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1 Einflhrung

1.1 N-Glycane: Biosynthese und Bedeutung

Die N-Glycosylierung ist eine der h&aufigsten posttranslatemallodifikationen von eu-
karyotischen Proteindh?! Es wird angenommen, dass mehr als die Hélfte aller Proteine
glycosyliert sind¥! N-Glycane sind mit dem Stickstoffatom der Seitenkette vopakagin
verkniipft und in 90 % der bekannten Glycoproteine vertr&tadei O-Glycoproteinen sind

die Saccharide Uber die Seitenkette von Serin oder ThregabundenN-glycosidische
Modifikationen sind sowohl in Prokaryoten als auch in Eukéen zu finden. Wahrend in
Prokaryoten und Archaeen die VorlauferstrukturenNeGlycane strukturell unterschiedlich
sind, ist diese Verbindung bei allen Eukaryoten konservi@bbildung[1.1)“4-¢ Durch
nachfolgende Prozessierung vbikann bei Eukaryoten eine hohe Diversitat 8&Glycane

entstehen.
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Abbildung 1.1: Dolichol-verkntpfte N-Glycan-Vorlauferstrukttr

Die Verknipfung deN-Glycane mit Proteinen erfolgt bei Eukaryoten im rauen Eiae-
matischen Retikuluri:& Dabei wird ein komplexes Tetradecamer cotranslational emuf
Protein Ubertragen, welches anschlieBend im glatten Hasloatischen Retikulum und
im Golgi-Apparat zu einer Vielzahl von weiteren Struktungmozessiert werden kann. Die
Vorlauferstruktur enthalt das Core-Pentasaccharid uadrdannosereiche Antennen, wobei
eine Verzweigung zusatzlich drei Glucosen tragt (Abbilgiiidl). Das Tetradecamer wird

durch Glycosyltransferasen an einem Lipid-Anker, dem &wipyrophosphat, aufgebaut.
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Abbildung 1.2: Biosynthese des Tetradecamérs

Die Kettenlange des Dolicholteils ist abhangig von der &sezBei Wirbeltieren liegt
hauptsachlich Da vor® Dieses Pyrophosphopolyisoprenoid wird aus Produkten des
Mevalonatweges, dem Isopentenylpyrophosphat und Dintalypyrophosphat, aufgebaut.
Die Verknupfung der ersten sieben Saccharide an den Likatdimdet im Cytoplasma statt
(Abbildung[1.2). DieN-Acetylglucosamine werden durch die GIcNAc-1-Phosphutferase
ALG7 und anschlieend durch die GIcNAc-Transferase ALG1Daticholpyrophosphat
angefugtl® Hierbei werden aktivierte Monosacchariddonoren (UDPMZIc) aus dem
Cytosol verwendet. Fur die Anknipfung der finf Mannoseeitgm bendtigen die Manno-
syltransferasen ALG2 und ALG11 GDP-aktivierte MannoseséhtieRend gelangt durch
die Flipase RFT1 das Heptasaccharid in das Lumen des Ermsoaischen Retikulums,
wo die restlichen Saccharidbausteine angefligt werdenatrarr ER liegen die aktivierten
Monosaccharide nicht l6slich vor, sondern sind ebenfallei@mem Dolicholphosphatanker
gebunder® 19 Der Lipidanker sorgt fiir eine erhohte lokale Konzentratier aktivierten
Vorlauferstrukturl, welche als Substrat fur die OligosaccharyltransferasatdiWeiterhin
wird durch das Lipid ein kontinuierlicher Fluss durch dem®wseweg gewéhrleistétt!
Die Oligosaccharyltransferase tbertragt de@lycanvorlauferen blocauf eine naszierende
Polypeptidkette. Dabei wird die Konsensussequenz AsnS@arhr (Xaa: beliebige Ami-

nosaure bis auf Prolin) erkantt Vergleichende Untersuchungen zeigen, dass die Sequenz

2



1 Einfuhrung

mit Threonin bevorzugt glycosyliert wird® 14 Es wurde jedoch gefunden, dass auch andere
Sequenzen glycosyliert werden kénnen. So wurden weiteyeogylierte Aminoséaure-
abfolgen in isolierten 1gG Fc-Fragmenten von CHO Zellendeokt!*> 18 |n der Maus
werden auch Asn-Gly-Xaa bzw. Asn-Xaa-Val als Sequons erid&h Offenbar lasst die
Oligosaccharyltransferase eine gewisse Variation dermasiéureabfolge im Sequon zu. Es
ist anzumerken, dass nicht jede im Peptid auftretende Ksussequenz glycosyliert wird.
Das Sequon muss bei der Erkennung durch die Oligosacdatzarsierase eine spezifische

Konformation einnehmen, welche bei ca. 90 % aller Glycesyigsstellen vorliegt® 1!
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Abbildung 1.3: Prozessierung des Tetradecamers im Endoplasmatischeikukret

einschliellich der Faltungskontrolle durch Calnexin/@alkculin.

Nach dem Transfer des Glycans wird das Tetradecamer durtgdo&tasen und Mannosida-
sen im Endoplasmatischen Retikulum teilweise abgebaubi{éing[1.3). Fur viele Proteine
ist die Glycosylierung notwendig, um die native KonforroatieinzunehmeB? Nur wenn
das Glycoprotein die richtige Faltung aufweist, wird esém @olgi-Apparat transportiei!
Fur die Qualitatskontrolle der Proteinfaltung werden znsd zwei terminale Glucosemo-
lekile abgespalten. Dies wird durch die membrangebunde@&icosidase | und die freie
a-Glucosidase Il durchgefihrt. Die freigesetzten Glyctgiree konnen von den Lectinen
Calnexin und Calreticulin erkannt werd&#. Calreticulin bindet die verbleibende terminale
al,3-Glucose des Dodecasaccharids. Hierbei wird eine \Was#erickenbindung zwischen

3



1 Einfuhrung

Calreticulin und der 2-Hydroxylgruppe der verbleibenddndBse ausgebildet. Die Chapero-
ne unterstitzen mit Hilfe der Oxidoreduktase ERp57 diedkde Faltung des Glycoproteins.
ERp57 ist in dem Faltungskomplex fur die Reduktion falsehbundener Disulfide zustan-
dig. Bei korrekter Faltung kann die letzte Glucoseeinheitt a-Glucosidase Il hydrolysiert
werden. Dieser Schritt findet jedoch auch an falsch-geéadt&lycoproteinen statt. Ohne die
terminale Glucose kann das Chaperonsystem (Calneximt@ailin) nicht an das Glycopro-
tein binden. In diesem Fall kann dieGlucosyltransferase UGGT den 1,3-Arm des Glycans
mit UDP-Glucose reglycosylierd#! Dadurch ist die Erkennung des fehlgefalteten Glycopro-
teins durch die Chaperone moéglich. Verbleiben jedoch fhaltete Proteine im ER, werden
sie durch Lectine, wie Htm1 in Hefen oder durch EDEM in Séaiggen, erkann®4 Dadurch

wird der ER-assoziierte Abbau dieser Glycoproteine im @iasma induzier®
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E —
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Abbildung 1.4: Prozessierung der N-Glycane in den drei Kompartimenten @Ge&i-

Apparates.



1 Einfuhrung

Richtig gefaltete Glycoproteine werden im ER meist durcle dil,2-Mannosidase |
(ERMan 1) prozessiert (Abbildurig 1.3), bevor sie in den Gélgparat transportiert
werden. Hier durchlauft dasN-Glycan weitere Prozessierungsschritte, wodurch eine
Vielzahl an N-Glycanstrukturen entstehen koénnen (Abbildung 1.4). Dieslldung von
spezifischen Strukturen wird durch die Expression versigmer Glycosyltransferasen
bestimmt. Deren Expression ist abhangig vom Entwicklutagsm der Zelle sowie
ihrem physiologischen bzw. pathologischen ZustdfdDie Glycosyltransferasen treten
in den drei Golgi-Kompartimentenci6é-, medial und trans-Golgi) unterschiedlich hau-
fig auf. ManyGIcNAc,-Proteine, in manchen Fallen auch M&fcNAc,-Proteine, aus
dem Endoplasmatischen Retikulum gelangen zunachst incaGolgi Kompartiment.
Hier sorgenal,2-Mannosidasen (GolgiMan la,b,c) fir den Abbau 8&&lycans bis zu
Man,GIcNAc,, welches als wichtiges Intermediat fur die Synthese von ({eren und
hybriden N-Glycanen gilt2”) Erfolgt keine oder nur eine partielle Prozessierung dis
Golgi, so entstehen Glycoproteine mit oligomannosidiaddeGlycanen (MagoGICNAC,).
Gelangen MagGIcNAc,-Proteine in denmedialenGolgi-Apparat, kdnnen sie durch die
N-Acetylglucosamintransferase GnT | am 1,3-Arm des Glycanuglifiziert werden. Das
resultierendeN-Glycan kann durch die-Mannosidase Il (GolgiMan Il) prozessiert werden.
Das dabei entstehende GIcNAcM@&icNAc, wird durch GnT Il am 1,6-Arm verlangert und
bildet ein biantennéres Heptasaccharid des komplexen Fypdet keine Prozessierung durch
Mannosidase Il statt, so entstehen Oligosaccharide degleyblyps. In denmedialenGolgi
Kompartiment kénnen durch weitefd-Acetylglucosamintransferasen, wie zum Beispiel
GnT IV und GnT V, tri- und tetraantennare Glycane gebildetdea. Weiterhin kann in
diesem Subkompartiment auch disectingGIcNAc durch GnT Ill eingebracht werden.
Die weitere Verlangerung der hybriden und komplex¢islycane findet imtrans-Golgi
statt. Dort sind Fucosyl-, Galactosyl- und Sialyltranagsm aktiv. Durch die Prozessierung
im Golgi-Apparat wird eine hohe Diversitat déN-Glycane erzieli?® Diese Vielfalt ist
in Abbildung[1.5 am Beispiel der komplexétrGlycane dargestellt, wobei die terminalen
Modifikationen (Galactose/Sialinsaure) nicht abgebikiled.

Den drei Hauptklassen dé&-Glycane ist das Core-Pentasaccharid gemeinsam, welclses a
der gemeinsamen Vorlauferstruktur déiGlycane stammi&”2° Durch die unterschiedliche
relative Aktivitat der Glycosyltransferasen werden vory&lproteinen verschiedene Glyco-

formen gebildet. Eine Glycoform ist durch die Kombinatianes Proteins mit einem oder

5



1 Einfuhrung

mehreren spezifischen Glycanen definiert. Dabei untedehenan zwischen der Mikro-
und der Makroheterogenitét. Liegen an der gleichen Gharsygsstelle unterschiedliche
Glycane vor, so spricht man von Mikroheterogenitat. Bei kleterogenitat handelt es sich
um die Glycosylierung unterschiedlicher Sequons in eineptefh. Durch diese Hetero-
genitat wird die Gewinnung einheitlich@&-Glycoproteine und somit die Erforschung der

biologischen Aktivitat unterschiedlicher Glycoformesenwert.

v L el
el e
SoR ST,
ey - -4

Vv Fuc mGIcNAc e Man
Abbildung 1.5: Bibliothek komplexer N-Glycane.

Trotz der oft schwierigen Untersuchungen konnte gezeigtlare dass di&l-Glycosylierung
wichtige biologische Funktionen in Organismen aud¥#?l Unter anderem schiitzt
die Glycosylierung die Proteine vor Denaturierung und €ubtse und unterstltzt die
Faltung!2® 23 AuRerdem wird die Stabilitat und Aktivitat von Immunogldimen reguliert4
Oligosaccharide kénnen durch Lectine, Antikérper und IRemen erkannt werden. Dadurch
werden wichtige zellulare Ereignisse, wie die Prolifevatidie Morphogenese und der Eintritt
in den Zellzyklus induzier” 25 N-Glycane liegen haufig auf der Zelloberflache vor und sind
hier fur die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten verantwiaeh.26 371 Die auf der Zelloberfla-
che prasentierteN-Glycane kénnen daher auch von Pathogenen erkannt wEfd&h.

Da die N-Glycane viele wichtige Funktionen in Zellen einnehmen,das Auftreten von
anormalen Oligosaccharidstrukturen oft mit Krankheitssaaiiert. So kann durch enzy-

matische Modifikation am Core-Pentasaccharid eine Feitmign auftretert? 3?1 Diese
6



1 Einfuhrung

kann beispielsweise durch das Einfihren eibisgctingRestes und/oder durch eine Core-
Fucosylierung erfolgen. Diese Veranderungen kbnnen an&usammenhang mit Krebs ge-
funden werdef?’-3% Weitere Beispiele sind Autoimmunerkrankungen wie rhewat Ar-
thritis, Herz- sowie Leberkrankheité#. 40!

Uber die Biosynthese voN-Glycanen ist viel bekannt. Jedoch liegen bislang nur wenig
Ergebnisse Uber ihre biologischen Eigenschaften vor. Whshird eine so hohe Diversitéat
erzeugt? Um diese Frage eindeutig beantworten zu kénnees isotwendig, diese Oligo-
saccharide in Reinform zu erhalten. Die Gewinnung und Baimg von Glycanen aus Zel-
len wird durch die Mikroheterogenitat erschwert (Abbilglih3)% 3 Nur wenigeN-Glycane
kénnen bisher in ausreichenden Mengen isoliert werder Aliiernative bietet die chemische

Synthese.

1.2 ChemischeN-Glycansynthese

Es wurden unterschiedliche Routen RiGlycansynthese in Losung entwickéf:**1 Bei den
Synthesen liegt die Herausforderung darin, die richtigetlsgse- und Schutzgruppenstrategie
zu finden. Es werden sowohl temporare als auch permaneniéz8olppen bendtigt, dadurch
soll die Regio- und Stereoselektivitdt wahrend der Symtlgesvahrleistet werden. Meistens
wird versuchtN-Glycane in einfachere Bausteine aufzuteilen, wobei haaifig Unterteilung

in das Core-Trisaccharid und die verschiedenen Antenneandafiihrt wird44-46l

Ph OBn NPht o
/VO B no o
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HO o] o) BnO: OBn
BnO-~... NPht
2
BnO OdFBz
BnO -Q
BnO
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o -0
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oB2no 4 R=Bn
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AcHN o BnO R
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Abbildung 1.6: Bausteine fur die Synthese von oligomannosidischen sawimd trianten-

naren komplexen N-Glycanen nach Danishef&k§?!
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1 Einfuhrung

Zahlreiche Ansatze fur die Synthese komplexer und manisasidr N-Glycane zeigten
Danishefsky et d#/4° Es wurde zunachst ein Core-Trisaccha?idiargestellt, welches als
Grundbaustein fiir die Synthese vbiGlycanen diente (Abbildurig 1.6 5% Fiir die Syn-
these von Core-fucosylierten Glycanen wurde ein anderen@raustein aufgebaldt! Durch
die Glycosylierung vor2 mit den Donorertt bzw. 5 konnten bi- und triantennané-Glycane
aufgebaut werden. Nach Entfernen der dFBz-Schutzgruppdenw?,3-sialylierte Glycane
durch Verwendung der Trisaccharddono&hbzw. 7 erhalten. Aus dem Monosacchariddo-
nor 4 in Kombination mit dem mannosidischen Thiogluco8idvurde das Heptasaccharid

MansGIcNAc, gewonner?e!

a-1,6-Arm - Core-Fucose

P\~ NPht
bisecting GICNAC ------ &B
BnO

a-1,3-Arm - :R=Bn
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NPht
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Abbildung 1.7: Bausteine fiir N-Glycansynthesen nach Unver®3gé!

Eine alternativeN-Glycansynthese stellt das modulare Bausteinsystem dachrzagt et al.
dar®¥ Hierbei dienen die hochfunktionalisierten Core-Trisavale 8 und 9 als Aus-
gangspunkt fiir verschiedenBl-Glycane (Abbildung1]7%>5"1 Zur Verlangerung der
Core-Trisaccharide werden unterschiedliche Donoren eedet. Eine Auswahl ist in
Abbildung[1.T dargestellt. Durch den Einsatz von Trichbetamidaten und Thioglycosiden
kénnen komplexe und hybridé-Glycane mit bis zu funf Antennen dargestellt werdRér8l

Weiterhin kénnen die modular aufgebautdrGlycane abschlieBend Core-substituiert wer-
8



1 Einfuhrung

den.Eller et al. zeigten, dass Uber den Donti ein bisectingGIcNAc-Rest nachtraglich in
multiantennaré&l-Glycane eingefiihrt werden kaid. Durch die Verwendung des Baustefhs
konnte nach der vollstandigen Synthese auch eine CoresEudgwmerl5 eingebracht werden
(Abbildung[L.7)®2! Die komplett stereoselektivel ,6-Verkniipfung der Core-Fucose stellt ei-
ne Herausforderung d&%:5%-61 Durch die Optimierung des Schutzgruppenmusters des Do-
nors sowie der Reaktionsbedingungen koniNemietaind Ott die a-Selektivitat auf> 99 %
steigern% #21Eine Verlangerung der Antennen kann nach der Entschiitaunot ©alactosyl-

und Sialyltransferasen erfolgé3:%° Diese chemoenzymatische Synthesestrategie erméglicht
die Darstellung vorN-Glycanen mit Galactosen und Sialinsauren, um die Auswigkder

biologisch relevanten terminalen Saccharide zu studieren
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NPht

AcO OAc MeO,C OAc
BnO~ BnO Bno/\ o
AcOv -0
ACHN-. BnO OBn NPht BnO
0Bn NPht Bp o
BnO OBn

NPht

1. NaOMe/NaOH, MeOH/H,0, RT

2. Ethylendiamin, EtOH, 80 °C
1.-3.: 33 %| 3. Ac,0, Pyridin

4. NaOMe, MeOH/CI,CH, dann H,O, RT
4.-5.:71%| 5. Na/NH3, THF, -78 °C

Ho OH COH oH 6 82 %| 6. NH4HCO3, H,0, 40 °C
HO~
HOw
AcHN
NHAc
COH on
o HO~ O/
*
ACHN-.
NHAC
Ho OH CO,H OH
HO-|™ HO™ HO™\ O
HOmm o Q o) o} H _—=<_|-0
AcHN (o] HO 1o OH NHAG |
HO OH NHAC HO % HO o Q
o) (o] 4 HO NH,
HO
NHAC
17

Abbildung 1.8: Entschiitzungsstrategie nach DanisheféRy.

Mit der Wahl unterschiedlicher Schutzgruppen muissen disdatitzungsmethoden angepasst

werden.Danishefsky et albendtigten flnf Reaktionsschritte ausgehend von demtéman
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1 Einfuhrung

naren Glycarl6, um das vollstandig entschitzte Halbacetal zu erhaltemi{ging[L.8)4]

Im Anschluss konnte durch eichetkovAminierung das Amirl7 gewonnen werdel§®!

AcO A0\ ¢
AcO QAo 2
AcO AcO

NPht

AcO o AT Ooo
AcO ACO—R T
AcO AcO h
NPHE OAc NPht o
0—__HO -C Bno Jo Q
o) BnO N3
18

BnO NPht

1. NayS,04, NaBrO3, H,0, EtOAC
2. Ethylendiamin, n-BuOH, 80 °C

HO~ HO
S\ o 3. Ac,0, Pyridin

HO A HO=XT 2
HO T
NHAC
HO HO™\ .0
H(?_‘o Q HO——% =-Q
HO oH NHAC (10—
NHAC
HO . Ho 0 A
© o d Ho N3
HO
19

NHAc

Abbildung 1.9: Entschiitzungsstrategie nach Niemietz é¥7l.

Schuberth et alentschitzten die basenlabilen Schutzgruppen und resreinl die Amino-
funktionen in drei SchritteB® Dabei blieben die anomere Azidfunktion und die Benzyl-
schutzgruppen erhalten. Erst nach Reduktion des Azids anbfolgender Kupplung eines
Spacers an das reduzierende Ende wurden die Benzylsamppzsyr hydrogenolytisch ent-
fernt. Mit dieser Entschitzungsmethode konnte auch dibataitalform deN-Glycane erhal-
ten werder®! Niemietz et alentwickelten eine Methode, wodurch fréieGlycanazide 19)
zugéanglich wurden (Abbildurig 1.8}-571 Hierbei wurden zunéchst die Benzylschutzgruppen
oxidativ mit Natriumdithionit und Natriumbromat in einemwZiphasensystem entfernt. Im
Anschluss folgte die Entschitzung der basenlabilen Sghuppen und die Reacetylierung der
Aminofunktionen. Glycosylazide wig9 kénnen tber ,Click“-Reaktionen und Amidierungen

fur unterschiedliche glycobiologische Untersuchungerkfionalisiert werden kann.

1.3 Gewinnung von Oligosacchariden aus biologischen Quefi

Die Isolierung von komplexeh-Glycanen aus biologischen Quellen ist wegen der Mikro-

heterogenitat sehr schwierig. Die Gewinnung ist zeitanflig und die erhaltenen Men-
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1 Einfuhrung

gen sind gering. Bislang werden daher nur wenige Isoliesuaidahren genutzt. Bei die-
sen werden zuerst Glycoproteine isoliert, die eine begeedmzahl an Glycoformen
aufweiser®® 7% AnschlieRend miissen di¢-Glycane abgespalten und gereinigt werden. Die
Abspaltung kann chemisch oder enzymatisch erfolgen. Haudfigvendung finden Endg-
N-Acetylglucosaminidasen sowie die Pepheglycosidase FX 7 Es ist zu beachten, dass
Endo-Glucosaminidasen dieglycosidische Bindung zwischen déiAcetylglucosaminen
der Chitobiose spalten. PNGase F hingegen spaltet die Antidbg zum Asparagin.

Verostek et alentwickelten eine schnelle Methode zur Isolierung von kigxgn, hybriden
und mannosereichés-Glycanen’?! Dabei nutzten sie unterschiedliche organische Losungs-
mittel zur Fallung und Extraktion der Oligosaccharide. KdexeN-Glycane konnten so aus

dem Glycoprotein Thryoglobin erhalten werden.

§ é ® Glc
W GIcNAc
© Man
O Gal
@ NeuSAc

H,N - Lys - Val - Ala - Asn - Lys - Thr - COOH
20 21 22

Abbildung 1.10: Zusammensetzung der freien Sialoglyc2f8aund 21 und des Sialoglyco-
peptids22.[”3

Es ist bekannt, dass sowohl Eigelb als auch Eiweil3 in Hilerererziele N-glycosidisch
verkniipfte Oligosaccharide enthBH. Fiir die Gewinnung eines Glycopeptids aus Eigelb
existiert eine Vorschrift vorSeko et al”® Damit kénnen die freien Sialoglycar®® und 21
sowie das Sialoglycopepti#2 gewonnen werden (Abbilduig 1]10). Es besteht aus einem
biantennaren Undecasaccharid und einem Hexapeptid @bigl1.10). Das mehrstufige
Reinigungsverfahren beginnt mit einer Phenolfallung,adénfolgen mehrere chromatogra-
phische Trennverfahren wie lonenaustauschchromatoigrapt Gelfiltration. Die Reinigung
des Sialoglycopeptid®2 wurde durch mehrere Arbeitsgruppen weiter optinfféhDas Sac-
charid21 kann mit PNGase F aus dem Pe®RIfreigesetzt werden. Enzymatisch lassen sich

die terminalen Neuraminsauren mit Neuraminidase abspéte

11



1 Einfuhrung

ReduzierenddN-Glycane kdnnen fir dié&N-Glycopeptidsynthese modifiziert werden. Hier-
fur ist eine Aminogruppe am reduzierenden Ende notwendaheivdiese Funktion irf-
Konfiguration vorliegen muss. Damit wird die Ausbildung eift--Amidbindung zwischen
Peptid und\-Glycan erméglicht. Eine Moglichkeit das Glycosylamin zwgnnen, stellt die
Reduktion einer Azidfunktion da¥/! Tanaka et alzeigten, dass die selektive Azidierung von
ungeschiitzten Oligosacchariden an der anomeren Positigtiaim ist’8 Mit Hilfe von 2-
Chlor-1,3-dimethylimidazoliniumchlorid (DMC) kann diek#éivierung des anomeren Koh-
lenstoffs erreicht werden, wodurch die Azidgruppe eingsfiverden kan®8 78-1wird die
Azidfunktion des Saccharids zu einem Amin reduziert, kdnmé aktivierten Aspartylpepti-
den Glycopeptide gewonnen werden (Abbildung 11 [461§9-84

OH Hé(&(:m;c’wz HCHFQ%%’%NH

SG o SG 0o
Kupplungsreagenz

BocHN—  Peptid NHNHBoc > BocHN Peptid NHNHBoc

Abbildung 1.11: Kupplung eines Glycosylamins an ein geschitztes Peptidai@n Aspartat.

1.4 Strukturelle und funktionelle Untersuchungen von Glyanen

Zur Untersuchung von Glycoproteinen werden Techniken wedatmolische Markierung
oder Antikorper/Lectin-Wechselwirkungen verwen8é£® Nachdem ein Glycoprotein iden-
tifiziert wurde, wird oft die Zusammensetzung der Glycandetsucht. Hierbei werden
chromatographische und massenspektrometrische Metlvedeendet. Mit Hilfe dieser Me-
thoden kann z. B. durch Verwendung von Glucosidasen aufusa@imensetzung der Glyca-
ne, d. h. auf die vorhandenen Monosaccharide, geschlosseiemf!

Kdnnen grél3ere Mengen an Kohlenhydraten isoliert werderkasn mit Hilfe der NMR-
Spektroskopie deren Struktur und Konformation aufgekiénden®> 81 Diese Methode hat
den Vorteil, dass die Verbindungen nicht zerstort werdahflinweitere Analysen zur Verfi-
gung stehen. Die Strukturaufklarung durch NMR wird erlégch wenn die Zusammensetzung
des Glycans bereits bekannt ist. Stehen chemisch synéntisGlycane zur Verfigung,
kénnen diese mit den isolierten Glycanen verglichen werdierder NMR-Spektroskopie

werden hauptséchlich drei Parameter genutzt: die chemisgnschiebung, NOEs und

12



1 Einfuhrung

Kopplungskonstante® Die chemische Verschiebung gibt Auskuntft tiber die chenaigdim-
gebung der Kerne, Substitutionen und tiber die dreidimeascStruktur der Molekiil&8: £l
NOE-Experimente ermdglichen es, die Abstande zwischendgeru bestimmel? wodurch
Modelle Uber die Konformation von Kohlenhydraten durch &kalldynamik-Simulation er-
stellt werden kdnnen. Die Drehbarkeit der glycosidischamBngen fuhrt zu einer erhghten
Flexibilitdt der Glycane und beeinflusst die Konformatibie Beweglichkeit macht die Be-
stimmung der bevorzugten Konformation von Oligosaccharigedoch oft schwieri§? 94
Fur die strukturelle Aufklarung sind die Kopplungskonsémuber drei Bindungen obliga-
torisch. Es ist dabei zu beachten, dass die Konstanten wankTorsionswinkel der glyco-
sidischen Bindung abhangig sifd. Aus der Karplus-Beziehung kann man auf die relative
Konfiguration der einzelnen Saccharide schlie3en. C-H Koygskonstanten geben ebenfalls
Auskunft tiber die anomere Konfiguration der einzelnen Saigdé im Glycari22-24]

Die NMR-Spektroskopie kann auch zur Untersuchung von GhReotein Interak-
tionen herangezogen werdé¥. Andere Methoden zur Aufklarung des Bindungsver-
haltens von Glycanen sind isotherme Kalorimetrie, Obdr#aplasmonresonanz und
Lectinbindungsassay¥-2¢ Eine Hochdurchsatz-Analyse ermoglichen Glycanarky&H
Diese Microarrays haben den Vorteil, dass nur geringe MeageSubstanz bendétigt werden.
Weiterhin konnen viele Verbindungen gleichzeitig auf iheraktionsverhalten mit Lectinen,
Antikdrpern, bakteriellen Toxinen und sogar Viren untetsuverderi® Mit Hilfe der Gly-
canmicroarrays kann die Zelloberflache und ihre Glycapiartg nachgeahmt und das Bin-
dungsverhalten studiert werden. Wichtig bei dieser Meghistl die effiziente Immobilisie-
rung der Kohlenhydrate auf einer entsprechenden Oberfl&shevurden zahlreiche Metho-
den zur Verknupfung von einfachen und komplexen Oligosaigdbn mit einem geeigne-
ten Tragermaterial publizie®22-1%1|m Allgemeinen unterscheidet man zwischen kovalenter
und nicht-kovalenter Immobilisierung. Fir nicht-kovaenmmobilisierung werden haufig
Nitrocellulose-Trager verwendet, hierbei findet die Binduiber hydrophobe Wechselwir-
kungen statt%] Fiir diese Wechselwirkungen missen die Kohlenhydrategamit hydro-
phoben Linkern versehen werde#!

Aktivierte Glastrager sind fir die kovalente Immobilisiag von freien und derivatisier-
ten Glycanen etablieR% Als effiziente Konjugationsreaktionen werden die Realdion
zwischen Thiolgruppen und Maleimid oder zwischen Aminétionen und einemN-

Hydroxysuccinimid-Ester (NHS-Ester) genu#?f! Die derzeit groften Bibliothek-Arrays mit
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1 Einfuhrung

etwa 600 Glycanen wurden vo@enter for Functional GlycomicgCFG) aufgebaut®! Das
CFG verwendet NHS-aktivierte Glasoberflachen und GlycaiteNaAlkoxygylcosidspacer
(Abbildung[1.12). Unabhéangig von der eingesetzten Methistles wichtig, dass durch die
bedruckte Oberflache oder das Immobilisationsverfahrémekialsch-positiven Ergebnisse
erhalten werden. Weiterhin sollten die Saccharide freidggiwh bleiben und sollten nicht zu
dicht bzw. zu weit entfernt voneinander liegen. Letztesegvichtig, da viele Glycan bindende
Proteine (GBP) multivalente Interaktionen mit Glycaneskilden konneft% Die Bindung
zwischen Glycan und Protein ist haufig sehr schwach, sodad3issoziationskonstante im
millimolaren Bereich liegt. Durch die multivalente Bindyon Glycanen kann die Bindungs-
konstante und die Spezifitat der Interaktion deutlich etmirden® Um die Bindung ana-
lysieren zu kbnnen, mussen die Glycan-Protein-Interakticsichtbar gemacht werden. Eine
Mdglichkeit besteht darin Fluorophor-markierte Antikérgpzw. Lectine (Abbildung1.12) zu

verwenden. Eine weitere Methode verwendet Biotin-deisiete GBPs, welche anschlielRend

| | |
7] 73 %)
© © °
|9 | 1

H H 3
2 2 %
| | |

OYNH OYNH OYNH

Uber gelabeltes Streptavidin sichtbar gemacht we¥den.

Spacer

OYO OYO OYO

| S, markierte Lektine
@ Gic

oder Antikorper
H GIcNAc

Detektion der Fluoreszenz i ; QE/S/D
-
L L !
© Man

| | |
o, NH o NH O, NH O Gal

Y \l/ \I/ @ Neu5Ac

Abbildung 1.12: Immobilisierung und Detektion von N-Glycanderivaten aunfee NHS-

aktivierten Glasoberflache.
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2 Themenstellung

Fur die Untersuchung von Struktur-Aktivitats-Beziehumg@n N-Glycanen mussen diese
in ausreichenden Mengen zuganglich sein und oft eine pdsdearivatisierung aufweisen.
N-Glycane kénnen durch chemo-enzymatische Synthese oddri@logischen Quellen ge-
wonnen werden. Eine anomere Azidfunktion an den Glycanmdeglicht hierbei den Einsatz

der Oligosaccharide z. B. in der Click-Chemie und der kogeeten Glycopeptidsynthese.

.r(;

OH l = Z:Zbl-lm
HO-| HO HO—\ o
SN O ho—==J0
HO HO! HO!
OH

NHAc

OH o)
HO-| HO HO“ T\ 0
o 0 oo
0 NHAc
HO HO HO o HO o
oH NHAG o Ho OWOHO N
3
HO NHAc

Abbildung 2.1. Derivatisierung von N-Glycanaziden. Das biantennare A2&dsoll als

Modellverbindung fir Derivatisierungsversuche dienen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollted-Glycanazide synthetisiert und flr Bindungs-, Aktivitits
und Konformationsstudien derivatisiert werden. Die Azdéten flr die konvergente Synthe-
se von Glycopeptiden eingesetzt werden und durch ClickfrRe®en ein Zugang zu amino-

funktionalisierterN-Glycanen fur Glycanarray-Analysen etabliert werden.
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3 Gewinnung von freienN-Glycanen

3.1 Isolierung und chemische Modifikation von biantennaren

N-Glycanen

Aus dem aus Eigelb isolierten Sialoglycopep®® konnen biantennaril-Glycanazide zu-
ganglich gemacht werden. Diese kdnnen zur Lansbury-Agpating von Peptiden und zur
Synthese von Glycokonjugaten verwendet werden. Es wurdghrere Wege zur Isolierung
des Glycopeptids beschriebé®’3! Ausgehend von dem Sialoglycopept®® konnte in

Vorarbeiten eine Syntheseroute zu dem Nonasaccharid8=dtwickelt werdei’8 111

Ho OH COH  OH
HO
HOm ! o o HO\ o
%\;\f&w oo 00
HO OH NHAC
Ho OH COH OH o o
Hom: o o 0 o HOT\ o4
AcHN HO Q HO== 1 NHA
HO HO OH ¢ Ho"
HO OH NHAC HO O HO 0 O
S o d Ho NH
HO NHAC
22 OH
o o} o
H H
HZN\)I\ N\)I\ N\)k E/OH
N - N ; N
H H H
2 o = o) B o
HZNJ HQNJ
Ho OH COH  OH
o P o HO" o o PNGase F, 75 mM Phosphatpuffer,
..... o o HoO—~ ' 409
A > o — pH 7.5, RT (85.4 %)
HO OH NHAC
Ho OH COH OH 0
HO™ HO
HOm o o Q o o Ho/t\on
AcHN HO 2 HO\\)QV oH NHAC o o
HO OH NHAC Lo &W%O o
HO NHAC
21
OH . - .
HO- HoO— " Neuraminidase (Clostridium perfringens),
Q o O HO—T=<TQ 75 mM Phosphatpuffer, pH 6.0, RT (82.5 %)
HO HO HO
OH NHAC
OH 0
HO|
o} r:)o Q HOHO/i\VQo
HO Ho HOA/Q‘ on NHAC 1o o
OH NHAC s HO g Y %o OH
24 HO NHAC
OH
HO~ o Ho o NaN3z, DMC, 2,6-Lutidin, H,0, 2 °C (76.1 %)
o HO——=]
HO HO HO
OH NHAc
OH

of NHAC oHO 2 i‘%\%ﬁm
23 ¢
Abbildung 3.1: Synthese des biantennaren AZ8dgiber die Halbacetal@l und24.
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3 Gewinnung von freielN-Glycanen

Diese Methode beinhaltet die Freisetzung des Sacchafidiurch PNGase E! die Be-
handlung mit NeuraminidaB&? und abschlieBend die Azidierd¥d der anomeren Position
(Abbildung[3.1). Die Azidierung verlauft stereo- und regptektiv unter Einsatz des Akti-
vierungsreagenzes 2-Chlor-1,3-dimethylimidazolinibtoad (DMC). Bei den einzelnen Re-
aktionen sind hohe Ausbeuten mogliéf.Durch eine Gelfiltration kénnen das Undecasac-
charid21 sowie das Nonasaccharid als Halbacetal isoliert werden. Dadurch stehen diese
auch fur andere Modifikationen, z. B. fur die Kochetkov-Amming oder Derivatisierung mit

einemN-Alkoxyglycosidspacer, zur Verfigurig: 661131

22

Versuch 1 (Eintopf der ersten 2 Stufen): Versuch 2 (Eintopf aller Stufen):
1. PNGase F, 75 mM Phosphatpuffer, pH 7.5, 37 °C 1. PNGase F, 75 mM Phosphatpuffer, pH 7.5, 37 °C
2. Neuraminidase (Clostridium perfringens), 2. Neuraminidase (Clostridium perfringens),

75 mM Phosphatpuffer, pH 6.0, 37 °C 75 mM Phosphatpuffer, pH 6.0, 37 °C
3. Gelfiltration 3. NaN3, DMC, 2,6-Lutidin, H,0, 2 °C

(1.-3.: 84.6 %) 4. Gelfiltration
4. NaN3z, DMC, 2,6-Lutidin, H,0, 2 °C (1.-4.: 61.2 %)
5. Gelfiltration

(4.-5.:54.3 - 76.1 %)

NHAc

HO HO! HO
o 4 Q HO/?VQO
HO Ho fio o NHAC 1o o
OH NHAC HO " 4o o,
o d Ho N3

HO NHAC

OH
HO-| HO HO
Q Q Ho/t\on
o)
HO HoO HO
OH
OH ¢}

23

Abbildung 3.2: Eintopfsynthesen des biantennéaren Nonasaccharid23ids

Die Reinigungen mittels Gelfiltration nach jedem Schritidssehr zeitaufwendig. Um grél3ere
Mengen an Nonaazid3 bereitstellen zu kbnnen, sollten die enzymatischen Rexati und
die Reinigungen optimiert werden. Daher wurde zunachsEewopfverfahren entwickelt,
bei dem die enzymatischen Reaktionen nacheinander ohrecHevireinigung durchgefihrt
wurden. Es wurde eine 14wLosung des Sialoglycopeptid? in 75 mv Phosphatpuffer
(pH 7.5) mit PNGase F umgesetzt. Dabei wurde die Reaktionsteatur von Zimmertem-
peratur auf 37 °C erhoht, was die Reaktionsdauer von dremagf 24 Stunden verkdrzte.
Anschliel3end wurde der pH-Wert der Reaktion auf 6.0 eirgiesnd Neuraminidase zur L6-
sung gegeben. Uber diese zwei enzymatischen Stufen kanetédasbeute von 84.6 % nach
Gelfiltration erzielt werden (Abbildurig 3.2, Versuch 1).

Es sollte anschlieBend untersucht werden, inwieweit sielAdderung der Azidierungsbe-

dingungen, z. B. Reaktionstemperatur oder Konzentrates $accharids, auf den Umsatz
17



3 Gewinnung von freielN-Glycanen

auswirken. Die allgemeine Durchfihrung der Azidierungwst folgt: Zunachst wird eine
40 mm Saccharidldsung in Wasser hergestellt. Diese Losung witd@nAquivalenten 2,6-
Lutidin versetzt und im Eisbad gekuhlt. Danach werden 20Qi¥ajente Natriumazid und
abschlieRend 20 Aquivalente DMC zugegeben. Die Reaktiaeriarei Tage, wobei die Re-

aktionstemperatur bei 2 °C gehalten wird.

cl
- ° -
HO HO™ . HO ] HO “ HO
HO 0 —/\\)\e/ HO 0 D HO 2 HO o ¥ HO 2
HO OH N N~ THO o, o/ —= HO N\ — "o J —~ Tho Ns
NHAC / NHAC %"‘ NHAC H?,\ ) NHAC
o

A <

Abbildung 3.3: Mdglicher Mechanismus der Azidierung nach Tanaka &€hl.

Die Regioselektivitat wird durch den niedrigeren pKs-Waer anomeren Hydroxylgruppe
hervorgerufen. DMC induziert die Bildung eines Oxazolmians, welches mit Natriumazid
zu demp-Glycosylazid reagieren kann (AbbilduhgB3.3). Die Steedeltivitat der Reaktion

beruht auf dem Nachbargruppeneffekt deAcetylgruppe.

<}
N3 PFg

@
— N

HO o \_/ HO o HO o
) HOHQ rOH ADMP, Et3N, Dzo/MeCN (41) Hc})_|o Na Hq-{o
a,

NHAC NHAC + N ©
N
25 26 27 X

1. ADMP, EtzN, D,O/MeCN (4:1)
2.1 MHCI (pH 2) Ho
3. NH4HCOg3 (pH 7) "o Na

(1.-3.: 86 %) NHAC
26

b) 25

Abbildung 3.4: Direkte Herstellung des Glycosylazid6; a) Azidierung mit ADMP; b) Azi-

dierung mit ADMP und anschlieRendem Ans&auern mit Salzsaure

Im Rahmen der Vorarbeiten wurde festgestellt, dass diedRédge der Reagenzienzugabe
Voraussetzung fiir einen optimalen Verlauf der Reaktiot¥8t Wurde die Reihenfolge
variiert, konnten keine bzw. nur sehr geringe Ausbeuterekrwerden. Die Erh6hung der
Reaktionstemperatur, der Konzentration (60 )nsowie der Aquivalente an Base und DMC
fihrten zu vermehrter Bildung von Nebenprodukten und igeden AusbeuteR4 Weniger

als 200 Aquivalente Natriumazid fiihrte ebenfalls zu mehpégroduktef:4
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3 Gewinnung von freielN-Glycanen

Lim et al. zeigten eine analoge anomere Azidierung mit 2-Azido-1m8ethylimidazolinium
Hexafluorphosphat (ADMP3}2®! Dieses Reagenz dient sowohl zur Aktivierung der anomeren
Position als auch als Azidquelle. Dabei wurde festgestdlss sich neben dem gewiinsch-
ten azidiertenN-Acetylglucosamin auch das Oxazol2v bildet (Abbildund3.4, a). Das
Oxazolin27 reagierte nicht zum Glycosylazid, was den zuvor beschniebéMechanismus
(Abbildung[3.3) infrage stellf®l Deswegen s&uertehim et al. die Reaktionslosung mit
1 M Salzsaure auf pH 2.0 an und neutralisierten danach die lgdddadurch wurde das
Oxazolin 27 getffnet und das Saccharid war fur die Azidierung zugahglitm festzustellen,
inwiefern das Oxazolin tatsachlich nicht zum Glycanazidgrert, wurde das Oxazoliga7

in Deuteriumoxid hergestellt. Dabei wurden 15 Aquivale®®C und 45 Aquivalente
Triethylamin eingesetzt. In Deuteriumoxid konnte die Reakdurch NMR-Spektroskopie
verfolgt werden. AnschlieBend wurde die Reaktion mit 20 ilglenten Natriumazid versetzt.
Es konnten keine signifikanten Veranderungen festgestelilen. Das Oxazolin27 blieb
stabil und bildete das Glycanazb nicht. Durch Ansauern wurde versucht das A2i6l
zu erzeugen. Jedoch konnte auch dabei kein Umsatz zum 2&zfdstgestellt werden. Es
bildete sich nur das Halbacetab. Somit scheint die Annahme vdrm et al. bestatigt zu
sein. Es finden wahrend der Azidierung mit DMC zwei kompeatifReaktionen statt. Die eine
ist die Bildung des azidierten Produkts, die andere die Aadisbg eines Oxazolins. Durch
den groRen Uberschuss an Natriumazid wird die Synthese éfganazids bevorzugt.
Die Bedingungen voriim et al. konnten bisher allerdings nicht auf das Nonasacch2did
ubertragen werdeh®! Deswegen wurden weiterhin die etablierten BedingungenDRIC
verwendet.

Es wurde auch eine Eintopfreaktion einschlie3lich Aziginey durchgefiihrt (Abbildung 3.2,
Versuch 2). Nach vollstdndigem Umsatz 24 wurde die Losung lyophilisiert, um die
optimalen Reaktionsbedingungen der Azidierung zu gewéten. Daraufhin wurde nach
Ullmann et al. azidiert’® 1311 Hierbei konnte {iber drei Stufen eine Ausbeute von 61.2 %
erzielt werden. Es zeigte sich jedoch, dass die Eintopfi@aKiber drei Stufen stark von
der Reinheit des eingesetzten Sialoglycopepf@sund dem vollstandigen Umsatz aller
Reaktionen abhan® 116 Das Nonasaccharig3 kann Verunreinigungen durch Zwischen-
produkte und das abgespaltene Peptid aufweisen. Desweliferfis die Synthese des reinen
Glycanazid23 eine Gelfiltration nach dem enzymatischen Verdau oder dysehdie3ende

HPLC-Reinigung mit einer Hydrosphere C18-Saule erfol§@mBei allen drei Herangehens-
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3 Gewinnung von freielN-Glycanen

weisen wurden Reaktionen mit 1 g Sialoglycopeg@tidurchgefuihrt, wobei vergleichbare

Ergebnisse erzielt wurden. Die Eintopfreaktionen vert@irzdie Synthese z@3, so dass

in einem Zeitraum von 2 Wochen ca. 200 128 erhalten wurden (ausgehend von 23).

Insgesamt konnten im Laufe dieser Arbeit rund 1.5 g Nondsaatazid23 fur Glycopeptid-

sowie Konjugatsynthesen bereitgestellt werden.

22

Versuch 1:
1. PNGase F, 75 mM Phosphatpuffer, pH 7.5
2. Gelfiltration
(1.-2.: 85.4 %)
3. NaN3z, DMC, 2,6-Lutidin, H,0, 2 °C

Versuch 2 (Eintopf):
1. PNGase F, 75 mM Phosphatpuffer, pH 7.5, 37 °C

2. NaNz, DMC, 2,6-Lutidin, H,0, 2 °C
3. Gelfiltration
(1.-3.: 50.9 %)

4. Gelfiltration
(3.-4.: 88.1 %)

NHAc HO

7%

N3

HO NHAC

Abbildung 3.5: Eintopfsynthese des biantennaren Undecasaccharid@8ids

Um das sialylierte Glyca8 zu erhalten, wurde zunachst das Undecasacclzdriahittels
PNGase freigesetzt (Abbilduhg B.5; Versuch 1). Fir die &zichg wurde eine 40 m Sac-
charidlésung in Wasser hergestellt. Diese Losung wurdd@ntquivalenten 2,6-Lutidin ver-
setzt und im Eisbad gekihlt. Danach erfolgte die Zugabe \@fth Aquivalenten Natrium-
azid und 20 Aquivalenten DMC. Nebenreaktionen an den Sialiren wurden nicht beob-
achtet, so dass das AziB aus dem Halbacetd1l in bis zu 88.1 % Ausbeute gewonnen
werden konntétl’-118 Aych in diesem Fall wurde eine Eintopfsynthese durchgéfiabei
konnten vergleichbare Reinheiten aber nur geringere Gesaiveute (50.9 %) erzielt werden
(Abbildung[3.5; Versuch 2).

Weiterhin wurde das Nonasaccharida28kzu dem Heptasacchard® mit g-Galactosidase ab-
gebaut. Es wurden Galactosidasen Basherichia coliund Aspergillus oryzagetestet. Das
Azid 23 wurde in 100 mM Phosphatpuffer (pH 6.8) mit 1.5 mM Mg@Eldst. Nach Zugabe
des jeweiligen Enzyms wurde die Reaktion bei 37 °C drei Tad@dsen. Bei beiden Enzymen
war die Reinheit und Ausbeute mit rund 70 % vergleichbar (khing(3.6).
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3 Gewinnung von freielN-Glycanen

23

B-Galactosidase (Aspergillus oryzae),
75 mM Phosphatbuffer, 1 mM MgCl,, pH = 6.8

(70.4 %)
HO HO™\ o
Ho Q0 po—=<x3Q
HO HO
NHAC
¢}
HO HO
Q HO/Q,QO
HO' NHAC
HO HO ol HO o
HO - ¢} 0,
NHAc 4 6—* d 20 Ns
HO

NHAc

Abbildung 3.6: Enzymatischer Verdau des Glyc#&zu dem Heptasaccharidaz®.

3.2 Synthese von biantennéaren Glycosyloxazolinen

Die Synthese vorN-Glycopeptiden und Glycoproteinen tber Glycanoxazolinedwu-
nehmend angewendét: 43119k ir die Gewinnung verkiirzté&i-Glycane kann mit Hilfe einer

Endoglycosidase das bendétigte Glycan aus dem Glycop2pfigigesetzt werden.

22
Endo-S (Streptococcus pyogenes), 10 mM Phosphatpuffer
(150 mM NaCl), pH 7.4, BSA (74.3 %)
Ho PH COH  OH
...... e o " Q —= 20
AcH“\l/L\gy‘\ %o&ﬁm
HO OH NHAc
HO OH CO;H OH 0.
— o HO 0 WO 0
APHW\OHO EW% oH NHAC
HO OH NHAC HO A 4o 0K
O (0)

20 HO—

Neuraminidase, 75 mM Phosphatpuffer,
pH 6.1 (85.6 %)

OH
HO-| HO HO—™
Qo o} HOO/‘\ X0¢
HO HO HO
OH

NHAc

OH o
HO™ HO~ HO
Q o o HO;\VQO
HO HO fio o NHAC
OH NHAC HO - 4o OH
o (o)
HO

Abbildung 3.7: Enzymatischer Verdau des Sialoglycopep#2izu den GlycaneB0 und 29.

Ziel dieser Arbeit war die Gewinnung von biantennaren Okaga mit und ohne terminale
Sialinsauren. Zunachst wurde die Spaltung des Sialogbuigis22 mit verschiedenen En-
doglycosidasen untersucht. Es wurde die Enzyme Endo-F#y-EB sowie Endo-S getestet.
Ein Umsatz mit den ersten beiden konnte nicht detektiertlerer Endo-S dagegen lieferte

gute Ergebnisse (Abbildurig 3.7). Es wurde jedoch festtiestass das zunéachst eingesetzte
21



3 Gewinnung von freielN-Glycanen

Sialoglycopeptid22 Verunreinigungen aufwies. Diese inhibierten den Verdaugdass ma-
ximal die Halfte des Glycopeptid®2 (laut Dinnschichtchromatographie) umgesetzt wurde.
Durch eine Gelfiltration vor22 (Sephadex G25, 5 % Ethanol) konnten diverse Glycopeptide
abgetrennt werden. Das gereinigte Sialoglycopetiieferte bei der Umsetzung mit Endo-

S eine Ausbeute des Halbacetasvon 74.3 %. Fur die Reinigung vazD eignete sich die

Festphasenextraktion mit C18-Material.

20
l DMC, NEtg, H,0, 2 °C (88.2 %)
Ho PH COH OH
o ho”
AL HO HOHO 0

NHAC
HO OH COZH OH

...... o A v
HO NHAc O H
0 5.9 ppm

Abbildung 3.8: Darstellung des Oxazolir0

Das isolierte Halbacet@0 wurde mit Neuraminidase behandelt. Dabei wurden analogazu K
pitel[3.1 die terminalen Sialinsauren in Phosphatpuffer§@dl) durch Neuraminidas€(ostri-
dium perfringenp abgespalten (Abbildurig 3.7). Die Ausbeute lag bei 85.6 %.dte Rei-
nigung des Octasacchari@9 war die Festphasenextraktion nicht geeignet. Es wurde eine
Gelfiltration duchgefihrt, um die abgespaltenen Sialires@und die Salze vollstandig zu ent-
fernen.

Als nachstes sollten die Oxazolit3® und 31 synthetisiert werden. Hierbei wurde nach der
Vorschrift vonWang et. algearbeites! Das Oxazolin entsteht mit DMC unter basischen Be-
dingungen (vgl. Azidierung in Kapite[ 3.1). Zunachst wurties Halbacet&20 in Wasser ge-
l6st (Saccharidkonzentration 50wy mit 45 Aquivalenten Triethylamin versetzt und im Eis-
bad gekunhlt. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 20 Adeitan DMC. Das Verfolgen der
Reaktion mittels Dinnschichtchromatographie oder ESIWM& nicht moglich. Deswegen
wurde nachWangnach einer Stunde die Reaktion tiber eine Sephadex G25t@élfihssaule
gereinigt. Dabei wurde Wasser mit 0.05 % Triethylamin alafbdttel eingesetzt. Die Tren-
nung im Basischen ist wichtig, da Oxazoline bereits im lesduren Milieu instabil sind.
Leider konnte bei der NMR-Analyse kein Oxazolin nachgeetewerden. Da bereits bei der
Azidierung zu23 die Reihenfolge der Zugabe von DMC und Base entscheidendwade

diese variiert. Die notwendige Reihenfolge war DMC vor fmgamin zu dem Glycan zu
22



3 Gewinnung von freielN-Glycanen

geben. Nach der Gelfiltration war iftH-NMR-Spektrum bei 5.9 ppm das charakteristische
Signal des anomeren Protons des Oxazolins zu erkennenldabbi3.9). Die Ausbeuten an

Oxazolin30lagen zwischen 72.2 % und 88.2 % (Abbildilingl 3.8).

[

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 ppm

Abbildung 3.9: 500 MHz'H-NMR-Spektrum des Decasaccharidoxazalidsin D,O

Die Darstellung vor81 erfolgte analog z80 (Abbildung[3.10). Unter Beachtung der Reihen-
folge bei der Zugabe der Reagenzien konnte eine quandétainsetzung des Halbacet2i3

erreicht werden.

29

l DMC, NEts, H20, 2 °C, 85.6 %

HO’ HO\
HO—> \L/
HO

NHAc

& W% g&
HO

NHAc

Abbildung 3.10: Umsatz des Octasaccharid8 zum Oxazolir81.

Die Eignung der Oxazoline fur Transglycosylierungen wurdeder Verbindundg0 getestet.

Dafur wurde ein Fc-Peptid (IgG1 287-3282 verwendet, welches eiN-Acetylglucosamin
23



3 Gewinnung von freielN-Glycanen

trug (Abbildund3.T1}*2% Fur die Glycosylierung wurde eine mutierte Endoglycosidis
(Endo-M-N175Q) eingesetzt. Hierbei war es wichtig, das Zoka in einem Phosphatpuf-
fer bei pH 8.1 vorzulésen. Wenn Puffer mit niedrigerem pHrVéingesetzt wurden, konnte
kein Produkt detektiert werden. Der pH-Wert der Reaktiosishg wurde jedoch auf das Opti-
mum des Enzyms bei 7.1 eingestellt. Weiterhin wurde dasdfeggment in Dimethylsulfoxid
vorgeldst, da es ansonsten nicht umgesetzt wurde. Nach hritkdas Glycopepti@3 per
LC-MS identifiziert werden (Abbildung 3.12). Dabei lag dematz bei etwa 15 %. Lange-
re Reaktionszeiten sowie die erneute Zugabe von Enzym engiedinen weiteren Umsatz.
Insgesamt konnte gezeigt werden, dass durch den Einsa@x@®lins30 GIcNAc-haltige

Glycopeptide modifiziert werden kénnen.

HOw_
H H HoN,
O N N 9 o]
T jzr [ oo ()
s B N _
HN™ e, EN H \\/( "
o § N N © N NH NH NH;
H 2
0. _NH 0)\ %N © MN R_p o
HN\/ -0 \g/k H o N\, —OH
/ o H N —N /
_OH HO H A " B
HN o N N 0o
HO H
o 32 o TR
. oj/NH HO/( 0§ ONHNH,
HNZ “NH HN ( °
WKO HoN
T
HN™ &
HO™ o
HN
«OH
N
3 NH
0
A% NH 0)\§ o OOH
NHAC Hij\ )\OH
. NH
HZN\,\(
o O)\H\N o) HN
HN)LNHZ
HO NH |
(] o
HN- O HHO\i:/O ' /S>
NH, NH,
30, Endo-M-N175Q, 50 mM Phosphatpuffer, pH 7.1,
HQ P g on BSA, 10 % DMSO
AcH,\F\&NL &: WOO (Ausbeute nicht bestimmt)
NHAc
o o COH OH
..... HO"\ o
ACHW\ % W O NHAC  Ho
&L\ 50 &W
HO\ NHAC
H
N
33 [ >~ 19G1287-320 |—CONHNH;

Abbildung 3.11: Umsetzung des OxazoliB8 mit dem IgG-Glycopeptid2.
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100
- 32
= AN 33
: /
<
®
O . .
8.00 12.00 16.00 20.00 24.00 Zeit [min]

Abbildung 3.12: RP-HPLC-Chromatogramm der Umsetzung des Oxaz80mait dem IgG-
Glycopeptid32 nach 1 h.

3.3 Synthese von oligomannosidischghtGlycosylaziden

Eine wichtige Voraussetzung zur Untersuchung von Glydmmmen ist die Bereitstellung ho-
mogener Glycoformen. Damit kénnen z. B. die Proteinakiiviind -stabilitat in Abhangigkeit
von der Glycaneinheit studiert werden. Zur Synthese vort@trmen werden die jeweiligen
Saccharide in Reinform bendtigt. Fur die Darstellung algmnosidischer Interleukin 6 Gly-
coformen sollten zwei mannosidischieGlycane34 und 35 nach dem Bausteinprinzip von

Unverzagt et alaufgebaut werden (Abbildurig3118.5"]

OH
HO
HO Q
Ho NHA
o\ OH “ Ho
HO o o) HO N3
HO—. NHAC

HO OH
&H 34
HO oH O
HO O
HO oH
HO ©
o

0.
HO! 0"(‘)
HO - NHAC
HO oH HO o
HO O Ho o)
o o o) HO. N3
HO

NHAc

Abbildung 3.13: Oligomannosidische Zielstruktur&4 und 35.

3.3.1 Darstellung eines pauci-mannosidisched-Glycans

Das pauci-mannosidischid-Glycan 34 ist aul3ergewdhnlich klein, jedoch ist es das am

haufigsten auftretende-Glycan von Interleukin 624 Fiir die Synthese des Saccharids lagen
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3 Gewinnung von freielN-Glycanen

bereits erste Versuche v@ergervor (Abbildung 3.14J22] Er konnte zeigen, dass die selek-
tive 1,6-Mannosylierung des Core-Trisacchariddi®gsmit zwei freien Hydroxylgruppen in
Position 4 und 6 schwierig ist.

Um die Bildung der Nebenprodukt7 und 38 zu verhindern, o6ffnetderger das Benzy-
lidenacetal ausgehend von dem Core-Trisacch@rgklektiv. Die freie 6-Hydroxylgruppe
von 39 konnte somit mit dem Dono40 glycosyliert werden (Abbildung 3.15). Es konnte
jedoch wegen der Bildung des Orthoes#isur eine Ausbeute von 52.6 % erzielt werden.
Allerdings konnte das freie GlycaB4 nicht erhalten werden, da die Entschiitzung nicht
gelang. Vermutlich war das TetrasacchatRIzu polar, so dass es bei der oxidativen Deben-
zylierung im Zweiphasensystem in die wassrige Phase Ulmpr@diese Phase wird durch

Na,S,0,/NaBrO, stark sauer und kann glycosidische Bindungen angreifen.

AcO OAc HO—\ OAc NPht gho o
AcO - HO O Bno 0
AcO + AcO (0] d BnO N3

Bno NPht

40 O\[(CCIQ, 36

NH

J TMSOTY, Cl,CH,, -45 °C

AcO OAc
AcO -Q
AcO
o OAc NPht g6
HO -0 Bno o Q
AcO o} 4 Bno Na
BnO NPht
42
AcO OAc
AcO -Q
AcO
HO OAc NPht 56
o O Bno o Q
AcO O d BnO N3
BnO NPht
AcO OAc 37
AcO -Q
AcO
AcO O:g: 0
AcO i
AcO oAc NPht oo
5 -O Bno 0 Q
AcO O o) BnO N3
BnO NPht
38

Abbildung 3.14: Erste Versuche zur Synthese des pauci-mannosidischearGKz:

Wegen der Probleme bei der Verwendung des Do#@vsurden die Disaccharidbausteibga
und 13b eingesetzt. Diese sollten die Regioselektivitat der Gdytierung erhdéhen und die

Entschitzung zum Glycanazid ermdglichen.
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HO O% NPht BnO

BnO
AcO

NPht

40, TMSOTF, Cl,CH,, -45 °C

NPht BnO

AcO~ "\ OAc J
AcO -Q
AcO
[e] OAc
BnO -O  Bno
AcO O

NPht

AcO
AcO
AcO NPht BnO
BnO 0
AcO N3

BnO\ NPht

Abbildung 3.15: Synthese des pauci-mannosidischen Glyé@rsach Bergef:??]

Als Ausgangspunkt der Synthese wurde das Core-TrisactBarerwendet. Dieses wurde
acetyliert (vgl.Berge#22l) und debenzylideniert (Abbildurig 3116). Mit 8 Aquivalenigara-
Toluolsulfonsaure konnte das Acetal entfernt werden, veasAkzeptor36 mit 62.3 % uber
zwei Stufen ergaBZ® Da die Offnung des Benzylidenacetals eine Gleichgewiehtgion
ist, konnte das Zwischenprodukt der zweistufigen Schupmgomodifikation isoliert und

erneut umgesetzt werden.

NPht
Ph o OH BnO
Y - Bno 0

o] (0]
HO e} d Bno Nj3
BnO-____

8

NPht

1. Ac,0, Pyridin, RT
2. pTosOH*H,0, MeCN, RT
(1.-2.: 62.3 %)

HO OAc NPht ppo—"
HO - Bno Jo) 0
'Kco 0 4 8o Na

BnO. NPht

36

Abbildung 3.16: Acetylierung und Debenzylidenierung von Core-Trisacith@ft2?]

AnschlielRend wurde das TrisacchaB88 mit dem Disaccharidl3a umgesetzt. Es wurde
der Phthalimido-geschiitze DonbBa verwendet, da diese Schutzgruppe verglichen mit ei-
nem Trifluoracetamid sterisch anspruchsvoller ist. DiekRea wurde mit 0.05 Aquivalenten

TMSOTTf gestartet und 75 min bei -50 °C geriihrt. Es wurden Igli¥alente Donorl3a
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verwendet. Unter diesen Bedingungen konnte keine Ubediogelestgestellt werden. Jedoch
wurde nur eine Ausbeute von 50.8 % an Pentasacchdmdzielt, da der Akzeptad6é mit 1.1
Aquivalenten Donor nicht vollstandig umgesetzt wurde. Basdhen der Donor- und/oder

TMSOT{-Aquivalente fiihrte zu geringeren Ausbeuten, dardisktionen stattfanden.

AcO AcO™\ O
AcO
36

NPht +
O _CCly
13a a
TMSOTY, abs. Cl,CH,, -50 °C,
50.8 %
AcO AcO\_-O ( )
AcO Q Aco/“lﬂ;j%
AcO AcO
NPht o OAc NPht BnO
HO -Q Bno 0 0
AcO 4 8o Na
Bno NPht
44

Abbildung 3.17: Glycosylierung zum Pentasaccha#d.

Die Regioselektivitat bei der Glycosylierung des Akzept86 ist offensichtlich nicht nur
von der hoheren Reaktivitat der primaren Hydroxylgruppleéalgig. Die Abschirmung der
4-Hydroxylgruppe durch den Substituenten an O-3 spieltlidiigrweise eine Rolle. Es wur-
de daher eine Benzoylierung v8xdurchgefiihrt (Abbildung 3.18). Danach wurde das Ben-
zylidenacetal mip-Toluolsulfonsaure entfernt. Uber zwei Stufen konnte eéasbeute von
35.6 % an Trisaccharid5 erzielt werden. Die niedrige Ausbeute kam durch den Vexlast
Benzoylschutzgruppen wéhrend der sauer katalysierteemgtidenierung zustande.

8

1. BzCl, Pyridin, RT
2. pTosOH*H,0, MeCN, RT
(1.-2.: 35.6 %)

HO OBz NPht gho
HO O Bno 0 0
BzO o] d BnO N3
BnO-___

NPht
45

Abbildung 3.18: Benzoylierung des Core-Trisaccharid8 und anschlielBende
Debenzylidenierung zu Akzep#s.

Die Glycosylierung vo5 zum Pentasaccharib verlief analog zu dem acetylierten Akzep-
tor (Abbildung 3.19). Hierbei konnte ebenfalls nur eine Baiste von 47.1 % erhalten werden.

Es wurde sowohl Uberreaktion als auch ein Verlust von Belszbyitzgruppen beobachtet.
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45
13a, TMSOTH, abs. Cl,CH,, -50 °C

AcO— AcO—\_O (47.1 %)
AcO O Aco=AA 2
AcO AcO
NPht
o OBz NPht BnO
HO O Bno 0 Q
Bz0 0 4 Bno N3
BnO-____

NPht
46

Abbildung 3.19: Glycosylierung des benzoylierten Akzepitss

Daher wurde ein alternativer Weg zum Tetrasacch&ddgetestet, der auf der redukti-
ven Benzylidenacetal-Offnung zum TrisacchaBil basiertd?®122.123 Hierfiir wurde das
Core-Trisaccharid8 acetyliert und ohne weitere Reinigung im nachsten Schntger
setzt (Abbildund 3.20). Fir die selektive Ringodffnung wairdas Saccharid in @4 Boran-
Tetrahydrofuran-Komplexlésung (10 Aquivalente) aufganoen und auf -60 °C gekiihlt. Da-
nach wurden langsam 3.5 Aquivalente Dibutyltrifluormethafonyloxyboran (I Lésung in
Dichlormethan) zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurds émen Zeitraum von 1.5 h auf
0 °C erwarmt. Nach vollstandigem Umsatz wurde die ReaktianTmethylamin gestoppt.
Nach Ohlin et al. ist die selektive Offnung nicht auf sterische Effekte zkw@idihrent2!
Man geht vielmehr von einem stereoelektronischen Moded| auelches abhangig von den
eingesetzten Reduktions- und Lésungsmitteln ist. Biskeommte der Reaktionsverlauf jedoch

nicht vollstandig aufgeklart werden.

8

1. Ac,0, Pyridin, RT
2. BH3*THF, Bu,BOTfin DCM, 0 °C = RT

(1.-2.: 69.6 %)
HO OAc NPht Bno
BnO Q. Bno o Q
AcO o] o) BnO N3
BnO NPht

39

Abbildung 3.20: Selektive Benzylidenacetal-Offnung3au

Da eine Mehrfachglycosylierung va® nicht mehr stattfinden konnte, wurden die Reakti-
onsbedingungen angepasst. Es wurden 1.3 Aquivalente aarD8b und 0.1 Aquivalente
TMSOTTf eingesetzt. Weiterhin wurde die Reaktionstemperauf -30 °C erhdht. Nach
vollstandiger Umsetzung laut Dinnschichtchromatogmaphirde die Reaktion 19 h bei Zim-

mertemperatur gertihrt. Es konnte eine Ausbeute von 78.@Rdtaverden (Abbildung 3.21).

29



3 Gewinnung von freieMN-Glycanen

AcO AcO\_-O
Ao O Aco=A A2
AcO
NHTFAC + 39
O. _CCls
13b

NH

TMSOTH, abs. Cl,CH,, -30 °C —~ RT
(78.0 %)

AcO ° AcO™ T\ Oo
AcO ACO= AR
AcO AcO
NHTFA
C o OAC NPht BnO o
BnO -Q Bno o
AcO O o) BnO N3
BnO NPht

47

Abbildung 3.21: Glycosylierung des Trisacchari@®® mit dem Donorl3b.

Auch hier wurde die Schiitzung des Akzeptors mit Benzoylithigetestet (Abbildung 3.22).
Das benzoylierte Zwischenprodukt konnte ohne weitere iBeing fur die Benzylidenacetal-
offnung eingesetzt werden. Es wurde keine Ausbeute bedtidardas gewilnschte Produkt

nicht chromatographisch rein gewonnen werden konnte.

8

1. BzCl, Pyridin, 0 °C — RT
2. BH3*THF, Bu,BOTf in CI,CH,, 0 °C — RT

HO 0Bz NPht gho
BnO -Q Bno o Q
BzO O o) BnO N3
BnO NPht

48

Abbildung 3.22: Selektive Benzylidenacetal-Offnung4u

Nachdem die Pentasacchar#feund47 aufgebaut waren, wurde ihre Entschitzung versucht.
Mit beiden Verbindungen sollte die vierstufige Entschigastrategie nacNiemietz et al.
versucht werdeB?! Zwischen den einzelnen Schritten fand keine Aufreiniguagt.sim ers-
ten Schritt wurden die Benzylschutzgruppen oxidativ ineainZweiphasensystem mit Na-
triumdithionit und Natriumbromat abgespalten. Ein mdgéicMechanismus dieser Reaktion
wird von Adinolfi et al.oeschriebeR2% Es wird vermutet, dass Natriumdithionit unter wassri-
gen Bedingungen zu Natriumhydrogensulfoxylat und -hydnsglfit disproportioniert. Letz-
teres kann mit Natriumbromat hypobromige S&ure bildenchesd zur Bildung von Brom-
Radikalen fuhrt. Die gut sichtbaren Radikale kdnnen in dganische Phase tbergehen und
dort die Methylengruppen der Benzylgruppen bromieren.daigurch stark erhdhte Elektro-
philie erlaubt die Hydrolyse der Schutzgruppe unter Fteisgg von Benzaldehyd.
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AcO AcO\_-O
AcO O Aco=AA 2
AcO AcO

NPht

o OAc NPht 5o
BnO
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d BOnO ° N3
BnO-~... NPht
44
1. NayS,04, NaBrOs, H,0, EtOAc, 0 °C ~ RT
2. Ethylendiamin, nBuOH, 80 °C
3. Ac,0, Pyridin (1:2)
4. 40 % MeNH; in H,0, MeOH (1:1)
(1.-4.: 90.2 %)

HO
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1. NaS,04, NaBrOgs, H,0, EtOAc, 0 °C — RT
2. Ethylendiamin, nBuOH, 80 °C
3. Ac,0, Pyridin (1:2)
4. 40 % MeNH, in H,O, MeOH (1:1)
ACO—" ACO—\_O (1.-4.: 64.5 %)
AcO Q Aco=AR=A 4
AcO: AcO

o OAc NPht gho
BnO O Bno 0 Q
AcO (o] o) BnO N3
BnO:

NPht

Abbildung 3.23: Entschiitzung der Pentasaccharideund47 zu dem GlycosylazidP.

Es wurden in beiden Entschiitzungsreaktionen 15 Aquivalatriumbromat und 12.5 Aqui-
valente Natriumdithionit bei einer Ausgangstemperatur @o°C eingesetzt. Die Reaktion
wurde nach dem Start langsam auf Zimmertemperatur erw&rdh28 h gerihrt. Darauf folg-
te die globale Entschitzung nmtButanol und Ethylendiamin bei 80 °C. Nach Reaktionsende
wurde mit Toluol codestilliert und die Rohprodukte wurdartar Hochvakuum getrocknet.
Letzteres ist wichtig, um das Ethylendiamin vollstdndigemifernen und die Peracetylierung
nicht zu beeinflussen. Im Folgeschritt wurden die Verbirggimmit Acetanhydrid und Pyridin
peracetyliert und wiederum nach Reaktionsende gut geteicurch eine selektive D&3-
Acetylierung konnte das freie Saccharidagi@erhalten werden. Im abschliel3enden Schritt
wurden die Rohprodukte mittels Gelfiltration gereinigt.

In Abbildung[3.28 sind die Reaktionssequenzen veransidtduDie Entschitzung voA4
verlief sehr gut mit einer Ausbeute von 90.2 %. Die Ausbewieder Entschitzung vo#7

lag bei 64.5 %, da die Debenzylierung nicht vollstandigetbles konnte bei der Gelfiltrati-

on eine Fraktion mit einfach benzyliertem Saccharid alegetr werden. Ein weiterer Grund
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3 Gewinnung von freielN-Glycanen

kénnte in der Aminoschutzgruppe des 1,6-Arms liegen. Digaddimidogruppe im4 ist un-
polarer und halt das Molekul besser in der organischen Rieister Debenzylierung als die
Trifluoracetamidogruppe.

An dem freien Pentasacchad® konnte der enzymatische Verdau zu der ZielverbindBshg
untersucht werden (Abbilduig 3]124). Es wurde giAd-Acetylglucosaminidase eingesetzt,
die spezifisch fur die Hydrolyse terminalgrAcetylglucosamine ist. Fur die Reaktion wurde
das Azid49 in 50 mM HEPES-Puffer (pH 6.0, 1 mg/mL BSA) geldst. Nach Enzygabe
wurde die Losung bei 37 °C einen Tag inkubiert. Laut Dunnddichromatographie war die
Reaktion vollstandig, jedoch konnte bei der Gelfiltratiotukt 49 abgetrennt werden. Da-
durch lasst sich die Ausbeute von 55.3 % erklaren.

49

B-N-Acetylglucosaminidase,
50 mM HEPES-Puffer (pH 6.0), BSA, 37 °C

HO oH 55.3 %
Ho -0 ( )
HO
0 OH NHAc HO
HO -9 Ho 0 Q
HO o 4 Ho N3
HO NHAC
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Abbildung 3.24: Enzymatischer Verdau vet® zum pauci-mannosidischen Glycas

3.3.2 Synthesewege zu einem oligomannosidischen Heptadearid

Das oligomannosidische Glyc& stellt in der Biosynthese ein Intermediat fiir die Synthese
von hybriden und komplexen Glycanen dar (siehe Kapitel. IDBswegen wird es haufig
auf Glycoproteinen gefundét 1261 35 sollte aus den Bausteind) 13a und 50 aufgebaut
werden (Abbildun@ 3.25).

Schrattetablierte fiir die Synthese vé&d eine Route ausgehend von Benzylmannadié?’]
Dieses kann mit Hilfe von Trimethylorthobenzoat selektivder 2- und 4-Hydroxylgruppe
zu 52 benzoyliert werden (Abbildurlg 3.26). Dabei entsteht aldoégwrodukt auch das
2,6-Benzoylmannosi®3. Durch Veranderung der Reaktions- und Chromatographiebed
gungen konnte eine hohere Reinheit des Dibenzoylmannégdszielt werden. Hierfur
wurde Benzylmannosidl mit 8 Aquivalenten Trimethylorthobenzoat in Acetonitrilitm
0.06 Aquivalenten Trifluoressigsaure umgesetzt. Das Saictlying langsam in Lésung.

Dabei bildete sich das Zwischenprodukt mit zwei Orthodstdtionen. Dies konnte sehr
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3 Gewinnung von freielN-Glycanen

gut mittels Dunnschichtchromatographie beobachtet werblach Zugabe einer 80 %igen
Trifluoressigsaure-Losung (1.8 Aquivalente) wurde die idfse der Orthoester zu den
Produkterb2 und 53 induziert. Das gewiinschte 2,4-benzoylierte Benzylmaidnszkonnte

in guter Ausbeute (42.1 %) isoliert werden.

HO OH
HOTS O
o
OH
-0
o
NHAc
o
N3

NHAc

AcO OAc
ACO -Q . o
3. Verdau mit Hexosaminidase

2. Entschiitzung

AcO OAc 1. Glycosylierung
AcO
OBz
5820 B

NH Ph/Vo/ OH NPht 5o
e} -O BnO O O
AcO AcO™ 1\ O HO e} d Bno N3
AcO O Aco=AK ' BnO NPht
AcO AcO
NPht 8
) CCl3 eree”

13a

Abbildung 3.25: Retrosynthese des mannosidischen Gly&ans

Zur Synthese des Trisacchari¥wurde der Akzeptob2 mit dem Thioglycosidd5umgesetzt
(Abbildung[3.27). Es wurden 6 Aquivalente an Donor eingatsatelche mitN-lodsuccinimid
und Trifluormethansulfonsaure aktiviert wurden. Die Remidtemperatur lag bei 0 °C. Nach

3 h konnte das gewtinschte MannoS#iin guter Reinheit und Ausbeute (81.3 %) gewonnen

Ho—\ OH 1. Ph-CH(OMe)3, CHsCN, TFA | .o\ o8z B20—\ OBz
Ho— O 2.80% TFAin H0 20~ 0 Ho— -9
+
(1-2.:42.1%)

51 Oen 52  OBn 53 ©O8Bn

werden.

Abbildung 3.26: Darstellung der 2,4-benzoylierten Manndse
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3 Gewinnung von freielN-Glycanen

Anschliel3end wurde das Trisacchabidlan der anomeren Position entschutzt. Hierfur wurde
die Benzylschutzgruppe nadliemietz et alentfernt (Abbildund 3.28). Bei der Entschiitzung
wurde festgestellt, dass sich neben dem Halba&étalich ein Nebenprodukt mit anomerer
Benzoylfunktion57 bildete (Abbildung 3.209). Diese Nebenreaktion verminglelie Gesamt-

ausbeute, da das entstehende Saccharid nicht direkt weitelmidat umgesetzt wurde.

AcO~\ OAc
AcO -Q
AcO

AcO OAc HO OBz
AcO -0 BzO -Q NIS, TfOH, abs. C|2CH2, 0°C AcO— OACO
AcO + HO AcO -
(81.3 %) AcO OBz
BzO -

SEt OBn Q

55 52 o
54 OBn

Abbildung 3.27: Umsetzung von DibenzoylmannoSizu dem Trisacchari@4.

Daher wurden die Aquivalente an Natriumdithionit und Nattbromat variiert. Es stellte sich
heraus, dass der Einsatz von 4.1 Aquivalenten Dithionitud\quivalenten Bromat zu mehr
Benzoat57 fiihrte. Ein Verhaltnis von 8.2 zu 9.4 Aquivalenten (N@G/NaBrQ,) fiihrte zu
hoheren Ausbeuten an Halbacedél Eine weitere Erhthung der Aquivalente verbesserte die
Umsetzung nicht, fuhrte aber auch nicht zu vermehrten Naloelukten. Ein Wechsel des
Ldsungsmittels zu Dichlormethan verschob die ReaktionrnireliRichtung des Nebenpro-
dukts57. Die Verdinnung der organischen Phase erbrachte ebenieisden gewiinschten
Erfolg. Die besten Bedingungen wurden durch das Losen dsactbharid$4 in Ethylacetat
in einer Konzentration von 74 mund Kihlen im Eisbad fur 5 min eingestellt. Dann wur-
de Bromat (9.4 Aquivalente) und abschlieRend Natriumelithi(8.2 Aquivalente) langsam
zugegeben. Nach beendeter Zugabe wurde das Eisbad entlamerkennt an der orangen
Reaktionsfarbe, dass die Reaktion startet. Mittels Dimobtchromatographie kann die Re-
aktion gut verfolgt werden. Nach einer Reaktionsdauer vbruid flashchromatographischer
Trennung konnte eine Ausbeute von 80.6 % erhalten werden.

Das gereinigte Halbacet&b wurde mit Trichloracetonitril im Basischen zu dem Imidit
umgesetzt. Diese Reaktion ergab eine Ausbeute von 85.5 #itBtand der verzweigte

Donor50fir den Aufbau von Oligomannosiden zur Verfligung (Abbild[#28).
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AcO OAc
AcO ©
AcO

1. NayS,04, NaBr03, H,0, EtOAc,

0°C — RT (80.6 %) AcO OAcg: O
o —
54 2. K,COg, CI3CN, CI,CH,, RT (85.5 %) ACAOCO OBz
BzO &

(¢]

o) cCly

50 NH

Abbildung 3.28: Synthese des Donois0.

Das Pentasaccharif8 wurde aus dem Core-Trisacchaifgdund dem Donorl3a herge-
stellt (Abbildund 3.3D). Die Glycosylierung wurde sowohiter TMSOTf- als auch unter
BF,XOEt,-Aktivierung durchgefiihrt. Es wurden jeweils 0.1 Aquivaie des Aktivierungs-
mittels und 2 Aquivalente DonoB0 eingesetzt. Beide Reaktionen verliefen vergleichbar,
wobei Ausbeuten um 73 % erhalten wurden. Abschlie3end wdiedaxiale Hydroxylgruppe

derp-Mannose acetyliert und das Benzylidenacetal entfern®43usbeute a®9).

AcO OAC AcO OAc
AcO -Q AcO -O
AcO AcO
AcO OAc© AcO OAc©
AcO -C AcO -C
AcO OBz AcO OBz
BzO -Q BzO -
o (¢}
OH OBz
56 57

Abbildung 3.29: Produkte der Debenzylierung véa.[67]

Zur Verknipfung der Bausteiri#0 und 59 wurde zunéchst die Aktivierung mit Bortrifluorid-
Diethyletherat versucht. Hierfir wurden mehrere Testiieakn durchgefiihrt, um die opti-
malen Bedingungen zu finden. Es wurden sowohl die Tempeuattirdie Aquivalente des
Aktivierungsmittels als auch des Donors variiert. Das Hprgblem dieser Aktivierungsme-
thode bestand in der Bildung des Nebenprod6Rig\bbildung[3.31). Dieses konnte nur unter
hohem Ausbeuteverlust durch Flashchromatographie arggtwerden. Weiterhin hydroly-
sierte der Donob0 zu schnell zum Halbacet&b. Durch Verwendung von nur 1.1 Donora-
guivalenten konnte die Bildung des Nebenprod@sinterdrickt werden. Dennoch lag die

Ausbeute nur bei 44.2 %.
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AcO AcO™ "\ O
AcO O Aco=AR=A 2 NPht
AcO ACO Ph
NPht
13a NH
TMSOTTf, abs. CI,CH,, -30 °C
(73.3 %)
ACO/ Aco/\ \ o,

ACO

NPht O
BnO N3

NPht

1. Ac,0, Pyridin, RT
2. pTosOH*H,0, MeCN, RT
(1.-2.: 80.8 %)

AcO/ AcO
/\ o o
AcO

M o NP g
NPht HO (0] 0
J BnO: N3

NPht

Abbildung 3.30: Gewinnung Pentasacchariés.

Aufgrund der Nebenproduktbildung mit Bortrifluorid-Digletherat wurde eine Aktivierung
mit TMSOTf getestet. In den ersten Versuchen wurden 1.4 Vedeite des Donors einge-
setzt, die mit 0.3 Aquivalenten TMS-Triflat aktiviert wurileBei einer Reaktionstemperatur
von -30 °C konnten nur 39.0 % des Octasaccha&@idgewonnen werden. Die geringe Ausbeu-
te liel3 sich hier vor allem darauf zurickfuhren, dass daviagkte Donor zum Halbacet&6
reagierte. Dies konnte per LC-MS nachgewiesen werden.Malnele die Menge an Aktivie-
rungsreagenz reduziert. Eine Verringerung der Menge ayesetztem Donds0 sollte zudem
der Bildung des Dimer§0, die in vorhergehenden Versuchen auftrat, entgegenwiien
Einsatz von 1.2 AquivalenteB0 und einer Aktivierung durch 0.08 Aquivalenten TMSOTTf
konnte eine Ausbeute von 86.3 % konnte erreicht werden. Rakionstemperatur lag bei
-40 °C. Bei der Wiederholung der Reaktion wurde durch LC-MS8destellt, dass die Reakti-
onstemperatur entscheidend ist. Wenn das Temperatwefenstief gewahlt wird, entsteht der
Orthoeste62 (Abbildung[3.32). Dessen Bildung kann umgangen werdennvaés Reaktion
bei -30 °C gestartet wird. Ist der Akzept69 laut Dunnschichtchromatographie vollstandig
umgesetzt, kann die Reaktion langsam auf Zimmertempegatt#irmt werden. Somit konnte
die Bildung des Orthoeste unterbunden werden und die Reaktion verlief reproduzrerba

in Ausbeuten zwischen 70 und 80 %.
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AcO OAc
AcO -0
AcO
AcO
AcO
AcO

Aco/\ \ o o

AcO
A o OAC NPht

NPht
AcO cg:
AcO -
AcO
AcO
AcO

OA
OAc
OAc
OAc
o- OAc
60 OAc\_—OAc

Abbildung 3.31: Synthese des Octasacchargis

59
a) 50, BF3 X OEty, abs. Cl,CHy, -45 °C (44.2 %)

b) 50, TMSOTY, abs. Cl,CH,, -40 °C (86.3 %)

N3
NPht

Fur die weitere Verwendung sollte das gewonnene OctasadcBa entschitzt werden
(Abbildung[3.38). Um den Erhalt der anomeren Azidfunktiangewahrleisten, wurde die
Debenzylierung ebenfalls unter oxidativen Bedingungeh Maitriumbromat und Natrium-
dithionit durchgefiihrt (vgl. Kapitel 3.3.157! Bei der Verwendung von 15.0 Aquivalenten
Natriumbromat, 12.5 Aquivalenten Natriumdithionit unche@i 74 nm Saccharid-Losung
erfolgte allerdings keine vollstdndige Debenzylierungndtiter Umsatz des unvollstandig
debenzylierten Produktes nach Peracetylierung nach derhgin Vorschrift fihrte zur voll-
standigen Debenzylierung. Trotz der oxidativen Bedingumigann es zur sauren Hydrolyse
des Azids und somit zur Bildung des Halbacetals kommen. Ura envollstdndige Deben-
zylierung zu vermeiden, wurden die Aquivalente an,8{®, und NaBrQ erhoht. Unter
Einsatz von 18 Aquivalenten Natriumbromat und 15 AquivegarNatriumdithionit konnten
direkt alle Benzylschutzgruppen entfernt werden. Dabeteulie Saccharidkonzentration in

Ethylacetat auf 30 m reduziert. Die anomere Azidfunktion blieb laut ESI-MS dtéi.
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AcO OAc
AcO -Q
AcO
AcO
AcO

AcO AcO™
o
AcO ACO/‘\X/ -Q
AcO O%c NPht BZIO—" o
NPht HO - BzIO ¢}
o} e} 4 Bz0 N3
BzIO NPht

62

Abbildung 3.32: Intermediarer Orthoeste2 bei der Synthese des hybridischen Octasaccha-
rids 61.

Die basenlabilen Schutzgruppen wurden durch Erhitzen rtiylEndiamin inn-Butanol
entfernt28l In einer Testreaktion wurde die Entschiitzung bei 80 °C lbsehi durchge-
fuhrt. Die Analyse via ESI-MS zeigte jedoch, dass ein Te @etasaccharids noch einfach
benzoyliert vorlag. Es handelte sich hierbei vermutlich dms sterisch schwer zugangliche
Benzoat an O-4 der 1,6-verknUpftaiMannose. Eine verlangerte Reaktionszeit (zwei Tage)
zeigte das gleiche Bild. Das benzoylierte Glycan konntedeeiabschlieRenden Gelfiltration
abgereichert werden. Durch die Probleme wahrend der Hittaaig konnte nur eine Ausbeu-

te von 17.0 % fur das freie Glycosylaz® erhalten werden.

61
HO OH
Ho- -0 1. Na,S,04, NaBrOs, H,0, EtOAc, 0 °C —~ RT

2. Ethylendiamin, nBuOH, 80 °C
3. Ac0, Pyridin (1:2)

O 4. 40 % MeNH, in H,O, MeOH (1:1)
(1.-4.: 17.0 %)

HO HO Ol—é
NHAC HO _ do o

Abbildung 3.33: Entschiitzung des hybridischen Sacchafitls

Ab diesem Punkt wurden zwei Losungswege verfolgt. Der aiftg ging Uber die Synthese
des Trimannosids unter Vermeidung der Benzoylfunktiorier. zweite Weg verfolgte die

Optimierung der Entschitzung.
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1. CH3-CH(OEt)3, CH5CN, TFA
HO OH . g HO OAc AcO OAc
o o) 2.80 % TFA in H,0 AcO e o e
HO HO + HO
(1.-2.:24.1 %)

51 OBn 64 OBn 65 OBn

Abbildung 3.34: Darstellung des 2,4-acetylierten Mannostis

Fur die Synthese eines verbesserten trimannosidischearBaurde eine selektive Acety-
lierung von51 versucht (Abbildung 3.34). Es wurde Triethylorthoacetagesetzt, welches
durch saure Katalyse zunachst den 2,3- und 4,6-Orthoestit.obNach Umlagerung mit
80 %iger Trifluoressigsaure konnte das 2,4-acetylierteriaitl 64 in einer Ausbeute von
13 % gewonnen werden. Die Reinigung war bei dieser Reakiiokréischer Schritt. Erst
durch den Einsatz von Dichlormethan/Methanol als Laughliei der Flashchromatographie

konnte das Regioisoméb abgetrennt und die Ausbeute auf 24.1 % gesteigert werden.

AcO O/E\DC AcO O%c
AcO™ - 1. NayS,04, NaBrOs, AcO™ _
H,0, EtOAc, 0 °C —~ RT
(75.2 %)

55,NIS, TIOH, Ao\ OAO 2.K,COz, CIiCN, Cl,CHp, A0~ T\ 0Ac©
g4 s ClCHa0°C Ao on _RT(832%)
(97.0 %) AcO O AcO B

[¢] [e]

66 OBn 67 O\H/ch

NH

Abbildung 3.35: Synthese des Trisacchariddon6i

Die Synthese des Trimannosi@ié erfolgte durch Umsetzung des Akzept@#mit 4 Aqui-
valenten des Thioglycosiddono&s (Abbildung[3.35), 10 AquivalentemN-lodsuccinimid
und 6 Aquivalenten Trifluormethansulfonsaure. Nach Flashmatographie konnte das
Trisaccharidb6in einer sehr hohen Ausbeute (97.0 %) gewonnen werden.

Im néachsten Schritt wurde die Benzylschutzgruppe durctaikie Debenzylierung entfernt.
Dazu wurde das Trimannos&b mit 9.4 Aquivalenten Natriumbromat und 8.2 Aquivalenten
Natriumdithionit umgesetzt. Das Halbacetal wurde in eidasbeute von 75.2 % erhalten
und mit Trichloracetonitril im basischen Milieu zum Imid&f umgesetzt.

Der Donor67 konnte auch durch Schutzgruppenmodifikation erhalten everBazu wurde
das benzoylierte Trimannosk# zunachst basisch entschitzt (Abbilding B.36). Die Abspal-

tung der Esterfunktionen gelang sowohl mis1Natriumhydroxid-Losung in Methanol, als
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auch mit Hydrazinhydrat in Ethanol. Nach dem Einengen démRadukte wurde jeweils das
entschitzte Trisaccharid peracetyliert und ohne weiteiaiung an der anomeren Position
debenzyliert. Bei beiden Reaktionsfolgen konnten die Bglszhutzgruppen vollsténdig
entfernt werden. Die Gesamtausbeute war mit dem HydradmaltnSchritt um 15.0 %
héher (Abbildung 3.36). Jedoch war die ReproduzierbankeitNatriumhydroxid deutlich
besser. Dies lag moéglicherweise an der Hygroskopie desazydrydrats. Dadurch wird die
Reaktivitat herabgesetzt bzw. die tatséchlich eingesétignge ist nicht genau zu ermitteln.
Das Halbacetab8 konnte mit Trichloracetonitril im Basischen zum Imida@f umgesetzt

werden.

Versuch 1:
1.1 M NaOH, MeOH
2. Acy0, Pyridin (1:2) AcO Q/é)c
3. NayS,04, NaBrOs, H,0, EtOAc, A,
0°C = RT

(1.-3.:61.1 %)

AcO—\ OAc©
54 A -
Versuch 2: AcO oA
1. Hydrazinhydrat, EtOH AcO

2. A0, Pyridin (1:2) °

3. Na28204, NaBr03, Hzo, EtOAc, 68 OH
0°C ~RT
(1.3 76.1 %)

Abbildung 3.36: Schutzgruppenmodifikation fur die Darstellung des Hallbals&8.

Schlief3lich wurde die Glycosylierung des Pentasacch&@sit dem peracetylierten Do-
nor 67 untersucht. Die Aktivierung erfolgte mit 0.08 AquivalenfEMSOTf und 1.2 Aquiva-
lenten des Donor87. Dabei stellte sich heraus, dass neben dem Zielpra@Ritich der Or-
thoestei70entstand (Abbildung 3.37). Durch eine Veranderung der Readtemperatur wur-
de versucht, die Nebenreaktion zu unterdriicken. Nach #kting mit TMSOTf bei -30 °C
und einer vollstandigen Umsetzung laut Dinnschichtchtographie wurde die Reaktion-
stemperatur auf Zimmertemperatur erhoht. Dies verandedé/erhaltnis von Produkt zu Or-
thoester nur leicht in Richtung des Octasacchad@ligAbbildung[3.38, a). Deswegen wurden
mehr Aquivalente an Lewis-Saure sowie Trifluormethansigémre als Aktivierungsreagens
getestet. Dies hatte jedoch nicht den gewiinschten Erfodg. @thoestei70 konnte durch
Flashchromatographie nicht abgetrennt werden (Abbil@.i88, b). Deswegen wurde diese
Synthesestrategie aufgegeben und die Optimierung declitiiiming des benzoylierten Octa-

saccharid$1 weiterverfolgt.
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AcO OAc
AcO -0 59
AcO
67, TMSOT(, abs. CI,CH,, -30 °C —~ RT
AcO
AcO OAC

AcO
AcO /\ OO
OAC NPht
NPht N3

NPht

AO

AcO AcO™
o)
AcO Q ACOAX/ -0
AcO co NPht leo/
NPht HO Bz10
o &0 N3
BZ'O NPht

70

Abbildung 3.37: Glycosylierung mit dem peracetyliertem Dorgt.
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Abbildung 3.38: RP-HPLC Chromatogramm der Synthese des Octasacch@@ider den

peracetylierten Dono67; a) Rohprodukt; b) nach Flashchromatographie.

Es wurde versucht die Bedingungen fur die Entschitzung deactharid$4 auf das Oc-
tasaccharicl anzuwenden. In Abbildurig 3.39 sind die Entschiitzungssemuedargestellt.

Zunachst erfolgte eine oxidative Debenzylierung. Im Ahssswurde mit Hydrazinhydrat in
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Ethanol bei 80 °C eine globale Entschitzung durchgefiiletqch 1). Anschlief3end folgte
eine Peracetylierung und eine selektive e cetylierung.

Im zweiten Versuch wurde nach der Debenzylierung erst dofeate Entschitzung mit Ethy-
lendiamin inn-Butanol durchgefiihrt. Dies war notwendig, um die Phthadmschutzgrup-
pen abzuspalten. Die vollstandige Debenzoylierung kodaten mit 1M Natriumhydroxid-
Losung erzielt werden. Nach Einengen des Rohproduktsgtefa@ine Peracetylierung und
anschlieende Desacetylierung. Mit beiden Entschitzamgshriften konnte das freie Gly-
can 63 in ahnlicher Ausbeute gewonnen werden. Eine unvollst@néligtschitzung konnte
nicht festgestellt werden. Die Glycane waren laut NMR rgadpch zeigte eine LC-MS Mes-
sung uber eine Hydrosphere C18-RP-Saule noch Verunr@igegu Durch Festphasenextrak-

tion konnte die Reinheit des Octasacchafi@verbessert werden (Abbilduing 3140).

61
Versuch 1: Versuch 2:
1. NayS,04, NaBrO3, H,0, EtOAc, 0 °C — RT | 1. NayS,04, NaBrOs, H,0O, EtOAc, 0 °C — RT
2. Hydrazinhydrat, EtOH, 80 °C 2. Ethylendiamin, nBuOH, 80 °C
3. Ac,0, Pyridin (1:2) 3. 1M NaOH, Methanol
4. 40 % MeNH, in H,O, MeOH (1:1) 4. Ac,0, Pyridin (1:2)

(1.-4.: 62.2 %) 5. 40 % MeNH, in H,0, MeOH (1:1)
(1.-5.: 64.6 %)
63

Abbildung 3.39: Versuche zur Optimierung der Entschitzung 6bn

Im letzten Schritt sollte das gewilinschte mannosidischedsapcharid5 durch enzymati-
schen Verdau au83 freigesetzt werden. Das Saccha@@wurde in 50 v HEPES-Puffer
(pH 6.0) geldst und mip-N-Acetylglucosaminidase versetzt (Abbildung 3.41). Naoleiz
Tagen erfolgte eine Gelfiltration. Dabl-NMR-Spektrum deutete auf eine vollstandige Um-
setzung hin. Die LC-MS-Analyse zeigte jedoch noch vorhaedeOctasaccharifi3. Eine
erneute Umsetzung mit der Glycosidase hatte nicht den gashien Erfolg. Auch die Ver-
anderung der Reaktionsbedingungen fihrte nicht zum Ziek Bbtrennung des Eduk&s3
sowohl Uber Festphasenextraktion als auch tUber Hydrospb#8-RP-HPLC gelang nicht.
Deswegen wurde das Gemisch &Bund 35 peracetyliert und flashchromatographisch ge-
trennt. Nach Desacetylierung, Gelfiltration und abscleieler HPLC-Reinigung konnte das
Heptasacchari®5 in einer guten Reinheit erhalten werden (Abbildung B.42gshatte je-

doch eine Ausbeute von 30 % zur Folge.
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JL Jo

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Abbildung 3.40: 500 MHz'H-NMR-Spektrum des Glycanaziéizin D,O.

Aus diesem Grund sollte die Synthesestrategie des Heptemadazids35 weiter verbessert
werden. Eventuell kann der abschlieRende enzymatischétSehgangen werdeh2®! Dabei
liegt eine Schwierigkeit in dexl,3-Mannosylierung des Core-Trisaccha@d$onosaccha-

riddonoren erschweren die regioselektive Glycosylierdes) Diols8.

63

B-N-Acetylglucosaminidase,
50 mM HEPES-Puffer (pH 6.0), BSA, 37 °C
(94.8 %)

HO OH
HO O
to
HO oH ©
HO -Q
to o
HO -Q
)

o)

HO OH
HO O

Ho OH NHAC 1o

HO Q. Ho 0 Q
Y o 4 Ho N3
HO
35

NHAc

Abbildung 3.41: Enzymatischer Verdau des hybridischen Sacch&3izum mannosidischen
Glycan3b.

43



3 Gewinnung von freielN-Glycanen

Abbildung 3.42: 500 MHz'H-NMR-Spektrum des gereinigten Glycana8sn D,0O.
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4 Biotinylierung von N-Glycanen

Bei der Immobilisierung von Glycanen fur BindungsstudigieioLectinaufreinigungen wird
haufig eine Derivatisierung an der anomeren Position egigegine Moglichkeit ist die Ver-
knupfung mit Biotin. Damit kann durch die Interaktion mir&pttavidin eine starke Bindung
ausgebildet werden. Die biotinylierten Kohlenhydrater@m z. B. auf Glycanarrays oder in

Affinitatschromatographiesaulen immobilisiert werdé#.

4.1 Darstellung von biotinylierten Glycanen durch Amidkupplung

Die Verknupfung der biantennéren Glycosylazig@ und 28 mit Biotin 71 sollte durch
Amidkupplung versucht werden. In beiden Fallen wurde zhetidie Azidfunktion zum
Halbaminal reduziert. Eine etablierte Methode ist die R&da im Basischen mit Propan-
dithiol in Methanol”! Die Bildung des Halbaminals konnte sehr gut mittels Diinitth
chromatographie verfolgt werden. Bei beiden Saccharidemte laut Dinnschichtchromato-
graphie eine vollstandige Umsetzung mit 60 AquivalentepBndithiol und 10 Aquivalenten
Diisopropylamin erzielt werden.

| HO HO™™
Ho Q o o Hoo/p\/Qo
HO Ho oi\)ﬁ

NHAc

OH
oH )
" "
Ho Q HOO o} Hgo/t\vo_o it
HO o 7o oH NHAC | )k
OH HO -Q %
o

HO (0)
NHAc o
H

23 HO

1. Propandithiol, DIPEA, MeOH
2. PyBOP, DIPEA, DMF

- HO™™ HO
HO o M 0 w00 (L-2.: 61.4 %)
HO Ho HoA)ﬁ 0

OH NHAC
OH o)

HO| HO HO™™

S o HOALQO
HO Ho oi\/ﬂ on NHAC 1o o
HO - HO H
OH NHAc 5 O%\?—qo N
HO NHAC

Abbildung 4.1: Verknupfung des Nonasacchar@®mit Biotin 71 tber Amidkupplung.

Anschlie3end wurde Biotii@l unter PyBOP-Aktivierung gekuppelt. Bei der Umsetzung des

reduzierten Nonasaccharids wurden 3 Aquivalente Biotindwiquivalenten PyBOP einge-
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4 Biotinylierung vonN-Glycanen

setzt (Abbildundg 4]1). Hierbei war zu beachten, dass deMft im Basischen lag. Dies
konnte mit 2.3 Aquivalenten Diisopropylethylamin eingdistwerden. Als Losungsmittel
wurdeN,N-Dimethylformamid gewahlt. Nach zwei Tagen wurde das Rodpkt durch Gel-
filtration Uber eineHiLoad Superdex 30 Saule gereinigt. Es konnte eine Ausbeute vdr?61.
erzielt werden. Durch NMR konnte dgeKonfiguration an der anomeren Position des Biotin-
konjugats/2 gezeigt werden.

Fur die Kupplung des UndecasaccharidaZ8svurde analog vorgegangen. Nach 21 h wur-
de eine Reinigung Uber eine C18-SepPak Kartusche mit 0.1 %igemsaure im Laufmit-
tel durchgefiihrt. Danach wurde das Produkt mit einer Ausbeute von 36.0 % erhalten
(Abbildung[4.2). Die geringe Ausbeute beruhte auch auf detigllen Hydrolyse der termi-
nalen Sialinsduren. Um diese Abspaltung zu unterbinderdewersucht die Carboxylgruppe

der terminalen Neuraminsauren zu schiit2&h.

COH OH

Ho OH
HOw .l q " le} Ho/t\on
Al O Q 1o HO
¢ HO HO HO
OH

HO

Ho OH CO,H OH o
HO HO
HOm: o O/ o} o QO Ho//w\\.,o/o
AcHN HO HO o OH NHAC ho
-O Q
HO OH NHAC HO HO
o o o C?io N3
o8 NHAC
ho OH COMH  OH 1. Propandithiol, DIPEA, MeOH
HO HO—\ 2.71, PyBOP, DIPEA, DMF

HOw 070"\ o O HO——ACTR (1.-2.: 36.0 %)

AcHN HO Ho- Ho
HO OH NHAC
Ho OH CO,H OH 0.
—

HOw o O/ o} T)O o} Hgo/h\/QO

AcHN HO 20 O\\’Jﬁ o NHAC o
- H
HO OH NHAc S HO OW%O
HO

73

Abbildung 4.2: Verknipfung des Glycosylazid8 mit Biotin 71.

Es wurde hierzu die Phenyacylschutzgruppe getestet (éinhg4.8). Dabei wurde nach
Murakami et al.vorgegangef2® Das Glycosylazid28 wurde in Wasser geldst und durch
Zugabe von Casiumcarbonat das Casiumsalz der Carbonshildeg. Es wurde ein pH-Wert
von 9.8 eingestellt und die L6sung wurde eingeengt. Der Biackl wurde in DMF aufgenom-
men und bei einer Saccharidkonzentration von 2y mit 3.6 Aquivalenten Phenacylbromid
unter Argonatmosphare umgesetzt. Unter diesen Bedingukgente das Produki4 nach

acht Stunden mit Ether ausgefallt werden. Es folgte dieiBenyg Uber eine C18-SepPak Kar-
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4 Biotinylierung vonN-Glycanen

tusche, wonach laut NMR-Analyse eine hohe Reinheit ersielden konnte. Die Ausbeute

betrug 69.6 %.

28

1. Cs,CO3, H,0, pH 9.8

2. Phenacylbromid, DMF, RT
(1.-2.: 69.6 %)
Ho OH
o HO™"
..... HO/‘\ 55e)
A HO
HO NHAC
OH CO,Pac OH
HQ 2
o -~ o MO Q HOT TN Qg \
HQm o) o) o HO ~— I NHA
AcHN HO HO HoA/Jﬁ OHO ¢ Ho o
HO OH NHAC I HO &W%o .
HO NHAC

Abbildung 4.3: Einfihren von Phenacylschutzgruppen an den Sialinsauesnuthdecasac-

charids28.

Nach der Schitzung der Sialinsduren wurde das Glytamit Biotin 71 derivatisiert
(Abbildung[4.4). Es wurden Bedingungen verwendet analodJrusetzung des ungeschiitz-

ten Undecasacchari@8. Die Ausbeute lag bei 48.7 %.

74
1. Propandithiol, DIPEA, MeOH
Ho PH COzPac OH 2. 71, PyBOP, DIPEA, DMF
...... 0 OO 1.-2.:48.7 %
AcHN HO W ( o) o
NHAc
HO OH COzPac OH )I\

NHAc

HO~™
‘‘‘‘‘‘ HO/‘\ 20
ACHN NHAc HO
?/P o

NHAc

Abbildung 4.4 Verknipfung des geschitzten GlycosylaZsit Biotin 71.

4.2 Anwendung der Click-Chemie zur Biotinylierung von Glycanen

Als direkte Mdglichkeit zur Derivatisierung von Aziden mBiotin sollte die Azid-
Alkin-Cycloaddition versucht werdd®! Dabei wurde nachLin et al. vorgegangef3?
Zur Anknupfung eines Alkins wurde die Carboxylgruppe vorotisi 71 zun&chst mitN-

Hydroxysuccinimid/1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropg8rbodiimid aktiviert und zum Bio-
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4 Biotinylierung vonN-Glycanen

tinpropargylamid76 umgesetz£32123 Nach Flashchromatographie konnte das Prodikt

in einer Ausbeute von 72.9 % Uber zwei Stufen erhalten wefébhildung(4.5).

1. NHS, EDC, DMF, RT
2. Propargylamin, NEt3, DMF, RT

(1.-2.:72.9 %)

Abbildung 4.5: Synthese des Propargylamids

Die 1,3-dipolare Cycloaddition von Aziden mit Acetylenan,2,3-Triazolen ist kompatibel
mit vielen funktionellen Gruppen. Die Reaktion ist auch imd&ker bei Zimmertemperatur
durchfiihrbar. Da es sich um einen additiven Mechanismuddigentstehen keine Nebenpro-
dukte. Die Katalyse durch Kupfer erméglicht eine hohe Regjiektivitatli3# 135 Der Einsatz
von Kupfer(l)-Salzen erlaubt es, ausschlieRlich das kdgiftsomer herzustelldf 136l
wohingegen das 1,5-Isomer sowie das 1,4,5-trisubstieuie?,3-Triazol Uber die Katalyse
mit Ruthenium-Komplexen erhalten werdé®! In der Kupfer(l)-katalysierten Reaktion
werden haufig die Cu(l)-Salze situ aus Cu(ll) erzeugt. Dies gelingt durch Zugabe von

Antioxidantien oder elementarem Kupfer zu einem Cu(ll)zE84

OH

| HO HO™™
HO Q4 Q HOALQO
HO Ho OA/Q‘

NHAc

0 hos
HO ="
% W NHAC ho
o 0
d

(0]
NHAc o Na

HO\— NHAC

23

HO™ HO HO
Qo Q Ho/f\vo’o Qf 77, CuSOy4 (5H,0), Natriumascorbat 79, RT
HO Ho HoA/ﬁ i

NHAc

HO—
— = v
HoS NHAc

NHAC \)\/

NHAc

Abbildung 4.6: Umsetzung des NonasaccharidaZ@8snit dem Biotinderiva?6 in Gegenwart

von Kupfersulfat- und Natriumascorbat.

Eine Synthese von7wurde mit Kupfersulfat und Natriumascorl¥&in Wasser versucht. Das

Azid 23wurde zunachst mit 2.5 Aquivalenten des Biotinderivsimgesetzt. Es wurden 4.5
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4 Biotinylierung vonN-Glycanen

Aquivalente Kupfersulfat und 9 Aquivalente Natriumase@irit8 verwendet3”l Unter diesen
Bedingungen konnte keine Umsetzung7festgestellt werden (Abbildung 4.6). Laut LC-
MS-Analyse fand eine partielle Hydrolyse des Sacch&&statt (Abbildund 4.7). Es konnten

Fragmente des Oligosaccharids identifiziert werden.

100 76
N
S
%
Q
<
I
0 %‘"
15.00 17.00 19.00 21.00 23.00 25.00 27.00 29.00 31.00 Zeit [min]

Abbildung 4.7: RP-HPLC Chromatogramm der Umsetzung 3nund 76 mit Kupfersulfat

und Natriumascorbaf8.

Die Hydrolyse beruht mdoglicherweise darauf, dass Cu(l)eurauerstoff-Atmosphare
thermodynamisch instabil ist. Dadurch kann es zu Cu(ll) Gu¢0) disproportionieren. An-
dererseits kdnnen durch dientonReaktion Radikale entstehen, welche die glycosidischen
Bindungen angreifen konné¥81401 In Abbildung[4.8 sind mdgliche Radikalbildungen
dargestellt. Besonders die Kombination aus Wasserstoitpeund Kupfersulfat fihrt zum
spezifischen Abbau von Sacchariden Nwicetylglucosaminef#2?! Um dies zu umgehen,
wurde zundachst versucht, Argon als inerte Atmosphare zwerlen. Damit konnte die
Hydrolyse jedoch nicht vollstandig unterbunden werderdataentstehende Ascorbat-Radikal

ebenfalls glycosidische Bindungen spalten kBf.

OH

OH

Ho._ _A__O__o HO\/; oo

a) Cu(ll) + Wq = Cu(l) + \q
K el OH

o OH

78 79
b) Cu(l) + O, — cu(ll) + 05 °
c) 20, %+ 2H" —— Hy0, + O,
d) Cu(l) + Hy0, — Cu(ll) + OH + OH®

Abbildung 4.8: Radikalreaktionen, welche zur Hydrolyse von Glycanerrégén; a) Bildung
von Cu(l) durch Natriumascorbat8; b) Entstehung von Superoxiden; ¢) Wasserstoffperoxid

Bildung durch die Superoxid-Radikale; d) Regeneration @agl).
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4 Biotinylierung vonN-Glycanen

Mit weniger Aquivalenten an Kupfersulfat und Natriumasuaii78 bildete sich zwar das Pro-
dukt 77, jedoch wurden auch Fragmente des Sacch&ddgefunden. Deswegen wurde die
Reaktion mit stabilen Kupfer(l)-Komplexen durchgefiit-144 Damit konnte auf den Ein-
satz des Reduktionsmittel verzichtet werden, da Cu(lktiza der Reaktion gegeben wurde.
Weiterhin stabilisierten die Liganden das Kupfer(l), wottudie Disproportionierung verhin-
dert und das Arbeiten ohne Schutzgas-Atmosphéare ermbghaide. Als Kupfer(l)-Quelle
diente Tetrakis(acetonitril)kupfer(l)hexafluorophoaplAls Ligand wurde TBTAB0 verwen-

det (Abbildund 4.D).

Q’N/N§N
\)\ILVEN/\N
L0
o
Q\/ TBTA 80

Abbildung 4.9: Ligand TBTABO fiir Azid-Alkin-Cycloadditionen.

Es wurden jeweils 0.1 Aquivalente des Ligan@&und des Cu(l)-Komplexes eingesetzt. Die-
se wurden zusammen 30 min inkubiert, was zwischen TBTANd Cu(l) zu einem stabilen
Komplex fiihrtelt#®! Aufgrund der schlechten Loslichkeit des Ligandg®) des Kupfer(l)-
Komplexes ([Cu(CHCN),]PF;) sowie des Biotinderivat86é wurde fir die Reaktion ein Ge-
misch aus Wasser/Dimethylsulfoxid (1:1) eingesetzt (Ahbigl4.10, a).

- HO HO—
Ho Q Q HO/\\\\‘/QO
0
HO HO 0%

OH NHAc
OH o
HO~ HO HO
S o) Ho/t\/o_o
HO HO oAA' ol NHAC 1o ° +
OH NHAc HO - HO (o)
Ie) o g Ho N3
HO NHAC

TBTA 80, [Cu(CH3CN),4]PFg,
a) H,O/DMSO (1:1), RT (0 % - 64.5 %)
OH

Hor [\ g O\ o MO\ o b) tert-BUOH/H ,0 (1.6:1), 25 °C (53.0 %)
HO——z=C 7
HO %o HOAA‘ o)
OH NHAC
o } N

HO™ HO HO™™\ o HN NH

o] o) ——~ Q0

o HO NHA Hevom) (=]

HO HO o\\/ﬂ o ¢ Ho o =N ;

OH NHAC HO _ HO N

o O o (I)—IO N~ 5
HO
77 °

-~

NHAc

Abbildung 4.10: Verwendung des Cu(l)-Liganden TB&8Afur die Synthese des Konjugais

in unterschiedlichen Losungsmitteln.
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4 Biotinylierung vonN-Glycanen

Laut LC-MS-Analyse konnte ein guter Umsatz, aber auch diéuBg eines Nebenprodukts
bemerkt werden (Abbildurig 4.111). Die Ausbeute lag bei 64.59)@6loch wurde festgestellt,
dass groRBere Umsetzungen zu mehr Nebenprodukt fuhrten.eiBer Umsetzung von
100 mg23 wurde fast ausschlief3lich Nebenprodukt gebildet. Dahedevdie Reaktion mit

N-Acetylglucosaminazi@6 optimiert.

N
o
o

a) TBTA, H,0/DMSO
77

AN

rel. Abs. [%]

Nebenprodukt

_ K

o
N

1

o
o
|

b) TBTA, tert-BuOH/H,0 77

rel. Abs. [%]

o
|

o
156.00 17.00 19.00 21.00 23.00 25.00 27.00 29.00 31.00 Zeit [min]

Abbildung 4.11: RP-HPLC Chromatogramme der Synthese des biotinylierteradiccha-
rids 77 unter Einsatz von TBTAO0; a) Reaktion in Wasser/DMSO; b) Reaktion in tert-

Butanol/Wasser.

Zunachst wurde aus dem peracetylierten MonosacciBar@icNAc-Azid 26 nachZemplén

freigesetzt (Abbildung4.1234¢! Dieses wurde mi76 umgesetzt. Auch hierbei bildete sich
ein Nebenprodukt, welches ein héheres Molekulargewichwias und unpolarer war. Es
stellte sich die Frage, ob die Bildung des Nebenproduktsiadply von dem Losungsmittel
Dimethylsulfoxid war. Deswegen wurden vergleichende Reakn mit unterschiedlichen

Verhaltnissen an Wasser und Dimethylsulfoxid durchgef(#iobildung[4.138).

AcO™ HO™™

o Q
NHAC (quant.) NHAC
81 26

Abbildung 4.12: Synthese des N-Acetylglucosylamina2ils
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4 Biotinylierung vonN-Glycanen

O

HO
)

H?—uo N \/M
NHAC

26

a) TBTA 80, [Cu(CH3CN),]PFg,
DMSO/H,0 (1:1), RT, (40.4 %)

b) TBTA 80, [CU(CH3CN),]PF,
tert-BUOH/H,0 (3:2), 25 °C, (43.4 %)

¢) TGNACTA 86, [Cu(CH3CN),]PFe,
tert-BUOH/H,0 (3:2), 55 °C, (64.2 %)

Abbildung 4.13: Biotinylierung des GIcNAc-Azid% mit verschiedenen Liganden.

In Abbildung[4.14 sind die LC-Chromatogramme der Reaktiomét 25 %, 50 %, 75 % und
100 % Dimethylsulfoxid abgebildet. Bei 25 % und 100 % DMSO wdia Bildung des Neben-
produkts am grof3ten. Bei einer Wiederholung der Reaktionegden die gleichen Ergebnisse
erhalten. Das LC-Chromatogramm des Versuches mit 100 % thyisellfoxid zeigte auf-
grund des Losungsmittels andere Retentionszeiten (Alohgidl. 14, d).

1007 ;) 25 % DMSO

3 82

<_t. X1 N Nebenprodukt

(O]

= \

100; b) 50 % DMSO

§ 82\

<] 7

- S Nebenprodukt
0 I ————— T ———

05100' c) 75 % DMSO

2 82

<R N 7

) — J Nebenprodukt
0

” 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00

(,51 007" 4) 100 % DMSO

Q Nebenprodukt

<z

. o~

e N \
0 Lt - - -

10.00 14.00 18 00 22 00 26 00 30 00 Zelt [mln]

Abbildung 4.14: Testreaktionen mit GIcNAc-Az&® in Dimethylsulfoxid-Wasser-Mischungen.
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4 Biotinylierung vonN-Glycanen

Wegen der Bildung von Nebenprodukten in DMSO wurde die CReaktion mittert.-
Butanol/Wasser im Verhaltnis (3:2) durchgefuhrt. Aufgituhes niedrigen Schmelzpunktes
von tert.-Butanol wurde eine Reaktionstemperatur von 25 °C eintiesda sich sonst ein
Gel ausbildete. Weiterhin verlangsamte sich die Reaktsongdass mindestens zwei Tage
fur eine vollstandige Umsetzung gertihrt werden musstedBeReaktion mit dem Azi@6
(Abbildung[4.138, Versuch 2) konnte keine Nebenproduktbilglgefunden werden. Auch bei
der Reaktion mit dem Nonasaccharida2il(Abbildung[4.10, b) konnte kein Nebenprodukt
nachgewiesen werden. Das LC-Chromatogramm der ReaktiomAdbildung[4.11 (b) dar-
gestellt. Die Ausbeute des Biotinderivatglag bei 53.0 %, wobei sowohl das Glycana2il
als auch das Biotinderivat6 bei der abschliel3enden Gelfiltration zuriickgewonnen werde

konnten.

1. Ac,0, Pyridin (1:2)
2. MEsSiN:g, SnCI4, C|2CH2

HO HO
Q 3. 40 % MeNH, in H,0 0

OH (1.-3.: 92.0 %) OH
83 84

Abbildung 4.15: Synthese des Glucosylaziis

Die organischen Lésungsmittel waren bei den Click-Realeiionotwendig, um den Liganden
80 sowie die Kupfer(l)-Quelle zu Iésen. Mit einem in Wassellihgen Liganden sollte die
I6sungsmittelabhangige Nebenproduktbildung umgangedemckdnnen. Sobald die Cu(l)
Quelle in Kontakt mit dem Liganden kommt, sollte es einerbita Komplex mit diesem
bilden. Die Wahl fiel auf zwei Tris(triazoyl)-Liganden miolenhydratfunktionef" die in

Form der Monosaccharidazi@® und 84 eingebracht werden sollten.

/\N/

~

85
TBTA 80, [Cu(CH3CN),]PFe,
a) 26, H,O/DMSO (1:1), RT (92.3 %)

HO

HO
HO

o pen b) 26, tert-BUOH/H,0 (3:2), 55 °C (66.4 %)

N
NHAC N\ N=N

/k/\N AcHN

N ~

~ %H
NHAC

HOHO TGNACTA 86

Abbildung 4.16: Synthese des wasserldslichen Liganéén
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4 Biotinylierung vonN-Glycanen

Zunachst wurde Glucos8 acetyliert (Abbildung 4.15). Ohne Reinigung des Rohprasiek-
folgte die Azidierung an der anomeren Positi¥8. Hierbei wurde das Peracetat mit 3.6 Aqui-
valenten Zinn(IV)tetrachlorid und 5.6 Aquivalenten Trit@silylazid versetzt. AnschlieRend
wurden die Acetylschutzgruppen mit 40 % Methylamin in Wasdgespalten.

Ausgehend von den Glycosylazid@hund26 sollten durch eine dreifache Click-Reaktion mit
Trispropargylamir85 die Ligander86 und87 dargestellt werden. Je 0.1 Aquivalente des ben-
zylierten Ligander80wurden mit je 0.1 Aquivalenten [Cu(GEN),]PF, zur Komplexierung
zusammengegeben. Es wurden 100 8accharid-Lésungen in Wasser/Dimethylsulfoxid (v/v
1:1) sowietert-Butanol/Wasser (v/v 3:2) hergestellt und mit je 3 Aquivdéa Trispropar-
gylamin 85 versetzt. Die unterschiedlichen Lésungsmittelgemischeden verglichen um
eine Nebenproduktbildung auszuschlieRen. Zum Start dekt®@en wurde der Ligand
80/Cu(l)-Komplex zu den Sacchariden gegeben. Nach beendetsetzung wurde das Pro-
dukt durch Gelfiltration Gbeti Load Superdex 30 bzw. tlber HPLC gereinigt und durch NMR
und LC-MS charakterisiert. Die Synthese des Liganden TGR6 gelang am besten in
Wasser/Dimethylsulfoxid 1:1, was zu einer Ausbeute vor8 92.flihrte (Abbildung 4.16).
Dagegen bendtigte die Reaktiontart.-Butanol/Wasser 11 Tage bis es zu einer vollstandigen
Umsetzung kam. Mit Wasser/Dimethylsulfoxid konnte die IRee nach einem Tag aufge-
arbeitet werden. Sowohl NMR als auch ESI-MS zeigten eineeti®éinheit des Liganden in
beiden Reaktionen. Die Entstehung von Nebenproduktenewicht beobachtet. Die Her-
stellung des Liganden TGTA?7 verlief in tert-Butanol/Wasser 3:2 besser (Abbildung 4.17).
Dabei konnte eine Ausbeute von 76.7 % im Vergleich zu 68.2 Wasser/Dimethylsulfoxid

erzielt werden.

85

TBTA 80, [Cu(CH3CN),4]PFg,
a) 84, H,O/DMSO (1:1), RT (68.2 %)
b) 84, tert-BUOH/H,0 (3:2), 55 °C (76.7 %)

HO
N
Ho 0 N=n
HO N
OH Z N=N
\ HO
N
P

OH
/ N OH
/)

N—N

(o]
OH
HO
» TGTA 87

HO

Abbildung 4.17: Synthese des wasserloslichen Liganéén
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4 Biotinylierung vonN-Glycanen

Abschliel3end wurden die Ligand&i und86 fur die Umsetzung des Nonasaccharida2ds
getestet. In Abbildunig 4.18 ist die Reaktion mit dem Gluebgmnden87 dargestellt. Beide
Liganden fiihrten zu dem Produk? mit gleicher Ausbeute. Es konnte keine Bildung von Ne-
benprodukten nachgewiesen werden (Abbildungl4.19). DigbAute von 54.0 % kam durch
die geringe Loslichkeit des Biotinderivaté zustande. Nicht umgesetztes Edukt konnte durch

Gelfiltration zurtickgewonnen werden.

23 + 76

OH
HO| o HO o) Ho/i\ Qg
Ho %G * og)ﬁ TGTA 87, [CU(CHSCN)4JPFg, HoO, RT (54.0%) o
OH

NHAc

OH o
HO™ HO HO™

S o} HOA\,QO sy H
HO Ho o‘\/ﬂ o NHAC 1o o = "

OH NHAC HO . Ho Q N

o o d Ho N A S
HO—.
o

NHAc

Abbildung 4.18: Verwendung von TGT&Y fur die Synthese des Konjugata
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Abbildung 4.19: RP-HPLC-Chromatogramm der Reaktion Zéd unter Verwendung des
Liganden87.
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5 Aminofunktionalisierung ftr Glycanarrays

Eine Mdglichkeit die Bindung von Glycanen an Proteine ziewsuchen, bieten Microarrays
(vgl. Kapitel[1.4).Eller konnte eine Bibliothek von multiantennarersected NGlycanen
aufbauen, wobei alle Glycane ein&iAlkoxyglycosidspacer (Abbildung 1.12) trug&#.

In Vorarbeiten vorEller, Hoffman Niemietzund Ott konnte festgestellt werden, dass dieser
Spacer unter sauren Bedingungen instabiPist-62.14%Inshesondere wenn enzymatische
Veranderungen der gespacerten Glycane durchgefihrt wesoléen, kann das ein grof3er

Nachteil sein.

HO HO
H%&NQ oS TGTA 87, [Cu(CHsCN)4]PFe, H0, RT H%&&/Nf\)vwz

NHAc (940 %) NHAc
26 88 89

Abbildung 5.1: Synthese der Testverbindud@fur den Séaure-Stabilitatstest von Triazoliden.

Deswegen solltem-Aminoalkinspacer mit Saccharidaziden verknUpft werdzabei wurden
die optimierten Bedingungen aus Kapitell4.2 verwendet«BAminoalkine wiesen eine aus-
reichende Wasserl6slichkeit auf, so dass die Click-Reakt ohne organische Loésungsmittel
stattfinden konnten. Die Stabilitat der entstehenden dlide war sowohl bei 100 %iger Es-
sigsaure als auch mit bis zu 50 %iger Trifluoressigsaure riletrere Tage gewahrleist&?
Dies wurde mit dem gespacerten Triazddi@getestet, welches mit TGT87/Cu(l) aus dem
Azid 26 und Propargylamir88 hergestellt wurde fig:glcnacpréB®? Die Stabilitat desN-
Glycosids89ist auch auf die Aromatizitat des Triazol-Rings zurickiuén.

Weiterhin wurde untersucht, ob die Kupfer(l)-Liganden TAINA 86 und TGTA87 fur die
Verknipfung des Azid23 mit Propargylamir88geeignet sind (Abbildunig 5.2). Dafiir wurden
drei Bedingungen verglichen. Die Reaktionen wurden inrel@ nmv Losung des Nonasac-
charidazid€23 in Wasser durchgefihrt. Der Spa&Iwurden in dreifachem Uberschuss ein-
gesetzt mit jeweils 0.1 Aquivalenten an Kupfer(l)-Komplexd Ligand. Nach einem Tag er-
folgte die Reinigung durch Grolenausschlusschromatbgrapie Umsetzung mit den was-
serloslichen Ligande87 sowie86 verliefen sehr ahnlich und fuhrten zu einer um ca. 10 % ho-
heren Ausbeute als mit dem benzylierten Lig&dEine Nebenproduktbildung wurde nicht

beobachtet.
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5 Aminofunktionalisierung fir Glycanarrays

o HO™\
QO ho—=-c30
HO

NHAc

HO™\
HOA <
o NHAC 4
23

Q R
NHAc OHWOH&VNE SN
HO—_

NHAc
88
[CU(CHgCN)4]PF5, Hzo, RT

a) TBTA 80 (66.0 %)

o b) TGTA 87 (72.4 %)
W ¢) TGNACTA 86 (73.9 %)

NHAc

/\ o
HOZ 09
% HoHo — g& NHAC 1y

NHAc

o2

NHAc

Abbildung 5.2: Anknilpfen von Propargylami®8 unter Verwendung verschiedener Kupfer-

(D-Liganden.

Die folgenden Reaktionen wurden mit dem glucosyliertenahiden87 durchgefiihrt, da
dieser leichter im GroZmal3stab hergestellt werden koriatdea GIcNAc-Ligand86. Eine
erneute Kupplung des Propargylspad@@snit TGTA 87 an das NonasacchariB erbrachte

eine Ausbeute von 93.0 %%

23

TGTA 87, [CU(CH3CN)4JPFg, H,0, RT

a) b)
N N
WNHZ \\/\/\,‘;’H3 ©

&w &/ o %
HO—=<—T
HO

NHAc

HOA \L/
NHAC W\ HO N\)\H/
NHAC n

a) 93 n=2(Ausbeute nicht bestimmt)

b) 94 n=4(93.8%)

Abbildung 5.3: Click-Kupplung derw-Aminoalkine 91 und 92 mit dem biantennéren
Glycanazid23.

Neben dem Propargylami®8 sollten auchwo-Aminobutin 91 sowie w-Aminohexin 92 als
Spacer verwendet werden (Abbildungl52! Dabei konnte eine Ausbeute von 93.8 % an
dem gespacerten Nonasacch&dderzielt werden. Die Kupplung des Butinylspac8fswar

nicht erfolgreich. Die Umsetzung war nicht vollstandig wsdvurden diverse Nebenprodukte
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5 Aminofunktionalisierung fir Glycanarrays

gebildet. Es konnte nur ein Gemisch an Nonasacchari@&sbwie gespacertem Glyc&3
isoliert werden. Die Reinheit der gespacertdrGlycane hangt auch von der Reinheit
der eingesetztem-Aminoalkine ab. Das Butinylami®1 konnte nur in einer 95 %igen
Reinheit bezogen werden. Propargylarf@8und Hexinylaminhydrochlori®2 lagen in 98 %
Reinheit vor. Um einheitliche@-Aminoalkine fur die Reaktionen einzusetzten, reinigedk
Propargylamin88 sowie Aminobutin91 als Hydrochlorid1! Balk war damit in der Lage,
das butingespacerte Nonasacch&®&lzu isolieren. Jedoch konnte nur eine Ausbeute von

55.3 % erhalten werden.

:3}"w ZZZ%MW IZZEP"W

(78.8 %) (85.6 %) (69.7 %)

Abbildung 5.4: AnknlUpfen des Hexinylspac&3an die biantennaren Glycari®, 28 und98.

Der Typ des verwendeten Spacers kann die Glycan-ProteideB beeinflussetpi=154]

In Abhangigkeit des gewahlten Linkers kdnnen Artefakte @lfcanarrays hervorgerufen

werden. Der Linker ist fur die Prasentation des Sacchatflder Oberflache verantwortlich,

daher sollten mdglichst nattirliche Bedingungen nachgéabverden. Durch die Lange und

Flexibilitdt des Linkers kdnnen die Interaktionen mit deébe@flache und das Bindungsver-
halten gesteuert werdéd? Der Propargylaminspac&8 weist eine geringe Flexibilitat und

Lange auf, was die Prasentation der Glycane beeinflussemeédbDaher wurden mehrere
Glycanazide zunachst mit Hexinylam®2 modifiziert. Dabei sollte auch die Anwendbarkeit
der Click-Reaktion auf unterschiedliche Glycane mit undeterminale Sialinsduren sowie

der Einfluss von Core-Modifikationen getestet werden.

102 (71.3 %) 103 (54.5 %)

Abbildung 5.5: Anknipfung des Hexinylamin-Spac@fsan multiantennéare Glycane.
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5 Aminofunktionalisierung fur Glycanarrays

Sowohl das Heptasacchar@als auch die beiden Undecasaccha@ilend98 konnten unter
den optimierten Click-Bedingungen umgesetzt werden (Klbinig[5.4). Nebenreaktionen,
insbesondere bei den sialylierten Verbindungen, konnteht festgestellt werden. Die
Ausbeuten waren durchweg gut. AnschlieBend wurden flinfeneiGlycane modifiziert,
die im Verzweigungsgrad und den Core-Modifikationen vaeie (Abbildung5.5). Sowohl
eine Core-Fucosylierung als auch disecting GIcNAc-Rest beeinflussen die Reaktion
nicht. Die Cycloaddition zu dem tetraantennaren Konjugdtsowie zu den mannosidischen
Verbindungenl02 und 103 ergaben eine etwas niedrigere Ausbeute, was durch einerking

Reaktionszeit moglicherweise verbessert werden kann.
2,6
/N§N NN N=N
104 90 106
2,6
/N§N /N§N /N§N
NWNH, 2:3}“ N\)\ANHZ mﬂ N\)\/\NHZ
105 93 107
a2,6
= N
NU\/\/\ N/\)N\/\/\ /N§N
F NH, F NH, 0> N\)\/\/\NHI
95 94 96

B GIcNAc © Man O Gal 9 NeubAc

Abbildung 5.6: Von Balk synthetisierte Bibliothek biantennarer Glycanjkgatee!

AnschlielRend sollte eine Bibliothek biantennamgrGlycane mit den drei verschieden
Spacern hergestellt und auf NHS-aktivierte Glastragemgddl werden.Balk stellte je
drei Triazolderivate des Hepta-, Nona- und Undecasaathani ausreichender Menge dar
(Abbildung[5.6)118! Die Arbeitsgruppe vomicolai Bovin(Moskau, Russland) immobilisier-
te die neun Verbindungen mit Triazolspacer auf einen aitien Glastrager. Referenzver-
bindungen wurden zusétzlich gedruckt. Das Heptasacchh@B8dind das Nonasaccharid9
trugen einen Glycinamidspacer. Es wurde als Negativktatemn ungespacertes Glycan ein-
gesetzt, welches nicht an die Oberflache binden sollte. Dsmilie das Hintergrundsignal
der Microarray-Messungen bestimmt werden. Der Glycagamade mit acht Lectinen ge-
testet. Die Spezifitaten der Lectine sind der Takellé 5.1ntnelmen. Weiterhin wurde eine

Mischung von Immunoglobulinen (CIP) verwendet, welche,lggb1 und IgA enthielt.
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5 Aminofunktionalisierung fur Glycanarrays

Tabelle 5.1: Spezifitaten der eingesetzen Lectine fur die Glycanarralyae.

Lectin | Spezifitat

MAL II | Sialinsaure

ConA | Mannose

ECL Galactose

SNA Sialinsaure

GSL Il | N-Acetylglucosamin

GNL Mannose

PHA-L | B-Gal-1,48-GIcNAc-1,2-p-Gal-1,48-GIcNAc-1,6]-a-Man-1,68-Man-1,4
GSL Galactose

In Abbildung[5.7 ist zu erkennen, dass die Mischung allet hebtine (blau) in allen Verbin-
dungen ein hohes Signal induziert. Dies entsprach den Emgen. Das Bindungsmuster der
geclickten Verbindungerf(, 93, 94, 95, 104und 105) ist vergleichbar mit den Referenzver-
bindungerl08und109 wobei die Intensitaten der Butinylderivé@@8und105niedriger waren
als bei den PropargyB0 und 104 und Hexinylderivate®4 und95. Dies kénnte daran liegen,
dass Verunreinigungen in den Butinylverbindungen vomagea die Reinigung mit dem Buti-
nylspacer schwierig war. Insgesamt fiel auf, dass die Bigdam Concanavalin A (ConA) nur
an den Triazol-Glycanen auftritt. Dies kdnnte an einerratk#on mit dem Triazolring liegen,
konnte aber auch auf abgebaute Glycane hindeuten. Emtlthéise endstadndige Mannosen,
so konnen sie von ConA erkannt werden. Das Hexinylderiveilttedecasacchari@®s zeigte
keine Interaktion mit ConA.

Nach entsprechender Optimierung ist das Anbringen einese8p mittels Click-Chemie
leicht und schnell durchzufihren. Es konnten hohe Ausipeateeicht werden, was beim
Einsatz geringer Mengen wertvoller Verbindungen esskmdiePropargylamir8B8 und Hexi-
nylamin92 lieferten bei der Synthese bessere Ergebnisse als Butinyfl. Das gleiche Bild
zeigte sich bei den Intensitaten auf dem Array. Jedochesdié Reinheit der Verbindungen

gepruft und gegebenenfalls erhdht werden, um moglichdate sicher zu eliminieren.
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5 Aminofunktionalisierung fur Glycanarrays
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Abbildung 5.7: Bibliothek biantennarer Glycankonjugate im Microarragst.
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6 Synthese von Fluorophorkonjugaten

Eine Mdglichkeit das Bindungsverhalten von Glycanen indiiszu studieren, bietet die An-
wendung von Fluorophorderivaten. Das Derivat kann z. B.an luoreszenzkorrelations-
spektrometrie eingesetzt werden, mit der Bindungstudim glycanbindenden Proteinen
durchgefiihrt werden kénné¥®! Diese Methode wurde vorwiegend fiir die Untersuchung
der Interaktion von Peptiden und Proteinen verweHR@&£>1 Auch die Anwendung in der

Microfluidik238.159 oderin vitro Studien sind vorstellbar.

NEts, DMF

(99.4 %)

Abbildung 6.1: Synthese des Fluoresceinderivaig.

Zur Untersuchung von Galectinen sollten multianten™u@lycane mit terminalen Galacto-
sen mit dem Fluoresceinderivbt1modifiziert werden. Die Synthese des Alkihkl erfolgte
aus dem Aktivestet 10 und Hexinylamin92 unter basischen Bedingungen (Abbilding 6.1).
Der Umsatz der Reaktion war nach 22 h vollstdndig und ergabA&usbeute von 99.4 %.

Ho/“ Voo
HO

NHAc

. o111
% W & E NHAc
Ho o

NHAc N3
NHAC
TGTA 87, [Cu(CH3CN)4]PFg
a) MeOH/H,0 (1:3) (15.3 %)
b) MeCN/H,0 (1:1) (24.9 %)

Abbildung 6.2: Darstellung des Fluorescein-Konjugéalt$2.
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6 Synthese von Fluorophorkonjugaten

Das Alkinylderivat 111 wurde mit dem NonasaccharidazgB unter optimierten Click-
Bedingungen (Kapite["412) umgesetzt. Es wurden 0.1 Ageiv& an Cu(l) und dem
Liganden87 bei einer anfanglichen Saccharidkonzentration von 100 verwendet. Eine
Schwierigkeit lag jedoch in der Ldslichkeit des Fluorophbt 1l Deswegen wurde zundchst
eine Reaktion durchgefuhrt, in dem der Fluorophad in Methanol aufgenommen wurde.
Der Anteil an Methanol betrug 25 %. Jedoch fihrte dies nichtvolistandigen Losung des
Alkins 111 Nach einem Tag wurde nochmals Methanol zugegeben, wodigcAnteil bei
40 % lag. Es wurde nur eine Ausbeute des NonasaccharidiasjLtP von 15.3 % erzielt.
Daher wurde auch eine Umsetzung des Nonasacch28ds Acetonitril/Wasser (v/v 1:1)
durchgefuhrt. Dort war die Loslichkeit des Fluoresceindgs 111 besser und die Ausbeute
konnte auf 24.9 % erhéht werden (Abbildungl6.2). AnschireRevurde getestet, ob das
Fluoresceinylalkin111 unter basischen Bedingungen besser l6slich ist. Es wunde ei
100 mv-Suspension des Fluorophoidl in Wasser hergestellt und diese mit Diisopro-
pylethylamin versetzt. Bei einem vierfachen Uberschus8ase ging das Derivat11 in
Losung. Auch unter den basischen Bedingungen wurde dasatg¢nnare Glycahl3 de-

rivatisiert (Abbildund 6.B). Es konnte eine SteigerungAMesbeute auf 52.9 % erzielt werden.

Q

NHAc

Q o/'
HO
OH NHAC
o/\ o]
)Q' NHAc
NHAC 0

NHAC

o -0
I VT
O o

o

+ 111

f*\I

NHAc

TGTA 87, [Cu(CH3CN)4]PF3
a) MeOH/H,0 (1:6) (15.6 %)
b) MeCN/H,0 (1:1) (18.8 %)
¢) DIPEA, H,0 (52.9 %)
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HO-| —
0 go Q
HO HO o
o om N\

NHAc

HO-|™ HO 0
(e} O O HO=X=]O
HO HO
OH
HO"|

NHAc

f
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Abbildung 6.3: Derivatisierung des tetraantennaren Glycaiis.
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6 Synthese von Fluorophorkonjugaten

Das Glycokonjugat konnte durch Festphasenextraktionirggteverden. Dies erwies sich
als giinstige Reinigungsmethode fir die FluorophordezivBamit wurden die geringsten
Verluste und die beste Reinheit erzielt.

Da die Cycloaddition mitL12 unter basischen Bedingungen gut verlief, wurden auch zwei
triantennare Verbindungen derivatisiert. Die Modifikatides 2,6-triantennéren Glycah$5

ergab eine Ausbeute von 82.5 % nach Festphasenextraktimml@dng6.4).

oH
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o MO Q
HO %o o
OH  OH \

NHAc

- HO o
HO % o 0 ho==0
HO HO HO
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NHAc

OH o

HO~ HO HO~ "\ O

o} o O Ho=Q
HO HO OH NHAc

HO ) HO o
OH NHAc HO 4© o
o 9) HO N3
HO

+ 111

NHAc

TGTA 87, [Cu(CH3CN)4]PFs, DIPEA, H,0
(82.5 %)
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e} "o o) HO N AL
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Abbildung 6.4: Synthese des triantennaren Glycdis.

Die Kupplung des Fluoresceinderivdttlan das 2,4-verzweigte Sacchatiti7 verlief anlog.
Auch hier konnte ein gute Umsetzung und eine Ausbeute vdh%%erhalten werden.

Die vier Verbindungerd12 114, 116und118wurden in der Gruppe voHakon Leffleran der
Universitat Lund, Schweden, durch Fluoreszenzanisatropssungen untersucht. Es wurden
sechs Galectine auf ihr Bindungsverhalten mit den vier Kgajen studieft>®!

Fur Fluoreszenzpolarisationsmessungen wird eine flueresade Sonde mit linear-
polarisiertem Licht angeregt und der Winkel der emittief®olarisation gemessen. Die ver-
bleibende Polarisation nimmt mit der Beweglichkeit der &@wahrend des angeregten Zu-

standes ab. Durch die Bindung der Fluoreszenzsonde an eieirP(hier an ein Galectin)
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6 Synthese von Fluorophorkonjugaten

rotiert die Sonde langsamer als das ungebundene Fluoropasrzu einer hoheren verblei-

benden Fluoreszenzpolarisation fuhrt.

HO™
0 Hoer Lo
Ho

NHAc

&V AR ° + 111
NHAC
&/ NHAC 6‘0 Ns

NHAC

OH NHAc

TGTA 87, [Cu(CH3CN)4]PFg, DIPEA, H,0
(65.8 %)
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Ho o7l NHAC
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Abbildung 6.5: Derivatisierung des 2,4-triantennaren Glycatis/.

Es wurden 20 m Lésungen der fluoreszierenden Glycane mit einer steigedamentrati-
on an Lectin eingesetzt (Abbildubg 6.6). Fur jede Konzdittnawurden jeweils zwei Proben
nach funfmindtiger Inkubationszeit gemessen. Die Angut steigt von A, die das freie
Glycan beschreibt, bis ., bei der alle Glycane in Losung gebunden sind. Der Zustard zw
schen A und Ayax ermdaglicht eine Aussage Uber das Verhaltnis des freien zburglenen
Glycan. Je weiter die Anisotropiekurven zu geringen Kotragionen verschoben sind, desto
hoher ist die Affinitat der Glycane zum jeweiligen Lectin.\izsrden die vier Galectine 1, 2,
3 und 8 und zwei Lectinfragmente 8N und 9C getestet. Gal8tiist dasN-terminale Frag-
ment von Galectin-8, das die Glycanerkennungs-Domaneiknth

Man erkennt in den Kurven in Abbildung 6.6, dass das Binduedslten der jeweiligen
Galectine unterschiedlich ist. Galectin-3 zeigte die stelAffinitat zu allen vier Glycanen.
Weiterhin erlaubte die Hohe der erhaltenep.AWerte einen Rickschluss auf die freie Be-
weglichkeit der Glycan-Galectin-Komplexe. Galectin-2I@C zeigten vergleichsweise hohe
Anax-Werte. Dies deutete auf eine eingeschrankte Beweglithksi Fluorophors hin. Einer-
seits kann dies auf eine Interaktion des Fluorophors mit deatin hinweisen. Andererseits
kénnte es auf eine weitere Bindungsstelle des Lectins biedewas die Beweglichkeit des

Glycans und somit des Fluorophors einschrénkt.
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Abbildung 6.6: Anisotropiemessungen mit den Fluoresceinderivafiet 114, 116 und 118.

Die Anisotropiemessungen erma@glichten weiterhin das &eren von Dissoziationskontan-

ten Ky (Tabelle6.1). Die Arbeitsgruppeeffler setzte dafir die folgende Gleichung ein:

A= Ap + (Avax-Ao) * ([GI/([G]+K g))

A = gemessene Anisotropie

G = Galectin-Konzentration
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6 Synthese von Fluorophorkonjugaten

Tabelle 6.1: DissoziationskonstanteryKum], berechnet durch Gleichung 1 und den gemes-

senen Anisotropien in Abbildufg 6.6.

K&
T

L

NN
A,

o

Galectin | 112 118 116 114

1 38 43 40 36

2 keine Bindung nicht getestet nicht getestet keine Bindung
3 6.3 2.9 7 3.8

3 6.3 0.8 3 0.8

8 78 120 217 80

8N 180 96 217 90

9C 71 22 30 22

Awax Wurde fur die Berechnung der Dissoziationskonstantenligiiderte aul3er fur Galectin-
3 auf < 130 mA festgelegt. Bei der Messreihe Galectiw8rde fiir Galectin 3 ein kleinerer
Anvax-Wert gewahlt, da somit die Kurven dieser Messreihe besstite werden konnten.
Dadurch ergab sich eine hohe Affinitat von Galectin-3 v@reKL pm zu allen vier Glycanen.
Das 2,4-verzweigte trit18 sowie das tetraantennare Glychl¥ interagierten am besten mit
Galectin 3. Dies ist verwunderlich, da in vorhergehendetet$smchungen eine Praferenz fur
2,6-triantennére Glycane analogXi6gezeigt wurde. Galectin 2 zeigte keine Bindung an die
beiden Glycand12und114

Die gezeigte Methode ermdglicht es die Bindungsspezifiét vectinen zu studieren. Um
Interaktionen des Fluoresceins mit den Lectinen auszieftdn, kdnnen andere Fluorphore

wie Rhodamin eingesetzt werden.
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7 Synthese homogener Interleukin 6 Glycopeptide

Die in Kapitel[3 hergestellteN-Glycane sollten firr die Synthese von IL6-Fragmenten ver-
wendet werden. Ziel war die Darstellung einer Bibliothebbildung7.1) von Glycopeptiden,

die zu den jeweiligen homogenen IL6-Glycoproteinen ligieerden solltertt60- 161

;(126 ;0126 ;a23 §a23

NH NH NH NH NH

tBuSS =/J\O tBuSS =/g0 tBUSS :/J\) tBuSS =/KO tBuSS :/J\,
H,N— IL643-48 |—NHNH, HN—{ IL643-48 NHNH, H,N IL6 43-48 |—NHNH, HN—{ IL643-48 |—NHNH, HN IL6 43-48 | —NHNH,
119 120 121 122 123

B GIcNAc @ Man O Gal € Neu5Ac

Abbildung 7.1: Bibliothek von IL6 (43-48) Glycopeptiden.

Die Bibliothek sollte durch die Kupplung der Glyca8, 28, 34 und 35 an die freie Aspar-
tatseitenkette eines IL6 (43-48) Peptids in Lésung erzeegtien®? 1531 Die Glycokupplung

in Losung hat den Vorteil, dass gereinigte Peptide eingesetrden kbénnen und keine Re-
tention des Glycopeptids am Harz auftreten kB#h161 Das eingesetzte IL6-Fragment (43-
48) 124 lag als Boc-geschiitztes Hydrazid vor mit einer freien S&gete am Aspartat. Im
Glycosylierungs-Sequon ist ein Pseudoprolin eingebagstdie Bildung von Aspartimid wah-
rend der Glycokupplung unterbindét.164 Als N-terminales Cystein wurde Boc-geschiitztes
S+ert-Butylthiocystein eingebaut. Nach der Entschiitzung wiadiutch die Reinigung der

Glycopeptide vereinfactte®!

*O
(0]
H
BocHNQI\ N
z N
H
O

ssteu o7 ™~

NHNHBoc

o

124

Abbildung 7.2: IL6 (43-48) Peptidhydrazid24.

Zunachst wurde das Glycanaz2® an das Peptid gekuppelt (Abbildungl]7.3). Dazu wurde

die Azidofunktion mit Propandithiol zum Halbaminal redeizi”’! AnschlieRend wurde nach
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7 Synthese homogener Interleukin 6 Glycopeptide

der Aktivierung des Peptidfragmeni24 mit HATU/HOAt in DMF/DMSO das Glycosy-
lamin zugegeben. Nach zwei Tagen wurde das Glycopeptid mifiiidressigsaure entschuitzt
und durch RP-HPLC gereinigt (Abbilduhg ¥.3). Es konnte kemargleichbare Ausbeute zu
Schmalzleirerhalten werden (Ausbeuten zwischen 45 und 65 %). Die &zielsbeute von
31.9 % lasst sich moglicherweise durch eine geringere Réinles verwendeten Nonasac-
charidazid23 erklaren. Die verwendete Charge wurde zuvor Uber Elih@ad Superdex 30
Gelfiltrationsséule mit Ammoniumbicarbonat (04} gereinigt. Reste von Ammoniumbicar-
bonat im Glycan sollten sich auf die Kupplungseffizienz aussn. Schmaélzleirverwendete

Sephadex G25-gereinigtes Nonasaccharid2zjavelches mit 5 % Ethanol eluiert wurde.
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Abbildung 7.3: Umsetzung des IL6-Peptid24 mit dem Glycanazi@3 unter HATU/HAOt-
Aktivierung und zugehérige LC-MS Analyse des gereinigigndpeptidsl2].
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7 Synthese homogener Interleukin 6 Glycopeptide

Das Nonasaccharidglycopepti@1 sollte als Ausgangsverbindung fur die Synthese des 2,3-
sialylierten Glycopeptidd23dienen. Es wurden verschiedene enzymatische Verlangemung
durchgefiihrt, ausgehend von den Bedingungen Batk (Abbildung(7.4):18] Diese waren

fir 1 mg des Nonasaccharidaz@3optimiert. Es wurden 10 md2,3-SialyltransferaséP@s-
teurella multociddin 100 nm Tris-HCI-Puffer (pH 8.5) mit 1 mg/mL BSA und 3 Aquivalen-
ten CMPN-Acetylneuraminséure eingesetzt. Um eine kompetitivébitibn durch das Nu-
kleotid zu verhindern, wurde 1 U alkalische Phosphatasaigiefiigt. Es ist bekannt, dass die-
sea?2,3-Sialyltransferase bei niedrigen pH-Werten auch eiatid@seaktivitéat aufweigts®!

Diese kann durch pH-Kontrolle wahrend der Reaktion wekgehunterbunden werden.

121

a2,3-Sialyltransferase (Pasteurella multocida),
100 mM Tris-HCI-Puffer, pH 8.5,
CMP-Neu5Ac, BSA, CIAP, RT (59.7 %)
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Abbildung 7.4. Enzymatische 2,3-Sialylierung des Interleukin-Fragraé&at..

Es stellte sich heraus, dass bei der Umsetzung von 0.5 mgatesskiccharidglycopeptid21
10 mU der Sialyltransferase optimal sind. Die Menge an Enmyumde bei Erh6hung der
Eduktmenge angepasst. Es wurden weitere Glycopeptidktnati®nen getestet: 0.5 w

1 mmM, 6 mv und 10 mv (Abbildung[7.5). Bei einer Konzentration von 6mrkonnte der
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7 Synthese homogener Interleukin 6 Glycopeptide

hdchste Umsatz beobachtet werden (Abbildung PBykamsstellte bei der enzymatischen
a2,6-Sialylierung fest, dass die wiederholte Zugabe von @WARcetylneuraminsaure zur
vollstandigen Umsetzung des Glycopeptids filhren K&hrDeswegen wurde bei der 2,3-
Sialylierung ebenfalls CMN-Acetylneuraminséure im Verlauf der Reaktion nachgegeben
Die Reaktion wurde mit 3 Aquivalenten CMP-NeuAc gestarfet.wurde eine 6 m Gly-
copeptidkonzentration gewahlt und 10 mU der Sialyltrarasfe eingesetzt. Der Reaktions-
verlauf wurde durch LC-MS Uberprift (Abbildubg 7.6). Die ireee Zugabe von CMmM-
Acetylneuraminséure hatte einen negativen Effekt auf diakiton. Der maximale Umsatz
zum Undecasaccharidglycopepti?i3lag bei ungefahr 60 %, was bereits nach 1 h und 3 Aqui-
valenten CMP-Neu5Ac erzielt werden konnte. Die erneuteabegzon CMP-Neu5Ac fuhrte
zur Abspaltung der terminalen Sialinsduren. Dies konntd @urch pH-Angleichung auf pH

8.5 nicht unterbunden werden. Um die Reaktion in Richtung Zielproduktsl23zu ver-

100 a) 10 mM 125a,b
g ~N
<R 121 123

100 b) 6 mM

rel. Abs
[%]

R =

/RN

/8

T

R

w

0
100 &)1 mM 125ab
2= 1210 V7 123
_'§. h -
2 0

100 d) 0.5 mM 125a,b
2 121 -
S ~ 123
9 ~
0
2.00 6.00

10.00 14.00 18.00 22.00 26.00 Zeit [min]

Abbildung 7.5: Enzymatische 2,3-Sialylierung des Interleukin-Fragra&Bi bei verschiede-

nen Glycopeptidkonzentrationen.

schieben, wurde mit 6.3 Aquivalenten CMP-Neu5Ac begonmehdie Reaktion nach 1 h ab-
gebrochen (Abbildung7.4). Uber eine Hydrosphere C18-R#eSkonnte das 2,3-sialylierte
Glycopeptid123 vom Edukt getrennt werden. Zusatzlich konnte eine weiteektion ab-
getrennt werden, dessen LC-MS-Analyse auf die monosgtgin Zwischenprodukt&25a
oder 125b hinweist (Abbildung 7.I7). Es konnte fli23 eine Ausbeute von 59.7 % erreicht
werden. Die Fraktion einer einfachen Sialylierung wurdeimer Ausbeute von 29.7 % erhal-

ten. Dabei sollte es sich um eine Mischung i@baund125bhandeln.
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7 Synthese homogener Interleukin 6 Glycopeptide

100 a) 3 eq CMP-Neu5Ac,
g 1h
<R
3=
0
100 b) 3 eq CMP-Neu5Ac,
i 3h
TR
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ijO c) 6 eq CMP-Neu5Ac,
2 - 1 h nach Zugabe 121 O 123
. o~ ~ —~
&
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Abbildung 7.6: Enzymatische Sialylierung des Interleukin-Fragmeltg; a) 3 eq CMP-
Neu5Ac, 1 h nach Reaktionsstart; b) 3 eq CMP-Neu5Ac, 3 h naekt®nsstart; ¢c) 3+3 eq
CMP-Neu5Ac, 1 h nach erneuter CMP-Neu5Ac Zugabe.

Weiterhin sollte das 2,6-sialylierte Peptidylhydraig2 hergestellt werden. Wie bereits in
Kapitel[4.1 gezeigt, sind terminale 2,6-Sialoside sabitlBeswegen wurde neben der Um-
setzung mit dem Undecasaccha2ilauch die Glycokupplung mit dem Phenacyl-geschitzen
Saccharid’4 durchgefuhrt. Jedoch konnte auch nach mehreren Versugaggeschitze Un-
decasacchari@4 zu kuppeln, kein Produkt erhalten werden. Bereits wahrendKdipplung
wurde die Phenacylschutzgruppe abgespalten, was bei decHtzung und Reinigung des
Peptids zum Verlust der terminalen Sialinsauren fiihrte \Rrwendung von weniger Aquiva-

lenten an Diisopropylethylamin wahrend der Kupplungstieakhatte nicht den gewtinschten

Erfolg.
657.63
100
_ (M+H)2+
£ 1166.13 1494.42
100 E 366.36 '
< El
= 12{ } 1348.82
[0}
o 4
<(_ |I | | | lllll I- L | ‘
< 200 400 600 800 1000 1200 1400 m/z
O
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 Zeit [min]

Abbildung 7.7: LC-MS des gereinigten 2,3-sialylierten IL6-Fragmeti?8.
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Abbildung 7.8: Glycokupplung zu dem Hydrazi@2 sowie die LC-MS Analyse des gereinig-
ten Glycopeptid422.

Deswegen wurde die Reaktion Uber das 2,6-sialylierte Glyzial 28 versucht. Es wurde
zunachst ein Stabilitatstest v@8 unter Entschutzungsbedingungen (TFA/TESHD6:2:2)
durchgefihrt. Die Sialinsduren waren unter diesen Bediggn bis zu 6 h stabil. Erst bei lan-
gerer Behandlung konnte der Verlust einer Sialinsaure dedbt werden. Es wurde daraus
der Schluss gezogen, dass die zuvor beobachtete Abspatinr)6-Sialosiden bevorzugt im
Verlauf der HPLC-Reinigung des Peptidylhydrazid? erfolgte. Diese wurde in Gegenwart
von 0.1 % Trifluoressigsaure durchgefuhrt. Der Einsatz vaufinitteln mit 0.1 % Ameisen-
saure fuhrte ebenfalls zum Verlust von Sialinsaure. Dienigang ohne Saurezusatz ermog-

lichte keine Isolierung des gewtinschten Produkts, da @ieriung nicht mehr effizient war. Es
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7 Synthese homogener Interleukin 6 Glycopeptide

wurde vermutet, dass die Neuraminséauren besonders watieertaefriertrocknung hydroli-
sierten. Daher wurden nach der HPLC-Trennung mit 0.1 % Brilssigsaure die Fraktionen
mit 0.1 M Ammoniumbicarbonat-Losung neutralisiert. Dies stalafie die terminalen 2,6-
Sialoside, wobei eine Rohausbeute von 59.7 % erhalten walldedings enthielt das Produkt
danach Trifluoressigsauresalze. Hervorzuheben ist, @agebReinigung des 2,3-sialylierten
Interleukin-Fragment&23keine Neutralisation notwendig war. Diese glycosidisciredBng

scheint weniger saurelabil zu sein als die 2,6-glycosiddgindung.
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Abbildung 7.9: Darstellung des paucimannosidischen PeptidylhydrazZid® und das
zugehorige LC-MS von gereinigteth9 .

Als néchstes wurden die mannosidischen Glycana&dend 35 an das Peptidylhydrazit?4
gekuppelt. Bei diesen Glycanen wurde das Peptid in einerfatten Uberschuss eingesetzt.
Das trunkierte GlycaB4ist das am haufigsten auftreterideGlycan von Interleukin 624 34
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7 Synthese homogener Interleukin 6 Glycopeptide

konnte nach der Reduktion mit Propandithiol unter PyClé&kivierung mit 124 umgesetzt
werden (Abbildun@ 7]9). Die Reaktion ergab eine Ausbeute3&4 % nach RP-HPLC Rei-
nigung.

Die Kupplung des Oligomannosi@$ verlief analog (Abbildung 7.10). Hierbei wurde jedoch
das Glycan35 vor dem Umsatz HPLC-gereinigt, was zu einer erhdhten Ausb@6.3 %)

fuhrte.
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Abbildung 7.10: Kupplung des IL6-Peptid$24 mit dem Oligomannosi@5 und dem HPLC-
MS des gereinigten Glycopeptidi20.
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8 Synthese von Glycokonjugaten mit

Lanthanoid-bindenden Tags

Durch eine Derivatisierung von Glycanen mit Lanthanoidelgnden Tags kdnnen parama-
gnetische NMR-Studien zur Konformationsbestimmung dgetiihrt werden. Diese Methode
wurde bereits fiir die Analyse der globalen Konformation Rvateinen angewend@g?: 168l
Dabei kénnen durch die Interaktion von paramagnetischerthamoiden Anderungen der
chemischen Verschiebung induziert werden, sogendPseedo Contact Shif(fCS). Diese
Veranderungen sind abhangig von der Position der Nukleiezn Hanthanoidion. Je naher
die Nuklei am Lanthanoid sind, desto groRer ist die Anderiaypurch ist es mdglich, die
raumliche Anordnung der modifizierten Molekile zu bestimmi2er Einsatz dieser Methode
wurde fur Di- und Trisaccharide durctamamoto et alpubliziert26®-17% Fiir die eindeutige
Interpretation der PCS-Daten ist es wichtig, dass der éraghte Lanthanoid-bindende
Ligand ma@glichst starr ist und einen stabilen Komplex mimdeanthanoid-lon eingeht.
Yamamoto et alkonnten zeigen, dass diese Methode fiir die Bestimmung dech&ad-
Konformation in Losung gut geeignet ist. Die Gruppe arleitmit Tm**-lonen, welche
jedoch fur die Untersuchung von gro3eren Glycanen nicheaWar sind. Dies ist auf deren
geringen Reichweite zurtickzufiihren. Deswegen sollteriizamide wie Dy und TI#* fir

weiterreichende Informationen eingesetzt werden.

o o
O

A/ A
Nﬁoa %{OIBU

N OtBu
HO: OEt HO OtBu
o g

o
e]
[e] e]

126 127

Abbildung 8.1: Geschiitzte Lanthanoid-bindende Ligand26 und 127.

An dem komplexenN-Glycanazid 23 sollte versucht werden, durch Ankniupfung eines
Lanthanoid-Tags PCS-Daten zu bestimmen. Es wurde zun&ehsicht, die geschiitzten
Komplexligandenl26 und 127 (Abbildung[8.1) mit dem Nonasacchar®B zu verknipfen.
Fur die Kupplung der Liganden wurde die anomere Azidfunktiut Propandithiol reduziert
(vgl. Kapitel[7). Danach erfolgte die Kupplung durch PyB@ktvierung (Abbildund 8.2).

Es stellte sich heraus, dass die Anknipfung des Ethyl-giézeh Liganderl26 effizienter
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8 Synthese von Glycokonjugaten mit Lanthanoid-bindendays T

war (38.2 % Ausbeute). Bei der Ankntpfung des Ligand@i konnte nur eine Ausbeute
von 14.0 % erreicht werden. Die Entschitzung der Ethyles26mit 1 m Natriumhydoxid-
Losung erwies sich ebenfalls als effizienter verglichen det TFA-Entschitzung der

tBu-Esterl27.
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Abbildung 8.2: Synthese und Entschiitzung des biantennéaren Nonasacdbaviats128.

Die Reinigung des Derivats28war schwierig, da das Rohprodukt zun&chst sowohl bei Gel-
filtration, Festphasenextraktion und RP-HPLC ReinigurgjterElutionspeaks ergab. Durch
Ansauern des Rohprodukts vor der Reinigung konnte diesrmni werden, jedoch wurde
nach der Kupplung und Entschiitzung des LigantizZdan 23 nur eine Gesamtausbeute von
9.4 % an Konjugat 28erzielt. Die erhaltene Menge d28war jedoch ausreichend, um NMR-
Experimente durchfiihren zu kénnen.

Die Messungen wurden a@entro de Investigaciones Biol6gicé8SIC) sowie in detJni-
versidad Complutense de Madria Madrid, Spanien, durchgefthrt. Es wurde zunachst der
Komplex von128 mit dem diamagnetischen lon tahergestellt. Dieser zeigte die typische
SignalUberlappung der 1,3- und 1,6-verknUpften AntenresiNionasaccharids28 Wurde
stattdessen ein Komplex mit dem paramagnetischen LarithByd* erzeugt, so spalteten die
Signale der pseudosymmetrischen Antennen auf. Erstmalsté&o beide Antennen deutlich
per NMR unterschieden werden. Dies beruht auf der Abstéhdswyigkeit der PCS der bei-
den Antennen zum paramagnetischen Lanthanoid. In Ablgi@u® sind die HSQC-Spektren
mit La3* (rote Signale) und DY (blaue Signale) tibereinander gelegt. Hierbei wird die Auf-

spaltung und Verschiebung der Signale ersichtlich. Ausgiamessenen PCS-Daten konnte
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die Population der verschiedenen Konformere des Glycarsbeet werden.

In Abbildung[8.4 sind die gemessenen PCS-Daten aus dendVensumit L&* und Dy** ge-
zeigt. Die PCS-Verschiebungen der 1,6-verkniipften Argesind grof3er als die Verschie-
bungen des 1,3-Arms. Dies liel3 den Schluss zu, dass dierit@iAe flexibler ist und dem
anomeren Zentrum naher kommen kann. Die Gruppeliognez-Barber&onnte die gemes-
senen PCS mit den theoretischen Werten einer Molekiildyxamalysél’t 172 des bianten-
naren Saccharids abgleichen. Die finf Konformationenchesldurch eine MD-Simulation
bestimmt wurden, konnten mittels der PCS-Daten bestatgl@nl’s! Die T-formige Konfi-

guration (Abbildung 8.42: extended, gostellte sich dabei als die Hauptkonformation heraus.
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Abbildung 8.3: Uberlagerung der HSQC-Spektren (600 MHz) des Nonasaata®8 im
Komplex mit diamagnetischemi*a(rote Signale) bzw. mit paramagnetischen?Dgblaue

Signale); mit den Pfeilen wird die Verschiebung verdehtlic

Durch die paramagnetischen Lanthanoide konnte zwischan @gzelnen Antennen
erstmals unterschieden werden. Dies konnte auch fur Bgehkindien an die Kohlenhydrat-
Erkennungsdoméne (CRD) des humanen Galectin-3 genutdewebie Probe voi28 mit
paramagnetischen BYywurde mit dem Lectin versetzt. Die Bindung des Lectins kennt
durch die Verbreiterung spezifischer Saccharidsignakgdssellt werden. Damit gelang der
Nachweis, dass das humane Galectin-3 beide Antennen gtaialRen erkennt und an diese
bindet!*7!
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Abbildung 8.4: 1) Vergleich der gemessenen PCS der beiden Antennen d&s Ln
Konjugats128; 2) Energieminimierte Konformationen des freien Nonasacitls 24172 1721,

grun: Core-Trisaccharid mit der 1,3-verknUpften Antedneot 1,6-verkntpfte Antenng.

Daraufhin stellte sich die Frage, ob auch die Signale mikianarer Glycane analog aufge-
spalten werden. Dies sollte durch Messungen mit dem teéeaaéren galactosylierten Kon-
jugat129untersucht werden. Die Synthese des Konjugag’ erfolgte analog zur Deriva-
tisierung des biantennéaren Saccha8gAbbildung8.5). Nach Reduktion der Azidfunktion
wurde der LigandL26 unter PyBOP-Aktivierung gekuppelt. Nach der EntschitzonigNa-
triumhydroxid in Methanol konnte das Glycankonjud&9 in einer Ausbeute von 32.6 %
gewonnen werden. Der pH-Wert des Rohprodukts wurde nacEmischiitzung mit Salzséu-
re auf 7 eingestellt, was die Reinigung des Derin&8wesentlich vereinfachte.

Die ersten NMR-Messungen des tetraantennaren Konjug&szeigten die Aufspaltung der
Signale aller vier Antennen. Dadurch konnte erstmals dieféianation eines tetraantennéren
Glycans in Losung bestimmt werden. Desweiteren sollte emeue Sonde ermdglichen die

Armspezifitdt von Lectinen durch NMR-Studien in L6ésung zgtbemen.
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Abbildung 8.5: Synthese des tetraantennaren Glycokonjugags

Die Derivatisierung der Glycan23 und 113durch Lanthanoid Tags erlaubt die Konformati-
onsbestimmung voN-Glycanen in Losung. Die anomere Azidfunktion ermdglicte 8yn-
these beliebiger Saccharidkonjugate durch Amidbindureg Gtick-Kupplung. Durch die ein-
fache Darstellung biantennarer Glycanazide aus Eigelbteonunterschiedliche Derivatisie-
rungsreaktionen etabliert und optimiert werden. Das mar@uBausteinprinzip und die selek-
tive Entschitzung ermdglichten die Gewinnung mannodmisGlycanazide. Diese Glyca-
nazide wurden fur den Aufbau einer Interleukin 6 Glycopdipbliothek verwendet, so dass
nach Ligation eine erste systematische Untersuchung daritk der unterschiedlichen Gly-
coformen madglich wird. Aber auch die Konjugate der ClickeGfie lieferten interessante
Ergebnisse bei Bindungsstudien mit Lectinen auf einem &igcray, sowie durch Fluores-

zenzpolarisationsmessungen.
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9 Zusammenfassung

N-Glycane stellen einer sehr haufige posttranslationaleifikatdon von sekretorischen Pro-
teinen dar. Sie beeinflussen die Faltung, Halbwertszeitiigdnschaften der Glycoproteine
malgeblich. Um die Eigenschaften vbRGlycanen untersuchen zu kénnen, mussen diese
entweder isoliert oder durch chemische Synthese ber&tljegerden. Dabei bietet sich die
Nutzung einer anomeren Azidfunktion an, um weitergeheneevBtisierungen der Glycane
durchfuhren zu kénnen.

In dieser Arbeit konnten biantennare Glycane aus dem Syadogeptid22 gewonnen wer-
den. Dies konnte sowohl durch die Amidase PNGase F als auch die Endoglycosidase S
erreicht werden. Nach Abspalten des Undecasacch2tidst PNGase F konnte das Glycan
durch DMC zu28 azidiert werden. Daraus konnten durch den Einsatz von Neordase
und Galactosidase die Glycosylazi2i@und 19 gewonnen werden. Der Einsatz der Endogly-
cosidase S und eine anschliel3ende Oxazolinbildung fubrteem aktivierten Octa31 und

Decasaccharid0, welche fir enzymatische Glycopeptidsynthesen eingesetzen konnten.

Ho PH COzH OH
...... 0 ——~ %0
HO <
A HO W
NHAC
HO OH COZH OH
HO
HOm Q HOA\,OO
AcHN o NHAC HO
ud NHAC WHO
Galact05|dase HO-. NHAC
Neuraminidase

Weiterhin konnten die mannosidischen GlycanaZ3deund 35 aus modularen Bausteinen
synthetisiert werden. Dabei wurden jeweils hybridischgd@he als Vorstufen hergestellt, die
nach der Entschitzung mit einptN-Acetylglucosaminidase verkirzt wurden. Das pauci-
mannosidische GlycaB4 konnte Uber den Akzept@9in guter Ausbeute gewonnen werden.
Die Glycosylierung des Core-Trisacchar@@mit dem Disaccharid 3b verhinderte die Bil-

dung eines Orthoesters.
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9 Zusammenfassung

Bei der Glycosylierung vos9 mit dem Trimannosid0 konnte die Entstehung des Orthoes-
ters62 minimiert werden. Die Entschitzung des Octasacch&ldsnnte optimiert werden,
der abschlieRende enzymatische Verdau des Glycosyl@2idsm Heptasaccharig5 ergab
jedoch keine vollstdndige Umsetzung. Die Trennung der Igaae 63 und 35 gelang tber

die peracetylierten Derivate.
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Fur die Synthese von Glycokonjugaten wurde die Click-Cleeamgewandt. Der Einsatz
der Kupfer-katalysierten Cycloaddition mit Alkinen musgtdoch furN-Glycane optimiert
werden. Durch den Einsatz der wasserldslichen Ligar@tennd 87 konnte der Abbau der
N-Glycane umgangen und biotinylierte und Fluorescein-fimdrte Saccharide in guten Aus-
beuten erhalten werden. Das Einbringen eines Fluoresgsimrmaglichte Bindungsstudien
von vier galactosylierteN-Glycanen mit sechs unterschiedlichen Galectinen durabrEs-
zenzpolarisationsmessungen. Weiterhin konmMieGlycanazide einfach und schnell net
Aminoalkinen funktionalisiert werden. Eine Bibliothek armofunktionalisierter Glycane wur-

de in Kooperation auf aktivierte Glasoberflachen gedruokt mit Lectinen getestet.
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9 Zusammenfassung

Die Glycanazide23, 34, 35 und 28 ermdglichten den Zugang zu IL6 43-48 Glycopeptid-
hydraziden durch Pseudoprolin-vermittelte Lansburya&gpierung. Daflr wurde das Azid
zum Halbaminal reduziert und mit einem aktivierten Aspatts Peptids umgesetzt. Das 2,3-
sialylierte Hydrazidl23konnte ausl21 durch diea2,3-SialyltransferaséPsteurella multo-
cida) in guter Ausbeute erhalten werden. Durch die Synthese gdualisierten Glycanen mit
einem Lanthanoid-tagle8 und 129 konnte durch NMR-Spektroskopie die globale Konfor-
mation eines biantennar@&iGlycans erstmals in Losung bestimmt werden.
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10 Summary

N-glycans are one of the most common posttranslational noatifins of proteins. They af-
fect the folding, the regulation of the activity and the Hé#t of glycoproteins. In order to
study the behaviour of homogeneous glycoforhglycans have to be isolated or chemically
synthesised. The presence of an anomeric azido group withisaccharide can give access
to different glycoconjugates.

In this work biantennary glycans were gained from the sigtagpeptide22. This was per-
formed by the amidase PNGase F as well as the endoglycostdaseer the release of the
biantennary saccharid&l by PNGase F the glyca?l was azidated with DMC to yiel@8.
After further treatment with neuraminidase and galactstdthe nonasaccharid@and hep-
tasacharidd9 were obtained. The use of Endo S and the subsequent oxafmimation led

to the decasaccharid® and octasaccharid&l in good yields. GlycarB0 was succesfully

applied in the enzymatic glycopeptide synthesis.
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Moreover, the mannosidic azid@4and35could be yielded by chemical synthesis with modu-
lar building blocks. In each case hybridic glycans were ioleid, deprotected over multistage
reactions and finally fermented by &hacetylglucoaminidase. The truncated gly&hwas
gained in a good yield by 1,6-glycosylation of acce@8rBy using the imidatd 3b orthoes-
ter formation was avoided.

During the glycosylation 069 with trisaccharides0 the formation of the orthoesté&2 was

suppressed. The deprotection route of octasacchéfideas optimised. The enzymatic hy-
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10 Summary

drolysis of the glycosylazid&3 to the heptasaccharid® was challenging due to incomplete
fermentation. The mannosidic glycosylaziRecould be isolated via the peracetylated deriva-

tive.
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In order to obtain glycoconjugates, click-chemistry wapliegal. The use of copper-catalysed
cycloaddition was optimised fdd-glycans. Two water soluble ligan@6 and 87 were syn-
thesised in order to prevent hydrolysis by different copgeecies. Thus biotinylated and
fluorescein-taggeN-glycans were gained in good yields. The use of a fluoresegjmilowed
binding studies with six galectins by fluorescence poléinsameasurements. Furthermore,
the click-chemistry enabled an easy and quick introduatibamino functionalised spacers
to immobilise the oligosaccharides on glycan arrays. Irpeoation a library of biantennary
glycans with different spacer-lengths was successfulilgt@d on activated glass slides and

tested with Lectins.
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10 Summary

The use of glycan azide&3, 35, 34 and28for pseudoproline assisted Lansbury aspartylation
gave access to IL6 43-48 glycopeptide fragments. Theretbeeazide was reduced to the
hemiaminal and coupled with an activated aspartate withénlL6 peptide fragment. The
2,3-sialylated fragment23 was obtained by the use of2,3-sialyltransferasePasteurella
multocidg. The synthesis of glycoconjugates with a lanthanide-tegvad to determine the
global conformation of a biantennafy-glycan 128 in solution for the first time by NMR
spectroscopy.
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11 Experimenteller Tell

11.1 Allgemeine Arbeitstechniken und Methoden

Die verwendeten Lésungsmittel (Aceton, Cyclohexan, omlethan, Diethylether, Ethanol,
Ethylacetat, Hexan, Methanaso-Propanol und Toluol) waren von technischer Qualitat und
wurden durch Destillation gereinigt. Dichlormethan wudlech mehrstiindige Destillation
Uber Diphosphorpentoxid und Methanol Gber Magnesiumspéaiesolutiert. Acetonitril,
Ethylacetat,n-Butanol, Dimethylsulfoxid,N,N-Dimethylformamid und Pyridin wurden in
p.a.-Qualitat verwendet.

Argon 5.0 wurde als Schutzgas verwendet. Das Molekulasi&i{Kugeln) wurde von der
Firma Roth bezogen, fir Glycosylierungsreaktionen vor\d@wendung gemaorsert und im
Hochvakuum mit einem Heil3luftfén ausgegluht.

Die rekombinanten2,3-SialyltransferasePgasteurella multocidaE.C. 2.4.99.4), die3-N-
Acetylglucosaminidase (E.C. 3.2.1.52), die Neuramired&Slostridium perfringens EC
3.2.1.18) sowie digg-GalactosidaseAspergillus oryzagE.C. 3.2.1.23) wurden gefrierge-
trocknet bei Sigma Aldrich bezogen und in den jeweiligen Puffern vor Anwendung gelost.
Aluminiumfertigfolien ,Alugram Sil G/UV254" der Firma Mdwerey-Nagel wurden fir
die Dunnschichtchromatographie eingesetzt. Die Detekédolgte durch Fluoreszenzl6-
schung bei 254 nm und durch ein kohlenhydratspezifischearbefeagenz. Das Reagenz
besteht aus gleichen Teilen 12 Schwefelsdure und 0.2 %iger ethanolischer Resorcin-
monomethyletherldsung. Die DC-Platte wird in das Anfaeglagenz getaucht und mittels
eines Heilluftstroms entwickelt. Biotin sowie dessen kigagte wurden mit einer Lésung aus
2.5 g Phosphormolybdanséaurg[P(Mo;0,,),] und 1 g Ce(SQ), x 4 H,O in 94 mL Wasser
und 6 mL konzentrierter Schwefelsaure gefarbt.

Zur Flashchromatographie wurde eine ReveferiEs Grace-Flash-Anlage mit Revelefis
SRC Saulen verwendet. Die Detektion erfolgt per ELS- und &¥ektion (254 nm und
280 nm). Die angegebenen Mischungsverhéltnisse fir Dictgchromatographie und
Flashchromatographie sind Volumenanteile.

Fur die Festphasen-RP-Extraktionen wurden SepPak C1&iCl&artuschen der Firma
Water®® verwendet. Mit einer Spritze wurde das Losungsmittel langslurch die Kartu-

schen gedrtckt. Fur die Elution wurden Acetonitril/WasSemische verwendet.
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11 Experimenteller Teil

ESI-Massenspektren wurden an einem Micromass LCT-Spekter aufgenommen, das
an eine Agilent HP 1100 HPLC-Anlage mit Diodenarray-Debeldekoppelt war. Fur die
LC-MS-Analysen wurden folgende S&aulen verwendet: C8: YM6-@8, 120 A, S-03 pm
(SaulengroRe: 2.1x50 mm), YMC Pro-C18 sowie YMC-Pack Hgdhere C18, 120 A,
3 um (Saulengrofe: 2.0 x 50 mm). Als Eluent A diente Wasseralséluent B Acetonitril
mit je 0.1 % Ameisensaure. Die Zeitdauer des Gradientemudpédir eine Endkonzentration
von 95 % B 25 min. Die Flussrate lag bei 0.2 mL/min. Proben fireKieinlasse wurden
in Wasser, Wasser/Acetonitril mit 0.1 % Ameisenséure odethlginol gelést und Uber eine
Spritzenpumpe ins Spektrometer eingebracht.

Ein Pharmacia Akta Purifier 100 mit einer Pharmacia Biotd@e€¥00 Gradientenpumpe und
einem Pharmacia Biotech UV-900 Detektor kam fir die Grof3esehlusschromatographie
zum Einsatz. Detektiert wurde bei 214 nm, 254 nm und 280 nrigeRole Sdulen wurden
verwendet: HiLoad Superdex 30 (Saulengrof3e: 16x600 mm GrE mm) mit 0.1M Am-
moniumhydrogencarbonatlésung als Laufmittel; Sephad2s (BaulengrofRe: 25x710 mm
und 25x160 mm). Die Elution erfolgte mit 5 % Ethanol in Wasser

Fur analytische und praparative HPLC-Trennungen wurde &mersham Pharmacia Akta-
Basic-Anlage mit einer Pharmacia Biotoech P-900 Gradigmimpe und einem Pharmacia
Biotech UV-900 Detektor sowie eine Anlage von Agilent Tegclugies, Inc. mit einem
Entgaser und Quaternarpumpe der Serie 1200 und einem MlU#méangendetektor der
Serie 1100 verwendet. Die Detektion wurde bei 214 nm, 254 nch280 nm durchgefihrt.
Folgende Saulen kamen zum Einsatz: Agilent Zorbax Eclip88B-8 (150x4.6 mm),
Supelco Ascentf8 C18 der GroRRe 100x4.6 mm und 250x10 mm.

Die spezifischen Drehwerte wurden bei ZimmertemperatuireenePerkin-Elmer Polarime-
ter 241 bestimmt. Die Messungen wurden in einer 1 mL bzwré&maL Klvetten der Lange

10 cm bei einer Wellenlange von 589 nm durchgefihrt.

Abbildung 11.1: Zuordnung der NMR-Signale der angeknlpften Tags.
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11 Experimenteller Teil

NMR-Spektren wurden bei Zimmertemperatur an einem Jeol-B{VR70-FT-Spektrometer,
einem Bruker Avance 360 sowie einem Bruker DRX 500-Spekétemgemessen. Relativ
zum Losungsmittelsignal von [D6]-DMSG(EH) = 2.49 ppm,d(*3C) = 39.5 ppm) wurden
die chemischen Verschiebungen bestimmt, diese beziebbraai Tetramethylsilanj(= 0
ppm). Die Signale wurden mit Hilfe von Spektrensatzen ibestd aus'H, *C (JMOD),
HH-COSY, HH-TOCSY, NOESY und HMQC-COSY-Experimenten zogimetll?’> 176l
Die Verknipfungen der einzelnen Zuckerringe wurden nutt&lOESY-Experimenten
ermittelt®™ Durch C,H-Kopplungskonstanten aus gekoppelten HSQC8pekvurde die
Konfiguration der anomeren Zentren bestint#h&’®l Die Zuordnung der NMR-Signale

wurde, wie in Abbildung 1111 sowie Abbilduhg 11.2 dargdstdurchgefiihrt.
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Abbildung 11.2: Zuordnung der NMR-Signale fir N-Glycan.

11.2 Versuche zu Kapite[3.1L

O-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-b-glyceroD-galacto-2-nonulopyranosylsaure)-(26)-O-
(B-D-galactopyranosyl)-(3>4)-(2-acetamido-2-desoxg+b-glucopyranosyl)-(32)-O-a-D-
mannopyranosyl-(&3)-[O-(5-acetamido-3,5-didesoxy-D-glyceroD-galacto-2-
nonulopyranosylsaure)-(26)-O-(3-D-galactopyranosyl)-(3>4)-(0O-2-acetamido-2-desoxy-

B-D-glucopyranosyl)-(%>2)-O-a-D-mannopyranosyl-(&6)]-O-(8-D-mannopyranosyl)-
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11 Experimenteller Teil

(1—4)-0-(2-acetamido-2-deso)gp-glucopyranosyl)-(3>4)-O-2-acetamido-2-desox3tb-

glucopyranos1

(a-NeubAc-2,6B-Gal-1,48-GIcNAc-1,2a-Man-1,3-p-Neu5Ac-2,68-Gal-1,4$-GIcNAc-
1,2-a-Man-1,6]$-Man-1,48-GIcNAc-1,48-GIcNAc)

200 mg (55.9 umol, 1 eq) Glycopep@@ werden in 33.0 mL 75 m Phosphatpuffer (pH 7.5)
geldst. Die Reaktion wird mit 3.50 pL PNGase F (52508lzabethkingia meningoseptica
E. C. 3.5.1.52) gestartet. Nach 3 d (D&o-Propanol/Im Ammoniumacetat 1:1) wird die
Ldsung lyophilisiert. Das Rohprodukt wird mittels Gelp&ationschromatographie gereinigt
(HiLoad Superdex 30; Saulengrofl3e: 26x600 mm; EluentM)Ammoniumhydrogencarbo-

natldsung; Fluss: 1.5 mL/min; Retentionszeit: 247.5 min).

Ausbeute: 106.1 mg (47.7 umol, 85.4 %),

R = 0.81 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 1:1),
CasH138N60s2 (2224.00),

ESI-MS:

Myer = 2222.78,

Mge = 2223.95 (M+HJ, 1111.78 (M+2HJ".

O-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-b-glyceroD-galacto-2-nonulopyranosylsaure)-(26)-O-
(8-D-galactopyranosyl)-(3>4)-(2-acetamido-2-desoxg+b-glucopyranosyl)-(3+2)-O-
a-D-mannopyranosyl-(& 3)-[O-(5-acetamido-3,5-didesoxy-D-glyceroD-galacto-2-
nonulopyranosylsaure)-(26)-O-(3-D-galactopyranosyl)-(2>4)-(O-2-acetamido-2-desoxy-
B-D-glucopyranosyl)-(3+2)-O-a-D-mannopyranosyl-(46)]-O-(5-D-mannopyranosyl)-
(1—4)-0-(2-acetamido-2-deso)s¢b-glucopyranosyl)-(3>4)-O-(2-acetamido-2-desosy-

D-glucopyranosylazi@8

(a-NeubAc-2,6B-Gal-1,48-GIcNAc-1,2-a-Man-1,3-p-Neu5Ac-2,68-Gal-1,4$-GIcNAc-
1,2-a-Man-1,6]$-Man-1,48-GIcNAc-1,48-GIcNAc-N3)

18.1 mg (8.14 umol, 1 eq) Undecasacchaidwerden in 225 pL Wasser geldst und im
Eisbad gekuhlt. Zunachst erfolgt die Zugabe von 48.0 puL (4d®l, 51 eq) 2,6-Lutidin,
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11 Experimenteller Teil

danach 117 g (1.80 mmol, 221 eq) Natriumazid und zuletzt 8g0(207 umol, 25 eq)
2-Chloro-1,3-dimethylimidazoliumchlorid. Die Reaktianrd bei 2 °C fir 6 d belassen (DC:
iso-Propanol/1M Ammoniumacetat 1.5:1). Das Rohprodukt wird mittels Geipeation

gereinigt (Sephadex G25; Saulengrol3e: 25x710 mm; Elue¥tt:Ezhanol in Wasser; Fluss:

1.5 mL/min; Retentionszeit: 114.7 min).

Ausbeute: 16.1 mg (7.17 pumol, 88.1 %),

Rt = 0.20 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1),
[a]2° = 21.6 (0.6, Wasser),

CasH15/NgOy, (2249.01),

ESI-MS:
Mper = 2247.79,
Mger = 2248.64 (M+HY}, 2270.95 (M+Na).

IH-NMR (360 MHz, D;0): 6= 4.92 (d, 1HJ; , < 1 Hz, H-%a), 4.73 (d, 1HJ;, < 1 Hz, H-
14q), 4.58-4.51 (m, 2H, H3, H-1%), 4.43-4.36 (m, 3H, H-B, H-1%8, H-15p), 4.25-4.21 (m,
2H, H-18, H-19), 4.04 (dd, 1HJ; , < 1 Hz,J,3 < 1 Hz, H-2), 3.98 (dd, 1H,J; = 2.19 Hz,
Jas < 1 Hz, H-2), 3.90 (dd, 1HJ;, = 2.61 Hz,J,5 < 1 Hz, H-2), 3.82-3.63 (m, 16H,
H-622, H-67, H-67, H-97, H-9", H-6&, H-3!, H-3%, H-6& , H-3*, H-64, H-3°, H-3%, H-6&,
H-62°, H-6&), 3.62-3.49 (m, 20H, H-6a H-3, H-5, H-57, H-3%, H-22, H-3%, H-6a,5,
H-32, H-6P, H-25, H-5°, H-4', H-25, H-6b°, H-45, H-2, H-4°, H-5), 3.48-3.25 (m, 26H,
H-5%, H-6bt, H-48, H-87, H-87, H-53, H-5°, H-6k, H-43, H-6tF, H-45, H-5°, H-6¢* , H-6F ,
H-55, H-47, H-47 , H-42, H-58', H-77, H-7", H-617, H-28, H-26, H-4%, H-4%), 2.49-2.42 (m,
2H, H-3ed, H-3eq’), 1.89-1.80 (m, 18H, NAc) 1.55-1.46 (m, 2H, H-3aki-3ax").

13C-NMR (90 MHz, D,O): 8= 175.2, 175.2, 175.1, 175.0, 173.9 (C=O NAc), 103.9 (C-
18, Nc.ipe = 164.5 Hz), 103.9 (CHB, Weq 1 = 164.5 Hz), 101.7 (C2B, Yeip =
165.8 Hz), 100.8 (C3h, Nc.ips = 161.9 Hz), 100.5 (C7), 100.5 (C-1), 99.9 (C-Tp,
Leami=171.9 Hz), 99.7 (CB, We 1 = 162.4 Hz), 99.6 (CHP, Lc.1 1= 162.4 Hz),
97.3 (C-Fa, Wca = 171.9 Hz), 88.9 (CB, Lc.q 11 = 161.9 Hz), 81.1 (C4, 81.0 (C-
87), 81.0 (C-8), 80.8 (C-8), 80.0 (C-4), 80.0 (C-&), 79.1 (C-4), 76.8 (C-2), 76.8 (C-4),
76.8 (C-4), 76.6 (C-Z), 74.8 (C-5), 74.8 (C-B), 74.7 (C-5), 74.1 (C-3), 74.1 (C-3),

91



11 Experimenteller Teil

73.9 (C-4), 73.2 (C-3), 72.9 (C-5), 72.8 (C-5), 72.6 (C-B), 72.5 (C-¥), 72.4 (C-8), 72.1
(C-3), 72.1 (C-3), 71.1 (C-F), 71.1 (C-¥), 70.6 (C-2), 69.8 (C-3), 69.8 (C-3), 68.8 (C-
77), 68.8 (C-7'), 68.7 (C-3), 68.6 (C-4), 68.6 (C-4), 67.7 (C-4), 67.7 (C-4), 66.2 (C-6),
66.1 (C-9), 66.1 (C-9), 63.7 (C-6), 63.0 (C-6), 63.0 (C-6'), 62.1 (C-6), 62.0 (C-6), 60.6
(C-6), 60.6 (C-6'), 60.6 (C-8), 60.3 (C-6), 60.3 (C-6), 55.3 (C-2), 55.0 (C-5), 55.0 (C-
55), 54.8 (C-2), 52.2 (C-5), 52.2 (C-5)), 40.4 (C-3), 40.4 (C-3), 22.8, 22.6, 22.5, 22.4
(NAc).

Eintopfreaktion des enzymatischen Verdaus und Azidierung

51.1 mg (17.8 umol, 1 eq) Glycopep@@werden in 1.30 mL 75 m Phosphatpuffer (pH 7.5)
geldst. Die Reaktion wird mit 1.0 uL PNGase F (1500Blizabethkingia meningoseptica
E. C. 3.5.1.52) gestartet und bei 37 °C im Thermoschittlgubrert. Nach 3 d (DC:

iso-Propanol/Iv Ammoniumacetat 1:1) wird die Losung lyophilisiert.

Das Rohprodukt wird in 446 uL Wasser geldst und im Eisbad lgiekdAunachst erfolgt die

Zugabe von 82.9 pL (714 pmol, 40 eq) 2,6-Lutidin, danach 6gg10.7 mmol, 600 eq) Na-
triumazid und zuletzt 60.3 mg (3.56 mmol, 20 eq) 2-Chlor@-dimethylimidazoliumchlorid.

Die Reaktion wird bei 2 °C fur 3 d belassen (D&o-Propanol/IMm Ammoniumacetat 2:1).

Das Rohprodukt wird mittels Gelpermeationschromatogegereinigt (Sephadex G25;
Saulengrof3e: 25x710 mm; Eluent: 5 % Ethanol in Wasser; FluSsnL/min; Retentionszeit:

108 min).

Ausbeute: 20.2 mg (8.97 umol, 50.9 %),
Rf = 0.31 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 1.5:1),
CaaH137NgOg; (2249.01),

ESI-MS:
Mper = 2247.79,
Mger = 2248.64 (M+HY.

O-6-D-Galactopyranosyl-(3+4)-O-(2-desoxy-2-acetamig®d-glucopyranosyl)-(3>2)-O-
a-D-mannopyranosyl-(& 3)-[O-6-D-galactopyranosyl-(3>4)-(0O-2-desoxy-2-acetamido-

B-D-glucopyranosyl)-(%>2)-O-a-D-mannopyranosyl-(&6)]-O-(5-D-mannopyranosyl)-
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(1—4)-0-(2-desoxy-2-acetamig®db-glucopyranosyl)-(3>4)-O-(2-desoxy-2-acetamigs-

D-glucopyranose4

(B-Gal-1,48-GIcNAc-1,2a-Man-1,3-p-Gal-1,48-GIcNAc-1,2a-Man-1,6]$-Man-1,48-
GIcNAc-1,48-GIcNAC)

23.0 mg (10.0 pumol, 1 eq) Undecasacch&idwerden in 750 uL Phosphatpuffer (75vmn
pH 6.0) gel6st. Die Reaktion wird durch Zugabe von 10 pLNeungdase (0.25 UClostridi-
um perfringenskE. C. 3.2.1.18) gestartet. Nach 2 d (O€o-Propanol/IM Ammoniumacetat
1.5:1) wird die Ldsung lyophilisiert. Das Rohprodukt wirdittaels Gelpermeationschro-
matographie gereinigt (HiLoad Superdex 30; Saulengro®a6d0 mm; Eluent: 0.1M

Ammoniumhydrogencarbonatlésung; Fluss: 1 mL/min; Rédastkzeit: 180.0 min).

Ausbeute: 14 mg (8 umol, 82.5 %),
R = 0.62 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 1.5:1),
Co2H104N4O4s (1641.49),

ESI-MS:
Mper = 1640.59,
Mger = 1641.89 (M+HY}, 1662.89 (M+Na).

Eintopfreaktion des enzymatischen Verdaus

1.0 g (349 umol, 1 eq) Glycopept&? werden in 34.9 mL 75 m Phosphatpuffer (pH 7.5) ge-
I6st. Die Reaktion wird mit 6.0 uL PNGase F (9000RJizabethkingia meningoseptica. C.
3.5.1.52) gestartet und bei 37 °C inkubiert. Nach 2 d (B&Propanol/Iv Ammoniumacetat
1:1) wird der pH auf 5.5 eingestellt und 40 pL(1.Glpstridium perfringensk. C. 3.2.1.18)
Neuraminidase zugegeben. Nach 3 d (¥G:Propanol/iIv Ammoniumacetat 1.5:1) wird die
Losung lyophilisiert. Das Rohprodukt wird mittels Gelpeationschromatographie gereinigt
(HiLoad Superdex 30; Saulengrof3e: 16x600 mm; EluentMOAmmoniumhydrogencarbo-

natldsung; Fluss: 0.5 mL/min; Retentionszeit: 413.3 min).

Ausbeute: 500 mg (304 umol, 87.2 %),
R = 0.63 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 1.5:1),
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Ce2H104N4046 (1641.49),

ESI-MS:
Mper = 1640.59,
Mger = 1641.89 (M+HY}, 1662.89 (M+Na).

O--D-Galactopyranosyl-(3>4)-O-(2-desoxy-2-acetamig®b-glucopyranosyl)-(1»2)-O-
a-D-mannopyranosyl-(& 3)-[O-6-D-galactopyranosyl-(3-4)-(0O-2-desoxy-2-acetamido-
p-D-glucopyranosyl)-(%>2)-O-a-D-mannopyranosyl-(&6)]-O-(8-D-mannopyranosyl)-
(1—4)-0-(2-desoxy-2-acetamig®db-glucopyranosyl)-(3>4)-O-(2-desoxy-2-acetamigs-

D-glucopyranosylazi@3

(B-Gal-1,48-GIcNAc-1,20-Man-1,3-p-Gal-1,48-GIcNAc-1,2a-Man-1,6]$-Man-1,48-
GIcNAc-1,48-GIcNAc-Ng)

44.0 mg (27.0 pmol, 1 eq) NonasacchaBd werden in 690 uL Wasser geldst und im
Eisbad gekuhlt. Zunachst erfolgt Zugabe von 118 L (1.10 m#afoeq) 2,6-Lutidin, danach
1.20 g (19.0 mmol, 685 eq) Natriumazid und zuletzt 93 mg (550|120 eq) 2-Chloro-1,3-
dimethylimidazoliumchlorid. Die Reaktion wird bei 2 °C f8d belassen (DGso-Propanol/1
M Ammoniumacetat 2:1). Das Rohprodukt wird mittels Gelpatimmschromatographie
gereinigt (Sephadex G25; Saulengrol3e: 25x710 mm; Elue¥tt:Ezhanol in Wasser; Fluss:

0.5 mL/min; Retentionszeit: 404.8 min).

Ausbeute: 34 mg (20 umol, 76.1 %),

Rf =0.72 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1),
[a]o2° =-10.5 (0.6, Wasser),

Co2H10aN7045 (1666.50),

ESI-MS:
Mper = 1665.60,
Mger = 1666.89 (M+HY}, 1688.31 (M+Na), 1704.92 (M+KJ.

H-NMR (360 MHz, D,O mit [D6]-DMSO als interner Standard§i= 4.92 (d, 1H,J;,
< 1Hz, H-%a), 4.73 (d, 1HJ;, < 1 Hz, H-%*a), 4.61-4.55 (m, 2H, H-4, H-13), 4.43-4.34
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(m, 3H, H-2p, H-158, H-15p), 4.30-4.24 (m, 2H, H-4, H-1%), 4.05 (dd, 1H.J,» < 1 Hz,J55
< 1Hz, H-2),3.99 (dd, 1HJ; >, < 1 Hz,J,3 < 1 Hz, H-Z), 3.90 (dd, 1HJ; > < 1 Hz,J3
< 1 Hz, H-2), 3.81-3.64 (m, 15H, H-GaH-6&', H-6&, H-6&, H-3°%, H-3%, H-6&, H-6&",
H-3% H-3*, H-64, H-6&, H-617, H-61°, H-61°"), 3.63-3.47 (m, 26H, H-6h H-61F", H-3?,
H-22, H-6%, H-33, H-4%, H-4, H-4%, H-5!, H-6b', H-2!, H-25 H-5% H-5%, H-5°, H-5°,
H-2%, H-6a,8, H-6a,8", H-3°, H-3%, H-4°, H-4%), 3.47-3.25 (m, 13H, HY H-4%, H-61,
H-6b*, H-5?, H-3!, H-5%, H-5°, H-5>, H-28, H-2%', H-4% H-4%), 1.90-1.82 (m, 12H, NAC).

BC-NMR (90 MHz, D,O mit [D6]-DMSO als interner Standardy= 176.2, 176.1 (C=0
NAC), 104.5 (C-£8, Wc.1 1.1 = 164.1 Hz), 104.5 (CHB, Wc.q 1 = 163.4 Hz), 102.9 (C2B,

Lc-11 = 165.9 Hz), 101.1 (C4t, Yc.q g = 170.4 Hz), 102.0 (C3P, Mg 1 = 161.7 H2),
98.6 (C-T'a, Ye.yps = 170.6 Hz), 96.0 (CB, cips = 164.5 Hz), 95.8 (Ci,

e 1= 167.2 Hz), 90.0 (C*B, Lc.1 1.1 = 162.6 Hz), 82.0 (C-3, 81.0 (C-4), 80.6 (C-3),

80.4 (C-4), 80.2 (C-4), 80.2 (C-&), 78.1 (C-2), 78.1 (C-Z), 77.9 (C-3), 76.9 (C-5), 76.9
(C-5%), 76.3 (C-4), 76.3 (C-8), 76.0 (C-5), 76.0 (C-%), 75.2 (C-3), 75.1 (C-5), 74.4
(C-5Y, 74.4 (C-%), 73.7 (C-4), 73.6 (C-4), 73.5 (C-3), 72.5 (C-3), 72.5 (C-3), 72.5
(C-2), 72.5 (C-%), 71.7 (C-3), 71.0 (C-3), 71.0 (C-3), 70.1 (C-8), 70.1 (C-3), 68.9
(C-4%), 68.9 (C-4), 67.2 (C-6), 63.3 (C-6), 63.3 (C-@), 62.5 (C-6), 62.5 (C-6), 62.5
(C-67), 61.5 (C-8), 61.5 (C-6), 61.5 (C-6), 56.5 (C-2), 56.4 (C-2), 56.4 (C-2), 56.1
(C-2Y), 24.0, 23.8, 23.7 (NAC).

Eintopfreaktion des enzymatischen Verdaus und Azidierung

162 mg (56.5 umol, 1 eq) Glycopep@@ werden in 5.65 mL 75 m Phosphatpuffer (pH 7.5)
geldst. Die Reaktion wird mit 1.5 uL PNGase F (2250 Elizabethkingia meningosep-
tica, E. C. 3.5.1.52) gestartet und bei 37 °C inkubiert. Nach 3 @:(3o-Propanol/1m
AmmoniumfBacetat 1:1) wird der pH auf 6.0 eingestellt und 200150 U, Clostridium
perfringens E. C. 3.2.1.18) Neuraminidase zugegeben. Nach 3 d ({B&Propanol/1m
Ammoniumacetat 1.5:1) wird die Losung lyophilisiert. Dashprodukt wird in 1.41 mL
Wasser gelost und im Eisbad gekuhlt. Zunachst erfolgt dgalka von 262 pL (2.26 mmol,
40 eq) 2,6-Lutidin, danach 1.10 g (17.0 mmol, 300 eq) Natamich und zuletzt 191 mg
(2.123 mmol, 20 eq) 2-Chloro-1,3-dimethylimidazoliumatidb Die Reaktion wird bei 2 °C
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fur 3 d belassen (Ddso-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1). Das Rohprodukt wird mittels
Gelpermeation gereinigt (Sephadex G25; Saulengrof3e:126xm; Eluent: 5 % Ethanol in

Wasser; Fluss: 0.5 mL/min; Retentionszeit: 404.8 min).

Ausbeute: 57.61 mg (34.6 umol, 61.2 %),
Rf =0.72 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1),

CeoH10aN7O0us5 (1666.50),

ESI-MS:
Mper = 1665.60,
Mger = 1666.89 (M+HJ, 1688.31 (M+Na).

O-(2-Acetamido-2-desox3D-glucopyranosyl)-(3>2)-O-a-D-mannopyranosyl-(& 3)-[(2-
acetamido-2-desox§-D-glucopyranosyl)-(3>2)-O-a-D-mannopyranosyl-(&6)]-O-(3-
D-mannopyranosyl)-(&4)-0-(2-acetamido-2-desoxysb-glucopyranosyl)-(+4)-O-(2-
acetamido-2-desoxy-D-glucopyranosylazid 9

(B-GIcNAc-1,20-Man-1,3-p-GIcNAc-1,2a-Man-1,6]$-Man-1,48-GIcNAc-1,4$-
GIcNAC-N3)

5.10 mg (3.10 pumol, 1 eq) Nonasaccharida2Blwerden in 203 pL 100 m Phosphat-
puffer (pH 6.8, 1.5v MgCl,) geldst. Mit 25 plg-Galactosidase (10 WAspergillus oryzage
E. C. 232.864.1) wird die Reaktion gestartet und bei 37 °C merfoschdttler inkubiert.
Nach 3 d (DC:iso-Propanol/Im Ammoniumacetat 2:1) wird die Lésung lyophilisiert.
Das Rohprodukt wird mittels Gelpermeation gereinigt (HidoSuperdex 30; Saulengrolie:
16x600 mm; Eluent: 0.1 Ammoniumhydrogencarbonatlésung; Fluss: 0.9 mL/min; Rigte

onszeit: 95.6 min).

Ausbeute: 2.88 mg (2.15 pmol, 70.4 %),

Rt = 0.56 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1),
[a]528=-9.0 (0.5, Wasser),

CsoHgaN, 055 (1342.22),
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ESI-MS:
Mper = 1341.49,
Mger = 1342.62 (M+HY, 1364.75 (M+Na), 1380.39 (M+KJ.

H-NMR (360 MHz, D,O mit [D6]-DMSO als interner Standardj= 4.92 (d, 1H,J;, < 1
Hz, H-1%a), 4.73 (d, 1H,J;, < 1 Hz, H-0), 4.57-4.53 (m, 2H, H-4, H-13), 4.41 (d, 1H,
H-12B), 4.38-4.33 (m, 2H, H-3B, H-1°p), 4.07-4.03 (dd, 1HJ;» < 1 Hz,J,3 < 1 Hz, H-2),
3.98 (dd, 1HJ; > < 1 Hz,J,3 < 1 Hz, H-2), 3.90 (dd, 1HJ1 > < 1 Hz,J55 < 1 Hz, H-2),
3.81-3.64 (m, 14H, H-6aH-6&, H-62, H-6&, H-6d, H-3*, H-3*, H-6&, H-6&), 3.63-3.47
(m, 15H, H-68, H-43, H-22, H-3, H-3%, H-b°, H-b”, H-617, H-2!, H-3, H-5%, H-4, H-25,
H-2%, H-6b"), 3.46-3.28 (M, 11H, H% H-6b*, H-61", H-5, H-5%, H-%, H-5!, H-3°, H-3%,
H-4%, H-4%), 3.27-3.19 (m, 4H, H-%4 H-45, H-5°, H-5%) 1.87-1.84 (m, 9H, NAC).

13C-NMR (90 MHz, D,O mit [D6]-DMSO als interner Standardy= 176.4, 176.3, 176.2 (C=0
NAC), 103.0 (C-2B, YJc.1 1 = 165.9 Hz), 102.4 (C3B, Jc.1n1= 161.7 Hz), 101.2 (C#6,
1Jcq 1 = 170.4 Hz), 101.2 (C®B, ey o1 = 164.5 Hz), 101.2 (CHB, YJc.1 pa = 167.2 Hz),
98.6 (C-Fa, 1Jc.1 1= 170.6 Hz), 90.0 (CB, 1c.1 11=162.6 Hz), 82.1 (C-H, 81.1 (C-4),
80.3 (C-4), 78.1 (C-2), 78.1 (C-5), 77.9 (C-Z), 77.4 (C-5), 77.4 (C-8), 76.0 (C-8), 75.9
(C-5%), 75.2 (C-8), 75.0 (C-3), 74.9 (C-3), 74.5 (C-B), 73.9 (C-3), 73.6 (C-3), 71.8 (C-
2%),71.5(C-4), 71.5(C-4), 71.1 (C-3), 71.0 (C-3), 69.0 (C-4), 69.0 (C-4), 67.5 (C-4),
67.2 (C-6), 63.3 (C-6), 63.2 (C-6), 62.2 (C-6), 62.2 (C-6), 61.5 (C-8), 61.5 (C-6), 56.9
(C-2),56.9 (C-2), 56.5 (C-2), 56.1 (C-2), 24.0, 23.8, 23.7 (NAC).

11.3 Versuche zu Kapite[ 3.2

O-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-b-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylsaure)-(26)-
O-(B-D-galactopyranosyl)-(3>4)-(2-acetamido-2-desox3D-glucopyranosyl)-(32)-
O-a-D-mannopyranosyl- (& 3)-[O-(5-acetamido-3,5-didesoxy-D-glycero-D-galacto-2-
nonulopyranosylsaure)-(26)-O-(3-D-galactopyranosyl)-(2>4)-(O-2-acetamido-2-desoxy-
B-D-glucopyranosyl)-(32)-O-a-D-mannopyranosyl-(#6)]-O-(8-D-mannopyranosyl)-
(1—4)-0O-2-acetamido-2-desox3tp-glucopyranos0
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(a-Neu5Ac-2,68-Gal-1,48-GIcNAc-1,2a-Man-1,3-pi-Neu5Ac-2,68-Gal-1,48-GIcNAc-
1,2-a-Man-1,6]$-Man-1,48-GIcNAc)

50.2 mg (17.5 pmol, 1 eq) Glycopep@@ werden in 300 pL 10 m Phosphatpuffer (pH 6.1),
welcher 0.1 mg/mL bovines Serumalbumin und 15& rMatriumchlorid enthalt, gel6st.
Die Reaktion wird mit 50 pL Endo-S (IgGZERO™ (EndoS)reptococcus pyogends.C.
3.2.1.96) gestartet. Nach Reaktionsende (10 d, BGPropanol/IM Ammoniumacetat
1:1) wird die L6sung lyophilisiert. Das Rohprodukt wird teis Festphasen-RP-Extraktion
gereinigt (Waters SepPak C18, KartuschengrofRe: 2x 360 tugio O %, 5 %, 100 %
Acetonitril; Fraktionsgréf3e: 5 mL). Das Produ@ eluiert bei 0 % Acetonitril.

Ausbeute: 26.6 mg (13.2 pmol, 75.2 %),
R = 0.52 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1),
C,eH1,sN:05; (2020.81),

ESI-MS:
Mper = 2019.70,
Mger = 1010.92 (M+2H5".

O-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-b-glyceroD-galacto-2-nonulopyranosylsaure)-(6)-
O-(B-D-galactopyranosyl)-(3>4)-(2-acetamido-2-desox3D-glucopyranosyl)-(32)-
O-a-D-mannopyranosyl-(&3)-[O-(5-acetamido-3,5-didesoxy-D-glycero-D-galacto-2-
nonulopyranosylsaure)-(26)-O-(3-D-galactopyranosyl)-(2>4)-(O-2-acetamido-2-desoxy-
B-D-glucopyranosyl)-(3>2)-O-a-D-mannopyranosyl-(&6)]-O-(8-D-mannopyranosyl)-

(1—4)-0-2-acetamido-2-desoxy3tb-glucopyranosyl-oxazoliB0

(a-Neu5Ac-2,68-Gal-1,48-GIcNAc-1,2a-Man-1,3-pi-Neu5Ac-2,68-Gal-1,48-GIcNAc-
1,2-a-Man-1,6]$-Man-1,48-GIcNAc-oxazolin)

15.1 mg (7.45 pmol, 1 eq) Decasaccha®d werden in 149 pL Wasser geldst und im
Eisbad fur 5 min gekuhlt. Es folgt die Zugabe von 25.4 mg (3%0nol, 20 eq) 2-Chloro-1,3-
dimethylimidazoliumchlorid. Abschlie3end wird die Reiakt mit 46.5 pL (334 umol, 45 eq)

Triethylamin versetzt. Die Reaktion wird bei 2 °C fir 40 mielé&ssen. Das Rohprodukt
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wird ohne Gefriertrocknung mittels Gelpermeationschrmgeaphie gereinigt (Sephadex
G25; SaulengrolRe: 25x160 mm; Eluent: 0.05 % Triethylamiwasser; Fluss: 0.8 mL/min;

Retentionszeit: 37.6 min).

Ausbeute: 10.8 mg (5.38 umol, 72.2 %),
C,H1,aN:Og( (2002.79).

H-NMR (500 MHz, D,O mit [D6]-DMSO als interner Standardy=5.90 (d, 1HJ; ,=7.29
Hz, H-12), 4.93 (d, 1HJ;» < 1 Hz, H-1*a), 4.77 (d, 1HJ;, < 1 Hz, H-*«), 4.63-4.53 (m,
1H, H-13p), 4.45-4.39 (m, 2H, H-, H-15B), 4.28-4.23 (m, 2H, H-4, H-1°), 4.20 (dd, 1H,
Jo3 < 1 Hz,J34 < 1 Hz, H-3), 4.02-3.95 (m, 4H, H2 H-2*, H-2¥, H-2), 3.83-3.76 (m,
5H, H-6&, H-6&, H-67, H-6", H-6&), 3.75-3.65 (m, 12H, H-9 H-9”, H-6&, H-6&", H-3*,

H-3%, H-62°, H-6&, H-3*, H-3%, H-6&, H-61P), 3.65-3.50 (m, 18H, H-6b, H-5°, H-5/, H-

5, H-5°, H-8', H-8", H-25, H-&°, H-45, H-25 , H-4, H-7", H-7", H-&#, H-4, H-47, H-5),

3.50-3.38 (M, 13H, H-%, H-3, H-4°, H-6k, H-61", H-6b!, H-4%', H-53, H-3%, H-5°, H-61P,

H-6b, H-5%), 3.38-3.20 (m, 7H, H-4 H-4*, H-61?, H-2°, H-2°, H-4%, H-5?), 2.51-2.47 (m,
2H, H-3ed, H-3ed), 1.90-1.81 (m, 15H, NAc, CH), 1.55-1.49 (m, 2H, H-3dx H-3ax").

BC-NMR (125 MHz, DO mit [D6]-DMSO als interner Standard, Verschiebungen eardus
einem HSQC-Spektrum ermittelt):= (C-3?), 175.2 (C=0 NAc), 105.0 (C¥), 105.0 (C-%)

102.8 (C-#), 101.4 (C-%), 100.9 (C-1), 100.7 (C-%), 100.7 (C-¥), 98.0 (C-¥), 82.1 (C-
5%), 82.0 (C-4), 79.3 (C-&), 77.8 (C-2), 77.5 (C-2), 75.8 (C-8), 75.8 (C-%), 75.2 (C-5),

75.5(C-5), 74.9 (C-7), 74.9 (C-7), 74.1 (C-4), 74.1 (C-4), 73.9 (C-8), 73.9 (C-%), 73.8
(C-45), 73.8 (C-4), 73.6 (C-8), 73.6 (C-8), 73.5 (C-4), 73.5 (C-&), 73.2 (C-3), 73.2 (C-
35), 72.3 (C-8), 72.1 (C-3), 72.1 (C-2), 71.7 (C-8), 71.0 (C-3), 71.0 (C-3), 70.5 (C-3),

69.8 (C-4), 69.8 (C-4), 69.7 (C-9), 69.7 (C-9), 69.6 (C-3), 69.6 (C-3), 68.7 (C-&), 67.2
(C-6'), 67.2 (C-6), 66.6 (C-2), 64.6 (C-6), 64.1 (C-6), 63.1 (C-6), 63.1 (C-6), 62.9 (C-
6%, 62.9 (C-8), 61.6 (C-6), 61.6 (C-6), 56.0 (C-2), 56.0 (C-2'), 53.2 (C-5), 53.2 (C-5),

23.8, 23.5 (NAc), 14.3 (CH).

O-s-D-galactopyranosyl-(3>4)-(2-acetamido-2-desox3D-glucopyranosyl)-(3>2)-O-
a-D-mannopyranosyl-(& 3)-[O-6-D-galactopyranosyl-(3>4)-(0O-2-acetamido-2-desoxy-
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p-D-glucopyranosyl)-(%>2)-O-a-D-mannopyranosyl-(&6)]-O-(8-D-mannopyranosyl)-
(1—4)-0-2-acetamido-2-desox3tb-glucopyranose9

(B-Gal-1,48-GIcNAc-1,20-Man-1,3-p-Gal-1,48-GIcNAc-1,2a-Man-1,6]$-Man-1,48-
GIcNACc)

26.4 mg (13.1 umol, 1 eq) Halbacef werden in 934 uL 75 m Phosphatpuffer (pH 6.1)
geldst. Die Reaktion wird durch Zugabe von 15 pLNeuramised&0.4 U, Clostridium
perfringens E.C. 3.2.1.18) gestartet. Nach 1 d (DiSo-Propanol/1Mm Ammoniumacetat
1.5:1) wird die Losung lyophilisiert. Das Rohprodukt wirdttals Festphasen-RP-Extraktion
(Waters SepPak C18, Kartuschengrdl3e: 2x 360 mg; Elution; B %, 100 % Acetonitril;
FraktionsgroBe: 5 mL, Elution vorR9 bei 0 % Acetonitril) und Gelpermeationschro-
matographie gereinigt (HiLoad Superdex 30; S&ulengroe6d0 mm; Eluent: 0.1m

Ammoniumhydrogencarbonatlésung; Fluss: 0.8 mL/min; R@daszeit: 98.8 min).

Ausbeute: 16.1 mg (11.2 pumol, 85.5 %),
Rt = 0.56 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 1.5:1),

ESI-MS:
Mper = 1437.51,
M ger = 1460.24 (M+Na).

O-3-D-galactopyranosyl-(3>4)-(2-acetamido-2-desoxgD-glucopyranosyl)-(3>2)-O-
a-D-mannopyranosyl-(& 3)-[O-6-D-galactopyranosyl-(3-4)-(0O-2-acetamido-2-desoxy-
p-D-glucopyranosyl)-(%>2)-O-a-D-mannopyranosyl-(&6)]-O-(5-D-mannopyranosyl)-

(1—4)-0-2-acetamido-2-desoxy3tb-glucopyranosyl-oxazoli@l

(B-Gal-1,48-GIcNAc-1,20-Man-1,3-p-Gal-1,48-GIcNAc-1,2a-Man-1,6]$-Man-1,48-

GIcNAc-oxazolin)

6.13 mg (4.26 umol, 1 eq) Octasaccha#l werden in 85.2 puL Wasser geldst und im
Eisbad fur 10 min gekuhlt. Es folgt die Zugabe von 16.1 mg@snol, 22 eq) 2-Chloro-1,3-
dimethylimidazoliumchlorid. Abschlie3end wird die Reiakt mit 26.7 puL (192 umol, 45 eq)
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Triethylamin versetzt. Die Reaktion wird bei 2 °C fur 45 miel&ssen. Das Rohprodukt
wird ohne Gefriertrocknung mittels Gelpermeationschrmgeaphie gereinigt (Sephadex
G25; Séaulengrof3e: 25x160 mm; Eluent: 0.05 % Triethylamiwasser; Fluss: 1.0 mL/min;

Retentionszeit: 42.0 min).

Ausbeute: 6.61 mg (4.65 pumol, quant.),

H-NMR (500 MHz, D,O mit [D6]-DMSO als interner Standardy=5.90 (d, 1HJ; ,=7.20
Hz, H-12), 4.92 (d, 1HJ:, < 1 Hz, H-Ta), 4.78-4.53 (m, 2H, H-4a, H-13p), 4.43-4.36 (m,
2H, H-158, H-15B), 4.29-4.25 (m, 2H, H-4, H-15), 4.02-3.93 (m, 4H, H-2 H-22, H-2*, H-

2%), 3.82-3.62 (m, 11H, H3 H-6&, H-6&, H-43, H-64", H-3% H-3*, H-67, H-6&, H-6&,

H-62), 3.61-3.50 (m, 20H, H-6H H-6b°, H-5%, H-6a,18, H-2°, H-4%, H-5°%, H-5°, H-4°, H-

45, H-6a,§", H-5%, H-5%, H-2°, H-5°, H-4>, H-33, H-5%), 3.49-3.26 (m, 13H, H%4 H-3°,

H-6b*, H-3%, H-61, H-61°, H-3°, H-3>, H-25, H-52, H-25', H-4% H-4%), 1.90-1.81 (m, 9H,
NAc, CH,).

BC-NMR (125 MHz, DO mit [D6]-DMSO als interner Standard):= (C-3), 176.3, 176.2
(C=0 NAC), 104.5 (C-9), 104.5 (C-F) 103.0 (C-$), 101.5 (C-?), 101.1 (C-), 101.1 (C-
15'), 100.9 (C-1), 98.1 (C-1'), 82.1 (C-3), 82.0 (C-5), 80.1 (C-5), 80.1 (C-5), 77.9 (C-2),
77.6 (C-2), 76.9 (C-8), 76.9 (C-8), 76.9 (C-3), 76.4 (C-3), 76.3 (C-3), 76.3 (C-3), 74.9
(C-5%), 74.5 (C-4), 74.1 (C-3), 74.1 (C-3), 73.6 (C-4), 73.5 (C-&), 72.5 (C-B), 72.5 (C-
26), 71.9 (C-3), 71.8 (C-4), 71.8 (C-4), 71.0 (C-3), 70.8 (C-3), 70.2 (C-4), 68.9 (C-4),
68.9 (C-3), 68.8 (C-4), 66.8 (C-2), 64.9 (C-6), 63.3 (C-8), 63.2 (C-8), 62.6 (C-6), 62.6
(C-6%), 61.6 (C-6), 61.6 (C-6), 61.6 (C-6), 56.5 (C-2), 56.5 (C-2'), 23.9, 23.7 (NAC).

Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-Glu-Glu-GIn-Tyr-Asn@-(5-Acetamido-3,5-didesoxyD-glycero-
D-galacto-2-nonulopyranosylsaure)-(26)-O-(3-D-galactopyranosyl)-(3-4)-(2-
acetamido-2-desox§-D-glucopyranosyl)-(13>2)-O-a-D-mannopyranosyl-(4 3)-[O-(5-
acetamido-3,5-didesoxy-D-glycerob-galacto-2-nonulopyranosylséure)-(26)-O-(5-D-
galactopyranosyl)-(£4)-(O-2-acetamido-2-desoxysb-glucopyranosyl)-(3>2)-O-a-D-
mannopyranosyl-(#6)]-O-(5-D-mannopyranosyl)-(#»4)-O-(2-acetamido-2-desox3tb-
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glucopyranosyl)-(3>4)-O-2-acetamido-2-desoxytb-glucopyranosg Ser-Thr-Tyr-Arg-Val-
Val-Ser-Val-Leu-Thr-Val-Leu-His-GIn-Asp-Trp-Leu-AsBly-Lys-Glu-Tyr-Lys33

Lys-Thr-Lys-Pro-Arg-Glu-Glu-GIn-Tyr-Asne(-Neu5Ac-2,68-Gal-1,48-GIcNAc-1,2a-
Man-1,3-pi-Neu5Ac-2,68-Gal-1,48-GIcNAc-1,2-a-Man-1,6]$-Man-1,48-GIcNAc-1,4-
B-GIcNAc)-Ser-Thr-Tyr-Arg-Val-Val-Ser-Val-Leu-Thr-VeLeu-His-GIn-Asp-Trp-Leu-Asn-
Gly-Lys-Glu-Tyr-Lys

0.05 mg (12.0 nmol, 1 eq) Fc-GlycopepBa, geldst in 0.4 uL Dimethylsulfoxid, werden zu
0.1 mg (50.0 nmol, 4.2 eq) OxazolB0, geldst in 0.4 uL Phosphatpuffer (50vm8.1 pH),
gegeben. 3.17 pL Phosphatpuffer (5&mn7.1 pH) und 24 ug Endo-M-N175Q (24 pg/uL,
Mucor hiemalisE. C. 3.2.1.96) werden zu der Glycopeptidlésung gegebdrdas Gemisch
wird bei 30 °C gerthrt. Nach 1 h und 24 h wird eine LC-MS Probibeceitet.

Ausbeutenicht bestimmt

Cg,Hg;N;O,, (6345.63),

ESI-MS:
Mper = 6341.89,
Mger = 1269.38 (M+5HY", 1058.31 (M+6H§*, 906.98 (M+7HJ".

11.4 Versuche zu Kapite[3.3]1

0-(2,3-Di-O-acetylg-D-mannopyranosyl)-(&4)-0O-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-
phthalimidog-D-glucopyranosyl)-(3:4)-0-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimigo-

D-glucopyranosylazi®6
(B-Ac,Man-1,48-Bn,GIcNPht-1,48-Bn,GICNPht-N;)

99.3 mg (80.3 pumol, 1 eq) Core-Trisaccha8idierden in 3.2 mL (39.6 mmol, 500 eq) Pyridin
geldst, mit 1.6 mL (16.8 mmol, 210 eq) Acetanhydrid versetzd 1.5 h bei Zimmertem-
peratur gerthrt. Nach Reaktionsende (DC: Hexan/Acetord Jlviird viermal mit Toluol co-

destilliert und der Rickstand im Hochvakuum getrocknet Beetylierte Trisaccharid wird
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mit einer Losung von 142.8 mg (642.5 pmol, 8 g@ra-Toluolsulfonsdure Monohydrat in
5.4 mL Acetonitril versetzt und 30 min bei Zimmertemperageruhrt. Nach vollstandigem
Umsetzung (DC: Hexan/Aceton 1.5:1) wird die Reaktion mi8g4L (803 umol, 10 eq) Py-

ridin gestoppt und das Losungsmittel im Vakuum abdedtilli@er Riickstand wird in 60 mL

Dichlormethan aufgenommen, mitl Salzsaure- sowie @ Kaliumhydrogencarbonatldsung
gewaschen und die wassrigen Phasen werden zweimal mitdDicethan extrahiert. Die ver-
einigten organischen Phasen werden Gber Magnesiumseatfatgnet, im Vakuum eingeengt
und im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird mittédskchromatographie (Cyclo-
hexan/Ethylacetat 2:21.5:1, d: 2 cm, I: 10 cm) gereinigt.

Ausbeute: 61.7 mg (50.1 pmol, 62.3 %),
R = 0.26 (Hexan/Aceton 1.5:1),
CeeHesNs04g (1232.24),

ESI-MS:
Mper = 1231.43,
Mger = 1255.42 (M+Na).

IH-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): 6= 7.95-7.66 (m, 8H, Pht), 7.37-7.18 (m, 10H,
Ar), 6.97-6.71 (m, 10H, Ar), 5.33-5.17 (m, 4H, H;H-11, OH-4, H-12), 4.97-4.86 (M, 2H,
OCH,, H-13), 4.85-4.73 (m, 2H, H-3 OCH,), 4.63-4.45 (m, 3H, OCK OH-6%), 4.42-4.28
(m, 4H, OCH,, OCH,), 4.21-3.94 (m, 5H, H3 H-5!, H-3!, H-42, H-2?), 3.81-3.15 (m, 11H,
H-2!, H-64, H-6&, H-6b!, H-52, H-4%, H-6&, H-6b°, H-617, H-4%, H-5°), 2.06-1.92 (m, 6H,
OAC).

13C-NMR (90 MHz,[D6]-DMSO0):6= 169.5, 169.7 (C=0 Ac), 168.1, 167.4, 167.1 (C=0O Pht),
138.4, 138.3, 138.1, 137.9 (C-1 Ar), 134.8 (C Pht), 130.8,1,3130.6 (C Ar), 128.3, 127.8,
127.7, 127.6, 127.5, 127.4, 127.3, 127.1, 127.1 (C Ar), 3,2823.4 (C Pht), 97.4 (C3,
Lea 1= 163.53 Hz), 96.4 (C2B, Lc.q 1.1 = 167.74 HZ), 84.9 (C3B, Lc. 4.1 = 167.95 Hz)
77.3 (C-5), 77.2 (C-#), 76.9 (C-3), 76.2 (C-8), 75.6 (C-5), 77.2 (C-3), 74.2 (C-4), 74.0
(OCH,), 73.8 (OCH), 73.5 (C-3), 72.1 (OCH), 71.7 (OCH), 69.2 (C-2), 68.0 (C-6), 67.6
(C-6?), 64.1 (C-4), 60.6 (C-6), 56.0 (C-2), 54.6 (C-2), 20.7, 20.6 (Ac).
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0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimigen-glucopyranosyl)-(3>2)-0-(3,4,6-tri-O-
acetyla-D-mannopyranosyl)-(46)-0-(2,3-di-O-acetyB-D-mannopyranosyl)-(#4)-O-
(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimigen-glucopyranosyl)-(134)-0O-3,6-di-O-benzyl-2-
desoxy-2-phthalimidg-D-glucopyranosylazid4

(B-Ac3GIcNPht-1,2e-AczsMan-1,68-Ac,Man-1,48-Bn,GICNPht-1,48-Bn,GICNPht-N;)

34.3 mg (27.8 ymol, 1 eq) Trisacchar®® werden unter Argon mit 21.9 mg (25.1 pmol,
1.1 eq) Donorl3aund 73.2 mg frisch ausgeglihtem, gemorsertem Molekulansseeint.
Das Gemisch wird in 930 pL absolutem Dichlormethan susgethdnd 20 min bei Zimmer-
temperatur gerthrt. Nach Ruhren der Suspension bei -60r°ZHiverden 252 pL (1.4 pumol,
0.05 eq) einer 0.1 %igen -Stammlésung in absolutem Dichétinam langsam zugetropft. Das
Gemisch wird 75 min bei -50 °C gerthrt. Nach Reaktionsend@-Kontrolle: Hexan/Aceton
1.5:1) werden 4.5 pL (55.7 umol, 2 eq) Pyridin zugegeben &nehid bei Zimmertemperatur
gerihrt. Im Anschluss wird mit Dichlormethan verdinnt, iGelite filtriert, mit 2m Kalium-
hydrogencarbonatldsung gewaschen und die wassrige Pirdsanwgimal mit Dichlormethan
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werdenNlagnesiumsulfat getrocknet, im
Vakuum eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Das Rolybtaglird mittels Flashchro-

matographie (Cyclohexan/Aceton 2.5:2:1, d: 2 cm, |: 10 cm) gereinigt.

Ausbeute: 27.4 mg (14.1 pumol, 50.8 %),
R = 0.14 (Hexan/Aceton 1.5:1),

[a]p2° = -5.13 (0.55, Dichlormethan),
CogH100NgO36 (1937.86),

ESI-MS:
Mper = 1936.62,
Mget = 1956.39 (M+HO)*, 1977.39 (M+KJ.

1H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO):6= 7.95-7.68 (m, 12H, Pht), 7.36-7.19 (m, 8H, C-1/5 Ar),
6.93-6.73 (M, 12H, C-2/3/4 Ar), 5.53 (dd, 1Bh5 = 9.72 Hz,J34 = 11.25 Hz, H-3), 5.44
(d, 1H, Jop 4 = 5.08 Hz, HO-4), 5.32-5.13 (m, 3H, H-3, H-1%, H-13), 5.05-4.76 (m, 7H, H-
3%, H-2%, H-3%, H-45, H-1*, OCH,), 4.72-4.65 (m, 1H, OC}), 4.58-5.52 (m, 2H, OC}),
4.45-4.29 (m, 3H, OCK) OCH,), 4.18-3.88 (m, 12H, H-63 H-43, H-4%, H-3%, H-22, H-61°,
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H-3L, H-4%, H-5%, H-25, H-2, H-4%), 3.81-3.62 (M, 4H, & H-6&", H-62&, H-6&), 3.60-3.43
(m, 5H, H-5, H-612, H-61", H-5%, H-6a), 3.42-3.24 (m, 4H, H-6h H-5°, H-6}, H-5?),
2.13-1.71 (m, 24H, OAC).

13C-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO, Verschiebungen wurden aus einerBQEC-Spektrum
ermittelt): 5= 134.6 (Pht), 127.6, 127.5, 127.3 (Ar), 123.3 (Pht), 96.81{g, 96.7 (C-T),

96.5 (C-B), 95.9 (C-B), 84.6 (C-1), 77.4 (C-#), 76.3 (C-4), 76.1 (C-3), 76.1 (C-4),

75.4 (C-8), 75.2 (C-%) 74.5 (C-5), 74.0 (C-5), 73.8, 73.6, 73.5 (CkD), 73.5 (C-3), 73.3
(C-43), 72.2 (CHO), 71.5 (CHO), 70.8 (C-3), 70.4 (C-5), 69.5 (C-%), 69.1 (C-2), 68.8
(C-#), 68.4 (C-3), 67.7 (C-6), 67.2 (C-6), 64.2 (C-3), 61.6 (C-6), 61.5 (C-6), 61.4
(C-6), 55.4 (C-2'), 54.4 (C-2), 53.6 (C-2), 20.4, 20.3, 20.2, 20.2, 20.0, 19.8 (OAC).

0-(2,3-Di-O-acetyl-4-benzy-b-mannopyranosyl)-(&4)-0-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-
phthalimidog-D-glucopyranosyl)-(3:4)-0-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimigam-

glucopyranosylazi®9
(B-Ac,BnMan-1,48-Bn,GIcNPht-1,48-Bn,GIcNPht-N;)

50.0 mg (40.4 umol, 1 eq) Core-TrisacchaBigdverden in 1.63 mL (20.2 mmol, 500 eq) Py-
ridin geldst und 809 pL (8.48 mmol, 210 eq) Acetanhydrid veerdugetropft. Das Gemisch
wird 50 min bei Zimmertemperatur gerihrt. Nach ReaktiodsefDC: Hexan/ Aceton 1.5:1)
wird im Vakuum eingeengt, der Riickstand viermal mit Tolumdestilliert und im Hochvaku-
um getrocknet.

Das acetylierte Trisaccharid wird unter Argon bei -60 °C i004uL (404 pmol,
10 eq) Tetrahydrofuran-Boran-Komplexlésungn) gel6st. Unter Rihren werden 142 uL
(141.6 pmol, 3.5 eq) Dibutyltrifluormethansulfonyloxybaar(1m in Dichlormethan) zuge-
tropft. Die Losung wird tber 1.5 h auf 0 °C temperiert und 2% roei O °C geriihrt. Nach
Reaktionsende (DC: Cyclohexan/Ethylacetat 1:1) werdepl5Uriethylamin in 250 pL Me-
thanol zugegeben und unter Ruhren wird die L6sung tGber 1 Bierhertemperatur erwéarmt.
Das Reaktionsprodukt wird mit Dichlormethan verdiinnt, it Kaliumhydrogencarbonat-
Losung gewaschen und die wassrige Phase wird zweimal mil@methan extrahiert. Die

vereinigten organischen Phasen werden tber Magnesiwahgetfrocknet, im Vakuum ein-
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geengt und im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wittefsiFlashchromatographie

(Cyclohexan/Aceton 5:1> 3:1, d: 2 cm, |: 10 cm) gereinigt.

Ausbeute: 37.2 mg (28.1 pumol, 69.6 %),
R = 0.52 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1),
C,H,,N:Oy, (1322.37),

ESI-MS:
M ber = 1321.47,
M ger = 1345.25 (M+Na).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamigas-glucopyranosyl)-(32)-O-
(3,4,6-tri-O-acetyla-D-mannopyranosyl)-(&6)-0-(2,3-di-O-acetyl-4-benzy-D-
mannopyranosyl)-(&4)-0-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimifa-glucopyranosyl)-
(1—4)-0-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimiga-glucopyranosylazid 7

(B-Ac3GICNTFACc-1,2a-AcsMan-1,68-Ac,BnMan-1,48-Bn,GIcNPht-1,48-Bn,GICNPht-
N3)

44.7 mg (33.8 pmol, 1 eq) Trisacchard® werden unter Argon mit 35.9 mg (43.9 pmol,
1.3 eq) Donorl3b und 88.7 mg frisch ausgeglihtem, gemdrsertem Molekulanggeeint.
Das Gemisch wird in 676 pL absolutem Dichlormethan susgenhdind 20 min bei Zim-
mertemperatur gerthrt. Nach Rihren der Suspension beiCG4fiirr 1 h werden 612 pL
(3.4 umol, 0.1 eq) einer 0.01 %igen -Stammldsung in abswolubechlormethan langsam
zugetropft. Das Gemisch wird 60 min bei -30 °C gerthrt, m@ fQ Dichlormethan verdinnt
und weitere 19 h bei Zimmertemperatur gerihrt. Nach Reagéinde (DC: Hexan/Aceton
1.5:1) werden 5.5 pL (67.6 umol, 2 eq) Pyridin zugegeben @wohi® bei Zimmertemperatur
geruhrt. Im Anschluss wird mit 30 mL Dichlormethan verdiniber Celite filtriert, mit
2 M Kaliumhydrogencarbonatldsung gewaschen und die wasBigese wird dreimal mit
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischeradeim werden Uber Magnesium-
sulfat getrocknet, im Vakuum eingeengt und im Hochvakuutnog&net. Das Rohprodukt
wird mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Ethylac8:1—1:1, d: 2 cm, I: 10 cm)

gereinigt.
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Ausbeute: 52.6 mg (26.4 pmol, 78.0 %),
R = 0.26 (Hexan/Aceton 1.5:1),

[a]p2" =-1.61 (0.55, Dichlormethan),
CooH10aNgOss (1993.89),

ESI-MS:
Mper = 1992.64,
Mget = 2012.46 (M+NH)*, 2016.54 (M+KJ.

1H-NMR (360 MHz, [D6]-DMS0):5= 9.42 (d, 1H, 4> = 9.50 Hz, NHTFAC), 7.93-7.65 (m,
8H, Pht), 7.38-7.21 (m, 15H, Ar), 6.98-6.92 (m, 2H, Ar), 6872 (m, 8H, Ar), 5.33 (dd, 1H,
H-3%), 5.27 (d, 1HJ; , = 9.59 Hz, H-1), 5.20-5.10 (m, 2H, H-3, H-4%), 5.07-4.88 (m, 4H,
H-23, H-2%, H-13, H-3%), 4.87-4.65 (m, 5H, H-4, CH,0, H-4', CH,0), 4.62-4.49 (m, 4H,
CH,0, CH,0), 4.45 (d, 1HJ; , = 8.52, H-¥)), 4.37-4.32 (m, 3H, CkD, CH,0), 4.19-3.91
(m, 9H, H-F, H-4%, H-4%, H-3!, H-2?, H-33, H-6&', H-4%, H-6b°), 3.89-3.52 (m, 11H, H-
6a,d, H-25, H-5%, H-2!, H-6&, H-6&, H-61°, H-5°, H-67, H-51), 3.45-3.23 (m, 3H, H-6a
H-6bt, H-5%), 3.18-3.11 (m, 1H, H-%), 2.11 (s, 3H, OAc), 2.03-1.83 (m, 18H, OAc), 1.75 (s,
3H, OAc).

13C_.NMR (90 MHz, [D6]-DMSO0):6= 169.9, 169.7, 169.5, 169.4, 169.1, 169.1, 167.7, 167.2
(C=0 OAc), 156.5 (q2Jc ¢ = 36.7, C=0 TFAC), 138.3, 138.2, 138.1, 138.0 (C-1 Ar), 134.8
134.6 (C-4/5 Pht), 130.7, 130.6, 130.5 (C-1/2 Pht), 12&88.2, 128.0, 127.8, 127.7, 127.4,
127.4,127.3,127.2,127.1, 126.8 (C Ar), 115.7t,r = 286.7, CR), 99.2 (C-F), 97.2 (C-
14), 96.7 (C-B), 96.5 (C-£), 84.8 (C-1), 77.6 (C-4), 76.4 (C-3), 75.6 (C-4), 75.6 (C-4),
75.6 (C-8), 75.1 (C-3), 74.6 (C-3), 74.1 (C-8), 73.8, 73.7, 73.4 (CyD), 73.3 (C-5), 73.2
(C-4%), 73.1 (C-8), 72.2 (CHO), 71.6 (CHO), 71.5 (C-2), 70.6 (C-5), 69.8 (C-3), 69.1
(C-3¥), 67.9 (C-6), 67.7 (C-&), 67.5 (C-8), 67.1 (C-8), 64.4 (C-3), 61.5 (C-6), 61.4 (C-

6%), 55.7 (C-2), 54.5 (C-2), 52.9 (C-2"), 20.5, 20.5, 20.4, 20.4, 20.3, 20.2, 20.2, 20.0, 20.0
(OAC).

0-(2,3-Di-O-benzoyB-D-mannopyranosyl)-(@4)-0-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-
phthalimidog-D-glucopyranosyl)-(3:4)-0-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimigo-

D-glucopyranosylazid5
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(B-Bz;Man-1,48-Bn,GIcNPht-1,48-Bn,GICNPht-N;)

40.0 mg (32.4 umol, 1 eq) Core-TrisacchaBidierden in 600 pL Dichlormethan und 32.4 pL
(402 pumol, 12.4 eq) Pyridin geldst und im Eisbad gekiihlt448. (402 umol, 12.4 eq) Ben-
zoylchlorid, verdinnt mit 200 pL Dichlormethan, werdendaam zum Saccharid zugetropft.
Nach Reaktionsende (DC: Hexan/Aceton 1.5:1) wird mit 1 mLiteol verdinnt, das Lo-
sungsmittel eingeengt und der Rickstand im Hochvakuunogeatet. Das benzoylierte Tri-
saccharid wird mit einer Losung von 49.2 mg (286 pmol, 8.8 Toluolsulfonsaure Mo-
nohydrat in 2.1 mL Acetonitril versetzt und 30 min bei Zimn@enperatur gerthrt. Nach voll-
standigem Umsetzung (DC: Hexan/Aceton 1.5:1) wird die Reakmit 36.6 pL (453 pmol,
14 eq) Pyridin gestoppt und das LOosungsmittel im Vakuum stildert. Der Rickstand
wird in 30 mL Dichlormethan aufgenommen, mitM. Salzsaure sowie 1 Kaliumhydro-
gencarbonatldsung gewaschen und die wassrigen Phasearmasegimal mit Dichlorme-
than extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen weiilder Magnesiumsulfat getrock-
net, im Vakuum eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Dalspfodukt wird mittels

Flashchromatographie (Cyclohexan/Aceton 3:1, d: 2 cmgcnY gereinigt.

Ausbeute: 15.6 mg (11.5 pmol, 35.6 %),
Rt = 0.22 (Hexan/Aceton 1.5:1),
C,6HggNsO0;4 (1356.38),

ESI-MS:
Mper = 1355.46,
M ger = 1378.85 (M+Na).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimigen-glucopyranosyl)-(3>2)-0-(3,4,6-tri-O-
acetyla-D-mannopyranosyl)-(& 6)-0-(2,3-di-O-acetyB-D-mannopyranosyl)-(4-4)-O-
(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimigen-glucopyranosyl)-(3+4)-0-3,6-di-O-benzyl-2-
desoxy-2-phthalimidg-D-glucopyranosylazid6

(B-Ac3GIcNPht-1,2e-AcsMan-1,68-Ac,Man-1,48-Bn,GICNPht-1,48-Bn,GICNPht-N;)
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6.70 mg (4.94 umol, 1 eq) TrisacchadBwerden unter Argon mit 6.10 mg (7.03 umol, 1.4 eq)
13aund 14.5 mg frisch ausgegliihtem, gemdorsertem Molekulax@eeint. Das Gemisch wird
in 444 pL absolutem Dichlormethan suspendiert und 15 mirZbemertemperatur gerthrt.
Nach Ruhren der Suspension bei -60 °C fur 1.5 h werden 100 .p44Qumol, 0.11 eq) einer
0.1 %igen-Stammldsung in absolutem Dichlormethan langaagyetropft. Das Gemisch wird
2 h bei -60 °C gerihrt. Nach Reaktionsende (DC-KontrollexatéAceton 1.5:1) werden
0.88 pL (10.9 umol, 2.2 eq) Pyridin zugegeben und 25 min bardertemperatur gerihrt. Im
Anschluss wird mit 10 mL Dichlormethan verdiinnt, Gber Gefittriert, mit 2 m Kaliumhy-
drogencarbonatlésung gewaschen und die wassrige Phaseweimal mit Dichlormethan
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werdenNlagnesiumsulfat getrocknet, im
Vakuum eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Das Rolybtaglird mittels Flashchro-

matographie (Cyclohexan/Aceton 2.5:2:1, d: 2 cm, |: 10 cm) gereinigt.

Ausbeute: 4.8 mg (2.33 pmol, 47.1 %),
R = 0.22 (Hexan/Aceton 1.5:1),
C108H104NsO36 (2062.00),

ESI-MS:
Mper = 2060.65,
Mger = 2079.18 (M+NH)*, 2083.16 (M+Na).

O-(2-Acetamido-2-desox3D-glucopyranosyl)-(3>2)-O-(a-D-mannopyranosyl)-(&6)-0-
(B-D-mannopyranosyl)-(@&4)-0-(2-acetamido-2-deso)gtp-glucopyranosyl)-(3>4)-O-2-
acetamido-2-desox§-D-glucopyranosylazid9

(B-GlcNAc-1,2-a-Man-1,68-Man-1,48-GIcNAc-1,48-GIcNAc-N;)
ausgehend von Pentasaccadid

23.1 mg (11.9 pmol, 1 eq) Pentasaccag#lwerden in 397 pL Ethylacetat geldst und im
Eisbad auf 0 °C abgekuhlt. Unter Ruhren werden langsam 59&{@8.umol, 15 eq) einer 300
mm Natriumbromat-Stammlésung in Wasser und anschlieRer@rnl4(149 pumol, 12.5 eq)
einer 130 nv Natriumdithionit-Stammlésung in Wasser zugegeben. Beirdertemperatur

wird 21 h heftig geriihrt. Nach Reaktionsende (DC: Dichlatmae/Aceton 2:1) werden
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40 pL einer 10 %igen Natriumthiosulfatlésung zugegebers Bamisch wird mit 20 mL
Dichlormethan verdinnt, mit Wasser gewaschen und die wgésB&hase wird dreimal mit
Dichlormethan extrahiert. Die vereinten organischen Phasgerden Uber Magnesuimsulfat
getrocknet, im Vakuum eingeengt und der Riickstand im Hddtwa getrocknet.

Die erhaltene Rohsubstanz wird in 1.19 mButanol geldst und auf 80 °C temperiert. 320 uL
(4.76 mmol) Ethylendiamin werden langsam zugetropft urgl @amisch wird 135 min bei
80 °C geruhrt. Nach Reaktionsende (DC: iso-Propanal/Ammoniumacetat 1:1) wird auf
Zimmertemperatur abgekuhlt und anschliel3end im Vakuumgeeingt. Der Rickstand wird
viermal mit Toluol codestilliert und im Hochvakuum getroek.

Das Rohprodukt wird in einem Gemisch aus 530 pL (5.6 mmol)@deydrid und 1.06 mL
(13.1 mmol) Pyridin geldst und 16 h bei Zimmertemperaturiger Nach Reaktionsende
(DC: iso-Propanol/iv Ammoniumacetat 2:1) wird dreimal mit Toluol codestilliemhd im
Hochvakuum getrocknet.

Der Ruckstand wird in Dichlormethan geldst, miMlSalzsaure und ® Kaliumhydrogen-
carbonatlosung gewaschen und die wassrigen Phasen wergiemaldmit Dichlormethan
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werdenNlagnesiumsulfat getrocknet, im
Vakuum eingeengt und im Hochvakuum getrocknet.

Die Rohsubstanz wird in 1.19 mL Methanol gelést. Unter Rilhmerden 1.19 mL
(29.4 mmol) Methylamin (40 % in Wasser) zugetropft und 13.6el Zimmertemperatur
geruhrt. Nach Reaktionsende (DC: iso-Propangl/Ammoniumacetat 2:1) wird viermal mit
Toluol codestilliert und im Hochvakuum getrocknet.

Das Rohprodukt wird in 1 mL Methanol gelost und mit ca. 40 mletBylether geféllt. Das
Prazipitat wird bei 4000 rpm 5 min zentrifugiert, nochmatliimL Methanol aufgenommen
und mit ca. 40 mL Diethylether geféllt. Im Anschluss wird dourGelpermeationschro-
matographie gereinigt (HiLoad Superdex 30; S&ulengroe6d0 mm; Eluent: 0.1m

Ammoniumhydrogencarbonatldsung; Fluss: 1 mL/min; Redesizeit: 85.2 min).

Ausbeute: 10.5 mg (10.7 pumol, 90.2 %),

R¢ (debenzyliertes Pentasaccharid) = 0.48 (Dichlormethegtzn 2:1),

Rt (global entschitztes Pentasaccharid) = 0i88Rropanol/Iv Ammoniumacetat 1:1),
R¢ (Peracetat) = 0.8890-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1),

Rt (Produkt49) = 0.68 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1),
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ESI-MS:

Debenzyliertes Pentasaccharid

Mper = 1576.43,

Mger = 1599.36 (M+Na) , 1615.57 (M+KY,
Produkt49

Myper = 976.36,

Mger = 977.78 (M+HJ, 999.61 (M+Na.

ausgehend von Pentasacca#ict

117 mg (62.4 umol, 1 eq) Pentasaccatdverden in 832 pL Ethylacetat geldst und im Eisbad
auf 0 °C abgekuhlt. Unter Rihren werden langsam 3.12 mL (93@l 15 eq) einer 300 m
Natriumbromat-Stammlésung in Wasser und anschlie3eredial0(780 umol, 12.5 eq) einer
130 nm Natriumdithionit-Stammldsung in Wasser langsam zugegeBei Zimmertempera-
tur wird 16 h heftig gertihrt. Nach Reaktionsende (DC: Dichiethan/Aceton 2:1) werden
100 pL einer 10 %igen Natriumthiosulfatlésung zugegebeas Gemisch wird mit 150 mL
Dichlormethan verdinnt, mit Wasser gewaschen und die wg@&ssPhasen werden fiinfmal
mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinten organischbagen werden tber Magnesiumsul-
fat getrocknet, im Vakuum eingeengt und der Riickstand imhiMakkum getrocknet.

Die erhaltene Rohsubstanz wird in 6.24 miButanol gelést und auf 90 °C temperiert.
1.67 mL (25.0 mmol) Ethylendiamin werden langsam zugetraptl das Gemisch wird fur
19 h bei 90 °C geruhrt. Nach Reaktionsende (DC: iso-PropamolAmmoniumacetat 2:1)
wird auf Zimmertemperatur abgekihlt und anschliel3end ikkuWen eingeengt. Der Riick-
stand wird mit Toluol codestilliert und im Hochvakuum getkoet.

Das Rohprodukt wird in einem Gemisch aus 2.77 mL (29.3 mmoétanhydrid und 5.55 mL
(68.8 mmol) Pyridin gel6st und 3 d bei Zimmertemperatur geriNach Reaktionsende (DC:
iso-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1) wird achtmal mit Toluol codestillientd im Hochva-
kuum getrocknet. Der Ruckstand wird in 150 mL Dichlormetpal®st, mit Im Salzsaure und

2 M Kaliumhydrogencarbonatlésung gewaschen und die wassflgasen werden dreimal mit
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischeadeim werden tber Magnesiumsulfat

getrocknet, im Vakuum eingeengt und im Hochvakuum getretkdie Rohsubstanz wird in
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6.24 mL Methanol gel6st. Unter Ruhren werden 6.24 mL (180 fhiv@thylamin (40 %
in Wasser) zugetropft und 17.5 h bei Zimmertemperatur gertitach Reaktionsende (DC:
iso-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1) wird finfmal mit Toluol codestillierhd im Hoch-
vakuum getrocknet.

Das Rohprodukt wird in 3.5 mL Methanol geltst und mit ca. 40 Diethylether geféllt. Das
Prazipitat wird bei 4000 rpm 5 min zentrifugiert, nochmaBis mL Methanol aufgenommen
und mit ca. 40 mL Diethylether geféllt. Im Anschluss wird duiGelpermeationschromato-
graphie gereinigt (HiLoad Superdex 30; Saulengrof3e: 16x661; Eluent: 0.IM Ammoni-

umhydrogencarbonatlésung; Fluss: 1 mL/min; Retentiahsge. 1 min).

Ausbeute: 39.3 mg (40.3 pmol, 64.5 %),

R¢ (debenzyliertes Pentasaccharid) = 0.48 (Dichlormethest#n 2:1),

R¢ (global entschiitztes Pentasaccharid) = Oi8&®Propanol/Iv Ammoniumacetat 1:1),
R¢ (Peracetat) = 0.8890-Propanol/Ilv Ammoniumacetat 2:1),

R¢ (Produkt49) = 0.68 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1),

CasHeoNgO,s (976.89),

ESI-MS:

Debenzyliertes Pentasaccharid

Myper = 1576.43,

Mger = 1599.36 (M+Na) , 1615.57 (M+KY,
Produkt49

Mper = 976.36,

Mges = 977.78 (M+HJ, 999.61 (M+Na).

!H-NMR (360 MHz, D,O mit [D6]-DMSO als interner Standardy= 4.72 (d, 1H,J;, < 1

Hz, H-1a%), 4.64-4.53 (m, 2H, HA3, H-18Y), 4.41 (d, 1H,J,, = 7.64 Hz, H-B?), 4.35 (d,
1H, J; , = 8.48 Hz, H-B?), 3.92-3.86 (M, 2H, H-9, H-23), 3.77-3.64 (m, 6H, H-6aH-6& ,

H-3*, H-6&, H-6&", H-6&), 3.63-3.33 (m, 18H, H-6H H-6b>, H-22, H-6&, H-2!, H-4%, H-

41, H-5?2, H-2%, H-6&", H-3%, H-5¢, H-6bt, H-3!, H-5%, H-3?, H-53, H-3%), 3.32-3.19 (m, 4H,
H-4%, H-42, H-45 , H-5%), 1.90-1.84 (m, 9H, NAC).

13C-NMR (90 MHz, D,O mit [D6]-DMSO als interner Standardy= 176.3, 176.2, 176.2 (C=0

NAC), 102.9 (C-28, Wc.1 .1 = 164.4 Hz), 102.2 (C3B, .1 p1 = 162.2 Hz), 101.2 (CSia,
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et 1= 163.6 Hz), 98.6 (C4a, Weqp = 171.2 Hz), 90.1 (CHB, Wty = 164.4 Hz),
81.1(C-%), 80.4 (C-8), 78.1 (C-2), 77.9 (C-5), 77.4 (C-5), 76.1 (C-3), 76.0 (C-§), 75.0
(C-5%), 74.5 (C-8), 73.9 (C-4), 73.6 (C-4), 72.0 (C-3), 71.5 (C-&), 71.5 (C-4), 71.0 (C-
3%), 70.0 (C-4), 68.2 (C-3), 67.8 (C-6), 63.2 (C-6), 62.2 (C-8), 61.6 (C-6), 61.4 (C-6),
56.9 (C-2'), 56.5 (C-2), 56.0 (C-2), 23.9, 23.8, 23.7 (NAC).

O-(a-D-Mannopyranosyl)-(3-6)-0-(3-D-mannopyranosyl)-(&4)-O-(2-acetamido-2-
desoxyB-D-glucopyranosyl)-(3+4)-O-2-acetamido-2-desoxgtp-glucopyranosylazi®4

(a-Man-1,68-Man-1,48-GIcNAc-1,48-GIcNAc-N;)

21.7 mg (22.2 ymol, 1 eq) Pentasacchatlwerden in 1.07 mL HEPES-Puffer (pH 6.0,
0.1 mg/mL BSA) geldst und mit 9.4 pexof-N-Acetylglucosaminidase (0.6 Wanavalia
ensiformis E. C. 3.2.1.30) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird ftin b@i 37 °C im Ther-
moschuttler inkubiert (DCiso-Propanol/IM Ammoniumacetat 2:1). Das Rohprodukt wird
mittels Gelpermeationschromatographie gereinigt (Segh&25; SdulengrofRe: 25x750 mm;
5 % Ethanol in Wasser; Fluss: 0.75 mL/min; Retentionsz@itmin).

Ausbeute: 9.52 mg (12.3 pumol, 55.4 %)

Rf =0.72 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1),
[a]p2" =-22.1 (c = 0.3, Wasser)

CpsH4 N0, (773.69),

ESI-MS:
Mper = 773.28,
Mget = 774.88 (M+HY, 769.89 (M+Na).

H-NMR (360 MHz, D,O mit [D6]-DMSO als interner Standardy= 4.72 (d, 1H,J;, < 1

Hz, H-1a%), 4.62-4.53 (m, 2H, H{3, H-1pY), 4.41 (d, 1H,J, , = 7.75 Hz, H-B?), 3.88 (dd,
1H,J1,=2.11Hz,Jo5 < 1 Hz, H-2), 3.77 (dd, 1HJ1 » < 1 Hz,J, 3 < 1 Hz, H-2), 3.74-3.65
(m, 5H, H-6&, H-628, H-3*, H-6&, H-6&"), 3.643-3.48 (m, 10H, H-6hH-22, H-3?, H-67,

H-2!, H-6b', H-3, H-5%, H-5%, H-6l*), 3.48-3.35 (m, 7H, H-5 H-3°, H-4%, H-4?, H-4°,

H-53, H-4%), 1.88 (s, 3H, NAc), 1.85 (s, 3H, NAC).
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B3C-NMR (90 MHz, D,O mit [D6]-DMSO als interner Standardy= 176.5, 176.5 (C=0 NAc),
103.2 (C-28, Wc.1p1.1= 168.1 Hz), 102.4 (C3B, Wc.q 1 = 164.2 HZ), 101.5 (CHot, Lc. 11t
= 173.3 Hz), 90.3 (CB, YJc.1 1 = 164.9 Hz), 81.4 (C3, 80.6 (C-3), 78.3 (C-5), 76.2 (C-
44, 76.2 (C-&), 74.5 (C-8), 74.1 (C-¥), 73.8 (C-3), 73.4 (C-3), 72.2 (C-3), 72.2 (C-3),
71.7 (C-2), 68.6 (C-4), 68.6 (C-4), 68.0 (C-6), 62.8 (C-6), 61.8 (C-6), 61.7 (C-6'), 56.7
(C-22), 56.3 (C-2), 24.0, 23.9 (NAC).

11.5 Versuche zu Kapite[3.3]2

2,4-Di-benzoyl-1-benzyt-D-mannopyranosié?2
(2,4-0-Bz;ManOBn)

5.0 g (18.5 mmol, 1 eq) des Monosacchafdsverden in 250 mL Acetonitril gelést, mit 25
mL (145.6 mmol, 8 eq) Trimethylorthobenzoat sowie 103 pll (hmol, 0.06 eq) Trifluores-

sigsaure versetzt. Nach 15 min werden 4 mL (33.6 mmol) ei@ébRen Trifluoressigsaure-
Stammldésung und 3 mL (17.5 mmol) Trimethylorthobenzoatepgdpen. Nach Reaktions-
ende (DC: Dichlormethan/Methanol 10:1) wird die Reaktioh2r6 mL (32.2 mmol, 1.7 eq)

Pyridin versetzt, das Losungsmittel eingeengt und der Backl im Hochvakuum getrock-
net. Das gewonnene Rohprodukt wird mittels Flashchromapige (Cyclohexan/Aceton

4:1-3:1—2:1;d: 9 cm, |: 17 cm) gereinigt.

Ausbeute: 3.7 g (7.8 umol, 42.1 %),

R = 0.81 (Dichlormethan/Methanol 10:1),
[a]o2* = -8.7 (0.5, Dichlormethan),
Cy7H2605 (478.49),

ESI-MS:
Mper = 478.49,
Mger = 479.38 (M+HJ, 496.41 (M+NH)*, 501.38 (M+Naj.

IH-NMR (500 MHz, [D6]-DMSO0):6= 8.05-7.98 (m, 4H, Ar), 7.73-7.63 (m, 2H, Ar), 7.62-
7.56 (m, 2H, Ar), 7.56-7.50 (m, 2H, Ar), 7.45-7.32 (m, 5H, A8)56 (d, 1HJon 3 = 5.73 Hz,
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OH-3), 5.39 (dd, 1HJ3.4= 11.90 Hz,Js 5 = 9.70 Hz, H-4), 5.29 (dd, 1Hl; ,= 1.60 Hz,J, 3 =
2.00 Hz, H-2), 5.04 (d, 1H)1, < 1 Hz, H-1a), 4.87 (t, 1H,Jon s = 5.06 Hz, OH-6), 4.78 (d,
1H, Jgem = 11.83 Hz, OCH), 4.58 (d, 1H Jgem = 11.83 Hz, OCH), 4.24-4.19 (m, 1H, H-3),
3.93-3.89 (m, 1H, H-5), 3.56-3.49 (m, 2H, H-6a,b).

13C-NMR (125 MHz, [D6]-DMSO):6= 165.1, 165.1 (C=0 Bz), 137.5 (C-1 Ar), 133.6, 133.4
(C Ar), 129.7, 129.5 (C-1 Ar), 129.4, 128.8, 128.7, 128.48.02127.8 (C Ar), 96.2 (CH,
72.9 (C-2), 71.6 (C-), 70.0 (C-4), 68.5 (OCH), 66.8 (C-3), 60.6 (C-6).

0-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyt-D-mannopyranosyl)-(#3)-0-[(2,3,4,6-tetra-O-acetyd-D-
mannopyranosyl)-(46)]-2,4-di-benzoyl-1-benzyi-D-mannopyranosié4

(3,6-(-AcsMan)-2,4a-Bz,ManOBnN)

201 mg (418 pmol, 1 eq) Did@2, 985 mg (2.51 mmol, 6 eq) Thiomanno%8 und 941 mg
(4.18 mmol, 10 egN-lodsuccinimid werden mit 2.33 g gemoérsertem und ausgedmaiklo-
lekularsieb unter Argonatmosphare in 9.50 mL absolutemhlbrenethan suspendiert und
15 min bei 0 °C gerihrt. Die Reaktion wird durch Zutropfen 222 pL (2.51 mmol, 6 eq)
Trifluormethansulfonsaure gestartet. Nach 3 h (DC: Cyotah&thylacetat 1:1) wird mit
250 mL Dichlormethan verdiinnt, Gber Celite abfiltriert, j& gesattigter Natriumthiosulfat-
und 2m Kaliumhydrogencarbonat-Lésung gewaschen und die wéassRtasen zweimal mit
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organschensBhaverden tber Magnesiumsulfat
getrocknet, eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. DdgpRalukt wird mittels Flash-

chromatographie (Cyclohexan/Aceton4:38.5:1-3:1; d: 6.5 cm, I: 15.5 cm) gereinigt.

Ausbeute: 320 mg (305 umol, 81.3 %),
Rt = 0.32 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1),
[a]2° = -8.65 (0.5, Dichlormethan),
Css5Hg2026 (1139.1),

ESI-MS:
Mper = 1138.35,
Mger = 1161.72 (M+Na).
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IH-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO0):5= 8.10-8.04 (m, 2H, Ar), 8.03-8.00 (m, 2H, Ar), 7.74
(t, 1H, Ar), 7.67-7.61 (m, 3H, Ar), 7.52-7.32 (m, 7H, Ar), 8.7dd, 1H,J5, = 11.08,d45 =
10.02 Hz, H-4), 5.48 (dd, 1H,J:, = 1.38,J,5 = 1.69, H-2), 5.28-5.23 (dd, 1HJ, 5 = 3.60,
Jaa=9.94, H-3), 5.22-5.20 (dd, 1H); , = 3.38,J,3 = 1.27, H-Z), 5.18 (d, 1HJ:», < 1 Hz,
H-1'a), 5.09-5.02 (M, 2H, H-Aq, H-42), 4.93 (d, 1HJ1 2 < 1 Hz, H- a), 4.91-4.74 (m, 3H,
H-42, H-32,0CH,), 4.70 (dd, 1H,); > = 3.56,J, 3= 1.70, H-2), 4.63-4.54 (m, 2H, OCk} H-
3Y), 4.27-4.20 (m, 1H, H-H, 4.04-3.72 (m, 7H, H-4 H-6a,8, H-6& , H-5?, H-6a, H-6%),
3.67-3.60 (M, 1H, H-61), 2.09-2.05 (m, 6H, Ac), 1.98 (s, 3H, Ac), 1.93-1.88 (m, 6H)A
1.78-1.74 (m, 9H, Ac).

13C-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO0):5= 169.8, 169.7, 169.6, 169.5, 169.5, 169.0, 168.6 (C=0
Ac), 165.1, 164.9 (C=0 Bz), 136.8 (C-1 Ar), 133.9, 133.7,.52929.4, 129.1 (C Ar), 128.9
(C-1 Ar), 128.6, 128.4, 128.3, 128.0 (C Ar), 98.4 (85196.6 (C-2), 93.3 (C-1), 74.8
(C-3Y), 71.5 (C-2), 68.9 (OCH), 68.8 (C-3), 68.8 (C-5), 68.5 (C-3), 68.3 (C-2), 68.3
(C-2), 67.9 (C-3), 67.8 (C-5), 67.7 (C-4), 65.4 (C-8), 65.4 (C-4), 65.2 (C-#), 61.9
(C-6?), 61.7 (C-6), 20.5, 20.5, 20.3, 20.2, 20.2, 20.0 (Ac).

0-(2,3,4,6-tetra-O-acety-D-mannopyranosyl)-(#3)-0-[(2,3,4,6-tetra-O-acetyd-D-

mannopyranosyl)-(&6)]-2,4-di-benzoylz-D-mannopyranosb6
(3,6-(-AcsMan)-2,4a-Bz,Man)

49.9 mg (43.8 umol, 1.0 eq) Trisacchafid werden in 0.59 mL Ethylacetat geltst und auf
0 °C gekuhlt. Es folgt die Zugabe von 61.5 mg (407 pumol, 9.4Na&fyiumbromat, welches
in 1.19 mL Wasser gel6st ist. Anschliel3end werden unteketaiRUhren tber 20 min lang-
sam 73.4 mg (358 umol, 8.2 eq) Natriumdithionit, geldst BO2mL Wasser, zugetropft. Da-
nach wird das Kiuhlbad entfernt. Nach 2 h (DC: Cyclohexan/Ettetat 1:2) wird mit 30 mL
Dichlormethan verdinnt, mit 100 uL 10 %iger NatriumthidatiLdsung versetzt, mit Wasser
gewaschen und die wassrige Phase dreimal mit Dichlormetkiaahiert. Die vereinigten or-
ganischen Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getroclasdt sungsmittel eingeengt und
der Ruckstand im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt mittels Flashchromatogra-

phie (Grace Resol¥&80 g; Cyclohexan/Aceton 1850 %, 25.5 min, 28 mL/min) gereinigt.
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Ausbeute: 37.0 mg (35.3 pmol, 80.6 %),
Rt = 0.73 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:2),
[a]52° = -14.6 (0.5, Dichlormethan),
CagHss0s56 (1048.95),

ESI-MS:
Mper = 1048.31,
Mger = 1066.48 (M+NH)*, 1071.46 (M+Na).

0-(2,3,4,6-tetra-O-acety-D-mannopyranosyl)-(#3)-0-[(2,3,4,6-tetra-O-acetyd-D-

mannopyranosyl)-(&6)]-2,4-di-benzoylk-D-mannopyranosyl-trichloracetimid&0D
(3,6-(-AcsMan)-2,4a-Bz,ManTCAI)

623 mg (594 umol, 1 eq) Trisacchat® werden unter Argonatmosphére mit 164 mg (1.19
mmol, 2 eq) frisch ausgeglihtem und gemérsertem Kaliunocebversetzt und in 8.49 mL
absolutem Dichlormethan gel6st. Nach 15 min werden 596 |Q4(Bimol, 10 eq) Trichlora-
cetonitril hinzugefugt und die Reaktion wird bei Zimmerigenatur gerihrt. Nach 1 d (DC:
Cyclohexan/Ethylacetat 1:2) wird die Losung mit 200 mL Darinethan verdiinnt, Gber
Celite filtriert und mit Dichlormethan nachgewaschen. Anigf3end wird das Lésungsmittel
eingeengt und der Rickstand im Hochvakuum getrocknet. Dagpifedukt wird mittels

Flashchromatographie (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1,5cf, I: 18.0 cm) gereinigt.

Ausbeute: 605 mg (508 umol, 855,

Rt = 0.77 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:2),
[a]52° = (0.5, Dichlormethan),
CsoHssClsNO, (1193.33),

ESI-MS:
Mper = 1191.22,
Mger = 1192.46 (M+HJ.

IH-NMR (500 MHz, [D6]-DMSO):8= 10.16 (s, 1H, NH), 8.10-8.07 (m, 2H, Ar), 8.06-8.02
(m, 2H, Ar), 7.77 (t, 1H, Ar), 7.70-7.74 (m, 3H, Ar), 7.53-B.4m, 2H, Ar), 6.44 (d, 1HJ: ,
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= 5.77 Hz, H-1a), 5.85 (dd, 1HJ34 = 11.19,J4 5 = 10.03 Hz, H-4), 5.62 (dd, 1HJ),, < 1,
Jo3 < 1, H-2Y), 5.23-5.17 (m, 2H, H3, H-22), 5.15 (d, 1H,J; > < 1 Hz, H-12a), 5.04 (dd,
1H, J34 = 9.72 Hz,Js5 = 10.16 Hz, H-4), 4.96 (dd, 1HJ34 = 9.88 Hz,J,5 = 10.00 Hz,
H-42), 4.91 (d, 1HJ1» < 1 Hz, H- «), 4.86 (dd, 1H,J, 5= 3.26 Hz,J5 4 = 10.03 Hz, H-3),
4.73 (dd, 1HJ1, < 1, J5 < 1, H-2), 4.61 (dd, 1HJ, 53 = 2.71 Hz,J54 = 10.08 Hz, H-3),
4.37-4.32 (m, 1H, H-H, 4.00-3.87 (m, 3H, H-4 H-6a,1%), 3.83-3.76 (M, 2H, H-6aH-6&),
3.72-3.61 (m, 3H, H-5, H-6b!, H-61%), 2.10-2.06 (m, 6H, Ac), 2.00-1.95 (m, 6H, Ac), 1.91
(s, 3H, Ac), 1.82-1.71 (m, 9H, Ac).

13C-NMR (125 MHz, [D6]-DMSO):6= 169.9, 169.8, 169.6, 169.4, 169.1, 168.8 (C=0 Ac),
165.0, 164.9 (C=0 Bz), 157.1, (C=NH), 134.2, 133.9 (C Ar)9.12129.5, 129.2, 128.7 (C
Ar), 128.6, 128.4 (C-1 Ar), 98.6 (C2), 96.6 (C-£), 93.6 (C-1), 74.8 (C-3), 71.4 (C-B),
70.2 (C-2), 68.8 (C-%), 68.8 (C-3), 68.4 (C-%), 68.2 (C-2), 67.9 (C-3), 67.6 (C-5), 66.6
(C-4), 65.1 (C-#), 65.0 (C-8), 64.9 (C-#), 61.7 (C-6), 61.5 (C-6), 20.8, 20.6, 20.5, 20.4,
20.3, 20.2, 20.2 (Ac).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimigen-glucopyranosyl)-(3>2)-0-(3,4,6-tri-O-
acetyla-D-mannopyranosyl-(#3)-O-(4,6-O-benzylide-D-mannopyranosyl)-(&4)-O-
(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimigen-glucopyranosyl)-(3+4)-0-3,6-di-O-benzyl-2-
desoxy-2-phthalimidg-D-glucopyranosylazi®é8

(B-Ac3GIcNPht-1,2e-AcsMan-1,38-BdnMan-1,48-Bn,GIcNPht-1,48-Bn,GICNPht-N\;)

503 mg (407 umol, 1.0 eq) Core-Trisacchaidnd 702 mg (809 umol, 2.0 eq) Trichlorace-
timidat 13awerden zusammen mit 1.33 g gemaorsertem, frisch ausgegiiiktigekularsieb
unter Argonatmosphare vorgelegt und in 11.6 mL absolutechlBrmethan suspendiert. Das
Gemisch wird 15 min bei Zimmertemperatur gerthrt, auf -3Cat@ekuhlt und fir 30 min
geruhrt. Die Reaktion wird durch langsame Zugabe von 49.940L4 umol, 0.1 eq) einer
10 %igen Bortrifluoriddiethyletherat-Lésung gestarted boei -30 °C geriihrt. Nach 1 h (DC:
Hexan/Aceton 1.5:1) wird die Reaktion durch Zugabe von §&.8809 umol, 2.0 eq) Pyridin
gestoppt. Die Reaktionslosung wird mit 150 mL Dichlormetkardtinnt, tber Celite filtriert,
mit 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung gewaschen und die wassR@pasen zweimal mit

Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organschensBhaverden tber Magnesiumsulfat
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getrocknet. Das Losungsmittel wird eingeengt und der Racksim Hochvakuum getrock-
net. Das Rohprodukt wird mittels Flashchromatographiea¢(@rResolV@ 80 g; Cyclohex-
an/Aceton 1550 %, 42 min, 32 mL/min) gereinigt.

Ausbeute: 578 mg (297 umol, 73.1 %),
R = 0.27 (Hexan/Aceton 1.5:1),

ESI-MS:
Mper = 1940.63,
Mger = 1963.99 (M+Naj".

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimigen-glucopyranosyl)-(3>2)-0O-(3,4,6-tri-O-
acetyla-D-mannopyranosyl-(@3)-O-(2-O-acetyls-D-mannopyranosyl)-(#4)-0-(3,6-di-
O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimigsp-glucopyranosyl)-(3>4)-0-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-
2-phthalimidog-D-glucopyranosylazi®9

(B-Ac3GIcNPht-1,2e-AcsMan-1,38-AcMan-1,48-Bn,GICNPht-1,48-Bn,GICNPht-N;)

540 mg (287 umol, 1 eq) Pentasacch&@&wverden in 3.7 mL (45.8 mmol) Pyridin geldst, mit
1.9 mL (20.1 mmol) Acetanhydrid versetzt und Uber Nacht beirdertemperatur gerthrt.
Nach Reaktionsende (DC: Hexan/Aceton 1.5:1) wird dreimalTmiuol codestilliert und der
Ruckstand im Hochvakuum getrocknet. Das acetylierte Gcisarid wird mit einer Lésung
von 425 mg (2.23 mmol, 7.8 egara-Toluolsulfonsdure Monohydrat in 18.5 mL Acetoni-
tril versetzt und 45 min bei Zimmertemperatur gerihrt. Nealstdndigem Umsetzung (DC:
Hexan/Aceton 1.5:1) wird die Reaktion mit 400 pL (4.96 mm@yidin gestoppt und das
Ldsungsmittel im Vakuum abdestilliert. Der Ruckstand wimdl.50 mL Dichlormethan auf-
genommen, mit I Salzsaure- sowie ®1 Kaliumhydrogencarbonatldsung gewaschen und
die wéssrigen Phasen dreimal mit Dichlormethan extratideetvereinigten organischen Pha-
sen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, im Vakuumeeingt und im Hochvakuum
getrocknet. Das Rohprodukt wird mittels Flashchromatpliea (Grace Resol#80 g; Cy-
clohexan/Aceton 36:50 %, 37 min, 50 mL/min) gereinigt.
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Ausbeute: 439 mg (232 umol, 80.8 %),
Rt = 0.70 (Hexan/Aceton 1.5:1),
CgsHogNgO35 (1895.82),

ESI-MS:
Mper = 1894.61,
Mger = 1913.13 (M+NH)".

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimigen-glucopyranosyl)-(+>2)-0O-(3,4,6-tri-
O-acetyla-D-mannopyranosyl-(33)-0-{(2,3,4,6-Tetra-O-acetyk-D-mannopyranosyl)-
(1—3)-0-[2,3,4,6-tetra-O-acetyd-D-mannopyranosyl-(46)]-O-(2,4-di-benzyla-D-
mannopyranosyl)-(% 6)}-0-(2-O-acetylg-D-mannopyranosyl)-(#4)-0-(3,6-di-O-
benzyl-2-desoxy-2-phthalimighp-glucopyranosyl)-(£-4)-0-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-
phthalimidog-D-glucopyranosylazidsl

(B-Ac3GIcNPht-1,2e-AcsMan-1,3a-AcsMan-1,3-p-AcsMan-1,6]-a-Bz,Man-AcMan-
1,4$-Bn,GIcNPht-1,48-Bn,GICNPht-N\;)

Aktivierung mit BRXOEb

21.9 mg (11.6 pumol, 1.0 eq) Pentasacch&®dund 15.2 mg (12.7 pumol, 1.1 eq) Trichlo-
racetimidat50 werden zusammen mit 40 mg gemorsertem, frisch ausgeglivi@ekular-
sieb (4 A) unter Argonatmosphére vorgelegt und in 2.6 mL hitsm Dichlormethan sus-
pendiert. Das Gemisch wird 15 min bei Zimmertemperatur lgenind dann auf -30 °C ab-
gekuhlt. Die Reaktion wird durch langsame Zugabe von 43.q3u& pmol, 0.3 eq) einer
1 %igen Bortrifluoriddiethyletherat-Losung gestartet e -30 °C gerthrt. Nach 75 min
(DC: Hexan/Aceton 1.5:1) wird die Reaktion auf Zimmertemgper erwdrmt und weitere
65 min geruhrt. Durch Zugabe von 3.0 pL (37.2 umol) Pyridindwdie Reaktion gestoppt.
Die Reaktionslésung wird mit 20 mL Dichlormethan verdunitier Celite filtriert, mit 2m
Kaliumhydrogencarbonat-Losung gewaschen und die wasBtigse zweimal mit Dichlorme-
than extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen weider Magnesiumsulfat getrocknet,
im Vakuum eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Das Ruhgkt wird mittels Flash-
chromatographie (Grace ResdW@x4 g; Cyclohexan/Aceton-515 %, 20 min, 18 mL/min)
gereinigt.
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Ausbeute: 15.0 mg (5.13 pmol, 44.2 %),
Rt = 0.43 (Hexan/Aceton 1:1),
C144H152N0g0 (2926.75),

ESI-MS:
Mper = 2924.90,
Mger = 2948.72 (M+Na).

Aktivierung mit TMSOTf

62.4 mg (32.9 umol, 1.0 eq) Pentasacch&®dund 47.2 mg (39.6 umol, 1.2 eq) Trichlor-
acetimidat50 werden zusammen mit 134 mg gemaorsertem, frisch ausgegiiitdekular-
sieb (4 A) unter Argonatmosphére vorgelegt und in 3.3 mL aibem Dichlormethan suspen-
diert. Das Gemisch wird 15 min bei Zimmertemperatur geridahn auf -40 °C abgekihlt
und fur 30 min gerthrt. Die Reaktion wird durch langsame Zwegeaon 4.8 pL (2.7 umol,
0.08 eq) einer 10 %igen Trimethylsilyltrifluormethansuléd-Losung gestartet und bei -30 °C
geruhrt. Nach 65 min (DC: Hexan/Aceton 1:1) wird die Reaktilurch Zugabe von 5.5 pL
(68.1 pmol, 2.0 eq) Pyridin gestoppt. Die Reaktionslosuimgl wO mL mit Dichlormethan
verdunnt, Uber Celite filtriert, mit 21 Kaliumhydrogencarbonat-L6sung gewaschen und die
wassrige Phase zweimal mit Dichlormethan extrahiert Dieimggten organischen Phasen
werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, im Vakuum eingeand im Hochvakuum ge-
trocknet. Das Rohprodukt wird mittels Flashchromatogm@gB®ichlormethan/Aceton 5 %

—8 % —10 %—12 % Aceton, d: 2.4 cm, |: 12.0 cm) gereinigt.

Ausbeute: 83.1 mg (28.4 umol, 86.3 %),
Rt = 0.43 (Hexan/Aceton 1:1),

[a]o%” = -4.2 (c = 0.6, Dichlormethan),
CraaH152N60g0 (2926.75),

ESI-MS:
Mper = 2924.90,
Mger = 1485.43 (M+2N&)'.
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IH-NMR (360 MHz, [D6]-DMS0):5= 8.10-7.40 (m, 22H, Pht, Ar), 7.39-7.06 (m, 10H, Ar),
6.93-6.61 (M, 10H, Ar), 5.83-5.56 (M, 2H, H)45.47 (dd, 1HJ1, < 1,Jp5 < 1, H-2¥), 5.35
(d, 1H,J1 .= 8.62, H-B), 5.31-5.11 (m, 6H, H-4, H-28, H-1%, H-4°, H-13, OH-4), 5.10-4.92
(M, 3H, H-#, H-3%', H-3%), 4.91-4.60 (M, 12H, H2, H-15', H-14, H-25, H-4* | H-15", OCH,,
H-45", H-15, OCH,, H-2%, OCH,), 4.52-4.21 (m, 10H, OCH OCH,, H-3*, H-3*, OCH,, H-3°,
H-3%, H-6), 4.20-3.48 (M, 25H, HY H-5% H-3, H-6b¢, H-6&, H-43, H-25, H-4, H-5¢, H-
5!, H-61°, H-62, H-6a,15 , H-2!, H-6a,1, H-45, H-6a,55", H-6a", H-52, H-6I, H-6bt, H-59),
3.46-3.15 (M, 4H, H-3, H-62, H-5%, H-6b%), 2.13-1.60 (m, 45H, OAC).

13C-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): 5= 170.2, 169.9, 169.8, 169.7, 169.7, 169.6, 169.5,
169.4, 169.3, 169.2, 168.9, 168.6, 167.8, 167.1, 165.0,8162=0), 138.2, 138.0, 138.0,
137.9, 137.8 (Ar), 134.9, 134.8, 134.6 (Pht), 133.8, 13833.6 (Pht), 130.6, 129.5, 129.4,
129.3, 129.1, 129.0, 128.6, 128.5, 128.4, 128.2, 127.9,81227.7, 127.4, 127.4, 127.3,
127.1, 123.5 (C Ar), 98.8 (C*h, Yc.1pa = 175.3 Hz), 97.5 (CB, Ycips = 162.3
Hz), 97.2 (C-Fa, Yc.ins = 175.4 Hz), 96.8 (Cia, e = 177.9 Hz), 96.8 (C-3p,
Weami = 164.8 Hz), 96.5 (CAa, Yeqps = 174.1 Hz), 96.1 (C®, .1 = 166.8
Hz), 84.8 (C-18, Yc.1 1 = 164.4 Hz), 77.3 (CY), 76.4 (C-3), 75.8 (C-5), 75.6 (C-3),
75.0 (C-5), 74.4 (C-3), 73.8, 73.6 (CHO), 73.5 (C-3), 71.8, 71.6 (CHO), 71.3 (C-9),
71.1 (C-2), 71.1 (C-4), 70.5 (C-4), 69.7 (C-3), 69.1 (C-&), 68.9 (C-2), 68.7 (C-4),
68.6 (C-3), 68.4 (C-4), 68.3 (C-2), 68.3 (C-3), 67.9 (C-5), 67.8 (C-5), 67.5 (C-6),
67.1 (C-4), 66.6 (C-¥), 65.1 (C-&), 65.0 (C-2"), 65.0 (C-2), 64.6 (C-§), 64.6 (C-3),
61.9 (C-6), 61.9 (C-6), 61.7 (C-6), 61.6 (C-8), 61.5 (C-§'), 61.5 (C-6), 61.0 (C-6),
56.0 (C-2), 54.6 (C-2), 53.7 (C-2), 20.6, 20.5, 20.4, 20.4, 20.3, 20.3, 20.2, 20.1, 20.1 (OAC)

2,4-Di-acetyl-1-benzyd-D-mannopyranosi®4
(2,4-a-Ac;ManOBnN)

1.5 g (5.55 mmol, 1 eq) MonosacchaBd werden in 75.0 mL Acetonitril gelést, mit 7.1 mL
(38.9 mmol, 7 eq) Trimethylorthobenzoat sowie 31.8 uL (0r&ah 0.06 eq) Trifluoressig-
saure versetzt. Nach 3 min werden 1.2 mL (10.0 mmol) einer BfefoTrifluoressigsaure-

Stammldésung und nach 15 min weitere 1.0 mL (17.5 mmol) Thyletthobenzoat zugege-
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ben. Nach Reaktionsende (DC: Dichlormethan/Methanol)Mirtl das Losungsmittel einge-
engt und der Riuckstand im Hochvakuum getrocknet. Das gesvenRohprodukt wird mit-
tels Flashchromatographie (Grace ResBIg€ g; Dichlormethan/Methanol25 %, 27 min,
50 mL/min) gereinigt.

Ausbeute: 474 mg (1.34 mmol, 24.1 %),
R; = 0.58 (Dichlormethan/Methanol 10:1),
[a]o?" = +23.8 (c = 1.2, Dichlormethan),
CyH.50; (354.35),

ESI-MS:
Mper = 354.13,
M ger = 708.48 (2M+H].

IH-NMR (500 MHz, [D6]-DMSO0):6= 7.40-7.29 (m, 5H, Ar), 5.33 (d, 1Hlon 5 = 6.29 Hz,
OH-3), 4.95 (dd, 1H,J; , = 3.60 Hz,J,3 = 1.44 Hz, H-2), 4.85 (t, 1HJon 6ap= 9.98 Hz,
OH-6), 4.82-4.79 (m, 2H, H-1, H-4), 4.67 (d, 1Blem = 11.69 Hz, OCH), 4.47 (d, 1H Jgem
= 11.69 Hz, OCH), 3.89-3.84 (m, 1H, H-3), 3.62-3.57 (m, 1H, H-5), 3.45-3(86 2H, H-
6a,b).

13C-NMR (125 MHz, [D6]-DMSO):8= 170.0, 169.8, (C=O NAc), 137.1 (C-1 Ar), 128.5,
128.0, 127.9, (C Ar), 96.0 (C1], 71.9 (C-2), 71.5 (C-3), 69.3 (C-4), 68.1 (OCH), 66.5
(C-3Y), 60.6 (C-6), 21.0 (Ac).

0-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyt-D-mannopyranosyl)-(#3)-0-[(2,3,4,6-tetra-O-acetyd-D-
mannopyranosyl)-(46)]-2,4-di-acetyl-1-benzyd-D-mannopyranosié6

(3,6-(-AcsMan)-2,4a-Ac,ManOBN)

456 g (1.29 mmol, 1.0 eq) Didb4, 2.02 mg (5.15 mmol, 4.0 eq) Thiomanno%8 und
2.90 mg (12.9 mmol, 10.0 edN-lodsuccinimid werden mit 5.92 g gemdrsertem und ausge-
heiztem Molekularsieb unter Argonatmosphare in 29.0 mlokibesm Dichlormethan suspen-
diert und 15 Minuten bei 0 °C geruhrt. Die Reaktion wird dugeltropfen von 680 pL (7.74,
6.0 eq) Trifluormethansulfonsdure gestartet. Nach 40 mi@: (Dichlormethan/Methanol

20:1) wird mit 200 mL Dichlormethan verdtinnt, GUber Celitdilatert, je einmal mit gesattig-
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ter Natriumthiosulfat- und & Kaliumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, iGber Magmasi
sulfat getrocknet, eingedampft und im Hochvakuum getretkbas Rohprodukt wird mit-
tels Flashchromatographie (Grace ResBh&9 g; Cyclohexan/Aceton 2035 %, 31 min,
50 mL/min) gereinigt.

Ausbeute: 1.27 g (1.25 mmol, 97.0 %),

Rt = 0.61 (Dichlormethan/Methanol 20:1),
[a]o?” = +18.0 (1.0, Dichlormethan),
C,5H550,6 (1014.93),

ESI-MS:
Mper = 1014.32,
Mger = 1015.38 (M+HY}, 1037.34 (M+Na).

IH-NMR (500 MHz, [D6]-DMSO0):8= 7.40-7.7.33 (m, 5H, Ar), 5.22-5.09 (m, 5H, H-2H-
21, H-4%, H-42, H-3%), 5.08-4.99 (m, 3H, H-4, H-32, H-4?), 4.98-4.90 (m, 3H, H-4, H-22,
H-12'), 4.69 (d, 1H Jgem = 11.80 Hz, OCH), 4.54 (d, 1HJgem= 11.80 Hz, OCH), 4.22-4.14
(dd, 1H, H-3), 4.13-4.04 (m, 3H, H-6a%h H-6&), 4.03-3.95 (M, 3H, H-3, H-6?, H-5?),
3.92-3.86 (M, 1H, H-Y, 3.70-3.56 (m, 2H, H-6al, 2.14-2.07 (m, 9H, Ac), 2.06-1.99 (m,
12H, Ac), 1.96-1.89 (m, 9H, Ac).

13C-NMR (125 MHz, [D6]-DMS0):5=170.0, 169.9, 169.7, 169.6, 169.6, 169.5, 169.5, 169.3,
169.2, 169.1 (C=0 Ac), 136.6 (C-1 Ar), 128.4, 128.2, 127.95; 98.1 (C-Ba, Lc.q 1=
178.1 Hz), 96.5 (CAq, Wca 1= 177.2 HZ), 95.8 (CHu, Lc.1 e = 174.3 Hz), 74.0 (C-3,

70.2 (C-4), 68.9 (C-2), 68.8 (C-3), 68.8 (C-2), 68.8 (C-5), 68.8 (C-5), 68.6 (C-2), 68.6
(OCH,), 68.0 (C-#), 67.8 (C-4), 65.7 (C-8), 65.3 (C-3), 65.3 (C-3), 61.9 (C-6), 61.3
(C-6?), 20.5, 20.5, 20.4, 20.4, 20.3, 20.2 (Ac).

0-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyt-D-mannopyranosyl)-(#3)-0-[(2,3,4,6-tetra-O-acetyd-D-

mannopyranosyl)-(#6)]-2,4-di-acetyla-D-mannopyranosé8
(3,6-(-AcsMan)-2,4a-Ac,Man)

160 mg (158 pmol, 1.0 eq) Trisaccha®® werden in 2.1 mL Ethylacetat gelost und un-

ter Kihlung im Wasserbad auf 10 °C gerthrt. Es folgt die Zegam 220 mg (1.44 mmol,
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9.4 eq) Natriumbromat, welches in 4.1 mL Wasser gel6st iahdgh wird das Kihlbad ent-
fernt. Anschliel3end werden unter starkem Rihren Uber 2dangsam 260 mg (1.25 mmol,
8.2 eq) Natriumdithionit, geldst in 8.2 mL Wasser, zugetrolach 1.5 h wird mit 70 mL

Dichlormethan verdiinnt, mit 4 mL 10 %iger NatriumthiostHf@sung versetzt, mit Wasser
gewaschen und die wassrige Phase dreimal mit Dichlormetkiaahiert. Die vereinigten or-

ganischen Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getroclasdt dsungsmittel eingeengt und
der Ruckstand im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt mittels Flashchromatogra-

phie (Grace Resol¥¢12 g; Cyclohexan/Aceton 1840 %, 22 min, 28 mL/min) gereinigt.

Ausbeute: 106 mg (115 umol, 75.2 %),
Rt = 0.26 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:2),
[a]o?” =+19.4 (1.1, Dichlormethan),
CueHsc0, (924.81),

ESI-MS:
Mper = 924.27,

0-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyt-D-mannopyranosyl)-(#3)-0-[(2,3,4,6-tetra-O-acetyd-D-

mannopyranosyl)-(&6)]-2,4-di-acetyle-D-mannopyranosyl-trichloracetimid &7
(3,6-(-AcsMan)-2,4a-Ac,ManTCAI)

45.5 mg (49.2 umol, 1 eq) Trisacchafi@ werden unter Argonatmosphéare mit 13.6 mg (98.4
pmol, 2.0 eq) frisch ausgeglihtem und gemorsertem Kalidoooet versetzt und in 3.90 mL
absolutem Dichlormethan geldst. Anschliel3end werden 409,392 umol, 10 eq) Trichlora-
cetonitril hinzugefugt und die Reaktion wird bei Zimmerigenatur gerihrt. Nach 1 d (DC:
Cyclohexan/Ethylacetat 1:2) wird die L6sung mit 50 mL Daimhethan verdiinnt, tber Celite
filtriert und mit Dichlormethan nachgewaschen. Anschlre3@ird das Losungsmittel einge-
engt und der Rickstand im Hochvakuum getrocknet. Das Rdojgtavird mittels Flashchro-

matographie (Cyclohexan/Ethylacetat 1.:5:1:1, d: 2.5 cm, |: 8.5 cm) gereinigt.

Ausbeute: 43.7 mg (41.0 umol, 83.2 %),
Rt = 0.77 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:2),
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[a]2 = +22.7 (1.1, Dichlormethan),
CoHs,ClsNO,, (1069.19),

ESI-MS:
Mper = 1067.18,
M ger = 1066.48 (M+Na).

IH-NMR (500 MHz, [D6]-DMSO):8= 10.05 (s, 1H, NH), 6.26 (d, 1H; , < 5.77 Hz, H-10a),
5.33-5.25 (M, 2H, H-4 H-2%), 5.15-5.05 (m, 5H, H-4 H-22, H-12, H-42, H-22), 5.05-4.93
(M, 2H, H-F, H-3?), 4.89 (d, 1H,J.» < 1 Hz, H-P0), 4.25-4.19 (dd, 1HJ,5 = 2.71 Hz,
Jaa=9.23 Hz, H-3), 4.17-4.04 (m, 2H, H-BaH-6&), 4.03-3.95 (M, 4H, H-6h H-5¢, H-5?,
H-6k7), 3.94-3.87 (M, 3H, H-®), 3.71-3.59 (m, 2H, H-6al, 2.18 (s, 3H, Ac), 2.11-2.06 (m,
9H, Ac), 2.04-1.97 (m, 12H, Ac), 1.95-1.90 (m, 6H, Ac).

13C-NMR (125 MHz, [D6]-DMS0):5= 170.0, 169.9, 169.7, 169.6, 169.6, 169.5, 168.5 (C=0
Ac), 157.0 (C=NH), 98.2 (C2, Yc.1 1.1 = 178.7 Hz), 96.5 (CAa, ey 1.1 = 176.8 Hz),
93.6 (C-Fa, Lc.q 1.1 = 181.8 Hz), 74.0 (C-9, 71.3 (C-8), 68.9 (C-2), 68.6 (C-5), 68.3 (C-

4?), 68.3 (C-%), 68.1 (C-3), 67.9 (C-%), 67.7 (C-3), 65.9 (C-4), 65.2 (C-6), 65.0 (C-2),
64.9 (C-2), 61.7 (C-6), 61.5 (C-6), 20.6, 20.5, 20.4, 20.3 (Ac).

0-(2,3,4,6-tetra-O-acety-D-mannopyranosyl)- (& 3)-0-[(2,3,4,6-tetra-O-acetyd-D-

mannopyranosyl)-(#6)]-2,4-di-acetyla-D-mannopyranosé8
(3,6-(-AcsMan)-2,4a-Ac,Man)
Schutzgruppenmodifikation mittels Hydrazinhydrat

50.1 mg (44.0 umol, 1.0 eq) Trisacchabdlwerden in 1.46 mL Ethanol geldst und es folgt die
Zugabe von 1.46 mL (348.0 mm, 9.4 eq) Hydrazinhydrat. Nacmv(DC: iso-Propanol/1

M Ammoniumacetat 1.5:1) wird mit Aceton verdinnt, das Losmigtel eingeengt und der
Ruckstand im Hochvakuum getrocknet.

Das Rohprodukt wird in 2.65 mL (32.8 mmol) Pyridin geldstt ;32 mL (14.0 mmol) Ace-
tanhydrid versetzt und Uber Nacht bei ZimmertemperatuilgérNach Reaktionsende (DC:
Hexan/Aceton 1.5:1) wird dreimal mit Toluol codestilliertd der Riickstand im Hochvakuum

getrocknet.
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Ohne weiter Reinigung wird das peracetylierte TrisacchiarD.59 mL Ethylacetat gelést und
unter Kiihlung im Wasserbad auf 10 °C gerihrt. Es folgt dieabggvon 63.0 mg (418 umol,
9.4 eq) Natriumbromat, welches in 1.19 mL Wasser gelostisschlieRend werden unter
starkem Ruhren langsam 74.1 mg (362 mmol, 8.2 eq) Natritmaait, gelost in 2.37 mL
Wasser, zugetropft. Nach 1.5 h wird mit 20 mL Dichlormethandéinnt, mit 200 uL 10 %
Natriumthiosulfat-Losung versetzt, mit Wasser gewaschehdie wassrige Phase dreimal mit
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischeadeim werden tber Magnesiumsulfat
getrocknet, das Lésungsmittel eingeengt und der Rickstaktbchvakuum getrocknet. Das
Rohprodukt wird mittels Flashchromatographie (Grace Re$012 g; Cyclohexan/Aceton
10—50 %, 25.5 min, 28 mL/min) gereinigt.

Ausbeute: 31.0 mg (33.5 pmol, 76.1 %),
Rf = 0.28 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:2),
C,sHs56056 (924.81),

ESI-MS:
Mper = 924.27,
Mger = 947.22 (M+Na).

Schutzgruppenmodifikation mittels Natriumhydroxid

50.2 mg (44.1 pmol, 1.0 eq) Trisacchabd in 1.46 mL Methanol gel6st und es folgt die
Zugabe von 1.46 mL M Natriumhydroxid-Losung. Nach 70 min (D@o-Propanol/im
Ammoniumacetat 1.5:1) wird mit Essigsaure neutralisidas Losungsmittel eingeengt und
der Rickstand im Hochvakuum getrocknet.

Das Rohprodukt wird in 2.65 mL (32.8 mmol) Pyridin gelosti dB2 mL (14.0 mmol) Ace-
tanhydrid versetzt und 22 h bei Zimmertemperatur gerihaiciN\Reaktionsende (DC: Hex-
an/Aceton 1.5:1) wird dreimal mit Toluol codestilliert umigr Rickstand im Hochvakuum
getrocknet.

Ohne weiter Reinigung wird das peracetylierte TrisacchiarD.59 mL Ethylacetat geldst und
unter Kihlung im Wasserbad auf 10 °C geruhrt. Es folgt dieabagvon 62.7 mg (416 pmol,
9.4 eq) Natriumbromat, welches in 1.19 mL Wasser gelostisschlieRend werden unter
starkem Ruhren langsam 74.1 mg (362 mmol, 8.2 eq) Natritmaait, gelost in 2.37 mL

Wasser, zugetropft. Nach 1.5 h wird mit 40 mL Dichlormethandéinnt, mit 250 uL 10 %
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Natriumthiosulfatlésung versetzt, mit Wasser gewaschehdie wassrige Phase dreimal mit
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischeadeim werden Gber Magnesiumsulfat
getrocknet, das Losungsmittel eingeengt und der Riuckstaktbchvakuum getrocknet. Das
Rohprodukt wird mittels Flashchromatographie (Grace Re$012 g; Cyclohexan/Aceton
10—50 %, 25.5 min, 28 mL/min) gereinigt.

Ausbeute: 24.9 (26.9 umol, 61.1 %),
Rf = 0.32 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:2),
C,5H560,6 (924.81),

ESI-MS:
Mper = 924.27,
Mger = 947.18 (M+Nay.

O-(2-Acetamido-2-desoxgD-glucopyranosyl)-(3>2)-O-(a-D-mannopyranosyl-(#3)-O-
[(a-D-mannopyranosyl)-(@& 3)-O-[a-D-mannopyranosyl-(36)]-O-(a-D-mannopyranosyl)-
(1—6)]-0-(3-pD-mannopyranosyl)-(24)-O-(2-acetamido-2-desox3+b-glucopyranosyl)-
(1—4)-0-2-acetamido-2-desoy3tb-glucopyranosylazié3

(B-GIcNAc-1,2a-Man-1,3a-Man-1,3-pi-Man-1,6]a-Man--1,44-GIcNAc-1,48-GIcNAc-
N3)

Vierstufige Entschitzung

77.7 mg (26.6 pumol, 1.0 eq) Octasacchd&lidverden in 885 uL Ethylacetat gel6st, im Eisbad
gekuhlt und mit 72.3 mg (479 umol, 18.0 eq) Natriumbromal)gtan 1.59 mL Wasser, ver-
setzt. Danach wird die Reaktion gestartet, indem 81.8 m@ (B%ol, 15 eq) Natriumdithionit,
geldst in 3.06 mL Wasser, Gber 5 min zur Suspension zugétvegrden. Danach wird die
Kihlung entfernt und das Reaktionsgemisch bei Zimmerteatpestark gerihrt. Nach 3.5 h
(ESI-MS in Methanol; DCiso-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1) wird die Reaktion durch
Zugabe von 60 pL 10 %ige Natriumthiosulfat-Losung (38.0 irh@ eq) gestoppt. Die orga-
nische Phase wird mit 60 mL Ethylacetat verdinnt, mit Wagsaraschen und die wassrige

Phase zweimal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigieganischen Phasen werden Uber
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Magnesiumsulfat getrocknet, das Lésungsmittel eingeengtder Ruckstand im Hochvaku-
um getrocknet.

Das erhaltene debenzylierte Octasaccharid wird ohne rgdReinigung in 2.7 min-Butanol
gelost, die Losung auf 80 °C temperiert und mit 724 pL (10.8afyfEthylendiamin versetzt.
Nach 8.5 h (DC:iso-Propanol/Im Ammoniumacetat 2:1) wird die Losung eingeengt, der
Ruckstand viermal mit Toluol codestilliert und im Hochvalkw getrocknet.

Das Rohprodukt wird in 2.4 mL (29.7 mmol) Pyridin geldst, thi2 mL (12.7 mmol) Acetan-
hydrid bei Zimmertemperatur gelost und 17 h gerthrt. Nadlst&mdigem Reaktionsumsatz
(ESI-MS in Methanol; DCiso-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1) wird viermal mit Toluol
codestilliert. Der Riuckstand wird im Hochvakuum getrodkie Dichlormethan aufgenom-
men und die Lésung mit 1 Salzsdure- und & Kaliumhydrogencarbonatlésung extrahiert.
Die organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat getrockdet vereinigten organischen
Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, das Lésuittgl eingeengt und der Rick-
stand im Hochvakuum getrocknet.

Das ungereinigte Peracetat wird in 2.7 mL Methanol und 2. Methylamin (40 % in Wasser)
geldst und bei Zimmertemperatur gerihrt. Nach 3.5 h (BGPropanol/Im Ammonium-
acetat 2:1) wird die Losung eingeengt, der Rickstand viemitaToluol codestilliert und
im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird in 1.5 mL Metbl aufgenommen und
mit 35 mL kaltem Diethylether versetzt. Das Prazipitat wixei 4000 rpm 5 min zentrifu-
giert, nochmal in 3.5 mL Methanol aufgenommen und mit 35 metBylether geféllt. Das
Rohprodukt wird mittels GelpermeationschromatograpHiedad Superdex 30; Saulengro-
Be: 16x600 mm; Eluent: 0.4 Ammoniumbicarbonat; Fluss: 0.8 mL/min; Retentionszeit:
98.5 min) und Festphasenextraktion (Waters Sep-Pak C183$Ghengrofie: 330 mg; Elutent:
Acetonitril in Wasser; Fraktionsgrof3e: 7 mL) gereinigtutidn von63 erfolgt bei 0 % Aceto-

nitril in Wasser.

Ausbeute: 6.60 mg (4.51 pumol, 17.0 %),

R¢(debenzyliertes Octasaccharid) = 0.&b{Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1),
Rt (Peracetat) = 0.819o-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1),

Rt (Produkt63) = 0.56 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1),

[a],2%° = 27.6 (c = 0.6, Wasser),

Cs4HooNeOso (1463.31),
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ESI-MS:

Debenzyliertes Octasaccharid

Mper = 2564.71,

Mger = 2587.62 (M+Na), 2603.75 (M+KY,

Global entschitztes Octasaccharid
Mber = 1336.49,
Mger = 1337.59 (M+H]J,

Peracetat
Mber = 2386-75,
Mger = 1216.43 (M+2Na2)+, 2410.17 (M+Na),

Produkt63
Mper = 1462.52,
Mger = 1463.53 (M+H), 1485.52 (M+Na), 1501.50 (M+K].

!H-NMR (500 MHz, DO mit [D6]-DMSO als interner Standard= 4.91 (d, 1H, J,

< 1Hz, H-10%), 4.88 (d, 1H, J, < 1 Hz, H-1a5), 4.71 (d, 1H, J, < 1 Hz, H-1a%), 4.70-4.63
(m, 1H, H-18%), 4.58 (d, 1H, J, < 1 Hz, H-10%"), 4.55 (d, 1H, J, = 8.30 Hz, H-BY), 4.39 (d,
1H, J » = 7.20 Hz, H-1:?), 4.35 (d, 1H, J, = 8.35 Hz, H-1:5), 4.05 (dd, 1H, J, < 1 Hz, } 5

< 1Hz, H-2%), 4.00 (dd, 1H, J, < 1 Hz, 33 < 1 Hz, H-2u%), 3.95 (dd, 1H, J, < 1 Hz, } 3

< 1 Hz, H-2:3), 3.86 (dd, 1H, J, < 1 Hz, }5 < 1 Hz, H-Z%), 3.82-3.77 (m, 2H, H-&*,

H-62), 3.76-3.62 (m, 11H, H-6a H-64", H-43, H-3%, H-6&, H-6&, H-6&, H-6&", H-3,

H-33, H-3%), 3.61-3.43 (m, 21H, H2 H-5", H-61?, H-6°, H-6b°", H-5%, H-32, H-5°, H-5?,

H-6bt, H-3!, H-6&", H-2!, H-6b°, H-2°, H-4*, H-61", H-5°, H-5!, H-3*, H-4%"), 3.42-3.10
(m, 8H, H-65", H-45', H-42, H-41, H-35, H-4%, H-45, H-5°) 1.88-1.84 (m, 9H, NAC).

? 13C-NMR (125 MHz, DO mit [D6]-DMSO als interner Standardp= 176.4, 176.1

(C=0 NAc), 104.0 (C-fa, Wc.1p1 = 173.8 Hz), 103.1 (C2B, YJc.q 141 = 165.9 Hz), 102.1

(C-Ta, Yc1h1 = 173.8 Hz), 101.6 (C3B, YJc1n1=163.3 Hz), 101.3 (C*, gy =

172.9 Hz), 101.3 (CAa, Yeqpy = 171.9 Hz), 100.9 (C®B, ey = 164.2 Hz), 90.2

(C-118, YJc1 1= 166.8 Hz), 82.1 (C-5), 81.2 (C-5), 80.3 (C-4), 80.3 (C-5), 80.3 (C-5),

78.1 (C-4), 78.1 (C-4), 78.0 (C-2), 77.5 (C-8), 76.1 (C-4), 76.0 (C-4), 75.2 (C-5),
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75.0 (C-B), 74.9 (C-&), 74.4 (C-4), 73.9 (C-3), 73.6 (C-3), 72.2 (C-3), 72.0 (C-5"),
71.9 (C-%), 71.8 (C-2'), 71.6 (C-4), 71.6 (C-8), 71.1 (C-3), 68.9 (C-4), 68.3 (C-3),
67.7 (C-6), 67.2 (C-3'), 66.7 (C-6), 63.4 (C-8), 62.7 (C-6), 62.6 (C-6), 62.3 (C-6),
61.5 (C-6'), 61.5 (C-8), 57.0 (C-), 56.5 (C-2), 56.1 (C-2), 24.0, 23.9, 23.8 (NAC).

Entschitzung mit 4 Natriumhydroxid-Losung

259.1 mg (88.5 umol, 1 eq) Octasaccharidag&dverden in 1.2 mL Ethylacetat geldst, im
Eisbad gekuhlt und mit 242.3 mg (1.6 mmol, 18 eq) Natriumkagmeldst in 5.3 mL Wasser,
versetzt. Danach wird die Reaktion gestartet, indem 27241n8 mmol, 15 eq) Natriumdi-
thionit, geldst in 10.2 mL Wasser, Uber 10 min zur Suspensigetropft werden. Anschlie-
Rend wird das Eisbad entfernt und das Reaktionsgemischirbei&temperatur stark gerihrt.
Nach 1 d (DC: Hexan/Aceton 1.2:1) wird mit 150 mL Dichlormathverdinnt, mit Wasser
gewaschen und die wassrige Phase zweimal mit Dichlormetktaamhiert. Die vereinigten or-
ganischen Phasen werden tUber Magnesiumsulfat getrockasdt gsungsmittel eingeengt und
der Rickstand im Hochvakuum getrocknet.

Der Ruckstand wird in 8.7 mbh-Butanol geldst und auf 90 °C temperiert. Die Reaktion wird
durch Zugabe von 2.3 mL (34.1 mmol) Ethylendiamin gestaktath 1 d (DCiso-Propanol/1
M Ammoniumacetat 2:1) wird sechsmal mit Toluol codestitlignd der Rickstand im Hoch-
vakuum getrocknet.

Das Rohprodukt wird in 3 mL Methanol und 3 mLM. Natriumhydroxid-Losung gel6st und
das Gemisch fir 1.5 h bei Zimmertemperatur geruihrt. Nachrisliesation mit 300 pL Essig-
saure werden die Losungsmittel eingeengt und der Rickgtahlbchvakuum getrocknet.
Zum Riuckstand werden 11.8 mL Acetanhydrid/Pyridin 1:2 ¢pegeund das Gemisch bei
Zimmertemperatur gerthrt. Nach 1 d (DC: Dichlormethaniebl 10:1) wird finfmal mit
Toluol codestilliert und der Rickstand im Hochvakuum geltreet.

Das peracetylierte Octasaccharid wird in 8.7 mL Methanal 87 mL Methylamin (40 % in
Wasser) geldst und bei Zimmertemperatur gertihrt. Nach Zdhmit Toluol codestilliert und
der Ruckstand im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt imiB.5 mL Methanol aufge-
nommen und mit 45 mL kaltem Diethylether versetzt. Das prtatiwird bei 4000 rpm 5 min
zentrifugiert, nochmal in 3.5 mL Methanol aufgenommen uridd® mL Diethylether gefallt.

Das Rohprodukt wird mittels Gelpermeationschromatogeaglereinigt (HiLoad Superdex
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30; SaulengrolRe: 26x600 mm; Eluent: mJAmmoniumbicarbonat; Fluss: 1.5 mL/min; Re-

tentionszeit: 140.0 min).

Ausbeute: 85.2 mg (58.2 umol, 65.7 %),
Rt = 0.56 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1),

CasHooNsOuo (1463.31),

ESI-MS:
Mper = 1462.52,
Mger = 1463.53 (M+HY}, 1485.52 (M+Na).

O-(a-D-Mannopyranosyl-(3>3)-O-{[( a-D-mannopyranosyl)- (% 3)-O-[a-D-
mannopyranosyl-(%6)]-O-(a-D-mannopyranosyl)-(%6)] }-0-(5-D-mannopyranosyl)-
(1—4)-0-(2-acetamido-2-deso)gp-glucopyranosyl)-(3>4)-O-2-acetamido-2-desox3tb-

glucopyranosylazi®5
(a-Man-1,3e-Man-1,3-p-Man-1,6]a-Man--1,43-GIcNAc-1,48-GIcNAc-N3)

3.9 mg (2.7 ymol) Octasacchar&B werden in 97 uL HEPES-Puffer (pH 6.0, 0.1 mg/mL
BSA) gelost und mit 9.4 plexop-N-Acetylglucosaminidase (0.6 Wanavalia ensiformis

E. C. 3.2.1.30) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird fir »@il37 °C im Thermoschdittler
inkubiert (DC:iso-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1). Das Rohprodukt wird mittels Gelper-
meationschromatographie gereinigt (Sephadex G25; SgniiBa: 25x750 mm; 5 % Ethanol

in Wasser; Fluss: 0.75 mL/min; Retentionszeit: 60 min).

Ausbeute: 3.2 mg (2.5 umol, 94.8 %)

R¢ = 0.58 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 3:1),
[a]5%° =20.0 (c = 0.5, Wasser),

Cs4HgoNeOs0 (1260.12),

ESI-MS:
Mper = 1259.44,
Mger = 1260.95 (M+H}, 1282.91 (M+Na).

!H-NMR (500 MHz, D,O mit [D6]-DMSO als interner Standard§i= 4.89 (m, 2H, H-
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1a®, H-1a%), 4.71 (d, 1H, J, = 1.59 Hz, H-*), 4.67 (d, 1H, J, = 1.45 Hz, H-b*),
4.60-4.54 (m, 2H, H-A3, H-18%), 4.40 (d, 1H, J, = 7.92 Hz, H-B?), 4.05 (dd, 1H, J, <
2.03 Hz, 33 < 1 Hz, H-2), 3.95 (dd, 1H, J, < 1.87 Hz, J3 < 3.15 Hz, H-Z), 3.88-3.85
(m, 2H, H-Z', H-2%), 3.81-3.77 (m, 2H, H-68 H-25'), 3.76-3.62 (m, 12H, H-63 H-3*,
H-62, H-64, H-3°, H-6&", H-3%, H-6&, H-3, H-6a, H-3*, H-3"), 3.62-3.50 (m, 16H,
H-4%, H-4%, H-22, H-4%, H-3, H-60°, H-6bf, H-6", H-5, H-61°", H-61%, H-4, H-617,
H-2!, H-5%, H-5%, 3.42-3.10 (m, 8H, H-6h H-4, H-4%, H-5, H-4, H-5!, H-5, H-5%)
1.87 (s, 3H, NAc), 1.85 (s, 3H, NAc).

BC-NMR (125 MHz, DO mit [D6]-DMSO als interner Standardy= 176.4, 176.1 (C=0
NAc), 104.2 (C-fa, YJc.1 s = 175.6 Hz), 103.9 (CHla, Yc.q oy = 175.6 Hz), 103.1 (C2B,
Le-1m1= 165.3 Hz), 102.1 (C3B, Wc.q 1 = 164.1 Hz), 101.5 (CHa, Weq 1= 173.2 H2),
100.9 (C-F'a, Wc.1 pa = 173.2 Hz), 90.1 (CB, Lc.1 1 = 164.1 HZ), 82.2 (CH), 81.2 (C-
55), 81.2 (C-8), 80.3 (C-%), 80.2 (C-3), 78.1 (C-5), 76.1 (C-5'), 76.0 (C-8), 75.1 (C-&),
74.9 (C-4), 74.3 (C-&), 73.8 (C-4), 73.6 (C-4), 72.4 (C-3), 72.2 (C-3), 72.0 (C-3), 71.9
(C-3%), 71.8 (C-3), 71.8 (C-2'), 71.6 (C-8'), 71.6 (C-2), 71.1 (C-Z), 68.5 (C-4), 68.3 (C-
45"), 67.6 (C-6), 67.3 (C-3), 67.1 (C-3), 66.8 (C-6), 62.8 (C-6), 62.7 (C-8), 62.6 (C-6),
61.6 (C-8), 61.5 (C-6), 56.5 (C-2), 56.1 (C-2), 23.8, 23.7 (NAC).

11.6 Versuche zu Kapite[4.11

(1-{O-(6-D-Galactopyranosyl)-(3>4)-(2-acetamido-2-desoxg+b-glucopyranosyl)-
(1—2)-O-a-D-mannopyranosyl-(& 3)-[O-(3-D-galactopyranosyl)-(3-4)-(O-2-
acetamido-2-desox§-D-glucopyranosyl)-(3>2)-O-a-D-mannopyranosyl-(& 6)]-O-(8-
D-mannopyranosyl)-(&4)-O-(2-acetamido-2-desox3tp-glucopyranosyl)-(1>4)-O-2-
acetamido-2-desoxg-D-glucopyranosyl}-N-biotinylamid?2

(1-(B-Gal-1,48-GIcNAc-1,2a-Man-1,3-B-Gal-1,48-GIcNAc-1,2a-Man-1,6]$-Man-1,4 8-
GIcNAc-1,48-GIcNAc)-NH-Biotin)

29.6 mg (17.7 umol, 1 eq) NonasacchazRlwerden unter Argonatmosphare in 985 uL ab-
solutem Methanol gelost und mit 30.0 pL (177 pumol, 10 eq) dprepylethylamin sowie
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107 pL (1.06 mmol, 60 eq) 1,3-Propandithiol versetzt. Na¢hvdird das Lésungsmittel ein-
geengt und der Ruckstand im Hochvakuum getrocknet. Arefglitid wird der Rickstand in
2 mL absolutem Methanol gelést und mit 12 mL kaltem Diethydetausgefallt. Die Reaktion
wird fur 1 h gekihlt und anschlieRend fiir 5 min bei 4000 rpmtikmiert. Der Uberstand
wird abgenommen und der Riickstand im Hochvakuum getrocknet

Das Rohprodukt wird mit einer Losung aus 13.2 mg (54.4 umdl, &) Biotin 71,
27.6 mg (53.0 umol, 3 eq) PyBOP und 6.90 puL (40.6 umol, 2.3 apopropylethylamin
in 885 pL Dimethylformamid versetzt. Nach vollstandigem itz (2 d, DCiso-Propanol/1

M Ammoniumacetat 2:1) wird das Rohprodukt im Hochvakuumagddnet. Die Reinigung
erfolgt durch Gelpermeationschromatographie (HiLoadesdgx 30; Saulengréf3e: 26x600

mm; Eluent: 0.Im Ammoniumbicarbonat; Fluss: 1.5 mL/min; Retentionsze36.4 min).

Ausbeute: 20.3 mg (10.9 umol, 61.6 %),

R¢ (Halbaminal) = 0.33i6o-Propanol/Ilv Ammoniumacetat 2:1),
Rf (72) = 0.41 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1),

[a],2¢ = +45.6 (0.6, Wasser),

C,,H;1N,0,,S (1866.80),

ESI-MS:
Mper = 1865.69,
Mget = 1866.58 (M+HJ, 1888.96 (M+Na).

H-NMR (360 MHz, D,O mit [D6]-DMSO als interner Standardy= 4.92 (d, 1HJ; », < 1 Hz,
H-1%q), 4.85 (d, 1HJ; , = 9.31 Hz, H-1p), 4.73 (d, 1HJ1» < 1 Hz, H-a), 4.62-4.54 (m,
1H, H-138), 4.48 (d, 1HJ, » = 7.59 Hz, H-%B), 4.43-4.33 (m, 3H, H-1, HB, H-15B), 4.29-
4.19 (m, 3H, H-88, H-1°B, H-2), 4.05 (dd, 1HJ; , < 1 Hz,J,5 < 1 Hz, H-2), 3.99 (dd, 1H,
Ji2< 1Hz,J3< 1 Hz, H-2), 3.90 (dd, 1HJ;, < 1 Hz,J,3 < 1 Hz, H-2¥), 3.82-3.64 (m,
15H, H-6&, H-6&, H-6&, H-6&, H-64", H-3°, H-3%, H-3* H-3*, H-3% H-2!, H-6&, H-6&,
H-6b°, H-6K°), 3.63-3.49 (m, 22H, H-6h H-61F', H-22, H-43, H-6b°, H-3%, H-61?, H-6b',
H-25 H-4?, H-2°, H-6a,8, H-6a,18, H-4°%, H-4°, H-3!, H-4°, H-4°>', H-3°, H-3%), 3.48-3.22
(m, 16H, H-8, H-5°%, H-4%, H-61*, H-61*, H-5°, H-5!, H-5?, H-5°, H-5°, H-5% H-5%, H-25,
H-2%, H-4% H-4%), 3.17-3.09 (m, 1H, H-5), 2.80 (dd, 1B 4= 4.36 HzJgio1 gios = 13.17 Hz,
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H-4), 2.58 (d, 1HJy 3 = 12.7 Hz, H-3), 2.13-2.04 (m, 2H, H-9), 1.91-1.79 (M, 12H, dyA
1.60-1.31 (M, 4H, H-6, H-8), 1.25-1.16 (M, 2H, H-7).

13C-NMR (90 MHz, D,O mit [D6]-DMSO als interner Standardy= 179.0, 176.1, 176.0,
(C=0 NAc), 166.8 (C=0 Biotin), 104.5 (C%8, Jcip1 = 166.0 Hz), 104.5 (CHig,
1Jcq 1 = 166.0 Hz), 102.9 (C2B, Y.y 1 = 165.5 Hz), 102.0 (C3B, YJc.1 n1 = 163.9 Hz),
101.1 (C-fa, YJcipn1 = 172.9 Hz), 100.0 (CB, YJc.ip1 = 162.9 Hz), 100.0 (C-IB,
Ye1n1=162.9 Hz), 98.6 (C4a, YJca1n1 = 172.9 Hz), 82.0 (C-3, 81.0 (C-4), 81.0 (C-
4%), 80.2 (C-2), 80.1 (C-2), 79.8 (C-1B, YJc 141 = 158.6 Hz), 78.0 (CH, 77.9 (C-5),
77.8 (C-#4), 76.9 (C-5), 76.9 (C-8), 76.3 (C-3), 76.3 (C-B), 76.2 (C-8), 76.0 (C-5), 75.1
(C-4Y), 74.4 (C-3), 74.2 (C-3), 74.1 (C-8), 74.1 (C-%), 73.6 (C-4), 73.5 (C-4), 73.5 (C-
45),72.5 (C-8), 72.5 (C-F), 71.7 (C-3), 71.0 (C-3), 71.0 (C-3), 70.1 (C-3), 70.1 (C-3),
68.9 (C-4), 68.9 (C-4), 67.3 (C-6), 63.6 (C-2), 63.3 (C-H, 63.2 (C-6), 62.5 (C-6), 62.5
(C-6%), 62.5 (C-6), 62.5 (C-6), 61.7 (C-1), 61.5 (CH, 61.5 (C-6), 61.5 (C-8), 56.8 (C-5),
56.5 (C-2), 56.5 (C-2), 56.4 (C-2), 55.4 (C-2), 37.1 (C-9), 41.2 (C-3/4), 37.1 (C-9), 29.3
(C-6), 29.2 (C-7), 26.5 (C-8), 23.9, 23.8, 23.7 (NAC).

1-{O-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-b-glycerob-galacto-2-nonulopyranosylséure)-(26)-
O-(3-p-galactopyranosyl)-(3>4)-(2-acetamido-2-desoxgD-glucopyranosyl)-(1>2)-
O-a-D-mannopyranosyl-(@3)-[O-(5-acetamido-3,5-didesoxy-D-glycero-D-galacto-2-
nonulopyranosylsaure)-(26)-O-(3-D-galactopyranosyl)-(3>4)-(0O-2-acetamido-2-desoxy-
p-D-glucopyranosyl)-(%2)-O-a-D-mannopyranosyl-(&6)]-O-(8-D-mannopyranosyl)-
(1—4)-0O-(2-acetamido-2-desoxsb-glucopyranosyl)-(+4)-O-2-acetamido-2-deso)srp-
glucopyranosyl}-N-biotinylamid3

(1-(a-Neu5Ac-2,68-Gal-1,48-GIcNAc-1,2-a-Man-1,3-pi-Neu5Ac-2,6p8-Gal-1,4 8-
GIcNAc-1,2-a-Man-1,6]$-Man-1,48-GlcNAc-1,48-GIlcNAc)-NH-Biotin)

4.0 mg (1.8 umol, 1 eq) Undecasacch&®&werden unter Argonatmosphare in 98.9 L abso-
lutem Methanol gelost und mit 3.0 uL (17.8 pumol, 10 eq) Diremylethylamin sowie 10.7 puL
(107 pmol, 60 eq) 1,3-Propandithiol versetzt. Nach 4sb-Propanol/IM Ammoniumacetat
1.5:1) wird das Lésungsmittel eingeengt und der RickstamdHochvakuum getrocknet.

Anschliel3end wird der Rickstand in 1.0 mL absolutem Methgalist, mit 13 mL kaltem
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Diethylether ausgefallt und 5 min bei 4000 rpm zentrifugiBrer Uberstand wird abgenom-
men und der Ruckstand im Hochvakuum getrocknet.

Das Rohprodukt wird mit einer Losung aus 1.3 mg (5.4 pmol, BRigtin 71, 2.8 mg
(5.4 pmol, 3 eq) PyBOP und 0.7 pL (4.1 pmol, 2.3 eq) Diisoplethylamin in 90.0 pL
N,N-Dimethylformamid versetzt. Nach 21 h wird das Produkt dui& mL Diethylether
ausgefallt und 3 min bei 4000 rpm zentrifugiert. Der Ubeardtavird abgenommen und der
Ruckstand im Hochvakuum getrocknet. Die Reinigung erfdigich Festphasenextraktion
(Waters SepPak C18, Kartuschengroéf3e: 360 mg; Elution: 0%, %, 20 %, 30 %, 100 %

Acetonitril in Wasser; Fraktionsgréf3e: 5 mL). Das Prodi&eluiert bei 5 % Acetonitril.

Ausbeute: 1.6 mg (0.70 umol, 36.0 %),

Rt (Halbaminal) = 0.49i6o-Propanol/Iv Ammoniumacetat 1.5:1),
Rt (73) = 0.20 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1),
CgsH153Ng043S (2449.32),

ESI-MS:
Myer = 2447.88,
Mger = 1224.96 (M+2H5".

O-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-1-phenaayb-glycerob-galacto-2-nonulopyranosylsaure)-
(2—6)-0O-(3-D-galactopyranosyl)-(3>4)-(2-acetamido-2-desoxg+b-glucopyranosyl)-
(1—2)-0O-a-p-mannopyranosyl-(& 3)-[O-(5-acetamido-3,5-didesoxy-1-phenaayb-
glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylsaure)-{26)-O-(3-D-galactopyranosyl)-(3+4)-(O-
2-acetamido-2-desox§-D-glucopyranosyl)-(+»2)-O-a-D-mannopyranosyl-(%6)]-O-(8-
D-mannopyranosyl)-(&4)-0-(2-acetamido-2-desox¢b-glucopyranosyl)-(3>4)-O-2-
acetamido-2-desoxy-D-glucopyranosylazid4

(a-PacNeu5Ac-2,@-Gal-1,48-GIcNAc-1,2a-Man-1,3-p-PacNeu5Ac-2,G-Gal-1,48-
GIcNAc-1,2a-Man-1,6]$-Man-1,48-GIcNAc-1,48-GIcNAc-N;)

5.0 mg (2.22 umol, 1 eq) Undecasacchazigl werden in 8.0 pL Wasser gelést und mit
500 pg (1.54 pmol, 0.7 eq) Casiumcarbonat in 200 uL Wasseetzty sodass ein pH von

9.8 eingestellt wird. Die Reaktion wird lyophilisiert, dBiickstand unter Argonatmosphare
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in N,N-Dimethylformamid geldst und es werden 1.6 mg (8.0 pumol egpPhenylacylbromid
zugegeben. Nach 5 h (D@&o-Propanol/Im Ammoniumacetat 1.5:1) wird das Produkt mit
20 mL kaltem Diethylether ausgefallt und 2 min bei 4000 rpmtaugiert. Der Uberstand
wird abgenommen und der Rickstand im Hochvakuum getrockietReinigung erfolgt
durch Festphasenextraktion (Waters SepPak C18, Kartngahige: 360 mg; Elution: 0 %,
5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 30 %, 100 % Acetonitril in Wasser; Fralggm3e: 5 mL). Das
Produkt74 eluiert bei 20 % und 30 % Acetonitril.

Ausbeute: 3.5 mg (1.5 umol, 69.6 %),
R = 0.87 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 1.5:1),

ESI-MS:
Mper = 2483.87,
M ger = 2504.49 (M+Na).

1-{O-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-1-phenaayb-glycerob-galacto-2-
nonulopyranosylsaure)-(26)-O-(3-D-galactopyranosyl)-(2>4)-(2-acetamido-2-desoxy-
p-D-glucopyranosyl)-(%>2)-O-a-D-mannopyranosyl-(& 3)-[O-(5-acetamido-3,5-
didesoxy-1-phenacyl-D-glyceroD-galacto-2-nonulopyranosylsaure)-{2%6)-O-(3-D-
galactopyranosyl)-(£:4)-(O-2-acetamido-2-desoxysb-glucopyranosyl)-(3>2)-O-a-D-
mannopyranosyl-(#6)]-O-(5-D-mannopyranosyl)-(#»4)-O-(2-acetamido-2-desox3tb-
glucopyranosyl)-(3+4)-O-2-acetamido-2-deso)3¢b-glucopyranosyl}-N-biotinylamid5

(1-(a-PacNeub5Ac-2,¢-Gal-1,48-GIcNAc-1,2a-Man-1,3-p-PacNeu5Ac-2,G-Gal-1,48-
GIcNAc-1,2-a-Man-1,6]$-Man-1,48-GlcNAc-1,48-GIlcNAc)-NH-Biotin)

4.0mg (1.61 umol, 1 eq) Pac-geschutztes Undecasacd¥anidrden unter Argonatmosphére
in 89.3 uL absolutem Methanol gelést und mit 2.7 pL (16.1 yrbdkq) Diisopropylethylamin
sowie 9.7 uL (96.6 umol, 60 eq) 1,3-Propandithiol vers@iaich 3 h {so-Propanol/Iv Am-
moniumacetat 1.5:1) wird das Losungsmittel eingeengt werdRilickstand im Hochvakuum
getrocknet. Anschlieend wird der Ruckstand in 1.0 mL alisoh Methanol geldst und mit
13 mL kaltem Diethylether ausgefallt und 5 min bei 4000 rpmtdtugiert. Der Uberstand

wird abgenommen und der Riickstand im Hochvakuum getrocknet
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Das Rohprodukt wird mit einer Losung aus 1.20 mg (4.91 umale8) Biotin71, 2.54 mg
(4.91 pmol, 3.1 eq) PyBOP und 0.63 pL (3.75 pumol, 2.3 eq) Piispylethylamin in 84.5 pL
N,N-Dimethylformamid versetzt. Nach 1 d wird das Produkt du2cmL Diethylether aus-
gefallt. Der Uberstand wird abgenommen und der Riickstanéiachvakuum getrocknet.
Die Reinigung erfolgt durch Festphasenextraktion (WagspPak C18, Kartuschengréi3e:
360 mg; Elution: 0 %, 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 100 % Acetonitril in38@r jeweils mit
0.1 % Ameisensaure; Fraktionsgréf3e: 5.5 mL). Das Prodbiktuiert bei 20 und 30 % Ace-

tonitril.

Ausbeute: 2.11 mg (784 nmol, 48.7 %),
Rt (Halbaminal) = 0.64iso-Propanol/Iv Ammoniumacetat 1.5:1),
C110H165NO0g5S (2685.59),

ESI-MS:
Mper = 2683.96
Mger = 1343.46 (M+2H3*, 1343.46 (M+H+Naj".

11.7 Versuche zu Kapite[ 4.2

1-N-(Prop-3-inyl)-biotinylamid’6
(Propin-Biotinamid)

501 mg (2.05 mmol, 1.0 eq) Biotin, 260 mg (2.26 mmol, 1.1 Bepjlydroxysuccinimid und
486 mg (2.53 mmol, 1.2 eq) EDC Hydrochlorid werden in 25 MIN-Dimethylformamid
geldst. Nach 23 h (DC: Dichlormethan/Methanol 5:1) wird da@sungsmittel eingeengt
und im Hochvakuum getrocknet. Anschliel3end wird der Rigigdtmit 10 mL Methanol
dreimal gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. Das Rdogtovird in 29 mL N,N-
Dimethylformamid aufgenommen und mit 150 pL (2.34 mmol,dq) Propargylami®8und
450 pL (3.25 umol, 1.6 eq) Triethylamin versetzt. Nach 15 E{Dichlormethan/Methanol
5:1) wird das Lésungsmittel eingeengt und der Ruckstand imchdakuum getrocknet.
Das Rohprodukt wird mittels Flashchromatographie (GraesoReé™ 40 g, Dichlorme-

than/Methanol 5+50 %, 17 min, 32 mL/min) gereinigt.
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Ausbeute: 420 mg (1.49 umol, 72.9 %),

Rt (Succinimid-Ester) = 0.51 (Dichlormethan/Methanol 5:1),
R¢ (76) = 0.36 (Dichlormethan/Methanol 5:1),

C1aH1oN;0,S (281.37),

ESI-MS:

Succinimid-Ester

Myper = 341.10,

Mger = 342.45 (M+HJ, 683.92 (2M+HYJ,

Produkt76:
Myper=281.12,
Mger = 281.88 (M+HJ, 303.87 (M+Na).

IH-NMR (270 MHz, [Ds]-DMSO): 6= 8.22 (t, 1H, H-S1), 6.42 (d, 1H, H-N1), 6.35 (d, 1H, H-
N2), 4.29 (q, 1H, H-3), 4.12 (t, 1H, H-4), 3.83 (d, 2H, H-2)08(m, 2H, H-1, H-5), 2.85-2.78
(m, 1H, H-3), 2.59 (M, 1H, H-4), 2.10-2.05 (t, 2H, H-9), 1.523 (M, 6H, H-6, H-7, H-8).

B-D-Glucopyranosylazi®4
(B'GlC-Ng)

5.0 g (27.8 mmol, 1 eq) Glucose-Monohyd&& werden in 134.4 mL (1.7 mol, 60 eq)
Pyridin und 78.7 mL (832.5 mmol, 30 eq) Acetanhydrid geld$éach 1 d (DC: Dichlor-

methan/Methanol 20:1) wird dreimal mit Toluol codestittiend der Ruckstand im Hochvaku-
um getrocknet. Der gesamte Ruckstand wird in 200 mL Dichéthan geldst. Anschlie3end
werden 20.2 mL (155.4 mmol, 5.6 eq) Trimethylsilylazid urild7ZamL (99.9 mmol, 3.6 eq)

Zinntetrachlorid zugegeben. Nach 1 d (DC: Cyclohexan/éwét.5:1) gibt man zu dem An-
satz unter Eiskiihlung Wasser und so viel festes Natriungxydlbis die Dichlormethan-Phase
klar wird. Anschlielend wird zweimal mit Dichlormethan eattiert und Uber Magnesium-
sulfat getrocknet. Das Losungsmittel wird eingeengt, desk’tand im Hochvakuum getrock-

net und ohne weitere Reinigung umgesetzt.

Ausbeute: 9.5 g (25.5 mmol, 92.0 %),
Rt = 0.49 (DC: Cyclohexan/Aceton 1.5:1),
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CH1oN50, (373.32),

ESI-MS:
Mper = 373.11,
M ger = 374.37 (M+HYJ.

101 mg (270 umol, 1 eq) Acetyl-geschiitztes Glucoseazid wi€d9 mL (27.0 mmol, 100 eq)
Methylamin (40 % in Wasser) geldst. Nach 1 d (DC: Cyclohe&aston 1:2) wird zweimal

mit Toluol codestilliert und der Rickstand im Hochvakuuntrgeknet.

Ausbeute: 55.5 mg (270 umol, quant.),
R = 0.13 (DC: Cyclohexan/Aceton 1:2),
CeH11N3Og (205.17).

IH-NMR (270 MHz, D,O): 6= 4.71 (d, 1H,J = 8.56 Hz, H-BY), 3.89 (m, 1H, H-6%), 3.72
(m, 1H, H-61), 3.52-3.38 (M, 3H, H-8 H-4%, H-5%), 3.25 (t, 1H, H-3).

2-Acetamido-2-desoxg-D-glucopyranosylazi@6
(B-GIcNAC-N3)

50.0 mg (2.17 mmol, 0.3 eq) elementares Natrium werden in28lsolutem Methanol unter
Ruhren gelost. Nachdem sich das Natrium vollstandig gakitstvird die Methanolat-Losung
in einen Kolben mit 3.0 g (8.06 mmol, 1 e§) Uberfuhrt. Nach 1.5 h (DC: Hexan/Aceton 2:1)
wird zum Neutralisieren der saure lonenaustauscher Arygietb zugegeben. AnschlieRend

wird Uber Celite filtriert, das Lésungsmittel eingeengt imdHochvakuum getrocknet.

Ausbeute: 1.98 g (8.04 mmol, quant.),
Rf = 0.38 (DC: Hexan/Aceton 2:1),
CoH,N,O; (246.22),

ESI-MS:
Mper = 246.10,
Mger = 269.13 (M+Na), 515.27 (2M+Na).
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Tris[1-{N-(2-acetamido-2-desox§-D-glucopyranosyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl}-
methyl]amin86

((B-GIcNAc-Triazol-CH)3-N)

39.1 pL (0.9 pmol, 0.10 eq) Tetrakis(acetonitril)kupfet{exafluorphosphat, sowie
39.2 uL (0.9 umol, 0.10 eq) TBTARO werden als jeweils 23 m Dimethylsulfoxid-Lésung
zusammengegeben und fir 30 min bei Zimmertemperatur gestthii1.1 mg (44.2 pumol,

5 eq)p-Glycosylazid26 werden in 898 uL Diemthylsulfoxid/Wasser (1:1) gelost, asxidie
Saccharidkonzentration 100mMmbetragt. AnschlieRend werden 1.30 pL (9.00 umol, 1 eq)
TrispropargylamirB5 sowie der Cu(l)-TBTA-Komplex zu der Glycanlésung gegel¢ach

1 d (DC: Dichlormethan/Methanol 4:1) wird die Losung lyoldiert. Die Reinigung erfolgt
mittels RP-HPLC (Supelco Ascentis C18, 5 um (10x250 mm), 4mih, 0 — 50 % Was-

ser/Acetonitril + 0.1 % Ameisensaure in 55 min).

Ausbeute: 7.2 mg (8.3 umol, 92.3 %),
R¢= 0.37 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 1.5:1),
Cy3H5,N,30,5 (869.84),

ESI-MS:
Mper = 869.36,
Mger = 871.31 (M+HJ.

H-NMR (360 MHz, D,O mit [D6]-DMSO als interner Standard)= 8.04 (s, 3H, H-T), 5.67
(d, 3H,J1,=9.55 Hz, H-B), 4.10 (dd, 3H, H-2), 3.79-3.47 (m, 21H, H-6a,b, H-3, H-453;
H-5), 1.59 (s, 9H, NAc).

BC-NMR (90 MHz, D,O mit [D6]-DMSO als interner Standardy= 175.7 (C=0O NAc),
144.8 C=CH T), 125.6 (CE€H T), 88.0 (C-B, LJc.1 111 = 161.1 Hz), 80.6 (C-4), 75.2 (C-3),
70.9 (C-5), 62.0 (C-6), 57.0 (C-2), 48.1 (C-S2), 23.3 (NAC).

Tris[1-{N-(B3-D-glucopyranosyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl}-methyl]lam®7

((B-Glc-Triazol-CH;)3-N)
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3.9 yL (1.2 pmol, 0.10 eq) Tetrakis(acetonitril)kupfettigxafluorphosphat, sowie 11.9 pL
(2.2 pumol, 0.10 eq) TBTABO0 werden als jeweils 23 m Dimethylsulfoxid-Losung zusam-
mengegeben und fir 30 min bei Zimmertemperatur geschitlt mg (44.2 umol, 5 eq)
B-Glycosylazid84 werden in 343 ultert-Butanol und 229 puL Wasseteft-Butanol/Wasser
3:2) gelost, sodass die Saccharidkonzentration 100 Ipetragt. Anschlielend werden
1.70 uL (11.7 pumol, 1 eq) Trispropargylan8bd sowie der Cu(l)-TBTA-Komplex zu der Gly-
canlésung gegeben. Die Reaktion wird bei 55 °C fur 1 d (DChienethan/Methanol 4:1)
inkubiert und abschlie3end lyophilisiert. Die Reinigumfpkyt durch Gelpermeationschroma-
tographie (HiLoad Superdex 30; Saulengréf3e: 16x600 mnerE®.1M Ammoniumbicar-

bonat; Fluss: 1.0 mL/min; Retentionszeit: 93.0 min).

Ausbeute: 6.7 mg (9.0 umol, 76.7 %),
R = 0.37 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 1.5:1),
C,7H4oN 1,045 (746.68),

ESI-MS:
Mper = 746.28,
Mget = 746.36 (M+HY, 768.30 (M+Na).

'H-NMR (360 MHz, D,O mit [D6]-DMSO als interner Standard)= 8.05 (s, 3H, H-T), 5.67
(d, 3H,J1, = 9.33 Hz, H-B), 3.80 (dd, 3H, H-2) 3.75-3.63 (m, 9H, H-6a, H-S2), 3.6283.3
(m, 4H, H-6b, H-5, H-3, H-4).

13C-NMR (90 MHz, D,O mit [D6]-DMSO als interner Standard§i= 145.1 C=CH T),
126.1 (C€H T), 89.0 (C-B, YJc.14.1 = 160.90 Hz), 80.4 (C-5), 77.5 (C-3), 73.8 (C-2), 70.5
(C-4), 62.0 (C-6), 48.4 (C-S2).

1-{N-(2-Acetamido-2-desox3D-glucopyranosyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl}-N-methylen-
biotinylamid82

(1-(3-GIcNAc)-Triazol-4-CH-Biotinamid)

Umsatz mit TBTA0 in DMSO/H,0
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24.3 pL (3.7 umol, 0.10 eq) Tetrakis(acetonitril)kupfetfexafluorphosphat geldst in Dime-
thylsulfoxid (Stammlésung: 152 m), sowie 60.9 pL (3.7 umol, 0.10 eq) TBTB0 gelost

in Dimethylsulfoxid (Stammlésung: 93 m) werden zusammengegeben und fur 30 min bei
Zimmertemperatur geschuttelt. 10.0 mg (40.6 pmol, 18dgyerden in 133 pL Dimethylsul-
foxid und 218.0 pL Wasser (Dimethylsulfoxid/Wasser 1:1l5ge sodass die Saccharidkon-
zentration 100 m betragt. AnschlieRend werden 31.9 mg (114 pumol, 2.8 eq)iRietivat76
sowie der Cu(l)-TBTA-Komplex zu der Glycanldsung gegeliie. Reaktion wird bei Zim-
mertemperatur fir 2 d (DC: Dichlormethan/Methanol 4:1)ubiert und abschlielRend lyophi-
lisiert. Die Reinigung erfolgt mittels RP-HPLC (Supelcocgstis C18, 5 um (10x250 mm), 4

mL/min, 0 — 50 % Wasser/Acetonitril + 0.1 % Ameisensaure in 55 min).

Ausbeute: 9.6 mg (16.4 umol, 44.6 %),
Rs = 0.18 (Dichlormethan/Methanol 4:1),
C,,H33N,0;S (527.59),

ESI-MS:
Mper = 527.22,
Mger = 549.53 (M+NaJ.

Umsatz mit TGNACTAG in tert-Butanol/\Wasser 3:2

8.0 pL (2.4 pmol, 0.10 eq) Tetrakis(acetonitril)kupfetigxafluorphosphat gelést in Di-
methylsulfoxid, sowie 2.1 mg (2.4 umol, 0.10 eq) TGNAcBB werden zusammengegeben
und fir 30 min bei Zimmertemperatur geschattelt. 5.9 mgQp4nol, 1 eqp-Glycosylazidd4
werden in 144 pltert-Butanol und 96 uL Wassetgt-Butanol/Wasser 3:2) gel6st, sodass die
Saccharidkonzentration 100Mmbetragt. Anschliel3end werden 13.5 mg (48.0 umol, 2 eq)
Biotinderivat76 sowie der Cu(l)-TGNAcCTA-Komplex zu der Glycanlésung gegrelDie Re-
aktion wird bei 55 °C fur 1 d (DC: Dichlormethan/Methanol Bifhkubiert und abschlie-
Bend lyophilisiert. Die Reinigung erfolgt mittels Festpbaextraktion (Waters SepPak C18,
KartuschengrofRe: 360 mg; Elution: 0 %, 2.5 %, 5 %, 7.5 %, 100846230 %, 100 % Aceto-
nitril in Wasser; Fraktionsgroé3e: 6 mL). Das Prod8Rteluiert bei 5 und 7.5 % Acetonitril.
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Ausbeute: 8.2 mg (15.4 umol, 64.2 %),
R = 0.37 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 1.5:1),
C,,H33N,0,S (527.59),

ESI-MS:
Mper = 527.22,
Mget = 528.82 (M+HJ, 549.53 (M+Naj.

'H-NMR (360 MHz, D,O mit [D6]-DMSO als interner Standard)= 7.89 (s, 1H, H-T), 5.62
(d, 1H,J1, = 9.77 Hz, H-BY), 4.43-4.38 (m, 1H, H-1), 4.33-4.24 (m, 3H, H-2, H-S2), 4.14
(dd, 1H,J; ,=9.90 Hz,J, 3 = 10.78 Hz, H-3), 3.78-3.70 (m, 1H, H-69, 3.66-3.44 (m, 4H,
H-6bt, H-3!, H-5!, H-4%), 3.17-3.08 (m, 1H, H-5), 2.80 (dd, 185 4= 4.87 Hz,J; 4= 13.0 Hz,
H-4), 2.58 (dd, 1HJgio1 80z = 12.86 Hz, H-3), 2.13-2.07 (t, 2H, H-9), 1.63 (3, 3H, NAc),
1.57-1.31 (m, 4H, H-6, H-8), 1.28-1.14 (m, 2H, H-7).

B3C-NMR (90 MHz, D,O mit [D6]-DMSO als interner Standard)= 178.1 (C=0 NAc), 175.4
(NH-C=0), 121.1 (C-T), 88.1 (Cfl “Jc.1 41 = 160.83 Hz), 80.5 (C, 75.0 (C-3), 71.0 (C-
4%, 63.6 (C-2), 62.0 (C-9, 61.7 (C-1), 57.0 (C-B, 57.0 (C-5), 41.4 (C-3/4), 37.1 (C-9), 35.8
(C-S2), 29.4 (C-7), 29.2 (C-6), 26.6 (C-8), 23.3 (NAC).

1-{(N-(3-D-Galactopyranosyl)-(3>4)-(2-acetamido-2-desoxg+b-glucopyranosyl)-
(1—2)-O-a-D-mannopyranosyl-(& 3)-[O-(3-D-galactopyranosyl)-(34)-(O-2-
acetamido-2-desox§-D-glucopyranosyl)-(3>2)-O-a-D-mannopyranosyl-(46)]-O-
(8-D-mannopyranosyl)-(&4)-O-(2-acetamido-2-desox3tp-glucopyranosyl)-(+-4)-
O-2-acetamido-2-desoxg+b-glucopyranosyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl}-N-methylen-
biotinylamid72

(1-(B-Gal-1,48-GIcNAc-1,2-a-Man-1,3-B-Gal-1,48-GIcNAc-1,2-a-Man-1,6]$-Man-1,48-
GIcNAc-1,48-GIcNAc)-Triazol-4-CH-Biotinamid)

Umsatz mit TBTA0

9.04 pL (0.27 pmol, 0.09 eq) Tetrakis(acetonitril)kuplfehexafluorphosphat geldst in Di-

methylsulfoxid, sowie 28.9 uL (0.27 umol, 0.09 eq) TBBBAwerden zusammengegeben und
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fur 30 min bei Zimmertemperatur geschittelt. 5.0 mg (3.0 irhaeq) B-Glycosylazid23
werden in 123 pltert-Butanol und 80 puL Wassetgrt-Butanol/Wasser 3:2) gelost. Anschlie-
Bend werden 2.37 mg (8.42 pumol, 2.8 eq) Biotinderk@sowie der Cu(l)-TBTA-Komplex
zu der Glycanldsung gegeben. Die Reaktion wird bei 25 °C filiirikubiert und abschlieRend
lyophilisiert. Die Reinigung erfolgt mittels Gelpermeaischromatographie (HiLoad Super-
dex 30; SaulengrofRe: 16x600 mm; Eluent: @. Ammoniumbicarbonat; Fluss: 0.75 mL/min;

Retentionszeit: 97.3 min).

Ausbeute: 3.77 mg (1.94 umol, 64.5 %),
R = 0.25 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 1.5:1),
C,;,H33N,0;S (1947.88),

ESI-MS:
Mper = 1946.72,
Mger = 1947.74 (M+HY.

Umsatz mit TGT&7

0.91 pL (112 pg, 0.30 pumol, 0.1 eq) Tetrakis(acetonitrihfeu(l)-hexafluorphosphat ge-
|6st in Dimethylsulfoxid, sowie 1.12 pyL (224 pg, 0.3 pmollGq) TGTA 87 geldst in
Wasser werden zusammengegeben und fur 30 min bei Zimmestatapgeschittelt. 5.67 mg
(3.40 pmol, 1 eqp-Glycosylazid23 werden in 20.9 pltert-Butanol und 13.1 puL Wasser
(tert-Butanol/Wasser 3:2) gelost, sodass die Saccharidkoriemt 100 nv betragt. An-
schlieBend werden 2.56 mg (9.10 umol, 2.7 eq) Biotinderi@gasowie der Cu(l)-TGTA-
Komplex zu der Glycanlésung gegeben. Die Reaktion wird beinZertemperatur fur 1 d
(DC: Dichlormethan/Methanol 3:1) inkubiert und abschéie@ lyophilisiert. Die Reinigung
erfolgt mittels Gelpermeationschromatographie (HiLoage&dex 30; SdulengrofRe: 16x600

mm; Eluent: 0.1l Ammoniumbicarbonat; Fluss: 0.75 mL/min; RetentionsZ&it5 min).

Ausbeute: 3.55 mg (1.82 umol, 53.6 %),

Rf = 0.25 {so-Propanol/iIv Ammoniumacetat 1.5:1),
C,sH10N;00,,S (1947.87),

ESI-MS:
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M ber = 1946.72,
Mger = 1947.74 (M+HJ.

11.8 Versuche zu Kapite[b

Generelle Vorgehensweise fur die Kupfer-katalysiertdd@ddition mit derno-Aminoalkinen

88, 91 und92

0.1 eq Tetrakis(acetonitril)kupfer(l)-hexafluorphosplyelost in Dimethylsulfoxid sowie
0.1 eq Ligand gel6st in Wasser werden zusammengegeben uB0 fain bei Zimmertem-
peratur geschiittelt. 1.0 €gGlycosylazid wird in Wasser geldst. Die Aminoalkine, Propar-
gylamin88 (Reinheit: 98 %) und Aminobutif@l (Reinheit: 95 %) liegen als Lésung vor. Das
Hexinylamin-Hydrochlorid (Reinheit: 98 %) wird in Wassarfgenommen und als Stamm-
l6sung zu dem Glycosylazid zugegeben. Die Aminoalkine eemohit 3 Aquivalenten ein-
gesetzt. Insgesamt liegt die Endkonzentration des Glyapisis bei 100 mi1. Zum Start der
Reaktion wird der Cu(l)-Ligand-Komplex zu der Glycanlégugegeben.

1-{O-B-D-Galactopyranosyl-(3+4)-O-(2-desoxy-2-acetamig®b-glucopyranosyl)-(+:2)-
O-a-D-mannopyranosyl-(& 3)-[O--D-galactopyranosyl-(2>4)-(O-2-desoxy-2-acetamido-
B-D-glucopyranosyl)-(3>2)-O-a-D-mannopyranosyl-(&6)]-O-(8-D-mannopyranosyl)-
(1—4)-0-(2-desoxy-2-acetamig®db-glucopyranosyl)-(3>4)-O-(2-desoxy-2-acetamigs-
D-glucopyranosyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl-methylang@

(1-(B-Gal-1,48-GIcNAc-1,2-a-Man-1,3-B-Gal-1,48-GIcNAc-1,2-a-Man-1,6]$-Man-1,48-
GlcNAc-1,48-GIcNAc)-Triazol-4-methyl-NH)

Umsetzung mit dem TBTa0:

Die Synthese erfolgt entsprechend der generellen Vorgsbease flr die Kupfer-katalysierte
Azid-Alkin-Cycloaddition. 2.07 mg (1.24 umol, 1 eq) Nonasharidazid23 werden in
12.4 pL Wasser gelost. Es werden 1.9 pyL (0.124 pmol, 0.10 egpfd(l)-Komplex und
1.0 pL (0.124 pmol, 0.10 eq) TBTAO eingesetzt. 0.24 ug (3.72 pumol, 3 eq) Propargylamin
88 werden zugegeben. Nach 1 d (DC: iso-Propanel//Ammoniumacetat 2:1) wird das
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Rohprodukt lyophilisiert. Die Reinigung erfolgt mittelse{permeationschromatographie
(HiLoad Superdex 30; Saulengrol3e: 16x600 mm; EluentvOAImmoniumbicarbonat; Fluss:

1.0 mL/min; Retentionszeit: 78.2 min).

Ausbeute: 1.41 mg (0.82 umol, 66.0 %),

R =0.19 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1),
[a]o%* = +13.5 (0.3, Wasser),

CesH10sNg04s (1721.58),

ESI-MS:
Mper = 1720.64,
Mger = 1740.89 (M+NH)".

H-NMR (360 MHz, D,O mit [D6]-DMSO als interner Standard)= 7.96 (s, 1H, H-T), 5.64
(m, 1H,J:, = 9.51 Hz, H-1p), 4.92 (d, 1HJ;, < 1 Hz, H-1%a), 4.74 (d, 1H,J;, < 1 Hz,
H-1%a), 4.60-4.55 (m, 1H, H3Y), 4.47 (d, 1H,J,, = 7.58 Hz, H-%B), 4.41-4.36 (m, 2H,
H-15, H-1%), 4.30-4.25 (m, 2H, H9, H-1%), 4.12-4.04 (m, 2H, H-2 H-23), 3.99 (dd, 1H,
Ji» < 1Hz,Jo5 < 1 Hz, H-2),3.91 (dd, 1H.);, < 1 Hz,J,3 < 1 Hz, H-2), 3.84-3.65 (m,
17H, H-S2, H-68 H-6&', H-6&, H-3!, H-6&, H-6&", H-3%, H-3%, H-3?, H-3*% H-3%, H-64&,
H-62, H-61°, H-61°), 3.64-3.47 (m, 26H, H-6% H-6°', H-22, H-4*, H-43, H-6?°, H-33, H-
60?, H-6b!, H-2°, H-5% H-5%, H-4%, H-5?, H-2°, H-6a,13, H-6a,5', H-4°, H-4°', H-5!, H-5°,
H-5%, H-3°, H-3%), 3.46-3.21 (m, 11H, HY H-4°%, H-61*, H-6", H-5°, H-5°, H-5°, H-25,
H-28', H-4%, H-4%), 1.91-1.84 (m, 9H, NAc), 1.62 (s, 3H, NAC).

13C-NMR (90 MHz, D,O mit [D6]-DMSO als interner Standardy= 176.1, 175.6 (C=0
NAc), 123.8 (C-T), 104.6 (C5B, Lc.1 1.1 = 163.4 Hz), 104.5 (CHB, LJc.1 11 = 163.4 Hz),
102.9 (C-28, Yc.1 1 = 164.2 HZ), 102.0 (C3B, Wc.1 441 = 161.5 Hz), 101.1 (C4hr, Lc.1 s
= 173.1 Hz), 101.0 (C5B, Yc.1n1 = 162.3 Hz), 101.0 (CHB, Lcq 1= 162.3 HzZ), 98.6
(C-1%a, Yc.qpq = 170.4 Hz), 87.8 (CB, Yc.1pa = 160.7 Hz), 82.0 (CY, 81.1 (C-5),
80.2 (C-4), 80.2 (C-4), 80.0 (C-3), 79.1 (C-4), 79.1 (C-4), 78.0 (C-2), 77.9 (C-Z), 76.9
(C-#), 76.3 (C-5), 76.3 (C-5), 76.0 (C-5), 76.0 (C-%), 75.1 (C-5), 74.4 (C-8), 74.1
(C-3), 74.1 (C-3), 73.7 (C-B), 73.7 (C-¥), 73.5 (C-4), 73.5 (C-&), 72.5 (C-B), 72.5
(C-2), 71.8 (C-3), 71.1 (C-3), 71.0 (C-3), 71.0 (C-3), 70.1 (C-3), 70.1 (C-3), 68.9

(C-4%), 68.9 (C-4), 67.3 (C-6), 63.2 (C-6), 63.2 (C-6), 62.6 (C-6), 62.6 (C-6), 62.6
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(C-6%), 62.6 (C-6), 61.6 (C-6), 61.6 (C-6), 61.4 (C-6), 56.4 (C-2), 56.4 (C-2), 56.4
(C-2), 56.4 (C-2), 36.3 (C-S2), 24.0, 23.9, 23.2 (NAC).

Umsetzung mit dem TGTBY:

Die Synthese erfolgt entsprechend der generellen Vorgsbease fur die Kupfer-katalysierte
Azid-Alkin-Cycloaddition. 2.10 mg (1.26 pmol, 1 eq) Nonasharidazid23 werden in
12.6 pL Wasser gelost. Es werden 1.9 pyL (0.124 pmol, 0.10 egpfdf(l)-Komplex und
0.09 mg (0.126 pumol, 0.10 eq) TGTA7 eingesetzt. 0.24 ug (3.72 umol, 3 eq) Propar-
gylamin88 werden zugegeben. Nach 1 d (DC: iso-Propanal/Ammoniumacetat 2:1) wird
das Rohprodukt lyophilisiert. Die Reinigung erfolgt mist&elpermeationschromatographie
(HiLoad Superdex 30; SaulengréfRe: 16x600 mm; EluentviOAInmoniumbicarbonat; Fluss:

1.0 mL/min; Retentionszeit: 78.1 min).

Ausbeute: 1.57 mg (0.91 pmol, 72.4 %),
R = 0.19 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1),

CesH10sNgO4s (1721.58),

ESI-MS:
Mper = 1720.64,
Mger = 1722.22 (M+HJ.

Umsetzung mit dem TGNACBA

Die Synthese erfolgt entsprechend der generellen Vorgsbease fur die Kupfer-katalysierte
Azid-Alkin-Cycloaddition. 2.08 mg (1.25 pmol, 1 eq) Nonasharidazid23 werden in
12.5 pyL Wasser gelost. Es werden 1.9 pL (0.124 pumol, 0.10 egpfdf(l)-Komplex und
0.11 mg (0.125 pmol, 0.10 eq) TGNACT26 eingesetzt. 0.24 pL (3.72 pmol, 3 eq) Propar-
gylamin88 werden zugegeben. Nach 1 d (DC: iso-Propanal/Ammoniumacetat 2:1) wird
das Rohprodukt lyophilisiert. Die Reinigung erfolgt mist&elpermeationschromatographie
(HiLoad Superdex 30; SaulengrofRe: 16x600 mm; EluentviOAInmoniumbicarbonat; Fluss:

1.0 mL/min; Retentionszeit: 78.2 min).
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Ausbeute: 1.59 mg (0.92 pumol, 73.9 %),
Rt = 0.19 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1),

CosH10sNgO4s (1721.58),

ESI-MS:
Mper = 1720.64,
Mger = 1722.22 (M+HY.

1-{O-5-D-Galactopyranosyl-(3>4)-O-(2-desoxy-2-acetamig®b-glucopyranosyl)- (1> 2)-
O-a-D-mannopyranosyl-(®3)-[O-3-D-galactopyranosyl-(>4)-(O-2-desoxy-2-acetamido-
B-D-glucopyranosyl)-(%>2)-O-a-D-mannopyranosyl-(&6)]-O-(8-D-mannopyranosyl)-
(1—4)-0O-(2-desoxy-2-acetamig®b-glucopyranosyl)-(+4)-O-(2-desoxy-2-acetamigi-
D-glucopyranosyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl-butyland

(1-(B-Gal-1,48-GIcNAc-1,2-a-Man-1,3-B-Gal-1,48-GIcNAc-1,2-a-Man-1,6]$-Man-1,48-
GlcNACc-1,48-GIcNAc)-Triazol-4-butyl-NH)

Die Synthese erfolgt entsprechend der generellen Vorgsbease fur die Kupfer-katalysierte
Azid-Alkin-Cycloaddition. 5.07 mg (3.04 umol, 1 eq) Nonasharidazid23 werden in
30.4 pL Wasser gelost. Es werden 0.91 pL (0.303 pmol, 0.1Kepjer(l)-Komplex und
1.12 pL (0.304 pmol, 0.10 eq) TGTAY eingesetzt. 4.51 L (9.12 umol, 3 eq) Hexinylamin
92 werden zugegeben. Nach 1 d (DC: iso-Propanal/Ammoniumacetat 2:1) wird das Roh-
produkt lyophilisiert. Die Reinigung erfolgt mittels Gelpneationschromatographie (HiLoad
Superdex 30; SaulengréRe: 16x600 mm; Eluent: . Ammoniumbicarbonat; Fluss: 1.0

mL/min; Retentionszeit: 77.0 min).

Ausbeute: 5.02 mg (2.85 pmol, 93.8 %),

R = 0.37 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 1.5:1),
[a]o2%=-9.5 (0.3, Wasser),

CeeH114NgO0,5 (1763.66),

ESI-MS:
Mper = 1762.69,
Mger = 1764.16 (M+HYJ.
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H-NMR (360 MHz, D,O mit [D6]-DMSO als interner Standard)= 7.80 (s, 1H, H-T), 5.59
(d, 1H,J1, = 9.60 Hz, H-1B), 4.93 (d, 1H,J;, < 1 Hz, H-Ta), 4.74 (d, 1H,J;, < 1 Hz,
H-1%a), 4.60-4.55 (m, 1H, H-3), 4.48 (d, 1HJ,, = 7.59 Hz, H-£p), 4.42-4.36 (m, 2H, H-
158, H-15B), 4.30-4.24 (m, 2H, H-%B, H-16B), 4.10-4.02 (m, 2H, H-2 H-23), 3.99 (dd, 1H,
Ji» < 1Hz,Jo5 < 1 Hz, H-2), 3.91 (dd, 1H.);, < 1 Hz,J,3 < 1 Hz, H-2), 3.84-3.65 (m,
15H, H-6&, H-6&, H-6&°, H-3!, H-64, H-6&", H-3°, H-3%, H-3?, H-3* H-3*, H-64, H-6&,
H-6b°, H-61°), 3.64-3.47 (m, 26H, H-6% H-61°", H-22, H-4', H-43, H-61°, H-33, H-6I7, H-
6bt, H-2°, H-5* H-5%, H-4%, H-5?, H-2>, H-6a,1%, H-6a,15', H-4°, H-4>', H-5!, H-55, H-5%
H-3° H-3%), 3.46-3.21 (m, 11H, H% H-4%, H-61*, H-6F, H-5%, H-5°, H-5°, H-26, H-26,
H-4%, H-4%), 2.76-2.67 (m, 2H, H-S2), 2.61-2.52 (m, 2H, H-S5), 1.9821(m, 9H, NAc),
1.61 (s, 3H, NAc), 1.58-1.45 (m, 2H, H-S4), 1.44-1.34 (m, PHS3).

13C-NMR (90 MHz, D,O mit [D6]-DMSO als interner Standardy= 176.3, 175.5 (C=0
NAc), 149.9 (C=C T), 123.3 (C-T), 104.6 (Cf, .11 = 164.3 Hz), 104.5 (CHip,
Lc-1p1 = 166.4 Hz), 103.0 (C2B, Lc.q 4.1 = 162.8 Hz), 102.0 (C3, Mcq 1= 161.5 Hz),
101.1 (C-fo, Ye.aips = 171.4 Hz), 101.0 (C5B, Yc.ina = 163.9 Hz), 101.0 (CHip,
Le1m1= 163.9 Hz), 98.6 (Ca, Yc.ipq = 172.5 Hz), 87.8 (CB, Lcq 11 = 163.7 Hz),
82.1 (C-3), 81.1 (C-3), 80.2 (C-4), 80.2 (C-&), 80.0 (C-3), 79.1 (C-4), 79.1 (C-4), 78.0
(C-2%), 77.9 (C-Z), 76.9 (C-2), 76.3 (C-5), 76.3 (C-5), 76.0 (C-8), 76.0 (C-%), 75.1
(C-5%), 74.4 (C-8), 74.1 (C-3), 74.1 (C-3), 73.7 (C-8), 73.7 (C-%), 73.6 (C-3), 73.5
(C-45), 73.5 (C-4), 72.6 (C-3), 72.6 (C-%), 71.8 (C-3), 71.0 (C-3), 71.0 (C-3), 70.1
(C-3), 70.1 (C-%), 68.9 (C-4), 68.9 (C-4), 67.3 (C-6), 63.3 (C-6), 63.3 (C-8), 62.6
(C-6%), 62.6 (C-6), 62.6 (C-6), 62.6 (C-6), 61.6 (C-6), 61.6 (C-6), 61.4 (C-8), 56.6
(C-2Y), 56.5 (C-2), 56.5 (C-2), 56.5 (C-2), 41.0 (C-S2), 28.7 (C-S3), 27.1 (C-S4), 25.5
(C-S5), 24.0, 23.9, 23.2 (NAC).

1-{O-(2-Acetamido-2-desox3-D-glucopyranosyl)-(3>2)-O-a-D-mannopyranosyl- (& 3)-
[(2-acetamido-2-desoxg-D-glucopyranosyl)-(3>2)-O-a-D-mannopyranosyl-(&6)]-O-
(8-D-mannopyranosyl)-(&4)-0O-(2-acetamido-2-desoxgtp-glucopyranosyl)-(3-4)-O-(2-
acetamido-2-desoxy-D-glucopyranosyl)}-1H-1,2,3-triazol-4-yl-butylam@b
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(1-(B-GIcNAc-1,2-a-Man-1,3-B-GIcNAc-1,2a-Man-1,6]$-Man-1,48-GIcNAc-1,4$-
GIlcNAC)-Triazol-4-butyl-NH)

Die Synthese erfolgt entsprechend der generellen Vorgsbesse flur die Kupfer-katalysierte
Azid-Alkin-Cycloaddition. 1.50 mg (1.12 ymol, 1 eq) Hepaasharidazidl9 werden in
2.21 pL Wasser gelést. Es werden 0.77 pL (0.112 umol, 0.1XKagjer(l)-Komplex und
3.97 pL (0.112 pmol, 0.10 eq) TGTAY eingesetzt. 4.25 L (3.35 pmol, 3 eq) Hexinylamin
92werden zugegeben. Nach 1 d wird das Rohprodukt mittels @ekmtionschromatographie
(HiLoad Superdex 30; Saulengrol3e: 16x600 mm; EluentvOAImmoniumbicarbonat; Fluss:

1.0 mL/min; Retentionszeit: 79.0 min) gereinigt.

Ausbeute: 1.27 mg (0.88 umol, 78.8 %),
CggHgyNgO35 (1439.38),

ESI-MS:
Mper = 1438.58,
Mger = 1439.45 (M+HYJ.

1-{O-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-b-glycerob-galacto-2-nonulopyranosylséure)-(26)-
O-(B-D-galactopyranosyl)-(3>4)-(2-acetamido-2-desox3D-glucopyranosyl)-(32)-O-a-

D-

mannopyranosyl-@3)-[O-(5-acetamido-3,5-didesoxy-D-glycero-D-galacto-2-
nonulopyranosylsaure)-(26)-O-(3-D-galactopyranosyl)-(2>4)-(O-2-acetamido-2-desoxy-
B-D-glucopyranosyl)-(%>2)-O-a-D-mannopyranosyl-(&6)]-O-(8-D-mannopyranosyl)-
(1—4)-0-(2-acetamido-2-deso)g¢b-glucopyranosyl)-(3>4)-O-(2-acetamido-2-desosy-
D-glucopyranose)}-1H-1,2,3-triazol-4-yl-butylante

(1-(a-Neu5Ac-2,68-Gal-1,48-GIcNAc-1,2a-Man-1,3-p-Neu5Ac-2,68-Gal-1,4 8-
GIcNAc-1,2-a-Man-1,6]8-Man-1,48-GIcNAc-1,48-GIcNAc)-Triazol-4-butyl-NH)

Die Synthese erfolgt entsprechend der generellen Vorgsbesse flur die Kupfer-katalysierte
Azid-Alkin-Cycloaddition. 5.09 mg (2.22 pumol, 1 eq) 2,@&biliertes Undecasaccharidazid
28 werden in 12.3 pL Wasser gelost. Es werden 0.66 pL (0.222 ,u0ntd eq) Kupfer(l)-

Komplex und 0.82 pL (0.222 pumol, 0.10 eq) TG8X eingesetzt. 8.47 pL (6.66 pumol, 3 eq)
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Hexinylamin92 werden zugegeben. Nach 1 d (DC: iso-Propanal/Ammoniumacetat 2:1)
wird das Rohprodukt mittels GelpermeationschromatogeaftfiLoad Superdex 30; Saulen-
grof3e: 16x600 mm; Eluent: OM Ammoniumbicarbonat; Fluss: 1.5 mL/min; Retentionszeit:

125.7 min) gereinigt.

Ausbeute: 4.98 mg (2.12 pumol, 95.6 %),
R = 0.13 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1),

ESI-MS:
M ber = 2344.88,
Mager = 1173.41 (M+2H5*,

1-{O-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-D-glycerob-galacto-2-nonulopyranosylsaure)-(23)-
O-(B-D-galactopyranosyl)-(3>4)-(2-acetamido-2-desox3D-glucopyranosyl)-(32)-
O-a-D-mannopyranosyl-(&3)-[O-(5-acetamido-3,5-didesoxy-D-glycero-D-galacto-2-
nonulopyranosylsaure)-(2 3)-O-(3-D-galactopyranosyl)-(3>4)-(0O-2-acetamido-2-desoxy-
B-D-glucopyranosyl)-(%>2)-O-a-D-mannopyranosyl-(&6)]-O-(8-D-mannopyranosyl)-
(1—4)-0-(2-acetamido-2-deso)g¢b-glucopyranosyl)-(3>4)-O-(2-acetamido-2-desosf-
D-glucopyranose)}-1H-1,2,3-triazol-4-yl-butylanda

(1-(a-Neu5Ac-2,3p-Gal-1,48-GIcNAc-1,2-a-Man-1,3-pi-Neu5Ac-2,3g-Gal-1,4 8-
GIcNAc-1,2a-Man-1,6]$-Man-1,48-GlcNAc-1,48-GIcNAc)-Triazol-4-butyl-NH)

Die Synthese erfolgt entsprechend der generellen Vorgsbease fur die Kupfer-katalysierte
Azid-Alkin-Cycloaddition. 1.10 mg (0.489 umol, 1 eq) 2,@yliertes Undecasaccharidazid
werden in 7.96 uL Wasser geldst. Es werden 0.07 pL (0.049,1@vidl eq) Kupfer(l)-Komplex
und 1.20 pL (0.049 umol, 0.10 eq) TGTEV eingesetzt. 1.57 pL (1.47 pmol, 3 eq) Hexi-
nylamin92 werden zugegeben. Nach 1 d (DC: iso-Propanal/Ammoniumacetat 2:1) wird
das Rohprodukt mittels Gelpermeationschromatographieo@dl Superdex 30; Saulengro-
Be: 16x600 mm; Eluent: 0.4 Ammoniumbicarbonat; Fluss: 0.8 mL/min; Retentionszeit:

76.9 min) gereinigt.
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Ausbeute: 0.80 mg (0.340 umol, 69.7 %),
Rt = 0.20 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1),

CgoH148N100g; (2346.17),

ESI-MS:
Mper = 2344.88,
Mger = 1184.87 (M+2N&y'.

1-{O-(2-Acetamido-2-desoxg+b-glucopyranosyl)-(32)-[O-(2-acetamido-2-desox§-D-
glucopyranosyl)-(3+4)]-O-(a-D-mannopyranosyl)-(4 3)-O-[O-2-acetamido-2-desox+
D-glucopyranosyl-(3:4)]-{O-(2-acetamido-2-desox§-D-glucopyranosyl)-(32)-O-(a-
D-mannopyranosyl)-(&6)}-O-(6-D-mannopyranosyl)-(#4)-0O-(2-acetamido-2-desoxsy-
D-glucopyranosyl)-(34)-[O-(a-L-fucopyranosyl)-(1:6)]-O-(2-acetamido-2-desoxs-D-
glucopyranosyl)}-1H-1,2,3-triazol-4-yl-butylam@9

(1-(B-GIcNAc-1,2-{3-GIcNAc-1,4}-a-Man-1,3-B-GIcNAc-1,4]-{B-GIcNAc-1,2-a-Man-
1,6}-p-Man-1,48-GIcNAc-1,4-fa-Fuc-1,6]8-GIcNAc)-Triazol-4-butyl-NH)

Die Synthese erfolgt entsprechend der generellen Vorgsbease fur die Kupfer-katalysierte
Azid-Alkin-Cycloaddition. 1.44 mg (0.760 pumol, 1 eq) triennares Decasaccharidazid wer-
denin 1.62 pL Wasser gel6st. Es werden 0.55 pL (0.079 und, €q) Kupfer(l)-Komplex
und 2.8 pL (0.079 umol, 0.10 eq) TGBY eingesetzt. 3.0 pL (2.38 pmol, 3.1 eq) Hexinylamin
92 werden zugegeben. Nach 1 d wird das Rohprodukt mittels @Gakmtionschromatogra-
phie (HiLoad Superdex 30; Saulengrof3e: 16x600 mm; EluehtOAmmoniumbicarbonat;

Fluss: 1.0 mL/min; Retentionszeit: 74.7 min) gereinigt.
Ausbeute: 1.44 mg (0.723 pumol, 95.1 %),
CrgH130N10049 (1991.90),

ESI-MS:
Mper = 1990.80,
M ger = 997.42 (M+2H§".
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'H-NMR (360 MHz, DO mit [D6]-DMSO als interner Standardp= 7.79 (s, 1H, H-
T), 5.60 (d, 1HJ;,= 9.70 Hz, H-1B), 4.86 (d, 1HJ, , < 1 Hz, H-1*a), 4.80 (d, 1HJ;, < 1
Hz, H-1%a), 4.69 (d, 1HJ; , = 3.64 Hz, H-fa), 4.62-4.48 (m, 2H, H-3, H-1%p), 4.37-4.29
(m, 4H, H-B, H-15", H-15), 4.27 (d, 1H,J,, = 7.88 Hz, H-£®B), 4.14 (dd, 1HJ;, = 9.72
Hz, J,5 = 10.26 Hz, H-3), 4.09 (dd, 1H,J:, < 1 Hz, J,5 < 1 Hz, H-2), 3.97-3.93 (m,
2H, H-2%, H-2%), 3.91-3.82 (m, 3H, H-§ H-4%, H-3%), 3.81-3.65 (m, 14H, H-6a H-6&,
H-6&, H-4!, H-6&, H-6&", H-3%, H-3?, H-6&, H-6a,1%, H-6, H-3*, H-4"), 3.65-3.47 (m,
18H, H-F, H-22, H-3%, H-6°, H-6&", H-6°, H-2", H-6b°", H-2°, H-61F", H-4*, H-6b',
H-25, H-3F, H-2%, H-5, H-67, H-28), 3.46-3.19 (m, 18H, H-3 H-61#, H-4* H-3%, H-5%,
H-38S, H-6, H-4%, H-5°, H-5%, H-4°, H-4°, H-5, H-5%, H-4>", H-5°, H-5%, H-5%"), 3.07
(dd, 1H,J34 = 9.18 Hz,J4 5 = 10.53 Hz, H-&9), 2.84-2.79 (m, 2H, H-S2), 2.60-2.54 (m, 2H,
H-S5), 1.91-1.84 (m, 15H, NAc), 1.61 (s, 3H, NAc), 1.55-1(#2 4H, H-S4, H-S3), 0.84 (d,
3H, Js ¢ = 6.48 Hz, H-6).

13C-NMR (90 MHz, D,O mit [D6]-DMSO als interner Standard, Verschiebungen weardus
einem HSQC-Spektrum ermittel§= 176.1, 175.2 (C=0 NAc), 123.3 (C-T), 103.3 (€4,
103.2 (C-£"p), 102.4 (C-2p), 101.2 (C-#'g), 101.1 (C-£B), 101.1 (C-¥'p), 100.9 (C-3a),
100.9 (C-%a), 100.1 (C-fa), 99.5 (C-Fu), 87.5 (C-1B), 80.4 (C-%), 80.2 (C-4), 80.2
(C-&F), 78.3 (C-B5), 77.9 (C-4), 77.7 (C-2), 77.6 (C-2), 77.5 (C-5), 77.4 (C-8), 77.3
(C-5°), 77.2 (C-5"), 76.1 (C-4), 75.8 (C-5), 75.2 (C-4), 75.1 (C-5), 74.9 (C-3), 74.9
(C-3), 74.8 (C-8"), 74.8 (C-8), 73.6 (C-3), 73.5 (C-3), 73.4 (C-3), 73.3 (C-4), 72.7
(C-4B), 71.8 (C-2), 71.4 (C-4), 71.3 (C-&), 71.1 (C-3), 71.0 (C-3), 71.0 (C-3), 69.8
(C-3, 69.6 (C-2), 68.9 (C-4), 68.3 (C-5), 67.0 (C-6), 63.3 (C-6), 63.2 (C-6), 63.0
(C-6%), 62.4 (C-6*), 62.1 (C-6), 62.1 (C-6"), 62.0 (C-6), 61.7 (C-6), 57.5 (C-2*), 57.0
(C-2), 56.9 (C-2), 56.9 (C-2"), 56.7 (C-2), 56.3 (C-2), 40.5 (C-S2), 27.5 (C-S3), 26.9
(C-S4), 25.3 (C-S5), 23.8, 23.1 (NAc), 16.7 (€16

1-{O-(2-Acetamido-2-desox3+b-glucopyranosyl)-(32)-[O-(2-acetamido-2-desoxs-D-

glucopyranosyl)-(2+4)]-O-(a-D-mannopyranosyl)-(4 3)-O-[O-2-acetamido-2-desox+

D-glucopyranosyl-(34)]-{(O-(2-acetamido-2-desoxg-D-glucopyranosyl)-(3+2)-O-[(2-

acetamido-2-desoxg-D-glucopyranosyl)-(1:6)]-O-(a-D-mannopyranosyl)-(&6)}-O-(6-

D-mannopyranosyl)-(&4)-0-(2-acetamido-2-desoysb-glucopyranosyl)-(+4)-[O-(a-L-
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fucopyranosyl)-(3+6)]-O-(2-acetamido-2-desoxg-D-glucopyranosyl)}-1H-1,2,3-triazol-4-
yl-butylamin100

(1-(B-GIcNAc-1,2-{3-GIcNAc-1,4}-a-Man-1,3-B-GIcNAc-1,4]-{B-GIcNAc-1,2-B-GIcNAc-
1,6]-a-Man-1,6}$-Man-1,48-GIcNAc-1,4-[o-Fuc-1,6]8-GIcNAc)-Triazol-4-butyl-NH)

Die Synthese erfolgt entsprechend der generellen Vorgsbease fur die Kupfer-katalysierte
Azid-Alkin-Cycloaddition. 2.32 mg (1.11 pumol, 1 eq) tetrd@nnares Dodecasaccharidazid
werden in 6.10 uL Wasser geldst. Es werden 0.34 pL (0.111,@vid) eq) Kupfer(l)-Komplex
und 0.41 pL (0.111 pmol, 0.10 eq) TG eingesetzt. 4.21 L (3.32 umol, 3 eq) Hexinyl-
amin 92 werden zugegeben. Nach 1 d (DC: iso-Propansl/Ammoniumacetat 2:1) wird
das Rohprodukt mittels Gelpermeationschromatographieo@dl Superdex 30; Saulengro-
Re: 16x600 mm; Eluent: 0.4 Ammoniumbicarbonat; Fluss: 0.8 mL/min; Retentionszeit:

90.3 min) gereinigt.

Ausbeute: 2.23 mg (1.02 pmol, 91.9 %),
R = 0.24 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1),

CgeH143N110s4 (2195.10),

ESI-MS:
Mper = 2193.88,
Mger = 1097.65 (M+2H3*, 1119.66 (M+2Na'.

H-NMR (360 MHz, D,O mit [D6]-DMSO als interner Standard)= 7.79 (s, 1H, H-T), 5.61
(d, 1H,J1, = 9.63 Hz, H-1B), 4.87 (d, 1H,J;, < 1 Hz, H-%a), 4.72 (d, 1H,J;, < 1 Hz,
H-1%a), 4.69 (d, 1H,J;, = 4.01 Hz, H-fa), 4.62-4.50 (m, 2H, H3, H-12), 4.41-4.23 (m,
5H, H-15, H-15", H-1%, H-15", H-18%), 4.18-4.01 (m, 3H, H-2 H-2*, H-6%), 4.00-3.83 (m,
4H, H-£, H-2*, H-5F, H-3%), 3.82-3.65 (m, 15H, H-6%, H-37, H-6&, H-6&, H-6&", H-4,
H-6&, H-62&", H-3!, H-3?, H-6&, H-6a,1¥, H-3%, H-23), 3.64-3.46 (m, 19H, H2 H-6&",
H-3%, H-5%, H-60°", H-5°, H-61°, H-22, H-6b', H-2°", H-2%', H-6b°, H-67, H-25, H-5?, H-
4%, H-6d, H-25'5, H-3%9), 3.46-3.21 (m, 22H, H2 H-5%, H-61*, H-4%, H-3, H-3%", H-5%,
H-6b*, H-3%", H-5%, H-5%, H-4%", H-5°, H-5°", H-3®%, H-4>, H-4%" | H-4?, H-4* |, H-4°, H-5P’,
H-4B) 2.78-2.72 (m, 2H, H-S2), 2.60-2.53 (m, 2H, H-S5), 1.9821(m, 15H, NAc), 1.61
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(s, 3H, NAC), 1.56-1.47 (m, 2H, H-S4), 1.46-1.38 (m, 2H, H,$B84 (d, 3HJs ¢ = 6.40 Hz,
H-6F).

13C-NMR (90 MHz, D,O mit [D6]-DMSO als interner Standard, Verschiebungen weardus
einem HSQC-Spektrum ermittel{j= 176.1, 175.2 (C=0 NAc), 123.3 (C-T), 103.4 (€)1
102.7 (C-B), 102.2 (C-#5), 101.7 (C-2), 101.2 (C-$), 101.2 (C-¥'), 101.0 (C-1), 100.5 (C-
17), 99.2 (C-1), 87.7 (C-1), 80.1 (C-4), 79.9 (C-5), 79.8 (C-4), 79.7 (C-5), 79.1 (C-3),

78.1 (C-2), 77.6 (C-4), 77.5 (C-2), 77.4 (C-55), 77.3 (C-5"), 77.2 (C-8), 77.2 (C-5),

75.8 (C-8), 75.6 (C-8), 74.9 (C-3), 74.5 (C-3), 74.5 (C-3"), 74.1 (C-8"), 73.4 (C-3),

73.2 (C-5), 73.0 (C-B), 72.7 (C-B), 72.1 (C-#¥), 71.8 (C-4), 71.6 (C-3"), 71.5 (C-8),

71.2 (C-3), 71.2 (C-4"), 71.2 (C-&), 71.2 (C-4"), 71.0 (C-4), 70.8 (C-2), 70.3 (C-3),

68.9 (C-4), 68.3 (C-5), 67.7 (C-6), 67.1 (C-2), 66.4 (C-6), 62.6 (C-6), 62.6 (C-6°),

62.4 (C-6), 62.2 (C-6), 62.2 (C-6), 62.0 (C-6), 62.0 (C-6"), 57.1 (C-2), 57.1 (C-2"),

56.8 (C-2), 56.8 (C-2), 56.8 (C-2"), 56.8 (C-2¥), 56.4 (C-2), 55.9 (C-2), 40.5 (C-S2),
28.2 (C-S3), 26.8 (C-S4), 25.2 (C-S5), 23.8, 23.1 (NAc)71E-6").

1-{O-(6-D-Galactopyranosyl)-(3+4)-O-(2-acetamido-2-desoy3tb-glucopyranosyl)-
(1—2)-[(B-D-galactopyranosyl)-(3+4)-O-(2-acetamido-2-desoy3tb-glucopyranosyl)-
(1—4)]-O-(a-p-mannopyranosyl)- (@ 3)-O-{(s-D-galactopyranosyl)-(+4)-O-(2-
acetamido-2-desoxg-D-glucopyranosyl)-(3:2)-O-[(B-D-galactopyranosyl)-(3:4)-O-
(2-acetamido-2-desoxy-D-glucopyranosyl)-(%+6)]-O-(a-D-mannopyranosyl)-(46)}-O-
(8-pD-mannopyranosyl)-(&4)-O-(2-acetamido-2-desox3tp-glucopyranosyl)-(3>4)-O-(2-
acetamido-2-desox§-D-glucopyranosyl)}-1H-1,2,3-triazol-4-yl-butylami® 1

(1-(B-Gal-1,48-GIcNAc-1,2-p-Gal-1,48-GIcNAc-1,4]-a-Man-1,38-Gal-1,48-GIcNAc-
1,2-[3-Gal-1,48-GIcNAc-1,6]-a-Man-1,68-Man-1,48-GIcNAc-1,4$-GIcNAc)-Triazol-4-
butyl-NH,)

Die Synthese erfolgt entsprechend der generellen Vorgsbease fur die Kupfer-katalysierte
Azid-Alkin-Cycloaddition. 1.12 mg (0.467 pumol, 1 eq) teardennéres Saccharid 3 wer-
den in 3.47 pL Wasser gelost. Es werden 0.19 pL (0.063 pmid3, €q) Kupfer(l)-Komplex
und 0.23 pL (0.063 umol, 0.13 eq) TGT&V eingesetzt. 2.41 uL (1.90 umol, 4.1 eq) He-

xinylamin 92 werden zugegeben. Nach 1 d (DC: iso-Propansl/Ammoniumacetat 1.5:1)
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wird das Rohprodukt mittels GelpermeationschromatogeaftfiLoad Superdex 30; Saulen-
grofRe: 16x600 mm; Eluent: OM. Ammoniumbicarbonat; Fluss: 0.8 mL/min; Retentionszeit:

84.8 min) gereinigt.

Ausbeute: 0.86 mg (0.344 umol, 73.8 %),
Rf = 0.20 {so-Propanol/aIv Ammoniumacetat 1.5:1),

ESI-MS:
Mper = 2492.95,
Mger = 1246.76 (M+2H3".

1H-NMR (500 MHz, D,0): 8= 7.81 (s, 1H, H-T), 5.59 (d, 1H43 = 9.73 Hz, H-1g), 4.93 (d,
1H, 3, < 1 Hz, H-Ta), 4.68 (d, 1H, J, < 1 Hz, H-¥0), 4.64-4.54 (m, 1H, H-3), 4.47 (d,
1H, J» = 8.38 Hz, H-%B), 4.23-4.33 (m, 4H, 4, 15", 15, 1%), 4.30-4.25 (m, 4H, 4, 1, 1¢",
157), 4.08-3.98 (m, 3H, 2 2, 28), 3.90 (dd, 1H, J» < 1 Hz, 35 < 1 Hz, 2*), 3.86 (dd, 1H,
J3=2.19 Hz, d,=8.75 Hz, 3), 3.83-3.71 (m, 10H, 6a6&, 6, 6, 6", 3¢, 45, 45, 45,
45", 3.70-3.49 (m, 40H, Ba6k?, 3*, 6a,8, 6%, 66°, 607, 67, 22, 5%, 25, 25', 42, 5, 617,
6a,1f, 6a,§, 45, 45, 45, 45, 6k, 63,15, 6a,5", 64, 55, 55, 55, 55, 55, 55, 55, 55 25
25"), 3.48-3.30 (M, 17H,8 35, 35, 36", 35, 35, 43, B, 44, R, 35, 35", 6, 26, 26, 26, 2"),
3.21 (dd, 1H, J,=10.10 Hz, J5 = 10.85 Hz, 4), 2.73 (t, 2H, d,.s3= 7.28 Hz, H-S2), 2.57 (t,
2H, X4 s5= 7.50 Hz, H-S5), 1.91-1.82 (m, 18H, NAc), 1.61 (s, 3H, NACHS1.49 (m, 2H,
H-S4), 1.45-1.38 (m, 2H, H-S3).

13C-NMR (125 MHz, DO mit [D6]-DMSO als interner Standard, Verschiebungen \eard
aus einem HSQC-Spektrum ermittelix 123.1 (C-T), 104.6 (C9), 104.6 (C-£), 104.5 (C-
16"), 104.5 (C-£"), 103.3 (C-1), 103.3 (C-¥), 102.8 (C-), 101.9 (C-¥), 101.2 (C-1),
101.2 (C-%"), 100.6 (C-1), 98.7 (C-¥), 87.8 (C-1), 81.8 (C-3), 80.9 (C-5), 80.2 (C-5),
80.1 (C-5"), 79.9 (C-4), 79.9 (C-4), 78.2 (C-Z), 77.5 (C-2), 77.0 (C-5), 77.0 (C-8), 77.1
(C-5%), 77.1 (C-8"), 76.5 (C-3), 76.5 (C-3), 76.4 (C-3), 76.4 (C-3"), 76.3 (C-3), 76.3
(C-¥), 74.1 (C-3), 74.1 (C-F), 74.1 (C-F), 74.1 (C-3"), 74.0 (C-5), 73.9 (C-4), 73.9
(C-£), 73.6 (C-&), 73.6 (C-&"), 73.6 (C-3), 73.2 (C-&), 72.7 (C-4), 72.6 (C-B), 72.6
(C-2), 72.6 (C-3"), 72.6 (C-3"), 71.5 (C-3), 71.0 (C-3), 70.2 (C-4), 70.2 (C-&), 70.2

(C-4%), 70.2 (C-&"), 69.7 (C-3), 69.1 (C-4), 62.8 (C-8), 62.6 (C-6), 62.6 (C-6), 62.6
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(C-67'), 62.6 (C-6"), 61.7 (C-8), 61.6 (C-6), 61.6 (C-6), 61.6 (C-6), 61.6 (C-6), 61.6
(C-67), 61.6 (C-6'), 61.6 (C-6"), 61.2 (C-8), 56.5 (C-2), 56.5 (C-2"), 56.4 (C-5), 56.4
(C-2), 56.4 (C-2), 56.4 (C-2), 40.8 (C-S2), 28.2 (C-S3) 26.9 (C-S4) 25.3 (C-S5), 23.9,
23.8, 23.4, 23.1 (NAC).

1-{O-(2-Acetamido-2-desox3D-glucopyranosyl)-(3>2)-O-(a-D-mannopyranosyl-
(1—3)-O{[(a-D-mannopyranosyl)-(* 3)-O-[a-D-mannopyranosyl-(& 6)]-O-(a-D-
mannopyranosyl)-(%6)] }-0-(5-D-mannopyranosyl)-(34)-O-(2-acetamido-2-desoxy-
B-D-glucopyranosyl)-(3+4)-O-(2-acetamido-2-desoxdtb-glucopyranosyl)}-1H-1,2,3-
triazol-4-yl-butylaminl02

(1-(B-GIcNAc-1,2-a-Man-1,3a-Man-1,3-p-Man-1,6]a-Man-1,4$-GIcNAc-1,4$-
GIcNACc)-Triazol-4-butyl-NH)

Die Synthese erfolgt entsprechend der generellen Vorgsbesse flur die Kupfer-katalysierte
Azid-Alkin-Cycloaddition. 1.56 mg (1.07 pmol, 1 eq) Octaesharid63 werden in 4.75 pL
Wasser gelodst. Es werden 0.15 pL (0.107 pmol, 0.10 eq) K{pteomplex und 2.4 pL
(0.107 pmol, 0.10 eq) TGTA7 eingesetzt. 3.40 uL (3.20 umol, 3 eq) Hexinylarditwerden
zugegeben. Nach 1 d wird das Rohprodukt mittels Gelperowsthromatographie (HiLoad
Superdex 30; Saulengrof3e: 16x600 mm; Eluent: . Ammoniumbicarbonat; Fluss: 0.8

mL/min; Retentionszeit: 94 min) gereinigt.

Ausbeute: 1.19 mg (763 nmol, 71.3 %),
CeoH101N,0,0 (1560.47),

ESI-MS:
Mber = 1559.61,
M ger = 1560.54 (M+HJ.

1-{O-(a-D-Mannopyranosyl-(2>3)-O-{(a-D-mannopyranosyl)- (& 3)-O-[a-D-
mannopyranosyl-(#6)]-O-(a-D-mannopyranosyl)- (& 6)}-0-(3-D-mannopyranosyl)-
(1—4)-0O-(2-acetamido-2-desoysb-glucopyranosyl)-(3+4)-O-(2-acetamido-2-desoxgt-
D-glucopyranosyl)}-1H-1,2,3-triazol-4-yl-butylami®3
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(1-(a-Man-1,3a-Man-1,3-p-Man-1,6]-a-Man--1,43-GIcNAc-1,4$-GIcNAc)-Triazol-4-
butyl-NH,)

Die Synthese erfolgt entsprechend der generellen Vorgsbease flur die Kupfer-katalysierte
Azid-Alkin-Cycloaddition. 3.0 mg (2.38 umol, 1 eq) Heptasharid 35 werden in 9.9 uL
Wasser gelost. Es werden 0.4 pL (0.238 pmol, 0.10 eq) Kup#€omplex und 5.9 pL
(0.238 pmol, 0.10 eq) TGTA7 eingesetzt. 7.60 uL (7.14 umol, 3 eq) Hexinylar@ihwer-
den zugegeben. Nach 1 d wird das Rohprodukt mittels Gelromschromatographie (Hi-
Load Superdex 30; Saulengrof3e: 16x600 mm; EluentMdAmmoniumbicarbonat; Fluss:

0.8 mL/min; Retentionszeit: 100 min) gereinigt.

Ausbeute: 1.76 mg (1.30 pumol, 54.5 %),
CsaHooNgOs5 (1357.27),

ESI-MS:
Mper = 1356.53,
Mger = 1357.53 (M+HY.

11.9 Versuche zu Kapitel 6

1-N-(Hex-6-inyl)-(6-hydoxy-3-o0xo-3H-xanthen-9-yBAzoesaurd 11
(Hexinylcarbamoyl-Fluorescein)

30.6 mg (63.4 umol, 1.0 eq) OSu-FluorescdihO und 25.7 mg (190 pmol, 3.0 eq)
Hexinylamin92 werden in 1.27 mLN,N-Dimethylformamid aufgenommen und mit 105 pL
(761 pumol, 12 eq) Triethylamin versetzt. Nach 22 h (DC: Dichiethan/Methanol 20:1) wird
der Rickstand eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Dapi@dukt wird mittels Fest-
phasenextraktion (2x Waters SepPak Classic C18, Elutior202%, 3x 30 %, 3x 40 %, 3x
50 %, 60 %, 100 % Acetonitril in Wasser mit 0.1 % Ameisensaudas Produkfilleluiert
bei 40 und 50 % Acetonitril.

159



11 Experimenteller Teil

Ausbeute: 28.7 mg (63.0 umol, 99.4 %),
Rt = 0.33 (Dichlormethan/Methanol 20:1),
C,,H,;NO; (455.46),

ESI-MS:
Mper = 455.14
Mger = 456.35(M+HJ.

Generelle Vorgehensweise fir die Kupfer-katalysiertel@agdition mit dem Fluoresceinde-

rivat 111

0.1 eq Tetrakis(acetonitril)kupfer(l)-hexafluorphospieldst in Dimethylsulfoxid (332 m)
sowie 0.1 eq TGTAB7 gelost in Wasser (271 i) werden zusammengegeben und fir 30 min
bei Zimmertemperatur geschittelt. 1 g@slycosylazid wird in Wasser gel6st. Das Fluoro-
phorderivatl11 wird entweder in Methanol, Acetonitril oder Wasser mit 12[@icsopropy-
lethylamin aufgenommen und zum Saccharid gegeben. Insgdiegt die Endkonzentration
des Glycosylazids bei 100m Zum Start der Reaktion wird der Cu(l)-Ligand-Komplex zu
der Glycanlosung gegeben.

Alle Gefal3e, in denen sich das Fluoresckii bzw. dessen Derivate befinden, werden stets

mit Aluminiumfolie ummantelt.

1-{N-3-D-Galactopyranosyl-(3-4)-O-(2-desoxy-2-acetamig®b-glucopyranosyl)-(32)-
O-a-D-mannopyranosyl-(®3)-[O-3-D-galactopyranosyl-(3>4)-(O-2-desoxy-2-acetamido-
p-D-glucopyranosyl)-(%>2)-O-a-D-mannopyranosyl-(&6)]-O-(8-D-mannopyranosyl)-
(1—4)-0-(2-desoxy-2-acetamig®db-glucopyranosyl)-(3>4)-O-(2-desoxy-2-acetamigs-
D-glucopyranosyl)-5-(4-1H-1,2,3-triazol-4-yl)}-N-kytcarbamoyl-2-(6-hydoxy-3-oxo-3H-
xanthen-9-yl)-benzoesautd 2

({1-(p-Gal-1,48-GIcNAc-1,2a-Man-1,3-B-Gal-1,48-GlcNAc-1,2a-Man-1,6]$-Man-1,4-
B-GIcNAc-1,48-GIcNAc)-5-(4-(1H-1,2,3-triazol-4-yl)}-N-butylcarbraoyl)-Fluorescein)

Die Synthese erfolgt entsprechend der generellen Vorgsbease fur die Kupfer-katalysierte
Azid-Alkin-Cycloaddition. 2.10 mg (1.25 umol, 1 eq) Nonasharidazid?3werden in 7.0 pL
Wasser gelost. Es werden 0.36 pL (0.12 pmol, 0.10 eq) Kupieomplex und 0.54 pL
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(0.15 umol, 0.12 eq) TGTA7 eingesetzt. 1.0 pg (2.20 umol, 1.8 eq) Fluoresceindetivat
werden in 7.0 pL Acetonitril aufgenommen. Nach 1 d (DC: isoganol/Iv Ammoniumace-
tat 2:1) werden 14.0 pL Wasser/Acetonitril (1:1) zugegelia Reinigung durch RP-HPLC
(Agilent Zorbax Eclipse XDB-C8 (150x4.6 mm); Detektion:£1254 und 280 nm) erfolgt
nach 2 d.

Ausbeute: 0.66 mg (0.31 pumol, 24.9 %),
R = 0.37 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 1.5:1),
CgoH124NgOs5; (2121.96),

ESI-MS:
Mper = 2120.74
Mger = 2121.95 (M+HJ.

1-{N-(8-D-Galactopyranosyl)-(3>4)-O-(2-acetamido-2-desox3tp-glucopyranosyl)-
(1—2)-[(B-D-galactopyranosyl)-(3+4)-O-(2-acetamido-2-desoy3tb-glucopyranosyl)-
(1—4)]-O-(a-p-mannopyranosyl)- (& 3)-O-{(s-D-galactopyranosyl)-(+4)-O-(2-
acetamido-2-desoxy-D-glucopyranosyl)-(3:2)-O-[(B-D-galactopyranosyl)-(3:4)-O-
(2-acetamido-2-desoxy-D-glucopyranosyl)-(>6)]-O-(a-D-mannopyranosyl)-(36)}-O-
(8-pD-mannopyranosyl)-(&4)-O-(2-acetamido-2-desox3tp-glucopyranosyl)-(3>4)-O-(2-
acetamido-2-desox§-D-glucopyranosyl)-5-(4-1H-1,2,3-triazol-4-yl)}-N-lytcarbamoyl-2-
(6-hydoxy-3-oxo-3H-xanthen-9-yl)-benzoeséllé

({1-(p-Gal-1,48-GIcNAc-1,2-p-Gal-1,48-GIcNAc-1,4]-a-Man-1,38-Gal-1,48-GIcNAc-
1,2-[3-Gal-1,48-GIcNAc-1,6]-a-Man-1,68-Man-1,48-GIcNAc-1,4$-GIcNAc)-5-(4-(1H-
1,2,3-triazol-4-yl)}-N-butylcarbamoyl)-Fluorescein)

Die Synthese erfolgt entsprechend der generellen Vorgsbease fur die Kupfer-katalysierte
Azid-Alkin-Cycloaddition. 1.52 mg (1.25 umol, 1 eq) Trideoerazidl13werden in 6.3 pL
Wasser geldst und mit 1.87 pL (7.56 pmol, 12 eq) Diisoprapylamin versetzt. Es werden
0.18 pL (0.06 pmol, 0.10 eq) Kupfer(l)-Komplex und 0.22 uLo@umol, 0.10 eq) TGTA7
eingesetzt. 0.83 pg (1.89 pumol, 3.0 eq) Fluoresceindetilzazur Reaktionsldsung gegeben.
Nach 1 d (DC: iso-Propanolft Ammoniumacetat 1.5:1) erfolgt die Reinigung mittels Fest-
phasenextraktion (Waters SepPak Classic C18, Elution: thk 5 %, 2 x 0.75 mL 10 %, 2 x
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0.75mL 12.5%, 2x0.75mL 15 %, 2 x 1.0 mL 20 % Acetonitril in WagsDas Produkit 14

eluiert bei 12.5 % Acetonitril.

Ausbeute: 0.95 mg (0.33 umol, 52.9 %),
R =0.37(iso-Propanol/Iv Ammoniumacetat 1.5:1),
C117Hl70NlOO71 (285263)’

ESI-MS:
Mper = 2851.00
Mger = 2852.35 (M+HYJ.

1-{N-(3-D-Galactopyranosyl)-(3>4)-O-(2-acetamido-2-desox3tb-glucopyranosyl)-
(1—2)-O-(a-p-mannopyranosyl)-(& 3)-O-{(3-D-galactopyranosyl)-(2>4)-0O-(2-
acetamido-2-desox§-D-glucopyranosyl)-(3>2)-O-[(8-D-galactopyranosyl)-(3>4)-O-
(2-acetamido-2-desoxy-D-glucopyranosyl)-(%>6)]-O-(a-D-mannopyranosyl)-(46)}-O-
(8-pD-mannopyranosyl)-(&4)-0O-(2-acetamido-2-desox3tp-glucopyranosyl)-(34)-O-(2-
acetamido-2-desoxy-D-glucopyranosyl)-5-(4-1H-1,2,3-triazol-4-yl)}-N-lytcarbamoyl-2-
(6-hydoxy-3-0x0-3H-xanthen-9-yl)-benzoesé&Lké

({1-(p-Gal-1,48-GIcNAc-1,2a-Man-1,38-Gal-1,48-GIcNAc-1,2-B-Gal-1,48-GIcNAc-
1,6]-a-Man-1,68-Man-1,48-GIcNAc-1,48-GIcNAc)-5-(4-(1H-1,2,3-triazol-4-yl)}-N-

butylcarbamoyl)-Fluorescein)

Es werden 0.182 pL (0.049 umol, 0.1 eq) einer Cu(l)-Stamuom§snit 0.148 pL (0.049 umol,
0.1 eq) einer TGTA-Stammldsu@y versetzt. 1 mg (0.492 umol, 1 eq) Glycosylatitbund
0.673 mg (1.48 pmol, 3 eq) des Fluoresceinallithd werden in 4.92 uL Wasser aufgenom-
men und mit 1.01 pL (5.91 umol, 12 ey)N-Diisopropylethylamin versetzt. Nach Reaktions-
ende (DCiso-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1) wird mittels Festphasenextraktioat@hs
SepPak Classic C18, Elution: 2 x 0.5 mL 5 %, 2 x 0.75 mL 10 %, 25xiL 12.5 %, 2 x
0.5 mL 15 %, 2 x 0.5 mL 20 %, 1 mL 30 % Acetonitril in Wasser) gergi. Das Produk1.16

eluiert bei 12.5 % Acetonitril.

Ausbeute: 1.01 mg (0.406 umol, 82.5 %),

Rt = 0.32 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1),
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CiosH165NgO7, (2487.29),

ESI-MS:
M ber = 2485.87
M ges = 2486.22 (M+HJ, 1244.92(M+2H5".

1-{N-(8-D-Galactopyranosyl)-(2>4)-O-(2-acetamido-2-desox3tp-glucopyranosyl)-
(1—2)-[(B-D-galactopyranosyl)-(3+4)-O-(2-acetamido-2-desoy3tb-glucopyranosyl)-
(1—4)]-O-(a-p-mannopyranosyl)- (& 3)-O-{(s-D-galactopyranosyl)-(4)-O-(2-
acetamido-2-desox§-D-glucopyranosyl)-(3>2)-O-(a-D-mannopyranosyl)-(&6)}-O-
(B-D-mannopyranosyl)-(&4)-0-(2-acetamido-2-desoxgtp-glucopyranosyl)-(3-4)-O-(2-
acetamido-2-desox§-D-glucopyranosyl)-5-(4-1H-1,2,3-triazol-4-yl)}-N-lyktcarbamoyl-2-
(6-hydoxy-3-o0x0-3H-xanthen-9-yl)-benzoesélLi8

({1-(p-Gal-1,48-GIcNAc-1,2-pB-Gal-1,48-GIcNAc-1,4]-«a-Man-1,3g-Gal-1,48-GIcNAc-
1,2-a-Man-1,68-Man-1,48-GIcNAc-1,4$-GIcNAc)-5-(4-(1H-1,2,3-triazol-4-yl)}-N-butyl-

carbamoyl)-Fluorescein)

Es werden 0.468 puL (0.127 umol, 0.1 eq) einer Cu(l)-Stamamgsnit 0.381 pL (0.127 pumol,
0.1 eq) einer TGTA-Stammlosur@y versetzt. 2.57 mg (1.27 umol, 1 eq) Glycosylakid7
und 1.73 mg (3.80 pmol, 3 eq) des Fluoresceinalkih$ werden in 12.7 yL Wasser auf-
genommen und mit 2.60 pL (15.2 pmol, 12 @gN-Diisopropylethylamin versetzt. Nach
Reaktionsende (DGso-Propanol/Im Ammoniumacetat 2:1) wird mittels Festphasenextrak-
tion (SepPak Classic C18, Elution: 2x 0.5 mL 5 %, 2 x 0.75 mL 1% 0.5 mL 12.5 %, 2

x 0.5 mL 15 %, 2 x 0.5 mL 20 %, 1 mL 30 % Acetonitril in Wasser) geigt. Das Produkt
118eluiert bei 12.5 % Acetonitril.

Ausbeute: 2.08 mg (0.836 pumol, 65.8 %),
R = 0.28 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1),
CiosH165NgO5, (2487.29),

ESI-MS:
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Mper = 2485.87
Mget = 2486.22 (M+HJ, 1244.30 (M+2H5".

11.10 Versuche zu Kapitel 7

Generelle Vorgehensweise fur die Glycankupplung an da@8-88)-Hydrazidl24

Das Glycosylazid wird unter Argon-Atmosphare in absolut®tathanol gelést und mit
Diisopropylethylamin sowie mit 1,3-Propandithiol veretNach Reaktionsende wird mit
1 mL kaltem Ether bei -18 °C das Glycosylamin ausgefallt. Begzipitat wird abzentrifu-
giert und der Ether abdekantiert. Der Ruckstand wird eraegimal mit 1 mL kaltem Ether
gewaschen, abzentrifugiert und im Hochvakuum getrocknet.

Die fur die Kupplung verwendeten Lésungsmittel udeDiisopropylethylamin werden Uber
ausgeglihtem Molekularsieb (nicht gemarsert) und untgpArAtmosphéare gelagert.

Fur die Aktivierung des IL6-Peptidsl24 wird es entweder mit PyClock oder
HATU/HOAt eingewogen, in Dimethylformamid/Dimethylsaktid (v/v 1:1) gelost und
mit N-Diisopropylethylamin versetzt. Nach 25 min Schuittelndvdie Peptidldsung zum
Glycosylamin gegeben. Die Saccharidkonzentration w&hdem Kupplung liegt bei 50 m.
Teilweise werden die Losungen mit PyClock bzw. HATU nach is224 h nachaktiviert. Nach
2 d wird das Glycopeptid in 0.5 mL Trifluoressigsaure/Trjgsilan/Wasser (v/v 96:2:2) auf-
genommen und 2 h geschiittelt. Die Lésungen werden im Hoctwakeingeengt und der
Ruckstand mit 1 mL Diethylether ausgefallt. Das Prazipitatl abzentrifugiert und der Ether
abdekantiert. Der Rickstand wird erneut 2x mit kaltem Egffesvaschen, abzentrifugiert und
im Hochvakuum getrocknet. Der Rickstand wird mittels RR-BRereinigt. Die Fraktionen

die das Glycopeptid enthalten, werden lyophilisiert.

H-Cys(StBu)-Asn[(B-D-Galactopyranosyl-(2>4)-O-(2-desoxy-2-acetamig®Hp-
glucopyranosyl)-(%2)-O-u-D-mannopyranosyl- (& 3)-[O--D-galactopyranosyl-(2>4)-
(O-2-desoxy-2-acetamid®b-glucopyranosyl)-(32)-O-a-D-mannopyranosyl-(&6)]-O-
(B-D-mannopyranosyl)-(&4)-0-(2-desoxy-2-acetamig®b-glucopyranosyl)-(3-4)-O-(2-
desoxy-2-acetamidf-D-glucopyranosyl]-Lys-Ser-Asn-Nle-NH-NH21
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(IL6 43-48 (Nona) Hydrazid)

7.75 mg (4.65 pmol, 1.5 eq) NonasacchargBwerden in 233 pL absolutem Methanol
(18 mM) geldst und mit 14.3 pL (84.0 pumol, 20 eq) Diisopropiyygamin sowie 50.6 pL
(504.0 pmol, 120 eq) 1,3-Propandithiol versetzt. Nach 3 fdwler das Glycosylamin mit
1 mL Ether gefallt und zweimal mit Ether gewaschen, zergidgtt und das Prazipitat im
Hochvakuum getrocknet.

Das Rohprodukt wird mit einer Lésung aus 4.18 mg (3.07 umdl, €g) 124, 1.84 mg
(4.84 umol, 1.6 eq) HATU, 0.66 mg (4.85 umol, 1.6 eq) HOAt urtDluL (6.47 umol, 2.1 eq)
Diisopropylethylamin in 61.0 pL Dimethylformamid/Dimeftisulfoxid (1:1) versetzt. Nach
21 h werden nochmal 1.72 mg (4.52 umol, 1.5 eq) HATU zugegdberReaktion wird nach
insgesamt 3 d mit 0.7 mL Trifluoressigsaure/TriethylsNdasser (v/v 96:2:2) versetzt. Nach
2 h wird im Hochvakuum eingeengt und mit 1 mL Diethylether)(&as Glycopeptid.21
ausgefallt. Nach dem Trocknen im Hochvakuum wird der Rizistin 5 % Acetonitril auf-
genommen und mittels RP-HPLC (YMC Hydrosphere C18, 5 um 1%0xmm), 4 mL/min,

5—20 % Acetonitril + 0.1 % Ameisensaure in 40 min) gereinigt.

Ausbeute: 2.35 mg (0.98 pumol, 31.9 %),
Rt (Halbaminal) = 0.33iso-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1),
C92H159NlSO54SZ (2403-44)1

ESI-MS:
Mper = 2401.96
Mger = 2403.34 (M+HY, 1202.34 (M+H§",

H-Cys(StBu)-Asn[O-(5-Acetamido-3,5-didesaxp-glyceroD-galacto-2-
nonulopyranosylsaure)-(26)-O-(3-D-galactopyranosyl)-(2>4)-(2-acetamido-2-desoxg~
D-glucopyranosyl)-(%>2)-O-a-D-mannopyranosyl- (& 3)-[O-(5-acetamido-3,5-didesoxy-
a-D-glycerob-galacto-2-nonulopyranosylsaure)-(2%6)-O-(3-D-galactopyranosyl)-(+>4)-
(O-2-acetamido-2-desox3+p-glucopyranosyl)-(32)-O-a-D-mannopyranosyl-(46)]-O-
(8-D-mannopyranosyl)-(@&4)-0-(2-acetamido-2-desoxgtp-glucopyranosyl)-(3:4)-O-(2-
acetamido-2-desox§-D-glucopyranosyl]-Lys-Ser-Asn-Nle-NH-NH22
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(IL6 43-48 (2,6-Undeca) Hydrazid)

4.54 mg (2.02 umol, 1 eq) Undecasaccha8dverden in 240 uL absolutem Methanol (9 mM)
geldst und mit 6.86 pL (40.4 pumol, 20 eq) Diisopropylethyiiasowie 24.3 pL (242 pmol,
120 eq) 1,3-Propandithiol versetzt. Nach 2 h wird die Losmitgl mL Ether gefallt und zwei-
mal mit Ether gewaschen, zentrifugiert und das Prazipia@tiochvakuum getrocknet.

Das Rohprodukt wird mit einer Lésung aus 2.92 mg (2.14 umdl, €g) 124, 1.76 mg
(3.18 umol, 1.6 eq) PyClock und 0.69 pL (4.04 umol, 2.0 egd@propylethylaminin 40.4 puL
Dimethylformamid/Dimethylsulfoxid (1:1) versetzt. Naéhd wird die Losung mit 0.8 mL
Trifluoressigsaure/Triethylsilan/Wasser (v/v 96:2:2)setzt. Nach 2 h wird im Hochvakuum
eingeengt, mit 1 mL Diethylether das Glycopepti&l2 ausgefallt und im Hochvakuum ge-
trocknet. Ruckstand wird in 5 % Acetonitril aufgenommen unitkels RP-HPLC (Supelco
Ascentis C18, 5 um (10x250 mm), 4 mL/min;s80 % Acetonitril + 0.1 % Trifluoressigséaure
in 55 min) gereinigt. Die Fraktionen werden mit 1 mL GulAmmoniumbicarbonat-Losung

versetzt und anschlie3end lyophilisiert.

Ausbeute: 3.60 mg (1.21 pmol, 59.7 %),
Rt (Halbaminal) = 0.17iso-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1),
C114H193N17O7OSZ (298595)1

ESI-MS:
Mper = 2984.15,
Mger = 1494.22 (M+H¥".

H-Cys(StBu)-Asn[O-(5-Acetamido-3,5-didesoaxp-glyceroD-galacto-2-
nonulopyranosylsaure)-(2 3)-O-(3-D-galactopyranosyl)-(3>4)-(2-acetamido-2-desoxg~
D-glucopyranosyl)-(%>2)-O-a-D-mannopyranosyl- (& 3)-[O-(5-acetamido-3,5-didesoxy-
a-D-glycerob-galacto-2-nonulopyranosylsaure)-(23)-O-(3-D-galactopyranosyl)-(+>4)-
(O-2-acetamido-2-desox+-glucopyranosyl)-(12)-O-a-D-mannopyranosyl-(46)]-O-
(8-pD-mannopyranosyl)-(&4)-O-(2-acetamido-2-desox3tp-glucopyranosyl)-(3>4)-O-(2-
acetamido-2-desox§-D-glucopyranosyl]-Lys-Ser-Asn-Nle-NH-NH23

(IL6 43-48 (2,3-Undeca) Hydrazid)
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1.50 mg (0.62 pymol, 1.0 eq) IL6 43-48 (NoriE)1und 2.52 mg (3.96 pmol, 6.3 eq) CM¥-
Acetylneuraminsaure werden in 99.5 pL Tris-HCI-Puffer@Xom, pH 8.5, 1 mg/mL BSA)
geldst. Es wird eine Glycopeptidkonzentration von 1@ eingestellt. Es folgt die Zugabe von
2.0 pL (2 U) alkalischer Phosphatase (aus Kalbsdarm, E1C3.2) und 3.0 pL (30 mUd-
2,3-Sialyltransferase (alRasteurella multocidaE.C. 2.4.99.4). Nach 1 h wird die Losung
direkt mittels RP-HPLC (YMC Hydrosphere C18, 5 um (10x150 yyvhmL/min, 0—40 %

Acetonitril + 0.1 % Ameisensaure in 45 min) gereinigt.

Ausbeute: 1.10 mg (0.37 pmol, 59.0 %),
C114H193N17O7OSZ (298595)1

ESI-MS:
Myper = 2984.15 Mer = 1494.19 (M+H).

IH-NMR (500 MHz, D,0): 6= 4.92 (d, 1HJ; » < 1 Hz, H-10%), 4.84 (d, 1HJ; , = 9.61 Hz,
H-16Y), 4.73 (d, 1HJ; » < 1 Hz, H-10%), 4.63-4.52 (m, 3Hq-CH Asn-47, H-B3, a-CH Asn-
44),4.41 (d, 1H), , = 7.78 Hz, H-B?), 4.39-4.33 (m, 4H, H-2%, H-1p% , H-1p6, H-18%), 4.23
(t, 1H, J = 5.49 Hz,a-CH Ser), 4.13-3.98 (m, 5Hy-CH Cys,a-CH Lys, &, a-CH Nle, %),
3.94-3.90 (m, 3H, § 2, 3), 3.81-3.73 (M, 7H, 6264, 67, 67, 32, 48, 45 ), 3.72-3.64 (m,
14H, 94, 9, 3, 3¢, 64, 3%, 3, 3%, B-CH, Ser, 68, 61F, 62, 21), 3.63-3.48 (M, 24H,5
57, 62, 22, 3, 617, 5%, 6&, 6, 25, 41, 25, 5L, 6, 5°, 57, 63,5, 61F, 61, 53, 43, 47, 47),
3.47-3.26 (m, 20H, % 4%, 61", &7, 87, 61, 6, 5, 5%, 9, 9B, 56, 42, 26, 26 55 77, 77
4% 4%, 3.11-3.00 (M, 2HB-CH, Cys), 2.80 (t, 2H,) = 7.32,e-CH, Lys), 2.74-2.53 (m, 6H,
B-CH, Asn-47,8-CH, Asn-44, 3eg, 3eq’), 1.90-1.81 (m, 18, NAc), 1.73-1.45 (m, 8p+CH,
Lys, B-CH, Nle, 3ax, 3ax’, 5-CH, Lys), 1.33-1.22 (m, 2Hy-CH, Lys), 1.18-1.06 (m, 13H,
y-CH, Nle, 8-CH, Nle, CH, tBu), 0.68 (t, 3H,J = 6.56,e-CH, Nle).

BBC-NMR (125 MHz, DO mit [D6]-DMSO als interner Standard, Verschiebungen eard
aus einem HSQC-Spektrum ermittelf)= 104.1 (C-%), 104.1 (C-%), 102.8 (C-%), 101.8
(C-13), 101.1 (C-1), 101.0 (C-%), 101.0 (C-¥), 98.6 (C-1), 80.6 (C-3), 80.2 (C-8), 80.2
(C-87), 79.8 (C-1), 79.7 (C-5), 79.7 (C-%), 77.9 (C-2), 77.7 (C-2), 77.5 (C-7), 77.5 (C-
77), 77.0 (C-8), 77.0 (C-8), 76.7 (C-5), 76.3 (C-8), 75.9 (C-5), 75.0 (C-3), 74.4 (C-%),
74.4 (C-B), 74.1 (C-3), 73.6 (C-4), 73.6 (C-4'), 73.5 (C-4), 73.2 (C-3), 73.2 (C-3), 71.6

(C-28), 70.9 (C-3), 70.9 (C-3), 70.9 (C-3), 70.8 (C-8), 70.8 (C-F), 69.9 (C-4), 69.8 (C-
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45), 69.8 (C-&), 69.5 (C-3), 69.0 (C-6), 69.0 (C-6), 68.7 (C-4), 68.7 (C-4), 64.0 (C-6),
64.0 (C-8), 63.2 (C-6), 63.2 (C-6), 62.5 (G Ser) 62.5 (C-8), 62.5 (C-6), 62.5 (C-6),
61.4 (C-6), 61.4 (C-6), 61.3 (C-6), 61.3 (C-8), 57.3 (G, Ser), 56.3 (C-?), 56.3 (C-2),
56.3 (C-2), 55.5 (G, Lys), 55.0 (C-5), 55.0 (C-8'), 54.4 (G, Nle), 54.1 (G Cys), 53.2 (C-
21), 51.8 (G, Asn-44), 51.4 (G Asn-47), 41.5 (G Cys), 41.1 (C-3), 41.1 (C-3), 40.6 (G
Lys), 37.7 (G Asn-47, G Asn-44), 32.0 (¢ Nle), 31.9 (G Lys), 30.3 (CH tBu), 28.5 (G
Nle), 27.8 (G Lys), 23.7 (G Lys), 23.7 (NAc), 23.0 (§Nle), 14.6 (G Nle).

H-Cys(StBu)-Asn[Oe-D-Mannopyranosyl)-(4»6)-0-(3-D-mannopyranosyl)-(&-4)-
O-(2-acetamido-2-desoxgD-glucopyranosyl)-(3>4)-O-2-acetamido-2-desox3tb-
glucopyranosyl]-Lys-Ser-Asn-Nle-NH-NH19

(IL6 43-48 (Pauci) Hydrazid)

6.88 mg (8.89 umol, 1 eq) Tetrasaccha@®werden in 680 L absolutem Methanol (18 mM)
geldst und mit 20.9 pL (123 pmol, 14 eq) Diisopropylethylarsowie 74.1 L (738 pmol,
83 eq) 1,3-Propandithiol versetzt. Nach 2.5 h wird der Risk$eingeengt und im Hochvaku-
um getrocknet. Anschlief3end wird mit 1 mL Ether geféllt umeeznal mit Ether gewaschen,
zentrifugiert und das Prazipitat im Hochvakuum getrocknet

Das Rohprodukt wird mit einer Lésung aus 18.5 mg (13.6 umdl, 1) 124, 11.1 mg
(20.0 umol, 2.25 eq) PyClock und 4.50 pL (26.7 umol, 3.0 etggdpiropylethylaminin 178 pL
Dimethylformamid/Dimethylsulfoxid (1:1) versetzt. Nadhd wird die Reaktion mit 0.5 mL
Trifluoressigsaure/Triethylsilan/Wasser (v/v 96:2:2)setzt. Nach 2 h wird die Reaktionsl6-
sung eingeengt, im Hochvakuum getrocknet und mit 1 mL Diethgr das Glycopeptiti19
ausgefallt und zweimal mit Ether gewaschen. Der Rickstaind w 5 % Acetonitril auf-
genommen und mittels RP-HPLC (Supelco Ascentis C18, 5 pm28® mm), 4 mL/min,

5—30 % Acetonitril + 0.1 % Trifluoressigsaure in 55 min) gergtni

Ausbeute: 4.47 mg (2.89 pumol, 32.4 %),
Rt (Halbaminal) = 0.35i60-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1),
C58HlOSNl302982 (1510-64)

ESI-MS:
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Mper = 1509.64,
Mger = 1510.92 (M+HY, 755.48 (M+2H§".

IH-NMR (500 MHz, D,O): 6= 4.84 (d, 1HJ;, = 9.22 Hz, H-BY), 4.72 (d, 1HJ; » < 1 Hz,
H-1a%), 4.63-4.54 (M, 3Ha-CH Asn-47, H-B3, a-CH Asn-44), 4.41 (d, 1H), » = 7.89 Hz,
H-182), 4.22 (t, 1H,J = 5.81 Hz,a-CH Ser), 4.12-4.06 (m, 3R-CH Cys,a-CH Lys, a-CH
Nle), 3.88 (dd, 1HJ; » = 3.02 Hz,J, 3 < 1 Hz, &), 3.76 (dd, 1H.); , = 3.33 Hz,J, 3= 1.58 Hz,
2%), 3.72-3.64 (m, 7H, 8, 64, 68, 62, B-CH, Ser, 2), 3.63-3.50 (m, 8H, 6 61, 22, 32,
6, 3\, 617, 52), 3.48-3.39 (m, 8H, %, 5%, 61, 4%, 58, 3°, 42, 4%), 3.36-3.32 (m, 1H, ),
3.11-3.00 (m, 2HB-CH, Cys), 2.80 (t, 2H,) = 6.92,&-CH, Lys), 2.76-2.53 (m, 4Hp-CH,
Asn-47,8-CH, Asn-44), 1.88 (s, 3H, NAc), 1.82 (s, 3H, NAc), 1.74-1.47 (iH, 8-CH, Lys,
B-CH, Nle, 5-CH, Lys,), 1.33-1.21 (m, 2Hy-CH, Lys), 1.18-1.06 (m, 13H;-CH, Nle, §-CH,
Nle, CH; tBu), 0.69 (t, 3H,J = 6.56,e-CH, Nle).

13C-NMR (125 MHz, DO mit [D6]-DMSO als interner Standard):= 176.4, 176.0, 175.6,
174.1, 173.9, 173.5, 173.1, 169.5 (C=0), 103.0 §-102.2 (C-3), 101.3 (C-¥), 81.3
(C-5), 80.3 (C-8), 79.9 (C-1), 77.9 (C-4), 76.0 (C-4), 76.0 (C-5), 74.3 (C-8), 74.3
(C-3®), 74.3 (C-3), 73.6 (C-3), 72.1 (C-2), 72.0 (C-3), 71.5 (C-Z), 68.5 (C-4), 68.5
(C-4%), 67.9 (C-6), 62.6 (C-6), 62.5 (G Ser), 61.7 (C-b), 61.4 (C-8), 57.6 (C, Ser), 56.5
(C-22), 55.9 (G, Lys), 55.4 (C-3), 54.4 (G, Nle), 54.1 (G Cys), 52.0 (G Asn-44), 51.5 (G
Asn-47),50.4 (GtBu), 41.7 (G Cys), 40.8 (CLys), 38.2, 37.7 (¢ Asn-47, G Asn-44), 32.1
(Cs Nle), 31.9 (G Lys), 30.6 (CH tBu), 28.8 (G Nle), 28.1 (G Lys), 23.9 (G Lys), 23.9,
23.7 (NAc), 23.2 (G Nle), 14.9 (C Nle).

H-Cys(StBu)-Asn[Oe-D-Mannopyranosyl-(3>3)-O-{[(a-D-mannopyranosyl)-
(1—3)-O-[a-D-mannopyranosyl-(46)]-O-(a-D-mannopyranosyl)- (& 6)] }-O-(3-D-
mannopyranosyl)-(44)-0O-(2-acetamido-2-deso)3tb-glucopyranosyl)-(3+4)-O-2-
acetamido-2-desoxy-D-glucopyranosyl]-Lys-Ser-Asn-Nle-NH-NH20

(IL6 43-48 (Man5) Hydrazid)

2.09 mg (1.66 umol, 1 eq) Heptasacch&@twerden in 184 uL absolutem Methanol (9 mM)
geldst und mit 8.47 pL (49.8 pumol, 30 eq) Diisopropylethyiasowie 30.0 puL (299 umol,
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180 eq) 1,3-Propandithiol versetzt. Nach 2.5 h wird der Rtankd eingeengt und im Hoch-
vakuum getrocknet. Anschlielend wird mit 1 mL Ether gefatitl zweimal mit Ether gewa-
schen, zentrifugiert und das Préazipitat im Hochvakuumogétnet.

Das Rohprodukt wird mit einer Lésung aus 4.13 mg (3.03 umd, €q) 124, 1.51 mg
(3.97 pumol, 2.4 eq) HATU, 0.51 mg (3.74 umol, 2.3 eq) HOAt uné8s0uL (4.98 umol,
3.0 eq) Diisopropylethylamin in 33.2 pL Dimethylformanidmethylsulfoxid (1:1) versetzt.
Nach 20.5 h werden abermals 0.77 mg (5.66 umol, 3.4 eq) HATd¢geben. Die Reaktion
wird nach insgesamt 2 d mit 0.5 mL Trifluoressigsaure/Tyilsitan/Wasser 96:2:2 versetzt.
Nach 2 h wird die Reaktionslésung im Hochvakuum eingeendtait 1 mL Diethylether das
Glycopeptid120 ausgefallt und einmmal mit Ether gewaschen. Der Ruckstandiinv5 %
Acetonitril aufgenommen und mittels RP-HPLC (Supelco A¢ieC18, 5 um (10x250 mm),

4 mL/min, 5-25 % Acetonitril + 0.1 % Trifluoressigsaure in 55 min) gergtni

Ausbeute: 2.19 mg (1.10 pumol, 66.3 %),
R¢ (Halbaminal) = 0.23i6o-Propanol/Ilv Ammoniumacetat 2:1),
Cr6H133N13044S, (1997.06),

ESI-MS:
Mper = 1995.80
Mger = 1998.99 (M+HJ, 999.44 (M+2H3".

IH-NMR (500 MHz, D,0): 6= 4.91-4.88 (m, 2H, H-4, H-1¢), 4.84 (d, 1H,J;, = 9.78 Hz,
H-1pY), 4.73-4.58 (m, 4H, H, H-1¢, a-CH Asn-47, H-B), 4.56-4.53 (t, 1H,) = 6.71 Hz,
a-CH Asn-44), 4.40 (d, 1H), , = 7.16 Hz, H-B?), 4.24 (t, 1H,J = 5.94 Hz,a-CH Ser), 4.13-
4.01 (M, 4H,a-CH Cys, H-2, a-CH Lys, a-CH Nle), 3.96 (dd, 1HJ;» < 1 Hz,J, 3 < 1 Hz,

2%, 3.89-3.86 (M, 2H, 2, 2), 3.83-3.78 (m, 2H, 3, 6&), 3.76-3.63 (m, 15H, 63 62, 3,

6a, 3, 3%, 3, 2 68, 68, 6, B-CH, Ser, 3, 2%), 3.63-3.51 (m, 14H,4, 22, 61, 32, 41,

45, 4%, 52, 6K2, 6B, 6b°, 6IF, 6, 42), 3.51-3.33 (m, 9H, 64 43, 5%, 5%, 5¢, 5, 45", 53, 55,

3.08-2.98 (m, 2HB-CH, Cys), 2.81 (t, 2H,) = 6.29,&-CH, Lys), 2.76-2.54 (m, 4Hp-CH,

Asn-47,8-CH, Asn-44), 1.87 (s, 3H, NAc), 1.83 (s, 3H, NAc), 1.75-1.46 (1H, 8-CH, Lys,

B-CH, Nle, 5-CH, Lys,), 1.34-1.23 (m, 2Hy-CH, Lys), 1.18-1.07 (m, 13H;-CH, Nle, §-CH,

Nle, CH; tBu), 0.69 (t, 3H,J = 6.56,e-CH, Nle).
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3C-NMR (125 MHz, DO, Verschiebungen wurden aus einem HSQC-Spektrum erthittel
= 104.4 (C-1), 104.2 (C-¥), 103.1 (C-B), 102.2 (C-3), 101.8 (C-1), 101.1 (C-¥), 82.4
(C-5?), 80.4 (C-3), 80.2 (C-5), 80.0 (C-1), 77.9 (C-5"), 76.4 (C-5), 76.2 (C-3), 75.2 (C-
4%),75.0 (C-3), 74.6 (C-5), 74.6 (C-3), 74.5 (C-&), 74.5 (C-4), 73.8 (C-4), 72.5 (C-3"),
72.3(C-3), 72.2(C-3), 72.0 (C-8), 72.0 (C-2), 71.8 (C-2), 71.7 (C-2"), 71.3 (C-Z), 68.6
(C-45), 68.5 (C-4), 67.4 (C-3), 67.2 (C-3), 66.8 (C-6), 63.0 (C-6), 63.0 (C-6), 62.7 (C-
6l), 62.7 (C-6"), 62.7 (G Ser), 61.6 (C-8), 61.6 (C-6), 57.6 (G, Ser), 56.6 (C-2), 56.0 (G,
Lys), 55.5 (C-3), 54.7 (G, Nle), 54.6 (G Cys), 52.1 (G Asn-44), 51.7 (G Asn-47), 40.8 (C
Lys), 37.9, 37.7 (§Asn-47, G Asn-44), 32.1 (g Nle), 32.0 (G Lys), 30.7 (CH tBu), 28.8
(C, Nle), 28.2 (G Lys), 24.0 (G Lys), 23.9, 23.8 (NAc), 23.3 ((Nle), 14.9 (G Nle).

11.11 Versuche zu Kapitel B

1-{O-3-D-Galactopyranosyl-(3>4)-O-(2-desoxy-2-acetamig®b-glucopyranosyl)- (1> 2)-
O-a-D-mannopyranosyl-(®3)-[O-3-D-galactopyranosyl-(>4)-(O-2-desoxy-2-acetamido-
p-D-glucopyranosyl)-(%>2)-O-a-D-mannopyranosyl-(&6)]-O-(5-D-mannopyranosyl)-
(1—4)-0-(2-desoxy-2-acetamig®db-glucopyranosyl)-(3>4)-0O-2-desoxy-2-acetamido-
B-D-glucopyranosyl}-2,2’,2”,2™-(4-carboxy-1,2-phenyihgbis(azanetriyl)tetraessigsaure
128

({1-(p-Gal-1,48-GIcNAc-1,2a-Man-1,3-B-Gal-1,48-GIcNAc-1,2a-Man-1,6]$-Man-1,4-
B- GIcNAc-1,4$-GIcNAc)}-carboxyphenylendiaminessigsaure)

12.5 mg (7.5 umol, 1 eq) Nonasaccharidaz®&werden unter Argon-Atmosphare in 450 pL
absolutem Methanol gelost und mit 13.0 pL (75.0 umol, 10 dopropylethylamin sowie
45.0 pL (450 pmol, 60 eq) 1,3-Propandithiol versetzt. Nabhard eingeengt und im Hoch-
vakuum getrocknet. Anschlieend wird der Riickstand in Q.&bs. Methanol gelést und mit
8.0 mL kaltem Diethylether ausgefallt. Die Reaktion wird fid min bei -18 °C gekihlt und
anschlieBend fur 5 min bei 4000 rpm zentrifugiert. Der Utzerd wird abgenommen und der
Ruckstand im Hochvakuum getrocknet.
Das Rohprodukt wird mit einer Losung aus 8.1 mg (16.3 umaleR)126, 9.1 mg (17.6 pumol,
2.4 eq) PyBOP und 2.9 pyL (17.3 umol, 2.3 eq) Diisopropylethyh in 375 pL Dimethylfor-
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mamid versetzt. Nach vollstandigem Umsatz (1@&b;Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1)
wird das Produkt durch 8.0 mL Diethylether ausgeféllt. Dbetstand wird abgenommen und
der Ruckstand im Hochvakuum getrocknet.

Das geschitze Konjugat wird ohne weitere Reinigung in 50Qvjdthanol sowie 100 pL
1 m Natriumhydroxidldsung aufgenommen. Nach 2 h wird der Riaoks eingeengt und im
Hochvakuum getrocknet. Der Riickstand wird durch RP-HPL@phéR 0 Ascentis C18, 5 um
(10x250 mm), 4 mL/min, 0 - 50 % Wasser/Acetonitril + 0.1 % Aseisaure in 55 min)

gereinigt.

Ausbeute: 1.4 mg (0.71 pmol, 9%),

Rt (Halbaminal) = 0.33iso-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1),

Rt (geschitztes Konjugat) = 0.68¢-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1),
Rf (128 = 0.20 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1),

C,-H;4N, O, (2006.78),

ESI-MS:

geschitztes Konjugat
Myper = 2117.80,

Mger = 2120.51 (M+HY,
Produkt128:

Myper = 2005.68,

Mger = 2007.01 (M+H]J.

1-{O-(B-D-Galactopyranosyl)-(2>4)-O-(2-acetamido-2-deso)3¢b-glycopyranosyl)-
(1—2)-[(B-D-galactopyranosyl)-(3>4)-O-(2-acetamido-2-desox3tb-glycopyranosyl)-
(1—4)]-O-(a-p-mannopyranosyl)- (& 3)-O-{(s-D-galactopyranosyl)-(+-4)-O-(2-
acetamido-2-desoxg-D-glycopyranosyl)-(3>2)-O-[(5-D-galactopyranosyl)-(3>4)-
O-(2-acetamido-2-desoxgD-glycopyranosyl)-(36)]-O-(a-D-mannopyranosyl)-
(1—6)}-O-(B-D-mannopyranosyl)-(#4)-0O-(2-acetamido-2-deso)gb-glycopyranosyl)-
(1—4)-0-2-acetamido-2-desoxtb-glycopyranosyl}-2,2’,2”,2™-(4-carboxy-1,2-

phenylen)bis(azanetriyl)tetraessigsadzo

172



11 Experimenteller Teil

({1-(p-Gal-1,48-GIcNAc-1,2-p-Gal-1,48-GIcNAc-1,4]-a-Man-1,38-Gal-1,48-GIcNAc-
1,2-[3-Gal-1,48-GIcNAc-1,6]-a-Man-1,68-Man-1,48-GIcNAc-1,4$-GIcNAc)}-

carboxyphenylendiaminessigséaure)

8.0 mg (3.34 umol, 1 eq) Tridecasacchatit3 werden unter Argon-Atmosphare in 520 L
absolutem Methanol geldst und mit 17.0 pL (100 pumol, 30 edgdpropylethylamin sowie
60.3 pL (601 pumol, 180 eq) 1,3-Propandithiol versetzt. Naéhh wird das Rohprodukt mit
10.0 mL kaltem Diethylether ausgeféallt. Die Reaktion wiiid 10 min bei -18 °C gekuhlt und
fir 5 min bei 4000 rpm zentrifugiert, der Uberstand wird abgamen und der Riickstand
erneut in 1.0 mL Methanol aufgenommen und mit 10.0 mL Diedthgr gefallt. Nach Kihlen
bei -18 °C und Zentrifugieren fur 5 min bei 4000 rpm wird derdidtand abgenommen und
der Rickstand erst an Luft (30 min) und dann im Hochvakuumogkhet.

Das Rohprodukt wird mit einer Losung aus 4.95 mg (9.97 umet;)326, 5.3 mg (10.2 pumol,
3 eq) PyBOP und 5.2 pL (3.08 umol, 4.6 eq) Diisopropylethytem66.8 uL Dimethylforma-
mid versetzt. Nach 2.5 h wird erneut 5.3 mg (10.2 umol, 3 e@®® und 2.6 pL (1.54 umol,
2.3 eq) Diisopropylethylamin zugegeben. Nach vollstaedig)msatz (2 diso-Propanol/Im
Ammoniumacetat 2:1) wird das Produkt durch 10.0 mL Dietthde ausgefallt. Der Uber-
stand wird abgenommen und der Rickstand im Hochvakuumaieted.

Das geschitze Konjugat wird ohne weitere Reinigung in 50Mpthanol sowie 100 pL i
Natriumhydroxidldsung aufgenommen. Nach 1 h wird die L@smt 1 M Salzsdureldsung
neutralisiert, der Ruckstand eingeengt und im Hochvakuetrogknet. Der Ruckstand wird
mittels RP-HPLC (Supelco Ascentis C18, 5 um (10x250 mm), 4mih, 2.5 - 20 % wa-

ter/acetonitrile + 0.1 % Trifluoressigsaure in 55 min) geigi

Ausbeute: 2.98 mg (1.09 umol, 32.6 %),

R¢ (Halbaminal) = 0.37i6o-Propanol/Im Ammoniumacetat 1.5:1),

R¢ (geschitztes Konjugat) = 0.68¢-Propanol/Ilv Ammoniumacetat 2:1),
Rt (129 = 0.24 {so-Propanol/Iv Ammoniumacetat 2:1),

CiosH165N9O74 (2737.45),

ESI-MS:
geschitztes Konjugat

Myper = 2848.07,

173



11 Experimenteller Teil

Mger = 2849.52 (M+HJ, 1425.70 (M+2H}*
Produkt129:

Mper = 2735.94,

Mger = 1369.80 (M+2HJ*.
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