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Titelbild:  Aus Zuckerrohr und Zuckerriibe gewonnener Haushaltszucker besteht aus

Saccharose, dem nichtreduzierenden Disaccharid o-D-Glucosido-1,2-B-D-Fructose.
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1 Theorie

Kohlenhydrate wurden urspriinglich gemif} ihrer Summenformel C,(H,O), als hydratisierter
Kohlenstoff definiert. In ihrer offenkettigen Form liegen sie als Hydroxyaldehyde (Aldosen)
oder Hydroxyketone (Ketosen) vor. Thre nicht-kondensierten Vertreter, die Monosaccharide,
bestehen aus mindestens drei C-Atomen und mindestens einem Chiralitdtszentrum (Ausname:
Dihydroxyaceton). Dieser Aufbau bedingt die Existenz einer Vielzahl von Stereoisomeren.
Wihrend physiologisch nur D-Enantiomere relevant sind, existieren allein fiir die D-
Aldohexosen noch acht Isomere (Hexosen besitzen vier chirale Kohlenstoffatome, wovon die
Position der C5-OH-Funktion durch die D-Konfiguration festgelegt ist): Allose, Altrose,
Glucose, Mannose, Gulose, Idose, Galactose, Talose. Die in der Natur vorkommenden D-
Aldoketosen lauten Psicose, Fructose, Sorbose und Tagatose.

Aldosen cyclisieren zu intramolekularen Halbacetalen, Ketosen zu Halbketalen. Durch diese
Cyclisierung konnen theoretisch Pyranoside und Furanoside ausgebildet werden. Hierbei
entsteht ein weiteres Chiralitdtszentrum, nach dem die jeweiligen Konfigurationsisomere als
o und B-Formen bezeichnet werden. Diese sogenannten Anomere gehdren wie Epimere zu
der Gruppe der Diastereomeren. o und B-Formen stehen iiber Mutarotation miteinander im
Gleichgewicht.

Ringformige Pyranoside existieren in unterschiedlichen Konformationen: Den stabilen
Sesselformen (1C4 und 4C1), der hochenergetischen Halbsesselform, den relativ stabilen
Twistformen und deren ,Ubergangszustand®, der Wannenform. Durch die tetraedrische
Anordnung der sp>-Kohlenstoffbindungen kénnen die OH-Funktionen je nach Konfiguration
axial oder dquatorial stehen. Dabei treten insbesondere 1,3-diaxiale und 1,2-gauche-
Wechselwirkungen auf. Meist ist diejenige Konformation mit der héheren Zahl dquatorial
stehender Substituenten begiinstigt. Der anomere Effekt widerspricht diesen rein sterischen
Betrachtungen: tatsdchlich bevorzugen Heteroatome, welche an ein Kohlenstoffatom neben
einem Heteroatom im Cyclohexanring substituiert sind, die eigentlich ungiinstige axiale (3 bei
'C,) Position. Die verbreitetsten natiirlichen Kohlenhydrate stellen Systeme mit fiinf oder
sechs Kohlenstoffatomen dar, namentlich die Monosaccharide Glucose und Fructose, iiber O-
glykosidische Bindung vernetzte Disaccharide (Saccharose/Lactose/Maltose), Oligo-
saccharide (Raffinose), Polysaccharide (Amylopektin/Glycogen/Stirke/Zellulose/Chitin).

Im Rahmen der experimentellen Arbeit wurde versucht, Kohlenhydrate zu derivatisieren und
auf diese Art chemisch und biologisch interessante Bausteine zu synthetisieren, die letztlich

auch als Vorstufen pharmakologisch wirksamer Substanzen genutzt werden kénnen.
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2 Material und Methoden

Die zugrundeliegenden Versuche wurden so gruppiert, dass die Reaktionswege
zusammenhédngend und in sich geschlossen dokumentiert werden konnten. Aus diesem
Grund werden im Folgenden vier Ubersichtsschemata vorgestellt, aus denen einzelne (die
tatsdchlich im Rahmen des Praktikums durchgefiihrten) Reaktionen nidher beschrieben
werden. Bei dhnlichen Reaktionen werden ggf. nur die eingesetzten Stoffmengen angegeben
und beziiglich der Durchfiihrung auf die entsprechenden Kapitel mit ausfiihrlicher Darstellung

verwiesen.

2.1 Syntheseplan anomerer Azide

OH OH OH Ph Ph
OH - 0-Si . O—SI><
H 0 0 Silylierung Ph Benzoylierung Ph
H OH H 3 o} I N
N3 216 3
D-Mannose OH 215 .
D-Galactosid OH 0-8z
Bromierung
211 l Fluoro-
Acetyl
cetylierung 217 l Desilylierung
OAc OH
Silylierung OH
0 H N Benzoyliemng
Br H 3 ; Fluoro-Desilylierung > 0 N,
OAc OH
D-Glucosid O ta
AN 2138
21.2 | Azidierung
Bi
0 "\
OAc ot 0
OH N,
0 213 H 0}
— Hi 0-Bz
| D-Mannosid l
OAc N, N;

B 214 \\\\
(o} \\\ 0 T // ot
Il r OH
NN Hoﬁi Oﬂ&%
H
N, e

2.1.1 Bromierung an C1 und Acetylierung an C2-C4, C6

30mmol (5.4g) D-Mannose wurden in 153mmol (14.46ml) Acetanhydrid suspendiert und
unter Eiskiihlung geriihrt. Der vorgekiihlten Reaktionslosung wurden 30mmol (8.1ml) HBr-
Losung (30% in AcOH) langsam zugegeben, worauf eine exotherme Reaktion einsetzte und

eine braunliche Losung entstand. Nach 15 Minuten bei Raumtemperatur erfolgte eine erneute
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Kiihlung im Eisbad mit anschlieBender Zugabe von weiteren 60mol (16.2ml) HBr-Losung.
Der Reaktionsverlauf (bei Raumtemperatur) wurde nun iiber einen Zeitraum von 150 Minuten
diinnschichtchromatographisch ~ (Hexan:Etylacetat = 1:1) verfolgt.  Uberschiissige
Bromwasserstoffsdure wurde vorsichtig ausgeblasen und die entstandene Essigsdure im
Rotationsverdampfer entfernt. Der Riickstand wurde dreimal mit Toluol coevaporiert.

Durch die dirigierende Wirkung der dem anomeren Zentrum benachbarten Acetylgruppe

entstand stereoselektiv ausschliesslich die B-Form (d.h. ein 1,2-cis-Glycosylazid).

2.1.2 Azidierung im Phasen-Transfer Verfahren

30mmol (theoretische Ausbeute) Tetra-O-acetyl-B-D-mannopyranosylbromid aus 2.1.1
wurden in 150ml Dichlormethan (Methylenchlorid) aufgenommen und mit zwei Aquivalenten
NaN;3 (3.9g) sowie 4.5mmol Tetrabutylammoniumhydrogensulfat (TBAHS, 1.53g) als
Phasen-Transfer-Katalysator versetzt. Die Losung wurde langsam mit 1M Na,CO3 (210ml)
tiberschichtet und 90 Minuten heftig geriihrt. Der Ansatz wurde mit weiteren 150ml
Dichlormethan verdiinnt und die organische Phase im Scheidetrichter abgetrennt. Zur
Entsalzung wurde mit destilliertem Wasser ausgeschiittelt und mit Na,SO, (Glaubersalz)
getrocknet. Das durch einen Riickseitenangriff entstandene Tetra-O-acetyl-o-D-
mannopyranosylazid wurde im Rotationsverdampfer konzentriert und
verteilungschromatographisch iiber SiO, (Kieselgel) mittels Flash-Technik gereinigt. Als

Eluent diente Petrolether:Ethylacetat im Verhiltnis 3:1.

2.1.3 Entschiitzung nach Zémplen

Acetylierte oder benzoylierte Kohlenhydrate lassen sich nach Zémplen mit Natriummethoxid
im Rahmen einer Umesterung entschiitzen: Die geschiitzte Spezies wird in Methanol gelost
und mit einer katalytischen Menge NaOMe versetzt. Der Reaktionsverlauf ldsst sich
diinnschichtchromatographisch (Petrolether:Ethylacetat = 1:1) kontrollieren, da die OH-freie
Verbindung auf dem polaren Kieselgel der stationdren Phase nicht wandert und sich nach
Veraschen mit Schwefelsdure auf der Basislinie darstellt. Bei vollstindiger Reaktion wird der
basische Ansatz mit Salzsdure neutralisiert, im Rotationsverdampfer getrocknet und zweimal

mit Toluol coevaporiert.
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2.1.4 Stannylierung und C6-Alkylierung

Zu einer Losung von Smmol (1.03g) D-Mannopyranosylazid in Toluol wurden Smmol Di(n-
butyl)-zinnoxid hinzugefiigt, um ein Zinnacetal an C4 und C6 zu generieren, das nur jeweils
an einem Sauerstoffatom von Allylbromid elektrophil angegriffen werden kann. Die
Reaktionsansatz wurde bis zum Riickfluss erhitzt und das abgespaltene Wasser in einem
Dean-Stark-Wasserabscheider laufend entfernt. Das bicyclische zinnorganische Produkt
wurde mit 7.5mmol (80% in Toluol, 1.10ml) Propargylbromid und 6mmol (912mg)
Cisiumfluorid versetzt und fithrte bei 60°C zum 6-O- (bzw. nebenproduktlich 4-O-)
propargylierten Mannosylazid. Césiumfluorid dient in der organischen Chemie neben
Tetraalkylammoniumfluoriden als Lieferant von Fluoridanionen und milde Base. Es besitzt
einen stark ionischen Charakter und ist die Verbindung der beiden Elemente mit dem grof3ten
moglichen Unterschied der Elektronegativititen. Hier erméglicht Fluorid die Abspaltung der
Schutzgruppe vom verbleibenden (an das Zinn gebundene) Sauerstoffatom nach dem

elektrophilen Angriff des Alkylkations.

CsF
OH ﬁ B A
OH NSNS \_\/5”10 N\

N N

\ OH 0
HO HO o N,
HO

Abbildung 1: Stannylierung / Destannylierung

2.1.5 Einfahrung von Silyl-Schutzgruppen an C6

Um Hexopyranosen selektiv an C6 zu schiitzen, eignen sich sowohl Tosyl- als auch
Silylschutzgruppen. Soll im weiteren Verlauf eine 6-OH-freie Verbindung erhalten werden,
sind letzere zu bevorzugen, um den basischen Anforderungen einer Sn2-Substitution der
Tosylfunktion gegen Hydroxidionen zu entgehen.

Zur Einfithrung einer fert-butyldiphenylsilyl-Schutzgruppe wurden 4.88mmol (1g) D-
Galactopyranosylazid in 16ml absolutiertem oder zumindest aminfreiem DMF (vorgetrocknet
mit suspendiertem Bariumoxid, danach destilliert) gelost. 10.7mmol (732mg) Imidazol
dienten als Hilfsbase. Nach Zugabe von 5.37mmol (1.40ml) tert-butylchlorodiphenylsilan
wurde der Ansatz mehrere Stunden bei Raumtemperatur gerithrt. Danach wurde die Losung
in Eiswasser iiberfiihrt, der entstandene Niederschlag abgenutscht und mit Wasser und n-

Hexan gewaschen. Da beim Waschen betrichtliche Verluste auftraten, wurde bei
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wiederholten Versuchen der Ansatz direkt benzoyliert und im Anschlufl chromatographisch

gereinigt.

2.1.6 Einfahrung von Benzoyl-Schutzgruppen

Die Einfithrung von Benzoyl-Schutzgruppen erfolgt als Veresterung der Alkoholfunktionen
mit Benzoesdurechlorid. Im Rahmen der nachfolgenden Fluoro-Desilylierung eignen sich die
stabileren = Benzoylester besser als  Essigsdureester. 3mmol 1-Azido-6-O-(tert-
butyldiphenylsilyl)-D-galactopyranose wurden in Pyridin gelost, worauf 12mmol (2.1ml)
Benzoylchlorid (entsprechend 2 Aquivalente pro OH-Gruppe) langsam und unter Eiskiihlung
zugegeben wurden. Der Fortgang der Reaktion wird mittels Diinnschrichtchromatographie
tiberwacht und die Losung nach vollstandiger Umsetzung bei vermindertem Druck eingeengt.
Das verbleibende Ol wurde in Wasser emulgiert, um iiberschiissiges Benzoylchlorid zu
hydrolysieren und Ionen zu entfernen. Nach dreimaligem Ausschiitteln mit Dichlormethan
werden die organischen Phasen vereinigt, einrotiert und mit Toluol coevaporiert bis das

Produkt pyridinfrei ist.

2.1.7 Fluoro-Desilylierung

Die Abspaltung der Silylschutzgruppe erfolgte in THF bei Raumtemperatur iiber Nacht. Zu
3mmol 2,3,4-Tri-O-acteyl-1-azido-6-O-(tert-butyldiphenylsilyl)-D-galactopyranose wurden
4mmol (1.23g) Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) gegeben. Auf Grund der starken
Tendenz zur Ausbildung der energiereichen Si-F-Bindung sind schwach nukleophile (weil
harte) Fluoridanionen in der Lage, Silyl-Schutzgruppen zu entfernen. Die entschiitzte Spezies
wurde im  Flash-Verfahren auf eine Kieselgel-Sdule aufgetragen und mit

Petrolether:Ethylacetat im Verhéltnis 5:1 eluiert.

2.1.8 Glykosylierung aktivierter Alkane

Die 6-OH-Funktion der Galactose wurde mit einer Hilfsbase deprotoniert und ermoglichte so
einen nukleophilen bimolekularen Angriff auf das Allylbromid. Als Basen fungierten
Natriumhydrid und alternativ [Ansétze in eckiger Klammer] Kaliumcarbonat. 1mmol (0.52g)
[0.29mmol, 0.15g] 1-Azido-2,3,4-tri-O-benzoyl-D-galactopyranose und 1.5mmol (80% in
Toluol, 218ul) [0.43mmol, 63ul] Propargylbromid wurden in DMF (THF) geltst. Den
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Ansidtzen wurden 1.2mmol (28.8mg) hartes, stark protonenbasisches, jedoch nur schwach
nukleophiles NaH [respektive 0.29mmol, 41mg K,COs] zugegeben.

Nach Reaktionsende wurde dem Hydrid-Ansatz 40ml Ethanol als Scavenger zugegeben, die
Losung danach in kaltes Wasser iiberfiihrt und mehrmals mit Dichlormethan ausgeschiittelt.
Experimentell konnte mit der NaH-Methode kein 2,3,4-Tri-O-acetyl-1-azido-6-O-(2-

propinyl)-D-galactopyranose in zufriedenstellender Ausbeute synthetisiert werden.

2.2 Syntheseplan von Thioacetalen
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2.2.1 PFP-Aktivierung von Carboxylverbindungen als Aktivester

Zur Herstellung von Glykopeptiden werden Bausteine benétigt, die eine kovalente Bindung
zwischen Kohlenhydraten und Aminosduren beinhalten. Ziel ist die Synthese eines
Asparaginsidure-PFP-Aktivesters, der im Folgenden iiber eine Amidbindung an C6-azidierte
Glykoside gekoppelt werden soll. Als Linker zwischen Aminosdure und Zucker dient 5-
Aminovaleriansdaure. Der N-Terminus der Aminosdure ist Fmoc-geschiitzt, als

Seitenkettenschutzgruppe dient ein tert-Butylrest.
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Smmol  5-[(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-aspartyl(O-fert-butyl)-amino]-valeriansdure und
6mmol (1.10g) Pentafluorphenol wurden in 0°C kaltem Ethylacetat gelost. Dann erfolgte die
Zugabe von 6mmol (1.24g) Dicyclohexylcarbodiimid in einer Portion. Der Ansatz inkubierte
fiir 1h bei 0°C, danach bei Raumtemperatur. Nach beendeter Reaktion wurde der ausgefallene

N-Hexylharnstoff abfiltriert und das Losemittel im Vakuum entfernt.

F
F F F r
Q
R4 F E = r
Q OH OYO
N \ R R
0
Cs”w(\f\\\\“N/CBHH ‘</> o]

|-II
N— 0
CH, .~ CH _CH
s 11 \I‘:I/CeHﬂ & 11\NJ]\N Gt

Isoharnstoff

Abbildung 2: PFP-Aktivierung von Carbonsiuren

2.2.2 Amidkopplung

Smmol (9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-aspartyl(O-tert-butyl)-pentafluorphenol wurden mit
einer dquimolaren Menge (320ul) Propargylamin in Ethylactat gekoppelt und anschliessend
verteilungschromatographisch gereinigt. Zur Abtrennung unpolarer Komponenten wurde mit
Petrolether:Ethylacetat im Verhiltnis 7:1 gewaschen und das Produkt im Verhiltnis 1:1

eluiert.

2.2.3 Synthese von Thioglycosiden

Die Synthese eines 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-thioethyl-D-galactopyranosids erfolgte mit
59.7mmol (23.3g) Pentaacetylgalactose und 178mmol (13.2ml) Ethanthiol in Dichlormethan.
Zum Abfangen der Acetylgruppen dienten 173,8mmol (22ml) Bortrifluorid-Diethyletherat
(BF5-EtOEt). Bortrifluorid ist als Elektronenmangelverbindung eine starke Lewis-Sédure, die
in vielen chemischen Reaktionen Additionsverbindungen wie beispielsweise BFsz-Acetat
bilden kann. Die Reaktion fand unter Schutzgasatmosphire und Eiskiihlung statt. Nach zwei
Stunden wurde das Eisbad entfernt und weitere 60 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt.

Um die Deprotonierung zum Thiolatanion zu unterstiitzen, wurde gesittigte NaHCO3-Losung
zugegeben und erneut zwei Stunden gerithrt. Nach Trockung der organischen Phase mit
NaSO,;  (Glaubersalz) ergab eine  Saulenchromatographische = Reinigung  mit

Petrolether:Ethylacetat (3:1) das gewiinschte Thioacetal.
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2.2.4 Azidierung an C6

5.79mmol (4.0g) 2,3,4-Tri-O-benzoyl-1-thioethyl-6-O-(p-toluolsulfonyl)-D-mannopyranose
und sechs Aquivalente (34.74mmol, 2.26g) Natriumazid wurden in DMF mit 10% Wasser bei
60°C iiber Nacht geriihrt. Die Losung wurde in Wasser aufgenommen, mit Dichlormethan

extrahiert, im Rotationsverdampfer konzentriert und mehrmals mit Toluol coevaporiert.

2.2.5 Staudinger-Ligation

In der Staudinger-Reduktion reagiert ein Azid mit einem Phosphin (bzw. Phosphit [POs>]) zu
einem intermedidren Iminophosphoran und weiter unter Stickstoffabspaltung zu einem Aza-
Ylid. Wird dieses hydrolysiert, so entsteht ein Phosphinoxid und ein Amin. Somit stellt die
Reaktion eine milde Methode dar, ein Azid zu einem Amin zu reduzieren. Als
Reduktionsmittel wird meist Triphenylphospin verwendet, wodurch als Nebenprodukt
Triphenylphosphinoxid entsteht. In Gegenwart eines Nukleophils (oft eines Methylesters),
kann das Aza-Ylid-Intermediat eine Amidbindung ausbilden und so neben des Phosphinoxids

zwei Molekiile ligieren.
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Abbildung 3: Allgemeine Staudinger-Reduktion
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Abbildung 4: Allgemeine Staudiner-Ligation

Fir den Versuch wurden 0.64mmol (0.24g) 5-[(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-aspartyl(O-
tert-butyl)-amino]-valeriansdure in Trichlormethan (Chloroform) gelost, und mit 1.5
Aquivalenten (0.26g) Triphenylphosphin, sowie 0.64mmol 6-Azido-2,3,4-tri-O-benzoyl-1-

thioethyl-D-mannopyranose in versetzt.

Experimentell lie sich das gewiinschte Reaktionsprodukt nicht in hinreichender Menge

darstellen. Fraglich erscheint hier, inwieweit eine Staudinger-Ligation iiberhaupt mit einem
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nicht aktivierten Carboxylatanion, das auf Grund seiner Mesomerie praktisch keine

Carbonylaktivitit besitzt, moglich ist.

2.2.6 Hydrierung von Aziden und Amidkopplung

Je 0.64mmol (0.24g) 2,3,4-Tri-O-acetyl-1-thioethyl-6-azido-D-mannopyranose und ihr
entsprechendes Galactosependant wurden mit (9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-aspartyl(O-terz-
butyl)-pentafluorphenol in Ethanol gelost und bei Raumtemperatur mit Wasserstoff begast.
Auf Grund der hohen Stabilitit des Wasserstoffmolekiils fand die Durchfithrung der
Hydrierung am Palladium/Kohlenstoff Katalysator statt.

2.2.7 Synthese chromogener Substrate

Unter chromogenen Substraten versteht man Substanzen, die bei entsprechender (meist
enzymatischer) Umsetzung ein Chromophor freisetzen. Hier handelt es sich um p-
Nitrophenolat, das ein Absorptionsmaximum im gelben Spektralbereich (bei 405 nm)
aufweist.

3mmol (1.13g) eines 6-Azido-2,3,4-tri-O-acetyl-1-thioethyl-pyranosids wurden mit 3.6mmol
(0.5g) p-Nitrophenol in 30ml Dichlormethan umgesetzt. Konkurrierendes Wasser wurde
durch den Einsatz von 3g eines 4A Molekularsiebes abgefangen. Ferner wurden 15mmol
(3.39g) N-Iod-succinimid (NIS) und 4.8mmol (0.843ml)
Trimethylsilyltrifluoromethansulfonat (Mes-Si-O-SO,-CF3, Trimethylsilyltriflat, TMSTTY)

zugegeben.

2.2.8 1,3-dipolare Cycloaddition

Die Huisgen-Cycloaddition ist eine Reaktion eines Dipolarophils mit einer 1,3-dipolaren
Verbindung, welche zu 5-gliedrigen Heterocyclen fiihrt. Beispiele fiir Dipolarophile sind
Alkene, Alkine, aber auch mehrbindige, heteroatomhaltige Gruppen wie Nitrile und
Carbonyle. 1,3-dipolare Verbindungen enthalten mindestens ein Heteroatom und kdnnen mit
mindestens einer mesomeren Struktur beschrieben werden, welche zwei Ladungen enthilt. 2
7 Elektronen des Dipolarophils und 4 Elektronen der dipolaren Verbindung werden
gleichzeitig (konzentriert) pericyclisch Verschoben. Die Reaktion ist stereokonservativ

(suprafacial) und somit eine [34+2]-Cycloaddition dhnlich der Diels-Alder-Reaktion.
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Hier werden dipolarophile Azide mit dipolaren Acetylenen zu cyclischen Triazolen umgesetzt
(,,Click*-Reaktion): 0.6mmol (271mg) 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-azido-1-O-(p-nitrophenyl)-D-
galactopyranosid und 0.6mmol (269mg) (9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-aspartyl(O-zert-
butyl)-propargylamid wurden in Toluol gelodst. Als Hilfsbase dienten 1.8mmol (310ul)
Diisopropylethylamin, katalysiert wurde die Reaktion von 0.06mmol (24mg) eines

Triethoxyphosphin-Kupferiodid-Komplexes (EtO3)P-Cul.

2.3 Syntheseplan anomer propargylierter Glykoside

Tosyienng Aoetylerung O-Tos Cyanat
H 23 1 0
H / 0\// \/// 232 0\///
D-Glucosid O OAc
l Acetylierung 23 _2 Andnenng .
N ~N
Zemplen, / =
Acelviefmg “Click"
74 0
0\/ 233 =
Z 234
OAc
Bromierung
l 7 AV 5 Bromierung

e Br // id ///\Nl-lll HFmoc
0\/ NH 0 Br A Bromienrg 0
OAc M-// \/ : A
N Ac

= 238
O
Cadiot- \\ Br
+A Chodkiewicz 0 +A Cadiot-
236 237 Chodkiewicz
o lz.s.v .
0 = H “Click" N N
Z bl = H 0 = \B zwei
= A\ = / Produkte 0
0 Z— 0. = HFmoc denkbar
HFmoc Asp(OtBu)
Asp(OtBu) = NH OAc
70 FZ

2.3.1 Einfahrung von Tosyl-Schutzgruppen an O6

Die Einfiihrung einer Tosyl-Schutzgruppe erfolgte mit 36mmol (6.9g) aktiviertem p-
Toluolsulfonsdurechlorid an der C6-Hydroxyfunktion von 12.1mmol (2.65g) 1-O-propargyl-
B-D-glucopyranose. Die Reaktion an den sekunddren Ringkohlenstoffatomen ist sterisch
ungiinstig und verlduft vergleichsweise langsam. Als Hilfsbase und Losungsmittel wurden

80ml Pyridin verwendet. Nach 1.5 Tagen bei anfinglicher Kiihlung und fortgesetzter
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Reaktion bei Raumtemperatur wurden direkt 1.2 Aquivalente Essigsdureanhydrid pro
Hydroxyfunktion zugegeben (4.3ml) und 30 Minuten geriihrt.

Die Losung wurde unter reduziertem Druck eingeengt, verbleibendes Pyridin mit Toluol
coevaporiert und der Riickstand in Wasser aufgenommen, um ionische Komponenten
(Acetate, Tosylate) zu entfernen. Das Produkt 2,3,4-Tri-O-acetyl-1-O-propargyl-6-O-(p-
toluolsulfonyl)-B-D-glucopyranose =~ wurde  mit  Dichlormethan  extrahiert  und

verteilungschromatographisch gereinigt.

2.3.2 6-O-Cyanatoglykoside

Zur Substitution der Tosyl-Schutzgruppe durch Azid (Cyanat) wurden 5.4mmol (2.7g) 2,3,4-
Tri-O-acetyl-1-O-propargyl-6-O-(p-toluolsulfonyl)-B-D-glucopyranose mit drei Aquivalenten
Natriumazid (Natriumcyanat) in DMF:Wasser = 9:1 bei 60°C geriihrt. Die Reaktionslosung
wurde in 600ml Wasser aufgenommen, mit Dichormethan ausgeschiittelt, erneut mit Wasser
gegengewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet, am Rotationsverdampfer eingeengt und mit
Toluol coevaporiert. Die weitere Reinigung erfolgte an einer Kieselgelsdule im Flash-

Verfahren mit Petrolether:Ethylacetat (3:1).

2.3.3 Entschiitzung nach Zemplen / Acetylierung

5mmol (2.8g) 6-Azido-2,3,4-tri-O-benzoyl-1-O-propargyl-B-D-glucopyranose wurden wie
unter 2.1.3 beschrieben nach Zeémplen entschiitzt und mit 1.2 Aquivalenten
Essigsdureanhydrid pro Hydroxy-Funktion (18mmol, 1.7ml) in Pyridin acetyliert. Um
gebildete Acetate zu entfernen, wurde wissrig aufgearbeitet, mit Dichlormethan extrahiert,
gegengewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet, im Vakuum konzentriert und mit Toluol

coevaporiert.

2.3.4 1,3-dipolare Cycloaddition

GemdB 2.2.8 wurden 2.7lmmol (1g) 2,3,4-Tri-O-acteyl-6-azido-1-O-propargyl-p-D-
glucopyranose mit 8.13mmol (1.4ml) DIPEA und 0.27mmol (108mg) (EtO);P-Cul in Toluol
zur Reaktion gebracht. Auf Grund einer geringen Ausbeute von ca 50% wurde die
Cycloaddition in THF und unter Lichtausschluss (mit @hnlichem Ergebnis) wiederholt. Das

reine Produkt wurde mit Ethylacetat aus einer Kieselgelsdule eluiert.
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2.3.5 1-O-(3-brom-prop-2-inyl)-Glycoside

Zur Bromierung von 2.36mmol (0.87mg) 2,3,4-Tri-O-acteyl-6-azido-1-O-propargyl-f-D-
glucopyranose an der CH-aciden Dreifachbindung wurden 16.5mmol (2.95g) N-
Bromsuccinimid (NBS) in Aceton bei 0°C (spéter bei Raumtemperatur) gelost und 2.29mmol
(389mg) Silbernitrat (AgNOs3) als Katalysator zugegeben.

Der entstandene Niederschlag wurde abfiltriert, die Losung einrotiert und in 200ml Eiswasser
aufgenommen. Die Extraktion erfolgte mit Diethylether, welches im Anschluss mit gesittigter
Natriumchloridlosung gewaschen wurde. Die organischen Phasen wurden mit Natriumsulfat

getrocknet und sdulenchromatographisch gereinigt (Petrolether:Ethylacetat = 9:1)

2.3.6 Cadiot-Chodkiewicz-Kopplung

Die Kupfer-katalysierte Kopplung eines terminalen Alkins mit einem Halogenalkin in
Anwesenheit einer Amin-Base ermoglicht die Darstellung von unsymmetrischen Produkten:
CuCl

R——H + Br————F' R————~R'
Base

Abbildung 5: Allgemeine Cadiot-Chodkiewicz-Kopplung

Es wird vermutet, da3 der Reaktionsmechanismus iiber das Kupfer(I)-Acetylid in einer
oxidativen Addition mit dem Halogenalkin zu einer Kupfer(Ill)-Verbindung fiihrt, aus der

durch reduktive Eliminierung das Produkt freigesetzt wird.

B N
R——H ——= R—i R———-~=Cu H—R
-BH" \_
e X o oxidative Addition
\ R———~=Cu
R——e—=R"' \

reduktive Eliminierung

=t

Abbildung 6: Mechanismus der Cadiot-Chodkiewicz-Kopplung

0.05mmol (23mg) 2,3,4,6-Tetra-O-acteyl-1-O-(3-brom-prop-2-inyl)-B-D-glucopyranose und
0.05mmol  (22mg)  (9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-aspartyl(O-tert-butyl)-propargylamid

wurden in 137ul Diisopropylethylamin geldst und mit einer katalytischen Menge Cul versetzt.
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2.3.7 Cadiot-Chodkiewicz-Kopplung

0.93mmol (0.43g) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-O-(3-brom-prop-2-inyl)-B-D-glucopyranose und
0.47mmol (113mg) N,N’-Di-prop-2-inyl-isophtalamid in DIPEA lieferten mit Cul
entsprechend 2.2.6 das zweifache Cadiot-Chodkiewicz-Additionsprodukt.

2.3.8 Bromierung von Propargyl-Aspartat

Um fiir folgende Cadiot-Chodkiewicz-Kopplungen den experimentellen Aufwand der
Bromierung propargylierter Kohlenhydrate reduzieren zu kénnen, wurde nun ein bromierter
Alkin-Aminosdurebaustein hergestellt:

2.23mmol (1g) (9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-aspartyl(O-tert-butyl)-propargylamid wurde
mit 7.8mmol (1.4g) N-Bromsuccinimid und 0.9mmol (303mg) Silbernitrat entsprechend 2.3.5

bromiert.

2.4 Syntheseplan weiterer Kohlenhydrate

i . ,
OAc . ¢ Umschuetzung AL Adidierung e
0 - 0 __ Zemplen 0 - 0
H ~— Tosylierung = /
241 \A7 il T 242 A~

OAc OAc 0-Bz 0-Bz

OAc Zemplen OH Siylienng O-Silyl Berzoylierung O-Silyl
0 _— — 0 _
A N " Nag ‘N
OAc Azd OH a2l OH Azd 0-Bz Azd
l Fluoro-
NH‘NH . Desilylierung

oY o .
0 0 OH
2 Click Br
0-Bz 0-Bz 0-Bz

2.4.1 S-Glykosylierung aktivierter Alkane

31.5mmol (9.53g) einer 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-thio-pyranose wurden in 20ml
Dichlormethan gelost und mit einer dquimolaren Menge Diisoproylethylamin am anomeren
Schwefelatom deprotoniert, um sie danach nukleophil an 31.5mmol (3.34ml, 80% in Toluol)

Propragylbromid zu substituieren. Nach 2h bei Raumtemperatur wurde DIPEA-Bromid durch
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Zugabe von 20ml Ethylacetat ausgefillt, der Niederschlag abfiltriert und 2,3,4,6-Tetra-O-
acetyl-1-(thio-prop-2-inyl)-pyranose erhalten.

2.4.2 Azidierung an C6

12.4mmol (8.7g) einer 2,3,4-Tri-O-benzoyl-1-(thio-prop-2-inyl)-6-O-(p-toluolsulfonyl)-
pyranose wurde mit sechs Aquivalenten (4.8g) Natriumazid in Aceton geriihrt. Durch
nukleophile bimolekulare Substitution wurde die Tosyl-Abgangsgruppe auf diese Weise
durch Azid ersetzt.

2.4.3 Einfahrung von Silyl-Schutzgruppen an C6

Wie unter 2.1.5 beschrieben wurden 10mmol (2.5g) einer 1-O-azidoethyl-derivatisierten
Pyransose in 10ml absolutem DMF mit 22mmol Imidazol und 11mmol (2.9ml) tert-

Butylchlorodiphenylsilan zur Reaktion gebracht.

2.4.4 Einfuhrung von Benzoyl-Schutzgruppen

1.32mmol (0.65g) des silylierten Produkts aus 2.4.3 wurden mit 7.92mmol (7ml)
Benzoylchlorid in Pyridin benzoyliert und wie in 2.1.6 aufgearbeitet. Die folgende Fluoro-

Desilylierung erfolgte wie in 2.1.7 mit 1.32mmol (0.42g) Tetrabutylammoniumfluorid.
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3 Analytische Methoden

Zur Charakterisierung der synthetisierten Produkte dienten die im Folgenden niher

beschriebenen analytischen Methoden.

3.1 NMR-Spektroskopie

Die Kernresonanzspektroskopie beruht auf dem Vorhandensein eines Eigendrehimpulses
(Spins) der Atomkerne und der damit verbundenen Wechselwirkung von Atomkernen mit
duBeren Magnetfeldern, von Kernen untereinander und mit ihren Elektronenhiillen.

Die meisten Atomkerne besitzen einen Kernspin I, der halb- und ganzzahlige Werte
annehmen kann. Ist der Spin ungleich 0, so besitzt der Atomkern ein magnetisches
Dipolmoment. Am wichtigsten in der analytischen Chemie sind Kerne mit 1=0.5, wie ihn die
Nuklide IH, 13C, 15N, YF und 3'P aufweisen, und damit in ihrer Form einer Kugel
entsprechen. Kerne mit groleren Spinquantenzahlen sind geometrisch anspruchsvoller und
haben ein zusitzliches Quatrupolmoment. In einem &duferen, statischen Magnetfeld richten
sich die mikroskopischen Dipole in zwei diskreten Energiezustinden (parallel oder
antiparallel) aus, und zwar nahezu zu gleicher Anzahl. Zwischenstellungen sind
quantenmechanisch verboten. Je hoher nun die externe Feldstirke ist, desto mehr verschiebt
sich das Verhiltnis zu Gunsten der parallel ausgerichteten Feldlinien. Als Folge resultiert ein
makroskopischer Feldvektor, eine sogenannte Uberschussmagnetisierung.

Zusitzlich fiihren die Atomkerne eine Prizessionsbewegung um die externen Feldlinien aus,
deren Frequenz (Larmorfrequenz) direkt proportional zur angelegten Feldstirke ist. Da die
Kerne dabei meist nicht phasengleich sind, ist makroskopisch zunichst keine
Quermagnetisierung messbar. Allerdings lassen sich die Kerne mit Hilfe elektromagnetischer
Strahlung mit eben dieser Resonanzfrequenz in den energetisch ungiinstigeren antiparallelen
Zustand iiberfiihren. Im Moment des Anregungspulses verschwindet somit die
Lingsmagnetisierung, wihren andererseits nun alle Kerne in Phase sind, was sich in einer
Quermagnetisierung duBlert. Makroskopisch scheint der Gesamtvektor um einen bestimmten
Winkel ausgelenkt. Die longitudinale Relaxation (T1) und die transversale Relaxation (T2)
dauern je nach Substanz und Pulssequenz von einigen Mikrosekunden (analytische Chemie)
bis hin zu Sekunden (meist nur bei medizinisch-diagnostischen Verfahren). In diesem Echo-
Zeitraum lédsst sich ein Antwortsignal messen, das durch die wieder abgestrahlte Energie der

Spins entsteht.
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Da sich die elektronische Umgebung der einzelnen Atome unterscheidet, sind die
Larmorfrequenzen der unterschiedlichen Kerne nicht absolut identisch. Dieser Umstand, der
als chemische Verschiebung bezeichnet wird, ldsst Riickschliisse zu auf die funktionellen
Gruppen, in denen das betrachtete Atom angesiedelt ist. Bei nicht Breitband-entkoppelten
Verfahren (d.h. insbesondere bei 1H—Spektren) tritt noch ein weiterer Effekt auf: die
homonukleare (oder heteronukleare) Spin-Spin-Kopplung J benachbarter Atome, die zur
Aufspaltung des Signals fiihrt. Ein benachbarter Kern erscheint als Duplett-Feinstruktur, zwei
Kerne als Triplett, drei Kerne als Quartett. Die Verteilung der Signalintensitit entspricht dabei
dem Pascalschen Dreieck.

Durch Integration lédsst sich gewissermallen das Gesamtsignal eines Peaks ermitteln, so dass

auf die Anzahl der emittierenden Kerne des jeweiligen Peaks geschlossen werden kann.

3.2 Elektrospray-lonisation-Massenspektrometrie (ESI)

Der Begriff der Elektrospray Ionisation geht auf Arbeiten von Dole (1968) zuriick und wurde
durch John B. Fenn etabliert (Nobelpreis fiir Chemie 2002).

Elektrospray Ionisation ist eine Technik zur Erzeugung von Ionen. Sie gehort zu den
Ionisationsverfahren, bei denen die Erzeugung der Ionen unter Atmosphéarendruck stattfindet.
Sie ist das bevorzugte Ionisationverfahren zur Analyse von Biomolekiilen, da sie schonend fiir
das Analytmolekiil ist und kaum zu Fragmentationen fiihrt. AuBerdem ist sie auch fiir die
Ionisierung sehr groBler Molekiille wie beispielsweise Proteine sehr gut geeignet.
Anwendungsgebiete fiir ESI sind die Bestimmung der Molekiilmasse, die Analyse und
Sequenzierung von Proteinen und Oligonukleotiden und die quantitative Bestimmung von
Arzneimitteln oder Pestiziden.

Bei der Elektrospray Ionisation wird eine Analytlosung durch eine Metallkapillare geleitet an
deren Spitze eine Spannung angelegt ist. Durch die Spannung kommt es zur Bildung eines
elektrischen Feldes zwischen der Kapillare und einer Gegenelektrode. Das elektrische Feld
durchdringt die Analytlosung und in ihr befindliche Ionen bewegen sich elektrophoretisch auf
die Gegenelektrode zu. Dabei bildet sich an der Spitze der Kapillare ein Uberschuss
gleichartig geladener Ionen, die sich gegenseitig absto3en und iiber die Bildung eines Taylor-
Cone als feines Aerosol (ca. 10 um TropfengroBe) aus der Kapillare austreten. Ein neutrales
Trigergas wie Stickstoff wird hdufig benutzt um die Vernebelung der Losung und die
Verdampfung des Losungsmittels zu unterstiitzen. Aufgrund der Verdampfung des
Losungsmittels verkleinert sich die Tropfengrof3e, wihrend die Dichte des elektrischen Feldes
auf der Tropfen-Oberfliche zunimmt. Wenn der Radius der Tropfen kleiner als das sog.
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Rayleigh-Limit wird, zerfallen die Tropfen wegen der AbstoBBung von gleichartigen Ladungen
(= Coulomb-Explosionen) in kleinere Tropfchen.

Fiir die Bildung freier Ionen in der Gasphase existieren mehrere Modellvorstellungen. Beim
Charge Residue Model (CRM, Modell des geladenen Riickstands) geht man davon aus, dass
letztlich winzige Tropfen von ca. 1 nm Durchmesser iibrigbleiben, die nur ein ionisiertes
Analytmolekiil enthalten. Nach dem lon Evaporation Model (IEM, lonenemissionsmodell)
werden bereits aus grofleren geladenen Tropfen freie Ionen in die Gasphase emittiert.

Die erzeugten Ionen werden durch die Potentialdifferenz zwischen Sprayerkapillare und
Orifice in das Massenspektrometer gelenkt. Die Art der Spannung, die an der Kapillare
angelegt wird, bestimmt die Ladung der Ionen, die erzeugt werden. Durch eine positive
Spannung werden Kationen erzeugt und durch eine negative Spannung Anionen. Bei der
Elektrospray-Ionisierung handelt es sich um eine sanfte Methode der Ionenerzeugung, bei der
auch empfindliche Molekiile und nicht kovalente Aggregate ionisiert werden konnen.
Typischer Weise werden Quasimolekiil-Tonen detektiert ((M+H]" bei positiver Spannung;
[M-H] bei negativer Spannung). Ein charakteristisches Phdnomen bei der ESI ist die Bildung
von Addukt-Ionen mit Bestandteilen des Eluenten oder Puffers ((M+Na]"; [M+NH4]"). Diese
Adduktbildung ist ebenfalls mit Bestandteilen der Probenmatrix méglich. In einer Ionenfalle
werden die erzeugten lonen festgehalten. Die Speicherung der Ionen erfolgt ohne Kontakt zu
einer Oberflidche. Es gibt zwei verschiedene Ausfiihrungen der Ionenfalle:

In der Paul-Falle wird ein zeitlich veridnderliches

elektromagnetisches Feld verwendet um  Ionen . g
festzuhalten. Hat dieses Feld die Form eines Quadrupolsi, : . i B . .
wird die Falle auch als Quadrupol-Falle bezeichnet. Das y B 7 \

Feld wird in diesem Fall durch drei rotationssymmetrische . dung 7: Paul-Falle
Elektroden erzeugt: zwei Endkappenelektroden und eine mittlere Ringelektrode. Zwischen
der Ringelektrode und den Endkappenelektroden liegt eine Wechselspannung mit einer
Hochfrequenz von meist einem Megahertz an. Wihrend einer Analyse wird die Amplitude der
Wechselspannung erhoht. Je nach Ionen-Masse werden die Ionen bei Erreichen
unterschiedlicher Amplituden aus der Ionenfalle geschleudert und gelangen zum Detektor.

In der Penning-Falle konnen elektrisch geladene Teilchen mit Hilfe eines konstanten

Magnetfeldes und eines elektrostatischen Quadrupolfeldes gefangen werden. Daneben

existieren auch Flugzeit-Massenspektrometer (TOF, time of flight), die ausnutzen, dass die

" Quadrupol: Anordnung zweier gleicher Dipole in entgegengesetzter Orientierung (antiparallel), so dass die
einzelnen Ladungen/Magnetpole die Ecken eines Rechtecks beschreiben.
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Ionen beim Eintritt in den Analysator alle die gleiche Energie haben und leichte Ionen deshalb
schneller sind als schwere. Als  Detektoren eignen sich  Photomultiplier
(Sekundirelektronenvervielfacher) oder Faraday-Detektoren, bei denen der Ionenstrom auf
einen auf konstantem Potential gehaltenen Metallbecher trifft, was sich als Spannungsabfall

an einem hochohmigen Zufluss-Widerstand bemerkbar macht.
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