-O-acetylguanosinmonophosphat

85 auch das 6-Azido-6-desoxy-B-L-galactopyranosylphosphat 3—L-75a bendtigt.

Letzteres sollte nach einer bereits etablierten Methode nach Srivastava et al. aus dem

Azido-Zucker L-78 synthetisiert werden, welcher wiederum durch entsprechende Modifi-

115,116,126,127

zierungen aus L-Galactose L-64 erhalten werden sollte. Da es sich bei
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L-Galactose L-64 im Vergleich zu ihrem D-Enantiomer D-64 um ein relativ teures
Monosaccharid (ca. € 2.5 mg™) handelt, sollten die einzelnen Syntheseschritte zunéchst mit

der deutlich preiswerteren p-Galactose D-64 (ca. € 0.2 g*) erprobt werden.

Um eine selektive Einfihrung der Azido-Gruppe in die C6-Position der Galactose D-64 zu
ermoglichen, mussten zunéchst alle sekundéaren Hydroxygruppen als Isopropyliden-Acetale
blockiert werden. Dazu wurde D-64 mit 2,2-Dimethoxypropan (DMP) in Aceton unter sauren
Bedingungen umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung konnte D-76 in einer
Ausbeute von 75% erhalten werden (Abb. 33). Um eine Substitution der primaren Hydroxy-
gruppe zu begunstigen, wurde diese zunachst in eine bessere Abgangsgruppe Uberfuhrt.
Dies erfolgte durch Reaktion von D-76 mit para-Toluolsulfonsaurechlorid unter Zusatz von
DMAP in Pyridin, wobei das Produkt D-92 nach sdulenchromatographischer Reinigung in

einer Ausbeute von 84% isoliert werden konnte.

OH TsCl, DVMAP,
OH DMP, Aceton, OH Pyr|d|n CH,Cly, OTs
&H p-TSA, Rt, 16 h 0 -1t 16 h 0
HO 75% 84%
OHoy o i ol
D-64 D-76 D- 92

Abb. 33: Synthese von 1,2:3,4-Di- O-isopropyliden-6- O-tosyl- a-D-galactopyranose D-92.

Anschlielend konnte nun die Tosylatgruppe substituiert werden. In einem ersten Versuch
erfolgte dies unter Standardbedingungen mit Natriumazid in DMF bei 60 C. Nach einer
Reaktionszeit von finf Tagen konnte das gewiinschte Produkt D-77 in einer Ausbeute von
74% erhalten werden. Zudem konnte nach dieser langen Wéarmebehandlung die Bildung
einer Reihe an Zersetzungsprodukten beobachtet werden, weshalb nach einer Methode

gesucht wurde, die Reaktionszeit zu verkiirzen.

1) H,SO,4 CH4CN,

NaN3 DMF, 60°C, 5d H20, A, 15 min OAc
>< T~ >< 2) Ac,0, Pyridin,
_Rt15h
T os%
S~ 8% _— OAC’0AC
D-92 NaN3, DMF, p-Welle, D- 77
130°C. 1h

Abb. 34: Synthese von 1,2,3,4-Tetra- O-acetyl-6-azido-6-desoxy-galactopyranose  D-78.

Eine Mdglichkeit zur Geschwindigkeitserhéhung chemischer Reaktionen besteht in dem
Einsatz von Mikrowellensystemen. Diese erlauben ein konvektionsfreies Erhitzen des

Reaktionsgemisches unter optimaler Energieeintragung und —aufnahme, was in reduzierten
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Reaktionszeiten, einem reduziertem Energiebedarf und oft auch in verbesserten Ausbeuten

bzw. Selektivitaten resultiert.

Tatsachlich fuhrte der Einsatz eines Mikrowellensystems im Fall der Umsetzung von D-92
mit Natriumazid in DMF bei 130 € zu einer Erhéhung der Ausbeute auf 88%, vor allem
konnte dadurch eine Verkirzung der Reaktionszeit von funf Tagen auf eine Stunde erzielt
werden (Abb. 34). Die erfolgreiche Einfihrung der Azidogruppe wurde IR-spektroskopisch
anhand der charakteristisch intensiven Bande der Valenzschwingung organischer Azide bei
2100 cm™ belegt.

Im Anschluss erfolgte ein Austausch der Schutzgruppen von Isopropylidenacetalen gegen
Acetate. Zur Spaltung der Acetale wurde D-77 im sauren Milieu in einem Gemisch aus
Acetonitril und Wasser in einem offenen System bis zum vollstandigen Umsatz des Eduktes
zum Sieden erhitzt. Die Reaktion wurde durch Neutralisation beendet. Nach einer
entsprechenden Aufarbeitung wurde das erhaltene Rohprodukt ohne weitere Reinigung
unter Standardbedingungen acetyliert. Das gewiinschte Produkt D-78 konnte nach
chromatographischer Reinigung mit einer Ausbeute von 81% Uber zwei Stufen erhalten

werden.

Fur die Synthese des gewilinschten (-konfigurierten Phosphates [(-D-75a nach der
Koenigs-Knorr-Methode, sollte der vollstéandig acetylierte 6-Azido-Zucker D-78 zunéchst in
das entsprechende a-Bromid D-79 Uberflhrt werden. In einem ersten Versuch wurde D-78
mit einer Bromwasserstoffsdureldosung (33% in Eisessig) in Dichlormethan umgesetzt
(Abb. 35). Nach vollstdandigem Umsatz des Eduktes wurde das erhaltene Rohprodukt IR-
spektroskopisch untersucht. Dabei wurde ersichtlich, dass es unter den verwendeten
Reaktionsbedingungen nicht nur zur Bromierung der C1-Position, sondern ebenfalls zu
einer Substitution der 6-Azido-Gruppe unter Bildung des 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-bromo-6-

desoxy-a-D-galactopyranosylbromids kam.

Aus diesem Grund wurde die Reaktion in einem zweiten Versuch nach dem Synthese-
protokoll von Srivastava et al. durchgefiihrt.'*® 1,2 3,4-Tetra-O-acetyl-6-desoxy-a/B-D-
galactopyranose D-78 wurde mit Titantetrabromid in einem Gemisch aus Dichlormethan und
Ethylacetat bei Raumtemperatur umgesetzt und die Reaktion nach 16 Stunden durch
Neutralisation beendet. Ein Austausch der Azido-Gruppe blieb unter diesen Bedingungen
aus, so dass das gewtinschte Produkt D-79 nach chromatographischer Reinigung mit einer
Ausbeute von 65% erhalten werden konnte. Um die Reaktionszeit zu verkirzen erfolgte die
Umsetzung von D-78 mit Titanbromid in einem weiteren Versuch in einem Mikrowellen-

system bei 40 C. Tatsachlich konnte unter diesen B edingungen ein vollstandiger Umsatz
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des Eduktes schon nach einer Stunde beobachtet werden, eine Steigerung der Ausbeute

konnte jedoch nicht erzielt werden (Abb. 35).

HBr/HOAc, CHxCl;,
OAc 0°C-Rt

N e O
AcO
65% AcO
OAc OA OA
D-78 © TiBr, CH,CL/EtOAC, D-79 =By

Rt, 16 h oder p-Welle, 40 °C, 1 h

Abb. 35: Darstellung von 2,3,4-Tri- O-acetyl-6-azido-6-desoxy- a-D-galactopyranosylbromid
D-79.

Ein ausbeutelimitierender Faktor in der Synthese von Glycosylhalogeniden ist ihre Hydro-
lyseempfindlichkeit, die vor allem bei der chromatographischen Reinigung zu Verlusten
fuhren kann. So wurde auch in diesem Fall neben dem Glycosylbromid D-79 (65%)

2,3,4-Tri-O-acetyl-6-azido-6-desoxy-a/B-D-galactopyranose (20%) erhalten.

Die anschlieBende Phosphorylierung des anomeren Kohlenstoffatoms erfolgte in einem
ersten Versuch durch Reaktion des a-Bromids D-79 mit Dibenzylphosphat in Gegenwart
von Silbercarbonat als Aktivator. Nach saulenchromatographischer Reinigung konnte das
benzylierte Phosphat B-D-93 mit einer sehr guten Ausbeute von 95% erhalten werden.
Aufgrund der Nachbargruppenbeteiligung der Acetylgruppe in der C2-Position verlief die
Phosphorylierung stereospezifisch unter Bildung des pB-Glycosylphosphats B-D-75a
(Abb. 36).

OAc (BnO),P(O)OH, H,. Pd/C, OA
N3 Ag,CO; CH,Cly QAC N3 % CH30H, NEt;, RC Q
% 0°C-Rt 12 h %O/?\OB __Rt2d mo/?\OH
AcO 0, n AcO
oA 95% ACOA—"0hc~ OBn oAc Coo
p79 Br §-D-79 R = CH,Ns p-D-75a 39% HNEt

R = CH,NH, B-D-94 50%
R = CH, p-D-95 10%

Abb. 36: Darstellung von B-D-75a Uber das benzylierte Phosphat -D-93.

Fur die Umsetzung mit dem cycloSal-Triester 85 in der spateren NDP-Zucker-Synthese
musste der Phosphattriester 3-D-93 in das Glycosylphosphat p-D-75a Uberflhrt werden. Zur
hydrogenolytischen Spaltung der Benzylether wurde B-D-93 unter leichtem Wasserstoff-
Uberdruck mit Palladium an Aktivkohle (Pd/C) und unter Zusatz von Triethylamin in
Methanol umgesetzt. Nach Entfernen der Pd/C-Rickstéande und des Losungsmittels konnte
aus den aufgenommenen NMR-spektroskopischen Daten die Bildung von drei

verschiedenen Produkten detektiert werden. Nach chromatographischer Trennung des
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erhaltenen Gemisches konnten die einzelnen Komponenten als das gewlinschte 6-Azido-6-
desoxy-B-D-galactopyranosylphosphat [p-D-75a (39%), 6-Amino-6-desoxy-B-D-galacto-
pyranosylphosphat B-D-94 (50%) und 6-Desoxy-B-D-galactopyranosylphosphat (-D-95
(10%) identifiziert werden. Letztere Verbindungen resultierten aus der schrittweisen
Reduktion von 3-D-75a.

Obwohl das Epimer von B-D-94, wie sich spater herausstellen sollte, generell auch als
Synthesebaustein in der Darstellung von GDP-6-amino-6-desoxy-—-L-galactose 73 Uber die
cycloSal-Methode geeignet ist, wurde nach einer alternativen Phosphorylierungsmethode

gesucht, welche eine selektive Darstellung von 3-D-75a ermdglicht.

Dazu wurde auf Tetrabutylammoniumphosphat als Phosphorylierungsreagenz zurtick-
gegriffen, welches die Synthese von Zuckerphosphaten aus dem entsprechenden Glycosyl-
bromid in nur einem Schritt erméglicht. Zunachst wurde die Reaktion nach einem
bekannten Syntheseprotokoll in Acetonitril, Toluol und Triethylamin bei 0 C durchgefiihrt. **°
Nach drei Stunden wurde ein vollstdndiger Verbrauch des eingesetzten Bromids D-79 fest-
gestellt und die Reaktion durch Entfernen des Ldsungsmittels abgebrochen. Nach chro-
matographischer Reinigung konnte das gewlnschte Produkt als Gemisch seiner Anomere
(a:B = 1:3) in einer Ausbeute von 14% erhalten werden (Abb. 37). Als Hauptprodukt konnte
die durch Hydrolyse des Bromids entstandene 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-azido-6-desoxy-a/B-D-
galactopyranose isoliert werden. Die Reaktion wurde wiederholt und diesmal wurde
besonders auf den Ausschluss von Feuchtigkeit geachtet um die ausbeutelimitierende
Hydrolyse der Ausgangsverbindung D-79 zu verhindern. Dazu wurden die Edukte vor ihrem
Einsatz intensiv im Hochvakuum und ihre Lésungen vor dem Zusammenfligen mehrere
Stunden Uber aktiviertem Molsieb getrocknet. Durch diese MaRhahmen konnte die Aus-

beute jedoch lediglich auf 20% gesteigert werden (Abb. 37).

(Bu)sN* HoPO3",CH5CN, Toluol P~ 1:3
EtzN,0°C-Rt, 3h

OA
QAC N3 14-20% S N3
%&d o 9 o
AcO I -roa
AcO ¥y S~ aw OAc™ g P~

D-79
Br (Bu),N* HyPO5",CHsCN, Toluol, Cowm
Et;N, 80 °C, 1 h

Abb. 37: Darstellung von 2,3,4-Tri- O-acetyl-6-azido-6-desoxy- B-D-galactopyranosyl-
monophosphat D-75a.

Im Rahmen eines Versuchs zur Reaktionsoptimierung wurde die Reaktion bei 80 € durch-

gefuihrt. Diese Erh6hung der Reaktionstemperatur resultierte zum einen in einer Verkirzung
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der Reaktionszeit von drei Stunden auf eine Stunde und zum anderen konnte eine Kontrolle
der Stereochemie erreicht werden, welche zur selektiven Bildung des kinetisch
begiinstigten B-Anomers -D-75a fiihrte. Aufgrund der hygroskopischen Eigenschaften des
zur Phosphorylierung eingesetzten Phosphatsalzes, war die Durchfiihrung der Reaktion
unter absolut wasserfreien Bedingungen erschwert, weshalb die hydrolytische Spaltung des
Bromids D-79 als ausbeutelimitierende Konkurrenzreaktion kaum verhindert werden konnte
und die Phosphorylierung mit 44% immer noch den ,Flaschenhals” der durchgefihrten
Reaktionssequenz zur Darstellung von 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-azido-6-desoxy-p-D-galacto-

pyranosylmonophosphat $-D-75a bildete.

Da samtliche Syntheseschritte zur Darstellung von 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-azido-6-desoxy-B-D-
galactopyranosylmonophosphat -D-75a erfolgreich erprobt wurden, konnte nun mit der
Synthese des entsprechenden L-Enantiomers [(-L-75a ausgehend von L-Galactose L-64
begonnen werden. Da die Anschaffung von L-64 im Gegensatz zur D-Galactose D-64 mit

erheblichen Kosten verbunden ist, sollte sie jedoch eigenstandig dargestellt werden.

Eine Moglichkeit zur Synthese von L-Galactose L-64 besteht in der milden Reduktion von
L-Galactono-1,4-lacton 96. Nach dem von Bock et al. entwickelten Syntheseprotokoll wurde
die Reaktion mit Natriumborhydrid unter sauren Bedingungen in Wasser durchgefiihrt.*?41%
Da grofRere Mengen des Lactons 96 zur Verfliigung standen, gelang die Synthese von

L-Galactose L-64 nach diesem Verfahren im Multigramm-Mal3stab.

HO
NaBH4, H,0, OH
O pH6.0,0°C,3h HO 0

HO OH

HO

HO 96 OH OH L-64

Abb. 38: Darstellung von L-Galactose L-64.

Das erhaltene Rohprodukt war durch bei der Reaktion entstehende Salze stark verunreinigt,
weshalb auf eine genaue Bestimmung der Ausbeute verzichtet wurde. Da diese Ver-
unreinigungen jedoch nur einen geringen ausbeutelimitierenden Einfluss auf die an-
schlieRende Acetalisierung ausubten, konnte das Produkt ohne weitere Reinigung umge-

setzt werden.

Die folgenden Syntheseschritte zur Darstellung von 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-azido-6-desoxy-3-
L-galactopyranosylmonophosphat B-L-75a erfolgten analog zu der ausgehend von D-Galac-
tose D-64 erprobten Reaktionssequenz (Abb. 39). Die Ausbeuten der einzelnen Stufen

stimmten dabei weitestgehend mit denen der zuvor vorgestellten Route Uberein.
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Lediglich die Einfuhrung der Azidgruppe gelang mit 65% im Vergleich zu der in Abb. 34
vorgestellten Reaktion etwas schlechter, da es unter den gewdahlten Bedingungen neben
der Bildung des Produkts L-77 zu Zersetzungsreaktionen kam, welche die Ausbeute

limitierten.

Ts-Cl, DMAP,

o
OH DMP, Aceton, % Pyridin, CH,Cl, 7L
p-TSA Rt 16h_ HO _0°C-rt,16h_ TsO o/ 4
6% T et% p
o—b L-92

OH L-64 Uber 2 Stufen

NaN;, DMF,
u-Welle,
130 °C, 1 h

65%
1) H,SO4 CH;CN,

Br OAc A, 15 min
N, o TiBr,, CH,CI,/EtOAC, N, o 2) Ac0, Pyridin, N,
3 OAc Rt, 48 h = OAc _ Rt 15h
C C 89%
JX K Lzg ° O# L-77

0,
¢ 179 67%

(BU)4N+ H2PO3_,
42%| CH,CN, Et3N,
80 °C, 30 min

’P\OH
AC O@ @
RS pL-75a  NBug

Abb. 39: Darstellung von 2,3,4-Tri- O-acetyl-6-azido-6-desoxy- B-L-galactopyranosyl-
monophosphat B-L-75a.

Mit Hilfe der etablierten Synthesestrategie nach Srivastava et al., welche durch die eigen-
standige Synthese von L-Galactose L-64 erganzt und unter anderem durch den Einsatz von
einem Mikrowellensystem modifiziert bzw. optimiert werden konnte, wurde 2,3,4-Tri-O-
acetyl-6-azido-6-desoxy-f3-L-galactopyranosylmonophosphat B-L-75a Uber eine 8-stufige
Synthese ausgehend von L-Galactono-1,4-lacton 96 mit einer Gesamtausbeute von 9%

dargestellt.

Im Vergleich zu anderen Synthesestrategien, welche sich zum Teil Uber 15 Stufen
erstrecken,®® bietet die hier verwendete Methode also einen sehr schnellen und effizienten

Zugang zu dem Azido-modifizierten Glycosylphosphat 3-L-75a im Mulitigramm-Maf3stab.
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4.1.3.3 Synthese von Guanosindiphosphat-6-amino-6-d ~ esoxy- B—L-

galactose

Nach der erfolgreichen Darstellung von 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-azido-6-desoxy-B-L-galacto-
pyranosylmonophosphat B-L-75a und 5-Nitro-cycloSal-N2-acetyl-2’,3"-di-O-acetylguanosin-
monophosphat 85, konnte nun mit der Synthese von GDP-6-amino-6-desoxy-f3-L-galactose

73 begonnen werden.

Die Knupfung der Pyrophosphatbricke sollte tber die cycloSal-Methode nach einem in
unserer Arbeitsgruppe entwickelten und optimierten Syntheseprotokoll erfolgen, welches

bereits in Kapitel 2.4.2.2 vorgestellt wurde.’*?°

Um die Verknupfung mit dem Farbstoff ATTO 550 in Form eines NHS-Esters 80 zu ermég-
lichen, musste die Azidogruppe in der C6-Position der Fucosyleinheit in eine primare
Aminogruppe Uberfihrt werden. Eine solche Reduktion kann Uber eine Pd/C-katalysierte
Hydrogenolyse erzielt werden, welche sowohl vor als auch nach der Knipfung der

Pyrophosphatbriicke erfolgen kann.

Zur Ermittlung der optimalen Synthesestrategie (A-C) fur die Darstellung von GDP-6-amino-
B-L-fucose 73, wurden drei verschiedene Reaktionssequenzen erprobt, welche sich aus-

schlie3lich in der Reihenfolge der einzelnen Schritte unterschieden (Abb. 40):

A) Die Reaktion von cycloSal-Triester 85 mit 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-azido-6-desoxy-p-L-
galactopyranosylmonophosphat B-L-75a, gefolgt von einer De-O-acetylierung und
einer RP-18-chromatographischen Reinigung, lieferte GDP-6-azido-6-desoxy-p-L-
galactose 71 in einer Ausbeute von 41% Uber zwei Stufen. Im zweiten Schritt
erfolgte die Reduktion von 71 und anschlie@ender RP-18-chromatographischer
Reinigung mit einer Ausbeute von 90%.

GDP-6-amino-6-desoxy-B-L-galactose 73 wurde nach dieser Reaktionsabfolge A in
einer Ausbeute von 39% Uber drei Stufen erhalten.

B) Durch die Reaktion von cycloSal-Triester 85 mit 6-Azido-6-desoxy-B-L-galacto-
pyranosylmonophosphat B-L-75a (isoliert nach der ersten chromatographischen
Reinigung von Sequenz A), gefolgt von einer Hydrogenolyse unter basischen
Bedingungen zur parallelen Reduktion und De-O-acetylierung von GDP-6-azido-6-
desoxy-galactose 71, konnte 73 nach RP-18-chromatographischer Reinigung in
einer Ausbeute von 30% erhalten werden.

C) Die Reaktion von dem bereits reduzierten und de-O-acetylierten 6-Amino-6-desoxy-
B-L-galactopyranosylmonophosphat 3-L-97 (isoliert nach den chromatographischen

Reinigungen von Sequenz A und B), mit cycloSal-Triester 85, gefolgt von einer
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Spaltung der Schutzgruppen der Nucleosid-Einheit und einer RP-18-chromato-

graphischen Reinigung, lieferte 73 in einer Gesamtausbeute von 27%.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass alle drei Reaktionssequenzen (A-C) zu dem
gewilnschten Produkt 73 in addquaten Ausbeuten fihrten, wobei Uber die Abfolge A die
beste Ausbeute von 39% erzielt werden konnte. Neben den modifizierten GDP-Zuckern 71
und 73 konnte bei den Reaktionen mit cycloSal-Triester 85, das jeweilige im Uberschuss
eingesetzte deacetylierte Glycosylphosphat B-L-75 bzw. B-L-97 und GMP als Hydrolyse-

produkt von 85 isoliert werden.

O,N N NH
g 0o ¢ ﬁ
PeS N™>N" “NHAc

OR Na
A: R'=N3; R = Ac B-L-75a OAc OAc
B:R'=N3 R=H p-L-75 Sequenz
C: R’=NHz; R=H B-L-97 A,B oder C

OH OH

A: 1) DMF, Molsieb 4 A, Rt, 18 h;

2) CH3OH/H,O/Et3N (7:3:1), Rt, 12 h, 41% (uber 2 Stufen)

3) Hp Pd/C, CH3OH, Rt, 12 h, 90%;
B: 1) DMF, Molsieb 4 A, Rt, 18 h;

2) Hp Pd/C, CH3OH/H,O/EtsN (7:3:1), Rt, 12 h, 30% (iber 2 Stufen);
C: 1) Hp Pd/C, CH3OH, Rt, 16 h, 90%;

2) DMF, Molsieb 4 A, Rt, 18 h;

3) CH3OH/H,O/Et3N (7:3:1), Rt, 12 h, 27% (3 Stufen);

Abb. 40: Synthesen zur Darstellung von GDP-6-amino-  6-desoxy- B-L-galactose 73.

In Sequenz A wurde der cycloSal-Triester 85 mit B-L-75a umgesetzt. Die resultierende
GDP-6-azido-6-desoxy-B-L-galactose 71 wurde anschlielend chromatographisch gereinigt
und erst dann durch eine nahezu quantitativ verlaufende Hydrogenolyse in GDP-6-amino-6-
desoxy-B-L-galactose 73 Uberfuhrt. Wahrend die Umsetzung des cycloSal-Triesters 85 bei
allen Reaktionssequenzen &ahnlich verlief (DC-Kontrolle), gelang die anschlieRende
chromatographische Reinigung der bei der Route A zunachst synthetisierten GDP-6-azido-
6-desoxy-B-L-galactose 71 in Bezug auf die Trennung von Zuckerphosphat B-L-75 und

GMP besser als die der beiden anderen Reaktionsabfolgen, worin GDP-6-azido-6-desoxy-
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B-L-galactose 71 vor einer Reinigung in das entsprechende Amin 73 Uberfuhrt wurde.
Folglich lassen sich die Ausbeutedifferenzen der drei Reaktionsabfolgen vermutlich auf die

unterschiedlich verlaufenden Chromatographien der jeweiligen Produkte zurickfihren.

Desweiteren ware aber auch denkbar, dass die fehlenden Schutzgruppen in der Glycosyl-
einheit von B-L-75 und B-L-97 in der Sequenz B und C zu einer verringerten Léslichkeit der
Zuckerl-phosphate in DMF wahrend der Reaktion fihrten und somit der Umsatz im

Vergleich zur Sequenz A limitiert wurde.

In den Abbildungen 40-42 sind die *H und *'P-NMR-Spektren von GDP-6-amino-6-desoxy-
B-L-galactose 73 zusammen mit der Zuordnung der Signhale zu den entsprechenden
Protonen bzw. Phosphoratomen gezeigt. Letztere konnten Uber die Auswertung eines
'H-*P-COSY-NMR-Spektrums zugewiesen werden (Abb. 43). Charakteristisch fiir den
GDP-Zucker 73 ist zum einen das 'H-Signal der Glycosyleinheit bei 5 ppm, welches eine
Aufspaltung zu einem Triplett mit flr die B-Konfiguration typischen Kopplungskonstanten
3Jun bzw. *Jye von 7.6 Hz aufwies. Zum anderen sind die beiden in Abb. 42 gezeigten
Dubletts mit Kopplungskonstanten Jpp von 21.2 Hz sehr typisch fiir die Phosphoratome der
Pyrophosphateinheit eines NDP-Zuckers. Nicht abgebildet ist das **C-NMR-Spektrum von
73, in welchem zudem die charakteristischen Kopplungen von dem B-Phosphoratom zu C1
(*Jcp=7.2 Hz) und C2 (®Jcp= 9.0 Hz) sowie vom a-Phosphoratom zu C5 (3Jcp= 6.1 Hz,)
und C4" (*Jcp = 10.1 Hz) zu erkennen sind. Die Uberfiihrung der GDP-6-azido-6-desoxy-p-
L-galactose 71 in das entsprechende Amin 73 konnte IR-spektroskopisch anhand der
fehlenden charakteristisch intensiven Bande der Valenzschwingung organischer Azide bei
2100 cm™ bzw. mit Hilfe der zwei fiir primare Amine typischen scharfen Absorptionsbanden

bei 3335 cm™ belegt werden.
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Abb. 41: "H-NMR-Spektrum (400 MHz, D ,0) von GDP-6-amino-6-desoxy- B-L-galactose 73.
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Abb. 42: *'P-NMR-Spektrum (162 MHz, D ,0) von GDP-6-amino-6-desoxy- B-L-galactose 73.
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Abb. 43; 'H-*'P-COSY-NMR-Spektrum von GDP-6-amino-6-desoxy- B-L-galactose 73.

AbschlieRend ist festzuhalten, dass die Modifikation in der C6-Position (Azido oder Amino)
des jeweils eingesetzten Zuckerphosphates B-L-75, B-L-75a bzw. -L-97 bei der Synthese
von GDP-6-amino-6-desoxy-B-L-galactose 73 zwar nahezu keinen Einfluss auf den Erfolg
der Umsetzung des cycloSal-Triesters 85 hatte, allerdings auf die chromatographische

Reinigung der Produkte, was sich wiederum in der Ausbeute niederschlug.

Obwohl die erzielten Ausbeuten der oben vorgestellten Kupplungsreaktionen mit 30-40%
geringer waren als die Ausbeuten, die mit Hilfe der cycloSal-Technik in der Synthese
diverser anderer natirlicher und unnatirlicher NDP-Zucker seither erreicht wurden
(<91%),”#%" ergab die Reaktion von 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-azido-6-desoxy-B-L-galacto-
pyranosylmonophosphat 3-L-75 mit cycloSal-Triester 85 die bislang beste Ausbeute fir die
Synthese von GDP-6-azido-6-desoxy-B-L-galactose 71 Uber die Aktivierung eines Nucleo-
sidmonophosphates. (siehe Kapitel 4.1.1).%3*1°

4134 Synthese von GDP- B-L-fucose

Um einen Einfluss der Modifikationen in der C6-Position der Zuckerphosphate B-L-75,
B-L-75a bzw. B-L-97 auf die Umsetzung mit cycloSal-Triester 85 tatsachlich ausschlieRen

und einen direkten Vergleich der Ausbeuten anstellen zu kénnen, sollte auch das unmodi-

53



Resultate und Diskussion Teil |

fizierte, natlrliche Substrat der Fucosyltransferase, GDP-B-L-fucose 17, Uber die cycloSal-
Methode dargestellt werden (Abb. 44).

Zunachst wurde L-Fucose L-15 in das entsprechende Monophosphat 3-L-95 Uberfiihrt. Dazu
wurde L-15 unter Standardbedingungen erst peracetyliert und anschlieend in der
C1-Position bromiert. Das erhaltene a-Bromid L-99 wurde dann mit Dibenzylphosphat in
Anwesenheit von Silbercarbonbat zum Phosphattriester 3-L-100 umgesetzt, welcher durch
Hydrogenolyse in das entsprechende Glycosylphosphat B-L-95 berfihrt wurde. Die
anschlieende Reaktion mit dem cycloSal-Triester 85 erfolgte analog zu den Synthesen
von GDP-6-amino- bzw. GDP-6-azido-6-desoxy-p-L-galactose 71/73 nach dem bereits
etablierten Syntheseprotokoll (Kapitel 2.4.2.2). Nach chromatograpischer Reinigung konnte

17 in einer Ausbeute von 42% erhalten werden.

Br
HeC 07O Ac,0, Pyridin, HAC 07" CAC HBr, ACOH, CH,Clp, 1y oC o)
Rt, 16 h 3 0°C-Rt.5h
OH ___R~tiloh _ OAc OAc
HO 97% AcO 75% £cO
OH |15 OAc .98 OAc L-99
o O
B Hp PdIC, NEts 5 (BnO)2P(O)OH, AgCO3,
HSC O O/ I\OH CH3OH, Rt, 2d H3C O O/ I\QBn CHZC|2, 0°C- Rt, 12 h
o0acCow® 94% 0Ac©® K
= 9 - b e 68%
OAc p-L-95 OAc p-L-100
1) 85, DMF, Rt, 16 h
| 2) CH3OH/Et3N/H,0, Rt, 16 h H3C?QZBEDP
42% o,'_]' © 17

Abb. 44: Synthese von GDP- B-L-fucose 17.

Die bei der Darstellung der GDP-B-L-fucose 17 erzielte Ausbeute liegt somit in dem

gleichen Bereich wie jene, die bei den Synthesen von 71 und 73 erreicht wurden.

Daraus lasst sich schliel3en, dass der Verlauf der Reaktionen der Zuckerphosphate B-L-75,
B-L-75a und B-L-97 mit cycloSal-Triester 85 unabhangig von der Modifikation in der C6-

Position war.

Im Vergleich zu der Synthese von TDP-B-L-fucose 102, welche in bereits veroffentlichten
Resultaten durch Umsetzung von 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-B-L-galactopyranosyl-
phosphat B-L-95 mit 5-Nitro-cycloSal-3"-O-acetyl-thymidinmonophosphat 70 mit einer

Ausbeute von 75% gelungen ist,"%%

verliefen die Reaktionen mit cycloSal-GMP 85 jedoch
weniger erfolgreich. Vermutlich liegt dies in einer Abhéngigkeit derartiger Reaktionen von

dem eingesetzten cycloSal-Nucleotid begrundet, welche ihren Ursprung beispielsweise in
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einem unterschiedlichen L&slichkeitsverhalten der Triester im Reaktionsmedium haben

kdnnte.

Um diese Abh&ngigkeit zu bestétigen, sollten weitere GDP-Zucker dargestellt werden. Da
sowohl 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-galactose-1-phosphat als auch 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-[3-
D-glucose-1-phosphat im Arbeitskreis zur Verfiigung standen, wurden beide mit cycloSal-
GMP 85 nach den oben genannten Bedingungen umgesetzt. Wahrend GDP-[B-D-glucose
103 dabei mit einer Ausbeute von 32% erhalten wurde, gelang die Synthese von GDP-[3-D-
galactose 104 mit 35%. Neben dem gewilnschten GDP-Zucker konnte bei beiden
Reaktionen, das jeweilige im Uberschuss eingesetzte deacetylierte Glycosylphosphat und

GMP als Hydrolyseprodukt von 85 isoliert werden.

Ein Zusammenhang zwischen den geringen Ausbeuten und dem Einsatz des cycloSal-
GMPs konnte somit bestétigt werden. Die genaue Ursache hierflr bleibt bislang jedoch

ungeklart.

4.1.3.5 Synthese ATTO 550-markierter GDP- B-L-fucose

Nach der erfolgreichen Darstellung von GDP-6-amino-6-desoxy-3—L-galactose 73 bestand
der finale Schritt der Synthese des Zielmolekils 83 in der Einfuhrung des Farbstoffes.
Dieser sollte als NHS-Ester 80 eingesetzt werden, welcher selektiv mit der primaren Amino-
gruppe der Glycosyleinheit in 73 unter Bildung einer stabilen Amidbindung zwischen dem
Farbstoff und dem Zuckernucleotid reagieren sollte. Um diese Bindungsknipfung zu ermoég-
lichen, muss das Amin 83 in der reaktiven, nicht-protonierten Form vorliegen, so dass der
pH-Wert der Reaktionslésung entsprechend hoch eingestellt werden sollte. Da NHS-Ester
unter diesen Bedingungen jedoch unter Freisetzung des freien, nicht reaktiven Farbstoffs
hydrolysieren, sollte der pH-Wert so niedrig wie moglich gehalten werden. Als Kompromiss-
[6sung sollte die Reaktion in einer gepufferten Losung bei einem pH-Wert von 8.3

durchgefuhrt werden.

Schliel3lich wurde eine Losung des ATTO 550-NHS-Esters 80 in DMSO zu einer Losung
aus GDP-6-amino-6-desoxy-B-L-galactose 73 in einer Natriumhydrogencarbonat-Puffer-
l6sung (pH 8.3) gegeben. Bereits nach einer Stunde Riuhren bei Raumtemperatur konnte
dunnschichtchromatographisch der vollstandige Umsatz des NHS-Esters 80 beobachtet
werden (Abb. 45). Neben dem gewiinschten Produkt 83 konnte auch der freie Farbstoff als
Hydrolyseprodukt des NHS-Esters 80 detektiert werden. Die Detektion des unmarkierten
Zuckernucleotids 73 gelang aufgrund der geringen Konzentration in der Reaktionsldsung

nicht.
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Abb. 45: Synthese ATTO 550-markierter GDP-6-amino-6 -desoxy- B-L-galactose 83.

Um die bei der Reaktion entstandenen farbigen Komponenten voneinander zu trennen,
wurden verschiedene chromatographische Methoden erprobt: Als erstes wurde eine
Normal-Phasen-Chromatographie an Kieselgel mit einem polaren Eluenten verwendet. Um
restliche Spuren des freien Farbstoffs zu entfernen, wurde anschlieRend noch eine
GroRenausschluss-Chromatographie an Sephadex® durchgefiihrt, so dass die gewiinschte
ATTO 550-markierte GDP-B-L-fucose 83 in einer Ausbeute von 73% erhalten werden

konnte.

Da die Molekulstruktur des eingesetzten Farbstoffs unbekannt war, gelang die ldentifi-
zierung des Produktes ausschlie3lich massenspektrometrisch. Zunachst musste dazu die
Molekilmasse des markierten Zuckernucleotids 83 uber folgende Formel berechnet

werden:
M*[80] + M [73] — M [NHS] = M[83]

Demzufolge sollte das Produkt 83 eine Masse von 1179 g/mol besitzen. Und tats&chlich
konnte dem in Abb.46 gezeigten ESI'-Massenspektrum ein Molekilpeak mit
m/z = 1180.4200 entnommen werden, dem nach obiger Rechnung [M+H]" entspricht. Des
Weiteren zeigte das Spektrum einige Fragmentierungen des Produktes 83, welche vermut-

lich unter den leicht sauren Messbedingungen stattgefunden haben (Abb. 46).
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Abb. 46: ESI *-Massenspektrum von ATTO 550-markierter GDP- B-L-fucose 83 (M " = 1179

g/mol). Die vereinenden Klammern zeigen die Fragmen tierung von 83 im Spektrometer an.
Durch einen Vergleich der Extinktions- und Fluoreszenzspektren von NHS-Ester 80 und
ATTO 550-markierter GDP-B-L-fucose 83 (Abb. 47) sollten die Eigenschaften des Farb-
stoffes nach Verknipfung mit dem Zuckernucleotid ndher untersucht werden, um die
Eignung von 83 als Donorsubstrat in einem FRET-Assay zur Untersuchung der FucT-IX-

Aktivitat zu Gberprifen.

Extinktion
ZUszsalon|4
Extinktion
Zuazsalon|4

300 400 500 600 700

300 400 500 600 700
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Abb. 47: Vergleich der Extinktions- und Fluoreszenz  spektren von NHS-Ester 80 (links) und
ATTO 550-markierter GDP- B-L-fucose 83 (rechts).

Da weder Verschiebungen der Fluoreszenz- bzw. Extinktions-Maxima noch ein Unterschied

in der Intensitét der Signale zu erkennen waren, konnte 83 zusammen mit den von unseren
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Kooperationspartner synthetisierten Akzeptorsubstratanalogon 82 fur weiterfihrende Unter-

suchungen des Enzyms verwendet werden.

4.1.4 Untersuchungen der FucT-IX-katalysierten Umse  tzung von farbstoff-
markierten Substratanaloga tber HPTLC-MS

Vor der Untersuchung der Aktivitat der Fucosyltransferase 1X mit einem FRET-Assay, sollte
zunachst Uberpruft werden, ob sowohl die von uns synthetisierte ATTO 550-markierte GDP-
B-L-fucose 83 als auch das von S. Kahl dargestellte ATTO 647N-markierte N-Acetyl-D-
lactosamin 82 Uberhaupt von dem Wildtyp der hFucT-IX als Substrate erkannt und

enzymatisch umgesetzt werden kdnnen.

Im Rahmen unserer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. U. Hahn wurden von
K. Seelhorst mit FucT IX (200 ng) verschiedene Reaktionsansatze in einer gepufferten
Losung in Gegenwart von Manganchlorid bei 37 < in unterschiedlichen Kombinationen von
markierten und natirlichen Substraten durchgefuhrt. Da in Vorversuchen der enzyma-
tischen Umsetzung der unmodifizierten Substrate festgestellt wurde, dass es sich bei GDP-
B-L-fucose 17 um den limitierenden Faktor der Reaktion handelte, wurde das jeweilige
Akzeptorsubstrat 82 bzw. LacNAc bei einigen Reaktionsansatzen im Uberschuss einge-
setzt. Die Reaktionen wurden anschlieend in Zusammenarbeit mit K. Tscherch aus der
Arbeitsgruppe von Prof. S. Rohn mit Hilfe von Hochleistungsdiinnschichtchromatographie
(engl. ,high-performance thin-layer chromatography”, HPTLC) gekoppelt mit einer massen-
spektrometrischen Detektion analysiert. Die dabei verwendeten lonisationsmethoden
(MALDI- und ESI*-TOF) erlaubten die Detektion und Identifizierung der bei der enzym-
katalysierten Reaktion gebildeten Produkte direkt von der TLC-Platte und zudem zeitlich
unabhangig von der chromatographischen Trennung. Die Lokalisierung der einzelnen
Produktspots auf den TLC-Platten erfolgte aufgrund ihrer intensiven Farbung bzw. UV-
Aktivitdt entweder im sichtbaren oder ultravioletten Licht. Als Kontrollen dienten Losungen
aus dem jeweils eingesetzten markierten Edukt und dem Enzym ohne Zusatz des jeweils
anderen Substrates. Da es sich bei allen Reaktionskomponenten um sehr polare
Verbindungen handelte, wurden die Chromatographien mit einem ebenfalls sehr polaren

Eluenten (iso-Propanol/Ammoniumacetat (1 M) 2:1 v/v) durchgefinhrt.

In der ersten Versuchsreihe wurde die ATTO 550-markierte GDP-B-L-fucose 83 mit LacNAc
unter FucT IX-Katalyse umgesetzt. Da bei der Umsetzung der naturlichen Substrate durch
das Wildtyp-Enzym unter analogen Bedingungen eine maximale Reaktionsgeschwindigkeit

von etwa 300 pmol/min pro pg Enzym erreicht wird und dies bei der gewahlten AnsatzgréiRe
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einer maximalen Reaktionsdauer von 130 Minuten entsprach, erfolgte die erste HPTLC-MS-

Messung nach einer Reaktionszeit von zwei Stunden.

Da hierbei nur ein geringer Umsatz des markierten Eduktes 83 beobachtet und massen-
spektrometrisch kein Produkt detektiert werden konnte, wurde der Reaktionsverlauf im
nachsten Versuch unter wiederholter Enzymzugabe (200 ng; stindlich) Uber sieben
Stunden untersucht (Abb. 48). Wahrend dieser Reaktionsverfolgung konnte deutlich die
Bildung eines neuen markierten Produktes beobachtet werden, welches durch die
anschlielende massenspektrometrische Analyse eindeutig als das ATTO 550-markierte
Lewis X-Trisaccharid 104 identifiziert werden konnte (Abb. 49: m/z = 1120.6).

_ ATTO 550-Lewis X
S [M]*=1120
7h

Abb. 48: HPTLC-Verfolgung (Kieselgel; Eluent:  iso-Propanol/Ammoniumacetat (1 M) 2:1 v/v;
UV-Detektion) der Reaktion von ATTO 550-markierter ~ GDP-B-L-fucose 83 (312 uM) mit Lac NAc
(312 uM) unter FucT IX-Katalyse bei 37 T liber 7 St unden. Nach jeder stiindlichen
Probenentnahme erfolgte eine weitere Enzymzugabe (2 00 ng).

ATTO 550-GDP-Fuc 5
[M]* = 1179

1120.6
OH oH OH
0 ®

Ho&/og\mw

H OH NHAC

0
o e OH
104 OH [M]* = 1120
.'ﬂhlA ; , N . , A ' " ' N N . . :
900 950 1000 1050 1100 1150 m/z

Abb. 49: Ausschnitt aus dem ESI *-Massenspektrum des ATTO 550-markierten Lewis X
Trisaccharides 104.
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Da im Verlauf der Reaktion zwar eine Zunahme der Produktbildung erkennbar war, ein
vollstandiger Umsatz des Eduktes jedoch nicht erreicht wurde, wurde sie in einem dritten
Versuch iiber einen langeren Zeitraum untersucht (Abb. 50). Zudem wurde ein Uberschuss
an LacNac eingesetzt, um den Akzeptor als limitierenden Faktor bei der Umsetzung der
markierten GDP-B-L-fucose 83 ausschliessen zu kdnnen. Unter wiederholter Enzymzugabe
(200 ng, ca. alle 3 Stunden) konnte nach einer Reaktionszeit von 48 Stunden die Voll-
standigkeit der Reaktion festgestellt werden. Neben dem markierten Produkt 104, wurde

ebenfalls das Hydrolyseprodukt des eingesetzten Farbstoffes detektiert.

_ hydrolys. ATTO 550

M

ATTO 550-GDP-Fuc

ATTO 550-Lewis X

Abb. 50: HPTLC-Platte (Kieselgel; Eluent: iso-Propanol/Ammoniumacetat (1 M) 2:1 v/v; UV-
Detektion) der Reaktion von ATTO 550-markierter GDP  -B-L-fucose 83 (312 uM) mit Lac NAc
(4 mM) unter FucT IX-Katalyse bei 37 °nach 48 h. A lle ca. 3 h erfolgten weitere Enzymzugaben
(200 ng).

Nachdem die Erkennung und Umsetzung des Substratanalogons 83 durch die hFucT IX
erfolgreich belegt werden konnte, wurde in einer weiteren Versuchsreihe die enzym-
katalysierte Reaktion des markierten Akzeptorsubstrats 82 mit GDP-f3-L-fucose 17 verfolgt
(Abb. 51). Im Vergleich zu dem natirlichen Substrat erfolgte die Reaktion wie in der ersten
Versuchsreine nur sehr langsam und unvollstandig, so dass auch hier nach jeder
Probenentnahme (nach 2, 4, 9, 15, 20 und 24 h) eine weitere Enzymzugabe erfolgte und
die Reaktion erst nach 24 Stunden beendet wurde. Nach dieser Reaktionszeit konnte nach
der dunnschichtchromatographischen Trennung des Reaktionsgemisches unter UV-Licht
ein vollstandiger Umsatz an ATTO 647N-markiertem LacNAc 82 unter Bildung eines
markierten Produktes beobachtet werden, welches massenspektrometrisch als das
ATTO 647N-markierte Lewis X-Trisaccharid 105 identifiziert werden konnte.
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ATTO 647N-LacNAc
[M]* = 1156 i

_ ATTO 647N-Lewis X
[M+H]* = 1303

Oh 2h 4h |24h

Abb. 51: HPTLC-Verfolgung (Kieselgel; Eluent:  iso-Propanol/Ammoniumacetat (1 M) 2:1 v/v;
UV-Detektion) der Reaktion von ATTO 647N-markiertem  LacNAc 82 (312 uM) mit GDP- B-L-
fucose 17 (312 uM) unter FucT IX-Katalyse bei 37 T  Uber 24 Stunden. Nach jeder
Probenentnahme erfolgte eine weitere Enzymzugabe (2 00 ng).

Obwohl die enzymkatalysierten Reaktionen in beiden Versuchsreihen nur sehr langsam und
unter wiederholter Enzymzugabe vollstéandig verliefen, konnte anhand der massen-
spektrometrischen Analyse der lber HPTLC getrennten Reaktionsprodukte erfolgreich
bewiesen werden, dass die hFucT IX in der Lage ist, beide Substratanaloga 82 und 83 zu

erkennen und mit dem jeweiligen unmarkierten Substrat zu 104 bzw. 105 umzusetzen.

Aus diesem Grund sollte im nachsten Versuch die Reaktion beider Analoga 82 und 83 ohne
Zusatz der natirlichen Substrate (Abb. 52; Bahn 3) unter analogen Bedingungen untersucht
werden. Wie bei dem in Abb. 50 gezeigten Reaktionsansatzes wurde ein Uberschuss am
Akzeptorsubstrat eingesetzt. Nach einer Reaktionszeit von 48 h und anschlieRender
HPTLC wurden die einzelnen Komponenten des Reaktionsgemisches massenspektro-
metrisch analysiert. Neben nicht umgesetzten 82, konnte hiebei tatsachlich das doppelt
markierte Lewis X Trisaccharid 84 (Spot c) mit einer Masse von 1882.0 [M]" bzw
955.5 [M+H+NH,]** detektiert werden (Abb. 53).
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Bahn  Experiment

1 Kontrolle: ATTO 550-GDP-3-L-fucose

2 Kontrolle: ATTO 647N-LacNAc

3 Reaktion: ATTO 550-GDP-3-L-fucose +
ATTO 647N-LacNAc

Spot  Produkt

a ATTO 550-GDP-[3-L-fucose

b ATTO 647N-LacNAc

C Zweifach markiertes Lewis X
(ATTO 550/ATTO 647N)

Abb. 52: HPTLC-Platte (Kieselgel; Eluent: iso-Propanol/Ammoniumacetat (1 M) 2:1 v/v; UV-
Detektion) der Reaktion beider markierten Substrate 83 (312 uM) und 82 (4 mM) unter FucT IX-
Katalyse bei 37 T nach 48 h. Ca. alle 3 h erfolgte  n weitere Enzymzugaben (200 ng). Die
Tabelle zeigt die Ergebnisse der ESI *-massenspektrometrischen Analyse zur Identifikation der
markierten Verbindungen.

9555 [M+H+NH,]**

OH_oH OH o
O ool
0 O ~~S
HO&%H/ 0 \/\N)KATTO 647N
' NHAc H
YN O
o) Ho . oH
OH
19274
1823 [M]*
17401 18920 19912
11887 1765.1
10106 I i } 19637
revr . // o | ; A l i 'l l. |l|. I .
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Abb. 53: Ausschnitt aus dem ESI *-Massenspektrum des ATTO 550-markierten Lewis X
Trisaccharides 84 (Abb. 52: Spot c).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass durch die auf HPTLC-MS-gestiitzen

Experimente, die Akzeptanz der FucT IX gegeniber den farbstoffmodifizierten Substrat-

analoga 82 und 83, eindeutig bewiesen werden konnte.

Diese Ergebnisse bilden die Grundlage fir weiterfiihrende Untersuchungen der Enzym-

aktivitdt Uber fluoreszierende Assays. So konnte die von uns synthetisierte ATTO 550-
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markierte GDP-B-L-fucose 83 in Verbindung mit dem ATTO 674N gelabelten Akzeptor-
substrat 82 als fluoreszierender Donor in einem auf FRET-basierenden Assay zur Visuali-
sierung der hFucT IX-Aktivitdt dienen. Die daraus gewonnenen Erkenntnisse konnten zur
Aufklarung ihres enzymkatalytischen Mechanismus” und ihrer Funktionen beitragen und

somit das rationale Design potentieller Inhibitoren vereinfachen.

Zudem bestlinde eine weitere Verwendungsmaoglichkeit fur die ATTO 550 funktionalisierte
GDP-B-L-fucose 83 als Substrat von Fucosyltransferasen in der Markierung fucosylierter
Proteine (Proteinlabeling) um ihre Funktion in lebenden Zellen z.B. mit Hilfe der Fluores-

zenz-Mikroskopie zu analysieren.''®
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4.2 Synthese Triazol-modifizierter GDP-Zucker

Das Ziel dieses Abschnitts der vorliegenden Arbeit war die ErschlielBung eines synthe-
tischen Zugangs zu verschiedenen funktionalisierten GDP-Zuckern Uber den kombina-
torischen Einsatz des Click-Chemie-Ansatzes (CuAAC) und der cycloSal-Methode nach

Meier et al.

Teile der im Folgenden vorgestellten Ergebnisse wurden von T. Piernitzki im Rahmen
seiner Bachelor-Arbeit unter Betreuung in unserer Arbeitsgruppe erarbeitet und bereits

veroffentlicht.**°

4.2.1 Synthesestrategien zur Darstellung Triazol-mo  difizierter GDP-Zucker

Zur Ermittlung der optimalen Synthesestrategie zur Darstellung der Triazol-modifizierten
GDP-Zucker 66-68 sollten zwei verschiedene Reaktionssequenzen erprobt werden
(Abb. 54: A und B).

R e 9
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AON ~Q N + = OH o0
Glycosylrest: L-FucAcg L-106; D-FucAcz D-106 12
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Glycosylrest: L-FucAcs L-109; D-FucAcz D-109
D-GalAcy D-110; D-LacAc; 111 OAc OAc
Abb. 54: Synthesestrategien zur Darstellung Triazol ~ -modifizierter GDP-Zucker.

Bei der Syntheseroute A sollte zunachst die Pyrophosphatbriicke Uber die Reaktion des
cycloSal-Nucleotids 85 mit Propargylphosphat 11 geknlpft werden. Das gebildete GDP-
64



Resultate und Diskussion Teil |

Alkin 12 sollte anschlieBend Uber eine 1,3-Cycloaddition mit einem B-Glycosylazid D/L-106-
107 in das entsprechende GDP-Zucker-Derivat D/L-66-68 Uberfiihrt werden. Die strukturelle
Variation der Verbindungen sollte also analog zu der von Lee et al. entwickelten Reaktions-
abfolge uber eine Click-Reaktion erst im letzten Schritt der mehrstufigen Synthese ein-
gefuhrt werden. Da derartige Reaktionen enthalpisch getrieben sind, unter milden
wassrigen Bedingungen nahezu quantitativ verlaufen und sich durch eine hohe Selektivitat,
grol3e Zuverlassigkeit und einfache Durchfiihrung auszeichnen, sind sie besonders fur das

Erstellen von Substanzbibliotheken (mit anschlieRendem HT-Screening) geeignet.

Syntheseroute B sollte hingegen mit der CuAAC zwischen Propargylphosphat 11 und
einem [-Glycosylazid D/L-106-108 beginnen. Die so dargestellten Triazol-verbrickten
Zuckerphosphate D/L-109-111 sollten dann jeweils in einer Kupplungsreaktion mit cycloSal-
Triester 85 als Nucleophil wirken und zu den Zielverbindungen D/L-66-68 umgesetzt

werden.

Wahrend Uber den Weg A im finalen Schritt lediglich eine Variation Uber die Azidokompo-
nente eingefihrt werden kénnte, bote Syntheseroute B an dieser Stelle neben dem Einsatz
verschiedener Nucleophile zuséatzlich die Moglichkeit eine Variation in Bezug auf das

Nucleosid vorzunehmen.

Als Ausgangspunkt beider Routen kann die Synthese des cycloSal-Triesters 85 angesehen
werden. Da diese bereits in Kapitel 4.1.3.1 ausfuhrlich beschrieben wurde, soll im Folgen-
den nun auf die Darstellung der fir die Durchfihrung beider Synthesewege ebenfalls

benotigten B-Glycosylazide b/L-106-108 und Propargylphosphat 11 eingegangen werden.

4.2.2 Synthese von B-Glycosylaziden

Die Synthese der B-Glycosylazide D/L-106-108 erfolgte aus den entsprechenden a-Glyco-
syloromiden D/L-99, 113 und 114, welche aus vorangegangenen Synthesen in aus-
reichenden Mengen zur Verfigung standen (Kapitel 4.1.3.4). Die Reaktionen verliefen nach
einem Sy2-Mechanismus unter Inversion der Konfiguration des anomeren Kohlen-
stoffatoms. Bei der Durchfuhrung wurde nach dem in Kapitel 4.1.3.2 beschriebenen
Syntheseprotokoll unter Verwendung eines Mikrowellensystems verfahren: Im polar
aprotischen Lésungsmittel DMF wurden die Bromide D/L-99, 113 und 114 mit Natriumazid
unter jeweils analogen Bedingungen bei 80 T umgese tzt. Zur Produktdetektion wurde in
allen Fallen die Anwesenheit der charakteristisch intensiven Bande der Valenzschwingung

organischer Azide bei 2100 cm™ im IR-Spektrum genutzt.**°
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- NaN; DMF, <
u-Welle,
0 80°C,1h o)
ACOS\& — ACO%MJ»

Zucker R Nr. Br Zucker R Nr. Ausbeute
L-Fucose H L-99 L-Fucose H L-106 31%
D-Fucose H D-99 D-Fucose H D-106 78%

D-Galactose OH 113 D-GalactoseOH 107 80%
D-Lactose OH 114 D-Lactose OH 108 77%

Abb. 55: Synthese der B-Glycosylazide.

Die Durchfiihrung der Substitutionsreaktionen in der Mikrowelle stellte bei den Anséatzen der
hier verwendeten Groél3e eine schnell zugangliche und dazu sehr gut reproduzierbare Form
der Reaktionsfuhrung dar, welche zudem in einer Verkirzung der Reaktionszeit (von

mehreren Stunden auf 60 Minuten)***3

resultierte, so dass die gewiinschten B-Glycosyl-
azide D/L-106-108 nach einer Reaktionszeit von nur einer Stunde in guten Ausbeuten von

77-80% erhalten werden konnten (Abb. 55).

Lediglich bei der Synthese der 2,3,4-Tri-O-acetyl-1-azido-1-desoxy-p-L-fucopyranose L-106
konnte eine moderate Ausbeute von 31% erzielt werden. Die Ursache hierfir konnte in der
Solvolyseempfindlichkeit des eingesetzten Bromids L-99 liegen, welche in einer hydro-
lytischen Spaltung des Eduktes in die entsprechende 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-L-
galactopyranose und Bromwasserstoff resultierte. Im Vergleich zu den Bromiden D-99, 113
und 114 wurde L-99zuvor langere Zeit gelagert, so dass es in diesem Fall vermutlich im
Vorfeld verstarkt zu Zersetzungsreaktionen kam, welche sich nachteilig auf die Ausbeute

der Folgereaktion auswirkten.**°

Somit konnten alle fur die Durchfihrung beider Syntheserouten benétigten B-Glycosylazide
D/L-106-108 erfolgreich dargestellt und mit der Synthese des Propargylphosphats 11

begonnen werden.

4.2.3 Synthese vom Propargylphosphat

2-Propin-1-phosphat 11 wurde sowohl zur Darstellung des GDP-Alkins 12 (Abb. 54:
Route A) als auch der Triazol-Phosphate D/L-109-111 (Abb. 54: Route A) bendtigt.

Die Synthese von 11 erfolgte nach Lee et al. durch Umsetzung von Propargylalkohol 10 mit
Phosphoriger Saure und lod in Aceton. lod fungiert bei dieser Reaktion als Oxidationsmittel.
Die Fallung des Produktes erfolgte in Form seines Cyclohexylammoniumsalzes. Eine

anschlieRende Umkristallisation und lonenaustauschchromatographie an DOWEX 50WX8
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(Na") lieferte schlielich 2-Propin-1-phosphat 11 in Form seines Natriumsalzes in einer
guten Ausbeute von 86% (Literatur: 69%).%%*%

1) H3PO3, Io EtsN, CgH1gNH2

Aceton, Rt, 2 h E
_—O0H 2) DOWEX 50WX8 (Na*) ;/\O’(I)\OH
10 86% 11 © S)
a

Abb. 56: Synthese von 2-Propin-1-phosphat 11.

Damit standen alle fur die Erprobung beider Syntheserouten bendétigten Komponenten zur
Verfligung, so dass mit der Durchfiihrung der ersten Reaktionssequenz begonnen werden

konnte.

4.2.4 Syntheseroute A zur Darstellung Triazol-modif  izierter GDP-Zucker

Die Syntheseroute A beinhaltete im ersten Schritt die Darstellung des GDP-Alkins 12,
welches im Anschluss Uber eine Kupfer(l)-katalysierte Click-Reaktion mit verschiedenen
B-Glycosylaziden D/L-106-108 in die entsprechenden Triazol-modifizierten GDP-Zucker
Uberfiihrt werden sollte (Abb. 54).

Die Kniupfung der Pyrophosphatbriicke erfolgte tber die cycloSal-Methode nach dem in
Kapitel 2.4.2.2 vorgestellten Syntheseprotokoll mit einer anschlieRenden De-O-acetylierung.
Aufgrund der geringen Lo6slichkeit von Propargylphosphat 11 in DMF, wurden hier in
Abweichung zum etablierten Protokoll zuséatzlich geringe Mengen Acetonitril hinzugegeben.
Da das Produkt 12 und das eingesetzte Propargylphosphat 11 nahezu identische
Retentionsfaktoren aufwiesen, gestaltete sich die RP-chromatographische Trennung beider
Komponenten als problematisch. Das gewiinschte Produkt 12 konnte erst nach dreimaliger

Wiederholung der Chromatographie in einer Ausbeute von 21% erhalten werden.**
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Abb. 57: Synthese von GDP-Alkin 12.

Da die Spaltung der Acetylschutzgruppen der Nucleosideinheit auch als letzter Schritt in der
Synthese der modifizierten GDP-Zucker simultan mit der De-O-acetylierung der Zucker-
einheit denkbar ware, wurde in einer weiteren Reaktionsdurchfiihrung auf diesen Schritt
verzichtet. Neben der Verklrzung der Reaktionsabfolge sollte dadurch vor allem eine
grol3ere Divergenz der Retentionsfaktoren von Edukt 11 und Produkt 12a erzielt werden um

eine chromatographische Trennung beider Komponenten zu erleichtern.

Nach der Kupplung von Propargylphosphat 11 mit cycloSal-Triester 85 wurde das erhaltene
acetylierte GDP-AIkin 12a RP-chromatographisch gereinigt. Obwohl die Anwesenheit der
Acetylgruppen und die damit einhergehende verringerte Polaritdt des Produktes zu einer
Verbesserung der chromatographischen Trennung fihrte, konnte keine Erhdhung der
Ausbeute erzielt werden. Das acetylierte GDP-Alkin 12a wurde lediglich mit einer Ausbeute
von 19% erhalten. Eine Erhéhung der Ausbeute konnte somit bei der Synthese des GDP-
Alkins 12 bzw. 12a Uber die Verwendung des aktivierten Phosphattriesters 85, im Vergleich
zu den von Lee et al. mit Hilfe der Morpholidatmethode erzielten Ergebnisse, nicht erreicht

werden.>®

Da bei beiden Reaktionen ein nahezu vollstandiger Verbrauch des cycloSal-Nucleotids 85
unter Bildung des jeweiligen Produktes beobachtet werden konnte (DC-Kontrolle) und bei
den Chromatographien neben GDP-Alkin 12 bzw. 12a vor allem das im Uberschuss
eingesetzte Propargylphosphat 11 und GMP isoliert werden konnte, lassen die geringen
Ausbeuten auf eine Spaltung der Pyrophosphatbriicke unter den gewahlten Bedingungen
der Aufarbeitung und Reinigung schliessen. Im Vergleich zu unmodifizierten NDP-Zuckern

wurde ein solcher hydrolytischer Bindungsbruch vermutlich durch den elektronenziehenden
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Effekt des Alkins, welcher einen nucleophilen Angriff auf das B-Phosphoratom erleichtert,

begunstigt.

In Abb. 58 bis Abb. 59 sind die *H- und *P-NMR-Spektren von GDP-Alkin 12a gezeigt.
Dem 'H-NMR-Spektrum konnte der vollstandige Satz der Protonensignale des Produktes

12a entnommen werden.

3XCH,

Abb. 58: "H-NMR-Spektrum (400 MHz, D ,0) von GDP-Alkin 12a.

Obwohl fiir beide Phosphoratome der Pyrophosphatbriicke, &hnlich wie bei NDP-Zucker 73
(Abb. 42), jeweils ein Dublett erwartet wurde, zeigte das **P-NMR-Spektrum des GDP-
Alkins 12a lediglich ein verbreitertes Signal ohne definiertes Aufspaltungsmuster
zwischen -11.4 und -11.5 ppm (Abb. 59). Vermutlich fuhrte in diesem Fall eine ahnliche
elektronische Umgebung der Phosphoratome, z.B. bedingt durch die Methylengruppen in
Nachbarschaft zu beiden Phosphatgruppen, dazu, dass beide Phosphoratome eine nahezu

identische chemische Verschiebung aufwiesen.
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Abb. 59: *P-NMR-Spektrum (162 MHz, D ,0) von GDP-Alkin 12a.

Da Lee et al. zur Identifizierung des GDP-Alkins 12 lediglich *H- und **C-NMR-spektros-
kopische und massenspektrometrische Daten nutzten, war ein Vergleich der *'P-NMR-
Spektren nicht moglich. Zur eindeutigen Charakterisierung des GDP-Alkins 12 dienten
deshalb neben den NMR-Spektren auch die IR-spektroskopischen (C=C-H-Valenz-

schwingung bei 3300 cm™) und massenspektrometrischen Daten (Abb. 60).
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Abb. 60:ESI -MS-Spektrum von GDP-Alkin 12.
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Nach der erfolgreichen Synthese vom GDP-Alkin 12 bestand der letzte Schritt der
Syntheseroute A in der Kupfer(l)-katalysierten Cycloaddition der Glycosylazide D/L-106-108.
Die Durchfuhrung der CuAAC erfolgte nach Syntheseprotokollen, die bereits von Ding et al.
und Wilkinson et al. fiir entsprechende Reaktionen genutzt wurden.™*>*%* Die fiir diese Art
der Click-Reaktion benétigten Kupfer(l)-lonen wurden aus Kupfer(ll)sulfat mit Hilfe von
Natriumascorbat als Reduktionsmittel in situ generiert. Die Reaktionsbedingungen sollten
zundchst unter Einsatz der Glycosylazide L-106 und 107 erprobt werden. Das
entsprechende Glycosylazid wurde dabei im Uberschuss eingesetzt und als Losungsmittel
diente ein tert-Butanol/Wasser-Gemisch. Im Anschluss an die Cycloaddition erfolgte die
Abspaltung der Acetyl-Schutzgruppen der Glycosyleinheit unter basischen Bedingungen.
Nach RP-chromatographischer Reinigung der erhaltenen Rohgemische konnte jedoch in

keiner der Falle das gewiinschte Produkt isoliert werden (Abb. 61).*%

0
N
R PP N >N NHR’
—=""07,707 170
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Abb. 61: Versuch der Darstellung von Triazol-modifi ~ zierten GDP-Zuckern L-66 und 67uber
Syntheseroute A.

Aufgrund der geringen AnsatzgroRen (5-10 mg GDP-Alkin (10-20pumol)) und der damit
einhergehenden geringen Produktkonzentration in den einzelnen Fraktionen, bereitete die

Detektion des Produktes nach der Chromatographie besondere Schwierigkeiten.

Da die Verflugbarkeit des cycloSal-GMPs 85 aufgrund des erheblichen synthetischen
Aufwands und den geringen Ausbeuten bei der Synthese des selektiv geschuitzten
Guanosins 87 begrenzt ist, wird 85 als Phosphataktivester in Synthesen meist nur mit bis zu
70 mg eingesetzt. Gelingen die Umsetzungen wie im Fall des GDP-Alkins 12 dazu lediglich

in Ausbeuten um 20%, bedingt dies wiederum eine stark limitierte Disponibilitat des Alkins

71



Resultate und Diskussion Teil |

12 fur den Einsatz in der CuAAC nach Syntheseweg A. Eine Durchfihrung dieser
Cycloaddition in einem groReren Maf3stab wurde dadurch erheblich erschwert.

Wahrend die dinnschichtchromatographische Verfolgung der Cycloaddition bei geringen
Konzentrationen der Reaktionslosung in ausreichendem Malie gelungen ist, war eine dinn-
schichtchromatographische Detektion der Produkte nach der Chromatographie nicht
moglich. Im Fall der CUAAC von GDP-Alkin 12 mit Fucosylazid L-106 wurden daher nach
der saulenchromatographischen Trennung alle erhaltenen Fraktionen zu grdéfReren vereint
und NMR-spektroskopisch analysiert. Hierbei konnte lediglich das eingesetzte Glycosylazid
L-106, nicht jedoch GDP-Alkin 12 oder etwaige Hydrolyse-Spaltprodukte, wie GMP, identifi-
ziert werden. Da die vermessenen NMR-Proben eine leichte Blaufarbung aufwiesen, wurde
auf das Vorhandensein von Kupfer(ll)-lonen geschlossen. Da paramagnetische Verun-
reinigungen die longitudinale Relaxation stark beschleunigen, wird die Aufnahme von NMR-
Spektren solcher Proben behindert. Aus diesem Grund wurden diese einer lonenaus-

tauschchromatographie unterzogen und anschlieend erneut untersucht.

Das *'P-NMR-Spektrum einer Fraktion, welches ein geringes Signal-Rausch-Verhéltnis
aufwies, zeigte Spuren von drei phosphorhaltigen Verbindungen (0.5 ppm,
1.5 ppm, -11.4 ppm). Da die erhaltenen Mengen jedoch fiir eine eindeutige Identifizierung
der Produkte nicht ausreichten, konnte zundchst nur vermutet werden, dass es sich dabei
um das Produkt L-66 (-11.4 ppm), das Triazol-modifizierte Phosphat L-109 (1.5 ppm) und
GMP (0.5 ppm) handelte. Diese Vermutung konnte durch den Vergleich mit Ergebnissen
von Synthesen, die im folgenden Kapitel vorgestellt werden, bestarkt werden.

Daraus lasst sich schliessen, dass es zu einem hydrolytischen Bruch der Pyrophosphat-
bricke kam, der entweder ausgehend von GDP-Alkin 12 vor bzw. wéhrend der CuAAC
oder in dem bereits gebildeten Produkt L-66/67 unter den gewahlten Reaktions- bzw.
Reinigungsbedingungen erfolgte. Im Fall der CUAAC von GDP-Alkin 12 mit dem Galactosyl-
azid 107 wurde ein &hnliches Ergebnis beobachtet.

Aufgrund der geringen Ausbeute der Reaktion von Propargylphosphat 11 und
cycloSal-GMP 85, den damit einhergehenden Schwierigkeiten bei der chromatographischen
Reinigung der Folgeprodukte und der unter den gewéhlten Reaktionsbedingungen
beobachteten hydrolytischen Spaltung des GDP-Alkins 12 bzw. der Produkte L-66/67,
wurden weitere Versuche, die gewiinschten modifizierten GDP-Zucker Gber den Synthese-

weg A darzustellen, eingestellt.

Da CuAA-Cycloadditionen als Vertreter der Click-Reaktionen in der Regel nahezu

quantitativ verlaufen und zudem analoge Reaktionen mit GDP-AIkin 12 bereits von Lee et
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al. erfolgreich erprobt wurden, ist ein generelles Scheitern der Syntheseroute A jedoch
kaum denkbar. Aufgrund der limitierten Verfligbarkeit des Alkins sollten allerdings die
chromatographischen bzw. analytischen Verfahren, z.B. durch die Verwendung eines
(praparativen) HPLC-Systems, den geringen Reaktionskonzentrationen, die aus den

sparlichen Umsatzen der GDP-Alkin-Synthese resultieren, angepasst werden.

4.2.5 Syntheseroute B zur Darstellung Triazol-modif  izierter GDP-Zucker

Im Gegensatz zu Syntheseweg A sollte bei Route B vor der Knupfung der Pyrophosphat-
einheit, die Cycloaddition zwischen 2-Propin-1-phosphat 11 und den verschiedenen
B-Glycosylaziden D/L-106-108 erfolgen. Die so erhaltenen Triazol-modifizierten Phosphate
D/L-109-111 sollten dann jeweils in einer Kupplungsreaktion mit dem cycloSal-Triester 85 zu
den Zielverbindungen D/L-66-68 umgesetzt werden. Auf die einzelnen Syntheseschritte

dieser Route wird im Folgenden néaher eingegangen.

Die Click-Reaktionen des Propargylphosphates 11 mit den Glycosylaziden D/L-106-108
erfolgten wie die CuAAC der Syntheseroute A mit einem Uberschuss an dem
entsprechenden Glycosylazid in einem tert-Butanol/Wasser-Gemisch. Nach entsprechender
Aufarbeitung, saulenchromatographischer Reinigung und einer zur Entfernung von
Kupfersalzen durchgefiihrten lonenaustauschchromatographie konnten alle gewiinschten
Phosphate D/L-109-111 erhalten werden (Abb. 65).

0}

1) CuSO4, Natriumascorbat H\

R o t-BUOH/H,0 (1:1), Rt, 20 h R O “OH
0 _P____ . 2) DOWEX 50WX8 (Na* Q 14(
ACO%M + =0 o ) (Na) AcO%N\N,N ©
®

1
Zucker R Nr. Na Zucker R Nr. Ausbeute
L-Fucose H L-106 L-Fucose H L-109 [95%]*
D-Fucose H D-106 D-Fucose H D109 74%
D-Galactose OH 107 D-GalactoseOH 110 80%
D-Lactose OH 108 D-Lactose OH 111 5%

* enthielt anorganische Verunreinigungen
Abb. 62: Synthese Triazol-modifizierter Glycosylpho sphate D/L-109-111.

Waéhrend die Phosphate D/L-109-111 mit guten Ausbeuten zwischen 74% und 95% erhalten
werden konnten, gelang die Umsetzung des Lactosylazids 108 aus bislang ungeklarten
Grunden mit nur 56%. Neben dem Produkt konnten beide Edukte zum Teil reisoliert
werden, so dass sie in weiteren Synthesen wiederverwendet werden konnten. Das
modifizierte Phosphat der 6-Desoxy-L-galactose L-109 konnte mit der hdchsten Ausbeute
von 95% dargestellt werden.**® Anzumerken ist hier jedoch, dass das Produkt anorganische

Salze enthielt, welche sich durch die durchgefiihrten Chromatographien nicht trennen
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lieBen und bei der Berechnung der Ausbeute nicht bertcksichtigt werden konnten, da das
AusmaR der Verunreinigungen im *H-NMR-Spektrum nicht ersichtlich war. Da diese Salze
jedoch keinen stérenden Einfluss auf die darauffolgenden Reaktionen haben sollten, wurde

das Phosphat ohne weitere Reinigungsschritte eingesetzt.

Die Produkte D/L-109-111 wurden anhand der NMR- und IR-spektroskopischen und
massenspektrometrischen Daten eindeutig identifiziert. Im **P-NMR-Spektrum zeigte sich
jeweils ein Singulett mit einer chemischen Verschiebung im Bereich zwischen von
0.6 und 3.9 ppm. Der erfolgreiche Ringschluss wurde mit Hilfe des *H-NMR-Spektrums
durch das charakteristische Singulett des Protons in der 5-Position des Triazolringes mit

einer chemischen Verschiebung von 8.28 bis 8.36 ppm belegt (Abb. 63).

D,0 4x CH;
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Abb. 63: "H-NMR-Spektrum (400 MHz, D ,0) von 110.

Nach erfolgreicher Synthese der modifizierten Glycosylphosphate b/L-109-111 konnte nun
mit der Darstellung der Zielverbindungen D/L-66-68 nach Weg B begonnen werden. Dazu
wurde das jeweilige Phosphat mit cycloSal-GMP 85 nach dem etablierten Syntheseprotokoll
(Kapitel 2.4.2.2) umgesetzt. Direkt im Anschluss an die Reaktion erfolgte die Abspaltung
der Acetylschutzgruppen unter basischen Bedingungen. Nach RP-chromatographischer
Reinigung wurden alle modifizierten GDP-Zucker D/L-66-68 in Ausbeuten zwischen 27%
und 37% erhalten (Abb. 64).
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Abb. 64: Synthesen Triazol-modifizierter GDP-Zucker D/L-66-68.

Die erfolgreiche Darstellung der modifizierten GDP-Zucker D/L-66-68 wurde anhand der
NMR-spektroskopischen und massenspektrometrischen Daten belegt. Dem in Abb. 65
gezeigten *H-NMR-Spektrum von L-66 kénnen die vollstéandigen Signalsatze der Glycosyl-,
Triazol- und Nucleosideinheit enthommen werden. Charakteristisch fur die B-Konfiguration
des gemischten Vollacetals ist die Aufspaltung des H1-Signals der Fucosyleinheit zum

Dublett mit einer Kopplungskonstanten Gber drei Bindungen von 9.2 Hz.
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Abb. 65: "H-NMR-Spektrum (400 MHz, D ,0) von L-66.
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Obwohl fur beide Phosphoratome der Pyrophosphatbricke jeweils ein Dublett erwartet
wurde, zeigte das *'P-NMR-Spektrum (Abb. 66), lediglich ein verbreitertes Signal bei einer

chemischen Verschiebung von -11.4 ppm.

T T T T T T T T
40 30 20 10 6 -10 -20 -30 -40 [ppm]

Abb. 66: 'P-NMR-Spektrum (162 MHz, D ,0) von L-66.

Ein &hnliches Spektrum wurde auch fur GDP-Alkin 12 (Abb. 59) erhalten. Vermutlich fallen
die zwei im *'P-NMR-Spektrum erwarteten Signale der Phosphoratome auch in diesem Fall
aufgrund der ahnlichen elektronischen Umgebung zusammen. Die in Abb. 59 erkennbare
Signalverbreiterung kdnnte zum einen durch Wechselwirkungen der im Triazol-Ring
vorhandenen **N-Quadrupolkerne mit den *P-Kernen und zum anderen durch die Anwe-
senheit von Spuren paramagnetischer Kupfer(ll)-lonen, welche durch die durchgefiihrte
lonenaustauschchromatographie nicht vollstandig entfernt werden konnten, hervorgerufen
worden sein. Auch in diesem Fall wurden deshalb zur eindeutigen ldentifizierung der
Produkte die IR-spektroskopischen und massenspektrometrischen Daten der Verbindungen

herangezogen (Abb. 67).
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Abb. 67: ESI ~MS-Spektrum von L-66.

Die bei den Synthesen der modifizierten GDP-Zucker D/L-66-68 erzielten Ausbeuten
stimmten in der Grof3enordnung mit denen Uberein, die bei der Synthese unmodifizierter
GDP-Zucker mit Hilfe der cycloSal-Technik erreicht wurden (siehe Kapitel 4.1.3.4). Ein
ausbeutelimitierender Einfluss der Modifikation auf die Reaktion konnte somit nicht fest-

gestellt werden.

Somit konnte Uber den Syntheseweg B ein effizienter synthetischer Zugang zu den
funktionalisierten GDP-Zuckern D/L-66-68 erschlossen werden. Diese Verbindungen sollen
im Rahmen einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. U. Hahn, Institut fir Bio-
chemie der Universitat Hamburg, auf ihr Potential als Inhibitoren von Glycosyltransferasen

untersucht werden.

Dieses Potential ergibt sich aus der Kombination von struktureller Modifikation und
Ahnlichkeit, welche die Verbindungen im Vergleich zu den natirlichen Substraten dieser
Enzyme aufweisen: Einerseits weisen die synthetisierten GDP-Zucker-Derivate D/L-66-68
im Vergleich zu den natirlichen Substraten einige strukturelle Unterschiede auf: So
besitzen sie durch die Triazol-Verbriickung einen deutlich gré3eren Abstand zwischen der
Glycosyl- und der Pyrophosphat-Einheit. Zudem wurde das glycosidische Vollacetal durch
ein N,O-Acetal ersetzt. Durch diese Modifikationen scheint eine enzymatische Glycosyl-

Ubertragung erschwert und eine Inhibition der Enzymaktivitat denkbar.

Andererseits enthalten die triazol-modifizierten GDP-Zucker-Derivate D/L-66-68 alle

Strukturmerkmale der naturlichen Zuckernucleotide (Zucker, GDP-Einheit), welche eine
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Erkennung durch das Enzym ermdglichen. Da der Hauptanteil der Bindungsenergie der
Fucosyltransferasen auf Wechselwirkungen mit der GDP-Einheit des Donorsubstrats
zuriickzufihren ist,>*®! ist auRerdem eine gewisse Bindungsaffinitdt zwischen den
Derivaten und dem Enzym zu erwarten. In der Zelle ware aufgrund der groRen Ahnlichkeit
zum naturlichen Substrat zudem ein aktiver Transport der Verbindungen D/L-66-68 zu den
im Endoplasmatischen Retikulum und Golgi lokalisierten Glycosyltransferasen durch die

Zuckernucleotid-Transporter**” denkbar.
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4.3 Synthese von TDP-6-desoxy- a/B-L-altrose

4.3.1 Synthesestrategie

Fur die Darstellung von TDP-6-desoxy-a/B-L-altrose a/B-45 wurden zum einen die
anomerenreinen 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-a/B-L-altropyranosylphosphate a/B-69 und
zum anderen das 5-Nitro-cycloSal-3"-O-acetylthymidinmonophosphat 70 benétigt. Wahrend
die Darstellung des cycloSal-Triesters 70 durch Umsetzung von 5-Nitro-cycloSal-chlor-
phosphit 86 und dem selektiv acetylierten Thymidin 115 von S. Warnecke bereits aus-

87,138

fuhrlich erprobt und optimiert wurde, sollte zu den Glycosylphosphaten a/B-69 hingegen

erstmalig ein synthetischer Zugang eréffnet werden.
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Abb. 68: Synthesestrategie zur Darstellung von TDP-  6-desoxy- a/fB-L-altrose a/B-45.

Die 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-a/B-L-altropyranosylphosphate a/B-69 sollten durch Phos-
phorylierung von 6-Desoxy-L-altrose 44 erhalten werden. Da es sich bei diesem Desoxy-
zucker um einen kommerziell nicht erhaltlichen Vertreter der L-Hexosen handelt, konnte er
nicht als Ausgangsverbindung bei der Darstellung der Glycosylphosphate dienen, sondern

musste zunachst synthetisiert werden.
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Wie bereits in Kapitel 2.4.3 beschrieben, sind bislang nur sehr wenige Methoden zur
Synthese von 6-Desoxy-L-altrose 44 bekannt.'**™* Ein weiteres Ziel der vorliegenden
Arbeit bestand deshalb in der Entwicklung einer neuen Synthesestrategie zur Darstellung
dieses seltenen L-Zuckers 44 Um einen Zugang im Gramm-Malf3stab zu erméglichen, sollte
die 5-Epimerisierung der kostengiinstigen b-Galactose D-64 bzw. der 6-Desoxy-D-galactose
(D-Fucose) D-15 den Schliisselschritt der Synthese bilden.

Es sollten zwei verschiedene Reaktionssequenzen untersucht werden (Abb. 69). Zum einen
sollte die 5-Epimerisierung von D-Galactose D-64 zunachst zur L-Altrose 42 fuhren, welche
im nachsten Schritt Gber eine Desoxygenierung in ihr 6-Desoxy-Derivat 44 Gberfihrt werden
sollte (Abb. 69: Weg A). Zum anderen sollte eine 5-Epimerisierung von 6-Desoxy-D-
galactose D-15 den gewunschten Zucker 44 liefern (Abb. 69: Weg B), so dass auf eine
Desoxygenierung verzichtet werden konnte. Wahrend die erste Abfolge einen Zugang zu
zwei verschiedenen seltenen Zuckern der L-Altro-Serie (42 und 44) bieten wiirde, bestiinde

der Vorteil des zweiten Weges in der geringen Anzahl von Reaktionsschritten.

OH H-C OH OH
3 -
H,C o) 5-Epimerisierung | HO O
HO < B l OH
OH ™“0OH 6-Desoxy-L-altrose 44
D-Fucose D-15 - Ve

Desoxygenierung A.2 | | Desoxygenierung
OH OH
o) 5-Epimerisierung HO Q"(') OH
HO < ' Hw
D-Galactose D-64 L-Altrose 42

Abb. 69: Synthesestrategien zur Darstellung von 6-D  esoxy- L-altrose 44.

Eine zuverldssige Methode fur die Umkehrung der Konfiguration von Alkoholen ist die
Mitsunobu-Reaktion, in der eine Substitution der Hydroxyfunktion durch ein Nucleophil (z.B.
eine deprotonierte Saure) unter milden Bedingungen Uber den kombinierten Einsatz eines
oxidierenden Azo- und eines reduzierenden Phosphinreagenzes erzielt wird.*****° Um eine
Inversion der Konfiguration in der C5-Position von D-Galactose D-64 bzw. D-Fucose D-15 zu
ermdglichen, ist es notig die Glycopyranosen durch entsprechende Modifikation in ihre
offenkettige Form zu Uberfiihren (Abb. 70). Erst nach erfolgreicher Epimerisierung wirde im
Anschluss der Halbacetal-Ringschluss zur entsprechenden L-Altropyranose 42 bzw. 44
erfolgen.
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CHO CHO
H——OH H——OH
HO——H 5-Epimerisierung , HO——H
HO——H HO——H
H——OH HO——H
R R
R = CH,OH = D-Galactose D-64 R = CH,0OH = L-Altrose 44
R = CH3 = D-Fucose D-15 R = CHj3 = 6-Desoxy-L-altrose 42

Abb. 70: 5-Epimerisierung von D-Galactose D-64 und dem 6-Desoxy-Derivat D-15.

In den folgenden Kapiteln werden beide Reaktionssequenzen zur Darstellung von
6-Desoxy-L-altrose 44 (Abb. 69: Weg A und B) vorgestellt.

4.3.2 Syntheseweg A.1: Synthese von L-Altrose

Syntheseroute A beinhaltete die 5-Epimerisierung von D-Galactose D-64 mit einer anschlie-
Renden Desoxygenierung des erhaltenen L-Altrose-Derivates 42. Dieses Konzept wurde
bereits von S. Wendicke in ihrer Dissertation begonnen, scheiterte jedoch aus ungeklarten
Griinden an der entscheidenden Mitsunobu-Reaktion.®” Um ein generelles Misslingen der
Synthesestrategie ausschliessen zu kdnnen, wurden die einzelnen Schritte dieser Reak-
tionssequenz in eigenen Vorarbeiten nochmals untersucht, wobei ein Zugang zur
2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-L-altropyranose 123 erdffnet werden konnte.!*' Da einige Reak-
tionen im Laufe der vorliegenden Arbeit optimiert wurden und die bisherige Syntheseroute
fur die Darstellung der 6-Desoxy-L-altrose 44 erweitert werden musste, werden die

einzelnen Syntheseschritte der Vollstandigkeit halber im Folgenden vorgestellt.

Um eine Ring6ffnung des Halbacetals der b-Galactose D-64 erreichen zu kénnen, mussten
zunéachst alle freien Hydroxygruppen entsprechend selektiv blockiert werden. Dazu wurde
D-64 Uber eine Kombination der Methoden von Marek et al. und Nuchter et al. durch den
Einsatz eines protonierten lonenaustauschers in einer Mikrowellen-unterstiitzten Reaktion
mit Methanol in das entsprechende Methylgalactosid iiberfiihrt.****** Schon nach einer
Reaktionszeit von 20 Minuten konnte ein quantitativer Umsatz von D-Galactose D-64
beobachtet werden (DC-Kontrolle). Das Produkt wurde nach einfacher Filtration und Ent-
fernen des Losungsmittels a-anomerenrein und in hoher Reinheit erhalten, so dass es ohne
weitere Reinigungsschritte in der nachfolgenden Reaktion eingesetzt werden konnte
(Abb. 71).

Der nachste Schritt bestand in der Blockierung der tbrigen Hydroxygruppen des Methyl-
galactosids als Benzylether, welche den unterschiedlichen Reaktionsbedingungen der

Folgereaktionen standhalten sollten. Dazu wurde das Methyl-a/B-D-galactopyranosid
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zunachst mit Hilfe von Natriumhydrid deprotoniert und anschlieBend durch Reaktion mit
Benzylbromid mit einer Ausbeute von 93% Uuber 3 Stufen in das vollstdndig geschitzte
Methylgalactosid 116 (berfiihrt. Die darauffolgende Spaltung des Methylglycosids unter
sauren Bedingungen lieferte die selektiv geschiitzte Galactopyranose 117 mit einer
Ausbeute von 87% (Abb. 71).

1) CH3OH, p-Welle,
Amberlite IR 120 (H),

65 °C, 20 min;
OH_OH 2) NaH, DMF, 0°C, 1 h; OBnoBn HOAc, HCI, H,0, OBnoBn
O _3)BnBr, Rt 12h O  _100-120°C,3h o)
HO 93% Uber 3 Stufen BnO 87% BnO
D64 OH "OH 116 OBN*OMe 117  OB"OH

Abb. 71: Synthese der selektiv geschiitzten Galactop  yranose 117.

Die zur Epimerisierung notwendige Ring6ffnung von 2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-a/B-D-galacto-
pyranose 117 konnte durch Behandlung mit Ethanthiol unter stark sauren Bedingungen
erzielt werden.’** Neben dem gewiinschten Diethyl-dithioacetal 118, welches nach chro-
matographischer Trennung des erhaltenen Reaktionsgemisches mit einer Ausbeute von
58% als Hauptprodukt erhalten wurde, konnte das Thioglycosid 119 mit einer Ausbeute von
34% isoliert werden (Abb. 72). Letzteres stellte das Intermediat der Dithioacetalbildung dar

und konnte somit unter analogen Bedingungen wiederverwendet werden.

EtS.__SEt

H——OBn
©BnoBn EtSH, CFsCO0H, g0l py PBnoBn
Rt 12 h o)

BnO BnO——H * g0
117 OBn OH H—OH 119 OBN"SEt
CH,0OBn 34%
118 58%

Abb. 72: Synthese des Diethyl-dithioacetals 118.

Nachdem D-Galactose D-64 erfolgreich in das offenkettige Dithioacetal 118 tberflhrt wurde,
konnte nun die Umkehrung der Konfiguration der C5-Hydroxygruppe vorgenommen
werden. Diese Inversion sollte mit Hilfe der Mitsunobu-Reaktion unter Standardbe-
dingungen erzielt werden. Dazu wurde das Dithioacetal 118 mit Benzoesdure sowie einem
zuvor hergestellten Betain-Addukt aus Triphenylphosphin und DIAD umgesetzt. Das
benzoylierte Dithioacetal 120 konnte nach Aufarbeitung und chromatographischer
Reinigung mit einer Ausbeute von 71% erhalten werden. Neben dem Produkt konnten

geringe Mengen des eingesetzten Dithioacetals 118 (20%) reisoliert werden.
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EtS. _SEt EtS. _SEt
H——0Bn  pph, DIAD, PhCOOH, H——0Bn
BnO——H Et,0,0°C-Rt,16h  BnO——H
BnO——H 71% BnO——H
H——OH BzO——H
118 CH,OBn 120 CH,0Bn

Abb. 73: Mitsunobu-Inversion am Dithioacetal 120.

Aufgrund der acyclischen Struktur von 120 war eine exakte Bestimmung der Konfiguration
des C5-Atoms an dieser Stelle nicht moglich. Der Erfolg der 5-Epimerisierung konnte erst
nach dem darauffolgenden Ringschluss mit Hilfe von NMR-spektroskopischen Daten
beurteilt werden. Dazu sollte das Dithioacetal 120 zun&chst in das entsprechende Dimethyl-
acetal 121 Uberfihrt werden. Spaltungen von Thioacetalen werden im Allgemeinen in
Anwesenheit von Quecksilber(ll)-Salzen beobachtet, welche das abgespaltene Thiol durch
Bildung starker Komplexe aus dem Reaktionsgleichgewicht entfernen. Dementsprechend
fuhrte die Reaktion von Dithioacetal 120 mit Quecksilber(ll)-chlorid und —oxid in Methanol

zur Bildung des Dimethylacetals 121 in einer sehr hohen Ausbeute von 95% (Abb. 74).*%

EtS.__SEt MeO.__OMe MeO.__OMe

H——0Bn 4c, HgO. H——OBn NaOH. H——OBn
BnO——H CH30OH, Rt, 20 h BnO——H CH30H, Rt, 2 h BnO—H
BnO——H 95% BnO——H 90% BnO——H
BzO——H BzO——H HO——H

120 CH,OBn 121 CH,OBn 122 CH,0OBn

Abb. 74: Darstellung von Dimethylacetal 122.

Um einen Ringschluss zu ermdglichen, wurde der Benzylester am C5-Atom des Dimethyl-
acetals 121 anschlieRend hydrolytisch unter Zugabe einer methanolischen Natrium-
hydroxidldsung gespalten, wodurch das Dimethylacetal 122 in einer Ausbeute von 90%

erhalten wurde.

Im Anschluss erfolgte in einer saurekatalysierten Umacetalisierung nach Gent et al. der
Ringschluss zum Methyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a/B-L-altropyranosid 123 mit einer Ausbeute
von 83% (Abb. 75).*° Das Produkt wurde als Gemisch seiner Anomere in einem Verhéltnis
von a:f =10:1 erhalten, welche groftenteils saulenchromatographisch voneinander ge-

trennt werden konnten.
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MeO._ OMe
H=—0Bn  p.csH/SOsH, BnO OBn ,OMe
BnO——H Et,0, 50 C,2h ~0
BnO
BnO——H 83%
HO——H 123 OBn
122 CH,O0Bn aB=101

Abb. 75: Synthese von Methyl-2,3,4,6-tetra- O-benzyl- a/B-L-altropyranosid 123.

Die erfolgreiche 5-Epimerisierung von Methyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a/B-D-galactopyranosid
116 zum entsprechenden L-Altrose-Derivat 123 wurde NMR-spektroskopisch verifiziert. Ver-
gleicht man die in Abb. 76 gezeigten Ausschnitte der *H-NMR-Spektren beider anomeren-
reinen Epimere 116 und 123, so ist deutlich zu erkennen, dass die meisten Signale nach
der Konfigurationséanderung des C5-Atoms und dem Wechsel von der “C;- in die *C,-Kon-
formation sowohl eine veranderte chemische Verschiebung als auch ein verandertes Auf-

spaltungsmuster aufwiesen.

He OCH;
OBGn OBn Ha
4 5 0 H3
3 1 H5
Hl, Bn'CHz BnO ZOBn
Bn-CH, Bn-CH, —_— OMe
—
H2 U L
T T T T T T T T T T T T T T
50 4.5 4.0 3.5  [ppm]
OMe 7 ocH
Bn-CH, BnO.6 5 OBn 3,,=14Hz 3
~0—7 1 3,5 =49 Hz
BnO ~., 35, = 2.9 Hz
4 3,5 =8.7 Hz

OBn
Bn-CH, - :

‘ T T T T I T T T T ‘ T T T T I T T

5.0 45 4.0 35  [ppm]

Abb. 76: Vergleich der lH—NMR-Spektren (CDCI 3, 400 MHz) von 116 (oben) und 123 (unten).
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Als Bestatigung fur eine erfolgreiche Inversion diente vor allem die grof3e vicinale Kopplung
zwischen den beiden axialen Protonen H4 und H5 des Methyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a-L-
altropyranosids 123 (*J,s = 8.7 Hz), welches in der 'C,-Konformation vorlag. Charakter-
istisch fur die a-Konfiguration des anomeren Kohlenstoffatoms ist die Aufspaltung des H1-

Signals zum Dublett mit einer kleinen Kopplungskonstanten von 3J;, = 1.4 Hz.

Uber den ersten Teil des Synthesewegs A ist es somit gelungen Methyl-2,3,4,6-Tetra-O-
benzyl-D-galactopyranosid 116 in einer flnfstufige Reaktionsabfolge unter Inversion der
Konfiguration des C5-Atoms mit einer Gesamtausbeute von 25% in das entsprechende

L-Altrose-Derivat 123 zu Uberfihren.

Um einen Vergleich der eigenstandig entwickelten Synthesestrategie A mit einer literatur-
bekannten Methode zur Darstellung von L-Altrose 42 vornehmen zu koénnen, sollte parallel
zu der Erprobung der Reaktionssequenz A, zuséatzlich ein bereits etabliertes Synthesekon-
zept verfolgt werden. Die einzige bislang veréffentlichte Synthese von 42, welche ebenfalls

auf der Epimerisierung eines D-Zuckers beruht, wurde von Hung et al. entwickelt.'%>

4.3.2.1 Synthese von L-Altrose nach Hung et al.

Im ersten Schritt wurde die kommerziell erhdltliche 1,2:5,6-Di-O-isopropyliden-a-D-
glucofuranose 46 unter Neuordnung der Isopropyliden-Acetale in das primare Bromid 124
uberfuhrt.*****” Dabei wurde zunachst aus Triphenylphosphin und N-Bromsuccinimid ein
Phosphoniumsalz gebildet, welches anschlieend in einer Reaktion mit dem Alkohol 46 zu
einem Alkoxyphosphonium-Intermediat umgesetzt wurde. Beim Erhitzen der Reaktions-
I6sung wurde unter Abspaltung von Triphenylphosphinoxid das Alkylbromid 124 mit einer
Ausbeute von 70% gebildet. Im Anschluss erfolgte unter Zusatz von DBU die Eliminierung
des zuvor eingefihrten Halogenids, wobei das Olefin 125 in einer Ausbeute von 61%
erhalten wurde. Anders als in der Literatur beschrieben, wurde die Reaktion nicht bei
Raumtemperatur sondern unter Erhitzen in einem Mikrowellengerat durchgefiihrt. Diese
Maflinahme fihrte zu einer Verkiirzung der Reaktionszeit, eine Steigerung der Ausbeute
konnte im Vergleich zur Literatur (84%) nicht erzielt werden. Die folgende stereoselektive
Hydroborierung des Alkens 125 lieferte nach einer oxidativen Aufarbeitung 1,2:4,5-Di-O-iso-

propyliden-B-L-idofuranose 126 in einer guten Ausbeute von 85%.®

Als néchstes wurde eine orthogonale Umordnung der Isopropyliden-Schutzgruppen durch-

gefuhrt. Dazu wurden die Acetale unter sauren Bedingungen zunachst partiell gespalten

und anschlieend in einer sdurekatalysierten Reaktion mit Dimethoxypropan und Aceton

unter Ausbildung funfgliedriger Acetale neu gekniipft. Neben dem gewtiinschten Produkt 47,

welches in einer Ausbeute von 49% gebildet wurde, wurde, wie in der Literatur beschrieben,
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eine Mischung aus nicht umgesetzten Edukt und einem vollstdndig acetalisierten

Nebenprodukt erhalten, welche unter analogen Bedingungen wiederverwendet werden

konnte.'%®
O- H
X = H DBU, Toluol, o
(o) o) NBS, PPhs, DMF, p- WeIIe 0
o _DMF,96°C.6h 95°C,40min}* O H ><
HO 70% \/‘\ 61% \)*O o
07\ 125
46 124 1) BHy-THF, Rt, 1 h
85%] 2) Ho0,, NaOH,
1) (CF3S0,);, CH,Cly, 40°C, 30 min
Pyridin, -10 °C, 1 h ** 8>< 1) HOAc, Rt, 17 h H
2) DBU, DMF, Toluol, o 2) 2,2-DMP, Aceton, HQ O
H-Welle, 95 °C, 30 min** HH CSA, Rt, 5 min 0 H O><
87%* tber 2 Stufen O  49% uber 2 Stufen O O
127 O\i/ 47 Oﬁ/ 126

1) BH3-THF, Rt, 1 h

0/ *
98%” | ) H,0, NaOH, 40 °C, 30 min

0] Amberlite IR 120 (H*) HO OH OH
OH Dioxan/H,0, Rt, 6 h -0 * die Ausbeute konnte im Vergleich
><O o) quantitativ HO zur Literatur deutlich verbessert werden
0O 0) **die Reaktionsbedingungen weichen von
48 42 OH der literaturbekannten Synthese ab

Abb. 77: Angepasste Synthese von L-Altrose 42 nach Hung et al.

Die folgende C4-Epimerisierung der acetalisierten L-ldose 47 sollte Uber eine Dehydrati-
sierung zum Alken 127 erfolgen, welches anschlieRend in einer stereoselektiven Hydro-
borierung mit oxidativer Aufarbeitung in das entsprechende L-Altrose-Derivat 48 Uberflhrt
werden sollte. Um eine Eliminerung zu ermdglichen, musste die Hydroxygruppe in 47
zunachst in eine bessere Austrittsgruppe uberfuhrt werden. Nach dem von Hung et al.
entwickelten Syntheseprotokoll sollte 1,2:5,6-Di-O-isopropyliden-B-L-idofuranose 47 dazu
durch Reaktion mit Diethylaminoschwefeltrifluorid zum entsprechenden Fluorid umgesetzt
werden, welches anschlielRend in einer Kugelrohrdestillation durch eine Dehydrohalo-
genierung in das Alken 127 Uberfiihrt werden sollte.'® Da das gewiinschte Produkt unter
diesen Reaktionsbedingungen nicht erhalten werden konnte, wurde im nachsten Ansatz
versucht, eine Dehydratisierung Uber das entsprechende Triflat zu bewirken. Im ersten
Schritt erfolgte dazu die Umsetzung von 1,2:5,6-Di-O-isopropyliden-B-L-idofuranose 47 mit
Trifluormethansulfonsaureanhydrid bei tiefer Temperatur in Pyridin. Nach vollstandigem
Verbrauch des Eduktes wurde das nach der Aufarbeitung erhaltene Rohprodukt aufgrund
seiner Hydrolyseempfindlichkeit keiner weiteren Reinigung unterzogen und direkt in der

nachsten Reaktion eingesetzt. Die Eliminierung der zuvor eingeflihrten Austrittsgruppe
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erfolgte basenkatalysiert (DBU) in einer Mischung aus DMF und Toluol. Die Reaktion wurde
unter Erhitzen in einem Mikrowellengerét durchgefiihrt, so dass bereits nach einer
Reaktionszeit von 30 Minuten ein nahezu vollstdndiger Umsatz des Triflats erzielt wurde.
Nach saulenchromatographischer Reinigung konnte das gewtnschte Alken 127 in einer
Ausbeute von 87% erhalten werden. Im Vergleich zur literaturbekannten Synthese (51%)
konnten die Reaktionsbedingungen somit unter einer deutlichen Erhdhung der Ausbeute

durchgefuhrt werden.

Im Anschluss erfolgte die Hydroborierung von 127, wobei die gewiinschte 1,2:5,6-Di-O-iso-
propyliden-B-L-altrofuranose 48 nach einer oxidativen Aufarbeitung in einer sehr hohen
Ausbeute von 98% erhalten wurde. Im Vergleich zur Literatur konnte somit auch in diesem
Fall eine Steigerung der Ausbeute erzielt werden.'® Der letzte Schritt der Syntheseroute
bestand in der Spaltung der Isopropylidenacetale, welche unter sauren Bedingungen

quantitativ unter Bildung der gewiinschten L-Altrose 42 verlief.%°

Somit konnte L-Altrose 42 nach der von Hung et al. entwickelten Methode in einer neun-
stufigen Synthese Uber eine zweifache Epimerisierung ausgehend von 1,2:5,6-Di-O-iso-
propyliden-a-D-glucofuranose 46 in einer Gesamtausbeute von 15% dargestellt werden. Mit
Ausnahme der Dehydratisierung von 1,2:5,6-Di-O-isopropyliden-B-L-idofuranose 47
verliefen alle Reaktionen dabei wie in der Literatur beschrieben. Uber die Variation der
Austrittsgruppe (OTf anstatt F) und den Einsatz eines Mikrowellengerats konnte die
Synthese von 127 entscheidend verbessert und somit die Effizienz der gesamten Route

gesteigert werden.

Obwohl beide zur Synthese von L-Altrose 42 erprobten Strategien auf dem Prinzip der
Epimerisierung eines D-Zuckers beruhen, weisen sie im Vergleich einige Unterschiede auf:
So wird die Inversion der Konfiguration bei Syntheseweg A (ber eine Mitsunobu-Reaktion
erzielt, wohingegen sich das Verfahren nach Hung et al. einer Kombination aus
Eliminierung und Hydroborierung unter Bildung des jeweiligen Anti-Markownikow-Produktes
bedient. Wahrend die Epimerisierung nach dem eigenstandig entwickelten Synthese-
konzept Uber die offenkettige Form der D-Zucker verlauft, gelingt die Darstellung von
L-Altrose 42 nach der von Hung et al. entwickelten Methode Uber Epimerisierungen von
selektiv acetalisierten Glycofuranosen 46 bzw. 47. Um eine Ring6ffnung zu ermdglichen, ist
die Synthesestrategie A auf die Verwendung unterschiedlicher Schutzgruppen fir die
Hydroxygruppen angewiesen. Da Isopropyliden-Acetale durch saurekatalysierte Umacetali-
sierungen eine Freisetzung der jeweils benétigten Hydroxygruppe ermdéglichen, kann bei
der literaturbekannten Synthese hingegen auf den Einsatz weiterer Schutzgruppen

verzichtet werden. Wéahrend sich die Schliisselschritte der Syntheseroute A (von 116 zu
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123) auf sechs Stufen beschrénken, besteht die Synthese nach Hung et al. (von 46 zu 42)
aus neun Schritten. Vergleicht man jedoch beide Synthesen ausgehend von dem jeweiligen
D-Zucker, D-Glucose bzw. D-Galactose D-64, erstreckt sich die Darstellung von L-Altrose 42
in beiden Fallen aufgrund der unterschiedlich komplexen Schutzgruppenstrategien tber

eine gleiche Anzahl von Reaktionsschritten.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass es Uber den Syntheseweg A durch eine
5-Epimerisierung von D-Galactose D-64erfolgreich gelungen ist, einen neuen, effizienten
Zugang zum Methyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a-L-altropyranosid 123 zu erschliessen. Im
Vergleich zu der Synthese von 42 nach Hung et al. stellt die hier entwickelte Methode eine

kongeniale Alternative zur Darstellung von L-Altrose 42 im Gramm-Mal3stab dar.

4.3.3 Syntheseweg A.2: Versuche zur 6-Desoxygenierun g von L-Altrose

Mit der Darstellung von Methyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a/B-L-altropyranosid 123 konnte der
erste Teil des Synthesewegs A erfolgreich erschlossen werden. Uber eine Desoxy-
genierung sollte 123 im Anschluss in das entsprechende 6-Desoxy-Derivat 44 Uberfihrt
werden. Dazu sollte eine Schutzgruppenstrategie entwickelt werden, welche eine
Blockierung der sekundaren Hydroxygruppen erlauben wiirde. Die primare Hydroxygruppe
sollte anschlielend in eine bessere Austrittsgruppe Uberfiihrt werden, welche die Reduktion

zur 6-Desoxy-L-altrose 44 erleichtern sollte (Abb. 78).

BnO O\Bn OMe AGO O\SG OSG HaC O\H OH
BnO 0 T sGo 0 T HO 0
123 OBn 128 0SG 44 OH

SG = Schutzgruppe; AG = Austrittsgruppe
Abb. 78: Synthesestrategie zur Desoxygenierung von 44,

Zunachst sollten die Benzylether gegen andere Schutzgruppen ausgetauscht werden,

welche eine selektive Blockierung der Hydroxygruppen ermoglichen wirden.

Versuche zur De-O-benzylierung

Eine der am haufigsten verwendeten Methoden zur Spaltung von Benzylethern ist die
katalytische Hydrogenolyse unter Bildung des entsprechenden Alkohols und Toluol. Als
Katalysator findet dabei meist Palladium an Aktivkohle Verwendung, da dieser sich durch
eine erhOhte Aktivitdit sowie eine geringe Tendenz zur Reduktion des aromatischen

Systems auszeichnet.

88



Resultate und Diskussion Teil |

Im ersten Ansatz wurde Methyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a/B-L-altropyranosid 123 unter
leichtem Wasserstoff-Uberdruck mit Palladium an Aktivkohle in Methanol umgesetzt
(Abb. 79: Reaktion 1). Bei der diinnschichtchromatographischen Verfolgung des Reaktions-
verlaufs wurde in geringem Male eine schrittweise Abspaltung der Schutzgruppen beob-
achtet. Nachdem die Suspension 20 Tage unter wiederholter Zugabe des Katalysators bei
Raumtemperatur gerthrt wurde, wurde die Reaktion abgebrochen und das erhaltene
Produktgemisch sdulenchromatographisch an RP-Kieselgel getrennt. Hierbei wurden
Gemische partiell benzylierter Zucker erhalten, welche auch nach wiederholter Chromato-
graphie nicht separiert werden konnten. Das gewtiinschte Methyl-a/B-L-altropyranosid 129

konnte nicht isoliert werden.

Der zweite Versuch zur vollstdndigen De-O-benzylierung von 123 folgte abermals dem
Prinzip der katalytischen Hydrierung, die Durchfihrung erfolgte dabei jedoch nicht in einer
Wasserstoff-Atmosphéare sondern unter Zusatz von Ameisensaure als Wasserstoff-Donor
(Abb. 79: Reaktion 2).**® Auch in diesem Fall konnte diinnschichtchromatographisch eine
schrittweise Spaltung der Benzylether beobachtet werden. Diese verlief im Gegensatz zum
ersten Versuch jedoch viel langsamer und wurde ebenfalls nach 20 Tagen abgebrochen.
Anhand der NMR-spektroskopischen Daten des erhaltenen Rohgemisches wurde eine
nahezu quantitative Spaltung des Methylglycosids ersichtlich, die Spaltung der Benzylether
verlief jedoch unselektiv und unvollstdndig. Es wurde auf eine chromatographische
Trennung verzichtet und das erhaltene Produktgemisch nach entsprechender Aufarbeitung

fur weitere De-O-benzylierungsversuche verwahrt.

In einer dritten Testreaktion wurde Methyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a/B-L-altropyranosid 123
mit Lithiumaluminiumhydrid in Tetrahydrofuran umgesetzt (Abb. 79: Reaktion 3).*° Auch in
diesem Fall verlief die De-O-benzylierung durch das komplexe Hydrid weder gleichmafig
noch quantitativ (DC-Kontrolle). Da nach ca. drei Stunden kein Umsatz mehr beobachtet
werden konnte, wurden weitere Mengen Lithiumaluminiumhydrid hinzugegeben. Da der
Umsatz dadurch nicht erhoht werden konnte, wurde die Reaktion nach insgesamt
16 Stunden abgebrochen. Das gewiinschte Produkt 129 konnte nach chromatographischer

Trennung des Reaktionsgemisches nicht erhalten werden.

BnO OBn ,OMe HO OH OMe | Reaktionsbedingungen
BnO Y —“— 15 -0 1|H,, PdIC, CH30OH, Rt, 20 d
2 |HCOOH, Pd/C, CH30H, Rt, 20d
123 OBn 129 OH 3 LiAlH4 THF, 0°C-Rt, 16 h

Abb. 79: Versuche zur De- O-benzylierung von 123.
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Um einem unndtigen Verbrauch des synthetisierten Methyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a/p-L-
altropyranosids 123 fir weitere Untersuchungen zur Spaltung der Benzylether entgegen-
zuwirken, wurden die nun folgenden Versuche zur Ermittlung geeigneter De-O-
benzylierungsbedingungen zunachst mit Methyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a/B-D-galacto-
pyranosid 116 durchgefuhrt.

Neben einer hydrogenolytischen Spaltung besteht eine weitere Mdglichkeit zur Abspaltung
von Benzylschutzgruppen im Einsatz von Lewis-Sauren. So gelang Rodebaugh et al. die
vollstdndige De-O-benzylierung sowohl diverser benzylierter Methylglycoside als auch
komplexer Oligosaccharide durch Reaktion mit Eisen(lll)chlorid. Nach einer Reaktionzeit

von funf Stunden wurden die Produkte dabei in Ausbeuten bis zu 85% erhalten.**°

Die Umsetzung von Methyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a/B-D-galactopyranosid 116 mit
Eisen(lll)chlorid wurde unter analogen Bedingungen durchgefihrt. Da nach sechs Stunden
und wiederholter Zugabe der Lewis-Saure dinnschichtchromatographisch nahezu kein
Umsatz beobachtet werden konnte, wurde die Reaktion abgebrochen und das erhaltene

Produktgemisch verworfen.

OB1 OB”O FeCls, CH,Cly, OH_oH
0°C,6h , _ 0
BnO HO
116 OBn"OMe p-64 OH "OH

Abb. 80: Versuch zur De- O-benzylierung von 116 durch Eisen(lll)chlorid.

Da es sich bei Eisen(lll)chlorid um eine maRig starke Lewis-Saure handelt, sollte der
nachste Versuch unter drastischeren Bedingungen durchgefiihrt werden. Dazu wurde
Methyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a/B-D-galactopyranosid 116 mit einem Bortrifluorid-Diethyl-
ether-Komplex bei 0 € umgesetzt (Abb. 81). Die Reaktion erfolgte in Essigsaureanhydrid,
wodurch ein direkter Austausch der bisherigen Schutzgruppen gegen Acetylgruppen
ermdglicht werden sollte. Diese wiirden die Polaritat des erhaltenen Produktes im Vergleich
zur D-Galactose D-64 deutlich erniedrigen und somit eine chromatographische Reinigung

an Kieselgel mit unpolaren Eluenten erleichtern.

OBn
OB”O BF5Et,0, Ac,0, OB OoAC
0°C, 12 h O
BnO OB 97% AcO
116 OMe 130 OAC OAc

Abb. 81: Selektive Acetolyse von 116 durch Bortrifl uorid.
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Nach einer Reaktionszeit von zwolf Stunden konnte dinnschichtchromatographisch ein
vollstandiger Umsatz des Ausgangsmaterials 116 unter Bildung eines neuen Produktes
beobachtet werden. Die Reaktion wurde abgebrochen und das Rohprodukt nach
entsprechener Aufarbeitung chromatographisch gereinigt. Die Auswertung der NMR-
spektroskopischen Daten des erhaltenen Produktes ergab, dass es unter den gewahlten
Reaktionsbedingungen zu einem selektiven Austausch der Schutzgruppen kam, bei dem
lediglich der Benzylether in der C4-Position erhalten blieb (Abb. 82, Abb. 83). Die
eindeutige Zuordnung der Acetylgruppen erfolgte mit Hilfe des HMBC-NMR-Spektrums
anhand der vicinalen Kopplung zwischen den Carbonylkohlenstoffatomen der Acetyl-
gruppen und den entsprechenden Kohlenstoffatomen des Zuckers (Abb. 83). Es konnte
somit gezeigt werden, dass mit Hilfe von Bortrifluorid zwar eine selektive, aber dennoch
ebenfalls keine vollstdndige De-O-benzylierung von 116 mdglich war. Die Ursache fir diese

auRRergewoOhnliche Regioselektivitat der Acetolyse wurde nicht naher untersucht.

OBNn_OAc 4 x C(O)CH,
6
4 5 0O
AcCONE—!
5 x Aryl-CH OAc “OAc
cDCly
H1 H2 H3 Bn-CH, H4, H5, H6
T T { T T T T | T T T T I T T T T { T T T T | T T T T T
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 [ppm]

Abb. 82: *H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCI 3) von 130.
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Abb. 83: Ausschnitt aus dem HMBC-NMR-Spektrum von 130.

Neben Eisen(lIl)chlorid und Bor-Halogen-Verbindungen gibt es noch weitere Lewis-Sauren,
die zur Spaltung von Benzylethern eingesetzt werden. So berichteten Yang et al. von einer
selektiven 6-O-Debenzylierung einer Reihe von Mono- und Disaccharid-Derivaten durch
den Einsatz von frisch geschmolzenen Zinkchlorid.*** Die Umsetzungen erfolgten dabei in
einem Gemisch aus Essigsaureanhydrid und Essigsaure, so dass die 6-O-Benzylgruppe
durch eine Acetylgruppe ersetzt wurde. Analog zu der in Abb. 78 gezeigten Schutzgruppen-
strategie wirde die Anwendung dieser Methode bei der Darstellung von 6-Desoxy-L-altrose
44 den Vorteil bieten, dass die anderen Benzylether weiterhin zum Blockieren der tbrigen
Hydroxygruppen genutzt werden konnten und erst nach erfolgter Desoxygenierung voll-

standig entfernt werden missten.

Nach dem von Yang et al. entwickelten Syntheseprotokoll wurde Methyl-2,3,4,6-tetra-O-
benzyl-a/B-D-galactopyranosid 116 mit sieben Aquivalenten Zinkchlorid umgesetzt und die
Reaktion dinnschichtchromatographisch verfolgt. Obwohl nach einer Stunde der Umsatz
des Eduktes noch nicht vollstandig erschien, wurde die Reaktion wegen der zunehmenden
Anzahl an Nebenprodukten abgebrochen und das Produktgemisch nach entsprechender
Aufarbeitung chromatographisch getrennt. Dabei konnte neben dem gewiinschten 6-O-ace-
tylierten Produkt 131 (39%) auch der zweifach acetylierte Zucker 132 (25%) isoliert werden
(Abb. 84). Beide Verbindungen wurden anschliel3end separat einer basischen Hydrolyse
unterzogen, wobei 133 in einer Ausbeute von 89% und 2,3,4-Tri-O-benzyl-a/B-D-galacto-
pyranose mit 87% erhalten wurde.
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OBnan
O
BnO
116 OBN'OMe
7 Ag. ZnCl,, Ac,0,
AcOH, Rt, 1 h
OBnoH
OBnoAc NaOH © o)
Q CH3OH, Rt, 1h BnO
BnO 9 OBn
OBOMe 89% OMe
13139% + 133
OBn 1) NaOH, CH3OH, Rt, 2 h, 87%
OAc 2) Amberlite IR120 (H*),
O MeOH, Rt, 16 h, quantitativ
BnO
OBn"0Ac
132 25%

Abb. 84: Selektive De- O-benzylierung von 116 nach Yang et al und anschlieRender Hydrolyse
zu 133.

Es wurde dann versucht die Selektivitat der Acetolyse zugunsten des einfach acetylierten
Produkts zu erhthen. Dazu wurde die Reaktion unter Variation der eingesetzten Aqui-
valente Zinkchlorid (1 bis 8 Aquivalente), der Reaktionszeit (0.5 bis 16 h) sowie der
Temperatur (0 T oder Rt) wiederholt und der Umsatz bzw. die Produktverteilung dinn-
schichtchromatographisch verfolgt. Im Vergleich zu den in Abb. 84 gezeigten Ergebnissen
konnte in keinem Fall eine Optimierung der Reaktionsbedingungen zugunsten des
gewilnschten Produktes 131 erzielt werden. Da es jedoch mdglich war, die nach der De-O-
acetylierung erhaltene 2,3,4-Tri-O-benzyl-a/B-D-galactose durch eine saurekatalysierte
Reaktion mit Methanol quantitativ ebenfalls in das gewlinschte Methylglycosid 133 zu Uber-

fuhren, wurde von weiteren Versuchen zur Erhéhung der Produktselektivitat abgesehen.

Bevor die 6-De-O-benzylierung nach Yang et al. mit dem L-Altrose-Derivat 123 durchgeftuhrt
wurde, sollte eine Methode ermittelt werden, welche eine Spaltung der Ubrigen Benzylether
nach der spater folgenden Desoxygenierung ermdglichen wiirde. Da durch den Einsatz von
Lewis-Sauren lediglich eine partielle De-O-benzylierung erzielt werden konnte, sollte
nochmals versucht werden die Schutzgruppen tber eine katalysierte Hydrierung vollstandig
zu entfernen. Dabei wurde der sogenannte Pearlman-Katalysator (20% Palladiumhydroxid
an Aktivkohle)'®* eingesetzt, welcher schon oft zum Erfolg filhrte, wenn andere De-O-

benzylierungsmethoden scheiterten.**®

Die Palladiumhydroxid-katalysierte Umsetzung von Methyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a/B-D-
galactopyranosid 116 erfolgte unter leichtem Wasserstoff-Uberdruck in Methanol und verlief
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bereits nach einer Reaktionszeit von 16 Stunden guantitativ unter Bildung des vollstandig

debenzylierten Methyl-a/3-D-galactosids 134.

OBnoBn OH _oH
o) Hy, Pd(OH),/C, o)
CH3;0H, Rt, 16 h
BnO OBn*OM quantitativ HO OH
116 e 134 OMe

Abb. 85: De- O-benzylierung von 116 Uber eine Pd(OH) ,-katalysierte Hydrogenolyse.

Somit konnte die in Abb. 78 gezeigte Schutzgruppenstrategie fur die geplante 6-Desoxy-
genierung eines benzylierten Methylglycosids Uber die Kombination der selektiven
6-O-Debenzylierung nach Yangetal. und der katalytischen Hydrierung nach Pearl-
man et al. am Beispiel des Methylgalactopyranosids 116 erfolgreich erprobt werden.
AnschlieBend erfolgte nun die Anwendung dieser Strategie auf das entsprechende
L-Altrose-Derivat 123. Dazu wurde Methyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a/B-L-altropyranosid 123
mit Zinkchlorid in einem Gemisch aus Essigsaure und Essigsaureanhydrid umgesetzt. Die
Reaktion wurde nach einer Stunde abgebrochen und das erhaltene Produktgemisch
chromatographisch getrennt, wobei das einfach acetylierte Methylglycosid 135 in einer
Ausbeute von 37% und der zweifach acetylierte Zucker 136 mit 29% isoliert wurden
(Abb. 86). Die Regioselektivitat der Reaktion konnte anhand der NMR-spektroskopischen
Daten eindeutig bestatigt werden. Die Zuordnung der Acetylgruppen erfolgte dabei mit Hilfe
des HMBC-NMR-Spektrums tber die vicinale Kopplung zwischen den Carbonylkohlenstoff-
atomen der Acetylgruppen und den entsprechenden Kohlenstoffatomen des Zuckers.

Die alkalische Hydrolyse von 135 lieferte Methyl-2,3,4-tri-O-benzyl-a/B-L-altropyranosid 137
in einer Ausbeute von 90%. Der di-O-acetylierte Zucker 136 wurde nach der Acetatspaltung
in einer sdurekatalysierten Reaktion mit Methanol in das 6-OH-freie Methylglycosid 137
uberfuihrt (85% uber zwei Stufen).
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BnO OBn OMe

BnO 2
123 OBn
7 Aq. ZnCly, Ac,0,
AcOH, Rt, 1 h
NaOH, HO OBn OMe
AcO QBO” OMe H.0H. Rt 2 h -0
BnO 90% BnO 137

13537% + OBn OBn

1) NaOH, CH3OH, Rt, 2 h
AcO OBn .OAc 2)Amberlite IR120 (H*),
-0 MeOH, Rt, 16 h
BnO

85% Uber 2 Stufen

136 29% OBn

Abb. 86: Selektive 6- O-Debenzylierung von 123.

Versuche zur 6-Desoxygenierung

Im Anschluss an die selektive De-O-benzylierung von 123 sollte die Hydroxygruppe in der
C6-Position des erhaltenen Methyl-2,3,4-tri-O-benzyl-a/B-L-altropyranosids 137 fir die
nachfolgende Desoxygenierung in eine bessere Austrittsgruppe tberfihrt werden (Abb. 87).
Dazu sollten verschiedene literaturbekannte Methoden, sowohl unter Einsatz diverser
Abgangsgruppen als auch unter Verwendung unterschiedlicher Hydriddonoren, erprobt

werden (Tab. 1).1>**%

Als erstes sollte analog zu dem desoxygenierenden Schritt der in Abb. 19 dargestellten
Synthese von 6-Desoxy-D-gulose 38, die primare Hydroxygruppe des Methyl-2,3,4-tri-O-
benzyl-a/p-L-altropyranosids 137 in das entsprechende Mesylat 138 Uberfiihrt werden.”
Dazu wurde 137 in Pyridin mit Mesylchlorid umgesetzt und der Reaktionsverlauf dinn-
schichtchromatographisch verfolgt (Tab. 1: Reaktion 1). Da nach einer Reaktionszeit von
sechs Stunden nahezu kein Umsatz beobachtet werden konnte, wurde ein weiteres Aqui-
valent Mesylchlorid hinzugegeben. Eine Erhéhung des Umsatzes konnte dadurch nicht
erzielt werden, so dass die Reaktion nach einer Reaktionszeit von insgesamt 16 h abge-
brochen wurde. Bei der chromatographischen Reinigung des erhaltenen Reaktions-
gemisches konnte auschlie3lich das eingesetzte Methylglycosid 137 reisoliert werden. Das

gewulnschte Produkt wurde nicht erhalten.
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HO OBn OMe  AGO OBn OMe OBn OMe
-0 -0 b _HC7g
BnO BnO BnO
137 OBn OBn 141 OBn
AG = Austrittsgruppe
= Ms (138), Ts (139)
oder Tf (140)
Abb. 87: Versuch der 6-Desoxygenierung von 137.
Reaktion a Ausbeute Reaktion b Ausbeute

1 MsCI, Pyridin, 0 C-Rt, -- - —

16 h
2 TsCl, CH,Cl,, DMAP, 19% LiAlH,, THF, Rt-
Pyridin, Rt, 24 h 60 C, 24 h
3 (CFaSOz)QO, CH2C|2, Nicht L|A|H4, THF, Rt, 24 h ==

Pyridin, -10 C, 1 h identifiziert.

Tab. 1: Reaktionsbedingungen und Ergebnisse der Ver  suche zur 6-Desoxygenierung von 137.

Als nachstes sollte die 6-Desoxygenierung von 137 Uber das entsprechende Tosylat 139
erprobt werden.****** Dazu wurde 137 mit Tosylchlorid in Pyridin unter Zusatz von DMAP
umgesetzt, welches bei dieser Reaktion als Aktivator fungierte (Tab. 1: Reaktion 2). Da
nach einer Reaktionszeit von fiunf Stunden nur ein geringer Umsatz des Methylglycosids
137 beobachtet werden konnte (DC-Kontrolle), erfolgte die Zugabe eines weiteren Aqui-
valents Tosylchlorid. Nach einer Reaktionszeit von insgesamt 24 Stunden konnte noch
immer keine Steigerung des Umsatzes detektiert werden, so dass die Reaktion beendet
wurde. Nach der Aufarbeitung wurde das erhaltene Produktgemisch saulenchromato-
graphisch getrennt. Dabei konnte neben dem gewinschten Produkt, welches in einer
geringen Ausbeute von 19% erhalten wurde, das eingesetzte Methylglycosid 137 (ca. 60%)

reisoliert werden.

AnschlieRend sollte das erhaltene Tosylat 139 Uber eine nucleophile Substitution mit einem
komplexen Hydrid in das entsprechende 6-Desoxy-Derivat 141 Uberfuhrt werden. Die
Reaktion erfolgte mit einem Uberschuss an Lithiumaluminiumhydrid in THF bei Raum-
temperatur.’****° Da nach einer Reaktionszeit von 20 Stunden kein Umsatz des Ausgangs-
materials detektiert werden konnte, wurde die Reaktionstemperatur auf 65 C erhdht und
die Reaktion noch weitere vier Stunden verfolgt. Anschlie3end wurde die Reaktion beendet
und das nach der hydrolytischen Aufarbeitung erhaltene Reaktionsgemisch saulen-
chromatographisch getrennt. Dabei konnten neben dem nicht umgesetzten Tosylat 139
(76%), geringe Mengen des Methyl-2,3,4-tri-O-benzyl-a/B-L-altropyranosids 137 erhalten
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werden, welches vermutlich durch Hydrolyse aus 139 gebildet wurde. Das gewunschte

6-desoxygenierte Produkt 141 konnte nicht erhalten werden.

Da es sich bei der beschriebenen Synthese vom Tosylat 139 um eine Testreaktion
handelte, welche zum Auffinden einer geeigneten Austrittsgruppe zunachst in einem
kleinen Mal3stab (10 mg) durchgefihrt wurde, stand nur eine sehr geringe Menge von 139
zur Erprobung des Desoxygenierungsschrittes zur Verfigung. Um weitere Versuche zur
Ermittlung geeigneter Reaktionsbedingungen unternehmen zu kénnen, sollte zunachst die
Synthese vom Tosylat 139 in einerm groReren MaRRstab wiederholt werden. Die Reaktion
wurde unter den zuvor beschriebenen Bedingungen durchgefiihrt. Aus ungeklarten
Grinden verlief jedoch keiner der hierzu durchgefiihrten Versuche mit AnsatzgréfRen
zwischen 50 und 500 mg unter Bildung des gewlinschten Produktes 139, so dass weitere
Untersuchungen zur 6-Desoxygenierung von Methylglycosid 137 Uber das entsprechende

Tosylat 139 nicht mdglich waren.

Da sich Triflate im Vergleich zu Tosylaten durch eine wesentlich héhere Reaktivitat gegen-
Uber Nucleophilen auszeichnen, sollte die Desoxygenierung von 137 in einem weiteren
Versuch unter Verwendung einer Trifluormethansulfonyl-Abgangsgruppe erprobt werden.
Im ersten Schritt wurde dazu das selektiv benzylierte Methylglycosid 137 bei einer niedrigen
Temperatur mit Trifluoressigsaureanhydrid in Pyridin umgesetzt (Tab. 1: Reaktion 3). Bei
der dunnschichtchromatographischen Reaktionsverfolgung konnte bereits nach einer
Stunde ein nahezu vollstdndiger Umsatz des Eduktes unter Bildung eines Hauptproduktes
detektiert werden, so dass diese durch Hydrolyse des Uberschiissigen Anhydrids beendet

werden konnte.

Bei der dunnschichtchromatographischen Uberprifung des nach der Aufarbeitung
erhaltenen Rohproduktes konnte in geringem MalRe die Bildung einer Reihe an Zer-
setzungsprodukten beobachtet werden. Um weitere Verluste zu vermeiden, wurde das
solvolyseempfindliche Rohprodukt ohne weitere Reinigungsschritte und nédhere Charakteri-
sierung in der nachfolgenden Reaktion eingesetzt. Die Umsetzung mit Lithiumaluminium-
hydrid erfolgte in THF bei Raumtemperatur. Schon nach einer Stunde wurde ein voll-
standiger Reaktionsumsatz festgestellt und die Reaktion abgebrochen. Bei der chromato-
graphischen Trennung des erhaltenen Produktgemisches konnte neben Methyl-2,3,4-tri-O-
benzyl-a/B-L-altropyranosid 137, welches aus der hydrolytischen Spaltung vom Triflat 140
resultierte, eine Reihe an Zersetzungsprodukten isoliert werden, welche jedoch nicht weiter
charakterisiert wurden. Das gewiinschte 6-desoxygenierte Produkt 141 konnte abermals

nicht erhalten werden.
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Da bei den meisten Versuchen zur 6-Desoxygenierung vom selektiv benzylierten Methyl-
glycosid 137 schon die Uberfiihrung der primaren Hydroxygruppe in eine bessere Abgangs-
gruppe mit erheblichen Schwierigkeiten verbunden war, wurde vermutet, dass die Alkohol-
funktion durch die benachbarten Benzylgruppen eine sterische Abschirmung erfahrt, welche
ihre Reaktivitat gegentber den sehr reaktiven Carbonséaurederivaten (Mesylchlorid, para-

Toluolsulfonséurechlorid, Trifluormethansulfonsdureanhydrid) vermindert.

Aus diesem Grund wurde im nachsten Ansatz versucht eine selektive Sulfonierung der
primaren Hydroxygruppe unter Verzicht von Schutzgruppen zu erzielen.**®**° Dazu wurden
samtliche aus den De-O-benzylierungsversuchen von Methyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a/p-L-
altropyranosid 123 erhaltenen Produktgemische vereint und zur Spaltung der Ubrigen
Benzylether einer katalytischen Hydrierung an Palladiumhydroxid unterzogen (Abb. 88).
Das quantitativ erhaltene de-O-benzylierte Methyl-a/B-L-altropyranosid sollte anschlie3end
in das entsprechende 6-O-tosylierte Derivat Uberfihrt werden. Um die Regioselektivitat
dieser Reaktion unter Bildung von Methyl-6-p-tosyl-a/p-L-altropyranosid 142 zu erhdhen,
wurde das Sulfonierungsreagenz im Gegensatz zu den zuvor vorgestellten Reaktionen im
Unterschuss eingesetzt. Zudem erfolgte die Zugabe des Tosylchlorids sehr langsam und
bei tiefer Temperatur (Abb. 88). Bei der dinnschichtchromatographischen Verfolgung der
Reaktion konnte anfangs ausschlie3lich die Bildung eines Produktes beobachtet werden.
Da es nach einer Reaktionszeit von vier Stunden schlie3lich zur Bildung einer Reihe an
weiteren Produkten kam, wurde die Reaktion trotz des unvollstindigen Umsatzes vom
Methylglycosid durch Zugabe eines Uberschusses an Essigsaureanhydrid, zur Blockierung
der tbrigen Hydroxygruppen abgebrochen (Abb. 88).

1) Hz, Pd(OH),/C, CH30H,
Rt, 16 h, quantitativ
2) TsClI, CH,Cl, DMAP,

BnO OBn OMe  Pyridin, 0 °C-Rt,4h TsO OAC OMe
an 3) Ac,0, Pyridin, Rt, 16 h Acw
123 OBn 142 OAc

Abb. 88: Versuch zur Darstellung von 142.

AnschlieBend wurde versucht, das nach der Acetylierung erhaltene Produktgemisch
chromatographisch zu trennen. Wahrend nach wiederholter Durchfiihrung der Chromato-
graphie die einfach substituierten Methylglycoside von den mehrfach tosylierten Neben-
produkten separiert werden konnten, war eine Trennung der verschiedenen einfach
substituierten Produkte nicht moglich. Das gewiinschte Methyl-6-p-tosyl-a/p-L-altro-

pyranosid 142 konnte somit nicht isoliert werden. Nichtsdestotrotz gelang die Identifizierung
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des Produktes anhand der NMR-spektroskopischen Daten des erhaltenen Produkt-

gemisches.

Der nachste Versuch zur Darstellung von Methyl-6-p-tosyl-a/B-L-altropyranosid 142 erfolgte
unter analogen Bedingungen, jedoch wurde auf den Zusatz von DMAP als Aktivator
verzichtet. Im Unterschied zu der vorherigen, verlief diese Reaktion zwar viel langsamer,

eine Erhdhung der Regioselektivitat konnte aber dennoch nicht erreicht werden.

Da die selektive Einfiihrung einer guten Austrittsgruppe weder durch eine 6-O-Debenz-
ylierung noch unter Verzicht auf eine Blockierung der sekundaren Hydroxygruppen
gelungen ist, sollte in einem letzten Versuch eine alternative Schutzgruppenstrategie
ausgehend von L-Altrose 42 erprobt werden. Dabei sollte die primare Hydroxygruppe
zundchst durch eine sterisch anspruchsvolle Schutzgruppe blockiert und die Ubrigen
Hydroxygruppen dann anschliel3end als Acetate geschitzt werden. Erst nach Entfernen der
Schutzgruppe in der C6-Position sollte die Alkoholfunktion in eine bessere Austrittsgruppe

Uberfihrt werden, welche die nachfolgende Desoxygenierung ermdglichen sollte.

TBDMSO OAc _OAc

. o
1) TBDMS-CI, Imidazol, AcO
HO OH _wOH " pyridin, Rt, 45 min .
Hw 2) Ac,0, Pyridin, Rt, 24 h 143 OAc o
42 OH AcO OAc__OAc
AcO 0

144 OAc 32%
Abb. 89: Synthese von 143 und 144.

Im ersten Schritt wurde die primare Hydroxygruppe der L-Altrose 42, welche Uber die in
Abb. 77 gezeigte Synthese erhalten wurde, als Silylether blockiert. Dazu wurde 42 mit tert-
Butyldimethylsilylchlorid unter Zusatz von Imidazol in Pyridin umgesetzt und der Reaktions-
verlauf verfolgt (DC-Kontrolle). Da es nach 45 Minuten neben der Bildung des Haupt-
produktes zur Entstehung einiger Nebenprodukte kam, wurde die Reaktion trotz des unvoll-
standigen Umsatzes von L-Altrose 42 durch Zugabe von einem Uberschuss an Essig-
saureanhydrid zur Blockierung der utbrigen Hydroxygruppen abgebrochen. Das nach der
Acetylierung erhaltene Produktgemisch wurde anschlieBend saulenchromatographisch
getrennt, wobei neben dem gewiinschten Produkt 143, welches in einer Ausbeute von 26%
Uber zwei Stufen erhalten wurde, vor allem die peracetylierte L-Altrose 144 (32%) isoliert

wurde.
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Im nachsten Schritt erfolgte die Spaltung des Silylethers mit Tetrabutylammoniumfluorid in
THF (Abb. 90).**° Schon nach einer Stunde konnte diinnschichtchromatographisch ein voll-
standiger Umsatz des TBDMS-geschiitzten Eduktes 143 festgestellt werden. Das nach
Aufarbeitung erhaltene Rohprodukt wurde anschlielend chromatographisch gereinigt,
wobei ein Gemisch unselektiv acetylierter L-Altrose-Derivate erhalten wurde. Vermutlich
kam es nach der Bildung des gewiinschten Produktes 145 unter den Bedingungen der
Silyletherspaltung zu einer O-4->6-Migration der Acylgruppen, wobei das in der 4-Position
deblockierte Nebenprodukt 146 gebildet wurde. Alle Versuche das erhaltene Gemisch chro-
matographisch zu trennen, schlugen aufgrund der nahezu identischen Retentionsfaktoren
fehl. Zudem kam es unter den Bedingungen der Chromatographie zu einer Anreicherung
des Nebenproduktes 146.

HO OAc OAc
Acow
Ac TBAF, THF,
TBDMSO Q/g: OAc RLA 135 dac
AcO - +
HO
146 OAc

Abb. 90: O-4->6-Migration der Acetylgruppen bei der Silyletherspa ltung von 143.

Acylgruppen-Wanderungen innerhalb partiell acylierter Kohlenhydrate sind unter sauren
bzw. alkalischen Bedingungen literaturbekannt und wurden bereits bei diversen gluco- und
manno-konfigurierten Zuckern festgestellt.***** Sie haben einen stereochemischen Hinter-
grund und verlaufen lber einen sechsgliedrigen Ubergangszustand, dessen Bildung in der

'C,-Konformation von 145 ebenfalls méglich ware.

Somit ist eine Uberfiihrung der L-Altrose 42 in das entsprechende 6-Desoxy-Derivat 44 iiber
die Anwendung diverser Schutzgruppenstrategien und die Erprobung unterschiedlicher
Austrittsgruppen nicht gelungen. Da zudem die gesamte Menge der synthetisierten
L-Altrose-Derivate 123 bzw. 48 fir diese Untersuchungen aufgebraucht wurde, wurden
weitere Versuche diesbezlglich vorerst eingestellt und mit der Erprobung von Synthese-

strategie B (Abb. 69) begonnen.
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4.3.4 Syntheseweg B: Synthese von 6-Desoxy- L-altrose uber die 5-Epimeri-

sierung von 6-Desoxy- D-galactose

Die Darstellung von 6-Desoxy-L-altrose 44 Uber den Syntheseweg B basierte auf der
5-Epimerisierung von 6-Desoxy-D-galactose (D-Fucose) D-15. Bei diesem Zucker handelt es
sich um ein unnatirliches Enantiomer der L-Fucose L-15, welches ausgehend von D-Galac-

tose D-64 dargestellt werden kann.

Wie bereits in Kapitel 4.1.3.2 gezeigt wurde, erlaubt die *C,-Konformation der p-Galactose
D-64 im Gegensatz zur 'C,-Konformation der L-Altrose 42 eine selektive Blockierung der
sekundaren Hydroxygruppen durch Isopropyliden-Acetale, welche eine selektive Sulfo-
nierung der primaren Hydroxygruppe unter Bildung der 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-6-O-
para-toluolsulfonyl-a-D-galactopyranose D-92 ermdoglicht (Seite 43; Abb. 33). Die an-
schlielBende Desoxygenierung mit Hilfe komplexer Hydride unter Bildung von D-Fucose
D-15 ist literaturbekannt und konnte bereits in eigenen Vorarbeiten erfolgreich erprobt
werden. 1% Da dieser Desoxyzucker allerdings ebenfalls kommerziell erhaltlich ist und
fur die im Folgenden vorgestellten Untersuchungen als Ausgangsmaterial in ausreichenden
Mengen zur Verfigung stand, konnte auf dem Syntheseweg B im Gegensatz zu Route A
auf einen Desoxygenierungsschritt verzichtet werden. Davon abgesehen, folgten beide

Synthesewege der gleichen Reaktionssequenz:

Der erste Schritt bestand in der selektiven Blockierung der Hydroxygruppen. Dazu wurde
D-Fucose D-15 zunéchst unter sauren Bedingungen in das entsprechende Methylglycosid
Uberfuhrt und die Ubrigen Hydroxygruppen unter Standardbedingungen als Benzylether
geschutzt, wobei das Methyl-2,3,4-tri-O-benzyl-6-desoxy-a/p-D-galactopyranosid 147 Uber

3 Stufen in einer Ausbeute von 65% erhalten wurde (Abb. 91).

1) CH30H, H*, p-Welle,
65 °C, 20 min;

oH 2) NaH, DMF, 0°C, 1 h; O,_??’nc
3 O  3)BnBr,Rt 12h Q
Hom\« 65% uber 3 Stufen BnO
p1s O "OH O8N “OMe

147
HOAG, HCI, H50,
63%‘ 100 - 120 °C, 3 h

OBn

HC. o
BnO

145 OBNTOH

Abb. 91: Darstellung von 2,3,4-Tri- O-benzyl- a/B-D-galactopyranose 148.
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Im Anschluss erfolgte dann die sdurekatalysierte Spaltung des Methylglycosids unter Frei-
setzung der anomeren Hydroxyfunktion in einer Ausbeute von 63% (Abb. 91). Zudem
konnten bei dieser Gleichgewichtsreaktion 30% des eingesetzten Methylglycosids reisoliert

werden.

Die zur Epimerisierung notwendige Ring6ffnung wurde durch Umsetzung mit Ethanthiol in
Gegenwart von Trifluoressigsaure erzielt.*****” Bei der chromatographischen Trennung des
erhaltenen Rohgemisches wurde neben dem gewunschten 2,3,4-Tri-O-benzyl-6-desoxy-D-
galactose-diethyldithioacetal 149, welches lediglich in einer Ausbeute von 28% erhalten
wurde, das entsprechende anomere Thioglycosid 150 isoliert. Letzteres wurde mit einer
Ausbeute von 37% als Hauptprodukt gebildet und konnte als Intermediat der Dithioacetal-

bildung unter analogen Bedingungen wiederverwendet werden.

EtS SEt EtS SEt
OBn EtSH, OBn

HsC o  CFiCOOH, OBn H,C o OBn

_Rt.12h _ Bno . + BnO

BnO BnO
BnO HO
OBn *0OH OBn *SEt
148 OH 150 BnO
CHs 37% CH,

149 28% 151 32%

Abb. 92: Saurekatalysierte Reaktion von 148 mit Eth  anthiol.

Im Gegensatz zu der in Abb. 72 gezeigten Reaktion der selektiv geschiitzten b-Galactose
117 kam es bei der Derivatisierung ihres 6-Desoxy-Derivates 148 zur Bildung eines
weiteren Produktes, welches anhand der massenspektrometrischen und *H-NMR-spektros-
kopischen Daten (Abb. 93) als ein Isomer von Diethyl-dithioacetal 149 identifiziert werden
konnte. Mit Hilfe zweidimensionaler Korrelationsspektren konnten die Hydroxy- bzw. Ben-
zylgruppen den entsprechenden Kohlenstoffatomen des acyclischen Gerlstes zugeordnet
werden (Abb. 94). Auf Basis dieser Daten wurde vermutet, dass es unter den gewahlten
Reaktionsbedingungen der Thioacetalbildung zu einer saurekatalysierten intramolekularen
0O-4->5-Wanderung der Benzylgruppen unter Bildung des acyclischen Diethyl-dithioacetals
151 kam. Solche Benzyl-Migrationen sind unter sauren Bedingungen literaturbekannt und
wurden bereits bei einer Reihe benzylgeschutzter Derivate diverser Sticksoff-Heterozyklen
wie Quinolinen und Indolen beobachtet.*®®*’® Zudem werden &hnliche Reaktionsbe-
dingungen zur Spaltung von Benzylethern eingesetzt.'”**"? Ein Beispiel hierfirr ist die von
Fuji et al. entwickelte Methode, nach der die O-Benzylschutzgruppen uber eine Behandlung
mit harten Lewis-S&uren wie Bortrifluoriddiethyletherat in Kombination mit weichen Nucleo-

philen wie Ethanthiol entfernt werden.*"*
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: OH
iH1 i : .
EtS._SEt . Et-CH,
2l-0Bn :
BnO— 3
HO 4 CH,
BnO~ 5
CHs
I
T { T T T T [ T T T T | T T T T { T T T T { T T T T | T T T T { T
7.0 6.0 5.0 40 3.0 2.0 1.0 [ppm]

Abb. 93: *H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCI 3) von Diethyl-dithioacetal 151.
H3 Ha HS H4

F68.0
[-69.0

Bn-CH, F70.0

710
720
Bn-CHy—— F74.0

Bn-CH, - 75.0

- 76.0

T T T T I
4.00 3.90 3.80 3.70 3.60 3.50 [ppm]

Abb. 94: Ausschnitt aus dem HMBC-NMR-Spektrum von 1 51.

Fir die intramolekulare O-4->5-Benzylwanderung von in 149 wird der in Abb. 95 gezeigte
Mechanismus angenommen. Dabei greift die C5-Hydroxygruppe nach einer Rotation um
die C4-C5-Bindung den zuvor protonierten C4-Benzylether nucleophil an. Nach dem Trans-
fer der Benzylgruppe, wird unter Abspaltung eines Protons das Dithioacetal 151 erhalten.
Eine eindeutige Bestimmung der Konfiguration der Kohlenstoffatome in der acyclischen

Form des Produktes war nicht méglich, so dass der in Abb. 95 postulierte Mechanismus
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nicht bestétigt werden konnte. Da eine Benzylwanderung jedoch vermutlich nur unter
Rotation der Hydroxygruppe begtnstigt wird, wurde das Diethyldithioacetal 151 den

Abbildungen 91-95 als Gemisch seiner Diastereomere dargestellt.

EtS._SEt EtS__SEt EtS._SEt EtS__SEt
OBn OBn OBn OBn
e — Qs — O
H ~ H oy
o o5 0 HO
/' OH OH HO BnO
H* CH, CH, CHs CHs
149 152 153 151

Abb. 95: Postulierter Mechanismus der O-4  ->5-Benzyl-Wanderung in 149.

Eine mdgliche Erklarung dafir, dass die O-4->5-Benzylwanderung ausschlief3lich bei der
Acetalisierung des 6-Desoxy-D-galactose-Derivates 149 beobachtet wurde, bei der Um-
setzung des entsprechenden D-Galactose-Derivates 118 jedoch ausblieb, liegt in der unter-
schiedlichen elektronischen und sterischen Umgebung der Hydroxygruppen beider Dithio-
acetale begriindet. Da die Methylgruppe in 149 im Vergleich zu dem primaren Benzylether
in der C6-Position des analogen D-Galactose-Derivates 118 eine geringere elektronen-
ziehende Wirkung und einen geringen sterischen Anspruch besitzt, wird vermutlich sowohl
die Protonierung des C4-Benzylethers als auch die Rotation der Hydroxygruppe wéhrend

des anschlieenden nucleophilen Angriffs auf die Benzylgruppe erleichtert.

Mit einer Ausbeute von nur 28% bildete die Synthese von 2,3,4-Tri-O-benzyl-6-desoxy-D-
galactopyranose-diethyl-dithioacetal 149 den Flaschenhals der Syntheseroute B. In weiter-
fuhrenden Arbeiten sollte die Ring6ffnung zum Dithioacetal 149 daher unter alternativen
Reaktionsbedingungen untersucht werden. Eine Mdglichkeit das Produktverhéltnis dieser
Reaktion zu beeinflussen, wurde von Boulineau et al. beschrieben. Sie beobachteten, dass
eine Abhéangigkeit der Chemoselektivitat der saurekatalysierten Reaktion von Methyl-2,3,4-
tri-O-benzyl-a-D-fucopyranosid 148 mit Ethanthiol von der Stochiometrie der eingesetzten
Lewis-Saure besteht: Wahrend die Reaktion unter Zusatz einer aquivalenten Menge an
Bortrifluorid-Diethyletherat unter Bildung des anomeren Thioglycosids 150 verlief, fihrte der
Einsatz von einem Uberschuss der Lewis-S&aure (6 Aquivalente) hingegen zur Bildung des
acyclischen Dithioacetals 149.'®” Eine Benzylgruppenwanderung konnte unter diesen

Bedingungen nicht beobachtet werden.

Da das bei der saurekatalysierten Reaktion von Methyl-2,3,4-tri-O-benzyl-6-desoxy-a/B-D-
galactopyranosid 148 mit Ethanthiol erhaltene Produktgemisch tber S&aulenchromato-

graphie erfolgreich voneinander getrennt werden konnte, war es mdéglich, die Synthese-
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strategie B zur Darstellung von 6-Desoxy-L-altrose 44 weiter zu verfolgen. Diese sah im
nachsten Schritt die Mitsunobu-Inversion von 2,3,4-Tri-O-benzyl-6-desoxy-D-galactose-
diethyldithioacetal 149 vor (Abb. 96). Das benzoylierte Dithioacetal 154 konnte nach Auf-
arbeitung und chromatographischer Reinigung mit einer Ausbeute von 61% erhalten
werden. Neben dem Produkt konnten geringe Mengen des eingesetzten Dithioacetals 149

(25%) reisoliert werden.

EtS._SEt EtS._SEt
H=——0Bn  pph; DIAD, PhCOOH, H——0OBn
BnO——H Et,0,0°C-Rt,16h _ BnO——H
BnO——H 61% BnO——H
H——OH BzO——H
149 CHs CH; 154

Abb. 96: Synthese von 154.

Aufgrund der acyclischen Struktur von 154 war auch in diesem Fall eine exakte
Bestimmung der Konfiguration des C5-Atoms nicht mdglich. Der Erfolg der Inversion konnte
erst nach dem darauffolgenden Ringschluss anhand NMR-spektroskopischer Daten
beurteilt werden. Dazu wurde Dithioacetal 154 durch Reaktion mit Quecksilber(ll)-chlorid
und —oxid in Methanol zunachst in das entsprechende Dimethylacetal 156 Uberfihrt und
anschliel3end durch alkalische Hydrolyse von der Benzoylgruppe in der C5-Position befreit.
Das gewulnschte Produkt wurde dabei in einer Ausbeute von 67% Uber zwei Stufen
erhalten (Abb. 75). In einer séurekatalysierten Umacetalisierung erfolgte schliel3lich der
Ringschluss zum Methyl-2,3,4-tri-O-benzyl-6-desoxy-a/B-L-altropyranosid 141 mit einer
Ausbeute von 93% (Abb. 75).*° Das Produkt wurde als Gemisch seiner Anomere in einem
Verhaltnis von a: =10:1.3 erhalten und konnte groftenteils sdulenchromatographisch

getrennt werden.

EtS_SEt 4 HyCly, HGO, MeO.__OMe

H——0Bn 2)%128)%%&(2)&? H==0Bn ,c/H,S04H, OBn .OMe
BnO——H Rt.2h BnO——H _Et0,50°C,2h = H3C—~1q
BnO——H 67% uber 2 Stufen  BnO——H 93% BnO

BzO——H HO——H 141 OBn
154 CHjg 156 CHs

Abb. 97: Darstellung von Methyl-2,3,4-tri-  O-benzyl-6-desoxy- o/B-L-altropyranosid 141.

Die erfolgreiche 5-Epimerisierung vom benzylierten Methyl-6-desoxy-a/pB-D-galactopyrano-

sid 147 zu dem entsprechenden 6-Desoxy-L-altrose-Derivat 141 wurde NMR-spektros-

kopisch verifiziert. Beim Vergleich der in Abb. 98 dargestellten Ausschnitte der *H-NMR-
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Spektren beider Epimere 141 und 147 zeigte sich, dass alle Signale nach der Konfigura-
tionsumkehr am C5-Atom und dem Wechsel von der “C;- in die 'C,-Konformation sowohl
eine verdnderte chemische Verschiebung als auch ein verdndertes Aufspaltungsmuster
bzw. unterschiedliche Kopplungskonstanten aufwiesen. Wie schon beim Methyl-a-L-altro-
pyranosid 123, diente insbesondere die grol3e vicinale Kopplung zwischen den beiden
axialen Protonen am C4- und C5-Atom des Methyl-2,3,4-tri-O-benzyl-6-desoxy-a-L-altro-
pyranosids 141 (*J;5 = 9.2 Hz) als Bestétigung fiir eine erfolgreiche Epimerisierung. Die
Aufspaltung des H1-Signals zum Dublett mit einer kleinen Kopplungskonstanten von

331, = 1.2 Hz war zudem charakteristisch fiir die a-Konfiguration des anomeren Kohlenstoff-

atoms.
OBn OCH,
4[H3C8
Bn-CH, e
: ‘ BnO- X!
OBn OMe
H1 3142 = 3.4 Hz
3,5 =10.1 Hz
Sty H2 H3 HS H4
3ys = 2.4 Hz
I T T T T I T T T T { T T T T I T T
5.0 45 4.0 35 lppm]

“ocH,

5.0 45 4.0 3.5 [ppm]

Abb. 98: Ausschnitte aus den  *H-NMR-Spektren (400 MHz, CDCI 3) von 147 (oben) und 141
(unten).

Somit ist es Uber den Syntheseweg B durch eine 5-Epimerisierung von 6-Desoxy-D-
galactose D-15 erfolgreich gelungen, einen Zugang zum Methyl-2,3,4-tri-O-benzyl-6-
desoxy-a-L-altropyranosid 141 zu erschliessen, so dass mit der Darstellung von TDP-6-

desoxy-a/B-L-altrose a/B-45 begonnen werden konnte.
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4.3.5 Synthese von TDP-6-desoxy- a/B-L-altrose

Fur die Darstellung von TDP-6-desoxy-a/B-L-altrose a/B-45 nach der cycloSal-Methode
wurde zum einen das 5-Nitro-cycloSal-3"-O-acetyl-thymidinmonophosphat 70, welches
nach einer bereits etablierten Synthese durch Umsetzung von 5-Nitro-cycloSal-

90138 ynd zum

chlorphosphit 86 und dem 3"-O-acetylierten Thymidin 87 dargestellt wurde,
anderen die anomerenreinen 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-a/B-L-altropyranosylphosphate
a/B-69 bendtigt. Letztere sollten durch Phosphorylierung des zuvor synthetisierten Methyl-6-

desoxy-a-L-altropyranosids 141 erhalten werden.

Fur die Darstellung von Glycosylphosphaten gibt es in Abhangigkeit von der gewiinschten
anomeren Konfiguration unterschiedliche Synthesestrategien, die in Analogie zu den in
Abb. 12 (Seite 17) gezeigten Verfahren zur Darstellung von NDP-Zuckern, entweder auf
einem Donor- oder einem Akzeptorprinzip basieren. Wahrend die Koenigs-Knorr-Methode,
Uber Verwendung des entsprechenden acetylierten Glycosylbromids (Glycosyldonor) einen
zuverlassigen Zugang zu dem B-konfigurierten Phosphat bietet (siehe Kapitel 2.4.2.1),%%"
wird bei einer Phosphorylierung nach der Phosphoramidit-Methode durch Reaktion der
anomeren Hydroxygruppe eines selektiv geschitzten Zuckers (Akzeptor) mit einem
Phosphor(lll)-Reagenz und anschlieBender Oxidation das Glycosylphosphat in der Regel
als Anomerengemisch erhalten, in dem das a-lsomer aufgrund des anomeren Effektes
meist lberwiegt."”® Da das Phosphat dabei als unpolarer Triester erhalten wird, gelingt
oftmals eine chromatographische Trennung der Anomere, so dass die Phosphoramidit-

Methode einen Zugang zu beiden anomeren Glycosylphosphaten bietet.

Um in der spateren Synthese der TDP-Zucker eine simultane Abspaltung der Schutz-
gruppen sowohl der Glycosyl- als auch der Nucleosideinheit gewahrleisten zu koénnen,
sollte vor der Phosphorylierung des Methyl-6-desoxy-a-L-altropyranosids 141 zunachst ein
Austausch der Schutzgruppen vorgenommen werden. Dazu wurden im ersten Schritt die
Benzylgruppen hydrogenolytisch entfernt und das erhaltene Methyl-6-desoxy-a/f3-L-altro-
pyranosid anschlieend unter Standardbedingungen acetyliert. Das gewinschte Produkt

158 konnte dabei in einer Ausbeute von 97% Uber zwei Stufen erhalten werden (Abb. 99).

1) Ha, Pd(OH),/C, CH30H,

OBn OMe Rt 20h OAc OMe
H,C - ' . Hs;C -
Bng 0 2) Ac,0, Pyridin, Rt, 20 h ACS o}
97% Uber 2 Stufen
141 OBn 158 OAc

Abb. 99: Synthese von 158.
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Fur die Darstellung des B-Glycosylphosphates 3-69 sollte Methyl-2,3,4-tri-O-acetyl-a/3-L-6-
desoxy-altropyranosid 158 zunéchst in das entsprechende 1-Bromid 159 Uberfiihrt werden.
Glycosylbromide kénnen in der Regel aus den entsprechenden peracetylierten Monosac-
chariden durch Umsetzung mit Bromwasserstoffsaure in Essigsédure erhalten werden. Da
von Laughrey et al. neben peracetylierten Zuckern auch Methylglycoside Uber diese
Methode bereits erfolgreich in die entsprechenden Bromide {berfiihrt werden konnten,*™
wurde zunachst auf einen Umweg Uber den peracetylierten Zucker verzichtet und das
Methylglycosid 158 direkt mit Bromwasserstoffsaure bei 0 T in Essigsaure und Dichlor-
methan umgesetzt (Abb. 100).

Br
HaC—- ¢
OMe AcO
H.C—_OAC a
AcC:; ~O i 159 OAc
158 OAC%_ o OAc _OH
3 -0
AcO
160 OAc

a) HBr, AcOH, CHxCl,, 0°C-Rt, 6 h; b) TiBrg CH,Cl,, EtOAc, Rt, 20 h
Abb. 100: Versuch der Synthese von Glycosylbromid 1 59 ausgehend von Methylglycosid 158.

Da diese Reaktion unter Bildung einer Vielzahl von Zersetzungsprodukten verlief, sollte der
nachste Versuch unter Verwendung eines alternativen Bromierungsreagenzes durchgefuhrt
werden. Dazu wurde das Methylglycosid 158, analog zu der Synthese von 2,3,4-Tri-O-
acetyl-6-azido-6-desoxy-a-D/L-galactopyranosylbromid D/L-79 (Abb. 35, Seite 45), mit
Titan(IV)bromid in einem Gemisch aus Essigsaure und Essigsaureanhydrid umgesetzt. Bei
der duinnschichtchromatographischen Verfolgung der Reaktion wurde nach 16 Stunden ein
nahezu vollstandiger Umsatz des Eduktes unter Bildung eines Hauptproduktes festgestellt.
Zudem konnte die Entstehung einiger Neben- bzw. Zersetzungsprodukte beobachtet
werden. Die Reaktion wurde durch Neutralisation abgebrochen und das nach
entsprechender Aufarbeitung erhaltene Rohprodukt anschlieend saulenchromato-
graphisch gereinigt. Anhand der IR- und NMR-spektroskopischen Daten konnte das
isolierte Produkt als 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-a/B-L-altropyranose 160 (66%) identifiziert
werden. Demzufolge kam es unter den sauren Reaktionsbedingungen ausschlie3lich zu
einer Spaltung des Methylglycosids, das gewilinschte Glycosylbromid 159 konnte nicht
erhalten werden (Abb. 100).

Als nachstes wurde versucht, das Halogenid 159 (ber eine Bromierung des ent-
sprechenden peracetylierten Monosaccharids unter Einsatz der zuvor verwendeten
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Reagenzien zu erhalten (Abb. 101). Dabei verlief sowohl die Reaktion mit Bromwasserstoff-
saure als auch die Umsetzung mit Titan(IV)bromid abermals unter Bildung eines Haupt-
produktes. Anders als bei den Reaktionen des Methylglycosides 158, wies dieses Produkt
vor der wassrigen Aufarbeitung jedoch einen héheren Retentionsfaktor auf als danach, so
dass in diesem Fall von einer hydrolytischen Spaltung des zuvor gebildeten Bromids 159
ausgegangen werden konnte. Durch sé&ulenchromatographische Reinigung konnte
2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-a/B-L-altropyranose 160 von Ubrigen Zersetzungsprodukten

getrennt und in Ausbeuten zwischen 60% und 65% isoliert werden.

OAc OH Ac,0, Pyridin, OAc OAc
AH3C -0 Rt, 20 h HsC -0
cO ————— > AcO
0,
98% 161

160 OAc OAc
wzo bic
60-74%
Br
HsC— 8
AcO
159  OAc

a) HBr, AcOH, CHxCly, 0°C-Rt, 6 h; b) TiBrs, CH2Clo, EtOAc, Rt, 20 h
Abb. 101: Versuch der Synthese von Glycosylbromid 1~ 59

Da fur die Erprobung der Synthese von TDP-6-desoxy-o/B-L-altrose a/f-45 nur eine
begrenzte Menge an Methyl-2,3,4-tri-O-acetyl-6-desoxy-a-L-altropyranosid 141 zur
Verfliigung stand, wurden weitere Versuche zur Darstellung des Glycosylbromids eingestellt
und mit 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-a/B-L-altropyranose 160 eine Phosphorylierung Uber
die Phosphoramiditmethode erprobt. Dazu wurde 160 mit Dibenzyl-N,N-diisopropyl-
phosphoramidit unter Zusatz von DCI umgesetzt, welches bei dieser Reaktion als Aktivator
fungierte (Abb. 102). Nach einer Reaktionszeit von zwei Stunden konnte dunnschicht-
chromatographisch ein nahezu vollstadndiger Umsatz des Eduktes 160 beobachtet werden,
so dass die Oxidation des gebildeten Phosphit-Intermediates durch meta-Chlorperbenzoe-
saure eingeleitet werden konnte. Nach Aufarbeitung konnte neben dem Dibenzyl-N,N-diiso-
propylphosphoramidat, welches als Oxidationsprodukt des im Uberschuss eingesetzten
Phosphorylierungsreagenzes gebildet wurde, der gewlinschte Phosphattriester a/3-162 als
Gemisch seiner Anomere in einem Verhaltnis von a:f=12:1 erhalten werden. An-
schlielend wurde versucht, das Produktgemisch saulenchromatographisch zu trennen. Da
aufgrund nahezu identischer Retentionsfaktoren auch nach mehrmaliger Wiederholung der
Reinigung unter Verwendung verschiedener Eluenten weder eine Abtrennung des Neben-
produktes noch eine Trennung des anomeren Gemisches erzielt werden konnte, wurde das

Produktgemisch ohne weitere Reinigungsschritte in der nachsten Reaktion umgesetzt.
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Abb. 102: Synthese des a-Glycosylphosphates 69/69a.

Die Spaltung der Benzylether erfolgte durch eine katalytische Hydrogenolyse in Methanol.
Zur Einfuhrung definierter Gegenionen, welche eine bessere Lslichkeit des Glycosylphos-
phates in DMF bei der folgenden Synthese des TDP-Zuckers ermdglichen sollten, wurde
die Reaktion aufRerdem unter Zusatz einer geringen Menge Triethylamin durchgefihrt
(Abb. 102). Unter den gewahlten Reaktionsbedingungen konnte neben der Abspaltung der
Benzylgruppen ebenfalls eine schrittweise De-O-acetylierung des Glycosylphosphates
beobachtet werden. Die saulenchromatographische Trennung des Produktgemisches er-
folgte an Kieselgel unter Verwendung eines polaren Eluenten (Acetonitril/Wasser). Das
Nebenprodukt der vorherigen Reaktion konnte dabei erfolgreich entfernt werden. Neben
dem gewilnschten 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-a-L-altropyranosylphosphat a-69 (12%),
konnte das partiell acetylierte a-Glycosylphosphat a-69a (18%) sowie Spuren des B-Ano-

mers [(3-69 isoliert werden.

Da in vorangegangenen Arbeiten gezeigt werden konnte, dass die Schutzgruppen der
Zucker-1-phosphate bei der NDP-Zucker-Synthese nach der cycloSal-Methode zwar einen
Einfluss auf ihre Ldslichkeit jedoch nicht auf das Ergebnis sowie die Selektivitdt der Um-
setzung haben, konnten beide erhaltenen a-Glycosylphosphate a-69 und a-69a in der fol-
genden Reaktion zur Darstellung von TDP-6-desoxy-a/B-L-altrose a/B-45 eingesetzt
werden.’?! Die erhaltene Menge des B-Glycosylphosphates reichte fiir eine Umsetzung mit

cycloSal-Triester 70 zur Darstellung von TDP-6-desoxy-p-L-altrose (-45 nicht aus.

Die Reaktion mit 5-Nitro-cycloSal-3"-O-acetylthymidinmonophosphat 70 erfolgte dabei nach

dem in Kapitel 2.4.2.2 beschriebenen Syntheseprotokoll in DMF (Abb. 103). Nach voll-

standiger Umsetzung vom Triester 70 wurden die Acetylgruppen unter basischen Bedin-

gungen in einer Mischung aus Methanol, Wasser und Triethylamin (7:3:1, v/v) hydrolytisch
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entfernt. AnschlieBend wurde versucht, das Reaktionsgemisch an RP-18-Kieselgel mit

Wasser als Eluenten zu trennen.

P
/O O N
S
70
R = OAc 96 R AcO
R =OH 96a DMF, 18h, Rt (

e Xj
AcO
CH3OH/H,0/EtsN (7:3:1), o
12 h, Rt
00-° ’ \fj\NH
P\O (@) (0] /g

o0 Per P o) °
3 -0 o7\ "07 1 ™
HOM *TMP + e O% OH O@O/\Q
163  OH HO 045 HO
68% OH  <3%

Abb. 103: Synthese von TDP-6-desoxy- a-L-altrose a-45 bzw. 1,3-Cyclophosphat 163.

Nach der ersten Reinigung wurde neben dem deacetylierten Analogon (157) des im
Uberschuss eingesetzten a-Glycosylphosphates a-69 bzw. a-69a und Thymidinmono-
phosphat (TMP), ein Gemisch diverser phosphorylierter Verbindungen erhalten, dessen
31p_.NMR-Spektrum in Abb. 104 dargestellt ist. Wahrend das Singulett mit einer chemischen
Verschiebung von & = 2.24 ppm auf eine unvollstdndige Trennung vom TMP schlieRen lief3,
konnten die beiden Dubletts mit & = -11.45 ppm und -13.73 ppm und einer geminalen Kopp-
lungskonstante von 2Jpp = 20.1 Hz den Phosphoratomen des gewiinschten deacetylierten
TDP-Zuckers a-45 zugeordnet werden. Beide Verbindungen waren in der Mischung jedoch
nur in sehr geringen Mengen enthalten. In Bezug auf a-45 wurde in einem Verhdltnis von
9:1 (Bestimmung erfolgte anhand der Signalintegrale des *P-NMR-Spektrums) als Haupt-
produkt ein phosphorylierter Zucker erhalten, welcher im 3*P-NMR-Spektrum ein Singulett
mit einer chemischen Verschiebung von 6 =15.48 ppm aufwies und dessen Struktur

bislang unbekannt war.
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Abb. 104: *P-NMR-Spektrum (162 MHz, D ,0) der nach der ersten Chromatographie erhaltenen
Mischfraktion aus a-45, TMP und 163.

Da nach einer weiteren sdulenchromatographischen Reinigung zwar das ubrige TMP
entfernt werden konnte, eine Trennung des Zuckernucleotids a-45 von dem unbekannten
Produkt jedoch nicht mdglich war, wurde das Gemisch im Anschluss mit Hilfe praparativer
Dinnschichtchromatographie mit einem Gemisch aus iso-Propanol und 1 M Ammonium-
acetatlésung (2:1 v/v) als Eluenten separiert. Nach erfolgreicher Trennung wurden beide
Produktlinien jeweils zusammen mit dem Kieselgel mechanisch von der Trégerplatte
entfernt. Durch Filtration wurde anschlielend unter Verwendung diverser polarer Losungs-
mittel (Acetonitril, Methanol, Wasser) versucht, die phosphorylierten Verbindungen von der
stationaren Phase zu eluieren. Wahrend die unbekannte Phosphorspezies durch diesen
Reinigungsschritt erfolgreich isoliert werden konnte, ist es leider nicht gelungen, TDP-6-
desoxy-a-L-altrose a-45 vom Kieselgel zu befreien, so dass das gewiinschte Produkt nicht

erhalten werden konnte.

Eine vollstandige Charakterisierung von TDP-6-desoxy-a-L-altrose a-45 war nicht mdglich.
Anhand der massenspektrometrischen (Abb. 105: m/z = 547.0739) und *'P-NMR-spek-
troskopischen Daten (Abb. 104: & (ppm) = -13.73 (d, *Jpp = 20.2 Hz, Pp), -11.45 (d, *Jpp =
20.1 Hz, P,)) der nach den ersten Chromatographien erhaltenen Produktgemische konnte

die Bildung dieses Zuckernucleotids dennoch belegt werden.
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Abb. 105: ESI -Massenspektrum von der nach der zweiten Chromatogr ~ aphie erhaltenen
Mischfraktion von a-45 und 163.

Auf Grundlage des nach der dunnschichtchromatographischen Reinigung erhaltenen
analytischen Datensatzes konnte das bislang unbekannte Produkt als 6-Desoxy-a-L-altro-
pyranosyl-1,3-cyclophosphat 163 identifiziert werden. Dabei dienten als Beweis fiir die
Bildung des sechsgliedrigen 1,3-cyclischen Phosphates neben dem tieffeldverschobenen
Signal des Phosphoratoms im *'P-NMR-Spektrum (Abb. 104: & = 15.48 ppm), vor allem die
groRBe heteronucleare Kopplungskonstante (3Ju.;p = 21.5Hz) des Protons am a-konfi-
gurierten Kohlenstoffatom (*Jui. = 2.8 Hz) (Abb. 106), sowie die ungewéhnliche Auf-
spaltung der C2- und C3-Signale im *H-entkoppelten *C-NMR-Spektrum (Abb. 107).
Wahrend fur das C3-Atom ein Dublett bei 67.7 ppm mit einer Kopplungskonstanten von
2Jcp = 10.9 ppm erhalten wurde, zeigte das Signal des C2-Atoms eine kleinere Kopplung
mit *Jcp = 1.3 ppm, so dass fiir das gebildete cyclische Phosphat eine 1,3-Verkniipfung
ermittelt wurde. Zudem konnte die Bildung des 6-Desoxy-a-L-altropyranosyl-1,3-cyclo-

phosphates 163 massenspekrometrisch verifiziert werden (Abb. 105: m/z [M] = 225.0172).
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Abb. 107: *C-NMR-Spektrum (101 MHz, D ,0) von 163.
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Cyclische Zuckerphosphate sind als Spaltprodukte von NDP-Zuckern unter basischen
Bedingungen literaturbekannt.2**">*"® So beobachteten Zamyatina et al. beispielsweise bei
der Abspaltung der Acetylgruppen von ADP-2,3,4,6,7-penta-O-acetyl-L-glycero-B-D-manno-
heptopyranose 164, welche analog zu den in Abb. 103 dargestellten Reaktionsbedingungen

unter Zusatz von Methanol, Wasser und Triethylamin bei Raumtemperatur durchgefiihrt
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wurde, die Bildung eines entsprechenden 1,2-cyclischen Phosphates 165, welches im

3IP_.NMR-Spektrum ein Signal mit einer chemische Verschiebung von & =17.8 ppm

aufwies.!’®
AcO
AcO OA o
" o o WO o
AcO 0-p-O-p- Adenin  CHsOH/H20/EtN S
I I @) Rt, 3h - H O + AMP
o 16 40 85% Po 165
OH OH

Abb. 108: Spaltung eines NDP-Zuckers unter basische  n Bedingungen nach Zamyatina et al.

Bei der Ausbildung cyclischer Phosphate verlaufen der Bruch der Pyrophosphatbriicke und
die Cyclisierung unter Nachbargruppenbeteiligung nach einem Sy2-artigen Mechanismus.
Hierbei erfolgt ein nucleophiler Angriff einer Hydroxygruppe (z.B. 2-OH oder 3-OH) der
Glycosyleinheit auf das B-Phosphoratom unter Abspaltung des entsprechenden Nucleosid-

monophosphates.'™

Wahrend in der Literatur einige Beispiele Uber die Entstehung von 1,2-cyclischen Phos-

phaten beschrieben sind 317177178

ist Uber analoge 1,3-cyclische Verbindungen hingegen
wenig bekannt.'’” Es wird vermutet, dass die Bildung der cyclischen Phosphate von der
Konformation der jeweiligen Glycosyleinheit des NDP-Zuckers abhangt: Wéahrend die
Ausbildung eines funfgliedrigen 1,2-Cyclophosphates beispielsweise bei der Spaltung von
UDP-a-D-glucose,” TDP-a-D-galactose’”® und ADP-L-glycero-B-D-mannoheptopyranose’’®
begunstigt wird, wird TDP-6-desoxy-a-L-altrose a-45 aufgrund der 1,3-diaxialen Stellung der
Hydroxygruppen in der 'C,-Konformation der Zuckereinheit bevorzugt unter Ausbildung

eines sechsgliedrigen 1,3-cyclischen Phosphates gespalten.

Bislang konnte eine Vielzahl von NDP-Zuckern nach dem von Wolf et al. entwickelten
Syntheseprotokoll, welches eine De-O-acetylierung unter stark basischen Bedingungen
beinhaltet, erfolgreich dargestellt werden.”?®°! Eine Spaltung der Pyrophosphatbriicke
unter der Ausbildung cyclischer Phosphate konnte bei diesem Verfahren jedoch nur sehr
selten und allenfalls in geringem MaRe beobachtet werden.'” Da 6-Desoxy-a-L-altro-
pyranosyl-1,3-cyclophosphat 163 bei der in Abb. 103 gezeigten Reaktionsabfolge
hingegen als Hauptprodukt (68%) erhalten wurde, wird vermutet, dass die Bildung dieses
cyclischen Phosphates aufgrund der 1,3-diaxialen Stellung der Hydroxygruppen der
Glycosyleinheit und der daraus resultierenden Stabiltdt der bicyclischen Struktur

besonders beglinstigt wurde.

115



Resultate und Diskussion Teil |

Da es sich beim 1,3-Cyclophosphat 163 und TMP um Spaltprodukte von TDP-6-desoxy-a-
L-altrose a-45 handelte, konnte davon jedoch ausgegangen werden, dass der erste Schritt
der in Abb. 103 dargestellten Reaktionssequenz erfolgreich unter Bildung des ge-
winschten Zuckernucleotids a-45a verlaufen ist und es erst im zweiten Schritt unter den
stark basischen Bedingungen der De-O-acetylierung zu einer nahezu vollstandigen Spal-
tung des zuvor gebildeten Produktes kam. Folglich konnte die Ausbeute der NDP-Zucker-
Synthese aus der erhaltenen Menge an 6-Desoxy-a-L-altropyranosyl-1,3-cyclophosphat
163 ermittelt werden. Mit einer Ausbeute von ca. 68% verlief die Synthese der acetylierten
TDP-6-desoxy-a-L-altrose a-45a somit im Vergleich mit bereits vertffentlichten Resul-
taten, welche bei der Darstellung diverser TDP-Zucker mit Hilfe des cycloSal-Konzepts
bislang erzielt wurden, relativ erfolgreich.’”®® Um eine Spaltung des gebildeten Zucker-
nucleotids wahrend der De-O-acetylierung zu verhindern, sollte in weiterfihrenden
Arbeiten jedoch der Einsatz alternativer Reagenzien (z.B. Triethylammoniumbicarbonat-

178

Pufferlosung)~"® erprobt werden, welche eine basische Hydrolyse der Acetatgruppen von

a-45a unter milderen Konditionen ermdéglichen.

4.3.6 Fazit

Somit konnte Uber eine 5-Epimerisierung der kommerziell erhéltlichen pD-Galactose D-64
(Abb. 69: Syntheseweg A.1) bzw. D-Fucose D-15 (Abb.69: Syntheseweg B) in einer
achtstufigen Synthese, Methyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a-L-altropyranosid 123 sowie dessen
6-Desoxy-Derivat 141 erfolgreich dargestellt werden. Ein Zugang zur 6-Desoxy-L-altrose 44
Uber die Desoxygenierung von L-Altrose 42 blieb verwehrt (Abb. 69: Syntheseweg A.2).

Methyl-2,3,4-tri-O-benzyl-6-desoxy-a-L-altropyranosid 141 konnte nach einem Schutz-
gruppenaustausch tber die Phosphoramidit-Methode in das entsprechende 2,3,4-Tri-O-
acetyl-6-desoxy-a-L-altropyranosylphosphat a-69 bzw. a-69a Uberfuhrt werden. Letzteres
konnte im Anschluss nach dem cycloSal-Verfahren durch Reaktion mit 5-Nitro-cycloSal-3’-
O-acetylthymidinmonophosphat 70 erfolgreich zur acetylierten TDP-6-desoxy-a-L-altrose
a-45a umgesetzt werden (68%). Nach der basischen De-O-acetylierung und an-
schlielRender Chromatographie konnte jedoch eine nahezu vollstdndige Spaltung des zuvor
dargestellten Produktes a-45a unter Bildung des bislang unbekannten 6-Desoxy-a-L-altro-
pyranose-1,3-cyclophosphates 163 und TMP festgestellt werden. Wahrend sich das
cycloSal-Verfahren fir die Synthese der fur LPS-Biosynthese-Studien benétigten TDP-6-
desoxy-a-L-altrose a-45 als sehr geeignet erwies, sollten in weiterfihrenden Arbeiten alter-
native De-O-acetylierungsbedingungen erprobt werden, unter denen eine Spaltung des

NDP-Zuckers verhindert werden kann.
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5 Einleitung

Im menschlichen Korper unterliegen Zellwachstum, Zellteilung und Zelltod (Apoptose)
verschiedenen Kontrollmechanismen. Durch Mutationen kann es zu einer Stérung oder
gar zu einem Verlust dieser Regulation kommen, so dass die Zahl der neugebildeten
Zellen, die der abgestorbenen Ubersteigt. Dies fuhrt zur Bildung von Uberschissigem
Gewebe (Tumor), welches gut- oder bodsartig sein kann. Wahrend gutartige (benigne)
Tumoren auf den Ort ihres Ursprungs begrenzt bleiben und umliegendes Gewebe zwar
verdréangen, jedoch nicht in dieses eindringen kénnen, zeichnen sich bosartige (maligne)
vor allem durch ein infiltrierendes und destruktives Wachstum aus. Maligne Zellen, die
auch als Krebszellen bezeichnet werden, kdnnen sich zudem aus dem urspriinglichen
Tumor herauslésen und sich Uber das Lymphsystem oder die Blutbahn im Koérper
verteilen. Dabei kommt es in anderen Kdrperteilen zur Bildung von Tochtergeschwiilsten,

sogenannten Metastasen.'®

Zur kontinuierlichen Sauerstoff- und Substratversorgung von Zellen aber auch zum
Abtransport diverser Stoffwechselprodukte verfligt der menschliche Korper Uber ein
dichtes und fein verasteltes System von Blutgefaen. Im frihen Wachstumsstadium
(avaskulare Phase) findet die Versorgung von malignen Tumoren tber Diffusionsprozesse
statt. In der spateren Phase ihres Wachstums, bendtigen sie aufgrund der zu weiten
Diffusionsstrecke jedoch einen eigenen Anschluss an das BlutgefalRsystem (vaskulare
Phase), damit ein weiteres Wachstum und eine Metastasierung stattfinden kénnen.'®*
Tatsachlich sind Tumoren in der Lage die Bildung neuer BlutgefaRe, die sogenannte
Angiogenese, zu veranlassen. Dieser Prozess ist sehr komplex und steht unter enger
Kontrolle von verschiedenen endogenen Stimulatoren und Inhibitoren (angiogenetische
Faktoren), die unter normalen physiologischen Bedingungen im Gleichgewicht stehen.'®
Malignen Tumoren gelingt es mit Hilfe dieser Faktoren das Gleichgewicht zu verschieben
und so die Proliferation von Endothelzellen und das GefaRwachstum zu stimulieren, um
die eigene Versorgung mit GefaRRen zu erreichen.'81%

Neben dem VEGF (Vascular endothelial growth factor), gehért unter anderem auch der
PD-ECGF (Platelet-Derived Endothelial Cell Growth Factor) zu den bekanntesten und
haufigsten angiogenetischen Faktoren. PD-ECGF stimuliert die Chemotaxis der Endothel-
zellen und folglich auch die Angiogenese.'® Im Widerspruch zu dem, was der Name
vermuten lasst, geht von ihm jedoch keine wachstumsstimulierende Wirkung auf die En-

dothelzellen aus, so dass es sich beim PD-ECGF um keinen klassischen Wachstumsfak-
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tor handelt.*®"'%® Zudem wurde ECGF in den 1990er Jahren als Thymidin-Phosphorylase
(TP) identifiziert.®*'*® Dieses salvage-pathway Enzym Kkatalysiert die Spaltung von
Thymidin 166 in Thymin 169 und 2-Desoxy-D-ribofuranosylmonophosphat (2d-b-Rib-1-
MP) 167, welches tber eine Dephosphorylierung in die zellmembranpermeable 2-Desoxy-
D-ribose (2d-D-Rib) 168 uberfuhrt wird.

0]

NH
| HO
o A | O-.ofhoe| , T
HO 0 + Pi ———— Og N /go
2d-D-Rib-1-MP 167 H 169

OH 166 l

2d-D-Rib 168

Abb. 109: TP-katalysierte Spaltung von Thymidin 166

In den spaten 1970er Jahren wurde bei einer Vielzahl von Tumorpatienten eine erhohte
Konzentration an TP festgestellt.®* Spater wurde bekannt, dass TP die Tumorzellen (iber
einen angiogenen und chemotaktischen Effekt vor der durch Sauerstoffmangel indu-
zierten Apoptose schiitzt und so das Tumorwachstum einiger Krebszelllinien verstérkt.'*?

Obwohl bereits einige Untersuchungen zur Aufklarung des molekularen Mechanismus,
Uber den TP diese biologischen Funktionen austbt, durchgefiihrt wurden, fehlt bis heute
ein detailliertes Verstandnis von der Signaliibertragungskaskade, die von TP und seinen
Abbauprodukten 167 — 169 ausgeldst wird.'*® Dieses Wissen kénnte jedoch wesentliche
Informationen fir die Entwicklung potentieller TP-Inhibitoren als innovative Wirkstoffe im

Kampf gegen den Krebs liefern.
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6 Kenntnisstand

In einer Reihe von soliden Tumoren von Krebspatienten wurden eine erhohte
Konzentrationen an Thymidin-Phosphorylase (auch bezeichnet als TP oder PD-ECGF)
festgestellt.”® Dieses Enzym ist in der Lage den Zelltod der Krebszellen zu verhindern
und die Bildung neuer BlutgefaBe zu veranlassen, so dass das Wachstum und die

Metastasierung des Tumors stimuliert werden.?

Fur die Krebstherapie ist die
Entwicklung potentieller TP-Inhibitoren und deren Einsatz als neuartige Wirkstoffe daher

von grof3em Interesse.

Die Verwendung von TP-Inhibitoren in der Behandlung von Krebs sollte jedoch mit
Vorsicht und Bedacht erfolgen, da die TP-Aktivitat haufig fur die Aktivierung diverser Wirk-
stoffvorlaufer (Prodrugs) essenziell ist, um die enzymatische Freisetzung des eigentlichen
Wirkstoffs im Tumor zu erzielen. Beispielsweise setzt Capecitabine Uber eine enzyma-
tische Aktivierung 5-Fluoruracil frei, welches die Inhibition der DNA-Synthese veranlasst,

so dass das Tumorwachstum verlangsamt wird.*%®

Der therapeutische Einsatz von TP-Inhibitoren in Kombination mit solchen TP-akti-
vierungsabhangigen Wirkstoffen ware demnach nicht méglich. Eine potenzielle Strategie
um dieses Problem zu umgehen, liegt in der indirekten Hemmung der TP-Aktivitat Uber
die Blockierung ihrer Downstream Mediatoren. Es ist bekannt, dass viele der biologischen
TP-Funktionen durch 2d-D-Rib 168 vermittelt werden und daher konnte das Konzept einer
indirekten Inhibition bereits erfolgreich auf das entsprechende L-Enantiomer angewendet
werden. Dieses Molekiil ist tats&chlich in der Lage die biologische TP-Aktivitat unter Erhalt
der enzymatischen Funktion zu inhibieren und kénnte somit in Kombination mit einer
Fluorpyrimidin Chemotherapie eingesetzt werden.!®®* Ob auch das 2d-D-Rib-1-MP 167 in
der Vermittlung der angiogenen und chemotaktischen TP-Funktionen und somit in der
Stimulation des Tumorwachstums als Mediator fungiert, ist nicht bekannt.’** Um die Rolle
von 2d-D-Rib-1-MP 167 in diesen Prozessen eingehender untersuchen zu kénnen, ist es
notig, dieses in Zellen einzuschleusen. Bedingt durch die negativen Ladungen der Phos-
phatgruppe weist 167 jedoch eine erhdhte Hydrophilie auf und wéare ohne weiteres nicht in
der Lage eine lipophile Zellmembran zu durchdringen. Um dennoch eine intrazelluléare
Freisetzung solch polarer Verbindungen zu erreichen, musste die Phosphatgruppe lipophil
maskiert werden. Eine Mdoglichkeit, um dies zu erreichen, stellt die Verwendung des

Prodrug-Ansatzes dar.
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Wie im Zusammenhang mit Capecitabin erwéhnt wurde, werden als Prodrugs pharma-
kologisch inaktive oder wenig aktive Substanzen bezeichnet, die als lipophile Wirkstoffvor-
laufer dienen und erst durch eine chemische oder enzymatische Metabolisierung im
Organismus in eine aktive Form Uberfilhrt werden (Abb. 110).*> Dabei kann die
Aktivierung vor, wahrend oder nach der Aufnahme in die Zelle oder im besten Falle erst
am spezifischen Wirkort im Korper erfolgen.

Zellmembran

Q20

OINIWE) enzymatisch oder chemisch
Qo QQWZO aktivierte Spaltung

OWINNG)

Y (OWANNG)
"Prodrug"

Abb. 110: Prodrug-Konzept zur intrazellularen Freisetzung von Wirkstoffen.

Um eine tatséchliche Verbesserung der biopharmazeutischen und pharmakokinetischen
Eigenschaften eines Wirkstoffs zu erreichen, muss sein Prodrug verschiedene Kriterien
erfillen:

- Eine ausreichende Hydrophilie, um die Loslichkeit im Blutserum zu gewahrleisten,
- Eine hinreichende Stabilitat, um an den spezifischen Wirkort zu gelangen,
- Eine verbesserte Lipophilie um die Penetration der Zellmembran zu garantieren,
- Eine intrazellulare Abspaltung der lipophilen Maske,
Und eine geringe Toxizitat der Spaltprodukte, um Nebenwirkungen zu ver-
hindern'®

Voraussetzung fur die Synthese von Prodrugs bzw. das Einfuhren einer lipophilen Maske
in das Wirkstoffmolekl ist das Vorhandensein geeigneter funktioneller Gruppen, die eine
Derivatisierung der Verbindung erlauben.

Zur Maskierung von antiviral aktiven phosphorylierten Nucleosidanaloga wurde eine
Vielzahl von Prodrug-Konzepten entwickelt.**?®® Solche Prodrugs werden als Pro-
nucleotide bezeichnet. Nucleosidmonophosphate liegen beim physiologischen pH-Wert
als Dianionen vor, so dass die Mdglichkeit einer einfachen bzw. einer doppelten Mas-
kierung der negativen Ladungen besteht. Die Entwicklung von Pronucleotiden, in denen
nur eine Ladung durch eine einfache Alkyl- oder Arylester maskiert ist, scheiterte an der
verbleibenden Polaritat der Verbindungen und den Abbau durch Phosphordiesterasen.?®

Die Maskierung beider Ladungen als Dialkylphosphatester erlaubte keine NMP-Frei-

121



Kenntnisstand Teil Il

setzung, da die nach Abspaltung einer Maske gebildeten Phosphatdiester aufgrund meso-
merer Effekte hydrolytisch stabil sind.?'® Folglich wurden dreiteilige Prodrug Systeme
entwickelt, bei denen die Freisetzung des NMP erst nach einer mehrstufigen Hydrolyse-
kaskade erfolgt, die in der Regel enzymatisch aktiviert wird.**?%?'! Dje selektive Frei-
setzung der Nucleotide aus diesen Prodrugs beruht darauf, dass die aktivierenden
Esterasen in der Zelle in einer héheren Konzentration vorliegen als im Blutplasma.**2*?

Eine enzymkatalysierte Spaltung der Pronucleotide bringt jedoch den Nachteil der Ab-
hangigkeit von den aktivierenden Enzymen mit sich: So kann eine zu geringe Konzen-
tration des Enzyms am Wirkort, eine Aktivierung des Pronucleotids und somit die NMP-
Freisetzung unterbinden. Andererseits kann es auch zu einer frihzeitigen Aktivierung

kommen, wenn die Enzymkonzentration vor dem Zelleintritt zu hoch ist.

Das 1996 von C. Meier entwickelte cycloSal-Konzept basiert daher auf einer Enzym-un-

abh&ngigen chemischen Aktivierung von Prodrugs.*??

Das cycloSal-Konzept

Bei den cycloSal-Pronucleotiden handelt es sich um cyclische Phosphattriester, in dem
die Maskierung Uber eine zweifache cyclische Veresterung mit einem Salicylalkohol-
Derivat erfolgt (Abb. 111). Dabei verleiht der aromatische Ring des Alkohols den
cycloSaligenyl-NucleosidMonoPhosphaten (cycloSal-NMP) eine ausreichende Lipophilie,

die zu einer Erhéhung der Zellmembrangangikeit fihrt.?*?

, Lz

T2 O’E\O—Nucleosid

X = Donator oder Akzeptor
(z. B. H, Alkyl, Hal, NO,)

Abb. 111: Grundstruktur von cycloSal-Nucleosidmonophosphaten.

Die Nomenklatur der cycloSal-NMPs, die auch als cycloSal-Nucleotide oder —Phosphat-
triester bezeichnet werden, erfolgt in Anlehnung an die IUPAC-Regeln nach einer internen

Festlegung.

Die besondere Struktur der cycloSal-Pronucleotide ermdglicht die chemische Differenzier-

barkeit der verschiedenen Phosphatesterbindungen (Phenyl-, Benzyl-, und Alkylester), die

eine hochselektive hydrolytische Freisetzung des Nucleotids erlaubt. Im Unterschied zu

anderen Pronucleotid-Konzepten, die meist eine enzymatische Aktivierung vorsehen,
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verlauft die Aktivierung dabei rein chemisch Uber einen pH-Wert-abhdngigen Kaskaden-
mechanismus. Ausgeldst von einem Anstieg des pH-Wertes wie z.B. beim Ubergang ins
Cytosol, erfolgt im ersten Schritt (Abb. 112, Schritt A) die Spaltung der phenylischen
Phosphatesterbindung durch einen nucleophilen Angriff auf das Phosphoratom. Dabei
kommt es zur Bildung des (2-Hydroxybenzyl)phosphatdiesters 170, welcher aufgrund
seiner Mesomeriestabilisierung bevorzugt gebildet wird. Der ortho-Substituent des Benzyl-
esters wird dadurch von einem schwachen (Phosphatgruppe) zu einem starken Elek-
tronendonator (Hydroxylgruppe). Diese Umpolung im Aromaten induziert nach einer intra-
molekularen Protonenibertragung anschlieend die spontane Spaltung der benzylischen
C-0O-Bindung, welche wiederum die Freisetzung des Nucleotids und 2-Chinonmethids 172
zur Folge hat (Abb. 112, Schritt B). Der maskierende Salicylalkohol 173 wird durch eine
weitere Hydrolyse von 172 erhalten.®® Ein alternativer Bindungsbruch der Benzylester-
bindung des Pronucleotids wiirde zu dem (2-Hydroxymethylphenyl)phosphatdiester 174
fuhren (Abb. 112, Schritt C). Dieser Schritt findet jedoch nur im untergeordneten Mal3e
statt, da die Phosphatestergruppe als sehr schwacher Donor-Substituent in ortho-Position
zum Benzylester dessen Hydrolyse stark verlangsamt. Aufgrund der negativen Ladung
der Phosphatgruppe des Diesters 174, ist dieser gegentber einem erneuten Angriff eines
Hydroxidions inert. Eine Freisetzung des Nucleotids auf diesem Wege ist daher chemisch
nicht méglich (Abb. 112, Schritt D).

O
Nl A 0 Schritt A B
o . . L X Y i
% O’ﬁ\ONucIeosid selektive cherr)ms:r;e Aktivierung X—:(j\/\o (l)@ONucIeOSId
Prodrug = 00 170
Schritt B
Schritt C spontaner
Bruch
Schritt D
Y~ OH - CH & I
X— _0© I — = 2 = 2 Py .
N PC . x—K -~ X— | * HO” | "ONucleosid
(6] (I)I ONucleosid g N Ogo
174 o Opo
172 freies Nucleotid
X = Donator oder Akzeptor H20 (Drug) 171
(z. B. H, Alkyl, Hal, NO,)

|\ OH

OH Maske 173
Abb. 112: Hydrolytische Spaltung von  cycloSal-Nucleosidmonophosphaten.

Die Geschwindigkeit der Hydrolyse von cycloSal-Prodrugs ist abhéngig von der Stabilitat
der cycloSal-Nucleotide, welche unter anderem durch den Substituenten X am aro-

matischen Ring der Maske bestimmt wird. Wéhrend Elektronendonatoren in 3- oder 5-

123



Kenntnisstand Teil Il

Position einen stabilisierenden Effekt ausiben, zeigen Akzeptoren in 5-Position einen

gegenteiligen Effekt, welcher zu einer Destabilisierung des Prodrugs fiihrt.®®

Das cycloSal-Konzept wurde bereits erfolgreich auf diverse Nucleosidanaloga ange-
wendet und ihre intrazellulare Freisetzung konnte anhand zahlreicher Studien belegt
werden.*?*?121> ym eine optimale Wirksamkeit zu erzielen, unterlagen die Pronuleotide
der ersten Generation einer steten Weiterentwicklung. Dabei wurden unter anderem Modi-

X,216_221

fikationen der Substituenten und Derivatisierungen mit Aminosauren®? und

3

Kohlenhydraten®®® vorgenommen. Zudem gelang die Synthese von sogenannten Bis-

cycloSal-Nucleotiden, welche ein Wirkstoff-Maske-Verhaltnis von 2:1 aufwiesen, was auf
dem Gebiet der Pronucleotid-Konzepte bisher als einzigartig gilt.?*"*%°

Das cycloSal-Konzept beschrankt sich in seiner Anwendung als Prodrug-System nicht nur
auf die intrazellulare Freisetzung von biologisch aktiven Nucleotiden. Wie das folgende
Kapitel zeigt, ist es ebenfalls gelungen, lipophile cycloSal-Mannose-1-phosphate in Zellen

zu schleusen und dort Mannose-1-phosphate freizusetzen.

cycloSal-Mannopyranosylmonophosphate als Strategie in der CDG-la-Therapie

"Congenital Disorders of Glycosylation" (CDG = angeborene Defekte der Glykoprotein-
biosynthese) beschreibt erbliche Stoffwechselkrankheiten, in denen einzelne Schritte in
der Synthese bzw. der Prozessierung von Glycosiden defekt sind. Beim Menschen fiihren
diese meist zu schweren multisystemischen Erkrankungen, die h&ufig von neurologischen
Defekten begleitet werden und eine geringe Lebenserwartung zur Folge haben. Am
haufigsten vertreten ist der CDG-la-Typ, welcher durch eine defekte Umwandlung von
Mannose-6-phosphat in das Mannose-1-phosphat (Man-1-MP) hervorgerufen wird.?**?%
Als therapeutischer Ansatz ware hier die intrazellulare Freisetzung von Man-1-MP

denkbar.??

Analog zu der Synthese der cycloSal-NMPs, gelang U. Muus et al. die Darstellung
verschiedener cycloSal-Man-1-MPs 175 durch Umsetzung der selektiv geschitzten
Mannose 176 mit den entsprechend substituierten cycloSaligenylchlorphophiten 177 und
ankniipfender Oxidation (Abb. 113).%2"%%®
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OAc

A
AcO 0] AN

W,
X=H175a  O-p | X

>P..
3-Me 175b 0" "O
5-Cl 175¢ %
OAc 3,5-di-tBu 175d

OAc «
Ay 5 I
cr¥ o N

176 OH 177

Abb. 113: Retrosynthese von cycloSaligenyl-Mannose-1-monophosphaten.

AnschlieBend wurde das Hydrolyseverhalten der dargestellten cycloSal-Triester 175a-d
bei physiologischem pH-Wert untersucht. Die aus den Hydrolyseexperimenten ge-
wonnenen Daten zeigten, dass die Halbwertszeit t;,, der Prodrugs mit zunehmender Elek-
tronendonorstarke der in ortho- bzw. para-Position zum phenylischen Phosphatester be-
findlichen Substituenten X zunahmen. Zudem wurden 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-manno-
pyranose (ManAc,;) 176 und 2,3,4,6-Tetra-O-acety-D-mannopyranose-1-phosphat
(ManAc,)-1-MP 181 eindeutig als die Produkte der Hydrolyse identifiziert.?*’

Auf diesen Beobachtungen basierend wurde folgender Mechanismus postuliert, nach dem
die Hydrolyse von cycloSal-(ManAc,)-1-MP 178a auf zwei parallelen Wegen verlauft: Zum
einen kann die Phenylesterbindung im Triester 178a durch den nucleophilen Angriff eines
Hydroxidions selektiv gespalten werden. Anschlieend erfolgt hier der spontane Bin-
dungsbruch der benzylischen C-O-Bindung unter Freisetzung von Monophosphat 181 und
Salicylalkohol 180 (Abb. 114; Weg A). Zum anderen besteht die Moglichkeit, dass der
Mannoserest durch eine Protonierung oder in einer Syl-artigen Reaktion als stabilisiertes
Oxocarbeniumion 182 abgespalten wird. Durch den Angriff eines Hydroxidions wird dann
ManAc, 176 und cycloSaligenylphosphat 183 freigesetzt (Abb. 114; Weg B).?’

Neben der Hydrolysehalbwertszeit wird auch das Verhaltnis der Hydrolyseprodukte (181
zu 176) durch den Substituenten X der cycloSal-Maske beeinflusst: Akzeptorsubstituenten
(wie 5-Chlor) ben einen destabilisierenden Effekt auf den Triester 175a aus. Je destabili-
sierender ihr Einfluss dabei ist, desto schneller erfolgt der Bruch der Phenylesterbindung,
was in einer Verkirzung der Halbwertszeit und einem groReren Anteil an MP 181
resultiert. Bei konstantem pH-Wert von 7.3 wird ManAc, 176 mit gleichbleibender

227

Geschwindigkeit gebildet.
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Abb. 114: Postulierter Hydrolysemechanismus des cycloSal-(ManAc 4)-1-MPs 175a und der
jeweiligen chemischen Verschiebung des Phosphoratom s (**P-NMR, 162 MHz) in grau.

AbschlieBend wurde die biologische Aktivitat der cycloSal-(ManAc,)-1-MPs 178a-d in
in-vitro-Tests unter Verwendung von CDG-la-Patientenzellen untersucht. Hierbei wies vor
allem die Verwendung des 3-Methyl-cycloSaligenyl-Prodrugs 178b auf eine Totalkorrektur
der Hypoglycosylierung in diesen Zellen hin.?"2%

Somit konnte zeigt werden, dass sich das cycloSal-Prodrug-Konzept nicht nur zur intra-
zellularen Freisetzung von Nucleotiden und ihren Analoga eignet, sondern dass es eben-

falls erfolgreich auf Zuckermonophosphate angewendet werden kann.

Neben dem cycloSal-Ansatz wurden noch andere Prodrug-Systeme fur Man-1-MP ent-
wickelt.??® 2% Hier erfolgten die Synthesen (ber Silber-katalysierte Kupplungen des
Mannopyranosylbromids mit anionischen Phosphatestern. Die Maskierungen der nega-

229 eine zweite Zuckereinheit oder

tiven Ladungen wurden Uber zwei einfache Alkyl-Reste
Aminoséauren erreicht.?® Neben den oben genannten Schwierigkeiten, die mit dem
Einsatz von Dialkylphosphatestern als Prodrugs einhergehen, sind diese Systeme im
Gegensatz zu den cycloSal-Verbindungen zudem auf eine Aktivierung durch Enzyme

angewiesen. Eine biologische Aktivitat dieser Prodrugs wurde noch nicht untersucht.
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7 Aufgabenstellung

Bei einer Vielzahl von Tumorpatienten wurde eine erhthte Konzentration an Thymidin
Phosphorylase (TP) festgestellt.'”* Dieses Enzym, welches die Spaltung von Thymidin in
Thymin und 2d-D-Rib-1-MP 162 katalysiert, schiutzt die Tumorzellen tber seine angio-
genen und chemotaktischen Funktionen vor der Sauerstoffmangel induzierten Apoptose
und stimuliert so das Tumorwachstum.'*? Um die Rolle von 2d-b-Rib-1-MP 162 in diesen
Prozessen eingehender untersuchen zu kénnen, ware es notwendig diese polare Ver-

bindung z.B. in Form eines lipophilen Prodrugs in Zellen einzuschleusen.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war die Synthese und Charakterisierung verschiedener
cycloSaligenyl-(2d)-Ribofuranosylmonophosphate 174 — 179 (Abb. 115). Um den Pro-
drugs unterschiedliche Eigenschaften zu verleihen, sollten Variationen der Schutzgruppen
(OAc oder OBz), des Substituenten X (Akzeptor oder Donor) und des Glycons (2d-Rib
oder Rib) vorgenommen werden. Die Schutzgruppen des Glycons sollten dabei so ge-
wahlt werden, dass ihre Abspaltung vor chemisch in vitro-Tests bzw. wahrenddessen

enzymatisch in der Zelle erfolgen kann.

0 Z ™ ! R=Ac;R'=H;X=5-Cl184
NONI -TX: R=Ac;R'=H; X =3-CH; 185
0 'O/Puo X ' R=Ac; R'=0Ac; X =5-Cl 186
RO Qoo - ; R=Ac; R'=0Ac; X = 3-CH; 187
R =Bz; R'= OBz; X = 5-C| 188
RO R’ R =Bz; R'=0Bz; X = 3-CH3; 189

Abb. 115: Darzustellende cycloSaligenyl-(2d)-Ribofuranosylmonophosphate 184-189.

Anschlieend sollte das Hydrolyseverhalten der generierten Zielverbindungen 184-189
bei physiologischem pH-Wert untersucht werden. Die Bestimmung der Hydrolysehalb-
wertszeiten der Prodrugs sollte sowohl in isotonischen Phosphatpuffern als auch in Zell-

extrakten erfolgen.
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Abb. 116: Mogliche Hydrolyseverlaufe der  cycloSal-(2d)-Ribofuranosylmonophosphate
184-189 bei pH 7.3.

Eine *P-NMR-spektroskopische und HPL-chromatographische Verfolgung der Hydrolyse
sollte zur Aufklarung ihres Verlaufs und zur Identifizierung der resultierenden Produkte
beitragen. Da aus Vorarbeiten bekannt ist, dass die Hydrolyse von cycloSal-Zuckermono-
phosphaten generell auf zwei verschiedene Weisen ablaufen kann (Abb. 116: Weg A
oder B),??"**® sollte zudem gepriift werden, ob das Produktverhéltnis iiber Substituenten-
effekte zu Gunsten des gewinschten Monophosphates 194, 195 oder 196 beeinflusst
werden kann (Abb. 116: Weg A).
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8 Resultate und Diskussion

8.1 Synthesestrategie

Die Darstellung von cycloSaligenyl-Triestern kann generell auf zwei unterschiedlichen
Wegen erfolgen: Zum einen kann der selektiv geschitzte Wirkstoff zunachst mit dem ent-
sprechend substituierten cycloSaligenylchlorphosphit (203 oder 204), einer hochreaktiven
Phosphor(lll)-Spezies, umgesetzt werden. AnschlieBend wird der dabei gebildete
cycloSal-Phosphittriester durch eine direkte Oxidation in die gewiinschte Phosphor(V)-
Verbindung (184-189) uberfiihrt (Abb. 117: Methode A: Phosphor(lll)-Route). Zum
anderen kann die Maskierung des Wirkstoffs liber eine Reaktion mit dem weniger reak-
tiven cycloSaligenylphosphorchloridat (205 oder 206) erfolgen, in dem das Phosphoratom
bereits in der Oxidationsstufe V vorliegt (Abb. 117: Methode B: Phosphor(V)-Route).

Die Synthese der cycloSaligenyl-(2d)-Ribofuranosylmonophosphate 184-189 sollte auf
beiden Wegen erprobt werden (Abb. 117).

R =Ac; R'=H; X=5-Cl 184 R=Ac; R’=H; X=3-CH3 185
R =Ac; R’=0Ac; X=5-CI186 R =Ac; R'=0Ac; X =3-CH3; 187
R=Bz; R'=0Bz; X=5-CI188 R =Bz; R'=0Bz; X=23-CH; 189

I

0]

i 2

RO OH & Pan]_ Gx  odm]_ g
RO R 1 cl” o c "o !
R=Ac R'=H197 ' X=5-Cl203 X =5-Cl205 |
R=Ac R=OAc198 | X =3-Me 204 X =3-Me 206 |
R=Bz; R'=0Bz199 : :
ﬂ : HO = !

0 ! X '

R’ : X = 5-CI1 190 '

RO l X = 3-Me 191 !

R=Ac;R=H200  -~"""--""""-----------os-oommooooo-ooo
R =Ac; R'= OAc 201
R =Bz; R'= OBz 202

Abb. 117: Retrosyntheseschema zur Darstellung der cycloSal-(2d)-Ribofuranosyl-
monophosphate 184-189.
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8.2 Darstellung von cycloSal-Prodrugs

8.2.1 Synthese von cycloSal-Triestern Uber cycloSaligenylchlorphosphite
(Phosphor(lll)-Route)

Das in der Arbeitsgruppe etablierte Protokoll zur Synthese von cycloSaligenyl-Nucleosid-
monophosphaten (cycloSal-NMP) sieht die Reaktion eines selektiv geschutzten Nucleo-
sids mit einem cycloSaligenylchlorphosphit und einer sich direkt anschlieRenden Oxida-
tion zum Phosphattriester vor (Abb. 118).

Nucleosid,
7 (@) DIPEA, CH3CN, A o) t-BuOOH bzw. Oxone, X 0
X4 P b 20°CRt2:5h X (|||)Fs> 20 °C-Rt, 1h X P v) 5//0
o "cl 1 Z o \ONucleosidJ 2 0" ONucleosid
cycloSal-Chlorphosphit cycloSal-Phosphittriester cycloSal-Phosphattriester

Abb. 118: Darstellung von cycloSal-NMPs lber die Phosphor(lll)-Route

Das jeweilige Nucleosid bzw. Nucleosidanalogon wird dabei unter Feuchtigkeitsaus-
schluss in Acetonitril geldst und bei tiefer Temperatur langsam unter Zusatz einer Base
mit dem Chlorphosphit versetzt. Nach vollstandigem Umsatz des Nucleosids erfolgt die
umgehende Oxidation des gebildeten Phosphittriesters. Unter Verwendung von tert-
Butylhydroperoxid (in n-Decan) als Oxidationsmittel gelang die Darstellung einer ganzen
Reihe an cycloSal-NMPs. Die Produkte wurden dabei je nach Substituent X am
aromatischen System in Ausbeuten zwischen 50% und 80% erhalten. Ein reproduzier-
barer Zugang zu den reaktiveren 5-Nitro-Triestern, die als aktivierte Phosphorlierungsrea-
genzien fur synthetische Zwecke Anwendung finden sollten, blieb unter diesen
Bedingungen jedoch verwehrt.**®

Eine **P-NMR-spektroskopische Verfolgung der Reaktion von 3"-O-Acetylthymidin 115 mit
5-Nitrosaligenylchlorphosphit 86 zeigte, dass die Bildung des Phosphittriesters zwar
nahezu quantitativ verlief, es nach der Zugabe von tert-Butylhydroperoxid jedoch zur
Bildung einer Vielzahl von Zersetzungs- und Nebenprodukten kam und der gewinschte
Triester nur zu einem geringen Teil gebildet wurde.’® Da die Oxidation unter diesen
Bedingungen als ausbeutelimitierender Schritt der Reaktionssequenz identifiziert werden
konnte, wurden diverse mildere Oxidationsmittel zur Synthese der 5-Nitro-cycloSal-
Triester erprobt. Dabei stellte sich heraus, dass die Oxidation des Phosphittriesters unter
Verwendung einer wéssrigen Loésung von Oxone®, ein Salzgemisch aus

2KHSOs5-KHSO,-K,SO,4, bei tiefen Temperaturen in kirzester Zeit fast quantitativ verlief.
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Trotz ihrer Hydrolyseempfindlichkeit zeigten die Triester unter den wassrigen
Bedingungen eine ausreichende Stabilitdt, die durch den niedrigen pH-Wert (bedingt
durch Sulfationen), die kurze Reaktionszeit und die tiefen Temperaturen gewdahrleistet
wurde. Die Aufarbeitung der Reaktion bestand aus einer einfachen Extraktion mit Ethyl-
acetat und kaltem Wasser. Dabei konnten die im Uberschuss eingesetzten Reagenzien
und Salze meist vollstandig entfernt werden und die erhaltenen Triester wiesen eine aus-
reichend hohe Reinheit auf, so dass sie meist ohne weitere Reinigungsschritte in fol-
genden Reaktionen eingesetzt werden konnten. Eine chromatographische Reinigung der
Verbindungen war generell jedoch unter Zusatz von S&ure (0.5%-1%) mdglich. Die
Oxidation mit Oxone® eignet sich nicht nur zur Synthese von reaktiven 5-NO,-substitu-
ierten Triestern. Inzwischen wurde sie in das optimierte Syntheseprotokoll zur Darstellung

einer Vielzahl verschieden substituierter cycloSal-Phosphattriester aufgenommen.**

Svynthese von cycloSal-Mannopyranosylmonophosphaten

Analog zu der Synthese der cycloSal-NMPs, gelang Muus et al. die Darstellung
verschiedener cycloSal-Mannospyranosylmonophosphate 175a-d durch Umsetzung der
selektiv geschutzten Mannose 176 mit den entsprechend substituierten cycloSaligenyl-
chlorphosphiten 177 und anschlieRender Oxidation (Abb. 119).2%

OAc 1) DIPEA, CH4CN, OAc
O 20 °C-Rt, 2-5 h one
AcO - 2) t-BUOOH (in n-Decan)  AcO
AcO 20 °C-Rt, 1h AcO . 0O N
176 OH X 6-62% 175ad Op |l X
+ B | PR 0" "0
cl¥ "o

177 X =H, 3-Me, 5-C|, 3,5-di-tBu

Abb. 119: Darstellung von cycloSal-Man-1-MPs Uber die Phosphor(lll)-Route.

Die Oxidation des im ersten Reaktionsschritt gebildeten cycloSal-Phosphittriesters er-
folgte dabei noch nach dem ,alten” Syntheseprotokoll mit tert-Butylhydroperoxid
(in n-Decan). In Abhangigkeit vom Substituenten X des aromatischen Systems konnten
die cycloSal-Man-1-MPs 175a-d in Ausbeuten von 6% im Fall des 5-Chlor-Akzeptorsubs-
tituenten und ca. 60% fir Donorsubstituenten (H, 3-Methyl, 3,5-Di-tert-butyl) erhalten

werden.
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8.2.2 Synthese von cycloSal-Triestern Uber cycloSaligenylphosphor-
chloridate (Phosphor(V)-Route)

Eine weitere Méglichkeit zur Synthese von cycloSal-NMPs liegt in der Umsetzung eines
selektiv geschitzten Nucleosides bzw. Nucleosidanalogons mit einem cycloSaligenyl-
phosphorchloridat. Im Unterschied zu der zuvor beschriebenen Triester-Synthese Uber
Chlorphosphite findet die Oxidation zum Phosphat hier schon vor der Kupplung mit dem

Nucleosid statt.

Die Synthese des cycloSal-Phosphorchloridates erfolgt bei tiefen Temperaturen durch
eine direkte Cyclisierung des entsprechenden Salicylalkohols mit Phosphorylchlorid unter
Zusatz von Triethylamin als Base.?* Nach Filtration und chromatographischer Reinigung
werden die Chlorphosphate in hohen Ausbeuten erhalten. Diese Verbindungen zeichnen
im Vergleich zu den hochreaktiven Chlorphosphiten durch eine erhdhte Stabilitat aus und

sind so einfacher zu handhaben.

Die Darstellung der entsprechenden cycloSal-NMPs erfolgte unter Feuchtigkeits-
ausschluss und tiefer Temperatur durch langsame Zugabe des cycloSal-Phosphor-
chloridates zu einer Losung des Nucleosides in Pyridin, welches in dieser Reaktion als
Losungsmittel und Base fungierte (Abb. 120). Nach vollstandigem Umsatz des Nucleo-

sides wurde das Losungsmittel entfernt und das Produkt chromatographisch gereinigt.

AN 0 Nucleosid/-analogon, X 0)
X1— | (W10 Pyridin, -40 °C X+~ | (v) 2.0
'/ PS = PZ
0" Cl O” "ONucleosid

cycloSal-Phosphorchloridat cycloSal-Phosphattriester

Abb. 120: Darstellung von cycloSal-NMPs uber die Phosphor(V)-Route.

Die Verwendung von Pyridin kann jedoch auch zu einer Nebenreaktion fuhren, in der das
Phosphorséaurechlorid nucleophil unter Bildung des Pyridiniumsalzes 207 angegriffen
wird. Dieses kann zum einen mit dem Nucleosid zum gewtnschten Produkt cycloSal-
Phosphattriester reagieren und zum anderen unter einer spontanen Spaltung des Benzyl-
esters in das thermodynamisch stabilere Zwitterion 208 Uberfiihrt werden, welches
wiederum in einer Reaktion mit dem Nucleosid in den Phosphatdiester 209 umgewandelt
werden kann (Abb. 121).23%2%
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X X N
X@\g//o X+/ (FI?//O Nucleosid x@f%p
o’ o “N®©O 0" “ONucleosid

\C' < Cl
cycloSal-Phosphor- = 207 @ cycloSal-Phosphattriester
chloridat Ny spontan =
l =
Cl Cl
X X
X ON ,Oe Nucleosid = X-— o, 0°©
P — = T AP .
O @gN™ ™ O~ "ONucleosid
208 | 209

Abb. 121: Mégliche Reaktionen bei der Umsetzung ein  es cycloSal-Phosphorchloridates mit
einem Nucleosid in Pyridin.

Eine solche Dealkylierungsreaktion wurde schon von Perich et al. beschrieben und kann
durch die Einhaltung folgender Faktoren weitestgehend unterdriickt werden: eine lang-
same Zugabe des Phosphorylierungsreagenzes, eine hohe Verdinnung der Reaktions-

l6sung und vor allem eine konstante Temperatur von -40 . %

Unter Einhaltung dieser Bedingungen konnte Uber die Phosphor(V)-Route ein alternativer
Zugang zu diversen cycloSal-NMPs erschlossen werden. Die resultierenden Ausbeuten
hingen dabei nicht nur von dem jeweils verwendeten Nucleosid/-Analogon sondern auch
besonders von dem Substitutionsmuster X der Phosphorchloridate ab. So konnten bei
Umsetzungen von Nucleosiden mit einer 3-OH-Gruppe nur Ausbeuten von ca. 20%
erreicht werden. Beim Einsatz von 3"-Desoxynucleosiden lagen diese jedoch im Bereich
von 78-85%.2%* Wahrend Donor-substituierte cycloSal-NMPs mit der Chloridat-Methode in
Ausbeuten von Uber 80% dargestellt werden konnten, gelang die Synthese von Akzeptor-
substituierten Triestern mit nur 50-60%.%" Die Synthese eines 5-NO,-cycloSal-NMPs

scheiterte hingegen ganzlich.**

8.2.3 Synthese von lipophilen cycloSal-(2d)-Ribofuranosylmonophosphaten

Wie im letzten Kapitel beschrieben wurde, ist die Darstellung von cycloSaligenyl-Triestern
generell auf zwei unterschiedlichen Wegen mdglich. Zum einen kann der selektiv ge-
schitzte Wirkstoff tiber die Umsetzung mit einem hochreaktiven cycloSaligenylchlorphos-
phit und anschlielBender Oxidation in den gewiinschten Triester Uberfihrt werden. Bei
dieser zweistufigen Synthese wird die hohe Reaktivitat des Phosphor(lll)-Reagenzes
ausgenutzt. Zum anderen kann die Maskierung des Wirkstoffs Uber eine Reaktion mit
dem weniger reaktiven cycloSaligenylphosphorchloridat erfolgen, welches den Vorteil der

leichteren Handhabung und Dosierung mit sich bringt.

133



Resultate und Diskussion Teil Il

Die Synthese der cycloSaligenyl-(2d)-Ribofuranosylmonophosphate 184-189 sollte auf
beiden Wegen erprobt werden (Abb. 117). Dazu mussten zundchst die fir die Ziel-
reaktionen benotigten Reaktionspartner dargestellt werden. Einerseits handelte es sich
dabei um die selektiv geschitzten Ribose-Derivate 194-196 und andererseits um die
akzeptor- bzw. donorsubstituierten cycloSal-Verbindungen unterschiedlicher Oxidations-
stufen (203-204 bzw. 205-206).

8.2.3.1 Synthese der selektiv geschiitzten Monosacch  aride

Damit die Umsetzungen zu den Triestern 184-189 regioselektiv an der 1-Position des
Zuckers erfolgen kénnen, missen die in der Reaktion verwendeten Monosaccharide

dementsprechend selektiv blockiert werden.

Die Darstellung von 3,5-Di-O-acetyl-2-desoxy-D-ribofuranose 197 erfolgte Uber zwei
Stufen aus 2-Desoxy-D-ribose 168. Im ersten Schritt wurde 168 durch Reaktion mit einem
Uberschuss an Essigsaureanhydrid in Pyridin in einer Ausbeute von 87% peracetyliert. Im
nachsten Schritt sollte dann die selektive Freisetzung der Hydroxylgruppe am anomeren
Zentrum von 200 folgen. Erste Versuche einer selektiven De-O-acetylierung Uber eine
Aminolyse mit Hydrazinacetat fuhrten lediglich zu einer Mischung aus unselektiv
acetylierten Ribose-Derivaten. Daraufhin wurde zur selektiven Esterspaltung die Methode
nach Nudelman et al. gewahlt. Durch Reaktion von 200 mit Tributylzinnmethoxid in
Dichlormethan unter Erhitzen und anschlielBender saulenchromatographischer Reinigung
konnte 197 in einer Ausbeute von 80% erhalten werden. Zudem konnte nicht umgesetztes

Edukt 200 reisoliert werden.

0] Bu3SnOMe, CH,CI 0]

RO R RO R
R=Ac; R'=H 200 197 80%
R =Ac; R'= OAc 201 198 60%
R = Bz, R'= OBz 202 199 92%

Abb. 122: Synthese der selektiv geschitzten Zucker 197-199.

Die Synthesen von 198 und 199 erfolgten auf analoge Weise aus den kommerziell erhalt-

lichen vollstandig veresterten Ribofuranosen 201 und 202 in 60% bzw. 92% Ausbeute.

8.2.3.2 Synthese der cycloSal-Chlorphosphite und -Phosphorchloridate

Die Synthesen der cycloSaligenyl-Phosphorylierungsreagenzien erfolgten unabhéngig

von der Oxidationsstufe des Phosphors in beiden Fallen ausgehend von den jeweiligen
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Salicylalkoholen. Diese wurden ihrerseits durch Reduktion mit Lithiumaluminiumhydrid
aus den entsprechenden Salicylsaure-Derivaten erhalten.”®

Die Darstellung der fur die Route A bendétigten cycloSaligenylchlorphosphite 203 und 204
erfolgte nach einer etablierten Methode unter Ausschluss von Feuchtigkeit.'* Die in Di-
ethylether gelosten Salicylalkohole 190 und 191 wurden bei tiefen Temperaturen
(-40 bis -20 ) mit Phosphortrichlorid versetzt. Zu dieser Reaktionslésung wurde an-
schlieRend langsam Pyridin in Diethylether getropft, um den bei der Reaktion entstehen-
den Chlorwasserstoff in Form von festem Pyridiniumchlorid abzufangen (Abb. 123). Der
intramolekulare Ringschluss wird dabei durch die tiefe Temperatur und eine geeignete
Verdinnung sichergestellt.

1) PCl3_ Et,0, -20 °C, 10 Min.
2) Pyridin, Et,0, -20 °C, 1.5 h

y 3)1h, Rt _
HO -Lx  4) Schlenkfiltration (Fa Dy
I \
HO o

Cl
X = 5-C1 190 X = 5-C1 203 [89%]
X = 3-CHg 191 X = 3-CHj 204 [75%]

Abb. 123: Synthese der cycloSaligenylchlorphosphite 203 und 204.

Die nach Schlenkfiltration und Entfernen des Ldsungsmittels erhaltenen hochreaktiven
Chlorphosphite wiesen eine aulRerordentliche Empfindlichkeit gegentiber Feuchtigkeit auf,
weshalb sie nicht weiter gereinigt wurden und direkt als Rohprodukte fir die Synthesen
der entsprechenden cycloSal-Triester eingesetzt wurden.® Bei den in Abb. 123 gezeigten
Ausbeuten handelt es sich demzufolge um Rohausbeuten, die unter Berticksichtigung der
Verunreinigungen durch Pyridiniumchlorid aus den aufgenommenen *H-NMR-Spektren

bestimmt wurden.

Die Darstellung der fur die Route B bendtigten cycloSaligenylphosphorchloridate 205 und

206 erfolgte ebenfalls nach einem bereits etablierten Verfahren (Abb. 124).2%

o
1) EtsN, THF, Molsieb 4A
2) POCI3 THF, -60 °C, 1.5 h

3)-40 °C, 100 min
HO /'—X 4) Chromatographische Reinigung 0 (I) /'—X
% SPa g AN

HO Cl

X =5-Cl 190 X =5-Cl 205 66%
X =3-CH3 191 X = 3-CH3 206 56%

Abb. 124: Synthese der cycloSaligenylphosphorchloridate 205 und 206.

Unter Feuchtigkeitsausschluss wurde der entsprechende Salicylalkohol in THF bei tiefer

Temperatur (-60 ) mit Phosphorylchlorid unter Zus atz von Triethylamin umgesetzt. Da
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es sich bei den nach der Aufarbeitung erhaltenen Rohprodukte im Gegensatz zu den
cycloSal-Chlorphosphiten 203 und 204 um weniger reaktive Phosphor(V)-Spezies
handelt, ist eine weitere Reinigung der Chloridate méglich. Da diese Verbindungen jedoch
nicht hitzebestandig sind, sollte das Entfernen von L&sungsmitteln unbedingt ohne
Warmezufuhr erfolgen. Die gewlinschten cycloSaligenylphosphorchloridate 205 und 206
konnten so nach s&ulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel in hoher Reinheit

und mit Ausbeuten von 66% und 56% erhalten werden.

Somit konnten alle der fur die Zielreaktionen erforderlichen Reaktionspartner erfolgreich
dargestellt und mit den Versuchen zur Darstellung der cycloSal-(2d)-Ribofuranosylmono-

phosphate 184-187 begonnen werden.

8.2.3.3 Darstellung der cycloSal-(2d)-Rib-1-MPs tber cycloSal-Chlor-
phosphite (Phosphor(lll)-Route)

In einer ersten Versuchsreihe, welche von K. Klingeberg unter Betreuung im Rahmen
ihrer Bachelor-Arbeit in unserer Arbeitsgruppe durchgefihrt wurde, sollten die Dar-
stellungen von cycloSal-(2d)-Rib-1-MPs in Anlehnung an die Synthesen der cycloSal-
Mannopyranosylmonophosphat-Prodrugs 175a-d nach Muus et al. Uber die entsprech-
enden cycloSal-Chlorphosphite 177 mit anschlieBender Oxidation erprobt werden (siehe
Kapitel 8.2.1).%"

Zu Beginn erfolgte ein Versuch zur Darstellung von 184 durch Umsetzung der selektiv
geschutzten 2d-Ribose 197 mit 5-Chlor-cycloSaligenylchlorphospit 203 nach der in Kapitel
8.2.1 vorgestellten Vorschrift. Jedoch wurden die Reaktionsbedingungen dabei zunachst
dem mittlerweile optimierten Syntheseprotokoll angepasst, so dass die Oxidation mit

Oxone® anstelle von tert-Butylhydroperoxid durchgefiihrt wurde.

Der erste Teil der Reaktion, also die Kupplung von 197 und 203 unter Zusatz von DIPEA
bei tiefen Temperaturen, wurde diinnschichtchromatographisch verfolgt. Es wurden dazu
verschiedene Laufmittel (Dichlomethan/Methanol oder PE/EE in verschiedenen Verhalt-
nissen) verwendet, dennoch konnte in allen Féllen kein vollstandiger Umsatz des Zuckers
197 beobachtet werden. Es wurde lediglich ein neuer UV-aktiver Spot geringer Intensitat
detektiert, dessen R-Wert mit dem des Eduktes nahezu identisch war. Die Reaktion
wurde nach 7 Stunden durch die anschlieBende Oxidation mit Oxone® in wéassriger
Lésung abgebrochen. Das aufgenommene *'P-NMR-Spektrum des nach der Aufarbeitung
erhaltenen Rohproduktes zeigte zwar die erwarteten Produktpeaks im Bereich zwischen -
9und -11 ppm, es wurde jedoch vor allem die Bildung diverser phosphorhaltiger
Nebenprodukte deutlich.
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1) DIPEA, CH3CN, o 2

) Oxl X
20 °C bis Rt, 1.5 h S '
AcO 0 OH o) = 2y 2) Oxidationsmittel, AcO o O/PLO X
+ P s H,0, -10 °C, 20 Min.
-
AcO R cr O AcO  OR
R=H197 X =5-Cl 203 R=H; X=5-CI184 R =0OAc; X =5-Cl 186
R = OAc 198 X = 3-CH; 204 R=H; X=3-CH;185 R =OAc; X = 3-CH; 187

Abb. 125: Darstellung von cycloSal-(2d)-Rib-1-MPs tiber cycloSal-Chlorphosphite.

Die Reaktion wurde dann unter den gleichen Bedingungen wiederholt und mit Hilfe einer
¥ P_-NMR-spektroskopischen Verfolgung der einzelnen Reaktionsschritte genauer unter-
sucht. 3'P-Kerne zeichnen sich durch ihre natiirliche Isotopenh&ufigkeit von annahernd
100% aus und erlauben so eine relative Quantifizierung der erhaltenen phosphorylierten
Produkte. Die erste *P-NMR-spektroskopische Messung erfolgte 30 Minuten nach der
Zugabe des cycloSaligenylchlorphosphits 203 zu dem in Acetonitril gelésten Zucker 197
bei -20 T (Abb. 126). In diesem Spektrum waren neb en dem Peak bei 139 ppm, der dem
Edukt 203 zugeordnet werden konnte, noch weitere Signale zu erkennen. Die Peaks bei
115 und 116 ppm lieRBen auf die Bildung des korrespondierenen Phosphittriesters 210 als
Diastereomerengemisch schlieBen.**® Bei dem Signal mit einer chemischen Verschiebung
von 102 ppm handelte es sich um ein unbekanntes Nebenprodukt, welches nicht weiter
charakterisiert wurde. Da sowohl eine dinnschichtchromatographische Verfolgung der
Reaktion aufgrund nahezu identischer R-Werte von Zucker und Produkt, als auch eine
NMR-spektroskopische Verfolgung des Zucker-Verbrauchs aus dem Reaktionsgemisch
nicht méglich war, wurde die Reaktion erst dann durch Einleiten der Oxidation gestoppt,
als keine weitere Umsetzung des Chlorphosphits 203 zum Phosphittriester 210 mehr
beobachtet wurde. Die n&chste *P-NMR-spektroskopische Messung erfolgte dann
20 Minuten nach Zugabe der wéssrigen Oxone®-Lésung. Daraus wurde ersichtlich, dass
der im ersten Reaktionsschritt erhaltene Phosphittriester 210 nicht in den gewlinschten
Triester 184 Uberfihrt werden konnte (Abb. 127). Vielmehr kam es nach der Zugabe des
Oxidationsgemisches zur Bildung zweier Zersetzungs- bzw. Nebenprodukte. Das Signal
mit einer chemischen Verschiebung von -7.9 ppm konnte dem cycloSal-Phosphat 205,
also einem Hydrolyseprodukt der Triester-Spaltung, zugeordnet werden. Das Produkt mit

einem Peak bei 5.6 ppm wurde nicht weiter charakterisiert.
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Abb. 126: *'P-NMR-Spektrum (CDCI 3, 162 MHz) der Reaktionsmischung vor der Oxidation.
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Abb. 127: *P-NMR-Spektrum (CDCI 3, 162 MHz) der Reaktionsmischung nach der Oxidation  mit
Oxone ~.

Da es sich bei Oxone® um ein sehr starkes und vor allem saures Oxidationsmittel handelt,
das noch dazu in einer Suspension mit Wasser verwendet wurde, wurde in folgenden
Versuchen zur Synthese von Triester 184 der Einsatz von milderen und weniger sauren
Oxidantien untersucht. Es wurde dazu auf das altere Syntheseprotokoll nach Muus et al.
zuriickgegriffen und der zweite Reaktionsschritt mit tert-Butylhydroperoxid zum einen in
Wasser (70%ig) und zum anderen in n-Decan (0.5 M) durchgefuhrt (Tab. 2). Es wurden
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hier ebenfalls **P-NMR-Spektren der Rohprodukte herangezogen, um den Erfolg der
Synthese beurteilen zu kénnen. In beiden Féllen konnte die Bildung des gewtinschten
Produktes ausgeschlossen werden, beide Reaktionen resultierten vielmehr in einer
Vielzahl an Zersetzungs- und Nebenporodukten mit chemischen Verschiebungen
zwischen +8 und -8 ppm. Von einer Charakterisierung der vielen verschiedenen Produkte

wurde abgesehen.”’

Oxidationsmittel Produktbildung
Oxone® nicht reproduzierbar
tBuOOH (H20) nein
tBuOOH (n-Decan) nein

Tab. 2: Variation des Oxidationsmittels im zweiten Schritt der Reaktion von 197 und 203.

Insgesamt verlief die Versuchsreihe zur Synthese des 5-Chlor-cycloSal-2d-Ribofuranosyl-
monophosphates 184 (Uber das entsprechende cycloSal-Chlorphosphit 203 mit an-
schlielender Oxidation durch verschiedene Oxidationsmittel also nicht erfolgreich. Ledig-
lich im ersten Versuch, in dem die Oxidation des gebildeten Phosphittriesters mit Oxone®
erfolgte, wurde das gewilnschte Produkt in Spuren gebildet. Dieses Ergebnis konnte
jedoch in einer wiederholten Durchfihrung nicht reproduziert werden. Um ein Reaktions-
partner abhangiges Scheitern der Reaktion tber die Phosphor(lll)-Route ausschlieRen zu
konnen, wurden dennoch Versuche zur Synthese von 185, 186 und 187 unter den

gleichen Reaktionsbedingungen durchgefihrt.

Den *'P-NMR-Spektren der jeweiligen Rohprodukte konnte entnommen werden, dass es
bei den Reaktionen vom Ribose-Derivat 198 mit den unterschiedlich substituierten Chlor-
phosphiten 203 bzw. 204 zur Bildung des jeweils gewlnschten Produktes kam. Lediglich
Triester 185 konnte unter den gewahlten Reaktionsbedingungen tber die Reaktion von
2d-Ribose-Derivat 197 mit 204 nicht erhalten werden. Im Gegensatz zu den Reaktionen
des 2d-Ribose-Derivates 197, kam es bei den Synthesen der Ribose-Triester 186 und
187 nur in einem geringen Mal3e zur Bildung von phosphorylierten Neben- bzw. Spalt-
produkten. Dieses Ergebnis liel? den Schluss zu, dass die Triester der Ribose (186 und
187) unter den Bedingungen der Phosphor(lll)-Route im Vergleich zu denen der
2d-Ribose (184 und 185) eine erhdhte Stabilitat aufwiesen.

Es konnte nun mit der Reinigung der Produkte begonnen werden. Aufgrund nahezu

identischer Retentionsfaktoren von Produkt und Edukt kam es schon im Vorfeld zu
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Schwierigkeiten bei der dunnschichtchromatographischen Verfolgung der Reaktionen
bzw. des Zucker-Umsatzes. Um eine gewisse Kontrolle der Trennung des Rohgemisches
zu gewabhrleisten, wurde zunachst versucht die UV-aktiven Triester mit Hilfe des Chroma-
totrons zu reinigen. Es handelt sich hierbei um eine radiale Form der praparativen Dinn-
schichtchromatographie, welche zentrifugal beschleunigt wird. In Verbindung mit einer
direkten UV-Detektion ist die genaue Beobachtung der Trennung UV-aktiver Substanzen
moglich. Erste Trennungen wurden mit Dichlormethan und einem Methanol-Gradienten
als Eluenten durchgefiihrt. Die NMR-Spektren der erhaltenen Fraktionen zeigten zwar,
dass die Produkte meist schon nach der ersten Reinigung von phosphorylierten Verun-
reinigen getrennt werden konnten, eine Trennung von dem nicht umgesetzten Zucker
wurde jedoch aufgrund ahnlicher Ri-Werte stark erschwert. Es wurde dann versucht die
aus den ersten Chromatographien erhaltenen Gemische saulenchromatographisch zu
trennen. Zur Optimierung der Trennleistung wurden dabei verschiedene Laufmittel-
mischungen (CH,CI,/CHs;OH, PE/EE oder Toluol/Aceton) in unterschiedlichen Verhalt-
nissen und Glassaulen verschiedener Lange bzw. Durchmesser getestet. Eine erfolg-
reiche Trennung konnte dennoch nicht erreicht werden. Bei der Verwendung von Alu-

miniumoxid als alternative feste Phase blieb die Elution des Produktes vollstandig aus.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass es zwar mdglich war drei (184, 186 und
187) der vier fur diverse Hydrolysestudien benétigten acetylierten Ribose-Prodrugs tber
die entsprechenden cycloSaligenylchlorphosphite darzustellen, die Triester dabei jedoch
nur in geringen Mengen und noch dazu als Gemische mit dem jeweils eingesetzten
Zucker erhalten werden konnten. Eine chromatographische Trennung beider Kompo-
nenten war aufgrund ihrer nahezu identischen Retentionsfaktoren nicht moéglich, weshalb
auf eine genaue Bestimmung des Reaktionsumsatzes bzw. der Ausbeute verzichtet
werden musste. Da Verunreinigungen von phosphorhaltigen Verbindungen jedoch
entfernt werden konnten, standen die Uber die Phosphor(lll)-Route erhaltenen Produkt-
gemische fir die im Kapitel 8.2.3.5 vorgestellten **P-NMR-Hydrolysestudien zur Auf-

klarung des Hydrolysemechnismus zu Verfligung.

Um eine vollstandige Charakterisierung der cycloSal-(2d)-Ribofuranosylmonophosphate
zu ermdglichen, wurden allerdings gréRere Mengen der Prodrugs in ausreichender Rein-
heit bendtigt. Aus diesem Grund sollte ein alternativer Zugang gefunden werden, der
einen hoéheren Umsatz der eingesetzten Ribose erlaubt. Ein vollstandiger Zucker-Ver-
brauch wirde zudem die Schwierigkeiten bei der sich anschlieRenden chromato-

graphischen Reinigung der Triester minimieren.
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8.2.34 Synthese von cycloSal-(2d)-Rib-1-MPs Uber cycloSal-Phosphor-
chloridate (Phosphor(V)-Route)

Da die Oxidation Uber eine *P-NMR-spektroskopische Verfolgung als ausbeutelimi-
tierender Schritt der Reaktionssequenz der Phosphor(lll)-Route identifiziert werden
konnte, sollte die Darstellung der cycloSal-(2d)-Ribofuranosylmonophosphate 184-187
Uber die weniger reaktiven cycloSal-Phosphorchloridate 205 und 206 erprobt werden, in

dem das Phosphoratom bereits in der Oxidationsstufe V vorliegt.

Darstellung acetylierter cycloSal-(2d)-Rib-1-MP-Prodrugs

Die Umsetzungen der selektiv geschitzten (2d)-Ribofuranosen 197 und 198 mit den
Chloridaten 205 und 206 erfolgten nach folgendem Syntheseprotokoll: Der jeweilige
Zucker wurde zunachst im gewahlten Losungsmittel bei -40 C gelést und mit
2 Aquivalenten der Base versetzt. Die Zugabe des entsprechenden cycloSaligenyl-
phosphates erfolgte stets bei -30 T (Abb. 128). Da die cycloSal-Rib-MP-Prodrugs 186
und 187 im Vergleich zu ihren 2d-Derivate 184 und 185 unter den Bedingungen der
Phosphor(lIl)-Route eine hohere Stabilitat gezeigt hatten, wurden die ersten Versuche zur
Darstellung der Triester Uber die cycloSal-Phosphorchloridate mit 198 durchgefuhrt. Zur
Ermittlung der optimalen Reaktionsbedingungen wurden verschiedene Variationen in
Bezug auf das Ldsungsmittel (LM) sowie auf die Base vorgenommen. Als Basen wurden
Pyridin oder DIPEA verwendet und als Losungsmittel wurden THF, Acetonitril und Pyridin
eingesetzt. Das Fortschreiten der Reaktion wurde *P-NMR-spektroskopisch verfolgt, da
dunnschichtchromatographische Reaktionsverfolgungen aufgrund der gleichen Ri-Werte
von Zucker und Produkt nicht aussagekraftig erschienen (siehe Kapitel 8.2.3.3). Die erste
Aufnahme eines *'P-NMR-Spektrums erfolgte nach vollstandiger Zugabe des Chloridates,

weitere Messungen wurden stindlich durchgefiihrt.

07
0] AN Base, LM 0 O\\FI> X X
RO OH , i Qo __-40°c RO 0" "o
o P
RO R RO R’
R=Ac, R'=H 197 X =5-Cl 205 R =Ac, R'=H; X =5-Cl 184 R=Ac,R'=H; X=3-CH; 185
R =Ac, R'=0Ac 198 X =3-CH; 206 R=Ac, R'=0Ac; X =5-Cl1186 R=Ac, R'=0Ac; X = 3-CH3 187

Abb. 128: Darstellung von cycloSal-(2d)-Rib-1-MPs tiber cycloSal-Phosphorchloridate
(Phosphor(V)-Route).

Der erste Versuch zur Darstellung von 184 erfolgte nach dem etablierten Synthese-

234

protokoll zur Darstellung der cycloSal-NMPs,“*" in dem Pyridin sowohl als Base als auch
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als Lésungsmittel fungierte. Wéahrend der *'P-NMR-spektroskopischen Untersuchung
konnte eine Abnahme des Signals des eingesetzten Chloridats bei -6.9 ppm beobachtet
werden (Abb. 129), die Bildung des Produktes mit einem Signal bei -10 ppm blieb jedoch
aus. Nach vollstandigem Umsatz des im Uberschuss eingesetzten Chloridates 205 nach
4 h konnte dem aufgenommenen NMR-Spektrum lediglich die Bildung eines Produktes

mit zwei Singuletts bei -24.5 ppm entnommen werden (Abb. 130).
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Abb. 129: 31P-NMR-Spektrum (CDCI 3, 162 MHz) der Reaktion von 198 und 205 in Pyridin  nach
vollstandiger Zugabe.
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Abb. 130: *P-NMR-Spektrum (CDCI 3, 162 MHz) der Reaktion von 197 und 205
in Pyridin nach 4 h.
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Zur ldentifizierung des unbekannten Produktes, sollte das nach dem Entfernen des
Losungsmittels erhaltene Rohgemisch zunachst sédulenchromatographisch an Kieselgel
(Eluent: Toluol/Aceton 15:1, v/v) gereinigt werden. Eine Isolierung des Produktes gelang
jedoch nicht, vielmehr wurde eine Reihe an phosphorylierten Spaltprodukten und grof3ere
Mengen an 198 erhalten, was auf eine Spaltung des phosphorylierten Produktes mit einer
chemischen Verschiebung von -24.5 ppm unter den Bedingungen der durchgefihrten
Chromatographie bzw. Aufarbeitung schlie3en lief3.

H. Jessen postulierte in seiner Dissertation die Bildung eines Dimers mit einem gleichen
Signalmuster und einer &hnlichen chemischen Verschiebung von -23 ppm. Diese Ver-
bindung wuirde bei der Hydrolyse des 5-Chlor-cycloSal-phosphorchloridates 205 ent-
stehen (Abb. 131).2*
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Abb. 131: Postulierte Nebenreaktion bei der Reaktio  n von 198 und 205 in Pyridin.

Folgende Annahmen filhrten zur Erklarung des erhaltenen *P-NMR-Signalmusters: Fir
das Dimer 211 wéren prinzipiell vier Konfigurationen mdglich (RS, SR, SS und RR).
Aufgrund des Inversionszentrums handelt es sich bei RS- und SR-211 um meso-
Verbindungen. RR- und SS-211 sind Enantiomere, so dass diese Verbindungen im
$Ip_NMR-Spektrum theoretisch nur Signal erzeugen sollten. Da die Phosphoratome mag-
netisch aquivalent sind, sollte keine zusatzliche P-P-Koppung auftreten, so dass das
Dimer 211 in einem *'P-NMR-Spektrum, wie beobachtet, mit insgesamt zwei Singuletts
auftreten sollte.”*® Da nach der Chromatographie des Rohproduktes ausschlieBlich Zer-
setzungsprodukte bzw. Edukte gefunden werden konnten, wird angenommen, dass das
Dimer 211 unter Feuchtigkeitseinfluss einer hydrolytischen Spaltung in das 5-Chlor-

cycloSal-Phosphat 192 unterliegt.

Da die beschriebene Dimerisierung theoretisch nur hydrolytisch katalysiert ablaufen kann,
wurde in einer Wiederholung der Reaktion unter analogen Bedingungen noch einmal
mehr auf den Ausschluss jeglicher Feuchtigkeit geachtet: Es wurde frisch absolutiertes
Pyridin verwendet, die Reaktionspartner, insbesondere der hygroskopische Zucker 198,
vor ihrem Einsatz mit Pyridin coevaporiert, intensiv im Hochvakkum getrocknet und
anschlieRend geldst in Pyridin eine Stunde Uber aktiviertem Molsieb stehengelassen.

Doch auch bei dieser Reaktion blieb die Bildung des gewtinschten Produkts aus.
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Als néchstes wurde dann Variationen des Losungsmittels vorgenommen. So wurde 198
mit 205 in THF unter Zusatz von zwei Aquivalenten Pyridin als Base umgesetzt. Auch in
diesem Fall konnte wahrend der *'P-NMR-spektroskopischen Verfolgung der Reaktion die
Bildung des Dimers beobachtet werden. Da auch nach einer Reaktionszeit von 6 h keine
Produktbildung beobachtet werden konnte, wurde die Reaktionslésung nach voll-
standigem Umsatz des eingesetzten Chloridates auf 4 T erwarmt und Uber Nacht
geruhrt. Das anschlieRend aufgenommene NMR-Spektrum wies auf eine Zersetzung des

Dimers, jedoch nicht auf den gewlinschten Triester 185 hin.

Um den Einfluss der Base auf die Synthese der cycloSal-(2d)-Rib-1-MPs zu untersuchen,
wurde im nachsten Versuch der Einsatz von DIPEA, welches auch in der Darstellung der
cycloSal-Triester Uber die Phosphor(lll)-Route verwendet wurde, erprobt. Zunachst wurde
die Reaktion in THF durchgefiihrt. Da das Chloridat 205 in diesem Medium jedoch eine
geringe Loslichkeit aufwies, wurde in einem zweiten Versuch Acetonitril als Lésungsmittel
verwendet. Wahrend der *'P-NMR-spektroskopischen Verfolgung dieser Reaktion konnte
neben der Entstehung von 211, zum ersten Mal die Bildung eines Produktes mit einer fur
cycloSal-Zucker-1-monophosphate typischen chemischen Verschiebung von -9.82 ppm
beobachtet werden. Zusatzlich wurden in geringem Mal3e diverse andere Nebenprodukte
gebildet (Abb. 132).
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Abb. 132: *P-NMR-Spektrum der Synthese von 186 in Acetonitril  unter Zusatz von DIPEA.

Nach vollstandigem Umsatz des im Uberschuss eingesetzten cycloSal-Phosphorchlori-
dates 205, wurde das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt und das erhaltene Rohprodukt

mehrmals sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt. Dabei konnte jedoch lediglich
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ein phosphoryliertes Nebenprodukt mit einem *P-NMR-Signal bei -16 ppm isoliert

werden, welches nicht naher charakterisiert wurde.

Da es auch unter den zuletzt gewahlten Reaktionsbedingungen abermals zur Bildung des
Dimers 211 kam, konnte auch in diesem Fall keine vollstandige Umsetzung von 198 mit
dem Chloridat 205 erzielt werden. Aus diesem Grund konnten die in Kapitel 8.2.3.3
beschriebenen Schwierigkeiten bei der chromatographischen Reinigung der Prodrugs
nicht umgangen werden, so dass der gewiinschte cycloSal-Triester 186 nur als Gemisch
mit dem eingesetzten Zucker 198 erhalten wurde. Der Umsatz bei dieser Reaktion schien
im Vergleich zu den Reaktionen der Phosphor(lll)-Route in Anbetracht der erhaltenen
Substanzmenge jedoch héher zu sein. Auf eine Bestimmung der Ausbeute musste ver-

zichtet werden.

Da zwar eine Optimierung der Synthese bzw. der chromatographischen Reinigung der
cycloSal-(2d)-Rib-1-MPs ber die Verwendung von cycloSal-Phosphorchloridaten nicht
gelungen ist, die Handhabung der Phosphor(V)-Reagenzien gegeniber den hoch-
reaktiven cycloSal-Chlorphosphiten jedoch stark vereinfacht ist, wurden die Synthesen
der Triester 184, 186 und 187 ebenfalls Uber den Phosphor(V)-Weg erprobt. Die
Reaktionen wurden in Acetonitril unter Zusatz von DIPEA durchgefiihrt. Dabei konnten
alle drei Verbindungen 184, 186 und 187 als Gemische mit dem jeweils eingesetzten
Zucker erhalten werden. Eine chromatographische Trennung beider Komponenten war

auch in diesen Fallen nicht moglich.

Bei der Umsetzung vom 5-Chlor-cycloSaligenylphosphorchloridat 205 mit 197 kam es wie
bei der Synthese von 184 zur Bildung eines Produktes mit einem *'P-NMR-Signal
bei -16 ppm. Bei den Reaktionen mit dem 3-Methyl-cycloSal-phosphorchloridat 206
blieben analoge Nebenreaktionen jedoch aus. Anhand der massenspektrometrischen
Daten konnte sowohl die molare Masse (ESI*-MS: m/z = 342.9688 [M]") als auch die
Summenformel (C14HyCl,04P) des phosphorylierten Nebenproduktes ermittelt werden. Die
Aufklarung der Struktur dieser Verbindung gelang jedoch aufgrund der widerspriichlichen
El-massenspektrometrischen und NMR-spektroskopischen Daten nicht. Wahrend
beispielsweise einige Fragmentpeaks des El-Massenspektrums (m/z =77, m/z =123)
eindeutig auf die Anwesenheit eines aromatischen Systems hinwiesen, zeigte das
'H-NMR-Spektrum lediglich Signale, die den Protonen der 2-Desoxy-D-Ribose sowie der
Acetylgruppen zugewiesen werden konnten. Protonensignale eines aromatischen Sys-
tems, welche in dem Bereich zwischen 6.5 und 8.0 ppm erwartet wurden, waren in dem

NMR-Spektrum hingegen nicht enthalten.
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Da eine vollstdndige chromatographische Reinigung der synthetisierten Prodrugs 184-187
nicht moglich war, musste die Auswertung der NMR-spektroskopischen Daten aus dem
erhaltenen Gemisch mit dem jeweils eingesetzten Zucker erfolgen. Fur ein cycloSal-(2d)-
Rib-1-MP sind aufgrund der zwei vorhandenen stereogenen Zentren prinzipiell vier Konfi-
gurationen (SR, RS, SS, RR) denkbar. Bei dem Produkt handelt es sich also um ein
Gemisch von zwei enantiomeren Paaren, so dass jedes Paar in einem *P-NMR-Spektrum
theoretisch nur ein Signal erzeugen sollte. Tatsachlich wurde dieses Signalmuster fur
5-Chlor-cycloSal-2d-Rib-MP 184 erhalten (Abb. 133). Im Gegensatz dazu ergaben sich fur
die Verbindungen 185-187 aus bislang ungeklarten Grinden komplexere Multipletts im
Bereich von -9 und -11 ppm (Kapitel 8.2.3.5:Abb. 136, Abb. 138).
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Abb. 133: 31P-NMR-Spektrum des Produktgemisches von 184 in CDCI 3,

Aus den 'H- und **C-NMR-spektroskopischen Daten wurde ersichtlich, dass der Triester im
Vergleich zum Zucker stets nur einen sehr geringen Anteil (<10%) des Produktgemisches
bildete. Zudem lagen beide Komponenten als Mischung ihrer Stereoisomere vor, so dass

auf eine vollstandige Auswertung der Spektren verzichtet wurde.

Zusatzlich zu den *'P-NMR-Spektren dienten daher ausschliellich ESI*-Massen-Spektren
zur Identifizierung der synthetisierten Triester 184-187 (Abb. 134).
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Abb. 134: ESI *-MS-Spektrum von 3-Methyl- cycloSal-2d-Rib-MP 185.

Im Anschluss an die Synthese der cycloSal-(2d)-Rib-1-MP-Prodrugs, sollte ihr Hydrolyse-
verhalten bei physiologischem pH-Wert untersucht werden. Zur Aufklarung des Hydro-
lyseverlaufs und zur ldentifizierung der Produkte sollte ihre Freisetzung *P-NMR-spek-

troskopisch und HPL-chromatographisch (UV-Detektion) verfolgt werden.

Da die Anwesenheit eines acetylierten Zuckers bei diesen Untersuchungen keinen
storenden Einfluss auf die Detektion haben sollte, konnten die generierten Prodrugs in
Form der erhaltenen Produktgemische eingesetzt werden, um erste Erkenntnisse Uber ihr
Hydrolyseverhalten zu erlangen. Lediglich eine genaue Bestimmung der Produkt-
konzentrationen wahrend der Messungen war unter diesen Voraussetzungen nicht

moglich.

Neben den acetylierten Prodrugs sollten fur spatere HPL-chromatographische Unter-
suchungen der Hydrolyse von cycloSal-Rib-1-MPs, benzoylierte Derivate dargestellt
werden. Diese zeichnen sich im Vergleich zu acetylierten Verbindungen durch eine
erhdhte UV-Aktivitdit aus und koénnten somit die Detektion der Hydrolyseprodukte

erleichtern.

Darstellung benzoylierter cycloSal-(2d)-Rib-1-MP-Prodrugs

Die Darstellung der benzoylierten Prodrugs 188 und 189 erfolgte analog zu den im vor-

herigen Kapitel vorgestellten Synthesen Uber die cycloSal-Phosphorchloridate (Abb. 135).
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Abb. 135: Darstellung von benzoylierten  cycloSal-Rib-1-MP-Prodrugs.

Leider war die Reinigung der benzoylierten cycloSal-Rib-MPs 188 und 189 aufgrund der
nahezu identischen Retentionsfaktoren von Produkt und Edukt auch in diesen Fallen nicht
mdglich, so dass auf eine genaue Bestimmung der Ausbeute verzichtet werden musste.

In den erhaltenen Produktgemischen lag 189 zudem in einem groRen Uberschuss vor.

Die Charakterisierung der benzoylierten Produkte erfolgte wie bei den Verbindungen 184-
187 tber die Auswertung der *P-NMR- und ESI-MS-Spektren der erhaltenen Produkt-

gemische.

8.2.3.5 Untersuchungen zur chemischen Hydrolyse lip  ophiler cycloSal-
(2d)-Rib-1-MP-Prodrugs

In diesem Teil der Arbeit werden erste Untersuchungen des Hydrolyseverhaltens der
generierten Zielverbindungen 184-189 bei physiologischem pH-Wert vorgestellt. Zur Auf-
klarung des Hydrolyseverlaufs und Identifizierung der Produkte sollte ihre Freisetzung
dabei sowohl *'P-NMR-spektroskopisch als auch HPL-chromatographisch verfolgt
werden. Da aus Vorarbeiten bekannt war, dass die Hydrolyse von cycloSal-Zuckermono-
phosphaten generell auf zwei verschiedene Weisen ablaufen kann (Abb. 116:
Weg A oder B),**’ sollte zudem gepriift werden, ob das Produktverhéltnis iiber Substi-
tuenteneffekte zu Gunsten des jeweiligen Monophosphates (194-196) beeinflusst werden
kann (Abb. 116: Weg A).

$Ip_NMR-spektroskopische Untersuchungen zur chemische n Hydrolyse lipophiler
cycloSal-(2d)-Rib-1-MP-Prodrugs

Die chemischen Hydrolysen der cycloSal-(2d)-Rib-1-MP-Prodrugs erfolgten in DMSO-dg
unter Zusatz eines Imidazol-HCI-Puffers (50 mM) bei pH 7.3 und Raumtemperatur. Dazu
wurde der jeweilige cycloSal-Triester in DMSO-ds geldst und die Hydrolyse durch Zugabe
der Puffer-Lésung gestartet. Die erste **P-NMR-spektroskopische Messung erfolgte direkt
nach Beginn der Hydrolyse, weitere Messungen wurden zunachst stiindlich, dann téglich

und abschlieBend wochentlich bis zum vollstéandigen Verbrauch der Prodrugs durchgefihrt.
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Zur Identifizierung der gebildeten Hydrolyseprodukte, wurden die nach Entfernen des

Ldsungsmittels erhaltenen Rohgemische massenspektrometrisch untersucht.

Hydrolyseverhalten der 5-Chlor-cycloSal-(2d)-Rib-1-MP-Prodrugs

Die chemische Hydrolyse von 5-Chlor-cycloSal-Rib-MP 186 wurde, wie oben beschrieben,

durch die Zugabe der Pufferlésung gestartet und sofort **P-NMR-spektroskopisch verfolgt

(Abb. 136). Dabei konnte schon nach einer Stunde eine deutliche Abnahme der Prodrug-

Signale (-9.5 bis -11.5 ppm) beobachtet werden, welche in der Zunahme eines einzigen

neuen Produktsignals bei -1.4 ppm resultierte (Abb. 136). Eine solche chemische Ver-

schiebung ist charakteristisch fur Zucker-1-Monophosphate, was darauf schlieBen lief3,

dass die Hydrolyse von 186 Uber einen nucleophilen Angriff eines Hydroxidions nach

Weg A verlief (Abb. 116).%*"
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Abb. 136: *P-NMR-spektroskopische Verfolgung der chemischen Hy

Imidazol-HCI-Puffer bei pH 7.3.
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Nach 48 h konnte ein vollstdndiger Verbrauch an Triester 186 zu Gunsten des neuen
Hydrolyseproduktes detektiert werden. Nach Entfernen des Ldsungsmittels wurde das
Hydrolysat zur Identifizierung des Hydrolyseproduktes massenspektrometrisch untersucht.
Dabei konnten dem ESI*-MS-Spektrum zwei Peaks (m/z = 379.0399 und m/z = 713.1101)
entnommen werden, die dem Phosphat 195 (M = 355.0436 g/mol) als [M+Na]" und [2M+H]"
zugeordnet werden konnten (Abb. 137), so dass die hydrolytische Spaltung von 186 nach
dem Reaktionsweg A (Abb. 116) angenommen wird.
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Abb. 137: ESI *-MS-Spektrum des Hydrolyseproduktes 195.

Die hydrolytische Spaltung von 5-Chlor-cycloSal-2d-Rib-1-MP 184 verlief zwar analog zu
der von 186 unter Freisetzung des 2d-Ribofuranosylmonophosphates 184 (6 = -1.2 ppm),
dennoch konnten einige Unterschiede im Hydrolyseverhalten beider Verbindungen festge-
stellt werden: Wahrend die Hydrolyse des Prodrugs 186 selektiv nach Weg A (Abb. 116)
verlief, kam es bei der hydrolytischen Spaltung von 184 in geringem Male zur Bildung
einiger Neben- bzw. Spaltprodukte, die eine massenspektrometrische Identifizierung des
Hauptproduktes aus dem Hydrolysat erschwerten. Zudem wurde ein vollstandiger Umsatz
von 184 erst nach 24 Tagen beobachtet, die Hydrolyse von 186 war im Vergleich zu 184

also stark verlangsamt.

Die Hydrolyse des benzoylierten 5-Chlor-cycloSal-Rib-1-MPs 188 verlief ebenfalls unter
Freisetzung des entsprechenden Ribofuranosylphosphates 196. Eine vollstandige Um-

setzung des Prodrugs konnte dabei schon nach drei Stunden beobachtet werden.

Hydrolyseverhalten der 3-Methyl-cycloSal-(2d)-Rib-1-MP-Prodrugs

Die Hydrolysen der 3-Methyl-cycloSal-(2d)-Rib-1-MP-Prodrugs 185 und 187 wurden analog
zu denen der 5-Chlor-substituierten Verbindungen in einem Imidazol-HCI-Puffer bei pH 7.3
durchgefihrt.

150



Resultate und Diskussion Teil Il

In Abb. 138 ist die *P-NMR-spektroskopische Verfolgung der chemischen Hydrolyse 187
dargestellt. Es ist schnell zu erkennen, dass das 3-Methyl-substituierte Prodrug 187 ein
deutlich anderes Hydrolyseverhalten zeigt als die 5-Chlor-substituierten 184, 186 und 188.
Bereits nach der ersten Messung, die unmittelbar nach der Zugabe des Puffers erfolgte, ist
neben den Signalen, die dem Prodrug zugeordnet wurden (-10 bis -12 ppm), die Bildung
eines Hydrolyseproduktes mit einem Signal bei -7.5 ppm zu erkennen (Abb. 138). Nach drei
Tagen konnte ein vollstandiger Umsatz des Triesters 187 beobachtet werden. Die Frei-
setzung des Ribofuranosylmonophosphates 195 mit einer chemischen Verschiebung
von -1.4 ppm blieb aus, so dass vermutet wurde, dass die Hydrolyse Uber Weg B
(Abb. 116) nach einer Syl-artigen Reaktion in cycloSal-Phosphat 193 und Ribose 198
resultierte. Dies konnte durch eine anschlieRende massenspektrometrische Untersuchung

des Hydrolysats bestatigt werden.?®’

0.5h o o/ji\l]
AcO—._ _O_ WO,PLO X
) CHj
AcO OAc
0 -2 -4 -6 -8 -10 -12 [ppm]
2h

0 2 4 -6 -8 10 -12 [ppm]

0 2 -4 6 -8 10 -12 [ppm]

Abb. 138: 31P-NMR-spektroskopische Verfolgung der chemischen Hy  drolyse von 187 zu 193 in
Imidazol-HCI-Puffer bei pH 7.3.
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Die Hydrolyse von 3-Methyl-cycloSal-2d-Rib-MP 185 verlief analog zu der von 187 unter
der selektiven Freisetzung von cycloSal-Phosphat 193 und dem 2d-Ribose-Derivat 197.
Allerdings verlief die hydrolytische Spaltung dieses Prodrugs, ahnlich wie schon bei den
5-Chlor-substituierten Verbindungen 184 und 186 beobachtet, viel langsamer als die des
Rib-MPs 187, so dass ein vollstédndiger Umsatz erst nach zehn Tagen festgestellt werden

konnte.

Die hydrolytische Spaltung des benzoylierten 3-Methyl-cycloSal-2d-Rib-1-MPs 189 erfolgte
ebenfalls unter Freisetzung des entsprechenden Zuckers 199 und dem cycloSal-Phosphat
193. Eine vollstandige Umsetzung des Prodrugs konnte bereits nach finf Stunden

beobachtet werden.

Zusammenfassung der 3*P-NMR-spektroskopisch verfolgten Hydrolysestudien

Die Hydrolyse von cycloSal-Zuckermonophosphaten kann generell auf zwei verschiedene
Weisen verlaufen. Uber die *'P-NMR-spektroskopische Verfolgung der chemischen
Hydrolyse der cycloSal-(2d)-Rib-MP-Prodrugs 184-189 bei physiologischem pH-Wert
konnte gezeigt werden, dass das Verhdltnis der Hydrolyseprodukte Uber die Substituenten

der aromatischen Maske massiv beeinflusst werden kann (Abb. 139):

Dabei verliefen die hydrolytischen Spaltungen der 5-Chlor-substituierten Triester 184, 186
und 188 (6 =-10 ppm) auf dem Reaktionsweg A unter Freisetzung des entsprechenden
Ribose-1-phosphates 193, 195 oder 196 (& =-1 ppm) (Abb. 136). Dieses Verhalten liegt
vermutlich in der destabilisierenden Wirkung des Akzeptorsubstituenten des aromatischen
Systems begriindet. Diese erleichtert einen nucleophilen Angriff auf das Phosphoratom,

welcher zur Spaltung der Phenylesterbindung fuhrt.

Die Hydrolysen der 3-Methyl-substituierten Prodrugs 185, 187 und 189 (& =-10 ppm)
hingegen fuhrten auf dem Weg B unter einer Syl-artigen Freisetzung des cycloSal-
Phosphates 193 (& = -7 ppm) zur Bildung des 1-OH-freien Zuckers 197, 198 oder 199
(Abb. 138).

Neben dem vom Substituenten X ausgetbten Effekt auf das Produktverhaltnis der
Hydrolyse, konnte ein vom Rest R abhangiger Einfluss auf die Hydrolysegeschwindigkeit
beobachtet werden: Wahrend die Hydrolyse der benzoylierten Prodrugs schon nach
wenigen Stunden (3 bzw. 5 h) abgeschlossen war, dauerte sie bei den acetylierten
Verbindungen wenige Tage (48 bzw. 78 h). Die hydrolytische Spaltung der 2-Desoxyribose-
Derivate hingegen bendtigte sogar mehrere Wochen (24 bzw. 10 d). Aul3erdem verlief die

Hydrolyse von 5-Chlor-cycloSal-2d-Rib-MP 184 unter Bildung einer Reihe von Produkten.
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Das Gefalle der Hydrolysezeiten der Prodrugs 184-189 liegt vermutlich in der unter-
schiedlichen Umgebung der Phosphatester begriindet. Acylgruppen in der 2-Position des
Zuckers besitzen eine elektronenziehende Wirkung und beglnstigen den nucleophilen
Angriff auf das Phosphoratom. Bei den akzeptorsubstituierten Verbindungen 184, 186 und
188, in denen der 5-Chlor-Substituent bereits einen destabilisierenden Effekt ausiibt, kommt
es daher zu einem schnelleren Bruch der Phenylesterbindung, was in einer spontanen
Spaltung des Benzylesters resultiert und somit zu dem entsprechenden Zucker-1-phosphat
fuhrt (Abb. 139; Weg A). Die Hydrolysegeschwindigkeit der acylierten Ribofuranosyl-

monophosphat-Prodrugs ist daher im Vergleich zu der der 2-Desoxy-Derivate erhéht.

Bei der Hydrolyse der 3-Methyl-substituierten Triester 185, 187 und 189 findet zudem eine
Stabilisierung des gebildeten Carbeniumions 213 Uber eine Beteiligung der Acyl-
Nachbargruppe statt (Abb. 139; Weg B), welche ebenfalls zur Erhéhung der Hydrolyse-
geschwindigkeit fuhrt. Durch die Mesomeriestabilisierung wird dieser Effekt bei den

benzoylierten Derivaten noch verstérkt.

Anhand der durchgefiihrten 3P-NMR-spektroskopischen Verfolgungen konnten somit erste
Erkenntnisse Uber die Hydrolyseverlaufe unterschiedlich substituierter cycloSal-(2d)-Rib-
MP-Prodrugs gewonnen werden. Neben den chemischen Verschiebungen der phos-
phorylierten Verbindungen dienten au3erdem ESI-MS-Spektren der Hydrolysate zur Identi-
fizierung der Hydrolyseprodukte.

Genauere Untersuchungen, wie die Bestimmung der einzelnen Hydrolysehalbwertszeiten,

sollten anschlieBend per HPL-chromatographie erfolgen
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Abb. 139: Hydrolyseverlaufe unterschiedlich substit uierter cycloSal-(2d)-Rib-1-MP-Prodrugs.

HPL-chromatographische Untersuchungen zur chemische n Hydrolyse lipophiler
cycloSal-(2d)-Rib-1-MP-Prodrugs

Die HPL-chromatographisch verfolgten Hydrolysestudien der cycloSal-(2d)-Rib-1-MP-
Prodrugs 184-189 bei physiologischem pH-Wert sollten zunachst chemisch induziert in
isotonischen Phosphatpuffern durchgefihrt werden bevor eine enzymatisch-unterstitze

Spaltung in Zellextrakten untersucht werden sollte.

Hierfir wurden die Verbindungen bei 37 < in Phosph atpuffer (pH 7.3) inkubiert und zu
bestimmten Zeiten der Hydrolysefortschritt mittels HPLC analysiert. Aufgrund der Ana-
logie der Verbindungen wurde dabei die von U. Muus fiir die Hydrolyse von cycloSal-
Glycosylmonophosphaten entwickelte HPLC-Methode unter UV-Detektion im Bereich

zwischen 197 und 215 nm verwendet.??

Erste Untersuchungen erfolgten mit den cycloSal-Rib-MP-Prodrugs 186 und 187. Diese
mussten in Form des erhaltenen Produktgemisches mit 198 eingesetzt werden, so dass
eine genaue Konzentrationsbestimmung der angesetzten Hydrolyselésungen nicht
mdglich war. Es wurde daher versucht die flr eine aussagekréaftige HPLC-Verfolgung
bendtigte Substanzmenge in Hydrolyse-Testlaufen durch Variation der eingesetzten

Substanzmenge (2 -15mg) und des Injektionsvolumen (10 -35 pL) zu ermitteln. Eine
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prazise Verfolgung der Zu- und Abnahme von Hydrolyseprodukten erfordert Signalintensi-
taten von mindestens 1000 milli-Absorptionseinheiten (MAE). Leider konnte in keiner der
Félle eine ausreichende Intensitat der Prodrug-Signale erzielt werden, so dass auf eine
HPL-chromatographische Verfolgung der Hydrolyse von cycloSal-(2d)-Rib-MP-Prodrugs

verzichtet werden musste.

Generell sollten sich die Prodrugs 184-187 jedoch aufgrund ihrer UV-absorbierenden aro-
matischen Maske fir Untersuchungen dieser Art eignen. Um eine genaue Konzentrations-
bestimmung fur eine ausreichende Signalintensitdt zu ermdglichen, sollten die Ver-
bindungen jedoch in grof3er Reinheit, d.h. nicht wie oben beschrieben in Form von

Gemischen, eingesetzt werden.

Eine Erhéhung der UV-Absorption der Prodrugs konnte durch die Einflhrung unge-
sattigter bzw. aromatischer Gruppen erreicht werden. Aus diesem Grund wurden neben

den acetylierten Triestern 184-187 auch benzoylierte Derivate 188 und 188 dargestellt.

Wahrend bei einer hydrolytischen Spaltung der acetylierten Prodrugs tber eine HPLC-
Verfolgung mit UV-Detektion ausschlie3lich die aromatisch maskierten Produkte bzw. die
Maske selbst detektiert werden kann, wére bei der Hydrolyse benzoylierter Prodrugs die
Detektion und somit auch die Bestimmung der Halbwertszeiten samtlicher
(Spalt-)Produkte mdglich. Wie oben (S. 147) beschrieben, konnten die benzoylierten
cycloSal-Rib-MP’s jedoch ebenfalls nur als Produktgemische mit dem nicht umgesetzten
Zucker 199 erhalten werden. Da es sich bei 199 im Gegensatz zu 197 bzw. 198 um ein
UV-aktives Zuckerderivat handelt, musste von einer HPL-chromatographischen Hydro-
lyseverfolgung Uber UV-Detektion abgesehen werden. Zwar eignete sich das Produkt-
gemisch fir eine *P-NMR-spektroskopische Untersuchung des Hydrolyseverhaltens,
ihren eigentlichen Zweck, welcher in der erleichterten UV-Detektion sdmtlicher Hydrolyse-

produkte lag, konnten die benzoylierten cycloSal-(2d)-Rib-1-MPs jedoch nicht erftllen.
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9 Zusammenfassung

9.1 Teil I: Synthese seltener und funktionalisierte ~ r NDP-Zucker

Glycosylierungen stellen die komplexexste Form der posttranslationalen Modifikation von
Proteinen dar und beeinflusst somit eine Vielzahl von fundamentalen biologischen Pro-
zessen (Kap. 1).2 Da Glycosyltransferasen (GT) in der Biosynthese verschiedenster Oligo-
saccharide und Glycokonjugate eine entscheidende Rolle spielen, wuchs das Interesse an
dieser Enzymklasse als molekulare Targets in der Biochemie und in der Entwicklung neuer
Wirkstoffe stetig. Um ein detailliertes Verstdndnis der GT-katalysierten Prozesse zu
erlangen, sind ausfihrliche Studien Uber die Struktur und die Funktionen der Glycosyl-
transferasen notwendig. Neben dem Bedarf an groReren Mengen des Enzyms, ist ein
synthetischer Zugang zu den natirlichen GT-Substraten, den Nucleosiddiphosphat-(NDP)-

242530, 7ydem  konnen

Zuckern, und ihrer Analoga von essenzieller Bedeutung.
entsprechend markierte NDP-Zucker als analytische Sonden in biochemischen Assays
eingesetzt werden. Die daraus resultierenden Erkenntnisse kdnnen zur Aufklarung der
katalytischen Mechanismen und zur Entwicklung von Substratanaloga als potentielle

Inhibitoren der Zucker-Ubertragungsreaktionen angewendet werden.

Eine zuverlassige, generell anwendbare und reproduzierbare Methode zur Darstellung von
strukturell vielfaltigen NDP-Zuckern und ihrer Analoga stellt die Verwendung von Akzeptor-
substituierten cycloSal-Nucleotiden als aktivierte Phosphatester dar. Die Zuckernucleotide
werden dabei in hohen Ausbeuten und zudem in Form reiner Anomere erhalten
(Kap. 2.4.2.2, S. 21).7-728991

9.1.1 Synthese fluoreszenzmarkierter GDP- B-L-fucose

Die humane Fucosyltransferase IX (hFucT-I1X) katalysiert den invertierenden Transfer einer
aktivierten Fucosyleinheit aus GDP-B-L-fucose 17 auf eine nichtreduzierende terminale
N-Acetyl-D-lactosamin-Einheit eines Akzeptors. Diese Fucosylierung bildet den letzten

Schritt in der Biosynthese terminaler Lewis-X-Epitope diverser Glycokonjugate.®°

Im Rahmen einer Kooperation verschiedener Arbeitsgruppen der Organischen Chemie und
der Biochemie der Universitat Hamburg, welche es sich zur Aufgabe gemacht hat, eine

Methode zu entwickeln, welche eine genaue Untersuchung der hFucT-IX-Aktivitat
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ermdglicht, bestand ein Ziel der vorliegenden Arbeit in der Darstellung von ATTO 550-

markierter GDP-f3-L-fucose 83.

Das Schlisselintermediat der Synthese bildete GDP-6-amino-6-desoxy-—L-galactose 73,
welche durch Reduktion aus dem entsprechenden Azido-Vorlaufer 71 erhalten werden

19 solite

sollte. Da es sich bei ATTO 550 um einen sehr teuren Fluoreszenzfarbstoff handelt,
die Anbindung des als NHS-Ester vorliegenden Chromophors uber die primére Amino-

gruppe von 73 erst im letzten Schritt der Syntheseroute erfolgen (Kap. 4.1.3, S. 38).

Die Synthesestrategie zur Darstellung von GDP-6-amino-6-desoxy-B-L-galactose 73 nach
dem cycloSal-Konzept war konvergent und umfasste die Darstellung der Schlusselbau-
steine 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-azido-6-desoxy-p-L-galactopyranosylmonophosphat 3-L-75a und
5-Nitro-cycloSal-N?-acetyl-2’,3™-di-O-acetylguanosinmonophosphat 85 (Kap. 4.1.3, S. 38 ).
Das cycloSal-Nucleotid 85 wurde ausgehend vom 5-Nitro-cycloSal-chlorophosphit 86 und
dem selektiv blockierten Guanosin 87 dargestellt und aufgrund seiner hohen Hydrolyse-
empfindlichkeit als Rohprodukt isoliert. (Kap. 4.1.3.1, S. 40).°%*?! Die Darstellung von 2,3,4-
Tri-O-acetyl-6-azido-6-desoxy-3-L-galactopyranosylmonophosphat [-L-75a erfolgte nach
einer literaturbekannten Methode nach Srivastava et al., welche durch die eigenstandige
Synthese von L-Galactose L-64 ergénzt und unter anderem durch den Einsatz eines Mikro-
wellensystems optimiert wurde. Dabei wurde B-L-75a Uber eine 8-stufige Synthese aus-
gehend von L-Galactono-1,4-lacton 96 mit einer Gesamtausbeute von 9% erhalten
(Kap. 4.1.3.2, S. 42).

Zur Ermittlung der optimalen Synthesestrategie fur die Darstellung von GDP-6-amino-6-
desoxy-B-L-galactose 73, wurden drei verschiedene Reaktionssequenzen (A-C) erprobt.
Das gewiinschte Produkt konnte dabei in allen drei Fallen in adaquaten Ausbeuten erhalten
werden, wobei Uber die Abfolge A (Knipfung der Pyrophosphatbriicke, Deacetylierung und
Reduktion der 6-Azidofunktion) die beste Ausbeute von 39% erzielt werden konnte
(Kap. 4.1.3.3, S. 49). Die bei den Synthesen der modifizierten GDP-Zucker 71 und 73 er-
zielten Ausbeuten stimmten in der GréRenordnung mit denen Uberein, die bei der Synthese
unmodifizierter GDP-Zucker mit Hilfe der cycloSal-Technik erreicht wurden (Kap. 4.1.3.4,
S. 53). Ein ausbeutelimitierender Einfluss der Modifikation auf die Reaktion konnte somit

nicht festgestellt werden.

Im finalen Syntheseschritt wurde der ATTO 550-NHS-Ester unter leicht alkalischen Bedin-
gungen mit GDP-6-amino-6-desoxy-B-L-galactose 73 umgesetzt, wobei die fluoreszenz-
markierte GDP-B-L-fucose 83 in einer sehr guten Ausbeute von 73% erhalten wurde
(Kap. 4.1.3.5, S. 55).
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Vor der Untersuchung der Aktivitdt der FucT-IX mit einem FRET-Assay, sollte Uberprift
werden, ob sowohl die ATTO 550-markierte GDP-B-L-fucose 83 als auch das von unseren
Kooperationspartnern dargestellte ATTO 647N-markierte Akzeptorsubstrat 82 von der

hFucT-IX als Substrate erkannt und enzymatisch umgesetzt werden kdnnen.

In Zusammenarbeit mit den Arbeitsgruppen von Prof. U. Hahn sowie Prof. S. Rohn wurden
mit FucT IX verschiedene Reaktionsansatze in unterschiedlichen Kombinationen von
markierten und natirlichen Substraten durchgefuhrt und anschlieRend mit Hilfe von Hoch-
leistungsdinnschichtchromatographie (HPTLC) analysiert. Anhand der massenspektro-
metrischen Detektion der Uber HPTLC getrennten Reaktionsprodukte konnte erfolgreich
bewiesen werden, dass die hFucT IX in der Lage ist, beide Substratanaloga 82 und 83 zu

erkennen und umzusetzen (Kap. 4.1.4, S. 58).

Diese Ergebnisse bilden die Grundlage fir weiterfihrende Untersuchungen der Enzym-
aktivitat Uber fluoreszierende Assays. So konnte die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
synthetisierte ATTO 550-markierte GDP-B-L-fucose 83 in Verbindung mit dem ATTO 674N
gelabelten Akzeptorsubstrat 82 als fluoreszierender Donor in einem auf FRET-basierenden
Assay zur Visualisierung der hFucT IX-Aktivitat dienen. Die daraus gewonnenen Erkennt-
nisse konnten zur Aufklarung ihres katalytischen Mechanismus” und ihrer Funktionen bei-
tragen und somit das rationale Design potentieller Inhibitoren vereinfachen. Zudem be-
stiinde eine weitere Verwendungsmaoglichkeit fir die ATTO 550 funktionalisierte GDP-B-L-
fucose 83 als Substrat von Fucosyltransferasen in der Markierung fucosylierter Proteine um
ihre Funktion in lebenden Zellen z.B. mit Hilfe der Fluoreszenz-Mikroskopie zu analy-

sieren.®

9.1.2 Synthese Triazol-modifizierter GDP-Zucker

Die meisten der bis heute entwickelten FucT-Inhibitoren verfligen Uber sehr geringe
Bindungsaffinitaten zum Enzym, daher besteht ein grol3es Interesse an der Entwicklung
neuer Strategien zum Auffinden hochwirksamer und spezifischer Hemmstoffe. Da ein
detailliertes Verstandnis von der Struktur der Fucosyltransferasen bislang fehlt, ist das
rationale Design von potentiellen FucT-Inhibitoren stark erschwert. Aus diesem Grund ist
man auf die Verflgbarkeit von Synthesemethoden angewiesen, welche einen schnellen
und zuverldssigen Zugang zu einer Vielzahl von strukturell unterschiedlichen Substrat-

analoga eroffnen.

Ziel dieser Arbeit war die Synthese der triazol-funktionalisierten GDP-Zucker 66-68.

Wahrend die Synthese der GDP-Struktur dabei nach dem cycloSal-Verfahren erfolgen
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sollte, sollte die Triazol-Modifikation Uber eine Kupfer(l)-katalysierte 1,3-dipolare Cyclo-
addition zwischen einem Glycosylazid und einem Alkin (CuAAC) eingefuihrt werden. Zur
Ermittlung der optimalen Synthesestrategie wurden zwei verschiedene Reaktionsse-
quenzen erprobt, welche sich lediglich in der Reihenfolge der Kniipfung von Triazol- und
Pyrophosphat-Einheit unterschieden (Kap. 4.2.1, S. 64). Als Ausgangsverbindungen beider
Routen dienten neben dem cycloSal-Triester 85 (Kap.4.1.3.1, S. 40), das Propargyl-
phosphat 11 (Kap. 4.2.3, S.66) und die 3-Glycosylazide D/L-106-108 (Kap. 4.2.2, S. 65).

Im ersten Schritt der Syntheseroute A erfolgte die Darstellung vom GDP-Alkin 12 durch Um-
setzung vom cycloSal-Triester 85 mit Propargylphosphat 11 mit einer Ausbeute von 21%
(Kap. 4.2.4, S. 67). Analog zu der von Lee et al. entwickelten Reaktionsabfolge®® wurde
anschlie3end versucht, 12 Gber eine CUAAC mit einem B-Glycosylazid D/L-106-108 in das
entsprechende GDP-Zucker-Derivat D/L-66-68 zu Uberfihren. Dabei konnte jedoch in

keinem Fall das gewlinschte Produkt isoliert werden (Kap. 4.2.4, S. 71).

Bei Syntheseroute B erfolgte vor der Knilpfung der Pyrophosphateinheit, die CuAAC
zwischen Propargylphosphat 11 und den verschiedenen B-Glycosylaziden D/L-106-108.
Wahrend die modifizierten Glycosylphosphate D/L-109-111 dabei mit guten Ausbeuten
zwischen 74% und 95% erhalten wurden, gelang die Umsetzung des Lactosylazids mit nur
56% (Kap. 4.2.5, S. 73). Im nachsten Schritt erfolgte der Aufbau der GDP-Struktur durch
Reaktion der modifizierten Glycosylphosphate D/L-109-111 mit cycloSal-Triester 85. Dabei
wurden die GDP-Zucker-Derivate D/L-66-68 in Ausbeuten zwischen 27% und 37% erhalten
(Kap. 4.2.5, S. 75). Mit den Uber den Syntheseweg B dargestellten funktionalisierten GDP-
Zuckern D/L-66-68 konnte somit ein neuartiger Zugang zu potentiellen FucT-Inhibitoren

entwickelt werden

Diese Verbindungen sollen im Rahmen einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof.
U. Hahn auf ihr Potential als Inhibitoren von Fucosyltransferasen untersucht werden. Dieses
Potential ergibt sich aus der Kombination von struktureller Modifikation und Ahnlichkeit,
welche die Verbindungen im Vergleich zu den natirlichen Substraten dieser Enzyme
aufweisen (Kap. 4.2.5, S. 77).

9.1.3 Synthese von TDP-6-desoxy- a/B-L-altrose

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Synthese von TDP-6-desoxy-a/p-L-
altrose a/B-45, welche fiir biosynthetische Studien Uber Lipopolysaccharide diverser Gram-
negativer Bakterien benétigt wird.*”*** Die Synthese beider Anomere dieses seltenen NDP-

Zuckers sollte nach der cycloSal-Methode Uber die Reaktion von 5-Nitro-cycloSal-3"-O-
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acetylthymidinmonophosphat 70 mit dem jeweiligen anomerenreinen 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-
desoxy-a/B-L-altropyranosylphosphat a-69 bzw. [B-69 erfolgen. Letztere sollten durch
Phosphorylierung aus 6-Desoxy-a/p-L-altrose 44 erhalten werden. Da es sich bei diesem
Desoxyzucker um einen kommerziell nicht erhaltlichen Vertreter der L-Hexosen handelt,
konnte er nicht als Ausgangsverbindung bei der Darstellung der Glycosylphosphate dienen,
sondern musste eigenstandig synthetisiert werden. Um einen Zugang im Gramm-Maf3stab
zu ermdglichen, sollte die 5-Epimerisierung der kostenglinstigen D-Galactose D-64 (Weg A)
bzw. ihres 6-Desoxy-Derivates D-15 (Weg B) den Schlisselschritt der Synthese bilden
(Kap. 4.3.1, S. 79).

Eine zuverlassige Methode fir die Umkehrung der Konfiguration von Alkoholen ist die
Mitsunobu-Reaktion.’****° Um eine solche Inversion in C5-Position von D-Galactose D-64
bzw. D-Fucose D-15 vornehmen zu kénnen, war es noétig, diese Monosaccharide als
Diethyldithioacetale 118 bzw. 119 in ihre offenkettige Form zu lberflihren. Nach erfolgter
Ring6ffnung konnte die Mitsunobu-Reaktion an der freien C5-Hydroxyfunktion durchgefthrt
werden. AnschlieRend wurden die Diethyldithioacetale 121 und 154 zu den entsprechenden
Dimethylacetalen 122 und 156 umgesetzt, welche in einer saurekatalysierten Umacetali-
sierung in die benzylierten Methyl-a-L-altropyranoside 123 und 141 uberfiihrt werden

konnten.

Im ersten Teil des Synthesewegs A ist es so gelungen, Methyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-L-
altropyranosid 123 ausgehend von D-Galactose D-64 Uber eine achtstufige Reaktions-
sequenz mit einer Gesamtausbeute von 24% darzustellen (Kap. 4.3.2, S.81). Da ein
Zugang zur 6-Desoxy-L-altrose 44 Uber die im zweiten Teil der Route erprobte Desoxy-
genierung von L-Altrose 42 verwehrt blieb (Kap. 4.3.3, S. 88), wurde fur den Synthese-
weg B die Abfolge von Epimerisierung und Desoxygenierung geéndert. Da die kommerziell
erhéltliche 6-Desoxy-D-galactose D-15 als Ausgangsverbindung in ausreichender Menge

zur Verfigung stand, konnte auf die Desoxygenierung verzichtet werden.

Uber den Syntheseweg B konnte (iber acht Stufen ausgehend von pb-Fucose D-15 mit einer
Gesamtausbeute von 4% erfolgreich ein Zugang zum Methyl-2,3,4-tri-O-benzyl-6-desoxy-a-

L-altropyranosid 141 erschlossen werden (Kap. 4.3.4, S. 101).

Nach einem Schutzgruppenaustausch wurde 160 Uber die Phosphoramiditmethode in das
entsprechende 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-a/B-L-altropyranosylphosphat a-69 Uberfuhrt
(Kap. 4.3.5, S. 107). Dieses wurde im Anschluss nach dem cycloSal-Verfahren durch
Reaktion mit 5-Nitro-cycloSal-3"-O-acetylthymidinmonophosphat 70 erfolgreich  zur

acetylierten TDP-6-desoxy-a-L-altrose a-45a umgesetzt (68%). Nach der finalen basischen
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Deacetylierung und anschlieBender Chromatographie wurde eine nahezu vollstdndige
Spaltung des zuvor dargestellten Produktes a-45a unter Bildung des bislang unbekannten
6-Desoxy-a-L-altropyranose-1,3-cyclophosphates 163 und TMP festgestellt (Kap. 4.3.5,
S. 113). Wahrend sich das cycloSal-Verfahren fir die Synthese der TDP-6-desoxy-a-L-
altrose a-45a als sehr geeignet erwies, sollten in weiterfihrenden Arbeiten alternative
Deacetylierungsbedingungen erprobt werden, unter denen eine Spaltung des NDP-Zuckers

verhindert werden kann.

9.2 Teil Il: Synthese und Charakterisierung lipophi  ler cycloSal-

(2-desoxy)-Ribofuranosylmonophosphat Prodrugs

Das Enzym Thymidin Phosphorylase (TP), welches die Spaltung von Thymidin in Thymin
und 2d-D-Rib-1-MP 162 katalysiert, schiitzt Tumorzellen tGber seine angiogenen und che-
motaktischen Funktionen vor der Sauerstoffmangel-induzierten Apoptose und stimuliert so
das Tumorwachstum.’®® Um die Rolle von 2d-p-Rib-1-MP 162 in diesen Prozessen ein-
gehender untersuchen zu kdnnen, ist es notwendig, diese polare Verbindung z.B. in Form
von lipophilen Prodrugs in Zellen einzuschleusen. Das Ziel des zweiten Teils dieser Arbeit
bestand daher in der Synthese und Charakterisierung lipophiler cycloSaligenyl-

(2-desoxy)-Ribofuranosylmonophosphat-Prodrugs.

Die Darstellung der cycloSaligenyl-Triester 184-189 wurde auf zwei unterschiedlichen
Wegen erprobt (Kap. 8.1, S. 129). Uber die Umsetzung der selektiv geschiitzten Zucker
197-199 mit den hochreaktiven cycloSal-Chlorphosphiten 203 bzw. 204 und an-
schlieRender Oxidation ist es gelungen, drei (184, 186 und 187) der vier acetylierten
Ribosylphosphat-Prodrugs darzustellen (Kap. 8.2.3.3, S. 136). Da die Produkte hierbei
jedoch nur in geringen Mengen und noch dazu als Gemische mit dem jeweils einge-
setzten Zucker erhalten wurden, welche aufgrund der nahezu identischen Retentions-
faktoren beider Komponenten chromatographisch nicht getrennt werden konnten, war

eine genaue Bestimmung des Reaktionsumsatzes bzw. der Ausbeute nicht maglich.

Mit Hilfe einer *'P-NMR-spektroskopischen Verfolgung konnte die Oxidation als ausbeute-
limitierender Schritt der Reaktionssequenz der Phosphor(lll)-Route identifiziert werden.
Aus diesem Grund wurde die Moglichkeit zur Darstellung der cycloSal-(2d)-Ribofuranosyl-
monophosphate 184-189 lber die weniger reaktiven cycloSaligenylphosphorchloridate
205 und 206 untersucht (Kap. 8.2.3.4, S. 141). Um die optimalen Reaktionsbedingungen
zu ermitteln, wurden mehrere Reaktionen unter Variation des Losungsmittels, der Base

und der Reaktionszeit durchgefithrt und die Reaktionsverlaufe **P-NMR-spektroskopisch
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verfolgt. Einzig bei den Reaktionen in Acetonitril unter Zusatz von DIPEA konnten alle der
gewunschten, sowohl acetylierten als auch benzoylierten cycloSal-(2d)-Ribose-1-MP-Pro-
drugs 184-189 dargestellt werden.

Eine Optimierung des Umsatzes gelang im Vergleich zur Phosphor(lll)-Route bei diesen
Reaktionen jedoch nicht, so dass die Produkte auch in diesem Fall als Gemische mit dem
jeweils eingesetzten Zucker erhalten wurden. Eine chromatographische Trennung beider
Komponenten war zwar nicht moglich, da die Verunreinigungen durch phosphorylierte
Nebenprodukte jedoch entfernt werden konnten, standen die erhaltenen Produktgemische
fur Studien zur Aufklarung ihres Hydrolysemechanismus zu Verfugung (Kap. 8.2.3.5,
S. 148). Uber die *P-NMR-spektroskopische Verfolgung der chemischen Hydrolyse der
cycloSal-(2d)-Rib-MP-Prodrugs 184-189 bei physiologischem pH-Wert in Imidazol-HCI-
Puffer konnte gezeigt werden, dass das Verhdltnis der Hydrolyseprodukte entscheidend
Uber Substituenten der aromatischen Maske beeinflusst werden kann (Abb. 139, S. 154):
So verliefen die hydrolytischen Spaltungen der 5-Chlor-substituierten Triester 184, 186
und 187 auf dem Reaktionsweg A unter Freisetzung des entsprechenden Ribose-1-
Phosphates (194-196) (Abb. 136, S. 149). Dieses Verhalten liegt vermutlich in der de-
stabilisierenden Wirkung des Akzeptorsubstituenten des aromatischen Systems be-
grindet, welche einen nucleophilen Angriff auf das Phosphoratom unter Spaltung der
Phenylesterbindung erleichtert. Die Hydrolysen der 3-Methyl-substituierten Prodrugs 185,
187 und 189 hingegen fuhrten auf dem Weg B unter einer Syl-artigen Freisetzung des
cycloSal-Phosphates 193 zur Bildung der 1-OH-freien Zuckers (197-199) (Abb. 138,
S. 151). Neben den chemischen Verschiebungen der phosphorylierten Verbindungen
dienten dabei ESI-MS-Spektren der Hydrolysate zur Identifizierung der Hydrolyse-
produkte.

Somit konnten anhand der durchgefiihrten **P-NMR-spektroskopischen Verfolgungen erste
Erkenntnisse Uber die Hydrolyseverldaufe unterschiedlich substituierter cycloSal-(2d)-Rib-

MP-Prodrugs gewonnen werden.
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10 Summary

10.1Part I: Synthesis of rare and functionalized N  DP-sugars

Glycosylation is the most complex form of posttranslational modification of proteins, which
influences various essential biological processes from structure and storage to signaling.?
The biosyntheses of a range of structurally diverse polysaccharides and glycoconjugates,
are catalyzed by glycosyltransferases (GT) using nucleoside diphosphate sugars (NDP
sugars) as donors (chap. 1). To obtain a detailed understanding of the GT-catalyzed
processes, extensive studies of the GT-structure and their functions are demanded.
Therefore, appropriately marked NDP sugars can be used as analytical tools in bioassays
to visualize the GT-activity. Resulting findings may contribute to an elucidation of the
catalytic mechanism and may help to develop substrate analogues as potential inhibitors of

the glycosyltransferases.

For biosynthetic studies of various glycoconjugates an efficient access to NDP sugars as
glycosyltransferase substrates is of crucial importance.?*?3% A reliable and high yielding
synthetic pathway for the synthesis of a large variety of naturally occurring NDP sugars as
well as NDP sugar analogues is based on the cycloSal approach. Thereby, strong acceptor
bearing cycloSal-nucleotides serve as active phosphate ester building blocks, which can be
reacted with anomerically pure glycopyranosyl phosphates to yield anomerically defined

71,72,89,91

sugar nucleotides (chap. 2.4.2.2, p. 21).

10.1.1 Synthesis of fluorescence-labeled GDP- L-fucose

Human fucosyltransferase 1X (hFucT-IX) mediates the inverting transfer of an activated
L-fucose to a terminal N-acetyl-D-lactosamine (LacNAc) unit representing the final step in

the biosynthesis of the Lewis X (Le*) epitope of various glycoconjugates.>**

This work is a part of a cooperation of several working groups of the Department Chemistry
of the University of Hamburg, which set its goal on a detailed investigation of the FucT-1X
activity. Within this framework, the aim of this thesis was the synthesis of ATTO 550-labeled
GDP-B-L-fucose 83.

The key intermediate of the synthesis was GDP-6-amino-L-fucose 73, which should be
obtained by reduction of the corresponding azido compound 71. Since the ATTO 550 dye
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was quite expensive, a synthesis concept was developed that allowed the introduction of

the dye to the primary amino group of 73 in the last step (chap. 4.1.3, p. 38).

For the synthesis of GDP-6-amino-L-fucose 73 two building blocks 85 and B-L-75a were
needed. 5-nitro-cycloSal-N*-acetyl-2’,3"-di-O-acetylguanosine monophosphate 85 was
synthesized by reaction of the N*-acetyl-2’,3'-di-O-acetylguanosine 87 with 5-nitro-cycloSal-
chlorophosphite 86. Because of its hydrolytic sensitivity 86 had to be isolated as a crude
product.  (chap. 4.1.3.1, p. 40).°°** 2 3 4-Tri-O-acetyl-6-azido-6-desoxy-B-L-galacto-

> which was

pyranosyl phosphate B-L-75a was synthesized by a published procedure,
supplemented by the separate synthesis of L-galactose D-64.'?® Furthermore, some
reactions were optimized using a microwave system. Starting from L-galactono-1,4-lacton
96, the needed glycosyl phosphate was obtained in an 8-step synthesis with an overall yield

of 9% (chap. 4.1.3.2, p. 42).

With both building blocks 85 and B-L-75a in hand, three different approaches (A-C) to the
key intermediate 73 were studied. As a conclusion, all three reaction sequences led to the
needed key intermediate 73 in adequate yields, although sequence A gave the best yield
(39%). Here, the cycloSal triester 85 was converted with the glycosylazide 3-L-75a and the
resulting product 71 was first purified and then quantitative hydrogenolysis yielded the
amine 73 (chap. 4.1.3.349, p. 49). In the final step, the ATTO 550 NHS-ester was converted
with GDP-6-amino-L-fucose 73 under slightly alkaline conditions to yield the target fluores-

cent GDP-fucose derivative 83 in a very good yield of 73% (chap. 4.1.3.5, p. 55).

Before investigating FucT-IX-activity in a FRET-based-assay, it was examined whether
FucT-1X is able to recognize both ATTO 550-labeled GDP-B-L-fucose 83 and ATTO 647N-
labeled LacNAc 82, latter was synthezed by one of our cooperation partners. In colla-
boration with the groups of Prof. U. Hahn and Prof. S. Rohn, various reactions of different
combinations of labeled and natural substrates in the presence of hFucT-I1X were monitored
by HPTLC (high-performance thin-layer chromatography). Successful recognition and
conversion of both substrate analogues, 82 and 83, by FucT-IX was verified by mass

spectrometric detection of the separated reaction products (chap. 4.1.4, p. 58).

These results form the basis for further studies of the enzymatic activity. In connection with
the labeled acceptor substrate 82, the ATTO 550-labeled GDP-B-L-fucose 83 could act as a
fluorescent donor in a FRET-based assay to visualize the hFucT-IX-activity in vitro. In
addition, 83 could be used for the intracellular localization of fucosylated glycoconjugates by

using fluorescence microscopy, for instance.*®
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10.1.2 Synthesis of triazole modified GDP-sugars

Since, most of the FucT-inhibitors, which have been developed so far, are in the micromolar
range and show low binding affinities to the enzyme, there is a great interest in finding new
strategies for identifiying effective and specific inhibitors. Due to the lack of detailed
structural data for FucTs, the rational development of potent FucT-inhibitors is very difficult.
Therefore, synthesis methods, which allow a fast and reliable access to a large number of

structurally diverse substrate analogues are of large interest.

The objective of this part of the thesis was the synthesis of the triazole modified
GDP sugars 66-68. While the synthesis of the GDP-structure should be achieved by the
cycloSal-approach, the triazole modification should be introduced by a Copper(l)-catalyzed
1,3-cycloaddition of a glycosyl azide and an alkyne (CUAAC). Two approaches to the target
molecules 66-68 were studied, which only differed in the order of both key reaction steps.
(chap. 4.2.1, p.64). Thereby, cycloSaltriester 85 (chap.4.1.3.1, p.40), propargyl
phosphate 11 (chap. 4.2.3, p.66) and the glycosyl azides D/L-106-108 (chap. 4.2.2, p. 65)
served as precursors for both routes.

In the first step of pathway A, the conversion of cycloSal-triester 85 with propargyl
phosphate 11 resulted in the formation of GDP alkyne 12 in 21% vyield (chap. 4.2.4, p. 67).
To obtain the GDP sugar derivatives D/L-66-68, several attempts have been made to link
the glycosyl azides D/L-106-108 to the alkyne 12 by using CUAAC in analogy to the reaction
sequence developed by Lee et al..>® However, in none of the cases the desired product was
isolated (chap. 4.2.4, p. 71).

On route B, the CuAAC between propargyl phosphate 11 and the various glycosyl
phosphate derivatives D/L-109-111 was followed by the formation of the pyrophosphate
bond: While the modified glycosyl phosphates D/L-109-111 were obtained in very good
yields between 74% and 95%, the conversion of lactosyl azide 108 led to 68 with 56% vyield
(chap. 4.2.5, p. 73). In the next step, the glycosyl phosphate derivatives were reacted with
cycloSal triester 85 yielding the corresponding GDP sugar derivatives D/L-66-68 in adequate
yields (27%-37%) (chap. 4.2.5, p. 75). So, a novel approach to potential FucT-inhibitors was

developed and can be used to generate more structures of interest.

In cooperation with the group of Prof. Hahn, these compounds will be tested for their
potential as FucT-inhibitors This potential results from their structural modification as well as

similarity compared to the natural substrate of the enzymes. (chap. 4.2.5, p. 77).
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10.1.3 Synthesis of TDP-6-deoxy- a/B-L-altrose

Another objective of this thesis was the synthesis of TDP-6-deoxy-a/B-L-altrose ap-45,

which was required for lipopolysaccharide biosynthesis studies. *"*%

The synthesis of both anomers of this rare NDP sugar should be conducted by the
cycloSal approach by reaction of 5-nitro-cycloSal-3"-O-acetylthymidine monophosphate 70
with the corresponding anomerically defined 2,3,4-tri-O-acetyl-6-deoxy-a/B-L-altropyranosyl
phosphate a-69 and B-69, respectively. Therefore, the latter B-69 were envisaged to be
generated by phosphorylation of 6-deoxy-L-altrose 44, which is a commercially non-avail-

able representative of the L-hexoses.

Our concept for the synthesis of L-altrose 42 and 6-deoxy-L-altrose 44 was based on the
5-epimerization of abundantly available D-galactose D-64 (pathway A) and D-fucose D-15
(pathway B), respectively (chap. 4.3.1, p. 79). One powerful method for the inversion of the
configuration of alcohols is the widely used Mitsunobu reaction.’* To enable the epimeri-
zation at C5 of 6-deoxy-D-galactose D-15 and D-galactose D-64, the glycopyranoses had to
be converted into their open chain diethyl dithioacetals 118 and 149, respectively. After
successful ring opening, those acyclic compounds were used in the following Mitsunobu
inversions. Subsequently, 121 and 154 were converted into the corresponding dimethyl
acetals 122 and 156, respectively. Further acid catalyzed transacetalisation led to the
benzylated L-altropyranosides 123 and 141.

Starting from D-galactose D-64, the first part of pathway A successfully provided an efficient
access to methyl 2,3,4,6-tetra-O-benzyl-L-altropyranoside 123 by an 8-step chemical
synthesis with a high overall yield of 24% (chap. 4.3.2, p. 81). In the second part, several
attempts have been made to convert L-altrose 42 into its 6-deoxy-derivative 44, but they all
failed for unknown reasons (chap. 4.3.3, p. 88). Hence, the sequence of epimerization and
deoxygenation was changed for synthesis pathway B. Since purchasable 6-deoxy-D-
galactose D-64 was available in sufficient quantities, the deoxygenation step could be

spared.

So, pathway B provided an efficient access to methyl 2,3,4,6-tetra-O-benzyl-6-deoxy-L-
altropyranoside 141 by an 8-step chemical synthesis starting from D-fucose D-15 with an
overall yield of 4% (chap. 4.3.4, p. 101).

After an exchange of protecting groups, 141 was converted into the corresponding 2,3,4-tri-

O-acetyl-6-deoxy-a-L-altropyranosyl phosphate a-69 by the phosphoramidite method,

166



Summary

subsequent hydrogenolysis and chromatographic separation of the resulting anomeric
mixture (chap. 4.3.5, p. 107).

While both precursors were available, the acetylated TDP-6-deoxy-a-L-altrose a-45a was
synthesized by reaction of 6-deoxy-a-L-altrosyl phosphate a-69a and 5-nitro-cycloSal-3"-O-
acetylthymidine monophosphate 70 (68%). In the basic deacetylation and chromatography
the decomposition of the product a-45 leading to TMP and the previously unknown 6-deoxy-

a-L-altropyranose 1,3-cyclophosphate 163 was observed (chap. 4.3.5, p. 113).

Hence, while the cycloSal-approach was proven to be suitable for the synthesis of TDP-6-
deoxy-a-L-altrose a-45, in further studies appropriate conditions should be investigated to

prevent the cleavage of the target NDP sugar during deacetylation.

10.2Part II: Synthesis and characterization of lip  ophilic cycloSal-

(2-deoxy)-ribofuranosylmonophosphate prodrugs

Thymidine phosphorylase (TP) is an enzyme, which catalyzes the reversible decompo-
sition of thymidine to thymine and 2-deoxy-D-ribofuranosyl phosphate 162 (2d-D-Rib-
1-MP). It promotes tumor growth and metastasis progression by preventing apoptosis and
inducing angiogenesis, the formation of new blood vessels.’®> Thus, TP turned out to be
a promising target for an antiangiogenic treatment of cancer. In order to prove whether
2d-D-Rib-1-MP 162 is actually responsible for the angiogenic stimulation, it is necessary to

deliver this compound into cells.

The objective of the second part of this thesis was the synthesis and characterization of
different lipophilic cycloSal-(2-desoxy)-ribofuranosyl monophosphate prodrugs 184-189 in
order to study their potential for a selective delivery of the corresponding 2d-D-Rib-1-MP.
For the synthesis of the cycloSal triesters 184-189, two different pathways were studied
(chap. 8.1, p. 129): By conversion of selectively blocked sugars 197-199 with highly
reactive cycloSal-chloro phosphites (203 or 204) and following in-situ oxidation of the
resulting cycloSal phosphite triesters, three (184, 186 and 187) out of four acetylated
ribofuranosylphosphate prodrugs were obtained (chap. 8.2.3.3, p. 136). Since the
products were received in only small quantities and also in form of inseperable mixtures
with each applied monosaccharide, an exact determination of the reaction yield was not
possible. By **P-NMR spectroscopic reaction monitoring, the oxidation could be identified

as vyield limiting step of the phosphorus(lil)-pathway.
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For this reason another pathway using less reactive cycloSal chlorophosphates 205 and
206 was explored (chap. 8.2.3.4, p.141). In order to determine the ideal reaction
conditions yielding the desired cycloSal-triesters 184-189, several reactions were carried
out varying the solvent, the base as well as the reaction time and the progression was
followed by *'P-NMR spectroscopy. Thereby, only reactions performed in acetonitrile
under addition of DIPEA led to the acetylated and benzoylated prodrugs 184-189. Never-
theless, in comparison with the phosphorus(lll)-pathway, an optimization of reaction yield
could not be achieved, so that the products were obtained only in inseparable mixtures

with each applied monosaccharide again.

Because of the fact that all phosphorylated byproducts were easily removed by chromato-
graphy, the resulting product mixtures were suitable for further chemical hydrolysis studies
followed by **P-NMR spectroscopy (chap. 8.2.3.5, p. 148). It revealed that substituents of
the aromatic mask exercise a significant influence on the ratio of hydrolysis products
(fig. 139, p. 154): While hydrolysis of the acceptor-substituted (e.g. 5-Cl) triesters 184, 186
and 188 proceeded under release of the corresponding ribosyl phosphates 194, 195 or
196 (pathway A, fig. 136, p. 149). Hydrolytic cleavage of the donor substituted prodrugs
185, 187 and 189 led to the 1-OH-free monosaccharides 197, 198 or 199 and cycloSal-
phosphate 193 (fig. 138, p.151). The hydrolysis products were identified by both
¥ P_-NMR-spectroscopic and mass spectrometric data.

Based on these investigations, first insights into the hydrolysis behavior of different

substituted cycloSal-(2d)-Rib-MP-prodrugs were obtained.
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11 Experimenteller Teil

11.1 Verwendete Chemikalien, Methoden und Geréate

11.1.1 Lésungsmittel

Aceton:

Acetonitril;

Benzol:

Benzylbromid:

Dichlormethan:

Diethylether:

N,N-Dimethylformamid:

Dimethylsulfoxid:

DIPEA:

Essigsaureethylester:

C3HgO; Sdp: 56.2 C; Uber Phosphor(V)-oxid getrocknet und

bei Normaldruck unter Stickstoff destilliert.

C,Hs3N; Sdp: 81.5 C; lber Calciumhydrid getrocknet und bei
Normaldruck unter Stickstoff destilliert.

CeHs; Sdp: 80.0 €C; tber Kalium getrocknet und bei Norm al-

druck unter Stickstoff destilliert.

C;H;Br; Sdp: 198 €C; zur Synthese im Vakuum unter
Stickstoff destilliert.

CH.Cl,; Sdp: 40.0 C; zur praparativen Chromatographie
Uber Calciumchlorid getrocknet und bei Normaldruck
destilliert; zur Synthese Uber Calciumhydrid getrocknet und

bei Normaldruck unter Stickstoff destilliert.

C4H100; Sdp: 34.6 C; Uber Natrium getrocknet und bei

Normaldruck unter Stickstoff destilliert.

C3H;/NO; Sdp: 153.0 C; Uber Calciumhydrid getrocknet und

im Vakuum unter Stickstoff destilliert.

C,HeSO; Sdp: 72.0 C; Uber Calciumhydrid getrocknet und

im Vakuum unter Stickstoff destilliert.

CgHigN; Sdp: 127 <T; zur Synthese im Vakuum unter
Stickstoff destilliert.

C4HgOy; Sdp: 77.1 C; zur Chromatographie tber Calcium-

chlorid getrocknet und bei Normaldruck destilliert.
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Ethanol: C,HgO; Sdp: 78.3 C; uber Natrium getrocknet und unter
Stickstoff destilliert.

Petrolether (50-70): Sdp: 50 — 70 C; zur praparativen Chromatographie bei

Normaldruck destilliert.
Phosphor(lIl)-chlorid: PCl3; Sdp: 76.0 C; zur Synthese unter Stickstoff desti lliert.

Pyridin: CsHsN; Sdp: 116 <C; Uber Calciumhydrid getrocknet und b ei
Normaldruck unter Stickstoff destilliert.

Tetrahydrofuran: C4HgO; Sdp: 65.4 <T; uber Kalium getrocknet und bei

Normaldruck unter Stickstoff destilliert.

Toluol C;Hg; Sdp: 111 ; Uber Natrium getrocknet und bei Norm al-

druck destilliert.

Triethylamin: CeHisN; Sdp: 89 <, Uber Natrium getrocknet und bei

Normaldruck unter Stickstoff destilliert.

11.1.2 Chromatographie

Dinnschichtchromatographie:

Fur die Dunnschichtchromatographie wurden mit Kieselgel beschichtete Aluminiumfolien
(Merck Nr. 5554; Schichtdicke 0.2 mm und Macherey-Nagel: ALUGRAM® Xtra SIL
G/UVzs4 Nr. 818333) verwendet. Die Laufstrecke der Substanzen betrug 5 - 6 cm. Alle
Ri-Werte wurden bei Kammerséttigung ermittelt. Die Detektion der UV-aktiven
Substanzen erfolgte mit einer UV-Lampe bei einer Wellenlange von 254 nm und durch
Eintauchen in eine 10%ige wassrige Schwefelsdure und anschlieRender

Warmebehandlung.

Zentrifugale Dinnschichtchromatographie (Chromatotron):

Zur Trennung von Substanzgemischen mit Rohausbeuten von maximal 4 g stand ein
Chromatotron der Firma Harrison Research, Modell 7924 T zur Verfigung. Als Material
zur Trennung diente gipshaltiges Kieselgel 60 PF254 (Merck Nr. 7749) in Schichtdicken
von 1, 2 und 4 mm auf Glasplatten (Durchmesser: 20 cm). Die Detektion der UV-aktiven
Substanzen erfolgte mit einer UV-Lampe der Firma Konrad Benda bei einer Wellenlange

von 254 nm.
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Praparative Dinnschichtchromatographie:

Die praparativen dunnschichtchromatographischen Trennungen wurden an Macherey-
Nagel DC-Fertigplatten SIL G-200 UV,s54 mit einer Schichtdicke von 2.0 mm an Kieselgel

mit Fluoreszenzindikator UV,s, durchgefihrt.

Praparative Saulenchromatographie:

Die saulenchromatographischen Trennungen wurden an Kieselgel 60 (230 — 400 mesh,
KorngroRe 0.040 —0.063 nm, Merck) durchgefihrt. Es wurden stets destillierte

Lésungsmittel verwendet.

Umkehrphasenchromatographie (RP-Chromatographie):

Fur die Saulenchromatographie sehr polarer Substanzen kam LiChroprep RP-18 (40-

63 um) als Trennungsmaterial zum Einsatz.

11.1.3 Kernresonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie

Die NMR-Spektren wurden in den NMR-spektroskopischen Abteilungen der Universitat

Hamburg aufgenommen.
Zur Verfugung standen dabei folgende Geréte:

* Bruker AMX 400 (*H mit 400 MHz; *3C mit 101 MHz)

* Bruker AV 400 (*P mit 162 MHz)

« Bruker DMX 500 (*H mit 500 MHz; **C mit 125 MHz; *'P mit 202 MHz)
* Bruker AVANCE 400 (*H mit 400 MHz; *'P mit 162 MHz)

Korrelationsspektren:

Zusétzlich wurden von allen luftunempfindlichen Verbindungen 'H,'H- sowie 'H,**C-
Korrelationsspektren (H,H-COSY bzw. HMBC und HSQC) aufgenommen.

Standardisierunq:

'H-NMR: Die Standardisierung erfolgte gegen CDCl; (6 = 7.26 ppm), DMSO-d¢ (0 =
2.50 ppm) und D,O (6 = 4.79 ppm).

13C-NMR: Die Standardisierung erfolgte gegen CDCl; (6 = 77.16 ppm) und DMSO-ds
(© = 39.52 ppm).
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3P.NMR: Die Standardisierung erfolgte gegen einen externen Standard (85%ige

Phosphorsaure).

Multiplizitdten:

Zur Wiedergabe der Multiplizitaten in den *H-, *C- und **P-NMR-Spektren finden folgende
Abktrzungen Verwendung:

s = Singulett, d = Dublett, dd = Dublett eines Dubletts, t = Triplett, g = Quartett,
dg = Dublett eines Quartetts, quin = Quintett, sept = Septett, m = Multiplett.

11.1.4 Massenspektrometrie (MS)

Die El-Massenspektren wurden an der Universitait Hamburg an einem VG Analytical

VG/70-250S-Spektrometer (doppelt fokussierend) gemessen.

Die ESI-Massenspektren wurden an der Universitdt Hamburg mit einem Elektrospray-
Gerat (Hewlett Packard HP 5989 B MS mit einem ESI Interface HP 599 87 A API oder
Finnegan MAT 95 Trap XL oder einem Agilent Technologies ESI-TOF 6224
Massenspektrometer im Negativ- oder Positiv-Modus) gemessen und mit der Software
ISIS 8.1 nachbearbeitet. Als Flie3mittel wurde Acetonitril mit 0.1 % Essigsaure (ESI+)

oder 1:1 v/v benutzt.

Die FAB-Massenspektren wurden an der Universitdt Hamburg mit einem doppelt-
fokussierenden Spektrometer VG/70-250 F der Firma VG Analytical gemessen. Als Matrix

diente dabei m-Nitrobenzylalkohol.

11.1.5 Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie (FT- IR)

Die Infrarotspektren wurden an einem IR-Spektrometer ATR platinum Diamond der Firma

Bruker gemessen.

11.1.6 Sonstige Gerate
* Polarimeter

Drehwerte optisch aktiver Substanzen wurden mit einem Kriss Optronic Polarimeter
P 8000 in 10 cm Kulvetten mit einer Natriumlampe bei einer Wellenlange von 589 nm

gemessen.
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¢ Gefriertrocknung

Wassrige Losungen wurden an einer Amsco/Finn-Aqua Lyovac GT2 Gefriertrocknungs-

anlage bzw. an einer Christ/Alpha 2-4 Gefriertrocknungsanlage gefriergetrocknet.

¢ Schmelzpunktbestimmung

Die Schmelzpunkte wurden mit einem Schmelzpunkt-Messgerat apotec der Firma Otto

Stein ermittelt.
* Mikrowelle

Fur Mikrowellen unterstiitzte Reaktionen wurde eine Mikrowelle CEM Discover® LabMate
der Firma CEM Corp. verwendet. Es wurde dabei im ,open vessel“-Modus bei 150 W

gearbeitet.

e Zentrifuge

Suspensionen des Hydrierkatalysators wurden an einer Heraeus Biofuge Primo R bei

6000 U/min zentrifugiert.
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11.2 Synthesen

11.2.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAV)

AAV 1: Synthese von Salicylalkoholen durch Reduktio n von Carbonylverbindungen

Die Reaktionen wurden in einer Stickstoffatmosphéare durchgefihrt. Es wurden
2.0 Aquivalente Lithiumaluminiumhydrid in abs. THF suspendiert. Zu dieser Suspension
wurde bei Rt eine Losung von 1.0 Aquivalenten der jeweiligen Salicylsaure in abs. THF
tber 30 min hinzugetropft und anschlieRend tber Nacht bei Rt geriihrt. Danach wurde
noch eine Stunde unter Ruckfluss erhitzt. Uberschissiges Lithiumaluminiumhydrid wurde
bei 0 € zunéchst durch vorsichtige Zugabe von Eis und anschlie3end durch Zugabe von
2 M Salzsaure hydrolysiert bis ein pH-Wert zwischen 4 und 5 erreicht war. Nach Zugabe
von Wasser wurden die Phasen getrennt und die wassrige Phase noch dreimal mit
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden (ber Natriumsulfat
getrocknet und das Lésungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Die Produkte wurden

im Olpumpenvakuum getrocknet.

AAV 2: Synthese von cycloSaligenylchlorphosphiten

Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurde 1.0 Aquiva-
lente des jeweiligen Salicylalkohols in abs. Diethylether gelost und auf -20 C gekihlt.
AnschlieRend wurden bei -20 T 1.2 Aquivalente PCl; zugegeben und nach ca. 5 min
2.3 Aquivalente abs. Pyridin, gelést in abs. Diethylether (bzw. abs. THF), Uber einen
Zeitraum von 45 min bis 1 h zugetropft.

Nach beendeter Zugabe wurde die Reaktionslésung dann auf Rt erwarmt und noch 2 h
geruhrt. AnschlieBend wurde die Losung Uber Nacht bei -20 C aufbewahrt, um eine
vollstandige Fallung des entstandenen Pyridiniumhydrochlorids zu gewahrleisten, welches
anschliel3end unter N,-Atmosphare filtriert wurde. Das Lésungsmittel wurde im Vakuum
entfernt. Aufgrund der Hydrolyseempfindlichkeit der Produkte wurde auf eine saulenchro-
matographische Reinigung verzichtet und die erhaltenen Rohprodukte in nachfolgenden

Synthesen ohne weitere Reinigung eingesetzt.

AAV 3: Synthese von cycloSaligenylphosphorchloridaten

Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurden

1.0 Aquivalente des jeweiligen Salicylalkohols und 2.1 Aquivalente Triethylamin in abs.

Diethylether oder abs. THF gel6st und Uber einen Zeitraum von 30 min Uber aktiviertem
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Molsieb (4A) in einem Tropftrichter getrocknet. Danach wurde diese Mischung iiber einen
Zeitraum von 1.5 h in eine auf -60 T gekuhlte Losu ng von 1.1 Aquivalenten Phosphoryl-
chlorid in Diethylether oder THF getropft. Das Molsieb wurde mit dem jeweiligen Lésungs-
mittel nachgespilt und dann weitere 100 min bei -40 C gerihrt. Die Reaktionsldsung
wurde filtriert und das Losungsmittel entfernt. Die Reinigung der Rohprodukte erfolgte
saulenchromatographisch an Kieselgel mit PE/EE v/v 2:1 als Eluenten. Das Lésungsmittel
der Produkt-beinhaltenden Fraktionen wurde anschlieend bei Rt im Vakuum mit Hilfe

einer Arbeitskihlfalle entfernt.

AAV 4: Synthese von cycloSal-Triestern

Variante |: Synthese von cycloSal-Triestern durch Umsetzung mit cycloSaligenylchlor-
phosphiten (AAV 4.1)

Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Die zu veresternde
Verbindung (1.0 Aquivalent) wurde in abs. Acetonitrii gelést und bei —20 T mit je
2.0 Aquivalenten DIPEA versetzt und 30 Minuten {ber wenigen Kdérnern Molsieb 3 A
getrocknet. AnschlieRend wurden 2.0-2.5 Aquivalente des entsprechenden Saligenylichlor-
phosphits, ebenfalls geldst in abs. Acetonitril, langsam zu der Reaktionslésung hinzu-
getropft. Nach beendeter Zugabe wurde das Reaktionsgemisch bis zur vollstandigen
Umsetzung der zu veresternden Verbindung (DC-Kontrolle: CH,Cl,/MeOH 9:1) bei Rt
gerihrt (3-5 h). Anschlieend wurden zur Oxidation der Phosphor-(lll)-Verbindung

bei -10 T 4.0 Aquivalente Oxone ®, geldst in wenig kaltem Wasser, zugegeben. Nach
beendeter Zugabe wurde das Kaltebad entfernt und die erhaltene Suspension 15 Minuten
bei Rt gerthrt. Nach vollendeter Oxidation (DC-Kontrolle CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v) wurden
dem Reaktionsgemisch Ethylacetat sowie kaltes Wasser zugegeben, die organische
Phase zweimal mit Wasser gewaschen und die wassrige Phase mit EE extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden lber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene Rickstand wurde in
Dichlormethan aufgenommen und von unléslichen Bestandteilen durch Filtration befreit.
Nach Entfernen des Losungsmittels wurden meist gelbliche Schdume erhalten.

Die 5-Chlor- und 3-Methyl-substituierten Rohprodukte wurden am Chromatotron
(CH,Cl,/MeOH-Gradient (angesauert mit 0.1% Essigsaure)) gereinigt und anschlieRend
gefriergetrocknet (Acetonitril und Wasser (1:2 v/v)).

Aufgrund ihrer hohen Hydrolyse-Empfindlichkeit wurden die 5-Nitro-substituierten
Rohprodukte ohne einen weiteren Reinigungsschritt gefriergetrocknet und direkt in nach-

folgenden Reaktionen eingesetzt.
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Variante Il: Synthese von cycloSal-Triestern durch Umsetzung mit cycloSaligenylphosphor-
chloridaten (AAV 4.2)

Um Feuchtigkeit auszuschlieRen wurden die Reaktionen unter Stickstoff als Inertgas
durchgefiihrt. Ein Aquivalent der zu veresternden Verbindung wurde mit abs. Pyridin
coevaporiert, 1-2 Stunden im Olpumpenvakuum getrocknet. AnschlieRend wurde diese
wieder in wenig abs. Pyridin geldst, die Losung auf —40 T gekihlt und es wurden
1.9 Aquivalente des entsprechenden cycloSaligenylphosphorchloridats, geldst in abs.
THF, Uber einen Zeitraum von 1 h hinzugetropft. Danach wurde bei —40 bis —-60 C
weitere 5h geruhrt und das Losungsmittel im Olpumpenvakuum entfernt. Die Roh-

produkte wurden saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt.

Variante lll: Synthese von cycloSal-Triestern durch Umsetzung mit cycloSaligenylphosphor-
chloridaten (AAV 4.3)

Um Feuchtigkeit auszuschlieRen wurden die Reaktionen unter Stickstoff als Inertgas
durchgefuhrt. Ein Aquivalent der zu veresternden Verbindung wurde mit abs. Pyridin
coevaporiert, 1-2 Stunden im Olpumpenvakuum getrocknet, in abs. Acetonitril geldst,
bei -20 T mit je 2.0 Aquivalenten DIPEA versetzt und 30 Minuten tber wenigen Koérnern
Molsieb 3 A getrocknet. AnschlieRend wurden 2.0-2.5 Aquivalente des entsprechenden
cycloSaligenylphosphorchloridats, ebenfalls geldst in abs. Acetonitril, langsam zu der
Reaktionsldsung hinzugetropft. Nach beendeter Zugabe wurde das Reaktionsgemisch bis
zur vollstandigen Umsetzung der zu veresternden Verbindung (**P-NMR-spektros-
kopische oder dinnschichtchromatographische Verfolgung) 3 bis 5 h bei Rt gerihrt. Die

Rohprodukte wurden saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt.

AAV 5: Spaltung von Benzylethern

Variante | (AAV 5.1):

In einer Stickstoffatmosphare wurde die jeweilige benzylgeschitzte Verbindung
(1.0 Aquivalent) zunéchst in abs. Methanol geldst und dann tropfenweise mit 2.0 Aqui-
valenten Triethylamin versetzt. Anschlielend wurde die Reaktionslosung je nach
AnsatzgrofRe mit ein bis drei Spatelspitzen Pd/C (10%ig) versetzt und der Reaktions-
ansatz wurde bei leichtem H,-Uberdruck bei Rt reduziert. Die Reaktionszeit betrug
24-48 h (DC-Kontrolle). Nach vollstandigem Umsatz des Eduktes wurden die Pd/C-Ruick-
stande mit Hilfe einer Zentrifuge vollstdndig abgetrennt. Das Rohprodukt wurde in CH,Cl,
aufgenommen, finfmal mit Wasser extrahiert und konnte aus den vereinigten wassrigen
Fraktionen durch Gefriertrocknung gewonnen werden. Das Rohprodukt wurde
anschlie3end an Kieselgel mit CH3;CN/H,O 5:1 v/v als Eluent gereinigt.
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Variante Il (AAV 5.2):

Die benzylgeschiitzte Verbindung (1.0 Aquivalent) wurde zun&chst in abs. Methanol
geldst, mit einer katalytischen Menge an Pd(OH), (20 wt. % Pd) an Kohle versetzt und
dann unter leichtem H,-Uberdruck ca. 24 h bei Rt geruihrt. Nach vollstandigem Umsatz
des Eduktes (DC-Kontrolle: CH3;CN/H,O 5:1 v/v) wurden Pd(OH)./C-Rickstande mit Hilfe
eines Spritzenfilters oder einer Zentrifuge vollstandig abgetrennt und das Losungsmittel

im Vakuum entfernt.

Variante Il (AAV 5.3):

Zunéchst wurden 7.0 Aquivalente Zinkchlorid solange erhitzt bis eine farblose Schmelze
entstand. Nach Abklhlen auf Rt wurde diese dann in einer Mischung aus Essigsaure und
Essigsaureanhydrid (2:1 v/v) gelost. Diese Lésung wurde anschlieBend zu einer Lésung
aus 1.0 Aquivalenten des benzylierten Zuckers in einer Mischung aus Essigsaure und
Essigsaureanhydrid (2:1 v/v) gegeben. Die Reaktion wurde dinnschichtchromato-
graphisch verfolgt. Die Reaktion wurde sobald die Bildung eines weiteren Produktes zu
beobachten war, trotz unvollstindigem Edukt-Umsatzes, durch Zugabe von Wasser
gestoppt und dreimal mit CH,CI, extrahiert. Die organische Phase wurde erst mit ges.
Natriumhydrogencarbonatlésung, dann mit Wasser gewaschen, Uber Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der erhaltene Rickstand wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel mit PE mit einem EE-Gradienten (PE/EE 8:1 >
3:1 v/v) gereinigt.

AAV 6: Acetylierung von Hydroxylgruppen

Die zu acetylierende Verbindung (1.0 Aquivalent) wurde zunachst in abs. Pyridin geldst,
mit 3.0 Aquivalenten (pro Hydroxylgruppe) Essigsaureanhydrid versetzt und das
Reaktionsgemisch 18 h bei Rt geruhrt. Danach wurde das Ldsungsmittel im Vakuum
entfernt und anschlieBend mehrmals mit Toluol codestilliert bis kein Pyridin mehr
vorhanden war. Der Rickstand wurde in Ethylacetat aufgenommen und grindlich mit
Wasser und gesattigter Natriumchloridlosung gewaschen. Nach Trocknung Uber
Natriumsulfat und Entfernen des Ldsungsmittels im Vakuum wurde das Rohprodukt

séaulenchromatographisch an Kieselgel mit PE/EE als Eluent gereinigt.

AAV 7: Selektive Freisetzung der anomeren Hydroxylg  ruppe peracetylierter Zucker

Variante |: Freisetzung durch Umsetzung mit Hydrazinacetat (AAV 7.1)

In einer Stickstoffatmosphare wurde der peracetylierte Zucker (1.0 Aquivalent) in abs.

DMF gelost und mit Hydrazinacetat (1.2 Aquivalente) versetzt. Das Reaktionsgemisch
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wurde solange auf 50 T erwarmt bis das Hydrazinace tat vollstandig gelost war.
AnschlieBend wurde unter Rihren auf Rt gekihlt und der Umsatz dinnschicht-
chromatographisch (PE/EE 2:1 v/v) verfolgt. Nach beendeter Reaktion wurde die
Reaktionslosung in Ethylacetat aufgenommen und zweimal mit geséattigter Natriumchlorid-
Losung gewaschen. Nach Trocknung uber Natriumsulfat wurde das L&sungsmittel
zunéichst am Rotationsverdampfer eingeengt und restliches DMF dann im Olpumpen-
vakuum entfernt. Der olige Rickstand wurde mehrfach mit Toluol und CH.CI,
coevaporiert. Die abschlielende Reinigung erfolgte sdulenchromatographisch an Kiesel-
gel mit PE/EE 2:1 v/v als Eluenten.

Variante |I: Freisetzung durch Umsetzung mit Tributylzinnmethoxid (AAV 7.2)

Um Feuchtigkeit auszuschlieRen, wurde die Reaktion unter Stickstoff als Inertgas
durchgefiihrt. Es wurde 1.0 Aquivalente des geschiitzten Monosaccharids in abs.
Dichlormethan gelést und mit 1.5 Aquivalenten Tributylzinnmethoxid versetzt. Der
Reaktionsansatz wurde 18 h unter Rickfluss erhitzt. Die Reaktionskontrolle erfolgte dinn-
schichtchromatographisch (PE/EE 1:2, v/v). Erschien der Umsatz noch nicht vollstandig,
wurde weiteres Tributylzinnmethoxid zugegeben. Nach vollstandigem Umsatz wurde das
Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt saulenchromato-

graphisch an Kieselgel mit PE/EE (1:2) als Eluent gereinigt.

AAV 8: Isopropyliden-Acetalisierung von Monosacchariden

Es wurden 1.0 Aquivalente des zu acetalisierenden Zuckers in Aceton suspendiert, mit
10 Aquivalenten Dimethoxypropan und einer katalytischen Menge an para-Toluolsulfon-
saure versetzt und 24 h bei Rt gerUhrt. Die Reaktion wurde durch Neutralisation mit
Natriumhydrogencarbonatlésung gestoppt. Das Losungsmittel wurde am Rotations-
verdampfer entfernt und der Ruckstand anschliel3end in Ethylacetat aufgenommen. Die
organische Phase wurde zweimal mit Wasser gewaschen und die vereinigten wassrigen
Phasen wurden anschlie@end mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum vom LOsungsmittel befreit.
Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel mit PE/EE und 0.1%

Triethylamin als Eluent gereinigt.

AAV 9: Spaltung von Isopropyliden-Acetalen

Variante | (AAV 9.1):

Die zu deacetalisierende Verbindung wurde in einem Gemisch aus Acetonitril und Wasser

(2:1 v/v) geldst, mit einer katalytischen Menge an konz. Schwefelsdure versetzt und ca.
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40 Minuten mit Hilfe eines HeiBluftfons zum starken Sieden erhitzt. Nach vollstdndiger
Reaktion (DC-Kontrolle) wurde die Lésung durch Zugabe von ges. Natriumhydrogen-
carbonatlésung neutralisiert und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Auf eine saulenchromatographische Reinigung wurde verzichtet und das erhaltene

Rohprodukt ohne weitere Reinigung umgesetzt.

Variante Il (AAV 9.2):

Das zu spaltende Acetal wurde in einem Gemisch aus Dioxan und Wasser (1:1, v/v)
aufgenommen und Gber Amberlite® IR 120+ bis zur vollstdndigen Spaltung der Acetale
(DC-Kontrolle: PE/EE 1:1 v/v) bei Rt gerihrt oder unter Ruckfluss mit Hilfe einer
Mikrowelle erhitzt. Nach Filtration wurde das Ldsungsmittel entfernt und das erhaltene

Rohprodukt ohne weitere chromatographische Reinigung umgesetzt.

AAV 10: Tosylierung von selektiv geschitzten Glycop yranosen

Zu einer Losung aus 1.0 Aquivalenten der zu tosylierenden Verbindung und
2.0 Aquivalenten 4-(Dimethylamino)pyridin in Pyridin wurden bei 0 € langsam 1.5 Aqui-
valente p-Toluolsulfonylchlorid gel6st in Dichlormethan zugegeben. Nach 24 h Rihren bei
Rt wurde das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde in EE/H,0 1:1 viv
aufgenommen. Die organische Phase wurde mit 0.5 molarer Schwefelsaure, mit Natrium-
hydrogencarbonat-Lésung und mit Natriumchlorid-Lésung gewaschen, liber Natriumsulfat
getrocknet und am Rotationsverdampfer vom Ldsungsmittel befreit. Das Rohprodukt
wurde saulenchromatographisch an Kieselgel mit Toluol/Ethylacetat 3:1 v/v als Eluent

gereinigt.

AAV 11: Synthese von Azido-Zuckern

Es wurde ein Aquivalent der entsprechend geschiitzten Galactopyranose in abs. DMF
geldst, mit 5.6 Aquivalenten Natriumazid versetzt und mit Hilfe einer Mikrowelle bei 150 W
bis zur vollstandigen Umsetzung des Eduktes (30-60 Minuten) unter leichtem Rickfluss
zum Sieden erhitzt. Nach Zugabe von Ethylacetat wurde die organische Phase mit
Wasser und Natriumchloridlésung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde saulen-

chromatographisch an Kieselgel mit PE/EE 2:1 v/v als Eluenten gereinigt.
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AAV 12: Synthese von a-Glycosylbromiden

Variante I: (AAV 12.1)

Eine Losung aus einem Aquivalent des peracetylierten Zuckers in abs. Dichlormethan
wurde unter Rihren und Eiskiihlung mit Bromwasserstoffsaure (33% in Eisessig) versetzt
und bis zur vollstandigen Umsetzung des Eduktes (DC-Kontrolle PE/EE 1:1 v/v) bei Rt
geriihrt. Bei unvollstdndiger Umsetzung des Eduktes wurde eventuell nochmals kleine

Mengen von Bromwasserstoffsaure hinzugefugt.

AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch zum Abbruch der Reaktion in Eiswasser
gegossen und dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wurde dann
jeweils zweimal mit Wasser, gesattigter Natriumhydrogencarbonat- sowie gesattigter
Natriumchloridldsung gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uuber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt.
Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte saulenchromatographisch an Kieselgel mit
PE/EE 1:1 v/v als Eluent.

Variante |l: Bromierung nach der Koenigs-Knorr-Methode (AAV 12.2)

Zu einer Losung aus einem Aquivalent des peracetylierten Zuckers in Dichlor-
methan/Ethylacetat 9:1 v/v wurden bei 0 T portions weise 3 Aquivalente Titan(IV)bromid
hinzugefiigt. Die Losung wurde bis zur vollstdndigen Umsetzung des Eduktes (dinn-
schichtchromatographische Verfolgung, PE/EE 1:1 v/v) bei Rt gerthrt. AnschlieRend
wurde die Losung mit Natriumacetat neutralisiert und weitere 15 Minuten gerthrt. Die
Suspension wurde dann in CH,CIl, aufgenommen und 5-mal mit eiskaltem Wasser
gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde saulen-

chromatographisch an Kieselgel mit PE/EE 1:1 v/v als Eluent gereinigt.

AAV 13: Stereoselektive Phosphorylierung von Monosa  cchariden

Variante I: Synthese von a- bzw. B-Glycosylphosphaten nach der Phosphoramidit-Methode
(AAV 13.1)

Es wurde 1.0 Aquivalente der zu phosphorylierenden Verbindung in abs. Dichlormethan

gelést und mit Dicyanoimidazol (1.2 Aquivalente) versetzt. Unter Eiskiihlung wurden

langsam 1.5 Aquivalente Bis-(benzyl)-N,N-diisopropyl-phosphoramidit zugetropft. Die

Reaktion wurde auf Rt erwarmt und 2 h gerihrt. Nach vollstdndiger Reaktion (DC-

Kontrolle, PE/EE 2:1 v/v) wurden unter erneuter Eiskiihlung 2 Aquivalente 3-Chlorper-

benzoesaure in kleinen Portionen zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde auf Rt
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erwarmt und nach 30 min Ruhren mit Diethylether verdiinnt. Die organische Phase wurde
zunadchst solange mit Natriumsulfit-Losung gewaschen bis keine Peroxide mehr
vorhanden waren und anschlieBend noch mit gesattigter Natriumchloridldsung und
Wasser gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden dber Natriumsulfat
getrocknet und das LOsungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt

wurde séulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 2:1 v/v) gereinigt.

Variante |I: Synthese von B-Glycosylphosphaten nach Hindsgaul et al. (AAV 13.2)

Es wurden 1.0 Aquivalente Dibenzylphosphat unter Stickstoff-Atmosphare (iber
aktiviertem Molsieb (3 A) in einem Gemisch aus abs. Dichlormethan und abs. Acetonitril
gelost. Unter Eiskuhlung und starkem Ruhren wurden dann 0.5 Aquivalente des
jeweiligen a-Glycosylbromides, gel6st in abs. Dichlormethan, zugetropft. Das Reaktions-
gemisch wurde mit 1.0 Aquivalenten Silbercarbonat versetzt und iber Nacht bei Rt
geriihrt. Anschlieend wurde das Reaktionsgemisch Uber Celite filtriert und das Lésungs-
mittel am Rotationsverdampfer entfernt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte an
Kieselgel mit PE/EE 1:1 v/v als Eluent.

Variante lll: Synthese von B-Glycosylphosphaten (AAV 13.3)

Es wurden zunachst zwei Reaktionsldsungen in zwei unterschiedlichen Kolben unter
Feuchtigkeitsausschluss vorbereitet. Zum einen wurde ein Aquivalent des jeweiligen
a-Glycosylbromids in abs. Toluol gelést und mit einem Aquivalent Triethylamin versetzt.
Zum anderen wurden 2 Aquivalente Tetrabutylammoniumphosphat Uber aktiviertem
Molsieb (4 A) in abs. Acetonitril gelést. AnschlieBend wurde das geldste Bromid langsam
zur zweiten Losung hinzugetropft und die Reaktionslésung bis zur vollstandigen
Umsetzung des Eduktes (0.5 bis 1 h) unter Rihren auf 80 T erhitzt. Dann wurde das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der Ruckstand in Wasser aufge-
nommen. Die wassrige Phase wurde dreimal mit Ethylacetat gewaschen. Das Rohprodukt
wurde durch Gefriertrocknung vom Wasser befreit und saulenchromatographisch an

Kieselgel mit CH;CN/H,O 5:1 v/v als Eluenten gereinigt.

AAV 14: Darstellung von Nucleosiddiphosphatglycopyr anosen

Um Feuchtigkeit auszuschlieRen wurde die Reaktion unter Stickstoff als Inertgas
durchgefihrt. Sowohl das hygroskopische Glycosylphosphat als auch das cycloSal-
maskierte Nucleosidmonophosphat wurden vor der Reaktion ca. 16 h im Olpumpen-
vakuum getrocknet. Das jeweilige Glycosylphosphat (2 Aquivalente) wurde in abs. DMF

gelést und 3 h Uber aktiviertem Molsieb (4 A) geriihrt. Zu dieser Lésung wurde
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anschlieBend das cycloSal-maskierte Nucleosidmonophosphat, gelést in abs. DMF,
langsam zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde 20 h bei Rt gertihrt und die Vollstandig-
keit der Reaktion durch dinnschichtchromatographische Verfolgung (CH,Cl,/CH3;OH 9:1
v/v) uberprift. Anschliel3end wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt, der Riickstand
in Ethylacetat aufgenommen und mit Wasser extrahiert. Die wassrige Phase wurde durch
Gefriertrocknung vom Wasser befreit. Das danach erhaltene Zuckernucleotid wurde in
einem Gemisch von Methanol, Wasser und Triethylamin (7:3:1 v/v) aufgenommen und
tber Nacht bei Rt geriihrt. Nach erneuter Gefriertrocknung wurde das Rohprodukt 1- bis
4-mal saulenchromatographisch an RP-18 Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt. Die
Detektion der Produktfraktionen erfolgte dinnschichtchromatographisch mit einem

Gemisch aus iso-Propanol und 1 M Ammoniumacetat-Losung (2:1, v/v) als Eluent.

AAV 15: Darstellung von Methylglycosiden

Das entsprechende Monosaccharid wurde in Methanol geldst, mit Amberlite® IR-120+
(Wasserstoff-Form) versetzt und mit Hilfe einer Mikrowelle ca. 20 Minuten bis zur
vollstandigen Umsetzung des Eduktes (DC-Kontrolle: CH;CN/H,0 5:1 v/v) unter Rickfluss
erhitzt. Danach wurde die Reaktionsldsung durch Filtration vom Harz getrennt und im
Vakuum vom Ldsungsmittel befreit. Das erhaltene Methylglycosid wurde anschliel3end

ohne weitere Reinigung als Rohprodukt in weiteren Reaktionen eingesetzt.

AAV 16: Darstellung von Benzylethern

Unter N,-Atmosphare wurden 1.0 Aquivalente der entsprechenden Glycopyranose in abs.
DMF gelost und unter Ruhren und Eiskilhlung mit 1.5 Aquivalenten (pro zu
benzylierenden OH-Gruppe) Natriumhydrid versetzt. Die erhaltene Suspension wurde auf
Rt erwarmt und 1h gerthrt. AnschlieBend wurden unter erneuter Eiskihlung
1.3 Aquivalente (pro OH-Gruppe) Benzylbromid zugegeben und das Reaktionsgemisch

wurde Uber Nacht bei Rt gerthrt.

Zum Abbruch der Reaktion wurde unter Ruhren und Eiskihlung tropfenweise Methanol
hinzugegeben. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt, der erhaltene Rickstand in
EE aufgenommen und mit Wasser gewaschen. Die wassrige Phase wurde dreimal mit EE
extrahiert, die vereinigten organischen Phasen Uber Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde s&ulenchromatographisch an
Kieselgel mit PE/EE 4:1 v/v als Eluent gereinigt.
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AAV 17: Spaltung von Methylglycosiden

Das entsprechende Methylglycosid wurde in einem Gemisch aus konzentrierter Essig-
saure, 1 M Salzséaure und Wasser (5:2:1) geldst und zunéchst 3 h bei 100 C, dann eine
weitere Stunde bei 120 T geriihrt. Nach vollstandig em Umsatz des Eduktes wurde das
Produkt mit CH,Cl, extrahiert und die vereinigten organischen Phasen wurden vorsichtig
mit ges. Natriumhydrogencarbonatlosung gewaschen bis keine Gasentwicklung mehr
beobachtet werden konnte. Nach Trocknung tber Natriumsulfat wurde das Losungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt und der erhaltene Rickstand saulenchromato-

graphisch an Kieselgel mit PE/EE 4:1 v/v als Eluent gereinigt.

AAV 18: Synthese von Diethyldithioacetalen

Die entsprechend selektiv geschiitzte Glycopyranose wurde in Ethanthiol gelést und unter
Rahren mit Trifluoressigsaure versetzt. Die Reaktionslosung wurde Uber Nacht bei Rt
geriihrt und dann wurde diese solange vorsichtig mit ges. Natriumhydrogencarbonat-
[6sung gewaschen bis keine Gasentwicklung mehr zu beobachten war. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit Wasser versetzt und anschlie3end mehrmals mit Diethyl-
ether extrahiert. Die vereinigten etherischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat get-
rocknet und das Losungsmittel mit Hilfe einer Arbeitskihlfalle im Vakuum entfernt. Das
erhaltene Rohprodukt wurde s&ulenchromatographisch an Kieselgel mit PE/EE 6:1 v/v als

Eluent gereinigt.

AAV 19: Inversion einer Hydroxyfunktion von Alkohol en (Mitsunobu-Reaktion)

Die Reaktionen erfolgten unter N,-Atmosphare. Zunachst wurden in zwei Schlenkkolben
zwei verschiedene Reaktionsldsungen vorbereitet. In einem Kolben wurden 3.0 Aqui-
valente Triphenylphosphin in abs. Diethylether suspendiert und bei 0 T mit 2.8 Aqui-
valenten DIAD versetzt. Nach 30 minutigem Ruhren bei 0 C wurde dieser Komplex zu
einer Losung aus dem entsprechenden Alkohol (1.0 Aquivalent) und 3.0 Aquivalenten
Benzoesaure in abs. Diethylether in den zweiten Reaktionskolben gegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde tber Nacht bei Rt gertihrt. Nach beendeter Reaktion wurde der
entstandene Niederschlag filtriert, mit Diethylether gewaschen und das LOsungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an

Kieselgel mit PE/EE 6:1 v/v als Eluent gereinigt.
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AAV 20: Darstellung von Dimethylacetalen

Zu einer Losung des entsprechenden Diethyldithioacetals (1.0 Aquivalent) in abs.
Methanol wurden Quecksilber(l)oxid (3.2 Aquivalente) und —chlorid (2.5 Aquivalente)
gegeben. Die Suspension wurde anschlielend 20 h bei Rt geriihrt und Uber Celite filtriert.
Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt, der erhaltene Ruckstand in Diethylether
aufgenommen und mehrmals mit ges. Natriumiodidldsung gewaschen. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde abschlieRend saulenchromatographisch an

Kieselgel mit Toluol/Aceton 25:1 v/v als Eluent gereinigt.

AAV 21: Saure Hydrolyse von Dimethylacetalen

Das entsprechende Dimethylacetal wurde in abs. Diethylether gelost, mit einer
katalytischen Menge para-Toluolsulfonsdure versetzt und 3-4 h unter Ruckfluss erhitzt.
Danach wurde die Ldsung durch Zugabe von einer 1%igen methanolischen NaOH-
Losung neutralisiert, das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das
erhaltene Rohprodukt saulenchromatographisch an Kieselgel mit Toluol/Aceton 25:1 viv

als Eluent gereinigt.

AAV 22: Synthese von 1,2,3-triazolfunktionalisierte  n Zuckerphosphaten

1.2 Aquivalente des entsprechenden B-Glycosylazids und 1.0 Aquivalente des 2-Propin-1-
phosphats 11 wurden in tert-Butanol und Wasser (1:1 v/v) gelést und anschlieBend
nacheinander mit einer wassrigen Kupfersulfat-Pentahydrat-Losung (5 %-ig) und einer
Natriumascorbat-Lésung (10 %-ig) versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde 18 Stunden bis
zur vollstandigen Umsetzung des Azids (DC-Kontrolle: EE/CH3OH 9:1 v/v) bei Rt gerihrt.
AnschlieBend wurde zwei Mal mit Dichlormethan extrahiert und die wassrigen Phasen
gefriergetrocknet. Das Rohprodukt wurde in wenig Acetonitril aufgenommen und séulen-

chromatographisch an Kieselgel mit Acetonitril/Wasser (5:1 v/v) als Eluent gereinigt.
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11.2.2 Synthese von selektiv geschitzten Nucleoside n

Synthese von 5°- O-(tert-Butyldimethylsilyl)-2”-desoxythymidin 214

6.00 g (24.3 mmol, 1.0 Ag.) 2"-Desoxythymidin wurden in einer N,-Atmosphére mehrmals
mit Pyridin coevaporiert und anschlie3end in 40 mL abs. Pyridin geldst. Bei Rt wurden
4.86 g TBDMS-Chlorid (32.2 mmol, 1.0 Ag.) portionsweise zugegeben und tiber Nacht
geriihrt. Zum Abbruch der Reaktion wurde die Reaktionslésung mit 120 mL Methanol
versetzt und das Losungsmittel dann unter vermindertem Druck entfernt. Anschlie3end
wurde mehrmals mit Toluol und Dichlormethan codestilliert bis kein Pyridin mehr vor-
handen war. Der Rickstand wurde in Dichlormethan aufgenommen und zweimal mit
Wasser gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden dber Natriumsulfat
getrocknet und das Lésungsmittel erneut im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde aus

120 mL Benzol und 30 mL Essigester umkristallisiert.

0O
Ausbeute: 7.13g (20.0 mmol, 81%) eines farblosen 5] 42NH
Feststoffes; Summenformel : Ci6H2sN2OsSi; Molgewicht: | tepvso 5 6 N X0
356.45 g/mol; R (CH,CI,/CH3OH 9:1 v/v): 0.90; Drehwert: 4,k3,0>12, 1
[a]o® = -7 °(c=1.0, CHCI 3); Schmelzpunkt: 199 <T. OH

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 8.29 (s, 1H, NH), 7.49 (q, 1H, “Juy = 1.2 Hz, H-6),
6.36 (dd, 1H, 3Juy = 5.8 Hz, 3Juy = 8.3 Hz, H-1"), 4.47-4.44 (m, 1H, H-3"), 4.03 (dt, 1H,
3Jun = 2.8 Hz, 3y = 2.8 Hz, H-4"), 3.83 (ddd, 2H, 2Juy = 24.1 Hz, 33y = 11.3 Hz, 34y =
2.8 Hz, H-5"), 2.35 (ddd, 1H, %)y = 13.6 Hz, 3Jyy = 5.8 Hz, 3y = 2.3 Hz, H-2"a), 2.13-2.03
(m, 1H, H-2'b), 1.92 (d, 3H, *Jyu = 1.2 Hz, H-7), 0.92 (s, 9H, tBu-CHs), 0.11 (s, 6H, Silyl-
CHs).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCl;): 163.9 (C-4), 150.5 (C-2), 135.6 (C-6), 111.1 (C-5),
87.3 (C-4'),.85.1 (C-17),72.8 (C-37),63.7 (C-5"),41.3 (C-2"),26.1 (tBu-CHs), 18.5 (tBu-Cy),
12.7 (C-7), -5.0 (Silyl-CHy).

IR (ATR): ¥ [cm™]: 3550, 3157, 2950, 2927, 2854, 1696, 1254, 1118, 830,779.

HRMS (ESI"; m/z): berechnet fur CigHsN,NaOsSi* [M+Na]": 379.1665, gefunden:
379.1662.

Synthese von 5°- O-(tert-Butyldimethylsilyl)-3"- O-acetyl-2"-desoxy-thymidin 215

Die Durchfuhrung erfolgte gemanR AAV 6. Es wurden 2.40 g 5°-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-
2"-desoxythymidin 214 (6.73 mmol, 1.0 Aq.), geldst in 17 mL abs. Pyridin und 1.90 mL
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(20.2 mmol, 3.0Aq.) Essigsaureanhydrid eingesetzt. Das Rohprodukt wurde
séaulenchromatographisch mit PE/EE 2:1 v/v als Eluent gereinigt.

@)
Ausbeute: 1.74g (4.37 mmol, 72%) eines farblosen NH
5
Feststoffes; Summenformel : CigH30N2O6Si; Molgewicht: 6| 2
TBDMSO. 5" N @]

398.53 g/mol; Ry (CH,Cl,/CH3;0OH 9:1 v/v): 0.60; Drehwert: o)
4'&3' 2'; 1
[a]p®° = -4°(c=1.0, CHCI 3); Schmelzpunkt: 109 <T.

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCl,): 8.18 (s, 1H, NH), 7.54 (q, 1H, “Ju4y = 1.0 Hz, H-6),
6.35 (dd, 1H, 3Juy = 9.3 Hz, %Jyy = 5.3 Hz, H-17), 5.24 (d, 1H, 3Juy = 6.0 Hz, H-3"), 4.09-
4.08 (m, 1H, H-4"), 3.91 (d, 2H, 3Juy = 2.0 Hz, H-5"), 2.42-2.37 (m, 1H, H-2"a), 2.15-2.10
(m, 1H, H-2'b), 2.10 (s, 3H, C(O)CHs), 1.92 (d, 3H, “Juy = 1.0 Hz, H-7), 0.93 (s, 9H,
tertBu-CHy), 0.14 (s, 6H, Silyl-CHy).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCl;): 170.8 (C=0), 163.9 (C-4), 150.6 (C-2), 135.1 (C-6),
111.4 (C-5), 85.5 (C-47),84.7 (C-1"),75.5 (C-3),63.7 (C-5"),.38.1 (C-2"),26.0 (tertBu-CHs),
21.1 (C(O)CHs), 18.5 (tertBu-C,), 12.6 (C-7), -4.6 (Silyl-CHs).

IR (ATR): ¥ [cm™]: 3242, 3067, 2950, 2929, 2856, 1709, 1685, 1461, 1246, 1120, 1070,
829, 779.

HRMS (ESI"; m/z): berechnet fiir CigH3oNaN,OgSi* [M+Na]™: 421.1771, gefunden:
421.1774.

Synthese von 3"- O-Acetyl-2"-desoxythymidin 115

4.00 g 5-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-3"-O-acetyl-2"-desoxythymidin 215 (10.0 mmol,
1.0 Ag.) wurden bei Rt in THF gelost, mit 15.0 mL einer 1.0 M Tetrabutylammonium-
fluorid-Lésung (15.0 mmol, 1.5 Aq.) versetzt und 1 h geriihrt. Nach vollstandiger Reaktion
wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt

saulenchromatographisch an Kieselgel mit EE/CH3;OH 8:2 v/v gereinigt.

Ausbeute: 2.74 g (9.64 mmol, 96%) eines farblosen Feststoffes; i
Summenformel : C12H15N206; Molgewicht: 284.27 g/mol; }ﬁi\ZNH
Rt (CH,CI,/CH;OH 9:1 v/v): 0.60; Drehwert: [a]®® = -11° (c=1.0, "o '5, o) e
CHCI3); Schmelzpunkt: 179 <. ’ 03;%2’ !

'"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 8.10 (s, 1H, NH), 7.49 (q, 1H, “Juy = 1.2 Hz, H-6),
6.24 (dd, 1H, *Ju = 8.2 Hz, 3Juy = 8.2 Hz, H-17), 5.35 (dt, 1H, 3Ju = 5.0 Hz, 3Jyy = 2.5 Hz,
H-3%), 4.09 (dt, 1H, %Juy = 2.5 Hz, 3Juy =2.5 Hz, H-4"), 3.94-3.92 (m, 2H, H-5"), 2.43-2.38
(m, 2H, H-2"), 2.11 (s, 3H, C(O)CHs), 1.93 (d, 3H, “Juy = 1.2 Hz, H-7).
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3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 170.9 (C=0), 163.6 (C-4), 150.5 (C-2), 136.3 (C-6),
111.6 (C-5), 86.0 (C-1'), 85.2 (C-4), 74.8 (C-3"), 62.8 (C-5'), 37.3 (C-2"), 21.1 (C(O)CHy),
12.7 (C-7).

IR (ATR): V[Cm'l]: 3469, 3171, 2497, 2326, 1707, 1662, 1475, 1241, 1096, 956, 775.
HRMS (ESI"; m/z): berechnet fiir Ci,H;sNaN,Og" [M+Na]™: 307.0906, gefunden:
307.09272.

Synthese von N*-Acetyl-2’,3",5-tri- O-acetylguanosin 88

4.99 g Guanosin 89 (21.0 mmol, 1.0 Ag.) wurden in 71 mL Acetonitril sowie 23.8 mL
Triethylamin gelést. Es wurden 35.7 mL (377 mmol, 18 Ag.) Essigsaureanhydrid
zugegeben und 30 Stunden bei Rt gerUhrt. Die Vollstdndigkeit der Reaktion wurde
dunnschichtchromatographisch (EE/CH3;OH 9:1 v/v) Uberprift. Anschlieend wurden das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, der Rickstand in wenig EE aufge-
nommen und die Losung drei Mal mit EE und Wasser extrahiert. Die organischen Phasen
wurden zwei Mal mit gesattigter Natriumchlorid-Loésung gewaschen und Uber Natrium-
sulfat getrocknet. Nach erfolgter Filtration wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

Das Rohprodukt wurde anschlielend saulenchromatographisch an Kieselgel mit

EE/CH30H (9:1 v/v) als Elutionsmittel gereinigt. o .
e
Ausbeute : 7.00g (15.5mmol, 88%) eines orangen N" TS NHAC
Feststoffes; Summenformel : CigH»1NsOg; Molgewicht : [ACON S o
451.39 g/mol; Rt (EE/CH30OH 9:1 v/v): 0.41. YNS_2f U
OAc OAc

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCl5): 11.96 (s, 1H, NH), 9.17 (s, 1H, NHAc), 7.72 (s, 1H,
H-8), 5.96-5.88 (m, 2H, H-1’, H-2"), 5.72 (t, 1H, 3Jun = 4.5 Hz, H-3"), 4.57 (dd, 1H, 2Juy =
11.4 Hz, %)y = 4.7 Hz, H-5), 4.46-4.41 (m, 1H, H-4), 4.38 (dd, 1H, “Jyy = 11.4 Hz, 3y =
6.2 Hz, H-5'), 2.32, 2.15, 2.09 (je s, je 3H, je C(O)CHs).

3C-NMR (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 172.3, 171.4, 169.8, 169.5 (je C=0), 155.6 (C-6),
147.8 (C-4), 147.7 (C-2), 138.6 (C-8), 122.6 (C-5), 87.6 (C-1), 80.2 (C-4), 73.0 (C-2),
71.1 (C-3"), 63.3 (C-5"), 24.3, 20.9, 20.6, 20.5 (je C(O)CHs).

IR (ATR): V [cm™]: 2925, 1745,. 1682, 1611, 1561, 1373, 1226, 1043.

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fiir CigH2NsOg" [M+H]": 452.1412, gefunden: 452.1413;
berechnet fiir CigH,1NsNaOgy* [M+Na]*: gefunden: 474.1231.

Synthese von N?-Acetyl-2’,3"-di- O-acetylguanosin 87

In acht Ansétzen wurden je 400 mg N2-Acetyl-2’,3",5-tri-O-acetylguanosin 88 (7.09 mmol)
in je 1 mL Dimethylformamid und 4 mL Phosphatpuffer (pH = 7.0) gel6st. Anschlie3end
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erfolgte die Zugabe von je 0.9 mL des in Propylenglykol geldsten Enzyms Subtilisin
(91.0 mg/mL). Die Losungen wurden vier Tage bei 37 <C gerthrt und anschlieend auf Rt
gekuhlt. Es wurden je 4 mL Methanol zugegeben und nach einer Wartezeit von
30 Minuten der farblose Niederschlag durch Zentrifugation und anschlieRendes Dekan-
tieren entfernt. Die Losungen wurden vereinigt und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt, wobei ein dickfliissiges, dunkelbraunes Ol zuriick blieb. Dieses wurde in
15 mL EE aufgenommen, nach Zugabe von 15 mL Methanol erneut zentrifugiert und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Produktgemisch wurde
in CH,CI, aufgenommen und séaulenchromatographisch an Silicagel mit CH,Cl, und einem
CH3;OH-Gradienten (0-5 %) als Eluent gereinigt. Nach Entfernung des Ldsungsmittels
unter vermindertem Druck und nachfolgender Gefriertrocknung wurde das reine Produkt

als farbloser Feststoff erhalten.

Desweiteren konnte das Edukt als farbloser Feststoff reisoliert werden. Die vorhandenen

Mischfraktionen wurden einer zweiten saulenchromatographischen Reinigung unterzogen.

@]
Ausbeute : 1.28 g (3.14 mmol, 44%) eines farblosen N—>-¢ N3H
Feststoffes; Summenformel : Ci;gH19NsOg; Molgewicht : 8 </N 4| N/2 NHAC
409.35 g/mol; Ry (CH,Cl,/CH;OH 9:1 v/v): 0.59. HO( 5 o
4N\3 24 U
'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 12.18 (s, 1H, NH), OAc OAc

9.66 (s, 1H, NHAC), 7.71 (s, 1H, H-8), 5.97 (t, 1H, 3Jyy = 7.1 Hz, H-2'), 5.90 (d, 1H, 3J4y =
7.0 Hz, H-1"), 5.66 (dd, 1H, ®Juy = 5.3 Hz, “Juy = 2.5 Hz, H-3"), 4.80 (d, 1H, 3J.y = 9.8 Hz,
OH), 4.29 (d, 1H, 3y = 1.9 Hz, H-4"), 3.95 (dd, 1H, 3J4y = 12.7 Hz, “Jyy = 2.1 Hz, H-5),
3.81 (t, 1H, “Juy = 11.5 Hz, H-57), 2.31 (s, 3H, C(O)CHs), 2.14, 2.04 (je s, 3H, C(O)CHy).
3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 172.6, 170.0, 169.4 (je C=0), 155.3 (C-6), 148.1 (C-
2), 147.2 (C-4), 122.9 (C-5), 87.7 (C-1"),84.6 (C-47),72.1 (C-2"),71.5 (C-3"),62.1 (C-5),
24.4 (NHAc), 20.7, 20.3 (je C(O)CHs),

IR (ATR): ¥ [cm™]: 3158, 1747, 1680, 1610, 1560, 1403, 1373, 1242, 1042.

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fiir C16H19NsOg [M]: 409.1234, gefunden: 410.1309 [M+H]",
432.1126 [M+Na]".
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11.2.3 Synthese von cycloSal-Nucleosidmonophosphaten

11.2.3.1 Synthese der Salicylalkohole

Synthese von 5-Nitrosalicylalkohol 90

6.00 g 5-Nitrosalicylaldehyd (35.9 mmol, 1.0 Ag.) wurden in 180 mL abs. Ethanol geldst.
Nach Zugabe von 1.20 g (31.7 mmol, 0.9 Ag.) Natriumborhydrid wurde die Reaktions-
[6sung Uber Nacht bei Rt gerihrt. Die Vollstandigkeit der Reaktion wurde diinnschicht-
chromatographisch verfolgt (CH,CI,/CH3;OH 10:1 v/v). Danach wurde die Reaktionslésung
mit 4 mL Wasser verdinnt und konzentrierte Salzsaure hinzugegeben bis ein Farb-
umschlag von rot nach gelb beobachtet werden konnte. Der Niederschlag wurde filtriert,
das Loésungsmittel im Vakuum entfernt und anschlieRend mit Methanol coevaporiert. Zum

Schluss erfolgte die Umkristallisation aus Wasser.

Ausbeute: 3.90 g (23.1 mmol, 64%) eines gelb kristallinen Fest- O,N 6 , 1
OH
stoffes; Summenformel : C;H;NO,; Molgewicht: 169.13 g/mol; S\CC
4
R (CH,Cl,/ CH30H 10:1 v/v): 0.25; Schmelzpunkt: 129 <. 3 ? OH

'"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-d): 11.09 (s, 1H, Ph-OH), 8.20 (d, 1H, ®Ju4 = 2.9 Hz,
H-6), 8.02 (dd, 1H, *Ju = 8.9 Hz, *Ju = 3.0 Hz, H-4), 6.93 (d, 1H, *J4y = 8.9 Hz, H-3), 5.35
(s, 1H, Bn-OH), 4.50 (s, 2H, H-7).

B3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 161.0 (C-2), 139.3 (C-5), 130.5 (C-1), 124.3 (C-
4), 122.6 (C-6), 114.5 (C-3), 57.7 (C-7).

IR (KBr): 7 [cm™]: 3245, 1608, 1580, 1480, 1275, 1006, 871, 735.

HRMS (EIl, m/z): berechnet fur [M]: 169; gefunden: 169 (M, 72 %), 151 (100), 93 (11), 79
(28), 65 (26), 51 (20), 39 (12).

Synthese von 5-Chlorsalicylalkohol 190

Die Durchfuhrung erfolgte nach AAV 1. Dabei wurden 6.03 g (34.9 mmol, 1.0 Aq.)
5-Chlorsalicylsdure mit 2.93 g Lithiumaluminiumhydrid (77.2 mmol, 2.2 Aq.) in 40 mL abs.
THF umgesetzt.

Ausbeute: 5.53g (34.9mmol, 96%) eines glanzend gelben |CI 6 1 [ oH
Feststoffes; Summenformel : C;H,ClO,; Molgewicht: 158.58 g/mol; 5@?

2 OH
R (CH,CI,/CH3;0H 9:1 v/v): 0.56; Schmelzpunkt: 91 <. 3
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'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 9.64 (s, 1H, Ph-OH), 7.27 (d, 1H, “Jus = 2.7 Hz,
H-6), 7.06 (dd, 1H, *Jun = 8.5 Hz, “Juy = 2.7 Hz, H-4), 6.76 (d, 1H, *J4y = 8.5 Hz, H-3), 5.10
(t, 1H, 3Jyy = 5.7 Hz, Bn-OH), 4.45 (d, 2H, Jy = 5.6 Hz, H-7).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-d): 152.9 (C-2), 131.1 (C-1), 126.8 (C-6), 126.6 (C-
4), 122.5 (C-5), 116.0 (C-3), 57.7 (C-7).

IR (KBr): ¥ [cm™]: 3436, 3155, 1878, 1609, 1500, 1435, 1268, 1124, 886, 820, 660.

MS (FAB, m/z): berechnet fir [M]: 158.0; gefunden: 158.0 [M].

Synthese von 3-Methylsalicylalkohol 191

Die Durchfilhrung erfolgte gemaR AAV 1. Dabei wurden 2.98 g (19.6 mmol, 1.0 Aq.)
3-Methylsalicylsaure mit 1.38 g (36.4 mmol, 2.0 Ag.) Lithiumaluminiumhydrid in 40 mL
abs. THF umgesetzt.

Ausbeute: es wurden 2.58 g eines farblosen Feststoffes (18.7 mmol, (5 OH
95%) erhalten. Summenformel : CgH;,0,; Molgewicht: 138.165 g/mol; |4 > OH
R¢ (PE/EE 1:1 v/v).0.68 Schmelzpunkt: 73 <C. CH4

'H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): & [ppm] = 8.38 (s, 1H, Ph-OH), 7.06 (d, 1H, Jy, = 7.6 Hz,
H-6), 7.00 (d, 1H, %Juy = 7.6 Hz, H-4), 6.71 (t, 1H, *Juy = 7.5 Hz, H-5), 5.27 (t, 1H, Iy, =
5.5 Hz, Bn-OH), 4.56 (d, 2H, 3Juy = 5.4 Hz, H-7), 2.15 (s, 3H, CHy).

3C-NMR (101 MHz, CDCI3): & [ppm] = 152.5 (C-2), 129.0 (C-5), 127.9 (C-4), 125.0 (C-6),
124.0 (C-1), 118.9 (C-3), 59.8 (C-7), 16.1 (CHy).

IR (ATR): ¥ [cm™]: 3354, 2922, 2874, 1709, 1596, 1217, 1085, 992, 836, 768, 739, 608.

11.2.3.2 Synthese der cycloSaligenylchlorphosphite

Synthese von 5-Nitrosalicylchlorphosphit 86

Die Reaktion wurde gemafl AAV 2 durchgefuhrt. Es wurden 0.50 g 5-Nitrosalicylalkohol
90 (3.0 mmol, 1.0 Aq.) in 15 mL abs. Diethylether, 0.31 mL frisch destilliertes Phos-
phor(Ill)-chlorid (487 mg, 3.55 mmol, 1.2 Aqg.) und 0.55 mL abs. Pyridin (0.90 g, 6.5 mmol,
2.2 Ag.) gelést in 10 mL abs. Diethylether eingesetzt.

Ausbeute: es wurden 283 mg eines gelben Feststoffes als onN. Bt

2
Rohprodukt erhalten; Summenformel : C;HsCINO,4; Molgewicht: U\S
233.55 g/mol; R (PE/EE 2:1v/v): 0.80. N0 el
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'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 8.19 (dd, 1H, 3Jy = 8.6 Hz, *Juy =2.7 Hz, H-4), 7.97
(d, 1H, “Juy = 2.7 Hz, H-6), 7.13 (d, 1H, 3Jy = 8.6 Hz, H-3), 5.52 (dd, 1H, 2J4y = 12.0 Hz,
3Jup = 2.6 Hz, H-7a), 5.13 (dd, 1H, “J.ny= 9.7 Hz, Jy = 4.7 Hz, H-7b).

$P-NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCl5): 139.3.

Synthese von 5-Chlorsaligenylchlorphosphit 203

GemaR AAV 2 wurden 3.01 g 5-Chlorsalicylalkohol (19.0 mmol, 1.0 Ag.) 190 in 31 mL
abs. Diethylether geldst. Zu dieser Lésung wurden 3.0 mL dest. PCl; (4.71 g, 34.3 mmol,
1.8 Ag.) gegeben. Bei -40 € wurden 5.29 mL abs. Py ridin (5.18 g, 65.5 mmol, 3.4 Aq.) in
25 mL abs. Diethylether zu der Reaktionslésung getropft. Die Verunreinigung konnte dem

'H-NMR entnommen werden.

Ausbeute : es wurden 3.88 g eines gelbes Ols als Rohprodukt Cl 6 , 7
. e (@]
(17.5 mmol, 92%, davon 3% Verunreinigung durch Pyridinium- ° rl’
4 P
chlorid) erhalten; Summenformel : C;HsCINO,; Molgewicht: 3 270" Cl

233.55 g/mol; R (PE/EE 2:1v/v): 0.80.

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCl,): 7.12 (dd, 1H, 3Ju, = 8.6 Hz, “Jyy = 2.5 Hz, H-4), 6.97
(d, 1H, *Jyy = 2.5 Hz, H-6), 6.91 (d, 1H, 3J,y = 8.8 Hz, H-3), 5.18 (s, 2H, H-7).
$P_-NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCl5): 139.4.

Synthese von 3-Methyl- cyclosaligenylchlorphosphit 204

GemaR AAV 2 wurden 3.69 g 3-Methylsalicylalkohol 191 (26.7 mmol, 1.0 Aq.) in 34 mL
abs. Diethylether gelost. Zu dieser Losung wurden 2.87 mL (4.51 g, 32.8 mmol, 1.2 Aq.)
dest. PCl; gegeben. Nachdem bei -15 T geruhrt worden war, wu rden 6.38 mL (6.25 g,
79.0 mmol, 3.0 Ag.) abs. Pyridin in 30 mL abs. Diethylether zu der Reaktionslésung

getropft. Die Verunreinigung konnte dem *H-NMR entnommen werden.

Ausbeute : es wurden 4.04 g eines gelbes Ols als Rohprodukt |[s e}

(29.9 mmol, 75%, davon 4% Verunreinigung durch Pyridiniumchlorid) |4 5 O/P"‘CI

erhalten; Summenformel : CgHgCIO,P; Molgewicht: 202.57 g/mol; Rs CHg
(PE/EE 2:1v/v): 0.80.

'H-NMR (400 MHz, CDCly): & [ppm] = 7.17 (dd, 1H, 3Juy = 7.5 Hz, 3J4y = 0.8 Hz, H-4),
7.03 (t, 1H, 3Jyy = 7.6 Hz, H-5), 6.84 (d, 1H, 3Ju = 7.6 Hz, H-6), 5.59-4.95 (m, 2H, H-7).
$IP_NMR (162 MHz, CDCl; entkoppelt): & [ppm] = 140.7.
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11.2.3.3 Synthese der cycloSaligenylphosphorchloridate

Synthese von 5-Chlorsaligenylphosphorchloridat 192

Es wurden 2.11 g 5-Chlorsalicylalkohol 190 (13.3 mmol, 1.0 Aq.) in einen Schlenkkolben
uberfihrt und mit 3 mL abs. Toluol coevaporiert und anschlieRend 16 h im Olpumpen-
vakuum getrocknet. Dann wurde der Alkohol gemaR AAV 3 in 8 mL abs. THF gel6st und
mit 4.06 mL Triethylamin (2.96 g, 29.3 mmol, 2.2 Aq.) versetzt. Diese Lésung wurde dann
zu 1.33 mL Phosphorylchlorid (2.24 g, 14.6 mmol, 1.1 Aq.) in 40 mL abs. THF zugegeben.

Ausbeute: 2.10g (8.79 mmol, 66%) eines farblosen Feststoffes; |c|.5 ° 4 70

Summenformel : C;HsCl,OsP; Molgewicht: 238.99 g/mol; R; (PE/EE 4\©\/\F'>//O
2 SN

2:1viv): 0.41. 3 o d

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCly): 7.11 (d, 1H, 3Ju = 8.8 Hz, H-4), 6.96-6.94 (m, 1H, H-
6), 6.84 (d, 1H, *Juy= 8.7 Hz, H-3), 5.17 (d, 2H, *Juy = 13.3 Hz, H-7).

13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 147.1 (C-2), 130.5 (C-5), 130.4 (C-4), 125.3 (C-6),
120.8 (d, 2Jcp = 9.8 Hz, C-3), 69.6 (d, 2Jcp = 8.2 Hz, C-7).

3P.NMR (162 MHz, D,O entkoppelt): & [ppm] = -5.06.

IR (ATR): ¥ [cm™]: 3085, 2967, 1481, 1423, 1394, 1375, 1283, 1198, 1136, 1085, 1019,
954, 739, 673.

Synthese von 3-Methylsaligenylphosphorchloridat 204

Die Durchfiihrung erfolgte gemaf AAV 3. Dabei wurden 1.54 g 3-Methylsalicylalkohol 191
(11.1 mmol, 1.0 Ag.), 3.23 mL Triethylamin (2.36 g, 23.3 mmol, 2.1 Ag.) und 1.11 mL
Phosphorylchlorid (1.87 g, 12.2 mmol, 1.1 Aqg.) in insgesamt 40 mL abs. THF verwendet.

6 7
Ausbeute: 1.37 g (6.27 mmol, 56%) eines braunen Feststoffes; |5 L 0
. e
Summenformel : CgHgCIOsP; Molgewicht: 218.57 g/mol; R; (PE/EE |4 > O“PP\/CI
3
2:1viv): 0.34. CH3

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.23 (d, 1H, 3Ju = 7.5 Hz, H-4), 7.11 (t, 1H, 34y =
7.6 Hz, H-5), 6.95 (d, 1H, 3J.y = 7.6 Hz, H-6), 5.50 (s, 1H, H-7b), 5.46 (d, 1H, 3Ju =
5.7 Hz, H-7a), 2.31 (s, 3H, CHs).
13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 147.3 (d, 2Jcp = 8.4 Hz, C-2), 131.8 (C-4), 125.1 (C-
5), 122.8 (C-6), 70.4 (d, 2Jcp= 7.5 Hz, C-7), 15.0 (CHs).
3P.NMR (162 MHz, D,0): & [ppm] = -5.06.
IR (ATR): ¥ [cm™]: 2985, 1473, 1270, 1177, 1031, 965, 833,772.
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HRMS (ESI*; m/z): berechnet fiir CgHoCIOsP [M+H]": 218.9978; gefunden: 218.9965.

Synthese von 5-Chlorsaligenylphosphat 192

Nach Versetzen des 5-Chlorsaligenylphosphorchloridates 205 mit Wasser konnte das

5-Chlorsaligenylphosphat 192 als Hydrolyseprodukt in Form eines braunen Feststoffes

erhalten werden. clus 8 1
L
[_0
Summenformel : C;HCIO4P"; Molgewicht: 220.55 g/mol. 4 2 O’P\OH
3

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, D,0): 7.34-7.31 (m, 1H, H-4), 7.22 (d, 1H, 3J4y = 2.3 Hz, H-
6), 6.99 (d, 1H, 3J.y = 8.8 Hz, H-3), 5.22 (d, 2H, 3Jy = 12.7 Hz, H-7).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, D,0): 151.3 (C-2), 151.3 (C-1), 130.5 (C-5), 128.6 (C-4),
126.9 (C-6), 121.5 (d, ?Jcp = 8.4 Hz, C-3), 67.9 (d, 2Jcp= 5.9 Hz, C-7).

$IP_NMR (162 MHz, D,0 entkoppelt): & [ppm] = -7.12.

Synthese von 3-Methylsaligenylphosphat 193

3-Methylsaligenylphosphat 193 konnte als Hydrolyseprodukt sowohl beim Versetzen des
3-Methylsaligenylphosphorchloridates 206 mit Wasser als auch wahrend der Hydrolyse
der 3-Methyl-substituierten (2d)-Ribose-Prodrugs 185, 187 und 189 in Form eines

braunen Feststoffes erhalten werden. 6 7
1

(@]

e
3] 2 O’ “OH
CHj;

Summenformel : CgHyO4P; Molgewicht: 200.13 g/mol;

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, D,0): 7.27-7.24 (m, 1H, H-6), 7.06 (d,
2H, 33y = 5.1 Hz, H-4, H-5), 5.26 (d, 1H, 3Ju = 13.0 Hz, H-7), 2.27 (s, 3H, CHa).
3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, D,0): 149.5 (C-3), 131.7 (C-6), 124.5 (C-4), 124.0 (C-5),
68.3 (d, “Jcp= 5.7 Hz, C-7), 16.3 (CHs).

31P.NMR (162 MHz, D,0 entkoppelt): & [ppm] = -6.61.

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fuir CgH1004P* [M+H]": 201.0317; gefunden: 201.0305.

Synthese von 5-Nitro- cycloSal-3"-O-acetyl-thymidinmonophosphat 70

Die Reaktion wurde gemaf? AAV 4.1 durchgefihrt. Dabei wurden 252 mg 3"-O-Acetyl-2"-
desoxythymidin 115 (0.889 mmol, 1.0 Ag.), 0.37 mL DIPEA (1.8 mmol, 2.0 Aq.), 415 mg
5-Nitrosaligenylchlorphosphit 86 (1.77 mmol, 2.0 Ag.), 2.21 g Oxone® (3.56 mmol, 4.0 Aq.)

und 50 mL abs. Acetonitril eingesetzt.
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Ausbeute: es wurden 310 mg eines gelblichen 6 7

Feststoffes als Rohprodukt erhalten; Summen- » S NH

formel : C1gH2oN3O1;P; Molgewicht: 497.34 g/mol; \C(\ ‘/: - /&
(CH.Cly/ CH3;OH 9:1 v/v): 0.54, Diastereo- P ;3, :2, 1

merenverhaltnis: 1:0.7. OAC

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-d): 11.36 (s, 2x 1H, 2x NH), 8.31-8.30 (m, 2x 1H, 2x
H-6), 8.31-8.22 (m, 2x 1H, 2x H-4,), 7.50 (d, 1H, *Jy = 1.0 Hz, H-6,), 7.47 (d, 1H, *Jyu =
1.0 Hz, H-64), 7.39 (d, 1H, 3J44 = 8.9 Hz, H-3,), 7.37 (d, 1H, 3J4 = 8.9 Hz, H-3,), 6.17-
6.11 (m, 2x 1H, 2x H-1"), 5.71-5.53 (m, 2x 2H, 2x Bn-CH,), 5.19-5.15 (m, 2x 1H, 2x H-3"),
4.50-4.36 (m, 2x 2H, 2x H-2"), 4.18-4.15 (m, 2x 1H, 2x H-4"), 2.37-2.23 (m, 2x 2H, 2x H-
57), 2.05 (s, 3H, C(O)CHs), 2.04 (s, 3H, C(O)CHs), 1.75 (d, 3H, 3Juy = 1.0 Hz, CHj), 1.73
(d, 3H, 3Jun = 1.0 Hz, CHy).

13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 170.0 (2x C=0), 163.6 (2x C-4), 156.0 (2x C-5,,),
150.3 (2x C-2), 143.5 (2x C-2,), 135.8 (2x C-6), 125.5, 125.4 (je C-44), 122.5 (2x C-64),
119.6 (2x C-1), 119.5 (2x C-3,), 109.9 (2x C-5), 84.2 (2x C-17), 81.4 (d, 3Jcp = 7.6 Hz, 2x
C-4"), 81.3 (2x C-3"), 68.0 (d, 2Jcp = 7.4 Hz, 2x Bn-CH,), 67.9, 67.8 (je d, Jcp = 7.4 Hz, C-
57, 35.5, 35.4 (C-2"), 20.7 (2 x C(O)CHz3), 12.0 (2x CHy).

$P_NMR: & [ppm] (162 MHz, DMSO-d6): -10.92, -10.72.

IR (KBr): 7 [cm™]: 3454, 3200, 3076, 2931, 1693, 1533, 1349, 1251, 1030, 939, 749.
HRMS (FAB, m/z): berechnet fiir C19H,1:N301:P": 498.0914 [M+H]", gefunden: 498.0895.

Synthese von 5-Nitro- cycloSal-N?-acetyl-2’,3"-di- O-acetylguanosinmonophosphat 85

GemaR AAV 4.1 wurden 243 mg N2-Acetyl-2’,3'-di-O-acetylguanosin 87 (0.595 mmol,
1.0 Ag.) gel6st in 10 mL abs. Acetonitril mit 230 uL DIPEA (175 mg, 1.35 mmol) und
277 mg 5-Nitrosaligenylchlorphosphit 86 (1.19 mmol, 2.0 Ag.) gelést in 3 mL abs.
Acetonitril umgesetzt. Nach 5 Stunden Rihren bei Rt erfolgte die one-pot-Oxidation durch
Zugabe von 1.45g Oxone® (2.36 mmol, 4 Ag.) suspendiert in 5mL kaltem Wasser
bei -10 C.

Ausbeute : 0.295g (0.473 mmol, 80%, .. Q .
bezogen auf das Rohprodukt) eines gelben 02N5;©i/\(|) o 8 </ fB\JN\H
Feststoffes als Diastereomerengemisch Aar 3 2mo’P::o . N™ 4 N" 2 "NHAC
(1:1); Summenformel : Cy3H23NgO13P; Mol- " 3,0 U

gewicht : 622.43 g/mol; R; (CH,CIl,/CH;OH OAc OAcC

9:1 v/v): 0.49.
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'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 12.17 (s, 2H, 2x NH), 10.45 (s, 2H, 2x NHAc), 8.28
(dd, 1H, *Juy = 9.3 Hz, “Juy = 2.4 Hz, H-4y), 8.24 (dd, 1H, 3Juy = 8.9 Hz, “Juy = 2.5 Hz, H-
4,), 8.10 (d, 1H, “Juy = 2.5 Hz, H-64), 8.08 (d, 1H,*J.y = 2.5 Hz, H-6), 7.68 (s, 2H, 2x H-
8), 7.32 (d, 1H, *Juy = 9.1 Hz, H-3,), 7.14 (d, 1H, 3J4y = 9.1 Hz, H-3,), 6.10-6.00 (m, 2H,
2x H-2"), 5.93 (dd, 3Juy = 7.1 Hz, “Jun = 4.3 Hz, 2x H-1"), 5.73-5.68 (m, 2H, 2x H-3'), 5.56
(d, 2H, 2y = 13.6 Hz, Bn-CH,), 5.46 (dd, 2H, 2Juy = 14.0 Hz, Jue = 3.3 Hz, Bn-CH,),
4.84-4.75 (m, 2H, 2x H-5'a), 4.64-4.57 (m, 1H, H-5'b), 4.55-4.48 (m, 1H, H-5'b), 4.43-4.38
(m, 2H, 2x H-4'), 2.25, 2.24, 2.16, 2.15 (je: s, 3H, C(O)CHs), 2.06 (s, 6H, 2 x C(O)CHs).
3C-NMR (101 MHz, CDCly): 6 [ppm] = 173.1, 170.0, 169.9, 169.5, 169.4 (je C=0), 155.7
(C-6), 148.1, 148.0 (2x C-2), 147.9 (C-4), 126.1, 126.0 (2x C-4,), 123.0, 122.9 (2x C-5),
122.0, 121.9 (2x C-64), 120.1, 119.9 (2x C-3,), 88.0, 87.9 (2x C-1'), 81.2, 81.1 (2x C-4)),
72.0, 71.8 (2x C-2), 71.2, 71.1 (2x C-3’), 68.3, 68.2 (2x Bn-CH,), 67.9, 67.8 (2x C-5),
24.2,20.7, 20.5 (C(O)CHs).

3IP.NMR (162 MHz, CDCls): 6 [ppm] = -10.70, -10.33.

IR (ATR): ¥ [cm™] = 1678, 1526, 1339, 1230, 1027, 937, 724, 436.

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fiir Cx3H,4NgO13P* [M+H]": 623.1133, gefunden: 623.1126.

11.2.4 Synthese von Glycosylphosphaten

Synthese von 1,2,3,4-Tetra- O-acetyl-6-desoxy- a/B-D-galactopyranose D-216

Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend AAV 6. Es wurden 1.00 g a-D-Fucose D-15
(6.09 mmol) geldst in 20 mL abs. Pyridin und 8.10 mL Essigsaureanhydrid (8.75 g,
85.7 mmol) eingesetzt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel mit

PE/EE 1:2 v/v als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 1.70 g (5.12 mmol, 84 %) eines farblosen Feststoffes; O|/_°|\CC
3
Summenformel : Ci4H200g; Molgewicht: 332.30 g/mol; R (PE/EE 4 -0 1
AcO
1:2 viv): 0.80; Anomerenverhaltnis: a: = 1:0.3; Schmelzpunkt: 3 2 DAc OAc

44.4 C.

a-"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCly): 6.33 (d, 1H, 3Juy = 2.8 Hz, H-1), 5.35-5.33 (m, 3H,

H-2, H-3, H-4), 4.27 (q, 1H, 3Ju = 6.5, H-5), 2.18, 2.15, 2.02, 2.00 (je: s, 3H, C(O)CHj),

1.15 (d, 3H, 3Jy = 6.5 Hz, CH5).

a-*C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 170.7, 170.2, 169.6, 169.3 (C=0), 89.9 (C-1),

70.5 (C-4), 67.8 (C-2), 67.3 (C-3), 66.4 (C-5), 21.0, 20.8, 20.7, 20.6 (je C(O)CHs), 15.9

(CH).

IR (ATR): 7 [cm™]: 2990, 1741, 1432, 1368, 1209, 1071, 1042, 925, 899, 821, 739, 473.
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Synthese von 1,2,3,4-Tetra- O-acetyl-6-desoxy- a/B-L-galactopyranose L-216

Die Durchfihrung erfolgte entsprechend AAV 6. Es wurden 6.00 g L-Fucose L-15
(36.6 mmol) geldst in 100 mL abs. Pyridin und 48.6 mL (52.5 g, 514 mmol) Essigsaure-
anhydrid eingesetzt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel mit

PE/EE 1:2 vlv als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 11.80g (35,51 mmol, 97%) eines gelben Ols; 5

1.0Ac
Summenformel :  CiHx0s;  Molgewicht: 332.30 g/mol; Hscw
1 J J AcO 4L=r~LoAc
R¢ (PE/EE 1:2 v/v): 0.80; Anomerenverhaltnis: a: = 3:1. AcO 2

Die NMR- und IR-spektroskopischen Daten entsprechen denen des D-Enantiomers D-216.

Synthese von 2,3,4-Tri- O-acetyl-6-desoxy- a/B-D-galactopyranose D-217

Die Synthese erfolgte nach AAV 7.1. Es wurden 1.50 g 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-desoxy-
a/B-b-galactopyranose D-216 (5.51 mmol, 1.0 Ag.) geldst in 5mL abs. DMF und mit
507 mg Hydraziniumacetat (5.51 mmol, 1.0 Ag.) eingesetzt.

Ausbeute : 1.18g (4.06 mmol, 90%) eines farblosen Ols; OI'-AI\CC
3
Summenformel : C;,H130g; Molgewicht: 290.27 g/mol; Ry (PE/EE A :) >—0 |
c
1:2 viv): 0.67; Anomerenverhaéltnis:  a:3=1:0.6. 3 % DAc OH

a-"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 5.41 (d, 1H, *Juy = 3.6 Hz, H-1), 5.35 (dd, 1H, 3Juy
=10.9 Hz, 3J4y = 3.5 Hz, H-3), 5.26-5.25 (m, 1H, H-4), 5.10 (dd, 1H, 3Jy= 10.9 Hz, 3Jy =
3.6 Hz, H-2), 4.35 (q, 1H, *Juy = 6.4 Hz, H-5), 2.11, 2.04, 1.93 (je s, 3H, C(O)CHs), 1.08
(d, 3H, 3Jn = 6.6 Hz, CHy).

a-"*C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 170.6, 170.4, 170.1 (je C=0), 90.6 (C-1), 71.2 (C-
4), 68.3 (C-2), 67.6 (C-3), 64.4 (C-5), 20.9, 20.8, 20.7 (je C(O)CHs),15.9 (C-6).

IR (ATR): 7 [cm™]: 3447, 2987, 2363, 1743, 1654, 1437, 1241, 1047, 669.

MS (FAB, m/z): berechnet flr C1,H1g0g: 290.1002, gefunden: 273.2 [M-OH].

Synthese von 2,3,4-Tri- O-acetyl-6-desoxy- a/B-L-galactopyranose L-217

Die Synthese erfolgte nach AAV 7.1. Es wurden 5.00 g 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-desoxy-
a/B-L-galactopyranose L-216 (15.0 mmol, 1.0 Ag.) gelost in 15 mL abs. DMF und 1.66 g

Hydraziniumacetat (18.0 mmol, 1.2 Ag.) eingesetzt.
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Ausbeute : 3.01g (10.4 mmol, 69%) eines farblosen Ols;

5 OH
Summenformel : Ci,HigOg; Molgewicht:  290.27  g/mol; Hscw
AcO 3 OAc

R¢ (PE/EE 1:2 v/v): 0.67; Anomerenverhdltnis: ao:3=1:0.6. AcO 2

Die NMR- und IR-spektroskopischen Daten entsprechen denen des D-Enantiomers D-217

Synthese von Bis-(benzyl)-2,3,4-tri- O-acetyl-6-desoxy- a-D-galactopyranosyl-
phosphat a-D-100

Die Reaktion erfolgte entsprechend AAV 13.1. Es wurden dabei 986 mg 2,3,4-Tri-O-
acetyl-6-desoxy-a/B-D-galactopyranose D-217 (3.40 mmol, 1.0 Ag.) in 50 mL abs. Dichlor-
methan, 16.3 mL Dicyanoimidazol (0.25 M in CHsCN, 4.10 mmol, 1.2 Ag.), 1.68 mL Bis-
(benzyl)-N,N-diisopropyl-phosphoramidit (1.76 mg, 5.10 mmol, 1.5Aqg.) und 1.17g

3-Chlorperbenzoesaure (6.78 mmol, 2.0 Ag.) verwendet.

Ausbeute : 785 mg (1.43 mmol, 42%) eines farblosen Ols;
Summenformel : CyH301:P; Molgewicht: 550.49 g/mol;
Rf (PE/EE 1:2 v/v): 0.62; Anomerenverhaltnis: a-anomeren-

rein; Drehwert: [a]p® = + 24°(c=1.0, CHCl ).

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.38-7.35 (m, 10H, CHy,), 5.91 (dd, 1H, 3Ju= 6.3 Hz,
3Jun = 3.4 Hz, H-1), 5.32 (dd, 1H, 3Jun = 10.9 Hz, Juy = 3.2 Hz, H-3), 5.27 (d, 1H, *Jyu =
3.2 Hz, H-4), 5.22-5.18 (m, 1H, H-2), 5.17-5.00 (m, 5H, Bn-CH,), 4.16 (q, 1H, 3Juu =
6.3 Hz, H-5), 2.16, 2.00, 1.91 (je: s, 3H, C(O)CHs), 1.04 (d, 3H, 3Ju = 6.5 Hz, CHy).
3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 169.9, 169.6, 169.2 (C=0), 130.2, 129.8, 128.7,
128.2, 128.0, 127.9 (CH,), 95.0 (C-1), 70.5 (C-4), 69.7 (d, 2Jcp = 5.6 Hz, Bn-CH,), 69.5 (d,
2Jep = 5.6 Hz, Bn-CH,), 67.4 (C-3), 67.1 (C-2), 66.8 (C-5), 20.7, 20.6, 20.5 (je C(O)CHy),
15.7 (CHa).

3P.NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCly): -2.72.

IR (ATR): ¥ [cm™]: 3034, 1745, 1456, 1370, 1215, 1073, 998, 948, 925, 736,696, 466.
HRMS (ESI*; m/z): berechnet fiir CysHs;NaO; [M+Na]": 573.1502, gefunden: 573.1510.

Synthese von Bis-(benzyl)-2,3,4-tri- O-acetyl-6-desoxy- a-L-galactopyranosylphos-
phat a-L-100

Die Reaktion erfolgte entsprechend AAV 13.1. Es wurden dabei 2.57 g 2,3,4-Tri-O-acetyl-
6-desoxy-a/B-L-galactopyranose  L-217 (8.86 mmol, 1.0Ag.) in 120mL abs.
Dichlormethan, 43.8 mL Dicyanoimidazol (0.25M in CHsCN, 11.02 mmol, 1.2 Aq.),
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4.38 mL Bis-(benzyl)-N,N-diisopropyl-phosphoramidit (4.59 mg, 13.3 mmol, 1.5 Ag.) und
3.06 g 3-Chlorperbenzoesaure (17.7 mmol, 2.0 Aqg.) verwendet.

Ausbeute : 4.88 g (96.7 mmol, 72%) eines farblosen Ols; O
Summenformel : CxHs3:01:P; Molgewicht: 550.49 g/mol; R¢ . o’g\B(%Bn
(PE/EE 1:2 vlv): 0.62; Anomerenverhaltnis; a-anomeren- Hacwl

. - AcO-4 3 OAc
rein; Drehwert: [a]p” =-28 °(c=1.0, CHCI ;). AcO 2

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fiir CysHs:NaO1;," [M+Na]": 573.1496, gefunden: 573.1492.

Die NMR- und IR-spektroskopischen Daten entsprechen denen des D-Enantiomers a-D-
100.

Synthese von 2,3,4-Tri- O-acetyl-6-desoxy a-D-galactopyranosylphosphat in Form

des Monotriethylammoniumsalzes  a-D-95

Die Reaktion wurde entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 5.1
durchgefuhrt. Es wurden 646 mg Bis-(benzyl)-2,3,4-tri-O-acetyl-6-desoxy-a-D-galacto-
pyranosylphosphat a-L-100 (1.17 mmol, 1.0 Aq.), 325puL Triethylamin (237 mg,
2.34 mmol, 2.0 Ag.) und 127 mg Pd/C eingesetzt. Als Losungsmittel wurden 15 mL abs.
Methanol verwendet, die Reaktionszeit betrug 48 h. Das erhaltene Rohprodukt wurde an
Kieselgel mit CH3CN/H,O 3:1 v/v als Eluent gereinigt. Das Produkt wurde Uber eine
protonierte lonenaustauschersaule DOWEX 50WX8 eluiert. Die protonierte Form des
Phosphates wurde mit Triethylamin zum Neutralpunkt titriert und das Lésungsmittel durch

Gefriertrocknung entfernt.

Ausbeute : 515mg (1.09 mmol, 94%) eines farblosen 4Oﬁ:c;5 o
Feststoffes; Summenformel : CigH3NO.,P;  Molgewicht: |, - 10
471.43 g/mol; R; (CH3CN/H,O 3:1 v/v): 0.81; Anomeren- 3 OACO/IID\OH
verhaltnis: a-anomerenrein; Drehwert: [a]p® = +62°(c=1.0, OC?—ﬁEt
3

H,0).

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, D,0): 5.67 (dd, 1H, 3J4y = 6.8 Hz, 3J4y = 3.1 Hz, H-1), 5.35-
5.34 (m, 1H, H-4), 5.20 (dd, 1H, 3Ju = 10.5 Hz, 3Juy = 3.3 Hz, H-3), 4.51 (q, 1H, 3Jun =
6.3 Hz, H-5), 4.07 (ddd, 1H, 3J,4 =10.5 Hz, %3y = 3.5 Hz, 3J4n = 2.5 Hz, H-2), 3.21 (q, 6H,
3Jun = 7.3 Hz, (HN(CH,CHs)3)"), 2.23, 2.12, 2.03 (je: s, 3H, C(O)CHjz), 1.29 (t, 9H, Iy =
7.3 Hz, (HN(CH,CH3)3)"), 1.17 (d, 3H, Jy = 6.6 Hz, CH3).
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13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, D,0): 173.7, 173.1, 173.0 (je C=0), 91.9 (d, 2Jcp = 5.2 Hz,
C-1), 715 (C-4), 68.5 (C-3), 68.0 (d, *Jcp = 7.8 Hz, C-2), 65.9 (C-5), 46.8
(HN(CH,CHs)3)"), 8.4 (HN(CH,CHs)3)"), 14.8 (CHs), 19.9, 20.1, 20.2 (je C(O)CHy).
$P-NMR: & [ppm] (162 MHz, D,0): -1.52.

IR (ATR): 7 [cm™]: 2982, 2495, 1741, 1476, 1371, 1222, 1068, 921, 852, 529, 469.

HRMS (ESI'; m/z): berechnet fir C1,H1504:P" [M]: 369.0587, gefunden: 369.0609.

Synthese von 2,3,4-Tri- O-acetyl-6-desoxy- a-L-galactopyranosylphosphat in Form

des Monotriethylammoniumsalzes  a-L-95

Die Reaktion wurde entsprechend AAV 5.1 durchgefiihrt. Es wurden 2.63 g Bis-(benzyl)-
2,3,4-tri-O-acetyl-6-desoxy-a-L-galactopyranosylphosphat a-L-100 (4.78 mmol, 1.0 Aqg.),
1.32 mL Triethylamin (963 mg, 9.52 mmol, 2.0 Aq.) und 517 mg Pd/C eingesetzt. Als
Losungsmittel wurden 60 mL abs. Methanol verwendet, die Reaktionszeit betrug 48 h.
Das erhaltene Rohprodukt wurde an Kieselgel mit CH;CN/H,O 3:1 v/v als Eluent gereinigt.
Das Produkt wurde Uber eine protonierte lonenaustauschersdule DOWEX 50WX8 eluiert.
Die protonierte Form des Phosphates wurde mit Triethylamin zum Neutralpunkt titriert und

das Ldsungsmittel durch Gefriertrocknung entfernt.

Ausbeute : 1.76 g (3.73 mmol, 78%) eines farblosen 0
Feststoffes; Summenformel : C.gH34NO;P; Molgewicht: O’g\OH
5 )
471.43 g/mol; R; (CH3sCN/H,0 3:1 v/v): 0.81; Anomeren- 1 ®©
g r (CHCN/H; ) e 0 HNEt,
verhdltnis: a-anomerenrein; Drehwert: [a]p® = -71° |AcO 4A 73 OAc
C 2

(C=1.0, HzO)
HRMS (ESI'; m/z): berechnet fiir C1,H1501:P™ [MT]: 369.0587, gefunden: 369.0600.

Die NMR- und IR-spektroskopischen Daten entsprechen denen des D-Enantiomers a-D-
95.

Synthese von 2,3,4-Tri- O-acetyl-6-desoxy- a-D-galactopyranosylbromid D-99

Die Synthese wurde gemafl AAV 12.1 durchgeftihrt. Es wurden 2.00 g 1,2,3,4-Tetra-O-
acetyl-6-desoxy-a/B-D-galactopyranose D-216 (6.02 mmol) in 10 mL abs. Dichlormethan
und 4.44 mL Bromwasserstoffsaure (33% in Eisessig) eingesetzt. Das Reaktionsgemisch
wurde 48 h bei Rt gertihrt.

Ausbeute : 2.04 g (5.77 mmol, 96%) eines gelben Ols; Summen- O,’:‘??C 5 o
4
formel : C1,H,7BrO7; Molgewicht:  353.16 g/mol; Ry (PE/EE 1:1 VV): |, 1
3 20Ac
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0.85; Anomerenverhéltnis: a-anomerenrein; Drehwert: [O(]D2°= -6°(c=1.0, CHCl ).

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCly): 6.69 (d, 1H, 3Juy = 3.9 Hz, H-1), 5.40 (dd, 1H, 3Jyy =
10.6 Hz, ®Juy = 3.3 Hz, H-3), 5.35 (d, 1H, Ju4 = 2.2 Hz, H-4), 5.02 (dd, 1H, 3J4y = 10.6 Hz,
3Jun = 3.9 Hz, H-2), 4.40 (q, 1H, 34y = 6.5 Hz, H-5), 2.17, 2.10, 2.01 (je: s, 3H, C(O)CH),
1.21 (d, 3H, ®Jyn = 6.6 Hz, CHy).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCl;): 170.2, 170.1, 169.8 (je C=0), 89.3 (C-1), 70.0 (C-4),
69.8 (C-5), 68.9 (C-3), 67.9 (C-2), 20.7, 20.6, 20.5 (je C(O)CHs), 15.5 (CH3).

IR (ATR): ¥ [cm™]: 2986, 1698, 1636, 1384, 1246, 1164, 1055, 1026, 963, 898, 752, 666.

Synthese von 2,3,4-Tri- O-acetyl-6-desoxy- a-L-galactopyranosylbromid L-99

Die Synthese wurde gemalRR AAV 12.1 durchgefihrt. Es wurden 6.71 g 1,2,3,4-Tetra-O-
acetyl-6-desoxy-L-galactopyranose L-216 (20.2 mmol) in 30 mL abs. Dichlormethan und
15.0 mL Bromwasserstoffsaure (33% in Eisessig) eingesetzt. Das Reaktionsgemisch
wurde 24 h bei Rt geruhrt.

Ausbeute : 5.36g (15.2mmol, 75%) eines gelben Ols; . Br

Summenformel : Ci,H.,BrO;;  Molgewicht: 353.16 g/mol; H@Wl
. . AcO OA

R¢ (PE/EE 1:1 v/v): 0.85; Anomerenverhdltnis: a-anomerenrein; ¢ AcO 2 2 ¢

Drehwert: [0]p® =+6°(c=1.0, CHCI 5).

Die NMR- und IR-spektroskopischen Daten entsprechen denen des D-Enantiomers D-99.

Synthese von Bis-(benzyl)-2,3,4-tri- O-acetyl-6-desoxy- B-D-galactopyranosyl-
phosphat B-D-100
Die Reaktion erfolgte entsprechend AAV 13.2. Es wurden 2.27 g Dibenzylphosphat

(8.16 mmol, 1.8 Aq.), 1.60 g 3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-a-p-galactopyranosylbromid D-99
(4.53 mmol, 1.0 Ag.) und 2.25 g Silbercarbonat (8.16 mmol, 1.2 Aq.) eingesetzt.

Ausbeute : 1.44 g (2.62 mmol, 58%) eines gelben Ols; OAc
Summenformel : CyHs3:01:P; Molgewicht: 550.49 g/mol; . HiC . o 9
Ri (PE/EE 1:1 v/v): 0.30; Anomerenverhaltnis:  (B-ano- |AcO o/(')Bcn)Bn

2
3 OAc 1
merenrein; Drehwert: [a]p® = + 40°(c=1.0, CHCl 5).

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCl;): 7.36-7.30 (m, 10H, CH,,), 5.31-5.28 (m, 2H, H-1, H-
4), 5.26-5.24 (m, 1H, H-3), 5.09 (dd, 2H, 3Jy = 7.4 Hz, J4y = 2.0 Hz, Bn-CH,), 5.02-5.01
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(m, 3H, H-2, Bn-CH,), 3.90 (q, 1H, 3Juy = 6.2 Hz, H-5), 2.19, 2.00, 1.91 (je s, 3H,
C(O)CHj3), 1.20 (d, 3H, 3Juy = 6.5 Hz, CHy).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 170.9, 170.5, 169.9, 169.6 (je C=0), 128.8, 128.7,
128.6, 128.5, 128.4, 128.0, 127.9, 127.8 (CH.,), 96.8 (d, “Jcp = 4.6 Hz, C-1), 70.9 (C-2),
69.8 (C-5), 69.7 (Bn-CH,), 69.1 (d, “Jcp = 5.4 Hz, Bn-CH,), 68.9 (C-4), 66.0 (C-3), 21.0,
20.7, 20.6 (je C(O)CHs), 15.9 (CHs).

$P-NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCly): -3.90.

IR (ATR): 7 [cm™]: 2941, 1738, 1372, 1220, 1168, 994, 879, 737, 695, 497, 451.

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fuir CosHs;NaO;; [M+Na]™: 573.1502, gefunden: 573.1509.

Synthese von Bis-(benzyl)-2,3,4-tri- O-acetyl-6-desox- [-L-galactopyranosylphosphat
B-L-100

Die Reaktion erfolgte entsprechend AAV 13.2. Es wurden 1.75 g Dibenzylphosphat
(6.29 mmol, 1.8 Ag.), 1.23 g 3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-a-L-galactopyranosylbromid D-99
(3.48 mmol, 1.0 Ag.) und 1.73 g Silbercarbonat (6.27 mmol, 1.8 Aq.) eingesetzt.

Ausbeute : 1.30g (2.36 mmol, 68%) eines gelben Ols;

0
. . H . . 5 1 !
Summenformel : CysH3:011P; Molgewicht: 550.49 g/mol; Hacwo/(ﬁ;g%m
R (PE/EE 1:1 viv): 0.30; Anomerenverhaltnis: B-ano- ACO~=775 ~ OAc

merenrein; Drehwert: [0]p? = -44°(c=1.0, CHCI 3).
HRMS (ESI*; m/z): berechnet fiir Co,6Hs;NaO4;* [M+Na]": 573.1496, gefunden: 573.1497.

Die NMR- und IR-spektroskopischen Daten entsprechen denen des D-Enantiomers (3-D-
100.

Synthese von 2,3,4-Tri- O-acetyl-6-desoxy- B-D-galactopyranosylphosphat in Form

eines Natriumsalzes f-D-95

Die Reaktion wurde entsprechend AAV 5.1 durchgefihrt. Es wurden 753 mg Bis-(benzyl)-
2,3,4-tri-O-acetyl-6-desoxy-B-D-galactopyranosylphosphat B-L-100 (1.37 mmol, 1.0 Aq.),
379 yL Triethylamin (276 mg, 2.73 mmol, 2.0 Ag.) und 148 mg Pd/C eingesetzt. Als
Losungsmittel wurden 15 mL abs. Methanol verwendet, die Reaktionszeit betrug 48 h.
Durch die saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel mit CH3;CN/H,O 5:1 v/v als
Eluent, wurde das im Rohprodukt noch vorhandene Triethylammonium-Gegenion durch

im Wasser stets vorhandene Natriumionen ausgetauscht.
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Ausbeute : 408 mg (1.04 mmol, 76%) eines gelben OAc o
Feststoffes; Summenformel : Ci,H;sNaO1;,P; Molgewicht: 4 HSs o Po
392.23 g/mol; Rf (CH3sCN/H,O 3:1 v/v): 0.81; Anomeren- AcO 3 2 0AcC 1 ° éeog
verhaltnis:  B-anomerenrein; Drehwert: [a]p®° = +16.0° Na

(c=1.0, H,0).

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, D,0): 6.20 (d, 1H, 3Juy = 3.9 Hz, H-1), 5.23 (dd, 1H, 3J.y =
3.3 Hz, 3J4y =1.2 Hz, H-4), 5.12 (dd, 1H, 3J4y = 10.6 Hz, *Jy = 3.3 Hz, H-3), 4.15-4.11 (m,
1H, H-5), 4.08 (dd, 1H, 3Juy = 10.6 Hz, 3J4y =3.9 Hz, H-2), 2.27, 2.15, 2.05 (je: s, 3H,
C(O)CHj3), 1.25 (d, 3H, 3Jun = 6.5 Hz, CHy).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, D,0): 173.8, 173.3, 172.9 (je C=0), 95.3 (d, 2cp = 4.4 Hz,
C-1), 71.5 (C-3), 70.9 (C-4), 70.2 (d, *Jcp = 7.6 Hz, C-2), 69.9 (C-5), 20.4, 20.0, 19.9 (je
C(O)CHs), 15.0 (C-6).

$IP.NMR: d [ppm] (162 MHz, D,0): -1.41.

IR (ATR): 7 [cm™]: 2983, 2357, 1747, 1372, 1229, 1130, 1068, 924, 854, 529, 466.

HRMS (ESI'; m/z): berechnet fir C,,H1501:P" [M]: 369.0592, gefunden: 369.0608.

Synthese von 2,3,4-Tri- O-acetyl-6-desoxy- B-L-galactopyranosylphosphat in Form

eines Natriumsalzes B-L-95

Die Reaktion wurde entsprechend AAV 5.1 durchgefiihrt. Es wurden 1.05 g Bis-(benzyl)-
2,3,4-tri-O-acetyl-6-desoxy-a-L-galactopyranosylphosphat B-L-100 (1.90 mmol, 1.0 Aq.),
526 yL Triethylamin (383 mg, 3.78 mmol, 2.0 Ag.) und 200 mg Pd/C eingesetzt. Als
Ldsungsmittel wurden 30 mL Dioxan verwendet, die Reaktionszeit betrug 48 h. Durch die
saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel mit CH;CN/H,O 5:1 v/v als Eluent,
wurde das im Rohprodukt noch vorhandene Triethylammonium-Gegenion durch im

Wasser stets vorhandene Natriumionen ausgetauscht.

Ausbeute : 704 mg (1.79 mmol, 94%) eines gelben o
5 1 I

Feststoffes; Summenformel : C;,HisNaO1;P; Molgewicht: Eggwo/?\OH

392.23 g/mol; R; (CH3sCN/H,O 3:1 v/v): 0.81; Anomeren- AcO 3 2OA° 0®9

verhaltnis:  B-anomerenrein; Drehwert: [a]p®® = -20.0° Na

(c=1.0, H,0).
HRMS (ESI'; m/z): berechnet fir C1,H1501:P" [M]: 369.0592, gefunden: 369.0597.

Die NMR- und IR-spektroskopischen Daten entsprechen denen des D-Enantiomers (-D-
100.
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11.2.5 Synthese von NDP-Zuckern

Synthese von Thymidindiphosphat-  B-D-fucose B-D-218

Die Darstellung erfolgte nach AAV 14. Es wurden 57 mg 5-Nitro-cycloSal-3"-O-acetyl-
thymidinmonophosphat 70 (0.11 mmol, 1.0 Ag.), 95 mg 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-a-D-
galactopyranosylphosphat a-p-95 (0.23 mmol, 2.0 Ag.) und 5 mL abs. DMF verwendet.
Das Reaktionsgemisch wurde 36 h bei Rt gerihrt.

OH O O 0
HsC TRl 2" NH
e gh b, AN
HO 5
3 20H1 O o OH ' N™ ~O
Na *# g
3 2
OH

Ausbeute : 58 mg (0.10 mmol, 81%) eines gelben Feststoffes; Summenformel :
Ci1sH2sN2NaO1s5P,; Molgewicht:  570.31 g/mol; Rf (iPrOH/NH,OAc (1 M) 2:1, viv) 0.57,;

Anomerenverhéltnis:  B-anomerenrein; Drehwert: [a],?° = -78.6 °(c=1.0, D ,0).

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, D,0): 7.78 (d, 1H, 3Ju = 1.1 Hz, Thymin-H-6), 6.39 (t, 1H,
33y = 6.7 Hz, H-1), 4.97 (t, 1H, 3Jun = 8.1 Hz, H-1), 4.69-4.66 (m, 1H, H-3"), 4.21 (d, 3H,
3Jun= 4.7 Hz, H-4", H-5"), 3.86 (dd, 1H, *Jy = 7.0 Hz, 3Ju4 = 6.0 Hz, H-5), 3.78 (d, 1H, Juu
= 3.2 Hz, H-4), 3.72 (dd, 1H, 3J4y = 6.5 Hz, 3Ju = 3.5 Hz, H-3), 3.60 (dd, 1H, 3Jy= 7.7 Hz,
3Jun = 2.3 Hz, H-2), 2.43-2.39 (m, 2H, H-2), 1.97 (d, 3H, *Juy = 1.0 Hz, Thymin-CHs), 1.92
(d, 3H, 3y = 6.5 Hz, CHs).

$'P-NMR: & [ppm] (162 MHz, D,0): -12.13 (d, Jpp = 19.8 Hz, Pg),-11.28 (d, Jpp = 19.4 Hz,
Po).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, D,0): 166.6, 151.8 (je C=0), 137.4 (Thymin-H-6), 111.8
(Thymin-C,), 98.4 (d, “Jcp = 6.0 Hz, C-1), 85.4 (d, *Jcp = 9.1 Hz, C-4"), 85.0 (C-17), 72.4
(C-3), 71.4 (C-5), 71.2 (C-2), 71.1 (C-4), 71.0 (C-3"), 65.5 (d, “2Jcp = 5.6 Hz, C-5"), 38.7 (C-
2'), 15.5 (C-6), 11.7 (Thymin-CHg).

IR (ATR): ¥ [cm™]: 3219, 1662, 1476, 1234, 1171, 1011, 936, 812, 751.

HRMS (ESI'; m/z): berechnet fir CigH2sNO15P," [M]: 547.0741, gefunden: 547.0706.

Synthese von Thymidindiphosphat- a-L-fucose a-L-218

Die Darstellung erfolgte nach AAV 14. Es wurden 53 mg 5-Nitro-cycloSal-3"-O-acetyl-
thymidinmonophosphat 70 (0.11 mmol, 1.0 Ag.), 89 mg 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-o-L-

203



Experimenteller Teil

galactopyranosylphosphat a-L-95 (0.21 mmol, 2.0 Ag.) und 5 mL abs. DMF verwendet.
Das Reaktionsgemisch wurde 36 h bei Rt gerihrt.

O

o 9
sl > 4NH
O/IID\O/Fl)\O | ;&

. 6
wp%w 1;5 o:Nl °
H3C 0] 4 1
Ho%. oH N T >

0% 2 OH

Ausbeute : 41.0 mg (0.072 mmol, 65%) eines farblosen Feststoffes; Summenformel :
Ci1sH2sN2NaO1s5P,; Molgewicht:  570.31 g/mol; Rf (iPrOH/NH,OAc (1 M) 2:1, viv) 0.61;

Anomerenverhéaltnis: a-anomerenrein; Drehwert: [0(]D20 =-3°(c=0.1, D,0).

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, D,0): 7.76 (d, 1H, 3Ju = 1.1 Hz, Thymin-H-6), 6.37 (t, 1H,
3Jun = 6.9 Hz, H-1"), 5.58 (dd, 1H, 3Ju = 6.8 Hz, 3J4y = 3.7 Hz, H-1), 4.66-4.63 (m, 1H, H-
3), 4.30 (q, 1H, 3Juy = 6.6 Hz, H-5), 4.23-4.18 (m, 3H, H-4", H-5"), 3.93 (dd, 1H, 3Juu =
10.3 Hz, 3Jun = 3.4 Hz, H-3), 3.84 (d, 1H, 3Juy = 3.2 Hz, H-4), 3.76 (td, 1H, %Jyy = 10.3 Hz,
3Jun = 3.3 Hz, H-2), 2.44-2.34 (m, 2H, H-2"), 1.94 (d, 3H, 3J.4 = 1.0 Hz, Thymidin-CHj),
1.23 (d, 3H, *Jy = 6.6 Hz, CHy).

¥P-NMR: & [ppm] (162 MHz, D,0): -12.79 (d, 1H, 3Jp = 20.7 Hz, Pp), -11.36 (d, 1H, *Jpp =
20.3 Hz, Py).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, D,0): 168.3 (C=0), 151.8 (C=0), 137.4 (Thymin-H-6), 111.8
(Thymin-Cy), 95.5 (d, 2Jcp = 7.2 Hz, C-1), 85.5 (d, *Jcp = 8.9 Hz, C-4"), 85.1 (C-1), 71.9
(C-4), 71.1 (C-3"), 69.6 (C-3), 68.3 (d, *Jcp = 8.5 Hz, C-2), 68.0 (C-5), 65.5 (d, “Jcp = 5.8
Hz, C-57), 38.6 (C-2),15.5 (C-6), 11.8 (Thymin-CHs).

IR (ATR): ¥ [cm™]: 3228, 1662, 1474, 1233, 1172, 1045, 935, 886, 811, 750, 666.

HRMS (ESI'; m/z): berechnet fiir C1¢H,5N.015P5" [M-H]: 547.0741, gefunden: 547.0712.

Synthese von Thymidindiphosphat-  B-L-fucose 102

Die Darstellung erfolgte nach AAV 14. Es wurden 60 mg 5-Nitro-cycloSal-3"-O-acetyl-
thymidinmonophosphat 70 (0.12 mmol, 1.0 Ag.), 0.10 g 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-p-L-
galactopyranosylphosphat B-L-95 (0.24 mmol, 2.0 Ag.) und 5 mL abs. DMF verwendet.

Das Reaktionsgemisch wurde 36 h bei Rt geriihrt.

0
(I? ||
5 1 2 NH
PP ol
H3C o) oo 1o, . 6l 2
HO 2=~/ OH O> OHN S NAO
HO ® :
3’ 2’
OH
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Ausbeute : 53 mg (0.093 mmol, 75%) eines farblosen Feststoffes; Summenformel :
CisH2sN2NaO1sP,; Molgewicht:  570.31 g/mol; R¢ (iPrOH/NH,OAc (1 M) 2:1, viv) 0.61;

Anomerenverhdltnis:  B-anomerenrein; Drehwert: [a]p?° = -10°(c = 0.2, H ,0).
HRMS-ESI" (m/z): berechnet fiir C16H25N2045P, [M-H]: 547.0741, gefunden: 547.0734.

Die NMR- und IR-spektroskopischen Daten entsprechen denen des D-Enantiomers (-D-
218.

Synthese von Guanosindiphosphat-  f-L-fucose 17

Die Darstellung erfolgte nach AAV 14. Es wurden 78 mg 5-Nitro-cycloSal-N-acetyl-2’,3'-
di-O-acetylguanosinmonophosphat 85 (0.13 mmol, 1.0 Ag.), 98 mg 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-
desoxy-B-L-galactopyranosylphosphat B-L-95 (0.25 mmol, 2.0 Ag.) und 3 mL abs. DMF

verwendet. Das Reaktionsgemisch wurde 24 h bei Rt geruhrt.

0]

6 NH
O O 4 ¢
5 1ol SG<

PP N7 N)z\NH
H3cwo o 0 ’ G G 2
HOZ OH> 0.0 OH™N?

H03 2 @ 4 o 1
Na S 2
OH OH

Ausbeute : 33 mg (55 umol, 42%) eines farblosen Feststoffs; Summenformel :

C1sH24NsNaOsP»; Molgewicht : 611.32 g/mol; Anomerenverhdltnis:  B-anomerenrein;

Die analytischen Daten stimmten mit denen der Literatur tiberein.*?°2%

Synthese von Guanosindiphosphat-  [3-D-galactose 104

Die Darstellung erfolgte nach AAV 14. Es wurden 44 mg 5-Nitro-cycloSal-N?-acetyl-2’,3'-
di-O-acetylguanosinmonophosphat 85 (71 pmol, 1.0 Ag.), 75 mg 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-p-
D-galactopyranosylphosphat (0.14 mmol, 2.0 Ag.) und 2 mL abs. DMF verwendet. Das
Reaktionsgemisch wurde 24 h bei Rt geruhrt.

0]

N5e6
8(3</ c NH

OH
OH O O
4 6 5 0 Blg (xlg 4g NJZ\GNHQ
HO O/ l\o/ l\o 5
2 O OH O

3 OH 9@ 4G o) 1

Na OH OH
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Ausbeute : 15mg (24 mmol, 35%) eines farblosen Feststoffs; Summenformel :
C1sH24NsNaO16P»; Molgewicht : 627.32 g/mol; R; (iPrOH/ NH,OAc (1 M) 2:1, viv) 0.67,;

Anomerenverhaltnis:  [3-anomerenrein; Drehwert : [a]éggnm: +10°(c = 2.4, D ;0).

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, D,0): 8.13 (s, 1H, H-8g), 5.95 (d, 1H, 3Juy = 6.4 Hz, H-1),
4.97 (t, 1H, *Juy = 7.8 Hz, H-1), 4.82-4.79 (m, 1H, H-2"),4.55 (dd, 1H, *J4y = 5.1 Hz, Iy =
3.2 Hz, H-3"), 4.37 (s, 1H, H-4), 4.23 (d, 2H, ®Ju = 3.4 Hz, H-5"), 3.92 (d, 1H, %)y =
3.2 Hz, H-4), 3.83 (dd, 1H, 3Juy = 10.7 Hz, 3Jyy = 7.2 Hz, H-6), 3.76-3.68 (m, 3H, H-3, H-5,
H-6), 3.63 (dd, 1H, Juy = 10.0 Hz, 3y = 7.5 Hz, H-2).

$'P-NMR: & [ppm] (162 MHz, D,0): -12.93 (d, 1H, 3Jpp = 20.5 Hz, Pp), -11.24 (d, 1H, *Jpp =
21.2 Hz, Py).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, D,0): 159.2 (C-6g), 153.1 (C-2¢), 152.1 (C-4¢), 137.7 (C-
8c), 116.2 (C-5¢), 98.5 (d, 2Jcp = 6.1 Hz, C-1). 86.7 (C-17), 83.9 (d, %Jcp = 9.2 Hz, C-4),
75.8 (C-5), 73.5 (C-2°), 72.3 (C-3), 71.2 (d, %Jcp = 8.5 Hz, C-2), 70.5 (C-3"), 68.6 (C-4),
65.3 (d, 2Jcp = 5.2 Hz, C-5), 61.2 (C-6).1

IR (ATR): ¥ [cm™: 3139, 1721, 1691, 1599, 1227, 1032, 938.

HRMS (ESI'; m/z): berechnet fir CigH24NsO16P> [M]: 603.0699, gefunden: 604.0686.

Synthese von Guanosindiphosphat-  [3-D-glucose 103

Die Darstellung erfolgte nach AAV 14. Es wurden 37 mg 5-Nitro-cycloSal-N?-acetyl-2’,3'-
di-O-acetylguanosinmonophosphat 85 (59 pmmol, 1.0 Ag.), 61 mg 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-
B-D-glucose-1-phosphat (Triethylammonium Salz) (0.12 mmol, 2.0 Ag.) und 4 mL abs.
DMF verwendet. Das Reaktionsgemisch wurde 24 h bei Rt geruhrt.

0
N=C5NH
6 OH O (0] 8G<N | —
50 TR 20N725 NH
"% oo o s o
SToRT Qo O L0~ ],
Na OH OH

Ausbeute : 12mg (19 umol, 32%) eines farblosen Feststoffs; Summenformel :
C16H24N5016P,; Molgewicht : 604.33 g/mol; R; (iPrOH/NH,OAc (1 M) 2:1, v/v) 0.66;

Anomerenverhaltnis: -anomerenrein.

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, D,0): 8.11 (s, 1H, H-8c), 5.94 (d, 1H, 3Jus = 6.3 Hz, H-1"),
5.02 (t, 1H, 3Juy = 7.9 Hz, H-1), 4.82-4.79 (M, 1H, H-2"), 4.54 (d, 1H, 3Jun = 3.1 Hz, H-3"),
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4.37 (s, 1H, H-4"), 4.23 (d, 2H, 3J4y = 3.4 Hz, H-5"), 3.91-3.88 (m, 1H, H-6), 3.69 (dd, 1H,
33y = 12.4 Hz, 3y = 6.0 Hz, H-6), 3.54-3.48 (m, 2H, H-3, H-5), 3.39 (t, 2H, Jy = 9.3 Hz,
H-2, H-4).

$'P-NMR: & [ppm](162 MHz, D,0): -13.04 (d, 1H, ®Jpp = 20.7 Hz, Pp), -11.27 (d, 1H, *Jpp =
20.8 Hz, Py).

13C-NMR: 8 [ppm](101 MHz, D,0): 158.8 (C-65), 151.8 (C-4¢), 137.8 (C-8¢), 116.2 (C-5¢),
97.9 (d, 2Jcp = 6.0 Hz, C-1), 86.8 (C-1"), 83.9 (d, ®Jcp = 9.3 Hz, C-4"), 76.5 (C-5), 75.2 (C-
3), 73.6 (d, *Jcp = 8.5 Hz, C-2), 73.5 (C-2°), 70.5 (C-3"), 69.4 (C-4), 65.4 (d, 2Jcp = 5.5 Hz,
C-5'), 60.8 (C-6).

IR (ATR): 7 [cm™]: 1687, 1474, 1234, 1057, 947, 817, 411.

HRMS (ESI'; m/z): berechnet fiir C1¢H24Ns016P5> [M]: 603.0699, gefunden: 604.0690.

11.2.6 Synthese Farbstoff-funktionalisierter GDP-Fu  cose

Synthese von 1,2,3,4-Di- O-isopropyliden- a-b-galactopyranose D-76

Die Darstellung erfolgte nach AAV 8. Es wurden 1.04 g D-Galactose D-64 (5.77 mol),
6.88 mL Dimethoxypropan (55.8 mol) und 152 mg para-Toluolsulfonsdure (0.798 mmol) in
20 mL Aceton eingesetzt. Das Rohprodukt wurde séulenchromatographisch an Kieselgel

mit PE/EE 1:1 v/v und 0.1% Triethylamin als Eluent gereinigt.

) O s
Ausbeute : 1.13 g (4.34 mmol, 75%) eines farblosen Ols. Summen- )( 4 SOHO
formel : C12H,006; Molgewicht : 260.28 g/mol; R (PE/EE 5/1 v/v) 0.85; O 2 1
3 0]
*0

Anomerenverhaltnis:  a-anomerenrein; Drehwert : [a]gggnm: -52°(c =

0.90, CHCl,).

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 5.56 (d, 1H, 3Ju = 5.0 Hz, H-1), 4.60 (dd, 1H, 3J =
7.9 Hz, 3Juy = 2.4 Hz, H-3), 4.33 (dd, 1H, ®Juy = 5.0 Hz, 3J4y = 2.4 Hz, H-2), 4.26 (dd, 1H,
33Jun = 7.9 Hz, )y = 1.6 Hz, H-4), 3.87-3.84 (m, 2H, H-5, H-6a), 3.76-3.73 (m, 1H, H-6b),
1.52 (s, 3H, CHs), 1.45 (s, 3H, CH3), 1.35 (s, 6H, 2x CHs).

®C-NMR (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 109.5 (C,), 108.7 (C,), 96.3 (C-1), 71.6 (C-2), 70.8
(C-3), 70.6 (C-4), 68.1 (C-5), 62.3 (C-6), 26.1, 26.0, 25.0, 24.0 (je CHs).

IR (ATR): v [cm™] = 3492, 2986, 2937, 1457, 1373, 1254, 1063, 996, 897, 857, 771, 509.
HRMS (FAB, m/z): berechnet fiir C1,H,00¢ [M+H]: 261.1338, gefunden: 261.1335.
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Synthese von 1,2:3,4-Di- O-isopropyliden-6- O-para-toluolsulfonyl- a-D-galacto-

pyranose D-92

Die Synthese erfolgte entsprechend AAV 10. Es wurden 3.22 g 1,2,3,4-Di-O-isopropyli-
den-a-D-galactopyranose D-76 (12.4 mmol, 1 Aq.), 3.02 mg 4-(Dimethyl-amino)pyridin
(24.7 mmol, 2.0 Ag.) in 20 mL abs. Pyridin und 3.53 g p-Toluolsulfonylchlorid (18.5 mmol,

1.5 Aqg.) in 5 mL abs. Dichlormethan eingesetzt.

Ausbeute : 4.32 g (10.4 mmol, 84%) eines farblosen Feststoffes; O 6 _0OTs
4
Summenformel : C19H,608S; Molgewicht : 414.47 g/mol; R¢ (Toluol/EE )(O%
1
3:1, v/v) 0.53; Anomerenverhéltnis: a-anomerenrein; Drehwert : 3 2O o

[a]22,,.: -51°(c = 1.00, CHCl 5), Schmelzpunkt: 99.8 T.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 7.78-7.76 (m, 2H, CH,,), 7.33-7.31 (m, 2H, CH,,),
5.46 (d, 1H, *Jun = 5.0 Hz, H-1), 4.59 (dd, 1H, 3Juy = 7.9 Hz, 3J4y = 2.5 Hz, H-3), 4.23 (dd,
1H, 3Jun = 5.0 Hz, 3y = 2.5 Hz, H-2), 4.22-4.18 (m, 2H, H-4, H-6a), 4.11-4.04 (m, 2H, H-
5, H-6b), 2.44 (s, 3H, Ts-CHjs), 1.50, 1.34, 1.31, 1.28 (je s, 3H, CHy).

*C-NMR (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 144.7 (Ts-C,), 129.7, 129.0, 128.2, 128.1 (je CHy)),
109.6, 108.9 (je C,), 96.1 (C-1), 70.5 (C-3), 70.4 (C-2), 70.3 (C-4), 68.2 (C-6), 65.9 (C-5),
26.0, 25.8, 25.0, 24.3 (je CHs), 21.6 (Ts-CHa).

IR (ATR): 7 [cm™] = 2996, 2919, 2853, 1383, 1170, 1074, 988, 897, 841, 663, 553, 511.
HRMS (ESI*; m/z): berechnet fiir C19H,6NaOgS* [M+Na]": 437.1246, gefunden: 437.1275.

Synthese von 6-Azido-6-desoxy-1,2:3,4-di- O-isopropyliden- a-D-galactopyra-

nose D-77

Die Reaktion erfolgte nach AAV 11. Es wurden 2.93 g 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-6-O-
para-toluolsulfonyl-a-D-galactopyranose pD-92 (7.07 mmol, 1.0 Ag.) und 2.29 g Natriumazid
(35.2 mmol, 5.0 Ag.) in 50 mL DMF eingesetzt.

Ausbeute: 1.77g (6.20 mmol, 88%) eines farblosen Feststoffs; )(046 N,
. 5 -0
Summenformel : Ci,H19N3Os; Molgewicht : 285.30 g/mol; Ry (CeHe/ O%
3 2o 1
*O

CH3OH 12:1 v/v) 0.85; Anomerenverhéltnis: a-anomerenrein; Dreh-

wert: [a]%,,,: -12°(c = 0.88, CHCI 3), Schmelzpunkt : 80 C.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 5.55 (d, 1H, 3Juy = 5.0 Hz, H-1), 4.63 (dd, 1H, 3Juy
= 7.9 Hz, ®Juy = 2.5 Hz, H-3), 4.34 (dd, 1H, 3Ju = 5.0 Hz, *Jay = 2.5 Hz, H-2), 4.20 (dd,
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1H, *Juy = 7.9 Hz, 33y = 1.9 Hz, H-4), 3.92 (ddd, 1H, 3Juy = 7.5 Hz, *J4y = 5.3 Hz, 33y =
1.8 Hz, H-5), 3.51 (dd, 1H, ®Juy = 12.7 Hz, ®Jy 4 = 7.9 Hz, H-6a), 3.36 (dd, 1H, Jy, = 12.7
Hz, *Jun = 5.4 Hz, H-6b), 1.55, 1.46, 1.35, 1.34 (je: s, 3H, CHa).

¥C-NMR (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 114.9, 110.3 (je C,), 104.8 (C-1), 87.7 (C-3), 84.8
(C-2), 82.8 (C-4), 73.8 (C-5), 65.5 (C-6), 27.1, 26.3, 26.7, 25.3 (je CHs).

IR (ATR): ¥ [cm™]: 2988, 2936, 2099, 1373, 1209, 1065, 1003, 860, 510.

MS (FAB, m/z): berechnet fuir C1,HxoN3Os' [M+H]™: 285.1403, gefunden: 285.1325.

Synthese von 1,2,3,4-Tetra- O-acetyl-6-azido-6-desoxy- a/B-D-galactopyranose D-78

Die Spaltung der Isopropyliden-Acetale erfolgte nach AAV 9.1. Dabei wurden 1.91g
6-Azido-6-desoxy-1,2:3,4-di-O-isopropyliden-a-D-galactopyranose D-77 (6.68 mmol) und
40 mL des Gemisches und 0.1 mL konz. Schwefelsdure verwendet. Das erhaltene
Rohprodukt wurde nach der Aufarbeitung ohne weitere Reinigung eingesetzt. Die
anschlieRende Acetylierung wurde entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 6
durchgefuhrt. Das Rohprodukt wurde dabei in 40 mL Pyridin geldst und mit 22 mL Essig-
saureanhydrid (233 mmoal) versetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an

Kieselgel mit PE/EE 1:1 v/v als Eluent gereinigt.

Ausbeute : 2.02 g (5.41 mmol, 81% uber 2 Stufen) eines farblosen OAC_N,
5

Ols; Summenformel : Ci4H;9N3Og; Molgewicht : 373.32 g/mol; A 2&1
c

R¢ (PE/EE 1:1 v/v) 0.58; Anomerenverhdltnis: a:f = 1.0.4. 3 2 DAC OAc

a-'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 6.39 (s, 1H, H-1), 5.48 (d, 1H, 3Ju = 1.0 Hz, H-4),
5.33 (s, 2H, H-2, H-3), 4.23 (t, 1H, 3Ju4 = 6.2 Hz, H-5), 3.44 (dd, 1H, 2Jyy = 12.8 Hz, 3Jyy =
7.5 Hz, H-6a), 3.22 (dd, 1H, 2Jyy = 12.8 Hz, 3Ju = 5.5 Hz, H-6b), 2.18, 2.17, 2.02, 2.00 (je:
s, 3H, C(O)CHy).

a-*C-NMR (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 170.1, 170.0, 169.9, 168.8 (je C=0), 89.6 (C-1),
70.1 (C-5), 68.1 (C-4), 67.3 (C-2), 66.3 (C-3), 50.3 (C-6), 20.9, 20.7, 20.6, 20.5 (je
C(O)CHs).

IR (ATR): 7 [cm™]: 2102, 1743, 1433, 1205, 1062, 934, 898, 652, 489.

MS (FAB, m/z): berechnet fiir C14H19N3Og" [M+H]": 373.11, gefunden: 373.11.

Synthese von 2,3,4-Tri- O-acetyl-6-azido-6-desoxy- a-D-galactopyranosylbromid D-79

Ansatz 1: Zunachst wurde versucht, 661 mg 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-azido-6-desoxy-a/B-
D-galactopyranose D-78 (1.77 mmol) nach AAV 12.1 durch Umsetzung mit 1.5 mL Brom-

209



Experimenteller Teil

wasserstoffsaure (33% in Eisessig) in 7 mL CH,Cl, in das gewlnschte Bromid D-79 zu

uberfuhren.

Es konnte kein Produkt erhalten werden, vielmehr kam es zu einer weiteren Bromierungs-

reaktion, in der die Azidgruppe ersetzt wurde (IR-spektroskopische Uberprifung).

Ansatz 2: Nach AAV 12.2 wurden 250 mg 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-azido-6-desoxy-a/B-D-
galactopyranose D-78 (0.670 mmol, 1.0 Ag.), 739 mg Titanbromid (2.01 mmol, 3.0 Aqg.),
239 mg Natriumacetat (2.91 mmol, 4.3 Ag.) und 10 mL eines Gemisches aus CH,CI,/EE

eingesetzt.
Ausbeute : 172 mg (0.436 mmol, 65%) eines farblosen Ols. OAc_y
6 3
Summenformel :  Ci;oHisBrN3sO;;  Molgewicht :  394.18 g/mol; 4 5 -0
Ri (PE/EE 1:1) 0.85; Anomerenverhaltnis: o—anomerenrein; AcO 3 2 0Ac]’
Br

Drehwert : [a]25,,,.: +164 °(c = 0.6, CHCl 3).

'H-NMR (400 MHz, CDCl5): & [ppm] = 6.71 (d, 1H, %Juy = 4.0 Hz, H-1), 5.49 (dd, 1H, 3J.y4
= 3.3 Hz, ®Juy = 1.2 Hz, H-4), 5.39 (dd, 1H, %Jus = 10.6 Hz, 3J4y = 3.3 Hz, H-3), 5.05 (dd,
1H, 2Juy = 10.6 Hz, %3y = 4.0 Hz, H-2), 4.40-4.37 (m, 1H, H-5), 3.49 (dd, 1H, 2Jyy =
12.9 Hz, 3Ju = 7.5 Hz, H-6a), 3.28 (dd, 1H, “Juy = 12.9 Hz, Juy = 5.3 Hz, H-6b), 2.17,
2.12, 2.00 (je: s, 3H, C(O)CHy).

3C-NMR (101 MHz, CDCly): 6 [ppm] = 170.1, 170.0, 169.9 (je C=0), 87.0 (C-1), 71.4 (C-
5), 67.1 (C-3), 66.9 (C-2), 66.8 (C-4), 49.1 (C-6), 20.0, 19.8, 19.7 (je C(O)CHs).

IR (ATR): ¥ [cm™]: 2111, 1744, 1373, 1237, 1212, 1119, 1074, 1033, 961, 899, 543, 418.
HRMS (ESI*; m/z): berechnet fur Ci,H:¢BrNsNaO;": 416.0064 [M+Na]", gefunden:
516.0058.

Synthese von Bis-(benzyl)-2,3,4-tri- O-acetyl-6-azido-6-desoxy- [-D-galactopyranosyl-
phosphat D-93

Die Reaktion erfolgte entsprechend AAV 13. Es wurden 56 mg Dibenzylphosphat
(0.20 mmol, 2.0 Ag.), 39 mg 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-azido-6-desoxy-a-D-galactopyranosyl-
bromid D-79 (0.10 mmol, 1.0 Ag.) und 56 mg Silbercarbonat (60.20 mmol, 2.0 Aq.)

eingesetzt.

Ausbeute : 56 mg (0.095 mmol, 95%) eines farblosen Ols. OAc Ns 0
6
Summenformel : CysH3oN301:P; Molgewicht : 591.50 g/mol; 4 5 -0 O/IL-I;\OBn
AcO
R (PE/EE 1:1) 0.44; Anomerenverhaltnis: -ano- 3 2 OAc1 OBn
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merenrein; Drehwert : [a’]éggnm: +2.66°(c = 0.79, CHCl ).

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.36-7.30 (m, 10H, CH,), 5.39 (dd, 1H, 3Ju4
3.4 Hz, %)= 1.0 Hz, H-4), 5.36-3.31 (m, 2H, H-1, H-3), 5.11 (dd, 2H, 3Jy = 7.6 Hz, *Juy
2.8 Hz, Bn-CH,), 5.03-5.01 (m, 3H, Bn-CH,, H-2), 3.88 (ddd, 1H, 3Ju = 6.6 Hz, 33y =
5.3 Hz, *Jun = 1.0 Hz, H-5), 3.47 (dd, 1H, “Juy = 12.8 Hz, %y = 7.4 Hz, H-6b), 3.23 (dd,
3Jun = 12.8 Hz, 3Jyn = 5.3 Hz, H-6a), 2.19, 1.99, 1.90 (je: s, 3H, C(O)CHs,).

13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCl;): 169.9, 169.8, 169.5 (je C=0), 128.7, 128.6, 128.5,
127.9, 127.8 (je CHa), 96.8 (d, *Jcp = 4.4 Hz, C-1), 73.1 (C-5), 70.5 (C-2), 69.7 (Bn-CH,),
69.6 (Bn-CH,), 68.6 (C-3), 67.4 (C-4), 50.3 (C-6), 20.6, 20.5, 20.4 (je C(O)CHy).

$IP.NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCl5): -3.15

IR (ATR): 7 [cm™]: 2923, 2103, 1749, 1456, 1369, 1215, 1064, 1014, 889, 740, 697, 501.
HRMS (ESI*; m/z): berechnet fuir Co6H3oN3041,P: 591.1618 [M]", gefunden: 591.1516 [M]".

Synthese von 2,3,4-Tri- O-acetyl-6-azido-6-desoxy- B-D-galactopyranosylphosphat in

Form eines Tetrabutylammoniumsalzes  B-D-75a

Synthese I

Es wurden zunachst zwei Reaktionsldsungen in zwei unterschiedlichen Kolben unter
Feuchtigkeitsausschluss vorbereitet. Zum einen wurden 55 mg 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-azido-
6-desoxy-a-D-galactopyranosylbromid p-79 (0.14 mmol, 1.0 Ag.) in 0.5 mL abs. Toluol
gelost. Zum anderen wurden 85 mg Tetrabutylammoniumphosphat (0.25 mmol, 1.8 Aqg.)
Uber aktiviertem Molsieb (4 A) in abs. Acetonitril geldst. AnschlieRend wurde das geltste
Bromid bei 0 T langsam zu der zweiten Lésung hinzu getropft und die Reaktionsldsung
bis zur vollstandigen Umsetzung des Eduktes Uber Nacht bei Rt gertihrt. Dann wurde das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der Rickstand in Wasser
aufgenommen. Die wassrige Phase wurde dreimal mit Ethylacetat gewaschen. Das
Rohprodukt wurde durch Gefriertrocknung vom Wasser befreit und saulenchromato-

graphisch an Kieselgel mit CHsCN/H,O 5:1 v/v als Eluenten gereinigt.

Ausbeute : 55 mg (0.084 mmol, 60%) eines farblosen Feststoffs; Anomerenverhaltnis:
a:f=1:0.4.

Synthese 1I: Die Reaktion wurde gemafR AAV 13.3 durchgefihrt. Es wurden dabei 293 mg
2,3,4-Tri-O-acetyl-6-azido-6-desoxy-a-D-galactopyranosylbromid D-79  (0.743 mmol,
1.0 Ag.), 792 mg Tetrabutylammoniumphosphat (0.966 mmol, 1.3 Ag.) und 30 mL abs.

Acetonitril eingesetzt.
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Ausbeute : 213 mg (0.326 mmol, 44%) eines farblosen O%c N3 0
11
Feststoffs; Summenformel : C,gHs3N4,O1:P; Molgewicht : 4 5 -0 O/IID\OH
AcO
652.71 g/mol; R (CH3CN/H,O 5:1 v/v) 0.41; Anomeren- 3 20Ac o@@
BLI4N

verhdltnis: PB-anomerenrein; Drehwert : [a]ﬁfggnm: +29°(c =

0.09, H,0).

'H-NMR: (400 MHz, D,0): & [ppm] = 5.51 (d, 1H, 3Ju = 3.1 Hz, H-4), 5.33-5.27 (m, 1H, H-
1, H-3), 5.18 (dd, 1H, %Ju = 10.3 Hz, 33y = 7.9 Hz, H-2), 4.19-4.16 (m, 1H, H-5), 3.66 (dd,
1H, 2Jun = 13.0 Hz, %)y = 7.5 Hz, H-6a), 3.49 (dd, 1H, %y = 13.0 Hz, 3J4y = 5.5 Hz, H-6b),
3.25-3.21 (m, 8H, N((CH,)3CHa)4), 2.28, 2.18, 2.07 (je: s, 3H, C(O)CHs), 1.73-1.65 (m, 8H,
(HN(CH,CHs)3)"), 1.45-1.36 (m, 8H, (HN(CH,CHs)s)"), 0.99 (t, 12H, 3Juy = 4.7 Hz,
N((CH2)sCHa)a).

13C-NMR: (101 MHz, D,0): & [ppm] = 173.4, 173.2, 172.8 (je C=0), 95.5 (d, ?Jcp = 4.3 Hz,
C-1), 72.1 (C-5), 71.1 (C-3), 70.0 (d, *Jcp = 7.6 Hz, C-2), 68.4 (C-4), 58.3, 58.2, 58.2 (je
N((CH,)sCHa)4), 49.8 (C-6), 23.2 ((HN(CH2CHs)s)"), 20.4, 20.1, 20.0 (je C(O)CHs), 19.2
((HN(CH2CH3)3)"), 12.9 ((HN(CH2CHs)3)").

P_NMR: & [ppm] (162 MHz, D,0): -1.72

IR (ATR): V [cm™]: 2962, 2876, 2107, 1748, 1369, 1223, 1068, 812, 925.

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fuir C,gHssN4,O1:P [M]: 410.0601; gefunden: 410.0611.

Synthese von 6-Azido-6-desoxy- B-D-galactopyranosylphosphat in Form eines

Triethylammoniumsalzes B-D-75

6-Azido-6-desoxy-B-D-galactopyranosylphosphat (-D-75 wurde bei dem Versuch der
Darstellung von Guanosindiphosphat-6-azido-6-deoxy-[3—D-galactose nach AAV 14 als

farbloser Feststoff isoliert.

Summenformel : C1oH7N,OgP; Molgewicht : O'g N;3 o 9
4 5
386.34 g/mol; R; (iPrOH/NH4,OAc (1 M) 2:1, viv) 0.34; HO O/IID\OH
aie - ; 20H 1 Qoo
Anomerenverhaltnis: [—anomerenrein. HNEt,

'H-NMR: (400 MHz, D,0): & [ppm] = 4.91 (t, 1H, 3Juy = 7.9 Hz, H-1), 3.94 (d, 1H, *Jyu =
3.3 Hz, H-4), 3.85 (dd, 1H, 3Juy = 7.6 Hz, 3Juy = 5.4 Hz, H-5), 3.72 (dd, 1H, 3J4y =
10.1 Hz,%Jus = 3.5 Hz, H-3), 3.65 (dd, 1H, 2J4y = 10.1 Hz, Ju = 3.5 Hz, H-6a), 3.59 (dd,
1H, Iy = 10.0 Hz, 334y = 7.8 Hz, H-2), 3.53 (dd, 1H, 2y = 12.9 Hz, 3J4y = 5.1 Hz, H-6b),
3.23(q, 6H, 33y = 7.3 Hz, (HN(CH,CHz)s)"), 1.30 (t, 9H, 3Jun = 7.3 Hz, (HN(CH,CHs)3)").
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3C-NMR: (101 MHz, D,0): & [ppm] = 98.0 (d, “Jcp = 5.6 Hz, C-1), 73.6 (C-5), 72.2 (C-3),
71.2 (d, ®Jep = 7.9 Hz, C-2), 68.7 (C-4), 50.6 (C-6), 46.7 ((HN(CH.CHj)s)"), 8.2
((HN(CH2CHg)3)").

$P-NMR: & [ppm] (162 MHz, D,0): -0.99.

Synthese von 2,3,4-Tri- O-acetyl-6-amino-6-deoxy- [B-D-galacto-pyranosylmono-

phosphat in Form eines Triethylammoniumsalzes B-D-94

63 mg 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-azido-6-desoxy-3—D-galactopyranosylphosphat B-D-75a

(0.097 mmol) wurden in das Amin durch eine Reduktion analog zu AAV 5.1 tberfihrt.

Ausbeute : 60 mg (0.096 mmol, 99%) eines farblosen O%\c NH, 0
Feststoffs; Summenformel : CygHssN>O11P"; Molgewicht : 4 S O/llfl’\OH
626.35 g/mol; R¢ (CH3CN/H,O 5:1, v/v) 0.30; Anomeren- AcO 3 20Ac O@
verhaltnis: [B-anomerenrein. ©NBu,

'H-NMR: (400 MHz, D,O): 6 [ppm] = 5.17-5.10 (m, 3H, H-1, H-2, H-3), 4.15-4.13 (m, 1H,
H-4), 3.90 (dd, 1H, 3Juy = 8.4 Hz, 3Juy = 4.3 Hz, H-5), 3.61 (dd, 1H, 2Jyy = 14.1 Hz, 33y =
3.9 Hz, H-6), 3.37 (dd, 1H, %)y = 14.2 Hz, )4y = 8.4 Hz, H-6), 3.25-3.21 (m, 8H,
(HN(CH,CHs)s)"), 2.17, 2.15, 2.04 (je: s, 3H, C(O)CHs), 1.73-1.65 (m, 8H,
(HN(CH,CHs)3)"), 1.44-1.35 (m, 8H, (HN(CH,CHs)s)"), 0.99 (t, 12H, 3J4y = 4.7 Hz,
(HN(CH2CHg)s)").

3C-NMR: (101 MHz, D,0): & [ppm] = 173.4, 173.2, 172.8 (je C=0), 95.4 (C-1), 73.1 (C-5),
73.0 (C-3), 70.5 (C-2), 68.8 (C-4), 58.3, 58.2, 58.2 (je (HN(CH,CHa)3)"), 39.4 (C-6), 23.1
((HN(CH,CHs)3)"), 21.8, 20.4, 20.2 (je C(O)CHs), 19.0 ((HN(CH,CHs)5)"), 12.8
(N((CH2)3CHa),)."

3P.NMR: & [ppm] (162 MHz, D,0): -0.65.

IR (ATR): 7 [cm™]: 3244, 2960, 2875, 1738, 1659, 1487, 1464, 1369, 1229, 1150, 1104,
1057, 906, 806, 740, 591, 517.

HRMS (ESI'; m/z): berechnet fir C1,H1oNO1; P [M]: 384.0701; gefunden: 384.0701.

Synthese von 6-Amino-6-desoxy- [-D-galactopyranosylphosphat in Form eines

Triethylammoniumsalzes D-97

6-Azido-6-desoxy-p-D-galactopyranosylphosphat D-97 wurde bei dem Versuch der
Darstellung von Guanosindiphosphat-6-azido-6-desoxy-B-D-galactose nach AAV 14 mit

anschlieRender Hydrierung nach AAV 5.1 als farbloser Feststoff isoliert.
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Summenformel : C;,H,9N,OgP; Molgewicht : 360.34 g/mol; O'g' 5NH20 9
R; (iPrOH/NH;OAc (1 M) 2:1, v/v) 0.07, Anomeren- 4 &/O/E\OH
HO > ')
verhéltnis: B-anomerenrein. 3 “OH 1 @®
Na

'H-NMR: (400 MHz, D,0): & [ppm] = 4.86-4.82 (m, 1H, H-1), 3.92-3.87 (m, 2H, H-4, H-5),
3.73-3.71 (m, 1H, H-3), 3.59-3.54 (m, 1H, H-2), 3.25-3.14 (m, 2H, H-6).

3C-NMR: (101 MHz, D,0): & [ppm] = 97.7 (d, “Jcp = 5.1 Hz, C-1), 72.5 (C-3), 72.2 (C-4),
71.8 (d, 3Jcp = 7.8 Hz, C-2), 69.2 (C-5), 40.4 (C-6).

$IP_NMR:  [ppm] (162 MHz, D,0): -0.01.

IR (ATR): 7 [cm™]: 3546, 3445, 3242, 2994, 1508, 1457, 1063, 968, 923, 811, 765, 519,
508, 419, 397.

HRMS (ESI-; m/z): berechnet fir CsH13sNOgP™ [M]: 258.0384; gefunden: 258.0372.

Synthese von 1,2:3,4-Di- O-isopropyliden- L-galactopyranose L-76

Es wurden 13.57 g L-Galactono-1,4-lacton (76.17 mmol, 1.0 Ag.) in einer Mischung aus
80 mL Methanol und 340 mL Wasser gelést und die Losung auf 0 T gekuhlt.
AnschlieRend wurden zunachst 68 mL Amberlite® IR 120+ (H") und anschlieRend 3.00 g
Natriumborhydrid (79.3 mmol, 1.0 Aq.) portionsweise so hinzugegeben, dass der pH-Wert
zwischen 3 und 5 (pH-Meter-Kontrolle) blieb. Nach vollstandiger Zugabe wurde die
Reaktion noch eine weitere Stunde bei Rt gerthrt. Dann wurde filtriert und das
Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Zum vollstdndigen Entfernen der bei der Reaktion
entstandenen Boronsaure wurde der erhaltene Feststoff in 50 mL Methanol gelést und
das Ldsungsmittel dann anschlieend wieder entfernt. Dies wurde dreimal wiederholt. Die
so dargestellte L-Galactose L-64 wurde anschlieRend ohne weitere Reinigung acetyliert.
Die Darstellung der 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-L-galactopyranose L-76 erfolgte nach der
allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 8. Dabei wurden 80 mL Dimethoxypropan (0.65 mol),
1.5 mg p-Toluolsulfonsaure (8.1 umol) und 82 mL Aceton eingesetzt. Das Rohprodukt
wurde saulenchromatographisch an Kieselgel mit PE/EE 1:1 v/v und 0.1% Triethylamin

als Eluent gereinigt.

Ausbeute : 13.06 g (50.18 mmol, 66%) eines farblosen Ols. 5 1O><
HO. 6
Summenformel : Ci,HxOs, Molgewicht :  260.28 g/mol; mo
3
)(O 2

R( (PE/EE 5/1) 0.85; Drehwert: [a]Z,,.: +54° (c = 0.28,

CHCly).

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fur C;,H,0NaOg" [M+Na]*: 261.1152, gefunden: 261.1151.
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Die NMR- und IR-spektroskopischen Daten entsprechen denen des D-Enantiomers D-76.

Synthese von 1,2:3,4-Di- O-isopropyliden-6- O-para-toluolsulfonyl- L-galacto-
pyranose L-92

Die Reaktion wurde gemafR AAV 10 durchgefiuihrt. Es wurden 1.77 g 1,2:3,4-Di-O-
isopropyliden-L-galactopyranose L-76 (6.80 mmol, 1.0 Ag.) mit 1.60 g DMAP (13.1 mmol,
1.9 Ag.) in 10 mL Pyridin und 1.87 g p-Toluolsulfonylchlorid (9.80 mmol, 1.5 Ag.) in 3 mL

Dichlormethan umgesetzt.

Ausbeute : 2.36 g (5.69 mmol, 87%) eines farblosen Ols;

(@]
5
. TsO. 6 L ><
Summenformel : CigH,608S; Molgewicht : 414.47 g/mol, o4 @) S
3
)(O 2

R¢ (Toluol/EE 3:1 v/v) 0.53; Drehwert : [(x]éggnm: +44 ° (c =

0.28, CHCly).

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fiir C1sH,sNaOsS* [M+Na]*: 437.1246; gefunden: 437.1239;
C33H52Na0168+ [2M+Na+]+: 851.2589; gefunden: 851.2582.

Die NMR- und IR-spektroskopischen Daten entsprechen denen des D-Enantiomers D-92.

Synthese von 6-Azido-6-desoxy-1,2:3,4-di- O-isopropyliden- L-galactopyranose L-77

Die Durchfuhrung erfolgte nach AAV 11. Dabei wurden 2.36 g 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-
6-O-para-toluolsulfonyl-L-galactopyranose L-92 (5.69 mmol, 1.0 Ag.) mit 1.84 g Natrium-
azid (28.3 mmol, 5.0 Ag) in 50 mL abs. DMF umgesetzt. Die Reaktionszeit betrug 1 h.

Ausbeute : 1.05g (3.68 mmol, 65%) eines farblosen Ols; o
Summenformel : Ci,H190sN3; Molgewicht :  285.30 g/mol;

R (PE/EE viv) 0.89; Drehwert: [alZ,,.: +52° (¢ = 2.2, J(O 2

CHCl,).

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fir C;,H,,0sN3 [M+3H]™: 288.1543, gefunden: 288.1441
[M+3H]"

Die NMR- und IR-spektroskopischen Daten entsprechen denen des D-Enantiomers D-77.

Synthese von 1,2,3,4-Tetra- O-acetyl-6-azido-6-desoxy- a/B-L-galactopyranose L-78

Die Spaltung der Isopropyliden-Acetale erfolgte nach AAV 9.1. Es wurden 1.01 g 6-Azido-

6-desoxy-1,2:3,4-di-O-isopropyliden-a/B-L-galactopyranose  L-77 (3.54 mmol), 14 mL

Wasser, 14 mL Acetonitril und 0.15 mL konz. H,SO, verwendet. Die Acetylierung der
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freigewordenen Hydroxygruppen erfolgte nach AAV 6. Es wurden 12.0 mL Essigsaure-

anhydrid (127 mmol) in 25 mL Pyridin umgesetzt.

Ausbeute : 1.18 g (3.16 mmol, 89%) eines gelblichen Ols; Na 6 5 1 +OAC
. 3

Summenformel : Cy4H;009N3;  Molgewicht :  373.32 g/mol, ACWOAC

R (PP/EE 1:1 v/v) 0.59. Anomerenverhaltnis: a: = 0.8:1. AcO 2

HRMS-ESI* (m/z): berechnet fuir C14H1009N3sNa™ [M+Na]™: 396.1019; gefunden: 396.1015.

Die NMR- und IR-spektroskopischen Daten entsprechen denen des D-Enantiomers L-78.

Synthese von 2,3,4-Tri- O-acetyl-6-azido-6-deoxy- a-L-galactopyranosylbromid L-79
Die Bromierung von 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-azido-6-desoxy-a/p-L-galactopyranose L-78

erfolgte nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 8.2.

Es wurden 200 mg L-78 (0.536 mmol, 1.0 Ag.) in 7 mL eines Gemisches aus CH,CI,/EE
geldst und mit 621 g Titanbromid (1.69 mmol, 3.2 Ag.) versetzt.

Ausbeute : 142 mg (0.360 mmol, 67%) eines gelben Ols; Br
5
Summenformel : Cy,Hi6BrN;O7;  Molgewicht :  394.18 g/mol; Nswl
4
Ri (PE/EE 1:1) 0.85; Anomerenverhdltnis: a—anomerenrein; AcO AcO 2 o OAC

Drehwert : [a]Z,,.: -164 °(c = 0.56, CHCI ;).

HRMS-ESI" (m/z): berechnet fur C1,H16BrN;O; [M]: 393.0172, gefunden: 393.2093 [M].

Die NMR- und IR-spektroskopischen Daten entsprechen denen des D-Enantiomers D-79.

Synthese von 2,3,4-Tri- O-acetyl-6-azido-6-desoxy- B-L-galactopyranosylphosphat in

Form eines Tetrabutylammoniumsalzes  B-L-75a

Die Reaktion wurde gemaf AAV 13.3 durchgefihrt. Es wurden dabei 120 mg 2,3,4-Tri-O-
acetyl-6-azido-6-desoxy-a-L-galactopyranosylbromid L-79 (0.304 mmol, 1.0 Ag.) in 1 mL
abs. Toluol und 206 mg Tetrabutylammoniumphosphat (0.608 mmol, 2.0 Ag.) in 2 mL abs.

Acetonitril eingesetzt.

Ausbeute : 83 mg (0.13 mmol, 42%) eines farblosen . |C|)
1
Feststoffs; Summenformel : CygHs3N4O1:P; Molge- NSwo/?\OH
. ) ] ) AcO-4 3 OAc Og
wicht : 652.71 g/mol; R; (CH3sCN/H,O 5:1, v/v) 0.41; AcO > Cl:?Bu
4
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Drehwert : [a]%;,.: -29 °(c = 0.09, H ,0).

HRMS (ESI'; m/z): berechnet fir C;,H;17N3O41,P [M]: 410.0606, gefunden: 410.0607.

Die NMR- und IR-spektroskopischen Daten entsprechen denen des D-Enantiomers
B-D-75a.

Isolierung von 6-Azido-6-desoxy- B-L-galactopyranosylphosphat in Form eines

Triethylammoniumsalzes B-L-75

6-Azido-6-deoxy-B-L-galactopyranosylphosphat B-L-75 wurde bei der Darstellung von

Guanosindiphosphat-6-azido-6-desoxy--L-galactose 71 nach AAV 14 als farbloser

Feststoff isoliert.
5 1 |l
. . o NS 0 o on
Summenformel : C12H27N4OgP; Molgewicht : HO 4 > OH o@ ®
386.34 g/mol; Ry (IPrOH/NH,OAC (1 M) 2:1, viv) 0.34. HO = 2 HNE,

Die NMR- und IR-spektroskopischen Daten entsprechen denen des D-Enantiomers (-D-
75.

Isolierung von 6-Amino-6-desoxy- B-L-galactopyranosylphosphat in Form eines

Natriumsalzes B-L-97

6-Amino-6-desoxy-B-L-galactopyranosylphosphat 3-L-97 wurde bei der Darstellung von

Guanosindiphosphat-6-azido-6-desoxy-B-L-galactose 71 nach AAV 14 mit anschliel3ender

Hydrierung nach AAV 5.1 als farbloser Feststoff isoliert. o
HNE P
Summenformel : CsH13NNaOgP; Molgewicht : HWO\HO c')@OH
@
281.13 g/mol; R¢ (iPrOH/NH,OAc (1 M) 2:1, v/v) 0.07. HO 2 Na

HRMS (ESI'; m/z): berechnet fur CeH1sNOgP, [M]: 258.0384; gefunden: 258.0372.

Die NMR- und IR-spektroskopischen Daten entsprechen denen des D-Enantiomers
B-D-97.
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Synthese von Guanosindiphosphat-6-azido-6-desoxy-  B-L-galactose in Form eines

Triethylammoniumsalzes 71

Die Darstellung erfolgte nach AAV 14. Es wurden 32 mg 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-azido-6-
desoxy-B-L-galactopyranosylphosphat in Form eines Triethylammoniumsalzes B-L-75a
(62 pmol, 2.0 Ag.) in 1.5 mL abs. DMF und 20 mg 5-Nitro-cycloSal-N3-acetyl-2’,3"-di-O-
acetylguanosinphosphat 85 (31 umol, 1.0 Ag.) in 2mL abs. DMF eingesetzt. Die
Reaktionszeit betrug 24 h.

1 B a N
Ry i HNCON N
“froe 2 O 09 o),

OH ~HA N
N@ OH OH

Ausbeute : 9.5mg (13 umol, 41%) eines farblosen Feststoffs; Summenformel :
CaoH39NgO15P,; Molgewicht : 731.54 g/mol; R; (iPrOH/NH,OAc (1 M) 2:1, viv) 0.49;

Drehwert : [a]%,,.: 7.1 °(c = 0.11, H ,0).

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, D,0): 8.03 (s, 1H, H-8g), 5.83 (d, 1H, 3Juy = 6.3 Hz, H-1),
4.86 (t, 1H, 3Juy = 7.8 Hz, H-179), 4.73-4.71 (m, 1H, H-2"), 4.44 (s, 1H, H-3"), 4.26 (s, 1H,
H-4"), 4.12 (s, 2H, H-5"), 3.79 (s, 1H, H-4™°), 3.68 (t, 1H, %J4s = 6.7 Hz, H-57"), 3.57 (dd,
1H, 33y = 10.1 Hz, 34y = 3.3 Hz, H-37), 3.52-4.48 (m, 2H, H-6™°, H-27), 3.36 (dd, 1H,
3Jun = 12.8 Hz, 33y = 5.5 Hz, H-67), 3.10 (q, 6H, 3Juy = 7.3 Hz, (HN(CH,CH3)s)"), 1.18 (t,
9H, 3Jun = 7.3 Hz, (HN(CH,CHz)s)").

¥P-NMR: & [ppm](162 MHz, D,0): -13.13 (d, Jpp = 20.5 Hz, Pp), -11.10 (d, *Jpp =
20.1 Hz, Py).

3C-NMR: & [ppm](101 MHz, D,0): 151.8 (C-4¢), 137.7 (C-8¢), 116.2 (C-5¢), 98.5 (d, “Jcp
= 5.8 Hz, C-1%), 86.7 (C-1"), 83.9 (d, *Jcp = 9.5 Hz, C-4"), 73.6 (C-5%), 73.4 (C-2"),72.1 (C-
3%, 71.1 (d, *Jep = 8.2 Hz, C-2%), 70.5 (C-3"),68.5 (C-4), 65.3 (d, 2Jcp = 6.1 Hz, C-5"),50.2
(C-69), 46.7 ((HN(CH,CHz)3)"), 8.2 ((HN(CH,CHa)s)").M

IR (ATR): ¥ [cm™]: 2110, 1692, 1236,. 1058, 947, 819, 777, 503, 458.

HRMS (ESI'; m/z): berechnet fir C16H23NgO15P, [M]: 629.0764, gefunden: 629.0761.
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Synthese von Guanosindiphosphat-6-amino-6-desoxy- B-L-galactose in Form eines

Triethylammoniumsalzes 73

Synthese 1. Guanosindiphosphat-6-amino-6-desoxy-p-L-galactose 73 wurde durch
Reduktion nach den in AAV 5.1 vorgestellten Bedingungen aus Guanosindiphosphat-6-
azido-6-desoxy-B-L-galactose 71 erhalten. Dabei wurden 9.5 mg 71 (13 pmol) in 2 mL

Methanol eingesetzt.
Ausbeute : 8.2 mg (12 umol, 90%) eines farblosen Feststoffs.

Synthese 2: Die Durchfihrung erfolgte nach AAV 14. Es wurden 56 mg 6-Azido-6-
desoxy-B-L-galactopyranosylphosphat in Form eines Triethylammoniumsalzes B-L-75
(145 pmol, 2.3 Aqg.) (isoliert bei der Synthese von 71) in 1 mL abs. DMF und 41 mg
5-Nitro-cycloSal-N2-acetyl-2’,3"-di-O-acetylguanosinmonophosphat 85 (64 pmol, 1.0 Aq.)
in 1 mL abs. DMF verwendet. Die anschlieRende Deacetylierung erfolgte mit der Reduk-
tion der Azidgruppe zum Amin in einem Schritt. Dabei wurden dem Spaltungsreagenz
bestehend aus Methanol, Wasser und Triethylamin eine Spatelspitze Pd/C hinzugefligt

und in einer H-Atmosphare 16 h bei Rt gerthrt.
Ausbeute : 13.5 mg (19.2 umol, 30% Uber 2 Stufen) eines farblosen Feststoffs.

Synthese 3: Die Durchfihrung erfolgte nach AAV 14. Es wurden 22 mg 6-Amino-6-
desoxy-B-L-galactopyranosylphosphat in Form eines Natriumsalzes B-L-97 (78 umol,
2.8 Aq.) (isoliert aus der Synthese 2) in 0.5 mL abs. DMF und 17 mg 5-Nitro-cycloSal-N>-
acetyl-2’,3"-di-O-acetylguanosinmonophosphat 85 (27 umol, 1.0 Aq.) in 0.5 mL abs. DMF

verwendet. 0
N5
6 NH
0 o AL -
° 1 o NT4 N2 NH
HN-—L7—o 70" o 70 s 2
Qs £-OH Og OH o .
4' . .
OH A~ 3 2
g OH OH

Ausbeute : 19mg (7.3 umol, 27%) eines farblosen Feststoffs; Summenformel :
C2H41N;O15P,; Molgewicht : 705.55 g/mol; Ry (iPrOH/NH,OAc (1 M) 2:1, viv) 0.26;

Drehwert : [a]Z,,.: -2.7 °(c = 1.3, H ,0).

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, D,O): 8.03 (s, 1H, H-8), 5.95 (d, 1H, 3Jus = 6.1 Hz, H-1"),
4.98 (t, 1H, 33y = 7.6 Hz, H-17), 4.73-4.71 (m, 1H, H-2), 4.53-4.52 (m, 1H, H-3"), 4.37
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(s, 1H, H-4"), 4.23 (s, 2H, H-5"), 3.98 (dd, 1H, 3J, = 9.3 Hz, 3Jyy = 1.7 Hz, H-5"%), 3.93 (d,
1H, 3Jun = 3.1 Hz, H-4™9), 3.71 (dd, 1H, 3Juy = 10.0 Hz, 3J4y = 3.2 Hz, H-37"), 3.66-3.63
(m, 1H, H-27"9), 3.35-3.31 (m, 1H, H-6™°), 3.26 (dd, 1H, ?Jyy = 13.5 Hz, %Juy = 2.1 Hz,
H-6"°), 3.21 (g, 6H, %Jyy = 7.3Hz, (HN(CH,CHs)3)"), 1.28 (t, 9H, °Juy = 7.3 Hz,
(HN(CH,CH3)3)").

P-NMR: & [ppm](162 MHz, D,0): -13.18 (d, %Jpp = 21.2 Hz, Pp), -11.57 (d, 3Jpp =
21.3 Hz, P,).

3C-NMR: & [ppm](101 MHz, D,0): 151.7 (C-4¢), 137.6 (C-8¢), 116.1 (C-5¢), 98.3 (d, 2Jcp
= 7.2 Hz, C-1™°). 86.8 (C-1"), 83.8 (d, 3Jcp = 10.1 Hz, C-4"), 73.7 (C-2"), 72.0 (C-3™9),
71.5 (C-5™°), 70.7 (d, 3Jcp = 9.0 Hz, C-27"9), 70.4 (C-3"), 68.9 (C-4™°), 65.3 (d, 2Jcp =
6.1 Hz, C-57), 46.7 ((HN(CH,CHs)3)*"), 40.0 (C-6™°), 8.2 ((HN(CH,CHj)3)").1

IR (ATR): ¥ [cm™]: 3118, 1690, 1532, 1231, 1058, 950, 819, 690, 499.

HRMS (ESI'; m/z): berechnet fiir C16H25NgO15P,> [M]: 603.0859, gefunden: 603.0852.

Synthese von ATTO 550 verkniUpfter Guanosindiphospha  t-6-amino-6-desoxy- B-L-

galactose in Form eines Natriumsalzes 83

Zu einer Losung aus 4 mg Guanosindiphosphat-6-amino-6-desoxy--L-galactose 73 in
Form eines Natriumsalzes und 1 mL 0.1 M Natriumhydrogencarbonat-Puffer (pH 8.3)
wurden unter Lichtausschluss 5 mg des ATTO 550 NHS-Esters 80 (6.3 pmol) gelost in
0.2 mL DMSO hinzugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde ca. 1 h bis zur vollstandigen
Umsetzung des Farbstoffes (dinnschichtchromatographische Verfolgung CH3;CN/H,O
5:1) bei Rt gerthrt. AnschlieBend wurde das Ldsungsmittel durch Gefriertrocknung
entfernt und das erhaltene Rohprodukt s&ulenchromatographisch an Kieselgel mit
CH3CN/H,0 5:1 v/v als Eluent gereinigt. Da noch Reste der unmarkierten GDP-6-amino-
6-deoxy-p-L-galactose 73 im *'P-NMR-Spektrum zu erkennen waren wurde aulRerdem
eine GréRenausschluss-Chromatographie iiber Sephadex® LH-20 mit Acetonitril als

Eluenten als letzter Reinigungsschritt durchgefihrt.

Ausbeute : 5.5 mg (4.7 umol, 73%) eines pinken Feststoffs; Molgewicht : 1179 g/mol;
Rt (CH3CN/H,0 5:1, v/v) 0.23.

o)
5 3
N o o LT
N 5 1 0P p_ NI N"2 NH,
O O/I O/I 0] 5
o 64H03 OH O, OH 0
OH  * N TN
OH OH
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Anmerkungen: Wegen der geringen Lichtdurchlassigkeit der Probe konnte die optische
Drehung nicht bestimmt werden.

Aufgrund der geringen Stoffmenge und der unbekannten Strukturformel des ATTO-550-

Farbstoffes konnten keine eindeutig auswertbaren NMR-Spektren erhalten werden.
*'P-NMR: & [ppm](162 MHz, D,0): -10.87 bis =11.29 (m, Pg), -12.90 bis -13.42 (m, Py).

MALDI-TOF: berechnet fur [M+H]": 1180.0; gefunden: 1180.4; berechnet fir [M+Na]":
1202.0; gefunden: 1202.3; berechnet fur [M+K]": 1218.0; gefunden:1218.3.
HRMS (ESI*; m/z): berechnet fur [M+H]": 1180.0; gefunden: 1180.4200.

11.2.7 Synthese Triazol-funktionalisierter GDP-Zuck er

Synthese von 2-Propin-1-phosphat in Form des Natriu ~ msalzes 11

1.65 g Phosphorige Saure (20.2 mmol, 1.0 Ag.) wurden in einem Gemisch aus 40.0 mL
Propargylalkohol 10 (38.8 g, 692.1 mmol, 34.2 Ag.) und 10 mL Triethylamin gelost. Unter
Ruhren erfolgte innerhalb von 5 Minuten die Zugabe von 7.60 g lod (30.0 mmol, 1.5 Aqg.).
Die Losung wurde 5 Minuten gerthrt und anschlieBend zu einem Gemisch aus 400 mL
Aceton und 15 mL Triethylamin gegeben. Es wurde 2 Stunden bei Rt geriihrt. Danach
wurden der Reaktionslosung 30 mL Cyclohexylamin zugesetzt, wobei ein farbloser
Feststoff ausfiel. Dieser wurde filtriert und aus Ethanol unter Zusatz einiger Tropfen
Cyclohexylamin umkristallisiert. Mittels lonenchromatographie (DOWEX, 50WX8) wurde
das Cyclohexylammoniumsalz in das Natriumsalz Gberfiihrt und schlieZlich gefrier-

getrocknet.

Ausbeute : 2.74g (17.4 mmol, 86%) eines gelben Feststoffes; P
4/\0’(5\0H

Summenformel : C3H;NaO4P”; Molgewicht : 158.03 g/mol. 2 Na
®

'H-NMR (500 MHz, D,0): & [ppm] = 4.29 (dd, *Jup = 7.2 Hz, “Jun = 2.2 Hz, 2H, CH,), 2.71
(t, “Jun = 2.2 Hz, 1H, CH).

¥C-NMR (101 MHz, D,0): & [ppm] = 81.1 (CH), 74.5 (C,), 52.1 (CH,).

*P-NMR (202 MHz, D,0): & [ppm] = 3.72.

IR (ATR): ¥ [cm™]: 2988, 1681, 1452, 1386, 1181, 1111, 1047, 978, 809, 572, 534.

HRMS (ESI'; m/z): berechnet fur C3H,04P™ [M]: 134.9853, gefunden: 134.9855.

221



Experimenteller Teil

Synthese von 2-Propinyl-guanosindiphosphat in Form eines Triethylammonium-

salzes 12

Die Reaktion wurde geman AAV 14 durchgefihrt. Es wurden 37 mg 2-Propin-1-phosphat
11 (0.23 mmol, 2.1 Aq.), 71 mg 5-Nitro-cycloSaligenyl-N*-acetyl-2’,3-di-O-acetylguanosin-
monophosphat 85 (0.11 mmol, 1.0 Ag.) und 2 mL abs. DMF eingesetzt.

Ausbeute : 13 mg (0.023 mmol, 21%) eines 0
gelben Feststoffes; Summenformel : o6 o </Nj"|\)6k,j’H
8
. H . . sl || 7
C19H32N5911P2, Molgewicht : 582.44 g/mol; ;/\OQF:\OEFI’\O 3 N"ZN"2NH,
Ri-Wert (iPrOH/NH4OAC (1 M) 2:1 viv): 0.47. Og ®0H L0
Et;NH =z
OH OH

'H-NMR: & [ppm](400 MHz, D,0): 8.11 (s,
1H, H-8g), 5.93 (d, 1H, 3J4y = 6.3 Hz, H-1"),4.83 (dd, 1H, 3Jy = 4.6 Hz, 3J4y = 2.7 Hz, H-
2, 4.54 (dd, 3H, *Juy = 4.6 Hz, *Jyy = 2.7 Hz, H-3", CH,), 4.36 (d, 1H, 3Juy = 2.9 Hz, H-4"),
4.23-4.20 (m, 2H, H-5"), 3.21 (q, 6H, 3Jun = 7.3 Hz, (HN(CH,CH3)3)"), 2.84 (t, 1H, 3Juy =
2.4 Hz, CH), 1.29 (t, 9H, 3Jun = 7.3 Hz, (HN(CH,CHs3)3)").

IP_NMR: & [ppm](162 MHz, D,0): -11.48 (s, 2P).

3C-NMR: & [ppm](101 MHz, D,0): 159.7 (C-65), 154.5 (C-4¢), 137.3 (C-8¢), 116.4 (C-5¢),
86.8 (C-17), 83.9 (d, ®Jcp = 8.9 Hz, C-4"), 78.6 (C,-Alkin), 73.4 (C-27),70.5 (C-3"), 65.3 (d,
2Jep= 4.8Hz, C-5), 54.0 (d, WJep = 3.4 Hz, CH,), 46.7 ((HN(CH,CHs)s)"), 8.2
((HN(CH,CHa)3)").

Anmerkung: Die *C-NMR-Signale fiir (C-2¢) sowie fiir das endsténdige Alkin-C-Atom
konnten nicht identifiziert werden.

IR (ATR): 7 [cm™]: 2363, 1695, 1234, 1077, 803, 410.

HRMS (ESI'; m/z): berechnet fir C13H16NsO1:P, [M]: 480.0327, gefunden: 480.0309.

Synthese von 2-Propinyl- NZacetyl-2’,3"-di- O-acetylguanosindiphosphat in Form

eines Natriumsalzes 12a

Die Reaktion wurde gemafl? AAV 14 durchgefihrt, auf die Deacetylierung wurde hier
jedoch verzichtet. Es wurden 153 mg 2-Propin-1-phosphat 11 (0.97 mmol, 3.0 Aq.),
200 mg  5-Nitro-cycloSaligenyl-N%-acetyl-2’,3'-di-O-acetylguanosinmonophosphat 85
(0.32 mmol, 1.0Aq.), 3mL abs. DMF und 0.3 mL abs. Acetonitril eingesetzt. Nach
Entfernen des Losungsmittels wurde das Reaktionsgemisch sdulenchromatographisch an

RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluenten gereinigt.
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Ausbeute : 38 g (0.061 mmol, 19%) eines o]

3
gelben Feststoffes; Summenformel : o o s(stlﬁ}NH
C1oH2:NNaOy,P,; Molgewicht : 629.34 g/mol; Bp_ “p N N2

19H22 14P2 g g ;/\O’FI)\O/?\O . 4"N”2°NHAc
Re-Wert (iPrOH/NH,OAc (1 M) 2:1 v/v): 0.71 % OH 1o,
Na 3 2
OAc OAc

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, D,0): 8.18 (s,
1H, H-8), 6.26 (d, 1H, 3Juy = 6.4 Hz, H-1"), 6.12 (t, 1H, 3J4y = 6.0 Hz, H-2"), 5.75 (dd, 1H,
3Jun = 5.6 Hz, *Juy = 3.5 Hz, H-3"), 4.61-4.58 (m, 1H, H-4"), 4.53-4.51 (m, 2H, CH,), 4.32-
4.28 (m, 2H, H-57), 2.34 (s, 3H, NHC(O)CHs), 2.23, 2.08 (je: s, 3H, C(O)CHy).

$P_NMR: & [ppm](162 MHz, D,0): -11.53 (s, 2P).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, D,0): 175.7 (NHC(O)CHs), 173.0, 172.3 (je C=0), 149.4 (C-
4c), 140.9 (C-8¢), 86.6 (C-17), 81.7 (C-4), 72.3 (C-2°), 71.4 (C-3"), 64.9 (C-5"), 53.9
(CH,), 20.2 (NHAC), 20.1, 19.8 (je C(O)CH,).

IR (ATR): V [cm™]: 3268, 2948, 1745, 1676, 1610, 1563, 1375, 1229, 1049, 934, 803, 505.
HRMS (ESI'; m/z): berechnet fir C1gH23NsO 4P, [M]: 607.0722, gefunden: 607.0710.

Synthese von 2,3,4-Tri- O-acetyl-6-desoxy- B-L-galactopyranosylazid L-106

Die Reaktion wurde gemafl AAV 11 durchgefiihrt. Es wurden 101 mg 2,3,4-Tri-O-acetyl-
6-desoxy-a-L-galactopyranosylbromid L-112 (0.286 mmol, 1.0 Ag.), 56 mg Natriumazid
(0.86 mmol, 3.0 Ag.) und 2 mL DMF eingesetzt.

Ausbeute : 28 mg (0.088 mmol, 31%) eines farblosen Feststoffs; 5 1

Summenformel : C12H17N3O7; Molgewicht: 315.28 g/mol; H3C4mxg
AcO3 2

R¢ (PE/EE 1:1 v/v): 0.72; Anomerenverhdltnis: [3-anomerenrein; OAc

Drehwert: [a]o™ = +4.31°(c=0.34, CHCI ).

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 5.27 (dd, 1H, 3Juy = 3.3 Hz,3Jyy = 1.0 Hz, H-4), 5.14
(dd, 1H 3Jyy = 10.3 Hz, *Jyy = 8.7 Hz, H-2), 5.03 (dd, 1H, 3J4y = 10.3 Hz, 3Juy = 3.4 Hz,
H-3), 4.58 (d, 1H, 3Juy = 8.6 Hz, H-1), 3.90 (dg, 1H, *Juy = 6.3 Hz, 3Juy = 0.9 Hz, H-5),
2.19, 2.08, 1.99 (je: s, 3H, C(O)CHs), 1.25 (d, 3H, 3Juy = 6.4 Hz, CHy).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCl5): 170.7, 170.2, 168.6 (je C=0), 88.4 (C-1), 71.8 (C-5),
71.4 (C-3), 70.1 (C-4), 68.4 (C-2), 20.9, 20.8, 20.7 (je C(O)CHs), 16.2 (C-6).

IR (ATR): 7 [cm™]: 2986, 2942, 2115, 1743, 1674, 1443, 1368, 1211, 1165, 1058, 953,
821, 522, 503, 474, 394.

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fuir C1,H17N3sNaO;" [M+Na]™: 338.0959, gefunden: 338.0960.
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Synthese von 2,3,4-Tri- O-acetyl-6-desoxy- B-D-galactopyranosylazid D-106

Die Reaktion wurde gemafd AAV 11 durchgefihrt. Es wurden 543 mg 2,3,4-Tri-O-acetyl-
6-desoxy-a-D-galactopyranosylbromid D-99 (1.54 mmol, 1.0 Ag.), 299 mg Natriumazid
(4.60 mmol, 3.0 Ag.) und 5 mL DMF eingesetzt.

Ausbeute : 379 mg (1.20 mmol, 78%) eines farblosen Feststoffs; OAC

Summenformel : C;,H;17N3O7; Molgewicht:  315.28 g/mol; R (PE/EE 4%
N3

1:1 v/v): 0.72; Anomerenverhaltnis: [-anomerenrein; Drehwert: AcO 3 2 OAc

[a]p?° = -6.4°(c=0.39, CHCI 5).
Die NMR- und IR-spektroskopischen Daten entsprechen denen des L-Enantiomers L-106.

HRMS-ESI" (m/z): berechnet fur C;,H17N3sNaO; [M+Na]*: 338.0959, gefunden: 338.0962.

Synthese von 2,3,4,6-Tetra- O-acetyl- B-D-galactopyranosylazid 107

Die Reaktion wurde gemal AAV 11 durchgefuihrt. Es wurden 1.00 g 2,3,4,6-Tetra-O-
acetyl-a-b-galactopyranosylbromid D-112 (2.43 mmol, 1.0 Ag.), 510 mg Natriumazid
(7.85 mmol, 3.2 Ag.) und 15 mL DMF verwendet.

Ausbeute : 723 mg (1.94 mmol, 80%) eines farblosen Feststoffes; O%COAC

Summenformel :  Cy4H19N3Og; Molgewicht :  373.32 g/mol; 4 20 1
AcO N

R¢ (PE/EE 2:1 v/v): 0.38; Anomerenverhdltnis: B-anomerenrein; 5 20Ac °

Drehwert : [a]p® = -8.6 °(c = 0.89, CHClI 5).

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 5.42 (d, 1H, 3J4u = 3.1 Hz, H-4), 5.17 (dd, 1H, 3Jun =
10.2 Hz, ®Jy = 8.9 Hz, H-2), 5.03 (dd, 1H, 3Juy = 10.4 Hz, %y = 3.5 Hz, H-3), 4.60 (d, 1H,
3Jun = 8.8 Hz, H-1), 4.21-4.12 (m, 2H, H-6), 4.01 (t, 1H, 3J.y = 6.5 Hz, H-5), 2.17, 2.09,
2.06, 1.99 (je: s, 3H, C(O)CHs).

3C-NMR (101 MHz, CDCly): & [ppm] = 170.3, 170.1, 170.0, 169.3 (je C=0), 88.3 (C-1),
72.9 (C-5), 70.7 (C-3), 68.1 (C-2), 66.8 (C-4), 61.2 (C-6), 20.7, 20.6, 20.5 (je C(O)CHs).

IR (ATR): 7 [cm™] = 2118, 1747, 1369, 1218, 1058, 954, 900.

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fuir C14H19N3NaOy* [M+Na]™: 396.1014, gefunden: 396.1013.
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Synthese von 2,3,6,2",3",4",6"-Hepta- O-acetyl- B-D-lactosylazid 108

Die Reaktion wurde gemaR AAV 11 durchgefuhrt. Es wurden 252 mg 2,3,6,2°,3',4’,6'-
Hepta-O-acetyl-a-D-lactosylbromid 114 (0.361 mmol, 1.0 Ag.), 79 mg Natriumazid
(1.2 mmol, 3.4 Ag.) und 2 mL DMF eingesetzt.

Ausbeute : 185 mg (0.279 mmol, 77%) eines farb-

losen Feststoffes; Summenformel : CysHasNzO17; OAC oAc 5 on
5 0 4 c
Molgewicht : 661.57 g/mol; R;(PE/EE 2:1 v/v): A:Omom
. . 2 AcO N
0.29; Anomerenverhaltnis: B-anomerenrein; 8 OAc AC 5 20Ac °

Drehwert : [a]p® = +1.6 °(c = 0.49, CHCl 5).

'H-NMR (400 MHz, CDCly): & [ppm] = 5.35 (dd, 1H, 3Juy = 3.2 Hz, *Juy = 0.9 Hz, H-4%),
5.21 (t, 1H, 3Juy = 9.2 Hz, H-3°°), 5.11 (dd, 1H, 3Jy = 10.4 Hz, 3Juy = 7.9 Hz, H-2%%), 4.96
(dd, 1H, 3Juy = 10.4 Hz, 3Juy = 3.4 Hz, H-3%%), 4.86 (t, 1H, 3Juy = 9.0 Hz, H-2°°), 4.62 (d,
1H, 3Juy = 8.7 Hz, H-1°°), 4.54-4.46 (m, 2H, H-6°°), 4.13-4.09 (m, 2H, H-6°% H-5°"), 3.86
(dd, 1H, 334y = 13.3 Hz, 34y = 6.6 Hz, H-4°°), 3.80 (d, 1H, 3Juy = 9.2 Hz, H-1°%), 3.78-
3.67 (m, 2H, H-6%%¥ H-5°9, 2.17, 2.15, 2.14, 2.07, 2.06, 1.96, 1.25 (je: s, 3H, C(O)CH).
3C-NMR (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 170.6, 170.5, 170.3, 170.2, 169.7, 169.6, 169.2 (je
C=0), 101.2 (C-1%®), 87.7 (C-1°), 75.8 (C-4°), 74.8 (C-5°), 72.5 (C-3°), 71.0 (C-2°),
70.9 (C-3°%), 70.8 (C-5%), 69.1 (C-2°%), 66.6 (C-4°%), 61.7 (C-6°°), 60.8 (C-6°%), 21.0,
21.0, 20.9, 20.9, 20.9, 20.8, 20.6 (je C(O)CHs).

IR (ATR): ¥ [cm™]: 2121, 1750, 1370, 1227, 1058.

HRMS (ESI"; m/z): berechnet fur CyHssNsNaO;;” [M+Na]™: 684.1859, gefunden:
684.1854.

Synthese von [1-(2,3,4,6-Tetra- O-acetyl- B-D-galactopyranosyl)-1 H-1,2,3-triazol-4-
yllmethylphosphat 110

Die Reaktion wurde gemal AAV 22 durchgefiihrt. Es wurden 20 mg 2,3,4,6-Tetra-O-
acetyl-B-b-galactopyranosylazid 107 (0.054 mmol, 1.0 Aq.), 9 mg 2-Propin-1-phosphat 11
(0.06 mmol, 1.1 Ag.), 1.5 mL tert-Butanol, 0.5 mL Wasser und je 0.5 mL der Kupfersulfat-

und Natriumascorbat-Lésung verwendet.

Ausbeute : 23 mg (0.043 mmol, 80%) eines gelben

- \
OH
AcO
3 2 OAc Na

Feststoffes; Summenformel :  Ci7H23N3NaO43P; AcO 6 OAc K(\O
Molgewicht : 531.34 g/mol; R¢ (CH3CN/H,O 5:1 v/v):
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0.74; Anomerenverhaltnis: B-anomerenrein.

'H-NMR (500 MHz, D,0): & [ppm] = 8.36 (s, 1H, Triazol-CH), 6.19 (d, 1H, 3J.4 = 9.2 Hz,
H-1), 5.77 (t, 1H, *Jun = 9.3 Hz, H-2), 5.65 (d, 1H, 3Juy = 3.2 Hz, H-4), 5.50 (dd, 1H, %Jys =
10.1 Hz, *Jyy = 3.2 Hz, H-3), 5.02 (d, 2H, *Juy = 7.5 Hz, CH,), 4.59-4.54 (m, 1H, H-5), 4.33
(dd, 1H, 23y = 11.9 Hz, 3Jy = 5.0 Hz, H-6), 4.25 (dd, 1H, 2Juy = 11.7 Hz, J4y = 7.3 Hz,
H-6), 2.29, 2.08, 2.05, 1.94 (je: s, 3H, C(O)CHy).

3C-NMR (126 MHz, D,0): & [ppm] = 173.6, 173.3, 172.6, 172.1 (je C=0), 145.1 (Triazol-
C,), 124.4 (Triazol-CH), 85.1 (C-1), 73.7 (C-5), 71.1 (C-3), 68.5 (C-2), 67.8 (C-4), 62.1 (C-
6), 58.0 (CH,), 20.2, 20.2, 20.2, 19.9 (je C(O)CHs).

P_NMR (162 MHz, D,0): 6 [ppm] = 0.59.

IR (ATR): 7 [cm™]: 3427, 2338, 2164, 1730, 1640, 1386, 1151, 956.

HRMS (ESI'; m/z): berechnet fir C1;H,,N3013P" [M-H]: 508.0974, gefunden: 508.0977.

Synthese von [1-(2,3,4-Tri- O-acetyl-6-desoxy- B-L-galactopyranosyl)-1 H-1,2,3-triazol-
4-yllmethyl phosphat L-109

Die Reaktion wurde gemalRl AAV 22 durchgefuhrt. Es wurden 44 mg 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-
desoxy-B-L-galactopyranosylazid L-106 (0.15 mmol, 1.2 Aq.), 21 mg 2-Propin-1-phosphat
11 (0.13 mmol, 1.0 Ag.), 1.5 mL tert-Butanol, 0.5 mL Wasser und je 0.5 mL der Kupfer-

sulfat-(5 %-ig) und Natriumascorbat-Losung (10 %-ig) verwendet.

Ausbeute : 73 mg (0.16 mmol, 95%) eines gelben 5

Feststoffes, welcher durch anorganische Salze K(\O/II:';\OH
verunreinigt war; Summenformel : CisH,3N3NaO4;P; HaC 2 o ! Nf,/N O@@
Molgewicht : 473.30 g/mol; R; (EE/CH;OH 9:1 v/v): 4(@3\2250 N Na

0.65; Anomerenverhaltnis: B-anomerenrein.?

'H-NMR (400 MHz, D,0): & [ppm] = 8.32 (s, 1H, Triazol-CH), 6.16 (d, 1H, 3J.y = 9.2 Hz,
H-1), 5.78 (t, 1H, Juy = 9.5 Hz, H-2), 5.51-5.48 (m, 2H, H-3, H-4), 5.05 (d, 2H, Ju =
5.4 Hz, CH,), 4.46 (q, 1H, ®Jun = 6.3 Hz, H-5), 2.34, 2.08, 1.96 (je: s, 3H, C(O)CHs), 1.31
(d, 3H, 33y = 6.4 Hz, CHy).

®C-NMR (126 MHz, D,0): & [ppm] = 173.7, 172.7, 172.2 (je C=0), 139.0 (Triazol-C),
124.6 (Triazol-CH), 85.2 (C-1), 72.8 (C-5), 71.7 (C-4), 70.7 (C-3), 68.5 (C-2), 58.0 (CH,),
20.1, 20.0, 19.7 (je C(O)CHs), 15.1 (CHs).

3P.NMR (162 MHz, D,0): 6 [ppm] = 1.02.

IR (ATR): 7 [cm™]: 2939, 2909, 2364, 2045, 1393, 668.

HRMS (ESI'; m/z): berechnet fir CisH20N3O1:P” [M-H]": 450.0919, gefunden: 450.0916.
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Synthese von [1-(2,3,4-Tri- O-acetyl-6-desoxy- B-D-galactopyranosyl)-1 H-1,2,3-triazol-4-
yllmethyl-phosphat D-109

Die Reaktion wurde gemafR AAV 22 durchgefiihrt. Es wurden 287 mg 2,3,4-Tri-O-acetyl-
6-desoxy-B-D-galactopyranosylazid D-106 (0.910 mmol, 1.0 Ag.), 137 mg 2-Propin-1-
phosphat 11 (0.867 mmol, 1.0 Ag.), 1.5 mL tert-Butanol, 0.5 mL Wasser und je 0.5 mL der

Kupfersulfat- (5 %-ig) und Natriumascorbat-L6sung (10 %-ig) verwendet.

Ausbeute : 337 mg (0.673 mmol, 74%) eines gelben 0
Feststoffes; Summenformel : CisH,:N3NaOy;P; Molge- 4OHA3(:C s < O/ZE)OH
wicht : 473.30 g/mol; R (EE/CH;OH 9:1 viv): 0.65; |aco N °
Anomerenverhéltnis:  B-anomerenrein.? 3 %OAc

Die NMR- und IR-spektroskopischen Daten entsprechen denen des L-Enantiomers L-109.

HRMS (ESI'; m/z): berechnet fir CisH20N3O1:P” [M-H]": 450.0919, gefunden: 450.0931.

Synthese von [1-(2,3,6,2’,3',4’,6'-Hepta- O-acetyl- B-D-lactosyl)-1 H-1,2,3-triazol-4-yl]-
methylphosphat 111

Die Reaktion wurde gemaR AAV 22 durchgefihrt. Es wurden 166 mg 2,3,6,2",3',4’,6'-
Hepta-O-acetyl-B-D-lactosylazid 108 (0.250 mmol, 1.2 Ag.), 33 mg 2-Propin-1-phosphat
11 (0.21 mmol, 1.0 Aqg.), 1.5 mL tert-Butanol, 0.5 mL Wasser und je 0.5 mL der Kupfer-

sulfat-(5 %-ig) und Natriumascorbat-Losung (10 %-ig) verwendet.

Ausbeute : 96 mg (0.12 mmol, 56 %) eines farblosen Feststoffes; Summenformel :
Ca9H39N3NaO,;P; Molgewicht : 819.59 g/mol; R; (EE/CH;OH 9:1 v/v): 0.67; Anomeren-

verhaltnis: B-anomerenrein.?!

OAc oA
& o 6 5o
AcO o®
2
OAC Acgm
3 5 2 OAG Na

'H-NMR (400 MHz, D,O): & [ppm] = 8.28 (s, 1H, Triazol-CH), 6.17 (d, 1H, 3J.y = 8.9 Hz,
H-1°"), 5.63 (t, 1H, %Juy = 9.5 Hz, H-2°%), 5.50 (d, 1H, 3Juy = 9.2 Hz, H-3°), 5.46 (d, 1H,
3Jun = 3.1 Hz, H-4%%), 5.22 (dd, 1H, *Juy = 10.2 Hz, 3Juy = 3.6 Hz, H-3%%), 5.07 (dd, 1H,
3Jun = 10.2 Hz, 33y = 7.8 Hz, H-2°%), 4.93 (d, 1H, 34y = 6.5 Hz, H-1%%), 4.91-4.87 (m, 2H,
CH,), 4.57 (d, 1H, 3Juy = 10.5 Hz, H-6°), 4.36 (t, 1H, 3Juy = 9.4 Hz, H-5°°), 4.28-4.22 (m,
5H, H-4, H-5, H-6°"°, H-6°%), 2.17, 2.16, 2.15, 2.14, 2.03, 1.94, 1.92 (je: s, 3H, C(O)CHS).
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3C-NMR (101 MHz, D,0): & [ppm] = 173.8, 173.4, 173.1, 172.9, 172.8, 172.0, 163.5 (je
C=0), 148.4 (Triazol-C,), 126.5 (Triazol-CH), 100.3 (C-1°?), 84.6 (C-1°°), 75.4 (C-4°"),
75.1 (C-5°9), 73.1 (C-3°"), 71.3 (C-3%%), 70.9 (C-2°"), 70.5 (C-5%%), 70.0 (C-2°?), 67.9 (C-
4%, 62.4 (C-6°), 62.1 (C-6°%), 57.0 (CH,), 20.5, 20.4, 20.3, 20.2, 20.1, 19.9, 19.7 (je
C(O)CHy).

¥P_.NMR (162 MHz, D,0): 6 [ppm] = 3.89.

IR (ATR): ¥ [cm™]: 3152, 2938, 1747, 1678, 1611, 1370, 1225, 936, 906.

HRMS (ESI'; m/z): berechnet fiir CogH3gN3O2; P [M-H]: 796.1819, gefunden: 796.1817.

Synthese von [1-(6-Desoxy- B-L-galactoyranosyl)-1 H-1,2,3-triazol-4-ylJmethyl-
guanosindiphosphat L-66

Die Reaktion wurde gemaR AAV 14 durchgefiihrt. Es wurden 69 mg [1-(2,3,4-Tri-O-
acetyl-6-desoxy-f-L-galactopyranosyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yllmethylphosphat L-109
(0.15 mmol, 2.0 Ag.), 46 mg 5-Nitro-cycloSaligenyl-N*-acetyl-2’,3'-di-O-acetyl-guanosin-
monophosphat 85 (0.074 mmol, 1.0 Ag.) und 3 mL abs. DMF eingesetzt. AnschlieRend
wurde das erhaltene Produkt in Wasser aufgenommen und mittels lonenaustausch-
chromatographie an DOWEX (50WX8) in das Natriumsalz tberfiihrt.

Ausbeute : 14 mg (0.020 mmol, 27%) eines farblosen Feststoffes; Summenformel :
C1oH27NgNaO15P,; Molgewicht : 692.40 g/mol; R; (iPrOH/NH,OAc (1 M) 2:1 v/v): 0.46;

Anomerenverhéltnis : B-anomerenrein.®

_P P
R YN N
HsC e} N > @ A CHa
HO? 2 OH OH
OH

'H-NMR (400 MHz, D,0): & [ppm] = 8.30 (s, 1H, Triazol-CH), 8.11 (s, 1H, H-8), 5.94 (d,
1H, %Juy = 6.2 Hz, H-1"), 5.65 (d, 1H, Juy = 9.2 Hz, H-17"°), 5.10-5.07 (m, 2H, CH,), 4.84-
4.81 (m, 1H, H-2), 4.53 (dd, 1H, 3Juy = 5.1 Hz, 3Juy = 3.4 Hz, H-3"),4.36-4.34 (m, 1H, H-
4'), 4.25-4.20 (m, 3H, H-2™°, H-5"), 4.11 (q, 1H, 3Juy = 6.4 Hz, H-579), 3.94 (d, 1H,%J, =
3.2 Hz, H-47™), 3.89 (dd, 1H, 3Juy = 9.8 Hz, %Juy = 3.3 Hz, H-3™), 3.23 (q, 6H,%Juy =
7.2 Hz, ((CH3sCH,)3NH)"), 1.33-1.29 (m, 12H, CHs, ((CH3CH,)sNH)").

®C-NMR (126 MHz, D,0): & [ppm] = 159.0 (C-6), 151.8 (C-4), 144.5 (Triazol-C,), 137.5
(C-8), 123.5 (Triazol-CH), 116.4 (C-5), 88.1 (C-1™°), 86.8 (C-1’), 83.8 (C-4’), 74.3 (C-579),
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73.4 (C-2)), 73.1 (C-37), 71.2 (C-47"9), 70.4 (C-3"), 69.4 (C-2°), 65.3 (C-5’), 58.9 (CH,),
46.7 ((CH3CH,)sNH)®), 15.5 (CHa), 8.22 ((CH3CH,)sNH)™).

Anmerkung: Das **C-NMR-Signal des C-2-Atoms konnten nicht identifiziert werden.
*P-NMR (162 MHz, D,0): & [ppm] = -11.49 (s, 2P).

IR (ATR): ¥ [cm™]: 3228, 2938, 2835, 1599, 1536, 1289, 1048, 779.

HRMS (ESI'; m/z): berechnet fir C19H27NgO15P, [M]: 669.1077, gefunden: 669.1075.

Synthese  von [1-(6-Desoxy- B-D-galactopyranosyl)-1 H-1,2,3-triazol-4-ylimethyl-
guanosindiphosphat D-66

Die Reaktion wurde gemalR AAV 14 durchgefuhrt. Es wurden 113 mg [1-(2,3,4-Tri-O-
acetyl-6-desoxy-p-D-galactopyranosyl)-1H-1,2,3-triazol-4-ylJmethylphosphat D-109
(0.23 mmol, 1.9 Aq.), 75 mg 5-Nitro-cycloSaligenyl-N*-acetyl-2’,3'-di-O-acetyl-guanosin-
monophosphat 85 (0.12 mmol, 1.0 Ag.) und 3 mL abs. DMF eingesetzt. AnschlieRend
wurde das erhaltene Produkt in Wasser aufgenommen und mittels lonenaustauschchro-
matographie an DOWEX (50WX8) in das Natriumsalz tberfihrt.
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Ausbeute : 29 mg (0.042 mmol, 35%) eines farblosen Feststoffes; Summenformel :
C1oH27NgNaO15P,; Molgewicht : 692.40 g/mol; R; (iPrOH/ NH,OAc (1 M) 2:1 viv): 0.46;
Anomerenverhéltnis : B-anomerenrein.®

Die NMR- und IR-spektroskopischen Daten entsprechen denen des L-Enantiomers L-66.

HRMS (ESI'; m/z): berechnet fiir C19H27NgO15P, [M]: 669.1077, gefunden: 669.1075.
Synthese von [1-( B-L-Galactopyranosyl)-1 H-1,2 3-triazol-4-ylJmethyl-guanosindi-
phosphat D-67

Variante |: Versuch der Synthese durch eine Cu(l)-vermittelte Umsetzung von
B-Galactopyranosylazid 107 mit GDP-Alkin 12

Es wurden 4.9 mg 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-3-D-galactopyranosylazid 107 (0.013 mmol,

1.7 Ag.) und 4.4 mg 2-Propinyl-guanosindiphosphat 12 (0.0087 mmol, 1.0 Ag.) in 1.5 mL

tert-Butanol, 0.5 mL Wasser geldst und nacheinander mit je 0.5 mL einer wassrigen
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Kupfersulfat-Pentahydrat- (5 %-ig) und einer Natriumascorbat-Lésung (10 %-ig) versetzt.
Das Reaktions-gemisch wurde 18 h bis zur vollstandigen Umsetzung des Azids (DC-
Kontrolle: EE/CH;OH 9:1 v/v) bei Rt gerthrt. Anschlieiend wurde zwei Mal mit CH,Cl,
extrahiert und die wassrigen Phasen gefriergetrocknet. Das Rohprodukt wurde in einem
Gemisch aus Methanol, Wasser und Triethylamin (7:3:1 v/v/v) aufgenommen und 16 h bei
Rt geruhrt. Schliel3lich wurden die Lésungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand
saulenchromatographisch an RP-18-Silicagel mit Wasser als Eluenten gereinigt. Durch

nachfolgende Gefriertrocknung konnte jedoch kein Produkt erhalten werden.

Variante 1l: Synthese durch Umsetzung vom cycloSal-Nucleotid 85 mit einem

Nucleophil 110

Die Reaktion wurde gemafR AAV 14 durchgefiihrt. Es wurden 81 mg [1-(2,3,4-Tri-O-
110 (0.15 mmol,
1.9 Aq.), 49 mg 5-Nitro-cycloSaligenyl-N-acetyl-2’,3"-di-O-acetyl-guanosin-monophosphat
85 (0.079 mmol, 1.0 Ag.) und 4 mL abs. DMF eingesetzt. AnschlieRend wurde das
erhaltene Produkt in Wasser aufgenommen und mittels lonenaustauschchromatographie
an DOWEX (50WX8) in das Natriumsalz Uberfuhrt.

acetyl-p-L-galactopyranosyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yllmethylphosphat

0
3
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Ausbeute : 17 mg (0.024 mmol, 31%) eines farblosen Feststoffes; Summenformel :
C1oH27NgNaO16P,; Molgewicht : 708.40 g/mol; R (iPrOH/NH,OAc (1 M) 2:1 viv): 0.40;

Anomerenverhaltnis : B-anomerenrein.®

'H-NMR (400 MHz, D,0): & [ppm] = 8.27 (s, 1H, Triazol-CH), 8.11 (s, 1H, H-8), 5.91 (d,
1H, 3Jun = 5.9 Hz, H-1"), 5.66 (d, 1H, 3Juy = 9.1 Hz, H-1°®), 5.01 (d, 2H, 3Juy = 4.5 Hz,
CH,), 4.84-4.81 (m, 1H, H-2'), 4.50-4.49 (m, 1H, H-3'), 4.33 (d, 1H, 3J4 = 2.9 Hz, H-4),
4.21 (dd, 3H, 3Juy = 18.7 Hz, 3Juy = 9.4 Hz, H-2%¥ H-5), 4.09 (d, 1H, 3J4y = 3.1 Hz, H-
4%, 4.01 (dd, 1H, 3Juy = 7.3 Hz, 3Jun = 4.7 Hz, H-5%%), 3.88 (dd, 1H, 3Juy = 9.8 Hz, 3Jpn =
3.2 Hz, H-3%¥), 3.81 (dd, 2H, 3J4u = 8.3 Hz, *Juy = 6.2 Hz, H-6°), 3.20 (q, 6H, 3Juy =
7.2 Hz, ((CH3sCH,)sNH)Y), 1.28 (t, 9H,%Juy = 7.2 Hz, ((CH3CH,)sNH)™Y.

¥C-NMR (126 MHz, D,0): & [ppm] = 144.2 (Triazol-C,), 123.8 (Triazol-CH), 86.9 (C-1°%),
88.2 (C-1'), 83.4 (C-4"), 78.3 (C-5°%), 73.4 (C-2"), 72.9 (C-3%%), 70.3 (C-37),69.7 (C-2°3,
68.6 (C-4°%), 64.9 (C-5"), 60.9 (C-6°%), 58.8 (CH,), 46.7 ((CHsCH,);NH)"), 8.22
((CH3CH2)sNH)").
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Anmerkung: Die **C-NMR-Signale fiir die quartaren Guanosin-Kohlenstoffatome konnten
nicht identifiziert werden.

3P.NMR (162 MHz, D,0): & [ppm] = -11.44 (s, 2P).

IR (ATR): 7 [cm™]: 3135, 1694, 1235, 1076, 946, 814, 466.

HRMS (ESI'; m/z): berechnet fiir C,19H27NgO16P> [M]: 685.1020, gefunden: 685.1010.

Synthese von [1-( B-D-Lactosyl)-1 H-1,2,3-triazol-4-yllmethylguanosin-diphosphat 68

Die Reaktion wurde gemalRl AAV 14 durchgefuhrt. Es wurden 77 mg [1-(2,3,6,2",3',4’,6'-
Hepta-O-acetyl-B-D-lactosyl)-1H-1,2,3-triazol-4-ylimethylphosphat 111  (0.094 mmol,
2.0 Ag.), 30 mg 5-Nitro-cycloSaligenyl-N?-acetyl-2’,3'-di-O-acetylguanosin-monophosphat
85 (0.047 mmol, 1.0 Ag.) und 3mL abs. DMF eingesetzt. AnschlieRend wurde das
erhaltene Produkt in Wasser aufgenommen und mittels lonenaustauschchromatographie
an DOWEX (50WX8) in das Natriumsalz Gberfihrt.
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Ausbeute : 15 mg (0.017 mmol, 37%) eines farblosen Feststoffes; Summenformel :
CasH37NgNaO,;1P,; Molgewicht : 870.54 g/mol; Ry (iPrOH/NH,OAc (1 M) 2:1 v/v): 0.40;

a]

Anomerenverhaltnis: B-anomerenrein.!

'H-NMR (500 MHz, D,0): & [ppm] = 8.30-8.23 (m, 2H, Triazol-CH, H-8), 5.91 (d, 1H, 3J.y4
= 6.1 Hz, H-1"), 5.81 (d, 1H, 3Juy = 9.3 Hz, H-19%), 5.72 (d, 1H, 3Juy = 9.1 Hz, H-3%°), 5.00
(dd, 2H, 2Juy = 17.3 Hz, 3Juy = 6.3 Hz, CH,), 4.78-4.75 (m, 1H, H-2"), 4.54-4.47 (m, 2H, H-
3, H-19), 4.33 (d, 1H, %Juy = 3.1 Hz, H-4'), 4.23-4.14 (m, 2H, H-5), 4.03 (t, 1H, 3Jyy =
9.2 Hz, H-24), 3.98-3.94 (m, 2H, H-6%, H-44,), 3.93-3.81 (m, 3H, H-5¢c, H-5ga, H-64a),
3.80-3.74 (m, 3H, H-4%¢, H-69%), 3.70 (dd, 1H, 3Juy = 9.9 Hz, 3J4 = 3.3 Hz, H-3%), 3.59
(dd, 1H, 3Juy = 9.9 Hz,3Juy = 7.8 Hz, H-2%%), 3.20 (q, 6H, 3Juy = 7.2 Hz, ((CH3CH,)sNH)"Y,
1.27 (t, 3Jun = 7.1 Hz, 9H, ((CH3CH,)sNH)").

3C-NMR (126 MHz, D,0): & [ppm] = 144.6 (Triazol-Cy), 124.1 (Triazol-CH), 103.1 (C-19%),
87.5 (C-19°), 87.4 (C-3%°), 86.7 (C-1'), 83.8 (C-4"), 77.5 (C-5%), 75.4 (C-49%), 74.7 (C-5%°),
73.5 (C-2), 72.6 (C-3%%), 72.1 (C-29°), 71.2 (C-2%%), 70.5 (C-3"), 68.6 (C-4%*), 65.3 (d, *Jcp
= 5.0Hz, C-5), 61.3 (C-6%°), 60.1 (C-6%"), 58.0 (CH,), 46.8 ((CHsCH,)sNH)"), 8.2
(((CH3CH2)sNH)").
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Anmerkung: Die *C-NMR-Signale fiir Guanosin-C-Atome konnten nicht identifiziert
werden.

3P.NMR (202 MHz, D,0): 6 [ppm] = -11.4 (s, 2P).

IR (ATR): ¥ [cm™]: 3326, 1641, 1455, 1398, 1373, 1071.

HRMS (ESI'; m/z): berechnet fiir CosH3sNgO21 P, [M-H]: 847.1542, gefunden: 847.1554.

11.2.8 Synthese von TDP-6-desoxy- L-altrose

11.2.8.1 Synthese von L-Altrose nach Hung et al.

Synthese von 6-Bromo-1,2:3,4-di- O-isopropyliden- a-D-glucofuranose 124

Es wurden 5.01 g 1,2:5,6-Di-O-isopropyliden-a-b-glucofuranose 46 (19.2 mmol, 1.0 Aq.)
in 100 mL Dimethylformamid geldst, 6.81 g N-Bromsuccinimid (38.3 mmol, 2.0 Aq.)
hinzugegeben und auf 0 T (Eisbad) abgekunhlt. Ansch lieBend wurden 10.0 g Triphenyl-
phosphin (38.2 mmol, 2.0 Aqg.) in kleinen Portionen tiber einen Zeitraum von 30 Minuten
hinzugegeben, wodurch sich die Reaktionslésung rot farbte. Nach kompletter Losung des
Triphenylphosphins wurde die Reaktionslésung 6 h auf 96 T erhitzt. Nach Abklhlen auf
Rt wurde das Reaktionsgemisch mit ges. Natriumhydrogencarbonatldsung neutralisiert
und die wassrige Phase anschlieRend mit je 300 mL Diethylether extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden dreimal mit je 300 mL ges. Natriumthiosulfat-
[6sung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an
Kieselgel mit PE/EE 1:1 v/v als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 4.32g (13.4 mmol, 70%) eines gelblichen Sirups; Br\f
Summenformel: C;,H19BrOs; Molgewicht: 323.18 g/mol; R¢ (PE/EE o

IT
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1:1 v/v): 0.83; Anomerenverhdltnis : a-anomerenrein, Drehwert: 7|\ £ %
H
[a]°p = + 13.4 °(c = 0.5, CHCl ). 0

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 5.99 (d, 1H, 3Juy = 3.8 Hz, H-1), 4.59 (d, 1H, %)=
3.5 Hz, H-2), 4.33 (dd, 1H, 3Jyn= 7.2 Hz, *J4y = 3.8 Hz, H-4), 4.24 (d, 1H, )y = 3.8 Hz, H-
3), 3.74 (td, 1H, 3Jyy = 7.2 Hz, Iy = 3.2 Hz, H-5), 3.62 (dd, 1H, “Jy = 10.9 Hz, 33,4y = 3.3
Hz, H-6a), 3.44 (dd, 1H, 2y = 10.9 Hz, 3y = 7.5 Hz, H-6b), 1.50, 1.39, 1.37, 1.33 (je: s,
3H, CHs).

¥C-NMR (101 MHz, CDCly): & [ppm] = 112.4 (C,), 106.4 (C-1), 101.4 (C,), 83.9 (C-2),
81.6 (C-4), 75.1 (C-3), 72.0 (C-5), 33.1 (C-6), 27.2, 26.5, 24.0, 23.8 (je CHy).

IR (ATR): ¥ [cm™] = 2988, 2938, 1736, 1374, 1217, 1159, 1070, 1018, 856, 833, 791.
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MS (FAB, m/z): berechnet flr C1,H19BrOs [M+Na]: 322.04, gefunden: 322.00.

Synthese von 6-Methylen-1,2:3,5-di- O-isopropyliden- a-D-glucofuranose 125

Es wurden 1.08 g 6-Bromo-1,2:3,5-di-O-isopropyliden-a-D-glucofuranose 124 (3.33 mmol,
1.0 Ag.) in 30 mL einem Toluol/DMF-Gemisch (5:1) gelost. Es wurden 1.01 mL DBU
(6.67 mmol, 2.0 Aq.) hinzugetropft und anschlieRend mit Hilfe einer Mikrowelle (150 Watt)
40 Minuten bis zur vollstandigen Umsetzung des Eduktes (DC-Kontrolle: Toluol/Aceton
viv 25:1) auf 95 T erhitzt. Anschlielend wurde das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt
und das Rohprodukt saulenchromatographisch an Kieselgel mit Toluol/Aceton 25:1 v/v als

Eluent gereinigt.

Ausbeute: 0.49 g (2.02 mmol, 61%) eines gelblichen Feststoffs; a

Summenformel: Ci,H130s5; Molgewicht: 242.27 g/mol; R; (PE/EE 6 ‘?H 10
o\\s 2 ><

8:1 viv): 0.47; Anomerenverhéltnis : a-anomerenrein, Drehwert: ﬁfo 4 O

[a]®p = +118.9 °(c = 1, CHCI 3); Schmelzpunkt: 35 <T.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 5.99 (d, 1H, 3Juy = 3.7 Hz, H-1), 4.76 (d, 2Juy =
0.8 Hz, 1H, H-6), 4.69 (d, 1H, 2J4y = 0.8 Hz, H-6), 4.56 (d, 1H, 3J.y = 3.7 Hz, H-2), 4.37 (d,
1H, 33y = 2.3 Hz, H-3), 4.34 (d, 1H, 3Ju = 2.2 Hz, H-4), 1.52, 1.48, 1.40, 1.33 (je: s, 3H,
CHs).

®C-NMR (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 150.3, 111.9 (je C,), 105.2 (C-1), 101.5 (C-6),
100.6 (C-5), 84.3 (C-2), 74.7 (C-3), 72.4 (C-4), 28.0, 26.7, 26.1, 21.2 (je CHy).

IR (ATR): 7 [cm™] = 2991, 2937, 1658, 1380, 1293, 1257, 1202, 1148, 1075, 1008, 943,
866, 846, 826, 793.

HRMS (FAB, m/z): berechnet fir C1,H1505 [M]: 242.1154, gefunden: 242.1152.

Synthese von 1,2:3,5-Di- O-isopropyliden- B-L-idofuranose 126

Es wurden 190mg 6-Methylen-1,2:3,5-di-O-isopropyliden-a-D-glucofuranose 125
(0.784 mmol) in 6 mL abs. Tetrahydrofuran geldst und 1.57 mL eines 1 M Boranwasser-
stoff-Tetrahydrofuran-Komplexes bei Rt zugetropft. Nach einer Stunde Rihren bei Rt
wurde die Reaktionslésung oxidativ aufgearbeitet. Dazu wurde ein Gemisch aus 2.3 mL
einer 30%igen Wasserstoffperoxidlosung (29 mmol) und 1.7 mL einer 3 M Natrium-
hydroxidldsung bei 0 T (Eisbad) zur Reaktionslésung zugetropft. AnschlieRend wurde
das Zweiphasengemisch fir 30 Minuten auf 40 C erhitzt. Nach Abkihlung Rt wurde das
Gemisch dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit

ges. Natriumchloridlésung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
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Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde séulenchromatographisch an

Kieselgel mit PE/EE 3:2 v/v als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 0.174 g (0.669 mmol, 85%) eines gelben Sirups; H
Summenformel: Ci,H»006; Molgewicht: 260.28 g/mol; R; (PE/EE O\ 4H 2O><
3:2 viv): 0.32; Anomerenverhaltnis : B-anomerenrein, Drehwert: ﬁ’o 3 ©
[a]®p =+ 10 °(c = 1, CHClI 5).

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 5.95 (d, 1H, 3J.y = 3.5 Hz, H-1), 4.49 (d, 1H, 3Juy =
3.5 Hz, H-2), 4.31 (d, 1H, 3Juy = 2.3 Hz, H-3), 4.13-4.10 (m, 1H, H-5), 4.01 (t, 1H, 3Juy =
2.0 Hz, H-4), 3.91-3.76 (m, 2H, H-6), 2.22 (dd, 1H, %)= 9.1 Hz, %Ju4 = 3.8 Hz, OH), 1.49,
1.45, 1.40, 1.32 (je: s, 3H, CHy).

®C-NMR (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 111.8 (C,), 105.3 (C-1), 98.2 (C-5), 83.9 (C-2),
73.9 (C-3), 71.8 (C-4), 69.1 (C,), 63.2 (C-6), 29.2, 26.7, 26.1, 19.2 (je CHa).

IR: ¥ [cm™] = 2989, 2939, 1375, 1257, 1202, 1137, 1075, 1011, 891, 860, 844.

FAB-MS: berechnet fur C;,H,006 [M+Na] 260.13, gefunden: 260.12.

Synthese von 1,2:5,6-Di- O-isopropyliden- B-L-idofuranose 47

Es wurden 231 mg 1,2:3,5-Di-O-isopropyliden-B-L-idofuranose 126 (0.887 mmol) in
2.26 mL (23.7 mmol) 60%iger Essigsaure geldst, 17 Stunden bei 40 T gerihrt und
anschlieRend mit Toluol koevaporiert. Das Rohprodukt wurde in abs. Aceton unter Stick-
stoffatmosphéare bei Rt gelést. Es wurden 0.430 mL (3.51 mmol) 2,2-Dimethoxypropan
und 8.69 mg (0.0402 mmol) Camphersulfonsaure zur Ldsung hinzugegeben. Nach
5 Minuten Rihren wurde die Reaktion mit ges. Natriumhydrogencarbonatldsung versetzt.
Das Gemisch wurde dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden (ber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das L&sungsmittel
anschliel3end im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an

Kieselgel mit PE/EE 1:1 v/v als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 0.114 g (0.438 mmol, 49%) eines farblosen Feststoffs; Sum-
menformel: C;,H2006; Molgewicht: 260.28 g/mol; R; (PE/EE 3:2 viv):
0.32; Anomerenverhaltnis :B-anomerenrein, Drehwert: [a]®p =-21.5 (c =
0.5, CHCI3); Schmelzpunkt: 156 <C.

'H-NMR (400 MHz, CDCly): 6 [ppm] = 5.97 (d, 1H, 3J.y = 3.8 Hz, H-1), 4.51-4.47 (m, 2H,
H-5, H-2), 4.26 (t, 1H, 3Juy = 3.0 Hz, H-4), 4.14-4.10 (m, 2H, H-3, H-6b), 3.75 (d, 1H,
%Jun = 3.5 Hz, H-6a), 2.17 (s, 1H, OH), 1.48, 1.46, 1.40, 1.32 (je: s, 3H, CHy).
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C-NMR (101 MHz, CDCly): & [ppm] = 130.0, 110.4 (je C,), 104.9 (C-1), 85.3 (C-2), 78.0
(C-4), 76.5 (C-5), 74.8 (C-3), 66.1 (C-6), 26.8, 26.2, 25.8, 25.7 (je CHy).

IR (ATR): 7 [cm™] = 3433, 2991, 2943, 1733, 1533, 1373, 1213, 1159, 1060, 1036, 1011,
939, 886, 856, 844, 796, 776, 649, 636, 527, 507.

MS (FAB, m/z): berechnet flr C1,H2006 [M] 260.13, gefunden: 260.13.

Synthese von 3-Deoxy-1,2:5,6-di- O-isopropyliden- B-L-threo-hex-3-enofuranose 127

Es wurden 1.15 g 1,2:5,6-Di-O-isopropyliden-B-L-idofuranose 47 (4.42 mmol, 1.0 Aq.) in
15 mL abs. Dichlormethan und 2 mL abs. Pyridin gelost. AnschlieBend wurde die
Reaktionslosung auf -10°C gekuhlt, dann 1.50 mL Trifluormethansulfonsaureanhydrid
(8.92 mmol, 2.0 Ag.) langsam hinzugegeben und bei dieser Temperatur eine Stunde
geriihrt. Die Vollstandigkeit der Reaktion wurde dinnschichtchromatographisch (PE/EE
viv 1:1) Uberprift. Nach Zugabe von 30 mL Eiswasser wurden die Phasen getrennt und
die wassrige Phase dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden tber Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem

Druck entfernt.

1,2:5,6-Di-O-isopropyliden-3-O-triflyl-B-L-idofuranose konnte mit einer Rohausbeute von
1.90 g (4.84 mmol) erhalten werden und wurde in der folgenden Reaktion ohne weitere
Reinigung als Rohprodukt eingesetzt. Dazu wurde es in 10 mL eines Gemischs aus
Toluol und DMF (5:1, v/v) geldst, mit 1.43 mL DBU (9.58 mmol, 2.2 Aqg.) versetzt und mit
Hilfe einer Mikrowelle (150 Watt) 30 Minuten auf 95 C erhitzt. Anschlie3end wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und das erhaltene Rohprodukt saulenchromato-

graphisch an Kieselgel mit PE/EE 1:1 v/v als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 932 mg (3.85 mmol, 87% Uber zwei Stufen) eines farblosen
Feststoffs; Summenformel: C;,H;150s; Molgewicht: 242.12 g/mol; Rs

(PE/EE 1:1 v/v): 0.85, Anomerenverhaltnis : B-anomerenrein.

'H-NMR (400 MHz, CDCl5): & [ppm] = 6.08 (d, 1H, 3J4y = 5.2 Hz, H-1). 5.30 (dd, 1H, 3J.n =
5.2 Hz, 3Jun = 2.3 Hz, H-2), 5.26 (dd, 1H, 3Juy = 2.2 Hz, 3Juy = 0.9 Hz, H-3), 4.61 (t, 1H,
3Jun = 6.5 Hz, H-5), 4.15 (dd, 1H, 2J4y = 8.3 Hz, 3J4y = 6.8 Hz, H-6b), 3.94 (dd, 1H, %)y =
8.3 Hz, 3Ju = 6.3 Hz, H-6a), 1.47, 1.45, 1.44, 1.40 (je: s, 3H, CHa).

®C-NMR (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 160.0 (C-4), 112.5 (C,), 110.8 (C,), 106.7 (C-1),
99.6 (C-3), 83.5 (C-2), 71.7 (C-5), 67.5 (C-6), 28.3, 28.0, 26.3, 25.7 (je CHa).

Anmerkung: Aufgrund der Instabilitdt des Produktes musste auf die Aufnahme weiterer

analytischer Daten verzichtet werden
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Synthese von 1,2:5,6-Di- O-isopropyliden- B-L-altrofuranose 48

Es wurden 930 mg 3-Deoxy-1,2:5,6-di-O-isopropyliden-B-L-threo-hex-3-enofuranose 127
(3.84 mmol) in 20 mL abs. THF gel6dst und 7.66 mL eines 1 M Boranwasserstoff-Tetra-
hydrofuran-Komplexes bei Rt zugetropft. Nach einer Stunde Rilhren bei Rt wurde die
Reaktionslosung oxidativ aufgearbeitet. Dazu wurde ein Gemisch aus 11 mL einer
30%igen Wasserstoffperoxidlosung (0.14 mol) und 8.3 mL einer 3 M Natriumhydroxid-
lI6sung (0.11 mol) bei 0 T (Eisbad) zur Reaktionsl6 sung zugetropft. Anschliel3end wurde
das Zweiphasengemisch 30 Minuten auf 40 T erhitzt. Nach Abkuhlung auf Rt wurde das
Gemisch dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit
ges. Natriumchloridlésung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde s&ulenchromatographisch an

Kieselgel mit PE/EE 3:2 v/v als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 979 mg (3.76 mmol, 98%) eines farblosen Feststoffs;
Summenformel: Ci,H»006; Molgewicht: 260.28 g/mol; R; (PE/EE 4 ReH Wik
3:2 vlv): 0.40; Anomerenverhdltnis :B-anomerenrein, Drehwert: ><8 i o\or/
[a]*p = -17.7 °(c = 1.0, CHCI 5); Schmelzpunkt: 88 <T.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 5.88 (d, 1H, 3J.n = 3.9 Hz, H-1), 4.56 (d, 1H, %Juy =
3.9 Hz, H-2), 4.42 (d, 1H, 3J4y = 2.2 Hz, H-3), 4.25 (ddd, 1H, 3Ju = 9.5 Hz, ®Jy = 6.1 Hz,
3Jun = 5.2 Hz, H-5), 4.11 (dd, 1H, 2Juy = 8.8 Hz, 3Juy = 6.2 Hz, H-6), 3.94 (dd, 1H, “Jyy =
8.8 Hz, 3Juy = 5.1 Hz, H-6), 3.80 (dd, 1H, 3Ju = 9.5 Hz, 3Jy = 2.4 Hz, H-4), 1.51, 1.43,
1.35, 1.31 (je: s, 3H, CHy).

®C-NMR (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 112.9, 109.9 (je C,), 105.8 (C-1), 88.5 (C-4), 87.3
(C-2), 77.2 (C-3), 75.8 (C-5), 66.8 (C-6), 27.2, 27.1, 26.3, 25.5 (je CHy).

IR (ATR): ¥ [cm™] = 3458, 2987, 2938, 1374, 1254, 1212, 1163, 1064, 1017, 882, 523.
HRMS (ESI*; m/z): berechnet fuir C1,H,0NaOg" [M+Na]™: 283.1152, gefunden: 283.1153.
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11.2.9 Synthese von L-Altrose ausgehend von D-Galactose

Synthese von Methyl-2,3,4,6-tetra- O-benzyl- a-D-galactosid 116

Das Methyl-D-galactopyranosid wurde nach der AAV 15 dargestellt. Dabei wurden 5.00 g
D-Galactose D-64 (27.8 mol, 1.0 Ag.), 150 mL Methanol und 50 mL Amberlite® IR 120
(H") verwendet. AnschlieRend erfolgte die Benzylierung mit dem erhaltenen Rohprodukt
nach AAV 16. Es wurden 4.00 g Natriumhydrid (167 mmol, 6 Ag.), 100 mL abs. DMF und
20.5 mL Benzylbromid (24.8 g, 145 mmol, 5.2 Aq.) eingesetzt.

Ausbeute: 14.34 g (25.85 mmol, 93% uber 2 Stufen) eines leicht OBn _0OBn
6
gelblichen Sirups; Summenformel : CssHis06; Molgewicht: 4 5 -0

3 <
554.67 g/mol; R; (PE/EE 4:1 v/v): 0.67; Anomerenverhaltnis: a- [B"O 20Bn
OMe

anomerenrein; Drehwert: [a]p® = +7 °(c=1.0, CHCI 5).

a-"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.38-7.22 (m, 20H, CH,), 4.92 (d, 1H, 2y =
11.5 Hz, Bn-CH,), 4.84-4.80 (m, 2H, Bn-CH,), 4.71 (d, 2Jus = 11.8 Hz, 1H, Bn-CH.,), 4.66-
4.65 (M, 2H, H-1, Bn-CH,), 4.56 (d, 2wy = 11.5 Hz, 1H, Bn-CH,),4.46 (d, 1H, 2 =
11.8 Hz, Bn-CH,), 4.38 (d, 1H, 23y = 11.8 Hz, Bn-CH,), 4.04-4.01 (m, 1H, H-2), 3.93-3.86
(m, 3H, H-4, H-3, H-5), 3.51 (d, 2H, 3Juy = 6.4 Hz, H-6), 3.35 (s, 3H, OCHy).

a-"C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCl;): 138.9, 138.7, 138.5, 138.1 (C,), 128.5, 128.4,
128.3, 128.2, 128.1, 127.8, 127.7, 127.6, 127.5 (CHa,), 98.9 (C-1), 79.2 (C-4), 76.5 (C-2),
75.2 (C-3), 74.7, 73.5, 73.4, 73.3 (je Bn-CH,), 69.2 (C-5), 69.1 (C-6), 55.3 (OCHy).

IR (ATR): 7 [cm™]: 3029, 2009, 1496, 1350, 1194, 1093, 1044, 732, 694.

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fuir CssHasNaOg™ [M+Na]™: 577.2561, gefunden: 577.2561.

Synthese von 2,3,4,6-Tetra- O-benzyl- a/-D-galactopyranose 117

Es wurden 20.19 g Methyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a-D-galactosid 116 (36.40 mmol) in
4 gleich grof3e Portionen aufgeteilt und je in einem 100 mL-Kolben in einem Gemisch aus
25 mL konzentrierter Essigsaure, 10 mL 1 M Salzs&ure und 5 mL Wasser geldost und 1 h
mit Hilfe eines Mikrowellen-Gerates unter Ruckfluss erhitzt. Anschlielend wurden die
Reaktionslosungen vereinigt und mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden mit ges. Natriumhydrogencarbonatlésung gewaschen bis keine Gasent-
wicklung mehr beobachtet werden konnte. Nach Trocknung Gber Natriumsulfat wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt s&ulenchromatographisch an
Kieselgel mit PE/EE 4:1 v/v als Eluent gereinigt.

237



Experimenteller Teil

Ausbeute: 17.12g (31.7 mmol, 87%) eines leicht gelblichen 086n OBn
4
Sirups; Summenformel : CzH3506; Molgewicht: 540.65 g/mol; Ry S 5—0 )
BnO
(PE/EE 3:1 v/v): 0.33; Anomerenverhéltnis : a:p = 1:0.6. 2 oBn ~OH

a-"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.39-7.23 (m, 20H, CH,,), 5.26 (d, 1H, 3J.y= 3.5 Hz,
H-1), 4.91 (d, 1H, 2Juy = 11.5 Hz, Bn-CH,), 4.81 (d, 1H, 2Ju = 11.7 Hz, Bn-CH,), 4.75-4.72
(m, 2H, Bn-CH,), 4.69 (d, 1H, “Jy =11.8 Hz, Bn-CH,), 4.56 (d, 1H, 2J,; =11.5 Hz, Bn-CH,),
4.47-4.37 (m, 2H, Bn-CH,), 4.14 (t, 1H, 3J4y = 6.5 Hz, H-5), 4.02 (dd, 1H, 3J4y = 9.9 Hz,
3Jun = 3.5 Hz, H-2), 3.95-9.93 (m, 1H, H-4), 3.89 (dd, 1H, 3Juy = 9.9 Hz, 3,y = 2.8 Hz, H-3),
3.59-3.45 (m, 2H, 2x H-6), 2.93 (s, 1H, OH).

a-"C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 138.6, 138.5, 138.2, 137.9 (C,), 128.4, 128.3,
128.2, 128.1, 128.0, 127.9, 127.8, 127.7, 127.6, 127.5, 127.4 (CH,,), 91.9 (C-1), 78.7 (C-3),
76.6 (C-2), 74.7 (C-4), 74.6, 73.6, 73.5, 72.9 (Bn-CH,), 69.5 (C-5), 68.9 (C-6).

IR (ATR) : 7 [cm™]: 3062, 3029, 2867, 1496, 1453, 1363, 1208, 1059, 910, 732, 694, 599,
461.

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fiir C34H3cKOs [M+K]": 563.2404, gefunden: 563.2403.

Synthese von 2,3,4,6-Tetra- O-benzyl- L-galactopyranose-diethyl-dithioacetal 118

Die Synthese erfolgte gemafld AAV 18. Es wurden 23.90 g 2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-a/B-D-
galactopyranose 117 (44.20 mmol) in 330 mL Ethanthiol (277 g, 4.46 mol) gelést und mit

50 mL Trifluoressigséaure versetzt EtS. L SEt
. ) H-4—0Bn
Ausbeute: 16.59g (25.65 mmol, 58%) eines gelben Ols; BnO—2H
Summenformel : CsgH4605S2; Molgewicht: 646.90 g/mol; R (PE/EE 4:1 BnO—+H
S0
VIV): 0.73: Drehwert: [a]o® = -13 °(c=1.0, CHCl ;). H=T5 OH
CH>0Bn

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.30-7.14 (m, 20H, CHy), 4.81 (d, 1H, 2y =
11.0 Hz, Bn-CHy), 4.61 (d, 1H, 2J4y = 11.7 Hz, Bn-CH,), 4.43 (d, 1H, “Jyy = 11.8 Hz, Bn-
CH,), 4.35 (d, 1H, 2Juy = 11.7 Hz, Bn-CH,), 4.29 (dd, 1H, 3J.y = 6.8 Hz, %Juy = 4.0 Hz,
H-3), 4.25 (d, 1H, 2Juy = 11.7 Hz, Bn-CH,), 3.97-3.94 (m, 1H, H-5), 3.89 (dd, 1H, 3Juy =
6.8 Hz, 3Juy = 4.0 Hz, H-2), 3.83 (d, 1H, 3Juy = 4.0 Hz, H-1), 3.69 (dd, 1H, 3Juy = 4.0 Hz,
3Jun = 1.7 Hz, H-4), 3.49-3.41 (m, 2H, H-6), 2.65-2.56 (m, 2H, Et-CH,), 2.51-2.42 (m, 2H,
Et-CH,), 1.11 (t, 3H, 3Juy = 7.5 Hz, Et-CHs), 1.07 (t, 3H, 3y = 7.4 Hz, Et-CH,).

®C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCl5): 138.8, 138.6, 138.5, 138.3 (je C,), 128.2, 127.7,
127.5, 127.3 (CH,,), 83.1 (C-2), 81.8 (C-3), 76.3 (C-4), 75.7, 75.0, 73.2, 72.4 (je Bn-CH,),
70.6 (C-6), 70.1 (C-5), 53.7 (C-1), 24.9, 24.8 (Et-CH,), 14.5, 14.4 (je Et-CHs).
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IR: 7 [em™]: 3029, 2924, 2867, 1749, 1495, 1453, 1363, 1209, 1064, 819, 732, 694, 605,
460.
HRMS (ESI): berechnet fiir CsgHsNaOsS," [M+Na]": 669.2679, gefunden: 669.2686.

Synthese von 5- O-Benzoyl-2,3,4,6-tetra- O-benzyl- L-altropyranose-diethyl-dithio-
acetal 120

Die Synthese erfolgte nach der AAV 19 unter Einsatz von 12.65 g Triphenylphosphin
(48.23 mmol, 2.9 Aqg.), 9.69 mL DIAD (48.8 mmol, 3.0 Aq.), 10.59g 2,3,4,6-Tetra-O-
benzyl-L-altropyranose-diethyl-dithioacetal 118 (16.37 mmol, 1.0 Ag), 6.02 g Benzoesaure

(49.30 mmol, 3 Ag.) und 200 mL abs. Diethylether. EtS L SEt

) H-4—0Bn
Ausbeute: 8.73g (11.62 mmol, 71 %) eines gelben Ols; BnO—-2H
Summenformel : CyHs006S,; Molgewicht:  751.01 g/mol; R¢ 0O Bno—iH

5
(Toluol/Aceton 25:1 v/v): 0.82; Drehwert: [a]p?® = +2 ° (c=1.0, a o—H
5 6 CH,OBnN
CHCIy). a
c b

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCl5): 8.05 (d, 2H, 3Ju = 7.9 Hz,
Bz-CHa), 7.59-7.55 (m, 1H, Bz-CHc), 7.45 (t, 2H, 3Juy = 7.6 Hz, Bz-CHb), 7.37-7.22 (m,
20H, Bn-CH), 5.61 (td, 1H, 3J.y = 6.6 Hz, *Juy = 3.3 Hz, H-5), 4.84 (d, 1H, 2J4y = 11.2 Hz,
Bn-CH,-2b), 4.79 (d, 1H, 2Juy = 11.3 Hz, Bn-CH,-2a), 4.71-4.64 (m, 4H, Bn-CH,-3, Bn-
CH,-4), 4.53 (d, 1H, 2Juy = 12.2 Hz, Bn-CH,-6b), 4.46 (d, 1H, %)y = 12.1 Hz, Bn-CH,-6a),
4.30 (dd, 1H, *Juy = 7.0 Hz, 33y = 4.3 Hz, H-3), 4.13 (d, 1H, 3Ju = 3.6 Hz, H-1), 4.09-4.05
(m, 2H, H-4, H-6), 4.02 (dd, 1H, 3Ju = 7.0 Hz, 3J4y = 3.6 Hz, H-2), 3.86 (dd, 1H, %Iy =
11.1 Hz, 34y = 6.6 Hz, H-6), 2.76-2.58 (m, 2H, Et-CH,), 1.19 (t, 3H, 3Ju = 6.5 Hz, Et-
CHs), 1.16 (t, 3H, 3Ju = 6.5 Hz, Et-CHs).

®C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 165.9 (C=0), 141.0 (Bn-C,), 138.9, 138.7, 138.4,
138.1(je Bn-C,), 133.1 (Bz-CHc), 129.9 (Bz-CHa), 126.7 (Bz-CHb), 128.5, 128.4, 128.3,
128.2, 128.1, 128.0, 127.8, 127.7, 127.6, 127.5, 127.4, 127.1 (je Bn-CH), 84.0 (C-2), 80.9
(C-3), 79.3 (C-4), 75.7 (Bn-CH,), 75.0 (Bn-CH,), 73.9 (C-5), 73.1 (Bn-CH,), 73.0 (Bn-CH,),
68.9 (C-6), 54.4 (C-1), 25.6, 25.0 (Et-CH,), 14.6, 14.5 (je Et-CHy).

IR: 7 [cm™]: 2924, 2866, 1718, 1496, 1452, 1267, 1093, 1068, 1267, 1093, 1068, 1025,
733, 695, 462.

HRMS (ESI"): berechnet fiir C4,sHsoNaOgS," [M+Na]*: 773.2941, gefunden: 773.2938.

Synthese von 2,3,4,6-Tetra- O-benzyl- L-altropyranose-diethyl-dithioacetal

Es wurden 100 mg 5-O-Benzoyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-L-altropyranose-diethyl-dithio-
acetal 120 (0.133 mmol) in einer methanolischen Natriumhydroxid-Lésung (1%) gel6st
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und 2 h bei Rt gerihrt. AnschlieBend wurde die Lésung mittels Zugabe von 1M
Salzsaure neutralisiert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch an Kieselgel mit PE/EE 3:1 v/v als Eluent gereinigt.

EtS. L SEt
Ausbeute: 75.1 mg (0.116 mmol, 87%) eines gelben Ols; Summen- H-2—0Bn
formel : C3gH4605S,; Molgewicht: 646.90 g/mol; R; (PE/EE 3:1 v/v): 0.68; BnO—2H
14
Drehwert: [a]o2° = -7 °(c=1.0, CHCl 5). BnO—"H
HO——H
6 CHzan

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCl,): 7.30-7.17 (m, 20H, CHy), 4.80 (d,
1H, 24y = 11.1 Hz, Bn-CH,), 4.76 (d, 1H, “Juy = 10.9 Hz, Bn-CH,), 4.74 (d, 1H, 2y =
11.1 Hz, Bn-CHy), 4.69 (d, 1H, 2J4y = 11.1 Hz, Bn-CH,), 4.64 (d, 1H, “Juu = 11.6 Hz, Bn-
CH,), 4.46 (d, 2H, 2Juy = 11.5 Hz, Bn-CH,), 4.40 (d, 1H, 2Ju4y = 11.8 Hz, Bn-CH,), 4.21
(dd, 1H, *Jun = 7.3 Hz, 3Jun = 2.5 Hz, H-3), 4.10 (dq, 2H, *Jun = 7.3 Hz, 3Jun = 3.0 Hz, H-2,
H-5), 3.95 (d, 1H, *J4y = 3.1 Hz, H-1), 3.68-3.63 (m, 2H, H-6, H-4), 3.50 (dd, 1H, 2Juy =
9.7 Hz, 3Juy = 6.5 Hz, H-6), 2.72-2.62 (m, 2H, Et-CH,), 2.52 (dq, 2H, 3Juy = 7.4 Hz, 334y =
1.5 Hz, Et-CH,), 1.11 (t, 3H, 3Ju = 6.5 Hz, Et-CHs), 1.07 (t, 3H, 3J4y = 6.8 Hz, Et-CH3).
¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCl): 139.1, 139.0, 138.4, 138.2 (je C,), 128.5, 128.4,
128.3, 128.2, 128. 1, 128.0, 127.9, 127.8, 127.7, 127.5, 127.4 (CHy), 83.9 (C-2), 82.1 (C-
3), 80.0 (C-4), 75.9, 75.3, 73.5, 72.6 (je Bn-CH,), 71.8 (C-6), 70.3 (C-5), 54.3 (C-1), 25.8,
25.2 (Et-CH,), 14.7, 14.6 (je Et-CHs).

IR: 7 [cm™]: 3445, 3029, 2924, 2866, 1496, 1453, 1263, 1208, 1087, 1068, 910, 732, 695.
HRMS (ESI): berechnet fiir C3gHaNaOsS," [M+Na]": 669.2679, gefunden: 669.2701.

Synthese von 5- O-Benzoyl-2,3,4,6-tetra- O-benzyl- L-altropyranose-dimethyl-
acetal 121

Die Reaktion wurde gemall AAV 20 durchgefihrt. Es wurden dabei 6.72 g 5-O-Benzoyl-
2,3,4,6-tetra-O-benzyl-L-altropyranose-diethyl-dithioacetal 120 (8.95 mmol, 1.0 Aq.),
6.13 g Quecksilber(l)oxid (28.30 mmol, 3.2 Ag.) und 6.13g Quecksilber(Il)chlorid

(22.6 mmol, 2.5 Ag.) in 400 mL abs. Methanol eingesetzt. MeO.l OMe
H-4—O0Bn
Ausbeute: 5.87 g (8.50 mmol, 95%) eines gelben Ols; Summen- BnO—>H
4
formel : Cu3HssOs; Molgewicht: 690.32 g/mol; R; (Toluol/Aceton o Bno—T.H
O——H
25:1 v/v): 0.58; Drehwert: [a]p?° = +1.2 °(c=1.0, CHCI 5). ) a 6 CH,OBN
a
'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCl;): 8.04-8.02 (m, 2H, Bz-CHa), | ¢ b

7.59-7.55 (m, 1H, Bz-CHc), 7.44 (t, 2H, *Juy = 7.7 Hz, Bz-CHb), 7.37-7.22 (m, 20H, CH,,),

5.82 (td, 1H, 3Juy =6.8 Hz, %y = 3.5 Hz, H-5), 4.82-4.77 (m, 3H, Bn-CH,), 4.70 (d, 1H,

2Jun = 11.5 Hz, Bn-CH,), 4.55 (d, 1H, ?J4y = 11.6 Hz, Bn-CH,), 4.53 (d, 1H, 2Juy =
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12.1 Hz, Bn-CH,), 4.50 (d, 1H, Juy = 6.2 Hz, H-1), 4.46-4.41 (m, 2H, Bn-CHy), 4.15 (dd,
3Jun = 6.6 Hz, *Juy = 2.9 Hz, 1H, H-4), 3.99-3.95 (m, 2H, H-3, H-6), 3.90 ( dd, 1H, 2Juy =
10.9 Hz, Ju4 = 6.8 Hz, H-6), 3.79 (dd, 1H, 3Juy = 6.2 Hz, *Juy = 3.6 Hz, H-2), 3.39 (s, 3H,
OCHj3), 3.28 (s, 3H, OCHj).

®C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCly): 165.6 (C=0), 139.1, 138.7, 138.4, 138.3 (je C,),
133.0 (Bz-CHc), 129.9 (Bz-CHa), 128.6, 128.5, 128.4, 128.3 (CH), 128.0 (Bz-CHb),
128.9, 127.8, 127.6, 127.4 (Bn-CH), 105.6 (C-1), 79.0 (C-4), 78.9 (C-2), 78.7 (C-3), 74.2,
74.1 (je Bn-CHy,), 73.7 (C-5), 73.2, 73.1 (je Bn-CH,), 68.9 (C-6), 56.0, 54.5 (je OCHy).

IR (ATR): ¥ [cm™]: 2923, 2853, 1720, 1453, 1269, 1093, 1069, 1026, 734, 711, 697.
HRMS (ESI*; m/z): berechnet fuir C43Hss0sNa’ [M+Na]*: 713.3085, gefunden: 713.3081.

Synthese von 2,3,4,6-Tetra- O-benzyl- L-altropyranose-dimethylacetal 122

Es wurden 5.00 g 5-O-Benzoyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-L-altropyranose-dimethylacetal 121
(7.24 mmol) in einer methanolischen Natriumhydroxid-Losung (1%) geldst und 2 h bei Rt
geruhrt. AnschlieBend wurde die Losung mittels Zugabe von 1 M Salzsdure neutralisiert

und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromato-

graphisch an Kieselgel mit Toluol/Aceton 25:1 v/v als Eluent gereinigt.

MeO.l OMe
Ausbeute: 3.82 g (6.52 mmol, 90%) eines farblosen Feststoffes; Sum- H-—0Bn
3
menformel : CzH4207; Molgewicht: 586.71 g/mol; R; (Toluol/Aceton B”O_:H
BnO——H
25:1 viv): 0.32; Drehwert: [a]p® = -20 °(c=1.0, CH ,Cl,/CH;OH 1:1 v/v); :o— 5,
Schmelzpunkt: 82.8 C. 6 CH,OBN

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.33-7.20 (m, 20H, CH,,), 4.73-4.68 (m, 3H, Bn-CH,),
4.62 (d, 2H, )4y = 11.4 Hz, Bn-CH,), 4.52-4.45 (m, 4H, Bn-CH,), 4.40 (d, 1H, )y =
5.3 Hz, H-1), 4.09-4.03 (m, 1H, H-5), 3.96 (t, 1H, 3J.y = 4.4 Hz, H-3), 3.83 (dd, 1H, Juy =
6.5 Hz, %Jyn = 4.1 Hz, H-4), 3.78 (t, 1H, %4 = 5.0 Hz, H-2), 3.64-3.57 (m, 2H, H-6), 3.35
(s, 3H, OCHjs), 3.31 (s, 3H, OCHs), 2.96 (d, 1H, *J.y = 4.5 Hz, OH).

®C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 138.9, 138.7, 138.4, 138.2 (Aryl-C,), 128.5, 128.4,
128.2, 128.0, 127.9, 127.9, 127.8, 127.7, 127.6 (CHg), 106.0 (C-1), 79.9 (C-3), 79.5 (C-4),
79.4 (C-2), 74.7 (Bn-CH,), 74.4 (Bn-CH,), 73.5 (Bn-CHy), 72.9 (Bn-CH,), 71.6 (C-6), 71.0
(C-5), 56.1 (OCHj3), 55.4 (OCHy).

IR (ATR): 7 [cm™]: 3030, 2867, 1493, 1453, 1325, 1150, 1073, 923, 881, 747, 698, 595.
HRMS (ESI*; m/z): berechnet fiir CssHsoNaO;" [M+Na]*: 609.2823, gefunden: 609.2835.
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Synthese von Methyl-2,3,4,6-tetra- O-benzyl- a/B-L-altropyranosid 123

Die Reaktion wurde nach AAV 21 durchgefiihrt unter Einsatz von 3.03 g 2,3,4-Tri-O-
benzyl-L-altropyranose-dimethylacetal 122 (5.16 mmol) in 200 mL abs. Diethylether.

Ausbeute: 2.28 mg (4.29 mmol, 83%) eines gelblichen Ols;

BnO_6 50OBn OMe
Summenformel : CgsHss0s;  Molgewicht:  554.67 g/mol; B”Ow
R¢ (Toluol/Aceton 25:1 v/v): 0.70; Anomerenverhéltnis: a:3 = 4 3 2

OBn
1:0.1.

a-'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.34-7.20 (m, 20H, CH,), 4.80 (d, 1H, 2Juy =
12.5 Hz, Bn-CH,), 4.73 (d, 1H, 3Juy = 1.4 Hz, H-1), 4.61 (d, 1H, 2J4y = 12.1 Hz, Bn-CH,),
4.57 (d, 1H, “Juy = 12.1 Hz, Bn-CH,), 4.55 (d, 1H, %Ju = 12.0 Hz, Bn-CH,), 4.53 (d, 1H,
2Jyn = 12.5 Hz, Bn-CH,), 4.48 (d, 1H, “Jyy = 12.1 Hz, Bn-CH,), 4.43-4.40 (m, 2H, Bn-CH,),
4.07 (ddd, 1H, 3Juy = 8.7 Hz, 334y = 5.6 Hz, 33y = 3.1 Hz, H-5), 3.82 (t, 1H, 3Jun = 2.7 Hz,
H-4), 3.79 (dd, 1H, 3Juy = 4.5 Hz, 3,y = 3.1 Hz, H-6), 3.75 (dd, 1H, 34y = 4.9 Hz, 334y =
2.7 Hz, H-3), 3.71 (dd, 1H, 2J4y = 11.3 Hz, 3J4y = 5.6 Hz, H-6), 3.60 (dd, 1H, 3J4. = 4.9 Hz,
3Jun = 1.4 Hz, H-2), 3.42 (s, 3H, OCH,).

a-"*C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 138.9, 138.7, 138.4, 138.2 (je C,), 128.5, 128.4,
128.2, 128.0, 127.9, 127.8, 127.7, 127.6 (CH,,), 100.5 (C-1), 75.7 (C-2), 74.0 (C-3), 73.9
(Bn-CH,), 73.8 (C-4), 73.7 (C-5), 73.6 (Bn-CH,), 73.0 (Bn-CH,), 71.9 (Bn-CH,), 70.3 (C-6),
57.1 (OCHs).

IR: ¥ [cm™]: 3029, 2865, 1496, 1453, 1366, 1207, 1113, 1073, 1024, 910, 732, 695.
HRMS (ESI"): berechnet fiir CssHagNaOg" [M+Na]*: 577.2561, gefunden: 577.2559.

Synthese von Methyl-6- O-acetyl-2,3,4-tri- O-benzyl- a/B-L-altropyranosid 135 und
1,6-Di-O-acetyl-2,3,4-tri- O-benzyl- a/B-L-altropyranose 136

Die Durchfiihrung erfolgte gemaR AAV 5.3. Es wurden 208 mg ZnCl, (1.53 mmol, 7 Aq.),
120 mg Methyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a/B-L-altropyranosid 123 (0.216 mmol) und
insgesamt 2 mL einer Mischung aus Essigsaure und Essigsaureanhydrid und in 1 mL
Essigsaure eingesetzt. Es wurde neben Edukt sowohl Methyl-6-O-acetyl-2,3,4-tri-O-
benzyl-L-altropyranosid 135 als auch 1,6-Di-O-acetyl-2,3,4-tri-O-benzyl-L-altropyranose
136 erhalten.

Ausbeute: 40 mg Methyl-6-O-acetyl-2,3,4-tri-O-benzyl-a/B-L-altropyranosid 135 (79 pumol,
37%) eines farblosen Ols; 33 mg 1,6-Di-O-acetyl-2,3,4-tri-O-benzyl-a/B-L-altropyranose
136 (62 pumol, 29%) eines farblosen Ols.
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Charakterisierung von Methyl-6-O-acetyl-2,3,4-tri-O-benzyl-a/B-L-altropyranosid 135

AcO.6_50Bn
Summenformel:  CsHsO7;  Molgewicht:  506.59 g/mol; Bnow
R: (PE/EE 3:1 v/v): 0.42; Anomerenverhdltnis : o:f = 8:1. 4 3 2

OBn

OMe

a-'H-NMR (400 MHz, CDCly): & [ppm] = 7.35-7.20 (m, 15H, CH,), 4.82 (d, 1H, 3Juy =
12.6 Hz, Bn-CHy), 4.73 (d, 1H, 3Juy = 1.1 Hz, H-1), 4.56-4.47 (m, 4H, Bn-CH,), 4.42-4.33
(m, 3H, H-6, Bn-CH,), 4.26 (dd, 1H, 23y = 11.7 Hz, ®Ju = 5.4 Hz, H-6), 4.08-4.02 (m, 1H,
H-5), 3.80-3.77 (m, 2H, H-3, H-4), 3.66 (dd, 2H, 3J.y = 4.0 Hz, 3J4y = 1.1 Hz, H-2), 3.51 (s,
3H, OCH3), 2.02 (s, 3H, C(O)CHs).

a-"*C-NMR (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 171.1 (C=0), 138.8, 138.2, 137.9 (je C,), 128.9,
128.8, 128.7, 128.6, 128.5, 128.4, 128.2, 128.2, 128.1, 128.0, 127.9, 127.8, 127.7 (CHa,),
100.6 (C-1), 75.4 (C-2), 73.9 (Bn-CH,), 73.6 (C-4), 73.2 (Bn-CH,, C-3), 73.1 (Bn-CH,),
71.8 (C-5), 64.4 (C6), 57.2 (OCHj3), 21.1 (C(O)CHa).

IR (ATR): 7 [cm™] = 3030, 2924, 2855, 1740, 1496, 1454, 1368, 1231, 1076, 1027, 803,
735, 697.

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fiir C3Hz4NaO;" [M+Na]": 529.2197, gefunden: 529.2195.

Charakterisierung von 1,6-Di-O-acetyl-2,3,4-tri-O-benzyl-a/B-L-altropyranose 136

Summenformel; Cs1H340g;,  Molgewicht: 534.60 g/mol; AcO6_2 OJS;)n X
R: (PE/EE 3:1 v/v): 0.46; Anomerenverhaltnis : a: = 1:0.3. Bno%
OBn
a-'H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 7.35-7.24 (m, 15H, CH,), 6.24 (s, 1H, H-1), 4.66
(d, 1H, 2J4y = 11.8 Hz, Bn-CH,), 4.60-4.45 (m, 5H, Bn-CH,), 4.42 (dd, 1H, “Ju = 8.9 Hz,
3Jun = 3.1 Hz, H-6), 4.33 (dd, 1H, 3Juy = 6.0 Hz, 3Jun = 4.3 Hz, H-4), 4.13-4.09 (m, 2H, H-6,
H-2), 4.03 (d, 1H, 3Jy = 1.1 Hz, H-3), 3.75 (dt, 1H, %Jyy = 5.7 Hz, %)y = 3.7 Hz, H-5), 2.06
(s, 3H, C(O)CHs), 2.04 (s, 3H, C(O)CHy).

a-*C-NMR (101 MHz, CDCl): & [ppm] = 170.9, 170.17 (je C=0), 138.1, 137.7, 137.4 (je
Cy), 128.7, 128.6, 128.5, 128.4, 128.2, 128.1, 128.0, 127.9, 127.8, 127.7, 127.6 (CHay),
100.9 (C-1), 86.5 (C-3), 84.7 (C-4), 83.3 (C-2), 76.2 (C-5), 72.8, 72.0, 71.9 (je Bn-CH,),
62.8 (C-6), 21.4, 21.0 (je C(O)CHs).

IR (ATR): 7 [cm™] = 3030, 2918, 1743, 1496, 1454, 1370, 1226, 1101, 1046, 1008, 908,
727, 696, 602.

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fiir C3;H340gNa* [M+Na]* 557.2146, gefunden: 557.2137.

OAc
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Synthese von Methyl-2,3,4-tri- O-benzyl- a/B-L-altropyranosid 137

Es wurden 26 mg Methyl-6-O-acetyl-2,3,4-tri-O-benzyl-a/B-L-altropyranosid 135
(0.051 mmol) in 3 mL einer 1%igen methanolischen NaOH-Ldsung gelost und 1 h bei Rt
geruhrt. Anschlieend wurde die Losung durch Zugabe von 1 M HCI neutralisiert und mit
CH,CI, extrahiert. Nach Trocknung der organischen Phase Uber Natriumsulfat wurde das
Ldsungsmittel entfernt und das Rohprodukt sédulenchromatographisch an Kieselgel mit

PE/EE 2:1 vl/v als Eluenten gereinigt.

Ausbeute: 19 mg (0.041 mmol, 90%) eines farblosen Ols;
Summenformel; CxsH3,06;  Molgewicht: 464.55 g/mol; HO & 2 OJB;)n 1
R¢ (PE/EE 2:1 v/v): 0.20; Anomerenverhdltnis :a:3 = 3:1. Bno??q
OBn
a-'H-NMR (400 MHz, CDCly): & [ppm] = 7.34-7.20 (m, 15H, CHy,), 4.79-4.76 (m, 2H, H-1,
Bn-CH,), 4.59-4.41 (m, 5 H, Bn-CH,), 3.95-3.89 (m, 2 H, H-4, H-6), 3.82-3.75 (m, 2 H,
H-5, H-6), 3.73 (t, 1 H, 3Juy = 3.39 Hz, H-3), 3.62-3.59 (m, 1 H, H-2), 3.53 (s, 3 H, OCHy).
a -*C-NMR (101 MHz, CDCly): & [ppm] = 138.5, 138.2, 138.0 (je C,), 128.8, 128.7, 128.6,
128.5, 128.4, 128.3, 128.2, 128.1, 128.0, 127.9, 127.8 (je CH,), 100.5 (C1), 75.5 (C-2),
74.0 (Bn-CHy), 73.8 (C3), 73.6 (C5), 73.2 (C4), 73.1 (Bn-CH,), 72.0 (Bn-CH,), 63.0 (C6),
57.4 (OCHy)

IR (ATR): V [cm™] = 3442, 2923, 1496, 1454, 1363, 1206, 1075, 1028, 735, 698.

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fiir C,gH3,0sNa” [M+Na]* 487.2091, gefunden: 487.2091.

OMe

Synthese von Methyl-2,3,4-tri- O-benzyl-6- O-tosyl- a/B-L-altropyranosid 139

Zunachst wurden 8.0 mg Methyl-6-O-acetyl-2,3,4-tri-O-benzyl-a/B-L-altropyranosid 135
(0.016 mmol) in 0.5 mL 1%iger methanolischer NaOH gel6st und 1 h bei Rt geruhrt.
AnschlieBend wurde die LOsung durch Zugabe von 1M HCI neutralisiert und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der erhaltene Rickstand wurde in CH,CI, aufge-
nommen und mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat

getrocknet und das Ldsungsmittel entfernt.

Der Ruckstand wurde anschlieend in abs. Pyridin aufgenommen, in einen Schlenk-
Kolben tberfihrt und mehrmals coevaporiert. Dann wurde der Zucker in 1 mL abs. Pyridin
gelést und einige Kugeln aktiviertes Molsieb (4A) hinzugegeben. Nun erfolgte die
Tosylierung in der 6-Position nach AAV 10 unter Verwendung von 3.7 mg DMAP
(0.030 mmol, 1.9 Ag.) und 4.5 mg TsCI (0.023 mmol, 1.4 Aq.) in 0.5 ml CH,Cl,.
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Ausbeute: 2.3 mg (3.7 umol, 23% Uber 2 Stufen) eines gelben

TsO. 6 _50OBn
Ols; Summenformel: CssH3s0sS; Molgewicht: 618.74 g/mol; Bnow
R¢ (PE/EE 31 vIv): 0.73; Anomerenverhalt- 4 3 2

OBn

OMe

nis : a—anomerenrein.

a-'H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 7.77 (d, 2H, 3Juy = 8.3 Hz, Ts-CHy), 7.34-7.17
(m, 17H, Bn-CHg, Ts-CHy), 4.78 (d, 1H, 2J4y = 12.6 Hz, Bn-CH,), 4.64 (d, 1H, 3y =
1.1 Hz, H-1), 4.50-4.40 (m, 3H, Bn-CH,), 4.33-4.28 (m, 3H, H-6, 2x Bn-CH,), 4.16 (dd,
2Jun = 10.2 Hz, 3y = 6.0 Hz, H-6), 4.05 (ddd, 1H, 3J4y = 8.6 Hz, 3Juy = 6.0 Hz, 3Juy =
2.6 Hz, H-5), 3.70-3.66 (m, 2H, H-3, H-4), 3.60 (dd, 2H, 3Jun = 4.1 Hz, ®Ju = 1.2 Hz, H-2),
3.43 (s, 3H, OCHjs), 2.40 (s, 3H, Ts-CHs).

Anmerkung: Die erhaltene Substanzmenge war so gering, dass diese nicht zur

vollstandigen Charakterisierung des Produktes ausreichte.

Synthese von Methyl-2,3,4-tri- O-acetyl-6- O-tosyl- a/B-L-altropyranosid 142

Es wurden 45 mg Methyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a/B-L-altropyranosid 123 (0.081 mmol)
gemal AAV 5.2 debenzyliert.

Anschlieend wurde der erhaltene Riickstand nach AAV 10 in 1.5 mL abs. Pyridin geldst,
mit 17 mg DMAP (0.089 mmol, 1.1 Ag.) und dann mit 12 mg TsCl (0.065 mmol, 0.8 Aq.)
geldst in 0.5 mL CH,CI, versetzt. Nach 4 h Ruhren bei Rt erfolgte die Zugabe von 0.1 mL
Essigsaureanhydrid und die Reaktionslésung wurde dber Nacht bei Rt gerthrt. Nach
Entfernen des LoOsungsmittels im Vakuum wurde das Rohprodukt saulenchromato-

graphisch an Kieselgel mit PE/EE 1:1 v/v als Eluenten gereinigt.

Neben der Bildung des gewilnschten Produktes 142, kam es bei dieser Reaktion
aulRerdem zur Bildung einer Vielzahl anderer Produkte (durch unselektive Tosylierungs-
und Acetylierungsreaktionen), die hier nicht weiter charakterisiert wurden. Da 142 auch
nach mehrfacher chromatographischer Reinigung von diesen nicht getrennt werden
konnte, erfolgte folgende Charakterisierung aus einer Mischfraktion. Eine genaue

Bestimmung der Ausbeute war nicht méglich.

Ausbeute: 8.0 mg eines farblosen Ols eines Produktgemisches; Ts0.6 50AC .OMe

Summenformel:  CyH.6011S; Molgewicht: 474.48 g/mol; R | aco 0™ /1

3 2
(PE/EE 1:1 v/v): 0.64; Anomerenverhaltnis :a:3 = 5:1. 4 OAC

a-'H-NMR (400 MHz, CDCl,): & [ppm] = 7.80-7.78 (m, 2H, Ts-CHy), 7.36-7.34 (m, 2H, Ts-
CHa), 5.34 (dd, 1H, *Juy = 5.6 Hz, 3Juy = 3.3 Hz, H-3), 5.08-5.06 (m, 2H, H-2, H-4), 4.79
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(d, 1H, 3Juy = 2.0 Hz, H-1), 4.18 (dd, 2H, *Jyy = 4.9 Hz, 33y = 2.3 Hz, H-6), 4.12-4.08 (m,
1H, H-5), 3.46 (s, 3H, OCHy), 2.46 (s, 3H, Ts-CHs), 2.10, 2.03, 1.99 (je s, 3H, C(O)CHy).

o -*C-NMR (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 130.2, 128.2 (Ts-C,), 98.9 (C-1), 71.4 (C-5),
68.7 (C-6), 68.3 (C-4), 68.7 (C-3), 68.4 (C-2), 57.5 (OCHj), 21.9 (Ts-CHs), 21.1, 20.9, 20.8
(je C(O)CHa).

IR (ATR): v [cm™] = 1748, 1449, 1370, 1219, 1191, 1099, 1059, 1019, 667, 555.

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fiir CooH3oNO1:S™ [M+NH,]" 492.1534, gefunden: 492.1539;
berechnet fiir C,oH,6Na01,S* [M+Na]* 497.1083, gefunden: 497.1091.

Synthese von 1,2,3,4-Tetra- O-acetyl-6- O-tertbutyldimethylsilyl- a/B-L-altro-
pyranose 143

Es wurden 100 mg 1,2:5,6-Di-O-isopropyliden-B-L-altrofuranose 48 (0.38 mmol, 1.0 Ag.) in
4 mL eines Dioxan/Wasser-Gemisches (v/v 1:1) gelést und 6 Stunden bis zur
vollstandigen Spaltung der Isopropyliden-Acetale (DC-Kontrolle, PE/EE v/iv 1:1) uber
Amberlite® IR 120 geriihrt. AnschlieRend wurde filtriert, das Filtrat in einen Schlenk-
Kolben Uberfuhrt und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Dann wurde mehrmals mit
abs. Pyridin coevaporiert, einige Kugeln aktiviertes Molsieb (4 A) hinzugefugt und der
Ruckstand in 2 mL abs. Pyridin gelost. Nach Zugabe von 50 mg Imidazol (0.73 mmol,
1.9 Ag.) wurden portionsweise 57.5 mg TBDMS-Chlorid (0.38 mmol, 1.0 Ag.) hinzugefiigt
und 45 Minuten bei Rt gertihrt. Nach Zugabe von 0.36 mL Essigsaureanhydrid (3.8 mmol,
10 Ag.) wurde die Reaktionslosung Uber Nacht bei Rt geriihrt. Danach wurde das
Losungsmittel im  Olpumpenvakuum vollstandig entfernt und dreimal mit Toluol
coevaporiert. Der Rickstand wurde in EE und Wasser aufgenommen und die Phasen
getrennt. Die organische Phase wurde dreimal mit Natriumhydrogencarbonatlésung und
zweimal mit Wasser gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase Uber
Natriumsulfat wurde das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel mit einem PE und einem EE-

Gradienten (4:1 - 2:1) als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 45.7 mg (98.8 umol, 26% Uber 3 Stufen) eines oA oA
N 5 c c
farblosen Ols; Summenformel: C,0H34010Si; TBDMAS% 6 ~0—/;
c
Molgewicht: 462.56 g/mol; R;(CH,CIl,/CHsOH 9:1, v/v): 4 3 2

0.94, Anomeren-verhdltnis : a:3 = 1:0.3.

a-'H-NMR (400 MHz, CDCly): & [ppm] = 5.93 (d, 1H, 3Jun = 4.0 Hz, H-1), 5.19-5.15 (m,
2H, H-3, H-5), 4.55 (d, 1H, 334y = 3.9 Hz, H-2), 4.25 (d, 1H, 33,4 = 9.8 Hz, H-4), 3.86 (dq,
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2H, 33un = 3.5 Hz, 2y = 11.4 Hz, H-6), 2.10, 2.09, 1.56, 1.29 (je: s, 3H, C(O)CHs), 0.88 (s,
9H, tertBu-CHs), 0.04 (s, 6H, Silyl-CHa).

o -"*C-NMR (101 MHz, CDCly): & [ppm] = 170.3, 169.3, 169.7, 112.9 (je C=0), 106.2 (C-
1), 84.9 (C-2), 82.9 (C-4), 77.7 (C-3), 72.8 (C-5), 61.5 (C-6), 26.7 (C(O)CHs), 26.0 (tertBu-
CHa, C(O)CHsa), 21.2, 21.0 (je C(O)CHb), -5.3 (Silyl-CHs),

IR (ATR): 7 [cm™] = 2932, 2857, 1749, 1373, 1230, 1099, 1058, 836, 778.

Neben der gewinschten 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-O-tertbutyldimethylsilyl-a/B-L-altro-
pyranose 143 wurde bei dieser Synthese auch Penta-O-acetyl-L-altropyranose 144

erhalten, welche im Folgenden ebenfalls charakterisiert werden soll.

Ausbeute: 47.5mg (0.122 mmol, 32% Uber 3 Stufen) eines

AcO_6 5O0Ac OAc
farblosen Ols; Summenformel: C16H22011;  Molgewicht: Acow
2
390.34 g/mol: R; (PE/EE 1.1 VN): 4 3

0.54; Anomerenver- OAC

héltnis : a:pf = 2.5:1.

a-'H-NMR (400 MHz, CDCly): & [ppm] = 6.14 (d, 1H, 3J. = 1.8 Hz, H-1), 5.43 (dd, 1H,
33 = 5.5 Hz, 33y = 3.3 Hz, H-3), 5.23-5.17 (m, 2H, H-2, H-4), 4.30-4.27 (m, 1H, H-6),
4.22-4.18 (m, 1H, H-6, H-5), 2.15, 2.12, 2.10, 2.08, 2.03 (je s, 3H, C(O)CHb).

a-"*C-NMR (101 MHz, CDCl): 6 [ppm] = 170.6, 169.5, 169.4, 169.2, 168.7 (je C=0), 90.1
(C-1), 72.2 (C-2), 67.3 (C-3), 66.6 (C-4), 65.5 (C-5), 62.7 (C-6), 20.9, 20.8, 20.7, 20.6,
20.6 (je C(O)CHa).

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fuir C1¢H,,NaO;;" [M+Na]™: 413.1060, gefunden: 413.1048.

Versuch der Darstellung von Methyl-2,3,4-tri-O-benz  yl-6-desoxy- a/B-L-altro-
pyranosid 141

6.0 mg Methyl-2,3,4-tri-O-benzyl-L-altropyranosid 137 (0.013 mmol, 1.0 Ag.) wurden in
1 mL abs. Dichlormethan gel6st und mit 0.1 mL abs. Pyridin versetzt. Anschlie3end wurde
die Losung auf -10<C gekihlt, mit 4.0 uL Trifluorm ethansulfonsdureanhydrid
(0.024 mmol, 2.0 Ag.) und 1 h bei dieser Temperatur geriihrt. Zum Abbruch der Reaktion
wurden 10 mL kaltes Wasser hinzugegeben und 3 mal mit je 10 mL CH,CI, extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden dber Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel im Vakkum entfernt. Erhaltener Rickstand wurde in Pyridin geldst, in einen
Schlenkkolben tberfiihrt und anschliel3end mit Pyridin coevaporiert. Das Triflat wurde in
1 mL abs. THF gel6st und mit 1 mg LiAIH, versetzt. Nach 24 h Rihren bei Rt wurde die
Reaktion durch Zugabe von 2 mL CH3;OH gestoppt. Nach Entfernen des Ldsungsmittels

im Vakuum, wurde der Rickstand in CH,Cl, aufgenommen und mehrmals mit Wasser
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gewaschen. Die organsiche Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und das

Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

Es konnte kein Produkt erhalten werden.

Testreaktionen zur selektiven De- O-benzylierung Methyl-2,3,4,6-tetra- O-

benzyl- a/B-D-galactopyranosid 116

Synthese von 1,2,3,6-Tetra- O-acetyl-4- O-benzyl- a/B-D-galactopyranose 130

Es wurden 196 mg Methyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a/B-D-galactopyranosid 116
(0.353 mmol) in 25 mL Essigsaureanhydrid (0.227 mol) geldst, auf 0 T gekihlt und mit
0.38 mL Bor(lll)-fluorid-Diethyletherat-losung (2.90 mmol) versetzt. Die Reaktionslosung
wurde auf Rt erwarmt und 16 h bis zur vollstandigen Umsetzung des Eduktes gerihrt.
AnschlieBend wurde die Losung durch Zugabe von ges. Natriumhydrogencarbonatlésung
neutralisiert und das LoOsungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel mit PE/EE 3:1 v/v gereinigt. Dabei wurde nicht der
erwartete vollstandig acetylierte Zucker erhalten, sondern ausschlie3lich 1,2,3,6-Tetra-O-

acetyl-4-O-benzyl-D-galactopyranose 130.

Ausbeute: 149 mg (0.340 mmol, 97%) eines farblosen Ols; 40%” OAc
Summenformel: C,1H2010;  Molgewicht: 438.43 g/mol; 3 >—0 N

AcO
R¢ (PE/EE 3:1 v/v): 0.25; Anomerenverhaltnis : a:f3 = 2:1. ? OAc OAc

a-'H-NMR (400 MHz, CDCly): & [ppm] = 7.35-7.31 (m, 5H, CHy), 6.36 (d, 1H, 3Ju
3.7 Hz, H-1), 5.52 (dd, 1H, 3Ju4y = 10.9 Hz, %Juy = 3.7 Hz, H-2), 5.29 (dd, 1H, 3Ju
10.9 Hz, 3Juy = 2.9 Hz, H-3), 4.73 (d, 1H, 2J4y = 11.4 Hz, Bn-CH,), 4.54 (d, 1H, “Ju
11.4 Hz, Bn-CH,), 4.22-4.15 (m, 2H, H-5, H-6), 4.10-4.04 (m, 2H, H-4, H-6), 2.13 (s, 3H,
C(O)CH5-C1), 2.05 (s, 3H, C(O)CH;-C3), 2.01 (s, 3H, C(O)CHs-C2), 2.00 (s, 3H,
C(O)CH,-C86).

a-*C-NMR (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 170.6 (C3-C=0), 170.5 (C6-C=0), 169.9 (C2-
C=0), 169.2 (C1-C=0), 137.4 (C,), 128.7, 128.5, 128.3, 128.2 (CH,), 90.2 (C-1), 70.5
(Bn-CHy), 74.4 (C-4), 70.6 (C-5), 70.5 (C-3), 67.1 (C-2), 62.4 (C-6), 21.0, 20.9, 20.8, 20.7
(je C(O)CHy).

IR (ATR): 7 [cm™] = 1745, 1433, 1371, 1217, 1137, 1048, 1012. 935, 739, 701, 601.
HRMS (ESI*; m/z): berechnet fiir C,;HsNaOy," [M+Na]™: 461.1418, gefunden: 461.14109;
berechnet fiir C,1H3NO1," [M+NH,]": 456.1864, gefunden: 456.1865.
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Synthese von Methyl-6- O-acetyl-2,3,4-tri- O-benzyl- B-D-galactopyranosid 131 und
1,6-Di-O-acetyl-2,3,4-tri- O-benzyl- a/-D-galactopyranose 132

Die Durchfihrung erfolgte gemaR AAV 5.3. Es wurden 201 mg ZnCl, (1.47 mmol,
6.8 Ag.), 117 mg Methyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a/B-D-galactopyranosid 126 (0.216 mmol,
1.0 Ag.) und 2 mL einer Mischung aus Essigsaure und Essigsaureanhydrid und in 1 mL
Essigsaure eingesetzt. Es wurde neben Edukt sowohl Methyl-6-O-acetyl-2,3,4-tri-O-
benzyl-B-D-galactopyranosid 131 als auch Di-O-acetyl-2,3,4-tri-O-benzyl-a/B-D-

galactopyranose 132 erhalten.

Ausbeute: 42 mg  Methyl-6-O-acetyl-2,3,4-tri-O-benzyl-B-D-galactopyranosid 131
(82 umol, 39%) eines farblosen Ols; 29 mg 1,6-Di-O-acetyl-2,3,4-tri-O-benzyl-a/B-D-

galactopyranose 132 (54 umol, 25%) eines farblosen Ols.

Charakterisierung von Methyl-6-O-acetyl-2,3.4-tri-O-benzyl-B3-D-galactopyranosid 131

Summenformel:  CsHs,O7; Molgewicht:  506.59 g/mol; O%” OAc

4
R (PE/EE 3:1 v/v): 0.48; Anomerenverhaltnis: B-ano- 3 >—0 L
merenrein. BnO 2 oBn .~ OMe

B-'H-NMR (400 MHz, CDCly): 6 [ppm] = 7.38-7.20 (m, 15H, CH,,), 4.97 (d, 1H, 1H, %Iy =
11.7 Hz, Bn-CH,), 4.91 (d, 1H, %) = 11.0 Hz, Bn-CH,), 4.82 (d, 1H, 2J44 = 11.8 Hz, Bn-
CH,), 4.75 (dd, 1H, 2y = 11.1 Hz, 334 =5.1 Hz, Bn-CH,), 4.27 (d, 1H, 3J4y = 7.6 Hz, H-1),
4.24 (dd, 1H, 2Juy = 11.3 Hz, Iy = 6.4 Hz, H-6), 4.07 (dd, 1H, 2Juy = 11.1 Hz, 3y =
6.4 Hz, H-6), 3.83 (dd, 1H, “Jyy = 9.7 Hz, 3Jyy = 7.7 Hz, H-2), 3.79-3.74 (m, 1H, H-4). 3.55-
3.51 (m, 2H, H-5, H-3), 3.56 (s, 3H, OCHs), 1.97 (s, 3H, C(O)-CHy).

B-"*C-NMR (101 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 170.8 (C=0), 139.0, 138.7, 138.5 (je Aryl-C,),
128.7, 128.6, 128.5, 128.4, 128.2, 128.2, 128.1, 128.0, 127.9, 127.8, 127.7 (CHa,), 105.2
(C-1), 82.4 (C-3), 79.8 (C-2), 75.4, 74.5, 73.7 (je Bn-CH,), 73.2 (C-4), 72.3 (C-5), 63.3 (C-
6), 57.2 (OCHs), 21.0 (Acetyl-CHs).

Charakterisierung von 1,6-Di-O-acetyl-2,3,4-tri-O-benzyl-a/B-L-altropyranose 132

Summenformel:  CsH34O0g; Molgewicht:  534.60 g/mol; O%n OAc

4
R (PE/EE 3:1 v/v): 0.45; Anomerenverhéltnis : a:3 = 3:1. 3 >—0 N
BnO 2

OBn OAc

a-'H-NMR (400 MHz, CDCly): & [ppm] = 7.34-7.19 (m, 15H,
CH.), 6.35 (d, 1H, 3Ju = 3.7 Hz, H-1), 4.94 (d, 1H, 2Jyy = 11.4 Hz, Bn-CH,), 4.83 (d, 1H,
2Jun = 11.7 Hz, Bn-CH,), 4.58 (d, 1H, 2Ju = 11.4 Hz, Bn-CH,), 4.73-4.65 (m, 3H, Benzyl-
CH,), 4.14 (dd, 1H, 23y = 9.9 Hz, ®Jyy = 3.7 Hz, H-2), 4.10 (dd, 1H, 2Jyy = 11.0 Hz, 3Jyy =
6.7 Hz, H-6), 4.03 (d, 1H, “Jyy = 11.1 Hz, 3J4 = 5.8 Hz, H-6), 3.99 (m, 1H, H-5), 3.89-3.88
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(m, 1H, H-4), 3.85 (dd, 1H, 3Ji4s = 9.9 Hz, 3Juy = 2.7 Hz, H-3), 2.07 (s, 3H, C(O)CHj), 1.93
(s, 3H, C(O)CH).

a-*C-NMR (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 170.6, 169.5 (je C=0), 138.6, 138.1, 138.0 (je
Cy). 128.6, 128.5, 128.4, 128.1, 127.9, 127.8, 127.7, 127.6, 127.5 (CH,,), 90.8 (C-1), 78.7
(C-3), 75.5 (C-2), 74.8 (Bn-CH,), 74.3 (C-4), 73.6, 73.5 (je Bn-CH,), 70.9 (C-5), 63.2 (C-6)
21.2, 20.9 (je C(O)CHb).

Synthese von Methyl-2,3,4-tri- O-benzyl- B-D-galactopyranosid 133

Es wurden 40mg Methyl-6-O-acetyl-2,3,4-tri-O-benzyl-a/B-D-galactopyranosid 131
(0.079 mmol) in 2.5 mL einer 1%igen methanolischen NaOH-L&sung geldst und 1 h bei Rt

geruhrt. Anschlieend wurde die Loésung durch Zugabe von 1 M HCI neutralisiert und mit

CH,Cl, extrahiert. Nach Trocknung der organischen Phase

Uber Natriumsulfat wurde das Losungsmittel entfernt und das 4O%n C;H o
Rohprodukt saulenchromatographisch an Kieselgel mit PE/EE Bno\i— 1

2:1 vlv als Eluenten gereinigt. 0Bn " OMe

Ausbeute: 33 mg (0.070 mmol, 89%) eines farblosen Ols; Summenformel: C,gH3,0s;
Molgewicht: 464.55 g/mol; R;(PE/EE 2:1 v/v): 0.21; Anomerenverhdltnis: [(-ano-

merenrein.

B-'H-NMR (400 MHz, CDCly): & [ppm] = 7.38-7.28 (m, 15H, CHy), 4.96 (d, 1H, 2y =
11.8 Hz, Bn-CH,), 4.91 (d, 1H, %) = 11.0 Hz, Bn-CH,), 4.81 (d, 1H, 2J4y = 11.9 Hz, Bn-
CH,), 4.76 (d, 1H, 234y = 10.8 Hz, Bn-CH,), 4.74 (d, 1H, 2J.4 = 11.9 Hz, Bn-CH,), 4.66 (d,
1H, %3y = 11.8 Hz, Bn-CH,), 4.29 (d, 1H, 3y = 7.6 Hz, H-1), 3.83 (dd, 1H, 3Juy = 9.7 Hz,
3Jun = 7.7 Hz, H-2), 3.80-3.76 (m, 2H, H-5, H-6), 3.56 (s, 3H, OCHs), 3.53 (dd, 1H, 3Jy =
9.7 Hz, %y = 3.0 Hz, H-3), 3.52-3.47 (m, 1H, H-6), 3.40-3.36 (m, 1H, H-4), 1.49 (dd, 1H,
3Jun = 8.6 Hz, *Ju = 4.1 Hz, OH).

B-"*C-NMR (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 138.6, 138.5, 138.2 (je C,), 128.8, 128.7, 128.6,
128.5, 128.4, 128.3, 128.2, 128.1, 127.8, 127.7, 127.6 (CHg), 105.3 (C-1), 82.4 (C-3),
79.9 (C-2), 75.3 (Bn-CH,), 74.6 (C-4), 74.3 (Bn-CH,), 73.5 (Bn-CH,), 73.0 (C-5), 62.2 (C-
6), 57.2 (OCHs).

Synthese von 2,3,4-Tri- O-benzyl- a/fB-D-galactopyranose

Es wurden 26mg 1,6-Di-O-acetyl-2,3,4-tri-O-benzyl-a/B-D-galactopyranose 132
(0.049 mmol) in 2 mL einer 1%igen methanolischen NaOH-L&sung gelést und 1 h bei Rt
geruhrt. AnschlieRend wurde die Losung durch Zugabe von 1 M HCI neutralisiert und mit

CH,CI, extrahiert. Nach Trocknung der organischen Phase Uber Natriumsulfat wurde das
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Losungsmittel entfernt und das Rohprodukt saulenchromatographisch an Kieselgel mit

PE/EE 2:1 v/v als Eluenten gereinigt.

Ausbeute: 19 mg (0.042 mmol, 87%) eines farblosen Ols; 4O%n OH
. 5 _-O
Summenformel: C,7H3006;  Molgewicht: 450.52 g/mol; 3 1
BnO 2
R¢ (PE/EE 2:1 v/v): 0.13 ; Anomerenverhdltnis : a:f = 1.3:1. oBn OH

a-'H-NMR (400 MHz, CDCly): & [ppm] = 7.35-7.24 (m, 15H, CH,), 5.25 (d, 1H, 3J.y =
3.2 Hz, H-1), 4.90 (d, 1H, %)y = 11.7 Hz, Bn-CH,), 4.77 (d, 2H, 2Ju4y = 11.3 Hz, Bn-CH)),
4.71 (d, 1H, %y = 10.9 Hz, Bn-CH,), 4.66 (d, 1H, 2Juy = 11.7 Hz, Bn-CH,), 4.58 (d, 2H,
2Jun = 11.6 Hz, Bn-CH,), 3.99 (dd, 1H, 2Juy = 9.2 Hz, 3y = 3.6 Hz, H-2), 3.95-3.92 (m, 1H,
H-5), 3.87-3.84 (m, 2H, H-3, H-4), 3.73-3.65 (m, 1H, H-6), 3.52-3.39 (m, 2H, H-6), 3.23 (s,
1H, OH).

a -**C-NMR (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 138.7, 138.4, 138.3 (je Aryl-C,), 128.7, 128.6,
128.5, 128.4, 128.2, 128.1, 128.0, 127.9, 127.8, 127.7, 127.6 (CH,), 92.0 (C-1), 78.9 (C-
3), 76.8 (C-2), 74.8 (C-4), 74.5, 73.7, 73.4 (je Bn-CH,), 71.0 (C-5), 62.5(C-6).

IR (ATR): 7 [cm™] = 3403, 2924, 1496, 1453, 1209, 1077, 1027, 736, 697.

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fiir C,7H300¢Na" [M+Na]* 473.5133, gefunden: 473.1936.

11.2.9.1 Synthese von 6-Desoxy- L-altrose

Darstellung von Methyl-2,3,4-tri- O-benzyl-6-desoxy- a/B-D-galactpyranosid 147

Es wurden 6.90 g a-D-Fucose D-15 (42.0 mmol) in 150 mL abs. Methanol geldst, mit
0.30 mL konz. Salzsaure versetzt und 30 Minuten mit Hilfe eines Mikrowellengerates
unter Rickfluss erhitzt. AnschlieRend wurde die Reaktionsldsung durch Zugabe von ges.
Natriumhydrogencarbonatldsung neutralisiert und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt.
Das Rohprodukt wurde ohne weitere Reinigung in der folgenden Reaktion nach AAV 16
eingesetzt. Dabei wurden 7.40g Methyl-6-desoxy-D-galactopyranosid (41.5 mmol,
1.0 Ag.), 5.97 g Natriumhydrid (0.249 mol, 6.0 Ag.), 25.4 mL Benzylbromid (214 mmol,
5.1 Ag.) und 200 mL DMF eingesetzt.

Ausbeute: 12.05 g (26.86 mmol, 65%) eines farblosen Sirups; 4O|_B|:C6
. 5 -0
Summenformel; CxsH3,05;  Molgewicht: 448.55 g/mol; 3 1
BnO
R¢ (PE/EE 4:1 v/v): 0.51; Anomerenverhaltnis: a:3 = 1:0.9. 2 OBn OMe

a-'H-NMR (400 MHz, CDCL,): & [ppm] = 7.41-7.26 (m, 15H, CHy), 4.98 (d, 1H, 2Juy =
11.6 Hz, Bn-CH,), 4.88 (d, 1H, 2J = 12.0 Hz, Bn-CH,), 4.93 (d, 1H, 2J4 = 12.1 Hz, Bn-
CH,), 4.75-4.71 (m, 2H, Bn-CH,), 4.68-4.64 (m, 1H, H-1, Bn-CH,), 4.04 (dd, 1H, 33, =
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10.1 Hz, 3Jyy = 3.6 Hz, H-2), 3.93 (dd, 1H, *Juy = 10.1 Hz, 3Jyy = 2.8 Hz, H-3), 3.84 (q, 1H,
334 = 6.4 Hz, H-5), 3.64 (d, 1H, 3Juy = 2.4 Hz, H-4), 3.54 (s, 3H, OCHj3), 1.12 (d, 3H, 3Juy
= 6.4 Hz, CH3).

a->*C-NMR (101 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 139.1, 138.8, 138.7 (je C,), 128.6, 128.5, 128.4,
128.3, 128.2, 128.0, 127.9, 127.8, 127.7, 127.6 (CHy), 98.9 (C-1), 79.6 (C-3), 78.1 (C-4),
76.5 (C-2), 75.0, 73.6, 73.5 (je Bn-CH,), 66.2 (C-5), 55.4 (OCH3), 16.8 (CHy).

IR (ATR): 7 [cm™] = 3029, 2768, 1606, 1495, 1453, 1369, 1099, 1042, 945, 733, 695, 613,
451.

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fuir CogH3;NaOs™ [M+Na]™: 471.2147, gefunden: 471.2135.

Darstellung von 2,3,4-Tri- O-benzyl-6-desoxy- a/B-D-galactopyranose 148

Es wurden 12.05 g Methyl-2,3,4-tri-O-benzyl-6-desoxy-a/B-D-galactopyranosid 147
(26.86 mmol) nach AAV 17 in 330 mL des Gemisches aus konz. Essigsaure, 1 M

Salzsdure und Wasser umgesetzt.

OBn

6
Ausbeute: 7.28 g (16.8 mmol, 63%) eines farblosen Sirups; allsCo o
Summenformel: C,7H300s;  Molgewicht:  434.52 g/mol; [BnO-\2 > !

A oBn OH
R (PE/EE 4:1 v/v): 0.20; Anomerenverhaltnis: a:f = 1:0.7.

a-'H-NMR (400 MHz, CDCLy): & [ppm] = 7.40-7.28 (m, 15H, CH.), 5.27 (d, 1H, 3Juy =
3.6 Hz, H-1), 4.98 (d, 1H, *Jyy = 11.6 Hz, Bn-CH,), 4.84-4.81 (m, 2H, Bn-CH,), 4.76 (d,
1H, %Iy = 11.7 Hz, Bn-CH,), 4.72 (d, 1H, 2J4y = 11.7 Hz, Bn-CH,), 4.67 (d, 1H, 2y =
11.5 Hz, Bn-CH,), 4.11-4.09 (m, 1H, H-5), 4.04 (dd, 1H, 3J4 = 9.9 Hz, 3Ju = 3.6 Hz, H-2),
3.90 (dd, 1H, 3Juy = 9.9 Hz, 334y = 2.8 Hz, H-3), 3.67 (d, 1H, 3Juy = 1.9 Hz, H-4), 1.14 (d,
3H, 3Juy = 6.5 Hz, CH,).

a-"*C-NMR (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 138.8, 138.7, 138.3 (je C,), 128.7, 128.6, 128.5,
128.4, 128.3, 128.2, 128.1, 128.0, 127.9, 127.6 (CH,,), 92.0 (C-1), 79.2 (C-4), 77.3 (C-3),
76.7 (C-2), 66.8 (C-5), 74.9, 73.7, 73.1 (je Bn-CH,),16.9 (CHs).

IR (ATR): 7 [cm™] = 3403, 3030, 2931, 2869, 1496, 1453, 1206, 1092, 999, 910, 733, 695,
607, 505, 460.

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fuir C,;H30NaOs" [M+Na]™: 457.1991, gefunden: 457.1988.

Darstellung von 2,3,4-Tri- O-benzyl-6-desoxy- D-galactopyranose-diethyl-dithioacetal
149

Die Reaktion erfolgte gemafl AAV 18. Es wurden 7.10 g 2,3,4-Tri-O-benzyl-6-desoxy-a/3-
D-galactopyranose 148 (16.3 mmol) in 126 mL Ethanthiol und 13 mL Trifluoressigsaure

eingesetzt.
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Bei dieser Synthese kam es neben der Bildung des gewiinschten Produktes 149 zur
Bildung einer Reihe an Nebenprodukten (Dithioacetal 151 und Thioglycosid 150), die
wéahrend der chromatographischen Reinigung voneinander getrennt werden konnten und

die im Folgenden vorgestellt werden.

2,3,4-Tri-O-benzyl-6-desoxy-D-galactopyranosediethyl-dithioacetal 149 EtS -SEt
. : H-4—OB
Ausbeute: 2.47 g (4.56 mmol, 28%) eines gelben Sirups; Summen- Bno—2H "

formel: Cz3;H4004S;,; Molgewicht: 540.78 g/mol; Ry (PE/EE 4:1 v/v): Bno—iH

0.68; Drehwert: [0]*°5 = -13 °(c = 1, CHCI 3). H2—on
6CHj

'"H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 7.40-7.26 (m, 15H, CH,), 4.82-4.80 (m, 4H, Bn-
CH,-C2/C3), 4.74 (d, 1H, %)y = 11.6 Hz, Bn-CH,-C4), 4.59 (d, 1H, 2Juy = 11.6 Hz, Bn-
CH,-C4), 4.28 (dd, 1H, 3Juy = 6.0 Hz, 3Juy = 4.6 Hz, H-3), 4.05-4.01 (m, 1H, H-5), 3.97-
3.93 (m, 2H, H-2, H-1), 3.48-3.46 (m, 1H, H-4), 3.17 (d, 1H, 3Ju = 4.7 Hz, OH), 2.71-2.59
(m, 4H, Et-CH,), 1.19-1.23 (m, 9H, Et-CHs;, CHj).

3C-NMR (101 MHz, CDCly): & [ppm] = 138.8, 138.4, 138.2 (Aryl-C,), 128.6, 128.5, 128.4,
128.3, 123.2, 128.1, 128.0, 127.9, 127.8 (CH,,), 83.0 (C-2), 82.1 (C-4), 81.3 (C-3), 75.4
(Bn-CH,-C3), 74.8 (Bn-CH,-C2), 73.5 (Bn-CH,-C4), 67.4 (C-5), 54.0 (C-1), 25.5, 25.4 (je
Et-CH,), 20.1 (CHs), 14.6 (2x Et-CHy).

IR (ATR): ¥ [cm™] = 3029, 2978, 2922, 2853, 1496, 1373, 1206, 1067, 1026, 732, 694,
459,

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fuir C3;Hi,oNaO,S, [M+Na]": 563.2266, gefunden: 563.2258.

. . o EtS. 1 _SEt
2.3,5-Tri-O-benzyl-6-desoxy-D-galactopyranose-diethyl-dithioacetal 151
2
OBn
Ausbeute: 282g (5.22mmol, 32%) eines gelben Sirups; Bno—| 3
Summenformel: Cs;H4004S2; Molgewicht: 540.78 g/mol; Ry (PE/EE 4:1 Ho— *
vIV): 0.74; Drehwert: [a]*°p = -45 °(c = 1, CHCI 3). BnO~ °
6CHj

'H-NMR (400 MHz, CDCly): & [ppm] = 7.33-7.14 (m, 15H, CHy), 4.81 (d, 1H, 2Ju4
11.1 Hz, Bn-CH,-C2), 4.72 (d, 1H, %Juy = 11.1 Hz, Bn-CH,-C2), 4.63 (d, 1H, 2Juy
11.6 Hz, Bn-CH,-C3), 4.56 (d, 1H, 2J4y = 11.6 Hz, Bn-CH»-C4), 4.36 (d, 1H, 2Ju
11.6 Hz, Bn-CH,-C3), 4.24 (d, 1H, %)y = 11.6 Hz, Bn-CH,-C4), 4.09 (d, 1H, 3J4n = 6.2 Hz,
H-1), 4.01 (dd, 1H, 33y = 8.7 Hz, 3Ju = 4.1 Hz, H-3), 3.94 (dd, 1H, 3Jyy = 6.2 Hz, 3Jun =
4.1 Hz, H-2), 3.79 (dq, 1H, 33y = 6.2 Hz, 3Jun = 1.4 Hz, H-5), 3.54 (dt, 1H, 3J4y = 8.7 Hz,
3Jun = 1.6 Hz, H-4), 2.66-2.39 (m, 4H, Et-CH,), 2.40 (d, 1H, 3J44 = 8.7 Hz, OH), 1.24 (d,
1H, 3Jun = 6.3 Hz, CHs), 1.14 (dt, 6H, 3Juy = 7.4 Hz, *Jyy = 2.8 Hz, Et-CH,).

®C-NMR (101 MHz, CDCly): & [ppm] = 138.8, 138.7, 138.5 (Aryl-C,), 128.6, 128.5, 128.4,
128.3, 123.2, 128.1, 128.0, 127.9, 127.8, 127.6, 127.5 (CH,,), 82.8 (C-2), 79.0 (C-3), 75.3
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(C-4), 75.2 (Bn-CH,-C2), 74.0 (Bn-CH,-C3), 73.0 (C-5), 70.4 (Bn-CH,-C5), 53.8 (C-1),
25.9, 25.1 (je Et-CH,), 16.3 (CHa), 14.6, 14.5 (2x Et-CHj).

IR (ATR): v [Cm'l] = 3029, 2978, 2922, 2853, 1496, 1373, 1206, 1067, 1026, 732, 694,
459.

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fiir C3;H4,0Na0,S, [M+Na]*: 563.2266, gefunden: 563.2238.

Ethyl-1-thio-2,3,5-tri-O-benzyl-6-desoxy-a/B-D-galactopyranosid 150*¢74°
Ausbeute: 2.89 g (6.03 mmol, 37%) eines gelben Sirups; Sum- OBn .
menformel: CyH3,0,4S; Molgewicht: 478.64 g/mol; R; (PE/EE 4 H3Cs (0]
1
4:1 viv): 0.82, Anomerenverhaltnis: a-anomerenrein. BnO\2—7
oBn | SEt

a-'H-NMR (400 MHz, CDCly): 6 [ppm] = 7.33-7.16 (m, 15H, CH,), 5.39 (d, 1H, %J.y =
5.5 Hz, H-1), 4.91 (d, 1H, 2Ju = 11.6 Hz, Bn-CHy), 4.79 (d, 1H, *Jyy = 11.9 Hz, Bn-CHy),
4.68 (d, 1H, Iy = 11.7 Hz, Bn-CH,), 4.64-4.57 (m, 3H, Bn-CH,), 4.21 (dd, 1H, 3Juy =
9.9 Hz, ®Jyy = 5.5 Hz, H-2), 4.12 (q, 1H, %Iy = 6.4 Hz, H-5), 3.71 (dd, 1H, 4 = 9.9 Hz,
3Jun = 2.8 Hz, H-3), 3.56 (d, 1H, ®Juy = 2.1 Hz, H-4), 2.53-2.37 (m, 2H, Et-CHy), 1.19 (t,
3H, 3y = 7.4 Hz, Et-CHs), 1.06 (d, 1H, 3J,4y = 6.5 Hz, CH3).

a -*C-NMR (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 139.0, 138.7, 138.4 (Aryl-C,), 128.5, 128.4,
128.4, 128.3, 128.0, 127.9, 127.8, 128.7, 127.6, 127.5 (CH,,), 83.5 (C-1), 79.9 (C-3), 77.9
(C-4), 76.2 (C-2), 75.0, 73.5, 72.5 (je Bn-CH,), 66.7 (C-5), 23.8 (Et-CH,), 16.7 (CHs), 14.9
(Et-CHs).

IR (ATR): ¥ [cm™] = 2871, 1496, 1453, 1360, 1207, 1066, 1027, 910, 732, 695, 637, 595,
460.

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fuir CooH34NaO,S, [M+Na]": 501.2070, gefunden: 501.2060.

Darstellung von 5- O-Benzoyl-2,3,4-tri- O-benzyl-6-desoxy- L-altropyranosye-diethyl-
dithioacetal 154

Die Durchfuhrung erfolgte gemall AAV 19. Es wurden 5.26 g 2,3,4-Tri-O-benzyl-6-
desoxy-D-galactopyranos-diethyl-dithioacetal 149  (9.23mmol, 1.0Aq.), 3.66g
Benzoesaure (30.0 mmol, 3.3Aq.), 7.61g Triphenylphosphin (30.0 mmol, 3.3 Aq.),

5.80 mL DIAD (5.97 g, 29.5 mmol, 3.2 Aqg.) und insgesamt 250 mL EtS L SEt
abs. Diethylether verwendet. H-2l—0oBn
BnO—=H
Ausbeute: 3.63 g (5.63 mmol, 61%) eines gelben Sirups; Sum- ') BnO—+H
menformel: CsgH4405S,; Molgewicht: 644.88 g/mol; R (PE/EE a O_EH
4:1 VIv): 0.86; Drehwert: [a]%p = +3 °(c = 2.6, CHCl 5). b O CHs
c b
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'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 8.01-8.00 (m, 2H, Bz-CHa), 7.58-7.54 (m, 1H, Bz-
CHc), 7.45-7.42 (m, 2H, Bz-CHb), 7.39-7.23 (m, 15H, CH,), 5.47 (dq, 1H, Ju = 6.4 Hz,
3Jun = 2.6 Hz, H-5), 4.85 (d, 1H, 2J4y = 11.6 Hz, Bn-CH,-C4), 4.82-4.79 (m, 5H, Bn-CHy),
4.63 (d, 1H, 2Jyy = 11.5 Hz, Bn-CH,-C4), 4.18-4.15 (m, 1H, H-3), 4.12 (d, 1H, 3J4y = 4.0
Hz, H-1), 3.99 (dd, 1H, 3Ju = 6.5 Hz, 3Juy = 4.1 Hz, H-2), 3.92 (dd, 1H, 3Ju = 5.6 Hz, %44
= 2.7 Hz, H-4), 2.71-2.56 (m, 4H, Et-CH,), 1.43 (d, 1H, 3J44 = 6.3 Hz, CHj), 1.17 (dt, 6H,
3Jun= 7.4 Hz, *Juy = 3.2 Hz, Et-CHy).

®C-NMR (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 160.4 (C=0), 139.0 (Aryl-C,-C2), 138.7 (Aryl-C,-
C3), 138.5 (Aryl-C,-C4), 133.2, 129.8 (je Bz-C,), 128.7, 128.6, 128.5, 128.4, 128.3, 128.2,
128.0, 127.9, 127.8, 127.5 (CH,,), 84.1 (C-2), 81.6 (C-4), 80.2 (C-3), 75.7 (Bn-CH,-C2),
74.9 (Bn-CH,-C3), 73.5 (Bn-CH,-C4), 72.5 (C-5), 54.7 (C-1), 25.6, 25.4 (je Et-CH,), 15.3
(CHs), 14.7, 14.6 (je Et-CHy).

IR (ATR): ¥ [cm™] =.3062. 3030, 2963, 2868, 1715, 1496, 1271, 1211, 1090, 1067, 734,
711.

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fiir CsgHsuNaOsS," [M+Na]*™: 667.2528, gefunden: 667.2522;
berechnet fiir CagH4sNOsS," [M+NH,4]": 662.2968, gefunden: 662.2968.

Darstellung von 5- O-Benzoyl-2,3,4,-tri- O-benzyl-6-desoxy- L-altropyranose-dimethyl-
acetal 155

Die Reaktion wurde gemaR AAV 20 durchgefiihrt. Dabei wurden 3.26 g 5-O-Benzoyl-
2,3,4-tri-O-benzyl-6-desoxy-L-altropyranose-diethyl-dithioacetal 154 (5.06 mmol), 3.33 g
Quecksilberoxid (15.4 mmol, 3.0 Aq.), 3.33 g Quecksilber(ll)chlorid (12.3 mmol, 2.4 mmol)

und 200 mL abs. Methanol verwendet. MeO. 1 OMe
H-4—0Bn
Ausbeute: 2.63g (4.50 mmol, 89%) eines farblosen Ols; BnO—%H
Summenformel :  CzHiO7;  Molgewicht: 584.70 g/mol; 0 B”g_?:
Rf (Toluol/Aceton 25:1 v/v): 0.43; Drehwert: [a]p®® = -1 °(c=1.2, ) 2 6 CHy
CHCls). a
c b

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 8.00 (d, 2H, 3Juy = 7.8 Hz, Bz-CHa), 7.55 (t, 1H, 3Juy
= 7.4 Hz, Bz-CHc), 7.45-7.41 (m, 2H, Bz-CHb), 7.37-7.22 (m, 15H, CH,), 5.60 (dq, 1H,
3Jun = 6.2 Hz, 3Juy = 1.5 Hz, H-5), 4.90 (d, 1H, *Jyy = 11.5 Hz, Bn-CH,-C4), 4.84 (d, 1H,
2Jun = 11.7 Hz, Bn-CH,-C2), 4.75 (s, 2H, Bn-CH,-C3), 4.58-4.55 (m, 2H, H-1, Bn-CH,-C2),
4.42 (d, 1H, 2Jyn = 11.5 Hz, Bn-CH,-C4), 4.08 (dd, 1H, *Juy = 7.6 Hz, %, = 1.8 Hz, H-4),
3.83 (ddd, 2H, 3Juy = 10.5 Hz, 33y = 7.1 Hz, 3Juy = 2.9 Hz, H-3, H-2), 3.42 (s, 3H, OCHj3),
3.34 (s, 3H, OCHj3), 1.38 (d, 3H, 3Juy = 6.5 Hz, CHy).
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B3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCly): 165.6 (C=0), 139.1, 138.7, 138.4 (je Aryl-C), 133.0
(Bz-CHc), 129.7 (Bz-CHa), 128.5, 128.4, 128.3, 128.2, 127.8, 127.7, 127.6, 127.4 (CHy),
105.6 (C-1), 80.2 (C-4), 78.9 (C-3), 78.3 (C-2), 74.2 (Bn-CH,-C2), 73.9 (Bn-CH,-C3), 73.4
(Bn-CH,-C4), 72.8 (C-5), 56.2, 54.3 (je OCHj), 14.5 (CH).

IR (ATR): 7 [cm™]: 3030, 2933, 1715, 1496, 1452, 1272, 1068, 1026, 734, 712, 697.
HRMS (ESI*; m/z): berechnet fiir CssHqoNaO;" [M+Na]™: 607.2672, gefunden: 607.2675;
berechnet fiir C3sHiNO;" [M+NH,]*: 602.3112, gefunden: 602.3125.

Darstellung von 2,3,4,-Tri- O-benzyl-6-desoxy- L-altropyranose-dimethylacetal 156

Es wurden 2.06 g 155 (3.53 mmol) in 400 mL einer methanolischen Natriumhydroxid-
LAsung (1%) gelost und 2 h bei Rt geriihrt. Anschliel3end wurde die Losung durch Zugabe
von 1 M Salzsaure neutralisiert und das LOsungsmittel im Vakuum entfernt. Das Roh-
produkt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel mit Toluol/Aceton 25:1 v/v als

Eluent gereinigt.

Ausbeute: 1.27g (2.65mmol, 75%) eines farblosen Ols; |MeO.l OMe
Summenformel : CyHzs06; Molgewicht: 480.59 g/mol; R (Toluol/Aceton H-2—0Bn

25:1 v/v): 0.22; Drehwert: [a]p?® = -11 °(c=1.0, CHCI ). Bno—fH
BnO——H

5
IH-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCl,): 7.26-7.18 (m, 20H, CHy,), 4.74 (d, HOG_C_HH
3

1H, 2Ju4y = 11.5 Hz, Bn-CH,-C2).4.67-4.63 (m, 2H, Bn-CH,-C3), 4.59 (d,
1H, 2Juy = 11.5 Hz, Bn-CH»-C2), 4.50 (d, 1H, 2y = 11.5 Hz, Bn-CH,-C4), 4.46-4.42 (m,
2H, Bn-CH,-C4, H-1), 3.96-3.92 (m, 1H, H-5), 3.87 (t, 1H, 3Juy = 4.2 Hz, H-3), 3.68 (dd,
1H, 3Jun = 5.8 Hz, 33y = 3.8 Hz, H-2), 3.48 (dd, 1H, 3Jun = 6.9 Hz, 33y = 4.9 Hz, H-4), 3.37
(s, 3H, OCHs), 3.29 (s, 3H, OCHj3), 2.73 (d, 1H, 3Jyy = 3.7 Hz, OH), 1.19 (d, 3H, %Iy =
6.3 Hz, CHs).

BBC-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 138.7, 138.7, 138.5 (je C,), 128.5, 128.4, 128.3,
128.1, 127.9, 127.8, 127.6 (CH,), 105.9 (C-1), 83.7 (C-4), 80.1 (C-3), 79.1 (C-2), 72.6
(Bn-CH,-C3), 74.1 (Bn-CH,-C2), 73.4 (Bn-CH,-C4), 68.3 (C-5), 56.2, 54.9 (je OCH,), 19.5
(CHs).

IR (ATR): ¥ [cm™]: 3271, 2096, 2932, 1497, 1454, 1394, 1330, 1206, 1089, 1070, 1027,
734, 697.

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fiir C,oH3sNaOg" [M+Na]™: 503.2410, gefunden: 503.2406.

Synthese von Methyl-2,3,4-tri- O-benzyl-6-desoxy- a/B-L-altropyranosid 141

Die Reaktion erfolgte nach AAV 21. Dabei wurden 1.29 g 2,3,4-Tri-O-benzyl-6-desoxy-L-
altropyranose-dimethyl-acetal 156 (2.69 mmol) in 100 mL abs. Diethylether umgesetzt.
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Ausbeute: 1.12mg (2.50 umol, 93%) eines gelben Ols;
. 5 OBn

Summenformel : CygH3,0s5;  Molgewicht: 448.55 g/mol; HsC -0 1

R¢ (Toluol/Aceton 25:1 v/v): 0.55; Anomerenverhaltnis: a: = BnO 4 3 2

1:0.13; Drehwert a-Anomer: [a]p** = + 22 °(c=0.74, CHCI 5). OBn

OMe

a-'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCly): 7.37-7.20 (m, 15H, CH,), 4.82 (d, 1H, 3Jyu =
12.7 Hz, Bn-CHy,), 4.70 (d, 1H, %Juy = 1.2 Hz, H-1), 4.55-4.39 (m, 5H, Bn-CH,), 3.93 (dq,
1H, 3Jun = 9.2 Hz, 33y = 6.3 Hz, H-5), 3.71 (dd, 1H, 3Jun = 4.2 Hz, 334 = 2.8 Hz, H-3), 3.63
(dd, 1H, 3Jun = 4.2 Hz, 33y = 1.1 Hz, H-2), 3.51 (s, 3H, OCHs), 3.47 (dd, 1H, 3Ju= 9.2 Hz,
3Jun = 2.9 Hz, H-4),1.32 (d, 3H, 3Juy = 6.3 Hz, CH,).

a-*C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 138.9, 138.4, 138.3 (je Aryl-C,), 128.6, 128.5,
128.4, 128.2, 128.1, 128.0, 127.9, 127.8, 127.7 (CH,,), 100.4 (C-1), 78.5 (C-4), 75.6 (C-2),
74.0 (Bn-CH,), 73.7 (C-3), 72.9, 72.0 (je Bn-CH,), 69.4 (C-5), 57.0 (OCHjs), 18.3 (CHs).

IR (ATR): 7 [cm™]: 3029, 2897, 1496, 1453, 1390, 1367, 1327, 1245, 1210, 1090, 1053,
736, 698.

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fiir C,sH3,NaOs* [M+Na]™: 471.2142, gefunden: 471.2132.

Synthese von Methyl-2,3,4-tri- O-acetyl-6-desoxy- a/B-L-altropyranosid 158

Zunachst wurden 1.10g Methyl-2,3,4-tri-O-benzyl-6-desoxy-a/pB-L-altropyranosid 141
(2.45 mmol, 1.0 Ag.) nach AAV 5.2 in 50 mL Methanol debenzyliert und anschlieRend
nach AAV 6 acetyliert. Dabei wurden 30 mL abs. Pyridin und 2.10 mL Essigsaureanhydrid
(22.1 mmol, 9.0 Aq.) verwendet.

Ausbeute: 720 mg (2.37 umol, 97% Uber 2 Stufen) eines
gelben Ols; Summenformel : Cy3H,00s;  Molgewicht: H;C -0 1
304.29 g/mol; R¢(PE/EE 1:1 vi/v): 0.30; Anomerenverhaltnis:
a:p = 1:11; Drehwert: a-Anomer: [a]p** = +34° (c = 0.35,
CHCls).

B-'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 5.39 (dd, 1H, 3Juy = 5.4 Hz, 3Jy = 3.2 Hz, H-3),
5.10 (dd, 1H, 3Jy = 5.5 Hz, 3Juy = 1.7 Hz, H-2), 4.95 (dd, 1H, 3Juy = 8.0 Hz, 3J4y = 3.1 Hz,
H-4), 4.81 (d, 1H, 3Juy = 1.7 Hz, H-1), 4.00-3.93 (m, 1H, H-5), 3.50 (s, 3H, OCHs), 2.10,
2.10, 2.03 (je: s, 3H, C(O)CH3), 1.33 (d, 3H, %Juy = 6.5 Hz, CHa).

B-"*C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 169.7, 169.6, 169.0 (je C=0), 98.7 (C-1), 71.1 (C-
4), 69.5 (C-5), 68.7 (C-2), 67.1 (C-3), 57.0 (OCHjs), 21.0, 20.9, 20.8 (je C(O)CHs), 18.2
(CHs).

IR (ATR): 7 [cm™]: 2926, 1749, 1371, 1219, 1173, 1059, 1027, 940.
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HRMS (ESI*; m/z): berechnet fiir C13H,0NaOg" [M+Na]*: 327.1056, gefunden: 327.1053

Synthese von 1,2,3,4-Tetra- O-acetyl-6-desoxy- a/B-L-altropyranose 161

Nach AAV 6 wurden 55 mg 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-a/B-L-

5 OAc
altropyranose 160 (0.19 mmol) in 1 mL Pyridin mit 0.04 mL Ac'gw
Essigsaureanhydrid  (0.40 mmol, 2.0 Ag.) versetzt. Die 4 3 2

OAC

OAc

Reaktionszeit betrug 1.5 h.Ausbeute: 60 mg (0.18 mmol, 98%)
eines gelben Ols; Summenformel : Ci4H,009; Molgewicht: 332.11 g/mol; R;(PE/EE 1:1

viv): 0.52; Anomerenverhaltnis: a:3 = 1:0.6.

a-'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 6.13-6.12 (m, 1H, H-1), 5.40 (dd, 1H, 3J4, =
5.2 Hz, *Juy = 3.2 Hz, H-3), 5.16 (dd, 1H, *Ju = 5.3 Hz, 3J4y = 1.8 Hz, H-2), 4.97 (dd, 1H,
33 = 8.7 Hz, %)y = 3.2 Hz, H-4), 4.13-4.06 (m, 1H, H-5), 2.15 (je s, 3H, C(O)CH3-C2),
2.12 (je s, 3H, C(O)CHs-C3), 2.04 (je s, 3H, C(O)CHs-C4), 2.03 (je s, 3H, C(O)CHs-C1),
1.31 (d, 3H, ®Jyn = 6.4 Hz, CHs).

a-*C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 170.0, 169.7, 169.4, 169.0 (je C=0), 90.2 (C-1),
70.5 (C-5), 70.3 (C-4); 67.8 (C-3), 66.9 (C-2), 21.0, 20.9, 20.8, 20.7 (je C(O)CHs), 18.1
(CHs).

B-"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 5.93 (s, 1H, H-1), 5.26 (t, 1H, %Ju = 3.6 Hz, H-3),
5.02-4.95 (m, 2H, H-2, H-4), 4.25 (dq, 1H, 3Juy = 13.0 Hz, %J4y = 6.4 Hz, H-5), 2.14, 2.12,
2.09, 2.05 (je: s, 3H, C(O)CHs), 1.24 (d, 3H, 3Juy = 6.4 Hz, CHy).

B-"*C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 169.9, 169.4, 169.3, 168.8 (je C=0), 90.3 (C-1),
69.7 (C-4), 68.7 (C-2), 66.9 (C-3), 65.1 (C-5), 21.0, 20.9, 20.8, 20.7 (je C(O)CHs), 17.2
(CHs).

IR (ATR): ¥ [cm™]: 2985, 1748, 1369, 1215, 1056, 1014, 960, 928.

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fuir C14H,0NaOg" [M+Na]™: 355.1000, gefunden: 355.1005.

Versuch der Synthese von 2,3,4-Tri- O-acetyl-6-desoxy- L-altropyranosylbromid 159

Ansatz 1: GemaR AAV 12.1 wurden 30 mg Methyl-2,3,4-tri-O-acetyl-6-desoxy-a/B-L-
altropyranosid 141  (0.098 mmol) in 2mL  Dichlormethan mit 0.09 mL

Bromwasserstoffsaure (33% in Eisessig, 5 Aq.) versetzt. Es konnte kein Produkt erhalten.

Ansatz 2: GemaRl AAV 12.1 wurden 30 mg Methyl-2,3,4-tri-O-acetyl-6-desoxy-a/B-L-
altropyranosid 141 (0.098 mmol, 1.0 Ag.) mit 0.09 mL Bromwasserstoffsaure (33% in
Eisessig, 5.0 Ag.) versetzt. Als Losungsmittel diente anstelle von CH,Cl, jedoch 1 mL
Ac,O/AcOH (1:1, v/v). Es konnte kein Produkt erhalten.
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Ansatz 3: Die Durchfuihrung erfolgte nach AAV 12.2. Es wurden 30 mg Methyl-2,3,4-tri-O-
acetyl-6-desoxy-a/B-L-altropyranosid 141 (0.098 mmol, 1.0 Ag.), 106 mg Titan(IV)bromid
(0.288 mmol, 2.9 Ag.) und 2 mL CH,CL/EE (9:1, v/v) verwendet. Bei diesem Versuch
konnte kein Bromid 159 erhalten werden. Es wurde ausschliel3lich 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-

desoxy-a/B-L-altropyranose 160 erhalten, welches im Folgenden vorgestellt wird.

Synthese von 2,3,4-Tri- O-acetyl-6-desoxy- a/B-L-altropyranose 160

Bei dem Versuch 30 mg Methyl-2,3,4-tri-O-acetyl-6-desoxy-a/B-L-altropyranosid 141
(0.098 mmol, 1.0 Ag.) nach AAV 12.2 (s.0.) mit 106 mg Titan(IV)bromid (0.288 mmol,
2.9 Ag.) in 2 mL CH,CL/EE (9:1, v/v) in das entsprechende 1-Bromid 159 zu uberfiihren,
konnte fast ausschliel3lich 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-a/B-L-altropyranose 160 erhalten

werden.

Ausbeute: 19 mg (0.065 mmol, 66%) eines gelben Ols; OH

5 OAC
_ HsC -0 1
Summenformel : C12H150s; Molgewicht: 290.27 g/mol; [AcO . 5
4

Rt (Toluol/Aceton 9:2 v/v): 0.20; Anomerenverhéltnis: a:f = 1:0.8 OAC

a-'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 5.32-5.30 (m, 1H, H-3), 5.02-5.01 (m, 1H, H-1),
4.98-4.94 (m, 2H, H-2, H-4), 4.30 (p, 1H, *Juy = 6.7 Hz, H-5), 3.39-3.37 (m, 1H, OH), 2.20,
2.13, 2.04 (je s, 3H, C(O)CHs), 1.27-1.25 (m, 3H, CHa).

a-*C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 170.3, 169.9, 169.3 (je C=0), 92.1 (C-1), 70.3 (C-
2), 70.2 (C-4), 67.6 (C-3), 64.0 (C-5), 21.0, 20.9, 20.8 (je C(O)CHs), 17.1 (CHs).
B-"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCly): 5.39 (t, 1H, 3Ju = 3.6 Hz, H-3), 5.18 (d, 1H, 3y =
8.3 Hz, H-1), 4.98-4.94 (m, 1H, H-2), 4.83 (dd, 1H, J. = 9.6 Hz, 3,4y = 3.1 Hz, H-4), 4.02-
3.96 (m, 1H, H-5), 3.39-3.37 (m, 1H, OH), 2.20, 2.12, 2.04 (je: s, 3H, C(O)CHs), 1.27-1.25
(m, 3H, CHy).

B-*C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 170.3, 169.9, 169.3 (je C=0), 91.6 (C-1), 70.3 (C-
2), 70.2 (C-4), 69.8 (C-5), 67.3 (C-3), 21.0, 20.9, 20.8 (je C(O)CHs), 17.9 (CHs).

IR (ATR): 7 [cm™]: 3436, 2981, 2939, 1742, 1432, 1370, 1213, 1047, 943, 912, 732.
HRMS (ESI*; m/z): berechnet fuir C;,H1sNaOg” [M+Na]*: 313.0894, gefunden: 313.0895

Synthese von Bis-(benzyl)-2,3,4-tri- O-acetyl-6-desoxy- a/B-L-altropyranosylphosphat
162

Die Reaktion wurde gemaf AAV 13.1 durchgefihrt. Es wurden 116 mg 2,3,4-Tri-O-acetyl-
6-desoxy-a/B-L-altropyranose 160 (0.400 mmol, 1.0 Ag.), 58 mg DCI (0.49 mmol, 1.2 Aq.),
0.20 mL  Bis-(benzyl)-N,N-diisopropyl-phosphoramidit  (0.61 mmol, 1.5Ag.), 139 mg
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m-Chlorperbenzoesaure (0.805 mmol, 2.0Aq) und 5mL CH,Cl, verwendet.
AnschlieBend wurde das Rohprodukt s&ulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt.
Dabei wurde wahrend der ersten Reinigung PE/EE 2:1 v/v als Eluent und wéahrend der

zweiten Toluol/Aceton 9:2 v/v verwendet.

Da das Produkt aufgrund nahezu identischer Ri-Werte weder von dem als Nebenprodukt
entstandenen Bis-(benzyl)-N,N-diisopropyl-phosphoramidat, noch das erhaltene anomere
Produkt-Gemisch erfolgreich getrennt werden konnte, wurde es ohne weitere
Reinigungsschritte als Gemisch in Form eines gelben Ols in der nachsten Reaktion
eingesetzt. Die folgende Charakterisierung des Phosphates a-162 erfolgte aus geringen
Mengen reiner Fraktionen. Da das B-Anomer B-162 in dem Gemisch lediglich in Spuren

enthalten war, war in diesem Fall eine Charakterisierung nicht moglich.

Summenformel : CyH3:01:P; Molgewicht: 550.49 g/mol; R¢(Toluol/Aceton 9:2 v/v): 0.52

und 0.55; Anomerenverhaltnis: a:f = 12:1.

Bis-(benzyl)-2,3,4-tri-O-acetyl-6-desoxy-a-L-altropyranosylphosphat a-162

a-'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.35-7.34 (m, 10H, o
CHa), 5.80 (dd, 1H, 3Jup = 7.5 Hz, 3Juy = 2.2 Hz, H-1), 5.41 5 OAC O/(F.;;SBn
(td, 1H, 3Jyy = 6.9 Hz, *Jyy = 3.3 Hz, H-3), 5.18 (dd, 1H, Jyu = Ackgwl

6.1 Hz, 3Juy = 2.2 Hz, H-2), 5.09 (d, 2H, *J4y = 7.7 Hz, Bn- 4 3 O/ic

CHy,), 5.05 (dd, 2H, 3Jy = 7.5 Hz, 3Juy = 3.8 Hz, Bn-CH,), 5.01
(dd, 1H, 3Jun = 7.4 Hz, 3y = 3.2 Hz, H-4), 4.09 (p, 1H, Juy = 6.6 Hz, H-5), 2.09, 2.06,
2.05 (je: s, 3H, C(O)CHs), 1.31 (d, 3H, *Juu = 6.6 Hz, CHy).

a-*C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 170.0, 169.7, 169.5 (je C=0), 128.8, 128.7,
128.7, 128.6, 128.1 (CHg), 94.6 (d, *Jcp = 5.0 Hz, C-1), 71.1 (C-5), 70.5 (C-4), 69.7 (d,
?Jcp = 6.0 Hz, Bn-CH,), 69.6 (d, 2Jcp = 5.5 Hz, Bn-CH,), 68.1 (d, *Jcp = 8.2 Hz, C-2), 66.4
(C-3), 21.0, 20.9, 20.8 (je C(O)CHs), 18.4 (CHy).

$IP.NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCls): -2.64.

IR (ATR): 7 [cm™]: 2981, 1746, 1342, 1370, 1212, 1171, 1047, 1012, 949, 740, 698, 598,
500.

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fiir CosHs;NaO,;P* [M+Na]": 573.1496, gefunden: 573.1496;
berechnet fiir Cs,Hg:NaO,P," [2M+Na] *: 1123.3100, gefunden: 1123.3093.
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Synthese von 2,3,4-Tri- O-acetyl-6-desoxy- a-L-altropyranosylphosphat in Form eines

Natrium-Salzes 69

Die Durchfuhrung erfolgte nach AAV 5.2. Es wurden 166 mg des aus der voherigen
Phosphorylierung erhaltenen Rohgemisches des Bis-(benzyl)-2,3,4-tri-O-acetyl-6-desoxy-
L-altropyranosylmonophosphats 162, wenige Tropfen EtzN und 5 mL Methanol eingesetzt.
Die Reinigung und Trennung des anomeren Rohgemisches erfolgte saulenchromato-
graphisch an Kieselgel mit CH;CN/H,O 5:1 v/v als Eluenten in mehrfacher Wiederholung.
Dabei wurden nach Trennung des a-Anomers von Spuren des [-Anomers folgende

Produkte erhalten:

2.3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-a-L-altropyranosylphosphat in Form eines Natrium-Salzes 69

Ausbeute: 18 mg (46 umol, 12% Uber 2 Stufen) eines O
farbloser  Schaums:  Summenformel :  Cj,H1gNaO;P; £ OAC O/Z\@OH
Molgewicht:  392.23 g/mol; R{(CHsCN/H,O 5:1 v/v): 0.47; AC%Wi ’\%
Anomerenverhéltnis: a-anomerenrein. a3 o,ic

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, D,0): 5.63 (dd, 1H, %Jyp = 9.0 Hz, %Ju = 1.7 Hz, H-1), 5.46
(dd, 1H, 3Jun = 4.9 Hz, *Jun = 3.3 Hz, H-3), 5.18 (dd, 1H, 3Juy = 5.1 Hz, 334 = 1.7 Hz, H-2),
5.94 (dd, 1H, *Ju = 8.7 Hz, 3Juy = 3.3 Hz, H-4), 4.16 (qd, 1H, 3Jyy = 12.9 Hz, 3Ju = 6.4 Hz,
H-5), 2.24, 2.22, 2.12 (je: s, 3H, C(O)CHs), 1.35 (d, 3H, 3Ju = 6.4 Hz, CHy).

13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, D,0): 173.0, 172.8, 172.6 (je C=0), 94.4 (d, “Jcp = 3.0 Hz,
C-1), 70.7 (C-4), 69.9 (C-5), 69.2 (C-2), 66.9 (C-3), 20.2, 20.1, 20.0 (je C(O)CHs), 17.2
(CH,).P!

$P_NMR: & [ppm] (162 MHz, D,0): -0.79.

IR (ATR): ¥ [cm™]: 2987, 1748, 1372, 1223, 1174, 1059, 982, 825, 592.

HRMS (ESI'; m/z): berechnet fir C1,H1501:P" [M]: 369.0592, gefunden: 369.0600.

3,4-Di-O-acetyl-6-desoxy-a-L-altropyranosylphosphat in Form eines Natrium-Salzes 69a

Ausbeute: 25 mg (71 umol, 18% Uber 2 Stufen) eines farbloser |C|)
Schaums; Summenformel :  CjoHisNaO50P;  Molgewicht: Hsﬁyj\eog
350.19 g/mol; R (CH3CN/H,O 5:1 vIv): 0.30; |AcO Na
Anomerenverhaltnis: a-anomerenrein. 7 Oli

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, D,0): 5.48 (d, 1H, 3Jup = 8.6 Hz, H-1), 5.37-5.35 (m, 1H, H-
3), 4.93 (dd, 1H, 3Juy = 8.5 Hz, 3Juy = 2.9 Hz, H-4), 4.16 (qd, 1H, 3J4s = 13.2 Hz, 3Jyn =
6.4 Hz, H-5), 3.99 (d, 1H, 3J44 = 5.0 Hz, H-2), 2.16, 2.09 (je: s, 3H, C(O)CHs), 1.30 (d, 3H,
3Jun = 6.6 Hz, CHy).
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3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, D,0): 173.1, 173.0 (je C=0), 94.1 (d, Jcp = 3.9 Hz, C-1),
70.7 (C-4), 69.9 (C-5), 69.3 (C-3), 68.0 (d, *Jcp = 6.3 Hz, C-2), 20.2 (2x C(O)CHs), 17.2
(CHa).

$P-NMR: & [ppm] (162 MHz, D,0): -0.61.

IR (ATR): 7 [cm™]: 3648, 2987, 2901, 1748, 1507, 1456, 1249, 1228, 1066, 923.

HRMS (ESI'; m/z): berechnet fir C10H16010P™ [M]: 327.0487, gefunden: 327.0492.

Thymidindiphosphat-6-desoxy- a-L-altropyranose in Form eines Natrium-Salzes  a-45

Die Reaktion wurde gemalRl AAV 14 durchgefiihrt. Es wurden 20 mg 3,4-Di-O-acetyl-6-
desoxy-a-L-altropyranosylphosphat a-69a (51 mmol), 11 mg 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-desoxy-
a-L-altropyranosylphosphat a-69 (31 mmol) und 26 mg 5-Nitro-cycloSal-3"-O-acetyl-
thymidinmonophosphat 70 (41 mmol, 1.0 Aq.) in 1 mL abs. DMF eingesetzt. Die De-
acetylierung erfolgte in 2 mL des Deacetylierungsreagenzes aus Methanol/Wasser/Et;N
(7:3:1 viv).

Nach der saulenchromatographischen Reinigung an RP-18-Kieselgel wurden mehrere
Verbindungen isoliert. Zwar kam es wahrend des ersten Schrittes zur Bildung des
gewilnschten Produktes a-45, dieses wurde jedoch unter den gewahlten Deacetylierungs-
bedingungen im zweiten Schritt in grolRem Mafe in das 6-Desoxy-a-L-altropyranose
1,3-cyclophosphat 163 und TMP gespalten. Daneben wurde auf3erdem das deacetylierte
6-desoxy-a-L-altropyranosylphosphat 157 erhalten. Die verschiedenen Verbindungen
werden im Folgenden charakterisiert, wobei eine vollstandige Charakterisierung von a-45

war aufgrund der geringen Substanzmenge nicht mdglich.

Ausbeute: < 1mg (< 3%) eines farblosen Schaums; Summenformel : CisH2sN2NaOsP;
Molgewicht:  570.31 g/mol; R;(iPrOH/ NH,OAc (1 M) 2:1 v/v): 0.15; Anomeren-

verhaltnis: a—-anomerenrein.

$'P-NMR: & [ppm] (162 MHz, D,0): -13.73 (d, ®Jpp = 20.2 Hz, Pp), -11.45 (d, 2Jpp =
20.1 Hz, Py).
HRMS (ESI'; m/z): berechnet fir C16H25N.0415P, [M]: 547.0739, gefunden: 547.0736.
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6-Desoxy-a-L-altropyranose 1,3-cyclophosphat in Form eines Natrium-Salzes 163

Ausbeute: 7.0 mg (28 umol, 68%) eines farbloser Schaums;

Summenformel :  CgHioNaO-P; Molgewicht:  248.10 g/mol; Na® O°p’o\@O

R¢ (iPrOH/NH4,OAc (1M) 2:1 v/v): 0.62; Anomerenverhaltnis; HsC > O\/o L

o—anomerenrein. HO > A
! OH

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, D,0): 5.61 (dd, 1H, 3Jyp = 21.5 Hz,
3Jun = 2.8 Hz, H-1), 4.46-4.44 (m, 1H, H-2), 4.25 (t, 1H, Jy = 3.1 Hz, H-3), 3.97 (dd, 1H,
334 = 8.0 Hz, 3y = 6.5 Hz, H-5), 3.71 (dd, 1H, 3Juy = 8.0 Hz, 3Ju4 = 3.1 Hz, H-4), 1.30 (d,
3H, 3Juy = 6.5 Hz, CH,).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, D,0): 95.4 (C-1), 78.2 (d, *Jcp = 1.3 Hz, C-2), 69.5 (C-5),
69.4 (C-4), 67.7 (d, 2cp = 10.9 Hz, C-3), 17.2 (CH,).

$IP.NMR: 8 [ppm] (162 MHz, D,0, *H-entkoppelt): 15.49.

3P.NMR: & [ppm] (162 MHz, D,O, *H-gekoppelt): 15.49 (d, *Jpy = 21.1 Hz).

IR (ATR): v [cm™]: 3335, 2933, 2477, 1561, 1406, 1245, 1121, 1022, 651, 621, 496.
HRMS (ESI'; m/z): berechnet fiir C¢H100,P™ [M]: 225.0170, gefunden: 225.0172.

6-Desoxy-a-L-altropyranosylphosphat in Form eines Natrium- o)
I
Salzes 157 o-P~oH
) 50H O@@
Ausbeute: 8 mg (0.03 mmol) eines farbloser Schaums; | H3C -0 1 Na
HO
Summenformel : CgHi2NaOgP; Molgewicht: 266.12 g/mol; 4 3 2
OH

R (iPrOH/ NH,OAc (1 M) 2:1 v/v): 0.05; Anomerenver-

haltnis: a-anomerenrein.

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, D,0): 5.33 (d, 1H, 3J4p = 8.7 Hz, H-1), 4.05 (t, 1H, %) =
3.6 Hz, H-3), 3.93 (d, 1H, 3Jus = 3.5 Hz, H-2), 3.90 (dd, 1H, 3J.n = 9.7 Hz, 3J4y = 6.4 Hz,
H-5), 3.55 (dd, 1H, *Jun = 9.6 Hz, *Jun = 3.2 Hz, H-4), 1.30 (d, 3H, *J4n = 6.4 Hz, CH3).
3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, D,0): 93.2 (C-1), 70.3 (C-2), 70.2 (C-3), 69.6 (C-5), 69.5 (C-
4), 17.3 (CHs).

$P_-NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCls): 2.11.

IR (ATR): ¥ [cm™]: 3337, 2482, 1378, 1068, 971, 872, 817, 617, 528.

HRMS (ESI'; m/z): berechnet fir C¢H1,05P™ [M]: 243.0275, gefunden: 243.0275.
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11.2.10 Synthese lipophiler Ribofuranosylmonophosph at Prodrugs

Synthese von 1,3,5-Tri-O-acetyl-2-desoxy-  a/B-D-ribofuranose 200

Die Darstellung erfolgte nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 7.2. Es wurden
3.33 g (24.8 mmol, 1.0 Ag.) 2-Desoxy-a/B-D-ribofuranose in 100 mL abs. Pyridin gelost
und 10.0 mL (10.8 g, 108 mmol, 4.3 Aq.) Essigsaureanhydrid zugetropft. Das Rohprodukt

wurde saulenchromatographisch an Kieselgel mit PE/EE (1:1) als Laufmittel gereinigt.

Ausbeute : 5.63g (21.6 mmol, 87%) eines farblosen Ols; ACO 3

c 1
Summenformel : Ci;Hi607; Molgewicht : 260.24 g/mol; R¢ 4 302 OAc
(PE/EE 1:1, vi/v) 0.54; Anomerenverhaltnis: a:f=1.0.2. OAc

a-'H-NMR: (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 6.27-6.26 (m, 1H, H-1), 5.31 (ddd, 1H, 2Ju =
11.9 Hz, 3Jyy = 4.8 Hz, 3Jyy = 3.1 Hz, H-3), 5.21 (s, 1H, H-4), 4.02 (dd, 1H, 2Ju = 13.0 Hz,
3Jun = 1.5 Hz, H-5), 3.86 (dd, 1H, 2Jyy = 13.0 Hz, 3Jyy = 2.7 Hz, H-5), 2.15, 2.11 (je s, 3H,
C(O)CHs), 2.10-2.06 (m, 2H, H-2), 2.04 (s, 3H, C(O)CHs).

a-*C-NMR: (101 MHz, CDCly): & [ppm] = 170.5, 170.7, 169.3 (je C=0), 91.8 (C-1), 67.2
(C-4), 65.2 (C-3), 63.0 (C-5), 29.7 (C-2), 21.0, 20.9, 20.8 (je C(O)CHs).

IR (ATR): 7 [cm™]: 2980, 2946, 1735, 1367, 1220, 1012, 604, 481.

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fiir C1;H1607: 260.0896 [M]", gefunden: 260.0896 [M]".

Synthese von 3,5-Di- O-acetyl-2-desoxy- a/B-D-ribofuranose 197

GemaR AAV 7.2 wurden 2.18 g (8.38 mmol, 1.0 Ag.) 1,3,5-Tri-O-acetyl-2-desoxy-a/B-D-
ribofuranose 200 in 45 mL abs. Dichlormethan geldst und mit 3.6 mL (4.0 g, 12.5 mmol,
1.5 Aq.) Tributylzinnmethoxid versetzt. Der Reaktionsansatz wurde 24 h unter Rickfluss
erhitzt. Wahrend der Reaktionszeit wurden weitere 2.0 mL (2.2 g, 0.8 Ag.) Tributylzinn-

methoxid zugegeben.

Ausbeute : 1.48 g (6.78 mmol, 80%) eines gelben Ols; Sum- AcO 5 o
menformel : CgH1404; Molgewicht : 218.20 g/mol; R (PE/EE 13 2 OH
1:2, viv) 0.44; Anomerenverhaltnis: a:=1:0.3. OAc

a-'H-NMR: (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 5.42 (t, 1H, 3Ju = 3.1 Hz, H-1), 5.39 (dddd, 1H,
2Jun = 11.3 Hz, 3Jyy = 7.8 Hz, 3y = 4.7 Hz, ® Jyy = 3.3 Hz, H-3), 5.19-5.17 (m, 1H, H-4),
4.16 (dd, 1H, 2Juy = 12.6 Hz, 3Jyy = 1.9 Hz, H-5), 3.77 (dd, 1H, 2Juy = 12.7 Hz, 3y =
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3.5 Hz, H-5), 2.18-2.15 (m, 1H, H-2), 2.13, 2.04 (je s, 3H, C(O)CH,), 1.95-1.88 (m, 1H,
H-2).

a-*C-NMR: (101 MHz, CDCly): & [ppm] = 170.0, 170.5 (je C=0), 92.3 (C-1), 67.7 (C-4),
65.5 (C-3), 61.1 (C-5), 31.4 (C-2), 21.0, 20.9 (je C(O)CHa).

IR (ATR): 7 [cm™]: 3438, 2950, 2876, 1736, 1367, 1223, 1021, 971, 884, 606, 470.

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fir CoH1406: 218.0790 [M], gefunden: 218.0779 [M]".

Synthese von 2,3,5-Tri- O-acetyl- a/B-D-ribofuranose 198

Gemal AAV 7.2 wurden 3.01g (9.46 mmol, 1.0Aq.) 1,3,5-Tri-O-acetyl-a/B-D-
ribofuranose 201 in 50 mL abs. Dichlormethan gelést und mit 3.0 mL (3.3 g, 10.4 mmol,
1.5 Aqg.) Tributylzinnmethoxid versetzt. Der Reaktionsansatz wurde 12 h unter Riickfluss
erhitzt. Wahrend der Reaktionszeit wurden weitere 2.0 mL (2.2 g, 0.8 Ag.) Tributylzinn-

methoxid zugegeben.

Ausbeute : 1.57g (5.68 mmol, 60%) eines farblosen Ols;

5
Summenformel : Cy;H160g Molgewicht : 276.24 g/mol; R; (PE/EE AcO G O > 1 OH
1:2, viv) 0.57; Anomerenverhdltnis: a:=1:0.7. OAc OAc

'H-NMR: (400 MHz, CDCly): 6 [ppm] = 5.53 (d, 1H, 3Juy = 4.4 Hz, H-1,), 5.37 (dd, 1H,
33y = 6.6 Hz, *Jpn=5.0 Hz, H-3,), 5.36 (s, 1H, H-1p), 5.27 (dd, 1H, *Ju= 6.3 Hz, ®J,n = 3.4
Hz, H-3p), 5.23 (dd, 1H, ®Jun = 4.9 Hz, %3y = 1.1 Hz, H-2,), 5.08 (dd, 1H, *Juu = 6.3 Hz,
3Jun = 4.4 Hz, H-2p), 4.42-4.10 (m, 6H, 2x H-50a, 2x H-55, H-4,, H-4g), 2.14, 2.12, 2.11,
2.10, 2.09, 2.06 (je s, 3H, C(O)CHs).

¥C-NMR: (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 171.0-169.1 (C=0), 100.3 (C-1,), 95.6 (C-1p), 79.4
(C-4p), 78.9 (C-4), 75.6 (C-3p), 71.4 (C-2p), 71.1 (C-3y), 71.0 (C-2,), 64.7 (C-5,), 63.7 (C-
5g), 21.0, 20.9, 20.8, 20.7, 20.6, 20.5 (je C(O)CHs).

IR (ATR): 7 [cm™]: 3460, 2950, 1738, 1367, 1370, 1039, 1214, 956, 899, 603.

HRMS (ESI; m/z): berechnet fiir C1;H160s: 276.0845 [M], gefunden: 276.0845 [M].

Synthese von 2,3,5-Tri- O-benzoyl- a/B-D-ribofuranose 199

GemaR AAV 7.2 wurden 1.53 g (3.04 mmol, 1.0 Ag.) 1-O-Acetyl-2,3,5-tri-benzoyl-a/B-D-
ribofuranose in 20 mL abs. Dichlormethan gelést und mit 1.35 mL (1.52 g, 4.46 mmol,
1.5 Aq.) Tributylzinnmethoxid versetzt. Der Reaktionsansatz wurde zun&chst eine Stunde

unter Rickfluss erhitzt und dann 18 h bei Rt gerihrt.
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Ausbeute : 1.41g (3.05mmol, 92%) eines farblosen Ols; B20 5

o1
Summenformel : C2sH2,0g; Molgewicht :  462.45 g/mol; 3 22OH
R¢ (Toluol/Aceton 15:1, v/v) 0.19; Anomerenverhdltnis: a:= OBz OBz
1.0.6.

'H-NMR: (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 8.09-7.88 (m, 6H, Bz-CH), 7.60-7.31 (m, 24H, Bz-
CH), 5.90 (dd, 1H, *Juy = 6.3 Hz, *Jus = 5.0 Hz, H-3;), 5.82-5.78 (m, 2H, H-1;, H-3p), 5.70
(d, 1H, 33y = 4.8 Hz, H-2,), 5.64 (d, 1H, *J4y = 3.3 Hz, H-1,), 5.50 (dd, 1H, 3J, = 6.3 Hz,
3Jun = 4.4 Hz, H-2p), 4.80 (dd, 1H, *Jyu= 7.2 Hz, *Juy = 3.6 Hz, H-4g), 4.75-4.66 (M, 4H, 2x
H-5q, H-5p, H-4,), 4.58 (dd, 1H, 2Juy = 12.0 Hz, 3Juy = 4.1 Hz, H-5p), 3.35 (d, 1H, *Juu =
3.5 Hz, OHy), 3.29 (d, 1H, 3,y = 7.9 Hz, OHp).

¥C-NMR: (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 166.6-162.9 (6x Bz-C=0), 133.8, 133.7, 133.6,
133.5, 133.4, 133.4 (Bz-C,), 130.0, 129.9, 129.8, 128.8, 128.7, 128.6, 128.5, 128.5, 128.4
(ie Bz-CH), 100.6 (C-1,), 96.0 (C-1p), 79.8 (C-4p), 79.6 (C-4), 76.3 (C-24), 72.5 (C-3y),
72.0 (C-25), 71.9 (C-3p), 65.3 (C-5,), 64.3 (C-5p).

IR (ATR): ¥ [cm™]: 3436, 1717, 1600, 1492, 1248, 1023, 961, 703.

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fiir [C,sH2,NaOg]": 485.1207 [M+Na]’, gefunden: 485.1195
[M+Na]".

Darstellung von cycloSal-Ribofuranosylmonophosphaten

Anmerkung: Da die im Folgenden vorgestellten Produkte aufgrund nahezu identischer
R+Werte auch nach mehrfacher chromatographischer Reinigung nicht von unvollstandig
umgesetzten Edukt bzw. Nebenprodukten getrennt werden konnten, erfolgte ihre
Charakterisierung ausschlieBlich anhand von *P-NMR- und HRMS-Spektren. Auf die
Auswertung der *H- und *C- NMR-spektroskopischen Daten wurde verzichtet, da das

Produkt in dem erhaltenen Gemisch lediglich einen geringen Anteil ausmachte.
Zudem waren Ausbeute-Bestimmungen der unterschiedlichen Reaktionen nicht mdglich.

Da eine dunnschichtchromatographische Reaktionsverfolgung aufgrund der &hnlichen
R-Werte nahezu unméglich war, wurden die Reaktionen **P-NMR-spektroskopisch tiber

den Umsatz der jeweils eingesetzten Phosphor-Verbindung verfolgt.
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Synthese von 5-Chlor-c ycloSaligenyl-3,5-di- O-acetyl-2-desoxy- a/B-D-ribofuranosyl-
phosphat 184

Ansatz 1. Gemall AAV 4.1 wurden 358 mg 3,5-Di-O-acetyl-2-desoxy-a/B-D-ribofuranose
197 (1.64 mmol, 1.0 Aqg.) in 10 ml abs. Acetonitril geldst und mit 494 uL DIPEA
(2.90 mmol, 2.2 Ag.) versetzt. Es wurden 728 mg 5-Chlor-cyclosaligenyl-chlorphosphit
203 (3.11 mmol 1.9 Ag.) bei -20 T zu der Reaktionslés ung gegeben. Die Losung wurde
18 h bei Rt geriihrt. Zur Oxidation wurden 4.00 g Oxone® (6.51 mmol, 4.0 Aq) verwendet.

Das Rohprodukt wurde zweimal mit Hilfe eines Chromatotrons mit PE und einem EE-
Gradienten als Eluenten gereinigt. AnschlieRend erfolgte eine saulenchromatographische

Reinigung noch nicht sauberer Fraktionen.

Ansatz 2: Nach AAV 4.2 wurden 128 mg 3,5-Di-O-acetyl-2-desoxy-a/p-D-ribofuranose 197
(0.587 mmol, 1.0 Ag.) in 2 mL abs. THF geldst und mit 80 uL Pyridin (1.0 mmol, 1.8 Aq.)
versetzt. Dann wurden 214 mg 5-Chlor-cycloSaligenylchlor(V)oxyphosphan 205
(0.895 mmol 1.5 Aq.) bei -30 T iiber den Zeitraum e iner Stunde zu der Reaktionslosung
gegeben. AnschlieBend wurde weitere 3.5h bei -30 °C gerthrt. Unter langsamem
Erwarmen auf 4 C wurde die Reaktionslosung weitere 25 h weiter gerthrt. Anschlie3end

erfolgte die sédulenchromatographische Reinigung an Kieselgel mit EE/PE (2:1) als Eluent.
Es konnte kein Produkt erhalten werden.

Ansatz 3: Gemall AVV 4.3 wurden 102 mg 3,5-Di-O-acetyl-2-desoxy-a/B-D-ribofuranose
197 (0.467 mmol, 1.0 Ag.) in Acetonitril gelost und mit 0.250 mL DIPEA (1.47 mmol) und
177 mg 5-Chlor-cycloSaligenylchlorphosphat 205 (0.741 mmol, 1.6 Ag.) in 3 mL abs.
Acetonitril versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde 15 h bei Temperaturen zwischen -30 C
und 4 gerihrt. Unter langsamem Erwarmen auf 4 T wurde die Reaktionslésung
weitere 4 h weiter geruhrt. AnschlieBend erfolgte die saulenchromatographische

Reinigung an Kieselgel mit EE/PE (2:1) als Eluent.

Cl
. O
Summenformel : Ci16H1sCIOgP, Molgewicht : |acO—" O | O\\Ilo/D/

420.72 g/mol; R; (PE/EE 1:2, v/v) 0.44. 3 2
OAc

3Ip_NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCls): -10.45, -10.14, -9.91, -9.81.

HRMS (ESI"; m/z): berechnet fur CisHigCINaOgP* [M+Na]": 443.0269, gefunden:
443.0242;

berechnet fiir C3,H36Cl,NaO15P," [2M+Na]": 863.0646, gefunden: 863.0601.
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Synthese von 3-Methyl-c ycloSaligenyl-3,5-di- O-acetyl-2-desoxy- a/B-D-ribofurano-
sylphosphat 185

Ansatz 1. Gemal AAV 4.1 wurden 233 mg 3,5-Di-O-acetyl-2-desoxy-a/B-D-ribofuranose
197 (1.07 mmol, 1.0 Aqg.) in 10 ml abs. Acetonitril gelést und mit 342 uyL DIPEA
(2.01 mmol, 1.9Aqg.) versetzt. Bei -20C wurden zu dieser Losung 541 mg
3-Methylcyclosaligenylchlorphosphit 204 (2.67 mmol, 2.5 Aq.) gegeben und auf Rt
erwarmt. Nach 2 h Rihren bei Rt wurden weitere 252 mg 204 (1.24 mmol 1.2 Aqg.) bei -
20 T zu der Reaktionsldsung gegeben. Die Oxidation erfolgte mit 2.67 g Oxone®
(4.34 mmol, 4.1 Ag.) in 20 mL kalten Wasser.

Es konnte kein Produkt erhalten werden.

Ansatz 2: Die Reaktion erfolgte nach AAV 4.2. Es wurden 99 mg 3,5-Di-O-acetyl-2-
desoxy-a/B-b-ribofuranose 197 (0.45 mmol, 1.0 Ag.), 1.5 mL abs. Pyridin und 191 mg
3-MethylcycloSaligenyl-phosphorchloridat 206 (0.87 mmol, 1.9 Aqg.), gelost in 1.5 ml abs.
THF eingesetzt. Die Reaktionslosung wurde 5h zwischen -40 und -60 T gerihrt.
AnschlieBend wurde das Losungsmittel im Olpumpenvakuum entfernt und das Roh-

produkt sdulenchromatographisch an Kieselgel mit CH,CI,/CH3;OH 9:1 v/v als Eluenten

gereinigt.
5 o
. AcO Osl |
Summenformel : Ci7H»:04P, Molgewicht : 400.32 mol; . 302 1 O/Pvuo
R; (PE/EE 1:2, vIv) 0.44. OAc CHs

$P-NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCl5): -9.14, -9.08, -8.84, -8.71.
HRMS (ESI*; m/z): berechnet fiir C17H,;NaOyP* [M+Na]": 423.0815, gefunden: 423.0814.
berechnet fiir C34H4,NaO15P," [2M+Na]": 823.1739, gefunden: 823.1727.

Synthese von 5-Chlor-c ycloSaligenyl-2,3,5-tri- O-acetyl- a/B-D-ribofuranosylphosphat
186

Ansatz 1: Die Durchflhrung erfolgte nach AAV 4.3. Es wurden 102 mg 2,3,5-Tri-O-acetyl-
a/B-b-ribofuranose 198 (0.369 mmol, 1.0 Ag.) in 3 mL abs. Acetonitril gelést und mit
129 uL DIPEA (0.759 mmol, 2.0 Ag.) und 161 mg 5-Chlor-cycloSaligenylchlorphosphat
205 (0.673 mmol, 1.8 Ag.) in 3 mL abs. MeCN versetzt. Die Reaktionslésung wurde 25 h
zwischen -30 und -4 < gerihrt. Das Rohprodukt wurd e an Kieselgel mit EE und PE (2:1)

als Eluent gereinigt.

Es konnte kein Produkt erhalten werden.
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Ansatz 2: Die Durchfuihrung erfolgte gemalRR AAV 4.3, anstelle von Acetonitril wurde
jedoch abs. THF als Losungsmittel verwendet. Es wurden 104 mg 2,3,5-Tri-O-acetyl-a/(-
D-ribofuranose 198 (0.376 mmol, 1.0 Aq.) in 3 mL abs. THF, 129 uL DIPEA (0.759 mmol,
2.0 Ag.) und 164 mg 5-Chlor-cycloSaligenylchlor(V)oxyphosphan 205 (0.686 mmol,
1.8 Ag.) in 3 mL abs. THF verwendet. Die Reaktion wurde 20 h bei 4 T geruhrt. Die
Reinigung erfolgte an Kieselgel mit EE/PE (2:1) als Eluent.

Es konnte kein Produkt erhalten werden.

Ansatz 3: Die Reaktion wurde gemal3 AAV 4.2 durchgefihrt. Es wurden 87 mg 2,3,5-Tri-
O-acetyl-a/B-D-ribofuranose 198 (0.31 mmol, 1.0 Ag.), 1.5mL abs. Pyridin, 135 mg
5-Chlor-cycloSaligenylchlorphosphat 205 (0.565 mmol, 1.8 Ag.) und 2 mL abs. THF
verwendet. Die Reaktionslésung wurde 15 h bei Rt gertihrt. Die Reinigung erfolgte

saulenchromatographisch an Aluminiumoxid mit CH,Cl, und MeOH (25:1) als Eluent.
Es konnte kein Produkt erhalten werden.

Ansatz 4: Die Durchfuhrung erfolgte gemaR AAV 4.3. Es wurden 140 mg 2,3,5-Tri-O-
acetyl-a/B-D-ribofuranose 198 (0.510 mmol, 1.0 Ag.), 2 mL abs. Acetonitril, 173 yL DIPEA
(1.02 mmol, 2.0 Ag.) und 222 mg 5-Chlor-cycloSaligenylchlorphosphat 205 (1.02 mmol,
2.0 Aq.)

in 2 mL abs. Acetonitril eingesetzt. Die Reaktionslésung wurde 25 h bei Rt geriihrt. Das

Rohprodukt wurde an Kieselgel mit EE/PE (2:1) gereinigt.

Ansatz 5: GemaR AAV 4.3 wurden 280 mg 2,3,5-Tri-O-acetyl-a/p-D-ribofuranose 198
(1.01 mmol, 1.0 Ag.) in 10 mL abs. Acetonitril geldést und mit 260 uL DIPEA (1.52 mmol,
1.5Aq..) und 458 mg 5-Chlorcyclosaligenylchlorphosphit 203 (1.96 mmol, 1.9 Aq.)
versetzt. Das Rohprodukt wurde zweimal mit Hilfe eines Chromatotrons mit PE und einem

EE-Gradienten gereinigt. AnschlieRend erfolgte noch eine saulenchromatographische

Reinigung an Kieselgel mit dem gleichen Eluenten.

Cl
. O
. AcO o 1 055 |
Summenformel : C1gH20ClO4P, Molgewicht : 4 > o' o

3
478.77 g/mol; Ry (PE/EE 1:2, v/v) 0.57. OAc OAC

3Ip_NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCl): -10.75, -11.08, -11.32, -11.46.
HRMS (ESI"; m/z): berechnet fiir CigHCINaO.;;P* [M+Na]": 501.0324, gefunden:
501.0322.
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Synthese von 3-Methyl-c ycloSaligenyl-2,3,5-tri- O-acetyl- a/B-D-ribofuranosylphos-
phat 187

Ansatz 1: Gemall AAV 4.3 wurden 316 mg 2,3,5-Tri-O-acetyl-a/3-D-ribo-furanose 198
(1.14 mmol, 1.0 Ag.) in 10 mL abs. Acetonitril gelést und mit 294 uL DIPEA (1.73 mmol,
1.5 Ag.) versetzt. Zu dieser Losung wurden bei -20 T 587 mg 3-Methyl cyclosaligenyl-
chlorphosphit 204 (2.90 mmol, 2.5 Ag.) gegeben. Es wurden 2.78 g (4.52 mmol, 4.0 Aq.)
Oxon® in 20 mL kaltem Wasser zur Oxidation verwendet. Die Reinigung des Roh-
produktes erfolgte saulenchromatographisch (CH,Cl,/MeOH 9:1 mit 0.5% Essigséaure).

Ansatz 2: GemalR AAV 4.3 wurden 102 mg 2,3,5-Tri-O-acetyl-a/p-D-ribofuranose 198
(0.369 mmol, 1.0 Ag.) in 2 mL abs. CHsCN geldst, dann zunéchst mit 130 uL DIPEA
(0.764 mmol, 2.0Aq.) und anschlieBend mit 161 mg 3-Methyl-cycloSaligenyl-
chlor(V)oxyphosphan 206 (0.737 mmol, 2.0 Ag.) gelést in 3 mL abs. Acetonitril versetzt.
Die Reaktionslésung wurde weitere 16 h bei 0 € und danach 3 h bei Rt geriihrt. Durch
eine dunnschichtchromatographische Reaktionsverfolgung wurde festgestellt, dass das
eingesetzte Chloridat nach 16 h bereits vollstandig verbraucht war, weshalb eine weitere
Zugabe von 0.06 mL DIPEA (0.353 mmol, 1.0 Ag.) und portionsweiser Zugabe von 80 mg
206 (3.66 mmol, 1.0 Ag.) erfolgte Danach wurde das Reaktionsgemisch 1.5 h bei -30 T
und eine weitere Stunde bei Rt geriihrt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch

gereinigt zundchst mit PE und einem EE-Gradienten, dann mit Toluol/Aceton 12:1 v/v.

0
Summenformel : Cy9H2301:P, Molgewicht : 458.35 g/mol; . Osh |
o~ o
Ry (PE/EE 1:2, v/v) 0.60. AcO o)
G CH3
3Ip_NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCls): -10.89, -10.75. OAc OAc

HRMS (ESI*; m/z): berechnet fiir C19H,3NaO4;P* [M+Na]*: 481.0870, gefunden: 481.0877.
berechnet fiir C1oH,3KO1:P* [M+K]": 497.0610, gefunden: 497.0609.

Synthese von 5-Chlor-¢ ycloSaligenyl-2,3,5-tri- O-benzoyl- a/B-D-ribofuranosyl-
phosphat 188

GemalR AVV 4.3 wurden 175 mg 2,3,5-Tri-O-benzoyl-a/B-D-ribofuranose 199 (0.378
mmol, 1.0 Aq.) in 2 mL abs. Acetonitril gelést und mit 0.132 mL DIPEA (0.776 mmol, 2.0
Aqg.) versetzt. Hinzu wurde bei -30 C tber den Zeitraum von einer Stunde eine Losung
aus 181 mg 5-Chlor-cycloSaligenylchlorphosphat 205 (0.757 mmol 2.0 Ag.) in 5 mL
MeCN zugegeben. Nach 2 h Rihren bei -30 T wurde das Reaktionsgemisch auf Rt
erwarmt und weitere 16 h gerihrt. Das Rohprodukt wurde s&ulenchromatographisch an

Kieselgel mit Toluol/Aceton 15:1 v/v als Eluenten gereinigt.
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Summenformel : Cs3H26ClO44 P, Molgewicht : ) o Cl

664.98 g/mol; R; (Toluol/Aceton 15:1, v/v) 0.19. BzO O 1 ojﬁ:D/
43 ) @) @)

3'P_NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCly): -12.92. OBz OBz

HRMS (ESI"; m/z): berechnet fur CasH,sCINaO.;P* [M+Na]": 687.0793, gefunden:

687.0790.

Synthese  von  3-Methyl-c ycloSaligenyl-2,3,5-tri- O-benzoyl- a/B-D-ribofuranosyl-
phosphat 189

Gemall AVV 4.3 wurden 169 mg 2,3,5-Tribenzoyl-a/B-D-ribofuranose 199 (0.365 mmol,
1.0 Ag.) geldst in 2 mL abs. Acetonitril und mit 128 puL DIPEA (0.753 mmol, 2.0 Aq.)
versetzt. Hinzu wurde bei -30 T Uber den Zeitraum von einer Stunde eine Ldsung aus
160 mg 3-Methyl-cycloSaligenylchlorphosphat 206 (0.732 mmol 2.0 Ag.) in 3 mL MeCN
zugegeben. Nach 2 h bei -30 T wurde das Reaktionsg emisch auf Rt erwarmt und weitere
16 h gerihrt. Das Rohprodukt wurde séulenchromatographisch an Kieselgel mit

Toluol/Aceton 15:1 v/v als Eluenten gereinigt.

Summenformel : Ca4H29011P, Molgewicht : [BzO O 1 O\\p
644.14 g/mol; R¢ (Toluol/Aceton 15:1, v/v) 0.19.

$P_.NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCl5): -11.60, -11.27.
HRMS (ESI*; m/z): berechnet fiir Cs4Ho9NaO4;P* [M+Na]*: 667.1340, gefunden: 667.1326.
berechnet fir CegHssNaO2,P," [2M+Na]": 1311.2787, gefunden: 1311.2762.

11.2.10.1 *'P-NMR-Hydrolysestudien

Von dem jeweiligen cycloSaligenyl-Monophosphat wurden ca. 12 umol auf einer
Analysenwaage in ein Eppendorf-Cap eingewogen und mit 300 yL DMSO-d6 sowie
200 L eines 50 mM Imidazol-Salzsaure-Puffers (pH = 7.3) versetzt. Bei der Verbindung
187 wurden weitere 200 uL DMSO-d6 zugegeben, um eine klare Losung zu erhalten. Die
Kinetik-Losungen wurden in NMR-Réhrchen (berfiihrt und sofort *'P-NMR-spektros-
kopisch (*H-entkoppelt 161 MHz, 128 bzw. 256 Scans) vermessen. Die NMR-Proben
wurden bei Rt aufbewahrt und zunéchst in Abstédnden von einigen Stunden und dann

Tagen erneut *P-NMR-spektroskopisch untersucht.
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11.2.11 Anmerkungen:

Anmerkung [a]: Das Molekdl liegt mit einem Natrium-Gegenion vor, als zweites Gegenion

wurde ein Proton angenommen. Danach berechneten sich auch die Summenformel sowie
das Molekulargewicht. Eine genaue Bestimmung der Konzentration war jedoch nicht

moglich, weshalb auf eine Drehwert-Messung verzichtet wurde.

Anmerkung [b]: Die erhaltene Sustanzmenge reichte nicht zur Aufnahme eines vollstandig

auswertbaren *C-NMR’s aus. Die hier aufgefilhrten Signale wurden daher zum Teil dem
HSQC- bzw. HMBC-NMR entnommen.

Anmerkung [c]: Die erhaltene Sustanzmenge reichte nicht zur Aufnahme eines

vollstandigen *C-NMR’s aus. Die Signale der quartaren Guanosin-Kohlenstoffatome
wurden daher zum Teil dem HSQC- bzw. dem HMBC-NMR entnommen.

Anmerkung [d]: Die erhaltene Sustanzmenge reichte leider nicht zur Aufnahme eines

vollstandigen *C-NMR’s aus. Die Signale der quartdren Guanosin-Kohlenstoffatome
wurden daher zum Teil dem HSQC- bzw. dem HMBC-NMR entnommen. Die Signale flr
das C2, C6 bzw. C5 konnten nicht gefunden werden.
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Anhang

Anhang

Gefahrstoffverzeichnis

Das folgende Verzeichnis umfasst Verbindungen und Losungsmittel, mit denen wahrend

dieser Arbeit umgegangen wurde. Die Stoffe, fir die keine bekannte Einstufung existiert,

sind als gefahrlich einzustufen. Es ist unbedingt zu vermeiden, dass man sich mit diesen

Stoffen in irgendeiner Weise kontaminiert und dass diese Stoffe in die Umwelt einge-

bracht werden.

Substanz Signalwort Piktogramm H-Satze P-Satze
210-233-
Aceton Gefahr @ 225-319-336-EU066 | oo
225- 210-305+351+338-
Acetonitril Gefahr
302+312+332-319 403+235
210-233-240-241-
. 242-243-260-264-
Acetylchlorid Gefahr EU014-225314 | o0 .
303+361+353
Amberiite IR 120 Achtung @ 319 305+351+338
Amoniumacetat Kein gefahrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG

bis-Benzyl-N,N-
diisopropyl- Achtung 315-319-335 261-305+351+338
phosphoramidit
. 305+351+338-
Benzoesaure Achtung @ 280-270 3374313
225-315-319-340- | 201-301+310-331-
Benzol Gefahr 302+352-
350-372-304 305+351+338
I
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Substanz Signalwort Piktogramm H-Satze P-Satze
. 305+351+338-
Benzylbromid Achtung 319-335-315 3024352
Boran- 280-305+351+338-
Tetrahydrofuran- Gefahr 314
310
Komplex
260-264-280-
301+312-
N-Brom- 301+330+331-
succinimid Gefahr @ 302-314 303+361+353-
304+340-
305+351+338-310-
321-405
260-264-280-
301+330+331-
Bromwasserstoff 303+361+353-
in Eisessig (33%) Gefahr @ 314-335 304+340-
305+351+338-310-
321-403+233-405
210-280-
305+351+338-
tert-Butanol Gefahr 225-332-319-335 304+340-312-
403+233
@ P 273-280-
tert-Butylhydro- 242-226-302+332- 301+330+331-
. Gefahr
peroxid s 311-314-417-411 302+353-
305+351+338
Calciumchlorid Achtung 319 280-305+351+338
Calciumhydrid Gefahr @ 260 402+404
Camprlersulfon- Gefahr 314 280-305+351+338-
saure 310
meta- 242-315-317- 220-261-280-
Chlorperbenzoe- Achtung 305+351-338-410-
séure 319-335 411+235
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Substanz Signalwort Piktogramm H-Satze P-Satze
Chloroform Achtung 302-315-351-373 302/352-314
5-Chlorsalicyl- 319-302-335-315 261-301+312-
o 4 Achtung 302+352-280-
305+351+338
@ 210-280-302/352-
. 226-312-302- 301/330/331-
Cyclohexylamin Gefahr 314-361f 305/351/338-
@ 309/310
Deutero- Achtung 351-302-373-315 302+352-314
chloroform

Deuteriumoxid

Kein gefahrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 6

7/548/[EWG

1,8-Diaza-
bicyclo[4.5.0]- Gefahr &% 301-314 280-305+351+338-
310
undec-7-en
Dichlormethan Achtung 351 281-308+313
4:5-Dicyanide- Gefahr E 302 260-262
imidazol s
. 224-302-336-
Diethylether Gefahr @ EUO19-EU066 210-240-403+235
210-233-240-241-
@ @ 242-243-260-264-
N,N-Diisopropyl- 273-280-301+312-
ethylamin Gefahr 225-302-314-412 301+330+331-
303+361+353-

304+340




Anhang

Substanz Signalwort Piktogramm H-Satze P-Satze
Chloroform Achtung 302-315-351-373 302/352-314
Diisopropylazodi- 273-302+352-
C;’rbg’;' - Achtung 315-319-335-411 304+340-
y 305+351+338
2,2-Dimethoxy- 210-305+351+338-
ropan Gefahr @ 225-319 P
261-262-264-280-
301+310-302+350-
4-(Dimethyl- Gefahr 301-310-315- 304+340-
amino)pyridin 319-335 305+351+338-321-
330-332+313-
337+313-361
. "é 201-302+352-
N,fl;l;il;nn:t:yl Gefahr 360D-22361-§32-312- 305+351+338-
308+313
Dimethyl- . - . . o
. Kein gefahrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG
sufoxid-dg
@ 210-281-
1,4-Dioxan Gefahr 22:0?)51;113(_)2365_ 305+351+338-
308+313
280-264-
DOWEX 50WX8 Achtung @ 319 305+351+338
Essigsaure Gefahr 226-314 280-305+351+338-
310
- + + -
Essigsaure- g s 226-332-302- 280-301+330+331
anhvdrid Gefahr 314-335 305+351+338-
4 309+310
v
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Substanz Signalwort Piktogramm H-Satze P-Satze
Ethanol Gefahr @ 225 210
210-240-
Ethylacetat Gefahr @ 225-319-336-EU066 053014538
Hydrazinium- Gefahr 301-311-331- 201-261-273-280-
acetat 350-410 301+310-311
@ P 260-281-
. 303+361+353-
Imidazol Gefahr 301-314-361 30143304331-
é 305+351+338
é 260-261-280-
od Gefaht 302-312-332-315- | 305+351+338-321-
319-335-372-400 322-362-301+312-
405-501
302+352-
Kaliumcarbonat Achtung 315-319-335 305+351+338-
337+313
Kaliumper- % 210-280-301+312-
manganat Gefahr ﬁ 272-302-410 310.501
273-302-352-
K”pefre;:g:])'zlr’gf‘t' Achtung e 302-319-315-410 | 305+351+338-330-
pentany 312-501
Lithium. 280-301+330+331-
i Gefahr @ @ 260-314 305+351+338-
y 402+404




Anhang

Substanz

3-Methylsalicyl-
saure

Signalwort

Gefahr

Piktogramm

&>

H-Satze

302-315-318-335

P-Satze

303+353-
305+351+338-313

Mesylchlorid

Gefahr

O®

301-311-314-
330-335

260-264-280-
284-301+310-
301+330+331-

302+352-
303+361+353-
304+340-
305+351+338-
320-403+233

Methanol

Gefahr

225-301+311+331

210-233-240-280-
302+352-304+340-
309+310-403+235

Natrium

Gefahr

OB

260-314-EU014

280-301+330+331-
305+351+338-
309+310-
370+378-422

Natriumazid

Gefahr

300+EUH032-410

273-270-301+310-
302+350-405-501

Natriumascorbat

Kein gefahrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 6

7/548/[EWG

Natriumbor-
hydrid

Gefahr

360FD

201-202-281-
308+313-405-501

Natriumchlorid

Kein gefahrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 6

7/548/[EWG

280-301+330+331-

Natriumhydrid Gefahr 260-314 305+351+338-
402+404
Natrium-
hydrogen- Kein gefahrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG
phosphat
Natriumhydroxid Gefahr 314-290 280-301+330+331-

&>

305+351+338

Vi



Anhang

Substanz Signalwort Piktogramm H-Satze P-Satze
264-280-302+352-
5-Nitrosalicyl- 305+351+338-321-
aldehyd Achtung 315-319 332+313-337+313-
362
260-264-280-
301+312-
301+330+331-
Oxone® Gefahr @ 302-314 303+361+353-
304+340-
305+351+338-
310-321-405
Palladium/Kohle Achtung 315-319 305+351+338
225-304-340-350-361{ 201-210-273-281-
Petrolether 50/70 Gefahr @ 373-412 3014/310-308+313
Phosphorige Gefahr @ 314-302 280-305+351+338
Saure
. 280-301+330+331-
Phosphorséaure Gefahr @ 290-314 305+3514338-310
280-303+361+353-
Phosphortri- 301+330+331-
chlorid Gefahr @ 290-314 305+351+338-
309-310
Phosphoroxy- %‘ e 330-302-314-372- 223-271-280-
chlorid Gefahr EUHO14-EUH029 301+330+331-
305+351+338
210-233-240-241-
242-243-264-280-
. 303+361+353-
iso-Propanol Gefahr @ 225-319-336 jondiesibond
337+313-370+378-
403+235

Vi




Anhang

Substanz Signalwort Piktogramm H-Satze P-Satze
280-273-302+352-
Propargyl- 206-331-311-301- | ook too0t331-
alkohol Gefahr 314-317-411 305+351+338-
309+310-403+235-
403+233-405
Pyridin Gefahr @ 225-302+312+332 210-233-302+352
280-301+330+331-
Salzsaure Gefahr @ 314-335-290 309+310-
305+351+338
. 301+330+331-
Schwefelsaure Gefahr 290-314 30543514338
261-264-280-
. 302+352-304+340-
Silbercarbonat Achtung ® 315-319-335 305+3514338-
403+233-405
Silica gel - - - 260
Subtilisin 261-280-
(Propylenglycol- Gefahr 315-318-334-335 305+351+338-
Lésung) 342+311
260-264-280-
301+330+331-
TBAF-LOsung -
Gefahr EU019-314 303+361+353
(1 Min THF) 304+340-
305+351+338-310-
321-405
260-264-280-
301+330+331-
303+361+353-
TBDMS-CI Gefahr @ @ 314 o340,
305+351+338-
310-321-405

VIl




Anhang

Substanz

Tetrahydrofuran

Signalwort

Gefahr

Piktogramm

H-Satze

225-319-335-EU019

P-Satze

210-233-243-
305+351+338

Titantetrabromid

Gefahr

&
&

318-314-EUH014

301+330+331-280-
305+351+338-310-
402+404

Toluol

Gefahr

2

225-304-315-
336-361d-373

201-202-210-233-
240-241-242-243-
260-264-280-281-
301+310-302+352-
303+361+353

para-Toluol-
sulfonséaure

Achtung

O

315-319-335

261-280-
305+351+338-
321-405-501

Tributylzinn-
methoxid

Gefahr

301-312-315-
319-372-410

27-280-301+310-
305+351+338-
314-501

Triethylamin

Gefahr

<D
@

225-332-312-302-
314-335

210-280-
301+330+331-
302+352-
305+351+338-
309+310

Triethylamin-
Trihydrofluorid

Gefahr

300-310-314-330

260-262-264-280-
284-301+310-
301+330+331-
302+350-
303+361+353-
304+340-
305+351+338-320

Trifluor-
essigsaure

Gefahr

314-332-412

260-264-273-280-
301+330+331-
303+361+353-
304+340-
305+351+338-310-
321-405-501




Anhang

Substanz Signalwort Piktogramm H-Satze P-Satze
Tzﬂﬁggaefﬁ?n - Gefahr @ 302-314 28263503;53133;33831'
anhydrid
Tprr']‘;zz?l’r'] Achtung 302-317-413 26;62211'5250'
Wasserstoff Gefahr @ @ 220 210-377-381-403
reest | e | &3 s | EELIOSL
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