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1. Einleitung

Kohlenhydrate spielen nicht nur im Energiehaushalt von Lebenwesen eine entscheidende Rolle,
sondern fungieren auch als Geriistsubstanzen oder werden zur Codierung von Informationen
genutzt."! So nehmen sie als Bestandteil von Nucleinsiuren an der Konservierung und
Weitergabe genetischer Informationen teil. In Form von Glycoproteinen sind sie dartliber
hinaus an Prozessen wie Zellerkennung (beispielsweise Blutgruppensubstanzen oder die
Wechselwirkung eines Virus mit einer Wirtszelle), Steuerung der Halbwertszeit von Proteinen
im Blut oder Enziindungsvorgédngen beteiligt. Die eukaryotische Zelle besitzt hierzu auf ihrer
Oberfliche viele Kohlenhydratreste, die sog. Glycocalyx (Schema 1). Auch beim
Informationsflu innerhalb eines Organismus wirken Kohlenhydrate mit, so sind viele

Hormone glycosyliert,'”! wie beispielsweise das Choriongonadotrophin.

= Monosg.ccharid Glycoprotein ~
Glyco-
Glycolipid calix
(aulRen)
S
Plasuauenbran
] Cytoplasua
/ (innen)
Protein = Lipiduolekdl

Schema 1: Vereinfachte schematische Darstellung der Lipid-Doppelschicht der Zellmem-
bran einer eukaryontischen Zelle.!*"

Neben Prozessen innerhalb eines Organismus werden Kohlenhydrate auch fiir die Abwehr
von Fremdorganismen eingesetzt. Als Beispiel seien die 1957 aus Streptomyces kana-

[

myceticus isolierten Kanamycine® und die 1963 aus Micromonospora spec. gewonnenen

Gentamycine!”!

erwahnt. Viele Naturstoffe liegen als Glycoside vor und werden erst durch
Enzyme aktiviert, wie beispielsweise die cyanogenen Glycoside der Rosaceen (z. B.
Amygdalin). Weitere glycosylierte Naturstoffe stellen die im Fingerhut Digitalis spec.
enthaltenen Steroidglycoside dar, welche aufgrund ihrer Wirkung auch heute noch als

Medikament bei Herzinsuffizienz eingesetzt werden.
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2. Synthese von N-Glycanen

2.1. Glycoproteine

Die Glycosylierung stellt eine der wichtigsten posttranslationalen Modifikationen von
Proteinen dar.”! Hierbei werden O-Glycane, welche iiber die Seitenkette von Serin, Threonin
bzw. Hydroxylysin gebunden sind, sowie N-Glycane, die mit dem Stickstoffatom der
Seitenkette von Asparagin N-glycosidisch verkniipft sind, unterschieden. Durch diese
Modifikationen werden sowohl die physikochemischen Eigenschaften von Proteinen wie
Loslichkeit, Ladung oder Faltung als auch ihre biologische Aktivitit stark beeinfluft.!®
Storungen der Proteinglycosylierung konnen somit dramatische Auswirkungen auf den

Organismus haben, die sich in unterschiedlichen Krankheitsbildern duBern.”’

Die Biosynthese von N-Glycanen ist in Eukaryoten streng konserviert und beginnt mit der
mehrfachen Glycosylierung von Dolicholphosphat auf der cytosolischen Seite des ER."*! Nach
einem Flip durch die Membran wird das Heptasaccharid an der Innenseite des ER um weitere

sieben Kohlenhydrateinheiten verlangert (Schema 2).

Schema 2: Das im ER auf das nascierende Protein iibertragene Tetradecasaccharid,
gebunden an den Lipidanker Dolicholpyrophosphat (n = 13-20); markiert ist das
Heptasaccharid, welches auf der cytosolischen Seite des ER aufgebaut wird.

Das entstandene Tetradecasaccharid wird en bloc durch die Oligosaccharyl-Transferase (OT)™
cotranslational auf das nascierende Protein libertragen. Hierbei miissen sich ca. 14 Amino-

sduren bereits im Lumen des RER befinden, damit das membranassoziierte Enzym eine lokale
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Sekundérstruktur erkennen kann. Diese wird von dem Motiv Asn-Xxx-Ser/Thr gebildet,
wobei Xxx jede beliebige Aminosdure mit Ausnahme von Prolin darstellen kann. Durch die
Ausbildung eines Asx-Loops (Schema 3) wird die Nucleophilie des Amids vermutlich durch

Tautomerisierung soweit erhdht, daB eine Glycosylierung stattfinden kann.!'”

Schema 3:  Aktivierung des Asparagin-Sticksoffatoms durch einen Asx-Loop.!""

Das entstehende Glycoprotein beginnt im folgenden weitere Sekundir- bzw. Tertidrstruk-
turelemente auszubilden, wobei neben der durch physikalische Parameter bestimmten
spontanen Faltung auch Enzyme beteiligt sind.!'"! Bei diesem Vorgang im ER wird auch der
Kohlenhydratanteil weiter prozessiert, wobei er als Marker fiir die korrekte Faltung dient.!'”
Durch Glucosidase I und II werden sehr schnell die beiden terminalen Glucosesubstituenten
abgespalten. Der nun freiliegende Glucoserest wird von Calnexin bzw. Calreticulin erkannt
und das nur teilweise oder ungefaltete Protein gebunden. Durch diese Chaperone wird eine
Aggregation verhindert und die korrekte Faltung unterstiitzt. Nach Abspaltung des Glucose-
terminus durch Glucosidase II wird das Protein wieder freigesetzt. Falls es noch nicht korrekt
gefaltet ist, wird es durch die Glycoprotein-Glucosyltransferase (GT) erkannt und regluco-
syliert und dieser Zyklus beginnt wieder von neuem. Fehlgefaltete Proteine werden aufgrund

ithrer ldngeren Verweildauer im ER durch Mannosidasen prozessiert, wodurch sie fiir den

Abbau markiert werden (Schema 4)."!

Korrekt gefaltete Proteine werden z. T. unter Beteiligung von Lectinen!'? zum Golgi-Apparat
transportiert. Auf diesem Weg und im cis-Golgi-Bereich werden durch Mannosidasen weitere
Mannosereste abgespalten.'" Fiir den Transport zu den Lysosomen bestimmte Proteine
werden durch Phosphorylierung markiert und im trans-Golgi-Netzwerk durch den Mannose-

phosphat-Rezeptor erkannt.!”!
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Abbau iy Proteasop
M—M\
/M\ T
M /M—GN—GN—'\\ ," nicht-proteosopaler
M—M—M - Proteina.bbo.u
M—M T Mannosidase | M ﬁ
N\ N\
/M\ =~ Mannosidgse Il /M\ T
M—M /M—GN—GN—( ) M—M  M—GN-GN— !
M—M—M B M—M—M B
Glucosidase Il GP-Glucosyl-
transferase
M—M\
M L=
/ N\ ,
Colnexin/ M—M /M—GN—GN—\ !
Calnexin o -7
Calreticulin >G M—M—M
M—M\ l
M
/N
Calnexin/ MM /M_GN_GNO
Calnexin VT
Calreticulin >G M—M—M Weitertransport zup Golgi
MM l Glucosidase I Prozessierung durch weitere Enzyue
\M
/N
M—M /M—GN—GNO
M—M—M ' ) nicht korrekt gefaltetes Protein
GN:N-Acetylglucosapin -
G: Glucose korrekt gefaltetes Protein
M: Mgnnose

Schema 4:  Qualitdtskontrolle von Glycoproteinen im ER: Glucosidase Il entfernt den
Glucoseterminus; durch GT werden nicht korrekt gefaltete Proteine erkannt und
reglucosyliert; Calnexin bzw. Calreticulin wirken als Lektine und Chaperone:
sie erkennen den terminalen Glucoserest und unterstiitzen die korrekte Faltung;
verweilt ein Glycoprotein zu lange im ER wird durch Mannosidase I der
terminale Mannoserest im mittleren Arm abgespalten, wodurch es fiir den Abbau

tiber das Ubiquitin/Proteasom-System markiert ist.

[13]

Sezernierte Glycoproteine werden weiter durch Glycosyltransferasen bis hin zu komplexen

N-Glycanen prozessiert. Hierbei konkurrieren verschiedene N-Acetylglucosaminyltransferasen

(GnT) um das gleiche Substrat,'® wodurch die Vielfalt von N-Glycanen des komplexen,

hybriden oder oligomannosidischen Typs entsteht (Schema 5). Dies ist die Ursache fiir das

Phinomen der Mikroheterogenitit,'”) da im Gegensatz zur einheitlichen Peptidkette eines

Proteins haufig an einer Glycosylierungsstelle verschiedene Kohlenhydratsubstituenten gefun-

den werden. Diese Glycoformen besitzen unterschiedliche biologische Eigenschaften und sind

nur sehr schwer voneinander trennbar, was ihre Untersuchung erschwert.
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Schema 5:
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Prozessierung im Golgi-Apparat: durch Mannosidasen werden in den cis- bzw.
mittleren Kompartimenten alle Mannosereste bis auf die drei inneren abgespalten
und durch konkurrierende Glycosyltransferasen (z. B. N-Acetylglucosaminyltrans-
ferasen (GnT)) in den mittleren bzw. trans-Kompartimenten die unterschiedlichen

Substituenten der komplexen N-Glycane angefiigt.'*'®

Die Einfiihrung des ,bisected” N-Acetylglucosamin-Restes in Position 4 des zentralen

Mannose-Bausteins durch die GnT III stellt fiir weitere Enzyme ein Stop-Signal dar (GnT II,

IV, V, Mannosidase II, Fucosyltransferase). Durch unterschiedliche Konzentrationen der

jeweiligen Enzyme wird bestimmt, welche N-Glycane die fertigen Glycoproteine tragen. Im

Anschlufl werden komplexe N-Glycane in der Regel noch galactosyliert (3-1,4) und mit Sia-

linsduren (0-2,3 bzw. a-2,6) versehen. Dariiber hinaus sind weitere Modifikationen!'® wie
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beispielsweise Sulfatierung, N-Acetyllactosamin-Repetiereinheiten, Fucosylierung und

Galactosylierung bekannt.

Die unterschiedlichen Glycosylierungsmuster von Proteinen werden auch im Zusammenhang
mit Krebsentstehung und Malignitit von Tumoren diskutiert. So wurde die B-1,6-
Verzweigung mit der Mobilitit von Krebszellen und damit der Neigung der Tumore zur
Metastasenbildung in Verbindung gebracht,"® weshalb Swainsonin (ein Alkaloid, welches
die Golgi-a-Mannosidase kompetitiv hemmt) in klinischen Untersuchungen bei der

Tumorbekdmpfung eingesetzt wird.

Der hier vorgestellte Biosyntheseweg komplexer N-Glycane wird vor allem in Sdugetieren ge-
funden. Da die N-Glycosylierung ein hochkonservativer Vorgang ist, kann {iber deren
Evolution spekuliert werden:''"?) N-Glycosylierte Proteine finden sich bereits in der duBersten
Schicht der Zellwand von Archébakterien sowie in der Zellwand bestimmter gram-negativer
Bakterien. Bei den Archébakterien wird ebenfalls ein Oligosaccharid an Dolichylphosphat
bzw. -pyrophosphat im Cytoplasma aufgebaut und nach einem Flip durch die Membran auf
das Protein iibertragen. Im Gegensatz zu den Eukaryoten wird bei Prokaryoten noch eine
grole Vielfalt an Kohlenhydraten eingesetzt. Bei ersteren wird immer das o. a. Tetradeca-
saccharid tibertragen, nur bei Trypanosomen wird ein Mang.oGIlcNAc,-Saccharid verwendet,
da die notwendigen weiteren Glucosyltransferasen bei diesen primitiven Organismen noch
fehlen. Somit kann man vermuten, dal das auf der cytosolischen ER-Seite synthetisierte
Heptasaccharid dem wurspriinglich bei dem gemeinsamen Vorfahren der Eukaryoten
verwendeten Kohlenhydrat entspricht.

Protozoen!"’

I zeigen ein uneinheitliches Bild der Glycosylierung, so wurden beispielsweise
auf einem Oberflachenprotein (,,variant surface protein®, VSG) von Trypanosoma brucei
neben mannosereichen bereits komplexe und polylactosaminreiche N-Glycane gefunden. Die
MSPs (,,merozoit surface protein) von Plasmodium falciparum, welche eine wesentliche
Rolle bei der Invasion in die Erythrocyten spielen, tragen mannosreiche N-Glycane, wenn sie
in HeLa-Zellen bzw. Insektenzellen exprimiert werden, jedoch wird bei nativen P. falciparum
kaum eine N-Glycosylierung beobachtet. Bei Toxoplasma wurden N-Glycane auf dem gp23
gefunden, die weder Sialinsduren noch Fucose enthielten, dafiir jedoch GalNAc-Termini
trugen. In Hefen wird in der Regel® das in den Golgi-Apparat eintretende (MansGIcNAc,)-
Glycoprotein lediglich durch Mannosyltransferasen verldangert, so dal mannosereiche (sog.

hypermannosylierte, bis zu 200 Mannosereste) N-Glycane entstehen. Fiir hohere Organismen

scheint die Notwendigkeit aufgetreten zu sein, komplexe Phidnomene, wie z. B. Zell-Zell-
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Interaktionen zu regulieren, weshalb sich bei diesen weitere Schritte der Prozessierung
entwickelt haben. Pflanzen”"! synthetisieren hiufig komplexe N-Glycane, die durch einen
B-1,2-Xylosesubstituenten an der zentralen Mannoseeinheit bzw. einen a-1,3-Fucoserest am
reduzierenden N-Acetylglucosamin modifiziert sind. Diese Substituenten finden sich nicht im
Sdugerorganismus, weshalb wahrscheinlich Allergien u. a. auf diese Strukturen zuriickzufiih-
ren sind.*? Im Gegensatz zur Meinung, da3 Pflanzen keine besonders komplexen Strukturen
aufbauen, konnte das Lewis*-Motiv (Galp1,3[Fuca1,4]GIcNAc) auch dort gefunden werden,
was ebenfalls im Zusammenhang mit allergischen Reaktionen stehen kann.'”! Bei Insekten

finden sich normalerweise!>*!

zu 60-70 % mannosereiche und sog. paucimannosidische
N-Glycane, bei denen nur noch zwei bzw. drei der innersten Mannosereste vorhanden sind.
Als Besonderheit®! tritt gelegentlich eine doppelte Core-Fucosylierung auf, niamlich die bei
Sdugern bekannte a-1,6- und die bei Pflanzen beschriebene a-1,3-Modifikation. Aus der
Gruppe der Insekten ist Drosophila am besten untersucht und da bei dieser Art keine
komplexen N-Glycane nachgewiesen wurden, wird vermutet, dafl eine Hexosaminidase die
fiir die Fucosylierung notwendigen GIcNAc-Substituenten der Antennen wieder entfernt. Als
Ausnahme sei die im Bienengift gefundene Phospholipase A, erwéhnt, von der vier gefundene
Glycoformen am a-1,3-Arm eine Lewis™-dhnliche Struktur (GalNAcf1,4[Fucal,3]GIcNAc)
tragen, was auch im Zusammenhang mit Allergien diskutiert wird.'*! Die Kohlenhydratstruk-
turen von Caenorhabditis elegans spiegeln im wesentlichen den bei Insekten gefundenen
Sachverhalt wider, auch wenn fiir diese Aussage die Datengrundlage noch etwas diirftig

iSt.[21’23]

Ein grofles Problem stellt diese gefundene Diversitidt dar, wenn Proteine, die als Thera-
peutikum fiir Menschen vorgesehen sind, in heterologen Organismen exprimiert werden. Die
durch den Erzeugerorganismus angefiigten Kohlenhydrate kdnnen vom menschlichen Kdrper
als fremd erkannt werden und eine Immunantwort auslosen.”® Deshalb wird zunehmend
versucht, durch Umgestaltung der Enzymausstattung heterologe Systeme so zu veréndern, daf3
deren Glycoproteine kompatibel zum menschlichen Organismus werden. Beispielsweise
konnten mit Pichia pastoris durch Inaktivierung des Gens fiir die a-1,6-Mannosyltransferase,
die fiir die Hypermannosylierung verantwortlich ist, und Einfiihren von Genen fiir die GnT |

und B-Galactosyltransferase Proteine exprimiert werden, die hybride N-Glycane tragen.!”
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2.2. Problemstellung

Als Zielstruktur wurde das hybride Decasaccharid 1 gewihlt, welches am a-1,3-Arm bereits
durch N-Acetylglucosamin modifiziert ist und am o-1,6-Arm noch das Pentamannosid als
groBBtmoglichen Substituenten trégt. Es sollte sich aus dem bekannten Core-Trisaccharid 2 und
den beiden Donoren 3 und 4 aufbauen lassen (Schema 6). Diese Art der retrosynthetischen
Zerlegung hat sich bereits bei vielen Synthesen komplexer N-Glycane als sehr effizient

[28.29.30.31.32.33.3435] Bej der Darstellung des Trisaccharids 2 sollte untersucht werden, ob

erwiesen.
durch eine direkte B-Mannosylierung des Chitobiosylbausteins 8 die bisherige Synthese
verbessert werden kann. Fiir die Gewinnung des Pentamannosid-Bausteins 3 sollte eine
moglichst kurze und effektive Synthese eines geeignet geschiitzten Akzeptors 6 sowie eines

Dimannosyl-Donors 5 entwickelt werden.

HO HO— O
Q —=<_|-O
HO H
HO HO o HO a HO a
HO - o o
NHAc o) HO HO R
NHAc NHACc

AcO
AcO QA0 9,
AcO AcO ~
AcO
ACO Q9 AcA(gO Q A? o2 To
AcO B (0]
AcO AcO
AcO OBz 3
-Q NPht

o) CClg

U o\[(cu3 NH
AcO OAcC NH

Ph O OR BnO BnO
820N /vo Qo Q- Q
Do RO BnO. %Bno N3
7 NPht NPht

Schema 6: Retrosynthetische Betrachtung des Decasaccharids 1 vom Hybrid-Typ.
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2.3. Synthese eines N-Glycans vom Hybrid-Typ

2.3.1. B-Mannosid-Synthesen

Das Trisaccharid 2 enthilt eine -mannosidische Verkniipfung, die nur schwer zu synthe-
tisieren ist. Zu Beginn dieser Arbeit war es noch nicht gelungen, diese in zufriedenstellenden
Ausbeuten direkt aus einem Mannosyldonor und einem dem Chitobiosylakzeptor 8 dhnlichen
Baustein darzustellen.”*® Mannosyldonoren liefern in der Regel aufgrund des anomeren
Effektes a-verkniipfte Produkte, was sich nicht durch Zuhilfenahme eines nachbargruppen-
aktiven Substituenten an C-2 umgehen 14Bt. Eine weitere Schwierigkeit liegt darin, dal

N-Acetylglucosamin- und Chitobiosyl-Akzeptoren dafiir bekannt sind, dafl deren 4-Hydroxyl-

36,37 [37,38

funktion sehr schlecht zugénglich ist.”**”) Dieses Problem umging H. Paulsen,”’>*! indem er
den Akzeptor in der 'C4-Konfiguration fixierte, wodurch dessen Reaktivitit wesentlich erhoht
wurde. Zur direkten -Mannosylierung konnten bisher nur a-Mannosylhalogenide verwendet
werden, die mit unldslichem Silbersilicat aktiviert wurden. Die Ausbeuten lagen hierbei mit
einem Chitobiosylazid als Akzeptor™ lediglich bei 40 % (neben erheblicher Menge an
a-verkniipftem Produkt), bei dem angesprochenen 1,6-Anhydrozucker hingegen bei etwa
65 %.°" Nachdem bei dieser Methode wiederum weitere Syntheseschritte bis zu dem
gewlinschten Trisaccharid notwendig sind, ist diese Methode nur mit Einschriankungen
verwendbar. Eine Losung dieses Problems bestand bisher darin, zuerst eine leicht zu
erzwingende [-glucosidische Bindung aufzubauen, die Glucose an C-2 zum Keton zu
oxidieren und dieses anschlieBend wieder zu reduzieren.*”! Auch die direkte Inversion einer
B-Glucose iiber eine Sny2-Reaktion des 2-Triflats mit Cs-*" bzw. TBA—Acetat[42], ~Nitrit!*

[44] wurde beschrieben. Nachdem diese Inversionen in vielen Fillen nicht

oder -Benzoat
vollstindig ablaufen, konnen hierbei Gemische aus Mannose- und Glucosederivaten
entstehen. H. Kunz entwickelte deshalb eine Methode zur intramolekularen Inversion,
wodurch bei jedem Schritt eine vollstindige Kontrolle der sterischen Verhéltnisse gegeben
ist.”! Durch Vorziehen der verlustreichen Schritte konnte C. Unverzagt auf diese Weise das
gewlinschte Trisaccharid 2 in hoher Ausbeute und unter voller Stereokontrolle syntheti-
sieren.*®! Eine weitere Moglichkeit zur Darstellung einer p-mannosidischen Verkniipfung
stellt die ,,intramolecular aglycon delivery* dar:*’ hierbei wird der Akzeptor iiber eine
Hilfsgruppe an Position 2 der Mannose oberhalb der Ringebene fixiert und im Anschluf3 der
Mannosyldonor aktiviert. 7. Ogawa und Y. Ito optimierten diese Strategie filir die Synthese
eines Core-Trisaccharides'™ und konnten mit diesem Schliisselschritt sowohl die
Grundstruktur des LEC14-Saccharids'*”! als auch ein Undecasaccharid vom komplexen Typ

synthetisieren.”’
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D. Crich und S. Sun entdeckten, daB3 durch Aktivierung eines Mannosylsulfoxids ohne
nachbargruppenaktive Substituenten, wie z. B. 9, bei tiefen Temperaturen vor der Zugabe des
Akzeptors in hohen Ausbeuten f-Mannoside erhalten werden.”" Als reaktive Zwischenstufe
konnte das o-Triflat identifiziert werden,”*! welches durch ein 4,6-Acetal stabilisiert wird.
Dieses wird im Zuge einer Sy2-Reaktion durch Nucleophile zu dem -Mannosid abgefangen.

[53] konnten sie auch direkt mit Thiomannosiden durch

In weiteren Untersuchungen
Aktivierung mit Phenylsulfenyltriflat zu vergleichbaren Ergebnissen gelangen. Durch diese
sehr leistungsfahige Methode konnen selbst schlechte Akzeptoren wie tertidre Alkohole
selektiv in hohen Ausbeuten umgesetzt werden."" Bei dem Versuch, diese Methode auf
Glucosamin-Bausteine wie 10 zu iibertragen, zeigte sich jedoch wiederum die schlechte
Reaktivitdt dieser Bausteine. Lediglich der von Paulsen beschriebene 1,6-Anhydrozucker 11

konnte in brauchbaren Ausbeuten zur Reaktion gebracht werden (Schema 7).

B
BnO OBn
NHAc
o 8% 10 Ph/EO O%n "o 11 e o 13%
B: 31% BnO B: 72 %
9 O,SPh

Schema 7: Untersuchungen zur direkten -Mannosylierung von Glucosaminbausteinen.”"

R. Schmidt konnte dhnliche Ergebnisse auch mit Trichloracetimidaten erzielen™ und auf
diese Weise an dem Glucosaminbaustein 13 in guten Ausbeuten eine [-1,4-mannosidische

Bindung aufbauen.

OBn
Ph OBn O AIIO -Q BnO
TMSOTf
AIIO BnO OBn DCM BnO
(0]
C'3C o: 15 %
B: 56 %

Schema 8: Synthese der -1,4-mannosidischen Bindung iiber das Trichloracetimidat 12.>°!

Zur Synthese des Trisaccharids 2 wurde in Vorarbeiten®® versucht, verschiedene Donoren an

das Disaccharid 8 zu koppeln. Hierfiir wurde wie in der Literatur®®! ein 4,6-Benzylidenacetal-
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geschiitztes Thiophenylmannosid eingesetzt. Als Schutzgruppen an den Positionen 2 und 3
diirfen nur Substituenten ohne Nachbargruppenaktivitidt verwendet werden, die ferner ortho-
gonal zu den anderen im Molekiil vorhandenen Schutzgruppen entfernbar sein miissen. In
Testreaktionen lieferte die 4-methoxybenzylierte Verbindung 15 die besten Ergebnisse.”™®
Deshalb wurde hiermit zundchst die Reaktion mit Cyclohexanol wiederholt, was ohne
Schwierigkeiten gelang. Um zu untersuchen, ob die beiden MPM-Ether entfernt werden kon-

nen, ohne das Benzylidenacetal anzugreifen, wurde 16 mit DDQ oxidiert (Schema 9).

Ph O OMPM
5 0
MPMO
HO
15 SPh

AgOTf, PhSCI,
DTBMP, CH,Cl,,
-90 °C bis RT (70 %)

Ph 0 OMPM
&/ Q
6]
MPMO O
16

DDQ,
CH,Cl,, H,0
0 °C (70 %)

Ph O OH
HO 0]
17

Schema 9: Synthese des Cyclohexyl-f-mannosids 17.

Mit dem bekannten Chitobiosylakzeptor 8 wurden jedoch von . Prahi® auch nach Variation

der Reaktionsparameter nur schlecht trennbare Gemische erhalten.

Ph O OMPM BnO BnO
/V o) 0 Q
O HO o
MPMO BnO BnO N3
NPht NPht
15 SPh 8
AgOTf, PhSCI,
DTBMP, CH,Cl>,
-90 °C his 0 °C
Ph o) OMPM BnO BnO
o o) 0 0
MPMO OBno O&no N3
18 NPht NPht

Schema 10: Versuch zur Synthese des Trisaccharids 18.°°
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Nach 1. Prahl konnte durch Verkleinerung der Schutzgruppen am Akzeptor die Zugéng-
lichkeit zur 4-Hydroxylfunktion eventuell soweit verbessert werden, dal die Reaktion in
akzeptablen Ausbeuten moglich ist. Nachdem die Benzylether am Ende der Synthese eine

1661 sollten diese Positionen nicht verindert

Reinigung mittels RP-HPLC erméglichen,[
werden. Die Phthalimidogruppen sind sehr raumerfiillend und deren Ersatz durch beispiels-
weise Trifluoracetamidosubstituenten’®” wiirde die Zuginglichkeit zur Hydroxylfunktion
erleichtern, was durch MM2- und PM3-Rechnungen gezeigt wurde.>®

[46:39) gynthetisiert

Aus diesem Grund wurden zundchst 25 g Chitobiosylazid 8 iiber 15 Stufen
und mit Ethylendiamin in Butanol die Aminogruppen freigesetzt.”® Das Diamin 19 wurde auf
diese Weise in 72 % Ausbeute erhalten. Dieses wurde mit dem Pentafluorphenylester der

Trifluoressigsiure selektiv an den Aminofunktionen geschiitzt (Schema 11).5"

BnO BnO
Q Q
HO o
BnO BnO N3

g  Npht NPht

Ethylendiamin,
BUOH, 90 °C (72 %)

NH, NH,

TFA-OPfp
NEts, CH,Cl, (79 %)

Schema 11: Umwandlung der Phthalimid- zu Trifluoracetamid-Funktionen.

Um die prinzipielle Eignung dieses Akzeptors fiir Glycosylierungen zu untersuchen, wurde
zundchst mit dem Tetraacetylmannosylfluorid 21 und -trichloacetimidat 22 eine a.-mannosi-
dische Verkniipfung aufgebaut. Durch das Fluorid 21 konnte das gewlinschte Trisaccharid 23
nur verunreinigt in max. 16 % Ausbeute erhalten werden, durch das Trichloracetimidat 22
hingegen mit 66 % (Schema 12). Die geringe Reaktivitdt des Fluorids 21 zeigte sich ebenfalls
bei der Synthese von Mannobiosylbausteinen (Kapitel 2.3.2).
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AcO OAc BnO BnO
AcO Q. HO NV o Q
AcO BnO BnO N3

NHTFA NHTFA
21: X=F X 20
22: X=TCAI
l BF3*OEt,, MS 4A, CH,Cl,
AcO OAcC
AcO -
AcO
BnO BnO
o Q O
BnO O&no N3
23 NHTFA NHTFA

aus 21: 16 %
aus 22: 66 %

Schema 12: Testreaktionen zur Reaktivitdt von 20.

Nachdem die Reaktionsfdhigkeit dieses Akzeptors nachgewiesen war, wurde die -Mannosid-
synthese analog zur Reaktion mit Cyclohexanol wiederholt. Es entstand jedoch ein schlecht
trennbares Gemisch, welches mittels LC/MS untersucht wurde. Neben nicht identifizierbaren
Verbindungen konnte nur nicht umgesetzter Akzeptor 20 und viel 1,1-verkniipfter Donor 25
nachgewiesen werden (Schema 13). Nach zweimaliger flashchromatographischer Reinigung
konnte eine Fraktion (8 %) angereichert werden, die aus einem Isomerengemisch (B:a = 2:1
1t. LC/MS) des Produktes 24 bestand. Fiir diese Untersuchungen wurde angenommen, daf3 das
B-Isomer etwas polarer als das o-Isomer ist und demzufolge eine etwas niedrigere
Retentionszeit bei der RPC aufweist. Diese Annahme wurde auch durch Hinweise aus einem
gekoppeltem HMQC-Experiment gestiitzt, da fiir das entsprechende Anomere der

Hauptkomponente in dem erhaltenen Gemisch eine 1JC,H von 159 Hz bestimmt werden

konnte.
Ph/Vo QAAPM BnO o Bno o
0 HO o
MPMO BnO BnO N3
15 Lo NHTFA NHTFA
AgOTf, PhSCI,
DTBMP, CH,Cl,,
-90 °C
Ph 0 OMPM BnO BnO
o) 0 o}
o) o o
MPMO BnO BnO N3
24:B:002:1,ca. 8% NHTFA NHTFA
OMPM
Ph/Vo ql\(/)lplvl Y
o] o) oy A/Ph
MPMO MPMO O
25

Schema 13: Versuch der direkten f-Mannosylierung.
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Die Reaktion wurde mit vier Aquivalenten Donor 15 wiederholt. Hierbei konnte wiederum
nach chromatographischer Reinigung nur eine Mischfraktion erhalten werden, die neben viel
1,1-verkniipftem Donor 25 etwas Produkt enthielt. Diese wurde mit DDQ oxidiert, um durch
Entfernung der MPM-Schutzgruppen von Produkt und Verunreinigung ein besser trennbares
Gemisch zu erhalten, was jedoch milang. Das gleiche Resultat zeigte sich bei Verwendung
von sechs Aquivalenten Donor 15. AnschlieBend wurde anstelle des Thiomannosids 15 das
Sulfoxid 26 eingesetzt. Dieses wurde durch Oxidation des Thiomannosids 15 mit MCPBA

gewonnen (Schema 14).[60]

MCPBA,
Ph/voo QMPM  pew, -12°¢ Ph/voo OMPM Ph/EO OMPM
_— >
MPMO MPMO MPMO
,0
SPh L SPh 0=
15 26:60% O 26b: 24 % Ph

Schema 14: Synthese des Sulfoxid-Donors 26.

Bei dem Versuch, mit dem Sulfoxid 26 das Trisaccharid 24 aufzubauen, zeigte sich ein
geringer Umsatz des Akzeptors und es konnte bei der Reinigung nur eine Mischfraktion
erhalten werden. Die Analyse mittels LC/MS zeigte eine Verbesserung des Anomeren-

verhiltnisses auf B:a = 4:1, jedoch wurde die Ausbeute nur auf ca. 17 % erhoht (Schema 15).

Ph OMPM B B
O ol nO 0 nO 0
0 HO o
MPMO BnO BnO N3
NHTFA NHTFA
26 OxSPh 20

‘ Tf,0, DTBMP,

CH,Cl,, -78 °C
Ph 0 OMPM BnO BnO
5 -O Q Q
MPMO OBno CBno N3
NHTFA NHTFA

24: B:oc4:1, ca. 17 %
Schema 15: Synthese des Trisaccharids 24 aus dem Sulfoxid 26.

Theoretisch laufen beide Reakionen iiber das identische Triflat als Zwischenstufe, weshalb
dieses Resultat verwundert. Ein mogliches Problem bei der Aktivierung des Thiomannosids
stellt der Einsatz von Phenylsulfenylchlorid dar, um das Triflat zu generieren. Diese

Verbindung besitzt nur eine begrenzte Stabilitit, weshalb nicht auszuschlieBen ist, daB3 hierbei
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Nebenreaktionen auftreten. Nachdem offensichtlich die Natur des Donors einen Einflu3 auf
des Ergebnis der Reaktion besitzt, wurde das analoge 2-(Hydroxycarbonyl)-benzylmanno-
sid® 27 untersucht. Deshalb wurde zundchst 2-Hydroxymethylbenzoesduremethylester 28
hergestellt. Obwohl in der Literatur® beschrieben ist, daB sich 28 aus Phthalid direkt durch
Aktivierung mit einem sauren lonenaustauscher in Methanol darstellen 14Bt, liegt das
Gleichgewicht vollstindig auf der Eduktseite, so dall nur dieses wieder isoliert werden kann.
Deshalb wurde der Umweg iiber Verseifung und Alkylierung in einer zweistufigen

Eintopfreaktion gewihlt (Schema 16).

0 o)
1.) NaOH
2.) Me,S0,
0O ——— OMe
(1.-2.: 27 %)
28 OH

Schema 16: Synthese des Hydroxymethylbenzoesdureesters 28.

Problematisch war hierbei, da3 es mittels Flashchromatographie nicht moglich war, das nicht
umgesetzte Phthalid bei den ersten Stufen abzutrennen. Es wurde nicht weiter versucht, die
ersten Schritte zu optimieren, da diese Verunreinigung vor der Mannosylierungsreaktion
abgetrennt werden konnte. Diese Probleme sollten sich durch Einsatz des Benzyl- statt
Methylesters umgehen lassen, da sich dieser aufgrund seiner erhéhten Stabilitit besser
reinigen 14Bt. Aus dem Thiophenylmannosid 15 wurde durch Glycosylierung und

anschlieBender Verseifung der gewiinschte Donor 27 dargestellt (Schema 16).

1.) 28, NIS, TfOH

Ph 0 OMPM MS 4A, CH,Cl,, 0°C Ph OMPM
/E -Q 2.) NaOH, H,0, THF
HO,C
MPMO MPMO
(1.-2.: 60 %)

15 SPh

Schema 17: Synthese des HCB-Donors 27 aus dem Thiomannosid 15.

Mittels dieses Donors wurde die Literaturvorschrift®! mit dem Disaccharid 20 als Akzeptor
nachvollzogen. Analog zur Sulfoxid-Aktivierung wird hierbei mit Trifluormethansulfon-
sdureanhydrid das Mannosyltriflat generiert. Bei dieser Reaktion konnte mittels LC/MS kaum
Produkt nachgewiesen werden, jedoch eine Verbindung, die mit m/z 1060 dem Na-Addukt
des MPM-geschiitzten Akzeptors 29 entspricht (Schema 18).
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Ph OMPM BnO BnO
HO,C O R
MBMO 2 anO N
NHTFA NHTFA

20
Tf,0, DTBMP,
CH,Cl,, -78 °C
BnO BnO
MPMO Q o Q
BnO BnO N3
NHTFA NHTFA
Ph OMPM BnO
MPMO N3
NHTEA NHTEA

Schema 18: Versuch der Trisaccharidsynthese mit dem HCB-Donor 27.

Weiterhin wurde versucht, durch die Verwendung des Monosaccharids 30 als Akzeptor eine
Verbesserung der Reaktion zu erreichen, da im Vergleich zum Disaccharid 20 die sterische
Umgebung der Hydroxylfunktion verdndert ist. Jedoch konnte bei dieser Reaktion ebenfalls
nur mittels LC/MS ein Produkt mit dem passenden Molekulargewicht nachgewiesen werden

(Schema 19).

Ph/voo O’I\APM Hsgo o
MPMO BnO N3
NPht
15  SPh 30
AgOTf, PhSCI,
DTBMP, CH,Cl,,
-90 °C
Y

Ph/v OMPM BnO o

MPMO OBnO N3

NPht
31 (Spuren)

Schema 19: f-Mannosylierung mit dem Monosaccharid 30 als Akzeptor.

Nachdem auch Trichloracetimidate erfolgreich fiir f-Mannosylierungen eingesetzt werden

konnen,>]

wurde aus dem Thiomannosid 15 das analoge Trichloracetimidat 32 synthetisiert.
Hierbei erwies es sich als problematisch, das Halbacetal 33 zu generieren. Die Standardme-

thoden durch Oxidation in feuchtem Aceton das Thioglycosid zu aktivieren, scheiterten.
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Durch NBS!®¥ bildete sich das Halbacetal nur als Zwischenstufe, da andere Schutzgruppen
ebenfalls angegriffen wurden. Auch die Verwendung des milderen NIS brachte keine
Verbesserung, durch Zusatz von Base (CaCO;, NaOAc) wurde die Reaktion unterdriickt.
Deshalb wurde mit Quecksilber-(IT)-chlorid unter Zusatz von CaCQO; in einer siedenden

Mischung aus Acetonitril und Wasser'®"! das Halbacetal 33 gewonnen (Schema 20).

HgCl,, CaCOs5
Ph—\-0 OMPM H,0, MeCN, Riickflug P~ \ ~O OMPM
o) (38 %) 9
MPMO > MPMO
15 SPh 33 OH

Schema 20: Synthese des Halbacetals 33 aus dem Thiomannosid 15.

Aus diesem Halbacetal konnte in 81 % Ausbeute das Trichloracetimidat 32 problemlos

gewonnen werden (Schema 21).

CCI5CN, DBU
Ph/voo OhéPM CH,Cly, 0 Ph/YO qh(/)lPM
0,
MPMO (81 %) MPMO
33 OH 32 o CCly

NH

Schema 21: Synthese des Trichloracetimidats 32.

In einer Testreaktion mit Cyclohexanol wurde zunéchst sichergestellt, dal auch mit dem Tri-
chloracetimidat 32 eine 3-mannosidische Verkniipfung aufgebaut werden kann. Anschliefend
wurde diese Reaktion mit dem phthalimid-geschiitzten Monosaccharid 30 als Akzeptor
wiederholt, jedoch konnte nur das entsprechende Halbacetal isoliert werden. Durch den Ein-
satz von Molekularsieb und Verwendung eines 1.5-fachen Uberschusses an Akzeptor konnte
eine Mischung erhalten werden, die It. NMR ca. 11 % des gewlinschten 3-Mannosids enthielt.
Da die Glycosylierungsbedingungen fiir die sdureempfindlichen Schutzgruppen problematisch
sein konnten, wurden die Reaktionsbedingungen durch Zusatz von DTBMP abgemildert,
wodurch jedoch keine Verbesserung erzielt werden konnte. Um den sterischen Anspruch am
Akzeptor weiter zu verringern, wurde das Thioglucosid 34 zu dem Amin 35 entschiitzt und in

einer Diazotransferreaktion!®®! mit einem Azidosubstituenten funktionalisiert (Schema 22).

Ethylendiamin,

BnO BUOH, 90 °C BnO DMAP, TiN3 BnO
HO Q  (80%) Ho DCM (45 %) _
BnO

34 NPht

Schema 22: Umschiitzen des Thioglycosids 34 zum azidgeschiitzten Akzeptor 36.
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Bei dem Versuch, mit diesem Akzeptor und dem Trichloracetimidat 32 ein $-Mannosid zu

synthetisieren, konnte lediglich der Akzeptor unveréndert reisoliert werden.

Ein Hauptproblem bei diesen Reaktionen scheint die lange Reaktionszeit zu sein, die bendtigt
wird, um die sehr schlecht ansprechbare Hydroxylfunktion der Glucosaminakzeptoren zu
erreichen. Auf diese Weise kann das hochreaktive Mannosyltriflat Nebenreaktionen eingehen,
die wahrscheinlich durch Schutzgruppen begiinstigt werden, die leicht als Kation abgespalten
werden. Besonders MPM-Schutzgruppen scheinen problematisch zu sein, da von Tetra-
(4-methoxybenzyl)-glucosylsulfoxid bekannt ist, da} es bei -90 °C aktiviert werden mub,
nachdem schon bei -78 °C Zersetzung auftritt.!®! Durch das 4,6-Acetal wird das Triflat zwar
soweit stabilisiert, daB es bei -75 °C eingesetzt werden kann,'®’! aber aufgrund der schlechten
Nucleophilie des Akzeptors wird dies in vorliegenden Fall wahrscheinlich kompensiert. So
konnten in diesen Studien mittels LC/MS teilweise Nebenverbindungen gefunden werden, die
aus einer Schutzgruppeniibertragung des Donors auf den Akzeptor resultieren. Dies deckt sich

mit Beobachtungen von . Prahl, der eine analoge Silylgruppeniibertragung beschreibt.*®!

Ph/Vo o>(<)
5 ~

XO
X
A B N
l — X0 — XO

Ph/vo O)é + - X+ _OTf
o _
XO A
“OTf

OTf

Schema 23: Mogliche Nebenreaktion bei der [-Mannosylierung: das o-Triflat wird durch
das Sauerstoffatom an C-2 nucleophil angegriffen. Ein elektronenreicher
Substituent X (z. B. TMS, MPM) wird als Kation abgespalten und es bildet sich
der 1,2-Anhydrozucker.

Wie in Schema 23 dargestellt, konnte durch einen nucleophilen Angriff des Sauerstoffatoms
an C-2 der 1,2-Anhydrozucker gebildet werden, wobei die Schutzgruppe als Kation abgespal-
ten wird. Dieses greift leichter als das Glycosylkation den Akzeptor an, wodurch die Neben-
produkte erkldrt werden konnen. Welche entscheidende Rolle die Schutzgruppen bei dieser
Reaktion spielen, zeigt die Tatsache, dal der 2-Benzyl-3-TBDMS-Donor sehr schlechte
Selektivititen aufweist, der 2-TBDMS-3-benzyl-geschiitzte jedoch sehr gute.!*®! Weiterhin ist
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bekannt, dall elektronegative Schutzgruppen an Position 2 diese Reaktion durch dipolare

Stabilisierung der Twist-Boot Konformation des Triflats begiinstigen.*”)

Aus diesen Griinden wurde das Diol 377"

mit Nitrobenzylgruppen geschiitzt. Da diese nicht
mittels NaH in DMF iiber das entsprechende Bromid eingefiihrt werden konnen, wird
normalerweise Silberoxid in Dichlormethan bzw. Benzol eingesetzt.”"! Nachdem jedoch
Nebenreaktionen mit dem Schwefelatom des Thiomannosids mdéglich sind, wurde mit K,COs3

und KI in siedendem Acetonitril gearbeitet (Schema 24).172]

PNB-Br, Kl
Ph/v O,Ho K2003 MeCN Ph/voo Q%NB Ph/voo Q%NB

PNBO HO
38:33% 39: 20 %
Schema 24: Einfiihrung der 4-Nitrobenzylschutzgruppen.

Selbst mit einem groBeren UberschuB an 4-Nitrobenzylbromid konnte kein vollstindiger
Umsatz erzielt werden. Neben 33 % an Produkt 38 wurden 20 % der in Position 2 monoalky-

lierten Zwischenstufe 39 erhalten.

Aufgrund der stark elektronenziehenden Substituenten war es im Gegensatz zur MPM-
geschiitzten Verbindung 15 nicht moglich, das Thiomannosid 38 mit Phenylsulfenyltriflat
direkt zu aktivieren. Dieses Phinomen wurde bereits bei einem 2-Azidothiomannosid
beschrieben.!”” Nachdem bei Sulfoxiden dieses Problem nicht auftritt, wurde 38 mittels

MCPBA oxidiert (Schema 25).

MCPBA,
DCM, -12°C
Ph 0 OPNB , Ph 0 OPNB

/Vo ~0 (57 %) /VO -0

—_—_—
PNBO PNBO
SPh SPh
38 40 o*

Schema 25: Oxidation des Thiomannosids 38 zum Sulfoxid 40.

Dieses Sulfoxid 40 lieB sich zwar unter den fiir die MPM-geschiitzte Verbindung 26
beschrieben Bedingungen aktivieren, jedoch konnte bei der Reaktion mit dem TFA-geschiitz-

ten Chitobiosylakzeptor 20 auch mittels LC/MS kein Produkt nachgewiesen werden.

Fiir die Schwierigkeiten bei der direkten Synthese des benétigten Core-Trisaccharids 2 sind

mehrere Probleme verantwortlich: neben den beschriebenen Nebenreaktionen des intermediir
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gebildeten Mannosyltriflats ist die Ansprechbarkeit der Hydroxylfunktion des Akzeptors
essentiell. Von D. Crich und V. Dudkin""¥ wurde das Amidproton des Akzeptors als eine
Ursache identifiziert, da durch den Ubergang von Acetamid iiber Phthalimid zu Azid die
Ausbeuten wesentlich verbessert werden konnten. Eine erste Losung des Problems bestand
deshalb in der Kopplung eines 2-Benzyl-3-methoxybenzyl-Donors mit Pentenyl 2-azido-3,6-
di-O-benzyl-2-desoxy-glucosid.””! Hierbei waren noch einige umstindliche Reaktionsschritte
bis zum bendtigten Trisaccharid notwendig, jedoch konnten Dudkin, Miller und Danishefsky
durch Verwendung von Sulfonamidschutzgruppen die Synthese auf direktem Weg durch-

fijhren.!’¢!

Nachdem durch die versuchte direkte Route das gewiinschte Trisaccharid 2 nicht zugidnglich
war, wurden 28 g des 4,6-Benzyliden-2-chloracetyl-3-phenylcarbamoyl-glucosyltrichloracet-

[166,77]

imidats synthetisiert, aus welchem sich nach der Glycosylierung mit 8 und intramoleku-

larer Inversion die gewiinschte f-mannosidische Verbindung 2 generieren 1aBt.[*"!

2.3.2. Oligomannosid-Synthesen

Der Pentamannosyldonor 3 sollte in moglichst wenig Schritten und minimalen Schutzgrup-
penoperationen dargestellt werden. Die Synthese eines analogen Bausteins durch 7. Ogawa™
wurde ausgehend von Benzyl 2,4-di-O-benzylmannosid durch aufeinanderfolgende Glycosy-
lierungen und anschlieBende Umschiitzung zu einem Pentamannosylbromid bzw. -chlorid
durchgefiihrt, wobei in einer Gesamtausbeute von 16 % sieben Reaktionsschritte bendtigt
wurden. Erstes Syntheseziel war deshalb ein @hnlicher Mannosylakzeptor, an welchem in
einem Schritt durch eine doppelte Glycosylierung ein symmetrisches Substitutionsmuster
aufgebaut werden kann. F. Kong konnte inzwischen zwar zeigen,”” daB ein 1,2-Ethyliden-
acetal ausreichend ist, jedoch wurden bis zu dem gewiinschten Trichloracetimidat fiinf
weitere Schritte benétigt.®™ Deshalb wurde nach einem Mannosebaustein gesucht, der an
Position 2 und 4 orthogonal zum anomeren Zentrum geschiitzt sein sollte. Verschiedene
Strategien sind hierfiir denkbar, so konnte beispielsweise 7. Ogawa iiber Stannylenacetale
Methylmannosid in vier Stufen an Position 2 und 4 benzylieren."®" Ein #hnlicher Baustein
wurde von 1. Matsuo durch Pivaloylierung von Position 3 und 6 des Thiophenylmannosids,
anschlieBender Benzylierung und Verseifung erhalten.® Der so gewonnene Akzeptor eignete
sich zum Aufbau von mannosereichen N-Glycanen™ bzw. deren Teilstrukturen.®™ Durch
Glycosylierung des so gewonnenen mannosereichen Undecasaccharids konnte kiirzlich auch
das um drei Glucoseeinheiten verlangerte Tetradecasaccharid synthetisiert werden.*! Auch in

den neuesten Arbeiten von S. Danishefsky zur Synthese von N-Glycanen vom Hybrid-Typ
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wurde dieser Baustein eingesetzt.* Von P. Seeberger'®” wurde ausgehend von einem 3,6-
geschiitzen Glucal in sieben Stufen ein analoges Pentenylmannosid synthetisiert. Ziel dieser
Arbeit war es hingegen Ester als Schutzgruppen zu verwenden, da es sich bewéhrt hat, diese

(2931321 I Kong entwickelte eine Eintopfreaktion,”® bei

am Ende der Synthese zu entfernen.
der durch aufeinanderfolgende Zugabe von Trityl-, TBDMS- und Benzoylchlorid zu einer
Losung von a-Allylmannosid ein passendes Schutzgruppenmuster aufgebaut wurde. Von
S. Oscarson wurde durch simultane Bildung und anschlieBende Hydrolyse von 2,3- und 4,6-
Bisorthoestern eine analoge Struktur aufgebaut,™ wodurch die Anzahl der Reaktionsschritte

minimiert wurde.

Deshalb wurde diese Reaktionssequenz auf die Umsetzung von a-Benzylmannosid®” 41 mit
Orthobenzoeséduretrimethylester iibertragen. In Vorversuchen wurde der Einfluf des
Losungsmittels und der verwendeten Séure auf die Reaktion untersucht. Hierbei zeigt sich,
daB die Reaktion in absolutem Acetonitril besser verlief als in THF, Essigsdureethylester,
DMF, Dichlormethan oder Diethylether. Bei dem Hydrolyseschritt erwies es sich am
giinstigsten, 80 %ige Trifluoressigsdure direkt in die Reaktionslosung zu geben ohne das
Bisorthobenzoat vorher aufzuarbeiten (Schema 26). Ferner erwies es sich als wesentlich, vor
dem anschlieBenden Einengen die Reaktion mit Pyridin zu neutralisieren, da anderweitig
durch die hohe Sdurekonzentration ein Teil des Produkts wieder zerstdrt wurde. Um durch
den Ersatz der Benzoate durch Acetat-Schutzgruppen einen sterisch weniger anspruchsvollen
Akzeptor zu gewinnen, wurde die Reaktion ebenfalls mit Triethylorthoacetat durchgefiihrt.
Hierbei war es jedoch nicht moglich, das 2,4- von dem 2,6-Isomer zu trennen, weshalb diese

Variante nicht weiter verfolgt wurde.

1.) Ph-CH(OMe),

HO OH 2 ¥EAA,”2/I%CN HO OBz BzO OBz
HO - : 2 BzO - HO -
HO HO HO
41 OBn 6: 48 % OBn 42:37 % OBn

Schema 26: Synthese des Akzeptors 6.

Um die Akzeptoreigenschaften des Mannosebausteins 6 zu untersuchen, wurde mit dem Thio-
mannosid 43 in einem Schritt das 3,6-verzweigte Trimannosid 44 aufgebaut (Schema 27),

welches als Bestandteil in hybriden und mannosereichen N-Glycanen gefunden wird.
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AcO OAc
NIS, TIOH, CH,Cl A
AcO OAC HO O%Z MS 4 A, 0°C AcO OAc
AcO BZO (63 %) AcO
AcO AcO OBZ

44 OBn

Schema 27: Aufbau des Trimannosids 44.

Nachdem die gewiinschte Reaktivitit von 6 gezeigt war, wurde der fiir den Aufbau des
Pentamannosids benétigte Disaccharid-Baustein 45 nach einer Vorschrift von D. Varén®! ge-
wonnen, indem 1,3,4,6-Tetraacetylmann0se[92] 46 mit einem peracetylierten Mannosyldonor
umgesetzt wurde. Hierfiir wurden das Trichloracetimidat 22, das Thioethylmannosid 47 und
das Fluorid 21 synthetisiert. Die Ausbeute bei der Synthese des Fluorids 21 konnte durch

Zusatz von Essigsaureanhydrid®! von ca. 70 %™ auf 90 % verbessert werden (Schema 28).

HF-Pyridin,
AcO O%C Ac,0, CH,Cl, AcO OAéC
AcO - (90 %) AcO -
ACO OAC _— ACO

21 F
Schema 28: Synthese des peracetylierten Mannosylfluorids 21.

Bei der Darstellung des Mannobiosebausteins zeigte sich, dal sowohl das Trichloracet-
imidat 22 als auch das Thioglycosid 47 geeignete Donoren sind,”'™* das Fluorid 21
hingegen sehr schlecht reagiert. Durch die benétigten langen Reaktionszeiten wird dariiberhi-
naus der sdureempfindliche Akzeptor 46 zum Halbacetal umgelagert, was zu Nebenprodukten
fiihrt. Das so gewonnene peracetylierte Disaccharid 45 wurde anschlieBend mit Ethanthiol

und Zinntetrachlorid zu dem entsprechenden Thioethylglycosid 5 umgesetzt (Schema 29).

AcO OACc AcO OAcC
ACO e EtSH, SnCl, ACO -Q
AcO CHCl, AcO
(70 %)
—_—
AcO (0] AcO (0]
e} -0
AcO AcO
A&/OAC AcO
45 5 SEt

Schema 29: Synthese des Thioglycosids 5.
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AnschlieBend wurde mit diesem Donor analog zu dem Trimannosid 44 das Pentamannosid 48

synthetisiert (Schema 30), wobei die Ausbeuten vergleichbar waren.

AcO OAC
AcO
AcO
AcO OAc AcO QAs
AcO - NIS, TfOH, CH,Cl, €O AcO
AcO
AcO HO OBz MS4A,-10°C AcO™
BzO (65 %)
AcO o) HO AcO O
ACO o) AcO - o)
AcO OBn AcO OBz
&zo -Q
5 SEt 6
48 OBn

Schema 30: Aufbau des Pentamannosids 48.

Im folgenden wurde das anomere Zentrum von 48 hydrogenolytisch freigesetzt und das
Halbacetal 49 mit Trichloracetonitril und DBU in das Trichloracetimidat 3 umgewandelt

(Schema 31).1°”

AcO OAC AcO OAc
AcO AcO
AcO OAc AcO OAc
A(fAC():O AcO A(fa\céo AcO
AcO CI3CCN, DBU, AcO
AcO AcO
ACO CH,Cl, (89 %) ACO
AcO AcO (o)
AcO OBZ AcO OBz
Bz0 Bz0 -Q

O NH

48:R=Bn jH PdOxH,0
2, XH20, CClg
0,
49'R = H MeOH, AcOH (63 %)

Schema 31: Entfernung der Benzylschutzgruppe und Umwandlung des Halbacetals 49 in das
Trichloracetimidat 3.

Auf diese Weise war ein sehr kurzer und effizienter Weg zur Synthese dieses Pentamannosid-

Donors gefunden.

Mit diesem Trichloracetimidat konnte an dem Pentasaccharidakzeptor 50 regioselektiv die

6-Hydroxylfunktion angesprochen werden. Hierzu wurden die Bedingungen der Synthese

[29,166]

komplexer N-Glycane auf das Pentamannosid 3 iibertragen und das Decasaccharid 51 in
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60 % Ausbeute isoliert (Schema 32). Diese ist vergleichbar dem Resultat, das mit einem

analogen Thiomannosid-Baustein bei einem dhnlichen Akzeptor erzielt wurde.[5!

AcO OAc
AcO -Q
AcO
AcO OAcC
AcO -Q AcO 0
AcO AcO ~
AcO
AcO o)
AcO -Q (o)
AcO OBz
(?zo -Q
3
o CCI3
AcO ACO/\ O _HO
AcO Q Ac —=_|-Q
ACO OAC BnO BnO o
NPht OBnO N3
NPht NPht
50
AcO O%c
ACA%O BF3*OEt,, CH,Cl,
AcO OACc MS 4A, -45 °C
AcO -Q  AcO o (60 %)
AcO AcO ~
AcO
AcO 0)
~Q
AcO O
AcO OBz

6320 -Q
AcO AcO— \ -0 O
AcO Q Ac —_Q
AcO OAc BnO BnO o
NPht Osno N

Schema 32: Synthese des Decasaccharids 51.

Ausgehend von diesem Decasaccharid sollten die Ester- und Imid-Schutzgruppen entfernt

werden. Nachdem der Einsatz von Hydrazin bei Glycosylaziden problematisch ist,”*”’

wurde
die schonendere Methode durch Erwérmen mit Ethylendiamin in n-Butanol gewéhlt (Schema
33)."" Die Reaktion wurde u.a. durch LC/MS verfolgt, wobei sich zeigte, daB nach 24
Stunden bei einem Drittel des Produktes ein Benzoat nicht abgespalten worden war. Dies wird
das Benzoat an Position 4 sein, da diese sterisch abgeschirmt ist. Nach 48 Stunden war die
Reaktion beendet und nach Reacetylierung und folgender Entfernung der Ester konnte das

teilentschiitzte Decasaccharid 52 in 78 % Ausbeute durch Festphasenextrakion isoliert

werden.
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AcO OAc

AcO

AcO
AcO
AcO AcO
AcO
AcO
AcO
AcO
AcO OBz
-Q

AcO ACO/A/O o)
AcO Ac -Q
OAc BnO BnO
AcO AcO o) o) Q
NPht OBno SBno N3
51 NPht NPht

(1.-3.: 78 %)

1. Ethylendiamin,
OH n-BuOH, 90 °C
-Q 2. Ac,0, Pyridin
//S E | 3. MeNH, (41 % in H,0)
&A 0
OH
ﬁ&

HO
HO
HO -0 Q o)
HO o o
NHAc BnO BnO N3
NHAc NHAc
52

Schema 33: Entfernung der Ester- und Imid-Schutzgruppen.

Das erhaltene Decasaccharid wurde mittels ESI-MS und NMR charakterisiert. Aufgrund von

Signaliiberlagerungen konnten lediglich charakteristische Signale angegeben werden (Schema

34).

Auf diese Weise ist nun ein effizienter Zugang zu N-Glycanen vom Hybrid-Typ gefunden.

Durch die Azidfunktion am reduzierenden Ende ist nach Reduktion zum Amin die Anheftung

[96]

eines Spacers fiir die Synthese von Neoglycokonjugaten bzw. einer geschiitzten

B7 moglich. Durch einfache Variationen bei der

Asparaginsaure filir die Glycopeptidsynthese
Oligomannosid-Synthese sollte es auch moglich sein, weitere bekannte Antennenbausteine
schnell zu gewinnen und so zusdtzliche Variationen der N-Glycane vom Hybrid-Typ mit

dieser Synthesestrategie zugéinglich zu machen.
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Schema 34: Ausschnitt aus dem HMQC-COSY-Experiment von 52.
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3. Synthese von Glycosyltriazolen

3.1. Festphasensynthese von Oligosacchariden

Oligosaccharide werden im Gegensatz zu Peptiden und Oligonucleotiden in der Regel in
Losung synthetisiert. Die Synthese an der festen Phase bietet jedoch verschiedene Vorteile
wie hohe Ausbeuten durch den Einsatz von Uberschiissen, einfache Reinigung der Produkte
durch Filtration und die Méglichkeit der Automation.”® Aus diesem Grund wurden in den
letzten Jahren viele Anstrengungen unternommen, auch Kohlenhydrate mittels Festphasen-
synthese darzustellen.”” Durch Entwicklung neuer Glycosylierungstrategien und Trigerma-
terialien wie beispielsweise PEG!'® oder perfluorierter Polymere konnten seit Beginn der
1990er Jahre groBe Fortschritte auf diesem Gebiet verzeichnet werden. So stellte die
Arbeitsgruppe von Danishefsky 19931 eine glycalbasierte Methode vor, Oligosaccharide
durch abwechselnde Oxidation und Glycosylierung am Merrifield-Harz zu gewinnen. Sie
konnten an einem silylfunktionalisierten Polystyrolharz mit diesem Ansatz auch die N-glyco-
sidische Bindung an ein Peptid kniipfen und dieses iiber eine Fragmentkupplung zu einem

[192] Erwihnenswert ist weiterhin die Synthese eines Dodecasaccharids

Octapeptid verldngern.
durch die Arbeitsgruppe um K. C. Nicolaou,"* bei der zunichst an einem funktionalisierten
Merrifield-Harz ein Trisaccharid aufgebaut wurde, welches als Thioglycosid abgespalten
wurde. Dieser Donor konnte an nicht abgespaltenes Trisaccharid gekoppelt und so durch
repetitive Glycosylierungen das Dodecasaccharid aufgebaut werden. Nach Belichtung wurde
das Produkt vom photolabilen Linker abgespalten. In der Arbeitsgruppe um R. R. Schmidt

[104] 1951 {iber einen Thiollinker am

wurden zunédchst Glucose- bzw. Mannosebausteine!
Merrifield-Harz bzw. an einer Glasoberfliche!'*® befestigt und iiber die Trichloracetmidat-
Methode verldngert. Mit dieser Technik war es auch moglich, eine Pentasaccharid-
Teilstruktur eines komplexen N-Glycans zu synthetisieren.!'””! Ebenfalls am Merrifield-Harz,
jedoch mit einem 1,4-Bis-(hydroxymethyl)-benzol-Linker, wurde von ihnen schluendlich ein
komplexes Hexasaccharid-N-Glycan aufgebaut.'® Diese Synthesestrategie konnte in der
Arbeitsgruppe von P. H. Seeberger an einem Octendiollinker vollautomatisch innerhalb von

'] Hierfiir nutzten sie den modifizierten Peptidsynthesizer,

drei Tagen wiederholt werden.|
mit dem sie bereits u. a. mehrere der vorgestellten Oligosaccharide erfolgreich aufbauen
konnten.''” Problematisch bei allen vorgestellten Synthesen ist die Tatsache, daB die
Oligosaccharide meist als Halbacetale bzw. mit einer Schutzgruppe am anomeren Zentrum
abgespalten wurden. Demzufolge ist fiir die Synthese von Glycopeptiden nach weiteren
Schutzgruppenmanipulationen noch die Modifikation des anomeren Zentrums notwendig, um

die N-glycosidische Bindung zu installieren.
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3.2. Problemstellung

W. Broder und H. Kunz untersuchten die thermische [3+2]-Cycloaddition von Glycosylaziden
und Acetylendicarbonsédurediestern zu Triazolen. Hierbei konnten sie zeigen, daf} sich diese

sowohl in Glycosylierungen als Donoren einsetzen,'"

als auch durch HF-Pyridin in
Glycosylfluoride als universelle Donoren umwandeln lieBen.''>'"") Deshalb sollte im
Rahmen dieser Arbeit untersucht werden, ob diese Kombination von Reaktionen geeignet ist,
Oligosaccharide in Triazole zu {berfiihren und wieder zuriick in Azide bzw. Fluoride zu
konvertieren. Dabei war zu kléren, ob Triazole auch als Akzeptoren bei Glycosylierungen
eingesetzt werden konnen. Dies wiirde flir spitere Arbeiten die Nutzung als Linkersystem fiir

die Festphasensynthese von N-Glycanen ermdglichen und die Ubertragung des im Arbeits-

kreis entwickelten Bausteinsystems (vgl. Kapitel 2.2) auf die Festphase erlauben.

3.3. Untersuchungen zur Synthese und Chemie von Glycosyltriazolen

Als Ausgangspunkt diente die Hypothese, daB3 bei der Reaktion mit HF-Pyridin die Triazoldi-
carbonsdurediester vor Bildung des Glycosylkations zunédchst gespalten und decarboxyliert

werden (Schema 35).1''

t-BuO,C,

COot-Bu 2 CO,
>—< HF-Pyridin 2
Q —_—

— o —
R%N N R%N Ni,
N NZH—F
N N
/ HF

Schema 35: Vorgeschlagener Mechanismus''® zur Bildung des Glycosylfluorids aus dem

Triazoldicarbonsdurediester mittels HF.

Demnach sollte die aktivierbare Spezies das freie Glycosyltriazol sein, welches basisch genug
wére, um protoniert oder durch eine Lewis-Saure aktiviert zu werden. Ein an Position 4 oder 5
alkyliertes Triazol sollte sich elektronisch nicht wesentlich von dem freien Triazol unter-
scheiden, weshalb dort die Ankniipfung eines Linker mdglich sein sollte. Hierfiir wurde ein
4-Alkoxymethylphenylether gewédhlt, da dieser Abspaltungen unter oxidierenden Bedin-
gungen fiir analytische Zwecke wéhrend der Festphasensynthese ermdglichen wiirde. Deshalb
wurde zundchst 4-Hydroxybenzylalkohol S3 mit Propargylbromid in einer nucleophilen

Substitution verkniipft (Schema 36).114
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HO. K,COg3, Aceton \/O
\ (69 %)
_—
Br
CH,OH CH,OH

53 54

Schema 36: Alkylierung von 4-Hydroxybenzylalkohol 53.

Mit dem terminalen Alkin 54 und dem acetylierten Glycosylazid 55 wurden verschiedene
Bedingungen untersucht, unter denen das gewiinschte Triazol 56 aufgebaut werden kann.
Durch zweiwochiges Erhitzen in Toluol unter RiickfluB konnte mittels DC kaum Umsatz
(<20 %) beobachtet werden. In den Arbeitsgruppen um K. B. Sharplesst''™ und M.
Meldal"® wurde entdeckt, daB8 die [3+2]-Cycloaddition eines terminalen Alkins mit Aziden
durch Cu(l) katalysiert wird. Vorteil dieser Reaktion im Vergleich zur thermischen Huisgen-
Cycloaddition ist neben den wesentlich milderen Bedingungen und kiirzeren Reaktionszeiten
die Tatsache, daBl nur das 4-Alkyltriazol entsteht und keinerlei Bildung des 5-Isomers
beobachtet wird. Durch Ubertragung dieser Bedingungen auf die Reaktion mit dem
Glycosylazid 55 (Schema 37) konnte bereits nach 34 Stunden in einem Gemisch aus Wasser,

Ethanol und fert-Butanol sehr guter Umsatz beobachtet werden.

AcO \/o
AcO Q
AcO N3
NPht CH,OH

55 54
CuSQy, Cu
H,O/EtOH/'BUOH
(62 %)
o}
AcO —
¢ N 2N CH,OH
NPht N
56

Schema 37: Selektive [3+2]-Cycloaddition zum N-Glycosyl-4-alkyltriazol 56.

Bei dem Versuch, das Triazol 56 durch TMSOTT zu aktivieren und mit TMSNj3 das Glycosyl-
azid wiederzugewinnen, reagierte nur der Benzylalkohol in einer Substitutionsreaktion und es

entstand das entsprechende Benzylazid 57 (Schema 38).
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AcO
C CH,OH

NPht

CH,Cl,
(65 %)

AcO
C CH,N

NPht

l TMSOTf, TMSN3

Schema 38: Substitution des Benzylalkohols 56 zum Benzylazid 57.

Um diese reaktive Position zu schiitzen und die Anbindung an ein silylfunktionalisiertes Harz

zu simulieren, wurde der Benzylalkohol 54 mittels TIPSCI derivatisiert (Schema 39).

TIPSCI, NEt3

\/O Imidazol, CH,Cl, \/O
Q o CL
54 CH,0H 58 CH,OTIPS

Schema 39: Schutz des Benzylalkohols 54 als Silylether.

Mit diesem Alkin 58 wurden die Reaktionsbedingungen weiter optimiert. Es sollte vor allem
ein Losungsmittelsystem gefunden werden, in welchem sich geschiitzte Kohlenhydrate gut
16sen und spiter Reaktionen an einem Polystyrolharz moglich sein sollten. Hierzu wurden
NMP, DMF, Dichlormethan, THF sowie DIPEA untersucht. Da die Loslichkeit von CuSQOy in
diesen Losungsmitteln gering ist und somit die Bildung einer Cu(I)-Spezies erschwert wird,
wurde direkt Cul eingesetzt. Die Reaktionen wurden mittels DC und LC/MS verfolgt und

Dichlormethan erwies sich als Losungsmittel der Wahl (Schema 40).

AcO \/O
AcO Q
AcO N3 \O\
55 NPht 58 CH,OTIPS

Cul, 2,6-Lutidin
CH,Cl, (67 %)

AcO
ACAOO
¢ CH,OTIPS

NPht

Schema 40: [3+2]-Cycloaddition mit dem TIPS-geschiitzten Benzylalkohol 58.
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Bei der Reaktion dieses Triazols 59 mit TMSN; unter TMSOT{-Aktivierung entstand ein
nicht identifiziertes Produkt, welches im 'H-NMR neben allen charakteristischen Signalen des
Edukts lediglich eine Hochfeldverschiebung der benzylischen Methylengruppe um ca.
0.2 ppm aufwies. Da die Schwierigkeiten auf der Labilitdt des Linkers gegen Sduren beruhten,
wurde statt des Alkoxybenzylethers der analoge Propyllinker 60 untersucht. Hierzu wurde
zunichst 1,3-Propandiol mit Propargylbromid monoalkyliert!''”! und anschlieBend benzyliert

(Schema 41).

BnBr, NaH
NN DMF (48 %) NN
\\/0\/\/OH - \\/O\/\/OBH
61 60

Schema 41: Benzylierung des Propargyloxypropanols 61.

Mit diesem Alkin konnte die Cycloaddition analog zu dem Alkin 58 durchgefiihrt werden
(Schema 42).

3

AcO
AcO Q \/O\/\/OBn
AcO N
55 NPht 60
CH,Cl, (63 %)

O\/\/OBn
AcO —
AcO Q /\(7
AcO N

\ AN
Npht N 62

‘ cul, 2,6-Lutidin

Schema 42: Synthese des Triazols 62 mit Propandiol-Linker.

Im folgenden wurde mittels DC und LC/MS die Stabilitit des Triazols 62 unter sauren
Bedingungen untersucht. Nach 2.5 Stunden waren sowohl Triazol als auch Linker unter allen
untersuchten Bedingungen (z. B. 80 % Essigsdure bei 70 °C, H O/MeCN/TFA 1:4:5) intakt.
Nach 2.5 Tagen war bei dem terndren Losungsmittelsystem eine Mischung aus Edukt, ein-
und mehrfach deacetylierten Glycosyltriazolen entstanden (Edukt: 12 %, -1Ac: 29 %, -2Ac:
38 %, -3Ac: 21 % lt. Integration der UV-Spur bei 300 nm). Nur mit 10 % p-TosOH*H,O in
Acetonitril wurde ein Nebenprodukt beobachtet, welches im Laufverhalten wihrend der
HPLC etwas polarer als das Edukt erschien. Im folgenden wurde versucht, sowohl mit HF-
Pyridin-Komplex das Fluorid, mit TMSN3; und TfOH bzw. TMSOTT das Azid als auch mit
Benzylalkohol und TMSOTTf bzw. BF;-Ethyletherat das Benzylglycosid aus dem Triazol zu
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generieren. Bei allen diesen Reaktionen war entweder kein Umsatz oder nur die Bildung
polarerer Verbindungen im DC zu beobachten. So wurde mit HF-Pyridin-Komplex in
Dichlormethan nach drei Tagen kréftigem Riihren bei Zimmertemperatur mittels ESI-MS
neben sehr viel Edukt nur etwas debenzyliertes Triazol nachgewiesen. Nach Kunz und Bréder
sollte die Aktivierung durch Protonierung am N-3 des freien Triazols erfolgen (Schema 35).
Eine stirkere Aktivierung sollte demzufolge durch Alkylierung moglich sein, weshalb die
Glycosylierung von Benzylalkohol mit Methyltriflat als Aktivator wiederholt wurde. Das
Produkt wurde mittels RP-SPE gereinigt und als das stabile 1-Glycosyl-3-methyltriazolium-
Salz identifiziert 63 (Schema 43).

O\/\/OBn
AcO —
AcO Q
AcO N

\ =N 62
NPht

CH,Cl, (47 %)

O\/\/O Bn
AcO F(
O —
AcO
AC&/N @

\N/N\ 63

l BnOH, MeOTf

NPht

Schema 43: Methylierung des Triazols 62.

Demzufolge konnte der vorgeschlagene Mechanismus nicht korrekt sein, sondern wurde
vermutet, daf3 die freie Triazolcarbonsdure die aktivierbare Spezies sei. Dies wére auch mit
dem Befund von Kunz und Bréder im Einklang, da3 das 1-glycosylierte 4,5-Dibenzoyltriazol

nicht aktivierbar ist.''?

] Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurden im folgenden Triazol-
carbonsdurederivate synthetisiert. Da sich nur terminale Alkine Cu(I)-katalysiert zu Triazolen
umsetzen lassen, wurde zunéchst die Cycloaddition mit Propiolsduremethylester 64 wieder-

holt.

==—CO0O,Me Cul, 2,6-Lutidin CO,Me
Feo Q CH,Cl, (58 %) AcO o _
AcO 64 ACO
AcO N3 AcO N\NéN
55  NPht 65 NPht

Schema 44: Synthese des Triazol-4-carbonsduremethylesters 65.
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Bei dieser Reaktion fiel auf, daf} sich die Reaktionszeit drastisch reduzierte. Dies diirfte auf
die erhohte Aciditdt des terminalen Alkinprotons zuriickzufiihren sein, wodurch sich das Cu-
Acetylid leichter bildet. Mit diesem Triazol 65 konnte durch TMSOT{-Aktivierung ebenfalls
weder das Azid noch das Benzylglycosid erhalten werden, was auf die Stabilitdt des
Methylesters zuriickgefiihrt wurde. Folglich wurde auf den mit HF abspaltbaren Benzylester

118]

ausgewichen und Propiolsdurebenzylester 66! sowie hieraus der Triazolcarbonséure-

benzylester 67 synthetisiert (Schema 45).

==—Co0,Bn Cul, 2,6-Lutidin CO,Bn
Feo o) CH,Cl, (63 %) AcO o __
AcO 66 ACO
" " Aeo NN
55 NPht g7 NPht

Schema 45: Synthese des benzylgeschiitzten Triazolcarbonsdureesters 67.

Um zu untersuchen, ob diese Reaktion ebenfalls mit Oligosacchariden durchgefiihrt werden

kann, wurde sie mit dem Core-Trisaccharid 2 wiederholt (Schema 46).

Ph O OH BnO BnO ==—-CO0,Bn
5 0 " 0 " Q
HO SBno e N3 66
NPht NPht
2
Cul, 2,6-Lutidin
CH,Cl, (84 %)
CO,Bn
Ph 0 OH BnO BnO
%&On R on R F(
© BnO BnO N\ _N
NPht NPht N
68

Schema 46: Synthese des benzylierten Triazolcarbonsdureesters 68 aus dem Trisaccharid 2.

Auf diese Weise war sichergestellt, da3 auch Oligosaccharide mit raumerfiillenden Schutz-

gruppen in sehr guten Ausbeuten Cu(I)-katalysiert zu Triazolen umgesetzt werden konnen.

Im folgenden wurde die Uberfiihrung des Triazols 67 in das Glycosylfluorid mittels HF-
Pyridin-Komplex untersucht. Hierbei konnte selbst nach mehreren Tagen keine Bildung des
unpolareren Fluorids im DC beobachtet werden. Interessanterweise war unter diesen
Bedingungen der Benzylester stabil, mittels ESI-MS konnten nur deacetylierte Nebenproduk-

te nachgewiesen werden. Nachdem die Stabilitit des Benzylesters unter den Reaktionsbedin-
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gungen zu grof3 war, wurde das methoxybenzylierte Analogon synthetisiert. Hierzu wurde das
Cs-Salz der Propiolsdure mit MPM-Cl im Zuge einer Sy2-Reaktion unter Zusatz von KI
umgesetzt.!''”) Nachdem die Ausbeute mit 28 % sehr unbefriedigend war, wurde die Acylie-
rung Carbodiimid-vermittelt durchgefiihrt, wodurch der Ester 69 in einer Ausbeute von 66 %

zuginglich war (Schema 47).

DCC, DMAP

CH,Cl, (66 %)
==CO,H HOH,C OMe == CO,MPM

Schema 47: Synthese von Propiolsdure-(4-methoxybenzyl-)ester 69.

Hiermit konnte analog zu dem Benzylester 67 das MPM-geschiitzte Triazol 70 synthetisiert
werden (Schema 48).

==—CO,MPM Cul, 2,6-Lutidin CO,MPM
o2 Q CH,Cl, (64 %) AcO o __
A(X)O N 69 > A(Zoo N
C 3 c N /N
55 NPht 20 NPt N

Schema 48: Synthese des MPM-geschiitzten Glycosyltriazolcarbonsdureesters 70.

Durch Behandlung des Triazols 70 mit HF-Pyridin-Komplex in Dichlormethan bei Zimmer-
temperatur wurde nach 74 Stunden mittels DC fast ausschlieBlich die Triazolcarbonsédure 71
und nur wenig Fluorid 72 beobachtet, was durch LC/MS bestitigt werden konnte. Demzu-
folge ist es zwar prinzipiell moglich, aus der Triazol-4-carbonsdure 71 das entsprechende
Glycosylfluorid 73 zu generieren, jedoch wird selbst bei Zimmertemperatur nach langen
Reaktionszeiten nur ein geringer Umsatz erzielt. Um den postulierten Mechanismus der
Aktivierung von Glycosyltriazolen (vgl. S. 40) ndher zu untersuchen, wurde das freie Triazol

[120

74 synthetisiert. Nachdem MPM-Ester durch Phenol in der Wirme gespalten werden!'*"! und

[121]

Triazolcarbonsduren thermisch decarboxyliert werden konnen, wurde dies ausgehend von

70 in einem Schritt versucht (Schema 49).

oo COMPM bhoH, 90 °C oo
c — 95 % c —
AcO Q &% L o Q /T
AcO N\ N AcO N\ N
Npht N Npht N
70 74

Schema 49: Entschiitzung und Decarboxylierung von 70.
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Nach 30 Minuten bei 90 °C war das Edukt 70 vollstindig verbraucht, die Decarboxylierung
bendtigte jedoch weitere 36 Stunden. Diese Reaktionsbedingungen machten den von Kunz
und Broder fiir die Fluoridbildung postulierten Mechanismus noch unwahrscheinlicher, da die
hierfiir notwendige Decarboxylierung unter den von ihnen verwendeten Bedingungen (16
Stunden bei 5 °C) ausgeschlossen werden kann. Durch Synthese von 74 war es auch direkt
moglich, das freie Triazol als Zwischenstufe auszuschlieBen: mit HF-Pyridin konnte weder in
Dichlormethan noch ldsungsmittelfrei durch DC die Bildung des Glycosylfluorids 72
beobachtet werden, es entstanden nur teilweise deacetylierte Nebenprodukte. Ahnlich verhielt
sich der MPM-geschiitzte Triazol-4-carbonsédureester 70, woraus geschlossen wurde, dal die
fiir die Aktivierung notwendige Struktur die Triazol-5-carbonsdure bzw. -4,5-dicarbonsédure
darstellt. Um dies zu tberpriifen, wurde der Triazol-4,5-dicarbonsdure-di-fert-butylester 75

synthetisiert[llz] und durch Aufldsen in Ameisensiure entschiitzt (Schema 50).['%%!

t-BuO,C _ HO,C
- 2 COtBuU |, COH - 2 CO,H
c = 48 % c =
C C
\N/N \N/N
75 NPht 76 NPht

Schema 50: Entfernen der beiden tert-Butyl-Estergruppen.

Um dariiber hinaus auch ein Triazol-5-carbonsdurederivat zu erhalten, wurde die [3+2]-

Cycloaddition des Glycosylazids 55 und des Propiolsdureesters 69 thermisch induziert,!''?

wodurch als Nebenprodukt der Triazol-5-carbonsédureester 77 entstand (Schema 51).

CO,MPM
AcO —
AcO Q
AcO N\ /N
AcO o ==—-CO,MPM NPht
AcO 69 Toluol, 90 °C 70: 52 %
Aeo Ns CO,MPM
55 NPht AcO . _
AcO
AcO N\ /N
NPht N
77: 8%

+ 26% Mischfraktion

Schema 51: Thermisch induzierte [3+2]-Cycloaddition.

Mit dem Di-tert-butylester 75, der Triazoldicarbonsdure 76 und dem MPM-geschiitzten

Triazol-5-carbonsdureester 77 wurde untersucht, in welcher Geschwindigkeit mittels HF-
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Pyridin-Komplex das Glycosylfluorid 72 synthetisiert werden kann. In Testreaktionen war mit
allen drei untersuchten Triazolen bei 0 °C innerhalb von einer Stunde die Reaktion
abgeschlossen. Auf diese Weise war die Triazol-5-carbonséure als das entscheidende
Strukturelement identifiziert. Wahrscheinlich ist die Aktivierung durch eine intramolekulare

Protonierung des N-1 des Triazols mdglich (Schema 52).

H+
<: OH OH
o\
o o
Q
B//‘D\g&:\ 0N /o — o
E— N\ e
R N\N/N R \JN@N/N Rp— HN\N/N

Schema 52: Mechanismus zur Aktivierung von Glycosyltriazol-5-carbonsdurederivaten.

Aufgrund des postulierten Mechanismus’ wurde im folgenden eine Methode gesucht, mit der
dieses Strukturelement effektiv aufgebaut werden kann. Die [3+2]-Cycloaddition eines
terminalen Alkins kam hierfiir nicht in Betracht, da mittels Cu(I)-Katalyse stets das 4-Isomer
des Triazols entsteht!''® und durch thermische Induktion in der Regel Mischungen erhalten
werden. Die Verwendung von TMS-Propiolsdureestern, welche auch an der Festphase das
gewiinschte Substitutionsmuster bei thermisch induzierter Cycloaddition ergeben,"**! besitzen
gegeniiber den bereits von Kunz und Broder verwendeten symmetrischen Acetylendicarbon-
sdurediestern keine Vorteile, weshalb letztere im folgenden weiter untersucht wurden. Um
jedoch die langen Reaktionszeiten zu vermeiden, wurde versucht, durch Mikrowellen-
bestrahlung diese Reaktion zu verbessern. Ausgangspunkt hierfiir waren die mikrowellenbe-

124

schleunigten Synthesen von einfachen Triazolen.!"*! In der Zwischenzeit konnte durch Fokin

11257 auch gezeigt werden, daB unter Mikrowellenbestrahlung 1,4-disubstituierte Triazole

et al.
aus Alkylbromiden, Alkinen und Natriumazid mittels Cu(I) direkt in 10-15 Minuten
darstellbar sind. In einer Testreaktion wurde Propiolsdure-di-tert-butylester mit dem Azid 55
in Toluol fiinf Minuten mit 100 W bestrahlt. Das Produkt wurde mittels ESI-MS und
'H-NMR charakterisiert, aufgrund der chemischen Verschiebung des Triazolprotons war

hauptséchlich der Triazol-4-carbonsdureester 78 entstanden (Schema 53).

t-BUO,C—==—CO,t-Bu COLBU
AcO Toluol, pw, 100W AcO -
AcO Q (26 %) AcO Q /_\(
AcO Ng - AcO NN
NPht NPht N
55 78

Schema 53: Testreaktion zur mikrowellenbeschleunigten Triazolsynthese.
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Offenbar eliminierte durch die hohe thermische Belastung der Ester in Position 5 und decar-
boxylierte anschlieBend. Da tert-Butylester vermutlich unter Glycosylierungsbedingungen
ebenfalls nicht stabil sein diirften, wurde im folgenden Propiolsiuredibenzylester 79!'*%! ein-
gesetzt. Mit diesem konnte in guter Ausbeute mittels Mikrowellenbestrahlung in nur 50
Minuten das gewiinschte Triazol 80 erhalten werden (Schema 54).

BnO,C——=————=""CO0O,Bn BnO,C CO,Bn

AcO TO|UO|, HUw, 120°C AcO —
AcO Q (80 %) AcO Q
AcO N3 AcO

NG 2N

NPht NPht
55 80

Schema 54: Synthese des Triazoldicarbonsduredibenzylesters 80 mittels Mikrowellenbestrah-
lung.

Nachdem mikrowellenbeschleunigte Reaktionen an der Festphase bereits mit Erfolg durch-
gefiihrt wurden,'?” diirfte sich diese Triazolbildung fiir die Ankniipfung an einen polymeren
Triger besonders eignen, da der wertvolle Kohlenhydratbaustein im Uberschu8 eingesetzt
werden kann, ohne dal3 er durch Nebenreaktionen verbraucht wird, und sich nicht vollstidndig
umgesetztes Alkin bei den Folgereaktionen inert verhilt. Um die Stabilitit der weiteren im
Core-Trisaccharid 2 vorhandenen funktionellen Gruppen bei dieser Reaktion sicherzustellen,
wurde dariiber hinaus das benzyliden-geschiitzte Glycosylazid 81 unter diesen Bedingungen
umgesetzt. Hierbei konnte das gewiinschte Triazol 82 in einer Ausbeute von 72 % gewonnen

werden (Schema 55).

BnO,C—==—CO0,Bn BnO,C,

CO,Bn
Ph 0 Toluol, pw, 120°C  pp, ')
/E o) (72 %) /E Q =
Ho N3 Ho N N
NPht NPht N
81 82

Schema 55: Triazolsynthese mit dem benzyliden-geschiitzten Glycosylazid 81.

Die Reaktion wurde wiederholt, wobei das Alkin in einem vier- anstatt zweifachen Uberschuf3
eingesetzt wurde, jedoch sank hierbei die Ausbeute auf 44 %. Mit dem Triazol 82 konnte die
hydrolytische Entfernung des Benzylidenacetals untersucht werden, da dies als eine
problematische Reaktion bei der Synthese von groBeren N-Glycanen angesehen wurde.

Deshalb wurde das Acetal 82 in Acetonitril mit p-Toluolsulfonsdure Monohydrat versetzt und
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nach 15 Minuten neutralisiert. Auf diese Weise konnte das Triol 83 in 80 % Ausbeute

dargestellt werden (Schema 56), ohne dal3 das Triazol angegriffen wurde.

BnO,C, CO,Bn BnO,C CO,Bn
Ph O — p-TOSOH*HzO HO —
/Y Q >\( MeCN (80%)  no Q
HO N N > HO N N
NPht N NPht N
82 83

Schema 56: Hydrolytische Entfernung des Benzylidenacetals.

Da somit das gewiinschte Substitutionsmuster am Triazol aufgebaut werden konnte und eine
ausreichende Stabilitdt des Triazols unter sauren Bedingungen nachgewiesen war, wurde
untersucht, unter welchen Bedingungen aus dem Triazol 80 ein Fluorid dargestellt werden

112]

kann. Durch HF-Pyridin-Komplex konnte —~wie aus dem fert-Butylester 75-"'?! in einer zwei-

phasigen Reaktion in Dichlormethan problemlos das Fluorid 72 erhalten werden (Schema 57).

BnO,C CO,Bn  HF-Pyridin
AcO - CH,Cl, AcO
AcO Q (85 %) AcO Q
_—
AcO N\N/N AcO =
go PNt 72 (:p 1:1) NP

Schema 57: Umwandlung des Triazols 80 in das Glycosylfluorid T2.

Nachdem sich aus dem Di-fert-butylester 75 nicht nur das Glycosylfluorid 72 darstellen 148t,
sondern dieser auch fiir Glycosylierungen von verschiedenen Alkoholen einsetzbar ist,!''")
wurde versucht, direkt aus dem Triazol 80 das Azid 55 zu regenerieren. Dies wiirde die
Moglichkeit bieten, die Triazolbildung fiir eine Verankerung an der Festphase und die
Regeneration des Azids als Abspaltungsreaktion zu nutzen. Hierzu wurde das Triazol 80
zunichst in Dichlormethan mit fiinf Aquivalenten TMSN; versetzt und mittels zwei
Aquivalenten TMSOTY aktiviert. Unter diesen Bedingungen war selbst nach 24 Stunden kein
Umsatz zu beobachten, weshalb zwei Aquivalente TfOH zugegeben wurden. Dies fiihrte It.

DC zu vollstdndigem Umsatz innerhalb einer Stunde (Schema 58).

BnO,C CO,Bn  TMSN3, TMSOTT,

ACO >\( TfOH, CH,Cl, ACO
AcO Q T (78 %) AcO Q
Ac&/N\ N Ac&/m
NPht N NPht
80 55

Schema 58: Umsatz des Triazols 80 zum Glycosylazid 55.
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Weitere Experimente zeigten, daBl mit TfOH alleine fiir einen vollstindigen Umsatz vier
Aquivalente notwendig sind. Um zu untersuchen, ob durch Stickstoffwasserstoffsiure alleine
diese Reaktion moglich ist, wurde das Triazol 80 in einer Losung von HNj in Dichlormethan
aufgenommen. Es wurde aber selbst nach 72 Stunden keine Reaktion 1t. DC beobachtet. Um
auszuschlieBen, dall die Stabilitdt der Schutzgruppen die Reaktion verhinderte, wurden
sowohl der Di-tert-Butylester 75 als auch die freie Dicarbonsdure 76 ebenfalls mit dieser
Losung versetzt. Selbst bei der freien Séure war nach 18 Stunden keine Reaktion mittels DC
zu beobachten, durch Zusatz von fiinf Aquivalenten TfOH war die Reaktion innerhalb
weniger Sekunden abgeschlossen. Dies zeigt, daB3 eine Aktivierung der Triazol-5-carbonséiure

erst unter stark sauren Bedingungen mdglich ist.

Um die Eignung von glycosylierten Dibenzyltriazoldicarboxylaten als Akzeptoren in
Glycosylierungen zu untersuchen, wurde das Core-Trisaccharid 2 in das entsprechende

Triazol 84 iiberfiihrt, was in der sehr guten Ausbeute von 87 % gelang (Schema 59).

BnOzC ES COan
Ph O OH BnO BnO
/vo Q q Q
HO OBno OBno N3
NPht NPht
2
Toluol, pw
120 °C (87 %)
BnO,C CO,Bn
Ph O OH BnO BnO
/vo&ﬁ/on 0 On 0 >§(
HO BnO BnO N\ _N
NPht NPt N
84

Schema 59: Synthese des Triazols 84 aus dem Core-Trisaccharid 2.

Das Pentasaccharid 85 sollte durch eine regioselektive Glycosylierung der 3-Hydroxylfunk-

16 der analogen

tion des Trisaccharids 84 erhiltlich sein. Es wurden die Bedingungen'
Reaktion mit dem Akzeptor 2 verwendet, wobei das gewiinschte Produkt 85 nur in 11 %

Ausbeute isoliert werden konnte (Schema 60).
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AcO AcO—_-O

AcO QAR
AcO AcO
NPht
O NH
4
CCly
BnOG CO,Bn
Ph o OH B B
5 e OnO o C)nO o —
HO BnO BnO AN _N
NPht NPht N
84
ACO ACO— O A: BF3*OEL, B: TfOH, MS 4A, -10°C
AcO QA AKRIQ MS 4A, CH,Cl,  CH,Cl, (67 %)
AcO AcO
NPht \
86 N/ CO,Bn
\
N
AcO AcO—_-O
AcO Q AcKQ CO,Bn
AcO AcO BnO,C CO,Bn
Ph| o) OH B B
NPht O/E o nO o nO o >§(
O&no CBno N\ N
NPht NPt N
85 A: 11 %
B: 67 %

Schema 60: Synthese des Pentasaccharids 85 mit Aglycontransfer als Nebenreaktion.

Bei der Untersuchung der Nebenprodukte fiel auf, daB ein Aglycontransfer stattgefunden

haben mufite, da eine Verbindung im ESI-MS das entsprechende Molekulargewicht zeigte.

[128] 129,162]

Dieses Phinomen war bisher vor allem von Thio-""**) und Alkylglycosiden! als Akzep-
toren bekannt. Untersuchungen zur Vermeidung dieser Reaktion zeigten, dal neben
Temperatur,*** Aktivator und Losungsmittel'*® vor allem elektronische Faktoren ent-
scheiden,!*” ob der elektrophile Angriff des Glycosylkations am Schwefelatom oder an der
freien Hydroxylgruppe stattfindet. Nachdem jedoch der Austausch der Benzylgruppen des
Akzeptors durch elektronenziehende Schutzgruppen nicht mdéglich war, wurde versucht,
durch Verdnderungen der Reaktionsbedingungen diese Nebenreaktion zu unterdriicken. Durch
die Variation des Aktivators (BFs-Ethyletherat bzw. Bronstedt-Saure TfOH) und der
Temperatur zeigte sich, da3 durch BF;-Ethyletherat der Aglycon-Transfer stark gefordert wird
und dieser durch tiefere Temperatur sowie der Verwendung von Molekularsieb weitestgehend
unterdriickt werden kann. Portionsweise Zugabe und Verwendung eines geringeren Uber-
schusses des Trichloracetimidats konnten die Ausbeute nicht verbessern. Moglicherweise
konnte diese Nebenreaktion an der Festphase eine weit geringere Rolle spielen, da der Zugang
des Glycosylkations zum Triazol durch das Harz sterisch erschwert sein diirfte. Die Ausbeute

wurde insgesamt auf 67 % verbessert, was im Bereich der mit dem entsprechenden Azid-

Baustein erzielten liegt (73 %).*”



Synthese von Glycosyltriazolen 49

Nach erfolgreicher Glycosylierung wurde das Pentasaccharid 85 durch Acetylierung und
nachfolgender saurer Hydrolyse des Benzylidenacetals in das Diol 87 {iberfiihrt (Schema 61).
Wie erwartet konnten die Bedingungen der analogen Azidoverbindung verwendet und eine
Ausbeute von 76 % realisiert werden, welche nur unwesentlich unter der fir diese beschrie-

benen liegt (84 %).!'*"]

AcO—_-O

AcO
AcO QAT O-C
AcO AcO BnO; CO,Bn
Ph~ 0 OH BnO BnO
NPht o/vo o Q & o H
BnO BnO « 2N
NPht NPht N
85
1. Ac,0, Pyridin
2. p-TosOH*H,0O, MeCN
AcO AcO— O (1.4 2.:76 %)
AcO Q  Ac ﬂ/’o BROLC
AcO AcO noz CO,Bn
NPht HO OAc _
HO
NG 2N
NPht NPht N

Schema 61: Entschiitzen des Pentasaccharids 85 zum Diol 87.

Auf die Glycosylierung zum Heptasaccharid 88 wurden die Bedingungen der Synthese des
Pentasaccharids 85 iibertragen, wobei die Temperatur auf -45 °C gesenkt wurde.* Das Produkt
wurde in einer Ausbeute von 69 % isoliert, was wiederum in der Groenordnung der analogen

Azidoverbindung liegt (73 %).1*”!

AcO AcO—_-O
AcO QAR
AcO AcO
NPht
AcO AcO—\ O
AcO
ACO CCI3

Q/—O
AcO
NPht
AcO AcO—_-O
AcO Q  Ac /“ﬂ/’o
AcO AcO

NPht

AcO ACO—\ o 0
AcO Q
AcO AcO
NPht Qac

Schema 62: Synthese des Heptasaccharids 88.

BnO,C

CO,Bn
e
BnO N\ N
NPht NPht N
TfOH, MS 4A, -45°C
CH,Cl, (69 %)
BnO,C, O8N
co T
BnO N\ _N
NPht NPht N
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Aglycontransfer wurde nicht beobachtet, was durch die verbesserte Zugénglichkeit der
primiren Hydroxylfunktion erklart werden kann. AbschlieBend wurde versucht, das Hepta-

saccharid-Triazol 88 in das entsprechende Fluorid 89 zu konvertieren (Schema 62).

AcO AcO— _-O

AcO Q AcK_IQ
AcO AcO
NPht
AcO AcO— -0 ©O
AcO Q AcK_IQ
AcO AcO BnO2G CO,Bn
OAC  BnO BnO
%no %Bno NG N
AcO AcO o NPht NPht N
(& cO— 88
AcO QAR
AcO AcO
HF-Pyridin, CH,Cl,
AcO e Aco— -0 O 0°C—RT (55 %)
AcO Q AcK_IQ
AcO AcO
OAc BnO BnO
SBno CBno F
NPht NPht
89

Schema 63: Umwandlung des Glycosyltriazols 88 in das entsprechende Fluorid 89.

Hierdurch sollte tiberpriift werden, ob sich das Heptasaccharid von einem Harz abspalten 1483t,
ohne daf3 die glycosidischen Bindungen angegriffen werden. Dariiber hinaus wiirde das
Fluorid einen universellen Donor fiir weitere Umsetzungen darstellen. Diese Reaktion wurde
unter den literaturbeschriebenen zweiphasigen Bedingungen in Dichlormethan und HF-
Pyridin durchgefiihrt. Die Reaktion 148t sich mittels DC nur sehr schwer verfolgen, weshalb
sich die Optimierung schwierig gestaltete. So wurde im Rohprodukt mittels LC/MS neben
61 % des gewlinschten Fluorids 89 auch 12 % des einfach debenzylierten Produktes
gefunden. Moglicherweise 148t sich die Ausbeute durch lingere Reaktionszeiten bei 0 °C
noch weiter verbessern bzw. im Zuge der Abspaltung vom Triazol auch die simultane

Entfernung der vier Benzylschutzgruppen erreichen.

Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dall das glycosylierte Dibenzyltriazoldicarboxylat
auch als Akzeptor in Glycosylierungen eingesetzt werden kann und auch giangige Schutzgrup-
penoperationen moglich sind. Am Ende der Synthese kann das Triazol in das Glycosylfluorid
umgewandelt werden, so daf} ein universeller Donor zur Verfligung steht. Dementsprechend
konnte zukiinftig eine effiziente Festphasensynthese von Oligosacchariden moglich sein,
insbesondere sollte sich hiermit die im Arbeitskreis entwickelte Baukastensynthese von

N-Glycanen einfach auf die Festphase tibertragen lassen.
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4. Kohlenhydrat-PAMAM-Konjugate
4.1. Transfektion

B wobei

Unter Transfektion versteht man das Einschleusen fremder DNA in Zellen,[
zwischen transienter und stabiler Transfektion unterschieden wird. Wiahrend sich im ersten
Fall Genaktivitédt ausschlieBlich direkt nach dem Einbringen der DNA nachweisen 1a63t, wird
bei letzterer das Gen dauerhaft in das Erbgut eingebaut. Da eine Transfektion ohne Hilfsmittel

nur in Spezialfillen moglich ist,!"*

war die Entwicklung physikalischer, viraler und che-
mischer Techniken nétig. Zu den ersten gehort die Elektroporation,!'**! bei der durch einen
kurzen Spannungsstofl die Zellmembran perforiert und so eine Diffusion der DNA in die
Zellen ermdglicht wird. Weiterhin kann DNA mittels Mikroballistik!"** durch mit DNA
beladene Goldpartikel in die zu transfizierenden Zellen geschossen werden oder auch direkt
iiber eine Kapillare in den Nucleus injiziert werden.!"*” Eine weit grofere Bedeutung haben
jedoch virale Techniken: hierbei wird die gewlinschte DNA in Viren eingebaut und durch
diese in die Zielzellen eingeschleust. Der Einsatz von Viren als natiirliche Genféhren verlauft
meist erfolgreich, da diese per se schon durch die Evolution fiir diese Aufgabe optimiert
wurden. Thr groBer Nachteil ist jedoch, da3 die GroBe der einzubringenden DNA durch das
Volumen des Virus limitiert wird, diese Technik zudem zeitaufwendig ist und bei in vivo
Anwendungen die Immunogenitit der Viren beriicksichtigt werden muB.!*®"*”) Deshalb
wurden verschiedene chemische Systeme entwickelt, die inzwischen mit groem Erfolg in
vitro und in vivo eingesetzt werden. Die wahrscheinlich idlteste noch gebrduchliche Technik

) [138]

ist die Diethylaminoethyl(DEAE)-Dextran-Komplexierung (Schema 63 welche durch

einfache Handhabung und verlidBliche Ergebnisse!’*!) besticht.

s/\/l\/\/‘
o)
HO Q
HO
HO
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HO Q
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Et\ +
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Schema 64: Ausschnitt aus DEAE-Dextran; das Polymer besitzt ein durchschnittliches
Molekulargewicht von iiber 500000 und ist im Durchschnitt an jeder 2.
Glucoseeinheit modifiziert.
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In einem Medium mit niedriger Serumkonzentration wird die DNA mit dem Dextran
gemischt und diese Losung auf die Zellen appliziert. Via Endocytose werden die Komplexe
von den Zellen aufgenommen. Ahnlich einfach ist die Calciumphosphat-Methode, "> bei der
die DNA in Phosphatpuffer gelost wird. Durch Zugabe einer CaCl,-Lésung bildet sich ein
Calciumphosphat/DNA-Niederschlag, der direkt auf die Zellen aufgetragen wird. Eine sehr
moderne Methode stellen kationische Liposome!'*”! dar. Diese werden entweder aus einem
einzelnen kationischen Amphiphil (sog. Cytofektin) oder aus einem Gemisch eines Cytofek-
tins mit einem neutralen Lipid gebildet. Die positiv geladenen Liposomen wechselwirken mit
der negativ geladenen Nucleinsdure und bilden so einen Komplex. Dieser wird wahrschein-
lich nicht iiber ein Verschmelzen der Lipiddoppelschicht mit den Liposomen, sondern iiber

Endocytose in die Zelle aufgenommen.

Der DEAE-Dextran-Methode verwandt ist die Verwendung anderer kationischer Polyme-
re,"*!" wie Polyethylenimin (PEI),!"* Polylysin (PL)!'**'** oder PAMAM-Dendrimere.!'*
Auch diese bilden mit Nucleinsduren Komplexe, welche von den Zellen via Endocytose
aufgenommen werden. Die genannten Systeme sind inzwischen gut untersucht: anhand von
Polylysin konnte z. B. gezeigt werden,!"*! daB fiir den Transfektionserfolg eine bestimmte
MolekiilgroBe —in diesem Fall ein 18mer— nétig ist. Die Transfektionseffizienz wird durch

7 einem Amin, das den sauren pH-Wert in

Zugabe von Chloroquin (Schema 65) erhoht,!
Lysosomen bzw. Endosomen abpuffert und diese destabilisiert. So wird der Abbau der DNA
verhindert und deren Freisetzung erleichtert. Der groe Nachteil liegt jedoch darin, dal3 es

aufgrund seiner Toxizitét nicht allgemein verwendet werden kann.

Cl N

X

F
HNW/\/'\(/

Schema 65: Chloroquin.

Im Gegensatz dazu wurde bei den PAMAM-Dendrimeren festgestellt,'*! daB durch
lysosomotrophe Agenzien wie Chloroquin ihre Effizienz nicht beeinfluft wird und die
Uberlebensrate der untersuchten Zellen im Vergleich zu Polylysin wesentlich hoher liegt.
Wihrend Polylysin nur primdre Aminogruppen mit einem pK, von 9-10 besitzt und somit erst

ab einem pH oberhalb von 8 eine Pufferwirkung erreicht, konnen PAMAM-Dendrimere,
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deren innere tertiire bzw. dullere primire Aminofunktionen pKs-Werte von 3.9 bzw. 6.9
aufweisen, iiber einen breiten pH-Bereich puffern. Dies hat vermutlich zur Folge, dal in den
sauren Lysosomen die Dendrimere stirker protoniert sind und durch die erhohte
elektrostatische AbstoBung der Aste quellen. Die resultierende Destabilisierung des Kompar-

timents fithrt zur Freisetzung der DNA-Dendrimer-Komplexe (Schema 66).

4 .""-\I /}"fttml\\\
) 4 (\; )> Lysosom
R
Endosom Q*ﬁu’“f“? f

A

?
o= Endoplasmatisches Translation
57 Reticulum o Q\
(o &
o X <Snge. BYEY
X o s s i

Transskription \3

Schema 66: Hypothetischer Ablauf der Transfektion."®

8] indem die Dendrimere solvo-

Diese Ergebnisse konnten 1996 noch verbessert werden,!
lytisch zum Teil wieder abgebaut wurden. Dadurch erhoht sich die Flexibilitidt der Arme und
die Effizienz bei der Transfektion wird um zwei bis drei GroBenordnungen gesteigert.!'*®!
Inzwischen bietet Qiagen diese Dendrimere unter dem Handelsnamen SuperFect™ bzw.

PolyFect™ an.

Auf der Oberfldche eukaryotischer Zellen ist eine Vielzahl unterschiedlicher Rezeptoren
lokalisiert, die verschiedenste Liganden erkennen. Deren Vielfalt reicht von Peptiden und
Proteinen, wie Insulin, iiber Kohlenhydratreste von Glycoproteinen bis hin zu kleinen
Molekiilen, wie z. B. Acetylcholin. Soll in einem Organismus nur ein bestimmtes Organ oder
eine bestimmte Zellart transfiziert werden, so bieten sich diese Oberflachenstrukturen als
Selektionskriterium an. Dies geschieht auch bei natiirlichen Prozessen, so bindet

beispielsweise das gp-120-Hiillprotein des HIV mit Erkennungsstrukturen spezifisch an den
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CD-4-Rezeptor der Wirtszellen. Auch fiir verschiede N-Glycane sind Rezeptoren beschrieben
(Schema 67). Einer der bekanntesten ist der Asialoglycoprotein-Rezeptor (ASGP-R),!'*")
welcher nur in den parenchymalen Hepatocyten exprimiert wird. Dies zeichnet ihn z. B.
gegeniiber dem Transferrinrezeptor aus, der auf sehr vielen Zelltypen lokalisiert ist (z. B.
Leberzellen oder himatopoietischen Blutstammzellen). Der ASGP-R erkennt Glycoproteine,
welchen durch Neuraminidasen auf der Oberfliche des Endothels der Blutgefile die
terminalen Sialinsduren entfernt wurden. Die Galactose am nichtreduzierenden Ende des
Oligosaccharids wird erkannt und der ASGP-R entfernt somit das Glycoprotein durch

Endocytose aus dem Blut.

Intrazelluldre Biosynthese Prozessierung Abbau
(extrazellular)

Neuraminidase
- .
/
S S S S
™ — S0O,-GalNAc- Leber (Kupffer-
Rezeptor Zellen, Endothel)
(E: |

Rezeptor Vorkommen

Asialoglycoprotein- Leber (Hepatocyten)
Rezeptor

7
¥

/

P P P

> Mannose-6- ubiquitar

phosphat-
Rezeptor

Phosphatase

)

Mannose- Macrophagen,
Rezeptor Leber (Endothel)

W N-Acetylglucosamin O Mannose @ Galactose A Sialinsaure < N-Acetylgalactosamin s Sulfat P Phosphat

Schema 67: Ubersicht iiber verschiedene Glycoprotein-Rezeptoren.'™"

Um diesen Rezeptor fiir eine Transfektion zu nutzen, koppelten Wu und Wul'**" desialyliertes
Orosomucoid an PL und konnten auf diese Weise Hepatocyten mit dem ASGP-R im
Gegensatz zu Leberzellen ohne diesen Rezeptor transfizieren. Sie iibertrugen diese in vitro-

51 welchen sie ein Plasmid, das ein Gen fiir humanes Serumalbumin

Ergebnisse auf Ratten,
trug, mit diesem Transfektionssystem injizierten. Nach 72 Stunden war humanes
Serumalbumin im Serum der Ratten nachweisbar, was iiber einen Zeitraum von vier Wochen

anhielt. Durch reduktive Aminierung von Lactose mit Lysin synthetisierten E. Wagner
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et al"™ einen kinstlichen Liganden fiir diesen Rezeptor, welchen sie ebenfalls an PL
koppelten. Das Markergen codierte in diesem Fall fiir Luciferase, was eine wesentlich
einfachere Detektion der Genaktivitdt ermdglichte. Mit diesem Konstrukt transfizierten sie
Hepatocyten, hierbei war allerdings der Zusatz von Chloroquin bzw. Adenoviruspartikeln
ndtig, um eine hohe Effizienz zu erreichen. Dabei zeigte der artifizielle Ligand eine &hnliche
Wirksamkeit wie Asialofetuin oder Transferrin. In dieser Arbeit wurde jedoch nicht die
Wirksamkeit der Transfektion bei anderen Zellinien untersucht. Bei PEI wurde hingegen

(1531 daB durch die gleiche Modifikation die Transfektionseffizienz fiir Hepatocyten im

gezeigt,
Gegensatz zu Fibroblasten um vier bis fiinf Zehnerpotenzen gesteigert werden konnte. Durch
reduktive Aminierung mit Glucose dnderte sie sich hingegen kaum. Auch zeigte sich in
diesem Experiment der Vorteil von PEI gegeniiber PL, da weder Chloroquin noch
Adenoviruspartikel notwendig waren, um eine effektive Transfektion zu erreichen.
Interessanterweise wurde in diesem Experiment durch Modifikation mit Asialofetuin in einer
Zellinie ein kontraproduktiver Effekt erreicht. Als weitere Studien zu diesem Thema seien

noch Transferrin-PL-Konjugate erwéhnt,!'>¥

mit denen Erythroblasten effektiver transfiziert
werden konnten als ,,normale* Knochenmarkszellen, die keine Transferrinrezeptoren besitzen.
Eine aktuellere Studie!'> konnte zeigen, daB sich durch Anheften von Mannose an PEI die
Transfektionseffizienz bei dendritischen Zellen (humanen und murinen) um das zehnfache
steigern lie. Die Transfektion liel sich in diesem Fall durch Mannose-BSA-Konjugate
kompetitiv hemmen, was die Beteiligung des Mannose-Rezeptors dieser Zellen an der DNA-
Aufnahme zeigt. Eine weitere Steigerung der Effizienz wurde durch Zugabe von
Adenoviruspartikeln erreicht, was teilweise den oben genannten Vorteilen von PEI
widerspricht, da dieses System wenig Schwierigkeiten besitzen sollte, aus den Lysosomen zu
entkommen. Es ist eher wahrscheinlich, dafl die Steigerung durch die Mdglichkeit
hervorgerufen wurde, den normalen Infektionsweg des Virus zu wéhlen und so die DNA in
die Zellen zu schleusen. Als Kontrolle wurden BM2-Myeloblasten aus Hithnern verwendet,
die den Mannoserezeptor in weit geringerem Ausmall exprimieren als die dendritischen
Zellen. Diese lieBBen sich per se wesentlich besser transfizieren und zeigten auch eine verbes-
serte Transfizierbarkeit durch das Anheften von Mannose. Bei ihnen war die Verbesserung
durch die Viruspartikel nur um den Faktor zehn mdglich, wiahrend sie bei den dendritischen
Zellen um ungefdhr vier GroBenordnungen gelang. Dies zeigt, wie schwierig die Wahl der
verschiedenen Parameter der Experimente ist. Von der Arbeitsgruppe um B. G. Davis'"™®
wurde kiirzlich berichtet, dal es durch Glycosylierung eines intakten Virus’ moglich ist,

7 [157)

dessen Sperzifitit neu zu programmieren. Monsigny et a zeigten in einer Arbeit iiber
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Mannose-PL-Konjugate mit Lungenzellinien, dal die mit Fluorescein markierten Komplexe
zwar sehr gut von den Zellen aufgenommen wurden, allerdings das Markergen so gut wie gar
nicht exprimiert wurde. Dies unterstreicht wieder die Schwierigkeit der PL-Komplexe aus
dem Lysosom zu entkommen. In der Arbeitsgruppe von K. G. Rice konnten schon 1995
PL-Konjugate mit einem triantennéren N-Glycan mit terminalen Galactoseresten synthetisiert
werden. Mit diesem Undecasaccharidrest konnten die Transfektionsraten bei HepG2-
Leberzellen um zwei GroBenordnungen im Vergleich zu nicht modifiziertem oder durch
Galactosidase verkiirztem Glycosyl-PL erhoht werden. Die extrem starke Bindung dieses
Liganden an den ASGP-R zeigte sich durch die Tatsache, da3 die Transfektion selbst durch
die Gegenwart von 100 mM Galactose nicht beeinfluit wurde. Auch in diesem Experiment
wurde die Effizienz noch einmal durch die Zugabe von Chloroquin um zwei Zehnerpotenzen
gesteigert. Um die Selektivitdt und in vivo-Tauglichkeit dieses Systems zu testen, wurde
dieses mit '*°I markiert und es wurden Experimente an Méusen durchgefiihrt."'*! Dabei zeigte
sich, da3 fiinf Minuten nach i.v. Injektion fiir alle getesteten Komplexe (mit und ohne
Galactosetermini) der Grofteil der Radioaktivitdt in der Leber nachweisbar war. Nach zwei
Stunden war dort nur noch 7 % der Radioaktivitdt der markierten DNA zu finden, wodurch
die sehr effektive Metabolisierung in der Leber demonstriert wird. Ndhere Untersuchungen
zeigten, daB} sich die DNA Komplexe in der Leber zu 68 % in den Kupfferschen Zellen
befanden und nur zu 32 % in den Hepatocyten. Um die unspezifische Aufnahme durch die
Kupfferschen Zellen zu verringern (Erkennung der Komplexe aufgrund ihrer Ladung),
wurden PL-Konjugate mit PEG bei der Komplexierung zugegeben und die Komplexe durch
Quervernetzung mit Glutaraldehyd stabilisiert. Auf diese Weise wurde erreicht, da3 80 % der
Radioaktivitdt der Leber in den Hepatocyten zu finden war und nur noch 20 % in den
Kupfferschen Zellen. Die Halbwertszeit in der Leber stieg aufgrund der Quervernetzung im
besten Fall auf 4.7 Stunden. Das von dem Reportergen codierte Protein konnte nach einer
Woche nur im Serum der Méuse nachgewiesen werden, die mit dem Galactose-tragenden
Liganden transfiziert wurden, allerdings war dies nicht von Dauer. Um eine umgekehrte

Selektivitit zu erreichen, synthetisierte die gleiche Arbeitsgruppe ein PL-Konjugat mit einem

) [160 [161]

mannosereichen N-Glycan (ManyGlcNAc, ! Dies konnten sie erfolgreich einsetzen,
um den Mannoserezeptor der Kupfferschen Zellen anzusprechen. Es war hierbei jedoch notig,
50 mol% an glycosyliertem PL einzusetzen, um 80 % der Radioaktividt in den Kupfferschen
Zellen zu finden. Bei dem galactosylierten PL reichten schon 2 mol% glycosyliertes PL und
98 % PEGyliertes PL aus um diesen Erfolg zu erreichen, was 14 Kohlenhydratresten pro

6.9 kb Plasmid entspricht.
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4.2. Problemstellung

Obwohl an unterschiedlichen Transfektionssystemen bereits verschiedene Studien {iiber
rezeptorvermittelte Transfektion durch Kohlenhydratreste durchgefiihrt wurden, sind bisher
noch keine Versuche mit glycosylierten PAMAM-Dendrimeren publiziert worden. Deshalb
sollten im Rahmen dieser Arbeit Kohlenhydrat-SuperFect™-Konjugate synthetisiert werden,
um bei der Firma Qiagen an verschiedenen Zellinien getestet zu werden. Als Kohlenhydrat-
rest wurde ein Ausschnitt aus dem triantenndren komplexen N-Glycan gewihlt, welches

591 Es sollte einen Spacer mit einer terminalen

schon bei PL mit Erfolg getestet wurde.
Aminogruppe tragen, iiber die es als Thioharnstoff kovalent an ein Polyamin gekniipft werden

kann.

Schema 68: verzweigtes Pentasaccharid mit Galactosyltermini.

4.3. Synthese und Transfektionseffizienz von Kohlenhydrat-SuperFectTM-
Konjugaten

4.3.1. Synthese der Konjugate

Ausgehend von dem im Vorfeld!'®

[163

synthetisierten Trisaccharid 91 konnten {iber eine
enzymatische Galactosylierung!'®®! 12.7 mg Pentasaccharid 92 in einer Ausbeute von 93 % er-
halten und dies mittels NMR und ESI-MS charakterisiert werden. Die eingesetzte UDP-Gal
besitzt in etwa die gleiche Grofle wie das Produkt und stort somit bei der Reinigung mittels
GFC. Die iiberschiissige UDP-Gal 148t sich jedoch durch hohe Konzentrationen von MnCl,

zerstoren und konnte auf diese Weise vor der Reinigung abgebaut werden.

Das so gewonnene Pentasaccharid 92 war durch die Aminofunktion entsprechend funktio-

nalisiert, um iiber das Isothiocyanat 93 mit den SuperFect'“-Polyaminen zum gewiinschten

thioharnstoffverbriickten Konjugat umgesetzt zu werden.!'®"!
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Schema 69: Galactosylierung des Trisaccharids 91.

Es wurden drei verschiedene Konjugate unterschiedlicher Beladung synthetisiert, um den
EinfluB des Beladungsgrads auf die Transfektionseigenschaften untersuchen zu konnen.
Dabei sollten nicht zu viele Kohlenhydrateinheiten pro Dendrimer gebunden sein, da durch
partielle Acetylierung der Aminofunktionen gezeigt wurde,'**! daB bereits ab 10 %
Derivatisierung die Transfektionseffizienz sinkt und bei 25 % Acetylierung nur noch 40 %
betrdgt. Hierzu wurden 3.5 mg Pentasaccharid 92 in schwach basischer Losung zum
Isothiocyanat 93 umgesetzt, das in unterschiedliche Portionen aufgeteilt und zu jeweils 6 mg

SuperFect ™ gegeben wurde.

Tabelle 1: Ergebnisse der Kopplung des Pentasaccharidisothiocyanats 93 an SuperFect™.

Konjugat Amin 92 Ausbeute Kopplungs- Kohlenhydr:iltreste
[mg] [mg] ausbeute [%] pro Dendrimer
K1 0.66 3.2 38 2.3
K2 1.1 3.6 39 3.6
K3 1.5 3.7 46 6.5

Die Umsetzung zum Isothiocyanat 93 verlief laut DC quantitativ, die Kopplungsausbeute

wurde colorimetrisch!'®! bestimmt. Mit 38-46 % (Tabelle 1) liegt diese etwas iiber den
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Ausbeuten (20-30 %), die mit komplexen N-Glycanen an BSA erzielt wurden.!*® Dies erklart
sich durch die im Vergleich zu Proteinen wesentlich hohere Dichte an Aminogruppen an der
Oberfliche der Dendrimere. Nimmt man fiir die SuperFect'“'-Dendrimere ein durchschnitt-
liches Molekulargewicht von 28.5 kD an,"* so erhilt man ein mittleres Verhiltnis von

Kohlenhydrat zu Dendrimer zwischen 2.3 und 6.5 (Tabelle 1).

CSCl,, CH,Cl,
H,O, NaHCOg3, pH 8.5
(quant.)

H,oN
(38-46 %)
S
O\/\/\/\ )I\
N N P \
H H

94

OH NHAC

Schema 70: Synthese der SuperFect™-Pentasaccharid-Konjugate 94 (K1-K3).
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4.3.2. Transfektionseffizienz der Pentasaccharid-SuperFect'"'-Konjugate

Die Untersuchungen zum Einflul des Pentasaccharid-Substituenten auf die Transfektions-
eigenschaften von SuperFect™ wurden von Dr. U. Kriiger (Fa. Qiagen) durchgefiihrt.!'®”! Fiir
eine optimale Transfektion ist auch der niedermolekulare Anteil der teilweise wieder
abgebauten Dendrimere notwendig. Da bei der GFC-Reinigung der Konjugate ein Teil der
Dendrimerfragmente (< Pentasaccharid) zwingenderweise abgetrennt wurde, miissen die
Eigenschaften der glycosylierten Dendrimere mit denen der entsprechenden Fraktion aus der
GFC verglichen werden. Fiir diese Experimente wurden daher verschiedene Kontrollen ver-
wendet: Standard der Fa. Qiagen, das SuperFect™-Edukt sowie eine SuperFectV-Probe, von
welcher ein zu den Kopplungsversuchen vergleichbarer Ausschnitt aus der Gelfiltration
prapariert wurde. Als Testsysteme wurden die Plasmide pCMV und pEGFP gewdhlt, wobei
ersteres das Gen fiir B-Galactosidase enthélt und letzteres flir das ,,green fluorescent protein‘
GFP codiert. Auf diese Weise ist eine Detektion der Transfektionseffizienz durch Messung
der PB-Galactosidaseaktivitit bzw. mittels Bestimmung des relativen Anteils an
fluoreszierenden Zellen moglich. Die Transfektion wurde an verschiedenen Zellinien
durchgefiihrt und dabei getestet, ob die Effektivitit an Leberkrebszellinien (Huh-7 und
Hep-G2) mit dem ASGP-R!'"®! jm Vergleich zu Affennierenzellen (COS-7), Hamsterovar-
zellen (CHO-K1), humanen Gebarmutterhalszellen (HeLa) bzw. Mausfibroblasten (NIH-3T3)
hoher ist. Hierzu wurde die DNA mit den Dendrimeren komplexiert und in einem serum-
haltigen Medium auf die Zellen gegeben. Diese wurden 24 h Stunden vor der Transfektion in
einer Zelldichte von 2 x 10* pro Einbuchtung ausplattiert. Soweit nicht anders vermerkt,

wurde nach drei Stunden Inkubation ein Serumwechsel durchgefiihrt.

Anhand von HeLa- und COS-7-Zellinien wurde in der ersten Testreihe sichergestellt (Daten
nicht gezeigt), dal die Dendrimere nach der Behandlung weiterhin Transfektionseigenschaf-
ten besitzen. Hierbei konnte in COS-7- im Gegensatz zu HeLa-Zellen auch bei niedriger
DNA-Menge fiir nahezu alle Dendrimere noch eine hohe Transfektionsrate detektiert werden.
Im folgenden wurden Hep-G2-Zellen mit unterschiedlichen Mengen an pCMV] transfiziert,
um zu untersuchen, ob Zellen mit dem ASGP-R durch Dendrimere mit Galactosesubstituen-
ten besser angesprochen werden konnen (Schema 71). Hierbei wiesen die Dendrimere, deren
niedermolekularer Anteil durch die GFC-Behandlung entfernt wurde (K1-K3, G), bei geringer
DNA-Menge eine sehr niedrige Aktivitdt auf. Ferner reichten die modifizierten Dendrimere

nur in hoherer Dosis an die Referenzen heran.
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ts)

01 pl SF/Konj
2 ul SF/Konj
M 3 pl SF/4 pl Konj

N 4 pl SF/6 pl Konj

Units/B-Gal (MW

Probe: K1 K1 K2 K2 K3
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Schema 71: Transfektion von Hep-G2-Zellen: je 0.1 ug bzw. 0.5 ug DNA wurden mit

unterschiedlichen Mengen an SuperFect'™-Konjugaten (1, 2, 4, 6 ul einer

1.5 "¢/ -Losung) KI1-K3 bzw. der GFC-Referenz G, des Edukts E oder der
Referenz Ref (1, 2, 3, 4 ul einer 3 "¢/, -Losung) komplexiert und zu den Zellen
pipettiert. Nach zwei Tagen wurde die [-Galactosidase-Aktivitiit gemessen.

AnschlieBend wurde untersucht, ob unter fiir SuperFect™ ungiinstigen Bedingungen ein
groBBerer Unterschied zwischen den modifizierten im Vergleich zu den unverdnderten
Dendrimeren auftritt (Schema 72). Nachdem in den vorangegangenen Experimenten keine bis
geringe cytotoxische Effekte beobachtet wurden, konnte auf den Mediumwechsel verzichtet
werden. Weiter wurde die eingesetzte Konjugat-Menge verringert, da bisher durch hdhere
Dosen keine Effizienzsteigerung festgestellt werden konnte und durch einen grofen Uber-
schull an Aminen die Gefahr cytotoxischer Effekte steigt. In dieser Versuchsreihe zeigte die
SuperFect™-Referenz bei Hep-G2 eine ungewdhnlich niedrige Aktivitdt, so nahm die
-Galactosidase-Aktivitdt mit zunehmender Dendrimermenge von 20 units bis unter die
Nachweisgrenze von 10 units ab, wihrend sie in der vorhergehenden Reihe (Schema 71) auf
iiber 60 units anstieg. Durch die Kohlenhydratmodifikation konnte keine Verbesserung
nachgewiesen werden. Mit steigender Plasmidmenge wurde eine immer deutlichere Diskrimi-
nierung der modifizierten Dendrimere festgestellt, bei niedriger DNA-Konzentration konnten
jedoch die Ergebnisse im Vergleich zur vorherigen Testreihe verbessert werden. Mit geringen
Mengen an Konjugat war teilweise keine Transfektion nachweisbar bzw. lag die B-Galacto-
sidaseaktivitdt unterhalb der Nachweisgrenze von 10 units. Widerspriichlich ist allerdings,
dafl durch steigenden Kohlenhydratanteil die Transfektionseffizienz von K1 bis K3
(besonders bei Huh-7) ansteigt, jedoch liegen alle diese Verdnderungen im Rahmen der

Schwankungsbreite des Testsystems.
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Units/p-Gal (MW { s)

Huh 7

Probe: K1 K2 K3 G E Kl K2K3 G E K1 K2 K3 G E Ref
DNA [Sq] 0.1 0.25 0.5 0.5

Probe: K1 K2 K8 G E K1 K2 K38 G E

20 -
10* R %ﬂ P
0-

DNA [Sg] 0.1 0.25
1 SI SF/0.5 Sl Konj 2 SI SF/1SI Konj W 3 SI SF/2 SI Konj [ 4 SI SF/3 Sl Konj

Schema 72: Transfektion von Leberkrebs-Zellen: unterschiedliche Mengen DNA wurden mit

M

verschiedenen Mengen an SuperFect’™-Konjugaten (0.5, 1, 2, 3 ul einer

1.5 "¢/ -Losung) KI1-K3 bzw. der GFC-Referenz G, des Edukts E oder der
Referenz Ref (1, 2, 3, 4 ul einer 3 "¢/, -Losung) komplexiert und zu den Zellen

pipettiert. Nach zwei Tagen wurde die [-Galactosidase-Aktivitiit gemessen.

In einer weiteren Testreihe wurde untersucht, ob Zellen mit dem ASGP-R besser mit

Galactose-tragendem SuperFect'™ transfiziert werden konnen als Zellen ohne ASGP-R.

Hierzu wurden neben Huh-7-Zellen aus der Leber auch Zellen aus Hamster-Ovarien

(CHO-K1) transfiziert (Schema 73), auf den Mediumwechsel wurde wiederum verzichtet.
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Huh-7

20 -
Om
Probe: K1 K2 K3 G E
DNA [Sd] 0.25

Probe: E Ref
DNA [Sd] 0.5

(11 SI SF/0.5 Sl Konj EA2 SISF/1SIKonj M3 SISF/2SI Konj X4 SI SF/3 Sl Konj

Schema 73: Transfektion von Leberkrebs (Huh-7)- und Hamsterovar (CHO-KI)-Zellen:
unterschiedliche Mengen DNA wurden mit verschiedenen Mengen an
SuperFect™-Konjugaten (0.5, 1, 2, 3 ul einer 1.5 "™/ ,y-Losung) K1-K3 bzw. der
GFC-Referenz G, des Edukts E oder der Referenz Ref (1, 2, 3, 4 ul einer 3 "/,
Losung) komplexiert und zu 2x10° Zellen pipettiert. Nach zwei Tagen wurde die
[-Galactosidase-Aktivitiit gemessen.

Der Vergleich mit der vorhergehenden Versuchsreihe (Schema 72) zeigt, dafl bei Huh-7 die
Transfektionseffizienz der Referenz von 1 pul bis 4 ul auf 60 Einheiten anstieg, hier (Schema
73) hingegen auf die Nachweisgrenze von 10 units absank. Ferner waren hier generell
niedrigere Raten an Huh-7 zu beobachten, wofiir keine Erklarung gefunden werden konnte.
Durch Einsatz groferer Mengen an DNA konnte die Transfektionsrate meist gesteigert
werden, der Kohlenhydratanteil fiihrte auch hier zu keiner Verbesserung. Die Effizienzstei-
gerung bei 0.25 ug DNA diirfte darauf zuriickzufiihren sein, da3 die Aktivitdten an der
Nachweisgrenze liegen und somit eher zufidlliger Natur sind. In den Hamsterovarzellen
erzielten alle durch GFC gereinigten SuperFect' “-Variationen bei 0.25 pg DNA wesentlich

schlechtere Ergebnisse als das Edukt. Die Unterschiede scheinen nicht mafgeblich durch den
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Kohlenhydratanteil, sondern durch experimentelle Schwankungen bedingt zu sein. Das
Experiment wurde analog mit pEGFP wiederholt. Zwei Tage nach der Transfektion wurden
die Zellen fluoreszenzmikroskopisch untersucht und deren Anteil mit GFP abgeschitzt

(Tabelle 2).

Tabelle 2: Transfektion von Leberkrebs- (Huh-7) und Hamsterovar-Zellen (CHO-KI):
unterschiedliche Mengen des fiir das ,,green fluorescent protein“ codierenden
Plasmids pEGFP wurden mit Hilfe der SuperFect™-Konjugate KI1-K3 bzw. des
Standards (G: GFC-Referenz, E: Edukt, Ref: Qiagen-Referenz) transfiziert und
nach zwei Tagen der Anteil der fluoreszierenden Zellen abgeschiitzt.

Huh-7 K1 K2 K3 G E Ref

025pugDNA  1-15% 1-5% 5% 1% <1% n. d.

0.5 ng DNA 10-15% 10% 5-15% 10% 10% 10-20 %

CHO-K1 K1 K2 K3 G E Ref

025pgDNA 5% 5% 5% 5% 5%  n.d

0.5 ng DNA 90 % 60% 80% 60% 90% 60 %

Diese Ergebnisse spiegeln die mit dem B-Galactosidase-Test gewonnenen Resultate wider.
Auch hier konnte durch die Konjugation bei niedrigen DNA-Mengen eine Verbesserung
erzielt werden, die vermutlich jedoch auf zufillige Schwankungen an der Nachweisgrenze
zuriickzufiihren sind. Wie im vorangegangenen Test lieBen sich die Ovarzellen wesentlich
besser transfizieren, weshalb auch in diesem Experiment keine Verbesserung durch eine
Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung beobachtet werden konnte. Zusammenfassend diirften die
Unterschiede zwischen den verschiedenen Konjugaten bzw. SuperFect' “-Referenzen eher auf
experimentellen Schwankungen als auf wesentlichen FEinfliissen des Kohlenhydratrests

beruhen.

Nachdem mit den reinen Konjugaten keine Verbesserung erzielt werden konnte, wurde
anschlieBend untersucht, ob eine rezeptorvermittelte Transfektion durch Mischen von
Konjugaten mit unmodifiziertem SuperFect™ méglich ist. Hierzu wurden 1:1-Mischungen
von Konjugaten mit SuperFect'™ hergestellt und damit Hep-G2- und NIH-3T3-Zellen
transfiziert (Schema 74).
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HepG2

Probe: K1 K1 K2 K2 K3 K3 T T 2 G E Ref Ref Ref
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Probe: KI KI K2 K2 K3 K3 T = 2 G E Ref Ref Ref
DNA[ug] 01 025 01 025 01 025 LN LA LA 05 05 01 025 05
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-~ N (2]
N 4 N4
01 pl Ref, G, E/0.5 pl Konj M 3 ul Ref, G, E/2 pl Konj
2 ul Ref/4pl G, E/1pl Konj N 4 pl Ref/6pl G, E/3 pl Konj

Schema 74: Transfektion von Leberkrebszellen (Hep-G2) und Mausfibroblasten (NIH-3T3):
verschiedene Dosen DNA (0.1 ug, 0.25 ug bzw. 0.5 ug) wurden mit unter-
schiedlichen Mengen an SuperFect™-Konjugaten (0.5 ul, 1 ul, 2 ul, 3 ul einer
1.5 "8/ -Losung) KI1-K3 und Mischungen davon mit unmodifiziertem Super-
Fect™, bzw. der GF C-Referenz G, des Edukts E (1, 2, 4, 6 ul einer 3"¢/y-
Losung) oder der Referenz Ref (1, 2, 3, 4 ul einer 3 "¢/, -Losung) komplexiert
und zu den Zellen pipettiert. Nach zwei Tagen wurde die [-Galactosidase-
Aktivitdt gemessen

Wihrend sich bei Hep-G2 die Referenzen in den Transfektionseigenschaften &hneln,
verschlechtern sich diese bei den NIH-3T3-Zellen bei Edukt und GFC-Referenz mit
zunehmender Dendrimermenge. Bei den Konjugaten liegen die Werte sowohl mit 0.1 pg als
auch mit 0.25 pg DNA an der Nachweisgrenze, nur K3 vermag in hoherer Dosis eine deutlich
nachweisbare Transfektion zu vermitteln. Ein einheitlicher Trend ist nicht erkennbar, die

Unterschiede diirften eher auf experimentelle Schwankungen zuriickzufiihren sein. Mit
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Mischungen lielen sich generell hohere Aktivititen erzielen als mit reinen Konjugaten. Bei
NIH-3T3 ist dieser Trend besonders ausgeprdgt, jedoch liegen in beiden Zellinien die
Aktivititen hochstens in dem Bereich der SuperFect'™-Referenz von Qiagen. Die
Unterschiede reichen nicht aus, um von wesentlichen Einfliissen zu sprechen, allerdings
scheinen die Konjugate die Transfektionseffizienz etwas zu verschlechtern. Nachdem
zwischen GFC-Referenz und Edukt kein nennenswerter Unterschied detektiert werden
konnte, scheint dieses nicht an der GFC-Reinigung zu liegen. Die transfizierten Zellen
wurden dariiberhinaus mit X-Gal gefarbt, um den Anteil blauer Zellen mit den Ergebnissen
des Enzymtests zu vergleichen (Tabelle 3).

Tabelle 3: Transfektion von Leberkrebszellen (Hep-G2)- und Maus-Fibroblasten (NIH-3T3):
unterschiedliche Mengen des fiir -Galactosidase codierenden Plasmids pCMVf
wurden mit Hilfe der SuperFect'™-Konjugate K1-K3, sowie 1:1-Gemischen dieser
mit SuperFect™ bzw. -Standards (G: GFC-Referenz, E: Edukt, Ref: Qiagen-
Referenz) transfiziert, nach zwei Tagen mit X-Gal gefdrbt und der Anteil blauer
Zellen abgeschiditzt.

Hep-G2 K1 K2 K3 KI1:SF K2:SF K3:SF G E Ref

0.1 ng DNA 3% 5% 5% n.d n. d. nnd nd nd 1%
025pugDNA 5% 5% 5% 5% 5% 5% nd nd 10%

0.5 ng DNA nd. nd nd nd n. d. nd. 40% 30% 40%

NIH-3T3 Kl K2 K3 KI:SF K2:SF K3:SF G E Ref

0.1 ng DNA 3% 3% 3% n.d n. d. nd. nd nd 10%
025pugDNA 3% 3% 10% 10% 10% 10% n.d nd 10%

0.5 ng DNA nd. nd nd nd n. d. nd. 10% 10% 30%

Durch die Farbung konnten die Ergebnisse des [-Galactosidase-Tests bestitigt werden.
Wihrend in den Leberzellen der Anteil gefarbter Zellen bei Konjugaten bzw. Mischungen
unter der Referenz lag, konnten in den Fibroblasten mit den Mischungen bzw. K3 zur

Referenz vergleichbare Resultate erzielt werden.

Durch PAMAM-Dendrimere lie3 sich mit Hilfe des biantenndren Ausschnitts aus einem
komplexen N-Glycan keine rezeptorvermittelte Transfektion erreichen. Die mit den

modifizierten Dendrimeren K1-K3 erhaltenen Resultate lagen meist unter den mit den
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Referenzsubstanzen erzielten bzw. iibertrafen diese nicht wesentlich. Die registrierten
Unterschiede diirften eher auf experimentelle Schwankungen als auf Einfliisse durch den
Kohlenhydratanteil zuriickzufiihren sein. Hierfiir sind mehrere Ursachen denkbar: zum einen
konnte die unspezifische Bindung der Dendrimer-DNA-Komplexe mit der Zelloberflidche
aufgrund elektrostatischer Wechselwirkungen so stark sein, dal die Rezeptor-Ligand-
Wechselwirkung keinen wesentlichen Einflu3 hat. Zum anderen konnte die Bindung an den
Rezeptor zu schwach sein. Eine stirkere Wechselwirkung sollte z. B. durch ein triantennéres

159

N-Glycan méglich sein, welches bei Polylysin schon gute Ergebnisse geliefert hat!*”! bzw.

ein Ausschnitt hiervon, welcher mehr Galactosetermini trdgt. Durch mehrfache Bindung des
Kohlenhydrats an den Rezeptor (,,Cluster-Effekt™) konnten eindeutigere Resultate erzielt

werden.!'%”)
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5. Methylierung von Diginatin
5.1. Herzglycoside

Der englische Arzt William Withering beschrieb schon 1785 in seinem Buch ,,An Account of
the Foxglove and some of its Medical Uses: With Practical Remarks on Dropsy and other
Diseases” die Behandlung der Wassersucht unter Zuhilfenahme des Fingerhuts."’” Heute
wird die Krankheit treffender als Herzinsuffizienz bezeichnet, die verschiedene Ursachen
haben kann, wie beispielsweise coronare Herzkrankheiten (z. B. Schadigung durch Sauer-
stoffmangel nach einem Herzinfarkt), chronische Druck- bzw. Volumenbelastungen (z. B.
durch arterielle Hypertonie), Herzrhythmusstorungen. Diese Krankheit wird teilweise auch
heute noch mit Herzglycosiden behandelt, wobei verschiedene Priparate auf dem Markt sind.
Gemeinsam ist ihnen, daf sie an die Mg-abhingige K'/Na'-ATPase binden, wodurch der Na'-
Spiegel in der Zelle erhdht wird und die K'-Konzentration sinkt. Dies fiihrt dazu, daB der
Na'/Ca*"-Austauscher gestort wird und auch der Ca**-Spiegel in der Muskelzelle ansteigt. Da
eine Kontraktion des Muskels durch eine Ca*"-Ausschiittung ausgeldst wird, steigt durch die
hohere Grundkonzentration die Auswurfleistung des Herzens (positiver inotroper Effekt).
Durch die innerhalb der Zelle verringerte K'-Konzentration sinkt die Leitungsgeschwin-
digkeit und somit die Herzfrequenz (negativer chronotroper Effekt). Diese Effekte bewirken

eine wesentliche Verbesserung der Lebensqualitdt und -erwartung der Herzpatienten.

Herz- oder auch Digitalisglycoside bestehen aus einem Steroidteil und bis zu vier Kohlen-

) [171

hydratresten (Schema 75 I Ist der terminale Glucoserest vorhanden, so spricht man von

Primér-, bei lediglich drei Digitoxosen von Sekundirglycosiden.

OH 5
HO Q Q Q Q
HO . 0@@%@%0
OH | l H
! OR OH OH !
I | Digitoxigenin Aglycon
' ' Digitoxin Sekundarglycosid

Purpureaglycosid A Primérglycosid

Lanatosid A (R=Ac)

Schema 75: Einteilung der Herzglycoside'™"
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Vor allem kristalline Sekundirglycoside, im wesentlichen das aus Digitalis purpurea gewon-
nene Digitoxin und das aus D. lanata isolierbare Digoxin, werden als Arzneimittel genutzt, da
sie im Vergleich zu dem Pflanzenmaterial leichter und sicherer zu dosieren sind. Die
genannten Glycoside unterscheiden sich lediglich in der Hydroxylfunktion an Postition 12 im

Steroidgertist (Schema 76).

Digoxigenin Diginatigenin

Schema 76: Natiirliche Steroide aus Digitalis spec.

Um die Pharmakokinetik zu verbessern, werden diese durch Acetylierung bzw. Methylierung
fiir manche Préiparate teilweise modifiziert. 1985 waren in Deutschland nach GKV-Index
Novodigal (4"-Acetyldigoxin, 7 115 000 Verschreibungen) und Lanitop (4"'-Methyldigoxin,
5607 000 Verschreibungen) die am hdufigsten verschriebenen Arzneimittel.'”® Durch die
Entwicklung neuerer Medikamente sind diese Zahlen bis 2003 auf 2358000
(4"-Acetyldigoxin) bzw. 616 000 (4"-Methyldigoxin) Verordnungen zuriickgegangen, der

Umsatz belief sich jedoch immer noch auf ca. 13 Millionen € bzw. 5.5 Millionen €.I'"

5.2. Problemstellung

Da in natiirlichem Material neben den Hauptglycosiden auch die anderer Steroide enthalten
sind, miissen diese bei der Isolierung nach Modglichkeit abgetrennt werden. Durch

Umkristallisierung von Digoxin gelingt es, dieses in iiber 96 % Reinheit zu erhalten.!'”! Bei
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der Methylierung zu 4"-Methyldigoxin werden die {ibrigen Verunreinigungen zwangslaufig
mit umgesetzt. Da diese flir die Verwendung als Medikament ebenfalls analysiert werden
miissen, ist es notwendig, die methylierten Nebenprodukte als saubere Referenz zu besitzen.
Ziel dieser Arbeit war es deshalb, Diginatin 95 an 4"-Position regioselektiv zu methylieren

ohne die anderen sechs Hydroxylfunktionen anzusprechen (Schema 77).

MeO

Schema 77: regioselektive Methylierung von Diginatin 95.

5.3. Regioselektive Methylierung von Diginatin

Ausgehend von einer Vorschrift der Firma Roche wurde zunéchst versucht, mit Hilfe von
Strontiumhydroxid als chelatisierendem Agens unter Zusatz von Aluminiumoxid mit

174 Als wichtig bei dieser Reaktions-

Dimethylsulfat eine selektive Alkylierung zu erreichen.!
filhrung erwies sich, das Diginatin 95 mit den anorganischen Komponenten vor Zugabe des
Methylierungsmittels 15-20 Minuten bei 0 °C zu rithren. Dies diirfte zum einen notwendig
sein, um die Reaktion ausreichend abzukiihlen, zum anderen aber um der Bildung des
Chelatkomplexes Zeit zu geben. Es zeigte sich im DC, daB3 sowohl Dimethylsulfat als auch
Methyliodid als Alkylierungsmittel gleichermafen wirksam waren. Nach 90-120 Minuten
muB die Reaktion abgebrochen werden, da durch Uberreaktion mehr Produkt zerstdrt wird,
als weiteres entsteht. Die Ausbeuten bei dieser Reaktionsfithrung lagen knapp unter 40 %. Um

diese zu verbessern, wurde nach einer weiteren Moglichkeit gesucht, iiber einen fiinfgliedri-

gen Ring als Zwischenstufe selektiv die dquatoriale Hydroxylfunktion zu modifizieren. Von
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Stannylenacetalen ist bekannt, dal sie sich leicht aus den entsprechenden vicinalen Diolen
herstellen und selektiv an der dquatorialen Position alkylieren und acylieren lassen.l'”! Zu
Beginn wurde in Testreaktionen versucht, das Stannylenacetal in Methanol oder einem
Gemisch aus Methanol und Toluol zu synthetisieren. Eine Alkylierung bendtigt im Gegensatz
zu Acylierung meist noch einen Katalysator, weshalb entweder Tetrabutylammoniumiodid
(TBAI) oder Cisiumfluorid zugesetzt wurden.'’® Es zeigte sich, daB sich das Acetal am
einfachsten durch Kochen in Methanol bildete und ein azeotropes Entfernen des
freiwerdenden Wassers mittels Toluol und Wasserabscheider nicht ndtig war. Die
Methylierung gelang am besten mit CsF als Katalysator, weshalb grofere Reaktionen mit
diesem System durchgefiihrt wurden. Auf diese Weise waren mit 5 g Diginatin 95 als Edukt
Ausbeuten von 85 % nach Flashchromatographie moglich (Schema 78).

Q
HO 0)

(@] 0]
O o)
H
OH OH OH 95
1. "Bu,Sn0O", MeOH
Rickflu®
/%/
OH

2. Mel, CsF, DMF
(1.+2.: 85 %)

0]
MeO O

0
O o)
H

OH OH 96

Schema 78: Regioselektive Methylierung von Diginatin 95 an Position 4" iiber das
Stannylenacetal als Zwischenprodukt.

Das Produkt konnte vollstindig tiber ESI-MS und NMR charakterisiert werden, wobei die
4"-Verkiipfung tiber ein HMBC-Experiment nachgewiesen wurde. Bei der Analyse mittels
LC/MS konnte eine Schulter mit ca. 15 % der Peakfliche detektiert werden, die ein
identisches MS aufwies. Hochstwahrscheinlich handelt es sich hierbei um das

3"-Methylisomer, welches iiber Flashchromatographie nicht abgetrennt werden konnte.
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6. Zusammenfassung

Kohlenhydrate spielen nicht nur im Energiehaushalt von Lebenwesen eine entscheidende
Rolle, sondern werden auch fiir die Codierung von Informationen genutzt. So sind die meisten
sezernierten Proteine durch Glycosylierung modifiziert, wobei N-Glycane, welche mit der
Seitenkette von Asparagin verkniipft sind, eine wichtige Rolle spielen. Je nach Substituenten
am nichtreduzierenden Ende werden diese in mannosereiche, hybride oder komplexe N-Gly-
cane eingeteilt. In der vorliegenden Arbeit wurde zunichst das im Arbeitskreis entwickelte

Bausteinsystem fiir die Synthese komplexer N-Glycane um den Hybrid-Typ 1 erweitert.

HO OH
HO OH HO
HO -Q_ HO 0
HO Hao F
HO
0
HO -Q (o)
HO OH
-0
OHo
HO HO—\ O 0O
HO A HOARSL OH HO HO
HO HO O oo 0 0
NHAc 0 %Ho %Ho R
NHAC NHAc

Hierzu wurde ein neuer Pentamannosid-Donor 3 entwickelt, der iiber eine sechr kurze
Reaktionssequenz ausgehend von Benzylmannosid 41 gewonnen werden konnte. Uber
Bisorthoester-Bildung und nachfolgender Hydrolyse wurde das notwendige Schutzgruppen-
muster von 6 in einem Schritt aufgebaut und durch eine doppelte Glycosylierung mit dem

Dimannosid-Donor 5 das Pentasaccharid 48 erhalten.
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Nach der Umwandlung zu dem Trichloracetimidat 3 konnte der Pentasaccharid-Akzeptor 50
selektiv an der primédren Hydroxylgruppe zu dem Decasaccharid 51 umgesetzt werden. Dieses
wurde von den Acylschutzgruppen befreit, so da an Verbindung 52 je nach Bedarf ein

Spacer oder ein Asparaginrest eingefiihrt werden kann.

Daneben wurde eine Strategie entwickelt, mit der die Baukastensynthese von N-Glycanen auf
die Festphase iibertragen werden soll. Hierzu wurde die 1,3-dipolare Addition von
Glycosylaziden und Alkinen untersucht. Diese gelang mit Hilfe von Cu(I) als Katalysator an
verschiedene terminale Alkine. Beim Versuch, die erhaltenen Triazole entweder in das
entsprechende Fluorid oder Azid umzuwandeln, zeigte sich, daBl der literaturbeschriebene
Mechanismus nicht korrekt ist. Durch mikrowellenbeschleunigte bzw. thermisch induzierte
Cycloaddition an Acetylendicarbonsdurediester konnten weitere Glycosyltriazole gewonnen
werden. Aufgrund der Aktivierbarkeit der erhaltenen Triazole wurde ein neuer Mechanismus
postuliert, der mit den experimentellen Befunden in Einklang steht: die Triazol-5-
carbonsédure, welche sich durch die sauren Bedingungen (HF, TMSOTTf bzw. TfOH) bildet,
wird protoniert oder durch ein starkes Elektrophil aktiviert. Durch intramolekulare
Wechselwirkung des Saureprotons mit dem Stickstoffatom des Triazols lockert sich die

N-glycosidische Bindung, was zur Freisetzung des Glycosylkations fiihrt.

H+
<: OH OH

Q» O o)
W/O\BH u W/O\ H\ _ WOG) _
R R™\ ’\\5 /N@ N R/\A\ HN\\ N

N ~ °N N

Dieses Reaktionspaar (Triazolbildung und -spaltung) stellt eine Mdoglichkeit dar, N-Glycane
an der Festphase zu fixieren und wieder freizusetzen. Um die Stabilitdt dieses Linkersystems
zu demonstrieren, wurde ausgehend von dem Core-Trisaccharid 2 das entsprechende Triazol
84 synthetisiert und aus diesem das komplexe Heptasaccharid 88 aufgebaut. Hierbei muf3ten
die Reaktionsbedingungen im Vergleich zu dem analogen Glycosylazid modifiziert werden,
um Nebenreaktionen wie den Aglycontransfer zu vermeiden. Nach zwei Glycosylierungen in
guten Ausbeuten (67 % bzw. 69 %) und Schutzgruppenoperationen (Acetylierung, saure
Hydrolyse des Benzylidenacetals) konnte das Triazol 88 mittels HF-Pyridin in das Glycosyl-
fluorid 89 konvertiert werden. Somit ist auch die Abspaltungsreaktion gewéhrleistet und ein

universeller Donor steht zur Verfligung.
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Dariiber hinaus wurde die Pentasaccharid-Teilstruktur 92 aus einem triantenndren N-Glycan

synthetisiert und an PAMAM-Dendrimere (SuperFect™) gekoppelt, die hocheffizient die

Transfektion verschiedener Zellinien vermitteln.

OH NHACc

Mit Hilfe der Konjugate sollte iiberpriift werden, ob die Galactosyltermini eine rezeptorver-
mittelte Transfektion ermoglichen und dadurch bestimmte Zellinien gezielt angesprochen

werden konnen.
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Bei der Isolierung von Herzglycosiden aus Digitalis spec. konnen die Nebenkomponenten
nicht vollstindig abgetrennt werden, weshalb u.a. 4"-Methyl-diginatin 96 als Referenzsub-
stanz bei der Produktion des Medikaments Lanitop” benétigt wird. Die selektive Alkylierung
konnte durch Bildung eines Stannylenacetals und folgender Methylierung auch mit groB3en

Mengen durchgefiihrt werden.
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7. Summary

Carbohydrates are not only essential for the metabolism but can also encode informations.
Most secreted proteins are modified by glycosylation, with N-glycans (linked to the sidechain
of asparagine) playing a major role. According to the substituents at the non-reducing end
N-glycans are divided into the high-mannose, the hybrid or the complex type. First, the
building block synthesis developed by our group to assemble complex N-glycans was exten-

ded by the hybrid type 1.
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NHAc 0 %Ho %Ho R
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Therefore the new pentamannoside donor 3 was developed which was available in a very
short sequence starting with benzyl mannoside 41. Formation of a bis-orthoester followed by
hydrolysis established the necessary protecting group pattern. The pentamannoside 48 was

obtained by a double glycosylation of 6 with the dimannoside donor 5.
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After conversion to the trichloroacetimidate 3 the pentasaccharide 50 was selectively glyco-
sylated yielding the decasaccharide S1. The removal of the acyl protecting groups from the

decasaccharide 51 allows the subsequent introduction of a spacer or an asparagine residue.

Furthermore a strategy was developed to transfer the building block synthesis of N-glycans to
the solid phase. To this end the 1,3-dipolar addition of glycosylazides and alkynes was
investigated. The use of terminal alkynes allowed the application of Cu(l) as a catalyst.
Attempts to convert the triazoles thus obtained to the corresponding glycosyl fluorides or
azides revealed that the published mechanism is not correct. Microwave irradiation or thermal
induction gave [3+2] cycloaddition with acetylenedicarboxylic acid esters yielding further
triazoles. These triazoles could be activated leading to a new mechanism, which is in
accordance with the experimental data: the triazole-5-carboxylic acid, which is formed by the
acidic conditions (HF, TMSOTT, TfOH respectively), is protonated or activated by a strong
electrophile. By intramolecular interaction of the carboxylic proton and the triazole nitrogen

the N-glycosidic linkage is weakened and the glycosyl cation is liberated.

H+
<: OH OH

N, N RN
R>/ N — > 2 \H:N@ N — >/c<

N N N
The formation and cleavage of triazoles provides a possibility to attach and remove N-glycans
at the solid phase. To prove the stability of this linker the core trisaccharide triazole 84 was
synthesized starting from the corresponding azide 2 followed by elongation to the complex
heptasaccharide 88. Compared with the azide analogues the reaction conditions needed to be
modified to prevent side reactions like aglycon transfer. After two glycosylations in good
yields (67 % and 69 % respectively) and protecting group manipulations (acetylation and
acidic hydrolysis of the benzylidene acetal) the triazole 88 was converted to the glycosyl
fluoride 89 by HF-pyridine treatment. Thus, the final cleavage reaction was shown with a

complex N-glycan yielding a universal donor.
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Additionally the pentasaccharide partial structure 92 of a triantennary N-glycan was

synthesized and coupled to PAMAM-dendrimers (SuperFect™

tion of different cell lines in high efficiency.
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), which mediate the transfec-

S
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N N—
H H

The conjugates were used to investigate targeted gene delivery via the galactosyl termini

facilitating receptor mediated transfection.
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Industrial isolation of digitalis glucosides does not separate minor components completely.
Therefore among others 4"'-methyldiginatin 96 is required as a reference for the production of
the drug Lanitop™. Formation of a stannylene acetal and successive methylation gave 96 in

high yields.
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8. Experimenteller Teil

Die verwendeten LoOsungsmittel waren von technischer Qualitit und wurden durch
Destillation gereinigt. Absolute Losungsmittel wurden durch Destillation mit folgenden
Trocknungsmitteln erhalten: Dichlormethan mit Diphosphorpentoxid, Methanol mit Magne-
siumspénen, Tetrahydrofuran und Diethylether mit Natrium/Benzophenon, Acetonitril mit
Calciumhydrid. N, N-Dimethylformamid und Dioxan (Fluka) wurden absolut iiber Molekular-
siecb 4 A bezogen. Essigsiureanhydrid, Pyridin und Ethanol wurden in p.a.-Qualitit
verwendet, als Schutzgas diente Argon 5.0. Das Molekularsieb 4 A (Kugeln) wurde von der

Firma Fluka bezogen und vor der Verwendung bei Glycosylierungen gemorsert.

Zur Flashchromatographie wurde Kieselgel 60 der Firma Merck mit einer Korngréf3e von
0.040-0.063 mm (230-400 mesh ASTM) verwendet. Der Stickstoffdruck betrug 1.5-1.9 bar.

Die angegebenen Mischungsverhiltnisse sind Volumenanteile.

Fiir die Diinnschichtchromatographie wurden Aluminiumfertigfolien ,,Alugram Sil G/UV,s4*
von Macherey-Nagel verwendet. Die Detektion erfolgte durch Fluoreszenzléschung im UV-
Licht bei 254 nm und/oder Eintauchen in eine Reagenzlosung und nachfolgendes Erhitzen im
HeiBluftstrom. Zum Anférben von Kohlenhydraten wurde eine 1:1 Mischung aus 2 N H,SO4

und 0.2 %iger ethanolischer Resorcinmonomethyletherlosung verwendet.

Mikrowellen-Reaktionen wurden in einem MLS Microchemist™ (Wmax = 1200 W, Tempera-

turkontrolle durch einen faseroptischen Sensor) in druckbestéindigen Glasgefdfen durchgefiihrt.

GFC-Trennungen wurden an einer Pharmacia LKB Gradientenpumpe 2249 mit einem
Pharmacia LKB Detektor VWM 2141 durchgefiihrt. Detektiert wurde bei 214 nm und bei
254 nm. Als Trennsdulen kamen Pharmacia Hi Load Superdex 30 (600 x 16 mm und
600 x 26 mm) Séulen zum Einsatz. Als Losungsmittel diente 0.1 M Ammoniumhydrogen-
carbonat-Puffer. Priparative HPLC-Trennungen wurden an einer Akta Basic (Amersham
Bioscience; Trennsdule: YMC-Pack ODS-A, 250 x 20 mm, 120 A, S-05 um; Losungsmittel:
Wasser/Acetonitril mit je 0.1 % Ameisensdure) durchgefiihrt und bei 215 nm, 255 nm sowie

280 nm detektiert.

Spezifische Drehwerte wurden an einem Perkin-Elmer Polarimeter 241 bei 589 nm in 1 ml
und 5 ml Kiivetten der Lénge 10.00 cm bestimmt. UV-Spektren wurden an dem Gerit

»Specord 200 der Fa. Analytik Jena mit der Software WinAspect 1.2 aufgezeichnet.

Die EI-Massenspektren wurden an einem MAT-8500-Spektrometer der Firma Finnigan

(Datensystem MAT SS 300) nach Direkteinla mit einer lonisierungsenergie von 70 eV
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aufgenommen. Die FAB-Massenspektren wurden am gleichen Gerdt mit einer
m-Nitrobenzylalkohol-Matrix bei einer Beschleunigungsspannung von 5 kV gemessen. Die

apparative Grenze fiir die gro3te Masse betrug 2000 atomare Masseneinheiten.

Die ESI-Massenspektren wurden an einem Micromass LCT-Spektrometer aufgenommen, das
an eine Agilent 1100 HPLC (Losungsmittel: Wasser/Acetonitril mit je 0.1 % Ameisensdure)
mit Diodenarray-Detektor gekoppelt war. Wenn nicht anders angegeben, kam folgende
Trennsiule zum Einsatz: YMC-Pack ODS-A, 2.1 x 100 mm, 120 A, S-03 um. Ferner wurden
nachstehende Sédulen eingesetzt: C4: YMC Pro-C4, 2.1 x 50 mm, 120 A, S-03 um; C8: YMC
Pro-C8, 2.1 x 50 mm, 120 A, S-03 um; HS: YMC Pro-C18 Hydrosphere, 2.1 x 50 mm,
120 A, S-03 um; RS: YMC Pro-C18RS, 2.1 x 50 mm, 80 A, S-05 um. DirekteinlaB wurde
tiber eine Spritzenpumpe mit Wasser, Acetonitril, Methanol oder Gemischen davon als
Losungsmittel durchgefiihrt. Akkurate ESI-MS wurden auf Brucin als internen Standard
calibriert. MALDI-Massenspektren wurden an einem Bruker Reflex III gemessen, das mit

einem gepulsten Stickstofflaser bei 337 nm arbeitet.

IR-Spektren wurden an einem Perkin-Elmer FT-IR Spectrometer Paragon 1000 gemessen.
Die Intensitit der einzelnen Absorptionsbanden wird durch folgende Abkiirzungen

wiedergegeben: w: schwach, m: mittelstark, s: stark, br: breit.

Schmelzpunkte wurden an einer Biichi 510 Schmelzpunktapparatur bestimmt und sind
unkorrigiert. Zur Temperaturmessung wurde ein Platinwiderstandsthermometer Pt-1000 TTX

483 der Firma Ebro verwendet.

Die NMR-Spektren wurden an einem Jeol JNM-EX-270-FT-Spektrometer, einem Bruker
Avance 360 und einem Bruker DRX-500-Spektrometer gemessen. Die chemischen
Verschiebungen wurden relativ zum Losungsmittelsignal von [Dg]-DMSO (8('H) = 2.49 ppm,
8(*C)=39.5ppm) bzw. CD;CN (8('H)=1.93 ppm, &(*°C)=1.3 ppm) bestimmt und
beziehen sich auf Tetramethylsilan (6 = 0 ppm).
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Die Zuordnung der NMR-Spektren wurde nach folgender Konvention getroffen (Schema 79):
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Schema 79: Konvention zur NMR-Zuordnung der einzelnen Saccharideinheiten.

Die Zuordnung erfolgten anhand von Spektrensidtzen bestehend aus 'H, ’C, HH-COSY,
TOCSY, HMQC-COSY, HMQC-TOCSY, HMBC und NOESY.

Die verwendeten Zuckernucleotide, Diginatin und Enzyme wurden von Roche bezogen.



Experimenteller Teil 83

8.1. Versuche zu Kapitel 2
8.1.1. Versuche zu Kapitel 2.3.1

Cyclohexyl 4,6-O-benzyliden--D-mannopyranosid 17
B-BenzylidenMan-OCH

8.5 mg (14 pmol) Methoxybenzylether 16 werden in 1 ml Dichlormethan geldst und mit 50 ul
Wasser bei 0°C kriéftig geriihrt. Nach zehn Minuten werden 7.4 mg (41 pumol) DDQ
zugegeben und nach weiteren zehn Minuten wird die Eiskiihlung entfernt. Nach 20 Stunden
(DC: Cyclohexan/Aceton 1:1) wird gesittigte KHCOs-Losung zugegeben und mit Dichlor-
methan extrahiert. Die organischen Phasen werden mit MgSO, getrocknet und eingeengt. Der
Riickstand wird durch Flashchromatographie (Cyclohexan/Aceton 4:1, Sdulendurchmesser:

1.5 cm, Fiillh6he: 6.5 cm) gereinigt.

Ausbeute: 3.49 mg (69.3 %),
Ry=0.57 (Cyclohexan/Aceton 1:1),
[a]p™ = -28.7 (0.07, Dichlormethan),
Ci9H2606 (350.4),

ESI-MS (Acetonitril): Mper = 350.17 Mer = 373.18 (M+Na)’,

'"H-NMR (270 MHz, [D]-DMSO): & = 7.49-7.30 (m, 5H, Ar), 5.54 (s, 1H, =CH-Ph), 4.87 (d,
Jotis = 6.2 Hz, 1H, OH-3), 4.69-4.63 (m, 2H, H-1, OH-2), 4.15 (dd, Jgem = 10.1 Hz, Js5 ¢4 =
4.7 Hz, 1H, H-6a), 3.73-3.49 (m, SH, H-6b, H-4, H-2, H-3, OCHcy), 3.27 (m, 1H, H-5), 1.90-
0.80 (m, 10H, CH),

BC.NMR (67.5 MHz, [De]-DMSO): & = 137.9 (Cq-Ar), 128.7, 127.9, 1263 (Ar), 101.0
(=CH-Ph), 98.6 (C-1), 78.5 (C-4), 75.6 (C-3), 71.7 (C-2), 70.0 (OCHcy), 68.0 (C-6), 66.6
(C-5),33.2,31.4, 25.2, 23.6, 23.5 (CH).
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O-(2-Amino-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1—>4)-2-amino-3, 6-di-O-benzyl-
2-desoxy--D-glucopyranosylazid 19

B-anGICNHz-B-anGICNHz-Ng

5.0 g (5.1 mmol) Disaccharid 8 werden in einem Gemisch aus 100 ml n-Butanol und 25 ml
Ethylendiamin geldst und 22 Stunden bei 90 °C geriihrt. Nach Ende der Reaktion (DC:
Dichlormethan/Methanol 20:1) wird das Losungsmittel abgezogen und der Riickstand im
Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird mittels Flashchromatographie (Dichlorme-

than/Methanol 100:1, Sdulendurchmesser: 5 cm, Fiillhéhe: 11 cm) gereinigt.

Ausbeute: 2.6 g (72 %),

Ry=0.23 (Dichlormethan/Methanol 20:1),
[a]p™ = -10.7 (0.5, Dichlormethan),
C40H47N505 (725.8),

ESI-MS (Acetonitril): Mper = 725.34 Mger = 726.44 (M+H)",

'"H-NMR (360 MHz, [Dg]-DMSO): & = 7.41-7.17 (m, 20H, Ar), 5.33 (d, br, 1H, OH-4'), 4.99
(d, Jgem = 11.1 Hz, 1H, CH,0), 4.91 (d, Jgem = 11.5 Hz, 1H, CH,0), 4.66 (d, Jgem = 11.6 Hz,
1H, CH,0), 4.61 (d, Jeem = 11.3 Hz, 1H, CH,0), 4.59-4.46 (m, 4H, CH,0, H-1), 4.30-4.26
(m, 2H, CH,0, H-1"), 3.96 (dd, Jgem = 11.2 Hz, Js 6, = 3.0 Hz, 1H, H-6a), 3.91 (dd, J5.4 = J45 =
9.6 Hz, 1H, H-4), 3.79-3.70 (m, 2H, H-6a', H-6b), 3.63 (m, 1H, H-5), 3.43-3.23 (m, 4H,
H-6b', H-4', H-3, H-5"), 3.12 (dd, J23 = J34 = 9.0 Hz, 1H, H-3"), 2.57 (dd, Ji» = J>3 = 9.0 Hz,
1H, H-2), 2.48 (dd, J1 2 = J5 = 8.8 Hz, 1H, H-2), 1.57 (m, br, 4H, NI),

3C-NMR (67.5 MHz, [D]-DMSO): 5 = 139.2, 138.8, 138.2 (C4-Ar), 128.3-127.1 (Ar), 102.7
(C-1"), 91.0 (C-1), 84.8 (C-3"), 82.6 (C-3), 76.4 (C-5), 76.3 (C-5"), 74.6 (C-4), 73.6, 73.3, 72.4,
72.1 (CH,0), 70.4 (C-4), 69.7 (C-6'), 67.7 (C-6), 57.0 (C-2"), 56.6 (C-2).
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O-(3,6-Di-O-benzyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- f-D-glucopyranosyl)-(1—4)-3, 6-di-
O-benzyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- f-D-glucopyranosylazid 20

B-Bn,GlcNHTFA-B-Bn,GIcNHTFA-N;

Zu einer Losung von 2.5 g (3.4 mmol) Diamin 19 in 75 ml absolutem Dichlormethan werden
1.2 ml Triethylamin und 1.3 ml (7.6 mmol) Trifluoressigsdure-pentafluorphenylester getropft.
Nach 1.5 Stunden Riihren (DC: Dichlormethan/Methanol 30:1) wird mit Dichlormethan
verdiinnt und je einmal mit IM HCI und gesittigter KHCO;-Losung extrahiert. Die
organischen Phasen werden {iber MgSO, abfiltriert, eingeengt und im Hochvakuum
getrocknet. Das Rohprodukt wird mittels Flashchromatographie (Dichlormethan/Methanol

200:1, Sdulendurchmesser 5 cm, Fiillhohe 9 cm) gereinigt.

Ausbeute: 2.5 g (79 %),

R¢=0.32 (Dichlormethan/Methanol 30:1),
[a]p® =-37.2 (0.5, Dichlormethan),
C44HasFsNsOj (917.9),

ESI-MS (Acetonitril): Myer = 917.31 Mger = 935.46 (M+Na)’,

'H-NMR (360 MHz, [Dg]-DMSO): § = 9.64 (d, Ju2 = 9.0 Hz, 1H, NH), 9.61 (d, Jap2 =
8.2 Hz, 1H, NH), 7.35-7.16 (m, 20H, Ar), 5.61 (d, Jop.44 = 6.8 Hz, 1H, OH-4"), 4.95 (d, Jyerm =
11.1 Hz, 1H, CH,0), 4.86 (d, Jeem = 11.5 Hz, 1H, CH,0), 4.82 (d, J;, = 8.7 Hz, 1H, H-1p),
4.65 (d, Ji,= 8.3 Hz, 1H, H-1'B), 4.61 (d, Jeem = 12.1 Hz, 1H, CH,0), 4.58-4.50 (m, 3H,
CH,0), 442 (d, Jgem = 16.6 Hz, 1H, CH,0), 4.25 (d, Jeem = 12.3 Hz, 1H, CH,0), 3.98 (dd,
Jsa=Jss=9.1 Hz, 1H, H-4), 3.82-3.67 (m, 6H, H-2", H-6a", H-6a/b, H-2, H-3), 3.66-3.54 (m,
2H, H-3', H-5), 3.44-3.32 (m, 2H, H-4', H-6b'), 3.26 (m, 1H, H-5"),

BC-NMR (90 MHz, [Dg]-DMSO): § = 156.7, 156.3 (C=0), 138.7, 138.7, 138.6, 138.3
(Cq-Ar), 128.2-127.0 (Ar), 98.9 (C-1'), 87.1 (C-1), 81.3 (C-3"), 79.2 (C-3), 76.3 (C-5), 76.1
(C-5'), 74.2 (C-4), 73.8, 73.6, 72.4, 71.9 (CH,0), 70.6 (C-4"), 69.1 (C-6'), 67.8 (C-6), 55.5
(C-2'), 54.2 (C-2).
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0-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1—-4)-O-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-
trifluoracetamido--D-glucopyranosyl)-(1—4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-trifluoracet-
amido--D-glucopyranosylazid 23

a-AcsMan-B-Bzl,GIeNHTFA-B-Bzl,GIeNHTFA-N;

uber Fluorid 21:

51 mg (56 umol) Chitobiosylakzeptor 20 werden zusammen mit 25 mg (71 umol) Fluorid 21
und 50 mg gemdrsertem und ausgeheiztem Molekularsieb 4 A in 2 ml absolutem Dichlor-
methan unter Argon-Atmosphire suspendiert und 20 Minuten geriihrt. Anschlieend wird mit
6.7 ul (70 umol) Bortrifluorid-Etherat aktiviert, nach 17 Stunden (DC: Dichlormethan/
Methanol 50:1) werden weitere 6.7 ul Bortrifluorid-Etherat zugegeben. Nach 18.5 Stunden
wird mit Dichlormethan verdiinnt, iiber Celite abfiltriert, mit gesattigter KHCOs3-Losung
zweimal extrahiert und iiber MgSO, abfiltriert. Das Rohprodukt wird iiber Flashchromato-
graphie (Cyclohexan/ Essigester 3:1, Sdulendurchmesser: 1.5 cm, Fiillhohe: 7 cm) gereinigt.

Ausbeute: 11 mg (16 %) verunreinigt,
R¢=0.19 (Dichlormethan/Methanol 30:1),

LC-MS: tg = 28.2 min (10-95%),

uber Trichloracetimidat 22:

51 mg (56 pmol) Chitobiosylakzeptor 20 werden zusammen mit 38 mg (77 umol) Imidat 22
und 50 mg gemérsertem und ausgeheiztem Molekularsieb 4 A in 2 ml absolutem Dichlor-
methan unter Argon-Atmosphére bei -30 °C suspendiert. Nach 20 Minuten Riihren wird mit
5.0 pl (52 umol) Bortrifluorid-Etherat aktiviert. Nach vier Stunden (DC: Hexan/Aceton 2:1)
wird mit Dichlormethan verdiinnt, iiber Celite abfiltriert, mit gesattigter KHCOs3-Losung
zweimal extrahiert und iiber MgSO, abfiltriert. Das Rohprodukt wird iiber Flashchromato-

graphie (Hexan/Aceton 7:1, Sdulendurchmesser: 1.5 cm, Fiillhohe 8 cm) gereinigt.

Ausbeute: 46 mg (66 %) farblos, amorph,
R¢=0.31 (Hexan/Aceton 2:1),
LC-MS: tg = 28.1 min (10-95%),

CssHesFsNsO1o (1248.1),
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ESI-MS (Acetonitril): Mper = 1247.40 Mger = 1270.5 (M+Na)+,

'H-NMR (500 MHz, [Ds] DMSO): 8 = 9.79 (d, Juuz = 8.1 Hz, 1H, NH"), 9.57 (d, Juz2 =
8.8 Hz, 1H, NH?), 7.36-7.15 (m, 20H, Ar), 5.22-5.20 (m, 2H, H-1°, H-2*), 5.15 (dd, Js4 =
9.9 Hz, Jo3= 2.7 Hz, 1H, H-3’), 5.07 (dd, J:4= Ja5= 9.9 Hz, 1H, H-4’), 4.94 (d, Joem =
11.4 Hz, 1H, OCH,), 4.82 (d, J1, = 8.8 Hz, 1H, H-1"), 4.66 (d, J1» = 7.2 Hz, 1H, H-1%), 4.64
(s, 2H, OCH,), 4.61 (s, 2H, OCH,), 4.52 (d, Jgem= 11.4 Hz, 1H, OCH,), 4.45 (d, Joem =
12.2 Hz, 1H, OCHy,), 4.26 (d, Jeem = 12.2 Hz, 1H, OCH,), 4.06-3.99 (m, 2H, H-6a°, H-4"),
3.96-3.91 (m, 4H, H-5°, H-6b°, H-2%, H-3%), 3.87 (dd, J54 = J45 = 9.5 Hz, 1H, H-4%), 3.83-3.66
(m, 5H, H-6a', H-6b', H-2!, H-3', H-6a%), 3.58-3.56 (m, 1H, H-5"), 3.51-3.48 (m, 1H, H-6b%),
3.29 (m, 1H, H-5%), 2.03, 2.00, 1.94, 1.93, (4s, 12H, OAc),

BC-NMR (125 MHz, [Ds] DMSO): & = 169.9, 169.7, 169.4, 169.4 (C=0 Ac), 156.6 (q, Jcr =
36 Hz, 2C, C=0 TFA), 138.5, 138.3, 138.3, 137.4 (Cy-Ar), 128.4-127.0 (Ar), 115.9 (q, Jor =
287 Hz, CF3), 115.8 (q, Jcr = 287 Hz, CF3), 98.6 (C-1%), 98.0 (Jcu =175 Hz aus gekoppeltem
HMQC, o, C-1%), 87.1 (C-1"), 80.8 (C-3%), 79.3 (C-3"), 76.3 (C-5"), 76.1 (C-4?), 74.2 (C-4"),
73.9 (C-5%), 73.8, 72.9, 72.2, 72.0 (OCHy), 68.9 (C-2°), 68.8 (C-5°), 68.5 (C-67), 68.4 (C-3°),
67.9 (C-6"), 65.1 (C-4%), 61.9 (C-6), 55.5 (C-2%), 54.2 (C-2"), 20.4, 20.4, 20.4, 20.4 (Ac).

4,6-O-Benzyliden-2,3-di-O-(4-methoxybenzyl)- a-D-mannopyranosyl-phenyl-sulfoxid 26
4,6-0O-Benzyliden-2,3-di-O-(4-methoxybenzyl)- a-D-mannopyranosyl-phenyl-sulfon 26b

a-BenzylidenMPM;Man-S(0), ,Ph

0.50 g (0.83 mmol) Thiomannosid 15 werden in 5 ml Dichlormethan geldst und bei -12 °C
15 Minuten geriihrt. AnschlieBend werden 0.23 g (0.93 mmol, 70 %ig) MCPBA zugegeben
und das Kéltebad entfernt. Nach zwei Stunden (DC: Cyclohexan/Essigsdureethylester 2:1)
wird gesattigte KHCOs-Losung zugegeben und zweimal mit Dichlormethan extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden iiber MgSO, abfiltriert, eingedampft und im
Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird flashchromatographisch (Cyclohexan/

Essigsaureethylester 6:1, Sdulendurchmesser: 3 cm, Fiillhohe: 9 cm) gereinigt.
Ausbeute: 309 mg (60 %) Sulfoxid,

121 mg (24 %) Sulfon,
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Sulfon 26b:
R¢=0.45 (Cyclohexan/Essigsdureethylester 2:1),
CssH3609S (633.7),

ESI-MS (Acetonitril): Myer = 632.21 Mger = 655.25 (M+Na)’,

'H-NMR (270 MHz, [Ds]-DMSO): & = 7.93 (d, Jo3 = 7.4 Hz, 2H, Ph-SO,-2/6), 7.82 (dd,
Js4= 1.3 Hz, 1H, Ph-SO»-4), 7.69 (dd, Jo5 = J= 34 = 7.4 Hz, 2H, Ph-SO,-3/5), 7.46-7.35 (m,
5H, Ph-CH), 7.24-7.20 (m, 4H, MPM), 6.89-6.86 (m, 4H, MPM), 5.71 (s, 1H, =CH-Ph), 5.35
(d, Ji2< 1 Hz, 1H, H-1), 4.64 (d, Juem= 11.3 Hz, 1H, CH,0a), 4.53-4.44 (m, 4H, CH,0,
CH,Ob, H-2), 4.35-4.27 (m, 1H, H-5), 4.16-4.00 (m, 2H, H-3, H-4), 4.01 (dd, Jgem = 10.0 Hz,
Js6a = 4.6 Hz, 1H, H-6a), 3.79-3.71 (m, 6H, OMe, OMe), 3.64 (dd, Jeem = Js5.65 = 10.0 Hz, 1H,
H-6b),

3C-NMR (67.5 MHz [De]-DMSO): & = 158.9, 158.7, 137.5, 136.1 (C4-Ar), 134.6 (Ar), 130.1,
130.1 (Cq-Ar), 129.9, 129.9, 129.5, 129.1, 1289, 128.1, 126.0, 113.6, 113.5 (Ar), 100.6
(=CH-Ph), 90.6 (C-1), 76.4 (C-3/4), 75.1 (C-3/4), 71.7 (CH,0), 70.9 (CH,0), 70.7 (C-2), 68.3
(C-5), 67.3 (C-6), 55.0, 55.0 (OMe).

Sulfoxid 26:
Ry =0.36 (Cyclohexan/Essigsdureethylester 2:1),
C35H3605S (616.7),

ESI-MS (Acetonitril): Mper = 616.21 Mger = 639.27 (M+Na)’,

'"H-NMR (270 MHz, [Ds]-DMSO): & = 7.69-7.58 (m, SH, Ph-SO), 7.48-7.36 (m, SH, Ph-CH),
7.15 (d, J= 8.5 Hz, 2H, MPM), 6.97 (d, J= 8.6 Hz, 2H, MPM'), 6.87 (d, J= 8.5 Hz, 2H,
MPM), 6.79 (d, J = 8.6 Hz, 2H, MPM"), 5.72 (s, 1H, =CH-Ph), 4.76 (d, Ji» < 1 Hz, 1H, H-1),
4.48-4.34 (m, 3H, CH,0a, CH,0b, CH,0a'), 4.23-4.09 (m, 6H, H-6a, H-5, CH,Ob', H-3, H-4,
H-6b), 4.03 (dd, Ji» < 1 Hz, J»3 < 1 Hz, 1H, H-2), 3.75 (s, 3H, OMe), 3.74 (s, 3H, OMe),
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BC-NMR (67.5 MHz, [Ds]-DMSO): & = 158.8, 158.7, 141.0, 137.6 (Cq-Ar), 131.4 (Ar),
130.2, 130.2 (Cq-Ar), 129.8, 129.4, 129.1, 128.8, 128.1, 126.1, 124.4, 113.5, 113.5 (Ar), 100.6
(=CH-Ph), 95.3 (C-1), 76.9 (C-3/4), 75.4 (C-3/4), 71.2 (C-2), 71.1 (CH,0), 70.9 (CH,0), 69.7
(C-5), 67.3 (C-6), 55.1 (OMe), 55.0 (OMe).

2-Hydroxymethylbenzoesduremethylester 28

15 g (0.11 mmol) Phthalid werden zusammen mit 5.6 g (0.14 mmol) NaOH in 75 ml Wasser
geldst. Zu dieser Losung (DC: Cyclohexan/Essigsdureethylester 3: 1, 1 % Essigsdure) werden
25 ml 1M HCI gegeben und unter Eiskiihlung 10.6 ml (0.11 mmol) Dimethylsulfat getropft.
Nach 16 Stunden Riihren (DC: Cyclohexan/Essigsidureethylester 3: 1, 1 % Essigsédure) bei
Zimmertemperatur wird mit Dichlormethan extrahiert. Die organischen Phasen werden tiber
MgSO;, abfiltriert und eingedampft. Das Rohprodukt wird durch Flashchromatographie
(Cyclohexan/Ethanol 5:1, Sdulendurchmesser: 7.5 cm, Fiillhdhe: 9 cm) gereinigt.

Ausbeute: 14.5 g (27 %, Gemisch, enthélt zu 70 % Edukt) farblos, amorph,
Ry (Produkt) = 0.34 (Cyclohexan/Essigsdureethylester 3:1, 1 % AcOH),
Ry (Séure) = 0.14 (Cyclohexan/Essigsdureethylester 3:1, 1 % AcOH),

CoH 005 (166.2),

'H-NMR (270 MHz, [D¢]-DMSO): & = 7.90-7.30 (m, 4H, Ar), 5.23 (t, Jem.on = 5.5 Hz, 1H,
OH), 4.81 (d, Jep.on = 5.5 Hz, 2H, CH,), 3.80 (s, 3H, Me),

3C-NMR (67.5 MHz, [D¢]-DMSO): § = 167.0 (C=0), 144.2 (C-1), 132.2, 129.7, 126.8, 126.4
(Ar), 124.8 (C-2), 61.0 (CHa), 51.9 (Me).
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2-(Hydroxycarbonyl)-benzyl 4,6-O-benzyliden-2,3-di-O-(4-methoxybenzyl)- o-D-
mannopyranosid 27

a-BenzylidenMPM;Man-HCB

500 mg (0.83 mmol) Thiomannosid 15 werden zusammen mit 670 mg (entspr. 1.2 mmol
Alkohol 28) Akzeptorgemisch, 260 mg (1.2 mmol) NIS und 500 mg gemorsertem und
ausgeheiztem Molekularsieb 4 A in 10 ml absolutem Dichlormethan 15 Minuten bei 0 °C
geriihrt. Die Reaktion wird durch Zugabe von 100 pl einer geséttigten Losung von TfOH in
absolutem Dichlormethan gestartet. Nach zehn Minuten (DC: Cyclohexan/Essigsdureethyl-
ester 2:1) wird verdiinnt, iiber Celite abfiltriert und je einmal mit geséttigter Na,S,0s3- und
KHCOs-Losung extrahiert. Die organischen Phasen werden iiber MgSO, abfiltriert,
eingedampft und im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird flashchromatographisch
(Cyclohexan/Essigsdureethylester 6:1, Sdulendurchmesser: 7.5 cm, Fiillhdhe: 9 cm) gereinigt.
Der Methylester (780 mg) wird in einer Losung von 70 mg (1.75 mmol) NaOH in 2 ml
Wasser und 20 ml THF gertihrt. Im Laufe von sechs Tagen werden insgesamt weitere 580 mg
NaOH und 2 ml Wasser zugegeben. AnschlieBend (DC: Cyclohexan/Essigsdureethylester 2:1,
1 % Essigsdure) wird mit 100 ml Dichlormethan verdiinnt und je einmal mit 1M HCI sowie
gesdttigter Kochsalzlosung extrahiert. Die organische Phase wird liber MgSQO, abfiltriert,
eingedampft und im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird flashchromatographisch
(Cyclohexan/Essigsédureethylester 4:1, 0.5 % Essigsdure, Sdulendurchmesser: 3 cm, Fiillhohe:

10 cm) gereinigt.

Ausbeute: 320 mg (60 % tiber beide Stufen), farblos, amorph,

Ry (Methylester) = 0.52 (Cyclohexan/Essigsdureethylester 2:1),

Ry (Séure) = 0.38 (Cyclohexan/Essigsdureethylester 2:1, 1 % Essigséure),

[a]p”’ = -32.5 (0.6, Dichlormethan),

C37H35010 (642.7),

ESI-MS (Methylester, Acetonitril): My = 656.26 Mger = 679.31 (M+Na)’,

ESI-MS (Séure, Acetonitril): Mper = 642.25 Mg.r = 665.26 (M+Na)+,

'"H-NMR (360 MHz, [D]-DMSO): & = 12.8 (s, br, 1H, CO,H), 7.83 (d, Js4= 7.7 Hz, 1H,
HCB-3), 7.70 (d, Js¢= 7.8 Hz, 1H, HCB-6), 7.56 (dd, Js¢= 7.8 Hz, Jys= 6.4 Hz, 1H,
HCB-5), 7.41-7.29 (m, 6H, HCB-4, Ph), 7.33-7.23 (m, 4H, MPM), 6.87-6.84 (m, 4H, MPM),
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5.66 (s, 1H, =CH-Ph), 5.15 (d, Jgm= 14.7 Hz, 1H, CH,0a), 4.99 (d, Jem = 14.7 Hz, 1H,
CH,Ob), 4.82-4.81 (m, 3H, CH,Oxcg, H-1), 4.78 (d, Jeem = 11.4 Hz, 1H, CH,0a'), 4.68 (d,
Jeem = 11.4 Hz, 1H, CH,0b'), 421 (dd, Jgem = 10.1 Hz, Js5= 4.8 Hz, 1H, H-6a), 4.13 (dd,
Ji2< 1 Hz, Jo3< 1 Hz, 1H, H-2), 3.95 (dd, J34 = J45 = 9.6 Hz, 1H, H-4), 3.77-3.72 (m, 8H,
H-6b, H-3, 2 OMe), 3.38 (m, 1H, H-5),

BC-NMR (67.5 MHz, [Ds]-DMSO): § = 168.3 (C=0), 158.6, 158.6 (MPM-4), 144.2
(HCB-2), 137.8 (C4-Ar), 132.0, 131.8 (Ar), 130.9, 130.6 (MPM-1), 129.9, 129.5, 128.8 (Ar),
128.3 (HCB-1), 128.0, 126.7, 126.3, 126.0, 113.5, 113.4 (Ar), 101.4 (=CH-Ph), 100.5 (C-1),
77.8 (C-4), 77.5 (C-3), 763 (C-2), 74.1, 69.6 (CH,0), 68.4 (C-6), 66.8 (C-5), 61.1
(CH,Oxcp), 55.0 (2 OMe).

O-(4,6-O-Benzyliden-2,3-di-O-(4-methoxybenzyl)- o/ F-D-mannopyranosyl)-(1 —4)-(3, 6-di-O-
benzyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-(1—4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-
2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosylazid 24

B-BenzylidenMPM;Man-o/B-Bn,GlcNHTFA--Bn,GIecNHTFA-N;

uber Thiomannosid 15:

Zur Synthese des gewiinschten Trisaccharids 24 wurden verschiedene Versuche unternom-
men, die sich im wesentlichen nur durch die Menge an zugesetztem Akzeptor 20 unterschie-
den. Als Beispiel ist im folgenden eine Reaktion mit dquimolaren Verhéltnissen von Donor

und Akzeptor angegeben.

In einem mit Aluminiumfolie umwickelten Kolben wird 40 mg (0.27 mmol) Silbertriflat unter
Argon-Atmosphédre in 0.7 ml absolutem Dichlormethan 15 Minuten bei -85 °C geriihrt.
Anschliefend wird eine Losung von 17 pl (ca. 3 mmol) Phenylsulfenylchlorid in 0.3 ml
absolutem Dichlormethan zugetropft. Zu dem Sulfenyltriflat wird eine Losung aus 38 mg
(63 pmol) Thiomannosid 15 und 33 mg (0.16 mmol) DTBMP getropft. Wenn mittels DC
(Cyclohexan/Aceton 2:1) eine Aktivierung nachweisbar ist, werden 58 mg (63 pmol) Akzep-
tor 20, geldst in 0.3 ml absolutem Dichlormethan, zugetropft. Nach 45 Minuten hat sich die
Reaktion auf -60 °C erwidrmt, nach insgesamt zwei Stunden (-10°C Endtemperatur, DC:
Dichlormethan/Methanol 100:1) wird verdiinnt und mit geséttigter KHCO;-Losung extrahiert.
Die organischen Phasen werden liber MgSO, abfiltriert, eingeengt und im Hochvakuum

getrocknet. Das Rohprodukt wird mittels Flashchromatographie (Dichlormethan/Methanol
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400:1, Sadulendurchmesser: 1 cm, Fiillhohe: 6 cm) gereinigt. Es wurden 4 Fraktionen erhalten,
die mittels ESI-MS untersucht wurden. In den beiden mittleren Fraktionen konnte der
Akzeptor 20, 1,1-verkniipfter Donor 25, etwas Produkt 24 und nicht identifizierbare Verbin-
dungen mit m/z 1129 und 1237 nachgewiesen werden. Deshalb wurden diese beiden
Fraktionen vereinigt (45 mg) und wiederum durch Flashchromatographie (Cyclohexan/Essig-
sdureethylester 5:1, Sdulendurchmesser: 1 cm, Fiillhohe: 6.5 cm) getrennt. Es wurden zwei
Fraktionen erhalten, von denen die erste (7 mg, 7.9 %, B:a = 2:1 It. LC/MS) das gewlinschte

Produkt enthielt, die zweite (36 mg) die Verunreinigungen.

LC-MS: tr(Akzeptor) = 21.4 min (50-95%), Mype=917.31 Mger = 940.30 (M+Na)+,
LC-MS: tg(1-1) =25.3 min (50-95%), Mper = 998.41 Mger = 1021.40 (M+Na)",
LC-MS: tr(B-Isomer) = 28.6 min (50-95%), My = 1407.51 Mger = 1430.52 (M+Na)",

LC-MS: tg(a-Isomer) = 28.9 min (50-95%), My = 1407.51 Mger = 1430.52 (M+Na)".

uber Sulfoxid 26:

100 mg (0.16 mmol) Sulfoxid 26 werden zusammen mit 57 mg (0.28 mmol) DTBMP in 1 ml
absolutem Dichlormethan geldst und unter Argon-Atmosphire fiinf Minuten bei -78°C
geriihrt. AnschlieBend werden 27 pl (0.16 mmol) Tf,0 zugetropft. Nach weiteren finf
Minuten wird 113 mg (0.12 mmol) Disaccharid 20 geldst in 0.5 ml absolutem Dichlormethan
zugegeben. Nach zwei Stunden (DC: Cyclohexan/Essigsdureethylester 2:1) wird mit
Dichlormethan verdiinnt, mit geséttigter KHCO;-Losung extrahiert, die organische Phase {iber
MgSO; abfiltriert, eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird durch
Flashchromatographie (Dichlormethan/Methanol 400:1, Sdulendurchmesser: 1.5 cm, Fiill-
hohe: 8.5 cm) gereinigt. Es wurde eine Fraktion erhalten (60 mg), die It. LC/MS etwa zur
Halfte Produkt 24 (B:o = 4:1, 17 %) neben nicht umgesetztem Akzeptor 20 und einer unbe-
kannten Verbindung mit m/z = 1059.6 enthielt.

uber HCB-Mannosid 27:

100 mg (0.16 mmol) Donor 27 und 57 mg (0.28 mmol) DTBMP werden zusammen mit
100 mg gemdrsertem und ausgeheiztem Molekularsieb 4 A in 1 ml absolutem Dichlormethan
zehn Minuten bei -78 °C geriihrt. Anschliefend werden 27 pl (0.16 mmol) Tf,0 zugegeben.
Nach weiteren zehn Minuten werden 113 mg (0.12 mmol) Disaccharid 20 geldst in 0.5 ml
absolutem Dichlormethan zugegeben. Nach zwei Stunden (DC: Cyclohexan/Essigsdure-

ethylester 2:1) wird verdiinnt, {iber Celite abfiltriert und mit geséttigter KHCO;-Losung
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extrahiert. Die organische Phase wird tiber MgSOj abfiltriert, eingeengt und im Hochvakuum
getrocknet. Das Rohprodukt wird durch Flashchromatographie (Cyclohexan/Essigsédure-
ethylester 4:1, Sdulendurchmesser: 3 cm, Fiillhdhe: 6 cm) fraktioniert. Produkt 146t sich

mittels LC/MS nur in Spuren nachweisen.

4,6-0O-Benzyliden-2,3-di-O-(4-methoxybenzyl)-D-mannopyranose 33
BenzylidenMPM,;Man-OH

Zu einer Losung aus 1.6 g (2.7 mmol) Thiomannosid 15 in 35 ml Acetonitril werden 5 ml
Wasser, 3 g (11 mmol) HgCl, und 1.2 g (12 mmol) Calciumcarbonat gegeben. Die Reaktion
wird unter Riickflu 24 Stunden (DC: Cyclohexan/Essigester 3:1) heftig geriihrt. Die Reak-
tionslosung wird mit gesittigter K,COs-Losung basisch eingestellt, iiber Celite filtriert und
eingeengt. Der Riickstand wird in Dichlormethan aufgenommen und mit 1IN HCI und
gesattigter KHCO;-Losung extrahiert. Die organische Phase wird iiber MgSO, abfiltriert,
eingedampft und im Hochvakuum getrocknet. Der Riickstand wird mittels Flashchromatogra-

phie (Cyclohexan/Essigester 9:1— 4:1, Sédulendurchmesser: 3.5 cm, Fiillhdhe: 9 cm) gereinigt.

Ausbeute: 510 mg (38 %) B/o = 1:5 1t. NMR,
Ry=0.21 (Cyclohexan/ Essigester 3:1),
C29H3,05 (508.6),

HRESI-MS (95% Acetonitril): Mper = 5082097  Mger = 531.1993 (M+Na)",

'H-NMR (500 MHz, [Dg]-DMSO, nur a-Anomer): & = 7.43-7.35 (m, 5H, Ph), 7.28-7.22 (m,
4H, Ar), 6.90-6.85 (m, 4H, Ar), 6.72 (d, Jou,1 = 4.3 Hz, 1H, OH), 5.67 (s, 1H, =CH-Ph), 5.05
(dd, Jou,1 = 4.3 Hz, Ji» < 1 Hz, 1H, H-1), 4.65-4.53 (m, 4H, OCH,, OCH>), 4.07 (dd, Jgem =
9.5Hz, Js¢ = 4.2 Hz, 1H, H-6a), 4.01 (dd, J34= Jss= 9.5 Hz, 1H, H-4), 3.82 (dd, J34=
9.5 Hz, J,3=2.9 Hz, 1H, H-3), 3.80-3.71 (m, 9H, H-5, H-2, H-6b, 2 OCH3),

BC-NMR (125 MHz, [De]-DMSO): & = 158.7, 158.6, 138.0, 130.6, 130.5 (C4-Ar), 129.4,
128.9, 128.7, 128.0, 126.0, 113.5, 113.5 (Ar), 100.6 (=CH-Ph), 92.7 (C-1), 78.4 (C-4), 76.6
(C-2), 75.0 (C-3), 72.1, 70.7 (CH,0), 68.1 (C-6), 63.4 (C-5), 55.0 (2 OCH).
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4,6-0O-Benzyliden-2,3-di-O-(4-methoxybenzyl)- a-D-mannopyranosyl-trichloracetimidat 32
a-BenzylidenMPM,;Man-TCAI

500 mg (0.98 mmol) Halbacetal 33 werden in 15 ml absolutem Dichlormethan und 1.0 ml
(10 mmol) Trichloracetonitril gelost und 15 Minuten bei 0 °C unter Argon-Atmosphire
geriihrt. Die Reaktion wird durch Zugabe von 36 ul (0.24 mmol) DBU gestartet. Nach
15 Minuten (DC: Cyclohexan/Aceton 3:1) wird bei Zimmertemperatur eingedampft und das
Rohprodukt im Hochvakuum getrocknet. Dieses wird anschlieBend mittels Flashchromato-

graphie (Cyclohexan/Aceton 6:1, Sdulendurchmesser: 3.5 cm, Fiillhohe: 9 cm) gereinigt.

Ausbeute: 522 mg (81.4 %) farblos, amorph,
Ry =0.50 (Cyclohexan/Aceton 3:1),

[a]p*? = +13.4 (0.5, Dichlormethan),
C31H3,CLI3NOg (653.0),

HRESI-MS (95 % Acetonitril): ~ Myer=651.1194  Mger= 674.1085 (M+Na)",

'H-NMR (270 MHz, [D¢]-DMSO): § = 9.88 (s, 1H, NH), 7.41-7.20 (m, 9H, Ar), 6.93-6.84
(m, 4H, Ar), 6.19 (d, Ji2< 1 Hz, 1H, H-1), 5.74 (s, 1H, =CH-Ph), 4.65 (s, br, 2H, CH,0),
4.55 (s, br, 2H, CH,0), 4.21-4.08 (m, 2H, H-4, H-6a), 3.96 (dd, J;» < 1 Hz, J,5 < 1 Hz, 1H,
H-2), 3.85-3.66 (m, 9H, H-3, H-6b, H-5, 2 OCHj),

3C-NMR (67.5 MHz, [Ds]-DMSO): & = 158.9, 158.8 (C4-Ar), 157.3 (C=N), 137.5, 130.0,
129.0 (C4-Ar), 129.6, 129.4, 128.8, 128.1, 126.0, 113.6, 113.6 (Ar), 100.6 (=CH-Ph), 95.5
(Jeu = 178.4 Hz aus gekoppeltem HMQC, o, C-1), 90.7 (CCls), 77.2 (C-4), 74.2 (C-3), 74.2
(C-2), 72.4, 71.0 (CH,0), 67.3 (C-6), 66.6 (C-5), 55.0 (2 OCHs).

Cyclohexyl 4,6-O-benzyliden-2,3-di-O-(4-methoxybenzyl)- -D-mannopyranosid 16
B-BenzylidenMPM,;Man-OCH

30 ul (0.29 mmol) Cyclohexanol werden unter Argon-Atmosphdre in 0.5 ml absolutem
Dichlormethan geldst und 15 Minuten bei -80 °C geriihrt. AnschlieBend werden entweder
15 pl Trimethylsilyltriflat-Losung (5.7 pmol; 6.9 ul TMSOTT in 100 pl Dichlormethan) oder
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50 pl Trifluormethansulfonsdure-Losung (6.5 pmol; 3.4 pl TfOH in 300 pl Dichlormethan)
zugegeben. Uber eine Spritzenpumpe (das Ende der Kapillare taucht in die Akzeptorlosung)
wird eine Losung aus 12.5 mg (19 pmol) Imidat 32 in 200 pl absolutem Dichlormethan
zugefligt. Nach beendeter Zugabe wird noch 20 Minuten (DC: Cyclohexan/Aceton 3:1) weiter
geriihrt (die Temperatur steigt bis auf -55 °C an), mit Dichlormethan verdiinnt und mit
gesdttigter KHCO;3-Losung extrahiert. Das Rohprodukt wird direkt NMR-spektroskopisch

analysiert. Der Zuckeranteil entspricht der Literatur.®

Ethyl 2-amino-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy- I-thio- -D-glucopyranosid 35
B—Bl’lzGlCNHz—SEt

1.9 g (3.6 mmol) Thioglycosid 34 werden in 40 ml n-BuOH und 10 ml Ethylendiamin gelost
und 18 Stunden bei 90 °C geriihrt. Nach Beendigung der Reaktion (DC: Dichlormethan/
Methanol = 30:1) wird eingedampft und das Rohprodukt im Hochvakuum getrocknet. Dieses
wird durch Flashchromatographie (Dichlormethan/Methanol = 100:1, Siulendurchmesser
3.5 cm, Fiillh6he 10 cm) gereinigt.

Ausbeute: 1.2 g (84 %) farbloser Sirup,
R¢=0.68 (Dichlormethan/Methanol = 30:1),
[a]p”? = -36.6 (0.5, Dichlormethan),
CH29NO4S (403.54),

HRESI-MS (50 % Acetonitril):  Mye = 403.1817 Mger = 404.1902 (M+H)",

'H-NMR (270 MHz, [De]-DMSO): & = 7.39-7.34 (m, 10H, Ar), 5.35 (d, Jaon = 6.2 Hz, 1H,
OH), 4.90 (d, Jgem = 11.4 Hz, 1H, CH,04a), 4.71 (d, Jyem = 11.4 Hz, 1H, CH,Ob), 4.53 (s, 2H,
CH,0), 4.29 (d, Ji2= 9.9 Hz, 1H, H-1PB), 3.75 (dd, Juem = 10.4 Hz, Jiie < 1 Hz, 1H, H-6a),
3.55 (dd, Juem= 10.4 Hz, Jyie = 5.8 Hz, 1H, H-6b), 3.44-3.31 (m, 2H, H-5, H-4), 3.19 (dd,
Jrs = Js4 = 8.7 Hz, 1H, H-3), 2.66-2.50 (m, 3H, S-CH,-CHs, H-2), 1.53 (s, 2H, NH,), 1.22 (t,
Jems.cie = 7.4 Hz, 3H, S-CH,-CHs),
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BC-NMR (67.5 MHz, [Dg]-DMSO): & = 139.2, 138.6 (Co-Ar), 128.1, 128.0, 127.7, 127.3,
127.2, 127.2 (Ar), 86.5 (C-3), 86.1 (C-1), 79.6 (C-5), 73.7, 72.2 (CH,0), 70.0 (C-4), 69.7
(C-6), 56.0 (C-2), 23.2 (S-CH»-CH3), 15.3 (S-CH,-CHs).

Ethyl 2-azido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-thio- -D-glucopyranosid 36
[-Bn,GIcN3-SEt

2.0 g (31 mmol) NaN3 werden in 5 ml Wasser geldst, mit 6 ml Dichlormethan versetzt und
15 Minuten bei 0 °C geriihrt. Zu dem Gemisch wird langsam 1 ml Trifluormethansulfonsiure-
anhydrid zugetropft und weitere zwei Stunden bei 0 °C heftig geriihrt. Anschlieend wird die
organische Phase im Scheidetrichter abgetrennt und die wifirige zweimal mit je 2 ml
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit gesittigter

KHCO;-Losung gewaschen und mit MgSO, getrocknet.

1.0 g (2.5 mmol) Amin 35 wird zusammen mit 1.0 g (8.2 mmol) DMAP in 20 ml
Dichlormethan geldst. Zu dieser Losung wird portionsweise Triflylazid-Losung getropft bis
vollstdndiger Umsatz (DC: Dichlormethan/Methanol = 30:1) erreicht ist. Die Reaktion wird
mit Dichlormethan verdiinnt, zweimal mit 1 N HCI und einmal mit gesittigter KHCO;-
Losung extrahiert, tiber MgSO, abfiltriert, eingedampft und im Hochvakuum getrocknet. Das
Rohprodukt wird mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Essigester = 7:1, Sdulendurch-

messer: 5 cm, Fiillhéhe: 10 cm) gereinigt.

Ausbeute: 480 mg (45 %) farbloser Sirup,
R =0.90 (Dichlormethan/Methanol = 30:1),
[a]p”* = -69.2 (0.5, Dichlormethan),
C2oH27N304S (429.53),

HRESI-MS (95 % Acetonitril):  Mpe = 429.1722 Mer = 452.1605 (M+Na)",

'H-NMR (270 MHz, [Dg]-DMSO): § = 7.41-7.24 (m, 10H, Ar), 5.62 (d, Json = 4.6 Hz, 1H,
OH), 4.91 (d, Jgem = 11.3 Hz, 1H, CH,0a), 4.71 (d, Jgem = 11.3 Hz, 1H, CH,0), 4.51-4.47 (m,
3H, CH,0, H-1), 3.72 (dd, Jgem = 9.9 Hz, Jyic < 1 Hz, 1H, H-6a), 3.56-3.35 (m, 5H, H-6b, H-5,
H-3, H-2, H-4), 2.80-2.60 (m, 2H, S-CH,-CHs), 1.22 (t, Jeps.cne = 7.5 Hz, 3H, S-CH,-CHs),
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BC-NMR (67.5 MHz, [Dg]-DMSO): & = 138.5, 138.5 (C-Ar), 128.1, 128.1, 128.0, 128.0,
127.7, 127.7, 127.3, 127.3 (Ar), 84.2 (C-3), 82.6 (C-1), 79.3 (C-5), 73.9, 72.2 (CH,0), 69.9
(C-4), 69.3 (C-6), 64.8 (C-2), 23.5 (S-CH,-CH3), 15.2 (S-CH,-CH3).

Phenyl 4,6-0-benzyliden-2,3-di-O-(4-nitrobenzyl)- 1 -thio- o-D-mannopyranosid 38
BenzylidenPNB,Man-SPh

Phenyl 4,6-0-benzyliden-2-O-(4-nitrobenzyl)- 1-thio- a-D-mannopyranosid 39
BenzylidenPNBMan-SPh

500 mg (1.4 mmol) Diol 37 werden zusammen mit 1.2 g (5.6 mmol) 4-Nitrobenzylbromid,
einer Spatelspitze KI sowie 700 mg fein gepulvertem K,CO; in 10 ml absolutem Acetonitril
suspendiert und 23 Stunden unter Riickflufl erhitzt. AnschlieBend werden weitere 600 mg
(2.8 mmol) 4-Nitrobenzylbromid zugegeben und noch einmal 24 Stunden unter Riickfluf3
erhitzt. Die Reaktionsmischung wird iiber eine Porzellanfritte filtriert, eingeengt und mittels
Flashchromatographie (Cyclohexan/Essigester = 6:1, Sdulendurchmesser: 3 cm, Fiillhdhe:
8 cm) gereinigt. Hierbei werden zwei Fraktionen gewonnen, von denen die erste das

gewlinschte Produkt 38, die zweite Verbindung 39 enthilt.

Ausbeute: 290 mg (33 %) 38, gelber Sirup,

140 mg (20 %) 39, gelber Sirup,

38:

R;y=0.56 (Cyclohexan/Essigsdureethylester = 2:1),
[a]p®' =+50.5 (2.5, Dichlormethan),
C33H30N204S (630.67),

ESI-MS (Acetonitril): Mper = 630.17 Mger = 669.20 (M+K)",

'H-NMR (270 MHz, [Ds]-DMSO): § = 8.29-8.11 (m, 4H, PNB), 7.68-7.58 (m, 4H, PNB),
7.54-7.32 (m, 10H, Ar), 5.90 (d, Ji, < 1 Hz, 1H, H-1), 5.76 (s, 1H, =CH-Ph), 4.99 (d, Jyem =
13.4 Hz, 1H, CH,0a), 4.85-4.79 (m, 3H, CH,0', CH,0b), 431 (dd, /o5 = 3.1 Hz, J;, < 1 Hz,
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1H, H-2), 4.27 (dd, J3.4 = Jus = 9.4 Hz, 1H, H-4), 4.19-4.07 (m, 2H, H-5, H-6a), 3.94-3.82 (m,
2H, H-3, H-6b),

BC-NMR (67.5 MHz [De]-DMSO): § = 147.8, 147.7, 146.5, 146.2, 137.6, 133.0 (C4-Ar),
131.4, 129.2, 128.8, 128.3, 128.1, 127.9, 127.6, 126.1, 123.3, 123.3 (Ar), 100.1 (=CH-Ph),
85.5 (C-1), 77.9 (C-2), 77.8 (C-4), 76.2 (C-3), 70.8, 70.1 (CH,0), 67.4 (C-6), 65.1 (C-5).

39:
Ry =0.47 (Cyclohexan/Essigsdureethylester = 2:1),
Ca6HasNOS (495.55),

ESI-MS (Acetonitril): Mper = 495.1 Mer = 496.8 (M+H)",

'H-NMR (360 MHz, [D¢]-DMSO): & = 8.21 (d, Joro = 8.6 Hz, 2H, PNB), 7.70 (d, Jortho =
8.6 Hz, 2H, PNB), 7.53-7.42 (m, 4H, Ar), 7.41-7.30 (m, 6H, Ar), 5.80 (d, J» < 1 Hz, 1H,
H-1), 5.68 (s, 1H, =CH-Ph), 5.53 (d, Jous = 5.9 Hz, 1H, OH), 4.94 (d, Jgem = 13.5 Hz, 1H,
CH,0a), 4.83 (d, Jgem = 13.5 Hz, 1H, CH,0b), 4.18-3.96 (m, 4H, H-5, H-6a, H-4, H-2), 3.92-
3.87 (m, 1H, H-3), 3.83 (dd, Jyem = J5.65 = 9.5 Hz, 1H, H-6b),

13C-NMR (90 MHz [De]-DMSO): & = 146.8, 146.6, 137.8, 133.3 (C4-Ar), 131.3, 129.2, 128.9,
128.2, 128.1, 128.0, 127.5, 126.4, 123.3 (Ar), 101.1 (=CH-Ph), 85.8 (C-1), 80.9 (C-2), 78.6
(C-4), 71.1 (CH,0), 68.2 (C-3), 67.5 (C-6), 65.3 (C-5).

4,6-0O-Benzyliden-2,3-di-O-(4-nitrobenzyl)- a- D-mannopyranosyl-phenyl-sulfoxid 40
a-BenzylidenPNB,Man-S(O)Ph

120 mg (0.19 mmol) Thiomannosid 38 werden in 2 ml Dichlormethan gelost und zehn
Minuten bei -12 °C geriihrt. Anschlieend werden 36 mg (0.15 mmol, 70 %ig) MCPBA in
zwei Portionen zugegeben. Nach 30 Minuten (DC: Cyclohexan/Essigsdureethylester 2:1) wird
gesittigte Na,COs-Losung zugegeben und zweimal mit Dichlormethan extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden tiber MgSO, abfiltriert, eingedampft und im Hoch-
vakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird flashchromatographisch (Cyclohexan/Essigsdure-

ethylester 2:1, Sdulendurchmesser: 2 cm, Fiillhohe: 6 cm) gereinigt.
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Ausbeute: 70 mg (57 %) gelb, amorph,

R¢=0.33 (Cyclohexan/Essigsdureethylester 2:1),
[a]p”’ =-61.7 (0.5, Dichlormethan),
Ci3H30N2010S (646.7),

ESI-MS (Acetonitril): My = 646.16 Mg = 669.24 (M+Na)+,

'H-NMR (270 MHz, [D]-DMSO): & = 8.14 (d, J»3 = 7.9 Hz, 2H, PNB-3/5), 8.09 (d, J3 =
7.9 Hz, 2H, PNB-3/5"), 7.78-7.52 (m, 9H, Ph, PNB-2/6, PNB-2/6'), 7.45-7.34 (m, 5H, Ph'),
5.78 (s, 1H, =CH-Ph), 4.88 (d, Ji» < 1 Hz, 1H, H-1), 4.79 (s, 2H, CH,0), 4.72 (d, Jeem =
13.3 Hz, 1H, CH,0a'), 4.49 (d, Jgem = 13.3 Hz, 1H, CH,0b'), 4.28-4.10 (m, 5H, H-3, H-4,
H-6a, H-2, H-5), 3.75 (dd, Jgem = 9.2 Hz, Js 6, < 1 Hz, 1H, H-6b),

BC-NMR (67.5 MHz [Dg]-DMSO): & = 146.8, 146.7, 146.4, 145.3, 140.9, 137.4 (C4-Ar),
131.5, 129.4, 128.9, 128.5, 128.1, 128.0, 126.1, 124.5, 123.3 (Ar), 100.6 (=CH-Ph), 95.2
(C-1), 76.9 (C-3/4), 76.4 (C-3/4), 72.7 (C-2), 70.7, 70.6 (CH,0), 69.7 (C-5), 67.2 (C-6).

8.1.2. Versuche zu Kapitel 2.3.2

Benzyl 2,4-di-O-benzoyl-a-D-mannopyranosid 6
Benzyl 2,6-di-O-benzoyl-a-D-mannopyranosid 42

6.0 g (33 mmol) Orthobenzoesduretrimethylester und 2.0 g (7.4 mmol) Benzylmannosid 41
werden in 100 ml absolutem Acetonitril suspendiert. Hierzu werden 200 ul Trifluoressigsdure
gegeben. Nachdem sich das Benzylmannosid vollstindig gelost hat (DC: Dichlor-
methan/Methanol 10:1), werden 7 ml einer 80%igen Trifluoressigsdure zugegeben und
dreiflig Minuten geriihrt. Die Reaktion wird durch Zugabe von 6.5 ml Pyridin neutralisiert, es
wird eingedampft, in Dichlormethan aufgenommen und je einmal mit 1M HCI und gesattigter
KHCO;-Losung extrahiert. Die organische Phase wird iiber MgSO, abfiltriert, eingedampft
und im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird durch Flashchromatographie (Cyclo-

hexan/Essigsdureethylester 4:1—1:1, Sdulendurchmesser: 4.5 cm, Fiillhohe: 10 cm) gereinigt.
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Ausbeute: 1.7 g (48 %) 2,4-Isomer 6, farblos, amorph,
1.3 g (37 %) 2,6-Isomer 42, farblos, amorph,

Ca7Ha605 (478.5),

2,4-Isomer 6:
Ry =0.62 (Cyclohexan/Essigsdureethylester 1:1),
[a]p™ = -8.0 (0.5, Dichlormethan),

ESI-MS (Acetonitril): Myer = 478.16 Mger = 501.16 (M+Na)’,

'"H-NMR (270 MHz, [De]-DMSO): & = 8.10-7.91 (m, 5H, Ar), 7.72-7.25 (m, 10H, Ar), 5.57
(d, Jons = 4.9 Hz, 1H, OH-3), 5.38 (dd, J34 = Jus = 9.8 Hz, 1H, H-4), 5.28 (dd, J;» < 1 Hz,
Jo3 = 3.1 Hz, 1H, H-2), 5.03 (d, J12 < 1 Hz, 1H, H-1), 4.88 (m, 1H, OH-6), 4.77 (d, Jgem =
11.8 Hz, 1H, CH,04a), 4.57 (d, Jeem = 11.8 Hz, 1H, CH,0b), 4.21 (dd, J>5 = 3.1 Hz, Js4 =
9.8 Hz, 1H, H-3), 3.88 (m, 1H, H-5), 3.56-3.48 (m, 2H, H-6a/b),

BC-NMR (67.5 MHz, [De]-DMSO): & = 165.1, 165.1 (C=0), 137.1 (C4-Ar), 133.6, 133.3
(Ar), 129.7, 129.5 (C4-Ar), 129.3, 129.3, 128.7, 128.5, 128.3, 127.9, 127.8 (Ar), 96.2 (C-1),
72.9 (C-2), 71.6 (C-5), 70.0 (C-4), 68.5 (CH,0), 66.8 (C-3), 60.6 (C-6).

2,6-Isomer 42:
Ry =0.47 (Cyclohexan/Essigsdureethylester 1:1),
[a]p®' =+18.2 (0.7, Dichlormethan),

ESI-MS (Acetonitril): My =478.16 Mger = 501.20 (M+Na)+,

'H-NMR (270 MHz, [De]-DMSO): & = 8.01-7.97 (m, 5H, Ar), 7.56-7.37 (m, 10H, Ar), 5.42
(d, Jona = 3.9 Hz, 1H, OH-4), 5.35 (d, Jo3 = 4.1 Hz, 1H, OH-3), 5.19 (dd, J,» < 1 Hz, Jo3 <
1 Hz, 1H, H-2), 4.98 (d, Ji» < 1 Hz, 1H, H-1), 4.71 (d, Jgem = 11.8 Hz, 1H, CH,0a), 4.62 (dd,
Joem = 11.4 Hz, Js 6, < 1 Hz, 1H, H-6a), 4.54 (d, Jgem = 11.8 Hz, 1H, CH,0b), 4.48 dd, Jgem =
11.4 Hz, Js¢, = 3.6 Hz, 1H, H-6b), 3.98-3.77 (m, 3H, H-3, H-4, H-5),
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BC-NMR (67.5 MHz, [De]-DMSO): & = 165.5, 165.1 (C=0), 137.2 (C4-Ar), 133.4, 133.4
(Ar), 129.8, 129.6 (C4-Ar), 129.2, 129.0, 128.7, 128.6, 128.3, 127.8, 127.8 (A1), 96.5 (C-1),
72.8 (C-2), 71.1 (C-5), 68.8 (C-3), 68.5 (CH,0), 66.8 (C-4), 63.6 (C-6).

Benzyl O-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1—->3) O-[(2,3,4, 6-tetra-O-acetyl- o-
D-mannopyranosyl)-(1—-6)] -2,4-di-benzoyl- a-D-mannopyranosid 44

3,6-(a-AcsMan),-a-Bz;ManOBn

208 mg (0.44 mmol) Diol 6, 520 mg (1.3 mmol) Thiomannosid 43 und 500 mg (2.2 mmol)
NIS werden mit 500 mg gemorsertem und ausgeheiztem Molekularsieb 4 A unter Argon-
Atmosphire in 10 ml absolutem Dichlormethan suspendiert und 15 Minuten bei 0 °C gertihrt.
Die Reaktion wird durch Zutropfen von 41 pl Trifluormethansulfonsdure gestartet. Nach 30
Minuten (DC: Cyclohexan/Essigsdureethylester 1:1) wird verdiinnt, iiber Celite abfiltriert, je
einmal mit gesittigter Na;S;03- und KHCOs3-Losung extrahiert, iber MgSQO, abfiltriert,
eingedampft und im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird iiber Flashchromato-
graphie (Cyclohexan/Essigsdureethylester 3:1, Sdulendurchmesser: 3.5 cm, Fiillhohe: 7.5 cm)

gereinigt.

Ausbeute: 311 mg (63 %) farblos, amorph,

Ry =0.32 (Cyclohexan/Essigsdureethylester 1:1),
[a]p®* =+19.2 (0.5, Dichlormethan),

CssHex026 (1139.1),

ESI-MS (Acetonitril): Mper = 1138.35 Mger = 1161.72 (M+Na)",

"H-NMR (500 MHz, [D]-DMSO): & = 8.06 (d, °J = 7.5 Hz, 2H, Bz-2/6), 8.01 (d, >J= 7.7 Hz,
2H, Bz-2/6"), 7.74 (dd, >J = 7.5 Hz, 1H, Bz-4), 7.65-7.62 (m, 3H, Bz-4', Bz-3/5), 7.49 (dd,
3J=7.7Hz, 2H, Bz-3Y/5"), 7.44 (d, *J= 7.2 Hz, 2H, Bn-2/6), 7.40 (dd, *J= 7.2 Hz, 2H,
Bn-3/5), 7.35 (dd, °J = 7.2 Hz, 1H, Bn-4), 5.72 (dd, J34 = Jys = 10.0 Hz, 1H, H-4), 5.48 (dd,
Ji2<1Hz, Jo5< 1 Hz, 1H, H-2), 5.26 (dd, J,3 = 2.9 Hz, J54= 10.0 Hz, 1H, H-3°), 5.22 (dd,
Ji2< 1Hz, Jo5< 1 Hz, 1H, H-2), 5.18 (d, Ji» < 1 Hz, 1H, H-1), 5.07 (d, Ji» < 1 Hz, 1H,
H-1%), 5.05 (dd, J54= Jas= 10.0 Hz, 1H, H-4%), 4.93 (d, Ji» < 1 Hz, 1H, H-1°), 4.89 (dd,
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Jsa=Jus=9.7Hz, 1H, H-4°), 4.83 (dd, J34 = 9.7 Hz, 1H, H-3"), 4.77 (d, Jgem = 11.7 Hz, 1H,
CH,0a), 4.70 (dd, Ji, < 1 Hz, Jo3 < 1 Hz, 1H, H-2%), 4.60 (d, Jgem = 11.7 Hz, 1H, CH,0b),
4.57 (dd, Jo3 = 2.9 Hz, J54 = 10.0 Hz, 1H, H-3), 4.24-4.22 (m, 1H, H-5), 4.01-3.92 (m, 3H,
H-5°, H-6, H-6°), 3.86 (dd, Jeem = 11.7 Hz, Js 6, = 5.9 Hz, 1H, H-6b%), 3.83-3.73 (m, 3H,
H-5°, H-6a, H-6b%), 3.63 (dd, Jgem = 10.5 Hz, Js 4 < 1 Hz, 1H, H-6b), 2.08, 2.06, 1.98, 1.92,
1.89, 1.77, 1.76, 1.75 (8s, 24H, OAc),

BC-NMR (125 MHz, [Ds]-DMSO): & = 169.8, 169.7, 169.6, 169.6, 169.6, 169.5, 169.0, 168.6
(C=0 Ac), 165.1, 164.9 (C=0 Bz), 136.8 (C4-Ar), 133.9, 133.7, 129.6, 129.4, 129.1 (Ar),
128.9, 128.6 (C,-Ar), 128.4, 128.3, 128.0 (Ar), 98.4 (Jo = 176 Hz aus gekoppeltem HMQC,
a, C-1%), 96.6 (Jou = 175 Hz, aus gekoppeltem HMQC, o, C-1°%), 96.3 (Jeu= 175 Hz, aus
gekoppeltem HMQC, o, C-1), 74.8 (C-3), 71.5 (C-2), 68.9 (CH,0), 68.8 (C-5°), 68.7 (C-3°,
C-5), 68.5 (C-2%), 68.3 (C-2%), 67.9 (C-4/3%), 67.8 (C-4/3%), 67.7 (C-5°), 65.4 (C-6), 65.3
(C-4%), 65.1 (C-4°%), 61.9 (C-6), 61.7 (C-6°), 20.54, 20.48, 20.35, 20.25, 20.16, 20.00 (8
OAc).

2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosylfluorid 21
AcsManF

40 ml HF-Pyridin-Komplex und 4 ml Essigsdureanhydrid werden 30 Minuten in einen
Kunststoff-Gefal bei 0 °C geriihrt. 5.0 g (12.8 mmol) Pentaacetylmannose werden in 20 ml
absolutem Dichlormethan geldst langsam zugetropft. Die zweiphasige Mischung wird fiinf
Stunden bei 0 °C geriihrt. AnschlieBend wird mit 100 ml Dichlormethan verdiinnt, je einmal
mit Eiswasser, 1 M HCI und gesittigter KHCOs-Losung gewaschen, iber MgSO, abfiltriert,
eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird mittels Flashchromato-
graphie (Cyclohexan/Essigsdureethylester 4:1; Sdulendurchmesser: 5.5 cm, Fiillhohe: 7.0 cm)

gereinigt.

Ausbeute: 4.1 g (90%) farbloses Ol.
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Ethyl O-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1 —2)-(3,4, 6-tri-O-acetyl-thio- a-D-
mannopyranosid 5

a-AcsMan-1—2-o-AcsManSEt

2.0 g (2.9 mmol) peracetyliertes Disaccharid 45 werden unter Argon-Atmosphire mit 0.3 ml
(4.0 mmol) Ethanthiol in 20 ml absolutem Dichlormethan geldst und mit 0.2 ml (1.7 mmol)
Zinntetrachlorid aktiviert. Nach 45 Minuten Riihren (DC: Cyclohexan/Essigsidureethylester
1:2) wird mit konzentrierter Natronlauge extrahiert, bis sich der Zinnstein vollstindig 10st.
Die vereinigten organischen Phasen werden iiber MgSO, abfiltriert, eingedampft und im
Hochvakuum getrocknet. Der Riickstand wird iiber Flashchromatographie (Cyclohexan/

Essigsaureethylester 2:1 — 1:1, Sdulendurchmesser: 4 cm, Fiillhdhe: 8 cm) gereinigt.

Ausbeute: 1.4 g (70 %) farblos, amorph,

Ry =0.68 (Cyclohexan/Essigsdureethylester 1:2),
[a]p®* = +67.3 (0.5, Dichlormethan),
CsH40017S (680.7),

ESI-MS (Acetonitril): Mper = 680.20 Mger = 703.24 (M+Na)’,

'H-NMR (360 MHz, [Ds]-DMSO): & = 5.50 (d, Ji» < 1 Hz, 1H, H-1), 5.22 (dd, J»3 = 3.0 Hz,
J34=10.2 Hz, 1H, H-3"), 5.20 (dd, J34 = J45 = 9.8 Hz, 1H, H-4), 5.13-5.05 (m, 4H, H-2', H-1",
H-4', H-3), 4.21-4.00 (m, 7H, H-2, H-5, H-5', H-6a, H-6a', H-6b, H-6b"), 2.66 (q, °J = 7.3 Hz,
2H, CH,S), 2.10 (s, 3H, OAc), 2.03-1.96 (m, 15H, 5 OAc), 1.95 (s, 3H, OAc), 1.24 (t, °J =
7.3 Hz, 3H, Me),

BC-NMR (90 MHz, [Dg]-DMSO): & = 170.1, 170.0, 169.8, 169.5, 169.4, 169.4, 169.3 (C=0),
98.0 (Jcu = 175 Hz, aus gekoppeltem HMQC, a, C-1"), 82.3 (Jcu = 169 Hz, aus gekoppeltem
HMQC, a, C-1), 77.2 (C-2), 69.8 (C-3), 68.7 (C-2), 68.6, 68.5 (C-5, C-5"), 67.9 (C-3"), 65.8
(C-4), 65.4 (C-4"), 62.0 (C-6"), 61.7 (C-6), 24.8 (CH,S), 20.5-20.3 (7 OAc), 14.8 (Me).
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Benzyl O-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1—»2)-(3,4,6-tri-O-acetyl- a-D-
mannopyranosyl)-(1-3)-0-[(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1—2)-(3,4, 6-tri-
O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1—6)]-2,4-di-O-benzoy!- a-D-mannopyranosid 48

a-AcsMan-1-2-a-AcsMan-1—-3-[a-AcsMan-1—-2-a-AcsMan]-1—->6-a-Bz;ManOBn

240 mg (0.50 mmol) Benzylmannosid 6 und 1.0 g (1.5 mmol) Thiomannosid 5 werden mit
2.0 g ausgeheiztem und gemdrsertem Molekularsieb 4 A und 500 mg (2.2 mmol) NIS in
10 ml absolutem Dichlormethan suspendiert und bei -10 °C unter Argon-Atmosphire 30
Minuten geriihrt. Anschliefend wird die Reaktion durch tropfenweise Zugabe von 20 pl
Trifluormethansulfonsdure gestartet. Nach 45 Minuten (DC: Hexan/Aceton 1:1) wird ver-
diinnt, iiber Celite abfiltriert und mit je einmal mit gesattigter Na,S,03- und KHCO;-Losung
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber MgSO, abfiltriert und im
Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird iiber Flashchromatographie (Hexan/Aceton

3:2, Séulendurchmesser: 4.5 cm, Fiillhohe: 8 cm) gereinigt.

Ausbeute: 564 mg (65 %) farblos, amorph,
R¢=0.40 (Hexan/Aceton 1:1),

[a]p® =+10.4 (0.5, Dichlormethan),
C79Ho4O4; (1715.6),

ESI-MS (Acetonitril): Myer = 1714.5 Mger = 1737.4 (M+Na)’,

"H-NMR (360 MHz, [D]-DMSO): & = 8.05 (d, °J = 7.3 Hz, 2H, Bz-2/6), 8.00 (d, >J= 7.2 Hz,
2H, Bz-2/6"), 7.73 (dd, *J= 7.4 Hz, 1H, Bz-4), 7.67-7.56 (m, 3H, Bz-4', Bz-3/5), 7.48 (dd,
3J=17.6 Hz, 2H, Bz-3'/5"), 7.43-7.35 (m, 5H, Bn), 5.64 (dd, J34 = J45s = 9.9 Hz, 1H, H-4), 5.46
(dd, J12 < 1 Hz, J,5< 1 Hz, 1H, H-2), 5.30 (d, J1, < 1Hz, 1H, H-1°), 5.25 (dd, J>5 = 3.0 Hz,
Js4=10.1 Hz, 1H, H-3%), 5.20-4.93 (m, 11H, H-1, H-3°, H-4°, H-2°, H-3", H-4°, H-4°, H-1°,
H-1°, H-4", H-2%), 4.87 (dd, J3.4= 10.2 Hz, J,5 = 2.8 Hz, 1H, H-3°), 4.74 (d, Jgem = 11.4 Hz,
1H, CH,0a), 4.59 (d, Jeem = 11.4 Hz, 1H, CH,0b), 4.53 (dd, Jo3 = 3.0 Hz, J;4=9.9 Hz, 1H,
H-3), 447 (d, Ji1,< 1 Hz, 1H, H-1°), 4.18 (m, 1H, H-5), 4.09-3.73 (m, 14H, H-5%, H-2°,
H-6a/b’, H-6a/b>, H-6a/b°, H-6a/b", H-5, H-5°, H-6a, H-5%), 3.66 (dd, J;» < 1 Hz, 1H, H-2%),
3.62 (dd, Jyem = J56 = 11.2 Hz, 1H, H-6b), 2.1-1.8 (14s, 42H, OAc),
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BC-NMR (90 MHz, [Ds]-DMSO): & = 169.9-169.1 (14 C=0 OAc), 165.1, 165.0 (2 C=0O Bz),
136.6 (Cq-Ar), 133.9, 133.7, 129.5, 129.4, 129.1 (Ar), 128.8 (C,-Ar), 128.7 (Ar), 128.6
(Cq-Ar), 128.4 128.4, 128.3 (Ar), 99.2 (Jeu = 176 Hz, aus gekoppeltem HMQC, a, C-1°),
98.1 (Jeu = 177 Hz, aus gekoppeltem HMQC, a, C-1%), 97.9 (Jeu = 175 Hz, aus gekoppel-
tem HMQC, a, C—13'), 97.3 (Jcu = 175 Hz, aus gekoppeltem HMQC, a, C—16), 96.1 (Jeu=
175 Hz, aus gekoppeltem HMQC, a, C-1), 76.3 (C-2%), 75.7 (C-2%), 75.2 (C-3), 71.6 (C-2),
69.6 (C-3%), 69.0 (CH,0), 68.9 (C-5), 68.7 (C-2°, C-5°, C-3%), 68.5 (C-5°, C-2*), 68.5 (C-5%),
68.0 (C-3%), 67.9 (C-3°, C-4, C-5°%), 65.8 (C-6), 65.5 (C-4%), 65.2 (C-4°, C-4°, C-4%), 62.0,
61.5,61.3 (C-6°, C-6”, C-6°, C-6°), 20.6-20.2 (14 OAc).

(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1—2)-(3,4,6-tri-O-acetyl- a-D-manno-
pyranosyl)-(1->3)-O-[(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1 —-2)-(3,4,6-tri-O-
acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1—>6)]-2,4-di-O-benzoyl- o-D-mannopyranose 49

a-AcsMan-1—2-a-AcsMan-1—3-[a-AcsMan-1—-2-a-AcsMan]-1—-6-a-Bz;ManOH

erhalten In einem Kolben werden 600 mg Palladiumoxidhydrat mit 8 ml Methanol (HPLC-
Qualitit) versetzt. Der Kolben wird mit einer Argon-Atmosphére versehen und durch ein
Septum verschlossen. Durch dieses wird iiber eine Kaniile ein mit Wasserstoff gefiillter
Ballon angebracht und mehrere Kolbenvolumen der Atmosphdre mit einer Spritze
entnommen. Durch das Septum werden 1.2 g (0.70 mmol) Benzylglycosid 48 gelost in 10 ml
Methanol und 1.8 ml Essigsdure zugegeben. Nach 16 Stunden Riihren (DC: Hexan/Aceton
1:1) wird mit Dichlormethan verdiinnt und iiber Celite filtriert. Das Filtrat wird eingedampft,
in Dichlormethan aufgenommen, mit geséttigter KHCO3-Losung extrahiert und iiber MgSOg4
abfiltriert. Das Losungsmittel wird abdestilliert und der Riickstand im Hochvakuum
getrocknet. Dieser wird iiber Flashchromatographie (Hexan/Aceton 2:1, Sédulendurchmesser:

4.5 cm, Fiillhohe: 6 cm) gereinigt.

Ausbeute: 717 mg (63 %) farblos, amorph,
R¢=0.39 (Hexan/ Aceton 1:1),

[a]p® = -8.2 (0.6, Dichlormethan),
C7HgsO4, (1625.4),

ESI-MS (Acetonitril): My = 1624.5 Mger=1647.3 (M+Na)",
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'H-NMR (360 MHz, [Ds]-DMSO): & = 8.05 (d, °>J = 7.1 Hz, 2H, Bz-2/6), 8.00 (d, >J = 7.2 Hz,
2H, Bz-2'/6"), 7.73 (t, *J = 7.9 Hz, 1H, Bz-4), 7.67-7.57 (m, 3H, Bz-4', Bz-3/5), 7.50-7.47 (m,
3H, OH, Bz-3"/5"), 5.65 (dd, J54 = Jas = 10.0 Hz, 1H, H-4), 5.36 (dd, J12 < 1 Hz, J»5 = 3.0 Hz,
1H, H-2), 5.27-5.25 (m, 2H, H-1°, H-1), 5.19-5.12 (m, 3H, H-3°, H-3%, H-4%), 5.09-5.01 (m,
4H, H-2°, H-4°, H-4’, H-3"), 4.99-4.92 (m, 4H, H-4’, H-1°, H-2*, H-1°), 4.89 (dd, J>5 =
2.9 Hz, J34= 10.0 Hz, 1H, H-3%), 4.58 (dd, J,3 = 3.0 Hz, J54,= 10.0 Hz, 1H, H-3), 4.50 (d,
Ji2< 1 Hz, 1H, H-1%), 431 (m, 1H, H-5), 4.07-3.65 (m, 15H, H-6a/b’>, H-6a/b>, H-6a/b°,
H-6a/b%, H-5°, H-2°, H-5”, H-5°, H-6a, H-5°, H-2%), 3.56 (dd, Jyem = 12.0 Hz, Js4 < 1Hz, 1H,
H-6b), 2.10-1.80 (14s, 42H, OAc),

PC-NMR (90 MHz, [D¢]-DMSO): & = 170.0-169.2 (14 C=0 OAc), 165.2, 164.9 (2 C=0 Bz),
133.8 (Bz-4), 133.6 (Bz-4), 129.5 (Bz-2/6), 129.4 (Bz-2/6), 129.0 (Bz-1), 129.0 (Bz-3/5),
128.8 (Bz-1), 128.6 (Bz-3/5), 99.1 (C-1%), 98.0 (C-1%), 97.9 (C-1*), 97.6 (C-1°), 90.9 (C-1),
76.2 (C-2%), 75.6 (C-2°), 75.1 (C-3), 72.9 (C-2), 69.7 (C-3°), 69.0-67.7 (C-2%, C-3°, C-2°,
C-5°, C-5%, C-5%, C-4, C-5, C-3%, C-3%, C-5%), 66.4 (C-6), 65.4 (C-4%), 65.2 (C-4°, C-4°,
C-4%), 62.0, 61.9, 61.3, 61.2 (C-6>, C-6>, C-6°, C-6%), 20.6-20.1 (14 OAc).

(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1—-2)-(3,4,6-tri-O-acetyl- a-D-manno-
pyranosyl)-(1-3)-0-[(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1—2)-(3,4,6-tri-O-
acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1—6)]-2,4-di-O-benzoyl- a-D-mannopyranosyltrichloracet-
imidat 3

a-AcsMan-1—-2-a-AcsMan-1—-3-[a-AcsMan-1—-2-a-AczMan]-1-6-a-Bz;ManTCAI

600 mg (0.37 mmol) Halbacetal 49 werden zusammen mit 340 pl (3.4 mmol) Trichloraceto-
nitril in 7 ml absolutem Dichlormethan unter Argon-Atmosphére 15 Minuten bei 0 °C geriihrt.
Die Reaktion wird durch Zugabe von 16 pl (0.1 mmol) DBU gestartet. Nach einer Stunde
(DC: Hexan/Aceton 1:1) wird die Reaktionsmischung eingedampft, im Hochvakuum
getrocknet und iiber Flashchromatographie (Hexan/Aceton 3:1 — 2:1, Sdulendurchmesser:

5 cm, Fiillhohe: 8 cm) gereinigt.

Ausbeute: 580 mg (89 %) farblos, amorph,
R¢=0.48 (Hexan/Aceton 1:1),

[a]p” = +4.6 (0.5, Dichlormethan),
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C74HssC1sNOy4 (1769.8),

ESI-MS (Methanol): Mpe: = 1767.4 Mger = 1790.2 (M+Na)’,

'H-NMR (360 MHz, [D¢]-DMSO): & = 10.2 (s, 1H, NH), 8.58 (d, >J = 7.3 Hz, 2H, Bz-2/6),
8.02 (d, °J= 8.2 Hz, 2H, Bz-2/6"), 7.75-7.58 (m, 4H, Bz-4, Bz-4', Bz-3/5), 7.49 (dd, *J =
7.6 Hz, 2H, Bz-3/5"), 6.46 (d, J,, < 1Hz, 1H, H-1), 5.78 (dd, J34= Jus= 9.7 Hz, 1H, H-4),
5.64 (dd, J1, < 1 Hz, Jo53 < 1 Hz, 1H, H-2), 5.30 (d, J1» < 1Hz, 1H, H-1°), 5.20-5.02 (m, 7H,
H-3°, H-3°, H-4°, H-2%, H-4%, H-3", H-4%), 4.99-4.97 (m, 2H, H-1°, H-1%), 4.95-4.89 (m, 3H,
H-2%, H-4*, H-3%), 4.57-4.50 (m, 2H, H-1°, H-3), 4.36-4.26 (m, 1H, H-5), 4.10-3.60 (m, 16H,
H-5°, H-2°, H-6a/b’, H-6a/b”, H-6a/b°%, H-6a/b®, H-5°, H-5°, H-6a, H-2°, H-6b, H-5%), 2.1-1.8
(14s, 42H, OAc),

BC-NMR (90 MHz, [Ds]-DMSO): & = 169.9-169.2 (14 C=0 OAc), 164.9 (2 C=0 Bz), 157.1
(C=N), 134.0 (Bz-4), 133.8 (Bz-4'), 129.6 (Bz-2'/6'), 129.5 (Bz-2/6), 129.1 (Bz-3/5), 128.7
(Bz-3'/5"), 128.5 (Bz-1), 128.4 (Bz-1'), 98.9 (C-1°), 97.9 (2C C-1°, C-1%), 97.5 (C-1°), 93.5
(Jcu = 178 Hz, aus gekoppeltem HMQC, a, C-1), 76.2 (C-2%), 75.4 (C-2%), 74.1 (C-3), 71.0
(C-5), 70.2 (C-2), 69.6 (C-3°%), 68.8-68.5 (C-3°, C-2%, C-2°, C-5°, C-5°, C-3%, C-5°, C-3%),
68.0 (C-5°%), 67.9 (C-4), 65.4 (C-4°, C-4), 65.3 (C-6), 65.3 (C-4>), 65.0 (C-4%), 62.0, 61.8,
61.7,61.2 (C-6°, C-6°, C-6°, C-6°), 20.8-20.1 (14 OAc).

O-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- - D-glucopyranosyl)-(1 —2)-O-(3,4, 6-tri-O-
acetyl-o-D-mannopyranosyl)-(1 —-3)-O-{2,3,4,6-tetra-O-acetyl- o-D-mannopyranosyl-(1 —2)-
O-(3,4,6-tri-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl-(1—-3)-O-[2,3,4, 6-tetra-O-acetyl-a-D-
mannopyranosyl-(1-2)-0-(3,4,6-tri-O-acetyl- a-D-mannopyranosyl-(1 —6)]-O-2,4-di-O-
benzoyl-a-D-mannopyranosyl-(1—-6)}-O-(2-O-acetyl--D-mannopyranosyl)-(1 —-4)-O-(3,6-
di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido—f-D-glucopyranosyl)-(1—>4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-
2-phthalimido-f-D-glucopyranosylazid 51
[B-Ac3GIcNPht-a-AcsMan]1—3-[3,6-(a-AcsMan-a-AcsMan),-a-Bz,Man]-1—-6-B-AcMan-
B-BnyGlcNPht-B-Bn,GIcNPhtN;

205 mg (116 pmol) Imidat 3 und 110 mg (58 pmol) Diol 50 werden zusammen mit 350 mg
Molekularsieb 4 A bei -45 °C unter Argon-Atmosphire in 10 ml absolutem Dichlormethan
zehn Minuten geriihrt. Die Reaktion wird durch Zugabe von 3 pul (24 umol) Bortrifluorid-

etherat gestartet. Man 148t die Losung auf Raumtemperatur kommen und nach zwei Stunden
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(DC: Hexan/Aceton 1:1) wird verdiinnt, {iber Celite filtriert und mit gesittigter KHCO;-
Losung extrahiert. Die organische Phase wird iiber MgSO, abfiltriert, eindampft und im
Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird mittels Flashchromatographie (Hexan/Aceton

2:1, Sdulendurchmesser: 1.5 cm, Fiillhohe: 9 cm) gereinigt.

Ausbeute: 122 mg (60 %),

R¢=0.43 (Hexan/Aceton 1:1),
[a]p® =+0.25 (2.0, Dichlormethan),
Ci6sH184N6O76 (3503.3),

ESI-MS (Acetonitril): Mper = 3501.07 Mger = 3524.39 (M+Na)",

'H-NMR (500 MHz, [Ds]-DMSO): & = 8.00-7.48 (m, 22H, Pht, Bz), 7.25-6.57 (m, 20H, Bn),
5.73-5.63 (m, 2H, H-3°, H-4"), 5.57 (d, Jous= 5.9 Hz, 1H, OH), 5.47 (dd, J,»< 1 Hz,
Jr3 <1 Hz, 1H, H-2%), 5.36 (d, Jio= 8.2 Hz, 1H, H-1°p), 5.29-4.84 (m, 19H, H-1', H-1°,
H-3", H-3%, H-4>", H-1*, H-1%, H-2%, H-4%, H-4°, H-3°, H-2°, H-4", H-4", H-1%', H-4° H-1",
H-2°, H-1%), 4.81-4.75 (m, 3H, H-3’, CH,0a, H-3%, 4.70 (d, J1», < 1 Hz, 1H, H-1%), 4.58 (d,
Jgem = 13 Hz, 1H, CH,0a'), 4.50-4.36 (m, 7H, H-3*, 4 CH,0, H-1°, CH,0b'), 4.34-4.12 (m,
4H, CH,0b, H-2*, H-6a°, H-2°), 4.10-3.43 (m, 33H, H-3', H-2"', H-5*, H-6b°, H-3*, H-6a/b",
H-6a/b>, H-6a/b” , H-6a/b®, H-6a/b®, H-4', H-4*, H-5°, H-2*, H-5>, H-5°, H-5", H-5%, H-6a",
H-6b", H-3°, H-2', H-5%, H-4°, H-62%, H-2°, H-5', H-6b%), 3.40-3.15 (m, 6H, H-6a', H-6a°,
H-5°, H-6b', H-6b°, H-5%), 2.10-1.80 (21s, 63H, OAc),

BC-NMR (125 MHz, [D¢]-DMSO): & = 170.2-169.2 (21 C=0 OAc), 167.6, 167.2 (C=0
NPht), 165.0, 164.8 (C=0 Bz), 138.1, 138.0 (2C), 137.7 (C4 Bn), 135.0-133.6 (C-4/5 Pht, C-4
Bz), 130.8-130.5 (C, Pht), 129.5-128.7 (Ar), 128.6, 128.5 (C, Bz), 128.3-127.3 (Ar), 123.6
(C-3/6 Pht), 99.2 (C-1°), 98.0 (C-1%"), 97.9 (C-1*), 97.8 (C-1°), 97.6 (C-1*"), 97.5 (C-1""), 97.1
(C-1%), 96.5 (C-1%), 96.1 (C-1°), 84.8 (C-1"), 77.6 (C-3°), 76.4 (C-3"), 76.1 (C-2""), 75.7-75.5
(C-3%, C-2°, C-5', C-4', C-4%), 75.3 (C-3%), 75.2 (C-5°), 74.1 (C-5%), 73.8, 73.6 (CH,0), 73.5
(C-2%, 72.2, 71.7 (CH,0), 71.3 (C-2%), 71.1 (C-5%), 69.7 (C-3°, C-3""), 68.8-68.4 (C-3*, C-2%,
C-3°, C-5%, C-5%, C-4°, C-2°, C-5%, C-5*, C-2%, C-5%"), 68.2 (C-5"), 68.1 (C-3%), 67.9 (C-3%"),
67.8 (C-4"), 67.7 (C-6), 67.5 (C-6', C-6°), 66.3 (C-4°), 65.8 (C-6"), 65.5 (C-4%"), 65.3 (C-4”),
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65.0 (C-4%), 64.8 (C-47"), 64.7 (C-4%), 55.9 (C-2%), 54.6 (C-2"), 53.8 (C-2°), 61.8-61.1 (C-6",
C-6°,C-6>,C-6", C-6°, C-6%"), 20.7-20.0 (21 OAc).

O-(2-Acetamido-2-desoxy--D-glucopyranosyl)-(1—2)-O-(a-D-mannopyranosyl)-(1—3)-O-
{ a-D-mannopyranosyl-(1—2)-O-(a-D-mannopyranosyl-(1 —3)-O-[ a-D-mannopyranosyl-
(1—2)-O-(a-D-mannopyranosyl-(1—6)]-O-a-D-mannopyranosyl-(1—-6) }-O-(-D-
mannopyranosyl)-(1—->4)-O-(2-acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy- -D-glucopyranosyl)-
(1—>4)-2-acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy- f-D-glucopyranosylazid 52

[B-GIcNAc-a-Man]1—3-[3,6-(a-Man-a-Man)-a-Man]-1—6-3-Man-B-Bn,GlcNAc-3-
Bn,GlcNAc-N;

102 mg (29 mmol) geschiitztes Decasaccharid 51 werden in einer Mischung aus 10 ml
n-Butanol und 2.5 ml Ethylendiamin 48 Stunden bei 90 °C geriihrt. Anschliefend (DC:
Isopropanol/IM Ammoniumacetat 4:1) wird eingeengt, zweimal mit Toluol codestilliert und
der Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Das Triamin wird durch Auflésen in 10 ml
Pyridin und 2 ml Essigsdureanhydrid reacetyliert. Nach 20 Stunden (DC: Isopropanol/1M
Ammoniumacetat 4:1) wird eingeengt, zweimal mit Toluol codestilliert und der Riickstand im
Hochvakuum getrocknet. Das peracetylierte Kohlenhydrat wird in 12 ml Methylamin-L&sung
(40 % in Wasser) aufgenommen und 18 Stunden geriihrt. AnschlieBend (DC: Isopropanol/IM
Ammoniumacetat 4:1) wird eingeengt und der Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Das
Rohprodukt wird in 20 ml Wasser aufgenommen und auf drei verbundene SPE-Kartuschen
(Waters, SepPak”, je 330 mg Fiillmaterial) aufgetragen. Durch Waschen mit je 30 ml Wasser-
Acetonitril (in 10% Schritten von 0% bis 50%) wird stufenweise eluiert. Das Produkt befindet
sich in den Fraktionen mit 20 % bzw. 30 % Acetonitril (ESI-MS). Diese werden vereinigt und

gefriergetrocknet.

Ausbeute: 49 mg (78 %),

Ry (Triamin) = 0.35 (Isopropanol/IM Ammoniumacetat 4:1),
Ry (Peracetat) = 0.95 (Isopropanol/IM Ammoniumacetat 4:1),
R (Produkt 52) = 0.52 (Isopropanol/IM Ammoniumacetat 4:1),
[a]p”* =+25.7 (0.5, Methanol),

CoaH134N6Os (2148.1),

LC-MS: tr(Triamin+1Bz) = 11.1 min (10-95%), Mper=2124.81 Mger=2126.18 (M+H)",
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LC-MS: tg(Triamin) = 10.5 min (10-95%), Miper = 2020.78  Mger = 2022.05 (M+H)",

ESI-MS (Acetonitril): Mper = 2146.81 Mer = 2169.46 (M+Na)".

Tabelle 4: Schliisselsignale im NMR (500 MHz, D,0, MeCN als Standard); M: Mannose.

Position 1' 2' 12 22 1P 2 M M M M M MM

§('H) 4.58 3.76 4.43 3.81 4.53 3.67 451 4.60 498 498 5.03 505 531

§(C) 87.1 523 99.0 53.4 98.7 54.0 98.8 97.7 100.9 100.9 98.3 96.7 99.3

8.2. Versuche zu Kapitel 3.3

4-(2-Propinyloxy)-benzylalkohol 54

10 g (80.6 mmol) p-Hydroxybenzylalkohol 53 werden zusammen mit 9.1 ml Propargylbromid
(80 % in Toluol, 84.7 mmol) und 12.2 g (88.4 mmol) K,COs; in 100 ml Aceton unter
Riickfluf} geriihrt. Nach acht Stunden (DC: Cyclohexan/Aceton 1:1) wird das Losungsmittel
abdestilliert und der Riickstand zwischen 2 N NaOH und Dichlormethan verteilt. Die
organische Phase wird noch einmal mit 2 N NaOH extrahiert, iiber MgSO, abfiltriert und im
Hochvakuum getrocknet. Das Produkt ist It. NMR sauber, wird aber zur Entfernung von

Spuren von Propargylbromid und Lésungsmittel destilliert.

Ausbeute: 9.1 g (69.3 %) farbloses Ol,
R¢=0.48 (Cyclohexan/Aceton 1:1),
np”* = 1.552,
k, = 128 °C (0.2 mbar),
&= 1.11 &y,
CioH100, (162.2),
HREI-MS: My = 162.06808 Mger = 162.06800,
weitere Signale: 144 (10), 131 (70), 103 (25), 95 (25), 77 (55), 67 (75), 39 (100),

IR (KBr): v = 3400 (s, br, OH), 2926, 2874 (s, CH), 2121 (m, C=C), 1610, 1588, 1511 (s, Ar),
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'H-NMR (270 MHz, [Ds]-DMSO): & = 7.25 (d, J,3 = 8.3 Hz, 2H, Ar-2/6), 6.94 (d, Jo5=
8.3 Hz, 2H, Ar-3/5), 5.08 (t, Jcm.on= 5.1 Hz, 1H, OH), 4.77 (s, 2H, CH,-Pr), 4.43 (d,
JCHZ,OH =51 HZ, 2H, CHz-Bl’l), 3.54 (S, lH, ECH),

BC.NMR (67.5 MHz, [Ds]-DMSO): & = 156.0 (C-4), 135.3 (C-1), 127.8 (C-2/6), 114.5
(C-3/5), 79.4 (=CC), 78.1 (=CH), 62.5 (CH»-Bn), 55.3 (CH,-Pr).

N'-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosyl)-4-(p-hydroxymethyl-
phenoxymethyl)-1,2,3-triazol 56

Ac3;GleNPht-Triaz-OBnOH

100 mg (0.22 mmol) Azid 55 und 64 pl (0.44 mmol) Alkin 54 werden zusammen mit einer
Spatelspitze CuSO4 in einem Gemisch aus 3 ml Wasser, 2 ml Ethanol (p.a.) und 5 ml tert-
Butanol gelost und es wird ein blanker Kupferdraht (1 cm) zugegeben. Nach 34 Stunden (DC:
Cyclohexan/ Aceton 1:1) wird der Draht entfernt, eingeengt und der Riickstand zwischen Di-
chlormethan und gesittigter KHCOs-Losung verteilt. Die organische Phase wird liber MgSO4
abfiltriert, eingedampft und im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird mittels Flash-
chromatographie (Cyclohexan/Aceton 3:1, Sédulendurchmesser: 1cm, Fiillhdhe: 8 cm)

gereinigt.

Ausbeute: 84 mg (62 %) farblos, amorph,
R¢=0.39 (Cyclohexan/Aceton 1:1),
[a]p”! = -33.2 (1.4, Dichlormethan),
C30H30N4011 (622.58),

ESI-MS (Acetonitril): Mper = 622.19 M_er = 645.36 (M+Na)',

'H-NMR (360 MHz, [D]-DMSO): & = 8.57 (s, 1H, =CH", NOESY-Signal zu 6.85), 7.92-
7.77 (m, 4H, Pht), 7.17 (d, Jo5 = 8.2 Hz, 2H, H-3/5™), 6.88 (d, J»3 = 8.2 Hz, 2H, H-2/6™),
6.85 (d, Ji»=10.1 Hz, 1H, H-1), 5.81 (dd, Jo3 = 10.1 Hz, J54= 9.7 Hz, 1H, H-3), 5.31 (dd,
Jsa=Jss=9.7Hz, 1H, H-4), 5.14 (dd, J1» = Jo3 = 10.1 Hz, 1H, H-2), 5.08-5.02 (m, 3H, OH,
CH,-Pr), 4.48-4.42 (m, 1H, H-5), 438 (d, Jam.on = 5.6 Hz, 2H, CH,-Bn), 4.21 (dd, Jygem =
12.5 Hz, Jsga= 5.0 Hz, 1H, H-6a), 4.13 (dd, Jgem = 12.5 Hz, Js, < 1 Hz, 1H, H-6b), 2.04,
2.02, 1.81 (3s, 9H, OAc),
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PC-NMR (67.5 MHz, [Dg]-DMSO): & = 170.0, 169.7, 169.3 (C=O OAc), 166.1 (C=O Pht),
156.7 (C-1%7), 143.6 (C-4"), 135.2 (C-3/6 Pht), 134.9 (C-4*"), 130.2 (C-1/2 Pht), 127.8
(C-3/5%7), 123.8 (C-57), 123.6 (C-4/5 Pht), 114.2 (C-2/6™), 81.9 (C-1), 73.7 (C-5), 70.0 (C-3),
67.7 (C-4), 62.4 (CH,-Bn), 61.6 (C-6), 60.8 (CHx-Pr), 53.0 (C-2), 20.5, 20.4, 20.0 (OAc).

N'-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosyl)-4-(p-azidomethyl-
phenoxymethyl)-1,2,3-triazol 57

Ac3;GlcNPht-Triaz-OBnNj3

60 mg (96 umol) Triazol 56 werden mit 64 ul (480 umol) TMSN; in 2 ml absolutem
Dichlormethan geldst und mit 35 pl (190 pmol) TMSOTT versetzt. Nach 10 Minuten Riihren
(DC: Cyclohexan/Aceton 1:1) wird mit Dichlormethan verdiinnt und je einmal mit 1 M HCI
und gesittigter KHCO3-Losung extrahiert. Die organische Phase wird iiber MgSO, abfiltriert,
eingedampft und im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird mittels Flashchromato-

graphie (Cyclohexan/Aceton 3:1, Sdulendurchmesser: 1 cm, Fiillhdhe: 7 cm) gereinigt.

Ausbeute: 39 mg (62 %) farblos, amorph,

R¢=0.55 (Cyclohexan/Aceton 1:1),

[a]p” = -37.9 (0.6, Dichlormethan),

C30H29N701 (647.2),

ESI-MS (Acetonitril): Myer = 647.59 Mger = 670.13 (M+Na)’,

IR (KBr): v = 2951, 2880 (w, CH), 2100 (s, N3), 1774 (s, C=0), 1750 (s, C=0), 1720 (s,
C=0),

'H-NMR (270 MHz, [Ds]-DMSO): & = 8.60 (s, 1H, =CH"), 7.93-7.77 (m, 4H, Pht), 7.27 (d,
Jr3 = 8.2 Hz, 2H, H-2/6™"), 6.98 (d, J,5 = 8.2 Hz, 2H, H-3/5""), 6.87 (d, Ji, = 9.9 Hz, 1H,
H-1), 5.83 (dd, Jo5 =Js54 = 9.9 Hz, 1H, H-3), 5.33 (dd, J34 = Jas = 9.9 Hz, 1H, H-4), 5.16 (dd,
Ji2=J3=10.2 Hz, 1H, H-2), 5.10 (s, 2H, CH>-Pr), 4.47 (m, 1H, H-5), 4.35 (s, 2H, CH,-Bn),
4.23 (dd, Jeem = 12.3 Hz, Js4, = 4.4 Hz, 1H, H-6a), 4.17 (dd, Joem = 12.3 Hz, Js4, < 1 Hz, 1H,
H-6b), 2.06, 2.03, 1.82 (3s, 9H, OAc),
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PC-NMR (67.5 MHz, [Dg]-DMSO): & = 170.0, 169.7, 169.3 (C=0 OAc), 167.2, 166.1 (C=0
Pht), 157.8 (C-4""), 143.5 (C-4"), 135.3 (C-3/6 Pht), 130.2 (C-1/2 Pht, C-1*"), 130.0 (C-2/6™),
123.7 (C-4/5 Pht, C-57), 114.8 (C-3/5*"), 82.0 (C-1), 73.8 (C-5), 70.1 (C-3), 67.8 (C-4), 61.6
(C-6), 60.9 (CH,-Pr), 53.1 (CH,-Bn), 53.1 (C-2), 20.6, 20.4, 20.0 (OAc).

(4-(Prop-2-inyloxy)-benzyloxy)-triisopropylsilan 58

2 ml (13.7 mmol) Benzylalkohol 54 werden zusammen mit 2.4 g (34.3 mmol) Imidazol in
5 ml absolutem Dichlormethan suspendiert und mit 3.2 ml (14.9 mmol) TIPS-CIl versetzt.
Nach 10 Minuten (DC: Cyclohexan/Aceton 4:1) ist die Erwdrmung abgeklungen und es wird
mit Dichlormethan verdiinnt. Die Losung wird zweimal mit 1 M HCI und einmal mit
gesittigter KHCOs-Losung extrahiert. Es wird tiber MgSO, abfiltriert, eingedampft und im
Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/

Aceton 9:1, Sdulendurchmesser: 3.5 cm, Fiillhohe: 5 cm) gereinigt.

Ausbeute: 4.4 g (quant.) farbloses Ol,

Ry =0.64 (Cyclohexan/Aceton 4:1),

np’*? = 1.498,

d**=0.92 &y,

Ci9H300,Si (318.5),

HREI-MS: My = 318.20151 Mger = 318.20150,
weitere Signale: 275 (65), 145 (100), 39 (20),

IR (film): v= 3311 (m, =CH), 2944 (s, br, CH), 2867 (s, CH), 2123 (w, C=C), 1611, 1588,
1511 (m, Ar),

'H-NMR (270 MHz, [D¢]-DMSO): & = 7.25 (d, Jo5= 8.3 Hz, 2H, H-2/6), 6.94 (d, Jo3=
8.3 Hz, 2H, H-3/5), 4.75-4.72 (m, 4H, CH,-Pr, CH,-Bn), 3.54 (s, 1H, =CH), 1.15-0.90 (m,
21 H, CH, CHs),

BC-NMR (67.5 MHz, [Ds]-DMSO): & = 156.1 (C-4), 134.0 (C-1), 126.9 (C-2/6), 114.5
(C-3/5), 79.3 (=CC), 78.1 (=CH), 64.0 (CH,-Bn), 55.4 (CH,-Pr), 17.8 (CHs), 11.4 (CH).
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N'-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosyl)-4-(p-triisopropylsilyl-
oxymethyl-phenoxymethyl)-1,2,3-triazol 59

Ac3;GleNPht-Triaz-OBnOTIPS

300 mg (0.65 mmol) Azid 55 und 250 mg (0.78 mmol) Alkin 58 werden zusammen mit
10 mg (0.053 mmol) Cul und 153 pl (1.3 mmol) 2,6-Lutidin in 30 ml Dichlormethan gelost.
Nach drei Stunden (DC: Hexan/Essigsdureethylester 2:1) werden noch einmal 20 mg
(0.11 mmol) Cul zugegeben und man riihrt 20 Stunden. AnschlieBend wird die Reaktionsmi-
schung zwischen Dichlormethan und gesittigter KHCOs-Losung verteilt. Die organische Phase
wird liber MgSOj abfiltriert, eingedampft und im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt
wird mittels Flashchromatographie (Hexan/Aceton 7:1, Sdulendurchmesser: 5 cm, Fiillhdhe:

8 cm) gereinigt.

Ausbeute: 338 mg (67 %) farblos, amorph,

Ry=0.19 (Hexan/Essigsaureethylester 2:1),

[a]p> = -17.0 (0.5, Dichlormethan),

C39HsoN404,Si (778.9),

ESI-MS (Acetonitril): Mper = 778.32 Mger = 801.26 (M+Na)’,

IR (KBr): v = 3150 (w, Cor-H), 2947, 2868 (s, CH), 1800-1700 (s, C=0),

'H-NMR (270 MHz, [Dg]-DMSO): & = 8.59 (s, 1H, =CH"), 7.92-7.80 (m, 4H, Pht), 7.22 (d,
Jr3 = 8.6 Hz, 2H, H-3/5""), 6.91 (d, J,5 = 8.6 Hz, 2H, H-2/6""), 6.86 (d, Ji, = 9.9 Hz, 1H,
H-1), 5.85 (dd, Jo3 =J34 = 9.9 Hz, 1H, H-3), 5.34 (dd, J34 = J45 = 9.9 Hz, 1H, H-4), 5.18 (dd,
Ji2=J23=9.9 Hz, 1H, H-2), 5.06 (s, 2H, CH,-Triazol), 4.71(s, 2H, CH,-Bn), 4.48-4.42 (m,
1H, H-5), 4.30-4.08 (m, 2H, H-6a, H-6b), 2.05, 2.03, 1.82 (3s, 9H, OAc), 1.20-0.90 (m, 21H,
CH, CH3),

3C-NMR (67.5 MHz, [Ds]-DMSO): § = 170.0, 169.7, 169.3 (C=0 OAc), 156.8 (C-1*"),
143.6 (C-4"), 135.1 (C-3/6 Pht), 133.7 (C-4™), 127.0 (C-3/5""), 123.7-123.4 (C-4/5 Pht,
C-5"), 114.3 (C-2/6™), 81.9 (C-1), 73.8 (C-5), 70.1 (C-3), 67.8 (C-4), 64.0 (CH-Bn), 61.5
(C-6), 60.8 (CH,-Triazol), 53.0 (C-2), 20.5, 20.4, 20.0 (OAc), 17.9 (CH; TIPS), 11.4 (CH
TIPS).
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3-Benzyloxypropyl-propargylether 60

3.0 g (26 mmol) Alkohol 61 werden zusammen mit 3.4 ml (29 mmol) Benzylbromid in 10 ml
DMF gelost und 15 Minuten bei 0 °C geriihrt. 1.1 g (27.5 mmol, 60 % in Mineraldl)
Natriumhydrid werden in zwei Portionen zugegeben und man riihrt zwei Stunden (DC: Cyclo-
hexan/Essigsdureethylester 9:1). Die Reaktion wird durch Zugabe von gesittigter NaCl-
Losung abgebrochen und zwischen Dichlormethan und geséttigter NaCl-Losung verteilt. Die
organische Phase wird iiber MgSOy, abfiltriert, eingedampft und im Hochvakuum getrocknet.
Das Rohprodukt wird mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Aceton 29:1, Saulendurch-

messer: 5 cm, Fiillhdhe: 7 cm) gereinigt.

Ausbeute: 2.6 g (48 %) farbloses Ol,

R¢=0.41 (Cyclohexan/Essigsdureethylester 9:1),

np™’ = 1.502,

A’ =1.12 ¥y,

Ci3H1602 (204.3),

HREI-MS: My, =204.11503 Mg =204.11500,
weitere Signale: 107 (40), 91 (100), 65 (20), 39 (45)

IR (KBr): v = 3290 (s, =C-H), 2863 (s, br, CH), 2116 (m, C=C),

'H-NMR (270 MHz, [De]-DMSO): & = 7.38-7.25 (m, 5H, Ar), 4.45 (s, 2H, CH,-Bn), 4.10 (d,
4J=1.9 Hz, 2H, CH,-C=C), 3.55-3.46 (m, 4H, OCH,-Pr), 3.41 (t, *J= 1.9 Hz, 1H, =CH), 1.78
(tt, Jl,z = J2’3 =64 HZ, 2H, CHz—PI‘),

BC-NMR (67.5 MHz, [D¢]-DMSO): & = 138.6 (C-Ar), 128.2, 127.3, 127.3 (Ar), 80.4 (=CC),
76.9 (=CH), 71.8 (OCH,-Bn), 66.6, 66.3 (OCH,-Pr), 57.3 (OCH,-C=C), 29.4 (CH,-Pr).
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N'-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosyl)-4-(3-benzyloxy-
propyloxymethyl)-1,2,3-triazol 62

Ac3;GleNPht-Triaz-OPrOBn

300 mg (0.65 mmol) Azid 55 und 160 mg (0.78 mmol) Alkin 60 werden zusammen mit
10 mg (0.053 mmol) Cul und 153 pl (1.3 mmol) 2,6-Lutidin in 30 ml Dichlormethan gelost.
Nach drei Stunden (DC: Hexan/Essigsdureethylester 2:1) werden noch einmal 20 mg
(0.11 mmol) Cul zugegeben und man riihrt 20 Stunden. AnschlieBend wird die Reaktions-
mischung zwischen Dichlormethan und gesittigter KHCO;-Losung verteilt. Die organische
Phase wird iiber MgSO, abfiltriert, eingedampft und im Hochvakuum getrocknet. Das
Rohprodukt wird mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Essigsdureethylester 2:1,

Sadulendurchmesser: 5 cm, Fiillhohe: 8 cm) gereinigt.

Ausbeute: 273 mg (63 %) farblos, amorph,

Ry =0.35 (Cyclohexan/Essigsdureethylester 1:1),
[a]p> = -10.7 (0.6, Dichlormethan),
C33H36N4041 (664.7),

ESI-MS (Acetonitril): Mper = 664.24 Mer = 687.15 (M+Na)’,

'"H-NMR (270 MHz, [Ds]-DMSO): & = 8.43 (s, 1H, =CH"), 7.92-7.74 (m, 4H, Pht), 7.35-7.23
(m, 5H, Bn), 6.81 (d, J1» = 9.9 Hz, 1H, H-1), 5.83 (dd, J»3 = J54 = 9.9 Hz, 1H, H-3), 5.32 (dd,
Js4=9.9Hz, Jys= 9.5 Hz, 1H, H-4), 5.13 (dd, J12 = J>3 = 9.9 Hz, 1H, H-2), 4.50-4.35 (m,
5H, H-5, CH,-Bn, CH,-Triazol), 4.25-4.07 (m, 2H, H-6a, H-6b), 3.42-3.33 (m, 4H, OCH,-Pr,
OCH,-Pr), 2.04, 2.02, 1.81 (3s, 9H, OAc), 1.70 (tt, Ji2 = J»3 = 6.3 Hz, 2H, CH,-Pr),

3C-NMR (67.5 MHz, [Ds]-DMSO): § = 170.0, 169.7, 169.3 (C=0 OAc), 166.9 (C=0O Pht),
144.8 (C-4"), 138.6 (C4-Bn), 135.2 (C-3/6 Pht), 130.1, 129.8 (C-1/2 Pht), 128.6, 128.2, 127.3
(Bn) 123.6 (C-4/5 Pht), 122.9 (C-5"), 81.9 (C-1), 73.8 (C-5), 71.8 (OCH,-Bn), 70.0 (C-3),
67.8 (C-4), 66.6, 66.5 (OCH,-Pr), 62.3 (CH,-Triazol), 61.6 (C-6), 53.2 (C-2), 29.5 (CH,-Pr),
20.5, 20.4, 20.0 (OAc).
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N'-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosyl)-4-(3-benzyloxy-
propyloxymethyl)-3-methyl-1,2,3-triazoliumchlorid 63

Ac;GIcNPht-TriazMe -OPrOBn CI°

20 mg (0.03 mmol) Triazol 62 werden zusammen mit 50 pl (0.49 mmol) Benzylalkohol in
I ml absolutem Dichlormethan gelost. Die Reaktion wird durch Zugabe von 6.5 pl
(0.06 mmol) MeOTT gestartet. Nach drei Tagen (DC: Cyclohexan/Essigsdureethylester 1:1)
wird mit Dichlormethan verdiinnt und je einmal mit 1 N HCI und geséttigter KHCOs-Losung
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber MgSOj abfiltriert, eingeengt und
im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird in 50 % Acetonitril aufgenommen und
iiber zwei miteinander verbundene und mit diesem Losungsmittelgemisch dquillibrierte

SepPak-Kartuschen gereinigt. Das Produkt wird anschlieBend gefriergetrocknet.

Fir die weitere Charakterisierung wurde Chlorid als Gegenion angenommen, dieser

Sachverhalt aber nicht tiberpriift.

Ausbeute: 10 mg (47 %) farblos, amorph,
R¢= 0.0 (Cyclohexan/Essigsaureethylester 1:2),
C34H39CIN4Oy; (715.15),

ESI-MS (50 % Acetonitril): Myer = 679.26 Mger = 679.32 (M),

"H-NMR (360 MHz, [Ds]-DMSO): & =9.29 (s, 1H, =CH"), 7.92-7.74 (m, 4H, Pht), 7.53-7.27
(m, 5H, Bn), 7.10 (d, J,2 = 10.0 Hz, 1H, H-1B), 5.76 (dd, J>3 = J34 = 9.8 Hz, 1H, H-3), 5.37
(dd, J12=J>3=10.1 Hz, 1H, H-2), 5.36 (dd, J34 = Js5 = 9.8 Hz, 1H, H-4), 4.71 (s, 2H, CH,-
Triazol), 4.56 (m, 1H, H-5), 4.44 (s, 2H, CH,-Bn), 4.22 (dd, Jeem = 12.7 Hz, Js6, = 4.7 Hz,
1H, H-6a), 4.15-4.09 (m, 4H, H-6b, Me), 3.58 (t, J= 6.4 Hz, 2H, TriazolOCH,-Pr), 3.48 (t,
J= 6.3 Hz, 2H, BnOCH,-Pr), 2.04, 1.99 (2s, 6H, OAc), 1.82 (m, 2H, CH,-Pr), 1.79 (s, 3H,
OAc),

3C-NMR (90 MHz, [De]-DMSO): § = 170.0, 169.6, 169.3 (C=0O OAc), 142.1 (C-4"), 138.5
(C¢-Bn), 135.1 (C-3/6 Pht), 128.2 (Bn), 127.4 (2 Bn, C-5"), 123.7 (C-4/5 Pht), 84.1 (C-1), 74.2
(C-5), 71.9 (CHa-Bn), 69.8 (C-3), 68.1 (TriazolOCH,-Pr), 67.1 (C-4), 66.3 (BnOCH,-Pr), 61.3
(C-6), 60.3 (CH,-Triazol), 52.1 (C-2), 38.7 (Me), 29.3 (CH,-Pr), 20.5, 20.4, 19.9 (OAc).
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N'-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosyl)-4-(methoxycarbonyl)-
1,2, 3-triazol 65

Ac3;GlcNPht-Triaz-CO,Me

500 mg (1.1 mmol) Azid 55 werden zusammen mit 1.4 ml (1.3 mmol) Propiolsduremethyl-
ester 64 und 250 pl (2.1 mmol) 2,6-Lutidin in 50 ml Dichlormethan gelost. Die Reaktion wird
durch Zugabe von 50 mg (0.26 mmol) Cul gestartet. Nach 2.5 Stunden (DC: Cyclohexan/
Essigsaureethylester 1:1) wird mit Dichlormethan verdiinnt und je einmal mit 1 N HCI und
gesittigter KHCOs-Losung extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden lber
MgSO; abfiltriert, eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird mittels
Flashchromatographie (Hexan/Aceton 4:1, Séulendurchmesser: 3.5 cm, Fiillhohe: 8 cm)

gereinigt.

Ausbeute: 340 mg (58 %) farblos, amorph,

Ry =0.32 (Cyclohexan/Essigsdureethylester 1:1),
[a]p” = -42.6 (0.6, CH,CL,),

C24H24N4O4 (544.47),

ESI-MS (Acetonitril): Mper = 544.14 Mger = 567.15 (M+Na)’,

'"H-NMR (270 MHz, [De]-DMSO): & = 9.23 (s, 1H, =CH"), 7.90-7.70 (m, 4H, Pht), 6.88 (d,
Jio=10.0 Hz, 1H, H-1B), 5.88 (dd, Jo3= 10.0 Hz, J34= 9.7 Hz, 1H, H-3), 5.34 (dd, J54 =
Jus=9.7 Hz, 1H, H-4), 5.21 (dd, J,2 = J>3 = 10.0 Hz, 1H, H-2), 4.47 (m, 1H, H-5), 4.26-4.13
(m, 2H, H-6a/b), 3.81 (s, 3H, Me), 2.05, 2.03, 1.82 (3s, 9H, OAc),

3C-NMR (67.5 MHz, [D¢]-DMSO): 5 = 170.0, 169.6, 169.3 (C=0 Ac), 160.0 (C=O Triazol),
139.3 (C-4"), 135.2 (C-3/6 Pht), 130.4, 129.9 (C-1/2 Pht), 128.4 (C-5"), 123.8 (C-4/5 Pht),
82.2 (C-1), 73.9 (C-5), 69.8 (C-3), 67.7 (C-4), 61.5 (C-6), 53.1 (C-2), 51.8 (Me), 20.5, 20.4,
20.0 (OAc).
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N'-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosyl)-4-(benzyloxycarbonyl)-
1,2, 3-triazol 67

Ac3;GlcNPht-Triaz-CO,Bn

500 mg (1.1 mmol) Azid 55 werden zusammen mit 208 mg (1.3 mmol) Propiolsdurebenzyl-
ester 66 und 250 pl (2.1 mmol) 2,6-Lutidin in 50 ml Dichlormethan gelost. Die Reaktion wird
durch Zugabe von 50 mg (0.26 mmol) Cul gestartet. Nach sechs Stunden (DC: Cyclohexan/
Essigsaureethylester 1:1) wird mit Dichlormethan verdiinnt und je einmal mit 1 N HCI und
gesittigter KHCOs-Losung extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden lber
MgSO; abfiltriert, eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird mittels
Flashchromatographie (Hexan/Aceton 3:1, S&ulendurchmesser: 3.5 cm, Fiillhohe: 8 cm)

gereinigt.

Ausbeute: 426 mg (63 %) farblos, amorph,

Ry =0.43 (Cyclohexan/Essigsdureethylester 1:1),
[a]p” = -43.5 (0.6, Dichlormethan),
C30H23N4011 (620.56),

ESI-MS (Acetonitril): Mper = 620.18 Mer = 643.32 (M+Na)’,

'"H-NMR (270 MHz, [Ds]-DMSO): § = 9.29 (s, 1H, =CH"), 7.90-7.75 (m, 4H, Pht), 7.50-7.31
(m, 5H, Bn), 6.88 (d, J;»= 10.0 Hz, 1H, H-1B), 5.86 (dd, J,5= 10.0 Hz, J54 = 9.9 Hz, 1H,
H-3), 5.34 (dd, J34= Jos= 9.9 Hz, 1H, H-4), 5.32 (s, 2H, CH,0), 5.24 (dd, Ji»= Jo3=
10.0 Hz, 1H, H-2), 4.46 (m, 1H, H-5), 4.26-4.13 (m, 2H, H-6a/b), 2.05, 2.03, 1.82 (3s, 9H,
OAc),

BC-NMR (67.5 MHz, [D¢]-DMSO): & = 170.0, 169.6, 169.3 (C=0 OAc), 159.4 (C=0
Triazol), 139.3 (Cq Bn), 135.5 (C-4"), 135.2 (C-4/5 Pht), 130.9 (C-1/2 Pht), 128.6 (C-5"),
128.5, 128.3 (Bn), 123.6 (C-3/6 Pht), 82.2 (C-1), 73.8 (C-5), 69.8 (C-3), 67.7 (C-4), 66.2
(CH,0), 61.5 (C-6), 53.1 (C-2), 20.5, 20.4, 20.0 (OAc).
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N'-[O-(4,6-O-Benzyliden- f-D-mannopyranosyl)-(1 —4)-O-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-
phthalimido- -D-glucopyranosyl)-(1—4)-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-
glucopyranosyl)-4-(benzyloxycarbonyl)-1,2,3-triazol 68

B-BenzylidenMan-f3-Bn,GlcNPht-f-Bn,GlcNPht-Triaz-CO,Bn

500 mg (0.40 mmol) Azid 2 werden zusammen mit 84 mg (0.53 mmol) Alkin 66 und 90 pl
(0.76 mmol) 2,6-Lutidin in 18 ml Dichlormethan geldst. Die Reaktion wird durch Zugabe von
18 mg (95 pmol) Cul gestartet. Nach 21 Stunden (DC: Cyclohexan/Essigsdureethylester 1:1)
wird mit Dichlormethan verdiinnt und mit gesattigter KHCOs-Losung extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden iiber MgSO, abfiltriert, eingeengt und im
Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/

Essigsaureethylester 2:1, Sdulendurchmesser: 3.5 cm, Fiillhohe: 6 cm) gereinigt.

Ausbeute: 473 mg (84 %) farblos, amorph,
Ry=0.31 (Cyclohexan/Essigsdureethylester 1:1),
[a]p® =+37.2 (0.6, Dichlormethan),
C79H73N5019 (1396.5),

ESI-MS (Acetonitril): Mper = 1395.49 Mer = 1418.84 (M+Na)",

'H-NMR (360 MHz, [D]-DMSO): 8 = 9.11 (s, 1H, =CH"), 7.95-7.77 (m, 8H, Pht), 7.43-7.21
(m, 20H, Ar), 6.97-6.81 (m, 8H, Ar), 6.77-6.71 (m, 2H, Ar), 6.41 (d, Ji>= 9.9 Hz, 1H,
H-1'B), 5.52 (s, 1H, =CH-Ph), 5.33 (d, J1, = 8.3 Hz, 1H, H-1°B), 5.26 (s, 2H, CH,O Ester),
4.99 (d, Jou = 4.4 Hz, 1H, OH-2%), 4.96 (d, Jons = 6.7 Hz, 1H, OH-3%), 4.85-4.79 (m, 3H, 2
CH,0a, H-2"), 4.63-4.59 (m, 3H, H-1°, CH,0), 4.45-4.32 (m, 5H, 2 CH,Ob, CH,0, H-4"),
424 (dd, Jo3=Js4=9.3 Hz, 1H, H-3"), 4.21 (dd, Jo53 = J54 = 9.3 Hz, 1H, H-3%), 4.06-3.97 (m,
3H, H-6a°, H-4%, H-2%), 3.83-3.66 (m, 5H, H-5', H-2°, H-62%, H-4°, H-6b%), 3.60-3.31 (m, 5H,
H-6b°, H-3%, H-6a', H-5%, H-6b"), 3.09 (m, 1H, H-5°),

BC-NMR (90 MHz, [D¢]-DMSO): & = 168.1, 167.4, 167.3, 166.4 (C=0 Pht), 159.5 (C=0
Triazol), 139.0, 138.4, 138.3, 138.1, 137.9, 137.9, 135.5 (Cy-Ar), 134.8 (C-4/5 Pht), 130.8,
130.4, 130.1 (C-1/2 Pht), 129.2-126.2 (C-Ar), 123.6, 123.5 (C-3/6 Pht), 101.0 (=CH-Ph),
100.4 (C-1°), 96.6 (C-17), 82.7 (C-1"), 78.3 (C-4%), 77.3 (C-4%), 76.6 (C-5"), 76.4 (C-3"), 76.0
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(C-3%), 74.5 (C-4Y), 74.4 (C-5%), 73.7, 73.7, 72.2, 71.6 (CH,0), 70.9 (C-2%), 69.9 (C-3°), 68.0
(C-6%), 67.9 (C-6°), 67.5 (C-6"), 66.8 (C-5°), 66.1 (CH,O Ester), 56.1 (C-27), 54.2 (C-2").

Propiolsdure-4-methoxybenzylester 69

2.7 g (39 mmol) Propiolsdure werden zusammen mit 4.4 ml (35 mmol) Anisalkohol in 20 ml
absolutem Dichlormethan geldst und 15 Minuten bei -20 °C geriihrt. Es wird eine Losung von
8.5 g (41 mmol) DCC und 280 mg (2.3 mmol) DMAP in 50 ml absolutem Dichlormethan
innerhalb einer Stunde zugetropft und bei Zimmertemperatur eine weitere Stunde (DC:
Cyclohexan/ Essigsdureethylester 9:1) geriihrt. Die Reaktionsmischung wird iiber Glaswolle
filtriert und je einmal mit 1 N HCI und gesittigter KHCO;-Losung extrahiert. Die organische
Phase wird iiber MgSQO, abfiltriert, eingedampft und im Hochvakuum getrocknet. Das
Rohprodukt wird mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Essigsdureethylester 19:1,

Sadulendurchmesser: 6 cm, Fiillhdhe: 6 cm) gereinigt.

Ausbeute: 4.44 g (66 %) farbloses Ol,

Ry =0.26 (Cyclohexan/Essigsdureethylester 9:1),

np”* = 1.527,

k, =187 °C (22 mbar),

Ci1H1003 (190.2),

HREI-MS: My = 190.06299 Mger = 190.06300,

weitere Signale: 121 (100), 91 (18), 77 (27), 53 (28)

'H-NMR (270 MHz, [Ds]-DMSO): & = 7.30 (d, *J = 8.6 Hz, 2H, H-2/6), 6.88 (d, °J = 8.6 Hz,
2H, H-2/6), 5.14 (s, 2H, CH,0), 3.79 (s, 3H, OMe), 2.86 (s, 1H, =CH),

BC-NMR (67.5 MHz, [D¢]-DMSO): & = 160.1 (C-4), 152.7 (C=0), 130.6 (C-2/6), 126.7
(C-1), 114.1 (C-3/5), 74.9 (=CH), 67.9 (CH,0), 65.9 (=CC), 55.4 (Me).
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N'-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosyl)-4-(p-methoxybenzyloxy-
carbonyl)-1,2,3-triazol 70

Ac3;GlcNPht-Triaz-CO.MPM

5.0g (11 mmol) Azid 55 werden zusammen mit 2.3 g (12 mmol) Alkin 69 und 25 ml
(21 mmol) 2,6-Lutidin in 300 ml Dichlormethan geldst. Die Reaktion wird durch Zugabe von
500 mg (2.6 mmol) Cul gestartet. Nach drei Stunden (DC: Cyclohexan/Essigsaureethylester
1:1) wird mit Dichlormethan verdiinnt und einmal mit gesittigter KHCOs-Losung extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden iiber MgSO, abfiltriert, eingeengt und im
Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/

Essigsdureethylester 2:1, Sdulendurchmesser: 5.5 cm, Fiillhohe: 7 cm) gereinigt.

Ausbeute: 4.5 g (64 %) farblos, amorph,

Ry =0.43 (Cyclohexan/Essigsdureethylester 1:1),
[a]p?! = -36.1 (0.6, Dichlormethan),
C31H30N4012 (650.59),

ESI-MS (Acetonitril): Mper = 650.19 Mger = 651.10 (M+H)",

'H-NMR (270 MHz, [Ds]-DMSO): & = 9.24 (s, 1H, =CH'), 7.89-7.82 (m, 4H, Pht), 7.39 (d,
J= 8.0 Hz, 2H, MPM-2/6), 6.95 (d, J= 8.0 Hz, 2H, MPM-3/5), 6.86 (d, Ji» = 9.9 Hz, 1H,
H-1B), 5.85 (dd, Jo3 = J34= 9.8 Hz, 1H, H-3), 5.33 (dd, J54 = J4s = 9.8 Hz, 1H, H-4), 5.29-
5.13 (m, 3H, CH,0, H-2), 4.44 (m, 1H, H-5), 4.23-4.13 (m, 2H, H-6a/b), 3.76 (s, 3H, OMe),
2.04,2.02, 1.81 (3s, 9H, OAc),

C-NMR (67.5 MHz, [D¢]-DMSO): & = 170.0, 169.6, 169.3 (C=0 OAc), 159.5 (C-4 MPM),
159.3 (C=0 Triazol), 139.4 (C-4"), 135.2 (C-4/5 Pht), 130.3 (C-2/6 MPM), 128.5 (C-5"),
127.4 (C-1 MPM), 123.7, 123.6 (C-3/6 Pht), 113.8 (C-3/5 MPM), 82.2 (C-1), 73.8 (C-5), 69.8
(C-3), 67.7 (C-4), 66.1 (CH,0), 61.5 (C-6), 5.1 (OMe), 53.1 (C-2), 20.4, 20.3, 19.9 (OAc).
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N'-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-deoxy-2-phthalimido- f-D-glucopyranosyl)-1,2,3-triazol 74
Ac3;GlcNPht-Triaz

300 mg (0.46 mmol) Methoxybenzylester 70 werden zusammen mit 500 mg (5.3 mmol)
Phenol 36 Stunden (DC: Cyclohexan/Essigsdureethylester 1:1) bei 90 °C geriihrt. Nach dem
Abkiihlen wird das Reaktionsgemisch in Dichlormethan aufgenommen und zweimal mit
gesittigter Na,CO;-Losung extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber
MgSO; abfiltriert, eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird mittels
Flashchromatographie (Cyclohexan/Essigsdureethylester 1:1, Sdulendurchmesser: 3.5 cm,

Fiillhohe: 6 cm) gereinigt.

Ausbeute: 212 mg (95 %) farblos, amorph,
R¢s=0.29 (Cyclohexan/Essigsdureethylester 1:1),
[a]p”” = +14.5 (0.5, Dichlormethan),
CnH2N4Oyg (486.43),

ESI-MS (Acetonitril): Myer = 486.14 Mger = 509.09 (M+Na)",

'H-NMR (270 MHz, [Dg]-DMSO): & = 8.49 (d, J < 1 Hz, 1H, H-5"), 7.95-7.80 (m, 4H, Pht),
7.74 (d, J< 1 Hz, 1H, H-4"), 6.84 (d, Ji, = 9.9 Hz, 1H, H-1p), 5.84 (dd, Jo3=9.9 Hz, J34=
9.5 Hz, 1H, H-3), 5.32 (dd, J34=9.5 Hz, J45=9.9 Hz, 1H, H-4), 5.12 (dd, J12,=9.9 Hz, J,53 =
9.5 Hz, 1H, H-2), 4.45 (m, 1H, H-5), 4.25-4.10 (m, 2H, H-6a/b), 2.04, 2.02, 1.81 (3s, 9H,
OAc),

3C-NMR (67.5 MHz, [De]-DMSO): § = 170.0, 169.7, 169.3 (C=0 Ac), 167.2, 166.1 (C=0
Pht), 135.3 (C-4/5 Pht), 134.1 (C-4"), 130.3, 129.8 (C-1/2 Pht), 124.1 (C-5"), 123.8, 123.6
(C-3/6 Pht), 81.8 (C-1), 73.8 (C-5), 70.0 (C-3), 67.8 (C-4), 61.5 (C-6), 53.3 (C-2), 20.5, 20.4,
20.0 (OAc).
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N'-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-deoxy-2-phthalimido- f-D-glucopyranosyl)-1,2,3-triazol-4, 5-
dicarbonsdure 76

Ac;GIeNPht-Triaz-(CO,H),

200 mg (0.29 mmol) tert-Butylester 75 werden in 20 ml Ameisensdure geldst. Nach drei
Stunden (DC: Dichlormethan/Methanol 10:1) wird die Ameisensdure abdestilliert und der
Riickstand mittels Flashchromatographie (Dichlormethan/Methanol 6:1, Sdulendurchmesser:
3 cm, Fiillhdhe: 5 cm) gereinigt. Nachdem im Produkt (105 mg, 63 %) noch ca. 10 %
Verunreinigung enthalten sind, werden diese mittels HPLC (YMC: ODS-A, 250 x 20 mm,
120 A, S-05 um; FluB: 9.5 ml/min Wasser/Acetonitril, 0.1 % Ameisensiure; 30-90 % Aceto-

nitril in 50 Minuten) abgetrennt.

Ausbeute: 81 mg (48 %) farblos, amorph,
R¢=0.40 (Dichlormethan/Methanol 6:1),
C24H22N4013 (57445),

ESI-MS (neg., Acetonitril): Myper = 574.12 Mger = 573.07 (M-H),

'H-NMR (360 MHz, [D¢]-DMSO): & = 7.82-7.79 (m, 4H, Pht), 7.40 (d, br, 1H, H-1), 5.81
(dd, Jo5 = 10.0 Hz, J34= 9.7 Hz, 1H, H-3), 5.29 (dd, J1» = J>3 = 10.0 Hz, 1H, H-2), 5.18 (dd,
Jsa=Jss=9.7 Hz, 1H, H-4), 4.26 (dd, Jgem = 12.5 Hz, Jyic = 4.8 Hz, 1H, H-6a), 4.17 (m, 1H,
H-5), 4.05 (dd, Jgem = 12.5 Hz, Jyic < 1 Hz, 1H, H-6b), 2.03, 2.01, 1.82 (3s, 9H, OAc),

3C-NMR (90 MHz, [D¢]-DMSO): § = 170.1, 169.8, 169.2 (C=0 OAc), 166.1, 165.0 (C=O
Pht), 161.7 (C=0 Triazol), 135.1 (C-4/5 Pht), 130.6, 130.2 (C-1/2 Pht), 123.6 (C-3/6 Pht),
80.6 (C-1), 73.9 (C-5), 70.7 (C-3), 67.9 (C-4), 61.8 (C-6), 52.0 (C-2), 20.5, 20.4, 20.1 (OAc).
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N'-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosyl)-4-(p-methoxybenzyloxy-
carbonyl)-1,2,3-triazol 70

N'-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosyl)-5-(p-methoxybenzyloxy-
carbonyl)-1,2,3-triazol 77

Ac3GIcNPht-Triaz-CO,MPM (Isomerengemisch)

1.25 g (2.7 mmol) Azid 55 werden zusammen mit 550 mg (2.9 mmol) Alkin 69 in 7 ml
Toluol bei 90 °C geriihrt. Nach vier Tagen (DC: Hexan/Aceton 3:2) wird eingeengt und das
Rohprodukt mittels Flashchromatographie (Hexan/Essigsaureethylester 2:1 — Aceton, Sdulen-

durchmesser: 4.5 cm, Fiillhohe: 9 cm) gereinigt.

Ausbeute: 120 mg (8 %) 77, farblos, amorph,
410 mg (26 %) Mischfraktion,

850 mg (52 %) 70,

R¢ (77) = 0.39 (Hexan/Aceton 3:2),

R¢(70) = 0.32 (Hexan/Aceton 3:2),

70: vgl. S. 122

77

[a]p’! =+76.4 (0.5, Dichlormethan),
C31H30N401; (650.59),

ESI-MS (Acetonitril): Mper = 650.19 Mger = 673.26 (M+Na)’,

'"H-NMR (270 MHz, [D¢]-DMSO): § = 8.35 (s, 1H, =CH"), 7.87-7.82 (m, 4H, Pht), 7.45 (d,
J53 = 8.6 Hz, 2H, MPM-2/6), 7.25 (d, Ji, = 10.0 Hz, 1H, H-1p), 6.98 (d, J»5= 8.6 Hz, 2H,
MPM-3/5), 5.78 (dd, Jo3= 10.0 Hz, J34= 9.7 Hz, 1H, H-3), 5.35 (s, 2H, CH,0), 5.32 (dd,
Jia= Jiz= 10.0 Hz, 1H, H-2), 5.20 (dd, J34= Jss= 9.7 Hz, 1H, H-4), 421 (dd, Jeem =
12.2 Hz, Jyc = 3.8 Hz, 1H, H-6a), 4.10-3.98 (m, 2H, H-5, H-6b), 3.77 (s, 3H, OMe), 2.02,
2.00, 1.83 (3s, 9H, OAc),
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3C-NMR (67.5 MHz, [Ds]-DMSO): § = 169.9, 169.8, 169.2 (C=0 OAc), 159.5 (C-4 MPM),
156.8 (C=O Triazol), 138.5 (C-4"), 135.1 (C-4/5 Pht), 130.5 (C-2/6 MPM), 129.0 (C-1
MPM), 126.8 (C-5"), 123.7 (C-3/6 Pht), 114.0 (C-3/5 MPM), 81.1 (C-1), 74.1 (C-5), 70.4
(C-3), 67.6 (C-4), 67.3 (CH,0), 61.0 (C-6), 55.2 (OMe), 51.7 (C-2), 20.4, 20.4, 20.0 (OAc).

N'-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosyl)-4, 5-di-
(benzyloxycarbonyl)-1,2,3-triazol 80

Ac3GIcNPht-Triaz-(CO,Bn),

2.0 g (4.4 mmol) Glycosylazid 55 und 3.0 g (10 mmol) Dibenzylacetylendicarboxylat werden
in 20 ml Toluol suspendiert. Nach Zugabe eines Reflon-Stabs wird die Mischung in der
Mikrowellenapparatur 50 Minuten mit max. 500 W bei 120 °C bestrahlt, wobei innerhalb von
drei Minuten aufgeheizt wird. Nach Ende der Reaktion (DC: Hexan/Aceton 3:2) wird das
Losungsmittel abdestilliert und der Riickstand mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/

Essigsaureethylester 3:1, Sdulendurchmesser: 4.5 cm, Fiillhohe: 7 cm) gereinigt.

Ausbeute: 2.6 g (80 %) farblos, amorph,
R¢=0.47 (Hexan/Aceton 3:2),

[a]p’! =+22.7 (0.6, Dichlormethan),
CigH34N4043 (754.70),

ESI-MS (Acetonitril): Myer = 754.21 Mger = 777.19 (M+Na)’,

'"H-NMR (270 MHz, [Ds]-DMSO): & = 7.86-7.82 (m, 4H, Pht), 7.41-7.39 (m, 5H, Bn), 7.35-
7.33 (m, 5H, Bn'), 7.02 (d, Ji, = 9.7 Hz, 1H, H-1p), 5.85 (dd, Jo5 = J34= 9.8 Hz, 1H, H-3),
5.36 (s, 2H, CH,0), 5.24 (s, 2H, CH,0), 5.14 (dd, J34 = Jus = 9.8 Hz, 1H, H-4), 5.09 (dd,
Jia=Jo3=10.1 Hz, 1H, H-2), 4.30 (m, 1H, H-5), 4.22 (dd, Jger = 12.8 Hz, Jyic = 4.4 Hz, 1H,
H-6a), 3.99 (dd, Jyem = 11.6 Hz, Jyic < 1 Hz, 1H, H-6b), 2.04, 1.98, 1.82 (3s, 9H, OAc),

3C-NMR (90 MHz, [Ds]-DMSO): & = 169.9, 169.6, 169.1 (C=0 OAc), 158.6, 157.3 (C=0
Triazol), 138.5 (C-47), 135.1 (C-4/5 Pht), 135.0, 134.1 (C-1 Bn), 131.3 (C-5"), 130.5 (C-1/2
Pht), 128.7-128.4 (Bn), 123.7 (C-3/6 Pht), 82.3 (C-1), 74.1 (C-5), 69.7 (C-3), 68.6 (CH,0),
67.4 (C-4), 67.1 (CH,0), 61.1 (C-6), 52.5 (C-2), 20.4, 20.3, 20.0 (OAc).
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N'-(4,6-O-Benzyliden-2-desoxy-2-phthalimido-8-D-glucopyranosyl)-4, 5-di-
(benzyloxycarbonyl)-1,2,3-triazol 82

BenzylidenGlcNPht-Triaz-(CO,Bn),

100 mg (0.24 mmol) Glycosylazid 81 und 130 mg (0.88 mmol) Dibenzylacetylendicarboxylat
werden in 1.4 ml Toluol suspendiert. Nach Zugabe eines Reflon-Stabs wird die Mischung in
der Mikrowellenapparatur 50 Minuten mit max. 500 W bei 120 °C bestrahlt, wobei innerhalb
von drei Minuten aufgeheizt wird. Nach Ende der Reaktion (DC: Hexan/Aceton 3:2) wird das
Losungsmittel abdestilliert und der Riickstand mittels Flashchromatographie (Cyclo-

hexan/Essigsdureethylester 3:1, Sdulendurchmesser: 2 cm, Fiillhdhe: 5 cm) gereinigt.

Ausbeute: 123 mg (72 %) farblos, amorph,
R¢=0.43 (Hexan/Aceton 3:2),

[a]p®® =-29.3 (0.5, Dichlormethan),
C39H32N4010 (716.69),

ESI-MS (Acetonitril): Myer = 716.21 Mger = 739.43 (M+Na)’,

'H-NMR (270 MHz, [Dg]-DMSO): & = 7.95-7.82 (m, 4H, Pht), 7.46-7.32 (m, 15H, Ar), 6.74
(d, Jio = 9.9 Hz, 1H, H-1p), 6.04 (d, Jous = 4.9 Hz, 1H, OH), 5.67 (s, 1H, =CH-Ph), 5.38 (d,
Jgem = 12.0 Hz, 1H, CH,0a), 5.31 (d, Jem = 12.0 Hz, 1H, CH,0b), 5.26 (s, 2H, CH,0), 4.76
(dd, Ji,= 9.9 Hz, J,3= 9.7 Hz, 1H, H-2), 4.55 (m, 1H, H-3), 4.22 (dd, Jgem = 9.8 Hz, Jyic =
4.4 Hz, 1H, H-6a), 3.78 (m, 1H, H-5), 3.67-3.58 (m, 2H, H-4, H-6b),

3C-NMR (90 MHz, [D]-DMSO): § = 167.8, 166.6 (C=0 Pht), 158.6, 157.8 (C=0 Triazol),
137.4, 137.3, 135.0 (C,-Ar), 134.8 (C-4/5 Pht), 134.2, 131.6, 131.1, 130.4 (C4-Ar), 129.1-
128.2, 126.3 (Ar), 123.6, 123.3 (C-3/6 Pht), 100.8 (=CH-Ph), 83.7 (C-1), 79.8 (C-4), 69.2
(C-5), 68.6 (CH,0), 67.2 (C-3), 67.0 (CH>0), 66.9 (C-6), 56.3 (C-2).
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N'-(2-Desoxy-2-phthalimido- 5-D-glucopyranosyl)-4, 5-di-(benzyloxycarbonyl)-1,2, 3-triazol 83
GlcNPht-Triaz-(CO,Bn);

100 mg (0.14 mmol) Benzylidenacetal 82 werden in 10 ml Acetonitril aufgenommen und mit
einer Losung von 560 mg (2.9 mmol) p-TosOH*H,0 in 22 ml Acetonitril versetzt. Nach 15
Minuten Riihren (DC: Cyclohexan/Essigsdureethylester 1:1) wird mit 0.5 ml (6.1 mmol)
Pyridin die Séure neutralisiert, das Ldsungsmittel abdestilliert und der Riickstand mit
gesittigter Kochsalzlosung extrahiert. Die organische Phase wird iiber MgSO, abfiltriert,
eingedampft und im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird mittels Flash-
chromatographie (Cyclohexan/Aceton 1:1, Sadulendurchmesser: 2 cm, Fiillhdhe: 5 cm)

gereinigt.

Ausbeute: 70 mg (80 %) farblos, amorph,
R¢=0.34 (Cyclohexan/Aceton 1:1),
C32HasN4O1 (628.59),

ESI-MS (Acetonitril): Mper = 628.18 Mger = 651.29 (M+Na)’,

'H-NMR (270 MHz, [Dg]-DMSO): & = 7.84-7.81 (m, 4H, Pht), 7.38-7.37 (m, SH, Bn), 7.34-
7.33 (m, 5H, Bn), 6.63 (d, J1» = 9.9 Hz, 1H, H-1B), 5.77 (d, Jons = 4.5 Hz, 1H, OH-3), 5.45
(d, Jons = 5.4 Hz, 1H, OH-4), 5.31 (s, 2H, CH,0), 5.23 (s, 2H, CH,0"), 4.75 (m, 1H, OH-6),
4.64 (dd, J12 = Jo3 = 9.9 Hz, 1H, H-2), 4.22 (m, 1H, H-3), 3.68 (m, 1H, H-6a), 3.57-3.50 (m,
2H, H-5, H-6b), 3.40 (m, 1H, H-4),

3C-NMR (67.5 MHz, [D]-DMSO): & = 168.0, 166.6 (C=0 Pht), 158.8, 157.7 (C=O Triazol),
137.8 (C-4T), 135.0 (C-1 Bn), 134.8, 134.7 (C-4/5 Pht), 134.2 (C-1 Bn'), 131.5 (C-5"), 131.2,
130.6 (C-1/2 Pht), 128.6-128.3 (Bn), 123.4, 123.8 (C-3/6 Pht), 83.2 (C-1), 80.8 (C-5), 70.6
(C-3), 69.3 (C-4), 68.6 (CH,0), 67.0 (CH,0), 60.2 (C-6), 55.9 (C-2).
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3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- , f-D-glucopyranosylfluorid
(Anomerengemisch) 72

Ac3;GIcNPhtF

600 mg (0.79 mmol) Triazol 80 werden in 15 ml absolutem Dichlormethan geldst und in
einem Plastikgefa3 auf 0 °C gekiihlt. Die Reaktion wird durch Zugabe von 3 ml HF*Pyridin
(70 % HF) gestartet und 30 Minuten bei 0 °C kriftig geriihrt, anschlieBend (DC: Hexan/
Aceton 3:2) wird das Eisbad entfernt. Nach einer weiteren Stunde wird mit Dichlormethan
verdiinnt, je einmal mit 1M HCI und gesittigter KHCOs-Ldsung extrahiert, iiber MgSO,
abfiltriert, eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird mittels Flash-
chromatographie (Cyclohexan/Essigsdureethylester 3:1, Saulendurchmesser: 3.5 cm, Fiill-

hohe: 7 cm) gereinigt.

Ausbeute: 295 mg (85 %), farblos amorph, It. 'H-NMR zu 50 % o.

3,4,6-Tri-O-acetyl-2-deoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosylazid 55
Ac3;GlcNPhtN3

200 mg (0.27 mmol) Triazol 80 werden zusammen mit 150 pl (1.13 mmol) TMSN3 in 5 ml
absolutem Dichlormethan geldst und mit 103 ul (0.53 mmol) TMSOTY versetzt. Nach 24
Stunden (DC: Cyclohexan/Essigsdureethylester 1:1) werden 50 pul (0.57 mmol) TfOH
zugetropft und es wird eine weitere Stunde geriihrt. Die Reaktionsmischung wird verdiinnt, je
einmal mit 1M HCIl und gesittigter KHCO;-Losung extrahiert, iber MgSO, abfiltriert,
eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird mittels Flashchromatogra-

phie (Cyclohexan/Aceton 3:1, Sdulendurchmesser: 2 cm, Fiillhdhe: 6 cm) gereinigt.

Ausbeute: 95 mg (78 %), farblos amorph.
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N'-[O-(4,6-O-Benzyliden- f-D-mannopyranosyl)-(1 —4)-O-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-
phthalimido- -D-glucopyranosyl)-(1—4)-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-
glucopyranosyl)]-4,5-di-(benzyloxycarbonyl)-1,2,3-triazol 84

B-BenzylidenMan-3-Bn,GlcNPht--Bn,GlcNPht-Triaz-(CO,Bn);

410 mg (0.33 mmol) Azid 2 und 180 mg (0.61 mmol) Dibenzylacetylendicarboxylat werden
in 1.5 ml Toluol suspendiert. Nach Zugabe eines Reflon-Stabs wird die Mischung in der
Mikrowellenapparatur 50 Minuten mit max. 500 W bei 120 °C bestrahlt, wobei innerhalb von
drei Minuten aufgeheizt wird. Nach Ende der Reaktion (DC: Cyclohexan/Essigsdureethylester
1:1) wird das Losungsmittel abdestilliert und der Riickstand mittels Flashchromatographie
(Cyclohexan/Essigsdureethylester 3:2, Sdulendurchmesser: 3.5 cm, Fiillh6he: 5 cm) gereinigt.

Ausbeute: 440 mg (87 %) farblos, amorph,
R¢=0.40 (Cyclohexan/Essigsdureethylester 1:1),
[a]p”! = -12.0 (0.6, Dichlormethan),
Cg7H79N50,; (1530.6),

ESI-MS (Acetonitril): Mper = 1529.53 Mger = 1552.22 (M+Na)’,

'H-NMR (360 MHz, [D¢]-DMSO): & = 8.00-7.63 (m, 8H, Pht), 7.43-7.20 (m, 20H, Ar), 7.15-
7.10 (m, 5H, Ar), 6.95-6.84 (m, 8H, Ar), 6.77-6.72 (m, 2H, Ar), 6.50 (d, Ji>= 9.9 Hz, 1H,
H-1'B), 5.52 (s, 1H, =CH-Ph), 5.23 (d, J1» = 7.7 Hz, 1H, H-1°B), 5.18 (s, 2H, CH,0-4"), 5.08
(d, J= 7.1 Hz, 2H, CH,0-5"), 4.99 (d, Jou. = 3.8 Hz, 1H, OH-2’), 4.94 (d, Jous = 6.8 Hz,
1H, OH-3°), 4.84-4.79 (m, 2H, 2 CH,0a), 4.76 (dd, Ji, = 9.9 Hz, J,5 = 10.1 Hz, 1H, H-2"),
4.62 (d, Ji2< 1 Hz, 1H, H-1°), 4.61 (s, 2H, CH,0), 4.48-4.39 (m, 3H, 2x CH,Ob, CH,0a),
4.31 (d, Jgem = 12.4 Hz, 1H, CH,0b), 4.26 (dd, J34 = Ju5= 9.5 Hz, 1H, H-4"), 4.21-4.16 (m,
2H, H-3', H-3%), 4.06-3.97 (m, 3H, H-6a°, H-4%, H-2%), 3.83-3.77 (m, 2H, H-6a%, H-2%), 3.71
(dd, J34= Jas= 9.4 Hz, 1H, H-4%), 3.67 (m, 1H, H-6b%), 3.60-3.53 (m, 3H, H-6b’, H-3°,
H-5"), 3.39-3.30 (m, 2H, H-5%, H-6a"), 3.23 (dd, Jgem = 10.4 Hz, Js 4, < 1 Hz, 1H, H-6b"), 3.10
(m, 1H, H-5%),

3C-NMR (90 MHz, [D]-DMSO): & = 168.1, 167.4, 167.3, 166.1 (C=O Pht), 158.5, 157.3
(C=0 Triazol), 138.4, 138.3, 137.9, 137.9, 137.7, 135.0 (C4-Ar), 135.0, 135.0 (C-4/5 Ph),
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134.2, 131.6, 130.8, 130.8, 130.6, 130.2 (C,-Ar), 128.8-126.0 (C-Ar), 123.6, 123.5 (C-3/6
Pht), 101.0 (=CH-Ph), 100.4 (C-1%), 96.3 (C-1%), 82.8 (C-1"), 78.3 (C-4%), 77.2 (C-4%), 76.4
(C-5"), 75.9 (C-3%), 75.8 (C-3"), 74.6 (C-5%), 74.0 (C-4"), 73.9, 73.7, 72.2, 71.5 (CH,0), 70.9
(C-2%), 69.9 (C-3%), 68.3 (CH,0-5"), 67.8 (C-6%, C-6°), 67.2 (C-6"), 66.9 (CH,0-4"), 66.8
(C-5%), 56.0 (C-27), 53.6 (C-2").

N'-[O-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-(1 —2)-O-(3,4, 6-tri-
O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1-—>3)-O-(4,6-O-benzyliden- f-D-mannopyranosyl)-(1—>4)-
O-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-(1 —4)-(3,6-di-O-benzyl-2-
desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)]-4,5-di-(benzyloxycarbonyl)-1,2, 3-triazol 85

-Ac;GlcNPht-a-AcsMan-B-benzylidenMan-3-Bn,GlcNPht--Bn,GlcNPht-Triaz-(CO,Bn),

100 mg (65.3 umol) Trisaccharid 84 und 114 mg (127 umol) Trichloracetimidat 4 werden
zusammen mit 200 mg ausgeheiztem und gemdrsertem Molekularsieb 4 A unter Argon-
Atmosphére in 2 ml absolutem Dichlormethan suspendiert und 30 Minuten bei -10 °C gertihrt.
Die Reaktion wird durch Zutropfen von 50 ul gesittigter TfOH in Dichlormethan gestartet.
Nach 15 Minuten (DC: Hexan/Aceton 1:1) wird verdiinnt, iiber Celite abfiltriert, mit
gesittigter KHCO;-Losung extrahiert, iiber MgSO, abfiltriert, eingedampft und im Hoch-
vakuum getrocknet. Der Riickstand wird mittels Flashchromatographie (Hexan/Aceton 2:1,

Saulendurchmesser: 2.5 cm, Fiillhohe: 6 cm) gereinigt.

Ausbeute: 98 mg (67 %) farblos, amorph,
Ry=0.54 (Hexan/Aceton 1:1),

[a]p”! =-26.1 (1.2, Dichlormethan),
Ci119H114N6O35 (2236.2),

ESI-MS (Acetonitril): Mper = 2234.72 Mger = 2257.36 (M+Na)",

'H-NMR (360 MHz, [Ds]-DMSO): & = 8.00-7.79 (m, 12H, Pht), 7.69-7.57 (m, 3H, Ar), 7.51-
7.20 (m, 17H, Ar), 7.16-7.05 (m, 5H, Ar), 7.01-6.84 (m, 8H, Ar), 6.82-6.75 (m, 2H, Ar), 6.50
(d, Ji2=9.9 Hz, 1H, H-1'B), 5.63 (s, IH, =CH-Ph), 5.52 (dd, J»3 = J34 = 10.0 Hz, 1H, H-3°),
5.24-520 (m, 2H, OH-2°, H-1%), 5.18 (s, 2H, CH,0-4"), 5.08 (d, Jem= 7.3 Hz, 2H,
CH,0-5"), 5.01 (dd, Jo3 = 3.0 Hz, J34 = 9.4 Hz, 1H, H-3%), 4.95 (d, J1, = 8.6 Hz, 1H, H-1°p),
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4.92-4.73 (m, 6H, H-4*, H-4>, CH,0a, CH,0a, H-1%, H-2"), 4.65-3.94 (m, 17H, CH,0, H-1°,
CH,Ob, CH,Ob, CH,0, H-4', H-3!, H-3% H-2°, H-6a°, H-6a’, H-2%, H-4%, H-2*, H-5"), 3.89
(dd, J34 = Jas= 8.9 Hz, 1H, H-4%), 3.83-3.69 (m, 4H, H-6a’, H-2*, H-6b°, H-6b%), 3.66-3.48
(m, 5H, H-6b°, H-6a*, H-6b*, H-3°, H-5"), 3.38-3.29 (m, 2H, H-5*, H-6a"), 3.23 (dd, Jeem =
10.1 Hz, Jss < 1 Hz, 1H, H-6b"), 3.11 (m, 1H, H-5"), 2.63 (m, 1H, H-5%), 2.05-1.80 (6s, 18H,
OAc),

BC-NMR (90 MHz, [D¢]-DMSO): & = 169.9, 169.8, 169.6, 169.2 (C=0 Ac), 168.1, 167.4,
167.3, 167.1, 166.1 (C=0 Pht), 158.5, 157.2 (C=0 Triazol), 138.3, 138.2, 138.0, 138.0, 137.9,
137.9, 137.8, 137.7, 135.0 (C,-Ar), 135.0, 134.9, 134.5 (C-4/5 Pht), 134.1, 131.6, 131.2,
130.8, 130.8, 130.6, 130.2 (C,-Ar), 129.5, 128.4-126.6 (C-Ar), 123.5-123.1 (C-3/6 Pht), 101.1
(=CH-Ph), 99.6 (C-1°), 97.6 (C-1%), 96.3 (C-1%), 95.4 (C-1°), 82.8 (C-1"), 77.8 (C-3%), 77.3
(C-4%), 76.9 (C-4%), 76.4 (C-5"), 75.8 (C-3%), 75.7 (C-3"), 74.6 (C-5), 73.9 (C-4"), 73.6, 73.4
(CH,0), 73.0 (C-2%, 72.4, 72.1 (CH,0), 70.8 (C-5°), 69.8 (C-2*), 69.5 (C-3%), 69.0 (C-3%),
68.3 (CH,0-5"), 68.3 (C-4°), 67.8 (C-6°, C-6"), 67.6 (C-5), 67.2 (C-6"), 66.9 (CH,0-4"), 66.1
(C-5%), 65.1 (C-4%), 62.0 (C-6"), 61.2 (C-6"), 55.9 (C-2%), 53.7 (C-2', C-2°), 20.5-20.1 (OAc).

N'-[O-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-O-(3,4, 6-tri-
O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1—3)-O-(2-O-acetyl- f-D-mannopyranosyl)-(1 —4)-O-(3, 6-
di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-(1 —4)-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-
2-phthalimido-f-D-glucopyranosyl)]-4,5-di-(benzyloxycarbonyl)-1,2,3-triazol 87

B-Ac;GlcNPht-a-AcsMan-f-AcMan-3-Bn,GlcNPht--Bn,GlcNPht-Triaz-(CO,Bn);

100 mg (45 pumol) Pentasaccharid 85 werden in einem Gemisch aus 1 ml Pyridin und 0.5 ml
Essigsdureanhydrid geldst. Nach 16 Stunden (LC/MS) Riihren wird eingeengt, dreimal mit
Toluol codestilliert und im Hochvakuum getrocknet. Der Riickstand wird in 2 ml Acetonitril
aufgenommen und eine Losung von 180 mg (0.95 mmol) p-TosOH*H,0O in 7 ml Acetonitril
zugegeben. Nach 30 Minuten (DC: Hexan/Aceton 1:1) wird mit 300 ul Pyridin neutralisiert
und eingedampft. Der Riickstand wird in Dichlormethan aufgenommen und je einmal mit 1 N
HCI und gesittigter KHCOs-Losung extrahiert, iiber MgSOj, abfiltriert, eingedampft und im
Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird mittels Flashchromatographie (Hexan/Aceton

5:2, Sdulendurchmesser: 2 cm, Fiillh6he: 8 cm) gereinigt.
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Ausbeute: 74 mg (76 %) farblos, amorph,

Ry (Acetylierung) = 0.54 (Hexan/Aceton 1:1),

R¢ (Hydrolyse) = 0.46 (Hexan/Aceton 1:1),

[a]p?! =-12.8 (0.4, CH,Cl,),

C114H112N6O39 (2190.1),

LC-MS (C4): tr(Edukt) = 18.5 min (50-95%),

LC-MS (C4): tr(Acetylierung) = 19.1 min (50-95%),

ESI-MS (Acetylierung, Acetonitril): Myer = 2276.73 Mger = 2300.09 (M+Na)”,

ESI-MS (Hydrolyse, Acetonitril): My = 2188.70 Mger = 2211.61 (M+Na)+,

'H-NMR (360 MHz, [D¢]-DMSO): & = 7.99-7.60 (m, 12H, Pht), 7.35-7.03 (m, 20H, Ar),
6.95-6.70 (m, 10H, Ar), 6.48 (d, Ji>=9.9 Hz, 1H, H-1'B), 5.66 (dd, J,3=J34 = 10.0 Hz, 1H,
H-3%), 5.47 (d, Jous = 5.3 Hz, 1H, OH-4%), 5.32 (d, J1» = 8.8 Hz, 1H, H-1°B), 5.21-5.11 (m,
4H, CH,0-4", H-1?, H-2*), 5.09 (d, Jgem= 3.6 Hz, 2H, CH,0-5"), 5.02 (dd, J34= Jys5=
10.0 Hz, 1H, H-4%), 497 (dd, J34= Jas= 103 Hz, 1H, H-4%), 4.92-4.86 (m, 2H, H-1%,
CH,0a), 4.80-4.65 (m, 4H, CH,Ob, H-2', H-3*, H-1°), 4.54-4.45 (m, 3H, CH,O, OH-6"), 4.42
(d, Jgem = 12.4 Hz, 1H, CH,0a), 4.36-3.93 (m, 12H, CH,0, CH,Ob, H-6a°, H-2*, H-4', H-3',
H-2°, H-3%, H-4%, H-6b°, H-2%), 3.89 (m, 1H, H-5%), 3.79 (m, 1H, H-5%), 3.72-3.63 (m, 4H,
H-6a", H-6b*, H-6a°, H-6a'), 3.60-3.43 (m, 5H, H-4°, H-6b', H-6b>, H-5', H-3°), 3.29 (m, 1H,
H-6a%), 3.20 (m, 2H, H-6b*, H-5%), 3.06 (m, 1H, H-5"), 2.10-1.80 (7s, 21H, OAc),

BC-NMR (90 MHz, [D¢]-DMSO): & = 170.1, 169.9, 169.9, 169.7, 169.6, 169.3, 169.2 (C=0
Ac), 168.1, 167.3, 166.1 (C=0 Pht), 158.5, 157.2 (C=0 Triazol), 138.4, 138.1, 137.9, 137.8,
137.6, 134.9 (C4-Ar), 134.9, 134.8 (C-4/5 Pht), 134.1, 131.6, 130.8, 130.6, 130.2 (C4-Ar),
128.4-127.0 (C-Ar), 123.5 (C-3/6 Pht), 97.5 (C-1%), 97.2 (C-1%), 96.2 (C-1%), 96.0 (C-1°), 82.7
(C-1Y), 76.6-76.4 (C-5°, C-3%, C-4%, C-3%), 75.8 (C-3"), 74.4 (C-57), 74.1 (C-4"), 73.9 (CH,0),
73.4 (C-2%, 72.2 (CH,0), 71.6 (CH0), 71.0 (C-5°), 70.6 (C-2*), 69.7 (C-5"), 69.1 (C-3°),
68.6 (C-3%), 68.3 (CH,0-5', C-4%), 68.0 (C-5%, 67.6 (C-6"), 67.3 (C-6°), 66.9 (CH,0-4"), 66.8
(C-4%), 64.6 (C-4%), 61.9 (C-6"), 61.7 (C-6%), 60.3 (C-6), 55.9 (C-2%), 53.6 (C-2", C-2°), 20.6-
20.1 (7 OAc).
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N'-{0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- f-D-glucopyranosyl)-(1—2)-O-(3,4, 6-tri-
O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1-—>3)-O-[(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-
glucopyranosyl)-(1—->2)-0-(3,4,6-tri-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1—-6)]-O-(2-O-acetyl-
[-D-mannopyranosyl)-(1—4)-O-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-
glucopyranosyl)-(1—>4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl}-4, 5-
di-(benzyloxycarbonyl)-1,2,3-triazol 88

B-Ac;GlcNPht-a-AcsMan-1,3-(B-AcsGlcNPht-a-AcsMan-1,6)-B-AcMan-p-Bn,GlcNPht-f3-
Bn,GIcNPht-Triaz-(CO,Bn),

33 mg (15 umol) Pentasaccharid 87 und 20 mg (23 pmol) Trichloracetimidat 4 werden
zusammen mit 50 mg ausgeheiztem und gemorsertem Molekularsieb 4 A unter Argon-Atmo-
sphére in 4 ml absolutem Dichlormethan suspendiert und 30 Minuten bei -45 °C geriihrt. Die
Reaktion wird durch Zutropfen von 10 pl gesittigter TfOH-Losung in Dichlormethan
gestartet. Nach fiinf Minuten (DC: Hexan/Aceton 1:1) wird verdiinnt, iiber Celite abfiltriert,
mit gesittigter KHCO;-Losung extrahiert, iiber MgSQ, abfiltriert, eingedampft und im
Hochvakuum getrocknet. Der Riickstand wird mittels Flashchromatographie (Hexan/Aceton

2:1, Sdulendurchmesser: 1.5 cm, Fiillhdhe: 7 cm) gereinigt.

Ausbeute: 30 mg (69 %) farblos, amorph,
R¢=0.33 (Cyclohexan/Aceton 1:1),
[a]p”® =-9.2 (1.4, Dichlormethan),
Ci46H147N7056 (2895.7),

ESI-MS (Acetonitril): My = 2893.89 Mger = 2917.96 (M+Na)+,

'H-NMR (360 MHz, [D¢]-DMSO): & = 8.02-7.61 (m, 16H, Pht), 7.36-7.03 (m, 20H, Ar),
6.93-6.69 (m, 10H, Ar), 6.47 (d, Jio=9.9 Hz, 1H, H-1"), 5.68 (dd, J,3=Js4= 10.0 Hz, 1H,
H-3%), 5.60 (d, br, 1H, OH-4"), 5.56 (dd, Jo3= J34= 10.0 Hz, 1H, H-3%), 5.33 (d, J1,=
8.3 Hz, 1H, H-1%), 5.23 (d, J1» = 8.3 Hz, 1H, H-1°), 5.17 (s, 2H, CH,0-4"), 5.15-4.88 (m, 9H,
H-1%, H-2°, CH,0-5", H-4°, H-4", H-3*, H-4", H-4"), 4.87-4.81 (m, 2H, H-1, CH,0a), 4.76-
4.69 (m, 2H, H-2', H-3%), 4.66-4.59 (m, 2H, CH,0a', H-1%), 4.55-4.35 (m, 5H, CH,O0,
CH,Ob', CH,Ob, H-1%), 4.30-3.87 (m, 15H, CH,0, H-6a’, H-2*, H-2°, H-3!, H-2°, H-4',
H-2*%, H-6a°, H-3% H-2% H-6b°, H-4%, H-5%), 3.81 (m, 1H, H-5%), 3.76-3.40 (m, 14H, H-6a",
H-6b*, H-6b”, H-6a°, H-6b°, H-5*, H-6a, H-6a*, H-4°, H-5', H-6b%, H-3°, H-5°, H-6b"),
3.27-3.16 (m, 3H, H-6a', H-5°, H-5%), 3.10 (m, 1H, H-6b"), 2.03-1.80 (13s, 39H, OAc),
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PC-NMR (90 MHz, [D¢]-DMSO): & = 170.1, 169.9, 169.9, 169.9, 169.7, 169.7, 169.7, 169.4,
169.3, 169.3, 169.2, 169.1 (C=0 Ac), 167.9, 167.4, 167.1, 167.0, 166.1 (C=O Pht), 158.5,
157.2 (C=0 Triazol), 138.2, 138.1, 137.9, 137.8, 137.7, 135.0 (C,-Ar), 134.9, 134.7 (C-4/5
Pht), 134.1, 131.6, 130.8, 130.6, 130.5, 130.2 (Cy-Ar), 128.6-126.9 (C-Ar), 123.5 (C-3/6 Pht),
97.8 (C-1%, 97.2 (C-1%), 96.9 (C-1°), 96.5 (C-1?), 96.1 (C-1°, C-17), 82.7 (C-1"), 77.0 (C-4),
76.4 (C-3', C-3%), 75.7 (C-3%), 74.5, 74.4 (C-4', C-5%), 74.1 (CH,0), 73.8 (C-5°), 73.5 (C-2%),
73.4 (CH,0), 72.3 (CH,0), 71.5 (CH,0), 71.0 (C-5°), 70.7 (C-5"), 70.4 (C-2%), 69.6 (C-5',
C-3%, C-37, C-3°), 69.1 (C-3%, 68.6 (C-4°, C-4%), 68.3 (CH,0-5"), 68.1 (C-5%), 67.7 (C-6%),
67.5 (C-5%), 67.1 (C-6', C-6), 67.0 (C-4°), 66.9 (CH,0-4"), 64.6 (C-4%), 64.3 (C-4%), 61.9
(C-6%), 61.8 (C-6%), 61.6 (C-6%), 61.4 (C-6”), 55.6 (C-2%), 53.8 (C-2%), 53.7 (C-2°), 53.6
(C-2"),20.7-20.0 (13 OAc).

O-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-O-(3,4, 6-tri-O-
acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1—3)-O-[(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-
glucopyranosyl)-(1—-»2)-0-(3,4,6-tri-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1 —6) |-O-(2-O-acetyl-
[-D-mannopyranosyl)-(1—>4)-O-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-
glucopyranosyl)-(1-—>4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- o-D-
glucopyranosylfluorid 89

B-Ac;GlcNPht-a-AcsMan-1,3-(B-Ac;GlcNPht-a-AcsMan-1,6)-B-AcMan-p-Bn,GlcNPht-o.-
Bn,GlcNPht-F

38.2mg (13.2 umol) Triazol 88 werden in einem Eppendorfgefil in 0.5 ml absolutem
Dichlormethan 10 Minuten bei 0°C geriihrt. Es werden 50 pl HF-Pyridin-Komplex
zugetropft. Nach einer Stunde unter heftigem Riihren (DC: Hexan/Aceton 2:3) wird die
Eiskiihlung entfernt und eine weitere Stunde geriihrt. Die Reaktionsmischung wird in einen
Teflonscheidetricher mit Dichlormethan, Eis und 1 N HCI iiberfiihrt und extrahiert. Nach
folgender Extraktion mit gesittigter KHCOs-Losung wird {iber MgSO, abfiltriert,
eingedampft und im Hochvakuum getrocknet. Der Riickstand wird mittels Flashchromatogra-

phie (Hexan/Aceton 1.7:1, Sdulendurchmesser: 1.5 cm, Fiillhohe: 7 cm) gereinigt.

Ausbeute: 18.7 mg (55 %, enthélt zu 10 % einfach debenzyliertes Produkt) farblos, amorph,
R¢=0.74 (Cyclohexan/Aceton 2:3),
C123H133FN4052 (25784),

ESI-MS (Acetonitril): Mper = 2576.79 Mer = 2600.31 (M+Na)®,
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'H-NMR (360 MHz, [D¢]-DMSO): & = 7.96-7.70 (m, 16H, Pht), 7.40-6.69 (m, 20H, Ar),
5.71-5.53 (m, 4H, H-3°, H-1', OH-4’, H-3%), 5.32 (d, Ji» = 8.3 Hz, 1H, H-1°), 5.27 (d, Ji2 =
8.3 Hz, 1H, H-1°), 5.19-4.89 (m, 8H, H-1%, H-2’, CH,0a, H-4°, H-4*, H-4*, H-3*, H-4"),
4.86-4.81 (m, 2H, H-1*, CH,0b), 4.71 (dd, J»5 < | Hz, J34 = 7.9 Hz, 1H, H-3%), 4.66-4.59 (m,
2H, CH,0a', H-1°), 4.43-3.25 (39H, CH,Ob', H-1*, CH,0, CH,0, H-6a°, H-2*, H-2°, H-2*,
H-6a°, H-2°, H-3', H-3?, H-6b°, H-2?, H-2', H-4%, H-5°, H-5', H-5*, H-6b°, H-4', H-6a",
H-6b*, H-5%, H-6a*, H-6a, H-5", H-6a°, H-6b°, H-4’, H-3°, H-6b°, H-6b*, H-6a', H-6b',
H-5%, H-5%), 2.03-1.79 (13s, 39H, OAc),

BC-NMR (90 MHz, [D¢]-DMSO): § = 170.1, 170.0, 169.9, 169.9, 169.6, 169.6, 169.6, 169.6,
169.3, 169.2, 169.2, 169.1 (C=0 Ac), 167.9, 167.5, 167.2, 167.1 (C=0O Pht), 138.6, 138.2,
138.1, 138.0, 137.7, 135.4 (C4-Ar), 134.9 (C-4/5 Pht), 130.6 (C4-Ar), 128.5-126.9 (C-Ar),
123.6-123.0 (C-3/6 Pht), 105.8 (aus HMQC, Jcr = 216 Hz, C-1"), 97.8 (C-1%), 97.8 (C-1%),
96.8 (C-1°, C-1%), 96.1 (C-1°, C-17), 77.0 (C-4%), 75.9 (C-3%), 75.7 (C-3%), 74.7 (C-3"), 74.4
(C-5%), 74.1 (C-5%), 73.8 (C-2"), 73.5(C-2%), 72.3 (CH,0), 72.3 (CH,0), 71.8 (CH,0, C-4"),
71.7 (CH,0, C-5"), 71.0 (C-5%), 70.7 (C-5"), 70.4 (C-2%), 69.7 (C-3*, C-3°, C-3°), 69.1 (C-3%),
68.6 (C-4%), 68.4 (C-4"), 68.1 (C-5%), 67.5 (C-5%), 66.9 (C-4%), 66.7 (C-6%), 67.3 (C-6), 67.2
(C-6"), 64.6 (C-4%), 64.3 (C-4%), 61.9 (C-6°), 61.8 (C-6%), 61.6 (C-6"), 61.4 (C-6"), 55.7
(C-2%), 55.1 (aus HMQC, Jcr = 27 Hz, C-2"), 53.8 (C-2°), 53.7 (C-2%), 20.5-20.0 (13 OAc).

8.3. Versuche zu Kapitel 4.3.1

6-Amino-1-hexyl O-(f-D-galactopyranosyl-(1—>4)-2-acetamido-2-desoxy--D-
glucopyranosyl)-(1—2)-O-[ -D-galactopyranosyl-(1—4)-(2-acetamido-2-desoxy- [-D-
glucopyranosyl)-(1—>4)]-a-D-mannopyranosid 92

2,4-(B-Gal-1,4-B-GlcNAc),-a-Man-OHexNH,

Zu einer Losung von 9.3 mg (14 pmol) Trisaccharid 91 in 582 pl Wasser werden 271 pl einer
wilBrigen Losung von BSA (10 mg/ml) und 18 pul einer 1 M NaNsz-Losung pipettiert.
AnschlieBend werden 36 pl einer 0.1 M MnCl,-Losung und 144 pl eines 0.5 M Natriumcaco-
dylatpuffers (pH = 7.4) hinzugefiigt. Weiterhin gibt man 25 mg (41 pmol) UDP-Galactose
(Dinatriumsalz) gelost in 2.5 ml Wasser zu und homogenisiert. Zum Start der Reaktion
werden 27 ul CIAP (E.C. 3.1.3.1, 1000 U/ml) und 54 ul Galactosyltransferase (5 U/ml, E.C.
2.4.1.22) zugegeben. Nach zwei Tagen bei 37 °C (DC: Isopropanol/1M Ammoniumacetat
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4:1) wird die Reaktionsmischung durch Gelfiltrationschromatographie an Pharmacia Hi Load
Superdex 30 (600 x 16 mm, Eluent 0.1M NH4HCOs;, Flu8 750 ul/min; Detektion: 214 und
254 nm) aufgetrennt und das Produkt zweimal lyophilisiert.

Ausbeute: 12.7 mg (93 %) farblos, amorph,
R¢=0.35 (Isopropanol/1M Ammoniumacetat 2:1),
C40H71N3026 (1010.0),

ESI-MS (Wasser): Mper = 1009.43 Mer = 1010.3 (M+H)",

"H-NMR (360 MHz, D,O (mit CH;CN als internem Standard)): & = 4.77 (d, J;, = 1.6 Hz, 1H,
H-1"), 4.50 (d, Ji, = 7.7 Hz, 1H, H-1°), 4.45 (d, J1» = 8.1 Hz, 1H, H-1°B), 4.39 (2d, J,, =
7.8 Hz, 2H, H-1°, H-1%), 4.00 (dd, J,, = 1.6 Hz, J,3 = 3.1 Hz, 1H, H-2"), 3.95-3.90 (m, 2H,
H-6a”, H-6a%), 3.85-3.83 (m, 3H, H-3', H-4°, H-4"), 3.78-3.72 (m, 2H, H-6b*, H-6b%), 3.70-
3.61 (m, 14H, H-2?, H-6a/b’, H-6a/b>, H-5°, H-5°, H-6a', H-aa, H-4*, H-2, H-3%, H-3%,
H-4%), 3.60 (dd, Jo3= 3.3 Hz, Js4= 1.2 Hz, 1H, H-3"), 3.57 (dd, Jo3 = 3.3 Hz, J34= 1.2 Hz,
1H, H-3"), 3.54-3.43 (m, H-5%, H-4', H-5', H-6b', H-5°, H-2°, H-ab, H-2%), 2.90 (t, J =
7.6 Hz, 2H, H-C), 1.98, 1.97 (2s, 6H, OAc), 1.62-1.50 (m, 4H, H-B, H-g), 1.35-1.25 (m, 4H,
H-vy, H-9),

BC-NMR (90 MHz, D,0 (mit CH;CN als internem Standard)): 8 = 174.6, 174.3 (C=0), 102.8
(C-1°, C-1%), 101.5 (C-1%), 99.4 (C-1%), 96.4 (C-1"), 78.5 (C-4%), 78.1 (C-4*), 77.9 (C-4"),
75.9 (C-2Y), 75.3 (C-5°, C-5%), 74.7 (2C-5%, C-5%), 72.4 (C-3°, C-3"), 72.1 (C-3?), 71.9 (C-3?),
71.3 (C-5Y, 70.9 (C-2°, C-2%), 68.5 (C-4°, C-4%), 68.3 (C-3"), 67.8 (C-a0), 60.9 (C-6', C-6°,
C-6), 60.0, 59.9 (C-6% C-6%), 55.0 (C-2"), 54.8 (C-27%), 39.4 (C-C), 28.2 (C-P), 26.6 (C-¢),
25.3,24.9 (C-y, C-5), 22.3,22.0 (NAc).



Experimenteller Teil 138

Synthese der Pentasaccharid-Dendrimer-Konjugate 94

3.5 mg (3.5 pumol) Aminohexylglycosid 92 werden in 35 pl Wasser aufgenommen und mit
365 ul NaHCOs-Losung (10 %) verdiinnt. Die Losung wird mit 200 pl Dichlormethan sowie
5 ul Thiophosgen versetzt und eine Stunde kriftig bei Zimmertemperatur geriihrt. Nach
vollstdndigem Umsatz (DC: Isopropanol/1M Ammoniumacetat 2:1) wird zentrifugiert und die
wafirige Phase abpipettiert. Die organische Phase wird zweimal mit je 200 ul NaHCO:;-
Losung (10 %) versetzt und zentrifugiert. Die vereinigten wélrigen Phasen werden dreimal
mit je 200 pul Dichlormethan versetzt, extrahiert und zentrifugiert. Die organischen Phasen

werden abgetrennt und verworfen.

AnschlieBend wird die jeweilige Menge an Isocyanatlosung zu einer Ldsung von 6 mg
SuperFect™ in 60 ul Wasser zugesetzt. Nach Beendigung der Reaktion (DC: Isopropanol/1M
Ammoniumacetat 2:1) wird durch Gelfiltrationschromatographie an Pharmacia Hi Load
Superdex 30 (600 x 16 mm, Eluent 0.1M NH4HCOs;, FluBl 750 pl/min; Detektion: 214 und
254 nm) aufgetrennt und anschlieBend lyophilisiert.

Tabelle 5: Ausbeuten und Beladungsgrade der Kohlenhydrat-SuperFect™-Kopplung.

Isocyanat Ausbeute Kohlenhydrateinheiten

Konjugat [pl] [mg] pro Dendrimer
1 150 3.5 2.3
2 250 3.9 3.6

3 350 3.9 6.5
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8.4. Versuche zu Kapitel 5.3
4""-O-Methyldiginatin 96

5.0 g (6.3 mmol) Diginatin 95 werden zusammen mit 1.6 g (6.4 mmol) Dibutylzinnoxid drei
Stunden in 100 ml absolutem Methanol unter RiickfluB gekocht. Das Losungsmittel wird im
Vakuum abgedampft, das entstandene Stannylenacetal zweimal mit Toluol codestilliert, mit
1.5 g (9.9 mmol) CsF versetzt und im Hochvakuum getrocknet. Der Riickstand wird unter
Eiskiihlung in 100 ml DMF geldst und mit 19 ml (310 mmol) Methyliodid versetzt. Nach 15
Stunden Riihren bei Zimmertemperatur (DC: Dichlormethan/Methanol 7:1) werden zu der
entstandenen Suspension 20 ml Wasser gegeben und 10 Minuten geriihrt. Die Losung wird
mit Chloroform verdiinnt und je einmal mit 1 M HCI, gesittigter KHCOs-Losung und
gesittigter Kochsalzlosung extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber
MgSO; abfiltriert, eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird mittels
Flashchromatographie (Hexan/Aceton 1:1 — 1:2, Sdulendurchmesser: 7 cm, Fiillhdhe: 10 cm)

gereinigt.

Ausbeute: 4.3 g (85 %), enthélt zu ca. 15 % eine isomere Verunreinigung,
R¢=0.63 (Dichlormethan/Methanol 7:1),

[a]p®® =+20.1 (0.5, Chloroform),

C4HecO15 (811.0),

ESI-MS (Methanol): Mper = 810.44 Mer = 833.33 (M+Na)’,

'H-NMR (500 MHz, [Dg]-DMSO): & = 5.85 (s, 1H, H-22), 5.01 (d, Jyem = 18.6 Hz, 1H,
H-20a), 4.96 (d, Jgem = 18.6 Hz, 1H, H-20b), 4.86 (d, Jo16 = 5.2 Hz, 1H, OH-16), 4.81 (dd,
Jirans = 8.5 Hz, Jus < 1Hz, 1H, H-1%), 4.79 (dd, Jirans = 8.5 Hz, Jus < 1Hz, 1H, H-1%), 4.76 (dd,
Juans = 9.1 Hz, Jis < 1Hz, 1H, H-1"), 4.64-4.61 (m, 2H, OH-12, OH-3%), 4.64-4.60 (m, 1H,
H-16), 4.27 (s, 1H, OH-14), 4.24 (d, Jons2 = 2.0 Hz, 1H, OH-3%), 4.17 (d, Jou31 = 2.0 Hz, 1H,
OH-3"), 4.17-4.12 (m, 1H, H-3%), 4.05-4.01 (m, 2H, H-3%, H-3"), 3.90-3.86 (m, 1H, H-3),
3.74-3.60 (m, 3H, H-5% H-5°, H-5"), 3.52 (d, Ji6.7 = 7.9 Hz, 1H, H-17), 3.25 (s, 3H, OMe),
3.16-3.10 (m, 3H, H-12, H-4', H-4%), 2.73 (dd, J45s= 9.3 Hz, J34= 2.2 Hz, 1H, H-4°), 2.34
(dd, Jyem = 14.5 Hz, Jy5,16 = 8.4 Hz, 1H, H-152), 1.88 (ddd, Jyem = 12.2 Hz, J) 2, < 1Hz, J3,3 <
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1 Hz, 1H, H-2’a), 1.84 (ddd, Jeem = 12.8 Hz, J1 2, < 1Hz, Jy.3 < 1 Hz, 1H, H-2%a), 1.76-1.68
(m, 4H, H-2'a, H-4a, H-6a, H-7a), 1.62-1.48 (m, 8H, H-2’b, H-2’b, H-2'b, H-15b, H-9, H-5,
H-2a, H-2b), 1.38-1.26 (m, 5H, H-11a, H-8, H-1a, H-1b, H-4b), 1.15-1.01 (m, 12H, H-6b,
H-6', H-6%, H-6°, H-11b, H-7b), 0.82 (s, 3H, H-19), 0.68 (s, 3H, H-18),

BC-NMR (125 MHz, [De]-DMSO): & = 173.9 (C-23), 172.4 (C-20), 118.7 (C-22), 99.1
(C-1°), 98.9 (C-1%), 95.3 (C-1"), 83.6 (C-14), 82.1 (C-4%), 81.9 (C-4"), 81.7 (C-4%), 75.6
(C-21), 73.0 (C-12), 72.1 (C-3), 71.0 (C-16), 67.7 (C-5%), 67.6 (C-5%), 67.5 (C-5"), 66.2
(C-3"), 66.1 (C-3%), 61.9 (C-3°), 56.0 (C-13), 55.7 (OMe), 52.8 (C-17), 43.0 (C-15), 40.7
(C-8), 38.4 (C-2"), 37.9 (C-2% C-2%), 36.2 (C-5), 34.5 (C-10), 31.6 (C-9), 30.1 (C-1), 29.5
(C-4), 29.5 (C-11), 26.3 (C-6), 26.0 (C-2), 23.6 (C-19), 21.2 (C-7), 18.3, 18.0 (C-6', C-67,
C-6), 10.0 (C-18).
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