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Teil I: Synthese von potentiellen irreversiblen und reversiblen Inhibitoren der
humanen Fucosyltransferase IX

Die Glycosylierung von Proteinen stellt aufgrund der grof3en strukturellen Vielfalt und
Heterogenitat der Kohlenhydrate die komplexeste posttranslationale Modifikation dar.*? Viele
physiologische und pathologische Prozesse, wie Entziindungen, bakterielle und virale
Infektionen, Tumormetastasierungen oder genetische Stdérungen, stehen in einem engen
Zusammenhang mit fucosylierten Glycokonjugaten.®4 Eine der vielen bereits bekannten
Fucosyltransferasen ist die humane Fucosyltransferase IX (hFucT IX), welche den letzten
Schritt in der Biosynthese von Lewis*-Epitopen katalysiert.®! Im Hinblick auf die Entwicklung
potenter Inhibitoren gilt der Strukturaufklarung dieses Enzyms ein besonderes Interesse.

Das erste Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer Syntheseroute zur Darstellung
verschiedener photoaktivierbarer Arylazid-modifizierter Guanosindiphosphat-#-L-Fucose-
Analoga als potentielle irreversible Inhibitoren der hFucT IX. Die Funktionalisierung des
natirlichen Substrates sollte dabei durch die Einfilhrung von Arylaziden an der C-6-Position
der Fucose-Einheit unter Verwendung verschiedener Linker-LAngen erfolgen. Die
Linkerlangen sollten basierend auf den Ergebnissen einer durchzufihrenden
Homologiemodellierung der Bindetasche der hFucT IX ausgewahlt werden. Solche
Verbindungen konnten nach einer Bestrahlung mit UV-Licht eine kovalente Bindung zum
Enzym bilden und einen méglichen neuen Ansatz fiir eine Co-Kristallisation darstellen. Neben
ersten Photolysetests und der Vorstellung eines analytischen Konzeptes flr eine
enzymatische Anwendung sollten diese Verbindungen zusatzlich auf eine kompetitive

Inhibition der hFucT IX untersucht werden.

Durch die Weiterentwicklung der Syntheseroute von N. Lunaul® zur Darstellung von ATTO
550-GDP-B-L-Fucose konnten erfolgreich drei verschiedene Arylazid-modifizierte GDP-B-L-
Fucose-Analoga mit Linkerlangen von keiner, zwei und zehn Methylen-Einheiten und mit
Ausbeuten von 29%, 42% bzw. in quantitativer Ausbeute im finalen Kupplungsschritt
synthetisiert werden. Im Rahmen der Darstellung der benétigten synthetischen Bausteine
konnte zusatzlich eine neuartige effiziente Synthese von L-Galactose etabliert und die
selektive 5’-Deacetylierung des peracetylierten Guanosins optimiert werden. Neben ersten
Photolysetests erfolgte die Prasentation eines analytischen Konzeptes zur Untersuchung der
kovalenten Bindungseigenschaften dieser photoaktivierbaren Verbindungen. Schlielich

konnte in einem von S. Albers aus der Arbeitsgruppe von Prof. Z. Ignatova, Universitat



Zusammenfassung

Hamburg, durchgefiihrten Inhibitionsassay gezeigt werden, dass es sich bei der
Zielverbindung mit dem langsten Arylazid-Linker mit einem ICso-Wert von 11 pM um einen
potenten kompetitiven Inhibitor der hFucT IX handelt. Fir die Zielverbindung mit dem
kurzesten Linker konnte hingegen ein ICso-Wert von 45 pM bestimmt werden. Neben der hier
antizipierten Funktion als photoaktivierbare irreversible Inhibitoren kénnen diese Strukturen
ebenfalls als Ausgangspunkt fur die Entwicklung von potenten kompetitiven Inhibitoren fir die
hFucT IX oder auch anderer Fucosyltransferase eingesetzt werden.

Darlber hinaus war im Rahmen dieser Thematik ein weiteres Ziel die Entwicklung einer
Strategie zur Synthese eines C-1-Phosphonat-Analogons des natirlichen Donorsubstrates
GDP-B-L-Fucose als potentieller kompetitiver Inhibitor der hFucT IX. Die strukturellen
Unterschiede zur GDP-B-L-Fucose sollten dabei der Austausch des an der glycosidischen
Bindung beteiligten O-Atoms durch eine Methylengruppe sowie der Verzicht auf die Methyl-
Gruppe der Fucose sein. Ausgehend von der preiswert zuganglichen Ausgangsverbindung
D-Mannose konnte eine 10-stufige Syntheseroute zur Darstellung eines demethylierten
C-1-Phosphonat-Analogons von L-Fucose (B-L-Arabinosylmethylphosphonat) in einer
Gesamtausbeute von 16% entwickelt werden. Die entsprechende acetylierte Form dieser
Verbindung wurde tiber neun Stufen in einer Gesamtausbeute von 21% erhalten. Beim Einsatz
dieser Phosphonate in cycloSal-Kupplungsreaktionen zur Darstellung der gewinschten
Zielverbindung liel3 sich ausschlief3lich das Nebenprodukt Guanosinmonophosphat isolieren,

weswegen diese Umsetzung in weiterfihrenden Arbeiten noch optimiert werden muss.

Teil 1I: Synthese von TDP-B-L.-Rhamnose und seinem a-Anomer zur

Untersuchung einer neuartigen bakteriellen Glycosyltransferase

Flavonoide zahlen zu den Polyphenolen und sind sekundare Pflanzeninhaltsstoffe, deren
chemisches Grundgertst sich vom 2-Phenylchroman ableitet.l”® Als fester Bestandteil der
taglichen Erndhrung des Menschen liegt ihre Bedeutung in ihrer antioxidativen Wirkung, der
Funktion als Radikalfanger sowie in zahlreichen weiteren gesundheitsférdernden Effekten.
Die Glycosylierung von Flavonoiden kann trotz ihres pflanzlichen Ursprungs durch bestimmte
bakterielle Glycosyltransferasen katalysiert werden.’® Eine 2013 von Rabausch et al.
entdeckte neuartige bakterielle GT ist die Glycosyltransferase C (GtfC), welche unter anderem
das 3-O-a-L-Rhamnosid von Quercetin bildet und den NDP-Zucker TDP-3-L-Rhamnose neben
anderen als Donor-Substrat nutzt.!Y! Fur eine detaillierte Untersuchung der
Substrateigenschaften sowie diverser kinetischer Parameter des Enzyms ist ein effizienter
synthetischer Zugang zur Substanzklasse der NDP-Zucker erforderlich, wie ihn die cycloSal-
Methode darstellt.[?-24]

Vi



Zusammenfassung

Die Erarbeitung eines synthetischen Zugangs zu beiden Anomeren von Thymidindiphosphat-
L-Rhamnose, welche lber die cycloSal-Methode bisher noch nicht dargestellt wurden, war das
zweite Ziel dieser Arbeit. Aufgrund der konfigurationsbedingten nicht trivialen a- und
B-Rhamnosidierung sollte ein Fokus dieser Arbeit auf der Darstellung beider Anomere der
bendtigten Zucker-Phosphate liegen. Beide potentiellen Substrate der GtfC wurden von Dr. F.
Bdnisch aus der Arbeitsgruppe von Dr. U. Rabausch am Biozentrum Klein Flottbek im Rahmen
von in vitro Aktivitatsassays eingesetzt. Zudem wurde vor allem das (-Anomer als bereits
bekanntes Donor-Substrat zur Bestimmung kinetischer Parameter dieser Glycosyltransferase

eingesetzt.

Neben dem bereits bekannten acetylgeschitzten cycloSal-Triester von Thymidin wurde
erstmals ein mit Chz-Schutzgruppen geschitzter Triester erfolgreich dargestellt. Die
bendtigten beiden Anomere der Rhamnosylphosphate konnten sowohl in ihrer acetylierten als
auch entschitzten Form anomerenrein erhalten werden und die jeweilige Konfiguration am
anomeren Zentrum konnte mittels nicht entkoppelter *C- sowie tiber NOESY-NMR-Spektren
bestétigt werden. Die beiden Zielverbindungen konnten mit der cycloSal-Methode unter
Verwendung beider cycloSal-Triester in Ausbeuten zwischen 31% (B-Anomer) und 80%
(a-Anomer) erfolgreich dargestellt werden. Im Fall des B-Anomers entstand unter Verwendung
des acetylgeschitzten Triesters bei der durchgefiuhrten basischen Deacetylierung das
cyclische B-L-Rhamnopyranosyl-1,2-phosphat als dominantes Produkt. Durch den Einsatz des
neuartigen Cbz-Triesters in Kupplungsreaktionen, gefolgt von einer milden Abspaltung der
Cbz-Schutzgruppe mittels Transfer-Hydrierung, konnte die Bildung des Nebenproduktes
verhindert werden. Mithilfe eines in vitro Aktivitatsassays wurde von Dr. F. Bonisch bestétigt,
dass es sich bei Thymidindiphosphat-p-L-Rhamnose um ein Donorsubstrat der GtfC handelt,

wahrend das a-Anomer von dem Enzym nicht akzeptiert wird.

Vi
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Abstract

Part I: Synthesis of potential irreversible and reversible inhibitors of human
fucosyltransferase IX

Due to the structural diversity of carbohydrates protein glycosylation represents the most
complex type of posttranslational modification.*?! Many physiological and pathological
processes are closely related to fucosylated glycoconjugates.®4 Among the many known
fucosyltransferases human fucosyltransferase IX (hFucT IX) is responsible for the last catalytic
step in the biosynthesis of Lewis* epitopes.®! With regard to the development of potent
inhibitors structure elucidation of this enzyme is of particular interest.

The first aim of this thesis was to develop of a synthetic route for the preparation of different
photoactivatable arylazide modified GDP-B-L-fucose analogues as potential irreversible hFucT
IX inhibitors. The functionalization of the natural substrate should be achieved by introducing
arylazide groups at the C-6-position of the fucose residue using different linker lengths. The
linker length should be chosen based on the results of a homology modeling of the hFucT 1X
binding site. Via a covalent linkage to the enzyme triggered by UV radiation such
photoactivatable compounds could provide a new approach for co-crystallization. Besides
performing the first photolysis experiments and presenting an analytical concept for an
enzymatic application, these compounds should be evaluated as competitive hFucT IX
inhibitors.

By further developing the synthetic route of N. Lunaul® for the synthesis of an ATTO 550
labeled GDP-fucose, the successful synthesis of three different arylazide modified GDP-[3-L-
fucose analogues with none, two and ten methylene moieties as linker lengths could be
achieved in yields of 29%, 42% and in quantitative yield for the final couling step, respectively.
During the preparation of the required building blocks a novel efficient synthesis of L-galactose
was established and the selective 5’-deacetylation of peracetylated guanosine was further
optimized. Besides the first photolysis experiments an analytical concept to investigate the
covalent binding properties of these photoactivatable compounds was presented. Finally, an
inhibitory assay performed by S. Albers from the working group of Prof. Z. Ignatova, University
of Hamburg, revealed that the target compound containing the longest linker is a potent hFucT
IX inhibitor with an ICso value of 11 uM. The target compound with the shortest linker showed
an I1Csp value of 45 pM. In addition to their anticipated function as photoactivatable irreversible
inhibitors these structures could provide a starting point for an inhibitor design for hFucT as

well as other fucosyltransferases.

VI
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A further aim was to develop a strategy for the synthesis of a C-1-phosphonate GDP-(3-L-
fucose donorsubstrate analogue as a potential competitive hFucT IX inhibitor. The structural
differences to the natural substrate should be the exchange of the O-atom involved in the
glycosidic linkage to fucose by a methylene group as well as the omission of the methyl group
in the fucose residue.

Starting with b-mannose, a low-priced raw material, a synthetic route containing 10 steps for
the preparation of a demethylated C-1-phosphonate analogue of L-fucose in an overall yield of
16% was developed. The corresponding acetylated compound was synthesized in an overall
yield of 21%. Using both derivatives in cycloSal coupling reactions to obtain the desired target
compound only GMP as a side product could be isolated, leading to a heed for optimization in

further studies.

Part Il: Synthesis of TDP-B-L-rhamnose and its a-anomer for the analysis of a

novel bacterial glycosyltransferase

Flavonoids belong to the polyphenols and are secondary plant ingredients, which are
chemically derived from the structure of 2-phenyl chromane.l”® As an integral part of human
diet their importance lies in their antioxidative and radical scavenging nature. In addition, they
have numerous further beneficial effects on human health.[® Despite of their plant origin
flavonoid glycosylation can be catalyzed by bacterial glycosyltransferases (GTs).l9
Glycosyltransferase C (GtfC) represents a novel bacterial GT recently discovered by
Rabausch et al. which is able to synthesize the 3-O-a-L-rhamnoside of quercetin, using the
NDP sugar TDP-B-L-rhamnose amongst others as a donor.** For a detailed investigation of
the enzyme’s substrate properties and kinetic parameters an efficient synthetic way to obtain
NDP sugars, such as the cycloSal method, is required.*?-14

The second aim of this thesis was the development of a synthetic access to both anomers of
TDP-L-rhamnose. Due to the non-trivial synthesis of a- and B-rhamnosides one focus of this
thesis should be to synthesize both required sugar phosphate anomers. Both potential
substrates of GtfC should be tested by Dr. F. Bonisch from the working group of Dr. U.
Rabausch at the Biozentrum Klein Flottbek in in vitro activity assays. The (-anomer should
help to determine the kinetic parameters of this glycosyltransferase.

Besides the already well-known acetylated cycloSal triester of thymidine for the first time a
novel cycloSal triester alternatively protected with a Cbz-group was successfully preperated.
The required rhamnosyl phosphate anomers could be obtained anomerically pure in both their
acetylated and unprotected form. The right anomeric configuration was confirmed by coupled
BC-NMR as well as NOESY NMR analysis. Applying the cycloSal method both target

IX
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compounds were successfully synthesized by using both cycloSal triesters in yields between
31% and 80%. In the case of the B-anomer, while using the acetylated cycloSal triester,
formation of the cyclic B-L-rhamnopyranosyl 1,2-phosphate as the main product occurred
during the final deprotection under basic conditions. This side product formation could be
bypassed using the novel Cbz-triester in coupling reactions with a subsequent removal of the
Cbz-group by transfer hydrogenation. Applying an in vitro activity assay TDP-B-L-rhamnose
was confirmed by Dr. F. Bonisch as a GtfC substrate while the a-anomer was not accepted by

the enzyme.
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Einleitung Teil |

1 Einleitung

Kohlenhydrate gehtren neben den Proteinen, Nucleinsauren und Lipiden zu den vier
Hauptklassen von Biopolymeren und reprasentieren den grof3ten Teil der organischen Materie.
Neben ihrer Bedeutung als Energiespeicher, Stoffwechsel-Intermediate oder als Bestandteile
von Nucleinséauren spielen sie eine essentielle Rolle in biologischen Prozessen wie der Zell-
Zell-Erkennung, Zell-Adhasion, der Signaltransduktion oder der Immunantwort.!2
Kohlenhydrate kdnnen u.a. durch Sulfatierung, Phosphorylierung oder Methylierung zuséatzlich
modifiziert sein, was ihre ohnehin schon grof3e strukturelle Diversitat vervielfacht. Neben dem
Vorkommen als reine Kohlenhydrate in Form von Mono-, Oligo- oder Polysacchariden liegen

sie oftmals als Konjugate mit anderen Biomolekulen, z.B. Lipiden, vor.S!

Bei der Glycosylierung handelt es sich um einen enzymatischen Vorgang, bei dem Saccharide
Uber eine glycosidische Bindung kovalent mit anderen Sacchariden, Proteinen oder Lipiden
verknuipft werden.['*171 |m Fall der Proteine stellt sie aufgrund der groRen strukturellen Vielfalt
und Heterogenitat der Kohlenhydrate die komplexeste posttranslationale Modifikation dar.
Glycokonjugate kénnen dabei in verschiedenen Formen auftreten. Die meisten Glycoproteine
treten in Form von N-Glycanen auf und tragen verschiedene verzweigte Oligosaccharide Uber
eine N-glycosidische Bindung an Asparagin-Resten. Bei den seltener vorkommenden
O-glycosylierten Proteinen sind die Saccharide Uber eine O-glycosidische Bindung mit der
Hydroxylgruppe von Serin- oder Threonin-Resten verkniipft.'®1% Besteht eine O-glycosidische
Bindung zwischen Kohlenhydraten und Lipidmolekilen, sprich man von Glycolipiden. Als
Glycosphingolipide stellen diese z.B. die Hauptkomponente der &uf3eren Plasmamembran von
Zellen dar. Sind an der Oberflache solcher Membranen Proteine verankert, geschieht dies
Uber eine kovalente Bindung an einen Glycosylphosphatidylinositol(GPI)-Anker, welcher sich
in der Membran befindet.2"!

Die Synthese der N-glycosidisch verkniupften Glycane verlauft sowohl am endoplasmatischen
Retikulum als auch im Golgi-Apparat. Nach der Synthese der inneren Kernregion der
Oligosaccharidkette erfolgt die fortlaufende Verlangerung der Kette durch spezifische
Glycosyltransferasen.?!! Diese Enzyme katalysieren den Transfer einer Glycosyl-Einheit von
einem energiereichen Donor (in den meisten Fallen ein NDP-Zucker) auf einen Akzeptor, bei
dem es sich um ein Glycon oder ein Aglycon, z.B. ein Lipid, Protein oder ein anderes kleines
Molekil, handeln kann.?? NDP-Zucker-abhangige GTs werden auch als Leloir-
Glycosyltransferasen bezeichnet, wahrend Nicht-Leloir-Glycosyltransferasen typischerweise
Glycosylphosphate als Donoren nutzen.?324 Die S&augetier-GTs nutzen dabei eine relativ

geringe Anzahl unterschiedlicher Zuckernucleotide als Glycosyldonoren. Die Ubertragung der

3
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Glycosyleinheit kann dabei entweder unter Inversion oder Retention der Konfiguration am
anomeren Zentrum des transferierten Monosaccharids erfolgen.?® Glycosyltransferasen
gelten als hochspezifisch beziglich ihrer Substrate und weisen eine ausgepragte Regio- und
Stereospezifitat der katalysierten Transglycosylierungsreaktion auf.!2¢!

Eine veranderte Aktivitéat dieser Enzyme und das damit einhergehende Auftreten unnatirlicher
Glycan-Strukturen ist oft eng verknlpft mit diversen Krankheiten, wie Infektionen,?”]
Entziindungen(?82% und Krebs.? Typischerweise ist in Krebszellen eine Abweichung von den
natirlichen Glycosylierungswegen zu finden, was z.B. auf eine Uber- oder Unterexpression
von Glycosyltransferasen,°-33 eine Dysregulation von Chaperonen®+3% oder eine alternative
Glycosidase-Aktivitat zuriickzufiihren ist.*8! Abb. 1 zeigt eine Ubersicht an verschiedenen
veranderten Glycan-Strukturen und ihre Rolle in der Tumorentwicklung und -progression.
Beispielsweise beeintrachtigt eine Modifizierung von E-Cadherinen auf Epithelzellen mit
B1,6-Acetylglucosamin(GIcNAc)-verzweigten N-Glycanen durch eine erhohte Aktivitdt der
N-Acetylglucosaminyltransferase V. (GnT V) die Zell-Zell-Adhasion und férdert die
Tumorinvasion.B” Bei der Tumorzellmigration zeigen Integrine, die furr die Wechselwirkungen
mit anderen Zellen und der extrazellularen Matrix verantwortlich sind, sowohl in ihren O- als
auch N-verknuipften Glycanen veranderte Strukturen.® Auch eine fehlerhafte Glycosylierung
von Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) kann zu einer verénderten intrazellularen Signalgebung
mit einer verstarkten Zellproliferation fihren. So hat im Fall des Vascular endothelial growth
factor receptor (VEGFR) eine anormale Glycosylierung Einfluss auf die Wechselwirkung mit
Galectinen und wird mit der Tumorangiogenese in Verbindung gebracht.% SchlieRlich dienen
die Tumor-assoziierten Antigene Sialyl Lewis* und Sialyl Lewis® als Liganden fir auf
Endothelzellen exprimierte E-Selektine, was konsequenterweise die Krebszellenadh&sion und

Metastasierung fordert.[*%
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Abb. 1: Rolle von verschiedenen Glycan-Strukturen in der Tumorentwicklung und -progression.“!!

GTs reprasentieren somit wichtige potentielle Targets bei der Entwicklung von Inhibitoren, da
die entsprechenden Wirkstoffe pathologischen Prozessen entgegenwirken kdnnten und
folglich therapeutisch nutzbar wéren. Da die Strukturen, die Substrateigenschaften und die
Reaktionsmechanismen vieler GTs bis heute noch nicht ausreichend untersucht sind, besteht
grolBes Interesse an der Erforschung effektiver Synthesen von Substratanaloga zur
Etablierung neuer biochemischer Assays und zum Einsatz als Hilfsmittel zur

Strukturaufklarung dieser Enzyme.
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2 Kenntnisstand

2.1 Fucosylierung

L-Fucose-enthaltende Glycokonjugate sind essentiell fur eine groBe Anzahl von
physiologischen und pathologischen Prozessen, wie bei Entziindungen, bakteriellen und
viralen Infektionen, Tumormetastasierungen oder genetischen Stérungen.®4 Fucosylierungen
stellen oftmals den letzten Schritt in der Biosynthese von Oligosacchariden und
Glycokonjugaten dar, weshalb Fucose-Einheiten oft an terminaler Position solcher Glycane zu
finden sind. Hierzu zahlen Strukturen wie die Antigene Lewis?, Sialyl-Lewis?, Lewis* sowie
Sialyl-Lewis* (Le?, sLe?, Le*, sLe*. Eine besondere physiologische Bedeutung des
Tetrasaccharids Sialyl-Lewis* liegt z.B. in dem vermehrten Auftreten auf der Oberflache von
Leukocyten und der damit verbundenen Steuerung der Wechselwirkung dieser mit den
Selektinen von Endothelzellen bei der Leukozytenmigration.[*243 Ein erhohtes Auftreten von
Lewis-Antigenen an Zelloberflachen ist mit Tumorwachstum und Metastasierung assoziiert,
weshalb diese Strukturen als Tumormarker angesehen werden.*41 So kann eine
Uberproduktion von sLe* in den bdsartigen Tumorgeweben in der Bauchspeicheldriise, der
Brust, des Darmes oder der Lunge beobachtet werden.?? Insofern besteht ein besonderes
Interesse in der Erforschung der an der Bildung dieser Glycane beteiligten Enzyme, den
Fucosyltransferasen, da eine entsprechende Inhibition einen mdglichen therapeutischen
Ansatz bieten konnte.[®

Fucosyltransferasen (FucTs) représentieren eine wichtige Untergruppe von invertierenden
GTs. Diese Enzyme katalysieren den Transfer einer L-Fucose-Einheit aus
Guanosindiphosphat-B-L-Fucose (GDP-B-L-Fucose) auf einen Akzeptor unter Bildung einer
al,2-, al,3/4-, al,6-glycosidischen Bindung oder eines fucosylierten Serin- bzw. Threonin-
Restes.8 Entsprechend dieser Verkniipfungsarten teilt man die FucTs in die vier Subfamilien
al,2-, al,3/4-, al,6-FucTs und O-FucTs ein, welche sich ebenso in ihren
Fucosylierungsstellen unterscheiden (Abb. 2).

Von den insgesamt 13 bekannten humanen Fucosyltransferasen sind zwei keine
Transmembranproteine, sondern liegen in loslicher Form vor. Diese beiden O-FucTs
katalysieren die Fucose-Ubertragung auf Serin- und Threonin-Reste bestimmte Proteine unter
Bildung von O-Glycosiden.“®5% Die Fucosyltransferasen hFucT | und hFucT Il Ubertragen
Fucose-Reste auf die Galactose-Einheit terminaler N-Acetyllactosamin-Reste (LacNAc) unter
Bildung von al,2-Verkniipfungen. Diese beiden Enzyme sind fur die Synthese der

Blutgruppenantigene A, B und H verantwortlich.!!
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al,6-Fucosylierungen, welche auch als Kern-Fucosylierungen bekannt sind, werden
ausschlieBlich  von der hFucT VIII katalysiert und erfolgen an der innersten
N-Acetylglucosamin-Einheit (GIcNAc) der Kernstruktur Asparagin-verknupfter Oligosaccharide
(N-Glycane).5?l Vor allem bei der Proteinfaltung, -stabilitat und -sortierung spielen diese
Modifikationen eine wichtige Rolle.®

Die Fucosyltransferasen hFucT 1lI-VIl sowie die hFucT IX gehdren zu den
al,3-Fucosyltransferasen und sind fur den letzten Schritt in der Synthese der Lewis-Antigene
verantwortlich.®*-571 Unter ihnen besitzen die hFucT Il und V zusétzlich die Fahigkeit zur
Katalyse von al,4-Fucosylierungen. Wahrend die Fucosylierung durch die hFucT V nur an der
inneren GIcNAc-Einheit der Poly-LacNAc-Kette erfolgt, kann dies bei hFucT I, IV und VI an
beliebigen GIcNAc-Einheiten dieser Kette erfolgen. Zuséatzlich ist bei einigen FucTs, wie der
hFucT VII oder IX, der genaue Ort der Fucoslierung vom Sialylierungsgrad des
Oligosaccharids abhéangig. So erfolgt der Fucosyltransfer der hFucT IX bei einem sialylierten
Akzeptor auf die innere GIcNAc-Einheit der Poly-LacNAc-Kette, wahrend er im nicht-

sialylierten Fall am Terminus dieser Kette stattfindet.[8!

FucT (1)-(o](1 - IX)
al,2-, a1,3-, a1,4-, a1,6-Fucosyltransferasen
NeuAc NeuAc

Gal «— a1,2-FucTs E]@ — Gal
I I

GIcNAc «—  ai,3-FucTs @ —+ GlcNAG

( Glal ) Gal

)
n GlcﬂiVAC “— a1,3/4-FucTs 3])(4] —>( Glc:iVAc n
Gal B

Gal
| |
GIcNAc <— o1,3/4-FucTs E] — GIcNAG
| | |
Gal Man Man
| | \ /

Gal/GlcNAc  GlcNAc Man
|

(; NA/ GlcNAc
|
C! ¢ o1,6-FucT —» GlcNAC

O-Glycane N-Glycane

Abb. 2: Ubersicht tiber die Fucosylierunsgstellen der hFucTs I-1X (bearbeitet nach Tu et al.).[4]
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Uber die Akzeptoreigenschaften und Verkniupfungsarten der relativ neu entdeckten
Fucosyltransferasen FucT X und FucT Xl ist noch wenig bekannt. Vermutlich z&hlen sie zur
Subfamilie der al,3-Fucosyltransferasen.%

Bis heute sind nur sehr wenige Kiristallstrukturen von humanen Fucosyltransferasen aufgeklart
worden.®® Neben den Strukturen der beiden humanen O-Fucosyltransferasen 1 und 24950
wurde von den N-glycosylierenden Fucosyltransferasen lediglich die von der hFucT VIII 2007
von lhara et al. mit einer Auflésung von 2.6 A ohne zusétzlichen Liganden erhalten.® 2012
konnte anhand dieser Struktur von Koétzler et al. mithilfe von Docking-Studien eine detaillierte
Wechselwirkung des Donor-Substrates mit dem aktiven Zentrum sowie mittels
Sattigungstransfer-Differenz-NMR-Spektroskopie (STD-NMR) das Bindungsepitop dieser
Struktur ermittelt werden.®? Die Helicobacter pylori Fucosyltransferase (hpFucT) stellt bis
heute die einzige al1,3-FucT dar, deren Struktur bekannt ist.% Sun et al. haben dabei sowohl
Strukturen im Komplex mit GDP und GDP-B-L-Fucose als auch ohne Liganden erhalten.[®
Anhand der Kristallstruktur und der darin positionierten Akzeptor- und Donorsubstrate, konnte
ein Reaktionsmechanismus abgeleitet werden, der dem fiir die hFucT V von Murray et al.

vorgeschlagenen ahnelt (Abb. 3).[6364]

(@]
N » OH 44 OH
2 3 <AL A %%
= HO
P< N N NH2 LacNAc ,0 OH

H !
Lys-250 OH NH ’\w
Arg-195 N 3 HyN NH, on oH
o O/LacNAc / o

[
GDP o & Lys-250 W

+ HaC ~~/--0-GDP Arg-195
Lewis X HO OH

OH _ . Enzym-Substrat-Komplex
O Ubergangszustand

0
Glu-249

Abb. 3: Vorgeschlagener Mechanismus der von der hpFucT katalysierten Reaktion (bearbeitet nach
Sun et al.).l63!

Hiernach wird die katalysierte Reaktion durch eine Erhéhung der Aciditdt der
C-3-Hydroxylgruppe der N-Acetylglucosamin-Einheit des Akzeptors durch Glu-95 eingeleitet.
Dieses wirkt als Base und deprotoniert diese Hydroxylgruppe, wodurch es zu einem
nucleophilen Angriff auf das anomere Zentrum der Fucose-Einheit kommt. Es erfolgt die
Bildung einer neuen glycosidischen Bindung unter Inversion der Konfiguration und unter

gleichzeitigem Austritt von GDP als Nebenprodukt, welches zusammen mit dem entstandenen

8
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Lewis*-Trisaccharid die Bindetasche verlassen kann. Die negativen Ladungen der
Pyrophophat-Einheit des Donors werden von den positiv geladenen Aminosdureresten von
Lys-250 und Arg-195 stabilisiert, was auch den Bruch der glycosidischen Bindung zur Fucose
erleichtert. Schlie3lich kann die wahrscheinliche partielle positive Ladung der Fucose im
Ubergangszustand teilweise durch das Glu-249-Anion stabilisiert werden. !

2.2 Humane Fucosyltransferase IX

Bei der humanen Fucosyltransferase IX (hFucT 1X) handelt es sich um ein hoch konserviertes
und hauptsachlich im Zentralnervensystem exprimiertes Enzym der al,3-FucT-Familie.®!
Dieses katalysiert den Transfer einer Fucose-Einheit vom aktivierten Donor GDP-B-L-Fucose
auf eine terminale N-Acetyllactosamin-Einheit in Polylactosamin-Ketten. Diese Ubertragung
stellt den letzten Glycosylierungsschritt in der Biosynthese von Lewis*-Epitopen dar, an deren
Bildung im Gehirn dieses Enzym wahrscheinlich am starksten beteiligt ist.[5® Die hFucT IX tritt
hauptsachlich im Golgi-Apparat und dem trans-Golgi-Netzwerk®® auf und setzt sich, wie alle
bekannten humanen al,3-FucTs, aus einem kurzen cytoplasmatischen N-Terminus, einer
Transmembrandoméane und aus einem in das Golgi-Lumen weisenden C-Terminus

zusammen, der die katalytische Doméne enthalt (Abb. 4).167

(\—— COOH

CAT

Golgi-Lumen ‘
QQCHDCHDCHDCHD TMQ” T 1T 1T 1T Golgi-Membran
OOOOOOLOOOOOO

Cytosol

Abb. 4: Schematische Struktur von a1,3-FucTs (TM: Transmembrandoméne; CAT: Katalytische
Doméne).[67]

Eine Methode zur Gewinnung grofRer Mengen einer Idslichen rekombinanten Variante der
hFucT IX wurde von Stacke et al. unter Verwendung eines Baculovirus-Expressionssystems
in Insektenzellen entwickelt.[®® Wichtige Enzymeigenschaften, wie das Temperatur- und pH-
Optimum, sowie enzymkinetische Faktoren, wie die spezifische Aktivitat und die

Michaeliskonstante, konnten in Folgearbeiten von C. Stacke ermittelt werden. 9
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Der genaue Reaktionsmechanismus der hFucT IX ist bis heute noch nicht bekannt. Eine
Abh&ngigkeit der katalysierten Reaktion von zweiwertigen Metallkationen, wie sie bei anderen
al,3-FucTs auftritt, konnte ausgeschlossen werden.!®® Von Seelhorst et al. wurde tber die
unterschiedlich stark ausgeprégte Relevanz der drei vermeintlichen N-Glycosylierungstellen
in der Sequenz der hFucT IX fur die vollstandige Aktivitit des Enzyms berichtet.[’”
Glycosylierte Proteine gelten oft aufgrund der Heterogenitat der Zucker-Strukturen als
schwierig zu kristallisieren, was erst nach der Abspaltung der entsprechenden Glycostrukturen
gelingt. Sind diese jedoch, wie im Fall der hFucT IX, flr ihre enzymatische Aktivitat notwendig,
wurden solche Kristallstrukturen nicht den gewlinschten nativen Zustand wiedergeben. Dies
kénnte ein moglicher Grund fur die bis heute nicht gelungene Kristallisation der hFucT IX sein.
Es gibt jedoch auch Beispiele fiir eine gelungene Kristallisation von glycosylierten Proteinen,

wie die Glutamatcarboxypeptidase I1.['41

2.3 Untersuchung von Fucosyltransferasen mittels modifizierten GDP-Fucose-

Derivaten

Da sowohl ein veréndertes Vorkommen bestimmter Glycan-Strukturen als auch
Abweichungen von ihren nattrlichen Mustern in einem direkten Zusammenhang mit diversen
Erkrankungen stehen, besteht ein grolRes Interesse an der Erforschung der an diesen
Prozessen beteiligten Enzymen. Sowohl fur strukturelle und funktionelle Untersuchungen von
GTs als auch fiir die Verfolgung der durch sie katalysierten Prozesse stellt die Entwicklung
geeigneter biochemischer Assays eine wichtige Voraussetzung dar. Ein breites Spektrum an
analytischen Methoden wurde bereits eingesetzt, um die GT-Aktivitdt wahrend der
Enzymreinigung, fir mechanistische Studien oder im Rahmen von Hochdurchsatz-Screenings
(engl. High-throughput-screening, HTS) zu beobachten.’? In vielen entwickelten
biochemischen GT-Assays kommt es dabei zum Einsatz von natilrlichen und modifizierten
Substratanaloga. In den hier nachfolgend vorgestellten Beispielen fir FucT-Assays sind das
verschiedene an der C-6-Position der Fucose-Eineheit modifizierte GDP-Fucose-
Derivate.67374 Es st bekannt, dass besonders Fucosyltransferasen eine ausgepragte
Toleranz gegeniber strukturellen Anderungen an dieser Position des natiirlichen Donor-

Substrates besitzen und die entsprechenden Analoga als Substrate akzeptieren konnen.[”

Von Maeda et al. wurde ein Fluoreszenz-basierter Assay unter Ausnutzung des Fdorster-
Resonanzenergietransfers (FRET) zur direkten und kontinuierlichen in vitro Untersuchung der
durch Fucosyltransferasen katalysierten Reaktion sowie das Screening von Inhibitoren
entwickelt. Dabei wurden als FRET-Paar eine Naphthyl-modifizierte GDP-3-L-Fucose 1 und

ein mit einem Dansyl-Chromophor versehenes Sialyl-a-2,3-LacNAc-Derivat 2 als Akzeptor-

10
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substrat verwendet (Abb. 5). Wahrend der Umsetzung der Substrate konnte tber die Anregung
des Naphthyl-Chromophors mit Licht einer Wellenlange von 280 nm die Emission des zweiten
Fluorophors bei einer Wellenlange von 540 nm gemessen und die Reaktion fir die
rekombinanten humanen Fucosyltransferasen VI und VIl erfolgreich verfolgt werden.
AulRerdem konnte mit Hilfe dieses Assays ein micromolarer Inhibitor der hFuc VI identifiziert

werden.["3]
0
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Abb. 5: Strukturen der von Maeda et al. eingesetzten Substrat-Analoga 1 und 2.[73]

In Anlehnung an den Ansatz von Maeda et al. wurde von Lunau et al. basierend auf
fluoreszenzmarkierten Substraten eine Moglichkeit zur Verfolgung der Aktivitat der hFucT IX
entwickelt (Abb. 7).67 Es wurden dazu die mit zwei unterschiedlichen ATTO-Farbstoffen
gelabelten Substrate dieses Enzyms synthetisiert. N. Lunau hat im Rahmen ihrer Dissertation
die ATTO 550-markierte GDP-B-L-Fucose 3 dargestellt, welche an der C-6-Position der
Fucose-Einheit Uber eine Amidbindung mit dem Farbstoff verknipft ist. Das entsprechende
Akzeptorsubstrat wurde in Form der beiden ATTO 647N-modifizierten LacNAc-Derivate 4a,b

eingesetzt.l
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Abb. 6: al,3-FucT-katalysierte Bildung des zweifach fluoreszenzmarkierten Lewis*-Derivates 5a,b.[6

Die enzymatische Umsetzung dieser Verbindung zum zweifach gelabelten Lewis*-Derivat
5a,b konnte Uber Hochleistungsdiinnschichtchromatographie (engl. High-performance thin-
layer chromatography, HPTLC) gekoppelt mit einer massenspektrometrischen Detektion
analysiert und mittels Fluoreszenz-Kreuzkorrelations-Spektroskopie (engl. Fluorescence
cross-correlation spectroscopy, FCCS) verfolgt werden. Beide fluoreszenzmarkierten
Verbindungen 3 und 4a,b wurden dabei von einer rekombinanten hFucT IX und von der
Helicobacter pylori al,3-FucT als Substrate akzeptiert. AuRerdem wurde durch die Messung
von Fluoreszenz-Emissionsscans in Gegenwart der hFucT versucht, wahrend der Reaktion
einen moglichen FRET-Effekt zwischen ATTO 550 und ATTO 647N zu messen. Die erwartete
Abnahme der Emission von ATTO 550 konnte dabei tatsachlich beobachtet werden, wahrend
die erwartete Zunahme der Emission von ATTO 647N ausblieb. Analoge Versuche mit der

Helicobacter pylori al,3-FucT haben &hnliche Resultate geliefert, was zu der Vermutung
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fihrte, dass die beiden ATTO-Fluorophore im gebildeten Trisaccharid einen Abstand von mehr
als 10 nm besitzen.®

Ein weiterer Ansatz zur Untersuchung von Fucosyltransferasen mit verschiedenen
fluoreszenzmarkierten NDP-B-L-Fucose-Analoga wurde von Seelhorst und Pahnke vorgestellt.
K. Pahnke konnte hierbei erfolgreich ein mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein-
isothiocyanat (FITC) GDP-B-L-Fucose-Derivat 6 sowie jeweils ein Triazol-verbrucktes
5-Carboxyfluorescein(FAM)-Analogon von Uridindiphosphat(UDP)- sowie GDP-B-L-Fucose (7
und 8) synthetisieren und diese zusammen mit der ATTO 550-markierte GDP-B-L-Fucose 3
von N. Lunau in Fucosyltransferase-Studien einsetzen (Abb. 7). Diese vier Donorsubstrat-
Analoga ubertrugen mithilfe von vier verschiedenen Fucosyltransferasen (hFucT V, VIl und IX
sowie die Helicobacter pylori al,3-FucT) die fluoreszenzmarkierten Fucosereste in
unterschiedlichem Maf3e auf die Glycoproteine gp130, Fetuin und Asialofetuin. Die Analyse
der Markierungsreaktionen erfolgte mittels in-Gel Fluoreszenzdetektion und Fluoreszenz-

Polarisation.[”4
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Abb. 7: FITC-markierte GDP-B-L-Fucose 6 sowie FAM-Triazol-modifizierte NDP-B-L-Fucose-Derivate
7 und 8 zur Markierung von Glycoproteinen.[’4

Neben fluoreszenzmarkierten Substraten als Tools zur Untersuchung von Enzymen stellen die
Photoaffinitatsmarkierungen (photoaffinity labeling, PAL) einen konzeptionell anderen Ansatz
zur Erforschung von Proteinen und Enzymen dar und dies soll im Folgenden vorgestellt

werden.
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2.4 Einsatz von photoaktivierbaren Substratanaloga zur Untersuchung von

Enzymen

Die Grundidee des PAL ist die UV-Licht-aktivierte Vernetzung eines kleinen Molekils mit
einem zu untersuchenden Makromolekil durch eine kovalente Bindung. Die Anfange dieser
biochemischen Methode gehen auf die Arbeiten von Westheimer et al. 1962 Uber die
Photolyse von Diazoverbindungen und ihre Fahigkeit, die Bindungstaschen von Enzymen zu
markieren, zuriick.[’>78 Bis heute erfolgte eine stetige Optimierung dieses Ansatzes. Die
verwendeten Molekille besitzen einerseits die Struktur eines natirlichen Liganden des zu
untersuchenden Proteins, andererseits enthalten sie zusatzlich eine photolabile Gruppe, die
nach einer Aktivierung eine kovalente Bindung zum Protein herstellen kann. Schlief3lich
konnen diese Verbindungen zusatzlich mit einer tag-Einheit versehen werden, um das
selektive Isolieren der gebundenen Proteine zu erméglichen. Dies hat zur Folge, dass das
analysierte Protein bei dieser Methode nicht gereinigt sein muss, sondern sich auch im
Gemisch mit anderen Proteinen befinden kann, was dies zu einem attraktiven Ansatz zur

Erforschung ganzer Proteome macht.l’”:78l

Inzwischen haben sich mehrere photoaktivierbare Gruppen fir den biochemischen Einsatz
etabliert. Neben den erforderlichen photophysikalischen Eigenschaften, wie eine grof3e
Anregungswellenlange und Vernetzungseffizienz, mussen diese Gruppen zusatzliche
Anforderungen erfiillen. Um die Wechselwirkung des Liganden mit dem zu untersuchenden
Protein nicht zu beeinflussen, dirfen diese Gruppen nicht zu sterisch anspruchsvoll sein. Des
Weiteren missen sie in ihrer inaktiven Form zu allen funktionellen Gruppen des Proteins und
der Messumgebung bioorthogonal sein. Abb. 8 zeigt die heute Ublicherweise genutzten Arten

von photoaktivierbaren Gruppen.[’®

Benzophenon wird durch relativ langwelliges Licht (350-365 nm) unter Bildung eines Diradikals
aktiviert, was vorteilhaft bei moglichen in vivo Anwendungen sein kann. Die gebildete reaktive
Spezies kann mit benachbarten C-H-Bindungen unter Bildung von kovalenten Addukten
reagieren. Bei der Bildung des Benzophenon-Diradikals handelt es sich im Gegensatz zu
den weiteren vorgestellten Gruppen um einen reversiblen Vorgang. Bei Abwesenheit
geeigneter C-H-Bindungen reagiert dieses nach 120 ps zurick zum Ausgangszustand und
kann erneut aktiviert werden. Dadurch kann beim Einsatz von Benzophenon-Derivaten eine
hohe Bindungseffizienz erreicht werden.!® Verglichen mit anderen Gruppen gilt Benzophenon

als relativ selektiv, da es bevorzugt an das Schwefelatom von Methionin-Resten bindet.
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Benzophenon phenyldiazirin Alkyldiazirin Arylazid
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Abb. 8: Darstellung von vier haufig genutzten photoaktivierbaren Gruppen. Die unmittelbar
entstehenden Photolyseprodukte sind rot dargestellt.[”

Sowohl Trifluormethylphenyl- als auch Alkyldiazirine kénnen mit Licht einer Wellenlange von
350 nm durch Abspaltung von Stickstoff und unter Bildung eines Carbens aktiviert werden.®?
Carbene stellen hochreaktive Crosslinker dar, welche in jede benachbarte C-H- sowie
Heteroatom-H-Bindung unter Bildung kovalenter Addukte insertieren konnen.®¥ Sowohl die
relativ geringen Halbwertszeiten im Bereich von wenigen Nanosekunden als auch die
mogliche schnelle Reaktion mit Wasser kdonnen bei der Anwendung zu einer geringen

Vernetzungseffizienz fihren. 384

Analog zu der Gruppe der Diazirine kommt es bei Arylaziden bei einer Photoaktivierung mit
teilweise relativ energiereichem Licht (254-400 nm) zur Abspaltung eines N2-Molekils unter
Bildung eines Nitrens, welches in diesem Fall die reaktive Spezies darstellt. Das gebildete
Nitren besitzt eine Halbwertszeit von bis zu 100 us und kann schnell kovalente Addukte durch
Insertion in benachbarte C-H- sowie Heteroatom-H-Bindung bilden.[’”® Fehlen solche
strukturellen Einheiten in unmittelbarer Nahe, kann das zunachst entstandene Singulett-
Nitren 9 unterschiedliche Folgereaktionen eingehen, welche in Abb. 9 am Beispiel von
Azidbenzol 10 gezeigt sind. So kann das priméar entstandene Singulett-Nitren 9 durch eine
Ringerweiterung tiber das 2H-Azirin 11 zum Didehydroazepin 12 reagieren, welches wiederum
von verschiedenen Nucleophilen unter Bildung einer kovalenten Bindung abgefangen werden
kann. Alternativ kann aus 9 mittels Intersystem crossing (ISC) das entsprechende Triplett-

Nitren 15 entstehen und dieses weiter zur Diazo-Verbindung 16 dimerisieren.®5-8"
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Abb. 9: Produkte der Photolyse von Arylaziden.83!

Arylazide wurden bereits vielfaltig als Crosslinker fur biochemische Zwecke verwendet.[8-911
So wurde z.B. 2010 von Suwal et al. eine phosphorylierungsabhangige Kinase-Substrat-
Crosslink-Strategie zur Identifizierung von zellularen Kinase-Substraten vorgestellt (Abb.
10).9 Aufbauend auf der Erkenntnis, dass zellulare Kinasen eine Modifikation an der
y-Phosphatgruppe des natirlichen Co-Substrates Adenosintriphosphat (ATP) tolerieren,
wurde dieses synthetisch Uber einen hydrophilen Linker mit einer Arylazid-Einheit verbunden.
Bei einer mit dem ADP-Derivat 17 erfolgenden Phosphorylierung eines Proteins kann bei
gleichzeitiger UV-Aktivierung neben der Ubertragung der modifizierten y-Phosphatgruppe auf
das Substrat-Protein zusatzlich eine kovalente Bindung zwischen Kinase und Substrat
entstehen. Die ldentifizierung des kovalenten Adduktes soll unter Verwendung traditioneller
Gel-Elektrophorese und mittels Western Blot erfolgen. Suwal et al. konnten diese Strategie
bereits erfolgreich mit Serin, Threonin und Tyrosin enthaltenden Peptid-Substraten testen.

UV-Licht

S

Substrat Substrat

Abb. 10: Schematische Darstellung der kovalenten Verkniipfung einer Proteinkinase an ihr Substrat-
Protein nach erfolgter Phosphorylierung und UV-Aktivierung (bearbeitet nach Suwal et al.).[8]
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Ein anderer Einsatz von Substrat-Analoga mit photoaktivierbaren Gruppen wie Arylaziden fallt
in den Bereich der Proteomik. Mit dem von H. Kdster entwickelten Konzept der Capture
compound mass spectrometry (CCMS) kann eine selektive und funktionale Isolierung und
Analyse von Zielproteinen direkt aus komplexen biologischen Proben mittels kleiner,
trifunktionaler Molekiile, den sogenannten Capture compounds (CCs) erfolgen.®? Neben einer
Selektivitatsfunktion, welche strukturell den nattrlichen Liganden der gesuchten Proteine
entspricht und fur eine affinitatsbasierte Interaktion mit dem Protein sorgen soll, besitzen CCs
zusatzlich eine photoaktivierbare Gruppe (Arylazide oder Diazirine) sowie eine Sortierfunktion
in Form eines Biotin-Restes (Abb. 11).°? Bis auf die unterschiedlichen Selektivitatsfunktionen
besitzen die CCs einen identischen Aufbau, deren Kern eine auf Asparagin zurlckzufihrende
dreiarmige Struktur darstellt. Diese ist Uber drei Amid-Bindungen mit den drei beschriebenen
funktionellen Einheiten verbunden, wobei der Biotin-Rest Uber einen Linker distanziert

vorliegt.1?

photoaktivierbare Gruppe

N
’ Biotin

O
o (o]
HN\)J\ )W,
! - H/\&/\oa\/\u 0, -8
N_ ~ 3 H

\[3( HNWNH

Selektivitatsfunktion o

\

Abb. 11: Darstellung der Grundstruktur aller Capture compounds beispielhaft mit einem Arylazid als
Reaktivitatsfunktion.[92

Ein typisches CCMS-Experiment startet mit der Zugabe der CC zu einem komplexen Zelllysat
gefolgt von einer Photoaktivierung mit dem Ziel, eine kovalente Bindung mit dem Zielprotein
herzustellen, welches im Idealfall mit der Selektivitatsfunktion interagiert (Abb. 12). Eine
darauffolgende Zugabe mit Streptavidin beschichteter Magnetbeads ermdglicht nach diversen
Waschschritten die Isolierung der Konjugate. Die abschlieRende Analyse kann mittels SDS-

PAGE und/oder massenspektrometrisch erfolgen.®?
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Schritt 1: Affinitatsbedingte Wechselwirkung
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Schritt 2: UV-Licht-induzierter Crosslink Schritt 3: Isolierung mit Streptavidin-haltigen Magnetbeads

—_— —_—
: Identifizierung mittels
SDS-PAGE und MS

b

¥
F

3 ssmnE ¥
'*I w

Juudhil

mf1

Abb. 12: Schematische Darstellung der CCMS (bearbeitet nach Michaelis et al.).[!

Mithilfe von CCs konnten mit dieser Methode bereits unterschiedliche Proteine, z.B.
Methyltransferasen oder cAMP bindende Proteine isoliert und analysiert werden.>%1 Auch
konnte mittels CCMS mit der Ribosyldihydronicotinamid Dehydrogenase ein neues Target-
Enzym fur den bereits als Antikoagulans zugelassenen Thrombin-Inhibitor Dabigatran

gefunden werden.?

Weiterhin kénnen Uber den Bereich der Photoaffinitditsmarkierungen hinaus kovalente
Bindungen zwischen Liganden und Enzymen zur Strukturaufklarung mittels

Kristallstrukturanalyse genutzt werden. 5%
2.5 Fucosyltransferase-Inhibitoren

Auch ohne die genaue Kenntnis Uber die Strukturen von den meisten Fucosyltransferasen
wurde bis heute intensiv an FucT-Inhibitoren geforscht. Trotz eines nicht mdglichen
strukturbasierten Inhibitordesigns existieren dennoch unterschiedliche Strategien zum
Auffinden potenter kompetitiver Inhibitoren. Ansatzpunkte stellen dabei oft die wenigen
Informationen bereits erfolgreich kristallisierter FucTs und der damit abgeleiteten
Vorstellungen von den Reaktionsmechanismen der katalysierten Fucose-Ubertragung dar./®4

So ist ein beliebter Ansatz fur ein Inhibitor-Design von Glycosyltransferasen die Synthese von
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Donor- oder Akzeptorsubstratmimetika und die Darstellung von Ubergangs-

zustandsanaloga.”

Abb. 13 zeigt eine Ubersicht einiger bereits erfolgreich synthetisierter potenter Inhibitoren von
Fucosyltransferasen mit strukturell unterschiedlichen Anséatzen. Bei allen dargestellten
Verbindungen handelt es sich jedoch um Donor-Substratanaloga und allen ist als
Strukturelement die GDP-Einheit gemein, was mit der bekannten hohen Bindungsaffinitat
dieser Teilstruktur mit den FucTs zusammenhéngt. Die beiden von Cai et al. dargestellten
Verbindungen 18 und 19 stellen die ersten beiden bekannten carbocyclischen Analoga von
GDP-B-L-Fucose dar.®®l Gegenlber einer humanen al,3/4-FucT zeigen beide Strukturen
einen gréReren inhibitorischen Effekt als GDP, wobei das Cyclohexen-Derivat 19 als
Ubergangszustandsanalogon sogar starker als GDP-B-L-Fucose inhibiert.®®! Eine &hnliche
Konformation erhalt die Fucose-Einheit in Verbindung 20 durch den angekniipfte Triazol-Ring.
Fur diese Verbindung konnten gegentber der hFucT V und hFucT VI Inhibitionskonstanten
von 8 bzw. 13 pM gemessen werden.® Den bis heute potentesten FucT-Inhibitor mit einer
Inhibitionskonstante im nanomolaren Bereich gegentber der FucT VI stellt das vor Lee et al.
synthetisierte GDP-Triazol 21 dar, welches beim Screening einer Substanzbibliothek

verschiedener Triazol-Derivate identifiziert wurde.!1%

Ein in der Synthese von NDP-Zucker-Analoga popularer Ansatz ist die Darstellung von
C-1-Phosphonat-Derivaten unter Verzicht auf die glycosidische Bindung zur Ubertragbaren
Zucker-Einheit,1*%2-104 wodurch diese Verbindungen zu den Mimetika der Pyrophosphatbriicke
gezahlt werden.['9110% Neben einer erhohten Stabilitat gegenliber sauer- oder enzymatisch
katalysierter Hydrolyse stellt das Ausbleiben der GT-vermittelten Transglycosylierungsreaktion
ein wichtiges Merkmal dieser Verbindungen dar.!*°® Von Luengo et al. wurde ein isosterisches
C-1-Phosphonat-Analogon 22 der GDP-B-L-Fucose vorgestellt, bei dem die glycosidische
Bindung zwischen dem B-Phosphat und der Fucose-Einheit durch eine Methylen-Gruppe
ersetzt wurde.®” Ein bewusster Austausch des Sauerstoffatoms gegen eine langere Ethylen-
Einheit in einer a-analogen Konfiguration wurde fir denselben NDP-Zucker zur Darstellung
eines nicht-isosterischen Analogons 23 von Vidal et al. ausgewahlt.*°! Es wird angenommen,
dass diese Modifikation die Verlangerung der C-O-Bindung wahrend eines mdglichen Sy2-
artigen Uberzustandes des vorgeschlagenen Reaktionsmechanismus fur invertierende GTs

imitiert.[°7]
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Carbocyclische Analoga der GDP-Fucose
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Abb. 13: Beispiele verschiedener potenter FucT-Inhibitoren.[98-100,107,108]

Diese Beispiele zeigen, dass fir die Synthese solcher Inhibitoren ein effizienter synthetischer
Zugang zu den generellen Nucleosiddiphosphat-Zucker-Strukturen (NDP-Zucker-Strukturen)

wesentlich ist. Nahere Informationen zur NDP-Zucker-Synthese finden sich in Teil Il dieser

Arbeit (siehe 6.4).
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3 Aufgabenstellung

Fucosylierungen stellen oft den letzten Schritt im Rahmen der Biosynthese vieler wichtiger
Saccharide, z.B. der Lewis-Antigene, dar. Solche fucosylierten Glycanstrukturen spielen eine
zentrale Rolle in physiologischen Prozessen, wie der Zell-Zell-Erkennung, der Zell-Adhesion
oder bei der Immunantwort.’%! Eine Uberexpression der an ihrer Synthese beteiligten
Fucosyltransferasen und das damit einhergehende veranderte Vorkommen dieser Glycan-
Strukturen wird oft mit dem Auftreten diverser Krankheiten (Infektionen, Entziindungen und
Krebs) in Verbindung gebracht. Fucosyltransferasen reprasentieren somit wichtige potentielle
Targets bei der Entwicklung von Inhibitoren, da die entsprechenden Wirkstoffe pathologischen
Prozessen entgegenwirken kénnten und folglich therapeutisch nutzbar waren. Dazu muss
jedoch die genaue Struktur und Funktionsweise dieser Enzyme besser verstanden werden.
Bis heute sind nur sehr wenige Kristallstrukturen von Fucosyltransferasen gelést worden, von
denen die meisten O-Fucosyltransferasen darstellen.!® Die Helicobacter pylori
Fucosyltransferase ist dabei die einzige al,3-FucT, deren Struktur bekannt ist.[%®! Deswegen
ist bei diesen Enzymen ein strukturbasiertes Inhibitordesign kaum denkbar und

mechanistische Untersuchungen sind mit besonderen Schwierigkeiten verbunden.

Ein Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer Syntheseroute zur Darstellung von
photoaktivierbaren Guanosindiphosphat-p-L-Fucose-Analoga als potentielle irreversible
Inhibitoren der hFucT IX, was in Anlehnung an die von N. Lunau erarbeitete Syntheseroute
erfolgen sollte (Abb. 14).111]

Photo-
aktivierbar
Gruppe

:
N

o O/GDP
(0] OH
HO

OH

Abb. 14: Zu synthetisierende photoaktivierbare Guanosindiphosphat-B-L-Fucose-Analoga.

Dabei sollte bei den Zielverbindungen bewusst die natirliche Struktur des Donor-Substrates
(die GDP-B-L-Fucose-Einheit) gewahrt werden und die Modifikation an der C-6-Position des
Zuckers erfolgen, da bereits aus vorherigen Arbeiten bekannt ist, dass die humane
Fucosyltransferase IX strukturelle Anderungen an dieser Position toleriert und die
entsprechenden Analoga als Substrate akzeptieren kann. Im Hinblick auf eine unspezifische
kovalente Bindung der photoaktivierbaren Gruppe zum Enzym aul3erhalb des aktiven
Zentrums in der Peripherie des Proteins sollten unterschiedliche Linker-Langen getestet

werden.
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Der erhoffte Wirkmechanismus solcher Verbindungen ist die Ausbildung einer kovalenten
Bindung auflerhalb des aktiven Zentrums, verbunden mit einer Erh6hung der
durchschnittlichen Verweildauer der nattrlichen Einheit des Substrates in der Bindetasche des
Enzyms. Die dargestellten Verbindungen sollten auf ihre Photolabilitat untersucht werden und
ein geeignetes analytisches Konzept zur Anwendung am Enzym erarbeitet werden. Solche
kovalent gebundenen natirlichen Substrate konnten ein moglicher neuer Ansatz fur eine Co-
Kristallisation von Fucosyltransferasen zur Strukturaufklarung sein.

Zusatzlich sollten die dargestellten Verbindungen in Inhibitionsassays von S. Albers aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Z. Ignatova nach einem von K. Seelhorst aus der Arbeitsgruppe von
Prof. U. Hahn entwickelten Durchfihrungsprotokoll auf ihre Eigenschaften als kompetitive

Inhibitoren untersucht werden. 2

Da auch der Einsatz von potenten kompetitiven Inhibitoren férderlich bei der Untersuchung
der entsprechenden Fucosyltransferasen und der Bedeutung der von ihnen synthetisierten
fucosylierten Glycane sein kann, war ein weiteres Ziel dieser Arbeit die Synthese eines
C-1-Phosphonat-Analogons von Guanosindiphosphat-B-L-Fucose 24 (Abb. 15). Dieses sollte
im Vergleich zum natlrlichen Substrat keine O-glycosidische Bindung zur Verbindung der
Pyrophosphat-Briicke mit dem anomeren Zentrum tragen. Stattdessen sollte sich an dieser
Stelle des Molekils ein C-Phosphonat mit einer Methylen-Gruppe als Verbindungseinheit
befinden. Diese Modifikation sollte die Stabilitdt des Analogons 24 gegeniber einer
enzymatisch- oder s&urekatalysierten Hydrolyse im Vergleich zum natirlichen Substrat
erhdhen. Auch die hier darzustellende Verbindung sollte im Anschluss in einem
Inhibitionsassay als potentieller Inhibitor der hFucT IX getestet werden.

o
N

) NH
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HO OH S 0
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Abb. 15: Zu synthetisierendes C-1-Phosphonat-Analogon 24 von GDP-3-L-Fucose.

Die in Abb. 15 markierte zweite Modifikation im Vergleich zum natdrlichen Substrat ist das
Fehlen einer Methylgruppe an der C-5-Position der urspringlichen Zucker-Einheit. Eine
entsprechende Verbindung, die diese Methylgruppe enthélt, ist bereits bekannt.°”1 Somit
sollte hier nicht nur eine neuartige Verbindung als potentieller kompetitiver Inhibitor entstehen.

Vielmehr konnten beide Verbindungen zu einem Vergleich ihrer Affinitdt herangezogen
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werden, um zu bestatigen, dass diese Methylgruppe relativ wenig Bindungsenergie in der
Bindetasche des Enzyms liefert.
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4 Resultate und Diskussion

4.1 Darstellung potentieller irreversibler hFucT IX Inhibitoren

Fucosyltransferasen katalysieren die Ubertragung einer L-Fucose-Einheit auf geeignete
Akzeptormolekule unter Bildung fucosylierter Oligosaccharide. Solche Glycane sind an
zahlreichen biologischen und pathologischen Prozessen beteiligt. Dies macht Untersuchung
von Struktur und Eigenschaften der sie bildenden Fucosyltransferasen zu einem bedeutenden
Forschungsgebiet.[48.10]

Bis heute sind nur sehr wenige Kristallstrukturen von Fucosyltransferasen gelost worden.[*€!
Die Helicobacter pylori Fucosyltransferase stellt dabei die einzige al,3-FucT dar, deren
Struktur bekannt ist.®® Es konnten bereits verschiedene modifizierte Akzeptor- und
Donorsubstrate, z.B. mit einer Fluoreszenzmarkierung, erfolgreich zur Untersuchung von
verschiedenen Fucosyltransferasen genutzt werden.®'3l Durch die Verwendung von
photoaktivierbaren Substraten, die im Stande sind, unspezifische kovalente Bindungen zum
Enzym auszubilden, kénnten sich neue Mdéglichkeiten hinsichtlich einer Co-Kristallisation des

Enzyms ergeben.
4.1.1 Strukturvorhersage der hFucT IX mittels Homologiemodellierung

Eine Strukturaufklarung der hFucT IX mittels Kristallstrukturanalyse blieb bis heute erfolglos.
Dieses Enzym verfugt Uber drei vermeintliche N-Glycosylierungsstellen, welche in
unterschiedlichem Umfang einen Einfluss auf die Enzymaktivitat haben. Vermutlich ist diese
stark ausgepréagte Proteinglycosylierung ein wichtiger Grund fir eine bisher nicht gelungene
Kristallisation der hFucTX.

Um dennoch eine Idee von der Struktur des aktiven Zentrums der hFucT IX zu erhalten, wurde
von C. Fohrmann aus unserem Arbeitskreis in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Johannes
Kirchmair aus dem Zentrum fir Bioinformatik der Universitat Hamburg eine Vorhersage dieser
Struktur mittels einer Homologiemodellierung durchgefihrt. Die erhaltenen Ergebnisse sollten
unterstitzend bei der Planung der Linkerlange der zu synthetisierenden GDP-B-L-Fucose-
Analoga dienen.

Als Referenzenzym diente hier die Helicobacter pylori Fucosyltransferase (hpFucT), welche
die einzige al,3-FucT ist, deren Struktur bekannt ist.[53 Zwischen den Primarstrukturen beider
Enzyme besteht lediglich eine Homologie von 14%, was fir eine aussagekréftige
Homologiemodellierung nicht ausreichend ware.!''* Da jedoch beide Enzyme die Bildung einer
0-1,3-Bindung  zur  L-Fucose-Einheit katalysieren und von einem  &hnlichen

Reaktionsmechanismus ausgegangen wird, wurde dennoch eine Homoligiemodellierung
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durchgefuhrt. Diese erfolgte mit dem PRIME Structure Preparation Wizard in MAESTRO
anhand der Kristallstruktur 2NZY. Das Sequenzalignment erfolgte dabei mittels der Clustal W

Alignment Methode und die Modellbildung knowledge-based.

In Abb. 16 ist die Struktur der hpFucT zusammen mit dem Donor-Substrat 25 an der
entsprechenden Ligandenbindestelle als Bandermodell gezeigt. Die Bereiche der
Aminosauresequenz sind dabei farblich in drei Bereiche unterteilt. Wahrend die roten
Markierungen die Seitenketten zeigen, die identisch mit den Seitenketten aus der Sequenz
der hFucT IX sind, prasentieren die gelben Bereiche sich unterscheidende Aminosauren, die
jedoch strukturell ahnlich sind, sodass eine identische Sekundéarstruktur méglich ist. Bei den
weil3en Bereichen handelt es sich um Aminosauren, die sich strukturell stark unterscheiden
und vermutlich keine identische Sekundarstruktur ergeben. Die grof3en Unterschiede in den
Resten machen deutlich, dass die Gesamtstruktur der hFucT [X nicht mittels
Homologiemodellierung vorhergesagt werden kann. Die roten Bereiche zeigen jedoch, dass
die Bindungsstelle des Substrats konserviert zu sein scheint, was fir diesen Bereich eine

Strukturvorhersage zulasst.

Abb. 16: Struktur der hpFucT mit dem Donor-Substrat 25 als Bandermodell. Die Einfarbung der
Seitenketten erfolgte gemaR ihrer Ubereinstimmung mit den Seitenketten der hFucT IX.
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Abb. 17 zeigt eine detaillierte Darstellung der Bindestelle des Liganden im aktiven Zentrum
des Homologiemodells der hFucT IX. Mit gestrichelten Linien sind dabei die Salzbricken (lila)
und die Wasserstoff-Bricken (gelb) zwischen dem Liganden und den Aminosdureresten
eingezeichnet. Zu erkennen sind einerseits die Salzbricken der geladenen Pyrophosphat-
Einheit zu den Aminosdureresten Lys218 und Argl64. Andererseits gehen von der
Pyrophosphat-Briicke und der Nucleosideinheit zahlreiche Wasserstoff-Briicken aus. Von der
Zuckereinheit konnten hingegen keine solche Bindungen in diesem Modell erfasst werden.
Dies ist nicht verwunderlich, da bereits gezeigt werden konnte, dass der Hauptanteil der
Bindungsenergie wahrend der enzymatischen Reaktion von Fucosyltransferasen auf die
Wechselwirkung des Enzyms mit der GDP-Einheit des Substrates zurtickzufiihren ist.['% Die
Methyl-Gruppe der Fucose ragt in einen Bereich hinein, in dem sich in unmittelbarer Nahe
keine Seitenketten des aktiven Zentrums befinden. Dies wirde im Einklang mit der
Beobachtung stehen, dass die hFucT IX Substrat-Analoga mit Modifikationen an dieser

Position als Substrate akzeptiert.[674

OH OH

GDP-B-L-Fucose 25

Abb. 17: Darstellung der Wasserstoffbriicken zwischen dem Liganden GDP-B-L-Fucose 25 und
einigen Aminosauren des aktiven Zentrums des Homologiemodells der hFucT IX.

Es wurde zusétzlich eine Evaluation unterschiedlich langer Linker fir die in dieser Arbeit zu
synthetisierenden Analoga des natirlichen Donor-Substrates 25 durch das Docken dieser

Verbindungen an die entsprechende Ligandenbindungstelle durchgefiihrt (hier nicht gezeigt).
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Untersucht wurden dabei ausschlie3lich Alkylketten zur Verbindung der photoaktivierbaren
Gruppe mit der GDP-Fucose-Einheit. Eine Alkylkette mit einer Lange von 11 Methylen-
Einheiten schien demnach lang genug zu sein, um gerade aus dem aktiven Zentrum
herausragen zu kdnnen und eine unspezifische kovalente Bindung der photolabilen Gruppe in
der Peripherie des Enzyms zu erméglichen. Bei den nachfolgenden Synthesearbeiten sollte
diese Linker-Ldnge von 11 Methylen-Einheiten die langste darstellen, die synthetisch
verwendet wurde. Zum Vergleich sollten zuséatzlich einige kirzere Linker erprobt werden.
Durch die hohe Sequenzidentitat im Bereich des aktiven Zentrums ist die hier beschriebene
Struktur der Bindetasche der hFucT IX als vertrauenswirdig einzuschéatzen und liefert somit

einen ersten Eindruck der Interaktion mit dem Substrat.
4.1.2 Synthese photoaktivierbarer GDP-B-L-Fucose-Derivate

Fur die Synthese der Arylazid-modifizierten GDP-Fucose-Derivate 26-30 sollte auf die in
dieser Arbeitsgruppe entwickelte und etablierte cycloSal-Methode zuriickgegriffen werden.
Diese Methode zeichnet sich nicht nur durch gute bis sehr gute Ausbeuten und die
Anomerenreinheit der Produkte aus, sondern ebenso durch eine Vvielseitige
Anwendbarkeit.'>14 Durch diese Methode konnten bereits von N. Lunau und K. Pahnke
verschiedene an der C-6-Position der L-Fucose-Einheit modifizierte NDP-Fucose-Derivate

dargestellt werden.[6:74:111.115]

In Abb. 18 ist die von N. Lunau entwickelte Synthesestrategie zur Darstellung der ATTO 550-
markierten Guanosindiphosphat-6-amino-6-desoxy-B-L-Galactose 31 gezeigt. Der zentrale
Punkt dieser Route ist die hier entwickelte 7-stufige Synthese zur Darstellung des Azid-
modifizierten Zuckerphosphats 32, welches ein wichtiger Synthesebaustein der Gesamtroute
ist und in einer Gesamtausbeute von 9% dargestellt wurde.®'1 Ausgehend von L-Galactono-
1,4-lacton 33 erfolgte hier die reduktive Darstellung von L-Galactose 34 und einer direkt
nachfolgenden Einfihrung von Isopropyliden-Acetalen zur Darstellung der wichtigen
Zwischenstufe 35. Nach der Einfihrung einer Tosylgruppe an der C-6-Hydroxylgruppe wurde
das Tosylat 36 Uber eine Substitution in das entsprechende Azid 37 Uberfuhrt. Im Anschluss
erfolgte mit der Darstellung der Verbindung 38 ein Austausch der Schutzgruppen von
Isopropyliden-Acetalen zu Acetylgruppen. Diese Verbindung diente als Edukt fir die
darauffolgende stereoselektive Bromierung an der anomeren Position. AbschlieRend erfolgte
die Synthese des gewiinschten B-Galactopyranosylphosphats 32. Im Vergleich zu zuvor
publizierten Syntheserouten fir diese Verbindung konnte von N. Lunau eine deutliche
Reduktion der Syntheseschritte erreicht werden.[™® Im Kupplungsschritt mittels der cycloSal-

Methode durch Umsetzung mit dem cycloSal-Triester 40 zum Azid-substituierten GDP-

27



Resultate und Diskussion Teil |

Fucose-Derivat 41 konnte eine Ausbeute von 41% Uber zwei Schritte erzielt werden. Von
Maeda et al. konnte die gleiche Verbindung 41 durch Umsetzung des entsprechenden GMP-
Morpholidats nur in einer Ausbeute von 11% dargestellt werden.[”® Im Anschluss wurde die
Azid-Verbindung 41 unter hydrogenolytischen Bedingungen zum Amin 42 reduziert.

4 ®
HO cN:aBH4,AmberI|te , DMP, p-TSA, \lL
o ° H30H, H,0, pH 3-5, HO OH Aceton,
o o)
HO 3h,0°C OH 16 h, Rt
N HO 6%
HO OH OH liber zwei Stufen
33 L-34 |_-35
o) TsCl, DMAP,
NaN3, DMF, o% 87% | Pyridin, CH,Cly,
N3 u-Welle 16 h, Rt
O y
o 1h,130°c 180
o = . 0
1. HySO4, CH4CN, ko 65%
15 min, Riickfluss
0, )
89% | 5 Ac,0, Pyridin, 37
15 h, Rt 36
OAc Br + -
Na o TiBry, CH,Cly, BusN* HoPO4, EtsN,
OAc EtOAc, 48 h, Rt N3 o 30 min, 80 °C
AcO OAc
OAc 67% AcO 42%
OAc
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3 o o-GDP 2. CH30OH/H,0/Et3N 7:3:1, N3 0 0~ 1 OH
oH 12 h, Rt OAc O
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HO AcO ®
OH A% O NBu,
41 Uber zwei Stufen
32
H,, Pd/C, CH;0H
o, 2; ) 3 s
90% 142, Rt
ATTO 550-NHS-Ester, A
, H
H2N GDP NaHCO3-Puffer (pH 8.3), ViR N GDP
o) o~ DMSO, 1 h, Rt 0 o)
OH () OH
HO 73% HO
OH OH
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3

Abb. 18: Syntheseroute von N. Lunau zur Darstellung ATTO 550-markierter Guanosindiphosphat-6-
amino-6-desoxy-B-L-Galactose 3.[6:111
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Sowohl die dargestellte Azid-substituierte Verbindung 39 als auch das Amin-substituierte
Derivat 42 bieten sehr gute Moglichkeiten zur Einfuhrung von Modifikationen an der C-6-
Postition der Zuckereinheit. Bei N. Lunau erfolgte hierbei die Kupplung des Amins 42 mit dem
Fluoreszenzfarbstoff ATTO 550 in seiner NHS-Ester-Form in einer Ausbeute von 73%. Auch
K. Pahnke hat aus diesen Grinden auf die von N. Lunau entwickelte Route zur Synthese
verschiedener fluoreszenzmarkierter NDP-Fucose-Derivate zurtickgegriffen.!*® Da auch bei
K. Pahnke eine Modifikation an der C-6-Position der Zucker-Einheit erfolgen sollte, eignete
sich die Syntheseroute von N. Lunau auch hier zur Einfiihrung der gewtinschten photolabilen
Gruppe an dieser Stelle des Molekuils und sollte als Ausgangspunkt flr die Synthese der

Arylazid-modifizierten GDP-Fucose-Derivate 26-30 dienen.

Als photolabile Gruppe sollte in den Zielverbindungen eine Arylazid-Gruppe dienen und im
Laufe der Synthesen mit unterschiedlichen Linker-Langen an der Methylgruppe der Fucose
eingefuhrt werden. In der Vergangenheit haben sich mehrere photoaktivierbare funktionelle
Gruppen etabliert, die fur eine biochemische Anwendung geeignet sind.[”” Um eine kovalente
Bindung zwischen einem kleinen Molekil und einem Protein realisieren zu kénnen, missen
bestimmte Bedingungen erflillt sein. So darf z.B. die eingesetzte photolabile Gruppe nicht zu
grof3 und sterisch anspruchsvoll sein, da es sonst zur Beeinflussung der untersuchten Ligand-
Protein-Wechselwirkung kommen kann, wodurch die entsprechenden Ergebnisse nur bedingt
aussagekraftig waren. Zudem sollten diese Gruppen gegenuber den verschiedenen in
Proteinen vorkommenden funktionellen Gruppen inert sein. Des Weiteren darf bei den
Bestrahlungsversuchen die Aktivierungswellenlange des verwendeten UV-Lichts nicht zu
kurzwellig sein, da es sonst zur Schadigung des Proteins oder zum Auftreten von
Innerfiltereffekten kommen kann. Eine Aktivierungswellenlange von > 300 nm gilt deswegen
als wiinschenswert.[” Die Arylazide als photolabile Einheit erflllen diese Bedingungen
ausreichend und sind zudem synthetisch relativ einfach darzustellen. Innerhalb des relativ
breiten Wellenlangenbereiches fir ihre Aktivierung (254 - 400 nm) treten die langerwelligen
Aktivierungswellenlangen zwar nur bei zusatzlich substituierten Arylaziden auf. Jedoch
besitzen Arylazide den Vorteil, dass nach einer UV-Aktivierung und Bildung des
entsprechenden Nitrens als aktive Spezies neben einer C-H-Insertion auch eine Insertion in
X-H-Bindungen mdglich ist. Dies kann bei einer Verwendung in biochemischen Systemen zu

einer besseren Ausbeute an kovalenter Vernetzung fiihren.[

In Abb. 19 ist das Retrosyntheseschema zur Darstellung der Arylazid-modifizierten GDP-
Fucose-Derivate 26-30 gezeigt. Die Zielverbindungen sollten durch Umsetzung des Amin-
modifizierten GDP-Fucose-Derivats 42 mit verschiedenen Linker-Molekilen in Form ihrer

Aktiv-Ester (NHS- oder Pentafluorphenylester) unter Ausbildung einer Amidbindung erfolgen.
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Abb. 19: Retrosyntheseschema zur Darstellung der Arylazid-modifizierten GDP-Fucose-Derivate 26-
30.
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Die entsprechenden Aktivester der Linker sollten Gber mehrere analoge Kupplungsreaktionen
mit unterschiedlich langen Aminosauren gebildet werden, wobei von 4-Aminobenzoesaure 43
mit einem Austausch der Aminogruppe gegen eine Azidgruppe ausgegangen werden sollte.
Fir die Kupplungsreaktionen zur Darstellung der Linker sollten unterschiedlich lange
Aminosauren ausgewahlt werden, wobei vor allem die langste Kette anhand der Ergebnisse
des durchgefiihrten Homologiemodellings ausgewahlt wurde.

Das Amin-Derivat 42 sollte mittels Hydrogenolyse des Azid-substituierten GDP-Zuckers 41
erhalten werden, welcher wiederum mithilfe der cycloSal-Methode (ber eine
Kupplungsreaktion des Azid-modifizierten B-Galactopyranosylphosphats 32 und des
entsprechenden cycloSal-Triesters 40 darzustellen sein sollte. Als Grundlage fur die Synthese
des B-Galactopyranosylphosphats 32, welches in einer mehrstufigen Syntheseroute aus
L-Galactono-1,4-lacton 33 dargestellt werden sollte, diente die von N. Lunau entwickelte
Syntheseroute (Abb. 18).[611% Dje Synthese des Guanosin-cycloSal-Triesters 40 sollte nach
der in unserem Arbeitskreis entwickelten und etablierten cycloSal-Methode ausgehend von
Guanosin 44 erfolgen. Zusatzlich sollte die Synthese eines neuartigen Cbz-geschitzten

cycloSal-Triesters 45 erprobt werden.

4121 Synthese der erforderlichen Kupplungsbausteine: Die cycloSal-
Triester 40 und 45, das 6-Azid-modifizierte L-Galactosephosphat 32

sowie aktivierte Linker-Molekile

Da die Umsetzungen zu den cycloSal-Triestern 40 und 45 regioselektiv an der 5-Position
erfolgen sollte, musste das Nucleosid in beiden Fallen zuvor selektiv geschitzt werden. Ein
Cbz-geschitzter Triester wurden bisher noch nicht synthetisiert, sodass hierflir zunachst
geeignete Schutzgruppen zur selektiven Blockierung erprobt werden mussten. Fir die
Darstellung von acetylgeschiitzten Triestern erfolgt dies flr die meisten Nucleoside nach einer
Standard-Prozedur, bei der zunachst die 5’-Position TBDMS-geschiitzt und die verbleibenden
reaktiven funktionellen Gruppen acetyliert werden. Eine selektive Entschiitzung des Silylethers
liefert dann das 5’-OH-freie Nucleosid fiir die Synthese des Triesters.[1213116-118] T Zismann
konnte jedoch zeigen, dass diese Strategie nicht auf Guanosin anwendbar ist. Bei der
Spaltung der Silylgruppe, sowohl mittels Triethylamintrihydrofluorid (gepuffert mit Triethylamin)
als auch mit Tetrabutylammoniumfluorid (gepuffert mit Essigsaure), kam es ebenfalls zu einer
Abspaltung der Acetylschutzgruppen.*® Aus diesem Grund erfolgte in dieser Arbeit zunachst
eine vollstandige Acetylierung von Guanosin 44 mit Essigsaureanhydrid unter basischen
Bedingungen nach Panero et al. (Abb. 20).22% Aufgrund mehrfacher saulen-

chromatographischer Reinigungen konnte das peracetylierte Produkt 46 nur mit einer
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Ausbeute von 39% erhalten werden. K. Pahnke konnte beobachten, dass sich das Produkt
nach der wassrigen Aufarbeitung ebenfalls in der wassrigen Phase befindet und aus dieser
nicht wieder extrahiert werden kann.!'*® Dies ist auch hier der Hauptgrund fur die maRige
Ausbeute. Da sich die Abtrennung von unterschiedlichen nicht vollstandig acetylierten
Nebenprodukten als sehr schwierig herausstellte, wurden hier zusétzlich mehrere
Mischfraktionen isoliert.

o o)
</N | NH Et3N (8.0 Aquiv.), </N | NH
\ /)\ Ac,0 (18 Aquiv.), N /)\
N~ “NH N~ “NHA
"o 2 _CHiCN.24h Rt , o ¢
o 39% O
o4 OH OAc OAc
44 46

Phosphatpuffer (pH 7),
44% Subtilisin in Propylenglykol,
DMF, 4 d, 37 °C

o)
N
NH
¢
N N/)\NHAC
HO
o)
OAc OAc
47

Abb. 20: Synthese von N2-Acetyl-2’,3’-di-O-acetylguanosin 47.

Die Darstellung von N2-Acetyl-2’,3’-di-O-acetylguanosin 47 erfolgte nach einem von H. K.
Singh et al. entwickelten Syntheseprotokoll.??! In mehreren kleinen Ansatzen wurde das
peracetylierte Guanosin 46 in Phosphat-Puffer (pH = 7.0) mit der im Propylenglykol gelésten
Protease Subtilisin versetzt und 4 Tage bei 37 °C geriihrt. Eine vollstandige Umsetzung des
Eduktes konnte nicht erreicht werden und es bildeten sich neben dem gewiinschten Produkt
47 mehrere unselektiv deacetylierte Nebenprodukte. Nach einer aufwandigen Abtrennung des
Enzyms und des Propylenglykols wurde das Produkt 47 nach einer langwierigen, mehrfachen
saulenchromatographischen Reinigung mit einer Ausbeute von 44% erhalten. Diese Aspekte
und die Tatsache, dass diese enzymatisch-katalysierte Umsetzung auf Ansatzgrdf3en von
maximal 400 mg beschrankt ist, wurden bereits von N. Lunau als entscheidene Nachteile

dieser Methode beschrieben.!11
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Als eine alternative Schutzgruppenstrategie sollte die 5’-Position des Guanosins 44 mit einer
Dimethoxytrityl-Schutzgruppe versehen werden, wahrend die restlichen Hydroxylgruppen
acetyliert und die Aminogruppe Dimethylformamidin-geschiitzt vorliegen sollte. Eine
drauffolgende schnelle selektive Spaltung des Ethers unter sauren Bedingungen wirde dabei
einen geeigneten Baustein fiir die Synthese eines cycloSal-Triestern liefern.[t22-124]

Es wurde zunéchst Guanosin 44 mit Dimethylformamid-Dimethylacetal bei Raumtemperatur
in  Methanol nach einer Vorschrift von Gaffney et al. umgesetzt.!%!
N2-Dimethylformamidinguanosin 48 konnte nach Filtration und mehreren Waschschritten ohne
chromatographische Reinigung in einer guten Ausbeute von 76% isoliert werden. In einem
zweiten Schritt wurde versucht in direkter Abfolge die 5’-Position mit Dimethoxytritylchlorid
(DMTrCl) umzusetzen und die 2- und 3'-Positionen zu acetylieren.? Wahrend
dunnschichtchromatographisch eine vollstdndige Umsetzung mit DMTrCI beobachtet werden
konnte, kam es beim Acetylierungsschritt nicht zur Bildung des gewtiinschten Produktes. Eine
mdogliche Alternative ware die chromatographische Reinigung des intermediar entstehenden
N2-Dimethylformamidin-5-O-(4,4’-dimethoxytrityl)guanosins mit einer Acetylierung im
Folgeschritt. Des Weiteren kénnte zur Blockierung der 5’-Position eine weniger reaktive
Schutzgruppe wie z.B. die Monomethoxytrityl-Gruppe verwendet werden, was eine Isolierung

der Zwischenstufe erleichtern konnte.!124.127]
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Abb. 21: Versuch der Synthese von 2’,3’-Di-O-Acetyl-N2-Dimethylformamidin-5’-0O-(4,4 -
dimethoxytrityl)guanosin 49.

Zusatzlich wurde eine bereits von T. Zismann erprobte Alternative zur Darstellung von 47 nach
dem Syntheseprotokoll von Ren et al. erneut aufgegriffen.’?®! Hierbei soll im Fall des
peracetylierten Guanosins 46 die selektive 5’-Deacetylierung mit einer 1%igen Ldsung von lod
in Methanol bei 67 °C in einem geschlossenen System erfolgen. T. Zismann konnte bereits
feststellen, dass sich das Syntheseprotokoll von Ren et al. nicht reproduzieren liel3. Die
Erprobung unterschiedlicher Reaktionsbedingungen in einer mikrowellenunterstitzten
Durchfiihrung fuhrte zu einer Isolierung von 47 nach sdulenchromatographischer Reinigung in
einer Ausbeute von lediglich 4% bei einer scheinbar quantitativen Umsetzung des Eduktes zu
47 nach 20 min bei 120 °C.[*19

Als weitere Alternative wurde diese Reaktion analog zu Ren et al. in einem offenen System
bei 67 °C durchgefiihrt, um den Einfluss des Umgebungsdruckes zu untersuchen.
Dunnschichtchromatographisch konnte bei einer Reaktionszeit von 24 h ein Umsatz von etwa
50% beobachtet werden und nach saulenchromatographischer Reinigung wurde 47 in einer
geringen Ausbeute von 16% isoliert (Abb. 22). Trotz der etwas hdheren erzielten Ausbeute

bleibt die Durchfiihrung gemaR Ren et al. als nicht reproduzierbar einzustufen.
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Abb. 22: Synthese von N2-Acetyl-2’,3’-di-O-acetylguanosin 47 (in Anlehnung an Ren et al.).[128]

Schlief3lich wurde die selektive Deacetylierung von 46 an der 5’-Position in Anlehnung an eine
von S. K. Singh et al. entwickelte chemoenzymatische Methode unter Verwendung des
Enzyms Novozym® 435 erprobt. S. K. Singh et al. konnten beobachten, dass diese auf
Polyacrylat immobilisierte Candida antarctica Lipase B verschiedene Isomerengemische aus
N-9- und N-7-Guanin-Nucleosiden trennen konnte, indem eine regioselektive

5’-0-Deacetylierung bevorzugt am jeweiligen N-9-Isomer erfolgte (Abb. 23).[1%

(o} (0]

/N NH /N N\\rNHiBU Novozym® 435, /N NH /N N\\rNHiBu
< ‘ /)\ < ‘ NH THF, n-Butanol, < ‘ /)\ < ‘ NH
N7 >N “NHiBu N 42 ° N™ >N “NHiBu N
AcO + AcO 5h4042°C _ 4o . AcO
o o) o o o 0
OAc OAc OAc OAc OAc OAc OAc OAC
50 51 52 53

72%

Abb. 23: Novozym® 435 katalysierte 5’-O-Deacetylierung zur Trennung von N-9- und N-7-Guanosin-
Derivaten.[12°]

In einer typischen Reaktionsdurchfiihrung wurden Lésungen von N-9/N-7-Nucleosid-
gemischen in THF mit dem festphasengebundenen Enzym und einer geringen Menge an

n-Butanol (als Acetyl-Akzeptor) versetzt und fir mehrere Stunden im Thermomixer inkubiert.

Dieses Enzym sollte fir die regioselektive Deacetylierung von 46, ebenfalls einem
N-9-Guanosin-Derivat, eingesetzt werden. 46 unterscheidet sich strukturell geringfligig vom
publizierten Substrat und sollte hier auch nicht im Gemisch mit einem N-7-Isomer eingesetzt
werden. Dazu musste zunachst ein passendes Enzym-Substrat-Verhaltnis gefunden werden
(Tab. 1). Hierbei sollte in mdglichst kurzer Zeit ein méglichst groRer Umsatz des Eduktes
erfolgen, ohne dass dabei nennenswerte Mengen an unterschiedlich deacetylierten
Nebenprodukten entstehen. Fir jede der aufgeflihrten Varianten wurde der Umsatz tber 5 h

bei 37 °C im Thermomixer diinnschichtchromatographisch verfolgt.
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Tab. 1: Untersuchte Substrat-Enzym-Verhéltnisse fur die selektive Deacetylierung von 46.

Variante Substrat-Enzym-Verhaltnis (w/w)
1 1:1
2 1:05
3 1:0.25
4 1:01

Bei allen vier Varianten konnte bereits nach 2 h die Entstehung von Nebenprodukten
beobachtet werden. Diese sind vermutlich mehrfach deacetylierte Formen des eingesetzten
Eduktes. Bei Variante 1 war bereits ein nach einer Stunde ein Umsatz von ca. 50% zu
erkennen. Dieser ist jedoch nach weiteren 4 h Reaktionszeit nur noch geringfligig angestiegen.
Bei den Varianten 2 bis 4 war selbst nach 5 h Reaktionszeit der Umsatz deutlich unter 50%.
Ein Substrat-Enzym-Verhaltnis von 1:1 (w/w) mit einer Reaktionszeit von 4-5 h scheint somit

ein guter Richtwert fir die Durchfihrung dieser Reaktion zu sein.

Das gewlnschte deacetylierte Produkt 47 konnte auf diese Weise nach einer
saulenchromatographischen Reinigung mit einer Ausbeute von 53% erhalten werden (Abb.
24).

/N NH Novozym® 435, /N NH
<N | /)\ THF, n-Butanal, <N | /)\
N NHAc ° N NHAc
AcO 4 h, 37 °C HO
(0] 53% (@]
OAc OAc OAc OAc
46 47

Abb. 24: Novozym® 435 katalysierte selektive 5’-O-Deacetylierung von 47.

Ein mdglicher Grund flr das vorzeitige, aber geringfligige Auftreten von mehrfach
deacetylierten Nebenprodukten konnte die Acetyl-Schutzgruppe an der Aminofunktion sein.
Im Gegensatz zu den von S. K. Singh et al. publizierten N2-Isobutanoyl-Derivaten weist die
N-Acetylgruppe eine geringere Stabilitat auf kbnnte zudem durch ihre geringere GroRRe die

Selektivitdt des Enzyms beeinflussen.

Der wichtigste Vorteil der Novozym® 435-katalysierten 5’-O-Deacetylierung von 46 ist die sehr

einfach Aufarbeitung der Reaktionsanséatze mittels Filtration des Enzyms und Entfernen der
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Losungsmittel. Im Gegensatz zur Subtilisin-katalysierten Variante sind hier keine schwer
abtrennbaren Ldsungsmittel vorhanden und es ist nur eine s&ulenchromatographische
Reinigung notig. Zudem sind wichtige Vorteile von Novozym® 435, dass es in verschiedenen
organischen Losungsmitteln, unter wasserfreien Bedingungen sowie fir industriell relevante
AnsatzgréRen eingesetzt werden kann. Nach Gebrauch kann das Enzym zudem 5-10 Mal
ohne Aktivitatsverlust recycelt werden.* Ein entscheidener Nachteil ist das relativ kleine
Substrat-Enzym-Verhéltnis, was zum Verbrauch grof3er Mengen des Enzyms fihren kann.

Fur diesen Reaktionsschritt ist der Einsatz von Novozym® 435 dem von Subtilisin daher
vorzuziehen. Eine weitere Optimierung der Reaktionsbedingungen sowie der Ansatzgrof3en
ist jedoch notwendig, um den Umsatz und somit die Ausbeute zu maximieren. Vor allem ein
grolReres Substrat-Enzym-Verhdltnis wirde sich bei groReren Reaktionsansatzen aus

okonomischer Sicht auszahlen.

Fur die Darstellung des neuartigen, Cbz-geschitzten cycloSal-Triesters 45, war es zunachst
notwendig, selektiv geschitztes 2’,3’-Di-O-benzyloxycarbonylguanosin 54 zu synthetisieren.
Im ersten Schritt wurde Guanosin 44 unter basischen Bedingungen an der 5’-Position mit
TBDMS-CI in DMF nach einem Protokoll von Beigelmann et al. umgesetzt.'3! Aufgrund der
schlechten Loslichkeit des Nucleosids musste jedoch eine erheblich grofere Menge an
Losungsmittel verwendet werden. Nach einer sdulenchromatographischen Reinigung konnte
das mit Eiswasser aus der Reaktionslésung gefallte Rohprodukt mit einer sehr guten Ausbeute
von 96% erhalten werden. Das 5-O-(tert-Butyldimethylsilyl)guanosin 55 sollte im
nachfolgenden Schritt an der 2’- und 3’-Position Cbz-geschiitzt werden. Unter Verwendung
einer Standard-Prozedur, bei der das jeweilige Nucleosid unter basischen Bedingungen mit
Benzyloxycarbonylchlorid in Dichlormethan umgesetzt wird, konnte nach einer Reaktionszeit
von drei Tagen das gewiinschte Produkt in einer moderaten Ausbeute von 40% erhalten
werden (Abb. 26).'%2 Ein effizienteres Reagenz zur Ubertragung der Cbz-Gruppe ist
1-Benzyloxycarbonyl-3-ethylimidazoliumtetrafluoroborat 56 (Rapoport's Reagenz, Abb.
25).11%% Dieses wird Ublicherweise eingesetzt, um z.B. die Amino-Gruppe von Adenosin zu
schiitzen, was mit Standard-Methoden nur mit geringen Ausbeuten gelingt.'3¥ Jedoch ist das
Rapoport’s Reagenz 56 relativ instabil, nicht kommerziell erhéltlich und muss vor jedem
Einsatz in einer zweistufigen Synthese frisch hergestellt werden.’*® Eine praktische
Alternative zur effizienten Ubertragung der Cbz-Gruppe wurde von Cho et al. vorgeschlagen.
Der Einsatz von N-Methylimidazol (NMI) als Base fiihrte bei dieser Reaktion zu einer
drastischen Ausbeuteverbesserung und es wurde postuliert, dass dies auf die intermediare
Bildung von 1-Benzyloxycarbonyl-3-methylimidazoliumchlorid 57 zurtickzufihren ist, was
strukturell dem Rapoport's Reagenz 56 ahnelt (Abb. 25).123¢1
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Abb. 25: 1-Benzyloxycarbonyl-3-ethylimidazoliumtetrafluoroborat 56 (Rapoport’s Reagenz) und
1-Benzyloxycarbonyl-3-methylimidazoliumchlorid 57.

Mit der Methode von Cho et al. konnte 5’-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-2’,3’-di-O-benzyloxy-
carbonylguanosin 54 in einer wesentlich hoheren Ausbeute von 84% erhalten werden unter
gleichzeitiger Herabsetzung der Reaktionszeit auf 16 h (Abb. 26). Gemall der
Literaturbeschreibung blieb auch bei dieser zweiten, effizienteren Variante der Cbz-Schiitzung
die Acylierung der exo-N2-Gruppe aufgrund der zu geringen Nucleophilie dieser Position
aus.'®®l  Die darauffolgende Abspaltung der TBDMS-Gruppe wurde nach einem
Syntheseprotokoll von Khan et al. durchgefiihrt.'*7 Die Verbindung 54 wurde hierbei in
trockenem Methanol mit einer katalytischen Menge Acetylchlorid umgesetzt. Nach einer
Reaktionszeit von 24 h konnte das Derivat 58 nach einer saulenchromatographischen

Reinigung in einer Ausbeute von 79% erhalten werden.
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Abb. 26: Synthese von 2’,3’-Di-O-benzyloxycarbonylguanosin 58.

Die Synthese der bendtigten cycloSal-Triester 40 und 45 erfolgte Uber die Umsetzung der
beiden  selektiv  blockierten  Guanosin-Derivate 47 und 58 mit  5-Nitro-
cycloSaligenylchlorphosphit 59.1%8131 Das Chlorphosphit 59 wurde Uber ein in unserem
Arbeitskreis etabliertes Syntheseprotokoll ausgehend von 5-Nitrosalicylaldehyd 60
dargestellt.[}%-1401 Dijeses wurde zunachst mit Natriumborhydrid in Ethanol reduziert. Der
entstandene 5-Nitrosalicylalkohol 61 konnte nach Umkristallisation und Gefriertrocknung in
einer Ausbeute von 57% erhalten werden. Die nachfolgende Umsetzung mit
Phosphortrichlorid in Diethylether erfolgte unter Feuchtigkeitsausschluss und lieferte nach
Aufarbeitung ein farbloses Ol, welches nach Lagerung bei -20 °C zu einem gelblichen Feststoff
erstarrte, in einer Rohausbeute von 74% (Abb. 27). Durch die langsame Zugabe von Pyridin
zur Reaktionslosung wurde der bei der Reaktion entstehende Chlorwasserstoff in Form von
festem Pyridiniumchlorid abgefangen, welches mittels Schlenk-Filtration entfernt wurde. NMR-
spektroskopisch konnte eine hohe Reinheit des Produktes mit nur einer geringflgigen
Verunreinigung mit nicht abgetrenntem Pyridiuniumchlorid festgestellt werden. Aus diesem

Grund und angesichts der hohen Empfindlichkeit gegentiber Feuchtigkeit wurde auf eine
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Reinigung verzichtet und das 5-Nitro-cycloSaligenylchlorphosphit 59 fur die darauffolgenden

Synthesen als Rohprodukt eingesetzt. 3813
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Abb. 27: Synthese der cycloSal-Triester 40 und 45 jeweils als Diastereomerengemisch.

In jeweils einer zweistufigen Reaktionssequenz, die als one-pot-Reaktionen durchgefihrt
wurden, erfolgte die Umsetzung der selektiv geschiitzten Nucleoside 47 und 58 mit dem
Chlorphosphit 59. Die dadurch zun&chst entstandenen Phosphittriester wurden im Anschluss
durch die Zugabe von Oxone® in situ zu den Phosphattriestern 40 und 45 oxidiert. Im Fall des
acetylgeschuitzten cycloSal-Triesters 40 wies das Rohprodukt, welches mit einer Rohausbeute
von 73% als Diastereomerengemisch erhalten wurde, bereits eine hohe Reinheit auf. Auf eine
saulenchromatographische Reinigung wurde aufgrund der hohen Reaktivitat des Produktes
verzichtet. Die Synthese des Chz-geschitzten cycloSal-Triesters 45 verlief analog zu der von
40. Zwei wichtige Unterschiede waren jedoch, dass zum Lésen des Cbz-geschiitzten

Nucleosids 58 eine grofiere Menge Acetonitril nétig war und auch die Reaktionszeit bis zur
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vollstandigen Umsetzung des Eduktes war mit fast 17 h deutlich hoher. Im 3P-NMR-Spektrum
des nach der Aufarbeitung erhaltenen Rohproduktes konnten neben des beiden erwarteten
Singuletts des Diastereomerengemisches von 45 zusatzlich vier weitere Sighale zwischen 3.2
und -6.2 ppm detektiert werden. Diese nicht identifizierbaren Nebenprodukte konnten mit einer
saulenchromatographsischen Reinigung abgetrennt und das gewlnschte Produkt in einer
Ausbeute von 38% isoliert werden. Es konnte hier erstmalig ein cycloSal-Triester mit
alternativen Schutzgruppen und zusatzlich nicht geschutzter N2-Position synthetisiert werden.
Die fur cycloSal-Triester typischen Verschiebungen von -10.3 und -10.7 ppm fir 40 sowie -9.7
und -10.0 ppm fur 45 in den 3!P-NMR-Spektren konnten in beiden Fallen beobachtet werden.
In Abb. 28 ist das *!P-NMR-Spektrum des neuartigen Cbz-geschiitzten Triesters 45 gezeigt.

< o
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T T T T

-80 -85 -90 -95 -10.0 -10.5 -11.0 -11.5 -12.0

3 2
OCbzOCbz

0.96-1
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Abb. 28: 31P-NMR-Spektrum des Cbhz-geschiitzten Triesters 45 (DMSO-ds, 203 MHz, entkoppelt).

Es ist anzunehmen, dass die freie Aminogruppe an der Nucleobase die Loslichkeit von 58 im
Vergleich zum acetylgeschiitzten Nucleosid 47 herabsetzt und trotz der relativ schwachen
Nucleophilie fur die Bildung diverser Nebenprodukte verantwortlich sein kann. Die erheblich
langere Reaktionszeit bei der Bildung von 45 deutet auf eine geringere Reaktivitdt des Cbz-
geschutzten Nucleosids hin, was noch ein zusétzlicher Grund fur die geringere Ausbeute sein

kann. Ein wichtiger synthetischer Vorteil bei der Syntheseroute zum Chbz-geschitzten
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cycloSal-Triester ist jedoch, dass hier das erforderliche selektiv blockierte Guanosin 58 in
guten bis sehr guten Ausbeuten ohne Reinigungsprobleme darzustellen ist.

Die Darstellung von 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-azid-6-desoxy-p-L-galactopyranosylphosphat 32
wurde in Anlehnung an die von N. Lunau entwickelte Syntheseroute durchgefiihrt.!
Ausgehend von L-Galactono-1,4-lacton 33 war dabei der erste Schritt die Synthese der
wichtigen Vorstufe 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-a-L-galactopyranose L-35 Uber zwei Stufen
nach einem Syntheseprotokoll von Bock et al.'*! Verbindung 33 wurde hierbei in einem
Methanol/Wasser-Gemisch geldst und durch die portionsweise Zugabe von Natriumborhydrid
reduziert. Die Zugabe von Amberlite® diente dazu, den pH-Wert der Reaktionslosung zwischen
3 und 5 zu halten, um die Nebenproduktbildung durch eine weitere Reduktion zu minimieren.
Das erhaltene Rohprodukt wurde ohne weitere Reinigung mit 2,2-Dimethoxypropan (DMP)
und einer Kkatalytischen Menge para-Toluolsulfonsaure (p-TSA) zu Verbindung L-35
umgesetzt. Wie von K. Pahnke beobachtet, kam es wahrend der Reduktion des L-Galactono-
1,4-lactons 33 auch hier zu der Dbereits literaturbekannten Bildung eines
Nebenproduktes.*'>142 Bedingt durch eine Uberreduktion lag fur die darauffolgende
Isopropyliden-Schitzung ein Gemisch aus L-Galactopyranose L-34 und L-Galactitol vor. Dies
resultierte in der Bildung mehrerer Produkte mit sehr &hnlichen Retentionseigenschaften.
Nach mehrfachen s&ulenchromatographischen Reinigungen konnte 1,2:3,4-Di-O-
isopropyliden-a-L-galactopyranose L-35 nicht in reiner Form erhalten, werden. Es wurde
folglich eine Tosylierung des Rohproduktes von L-35 mit para-Toluolsulfonylchlorid (p-TsCl)
und 4-(Dimethylamino)pyridin (DMAP) in Pyridin durchgefiihrt. Auch hier hat sich die
saulenchromatographische Reinigung als sehr aufwandig aufgrund mehrerer tosylierter
Nebenprodukte mit &hnlichen Ri-Werten erwiesen. Nach mehreren Reinigungsschritten

konnte schlie3lich 36 in einer geringen Ausbeute von 11% Uber drei Stufen erhalten werden.
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Abb. 29: Synthese von 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-6-O-para-toluolsulfonyl-a-L-galactopyranose 36
Uber drei Stufen.

Aufgrund der wenig zufriedenstellenden Durchfiihrbarkeit und Ausbeute dieser Teilroute sollte
alternativ_dazu die Reproduzierbarkeit der bereits vorgestellten Syntheserouten zur
Darstellung von 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-a-L-galactopyranose L-35 nach Doboszewski et
al.'*3 bzw. L-Galactopyranose L-34 nach Orii et al.**4 (iberprift werden. Beide Routen gehen
dabei von der preiswerten Ausgangsverbindung D-Galactopyranose D-34 bzw. der
Isopropyliden-geschiitzten Variante D-35 aus und werden als sehr effizient und einfach
beschrieben.

Gemall dem Syntheseprotokoll von Doboszewski et al. erfolgte im ersten Schritt die
Einflhrung einer Benzylschutzgruppe an der C-6-Position der Isopropyliden-geschitzten
D-Galactopyranose D-35 durch die Umsetzung mit Benzylbromid und Kaliumhydroxid als Base
(Abb. 30). Die Reaktion erfolgte in einem Gemisch aus Toluol und Wasser, wobei
Tetrabutylammoniumhydrogensulfat  als  Phasentransferkatalysator  diente. Nach
saulenchromatographischer Reinigung konnte das Produkt 60 in einer sehr guten Ausbeute

von 94% erhalten werden, was der publizierten Ausbeute entspricht.[43]

43



Resultate und Diskussion Teil |

0} BnBr, KOH, 0 —
OH Toluol, H,0, OBn OH
0 BuysNHSO,, o TFA (80%), OBn
0 2.5h,100 °C 0 30 min, Rt 0
S ——— > | HO
94%
2 ° O} 0 OH
D-35 60 B 61
NaBH,4, EtOH, H,0
3h,0°C > Rt
OAc
OH Pd/C, H, (atm.), OAc 0B OH o8
OAc EtOAc, CH3;0H, Ac,0, Pyridin,
AcO 48 h, Rt OAc 18 h, Rt OH
OAc| _ AcO OAc <" |Ho
OAc 58%
OAc {iber drei Stufen OH
64 63 L 62
+ _
OH AcOH o
OAc Dess-Martin-Periodinan, O OAc
OAc CH,Cly, 80 min, Rt OAc OAc
AcO OAc > | AcO OAc + AcO
OAc OAc OAc
65 67 68
NaOCHs, CH;0H,
1.5 h, Rt
o — —_
DMP, p-TSA,  |HO o OH
Aceton, OH
o) 18 h, Rt Ho
o [7%] OH
0 \ Uber drei Stufen L-34
L-35 L-Galactose

OAc

Abb. 30: Versuch der Synthese von 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-a-L-galactopyranose L-34 nach
Doboszewski et al.[143]

Die darauffolgende Abspaltung der Isopropyliden-Schutzgruppen wurde mittels saurer

Hydrolyse unter Verwendung von 80%iger Trifluoressigséure (TFA) durchgefiihrt. Nach 30 min

konnte diinnschichtchromatographisch kein Edukt mehr nachgewiesen werden und das

Rohprodukt nach Neutralisation und Aufarbeitung ohne weitere Reinigungsschritte fur die

darauffolgende Umsetzung verwendet werden. Die Reduktion der 6-O-Benzyl-geschiitzten

D-Galactopyranose 61 erfolgte mittels Natriumborhydrid in einem Gemisch aus Ethanol und

Wasser. Die Reaktion konnte nach 3 Stunden Reaktionszeit durch die Zugabe von verdinnter
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Essigsaure beendet und im Anschluss neutralisiert werden. Die zuséatzliche mehrfache
Coevaporation mit Methanol diente der Entfernung der als Nebenprodukt entstandenen Boran-
Verbindungen. Das erhaltene 6-O-Benzyl-D-galaktit 62 wurde ohne weitere Reinigung einer
Acetylschitzung aller freier OH-Gruppen unterzogen. Dies erfolgte durch Reaktion mit
Essigsaureanhydrid unter Verwendung von DMAP als Katalysator. Nach 18 Stunden
Reaktionszeit konnte dinnschichtchromatographisch ein vollstdndiger Umsatz, jedoch auch
die Bildung mehrerer Nebenprodukte beobachtet werden. Nach saulenchromatographischer
Reinigung konnte das vollstandig geschitzte bD-Galaktit 63 mit einer Ausbeute von 58% Uber
drei Stufen erhalten werden. Auch diese Ausbeute lag in dem von Doboszewski et al.
publizierten Bereich (54%).1143l

Die Abspaltung der Benzylschutzgruppe erfolgte durch Hydrogenolyse, wobei als Katalysator
Palladium auf Aktivkohle verwendet wurde. Im Gegensatz zu dem von Doboszewski et al.
verwendeten Platindioxid sollte hier keine Hydrierung des Benzolringes erfolgen. Diese flihrte
in der publizierten Synthese zu einem Cyclohexylmethylether als Nebenprodukt mit einem
erheblichen Anteil von 25%.143 Zudem wurde die Reaktion nicht bei 3.1 bar in 3 Stunden,
sondern bei leichtem Hx-Uberdruck liber 1-2 Tage durchgefiihrt. Anders als bei Doboszewski
et al. konnte nach der Aufarbeitung die gewlnschte 6-OH-freie Verbindung als einziges
Produkt nicht erhalten werden, was wahrscheinlich an einer moglichen Acetyl-
gruppenwanderung lag. Umesterungen von Acetylgruppen sind literaturbekannt und fiihren oft
zu Problemen.5 Solche Wanderungen kénnen in sauren, basischen oder neutralen Medien
stattfinden, kommen in acyclischen oder cyclischen Verbindungen vor und kénnen sowohl
intra- als auch intermolekular ablaufen.'46-15% |n der Arbeit von Doboszewski et al. wurde
beschrieben, dass diese bei der Darstellung von 64 nach der hier aufgegriffenen Route nicht
beobachtet werden konnte, jedoch in einer alternativen Route. Die Acetylgruppenwanderung
istim Reaktionsschema in Abb. 31 abgebildet und kann tber einen sechsgliegrigen, cyclischen
Ubergangszustand stattfinden.[*43141 Sje fiihrt zu der Verbindung 1,2,3,5,6-Penta-O-acetyl-D-
galaktit 65, die im *H-NMR-Spektrum mit Hilfe von Vergleichsdaten identifiziert werden konnte.
Es ist auch eine weitere Acetylgruppenwanderung zum Produkt 66 mit einer freien

Hydroxylgruppe an der C-2-Position denkbar.
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Abb. 31: Bildung von 1,2,3,5,6-Penta-O-acetyl-D-galaktit 65 Uber einen moglichen sechsgliedrigen,
cyclischen Ubergangszustand nach Doboszewski et al.[143]

Das gewiinschte Produkt konnte nach saulenchromatographischer Reinigung nicht sauber
erhalten werden. Stattdessen konnte nach der Reinigung ein erhohter Anteil des
Nebenproduktes 65 festgestellt werden. Acetylgruppenwanderungen sind sowohl sduren- als
auch basenkatalysiert, was durch die sauren Eigenschaften des Kieselgels zusatzlich bei
saulenchromatographischen  Reinigungen ein  Problem darstellt. Anhand der
Signalintensitaten im H-NMR-Spektrum konnte der Anteil des Nebenproduktes 65 im
Rohprodukt auf 20% bestimmt werden. Bezogen auf das Edukt 63 ergibt sich eine Ausbeute
von 56% flr das gewlnschte Produkt 64, welches unisoliert als Gemisch mit 65 vorlag. Die

Ausbeute liegt im Bereich der von Doboszewski et al. publizierten.[*43l

Die Oxidation der Hydroxylgruppe an der C-6-Position von 64 soll die Nummerierung der
C-Atome im Produkt 67 gemaf der IUPAC-Nomenklatur umkehren, sodass die entstehende
Carbonylgruppe zur C-1-Position wird.[*>Y Als Edukt wurde hier das zuvor erhaltene Gemisch
aus 64 und 65 verwendet, wodurch neben dem gewiinschten Produkt 67 auch das Keton 68
als Nebenprodukt zu erwarten war. Die Oxidation wurde mit Dess-Martin-Periodinan in
Dichlormethan bei Raumtemperatur durchgefihrt. Aufgrund der sehr geringen
Substanzmenge von wenigen Milligramm wurde nach der Aufarbeitung auf eine Reinigung
verzichtet. Die gewiinschte Verbindung 67 konnte jedoch im *H-NMR-Spektrum anhand von
Vergleichsdaten**? identifiziert werden, wobei Uberlagerungen mit zusatzlichen Signalen zu
beobachten waren, die vermutlich von dem Keton 68 stammen. Massenspektrometrisch
konnte das Natriumaddukt der erwarteten Masse als Hauptpeak detektiert werden, was auf 67
als auch auf das Nebenprodukt 68 zutrifft. Das erhaltene Produktgemisch wurde anschlie3end
nach Zemplén mit Natriummethanolat in Methanol deacetyliert und schlieBlich einer
Isopropylidenschiitzung unterzogen.*>® Das deacetylierte Rohprodukt wurde dabei in Aceton
geldst und mit DMP unter Zusatz von para-Toluolsulfonsdure umgesetzt. Nach vollstandiger

Umsetzung konnte das gewtinschte Produkt L-35, neben weiteren Verbindungen, durch einen
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Vergleich des R+-Wertes mit seinem D-Enantiomer diinnschichtchromatographisch detektiert
werden. Es konnte zudem sowohl im H-NMR-Spektrum des Rohgemisches als auch
massenspektrometrisch detektiert werden. Von einer weiteren Reinigung wurde angesichts
der geringen Substanzmenge von wenigen Milligramm abgesehen.

Die Ergebnisse von Doboszewski et al. konnten bis zur Debenzylierung zur Darstellung der
selektiv geschiitzten Verbindung 63 gut reproduziert werden. Eine von Doboszewski et al.
selbst bei der sdulenchromatographischen Reinigung von Verbindung 64 nicht beobachtete

Acetylgruppenwanderung fihrte zu dem nicht abtrennbaren Nebenprodukt 65.

Ausgehend von Verbindung 62 wurden zusatzlich zwei Varianten einer alternativen
Schutzgruppenstrategie erprobt. Um die beobachtete Acetylgruppenwanderung zu umgehen,
sollten die freien Hydroxylgruppen von 62 als Silylether geschitzt werden (Abb. 32). Diese
sollten wahrend der Reaktionsbedingungen bei der Debenzylierung nicht abgespalten
werden.'> Zunachst wurde versucht, tert-Butyldimethylsilylether als Schutzgruppen zu
verwenden. Es wurde dabei ein Syntheseprotokoll von de Talancé et al. verwendet, welches
zur TBDMS-Schiitzung mehrerer Hydroxylgruppen in einem Molekul geeignet ist.*% Hierbei
wurde das 6-O-Benzyl-D-galaktit 62 mit tert-Butyldimethylsilylchlorid unter Zusatz von Imidazol
als Aktivator bei 70°C in DMF versucht umzusetzen. Da bei diesem Versuch
dunnschichtchromatogpraphisch kein Umsatz beobachtet werden konnte, wurde die Reaktion
zusatzlich bei Raumtemperatur in Pyridin und ohne Imidazol durchgefiihrt.!'® Das
Losungsmittel diente hier gleichzeitig als Base, um den entstehenden Chlorwasserstoff als
Pyridiniumchlorid zu binden. Nach zwei Tagen konnte eine vollstindige Umsetzung
beobachtet werden. Nach sédulenchromatographischer Reinigung konnte jedoch lediglich ein
Isomerengemisch aus mehreren dreifach silylierten Produkten isoliert werden, was sowohl aus
dem H-NMR-Spektrum als auch aus dem gemessenen ESI-Massenspektrum hervorging.
Vermutlich ist die sterische Hinderung der tert-Butyldimethylsilylgruppen bei einer
zunehmenden Silylierung des Eduktes 62 der Hauptgrund fir die unvollstandig ablaufende

Umsetzung.
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Abb. 32: Versuch der Synthese der Silylether-geschiitzten Derivate 69 und 70 ausgehend von 62.

Schlief3lich sollte mit Triethylsilylchlorid (TESCI) eine weitere, sterisch weniger anspruchsvolle
Silylether-Schutzgruppe verwendet werden. Das 6-O-Benzyl-D-galaktit 62 wurde hierzu mit
TESCI in Pyridin bei Raumtemperatur umgesetzt. Nach 24 Stunden war ein vollstandiger
Umsatz zu beobachten und das Rohprodukt wurde mittels Extraktion isoliert. Nach
saulenchromatographischer Reinigung konnte das gewiinschte Produkt jedoch nicht isoliert
werden. Die stattdessen isolierten Verbindungen konnten weder NMR-spektroskopisch noch
massenspektrometrisch identifiziert werden. Die verglichen mit tert-Butyldimethylsilylethern
deutlich héhere Labilitdt der TES-Schutzgruppen gegeniiber basischen als auch sauren
Bedingungen kénnte ein Grund fiir die im Verlauf der Saulenchromatographie zunehmende
Anzahl an Nebenprodukten sein. So ist die Stabilitit eines TBDMS-Ethers gegenulber
basischer und saurer Hydrolyse etwa 200-fach hoher als die eines TES-Ethers.[**®! Beide

erprobten alternativen Schutzgruppen-Strategien flihrten somit nicht zum gewtinschten Erfolg.

Die zweite Syntheseroute, deren Reproduzierbarkeit Uberprift werden sollte, war die
Darstellung von L-Galactopyranose L-34 ausgehend von D-Galactopyranose D-34 nach einem
Syntheseprotokoll von Orii et al.'*¥! Der erste Schritt dieser Route war die Schitzung der
priméren Hydroxylgruppe am C-6-Atom des Eduktes D-34 mit Tritylchlorid, wobei dieses als
Unterschusskomponente eingesetzt wurde (Abb. 33). Nach der vollstdndigen Umsetzung des

Tritylchlorids und Abtrennung des entstandenen Pyridiniumchlorids mittels Extraktion, wurde
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die als Rohprodukt erhaltene 6-O-Trityl-D-Galactopyranose 71 fur die darauffolgende Reaktion
verwendet. Durch eine Reduktion des C-1-Atoms mit Natriumborhydrid in Methanol wurde das
offenkettige Galaktit-Derivat 72 dargestellt. Nach einer Reaktionszeit von 4 Stunden wurde die
Reaktion durch Zugabe von Essigsaure beendet. Das Rohprodukt wurde mit Salzsaure gefallt

und gewaschen.

OH OH OH
OH OTrt OTrt
o) TrtCl, Pyridin, 0 NaBH,4, CH3;OH, OH
48 h, 50 °C 4h,0°C—>Rt
HO OH HO OH HO OH
OH OH OH
D-34 71 72
Ac,0, Pyridin, 15%
50 h, Rt Uber drei Stufen
OAc OAc
Dess-Martin-Periodinan, OH OTrt
CH.Cl,_ 110 min, Rt OAc gg'r}]m"sz%';g”ﬂ‘" OAc
AcO OAc i AcO OAc
OAc OAc
74 73

AcOy o

OAc
AcO OAc
OAc

75

Abb. 33: Versuch der Synthese von L-Galactopyranose nach Orii et al.l144]

Das erhaltene Rohprodukt wurde ohne eine weitere Isolierung des Galaktits 72 mit
Essigsaureanhydrid in Pyridin umgesetzt, wodurch die vollstandig acetylierte Verbindung 73
erhalten wurde. Das Rohprodukt wurde mittels Umkristallisation aus einem
Ethanol/Petrolether-Gemisch zu reinigen versucht. Im Gegensatz zu Orii et al. fand hier jedoch
keine Kristallisation statt, weshalb alternativ eine saulenchromatographische Reinigung
durchgefuhrt wurde. Auf diese Weise konnte, bezogen auf die Unterschusskomponente
Tritylchlorid, 1,2,3,4,5-Penta-O-acetyl-6-O-trityl-D-galaktit 73 Uber drei Stufen in einer
Ausbeute von 15% erhalten werden. Verglichen mit der Ausbeute von Orii et al. ist dieser Wert
deutlich geringer (Literaturwert: 33%).241 Grund hierfir konnte sein, dass eine andere
Reinigungsmethode mit moéglicherweise groRerem Produktverlust erfolgte. So war nach der

saulenchromatographischen Reinigung noch eine Mischfraktion vorhanden.
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Um die Tritylschutzgruppe abzuspalten, wurde das 1,2,3,4,5-Penta-O-acetyl-6-O-trityl-D-
galaktit 73 mit Trimethylsilylchlorid (TMSCI) und Natriumiodid in Aceton umgesetzt. Das in situ
entstehende Trimethylsilyliodid (TMSI) ist eine stéarkere Lewis-Saure als TMSCI und sollte vom
C-6-Sauerstoffatom nucleophil angegriffen werden.** Nachdem die Reaktion vollstéandig
beendet war, wurde der entstandene Silylether durch wassrige Hydrolyse in den
entsprechenden Alkohol tberfiihrt und mittels Extraktion isoliert. NMR-spektroskopisch konnte
beobachtet werden, dass es hier, analog zur entsprechenden Stufe in der Route von
Doboszewski et al., zu einer Acetylgruppenwanderung kam und das Rohprodukt hauptsachlich
aus dem Nebenprodukt 65 bestand. Das Rohprodukt wurde dennoch fir die darauffolgende
Oxidationsreaktion verwendet. Diese wurde mittels Dess-Martin-Periodinan in Dichlormethan
durchgefihrt. Wie erwartet, konnte *H-NMR-spektroskopisch das gewiinschte Produkt 75 nicht
nachgewiesen werden. Da jedoch massenspektrometrisch eine Verbindung mit der erwarteten
Masse detektiert wurde, handelt es sich wahrscheinlich um das Reaktionsprodukt der
Oxidation des sekundaren Alkohols 65. Auch bei dieser Syntheseroute machte damit die

Acetylgruppenwanderung eine Reproduktion der publizierten Ergebnisse unmdglich.

Es wurde folglich versucht die anfanglich gewahlte, von N. Lunau entwickelte, Syntheseroute
hinsichtlich der Darstellung von 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-a-L-galactopyranose L-35 zu
variieren, um die Problematik der Uberreduktion des Lactons 33 mit den damit verbundenen
Reinigungsproblemen der Folgestufen zu minimieren. Eine solche Optimierung gelang K.
Pahnke durch die Einfuhrung einer vollstdndigen Acetylierung der Hydroxylgruppen als
Zwischenschritt nach der erfolgten Reduktion (Abb. 34). Auf der Route von N. Lunau kam es
vor allem bei der Isopropyliden-Schitzung des Rohproduktes von L-Galactopyranose L-34 zu
der Bildung diverser Nebenprodukte. Dies konnte durch den Erhalt der peracetylierten
L-Galactose 76 nach s&ulenchromatographischer Reinigung in einer Ausbeute von 56% uber
zwei Stufen umgangen werden. Die Acetylgruppen konnten im Anschluss unter basischen
Bedingungen entfernt und die erhaltene L-Galactose L-34 danach einer Isopropyliden-
Schitzung unterzogen werden, wobei das gewiinschte Produkt in einer Ausbeute von 59%

Uiber diese zwei Stufen erhalten wurde.1°!
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NaBH, (1.3 Aquiv.), Amberlite®

Hoj\ﬁ\fo (pH 3-5), CH3OH, H,0, HO o OH|  Acp0 (15 Aquiv.,
HO 40 h. 0°C - Rt WFOH Pyridin, 20 h, Rt
R HO 56%
HO OH OH iiber zwei Stufen
33 L-34
DMP (10 Aquiv.),
p-TSA (kat.), Aceton, | Ho OH CH30H/H,0/E3N (7:3:1),  AcO OAc
16 h, Rt O OH 18 h, Rt O OAc
59% HO OAc
Uiber zwei Stufen OH OAc
L-34 76

o JF
e

L-35

Abb. 34: Modifizierte Syntheseroute von K. Pahnke zur Darstellung von 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-a-
L-galactopyranose L-35.1119]

Der hier gewahlte Ansatz zur Variation der Route von N. Lunau zielte hingegen auf die
Reduktion des L-Galactono-1,4-lactons 33 ab, da eine hier auftretende Uberreduktion der
Ausgangspunkt der beschriebenen Nebenproduktbildung und Reinigungsproblematik
darstellt. Ziel war es dabei, ein mildes Reduktionsmittel zu finden, das das Lacton 33 selektiv
nur zum Aldehyd bzw. zum Halbacetal zu reduzieren vermochte. Eine weitere Reduktion zum
Polyalkohol sollte moglichst nicht stattfinden. Ein mildes Reduktionsmittel, dass diese
Eigenschaften besitzt und typischerweise zur Reduktion von Estern oder Nitrilen zu Aldehyden
eingesetzt wird, ist Diisobutylaluminiumhydrid (DIBAL). Dieses sollte anstelle von
Natriumborhydrid fur die Reduktion des Lactons 33 eingesetzt werden. Im Gegensatz zur
Route von N. Lunau konnte diese jedoch nicht ohne Einsatz von Schutzgruppen und somit
zusatzlicher Syntheseschritte durchgefiihrt werden. Dies liegt einerseits an der heftigen
Reaktion von DIBAL mit Wasser, weswegen nicht im wassrigen Milieu gearbeitet werden
konnte.™®® Eine Reduktion in DMF, einem der wenigen organischen Losungsmittel, in dem das
L-Galactono-1,4-lacton 33 I6slich ist, konnte ebenso nicht erfolgen. Es ist bekannt, dass DIBAL
bereits bei Reaktionstemperaturen von 0 °C substituierte Carbonsdureamide zu den
entsprechenden Aldehyden reduzieren kann.**® Um die Lipophilie des Lactons 33 zu erh6hen
und somit eine Reduktion mit DIBAL zu ermdglichen, sollten die vier Hydroxylgruppen von

Verbindung 33 partiell oder vollstdndig mit einer Schutzgruppe versehen werden. Neben einer
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einfachen und effektiven Einfiihrung bzw. Abspaltung war die Stabilitdt gegeniber den
Reaktionsbedingungen einer Reduktion mit DIBAL das Hauptkriterium fir die Auswahl. Abb.
35 zeigt eine Ubersicht der fir diesen Zweck erprobten Schutzgruppen. Es wurden dabei
Schutzgruppen aus der Stoffklasse der Ether (a: Benzyl-Ether, b: Methoxymethyl(MOM)-
Ether, c: Methoxyethoxyethyl(MEM)-Ether, d: Tetrahydropyranyl(THP)-Ether), Carbamate (e:
Benzyloxycarbonyl-Gruppe), Silylether (f: 1,3-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxanyliden)(TIPDS)-
Ether), g: tert-Butyldimethylsilyl(TBDMS)-Ether) sowie Acetale (h: Isopropyliden-Acetale)
ausgewahit.[6%

MOMO
O._o
MOMO
MOMO  OMOM BnO
8 BnO ° ©
Ban OBn
77
(o b a
0

=
o
O
o
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O_o
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Abb. 35: Ubersicht der erprobten Schutzgruppen zur Steigerung der Lipophilie von L-Galactono-1,4-
lacton 33.

Aus Tab. 2 (S. 54) lassen sich die verwendeten Reaktionsbedingungen zur Einfihrung der
unterschiedlichen Schutzgruppen entnehmen. Eine Benzylierung des Lactons 33 unter

Standardbedingungen durch eine Reaktion mit Benzylchlorid oder -bromid in der Gegenwart
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einer starken Base wie Kaliumhydroxid oder Natriumhydrid konnte hier nicht durchgefuhrt
werden, da solche stark basischen Bedingungen bei Aldonolactonen stattdessen zu
Isomerisierungs- und Eliminierungsreaktionen fiilhren wirden.!*8 Stattdessen wurde das
Edukt 33 mit Benzyltrichloracetimidat in der Gegenwart von Trifluormethansulfonséure unter
leicht sauren Bedingungen nach einer Vorschrift von Jensen et al. in Dioxan umgesetzt.[61
Nach saulenchromatographischer Reinigung konnte das gewinschte Produkt 77 NMR-
spektroskopisch nicht nachgewiesen werden. In einer der isolierten Fraktionen lie3 sich 77
jedoch massenspektrometrisch nachweisen. Ein triibes Reaktionsgemisch deutete darauf hin,

dass hier moglicherweise nur ein sehr geringer Teil des Lactons 33 in Dioxan léslich war.

Die Versuche der Darstellung der entsprechenden MEM- bzw. MOM-Ether von 33 nach
Standardverfahren(*2163 ynter basischen Bedingungen scheiterten wahrscheinlich an der
mdoglichen Isomerisierung und Eliminierung des Lactons 33. Die Umsetzung zum THP-Ether
80 nach Bernady et al.l!84, die zwar unter leicht sauren Bedingungen stattfand, war ebenfalls
aufgrund eines Loslichkeitsproblems nicht zufriedenstellend. Das gewlnschte Produkt 80
konnte lediglich im ESI-Massenspektrum nachgewiesen werden. Auch die bereits fir das
Guanosin-Derivat 55 erfolgreich eingesetzte effiziente Ubertragung der Cbz-Gruppe auf freie
Hydroxylgruppen nach Cho et al. konnte moglicherweise durch die Gegenwart der Base NMI
nicht das gewtinschte Produkt 81 liefern.[*3¢! Eine sowohl in der Kohlenhydrat- als auch in der
Nucleosid-Chemie verwendete Schutzgruppe fir 1,3-Diole ist die 1,3-(1,1,3,3-Tetraisopropyl-
disiloxanyliden)-Gruppe (Markiewicz-Gruppe).*®®! Unter Verwendung einer von Thiem et al.
eingesetzten Synthesevorschrift konnte das gewiinschte Produkt nach der Aufarbeitung
jedoch auch nicht erhalten werden. !

Die TBDMS-Schuitzung des Lactons 33 sollte unter Verwendung des Syntheseprotokolls von
de Talancé et al. durchgefihrt werden, welches bereits fur analoge Reaktionen mit
Aldonolactonen eingesetzt wurde.!*%® Hierbei wurde 33 mit tert-Butyldimethylsilylchlorid unter
Zusatz von Imidazol als Aktivator bei 70 °C in DMF umgesetzt. Nach mehrfacher
Coevaporation mit Toluol und mit CH2Cl, und extensiver Trocknung im Hochvakuum konnte
das 2,3,5,6-Tetrakis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-L-galactono-1,4-lacton 83 in einer sehr guten
Ausbeute von 96% erhalten werden, wobei eine saulenchromatographische Reinigung nicht
notwendig war. Schlief3lich sollte auch eine Isopropyliden-Schiitzung des Lactons 33 unter
Standardbedingungen erfolgen.*%1 Die Reaktion wurde in Aceton unter Zusatz einer
katalytischen Menge konzentrierter Schwefelsdure durchgefihrt. Nach einer Reaktionszeit
von einer Stunde konnte das Produkt 84 nach der Aufarbeitung ebenfalls in einer sehr guten
Ausbeute von 97% isoliert werden. Auch hier war eine Reinigung des Rohproduktes nicht

erforderlich. Aufgrund der trans-Stellung der Hydroxylgruppen an dem C-1- und C-2-Atom

53



Resultate und Diskussion Teil |

konnte lediglich eine Mono-isopropyliden-Schitzung an den beiden exocyclischen

Hydroxylgruppen beobachtet werden.

Tab. 2: Ubersicht der verwendeten Bedingungen zur Einfiihrung unterschiedlicher Schutzgruppen fiir
L-Galactono-1,4-lacton 33.

Variante Schutzgruppe Bedingungen Resultat bzw. Ausbeute
a Benzyl- Benzyltrichloracetimidat, Produkt nur
CF3SOsH, Dioxan, 20 h,  massenspektrometrisch
Rtl161 detektiert
b Methoxymethyl- MOMBT, DIPEA, Produkt nicht erhalten
CH.Cl,, 6 h, 0 °Cl162
C Methoxyethoxyethyl- MEMCI, DIPEA, CHxCl>, Produkt nicht erhalten
19 h, 0 °C > Rtl163
d Tetrahydropyranyl- DHP, p-TSA, CHxCl,, Produkt nur
15 h, Rt{*64 massenspektrometrisch
detektiert
e Benzyloxycarbonyl- CbzCl, NMI, CH.Cl5, Produkt nicht erhalten
8 h, 0 °C~> Rl
f 1,3-(1,1,3,3- TIPDSCIy, Pyridin, 14 h, Produkt nicht erhalten
Tetraisopropyl- -15 °C > Ritftesl
disiloxanyliden)-
g tert-Butyldimethylsilyl- TBDMS-CI, Imidazol, 96%
DMF, 17 h, 70 °C[5
h Isopropyliden- Aceton, H,SO, (kat.), 97%

1 h, Rt1e7

Beide erfolgreich synthetisierten Lacton-Derivate 83 und 84 wurden im n&chsten Schritt einer
Reduktion mit DIBAL unterzogen. Bei beiden Umsetzungen war dabei zu beachten, dass ein
unpolares Lésungsmittel wie Dichlormethan eingesetzt wurde. In unpolaren Lésungsmitteln
bleibt die DIBAL-Reduktion auf der Stufe des zunachst gebildeten tetraedrischen Intermediats
stehen. Erst eine wassrige Aufarbeitung Uberfihrt dieses protolytisch in das gewiinschte
Halbacetal. In einem polaren Lésungsmittel kann das Tetraeder-Intermediat durch eine
Interaktion mit diesem destabilisiert werden und schnell zerfallen. Das entstehende Halbacetal
konnte dann von dem Uberschissigen DIBAL zum Alkohol umgesetzt werden, was zu

vermeiden ist.[168]

Die Reduktion des Isopropyliden-geschiitzten Lactons 84 erfolgte in Dichlormethan bei -78 °C

durch eine tropfenweise Zugabe einer DIBAL-LOsung in Toluol (1.5 M) angelehnt an ein
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Syntheseprotokoll von Bkassiny et al.'%¥ Nach vollstandiger Umsetzung erfolgte die wassrige
Aufarbeitung durch Zugabe von Methanol und einer gesattigten Kaliumnatriumtartrat-Losung,
um die entstehenden Aluminium-Salze zu binden und eine Emulsionsbildung zu verhindern.
Da nach mehreren Versuchen eine Isolierung des  Halbacetals nach
saulenchromatographischer Reinigung nicht erfolgreich war, wurde dieses in einem weiteren
Versuch einer sich direkt anschlie3enden Abspaltung der Isopropyliden-Gruppe unter leicht
sauren Bedingungen unterzogen. Nach einer automatisierten Umkehrphasenchromatographie
konnte hierbei L-Galactopyranose L-34 erfolgreich in einer guten Ausbeute von 56% erhalten
werden (Abb. 36). Die Reduktion des TBDMS-geschiitzten Lactons 83 erfolgte in gleicher
Weise wie die des Isopropyliden-geschitzten Lactons 84. Es konnte hier jedoch das gebildete
TBDMS-geschiitzte Halbacetal 85 nach saulenchromatographischer Reinigung in einer guten
Ausbeute von 84% erhalten werden. Als alternatives Reduktionsmittel wurde fur diese
Reduktion zusatzlich Lithiumtriethylborhydrid (LTBH, Super-Hydride®) verwendet, welches von
Gonzalez et al. als besonders geeignet zur Reduktion von Zucker-Lactonen beschrieben
wurde.’® GemaR einer entsprechenden Synthesevorschrift wurde die Reaktion bei 0 °C in
Dichlormethan durch tropfenweise Zugabe einer LTBH-L6sung in THF (1 M) zum gel6sten
Lacton 83 durchgefiihrt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung wurde das Produkt in
einer Ausbeute von 62% erhalten, was im GroRRenbereich der publizierten Ausbeuten lag,
jedoch die Ausbeute der DIBAL-Reduktion nicht dberbot. Aufgrund eines &hnlichen
synthetischen Aufwandes ist hier daher die Reduktion mit DIBAL vorzuziehen.

Als ein weiterer alternativer, hier nicht durchgefiihrter, Weg der Lacton-Reduktion kénnte
ebenso eine von Binch et al. publizierte Variante erprobt und verglichen werden. Als
Reduktionsmittel wird hier das in situ hergestellte Disiamylboran (DIIAMB) verwendet, welches
im Stande ist, acetylgeschitzte Lactone ohne Verlust ihrer Schutzgruppen zum Halbacetal zu
reduzieren.[4?

Das erfolgreich dargestellte TBDMS-Halbacetal 85 sollte im néchsten Schritt einer sauer
katalysierten Abspaltung der TBDMS-Gruppen unterzogen werden. 85 wurde dabei mit einer
0.5%igen HCI-Lésung in Ethanol versetzt und bis zur vollstandigen Abspaltung bei
Raumtemperatur gerihrt und dann neutralisiert.*’*! Nach Entfernung aller Losungsmittel
wurde das Rohprodukt nach einer von Isbell et al. vorgestellten Kristallisationsmethode
gereinigt.'"? Hierbei wurde das Rohprodukt in einer geringen Menge Wasser und Methanol
geldst und die Losung dann bis zu einer beginnenden Triibung mit iso-Propanol versetzt. Nach
einer auf diese Weise Uber mehrere Tage erfolgter Kristallisation konnte das gewilnschte
Produkt in einer sehr guten Ausbeute von 97% erhalten werden. Bei beiden erfolgreichen
Darstellungen von L-Galactose L-34 entsprachen alle analytischen Daten den

literaturbekannten Daten fir diese Substanz.'’®174 Neben der Messung des erwarteten
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spezifischen Drehwinkels konnte erfreulicherweise auch mittels Rontgenkristallstrukturanalyse
bestétigt werden, dass es sich um das richtige Enantiomer dieses Zuckers handelt. Hierbei
wurden sowohl Einkristalle der synthetisierten L-Galactose als auch von erworbener

D-Galactose vermessen.

HO Aceton, H,SO, (kat.),
0 _o 1 h, Rt
HO™ 97%
HO OH
33
1. DIBAL (1.5 Aquiv.),
TBDMSCI (5.9 Aquiv.), CH,Cl,, 2 h, -78 °C 57%
Imidazol (5.4 Aquiv.), 96% 2. EtOH, HCI (0.5%),
DMF, 18 h, 70 °C 30 min, Rt
[ /
TBDMSO | HO o—7"M
o : OH
0 - | HO I
TBDMSO ; -
A . OH !
TBDMSO OTBDMS ; L-34 5
83 o | L-Galactose :
LTBH (1.2 Aquiv.), e !
CH,Cl,, 62%
1h,0°C > Rt
DIBAL (1.5 Aquiv.), 84° Y EtOH, HCI (1%) | g7a,
CH,Cly, 2 h, -78 °C — Rt K 1h, Rt ¢
TBDMSO
O _~OH
TBDMSO

TBDMSO  OTBDMS
85

Abb. 36: Syntheserouten zur Darstellung von L-Galactopyranose L-34.

Es kann zusammengefasst werden, dass hier eine effiziente und schnelle Syntheseroute
entwickelt wurde, um aus L-Galactono-1,4-lacton 33 L-Galactose L-34 in hoher Ausbeute und
Reinheit herzustellen. Besonders die Variante Giber das TBDMS-geschitzte Lacton 83 bietet
dabei eine attraktive Alternative zu den bis dato wenigen publizierten L-Galactose-
Synthesemethoden. Diese kann problemlos fur alle Zwischenschritte im Multigramm-Malf3stab

durchgefuhrt werden.

Die bereits aus der Syntheseroute von N. Lunau bekannte wichtige Zwischenstufe 1,2:3,4-Di-

O-isopropyliden-a-L-galactopyranose L-35 konnte nun dber eine klassisch durchgefuhrte,
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saurekatalysierte Isopropyliden-Schiitzung von L-Galactose L-34 in Aceton mit einer Ausbeute
von 70% erhalten werden (Abb. 37).117 Ausgehend vom Isopropyliden-geschutzten Lacton 84
wurde als eine zuséatzliche Variante eine Reduktion mit DIBAL in THF, gefolgt von einer
séurekatalysierten Abspaltung des Acetals und einer direkten Isopropyliden-Schitzung der
L-Galactose L-34 aus dem Rohgemisch durchgefuhrt. Nach einer saulenchromatographischen
Reinigung wurde das gewilnschte Produkt in einer Ausbeute von 25% Uber diese drei
Reaktionsschritte erhalten.

HO OH
OH

1. DIBAL (1.5 Aquiv).,
THF, 5h, -72 °C

2. THF, H,S0y4 (kat.),

70% 25% 2 h, Reflux

3. DMP (10 Aquiv.),

O\k p-TSA (kat.), Aceton,
16 h, Rt
HO o

L-35

Aceton, H,SO4 (kat.),
45h, Rt

Abb. 37: Darstellung von 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-a-L-galactopyranose L-35.

Unter den hier vorgestellten Méglichkeiten zur Darstellung von 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-a-
L-galactopyranose L-35 mit dem Lacton 33 als Ausgangsverbindung konnte als hdchste
Ausbeute Uber vier Stufen ein Wert von 55% erreicht werden. Verglichen mit der
urspriinglichen Route von N. Lunau (66% Uber zwei Stufen)*'Yl und der modifizierten Variante
von K. Pahnke (33% Uber vier Stufen)*® liegt dieser Wert in einem ahnlichen GréRenbereich.
Der Vorteil gegeniber diesen beiden Routen ist der Verzicht auf eine Reduktion von
L-Galactono-1,4-lacton 33 mit Natriumborhydrid zugunsten einer milden Reduktion mit DIBAL
ohne das Auftreten unerwinschter Nebenprodukte. Des Weiteren kann mit der hier
erarbeiteten Route L-Galactose L-34 als wichtiger synthetischer Ausgangsstoff in grofRen
Mengen dargestellt werden, wobei auch die von K. Pahnke*®! modifizierte Route mit einem
zusatzlichen Reinigungsschritt eine potentiell attraktive Synthesemethode fiir L-Galactose

L-34 darstellen kdnnte.
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Die weiteren Syntheseschritte zur Darstellung des B-Glycosyl-1-phosphats 32 erfolgte gemaf3
der von N. Lunau entwickelten Route (Abb. 38).14 Um an der C-6-Position der 1,2:3,4-Di-O-
isopropyliden-a-L-galactopyranose L-35 eine Azidgruppe mittels Substitution einzufihren,
musste die 6-OH-Gruppe zunéchst in eine bessere Austrittsgruppe umgesetzt werden. Hierzu
wurde L-35 mit para-Toluolsulfonséurechlorid unter Zusatz von DMAP in Pyridin umgesetzt
und nach saulenchromatographischer Reinigung konnte das entsprechende Tosylat 36 in
quantitativer Ausbeute erhalten werden. Uber eine Sy-Reaktion erfolgte im nachsten Schritt
der Austausch der Tosylgruppe gegen eine Azidgruppe. Das Tosylat 36 wurde hierzu
mikrowellenunterstitzt mit Natriumazid in DMF umgesetzt. Nach wassriger Aufarbeitung und
saulenchromatographischer Reinigung konnte das Azid-substituierte Derivat 37 in einer
Ausbeute von 70% erhalten werden. Zusatzlich konnte IR-spektroskopisch anhand der
typischen Bande der Valenzschwingung organischer Azide bei 2100 cm™? die erfolgreiche

Einfuhrung der Azid-Gruppe gezeigt werden.

Im darauffolgenden Schritt wurden die Isopropyliden-Schutzgruppen gegen Acetylgruppen
ausgetauscht. Die Spaltung der Acetale wurde dabei saurekatalysiert unter wassrigen
Bedingungen durchgefiuihrt. Dazu wurde das Reaktionsgemisch fir 15 min bis zur
vollstdndigen Spaltung zum Sieden erhitzt. Die sich anschlielende Acetylierung aller
Hydroxylgruppen erfolgte unter Standardbedingungen mit Essigsdureanhydrid in Pyridin. Das
Produkt 38 wurde nach s&ulenchromatographischer Reinigung in einer Ausbeute von 97%
erhalten. Die Darstellung des a-L-Glycosylbromids 39 erfolgte nach einem Syntheseprotokoll
von Srivastara et al.'7® Als Bromierungsreagenz wurde Titan(IV)-bromid verwendet und das
acetylgeschitzte Derivat 38 in einem Gemisch aus Dichlormethan und Ethylacetat damit
umgesetzt. Das a-selektiv gebildete Produkt 39 konnte nach s&ulenchromatographischer
Reinigung in einer Ausbeute von 48% erhalten werden. Eine a-Glycosylbromid-Synthese nach
Standardbedingungen mit einer Bromwasserstoffsaure-Losung war aufgrund einer sonst

auftretenden zusatzlichen Substitution der Azidgruppe hier nicht moglich.[*4

SchlieBlich erfolgte als letzter Schritt eine Phosphorylierung am anomeren Kohlenstoffatom
des Bromids 39. Als Phosphorylierungsreagenz diente dabei Tetrabutylammoniumphosphat
und die Reaktion erfolgte in Acetonitril bei 80 °C mit einer Kontrolle der Stereochemie, wobei
die Bildung des kinetisch  bevorzugten p-Anomers erfolgte. Nach einer
saulenchromatographischen Reinigung wurde das 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-azid-6-desoxy-3-L-
galactopyranosylphosphat 32 in einer Ausbeute von 51% isoliert. Ein gewisser
Ausbeuteverlust ist auf die hygroskopischen Eigenschaften des zur Phosphorylierung

eingesetzten Phosphatsalzes zurtickzufiihren. Die dadurch vorhandene Feuchtigkeit in der

58



Resultate und Diskussion Teil |

Reaktionslosung kann vermutlich zu einer teilweisen hydrolytischen Spaltung des
eingesetzten Zucker-Bromids 39 als Nebenreaktion gefuhrt haben.

TsCl (1.5 Aquiv.),
o\# DMAP (2.0 Aquiv.), 0 NaNj3 (5.6 Aquiv.), 0
Pyridin, CH,Cl,, DMF, p-Welle,
HO . TsO N
0 16 h, 0°C > Rt o) 1h,130°C 8 0
0 _ = o O
g quant. g 70% 0o
o# o# O’b
L-35 36 37
1. HpS0y (kat.),
CH3CN/H,0 1:1,
97% 15 min, Ruckfluss
2. Ac,0 (12.5 Aquiv.),
Pyridin, 15 h, Rt
TiBr, (2.9 Aquiv.),
Br CH,Cl,, EtOAc, OAc
N3 o 7h,0°C - Rt N3 o
OAc OAc
e 48% AcO
BusN* HyPO4 (2.0 Aquiv.), OAc OAc
51% | EtzN (1.0 Aquiv.), CH3CN 39 38
15h,80°C
o)
lI:!
Ns o 0”1 OH
OAc O
AcO
®
OAc NBu,
32

Abb. 38: Synthese des B-Glycosyl-1-phosphats 32 als zweiten Baustein zur Darstellung der
Zielverbindungen.

Ahnlich wie bei K. Pahnke war bei der Darstellung von 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-azid-6-desoxy-B-
L-galactopyranosylphosphat 32 eine Modifikation der ersten Schritte der Route von N. Lunau
erforderlich, um eine Nebenproduktbildung zu verhindern. Diese Modifikation beinhaltete die
Einflhrung zweier zusatzlicher Syntheseschritte, eine alternative Lacton-Reduktion mit DIBAL
sowie die Mdglichkeit der Synthese von L-Galactose L-34 im Multigramm-MalR3stab.

Neben den beiden Triestern 40 und 45 konnte somit ein weiterer Baustein zur Darstellung der
Arylazid-modifizierten GDP-B-L-Fucose-Analoga 26-30 erfolgreich dargestellt werden. Dies
erfolgte ausgehend von L-Galactono-1,4-lacton 33 in einer Gesamtausbeute von 9.1%, was in
einem vergleichbaren Bereich zu den erreichten Ausbeuten von N. Lunau und K. Pahnke

|iegt_[111,115]

Schlie3lich sollten als dritter Baustein-Typ verschiedene Arylazid-modifizierte Linker-
Verbindungen in Form von Aktivestern synthetisiert werden, um im abschlieRenden Teil der
Syntheseroute fur eine entsprechende Modifikation an der C-6-Position von GDP-6-amino-6-

desoxy-B-L-Galactose 42 zu dienen.
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Die fur die Linker-Synthesen bendtigte Verbindung 4-Azidbenzoeséure 86 wurde zunachst aus
4-Aminobenzoeséure 43 durch eine Diazotierung mit einer anschlielenden Substitution
dargestellt (Abb. 39). Das Diazonium-Salz wurde dabei mit Natriumnitrit und verdinnter
Salzsaure erzeugt. Dieses wurde in einem zweiten Schritt mit einer Natriumazid-L6sung
versetzt, wobei das Produkt als Schaum vorlag und in einer sehr guten Ausbeute von 90%
isoliert werden konnte.*”" Eine sich anschlieRende Umsetzung des erhaltenen Benzoesaure-
Derivats 86 mit N,N-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und N-Hydroxysuccinimid (NHS) in THF
lieferte N-(4-Azidbenzoyloxy)succinimid 87 nach einer Umkristallisation aus 2-Propanol in
einer Ausbeute von 90%.178 Der NHS-Ester 87 sollte nicht nur als Ausgangspunkt fur die
Darstellung der langerkettigen Arylazid-Linker dienen, sondern konnte direkt als Aktivester fir

die spatere Kupplung mit GDP-6-amino-6-desoxy-B-L-Galactose 42 verwendet werden.

1. NaNO, (2.0 Aquiv.),
HCI (2 M), H,0,
30 min, 0 °C

2. NaNj3 (5.2 Aquiv.),

H2N\©\ H,0. 30 min, 0 °C N3\©\
COOH 90% COOH

43 86

DCC (1.3 Aquiv.),
90% | NHS (1.3 Aquiv.),
THF, 20 h, Rt

ON
N
(0] b

0]

N3

87

Abb. 39: Synthese von N-(4-Azidbenzoyloxy)succinimid 87.

Bevor der NHS-Ester fir weitere Kupplungen eingesetzt wurde, wurde eine von
4-Aminophenol 88 ausgehende alternative Mdglichkeit zur Darstellung langkettiger Arylazid-
Linker erprobt. Diese sollten die aromatische Einheit Uber eine Esterbindung statt einer
Amidbindung mit der Alkylkette verbunden haben.

Das 4-Azidphenol 89 sollte analog zur entsprechenden Benzoesaure 86 mittels Diazotierung
und anschlieRender Substitution ausgehend von 4-Aminophenol 88 dargestellt werden (Abb.
40).1'71 Das gewiinschte Produkt 89 konnte in einer sehr guten Ausbeute von 90% in Form

einer tiefbraunen Flussigkeit erhalten werden. Jedoch erfolgte mit der Zeit eine Zersetzung
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des Produktes 89 zu einem braunen Feststoff, welcher weder im *H-NMR-Spektrum noch
massenspektrometrisch identifiziert werden konnte.

In Anlehnung an eine literaturbekannte Synthesel'’? sollte aus dem dargestellten Vorlaufer 89
durch eine Reaktion mit Sebacinsauredichlorid der entsprechenden Monoester 90 erhalten
werden. Nach einer vollstindigen Umsetzung und darauffolgender saulen-
chromatographischer Reinigung wurde ein Stoffgemisch aus dem Monoester 90 und
Sebacinsaure erhalten. Aus dem *H-NMR-Spektrum konnte eine Reinheit von 72% bestimmt
werden. Hieraus ergibt sich eine Ausbeute von 27% innerhalb dieses Gemisches. Die
Verunreinigung mit Sebacinsaure nach saulenchromatographischer Reinigung trotz deutlich
unterschiedlicher Ri-Werte beider Verbindungen deutet auf eine Zersetzung des Produktes

hin. Somit erwies sich diese alternative Route als nicht umsetzbar.

1. NaNO3, (2.0 Aquiv.),
HCI (2 M), H,0,
30 min, 0 °C

2. NaN; (5.2 Aquiv.),

OH 90% OH

88 89

Sebacinsaure-
dichlorid (2.0 Aquiv.),
CH3CN, Pyridin,

24 h,0°C > Rt

N3 o
: ~ )J\/\/\/\/YOH
(0]
(e}
90

Abb. 40: Versuch der Synthese von Sebacinsdure-mono(4-azidphenyl)ester 90.

Fur die Synthese der Ubrigen Arylazid-modifizierten Linker-Molekule sollte der NHS-Ester 87
mit unterschiedlich langen Aminosauren unter basischen Bedingungen umgesetzt werden.
Anhand der Kupplung mit der Aminosdure Glycin sollten zuerst passende
Reaktionsbedingungen fir diese Umsetzung gefunden werden. Der gro3e Unterschied in der
Loslichkeit der beiden eingesetzten Edukte stellte hierbei die grofdte Schwierigkeit dar.
Zunachst wurde die Reaktion in Pyridin bei Raumtemperatur durchgefiihrt, wobei dieses
sowohl als Losungsmittel als auch als Base dienen sollte. Nach 24 Stunden konnte
dunnschichtchromatographisch keine Umsetzung festgestellt werden. Dies liegt vermutlich an

der ungenigenden Ldslichkeit des Glycins in Pyridin. Anhand dieser Schlussfolgerung wurde
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versucht, durch die Variation von Ldsungsmittel, Base und Temperatur passende
Reaktionsbedingungen zu finden (Tab. 3).

Tab. 3: Ergebnisse der Syntheseversuche zur Darstellung von 2-(4-Azidbenzoylamino)essigséure 91.

Ansatz Losungsmittel Base Temperatur Reaktionszeit [h] Ausbeute
1 Pyridin Pyridin Rt 24 -
2 CHsOH DIPEA Rt 24 -
3 CH3:CN DIPEA Rt 48 -
4 DMSO NaHCO; Rt 24 -
5 Dioxan/H20 NaHCOs3 Reflux 24 -
6 Dioxan/H,O NaHCOs 0°C >Rt 24 49%

Der zweite Ansatz erfolgte in Methanol, wobei als Base hier Diisopropylethylamin verwendet
wurde. Wie im ersten Ansatz I6ste sich das Glycin nicht vollstandig. Nach vollstandiger
Aufarbeitung konnte im H-NMR-Spektrum des Rohgemisches kein Produkt identifiziert
werden. Daraufhin wurde Acetonitril als Losungsmittel gewdahlt, wobei als Base ebenfalls
Diisopropylethylamin verwendet wurde. Auch hier I6ste sich das Glycin nicht vollstandig. Im
'H-NMR-Spektrum des Rohgemisches konnte kein Produkt identifiziert werden. AnschlieRend
wurde Dimethylsulfoxid als Lésungsmittel ausgewahlt. In diesem Fall diente eine
Natriumhydrogencarbonat-Lésung (0.1 M) als Base. Hierbei loste sich das Glycin nach
vermehrter Zugabe von DMSO vollstandig. Jedoch konnte auch bei diesem Ansatz im H-
NMR-Spektrum des Rohgemisches kein Produkt identifiziert werden. Der flinfte Ansatz
erfolgte in Anlehnung an ein Syntheseprotokoll fir die Kupplung einer langerkettigen
Aminosaure in einem 1,4-Dioxan/H.O/NaHCOs;-Gemisch, in dem sich die Edukte vollstandig
I6sten. Nach erfolgter Extraktion konnte im *H-NMR-Spektrum des Rohproduktes Verbindung
91 identifiziert werden. Aufgrund der starken Verunreinigung konnte das Produkt 91 jedoch
nach saulenchromatographischer Reinigung nicht erhalten werden. Ansatz sechs basierte auf
einem weiteren literaturbekannten Syntheseprotokoll. Dieser erfolgte ebenfalls in einem
1,4-Dioxan/H,O-Gemisch mit Natriumhydrogencarbonat als Base. Jedoch erfolgte in diesem
Fall die Zugabe des NHS-Ester 87 bei 0°C (Abb. 41). Hierbei konnte
2-(4-Azidbenzoylamino)essigsaure 91 in einer moderaten Ausbeute von 49% aus der

Reaktionslosung geféllt und isoliert werden. Der Vergleich zu Ansatz 5 lasst die Vermutung

62



Resultate und Diskussion Teil |

zu, dass das Edukt 87 und/oder das Produkt 91 bei héheren Temperaturen hydrolysiert
werden.

Glycin (1.1 Aquiv.),
NaHCO; (2.1 Aquiv.),

N3 o Dioxan, H50, N3
o 24 h,0°C - Rt H
N > N COOH
o) (0]
87 91

Abb. 41: Synthese von 2-(4-Azidbenzoylamino)essigsaure 91.

Aufbauend auf den gefundenen Bedingungen fir die Synthese von 2-(4-
Azidbenzoylamino)essigsaure 91 sollte die Methode nun auf langerkettige Aminosauren
Ubertragen werden (Abb. 42). Als néachstes wurde eine Kupplung des NHS-Esters 87 mit
B-Alanin unter identischen Bedingungen durchgefihrt. Das Produkt 3-(4-Azid-
benzoylamino)propansaure 92 konnte auf diesem Wege mit einer guten Ausbeute von 81%
isoliert werden. Analog dazu erfolgte auch die Kupplung mit y-Aminobuttersdure (GABA),
wobei das entsprechende Produkt 93 mit einer sehr guten Ausbeute von 93% erhalten werden
konnte. Schlie3lich wurde versucht mit 11-Aminoundecansaure eine deutlich langere
Aminosaure mit dem NHS-Ester 87 zu verkntipfen. Aufgrund der schlechteren Léslichkeit der
Aminosaure musste die Menge an Lésungsmitteln angepasst und die Reaktionstemperatur
auf 60°C erhoht werden. Nach diesen Modifikationen konnte das Produkt
11-(4-Azidbenzoylamino)undecansdure 94 in einer exzellenten Ausbeute von 97% isoliert
werden. Der hier deutliche Trend der Ausbeutezunahme mit langer werdender Alkylkette der
eingesetzten Aminosaure konnte mit der zunehmenden Nucleophilie und somit Reaktivitét der
Aminogruppe unter diesen Bedingungen zusammenhéngen. Einzig die vergleichsweise sehr
geringe Ausbeute der Kupplung der Aminosaure Glycin passt nicht zur erwarteten

Nucleophilie, die vergleichbar mit der Nucleophilie von GABA sein sollte.[*¢!

Aminoséure (1.0 Aquiv.),
NaHCO3 (2.0 - 2.1 Aquiv.),

o Dioxan, H,0, N3
o 24 h, 0 °C - Rt bzw. 60 °C Q(H
~ > N COOH
N
s
(6] b (6]

)

N3

92, 81%
93, 93%
0: 94,97%

87

2
3
1

n
n
n

Abb. 42: Synthese der Arylazid-modifizierten Carbonsaure-Derivate 92-94. Als Aminosauren wurden
B-Alanin (n = 2), y-Aminobuttersédure (n = 3) sowie 11-Aminoundecanséaure (n = 10) verwendet.
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Nach der erfolgreichen Synthese der vier verschiedenen Arylazid-Linker 91-94 mit
Amidbindungen sollten diese durch die Veresterung ihrer freien Saurefunktion in eine aktivierte
Form Uberfihrt werden. Analog zur Synthese des NHS-Esters 87 wurden auch diese vier
Linker in ihre entsprechenden NHS-Ester in Anlehnung an Chen et al.'’® bzw. Arrendale et
al.l’81 ymgesetzt. Nach saulenchromatographischer Reinigung wurde einzig das Succinimidyl-
2-(4-azidbenzoylamin)acetat 95 (n = 1) in einer geringen Ausbeute von 34% erhalten, wahrend
die Ausbeuten der restlichen drei NHS-Ester 96-98 im Bereich von 81% bis 97% lagen (Abb.
43). Die geringe Ausbeute von 95 kann mdglicherweise das Resultat einer bereits wahrend
Umsetzung einsetzenden hydrolytischen Spaltung des NHS-Esters 95 durch nicht absolut

wasserfreie Bedingungen sein.

N3
H
— \©\WNWCOOH
n
(0]

) . Pentafluorphenol
s (1320 i)
L n=1: 91 DIC (4.0 Aquiv.)
(1.3-2.0 Aquiv.), dutv.).
THE bzw. CH.ON n=2: 92 Pyridin, CH3CN,
2024 h Rt 8 n=3: 93 2-19 h, Rt
’ n=10: 94
F
N 0
L9 N3 o F F
N\M)J\O/N H\M)k
u n 0 S (0] F
(0] F
n=1: 95, 34:/0 n=2: 99, 81%
n=2: 96, 8104 n=3: 100,93%
n=515;) g'sl, ggojo n=10: 101,97%
n=10: , o

Abb. 43: Synthese der aktivierten Arylazid-Linker in Form von NHS- bzw. Pentafluorphenylestern.

Die langerkettigen (n = 2, 3, 10) NHS-Ester 96-98 haben sich jedoch als unbestandig erwiesen.
Nach langerer Lagerung bei -20 °C und mehrmaligem Erwarmen auf Raumtemperatur zur
Entnahme konnte H-NMR-spektroskopisch eine Zersetzung der Aktivester beobachtet
werden. AuRerdem ist bekannt, dass die Halbwertszeit von NHS-Estern in wassrigen
Bedingungen sehr stark mit dem pH-Wert und der Temperatur schwankt. So soll die
Halbwertszeit bereits bei pH 8.6 und 4 °C nur 10 min betragen.*®2-18 Aus diesem Grund
wurde fur diese Linker-Langen als alternative Route die Aktivierung ihrer Saurefunktion als
Pentafluorphenylester ausgewahlt. Pentafluorphenyl(PFP)-Ester sind daflr bekannt eine
ahnliche Reaktivitat gegeniber Aminen zu haben wie die entsprechenden NHS-Ester.
Gleichzeitig sollen PFP-Ester in den meisten Fallen eine deutlich gréf3ere Stabilitat gegentber

einer Hydrolyse unter wassrigen Bedingungen aufweisen.!®! Folglich wurden die
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langerkettigen Arylazid-Linker 92-94 unter Verwendung einer Synthesevorschrift von
Slésarczyk et al. mit Pentafluorphenol und Diisopropylcarbodiimid in einem Gemisch von Pyridin
und Acetonitrii zu den entsprechenden PFP-Estern 99-101 umgesetzt.'® Nach
saulenchromatographischer Reinigung konnten diese drei Aktivester in sehr guten Ausbeuten
von 81% bis 97% isoliert werden. Da bei den PFP-Estern erfreulicherweise mit der Zeit keine
Zersetzung beobachtet werden konnte, sollten fir diese Linker-Langen in den spéteren
Kupplungen mit GDP-6-amino-6-desoxy-B-L-Galactose 42 die PFP-Ester bevorzugt verwendet
werden. Es konnten schlie3lich alle gewlnschten Arylazid-Linker in Form ihrer Aktivester in
guten bis sehr guten Ausbeuten dargestellt werden. Somit standen nun alle drei Arten von

Bausteinen zur Verfligung, die fir die Synthese der Zielverbindungen 26-30 bendtigt wurden.

Zusatzlich zur vorgesehenen Route zur Darstellung der Zielverbindungen 26-30, bei der die
Kupplung mit den Arylazid-Linkern als letzter Schritt erfolgen sollte, wurde hier eine alternative
Synthesereihenfolge erprobt. Hierbei sollte eine Kupplung mit der Arylazid-Einheit noch vor
der Synthese des B-Glycosylphosphats 32 und ausschliel3lich an der Glycosyleinheit erfolgen.
Die Phosphorylierung sollte erst im Anschluss stattfinden.

Ausgehend von 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-azid-6-desoxy-L-Galactopyranose 38 erfolgte zuerst
eine Reduktion der Azid-Gruppe mit Wasserstoff und Palladiumhydroxid auf Aktivkohle als
Katalysator. Eine direkt im Anschluss durchgefiihrte Deacetylierung nach Zemplén lieferte die
vollstandig entschitzte Verbindung 102, welche ohne weitere Reinigung fur die
darauffolgenden Syntheseschritte eingesetzt wurde.*3 AnschlieRend wurde das deacetylierte
Produkt 102 mit N-(4-Azidbenzoyloxy)succinimid 87 in einem Gemisch aus DMSO und
Natriumhydrogencarbonat-Lésung (0.1 M) umgesetzt. Die sich nach der Aufarbeitung
anschlielende Acetylierung zu 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-(4-azidbenzoylamino)-6-desoxy-L-
Galactopyranose 103 erfolgte unter Standardbedingungen (Abb. 44). Die Reinigung erwies
sich aufgrund der hohen Polaritéat von Verbindung 103 als problematisch. Es wurde eine
saulenchromatographische Reinigung mit Petrolether/Ethylacetat (1:1 v/v und 1:2 v/v), nur mit
Ethylacetat und Dichlormethan/Methanol (19:1 v/v, 9:1 v/v und 5:1 v/v) als Eluentengemische
durchgefiihrt. Dabei kam es zur Elution diverser Verunreinigungen, jedoch nicht des
gewiinschten Produktes 103. Verbindung 103 konnte erst mit dem sehr polaren
Lésungsmittelgemisch Acetonitril/Wasser (5:1 v/v) von der verwendeten Saule eluiert und in
einer sehr geringen Ausbeute von nur 8% Uber zwei Stufen isoliert werden. *H-NMR-

spektroskopisch wurde ausschlief3lich das B-Anomer beobachtet.
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1. Hy, Pd(OH),
auf Aktivkohle (kat.),

CH30H, 20 h, Rt 7
OAc 2. NaOCHj (kat.), OH
Ns\w CH4OH, 16 h, Rt HN o
OAc > OH
AcO HO
OAc OH
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1. 87 (1.3 Aquiv.), DMSO,
0.1 M NaHCO3 (pH 9.3),
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b st 16 h, Rt
uberzwerstuten | 5 ac,0 (16 Aquiv.),
Pyridin, 17 h, Rt
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OAc
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Abb. 44: Synthese von 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-(4-azidbenzoylamino)-6-desoxy-L-galactopyranose
103.

Aufgrund der hier auftretenden Schwierigkeiten in der Durchfihrung und Reinigung wurde
diese Route nicht weiterverfolgt. Es sollten somit nun alle Bausteine gemafR der hier

vorgesehenen Route zu den Zielverbindungen verknulpft werden.
41.2.2 Synthese von Arylazid-modifizierten GDP-B-L-Fucose-Analoga

Nachdem die fur die Synthese der Zielverbindungen benétigten Bausteine erfolgreich
synthetisiert werden konnten, sollte zunachst die Darstellung des Amin-modifizierten GDP-3-
L-Fucose-Derivats 42 erfolgen. Im Anschluss sollten die Kupplungsreaktionen mit den
aktivierten Linker-Molekulen stattfinden.

Fur die NDP-Zucker-Synthesen nach der cycloSal-Methode wurden zuvor die beiden
unterschiedlichen cycloSal-Triester 40 und 45 dargestellt. Eine Anwendung des neuartigen,
Cbz-geschiitzten Triesters 45 machte die Verwendung eines Nucleophils als Reaktionspartner
notwendig, welches entweder auch tber hydrogenolytisch abspaltbare Schutzgruppen verfiigt
oder als ungeschuitztes Zucker-Phosphat verwendet wird. Es wurde hier mehrfach eine
Deacetylierung des  dargestellten  Zucker-Phosphats 32  durchgefuhrt.  Nach
saulenchromatographischer Reinigung konnte das gewiinschte Produkt jedoch nicht isoliert
werden, weswegen die NDP-Zucker-Synthesen hier ausschlieBlich mit dem Acetyl-

geschutzten Triester 40 durchgefihrt wurden.
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Die Synthese der Azid-modifizierten GDP-B-L-Fucose 41 erfolgte Uber zwei Stufen nach einem
etablierten Syntheseprotokoll (Abb. 45).2131 Im ersten Schritt erfolgte dabei unter wasserfreien
Bedingungen die Kupplung des cycloSal-Triesters 40 mit dem Azid-modifizierten Zucker-
Phosphat 32 in DMF zu dem entsprechenden vollstéandig acetylierten NDP-Zucker. Nach der
Aufarbeitung des Rohproduktes erfolgte im Anschluss daran unter basischen Bedingungen die
vollstandige Deacetylierung des gewlnschten Produktes 41, welche in einem Gemisch aus
CH30OH/H2O/Et:sN durchgefiihrt wurde.

(0}
N
OoN NH (0]
: 0o ¢ ﬁ I
Pz
_PZ N7 SN ONHAC N3 0 0”1 OH
o~ "o + OAc O
(0} AcO @9
OAc NBu,
OAc OAc 32
40
1. DMF, Molekularsieb (4 A),
16 h, Rt
300 ’
% 2. CH30H/H,O/Et3N 7:3:1,
16 h, Rt
N3
0 c)/GDP
OH
HO
OH
41
... | Hp, Pd/C, CH30H,
quantitativ 2d, Rt
HoN
o O/GDP
OH
HO
OH
87 (2.0 Aquiv.), 42
29% | NaHCO3 (0.1 M), X
DMF, 19 h, Rt a: 95 (4.1 Aquiv.), NaHCO3
(0.1 M), DMSO, 18 h, Rt
b: 99 (4.3 Aquiv.), NaHCO3
N (0.1 M), DMSO, 2 d, Rt
3 c: 100 (4.1 Aquiv.), NaHCOg4
(0.1 M), DMSO, 17 h, Rt
H d: 101 (3.0 Aquiv.), NaHCO3
N _GDP (0.1 M), DMSO, CH3CN,
o /R DMF, (90 Aquiv.) DIPEA,
HO 18 h, Rt > 40 °C
OH
26
Linker: Ausbeute:
aan=1 27 -
b:n=2 28 42%
c:n=3 29 -
d:n=10 30 quantitativ HO

Abb. 45: Synthese der Arylazid-modifizierten GDP-3-L-Fucose-Analoga 26, 28 und 30.
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Das Azid-maodifizierten GDP-B3-L-Fucose-Derivat 41 konnte nach saulenchromatographischer
Reinigung in einer moderaten Ausbeute von 30% als Natriumsalz dargestellt werden. Diese
lag im Grolenbereich der Ausbeuten von anderen zuvor uber diese Methode dargestellten
GDP-Zuckern.[1213 |m darauffolgenden Schritt wurde die Azid-Gruppe zur Amino-Gruppe in
CHsOH hydriert, wobei Pd/C als Katalysator diente. Die relativ lange Reaktionszeit von
zwei Tagen konnte mit der ausgebliebenen Zugabe von Triethylamin zur Reaktionslésung
zusammenhangen. Nach Aufarbeitung mittels Filtration und s&ulenchromatographischer
Reinigung konnte das gewiinschte Amin-modifizierte GDP-B-L-Fucose-Derivat 42 in einer
guantitativen Ausbeute erhalten werden. Dieser NDP-Zucker sollte als Ausgangspunkt fur die
Kupplungsreaktionen mit den verschiedenen aktivierten Linker-Molekulen zur Darstellung der
Zielverbindungen 26-30 dienen.

Es wurde zunachst die Zielverbindung 26 mit der kiirzesten Linker-Modifikation dargestellt.
Hierzu erfolgte eine Kupplungsreaktion zwischen dem Amin-funktionalisierten GDP-Zucker 42
und dem NHS-Ester 87 unter leicht basischen Bedingungen in einem Gemisch aus einer
Natriumhydrogencarbonat-Losung (0.1 M) und DMF. Dazu wurde eine Lésung des NHS-
Esters 87 in DMF langsam zur wassrigen Losung des GDP-Zuckers 42 getropft und bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach vollstdndiger Umsetzung von 42 und Aufarbeitung der
Reaktionslosung wurde das Rohgemisch zwei Mal einer automatisierten
Umkehrphasenchromatographie unterzogen. Das gewiinschte Produkt 26 konnte in einer
moderaten Ausbeute von 29% erhalten werden.

In analoger Weise sollte anschlieRend die Darstellung der Derivate mit den langeren Linkern
27-30 erfolgen. Fir die Synthese von 27 (n = 1) wurde dabei Guanosindiphosphat-6-amino-6-
desoxy-B-L-Galactose 42 und der NHS-Ester des entsprechenden Linkers 95 eingesetzt und
die Reaktion in einem Gemisch aus einer Natriumhydrogencarbonat-Losung (0.1 M) und
DMSO durchgefuhrt. Es konnte hierbei dunnschichtchromatographisch kein Umsatz
beobachtet werden. Méglicherweise waren die gewahlten wassrigen Bedingungen zu basisch,
sodass eine mdgliche Hydrolyse des NHS-Esters 95 hier schneller war als die Kupplungsrate
der Reaktion mit dem Amin 42. Aus diesem Grund und da es bei den langerkettigen NHS-
Estern 96-98 zu der bereits beschriebenen Zersetzung wahrend der Lagerung kam, sollten die
weiteren Kupplungsreaktionen ausschlie3lich mit den ebenfalls dargestellten PFP-Estern 99-
101 erfolgen.

Fur die Darstellung von 28 (n = 2) wurde Pentafluorphenyl-3-(4-azidbenzoylamin)propionat 99
in DMSO gel6st und langsam zu einer basischen wassrigen Losung von 42 getropft. Die
Reaktionszeit betrug 2 Tage und es konnte ein vollstandiger Umsatz detektiert werden. Nach
Aufarbeitung und zweimaliger sdulenchromatographischer Reinigung konnte die zweite

Zielverbindung 28 in einer Ausbeute von 42% erfolgreich dargestellt werden. Eine mdgliche
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Optimierung der Reaktionsfiihrung konnte eine leichte Erhéhung der Reaktionstemperatur
sein, um die Kupplungsrate zu erhéhen und somit die Reaktionszeit von 2 Tagen zu senken.
Die Umsetzung von Guanosindiphosphat-6-amino-6-desoxy-B-L-Galactose 42 mit
Pentafluorphenyl-4-(4-azidbenzoylamin)butyrat 100 zur Zielverbindung 29 (n = 3) sollte analog
zur vorhergehenden Zielverbindung erfolgen. Im Gegensatz zu diesem Ansatz konnte hier
jedoch dinnschichtchromatographisch kein Umsatz detektiert werden. Da auch die
Reaktionslosung im Vergleich etwas truber war, fuhrte vermutlich die zunehmende
Kettenldnge des Aktivesters zu einer Abnahme der Léslichkeit und somit der Reaktivitat in
diesem Ldsungsmittelgemisch. Eine Variation der Ldsunsgmittelvolumina sowie der
Reaktionstemperatur bei zuklnftigen Wiederholungen dieser Umsetzung sollten ein
Ansatzpunkt fir eine Optimierung sein.

Eine ahnliche Beobachtung konnte bei der Reaktion des PFP-Esters 101 mit dem Amin 42 zur
Darstellung des Derivats 30 (n = 10) gemacht werden. Eine noch schlechtere Léslichkeit des
hier verwendeten PFP-Esters 101 lieR einen Reaktionsumsatz nach 11 h Ruhren bei
Raumtemperatur ausbleiben. Es erfolgte nacheinander eine geringfugige Verdinnung der
Reaktionslosung sowie eine Zugabe geringer Mengen von CHs;CN und DMF, was die
Loslichkeit etwas verbesserte. Jedoch konnte nach weiteren 2 h bei Raumtemperatur erneut
dunnschichtchromatographisch kein Umsatz beobachtet werden. Erst ein Erwarmen der
Reaktionslosung auf 40 °C liel? nach 3 h zuséatzlicher Reaktionszeit einen geringen Umsatz
erkennen. SchlieBlich fiihrte die Zugabe von etwa 90 Aquivatenten DIPEA und weiteren 4 h
Reaktionszeit bei 40 °C zu einer vollstandigen Umsetzung der Unterschusskomponente
Guanosindiphosphat-6-amino-6-desoxy-p-L-Galactose 42. Nach Aufarbeitung und zweifacher
automatisierter Umkehrphasenchromatographie konnte die gewiinschte Zielverbindung 30 in
einer exzellenten quantitativen Ausbeute als Natriumsalz erhalten werden. Aufgrund des
Mangels an Ausgangsverbindung konnte diese Kupplung nicht reproduziert werden. Da jedoch
viele Faktoren zeitgleich variiert wurden, wéare im Rahmen moglicher Optimierungsarbeiten zu
eruieren, welcher Faktor letztendlich zu einer stattfindenden Kupplung gefiihrt hat. Vermutlich
war dies die deutlich sichtbare bessere Ldslichkeit nach Zugabe von DMF und die leichte
Temperaturerhéhung.

Die erfolgreiche Synthese der drei Zielverbindungen konnte sowohl NMR-spektroskopisch als
auch massenspektrometrisch nachgewiesen werden. In Abb. 46 und Abb. 47 sind
exemplarisch fir die Zielverbindung mit dem langsten eingefiihrten Linker 30, das H- sowie
das 3'P-NMR-Spektrum gezeigt. Im letzteren sind bei einer Verschiebung von etwa -12.0 ppm

die fur eine Pyrophosphat-Einheit typischen zwei Dubletts zu erkennen.
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Abb. 46: TH-NMR-Spektrum der Zielverbindung 30 mit dem C11-Linker (D20, 600 MHZz).

B a
Lo L
8 &
. o
110 -115 -120 -125 -130 -135

[T RP PR ARG U O Sy o PRSTRORTVIY S Y VNSUUP ST ol o e A o et oA AR Sy

T T

5 10 -15 -20 -25 -30 -35 -40 45 -50 -55 -60 -65 ppm

o
(4]
S5
(=}
w
(&)
w
o
N
(&
N
(=}
-
(&)
-t
o
(4]
o 4

Abb. 47: 31P-NMR-Spektrum der Zielverbindung 30 mit dem C11-Linker (D20, 243 MHz).

Abb. 48 zeigt ebenfalls fir die Verbindung 30 das gemessene HR-ESI-MS-Spektrum. Die
gefundene Masse von 931.2803 konnte als [M-H]" dem Zielmolekil 30 zugeordnet werden.
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Abb. 48: HR-ESI-MS-Spektrum von Zielverbindung 30.

AbschlieBend sollte die Zielverbindung 30 einer Untersuchung ihrer Photolabilitéat mittels
UV/VIS-Spektroskopie unterzogen werden. Hierzu wurde zunéchst ein UV-Absorptions-
spektrum dieser Verbindung aufgezeichnet (Abb. 49). Das Absorptionsmaximum der
Guanosineinheit, welches hier bei 257 nm liegt, tberlagert sich deutlich mit dem Maximum der
Arylazid-Einheit bei etwa 270 nm. Aus diesem Grund sollte die Photolabilitat dieser Einheit hier

ausschlieRlich mit dem Linker-Molekul 94 untersucht werden.
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Abb. 49: UV-Absorptionsspektrum der der Zielverbindung 30 (30 pM in H20).
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Es wurde hierzu eine methanolische Losung dieser Verbindung (30 uM) zunéchst ohne UV-
Bestrahlung vermessen und die Probe anschliel3end einer 20 min andauernden Bestrahlung
mit UV-Licht der Wellenlange 360 nm unterzogen. Nach sechs unterschiedlichen
Bestrahlungszeiten wurde von der Probe jeweils erneut ein UV-Absorptionsspektrum
gemessen. Die Uberlagerung aller erhaltenen Spektren ist in Abb. 50 dargestellt. Fur die nicht
bestrahlte Probe kann den erhaltenen Daten ein Absorptionsmaximum von 268 nm
entnommen werden. Es kann beobachtet werden, dass bereits nach einer Bestrahlungszeit
von 5 min eine deutliche Abnahme der Intensitdt des Absorptionsmaximums der Arylazid-
Einheit erfolgte. Eine Verschiebung des Absorptionsmaximums lasst sich jedoch nicht
verzeichnen. Da sich ab einer Bestrahlungszeit von 15 min die Intensitdt des
Absorptionsmaximums nicht mehr deutlich verdnderte, konnte dies als eine geeignete
Bestrahlungszeit fir den Einsatz der Verbindung 30 an der hFucT IX betrachtet werden, um
eine mdglichst effektive kovalente VerknUpfung an das Enzym mit einer minimalen

Beeinflussung der Enzymstruktur zu erreichen.
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Abb. 50: UV-Absorptionsspektren des Linker-Molekiils 94 nach unterschiedlichen Bestrahlungszeiten
(30 UM in Methanol).

41.2.3 Fazit der Syntheseroute

Es wurden zunéchst die fur die Synthese der Zielverbindungen bendétigten drei verschiedenen

Bausteine synthetisiert. Die Darstellung des Azid-modifizierten Zuckerphosphats 32, welches
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als Nucleophil fur die cycloSal-Kupplung diente, erfolgte angelehnt an eine von N. Lunau
entwickelte Syntheseroute.!*'! Im Rahmen der Optimierung der problematischen ersten Stufe
dieser Route durch die Durchfihrung einer alternativen Reduktion des Lactons 33, wurde in
dieser Arbeit eine kurze und variable Synthesemethode zur effektiven Darstellung von
L-Galactopyranose L-34 entwickelt.

Neben der erfolgreichen Darstellung des cycloSal-Triesters 40 konnte im Rahmen dieser
Arbeit ein neuartiger, Cbz-geschutzter cycloSal-Triester 45 synthetisiert werden. Aufgrund der
in diesem Fall besser geeigneten Schutzgruppen wurde fir die GDP-Zucker-Synthese jedoch
lediglich der Triester 40 verwendet.

Alle bendétigten Linker-Bausteine konnten in guten bis sehr guten Ausbeuten als Aktivester in
Form von NHS- sowie PFP-Estern ausgehend von 4-Azidbenzoesaure 86 dargestellt werden.
Sowohl im Hinblick auf ihre Lagerung als auch im Rahmen der darauffolgenden
Kupplungsreaktionen unter wassrigen, basischen Bedingungen haben sich die PFP-Ester als
Mittel der Wahl herausgestellt.

Uber die Kupplung der aktivierten Linker-Molekiille mit dem Amin-funktionalisierten GDP-
Zucker 42 konnten erfolgreich die drei Zielverbindungen 26, 28 und 30 dargestellt werden. Bei
diesen Syntheseschritten haben sich die Hydrolyselabilitat der NHS-Ester sowie die Loslichkeit
der aktivierten Linke als Probleme herausgestellt, wodurch nicht alle vorgesehenen
Zielverbindungen erhalten wurden.

Anhand des Linker-Molekills 94 konnte mithilfe von UV-Bestrahlungsversuchen und
Messungen der Absorptionseigenschaften gezeigt werden, dass der gewilnschte UV-
induzierte Zerfall der Arylazid-Einheit stattfindet und die Zielverbindungen wahrscheinlich fur
eine photoaktivierbare kovalente Verkniipfung an die humane Fucosyltransferase IX geeignet
sind.

Die synthetisieren Zielverbindungen standen nun fir erste Inhibitionsstudien an einer

rekombinanten humanen Fucosyltransferase 1X zur Verfligung.
4.1.2.4 Inhibitionsassays

Die dargestellten Verbindungen sollten nun auf ihre potentielle kompetitive Hemmung der
humanen Fucosyltransferase 1X untersucht werden. Aus organisatorischen Griinden konnte
diese Assays ausschlief3lich mit den Verbindungen 26 und 30 durchgefihrt werden.

Die Inhibitionsassays wurden von S. Albers aus der Arbeitsgruppe von Prof. Z. Ignatova nach
einem von K. Seelhorst aus der Arbeitsgruppe von Prof. U. Hahn entwickelten
Durchfuihrungsprotokoll an der Universitat Hamburg durchgefihrt.[*8! Daher wird hier nur kurz
auf die Assay-Bedingungen und die genaue Durchfiihrung eingegangen und vielmehr die

erhaltenen Ergebnisse diskutiert.
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Die Aktivitdtsanalyse der hier verwendeten rekombinanten hFucT IX wurde unter Verwendung
von radioaktiv markierter GDP-Fucose und der natlrlichen GDP-Fucose als Donor- und
N-Acetyllactosamin als Akzeptor-Substrat sowie in Gegenwart eines der potentiellen
Inhibitoren durchgefiihrt. Die Messungen wurden fir verschiedene Inhibitorkonzentrationen
von 0 uM bis 400 uM durchgefiuihrt. Die Auswertung erfolgte tber die Bestimmung der Menge
des radioaktiv markierten Trisaccharids als Produkt der enzymatischen Reaktion mittels eines
Flussigszintillationszéhlers mit Rickschluss auf die inhibitorische Wirkung von 26 und 30.

In Abb. 51 und Abb. 52 sind die beiden linear dargestellten Konzentrations-Inhibitionskurven
fur die beiden Verbindungen 26 und 30 dargestellt. Beide Verbindungen zeigen eine deutliche
inhibitorische Wirkung gegeniber einer rekombinanten hFucT IX. Aus der angepassten
Inhibitionskurve konnte fiir 26 eine mittlere inhibitorische Konzentration (ICsp) von 45 uM

erhalten werden. Fir Verbindung 30 ergab sich hingegen ein ICso-Wert von 11 pM.
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Abb. 51: Konzentrations-Inhibitionskurve fur Guanosindiphosphat-6-(4-azidbenzoylamino)-6-desoxy-
B-L-Galactose 26.
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Abb. 52: Konzentrations-Inhibitionskurve flr Guanosindiphosphat-6-(11-(4-azidbenzoylamino)-
undecanoylamino-6-desoxy-p-L-Galactose 30.

Von den bereits bekannten FucT-Inhibitoren haben die wenigsten Strukturen
Inhibitionskonstanten unterhalb des niedrigen mikromolaren Bereiches.*8 Der einzige bisher
bekannte FucT-Inhibitor, der im nanomolaren Bereich inhibiert, wurde von Lee et al. in einer
mittels ,,Click-Chemie” dargestellten Verbindungsbibliothek gefunden.l'®@  Fucosyl-
transferasen besitzen relative geringe Bindungsaffinitaten im mikro- bis millimolaren Bereich
gegenlber ihren Substraten. Berlcksichtigt man dies, handelt es sich bei den Verbindungen
26 und 30 um gute bis sehr gute FucT-Inhibitoren.

Neben den ICso-Werten diverser Triazol-modifizierter GDP-Fucose-Analoga, die alle nicht
kleiner als 134 uM waren, sind aus friheren Kooperationen mit K. Seelhorst inhibitorische
Daten fiir die kleinen Molektile GDP, GTP und Desoxyguanosindiphosphat (dGDP) sowie flr
Guanosindiphosphat-6-amino-6-desoxy-B-L-Galactose 42 bekannt (Tab. 4).[188

Tab. 4: ICso- und Ki-Werte ausgewahlter hFucT IX Inhibitoren.

Verbindung ICso [UM] Ki [uM]
GDP 59 77.9+8.14
GTP 94 80.7 + 30.7

dGDP 49 50.3+ 10.5
42 104 102 +17.3
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Wahrend 26 mit 45 uM eine vergleichbare Inhibition wie GDP und dGDP zeigt, ist 30 mit 11 pM
ein deutlich potenterer Inhibitor. Zuklinftige Untersuchungen dieser Inhibitoren kdnnten zeigen,
ob Unterschiede in der inhibitorischen Wirkung gegenuiiber verschiedenen FucTs bestehen.

Das Fazit dieser Untersuchungen ist, dass beide Verbindungen eine rekombinante Form der
hFucTX zu inhibieren vermogen. Dass die Zielverbindung 30 mit dem langsten Arylazid-Linker
das Enzym am starksten inhibiert, spricht daflr, dass die natirliche GDP-Fucose-
Grundstruktur wahrscheinlich das aktive Zentrum belegt und von der langen Kette nicht gestort
wird. Eine Verifizierung dieser Annahme kdnnte in Zukunft NMR-spektroskopisch untersucht
werden. So bietet z.B. die STD-NMR-Spektroskopie die Mdglichkeit neben einer zusatzlichen
Bestimmung von kinetischen Parametern des Bindungsprozesses ebenso das Bindungsepitop
des getesteten Liganden zu bestimmen.'®¥” Auf diese Weise konnte mit einer wesentlich
hoheren Sicherheit behauptet werden, dass es sich um eine kompetitive Hemmung handelt
und keine z.B. allosterischen Effekte fiir einen moglichen Aktivitatsverlust des Enzyms
verantwortlich sind. Die lange Alkylkette kann, ob in gestreckter oder geknéaulter Form, vor
allem Uber hydrophobe Wechselwirkungen die Bindung zum Enzym starken. Es besteht die
Mdglichkeit, dass die lange Kette, wie es das erhaltene Homologie-Modelling vermuten lief3,
aus dem aktiven Zentrum herausragen und die Peripherie des Enzyms fur eine kovalente

Bindung auf3erhalb des aktiven Zentrums erreichen kann.

Neben der hier antizipierten Funktion als photoaktivierbare irreversible Inhibitoren kénnen
diese Strukturen ebenfalls als Ausgangspunkt fur die Entwicklung von potenten kompetitiven
Inhibitoren fur die hFucT IX oder auch anderer Fucosyltransferase eingesetzt werden.

4.1.2.5 Analytisches Konzept zur Untersuchung einer photoaktivierbaren

kovalenten Enzym-Substrat-Bindung

Bei den dargestellten Arylazid-modifizierten GDP-Fucose-Analoga 26, 28 und 30 handelt es
sich um potentielle photoaktivierbare irreversible Inhibitoren der hFucT IX. Im Hinblick auf eine
Anwendung dieser Verbindung zur Untersuchung dieser Fucosyltransferase soll hier ein
mdogliches analytisches Konzept zur Untersuchung der kovalenten Bindungseigenschaften

dieser Strukturen vorgestellt werden.

Das Ziel der Untersuchung soll die Bestéatigung einer kovalenten Bindung der synthetisierten
Arylazid-haltigen Verbindungen nach einer Photoaktivierung mittels UV-Licht an die humane
Fucosyltransferase 1X sowie eine Untersuchung der Effizienz dieser Bindung sein. Dartber
hinaus ist eine Identifikation der in diese unspezifische Bindung involvierten Aminosaure-Reste

des Enzyms wunschenswert. Nach einer Inkubation der Proteinldsung mit einem der
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potentiellen Inhibitoren soll nach einer geeigneten Inkubationszeit eine Bestrahlung der
Reaktionsldsung mit UV-Licht einer Wellenlange von 254 bis 400 nm erfolgen (Abb. 53). Fur
eine Optimierung der Bestrahlungszeit lasst sich der aus den durchgefuhrten
Zerfallsversuchen ermittelte Wert von 15 min als Startwert heranziehen. Weitere variable
Parameter, die im Hinblick auf die Bindungseffizienz optimiert werden konnen, sind die
Wellenlange des verwendeten UV-Lichts, die Inhibitor-Konzentration sowie die Temperatur.
Nach einer solchen Inkubation und Bestrahlung soll eine Analyse des potentiell kovalent
markierten Proteins erfolgen. Dies soll einerseits massenspektrometrisch Uber zwei
grundlegend unterschiedliche Ansatze erprobt werden. Eine erste Moglichkeit ist eine
massenspektrometrische Analyse des intakten Proteins mittels LC-ESI-MS oder MALDI-TOF.
Andererseits kann zunéchst ein proteolytischer Verdau mittels Trypsin des bestrahlten Enzyms
durchgefuhrt werden und eine Analyse der erhaltenen Peptide mittels LC-ESI-MS oder MALDI-
TOF erst im Nachhinein erfolgen. In beiden Varianten ware das Ziel die Detektion geeigneter
Massenshifts, die der Masse des getesteten Inhibitors entsprechen und somit eine

entsprechende kovalente Bindung bestétigen wirden.

LC-ESI-MS oder
MALDI-TOF-MS vom
intakten Protein

Inkubation | Protein-NMR-Studien

LC-ESI-MS oder MALDI-TOF-MS
nach Verdau

| Enzymaktivitiats-Assays

Abb. 53: Schematische Darstellung des vorgeschlagenen analytischen Konzepts zur Untersuchung
der Bindungseigenschaften photoaktivierbarer Inhibitoren.

Eine erfolgreiche massenspektrometrische Analyse des intakten Enzyms bzw. seiner
Fragmente nach einem tryptischen Verdau ist hierbei eine wichtige Voraussetzung. Dies
bezlglich wurden bereits erste Untersuchungen zur LC-ESI-MS-Messung der gesamten hier
verwendeten rekombinanten hFucT IX von M. Barenfanger aus der Arbeitsgruppe von Prof. B.
Meyer an der Universitdtt Hamburg durchgefuhrt. Neben einer Korrektur der bisher
angenommen Masse von 41 kDa'®! um ca. 4 kDa (gemessener Wert: 44.8 kDa) war die

wichtigste Erkenntnis, dass die Glycosylierung der hFucT IX an den drei potentiellen
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Glycosylierungsstellen zu einer sehr breiten Verteilung der Masse des Enzyms mit
entsprechend geringer Auflésung fiihrt. Hierdurch wird eine Identifizierung des gewiinschten
Massenzuwachses durch die kovalente Bindung des Inhibitors erschwert. Unter Beachtung
dieser ersten Ergebnisse ist eine Fokussierung auf die zweite vorgeschlagene
massenspektrometrische Analysenmethode sinnvoll, da hierbei Peptide mit kleineren Massen
detektiert werden und des Weiteren eine Aussage uber die Position der kovalenten Bindung
der Arylazid-Verbindungen zurm Protein getroffen werden kann.

Unter der Verwendung eines geeigneten Lésungsmittels wie Deuteriumoxid und geeigneter
Messbedingungen kdnnte die NMR-Spektroskopie als Methode zur Quantifizierung der nicht
kovalenten Ligand-Protein-Interaktionen herangezogen werden. SchlieR3lich soll mittels
enzymatischer Aktivitdtsassays ermittelt werden, ob die UV-Bestrahlung dieser Versuche

einen Einfluss auf die Aktivitat der hFucT IX haben.

4.2 Darstellung eines C-1-Phosphonat-Analogons von GDP-Fucose

Glycosyltransferasen (bertragen aktivierte Monosaccharide (meistens in Form von NDP-
Zuckern) auf eine freie OH-Gruppe geeigneter Akzeptor-Molekile unter Bildung von
Oligosacchariden. Diese besitzen in Organismen eine Vielzahl von Aufgaben und kénnen wie
im Fall der finalen Fucosylierung durch Fucosyltransferasen auch eine pathogene Relevanz
haben. Eine kompetitive Inhibition von Fucosyltransferasen durch Donor-Mimetika ist dabei
von besonderem Interesse im Hinblick auf die Untersuchung der Rolle solcher Glycane.®
Ein bekannter Ansatz ist die Darstellung von Derivaten der entsprechenden Donor-Substrate,
die einen Glycosyltransfer durch das Enzym nicht zulassen. Hierfir stellen sogenannte
C-1-Phosphonat-Analoga eine beliebte Substanzklasse dar*®1% |m Vergleich zu den
natlrlichen O-Glycosiden sollten solche Analoga durch die Einfihrung z.B. einer Methylen-
Gruppe anstelle der O-glycosidische Bindung eine hdhere Stabilitdt gegentber saure- und

enzym-katalysierter Hydrolyse aufweisen.1%

Fur die Synthese von Guanosindiphosphat-C-B-L-Arabinose 24, einem C-1-Phosphonat-
Analogon von GDP-B-L-Fucose 25 mit fehlender Methylgruppe an der C-5-Position, sollte
ebenfalls auf die in dieser Arbeitsgruppe entwickelte und etablierte cycloSal-Methode
zuruickgegriffen werden.'? Wahrend die Darstellung des cycloSal-Triesters 40 durch
Umsetzung von 5-Nitro-cycloSal-chlorphosphit 59 und dem selektiv acetylierten Guanosin 47
bereits ausfuhrlich erprobt und optimiert wurde, sollte ein zentraler Punkt der gesamten
Synthese die Entwicklung einer Syntheseroute zur Darstellung geeigneter C-1-Phosphonat-

Analoga sein, die als Nucleophile in den entsprechenden cycloSal-Kupplungen eingesetzt
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werden sollten. Die Konfiguration der vier Stereozentren des gewinschten C-1-Phosphonat-
Analogons von L-Fucose 102 sollten dabei identisch sein mit den entsprechenden
Konfigurationen von L-Fucose 103 als 3-Anomer. Abb. 54 kann entnommen werden, dass alle
Stereozentren der Glycopyranose D-Mannose 104, bis auf das anomere C-Atom, in ihrer
Konfiguration ebenso denen des C-1-Phosphonats 102 entsprechen (grun hervorgehoben).
Dies wird besonders deutlich nach einer C,-Symmetrieoperation von b-Mannose 104. Der
Grundgedanke fiir die Entwicklung einer passenden Syntheseroute fiir die Darstellung von 102
ist, dass diese mit bD-Mannose 104 starten sollte und sowohl eine Umwandlung des anomeren
Zentrums zu einer Methylengruppe als auch einen Austausch der C-5-Hydroxylgruppe zum
gewinschten C-Phosphonat beinhalten sollte. Diese Strategie soll die Vorteile bieten, dass es
im Laufe der Synthesen zu keinem Aufbau neuer Stereozentren kommen muss und die
relevanten Stereozentren der Ausgangsverbindung Uber die ganze Route erhalten bleiben.
Des Weiteren wirde im Rahmen einer solchen Route ebenso ein stereoselektiver Aufbau der

bendtigten C-C-Bindung an der C-1-Position der L-Arabinose nicht bendétigt werden.

Co
D-Mannose
O ~OH HO., _O._.«
OHOH HO .\\\OH
HO -0 = :
HO oH HO OH HO' SN NoH
OH A
104 OH
B-L-Fucose
HsC,, O _.OH
OH =
HO HOY OH
OH OH
103
B-L-Arabinylmethylphosphonat O, OH
~N
(0]
0 o B
o P\\OH =
OH o HO" OH
HO O -
OH OH
102

Abb. 54: Vergleich der Stereozentren von bD-Mannose 104 und B-L-Fucose 103 als Ausgangspunkt fur
die Synthese des bendétigten C-1-Phosphonats 102 (griin: einander entsprechende Konfigurationen
beider Glycopyranosen 103 und 104).
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In Abb. 55 ist das Retrosyntheseschema zur Darstellung des gewilnschten C-1-Phosphonat-
Analogons 25 gezeigt. Die Zielverbindung 25 sollte durch eine Kupplungsreaktion des
acetylierten C-1-Phosphonats 105 und des entsprechenden cycloSal-Triesters 40 erfolgen.
Die Synthese des Guanosin-cycloSal-Triesters 40 sollte dabei erneut nach der in diesem
Arbeitskreis entwickelten und etablierten cycloSal-Methode ausgehend von Guanosin 44

durchgefuhrt werden.
0
NH
%
1] 1] < | /)\
0 ol 6O
HO OH © 0
OH
OH OH
25

P-
[e) OMe
OAc })Me
/ OAc

OAc 106

N NH
HO- <N | N/)\NHZ U
(0] Br OAc
Acow
OH OH AcO
44 107

OH oh
L
% HO
OH
- 108
”O& e
HO o

104

Abb. 55: Retrosyntheseschema zur Darstellung des C-1-Phosphonat-Analogons 25 von GDP-3-L-
Fucose.
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Die  Synthese des als Nucleophil zu dienenden (2,3,4-Tri-O-acetyl-B-L-
arabinosyl)methylphosphonats 105 sollte dber eine Umsetzung des entsprechenden
Dimethylphosphonats 106 mit einer Lewis-Saure und der darauffolgenden hydrolytischen
Spaltung des Intermediats zur freien Phosphonséure 105 erfolgen. Mittels einer Arbuzov-
Reaktion sollte der Phosphonsauredimethylester 106 aus seinem Brom-substituierten
Vorlaufer 107 erhalten werden. Dieser sollte wiederum Uber eine dreistufige Synthese, die eine
Tosylierung an der C-6-Position, eine vollstandige Acetylieung sowie einen Austausch der
Tosylgruppe gegen einen Brom-Substituenten enthalten sollte, ausgehend von 1,5-Anhydro-
D-mannitol 108 zugénglich sein. Verbindung 107 sollte mittels Deacetylierung aus 2,3,4,6-
Tetra-O-acetyl-1,5-anhydro-D-mannitol 108 erhalten werden, wobei dieses das
Reaktionsprodukt einer radikalischen Dehalogenierung des entsprechenden a-Bromids 109
mit Tributylzinnhydrid sein sollte. Das hierfir bendétigte a-Mannosylbromid 109 sollte,
ausgehend von b-Mannopyranose 104 nach erfolgter kompletten Acetylierung unter basischen

Bedingungen Uber die Kénigs-Knorr-Methode erhalten werden.

4.2.1 Synthese von B-L-Arabinosylmethylphosphonat 103 und seiner
acetylierten Form 105

Ausgehend von D-Mannose 104 sollte die Darstellung von (2,3,4-Tri-O-acetyl-B-L-
arabinosyl)methylphosphonat 105 in einer 9-stufigen Syntheseroute erfolgen. Dieser Baustein
sollte als Nucleophil fur die folgende cycloSal-Kupplung mit dem acetylgeschitzten Guanosin-
cycloSal-Triester 40 dienen. Zusétzlich sollte dieses C-1-Phosphonat in seiner ungeschiitzten
Form dargestellt werden, um ebenso eine cycloSal-Kupplung mit dem neuartigen Cbz-
geschitzten cycloSal-Triester 45 zu erproben.

Es wurde zunachst eine vollstandige Acetylierung von b-Mannose 104 durch Umsetzung mit
Essigsaureanhydrid in Pyridin durchgefiihrt, wobei das gewiinschte Produkt in einer
guantitativen Ausbeute erhalten wurde (Abb. 56). Fir die darauffolgende stereoselektive
Bromierung der anomeren Position von Verbindung 110 wurde auf ein Syntheseprotokoll von
Hunsen et al. zuriickgegriffen.l*®Y Es erfolgte eine Umsetzung des Eduktes mit Acetylbromid
und Methanol unter trockenen Bedingungen, wobei der bendtigte Bromwasserstoff in situ
erzeugt wurde. Das 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannosylbromid 109 konnte mit dieser milden
und effizienten Methode in einer exzellenten quantitativen Ausbeute erhalten werden. Im
Gegensatz zur klassischen Methode, bei der der peracetylierte Zucker mit einer
Bromwasserstoffsaure-Losung in Eisessig unter Lichtausschluss umgesetzt wird,*%? liefert
diese Methode hohere Ausbeuten unter gleichzeitigem Ausbleiben einer potentiellen HBr-

Exposition. Glycosylbromide gelten als sehr hydrolyseempfindlich und zerfallen bei
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Anwesenheit von Feuchtigkeit in das entsprechende Saccharid und Bromwasserstoffsaure,
wodurch dieser Prozess zusatzlich beschleunigen wird.!*%3 Aufgrund dieser Unbestandigkeit
und der hohen Reinheit der Rohprodukte, wurde das dargestellte Bromid 109 ohne
saulenchromatographische Reinigung zeitnah in den darauffolgenden Synthesen umgesetzt.
Die Darstellung einer Methylengruppe an der anomeren Position, welche im Zielmolekul die
C-5-Position reprasentieren soll, wurde mittels einer nach einem radikalischen Mechanismus
verlaufenden reduktiven Dehalogenierung erreicht. Hierbei wurde AIBN als Initiator und
Tributylzinnhydrid als reduktive Spezies verwendet. Die Synthese erfolgte in Anlehnung an
eine von Knudsen et al. publizierte Synthesevorschrift, wobei in diesem Fall das Lésungsmittel
Benzol gegen Toluol ausgetauscht wurde.**¥ Nach saulenchromatographischer Reinigung
konnte das dehalogenierte Mannitol-Derivat 111 in einer Ausbeute von 64% erhalten werden
(Abb. 56). Die publizierte Ausbeute von nahezu 90% flr ein Phenol-Derivat als Edukt konnte
hier jedoch nicht reproduziert werden. Ein méglicher Grund kénnte die abweichende Edukt-
Stoffklasse sein.

Die darauffolgende vollstandige Deacetylierung von 111 wurde unter Zemplén-Bedingungen
durchgefuhrt.'53 Nach einer saulenchromatographischen Reinigung konnte 1,5-Anhydro-D-

mannitol 108 in einer sehr guten Ausbeute von 97% erhalten werden.

AcBr (3.1 Aquiv.),

OH oy Ac,0 (15.0 Aquiv.), OAcgp, ~ CHsOH (1.4 Aquiv), OACHAG
"0 Pyridin, 18 h, Rt "0 HOAc, 15 h, Rt AcO -0
HO AcO AcO
HO quantitativ AcO quantitativ
H A
104 © 110 OA° 109 Br
BugSnH (2.0 Aquiv.),
AIBN (0.2 Aquiv.), 67%
Toluol, 3 h, Rickfluss
" . /
TsCl (1.3 Aquiv), NaOCHyj (kat.),

DMAP (kat.), Pyridin, OH CH3;OH, OAc

O"(|) 17 h,0°C > Rt Ol'é B 1h, Rt OP(\)C
BN T e R T e

112 108 111

Abb. 56: Darstellung von 6-O-para-Toluolsulfonyl-1,5-anhydro-D-mannitol 112 ausgehend von
D-Mannose 104.

1,5-Anhydro-D-mannitol 108 sollte nun regioselektiv an der priméaren Hydroxylgruppe tosyliert
werden. Dieses wurde hierzu mit Tosylchlorid in der Gegenwart einer katalytischen Menge
DMAP in Pyridin nach einer Synthesevorschrift von La Ferla et al. umgesetzt (Abb. 57).11%! In

mehreren Ansatzen konnte hier diinnschichtchromatographisch kein vollstandiger Umsatz
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beobachtet werden und ab einer Reaktionszeit von etwa 15 h konnte kein weiterer Fortschritt
der Reaktion festgestellt werden. In allen Ansadtzen konnte nach einer
saulenchromatographischen Reinigung lediglich eine moderate Ausbeute von ca. 50%
erhalten werden. Eine zuvor getestete Vorschrift nach Witczak et al., die sich durch das
Weglassen von DMAP unterschied,*%! brachte Ausbeuten, die etwas kleiner waren, was zeigt
dass der DMAP-Zusatz nur einen geringen Effekt auf den Umsatz hatte. Beiden Vorschriften
ist gemein, dass sie fur zu 108 analoge Glucitol-Derivate publiziert sind und Ausbeuten von
bis zu 85% angeben.*>1%1 Womdglich sind sterische Effekte ein Grund fir den ausbleibenden
vollstdndigen Umsatz, da der einzige Unterschied zum publizierten Substrat in der axialen
Stellung der Hydroxylgruppe an der C-2-Position im hier eingesetzten 1,5-Anhydro-D-mannitol
108 liegt. Fur eine zukinftig mogliche Optimierung der Ausbeute kénnten noch weitere,
alternative Moglichkeiten zur Einfilhrung einer Tosylgruppe an einer primaren Hydroxylgruppe
herangezogen werden. So wurde z.B. von Gerspacher et al. eine Tosylierungsreaktion mit
N-Methyltosylimidazol Triflat in Gegenwart von N-Methylimidazol publiziert.**"1 Allerdings
konnte hier bei mehreren freien OH-Gruppen zu einem gewissen Grad auch eine
Mehrfachtosylierung beobachtet werden. Nach Hartung et al. kann fiir eine Tosylierung mit p-
Toluolsulfonylchlorid auch 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan (DABCO) als Base eingesetzt werden,

was eine weitere Alternative darstellt.[19€!

Im Hinblick auf die Méglichkeit einer cycloSal-Kupplung unter Verwendung des neuartigen
Cbz-geschiitzten cycloSal-Triesters 45, sollte das tosylierte Derivat 112 zunachst einer
Benzyl-Schitzung unterzogen werden, um nach erfolgter Phosphonat-Synthese und
hydrogenolytischer Abspaltung das ungeschiitzte Phosphonat zu liefern. Benzyl-Gruppen sind
zudem bei der Synthese von C-1-Phosphonat-Analoga von Kohlenhydraten die
gebrauchlichsten Schutzgruppen. 1011031

Zuerst wurde die Einfihrung der Benzylgruppen nach einer Standardmethode erprobt (Abb.
57).12% Hierzu wurde das Tosylat 112 zur Deprotonierung der OH-Gruppen mit Natriumhydrid
in DMF umgesetzt. Im Anschluss erfolgte zur Bildung der Benzylether eine Reaktion mit
Benzylbromid. Dlnnschichtchromatographisch konnte nach 16 h ein vollstandiger Umsatz des
Eduktes beobachtet werden. Nach Aufarbeitung und sdulenchromatographischer Reinigung

konnte das gewtinschte Produkt jedoch nicht erhalten werden.
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1. NaH (4.8 Aquiv.),
DMF, 1h,0°C —> Rt

2. BnBr (3.9 Aquiv.),
DMF, 16 h, 0 °C - Rt

OTs OH OTs OBn
HO -0 BnO -0
HO BnO
112 113

Benzyltrichlor-
acetimidat (1.5 Aquiv.),
TFMSA (kat.), CH2C|2’
24h,0°C > Rt

Abb. 57: Versuch der Synthese von 2,3,4-Tri-O-benzyl-6-O-para-toluolsulfonyl-1,5-anhydro-D-
mannitol 113.

Es konnte stattdessen ein Produktgemisch isoliert werden, dessen massenspektrometrische

Untersuchung auf ein Gemisch der in Abb. 58 dargestellten Olefine hindeutet.

OH OBn OBn
T e e
114 115 116
Abb. 58: Mdgliche Nebenprodukte beim Versuch der Darstellung von 113.
Abb. 59 zeigt das erhaltene ESI-MS-Spektrum und die den vorgeschlagenen Nebenprodukten
114-116 entsprechende gemessene Masse. Durch die stark basischen Bedingungen im ersten
Reaktionsschritt kam es wahrscheinlich zu einer Eliminierung der Tosylgruppe unter Bildung
einer exocyclischen Doppelbindung, wobei die restlichen OH-Gruppen vermutlich zwei Mal
benzyliert wurden. Auch NMR-spektroskopisch konnte sowohl die Anwesenheit von

Benzylgruppen als auch olefinischer Protonen gezeigt werden. Da ein Produktgemisch eluiert

wurde, konnte hier NMR-spektroskopisch keine eindeutige Strukturermittiung erfolgen.
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Abb. 59: HR-ESI*-MS-Spektrum des erhaltenen Nebenproduktgemisches beim Versuch der
Benzylierung von 112.

Aufgrund der stark unterschiedlichen pKs-Werte der OH-Gruppen und der C-H-Bindung an
der C-5-Position kann angenommen werden, dass die Deprotonierung der OH-Gruppen zuerst
erfolgen sollte. Aus diesem Grund ware eine Reduktion der verwendeten Menge an
Natriumhydrid auf 3.0 Aquivalente eine Moglichkeit zur Optimierung der Reaktion. Allerdings
sollte beachtet werden, dass die axiale Stellung der OH-Gruppe an der C-2-Position und die
damit verbundene sterische Hinderung durch die Nahe der raumlich anspruchsvollen
Tosylgruppe eine Deprotonierung an dieser Position verlangsamen konnte. Im Vergleich
hierzu ware das H-Atom an der C-5-Position durch seine axiale Stellung leichter zuganglich
und mit einer entsprechenden Konformation der Tosylgruppe fiir eine E2-Eliminierung
pradestiniert.

Es wurde folglich eine Methode ausgewahlt, die in dieser Arbeit bereits zur Benzylschiitzung
des Lactons 33 unter leicht sauren Bedingungen erprobt wurde. Es wurde hierzu eine von
Eckenberg et al. fir diese Zwecke publizierte Prozedur verwendet.?® Die Umsetzung des
Tosylats erfolgte in Dichlormethan mit Benzyltrichloracetimidat in der Gegenwart von
Trifluormethansulfonsdure. Dinnschichtchromatographisch konnte hier jedoch keine
eindeutige Umsetzung des Eduktes 112 beobachtet werden. Da auch hier, &hnlich wie bei der
Benzylierung des Lactons 33, die Reaktionslésung triib war, I6ste sich wahrscheinlich nur ein

geringer Teil des Eduktes 112 in Dichlormethan. Nach einer durchgefihrten
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saulenchromatographischen Reinigung konnte das gewiinschte Produkt nicht erhalten

werden.

Ausgehend vom Tosylat 112 sollten anschlieRend gemaR der geplanten Syntheseroute die
drei OH-Gruppen acetyliert werden. Vor der Durchfiihrung dieser und der restlichen Stufen bis
zum Phosphonat 105 erfolgte jedoch eine Erprobung und ggf. Optimierung der
Reaktionsbedingungen mit dem zur Verfligung gestellten Testsubstrat 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-
6-O-para-toluolsulfonyl-B-D-glucopyranose 117 (Abb. 60).

In einer mikrowellenunterstiitzten Sn2-Reaktion erfolgte zunachst der Austausch der
Tosylgruppe an der C-6-Position von 117 gegen ein Brom-Atom. Die Umsetzung erfolgte nach
einem Syntheseprotokoll von Kong et al. mit Lithiumbromid in DMF,?°Y wobei bereits nach
einer Reaktionszeit von einer Stunde ein kompletter Umsatz des Eduktes 117 beobachtet
werden konnte. Nach Aufarbeitung und saulenchromatographischer Reinigung konnte das
gewinschte Derivat 118 in einer exzellenten quantitativen Ausbeute erhalten werden.
Alkylhalogenide stellen wichtige Vorlaufer fir die Arbuzov-Reaktion zur Darstellung von
C-Phosphonaten dar. Bei der Umsetzung mit einem Trialkylphosphit (i. d. R. Triethyl- und
Trimethylphosphit) kommt es dabei im ersten Reaktionsschritt zu einem nucleophilen Angriff
des Phosphor-Atoms auf das elektrophile C-Atom des Alkylhalogenids gefolgt von einer
Dealkylierung des resultierenden Trialkoxyphosphoniumsalzes durch das entstandene
Halogenid-lon.?2 Da diese Reaktionen in dem entsprechenden Trialkylphosphit als
Lésungsmittel und unter Rickfluss erfolgen, wurden aufgrund des niedrigeren Siedepunktes
und der etwas einfacheren Entfernung im Olpumpenvakuum diese Reaktionen mit
Trimethylphosphit (P(OCHs)s durchgefihrt.
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Abb. 60: Synthese von 6-Desoxy-B-D-glucopyranosyl-6-phosphonat 121.

Nach einer Vorschrift von Garneau et al., in der ebenfalls C-1-Phosphonat-Synthesen mit
acetylgeschitzten Derivaten erfolgten, wurde das Bromid 118 in P(OCHs); und fiir mehrere
Tage unter RuUckfluss erhitzt. Nach saulenchromatographischer Reinigung wurde das
gewiinschte C-1-Phosphonat in einer Ausbeute von 65% B-anomerenrein erhalten. Sowohl
Uber die im 3!P-NMR-Spektrum detektierte chemische Verschiebung des erwarteten Singuletts
von 28.4 ppm als auch Uber die Grol3e der Kopplung des C-6-Atoms mit dem Phosphor-Atom
im 3C-NMR-Spektrum ({Jcp = 145 Hz) konnte die erfolgreiche Darstellung des Phosphonats
119 belegt werden.

Um das Phosphonat als Nucleophil in einer cycloSal-Kupplung einsetzen zu kénnen, ist es
notig, das zunachst dargestellte Dimethylphosphonat zu entschiitzen, um die entsprechende
Phosphonsaure zu erhalten. Dies kann durch die Reaktion des Phosphonatdiesters mit Lewis-
Sauren wie z.B. Trimethylsilylhalogeniden und einer darauffolgenden Hydrolyse der
intermediar gebildeten TMS-Ester-Intermediate erfolgen.?°32%4 zZy diesem Zweck wurde

erneut auf das Syntheseprotokoll von Garneau et al. zuriickgegriffen.?%l Eine Losung des
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acetylgeschitzten Phosphonats 119 in Dichlormethan wurde tropfenweise mit
Trimethylsilyloromid (TMSB) versetzt und bei Raumtemperatur geruhrt.
Dunnschichtchromatographisch konnte eine vollstandige Umsetzung zu nur einem Produkt
beobachtet werden. Nach erfolgter Aufarbeitung und durchgefiihrter Hydrolyse des
Intermediates konnte nach saulenchromatographischer Reinigung das gewiinschte Produkt
120 nicht erhalten werden. Es konnte jedoch ein Gemisch aus einfach und zweifach
deacetylierten Formen des gewiinschten Produktes isoliert werden. Eine solche
Deacetylierung des Produktes, die vermutlich wahrend des Hydrolyseschrittes stattfand,
wurde von Garneau et al. nicht beschrieben. Ein mdglicher Grund fir die dennoch hier erfolgte
Beobachtung konnte die Bildung von Bromwasserstoffsaure durch die Reaktion einer
Restmenge an TMSBr und dem zur Hydrolyse zugesetztem Wasser sein. Zudem konnte
wahrend der Hydrolyse ein pH-Wert von etwa 1 ermittelt werden. Da laut VVorschrift eine relativ
groRe Menge an Reagenz einzusetzen war, konnte die Trocknungszeit im Olpumpenvakuum
zur vollstdndigen Entfernung des TMSBr nicht ausgereicht haben. Vor allem die
darauffolgende Einengung der L6sung mit gleichzeitiger Konzentrationssteigerung der Saure
kann die Deacetylierung beschleunigt haben. Eine Optimierung dieses Problems wurde im
Rahmen der eigentlich vorgesehenen Syntheseroute durchgefihrt.

Das erhaltene Produktgemisch wurde daraufhin unter basischen Bedingungen vollstandig
deacetyliert und saulenchromatographisch gereinigt. Das entschiitzte C-Phosphonat 121
konnte als Gemisch beider Anomere in einer Ausbeute von 41% Uber zwei Stufen erhalten
werden. Im 3'P-NMR-Spektrum lieferten beide Anomere jeweils ein Singulett im erwarteten
Verschiebungsbereich von etwa 20 ppm. Aufgrund der fehlenden Anomerenreinheit wurde auf
eine Erprobung der cycloSal-Kupplung mit diesem C-Phosphonat verzichtet.

Es konnten nun alle Erkenntnisse dieser Reaktionen auf die mit dem Tosyl-Derivat 112
fortlaufende Syntheseroute zur Darstellung der Verbindungen 105 und 102 angewandt

werden.

In einer Ausbeute von 93% nach saulenchromatographischer Reinigung konnte die
vollstandige Acetylierung des Tosyl-Derivats 112 durch Umsetzung mit Essigsaureanhydrid in
Pyridin erreicht werden (Abb. 61). Analog zu den durchgefiihrten Testreaktionen erfolgte
daraufhin die Einfihrung des Brom-Substituenten an der C-6-Position durch Umsetzung mit
Lithiumbromid in einer mikrowellenunterstiitzten Durchfihrung. Nach Aufarbeitung und
Reinigung konnte die gewiinschte Verbindung 123 in einer Ausbeute von 87% dargestellt

werden.
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Abb. 61: Synthese von (2,3,4-Tri-O-acetyl-p-L-arabinosyl)methylphosphonat 105 und B-L-
Arabinosylmethylphosphonat 102.

Auch hier konnte das Brom-Derivat 123 als Ausgangsstoff fir eine Umsetzung mit P(OCHs)s
in einer Arbuzov-Reaktion dienen, um die gewlinschte P-C-Bindung des Phosphonats 124 zu
generieren. Im Gegensatz zu den Testreaktionen wurde diese Phosphonat-Synthese in einer
Mikrowelle durchgefihrt und dadurch optimiert. Die eingesetzte Menge an Trimethylphosphit
wurde um fast die Halfte reduziert und die Reaktionszeit von 3.5 Tagen auf nur 7 h drastisch
herabgesetzt. Nach saulenchromatographischer Reinigung konnte das Dimethylphosphonat
124 in einer guten Ausbeute von 85% erhalten werden. Die im 3'P-NMR-Spektrum detektierte
chemische Verschiebung von 33.1 ppm des erwarteten Singuletts war im Einklang mit der
entsprechenden Testreaktion.

Aufgrund der Problematik bei der Entschiitzung des Dimethylphosphonats 124 im Rahmen
der Testreaktionen wurde zunachst als Alternative eine von Veleti et al. publizierte
Synthesevorschrift verwendet.?°! Der Unterschied zur Durchfiihrung von Garneau et al.
bestand in einer alternativen Hydrolyse ohne zuvor die Reaktionslésung einzuengen. Jedoch

konnte auch hier das gewiinschte Produkt 105 nicht erhalten werden. Es konnte erneut ein
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Gemisch aus einfach und zweifach deacetylierten Formen des gewinschten Produktes
erhalten werden. Konsequenterweise wurde auch hier das Gemisch unter basischen
Bedingungen vollstéandig deacetyliert und s&ulenchromatographisch gereinigt, wobei der
C-1-Phosphonat-Baustein 103 in einer Ausbeute von 69% Uber zwei Stufen erhalten wurde.

SchlieRlich erfolgte eine Anpassung der Synthesevorschrift von Veleti et al.,?®! um die
ungewinschte Deacetylierung zu unterbinden. Neben dem Einsatz von nur 2.5 Aquivalenten
statt 13 Aquivalenten TMSBr wurde nach Ablauf der primaren Reaktion des Phosphonats die
Reaktionslosung gekihlt und tropfenweise mit Natriumhydrogencarbonat-Losung (8%ig)
neutralisiert. Erst danach wurde zur Vervollstandigung der Hydrolyse weiteres Wasser
hinzugefiigt. Durch diese Modifikationen konnte erfreulicherweise das gewlnschte
C-1-Phosphonat 105 nach einer saulenchromatographischen Reinigung in einer guten

Ausbeute von 87% erhalten werden.

Ausgehend von D-Mannose 104 konnten hier erfolgreich die beiden C-1-Phosphonat-Analoga
von L-Fucose 103 und 105 dargestellt werden. Da die ebenso benétigten Guanosin-cycloSal-
Triester 40 und 45 in vorhergehenden Synthesen im Rahmen dieser Arbeit bereits erhalten
wurden, standen somit nun alle vier fir die cycloSal-Kupplungen zur Darstellung von

Guanosindiphosphat-C-B-L-Arabinose 25 benotigten Bausteine zur Verfugung.
4.2.2 Versuch der Synthese von Guanosindiphosphat-C-B-L-Arabinose 25

Die Darstellung der Zielverbindung Guanosindiphosphat-C-B-L-Arabinose 25 sollte auf zwei
unterschiedlichen Wegen erprobt werden. Zunadchst wurde versucht, das ungeschitzte
C-1-Phosphonat 103 mit dem neuartigen Cbz-geschiitzen Guanosin-cycloSal-Triester 45 in
einer Kupplungsreaktion unter wasserfreien Bedingungen in einem Gemisch aus Acetonitril
und DMF umzusetzen (Abb. 62). Das C-1-Phosphonat 103 wurde dabei im leichten
Uberschuss (1.1 Aquivalente) als Tetrabutylammonium-Salz eingesetzt, um die Loslichkeit
des Eduktes zu steigern. Eine dinnschichtchromatographische Verfolgung der Reaktion
erwies sich aufgrund einer starken Verteilung des Reaktionsgemisches auf der Kieselgelplatte
als problematisch und war somit nicht sehr aussagekraftig. Da jedoch nach 16 h Reaktionszeit
der zum Triester 45 gehérende Spot nicht mehr prasent war, wurde mit der Aufarbeitung und
der sich anschliel3enden Abspaltung der Chz-Schutzgruppen fortgefahren. Diese wurde als
katalytische Transfer-Hydrierung unter Einsatz von 1,4-Cyclohexadiene als H>-Quelle und
Pd/C als Katalysator nach einer Vorschrift von Cho et al. durchgefiihrt.*3¢! Auch hier war eine
dunnschichtchromatographische Verfolgung kaum realisierbar und die Entschiitzung wurde
nach 4 Tagen Reaktionszeit abgebrochen. Nachdem das Rohgemisch einer automatisierten

Umkehrphasenchromatographie unterzogen wurde, konnte das gewinschte Produkt nicht
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detektiert werden. Im 3'P-NMR-Spektrum des Rohproduktes konnten neben diversen nicht
zuzuordnenden Signalen ein dominantes Singulett bei einer chemischen Verschiebung von
20.8 ppm detektiert werden, was auf das eingesetzte C-1-Phosphonat 103 hindeutet. Da die
bei der Reaktion zum Triester 45 zugetropfte Losung des Phosphonats 103 noch etwas trib
war, liegt die Vermutung nahe, dass eine immer noch zu schlechte Ld&slichkeit dieser
Komponente fiur die misslungene Kupplung verantwortlich war. In zukilnftigen
Optimierungsversuchen zur Steigerung der Ldslichkeit kdnnten z.B. alternative Schutzgruppen
am C-1-Phosphonat 103 erprobt werden, die mit den Abspaltbedingungen der Cbhz-Gruppen

konform sind.

AnschlieBend wurde versucht, die Zielverbindung 25 Uber eine Kupplung von (2,3,4-Tri-O-
acetyl-B-L-arabinosyl)methylphosphonat 105 mit dem acetylgeschitzten Guanosin-cycloSal-
Triester 40 zu erhalten. Die Reaktion wurde dabei unter wasserfreien Bedingungen in DMF
nach einem etablierten Syntheseprotokoll durchgefuhrt (Abb. 62), wobei auch hier das
C-1-Phosphonat 105 in leichtem Uberschuss eingesetzt wurde.
Dunnschichtchromatographisch konnte nach 16 h ein vollstandiger Umsatz des Triesters 40
beobachtet werden. Nach der Aufarbeitung des Rohproduktes erfolgte im Anschluss daran
unter basischen Bedingungen die vollstandige Deacetylierung, welche in einem Gemisch aus
CH3OH/H,O/EtsN durchgefuhrt wurde. Die dinnschichtchromatographische Verfolgung fr
diesen Schritt war nicht sehr eindeutig, sodass die Reaktion erst nach 17 h abgebrochen und
aufgearbeitet wurde. Bereits im 3!P-NMR-Spektrum des Rohgemisches war ersichtlich, dass
das gewiinschte Produkt wahrscheinlich nicht entstanden ist. Neben zwei nicht
zuzuordnenden Singuletts, die bei einer chemischen Verschiebung von 36.1 ppm und
34.3 ppm detektiert wurden, konnte bei einer chemischen Verschiebung von 26.2 ppm ein
weiteres Singulett detektiert werden, was moglicherweise auf das eingesetzte C-1-Phosphonat
103 in deacetylierter Form hinweist. Desweiteren konnten um den Bereich von O ppm diverse,
breite Singuletts beobachtet werden. Nach einer dennoch durchgeflihrten automatisierten
Umkehrphasenchromatographie konnte in einer der Fraktionen Guanosinmonophosphat
(GMP) 125 als ein Nebenprodukt in einer Ausbeute von 28% isoliert werden. Im 3!P-NMR-
Spektrum konnte ein Singulett bei einer chemischen Verschiebung von 0.25 ppm beobachtet
werden. Diese Beobachtung zusammen mit der Erkenntnis aus dem *P-NMR-Spektrum des
Rohgemisches lassen nicht genau darauf schlief3en, ob bereits die Kupplungsreaktion nicht
wie gewuinscht ablauft und es stattdessen lediglich zu einer Abspaltung der cycloSal-Maske
des Triesters 40 kommt oder ob mdglicherweise die lange Reaktionszeit der Entschiitzung zu

einer hydrolytischen Spaltung der Anhydridbindung gekommen sein kdnnte.
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Abb. 62: Versuch der Synthese von Guanosindiphosphat-C-p-L-Arabinose 25.

Eine mogliche Optimierungsarbeit konnte damit beginnen, eine NMR-spektroskopische
Verfolgung beider Reaktionsschritte durchzufihren. Fir eine Optimierung des
Kupplungsschrittes kdnnten Parameter wie das Gegenion des eingesetzten C-1-Phosphonats
105, das Lésungsmittel oder die Reaktionstemperatur zur Steigerung der Reaktivitat variiert
werden. Dass analoge Kupplungsreaktionen generell realisierbar sind, konnte von Luengo et

al. fir das entsprechende ungeschitzte C-1-Phosphonat-Analogon der L-Fucose 22 in einer
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7 Tage andauernden Kupplungsreaktion in Pyridin mit dem entsprechenden Guanosin-5’-
monophosphomorpholidat nach der Methode von Moffatt und Khorana gezeigt werden.[7:107:206]
Dies sollte im Rahmen der hohen Variabilitét der cycloSal-Methode ebenso realisierbar sein.

Es konnte im Rahmen dieser Arbeit erfolgreich eine 10-stufige Syntheseroute zur Darstellung
eines demethylierten C-1-Phosphonat-Analogons von L-Fucose 103
(B-L-Arabinosylmethylphosphonat 103) ausgehend von der kommerziell preiswert
zuganglichem Ausgangsverbindung D-Mannose 104 in einer Gesamtausbeute von 16%
entwickelt werden. Die entsprechende acetylierte Form 105 wurde Uber 9 Stufen in einer
Gesamtausbeute von 21% erhalten.

Die Kupplungsreaktion zur Darstellung von Guanosindiphosphat-C-B-L-Arabinose 25 unter
Anwendung der cycloSal-Methode lieferte nicht das gewtinschte Produkt und bedarf noch

weiterer Optimierungsarbeit.
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5 Einleitung

Polyphenole stellen eine haufig vorkommende Gruppe von pflanzlichen Metaboliten dar und
sind ein fester Bestandteil der menschlichen Ernahrung. Zu dieser Substanzklasse werden
auch die Flavonoide gezahlt. Bei diesen Verbindungen handelt es sich um sekundare
Pflanzeninhaltsstoffe, die biosynthetisch tber den Shikimisdureweg gebildet werden. Ihr
chemisches Grundgertst ist das 2-Phenylchroman 126 (Abb. 63), ein Phenylbenzopyran, von
dem sich je nach Oxidationsgrad der Kohlenstoffatome C-2, C-3 und C-4 die einzelnen
Flavonoid-Untergruppen ableiten.®297 Die entsprechenden Kohlenstoffgeriiste konnen zudem
vielfaltig hydroxyliert sein. lhre groRe strukturelle Vielfalt ergibt sich zudem Uber
unterschiedliche  sekundare  Modifikationen wie z.B. Acylierung, Methylierung,
Phosphorylierung, Sulfatierung oder Glycosylierung.® Ein bekanntes zur Untergruppe der
Flavonole zahlendes Flavonoid ist das Quercetin 127, welches vor allem in Form seiner

verschiedenen Glycoside vorkommt (Abb. 63).1°!

126 127

Abb. 63: Flavonoidgrundgerist von 2-Phenylchroman 126 und die Struktur des Flavonols
Quercetin 127.

Flavonoide sind als in Obst und Gemduse natirlich vorkommende Substanzen ein Bestandteil
der taglichen Ernahrung des Menschen. Neben ihrer antioxidativen Wirkung und ihrer Funktion
als Radikalfanger sind sie fur diverse gesundheitsfordernde Effekte bekannt.?¢! Des Weiteren
kénnen Flavonoide antiallergene, antibakterielle, antivirale, antifungale, entziindungs-
hemmende, schmerzstillende und sogar krebsvorbeugende Wirkungen haben.[8209210 Ays
diesem Grund besteht sowohl in der Kosmetik- und Pharmaindustrie als auch bei der
Herstellung funktioneller Lebensmittel eine wachsende Nachfrage nach bestimmten
Flavonoiden. Sowohl die Isolierung von Flavonoiden im Pflanzenreich aufgrund der limitierten
vorkommenden Menge, als auch eine regiospezifische chemische Modifikation dieser
Verbindungen durch die komplexe Struktur erweisen sich als schwierig. Aus diesem Grund
besteht ein Fokus in der Erforschung von enzymatisch katalysierten Modifikationen von

Flavonoiden.[211-213]
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6 Kenntnisstand

6.1 Flavonoid modifizierende Enzyme

Um die synthetischen Schwierigkeiten der chemischen Modifikation von Flavonoiden zu
umgehen, besteht ein grol3es Forschungsinteresse an Flavonoid-modifizierenden Enzymen,
welche eine regio- und stereospezifische Umsetzung dieser Verbindungen ermoglichen. 24
Besonders attraktiv ist in dieser Hinsicht die spezifische Glycosylierung von Flavonoiden,
welche mit einer starken Einflussnahme auf die Wasserloslichkeit, Bioaktivitat und
Bioverfligbarkeit einhergeht.[?*>216l Dije entsprechende Ubertragungsreaktion wird durch
spezielle Glycosyltransferasen (GTs) katalysiert, die die jeweiligen Flavonoide als
Akzeptorsubstrate umsetzen und die Glycosyleinheit von einem aktivierten Donor-Molekdl
(meistens NDP-Zucker) stereo- und regiospezifisch Ubertragen. Solche GTs, die flur die
Glycosylierung von Kleinen lipophilen Molekilen verantwortlich sind, zahlen zur GT1 Familie,
welche eine von mittlerweile mehr als 94 bekannten GT-Familien darstellt.?'7:28] Neben den
erwahnten Donorsubstrat-Eigenschaften besitzen GTs dieser Familie stets eine GT-B-
Faltung®® und invertieren als Leloir-GTs die anomere Konfiguration der Ubertragenden
Zucker-Einheit.122219

Bis heute ist eine enorme Vielfalt an glycosylierten Flavonoiden identifiziert worden. Allein von
Quercetin, welches zu den Flavonolen gehért, sind etwa 300 verschiedene Glycoside
bekannt.??l Flavonoide dieser Untergruppe kommen in groBer Menge (2-5% der
Trockenmasse) im Blutenstaub vieler Pflanzenarten vor. So sind im Blitenstaub von Petunien
die Hauptkomponenten der Flavonoide die 3-O-Glycoside der Flavonole Kaempferol 128 und
Quercetin 127, wahrend im Blutenstaub des Maises mindestens 10 verschiedene Glycoside
der Flavanole Quercetin 127, Kaempferol 128 sowie Isorhamnetin 129 zu finden sind (Abb.
64).221 In bitteren Zitrusfriichten wie der Grapefruit sind glycosylierte Flavanone fir das
Empfinden der Bitterkeit verantwortlich. Diese ist z.B. im Fall des Naringenin-7-O-glucosids
von der Position der zusatzlichen Rhamnosylierung abhéangig. Ist die 2-OH-Position der
Glucose-Einheit rhamnosyliert, vermittelt die resultierende Verbindung Naringin 130 einen
bitteren Geschmackseindruck. Erfolgt die Rhamnosylierung hingegen an der 6-OH-Paosition,
ist das gebildete Diglycosid Narirutin 131 geschmacklos. Dabei wurde die fir die 2-OH-
Rhamnosylierung verantwortliche GT erst 2004 von Frydman et al. identifiziert, gereinigt und
in ihrer Aktivitat bestatigt.['%
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Abb. 64: Struktur einiger Flavonole mit ihren bevorzugten Glycosylierungsstellen (rot) sowie zwei
bekannte glycosylierte Naringenin-Diglycoside 130 und 131 aus der Grapefruit.[218l

Obwohl es sich bei den Flavonoiden um pflanzliche Sekundarstoffe handelt, wurde bereits
Anfang der achtziger Jahre von Rao et al. in einem Bacillus cereus Stamm die Fahigkeit von
Bakterien Flavonoide zu glycosylieren gezeigt.??? Bis heute wurden jedoch nur wenige weitere
Flavonoid-modifizierende Glycosyltransferasen prokaryotischen Ursprungs identifiziert und
charakterisiert. Denjenigen GTs, die aus B. cereus, Xanthomonas campestris und
Streptomyces spp. bekannt sind, wird dabei eine Rolle in der Detoxifizierung von Xenobiotika

zugeschrieben. [223-225]
6.2 Bakterielle Glycosyltransferase C (GtfC)

Ein 2013 von Rabausch et al. entdecktes Beispiel fiir eine neuartige bakterielle GT ist die
Glycosyltransferase C (GtfC, GenBank-Nummer: AGH18139). Diese wurde mithilfe eines
funktionellen Screenings einer metagenomischen Bibliothek basierend auf Hochleistungs-

dunnschichtchromatographie (HPTLC) entdeckt und bereits einleitend charakterisiert.%

GtfC ist eine Leloir-Glycosyltransferase, die zur GT1 Klasse z&hlt und lasst sich anhand
phylogenetischer Analyse dem Phylum Bacteriodetes zuordnen. Die GtfC umfasst 469

Aminoséauren und besitzt ein Molekulargewicht von ca. 55 kDa. In der Aminosaurensequenz

98



Kenntnisstand Teil Il

dieses Enzyms konnte durch Vergleich mit bekannten Sequenzen homologer Enzyme ein
neues Bindemaotiv fur die Interaktion mit der Phosphatbriicke des Donorsubstrates identifiziert
werden. Da dieses mit keinen der bekannten konservierten Motive korreliert, kdnnte die GtfC
zu einer neuartigen Enzymklasse gehdren. Unterstrichen wird diese Vermutung ebenfalls

durch eine relativ geringe Sequenzhomologie zu bekannten Glycosyltransferasen. !

Rabausch et al. haben mithilfe von Aktivitatsassays und HPLC-ESI-MS-Analysen vermutet,
dass das Enzym TDP-aktivierte Glycosyl-Einheiten Gbertragen kann und den seltenen NDP-
Zucker TDP-B-L-Rhamnose B-132 neben anderen als Donor-Substrat nutzen koénnte.
Ebenfalls konnten auf diese Weise diverse Flavonoide, wie z.B. das Flavonol Quercetin 127
oder das Flavanon Naringenin 133, als Akzeptor-Substrate dieser Glycosyltransferase
identifiziert werden. Beispielsweise kann die GtfC unter Verwendung unterschiedlicher
Donorsubstrate sowohl das 3-O-B-D-Glucosid (Isoquercitrin 134) als auch das 3-O-a-L-
Rhamnosid (Quercitrin 133) von Quercetin 127 bilden (Abb. 65).1*!]

(0]
= HO
OH OH R Ho
OH OH OH
Isoquercitrin 134
Ho‘o GtfC HOOO
OH OR o
R= Ho
OH O OH O e
OH

Quercetin 127
Quercitrin 133

Abb. 65: Vorgeschlagener Glycosyltransfer auf die 3-OH-Position von Quercetin 127 durch die GtfC
unter Bildung von Isoquercitrin 134 und Quercitrin 133.

Eine Enzymcharakterisierung von GtfC konnte bei der enzymatischen Darstellung seltener und
neuartiger Naturstoffe von grof3em Nutzen sein. Da fir entsprechende Aktivitatsassays relativ
grolRe Mengen des vom Enzym umgesetzten Donor-Substrates benétigt werden, ist ein
synthetischer Zugang sowohl zu B-Rhamnosiden als auch den entsprechenden NDP-Zuckern
von grofRer Bedeutung. Auf beide Aspekte soll in den folgenden Abschnitten eingegangen

werden.
6.3 Stereoselektive Synthese von B-Rhamnopyranosiden

6-Desoxyhexosen stellen neben 2-Desoxy-D-ribose die am haufigsten natirlich
vorkommenden Desoxyzucker dar.?? Innerhalb dieser Klasse stellt L-Rhamnose L-135, in
einem viel geringeren Umfang auch D-Rhamnose D-135, das am starksten verbreitete

Monosaccharid dar (Abb. 66).22°! Dabei sind B-verkniipfte Rhamnopyranoside eine wichtige
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strukturelle Einheit vieler natirlich vorkommender Oligosaccharide, z.B. der bakteriellen
Kapsel-Polysaccharide.???”?2¢1 Da es sich bei diesen Verbindungen um bedeutungsvolle
Zielstrukturen chemischer Synthesen handelt, besteht ein grof3er Bedarf an stereoselektiven
Methoden zur B-Rhamnosylierung.

OH OH
HO A
HO OH
OH

L-135 D-135

Abb. 66: Strukturen von L- und b-Rhamnose (L-135 und D-135).

Analog zur B-Mannosylierung stellt die stereokontrollierte B-L-Rhamnosylierung eine
synthetische Herausforderung dar, was einerseits durch den anomeren Effekt und
andererseits durch die sterische Abstol3ung des axialen C-2-Substituenten am Rhamnosyl-
Donor mit einem sich annahernden Nucleophil begrindet ist.?2%230 Beide Faktoren
favorisieren die Bildung einer a-glycosidischen Bindung gegeniber der B-Form mit einer

1,2-cis-Konfiguration.

Die bis heute glltige Vorstellung des Mechanismus der homogenen Glycosylierungsreaktion
geht auf die Arbeiten von Lemieux et al. 1975 zuriick. Hierbei wird nach Zugabe eines
entsprechenden Promotors die Bildung eines Gleichgewichtes zweier reaktiver Intermediate
in Form eines Kontaktionenpaares (CIP) und eines solvatgetrennten lonenpaares (SSIP)
angenommen.?¥ Weitere Studien fuhrten zur der detaillierten Vorstellung, dass bei dieser
Reaktion ein Gleichgewicht zwischen einem kovalenten Donor, einem CIP sowie einem SSIP
besteht (Abb. 67) und der selektive Ausgang der Glycosylierungsreaktion von der Lage des
Gleichgewichtes dirigiert wird.[?22241 Der Angriff des eingesetzten Akzeptors auf den
kovalenten Donor hat dabei eine B-Selektivitat zur Folge, was durch eine entsprechende
Stabilisierung dieses Intermediates bevorzugt wird. Eine a-Selektivitat rihrt hingegen auf dem
Akzeptorangriff auf das SSIP her. Eine Verschiebung des Gleichgewichtes zu dieser Seite wird

entsprechend durch eine Stabilisierung des Oxocarbeniumions erreicht.
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Abb. 67: Allgemeiner Mechanismus der homogenen Glycosylierungsreaktion.[23%]

Bis heute sind nur sehr wenige Rhamnosyl-Donoren fiir eine B-selektive Glycosylierung
vorgestellt worden, von denen Abb. 68 die drei relevantesten darstellt. In Verbindung mit nicht
l6slichen Silber-basierten Promotoren liefern sowohl das 2,3-O-Carbonat-geschiitzte 136236
als auch das 2,3-O-Alkyliden-geschiitzte a-Rhamnopyranosylbromid 137231 B-Rhamnoside
als Glycosylierungsprodukte. Von Yamada et al. wurde eine B-selektive Rhamnosylierung
unter Einsatz des Trichloracetimidatdonors 138 in der *C;-Konformation entwickelt.>*8 Trotz
einer guten B-Selektivitat entstehen bei dieser Methode immer aauch signifikante Mengen des

a-Anomers.

Br Br TPSO

C! C 3
o o! " oen

>//o o) OTBS NH
o

138
136

137

Abb. 68: Strukturen der B-selektiven Rhamnopyranosyl-Donoren 136, 137 und 138.[236-238]

Die Entwicklung einer stereoselektiven Methode zur Darstellung von
B-Rhamnopyranosylphosphaten gelang 1992 Sabesan et al. (Abb. 69).2%% Die selektive
Phosphorylierung erfolgt hierbei durch die Umsetzung der 1-OH-freien Rhamnose 139 mit

Diphenylchlorphosphat in der Gegenwart von 4-(Dimethylamino)-pyridin (DMAP) in
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Dichlormethan bei Raumtemperatur. Sowohl die Reaktionstemperatur als auch die extrem
langsame Zugabe des Phosphorylierungsreagenzes haben eine bevorzugte Bildung des
B-Anomers B-140 zur Folge, welches hier das kinetische Produkt darstellt (a:B = 1:4).123%

i
AcO OPh
OAc

OAc
(OPh),P(0)CI (5.0 Aquiv.) _
OH DMAP (5.0 Aquiv.), p-140

(@] CH2C|2, Rt
AcO Y0
OAc af~1:4 I

OAc
139 OPh

AcO

OAc
OAc

a-140

Abb. 69: Stereoselektive Phosphorylierung der selektiv deacetylierten L-Rhamnose 135 nach
Sabesan et al.[2%9

Auf diese Weise sind nach chromatographischer Reinigung beide Anomere der
entsprechenden Zucker-Phosphate zugénglich, was im Hinblick auf eine anomerenreine
Darstellung von NDP-Zuckern von auf3erordentlicher Bedeutung ist.

6.4 Chemische Synthese von NDP-Zuckern

Bei Nucleosiddiphosphat-Zuckern (NDP-Zuckern) handelt es sich um eine Substanzklasse,
die eine aktivierte Form von Monosacchariden darstellt, welche Uber eine energiereiche
Pyrophosphatbriicke mit den entsprechenden Nucleosiden verbunden sind. Diese
Verbindungen stellen Donor-Substrate von GTs bei Glycosylierungsreaktionen dar.?? Die
Vielfalt der nattrlich vorkommenden NDP-Zucker variiert je nach Ursprungsorganismus und
ist im Fall bakterieller Glycosyltransferasen am groRten. 47!

Ein effizienter Zugang zu dieser Substanzklasse ist aus mehreren Griinden von besonderem
Interesse. So konnen beispielweise modifizierte NDP-Zucker als Donor-Substrat-Analoga
potentielle Inhibitoren fur Glycosyltransferasen darstellen.*8¢ Weiterhin kénnen natrliche
NDP-Zucker oder ihre Strukturanaloga als Werkzeuge in Assays zur Untersuchung von
Glycosyltransferasen oder von Glycosylierungsmustern und -orten eingesetzt werden.®74 Es
wurden bereits mehrere enzymatische Methoden zur Synthese von NDP-Zuckern entwickelt.
Neben der Substratspezifitat der eingesetzten Enzyme sind die Regio- und Stereospezifitat

sowie der Verzicht auf Schutzgruppen kennzeichnende Vorteile dieser Synthesemethoden.
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Die Verwendung verschiedener, oftmals teurer Enzyme, ihre begrenzte Verfugbarkeit, eine
relativ geringe Ausbeute der dargestellten NDP-Zucker sowie eine Limitierung dieser
Synthesewege auf nattirlich vorkommende NDP-Zucker sind entscheidende Nachteile dieser
Methoden, was einen grof3en Bedarf an chemischen Synthesemethoden von NDP-zuckern

und ihrer Analoga zur Folge hat.

Die chemische Synthese von NDP-Zuckern kann dabei mittels zweier unterschiedlicher
Synthesestrategien erfolgen. Wie in Abb. 70 anhand der Grundstruktur dieser
Verbindungsklasse gezeigt ist, kann die Knlpfung beider Bausteine einerseits Uber einen
nucleophilen Angriff der terminalen Phosphatgruppe eines Nucleosiddiphosphat-Bausteins auf
einen aktivierten Glycosyldonor erfolgen (Strategie A). Andererseits ist die Darstellung dieser
Verbindungen Uber den nucleophilen Angriff eines Zuckerphosphats auf ein aktiviertes

Nucleosidmonophosphat moglich (Strategie B).?4
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Abb. 70: Allgemeine Synthesestrategien zur Darstellung von NDP-Zuckern.[241]

Sowohl fur den Syntheseweg Uber die Strategie A als auch Uber die Strategie B sind bereits
mehrere Methoden entwickelt und publiziert worden.?3242-250 Bezogen auf Aspekte wie
Ausbeute, Stereoselektivitat und eine vielféaltige Anwendbarkeit haben sich die Methoden der

Strategie B als die effektiveren herausgestellt, weswegen ihnen mehr Bedeutung
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zugeschrieben wird. Aus diesem Grund sollen hier lediglich die bedeutendsten Methoden
dieser Strategie dargestellt werden.

Eine 1958 publizierte und haufig eingesetzte Methode zur Darstellung von NDP-Zuckern ist
die von Moffatt und Khorana, welche bis heute als der klassische Zugang zu dieser Stoffklasse
gilt (Abb. 71).124¢I Hierbei erfolgt die Aktivierung des Nucleosidmonophosphats (NMP) in der
P(V)-Stufe als Morpholidat und in Form seines N,N-Dicyclohexylcarboxamidiniumsalzes und
die Kupplung dieses Bausteins mit einem anomerenreinen Zuckerphosphat. Zur Vermeidung
einer hydrolytischen Zersetzung des eingesetzten Phosphormorpholidates wahrend der
Kupplung ist eine Durchfilhrung wunter Ausschluss der Feuchtigkeit zwingend
erforderlich.[7246.249.251-253] Bedingt durch die hohe Polaritat beider Reaktionspartner stellt bei
dieser Methode die Wahl eines geeigneten Reaktionsmediums eine Herausforderung dar.
Auch die relativ langen Reaktionszeiten von mehreren Tagen flhren bei vielen Kupplungen
zur Nebenproduktbildung oder teilweise zur Hydrolyse des gewiinschten Produktes. Die
Ausbeuten der entsprechenden Produkte zeigen dabei eine starke Streuung im Bereich von

15% bis 90% und sind zudem schwierig zu reproduzieren.[206.241]

0]
Il

P
O
o\) © OH

o OH OH(H) o o o
[ j Pyridin, Rt, 2-9d HO PP Nucleobase
N - 0" 1707 170-

c ©_c
Y\N N y +
H H OH OH(H)

Nucleobase

Abb. 71: Darstellung von NDP-Zuckern mit der Phosphormorpholidat-Methode nach Moffatt und
Khorana.[?46]

Im Jahr 1997 haben Wittmann und Wong eine Methode zur Darstellung von NDP-Zuckern
vorgestellt, die als eine Erweiterung der Methode von Moffatt und Khorana anzusehen ist.[?4”]
Bei dieser Variante wird zusatzlich 1H-Tetrazol als Aktivator verwendet, was eine Reduktion
der Reaktionszeit auf 2 Tage und Ausbeuten von bis zu 91% zur Folge hat. Jedoch sind die
Ergebnisse dieser Methode ebenfalls schwierig zu reproduzieren und in einigen Féllen fuhrt
die Bildung von Nebenprodukten wie NMP oder NMP-Dimeren zu einem Absinken der

Ausbeuten auf etwa 30%.
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Bei dem von van der Marel et al. 2008 vorgeschlagenen Ansatz zur Synthese von NDP-
Zuckern handelt es sich um eine Mdoglichkeit zur Synthese dieser Verbindungen unter
Verwendung von P(lll)-Verbindungen (Abb. 72)2% Hierbei erfolgt zunachst eine
Kupplungsreaktion zwischen einem 5’-Nucleosylphosphoramidit mit einem anomerenreinen
Glycopyranosylphosphat unter Verwendung von Dicyanoimidazol als Aktivator. Eine direkt im
Anschluss durchgefihrt in situ Oxidation mit tert-Butylhydroperoxid zum Phosphat liefert die
entsprechenden NDP-Zuckern in Reaktionszeiten von etwa 1 h. Diese vergleichsweise sehr
geringe Reaktionszeit kdnnte im Hinblick auf moégliche Nebenreaktionen als ein Vorteil
angesehen werden. Die Darstellung oxidationsempfindlicher NDP-Zucker kénnte sich jedoch

mit dieser Methode als problematisch erweisen.

A A

<
NC\/\O/ P\o Nucleobase
o 1. DCI, CH3CN,
30 min, Rt
2. tBUuOOH, OH
OAc OAc(H) 30 min, Rt
3. Entfernung der O 9 (I)I Nucleobase
Schutzgruppen P P
. grupp HO An O 6\0/ e}

© 8 0

0
Romo OH OH  OH(H)
®

R = Schutzgruppen
O BugN

Abb. 72: Phosphoramidit-Methode zur Darstellung von NDP-Zuckern nach van der Marel et al.[248]

2008 wurde von Wendicke et al. ein weiterer synthetischer Zugang zu NDP-Zuckern
vorgestellt.?*? Es handelt sich hierbei um eine Erweiterung der 1996 von C. Meier entwickelten
cycloSal-Technik, welche urspriinglich als Prodrug-Konzept zur intrazellularen Freisetzung
biologisch aktiver Nucleosidmonophosphate entwickelt und bereits fur eine Vielzahl antiviral
aktiver Nucleosid-Analoga erfolgreich angewandt wurde.?>¥ NDP-Zucker kénnen mit dieser
Methode Uber den Einsatz von aktivierten NMP-Bausteinen in Form von cycloSal-Triestern
durch die Umsetzung mit acetylgeschutzten, anomerenreinen Glycopyranosylphosphaten

erhalten werden.

Die Kupplungsreaktion wird initiiert durch den nucleophilen Angriff eines Zucker-Phosphats
auf das Phosphor-Atom des cycloSal-Triesters gefolgt von einer sehr selektiven Abspaltung
der aromatischen Einheit bedingt durch die verschiedenen Reaktivitdten der Phenyl-, Benzyl-
und Alkylphosphatesterbindung (Abb. 73). Dabei kommt es zun&chst zur Spaltung des
Phenylphosphatesters unter Bildung eines mesomeriestabilisierten (2-Hydroxybenzyl)-

phosphatdiesters, wobei im aromatischen System aus einem schwachen Donorsubstituenten
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mit einem Phenolat-Anion ein starker Donorsubstituent entsteht. Im Folgeschritt kommt es zum
spontanen Bruch der benzylischen C-O-Bindung und zur Freisetzung des Chinonmethids,
welches durch die Reaktion mit Wasser zum entsprechenden Salicylalkohol-Derivat reagiert.
Im selben Schritt kommt es zur Abspaltung des gewlnschten NDP-Zuckers. Da bei dieser
Synthesemethode eine schnelle Umsetzung der cycloSal-Triester erwiinscht ist, enthalten die
verwendeten aromatischen Masken an der C-5-Position bevorzugt Akzeptorsubstituenten wie
Nitro- oder Chlorsubstituenten.24%

X
) -
\(:(r:/}lpzo Nucleobase
0" \O
W %q

OAc OAc OAc(H) ONu

AcO o — —
o_/ o°

wfﬂ

X OH
OH OH
(0] (0]
O M I
Nucleobase
P P.

OH OH(H)

Deacetylierung

Abb. 73: Allgemeiner Reaktionsmechanismus zur Darstellung von NDP-Zuckern nach der cycloSal-
Methode.[?42

Mit der von S. Wendicke, S. Warnecke und S. Wolf vorgestellten Synthesemethode sind nach
diversen Optimierungen NDP-Zucker-Synthesen mit Ausbeuten von bis zu 88% mdglich,
abhangig von den eingesetzten Zucker-Phosphaten und Nucleosiden.’>4 Die breite
Anwendbarkeit dieser Methode zeigt sowohl der erfolgreiche Einsatz vieler unnatirlicher
Zucker-Phosphate als Nucleophile als auch die Méglichkeit auch Nucleosidmonophosphat-

Zucker (NMP-Zucker) darstellen zu kénnen. 141862551
6.5 Gewinnung von Thymidindiphosphat-B-L.-Rhamnose -132

Im Vergleich zu GTs in Saugetieren nutzen die bakteriellen GTs fur Glycosylierungen eine
grolRe Vielfalt an NDP-Zuckern als Donor-Substrate. TDP-B-L.-Rhamnose B-132 ist die

Vorlaufer-Verbindung zur Bildung L-Rhamnose-enthaltender Strukturen, welche haufig auf den
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Zelloberflachen Gram-negativer Bakterien zu finden sind.??®! Die bakterielle Biosynthese von
TDP-B-L-Rhamnose B-132 umfasst vier enzymatische Transformationen und beginnt mit a-D-
Glucose-1-phosphat 141, welches zunachst durch TTP aktiviert und anschlieRend zu TDP-4-
dehydro-6-desoxy-a-D-Glucose 142 umgesetzt wird. Dieser erste Schritt wird durch das
Enzym RmIA, eine Thymidylyltransferase, katalysiert. Die Oxidation der Hydroxylgruppe an
der C-4-Position im zweiten Schritt erfolgt durch die Dehydratase RmIB. Anschliel3end erfolgt
durch RmIC die Umsetzung von 143 zu TDP-4-dehydro-B-L.-Rhamnose 144, welches im
finalen Schritt durch die TDP-4-dehydrorhamnose-Reduktase zu B-132 umgesetzt wird.!5¢!

RmIA RmIB
HO 0 (2 7.7.24) (4 aktasd m
HO
HO (e}
SN
-0 TTP
141 o H* e -
RmIC
. (5.1.3.13)
TDP m TDP
HO = T
OH
OH T o
i 144
TDP-B-L-Rhamnose NADP* H

NADPH

Abb. 74: Schematische Darstellung der bakteriellen Biosynthese von TDP-B-L-Rhamnose B-132
(bearbeitet nach Giraud et al.).[258]

Melo et al. konnten zeigen, dass TDP-B-L.-Rhamnose B-132 das Enzym RmIA sowohl
kompetitiv als auch nicht-kompetitiv inhibiert und auf diese Weise die bakterielle Rhamnose-
Produktion reguliert.?>” Von Blankenfeldt et al. konnte die Struktur fiir RmlA aus Pseudomonas
aeruginosa aufgeklart und das Enzym mit B-132 als Komplex co-kristallisiert werden.?>®! Diese
Ergebnisse bieten somit eine Grundlage fir die Erforschung von Wirkstoffen gegen Bakterien,
in denen L-Rhamnose-haltige Antigene in einem pathogenen Kontext stehen?* und
demonstrieren, wie relevant ein verlasslicher Zugang zu NDP-Zuckern wie B-132 sein kann.
Jedoch handelt es sich bei den meisten literaturbekannten Synthesen dieser Verbindung um
aufwandige und teure multienzymatische Methoden.?502611 Wenige Anbieter, z.B. die Firma

Carbosynth, bieten B-132 als Dinatrium-Salz zu einem Preis von 111.35 €/mg an.[?%?

Bis heute sind nahezu keine Anséatze zur chemischen Synthese von Thymidindiphosphat-f3-L-
Rhamnose B-132 publiziert worden. Einzig die Gruppe um Zhao et al. hat im Rahmen eines

Vergleichs mehrerer Synthesemethoden von NDP-Zuckern drei verschiedene Wege zur
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Synthese von TDP-B-L-Rhamnose B-132 gezeigt und die Unterschiede diskutiert (Abb. 75).1240
Als neuer Syntheseweg wurde hierbei die TMP-Imidazolid-Methode vorgestellt, bei der
zunachst in einer one-pot-Reaktion, durch die Umsetzung von Thymidinmonophosphat (TMP)
145 als Triethylammoniumsalz mit 1,1’-Carbonyldiimidazol, das entsprechende TMP-
Imidazolid erzeugt und direkt im Anschluss mit dem ungeschitzten Rhamnopyranosyl-3-
phosphat B-146 Uber 48 h gekuppelt wird (Methode 1). Die hier erreichte Ausbeute des NDP-
Zuckers B-132 betrug 76%. Zum Vergleich wurde B-132 einerseits Uber die Morpholidat-
Methode nach Moffat et al. durch die Umsetzung von kommerziell erhaltichem TMP-
Morpholidat mit dem B-Phosphat B-146 (Methode 1) und andererseits Uber die Reaktion von
TDP mit 2,3,4-Tri-O-benzyl-L-rhamnopyranosylbormid 147 (Methode 1ll) der gewiinschte NDP-
Zucker B-132 in einer Ausbeute von 75% bzw. 18% erhalten.["?43263 Trotz der &hnlichen
Ausbeute zur Morpholidat-Methode wird aufgrund der groReren Flexibilitat unterschiedlicher
Reaktionsparameter die TMP-Imidazolid-Methode als die beste dieser drei gewertet.[?*% Eine

chemische Synthese des a-Anomers a-132 ist bis heute nicht in der Literatur beschrieben.

© P N (6]
I. O/(')\O CDI, CH4CN, B-146, DMF
o 0
® 76%
2 x Et;NH OH
145

e o L
o—7 o TMP-Morpholidat, 1H-Tetrazol, oo N/g
HO
. OH

Pyridin P. P 0]
8 o) o107 1o
OH @ 75% HO (0] O@ o
2 x Et;NH on L ©
-146
P B-132 OH

Br
0 1. TDP(NBuy), CH,Cl,
BnO 2. Hy, Pd/IC
11. OBn
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OBn 18%
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Abb. 75: Vergleich der Syntheserouten zur Darstellung von TDP-B-L-Rhamnose B-132 nach Zhao et
a|.[240]
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7 Aufgabenstellung

Glycosyltransferasen katalysieren die Bildung von glycosidischen Bindung unter Ubertragung
einer Zucker-Einheit von einem aktivierten Donor-Substrat (meistens NDP-Zucker) auf ein
Akzeptor-Substrat (Glykon oder Aglykon).l??2l Dabei spielen sie eine wesentliche Rolle in den
Biosynthesewegen von Oligo- und Polysacchariden, sowie bei der Glycosylierung von
Proteinen oder der Synthese wichtiger Naturstoffe in Bakterien oder Eukaryoten.?? Die vor
Kurzem um die Arbeitsgruppe von Dr. U. Rabausch in einer metagenomischen Bibliothek
entdeckte Glycosyltransferase C (GtfC) ist ein Beispiel fur eine bakterielle Glycosyltransferase,
die den seltenen NDP-Zucker Thymidindiphosphat-B-L-Rhamnose B-132 als Co-Substrat
verwendet, um diverse bereits identifizierte Flavonoide zu glycosylieren.**! Zur Untersuchung
und Charakterisierung der Eigenschaften von Glycosyltransferasen, wie z.B. ihres
Substratspektrums oder ihrer kinetischen Parameter, ist ein verlasslicher synthetischer

Zugang zu einer Vielzahl an NDP-Zuckern bedeutsam.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Erarbeitung eines synthetischen Zugangs zu beiden
Anomeren von Thymidindiphosphat-L-Rhamnose a-132 und B-132, zwei NDP-Zuckern, die
bisher tber die hier etablierte cycloSal-Methode noch nicht dargestellt wurden (Abb. 76).
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Abb. 76: Zu synthetisierende NDP-Zucker TDP-a-L.-Rhamnose a-132 und TDP-3-L-Rhamnose 3-132.

Da die stereoselektive Darstellung von a- und B-L-Rhamnosiden aufgrund der relativen
Konfiguration der OH-Gruppen an den Positionen C-1- und C-2 nicht trivial ist, soll ein Fokus
dieser Arbeit auf der Darstellung beider Anomere der bendtigten Zucker-Phosphate liegen.

Andererseits soll hier auch die Erarbeitung einer neuartigen Variante der cycloSal-Kupplungen
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erfolgen. Beide potentiellen Substrate der GtfC sollten von Dr. F. BoOnisch aus der
Arbeitsgruppe von Dr. U. Rabausch am Biozentrum Klein Flottbek im Rahmen von in vitro
Aktivitatsassays eingesetzt werden. Zudem sollte vor allem das B-Anomer B-132, welches
bereits als Substrat der GtfC bestatigt wurde, zur Bestimmung kinetischer Parameter dieser
Glycosyltransferase dienen.
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8 Resultate und Diskussion

Glycosyltransferasen nutzen zur Ubertragung einer Glycosyl-Einheit auf einen geeigneten
Akzeptor in den meisten Fallen Nucleosiddiphosphat-Zucker (NDP-Zucker) als aktivierte
Donorsubstrate. Diese variieren dabei stark in der Art des Zuckers und des Nucleosids. Da die
aus biologischen Systemen isolierten Mengen der entsprechenden NDP-Zuckern oft sehr
gering sind, ist ein zuverlassiger synthetischer Zugang zu anomerenreinen Produkten dieser
Stoffklasse, wie ihn die cycloSal-Methode bietet, z.B. fir den Einsatz zur Untersuchung der
Substrateigenschaften von Glycosylransferasen, sehr relevant.[*?l Konfigurationsbedingt stellt
die Synthese anomerenreiner Glycopyranosylphosphate bei Monosacchariden wie

D-Mannose 104 und L-Rhamnose L-135 eine synthetische Herausforderung dar.
8.1 Darstellung von TDP-a-L-Rhamnose a-132 und TDP-B-L-Rhamnose -132

Die Darstellung der beiden Anomere von TDP-L-Rhamnose B-132 sollte unter Verwendung
des in dieser Arbeitsgruppe entwickelten Methode zur Synthese von NDP-Zuckern erfolgen.[*2
Ein wesentlicher synthetischer Aspekt der hier verfolgten Syntheseroute sollte die nicht triviale
stereoselektive Phosphorylierung von L-Rhamnose L-135 sein, um geeignete Nucleophile fir
die cycloSal-Kupplungen zu erhalten. Diese sollte hier nach einer Synthesemethode von
Sabesan et al. erfolgen./?*°! Die Darstellung der beiden benétigten cycloSal-Triester 148 und
149 sollte hingegen einerseits nach einer bereits ausfuhrlich erprobten und optimierten
Routel*%2¢4 ynd einerseits nach einer in dieser Arbeit entwickelten Synthese im Fall des Cbz-
geschutzten Triesters erfolgen. In Abb. 77 ist das Retrosyntheseschema zur Darstellung von
TDP-a-L-Rhamnose a-132 und TDP-3-L-Rhamnose B-132 dargestellt.
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Abb. 77: Retrosyntheseschema zur Darstellung beider Anomere von TDP-L-Rhamnose a-132 und
B-132.

Beide Zielverbindungen a-132 und B-132 sollten durch cycloSal-Kupplungen der
entsprechenden geschitzten und ungeschitzten L-Rhamnopyranosylphosphate a-150 und
B-150 sowie a-146 und B-146 mit den beiden cycloSal-Triestern 148 und 149 dargestellt
werden. Der acetylgeschitzte Triester 148 sollte durch Umsetzung von 5-Nitro-cycloSal-
chlorphosphit 59 und dem selektiv an der 3’-Position acetylierten Thymidin 151 erhalten
werden. Das entsprechend selektiv Cbz-geschiitztes Thymidin-Derivat 152 sollte auf analoge
Weise den neuartigen Cbz-geschitzten Triester 149 ergeben. Die selektiv geschitzten
Thymidin-Derivate 151 und 152 sollten in wenigen Reaktionsschritten aus Thymidin 153

erhaltlich sein.
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Beide Anomere der ungeschitzten L-Rhamnopyranosylphosphate a-146 und B-146 sollten
aus den beiden ebenfalls als Kupplungspartner einzusetzenden acetylierten Vorstufen a-150
und B-150 erhalten werden. Diese wiederum sollten nach hydrogenolytischer Spaltung der
Phenylgruppen aus den beiden Phosphat-Triestern a-140 sowie -140 dargestellt werden. Die
stereoselektive Phosphorylierung nach Sabesan et al. durch Umsetzung des an der anomeren
Position deacetylierten L-Rhamnose-Derivats 139 mit Diphenylchlorphosphat sollte den
Zugang zu beiden Phosphat-Triestern a-140 und B-140 ermdglichen. Aus L-Rhamnose L-135

sollte das selektiv entschitzte Derivat 139 Uber zwei Stufen zuganglich sein.

8.2 Synthese der erforderlichen Kupplungsbausteine: Die cycloSal-Triester
148 und 149, die Glycopyranosylphosphate a-150 und B-150 sowie ihre
deacetylierten Formen a-146 und B-146

Die NDP-Zucker TDP-a-L-Rhamnose a-132 und TDP-B-L-Rhamnose B-132 sollten mittels der
cycloSal-Methode dargestellt werden. Zu diesem Zweck wurde einerseits ein geeigneter
Thymidin-cycloSal-Triester sowie ein entsprechendes anomerenreines Glycopyranosyl-
Phosphat, das als Nucleophil in den Kupplungsreaktionen dienen sollte, bendtigt.

Die Reaktionen zur Darstellung der beiden cycloSal-Triester 148 und 149 sollten regioselektiv
an der 5-Position erfolgen, weswegen zunachst die beiden selektiv geschitzten Thymidin-
Derivate 151 und 152 zu synthetisieren waren.

Die Synthese des 3’-acetylgeschitzten Thymidin-cycloSal-Triesters 148 wurde mithilfe der im
Arbeitskreis etablierten Methode durchgefiihrt.40264 Um das 5'-OH-freie Nucleosid 151 zu
erhalten, wurde ausgehend von Thymidin in einer one-pot-Reaktion zuerst die 5’-Position mit
einer TBDMS-Gruppe durch Umsetzung mit TBDMS-CI in Pyridin versehen und die 3’-OH-
Gruppe im darauffolgenden Reaktionsschritt acetyliert. 5’-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-3’-O-
acetylthymidin 154 konnte nach sdulenchromatographischer Reinigung in einer Ausbeute von
79% erhalten werden (Abb. 78). Die anschlie3ende Abspaltung des Silylethers erfolgte durch
Umsetzung von 154 mit TBAF in THF, wodurch das selektiv geschiitzte Thymidin-Derivat 151

in einer guten Ausbeute von 80% erhalten wurde.
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Abb. 78: Synthese von 3’-O-Acetylthymidin 151.

Fur die Darstellung des neuartigen, Cbz-geschiitzten Thymidin-cycloSal-Triesters 149 wurde
auf eine bereits fur die erfolgreiche Synthese des entsprechenden Guanosin-Analogons 45
ausgewahlte Synthesestrategie zurickgegriffen. Auch hier musste zunachst das
entsprechende selektiv geschutzte 3’-O-Benzyloxycarbonylthymidin 155 dargestellt werden.
Ausgehend von Thymidin wurde erneut unter Standardbedingungen eine TBDMS-Schiitzung
der primaren OH-Gruppe durchgefuhrt und das einfach geschitzte Produkt 156 nach einer
saulenchromatographischen Reinigung in einer guten Ausbeute von 80% erhalten (Abb. 79).
Die Einfihrung der Cbz-Schutzgruppe an der 3’-Position erfolgte, wie zunachst beim Guanosin
getestet, nach einem Syntheseprotokoll von Johnson et al. durch Umsetzung mit
Benzyloxycarbonylchlorid in der Gegenwart von DMAP in Dichlormethan.’*? Nach
Aufarbeitung und sédulenchromatographischer Reinigung wurde das gewlinschte Produkt 157
in einer sehr guten Ausbeute von 84% erhalten.

Die abschlieBende Spaltung des Silylethers von 157 zur Darstellung des erforderlichen
selektiv geschitzten Thymidins 155 erfolgte zunachst unter Standardbedingungen durch die
Umsetzung mit TBAF in THF. 3’-O-Benzyloxycarbonylthymidin 155 konnte so mit einer
Ausbeute von 75% erhalten werden. Als eine alternative Moglichkeit zur Abspaltung der
TBDMS-Gruppe von 157 wurde ein Syntheseprotokoll nach Khan et al. angewandt, welches

schon fir das Guanosin-Derivat 54 zum Einsatz kam.[*3"1 Hierbei sollte das Edukt unter
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Verwendung einer katalytischen Menge Acetylchlorid in trockenem Methanol in einer sehr
effizienten, milden und selektiven Reaktion, die eine einfache Aufarbeitung erlaubt, umgesetzt
werden. Tatsachlich konnte unter Verwendung dieser Vorschrift nach Aufarbeitung und
saulenchromatographischer Reinigung eine Ausbeutesteigerung von 75% auf 97% erreicht
werden. Aus diesem Grund und dem damit verbundenen Verzicht auf fluorid-haltige
Reagenzien ist bei diesem Substrat die Methode von Khan et al. vorzuziehen.*37)
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Abb. 79: 3’-O-Benzyloxycarbonylthymidin 155.

Anders als beim entsprechenden Cbz-geschiitzten Guanosin-Analogon 45 ist in diesem Fall
eine schnelle und milde hydrogenolytische Abspaltung der Cbz-Schutzgruppe im finalen
Schritt der Syntheseroute aufgrund der méglichen Reduktion der Nucleobase umso wichtiger.
Solche Nebenreaktionen bei der Hydrogenolyse entsprechender Schutzgruppen an
Nucleosiden mit Pyrimidin-Basen sind literaturbekannt und kdnnen zu erheblichen
Reinigungsproblemen fiihren. So konnte die Gruppe um Johnson et al. bei der
hydrogenolytischen Entschitzung von 2’,3’-Di-O-benzyloxycarbonyluridin 158 bei der
Darstellung von 159 mit Pd/C als Katalysator bereits nach einer Reaktionszeit von 90 min das
Auftreten des an der Nucleobase reduzierten Nebenproduktes 160 NMR-spektroskopisch
nachweisen (Abb. 80).1*32
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N/§O Hy, Pd/C (10%), N/go N/KO
HO EtOH, 90 min, Rt HO + HO
(0] 85% (0] (0]
OCbzOCbz OH OH OH OH
Verhéltnis
158 159 99.8:0.2 160

Abb. 80: Von Johnson et al. beobachtete geringfiigige Reduktion (0.2%) der Nucleobase bei der
hydrogenolytischen Entschiitzung von 158.1132

Aus diesem Grund wurden unter Verwendung von $5’-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-3’-O-
benzyloxycarbonylthymidin 157 als Testsubstrat bereits hier die Bedingungen fir eine
katalytische Transfer-Hydrierung zur Abspaltung der Cbz-Gruppe erprobt. Es wurde hierbei
ein Syntheseprotokoll nach Cho et al. unter Verwendung von 1,4-Cyclohexadiene im grof3en
Uberschuss zur in situ Erzeugung von H; und Pd/C als Katalysator verwendet.** Nach einer
Reaktionszeit von 100 min bei Raumtemperatur und saulenchromatographischer Reinigung
konnte das entschitzte Nucleosid 156 in einer guten Ausbeute von 89% erhalten werden (Abb.
81). NMR-spektroskopisch konnte keine Nebenproduktbildung durch eine Reduktion der
Nucleobase beobachtet werden. Die hier getesteten Reaktionsbedingungen sollten bei einer

spateren Chz-Spaltung zur Darstellung der Zielverbindung verwendet werden.

0 0

\fJ\NH 1,4-CHD (231 Aquiv.), \fj\"“"

/g Pd/C (kat.), EtOH, /§
N" "0 400 min, Rt N" 0
TBDMSO min, TBDMSO
o 89% o
OCbz OH
157 156

Abb. 81: Synthese von 5’-O-(tert-Butyldimethylsilyl)thymidin 156 mittels Transfer-Hydrierung.

Analog zu der Synthese der beiden Guanosin-cycloSal-Triester 40 und 45 erfolgte die
Darstellung der Thymidin-Triester 148 und 149 ebenfalls durch die Umsetzung der selektiv
geschitzten Nucleoside 151 und 155 mit dem bereits zuvor erhaltenem 5-Nitro-
cycloSaligenylchlorphosphit 59 in einer zweistufigen Reaktionssequenz (Abb. 82).11%8:13 Die
Phosphattriester 148 und 149 wurden dabei nach einer in situ Oxidation der zunachst
entstandenen Phosphittriester mit Oxone® erhalten. In beiden Fallen wiesen die Rohprodukte,
die als Diastereomerengemische erhalten wurden, eine ausreichend hohe Reinheit auf,

sodass auf eine sdulenchromatographische Reinigung verzichtet werden konnte. Bei gleicher
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Durchfiihrung beider Synthesen konnte im Fall des neuartigen, Cbz-geschutzten Triesters 149
eine vollstandige Umsetzung bereits nach einer Reaktionszeit von 2 h beobachtet werden,
wahrend dies beim acetylgeschiitzten Triester 148 nach 5 h der Fall war. Verglichen mit den
Synthesen der entsprechenden Guanosin-Triester 45 ist dies somit ein entgegengesetzter
Trend, was mdoglicherweise mit der nicht vorhandenen ungeschitzten Amino-Gruppe an der
Nucleobase zusammenhangt. Wahrend der acetylgeschitzte Thymidin-Triester 148 in einer
Rohausbeute von 68% erhalten wurde, gelang die Darstellung des Cbz-geschitzten Triesters

149 in einer sehr guten Rohausbeute von 95%.

O

HO '
O /P’b\
R=Ac 151 S

R=Cbz 155 OR +

1. DIPEA (2.0 Aquiv.),
CH3CN, 2-5 h, -20 °C - Rt
2. Oxone® (4.0 Aquiv.), 15 min, -10 °C

(0]

- o
R=Ac 148,68% k %
R=Cbz 149, 95%

Abb. 82: Synthese der beiden cycloSal-Triester 148 und 149.

Neben 5-Nitro-cycloSal-2’,3’-di-O-benzyloxycarbonylguanosinmonophosphat 45 konnte im
Rahmen dieser Arbeit erstmalig ein zweiter alternativ geschitzter cycloSal-Triester 149
erfolgreich dargestellt werden. Im 3'P-NMR-Spektrum konnten die fur cycloSal-Triester
typischen chemischen Verschiebungen von -10.0 und -11.0 ppm beobachtet werden (Abb.
83).
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Abb. 83: 31P-NMR-Spektrum des Cbz-geschiitzten Triesters 149 (DMSO-ds, 162 MHz, entkoppelt).

Ausgehend von L-Rhamnose L1-135 sollte die Darstellung der entsprechenden
acetylgeschitzten (a-150 und B-150) bzw. ungeschitzten L-Rhamnopyranosylphosphate
a-146 und B-146 in einer 4- bzw. 5-stufigen Syntheseroute nach einem Protokoll von Sabesan
et al. erfolgen.”*d Diese Bausteine sollten als Nucleophile in den vorgesehenen
Kupplungsreaktionen mit den dargestellten cycloSal-Triestern 148 und 149 dienen. Sabesan
et al. haben unter anderem fiir b-Mannose 104 und fir L-Rhamnose L-135 eine synthetische
Methode zur stereoselektiven Phosphorylierung dieser Monosaccharide entwickelt, wobei mit
der Wahl der Reaktionsbedingungen eine Steuerung der Anomerenanreicherung maglich
ist.[229]

Die Reaktionsbedingungen dieser stereokontrollierten Phosphorylierung sollten zundchst an
D-Mannose 104 erprobt werden. Ausgegangen wurde hierbei von der bereits synthetisierten,
peracetylierten D-Mannose 110. Die Deacetylierung an der anomeren Position wurde nach
einer von Andersen et al. entwickelten Methode durchgefiihrt.?%5! Hierbei wurde 110 mit
3-(Dimethylamino)-1-propylamin (DMAPA) in THF bei Raumtemperatur umgesetzt (Abb. 84).
Dunnschichtchromatographisch war eine vollstandige Umsetzung bereits nach einer
Reaktionszeit von 1.5 h zu beobachten. Nach saulenchromatographischer Reinigung wurde
das 1-O-entschitzte Derivat 158 in einer Ausbeute von 75% erhalten. Im Vergleich zu der

klassischen Methode zur selektiven anomeren Deacetylierung unter Einsatz von
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Hydraziniumacetat in DMF bietet das Syntheseprotokoll von Andersen et al. neben dem
Verzicht auf diese toxischen Verbindungen die Vorteile einer einfachen Aufarbeitung mittels
saurer Extraktion, in den meisten Féllen eine nicht notwendige Reinigung des Rohproduktes
sowie hohe Ausbeuten im Multigramm-Mal3stab auch bei nicht trockener

Reaktionsflihrung.!26%!

OAc DMAPA (5.0 Aquiv.), OAc

Ofs THF, 1.5 h, Rt OAc
. . -0
AcO > AcO
AcO 75% AcO
OAc OH
110 158

(OPh),P(0)CI (2.1 Aquiv.),
DMAP (2.3 Aquiv.),
CH,Cl,, 1.5 h, Rt

OAc
OAc OAc
AcO -0 OAc
AcO . AcO -0 o)
o] AcO O~p-0Ph
O-p-OPh !
| OPh
OPh
a-159: 48 % B-159: 24 %

Abb. 84: Synthese von Diphenyl-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a- und B-D-mannopyranosyl)phosphat a- und
B-159.

Im n&chsten Reaktionsschritt wurde 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-mannose 158 nach der Methode
von Sabesan et al. mit Diphenylphosphorylchlorid in der Gegenwart von DMAP in
Dichlormethan umgesetzt.?*®  Hierbei wurde das Phosphorylierungsreagenz bei
Raumtemperatur in einer sehr niedrigen Geschwindigkeit binnen 1 h zur Reaktionsldsung
hinzugegeben werden, um die Bildung des 3-Phosphat-Triesters -159 als kinetisches Produkt
zu bevorzugen. Nach vollstandiger Umsetzung und Aufarbeitung konnten beide Anomere in
einem Verhéltnis von a:f =2:3 im Rohprodukt erhalten werden. Mit lediglich einer sich
anschliel3enden saulenchromatographischen Reinigung wurden beide Verbindungen getrennt
und in Ausbeuten von 48% (a-159) bzw. 24% (B-159) isoliert. Dass das Anomerenverhéltnis
im Rohprodukt nicht derartig zugunsten der B-Form B-159 ausfiel, wie publiziert (a:B = 1:4)12%%,
kénnte daran liegen, dass die manuelle Zugabe des Diphenylphosphorylchlorid zu
ungleichmaRig war und durch kurzzeitige hohere Konzentrationen des Reagenzes die Bildung
der a-Form a-159 bevorzugt wurde.

Zwar wurde von Sabesan et al. beobachtet, dass die B-Phosphat-Triester von b-Mannose und

L-Rhamnose B-159 und B-140 bei Raumtemperatur sehr stabil seien.>** Von Li et al. wird
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jedoch beschrieben, dass gerade diese Anomere eine limitierte Stabilitat bei Raumtemperatur
aufweisen und vor allem bei langerer Einwirkung von Kieselgel zur partiellen Zersetzung
neigen.?%®l Dies konnte ein Grund dafur sein, dass die isolierte Ausbeute von B-159 nur halb
so grof3 war wie die von a-159.

Im Anschluss an die Phosphorylierung sollten die in den gebildeten Phosphat-Triestern a-159
und B-159 enthaltenen Phenylgruppen hydrogenolytisch mit Platin(IV)-oxid als Katalysator
entfernt werden.?®” In beiden Fallen konnte nach einer Reaktionszeit von 3 bzw. 7 Tagen
dunnschichtchromatographisch ein vollstandiger Umsatz beobachtet werden (Abb. 85).
Wahrend das auf diese Weise dargestellte B-Phosphat B-160 bereits im 3P-NMR-Spektrum
des Rohproduktes eine hohe Reinheit aufwies und nach einem Reinigungsschritt in
guantitativer Ausbeute erhalten wurde, konnten im Fall von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-
mannopyranosylphosphat a-160 im *P-NMR-Spektrum des Rohproduktes neben dem zum
gewinschten Produkt gehdrenden Singuletts bei einer chemischen Verschiebung von etwa
0 ppm noch eine Reihe weiterer Signale detektiert, die nicht zugeordnet werden konnten. Nach

einer saulenchromatographischne Reinigung konnte das a-Phosphat a-160 nicht isoliert

werden.
H,, PtO, (0.5 Aquiv.),
OAc EtOAC/EtOH (1:1), OAS A
O%C 3d, Rt gle)
AcO - ” » AcO
AcO AcO o
o i OPh ol o
~p- P~o
' HO W2
OPh Na
a-159 a-160
H,, PtO, (0.5 Aquiv.),
OAc EtOAC/EtOH (1:1),
OAc 74d Rt OAc
AO- -0 0 ' OAc
C ~ — - - -
O~p-OPh quantitativ A% o Q
' ~p_ 2 ®
OPh F~0"\
HO a
B-159 p-160

Abb. 85: Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-mannopyranosylphosphat B-160 und Versuch der
Synthese des entsprechenden a-Anomers a-160.

Die an D-Mannose 104 erprobten Bedingungen zur selektiven Phosphorylierung erprobten
Reaktionsbedingungen sollten in den Folgeschritten auf die Glycopyranose L-Rhamnose
L-135 angewandt werden, um die fir die cycloSal-Kupplungen geeigneten Bausteine zur

Darstellung der beiden Zielverbindungen a-132 und B-132 zu erhalten.
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Als erster Schritt erfolgte zunachst eine vollstandige Acetylierung von L-Rhamnose L-135 unter
Standardbedingungen durch Umsetzung mit Essigsaureanhydrid in Pyridin (Abb. 86). Die
peracetylierte L-Rhamnose 161 konnte in einer Ausbeute von 93% erhalten werden. Fir die
anschliel3ende Deacetylierung von 161 an der anomeren Position wurde hier ebenfalls auf das
Syntheseprotokoll von Andersen et al. zurtickgegriffen.!?® Bei der Umsetzung mit DMAPA in
THF bei Raumtemperatur konnte dinnschichtchromatographisch bereits nach 1.5 h eine
vollstdndige Umsetzung beobachtet werden. Im Vergleich zum bD-Mannose-Derivat 158 konnte

hier nach saulenchromatographischer Reinigung eine noch héhere Ausbeute von 96% erzielt

werden.
OH Ac20 (15.0 Aquiv.), OAc DMAPA (5.0 Aquiv.), OH
o Pyridin, 18 h, Rt o THF, 1.5 h, Rt o o
HO 93% AcO 96% ¢
OH OAc OAc
OH OAc OAc
L-135 161 139

Abb. 86: Synthese von 2,3,4-Tri-O-acetyl-L-rhamnose 139.

Parallel zu der vorgesehenen Phosphorylierung von L-Rhamnose L-135 nach Sabesan et
al.”®*? wurde dieses Mal auch als Gegenbeispiel die Umsetzung des entsprechenden
a-L-Rhamnosylbromids 162 mit Tetrabutylammoniumphosphat als Phosphorylierungsreagenz
erprobt. Von dieser Methode wurde aufgrund des fehlenden Nachbargruppeneffektes der
Acetylgruppe an der C-2-Position keine [B-Selektivitdt erwartet. Mit einer geeigneten
saulenchromatographischen Reinigung sollten jedoch beide Anomere isoliert werden.

Die stereoselektive Bromierung der peracetylierten L-Rhamnose 161 erfolgte nach Hunsen et
al. durch Umsetzung mit Acetylbromid in trockenem Methanol (Abb. 87).12% Das gewiinschte
2,3,4-Tri-O-acetyl-a-L-rhamnosylbromid 162 konnte in quantitativer Ausbeute erhalten und
ohne séulenchromatographische Reinigung als Rohprodukt eingesetzt werden. Bei der
darauffolgenden Umsetzung des a-Bromids 162 mit Tetrabutylammoniumphosphat in
Acetonitril bei 80 °C konnte nach einer Reaktionszeit von 2 h ein vollstandiger Umsatz
beobachtet werden. Im 3P-NMR-Spektrum konnte fiir das Rohprodukt erwartungsgeman ein
Anomerenverhéltnis von Verhaltnis von a:f=1:1 beobachtet werden. Nach mehreren
saulenchromatographischen Reinigungen konnten beide Anomere jedoch nicht voneinander
getrennt werden. Das gewiinschte Produkt 150 konnte als Anomerengemisch in einer

Ausbeute von 68% erhalten werden.
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Abb. 87: Synthese von 2,3,4-Tri-O-acetyl-L-rhamnopyranosylphosphat 150 als Anomerengemisch.

Ausgehend von der zuvor dargestellten 2,3,4-Tri-O-acetyl-L-rhamnose 139 wurde nachfolgend
die Phosphorylierung nach der Vorschrift von Sabesan et al. durchgefiihrt.?*4 Analog zur
Darstellung der beiden D-Mannose-Derivate a-159 und B-159 wurde 139 mit
Diphenylphosphorylchlorid in der Gegenwart von DMAP in Dichlormethan umgesetzt (Abb.
88). Auch hier erfolgte die Zugabe des Reagenzes bei Raumtemperatur in einer sehr niedrigen
Geschwindigkeit Uber einen Zeitraum von einer Stunde zur Reaktionslésung. Eine vollstandige
Umsetzung konnte diunnschichtchromatographisch nach 1.5 h beobachtet werden und das
Rohprodukt lieferte ein Anomerenverhaltnis von a:f = 2:3, was hier ebenfalls nicht den
publizierten Uberschuss an B-Anomer ergab (a:f=1:4).2% Bei der saulenchromato-
graphischen Reinigung wurde beobachtet, dass beide Anomere der dargestellten Phosphat-
Triester a-140 und B-140 nahezu identische R+-Werte aufweisen, sodass nach einer ersten
Reinigung noch keine Anomerenreinheit erreicht werden konnte. Allerdings konnte nach der
ersten Reinigung bereits ein erheblicher Verlust der Gesamtausbeute im Bezug auf die Menge
des Rohproduktes beobachtet werden. Weiterhin konnten nach der zweiten Reinigung der
isolierten Produktfraktionen die gewtinschten Produktanomere a-140 und B-140 nicht mehr
isoliert werden. Stattdessen wurden vermutlich Zersetzungsprodukte isoliert, die NMR-
spektroskopisch nicht identifiziert werden konnten. Diese Beobachtungen bei der
Saulenchromatographie konnten anhand mehrerer Wiederholungen des Reaktionsansatzes
reproduziert werden. Erst durch eine Optimierung der Reinigung durch eine verkirzte
Laufstrecke, eine stark verkirzte Reinigungszeit und die Beschrédnkung auf nur einen

Reinigungsschritt konnten beide Anomere in einer Ausbeute von 16% (B-140) bzw. 44%
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(a-140) isoliert werden. Eine dunnschichtchromatographische Unterscheidung beider
Anomere wahrend der Reinigung gelang durch geringfligig andersfarbige Anféarbung der
Substanzen  mit  10%iger = Schwefelsdure. = Anhand des  entgegengesetzten
Anomerenverhéltnisses zum Rohprodukt kann vermutet werden, dass das p-Anomer B-140

wahrend der Saulenchromatographie starker zur Zersetzung neigt.

0
0 O/IT‘—OPh
AcO OPh
OAc
OAc
) B-140: 16%
(OPh),P(O)CI (5.0 Aquiv.)
OH  DMAP (5.0 Aquiv.),
o) CH,Cl,, 1.5 h, Rt
AcO > +
OAc 69%
OAc (I)I
P
139 0”1 OPh
OPh
(0]
AcO
OAc
OAc
a-140: 44%

Abb. 88: Synthese von Diphenyl-(2,3,4-tri-O-acetyl-a- und B-L-rhamnopyranosyl)phosphat a- und
B-140.

Eine hohe B-Selektivitat war im Fall dieser Reaktion wiinschenswert, da davon ausgegangen
wird, dass von den beiden darzustellenden Anomeren von TDP-L-Rhamnose a-132 und B-132
ausschlielich die B-Form ein Substrat der Glycosyltransferase GtfC sei. Da das von Sabesan
et al. beschriebene Anomerenverhéltnis nicht reproduziert werden konnte, sollten zusatzlich
durch die Variation einiger Parameter des Syntheseprotokolls die Einflisse auf dieses
Verhéltnis untersucht werden. Es wurden dabei die Reaktionstemperatur, die Reaktionszeit
sowie die Verdinnung des Eduktes und des Phosphorylierungsreagenzes variiert. In Tab. 5
sind die resultierenden Anomerenverhaltnisse fur die erprobten Ansatze dargestellt, welche

jeweils aus den 3!P-NMR-Spektren der Rohprodukte ermittelt wurden.
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Tab. 5: Variation diverser Reaktionsparameter zur Veranderung des Anomerenverhaltnisses im
Rohprodukt.

Variante Temperatur Zeit [min] Verdinnungsfaktor Anomerenverhéltnis (a:B)
Edukt P-Reagenz

1 Rt 105 1 1 1:2
2 0°C 105 1 1 2:1
3 -13°C 100 1 1 10:1
4 Rt 90 2 2 11
5 37 °C 105 1 1 3:2
6 Rt 60 1 2 5:1
7 Rt 165 1 1 11

An den Reaktionsansatzen 1 bis 3 lasst sich erkennen, dass eine Verringerung der
Reaktionstemperatur von Raumtemperatur tGber 0 °C bis hin zu -13 °C sukzessive den Anteil
des a-Anomers a-140 im Rohprodukt steigert (a: = 10:1 fur Variante 3). Dieser Trend wurde
ebenfalls von Sabesan et al. beschrieben.?*? Auch eine Erhohung der Temperatur auf 37 °C
hatte eine Bevorzugung der Bildung des a-Anomers a-140 zur Folge (Variante 5). Eine
Verdinnung sowohl der Eduktlésung als auch der Lésung des Phosphorylierungsreagenzes
um den Faktor 2 (Variante 4) im Vergleich zum verwendeten Syntheseprotokoll flihrte zum
Verlust der Selektivitat und beide Anomere wurden zu gleichen Teilen erhalten. Wurde
hingegen nur die Losung des Phosphorylierungsreagenzes um den Faktor 2 verdinnt
(Variante 6), kam es erneut zu einer drastischen Verschiebung des Anomerenverhaltnisses
zum a-Anomers a-140. Schlief3lich konnte bei der Verlangerung der Reaktionszeit auf 165 min
ebenfalls ein Verlust der Selektivitdt beobachtet werden (Variante 7). Zusammengefasst
konnte die zunachst erreichte B-Selektivitdt durch die Variation diverser Parameter nicht
gesteigert werden. Vielmehr kdnnte eine noch zu schnelle und ungleichmafige Zugabe des
Phosphorylierungsreagenzes der Grund dafur sein, dass die publizierte 3-Selektivitat nicht
reproduziert werden konnte. Dies konnte zukinftig durch eine noch langsamere,
gleichmaRigere und automatisierte Zugabe, z.B. mittels einer Spritzenpumpe, optimiert
werden. Sabesan et al. konnten ebenfalls beobachten, dass die Wahl der Schutzgruppen
einen deutlichen Einfluss auf die Stabilitat der Phosphat-Triester haben kann. So wurde
speziell fur die entsprechenden B-Phosphattriester der Glycopyranosen D-Glucose und

D-Galactose ein solcher Effekt beim Austausch der Acetylgruppen gegen Benzoylgruppen
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beobachtet.?® Gleichzeitig ging dieser Austausch mit einer schlechteren Selektivitat der
zuvorgehenden Phosphorylierungen einher. Ein solcher Einsatz alternativer Schutzgruppen
konnte die Stabilitat der zu synthetisierenden Phosphat-Triester 140 von L-Rhamnose

verbessern.

Aufgrund der beobachteten Labilitdt der Diphenylphosphate a-140 und B-140 wurden diese
zeitnah zu den entsprechenden entschutzten Phosphat-Salzen a-150 und B-150 umgesetzt.
Die Entfernung der Phenylgruppen erfolgte hier analog zu den b-Mannose-Derivaten a-159
und B-159 hydrogenolytisch mit Platin(IV)-oxid als Katalysator (Abb. 89). Sowohl im Fall von
Diphenyl-(2,3,4-tri-O-acetyl-a-L-rhamnopyranosyl)phosphat  ~ a-140 als  auch  beim
entsprechenden B-Anomer B-140 konnte nach einer Reaktionszeit von 3 Tagen
dunnschichtchromatographisch eine vollstandige Umsetzung der Edukte beobachtet werden.
Nach entsprechender Aufarbeitung und chromatographischer Reinigung konnten die
gewiinschten Produkte in einer Ausbeute von 63% (a-150) bzw. 46% (B-150) erhalten werden.
Es ist nicht auszuschlieBen, dass eine teilweise wahrend der Umsetzung stattfindende
Zersetzung der eingesetzten Phosphat-Triester a-140 und B-140 ein Grund fir die moderaten
Ausbeuten sein kann. Auch eine schwierige Produktdetektion wéahrend des
Reinigungsschrittes lasst sich als moglicher Grund fir den Ausbeuteverlust angeben, da das
Zielprodukt 150 keine UV-Aktivitat aufweist.

Hy, PtO, (0.94 Aquiv.),

<|3| EtOAC/EtOH (1:1), <|3| o
—P- 3d,Rt _p—
o o—FP—OPh o 0-P=0" o
AcO OPh 63% AcO OH Na
OAc OAc
OAc OAc
B-140
B-150
o)
p H,, PtO, (0.98 Aquiv.) 9
PN 2, 2 (V. quiv.), ||
O LpOPN E{OAC/EIOH (1:1), o Fe®
o 34, Rt OH™ 2
a
AcO (o)
OAc 46% AcO
OAc OAc
OAc
a-140 0150

Abb. 89: Synthese beider Anomere von 2,3,4-Tri-O-acetyl-L-rhamnopyranosylphosphat a- und g-150.

Um ruckblickend die angenommene Konfiguration der saulenchromatographisch isolierten,
labilen Phosphat-Triester a-140 und B-140 zu bestétigen, sollte anhand der aus ihnen

dargestellten stabileren Phosphat-Salze «-150 und B-150 eine NMR-spektroskopische
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Uberprifung ihrer anomeren Konfiguration erfolgen. Eine firr viele Monosaccharide typische
Methode zur NMR-spektroskopischen Unterscheidung beider Anomere durch den Vergleich
der vicinalen H-'H-Kopplungskonstanten zwischen den Protonen H-1 und H-2 konnte hier
aufgrund der fehlend und charakteristisch grof3en axial-axial-Kopplung nicht angewandt
werden. Zudem sind die entsprechenden Kopplungskonstanten der Zuckerphosphate a-150
und B-150 mit 7.8 Hz und 8.7 Hz sehr &hnlich. Stattdessen konnte die anomere Konfiguration
der hier dargestellten L-Rhamnoside a-150 und B-150 einerseits tber die GroRe der *C-1H-
Koppungskonstante (1Jcs) am anomeren Zentrum und andererseits Uber die Aufnahme von
NOESY-Spektren bestatigt werden.

Zur Bestimmung der anomeren Konfiguration von Pyranosen in der *C;-Konformation ist die
geminale 3C-H-Kopplung an der anomeren Position ein verlassliches Kriterium. Flr b-Zucker
in dieser Konformation besitzt das a-Anomer mit seiner B-aquatorialen C-H-Bindung einen
Jcn-Wert von 170 Hz und somit einen um 10 Hz gr6Beren Wert als das B-Anomer, wahrend
es sich fur L-Zucker entgegengesetzt verhalt.?%®! Fiir das vermeintliche a-Phosphat a-150
konnte im nicht entkoppelten *C-NMR-Spektrum eine 3C-tH-Koppungskonstante von 173 Hz
bestimmt werden, wahrend das vermutete B-Phosphat B-150 einen Wert von 163 Hz lieferte
(Abb. 90). Da L-Rhamnose L-135 bevorzugt in der *Cs-Konformation vorliegt, bestatigen diese

Ergebnisse zuvor gemachte Annahme der anomeren Konfiguration.
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Abb. 90: Nicht entkoppelte 13C-NMR-Spektren zur Bestatigung der anomeren Konfiguration von a-150
und B-150 (D20, 151 MHz).
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Eine zusatzliche Bestatigung gelang Uber die Aufnahme von NOESY-Spektren beider
Anomere (Abb. 91 und Abb. 92). Unter der Annahme einer Cs-Konformation firr beide
untersuchten L-Rhamnose-Derivate a-150 und B-150 wurde bei beiden Anomeren ein NOE-
Effekt zwischen dem Proton H-5, der Methylgruppe als auch dem Proton H-3 erwartet. Die
entsprechenden Kreuzpeaks konnten in den NOESY-Spektren beobachtet werden und sind in
Abb. 91 und Abb. 92 markiert. Fur das B-Anomer B-150 konnte zusétzlich ein Kreuzpeak fur
den NOE-Effekt zwischen den Protonen H-5 und H-1 beobachtet werden, welcher beim
a-Anomer a-150 fehlt.

Die korrekte anomere Konfiguration der untersuchten L-Rhanopyranosylphosphate a-150 und
B-150 konnte somit mithilfe zweier NMR-Methoden unabhangig voneinander erfolgreich

bestétigt werden.
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Abb. 91: NOESY-Spektrum von 2,3,4-Tri-O-acetyl-B-L-rhamnopyranosylphosphat 3-150.
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Abb. 92: NOESY-Spektrum von 2,3,4-Tri-O-acetyl-a-L-rhamnopyranosylphosphat a-150.

AbschlieRend wurden die acetylgeschiitzten L-Rhamnopyranosylphosphate a-150 und g-150
unter basischen Bedingungen mit Triethylamin in einem CH3;OH/H,O-Gemisch deacetyliert
(Abb. 93). Fir beide Edukte a-150 und B-150 konnte nach einer Reaktionszeit von 20 bzw.
24 h eine vollstandige Umsetzung beobachtet werden. Nach Aufarbeitung und jeweils einer
automatisierten Umkehrphasenchromatographie konnten die gewlinschten entschiitzten
Phosphat-Salze in quantitativer Ausbeute (B-146) bzw. in einer Ausbeute von (a-146) 55%

erhalten werden.
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Abb. 93: Synthese beider Anomere von L-Rhamnopyranosylphosphat a- und g-146.

Ein mdglicher Grund fur die deutlich niedrigere Ausbeute bei der Deacetylierung von a-150 im
B-150 konnte die bei
dunnschichtchromatographische Detektion des Produktes nach der

Vergleich zu diesem Ansatz beobachtbare schwierigere
automatisierten
Umkehrphasenchromatographie sein, was sich durch eine weniger intensive Anfarbung der

Substanz zeigte.

Neben den synthetisierten cycloSal-Triestern 148 und 149 standen mit den erfolgreich
dargestellten vier Rhamnopyranosylphosphaten a-150, -150, a-146 und B-146 alle Bausteine
bereit, die fur die finalen Kupplungsreaktionen zur Darstellung der beiden Zielverbindungen
a-132 und B-132 bendtigt wurden.

8.3 Synthese von TDP-a-L-Rhamnose a-132 und TDP-B-L.-Rhamnose B-132

Fur die Darstellung beider Zielverbindungen TDP-a-L-Rhamnose a-132 und TDP-B-L-
Rhamnose B-132 standen zwei verschiedene Synthesewege zur Verfligung. Einerseits sollten
die beiden acetylgeschiitzten L-Rhamnosephosphate a-150 und B-150 als Nucleophile in
entsprechenden Kupplungsreaktionen mit dem cycloSal-Triester 148 eingesetzt werden.
Dabei

Acetylgruppen erhalten werden. Der zweite Syntheseweg sollte aus Kupplungsreaktionen

sollten die Zielverbindungen nach einer finalen basischen Abspaltung der

einer der beiden ungeschitzten L-Rhamnosephosphate a-146 und B-146 mit dem neuartigen

Cbz-geschiitzten cycloSal-Triester 149 bestehen. Die Cbz-Gruppe sollte im Anschluss

hydrogenolytisch abgespalten werden.
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Es sollte zundchst TDP-B-L.-Rhamnose B-132 nach dem im Arbeitskreis etablierten
Syntheseprotokoll in einer zweistufigen Reaktion dargestellt werden (Abb. 94). Dabei erfolgte
die cycloSal-Kupplung des acetylgeschitzten B-Phosphats B-150 mit dem Triester 148 unter
wasserfreien Bedingungen in DMF. Nach vollstandiger Umsetzung und entsprechender
Aufarbeitung wurde der entsprechende vollstandig acetylierte NDP-Zucker unter basischen
Bedingungen in einem Gemisch aus CH3:OH/H.O/EtsN deacetyliert. Nach mehreren
Reinigungsschritten mittels automatisierten Umkehrphasenchromatographie konnte die
gewinschte Zielverbindung B-132 in einer relativ geringen Ausbeute von 33% isoliert werden.
In Abb. 95 ist das 'H-NMR-Spektrum der TDP-B-L.-Rhamnose B-132 dargestellt. Im 3P-NMR-
Spektrum konnten die erwarteten beiden Dubletts bei einer chemischen Verschiebung von
etwa -12 ppm detektiert werden (Abb. 96).

B-150 OAc
148
1. DMF, Molekularsieb (4 A),
20 h, Rt
2. CH3OH/H,0/EtsN 7:3:1,
6 h, Rt
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0 0 \fl HO |
I I N X0 OH 20
PP~ _—P
0 o107 10 + o) \o@
HO OH O@ o ®
o L 2 Na

a . 0,

o 163: 65%

B-132: 31%
Abb. 94: Synthese von TDP-B-L-Rhamnose $-132.
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Abb. 95: TH-NMR-Spektrum der TDP-B-L-Rhamnose B-132 (D20, 600 MHz).
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Abb. 96: 31P-NMR-Spektrum der TDP-f-L-Rhamnose B-132 (D20, 243 MHz).
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Zusatzlich konnte ein zundchst noch unbekanntes Phosphor-haltiges Nebenprodukt erhalten
werden, welches im 3!P-NMR-Spektrum ein Signal mit der chemischen Verschiebung von
16.9 ppm lieferte (Abb. 98). Dieses konnte bereits nach der basischen Entschiitzung im 3'P-
NMR-Spektrum neben den beiden fir die Zielverbindungen typischen Dubletts bei einer
chemischen Verschiebung von -11.61 ppm und -13.73 ppm beobachtet werden. Im *H-NMR-
Spektrum dieser Verbindung konnten alle Protonen der ungeschiitzten L-Rhamnose L-135
identifiziert werden mit dem Unterschied, dass das Signal fir das Proton H-1 statt als Dublett
aufzutreten eine starke Aufspaltung zu einem Doppeldublett zeigte (Abb. 97). Bei der grol3eren
der beiden Kopplungskonstanten wurde mit einer GréRe von 24.9 Hz auf eine 3Ju p-Kopplung
zum Phosphor-Atom einer angrenzenden Phosphat-Gruppe geschlossen. Sowohl diese
Kopplungskonstante als auch die chemische Verschiebung des entsprechenden Singuletts im
31p-NMR-Spektrum (Abb. 98) lieRen vermuten, dass es bei der basischen Entschiitzung zur

Bildung von B-L-Rhamnopyranosyl-1,2-phosphat 163 gekommen ist.
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Abb. 97: TH-NMR-Spektrum von B-L-Rhamnopyranosyl-1,2-phosphat 163 (D20, 600 MHz).
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Abb. 98: 31P-NMR-Spektrum von B-L-Rhamnopyranosyl-1,2-phosphat 163 (D20, 600 MHz).

Ein Literaturvergleich mit den Daten des analogen B-D-Mannopyranosyl-1,2-phosphats
unterstitzt diese Vermutung.”®® Auch die Beobachtung der 2Jcp- bzw. 3Jcp-
Kopplungskonstanten (2.5 Hz und 10.0 Hz) fur die C-Atome C-2 und C-3 im H-entkoppelten
13C-NMR-Spektrum war dabei mit den Vergleichsdaten konform. SchlieBlich konnte
massenspektrometrisch im ESI-Spektrum mit der gefundenen einfach negativ geladenen
Masse von m/z [M-H] = 225.0173 die Bildung dieses Nebenproduktes verifiziert werden (Abb.
99). Ein entsprechendes nicht-cyclisiertes Glycosylphosphat hétte eine hier nicht beobachtete

um 18 g/mol grélRere Masse.
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Abb. 99: HR-ESI--MS-Spektrum von B-L-Rhamnopyranosyl-1,2-phosphat 163.

Nach einer Lagerung einer Losung von TDP-B-L-Rhamnose B-132 in DO Uber einen Zeitraum
von 7 Tagen bei Raumtemperatur konnte NMR-spektroskopisch kein Zerfall der
Zielverbindung beobachtet werden, was ebenfalls daflr spricht, dass die Bildung des

1,2-Cyclophosphats 163 unter den Entschiitzungsbedingungen stattfand.

Die Entstehung von verschiedenen Cyclophosphaten als Nebenprodukte bei der NDP-Zucker-
Synthese konnte in dieser Arbeitsgruppe schon mehrfach unter Einsatz anderer
Glycosylphosphate beobachtet werden. So konnte z.B. V. Tonn im Rahmen einer Festphasen-
gebundenen Synthese von TDP-a-D-Glucose das a-D-Glucopyranosyl-1,2-phosphat als
Nebenprodukt mit einem Singulett im 3P-NMR-Spektrum bei & = 10.7 ppm nach der finalen
Entschiitzung isolieren und charakterisieren.?7°!

Auch N. Lunau konnte bei der Darstellung von TDP-6-desoxy-a-L-Altrose beobachten, dass
als bevorzugtes Produkt das entsprechende 6-Desoxy-a-L-altropyranosyl-1,3-cyclophosphat
mit einem Singulett im 3P-NMR-Spektrum bei & = 14.5 ppm gebildet wird.

Des Weiteren ist die Entstehung von Cyclophosphaten durch die Spaltung von NDP-Zuckern
unter basischen Bedingungen bereits literaturbekannt.[?53271-2731 \Jon Zamyatina et al. konnte
beispielsweise bei der Deacetylierung von ADP-2,3,5,6,7-penta-O-acetyl-L-glycero-B-D-
mannoheptopyranose 164 unter vergleichbaren basischen Bedingungen, wie sie hier
eingesetzt wurden, die Entstehung des 1,2-cyclischen Phosphats 165 beobachtet werden
(Abb. 100).2%¥ Dieses wies im 3!P-NMR-Spektrum ein Signal bei einer chemischen

Verschiebung von 17.8 ppm auf.
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Abb. 100: Bildung eines 1,2-Cyclophosphats 165 aus einem NDP-Zucker 164 unter basischen
Bedingungen nach Zamyatina et al.[253

Fur die Spaltung der Pyrophosphatgruppe mit der einhergehenden Ausbildung eines
cyclischen Phosphats wird ein Sn2-artiger Mechanismus angenommen, bei dem ein
nucleophiler Angriff einer geeigneten Hydroxylgruppe der Glycosyleinheit auf das
B-Phosphoratom erfolgt, wobei das entsprechende Nucleosidmonophosphat als zweites
Spaltprodukt entsteht.[253l

Allen genannten Beispielen ist die relative Konfiguration beider an der Bildung der cyclischen
Phosphat-Gruppe beteiligten Hydroxylgruppen gemeinsam. Diese weisen in allen Fallen eine
syn-Konfiguration auf, was die Bildung von fiinf- oder sechsgliedrigen cyclischen Phosphaten
unter Spaltung der Pyrophosphatbriicke bevorzugt. Eine groRe Zahl von NDP-Zuckern konnte
nach dem von S.Wolf entwickelten Syntheseprotokoll trotz der abschlieRenden
Deacetylierung unter stark basischen Bedingungen erfolgreich dargestellt werden.?>-4 Es
konnten dabei nur in vereinzelten Fallen eine Spaltung der Pyrophosphatbriicke im geringen
Umfang beobachtet werden.?"%

Im Anschluss wurde mit dem ungeschiitzten B-Phosphat B-146 eine cycloSal-Kupplung mit
dem Cbz-geschitzten Thymidin-Triester 149 erprobt (Abb. 101). Hierbei erfolgte analog zur
vorhergehenden Synthese unter wasserfreien Bedingungen eine langsame Zugabe des
Triesters 149 zur Losung des Phosphats in DMF und etwas DMSO. Nach einer Reaktionszeit
von 20 h konnte eine vollstandige Umsetzung beobachtet und das Gemisch aufgearbeitet
werden. Das zunéchst erhaltene Rohprodukt wurde auch bei diesem Ansatz ohne Reinigung
unter Verwendung der zuvor mit dem Testsubstrat 157 erprobten Reaktionsbedingungen
mittels Transfer-Hydrierung entschitzt. Unter Einsatz von 1,4-Cyclohexadien als Wasserstoff-

Quelle und Pd/C als Katalysator wurde die Reaktion nach 3 d beendet.
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Abb. 101: Synthese von TDP-B-L-Rhamnose -132 ausgehend von B-146 und 149 (*kontaminiert mit
TMP).

Bereits im 3!P-NMR-Spektrum des Rohgemisches konnten neben den fur das Produkt
erwarteten beiden Dubletts mit & = -11.72 ppm und -13.97 ppm zwei weitere Singuletts bei
einer chemischen Verschiebung von 3.86 ppm und etwa 0.7 ppm detektiert werden. Letztere
wiesen Intensitatsverhaltnis von nahezu 1:1 auf, was auf nicht umgesetztes
B-L-Rhamnopyranosylphosphat B-146 sowie  Thymidinmonophosphat (TMP) als
Hydrolyseprodukt des eingesetzten Triesters 149 hindeutete. Dies wurde zusatzlich durch
Literaturdaten bestatigt. Es konnte keine Bildung des 1,2-Cyclophosphats 163 bestétigt
werden. Nach einer ersten automatisierten Umkehrphasenchromatographie konnte das
entstandene TMP aufgrund nahezu identischem Retentionsverhalten wie die Zielverbindung
B-132 nicht entfernt werden. Dies gelang auch nicht durch weitere Chromatographien mit
variierenden Reinigungsbedingungen. Auch mit einer abschlieRend durchgefiihrten Grolien-
ausschlusschromatographie konnte die Zielverbindung B-132 nicht von der Kontamination
durch TMP befreit werden und dadurch in diesem 1:1-Gemisch lediglich in einer geringen

Ausbeute von 22% erhalten werden.

Fur die folgende Synthese von TDP-a-L-Rhamnose a-132 wurde sich auf die Verwendung des

Cbz-geschitzten Thymidin-Triesters 149 beschrankt, welcher in einer entsprechenden
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Kupplungsreaktion mit a-L-Rhamnopyranosylphosphat a-146 umgesetzt werden sollte (Abb.
102). Die Reaktion wurde zunachst analog den beiden Ansétzen zur Darstellung von TDP-[3-
L-Rhamnose B-132 in einer zweistufigen Reaktionssequenz durchgefiihrt. Nach erfolgter
Kupplungsreaktion und einer direkt im Anschluss durchgefiihrten Entschiitzung konnte die
gewunschte Zielverbindung nach zweifacher Umkehrphasenchromatographie in einer sehr
guten Ausbeute von 80% isoliert werden. In einer alternativen Durchfiihrung wurde das Cbz-
geschutze NDP-Zucker-Intermediat chromatographisch gereinigt, bevor die Entschitzungs-
reaktion durchgefiihrt wurde. Zwar konnte die Zielverbindung a-132 auf diese Weise mit nur
einem Reinigungsschritt erhalten werden, jedoch gelang die Isolierung dieser Verbindung mit
einer Ausbeute von nur 45% Uber zwei Stufen. Die erste Variante ware hier somit zu

bevorzugen.
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Abb. 102: Synthese von TDP-a-L-Rhamnose a-132 ausgehend von a-146 und 149.

Abb. 103 und Abb. 104 zeigen fir das Cbz-Derivat 166 sowie fir a-132 die im 3!P-NMR-
Spektrum fur NDP-Zucker typischen Dubletts mit einer chemischen Verschiebung von
6 =-11.88 ppm und -13.96 ppm fur 166 sowie & = -11.72 ppm und -13.97 ppm fir a-132. In
Abb. 105 ist zusétzlich das HR-ESI'-MS-Spektrum des Cbz-Derivats 166 gezeigt.
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Abb. 103: 31P-NMR-Spektrum der Cbz-geschiitzten TDP-a-L.-Rhamnose 166 (D20, 243 MHz).
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Abb. 104: 3'P-NMR-Spektrum der TDP-a-L-Rhamnose a-132 (D20, 243 MHz).
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Abb. 105: HR-ESI-MS-Spektrum der Cbz-geschitzten TDP-a-L-Rhamnose 166.

303.?333

Da in beiden Varianten eine Bildung von TMP als Nebenprodukt nicht beobachtet werden
konnte, ist davon auszugehen, dass das a-L-Rhamnopyranosylphosphat a-146 eine héhere
Reaktivitat bei dieser Reaktion besitzt als das entsprechende B-Anomer -146. Auch
massenspektrometrisch konnten beide NDP-Zucker erfolgreich nachgewiesen werden, was in

Abb. 106 exemplarisch am a-Anomer a-132 gezeigt ist.

ber. fir CigH25N,045P5

547.0742 = 547.0736 [M-HI

599.9852
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Abb. 106: HR-ESI--MS-Spektrum von TDP-a-L-Rhamnose a-132.
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8.4 Fazit

Mittels der Kombination zweier unterschiedlicher Synthesewege konnten hier erstmals
erfolgreich Uber die cycloSal-Methode zwei NDP-Zucker (a-132 und B-132) synthetisiert
werden, die L-Rhamnose als Glycosyleinheit enthielten.

Im Fall von B-132 gelang dies einerseits durch eine klassische cycloSal-Kupplung des
acetylgeschutzten B-Phosphats B-150 mit dem Triester 148 in einer Ausbeute von 31%. Bei
der dazugehorigen basischen Deacetylierung kam es jedoch zur Bildung wesentlicher Mengen
an B-L.-Rhamnopyranosyl-1,2-cyclophosphat 163, welches ebenfalls isoliert und charakterisiert
werden konnte. Mithilfe der neuartigen cycloSal-Kupplung zwischen B-146 und dem Cbz-
geschitzten Triester 149 gelang es, diese Nebenproduktbildung zu umgehen. Die
Zielverbindung konnte allerdings nicht von einer Kontamination durch TMP befreit werden,
welches hier als wahrscheinliches Hydrolyseprodukt von 149 auftrat. Verglichen mit der von
Zhao et al. publizierten TMP-Imidazolid-Methode zur Darstellung von B-132 konnte hier eine
wesentlich niedrigere Ausbeute erreicht werden.?*? Die cycloSal-Methode bietet jedoch den
Vorteil, dass die aktivierte Form des eingesetzten Nucleosid-Monophosphats nicht unmittelbar
vor der Kupplung hergestellt werden muss und lagerungsfahig ist. Eine Optimierung des
Reaktionsumsatzes sowie der Reinigungsbedingungen zur Abtrennung des als Nebenprodukt
entstehenden TMP konnte den Ausbeuteunterschied beider Methoden deutlich verringern.
TDP-a-L-Rhamnose a-132 konnte hier ausschlief3lich unter Verwendung des Cbz-geschitzten
Triesters 149 in zwei verschiedenen Varianten erfolgreich synthetisiert werden. Eine Synthese
dieses NDP-Zucker war bisher noch nicht in der Literatur beschrieben worden. Angelehnt an
die klassische cycloSal-Kupplung erfolgte einerseits die hydrogenolytische Abspaltung der
Cbz-Gruppe direkt im Anschluss an den Kupplungsschritt, wobei a-132 in 80% Ausbeute
erhalten wurde. Andererseits wurde a-132 unter Hinzunahme einer Reinigung des Chz-
geschitzten NDP-Zuckers 166 in einer Ausbeute von 45% (ber zwei Stufen erhalten. Eine
Reinigung der Cbz-geschitzten Zwischenstufe sollte zuklnftig auch im Rahmen der
Darstellung von TDP-B-L.-Rhamnose B-132 im Hinblick auf eine effektivere Abtrennung der

enstehenden Thymidinmonophosphats getestet werden.

Mit Hilfe des neuartigen Triesters 149 konnten hier erste Versuche einer neuen
Synthesevariante der cycloSal-Methode entwickelt werden. Diese stellt eine geeignete
Alternative fir verwendete Glycosyleinheiten dar, bei denen es bei der klassischen Methode
wahrend der basisch katalysierten Deacetylierung zur Bildung von Cyclophosphaten kommt.
Die Synthese von TDP-B-L-Rhamnose f-132 zeigte jedoch, dass hier noch
Optimierungsbedarf im Hinblick auf die Reaktivitat der eingesetzten ungeschitzten Phosphate

durch z.B. andere Gegenionen oder alternative Schutzgruppenstrategien besteht.
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8.5 In vitro Aktivitatsassay zum Nachweis der Umsetzung durch GtfC

Mithilfe eines in vitro Aktivitatsassays wurde von Dr. F. Bonisch aus der Arbeitsgruppe von Dr.
U. Rabausch am Biozentrum Klein Flottbek getestet, ob es sich bei den beiden dargestellten
NDP-Zuckern um Co-Substrate der GtfC handelt und es zu einer Glycosylierung des
Flavanons Naringenin als Akzeptor-Substrat kommt. Die mittels heterologer Expression in
E. coli erhaltene GtfC wurde dabei direkt nach dem Zellaufschluss im Assay eingesetzt. Dieser
Zellextrakt wurde in den Assays mit einer 300 uM Losung des jeweiligen NDP-Zuckers sowie
mit einer 300 UM Naringenin-Lésung gemischt und in einem gepufferten System bei 28 °C
inkubiert. Bei der durchgefihrten Auswertung mittels Hochleistungsdinnschicht-
chromatographie (HPTLC) und LC-MS konnte qualitativ gezeigt werden, dass es zu einer
Glycosylierung von Naringenin gekommen ist und es sich bei TDP-B-L.-Rhamnose B-132 um
ein Co-Substrat der GtfC handelt, wahrend es mit dem a-Anomer a-132 zu keiner Umsetzung
kommt. Mit dem in dieser Arbeit entwickelten, jedoch noch optimierbaren, synthetischen
Zugang zu diesem Enzym-Substrat konnten zukinftig Charakterisierungen von
entsprechenden neuartigen Glycosyltransferasen erleichtert werden.
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9 Experimenteller Teil

9.1 Allgemeines
9.1.1 Edukte und Reagenzien

Die Edukte und Reagenzien wurden von den Firmen Acros Organics, Alfa Aesar, Fluka,
Grussing GmbH, Sigma-Aldrich, TCI, Carl Roth, AppliChem, VWR und Riedel-de Haén in
Synthesequalitdt bezogen und, ausgenommen der folgenden Chemikalien, ohne weiter

Reinigung in der Synthese eingesetzt.

N,N-Diisopropylethylamin:  CgHigN; Sdp: 127 °C; mehrere Tage unter Ruckfluss Uber
Calciumhydrid getrocknet, bei Normaldruck unter Stickstoff

destilliert und unter Lichtausschluss gelagert und unter Inertgas

gelagert.
Phosphor-(l1)-chlorid: PCls; Sdp: 76 °C; unter Stickstoff destilliert.
1-Methylimidazol: CsHsN2; Sdp: 198 °C; unter Stickstoff destilliert und Gber

Intertgas gelagert.

Triethylamin: CeHisN; Sdp: 89 °C; mehrere Tage unter Rickfluss Uber
Calciumhydrid getrocknet, bei Normaldruck unter Stickstoff
destilliert und unter Lichtausschluss und unter Stickstoff gelagert.

Trimethylphosphit: CsHoOsP; Sdp: 111 °C; unter Stickstoff destilliert und Uber

Inertgas gelagert.
9.1.2 Lo6sungsmittel

Die folgenden Lésungsmittel wurden in technischer Qualitat bezogen und vor der Verwendung
unter Normaldruck destilliert: Dichlormethan, Ethylacetat, Methanol und Petrolether 50-70.
Diethylether wurde ebenfalls in technischer Qualitat bezogen und vor der Verwendung bei
900 mbar destilliert und Uber KOH gelagert. Das auch in technischer Qualitdt bezogene Aceton

wurde vor der Verwendung bei 450 mbar destilliert.

Fur die NMR-Spektroskopie wurden deuterierte Lésungsmittel von euriso-top und Deutero

verwendet. Hydrolyselabile und oxidationsempfindliche Substanzen wurden mit Giber Molsieb
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gelagertem, deuteriertem Chloroform vermessen. Fir die Vermessung von saurelabilen

Substanzen wurde das deuterierte Chloroform zuvor Uber basisches Aluminiumoxid filtriert.

9.1.21 Absolute Losungsmittel

Aceton:

Acetonitril;

Dichlormethan:

Diethylether:

N,N-Dimethylformamid:

Dimethylsulfoxid:

CsHeO; Spd: 56 °C; wurde von Acros Organics (max. 0.005%
H20) Uber Molsieb bezogen.

C2HsN; Sdp: 81 °C; wurde i) mehrere Tage unter Rickfluss Uber
Calciumhydrid erhitzt, bei Normaldruck unter Inertgas destilliert
und Uber Molsieb (0.3 nm) gelagert oder ii) Uber eine
Lésungsmitteltrocknungsanlage, MB-SPS-800 von der Firma M.
Braun Inertgas-Systeme GmbH, absolutiert und tber Molsieb
(0.3 nm) gelagert. Es wurde hierbei Acetonitril - CHROMASOLV®

von Sigma-Aldrich verwendet.

CH2Cly; Sdp: 40 °C; wurde i) mehrere Tage unter Rickfluss Uber
Calciumhydrid erhitzt, bei Normaldruck unter Inertgas destilliert
und dber Molsieb (0.4 nm) gelagert oder ii) Uber eine
Lésungsmitteltrocknungsanlage, MB-SPS-800 von der Firma M.
Braun Inertgas-Systeme GmbH, absolutiert und tber Molsieb
(0.4 nm) gelagert. Es wurde hierbei Dichlormethan -
CHROMASOLV® mit Amylen als Stabilisator von Sigma-Aldrich

verwendet.

C4H100; Sdp: 34 °C; wurde i) mehrere Tage unter Rickfluss Uber
Natrium erhitzt, bei Normaldruck unter Inertgas destilliert und
Uber Molsieb (0.4 nm) gelagert oder i) Uber eine
Lésungsmitteltrocknungsanlage, MB-SPS-800 von der Firma M.
Braun Inertgas-Systeme GmbH, absolutiert und tber Molsieb
(0.4 nm) gelagert. Es wurde hierbei Diethylether, ACS reagent,

von Sigma-Aldrich verwendet.

CsH7NO; Sdp: 153 °C; wurde von Acros Organics (max. 0.005%
H,0) tber Molsieb bezogen.

C2HeOS; Sdp: 189 °C; wurde von Acros Organics (max. 0.005%
H-0) Uber Molsieb bezogen.
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Ethanol: C,HeO; Sdp: 78 °C; wurde von Acros Organics (max. 0.005%
H>O) Uber Molsieb bezogen.

Ethylacetat: C4HsO2; Sdp: 77 °C; wurde von Fluka (max. 0.005% H>O) uber
Molsieb bezogen.

Methanol: CH4O; Sdp: 65 °C; wurde von Acros Organics (max. 0.005%
H>O) Uber Molsieb bezogen.

Pyridin: CsHsN; Spd: 115 °C; wurde i) von Acros Organics (max. 0.005%
H.,O) Uber Molsieb bezogen oder i) Uber eine
Lésungsmitteltrocknungsanlage, MB-SPS-800 von der Firma M.
Braun Inertgas-Systeme GmbH, absolutiert und tber Molsieb
(0.4 nm) gelagert. Es wurde hierbei Pyridin, ACS reagent, von

Sigma-Aldrich verwendet.

Tetrahydrofuran: C4HsO; Sdp: 66 °C; wurde i) mehrere Tage unter Rickfluss Uber
Kalium erhitzt, bei Normaldruck unter Intertgas destilliert und
Uber Molsieb (0.4 nm) gelagert oder i) Uber eine
Lésungsmitteltrocknungsanlage, MB-SPS-800 von der Firma M.
Braun Inertgas-Systeme GmbH, absolutiert und tber Molsieb
(0.4 nm) gelagert. Es wurde hierbei Tetrahydrofuran -
CHROMASOLV® plus von Sigma-Aldrich verwendet.

Toluol: CsHs; Sdp: 111 °C; wurde von Acros Organics (max. 0.005%
H>O) Uber Molsieb bezogen.

9.1.3 Chromatographie

Dunnschichtchromatographie

Fur die Dunnschichtchromatographie wurden mit Kieselgel beschichtete Aluminiumfolien mit
Fluoreszenzindikator (DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL G/UV2s4; Schichtdicke 0.2 mm) der
Firma Macherey-Nagel oder der Firma Merck (ALUGRAM Xtra SIL G/UV254; Schichtdicke
0.2 mm) verwendet. Die Laufstrecke der Substanzen betrug 5 — 6 cm. Alle R--Werte wurden
bei Kammersattigung ermittelt. Die Detektion der UV-aktiven Substanzen erfolgte mit einer
UV-Lampe der Firma Herolab bei einer Wellenlange von 254 nm. Ebenfalls erfolgte die
Detektion aller Substanzen durch Eintauchen in 10%ige Schwefelsdure oder in ein Vanillin-

Farbereagenz (15g Vanillin gelést in 250 mL Ethanol und 2.5mL konzentrierter
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Schwefelséure, Lagerung bei 4 °C) und anschliel3ender Warmebehandlung. Freie Amine und
Carbonsauren wurden durch Benetzen mit einer Bromkresolgrin-Losung (80 mg
Bromkresolgrun geldst in 200 mL Ethanol und solange mit Natronlauge (0.1 M) versetzt, bis
ein Farbumschlag von grin nach blau erfolgte) detektiert. Phosphathaltige Substanzen
konnten mit einer Ammoniummolybdat-Farbeldsung (1 g (NH4)sM07024 - 4 H.O geldst in 7 mL
halbkonzentrierter Salpetersaure und 13 mL H»O, Lagerung bei 4 °C) und darauffolgender
Befeuchtung mit einer Zinn(ll)-chlorid-Lésung (0.1 g SnCl, - 2 H,O gel6st in 20 mL Salzsaure

(0.5 M)) visualisiert werden.

Praparative Sdulenchromatographie
Fur saulenchromatographische Trennungen wurde MN Kieselgel 60 M der Firma Macherey-
Nagel (Korngrof3e: 40-63 um, 230-400 mesh ASTM) verwendet.

Umkehrphasenchromatographie
Fur die Umkehrphasenchromatographie wurde LiChroprep RP-18 (40-63 um) der Firma Merck

verwendet.

lonenaustausch an DOWEX-NH,"

Das lonenaustauscherharz Dowex 50W-X8 H*, 50-100 mesh, der Firma Sigma-Aldrich wurde
zum Austausch der Kationen auf H*-lonen mit dem 5-fachen S&ulenvolumen einer 1 M
Salzsaureldsung gespilt. Anschliel3end wurde mit Reinstwasser gesplilt, bis ein neutraler pH-
Wert erreicht war. Die entsprechende Verbindung wurde in Reinstwasser oder
Reinstwasser/Acetonitril 7:3 v/v aufgetragen und mit dem entsprechenden Laufmittel von der

Saule eluiert. Zur Regeneration wurde wieder mit Salzsdureldsung gesplilt.

Automatisierte Normal phase-(NP)/Reversed phase-(RP-)Chromatographie

Sowohl fir Normal- als auch fur Umkehrphasenchromatographie (RP-18) wurde der
automatisierte puriFlash®430 der Firma Interchim mit UV-Detektor verwendet. Fir
Normalphasentrennungen wurden self-packed Kartuschen eingesetzt, die mit Macherey-
Nagel Kieselgel 60 M (siehe Saulenchromatographie) befiillt wurden. Fir die RP-18-
Chromatographie wurden Saulen von Macherey-Nagel (Chromabond® Flash RS 40 Cys ec)

verwendet.
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HPLC gekoppelt mit Massenspektrometrie

Die HPLC-MS-Analysen wurden an einer Dionex Ultimate 3000 UPLC (UHPLC) gekoppelt mit
einem Bruker maXis ESI-Q-TOF (Software Bruker Data Analysis 4.2) durchgefiihrt. Es wurde
eine Saule der Firma Agilent Poroshell (120 EC-C18 2.7 um, 4.6 x 50 mm) verwendet. Als
Laufmittel wurde Acetonitrii von VWR (HPLC grade) sowie Milli-Q-Wasser (s. S. 147

Wasseraufbereitungsanlage) mit einem Zusatz von 0.1% Ameisensaure verwendet.
9.1.4 Spektroskopie

Kernresonanzspektroskopie (Nuclear magnetic resonance, NMR)

Die NMR-Spektren wurden in der NMR-Abteilung des Fachbereichs Chemie der Universitat
Hamburg unter der Leitung von Dr. Thomas Hackl und Dr. Young-Joo Lee aufgenommen.
Die Messung erfolgte an den folgenden Geraten der Firma Bruker: Avance | 400 MHz
Spektrometer, Avance 1l 400 MHz Spektrometer, DRX 500 MHz Spektrometer und Avance Il
HD 600 MHz Spektrometer.

Die Kalibrierung zur Ermittlung der chemischen Verschiebungen der Signale (*H/**C) erfolgte
mithilfe der Losungsmittelsignale [CHCls 7.26/77.16 (in CDCls); DMSO 2.50/39.52 (in DMSO-
ds), CH3OH 3.31/49.00 (in CD30D), H.O 4.79 (in D;0)]. Bei *C-Aufnahmen in D.O wurde
keine Kalibrierung durchgefiihrt. Die Verschiebungen der 3P-NMR-Signale wurden gegen
einen externen Standard (85%ige Phosphorsaure) angegeben. Bei der Messung der *°*F-NMR-
Spektren wurden die Signale gegen Trichlorfluormethan als externen Standard angegeben.
Fur die Zuordnung der Signale wurden *H,*H- sowie H,**C-Korrelationsspektren (H,H-COSY,
HSQC und HMBC) aufgenommen. Die NMR-Spektren wurden, soweit moglich, als Spektren
1. Ordnung ausgewertet.

Infrarotspektroskopie (IR)
Die IR-Spektren wurden an einem ALPHA Platinum ATR-IR-Spektrometer der Firma Bruker

aufgenommen. Die Messungen erfolgten in einem Messbereich von 400 - 4000 cm™.

UV/VIS-Spektroskopie
Die UV-Messungen wurden an einem Cary 300 Bio UV/VIS-Spektralphotometer der Firma

Varian durchgefihrt.
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9.1.5 Spektrometrie

Massenspektrometrie (MS)

Die Massenspektren wurden in der Massenspektrometrie-Abteilung des Fachbereichs Chemie
der MIN-Fakultat der Universitat Hamburg unter der Leitung von Dr. Maria Riedner
aufgenommen.

Die EI-Massenspektren wurden an einem VG 70S EI doppelt fokussierenden
Sektorfeldmassenspektrometer der Firma VG Analytical gemessen.

Die Messung der hochaufgeldosten (HR: High resolution) ESI-Massenspektren im positiven und
negativen Modus erfolgte an einem Agilent 6224 ESI-TOF-Massenspektrometer der Firma
Agilent Technologies.

Die MALDI-Messungen wurden an einem Bruker UltrafleXtreme™ MALDI-TOF-TOF-

Spektrometer durchgefiihrt, wobei 2,5-Dihydroxybenzoesaure (DHB) als Matrix diente.

Polarimetrie

Die Drehwerte der anomerenreinen Zucker und von Nucleosid-Derivaten wurden an einem
Optronic Polarimeter der Firma Kriiss gemessen. Die Messungen erfolgten zwischen bei 20
bis 25 °C, einer Wellenlange von 589 nm und einer Kivettenlange von 1 dm.

9.1.6 Sonstige Gerate

Gefriertrocknungsanlage
Die Trocknung von wassrigen Losungen erfolgte an einer Gefriertrocknungsanlage Alpha 2-4

LDplus mit einem vertikalen Trockenrechen (121224) der Firma Christ verwendet.

Mikrowelle
Fir mikrowellenunterstiitzte Reaktionen wurde eine Discover BenchMate Mikrowelle der Firma
CEM eingesetzt. Es wurde dabei sowohl im ,,open vessel’- als auch im ,,closed vessel’-Modus

gearbeitet.

Wasseraufbereitungsanlage
Reinstwasser (Milli-Q) wurde durch ein arium® pro UV-Reinstwassersystem der Firma

Sartorius gewonnen.

Schmelzpunktbestimmung
Fir die Ermittlung der Schmelzpunkte wurde ein Schmelzpunkt-Messgerat 1A 9200

Schmelzpunktbestimmungsgerat der Firma Electrothermal verwendet.
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pH-Messgeréat
Zum Einstellen des pH-Wertes wurde das pH-Messgerat ProLab 3000 der Firma Schott

verwendet.

Thermomixer
Zur Durchfihrung von enzymatisch katalysierten Deacetylierungsreaktionen wurde ein
Thermomixer TS basic der Firma CellMedia verwendet.

Zentrifuge
Es wurde eine Zentrifuge Heraeus Primo R Centrifuge der Firma Themro Scientific bei

Raumtemperatur und 8000 u/min verwendet.

UV-Lampe
Zur Bestrahlung von UV-aktivierbaren Verbindungen wurde eine UV-Lampe PH PL-L
18W/10/4P (18 W) der Firma Philips mit einem Wellenlangenbereich von 320-390 nm und

einem Wellenlangenmaximum von 360 nm verwendet.

9.2 Synthesen
9.2.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAV)
AAV 1: Acetylierung von Glycopyranosen

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Die zu acetylierende Verbindung
(1.0 Aquiv.) wurde zunéchst in abs. Pyridin gelost, mit 3.0 Aquivalenten (pro Hydroxy- bzw.
Aminogruppe) Essigsaureanhydrid versetzt und das Reaktionsgemisch fur ca. 18 h bei
Raumtemperatur gertihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte diinnschichtchromatographisch mit.
Nach der vollstandigen Umsetzung des Eduktes wurde das Lésungsmittel im Vakuum entfernt
und anschlieBend mehrfach mit Toluol codestilliert bis kein Pyridin mehr vorhanden war. Der
Ruckstand wurde in Ethylacetat aufgenommen und mehrfach mit H,O und gesattigter
Natriumchloridlésung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet

und das Lésungsmittel anschlieRend im Vakuum entfernt.
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AAV 2: Vollstandige Deacetylierung von Hydroxylgruppen

Variante |: Deacetylierung von Hydroxylgruppen nach Zemplén (AAV 2.1)

Die zu deacetylierende Verbindung wurde in abs. CH3OH geldst und mit einer katalytischen
Menge an Natrium versetzt. Die Reaktionslosung wurde fur ca. 16 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Nach vollstandiger Umsetzung des Eduktes wurde die Losung durch portionsweise
lonentauscher-Zugabe (Amberlite® IR 120+ (H*)) neutralisiert, filtriert und das Lésungsmittel
im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde je nach Polaritat des Produktes entweder
saulenchromatographisch an Kieselgel mit CH3;CN/H2O 5:1 v/v als Eluent oder mittels
automatisierter Umkehrphasenchromatographie (RP-18) mit H.O und einem CH3s;CN-
Gradienten (0-100%) gereinigt.

Variante  |l:  Deacetylierung von  Hydroxylgruppen in  einem Gemisch aus
CH3OH/H,O/Triethylamin 7:3:1 viviv (AAV 2.2)

Die zu deacetylierende Verbindung wurde in CH3;OH/H,O/EtsN 7:3:1 v/v/v aufgenommen und
fur 17 h bei Raumtemperatur gerthrt. Nach vollstandiger Umsetzung des Eduktes wurde das
Losungsmittelgemisch unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde je nach
Polaritat des Produktes entweder sdulenchromatographisch an Kieselgel mit CHzCN/H»0 5:1
v/v als Eluent oder mittels automatisierter Umkehrphasenchromatographie (RP-18) mit H.O
und einem CH3;CN-Gradienten (0-100%) gereinigt.

AAV 3: Selektive Deacetylierung an der anomeren Position peracetylierter

Zucker

Der jeweilige peracetylierte Zucker (1.0 Aquiv.) wurde in THF geldst und mit 5.0 Aquiv.
3-Aminopropyldimethylamin versetzt. Die Reaktionslésung wurde 1-2 h bei Raumtemperatur
gerihrt und nach vollstandiger Umsetzung (DC-Kontrolle: PE/EE 1:2 v/v) jeweils zwei Mal mit
1 M Salzséaure und ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
AnschlieRend wurde das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel mit PE/EE 2:1

v/v als Eluent gereinigt.
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AAV 4: Darstellung von a-Glycosylbromiden

Variante |I: Darstellung von a-Glycosylbromiden durch Umsetzung mit Acetylbromid und
Methanol (AAV: 4.1)

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas und unter Lichtausschluss durchgefihrt. der
entsprechende peracetylierte Zucker (1.0 Aquiv.) wurde in Essigsaure gelést und
anschlieRend mit 3.1 Aquiv. Acetylbromid und 1.2 Aquiv. abs. CHzOH versetzt. Die
Reaktionslosung wurde fir 1.5 bis 5h bei Raumtemperatur gertihrt nach vollstandiger
Umsetzung (DC-Kontrolle: PE/EE 1:1 v/v und 0.1% Triethylamin) mit CH.Cl, verdiinnt. Nach
dreimaligem Waschen mit eiskaltem H,O wurde die organische Phase lber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt
konnte entweder ohne weitere Reinigung eingesetzt werden oder es wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel mit PE/EE 1:3 v/v und 0.1% Triethylamin als Eluent

gereinigt.

Variante |I: Darstellung von a-Glycosylbromiden mit Titantetrabromid (AAV 2.1)

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas und unter Lichtausschluss durchgefiuihrt. Der
entsprechende peracetylierte Zucker (1.0 Aquiv.) wurde in einem Gemisch aus abs. CH,Cl,
und abs. Ethylacetat (9:1 v/v) gelést und bei 0 °C portionsweise mit 3.0 Aquiv. Titan(IV)-bromid
versetzt. Die Reaktionslosung wurde bis zur vollstandigen Umsetzung des Eduktes bei
Raumtemperatur gerthrt (DC-Kontrolle: PE/EE 1:1 v/v und 0.1% Triethylamin). Im Anschluss
wurde die Losung mit Natriumacetat neutralisiert und weitere 15 min bei Raumtemperatur
geriihrt. Dann wurde die Suspension in CHCl. aufgenommen und finf Mal mit eiskaltem H>O
gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Die saulenchromatographische Reinigung

erfolgte an Kieselgel mit PE/EE 1:1 v/v und 0.1% Triethylamin als Eluent.

AAV 5: Stereoselektive Synthese von Diphenylmannopyranosyl- und

rhamnopyranosylphosphaten

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefihrt. Es wurden zunachst 1.0 Aquiv.
des 1-OH-freien Rhamnose- oder Mannose-Derivats sowie 5.0 Aquiv.  4-
(Dimethylamino)pyridin fur 1 h im Olpumpenvakuum getrocknet und dann in abs. CH,Cl, (3 mL
pro mmol Zucker) gelost. AnschlieRend erfolgte die sehr langsame Zugabe von 5.0 Aquiv.
Diphenylchlorphosphat. Die Reaktionsldsung wurde fiir 2-4 h bei Raumtemperatur gerihrt und
bei vollstdandigem Umsatz des Eduktes (DC-Kontrolle: PE/EE 1:2 v/v und 0.1% Triethylamin)
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mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-L6sung versetzt und der Reaktionsansatz vier Mal
mit CH2Cl. extrahiert. Die organische Phase wurde uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und
das LoOsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel mit Pentan und einem EE-Gradienten (Pentan/EE 9:1
viv > 8:3 viv > 2:1v/v > 1.1 v/v) und 0.1% Triethylamin als Eluent gereinigt.

AAV 6: Spaltung von Diphenylmannopyranosyl- und rhamnopyranosyl-

phosphaten

Das zu spaltende Diphenylphosphat wurde in einem Gemisch von abs. EE und abs. Ethanol
(1:1 v/v) geldst und mit einer Spatelspitze Platin(IV)-oxid versetzt. Der Reaktionsansatz wurde
fur 3 bis 4 Tage bei leichtem Hp-Uberdruck so lange bei Raumtemperatur gerihrt, bis
dunnschichtchromatographisch ein vollstdndiger Umsatz des Eduktes festzustellen war (DC-
Kontrolle: CHCIs/CH3zOH/H20 60:35:6 v/v/v). Anschlielend wurde der Reaktionsansatz tber
Celite® filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt
wurde séaulenchromatographisch an Kieselgel mit CH3CN/H20 5:1 v/v als Eluent gereinigt.

AAV 7: Synthese von Arylazid-Linkern

Es wurden 1.0-1.1 Aquiv. der jeweiligen Aminosaure und 2.1 Aquiv. Natrium-
hydrogencarbonat in H,O gelost und auf 0 °C gekiihlt. AnschlieBend wurden 1.1 Aquiv. N-(4-
Azidbenzoyloxy)succinimid 87 in 1,4-Dioxan geltst und dann langsam zur Aminosaure-Lésung
hinzugegeben. Die Reaktionslosung wurde fur 24 h bei Raumtemperatur gerihrt und nach
vollstandiger Umsetzung der Aminosdure (DC-Kontrolle: CHCIs/CH;OH 1:1 v/v oder
CH3OH/H20 5:1 v/v) auf 1/5 ihres Volumens eingeengt. Anschlie3end wurde mit kalter 1 M
Salzsaure ein pH-Wert von 2.5 eingestellt, der Niederschlag filtriert und flr 24 h im

Olpumpenvakuum getrocknet. Das Produkt konnte ohne weitere Reinigung eingesetzt werden.
AAYV 8: Synthese von NHS-Estern

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurden 1.0 Aquiv. der zu
veresternden  Carbonsaure, 1.3 Aquiv.  Dicyclohexylcarbodiimid und 1.3 Aquiv.
N-Hydroxysuccinimid in abs. CHsCN geldst. Die Reaktionsldsung wurde fir ca. 20 h bei
Raumtemperatur gertihrt und nach vollstadndiger Umsetzung der Carbonsaure (DC-Kontrolle:
Toluol/EE 4:1 v/v oder PE/EE 1:2 bis 1:4 v/v) der sich gebildete Niederschlag abfiltriert. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt entweder in
2-Propanol umkristallisiert oder sdulenchromatographisch an Kieselgel mit PE und einem EE-
Gradienten (PE/EE 4.1 v/iv — EE) als Eluent gereinigt.
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AAV 9: Synthese von Pentafluophenylestern

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuihrt. Es wurden 1.0 Aquiv. der zu
veresternden Carbonsaure zunachst fur 15 min im Vakuum getrocknet und in abs. CHsCN
(30 mL pro mmol Carbonséure) und abs. Pyridin (3.4 mL pro mmol Carbonséure) geltst.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 4.0 Aquiv. Pentafluorphenol und 4.0 Aquiv.
Diisopropylcarbodiimid. Die Reaktionsldsung wurde fur ca. 20 h bei Raumtemperatur gerihrt.
Nach vollstandiger Umsetzung der Carbonséure (DC-Kontrolle: PE/EE 4:1 v/v) wurde das
Losungsmittel  unter  vermindertem  Druck entfernt und das  Rohprodukt
saulenchromatographisch an Kieselgel mit PE und einem EE-Gradienten (PE/EE 4:1 viv —

EE) als Eluent gereinigt.
AAV 10: Synthese von vollstandig geschitzten Nucleosiden

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurden 1.0 Aquiv. des
entsprechenden Nucleosids zunachst drei Mal mit abs. Pyridin coevaporiert und anschlieRend
in abs. Pyridin (4.5 mL pro mmol Nucleosid) suspendiert. AnschlieBend wurden 1.3 Aquiv. tert-
Butyldimethylsilylchlorid hinzugegeben und der Reaktionsansatz fur ca. 20h bei
Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion wurde dinnschichtchromatographisch verfolgt
(CH2CI,/CH30OH 7:4 vlv) verfolgt. Nach vollstdndiger Umsetzung des Eduktes wurde
Essigsaureanhydrid (3.0 Aquiv. pro Hydroxyl- oder Aminogruppe) hinzugegeben und die
Reaktionslosung fir weitere 20 h bei Raumtemperatur gerihrt. Nach vollstdandigem Umsatz
(DC-Kontrolle CH,CI,/CH30OH 19:1 v/v) wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt und daraufhin der Riuickstand drei Mal mit Toluol und danach mit CH,Cl, coevaporiert.
Der Riickstand wurde in CH2Cl, aufgenommen und zwei Mal mit H>O und anschlieBend zwei
Mal mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen. Die organische Phase
wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel mit PE/EE 3:2 v/v als

Eluent gereinigt.

AAV 11: Selektive Synthese von tert-Butyldimethylsilylethern an der 5’-

Position von Nucleosiden

Variante | (AAV 11.1)

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurden 1.0 Aquiv. des
entsprechenden Nucleosids zunéchst drei Mal mit abs. Pyridin coevaporiert und anschlieRend

in abs. Pyridin (4.5 mL pro mmol Nucleosid) suspendiert. AnschlieBend wurden 1.1 Aquiv. tert-
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Butyldimethylsilylchlorid hinzugegeben und der Reaktionsansatz fur ca. 18 h bei
Raumtemperatur gertihrt. Die Reaktion wurde dinnschichtchromatographisch verfolgt
(CH2CI,/CH30OH 9:1 v/v) verfolgt. Nach vollstdndiger Umsetzung des Eduktes wurde die
Reaktionslosung mit CHsOH (5-fache Menge des Reaktionsvolumens) und das
Lésungsmittelgemisch unter vermindertem Druck entfernt. Der Ruckstand wurde drei Mal mit
Toluol und danach mit CH,Cl, coevaporiert. Anschlieend wurde der Rickstand in CH2Cl»
aufgenommen und zwei Mal mit H.O gewaschen. Die organische Phase wurde Uber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Das Rohprodukt wurde zwei Mal sdulenchromatographisch an Kieselgel mit CH»Cl,/CH3;OH

9:1 v/v als Eluent gereinigt.

Variante Il (AAV 11.2)

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurden 1.0 Aquiv. des
entsprechenden Nucleosids zunachst fur 1 h im Olpumpenvakuum getrocknet und dann in
abs. DMF (7 mL pro mmol Nucleosid) suspendiert. AnschlieBend erfolgte nacheinander die
portionsweise Zugabe von 2.0 Aquiv. Imidazol und 2.0 Aquiv. tert-Butyldimethylsilylchlorid. Die
Rektionslésung wurde fir ca. 17 h bei Raumtemperatur gertihrt. Nach vollstdndigem Umsatz
des Eduktes (DC-Kontrolle: CH3CN/H20 5:1 v/v) wurde die L6sung auf O °C gekihlt und durch
die Zugabe von Eiswasser (5-fache Menge des Reaktionsvolumens) ein farbloser Feststoff
gefallt. Zur vollstédndigen Fallung wurde das Gemisch fiur 3 h auf -10 bis -20 °C gekuhlt und im
Anschluss filtriert. Nach einer intensiven Trocknung des Rohproduktes im Olpumpenvakuum
wurde dieses sdulenchromatographisch an Kieselgel mit CH3CN/H,O 5:1 v/v als Eluent
gereinigt, wobei die Beladung tber einen ,,dry-load” mit Kieselgel erfolgte.

AAV 12: Spaltung von tert-Butyldimethylsilylethern

Variante |: Entschitzung mit TBAF (AAV 12.1)

Es wurden 1.0 Aquiv. des zu spaltenden Silylethers in THF geldst und anschlieBend mit
1.5 Aquiv. TBAF (1M in THF) versetzt. Die Reaktionslosung wurde fir 1h bei
Raumtemperatur gerihrt. Nach vollstandiger Umsetzung des Eduktes (DC-Kontrolle:
CHCI,/CH30H 9:1 v/v) wurde das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das
Rohprodukt saulenchromatographisch an Kieselgel mit CH,Cl, und einem CHsOH-Gradienten
(0-10%) gereinigt.
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Variante |l: Entschitzung mit AcCl (AAV 12.2)

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurden 1.0 Aquiv des zu
spaltenden Silylethers zun&chst fur 1 h im Hochvakuum getrocknet und dann mit abs. CHsOH
versetzt. Die Suspension wurde solange bei 40 °C gerihrt, bis sich das Edukt vollstandig
gelost hat. Anschlie3end wurde die Losung auf 0 °C gekihlt und mit einer katalytischen Menge
Acetylchlorid versetzt. Die Reaktionsldsung wurde fiir ca. 3 h bei Raumtemperatur gerthrt und
nach vollstandigem Umsatz des Eduktes (DC-Kontrolle: CH2Cl,/CHsOH 19:1 v/v) mit CH2Cl»
verdinnt (5-fache Menge des Reaktionsvolumens). Die Lésung wurde mit geséttigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung neutralisiert und anschlieBend drei Mal mit H;O
gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel unter vermindertem  Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel mit CH,Cl, und einem CH;OH-Gradienten (0-3%) als

Eluent gereinigt.

Variante Ill: Entschitzung mit einer HCI-L6sung in Ethanol

Es wurden 1.0 Aquiv. des zu spaltenden Silylethers in Ethanol gelést (14 mL pro mmol Edukt)
und mit einer geringen Menge konzentrierter Salzséure versetzt. Die Reaktionslésung wurde
fur ca. 19 h bei Raumtemperatur bis zur vollstdndigen Umsetzung des Eduktes (DC-Kontrolle:
CHsCN/H.O 5:1 v/v) gerihrt und anschlieRend mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-
Losung neutralisiert. Das Ldsungsmittelgemisch wurde dann unter vermindertem Druck
entfernt und der Rickstand in EE und H,O aufgenommen. Die organische Phase wurde
zusatzlich drei Mal mit H,O gewaschen. Das H>O der vereinigten wassrigen Phasen wurde
schlieBlich unter vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde in wenig H2O
aufgenommen, bei 40 °C gel6st und mit der 5-fachen Menge an CHs;OH versetzt. Es wurde
anschliel3end so lange langsam iso-Propanol hinzugegeben bis eine Tribung einsetzte. Der
Ansatz wurde fir 24 h bei 4 °C gelagert, der Feststoff abfiltriert und schlieZlich fur 24 °C im

Hochvakuum getrocknet.
AAV 13: Synthese von O-benzyloxycarbonyl-geschiitzten Nucleosiden

Variante | (AAV 13.1)

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurden 1.0 Aquiv des
jeweiligen Nucleosids mit 3.0 Aquiv. 4-(Dimethylamino)pyridin zunachst fir 15 min im
Hochvakuum getrocknet und dann in abs. CH,Cl, gel6ést. Es wurde auf 0 °C gekuhlt und
langsam mit 3.0 Aquiv. Benzyloxycarbonylchlorid versetzt. Die Reaktionslésung wurde fiir

3 Tage bei Raumtemperatur gertihrt und nach vollstandiger Umsetzung des Eduktes (DC-
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Kontrolle: CH2CI2/CH3OH 19:1 v/v) mit CH>Cl, (5-fache Menge des Reaktionsvolumens)
verdinnt. Es wurde zwei Mal mit 2 M Salzsaure und ein Mal mit H,O gewaschen. Die
organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel
mit CH2Cl, und einem CH3OH-Gradienten (0-5%) als Eluent gereinigt.

Variante Il (AAV 13.2)

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurden 1.0 Aquiv. des
jeweiligen Nucleosids zunachst fiir 1 h im Olpumpenvakuum getrocknet und dann mit abs.
CH.CIl> (20 mL pro mmol Nucleosid) versetzt. Die Suspension wurde solange bei 40 °C
gerihrt, bis sich das Edukt vollstandig gel6st hat. AnschlieBend erfolgte nacheinander die
portionsweise Zugabe von 4.0 Aquiv. 1-Methylimidazol und 3.0 Aquiv.
Benzyloxycarbonylchlorid. Die Reaktionslosung wurde fur ca. 20 h bei Raumtemperatur
gerihrt. Bei vollstdndiger Umsetzung des Eduktes (DC-Kontrolle: CH2CIl/CHsOH 9:1 v/v)
wurde mit CH.Cl, (5-fache Menge des Reaktionsvolumens) verdiinnt und die Losung jeweils
zwei Mal mit kalter 0.5 M Salzséaure, H,O und gesattigter Natriumchlorid-Lésung gewaschen.
Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Ldsungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an
Kieselgel mit CH,Cl, und einem CH3;OH-Gradienten (3-5%) als Eluent gereinigt.

AAV 14: Spaltung von O-Benzyloxycarbonyl-Gruppen mittels Transfer-
Hydrierung

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurden 1.0 Aquiv. des zu
spaltenden Carbamats zunachst fiir 30 min im Olpumpenvakuum getrocknet und dann in abs.
Ethanol oder abs. CHzOH geldst. AnschlieBend erfolgte die Zugabe eines Uberschusses an
1,4-Cyclohexadien (ca. 200 Aquiv.) sowie je nach AnsatzgréRe einer bis drei Spatelspitzen
des ebenfalls zuvor im Olpumpenvakuum getrockneten Pd/C (10%ig). Der Reaktionsansatz
wurde so lange bei Raumtemperatur gerihrt, bis dinnschichtchromatographisch ein
vollstandiger Umsatz des Eduktes festzustellen war (DC-Kontrolle: CH2Clo/CH;0OH 19:1 viv).
Dann wurde der Reaktionsansatz zur Entfernung des Katalysators tiber Celite® mittels eines
Spritzenfilters filtriert und das Lésungsmittel des Filtrats unter vermindertem Druck entfernt.
Das Rohprodukt wurde je nach Polaritat des Produktes entweder sdulenchromatographisch
an Kieselgel mit CH>Cl, und einem CHs;OH-Gradienten (3-10%) als Eluent oder mittels
automatisierter Umkehrphasenchromatographie (RP-18) mit H.O und einem CH3;CN-
Gradienten (0-100%) gereinigt.
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AAV 15: Darstellung von cycloSal-Triestern

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurde 1.0 Aquiv. des zu
veresternden Nucleosids zusammen mit aktiviertem Molsieb (0.3 nm) zuné&chst fir 2 h im
Olpumpenvakuum getrocknet und dann in abs. CHsCN geldst. Die Losung wurde auf -20 °C
gekiihlt, mit 2.0 Aquiv. DIPEA versetzt und bei dieser Temperatur fir 30 min gerihrt.
AnschlieBend wurden 2.0 Aquiv. 5-Nitro-cycloSaligenylchlorphosphit 59 geldst in abs. CHsCN
langsam zum Reaktionsgemisch getropft und der Ansatz bei Raumtemperatur bis zur
vollstandigen Umsetzung des Nucleosids gerihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte
dunnschichtchromatographisch mit CH.Cl./CHsOH 9:1 v/v. Danach wurde der Ansatz auf
-10 °C gekiihlt und zur Oxidation der Phosphor(ll)-Verbindung mit 4.0 Aquiv. Oxone® geldst
in wenig kaltem H,O versetzt. Die erhaltene Suspension wurde fir 15 min bei dieser
Temperatur gerihrt, danach mit EE verdinnt und zwei Mal mit kaltem H.O gewaschen.
Zusatzlich wurde die wassrige Phase zwei Mal mit EE extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Der Ruckstand wurde in CH»Cl, aufgenommen und unldsliche
Bestandteile wurden durch Filtration entfernt. Das Lésungsmittel wurde daraufhin erneut unter
vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt konnte entweder ohne weitere Reinigung
verwendet werden oder es wurde saulenchromatographisch an Kieselgel mit CH,Cl,/CH;OH
9:1 v/v und 0.5% Essigsaure gereinigt.

AAV 16: Synthese von Nucleosiddiphosphat-Glycopyranosen nach der
cycloSal-Methode

Variante |: mit acetylgeschiitzten Triestern (AAV 16.1)

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurden sowohl 1.1-
2.0 Aquiv. des jeweiligen hygroskopischen acetylgeschiitzten Glycosylphosphates als auch
1.0 Aquiv. des acetylgeschiitzten cycloSal-Nucleosidmonophosphates fiir ca. 16 h im
Olpumpenvakuum getrocknet. AnschlieRend wurde das Glycosylphosphat in wenig abs. DMF
gelost und fur 3 h (dber aktiviertem Molsieb (0.4 nm) gerihrt. Das cycloSal-
Nucleosidmonophosphat wurde ebenfalls in wenig abs. DMF geldst und langsam zu der
Lésung des Glycosylphosphats getropft, wobei sich das Reaktionsgemisch gelb farbte. Es
wurde fir ca. 20 h bis zur vollstandigen Umsetzung (DC-Kontrolle: CH,Cl,/CH3OH 9:1 v/v) bei
Raumtemperatur gertihrt. AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz filtriert und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde in H2O

aufgenommen, gefriergetrocknet und anschlieRend zur Abspaltung der Acetylschutzgruppen
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in CH3OH/HO/Et:N 7:3:1 viviv aufgenommen und fir 16 h bei Raumtemperatur gertihrt. Nach
vollstandigem Umsatz (DC-Kontrolle: iso-Propanol/NH;OAc (1 M) 2:1 v/v) wurde das
Losungsmittelgemisch unter vermindertem Druck entfernt, der Rickstand in H2O
aufgenommen und erneut gefriergetrocknet. Das Rohprodukt wurde entweder
saulenchromatographisch an  RP-18  Kieselgel oder mittels automatisierter
Umkehrphasenchromatographie (RP-18) jeweils mit H-O und einem CH3CN-Gradienten (0-
100%) gereinigt.

Variante II: mit O-benzyloxycarbonyl-geschiitzten Triestern (AAV 16.2)

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurden sowohl 1.2-
1.3 Aquiv. des jeweiligen hygroskopischen Glycosylphosphates als auch 1.0 Aquiv. des O-
benzyloxycarbonyl-geschitzten cycloSal-Nucleosidmonophosphates fir ca. 16 h im
Olpumpenvakuum getrocknet. AnschlieRend wurde das Glycosylphosphat in wenig abs. DMF
gelést und fur 3 h Uber aktiviertem Molsieb (0.4 nm) gerihrt. Das cycloSal-
Nucleosidmonophosphat wurde ebenfalls in wenig abs. DMF geldst und langsam zu der
Lésung des Glycosylphosphats getropft, wobei sich das Reaktionsgemisch gelb farbte. Es
wurde fiir ca. 20 h bis zur vollstandigen Umsetzung (DC-Kontrolle: CH>Cl,/CH3OH 9:1 v/v) bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz filtriert und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde in H2O
aufgenommen, gefriergetrocknet und anschlieBend zur Spaltung der O-Benzyloxycarbonyl-
Gruppen nach AAV 14 umgesetzt.

AAV 17: Bromierung von para-Toluolsulfonsaureestern

Es wurden 1.0 Aquiv. der zu bromierenden Verbindung in abs. DMF geltst und mit 4.0 Aquiv.
Lithiumbromid versetzt. Der Reaktionsansatz wurde mit Hilfe eines Mikrowellenreaktors bei
150 W und 80 °C (,,closed vessel’-Modus) zum Sieden erhitzt und fur 1 h gerihrt. Nach
vollstandigem Umsatz (DC-Kontrolle: PE/EE 1:2 v/v) wurde das L&sungsmittel im Vakuum
entfernt und der Riickstand in Ethylacetat aufgenommen. AnschlieRend wurde zwei Mal mit
H20O und ein Mal mit ges. Natriumchloridlésung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel mit PE/EE 1:1 v/v als Eluent

gereinigt.
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AAV 18: Darstellung von Dimethylphosphonaten mittels Arbuzov-Reaktion

Die entsprechende Brom-substituierte Verbindung wurde in Trimethylphosphit gelést und mit
Hilfe eines Mikrowellenreaktors bei 150 W und 160 °C (,,closed vessel’-Modus) zum Sieden
erhitzt und fir 5 h gerihrt. Nach vollstandiger Umsetzung des Eduktes (DC-Kontrolle: PE/EE
1:1 viv) wurde das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riuckstand wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel zunachst mit PE und einem EE-Gradienten (PE/EE 1:3

viv — 1.5 v/v — EE), dann mit EE und einem CH3;OH-Gradienten (0-5%) als Eluent gereinigt.
AAV 19: Entschitzung von Dimethylphosphonaten

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurden 1.0 Aquiv. des
entsprechenden Dimethylphosphonats in abs. CH.Cl, gelost und auf 0°C gekihit.
AnschlieRend wurden 3.0 Aquiv. Trimethylsilylbromid hinzugegeben und die Reaktionslésung
fur ca. 3h bei Raumtemperatur geruhrt. Nach vollstandigem Umsatz (DC-Kontrolle:
CH,CI,/CH30H 19:1 v/v) wurde die Losung auf 0 °C gekihlt und durch tropfenweise Zugabe
von eiskalter Natriumhydrogencarbonat-Lésung (8%ig) neutralisiert. Die Reaktionsldsung
wurde anschlieBend mit H,O verdinnt und fir weitere 15 min bei Raumtemperatur stark
geruhrt. Die Lésungsmittel wurden schlie3lich unter vermindertem Druck entfernt und das
Rohprodukt s&ulenchromatographisch an Kieselgel mit CH:CN/H.O 5:1 v/v als Eluent
gereinigt.

9.2.2 Synthese von cycloSal-Triestern
9.22.1 Synthese von 5-Nitrosalicylalkohol 61

Es wurden 6.00 g (35.9 mmol, 1.0 Aquiv.) 5-Nitrosalicylaldehyd 60 in 180 mL abs. Ethanol
geldst und portionsweise mit 1.215 g (32.14 mmol, 0.9 Aquiv.) Natriumborhydrid versetzt. Die
Lésung wurde fir 16 h bei Raumtemperatur gerthrt und die Vollstandigkeit der Reaktion
dunnschichtchromatographisch (CH.CIl,/CHsOH 9:1 v/v) verfolgt. AnschlieBend wurde die
Lésung mit 4 mL H.O verdinnt und mit so viel konzentrierter Salzsdure versetzt, bis ein
Farbumschlag von rot nach gelb erfolgte. Danach wurde der Niederschlag filtriert, das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand mit CHsOH coevaporiert.

Schliel3lich erfolgte die Umkristallisation aus H>O mit anschliel3ender Gefriertrocknung.
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Ausbeute: 3.43 g (20.3 mmol, 57%) eines gelben Feststoffes; Ry-

ON_ A A
Wert (CH2Cl2/CH3OH 9:1 v/v): 0.89. N oH
2
N on
IH-NMR (400 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 11.09 (s, 1H, OH- 61

Phenol), 8.21 (d, “Jux = 3.0 Hz, 1H, H-6), 8.02 (dd, 3Ju= 8.9 Hz, C/HNO,
43un= 3.0 Hz, 1H, H-4), 6.93 (d, *Jupu= 8.9 Hz, 1H, H-3), 5.35 (s, | - 169-1360 g/mol
1H, OH-Benzyl), 4.51 (s, 2H, H-7).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-d): & [ppm] = 160.5 (C-2), 139.6 (C-5), 130.3 (C-1), 124.0 (C-4),
122.7 (C-6), 114.7 (C-3), 57.4 (C-7).

MS (El, m/z2): ber. fur [M]: 169; gef.: 169 (M, 20%), 151 (100), 123 (23), 121 (17), 93 (13), 79
(22), 65 (26), 57 (37), 51 (21).

IR: ¥ [cm™] = 3457, 3080, 1592, 1490, 1329, 821, 756, 702.

9.2.2.2 Synthese von 5-Nitrosaligenylchlorphosphit 59

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurden 1.51 g (8.90 mmol,
1.0 Aquiv.) 5-Nitrosalicylalkohol 61 zunéchst zwei Mal mit je 2 mL CH3CN coevaporiert und
anschlieRend eine Stunde im Olpumpenvakuum getrocknet. 61 wurde anschlieBend in 80 mL
abs. Diethylether gelost und auf -40 °C gekuhlt. Innerhalb von 10 min wurden zu dieser Lésung
1.39 mL (15.9 mmol, 1.8 Aquiv.) Phosphortrichlorid getropft. Daraufhin wurden ebenfalls
bei -40 °C 1.41 mL (17.5 mmol, 3.5 Aquiv.) abs. Pyridin in 20 mL Diethylether geldst und tiber
einen Zeitraum von 2 h zugegeben. Nach beendeter Zugabe wurde das Reaktionsgemisch fiir
weitere 2 h bei Raumtemperatur gertihrt und zur quantitativen Fallung des sich gebildeten
Pyridiniumchlorids dann fir 16 h bei -26 C° gelagert. SchlieZlich wurde eine Filtration unter N»-
Atmosphare durchgefiihrt und das Losungsmittel im Olpumpenvakuum entfernt. Das als
Rohprodukt erhaltene 5-Nitrosaligenylchlorphosphit 59 wurde ohne weitere Reinigung fur die

weiteren Synthesen eingesetzt.

Ausbeute: 1.544 g (6.610 mmol, 74%, davon 8% Verunreinigung O,N X P o
durch Pyridiniumchlorid) eines gelblichen Ols (nach langerer . 2 /,'p%
Lagerung bei -20 °C Erstarrung zu einem gelblichen Feststoff) als 359 o
Gemisch zweier Enantiomere (Rohprodukt); R+~Wert C;HsCINO,P
(CH2Cl,/CH;OH 9:1 v/v): 0.62. M =233.5438 g/mol

1H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 8.17 (dd, 3Jun = 9.0 Hz, “Jun = 2.7 Hz, 1H, H-4), 7.98
(d, *Jun = 2.7 Hz, 1H, H-6), 7.13 (d, 3Jnn = 9.0 Hz, 1H, H-3), 5.52 (dd, 2Jun = 14.5 Hz, 3Jup =
2.1 Hz, 1H, H-7a), 5.14 (dd, 2Jup = 14.5 Hz, 3Jue = 9.7 Hz, 1H, H-7b).
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31P_.NMR (162 MHz, CDCls): & [ppm] = 139.3.
9.2.2.3 Synthese von 5’-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-3’-O-acetylthymidin 154

Die Reaktion wurde nach AAV 10 durchgefihrt. Es wurden 102.1 mg (0.4217 mmol,
1.0 Aquiv.) Thymidin 153, 1.9 mL abs. Pyridin, 79.6 mg (0.528 mmol, 1.25 Aquiv.) tert-
Butyldimethylsilylchlorid eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 20 h. Die Acetylierung erfolgte
durch die Zugabe von 0.15mL (1.6 mmol, 3.0 Aquiv.) Essigsaureanhydrid. Mit einer

Reaktionszeit von 16.5 h.

Ausbeute: 133mg (0.334 mmol, 79%) eines hellgelben 0
Feststoffes; Ri-Wert (CH.Cl,/CH3;OH 19:1 v/v) 0.51; Drehwert: il “ NH
2
[a]289 hm: -36.0 ° (c = 0.05, CH:Cl,); Schmelzpunkt: 116.2 °C. i N/go
TBDMSO-__
:o:
H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 7.97 (s, 1H, NH), 7.54 (d, 4 v
3 2'
4Jun = 1.3 Hz, 1H, H-6), 6.35 (dd, 3J4+= 9.3 Hz, 3Jun = 5.3 Hz, OAc
1H, H-1), 5.25 (d, 3Jun = 6.1 Hz, 1H, H-3"), 4.10 (d, 3Jun 154
C1gH30N206Si
= 1.7 Hz, 1H, H'4’), 3.91 (d, SJH,Hz 2.1 Hz, 2H, H'5’), 2.46 -2.32 M = 398.5310 g/mol

(m, 1H, H-2'a), 2.16 — 2.11 (m, 1H, H-2'b), 2.10 (s, 3H, Acetyl-
CHs), 1.93 (d, 3Jun = 1.3 Hz, 3H, H-7), 0.94 (s, 9H, 'Bu-CHs), 0.14 (s, 6H, Silyl-CHa).

13C-NMR (151 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 170.8 (C=0), 163.4 (C-4), 150.2 (C-2), 135.2 (C-6),
111.3 (C-5), 85.5 (C-4’), 84.9 (C-1’), 75.5 (C-3’), 63.8 (C-5’), 38.2 (C-2'), 26.1 ('‘Bu-CHg), 21.2
(Acetyl-CHg), 18.5 (‘Bu-Cq) 12.6 (C-7), -5.4 (Silyl-CHg).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 421.1762 [M+Na]", gef.: 421.1782 [M+Na]".

IR: 7 [cm™] = 2954, 2857, 1740, 1690, 1466, 1238, 1128, 834.

9.224 Synthese von 3’-O-Acetylthymidin 151

Die Reaktion wurde nach AAV 12.1 durchgefuhrt. Es wurden 104.0 mg (0.2544 mmol,
1.0 Aquiv.) 5’-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-3’-O-acetylthymidin 154, 10 mL abs. THF sowie
0.38 mL (0.38 mmol, 1.5 Aquiv.) TBAF (1 M in THF) eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 1 h.
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Ausbeute: 58.0mg (0.204 mmol, 80%) eines farblosen o
Feststoffes; Ri-Wert (CH2CI,/CH3;OH 9:1 v/v) 0.59; Drehwert: Nk
[a]239 nm: -78.7 ° (c = 0.31, CH3OH); Schmelzpunkt: 178.3 °C. i 3&
N~ 0
HO-_,,

!H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 9.30 (s, 1H, NH), 7.51 (d, L0~
4Jun = 1.5 Hz, 1H, H-6), 6.25 (dd, 3Jun = 8.3 Hz, 3Jun= 6.0 Hz, e -
1H, H-1’), 5.34 (dt, 3Jun= 6.1 Hz,3Jun = 2.4 Hz, 1H, H-3'), 4.09 151
(d, 3Jun = 2.5 Hz, 1H, H-4"), 4.00 — 3.79 (m, 2H, H-5), 2.65 — C1oH16N20g

) 3 _ M =284.2680 g/mol
2.26 (m, 2H, H-2’), 2.10 (s, 3H, Acetyl-CH3), 1.91 (d, *Jun =
1.2 Hz, 3H, H-7).

13C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 170.9 (C=0), 163.9 (C-4), 150.6 (C-2), 136.4 (C-6),
111.5 (C-5), 86.1 (C-1'), 85.2 (C-4"), 74.8 (C-3'), 62.7 (C-5), 37.3 (C-2), 21.1 (Acetyl-CHs),
12.7 (C-7).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 307.0901 [M+Na]*, gef.: 307.0906 [M+Na]*.

IR: 7 [cmY] = 3436, 3055, 2929, 1683, 1471, 1235, 1102.

9.2.25 Synthese von 5-Nitro-cycloSal-3’-O-acetylthymidinmonophosphat
148

Die Reaktion wurde nach AAV 15 durchgefiihrt. Es wurden 211 mg (0.742 mmol, 1.0 Aquiv.)
3-O-Acetylthymidin 151 geldst in 21 mL abs. CH3CN mit 310 pL (1.82 mmol, 2.5 Aquiv.)
DIPEA und 347 mg (1.49 mmol, 2.0 Aquiv.) 5-Nitrosaligenylchlorphosphit 59 gelést in 21 mL
abs. CH3;CN eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 5 h. Die Oxidation erfolgte durch die Zugabe
von 0.452 g (2.97 mmol, 4.0 Aquiv.) Oxone® suspendiert in 4 mL H,O bei -10 °C mit einer

Reaktionszeit von 15 min.

Ausbeute: 251 mg (0.505 mmol, 68%, bezogen auf

das Rohprodukt) eines hellgelben Feststoffes als

0N & A~ o 5 ONH
Diastereomerengemisch (1:2); Rs-Wert \©\A||D//o e| /2&
4" 2 o/ 1"

> N 0]
(CH2Clo/CH3OH 9:1 v/v): 0.69. ¥ SN .
4' 1
'H-NMR (600 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 11.35 (s, 2x YV
1H, 2x NH), 8.33 — 8.29 (m, 2x 1H, 2x H-6), 8.27 — 148
8.20 (m, 2x 1H, 2x H-4"), 7.50 (d, *Jun = 1.4 Hz, 1H, C1gH20N30+4P

M = 497.3528 g/mol

H-6"), 7.47 (d, *Jun = 1.4 Hz, 1H, H-6"), 7.39 (d, 3Jun
= 9.0 Hz, 1H, H-3"), 7.37 (d, 3Jun = 9.0 Hz, 1H, H-3"), 6.21 — 6.05 (M, 2x 1H, 2x H-1’), 5.72 —
5.48 (m, 2x 2H, 2x H-7""), 5.22 — 5.13 (m, 2x 1H, 2x H-3’), 4.52 — 4.35 (m, 2x 1H, 2x H-5’), 4.22
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—4.13 (m, 2x 1H, 2x H-4’), 2.43 — 2.31 (M, 2x 2H, 2x H-2’), 2.05 (s, 3H, Acetyl-CHs), 2.04 (s,
3H, Acetyl-CHa), 1.76 (d, 3Jun= 1.1 Hz, 3H, H-7), 1.73 (d, 3Jun = 1.2 Hz, 3H, H-7).

BC-NMR (151 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 170.0 (2x C=0), 163.6 (2x C-4), 154.0 (2x C-5"),
150.4 (2x C-2), 143.5 (2x C-2"), 135.8 (2x C-6), 125.5, 125.4 (2x C-4"), 122.5 (2x C-6"), 119.7
(2x C-3"), 109.9 (2x C-5), 84.2 (2x C-1'), 81.4 (d, 3Jcp= 7.8 Hz, 2x C-4’), 81.3 (2x C-3"), 68.0
(d, 2Jcp= 6.6 Hz, 2x C-7"), 67.9, 67.8 (2x d, 2Jcp= 7.5 Hz, 2x C-5), 35.5, 35.4 (2x C-2'), 20.7
(2x Acetyl-CHs), 12.0 (2x H-7).

31P-NMR (162 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = -10.71, -10.91.
HRMS (ESI*, m/z): ber.: 520.0728 [M+Na]*, gef.: 520.0733 [M+Na]".
IR: 7 [cmY] = 3079, 2820, 1529, 1250, 1030, 939.

9.2.2.6 Synthese von 5’-O-(tert-Butyldimethylsilyl)thymidin 156

Variante |:

Die Reaktion wurde nach AAV 11.1 durchgefuhrt. Es wurden 4.9934 g (20.614 mmol,
1.0 Aquiv.) Thymidin 153, 28 mL abs. Pyridin sowie 3.4026 g (22.576 mmol, 1.1 Aquiv.) tert-
Butyldimethylsilylchlorid eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 14 h.

Ausbeute: 5.8809 g (16.490 mmol, 80%) eines farblosen Feststoffes.

Variante |l:

Die Reaktion wurde nach AAV 14 durchgefiihrt. Es wurden 23.4 mg (47.7 umol, 1.0 Aquiv.)
5’-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-3’-O-benzyloxycarbonylthymidin 157, 3 mL abs. Ethanol, 1.0 mL
(11 mmol, 231 Aquiv.) 1,4-Cyclohexadien sowie eine Spatelspitze Pd/C eingesetzt. Die
Reaktionszeit betrug 100 min.

Ausbeute: 15.1mg (42.4 umol, 89%) eines farblosen o
Feststoffes; Ri-Wert (CH2Cl./CH3OH 9:1 v/v) 0.56; Drehwert: = NH
[a]289 hm: -26.7 ° (c = 0.10, CH30H); Schmelzpunkt: 200.5 °C. 6| N 2 o
TBDMSO-___

H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 8.80 (s, 1H, NH), 7.51 (d, . 0 .
4JH,H =12 HZ, 1H, H-6), 6.37 (dd, 3~]H,H =8.2 HZ, 3~]H,H =57 HZ, 3bH 2
1H, H-1"), 4.46 (dt, 3Jun = 6.1 Hz, 3Jun = 2.4 Hz, 1H, H-3"), 4.04 156
(9, ®Jun = 2.6 Hz, 1H, H-4"), 3.89 (dd, 2Jun = 11.6 Hz, 3Jupn = C16H2gN205Si

, M = 356.4940 g/mol
2.8 Hz, 1H, H-5'a), 3.83 (dd, 3Ju = 11.6 Hz, 3Jyn = 2.8 Hz, 1H,

H-5'b), 2.37 (ddd, 2Jup = 13.4 Hz, 3Jup = 5.8 Hz, 3Jun = 2.4 Hz, 1H, H-2'a), 2.10 (ddd, 2Jup =
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13.7 Hz, 33un= 8.2 Hz, 3Jun= 5.9 Hz, 1H, H-2’b), 1.91 (d, 3Jupn= 1.2 Hz, 3H, H-7), 0.92 (s, 9H,
'Bu-CHs), 0.11 (d, 3Jun= 4.0 Hz, 6H, Silyl-CHa).

13C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 163.8 (C-4), 150.5 (C-2), 135.6 (C-6), 111.1 (C-5), 87.3
(C-4’), 85.1 (C-1'), 72.8 (C-3'), 63.7 (C-5), 41.3 (C-2’), 26.1 ('Bu-CHs), 18.5 (‘Bu-Cy), 12.7 (C-
7), -5.2 (Silyl-CHa).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 379.1659 [M+Na]*, gef.: 379.1675 [M+Na]".

IR: 7 [cm™] = 3477, 3046, 2952, 2928, 2856, 1697, 1666, 1471, 1256, 1121, 833.

9.2.2.7 Synthese von 5’-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-3’-O-benzyloxy-
carbonylthymidin 157

Die Reaktion wurde nach AAV 13.1 durchgefuhrt. Es wurden 101.5 mg (0.2847 mmol,
1.0 Aquiv.) 5-O-(tert-Butyldimethylsilyl)thymidin 156, 105.1 mg (0.8603 mmol, 3.0 Aquiv.)
DMAP, 3.3 mL abs. CH2Cl, sowie 0.13 mL (0.91 mmol, 9.2 Aquiv.) Benzyloxycarbonylchlorid

eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 3 d.

Ausbeute: 113.9mg (0.2322 mmol, 82%) eines farblosen o

Feststoffes; Ri-Wert (CH,CIl,/CH3;OH 19:1 v/v) 0.66; Drehwert: N

[a]289 nm: +37.9 ° (c = 0.19, CH,Cl); Schmelzpunkt: 142.2 °C. i }g
TBDMSO e

!H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 8.79 (s, 1H, NH), 7.52 (d, o]

4Jun= 1.3 Hz, 1H, H-6), 7.45 — 7.29 (M, 5H, Hary), 6.36 (dd, 3Jn ' > 4

= 9.2 Hz, 3Jup = 5.2 Hz, 1H, H-1"), 5.17 (s, 3H, Cbz-CH,, H-3), 157

4.19 (d, 3Jup= 1.6 Hz, 1H, H-4’), 4.05 — 3.82 (m, 2H, H-5'), 2.50 CyaH34N,0;Si

(ddd, 2Jun = 13.9 Hz, 334y = 5.3 Hz, 3Jun = 1.0 Hz, 1H, H-2a), M = 490.6280 g/mol

2.12 (ddd, 23upn= 13.9 Hz, 3Jup= 9.3 Hz, 3Juu= 6.0 Hz, 1H, H-2'b), 1.92 (d, *Jun= 1.2 Hz, 3H,
H-7), 0.92 (s, 9H, 'Bu-CHs), 0.13 (s, 6H, Silyl-CHs).

13C-NMR (151 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 163.8 (C-4), 154.6 (C=0), 150.3 (C-2), 135.1, 128.9,
128.8, 128.5 (CHary), 111.3 (Cbz-Cy), 85.1 (C-4’), 84.8 (C-1’), 79.0 (C-3’), 70.2 (Cbz-CH>), 63.8
(C-5), 38.3 (C-2), 26.1 ('Bu-CHjs), 18.4 ('Bu-Cy), 12.6 (C-7), -5.4 (Silyl-CHs).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 491.6353 [M+H]", gef.: 491.2212 [M+H]".

IR: 7 [cm™] = 3064, 2953, 2929, 2857, 1688, 1463, 1251, 1124, 832.
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9.2.2.8 Synthese von 3’-O-Benzyloxycarbonylthymidin 155

Variante |:

Die Reaktion wurde nach AAV 12.1 durchgefiihrt. Es wurden 49.3 mg (0.101 mmol,
1.0 Aquiv.) 5-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-3'-O-benzyloxycarbonylthymidin 157, 1.25 mL abs.
THF sowie 0.14 mL (0.14 mmol, 1.4 Aquiv.) TBAF (1 M in THF) eingesetzt. Die Reaktionszeit
betrug 1 h.

Ausbeute: 28.6 mg (0.0760 mmol, 75%) eines farblosen Feststoffes.

Variante |l

Die Reaktion wurde nach AAV 12.2 durchgefihrt. Es wurden 22.7 mg (0.0463 mmol,
1.0 Aquiv.) 5'-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-3’-O-benzyloxycarbonylthymidin 157, 2.5 mL abs.

CHsOH sowie eine katalytische Menge Acetylchlorid eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 3 h.

Ausbeute: 16.9mg (0.0449 mmol, 97%) eines farblosen

0
Feststoffes; Ri-Wert (CH.Cl,/CH3;OH 19:1 v/v) 0.34; Drehwert: S NH
[a]239 um: -189.5 ° (¢ = 0.11, CH,Cl,); Schmelzpunkt: 82.2 °C. o N/Zgo
HO-_,,
'H-NMR (600 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 8.84 (s, 1H, NH), 7.43 (d, A0,
4Jun = 1.4 Hz, 1H, H-6), 7.41 — 7.32 (M, 5H, Hary), 6.17 (dd, 3J4n Debz 2
= 8.5 Hz, 3Jyn = 5.9 Hz, 1H, H-1"), 5.30 (dt, 3Jun = 6.3 Hz, 3Ju 4 155

= 21Hz, 1H, H-3), 5.18 (s, 2H, Cbz-CHy), 4.18 (q, *Jum = CigH20N207
2.4 Hz, 1H, H-4"), 3.91 (qd, *Jup = 11.9 Hz, *Jun = 2.6 Hz, 2H, H- M = 376.3650 g/mol
5), 2.52 (ddd, 2Jup = 14.7 Hz, *Jun = 8.5 Hz, *Jun = 6.3 Hz, 1H, H-2'a), 2.43 (ddd, 2Juy =
14.2 Hz, *Jun = 5.9 Hz, 3Jup = 2.1 Hz, 1H, H-2b), 1.91 (d, “Jup = 1.1 Hz, 3H, H-7).

13C-NMR (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 163.8 (C-4), 154.6 (C=0), 150.5 (C-2), 136.8 (C-6),
134.8 (Cqary), 128.9, 128.8, 128.6 (CHary), 111.5 (C-5), 86.9 (C-1’), 85.0 (C-4’), 78.4 (C-3"),
70.3 (Cbz-CHy), 62.7 (C-5), 37.2 (C-2"), 12.7 (C-7).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 399.1163 [M+Na]", gef.: 399.1171 [M+Na]".
IR: 7 [cm™] = 3428, 3060, 2925, 2853, 1742, 1682, 1262, 1099.

9.2.29 Synthese von 5-Nitro-cycloSal-3’-O-benzyloxycarbonylthymidin-
monophosphat 149

Die Reaktion wurde nach AAV 15 durchgefihrt. Es wurden 85.9 mg (0.228 mmol, 1.0 Aquiv.)
3’-O-Benzyloxycarbonylthymidin 155 gelést in 7 mL abs. CH3;CN mit 78 uL (0.45 mmol,
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2.0 Aquiv.) DIPEA und 107.2 mg (0.4590 mmol, 2.0 Aquiv.) 5-Nitrosaligenylchlorphosphit 59
geldst in 6 mL abs. CH3CN eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 2 h. Die Oxidation erfolgte
durch die Zugabe von 139.3 mg (0.9155 mmol, 4.0 Aquiv.) Oxone® suspendiert in 1 mL H,O
bei -10 °C mit einer Reaktionszeit von 15 min.

Ausbeute: 0.127 g (0.216 mmol, 95%, bezogen auf

das Rohprodukt) eines hellgelben, kristallinen &7 3
O2N & | NH
o]

r 5
Feststoffes als Diastereomerengemisch (1:1); R¢- ?/ 6 ﬁ&
N o/P:o N~ o

Wert (CH.CI,/CH30H 9:1 v/v): 0.63. 3 o

4' 1
'H-NMR (600 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 11.36 (s, OCbz
1H, NH), 11.35 (s, 1H, NH), 8.32 — 8.27 (m, 2x 1H, 149
2x H-6), 8.26 — 8.20 (m, 2x 1H, 2x H-4"), 7.50 (d, C25H24N3012P

M = 589.4498 g/mol
“Jnn = 1.4 Hz, 1H, H-6”), 7.47 (d, *Inn = 1.4 Hz, 1H,

H-6"), 7.43 — 7.30 (M, 2x 6H, 2x H-3", Cbz-Hay), 6.17 — 6.08 (M, 2x 1H, 2x H-1"), 5.71 — 5.52
(M, 2x 2H, 2x H-7"), 5.19 — 5.13 (M, 2x 3H, 2x H-3', 2x Cbz-CHy), 4.52 — 4.37 (m, 2x 1H, 2x
H-5'), 4.27 — 4.22 (m, 2x 1H, 2x H-4’), 2.47 — 2.31 (m, 2x 2H, 2x H-2), 1.75 (d, 3Jupn = 1.2 Hz,
3H, H-7), 1.73 (d, 3Jun = 1.2 Hz, 3H, H-7).

13C-NMR (151 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 169.9 (2x C=0), 164.0, 163.6 (2x C-4), 153.9 (2x
C-5"), 153.6, 150.3 (2x C-2), 143.5, 135.9 (2x C-6"), 135.1 (2x C-3"), 128.5, 128.5, 128.3,
128.2 (Cbz-Cay), 125.5, 125.4 (2x C-4"), 122.5 (2x C-6), 122.3, 122.2 (2x d, 3Jcp = 4.6 Hz, C-
17), 119.7, 119.6 (2x d, 3Jcp = 5.5 Hz, 2x C-3”), 109.9 (2x C-5), 84.3 (2x C-1°), 81.2, 81.1 (2x
d, 3Jcp = 7.4 Hz, C-4’), 76.9 (2x C-3'), 69.4 (d, 2x Cbz-CHy), 68.1 (d, 2Jcp = 7.5 Hz, 2x C-7"),
67.9, 67.8 (2x d, 2Jcp= 7.0 Hz, 2x C-5'), 35.5, 35.4 (C-2'), 12.0 (2x C-7).

3P-NMR (162 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = -10.73, -10.93.
HRMS (ESI*, m/z): ber.: 590.1170 [M+Na]*, gef.: 590.1191 [M+Na]*.
IR: v [cm™] = 3167, 3080, 2957, 2874, 1655, 1342, 752, 593.

9.2.2.10 Synthese von N?-Dimethylformamidinguanosin 48

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgeflihrt. Es wurden 0.5074 g
(1.791 mmol, 1.0 Aquiv.) Guanosin 44 zun&chst fiir 1 h im Olpumpenvakuum getrocknet und
anschliel3end mit 7.2 mL abs. CHsOH versetzt. Zu der erhaltenen Suspension wurden 0.60 mL
(4.5 mmol, 2.5 Aquiv.) DMF-DMA zugegeben und es wurde fiir 3 d bei Raumtemperatur
gerihrt (DC-Kontrolle: CH,CI,/CH30H 4:1 v/v). Nach vollstidndiger Umsetzung des Nucleosids

wurde der entstandene Feststoff abfiltriert und zunéchst 16 h an der Luft, dann 16 h im
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Olpumpenvakuum getrocknet. Das Produkt konnte ohne weitere Reinigung verwendet

werden.
Ausbeute: 0.4629g (1.368 mmol, 76%) eines o
farblosen Feststoffes; Ri-Wert (CH2CIl,/CH3zOH 4:1 v/v): N5 8 \H
o — . 7 a
0.29; Drehwert: [a]23¢m: -32.4° (c =0.15, H.0); 8<N 4| A
Schmelzpunkt: 250.0 °C (Zersetzung). HO_,
o) ¢

4' 1
!H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 11.34 (s, 1H, T oy
NH), 8.53 (s, 1H, H-a), 8.04 (s, 1H, H-8), 5.79 (d, 3Jun = 48
6.1 Hz, 1H, H-1'), 5.54 — 5.35 (m, 1H, 2"-OH), 5.19 (d, C13H18N6Os

M = 338.3240 g/mol

3~]H,H =44 HZ, 1H, 3’-OH), 5.03 (t, 3JH,H =56 HZ, 1H, 5-

OH), 4.48 (g, 3Jun = 5.2 Hz, 1H, H-2'), 4.22 — 4.03 (m, 1H, H-3'), 3.90 (q, 3Jun = 3.8 Hz, 1H,
H-4"), 3.63 (dt, 3Jun = 11.9 Hz, 3Jyn = 4.6 Hz, 1H, H-5'a), 3.54 (ddd, 3Jun = 12.0 Hz, 3y =
6.0 Hz,3Jun = 4.1 Hz, 1H, H-5'b), 3.15 (s, 3H, H-b), 3.03 (s, 3H, H-c).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-d): & [ppm] = 158.0 (C-a), 157.6 (C-6), 157.3 (C-2), 150.0 (C-4),
137.0 (C-8), 119.8 (C-5), 86.7 (C-1’), 85.4 (C-4’), 73.8 (C-2’), 70.5 (C-3’), 61.5 (C-5), 40.7 (C-
b), 34.7 (C-c).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 339.1411 [M+Na]*, gef.: 339.1404 [M+Na]*.

IR: 7 [cm™] = 3365, 3307, 3100, 2913, 1679, 1633, 1520, 1049, 556.

9.2.2.11 Synthese von N2-Acetyl-2°,3’,5’-tri-O-acetylguanosin 46

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefthrt. Es wurden 4.99 g (21.0 mmol,
1.0 Aquiv.) Guanosin 44 in 71 mL abs. CH3CN sowie 23.8 mL (172 mmol, 8 Aquiv.) abs.
Triethylamin gelost und anschlieRend mit 35.7 mL (377 mmol, 18 Aquiv.) Essigsaureanhydrid
versetzt. Die Reaktionsldsung wurde fur 30 h bei Raumtemperatur gertihrt. Die Vollstandigkeit
der Reaktion wurde dinnschichtchromatographisch mit EE/CHsOH 9:1 v/v als Eluent
Uberprift. Bei vollstandiger Umsetzung des Eduktes wurden die Loésungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt, der Riickstand in Ethylacetat aufgenommen und die Lésung drei
Mal mit H.O gewaschen und zwei Mal mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die
organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde anschlieRend sdulenchromatographisch

an Kieselgel mit EE/CH3OH 9:1 v/v als Eluent gereinigt.
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Ausbeute: 3.65g (8.09 mmol, 39%) eines orangen 0
Feststoffes; R--Wert (EE/CH3;OH 9:1 v/v): 0.41; Drehwert: N_s &

8</ | NH
[0]33g um: -52.1° (c =0.22, CH:CL); Schmelzpunkt: N N/)Z\NHAC
63.5 °C. AcO~_, o

4 1
IH-NMR (400 MHz, CDCl3): & [ppm] = 11.96 (s, 1H, NH), "OAc OAc
9.17 (s, 1H, NH-Acetyl), 7.72 (s, 1H, H-8), 5.96-5.88 (m, 46

1 H-2’ 33, = 3 C1gH21N50g
2H, H-1', H-2)), 5.72 (t, *Jun = 4.5 Hz, 1H, H-3), 4.57 (dd, M = 4515620 g/mol
234 = 11.4 Hz, 3Jup = 4.7 Hz, 1H, H-5), 4.46-4.41 (m, 1H,
H-4%), 4.38 (dd, 23 = 11.4 Hz, 3Jun = 6.2 Hz, 1H, H-5), 2.32, 2.15, 2.09, 2.09 (je s, je 3H, je

CHs-Acetyl).

13C-NMR (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 172.3, 171.4, 169.8, 169.5 (C4-Acetyl), 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 (CHs-Acetyl).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 474.1231 [M+Na]*, gef.: 474.1231 [M+Na]*.

IR: v [cm™] =2925, 1745, 1682, 1611, 1561, 1373, 1226, 1043.

9.2.2.12 Synthese von N?-Acetyl-2’,3’-di-O-acetylguanosin 47

Variante |:

In acht Anséatzen wurden je 400 mg (7.09 mmol) N?-Acetyl-2’,3’,5'-tri-O-acetylguanosin 46 in
je 1 mL DMF und 4 mL Phosphatpuffer (pH = 7.0) geltst. AnschlieRend erfolgte die Zugabe
von je 0.9 mL des in Propylenglycol gelésten Enzyms Subtilisin (91.0 mg/mL). Die Lésungen
wurden vier Tage bei 37 °C gerihrt und anschlieRend auf Raumtemperatur gekuhlt.
AnschlieRend wurden je 4 mL CH3;OH zugegeben und nach 30 min der farblose Niederschlag
durch Zentrifugation und anschlieBendes Dekantieren entfernt. Die Losungen wurden vereinigt
und das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, wobei ein dickflissiges,
dunkelbraunes Ol zuriickblieb. Dieses wurde in 15 mL EE aufgenommen, nach Zugabe von
15 mL CH3OH erneut zentrifugiert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Das erhaltene Rohprodukt wurde mehrfach sdulenchromatographisch an Kieselgel mit CH.Cl,
und einem CHsOH-Gradienten (0-5%) als Eluent gereinigt. Nach Entfernung des
Lésungsmittels mit Hilfe eines Rotationsverdampfers und nachfolgender Gefriertrocknung
wurde das reine Produkt als farbloser Feststoff erhalten. Des Weiteren konnte das Edukt als

farbloser Feststoff reisoliert werden.

Ausbeute: 1.28 g (3.14 mmol, 44%) eines farblosen Feststoffes.
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Variante |l:

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefihrt. Es wurden 124.5 mg
(0.2758 mmol, 1.0 Aquiv.) N2-Acetyl-2’,3’,5'-tri-O-acetylguanosin 46 zunachst fur 30 min im
Olpumpenvakuum getrocknet und dann mit 20 mL einer lod-Losung (1%ig m/v in CHsOH)
versetzt. Die Losung wurde fur 24 h bei 67 °C geruhrt. Beim erstmaligen Auftreten von
Nebenprodukten (DC-Kontrolle: CH2Cl./CH3OH 9:1 v/v) wurde die Reaktion durch die Zugabe
von Natriumthiosulfat gestoppt. Die entfarbte Losung wurde fir 15 min bei Raumtemperatur
gerihrt, filtriert und das Losungsmittel im Olpumpenvakuum entfernt. Der Riickstand wurde
anschlielend saulenchromatographisch an Kieselgel mit CH.Cl, und einem CH3;OH-

Gradienten (0-5%) als Eluent gereinigt.
Ausbeute: 18.1 mg (44.1 umol, 16%) eines farblosen Feststoffes.

Variante Il

Es wurden 21.4 mg (0.0474 mmol) N2-Acetyl-2’,3’,5-tri-O-acetylguanosin 46 in 1.5 mL THF
gelost und mit dem Enzym Novozym® 435 (Substrat-Enzym-Verhaltnis: 1:1 w/w) versetzt.
Nach der Zugabe einer geringen Menge n-Butanol wurde der Reaktionsansatz fur 4 h bei
37 °C im Thermomixer inkubiert (DC-Kontrolle: CH,Cl,/CH3OH 9:1 v/v). Die Reaktion wurde
gestoppt indem das immobilisierte Enzym abfiltriert wurde. Die Lo&sungsmittel wurden
anschlieBend im Olpumpenvakuum entfernt und das Rohprodukt mittels automatisierter
Normalphasenchromatographie mit CH.Cl, und einem CH3z;OH-Gradienten (0-3%) gereinigt.

Ausbeute: 10.3mg (25.0 umol, 53%) eines farblosen o)
Feststoffes; Rr-Wert (CH.Clo/CHsOH 9:1 v/v): 0.44; /N 5 % NH
8
Drehwert:  [a]239,m: -445° (¢ =0.2, CHCl); <N 4| N/)Z\NHAC
Schmelzpunkt: 74.3 °C. HO—s o
e T

IH-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 12.18 (s, 1H, NH), "OAc OAc
9.66 (s, 1H, NH-Acetyl), 7.71 (s, 1H, H-8), 5.97 (t, 3Jun = 47

, 31 _ : C16H19N50s
71 HZ, 1H, H'2 ), 590 (d, \]H’H - 70 HZ, 1H, H'l ), 566 (dd, M = 4093550 g/mol

3Jun = 5.5 Hz, 3Jun = 2.5 Hz, 1H, H-3'), 4.80 (d, 3Jun =
9.8 Hz, 1H, -OH), 4.29 (d, 3Jupn = 1.9 Hz, 1H, H-4’), 3.96 (dd, 2Jun = 12.7 Hz, 3Jun = 2.1 Hz,
1H, H-5%), 3.81 (t, 2Jun = 11.5 Hz, 1H, H-5"), 2.31, 2.14, 2.03 (je s, je 3H, je CHs-Acetyl).
13C-NMR (101 MHz, CDCl): & [ppm] = 172.6, 170.0, 169.4 (Cq-Acetyl), 155.3 (C-6), 148.1 (C-
2), 147.2 (C-4), 122.9 (C-5), 87.8 (C-1'), 84.6 (C-4’), 72.2 (C-2’), 71.6 (C-3"), 62.2 (C-5'), 24.5
(NH-CHs-Acetyl), 20.8, 20.5 (CHs-Acetyl).
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HRMS (ESI*, m/z): ber.: 432.1126 [M+Na]*, gef.: 432.1126 [M+Na]".
IR: 7 [cm] = 3158, 1747, 1680, 1610, 1560, 1403, 1373, 1242, 1042.

9.2.2.13 Synthese von 5-Nitro-cycloSal-N?-acetyl-2’,3’-di-O-acetylguanosin-
monophosphat 40

Die Reaktion wurde nach AAV 15 durchgefiihrt. Es wurden 182 mg (0.445 mmol, 1.0 Aquiv.)
N2-acetyl-2’,3-di-O-acetylguanosin 47 gelost in 7.5 mL abs. CH3sCN mit 173 pL (1.02 mmol,
2.3 Aquiv.) DIPEA und 208 mg (0.891 mmol, 2.0 Aquiv.) 5-Nitrosaligenylchlorphosphit 59
geldst in 3 mL abs. CH3CN eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 6 h. Die Oxidation erfolgte
durch die Zugabe von 0.547 g (1.78 mmol, 4.0 Aquiv.) Oxone® suspendiert in 4 mL H,O bei

-10 °C mit einer Reaktionszeit von 15 min.

Ausbeute: 202.3 mg (0.3250 mmol, 73%, 0
bezogen auf das Rohprodukt) eines gelben O,N e 7 5 8</N 5| 6 "
Feststoffes als Diastereomerengemisch g W 1.0 P
e . _PL NT4>N"? NHAC

(1:1); Ri-Wert (CH.Cl/CHsOH 9:1 V/v): ¥ O 0 o
0.47. “ "

3 2'

OAc OAc
'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & [ppm] = 40

) Co3H23NgO13P

12.17 (s, 2H, 2 x NH), 10.45 (s, 2H, 2 x NH M= 622 4398 g/mol

Acetyl), 8.28 (dd, 3Jun = 9.3 Hz, “Juyn =
2.4 Hz, 1H, H-4"), 8.24 (dd, 3Jupn = 8.9 Hz, “Jun = 2.5 Hz, 1H, H-4”), 8.10 (d, *Jun = 2.5 Hz,
1H, H-6"), 8.08 (d, *Jun = 2.5 Hz, 1H, H-6"), 7.68 (s, 2H, 2 x H-8), 7.32 (d, 3Jun = 9.1 Hz, 1H,
H-3"), 7.14 (d, 3Jyn = 9.1 Hz, 1H, H-3"), 6.10 — 6.00 (m, 2H, 2 x H-2’), 5.93 (dd, 3Jyn = 7.1 Hz,
4Jnun = 4.3 Hz, 2 xH-1"),5.73 - 5.68 (M, 2H, 2 x H-3’), 5.56 (d, 2Jun = 13.6 Hz, 2H, H-7"), 5.46
(dd, 2Jyn = 14.0 Hz, 3Jup = 3.3 Hz, 2H, H-7"), 4.84 — 4.75 (m, 2H, 2 x 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, 2 x H-4’), 2.25, 2.24, 2.15, 2.15 (je
s, je 3H, je CHs-Acetyl), 2.06 (s, 6H, 2 x CHs-Acetyl).

13C-NMR (101 MHz, CDClg): & [ppm] = 173.1, 169.9, 169.9, 169.5, 169.4 (C4-Acetyl), 155.7
(C-6), 148.1, 148.0 (2 x C-2), 147.9 (C-4), 126.12, 126.05 (2 x C-4”), 123.0, 122.9 (2 x C-5),
121.9, 121.9 (2 x C-6"), 120.1, 119.9 (2 x C-3"), 88.0, 87.9 (2 x C-1’), 81.2, 81.1 (2 x C-4),
72.0,71.8 (2x C-2), 71.2, 71.1 (2 x C-3’), 68.3, 68.2 (2 x C-7"), 67.9, 67.8 (2 x C-5'), 24.2,
20.7, 20.5 (CHs-Acetyl).

31P-NMR (162 MHz, CDCls): 6 [ppm] = -10.33, -10.70.

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 623.1133 [M+H]", gef.: 623.1137 [M+H]".

169



Experimenteller Tell

IR: V[cm™] = 1678, 1526, 1339, 1230, 1027, 937, 724, 436.
9.2.2.14 Synthese von 5’-O-(tert-Butyldimethylsilyl)guanosin 55

Die Reaktion wurde nach AAV 11.2 durchgefuhrt. Es wurden 1.0086 g (3.5609 mmol,
1.0 Aquiv.) Guanosin 44, 96 mL abs. DMF, 0.3716 g (5.459 mmol, 1.5 Aquiv.) Imidazol und
0.8044 g (5.337 mmol, 1.5 Aquiv.) tert-Butyldimethylsilylchlorid eingesetzt. Die Reaktionszeit
betrug 18 h.

Ausbeute: 1.3563g (3.4112mmol, 96%) eines

farblosen Feststoffes; Ri-Wert (CHsCN/H.O 5:1 v/v) 0.58; Nos Oﬁ

Drehwert: [a]28ym: -97.8° (¢ =0.05, CH:OH): o | I

Schmelzpunkt: 199.2 °C. TBDMSO~__ N4 NI NH,
' o '

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 10.63 (s, NH) ' D osz1

7.84 (s, 1H, H-8), 6.49 (s, 2H, NH), 5.70 (d, 3Jun = 55

5.3 Hz, 1H, H-1"), 5.47 (d, 3Jun=5.6 Hz, 1H, 2'-OH), 5.24 C1eH27N505Si

~5.01 (M, 1H, 3-OH), 4.33 (d, 3Jup = 4.9 Hz, 1H, H-2), M = 397.5070 g/mol

4.09 (d, 3Jupn = 4.6 Hz, 1H, H-3"), 3.89 (q, 3Jun = 4.0 Hz, 1H, H-4’), 3.80 (dd, 3Jun= 11.4 Hz,
3Jun= 3.7 Hz, 1H, H-5'a), 3.72 (dd, 3Jnun= 11.4 Hz, 3Jun= 4.1 Hz, 1H, H-5'b), 0.88 (s, 9H, 'Bu-
CHs), 0.05 (s, 6H, Silyl-CHs).

13C-NMR (126 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 156.7 (C-6), 153.7 (C-2), 151.3 (C-4), 134.8 (C-8),
116.6 (C-5), 86.2 (C-1), 84.3 (C-4’), 73.8 (C-2’), 70.0 (C-3’), 63.0 (C-5'), 25.8 ('Bu-CHjs), 18.0
(‘Bu-Cy), -5.4 (Silyl-CHs).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 398.1854 [M+H]", gef.: 398.1884 [M+H]".

IR: 7 [cm™] = 3367, 3049, 2970, 2875, 1685, 1414, 1199, 736.

9.2.2.15 Synthese von 5’-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-2’,3’-di-O-benzyloxy-

carbonylguanosin 54

Variante |:

Die Reaktion wurde nach AAV 13.1 durchgefihrt. Es wurden 15.1 mg (0.0380 mmol,
1.0 Aquiv.) 5’-O-(tert-Butyldimethylsilyl)guanosin 55, 41.1 mg (0.336 mmol, 9.0 Aquiv.) DMAP,
8 mL abs. CHCl, sowie 50 pL (0.94 mmol, 9.2 Aquiv.) Benzyloxycarbonylchlorid eingesetzt.
Die Reaktionszeit betrug 3 d.

Ausbeute: 10.1 mg (0.0152 mmol, 40%) eines farblosen Feststoffes.
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Variante |l:

Die Reaktion wurde nach AAV 13.2 durchgefuhrt. Es wurden 202.0 mg (0.5082 mmol,
1.0 Aquiv.) 5'-O-(tert-Butyldimethylsilyl)guanosin 55, 0.16 mL (2.0 mmol, 4.0 Aquiv.)
N-Methylimidazol, 10.0mL abs. CH:Cl, sowie 0.22mL (1.5mmol, 3.0 Aquiv.)
Benzyloxycarbonylchlorid eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 16 h.

Ausbeute: 0.2830g (0.4251 mmol, 84%) eines o
farblosen Feststoffes; R+-Wert (CHsCN/H.O 5:1 v/v) N_s 8
0.58; Drehwert: [o]23, . -61.6 ° (C = 0.59, CH;OH); 8</N I I
Schmelzpunkt: 168.4 °C. TBDMSO_ o N
. .
H-NMR (600 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 10.72 (s, 1H, bz Obs
NH), 7.84 (s, 1H, H-8), 7.49 — 7.22 (m, 10H, Hay), 6.55 54
(s, 2H, NHy), 5.99 (d, 3Jun = 7.1 Hz, 1H, H-1"), 5.68 (dd, Ca2H3gN509S
M = 665.7750 g/mol
8Jun =7.1Hz,3Jun =5.2 Hz, 1H, H-2'), 5.40 (dd, 3Jun =

5.3 Hz, 3Jun = 2.5 Hz, 1H, H-3), 5.22 - 5.03 (M, 4H, 2x Cbz-CHy), 4.29 (td, 3Jyn = 3.6 Hz,3Jun
= 2.4 Hz, 1H, H-4), 3.87 (d, 3Jun = 3.7 Hz, 2H, H-5’), 0.89 (s, 9H, 'Bu-CHjs), 0.084 (s, 3H, Silyl-
CHg), 0.079 (s, 3H, Silyl-CHsa).

13C-NMR (151 MHz, DMSO-de): 6 [ppm] = 156.1 (C-6), 154.1 (C-2), 153.5, 153.1 (2x C=0),
151.3(C-4), 134.9 (C-8), 134.8, 134.3 (Cqay), 128.6, 128.5, 128.5, 128.5, 128.3, 128.2 (CHary),
82.9 (C-1’), 82.3 (C-4’), 76.1 (C-2’), 74.6 (C-3’), 71.4, 69.8, 69.6 (2x Chz-CH,), 62.7 (C-5"),
25.7 (‘Bu-CHg), 17.9 ('Bu-Cy), -5.6 (Silyl-CHs).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 666.2595 [M+H]*, gef.: 666.2622 [M+H]*.

IR: v [cm™] = 3109, 2926, 2748, 1754, 1691, 1274, 812.

9.2.2.16 Synthese von 2°,3’-Di-O-benzyloxycarbonylguanosin 58

Die Reaktion wurde nach AAV 12.2 durchgefuhrt. Es wurden 1.7135¢g (2.5737 mmol,
1.0 Aquiv.) 5’-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-2’,3’-di-O-benzyloxycarbonylguanosin 54, 68 mL abs.

CH3OH sowie eine katalytische Menge Acetylchlorid eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 24 h.
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Ausbeute: 1.1205 g (2.0317 mmol, 79%) eines farblosen,

kristallinen Feststoffes; Ri-Wert (EE/CH30H 7:3 v/v) 0.69; Nos 06

Drehwert:  [a]%50,m: -25.5° (¢ =0.28, CH3OH); o || /)Nj

Schmelzpunkt: 175.3 °C. HO-_ NTEINTEINA,
|_-o

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 10.70 (s, 1H, NH), 4 36Cb202é1bz

7.99 (s, 1H, H-8), 7.45 — 7.21 (m, 10H, Hay), 6.52 (s, 2H, 58

NH), 5.99 (d, 3Jun = 7.4 Hz, 1H, H-1’), 5.72 (dd, 3Jun = CosH25N50g

M =551.5120 g/mol

7.4 Hz,3Jupn = 5.1 Hz, 1H, H-2), 5.44 (t, 3Jun = 5.4 Hz, 1H,
5'-OH), 5.42 (dd, 3Jun = 5.1 Hz, 3Jun = 2.1 Hz, 1H, H-3),
5.25 — 5.00 (M, 4H, 2x Cbz-CHy), 4.26 (td, 3Ju = 3.5 Hz, 3Ju = 2.1 Hz, 1H, H-4’), 3.68 (qdd,
2Jum = 12.0 Hz, 3Jup = 5.4 Hz, 3Jup = 3.5 Hz, 2H, H-5).

13C-NMR (151 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 156.6 (C-6), 154.0 (C-2), 153.5, 153.0 (2x C=0),
151.2 (C-4), 135.2 (C-8), 134.9, 134.8 (Cqary), 128.6, 128.5, 128.5, 128.4, 128.3, 128.1 (CHary),
83.1 (C-1", C-4’), 76.0 (C-2’), 75.1 (C-3’), 69.8, 69.6 (2x Cbz-CH>), 60.9 (C-5’).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 552.1736 [M+H]*, gef.: 552.1744 [M+H]*.

IR: ¥ [cm™] = 3425, 3119, 2927, 1752, 1695, 1277, 813.

9.2.2.17 Synthese von 5-Nitro-cycloSal-2’,3’-di-O-benzyloxycarbonyl-
guanosinmonophosphat 45

Die Reaktion wurde nach AAV 15 durchgefiihrt. Es wurden 57.5 mg (0.104 mmol, 1.0 Aquiv.)
2',3’-Di-O-benzyloxycarbonylguanosin 58 geldst in 9 mL abs. CH3CN mit 35.4 L (0.208 mmol,
2.0 Aquiv.) DIPEA und 48.5 mg (0.208 mmol, 2.0 Aquiv.) 5-Nitrosaligenylchlorphosphit 59
geldst in 1.7 mL abs. CHsCN eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 16.5 h. Die Oxidation
erfolgte durch die Zugabe von 63.3 mg (0.416 mmol, 4.0 Aquiv.) Oxone® suspendiertin 0.5 mL

H>O bei -10 °C mit einer Reaktionszeit von 15 min.

Ausbeute: 30.2mg (0.0395 mmol, 38%, 0
" " 6
bezogen auf das Rohprodukt) eines gelben O2N 2 : o 8</N:5|EJ\NH
5" 1"
Feststoffes als Diastereomerengemisch 4 2 O/F'/;g N4 N/)Z\NH2
(1:1); Ri-Wert (CH2Clo/CHsOH 9:1 v/v): 0.48. ’ 5 o
4" 1
3 2'
H-NMR (500 MHz, DMSO-de): & [ppm] = OCbz OCbz
45
10.71 (s, 1H, NH), 10.70 (s, 1H, NH), 8.28 —
( ) ( ) C33H29NgO14P
8.21 (m, 2H, 2x H-4"), 8.20 — 8.11 (m, 2H, M = 764.5968 g/mol

2x H-6"), 8.10 — 7.99 (m, 2H, 2x H-3"), 7.85
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(s, 1H, H-8), 7.83 (s, 1H, H-8), 7.39 — 7.28 (M, 20H, Cbz-Hay), 6.49 (s, 4H, 2x NH.), 6.03 (dd,
3Jnn = 8.9 Hz, 3Jup = 5.9 Hz, 2H, H-1°), 5.68 — 5.59 (m, 2H, 2x H-3'), 5.59 — 5.46 (m, 6H, 2x H-
2", 2x H-7"), 5.20 — 5.06 (M, 8H, 4x Cbz-CHy), 4.59 — 4.49 (m, 4H, 2x H-5), 4.48 — 4.40 (m,
2H, 2x H-4).

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 156.5, 156.5 (2x C-6), 153.9, 153.8 (2x C-2), 153.4,
153.3, 153.0 (4x C=0), 150.9, 150.8 (2x C-4), 143.5, 143.4 (2x C-2"), 135.7 (2x C-8) 134.9,
134.8, 134.7 (4x Cbz-Cy), 128.5, 128.4, 128.3, 128.2, 128.1 (20X Cbz-CHay), 125.4, 125.3 (2x
C-4"), 122.6, 122.4 (2x C-6"), 119.5 (2x C-3") 116.8 (2x C-5), 84.2 (2x C-1'), 79.4 (d, 3Jcp =
5.6 Hz, 2x C-4’), 75.2 (2x C-2'), 73.4 (2x C-3'), 69.8, 69.7 (4x Cbz-CH,), 68.1, 67.9 (2x d, 2Jcp
= 7.4 Hz, 2x C-7"), 67.8 (d, 2Jcp = 7.4 Hz, 2x C-5).

31P-NMR (203 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = -9.70, -9.95.
HRMS (ESI*, m/z): ber.: 765.1552 [M+H]*, gef.: 765.1574 [M+H]".
IR: 7 [cm] = 3118, 2923, 2853, 1753, 1688, 1338, 1274, 1030, 782, 697.

Anmerkung: Die **C-Signale des C-7"- und des C-5"-Atoms konnten nicht identifiziert werden.
9.2.3 Synthese von Linker-Bausteinen
9.23.1 Synthese von 4-Azidbenzoeséaure 86

Es wurden 3.06 g (22.3 mmol, 1.0 Aquiv.) 4-Aminobenzoesaure 43 in 90 mL 2 M Salzsaure
und 45 mL H;O geldst und auf 0 °C gekihlt. AnschlieBend wurden 2.82 g (40.9 mmol,
2.0 Aquiv.) Natriumnitrit geldst in 45 mL H,O so hinzugegeben, dass die Temperatur der
Lésung 3 °C nicht Uberschritt. Nach beendeter Zugabe wurde die Ldsung fur weitere 30 min
bei 0 °C geriihrt. AnschlieBend wurden 7.52 g (115 mmol, 5.2 Aquiv.) Natriumazid gelost in
45 mL H»O zugegeben, wobei es zu einer Schaumbildung kam. Zur quantitativen Fallung
wurde die Reaktionslésung fur 16 h im bei 4 °C gelagert. Anschliel3end wurde das Produkt
filtriert und fur 24 h im Olpumpenvakuum getrocknet. Das erhaltene Rohprodukt wurde ohne

weitere Reinigung fur die weiteren Synthesen eingesetzt.

Ausbeute: 3.26 g (20.0 mmol, 90%) eines hellbraunen Feststoffs; N s
3d
R-Wert (Toluol/EE 4:1 viv) 0.56. \OZ\
;
COOH
H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 12.95 (s, 1H, COOH), 8.28 86
—7.79 (m, 2H, H-2), 7.37 — 7.15 (m, 2H, H-3). C7H5N30,
M =163.1360 g/mol

13C-NMR (101 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 166.5 (COOH), 143.9 (C-
4) 131.2 (C-1), 127.3 (C-2), 119.2 (C-3).
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MS (EI, m/z): ber. fiir [M]: 163; gef.: 163 (M, 46%), 135 (100), 117 (25), 89 (29) 64 (67).
IR: v[cm™] = 3502, 3003, 2811, 2540, 2102, 1674, 1600, 1424, 1316, 934, 765, 532.

9.2.3.2 Synthese von 4-Azidphenol 89

Es wurden 22.48 g (22.7 mmol, 1.0 Aquiv.) 4-Aminophenol 88 in 45 mL H,O und 90 mL 2 M
Salzsaure gelost und auf 0 °C gekuhlt. AnschlieRend wurden 2.84 g (41.2 mmol, 1.8 Aquiv.)
Natriumnitrit gelést in 45 mL H>O so hinzugegeben, dass eine Temperatur von 3 °C nicht
Uberschritten wurde. Nachdem 30 min bei 0 °C gerihrt wurde, wurden 7.532 g (115.9 mmol,
5.1 Aquiv.) Natriumazid geldst in 45 mL H,O langsam hinzugetropft. Nach beendeter Zugabe
wurde die LOsung drei Mal mit EE extrahiert, die organische Phase uber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene
Rohprodukt konnte ohne weitere Reinigung fir weitere Synthesen eingesetzt werden.

Ausbeute: 2.751 g (20.36 mmol, 90%) einer tiefbraunen, stark ,
N
viskosen Flussigkeit; R--Wert (Hexan/EE 5:1 v/v) 0.40. ™ 2
1
OH

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 10.80 (s, 1H, -OH), 6.94 — 6.89 89

(m, 2H, H-3), 6.85 — 6.80 (m, 2H, H-2). CgHsN30O

M =135.1260 g/mol

13C-NMR (101 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 158.6 (C-1), 136.7 (C-2), 124.2

(C-3), 115.8 (C-4).
MS (El, m/z): ber. fur [M]: 135; gefunden: 135 (M, 18%), 107 (60), 107 (89), 79 (33), 52 (100).
IR: 7 [cm™] = 3379, 3033, 2110, 2067, 1509, 1369, 1289, 1233, 1105.

9.2.3.3 Synthese von N-(4-Azidbenzoyloxy)succinimid 87

Die Reaktion wurde nach AAV 8 durchgefiihrt. Es wurden 1.00 g (6.13 mmol, 1.0 Aquiv.) 4-
Azidbenzoesaure 86, 1.68g (8.13 mmol, 1.3 Aquiv.) Dicyclohexylcarbodiimid, 0.904 g
(7.89 mmol, 1.3 Aquiv.) N-Hydroxysuccinimid und 40 mL abs. THF eingesetzt. Die
Reaktionszeit betrug 15 h.

Ausbeute: 1.44 g (5.52 mmol, 90%) hellorangener, nadelférmiger Ny s A
Kristalle; Ri-Wert (PE/EE 1:1 v/v) 0.65; Schmelzpunkt: 167 °C. j 5 o)
!H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 8.15 — 8.10 (m, 2H, H-2), o) ob
7.15—7.10 (m, 2H, H-3), 2.91 (s, 4H, 2x CHy). 87
C11HgN4O4
M =260.2090 g/mol
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13C-NMR (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 169.3 (2x C(O)N), 161.2 (C(0)O) 147.1 (C-4), 132,7
(C-1), 121.5 (C-2), 119.4 (C-3), 25.8 (2x CHbo).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 283.0449 [M+Na]*, gef.: 283.0448 [M+Na]*.
IR: 7 [cm™] = 3096, 3075, 2989, 2414, 2127, 2095, 1734, 1597, 1289, 994, 850, 651.

9.234 Synthese von Sebacinsaure-mono(4-azidphenyl)ester 90

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurden 2.12 mL (10.0 mmol,
2.0 Aquiv.) Sebacinsauredichlorid in 50 mL abs. CHsCN gel6ést und auf 0°C gelost.
AnschlieRend erfolgte die langsame Zugabe von 0.4 mL abs. Pyridin gelost in 10 mL abs.
CHsCN. Bei Raumtemperatur wurden anschlieRend 679 mg (5.03 mmol, 1.0 Aquiv.) 4-
Azidphenol 89 gel6st in 5 mL abs. CH3sCN zur Reaktionsldsung langsam hinzugegeben. Es
wurde fur etwa 3h bei Raumtemperatur gerihrt, wobei die Reaktion
dunnschichtchromatographisch mit CH.Cl./CH3OH 9:1 v/v verfolgt wurde. Danach wurde das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, der Rickstand in EE aufgenommen und je
zwei Mal mit 1 M Salzsdure und H,O gewaschen. Die organische Phase wurde Uber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Das Rohprodukt wurde anschlieRend saulenchromatographisch an Kieselgel mit PE und
einem EE-Gradienten (PE/EE 4:1 v/iv — PE/EE 1:1 v/v) gereinigt.

Es wurden 1.195 g eines braunen Feststoffs

N3 4
erhalten, welcher aus einer Mischung des 2 Q9
1 6 8 10 12
. OH

gewulinschten Produktes und Sebacinsaure e 7 Y

bestand. Aus dem H-NMR-Spektrum wurde
90

C16H21N304
M =319.3610 g/mol

eine Reinheit von 72% bestimmit.

IH-NMR (400 MHz, Methanol-ds): & [ppm] = 8.15 — 8.10 (m, 2H, H-2), 7.16 — 7.10 (m, 2H, H-
3), 2.57 (t, 3Jun = 7.3 Hz, 2H, H-5), 2.33 — 2.26 (M, 2H, H-12), 1.76 — 1.69 (M, 2H, H-6), 1.65
—1.57 (M, 2H, H-11), 1.45 — 1.33 (m, 8H, H-7, H-8, H-9, H-10).

13C-NMR (101 MHz, Methanol-dJ): & [ppm] = 179.6, 179.5 (2x C=0), 141.3 (C-1), 130.2 (C-4),
123.1 (C-2), 120.0 (C-3), 34.4, 34.1, 29.2, 29.1, 24.1 (C-5, C-6, C-7, C-8, C-9, C-10, C-11, C-
12).

MS (ESI¥; m/z): berechnet fiir C16H21N3sNaO4* [M+Na]*: 342.1430, gefunden: 342.1423.

IR: v [cm™] = 3391, 2922, 2855, 2256, 2112, 1754, 1627, 995.
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9.2.35 Synthese von 2-(4-Azidbenzoylamino)essigsaure 91

Die Durchflihrung erfolgte nach AAV 7. Es wurden 79.2 mg (1.05 mmol, 1.1 Aquiv.) Glycin,
177 mg Natriumhydrogencarbonat (2.10 mmol, 2.10 Aquiv.) gelost in 4.4 mL H,O sowie
262 mg (1.00 mmol, 1.0 Aquiv.) N-(4-Azidobenzoyloxy)succinimid 87 gelost in 8.4 mL

1,4-Dioxan eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 24 h.

Ausbeute: 107 mg (0.486 mmol, 49%) eines gelben

N 3
Feststoffs; Rr-Wert (CHCI/CHsOH 1:1 v/v) 0.35; N o
{_ _N_ _COOH
Schmelzpunkt: 131 °C. ~
o)
IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 8.79 (, 91
CgHgN4O3

3Jun = 5.6 Hz, 1H, NH), 7.94 — 7.89 (m, 2H, H-2), 7.24 — 7.19
(m, 2H, H-3), 3.89 (d, 3Jun = 5.6 Hz, 2H, CHy).

M = 220.1880 g/mol

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 171.3 (COOH), 165.4 (C(O)NH), 142.4 (C-1), 130.5
(C-4), 129.1 (C-2), 119.0 (C-3), 41.4 (CHy).

HRMS (ESI, m/z): ber.: 219.0524 [M-HJ, gef.: 219.0516 [M-H]J.
IR: 7 [cmY] = 3305, 3057, 2934, 2423, 2122, 1715, 1633, 1603, 1415, 1220.

9.2.3.6 Synthese von 3-(4-Azidbenzoylamino)propanséaure 92

Die Durchfiihrung erfolgte nach AAV 7. Es wurden 91.6 mg (1.03 mmol, 1.0 Aquiv.) B-Alanin,
178 mg Natriumhydrogencarbonat (2.10 mmol, 2.10 Aquiv.) gelost in 4.4 mL H,O sowie
260 mg (1.00 mmol, 1.0 Aquiv.) N-(4-Azidobenzoyloxy)succinimid 87 gelost in 8.4 mL
1,4-Dioxan eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 24 h.

Ausbeute: 191 mg (0.816 mmol, 81%) eines gelben | Nss A,
Feststoffs; R-Wert (CHCI/CHsOH 1:1 viv) 0.51; \©HVH

N 6
~">CooH
Schmelzpunkt: 152 °C.

@)
92
'H-NMR (600 MHz, Methanol-da): 6 [ppm] = 7.85 — 7.83 (m, C1oH1oN4O3
2H, H-2), 7.15-7.13 (m, 2H, H-3), 3.62 (t, *Jun = 6.9 Hz, 2H, M = 234.2150 g/mol

H-5), 2.63 (t, 3Jun = 6.9 Hz, 2H, H-6).

13C-NMR (151 MHz, Methanol-ds): & [ppm] = 174.1 (COOH), 167.8 (C(O)NH), 144.9 (C-1),
132.1 (C-4), 130.2 (C-2), 120.0 (C-3), 37.1 (C-5), 34.7 (C-6).

HRMS (ESI, m/z): ber.: 233.0680 [M-HJ, gef.: 233.0681 [M-H]J.
IR: 7 [cmY] = 3298, 3033, 2904, 2628, 2412, 2258, 2127. 1602, 1418.
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9.2.3.7 Synthese von 4-(4-Azidbenzoylamino)buttersédure 93

Die Durchfuhrung erfolgte nach AAV 7. Es wurden 105 mg (1.00 mmol, 1.0 Aquiv.)
4-Aminobuttersaure, 179 mg Natriumhydrogencarbonat (2.10 mmol, 2.10 Aquiv.) gelost in
4.4 mL H.0 sowie 260 mg (1.00 mmol, 1.0 Aquiv.) N-(4-Azidobenzoyloxy)succinimid 87 gelost

in 8.4 mL 1,4-Dioxan eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 24 h.

Ausbeute: 231 mg (0.931 mmol, 93%) eines gelben ,

Feststoffs; R+-Wert (CHCI/CHsOH 1:1 v/v) 0.65; Na~s 2 H .

Schmelzpunkt: 132 °C. NN C00H
o]

H-NMR (600 MHz, Methanol-ds): & [ppm] = 7.86 — 7.84 93

(m, 2H, H-2), 7.16 — 7.13 (m, 2H, H-3), 3.42 (, Mziz:;ﬂﬁ}mol

8Jun = 6.9 Hz, 2H, H-5), 2.38 (t, 3Jun = 7.3 Hz, 2H, H-7),

1.93 — 1.89 (m, 2H, H-6).

13C-NMR (151 MHz, Methanol-ds): & [ppm] = 176.0 (COOH), 167.9 (C(O)NH), 143.6 (C-1),
130.2 (C-4), 128.2 (C-2), 120.0 (C-3), 40.5 (C-5), 32.5 (C-7), 25.9 (C-6).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 271.0802 [M+Na]*, gef.: 271.0815 [M+Na]*.

IR: 7 [cmY] = 3307, 3067, 2936, 2409, 2254, 2119, 1706, 1602, 1498, 1281.

9.2.3.8 Synthese von 11-(4-Azidbenzoylamino)undecanséaure 94

Die Durchfilhrung erfolgte nach AAV 7. Es wurden 213 mg (1.06 mmol, 1.0 Aquiv.)
11-Aminoundecansaure, 171 mg Natriumhydrogencarbonat (2.04 mmol, 2.0 Aquiv.) gelést in
4.4 mL H,0 sowie 261 mg (1.00 mmol, 1.0 Aquiv.) N-(4-Azidobenzoyloxy)succinimid 87 gelost
in 8.4 mL 1,4-Dioxan eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 24 h und es wurde bei 60 °C
geruhrt.

Ausbeute: 330 mg (0.970 mmol, 97%) eines gelben Feststoffs; Ri-Wert (PE/EE 100:1 v/v)
0.13; Schmelzpunkt: 109 °C.
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!H-NMR (400 MHz, Methanol-ds): & \

N
[ppm] = 7.86 — 7.83 (m, 2H, H-2), 7.16 | Y ¢
1 N 6 8 10 12 14
- 7.2 (m, 2H, H-3), 336 (t NN N S cooH

1" 13

33up = 7.1 Hz, 2H, H-5), 2.32 — 2.25 (m, 0
94
2H, H-14), 1.65 — 1.55 (m, 4H, H-6, H-
) ( C1gH26N403
13), 1.40 — 1.31 (m, 12H, H-7, H-8, H- M = 346.4310 g/mol

9, H-10, H-11, H-12).
13C-NMR (151 MHz, Methanol-d.): & [ppm] = 176.2 (COOH), 167.8 (C(O)NH), 143.3 (C-1),
131.1 (C-4), 128.9 (C-2), 120.2 (C-3), 41.1 (C-5), 34.9 (C-14), 30.6, 30.5, 30.5, 30.4, 30.4,
30.2, 28.1, 26.1 (C-6, C-7, C-8, C-9. C-10, C-11, C-12, C-13).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 347.2078 [M+H]*, gef.: 347.2062 [M+H]*.

IR: ¥ [cm™] = 3329, 2920, 2850, 2408, 2123, 1711, 1627, 1283.

9.2.3.9 Synthese von Succinimidyl-2-(4-azidbenzoylamin)acetat 95

Die Reaktion wurde nach AAV 8 durchgefiihrt. Es wurden 59.2 mg (0.269 mmol, 1.0 Aquiv.)
2-(4-Azidbenzoylamino)essigsaure 91, 81 pL (0.52 mmol, 2.0 Aquiv.) Diisopropyl-carbodiimid,
60.9 mg (0.529 mmol, 2.0 Aquiv.) N-Hydroxysuccinimid und 2 mL abs. THF eingesetzt. Die
Reaktionszeit betrug 24 h.

Ausbeute: 28.8 mg (0.0908 mmol, 34%) eines beigen Ny s 3 0
Feststoffs; Ri-Wert (CH.CL/ICHsOH 1:1 Vi) 0.85: TR ?
Schmelzpunkt: 99.6 °C. 0
0 0]
95

IH-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 7.88 — 7.74 (m, 2H,

C13H11N505
H-2), 7.10 — 7.05 (m, 2H, H-3), 6.66 (bs, 1H, NH), 4.24 (d, M = 317.2610 g/mol
3Jun=4.7 Hz, 2H, CH,), 3.81 (s, 4H, 2x Succinimidyl-CHy).

13C-NMR (126 MHz, CDCls): & [ppm] = 170.6 (C(0)0), 170.7 (2x C(O)N), 166.6 (C(O)NH),
143.9 (C-1), 142.2, 140.5, 138.7, 137.2 (PFP-Cy), 130.2 (C-4), 129.0 (C-2), 119.2 (C-3), 41.9
(2x Succinimidyl-CH,), 41.8 (CH>).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 317.0760 [M+Na]", gef.: 317.0913 [M+Na]".
IR: 7 [cm™] = 3340, 2957, 2118, 1741, 1643, 1604, 1284, 1211, 848.

9.2.3.10 Synthese von Succinimidyl-3-(4-azidbenzoylamin)propionat 96

Die Reaktion wurde nach AAV 8 durchgefiihrt. Es wurden 63.3 mg (0.270 mmol, 1.0 Aquiv.)
3-(4-Azidbenzoylamino)propansaure 92, 81 pL (0.52 mmol, 2.0 Aquiv.) Diisopropyl-
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carbodiimid, 59.8 mg (0.520 mmol, 2.0 Aquiv.) N-Hydroxysuccinimid und 2 mL abs. THF
eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 24 h.

Ausbeute: 83.5 mg (0.252 mmol, 93%) eines farblosen

N 3
Feststoffs; ~R-Wert (PE/EE 12 viv) 047, | Y S 0
1 6
Schmelzpunkt: 150.0 °C (Zersetzung). N\s/\[(oﬁ
0 o)
IH-NMR (400 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 8.68 (t, *Ji = o °
5.4 Hz, 1H, NH), 7.97 — 7.78 (m, 2H, H-2), 7.30 — 7.09 C14H13N5O05

(m, 2H, H-3), 3.72 — 3.58 (M, 2H, H-5), 2.99 (t, 3Jun = M = 331.2880 g/mol
6.9 Hz, 2H, H-6), 2.81 (s, 4H, 2x CH>).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 170.1 (2x C(O)N), 167.4 (C(O)O), 165.6 (C(O)NH),
142.4 (C-1), 130.7 (C-4), 129.1 (C-2), 118.9 (C-3), 35.1 (C-5), 30.4 (C-6), 25.5 (2x CH,).
HRMS (ESI*, m/z): ber.: 354.0809 [M+Na]*, gef.: 354.0825 [M+Na]*.

IR: 7 [cm™] = 3092, 3044, 2949, 2813, 1705, 1570, 1045, 719.

9.2.3.11 Synthese von Succinimidyl-4-(4-azidbenzoylamin)butyrat 97

Die Reaktion wurde nach AAV 8 durchgefiihrt. Es wurden 62.0 mg (0.250 mmol, 1.0 Aquiv.)
4-(4-Azidbenzoylamino)buttersaure 93, 69 mg (0.33 mmol, 1.3 Aquiv.)
Dicyclohexylcarbodiimid, 39 mg (0.34 mmol, 1.3 Aquiv.) N-Hydroxysuccinimid und 3.5 mL
abs. CHsCN eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 20 h.

Ausbeute: 29.0 mg (8.00 umol, 32%) eines gelben , o
N3 4 2

. _ . . (o)
Feststoffs; Ry-Wert (PE/EE 1:2 viv) 0.36; 1 HM )
Schmelzpunkt: 145.3 °C. Yy o7

o) (0]
'H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 7.79 — 7.76 97
(m, 2H, H-2), 7.06 — 7.02 (m, 2H, H-3), 6.69 (s, 1H, C15H15N505
M = 345.3150 g/mol

NH), 3.56 —3.51 (m, 2H, H-5), 2.84 (s, 4H, 2x CHy),

2.71 (t, 3Jup = 7.1 Hz, 2H, H-7), 2.12 — 2.06 (m, 2H, H-6).

13C-NMR (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 169.4 (2x C(O)N), 168.5 (C(0)0), 166.9 (C(O)NH),
143.3 (C-1), 130.8 (C-4), 128.9 (C-2), 119.0 (C-3), 38.8 (C-5), 28.5 (C-7), 25.6 (2x CHy), 24.4
(C-6).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 368.0971 [M+Na]", gef.: 368.0970 [M+Na]".

IR: ¥ [cm™] = 3338, 2967, 2928, 2873, 2121, 1735, 1567, 1167, 632.
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9.2.3.12 Synthese von Succinimidyl-11-(4-azidbenzoylamin)undecanat 98

Die Reaktion wurde nach AAV 8 durchgefihrt. Es wurden 116.3 mg (0.3357 mmol, 1.0 Aquiv.)
11-(4-Azidbenzoylamino)undecansdure 94, 140.1 mg (0.6790 mmol, 2.0 Aquiv.)
Dicyclohexylcarbodiimid, 82.7 mg (0.529 mmol, 2.0 Aquiv.) N-Hydroxysuccinimid und 13 mL
abs. CHsCN eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 22 h.

Ausbeute: 69.1 mg (0.156 mmol, 47%) eines gelben Feststoffs; Ri-Wert (PE/EE 1:1 v/v) 0.46;
Schmelzpunkt: 80.6 °C.

N34 > , o
H
1 N 6 8 10 12 14 o.
\5/\7/\9/\11/\13/\”/ N
O (0]
(0]

98
C22H29N505
M = 443.5040 g/mol

!H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 8.44 (t, 3Jun = 5.6 Hz, 1H, NH), 8.07 — 7.84 (m, 2H,
H-2), 7.39 — 7.04 (m, 2H, H-3), 3.57 (s, 4H, 2x Succinimidyl-CH,), 3.28 — 3.11 (m, 2H, H-5),
2.27 (t, 3Jyn = 7.4 Hz, 2H, H-14), 1.49 (m, 4H, H-6, H-13), 1.35 - 1.08 (m, 12H, H-7, H-8, H-9,
H-10, H-11, H-12).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds): 6 [ppm] = 173.4 (C(0)O), 165.0 (C(O)NH), 142.0 (C-1), 131.3
(C-4), 129.0 (C-2), 118.8 (C-3), 51.2 (C-5), 33.3 (C-14), 29.1, 28.9, 28.8, 28.7, 28.7, 28.5, 26.5
(C-6, C-7, C-8, C-9, C-10, C-11, C-12), 24.4 (C-13).

Anmerkung: Das *C-NMR-Signal der Succinimidyl-Carbonylgruppen konnte nicht identifiziert
werden.

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 444.2241 [M+H]", gef.: 444.2260 [M+H]".
IR: 7 [cm™] = 2929, 2853, 2124, 1739, 1626, 1285, 1206, 10609.

9.2.3.13 Synthese von Pentafluorphenyl-3-(4-azidbenzoylamin)propionat 99

Die Reaktion wurde nach AAV 9 durchgefiihrt. Es wurden 52.0 mg (0.222 mmol, 1.0 Aquiv.)
3-(4-Azidbenzoylamino)propansaure 92, 93.4 uL (0.888 mmol, 4.0 Aquiv.) Pentafluorphenol,
137.5 pL (0.888 mmol, 4.0 Aquiv.) Diisopropylcarbodiimid, 6.75 mL abs. CHsCN eingesetzt

sowie 0.75 mL abs. Pyridin eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 19 h.
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Ausbeute: 79.0mg  (0.197 mmol, 89%)

beigefarbener Kristalle; R-Wert (CH.Cl,/CHsOH N3 s A, .
1:1 v/v) 0.85; Schmelzpunkt: 99.6 °C. : HJ\WO £2
5
IH-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 7.78 — 7.73 © o F
(m, 2H, H-2), 7.11 = 7.03 (m, 2H, H-3), 6.64 (t, 3Jn F*
= 3 - _ 929
6.1 Hz, 1H, NH), 3.85 (q, 3Jun = 6.1 Hz, 2H, H C1aHFeNeOs
5), 3.07 (t, 3Jun = 5.9 Hz, 1H, H-6). M = 400.2650 g/mol

13C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 169.0

(C(0)0), 166.8 (C(O)NH), 143.9 (C-1), 142.0, 140.3, 138.9, 137.4 (6x PFP-C,), 130.5 (C-4),
128.8 (C-2), 119.3 (C-3), 35.4 (C-5), 33.6 (C-6).

19F-NMR (565 MHz, CDCls): & [ppm] = -152.59 (d, 3Jg¢ = 17.5 Hz, 2F, F-1), -157.09 — -157.68
(m, 1F, F-3), -161.65 — -162.09 (m, 2F, F-2).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 401.0668 [M+H]*, gef.: 401.0680 [M+H]*.

IR: 7 [cmY] = 3307, 2929, 2122, 1785, 1519, 1283, 1106, 995.

9.2.3.14 Synthese von Pentafluorphenyl-4-(4-azidbenzoylamin)butyrat 100

Die Reaktion wurde nach AAV 9 durchgefiihrt. Es wurden 63 mg (0.25 mmol, 1.0 Aquiv.)
4-(4-Azidbenzoylamino)buttersaure 93, 105 pL (1.00 mmol, 4.0 Aquiv.) Pentafluorphenol,
155 pL (1.00 mmol, 4.0 Aquiv.) Diisopropylcarbodiimid, 2.25 mL abs. CH3sCN eingesetzt sowie
0.25 mL abs. Pyridin eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 2 h.

Ausbeute: 100.0 mg (0.2414 mmol, 97%) eines e
beigen Feststoffs; Ri-Wert (PE/EE 4:1 v/v) 0.65; | \, , 3 = 3
2 o]
Schmelzpunkt: 135 °C. , H 6
A P2
'H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 7.83 — 7.76 o F
100
m, 2H, H-2), 7.08 — 7.06 (m, 2H, H-3), 6.31 (s, 1H,
( ) ( ) ( C17H11F5N4O3
NH), 3.62 — 3.57 (m, 2H, H-9), 2.81 (t, 3Jun = M = 414.2920 g/mol

7.0 Hz, 2H, H-7), 2.17 — 2.08 (m, 2H, H-8).
13C-NMR (101 MHz, CDCl): & [ppm] = 169.7 (C(O)O), 166.6 (C(O)NH), 143.6 (C-1), 141.8,
140.3, 138.7, 137.0 (6x PFP-C,), 131.0 (C-4), 128.9 (C-2), 119.2 (C-3), 39.5 (C-5), 31.1 (C-7),
24.8 (C-6).

19F-NMR (188 MHz, CDCls): & [ppm] = -152.5 — -152.6 (m, 2F, F-1), -157.5 (t, 3Jer = 21.7 Hz,
1F, F-3), -161.8 — -162.0 (m, 2F, F-2).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 415.0830 [M+H]*, gef.: 415.0833 [M+H]*.
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IR: V[cm™] = 3279, 3101, 2978, 2867, 2130, 1792, 1632, 1516, 1001.

9.2.3.15 Synthese von Pentafluorphenyl-11-(4-azidbenzoylamin)undecanat
101

Die Reaktion wurde nach AAV 9 durchgefiihrt. Es wurden 74.6 mg (0.215 mmol, 1.0 Aquiv.)
11-(4-Azidbenzoylamino)undecansaure 94, 90 uL (0.68 mmol, 4.0 Aquiv.) Pentafluorphenol,
133 pL (0.860 mmol, 4.0 Aquiv.) Diisopropylcarbodiimid, 6.75 mL abs. CHsCN sowie 0.75 mL

abs. Pyridin eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 16 h.

Ausbeute: 95.3 mg (0.186 mmol, 87%) eines beigen Feststoffs; Ri-Wert (PE/EE 4:1 v/v) 0.37,;
Schmelzpunkt: 76.5 °C.

N3 s ) £
1 H 6 8 10 12 14 O F2
5 7 9 1 13
(0] 0o 3
F F
101 F2
C24H25F5N4O3
M =512.4810 g/mol

'H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 8.01 — 7.67 (m, 2H, H-2), 7.17 — 6.96 (m, 2H, H-3), 6.10
(t, 3Jun = 5.7 Hz, 1H, NH), 3.44 (td, 3Jupn = 7.3 Hz, 3Jun = 5.7 Hz, 2H, H-5), 2.65 (t, 3Jun =
7.4 Hz, 2H, H-14), 1.84 — 1.67 (m, 2H, H-13), 1.66 — 1.54 (m, 2H, H-6), 1.48 — 1.28 (m, 12H,
H-7, H-8, H-9, H-10, H-11, H-12).

13C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 169.7 (C(O)O), 166.7 (C(O)NH), 143.4 (C-1), 131.4 (C-
4), 128.7 (C-2), 119.1 (C-3), 40.3 (C-5), 33.5 (C-14), 29.8 (C-6), 29.5, 29.4, 29.4, 29.2, 29.0,
27.1 (C-7, C-8, C-9, C-10, C-11, C-12), 24.9 (C-13).

F-NMR (565 MHz, CDCls): & [ppm] = -152.88 (d, %Jer = 20.1 Hz, 2F, F-1), -158.26 (t, 3Jrr =
21.7 Hz, 1F, F-3), -162.39 — -162.60 (m, 2F, F-2).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 513.1920 [M+H]", gef.: 513.1926 [M+H]".

IR: 7 [cm™] = 3347, 2919, 2849, 2121, 1782, 1517, 1277, 989.
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9.2.4 Synthese von Glycosylphosphaten
9.24.1 Synthese von 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-D-mannose 110

Die Reaktion wurde nach AAV 1 durchgefiihrt. Es wurden 4.0071 g (22.242 mmol, 1.0 Aquiv.)
D-Mannose 104, 72.0 mL Pyridin und 32.0 mL (339 mmol, 15 Aquiv.) Essigsaureanhydrid

eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 16 h.

Ausbeute: 8.6497 g (22.159 mmol, quantitativ) eines gelblichen,

OAc
zahflussigen Ols; Ry+Wert (PE/EE 1.2 Vi) 0.79; R OAéc
AcO -

A H . . ~ . A o
Anomerenverhaltnis: a:f = 1:4. S0 Am\r 0AC
H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = a-Anomer 5.85 (d, 3Jyn = 110
1.3 Hz, 1H, H-1), 5.47 (dd, 3Jun = 3.3 Hz, 3Jupn = 1.2 Hz, 1H, H-2), C16H22014

M =390.3410 g/mol
5.29 (t, 3Jun = 4.9 Hz, 1H, H-4), 5.12 (dd, 3Jun = 9.9 Hz, 3Jyn =

3.3 Hz, 1H, H-3), 4.33 - 4.28 (M, 1H, H-5), 4.17 — 4.05 (m, 1H, H-6a), 3.79 (ddd, 2Ju+ = 9.9 Hz,
3Jun = 5.4 Hz, 3Jpn= 2.4 Hz, 1H, H-6b), 2.16, 2.15, 2.08, 2.04, 1.99 (5x s, 5x 3H, 5x Acetyl-
CHs). B-Anomer 6.07 (d, 3Jun = 2.0 Hz, 1H, H-1), 5.36 — 5.30 (m, 2H, H-3, H-5), 5.27 — 5.22
(m, 1H, H-2), 4.27 (dd, 3= 12.3, 4.9 Hz, 1H, H-6a), 4.09 (dd, 3Juu = 12.4, 2.4 Hz, 1H, H-6b)
4.06 — 3.99 (m, 1H, H-4), 2.16, 2.15, 2.08, 2.04, 1.99 (5x s, 5x 3H, 5x Acetyl-CHs).

13C-NMR (101 MHz, CDCls): & [ppm] = a-Anomer 170.6, 170.2, 169.8, 169.5, 168.3 (5x C=0),
90.4 (C-1), 73.3 (C-3), 70.6 (C-4), 68.2 (C-3), 65.4 (C-5), 62.1 (C-6), 20.8, 20.7, 20.6, 20.6,
20.5 (5x Acetyl-CHzs)., B-Anomer 170.7, 170.1, 169.8, 169.6, 168.2 (5x Cq-Acetyl), 90.7 (C-1),
70.7 (C-4), 68.9 (C-3), 68.5 (C-2), 65.7 (C-5), 62.2 (C-6), 21.0, 20.9, 20.8, 20.8, 20.7 (5x Acetyl-
CHg).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 413.1054 [M+Na]*, gef.: 413.1061 [M+Na]*.

IR: ¥ [cm™] = 2955, 2922, 2852, 1742, 1368, 1210, 600.
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9.2.4.2 Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-mannose 158

Die Reaktion wurde nach AAV 3 durchgefihrt. Es wurden 133.4 mg (0.3418 mmol, 1.0 Aquiv.)
1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-D-mannose 110, 2.0 mL THF und 0.21 mL (1.7 mmol, 5.0 Aquiv.)
DMAPA eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 1 h.

Ausbeute: 89.0mg (0.256 mmol, 75%) eines farblosen OAc

Feststoffes; R--Wert (PE/EE 1:1 v/v) 0.22; Anomerenverhaltnis: &O&W
AcO -
G:B =~ 25:1. AcO > OH

3 1

H-NMR (600 MHz, CDClz): & [ppm] = a-Anomer 5.42 (dd, 3Jyn = 158
10.1 Hz, “Jun = 3.4 Hz, 1H, H-3), 5.33 — 5.26 (m, 2H, H-2, H-4), C14H20010

M = 348.3040 g/mol
5.26 — 5.24 (m, 1H, H-1), 4.30 — 4.21 (m, 2H, H-5, H-6a), 4.18 —
4.11 (m, 1H, H-6b), 3.33 (d, 3J4n = 4.1 Hz, 1H, -OH), 2.16, 2.11, 2.05, 2.00 (4x s, 4x 3H, 4x
Acetyl-CHs).

13C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = a-Anomer 170.9, 170.3, 170.1, 169.9 (4x C=0), 92.4
(C-1), 70.1 (C-4), 68.9 (C-3), 68.7 (C-5), 66.3 (C-2), 62.7 (C-6), 21.1, 20.9, 20.9, 20.8 (Acetyl-
CHa).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 371.0949 [M+Na]*, gef.: 371.0956 [M+Na]*.

IR: v [cm™] = 3466, 2960, 1743, 1370, 1221, 1049, 600.

9.24.3 Synthese von Diphenyl-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a- und -B-D-manno-
pyranosyl)phosphat a- und B-159

Die Reaktion wurde nach AAV 5 durchgefihrt. Es wurden 101.0 mg (0.2900 mmol, 1.0 Aquiv.)
2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-mannose 158, 81.3 mg (0.665 mmol, 2.3 Aquiv.) DMAP geldst in
2 mL abs. CH,Cl, sowie 0.125 mL (0.603 mmol, 2.1 Aquiv.) Diphenylchlorphosphat gelést in
1.5 mL abs. CH2Cl, eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 1.5 h.

a-Anomer:

Ausbeute: 80.9 mg (0.139 mmol, 48%) eines hellrosa Ols; Rs-
Wert (PE/EE 1:1 viv) 0.39; Drehwert: [a]23q,,: +42.1° (C
= 0.14, CHCl,).

IH-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 7.44 — 7.32 (m, 4H, -

o-159
OPhmets), 7.30 — 7.18 (M, 6H, -OPh), 5.87 (dd, 3Ju1 = 6.7 Hz, “Jux CaeH20013P
= 1.9 Hz, 1H, H-1), 5.42 — 5.26 (m, 3H, H-2, H-3, H-4), 4.19 (dd, M = 580.4788 g/mol
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2Jyn = 12.5 Hz, 3Jun = 4.8 Hz, 1H, H-6a), 4.08 (ddd, 3Jun = 9.5 Hz, 3Jun = 4.8 Hz, 3Jyn =
2.2 Hz, 1H, H-5), 3.92 (dd, 2Jun = 12.5 Hz, 3Jun = 2.3 Hz, 1H, H-6b), 2.16, 2.05, 2.01, 1.99 (4x
S, 4x 3H, 4x Acetyl-CHs).

13C-NMR (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 170.7, 170.0, 169.8, 169.8 (4x C=0), 150.2, 150.2 (2x
Cqar), 130.2, 130.1 (4X Crmeta), 126.4, 125.9 (2X Cpara), 120.4 (d, 2Jcp = 4.6 Hz, 2X Corno), 120.2
(d,3Jcp = 5.1 Hz, 2X Comno), 96.2 (C-1), 70.9 (C-5), 68.8 (C-3), 68.3 (C-2), 65.3 (C-4), 61.8 (C-
6), 20.9, 20.8, 20.7, 20.7 (4x Acetyl-CH).

31P-NMR (162 MHz, CDCls): 6 [ppm] = -14.22.

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 603.1238 [M+Na]*, gef.: 603.1253 [M+Na]".

IR: v [cm™] = 2926, 1753, 1654, 1488, 1226, 1088, 1069, 921.

B-Anomer:

OAc

Ausbeute: 39.8 mg (0.0696 mmol, 24%) eines hellrosa Ols; ACO 28 o,/?)c 0
A ||
Ri-Wert (PE/EE 1:1 v/v) 0.37; Drehwert: [a]23¢,m: +3.7 ° (C °© R O\/P\oph
PhO

= 0.08, CH.Cl,).
1 . _ B-159
H-NMR (600 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 7.38 — 7.31 (m, 4H, -

C26H29013P
OPhmeta), 7.29 —7.25 (M, 2H, -OPhortno), 7.21 (dt, 33y = 7.5 Hz, M = 580.4788 g/mol

“Jun = 1.1 Hz, 2H, -OPhpara), 7.18 — 7.14 (m, 2H, -OPhorino)
5.60 (dd, 3Jun = 7.3 Hz, *Jun = 1.4 Hz, 1H, H-1), 5.49 (dd, 3Jun = 3.4 Hz, *Jun = 1.3 Hz, 1H,
H-2), 5.26 (t, 3Jun = 9.6 Hz, 1H, H-4), 5.07 (dd, *Jun = 9.7 Hz, “Jun = 3.3 Hz, 1H, H-3), 4.27
(dd, 2Jnn = 12.3 Hz, 3J4n = 5.5 Hz, 1H, H-6a), 4.12 (dd, 3J4n = 12.3 Hz, 3Jun = 5.5 Hz, 1H, H-
5), 3.78 (ddd, 3Jun = 9.5 Hz, 3Jun = 5.5 Hz, 3Inn = 2.8 Hz, 1H, H-6b), 2.10, 2.05, 2.05, 1.99
(4x s, 4x 3H, 4x Acetyl-CHa).

13C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 170.7, 170.0, 169.9, 169.7 (4x C=0), 150.2, 150.2 (2x
Cgar), 130.0, 129.8 (4X Cretw), 126.0, 125.8 (2X Cpara), 120.6 (d, 3Jc.p = 4.5 Hz, 2X Cortno), 120.4
(d, 3Jcp = 4.7 Hz, 2X Comno), 94.9 (d, 3Jcp = 4.6 Hz, C-1), 73.3 (C-5), 70.3 (C-3), 68.2 (C-2),
65.5 (C-4), 62.2 (C-6), 20.8, 20.8, 20.8, 20.7 (4x Acetyl-CHs).

31P-NMR (162 MHz, CDCls): & [ppm] = -13.86.
HRMS (ESI*, m/z): ber.: 603.1238 [M+Na]", gef.: 603.1231 [M+Na]".
IR: 7 [cm™] = 2926, 1654, 1591, 1203, 1088, 1069, 921, 690.
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9.244 Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-mannopyranosylphosphat
als Natriumsalz -160

Die Reaktion wurde nach AAV 6 durchgefiihrt. Es wurden 32.3 mg (0.0556 mmol, 1.0 Aquiv.)
Diphenyl-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-3-D-mannopyranosyl)phosphat B-159, 1 mL abs. EE, 1 mL
abs. Ethanol und 6.4 mg (0.028 mmol, 0.5 Aquiv.) Platin(IV)-oxid eingesetzt. Die Reaktionszeit
betrug 7 d.

Ausbeute: 24.8 mg (0.0551 mmol, quantitativ) eines OAG
farblosen Feststoffes; Ri-Wert (CHzCN/H2O 5:1 v/v) 0.31; R O%c S

AcO -
Anomerenverhaltnis:  B-anomerenrein;  Drehwert: ACOA—m O\'F;\O@ ®

/ N
[a]239 nm: -176.7 ° (c = 0.18, CH2Cly). HO a
B-160

!H-NMR (600 MHz, CDsOD): & [ppm] = 5.63 (d, 3Jun = Ci4HaoNaO; P
3.3 Hz, 1H, H-2), 5.52 (dd, *Jun = 9.2 Hz, 334 = 1.1 Hz, M = 450.2645 g/mol

1H, H-1), 5.46 (dd, 3Jun = 10.0 Hz, 3Jun = 3.3 Hz, 1H, H-

3), 5.33 (t, 3Jup = 10.1 Hz, 1H, H-4), 4.55 (dd, 2Jun = 12.6 Hz, 334w = 3.6 Hz, 1H, H-6a), 4.34
(dd, 2Jup = 12.6 Hz, 3Jup = 2.1 Hz, 1H, H-6b), 4.16 (ddd, 3Jups = 10.0 Hz, 3Jup = 3.5 Hz, 3Jupm =
2.2 Hz, 1H, H-5), 2.37, 2.25, 2.21, 2.14 (4x s, 4x 3H, 4x Acetyl-CH).

13C-NMR (151 MHz, CDsOD): & [ppm] = 172.4, 171.9, 171.8, 171.2 (4x C=0), 91.8 (d,
2Jcp = 3.1 Hz, C-1), 70.2 (C-5), 70.0 (C-3), 69.1 (d, 3Jcp = 6.1 Hz, C-2), 64.2 (C-4), 60.2 (C-6)
18.8, 18.7, 18.6, 18.4 (4x Acetyl-CHs).

31P-NMR (243 MHz, CDCls): 6 [ppm] = -0.58.
HRMS (ESI-, m/z): ber.: 427.0647 [M-H], gef.: 427.0645 [M-H]J"
IR: v [cm™] = 3284, 2929, 1740, 1499, 1259, 1222, 797.

9.245 Synthese von 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-L-rhamnose 161

Die Reaktion wurde nach AAV 1 durchgefiihrt. Es wurden 591.1 mg (3.601 mmol, 1.0 Aquiv.)
L-Rhamnose L-135, 15.0 mL Pyridin und 4.1 mL (43 mmol, 12 Aquiv.) Essigsaureanhydrid

eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 17 h.
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Ausbeute: 1.1144 g (3.3535 mmol, 93%) eines gelblichen, o
5 1 Ac
zahflussigen Ols; R¢-Wert (PE/EE 1:2 v/v) 0.83; Acow
3
Anomerenverhaltnis: a:p = 1:3.6. * OAc OZAC

'H-NMR (600 MHz, CDCls): 6 [ppm] = a-Anomer 5.83 (d, 3Jun = c 1:1 0
1417120~9

1.1 Hz, 1H, H-1), 5.51 — 5.45 (m, 1H, H-2), 5.30 (dd, 3Jun = M = 332.3050 g/mol
10.1 Hz, 3Jup = 3.6 Hz, 1H, H-4), 5.09 — 5.06 (m, 1H, H-3), 3.71 —
3.62 (m, 1H, H-5), 2.21, 2.10, 2.06, 2.00 (4x s, 4x 3H, 4x Acetyl-CHs), 1.29 (d, 3Jun = 6.1 Hz,
3H, -CHz3), B-Anomer 6.01 (d, 3Jun = 1.8 Hz, 1H, H-1), 5.30 (dd, 3Jyn = 10.1 Hz, 3Jun = 3.6 Hz,
1H, H-3), 5.25 (dd, 3Jupn = 3.6 Hz, 3Jup = 2.0 Hz, 1H, H-2), 5.12 (t, 3Jupn = 10.0 Hz, 1H, H-4),
3.94 (dq, 3Jun = 9.8 Hz, 3Jyn = 6.2 Hz, 1H, H-5), 2.17, 2.16, 2.06, 2.00 (4x s, 4x 3H, 4x Acetyl-
CHa), 1.24 (d, 3Jun = 6.2 Hz, 1H, -CHs).

13C-NMR (126 MHz, CDCls): & [ppm] = a-Anomer 170.2, 170.0, 170.0, 168.5 (4x C=0), 90.5
(C-1), 71.7 (C-5), 70.9 (C-3), 70.4 (C-4), 68.7 (C-2), 21.1, 20.9, 20.9, 20.8 (4x Acetyl-CHa),
17.5 (-CHs), B-Anomer 170.2, 170.0, 170.0, 168.5 (4x C=0), 90.8 (C-1), 70.6 (C-4), 68.9 (C-
3), 68.9 (C-2), 68.8 (C-5), 21.1, 20.9, 20.9, 20.8 (4x Acetyl-CHs), 17.6 (-CHa).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 355.1000 [M+Na]*, gef.: 355.0994 [M+Na]*.

IR: v [cm™] = 2985, 2924, 2853, 1744, 1368, 1213, 1026, 600.
9.2.4.6 Synthese von 2,3,4-Tri-O-acetyl-a-L-rhamnosylbromid 162

Die Reaktion wurde nach AAV 4.1 durchgefihrt. Es wurden 1.7001 g (5.1191 mmol,
1.0 Aquiv.) 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-L-rhamnose 161, 18.2 mL Essigsaure, 1.1 mL (15 mmol,
2.9 Aquiv.) Acetyloromid und 0.25 mL (6.16 mmol, 1.2 Aquiv.) CH3;OH eingesetzt. Die
Reaktionszeit betrug 1.5 h.

Ausbeute: 1.7976 g (5.1066 mmol, quantitativ) eines gelblichen Ols; Br
R-Wert (PE/EE 1.1 vi) 0.75; Anomerenverhaltnis: o- @71
AcO
anomerenrein; Drehwert: [a]23¢ h: -176.7 ° (C = 0.18, CH,Cly). o oﬁc 2
OAc

IH-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 6.26 (dd, 2Jup = 1.6 Hz, “Jup 162
C12H47BrO7

= 0.7 Hz, 1H, H-1), 5.67 (dd, 3Jun = 10.2 Hz,3Jun = 3.4 Hz, 1H, H-3), M = 353.1650 g/mol

5.45 (dd, 3Jup = 3.4 Hz, 3Jup = 1.6 Hz, 1H, H-2), 5.16 (t, 3Jun =
10.0 Hz, 1H, H-4), 4.11 (dqd, 3Jun = 9.8 Hz, *Jun = 6.2 Hz, 2Juy = 0.8 Hz, 1H, H-5), 2.16, 2.08,
2.00 (3x s, 3x 3H, 3x Acetyl-CHj3), 1.28 (d, *Jun = 6.3 Hz, 3H, -CHg).

13C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 170.0, 169.9, 169.8 (3x C=0), 83.8 (C-1), 72.6 (C-2),
71.3 (C-5), 70.5 (C-4), 68.1 (C-3), 20.9, 20.9, 20.8 (3x Acetyl-CHs), 17.12 (-CHs).
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IR: 7[cm™] = 2940, 2854, 1749, 1312, 1219, 1711, 779.

Anmerkung: Aufgrund der Instabilitat des Produktes konnte dieses massenspektrometrisch
nicht detektiert werden.

9.24.7 Synthese von 2,3,4-Tri-O-acetyl-L-rhamnose 139

Die Reaktion wurde nach AAV 3 durchgefiihrt. Es wurden 1.2753 g (3.8378 mmol, 1.0 Aquiv.)
1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-L-rhamnose 161, 20.0mL THF und 2.4 mL (19 mmol, 5.0 Aquiv.)
DMAPA eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 1.5 h.

Ausbeute: 1.0702 (3.6869 mmol, 96%) eines farblosen

5 1w OH
Feststoffes; R-Wert (PE/EE 1:2 v/v) 0.55; Anomerenverhaltnis: Acow
af =14, fonc [

OAc

IH-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = B-Anomer 5.37 (dd, 3Juu = 139
C12H1g0s

10.1 Hz, 3Jun = 3.4 Hz, 1H, H-3), 5.27 (dd, 3Jun = 3.4 Hz, 3Jnp = M = 290.2680 g/mol
1.9 Hz, 1H, H-2), 5.16 (dd, 3y = 3.8 Hz, 3Jyn = 1.8 Hz, 1H, H-1),
5.08 (t, 3Jun = 9.9 Hz, 1H, H-4), 4.13 (dq, 3Jun = 9.8 Hz, 6.2 Hz, 1H, H-5), 3.05 (d, 3Jun =
3.9 Hz, 1H, -OH), 2.15, 2.05, 1.99 (3x s, 3x 3H, 3x Acetyl-CHs3), 1.22 (d, 3Jun = 6.3 Hz,
3H, -CHs).

13C-NMR (126 MHz, CDCl): & [ppm] = B-Anomer 170.4, 170.2, 170.2 (3x C=0), 92.3 (C-1),
71.3 (C-4), 70.3 (C-2), 68.9 (C-3), 66.6 (C-5), 21.1, 21.0, 20.9 (3x Acetyl-CHs), 17.6 (-CHa).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 313.0894 [M+Na]", gef.: 313.0894 [M+Na]".
IR: 7 [cm™] = 3435, 2924, 2853, 1743, 1371, 1220, 1050, 601.

9.24.38 Synthese von Diphenyl-(2,3,4-tri-O-acetyl-a- und -B-L-rhamno-
pyranosyl)phosphat a- und g-140

Die Reaktion wurde nach AAV 5 durchgefihrt. Es wurden 202.6 mg (0.6980 mmol, 1.0 Aquiv.)
2,3,4-Tri-O-acetyl-L-rhamnose 139, 427.3 mg (3.490 mmol, 5.0 Aquiv.) DMAP gelost in 10 mL
abs. CH.Cl, sowie 0.73 mL (3.52 mmol, 5.0 Aquiv.) Diphenylchlorphosphat gelost in 12 mL
abs. CHCl, eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 4 h.
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a-Anomer:

. o)
Ausbeute: 161.7 mg (0.3095 mmol, 44%) eines farblosen Ols; l'p'\
0”1 ~OPh

Ri-Wert (PE/EE 1:2 v/v) 0.82; Drehwert: [a]23¢,m: -3.6 ° (C 5 1 OPh
o
= 0.42, CH,Cly). Acoﬁi
* OAc J

!H-NMR (600 MHz, CDCl3): & [ppm] =7.44 — 7.36 (m, 4H, - "
OPhimew), 7.32 — 7.27 (M, 4H, -OPhown), 7.27 — 7.22 (m, 2H, - 024(::746()11P
OPhpara), 5.82 (dd, 3Jup = 6.7 Hz, “Jup = 1.6 Hz, 1H, H-1), 5.38 M = 522.4428 g/mol
—5.31 (m, 2H, H-2, H-3), 5.16 — 5.09 (M, 1H, H-4), 3.98 (dq, 3Jun

= 9.8 Hz, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-5), 2.17, 2.08, 2.03 (3x s, 3x 3H, 3x Acetyl-CH3), 1.14 (s,
3H, -CHb).

13C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 170.0, 169.9, 169.7, (3x C=0), 150.5 (2x Cqar), 130.1,
130.0 (4X Crmeta), 125.9, 125.8 (2X Cpara), 120.4 (d, 3Jcp = 5.4 Hz, 2X Conno), 120.2 (d, 3Jcp =
4.4 Hz, 2X Corno), 96.4 (d, 2Jcp = 5.4 Hz, C-1), 70.3 (C-4), 69.1 (C-2), 69.0 (C-5), 68.3 (C-3),
20.9, 20.9, 20.8 (4x Acetyl-CHs), 17.3 (-CHa).

31P-NMR (243 MHz, CDCls): 6 [ppm] = -14.10.
HRMS (ESI*, m/z): ber.: 545.1183 [M+Na]*, gef.: 545.1190 [M+Na]*.
IR: V[cm™] = 2984, 2939, 1746, 1488, 1214, 942, 688.

B-Anomer: o)
. 5 1 II_
Ausbeute: 58.9 mg (0.1127 mmol, 16%) eines farblosen Ols; A Owo/ﬁ’ OPh
c OPh
R-Wert (PE/EE 1:2 v/v) 0.82. o 1
OAc
'H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 7.37 — 7.31 (m, 4H, - B-140
_ i 37— C24H7044P
OPhmeta), 7.28 — 7.23 (M, 2H, -OPhortno), 7.21 (t, *Inn = 7.5 Hz, M = 522.4428 g/mol

2H, -OPhpaa), 7.16 (d, 33k = 7.5 Hz, 2H, -OPharno), 5.54 (dd,
3Jun = 7.0 Hz, 4Jup = 1.2 Hz, 1H, H-1), 5.48 (d, 3Jun = 3.1 Hz, 1H, H-2), 5.06 (t, 3Jun = 9.7 Hz,
1H, H-4), 5.00 (dd, 3Jun = 10.0 Hz, “Jupn = 3.3 Hz, 1H, H-3), 3.62 (dq, 3Jun = 9.4 Hz, 3Jup =
6.2 Hz, 1H, H-5), 2.11, 2.05, 1.98 (3x s, 3x 3H, 3x Acetyl-CHs), 1.24 (d, 3Jun =6.2 Hz,
3H, -CHa).

13C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 170.1, 170.0, 170.0 (3x C=0), 150.1 (2x Cqar), 130.0,
129.8 (4X Creta), 126.0, 125.7 (2X Cpara), 120.6, 120.4 (4X Corno), 94.9 (d, 2Jcp = 4.5 Hz, C-1),
71.6 (C-5), 70.5 (C-3), 70.0 (C-4), 68.6 (d, *Jcp = 4.5 Hz, C-2), 20.9, 20.8, 20.7 (3x Acetyl-
CHs), 17.4 (-CHa).

31P-NMR (243 MHz, CDCls): & [ppm] = -13.74.
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HRMS (ESI*, m/z): ber.: 545.1183 [M+Na]*, gef.: 545.1171 [M+Na]".
IR: v [cm™] = 3075, 2924, 1751, 1489, 1370, 1219, 1054, 954.

Anmerkung: Aufgrund einer geringen Verunreinigung mit dem a-Anomer wurde auf eine

Bestimmung des Drehwertes verzichtet.

9.24.9 Synthese von 2,3,4-Tri-O-acetyl-a-L-rhamnopyranosylphosphat als

Natriumsalz a-150

Die Reaktion wurde nach AAV 6 durchgefiihrt. Es wurden 42.9 mg (0.0821 mmol, 1.0 Aquiv.)
Diphenyl-(2,3,4-tri-O-acetyl-a-L-rhamnopyranosyl)phosphat a-140, 5 mL abs. EE, 5 mL abs.
Ethanol und 18.2 mg (0.0801 mmol, 0.98 Aquiv.) Platin(IV)-oxid eingesetzt. Die Reaktionszeit
betrug 4 d.

Ausbeute: 12.4mg (0.0377 mmol, 46%) eines farblosen o
Feststoffes; Ri-Wert (CH3sCN/H20 5:1 v/V) 0.37; /'F'>\
0”1 “OH
Anomerenverhaltnis: a-anomerenrein; Drehwert: [a]23¢ 1m: 5 , %o ®
o
-30.0 ° (¢ = 0.43, H0). AcO~L=7> Na
OAc
OAc
'H-NMR (600 MHz, D20): & [ppm] = 5.46 (dd, 3Jyn = 7.8 Hz, *JuH a-150
C4oH4gNaO4P
- _ 3 - 3 - _ 1218 1
= 2.0 Hz, 1H, H-1), 5.40 (dd, °Jyn = 10.1 Hz, °Jyn = 3.3 Hz, 1H, H M = 392.2285 g/mol

3), 5.36 (dd, 3Jin = 3.4 Hz, 34 = 2.0 Hz, 1H, H-2), 5.07 (t, 3Jun =
10.0 Hz, 1H, H-4), 4.28 (dq, 3Jun = 9.8 Hz, 3Juu = 6.2 Hz, 1H, H-5), 2.23, 2.16, 2.06 (3x s, 3x
3H, 3x Acetyl-CHs), 1.28 (d, 3Jun = 6.2 Hz, 3H, -CHs).

13C-NMR (151 MHz, D,O): & [ppm] = 173.4, 173.0, 172.8 (3x C=0), 92.8 (d, 2Jcp= 4.7 Hz,
C-1), 71.3 (C-4), 70.3 (d, 3Jcp= 10.0 Hz, C-1), 69.6 (C-3), 67.1 (C-5), 20.2, 20.2, 20.1 (3x
Acetyl-CHs), 16.4 (-CHs).

31P-NMR (243 MHz, D20): 6 [ppm] = -1.73.
HRMS (ESI*, m/z): ber.: 393.0557 [M+Na]*, gef.: 393.0562 [M+Na]*.
IR: 7 [cm™] = 3421, 3285, 2940, 2924, 2853, 1676, 1536, 1242, 781.

9.2.4.10 Synthese von 2,3,4-Tri-O-acetyl-B-L-rhamnopyranosylphosphat als
Natriumsalz B-150

Die Reaktion wurde nach AAV 6 durchgefiihrt. Es wurden 55.0 mg (0.105 mmol, 1.0 Aquiv.)
Diphenyl-(2,3,4-tri-O-acetyl-B-L-rhamnopyranosyl)phosphat B-140, 5 mL abs. EE, 5 mL abs.
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Ethanol und 22.4 mg (0.0986 mmol, 0.94 Aquiv.) Platin(IV)-oxid eingesetzt. Die Reaktionszeit
betrug 3 d.

Ausbeute: 17.4 mg (0.0529 mmol, 50%) eines farblosen o

Feststoffes; R¢-Wert (CH:CN/H.O 5:1  v/v) 0.29; 5 o 1 O/IFI’_O@ @
|

Anomerenverhaltnis: B-anomerenrein; Drehwert: ACO%\ OH Na

C

[0]255 1 85.8 ° (C = 0.40, H20). OAc

1 _ 3 B-150

H-NMR (600 MHz, D»0): & [ppm] = 5.55 (d, *Jun = 3.2 Hz, C1H gNaO; (P

1H, H-2), 5.43 (dd, 3Jyn = 8.7 Hz, *Jun = 1.1 Hz, 1H, H-1), M = 392.2285 g/mol

5.30 (dd, 3Jun = 10.0 Hz, 3Jup = 3.3 Hz, 1H, H-3), 5.00 (t,

3Jun = 9.9 Hz, 1H, H-4), 3.90 (dq, 3Jun = 9.8 Hz, 3Jup = 6.2 Hz, 1H, H-5), 2.27, 2.15, 2.05 (3x
s, 3x 3H, 3x Acetyl-CHs), 1.31 (d, 3Jun = 6.1 Hz, 3H, -CHs).

13C-NMR (151 MHz, D;0): & [ppm] = 173.4, 173.3, 172.7 (3x C=0), 93.0 (d, 2Jcp = 3.3 Hz, C-
1), 71.3 (C-3), 71.1 (C-4), 70.5 (C-5), 70.3 (d, 3Jcp = 6.4 Hz, C-2), 70.3, 20.2, 20.1, 20.0 (3x
Acetyl-CHs), 16.5 (-CHa).

31p-NMR (162 MHz, D,0): & [ppm] = -1.80.
HRMS (ESI-, m/z): ber.: 369.0592 [M-HJ, gef.: 369.0584 [M-H]-.
IR: 7 [cmY] = 3244, 2985, 2940, 1740, 1370, 1221, 1033, 913, 501.

9.24.11 Synthese von a-L-Rhamnopyranosylphosphat als Natriumsalz
a-146

Die Reaktion wurde nach AAV 2.2 durchgefiihrt. Es wurden 8.0 mg (0.022 mmol, 1.0 Aquiv.)
2,3,4-Tri-O-acetyl-a-L-rhamnopyranosylphosphat a-150 und 3 mL des Gemisches aus
CH3OH, H20 und Triethylamin (7:3:1 v/v/v) eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 24 h.
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Ausbeute: 3.1 mg (0.012 mmol, 55%) eines farblosen o
Feststoffes; Ri-Wert (iPrOH/NH4sOAc (1 M) 2:1 viv) 0.16; /'F'>\ o ®
0710
Anomerenverhaltnis: a-anomerenrein; Drehwert: 5 . oH~ Na
o)

[0]33 um: -22.6 ° (c =0.31, H:0). HO— 0|43| A

OH
!H-NMR (600 MHz, D20): & [ppm] = 5.35 (dd, 3Jun = 7.6 Hz, 0-146
4Jyn = 1.9 Hz, 1H, H-1), 4.00 (dd, 33y = 3.4 Hz, 3Jun = 1.8 Hz, CgH12NaOgP

M =266.1175 g/mol

1H, H-2), 3.95 — 3.87 (m, 2H, H-3, H-5), 3.46 (t, 3Jun = 9.8 Hz,

1H, H-4), 1.31 (d, 3Jun = 6.2 Hz, 3H, -CHs).

3C-NMR (151 MHz, D;O): & [ppm] = 95.6 (d, 2Jcp=5.2 Hz, C-1), 72.1 (C-4), 70.7 (d,
3Jcp= 8.7 Hz, C-2), 69.7 (C-3), 69.3 (C-5), 16.8 (-CH).

3IP-NMR (243 MHz, D,0O): & [ppm] = -1.57.

HRMS (ESI, m/z): ber.: 243.0275 [M-HJ, gef.: 243.0269 [M-H]J.

IR: v [cm™] = 3078, 2949, 2917, 1459, 1375, 779.

9.2.4.12 Synthese von B-L-Rhamnopyranosylphosphat als Natriumsalz
B-146

Die Reaktion wurde nach AAV 2.2 durchgefiihrt. Es wurden 16.1 mg (0.0410 mmol,
1.0 Aquiv.) 2,3,4-Tri-O-acetyl-B-L-rhamnopyranosylphosphat B-150 und 3 mL des Gemisches
aus CH3OH, H,0 und Triethylamin (7:3:1 v/v/v) eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 20 h.

Ausbeute: 11.0mg (0.0410 mmol, quantitativ) eines
farblosen Feststoffes; Ri-Wert (iPrOH/NH,OAc (1 M) 2:1 5 o 1 O/(I;I_O@ ®
vIv) 0.18; Anomerenverhaltnis: B-anomerenrein; HO v 0|-3| A on Na
Drehwert: [a]23q ym: +8.1 ° (c = 0.51, H,0). OH

B-150
IH-NMR (600 MHz, D0): & [ppm] = 5.31 (dd, 3J 4 = 8.1 Hz, CgH1,NaOgP
4Jun = 2.0 Hz, 1H, H-1), 3.99 (dd, 3Jun = 3.5 Hz, 3Jyuu = M = 266.1175 g/mol

2.0 Hz, 1H, H-2), 3.97 — 3.85 (M, 2H, H-3, H-5), 3.44 (t, 3Jun = 9.7 Hz, 1H, H-4), 1.30 (d, 3Jux
= 6.2 Hz, 3H, -CHa).

BC-NMR (151 MHz, D:0): & [ppm] = 95.2 (d, 2Jcp=4.4 Hz, C-1), 72.3 (C-4), 71.0 (d,
8Jcp=7.7 Hz, C-2), 69.8 (C-3), 68.9 (C-5), 16.9 (-CHj).

31P-NMR (243 MHz, D20): 6 [ppm] = 0.42.

HRMS (ESI-, m/z): ber.: 243.0275 [M-HJ, gef.: 243.0278 [M-H]-.

IR: V[cm™] = 3198, 2937, 1357, 1104, 1064, 955.
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9.2.4.13 Synthese von 1,2;3,4-Di-O-isopropyliden-6-O-benzyl-a-D-galacto-
pyranose 60

Zu einer Losung aus 1.00g (3.84 mmol, 1.0 Aquiv.) 1,2;3,4-Di-O-isopropyliden-a-bp-
galactopyranose D-35 in 5 mL Toluol wurden 1.45 g (25.8 mmol, 6.7 Aquiv.) Kaliumhydroxid
(gemorsert Gber Petrolether) hinzugegeben. AnschlieRend wurde das Gemisch mit 0.8 mL
(6.7 mmol, 1.8 Aquiv.) Benzylbromid sowie 25mg (0.074 mmol, 0.02 Aquiv.)
Tetrabutylammoniumhydrogensulfat versetzt und fir 30 min bei 100 °C gerthrt. Danach
wurden 1.5 mL H,O hinzugegeben und der Reaktionsansatz weitere 2 h bis zur vollstandigen
Umsetzung des Eduktes (DC-Kontrolle: PE/EE 3:1 v/v) bei 100 °C gerthrt. Die organische
Phase wurde ein Mal mit Salzsaure (1 M) sowie zwei Mal mit HO gewaschen, dann Uber
Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Das Ldsungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt. Da Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel mit PE/EE 2:1 v/v als
Eluent gereinigt.

Ausbeute: 1.26 g (3.60 mmol, 94%) eines gelben Ols; Ry-Wert o
(PE/EE 3:1 wv/v) 0.50; Anomerenverhéltnis: a-anomerenrein; )(
Drehwert: [a]23 hm: -46.1 ° (€ = 0.76, CH,Cly).

O
IH-NMR (300 MHz, CDCls): & [ppm] = 7.38 — 7.32 (m, 5H, Hay), 5.55 Ak
(d, 3Jun = 5.0 Hz, 1H, H-1), 4.64 (d, 2Ju = 12.1 Hz, 1H, Bn-CH,), 4.60 60
(dd, 3JH,H =7.8 Hz, 3JH,H =25 Hz, 1H, H-3), 4.56 (d, ZJH,H =121 Hz, C19H2605

M =350.4110 g/mol

1H, Bn-CHy), 4.31 (dd, 3Jyn = 5.0 Hz, 3Jun = 2.4 Hz, 1H, H-2), 4.28
(dd, 3Jun = 7.9 Hz, 3Jun = 1.9 Hz, 1H, H-4), 4.01 (td, 3Jun = 6.3 Hz, 3Jun = 1.9 Hz, 1H, H-5),
3.70 (dd, 2Jupn = 10.1 Hz, 3Jun = 5.9 Hz, 1H, H-6a), 3.64 (dd, 2Jun = 10.1 Hz, 3Jun = 6.7 Hz,
1H, H-6b), 1.54, 1.45, 1.34, 1.34 (4x s, 4x 3H, 4x Isopropyliden-CHs).

13C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 138.5 (Cgary), 128.5 (CHary), 127.9 (CHary), 127.7
(CHary), 109.4 (Isopropyliden-Cg), 108.69 (Isopropyliden-C,), 96.5 (C-1), 73.5 (Bn-CH>), 71.3
(C-4), 70.8 (C-3), 70.8 (C-2), 69.0 (C-6), 67.0 (C-5), 26.25, 26.14, 25.10, 24.59 (4x
Isopropyliden-CHs).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 373.1672 [M+Na]*, gef.: 373.1615 [M+Na]*.
IR: 7 [cm™] = 3028, 2989, 2929, 1461, 1379, 1258, 1064, 936, 896, 639.

9.24.14 Synthese von 6-O-Benzyl-D-galactopyranose 61

Es wurden 2.45g (6.98 mmol, 1.0 Aquiv.) 1,2;3,4-Di-O-isopropyliden-6-O-benzyl-a-b-

galactopyranose 60 mit 42 mL Trifluoressigsaure (80%ig) versetzt und fur 15 min bis zur
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vollstandigen Umsetzung des Eduktes (DC-Kontrolle: CH.Cl/CH:OH 4:1 v/v) bei
Raumtemperatur gerthrt. AnschlieRend wurde das Lésungsmittel im Olpumpenvakuum
entfernt und der getrocknete Rickstand in 20 mL H>O aufgenommen. Die Lésung wurde durch
Zugabe von gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung neutralisiert und das Lésungsmittel
im Olpumpenvakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde ohne weitere Reinigung fur die folgende
Synthese verwendet.

Rr-Wert (CH,Cl/CH3OH 4:1 v/v) 0.40.
9.2.4.15 Synthese von 1,2,3,4,5-Penta-O-acetyl-6-O-benzyl-p-galactit 62

Es wurde das unter 9.2.4.14 erhaltene Rohprodukt in 23 mL einer Mischung aus Ethanol und
H.O (2:7, viv) gelést und bei 0°C und Rihren portionsweise mit 294 mg (7.78 mmol,
1.1 Aquiv.) Natriumborhydrid versetzt. Die Reaktionsldsung wurde fiir 2 h bei Raumtemperatur
geriihrt und anschlieRend wurden weitere 151 mg (4.00 mmol, 0.6 Aquiv.) Natriumborhydrid
zugegeben. Es wurde fur 1 h bis zur vollstandigen Umsetzung des Eduktes (DC-Kontrolle:
CH,CI,/CH30H 4:1 v/v) bei Raumtemperatur weitergerthrt und dann mit so viel Essigsaure
(1 M) versetzt, bis keine Gasentwicklung mehr zu beobachten war. Die Losung wurde mit
gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung neutralisiert und die Loésungsmittel im
Olpumpenvakuum entfernt. Der Riickstand wurde vier Mal CHs;OH coevaporiert. Das
Rohprodukt, ein farbloser Sirup, wurde daraufhin gemafl AAV 1 acetyliert und schlief3lich
séulenchromatographisch an Kieselgel mit PE/EE 2:1 v/v als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 1.94 g (4.02 mmol, 58% Uber 3 Stufen) eines farblosen

1—OAc

Ols; Ri-Wert (PE/EE 2:1 viv) 0.30; Drehwert: [a]23¢,m: +15.1° (C 2—OAc
AcO—3

= 0.34, CH,Cl,). ol

5—OAc
IH-NMR (300 MHz, CDCls): & [ppm] = 7.37 — 7.26 (M, 5H, Hary), 5.41 L opr
(dd, 3J|—|,|—| = 9.9 Hz, 3JH,H = 1.9 Hz, 1H, H-Z), 5.34 (dd, 3JH,H = 9.9 Hz,

62
3Jun =1.9 Hz, 1H, H-3), 5.31 — 5.22 (m, 2H, H-4, H-5), 4.49 (d, 23y =

C23H30011

11.8 Hz, 1H, Bn-CHy), 4.42 (d, 2Jupn = 11.7 Hz, 1H, Bn-CHy), 4.27 (dd, | M = 482.4820 g/mol

2Jun = 11.7 Hz, 3Jupn = 4.8 Hz, 1H, H-6a), 3.84 (dd, 2Jun = 11.7 Hz,

8Jun = 7.5 Hz, 1H, H-6b), 3.45 (d, 3Jun = 6.1 Hz, 2H, H-1a,b), 2.10, 2.08, 2.06, 2.03, 2.01 (5x
s, 5x 3H, 5x Acetyl-CHs).

13C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 170.5, 170.0, 169.9 (5x C=0), 137.7 (Cqay), 128.5,
128.0, 128.0 (CHay), 73.6 (Bn-CH>), 68.5 (C-5), 68.5 (C-1), 67.9 (C-2), 67.9 (C-4), 67.8 (C-3),
62.4 (C-6), 21.0, 20.9, 20.8 (3x Acetyl-CHs).
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HRMS (ESI*, m/z): ber.: 505.1680 [M+Na]*, gef.: 505.1687 [M+Na]".
IR: 7 [cm™] = 3031, 2925, 2849, 1743, 1462, 1214, 1024, 813.

9.2.4.16 Synthese von 1,2,3,4,5-Penta-O-acetyl-D-galactit 64

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. 49.1 mg (102 umol, 1.0 Aquiv)
1,2,3,4,5-Penta-O-acetyl-6-O-benzyl-D-galactit 63 wurden in 1 mL abs. EE und 1 mL abs.
CHsOH gelo6st. Es wurden eine Spatelspitze Pd/C (10%ig) hinzugefiigt und die Suspension bei
leichtem H.-Uberdruck fur 3 Tage bis zur vollstandigen Umsetzung des Eduktes (DC-Kontrolle:
PE/EE 3:4 v/v) bei Raumtemperatur geriihrt. Der Reaktionsansatz wurde anschliel3end einer
Filtration Uber Kieselgur unterzogen und das Filtrat tber Natriumsulfat getrocknet und filtriert.
Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt mehrfach
saulenchromatographisch an Kieselgel mit PE und einem EE-Gradienten (PE/EE 2:1 — 1:1
v/v) gereinigt. Das Produkt konnte aufgrund nahezu identischer R-Werte nicht von dem als
Nebenprodukt entstandenem 1,2,3,5,6-Penta-O-acetyl-D-galactit 65 abgetrennt werden und

wurde ohne weitere Reinigungsschritte in der nachsten Reaktion eingesetzt.

Anmerkung: Die folgende NMR-spektroskopische Charakterisierung beider Komponenten
sowie die Angabe ihrer Ausbeuten erfolgte anhand des *H- sowie des H,H-COSY-NMR-

Spektrums des Gemisches.

Rohausbeute: 27.6 mg eines farblosen Feststoffes. —OAc
2—O0Ac
Hauptprodukt: 1,2,3,4,5-Penta-O-acetyl-D-galactit 64 AcO—®
AcO—p#
Ausbeute: 22.1 mg (0.0563 mmol, 56%); Ri-Wert (PE/EE 3:4 v/v) o OAc
6—OH
0.32.
64
1IH-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 5.26 (dd, 2Juu = 10.2 Hz, *Jun C16H24011
' ' ' ’ ' ' ' ' M =392.3570 g/mol

= 1.7 Hz, 1H, H-3), 5.17 (ddd, 3Jun = 7.9 Hz, 3Jupn = 4.7 Hz, 3Jup =
1.8 Hz, 1H, H-2), 5.11 (dd, 3Jun = 9.9 Hz, 3Jupn = 1.8 Hz, 1H, H-4), 5.03 (ddd, 3Jun = 7.9 Hz,
3Jun = 6.0 Hz, 3Jup = 1.6 Hz, 1H, H-5), 4.16 — 4.09 (m, 1H, H-1a), 3.86 (dd, 23y = 11.7 Hz,
)y = 7.7 Hz, 1H, H-1b), 3.58 (dd, 2Jupn = 11.8 Hz, 2Jupn = 6.0 Hz, 1H, H-6a), 3.37 (dd, 2Jup =
11.8 Hz, 3Jun = 8.2 Hz, 1H, H-6b), 2.16, 2.11, 2.08, 2.08, 2.03 (5x S, 5X 3H, 5x Acetyl-CHs).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 415.1216 [M+Na]*, gef.: 415.1214 [M+Na]".
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Nebenprodukt: 1,2,3,5,6-Penta-O-acetyl-D-galactit 65 oA
— C
2—O0Ac
Ausbeute: 5.5 mg (0.014 mmol, 14%); R--Wert (PE/EE 3:4 v/v) 0.32. AcO—Is
HO—4
IH-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 5.46 (ddd, 3Jun = 7.7 Hz, 3Jnp sl—O0Ac
= 4.7 Hz, 3y = 1.7 Hz, 1H, H-2), 5.17 (ddd, 3Jun = 7.8 Hz, 3Jun = 6—OAc
4.8 Hz,3Jun = 1.7 Hz, 1H, H-5), 5.10 (dd, 3J4n = 9.9 Hz,3Jyn = 1.7 Hz, 65
1H, H-3), 4.42 (dd, 2Jup = 11.7 Hz, 3Jup = 4.7 Hz, 1H, H-6a), 4.23 (dd, C16M12401s
M = 392.3570 g/mol
2Jyn = 11.8 Hz, 3Jun = 4.5 Hz, 1H, H-1a), 4.15 (dd, 2Jyn = 11.7 Hz,

3Jun = 7.7 Hz, 1H, H-6b), 4.03 (dd, 2Jun = 11.8 Hz, 3Jyn = 7.8 Hz, 1H, H-1b), 3.72 (ddd, 3Ju
= 8.7 Hz, 3Jun = 6.8 Hz, 3Jun = 1.7 Hz, 1H, H-4). 2.19, 2.10, 2.07, 2.04, 2.02 (5x s, 5x 3H,
Acetyl-CHs).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 415.1216 [M+Na]*, gef.: 415.1214 [M+Na]".

9.2.4.17 Synthese von 2,3,4,5,6-Penta-O-acetyl-L-galactose 67

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefihrt. 22.1 mg (56.2 pmol, 1.0 Aquiv.)
1,2,3,4,5-Penta-O-acetyl-D-galactit 64 (verunreinigt mit 5.5 mg 1,2,3,5,6-Penta-O-acetyl-D-
galactit 65) wurden in 1 mL abs. CH2Cl, gelést und mit 46.0 mg (108 pumol, 1.9 Aquiv.) Dess-
Martin-Periodinan versetzt. Die Reaktionsldsung wurde fur 2 h bis zur vollstandigen
Umsetzung des Eduktes (DC-Kontrolle: PE/EE 3:4 v/v) bei Raumtemperatur gerihrt.
AnschlieRend wurden je 1 mL gesattigter Natriumhydrogencarbonat- und Natriumthiosulfat-
Lésung hinzugefligt und die Lésung fur weitere 10 min bei Raumtemperatur gerthrt. Danach
wurden 25 mL CH.Cl, zugegeben und die organische Phase zwei Mal mit geséttigter
Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die wassrige Phase wurde zwei Mal mit CH,Cl, extrahiert
und die vereinigten organischen Phasen Uber Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt
saulenchromatographisch an Kieselgel mit PE und einem EE-Gradienten (PE/EE 2:1 — 1:1
v/v) gereinigt. Das Produkt konnte aufgrund identischer Ri-Werte nicht von einem alternativen
Oxidationsprodukt abgetrennt werden und wurde ohne weitere Reinigungsschritte fur die

darauffolgende Synthese verwendet (siehe 9.2.4.25, Variante I).

Anmerkung: Die folgende NMR-spektroskopische Charakterisierung erfolgte anhand des *H-
sowie des H,H-COSY-NMR-Spektrums des erhaltenen Gemisches.

'H-NMR (300 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 9.45 (s, 1H, H-1), 5.64 (dd, 3Jun = 9.9 Hz, 3Jun = 1.9 Hz,
1H, H-3), 5.50 (dd, 3Jun = 9.3 Hz, 3Juy = 2.8 Hz, 1H, H-4), 5.36 (ddd, 3Jun = 7.3 Hz, 3Jun =
5.1 Hz,3Jun = 2.1 Hz, 1H, H-5), 5.26 (d, %Jun = 1.8 Hz, 1H, H-2), 4.28 (dd, 2Jun = 11.6 Hz,
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3Jun = 5.3 Hz, 1H, H-6a), 3.90 (dd, 2Jun = 11.6 Hz, 3Jun = 7.4 Hz, 1H, H-6b), 2.21, 2.12, 2.11,
2.04, 2.04 (5x s, 5x 3H, 5x Acetyl-CHa).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 413.1054 [M+Na]*, gef.: 413.1061 [M+Na]*.
9.2.4.18 Synthese von 6-O-Trityl-D-galactopyranose 71

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurden 1.0048 g
(5.5773 mmol, 1.5 Aquiv.) D-Galactose D-34 in 10 mL abs. Pyridin suspendiert. AnschlieRend
wurden 1.0360 g (3.7162 mmol, 1.0 Aquiv.) Tritylchlorid hinzugefuigt und die Reaktionslésung
fur 48 Stunden bei 50 °C geruhrt. Nach vollstandigem Umsatz des Eduktes (DC-Kontrolle:
CH:Clp/CHzOH 19:1 v/v) wurde das Losungsmittel im Olpumpenvakuum entfernt. Der
Ruckstand wurde zunéachst mehrfach mit Toluol coevaporiert, danach in 1-Butanol gelést und
die Losung je zwei Mal mit H.O und gesattigter Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Die
organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Schlief3lich wurde der Rickstand mit CH3;OH coevaporiert.

Ausbeute: 1.5116g (3.5778 mmol, 96%) eines hellbraunen
. OH
Feststoffes; R-Wert (PE/EE 4:1 viv) 0.72; Anomerenverhaltnis: s OTrt
ap =13 N0
' o HO 2\~ OH
OH
H-NMR (600 MHz, CD30D): & [ppm] = B-Anomer 7.50 — 7.20 (m, 71
15H, Hary), 4.38 (d, 3Jun = 7.5 Hz, 1H, H-1), 3.80 (q, 3Jun = 1.2 Hz, C2s5H2606
M = 422.4770 g/mol
1H, H-5), 3.68 (dd, %Jun = 10.0 Hz, 3Jyn = 3.8 Hz, 1H, H-3), 3.44 —

3.38 (M, 2H, H-4, H-2), 3.33 — 3.24 (m, 2H, H-6). a-Anomer 7.50 —

7.20 (M, 15H, Haryi), 5.10 (d, 3Jupn = 3.7 Hz, 1H, H-1), 4.13 (t, 3Ju = 6.5 Hz, 1H, H-4), 3.89 (dd,
33y = 3.1 Hz, 3Jup = 1.2 Hz, 1H, H-3), 3.74 (dd, 3Jnn = 10.2 Hz, 3Juy = 3.2 Hz, 1H, H-2), 3.56
—3.46 (m, 1H, H-5), 3.41 — 3.32 (m, 2H, H-6).

13C-NMR (126 MHz, CDCls): & [ppm] = B-Anomer 145.4 (3x Cqay), 129.9, 128.7, 128.1 (5x
CHary), 98.7 (C-1), 88.1 (Trityl-Cy), 75.3 (C-5), 73.8 (C-3), 71.3 (C-2), 70.4 (C-4), 64.4 (C-6).
a-Anomer 145.4 (3x Cgary), 129.9, 128.8, 128.1 (5x CHayi), 94.2 (C-1), 88.0 (Trityl-Cg), 71.4
(C-3), 71.3 (C-2), 70.7 (C-5), 70.5 (C-4), 64.5 (C-6).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 445.1622 [M+Na]*, gef.: 445.1631 [M+Na]".

IR: v [cm™] = 3351, 3086, 3058, 2931, 1692, 1076, 703.
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9.2.4.19 Synthese von 6-O-Trityl-D-galactit 72

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurden 1.4982 g
(3.5294 mmol, 1.00 Aquiv.) 6-O-Trityl-D-Galactose 71 in 12 mL abs. CH;OH gelost und auf
0 °C gekuhlt. AnschlieBend wurden 0.1565 g (4.137 mmol, 1.2 Aquiv.) Natriumborhydrid tiber
einen Zeitraum von 15 Minuten portionsweise hinzugegeben. Die Reaktionsldsung wurde fir
2 h bei Raumtemperatur geriihrt, danach mit weiteren 0.1461 g (3.862 mmol, 1.1 Aquiv.)
Natriumborhydrid versetzt und dann weitere 2 h bei Raumtemperatur gertihrt. Anschliel3end
wurde zu der triben Reaktionsldsung solange Essigsaure (10%ig in CH3OH) zugetropft bis
sich eine klare Lésung bildete. Daraufhin wurden 20 mL Salzsaure (50 mM) zugetropft, der
entstandene Feststoff filtriert und dieser funf Mal mit je 20 mL Salzsaure (50 mM) sowie drei
Mal mit je 60 mL H.O gewaschen. AnschlieBend wurde das Rohprodukt in CH3;OH gelést und
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der klebrige, hellbraune Feststoff wurde

ohne weitere Reinigung fur die nachste Synthese verwendet.
Ri-Wert (PE/EE 4:1 v/v) 0.53.
9.2.4.20 Synthese von 1,2,3,4,5-Penta-O-acetyl-6-O-trityl-D-galactit 73

Es wurde das unter 9.2.4.19 erhaltene Rohprodukt in 8.0 mL abs. Pyridin geldst und mit 4.0 mL
(42 mmol, 11.9 Aquiv.) Essigsaureanhydrid versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde fur 20 h
bei Raumtemperatur gertihrt. Nach vollstandiger Umsetzung des Eduktes (DC-Kontrolle:
CHCI,/CH30H 19:1 v/v) wurde die Losung auf 0 °C gekuhlt und es wurden vorsichtig 10 mL
CH3OH zugegeben. Danach wurde das Ldsungsmittel im Olpumpenvakuum entfernt, der
Ruckstand mehrfach mit Toluol coevaporiert und in Ethylacetat aufgenommen. Die Lésung
wurde jeweils zwei Mal mit Salzsaure (1 M), gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung und
gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel mit PE und einem EE-

Gradienten (PE/EE 4:1 viv — 3:1 viv — 2:1 v/v) als Eluent gereinigt.
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Ausbeute: 376.6 mg (0.5851 mmol, 17% Uber zwei Stufen) eines OAc
farblosen Feststoffes; Ri-Wert (PE/EE 2:1 v/v) 0.43. L ?T”O N
AcO - OAc
IH-NMR (500 MHz, CDsOD): & [ppm] = 7.41 — 7.18 (M, 15H, Hay), > oa
5.39 (dd, 23w = 9.8 Hz, 3Jup = 2.1 Hz, 1H, H-4), 5.32 — 5.26 (m, 2H, 73
H-5, H-3), 5.17 - 514 (m, 1H, H-2), 422 (dd, 20un=116Hz, | ((3:??2:378;)11;/md

3Jun =5.0 Hz, 1H, H-1a), 3.81 (dd, 2Jun = 11.6 Hz, 3Jun = 7.5 Hz,
1H, H-1b), 3.08 (dd, 2Jun=9.5Hz, 3Jun=7.3Hz, 1H, H-6a), 2.97 (dd, 2Jun=9.5 Hz,
3Jun = 6.0 Hz, 1H, H-6b), 2.10 (s, 3 H, CH3sCO), 2.05 (s, 3 H, CH3CO), 2.04 (s, 3 H, CH3CO),
1.97 (s, 3 H, CH3CO), 1.78 (5x s, 5x 3H, 5x Acetyl-CHs).

13C-NMR (126 MHz, CDsOD): & [ppm] = 170.6, 170.4, 170.4, 170.0, 169.4 (5x C=0), 143.5 (C-
8), 128.8 (6x CHar), 128.0 (CHa), 127.3 (CHar), 87.2 (C-7), 69.0 (C-6), 68.0 (C-1), 67.8 (C-4),
67.7 (C-3), 62.3 (C-2), 61.7 (C-5), 21.0, 20.9, 20.8, 20.8, 20.5 (5x Acetyl-CH).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 657.2312 [M+Na]*, gef.: 657.2316 [M+Na]*.
IR: 7 [cm™] = 3059, 3024, 1747, 1212, 706.

9.24.21 Synthese von 5,6-Isopropyliden-L-galactono-1,4-lacton 84

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurden zunachst 0.3866 ¢
(2.170 mmol, 1.0 Aquiv.) L-Galactono-1,4-lacton 33 fir 30 min im Olpumpenvakuum
getrocknet. AnschlieRend wurden 15.5 mL abs. Aceton hinzugegeben und die Suspension
30 min Uber aktiviertem Molsieb (0.4 nm) geriihrt. Die Suspension wurde dann mit wenigen
Tropfen konzentrierter Schwefelsaure versetzt und 60 min bis zur vollstdndigen Umsetzung
des Eduktes (DC-Kontrolle: PE/EE 1:4 v/v) bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde die
Losung mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung neutralisiert und iber Celite® filtriert.
Das Ldsungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das erhaltene Rohprodukt

konnte ohne weitere Reinigung eingesetzt werden.

Ausbeute: 0.4581 g (2.100 mmol, 97%) eines farblosen Ols; Ry

Wert (PE/EE 1:4 viv) 0.42; Drehwert: [a]25 .. +60.4 ° (c = 0.76, 74 5,0 o
0] 4 1

H,O).

'H-NMR (600 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 6.11 (d, 3Jun = 6.8 Hz, 1H, 84

2-OH), 5.99 (d, 2Jux = 6.0 Hz, 1H, 3-OH), 430 — 4.17 (M, 2H, H-2, | /= ;gjg‘gifg,mol
H-5), 4.08 — 4.00 (m, 2H, H-4, H-6a), 3.95 (td, 3Jun = 8.6 Hz, 3Jxn =
5.9 Hz, 1H, H-3), 3.82 (dd, 3Jun = 8.5 Hz,3Jyn = 6.6 Hz, 1H, H-6b), 1.31 (s, 3H, Isopropyliden-

CHs), 1.29 (s, 3H, Isopropyliden-CHs).
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13C-NMR (151 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 174.2 (C-1), 108.8 (Isopropyliden-Cyg), 79.0 (C-4),
74.2 (C-5), 73.6 (C-3), 73.6 (C-2), 64.5 (C-6), 26.1 (Isopropyliden-CHs), 25.5 (Isopropyliden-
CHa).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 219.0863 [M+H]*, gef.: 219.0870 [M+H]*.

IR: 7 [cm™] = 3410, 2988, 2925, 1776, 1375, 1216, 1136, 1067, 824.

9.2.4.22 Synthese von 2,3,5,6-Tetrakis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-L-

galactono-1,4-lacton 83

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurden zunachst 9.2777 g
(52.081 mmol, 1.0 Aquiv.) L-Galactono-1,4-lacton 33 fir 30 min im Olpumpenvakuum
getrocknet und dann in 75 mL abs. DMF geldst. AnschlieBend wurden nacheinander
46.4754 g (308.356 mmol, 5.9 Aquiv.) tert-Butyldimethylsilylchlorid und 19.0604 g
(279.971 mmol, 5.4 Aquiv.) Imidazol hinzugegeben und die Reaktionslésung fir 16 h bei 70 °C
gerihrt. Nach vollstandiger Umsetzung des Eduktes (DC-Kontrolle: PE/CH.ClI; 1:1 v/v) wurde
die Losung mit Diethylether verdinnt und drei Mal mit geséttigter Natriumchloridldsung
gewaschen. Die wassrige Phase wurde drei Mal mit Diethylether extrahiert, die organischen
Phasen vereinigt, Gber Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt und der Ruckstand mehrfach zunachst mit Toluol und dann mit

CH.CI, coevaporiert. Das Rohprodukt konnte ohne weitere Reinigung eingesetzt werden.

Ausbeute: 33.013 g (52.039 mmol, quantitativ) eines farblosen,
wachsartigen Feststoffes; Ri-Wert (PE/CH2Cl; 1:1 v/v) 0.63;
Drehwert: [a]23q ym: +0.2 ° (€ = 1.23, CH:Cly).

1H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 4.41 (t, 3Jun = 6.0 Hz, 1H, H- 83
33,y = 31, — 31, — C30He606S14
3), 4.34 (d, \]H,H - 6.2 HZ, 1H, H'2), 4.31 (dd, \]H'H - 5.8 HZ, \]H,H - M = 6351920 g/m0|

1.6 Hz, 1H, H-4), 3.81 (ddd, 3Jun = 7.8 Hz, 3Jun = 5.8 Hz, 3Jnpn =
1.6 Hz, 1H, H-5), 3.71 — 3.58 (m, 2H, H-6a, H-6b), 0.92 (s, 8H), 0.89 (s, 10H), 0,89 (s, 9H),
0.87 (4x s, 4x 9H, 4x 'Bu-CHjs), 0.20, 0.14, 0.12, 0.11, 0.11, 0.08, 0.06, 0.06 (8x s, 8x 3H, 8x
Silyl-CHs).

13C-NMR (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 173.7 (C-1), 81.8 (C-4), 77.1 (C-2), 75.8 (C-3), 71.7
(C-5), 63.3 (C-6), 26.0, 25.9, 25.9, 25.8 (12x 'Bu-CHs), 18.4, 18.3, 18.3, 18.0 (4x ‘Bu-Cy), -3.3,
-3.9,-4.0, -4.1, -4.5, -4.7, -5.3, -5.3 (8x Silyl-CHs).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 635.4009 [M+H]", gef.: 635.4009 [M+H]".

IR: 7 [cm™] = 2953, 2929, 2886, 2857, 1799, 1252, 833, 775.
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9.2.4.23 Synthese von 2,3,5,6-Tetrakis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-L-galacto-
furanose 85

Variante |:

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. 128.7 mg (0.2026 mmol,
1.0 Aquiv.) 2,3,5,6-Tetrakis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-L-galactono-1,4-lacton 83 wurden in
5 mL abs. CH,CI, gel6ést und die Lésung auf 0 °C gekihlt. Anschlieend wurden 0.25 mL
(0.25 mmol, 1.2 Aquiv.) LTBH (1 M in THF) langsam hinzugetropft und der Reaktionsansatz
fur 1 h bei Raumtemperatur gerhrt. Nach vollstandiger Umsetzung des Eduktes (DC-
Kontrolle: PE/CH.Cl; 1:1, v/v) wurde die Reaktion durch die langsame Zugabe von 1 mL
CHsOH gestoppt und 15 min gerihrt. Nach Zugabe von 10 mL gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung wurde die wassrige Phase drei Mal mit CH,Cl, extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel mit PE und einem CH,Cl,-Gradienten (PE/CH,Cl, 4:1
viv— 3:1 viv — 2:1 v/v) als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 79.6 mg (0.125 mmol, 62%) eines farblosen, wachsartigen Feststoffes.

Variante |l:

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. 12.0608 g (18.9876 mmol,
1.0 Aquiv.) 2,3,5,6-Tetrakis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-L-galactono-1,4-lacton 83 wurden in
50 mL abs. CHCl, geldst und die Lésung auf -78 °C gekiihlt. AnschlieRend wurden 19.0 mL
(0.0285 mol, 1.5 Aquiv.) DIBAL (1.5M in Toluol) langsam hinzugetropft und der
Reaktionsansatz fir 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach vollstandiger Umsetzung des
Eduktes (DC-Kontrolle: PE/CH.CI, 1:1, v/v) wurde die Reaktionsldsung auf 0 °C gekihlt,
langsam mit 50 mL CH3OH versetzt und weitere 30 min bei 0 °C geriihrt. Danach wurden der
Lésung bei Raumtemperatur 50 mL gesattigter Kaliumnatriumtartrat-Lésung hinzugeftigt und
die Losung fur 19 h stark gerihrt. Nach erfolgter Phasentrennung wurde die organische Phase
zwei Mal mit H,O gewaschen und die wassrige Phase drei Mal mit CH2Cl, extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden dber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel mit PE und einem CH,Cl,-Gradienten (PE/CH.Cl, 4:1

viv — 2:1 viv — 1:1 v/v) als Eluent gereinigt.
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Ausbeute: 10.2048 g (16.0349 mmol, 84%) eines farblosen,
wachsartigen Feststoffes; R+-Wert (PE/CH.Cl; 1:1 viv) 0.29;
Diastereomerenverhaltnis: 1:1.

IH-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 5.11 — 5.01 (m, 2H, 2x H-1),
4.22 — 4.17 (m, 2H, 2x H-3), 4.09 (dd, 3Jupn = 8.1 Hz, 3Jnn = 1.3 Hz,

C30HegO6Sis
1H, H-4), 4.05 — 3.99 (m, 2H, 2x H-2), 3.97 (d, 3Jun = 1.4 Hz, 1H, H- M = 637.2080 g/mol

4), 3.85 (d, 3Jupn = 11.7 Hz, 1H, 1-OH), 3.77 (ddd, 3Juu = 8.1 Hz,

3Jun = 5.5 Hz, 3Jup = 4.6 Hz, 1H, H-5), 3.74 — 3.68 (M, 2H, H-5, H-6), 3.66 (dd, 2Ju = 10.7 Hz,
3Jun = 5.5 Hz, 1H, H-6), 3.62 — 3.55 (m, 2H, 2x H-6), 3.51 (d, 3Juu = 11.1 Hz, 1H, 1-OH) 0.93,
0.91, 0.90, 0.90, 0.89, 0.88 (6x s, 2x 36H, 24x 'Bu-CHa), 0.18, 0.16, 0.13, 0.12, 0.12, 0.11,
0.10, 0.09, 0.07, 0.06, 0.06 (11x S, 2x 24H, 16x Silyl-CHs).

13C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 103.5 (C-1), 97.3 (C-1), 90.1 (C-4), 84.3 (C-2), 82.1
(C-4), 81.8 (C-2), 78.3 (C-3), 77.8 (C-3), 74.0 (C-5), 73.6 (C-5), 66.4, 64.0 (2x C-6), 26.3, 26.2,
26.1, 26.1, 26.0, 25.8, 25.8 (24x 'Bu-CHs), 18.4, 18.2, 18.0 (8x 'Bu-Cy), -3.8, -4.0, -4.1, -4.1, -
4.2,-4.3,-4.5,-4.6, -4.6, -4.6, -4.7, 5.0, -5.1, -5.2 (16x Silyl-CHs).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 659.3985 [M+Na]*, gef.: 659.3986 [M+Na]*.

IR: 7 [cmY] = 3429, 2953, 2929, 2886, 2857, 1472, 1252, 1099, 833, 755.

9.2.4.24 Synthese von L-Galactose L-34

Variante |:

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurden zunachst 47.2 mg
(0.216 mmol, 1.0 Aquiv.) 5,6-Isopropyliden-L-galactono-1,4-lacton 84 fur 3h im
Olpumpenvakuum getrocknet und anschlieBend in 15 mL abs. CH.Cl, geldst. Die Losung
wurde auf -78 °C gekdhlt, tropfenweise mit 0.22 mL (0.324 mmol, 1.5 Aquiv.) DIBAL (1.5 M in
Toluol) versetzt und fir 2 h bei Raumtemperatur bis zur vollstdndigen Umsetzung des Eduktes
geruhrt (DC-Kontrolle: CH3CN/H20 5:1 v/v). Es wurden dann 10 mL CHsOH sowie 40 mL
gesattigte Kaliumnatriumtartrat-Lésung hinzugegeben und die Losung fir 3 h bei
Raumtemperatur stark geriihrt. Die klar gewordene Losung wurde im Anschluss mit 100 mL
EE versetzt und weitere 3 h bei Raumtemperatur stark gertihrt. Danach wurde die wassrige
Phase zwei Mal mit EE extrahiert und die vereinigten organischen Phasen tber Natriumsulfat
getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der
Ruckstand in 10 mL HCI-L6sung (0.5%ig in Ethanol) aufgenommen. Es wurde fur 30 min bei
Raumtemperatur geriihrt und nach vollstandigem Umsatz (DC-Kontrolle: CHzCN/H2O 5:1, v/v)

mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung neutralisiert. Die Losungsmittel wurden im
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Olpumpenvakuum entfernt und das Rohprodukt mittels automatisierter
Umkehrphasenchromatographie (RP-18) mit H.O und einem CHsCN-Gradienten (0-100%) als
Eluenten gereinigt.

Ausbeute: 22.3 mg (0.124 mmol, 57% lber zwei Stufen) eines farblosen Feststoffes.

Variante |l:

Die Reaktion wurde nach AAV 12.3 durchgefuhrt. Es wurden 0.0529 g (0.0830 mmol,
1.0 Aquiv.) 2,3,5,6-Tetrakis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-L-galactofuranose 83, 4 mL Ethanol und

eine katalytische Menge konzentrierter Salzsaure eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 16.5 h.

Ausbeute: 14.5mg (0.0805 mmol, 97%) eines farblosen oH
Feststoffes:; Ri-Wert (CHsCN/H,O 511  wviv) 0.21; HO - G o7
OH
Anomerenverhaltnis: a:g = 2:1, Drehwert: [a]23¢ ,m: -83.0 ° (C y Ho3 2
= 0.50, H»0); Schmelzpunkt: 163.0 °C, Anomerenverhaltnis: OH
L-34

a:pf=2:1. CoH1206

M = 180.1560 g/mol
H-NMR (600 MHz, D20): & [ppm] = B-Anomer 4.64 (d, 3Jun =

7.9 Hz, 1H, H-1), 3.99 (d, 3Jup = 3.4 Hz, 1H, H-4), 3.88 — 3.74 (m, 3H, H-5, H-6a, H-6b), 3.71
(dd, 3Jup = 10.0 Hz, 3Jup = 3.5 Hz, 1H, H-3), 3.54 (dd, 3Jun = 9.9 Hz, 3Jun = 7.9 Hz, 1H, H-2),
a-Anomer 5.32 (d, 3Jun = 3.8 Hz, 1H, H-1), 4.17 — 4.12 (m, 1H, H-5), 4.07 — 4.02 (m, 1H, H-
4), 3.91 (dd, 33wy = 10.4 Hz, 3.3 Hz, 1H, H-3), 3.88 — 3.75 (m, 3H, H-2, H-6a, H-6h).

13C-NMR (151 MHz, D,0): 6 [ppm] = B-Anomer 96.5 (C-1), 75.2 (C-5), 72.8 (C-3), 71.9 (C-2),
68.8 (C-4), 61.0 (C-6), a-Anomer 92.3 (C-1), 70.5 (C-5), 69.4 (C-4), 69.2 (C-3), 68.4 (C-2),
61.2 (C-6).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 203.0526 [M+Na]", gef.: 203.0529 [M+Na]".

IR: 7 [cm™] = 3276, 2901, 1647, 1408, 1036, 781.

9.2.4.25 Synthese von 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-a-L-galactopyranose L-35

Variante |:

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuihrt. Es wurde das unter 9.2.4.17
erhaltene Rohprodukt zundchst gemal? AAV 2.1 deacetyliert. Dabei wurden 10 mL abs.
CH3OH eingesetzt und die Reaktionszeit betrug 1.5 h.

Der erhaltene Rickstand wurde ohne weitere Reinigung in 1 mL abs. Aceton aufgenommen

und mit 90 pL (0.65 mmol, 11.6 Aquiv.) Dimethoxypropan sowie einer katalytischen Menge
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p-Toluolsulfonsaure versetzt. Die Reaktionslosung wurde fir 16 h bis zur vollstandigen
Umsetzung des Eduktes (DC-Kontrolle: PE/EE 1:1 v/v) bei Raumtemperatur geruhrt und
anschliel3end mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung neutralisiert. Danach wurden
die Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, der Rickstand in EE aufgenommen und
die Losung zwei Mal mit H,O gewaschen. Die wassrigen Phasen wurden zwei Mal mit EE
extrahiert, die vereinigten organischen Phasen tber Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt
saulenchromatographisch mit PE/EE 1:1 v/v und 0.1% Triethylamin als Eluent gereinigt. Das
gewinschte Produkt konnte nicht erhalten werden und wurde NMR-spektroskopisch lediglich

im Rohprodukt nachgewiesen.

Variante Il

Es wurden 8.48 g (47.5 mmol, 1.0 Aquiv.) L-Galactono-1,4-lacton 33 in 60 mL CHsOH und
200 mL H20O geldst und auf 0 °C gekunhlt. Zu dieser Lésung wurden 60 mL Amberlite® IR 120+
(H") gegeben wund anschlieRend 2.24g (59.3 mmol, 1.3 Aquiv) Natriumborhydrid
portionsweise hinzugegeben, sodass der pH-Wert zwischen 3 und 5 blieb (pH-Meter-
Kontrolle). Anschlie3end wurde die Reaktionslosung fur 1.5 h bei 0 °C bis zur vollstandigen
Umsetzung des Eduktes (DC-Kontrolle: CH2Cl2CH3OH 7:3 v/v) geruhrt. Es wurde filtriert und
das LoOsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Zur vollstandigen Entfernung der
entstandenen Boronsaure wurde das erhaltene Ol drei Mal in je 40 mL CH3;OH gelost und das
Losungsmittel anschlielend wieder entfernt. Die erhaltene L-Galactose L-34 wurde

anschliel3end ohne weitere Reinigung umgesetzt.

Das Rohprodukt wurde hierzu in 52 mL destilliertem Aceton und 58 mL (0.47 mol)
Dimethoxypropan suspendiert und anschlieRend mit 1.66g (9.62 mmol, 0.2 Aquiv.)
p-Toluolsulfonsdure versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde fur 18 h bis zum vollstadndigen
Umsatz (DC-Kontrolle: PE/EE 1:1 v/v) bei Raumtemperatur gerthrt und anschlie3end mit
Natriumhydrogencarbonat-Losung neutralisiert. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem
Druck entfernt und das Rohprodukt in EE aufgenommen. AnschlieBend wurde zwei Mal mit
H.O gewaschen und die wassrige Phase zwei Mal mit EE extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden iber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das L&sungsmittel
unter  vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt  wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel mit PE/EE 1:1 v/v und 0.1% Triethylamin als Eluenten
gereinigt. Eine geringfigige Verunreinigung mit gleichem R+Wert wie das Produkt konnte

hierbei nicht abgetrennt werden.

Ausbeute: 9.0 g (35 mmol, [73%]) eines hellgelben Ols.
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Variante |l

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurden 42.6 mg
(0.195 mmol, 1.0 Aquiv.) 5,6-Isopropyliden-L-galactono-1,4-lacton 84 fur 1h im
Olpumpenvakuum getrocknet und dann in 2 mL abs. THF geldst. Die Lésung wurde auf -72 °C
gekuhlt, tropfenweise mit 0.48 mL (0.33 mmol, 1.7 Aquiv.) DIBAL (1.5 M in Toluol) versetzt
und fur 5 h bei Raumtemperatur bis zur vollstandigen Umsetzung des Eduktes gerihrt (DC-
Kontrolle: EE). AnschlieRend wurden langsam 4 mL CH3OH hinzugegeben und die Losung fur
weitere 30 min bei -72 °C gerihrt bis die Gasentwicklung aufhorte. Danach wurden der Losung
bei Raumtemperatur langsam 5 mL 1.5 M H,SO4 hinzugefiigt und die Reaktionslésung fur 2 h
bis zur vollstandigen Umsetzung des Zwischenproduktes unter Ruckfluss erhitzt (DC-
Kontrolle: EE). Es wurde dann mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Ldsung neutralisiert
und die Lésungsmittel im Olpumpenvakuum entfernt. Der erhaltene Riickstand wurde in 10 mL
Aceton suspendiert und mit 0.48 mL (3.9 mmol, 20 Aquiv.) DMP sowie mit 13.7 mg
(0.0800 mmol, 0.4 Aquiv.) p-Toluolsulfonsaure versetzt. Es wurde fir 40h bei
Raumtemperatur geriihrt und nach vollstandiger Umsetzung (DC-Kontrolle: PE/EE 1:1 v/v) die
Reaktionslosung erneut mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung versetzt. Im
Anschluss wurde das Lésungsmittel im Olpumpenvakuum entfernt und der Rickstand
saulenchromatographisch an Kieselgel mit PE/EE 1:1 v/v und 0.1% Triethylamin als Eluent
gereinigt.

Ausbeute: 12.7 mg (0.0488 mmol, 25%) eines farblosen Ols.

Variante I1V:

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurden 41.8 mg
(0.161 mmol, 1.0 Aquiv.) L-Galactose L-34 zunachst fur 30 min im Olpumpenvakuum
getrocknet, anschliel3end in 10 mL abs. Aceton suspendiert und mit einer katalytischen Menge
konzentrierter Schwefelsaure versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde fur 4.5 h bis zur
vollstandigen Umsetzung des Eduktes bei Raumtemperatur geriihrt (DC-Kontrolle: PE/EE 1:1
v/iv und 0.1% Triethylamin). Dann wurde mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung
neutralisiert und die Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde
in EE aufgenommen und drei Mal mit H.O gewaschen. Die wéssrige Phase wurde drei Mal mit
EE extrahiert und die organischen Phasen vereint. Es wurde Uber Natriumsulfat getrocknet,
filtriert und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel mit PE/EE 1:1 v/v und 0.1% Triethylamin als Eluent

gereinigt.
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Ausbeute: 18.9 mg (0.0726 mmol, 45%) eines farblosen Ols;
R+-Wert (PE/EE 1:1 v/v) 0.41; Anomerenverhadltnis: o-

anomerenrein, Drehwert: [a]23¢ hm: +49.3 ° (c = 1.70, CH:CL).

H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 5.56 (d, 3Jun = 5.0 Hz, 1H,
H-1), 4.60 (dd, 3Jupn = 7.9 Hz, 3Jun = 2.5 Hz, 1H, H-3), 4.33 (dd,

L-35
3Jum = 5.0 Hz, 3Juu = 2.5 Hz, 1H, H-2), 4.26 (dd, 3Jun = 7.9 Hz, C1H2006
3Jun = 1.4 Hz, 1H, H-4), 3.87 — 3.84 (m, 2H, H-5, H-6a), 3.73 M = 260.2860 g/mol

(dd, 2Jyn = 10.4 Hz, 3Jun = 3.0 Hz, 1H, H-6b), 1.53, 1.45, (2x s, 2x 3H, 2x Isopropyliden-CHj),
1.33 (s, 6H, 2x Isopropyliden-CHs).

13C-NMR (126 MHz, CDClg): & [ppm] = 109.6, 108.8 (2x Isopropyliden-C,) 96.4 (C-1), 71.8 (C-
4), 70.9 (C-2), 70.7 (C-3), 68.2 (C-5), 62.5 (C-6), 26.2, 26.1, 25.1, 24.4 (4x Isopropyliden-CHs).
HRMS (ESI*, m/z): ber.: 283.1158 [M+Na]*, gef.: 283.1152 [M+Na]*.

IR: V[cm™] = 3451, 2987, 2935, 1457, 1381, 1254, 1067, 918, 898, 648, 512.

9.2.4.26 Synthese von 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-6-O-para-toluolsulfonyl-a-

L-galactopyranose 36

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefihrt. Es wurden 0.4714 g
(1.811 mmol, 1.0 Aquiv.) 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-a-L-galactopyranose L-35 in 8 mL abs.
Pyridin gelost und die Losung auf 0 °C gekihlt. AnschlieRend wurden nacheinander 0.4434 g
(3.629 mmol, 2.0 Aquiv.) DMAP und 0.5188g (2.721 mmol, 1.5 Aquiv.) para-
Toluolsulfonylchlorid hinzugegeben und die Reaktionsldsung fur 15.5 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Nach vollstandiger Umsetzung des Eduktes (DC-Kontrolle: Toluol/EE 3:1 v/v) wurde
das Losungsmittel im Olpumpenvakuum entfernt und der Riickstand dann in einem Gemisch
aus EE und H,O (1:1 v/v) aufgenommen. Das Gemisch wurde je ein Mal mit 0.5 M
Schwefelséure, gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung und gesattigter Natriumchlorid-
Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde tber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und
das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch an Kieselgel mit Toluol/EE 3:1 v/v als Eluent gereinigt.

206



Experimenteller Tell

Ausbeute: 682.1 mg (1.515 mmol, 84%) eines farblosen Ols; Rs-
Wert (Toluol/EE 3:1 wv/v) 0.58; Anomerenverhaltnis:

a-anomerenrein, Drehwert: [a]239 ,,: +84.2 ° (C = 0.78, CH,Cly).

H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 7.80 (d, 3Jun = 8.2 Hz, 2H,
CHary), 7.33 (d, 3Jun = 8.0 Hz, 2H, CHary), 5.45 (d, 3Jun = 5.0 Hz,
1H, H-1), 4.58 (dd, 3Jun = 7.9 Hz, 3Jupn = 2.5 Hz, 1H, H-3), 4.29
(dd, ®Jun = 4.9 Hz,3Jyn = 2.5 Hz, 1H, H-2), 4.24 — 4.16 (m, 2H,
H-4, H-6a), 4.13 — 4.00 (m, 2H, H-5, H-6b), 2.44 (s, 3H, Ts-CHs), 1.50, 1.34, 1.31, 1.28 (4x s,
4x 3H, 4x Isopropyliden-CHs).

C19H2608S
M =414.4690 g/mol

13C-NMR (126 MHz, CDCls): & [ppm] = 144.9 (Ts-Cg), 133.0, 129.9, 129.2, 128.3 (4X CHar),
109.7, 109.1 (2x Isopropyliden-Cg), 96.3 (C-1), 70.7 (C-3), 70.5 (C-2), 70.5 (C-4), 68.3 (C-6),
66.0 (C-5), 26.1, 26.0, 25.1, 24.5 (4x Isopropyliden-CHs), 21.8 (Ts-CHs).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 437.1241 [M+Na]*, gef.: 437.1227 [M+Na]*.

IR: V[cm™] = 2971, 2924, 1451, 1254, 1176, 1071, 902, 665, 554, 516.

9.2.4.27 Synthese von  6-Azid-6-desoxy-1,2:3,4-di-O-isopropyliden-a-L-

galactopyranose 37

Es wurden 604.0mg (1.457 mmol, 1.0 Aquiv.) 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-6-O-para-
toluolsulfonyl-a-L-galactopyranose 36 in 10 mL abs. DMF gel6st, mit 531.4 mg (8.174 mmol,
5.6 Aquiv.) Natriumazid versetzt und mit Hilfe eines Mikrowellenreaktors bei 150 W und 130 °C
(,,open vessel”-Modus) fiir 5 h zum Sieden erhitzt und geriihrt. Nach vollstéandiger Umsetzung
des Eduktes (DC-Kontrolle: PE/EE 2:1 v/v) wurde die Reaktionslésung mit EE verdiinnt und
jeweils zwei Mal mit H.O und mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die
organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel
mit PE/EE 2:1 v/v und 0.1% Triethylamin als Eluent gereinigt.
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Ausbeute: 352.5 mg (1.236 mmol, 85%) eines farblosen Ols; R¢-
Wert (PE/EE 2:1 vlv) 0.57; Anomerenverhaltnis:

a-anomerenrein, Drehwert: [a]23q h,: +83.0 ° (¢ = 0.23, CH,Cly).

IH-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 5.54 (d, 3Jup = 5.0 Hz, 1H,
H-1), 4.62 (dd, 3Jun = 7.9 Hz, 3Jun = 2.5 Hz, 1H, H-3), 4.33 (dd,

5 5 5 C12H19N305
\]H,H =50 HZ, \]H,H =25 HZ, 1H, H'Z), 4.19 (dd, JH,H =79 HZ, M = 285.3000 g/mol

3Jun = 2.0 Hz, 1H, H-4), 3.91 (ddd, 3Ju = 7.5 Hz, 3Jun = 5.3 Hz,
3Jun = 1.9 Hz, 1H, H-5), 3.50 (dd, 2Jun = 12.7 Hz, 3Jun = 7.9 Hz, 1H, H-6a), 3.36 (dd, 2Jun =
12.8 Hz, 3Jun = 5.3 Hz, 1H, H-6b), 1.54, 1.45, 1.34, 1.33 (4xs, 4x 3H, 4x Isopropyliden-CH).

13C-NMR (126 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 109.8, 108.9 (2x Isopropyliden-Cg), 96.5 (C-1), 71.3
(C-3), 70.9 (C-2), 70.5 (C-4), 67.1 (C-5), 50.8 (C-6), 26.2, 26.1, 25.0, 24.6 (4x Isopropyliden-
CHs).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 308.1217 [M+Na]*, gef.: 308.1222 [M+Na]*.

IR: 7 [cm™] = 2987, 2935, 2100, 1373, 1209, 1066, 1004, 891, 511.

9.2.4.28 Synthese von 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-azid-6-desoxy-L-galacto-

pyranose 38

Es wurden 251.4 mg (0.8811 mmol, 1.0 Aquiv.) 6-Azid-6-desoxy-1,2:3,4-di-O-isopropyliden-a-
L-galactopyranose 37 in 4 mL eines Gemisches aus CH3;CN und H,O (1:1, v/v) aufgenommen
und mit einer katalytischen Menge konzentrierter Schwefelsaure versetzt. Das
Reaktionsgemisch wurde fiir 3 h unter Riickfluss erhitzt und nach vollstandiger Umsetzung
des Eduktes (DC-Kontrolle: CH,Cl,/CH3;0H 9:1 v/v) mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-
Losung neutralisiert. AnschlieBend wurde das Losungsmittelgemisch im Olpumpenvakuum
entfernt und der Ruckstand in 3.7 mL abs. Pyridin aufgenommen. Die Suspension wurde mit
1.0 mL (11 mmol, 12.5 Aquiv.) Essigsaureanhydrid versetzt und 15 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Nach vollstandiger Umsetzung (DC-Kontrolle: PE/EE 1:1 v/v) wurde das
Lésungsmittel im  Olpumpenvakuum entfernt und der Riickstand mehrfach mit Toluol
coevaporiert. Das Rohprodukt wurde s&ulenchromatographisch an Kieselgel mit PE/EE 1:1

v/v als Eluent gereinigt.
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Ausbeute: 319.5mg (0.8558 mmol, 97% uber zwei Stufen) oA
. Cc
eines heligelben Ols; R-Wert (PE/EE 21 VN) 022, | No——F—0—7
OA
Anomerenverhéltnis: a:f = 1:0.7. faeo . 2
OAc
IH-NMR (600 MHz, D;0): & [ppm] = a-Anomer: 6.39 (t, 3Jy = 38
C14H19N30g
1.5 Hz, 1H, H-1), 5.48 (d, 3Jun = 1.4 Hz, 1H, H-4), 5.35 - 5.31 M =373.3180 g/mol

(m, 2H, H-2, H-3), 4.23 (ddd, 3Jyn = 7.1 HZ,3Jyn = 5.5 Hz, 3Jun
= 1.3 Hz, 1H, H-5), 3.44 (dd, 2Jun = 12.8 Hz, 3Jyn = 7.4 Hz, 1H, H-6a), 3.22 (ddd, 2Jun =
12.8 Hz,3Jun = 5.4 Hz,3Jun = 2.3 Hz, 1H, H-6b), 2.18, 2.12, 2.04, 1.99 (4x s, 4x 3H, 4x Acetyl-
CHs).

13C-NMR (151 MHz, D20): 6 [ppm] = a-Anomer: 170.2, 170.0, 169.5, 169.0 (4x C=0), 89.8
(C-1), 70.3 (C-5), 68.3 (C-4), 67.5 (C-3), 66.5 (C-2), 50.4 (C-6), 21.2, 20.9, 20.8, 20.7 8 (4x
Acetyl-CHs).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 396.1013 [M+Na]*, gef.: 396. 1017 [M+Na]".

IR: v [cm™] = 2922, 2852, 2107, 1750, 1612, 1372, 1221, 1069.

9.2.4.29 Versuch der Synthese von 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-amino-6-desoxy-

L-galactopyranose 102

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurden 98.2 mg
(0.263 mmol, 1.0 Aquiv.) 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-azid-6-desoxy-L-galactopyranose 38 in
5 mL abs. CH3sOH gel6st, mit einer Spatelspitze Pd(OH). (20 wt. % Pd) auf Aktivkohle versetzt
und der Reaktionsansatz unter leichtem H,-Uberdruck fir 20 h bei Raumtemperatur gerthrt.
Nach vollstandigem Umsatz des Eduktes wurde der Katalysator abfiltriert und das
Losungsmittel  unter  vermindertem  Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch an Kieselgel mit Toluol/EE 3:1 v/v als Eluent gereinigt.

Das gewtunschte Produkt konnte nicht erhalten werden. Es konnte jedoch ein Gemisch aus
unterschiedlich stark deacetylierten Formen des gewiinschten Produktes erhalten werden.

Dieses wurde ohne weitere Reinigung fiir die nachfolgende Synthese eingesetzt (s. 9.2.4.30).

9.2.4.30 Synthese von 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-(4-azidbenzoylamino)-6-

desoxy-L-galactopyranose 103

Es wurde das unter 9.2.4.29 erhaltene Produktgemisch zun&chst gemaR AAV 2.1 vollstandig
deacetyliert. Es wurden dabei 2 mL CH3;OH und eine katalytische Menge Natrium verwendet.
Die Reaktionszeit betrug 16 h. Der erhaltene Rickstand (12.9 mg, 0.072 mmol, 1.0 Aquiv.)
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wurde in 2mL einer 0.1 M Natriumhydrogencarbonat-Lésung gelost und mit 24.3 mg
(0.0934 mmol, 1.3 Aquiv.) N-(4-Azidbenzoyloxy)succinimid 87, gelést in 1 mL DMSO, versetzt.
Der Reaktionsansatz wurde fir 16 h bis zur vollstandigen Umsetzung (DC-Kontrolle:
iPrOH/NH4OAc (1 M)) bei Raumtemperatur gerihrt. Anschlie3end wurde das Losungsmittel
im Olpumpenvakuum entfernt und der Ruickstand gemaR AAV 1 acetyliert. Es wurden dabei
2 mL abs. Pyridin und 0.11 mL (1.1 mmol, 16 Aquiv.) Essigsaureanhydrid verwendet. Die
Reaktionszeit betrug 16 h. Der Ruckstand wurde saulenchromatographisch an Kieselgel
zunéachst mit PE und einem EE-Gradienten (PE/EE 1:1 viv — 1:2 v/iv — EE), dann mit CH2Cl,
und einem CH3;OH-Gradienten (CH.Cl/CH3;OH 19:1 viv — 9:1 viv — 7:3 v/v) als Eluent

gereinigt.

Ausbeute: 10.4 mg (0.0211 mmol, 8% Uber zwei

»
i ; H

Stufen) eines orangenen Feststoffes; Ry-Wert N3\4©1'\§<N _ 2 ~0 ; OAc

(PE/EE 1:1 vlv) 0.29; Anomerenverhaltnis: (- o  TAco f-Ohe
OAc

103
C21H24N404
M =492.4410 g/mol

anomerenrein.

H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = B-Anomer:
8.73 (s, NH), 7.86 (d, *Jun = 8.4 Hz, 2H, Hay), 7.17
(d, 3Jun= 8.4 Hz, 2H, Har), 5.32 (t, 3Jun = 9.5 Hz, 1H, H-3), 5.15 (d, 3Jun = 8.8 Hz, 1H, H-1),
4.98 (t, 3Jun=9.5 Hz, 1H, H-4), 4.82 (t, 3Jun= 9.5 Hz, 1H, H-2), 4.19 — 4.04 (m, 1H, H-5), 3.61
—3.48 (m, 2H, H-6a, H-6b), 2.03, 2.02, 1.99, 1.95 (4x s, 4x 3H, 4x Acetyl-CHs).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-de): & [ppm] =B-Anomer: 169.6, 169.4, 169.0, 168.9 (4x C=0),
165.2 (C(O)NH), 142.6 (C-4’), 130.3 (C-1"), 128.9 (C-2’), 118.9 (C-3'), 91.3 (C-1), 69.8 (C-5),
68.2 (C-4), 67.2 (C-3), 66.4 (C-2), 50.2 (C-6), 21.1, 20.8, 20.9, 20.4 (4x Acetyl-CHs).
Anmerkung: Das erhaltene Produkt konnte massenspektrometrisch nicht detektiert werden.

IR: 7 [cm™] = 3351, 2925, 2121, 1753, 1603, 1366, 1231, 835, 598.

9.2.4.31 Synthese  von  2,3,4-Tri-O-acetyl-6-azid-6-desoxy-a-L-galacto-
pyranosylbromid 39

Die Reaktion wurde gemafll AAV 4.2 durchgefiihrt. Es wurden 0.2798 g (0.7495 mmol,
1.0 Aquiv.) 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-azid-6-desoxy-L-galactopyranose 38, 9 mL abs. CHCls,
1mL abs. EE und 0.8030g (2.185 mmol, 2.9 Aquiv.) Titan(IV)bromid eingesetzt. Die
Reaktionszeit betrug 7 h.
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Ausbeute: 140.9 mg (0.357 mmol, 48%) eines hellgelben Ols; 5

r
R+-Wert (PE/EE 1:1 v/v) 0.62; Anomerenverhaltnis: a- Ns 5 o—7
anomerenrein, Drehwert: [a]23¢ h: -175.8 ° (C = 0.10, CH,Cly). % = OAc

OAc
IH-NMR (500 MHz, CDCl5 & [ppm] = 6.71 (d, 3Juy = 4.0 Hz, 1H, 39
H-1), 5.49 (dd, 3Jup = 3.3 Hz, 3Jun = 1.2 Hz, 1H, H-4), 5.39 (dd, C12H16BrN;07
M =394.1780 g/mol

3Jun= 10.6 Hz, 3Jun = 3.3 Hz, 1H, H-3), 5.05 (dd, 3Jun = 10.6 Hz,

4.0 Hz, 1H, H-2), 4.47 — 4.32 (m, 1H, H-5), 3.49 (dd, 234y = 13.0 Hz, *Jpu = 7.5 Hz, 1H, H-6a),
3.29 (dd, 2Jup = 13.0 Hz, 3Jupn = 5.2 Hz, 1H, H-6b), 2.17, 2.11, 2.01 (3x s, 3x 3H, 3x Acetyl-
CHa).

13C-NMR (126 MHz, CDCls): & [ppm] = 88.0 (C-1), 72.4 (C-5), 68.1 (C-3), 67.8 (C-2), 50.1 (C-
4), 31.1 (C-6), 20.9, 20.7, 20.7 (3x Acetyl-CHs).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 416.0064 [M+Na]*, gef.: 416.0063 [M+Na]*.
IR: 7 [cm™] = 2928, 2855, 2102, 1744, 1370, 1211, 1073, 543.

9.2.4.32 Synthese von 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-azid-6-desoxy-B-L-galacto-
pyranosylphosphat als Tetrabutylammoniumsalz 32

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefihrt. Es wurden 133.1 mg
(0.3377 mmol, 1.0 Aquiv.) 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-azid-6-desoxy-a-L-galactopyranosylbromid 39
zunachst fir 3 h im Olpumpenvakuum getrocknet, anschlieBend in 1 mL abs. Toluol gelést und
mit 47 uL (0.34 mmol, 1.0 Aquiv.) abs. Triethylamin versetzt. In einem zweiten Kolben wurden
0.2351 g (0.6926 mmol, 2.1 Aquiv.) Tetrabutylammoniumdihydrogenphosphat fiir 30 min im
Olpumpenvakuum getrocknet und in 2 mL abs. CHsCN geldst. Diese Losung wurde fur 45 min
unter aktiviertem Molsieb (0.3 nm) gerlhrt und im Anschluss tropfenweise mit der Losung des
a-Glycosylbromids 39 versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 90 min bei 80 °C gerihrt und
nach vollstandigem Umsatz des Eduktes (DC-Kontrolle: PE/EE 1:1 v/v und 0.1% Triethylamin)
die  Losungsmittel im  Olpumpenvakuum entfernt. Das  Rohprodukt  wurde

saulenchromatographisch an Kieselgel mit CH3;CN/H20 5:1 v/v als Eluent gereinigt.
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Ausbeute: 112.3mg (0.1720 mmol, 51%) eines o
farblosen Feststoffes; Rr-Wert (CH;CN/H:O 5:1 viv) | . . b o
3 o] o710

0.62; Anomerenverhaltnis: B-anomerenrein, \GWAC OH 5 N@

AcO 2 Uy
Drehwert: [a]23 hm: -19.2 ° (¢ = 0.31, H,0). OAc

32

IH-NMR (600 MHz, D;0): & [ppm] = 5.50 (dd, 3Jun = C28Hs53N4014P

M = 652.7228 g/mol
3.5 Hz,3Jyn= 1.0 Hz, 1H, H-4), 5.30 (dd, 3J4 1= 10.4 Hz,

3Jnn = 3.4 Hz, 1H, H-3), 5.28 — 5.26 (m, 1H, H-1), 5.17 (dd, 3Ju = 10.4 Hz, 3Jun= 7.9 Hz, 1H,
H-2), 4.20 (ddd, 2Jun= 7.5 Hz,3Jun= 5.5 Hz,%Jnn = 1.1 Hz, 1H, H-5), 3.64 (dd, 2Jn= 13.1 Hz,
3Jun= 7.5 Hz, 1H, H-6a), 3.48 (dd, 2Jup = 13.1 Hz, 3Jun= 5.4 Hz, 1H, H-6b), 3.29 — 3.17 (m,
8H, (N((CH2)sCHa)s)"), 2.27, 2.17, 2.05 (3x s, 3x 3H, 3x Acetyl-CHa), 1.73 — 1.61 (m, 8H,
(N((CH2)sCHa)a)"), 1.39 (SX, 3Jup = 7.4 Hz, 8H, (N((CH2)sCHs)a)*), 0.97 (t, 3Jup= 7.4 Hz, 12H,
(N((CH2)sCHzg)4)").

13C-NMR (151 MHz, D;0): & [ppm] =173.3, 173.1, 172.7 (3x C=0), 95.4 (d, 2Jcp = 4.4 Hz, C-
1), 72.0 (C-5), 71.0 (C-3), 70.0 (d, 3Jcp = XX Hz, C-2), 68.3 (C-4) 58.1, 58.1, 58.1 (3x
((N((CH2)3CHs)4)*), 49.7 (C-6), 23.1 ((N((CH2)sCHs)a)*), 20.3, 20.0, 20.0, 19.1..

P.NMR (243 MHz, D;0): & [ppm] = -1.75.

HRMS (ESI, m/z): ber.: 410.0606 [M-HJ", gef.: 410.0601 [M-H]J.

IR: v [cm] = 3389, 2959, 2874, 2107, 1488, 1381, 1064, 930, 525.

9.2.5 Synthese von Glycosylphosphonaten
9.25.1 Synthese von 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-brom-B-D-glucopyranose 118

Die Reaktion wurde nach AAV 17 durchgefuhrt. Es wurden 396.1 mg (0.7883 mmol,
1.0 Aquiv.) 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-O-para-toluolsulfonyl-B-D-glucopyranose 117, 274.0 mg
(3.155 mmol, 4.0 Aquiv.) Lithiumbromid und 4 mL abs. DMF eingesetzt. Die Reaktionszeit
betrug 1 h.

Ausbeute: 322.8 mg (0.7850 mmol, quantitativ) eines farblosen Br
Feststoffes; Ri-Wert (PE/EE 1:2 v/v) 0.81; Anomerenverhaltnis: B- AX(C)O4 s-0 . OAc
anomerenrein; Drehwert: [a]23g,,: 94.5° (c =0.39, CH.Cl); 5 2 0Ac
Schmelzpunkt: 116.6 °C. 118
C14H49BrOg
'H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 5.74 (d, *Jun= 8.2 Hz, 1H, H- | M =411:2010 g/mol

1), 5.25 (t, 3Jup = 9.3 Hz, 1H, H-3), 5.19 — 5.03 (M, 2H, H-2, H-4), 3.85 (ddd, 3Jun = 9.7 Hz,
3Jnn= 5.5 Hz, 3Jupn= 2.9 Hz, 1H, H-5), 3.51 (dd, 2Jpn = 11.6 Hz, 3Jun= 2.9 Hz, 1H, H-6a), 3.38
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(dd, 23un= 11.5 Hz, 3Jppn = 5.6 Hz, 1H, H-6b), 2.12, 2.05, 2.03, 2.01 (4x s, 4x 3H, 4x Acetyl-
CHa).

13C-NMR (126 MHz, CDCls): & [ppm] = 170.2, 169.4, 169.3, 169.0 (4x C=0), 91.6 (C-1), 73.6
(C-5), 72.8 (C-3), 70.5 (C-4), 70.3 (C-2), 30.3 (C-6), 20.9, 20.8, 20.7, 20.7 (4x Acetyl-CHs).
HRMS (ESI*, m/z): ber.: 433.0104 [M+Na]*, gef.: 433.0101 [M+Na]".

IR: v [cmY] = 2926, 1754, 1369, 1212, 1074, 1037, 913.

9.25.2 Synthese von  6-Dimethyl-(1,2,3,4-tetra-O-acetyl-6-desoxy-B-D-
glucopyranosyl)phosphonat 119

Variante |:

Die Reaktion wurde nach AAV 18 durchgefiihrt. Es wurden 10.5 mg (0.0255 mmol, 1.0 Aquiv.)
1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-brom-B-D-glucopyranose 118 und 1.0 mL (8.5 mmol, 333 Aquiv.)
Trimethylphosphit eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 5 h.

Ausbeute: 4.5 mg (0.010 mmol, 39%) eines farblosen Feststoffes.

Variante Il

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurden 82.7 mg
(0.201 mmol, 1.0 Aquiv.) 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-brom-B-D-glucopyranose 118 zunachst fiir
30 min im Olpumpenvakuum getrocknet und anschlieRend in 4.0 mL (34 mmol, 169 Aquiv.)
Trimethylphosphit geldst. Die Reaktionslosung wurde fir 3.5 d unter Rickfluss erhitzt. Nach
vollstandiger Umsetzung des Eduktes (DC-Kontrolle: PE/EE 1:1 v/v) wurde das Losungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde saulenchromatographisch an
Kieselgel zunachst mit PE und einem EE-Gradienten (PE/EE 1:2 v/iv — 1:4 v/v — EE), dann
mit EE und einem CHsOH-Gradienten (0-2%) als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 57.1 mg (0.103 mmol, 65%) eines farblosen Feststoffes; o. OMe
R+-Wert (EE) 0.27; Anomerenverhdltnis: [-anomerenrein; 4\ PG_OM(‘;
AcO 2
Drehwert: [a]23o,m: 18.4° (c =0.19, CH.Cl); Schmelzpunkt: AcO ~OAc
8 OAc

93.5 °C. 119

C16H25012P
H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 5.74 (d, 3Jun= 8.2 Hz, 1H, H- M = 440,3378

1), 5.21 (t, 3Jun = 9.4 Hz, 1H, H-3), 5.11 (dd, 3Jun = 9.6 Hz, 3Jpn =

8.3 Hz, 1H, H-2), 4.92 (t, 3Jun = 9.5 Hz, 1H, H-4), 4.01 (dddd, 3Jup = 11.9 Hz, 3Jupn = 9.8 Hz,
3Jun= 7.3 Hz, 3Jun= 4.8 Hz, 1H, H-5), 3.72 (d, 3Ju = 6.5 Hz, 3H, -CHs), 3.70 (d, 3Jun= 6.5 Hz,
3H, -CHg3), 2.09 (s, 3H, Acetyl-CHs), 2.06 — 1.99 (m, 11H, H-6a, H-6b, 3x Acetyl-CHs).
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13C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 170.1, 169.8, 169.4, 168.8 (4x C=0), 91.7 (C-1), 72.7
(d, “Jcp = 2.9 Hz, C-3), 72.0 (d, 3Jcp = 14.4 Hz, C-4), 70.5 (C-2), 70.3 (d, 2Jcp = 5.7 Hz, C-5),
53.0 (d, 2Jcp = 6.6 Hz, POCHs), 52.6 (d, 2Jcp = 6.6 Hz, POCHs), 28.3 (d, 1Jcp = 144.9 Hz, C-
6), 20.8, 20.7 (4x Acetyl-CHs).

31P-NMR (243 MHz, CDCls): & [ppm] = 28.4.

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 463.0976 [M+Na]", gef.: 463.0994 [M+Na]".

IR: v [cm™] = 2958, 2926, 2854, 1754, 1370, 1213, 1035, 848, 821.

9.25.3 Versuch der Synthese von 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-desoxy-B-D-
glucopyranosyl-6-phosphonat als Natriumsalz 120

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurden 54.5 mg
(0.124 mmol, 1.0 Aquiv.) 6-Dimethyl-(1,2,3,4-tetra-O-acetyl-6-desoxy-B-D-glucopyranosyl)-
phosphonat 119 in 2.5 mL abs. CHxCl, gelést und anschlieend tropfenweise mit 207 pL
(1.66 mmol, 13.4 Aquiv.) Trimethylsilyloromid versetzt. Die Reaktionslésung wurde fur 1.5 h
bei Raumtemperatur gertihrt und das Ldsungsmittel nach vollstandiger Umsetzung des
Eduktes (DC-Kontrolle: CH2Clo/CH3zOH 19:1 v/v) im Olpumpenvakuum entfernt. Der Riickstand
wurde daraufhin in 3 mL Aceton aufgenommen, mit 50 uL H>O versetzt und fur 20 min bei
Raumtemperatur geriihrt. SchlieRlich wurden die Losungsmittel im Olpumpenvakuum entfernt
und das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel mit CH;CN/H,O 5:1 v/v als Eluent
gereinigt.

Das gewtunschte Produkt konnte nicht erhalten werden. Es konnte jedoch ein Gemisch aus
einfach und zweifach deacetylierten Formen des gewinschten Produktes erhalten werden.

Dieses wurde ohne weitere Reinigung fur die nachfolgende Synthese eingesetzt (s. 9.2.5.4).

9.254 Synthese von 6-Desoxy-B-D-glucopyranosyl-6-phosphonat als
Natriumsalz 121

Die Reaktion wurde gemafls AAV 2.2 durchgefiihrt. Es wurde das unter 9.2.5.3 erhaltene
Produktgemisch und 2 mL des Gemisches aus CH;OH, H>O und Triethylamin (7:3:1 v/iv/v)

eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 16 h.
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Ausbeute: 13.4 mg (0.0504 mmol, 41%, Uber 2 Stufen) eines o
farblosen Feststoffes; Ri-Wert (iPrOH/NH4OAc (1 M) 2:1 viv) 0.05; o\\PEOSa
Anomerenverhaltnis: a:B = 1:2.3. HO— N5 —O,

HO {

3 2 OH"OH

H-NMR (600 MHz, CDCl3): & [ppm] = B-Anomer 4.67 (d, %Jun = 121
8.0 Hz, 1H, H-1), 3.66 (ddt, 2Jun = 9.4 Hz, 3Jupn = 8.3 Hz, 3Jun = CeH1oNaOgP
6.5 Hz, 1H, H-5), 3.49 (t, 3Jun = 9.2 Hz, 1H, H-3), 3.33 —3.23 (m, | M=266.1175 g/mol

2H, H-2, H-4), 2.01 (dddd, 2Jnp = 17.5 Hz, 2Jny = 14.8 Hz,3Jupn = 6.1 Hz,3Jnn = 3.6 Hz, 1H, H-
6a), 1.90 — 1.75 (m, 1H, H-6b), a-Anomer 5.20 (d, 3Jun = 3.8 Hz, 1H, H-1), 4.12 — 4.01 (m,
1H, H-5), 3.72 (t, 3Jun = 9.4 Hz, 1H, H-3), 3.56 (dd, 3Jun = 9.8 Hz, 3Jupn = 3.8 Hz, 1H, H-2),
3.33 — 3.24 (m, 1H, H-4), 2.01 (dddd, 2Jup = 17.5 Hz, 2Jupn = 14.8 Hz, 3Jup = 6.1 Hz, 3Jup =
3.6 Hz, 1H, H-6a), 1.91 — 1.74 (m, 1H, H-6b).

13C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = B-Anomer 95.7 (C-1), 75.7 (C-3), 75.0 (d, 3Jcp =
7.7 Hz, C-4) 74.2 (C-2), 72.7 (C-5), 32.94 (d, YJcp = 129.6 Hz, C-6),a-Anomer 91.9 (C-1), 75.2
(d, 3Jcp = 8.4 Hz, C-4), 72.6 (C-3), 71.6 (C-2), 68.1 (C-5), 32.7 (d, YJcp = 130.3 Hz, C-6).
31P-NMR (243 MHz, CDCls): & [ppm] = B-Anomer 18.70, a-Anomer 19.30.

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 243.0275 [M-HJ, gef.: 243.0198 [M-H].

IR: V[cm™] = 3359, 2948, 2912, 2847, 1655, 1369, 1106, 986.

9.255 Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannosylbromid 109

Die Reaktion wurde nach AAV 4.1 durchgefuhrt. Es wurden 1.7958 g (4.6006 mmol,
1.0 Aquiv.) 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-D-mannose 110, 18.5 mL Essigsaure, 1.1 mL (15 mmol,
3.1 Aquiv.) Acetyloromid und 0.25mL (6.2 mmol, 1.4 Aquiv.) CH;OH eingesetzt. Die
Reaktionszeit betrug 19 h.

Ausbeute: 1.8910 g (4.5987 mmol, quantitativ) eines gelben Ols; Ry-

Wert (PE/EE 1:1 v/v) 0.58; Anomerenverhaltnis: a-anomerenrein; ACO%

Drehwert: [a]239 nm: 131.6 ° (¢ = 0.90, CH,Cl,). AcO A
Br

'H-NMR (500 MHz, CDCly): & [ppm] = 6.29 (d, 3Jun = 1.4 Hz, 1H, H- 109

1), 5.71 (dd, 3Jun = 10.1 Hz, 3Jup = 3.4 Hz, 1H, H-3), 5.44 (dd, 3Jup = ;;44H1119_E‘2rg’190

3.5 Hz, 3Jyn = 1.6 Hz, 1H, H-2), 5.37 (t, 3Jun = 10.2 Hz, 1H, H-4), 4.33

(dd, 2Jun = 12.5 Hz, 3Jun = 5.0 Hz, 1H, H-6a), 4.22 (ddd, 3Juy =
10.3 Hz, 3Jup = 5.0 Hz, 3Jupn = 2.2 Hz, 1H, H-5), 4.14 (dd, 2Jnn = 12.6 Hz, 3Jupn = 2.2 Hz, 1H,
H-6b), 2.17, 2.17, 2.07, 2.01 (4x s, 4x 3H, 4x Acetyl-CHs).
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13C-NMR (126 MHz, CDCls): & [ppm] = 170.6, 169.8, 169.7, 169.7 (4x C=0), 83.2 (C-1), 73.0
(C-5), 72.3 (C-2), 68.1 (C-3), 65.5 (C-4), 61.6 (C-6), 20.9, 20.8, 20.8, 20.7 (4x Acetyl-CHs).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 433.0104 [M+Na]*, gef.: 433.0106 [M+Na]*.
IR: 7 [cm™] = 2959, 1743, 1368, 1211, 1047, 732.

9.25.6 Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1,5-anhydro-D-mannitol 111

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurden 72.20 mg
(0.1877 mmol, 1.0 Aquiv.) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannosylbromid 110 in 6 mL abs. Toluol
geldst und die Losung nacheinander mit 5.6 mg (0.034 mmol, 0.2 Aquiv.) AIBN und 100 pL
(0.375 mmol, 2.0 Aquiv.) Tributylzinnhydrid versetzt. Die Reaktionslosung wurde fiir 3 h unter
Ruckfluss erhitzt. Nach vollstandiger Umsetzung des Eduktes (DC-Kontrolle: PE/EE 1:1 v/v)
wurde die Reaktionsldsung drei Mal mit H,O gewaschen, lber Natriumsulfat getrocknet,
filtrieret und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt

wurde saulenchromatographisch an Kieselgel mit PE/EE 1:1 v/v als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 42.0 mg (0.126 mmol, 67%) eines farblosen Ols; R-Wert OAc
OAc

(PE/EE 1:1 viv) 0.31; Drehwert: [a]23g ,m: -41.9 ° (c = 0.513, CH,Cly). ACO—\5-]-0
AcO 1

2

3

IH-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 5.33 — 5.30 (m, 1H, H-2), 5.30 111
C14H2009

3 — 3 —

~5.24 (m, 1H, H-4), 5.05 (dd, *Ju = 10.0 Hz, *Ju = 3.6 Hz, 1H, H-3), | ) a357a000% )

4.24 (dd, 2Jun = 12.3 Hz, 3Jyn = 5.6 Hz, 1H, H-6a), 4.13 (dd, 2Jun =

12.3 Hz, 3Jun = 2.4 Hz, 1H, H-6b), 4.06 (dd, 3Jun = 13.2 Hz, 3Jyn = 2.1 Hz, 1H, H-1a), 3.67

(dd, 2JH,H =134 Hz, 3JH,H =1.2 Hz, 1H, H-lb), 3.59 (ddd, 3JH,H =90.8 Hz, 3JH,H =56 Hz, 3.JH,H =

2.3 Hz, 1H, H-5), 2.16, 2.10, 2.04, 2.00 (4x s, 4x 3H, 4x Acetyl-CHs).

13C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 170.8, 170.5, 170.3, 169.8 (4x C=0), 76.9 (C-5), 71.8
(C-3), 68.8 (C-2), 68.3 (C-1), 66.3 (C-4), 62.9 (C-6), 21.1, 20.9, 20.8, 20.8 (4x Acetyl-CHs).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 355.1000 [M+Na]*, gef.: 355.1004 [M+Na]".
IR: 7 [cm™] = 2939, 2855, 1682, 1538, 1239, 781.
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9.25.7 Synthese von 1,5-Anhydro-D-mannitol 108

Die Reaktion wurde nach AAV 2.1 durchgefiihrt. Es wurden 620.2 mg (1.866 mmol,
1.0 Aquiv.) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1,5-anhydro-b-mannitol 111, 10 mL CH3;OH und eine
katalytische Menge Natrium verwendet. Die Reaktionszeit betrug 1 h.

Ausbeute: 296.7 mg (1.807 mmol, 97%) eines farblosen Feststoffes;

OH

R-Wert (CHsCN/H20 5:1 viv) 0.26; Drehwert: [a]23s 1m: -39.8° (€ | Ho—N—x&-|-O

HO
= 0.56, CHCly). Y2

108

IH-NMR (600 MHz, D;0): & [ppm] = 4.01 (ddd, 3Jun = 3.3 Hz, 3Jup = CeH1205

M = 164.1570 g/mol
2.0 Hz, 83Jun = 1.1 Hz, 1H, H-2), 3.95 (dd, 2Jun = 12.7 Hz, 3Jun =

2.1 Hz, 1H, H-1a), 3.92 (dd, 2Jnn = 12.2 Hz,3Ju = 2.3 Hz, 1H, H-6a), 3.72 (dd, 2Jupn = 12.2 Hz,
3Jun = 6.6 Hz, 1H, H-6b), 3.69 — 3.65 (m, 2H, H-2, H-1b, H-3), 3.62 (t, 3Jyn = 9.6 Hz, 1H, H-
4), 3.32 (ddd, 3Jnn = 9.2 Hz, 3Jn = 6.5 Hz, 3Jnn = 2.3 Hz, 1H, H-5).

13C-NMR (151 MHz, D,0): 6 [ppm] = 80.5 (C-5), 73.5 (C-3), 69.8 (C-1), 69.1 (C-2), 67.3 (C-4),
61.2 (C-6).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 187.0577 [M+Na]*, gef.: 187.0572 [M+Na]*.

IR: 7 [cm™] = 3345, 2921, 1406, 1093, 1053.

9.25.8 Synthese von 6-O-para-Toluolsulfonyl-1,5-anhydro-bD-mannitol 112

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgeftihrt. Es wurden 42.8 mg
(0.261 mmol, 1.0 Aquiv.) 1,5-anhydro-pD-mannitol 108 fur 15 min im Olpumpenvakuum
getrocknet und dann in 1.5 mL abs. Pyridin geldst. Die Losung wurde auf 0 °C gekihlt und
portionsweise zunéchst mit 65.5 mg (0.344 mmol, 1.3 Aquiv.) para-Toluolsulfonylchlorid und
dann mit einer Spatelspitze DMAP versetzt. Die Reaktionsldsung wurde fur 16.5 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach ausbleibender weiterer Umsetzung des Eduktes (DC-
Kontrolle: CHsCN/H,0 5:1 v/v) wurde das Losungsmittel im Olpumpenvakuum entfernt. Das
Rohprodukt wurde s&ulenchromatographisch an Kieselgel mit EE/CHsOH 9:1 v/v als Eluent
gereinigt.
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Ausbeute: 44.1 mg (0.139 mmol, 53%) eines farblosen Feststoffes; o
S

Ri-Wert (CH3CN/H20 5:1 v/v) 0.70; Drehwert: [a]23¢ . -23.6 ° (C Ho— s o
= 0.39, CH:OH). Ao

112
IH-NMR (600 MHz, D,0): & [ppm] = 7.85 — 7.81 (M, 2H, Hary), 7.49 — C13f11807S

’ ' : ' P e e M = 318.3400 g/mol

7.45 (M, 2H, Hay), 4.37 (dd, 2344 = 10.6 Hz, 33y = 1.9 Hz, 1H, H-6a),

4.14 (dd, 2Jup = 10.6 Hz, 3Jup = 6.9 Hz, 1H, H-6b), 3.86 (dd, 2Jup = 12.4 Hz, 3Jun = 2.1 Hz,
1H, H-1a), 3.84 — 3.83 (m, 1H, H-3), 3.53 — 3.49 (m, 2H, H-1b, H-4), 3.46 (dd, 3Jux = 9.2 Hz,
3Jun = 3.3 Hz, 1H, H-2), 3.31 (ddd, 3Jup = 9.5 Hz, 3Jup = 6.9 Hz, 3Jup = 1.9 Hz, 1H, H-5), 2.49
(s, 3H, -CHa).

13C-NMR (151 MHz, D-O): & [ppm] = 146.4 (Cqary), 134.3 (Caaryl), 131.0 (CHary), 129.1 (CHary),
79.7 (C-5), 75.6 (C-2), 71.4 (C-6), 71.2 (C-1), 70.6 (C-3), 68.6 (C-4), 21.6 (-CHs).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 341.0665 [M+Na]*, gef.: 341.0672 [M+Na]"*.

IR: 7 [cmY] = 3381, 2921, 1401, 1174, 1095, 670, 554.

9.25.9 Versuch der  Synthese von 2,3,4-Tri-O-benzyl-6-O-para-
Toluolsulfonyl-1,5-anhydro-bD-mannitol 113

Variante |:

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurden 14.0 mg (44.0 umol,
1.0 Aquiv.) 6-O-para-Toluolsulfonyl-1,5-anhydro-D-mannitol 112 fiir 1 h im Olpumpenvakuum
getrocknet und dann in 2.5 mL abs. DMF gel6st. Die Lésung wurde auf 0 °C gekuhlt, mit
8.5 mg (0.21 mmol, 4.8 Aquiv.) Natriumhydrid versetzt und 1 h bei Raumtemperatur gerihrt.
AnschlieBend erfolgte bei 0 °C die Zugabe von 20 pL (0.17 mmol, 3.9 Aquiv.) Benzylbromid.
Die Reaktionslosung wurde bis zur vollstdndigen Umsetzung des Eduktes (DC-Kontrolle:
CH3CN/H20 5:1 v/v) fur 17 h bei Raumtemperatur geriihrt. Zum Abbruch der Reaktion wurde
bei 0 °C unter Rihren tropfenweise CHsOH hinzugegeben. Das Lésungsmittel wurde im
Olpumpenvakuum entfernt, der erhaltene Riickstand in EE aufgenommen und drei Mal mit
H.O gewaschen. Die wassrige Phase wurde drei Mal mit EE extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Ldsungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an

Kieselgel mit PE/EE 1:1 v/v als Eluent gereinigt. Das gewiinschte Produkt wurde nicht erhalten.

Variante |l:

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefihrt. Es wurden 8.5 mg (0.027 mmol,

1.0 Aquiv.) 6-O-para-Toluolsulfonyl-1,5-anhydro-p-mannitol 112 fur 1 h im Olpumpenvakuum
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getrocknet und dann in 2 mL abs. CH2Cl. gelost. Die Losung wurde auf 0 °C gekuhlt und
nacheinander mit 22.2 uL (0.120 mmol, 4.5 Aquiv.) Benzyl-2,2,2-trichloracetimidat und
Trifluormethansulfonsdure versetzt. Die Reaktionslésung wurde fir 24 h bis zur vollstandigen
Umsetzung des Eduktes (DC-Kontrolle: CH3:CN/H20 5:1 v/v) bei Raumtemperatur gerihrt.
AnschlieRend wurde das Lésungsmittel im Olpumpenvakuum entfernt und der Rickstand in
einem Gemisch aus PE und Diethylether (6:1 v/v) aufgenommen und Uber wenig Kieselgel
filtriert. Die LOsungsmittel wurden unter vermindertem Druck entfernt und das erhaltene
Rohprodukt saulenchromatographisch an Kieselgel mit PE und einem CH,Cl,-Gradienten (1:2

viv — 1:3 v/v) als Eluent gereinigt. Das gewlinschte Produkt wurde nicht erhalten.

9.2.5.10 Synthese von 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-O-para-toluolsulfonyl-1,5-

anhydro-b-mannitol 122

Die Reaktion wurde nach AAV 1 durchgefiihrt. Es wurden 38.8 mg (0.122 mmol, 1.0 Aquiv.)
6-O-para-Toluolsulfonyl-1,5-anhydro-D-mannitol 112, 3 mL abs. Pyridin und 0.1 mL (1 mmol,
8 Aquiv.) Essigsaureanhydrid verwendet. Die Reaktionszeit betrug 16 h.

Ausbeute: 50.5 mg (0.144 mmol, 93%) eines farblosen Ols; Ri-Wert OTs
OA
(PE/EE 2:1 viv) 0.5; Drehwert: [a]239 ,m: 37.4 ° (c = 0.38, CH:CL). ACO— NS 0
AcO 1
3
'H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 7.86 — 7.72 (m, 2H, Har), 7.34 122
(d, 3Jup = 8.1 Hz, 2H, Hay), 5.26 (dt, 3Jnn = 3.4 Hz, 3Jupn = 1.5 Hz, 1H, C19H24010S
M = 444.4510 g/mol

H-2), 5.14 (t, 3Jupn = 9.9 Hz, 1H, H-4), 5.01 (dd, 3Jun = 10.0 Hz, 3y =

3.5 Hz, 1H, H-3), 4.13 — 4.03 (m, 2H, H-6a, H-6b), 3.97 (dd, 2Jun = 13.2 Hz,3Jun = 2.1 Hz, 1H,
H-1a), 3.65 — 3.48 (m, 2H, H-1b H-5), 2.45 (s, 3H, -CH3), 2.12, 2.01, 1.99 (3x s, 3x 3H, 3x
Acetyl-CHs).

13C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 170.5, 170.2, 169.9 (3x C=0), 145.2 (Cg,ary), 132.8
(Cqary), 130.0 (CHaryi), 128.2 (CHary), 76.6 (C-5), 71.6 (C-3), 68.6 (C-2), 68.5 (C-6), 68.1 (C-1),
66.5 (C-4), 21.8 (-CHs), 21.1, 20.8, 20.8 (3x Acetyl-CHs).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 467.0982 [M+Na]", gef.: 467.0965 [M+Na]".

IR: 7 [cm™] = 3382, 2959, 2927, 2866, 1743, 1218, 1137, 935.

9.2.5.11 Synthese von 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-brom-6-desoxy-1,5-anhydro-D-

mannitol 123

Die Reaktion wurde nach AAV 17 durchgefuhrt. Es wurden 126.5 mg (0.2846 mmol,
1.0 Aquiv.) 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-O-para-toluolsulfonyl-1,5-anhydro-D-mannitol 122, 99.9 mg
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(1.15 mmol, 4.0 Aquiv.) Lithiumbromid und 4 mL abs. DMF eingesetzt. Die Reaktionszeit
betrug 1 h.

Ausbeute: 87.3 mg (0.247 mmol, 87%) eines farblosen Feststoffes;

Br

OAc

Ri-Wert (PE/EE 1:1 v/v) 0.56; Drehwert: [a]23q nm: 4.2 ° (Cc = 0.29, ACO&Q
AcO

CH.Cl,); Schmelzpunkt: 80.3 °C. N 2

Cq2H17BrO7

1.5 Hz, 1H, H-2), 5.21 (t, 3Jupn = 9.7 Hz, 1H, H-4), 5.05 (dd, 3Jnx
9.9 Hz, 3Jun = 3.5 Hz, 1H, H-3), 4.09 (dd, 2Jun = 13.2 Hz, 3Juu = 2.2 Hz, 1H, H-1a), 3.69 (dd,
23um = 13.2 Hz, 3Jun = 1.2 Hz, 1H, H-1b), 3.59 (ddd, 3Jup = 9.7 Hz, 3Jun = 7.2 Hz, 3Jup =
2.7 Hz, 1H, H-5), 3.46 (dd, 2Jnpn = 11.3 Hz, 3Jup = 2.6 Hz, 1H, H-6a), 3.39 (dd, 2Jup = 11.3 Hz,
3Jup = 7.2 Hz, 1H, H-6b), 2.15, 2.07, 2.00 (3x s, 3x 3H, 3x Acetyl-CHa).

13C-NMR (126 MHz, CDCls): & [ppm] = 170.5, 170.3, 169.8 (3x C=0), 78.2 (C-5), 71.6 (C-3),
68.8 (C-4), 68.7 (C-2), 68.1 (C-1), 31.3 (C-6), 21.1, 20.9, 20.8 (3x Acetyl-CHs).

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 375.0050 [M+Na]*, gef.: 375.0048 [M+Na]*.
IR: v [cm™] = 2956, 2856, 1741, 1371, 1218, 1077, 937.

9.25.12 Synthese von Dimethyl-(2,3,4-tri-O-acetyl-B-L-arabinosyl)methyl-
phosphonat 124

Die Reaktion wurde nach AAV 18 durchgefiihrt. Es wurden 65.1 mg (0.184 mmol, 1.0 Aquiv.)
2,3,4-Tri-O-acetyl-6-brom-6-desoxy-1,5-anhydro-D-mannitol 123 und 2.0mL (17 mmol,
92 Aquiv.) Trimethylphosphit eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 7 h.

Ausbeute: 59.8 mg (0.156 mmol, 85%) eines farblosen Ols; Ri-Wert OMe
(EE/CH;OH 9:1 viv) 0.46; Drehwert: [a]23,m: -22.9° (c =0.63, 04\\|6/O(|\)/|:c
CH.Cl). Af\?oﬁli1
3
!H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 5.25 (dt, 3Jun = 3.4 Hz, 3Jun C ;2‘:) )
14112310
1.5 Hz, 1H, H-2), 5.05 (t, 3Jun = 9.7 Hz, 1H, H-4), 4.95 (dd, 3Juny = | M =382.3018 g/mol
10.0 Hz, 3Jyn = 3.4 Hz, 1H, H-3), 3.96 (dd, 3Jun = 13.2 Hz, 3Jun
2.0 Hz, 1H, H-1a), 3.77 — 3.61 (m, 8H, H-1b, H-5, 2x -CHs), 2.14 — 1.91 (m, 11H, 3x Acetyl-
CHs, H-6a, H-6b).

13C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 170.3, 170.0, 170.0 (3x C=0), 74.11 (d, 2Jcp = 5.4 Hz,
C-5), 71.48 (d, “Jcp = 3.4 Hz, C-3), 69.86 (d, 3Jcp = 16.2 Hz, C-4), 68.7 (C-2), 68.0 (C-1), 52.86
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(d, 2Jcp = 6.0 Hz, POCH?3), 52.20 (d, 2Jcp = 6.6 Hz, POCHs), 28.43 (d, 2Jcp = 144.7 Hz, C-6),
21.0, 20.8, 20.6 (3x Acetyl-CHa).

31P-NMR (162 MHz, CDCls): & [ppm] = 30.11.

HRMS (ESI*, m/z): ber.: 383.1102 [M+H]*, gef.: 383.1115 [M+Na]".

IR: v [cm™] = 3456, 2958, 1743, 1372, 1223, 1028, 817.

9.25.13 Synthese von (2,3,4-Tri-O-acetyl-B-L-arabinosyl)methylphosphonat
als Natriumsalz 105

Variante |:

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurden 15.6 mg
(0.0408 mmol, 1.0 Aquiv.) Dimethyl-(2,3,4-tri-O-acetyl-B-L-arabinosyl)methylphosphonat
124 in 2.5 mL abs. CH:Cl; gelést und anschlieBend tropfenweise mit 70 uL (0.53 mmol,
13 Aquiv.) Trimethylsilyloromid versetzt. Die Reaktionslosung wurde fir 75 min bei
Raumtemperatur gerihrt. Nach vollstandiger Umsetzung des Eduktes (DC-Kontrolle:
CH.CI,/CH3;0H 19:1 v/v) wurden 2 mL eines Gemisches aus CH3;OH und H;O (1:1 v/v)
hinzugegeben und das Gemisch fur 15 min bei Raumtemperatur gertihrt. Danach wurden die
Lésungsmittel im Olpumpenvakuum entfernt und das Rohprodukt saulenchromatographisch

an Kieselgel mit CH3;CN/H,0 5:1 v/v als Eluent gereinigt.

Das gewtlinschte Produkt konnte nicht erhalten werden. Es konnte jedoch ein Gemisch aus
einfach und zweifach deacetylierten Formen des gewilinschten Produktes erhalten werden.

Dieses wurde ohne weitere Reinigung fir die nachfolgende Synthese eingesetzt (s. 9.2.5.14).

Variante |l:

Die Reaktion wurde gemall AAV 19 durchgefuihrt. Es wurden 26.4 mg (0.0691 mmol,
1.0 Aquiv.) Dimethyl-(2,3,4-tri-O-acetyl-B-L-arabinosyl)methylphosphonat 124, 3 mL abs.
CHxCl, und 36.8puL (0.207 mmol, 3.0 Aquiv.) Trimethylsilyloromid eingesetzt. Die
Reaktionszeit betrug 2 h.
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Ausbeute: 87.3 mg (0.247 mmol, 87%) eines farblosen Feststoffes; ® 5
Na
Ri-Wert (CHsCN/H.0O 5:1 v/v) 0.22; Drehwert: [a]23¢,m: -21.6 ° (C O\\?/OH

P
OA
= 0.53, CH.Cl,). Aco&
AcO > 1

IH-NMR (400 MHz, D,O): & [ppm] = 5.43 — 5.36 (m, 1H, H-2), 5.21 (dd, ’

3Jnn = 9.9 Hz, 3Jup = 3.4 Hz, 1H, H-3), 5.03 (t, 3Jup = 9.7 Hz, 1H, H- CQH;(;;%P
4), 4.03 (dd, 3Jup = 13.5 Hz, 3Jup = 2.1 Hz, 1H, H-1a), 3.91 - 3.78 (M, | M = 376.2295 g/mol
2H, H-1b, H-5), 2.20, 2.13, 2.03 (3x s, 3x 3H, 3x Acetyl-CHs), 1.89 —

1.75 (m, 2H, H-6a, H-6b).

13C-NMR (151 MHz, D;0): & [ppm] = 173.3, 173.3, 172.9 (3x C=0), 74.64 (d, 2Jcp = 5.1 Hz,
C-5), 72.23 (d, “Jcp = 2.8 Hz, C-3), 70.69 (d, 3Jcp = 15.0 Hz, C-4), 69.51 (d, 5Jcp = 2.6 Hz, C-
2), 67.4 (C-1), 28.3 (d, 2Jcp = 126.2 Hz, C-6), 20.3, 20.1 (3x Acetyl-CHs).

S1P-NMR (162 MHz, D20): & [ppm] = 23.53.
HRMS (ESI*, m/z): ber.: 377.0608 [M+Na]*, gef.: 377.0614 [M+Na]*.
IR: v [cm™] = 3401, 2953, 2873, 1756, 1578, 1372, 1219, 1039, 813.

9.25.14 Synthese von B-L-Arabinosylmethylphosphonat als Natriumsalz 103

Die Reaktion wurde gemaf AAV 2.2 durchgefiihrt. Es wurde das unter 9.2.5.13 (Variante 1)
erhaltene Produktgemisch und 2 mL des Gemisches aus CH3;OH, H>O und Triethylamin (7:3:1

v/vilv) eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 2 h.

Ausbeute: 7.5 mg (0.038 mmol, 69%, lber 2 Stufen) eines farblosen

@
. Na_o
Feststoffes; R-Wert (iPrOH/NH4OAc (1 M) 2:1 v/v) 0.11; Drehwert: o Q OH
\\P/
[a]285 o -22.5 ° (C = 0.36, H0). HO&C&
HO - 1
'H-NMR (600 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 3.98 (ddd, 3Jun = 3.4 Hz,3Jun = 1303
2.1 Hz, 3Jun = 1.1 Hz, 1H, H-2), 3.90 (dd, 2Jun = 12.9 Hz, 3Jun = CeH12NaO7P
M =250.1185 g/mol
2.1 Hz, 1H, H-1a), 3.69 — 3.61 (m, 2H, H-3, H-1b), 3.54 — 3.44 (m, 2H,

H-4, H-5), 2.13 — 2.01 (m, 1H, H-6a), 1.90 — 1.77 (m, 1H, H-6b).

13C-NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 77.1 (d, 2Jcp = 2.2 Hz, C-5), 73.4 (C-3), 72.2 (d, 3Jcp =
9.3 Hz, C-4), 69.7 (C-1), 69.0 (C-2), 32.6 (d, *Jc = 133.3 Hz, C-6).

31P-NMR (243 MHz, D;0): & [ppm] = 19.94.
HRMS (ESI*, m/z): ber.: 229.0472 [M+H]*, gef.: 229.0474 [M+H]".
IR: v [cm™] = 3353, 2950, 2916, 2838, 1656, 1456, 1376, 1102, 973.
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9.2.6 Synthese von Nucleosiddiphosphat-Glycopyranosen

9.26.1 Synthese von 3’-O-Benzyloxycarbonyldesoxythymidindiphosphat-

a-L-rhamnose als Natriumsalz 166

Die Reaktion wurde gemafld AAV 16.2 durchgefuihrt, jedoch wurde auf die anschlielende
Spaltung der Benzyloxycarbonyl-Gruppe verzichtet. Es wurden 9.6 mg (0.032 mmol,
1.3 Aquiv.) a-L-Rhamnopyranosylphosphat als Natriumsalz a-146 in 2.5 mL abs. DMF sowie
145mg  (0.025 mmol, 1.0 Aquiv.)  5-Nitro-cycloSal-3’-O-benzyloxycarbonylthymidin-
monophosphat 149 in 2.5 mL abs. DMF eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 20 h.

Ausbeute: 14.0mg (0.0199 mmol, 79%) eines hellgelben Feststoffes; Rq-Wert
(iPrOH/NH4OAc (1 M) 2:1 v/v) 0.63; Anomerenverhaltnis: a-anomerenrein.

\sfj\NH
(6]
ol 6 N/Zgo
P<
oo~
©
@ 4 © 1
3 2'
OCbz

166
C24H31N2NaO47P;
M = 704.4463 g/mol

'H-NMR (600 MHz, D;0): & [ppm] = 7.82 (d, “Jun = 1.3 Hz, 1H, H-6), 7.52 — 7.43 (M, 5H, Har),
6.37 (dd, %Jun = 9.0 Hz,3Jun = 5.9 Hz, 1H, H-1"), 5.46 (dd, 3Jun = 7.7 Hz, “Jun = 2.0 Hz, 1H,
H-1"), 5.43 (dt, 3Jun = 5.5 Hz, 3Jun = 1.6 Hz, 1H, H-3"), 5.28 (s, 2H, Cbz-CH), 4.27 — 4.19 (m,
3H, H-4’, H-5'), 4.06 (dd, 3Jun = 3.5 Hz, 3Jun = 2.0 Hz, 1H, H-2"), 3.95 — 3.91 (m, 1H, H-5"),
3.90 (dd, 3Jnn = 9.9 Hz, 3 = 3.4 Hz, 1H, H-3”), 3.45 (t, 3Jun = 9.8 Hz, 1H, H-4"), 2.57 — 2.46
(m, 2H, H-2"), 1.96 (d, “Jupn = 1.2 Hz, 3H, H-7), 1.30 (d, 3Jun = 6.2 Hz, 3H, -CHa).

13C-NMR (151 MHz, D,0): & [ppm] = 166.5 (C-4), 154.7 (C=0), 151.8 (C-2), 137.2 (C-6), 134.9
(Cqary), 128.8 (5x CHary), 112.0 (C-5), 96.2 (C-1”), 84.8 (C-1’), 83.0 (C-4), 79.3 (C-3'), 72.2
(C-4"), 70.1 (Cbz-CH,), 70.3 (C-2”), 69.7 (C-3”, C-5"), 65.7 (C-5'), 36.3 (C-2’), 16.8 (-CHa),
11.6 (C-7).

31P-NMR (243 MHz, D,0): 6 [ppm] = -11.88 (d, 2Jpp = 20.0 Hz, Pg), -13.96 (d, 2Jpp = 20.3 Hz,
Pa).
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HRMS (ESI, m/z): ber.: 681.1109 [M-HJ, gef.: 681.1097 [M-H]J
IR: v [cm™] = 2963, 2858, 1738, 1368, 1217, 1047, 736, 601.

9.2.6.2 Synthese von Thymidindiphosphat-a-L-Rhamnose als Natriumsalz
a-132

Variante |:

Die Reaktion wurde gemaR AAV 14 durchgefuhrt. Es wurden 4.6 mg (6.5 umol, 1.0 Aquiv.)
3’-O-benzyloxycarbonylthymidindiphosphat-a-L-Rhamnose als Natriumsalz 166, 2 mL abs.
CH30OH, 1.7 mL 1,4-Cyclohexadien und 3.8 mg Pd/C (10%ig) eingesetzt. Die Reaktionszeit
betrug 19 h.

Ausbeute: 2.1 mg (3.7 umol, 57%) eines farblosen Feststoffes.

Variante Il

Die Reaktion wurde gemafR AAV 16.2 durchgefuhrt. Es wurden 6.2 mg (0.023 mmol,
1.2 Aquiv.) a-L-Rhamnopyranosylphosphat als Natriumsalz a-146 in 2.5 mL abs. DMF und
0.1 mL abs. DMSO sowie 11.3mg 0.0192 mmol, 1.0 Aquiv.) 5-Nitro-cycloSal-3’-O-
benzyloxycarbonylthymidinmonophosphat 149 in 2.5mL abs. DMF eingesetzt. Die
Reaktionszeit betrug 20 h. Die darauffolgende Entschitzung erfolgte mit 5 mL abs. CH3;OH,
2.0 mL 1,4-Cyclohexadien und 15.6 mg Pd/C (10%ig). Die Reaktionszeit betrug 3 d.

Ausbeute: 8.8 mg (0.020 mmol, 80%) eines farblosen Feststoffes; Ri-Wert (CH3CN/H20 5:1

v/v) 0.13; Anomerenverhaltnis: a-anomerenrein; Drehwert: [a]235 ,m: -4.5 ° (¢ = 0.07, H.0).

0
5| *>NH
2
R
s
0
4" 1
3' 2
OH

a-132
C16H25N2NaO 5P
M =570.3123 g/mol

IH-NMR (600 MHz, D20): & [ppm] = 7.79 (d, *Jun = 1.3 Hz, 1H, H-6), 6.38 (dd, 3Jupn = 7.7 Hz,
3Jnn = 6.4 Hz, 1H, H-1)), 5.45 (dd, 3Jun = 7.7 Hz, 3Jupn = 2.0 Hz, 1H, H-17), 4.65 (dt, 3Jpp =
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6.2 Hz, 3Jun = 3.2 Hz, 1H, H-3'), 4.22 — 4.18 (m, 3H, H-4’, H-5"), 4.06 (dd, 3Jun = 3.4 Hz, 3Ju
= 2.0 Hz, 1H, H-2"), 3.95 — 3.92 (m, 1H, H-5"), 3.90 (dd, 3Jun = 9.9 Hz, 3Jun = 3.4 Hz, 2H, H-
3"), 3.46 (t, 3Jupn = 9.7 Hz, 1H, H-4"), 2.42 — 2.38 (m, 2H, H-2"), 1.96 (d, *Jun = 1.2 Hz, 3H, H-
7), 1.31 (d, 3Jun = 6.3 Hz, 3H, -CHa).

13C-NMR (151 MHz, D,0): & [ppm] = 166.7 (C-4), 137.4 (C-6), 111.8 (C-5), 96.2 (C-1"), 85.6
(C-4),84.9 (C-1"),72.2(C-4"),71.2(C-3), 70.4 (C-2"), 69.6 (C-3”, C-5"), 65.2 (C-5), 38.6 (C-
2’), 16.6 (-CHa), 11.7 (C-7).

Anmerkung: Das **C-Signal des C-2- konnte nicht identifiziert werden.

31P.NMR (243 MHz, D;0): & [ppm] = -11.72 (d, 2Jpp = 20.3 Hz, Pp), -13.97 (d, 2pp = 21.7 Hz,
Pa).

HRMS (ESI-, m/z): ber.: 547.0736 [M-H], gef.: 547.0742 [M-HJ".

IR: 7 [cm™] = 2950, 2916, 2838, 1456, 1376, 973, 842.

9.2.6.3 Synthese von Thymidindiphosphat-B-L-Rhamnose als Natriumsalz
B-132

Variante |:

Die Reaktion wurde nach AAV 16.1 durchgefihrt. Es wurden 31.4 mg (0.0769 mmol,
2.0 Aquiv.) 2,3,4-Tri-O-acetyl-B-L-rhamnopyranosylphosphat als Natriumsalz B-150 in 2.5 mL
abs. DMF und 19.3 mg (0.0384 mmaol, 1.0 Aquiv.) 5-Nitro-cycloSal-3’-O-
acetylthymidinmonophosphat 148 in 2.5 mL abs. DMF eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug
20 h. Die Deacetylierung erfolgte mit 5 mL des Gemisches aus CHs;OH, H,O und Triethylamin
(7:3:1 viviv) und einer Reaktionszeit von 20 h.

Bei dieser Synthese kam es neben der Bildung des gewiinschten Produktes B-132 zur Bildung
von B-L-Rhamnopyranosyl-1,2-phosphat 163 als Nebenprodukt.

Ausbeute: 7.1 mg (0.012 mmol, 31%) eines farblosen Feststoffes.

Variante |l:

Die Reaktion wurde gemals AAV 16.2 durchgefihrt. Es wurden 10.1 mg (0.0368 mmol,
1.2 Aquiv.) B-L-Rhamnopyranosylphosphat als Natriumsalz B-146 in 4.0 mL abs. DMF und
0.05mL abs. DMSO sowie 11.3mg 0.0192 mmol, 1.0 Aquiv.) 5-Nitro-cycloSal-3'-O-
benzyloxycarbonylthymidinmonophosphat 149 in 2.5mL abs. DMF eingesetzt. Die
Reaktionszeit betrug 24 h. Die darauffolgende Entschiitzung erfolgte mit 5 mL abs. CHsOH,
2.0 mL 1,4-Cyclohexadien und 19.9 mg Pd/C (10%ig). Die Reaktionszeit betrug 3 d.
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Bei dieser Synthese kam es neben der Bildung des gewiinschten Produktes B-132 zur Bildung
von Thymidinmonophosphat als Nebenprodukt, welches aufgrund eines identischen Ri-Wertes
nicht abgetrennt werden konnte.

Ausbeute: 8.8 mg (0.0199 mmol, [22%)]) eines farblosen Feststoffes; R+-Wert (CH3CN/HO

5:1 viv) 0.14; Anomerenverhéltnis: B-anomerenrein.

(0]
\sz'J\NH
(0] (0]
NI & /Zg
5" T _P__ P N (e}
0 o107 170 s
HO LT, Og OH o)
OH @ 4 T
OH Na 3 A
OH
B-132

C16H25N2NaO 5P,
M =570.3123 g/mol

IH-NMR (600 MHz, D,0): & [ppm] = 7.76 (d, “Jun = 1.4 Hz, 1H, H-6), 6.36 (dd, 3Jnn = 7.6 Hz,
3Jun = 6.4 Hz, 1H, H-1"), 5.22 (dd, 3Jup = 8.8 Hz, 3Jupn = 1.0 Hz, 1H, H-17), 4.63 (dt, 3Jup =
6.1 Hz, 3Jun = 3.1 Hz, 1H, H-3'), 4.21 — 4.14 (m, 3H, H-4’, H-5), 4.09 (d, 3Jun = 3.3 Hz, 1H, H-
2"), 3.65 (dt, 3Jupn = 9.6 Hz, 3Jun = 3.7 Hz, 1H, H-3"), 3.48 — 3.41 (m, 1H, H-5"), 3.40 — 3.35
(m, 1H, H-4"), 2.43 — 2.29 (m, 2H, H-2"), 1.93 (d, *Jun = 1.2 Hz, 3H, H-7), 1.31 (d, 3Jun =
6.1 Hz, 3H, -CHs).

13C-NMR (151 MHz, D-O): & [ppm] = 166.4 (C-4), 137.5 (C-6), 111.6 (C-5), 95.3 (C-1"), 85.4
(C-4'), 84.8 (C-1"), 72.3 (C-4”), 71.4 (C-3"), 71.0 (C-2"), 69.8 (C-3"), 68.7 (C-5"), 65.3 (C-5),
38.5 (C-2), 16.8 (-CHs), 11.8 (C-7).

31P-NMR (243 MHz, D;0): & [ppm] = -11.61 (d, 2Jpp = 21.0 Hz, Pg), -13.73 (d, 2Jpp = 20.8 Hz,
Pd).

HRMS (ESI", m/z): ber.: 547.0736 [M-H], gef.: 547.0740 [M-H].

IR: v [cm™] = 3303, 2925, 1665, 1370, 1053, 832.

9.2.6.4 Synthese von B-L-Rhamnopyranosyl-1,2-phosphat als Natriumsalz
163

B-L-Rhamnopyranosyl-1,2-phosphat 163 wurde bei der Synthese von TDP-B-L-Rhamnose
B-132 nach AAV 16.1 als Nebenprodukt isoliert.
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Ausbeute: 6.4 mg (0.025 mmol, 65%) eines farblosen
5 1

Feststoffes; Rsr-Wert (iPrOH/NH4sOAc (1 M) 2:1 viv) 0.25; HO @) l

3
Anomerenverhaltnis: B-anomerenrein; Drehwert: [a]23¢,m: * OH Oz/P\//(o9
+15.2 ° (c = 0.23, H,0). NI

163
'H-NMR (600 MHz, D,0O): & [ppm] = 5.53 (dd, 3Jup = 24.9 Hz, CegH1oNaO7P

M = 248.1025 g/mol

3Jun = 2.1 Hz, 1H, H-1), 4.65 — 4.62 (m, 1H, H-2), 3.83 (ddd,

Jnn = 9.3 Hz, 3Jupn = 4.0 Hz, 3Jun = 2.2 Hz, 1H, H-3), 3.54 —

3.47 (m, 2H, H-4, H-5), 1.33 (d, 3Jup = 5.8 Hz, 3H, -CHa).

13C-NMR (151 MHz, D,0): & [ppm] = 96.1 (C-1), 78.3 (d, 2Jcp = 2.5 Hz, C-2), 71.0 (C-4), 70.9
(C-5), 70.8 (d, 3Jcp = 10.0 Hz, C-3), 16.4 (-CHa).

31P-NMR (243 MHz, D-O): & [ppm] = 16.89.

HRMS (ESI, m/z): ber.: 225.0170 [M-HJ, gef.: 225.0173 [M-H]'G

IR: v [cm™] = 3255, 2943, 1663, 1227, 1041, 844.

9.2.6.5 Synthese von Guanosindiphosphat-6-azid-6-desoxy-B-L-Galactose
als Natriumsalz 41

Die Reaktion wurde nach AAV 16.1 durchgefiihrt. Es wurden dabei 120.6 mg (0.1960 mmol,
2.0 Aquiv.) 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-azid-6-desoxy-B-L-galactopyranosylphosphat in Form eines
Tetrabutylammoniumsalzes (0.83 BusN*) 32 in 2.0 mL abs. DMF und 61.4 mg (0.0986 mmol,
1.0 Aquiv.) 5-Nitro-cycloSal-N2-acetyl-2’,3’-di-O-acetylguanosinmonophosphat 40 in 2.5 mL
abs. DMF eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 16 h. Die Deacetylierung erfolgte mit 6 mL des

Gemisches aus CH3;0OH, H>O und Triethylamin (7:3:1 v/v/v) und einer Reaktionszeit von 16 h.

Ausbeute: 19.4 mg (0.0297 mmol, 30%) eines farblosen Feststoffes; Ri-Wert (iPrOH/NH.OAc
(1 M) 2:1 viv) 0.51; Drehwert: [a]239 4 -9-2 ° (¢ = 0.23, H,0).

0]

Ns6

o NH
<N 4| N/)z\NH2

(0]

4" T

3 2
OH OH

41
C16H23NgNaO 5P,
M = 652.3383 g/mol
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'H-NMR (400 MHz, D;0): & [ppm] = 8.09 (s, 1H, H-8), 5.96 (d, 3Jun = 6.4 Hz, 1H, H-1’), 5.04
—4.91 (m, 1H, H-1"), 4.82 — 4.79 (m, 1H, H-2'), 4.55 (dd, 3Jun = 5.3 Hz, 3Jupn = 3.1 Hz, 1H, H-
3"), 4.38 (t, 3Jupn = 3.0 Hz, 1H, H-4"), 4.29 — 4.16 (m, 2H, H-5'a, H-5'b), 3.91 — 3.85 (m, 1H, H-
4"), 3.76 (t, 3Jun = 6.7 Hz, 1H, H-57), 3.71 — 3.57 (m, 2H, H-2”, H-3"), 3.57 — 3.37 (M, 2H, H-
6”a, H-6"b).

13C-NMR (101 MHz, D:0): 6 [ppm] = 151.9 (C-4), 137.8 (C-8), 116.4 (C-5), 98.5 (d, 2Jcp =
5.7 Hz, C-1”), 86.8 (C-1’), 83.9 (d, 3Jcp = 9.3 Hz, C-4’), 73.8 (C-5"), 73.5 (C-2’), 72.3 (C-3"),
71.2 (d, 3Jcp = 5.7 Hz, C-27), 70.6 (C-3’), 68.5 (C-4”), 65.3 (d, 2Jcp = 6.2 Hz, C-5'), 50.3 (C-
6”).

Anmerkung: Die *C-Signale des C-2- und des C-6-Atoms konnten nicht identifiziert werden.

31P-NMR (162 MHz, D,0): & [ppm] = -11.17 (d, 3Jpp = 19.6 Hz, Pg), -13.19 (d, 3Jpp = 20.0 Hz,
Pa).

HRMS (ESI-, m/z): ber.: 629.0764 [M-HJ, gef.: 629.0756 [M-H]-.
IR: 7 [cmY] = 3365, 2951, 2918, 2107, 1694, 1456, 1376, 1238, 1061.

9.2.6.6 Synthese von Guanosindiphosphat-6-amino-6-desoxy-B-L-

Galactose als Natriumsalz 42

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurden 8.7 mg (0.013 mmol,
1.0 Aquiv.) Guanosindiphosphat-6-azid-6-desoxy-B-L-Galactose als Natriumsalz 41 in 3 mL
abs. CH3OH geldst und mit einer katalytischen Menge Pd/C (10%ig) versetzt. Das
Reaktionsgemisch wurde dann unter leichtem H.-Uberdruck fiir 2 d bei Raumtemperatur bis
zur vollstdndigen Umsetzung des Eduktes (DC-Kontrolle: iPrOH/NHsOAc (1 M) 2:1 v/v)
geruhrt. AnschlieBend wurde der Katalysator abfiltriert und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Nach anschlieBender intensiver Trocknung im
Olpumpenvakuum konnte das Rohprodukt ohne weitere Reinigung fiir die nachfolgenden

Synthesen verwendet werden.

Ausbeute: 8.2mg (0.013 mmol, quantitativ) eines farblosen Feststoffes; Ri-Wert
(iPrOH/NH4OAc (1 M) 2:1 v/v) 0.33.
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3 2
OH OH

42
C16H25NgNaO 5P
M =626.3403 g/mol

IH-NMR (400 MHz, D,0): & [ppm] = 8.04 (s, 1H, H-8), 5.98 (d, Jun = 6.3 Hz, 1H, H-1"), 4.93
—4.91 (m, 1H, H-1"), 4.75 — 4.73 (m, 1H, H-2"), 4.48 (dd, 3Ju = 5.3 Hz, 3Ju = 3.3 Hz, 1H, H-
3'), 4.32 (t, 3Jupn = 2.9 Hz, 1H, H-4)), 4.21 — 4.13 (m, 2H, H-5'a, H-5'b), 3.91 — 3.88 (m, 1H, H-
5”), 3.84 (d, 3Jun = 3.2 Hz, 1H, H-4”), 3.65 — 3.57 (m, 2H, H-2”, H-3"), 3.26 (dd, 1H, 2Jun =
13.2 Hz, 3y = 2.3 Hz, H-6"a), 3.19 (dd, 1H, 2Jun = 13.5 Hz, 3Jun = 3.1 Hz, H-6"Db).

13C-NMR (101 MHz, D,0): & [ppm] = 151.8 (C-4), 137.6 (C-8), 116.2 (C-5), 98.4 (d, 2Jcp =
6.9 Hz, C-1”), 86.7 (C-1’), 83.8 (d, 3Jcp = 9.4 Hz, C-4’), 73.8 (C-2’), 72.2 (C-2’), 72.0 (C-3"),
71.6 (C-5”), 71.0 (d, 3Jcp = 8.3 Hz, C-2”), 70.6 (C-3’), 68.7 (C-4"), 65.3 (d, 2Jcp = 6.3 Hz, C-
5), 40.2 (C-6”).

Anmerkung: Die **C-Signale des C-2- und des C-6-Atoms konnten nicht identifiziert werden.
31P-NMR (162 MHz, D;0): & [ppm] = -11.48 (d, 3Jpp = 21.3 Hz, Pg), -13.19 (d, 3Jpp = 20.7 Hz,
Pa).

HRMS (ESI-, m/z): ber.: 603.0859 [M-H], gef.: 603.0863 [M-H]".

IR: 7 [cm™] = 3121, 1695, 1545, 1229, 1062, 823, 685.

9.2.6.7 Synthese von Guanosindiphosphat-6-(4-azidbenzoylamino)-6-

desoxy-B-L-Galactose als Natriumsalz 26

Es wurden zunachst in zwei separaten Kolben 9.0 mg (0.014 mmol, 1.0 Aquiv.)
Guanosindiphosphat-6-amino-6-desoxy-p-L-Galactose als Natriumsalz 42 in 0.5 mL 100 mM
Natriumhydrogencarbonat-Lésung gelést und 7.3 mg (0.0280 mmol, 2.0 Aquiv.) N-(4-
Azidbenzoyloxy)succinimid 87 in 0.5 mL abs. DMF geldst. Die NHS-Ester-Losung wurde
anschliel3end langsam zur anderen Losung hinzugetropft und das Reaktionsgemisch fir 19 h
bis zur vollstandigen Umsetzung von 42 bei Raumtemperatur gerihrt (DC-Kontrolle:

iPrOH/NH4OAC (1 M) 2:1 v/v). Die Losungsmittel wurden danach im Olpumpenvakuum entfernt
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und das Rohprodukt zwei Mal mittels automatisierter Umkehrphasenchromatographie (RP-18)
mit H>O und einem CH3CN-Gradienten (0-100%) als Eluenten gereinigt.

Ausbeute: 3.1 mg (4.0 umol, 29%) eines farblosen Feststoffes; Ri-Wert (iPrOH/NH4OAc (1 M)
2:1 viv) 0.39.

Co3H2gNgNaO 6P,
M=771.4613 g/mol

IH-NMR (600 MHz, D20): & [ppm] = 8.03 (s, 1H, H-8), 7.95 — 7.90 (m, 2H, H-2""), 7.25 — 7.19
(m, 2H, H-3"), 5.96 (d, 334 = 6.4 Hz, 1H, H-1"), 4.94 — 4.91 (m, 1H, H-1"), 4.75 - 4.72 (m, 1H,
H-2’), 4.49 (dd, 3Jun = 5.2 Hz, 334w = 3.1 Hz, 1H, H-3), 4.30 (t, 3Jun = 3.1 Hz, 1H, H-4’), 4.23
—4.15 (m, 2H, H-5'a, H-5'b), 3.90 — 3.88 (m, 1H, H-5"), 3.83 (d, 3Ju+ = 3.2 Hz, 1H, H-4"), 3.67
—3.55 (m, 2H, H-27, H-3”), 3.21 (dd, 1H, 2Jun = 12.5 Hz, 3Jun = 2.5 Hz, H-6"a), 3.14 (dd, 1H,
2Jnn = 12.9 Hz,33nn = 3.2 Hz, H-67Db).

13C-NMR (151 MHz, D-0): & [ppm] = 163.4 (C(O)NH), 142.5 (C-1""), 130.3 (C-4""), 129.2 (C-
2"), 118.9 (C-3™), 151.6 (C-4), 137.5 (C-8), 116.1 (C-5), 98.2 (d, 2Jcp = 6.9 Hz, C-1"), 86.5
(C-1"), 83.9 (d, 3Jcp= 9.4 Hz, C-4’), 73.4 (C-2’), 72.1 (C-2’), 71.9 (C-3”), 71.6 (C-5"), 71.1 (d,
3Jcp=8.4 Hz, C-2"), 70.4 (C-3’), 68.4 (C-4”), 65.1 (d, 2Jcp= 6.1 Hz, C-5), 38.4 (C-6").
Anmerkung: Die **C-Signale des C-2- und des C-6-Atoms konnten nicht identifiziert werden.
31P-NMR (243 MHz, D;0): & [ppm] = -10.24 (d, 3Jrp = 19.4 Hz, Pg), -13.28 (d, 3Jpp = 19.7 Hz,
Pa).

HRMS (ESI-, m/z): ber.: 748.1140 [M-H], gef.: 748.1093 [M-HJ".

IR: v [cm™] = 3340, 2931, 2849, 2109, 1676, 1576, 1085, 938.

9.2.6.8 Versuch der Synthese von  Guanosindiphosphat-6-(2-(4-

azidbenzoylamino)-ethanoylamino-6-desoxy-B-L-Galactose 27

Es wurden zunichst in zwei separaten Kolben 4.3mg (6.9 umol, 1.0 Aquiv.)

Guanosindiphosphat-6-amino-6-desoxy-B-L-Galactose als Natriumsalz 42 in 0.5 mL 100 mM
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Natriumhydrogencarbonat-Losung gelost und 8.9 mg (0.028 mmol, 4.1 Aquiv.) Succinimidyl-
2-(4-azidbenzoylamin)acetat 95 in 0.2 mL abs. DMSO geldst. Die NHS-Ester-Lésung wurde
anschliel3end langsam zur anderen Losung hinzugetropft und das Reaktionsgemisch fur 18 h
bei Raumtemperatur geruhrt. Dunnschichtchromatographisch konnte keine Umsetzung
beobachtet werden (iPrOH/NH4OAc (1 M) 2:1 v/v). Die LOsungsmittel wurden danach im
Olpumpenvakuum entfernt und das Rohgemisch mittels automatisierter
Umkehrphasenchromatographie (RP-18) mit H,O und einem CHsCN-Gradienten (0-100%) als

Eluenten gereinigt. Das gewlnschte Produkt 27 konnte nicht erhalten werden.

9.2.6.9 Synthese von Guanosindiphosphat-6-(3-(4-azidbenzoylamino)-

propanoylamino-6-desoxy-B-L-Galactose als Natriumsalz 28

Es wurden zunachst in zwei separaten Kolben 4.1mg (6.5 umol, 1.0 Aquiv.)
Guanosindiphosphat-6-amino-6-desoxy-p-L-Galactose als Natriumsalz 42 in 0.5 mL 100 mM
Natriumhydrogencarbonat-Loésung  gelést und 11.2mg (0.028 mmol, 4.3 Aquiv.)
Pentafluorphenyl-3-(4-azidbenzoylamin)propionat 99 in 0.2 mL abs. DMSO gel6st. Die PFP-
Ester-Losung wurde anschlielBend langsam zur anderen Ldsung hinzugetropft und das
Reaktionsgemisch fur 2 d bis zur vollstandigen Umsetzung von 42 bei Raumtemperatur
geruhrt (DC-Kontrolle: iPrOH/NH4OAc (1 M) 2:1 v/v). Die Lésungsmittel wurden danach im
Olpumpenvakuum entfernt und das Rohprodukt zwei Mal mittels automatisierter
Umkehrphasenchromatographie (RP-18) mit H,O und einem CH;CN-Gradienten (0-100%) als

Eluenten gereinigt.

Ausbeute: 2.3 mg (2.7 umol, 42%) eines farblosen Feststoffes; Ri-Wert (iPrOH/NH4OAc (1 M)
2:1 viv) 0.39.

CaeH33N1oNaO47P»
M = 842.5403 g/mol
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IH-NMR (600 MHz, D,0): & [ppm] = 8.05 (s, 1H, H-8), 7.96 — 7.89 (m, 2H, H-2""), 7.22 — 7.17
(m, 2H, H-3""), 5.98 (d, 3Jun = 6.2 Hz, 1H, H-1"), 4.96 — 4.92 (m, 1H, H-1"), 4.76 — 4.72 (m, 1H,
H-2), 4.53 (dd, 3Jun = 5.4 Hz, 3Jup = 3.3 Hz, 1H, H-3"), 4.26 (t, 3Jun = 2.9 Hz, 1H, H-4"), 4.22
— 4.16 (M, 2H, H-5a, H-5'b), 3.92 — 3.88 (m, 1H, H-5"), 3.78 (d, 3Jun = 3.3 Hz, 1H, H-4"), 3.66
—3.57 (M, 4H, H-2", H-3", H-c), 3.18 (dd, 1H, 2Jun = 12.9 Hz, 3Jup = 2.2 Hz, H-6"a), 3.12 (dd,
1H, 2Jup = 12.6 Hz, 3Jupn = 3.4 Hz, H-6"b), 2.65 (t, 3Jun = 6.7 Hz, 2H, H-b).

13C-NMR (151 MHz, D20): & [ppm] = 162.3 (C(O)NH), 155.1 (C-6), 142.4 (C-1""), 130.6 (C-
4), 129.6 (C-2"), 118.5 (C-3""), 152.0 (C-4), 137.7 (C-8), 116.3 (C-5), 97.9 (d, 2Jcp = 7.2 Hz,
C-17), 86.2 (C-1), 84.2 (d, *Jcp = 9.6 Hz, C-4’), 73.1 (C-2), 72.3 (C-2'), 72.2 (C-3"), 71.4 (C-
5”), 71.5 (d, 3Jcp= 7.9 Hz, C-2"), 70.6 (C-3’), 68.2 (C-4"), 65.4 (d, 2Jcp= 5.8 Hz, C-5’), 37.6
(C-6"), 37.3 (C-c), 34.3 (C-h).

Anmerkung: Das **C-Signal des C-2-Atoms konnte nicht identifiziert werden.

$1P_NMR (243 MHz, D;0): 6 [ppm] = -10.95 (d, 3Jpp = 19.5 Hz, Pg), -13.05 (d, 3Jpp = 19.6 Hz,
Pa).

HRMS (ESI-, m/z): ber.: 819.1506 [M-HJ, gef.: 819.1523 [M-H]-.

IR: v [cm™] = 3352, 2918, 2895, 2123, 1646, 1512, 1456, 1085, 923.

9.2.6.10 Versuch der Synthese von  Guanosindiphosphat-6-(4-(4-
azidbenzoylamino)-butanoylamino-6-desoxy-B-L-Galactose 29

Es wurden zunachst in zwei separaten Kolben 3.7mg (5.9 umol, 1.0 Aquiv.)
Guanosindiphosphat-6-amino-6-desoxy-p-L-Galactose als Natriumsalz 42 in 0.5 mL 100 mM
Natriumhydrogencarbonat-Losung  gelést  und 9.9mg  (0.024 mmol, 4.1 Aquiv.)
Pentafluorphenyl-4-(4-azidbenzoylamin)butyrat 100 in 0.2 mL abs. DMSO gel6st. Die PFP-
Ester-Losung wurde anschlieRend langsam zur anderen Ldsung hinzugetropft und das
Reaktionsgemisch flr 18 h bei Raumtemperatur gerthrt. Dinnschichtchromatographisch
konnte eine Umsetzung nicht beobachtet werden (iPrOH/NH.OAc (1 M) 2:1 v/v). Die
Lésungsmittel wurden danach im Olpumpenvakuum entfernt und das Rohgemisch mittels
automatisierter Umkehrphasenchromatographie (RP-18) mit HO und einem CH3s;CN-
Gradienten (0-100%) als Eluenten gereinigt. Die gewlinschte Verbindung 29 konnte nicht

isoliert werden.
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9.2.6.11 Synthese von Guanosindiphosphat-6-(11-(4-azidbenzoylamino)-
undecanoylamino-6-desoxy-B-L-Galactose als Natriumsalz 30

Es wurden zundchst in zwei separaten Kolben 5.2mg (6.5 pumol, 1.0 Aquiv.)
Guanosindiphosphat-6-amino-6-desoxy-p-L-Galactose als Natriumsalz 42 in 1.0 mL 0.1 M
Natriumhydrogencarbonat-Losung  gelést und  10.0mg  (19.5 umol, 3.0 Aquiv.)
Pentafluorphenyl-11-(4-azidbenzoylamin)undecanat 101 in 0.4 mL DMSO gelost. Die
Pentafluorphenylester-Losung wurde anschlieBend langsam zur anderen Ldsung
hinzugetropft und das Reaktionsgemisch fiir 11 h bei Raumtemperatur gerihrt. Aufgrund von
schlechter Loslichkeit beider Komponenten im verwendeten Lésungsmittelgemisch wurden
dem Gemisch nacheinander 1 mL DMSO, 0.25 mL CHs;CN sowie 1 mL DMF hinzugegeben
und die Losung fir 3 h bei 40 °C gerthrt. Zur Steigerung des Umsatzes (DC-Kontrolle:
CH3CN/H20 5:1 v/v) erfolgte schlieRlich die Zugabe von weiteren 6.7 mg (13 pmol, 2.0 Aquiv.)
Pentafluorphenyl-11-(4-azidbenzoylamin)undecanat 101 sowie von 100 pL (0.588 mmol,
90.5 Aquiv.) DIPEA. Es wurde fir weiter 4 h bei 40 °C gerthrt und die Losungsmittel
anschlieRend im Olpumpenvakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde zwei Mal mittels
automatisierter Umkehrphasenchromatographie (RP-18) mit H.O und einem CH3;CN-
Gradienten (0-100%) als Eluenten gereinigt.

Ausbeute: 6.2 mg (6.5 umol, quantitativ) eines farblosen Feststoffes; Ri-Wert (CH3CN/H2O
5:1 viv) 0.18.

C34H49N1oNaO47P;
M = 954.7563 g/mol

IH-NMR (600 MHz, D,0): & [ppm] = 8.29 (s, 1H, H-8), 7.83 — 7.72 (m, 2H, H-2"), 7.18 (d, 3Ju
= 8.2 Hz, 2H, H-3"), 5.94 (t, 3Jup = 6.7 Hz, 1H, H-1"), 4.95 — 4.91 (m, 1H, H-1"), 4.76 — 4.73
(m, 1H, H-2'), 4.59 — 4.54 (m, 1H, H-3'), 4.42 — 4.33 (m, 1H, H-4"), 4.29 — 4.22 (m, 2H, H-5a,
H-5'b), 3.92 — 3.87 (m, 1H, H-5"), 3.86 — 3.80 (m, 1H, H-4"), 3.73 — 3.57 (m, 2H, H-2", H-3"),
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3.45 — 3.35 (m, 2H, H-k), 3.33 — 3.20 (m, 2H, H-6"a, H-6"b), 2.38 — 2.32 (m, 2H, H-b), 1.68 —
1.44 (m, 4H, H-c, H-j), 1.44 — 1.13 (m, 12H, H-d, H-e, H-f, H-g, H-h, H-i).

13C-NMR (151 MHz, D,0): & [ppm] = 162.9 (C-a), 142.7 (C-1""), 130.1 (C-4""), 129.4 (C-2"),
119.2 (C-3”), 151.4 (C-4), 137.2 (C-8), 116.4 (C-5), 97.8 (C-1"), 86.1 (C-1’), 83.7 (C-4’), 73.6
(C-2), 72.4 (C-2), 72.3 (C-3”), 71.4 (C-5"), 71.3 (C-2”), 70.4 (C-3’), 68.4 (C-4”), 65.5 (C-5),
41.1 (C-k), 38.8 (C-6"), 34.9 (C-b), 30.6 , 30.5, 30.5, 30.4, 30.4, 30.2, 28.1, 26.1 (C-c, C-d, C-
e, C-f. C-g, C-h, C-i, C-j).

Anmerkung: Die *C-Signale des C-2- und des C-6-Atoms konnten nicht identifiziert werden.
31P.NMR (243 MHz, D;0): 6 [ppm] = -11.11 (d, 3Jpp = 19.8 Hz, Pg), -13.16 (d, 3Jpp = 19.9 Hz,
Pa).

HRMS (ESI-, m/z): ber.: 931.2758 [M-H], gef.: 931.2923 [M-HJ".

IR: V[cm™] = 3347, 2926, 2853, 2118, 1633, 1572, 1413, 1094, 950.

9.2.7 Versuch der Synthese von Guanosindiphosphat-C-B-L-Arabinose 25

Variante |:

Die Reaktion wurde nach AAV 16.1 durchgefihrt. Es wurden 15.7 mg (0.0417 mmol,
1.1 Aquiv.) (2,3,4-Tri-O-acetyl-B-L-arabinosyl)methylphosphonat als Natriumsalz 105 in 2 mL
DMF abs. und 23.7mg (0.0381 mmol, 1.0 Aquiv.) 5-Nitro-cycloSal-N?-acetyl-2’,3’-di-O-
acetylguanosinmonophosphat 40 in 1.5 mL abs. DMF verwendet. Die Reaktionszeit betrug
14.5 h. Die Deacetylierung erfolgte mit 3 mL des Gemisches aus CH3;OH, H.O und
Triethylamin (7:3:1 v/v/v) und einer Reaktionszeit von 19 h.

Das gewtinschte Produkt konnte nicht erhalten werden.

Variante |l:

Die Reaktion wurde nach AAV 16.1 durchgefuhrt. Es wurden 20.8 mg (0.0553, 1.1 Aquiv.)
B-L-Arabinosylmethylphosphonat als Tetrabutylammoniumsalz 103 in 3 mL DMF abs. und
31.0 mg (0.0498 mmol, 1.0 Aquiv.) 5-Nitro-cycloSal-2’,3’-di-O-benzyloxycarbonylguanosin-
monophosphat 45 in 3 mL abs. DMF verwendet. Die Reaktionszeit betrug 20.5 h. Die
Deacetylierung erfolgte mit 3 mL des Gemisches aus CH3;OH, H,O und Triethylamin (7:3:1

v/v/v) und einer Reaktionszeit von 17 h.

Das gewtinschte Produkt konnte nicht erhalten werden.
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9.2.8 Synthese von Guanosinmonophosphat als Triethylammoniumsalz 125

Guanosinmonophosphat als Triethylammoniumsalz 125 wurde beim Versuch der Synthese
von Guanosindiphosphat-C-f-L-Arabinose 25 nach AAV 16.1 isoliert.

Ausbeute: 4.6 mg (0.011 mmol, 28%) eines
0
hellgelben Feststoffes; Ri-Wert (iPrOH/NH4OAc N 5
> “NH
(1 M) 2:1 v/v) 0.38; Drehwert: [a]250 ,m: -55.6 ° (C 0 o | Py
N~ 4
= 0.05, H20); Schmelzpunkt: 195 °C (Zersetzung). HO/FT\O ' N"% "NH;
& o
4' 1
Anmerkung: Zur Vereinfachung wurde die ® N &
Summenformel fur ein Triethylammonium-Gegenion 0.5 EtsNH
angegeben. Far  die Berechnung des 05 Na®
125
Molekulargewichtes wurde beachtet, dass
g C16H29NeOgP
tatséchlich 0.5 vorliegen. Fur die fehlenden 0.5 M = 424.8102 g/mol
Gegenionen wurden Natrium-Kationen
angenommen.

IH-NMR (400 MHz, D,0): & [ppm] = 8.12 (s, 1H, H-8), 5.93 (d, 3Jun = 6.1 Hz, 1H, H-1"), 4.73
(t, 3Jun = 5.6 Hz, 1H, H-2'), 4.46 (dd, 3Jup = 5.2 Hz, 3Jup = 3.4 Hz, 1H, H-3'), 4.33 (dd, 3Jupn =
3.5 Hz, 3Jup = 2.1 Hz, 1H, H-4’), 4.10 (ddd, 3Jun = 5.1 Hz, 3Jup = 3.3 Hz, 3Jup = 1.3 Hz, 2H, H-
5Y), 3.19 (q, 3Jun = 7.4 Hz, 3H, NH(CH2CHzs)s*), 1.26 (t, 3Jun = 7.3 Hz, 5H, NH(CH.CHa)s").

13C-NMR (151 MHz, D;O): & [ppm] = 152.3 (C-4), 137.7 (C-8), 86.8 (C-1'), 73.7 (C-2’), 70.4
(C-3'), 83.9 (C-4), 64.5 (d, 2Jcp = 7.3 Hz, C-5), 46.6 (NH(CH2CHz)s"), 8.2 (NH(CH2CHs)s").

31P-NMR (162 MHz, D20): 6 [ppm] = 0.25.

HRMS (ESI-, m/z): ber.: 362.0507 [M-H], gef.: 362.0503 [M-H]".

IR: V[cm™] = 3461, 3119, 3048, 1675, 1586, 1033, 794.

Anmerkung: Die **C-Signale des C-5- und des C-6-Atoms konnten nicht identifiziert werden.
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Anhang

Anhang

Gefahrstoffverzeichnis

In der folgenden Tabelle sind Verbindungen, Reagenzien und Lésungsmittel aufgelistet, die
im Rahmen dieser Promotion verwendet wurden. Eingestuft sind diese Gefahrstoffe nach GHS
(CLP Verordnung 1272/2008/EG) und die entsprechenden Gefahrensymbole sowie die H- und
P-Satze sind aufgelistet. Die Stoffe, fur die bisher keine bekannte Einstufung existiert, sind als
gefahrlich einzustufen. Es ist unbedingt zu vermeiden, sich oder andere Personen mit diesen

Substanzen zu kontaminieren und diese Stoffe in die Umwelt einzubringen.

Substanz Gefahren- Gefahrenhinweise Sicherheitshinweise

piktogramm H-Satze P-Satze

Aceton @ @ 225-319-336-EUH066 ~ 210-233-305+351+338
Acetonitril @ @ 225-302/312/332 210-305+351+338-
403+235
Acetylbromid @ 290-314-EUH014 280-301+310-
305+351+338

Acetylchlorid @ 225-302-314-EU014  210-280-305+351+338-
310

B-Alanin Kein gefahrliches Produkt im Sinne der
Verordnung (EG) Nr. 1272/2008
Amberlite® 319 280-305+351+338-
IR 120+ (H") 337+313
315-319-335 261-280-304+340-

4-Aminobenzoesaure
305+351+338-405-501

4-Aminobutterséure 315-319-335 261-305+351+338

SASCARCA I
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Anhang

Substanz

Gefahren- Gefahrenhinweise
piktogramm H-Satze

Sicherheitshinweise
P-Satze

4-Aminophenol

@ 302+332-341-410
&

273-281-501

3-Aminopropyl-

dimethylamin

@ 226-302+312-314-
317-335

<

210-303+361+353-
304+340+310-
305+351+338-333+313-
403+235

11-Amino-

undecansaure

Kein gefahrliches Produkt im Sinne der

Verordnung (EG) Nr. 1272/2008

Ammoniumacetat

Kein gefahrliches Produkt im Sinne der

Verordnung (EG) Nr. 1272/2008

Ammoniumchlorid @ 302-319 305+351+338
Ammoniummolybdad @ 302-315-319-335 261-305+351+338-
Tetrahydrat 302+352-321-405-501
p-Anisaldehyd @ 302 280

4-Azidbenzoesaure

@@ 228-315-319

210-240-264-280-
302+352+332+313+362
+364-
305+351+338+337+313

Benzylbromid

@ 319-335-315

305+351+338-302+352

Benzyloxycarbonyl-
chlorid

330-314-335-350-410

201-273-280-
301+330+331-
305+351+338-308+310
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Substanz Gefahren- Gefahrenhinweise Sicherheitshinweise
piktogramm H-Satze P-Satze
Benzyl-2,2,2- @ 302-315-319-335 261-305+351+338
trichloracetimidat
Bromkresolgrun — 315-319-335 261-264-271-280-

302+352-304+340-
305+351+338-312-321-
332+313-337+313-362-
403+233-405-501

1-Butanol 226-302-315- 210-280-301+312+330-
@ 318+335+336 304+340+312-
305+351+338+310-
@ 403+235

tert-Butyldimethyl- @ 228-314 210-280-305+351+338-
silylchlorid 310

Calciumhydrid 260 402+404

Celite® @ 319-335 261-305+351+338

1,4-Cyclohexadien @ 225-340-350-373 201-210-308+313

Dess-Martin- 272-302-312-315- 220-261-280-
Periodinan 319-332-335 305+351+338

Deuteriumoxid Kein gefahrliches Produkt im Sinne der
Verordnung (EG) Nr. 1272/2008

Deuterochloroform @ 302-315-351-373 302+352-314

DIBAL (1.5 Min 225-250-261-304- 210-222-231+232-261-
Toluol) 314-336-361d-373 280-422

e
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Substanz Gefahren- Gefahrenhinweise Sicherheitshinweise
piktogramm H-Satze P-Satze
Dichlormethan 351 281-308+313
1,3-Dichlor-1,1,3,3- 314 280-305+351+338-310

tetraisopropyl-

disiloxan

N,N*-Dicyclohexyl-

302-311-317-318

280-302+352-

carbodiimid 305+351+338-309+310
Diethylether @ @ 224-302-336- 210-240-403+235
EUHO019-EUH066
Dihydropyran 225-332-315-319- 210-302+352-

EUHO019

305+351+338-403+235

2,5-Dihydroxy-

302-315-319-335

261-305+351+338

benzoesaure
Diisopropyl- @ 226-315-317-318- 260-280-284-
carbodiimid 330-334-335 305+351+338-310

N,N-Diisopropyl-

ethylamin

SO
<

225-302-314-412

210-233-240-241-242-

243-260-264-273-280-
301+312-301+330+331-
303+361+353-304+340

2,2-Dimethoxypropan

e

225-319

210-305+351+338-
403+235

4-(Dimethylamino)-
pyridin

301-310-315-319-335

261-262-264-280-
301+310-302+350-
304+340-305+351+338-
321-330-332+313-
337+313-361
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Substanz

Gefahren-
piktogramm

Gefahrenhinweise
H-Satze

Sicherheitshinweise
P-Satze

N,N-Dimethyl-

formamid

Oay

360D-226-332-312-
319

201-302+352-
305+351+338-308+313

N,N-
Dimethylformamid-

Dimethylacetal

et

225-302-315-319-335

210-261-305+351+338

Dimethylsulfoxid

Kein geféahrliches Produkt im Sinne der
Verordnung (EG) Nr. 1272/2008

Dimethylsulfoxid-de

Kein geféahrliches Produkt im Sinne der

Verordnung (EG) Nr. 1272/2008

1,4-Dioxan

225-351-319-335-
EU019-EU066

210-281-305+351+338-
308+313

Diphenylchlor-
phosphat

314

280-305+351+338-310

Essigsaure

226-314

280-301+330+331-
307+310-305+351+338

Essigsédureanhydrid @ 226-332-302-314-335

280-301+330+331-
305+351+338-309+310

Ethanol

<
®

225

210

Ethylacetat

@@ 225-319-336-EUH066

210-240-305+351+338

L-Galactono-1,4-

lacton

Kein geféahrliches Produkt im Sinne der

Verordnung (EG) Nr. 1272/2008
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Substanz Gefahren- Gefahrenhinweise Sicherheitshinweise
piktogramm H-Satze P-Satze
D-Galactose Kein gefahrliches Produkt im Sinne der
Verordnung (EG) Nr. 1272/2008
L-Galactose Kein geféahrliches Produkt im Sinne der
Verordnung (EG) Nr. 1272/2008
Glycin Kein geféahrliches Produkt im Sinne der
Verordnung (EG) Nr. 1272/2008
Guanosin 301 301+310

N-Hydroxysuccinimid

Kein gefahrliches Produkt im Sinne der

Verordnung (EG) Nr. 1272/2008

Imidazol 301-314-361 260-281-303+361+353-
301+330+331-
305+351+338
lod @ @ 332-312-400 273-302+352
1,2:3,4-Di-O- Kein gefahrliches Produkt im Sinne der

isopropyliden-a-D-

galactopyranose

Verordnung (EG) Nr. 1272/2008

Kaliumhydroxid

OO

302-314 260-264-280-
301+310+331-
303+361+353-304+340-

305+351+338-310-321

Kaliumnatriumtartrat

Kein geféahrliches Produkt im Sinne der

Verordnung (EG) Nr. 1272/2008

Kieselgel

- 260
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Substanz

Gefahren-
piktogramm

Sicherheitshinweise
P-Satze

Gefahrenhinweise
H-Satze

Lithiumbromid

<

302-315-319-317 280-305+351+338

Lithiumtriethyl-

SO

225-260-302-314- 210-231+232-280-

borhydrid 335-351 370+378-402+404-
(A Min THF) @ 403+235
D-Mannose Kein gefahrliches Produkt im Sinne der
Verordnung (EG) Nr. 1272/2008
Methanol @ 225-301-311-331-370  210-233-280-302+352-
309+310
Methanol-d,4 225-301-311-331- 210-260-280-301+310-

S

315-319-370 305+351+338-311

(2-Methoxyethoxy)-

Oay

226-315-319-350-335  210-201-303+361+353-

methylchlorid 305+351+338-405-501
Methoxymethyl- 226-312+332-315- 261-280-305+351+338
bromid 319-335-351
1-Methylimidazol 312-302-314 280-305+351+338

e

Natrium

SO

260-314-EUHO014 280-301+330+331-
305+351+338-309+310-

370+378-422
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Substanz

Gefahren-
piktogramm

Gefahrenhinweise Sicherheitshinweise
H-Satze P-Satze

Natriumacetat

Kein gefahrliches Produkt im Sinne der

Verordnung (EG) Nr. 1272/2008

Natriumazid

&

300-410-EUHO032 273-309+310

Natriumborhydrid

SO

260-301-311-330-314 231-232-301+310-
303+361+353-320-330

Natriumchlorid

Kein gefahrliches Produkt im Sinne der

Verordnung (EG) Nr. 1272/2008

Natriumhydrid @ 260 223-231+232-280-
335+334-370+378
Natriumhydrogen- Kein geféahrliches Produkt im Sinne der
carbonat Verordnung (EG) Nr. 1272/2008
Natriumhydroxid @ 314-290 280-301+330+331-
309+310-305+351+338

Natriumiodid @ @ 315-319-400 305+351+338
Natriumnitrit 27-301-319-400 220-273-301+310-

305+351+338

&

Natriumsulfat

Kein gefahrliches Produkt im Sinne der

Verordnung (EG) Nr. 1272/2008

Natriumthiosulfat

Kein geféahrliches Produkt im Sinne der

Verordnung (EG) Nr. 1272/2008
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Substanz

Gefahren-
piktogramm

Gefahrenhinweise

H-Satze

Sicherheitshinweise
P-Satze

5-Nitrosalicylaldehyd

O

315-319

264-280-302+352-
305+351+338-321-
332+313-337+313-362

Novozym® 435 Kein geféahrliches Produkt im Sinne der
Verordnung (EG) Nr. 1272/2008
Oxone® @ 314 260-280-303+361+353-
304+340+310-
305+351+338
Palladium/Kohle @ 228 210-240-241-280
(10%ig)
Palladium(Il)- @ 315-319-335 261-271-280
hydroxid/Kohle
Pentafluorphenol @ 302-312 302-352

Pentan

%
e

225-336-304-411-
EUHO66

273-301+310-331-
403+235

Petrolether 50-70 @

e

225-304-315-336-
361f-373-411

210-233-240-273-281-
301+310-304+340-
308+313-331-403+235

Phosphor(lll)-chlorid 290-314 280-303+361+353-
301+330+331-
305+351+338-309-310
Platin(IV)-oxid 272-319 220-305+351+338

e
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Substanz Gefahren- Gefahrenhinweise Sicherheitshinweise
piktogramm H-Satze P-Satze
2-Propanol @ @ 225-319-336 210-233-240-241-242-
243-264-280-
303+361+353-

305+351+338-337+313-
370+378-403+235

Pyridin @ @ 225-302-312-332 210-233-302+352

L-Rhamnose Kein gefahrliches Produkt im Sinne der

Verordnung (EG) Nr. 1272/2008

Salzsaure (37%) @ 314-335-290 234-260-303+361+353-
304+340-309+311-

305+351+338-501

Schwefelsaure 290-314 280-301+330+331-
(konz.) 305+351+338-309-310
Sebacinsauredichlorid @ 302-314-335 280-301+330+331-
309+310
Subtilisin @ 315-318-334-335 261-280-305+351+338-
(Propylenglycol- 342+311
Lésung)
Tetrabutylammonium- @ 302-315-319 264-270-280-301+312-
dihydrogenphosphat 302+352-305+351+338-
321-330+313-337+313-
362-501
Tetrabutylammonium- @ 302-315-319-335 261-305+351+338
hydrogensulfat
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Substanz Gefahren- Gefahrenhinweise Sicherheitshinweise
piktogramm H-Satze P-Satze
Tetrabutyl- @ EU019-314 260-264-280-
ammoniumfluorid 301+330+331-

(1 Min THF) 303+361+353-304+340-
305+351+338-310-321-
405
Tetrahydrofuran @ 225-319-335-351- 210-233-243-
EUHO19 305+351+338
Thymidin 315-319-335-341 261-280-281-302+352-

Nk

305+351+338

Titan(IV)-bromid

314

280-35+351+338-310

Toluol @ 225-361d-304-373- 210-301+310-331-
315-336 302+352
para-Toluol- @ 315-319-335 261-280-305+351+338-

sulfonsaure

321-405-501

para-Toluol-

sulfonylchlorid

e

290-315-317-318

2580-302+352-
305+351+338-313

Tributylzinnhydrid

&

301-312-315-319-
360FD-372-410

273-302+352-
305+351+338-309+310

Trifluormethan-

sulfonsaure

OO

290-302-314-335

280-310-305+351+338-
303+361+353-304+340-
301+330+331
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Substanz Gefahren- Gefahrenhinweise Sicherheitshinweise

piktogramm H-Satze P-Satze

Triethylamin 225-331-311-302-314  210-280-303+361+353-
305+351+338-309-312

Triethylsilylchlorid @ 226-301-314 280-301+310-
305+351+338-310

Trifluoressigsaure @ 314-332-412 260-264-273-280-
(80%) 301+330+331-
303+361+353-304+340-

305+351+338-310-321-
405-501

Trimethylphosphit @ 226-280-315-318-335  261-280-305+351+338

Trimethylsilylbromid @ 226-314 280-305+338-310

Trimethylsilylchlorid @ 225-301+331-312-314  210-261-280-301+310-
305+351+338-310

Vanillin 319 305+351+338

Tritylchlorid 314 280-305+351+338-310

Wasserstoff @ <__> 220-280 210-377-381-403
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Substanz

Gefahren-
piktogramm

Gefahrenhinweise
H-Satze

Sicherheitshinweise
P-Satze

Zinn(1)-chlorid

OO

290-302-332-314-
317-335-373-412

304+340-280-

301+330+331-

303+361+353-
305+351+338-310
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