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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Biologische Bedeutung von N-Glycanen

Fast alle Proteine des Blutserums und der Zelloberflichen sind glycosyliert,!"* daher werden
grofle Anstrengungen unternommen, die biologische Bedeutung dieser Kohlenhydrate néher
zu untersuchen. Bei Glycoproteinen erfolgt die Verkniipfung des Kohlenhydratanteils
entweder O- oder N-glycosidisch an das Protein. O-Glycane sind an die Aminosdureseiten-
kette von Serin oder Threonin gebunden. Die Erkennungssequenz fiir N-Glycane lautet Asn-
X-Ser/Thr, wobei X jede Aminosdure bis auf Prolin sein kann. Die Biosynthese von Glyco-
proteinen erfolgt in zwei Schritten: Die Proteinsequenz wird genetisch determiniert, wihrend
die Synthese von Kohlenhydraten enzymatisch erfolgt. Der wichtigste Teil der Biosynthese
der N-Glycoproteine findet im Lumen des endoplasmatischen Reticulums (ER) statt. Ein
durch das Carrier-Lipid Dolicholpyrophosphat aktiviertes Oligosaccharid aus 14 Zuckerein-
heiten wird durch eine Oligosaccharyltransferase auf die wachsende ribosomale Peptidkette
iibertragen. Man nennt diesen Vorgang die cotranslationale Glycosylierung. Die Biosynthese

des Kohlenhydratteils von Glycolipiden' oder O-Glycanen' erfolgt im Golgi-Apparat.

N-Glycosylierung tritt vorrangig in Eukaryoten auf und beeinfluBit die physiochemischen

B) Bei fertig

Eigenschaften von nascierenden und fertig aufgebauten Glycoproteinen.
gestellten Glycoproteinen wirkt sich die Glycosylierung vor allem auf die Ladung, Loslichkeit
und Viskositdt aus. Bei Glycoproteinen wirkt der Kohlenhydratanteil auf das Zusammenfiigen
von Proteinsubstrukturen ein und steuert die Proteinfaltung. Bei menschlichem chorionischen
Gonadotropin (HCG), einem in der Plazenta wdhrend der Schwangerschaft gebildetem
Gonatropin, werden die zur Faltung notwendigen Disulfidbriicken in den
Proteinuntereinheiten durch die N-Glycosylierung in richtiger Paarung gebildet. Auf diese
Weise kommt es zu einer erheblich schnelleren Sekretion dieses Glycoproteinhormons.!®
Ferner wird durch die Glycosylierung die Proteinkonformation stabilisiert und dariiber hinaus
in die Serumhalbwertszeit 16slicher Glycoproteine eingegriffen, da auch durch sterische
Abschirmung Glycoproteine vor einem Abbau durch Proteasen geschiitzt werden.
Glycoproteine liegen in einer hohen strukturellen Vielfalt vor und weisen dabei Unterschiede
auf in Anzahl und Sequenz der Seitenketten. Durch weitere Modifikationen, wie
Acetylierung, Phosphatierung und Sulfatierung erhoht sich die Diversitdt der Glycoproteine

weiter. Das Glycosylierungsmuster variiert mit der Struktur des Proteins, dem Zelltyp und

dem Organismus. Durch verzweigende N-Acetylglucosaminyltransferasen sowie verlangernde
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Galactosyl-, Sialyl- und Fucosyltransferasen konnen zahlreiche unterschiedliche
Oligosaccharidstrukturen an einer Glycosylierungsstelle entstehen, man bezeichnet dieses
Phanomen als Mikroheterogenitit. Die Mikroheterogenitit erschwert die Entwicklung und
Charakterisierung von rekombinanten Glycoproteinen zur medizinischen Anwendung. Auf
die Wirksamkeit der Glycoproteine kann iiber die Struktur der gebundenen N-Glycane Einfluf3

genommen werden.

Gemeinsames Merkmal der komplexen N-Glycane ist das Core-Pentasaccharid. Bei vielen
Glycoproteinen werden Modifikationen des Core-Pentasaccharids gefunden. Die konformati-
ven Eigenschaften von N-Glycanen werden durch die Einfiihrung eines bisecting-Restes oder

einer Core-Fucosylierung beeinfluf3t.

Man-a-(1,6) Core-Fucosylierung:
. \ Fuc-a-(1,6)
bisecting GIcNAc: i
GlcNAc-3-(1,4) —— Man-B-(1,4) — GIcNAc-$-(1,4) — GIcNAc — B1-Asn
Man-a-(1,3)

Schema 1: Modifikationen des Core-Pentasaccharids
Die Vielzahl der moglichen natiirlichen Verzweigungen an N-Glycanen ist im nachfolgenden

Schema dargestellt.

biantennar triantennar triantennar tetraantennar pentaantennar

J L

GI(%NAC GI(E]N;C GIcNAc GIcNAc GlcNAc
-1, -1, -1, -

[ R-12 B14 B-16
I GlcNAc I

R-1,4
R-1,4
Man Man

a-1,3 I a-1,6
\Man /

Y=
=

L an
N N—

31,4
GlcNAc bisected
B-1,4
GIcNA
B_C114°— a-1,6 Fuc
Core-
fucosyliert
bisected
und Core-
fucosyliert

Schema 2: mdgliche N-Glycangrundkdrper
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Aus NMR-Untersuchungen vor allem NOE, HHCOSY, NOESY, TQCOSY und RECSY-
Messungen, sowie Computersimulationen und MO-Energieberechnungen 146t sich schlieB3en,
dal die Einfilhrung eines bisecting-GlcNAc-Rests zu einer wesentlichen konformativen
Anderung des Molekiils fiihrt. Insbesondere kommt es zur Aufspreizung der beiden Antennen
in der Core-Region und zu einer fast ausschlieBlichen Orientierung des a-1,6-Arms zuriick
zur Core-Region.!”! Anhand von Rechensimulationen und zahlreicher NMR-Messungen an
einem biantennidren bisecting-N-Glycan wurde festgestellt, da die Gegenwart eines bisec-
ting-Restes zu einer Verdnderung des dynamischen Verhaltens des 0-1,3-Arms und des
a-1,6-Arms fiihrt, besonders bei der Man-0-1,3-Man- und Man-O(-l,6-Man-Verknﬁpfung.[8]
Bei Untersuchungen an einem pentaantenndren bisecting-N-Glycan, das aus Hiihner
Ovomucoid isoliert wurde, haben 'H-NOE-NMR-Messungen und Molecular-Dynamics
(MD)-Berechnungen ergeben, dall das Vorhandensein eines bisecting-GIcNAc bis auf den
a-1,6-Arm zu einer Verringerung der Torsionsschwingungen im Molekiil fiihrt.”! Der bisec-
ting-GlcNAc-Rest ist aulerdem soweit durch die beiden Antennenarme sterisch abgeschirmt,
dall er nicht enzymatisch verldngert werden kann. Bisecting-N-Glycane treten verstirkt an
Glycoproteinen gebunden auf, wenn pathologische Verdnderungen vorliegen. Das Auftreten
einer bisecting-GlcNAc-Einheit wurde zum Beispiel vermehrt in Glycoproteinen von einigen
Tumoren beobachtet. Man findet bisecting-GIcNAc-Reste im urindren, chorionischen
Gonadotropin von Frauen mit Gebarmutterhalskrebs. Mit Fortschreiten der Krankheit werden
immer mehr tri- und tetraantennire bisecting-N-Glycane exprimiert.!'”’ Patienten mit chroni-
scher Knochenmarksleukdmie oder multiplen Myelomen zeigen im Vergleich zu gesunden
Personen eine deutlich erhohte GnT-III-Aktivitit, die fiir die vermehrte Ubertragung eines
bisecting-GIcNAc-Rests im endoplasmatischen Reticulum verantwortlich ist. Diese Ergeb-
nisse werden durch Untersuchungen des Leukozyten-Antigens CD 45 gestiitzt. Im CD 45 der
pathogenen Fille treten wesentlich hiufiger N-glycosidische Strukturen mit einer bisecting-
GlcNAc-Einheit auf als bei gesunden Menschen.'"! In Leberkrebs-Zellen findet man in
Vergleich zu nicht metastasierenden Leberzellen ein verstirktes Auftreten von biantenniren-
und héherverzweigten N-Glycanen des bisecting-Typs.!'?! In Zellkulturen, die aus Gehirntu-
moren von Kindern gewonnen wurden, konnte eine verstirkte GnT-III-Aktivitit und ein
verstirktes Auftreten der bisecting-Substitution beobachtet werden.!"”! Auch bei Blasenkrebs
findet man in Gewebeproben aus der Blase eine gesteigerte GnT-III-Aktivitit und daraus
resultierend eine vermehrtes Aufteten von bisecting-GIcNAc-Strukturen.!'*! Ferner scheinen

bisecting-N-Glycane eine wichtige Rolle in der frithen Embryogenese einzunehmen.!”
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Von Taniguchi et al. wurde die menschliche Glucosamintransferase III isoliert, kloniert und
chromosomal lokalisiert."” Dieses im Golgi-Apparat lokalisierte Enzym ermdglicht die
selektive Ubertragung eines bisecting-Restes auf die 4-Position der B-Mannose von N-Glyca-
nen. Auch hoherverzweigte N-Glycane konnen auf diese Weise glycosyliert werden. Eine
verstiarkte GIcNAc-Transferase III-Aktivitdit wurde vor allem in Tumorzellen festgestellt.
Zelltest-Ergebnisse legen die Vermutung nahe, da3 sich Tumorzellen durch die Exprimierung
von bisecting-N-Glycanen auf ihrer Zelloberflache vor Erkennung und Vernichtung durch NK
(Natural Killer)-Zellen bzw. durch das Immunsystem schiitzen, da sie von der korpereigenen
Abwehr nicht mehr als metastasierende Zellen erkannt werden.!'” Weitere Ergebnisse stiitzen
diese Theorie: In der Fortpflanzung exprimiert die befruchtete Eizelle bzw. spéter der Embryo
vermehrt N-Glycane mit bisecting-GlcNAc-Resten.'® Die Immunantwort im weiblichen
Uterus erfolgt vorrangig iiber NK-Zellen.!"”! Das legt die Vermutung nahe, daB sich die
embryonalen Zellen auf diese Weise vor dem Angriff von NK-Zellen schiitzen. Das HIV-
Virus, das aus H9-Lymphoblasten-Zellkulturen gewonnen wurde, trigt auf seiner dufleren
Oberfliche die gleiche bisecting GIcNAc-Sequenz wie menschliche Gameten, mit vorrangig
biantennéren Strukturen.*” Weiter wurde im Glycoprotein gp120 des menschlichen HIV-1-
Virus ebenfalls aus der Lymphoblasten-Zelllinie H9 das Vorkommen von Oligosacchariden
mit bisecting-N-Acetylglucosaminresten nachgewiesen.”*!! Ebenso findet man im Mantelgly-
coprotein gpl20 der vom HIV-2-Virus befallenen Gastzellen vermehrt bi-, tri- und
tetraantennire Strukturen mit bisecting GleNAc-Resten.*”! In den radioaktiv markierten Gly-
coproteinen des in E6-Zelllinien implementierten Marburg-Virus wurden ebenso stark gehduft
bi-, tri, und tetraantennire Strukturen mit einem bisecting-Glucosaminrest gefunden.[23 ]
Bisecting-N-Glycane wurden auflerdem aus dem Héamagglutinin von Influenza-Viren
isoliert.””! Das vermehrte Vorkommen von N-Glycanen mit bisecting-Motiv, bei weitverbrei-
teten oder sehr gefdhrlichen Virusarten, macht es hochrelevant, die Zusammenhidnge
zwischen Struktur und Funktion in der Immunantwort und der Bildung dieser N-Glycan-
Modifikation weiter zu erforschen. Die Biosynthese von bisecting-Strukturen im Golgi-
Apparat ist bereits seit lingerem bekannt. Die GIcNAc-Transferase III {ibertrdgt in Gegenwart
von UDP-GIcNAc einen N-Acetyl-Glucosaminrest an die 4-Position der Core-[3-Mannose.
Man konnte dieses Enzym theoretisch auch zur praparativen chemoenzymatischen Synthese

von bisecting-Strukturen verwenden.'*”’

Allerdings scheitert diese Anwendung noch an der geringen Verfiigbarkeit dieses Enzyms. In

lebenden Zellen kennt man insgesamt 6 N-Acetylglucosaminyltransferasen (I, 11, III, IV, V,
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VI). Jedes dieser Enzyme tibertragt GIcNAc-Reste an spezifische Bindungstellen des Core-

Pentasaccharids.

GIcNAC-T-llI
GlcNACT-I p4 GlcNACT-Il
B2 B2
GIcNACT-VI
GlcNACT-IV p4
B4
GIcNACT-V
36
Core-FucT
B ——
a6
Asn

Schema 3: Wirkungspunkte von N-Acetylglucosaminyltransferasen!*®!

Die GnT-III erkennt erst dann ein N-Glycan als Substrat, wenn vorher die Enzyme GnT-I und
GnT-II am Core-Pentasaccharid bereits einen GIcNAc-Rest iibertragen haben. Die GlcNAc-
Transferase III nimmt EinfluB auf die GroBBe des wachsenden Oligosaccharids, da nach dem
Einbau der GlcNAc-f-1,4-Verkniipfung in ein N-Glycan keine weiteren GlcNAc-Verzwei-
gungen mehr moglich sind.*” Sowohl die Core-a-1,6-Fucosyltransferase™ als auch die
N-Acetylglucosaminyltransferase I11°>'% sind geklont und exprimiert. Ebenso bereits
molekularbiologisch zuginglich sind die GnT-1"" GnT-II®" GnT-V** und eine weitere
groBe Anzahl an Glycosyltransferasen.””! Bei metastasierenden Zellen, beispielsweise bei
Blasenkrebs, nimmt meist nicht nur die GnT-III-Aktivitidt, sondern auch die Aktivitit der
N-Acetylglucosaminyltransferasen IV und V zu, was zur Folge hat, da3 vermehrt Verzwei-

gungen der N-glycosidischen Strukturen gefunden werden.**!

Bei einer enzymatischen Verldngerung der Antennen mit Galactosyltransferase wird das
bisecting-GlcNAc nicht mit umgesetzt,*>! da die sterische Abschirmung der Antennen das
Enzym am Molekiil nicht mehr wirksam werden 14Bt. In einer aktuellen Arbeit wird
beschrieben, daB3 eine enzymatische Verldngerung wieder erfolgt, wenn der a-1,6 Arm am
Core-Pentasaccharid teilweise fehlt. Dies wurde anhand von CDG-Maéusen nachgewiesen, die
aufgrund eines angeziichteten Gendefekts eine verminderte GnT-II-Aktivitit aufweisen und

deshalb N-Glycane ohne weitere Verzweigung am a-1,6-Arm produzieren. %!
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1.2. Bekannte Synthesewege zur Darstellung von N-Glycanen

Die Isolierung von N-Glycanen in reiner Form aus natiirlichen Quellen, wie Zellmembranen
oder Glycoproteinen, ist schwierig und aufwendig und aufgrund der Mikroheterogenitét der
Ausgangsmaterialien auch mit geringen Ausbeuten verbunden.””! Gleichzeitig werden diese
N-Glycane fiir wichtige biologische Tests bendtigt. Insbesondere die bisecting N-Glycane sind
von hohem wissenschaftlichen Intresse, da sie vermehrt auf Tumorzellen vorkommen und
immunsuppressive Eigenschaften zu haben scheinen.!'” Schon seit lingerem wird versucht,

bisecting-N-Glycan-Strukturen auf synthetischem Wege herzustellen.

TBDMS N3 o
NPht 0Bz Q
BzIO o -Q Bzl
BZI0 4 HO o

BzIO

1. Ankopplung des 1,3-Arms
2. Umwandlung des NPht am "bisecting"-Rest zu NHAc

TBDMS N3 0
NHAC OBzl 0
BzIO o -Q Bzl
BZIO 4 o 0

BzIO

NHAc

AcO

AcO

1. Entfernung der TBDMS-Schutzgruppe
2. Ankopplung des 1,6- Arms

AcO.

ACO AcO
Q ACO/\\ /o
AcO

NHAc
N3

NHAC OBzl Q
BzI0 o -Q Bzl

BzIO )
Z o) o}

BzIO

NHAc

Schema 4: Synthese eines bisecting-N-Glycans nach H. Paulsen"®
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Die ersten Arbeiten gehen auf Hans Paulsen zurlick, der im Jahr 1985 erstmals die Synthese
einer biantenniren N-Glycan-Teilstruktur anhand eines Pentasaccharids realisierte."”"

Der gleichen Arbeitsgruppe gelang 1990 die Synthese eines bisecting-Nonasaccharids.”!
Dabei wurden vor allem sterische Effekte von Schutzgruppen und die Synthesesequenz
untersucht. Der Arbeitsgruppe von Ogawa gelang 1990 ebenfalls die Synthese von bisecting-
N-Glycan-Teilstrukturen. Dabei verwendeten sie zundchst eine sehr dhnliche Synthesestrate-
gie wie die Arbeitsgruppe um Paulsen.*” SchlieSlich konnte C. Unverzagt 1994 ein

biantennires  bisecting-N-Glycan mit  zufriedenstellender = Ausbeute ,en route*

synthetisieren.!*'’
AcO ACO\ 0
AcO Q Ao |-Q
AcO AcO
NPht
AcO AcO\ o ©
AcO Q AcOSF—|Q
AcO cO BzIO
NPht OAc
Lo A 516 NPht o o
1) BzIO. N
o) 3
NPht
BzIO
AcO
AcO Q F
AcO
NPht
BF;-OFEt,
Molekularsieb 4 A
AcO
AeO N\ o CHJCI,
Q > \\/’O
AcO AcO
AcO AcO (56%)
NPht
AcO AcO o ©
AcO Q Ao S<—|-Q
AcO cO BzIO
NPht OAc NPht
AcO 0 -Q BZIO o Q
o) 4 BzIO. N3
AcO Q / NPht
AcO O BzIO
NPht

Schema 5: Synthese eines bisecting-N-Glycans nach C. Unverzagt*!!
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Zwei Jahre spater wurde dieser Syntheseweg durch 7. Ogawa auf andere Donoren und Akti-

vierungsmethoden erweitert.[**!

BzIO
OAc
BzIO -Q
BzIO
o)
OAc NPht
HO -Q BZIO 0 Q
NPht

o BZIO
BzIO
BZIO ~
OAc RO

BzIO

BzIO
RO Q
RO X
NPht
BzIO
OAc Aktivator
BzIO -Q
BzIO

R
o BzIO
OAc NPht
RO
RO o) -Q BzIO oo Q
Z
(0] o) OMp

(0] BzIO
BzIO
BzIO ~0
OAc

BzIO

Schema 6: Einfithrung eines bisecting-GlcNAc-Restes nach 7. Ogawa'*?

Die besten Ergebnisse wurden bei dieser Reaktion mit benzylierten Donoren erhalten, die als
Fluorid aktiviert waren. Ogawa et al. aktivierten das Fluorid {iber ein von 7. Matsumoto et al.
entwickeltes Aktivierungsystem aus Hafnocendichlorid und Silbertrifluormethansulfonat.**!
Das Glycosylsulfoxid lieferte zwar etwas mehr an Ausbeute, jedoch konnte der wertvolle
Akzeptorbaustein nicht reisoliert werden. Allerdings blieben auch hier die maximalen

Ausbeuten in der Gréenordung um 50-55 %, brachten also keine merkliche Verbesserung.
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Eine dhnliche Synthesestrategie wurde auch von S. Weiler und R. R. Schmidt zur Kopplung

eines bisecting-Restes angewandt.**

Sie fithrten ein 2-Azidoglucosaminderivat an die
4-Position eines Coretetrasaccharids iiber die Imidatmethode!* ein. Das Tetrasaccharid
entspricht bis auf den terminalen Glucosaminrest dem in Schema 6 abgebildeten
Pentasaccharid von Ogawa et al. Die kleine Azidschutzgruppe ermoglicht in dieser Reaktion
zwar gute Ausbeuten, aufgrund der fehlenden Nachbargruppenbeteiligung des Azids erhilt

man jedoch ein Gemisch aus 80 % [3- und 20 % a-Verkniipfung.

BZIO
OAc
BzIO -Q
BZIO
0Bzl N

_0 3
HO BzIO oTDS
0 0

BzIO
BzIO
BzIO

BzIO

A
€0 TMS-OTF, Et,0
AcO 40 °
o 40 °C
(80 %, P:or = 3:1)

\H/C%

NH

BzIO

OAc

BzIO -Q
BzIO

OBzl
A O

BzIO

BzIO
BzIO o)

O_

BzIO

Schema 7: spite Einfithrung des bisecting-Donors nach S. Weiler und R. R. Schmidf*¥
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1.3. Themenstellung

Aufgrund der hohen biologischen und medizinischen Relevanz der bisecting-Substitution von
N-Glycanen soll ein allgemein anwendbarer Syntheseweg fiir diese Verbindungsklasse erar-
beitet werden. Hierbei sollen einerseits die Ausbeuten fiir die Darstellung der biantenniren
Systeme verbessert, andererseits und vor allem aber die Synthesen der hdéherantenniren

Strukturen moglich gemacht werden.

NHAc

bisecting-GlcNAc

Schema 8: Hoherantennére bisecting-N-Glycane
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2. Synthese von bisecting-N-Glycanen

2.1. Syntheseplanung

[47] [

Insbesondere aus den Arbeitsgruppen um Lénngren,*® Paulsen, Ogawa,™™ Viiegen-
thart,[49] Hindsgaul,[so] sowie zahlreichen anderen!®" finden sich in der Literatur Methoden zur
Synthese von Teilstrukturen komplexer N-Glycane. Ausgehend von einem speziell fiir
N-Glycane entwickelten modularen Bausteinkonzept,”® soll zunichst das Pentasaccharid 4
synthetisiert werden. Dann soll die Einfiihrung des bisecting-GIcNAc-Restes optimiert wer-
den. Hierbei bieten sich zwei Moglichkeiten an, entweder zuerst den d-1,6-Antennenarm zum
Heptasaccharid 5°% einzufiihren und dann den bisecting-Rest an der 4-OH-Position der
Mannose, oder die Reihenfolge dieser Kopplungssequenz umzukehren.

Die spéte Einfilhrung des bisecting-GlcNAc nach Schema 9 hat den Vorteil auf eine bereits

[40,41,42,96]

mehrfach erprobte Synthesestrategie zuriickgreifen zu konnen. Ein weiterer Vorteil

der spiten Einfilhrung des bisecting-Restes ist, daB man den Akzeptorbaustein 5 nach

(5296

Literaturvorschri !'im Gramm-MaBstab und in guten Ausbeuten synthetisieren kann.

Um die Moglichkeiten der spédten Einfilhrung des bisecting-Restes auszuleuchten, muf}
zundchst ein geeigneter Donorbaustein entwickelt, sowie die optimale Reaktionsfiihrung
gefunden werden. Wiederum ausgehend vom modularen Konzept kann dann diesbeziiglich
moglicherweise auch ein Weg zur Synthese von hoherantenniren bisecting-Strukturen
gefunden werden. In diesem Zusammenhang kann untersucht werden, inwieweit iiber die
Synthesesequenz, d. h. die Reihenfolge der Ankopplung der Bausteine, der beiden Antennen-
arme und des bisecting-GlcNAc-Restes, an die zentrale Mannose ein leichterer Zugang zu
dieser Verbindungsklasse mdglich ist. Koppelt man zunédchst nur den a-1,3-Arm an die
Mannose des Core-Trisaccharids zum Pentasaccharid und dann den bisecting-Rest in einem
frithen Stadium, so umgeht man bei der bisecting-Reaktion die sterische Hinderung durch den
a-1,6-Arm, die bei der spiten Einfithrung des bisecting-Rests noch vorhanden ist. Auf diese
Weise ist zumindest bei diesem Reaktionsschritt, im Vergleich zur spédten Einfiihrung des
bisecting-GIcNAc, mit einer wesentlich hoheren Ausbeute zu rechnen. Beim néchsten Schritt,
der Kopplung des a-1,6-Arms, sollte vor allem die Grof3e dieses friith eingefiihrten bisecting-
Glucosamins und somit die sterische Abschirmung der primédren 6-Hydroxygruppe fiir den
Erfolg der Reaktion mitentscheidend sein. Daraus ergibt sich die Moglichkeit, dall bei
geeigneter Wahl des Donors fiir die in Schema 9 gezeigte frithe Einfiihrung des bisecting-
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Restes auch die Darstellung von hoherantenniren bisecting-N-Glycanen moglich werden

konnte.
AcO R%0
c \ o
AcO AcO S|~
AcO cO
NPht
AcO
AcO \ o
AcO RO Z—|"
AcO AcO Bzl
NPht OAc NPht o
- BzIO [e)
2 O—_HO o Bzl Na
0
NPht
R30 BzIO
R3 X R* R® = OAc, AcsGIcNPht-p-1,4
NR1 R2 .. - - - -
ACO R5o\ spate Einflihrung des bisecting-GlcNAc-Rests
AcO AcOXZ |
Ac AcO
NPht
AcO AcO
c \ o
AcO RO -
AcO cO Bzl
NPht OAc NPht
R3 o -Q BzIO o
o) 4 Bzl N3
R%Q / NPht
R3O o BzIO
NR'R?
R%0
AcO o
AcO AcO X2~
AcO AcO
NPht
CClg
AcO

AcO \ o
AcO RO S| H
AcO AcO &/ Bzl
NPht OAc NPht o
(e}

R3O BzIO O
o) & Bzl N3
R’Q Q NPht
R%0. o BzIO
NR'R?

AcO AcO
cl \ o
AcO RIOOTA QR 6
AcO AcO Bzl
NPht 5 OAc NPht
3 - BzIO
R30 HO o o "
(@)
R3O / NPht
R X Bzl

NR'R2 R* R® = OAc, Ac;GIcNPht-B-1,4

friihe Einfiihrung des bisecting-GIcNAc

Schema 9: frithe und spéte Einflihrung des bisecting-Rests
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Die bisher in der spiten Einflihrung des bisecting-Rests gesammelten Erfahrungen iiber
Glycosyldonoren und ihre Aktivierung konnten dann in die neue Synthesesequenz

eingebracht werden.

2.2. Aufbau von N-Glycanen

Zum Aufbau von N-Glycanen wurde ein ausgearbeitetes modulares Konzept!*®

angewandt. Es
wurden zunichst Blockbausteine synthetisiert, die dann zur gewiinschten Struktur regio- und
stereoselektiv gekoppelt wurden. Die Bausteine wurden {iber optimierte Synthesewege darge-
stellt und waren daher auch in groBerer Menge zugéanglich. Ein modulares Konzept bot zudem
den Vorteil, dal aus einer begrenzten Anzahl an Grundbausteinen, deren chemisches

Verhalten man sehr genau kennt, die Synthese einer grolen Anzahl an Strukturen moglich

war.
AcO AcO
AcO Q AcOIT--Q
AcO cO
NPht
o) CCl3
2 NH
BzIO
Ph O OH NPht
/Y -Q BzIO o Q
HO 0 d BzIO N3
NPht
BzIO
1
BF3-OEt,
CH,Cl,, -20°C
Molekularsieb 4 A
AcO AcO
o (79.3 %)
AcO Q Ao ST~
AcO cO BzIO
NPht Ph” ﬁo OHo NPht
0—0 - BZIO
BzIO N3
NPht
BzIO
1. Acy,O-Pyridin
2. p-Tos-OH x HyO, CH5CN
AcO (1.-2. 62.5 %)
AcO Q Aco/“ ’0
AcO BzIO
NPht OAc NPht
-Q leo
BZIO
NPht

BzIO

Schema 10: Synthese des Pentasaccharids 412
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Aus dem Trisaccharid 1 und dem Disaccharid 2 konnte das Pentasaccharid 4 synthetisiert
werden. Nach weiterer Kopplung des Imidats 2 erhdlt man den Akzeptor 5 fiir die Reaktions-
sequenz der spdten Einfiihrung des bisecting-Rests. Die Bausteine 4 und 2 eignen sich wie in
Schema 9 gezeigt, ebenso fiir die Reaktionssequenz der friihen Einfiihrung des bisecting-
Rests. In einer mehrstufigen Reaktionssequenz konnten iiber eine Literaturvorschrift’®®
mehrere Gramm Pentasaccharid 4% synthetisiert werden. Die hohe a-Selektivitit der
angewandten Trichloracetimidatmethode nach R. R. Schmidt P trigt wesentlich zum Erfolg
dieser und der nachfolgenden Chemie der Verkniipfung der Antennen bei. Das Imidat 2
reagiert sehr selektiv an der dquatorialen OH-3-Gruppe der Mannose, spéter wurde gefunden,
daB auch andere benzyliden-geschiitzte B-Glucoside bevorzugt an der OH-3 reagieren.>"
Somit waren fiir die nachfolgenden Synthesen bei Verwendung des Trisaccharids 1 auch die
moglichen Kopplungssequenzen an der zentralen Mannose vorbestimmt. Nach der
Glycosylierung wurde die freie 2-OH-Gruppe an der zentralen Mannose acetyliert und das
Benzylidenacetal mit p-Toluolsulfonsiure gedffnet. Zur Offnung des Benzylidenacetals sind

auch andere schwache bis mittelstarke Siuren, z.B. verdiinnte Essigsaure,””! geeignet.

2.3. Heptasaccharidsynthesen

Aus dem Pentasaccharid konnte nach Literaturvorgabe®® das Heptasaccharid 5 im Gramm-

MafBstab synthetisiert werden.

AcO ACO\ o
AcO O AcOTIT =R
AcO cO
NPht
o CCly
AcO
AcO Q AcO/v ’O
AcO BzIO
NPht OAc NPht
&&/ B20 8210 2
z N3
NPht
BzIO 4
BF3-OEt,
AcO AcO
N\ o o CH,Cl,, -20°C
AcO Q AcO |~
AcO co Molekularsieb 4 A
NPht
AcO (56.3 %)
AcO O AcO > ‘O
AcO AcO BzIO
NPht OAc NPht
-Q BzIO On 0 Q
Z| N3
0 NPht
BzIO 5

Schema 11: Synthese des Heptasaccharids 5
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Bei dieser Reaktion mufBte unter hoherer Verdiinnung gearbeitet werden, um eine
Glycosylierung der 4-Position durch das Imidat 2 zum Nonasaccharid, also eine unerwiinschte
bisecting-Reaktion, zu verhindern.*?®! Es wurde alternativ dazu versucht, den a-1,6-Arm
iiber einen Fluoridbaustein einzufithren. Dadurch sollte gepriift werden, ob durch das in
Losung langlebigere Fluorid bei dieser Glycosylierungsreaktion eine Steigerung der Ausbeute
moglich ist. Das Fluorid 6 146t sich auf sehr einfache Weise aus dem Imidat 2 durch
Umsetzung mit HF/Pyridin herstellen. Das Fluorid liegt als Anomerengemisch jedoch zu

95 % in der a-Konfiguration vor.

AcO AcO AcO AcO

o HF / Pyridin %5

AcO O AcO S|~ CH,Cl, AcO Q AcO ST~
AcO co — e AcO co
NPht (55.0 %) NPht
0 CCly F
2 \ﬂ/ 6
NH

Schema 12: Synthese des linearen Fluorid-Antennenbausteins 6

Die alternative Synthese des Heptasaccharids S iiber das Fluorid 6 lieferte etwas geringere
Ausbeuten als die Synthese iiber das Trichloracetimidat. Dennoch kdnnten Oligosaccharid-
fluoride bei einigen Synthesen, die durch lingere Reaktionsdauer bei besonderer sterischer
Hinderung gekennzeichnet sind, von Vorteil sein. Dies beruht auf der Reversibilitdt der

Aktivierung (sieche Schema 18) und der damit verbundenen langsameren Zersetzung des

Donorbausteins.
AcO
AcO o
AcO Q Ao SA|-Q
AcO cO

NPht

AcO AcO 6 F
\_o
AcO cO HO. BzIO
NPht OAc
OW BzIO. N3
NPht

BzIO

4
AcO ACO\ o BF3-OEt2
ACOW -Q CH,Cl,
AcO AcO
NPht © Molekularsieb 4 A
A AcO
<0 N\ o © (39.8 %)
AcO 0 ACO S |-Q
AcO AcO B2I0
NPht OAc NPht
0-_HO -Q BZIO o Q
o BzIO Ns
o)
NPht
BzIO

5

Schema 13 : Heptasaccharidsynthese mit dem Disaccharidfluorid 6
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2.4. Spate Einfithrung des bisecting-Rests in Acetonitril

Verwendet man Acetonitril anstatt Dichlormethan als Losungsmittel, so wird die in Schema 5
beschriebene bisecting-Reaktion stark beschleunigt. Zunédchst wurde versucht, ein bianten-
néres bisecting-N-Glycan zu synthetisieren. Bei der vergleichenden Reaktionskontrolle mittels
Diinnschichtchromatographie zeigte sich ein deutlich erhohter Reaktionsumsatz. Diese
vermeintlichen Vorteile in der Reaktionsfiihrung erkaufte man allerdings mit
schwerwiegenden Nachteilen. Die Anzahl an Nebenreaktionen in Lésung nahm zu, wobei die
Verunreinigungen im Diinnschichtchromatogramm nicht zu sehen waren, da sie ein sehr
dhnliches Retentionsverhalten wie das Produkt zeigten. Die erhaltenen Verbindungen waren
durch chromatographische Methoden erheblich schwieriger zu reinigen. Verbindung 5 wurde
in Acetonitril mit dem Fluorid 7°° in noch befriedigender Ausbeute umgesetzt. Anhand des
Diinnschichtchromatogramms zeigte sich bei dieser Reaktion vollstdndiger Reaktionsumsatz,
bei der Reinheitskontrolle durch NMR-Spektroskopie wurden selbst nach mehrmaliger

Aufreinigung durch Flashchromatographie noch Verunreinigungen des Produkts festgestellt.

AcO AcO
AcO Q AcOS>—|-Q
AcO cO
NPht
AcO
AcO Q Ao S>—|-Q
AcO AcO BzIO
NPht OAc NPht
0—HO -Q BzIO o Q
O BzIO N
o) 3
NPht
BzIO 5
AcO
AcO Q .
AcO
NPht
BF;-OEt,
AcO AcO
AcO 0 acoS><—|-Q Molekularsieb 4 A
Ao c0 CH,CN
NPht
AcO AcO o o (54.4 %)
AcO Q AcO|-Q
AcO cO BzIO
NPht OAc NPht
o -Q BzIO o Q
AcO o) J BzIO Ns
Q / NPht
AcO BZIO
AcO 0 8

NPht
Schema 14: spite Einfiihrung des bisecting-GlcNAc-Restes in Acetonitril

Allerdings war es beim Octasaccharid 8 moglich, die entstandene Verbindung NMR-

spektroskopisch zu charakterisieren.
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AnschlieBend wurde die spite Einfiilhrung eines bisecting-GlcNAc-Rests an einem
triantenndren Octasaccharid versucht. Es ergaben sich Hinweise, dal die bisecting-Reaktion

auch bei hoherantenndren Strukturen moglich sein sollte.

AcO AcO

BzIO
OAc NPht
-0 BzIO o Q
0 & BzIO N3
NPht
BzIO
9
AcO
AcO Q F
AcO
NPht
7
BF;-OEt,
Molekularsieb 4 A
CH5;CN
(Reaktionsumsatz 35-40 % - DC-Schatzung)

NPht
10

BzIO
OAc NPht
-Q BzIO 0 Q
o J BzIO N3

BzIO

Schema 15: bisecting-Reaktion an einem triantenndren N-Glycan in Acetonitril

Auch bei dieser Reaktion, wie beim biantenndren System, zeigte das Diinnschicht-
chromatogramm ein Verschwinden des Akzeptors. Trotz mehrmaliger Reinigung durch
Flashchromatographie konnte Verbindung 10 nicht rein erhalten werden. Das NMR-Spektrum

zeigte ein hohes Mall an Verunreinigungen, das eine Charakterisierung verhinderte.
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Die versuchte spite Einfilhrung eines

triantenndren Akzeptor ebenfalls nicht.

bisecting-GcNAc-Restes gelang beim zweiten

AcO
AcO Q
AcO 0
NPht
A
cO 0
AcO O A0 3T <~|Q
AcO cO
NPht
O,
AcO AcO
¢ o
AcO O AcOITA-Q
AcO AcO BzIO
NPht OAc NPht
O HO -Q BZIO 0 Q
fo) 4 BzIO N3
NPht
BzIO
11
AcO
AcO Qo F
AcO
NPht
AcO 7
ACO 0 BF5-OEt,
AcO 0 Molekularsieb 4 A
NPht
CH;CN
AcO
ACO Q acoS><|-Q (Reaktionsumsatz 20-25 % - DC-Schatzung)
AcO cO
NPht
O,
AcO AcO
AcO Q Ao S-Q
AcO AcO BzIO
NPht OA((): NPht 0
AcO fo) - BzIO O
0 & BzIO N3
AcO Q / NPht
AcO (0] BzIO
NPht 12

Schema 16: bisecting-Reaktion an einem 2,2,6-verzweigten N-Glycan in Acetonitril

Laut Diinnschichtchromatogramm konnte zwar ein Umsatz von ca. 20-25 % von Edukt 11
abgeschitzt werden, die gewiinschte Verbindung 12 konnte aber ebenfalls nicht isoliert

werden. Auch hier gelang der Nachweis nur iiber Massenspektroskopie.
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Ahnlich wie bei den beiden letztgenannten Beispielen verlief auch das spite Einfiihren des
bisecting-Rests bei dem tetraantenndren Akzeptor 13 in Acetonitril. Nur die bisecting-
Verbindung 8 konnte weitgehend von Verunreinigungen befreit werden. Bei allen drei
hoherantenndren Strukturen der beschriebenen bisecting-Ansétze in Acetonitril konnten zwar
Reaktionsprodukte der gewiinschten Masse gefunden werden, aufgrund der starken
Verunreinigung der Produkte mit Nebenprodukten der Reaktion war ein Strukturbeweis durch

NMR-Spektroskopie aber nicht moglich.

AcO

AcO O

BzIO

OAc NPht
HO -Q BZIO o Q
1) & BzIO N3
NPht
BzIO
13
AcO
AcO Q F
AcO AcO
ACO o NPht
AcO 0 7

NPht BF3-OEt;

AcO \ .
0 Molekularsieb 4 A
AcO Q. AcO=—-Q
AcO /7% CH3;CN

(Reaktionsumsatz 40- 45 % - DC-Schatzung)

AcO AcO
O
AcO BzIO

AcO OAc NPht
S -Q BzIO 0 Q
AcO o BzIO N3
AcO 9
NPht  AcO NPht
BzIO
AcO Q 14
AcO o

Schema 17: bisecting-Reaktion an einem 2,4,2,6-verzweigten N-Glycan in Acetonitril

Trotzdem konnte aufgrund der erhaltenen Ergebnisse erstmals vermutet werden, dafl auch

hoherverzweigte bisecting-Strukturen chemisch synthetisierbar sein sollten.
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Die durch spite Einfilhrung des bisecting-Rests hergestellten N-Glycane waren stets mit
Verbindungen verunreinigt, die sehr dhnliche chromatographische Eigenschaften aufwiesen.
Die Reinigung durch Flashchromatographie iiber Kieselgel war daher mit erheblichen
Schwierigkeiten verbunden. Da die Vermutung nahe lag, dafl es sich um abgespaltene
Acetylreste oder hydrolysierte Phthalimide handeln konnte, wurden die erhaltenen
Rohprodukte mit Essigsdureanhydrid in Pyridin behandelt, um die Verbindungen zu
reacetylieren oder die Phthalimide iiber die Zwischenstufe eines gemischten Sdureanhydrids
wieder zu schlieBen. Dies brachte weder einen Gewinn an Ausbeute noch lieBen sich die

erhaltenen Substanzen leichter reinigen.

2.5. Synthese von Glucosaminyldonoren

Aufgrund der Schwierigkeiten der Synthese von bisecting-Verbindungen mit mehr als zwei
Antennen wurde versucht, liber die Synthese von neuen Donorbausteinen, die kleiner und
reaktiver sein sollten als der bislang verwendete Phthalimidobaustein 7, eine hohere Ausbeute
in der Synthese von bisecting-Verbindungen zu erzielen. Die Auswahl der verwendeten
Donoren erfolgte nach dem sterischen Anspruch der einzelnen Bausteine und ihrer
Aktivierbarkeit. Eine Hilfestellung zur Abschidtzung der Reaktivitit von Glycosyldonoren
liefert das armed/disarmed-Konzept von B. Fraser-Reid.’’"*") Nach diesem Konzept erniedrigt
ein elektronenziehender Substituent in der 2-Position des Donors dessen Reaktivitit, der
Donor ist ,,disarmed®. Entsprechend erhoht ein elektronenschiebender Substituent in 2-Posi-
tion die Reaktivitit und der Donor ist ,,armed®. Der sterische Anspruch der einzelnen Donor-
und Synthesebausteine konnte liber Molecular-Modeling-Programme abgeschitzt werden.
Spéter sollten iiber die neuen Donormolekiile hoherverzweigte bisecting-Strukturen
ermoglicht werden. Fiir die Glycosylierungsreaktionen zur spdten Einfiihrung des bisecting-
GlcNAc-Restes wurden in erster Linie Fluoride verwendet. Die Aktivierung von Fluoriden ist
meist reversibel, d. h. nach Aktivierung durch ein Fluorophil kann das Fluoridanion mit dem
Glycosylkation wieder zum Glycosylfluorid zuriickreagieren. Daher sind Fluoride unter

Aktivierungsbedingungen in der Reaktionslosung meist sehr lange reaktiv.

R'o R'o R'o
y BF,
R'O Q __ BFsOEt pi1g Q 4. Rlg Q
R'0 F R0 A\® R'0
2053 2R3 BF3 203
NRZR NRZR NRZR

Schema 18: Reversibilitit der Aktivierung von Glycosylfluoriden
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Imidate dagegen lagern sich nach der Aktivierung, sofern sie nicht ausreichend schnell das
erwinschte Produkt bilden konnen, in das unreaktive Trichloracetamid um.P® Trotzdem sind
Imidate in der préparativen Kohlenhydratchemie wegen ihrer hohen Reaktivitdt sehr wertvoll.
Eine Aktivierung iiber Trichloracetimidate empfiehlt sich besonders bei reaktionstrigen
Donorbausteinen. Ahnliches gilt fiir Thioglycoside und Sulfoxide, welche in der Regel etwas
weniger reaktiv und daher in Reaktionen etwas lidnger aktiv sind als Trichloracetimidate, aber
auch ihre Aktivierung ist irreversibel. Thioglycoside und Sulfoxide weisen allerdings
gegeniiber Fluoriden den Vorteil auf, da sie keine empfindlichen Fluorophile, wie beispiels-
weise Bortrifluoridetherat oder Siliciumtetrafluorid, als Aktivatoren benétigen. Die Moglich-
keit Fluoride irreversibel mit Trifluormethansulfonsdure zu aktivieren wurde von der Arbeits-
gruppe von T. Mukaivama gezeigt.””! Diese Synthesemethode belegt die Saureempfindlich-
keit von Fluoriden, die bei jeder Glycosylierung beachtet werden muf}. Da zunéchst nur
Donoren in Betracht gezogen wurden, die reaktiv und langlebig sein sollten, fiel die Wahl fiir
die Testreaktionen und die folgenden bisecting-Reaktionen in erster Linie auf Glycosylfluori-
de. Diese wurden jeweils aus dem Thioglycosid mit HF-Pyridin unter NBS-Aktivierung
hergestellt.°”) Als sehr reaktiv in der Literatur beschriebene Donoren gelten beispielsweise

(1] wie z. B. Verbin-

die am Aminstickstoff des Glucosamins doppelt acetylierten Bausteine,
dung 16. Diese lieBen sich sehr leicht aus den am Stickstoff monoacetylierten Verbindungen
durch Umsetzung mit Acetylchlorid und Triethylamin herstellen und zeigten sich auch bei
eigenen Kopplungsreaktionen als geeignet fiir Glycosylierungen. Bei der Synthese wird

Acetylchlorid als Losungsmittel verwendet und Triethylamin duBerst vorsichtig zugetropft.

AcO AcO
Q Acetylchlorid Q
AcO AcO
AcO SEt NEr. AcO SEt
NEt;
NHAc (813 %) NA02
15 16

Schema 19: Doppelte N-Acetylierung des Donors 15

Diese diacetylierten Verbindungen weisen allerdings den in der Literatur nicht beschriebenen

Nachteil auf, daf} das Imid dulBerst labil ist.

AcO AcO
AcO Q H,0 ACO 0
AcO SEt ——m AcO SEt
langsam
NAc; (lang ) NHAC  + AcOH
16 15

Schema 20: N-Deacetylierung des Donors 16
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Durch geeignete Nucleophile (z.B. H,O) wird die zweite Acetylgruppe wieder leicht
abgespalten, was bei Synthesen zu teilweise schwer zu trennenden Substanzgemischen fiihren
kann. Daher wurden diese doppelt am Stickstoff acetylierten Verbindungen im Rahmen dieser
Arbeit nicht zur Glycosylierung wertvoller Synthesebausteine eingesetzt. Aufgrund des
erheblichen sterischen EinfluBes der Phthalimidoschutzgruppe sollte diese durch die kleinere

Succinimido-Schutzgruppe ersetzt und in Relation zu dieser getestet werden.

Die Synthese dieser Bausteine wurde weitgehend analog zur Synthese des phthalimidoge-
schiitzten Donors 7 ausgefiihrt. Alle zum Baustein 21 fiihrenden Syntheseschritte gelangen

mit befriedigenden Ausbeuten.

1. NaOMe, MeOH

HO 2. Bernsteinsaureanhydrid, NEts HO Ac,0, Pyridin

HO Q (1.-2.: quantitativ) HO Q (53.2 %)

HO OH HO OH

NHy*HCI o) NH
17 18
O O
¥
HNEt;

AcO

AC&OAC HSEt, SnCl, Ac&/sa HF- Pyridin, NBS Ac&/

—_—_—m— O
(74.8 %) ﬁ CH,Cly, (40.7 %) ﬁ

19

Schema 21: Synthese succinimido-geschiitzter Donoren

Aus dem peracetylierten Baustein 19 lieB sich nach Uberfiihrung in das Halbacetal mit
Hydrazinacetat in DMF in guten Ausbeuten mit Trichloracetonitril und DBU auch das
Trichloracetimidat'*! herstellen. Das Thioglycosid 20 wurde bereits in einer Publikation von

B. Fraser-Reid erwihnt.”

[62]

Die Darstellung des TEOC-Donors ist schon seit lingerem bekannt™™ und wurde in

Anlehnung an eine Literatursynthese durchgefiihrt.[**!
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Die TEOC-Schutzgruppe ist in der Kohlenhydratchemie weit verbreitet und gilt bei Donoren

als besonders aktivierend.[*¥

KHCO3, H,0
HO PN /COC| HO AcO
ClsC
Q Q
NHyHol  _RT NH
23
17 (32.0 %) O‘ﬂ/ 22 (quant.) O‘ﬂ/
< <
CcCly cCly

AcO AcO
EtSH, SnCl _ Pyridi
4 AGO 0o - HF- Pyridin, NBS ACO o) -
—_ » AcO _ = AcO
(48.3 %) NH CH,Cl, (46.7 %) NH
e oa/ 24 2 L oa/ 25
O O

CCly CCly

Schema 22: Synthese von acetylierten NTEOC-Donoren

Analog 148t sich in wiBriger KHCO3-Losung mit Diphosgen eine Trichlormethoxycarbonyl-
Schutzgruppe (TMOC) einfiihren. Die um eine Methylengruppe kleinere TMOC-Schutz-

gruppe findet in der Kohlenhydratchemie zunehmende Verbreitung.!**!

AcO AcO
AcO AcO

(e} O
TEOC-Gruppe ——» < : = TMOC-Gruppe
(0] O

ClyC
CCly

23 26

Schema 23: TEOC- und TMOC-Schutzgruppe

Der Baustein 26 148t sich ebenso wie der Baustein 23 in guten Ausbeuten zum Thioglycosid

und zum Fluorid umsetzen. Aus den peracetylierten Bausteinen 23 und 26 konnten ebenfalls
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die Trichloracetimidate hergestellt werden. Der Versuch, die TEOC-Verbindungen 23 und 24

nochmals am Stickstoff mit Acetylchlorid und Triethylamin zu acetylieren, gelang nicht.

Zur Gewinnung von N-Trifluoracetylderivaten wurde Verbindung 27 mit o-Methyl-m-tert-
butyl-thiophenol zum Thioglycosid 28 umgesetzt. Dieses Thiophenol ist weder giftig, noch
weist es den aufdringlichen Geruch von Thiolen auf. Die Freisetzung der Aminogruppe
gelang in guten Ausbeuten in Anlehnung einer abgewandelten Synthesevorschrift von
O. Hindsgaul.'" Die Trifluoracetamidoschutzgruppe wurde unter Verwendung eines Aktiv-
esters, des Trifluoressigsdurepentafluorphenylesters, synthetisiert. Desweiteren konnte die
Trifluoracetamidschutzgruppe ausgehend vom Amin 29 auch mit Trifluoressigsdureanhydrid
und Pyridin in Dichlormethan eingefiihrt werden.!®”! Die verwandte Trichloracetamidschutz-
gruppe wird erfolgreich eingesetzt und die Donoren mit dieser Schutzgruppe liefern als

Thioglycoside, Bromide oder Imidate hohe Ausbeuten bei Glycosylierungen.®

HS

AcO AcO Ethylendiamin,

n-BuOH, 80°C
AcO (0] B SnCI4 AcO (0] S
AcO OAc CH-CI > AcO
NPht 2~ NPht (63.2 %)
92.7%
27 ©2:7%) 28

.
F F
O
HO F O)J\(;F3
NEt; F HO
HO Q5 3
HO CH,Cly aps. HO Q s Ac,0, Pyridin

NH, - HO .
. NH (93.5 %)
29 (quant.) =<
0 30
CF3
AcO
AcO
AcO Q .
AC(/)&/S —>HF-Pyr|d|n ACO%F
NH AcO
o \/ 31 NBS,OCHQCIz o~
CFs (42.9 %) o=< 32
CF3

Schema 24: Synthese acetylierter NTFAc-Donoren

Die Umsetzung des Thioglycosids 31 zum Fluorid 32 gelang zwar laut Diinnschicht-

chromatogramm problemlos, allerdings lieB sich das Fluorid 32 aufgrund der hohen
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Hydrophilie nur sehr schwer aufarbeiten. Eine wélrige Extraktion, die zur Entfernung der
FluB3sdure notwendig ist, war nur unter erheblichen Ausbeuteverlusten moglich. Auch die
Verwendung von Selektfluor, einem von C.-H. Wong erstmals eingesetzten Fluorierungsrea-
genz,® brachte nicht die erhofften Ausbeutesteigerungen. Analog zur Synthese des Bausteins
31 wurden die Synthesen des Thiophenylbausteins 33 und Thioethylbausteins 34

durchgefiihrt, wobei vergleichbare Ausbeuten erzielt wurden.

1. HSPh, SnCl, CH,Cl,
2. Ethylendiamin, n-BuOH, 80 °C

AcO 3. Trifluoracetopentafluorphenylester,NEtz, CH,Cl, AcO
ACO 0 4. Acy0, Pyridin AcO QA s
AcO. OAc > AcO.
NPht (1.-4: 48.4 %) NH
26 o= 33

1. HSE, SnCly, CH,Cl,

ACO 2. Ethylendiamin, n-BuOH, 80 °C AcO
3. Trifluoracetopentafluorphenylester,NEt;, CH,Cl, AcO Q
AcO Q 4. Ac.O. Pyridi o0 SEt
AcO oAc 4 Acz0, Pyridin

26 (1.-4:47.1 %)

Schema 25: Synthese acetylierter NTFAc-Donoren mit Thiophenyl- und Thioethylgruppen

Die drei trifluoracetylierten Donoren 31, 33 und 34 wurden auf ihre Reaktivitit {iberpriift. Zu

diesem Zweck wurden sie mit Cyclohexanol und spéter mit dem Mannosid 507! verkniipft.

AcO AcO AcO
AcO Q 0 AcO Q
NH NH NH
o=(" 31 o—"'33 o= 34
CF3 CF4 CF3
Testreaktion A: Testreaktion B:
AcO
OH
AcO -Q
AcO OAc
OH
50

NIS-TfOH NIS-TfOH

CH20|2 CH2C|2

Molekularsieb 4A Molekularsieb 4A

0°C 0°C

AcO AcO ACO\ o
o}
A;OO o) AcO O Aco><—|-Q
© W AcO OAc
o= 35 =<“” 36
o}
CF3
CF3

Schema 26: Reaktivititsuntersuchungen der synthetisierten NTFAc-Bausteine
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SchlieBlich wurden auch die Donoren 33 und 34 nach Schema 53 iiber den Reaktionsweg der
friihen Einfiihrung eines bisecting-Restes an das chloracetylierte Pentasaccharid 80 zum

Hexasaccharid 83 gekoppelt.

Donor Kopplung mit Kgpplung'zum Kopplung zum
Cyclohexanol (%) Disaccharid (%) Hexasaccharid (%)

31 923 72.2 70.7

33 88.2 69.3 70.1

34 73.2 66.9 66.3

Tabelle 1: Reaktivitdt der NTFAc-Donoren

Boons et al. zeigten, dal Donoren mit volumindser Thioglycosidfunktion bei Aktivierung,
zum Beispiel mit NIS-TfOH normalerweise geringere Reaktivitdt besitzen als Donoren mit
kleinerer Thioglycosidfunktion,”” da sie fir den Aktivator schwerer zuginglich sind.
Demzufolge sollte Donor 31 sterisch stirker deaktiviert und daher weniger reaktiv sein als
Donor 33. Es lieB3 sich aber feststellen, dal Verbindung 31 geringfiigig reaktiver ist als das
Thiophenylglycosid 33. Auch die Thioethylverbindung 34 zeigte eine sehr gute, insgesamt
aber etwas geringere Reaktivitét als ihre beiden Analoga. Eine mdgliche Interpretation der
Ergebnisse wire, dafl die Phenylgruppen die Donoren 31 und 33 elektronisch aktivieren und
die sterische Deaktivierung kompensiert wird. Die anndhernd gleichen Ausbeuten bei den drei
Donoren lassen allerdings auch den RiickschluB3 zu, daB3 bei diesen Testreaktionen die zu
aktivierenden Thioglycosidgruppen der Donoren 31, 33 und 34 nur eine untergeordnete Rolle
spielen, da alle drei Thioglycosidfunktionen nach der NIS-TfOH-Methode vollstindig
umgesetzt werden und daher bei oben gezeigten Glycosylierungsreaktionen vielmehr die
Stabilitit des entstehenden Kations in Losung die entscheidende Rolle spielt. Da das
entstehende Glycosylkation bei allen drei Donoren identisch ist, erhédlt man nach dieser

Theorie annéhernd gleiche Ausbeuten, was beobachtet werden konnte.

Benzylierte Donoren sind im Regelfall deutlich reaktiver als ihre acetylierten Analoga. Man
kann dies mit dem armed/disarmed-Konzept erkldren. Zudem sollten N-Glycane oder deren
Vorstufen leichter zu reinigen sein, wenn sie einen benzylierten Rest in der bisecting-Position
tragen. Daher wurden benzylierte Donoren trotz ihres hohen sterischen Anspruchs
synthetisiert und sowohl in ihrer Reaktivitdt an einem einfachen Testsystem, als auch in ihrer

Eignung als Donoren zur Einfiihrung eines bisecting-GlcNAc-Restes untersucht.
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Zunichst wurde Verbindung 26 in das Thioglycosid 37" und anschlieBend nach K. C.
Nicolaou in das Fluorid 7% iiberfiihrt.""? Die Acetylschutzgruppen wurden nach Zemplén mit
Natriummethanolatlésung abgespalten[73] und das Triol wurde anschlieend mit Benzylbro-
mid und Natriumhydrid in DMF benzyliert. Nach der Benzylierung wurde die Phthalimido-

schutzgruppe selektiv mit Ethylendiamin in n-Butanol entfernt.

Nach dieser Vorgehensweise waren sowohl das Fluorid 43 als auch die Thioethylverbindung

40 gut zuganglich.
Ai\cio HSEt, SnCl, Aﬁ&/ NaOMe, MeOH &/
NPht
NPht (73.1 %) NPht (quant.)

BzIO.
1. BzI-Br, NaH, DMF
2 Ac,0 BzIO Ethylendiamin,
. BzIO n-BuOH o

NPht Bzl

60 1 % NPht \

(94.3 %) BzIO
BzIO SEt

AcO
AcO Q HF-Pyridin, NBS ACOO g NaOMe, MeOH H
AcO SEt — > —_—

NPht NPht
NPht CH,Cly, (82. 4 %) (quant.)
37

HO 1. Bz-Br, NaH, DMF BzIO
HO Q F2A%0  Bao Ethylendiamin,
HO BzIO n- BUOH
NPht (46 4%) NPht \ BzIO
41 (85.9 %) BzIO
BzIO.

Schema 27: Darstellung der benzylierten Donoren 40 und 43

Die Entschiitzung des Fluorids 42 zum Amin 43 mit Ethylendiamin in n-Butanol bei 80 °CP®!

zeigt exemplarisch die geringe Basenlabilitit von Fluoriden.

Die Verbindung 43 lief3 sich mit Bernsteinsdureanhydrid und Triethylamin in Methanol zu 44
umsetzen. Durch Zugabe von Essigsdureanhydrid und Pyridin erfolgte iiber das gemischte

Siureanhydrid der RingschluB zur Succinimidoverbindung 45. Ahnlich gelang die Synthese
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des TEOC-Donors. Das Amin 43 wurde mit Trichlorethoxycarbonylchlorid und Triethylamin

in Methanol zum Donor 46 umgesetzt.

BzIO 1. Bernstein- BzIO BzIO
saureanhydrid - o
B2I0 Q NEt;, MeOH g0 Q 2. Ac,0, Pyridin BzBI(Z)Io -
BzIO F —— BzIO E -

N o
NH, o NH (1.-2: 66.9 %) oﬁ
43 44
45
.
o O HNEts
cocl
CI3C/\O/
BzIO NEt; BzIO
74 RT BzIO F
BzIO NH
NH, (873 %) Oa/ 46
43 o

CCly

Schema 28: Synthese der benzylierten Donoren 45 und 46

Um die Aktivitdt der synthetisierten acetylierten und benzylierten Donoren zu untersuchen,
wurde als Testreaktion die Glycosylierung von Cyclohexanol durchgefiihrt. Es wurde hierbei
insbesondere auf mogliche Zersetzungsprodukte, Anomerenreinheit, Reaktionsgeschwindig-

keit und Ausbeute geachtet.

BF4-OFEt,

1
RO HO CH,Cl, R'0
1 Q i
RFSO F o+ Molekularsieb 4 A Rb’%

Schema 29: Testreaktion fiir die synthetisierten acetylierten und benzylierten Donoren

Die hochste Ausbeute wurde mit dem Phthalimidodonor 7 erzielt. Die drei benzylierten
Donoren lagen in den Ausbeuten etwas tiefer. Der acetylierte Succinimid-Donor 21 und der
acetylierte TEOC-Donor 25 erbrachten deutlich geringere Ausbeuten als ihre benzylierten
Analoga.
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Nachfolgende Tabelle zeigt die jeweiligen Donoren und die mit ihnen erzielte Ausbeute an.

Donor Ausbeute (%)

21 B-Ac;GIcNSuF 74
25 B-Ac;GIcNTEOCF 64
7 B-Ac3;GIcNPhtF 90
42 3-Bzl;GlcNPhtF 81
45 [3-Bzl3GlcNSuF 82

46 B-Bzl;GIcNTEOCF 81

Tabelle 2: Testreaktion fiir Donoren

2.6. Versuche zur spiten Einfiihrung des bisecting-GlcNAc-Restes mit
modifizierten Donoren
Die in den Testreaktionen gewonnen Erkentnisse zur Reaktivitit der modifizierten GlcNAc-

Donoren wurden anschlieBend durch die spite Einfiihrung des bisecting-GlcNAc-Rests am

Heptasaccharid 5 weiter vertieft.

AcO AcO

o)
AcO Q Ao S=2—|-Q
AcO cO
NPht
AcO ACO\ o ©
AcO Q Ao S=—|Q
AcO co BzIO
NPht OAc NPht
0-_HO -Q BZIO o Q
o) BzIO N3
9)
NPht
BzIO 5
R'0
AcO AcO
N\ o R'Q Q
AcO Q A~ -Q R0 F
AcO Q) NR2R®
o NPht - BF3-OEt,
¢ N\ _o © Molekularsieb 4 A
e}
AcO Q ACO >~
AcO 0 CH:Cl2
C BzIO
NPht OAc NPht
R'O o -Q BzIO o Q
o 4 BzIO Ng
R'g 2 / NPht
R'O o) BzIO
NR3R*

Schema 30: bisecting-Reaktion mit modifizierten Glycosylfluoriden
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Es lieB sich feststellen, dafl die Ausbeuten aus der Testreaktion mit Cyclohexanol oft nicht mit

denen bei der Einfiihrung des bisecting-Restes korrelierten

Donor Ausbeute (%)

21 B-Ac3GIcNSuF 46

25 3-Ac;GIcNTEOCF 2

7 PB-AcsGIcNPhF 55
42 B-Bzl;GIcNPhF 53
45 B-Bzl;GlcNSuF 55

46 B-BzI;GIctNTEOCF 3

Tabelle 3: Ausbeuten der bisecting-Reaktion mit modifizierten Glycosylfluoriden

Insbesondere die TEOC-Donoren 25 und 46 erwiesen sich in der bisecting-Reaktion als wenig
effektiv.

AcO AcO
AcO Q AcOF-[Q
AcO cO
NPht
AcO AcO
c o ©
AcO 0 Ao =-Q
AcO AcO BZIO
NPht OAc NPht
BzIO o -Q BZIO o Q
o) BzIO N3
(e)
B2IO Q //// NPht
BzIO o BzIO
NPht a7
HO HO
o 1. Ethylendiamin/ sec - BuOH, 80°C
Q > -[-Q
HO HO -
HO o 2. Ac,0, Pyridin
NHAc 3. Methylamin (41 % in Wasser)
HO HO.
o (1.-3: 76.8%)

NHAc
BzIO o
BzIO Q ////
BzIO. O
NHAc
HO
HO. \ o
HO O HO T =—|Q
HO o
NHAc

NHAc

BzIO
NHAc
BzIO O Q
o 4 BzIO. N3
NHAc
BzIO
48
PdO - H,0, H,
MeOH
22d, (51 %)
HO
NHAc
HO O Q
o) & HO. NH,
NHAc
HO
49

Schema 31: Entschiitzung des benzylierten bisecting-Octasaccharids 47
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Ein moglicher Grund wire eine Komplexierung des Bortrifluoridetherats durch die Amido-
gruppe. Durch zuwenig Aktivator in der Reaktionslosung konnte dann zwar noch eine
befriedigende Kopplung des Saccharidbausteins an Cyclohexanol erfolgen, aber fiir die
sterisch gehinderte Umsetzung des N-Glycans wire demnach zu wenig aktiviertes
Glycosylfluorid in Losung. Die ebenfalls synthetisierten Trichloracetimidatderivate der oben
genannten Donoren lieferten im Vergleich zu ihren Fluorid-Analoga durchweg schlechtere
Ausbeuten. Durch inverse Zugabe, daB3 heillt Vorlage des Akzeptors mit dem Aktivator und
Zutropfen des Donors, konnte in einigen Fillen die Ausbeute verbessert werden. Die
bisecting-N-Glycane, die mit einem benzylierten Glucosaminylfluorid synthetisiert worden
waren, konnten erheblich einfacher aufgereinigt werden Im Diinnschichtchromatogramm
zeigten die am bisecting-Rest benzylierten Verbindungen einen deutlich hoheren R-Wert als

der Akzeptor.

Aufgrund der hohen Reinheit der am bisecting-Rest benzylierten N-Glycane sollte getestet
werden, wie gut sich die Benzylgruppen am bisecting-Rest wieder entfernen lassen. Die
Abspaltung der Acetat- und Phthalimidoschutzgruppen, sowie die Reacetylierung der freien
Amine gelang mit sehr guten Ausbeuten. Allerdings lieBen sich die Benzylschutzgruppen, wie
in Schema 31 gezeigt, am bisecting-GIcNAc-Rest nur sehr langsam hydrogenolytisch
abspalten. Die Debenzylierung von N-Glycanen mit einem Palladium-(II)-oxidhydrat-
Katalysator'’¥ und Wasserstoff gelingt im Regelfall annihernd quantitativ.”® Vermutlich sind
die Benzylether am bisecting-GlcNAc-Rest stark sterisch abgeschirmt und somit fiir den
Palladium-Katalysator weniger zuginglich. Somit werden die Vorteile, die benzylierte
Donoren bei der spiten Einfithrung des bisecting-Rests bieten, durch Nachteile bei der

Entschiitzung der Benzylschutzgruppen zu einem grof3en Teil wieder aufgehoben

2.7. Synthese von linearen und verzweigten Succinimidobausteinen

Um zu iiberpriifen, ob durch Verminderung des sterischen Anspruchs der Phthalimidoschutz-
gruppen in den Antennen die Ausbeute an Produkten der bisecting-Reaktion gesteigert

%] mit der wesentlich kleineren

werden kann, wurden zunichst analoge Antennenbausteine
Succinimidoschutzgruppe synthetisiert. Das Disaccharid 51 lie sich aus dem Fluorid 21
durch Umsetzung mit dem Tetraacetylmannosebaustein 50" unter Bortrifluoridetherat-
Aktivierung in Dichlormethan darstellen, allerdings gelang die Synthese aus dem

Thioglycosid 20 unter NIS-TfOH-Aktivierung in héherer Ausbeute.
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NIS, TfOH
s AcO AcO

AcO AcO Molekularsieb 4A N\ 0 o

o OHO AcO Q AcO >~

AcO AcO - CH,Cl, AcO 0 OAc

AcO SEt  AcO OAc ——mMmm > ° (0]

N 0 (61.2 %) o 51

o 50
20

A

N
. AcO cO
1. Hydrazinacetat, DMF \ (0]
2. Trichloracetonitril, DBU, CH,Cl, AcO Q Aco > —|-Q
AcO AcO
(68.8 %) a\NjO
o o
NH
52 \f

CCly

Schema 32: Synthese des NSu-geschiitzten Donors 52

Uber die gleiche Sequenz lieB sich auch der phthalimidogeschiitzte Donor 2 darstellen. Die im
Vergleich zur Synthese von 2 etwas geringeren Gesamtausbeuten an 52 gehen vermutlich auf
die erhohte Basenlabilitét der Succinimidoschutzgruppe gegeniiber  der

Phthalimidoschutzgruppe zuriick.

AcO AlO
OH
AcO Q HO -Q
AcO F AlO BF3-OEt,
N o CH,Cly
Oﬁ
53
21
AcO
AcO Q
AcO F
ﬁ"
21

_— =

OBzl Molekularsieb 4 A
(702 %)
(0]

1. PdCl,, NaOAc, AcOH
2. Ac,0, Pyridin, DMAP
D — e —

(1.-2: 59.2 %)

AcO AcO
O
AcO Q \ /]-Q
1. Pd - H, MeOH AcO Ofoy

N (0]
2. CI3C-CN, DBU, CH,Cl, o
0. CCl3
56

(1.-2: 58.0 %)

AcO NH

AcO Q
AcO

Schema 33: Synthese des 2,4-verzweigten NSu-geschiitzten Donors 56

Das 2,4-verzweigte Trisaccharid 54 wurde aus dem Fluorid 21 und dem Akzeptor 53°°
synthetisiert. Die Kopplung iiber das Thioglycosid mit der bereits erwdhnten NIS-TfOH-
Methode erscheint wegen der beiden Allylgruppen am Akzeptor 53 kritisch, da mit lod-
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Addition an die Doppelbindungen zu rechnen ist. Die Isomerisierung der Allylether zu
1-Propenylethern und deren saure Spaltung erfolgte als Eintopfreaktion. Dazu wurde 54 in
95 %iger Essigsdure mit Palladium-(II)-chlorid und Natriumacetat’® bei 80 °C zur Reaktion
gebracht. Das entstande Diol konnte mit Acetanhydrid-Pyridin nicht vollstindig acetyliert
werden, daher wurde eine katalyische Menge an DMAP!”! zugegeben, um eine vollstindige
Acetylierung zu gewihrleisten. Ahnliches beobachtet man bei der phthalimidogeschiitzten

[96], vermutlich wird die 3- und 4-Position durch die beiden Glucosaminreste

Antennenvorstufe
stark sterisch abgeschirmt. Nach hydrogenolytischer Abspaltung der Benzylgruppe am
anomeren Zentrum konnte die Verbindung mit Trichloracetonitril und DBU in Dichlormethan

(78]

zum Trichloracetimidat umgesetzt werden. Ebenso konnte die Synthese eines 2,6-

verzweigten Succinimidobausteins erreicht werden.

AcO AcO
AcO SEt NIS / TfOH AcO

CH,Cl,
Molekularsieb 4 A
AcO o
(87.5 %) AcOW oo
AcO OH AcO zIO
AcO SE g -Q y °
BzIO o OBzl
:g s
OBz
20 57

Schema 34: Synthese des 2,6-verzweigten NSu-Trisaccharids 58

Aus dem Thioglycosid 20 und dem Akzeptor 577°°° lieB sich der Baustein 58 mit
befriedigenden Ausbeuten synthetisieren. Analog konnte statt des Thioglycosids 20 auch der
Phthalimidodonor 37 umgesetzt werden und man erhielt iiber die NIS-TfOH-Methode das

entsprechende 2,6-verzweigte Trisaccharid 59 mit Phthalimidoschutzgruppen.

AcO
AcO Q ACO
AcO — SEt NIS / TfOH © o
"o\ om CHCly AcO
37 b . AcO o)
BzBIOIO - Molekularsieb 4 A NPht
Zi
AcO
AcO (56.2 %) %5
OBzl o) BzIO >\ —|~
o) z AcO
C
AcO 57 AcO 10
AcO SEt
NPht NPht
OBzl
37

Schema 35: Synthese des 2,6-verzweigten NPht-Trisaccharids 59
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Die in Schema 34 und 35 dargestellten Synthesen belegen die Leistungsfahigkeit der NIS-
TfOH-Methode unter Verwendung von Thioglycosidbausteinen. Bei beiden Synthesen,
sowohl bei der Darstellung des Trisaccharids 58 als auch bei der Darstellung von 59, erhielt
man in Spuren (< 2 %) a-verkniipftes Nebenprodukt, das sich auf dieser Synthesestufe nur
schwer, allerdings nach den folgenden Syntheseschritten befriedigend abtrennen lief.
Verwendet man statt des Thioglycosids 20 bzw. 37 Imidatdonoren, tritt diese Nebenreaktion
nicht auf. Der Baustein 59 konnte nach Literaturvorschrift”® in guten Ausbeuten weiter zum

Imidat 91 umgesetzt werden.

Die im Vergleich zur Phthalimidoschutzgruppe kleinere Succinimidogruppe hat den Nachteil,
daBl sie erheblich schwerer zu entschiitzen ist. Wihrend die Entschiitzung beim Monosac-
charid mit Ethylendiamin in n-Butanol noch relativ leicht und in guten Ausbeuten (> 80%)
moglich ist, treten bei grofleren und hoherverzweigten Strukturen Schwierigkeiten auf. Das
Trisaccharid 55 148t sich nur nach langen Reaktionszeiten und mit verminderten Ausbeuten
entschiitzen.™” Bei noch weiter verzweigten Strukturen ist die vollstindige Entschiitzung mit
Ethylendiamin in n-Butanol nicht mehr méglich.®" Trotzdem eignet sich die Succinimido-
Schutzgruppe gut fiir Modellverbindungen, um sterische Effekte von Stickstoffschutzgruppen
in N-Glycanen zu untersuchen. Eine Alternative besteht darin, statt Ethylendiamin Hydrazin
als Nucleophil zu verwenden. Allerdings sind bei dieser Art der Entschiitzung die
Anwendungsmoglichkeiten durch die stark reduzierende Wirkung des Hydrazins stark

eingeschrinkt.

2.8. N-Glycansynthesen mit succinimido-geschiitzten Bausteinen

Die Synthese von N-Glycanen des komplexen Typs mit succinimido-geschiitzten Antennen
gelang mit Ausbeuten, die vergleichbar waren mit phthalimidogeschiitzten Verbindungen. Die
Synthese von hoherantenndren N-Glycanen, zum Beispiel die Synthese einer pentaantenniren
Verbindung, mit succinimido-geschiitzten Donoren wurde aufgrund dieser Vorarbeiten

entwickelt.®!]

Allerdings war es nicht moglich, die Succinimidogruppen auch unter
Anwendung drastischer Methoden, wie zum Beispiel Tetrabutylammoniumhydroxid, zu
entfernen.®" Versuche einer spiten Einfiihrung eines bisecting-Rests mit dem Heptasaccharid
62 scheiterten ebenso wie die in Schema 56 gezeigte friihe Einflihrung eines bisecting-

GlcNAc-Rests mit der succinimido-geschiitzten Verbindung 89.



2. Synthese von bisecting-N-Glycanen 35

Daher wurden die Versuche mit succinimido-geschiitzten N-Glycanen wegen der

Entschiitzungsproblematik eingestellt.

AcO. AcO

N\ _o
AcO Q Ao S |-Q
AcO. cO
N
o o o CcCl
NH BzIO
Ph O OH NPht
o -Q BzIO
HO BzIO N3
NPht

BzIO

1. BF3-OEty, CH,Cl, , Molekularsieb 4 A (93.5%)

BzIO
OAc NPht
-Q BzIO
BzIO

NPht
BzIO

AcO Q Aco/“ ’O
AcO AcO

1. Acy0, Pyridin
2. p-Tos-OH-H,0, CH3;CN
(1.-2.:63.1 %)

BzIO
OAc NPht
-Q BzIO
BZIO N3
NPht

BzIO

AcO \ o

AcO Q Ao =Q

AcO AcO
N

o 0 ) CCla
AcO AcO\ o 52 T
ACOW -Q NH
AcO AcO BF3-OEt,

AcO
AcO Q Aco/“
AcO Ac

N 0 CH,Cl,
Molekularsieb 4 A
(69.8 %)
AcO Q Aco/“ > Ta
AcO BzIO
OAc NPht
-Q BzIO
OBzi0
NPht
BzIO

Schema 36: Synthese des doppelt NSu geschiitzten Heptasaccharids 62

2.9. Erprobung neuer Aktivierungsmethoden von Glycosylfluoriden und

Imidaten
In dieser Arbeit wurden die verwendeten Imidate und Fluoride meistens mit Bortrifluorid-

etherat aktiviert. Es wurden jedoch Untersuchungen mit anderen Aktivierungsreagenzien
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unternommen, um bessere Ausbeuten und leichter zu reinigende Produkte zu erhalten. In
einem Ubersichtsartikel von K. Toshima sind iiber 25 erprobte Aktivatoren bzw.
Aktivierungsprinzipien fiir Glycosylfluoride beschrieben.™ Als Aktivatoren wurde das von
J. Thiem verwendete TiF4**! eingesetzt, sowie als neues Reagenz PF5-OEt2,[84] und eine
Vielzahl weiterer Lewissduren. PFs wurde bislang nur in einigen Fillen als Katalysator fiir
Polymerisationen verwendet.'*”! Die neuen Aktivatoren wurden zunéchst auf ihrer Eignung als

Fluorophile getestet, da Glycosylfluoride den Vorteil der reversiblen Aktivierung bieten.

a.) BF3-OEt2
b.) TiF4
AcO HO. C.) PF5-OEt2 AcO
d.) andere Fluorophile
AcO Q . ACO Q o
AcO Molekularsieb 4 A AcO
NPht CHaCly NPht
7 63

Schema 37: Testreaktion fiir Glycosylierungsaktivatoren

Phosphorpentafluoridetherat kann durch Einkondensieren von Phoshorpentafluorid in Ether
dargestellt werden. Die violette Phosphorpentafluoridetheratlosung ist stabil und kann unter
Argon mehrere Monate bei —20 °C aufbewahrt werden. Phosphorpentafluorid sollte in der
Theorie aufgrund der GrofBe und leichteren Polarisierbarkeit des zentralen Phosphoratoms ein
weniger starkes Fluorophil sein als Bortrifluorid.

Die Ergebnisse sind in nachfolgender Tabelle zusammengefalft:

Zersetzung des

Lewis-Sdure Beobachtung

Donors 7
TiF4 stark gute Umsetzung
FeF; — keine Reaktion
MnF, — kaum bemerkbare Reaktion
CdF, — keine Reaktion
CoF, schwach geringe Reaktion
SnF, — keine Reaktion
InF; sehr gering sehr geringe Reaktion
CrF; — keine Reaktion

sehr gute Umsetzung bereits nach

PFs-OEt, gering sehr kurzer Reaktionszeit

Tabelle 4: Aktivatoren fiir Glycosylfluoride
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Anschlieend wurden die Aktivatoren in

Glycosylierungsreaktion gestestet:

®§
r
@Tr
Ly

Q

OAcCI
64

(0]

OAcCI

BzIO
NPht
Q  BzO o Q
g 820 N3

einer mit geringen Ausbeuten verbundenen

BzIO
NPht
BzIO 0 Q
HO. g Bz20 N3
NPht
BzIO
65
a.) BF3-OEt2
b.) PF5-OEt,
c.) TiFy

CH,Cl,

NPht

Bzl

66

Schema 38: Trisaccharidsynthese mit verschiedenen Fluorophilen

Der Baustein 64 wird normalerweise als Imidat eingesetzt und wegen seiner schwachen Reak-

tivitait mit TMS-OT"®! aktiviert, wobei Ausbeuten unter 60 % an Verbindung 66 erhalten

werden. Dieses Trisaccharid 66 kann nach Abspalten der Chloracetylgruppe iiber eine vier-

stufige Reaktionssequenz nach Kunz

[86]

in den Trisaccharidbaustein 1 iiberfiihrt werden.!®’

]

Die Ergebnisse der Testreaktionen sind in nachfolgender Tabelle zusammengefal3t:

T R Ausbeute
o LM Lewis-Saure Beobachtun
[°C] (ca.) s
RT CH,Cl, BF;-OEt, 30 % starke Zersetzung
3 x sehr wenig Zersetzung
RT CH,Cl, 40 % stiindliche Zugabe von BF3-OEt, in
BF;-OEt, .
3 Portionen
-10 CH,Cl, BF;-OEt, 35 % deutliche Zersetzung
RT CH;Cl, (NHy),TiFs — keine Reaktion
0 CH,Cl, TiF4 25% Zersetzung des Donors
0 CH,Cl, PFs-OEt, 10 % wenig Reaktion unter deutlicher Zersetzung
-20 CH;CN BF;-OEt, 5-10 % sehr starke Zersetzung / Nebenprodukte

Tabelle 5: Trisaccharidsynthese mit neuen Aktivatoren
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Mit den besten Aktivatoren Bortrifluoridetherat, Phosphorpentafluoridetherat und Titantetra-
fluorid wurden weitere Versuche unternommen. Als Testreaktion wurde die Glycosylierung
zum Disaccharid 68 gewéhlt. Die Aktivatoren wurden darauthin getestet, inwieweit sie das

Imidat 67 oder das Fluorid 7 aktivieren konnen.

AcO

AcO Q F
AcO
NPht a.) B.F3-0Et2
b.) TiF,
7 AO c.) PF5-OFEt,
. OH AcO
Oder- CHZC|2 ACO
B . N\ o
A
AcO i\?:&/om Molekularsieb 4 A ACOW 2 o
. AcO Ac
AcO Q 50 C NPht heo
AcO 68
NPh
0, CCly
67

NH
Schema 39: Vergleichsreaktion fiir die Aktivierung von Fluoriden und Imidaten

Beim Fluorid 7 lieferte nur das Bortrifluoridetherat gute Ausbeuten von 66 %, wohingegen
Phosphorpentafluoridetherat mit 28 % und das Titantetrafluorid mit 19 % fiir das Aktivieren
von Fluoriden ungeeignet erscheinen. Andere Ergebnisse lieferte die Umsetzung mit dem
Imidat 67. Phosphorpentafluoridetherat erwies sich dabei als ein hervorragender, dem
Bortrifluoridetherat in dieser Reaktion iiberlegener Aktivator flir Imidate. Die Kopplung mit
Bortrifluoridetherat gelang mit 58 %, die Kopplung mit Phosphorpentafluoridetherat mit 61 %
Ausbeute. Titantetrafluorid erwies sich mit 22 % Ausbeute als wenig geeignet fiir die
Aktivierung des Imidats. Die neuen Aktivatoren wurden im Folgenden auch in der bereits mit
Bortrifluoridetherat erprobten spéten bisecting-Reaktion am Heptasaccharid 5 getestet.

AcO

AcO \
o)
AcO Q AcO 2|~
AcO AcO

NPht

AcO ACO\ o ©
AcO AcO BzIO
NPht OAc
NPht

BzIO 5
AcO
AcO Q
AC&/F
AcO AcO NPht
? 7
AcO Q AOTSFI|-Q
AcO cO a.) TiF4 (keine Umsetzung)
NPht o b.) PF5-OEt, (12.3 %)
AcO c
© o © CH,Cl,
(o] Y —
AcO ACOT>=— Molekularsieb 4 A
AcO. cO BzIO
NPht NPht
AcO o BzIO i Q
o Z Ns
AcO Q / °© NPht
AcO. (o] BzIO 69

NPht
Schema 40: spéte bisecting-Reaktion mit neuen Aktivatoren
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In dieser Reaktion konnte mit Phosphorpentafluoridetherat keine mit Bortrifluoridetherat
vergleichbare Ausbeute an Verbindung 69 erreicht werden. Phosphorpentafluoridetherat sollte
etwas weniger fluorophil und weniger stark aktivierend sein als Bortrifluoridetherat.
Moglicherweise wird fiir obige Reaktion, wie auch fiir die Synthese des Trisaccharids 66 liber

den Fluoridbaustein 64, ein etwas stirkeres Fluorophil bendtigt.
2.10. Friihe Einfiihrung eines bisecting-Restes

Nachdem die Verwendung kleinerer Schutzgruppen bzw. alternativer Aktivierungsmethoden
nicht den gewiinschten Erfolg brachten, wurde versucht, durch eine andere Reihenfolge der
notwendigen Glycosylierungen am Core-Trisaccharid eine Verbesserung der Ausbeuten und

eine Vereinfachung der Reinigung zu ermoglichen.

Dazu wurde versucht, die 6-Position der [3-Mannose selektiv zu schiitzen. Hierfiir wurde
zunichst die tert-Butyl-trimethylsilyl-Schutzgruppe (TBDMS) verwendet. Die TBDMS-
Schutzgruppe ist in der Kohlenhydratchemie weit verbreitet.* TBDMS-CI reagiert aufgrund
des hohen sterischen Anspruchs selektiv mit primdren OH-Funktionen und 148t sich selektiv
in Gegenwart der anderen verwendeten Schutzgruppen mit Tetrabutylammoniumfluorid
(TBAF) entschiitzen. Allerdings ist diese Schutzgruppe sterisch so anspruchsvoll, dal3 die

Glycosylierung an der 4-Position der zentralen Mannose nicht mehr moglich war.

AcO

AcO Q Aco/“ ’O
AcO BZIO
NPht OAc NPht
BZIO 0 Q
o Y BzIO Ns
NPht

R10 BzIO 70
1 0
Relo F
NRSR*
R0 bzw.
1 Q
R FS o SEt
NRSR*

Schema 41: sterische Hinderung der TBDMS-Schutzgruppe bei der Kopplung des
bisecting-GlcNAc-Rests an Verbindung 70

Ein selektiver Schutz der primdren OH-Funktion mit einer p-Methoxyphenylschutzgruppe,

die iiber eine Mitsunobu-Reaktion bzw. iiber Phasentransferkatalyse eingefiihrt wurde,
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war zwar erfolgreich, jedoch waren die Ausbeuten bei diesen Reaktionen mit maximal 32 %

zu gering, so daf} dieser Reaktionsweg nicht weiter verfolgt wurde.

2.10.1. Versuche zur Chloracetyl-Schutzgruppe

Zur Verwendung der Chloracetylschutzgruppe in der Zuckerchemie besteht ein grof3er Schatz
an Erfahrungen.®™ Es ist moglich, die freie primire 6-Position von Kohlenhydratbausteinen

mit einem Chloracetylrest selektiv zu schiitzen.””

Erste Versuche zur Einfiihrung der Chloracetylschutzgruppe wurden am Baustein 71 durch-
gefiihrt, der zwei freie OH-Funktionen in 6- und 4-Position, eine Azid-Funktion am anomeren
Zentrum, sowie eine Phthalimido-Schutzgruppe aufweist. Da diese Schutzgruppen auch am
spiater zu chloracetylierenden Pentasaccharid 4 vorkommen, stellt dieser Baustein ein

analoges Testsystem dar.

HO CIACO
CIAc,0, Pyridin
HO Q HO Q
BzIO N3 BzIO N3

CH,Cl,

NPht NPht

0,
71 (82.2 %) 72

Schema 42: selektive Chloracetylierung des Monosaccharids 71

Die Synthese des chloracetylierten Monosaccharids verlief mit einer Ausbeute von 82 %. Im
Anschluf3 daran wurde die Stabilitdt der Chloracetylschutzgruppe in zahlreichen Glycosylie-
rungsreaktionen getestet. Es wurden sowohl Fluoride, Imidate, als auch Thioglycoside nach
der NIS-TfOH-Methode® an den Synthesebaustein 72 gekoppelt. Zunichst wurde der

Akzeptor 72 mit dem Fluorid 7 in befriedigenden Ausbeuten umgesetzt.

BF;-OFEt,
AcO CIACO CH,Cl,
ACR@F HBO&M Molekularsieb 4 A
NPht NPht (68.8 %)
7 72
AcO CIACO
AcO Q Q
AcO OBz10 Ns
NPht NPht

73

Schema 43 : Kopplung des Fluorids 7 in Gegenwart einer Chloracetyl-Schutzgruppe
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Aufgrund der im Vergleich zur Acetatschutzgruppe um drei Zehnerpotenzen hoheren
Basenlabilitit!”*! kann der Chloracetylrest problemlos in Gegenwart anderer Schutzgruppen in
hervorragender Ausbeute selektiv entfernt werden. Die Abspaltung erfolgte mit K,CO; in

einem Dichlormethan-Methanolgemisch mit guter Ausbeute.

CIAcO
AcO K2CO3 AcO
AcO BzIO Ng ———— AcO BzIO

NPht NPht CH2C|2 / MeOH NPht NPht
(77.6 %)

Schema 44: selektive Abspaltung der Chloracetyl-Schutzgruppe

Auch das Thioglycosid 75 14Bt sich mit NIS-TfOH in Gegenwart einer Chloracetylschutz-
gruppe mit guten Ausbeuten an den Akzeptor 72 koppeln.

BzIO CIAcO BZIO A
CIACO Q HO Q NIS/TIOH  ciaco o o
BzIO SEt BzIO N, ———————>
® Molekularsieb 4A B#© BzIO Nj
NPht NPht
75 79 CH,Cl, NPht NPht
(69.7 %) 76

Schema 45: NIS-TfOH-Glycosylierung in Gegenwart einer Chloracetyl-Schutzgruppe

Dal3 sich auch Imidate in Gegenwart einer Chloracetylschutzgruppe aktivieren lassen, ist

[96]

literaturbekannt' ™' und unterstreicht die Saurestabilitit dieser Schutzgruppe. Eine selektive

Entfernung einer primédren Chloracetylschutzgruppe in Gegenwart einer sekundiren gelang

nicht.

BzIO CIACO BzIO
CIAcé) ° K2003
Z
%8210 CHZCIZ / MeOH %620

NPht NPht NPht NPht
(91.1 %)

Schema 46: Abspaltung der Chloracetylschutzgruppen aus Verbindung 76

Allerdings konnte die primére OH-Gruppe an der 6-Position des Diols 77 anschlieBend neben

der freien 4-OH-Position selektiv chloracetyliert werden.

BzIO BzIO CIAcO
CIAcZO Pyridin 0

BZ|O BZIO BZ|O BzIO N3
CHZCIZ

NPht NPht (60.4 %) NPht NPht
78

Schema 47: selektive Chloracetylierung des Disaccharids 77
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Die selektive Entfernung der Chloracetylgruppe in der 6-Position ermoglicht die gezielte
Umsetzung an dieser OH-Gruppe. Um zu testen, ob es moglich ist, neben einem bereits
eingefithrten [3-1,4-verkniipften Glucosaminrest die 6-Position zu glycosylieren, wurde

Verbindung 74 mit dem Imidat 2 umgesetzt.

AcO AcO
AcO N\ _o HO
AcO Q Ao —|-Q AcO Q o
AcO AcO AcO o
NPht BzIO N3
NPht
o CCly NPht
2 74
NH
BF5-OEt,
Molekularsieb 4 A
CH,Cl,
(42.8 %)
A AcO
cO o
AcO Q Ao
AcO AcO
NPht 5
AcO
AcO Q o (@]
AcO BZIO Na
NPht

NPht
79

Schema 48: Synthese des Tetrasaccharids 79

Nachdem die Synthese von 79 in befriedigenden Ausbeuten gelang, war ein moglicher Ansatz

zur Synthese von bisecting-N-Glycanen gefunden.

Es sollte zunichst noch getestet werden, ob Verbindungen mit einer Chloracetylschutzgruppe

ohne Zersetzung unter basischen Reaktionsbedingungen eingesetzt werden kénnen.

CIACO a.) CHxCly, py, 0 °C
HO Q b.) DMF, py, 65 °C
BzIO N3
NPht
72

Schema 49: Untersuchungen zur Stabilitdt der Chloracetyl-Schutzgruppe

Die Reaktionen wurden mittels Diinnschichtchromatographie und ESI-Massenspektroskopie

verfolgt. Die Chloracetylgruppe zeigte sich hierbei in Abwesenheit eines stirkeren Nucleo-



2. Synthese von bisecting-N-Glycanen 43

phils selbst unter drastischen Reaktionsbedingungen als relativ stabil. Die einzige nach ldnge-

rer Reaktionsdauer auftretende Reaktion war die Offnung des Phthalimidorings am Baustein 72.

2.10.2. Selektive Monochloracetylierung an einem Pentasaccharid

Mit der kleinen und trotzdem selektiv an priméiren Alkoholen einfiihrbaren Chloracetylschutz-
gruppe konnte nun ein neuer Syntheseweg eingeschlagen werden, der mit der TBDMS-
Schutzgruppe nicht mdoglich war. Zunichst wurde das Pentasaccharid 4 selektiv an der
6-Position mit einer Chloracetylschutzgruppe versehen. Die Reaktion erfolgte in hoher
Verdiinnung mit einem geringem UberschuB an Chloressigsiureanhydrid bei 0 °C. Eine
Abweichung von dieser Temperatur bzw. in der Konzentration an Chloressigsdureanhydrid
bewirkte, daB vermehrt zweifach chloracetyliertes Pentasaccharid entstand und nicht

chloracetyliertes Pentasaccharid als Edukt zuriickblieb.

AcO ACO\ o
ACOW/ -Q
AcO AcO HO BzIO.
OAc
NP

NPht
ht
BzIO 4
CIAc,0 - Pyridin abs.
CH,Cl,
0°C
AcO (98.4 %)
AcO \ o
AcO Q Ao ST=|-Q
AcO cO CIAcO. BzIO
NPht OAc NPht
O—_HO -Q BzIO 0 Q
0 BzIO N3
(e}
NPht
BzIO
80

Schema 50: selektive Monochloracetylierung des Pentasaccharids 4

Bei Einhaltung der optimierten Reaktionsbedingungen erhielt man laut Diinnschichtchromato-
gramm vollstindigen Reaktionsumsatz. Geringe Verluste entstanden bei der Flashchromato-
graphie iiber Kieselgel, da die Chloracetylschutzgruppe bei der Aufarbeitung zu einem
geringen Teil wieder hydrolysiert wird. Mit dem nun in sehr guten Ausbeuten zuginglichen
Akzeptor 80 wurden verschiedene Testreaktionen durchgefiihrt, um den bisecting-Glucos-

amin-Rest einzufiihren.
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2.10.3. Bisecting-Hexasaccharid-Synthesen

Der phthalimido-geschiitzte Donor 7 wurde unter Bortrifluoridetherat-Aktivierung an das
Pentasaccharid 80 gekoppelt. Die Reaktion erfolgte [3-selektiv an die 4-OH der -Mannose
des Core-Trisaccharids. Die Einfiihrung des bisecting-Rests gelang in guten Ausbeuten und
das gewlinschte Hexasaccharid 81 konnte rein isoliert werden. Man kann die durchgefiihrte
Reaktion als analog zur in Schema 4 beschriebenen Einfiihrung des bisecting-GIcNAc-Restes
ohne den a-1,6-Antennenarm auffassen. Die hohe Ausbeute von 79 % im Vergleich zur
vorhergehenden Reaktion zeigt die verminderte sterische Abschirmung der 4-OH-Funktion an

der zentralen Mannose in Verbindung 80.

AcO AcO
c \ o
AcO Q Ao IFI|-Q
AcO AcO CIAcO. BzIO
NPht OAc NPht
0—_HO -Q BzIO 0 Q
o K BzIO N3

NPht
BzIO
80
AcO
AcO Q .
AcO
NPht
BF3-OEt,
CH,CI,
(79.4 %)

AcO ACO\ 0
AcO Q Ao = |-Q
AcO AcO CIAcO BzIO
NPht OAc NPht
o -Q BzIO 0 Q
O o 4 BzIO Ns
¢ NPht
AcO 0 BzIO 81
AcO O

NPht
Schema 51: Synthese des bisecting-Hexasaccharids unter Verwendung des NPht-Donors 7

Der succinimido-geschiitzte Donor 21 reagierte in befriedigenden Ausbeuten mit der 4-Posi-
tion der zentralen Mannose. Bei der Reaktionskontrolle durch Diinnschichtchromatographie

wurden nur 60-70 % Reaktionsumsatz gefunden.



2. Synthese von bisecting-N-Glycanen 45

Die niedrigeren Ausbeuten bei dieser Reaktion liegen neben dem geringen Umsatz auch in der

schwierigeren Aufreinigung begriindet.

AcO

CIAcO.

AcO 0 Aco Yo
AcO AcO BzIO
NPht @O&/ NPht
OBz10

NPht
BzIO

AcO

AcO Q E
AcO

BF3-OFEt,
CH,Cl,
0°C (55.2%)

AcO Q ACO/“ ’O
AcO CIAcO. BzIO
NPht OAc NPht
-Q BzIO 0 Q
BzIO N3
NPht
AcO BzIO
AcO o 82
N

oﬁo

Schema 52: Synthese des bisecting-Hexasaccharids unter Verwendung des NSu-Donors 21

Verbindung 80 wurde dariiber hinaus mit dem Donor 31 unter NIS-TfOH-Aktivierung
umgesetzt. Diese Reaktion hatte ein sehr definiertes Temperaturfenster. Die Reaktion zum
bisecting-Hexasaccharid begann erst bei mehr als —50 °C. Oberhalb von —40 °C konnte man
erste Zersetzung beobachten. Bei —10 °C, unter ansonsten analogen Reaktionsbedingungen,
war die Zersetzung sogar so stark, dal weder das Produkt, noch eines der beiden Edukte
isoliert werden konnte. Die Ausbeuten bei dieser Reaktion unter optimierten
Reaktionsbedingungen lagen zwischen denen fiir den succinimido-geschiitzten Donor 21 und

denen fiir den phthalimido-geschiitzten Donor 7.
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Die in Schema 53 dargestellte bisecting-Reaktion konnte mit vergleichbaren Ausbeuten auch
mit dem Thiophenylglycosid 33 und mit etwas verminderten Ausbeuten mit dem

Thioethylglycosid 34 durchgefiihrt werden (siehe Tabellel).

AcO Q Aco/“ ’O
AcO AcO CIAcO. BzIO
NPht OAc NPht
-Q BzIO o Q
BzIO. N3

NPht
AcO BZIO 80
AcO Q
Ac(/)&/s
\NH NIS, TfOH
o= 31 CH,Cl,
CF
3 Molekularsieb 4 A
-50 ° bis -45 °C
(70.7 %)
AcO Q Aco/“ ’O
AcO CIAcO BzIO
NPht OAc NPht
-Q leo
BzIO N3
AcO NPht
AcO BzIO
NH
O
CF3

Schema 53: Synthese des bisecting-Hexasaccharids unter Verwendung des NTFAc-Donors 31

2.10.4. Dechloracetylierung von bisecting-Hexasacchariden

Die Dechloracetylierung erfolgte in Dichlormethan und Methanol unter basischen
Bedingungen mit Kaliumcarbonat. Am Hexasaccharid 82 mit Succinimido-Schutzgruppe und
am Hexasaccharid 81 mit einer Phthalimido-Schutzgruppe am bisecting-Rest konnte die
Entschiitzung problemlos bei 0 °C durchgefiihrt werden. Nach der gleichen Vorschrift trat
beim Hexasaccharid 83 mit der Trifluoracetamid-Schutzgruppe hingegen starke Zersetzung
auf. Daher wurde die Synthese etwas modifiziert. Es wurde ein Losungsmittelgemisch von
zehn Teilen Dichlormethan zu einem Anteil Methanol verwendet, wodurch die Loslichkeit
von K,COj; im Losungsmittel und somit die Basizitét stark reduziert wurde. Ferner wurde die

Reaktion bei -10° C durchgefiihrt.



2. Synthese von bisecting-N-Glycanen 47

Unter diesen milden Bedingungen trat keinerlei Zersetzung auf und es wurden sehr gute

Ausbeuten erreicht.

AcO AcO
c \ o
AcO Q. AcO < —|-Q
AcO AcO CIAcO BzIO
NPht OAc NPht
5 -Q BzIO ) Q
10 BzIO N3
AcO 0 NPht
AcO Q B2I0 83
AcO O

NH
0
CF, K,COj3
CH,Cl, / MeOH - 10/1
-10°C
(74.1 %)

AcO AcO\ o
ACOW/ -Q

AcO AcO HO BzIO
NPht OAc NPht
5 -Q BzIO 0 Q
AcO o & BzIO N3

o / NPht

AcO BzIO
AcO o] 84
NH
(o)

CF3

Schema 54: Selektive Entschiitzung am bisecting-Hexasaccharid 83

2.10.5. Synthese von biantenniren bisecting-Octasacchariden

Um von den bisecting-Hexasacchariden zu einem bisecting N-Glycan zu gelangen, muf3te der
zweite Antennendonor an die primédre Hydroxyfunktion der zentralen Mannose gekoppelt
werden. Die Ankniipfung der zweiten Antenne gelang bei der Succinimidoverbindung 85 mit
43 % Ausbeute. Die Kopplung des Donors 2 an das Phthalimido-Hexasaccharid 86 war
dagegen nicht moglich. Somit zeigte sich, dall die Grofe der Schutzgruppe an der 2-Position
des bisecting-GIcNAc-Restes von entscheidender Bedeutung fiir den Erfolg und die Ausbeu-
ten bei der spiten Einfiihrung des a-1,6-Arms ist. Somit wurden die im Arbeitskreis von Hans

Paulsen gefundenen Ergebnisse auch in diesem System bestétigt.
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Paulsen et al. konnten, wie in Schema 3 dargestellt, den a-1,6-Arm erst koppeln, nachdem

der Phthalimidorest an der 2-Position des bisecting-Restes duch eine N-Acetylgruppe ersetzt

worden war.?!

AcO AcO
c \ o

AcO Q Ao S|-Q

AcO cO HO. BzIO
NPht OAc

5 NPht o
AcO o) BzIO o]
o BzIO N3
o) / o

AcO NPht
AcO (0] BzIO
NSu 85
BF3-OEt,
A AcO CH,CI
cO \ o 2Vl2 .
AcO 0 Ao S>>0 Molekularsieb 4A
AcO cO -40 °C
NPt (43.4 %)
A AcO . o
cO \ o 0.
AcO Q Ao S=—|-Q
AcO cO BzIO
NPht OAc NPht
AcO o -Q BzIO 0 Q
0 d BzIO N3
AcO Q / NPht
AcO O BzIO
NR'R? 12
87 : NR'R“=NSu
AcO
AcO N\ o BF4-OEt,
Q > |-Q
A?AOcO AcOCO CH,Cly
NPht Molekularsieb 4A
0 CCly -40 °C
2 \”/
AcO NH
AcO (¢!
C! \ o
AcO Q AcO = |-Q
AcO cO HO BzIO
NPht OAc
"0 NPht o
AcO [e) BzIO 0
0 4 BzIO. N3
AcO Q / NPht
AcO (0] BzIO
NPht 86

Schema 55: bisecting-Octasaccharidsynthesen mit NPht- und NSu-Hexasaccharid 85 und 86
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2.10.6. Friithe Einfithrung eines bisecting-Restes an einem doppelt NSu-geschiitzten

Hexasaccharid

Um die 6-Position von bisecting-Hexasacchariden leichter zuginglich zu machen, wurde auch
die Phthalimidoschutzgruppe des a-1,3-Arms durch eine Succinimidofunktion ersetzt. Die
Kopplung des NSu-geschiitzten Donors 52 an das Trisaccharid 1 zum Pentasaccharid 60
gelang, wie in Schema 36 gezeigt, mit guten Ausbeuten. Auch die Chloracetylierung zur
Verbindung 88 und die Einfiihrung des bisecting-Rests zum doppelt NSu-geschiitzten

Hexasaccharid 89 verlief mit befriedigenden Ausbeuten.

AcO Q Aco/“ ’O
AcO BzIO
OAc NPht
-Q BzIO o Q
BzIO Ng

NPht
BzIO 61
CIAc,0 - Pyridin abs.
CH,Cl, abs.
0°C

(72.8 %)
AcO Q Aco/“ ’O
AcO AcO CIAcO BzIO
OAc NPht
-Q leo 0 Q
BzIO. N3

NPht
BzIO
AcO 88

AcO Q
AcO F BF3-OE'[2‘ CH2C|2
N O  (49.1% 89 a)
(@]
t<j 21

2. K,CO3, CH,Cl, / MeOH, 0°C (quant. 89 b)
AcO Q ACO/\\ ’O
AcO BzIO
OAc NPht
-Q leo 0 Q
BzIO N3
NPht
BzIO
ACO/&/O 89
AcO AcO AcO
N o N\ o
) AcO Q A0S =—|Q
1.89 a: R=0CIAc AcO AcO

NR'R?
2.89b:R=0H o ccly
BF,-OFEt
3 2 NH
CH,CI
22 2 R'R? = Pht
oder
52 R'R?*=su

Schema 56: Frithe Einflihrung des bisecting-GIcNAc-Rests am doppelt NSu geschiitzten
Hexasaccharid 89
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Allerdings liel sich an dem Hexasaccharid 89 nicht mehr die zweite Antenne anbringen,
weder der Succinimidoantennenbaustein 52 noch der Phthalimidoantennenbaustein 2 ergaben
ein Octasaccharid. Dies zeigt, daf} auch beim frithen Einfiihren eines bisecting-GlcNAc-Rests

nicht nur die Grof3e der Aminoschutzgruppen von entscheidender Bedeutung ist.

In einem weiteren Versuch wurde daher untersucht, ob vielleicht schon der Einsatz der sehr
kleinen Trifluoracetamidgruppe am bisecting-GlcNAc Rest ausreicht, die 6-Position fiir das
Koppeln der zweiten Antenne zuginglicher zu machen. Dazu wurde das phthalimido-

geschiitzte Imidat 2 mit dem Akzeptor 84 umgesetzt.

AcO AcO
AcO Q Ao >=—|-Q
AcO cO
NPht
o) CCly
2
AcO
AcO Q Aco/“ ’O
ACO BzIO
NPht OAc NPht
-Q BzIO
OBzi0 Na
AcO NPht
AcO BzIO
NH
o
CF;
BF5-OEt,
CH,Cl,

AcO AcO
-40 °C

\ O
QO = |-Q
A?S;O AC(?;O Molekularsieb 4A
NPht (76.4 %)

AcO Q ACO/“ Q- ’O
AcO BzIO
NPht OAc NPht
-Q leo o Q
BzIO Ns

AcO NPht
AcO BzIO 90
NH

CF3

Schema 57: Synthese des NTFAc-geschiitzten bisecting Octasaccharids 90

Die Kopplung des Imidats 2 zum bisecting-Octasaccharid 90 gelang in sehr guten Ausbeuten.
Dies zeigte, dal durch den Einsatz sehr kleiner Schutzgruppen am bisecting-GlcNAc-Rest
und einer umgekehrten Kopplungssequenz die sterisch sehr anspruchsvollen bisecting-/N-

Glycane in guten Ausbeuten synthetisiert werden konnen. Mit dieser neu entwickelten
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Synthesestrategie war es nun auch erstmals moglich, LEC-10,"°*! ein aus einer CHO-Zelllinie
isoliertes biantenndres N-Glycan mit Corefucosylierung und bisecting-Motiv, herzustellen.

Die Ubertragbarkeit der bisher erarbeiteten Ergebnisse wurde damit bereits gezeigt.”*!

2.10.7. Synthese eines 2,2,6-verzweigten triantenniiren bisecting-Nonasaccharids

Bei der spiten Einfilhrung eines bisecting-Rests zeigte das Octasaccharid 11 mit dem
Donor 7, wie in Schema 15 dargestellt, den geringsten Reaktionsumsatz. Die Synthese des
entsprechenden bisecting-Nonasaccharids erschien deshalb bislang am schwersten
realisierbar. Die Umsetzung des Akzeptors 90 mit drei Aquivalenten Trisacchariddonor 91

ergab das triantennére bisecting-Nonasaccharid 92 in 16 % Ausbeute.

AcO AcO
C \ o
AcO QO AcO >0
AcO cO HO BZIO
NPht OAc NPht
AcO o -Q BzIO o 0
o) 4 BzIO. N3
AcO Q / NPht
AcO o) BzIO
NH 84
o
CF3
AcO
AcO Q
AcO 0.
NPht
AcO
AcO QO AcO > -|-Q
AcO AcO 0
AcO o) NPht | N
AcO © BF, -OEt 3
NPht 3 2 91
AcO o CH2C|2 NH
ACOW -Q Molekularsieb 4A
AcO AcO -35 ° bis -5°C
NPht
) (15.8 %)
AcO AcO
AcO Q Ao S -|-Q
AcO cO BzIO
NPht OAc
N e 50 NPht o
cO (o} Z| 0]
fo) d BzIO. N3
AcO Q / NPht
AcO (0] BzIO
NH 92
o
CF3

Schema 58: Synthese des triantenndren bisecting-Nonasaccharids 92

Mit der neuen Synthesesequenz konnte ein triantennidres bisecting-N-Glycan erstmals auf

chemischem Wege aufgebaut werden. Verbindung 92 konnte rein erhalten und NMR-
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spektroskopisch charakterisiert werden. Um zu zeigen, da3 neben Acetyl- und Phthalimido-
resten auch der Trifluoracetamidorest in einem Schritt entschiitzt werden kann, wurde das
Nonasaccharid 92 mit Ethylendiamin in n-Butanol behandelt.”™ Das entstehende, bis auf die
Benzylschutzgruppen entschiitzte Nonasaccharid konnte {iber ESI-Massenspektroskopie
nachgewiesen werden. Im Folgenden wurde mit Essigsdureanhydrid-Pyridin acetyliert und die

O-Acetylgruppen mit wilriger Methylamin-Losung wieder abgespalten.

AcO
AcO Q
AcO le)
NPht
AcO o
AcO Q AcOSF-[-Q
AcO. cO
NPht
AcO
AcO o o
AcO Q Ao -Q
AcO AcO BzIO
AcO o) -Q BzIO o Q
fo) 4 BzIO. N3
AcO Q / NPht
AcO [e) BzIO
NH 92
o
HO CF,
HO Q
HO (0] Ethylendiamin, n-BuOH (quant.)
NH,
HO
o
HO O HO X =—|Q
HO HO
NH,
H HO
O \ o fo)
HO O HO ST
HO HO BzIO
NH; OH NH
HO o -Q BzIO o Q
o ¥ BzIO Ng
HO Q / NH;
HO o BzIO
NH, 93
HO
HO Q
HO o
NHAG
HO \ 1. Ac,0, Pyridin
o) . .
HOW -0 2. Metylamin (41%) in H,O
HO ° (1.-2: 75.1 %)
NHAG
H HO
(0] o o)
HO 0 HoO><—|-Q
HO HO BzIO
NHAc 0 NHAC
HO o} 2 BzIO o Q
o y BzIO Ns
HO Q / NHAC
HO o BzIO
NHAc 94

Schema 59: Entschiitzung des triantenniren bisecting-Nonasaccharids 92
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Auch das reacetylierte Zwischenprodukt bzw. das Endprodukt wurden iiber ESI-MS-Analytik
bzw. HPLC-ESI-MS-Analytik nachgewiesen. Nachfolgendes ESI-MS-Spektrum zeigt die

Endverbindung der Reaktion, das entschiitzte Nonasaccharid 94:

100 1906.89
{e]
147970 1905.89
1480.70 2109.97
1276.61
1055.49 1702.82 1907.86 2108.97
: 1703.82
2110.91
o, 1054.99 1277.60
1055.99
1073.52 1481.69 1682.79 1863.88
1499.73 1704.81 1862.88
1114.55 1908.82
2111.91
1278.59 1500.74
1115.54 1660.81
1705.80
1168.55 1337.67 1501.74 1909.81 2112.89
1169.53 1338.67
1371.61 1540.77 1706.70 1910.11 2113.31
1170.52 | 1542, 1921.87 2067.97
v “ ’ } 1373.64 “ | 542.69 | 174477 (1923 o OG‘E 97 || 2125.91
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Schema 60: ESI-MS-Spektrum des entschiitzten bisecting-Nonasaccharids 94

Das ESI-MS-Spektrum zeigt ein Fragmentierungsmuster das eindeutig zugeordnet werden
kann. Der Peak bei 2110 entspricht dem einfach protonierten Nonasaccharid 94 mit einer
abgespaltenen Acetatgruppe, der Peak bei 1055 dem zweifach ionisierten Nonasaccharid 94
ebenfalls mit einer abgespaltenen Acetatgruppe. Die Peaks bei 1907, 1703, 1499 und 1295
zeigen die Massen eines Molekiilfragments mit einem, zwei, drei und vier abgespaltenen
GlcNAc-Einheiten und einer abgespaltenen Acetatgruppe, weitere Peaks lassen sich durch
Anlagerung von Wasser oder durch Abspaltung einer weiteren Acetatschutzgruppe erklaren.
Im Normalfall sieht man im ESI-Spektrum keine Fragmentierungsmuster. Der hohe Grad an
Fragmentierung bei dieser Verbindung 1468t hohe konformative Spannung auch im
entschiitzten Molekiill vermuten. Das Nonasaccharid 94 konnte NMR-spektroskopisch

charakterisiert werden.
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2.10.8. Synthese eines 2,4,2-verzweigten triantenniren bisecting-Nonasaccharids

Zum Aufbau von triantenniren bisecting-N-Glycanen mit dem 2,4,2-Verzweigungsmuster
wurde das Hexasaccharid 97 benétigt. Die Synthese des 2,4-verzweigten Hexasaccharids 97
gelang im Gramm-MaBstab nach Literaturvorschrift.”® Allerdings konnte das Benzyliden-
acetal von Verbindung 96 nur mit einer Ausbeute von etwas iiber 51 % abgespalten werden.
Bei dieser Reaktion ist vor allem auf genaue Einhaltung der Literaturvorschrift zu achten, da

schon geringe Abweichungen zu erheblichen Ausbeuteverlusten fiihren konnen.

CCls
NH
BzIO
Ph o OH NPht
/To -Q BzIO 0 Q
HO. 0 K BzIO N3
NPht
BzIO
‘ 1
BF5-OEt,
CH,Cl,
Molekularsieb 4 A
0,
Ao o (95,9 %)

1. Ac,0-Pyridin
2. p-Tos-OH x H,0, CH;CN
(1.-2-: 51.3 %)

HO. BzIO
OAc NPht
HO -Q BzIO Q
1) BzIO N3
NPht
BzIO 97

Schema 61: Synthese des 2,4 verzweigten Hexasaccharids 97
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Die selektive Chloracetylierung an der primdren OH-Gruppe des Hexasaccharids 97 gelang
mit guten Ausbeuten und wurde anlog zur Chloracetylierung des Pentasaccharids 4

durchgefiihrt.

NPht

BzIO
OAc NPht
HO -Q leo
BzIO
BzIO

ClAc,0-Pyridin abs.

CH,Cl,, 0°C
(84.5 %)
CIACO BzIO
OAc NPht
-Q BZIO o Q
BzIO. N3
NPht

BzIO 98
Schema 62: Synthese des chloracetylierten Hexasaccharids 98

Die anschlieBende Einfiihrung des bisecting-Restes gelang nur mit einer Ausbeute von 34 %.
Der Grund liegt wahrscheinlich in der stirkeren Abschirmung der 4-OH-Position der zentra-
len Mannose durch den verzweigten a-1,3-Arm in Verbindung 97. Eine variierte Reaktions-
filhrung bei hoherer oder niedrigerer Temperatur brachte keinerlei Erhdhung der Ausbeuten

an dem bisecting-Heptasaccharid 99.

CIAcO. BzIO

OAc NPht
-Q leo o Q
BzIO. N3
NPht
BzIO 98
AcO

AcO Q
NIS, Tf -OH Ac&s
954 o= 31

CF
(34.1 %) 8
CIAcO.

BzIO
OAc NPht
-Q BzIO
BzIO
NPht
0 BzIO
o

Schema 63: bisecting-Reaktion zum verzweigten Heptasaccharid 99
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Zur basenkatalysierten Abspaltung der Chloracetylschutzgruppe aus 99 mufite aufgrund der
Basenlabilitdt der Trifluoracetamido-Schutzgruppe auch hier auf eine besonders milde
Reaktionsfithrung geachtet werden. Die Reaktion erfolgte bei —10 °C in einem

Dichlormethan-Methanol-Gemisch von 10:1.

BzIO

OAc NPht
-Q BZIO 0 Q
0 & BzIO N3
NPht
K2CO3
CH,Cl, / MeOH - 10 /1
(86.9 %)
BzIO
Q
BzIO N3
NPht
100

Schema 64: Dechloracetylierung zum verzweigten bisecting-Heptasaccharid 100

Die anschliefende Kopplung des Heptasaccharids 100 mit dem Donor 2 zum triantennédren
bisecting-Nonasaccharid 101 gelang zwar nur mit geringen Ausbeuten, aber die gewiinschte
Verbindung 101 konnte erstmals erhalten werden. Verbindung 101 konnte vollstdndig durch
NMR-Spektroskopie charakterisiert werden Problematisch bei dieser Reaktion konnte der im
Vergleich zum Hexasaccharid 84 stark gestiegene sterische Anspruch des a-1,3-Arms sein,

der moglicherweise den bisecting-Glucosaminrest in Richtung 6-OH driickt.
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Dadurch konnte die niedrige Reaktivitit des Akzeptors erklart werden.

BzIO
OAc NPht
-Q BZIO 0 Q
o X BzIO. N3
NPht
BzIO
100
AcO AcO
AcO Q Ao T—|-Q
AcO AcO
NPht
o) CCl3
2
BF3-OEt, NH
AcO AcO o CH,Cly.
Molekularsieb 4 A
(20.3 %)
BzIO
OAc NPht
-Q BzIO o) Q
0 4 BzIO N3
NPht
Bzl
20 101

Schema 65: Synthese des triantenniren bisecting-Nonasaccharids 101

2.10.9. Synthese eines tetraantenniren bisecting-Decasaccharids

Durch Umsetzung des Heptasaccharids 100 mit dem Donor 91 konnte ebenfalls das
tetraantennére bisecting-Hexasaccharid 102 erhalten werden. Da bei dieser Reaktion auch der
verzweigte Donor 91 im Vergleich zum linearen Donor 2 sterisch wesentlich anspruchsvoller
ist, war zu erwarten, da3 die Ausbeute bei der Anbringung des 0-1,6-Arms noch geringer

ausfallt.
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Aufgrund der geringen isolierten Substanzmenge konnte die gewiinschte Verbindung 102 nur

durch ESI-MS bzw. HPLC-ESI-MS identifiziert werden.

(0]
N3
NPht
100
0 < AcO
CF
3 AcO Q
AcO @)
NPht
AcO o
AcO Q AcO > Q
AcO cO
NPht
BF3-OEt2 0 CClz
N 91
Molekularsieb 4 NH
CH,Cl,
(12.0 %)
BzIO
OAc NPht
-Q leo Q
BzIO N3
NPht
BzIO
102

Schema 66: Synthese des triantennéren bisecting-Decasaccharids 102

Der Peak bei 3758 belegt die Entstehung eines Decasaccharids. Die groe Anzahl an

benachbarten Peaks ist auf die Isotopenverteilung zuriickzufiihren.
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Schema 67: MS-Spektrum des tetraantenniren bisecting-Decasaccharids 102

Um sicherzustellen, da nicht nur die Schutzgruppe des bisecting-GIcNAc-Rests von
entscheidender Bedeutung ist, sondern auch die Reihenfolge der Verkniipfung, wurde
versucht, den Donor 31 zur spiten Einfilhrung des bisecting-Rests zu nutzen. Allerdings
gelang die spéte Einfiihrung des bisecting-Restes mit der NIS-TfOH-Methode und dem neuen
Donor 31 weder am biantenndren System noch an héherverzweigten Strukturen.

AcO

AcO
AcO. O
NPht

OAS NPht
0—_HO - w

NPht
BzIO

NPht
AcO
Ac?)%S

NH
0=< 31
CF3
NIS, TfOH
CH2C|2

Schema 68: spite Einfilhrung des bisecting-Restes mit Donor 31 nach der NIS-TfOH
Methode
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Zwar lassen sich jeweils Spuren der gewiinschten Verbindungen durch ESI-MS-Analytik
nachweisen, jedoch erscheint die préparative Gewinnung der bisecting-Verbindungen
aufgrund des hohen Mafles an Nebenreaktionen und des geringen Reaktionsumsatzes wenig

erfolgversprechend.

2.11.Untersuchungen zur chemoenzymatischen Verlingerung von

bisecting-Strukturen

In biochemischen Untersuchungen wurde festgestellt, dal der bisecting-GIcNAc-Rest in der
Natur bei chemoenzymatischen Verldngerungen durch Galactosyltransferase bzw. andere
Transferasen nicht glycosyliert wird.””! Es sollte daher untersucht werden, ob eine partielle
bisecting-Struktur, in der die 6-Position der Mannose nicht glycosyliert ist, durch Galactosyl-
transferase enzymatisch an allen terminalen GlcNAc-Resten galactosyliert werden kann.
Damit wére die Hypothese untermauert, daf3 der bisecting-Glucosaminrest nur deshalb nicht
galactosyliert wird, weil er sterisch von den beiden Antennen so weit abgeschirmt wird, daf3

er vom Enzym nicht erkannt werden kann.

Zu diesem Zweck wurde zunichst das bisecting-Hexasaccharid 83 entschiitzt*®!:

NPht

BzIO
NPht OAc NPht
-0 (o}
AcO O BzIO 0
o BzIO N3
0 / o

AcO. [¢] BzIO

NH 83
o=<
CF3
1. Ethylendiamin / n-BuOH, 80°C
2. Acy0, Pyridin
3. Methylamin (41 %) in Wasser
(1.-3: 99.3%)
HO HO
"\ o
HO Q  HOTSA-[-Q
HO. [e] HO. BzIO
NHAc OH NHAC
HO. fo) -Q BzIO (o) Q
o BzIO Ns
Q / o
HO NHAc
HO. O BzIO
NHAc 103

Schema 69: Entschiitzung des bisecting-Hexasaccharids 83
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Die fiir die enzymatische Verldngerung des Hexasaccharids eingesetzte Reaktionssequenz
wurde von C. Unverzagt entwickelt.” Zur nachfolgenden enzymatischen Galactosylierung
wurde das Hexasaccharid 103 in einer Kakodylatpufferlosung von pH 7.4 gelost. Der Puffer
enthielt neben NaN3s, das zur Sterilhaltung der Losung diente, BSA, welches verhindern sollte,
daB sich das Enzym an die Winde des Reaktionsgefifles anlagert. Weiterhin war auch
Mangan(IT)chlorid enthalten, da Galactosyltransferase (E.C. 2.4.1.22) Mn®" als Cofaktor
benstigt.”” Unter Verwendung der durch alkalische Phosphatase beschleunigten Glycosy-

[100]

lierungsmethode sollten zwei Galactosereste in einem Schritt iibertragen werden. Nach

Zusatz von UDP-Galactose wurde nacheinander Galactosyltransferase und die alkalische
Phosphatase (E.C. 3.1.3.1) zugefiigt und 96 Stunden bei 37 °C inkubiert, um die Vollstindig-

keit der Reaktion zu gewahrleisten.

HO HO

\ o,
HO BzIO
NHAC NHAC

BzIO

NHAc 103
UDP-Gal, Galactosyltransferase
alkalische Phosphatase
96 h
HO
HO BzIO
NHAc NHAc
BZIO
HO N
BZIO NHAc
NHAc 104
+

HO
BzIO
NHAc
BzIO

W oBzIO

(@]

HO B2 NHAc
OH

NHAG 105

Schema 70: Enzymatische Verliangerung des bisecting-Hexasaccharids 103

Mittels HPLC-ESI-MS-Analytik konnte festgestellt werden, da die Umsetzung des

Hexasaccharids 103 zu Produkten fiihrte, die einfach und zweifach galactosyliert waren.
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Dabei war nach einem Tag die vollstindige Umsetzung des Akzeptors 103 zur
monogalactosylierten Verbindung 104 zu beobachten, nach drei Wochen Reaktionszeit

konnte nur noch das Digalactosid 105 nachgewiesen werden.
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Schema 71: ESI-MS der Galactosyltransferasereaktion mit Hexasaccharid 103 nach 96 h

Das einfach galactosylierte Produkt 104 konnte als Hauptprodukt nach vier Tagen
Reaktionszeit gefunden werden, obwohl UDP-Gal in fiinffaichem UberschuBl eingesetzt

[101]

wurde. Es ist anzumerken, daBl in prédparativen Glycosyltransferasereaktionen meist

stochiometrische Mengen an Nucleotidzuckern verwendet werden. Zwar besitzt die

1921 aber man erhilt

Galactosyltransferase eine ausgeprigte Priferenz fir den a-1,3-Arm,!
normalerweise die an allen zugénglichen GlcNAc-Resten glycosylierten Produkte. Der Peak
bei 1774 im oben dargestellten Massenspektrum entspricht dem einfach galactosylierten
Heptasaccharid 104, der Peak bei 1915 dem doppelt galactosylierten Octasaccharid 105. Das
MS-Spektrum zeigt die Enzymreaktion nach vier Tagen Reaktionsdauer. Aus der Peakhohe
bzw. Peakbreite darf in keinem Fall auf den Reaktionsumsatz geschlossen werden, da jedes
Molekiil in der ESI-MS anders ionisiert wird. Dennoch kann man noch die einfach

galactosylierte Verbindung 104 nachweisen. Somit erhélt man offensichtlich nach vier Tagen

ein dhnliches Glycosylierungsmuster, wie es in genmanipulierten CDG-Méusen gefunden
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wird, wenn an N-Glycanen der O-1,6-Arm aufgrund des Fehlens der GnT-II am Core-

Pentasaccharid nicht ausgebildet wird."*®!

Das Ergebnis ist auch deshalb bemerkenswert, da an den N-Glycanen der CDG-Méuse noch
eine Mannose am a-1,6-Arm vorhanden ist, die in den Verbindungen 103, 104 und 105 fehlt,
man sollte also eine schnellere Umsetzung der Testverbindung erwarten, tatsdchlich war erst
nach 3 Wochen Reaktionsdauer nur noch die doppelt galactosylierte Verbindung 105
nachzuweisen. Es konnte somit gezeigt werden, da3 die Galactosylierung des Hexasaccharids
103 schnell zum Heptasaccharid 104 erfolgt, jedoch eine weitere Galactosylierung am

bisecting-GlcNAc-Rest zum Octasaccharid 105 erschwert ist.
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3. Zusammenfassung

Eine interessante und gleichzeitig schwierig zu synthetisierende Klasse von Oligosacchariden
sind die N-Glycane des bisecting-Typs. Bisecting-Verbindungen sind an der 3-Mannose des

Core-Trisaccharids neben der 3- und 6-Position auch an der 4-Position glycosyliert.

RO
OR
-1.6-A HO ~
a-1,6-Arm =
HO
a-1,3-Arm RO
25 NHAc
NHAsn
HO NHAc
bisecting-GIcNAc Ho B-Mannose
H 0 R = OH, GIcNAc
NHAc

Eine starke gegenseitige sterische Hinderung erschwert die Einflihrung der drei benachbarten
glycosidischen =~ Bindungen.  Aufbauend auf einem modularen System von
Oligosaccharidbausteinen gelingt die Synthese von biantenndren N-Glycanen (5), die
anschlieBend in einer spiten Phase mit dem bisecting-GlcNAc-Rest versehen werden. Um
diese Reaktion zu verbessern, wurden sechs neue Glucosaminylfluoride synthetisiert und

sowohl mit Cyclohexanol als auch mit dem Heptasaccharid 5 zur Reaktion gebracht.

AcO ACO\
(0]
AcO AcO X227
AcO AcO
NPht
AcO AcO\
o
Ac OW _
AcO AcO Bzl
NPht OAc NPht

-0
BzIO
R o o! O&/N
[e) 3
; NPht
R'O E

1 BzIO
R'0 5

2p3
NR°R R'= Ac, Bzl

R?R3= Pht, TEOC, Su

Es stellte sich heraus, da3 der sterische Anspruch und die Reaktivitdt mit Cyclohexanol nur in
geringem Mafe Riickschliisse auf die Eignung der Donoren fiir eine bisecting-Reaktion
zulassen. Ein Hauptproblem bestand in der schwierigen Reinigung der auf diesem Weg
dargestellten bisecting-Verbindungen. Zur Darstellung biantennidrer Systeme scheinen

benzylierte Donoren am besten geeignet, allerdings waren die zusdtzlichen
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Benzylschutzgruppen am bisecting-Octasaccharid 48 nur schwer hydrogenolytisch abzuspal-

ten.

Es wurden daher neue Reagentien zur Aktivierung von Glycosylfluoriden entwickelt und
unter unterschiedlichen Reaktionsbedingungen gepriift. Ferner wurden Thioglycoside und
Trichloracetimidate als Glycosyldonoren in diesen Systemen getestet. Fiir biantennire
Systeme lieferte die spéte Einfiihrung des bisecting-Restes Verbindungen, deren Aufreinigung
in ausreichenden Ausbeuten moglich war. Fiir hoherantennire N-Glycane gelang das nicht.

Daher wurde die Reihenfolge der Einfithrung der Substituenten am [3-Mannosid grundlegend
gedndert. Uber die friihe Einfilhrung des bisecting-Restes war es erstmals mdglich, einen
allgemeinen Zugang zu bisecting-N-Glycanen in zufriedenstellenden Ausbeuten zu
entwickeln. Das Ziel wurde vor allem durch die Verwendung der kleinen Trifluoracetamido-

Schutzgruppe am bisecting-Rest erreicht.

AcO
AcO Q Aco/“ ’O
AcO CIAcO BzIO
NPht OAc NPht
-Q BzIO
BZIO N3
NPht
BzIO
A
AcO
AcO
AcO
ACO 0 R1O/“ ,o NIS-TfOH, CHZCIZ
AcO CIAcO BzIO
NPht OAc NPht
-Q BzIO 0 O
BZIO
AcO NPht
AcO BzIO
NH 83
(0]
CF3

Die Synthese des Hexasaccharids 83 stellte eine Schliisselverbindung her, die sich nach
Deblockierung der Chloracetylfunktion in guter Ausbeute zum bisecting-Octasaccharid 90
umsetzen lieB. Die ebenfalls dargestellten phthalimido- oder succinimido-geschiitzten
Analoga 86 und 85 erlaubten dies nicht, oder in nur geringen Ausbeuten. Mit Hilfe dieser

neuen Synthesesequenz konnten erstmals zwei triantenndre (92 und 101) und eine
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tetraantennire Struktur (102) mit bisecting-GlcNAc Rest auf chemischen Wege synthetisiert

werden.
AcO
AcO Q
AcO (o)
NPht
AcO o
AcO Q AcOSF--Q
AcO cO
NPht
AcO AcO
c \ o ©
AcO Q Ao —|-Q
AcO AcO BzIO
NPht OAc
A NPht o
AcO o) BzIO 0
0) 4 BzIO. N3
AcO Q / NPht
AcO o BzIO
NH 92

O
CF3

Die triantenniren bisecting-N-Glycane 92 und 101 konnten durch 2-D-NMR-Spektroskopie
vollstédndig charakterisiert werden. Bei Verbindung 92 konnten neben der Trifluoracetamido-
Schutzgruppe auch die Acetyl- und Phthalimido-Schutzgruppen in einem Schritt enfernt
werden.

Anhand des entschiitzten bisecting-Hexassaccharids 103 konnte gezeigt werden, dafl die
enzymatische Verldngerung des bisecting-GlcNAc durch Galactosyltransferase nur dann

erfolgen kann, wenn kein a-1,6-Arm am N-Glycan vorhanden ist.

H

HO Q HO/‘\ X Tq
HO BzIO
NHAc OH NHAc
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4. Summary

An unusual class of oligosaccharides are the N-glycans of the bisecting-type. Bisecting-
compounds are difficult to synthesize because they are glycosylated at position 3,4 and 6 of

the central B-mannoside.

RO
OR
a-1,6-Arm HO -
R
HO
a-1,3-Arm RO
25 NHAc
NHAsn
HO NHAc
bisecting-GIcNAc HO B-Mannose
H 0 R = OH, GIcNAc
NHAc

A high sterical hindrance impairs the construction of the three neighboring glycosidic bonds.
Using a modular system of oligosaccharide building-blocks allowed the synthesis of
biantennary N-glycans (5), which were coupled with a bisecting residue at a late stage. To
optimize this reaction, six new glucosaminylfluorides were synthesized and reacted with

cyclohexanol and heptasaccharide 5.
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It was found, that the sterical demand and the reactivity with cyclohexanol does not correlate
with the suitability of a given donor for the bisecting-reaction. A main problem was the
difficult purification of the bisecting-compounds obtained by this approach. For biantennary
N-glycans benzylated donors gave the best results, but the benzyl groups at the bisecting-

residue of octasaccharide 48 caused problems during hydrogenolytic removal.
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New activating agents for glycosylfluorides were developed and tested under various reaction
conditions. The use of thioglycosides and trichloroacetimidates as glycosyldonors was also
investigated. For biantennary N-glycans the late introduction of the bisecting-residue gave
bisecting-compounds which could be purified in acceptable yields. For higher branched N-

glycans this was not possible.

Thus, the order of the introduction of the substituents at the B-mannoside was changed. Using
an early introduction of the bisecting-GlcNAc residue it was finally possible to develop
general access to bisecting N-glycans. This goal could be achieved using the small

trifluoroacetamido protecting group at the bisecting-residue.
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The synthesis of hexasaccharide 83 led to a key compound. After deblocking of the
chloroacetyl moiety, the primary hydroxyl group could be elongated to the bisecting-
octasaccharide 90 in good yields. The phthalimido or succinimido analogs 86 and 85 were
unreactive or gave low yields. Using this reaction sequence two triantennary (92 and 101) and
one tetraantennary compound (102) containing a bisecting-residue could be synthesized

following this chemical approach.
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The triantennary bisecting-N-glycans 92 and 101 were completely characterized by 2D-NMR-
spectroscopy. In compound 92 the trifluoroacetyl group was cleaved in one step with the
acetates and phthalimides.

Using the deprotected bisecting-hexasaccharide 103 it was shown, that enzymatic elongation
of the bisecting-GIcNAc residue by galactosyltransferase only occurs in the absence of the -

1,6-branch at the N-glycan.
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5. Experimenteller Teil

5.1. Allgemeines:

Die verwendeten Losungsmittel waren von technischer Qualitdit und wurden durch
Destillation gereinigt. Absolute Losungsmittel wurden durch Destillation mit folgenden
Trocknungsmitteln erhalten: Dichlormethan mit Diphosphorpentoxid, Methanol mit
Magnesiumspinen, Dimethylformamid mit Molekularsieb 4A, Pyridin, Dioxan sowie
Acetonitril wurde in p.a.-Qualitit eingesetzt. Als Schutzgas diente Argon. Molekularsieb 4A
(Kugeln) wurde von der Firma Fluka bezogen und vor der Vewendung bei Glycosylierungen
gepulvert.

Fiir die Diinnschichtchromatographie wurden Aluminiumfertigfolien ,,Alugram Sil G/UVs4*
von Macherey-Nagel verwendet. Die Detektion erfolgte durch Fluoreszenzléschung im UV-
Licht bei 254 nm und / oder Eintauchen in eine Reagenzldsung und nachfolgendes Erhitzen
im HeiBluftstrom. Zum Anfarben von Kohlenhydraten wurde eine 1:1-Mischung von 2N

H,SO4 und 0.2 %-iger ethanolischer Resorcinmonomethyletherlosung verwendet.

Zur Flashchromatographie wurde Kieselgel 60 der Firma Merck mit Korngrée 0.040 —
0.063 mm (230 — 400 mesh ASTM) verwendet. Der Stickstoffdruck betrug 1.5 — 2.0 bar. Die

angegebenen Mischungsverhiltnisse verstehen sich als Volumenanteile.

Spezifische Drehwerte wurden an einem Perkin-Elmer Polarimeter 241 bei 589 nm in 1 ml

und 5 ml Kiivetten der Lange 1 dm bestimmt.

EI-Massenspektren wurden an einem MAT-8500-Spektrometer der Firma Finnigan
(Datensystem MAT SS 300) nach Direkteinlass mit einer Ionisierungsenergie von 70 eV
aufgenommen. FAB-Spektren wurden am gleichen Gerdt mit einer m-Nitrobenzylalkohol-
matrix bei einer Beschleunigungsspannung von 5 kV gemessen. ESI-Massenspektren wurden
an einem Micromass LCT-Spektrometer aufgenommen, das mit einer Agilent HP 1100 HPLC
mit Dioden-Array-Detektor gekoppelt war. Fiir HPLC-MS-Léufe wurde eine C18-Saule
verwendet (YMC-Pack ODS-A, 120A, S-03 um, Losungsmittel: Wasser / Acetonitril mit
0.1 % Ameisensdure). DirekteinlaB wurde iiber eine Spritzenpumpe mit Wasser, Acetonitril
oder Methanol oder Gemischen davon durchgefiihrt. MALDI-Massenspektren wurden mit
einem Reflex III MALDI-TOF-MS der Firma Bruker gemessen. Das Geriét arbeitete mit
einem gepulsten 337 nm Stickstofflaser. Es wurde im Linear Mode gearbeitet und ein High-

Massdetektor eingesetzt.
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NMR-Spektren wurden an einem Jeol JNM-EX-270-FT-Spektrometer, einem Bruker
Avance-360 und einem Bruker Avance DRX-500-FT-Spektrometer gemessen. Als
Losungsmittel und interner Standard wurden [Dg]-DMSO (3('H) = 2.49 ppm, 8(**C) = 39.5
ppm), CD:CN (&('H) = 1.93 ppm, &(°C) = 1.3 ppm) bzw. D,O verwendet. Die chemischen
Verschiebungen beziehen sich auf Tetramethylsilan (& = 0 ppm) und wurden in ppm,
Kopplungskonstanten J in Hertz angegeben. Die Zuordnung erfolgte anhand von
Spektrensitzen bestehend aus 'H, °C, HH-COSY, HH-TOCSY, NOESY, HMQC-COSY und
HMQC-TOCSY Experimenten.

Die Zuordnung der NMR-Spektren wurde nach folgender Konvention getroffen:

GI‘cNAcB-(1 ,6)

7
5 4
GIcNAcB-(1,2)-Mana-(1,6)
6 GIcNACB-(1,4) —— ManB-(1,4)-GIcNAcB-(1,4)-GIcNAcB-Asn
3 2 1

GlcNACB-(1,2)-Mana-(1,3)
5 4

GIcNACB-(1,4)
7

bzw. fiir Antennenbausteine und Tetrasaccharidsynthese:

6 GIcNACB-(1 ,6)\ 4 3

4 GIcNACB-(1,4— Mana 1 GleNAcB-(1,2)-Mana-(1,6)

2 GIcNAcB-(1,2/ 2'0NACB-(1,4) — G1IcNAc
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5.2. Versuche zu Kapitel 2.2

Die hier dargestellten Synthesen wurden nach Literaturvorschrift®® durchgefiihrt.

5.3. Versuche zu Kapitel 2.3.

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-f3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-3,4,6-tri-O-

acetyl-a-D-mannopyranosylfluorid 6

(B-Ac;GIcNPht-a-AcsMan-F)

500 mg Imidat 2 (0.576 mmol) werden in einem Polyethylengefd3 mit 10 ml absolutem
Dichlormethan versetzt und auf 0° C gekiihlt. Zu der Losung werden unter Riithren 104 pl
(3.5 mmol) HF-Pyridin-Komplex gegeben. Die Reaktion ist nach 7 Minuten beendet (DC:
Hexan-Aceton 1.5:1). Die Reaktion wird auf Eiswasser gegossen und anschlieBend mit
Eiswasser im Teflonscheidetrichter extrahiert. Die organische Phase wird durch Extraktion
mit kalter KHCO; neutralisiert. AnschlieBend wird zweimal mit verdiinnter HCI, einmal mit
KHCOj; und einmal mit Wasser extrahiert. Die organische Phase wird liber Magnesiumsulfat
getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wird durch Flashchromatographie (Hexan-Aceton

2.2:1, Séulendurchmesser 4 cm, Fiillhohe 10 cm) gereinigt.

Ausbeute: 231 mg (55.0 %),

R¢=0.39 (Hexan-Aceton 1.5:1),

[a]p? =-22.4 (1, CH,CLy).

C3,H3FNOy7 (725.62),

ESI-MS : M= 725.20 Mger = 748.42 (M+Na)’,

'H-NMR (270 MHz, [Dg]-DMSO): & =7.93-7.82 (m, 4H, Pht), 5.66 (dd, J,3 = 10.7 Hz, J34 =
9.42 Hz, 1H, H-3%), 5.60 (d, J1, = 8.6 Hz, 1H, H-1°B), 5.26 (dd, J, ¢ = 48.8 Hz, J;, = 3.7 Hz,
1H, H-1'a), 5.02 (dd, J34 = J4.5 = 9.6 Hz, 1H, H-4%), 4.98 (dd, J»3 =Jys = 10.3 Hz, 1H, H-4"),
4.86 (dd, J,3 = 10.3 Hz, J34 = 5.4 Hz, 1H, H-3"), 4.42 (dd, J»3 = 5.4 Hz, 1H, H-2"), 4.26 (m,
1H, H-6a%), 4.23 (m, 1H, H-6b"), 4.15 (dd, J,, = 8.6 Hz, J,3=10.7 Hz, 1H, H-2%), 4.00 (m,
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1H, H-5%), 3.86 (m, 1H, H-5"), 3.63 (m, 2H, H-6a,b"), 2.02, 2.01, 2.00, 1.98, 1.97, 1.82 (6s,
18H, OAc),

BC-NMR (67.9 MHz, [Dg]-DMSO): & =170.12, 169.92, 169.76, 169.54, 169.33, 169.21,
167.42, 167.13 (C=0), 134.72 (C-4/5; Pht), 130.95 (C-1/2; Pht), 123.32, 123.13 (C-3/6; Pht),
102.62 (C-1"), 96.35 (C-17), 72.62 (C-2"), 70.57 (C-5%), 70.51 (C-5"), 70.33 (C-3%), 69.22 (C-
4%), 68.93 (C-3"), 64.17 (C-4"), 62.26 (C-6%), 61.59 (C-6"), 54.28 (C-2%), 20.54, 20.36, 20.21,
20.11 (OAc).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-(3,4,6-tri-O-
acetyl-a—-mannopyranosyl)-(1 - 3)-O-[(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-
glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-(3,4,6-tri-O-acetyl-a—D-mannopyranosyl)-(1 - 6)]-O-(2-O-acetyl-
[B-D-mannopyranosyl)-(1 —4)-O-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido-3-D-
glucopyranosyl)-(1 —4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido-3-glucopyranosylazid 5
tiber Fluorid 6

(B-Ac;GIcNPht-a-AcsMan-1,3-[3-Ac;GlcNPht-a-Ac;Man-1,6]-B-Man-3-Bzl,GlcNPht-[3-
Bz1,GIcNPht-N3)

60.0 mg (82.8 mmol) Fluorid 6, 56.6 mg (26.4 mmol) Pentasaccharid 4 und 100 mg
gepulvertes Molekularsieb 4 A werden in 2 ml abs. Dichlormethan suspediert und 30 Minuten
geriihrt. Man gibt 8 pl (65.2 umol) Bortrifluoridetherat zu und riihrt bei Raumtemperatur.
Nach 4 Stunden (DC: Hexan-Aceton 1:1) wird tber Celite abfiltriert, mit 10 ml
Dichlormethan nachgewaschen und die verdiinnte Reaktionslosung einmal mit 10 ml
gesittigter KHCO;-Losung extrahiert. Man trocknet die organische Phase {iber
Magnesiumsulfat, engt im Vakuum ein und reinigt den Riickstand durch

Flashchromatographie (Hexan-Aceton 1.2:1, Sdulendurchmesser 1 cm, Fiillhohe 8 cm).

Ausbeute: 27.4 mg (39.8 %),
R¢=0.25 (Hexan-Aceton 1:1),

[G]D23 =-6.8 (0.5, CH,Cl,), (Lit: [G]D23 _ _7‘5[96])’



5. Experimenteller Teil 74

Ci28H133N70s, (2601.47),

ESI-MS: Mper = 2599.8 Mger = 2623.4 (M+Na)'.

5.4. Versuche zu Kapitel 2.4.

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-(3,4,6-tri-O-
acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1 - 3)-O-[(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-
glucopyranosyl)-(1 —4)]-0O-[(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- [>-D-
glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-(3,4,6-tri-O-acetyl-a—D-mannopyranosyl)-(1 - 6)]-O-(2-O-acetyl-
[B-D-mannopyranosyl)-(1 —4)-O-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- [-D-

glucopyranosyl)-(1 —4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- [>-D-glucopyranosylazid 8

(B-Acs;GIcNPht-1,2-0-AcsMan-1,3-[B-AcsGIcNPht-1,4]-[B-Ac;GIcNPht-a-AcsMan-1,6]-3-
AcMan-(3-Bzl,GlcNPht-[3-Bzl,GIcNPht-N3)

51 mg (19.6 pumol) Heptasaccharid 5, 123 mg (281.2 umol) Donor 7 sowie 201 mg
gepulvertes Molekularsieb 4A werden in 2 ml trockenem Acetonitril geldst und 30 Minuten
bei —5° C geriihrt. Im Anschlu3 werden 5 pl (40.1 umol) Bortrifluoridetherat zugetropft und
die Losung weiter bei —5° C geriihrt. Nach Beendigung der Reaktion (DC: Hexan-Aceton 1:1)
wird die Reaktionslésung mit 3 ml Dichlormethan verdiinnt {iber Celite abfiltriert und mit
15 ml Dichlormethan nachgewaschen. Anschliefend wird einmal mit 20 ml 2 N KHCOs-
Losung extrahiert. Die organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im
Vakuum bis zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird durch Flashchromatographie

(Hexan-Aceton 1:1.1, Sdulendurchmesser 3 cm, Fiillhohe 15 cm) gereinigt.

Ausbeute: 32.2 mg (54.4 %),

Ry =0.13 (Hexan-Aceton 1:1),

C14sH15:NoOg (3018.85),

[a] b= - 5.8 (0.5, CH,Cl), (Lit: [a]p™ = -4.5P%)

FAB-MS (NBA): Mper = 3016.9 Mger= 3017.1 (M+H)",

ESI-MS: Mper = 3016.9 Mger= 3040.2 (M+Na)",
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5.5. Versuche zu Kapitel 2.5.
Ethyl-O-3,4,6-tri-acetyl-2-desoxy-2-diacetylimido- 1- B-thio-glucopyranosid 16

Ac3;GleNACc,SEt

4.14 g (10.36 mmol) Thioglycosid 15 werden in 18 ml Acetylchlorid gelost und unter
Eiskiihlung tropfenweise mit 2.5 ml (18.1 mmol) Triethylamin versetzt. Nach Zugabe des
Triethylamins rithrt die Reaktionsmischung 2 Stunden bei Raumtemperatur. Nach
Reaktionsende (DC: Hexan-Aceton 1:1) wird eingeengt, das resultierende zihe Ol dreimal mit
Toluol nachdestilliert und im Vakuum getrocknet. Die erhaltene zéhe Masse wird durch
Flashchromatographie (Cyclohexan-Aceton 2.2:1, Sdulendurchmesser 4.5 cm, Fiillhohe 18

cm) gereinigt.

Ausbeute: 2.84 g (63.2 %) amorph, farblos,
R¢ =0.36 (Hexan/Aceton —1.5:1),
[a]p™=+78.6 (0.5, CH,CL,),

CisH27NOoS (433.47),

EI-MS : Myer = 433.14 Mger = 434.2 (M+H)",

'"H-NMR (270 MHz, [Ds]-DMSO): 8 =6.52 (d, J1» = 10.2 Hz, 1H, H-1B), 5.82 (dd, J».3 = 10.4
Hz, Jy4 = 9.4 Hz, 1H, H-3), 5.01 (dd, Js.4 = Jos = 9.7 Hz, 1H, H-4), 4.26-3.93 (m, 4H, H-5,
H-6a,b, H-2), 2.51 (m, 2H, S-CH,), 2.13, 2.04 ,1.96, 1.93, 1.85 (m, 12 H, Ac), 1.14 (t, 3H,
CH,-CHs,),

3C-NMR (67.9 MHz, [Dg]-DMSO): & =172.15, 171.88, 170.87, 170.32, 169.21 (C=0 OAc),
91.14 (C-1), 73.44 (C-5), 69.62 (C-4), 68.44 (C-3), 61.72 (C-6), 53.83 (C-2), 25.33 (S-CH,),
21.33,21.02, 20.82, 20.74 (Ac), 10.89 (CH,-CHs).

Man erhélt nach Aufreinigung dieser Reaktion 820.3 mg der Ausgangsverbindung 15 zurtick.
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0-1,3,4,6-Tetraacetyl-2-desoxy-2-succinimido- o/ 3-D-glucopyranose 19

(AcsGIcNSu)

In eine Losung aus 4.0 g (0.17 mol) Natrium in 820 ml Methanol werden unter Riithren 35.2 g
(0.17 mol) Glucosaminhydrochlorid 17 zugegeben. Nach 20 Minuten wird das ausgefallene
Natriumchlorid abfiltriert und mehrmals mit Methanol nachgewaschen. AnschlieBend werden
der Reaktionslosung 16.5 g (0.17 mmol) Bernsteinsdureanhydrid, sowie 12 ml (86 mmol)
Triethylamin zugefiigt und auf 45-50 °C erwiarmt. Nachdem eine klare Losung entstanden ist,
werden nochmals 8.2 g (0.08 mmol) Bernsteinsdureanhydrid zugegeben. Nach vier Stunden
ist kein Edukt mehr nachweisbar (DC: Isopropanol-1M NH4OAc 4:1). Die Reaktionslosung
wird bis zur Trockne eingeengt. Der hellbraune Riickstand wird anschliefend unter
Eiskiihlung in 530 ml einer Losung aus Pyridin und Essigsdureanhydrid (2:1) geldst und 30
Minuten unter Eiskiihlung geriihrt. AnschlieBend wird das Eisbad entfernt und 16 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt (DC: Hexan-Essigsdureethylester 2:1). Im Anschlul wird im
Vakuum eingeengt und dreimal mit 200 ml Toluol codestilliert. Das zihfliissige braune Ol
wird anschlieBend in 800 ml Dichlormethan aufgenommen und zweimal mit 200 ml 2N
Salzsdure, einmal mit 200 ml geséttigter KHCO3-Losung und einmal mit 200 ml Wasser
extrahiert. Die organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet, eingeengt und im
Vakuum von Losungsmittelresten befreit. Zur Aufreinigung wird der verbliebene Riickstand
in 65 ml Essigsdureethylester gelost und durch Zugabe von 95 ml Diisopropylether das

Produkt auskristallisiert. Man erhélt durch Umkristallisation zu ca. 95 % das [3-Anomere.

Ausbeute: 38.8 g 3-Verbindung ( 53.2 %) hellbraun, amorph,

Rf =0.41 (Hexan-Aceton 1.5:1),

'"H-NMR (270 MHz, [Dg]-DMSO): & =6.32 (d, J;» = 10.2 Hz, 1H, H-1B), 5.66 (dd, J>3= 10.4
Hz, J54 = 9.4 Hz, 1H, H-3), 5.01 (dd, J34= Jus = 9.7 Hz, 1H, H-4), 4.26-3.93 (m, 4H, H-5,
H-6a,b, H-2), 2.73-2.56 (m, 4H, NSu), 2.12, 2.04, 1.85 (m, 12 H, OAc),
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BCNMR (67.9 MHz, [D¢]-DMSO): & =177.73 (C=0 NSu), 170.37 — 169.27 (C=0 OAc),
89.11 (C-1), 72.33 (C-5), 69.65 (C-4), 68.46 (C-3), 61.97 (C-6), 53.87 (C-2), 28.15 (CH>-
NSu), 21.31, 21.04, 21.04, 20.94 (OAc).

Ethyl-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-succinimido- 1 -thio- Z-D-glucopyranosid 20

Ac3GIcNSuSEt

25 g (58.2 mmol) Tetraacetat 19 werden in 250 ml trockenem Dichlormethan geldst und mit
8.5 ml (71.6 mmol) Zinntetrachlorid und 5 ml (66.1 mmol) Ethanthiol versetzt und 60
Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Beendigung der Reaktion (DC: Hexan-Aceton
1.5:1) wird die Reaktionslosung mit 300 ml Dichlormethan verdiinnt und zweimal mit 250 ml
2N NaOH und einmal mit 250 ml Wasser gewaschen. Die organische Phase wird {iber
Magnesiumsulfat getrocknet, vom Trockenmittel abfiltriert und im Vakuum bis zur Trockne
eingeengt. Der verbliebene Riickstand wird durch Flashchromatographie (Cyclohexan-Aceton

2.6:1, Sdulendurchmesser 9 cm, Fiillhohe: 13.5 cm) gereinigt.

Ausbeute: 19.3 g (74.8 %),

Ry =0.37 (DC: Hexan-Aceton 1.5:1),
[a]p™=-12.3 (0.5, CH,Cl,),
Ci13H2sNOoS (431.46),

ESI-MS: Mper = 431.13 Mger= 454.23 (M+Na)’,

'"H-NMR (270 MHz, [D¢]-DMSO): 8 = 5.59 (dd, Jo3 = J34 = 9.5 Hz, 1H, H-3), 5.43 (d, Ji» =
10.3 Hz, 1H, H-1), 4.96 (dd, J34 = Jus = 9.5 Hz, 1H, H-4), 4.19 (dd, Jgem = 12.1 Hz, J5 5= 4.9
Hz, 1H, H-6a), 4.11-3.85 (m, 3H, H-6b, H-2, H-5), 2.72-2.48 (m, 6H, -CH,-NSu, SCH>),
2.02,1.99, 1.90, (3s, 9H, OAc), 1.14 (t, 3H, SCH,-CHs),
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BC-NMR (67.9 MHz, [D¢]-DMSO): &= 177.84,177.23CE0 NSu), 170.53, 170.38,
169.81, (C=0 OAc), 80.22 (C-1), 75.53 (C-5), 70.61 (C-3), 69.14 (C-4), 62.41 (C-6), 54.17
(C-2), 28.22 (CH,-NSu), 24.22 (S-CH,), 21.11, 20.93, 20.81 (OAc), 15.4 (S-CH,-CH3).

0-3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-succinimido- 3-D-glucopyranosylfluorid 21

Ac3GIcNSuF

17 g (39.13 mmol) Thioglycosid 20 werden in 300 ml trockenem Dichlormethan geldst und
im Eisbad auf 0 °C gekiihlt. Im Anschlull werden unter Riithren 9 g (40.1 mmol) NBS und 20
ml (704 mmol) HF-Pyridin-Komplex zugegeben. Nach 5-10 Minuten Riihren bei 0° C ist die
Reaktion beendet (DC: Hexan-Essigsdureethylester 1:2). Die Reaktionslosung wird auf Eis
gegossen und auf 700 ml Dichlormethan verdiinnt. Im Anschlu3 wird die organische Phase
einmal mit 500 ml Wasser, zweimal mit 500 ml IN HCI, einmal mit geséittigter KHCOs-
Losung und noch einmal mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wird iiber
Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird
durch Flashchromatographie (Cyclohexan-Aceton  2.5:1, Saulendurchmesser 9.5 cm,

Fiillhéhe 13 cm) gereinigt.

Ausbeute: 7.3 g (40.7 %) farblos, kristallin,
R¢=0.52 (Hexan-Aceton 1.5:1),

[a]p” =+ 27.6 (0.5, CH,Cl,),

Ci6H20FNOg (389.33),

ESI-MS: Mper = 389.11 Mger = 412.43 (M+Na)’,

'"H-NMR (270 MHz, [Dg]-DMSO): & =6.08 (dd, J; 5= 57.1 Hz, J;,= 7.9 Hz, 1H, H-1p), 5.61
(dd, Jo3=Js4 = 9.6 Hz, 1H, H-3), 5.05 (dd, J3.4= J45= 9.3 Hz, 1H, H-4), 4.21-4.03 (m, 4H,
H-5, H-6a,b, H-2), 2.77-2.49 (m, 4H, NSu), 2.05, 2.01, 1.92 (3s, 9H, OAc),
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3C-NMR (67.9 MHz, [Ds]-DMSO): & = 177.82(=0 NSu), 170.53, 170.32, 169.82 (C=0
OAc), 104.32 (d, Je.i1 5= 216.4 Hz, C-1), 71.12 (d, Je.sp = 7.5 Hz, C-5), 68.82 (d, Jear=11.3
Hz, C-3), 68.4 (d, Jear < 1 Hz, C-4), 61.82 (C-6), 54.82 (d, Jeor = 24.3 Hz, C-2), 28.13
(CH,-NSu), 21.06, 20.92, 20.72 (OAc).

0-1,3,4,6-Tetra-acetyl-2-desoxy-2-trichlorethoxycarbonylamido- o/ 3-D-glucopyranose 23

AcsGIcNTEOC

10.8 g (50.2 mmol) Glucosaminhydrochlorid 17 werden in einer Losung aus 14.6 g NaHCO;
in 100 ml Wasser gelost und tropfenweise mit 8.1 ml (587 mmol)
Trichlorethoxycarbonylchlorid versetzt. Die Reaktionsmischung wird ca. zwei Stunden
geriihrt (DC: Isopropanol-1M NH4OAc 4:1) anschlieBend wird vorsichtig auf pH 7
neutralisiert. Die Reaktionslosung wird eingeengt und zweimal mit Cyclohexan codestilliert
und im Hochvakuum getrocknet. Der verbliebene weille Feststoff wird anschlieBend mit
50 ml Pyridin und 75 ml Essigsdureanhydrid versetzt und 16 Stunden bei Raumtemperatur
geriihrt. Nach vollstdndiger Umsetzung (DC: Isopropanol - 1 M NH4OAc 4:1 / Hexan-Aceton
1:1 ) wird eingeengt. Im Anschlufl wird dreimal mit Toluol nachdestilliert und zur Trockne
eingeengt. Der verbliebene Riickstand wird durch Flashchromatographie (Hexan-Aceton

2.5:1, Saulendurchmesser: 6.5 cm, Fiillhéhe: 16 cm) gereinigt.

Ausbeute: 8.4 g (32.0 %), amorph, farblos,
R¢=0.66 (Hexan-Aceton 1.5:1),

[a]p™ =+ 14.8 (0.5, CH,CL,),
C17H2,CI3NOy; (522.71),

ESI-MS: Mper = 521.03 Mger= 544.46 (M+Na)’,

'"H-NMR (270 MHz, [Ds]-DMSO): & =5.48 (d, J;» = 8.9 Hz, 1H, H-1p), 5.14-5.09 (m, 3H,
H-3, NH, H-4), 4.53-4.47 (m, 2H, H-6a, H-5), 443 (d, Juc = 3.4 Hz, H-6b), 4.03 (dd,
Jrs = 12.4 Hz, H-2), 2.56-2.42 (m, 2H, CH,CCls), 2.12, 1.97, 1.85 (m, 12 H, OAc),
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3C-NMR (67.9 MHz, [D]-DMSO): & =170.67, 170.31, 170.18, 168.23 (C=0), 100.23 (C-1),
76.98 (C-3), 72.47 (C-5), 67.14 (C-4), 64.16 (C-6), 63.59 (C-2), 63.12 (CCls), 46.18 (CH,-
CCls), 24.16, 21.51 (OAc).

Ethyl-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trichlorethoxycarbonylamido- 1 -thio- -D-glucopyranosid
24

B-Ac;GIcNTEOCSEt

5 g (9.6 mmol) Verbindung 23 werden in 40 ml absolutem Dichlormethan geldst, mit 2.2 ml
(18.5 mmol) Zinntetrachlorid und anschlieBend 1.1 ml (14.5 mmol) Ethanthiol versetzt. Nach
Reaktionsende (DC: Hexan-Aceton 1.5:1) wird die Reaktionslosung mit 100 ml
Dichlormethan verdiinnt und dreimal mit 50 ml gesittigter KHCOs—L6sung und einmal mit
100 ml Wasser gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und im Vakuum bis zur
Trockne eingeengt. Die Substanz wird anschlieBend durch Flashchromatographie

(Cyclohexan-Aceton 3.5:1, Sdulendurchmesser : 5.5 cm, Fiillh6he: 14 cm ) gereinigt.

Ausbeute:2.3 g (44.8 %) amorph, farblos,
R¢=0.71 (Hexan-Aceton 1.5:1),

[a]p™ =-13.6 (0.5, CH,CLy),
C17H24CI3NOgS (528.08),

ESI-MS: Mier = 523.02 Mer= 546.42 (M+Na)",

'H-NMR (270 MHz, [Ds]-DMSO): & =5.58 (d, J;» = 8.8 Hz, 1H, H-1p), 5.11-5.05 (m, 3H,
H-3, NH, H-4), 4.53-4.47 (m, 2H, H-6a, H-5), 4.43 (d, Ju = 2.8 Hz, H-6b), 4.03 (dd,
Jr3 = 12.4 Hz, H-2), 2.51 (m, 4H, S-CH,-, CH,CCL3), 2.12, 1.97, 1.85 (m, 12 H, OAc), 1.12
(t, 3H, S-CH,-CHs),
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BC-NMR (67.9 MHz, [Ds]-DMSO): & =170.63, 170.32, 170.15, 168.23 (C=0), 98.87 (C-1),
77.95 (C-3), 72.45 (C-5), 67.18 (C-4), 64.15 (C-6), 63.45 (C-2), 63.25 (CCls), 46.44 (CH,-
CCly), 25.33 (S-CH,-), 24.16, 21.51 (OAc), 10.92 (S-CH,-CHs).

3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trichlorethoxycarbonylamido-f3-D-glucopyranosylfluorid 25

B-Ac;GIcNTEOCF

800 mg (1.5 mmol) Verbindung 24 werden in 30 ml Dichlormethan geldst und auf 0 °C
gekiihlt. Zu der Losung werden unter Rithren 404 mg (1.8 mmol) N-Bromsuccinimid sowie
1.1 ml (35.5 mmol) HF/Pyridin-Komplex gegeben. Nach Reaktionsende (DC Hexan-Aceton
1.5:1) wird mit 30 ml Dichlormethan verdiinnt und die Reaktion durch Gieen auf Eiswasser
abgebrochen. Im Anschluf3 wird die organische Phase zweimal mit Eiswasser, zweimal mit
2N HCI-Losung, einmal mit gesittigter KHCO;-Losung und noch einmal mit Eiswasser
extrahiert. Man trocknet tiber Magnesiumsulfat, filtriert, engt ein und reinigt den Riickstand
durch Flashchromatographie (Cyclohexan:Aceton  2.2:1, S&ulendurchmesser: 3.5 cm,

Fiillh6he: 14 cm).

Ausbeute: 373.3 mg (50.9 %) amorph, farblos,
R¢=0.74 (Hexan-Aceton 1.5:1),

[a]p™ = +8.8 (0.5, CH,CL),

Ci5H19CI3NOy (482.67),

ESI-MS: Mper = 481.01 Mger= 504.56 (M+Na)’,

'"H-NMR (270 MHz, [De]-DMSO): & =5.97 (dd, J,r = 56 Hz, J, = 7.3 Hz, 1H, H-1p), 5.29-
5.22 (m, 3H, H-3, NH, H-4), 4.63-4.57 (m, 2H, H-6a, H-5), 4.43 (d, Jyic = 2.8 Hz, H-6b), 4.03
(dd, Jo3 = 12.4 Hz, H-2), 2.51 (m, 2H, CH,CCls), 2.12, 1.97, 1.85 (m, 12 H, OAc),

BC-NMR (67.9 MHz, [D¢]-DMSO): & =170.63, 170.32, 170.15, 168.23 (C=0), 101.54
(C-1), 78.96 (C-3), 72.74 (C-5), 67.13 (C-4), 64.18 (C-6), 63.58 (C-2), 66.04 (CCl3), 47.28
(CH,-CCls), 23.27, 21.71 (OAc).
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1,3,4,6 Tetra-O-acetyl-2-desoxy-2-trichlormethoxycarbonyl-a/3-D-glucopyranose 26

AcsGlIcNTMOC

21.6 g (100.2 mmol) Glucosaminhydrochlorid 17 werden mit einer Losung aus 29.2 g KHCO3
in 200 ml Wasser versetzt und bei Raumtemperatur geriithrt. Zu dieser Losung werden
langsam 16.2 ml (117.4 mmol) Trichlormethoxycarbonylchlorid (Diphosgen) zugetropft.
Nach einer Stunde ist die Reaktion beendet (DC: Isopropanol - 1M NH4OAc 4 : 1), die
Reaktionslosung wird mit gesittigter KHCOs-Losung neutralisiert und im Vakuum bis zur
Trockene eingeengt. Der Riickstand wird unter Eiskiihlung mit 200 ml Pyridin und 100 ml
Essigsdureanhydrid versetzt und eine Stunde geriihrt. Im Anschlufl wird das Eisbad entfernt
und die Reaktionslésung noch weitere 11 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
Beendigung der Reaktion (DC: Isopropanol - IM NH4OAc 4 : 1) wird im Vakuum eingeengt
und dreimal mit Toluol und einmal mit Dichlormethan codestilliert. Im Anschlufl wird der
Riickstand in 400 ml Dichlormethan aufgenommen und anschlieend zweimal mit 1N HCI,
zweimal mit gesittigter KHCO;-Losung und einmal mit Wasser extrahiert. Die organische

Phase wird liber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum bis zur Trockne eingeengt.

Die Substanz kann durch Aufnehmen in Aceton und Ausfillen mit Hexan umkristallisiert

werden. Man erhélt dann zu tiber 90 Prozent die 3-Verbindung.

Ausbeute: 24.32 g 3-Verbindung (47.0 %),
R¢=0.44 (Cyclohexan-Essigsdureethylester 1:1),
[a]p™ = +19.9 (0.5, CH,CL,),

Ci6H20CI3NOy; (508.70),

ESI-MS: Mper = 507.01 Mger= 530.49 (M+Na)’,

'"H-NMR (270 MHz, [Dg]-DMSO): & =5.91 (dd, J;», = 7.8 Hz, 1H, H-1p), 5.29-5.22 (m, 3H,
H-3, NH, H-4), 4.63-4.57 (m, 2H, H-6a, H-5), 4.43 (d, Jyic =2.8 Hz, H-6b), 4.03 (dd, J»3 =
12.4 Hz, H-2), 2.51 (m, 2H, CH,CCls), 2.12, 2.05, 1.97, 1.85 (m, 12 H, OAc),
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PBC-NMR (67.9 MHz, [Ds]-DMSO): & =170.63, 170.32, 170.15, 168.23 (C=0), 101.54 (C-1),
78.96 (C-3), 72.74 (C-5), 67.13 (C-4), 64.18 (C-6), 63.58 (C-2), 66.04 (CCls), 23.29, 21.73
(OAc).

(2-Methyl-5-(tert-butyl) ) phenyl-3,4, 6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-thio-
glucopyranosyl 28

B-Ac;GIcNPhtS(m-tBu-0-CH3-Ph)

10 g (20.95 mmol) Verbindung 27 werden in 100 ml Dichlormethan gelost und unter Riihren
mit 4.3 ml (24.1 mmol) 2-Methyl-5-(tert-butyl)-thiophenol und 3.3 ml (8.19 mmol)
Zinntetrachlorid versetzt. Nach 30 Minuten (DC: Hexan-Aceton 1.5:1) wird die
Reaktionslosung mit Dichlormethan auf 250 ml verdiinnt, zweimal mit 200 ml 2 N
Natriumhydroxydldsung und zweimal mit 200 ml Wasser gewaschen. Die organische Phase
wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet, vom Trockenmittel abfiltriert und im Vakuum

eingeengt.

Ausbeute: 11.6 g (92.7 %),
R¢=0.43 (Hexan-Aceton 1.5:1),
[a]p™ = + 18.9 (0.5, CH,Cl,),
C31H35NOgS (597.68),

ESI-MS:  Mpe=597.20 Mer= 620.78 (M+Na)",

'H-NMR (270 MHz, [D6]-DMSO): & = 7.98-7.78 (m, 4H, Pht), 7.47 (m, 1H, Ar), 7.12 (m,
2 H, Ar), 5.62 (dd, Jo3 = J54 = 9.7 Hz, 1H, H-3), 5.43 (d, J,» = 10.3 Hz, 1H, H-1p), 4.96 (dd,
Jsa = Jas = 9.9 Hz, 1H, H-4), 4.19 (dd, Jeem = 12.2 Hz, Js¢ = 4.8 Hz, 1H, H-6a), 4.12-3.83
(m, 3H, H-6b, H-2, H-5), 2.24 (s, 3H, Ph-CHs), 2.02, 1.99, 1.90 (OAc), 1.28 (s, 9H, tBu),

BC-NMR (67.9 MHz, [D¢]-DMSO): & = 170.43, 168.92, 169.42, 168.33, 167.56 (C=0),
149.68 (C4-Ar), 136.18 (Cq-Ar) 137.81, 137.22 (C-i Ph), 134.91 (C-4/5, Pht), 134.23 (Co-Ar),
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130.53 (C-1/2, Pht), 129.95, 126.52, 124.58 (C-Ar), 97.21 (C-1), 75.52 (C-5), 70.64 (C-3),
69.17 (C-4), 62.42 (C-6), 54.15 (C-2), 34.79 (-C((CH3)3), 31.65 (-C(CHs)3), 21.12, 20.97
(OAc), 20.87 (Ph-CHj), 20.82 (OAc).

(2-Methyl-5-(tert-butyl))phenyl-2-desoxy-2-amino-3-D-thio-glucopyranosid 29

B-GlcNH,S(m-tBu-o-CH;-Ph)

2 g (3.3 mmol) Verbindung 28 werden in 42 ml n-Butanol geldst und mit 9 ml Ethylendiamin
versetzt und auf 80° C erwiarmt. Nach 16 Stunden (DC : Isopropanol - 1 M NH40Ac 4 : 1)
wird weitestgehend eingeengt, dreimal mit Toluol nachdestilliert und im Vakuum getrocknet.
Der verbleibende Riickstand wird durch Flashchromatographie (CH,Cl, - MeOH 9 : 1

Sdulendurchmesser : 3.5 cm. Fiillhdhe 14 cm) gereinigt.

Ausbeute: 719 mg (63.2 %),

R¢=0.57 (Isopropanol - IM NH4OAc 4 : 1),
[a]p™ =+ 37.8 (0.5, CH,CL),

C17H27NO4S (341.47),

ESI-MS: Mper=341.17 Mger= 364.49 (M+Na)’,

'"H-NMR (270 MHz, [D6]-DMS0):8 = 7.48 (m, 1H, Ar), 7.12 (m, 2 H, Ar), 5.12-4.95 (m, 5H,
OH-3, OH-4, OH-6, NH,), 4.51 (d, 1H, Ji, = 9.9 Hz, H-1), 3.72 (m, 2H, H-6a,b), 3.48 (m,
1H, H-5), 3.22 (dd, Js4 = Jus = 11.2 Hz, H-4), 3.13 (dd, J23 = J34 = 9.9 Hz, H-3), 2.54 (dd,
Jr3 = 9.8 Hz, H-2), 2.25 (s, 3H, Ph-CH;), 1.26 (s, 9H, C(CHs)s),

3C-NMR (67.9 MHz, [D¢]-DMSO): & =7.48 (m, 1H, Ar), 7.12 (m, 2 H, Ar), 149.68 (Cq-Ar),
136.18 (Cg-Ar), 134.23 (Cgq-Ar), 129.99, 126.54, 124.59 (C-Ar), 88.41 (C-1), 81.77 (C-4),
78.73 (C-3), 70.26 (C-5), 61.60 (C-6), 57.06 (C-2), 34.78 (-C(CHs)3), 31.67 (-C(CHs)s), 20.09
(Ph-CH3).
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(2-Methyl-5-(tert-butyl))phenyl-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- 3-D-thio-
glucopyranosid 31

B-Ac;GIcNTFAc-S(m-tBu-o-CH3-Ph)

300 mg (0.9 mmol) Amin 29 werden in 20 ml Dichlormethan gelost und mit 180 pl
(1.3 mmol) Triethylamin sowie 300 pl (1.8 mmol) Pentafluorphenyltrifluoressigsidureester
versetzt und bei Raumtemperatur gerithrt. Nach 90 Minuten (DC: CH,Cl,-MeOH  7:1)
werden 400 pl Pyridin und 2 ml Acetanhydrid sowie 10 ml Dichlormethan zugesetzt und man
rihrt eine Stunde bei Raumtemperatur. Nach Reaktionsende (DC: CH,Cl, - MeOH 1:1) wird
mit Dichlormethan auf 50 ml verdiinnt und die Reaktionslésung mit 50 ml IM KHCOs-
Losung gewaschen. Die wissrige Phase wird einmal mit Dichlormethan extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden anschlieBend iiber Magnesiumsulfat getrocknet,
filtriert und im Vakuum bis zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird durch
Flashchromatographie (Hexan-Aceton 2.5:1, Sdulendurchmesser 3 cm, Fiillhdhe 9 cm)

gereinigt.

Ausbeute: 400.2 mg (93.5 %),
R¢=0.50 (Hexan-Aceton 1.5:1),
[a]p™ = +22.8 (0.5, CH,Cl),
CosH3,F3NOgS (563.58),

ESI-MS: Mper = 563.18 Mger= 586.59 (M+Na)’,

'"H-NMR (270 MHz, [D]-DMSO): & = 9.74(d, Joxu = 9.0 Hz, 1H, NH), 7.49-7.17 (m, 3H,
H-Ar), 5.23 (dd, Jo3 = J34 = 10.8 Hz, 1H, H-3), 5.05 (d, J1» = 10.5 Hz, 1H, H-1), 4.93 (dd,
Jsa=Jus = 9.66 Hz, 1H, H-4), 4.22 (m, 2H, H-6a,b), 3.97 (dd, J»5 =12.4 Hz, H-2), 3.94 (m,
1H, H-5), 2.26 (s, 3H, Ph-CHy), 2.14, 1.98, 1.82 (m, 12 H, OAc), 1.28 (s, 9H, -C(CHs)s),

BC-NMR (67.9 MHz, [D]-DMSO): & =170.55, 170.11, 169.77 (C=0 OAc), 156.43 (g, C=O
NTFAc), 149.67 (Cq-Ar), 136.16 (Cq-Ar), 134.24 (Co-Ar), 129.95, 126.52, 124.58 (C-Ar),



5. Experimenteller Teil 86

116.38 (q, CF3), 86.87 (C-1), 75.93 (C-5), 73.45 (C-3), 68.38 (C-4), 62.65 (C-6), 53.45 (C-2),
34.68 (-C(CHs)s), 31.41 (-C(CHs)3 ), 22.14, 21.51, 20.22 (OAc), 20.15 (Ph-CHs).

3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- [>-D-glucopyranosylfluorid 32

B-Ac;GIcNTFAc-F

200 mg (354.8 umol) Thioglycosid 31 werden in 10 ml absolutem Dichlormethan gelost, auf
0°C gekiihlt und unter Riithren 108 mg (481 pmol) N-lodsuccininimid und 236 pl (1.5 mmol)
HF/Pyridin-Losung zugegeben. Nach 10 Minuten Riihren (DC : Hexan-Aceton 1.5:1) wird
die Reaktionslosung mit 75 ml Dichlormethan verdiinnt und auf Eis gegossen. Die organische
Phase wird anschlie3end einmal mit 50 ml Wasser, zweimal mit 50 ml 2 N HCI, einmal mit
50 ml 2N Na,COs-Losung und anschlieBend nochmals mit 50 ml Wasser extrahiert. Die nicht
sauren, wiéssrigen Phasen werden je einmal mit 20 ml Dichlormethan nachextrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum
zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird durch Flashchromatographie (Hexan - Aceton

2:1, Sdulendurchmesser 2.5 cm, Fiillhohe 14.5 cm) gereinigt.

Das Produkt kann aus Aceton durch Ausfillen mit Hexan umkristallisiert werden.

Ausbeute: 61.6 mg (42.9 %) farblos, amorph,
R¢=0.52 (Hexan-Aceton 1.5:1),

[a]p® = + 43.2 (0.5, Dichlormethan),
Ci14H,7F4NOg (403.28),

ESI-MS: Mper = 403.09 Mger= 426.57 (M+Na)’,

"H-NMR (270 MHz, [Dg]-DMSO): & = 9.74(d, Joxi = 9.2 Hz, 1H, NH), 5.61 (dd, Jo5 = J34 =
10.8 Hz, 1H, H-3), 5.05 (dd, Jir = 52.2 Hz, Ji, = 8.3 Hz, 1H, H-1p), 4.82 (dd, J34 = J4s5 =
9.66 Hz, 1H, H-4), 4.26 (m, 2H, H-6a,b), 3.99 (dd, J,5 =12.4 Hz, H-2), 3.94 (m, 1H, H-5),
2.06,2.14, 1.98, 1.82 (m, 12 H, OAc),



5. Experimenteller Teil 87

3C-NMR (67.9 MHz, [D]-DMSO): & =170.33, 170.09, 169.12 (C=0 OAc), 156.43 (g, C=O
NTFAc), 116.38 (q, CF3), 86.87 (d, Je.ip = 224.4 Hz, C-1), 75.93 (C-5), 73.45 (C-3), 68.38
(C-4), 62.65 (C-6), 53.45 (C-2), 22.14, 21.51, 20.22 (OAc).

Phenyl-0-3,4, 6-tri-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido 1 - B-D-thio-glucopyranosid 33

B-Ac;GIcNTFAc-SPh

Die Synthese von 33 erfolgt analog zur Verbindung 31 und liefert 48.4 % Gesamtausbeute
tiber alle 4 Stufen.

R¢=0.46 (Hexan-Aceton 1.5:1),
[a]p™ =+ 33.4 (0.5, Dichlormethan),

Ca0H22F3NOsS (493.45),

ESI-MS: Mper = 493.10 M,er= 516.54 (M+Na)",

'"H-NMR (270 MHz, [D]-DMSO): & = 9.72(d, /oy = 9.0 Hz, 1H, NH), 7.54-7.19 (m, 5H,
H-Ar), 5.23 (dd, Jo3 = J34 = 10.62 Hz, 1H, H-3), 5.05 (d, J1» = 10.97 Hz, 1H, H-1), 4.93 (dd,
Jsa = Jas = 9.47 Hz, 1H, H-4), 422 (m, 2H, H-6a,b), 4.11 (dd, J»5 =12.4 Hz, H-2), 4.01 (m,
1H, H-5), 2.14, 1.98, 1.82 (m, 12 H, OAc),

3C-NMR (67.9 MHz, [Ds]-DMSO): & =170.68, 170.24, 169.83 (C=0 OAc), 156.54 (q, C=O
NTFAc), 149.66 (C-Ar), 130.32, 130.28, 129.95, 126.38, 124.61 (C-Ar), 116.48 (q, CF3),
86.87 (C-1), 75.93 (C-5), 73.45 (C-3), 68.38 (C-4), 62.65 (C-6), 53.45 (C-2).

Ethyl-O-3,4,6-tri-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- I -thio-3-D-glucopyranosid 34

B-Ac3GIcNTFAc-SEt

Die Synthese von 34 erfolgt analog zur Verbindung 31 und liefert 47.1 % Gesamtausbeute
iiber alle 4 Stufen.
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R¢=0.44 (Hexan-Aceton 1.5:1),
[a]p” =+ 19.6 (0.5, Dichlormethan),
Ci6H2F3NOgS (445.41),

ESI-MS: Mper = 445.10 Mger= 468.62 (M+Na)’,

'"H-NMR (270 MHz, [De]-DMSO): 8 = 9.72(d, Joxi = 9.0 Hz, 1H, NH), 5.23 (dd, Jo5 = J34 =
10.62 Hz, 1H, H-3), 5.05 (d, Ji» = 10.97 Hz, 1H, H-1), 4.93 (dd, Js4 = Jss = 9.47 Hz, 1H,
H-4), 4.22 (m, 2H, H-6a,b), 4.11 (dd, J,5 =12.4 Hz, H-2), 4.01 (m, 1H, H-5), 2.56 (q, 2H,
CH,-CH;), 2.14, 1.98, 1.82 (m, 12 H, OAc), 1.14 (t, 3H, SCH,-CHs),

3C-NMR (67.9 MHz, [Ds]-DMSO): & =170.68, 170.24, 169.83 (C=0 OAc), 156.54 (q, C=O
NTFAc), 116.48 (q, CF3), 86.87 (C-1), 75.93 (C-5), 73.45 (C-3), 68.38 (C-4), 62.65 (C-6),
53.45 (C-2), 25.33 (S-CH,-), 22.14, 21.51, 20.22 (OAc), 10.94 (S-CH,-CHs).

Cyclohexyl-O-3,4,6-tri-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido-3-D-glucopyranosid 35

B-Ac3GlcNTFAc-O-Cyclohexyl

100 mg der Bausteine 31, 33, und 34 werden mit 10 Aquivalenten Cyclohexanol, 4
Aquivalenten NIS und 0.2 Aquivalenten TfOH in 4 ml Dichlormethan umgesetzt. Das
Produkt wird durch Flashchromatographie (Cyclohexan-Aceton 3.1:1, Sdulendurchmesser

1 cm, Fiillhéhe 13.5 cm) gereinigt.

R¢=0.52 (Hexan-Aceton 1.5:1),
[a]p® =+ 65.3 (0.5, Dichlormethan),
Ca0HasF3NOy (483.43),

ESI-MS: Mper = 483.17 Mer= 406.44 (M+Na)",
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'H-NMR (270 MHz, [Ds]-DMSO): & = 9.72(d, Jonu = 9.0 Hz, 1H, NH), 5.23 (dd, Jo3 =J34 =
10.62 Hz, 1H, H-3), 5.05 (d, J1», = 10.97 Hz, 1H, H-1), 4.93 (dd, J34 =J45=9.47 Hz, 1H, H-
4), 422 (m, 2H, H-6a,b), 4.11 (dd, J>3 =12.4 Hz, H-2), 4.01 (m, 1H, H-5), 2.14, 1.98, 1.82,
1.27-1.04 (m, 10H, Cyclohexyl),

BC-NMR (67.9 MHz, [Ds]-DMSO0): & =170.68, 170.24, 169.83 (C=0 OAc), 156.54 (q, C=0
NTFAc), 116.48 (q, CF3), 86.87 (C-1), 75.93 (C-5), 73.45 (C-3), 68.74 (C4-Cyclohexyl),
39.44 (0-CH,-Cyclohexyl), 68.38 (C-4), 62.65 (C-6), 53.45 (C-2), 25.90 (p-CH,-Cyclohexyl),
24.31 (m-CH,-Cyclohexyl), 22.14, 21.51, 20.22 (OAc).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trichloracetamido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-1,3,4,6-
tetra-O-acetyl-3-D-mannopyranosid 36

(B-Ac3GIcNTFAc-B-AcsMan)

200 mg (355 pumol) Thioglycosid 31, 104 mg ( 298 umol) Tetracetylmannose 50, 100 mg
(446 pmol) NIS und 180 mg gepulvertes Molekularsieb 4A werden 30 Minuten bei 0°C in
60 ml Dichlormethan geriihrt. AnschlieBend werden 8 pl (92 umol) TfOH innerhalb von 2
Minuten zugetropft. Nach 90 Minuten (DC: Hexan-Aceton 1:1) wird iiber Celite abfiltriert,
mit 15 ml Dichlormethan nachgewaschen und zweimal mit 15 ml geséttigter
Natriumthiosulfatlosung extrahiert. Die organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat
getrocknet, vom Trockenmittel abfiltriert und eingeengt. Der Riickstand wird durch
Flashchromatographie (Cyclohexan-Aceton 3:1, Sdulendurchmesser 4.5 cm, Fiillhdhe 12 cm)

gereinigt.

Ausbeute: 157.4 mg (72.2 %) farbloser amorpher FeststofT,
R¢=10.42 (Hexan-Aceton 1:1),

[a]p™ =+23.9 (0.5, CH,CL),

CagH36F3NO5 (731.58),

ESI-MS: Mper = 731.19 Mger= 754.68 (M+Na)’,
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'H-NMR (270 MHz, [D¢]-DMSO): 8 =9.87 (d, Jxu2 = 7.6 Hz, 1H, NH), 6.02 (dd, />3 =10.8
Hz, H-3%), 5.71 (d, J1, < 1Hz, H-1"), 5.56 (d, J1, = 8.6 Hz, 1H, H-1’B), 5.19 (dd, J45=J34 =
9.9 Hz, 1H, H-4%), 5.01 (m, 2H, H-3', H-4"), 4.33 (dd, J,, < 1Hz, J,3 < 1Hz, 1H, H-2"), 4.22
(m, 1H, H-6a%), 4.08 (m, 2H, H-5°, H-6b"), 3.79 (dd, Jgem = 12.4 Hz, J,;c = 4.8 Hz, 1H, H-6a"),
3.75-3.63 (m, 3H, H-2%, H-5', H-6b"), 2.02, 2.00, 1.98, 1.97, 1.96, 1.82 (6s, 18H, OAc),

BC-NMR (67,9 MHz, [D¢]-DMSO0) 8= 170.19, 169.71, 169.58, 169.34, 169.21, 168.72 (C=0
OAc), 159.58 (q, C=O NTFAc), 118.89 (q, CFs), 98.33 (C-1?), 90.42 (C-1"), 72.88 (C-2),
72.31 (C-5Y), 71.31 (C-3"), 71.48 (C-5%), 69.29 (C-37), 68.53 (C-4"), 61.92 (C-6"), 61.81 (C-
6%), 54.13 (C-27%), 20.58, 20.32, 20.18, 20.11 (OAc).

Analog gelingt die Synthese des Disaccharids 36 mit Baustein 33 mit 69.3 % und mit
Baustein 34 mit 66.9 % Ausbeute.

5.5.1. Versuche zu Kapitel 2.5.1.
3,4,6-Tri-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido-[3-D-glucopyranosylfluorid 42

-Bzl;GlcNPhtF

30 g (6.86 mmol) Verbindung 7 werden in 350 ml absolutem Methanol geriihrt und mit einer
Losung aus 600 mg Natrium in 60 ml absolutem Methanol versetzt. Nach 15 Minuten Riihren
bei Raumtemperatur (DC: Hexan-Aceton 1.2:1) wird mit stark saurem Ionenaustauscher
Amberlyst 15 neutralisiert und filtriert. Der Ionenaustauscher wird mit Methanol
nachgewaschen und die vereinigten Filtrate im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird
anschlieend in 370 ml DMF gel6st, mit 55 ml (463 mmol) Benzylbromid versetzt und auf
-10 °C abgekiihlt. AnschlieBend werden innerhalb von 40 Minuten 11.0 g (60% ige
Mineraldlsuspension, 272.4 mmol) Natriumhydrid zugesetzt und 90 Minuten bei —10 °C
geriihrt. Man 146t die Reaktion langsam auf Raumtemperatur erwiarmen und riihrt 3 Stunden
nach. Nach Zusatz von 2.8 g (60% ige Mineraldlsuspension, 71.2 mmol) Natriumhydrid wird
nochmals 3 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt (DC: Hexan-Aceton 1:1). Im Anschluf3

werden 120 ml Essigsdureanhydrid zugegeben, 90 Minuten geriihrt (DC: Hexan-Aceton 2:1)
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und eingeengt. Der Riickstand wird in 800 ml Diethylether aufgenommen, dreimal mit 800 ml
Wasser extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Das
Rohprodukt ~ wird durch  Flashchromatographie = gereinigt (Hexan-Aceton  3:1,

Sdulendurchmesser 10 cm, Fiillhdhe 13 cm).

Ausbeute: 18.5 g (46.4 %), farblos, amorph,
R¢=0.74 (Hexan-Aceton 1:1),

[a]p™ =+ 65.8 (0.5, CH,CL),

CssH3FNOg (581.6),

ESI-MS: Mper = 581.22 M_er= 603.94 (M+Na)',

'"H-NMR (270 MHz, [Dg]-DMSO): & = 7.94-7.75 (m, 4H, Pht), 7.39-7.14 (m, 15H, Ar), 5.96
(dd, Jip = 53.4 Hz, Ji, = 7.8 Hz, 1H, H-1P), 5.24 (dd, J34 = J45 = 9.4 Hz, 1H, H-4), 4.61-4.44
(m, 4H, CH,0, H-3), 4.27 (d, Jgem = 12.4 Hz, 1H, CH,0), 421 (m, 1H, H-2), 4.14 (m, 1H,
H-5), 3.73 (m, 2H, H-6a,b),

3C-NMR (67.9 MHz, [D]-DMSO): & = 170.09, 169.12 (C=0 Pht), 137.82, 137.21 (C;-Ph),
134.92 (C-4/5, Pht), 130.52 (C-1/2, Pht), 128.12, 127.94, 127.63, 127.54 (C-Ar), 123.65 (C-
3/6, Pht), 103.87 (d, Je.r = 212.42, C-1), 75.33 (C-3), 73.62 (CH,0), 72.78 (CH,0), 72.54
(CH,0), 72.31 (C-4), 72.19 (C-5), 67.95 (C-6), 53.87 (d, Jeor = 22.3 Hz, C-2).

Ethyl-3,4,6-tri-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- 1 -thio- 3-D-glucopyranosid 40

B-Bzl;GlcNPhtSEt

30 g (6.24 mmol) Verbindung 37 werden in 350 ml Methanol geriihrt und mit einer Losung
aus 650 mg Natrium in 65 ml absolutem Methanol versetzt. Nach 15 Minuten Riihren bei
Raumtemperatur (DC: Hexan-Aceton 1.2:1) wird mit stark saurem Ionenaustauscher
Amberlyst 15 neutralisiert und filtriert. Der Ionenaustauscher wird mit Methanol

nachgewaschen und die vereinigten Filtrate im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird in
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300 ml DMF gelost, mit 55 ml (462.6 mmol) Benzylbromid versetzt und auf —10 °C
abgekiihlt. AnschlieBend werden innerhalb von 40 Minuten 11.0 g (60% ige
Mineraldlsuspension, 272.4 mmol) Natriumhydrid zugesetzt und 90 Minuten bei —10 °C
geriihrt. Man 146t die Reaktion langsam auf Raumtemperatur erwdrmen und rithrt 3 Stunden
nach. Nach Zusatz von 2.8 g (60% ige Mineraldlsuspension, 71 mmol) Natriumhydrid wird
nochmals 3 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt (DC: Hexan-Aceton 1:1). Im Anschluf3
werden 120 ml Essigsdureanhydrid zugegeben, 120 Minuten geriihrt (DC: Hexan-Aceton 2:1)
und eingeengt. Der Riickstand wird in 800 ml Diethylether aufgenommen, dreimal mit 800 ml
Wasser extrahiert, iber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der
Riickstand ~ wird  durch  Flashchromatographie = gereinigt  (Hexan-Aceton  3:1,

Saulendurchmesser 10 cm, Fiillhohe 13 cm).

Ausbeute: 23.4 g (60.1 %),
R¢=0.76 (Hexan-Aceton 1:1),
[a]p™ =+ 55.7 (0.5, CH,CL,),
C37H37NO6S (623.76),

ESI-MS: Mper = 623.23 Mger= 645.46 (M+Na)’,

'"H-NMR (270 MHz, [Dg]-DMSO): & = 7.97-7.78 (m, 4H, Pht), 7.39-7.17 (m, 15H, Ar), 5.30
(d, Ji2 = 10.8 Hz, 1H, H-1pB), 5.10 (dd, J34 = Jss = 9.5 Hz, 1H, H-4), 4.61-4.44 (m, 4H,
CH,0, H-3), 4.28 (d, Jgem = 12.2 Hz, 1H, CH,0), 4.11 (dd, J>5 = 10.6 Hz, 1H, H-2), 3.96 (m,
1H, H-5), 3.59 (m, 2H, H-6a,b), 2.68-2.47 (m, 2H, S-CH,), 1.09 (t, 3H, CHa),

BC-NMR (67.9 MHz, [Ds]-DMSO0): 8 =170.11, 169.22 (C=0 Pht), 137.81, 137.22 (C-i Ph),
134.92 (C-4/5, Pht), 130.52 (C-1/2, Pht), 128.12, 127.96, 127.63, 127.54 (C-Ar), 123.62 (C-
3/6, Pht), 81.02 (C-1), 76.53 (C-3), 73.65 (CH,0), 72.78 (CH,0), 72.44 (CH,0), 72.21 (C-4),
72.12 (C-5), 67.91 (C-6), 53.77 (C-2), 23.52 (S-CH,-), 15.32 (CH,-CH3).
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3,4,6-Tri-O-benzyl-2-desoxy-2-amino--D-glucopyranosylfluorid 43

B-BZl3G1CNH2F

9.9 g (17.0 umol) Fluorid 42 werden in 180 ml n-Butanol geldst, mit 40 ml Ethylendiamin
versetzt und 10 Stunden bei 80 °C geriihrt (DC: Hexan-Aceton 1.5:1). Es wird eingeengt und
dreimal mit Toluol codestilliert. Der Riickstand wird durch Flashchromatographie

(Dichlormethan-Methanol 9:1, Sdulendurchmesser 7 cm, Fiillhhe 13.5 cm) gereinigt.

Ausbeute: 6.6 g (85.9 %),
R¢=0.71 (Hexan-Aceton 1:1),
[a]p™ =+ 69.9 (0.5, CH,CL),
C27H3FNO, (451.53),

ESI-MS: Mper = 451.22 Mger= 473.53 (M+Na)’,

'"H-NMR (270 MHz, [De]-DMSO): 8 = 7.39-7.14 (m, 15H, Ar), 5.63 (dd, Ji s = 53.4 Hz, J;, =
7.8 Hz, 1H, H-1PB), 5.24 (dd, J54 = Jas = 9.7 Hz, 1H, H-4), 4.78 (s, 2H, NH,), 4.61-4.44 (m,
4H, CH,0, H-3), 4.27 (d, Jyem = 12.4 Hz, 1H, CH,0), 4.21 (m, 1H, H-2), 4.14 (m, 1H, H-5),
3.73 (m, 2H, H-6a,b),

3C-NMR (67.9 Mhz, [D¢]-DMSO): & = 137.82, 137.21 (C-Ph), 128.12, 127.94, 127.63,
127.54 (C-Ar), 103.87 (d, Je. r = 212.42 Hz, C-1), 75.33 (C-3), 73.62 (CH,0), 72.78 (CH,0),
72.54 (CH,0), 72.31 (C-4), 72.19 (C-5), 67.95 (C-6), 53.87 (d, Jeor = 22.3 Hz, C-2).

3,4,6-Tri-O-benzyl-2-desoxy-2-succinimido- [3-D-glucopyranosylfluorid 45

B-Bzl;GlcNSuF

600 mg (1.3 mmol) Amin 43 werden in 9 ml Dichlormethan geldst und unter Rithren mit 1.0

g (9.7 mmol) Bernsteinsdureanhydrid und 1.5 ml (10.8 mmol) Triethylamin versetzt. Nach 3
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Stunden Riithren bei Raumtemperatur (DC: Hexan-Aceton 1:1) werden 2 ml
Essigsdureanhydrid und 4 ml Pyridin zugefiigt und weitere 16 Stunden bei Raumtemperatur
geriihrt. Die Reaktionslosung wird eingeengt und anschlieBend dreimal mit Toluol
codestilliert. Der verbliebene Riickstand wird in 20 ml Dichlormethan aufgenommen und
einmal mit 2N HCI-Losung und einmal mit gesittigter KHCOs-Losung extrahiert. Die
organische Phase wird liber Magnesiumsulfat getrocknet, vom Trockenmittel abfiltriert und
im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird durch Flashchromatographie (Cyclohexan-Aceton

5:1, Séulendurchmesser 3.5 cm, Fiillhohe 16 cm) gereinigt.

Ausbeute: 546.2 mg (77.9 %) farblose Kristalle, die unter mechanischer Einwirkung
zerflieflen,

R¢=0.67 (Hexan-Aceton 1:1),

[a]p® =+42.4 (0.5, CH,CL),

C31H3,FNOg (533.59),

ESI-MS: Mper = 533.22 M_er= 556.81 (M+Na)’,

'H-NMR (270 MHz, [Dg]-DMSO): 8= 7.41-7.16 (m, 15H, Ar), 5.82 (dd, Jir = 51.6 Hz, J;» =
8.2 Hz, 1H, H-1B), 5.39 (dd, Js4 = Jas = 9.4 Hz, 1H, H-4), 4.61-4.44 (m, 4H, CH,0, H-3),
438 (d, Jeem = 12.6 Hz, 1H, CH,0), 4.31 (m, 1H, H-2), 4.15 (m, 1H, H-5), 3.73 (m, 2H,
H-6a,b) 2.82-2.61(m, 4H, NSu),

3C-NMR (67.9 Mhz, [Ds]-DMSO): & = 169.63, 167.32 (C=0 NSu), 137.85, 137.16 (Ci- Ph),
128.12, 127.92, 127.59, 127.42 (C-Ar), 104.41 (d, Jeir = 242.19 Hz, C-1), 75.79 (C-3),
73.62 (CH,0), 72.78 (CH,0), 72.54 (CH,0), 72.31 (C-4), 72.19 (C-5), 67.95 (C-6), 53.87 (d,
Jea r=32.1 Hz, C-2), 28.2 (CH,-NSu).
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3,4,6-Tri-O-benzyl-2-desoxy-2-trichlorethoxycarbonylamido- 3-D-glucopyranosylfluorid 46

B-Bzl3GIcNTEOCF

600 mg (1.3 mmol) Amin 43 werden in 6 ml Dichlormethan gelost, mit 0.8 ml (5.8 mmol)
Chlorameisenséure-2,2,2-trichlorethylester und 1 ml (7.2 mmol) Triethylamin versetzt und bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach 2 Stunden (DC: Hexan-Essigsdureethylester 1:1) wird
eingeengt, dreimal mit Toluol codestilliert und im Vakuum eingeengt. Der verbliebene
Riickstand wird durch Flashchromatographie gereinigt (Cyclohexan-Essigsdureethylester

2.8:1, Saulendurchmesser 3 cm, Fiillhohe 13 cm).

Ausbeute: 498.4 mg (60.7 %) farblose Kristalle,
R¢=0.74 (Hexan-Essigsdureethylester 1:1),
[a]p® =+ 32.8 (0.5, CH,CL),

C30H31CIFNOg (626.93),

ESI-MS: Mper= 625.12 Mger= 648.54 (M+Na)’,

'H-NMR (270 MHz, [Dg]-DMSO): 8= 7.39-7.14 (m, 15H, Ar), 5.76 (dd, J,r = 46.9 Hz, J,, =
7.8 Hz, 1H, H-1B), 5.24 (dd, J54 = Jus = 9.7 Hz, 1H, H-4), 5.03 (s, 1H, NH), 4.64-4.42 (m,
4H, CH,0, H-3), 4.33 (d, Jgem = 12.6 Hz, 1H, CH,0), 4.28 (m, 1H, H-2), 4.16 (m, 1H, H-5),
3.68 (m, 2H, H-6a,b), 2.53 (m, 2H, CH,CCl5).

BC-NMR (67.9 MHz, [D¢]-DMSO): & = 163.23 (C=0), 137.82, 137.21 (C-i Ph), 128.12,
127.94, 127.63, 127.54 (C-Ar), 103.87 (d, Jep = 212.42, C-1), 75.33 (C-3), 73.62 (CH,0),
72.78 (CH,0), 72.54 (CH,0), 72.31 (C-4), 72.19 (C-5), 67.95 (C-6), 64.14 (CCls), 53.87 (d,
Jea, p=22.3 Hz, C-2), 45.28 (CH,-CCly).

5.5.2. Versuche zu Kapitel 2.5.2.

50 mg der Donoren 7, 21, 25, 42, 45 und 46 werden mit 6 Aquivalenten Cyclohexanol und
100 mg gepulverten Molekularsiebs 4A in 2 ml Dichlormethan 30 Minuten bei
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Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend werden die Reaktionen durch jeweils 2 Agivalente
Bortrifluoridetherat — bezogen auf den Donor - gestartet. Die Aufreinigung erfolgt jeweils

durch Flashchromatographie in Cyclohexan-Essigester Laufmittelgemischen.

Die Uberpriifung der Reinheit der Produkte erfolgt iiber NMR.

5.6. Versuche zu Kapitel 2.6.

50 mg (19.23 pmol) des Akzeptors 5 werden mit 10 Aquivalenten (0.19 mmol) der Donoren
7, 21, 25, 42, 45 und 46 und 100 mg gepulverten Molekularsiebs 4A in 2 ml Dichlormethan
30 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend werden die Reaktionen durch jeweils
2 Agivalente Bortrifluoridetherat — bezogen auf den Akzeptor - gestartet. Die Aufreinigung
erfolgt jeweils durch Flashchromatographie in Cyclohexan-Essigester / Cyclohexan-Aceton

Laufmittelgemischen

Die Uberpriifung der Reinheit der Produkte erfolgt iiber NMR.

Entschiitzung von 47 zu 2-Acetamido-2-desoxy-[3-D-glucopyranosyl-(1 - 2)-a—-D-mannopyra-
nosyl-(1 - 3)-[2-acetamido-2-desoxy--D-glucopyranosyl-(1 —4)]-[2-acetamido-2-desoxy-
3,4,6-tri-O-benzyl-B-D-glucopyranosyl-(1 — 2)-O-a-D-mannopyranosyl-(1 - 6)]--D-
mannopyranosyl-(1 — 4)—(2 —acetamido-3, 6-di-O-benzyl-2-desoxy-[3-D-glucopyranosyl)-

(1 »4)-2-acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-[>-D-glucopyranosylazid 48

B-GlcNAc-1,2-a-Man-1,3-[3-Bzl;GlcNAc-1,4]-[B-GlcNAc-1,2-a-Man-1,6]-3-Man-1,4-[3-
GlcNAc-1,4-B-GIcNACN;

40 mg (12.6 pmol) Octasaccharid 47 werden in 4 ml sec.-Butanol gelost, mit 0.5 ml
Ethylendiamin versetzt und 16 Stunden bei 80 °C geriihrt (DC: Isopropanol-1 M NH4OAc-
Losung 4:1). Die Reaktionsmischung wird eingeengt, dreimal mit Toluol codestilliert und im
Vakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Der Riickstand wird mit 0.5 ml Acetanhydrid
und 1 ml Pyridin versetzt und eine Stunde geriihrt. Es wird bei 40 °C Badtemperatur
eingeengt und dreimal mit Toluol codestilliert. Der verbliebene Feststoff wird mit 1 ml
Methylamin-Losung (41%) versetzt und 3 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt (DC:
Isopropanol-1 M NH4OAc-Losung 4:1). AnschlieBend wird im Vakuum eingeengt und im

Hochvakuum getrocknet. Der Riickstand wird in 10 ml Wasser aufgenommen und mit einer
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Kunststoffspritze durch eine SpePak®-RP18-Kartusche gedriickt. Man wischt mit 20 ml
Wasser nach und eluiert mit 10 ml Acetonitril-Wasser 1:3.5 die Verunreinigungen. Das

Produkt wird mit 10 ml Wasser Acetonitril-Wasser 2:3 eluiert und danach lyophilisiert.

Ausbeute: 20.2 mg (76.8 %),

R¢Amin = 0.52 (Isopropanol-1 M NH4,OAc 4:1),

RsAcetamid = 0.55 (Isopropanol-1 M NH4OAc 4:1),

[a]p™ =- 6.1 (0.5, CH;0H),

Ci00H132N3gO40 (2086.15),

FAB-MS: Mper = 2084.85 Mger= 2086.1 (M+H)",

ESI-MS: Mper = 2084.85 Mger=2108.3 (M+Na)’,

'H-NMR (500 MHz, D,0 mit [Ds]-DMSO als int. Standard): & = 7.32-7.15 (m, 20 H, Ar),
5.15 (d, J12 < 1Hz, 1H, H-1%), 5.08 (d, J1., < 9.6 Hz, H-1'B), 4.96 (d, J,», < 1.0 Hz, 1H, H-1"),
478 (d, Ji2 < 1.0 Hz, 1H, H-1°), 4.66 (d, J1, = 7.6 Hz, 1H, H-17B), 4.57 (m, 2H, H-1°, H-17),
430 (dd, Jo3 = 1.8 Hz, H-2%), 4.24 (dd, J»5 = 1.8 Hz, H-2"%), 4.16 (dd, J,3 = 1.8 Hz, H-2"),
4.01-3.49 (m, 29H, H-2', H-3°, H-3>", H-2% H-3', H-2°, H-3%, H-3*, H-5', H-5%, H-5°, H-5",
H-3%, H-5%, H-5", H-6a,b', H-6a,b’, H-6a,b’, H-6a,b*, H-6a,b", H-6a,b>), 2.13, 2.12, 2.10,
2.08 (4s, 12H, NAc),

BC-NMR (125 MHz, D,O mit [D¢]-DMSO als int. Standard): & = 177.03, 176.45, 176.37,
176.24, 174.83 (C=0), 138.79, 138.44, 137.93, 137.82 (Ci-Ar), 129.15, 128.99, 128.76,
128.55, 128.20, 127.94 (C-Ar), 102.83 (C-1%), 102.05 (C-1°), 101.24 (C-1°), 101.20 (C-1%),
101.13 (C-1%), 98.61 (C-1%), 82.04 (C-3°), 81.14 (C-4%), 80.41 (C-4"), 79.72 (C-1"), 78.09 (C-
2%, 78.02 (C-2%), 77.81 (C-5"), 77.48 (C-5°), 77.44 (C-5"), 75.42 (C-5%), 75.15 (C-5°), 74.33
(C-5%), 75.31 (C-3%), 74.21 (C-5%), 74.20 (C-3%), 73.85 (C-3%), 73.58 (C-3"), 72.25 (C-3%),
72.18 (C-4%), 71.93 (C-4°%), 71.11 (C-2%), 70.79 (C-4"), 70.65 (C-4"), 70.34 (C-3*), 70.20
(C-3"%), 68.35 (C-4%), 68.33 (C-4"), 66.10 (C-6%), 62.72 (C-6%), 62.67 (C-6"), 62.49 (C-6°),
61.49 (C-6%), 61.42 (C-6"), 60.82 (C-6"), 60.76 (C-6%), 56.96 (C-2°%), 56.10 (C-2%), 56.08
(C-2), 55.94 (C-2%), 54.68 (C-2"), 23.26, 23.13, 22.91, 22.89 (NAc).
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2-Acetamido-2-desoxy-[-D-glucopyranosyl-(1 - 2)-a—D-mannopyranosyl-(1 - 3)-[2-acet-
amido-2-desoxy-[>-D-glucopyranosyl-(1 —4)]-[(2-acetamido-2-desoxy-B-D-glucopyranosyl)-
(1 - 2)-O—-a-D-mannopyranosyl-(1 - 6)]--D-mannopyranosyl-(1 — 4)- (2-acetamido-2-

desoxy-[3-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-2-desoxy-2-acetamido-[>-D-glucopyranosylamin 49

B-GlcNAc-1,2-a-Man-1,3-[3-GlcNAc-1,4]-[B-GlcNAc-1,2-a-Man-1,6]-3-Man-1,4-3-
GlcNAc-1,4-B-GIcNAcNH,

13.1 mg (6.27 umol) Octasaccharid 48 werden in 2.2 ml Methanol und 100 pl Essigsdure
geldst, mit 10.2 mg Palladium-(I1)-oxidhydrat versetzt und unter Wasserstoffatmosphire 10
Tage geriihrt. Nach Zusatz von weiteren 8.3 mg Palladiumoxidhydrat und 80 pl Essigsdure
wird weitere 12 Tage nachgeriihrt (DC: Isopropanol-1M NH4OAc 2:1). Der Katalysator wird
abzentrifugiert und mehrmals mit 5% Essigsdure in Methanol extrahiert. Die organische
Phase wird bei 35 °C im Vakuum bis zur Trockne eingeengt. Das Rohprodukt wird in 10 ml
Wasser aufgenommen, mehrmals iiber eine SePak®-RP-18-Kartusche filtriert und

lyophilisiert.

Ausbeute: 4.94 mg (51.1 %),
R¢=0.27 (Isopropanol-1 M NH4OAc 2:1),

[a]p™ =- 1.1 (0.3, H,0),

C58H96N8040 (l 545.41 ),
FAB-MS:  Mye= 1544.57 Mger= 1546 (M+H)",
ESI-MS: My = 1544.57 Mger= 1568.12 (M+Na)", 1545.72 (M+H)",

773.44 (M+2H)*

'H-NMR (500 MHz, D,O mit [Dg]-DMSO als int. Standard): & = 4.93 (d, J;» < 1Hz, 1H,
H-1%), 4.88 (d, J,, < 9.6 Hz, H-1'B), 4.55 (d, J1» < 1.0 Hz, 1H, H-1*), 4.52 (d, J;, < 1.0 Hz,
1H, H-1°), 4.44 (d, J,, = 7.6 Hz, 1H, H-1°B), 4.37 (m, 2H, H-1°, H-1°"), 4.30 (dd, J,5 = 1.8
Hz, H-2%), 4.26 (dd, J>5 = 1.8 Hz, H-2%), 4.18 (dd, J,3 = 1.8 Hz, H-2"), 4.01-3.49 (m, 29H,
H-2', H-3°, H-3", H-2%, H-3', H-2°, H-3%, H-3*, H-5', H-5%, H-5°, H-5, H-3?, H-5%, H-5",
H-6a,b', H-6a,b%, H-6a,b>, H-6a,b*, H-6a,b*’, H-6a,b>), 2.15, 2.13, 2.09, 2.08 (4s, 12H, NAc),
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BC-NMR (125 MHz, D,O mit [D¢]-DMSO als int. Standard): & = 177.14, 176.35, 176.33,
176.24, 174.81 (C=0), 102.83 (C-1%), 102.06 (C-1°), 101.18 (C-1°), 101.24 (C-1%), 101.14
(C-1%), 98.67 (C-1%), 82.02 (C-3%), 81.12 (C-4%), 80.40 (C-4"), 79.70 (C-1"), 78.08 (C-2%),
77.92 (C-2%), 77.85 (C-5Y), 77.52 (C-5°), 77.42 (C-5°), 75.38 (C-5°), 75.16 (C-5%), 74.33
(C-5%), 75.33 (C-3%), 74.23 (C-5%), 74.21 (C-3%), 73.87 (C-3%), 73.59 (C-3"), 72.28 (C-3%),
72.12 (C-4%), 71.95 (C-4%), 71.12 (C-2°), 70.82 (C-4"), 70.65 (C-4"), 70.34 (C-3*), 70.20
(C-3%), 68.35 (C-4%), 68.33 (C-4"), 66.14 (C-6°), 62.85 (C-6%), 62.67 (C-6%), 62.55 (C-6°),
61.49 (C-6%), 61.42 (C-6"), 60.82 (C-6"), 60.76 (C-6%), 56.96 (C-2°%), 56.10 (C-2°), 56.08
(C-2), 55.97 (C-2%), 54.63 (C-2"), 23.28, 23.18, 22.98, 22.92 (NAc).

5.7. Versuche zu Kapitel 2.7

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-succinimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-1,3,4,6-tetra-O-

acetyl-3-D-mannopyranosid 51

(B-Ac3GlcNSu-B-AcsMan)

1.8 g (4.2 mmol) Thioglycosid 20, 2.1 g (6.0 mmol) Tetraacetylmannose 50, 2.1 g (9.2 mmol)
NIS und 1.3 g gepulvertes Molekularsieb 4A werden 30 Minuten bei 0° C in 60 ml
Dichlormethan geriihrt. AnschlieBend werden 528 pl (6.1 mmol) TfOH innerhalb von 3
Minuten zugetropft. Nach zwei Stunden (DC: Hexan-Aceton 1:1) wird iiber Celite abfiltriert,
mit 150 ml Dichlormethan nachgewaschen und zweimal mit 150 ml gesittigter
Natriumthiosulfatlosung extrahiert. Die organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat
getrocknet, vom Trockenmittel abfiltriert und eingeengt. Der Riickstand wird durch
Flashchromatographie (Cyclohexan-Aceton 3:1, Sdulendurchmesser 4.5 cm, Fiillhéhe 12 cm)

gereinigt.

Ausbeute: 1.8 g (61.2 %) farblos, amorph,
Ry =0.44 (Hexan-Aceton 1:1),
[a]p> = - 43.2 (0.5, CH,CL),

C30H3sNOy (717.63),
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ESI-MS: Mper = 717.21 Mger= 740.49 (M+Na)',

'H-NMR (270 MHz, [De]-DMSO): & = 5.92 (dd, J»3 = 10.2 Hz, H-3%), 5.68 (d, Ji» < 1Hz,
H-1"), 5.33 (d, J12 = 8.6 Hz, 1H, H-1’B), 5.13 (dd, J45=J34 = 9.6 Hz, 1H, H-4%), 5.01 (m, 2H,
H-3', H-4"), 4.33 (dd, J1, < 1Hz, Jo3 < 1Hz, 1H, H-2"), 4.22 (m, 1H, H-6a%), 4.03 (m, 2H,
H-5°, H-6b%), 3.78 (dd, Jeem = 12.4 Hz, J,c = 4.8 Hz, 1H, H-6a"), 3.75-3.68 (m, 2H, H-5',
H-6b"), 2.73-2.51 (m, 4H, NSu), 2.02, 2.00, 1.98, 1.97, 1.96, 1.82 (6s, 18H, OAc),

BC-NMR (67.9 MHz, [Ds]-DMSO) & = 177.64, 176.53 (C=0 NSu), 170.13, 169.73, 169.55,
169.31, 169.22, 168.52 (C=0 OAc), 98.31 (C-17), 90.43 (C-1"), 72.83 (C-2"), 72.34 (C-5"),
71.29 (C-3"), 71.43 (C-5%), 69.21 (C-3%), 68.44 (C-4"), 61.92 (C-6"), 61.88 (C-6%), 54.03
(C-2%), 28.32 (CH,-NSu), 20.51, 20.32, 20.18, 20.11 (OAc).

O-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-succinimido-3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-3,4,6-tri-O-

acetyl-a-D-mannopyranosyl-trichloracetimidat 52

(B-Acs;GleNSu-a-AcsMan-TCAI)

700 mg ( 975.6 umol) Verbindung 51 und 130 mg Hydrazinacetat werden in 8§ ml absolutem
DMF geriihrt. Man gibt nach Reaktionsende (DC: Hexan-Aceton 1:1) 5 ml Aceton zu und
engt im Vakuum ein. Der Riickstand wird in 100 ml Dichlormethan aufgenommen und je
einmal mit 2N HCI und geséttigter KHCOs-Losung extrahiert. Die organische Phase wird
tiber Magnesiumsulfat getrocknet, vom Trockenmittel abfiltriert und eingeengt. Das
Halbacetal wird in 16 ml absolutem Dichlormethan aufgenommen und bei 0° C mit 2.1 ml (21
mmol) Trichloracetonitril und 40 pl (267 umol) 1.8-Diazabicyclo-[5,4,0]-undec-7-en (DBU)
versetzt. Sobald kein Edukt mehr nachzuweisen ist (DC: Hexan-Aceton 1:1), wird eingeengt
und durch Flashchromatographie (Cyclohexan-Aceton 2.5:1, Sdulendurchmesser 1 cm,

Fiillhohe 8 cm) gereinigt.

Ausbeute: 549.5 mg (68.8 %) farblos, amorph,

Ry =0.53 (Hexan-Aceton 1:1),
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[a]p™ =+ 69.7 (0.5, CH,CLy),
C30H37CLN,O 5 (819.98),

ESI-MS: Mper = 818.11 Mger= 841.57 (M+Na)",

'H-NMR (270 MHz, [De]-DMSO): 8 = 9.79 (s, 1H, C=NH), 5.84 (d, J,, < 1Hz, H-1"), 5.62
(dd, Jo5 = 10.2 Hz, H-3?), 5.48 (d, J1, = 8.6 Hz, 1H, H-1°), 5.13 (dd, J45=J34 = 9.6 Hz, 1H,
H-3"), 5.08 (m, 2H, H-4%, H-4"), 4.33 (dd, Ji» < 1Hz, J,3 < 1Hz, 1H, H-2"), 422 (m, 1H,
H-6a%), 4.03 (m, 2H, H-5%, H-6b%), 3.78 (dd, Jeem = 12.4 Hz, J,;. = 4.8 Hz, 1H, H-6a'), 3.75-
3.68 (m, 2H, H-5', H-6b"), 2.75-2.54 (m, 4H, NSu), 2.04, 2.01, 1.99, 1.97, 1.96, 1.82 (6s,
18H, OAc),

BC-NMR (67,9 MHz, [Ds]-DMSO) & = 177.51, 176.27 (C=0 NSu), 170.19, 169.68, 169.44,
169.33, 169.11, 168.52 (C=0 OAc), 97.45 (C-1%), 94.22 (C-1"), 90.04 (CCl3), 72.35 (C-2"),
72.08 (C-5%), 71.54 (C-3Y), 71.43 (C-5"), 69.21 (C-3?%), 68.52 (C-4"), 61.77 (C-6"), 61.74
(C-6%), 54.03 (C-2%), 28.56 (CH,-NSu), 20.53, 20.42, 20.38, 20.19 (OAc).

Benzyl-O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-succinimido--D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-[3,4,6-
tri-O-acetyl-2-desoxy-2-succinimido-[3-D-glucopyranosyl)-(1 —4)]-3,6-di-O-allyl-a—D-

mannopyranosid 54

(2,4-(B-Ac;GleNSu),-a-All,Man-OBz1)

100 mg (0.29 mmol) Benzyl-3,6-di-O-allyl-a-D-mannopyranosid 53 und 331 mg (0.86 mmol)
Fluorid 21, sowie 300 mg gepulvertes Molekularsiecb 4 A werden 30 Minuten in 4 ml
absolutem Dichlormethan bei 0 °C geriihrt. AnschlieBend werden 20 pl (0.16 mmol)
Borttrifluoridetherat innerhalb von 5 Minuten langsam zugetropft und weiter bei 0 °C geriihrt.
Nach Beendigung der Reaktion (DC: Hexan-Aceton 1:1) wird die Reaktionslosung iiber
Celite abfiltriert, mit 20 ml Dichlormethan nachgewaschen und mit 50 ml geséttigter KHCOs-
Losung extrahiert. Die organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im
Vakuum eingeengt. Der verbliebene Riickstand wird durch Flashchromatographie

(Cyclohexan-Aceton 3:1, Sdulendurchmesser 2.5 cm, Fiillhohe 13.5 cm) gereinigt.
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Ausbeute: 218.4 mg (70.2 %) farblos, amorph,
R¢ =0.47 (Hexan-Aceton 1:1),
[a]p™ =+ 13.9 (0.5, CH,CL),

EI-MS: Mper = 1088.38 Mger= 1089 (M+H)",

'H-NMR (270 MHz, [Ds]-DMSO): & = 7.52-7.31 (m, 5H, Ar), 5.97-5.90 (m, 2H, =CH-),
5.50-5.43 (m, 2H, H-3", H-3%), 5.35 (d, Ji» = 8.6 Hz, 1H, H-1°B),5.29 (d, J,,= 8.7 Hz,
H-1°B), 5.19 (d, 1H, =CH,-), 5.15 (d, 1H, =CH,-), 5.09 (d, 1H, =CH>-), 5.02 (d, 1H, =CH,-),
4.86-4.76 (m, 2H, H-4*, H-4%), 4.52-4.50 (m, 2H, H-1', Ph-CH,0), 4.33 (d, Jgem = 12.2 Hz,
1H, Ph-CH,0), 4.12-4.01 (m, 4 H, H-6a°, All-CH,O-, H-6a", H-2"), 3.97-3.66 (m, 8H, H-6b",
H-6b% H-5*, H-2%), 3.55-3.48 (m, 2H, H-3', H-4") , 3.45-3.40 (m, 1H, H-5"), 3.36-3.33 (m,
2H, 6a,b"), 2.71-2.48 (m, 8H, NSu), 2.01-1.99 (m, 12H, OAc), 1.91, 1.90 (2s, 6H, OAc),

BC-NMR (67,9 MHz, [Dg]-DMSO) & = 177.41-176.33 (C=0 NSu), 170.13, 170.06, 169.84,
169.71, 169.45, 169.22 (C=0 OAc), 137.25 (C-Ar), 135.43, 134.83 (=C -All), 128.32, 127.82
(C-Ar), 116.65, 116.03 (=CH,), 96.61 (C-1"), 96.23 (C-1%), 95.75 (C-1%), 75.26 (C-3"), 73.22
(C-4Y), 73.16 (C-2"), 71.47 (All-CH,0), 70.97 (C-5%), 70.72 (C-5%), 70.14 (C-5"), 69.25 (C-
3%), 69.18 (C-3%), 69.04 (Ph-CH,0), 68.73 (C-4"), 68.69 (All-CH,0), 68.34 (C-6'), 69.29 (C-
4", 61.83 (C-6"), 61.57 (C-6%), 55.16 (C-2%), 54.22 (C-2%), 27.82 (CH,- NSu), 20.53, 20.44,
20.32,20.23,20.11 (OAc).

Benzyl-O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-succinimido-3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-[(3,4,6-
tri-O-acetyl -2-desoxy-2-succinimido-3-D-glucopyranosyl)-(1 —4)]-a-D-mannopyranosid 55

(2,4-(B-Ac3GIcNSu),-a-Ac,Man-OBzl)

138.3 mg (119.3 umol) Trisaccharid 54 werden in 10.4 ml Essigsdure (95 %) gelost und
unter Rithren mit 56.0 mg (0.32 mmol) Palladium-(II)-chlorid und 56.1 mg (0.7 mmol)
Natriumacetat versetzt. Die Reaktionslosung wird langsam erwédrmt und bei 70° C geriihrt.

Die schwarze Losung wird nach 2 Stunden (DC: Hexan-Aceton 2:1) iiber Celite abfiltriert,
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mit Dichlormethan nachgewaschen und im Vakuum bis zur Trockne eingeengt. Anschliefend
wird der Riickstand in 20 ml Dichlormethan aufgenommen und zweimal mit 10 ml Wasser,
einmal mit 10 ml geséttigter KHCOs-Losung und schlielich mit 10 ml Wasser extrahiert.
AnschlieBend wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet, vom Trockenmittel abfiltriert und im
Vakuum eingeengt. Das deallylierte Rohprodukt (112 mg) wird in einem Gemisch aus 1 ml
Pyridin und 0.5 ml Essisdureanhydrid gelost, mit 10 mg Dimethylaminopyridin versetzt und
12 Stunden geriihrt (DC: Hexan-Aceton 1:1). AnschlieBend wird die Reaktionslosung
eingeengt und zweimal mit Toluol codestilliert. Der Riickstand wird in 20 ml Dichlormethan
aufgenommen, zweimal mit 10 ml 2N HCI, einmal mit 10 ml geséttigter KHCOs-Ldsung und
zweimal mit 10 ml Wasser gewaschen. Die organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat
getrocknet, vom Trockenmittel abfiltriert und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird
durch Flashchromatographie (Cyclohexan-Essigsdureethylester 1:1.5, Sdulendurchmesser 2.5

cm, Fiillhdhe 11 cm) gereinigt.

Ausbeute: 82 mg (59.2 %), farblos, amorph,

Deallylierte Zwischenstufe: Ry = 0.25 (Hexan-Aceton 1:1),
Acetyliertes Produkt: Ry = 0.42 (Hexan-Aceton 1:1),

[a]p™ =+ 3.4 (0.5, CH,CL),

Cs1H64N2024 (1089.05),

EI-MS: Mper= 1088.38 M= 1089 (M+H)",

'H-NMR (270 MHz, [Dg]-DMSO): 8= 7.38-7.31 (m, 5H, Ar), 5.57 (dd, 1H, H-3%), 5.49 (dd,
1H, H-3%, 5.34 (d, J1,= 8.7 Hz, 1H, H-1"B), 5.24 (d, J1,= 8.8 Hz, 1H, H-17B), 4.90-4.84 (m,
3H, H-4%, H-4°, H-3"), 4.61 (d, Jgem = 12.3 Hz, 1H, CH,0), 4.45 (d, J,, < 1Hz, H-1"), 4.41 (d,
Jgem = 12.3 Hz, 1H, CH,0), 4.20 (dd, 1H, H-6a"), 4.15 (dd, 1H, H-6a’), 4.05-4.04 (m, 2H,
H-6a', H-2"), 3.97-3.85 (m, 4H, H-6b*, H-5", H-2%, H-5%), 3.84-3.77 (m, 2H, H-6b*, H-2"),
3.74-3.68 (m, 3H, H-6b', H-4', H-5"), 2.85-2.32 (m, 8H, NSu), 2.08, 2.03, 2.01, 2.00, 1.97,
1.96, 1.88, 1.87 (8s, 24 H, OAc),

PC-NMR (67,9 MHz, [Dg]-DMSO) & = 177.62-176.43 (C=0O NSu), 170.43, 170.05, 169.75,
169.61, 169.56, 169.27 169.12 (C=0 OAc), 136.55 (Ci-Ar), 128.33-127.65 (C-Ar), 96.63
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(C-1Y), 96.35 (C-1%), 96.07 (C-1%), 73.78 (C-2"), 72.47 (C-4"), 70.78 (C-5°), 70.55 (C-5%),
70.18 (C-3"), 69.28 (CH,0), 69.17 (C-3%), 68.98 (C-3%), 68.79 (C-4°), 68.27 (C-4%), 68.19
(C-5Y, 62.17 (C-6"), 61.75 (C-6%), 61.65 (C-6"), 54.83 (C-2*), 54.06 (C-2%), 27.66 (CH,-NSu),
20.21-20.01 (OAc).

O0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-succinimido-[3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-[ (3,4, 6-tri-O-
acetyl-2-desoxy-2-succinimido-Z-D-glucopyranosyl)-(1 —4)]-3,6-di-O-acetyl-a-D-

mannopyranosyl-trichloracetimidat 56

(2,4-(B-Ac3GIcNSu),-a-Ac,Man-TCAI)

40 mg (36.7 pumol) Verbindung 55 werden in 600 ul Methanol gelost und mit 60 pl
Essigsdure und 38.2 mg PdO-H,0O versetzt und unter Wasserstoffathmosphire stark gertihrt.
Nach 5 Stunden (DC: Hexan-Aceton 1:1) wird der Katalysator abfiltriert und mehrmals mit
Methanol nachgewaschen. Die vereinigten Methanolphasen werden anschlieBend im Vakuum
bis zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wird anschlieend in 10 ml Dichlormethan
aufgenommen, mit 5 ml 2N KHCO; —Losung extrahiert, iber Magnesiumsulfat getrocknet
und im Vakuum eingeengt. AnschlieBend wird das Halbacetal in 500 pl absolutem
Dichlormethan aufgenommen, auf O0°C abgekihlt und mit 60 upl (598 pmol)
Trichloressigsdurenitril, sowie mit 4 pl (66.7 pumol) 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en
(DBU) versetzt. Sobald das Edukt nicht mehr nachzuweisen ist (DC: Cyclohexan-Aceton 1:1)
wird eingeengt und durch  Flashchromatographie (Cyclohexan-Aceton  2.3:1,

Sdulendurchmesser 1 cm, Fiillhohe 8.5 cm) gereinigt.

Ausbeute: 24.4 mg (58.0 %),

R¢ =0.47 (Cyclohexan-Aceton 1:1),
[a]p™=+9.4 (0.5, CH,CL,),
C44Hs54C13N3026 (1047.26),

ESI-MS: Mper = 1145.21 Mer = 1168.8 (M+Na)’,
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'H-NMR (270 MHz, [Ds]-DMSO): &= 10.21 (s, 1H, NH), 5.60 (dd, Jo3 = J34 = 9.7 Hz, 1H,
H-3%), 5.49 (dd, J»3 = J34 = 9.9 Hz, 1H, H-3"), 5.41-5.36 (m, 2H, H-1%, H-1?), 4.95-4.86 (m,
3H, H-3', H-4%, H-4%), 4.27-4.02 (m, 4H, H-2", H-6a', H-6a°, H-6a"), 4.05-3.70 (m, 9H,
H-6b% H-5% H-5%, H-2?, H-6b%, H-2*, H-5', H-4', H-6b"), 2.77-2.42 (m, 8H, NSu), 2.05-1.99
(m, 12 H, OAc), 1.97, 1.95, 1.88, 1.87 (4s, 12 H, OAc),

PC-NMR (67,9 MHz, [Ds]-DMSO): & = 178.42-176.13 (C=0 NSu), 170.33, 170.11, 170.04,
169.83, 169.65, 169.55, 169.22 (C=0 OAc), 96.52 (C-1%), 96.51 (C-1%), 93.52 (C-1"), 72.85
(C-2Y), 71.96 (C-4"), 70.83 (C-5%), 70.77 (C-5%), 70.45 (C-5"), 69.13 (C-3"), 68.83 (C-3%),
68.53 (C-3%), 68.11 (C-4%), 68.07 (C-4%), 61.82 (C-6"), 61.74 (C-6%), 61.66 (C-6%), 54.76
(C-2%), 54.06 (C-2%), 27.63 (CH,-NSu), 20.52, 20.44, 20.41, 20.35, 20.31, 20.11 (OAc).
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Benzyl-O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-succinimido-3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-[(3,4,6-
tri-O-acetyl-2-desoxy-2-succinimido- [3-D-glucopyranosyl)-(1 - 6)]-3,4-di-O-benzyl-a-D-

mannopyranosid 58

(2,6-(B-AcsGleNSu),-0-Bzl,Man-OBzl)

1.5 g (3.3 mmol) Akzeptor 57, 5.2 g (12.1 mmol) Thioglycosid 20 und 2.7 g (12.0 mmol) NIS
werden in 60 ml Dichlormethan eingeriihrt und auf 0 °C abgekiihlt. Es werden innerhalb von
3 Minuten 200 pl (2.3 mmol) TfOH zugetropft und 35 Minuten bei 0°C geriihrt (DC: Hexan-
Essigsdureethylester 1:2). Anschlieend wir die Reaktionslésung auf 300 ml Dichlormethan
verdiinnt und zweimal mit 150 ml gesittigter Natriumthiosulfatlosung extrahiert. Die
organische Phase wird liber Magnesiumsulfat getrocknet, vom Trockenmittel abfiltriert und
im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird durch Flashchromatographie (Cyclohexan-

Essigsdureethylester 1.8:1, Sdulendurchmesser 3.5 cm, Fiillhdhe 14 cm) gereinigt.

Ausbeute: 2.3 g (58.0 %),

R¢=0.18 (Hexan-Essigsdureethylester 1:2),
[a]p™=+ 13.3 (0.5, CH,CL),

CsoHssN2024 (1189.17),

ESI-MS: My = 1188.42 Mger = 1211.91 (M+Na)’,

'H-NMR (270 MHz, [Dg]-DMSO): & = 7.39-6.90 (m, 15H, Ar), 5.72 (dd, J,3 = 10.5 Hz, 1H,
H-3%), 5.61 (dd, Jo5 = 10.4 Hz, H-3%), 5.40 (d, J12 = 8.5 Hz, 1H, H-1%), 5.01 (dd, J34 = Ja5 =
9.7 Hz, 1H, H-4%), 4.93 (dd, J34 = J4s = 9.7 Hz, 1H, H-4%), 4.87 (d, J1, = 8.5 Hz, 1H, H-1°),
4.55 (d, Jgem = 11.4 Hz, 1H, CH,0), 4.54 (d, Jgem = 11.9 Hz, 1H, CH,0), 4.42 (d, J,, < 1.0
Hz, 1H, H-1"), 4.33 (d, Jgem = 11.3 Hz, 1H, CH,0), 4.23-4.18 (m, 3H, CH,0, H-6a*, H-6a°),
4.15-4.07 (m, 3H, H-2', H-2%, H-6b%), 4.05-3.98 (m, 3H, CH,0, H-5%, H-6b%), 3.94 (dd, 1H,
H-2°), 3.85 (m, 1H, H-5°%), 3.72 (d, Jgem = 11.3 Hz, 1H, CH,0), 3.55 (m, 2H, H-3', H-6a"),
3.28 (m, 1H, H-5"), 3.03 (dd, Js4 = Js5s =9.8 Hz, 1H, H-4"), 2.77-2.42 (m, 8H, NSu), 2.32 (m,
1H, H-6b"), 2.01, 2.00, 1.98, 1.95, 1.81, 1.77 (6s, 18H, OAc),
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BC-NMR (67.9 MHz, [Dg]-DMSO): & = 177.43-176.31 (C=0 NSu), 170.01, 169.62, 169.31,
167.12 (C=0), 138.12, 137.82, 136.55 (Ci-Ar), 128.22-127.34 (C-Ar), 97.63 (C-1°), 95.46
(C-1%), 95.19 (C-1"), 77.42 (C-3"), 73.82 (C-4"), 73.79 (CH,0), 72.12 (C-2"), 71.08 (C-5°),
70.89 (C-5°%), 70.53 (C-5"), 69.82 (C-3%), 69.59 (C-3°%), 69.31 (CH,0), 69.33 (C-6"), 68.62
(C-4%), 68.64 (C-4°%), 67.71 (CH,0), 61.82 (C-6%), 61.72 (C-6°), 54.79 (C-2°), 54.00 (C-2%),
28.14 (CH,-NSu), 20.44, 20.39, 20.24, 20.19, 20.16 (OAc).

Benzyl-O-(3,4, 6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-[(3,4,6-
tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- [Z-D-glucopyranosyl)-(1 - 6)]-3,4-di-O-benzyl-a-D-

mannopyranosid 59

(2,6-(B-Ac3GIcNPht),-a-Bzl,Man-OBzl)

3 g (6.7 mmol) Akzeptor 57, 11.5 g (23.4 mmol) Thioglycosid 37 und 5.4 g (24.0 mmol) NIS
werden in 120 ml Dichlormethan eingeriihrt und auf 0 °C abgekiihlt. Es werden innerhalb von
3 Minuten 400 ul (4.6 mmol) TfOH zugetropft und 30 Minuten bei 0 °C geriihrt (DC: Hexan-
Essigsaureethylester 1:2). AnschlieBend wir die Reaktionslosung mit 400 ml Dichlormethan
verdiinnt und zweimal mit 300 ml geséttigter Natriumthiosulfatlosung extrahiert. Die
organische Phase wird liber Magnesiumsulfat getrocknet, vom Trockenmittel abfiltriert und
im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird durch Flashchromatographie (Cyclohexan-

Essigsdureethylester 2.3:1, Sdulendurchmesser 5 cm, Fiillhohe 18.5 cm) gereinigt.

Ausbeute: 4.8 g (56.5 %),

R¢=0.51 (Hexan-Essigsdureethylester 1:2),

[a]p™=+ 5.9 (0.5, CH,CL), (Lit: [a]p™=+ 5.7 (0.5, CH,CL)P*)),
Ce7HesN2024 (1285.26),

ESI-MS: Mper = 1284.42 Mger= 1307.73 (M+Na)',

'H-NMR (270 MHz, [D¢]-DMSO): & = 7.93-7.65 (m, 8H, Pht), 7.32-6.95 (m, 15H, Ar), 5.68
(dd, Jo3 = 10.3 Hz, 1H, H-3%), 5.61 (dd, J»5 = 10.4 Hz, H-3%), 5.40 (d, J1, = 8.5 Hz, 1H,
H-1%B), 5.01 (dd, J34 = J4s = 9.7 Hz, 1H, H-4%), 4.93 (dd, J34 = J45 = 9.7 Hz, 1H, H-4°), 4.87



5. Experimenteller Teil 108

(d, J12 = 8.5 Hz, 1H, H-1°B), 4.55 (d, Jgem = 11.4 Hz, 1H, CH,0), 4.54 (d, Jgem = 11.9 Hz, 1H,
CH,0), 4.42 (d, Ji, < 1.0 Hz, 1H, H-1"), 4.33 (d, Jeem = 11.3 Hz, 1H, CH,0), 4.23-4.18 (m,
3H, CH,0, H-6a%, H-6a%), 4.15-4.07 (m, 3H, H-2', H-2%, H-6b?), 4.05-3.98 (m, 3H, CH,O,
H-5°, H-6b°), 3.94 (dd, 1H, H-2°), 3.85 (m, 1H, H-5%, 3.72 (d, Jeem = 11.3 Hz, 1H, CH,0),
3.55 (m, 2H, H-3', H-6a"), 3.28 (m, 1H, H-5"), 3.03 (dd, J54 = Jus = 9.8 Hz, 1H, H-4"), 2.38
(m, 1H, H-6b"), 2.01, 2.00, 1.98, 1.95, 1.81, 1.77 (6s, 18H, OAc),

BC-NMR (67,9 MHz, [Dg]-DMSO): & = 170.31, 169.81, 169.78, 167.24 (C=0), 138.12,
137.82, 136.55 (Ci-Ar), 134.92 (C-4/5, Pht), 130.4 (C-1/2, Pht), 128.22-127.34 (C-Ar), 123.42
(C-3/6, Pht), 97.63 (C-1°), 95.46 (C-1?), 95.19 (C-1"), 77.42 (C-3"), 73.82 (C-4"), 73.79
(CH,0), 72.12 (C-2"), 71.08 (C-5%), 70.89 (C-5%), 70.53 (C-5"), 69.82 (C-3?), 69.78 (C-3°),
69.91 (CH,0), 69.33 (C-6"), 68.62 (C-4%), 68.64 (C-4°), 67.71 (CH,0), 61.82 (C-6%), 61.65
(C-6%), 54.11 (C-2%), 54.00 (C-2%), 20.44, 20.39, 20.17, 20.16, 20.06 (OAc).

5.8. Versuche zu Kapitel 2.8.

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-succinimido-3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-(3,4, 6-tri-O-
acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1 - 3)-O-(4,6-benzyliden-3-D-mannopyranosyl)-(1 —4)-O-
(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3,6-di-O-benzyl-2-

desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosylazid 60

(B-Ac;GIcNSu-a-AcsMan-B-benzylidenMan-3-Bzl,GlcNPht-3-Bzl,GlcNPht-N3)

350 mg (244.7 umol) Trisaccharid 1, 350 mg (426.8 umol) Imidat 52 und 200 mg gepulvertes
Molekularsieb 4A werden in 8 ml Dichlormethan 30 Minuten bei —10 °C geriihrt. Zur
Aktivierung werden 10 pl (81 pmol) Borttrifluoridetherat innerhalb von 3 Minuten zugetropft
und weiter bei —10° C geriihrt. Nach 90 Minuten (DC: Hexan-Essigsdureethylester 1:2) wird
iiber Celite abfiltriert und mit Dichlormethan nachgewaschen. Es wird einmal mit geséttigter
KHCO;-Losung extrahiert. Die organische Phase wird liber Magnesiumsulfat getrocknet und
im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird flashchromatographisch gereinigt (Cyclohexan-

Essigsdureethylester 1:1, Sdulendurchmesser 3 cm, Fiillhhe 10.5 cm).
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Ausbeute : 433.2 mg (93.5 %),

R¢=0.56 (Hexan-Essigsdureethylester 1:2),
[a]p™ = +3.5 (0.5, CH,CL),
Co7H100NO24 (1893.85),

EI-MS: M= 1892.63 Mger= 1915.68 (M+Na)',

'H-NMR (360 MHz, [D¢]-DMSO): & = 7.93-7.71 (m, 8H, Pht), 7.30-7.06 (m, 15H, Ar), 6.94-
6.77 (m, 10H, Ar), 5.72 (dd, Jo3 = J34 = 9.7 Hz, 1H, H-3"), 5.66 (s, 1H, =CH-Ph), 5.37 (d,
Ji2= 8.9 Hz, 1H, H-1°B), 5.32 (d, Ji» = 9.9 Hz, 1H, H-1'B), 5.20 (d, J,, = 8.8 Hz, 1H,
H-1%B), 5.12 (dd, Jo3 = 2.9 Hz, J;, < 1.0 Hz, H-2%), 5.03 (dd, J34 = Jy4.5 = 10.5 Hz, H-4°), 4.97
(dd, J34 = Ju5 = 10.3 Hz, 1H, H-4%), 4.93 (d, J12 < 1.0 Hz, 1H, H-17), 4.90 (d, Jgem = 12.2 Hz,
1H, CH,0), 4.82 (d, Jo0n = 5.4 Hz, 1H, OH-2%), 4.78 (d, Jgem = 11.9 Hz, 1H, CH,0), 4.75
(dd, Jo3 = 3.0 Hz, J54 = 11.4 Hz, 1H, H-3%), 4.70 (d, J12 < 1.0 Hz, 1H, H-1°), 4.50 (2d, Jygem =
12.5 Hz, 2H, CH,0), 4.41-4.37 (m, 3H, CH,0), 4.30 (d, Jeem = 11.8 Hz, 1H, CH,0), 4.28-
4.17 (m, 2H, H-2%, H-62%), 4.16 (dd, J34 = J45 = 9.6 Hz, 1H, H-2°), 4.13 (dd, J»5 = 10.4 Hz,
J34 = 8.8 Hz, 1H, H-3%), 4.11-3.91 (m, 5H, H-5', H-3', H-4', H-4*, H-6b°), 3.92 (m, 1H, H-
5%), 3.82-3.75 (m, 2H, H-5*, H-2"), 3.73-3.63 (m, 4H, H-6a”, H-6a’, H-6a,b"), 3.63-3.41 (m,
6H, H-6a', H-6b°, H-2%, H-3°, H-4°, H-6b°), 3.37 (m, 1H, H-6b"), 3.27 (m, 1H, H-5%), 3.09
(m, 1H, H-5%), 2.72-2.41 (m, 4H, -CH,-NSu), 2.04, 1.99, 1.97, 1.94, 1.93, 1.89, 1.79 (7s, 21
H, OAc),

BC-NMR (90,6 MHz, [Ds]-DMSO): & = 170.04, 169.83, 169.72, 169.42, 169.35, 169.22,
169.11, 169.09, 168.34, 167.04 (C=0), 138.14, 138.07, 137.93 (Ci- Ar), 134.72 (C-4/5, Pht),
130.47 (C-1/2, Pht), 128.22-126.21 (C-Ar), 123.41 (C-3/6, Pht), 97.52 (C-1*0), 97.12 (C-1°B),
95.43 (C-17B), 96.03 (C-1°B), 84.78 (C-1'B), 76.59 (C-3%), 76.53 (C-4%), 76.45 (C-5%), 76.22
(C-3Y), 75.92 (C-3%), 75.61 (C-5"), 74.96 (C-4"), 74.34 (C-5%), 73.86, 73.74 (CH,0), 73.41
(C-2%, 72.16, 71.73 (CH,0), 71.01 (C-5"), 70.57 (C-2°), 69.76 (C-3%), 69.15 (C-3*), 68.58
(C-4%), 68.04 (C-5%), 67.72 (C-6%), 67.63 (C-6'), 66.78 (C-4%), 64.69 (C-4%), 61.88 (C-6"),
61.73 (C-6%), 60.41 (C-6%), 55.91 (C-2%), 54.62 (C-2"), 53.63 (C-2°), 20.58, 20.52, 20.33,
20.14, 20.09 (OAc).
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0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-succinimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-(3,4,6-tri-O-
acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1 - 3)-O-(2-O-acetyl-3-D-mannopyranosyl)-(1 —4)-O-(3,6-di-
O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-
phthalimido-3-D-glucopyranosylazid 61

(B-Ac3GlcNSu-a-AcsMan-3-AcMan-3-Bzl,GIcNPht-3-Bzl,GIcNPht-N3)

340 mg (179 pmol) Pentasaccharid 60 werden in einer Mischung aus 1.0 ml Pyridin und
0.5 ml Essigsdureanhydrid geldst und 10 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend
wird eingeengt und dreimal mit Toluol codestilliert. Das acetylierte Pentasaccharid wird in
3.8 ml Acetonitril aufgenommen und mit einer Losung aus 390 mg p-Toluolsulfonsdure in
2 ml Acetonitril versetzt. Nach 70 Minuten (DC: Hexan-Essigsdureethylester 1:2) wird mit
Pyridin neutralisiert und eingeengt. Der Riickstand wird in 100 ml Dichlormethan gel6st und
zweimal mit 2N HCI und einmal mit geséttigter KHCO;-Losung extrahiert. Die organische
Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird
durch Flashchromatographie (Cyclohexan-Essigsdureethylester 1.4:1, Sadulendurchmesser

3 cm, Fiillhohe 9.5 cm) gereinigt.

Ausbeute : 209.2 mg (63.1 %),

R¢=0.22 (Hexan-Essigsdureethylester 1:2),
[a]p™ = +2.4 (0.5, CH,CL),

CooH104N6O35 (1853.83),

EI-MS: Myer =1852.65 Mger= 1875. 7 (M+Na)', 1891.8 (M+K)",

'H-NMR (360 MHz, [D¢]-DMSO): & = 7.94-7.70 (m, 8H, Pht), 7.30-7.07 (m, 10H, Ar), 6.95-
6.75 (m, 10H, Ar), 5.72 (dd, Jo3 = J34 = 9.7 Hz, 1H, H-3%), 5.37 (d, J1, = 8.9 Hz, 1H, H-1°p),
532 (d, Ji2 = 9.9 Hz, 1H, H-1'B), 5.26 (d, Json = 4.5 Hz, 1H, OH-4°) 5.18 (d, J,, = 8.8 Hz,
1H, H-1%B), 5.12 (dd, Jo5 = 2.9 Hz, J1, < 1.0 Hz, H-2%), 5.03 (dd, J34 = J45 = 10.5 Hz, H-4%),
4.97 (dd, Js4 = J4s = 10.3 Hz, 1H, H-4%), 4.93 (d, J,, < 1.0 Hz, 1H, H-1%), 4.90 (d, Jgem = 12.2
Hz, 1H, CH,0), 4.78 (d, Jeem = 11.9 Hz, 1H, CH,0), 4.75 (dd, J,3 = 3.0 Hz, J3, = 11.4 Hz,
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1H, H-3%), 4.70 (d, J12 < 1.0 Hz, 1H, H-1°), 4.50 (2d, Jgem = 12.5 Hz, 2H, CH,0), 4.42 (t,
Json = 5.2 Hz, OH-6"), 4.39-4.35 (m, 3H, CH,0), 4.30 (d, Jgem = 11.8 Hz, 1H, CH,0), 4.28-
4.17 (m, 2H, H-2%, H-62%), 4.16 (dd, J34 = J45 = 9.6 Hz, 1H, H-2°), 4.13 (dd, J»5 = 10.4 Hz,
Ji4 = 8.8 Hz, 1H, H-3%), 4.11-3.91 (m, 5H, H-5', H-3', H-4', H-4%, H-6b"), 3.92 (m, 1H,
H-5%), 3.82-3.75 (m, 2H, H-5%, H-2"), 3.73-3.63 (m, 4H, H-6a°, H-6a°, H-6a,b"), 3.63-3.41 (m,
6H, H-6a', H-6b°, H-2%, H-3°, H-4°, H-6b°), 3.37 (m, 1H, H-6b"), 3.27 (m, 1H, H-5%), 3.09
(m, 1H, H-5%), 2.81-2.69 (m, 4H, ~CH,-NSu-), 2.04, 1.99, 1.97, 1.94, 1.93, 1.89, 1.79 (7s, 21
H, OAc),

PC-NMR (90.6 MHz, [Ds]-DMSO): & = 170.03, 169.85, 169.72, 169.46, 169.33, 169.22,
169.15, 169.16, 168.34, 167.04 (C=0), 138.14, 138.07, 137.93 (C;- Ar), 134.72 (C-4/5, Pht),
130.47 (C-1/2, Pht), 128.22-126.21 (C-Ar), 123.41 (C-3/6, Pht), 97.52 (C-1*0), 97.12 (C-1°B),
95.43 (C-1°B), 96.03 (C-1°B), 84.78 (C-1'B), 76.59 (C-3?), 76.53 (C-4%), 76.45 (C-5"), 76.22
(C-3Y), 75.92 (C-3%), 75.61 (C-5"), 74.96 (C-4"), 74.34 (C-5%), 73.86, 73.74 (CH,0), 73.42
(C-2%, 72.12, 71.73 (CH,0), 71.01 (C-5%), 70.57 (C-2%), 69.76 (C-3°), 69.15 (C-3"), 68.58
(C-4°), 68.04 (C-5%), 67.72 (C-6%), 67.63 (C-6'), 66.78 (C-4°), 64.69 (C-4%), 61.88 (C-6"),
61.73 (C-6%), 60.41 (C-6°), 55.92 (C-2%), 54.62 (C-2"), 53.63 (C-2°), 28.22 (CH,-NSu), 20.58,
20.52, 20.33, 20.14, 20.09 (OAc).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-succinimido-3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-(3,4, 6-tri-O-
acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1 - 3)-O-[(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-succinimido-3-D-
glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-(3,4,6-tri-O-acetyl-a—D-mannopyranosyl)-(1 - 6)]-O-(2-O-acetyl-
[B-D-mannopyranosyl)-(1 —4)-O-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- [>-D-
glucopyranosyl)-(1 —4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- [-glucopyranosylazid 62

(B-Ac;3GlcNSu-a-AcsMan-1,3-[3-Ac;GleNSu-a-Acs;Man-1,6]-B-Man-3-Bzl,GlcNPht-[3-
BZIQGICNPht—N3)

90 mg (48.7 umol) Pentasaccharid 61, 60 mg (73.1 umol) Disaccharid 52 und 150 mg
gepulvertes Molekularsieb 4A werden 30 Minuten bei —40 °C in 12 ml absolutem
Dichlormethan geriihrt. Zur Aktivierung werden 3 ul (24.4 pmol) Bortrifluoridetherat
zugetropft. Man ldsst 3 Stunden reagieren (DC: Hexan-Aceton 1:1) filtriert dann iiber Celite
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ab, wischt mit Dichlormethan nach und engt ein. Der Riickstand wird durch
Flashchromatographie (Cyclohexan-Aceton 2.5:1, Sdulendurchmesser 2.5 cm, Fiillhdhe 12.5

cm) gereinigt.

Ausbeute: 85.2 mg (69.8 %),
R¢=0.37 (Hexan-Aceton 1:1),
[a]p™ = +5.3 (0.5, CH,Cl,),
Ci20H133N70s5, (2505.36),

ESI-MS: Myer = 2503.14 Mger = 2526.74 (M+Na)",

'H-NMR (500MHz, [Ds]-DMSO): & = 7.98-7.741f, 8H, Pht), 7.33-7.08 (m, 10H, Ar), 6.58-
6.72 (m, 10 H, Ar), 6.68 (dd, J»3 = J34 = 9.5 Hz, 1H, H-3"), 5.60-5.44 (m, 2H, H-3>", OH-4°),
5.32(d, J;, = 8.5 Hz, 1H, H-1°B), 5.28-5.23 (m, 2H, H-1'B, H-1"B), 5.16-5.12 (m, 2H, H-1?,
H-2%), 5.03 (dd, J34 = J45 = 9.5 Hz, 1H, H-4), 5.00-4.90 (m, 4H, H-3*, H-4", H-4*, H-4"),
4.87-4.82 (m, 2H, H-1*, CH,0), 4.73 (dd, J>3 = 3.0 Hz, J34= 10.3 Hz, 1H, H-3%), 4.66-4.61
(m, 2H, H-1°, CH,0), 4.47 (2d, Jgen= 12.3 Hz, 2H, CH,0), 4.40 (d, Jgm = 12.6 Hz, 1H,
CH,0), 4.37 (d, Ji,<IHz, 1H, H1"), 4.35-4.28 (m, 3H, CH,0), 4.28-4.21 (m, 2H, H-2*,
H-62%), 4.16 (dd, 1H, H-2°), 4.12-3.87 (m, 10 H, H-2>, H-2* H-2*", H-3!, H-3°, H-4', H-4*,
H-5°, H-6b°, H-6a"), 3.81 (m, 1H, H-5%), 3.78-3.43 (m, 14H, H-2', H-3’, H-4’, H-5', H-5",
H-5, H-6a,b, H-6a,b’, H-6a,b*, H-6a*, H-6b), 3.41-3.37 (m, 2H, H-6a', H-6b"), 3.27-3.22
(m, 3H, H-5% H-5°, H-6b"), 2.70-2.49 (m, 8H, NSu), 2.07, 2.03, 1.994, 1.987, 1.976, 1.970,
1.93,1.92, 1.90, 1.82, 1.80, 1.78 (13s, 39H, OAc),

BC-NMR (125 MHz, [D¢]-DMSO) : 8= 175.83, 174.72, 174.51 (C=0 NSu), 170.12, 169.83,
169.63, 169.44, 169.24, 169.15, 169.07, 168.02, 167.84, 167.14 (C=0), 138.31, 138.11,
138.03, 137.98 (Ci-Ar), 134.85, 134.72 (C-4/5, Pht), 130.61, 130.54 (C-1/2, Pht), 128.14-
127.03 (C-Ar), 123.41 (C-3/6, Pht), 97.84 (C-1*0a), 97.12 (C-1*0), 96.82 (C-1°B), 96.74
(C-1°B), 96.14 (C-1°B), 96.11 (C-1°B), 84.72 (C-1'B), 77.13 (C-4%), 76.65 (C-3"), 75.72
(C-3%), 75.69 (C-3%), 75.61 (C-5"), 75.23 (C-4"), 74.24 (C-5%), 74.12 (C-5°), 73.92 (CH,0),
73.81 (C-2%), 73.74 (CH,0), 73.56 (CH,0), 73.22 (C-2%), 72.37 (CH,0), 71.12 (C-5°), 70.78
(C-5%), 70.42 (C-2%), 69.73 (C-3%), 68.71 (C-3%), 68.68 (C-3%), 68.51 (C-3%), 68.45 (C-4°),
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68.37 (C-4%), 68.12 (C-5%), 67.72 (C-6%), 67.52 (C-5"), 67.48 (C-6"), 67.23 (C-6"), 66.92
(C-4%), 64.66 (C-4%), 64.32 (C-4Y), 61.86 (C-6°), 61.74 (C-6%), 61.61 (C-6*), 61.58 (C-6"),
55.74 (C-2%), 54.52 (C-2"), 53.83 (C-2°), 53.72 (C-2°), 27.98 (CH,-NSu), 20.52, 20.43, 20.32,
20.29, 20.25, 20.19, 20.18, 20.15, 20.13, 20.03 OAc.

5.9. Versuche zu Kapitel 2.10.

O0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-(3,4,6-tri-O-
acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1 - 3)-O-(2-O-acetyl-6-O-((tert-butyl-dimethyl)-silyl)- -D-
mannopyranosyl)-(1 —4)-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-
(1 —4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- }-D-glucopyranosylazid 70

(B-Acs;GlcNPht-a-AcsMan --AcTBDMSMan-3-Bzl,GlcNPht-[3-Bzl,GIcNPht-N3)

Die Reaktion wird unter Argon-Schutzgasathmosphire durchgefiihrt. 350 mg (0.185 pumol)
Pentasaccharid 4 werden in 60 ml Dichlormethan gelost. Man gibt 179 ul (1.2 mmol)
trockenes Pyridin sowie 375.7 pl (1.2 mmol) TBDMS-CI zu und rithrt 20 Stunden bei
Raumtemperatur (DC: Hexan-Aceton 1:1). Anschliefend wird die Reaktionslosung auf 80 ml
Dichlormethan verdiinnt, je einmal mit 30 ml 1N HCI, einmal mit 30 ml 2N KHCO3-Ldsung
sowie einmal mit 50 ml Wasser extrahiert. Die organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat
getrocknet und eingeengt. Der verbliebene Riickstand wird durch Flashchromatographie

(Cyclohexan-Aceton 3:1, Sdulendurchmesser 3 cm, Fiillhohe 12 cm) gereinigt.

Ausbeute: 208.2 mg (56.1 %),
R¢=0.67 (Hexan-Aceton 1:1),
[a]p>> =+ 4.7 (0.5, CH,CL),

Ci02H112N6O35S1 (2010.09),

EI-MS: Mper = 2009.70 Mger= 2011.1 (M+H)",

ESI-MS: My = 2009.70 Mer = 2033.32 (M+Na)’,
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'H-NMR (360 MHz, [Dg]-DMSO): 8 = 7.94-7.70 (m, 12 H, Pht), 7.30-7.07 (m, 10 H, Ar),
6.95-6.75 (m, 10 H, Ar), 5.69 (dd, J»3 = 10.4 Hz, J34 =9.1 Hz, 1H, H-3%), 5.38 (d, Jyon = 5.6
Hz, 1 H, OH-4"), 5.32 (d, Ji» = 8.5 Hz, 1H, H-1°B), 5.28 (d, Ji» = 9.5 Hz, 1H, H-1'B), 5.20
(d, Ji> = 8.4 Hz, 1H, H-1°B), 5.12 (dd, J>5 = 2.8 Hz, J;, < 1.0 Hz, H-2%), 5.03 (dd, J34 =
Jis= 9.6 Hz, H-4%), 492 (dd, Jz4 = Ju5 = 10.3 Hz, 1H, H-4%), 4.90 (d, Ji1» < 1.0 Hz, 1H,
H-17%), 4.86 (d, Jeem = 11.7 Hz, 1H, CH,0), 4.78 (d, Jgem = 11.9 Hz, 1H, CH,0), 4.75 (dd,
J,3=3.0 Hz, J;4 = 10.4 Hz, 1H, H-3%), 4.70 (d, J12 < 1.0 Hz, 1H, H-1°), 4.50 (2d, Jgem = 12.5
Hz, 2H, CH,0), 4.41-4.33 (m, 3H, CH,0), 4.30 (d, Jyem = 11.8 Hz, 1H, CH,0), 4.28-4.17 (m,
2H, H-2*, H-6a%), 4.16 (dd, J34 = Ju5s = 9.6 Hz, 1H, H-2%), 4.13 (dd, J>5 = 10.4 Hz, J54 = 8.8
Hz, 1H, H-3%), 4.11-3.91 (m, 5H, H-3', H-4', H-2?, H-4?, H-6b"), 3.91 (m, 1H, H-5"), 3.82-
3.75 (m, 2H, H-5%, H-2"), 3.73-3.63 (m, 4H, H-6a%, H-6a’, H-6a,b"), 3.63-3.41 (m, 6H, H-5',
H-6a', H-6b%, H-3°, H-4, H-6b"), 3.37 (m, 1H, H-6b"), 3.33 (m, 1H, H-5%), 3.09 (m, 1H,
H-5%), 2.04, 1.99, 1.97, 1.94, 1.93, 1.89, 1.79 (7s, 21 H, OAc), 1.01-0.88 (m, 9H, C(CH3),),
0.16-0.09 (m, 6 H, CHs-Si),

BC-NMR (90,6 MHz, [Ds]-DMSO): & = 170.03, 169.85, 169.72, 169.46, 169.33, 169.22,
169.16, 169.15, 168.34, 167.04 (C=0), 138.14, 138.07, 137.93 (Ci- Ar), 134.72 (C-4/5, Pht),
130.47 (C-1/2, Pht), 128.22-126.21 (C-Ar), 123.41 (C-3/6, Pht), 97.52 (C-1*a), 97.12 (C-1°B),
95.43 (C-17B), 96.03 (C-1°B), 84.78 (C-1'B), 76.59 (C-3%), 76.53 (C-4%), 76.45 (C-5%), 76.22
(C-3Y), 75.92 (C-3%), 75.61 (C-5"), 74.96 (C-4"), 74.34 (C-5%), 73.86, 73.74 (CH,0), 73.42
(C-2%, 72.12, 71.73 (CH,0), 71.01 (C-5%), 70.57 (C-2%), 69.76 (C-3%), 69.15 (C-3), 68.58
(C-4%), 68.04 (C-5%), 67.72 (C-6%), 67.63 (C-6'), 66.78 (C-4%), 64.69 (C-4%), 61.88 (C-6"),
61.73 (C-6"), 60.41 (C-6°), 55.92 (C-2%), 54.62 (C-2"), 53.66 (C-2°), 31.43 (-C(CHs)3), 20.58,
20.52, 20.33, 20.14, 20.09 (OAc), 0.89 (-C(CHs)s), 0.12 (CH3-Si).

5.9.1. Versuche zu Kapitel 2.10.1
3-0-Benzyl-6-O-chloracetyl-2-desoxy-2-phthalimido- [Z-D-glucopyranosylazid 72

B-BzICIAcGIcNPhtN3

3.71 g (8.66 mmol) Diol 71 werden in 1.9 1 Dichlormethan geldst, mit 7.65 ml Pyridin
versetzt, auf 0 °C abgekiihlt. Man gibt 1.55 g (9.01 mol) Chloressigsdureanhydrid zu und
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rihrt 90 Minuten bei 0 °C (DC: Hexan-Aceton 1:1). Im Anschlufl wird einmal mit 500 ml
Wasser, zweimal mit 500 ml 2N HCI, einmal mit 500 ml 2N KHCOs-Ldsung, und nochmals
mit 500 ml Wasser extrahiert. Die organische Phase wird {iber Magnesiumsulfat getrocknet,
vom Trockenmittel abfiltriert und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird durch
Flashchromatographie (Cyclohexan-Aceton 1.3:1, Siulendurchmesser 7.5 cm, Fiillhohe 11

cm) gereinigt.

Ausbeute: 3.57 g (82.2 %),

[a]p® = -1.6 (0.5, CH,CL,),

R¢ (Hexan-Essigsdureethylester 1:1) = 0.69,
Cy3H,1CIN4O7 (500.89),

ESI-MS: Mper= 500.11 Mger= 523.47 (M+Na)’,

'"H-NMR (270MHz, [Dg]-DMSO): & = 795-7.65 (m, 4H, Pht), 6.81-6.57 (m, 5H, Ar), 5.91 (d,
Jion = 7.1 Hz, 1H, OH-4), 5.45 (d, J12 = 9.6 Hz, 1H, H-1), 4.79 (d, Jgem = 12.2 Hz, CH,0),
4.55-4.47 (m, 3H, H-6a, CH,CI), 4.42 (d, Jgem = 12.2 Hz, 1H, CH,0), 4.40 (d, 1H, H-6b),
4.14 (dd, Jo5 = 8.6 Hz, J34 = 10.5 Hz, 1H, H-3), 3.87 (dd, J1» = J34 = 9.5 Hz, 1H, H-2), 3.82
(dd, 1H, H-5), 3.61 (dd, /34 = 10.3 Hz, J4s = 9.8 Hz, 1H, H-4),

BC-NMR (67.9 MHz, [D]-DMSO) : & = 167.82, 167.14 (C=0), 138.32, 138.11 (C;-Ar),
134.82, 134.72 (C-4/5, Pht), 130.61, 130.52 (C1/2, Pht), 128.12-127.07 (C-Ar), 123.85 (C-
3/6, Pht), 85.62 (C-1), 79.73 (C-3), 78.84 (C-5), 74.23 (CH,0), 71.42 (C-4), 60.72 (C-6),
55.23 (C-2), 40.52 (CH,CY).
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0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- [3-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3-O-benzyl-6-O-
chloracetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosylazid 73

B—Ac;GlcNPht-1,4-B-BzICIAcGIcNPhtN;

596 mg (1.3 mmol) Fluorid 7, 500 mg (1.0 mmol) Azid 72 und 510 mg Molekularsieb 4A
werden in 10.8 ml Dichlormethan gelost und 30 Minuten bei 0 °C geriihrt. Es werden 100 pl
(814 umol) Bortrifluoridetherat zugefiigt und innerhalb einer Stunde auf Raumtemperatur
aufgetaut. Es wird tiber Celite abfiltriert, mit 40 ml Dichlormethan nachgewaschen und die
verdiinnte Reaktionslosung einmal mit 30 ml 2N KHCOs-Losung und einmal mit Wasser
extrahiert. Die organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet, vom Trockenmittel
abfiltriert und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird durch Flashchromatographie

gereinigt (Cyclohexan-Aceton 2.1:1, Sdulendurchmesser 3.5 cm, Fiillhdhe 12 cm),

Ausbeute: 787.1 mg (85.9 %),

[a]p™ =+18.6 (0.5, CH,CLy),

Rf (Hexan-Essigsdureethylester 1:1) = 0.55,
C43H40CIN5O16(918.25),

ESI-MS: Mper=917.22 Mger= 940.52 (M+Na)"

'H-NMR (270 MHz, [D]-DMSO): & = 799-7.60 (m, 8H, Pht), 6.89-6.70 (m, 5H, Ar), 5.70
(dd, Jo3 = J54 = 10.5 Hz, 1H, H-3"), 5.54 (d, J1» = 8.3 Hz, 1H, H-1'B), 5.35 (d, J12 = 9.5 Hz,
1H, H-1°B), 5.07 (dd, Jo3 = J34 = 9.4 Hz, 1H, H-4"), 4.81 (d, Jyem = 12.4 Hz, 1H, CH,0), 4.41
(s, 2H, CH,Cl), 4.37 (d, Jgem = 12.5 Hz, 1H, CH,0), 4.34-4.20 (m, 3H, H-6a', H-2', H-62%),
4.19-3.95 (m, 5H, H-5', H-4*, H-6b', H-6b°, H-3%) , 3.83-3.79 (m, 2H, H-5°, H-2%), 2.00, 1.93,
1.78 (3s, 9H, OAc),

BC-NMR (67.9 MHz, [De]-DMSO) : & = 171.01, 170.92, 169.81, 168.16, 167.42 (C=0),
138.32, 138.11 (Ci-Ar), 134.82, 134.72 (C-4/5, Pht), 130.61, 130.52 (C-1/2, Pht), 128.11-
127.03 (C-Ar), 123.83 (C-3/6, Pht), 96.92 (C-17), 84.43 (C-1"), 76.92 (C-5%), 76.68 (C-4"),
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74.32 (C-5"), 74.33 (CH,0), 71.44 (C-3"), 70.52 (C-3%), 69.15 (C-67), 62.22 (C-6"), 55.83 (C-
2%), 55.21 (C-2"), 41.97 (CH,CI), 20.39, 20.17, 20.11, 20.02 (OAc).

O-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3-O-benzyl-2-

desoxy-2-phthalimido-Z-D-glucopyranosylazid 74

B—Ac;GlcNPht-1,4-B-BzIGlcNPhtN;

450 mg (490.4 umol) Disaccharid 73 wird in einem Gemisch aus 1 ml Dichlormethan und
250 pl Methanol geldst und unter heftigem Riihren mit 100 mg Kaliumcarbonat versetzt.
Nach 30 Minuten (DC: Hexan-Essigsdureethylester 1:1) wird das Reaktionsgemisch filtriert,
vorsichtig mit Eisessig neutralisiert und eingeengt. Der verbliebene Riickstand wird durch
Flashchromatographie gereinigt (Hexan-Essigsdureethylester 1.5:1, Saulendurchmesser 5 cm,

Fiillhohe 10 cm).

Ausbeute: 320.4 mg (77.6 %),

[a]p™ =-2.5 (0.5, CH,CL),

Rf (Hexan-Essigsdureethylester 1:1) = 0.29,
C41H39N505(841.77),

ESI-MS: Mpe,= 841.24 Mger= 864.42 (M+Na)",

'H-NMR (270 MHz, [Ds]-DMSO): & = 799-7.60 (m, 8H, Pht), 6.89-6.70 (m, 5H, Ar), 5.70
(dd, Jo3 = J34 = 7.9 Hz, 1H, H-3"), 5.54 (d, J,, = 8.4 Hz, 1H, H-1'B), 5.31 (d, J1, = 9.6 Hz,
1H, H-17B), 5.06 (dd, Jo3 =J3.4 = 9.6 Hz, 1H, H-4"), 4.81 (d, Jeem = 12.7 Hz, 1H, CH,0), 4.41
(s, 2H, CHyCl), 4.37 (d, Jeem = 12.7 Hz, 1H, CH,0), 4.33-4.22 (m, 2H, H-6a°, H-2"), 4.19-
3.95 (m, 5H, H-5°, H-6a', H-4%, H-6b* H-3%), 3.76 (dd, J»3 = J34 = 9.9 Hz, 1H, H-2") 3.83-
3.79 (m, 2H, H-5% H-6b'), 2.00, 1.93, 1.78, (3s, 9H, OAc),

3C-NMR (67.9 MHz, [D]-DMSO) : & = 171.11, 170.97, 169.83, 168.14, 167.44 (C=0),
138.33, 138.12 (C-Ar), 134.84, 134.73 (C-4/5, Pht), 130.61, 130.52 (C-1/2, Pht), 128.11-
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127.03 (C-Ar), 123.83 (C-3/6, Pht), 97.12 (C-1%), 84.89 (C-1"), 77.22 (C-5%), 76.68 (C-4"),
74.52 (C-5"), 74.33 (CH,0), 71.45 (C-3"), 70.52 (C-3%), 69.15 (C-6), 62.28 (C-6'), 55.83
(C-2%), 55.21 (C-2"), 41.97 (CH,CI), 20.39, 20.17, 20.11, 20.02 (OAc).

4-0-(3,6-Di-O-Benzyl-4-O-chloracetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-
3-0-benzyl-6-O-chloracetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosylazid 76

B-Bzl,CIAcGIlcNPht-1,4-B-BzICIAcGIcNPhtN;

200.0 mg (327.8 umol) Thioglycosid 75, 137.2 mg (273.8 umol) Azid 72, 250.0 mg (1.2
mmol) NIS und 200 mg gepulvertes Molekularsieb 4A werden 20 Minuten in 4 ml
Dichlormethan geriihrt. Im Anschlufl werden 59.0 ul (676.1 pmol) TfOH innerhalb von 3
Minuten zugetropft und eine weitere Stunde geriihrt (DC: Hexan-Essigsdureethylester 1:1). Es
wird iliber Celite abfiltriert, mit 30 ml Dichlormethan nachgewaschen und mit 20 ml
gesittigter Natriumthiosulfat-Losung extrahiert. Die organische Phase wird {ber
Magnesiumsulfat getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wird durch Flashchromatograpie
gereinigt (Cyclohexan-Essigsdureethylester 1.6:1, Sédulendurchmesser 2 cm, Fiillhdhe

10.5 cm).

Ausbeute: 200.4 mg (69.7 %),

[a]p™ =+18.6 (0.5, CH,CL),

R¢ (Hexan-Essigsdureethylester 1:1) = 0.75,
Cs3H47C1N5O14 (1048.87),

ESI-MS: Mper= 1047.25 Mger= 1070.03 (M+Na)’,

'H-NMR (270 MHz, [D¢]-DMSO): & = 794-7.68 (m, 8H, Pht), 7.34-7.17 (m, 5H, Ar), 6.92-
6.75 (m, 10 H, Ar), 5.42 (d, J1, = 8.4 Hz, 1H, H-1°B), 5.54 (d, J,, = 8.4 Hz, 1H, H-1'B), 5.16
(dd, Jo3 = J34 = 9.6 Hz, 1H, H-4%), 4.81 (d, Jgem = 12.7 Hz, 1H, CH,0), 4.56 (d, Jgem = 12.0
Hz, 1H, CH,0), 4.41 (s, 2H, CH,Cl), 4.37 (m, 3H, CH,Cl, CH,0), 4.33-4.22 (m, 2H, H-6a%
H-3', H-2"), 4.19-3.95 (m, 5H, H-5%, H-6a', H-4*, H-6b”, H-3%) ,3.76 (dd, J,3 = J34 = 9.9 Hz,
1H, H-2"), 3.83-3.79 (m, 2H, H-5%, H-6b"),
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BC-NMR (67.9 MHz, [Dg]-DMSO): & = 170.97, 169.83, 168.14, 167.44 (C=0), 138.33,
138.12 (Ci-Ar), 134.84, 134.73 (C-4/5, Pht), 130.61, 130.52 (C-1/2, Pht), 128.11-127.03
(C-Ar), 123.83 (C-3/6, Pht), 96.52 (C-1%), 84.43 (C-1"), 76.24 (C-3%), 75.62 (C-5"), 75.24
(C-4"), 73.81, 73.68 (CH,0), 73.17 (C-4%), 72.72 (C-5%), 72.68, 71.78 (CH,0), 68.13 (C-6%),
67.64 (C-6"), 55.81 (C-2%), 54.61 (C-2"), 41.34, 40.79 (CH,CI).

4-0-(3,6-Di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3-O-benzyl-2-

desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosylazid 77

B-Bzl,GlcNPht-1,4-3-BzIGlcNPhtN;

100.1 mg (95.3 umol) Disaccharid 76 werden in einem Gemisch aus 1 ml Dichlormethan und
250 pl Methanol geldst und unter intensiven Riithren mit 15.4 mg Kaliumcarbonat versetzt.
Nach 30 Minuten (DC: Hexan-Essigsdureethylester 1:1.5) wird das Reaktionsgemisch
filtriert, vorsichtig mit Eisessig neutralisiert und eingeengt. Der verbliebene Riickstand wird
durch Flashchromatographie aufgereinigt (Hexan-Essigsdureethylester 1.1:1,

Sadulendurchmesser 1.5 cm, Fiillhohe 10 cm)

Ausbeute: 61.4 mg (71.4 %),

[a]p™ =+9.7 (0.5, CH,CL,),

R¢ (Hexan-Essigsdureethylester 1:1.5) = 0.62,
C41H39N5045(895.91),

ESI-MS: Mper= 895.31 Mger=918.12 (M+Na)",

'H-NMR (270 MHz, [Ds]-DMSO): & = 799-7.62 (m, 8H, Pht), 7.40-7.20 (m, 5H, Ar), 7.00-
6.75 (m, 10H, Ar), 5.65 (d, Json = 5.3 Hz, 1H, OH-4%), 5.29 (m, 2H, H-1", H-1?), 4.95-4.75
(m, 3H, OH-6%, CH,0), 4.60 (d, Jgem = 12.2 Hz, 1H, CH,0), 4.48 (d, Jeem = 12.2 Hz, 1H,
CH,O0), 4.45-4.35 (m, 2H, CH,0), 4.25-3.91 (m, 4H, H-3%, H-3', H-4', H-2%), 3.90-3.75 (m,
2H, H-6a°, H-2"), 3.65-3.15 (m, 5H, H-5%, H-4°, H-6b*, H-6a,b', H-5"),
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BC-NMR (67.9 MHz, [Ds]-DMSO): & = 170.97, 168.14 (C=0), 138.33, 138.12 (Ci-Ar),
134.82, 134.72 (C-4/5, Pht), 130.62, 130.61 (C-1/2, Pht), 128.11-127.13 (C-Ar), 123.87
(C-3/6, Pht), 98.12 (C-1%), 84.87 (C-1"), 75.94 (C-3%), 75.38 (C-5%), 74.11 (C-4"), 72.48
(C-3Y), 72.36 (C-5"), 70.82 (CH,0), 70.48 (CH,0), 70.12 (CH,0), 68.14 (C-6%), 68.05 (C-6"),
60.44 (C-4%), 56.33 (C-2%), 56.16 (C-2").

4-0-(3,6-Di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3-O-benzyl-6-O-

chloracetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosylazid 78

3-Bzl,GlcNPht-1,4-3-BzICIAcGIcNPhtN;

49.1 mg (54.6 umol) Disaccharid 77 werden in 12.2 ml Dichlormethan gelost und auf 0 °C
abgekiihlt. Es werden 50 pl Pyridin und 15.7 mg (56.4 pumol) Chloressigsdureanhydrid
zugefiigt und eine Stunde bei 0 °C geriihrt (DC: Hexan-Essigsdureethylester 1:1). Im
AnschluB3 wird die Reaktionslosung mit 20 ml Dichlormethan verdiinnt, zweimal mit 20 ml
IN HCI, einmal mit 20 ml geséttigter KHCO3-Losung und einmal mit Wasser extrahiert. Die
organische Phase wird liber Magnesiumsulfat getrocknet, vom Trockenmittel abfiltriert und
eingeengt. Der Riickstand wird durch Flashchromatographie gereinigt (Cyclohexan-

Essigsdureethylester 1.4:1, Sdulendurchmesser 1 cm, Fiillhohe 8.5 cm).

Ausbeute: 32.4 mg (60.4 %),

[a]p™ =+17.3 (0.5, CH,CLy),

Rf (Hexan-Essigsdureethylester 1:1.5) = 0.63,
Cs1H46CINsO13(972.39),

ESI-MS: Mper= 971.28 Mger= 994.59 (M+Na)",

'H-NMR (270 MHz, [Dg]-DMSO) : & = 799-7.62 (m, 8H, Pht), 7.40-7.20 (m, 5H, Ar), 7.00-
6.75 (m, 10H, Ar), 5.67 (d, Jsou = 6.6 Hz, 1H, OH-4%), 5.32 (d, J12 = 9.9 Hz, 1H, H-1'p),
5.26 (d, Ji2= 8.1 Hz, 1H, H-1°B), 4.84 (d, Jeem = 12.2 Hz, 1H, CH,0), 4.78 (d, Jgem = 12.4
Hz, CH,0), 4.65-4.22 (m, 7H, CH,0, CH,Cl, H-6a"), 4.22-3.71 (m, 8H, H-3', H-3%, H-4',
H-2%, H-6b', H-6a%, H-2', H-5"), 3.70-3.45 (m, 3H, H-5°, H-6b” H-4?),
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PC-NMR (67.9 MHz, [Ds] DMSO) : & = 169.83, 167.16 (C=0), 138.82, 138.33, 138.14 (C:-
Ar), 134.81, 134.75 (C-4/5, Pht), 130.67, 130.61 (C-1/2, Pht), 128.11-127.13 (C-Ar), 123.87
(C-3/6, Pht), 96.58 (C-1%), 84.78 (C-1"), 78.49 (C-3%), 76.16 (C-3"), 76.11 (C-5%), 75.83
(C-5Y), 74.82 (C-4Y), 73.63, 72.44, 71.71 (CH,0), 71.58 (C-4%), 68.93 (C-6°), 67.54 (C-6"),
55.92 (C-2%), 54.62 (C-2"), 40.78 (CH,C)).

6-0-(2-0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-3,4, 6-tri-
O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1 — 6)-4-O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- [3-D-
glucopyranosyl-(1 —4)-3-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido-[>-D-glucopyranosylazid 79

B—Ac3;GlcNPht-1,2-0-AcsMan-1,6-[3B—Ac3GlcNPht-1,4]-3-BzIGIcNPhtN3

150.0 mg (178.5 pumol) Azid 74, 156.1 mg (179.8 umol) Antennenbaustein 2 und 500 mg
gepulvertes Molekularsieb 4A werden in 20 ml Dichlormethan 30 Minuten bei —40° C
geriihrt. AnschlieBend werden 100 ul (814 umol) Bortrifluoridetherat innerhalb von 3
Minuten zugegeben und die Reaktionsmischung wird innerhalb einer Stunde auf -25 °C
erwarmt (DC: Hexan-Essigsdureethylester 1:1). AnschlieBend wird iiber Celite abfiltriert, mit
30 ml Dichlormethan nachgewaschen, einmal mit 30 ml geséttigter KHCO3-Losung und
einmal mit Wasser extrahiert. Die organische Phase wird {iber Magnesiumsulfat getrocknet,
vom  Trockenmittel abfiltriert wund eingeengt. Der Riickstand wird durch
Flashchromatographie (Cyclohexan-Essigsdureethylester 1:1.3, Séulendurchmesser 2 cm,

Fiillhdhe 15 cm) gereinigt.

Ausbeute: 118.3 mg (42.8 %),

[a]p™ =-16.9 (0.5, CH,CL),

R¢ (Hexan-Essigsdureethylester 1:1) = 0.15,
C73H74Ng03, (1547.39),

ESI-MS: Mper = 1547.39 Mger= 1570.77 (M+Na)",

'H-NMR (270 MHz, [Ds]-DMSO): & = 798-7.83 (m, 12H, Pht), 7.02-6.85 (m, 5H, Ar), 5.80-
5.63 (m, 2H, H-3* H-3"), 5.47 (d, J,, = 8.1 Hz, H-1'B), 5.43 (d, J1, = 8.8. Hz, 1H, H-1"B),
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5.36 (d, J12 = 9.4 Hz, 1H, H-17B), 5.15-4.95 (m, 4H, H-4', H-4", H-4°, H-3%), 4.80 (d, Jgem =
12.4 Hz, 1H, CH,0), 4,49 (d, Ji, < 1.0 Hz, H-1%), 4.36 (d, Jgem =12.4 Hz, 1H, CH,0), 4.32-
3.85 (m, 12 H, H-6a,b', H-6a,b*, H-2', H-2°, H-2*, H-3% H-5", H-4>, H-5', H-2%), 3.80-3.60
(m, 5H, H-5°, H-5°, H-6a,b>, H-6a%, H-5%), 3.38 (m, 1H, H-6b%), 1.98, 1.97, 1.96, 1.93, 1.92,
1.90, 1.82, 1.79, 1.78 (9s, 27H, OAc),

BC-NMR (67.9 MHz, [D¢] DMSO): & = 170.97, 169.83, 168.14, 167.44 (C=0), 138.33,
138.12 (Ci-Ar), 134.84, 134.73 (C-4/5, Pht), 130.61, 130.52 (C-1/2, Pht), 128.11-127.03
(C-Ar), 123.83 (C-3/6, Pht), 97.65 (C-1%), 97.42 (C-1°), 97.25 (C-1%), 84.92 (C-1"), 75.61
(C-2%), 74.34 (CH,0), 74.22 (C-4"), 71.76 (C-3"), 71.41 (C-5°), 70.87 (C-3%), 70.22 (C-4%),
66.12 (C-3%), 62.75 (C-6%), 62.41 (C-6"), 62.31 (C-4"), 62.11 (C-6%), 62.01 (C-6%), 55.32
(C-2"), 55.21 (C-2%), 20.64, 20.48, 20.39, 20.19, 20.15, 20.01 (OAc).

5.9.2. Versuch zu Kapitel 2.10.2.

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-(3,4, 6-tri-O-
acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1 - 3)-O-(2-O-acetyl-6-O-chloracetyl-3-D-mannopyranosyl)-
(1 -4)-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3,6-di-O-
benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- [3-D-glucopyranosylazid 80

(B-Ac;GIcNPht-a-AcsMan -B-AcClAcMan-3-Bzl,GlcNPht-3-Bzl,GlIcNPht-N3)

329 mg (0.174 mmol) Pentasaccharid 4 und 32 mg (0.187 mmol) Chloressigsdureanhydrid
werden in 42 ml absolutem Dichlormethan gelost und auf 0 °C gekiihlt. Im Anschlu3 werden
160 ul trockenes Pyridin zugetropft und weiter bei 0 °C geriihrt. Nach Beendigung der
Reaktion (DC: Hexan-Aceton 1:1) wird die Reaktionslosung auf 80 ml Dichlormethan
verdiinnt, je einmal mit 2N HCI und einmal mit 2N KHCO;-Losung sowie einmal mit
Wasser extrahiert. Die organische Phase wird iliber Magnesiumsulfat getrocknet und
eingeengt. Der verbliebene Riickstand wird durch Flashchromatographie (Cyclohexan-

Essigsdureethylester 1:1, Sdulendurchmesser 3 cm, Fiillhdhe 12 cm) gereinigt.

Ausbeute: 338.4 mg (98.4 %),
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R¢=0.48 (Hexan-Aceton 1:1),
[a]p™ =+12.6 (0.5, CH,Cly),
CogHooCINGO36 (1972.31),

ESI-MS: Mper = 1970.58 Mger= 1993.61 (M+Na)",

'H-NMR (360 MHz, [Dg]-DMSO): 8 = 7.94-7.70 (m, 12 H, Pht), 7.30-7.07 (m, 10 H, Ar),
6.95-6.75 (m, 10 H, Ar), 5.69 (dd, J,3 = 10.4 Hz, J34 = 9.1 Hz, 1H, H-3%), 5.38 (d, Jy0n = 5.6
Hz, 1 H, OH-4’), 5.32 (d, J,, = 8.5 Hz, 1H, H-1°B), 5.28 (d, J1» = 9.5 Hz, 1H, H-1'B), 5.20
(d, J12=8.4 Hz, 1H, H-1°B), 5.12 (dd, Jo3 = 2.8 Hz, J1, < 1.0 Hz, H-2%), 5.03 (dd, J34 = Ju5
= 9.6 Hz, H-4%), 4.97 (dd, J34 = Ju5 = 10.3 Hz, 1H, H-4"), 4.93 (d, J1» < 1.0 Hz, 1H, H-1%),
4.90 (d, Jgem = 11.7 Hz, 1H, CH,0), 4.78 (d, Jgem = 11.9 Hz, 1H, CH,0), 4.75 (dd, J>5 = 3.0
Hz, J34 = 10.4 Hz, 1H, H-3%, 4.70 (d, J,2 < 1.0 Hz, 1H, H-1%), 4.50 (2d, Jyem = 12.5 Hz, 2H,
CH,0), 4.39-4.35 (m, 3H, CH,0), 4.33 (m, 2H, CH,Cl), 4.30 (d, Jgem = 11.8 Hz, 1H, CH,0),
4.28-4.17 (m, 2H, H-2*, H-6a"), 4.16 (dd, J34 = Jus = 9.6 Hz, 1H, H-2), 4.13 (dd, J>3 = 10.4
Hz, J54 = 8.8 Hz, 1H, H-3%), 4.11-3.91 (m, 5H, H-3', H-4', H-2%, H-4*, H-6b), 3.92 (m, 1H,
H-5%), 3.82-3.75 (m, 2H, H-5%, H-2"), 3.73-3.63 (m, 4H, H-6a°, H-6a°, H-6a,b"), 3.63-3.41 (m,
6H, H-5', H-6a', H-6b% H-3°, H-4°, H-6b°), 3.37 (m, 1H, H-6b"), 3.27 (m, 1H, H-5%), 3.09
(m, 1H, H-5%), 2.04, 1.99, 1.97, 1.94, 1.93, 1.89, 1.79 (7s, 21 H, OAc),

PC-NMR (90,6 MHz, [Ds]-DMSO): & = 170.03, 169.85, 169.72, 169.46, 169.33, 169.22,
169.15, 169.16, 168.34, 167.04 (C=0), 138.14, 138.07, 137.93 (Ci-Ar), 134.72 (C-4/5, Pht),
130.47 (C-1/2, Pht), 128.22-126.21 (C-Ar), 123.41 (C-3/6, Pht), 97.52 (C-1*a), 97.12 (C-1°B),
95.43 (C-1°B), 96.03 (C-1°B), 84.78 (C-1'B), 76.59 (C-3?), 76.53 (C-4%), 76.45 (C-5), 76.22
(C-3"), 75.92 (C-3%), 75.61 (C-5"), 74.96 (C-4"), 74.34 (C-5%), 73.86, 73.74 (CH,0), 73.42 (C-
2%, 72.12, 71.73 (CH,0), 71.01 (C-5%), 70.57 (C-2%), 69.76 (C-3°), 69.15 (C-3*), 68.58 (C-4°),
68.04 (C-5%, 67.72 (C-6%), 67.63 (C-6"), 66.78 (C-4%), 64.69 (C-4*), 61.88 (C-6°), 61.73
(C-6%), 60.41( C-6%), 55.92 (C-27), 54.62 (C-2"), 53.63 (C-2%), 40.72 (CH,CI), 20.58, 20.52,
20.33,20.14, 20.09 (OAc).
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5.9.3. Versuche zu Kapitel 2.10.3.

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-(3,4,6-tri-O-
acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1 - 3)-O-[3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- [3-D-
glucopyranosyl-(1 —4)]-O-(2-O-acetyl-6-O-chloracetyl-3-D-mannopyranosyl)-(1 —4)-(3,6-
di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-

2-phthalimido-[3-D-glucopyranosylazid 81

(B-Ac;GIcNPht-a-AcsMan—1,3-[B-Ac;GlcNPht-1,4]--AcClAcMan--Bzl,GlcNPht-[3-
BZIQGICNPht-N3)

400 mg (202 pumol) Verbindung 80, 883 mg (2 mmol) Donor 7 und 200 mg gepulvertes
Molekularsieb 4A werden 30 Minuten bei 0 °C in 10 ml Dichlormethan geriihrt. Es werden
40 pl (326 umol) Borttrifluoridetherat innerhalb von 5 Minuten zugegeben und weitere 3
Stunden bei 0 °C geriihrt (DC: Hexan-Aceton 1:1). AnschlieBend wird tiber Celite abfiltriert,
mit Dichlormethan nachgewaschen und einmal mit gesittigter KHCOs3-Losung extrahiert. Die
organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der
Riickstand  wird durch  Flashchromatographie  gereinigt (Hexan-Aceton 2.2:1,

Saulendurchmesser 4.5 cm, Fiillhohe 12.5 cm).

Ausbeute: 383.1 mg (79.4 %),
R¢=0.44 ( Hexan-Aceton 1:1),
[a]p™ =+27.9 (0.5, CH,CL),
C11sH115CIN7O4s (2389.67),

ESI-MS: My = 2387.68 Mger = 2411.26 (M+Na)",

'H-NMR (360 MHz, [Dg]-DMSO): & = 7.95-7.76 (m, 16H, Pht), 7.34-7.11 (m, 10H, Ar),
6.93-6.70 (m, 10 H, Ar), 5.71 (dd, J»5 = 10.2 Hz, J34 = 9.6 Hz, 1H, H-3°), 7.42 (m, 2H, H-1°,
H-3%, 7.38 (dd, Jo3 = J34 = 9.9 Hz, 1H, H-3"), 5.27 (d, Ji, = 9.2 Hz, 1H, H-1'B), 5.21 (m,
3H, H-3', H-1°B, H-4%), 4.77 (d, J1» = 9.8 Hz, 1H, H-1°B), 4.74 (d, J1» < 1.0 Hz, 1H, H-1"),
4.65 (d, J12 <1.0 Hz, 1H, H-1°), 4.58 (m, 4H, CH,O, H-2*, H-2°), 4.38-4.32 (m, 6H, CH,O,
H-4°, H-4%), 4.27 (m, 2H, CH,Cl), 4.13 (m, 2H, H-2°, H-4°%), 4.14-3.99 (m, 7H, H-3°, H-5°,
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H-3', H-5°, H-6a,b' H-5%, 3.96-3.83 (m, 5H, H-5°, H-2°, H-5°, H-2°, H-4%), 3.81-3.64 (m,
12H, H-6a,b°, H-3%, H-6a,b*, H-6a,b>, H-6a,b?, H-6a,b°, H-2") 3.57 (dd, J34 = Jas = 10.5 Hz,
1H, H-4"), 3.27 (m, 1H, H-5"), 2.05, 2.04, 2.01, 1.99, 1.98, 1.96, 1.93, 1.91, 1.83 (9s, 27H,
OAc),

BC-NMR (90,6 MHz, [Ds]-DMSO): & = 170.32, 170.21, 170.13, 169.82, 169.71, 169.65,
169.53, 169.24, 169.19, 168.13, 167.43, 166.98 (C=0), 138.32, 138.14, 138.02 137.88 (C;-
Ar), 134.68 (C-4/5, Pht), 130.52 (C-1/2, Pht), 128.21-126.22 (C-Ar), 123.42 (C-3/6, Pht),
101.04 (C-1°B), 98.21 (C-1"a), 96.94 (C-1°B), 96.71 (C-1°B), 96.26 (C-1°B), 85.02 (C-1'B),
76.81 (C-5%), 76.71 (C-1°B, Je.1m.1 = 171.3 Hz im gekoppelten HMQC-Spektrum), 76.62 (C-
5%, 76.57 (C-3"), 75.54 (C-3%), 76.53 (C-5°), 75.89 (C-4"), 75.26 (C-5%), 74.98 (C-4%), 74.81
(C-6), 74.63 (C-5%), 74.28 (C-5"), 71.91 (C-4%), 71.85 (C-3%), 71.83 (C-3°%), 71.39 (C-3?),
71.37 (C-6%), 70.44 (C-4%), 70.36 (C-3°), 69.54 (C-4%), 68.52 (C-6%), 67.95 (C-6%), 63.45
(C-4%), 61.98 (C-6"), 56.15 (C-2%), 54.76 (C-2"), 54.50 (C-2°), 54.09 (C-2%), 53.98 (C-2°),
40.68 (CH,Cl), 20.58, 20.53, 20.42, 20.33, 20.24, 20.21, 20.19, 20.11 (OAc).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-(3,4,6-tri-O-
acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1 - 3)-O-[3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-succinimido- [3-D-
glucopyranosyl-(1 —4)]-O-(2-O-acetyl-6-O-chloracetyl-[3-D-mannopyranosyl)-(1 —4)-(3,6-
di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosyl)-(1 - 4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-
2-phthalimido-[3-D-glucopyranosylazid 82

(B-Ac3;GIcNPht-a-AcsMan—1,3-[3-Ac3GlecNSu-1,4]-B-AcClAcMan-3-Bzl,GlcNPht-[3-
BZIQGICNPht-N3)

500 mg (252.34 umol) Verbindung 80, 970 mg (2.49 mmol) Donor 21 und 600 mg
gepulvertes Molekularsieb 4A werden in 20 ml Dichlormethan geldst und 30 Minuten bei
0 °C geriihrt. Es werden 50 pl (407.50 pmol) Borttrifluoridetherat innerhalb von 3 Minuten
zugetropft und 3 Stunden (DC: Hexan-Aceton 1:1) bei 0-5 °C geriihrt. AnschlieBend wird
iiber Celite abfiltriert, mit Dichlormethan nachgewaschen und einmal mit geséttigter KHCOs-

Losung sowie einmal mit Wasser extrahiert. Die organische Phase wird iiber
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Magnesiumsulfat getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wird durch Flashchromatographie

(Cyclohexan-Essigsaureethylester 3:1, Sdulendurchmesser 5.5 cm, Fiillhéhe 13 cm) gereinigt.

Ausbeute: 329.3 mg (55.4 %),

R¢=0.46 (Cyclohexan-Essigsdureethylester 1:1),
[a]p™ =+39.9 (0.5, CH,CL),

C114H127CIN7O45 (2350.70),

ESI-MS: Mper = 2249.76 Mger = 2373.37 (M+Na) ",

'H-NMR (360 MHz, [D¢]-DMSO): = 7.93-7.72 (m, 12H,Pht), 7.31-7.09 (m, 10H, Ar), 6.97-
6.73 (m, 10H, Ar), 5.64 (dd, Jo5 = 10.2 Hz, J54 = 9.5 Hz, 1H, H-3"), 7.40 (m, 2H, H-1°, H-3°),
7.36 (dd, Jo3 =J54=9.6 Hz, 1H, H-3%), 5.25 (d, J12=9.2 Hz, 1H, H-1'B), 5.19 (m, 3H, H-3',
H-1% H-4%), 4.78 (d, J1, = 9.2 Hz, 1H, H-1°B), 4.74 (d, J1» < 1.0 Hz, 1H, H-1%), 4.65 (d, J1»
< 1.0 Hz, 1H, H-1°), 4.50 (m, 4H, CH,0, H-2*, H-2°), 4.38-4.32 (m, 6H, CH,0, H-4°, H-4%),
427 (m, 2H, CH,Cl), 4.13 (m, 2H, H-2°, H-4°) 4.11-3.98 (m, 7H, H-3°, H-5°, H-3', H-5°, H-
6a,b', H-5%, 3.96-3.83 (m, 5H, H-5% H-2°, H-5°, H-2°, H-4%), 3.81-3.64 (m, 12H, H-6a,b®, H-
3%, H-6a,b*, H-6a,b>, H-6a,b”, H-6a,b’, H-2"), 3.58 (dd, J34 = J45 = 10.3 Hz, 1H, H-4"), 3.27
(m, 1H, H-5"), 2.72-2.50 (m, 4H, NSu), 2.07, 2.05, 2.02, 1.99, 1.98, 1.97, 1.93, 1.91, 1.81 (9s,
27H, OAc),

BC-NMR (90,6 MHz, [Ds]-DMSO): & = 173.43, 171.21, 170.32, 170.03, 169.82, 169.76,
169.65, 169.53, 169.21, 169.15, 168.03, 167.23, 166.98 (C=0), 138.32, 138.14, 138.02
137.88 (Ci-Ar), 134.68 (C-4/5, Pht), 130.52 (C-1/2, Pht), 128.21-126.23 (C-Ar), 123.4 (C-3/6,
Pht), 117.67 (q, CF3), 100.32 (C-1°B), 97.24 (C-1*a), 96.94 (C-1°B), 96.71 (C-1°B), 96.26
(C-1°B), 85.02 (C-1'B), 76.81 (C-5%), 76.71 (C-1°B, Je.im1 = 171.25 Hz im gekoppelten
HMQC-Spektrum), 76.62 (C-5°), 76.57 (C-3"), 75.54 (C-3°), 76.53 (C-5%), 75.89 (C-4"),
75.26 (C-5%), 74.98 (C-4%), 74.81 (C-6%), 74.63 (C-5%), 74.28 (C-5"), 71.91 (C-4°), 71.85
(C-3%, 71.83 (C-3%), 71.37 (C-3%), 71.37 (C-6"), 70.44 (C-4%), 70.36 (C-3°), 69.54 (C-4%),
68.52 (C-6%), 67.95 (C-6%), 63.45 (C-4%, 61.98 (C-6°), 56.15 (C-2%), 54.77 (C-2"), 54.50
(C-2%), 54.09 (C-2%), 53.98 (C-2%), 40.68 (CH,Cl), 28.32, (CH,-NSu), 20.58, 20.53, 20.36,
20.30, 20.24, 20.20, 20.15, 20.09 (OAc).
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0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-(3,4, 6-tri-O-
acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1 - 3)-O-[3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -
D-glucopyranosyl-(1 —4)]-O-(2-O-acetyl-6-O-chloracetyl-B-D-mannopyranosyl)-(1 —4)-
(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3,6-di-O-benzyl-2-

desoxy-2-phthalimido-Z-D-glucopyranosylazid 83

(B-Ac;GIcNPht-a-AcsMan—1,3-[B-Ac;GIcNTFAc-1,4]-B-AcClAcMan-3-Bzl,GlcNPht-[3-
Bzl,GlcNPht-N3)

400 mg (201.9 pmol) Pentasaccharid 80, 342 mg (606.8 pmol) Donor 31, 200 mg
(890.4 umol) NIS sowie 400 mg gepulvertes Molekularsieb 4A werden in 12 ml
Dichlormethan gelost und 30 Minuten bei —50°C geriihrt. Die Reaktion wird durch Zugabe
von 20 pl (229.2 umol) Trifluormethansulfonséure gestartet und weiter bei —50 °C bis —40 °C
geriihrt. Nach zwei Stunden (DC: Cyclohexan-Essigsdureethylester 2:1) wird iiber Celite
abfiltriert, mit Dichlormethan nachgewaschen und die verdiinnte Reaktionslosung einmal mit
gesdttigter  Natriumthiosulfatlosung extrahiert. Die organische Phase wird iiber
Magnesiumsulfat getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wird durch Flashchromatographie

(Cyclohexan-Essigsdureethylester 2:1, Sdulendurchmesser 3 cm, Fiillhohe 9 cm) gereinigt.

Ausbeute: 336.3 mg (70.7 %),

R¢=0.46 (Cyclohexan-Essigsdureethylester 1:1),
[a]p™ = -8.2 (0.5, CH,Cl),

C112H115CIF3N7044 (2355.58),

ESI-MS: Mper = 2353.66 Mger = 2376.59 (M+Na)",

'H-NMR (360 MHz, [Dg]-DMSO): = 9.75 (d, Jxu2 = 7.7 Hz, 1H, NH), 7.93-7.72 (m, 12H,
Pht), 7.31-7.09 (m, 10H, Ar), 6.97-6.73 (m, 10H, Ar), 5.64 (dd, Jo5 = 10.2 Hz, J34 = 9.5 Hz,
1H, H-3"), 7.40 (m, 2H, H-1°, H-3%), 7.36 (dd, J»5 = J34 = 9.6 Hz, 1H, H-3%), 5.25 (d, Ji2 =
9.2 Hz, 1H, H-1'B), 5.19 (m, 3H, H-3', H-1?, H-4%), 4.78 (d, J12 = 9.2 Hz, 1H, H-1°B), 4.74
(d, J12< 1.0 Hz, 1H, H-1%), 4.65 (d, J1» < 1.0 Hz, 1H, H-1%), 4.50 (m, 4H, CH,0, H-2*, H-2°),
4.38-4.32 (m, 6H, CH,0O, H-4>, H-4), 427 (m, 2H, CH,CI), 4.13 (m, 2H, H-2°, H-4°) 4.11-
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3.98 (m, 7H, H-3°, H-5°, H-3', H-5°, H-6a,b' H-5%), 3.96-3.83 (m, 5H, H-5°, H-2°, H-5°, H-2’,
H-4%), 3.81-3.64 (m, 12H, H-6a,b°®, H-3, H-6a,b", H-6a,b’, H-6a,b>, H-6a,b°, H-2") 3.58 (dd,
Jsa =Jas = 10.3 Hz, 1H, H-4"), 3.27 (m, 1H, H-5"), 2.07, 2.05, 2.02, 1.99, 1.98, 1.97, 1.93,
1.91, 1.81 (9s, 27H, OAc),

BC-NMR (90,6 MHz, [Dg]-DMSO): & = 173.22, 171.21, 170.32, 170.03, 169.82, 169.76,
169.65, 169.53, 169.21, 169.15, 168.03, 167.23, 166.98 (C=0), 158.41 (q, C=O NTFAc),
138.32, 138.14, 138.02 137.88 (Ci-Ar), 134.68 (C-4/5, Pht), 130.52 (C-1/2, Pht), 128.26-
126.21 (C-Ar), 123.42 (C-3/6, Pht), 117.67 (q, CF3), 100.32 (C-1°B), 97.24 (C-1*a), 96.94 (C-
1°B), 96.71 (C-17B), 96.26 (C-1°B), 85.02 (C-'B), 76.81 (C-5%), 76.71 (C-1°B, Jerp1 =
171.3 Hz im gekoppelten HMQC-Spektrum), 76.62 (C-5°), 76.57 (C-3"), 75.54 (C-3%), 76.53
(C-5%), 75.89 (C-4"), 75.26 (C-5%, 74.98 (C-4%), 74.81 (C-6%), 74.63 (C-5%), 74.28 (C-5),
71.91 (C-4%), 71.85 (C-3%), 71.83 (C-3%), 71.37 (C-3?), 71.37 (C-6°), 70.44 (C-4°), 70.36 (C-
3%), 69.54 (C-4%), 68.52 (C-6°), 67.95 (C-6"), 63.45 (C-4°%), 61.98 (C-6"), 56.15 (C-2%), 54.77
(C-2Y), 54.50 (C-2°), 54.09 (C-2%), 53.98 (C-2°), 40.68 (CH,C), 20.58, 20.53, 20.36, 20.30,
20.24, 20.20, 20.15, 20.09 (OAc).

5.9.4. Versuche zu Kapitel 2.10.4.

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-(3,4,6-tri-O-
acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1 - 3)-O-[3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -
D-glucopyranosyl-(1 —4)]-O-(2-O-acetyl-Z-D-mannopyranosyl)-(1 —4)-(3,6-di-O-benzyl-2-
desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido-
[-D-glucopyranosylazid 84

(B-Acs;GlcNPht-a-AcsMan—1,3-[B-AcsGIcNTFAc-1,4]-3-AcMan-3-Bzl,GlcNPht-[3-
Bzl,GlcNPht-N3)

220 mg (92.4 umol) Verbindung 83 werden in einem Gemisch aus 10 ml Dichlormethan und
1 ml Methanol gelost und auf —10 °C gekiihlt. Nach Zugabe von 20 mg K,CO; wird bei —10
°C geriihrt. Nach einer Stunde (DC: Cyclohexan-Essigsdureethylester 1:1.5) wird die

Reaktionslosung abfiltriert, mit Essigsdure neutralisiert und eingeengt. Der Riickstand wird
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iiber Flashchromatographie (Cyclohexan-Essigsdureethylester 1:1, Sdulendurchmesser 3 cm,

Fiillhohe 10.5 cm) gereinigt.

Ausbeute: 208.2 mg (97.7 %),

R¢=0.18 (Cyclohexan-Essigsdureethylester 1:1),
[a]p® = -6.1 (0.5, CH,Cl,),

Ci10H114F3N7043 (2279.1),

ESI-MS: My = 2277.71 Mer = 2316.93 (M+K)", 2301.22 (M+Na)",

'H-NMR (360 MHz, [Ds]-DMSO): 8= 9.75 (d, Jxuz = 7.8 Hz, 1H, NH), 7.89-7.71 (m, 12H,
Pht), 7.33-7.09 (m, 10H, Ar), 6.97-6.74 (m, 10H, Ar), 5.61 (dd, Jo3 = 10.3 Hz, J54 = 9.4 Hz,
1H, H-3°), 7.38 (m, 2H, H-1°, H-3%), 7.37 (dd, J»3 = J34 = 9.7 Hz, 1H, H-3%), 5.24 (d, J;» =
9.1 Hz, 1H, H-1'B), 5.19 (m, 3H, H-3', H-1°B, H-4%), 4.78 (d, J1, = 9.1 Hz, 1H, H-1°B), 4.72
(d, J12 < 1.0 Hz, 1H, H-1%), 4.65 (d, J,, <1.0 Hz, 1H, H-1%), 4.59 (t, Jsou = 5.3 Hz, 1H, OH-
6%), 4.54 (m, 4H, CH,0, H-2*, H-2%), 4.38-4.32 (m, 6H, CH,0, H-4>, H-4%), 4.12 (m, 2H, H-
2°, H-4%), 4.12-3.99 (m, 7H, H-3°, H-5°, H-3', H-5°, H-6a,b' H-5%), 3.97-3.84 (m, 5H, H-5%,
H-2°, H-5°, H-2°, H-4%), 3.81-3.65 (m, 12H, H-6a,b°, H-3?, H-6a,b*, H-6a,b’, H-6a,b?, H-
6a,b’, H-2") 3.58 (dd, J34 = J45 = 10.3 Hz, 1H, H-4"), 3.27 (m, 1H, H-5"), 2.07, 2.06, 2.02,
1.99, 1.98, 1.96, 1.93, 1.91, 1.81 (9s, 27H, OAc),

BC-NMR (90,6 MHz, [D¢]-DMSO): & = 171.23, 170.31, 170.05, 169.82, 169.76, 169.63,
169.53, 169.21, 169.15, 168.03, 167.23, 166.98 (C=0), 156.43 (q, C=O NTFAc), 138.32,
138.14, 138.02 137.88 (Ci-Ar), 134.68 (C-4/5, Pht), 130.52 (C-1/2, Pht), 128.25-126.22 (C-
Ar), 123.43 (C-3/6, Pht), 117.69 (q, CF3), 100.32 (C-1°B), 97.24 (C-1*a), 96.94 (C-1°P),
96.71 (C-1°B), 96.26 (C-1°B), 85.02 (C-1'B), 76.81 (C-5%), 76.71 (C-1°B, Je.1p1 = 171.3 Hz
im gekoppelten HMQC-Spektrum), 76.61 (C-5%), 76.57 (C-3"), 75.54 (C-3%), 76.53 (C-5°),
75.89 (C-4"), 75.27 (C-5%), 74.98 (C-4%), 74.81 (C-6°), 74.62 (C-5"), 74.28 (C-5"), 71.91 (C-
4%, 71.85 (C-3%, 71.83 (C-3%), 71.37 (C-3%), 70.89 (C-6°), 70.41 (C-4°), 70.37 (C-3°), 69.81
(C-4%), 68.52 (C-6°), 67.95 (C-6%), 63.45 (C-4%), 61.99 (C-6°), 56.15 (C-2%), 54.78 (C-2"),
54.50 (C-2"), 54.09 (C-2%), 53.92 (C-2°%), 20.58, 20.53, 20.36, 20.30, 20.24, 20.20, 20.15,
20.09 (OAc).
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5.9.5. Versuche zu Kapitel 2.10.5

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-(3,4,6-tri-O-
acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1 - 3)-O-[3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-succinimido- [3-D-
glucopyranosyl-)-(1 —4)]-O-[(3,4,6)-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- [3-D-
glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-(3,4,6-tri-O-acetyl-a—D-mannopyranosyl)-(1 - 6)]-O-(2-O-acetyl-
[-D-mannopyranosyl)-(1 —4)-O-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- [-D-

glucopyranosyl)-(1 —4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosylazid 87

(B-Ac;GIcNPht-a-AcsMan-1,3-[B-Ac;GlcNSu-1,4]-[ B-Ac;GlcNPht-a-AcsMan-1,6]-3-
AcMan-(3-Bzl,GlcNPht-[3-Bzl,GIcNPht-N3)

46.6 mg (20.6 pmol) Verbindung 85, 214.6 mg (247.1 pmol) Imidat 2 und 100 mg
gepulvertes Molekularsieb 4A werden in 2 ml Dichlormethan geldst und 30 Minuten bei
-20 °C geriihrt. Nach Zugabe von 3 pul (24.4 pmol) Bortrifluoridetherat riihrt die
Reaktionsmischung weitere 3 Stunden bei —20 °C. (DC: Hexan-Aceton 1:1), wird iiber Celite
abfiltriert, mit Dichlormethan nachgewaschen und mit geséttigter KHCO;-Losung extrahiert.
Die organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet, vom Trockenmittel abfiltriert
und eingeengt. Der Riickstand wird durch Flashchromatographie (Cyclohexan-Aceton 1.5:1,

Saulendurchmesser 2.5 cm, Fiillhohe 12.0 cm) gereinigt.

Ausbeute: 26.6 mg (43.4 %),
R¢=0.29 (Hexan-Aceton 1:1),
[a]p™ = -4.7 (0.5, CH,Cl,),
C144H15:NgOg1 (2979.76),

ESI-MS: Mper = 2968.90 Mger = 2992.59 (M+Na) ',

'H-NMR (500MHz, [Ds]-DMSO): & =8.03-7.62 (m, 16H, Pht) 7.25-6.70 (m, 20H, Ar), 5.82
(m, 1H, H-3%), 5.74 (m, 1H, H-3%), 5.61 (d, Ji, = 9.2 Hz, 1H, H-1°B) , 5.36 (dd, Jo3=J 34 =
10.4 Hz, 1H, H-3"), 5.27 (d, J12 = 9.6 Hz. 1H, H-1'B), 5.21-5.05 (m, 6H, H-1?, H-1°B J,, =
8,7 Hz im NOESY-Spektrum, H-2° , H-4*, H-4°, H-4%), 5.00-4.93 (m, 2H, H-3*, H-4"), 4.94-
4.83 (m, 5 H, H-1*, H-1%", H-3*, H-4>, CH,0), 4.57-4.24 (m, 11H, H-1°, H-3', H-1*, CH,0,
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H-2°, H-6a" ), 4.19 (dd, J»5 = 10.2 Hz, 1H, H-2°) , 4.13-4.00 (m, 7H, H-2*, H-2>, H-3!, H-3%,
H-5°, H-6b°, H-6a%), 4.00-3.78 (m, 11H, H-2% H-2*, H-4', H-4?, H-4’, H-5*, H-5*, H-5°,
H-6%, H-6°", H-6b°%), 3.76-3.69 (m, 2H, H-2', H-6b"), 3.38-3.28 (m, 9H, H-3°, H-5', H-6a’,
H-6a,b?, H-6a°, H-6a,b", H-6b"), 3.22-3.17 (m, 2H, H-5% H-6b'), 3.14 (m, 1H, H-6b"), 2.91
(m, 1H, H-5%), 2.74-2.53 (m, 4H,-CH,-NSu), 2.00, 1.998, 1.989, 1.982, 1.972, 1.949, 1.952,
1.94,1.93,1.92, 1.91, 1.90, 1.85, 1.81, 1.79, 1.77 (16s, 48H, OAc),

BC-NMR (125 MHz, [Dg]-DMSO): & = 174.48, 174.38, 170.48, 170.42, 169.33, 168.42,
166.84 (C=0), 135.24-134.64 (Ci-Ar), 130.65, 130.57 (C-1/2, Pht), 128.57-127.12 (C-Ar),
123.75, 123.47 (C-3/6, Pht), 97.65 (C-1*), 97.25 (C-1°B, Jc.1n.1= 166.3 Hz im gekoppelten
HMQC-Spektrum), 96.92 (C-1%), 96.64 (C-1°), 96.44 (C-1%) , 96.22 (C-1°), 95.66 (C-1°),
84.63 (C-1"), 77.51 (C-4%), 76.48 (C-3"), 75.64 (C-5"), 75.11 (C-3%), 75.04 (C-4"), 74.05
(C-5%), 73.85 (CH,0), 73.57 (C-2%), 73.27 (C-2*), 72.97 (CH,0), 72.68 (C-3%), 72.65 (C-4°),
72.51 (C-5%), 72.05, 71.75 (CH,0), 71.33 (C-5°%), 71.01 (C-5°), 70.44 (C-5"), 70.05 (C-2%),
70.03 (C-3°), 69.87 (C-3"), 69.66 (C-4%), 69.46 (C-3°), 69.37 (C-3°), 68.46 (C-3%), 68.42
(C-5%), 67.81 (C-5%), 67.74 (C-6%), 67.67 (C-4°), 67.46 (C-6"), 66.54 (C-6°), 65.14 (C-4%),
64.75 (C-4"%), 62.77 (C-6°%), 61.99 (C-6%, 61.93 (C-6"), 61.03 (C-6>), 60.96 (C-6"), 55.86
(C-2%), 54.59 (C-2Y), 5431 (C-2°), 54.29 (C-2°%), 53.86 (C-2°), 28.65 (CH,-NSu), 20.57,
20.34,20.27, 20.13, 20.09, 19.92 (OAc).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-(3,4, 6-tri-O-
acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1 - 3)-O-[3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -
D-glucopyranosyl-)-(1 —4)]-O-[(3,4,6)-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-
glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-(3,4,6-tri-O-acetyl-a—D-mannopyranosyl)-(1 - 6)]-O-(2-O-acetyl-
[B-D-mannopyranosyl)-(1 —4)-O-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- [-D-
glucopyranosyl)-(1 —4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosylazid 90

(B-Ac;GIcNPht-a-AcsMan-1,3-[B-AcsGlcNTFAc-1,4]-[ B-Ac;GlcNPht-0-AcsMan-1,6]-3-
AcMan-(3-Bzl,GlcNPht-[3-Bzl,GIcNPht-N3)

60 mg (26.3 pumol) Hexasaccharid 84, 60 mg (69.1 umol) Disaccharid 2 und 120 mg
gepulvertes Molekularsieb 4A werden in 1.8 ml Dichlormethan 30 Minuten bei —40° C
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gerithrt. Nach Zugabe von 2.3 pul (19.1 pmol) Bortrifluoridetherat wird die
Reaktionsmischung innerhalb von 90 Minuten auf —25 °C erwidrmt (DC: Hexan-Aceton 1:1).
Anschliefend wird tiber Celite abfiltriert und das Filtergel nochmals mit 15 ml Dichlormethan
nachgewaschen. Es wird mit 10 ml verdiinnter 2N KHCO;-L6sung extrahiert, die organische
Phase iliber Magnesiumsulfat getrocknet, vom Trockenmittel abfiltriert und im Vakuum
eigeengt. Der Riickstand wird durch Flashchromatographie (Cyclohexan-Aceton 1.5:1,

Sadulendurchmesser 1 cm, Fiillhéhe 8 cm) gereinigt.

Ausbeute: 60.2 mg (76.4 %),
R¢=0.27 (Hexan-Aceton 1:1),
[a]p™ = -4.3 (0.5, CH,Cl,),
Ci142H149F3NgOg0 (2984.72)

ESI-MS: My = 2982.88 Mger = 3006.18 (M+Na)",

'H-NMR (500MHz, [D¢]-DMSO): &= 9.77 (d, Jxuo = 7.9 Hz, 1H, NH), 8.06-7.58 (m, 16H,
Pht) 7.25-6.70 (m, 20H, Ar), 5.79 (m, 1H, H-3%, 5.74 (m, 1H, H-3%), 5.53 (d, J1» = 8.1 Hz,
1H, H-1° B), 5.38 (dd, Jo3=J 34 = 10.2 Hz, 1H, H-3"), 5.24 (d, J,», = 9.5 Hz, 1H, H-1'p),
5.21-5.03 (m, 6H, H-1% H-1° B J1» = 8.4 Hz im NOESY-Spektrum, H-2° , H-4*', H-4°, H-4°),
5.11-4.99 (m, 2H, H-3*, H-4%), 4.95-4.88 (m, 5 H, H-1*, H-1°, H-3*, H-4>", CH,0), 4.57-4.24
(m, 11H, H-1°, H-3', H-1*, CH,0, H-2°, H-6a’ ), 4.17 (dd, J»3 = 9.5 Hz, 1H, H-2°) , 4.15-
4.02 (m, 7H, H-2%, H-2"', H-3', H-3, H-5°, H-6b’, H-6a°), 4.04-3.82 (m, 11H, H-2*, H-2*, H-
4', H-4%, H-4°, H-5*, H-5", H-5°, H-6*, H-6", H-6b°), 3.76-3.69 (m, 2H, H-2', H-6b"), 3.36-
3.30 (m, 9H, H-3°, H-5', H-6a', H-6a,b>, H-6a’, H-6a,b*, H-6b"), 3.18-3.15 (m, 2H, H-57,
H-6b"), 3.11 (m, 1H, H-6b"), 2.87 (m, 1H, H-5%), 2.013, 2.001, 1.989, 1.977, 1.968, 1.955,
1.953,1.944, 1932, 1.918, 1.916, 1.904, 1.852, 1.811, 1788, 1.768 (165, 48 H, OAc),

BC-NMR (125 MHz, [D¢]-DMSO) : & = 170.43 — 166.81 (C=0 OAc), 158.43 (q, C=0
NTFAc), 134.64-133.23 (C-Ar), 130.64, 130.52 (C-1/2, Pht), 128.53-127.12 (C-Ar), 123.73,
123.43 (C-3/6, Pht), 118.21 (q, CFs3), 97.85 (C-1*), 97.24 (C-1°B, Jeim1= 166.6 Hz im
gekoppelten HMQC-Spektrum), 97.83 (C-1%), 96.41 (C-1°), 96.43 (C-1%) , 96.24 (C-1°),
95.66 (C-1°), 84.66 (C-1Y), 77.73 (C-4%), 76.55 (C-3"), 75.68 (C-5"), 75.17 (C-3%), 75.08
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(C-4"), 74.06 (C-5%), 73.82 (CH,0), 73.51 (C-2%), 73.15 (C-2"), 72.96 (CH,0), 72.63 (C-3%),
72.58 (C-4%), 71.89 (C-5%), 71.72, 71.61 (CH,0), 71.32 (C-5%), 71.03 (C-5°), 70.41 (C-5%),
70.03 (C-2°), 69.84 (C-3%), 69.78 (C-3°), 69.63 (C-4°%), 69.44 (C-3%), 69.31 (C-3°), 68.44 (C-
3%, 68.22 (C-5%), 67.81 (C-5%), 67.73 (C-6%), 67.64 (C-4"), 67.44 (C-6"), 66.52 (C-6"), 65.14
(C-4%), 64.75 (C-4"), 62.75 (C-6°), 61.96 (C-6%), 61.92 (C-6"), 61.03 (C-6), 60.94 (C-6),
55.82 (C-2%), 54.51 (C-2"), 54.34 (C-2°), 54.31 (C-2°), 53.82 (C-2%), 20.51, 20.35, 20.26,
20.18, 20.06, 19.99 (OAc).

5.9.6. Versuche zu Kapitel 2.10.6.
O0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-succinimido-3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-(3,4,6-tri-O-
acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1 - 3)-O-(2-O-acetyl-6-O-chloracetyl-3-D-mannopyranosyl)-
(1 —4)-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- >-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3,6-di-O-
benzyl-2-desoxy-2-phthalimido--D-glucopyranosylazid 88

(B-Ac3GleNSu-a-Acs;Man --AcClAcMan-3-Bzl,GleNPht--Bzl,GlcNPht-N3)

120 mg (64.73 pumol) Verbindung 60 werden in 16 ml Dichlormethan geldst und auf 0 °C
abgekiihlt. Es werden 60 pl Pyridin und 11.96 mg (70 pumol) Chloressigsdureanhydrid
zugefligt und man 148t 60 Minuten reagieren (DC: Hexan-Essigsdureethylester 1:2).
AnschlieBend wird die Reaktionsldsung mit 20 ml Dichlormethan verdiinnt und zweimal mit
2N HCI, einmal mit 2N KHCOs;-Losung und einmal mit Wasser extrahiert. Die organische
Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird
durch Flashchromatographie (Cyclohexan-Essigsdureethylester 1.5:1, Sdulendurchmesser 2.5

cm, Fiillhdhe 13 cm) gereinigt.

Ausbeute: 91.0 mg (72.8 %),

R¢=0.53 (Hexan-Essigsdureethylester 1:2),
[a]p> =-43.9 (0.5, CH,CL),
Co4H105sCINO36 (1930.31),

ESI-MS: Mper = 1928.63 Mger = 1967.7 (M+K)", 1951.8 (M+Na)’,
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'H-NMR (360 MHz, [Dg]-DMSO): 8= 7.96-7.71 (m, 8H, Pht), 7.34-7.12 (m, 10H, Ar), 6.95-
6.75 (m, 10H, Ar), 5.69 (dd, Jo3 = J34 = 9.4 Hz, 1H, H-3%), 5.32 (d, J1, = 8.5 Hz, 1H, H-1°p),
5.28 (d, Ji, = 9.5 Hz, 1H, H-1'B), 5.20 (d, J1, = 8.4 Hz, 1H, H-1°B), 5.12 (dd, J>5 = 2.8 Hz,
Ji2 < 1.0 Hz, H-2%), 5.08 (d, Joon = 5.6 Hz, 1 H, OH-4%), 5.03 (dd, J34 = Jy5s = 9.6 Hz, H-4"),
4.97 (dd, J34 = J4s = 10.3 Hz, 1H, H-4%), 4.93 (d, /1, < 1.0 Hz, 1H, H-1%), 4.90 (d, Jgem = 11.7
Hz, 1H, CH,0), 4.78 (d, Jgem = 11.9 Hz, 1H, CH,0), 4.75 (dd, J»3 = 3.0 Hz, J34 = 10.4 Hz,
1H, H-3%, 4.70 (d, J12 < 1.0 Hz, 1H, H-1%), 4.50 (2d, Jgem = 12.5 Hz, 2H, CH,0), 4.39-4.35
(m, 3H, CH,0), 4.33 (m, 2H, CH,Cl), 4.30 (d, Jgem = 11.8 Hz, 1H, CH,0), 4.28-4.17 (m. 2H,
H-2%, H-62"), 4.16 (dd, J34 = Ju5s = 9.6 Hz, 1H, H-2%), 4.13 (dd, />3 = 10.4 Hz, J;4 = 8.8 Hz,
1H, H-3%), 4.11-3.91 (m, 5H, H-3!, H-4', H-2%, H-4>, H-6b"), 3.92 (m, 1H, H-5"), 3.82-3.75
(m, 2H, H-5%, H-2"), 3.73-3.63 (m, 5H, H-6a% H-3°, H-6a°, H-6a,b"*), 3.63-3.41 (m, 5H, H-5',
H-6a', H-6b%, H-4°, H-6b"), 3.37 (m, 1H, H-6b"), 3.27 (m, 1H, H-5%), 3.09 (m, 1H, H-5),
2.79-2.61 (m, 4H, —-CH,-NSu), 2.04, 1.98, 1.97, 1.94, 1.92, 1.89, 1.79 (7s, 21 H, OAc),

PC-NMR (90,6 MHz, [Ds]-DMSO): &= 174.22, 173.54 (C=0 NSu), 170.07, 169.82, 169.74,
169.48, 169.33, 169.22, 169.18, 169.16, 168.34, 167.04 (C=0), 138.14, 138.07, 137.93 (C;-
Ar), 134.72 (C-4/5, Pht), 130.47 (C-1/2, Pht), 128.22-126.21 (C-Ar), 123.41 (C-3/6, Pht),
97.52 (C-1%a), 97.12 (C-1°B), 95.43 (C-1°B), 96.03 (C-1°B), 84.78 (C-1'B), 76.61 (C-3%),
76.55 (C-4%), 76.45 (C-5°), 76.22 (C-3"), 75.92 (C-3%), 75.61 (C-5"), 74.96 (C-4"), 74.34 (C-
5%), 73.86, 73.74 (CH,0), 73.42 (C-2%), 72.12, 71.73 (CH,0), 71.01 (C-5%), 70.57 (C-2°),
69.76 (C-3), 69.18 (C-3%), 68.62 (C-4), 68.04 (C-5%), 67.72 (C-6), 67.63 (C-6"), 66.78 (C-
4%), 64.69 (C-4%), 61.88 (C-6), 61.73 (C-6%), 60.41 (C-6°), 55.92 (C-2%), 54.72 (C-2"), 53.63
(C-2%), 40.72 (CH,Cl), 28.32 (CH,-NSu), 20.58, 20.54, 20.35, 20.14, 20.09 (OAc).
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0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-succinimido-3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-(3,4, 6-tri-O-
acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1 - 3)-O-[3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-succinimido- [3-D-
glucopyranosyl-(1 —4)]-O-(2-O-acetyl-6-O-chloracetyl- [3-D-mannopyranosyl)-(1 —4)-(3,6-
di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-

2-phthalimido- Z-D-glucopyranosylazid 89a

(B-Ac;GIcNSu-a-AcsMan—1,3-[3-Ac;GleNSu-1,4]-B-AcClAcMan-3-Bzl,GlcNPht-[3-
Bzl,GlcNPht-N3)

80 mg (41.5 pmol) Verbindung 88, 164 mg (411.72 umol) Donor 21 und 120 mg gepulvertes
Molekularsieb 4A werden 30 Minuten in 4 ml Dichlormethan bei 0° C geriihrt. Nach Zugabe
von 4 ul (32.6 umol) Bortrifluoridetherat 143t man 3 Stunden bei 0° C reagieren (DC: Hexan-
Essigsdureethylester 1:2). AnschlieBend wird iiber Celite abfiltriert, mit Dichlormethan
nachgewaschen und einmal mit 2N KHCOs-Losung extrahiert. Die organische Phase wird
tiber Magnesiumsulfat getrocknet, vom Trockenmittel abfiltriert und eingeengt. Man reinigt
den Riickstand durch Flashchromatographie (Cyclohexan-Essigsdureethylester 2:1,

Sdulendurchmesser 1 cm, Fiillhéhe 11.5 cm).

Ausbeute: 46.8 mg (49.1 %),

R¢= 0.48 (Hexan-Essigsdureethylester 1:2),
[a]p™ = - 17.2 (0.5, CH,CL),
Ci10H124CIN7O45 (2299.63),

ESI-MS: Mper = 2297.73 Mger = 2320.94 (M+Na)',

'H-NMR (360 MHz, [D¢]-DMSO): & = 7.93-7.72 (m, 8H, Pht), 7.31-7.09 (m, 10H, Ar), 6.97-
6.73 (m, 10H, Ar), 5.64 (dd, Jo3 = 10.2 Hz, J34 = 9.5 Hz, 1H, H-3"), 7.40 (m, 2H, H-1°, H-3°),
7.36 (dd, Jo3 = J34 = 9.6 Hz, 1H, H-3%), 5.25 (d, J1, = 9.2 Hz, 1H, H-1'B), 5.19 (m, 3H, H-3',
H-1°B, H-4%), 4.78 (d, J1, = 9.2 Hz, 1H, H-1°B), 4.74 (d, J,, < 1.0 Hz, 1H, H-1%), 4.65 (d, J1 2
< 1.0 Hz, 1H, H-1°), 4.50 (m, 4H, CH,0, H-2*, H-2°%), 4.38-4.32 (m, 6H, CH,0, H-4°, H-4%),
4.27 (m, 2H, CH,Cl), 4.13 (m, 2H, H-2°, H-4%), 4.11-3.98 (m, 7H, H-3’, H-5°, H-3', H-5°, H-
6a,b' H-5%), 3.96-3.83 (m, 5H, H-5%, H-2°, H-5°, H-2°, H-4%), 3.81-3.64 (m, 12H, H-6a,b°, H-
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3%, H-6a,b*, H-6a,b, H-6a,b”, H-6a,b’, H-2"), 3.58 (dd, J34 = J45 = 10.3 Hz, 1H, H-4"), 3.27
(m, 1H, H-5"), 2.07, 2.05, 2.02, 1.99, 1.98, 1.97, 1.93, 1.91, 1.81 (9s, 27H, OAc),

BC-NMR (90.6 MHz, [Dg]-DMSO): & = 171.21, 170.32, 170.03, 169.82, 169.76, 169.65,
169.53, 169.21, 169.15, 168.03, 167.23, 166.98 (C=0), 138.32, 138.14, 138.02 137.88 (C;-
Ar), 134.68 (C-4/5, Pht), 130.52 (C-1/2, Pht), 128.22-126.24 (C-Ar), 123.43 (C-3/6, Pht),
100.32 (C-1°B), 97.24 (C-1*0), 96.94 (C-1°B), 96.71 (C-17B), 96.26 (C-1°B), 85.02 (C-1'B),
76.81 (C-5%), 76.71 (C-1°B, Je.1.m1 = 171.3 Hz im gekoppelten HMQC-Spektrum), 76.62 (C-
5%, 76.57 (C-3"), 75.54 (C-3%), 76.53 (C-5°), 75.89 (C-4"), 75.26 (C-5%), 74.98 (C-4%), 74.81
(C-6%), 74.63 (C-5%), 74.28 (C-5"), 71.91 (C-4%), 71.85 (C-3%), 71.83 (C-3%), 71.37 (C-3%),
71.37 (C-6%), 70.44 (C-4%), 70.36 (C-3°), 69.54 (C-4%), 68.52 (C-6°), 67.95 (C-6"), 63.45
(C-4%), 61.98 (C-6"), 56.15 (C-2%), 54.77 (C-2"), 54.50 (C-2°), 54.09 (C-2%), 53.98 (C-2°),
40.68 (CH,CI), 20.58, 20.53, 20.36, 20.30, 20.24, 20.20, 20.15, 20.09 (OAc).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-succinimido-3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-(3,4, 6-tri-O-
acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1 - 3)-O-[3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-succinimido- [3-D-
glucopyranosyl-(1 —4)]-O-(2-O-acetyl--D-mannopyranosyl)-(1 —4)-(3,6-di-O-benzyl-2-
desoxy-2-phthalimido--D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido-
[-D-glucopyranosylazid 89b

(B-Ac;3GIcNSu-a-AcsMan—1,3-[3-Ac;GlcNSu-1,4]-B-AcMan-3-Bzl,GlcNPht-[3-
Bzl,GlcNPht-N3)

40 mg (17.28 umol) Verbindung 89a werden in einem Gemisch aus 1.7 ml Dichlormethan
und 0.4 ml Methanol gelost und unter starkem Riithren mit 42.1 mg (151.4 pmol) K,;COs3
versetzt. Nach einer Stunde Reaktionszeit (DC: Hexan-Aceton 1:1) wird abfiltriert, mit
Essigsdure  neutralisiert und  eingeengt. Der  verbliebene  Riickstand  wird
flashchromatographiert (Cyclohexan-Aceton 1.1:1, Sdulendurchmesser 1 cm, Fiillhdhe 8.5

cm).

Ausbeute: 38.3 mg (99.7 %),

R¢=0.14 (Hexan-Aceton 1:1),



5. Experimenteller Teil 137

[a]p™ = - 17.4 (0.5, CH,CL),
CiosH117N7044 (2217.11),

ESI-MS: Mper = 2215.71 Mger = 2239.03 (M+Na)',

'H-NMR (360 MHz, [D¢]-DMSO): = 7.92-7.74 (m, 8H, Pht), 7.37-7.13 (m, 10 H, Ar), 6.98-
6.72 (m, 10 H, Ar), 5.64 (dd, J»5 = 10.7 Hz, Js4 = 9.8 Hz, 1H, H-3°), 7.38 (m, 2H, H-1°, H-
3%, 7.33 (dd, Jo3 = J34 = 9.7 Hz, 1H, H-3), 5.24 (d, J1» = 9.1 Hz, 1H, H-1'B), 5.19 (m, 3H,
H-3', H-1°B, H-4%), 4.78 (d, Ji2 = 9.1 Hz, 1H, H-1°B), 4.72 (d, J1» < 1.0 Hz, 1H, H-1%), 4.65
(d, J12 < 1.0 Hz, 1H, H-1°), 4.59 (t, Joou = 5.3 Hz, 1H, OH-6"), 4.54 (m, 4H, CH,0, H-2*, H-
2°), 4.38-4.32 (m, 6H, CH,0, H-4>, H-4%), 4.12 (m, 2H, H-2°, H-4°) 4.12-3.99 (m, 7H, H-3°,
H-5°, H-3', H-5°, H-6a,b' H-5%), 3.97-3.84 (m, 5H, H-5%, H-2°, H-5°, H-2°, H-4%), 3.81-3.65
(m, 12H, H-6a,b°, H-3%, H-6a,b*, H-6a,b’, H-6a,b”, H-6a,b>, H-2") 3.58 (dd, J54 = J45 = 10.3
Hz, 1H, H-4"), 3.31 (m, 1H, H-5"), 2.76-2.43 (m, 8H, NSu), 2.07, 2.06, 2.02, 1.99, 1.98, 1.96,
1.93,1.91, 1.81 (9s, 27H, OAc),

BC-NMR (90,6 MHz, [Ds]-DMSO): & = 177.43, 176.91, 171.23, 170.31, 170.05, 169.86,
169.76, 169.63, 169.53, 169.21, 169.15, 168.03, 167.23, 166.98 (C=0), 138.32, 138.14,
138.02 137.88 (C-i Ar), 134.68 (C-4/5, Pht), 130.52 (C-1/2, Pht), 128.26-126.22 (C-Ar),
123.43 (C-3/6, Pht), 100.32 (C-1°B), 97.24 (C-1%a), 96.94 (C-1°B), 96.71 (C-1°B), 96.26
(C-1°B), 85.02 (C-'B), 76.81 (C-5%), 76.71 (C-1°B, Je.11.1 = 171.4 Hz im gekoppelten HMQC-
Spektrum), 76.61 (C-5°), 76.57 (C-3"), 75.54 (C-3°), 76.53 (C-5°%), 75.89 (C-4"), 75.27 (C-5%,
74.98 (C-4%), 74.81 (C-67), 74.62 (C-5%), 74.28 (C-5"), 71.91 (C-4%), 71.85 (C-3%), 71.83 (C-
3%), 71.37 (C-3%), 70.89 (C-6°), 70.41 (C-4°), 70.37 (C-3°), 69.81 (C-4%), 68.52 (C-6°), 67.95
(C-6%), 63.45 (C-4%), 61.99 (C-6"), 56.15 (C-2%), 54.78 (C-2"), 54.50 (C-27), 54.09 (C-2%),
53.92 (C-2°), 27.86 (CH,-NSu), 20.58, 20.53, 20.36, 20.30, 20.24, 20.20, 20.15, 20.09 (OAc).
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5.9.7. Versuche zu Kapitel 2.10.7

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-(3,4,6-tri-O-
acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1 - 3)-O-[3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -
D-glucopyranosyl-(1 —4)]-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosyl)-
(1 -2)-0-[(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 — 6)]-O-(3,6-
di-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1 - 6)-O-(2-acetyl-3-D-mannopyranosyl)-(1 —4)-O-(3,6-
di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosyl)-(1 - 4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-

2-phthalimido-[3-D-glucopyranosylazid 92

(B-Ac3;GIcNPht-a-AcsMan—1,3-[3-Ac;GIcNTFAc-1,4]-(2,6-(B-Ac;GlcNPht),-0-Ac,Man)-
1,6-B-AcMan-3-Bzl,GlcNPht-[3-Bzl,GlcNPht-N3)

54 mg (23.6 umol) Hexasaccharid 84 , 88 mg (70.7 pmol) Donor 91 und 120 mg gepulvertes
Molekularsieb 4A werden in 2 ml Dichlormethan 30 Minuten bei —35°C geriihrt. Nach
Zugabe von 2 pul (16.3 pmol) Bortrifluoridetherat wird die Reaktionsmischung innerhalb von
4 Stunden auf —10 °C erwarmt (DC: Hexan-Aceton 1:1). AnschlieBend wird iiber Celite
abfiltriert und das Filtergel nochmals mit Dichlormethan nachgewaschen. Es wird mit
verdiinnter ~ KHCOs;-Losung extrahiert, die organische Phase iiber Magnesiumsulfat
getrocknet, vom Trockenmittel abfiltriert und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird
flashchromatographisch gereinigt (Cyclohexan-Aceton 1.5:1, S&ulendurchmesser 1 cm,

Fiillhohe 8.5 cm).

Ausbeute: 12.6 mg (15.8 %),
R¢=0.24 (Hexan-Aceton 1:1),
[a]p®™ = +1.9 (0.5, CH,CL,),
Ci60H166F3N9Oss (3360.05),

ESI-MS: Mper = 3357.98 Mger = 3380.9 (M+Na)’,

"H-NMR (500 MHz, [Dg]-DMSO): 8= 9.78 (d, Ju> = 7.8 Hz, 1H, NH), 8.13-7.70 (m, 20H,
Pht), 7.35-7.10 (m, 10 H, Bzl), 6.87-6.74 (m, 10H, Bzl), 5.65 (dd, J»3 = Js4= 10.1 Hz, 1H,
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H-3%), 5.52 (m, 2H, H-3", H-3"), 5.48 (m, 2H, H-3', H-3%) 5.42 (d, J1» = 8.3 Hz, 1H, H-1°p),
537 (d, J12 < 1.0 Hz, 1H, H-1*) , 5.24 (d, J1, = 9.9 Hz, 1H, H-1'B), 5.16 (d, J1, = 8.4 Hz,
1H, H-1"B), 5.05-5.02 (m, 4H, H-4%, H-4', H-1", H-3"), 4.83 (dd, J,5 =J54=10.3 Hz, 1H,
H-3%), 4.83-4.78 (m, 4H, H-3", H-4>, CH,0), 4.76 (dd, J34 = Jas = 9.6 Hz, 1H, H-4%), 4.72
(dd, J34 = Jus = 9.9 Hz, 1H, H-4"), 4.68-4.65 (m, 2H, H-1°, H-1%), 4.63 (d, J1, < 1.0 Hz,
H-1*), 4.35 (dd, J1, = J,3= 8.9 Hz, 1H, H-1%), 4.33 (dd, J1, = J,3=9.1 Hz, 1H, H-2"), 4.31-
425 (m, 5H, H-6a”, H-2*, H-4°, CH,0), 4.21-4.19 (m, 3H, H-6b°, CH,0), 4.17 (dd, J34 =
Jis= 7.3 Hz, 1H, H-2%), 4.11-3.95 (m, 7H, H-3*, H-2%, H-2', H-5*, H-5°, CH,0), 3.86-3.76
(m, 10 H, H-4', H-6a,b’, H-5°, H-6a°, H-5', H-6 a/b’, H-2%), 3.64 (m, 1H, H-5%), 3.52-3.42
(m, 5H, H-5", H-6a* H-6a*, H-5%, H-6a"), 3.32-3.25 (m, 2H, H-6b*, H-6a°), 3.24-3.17 (m, 3H,
H-6b%, H-57, H-6b"), 2.99-2.88 (m, 2H, H-5°, H-6b), 2.04, 2.03, 2.02, 2.01, 2.004, 2.003,
1.99, 1.98, 1.96, 1.94, 1.91, 1.89, 1.80, 1.78, 1.76, 1.75, 1.69 (17s, 54 H, OAc),

BC-NMR (125 MHz, [Dg]-DMSO): & = 170.16, 170.03, 169.95, 169.82, 169.66, 169.52,
169.22, 169.12, 169.01, 167.64, 167.15, 166.32 (C=0), 156.43 (q, C=O NTFAc), 139.44,
139.14, 138.52, 138.45 (Ci-Ar), 128.34-126.66 (C-Ar), 117.43 (g, CF3), 100.98 (C-1°, Je.1 1.1
= 171.3 Hz im gekoppelten HMQC-Spektrum), 97.46 (C-1%), 97.45 (C-1%), 96.70 (C-17),
96.15 (C-1°), 95.44 (C-1%a, Jeaina = 172 Hz im gekoppelten HMQC-Spektrum), 95.06
(C-1"a, Jeima = 172 Hz im gekoppelten HMQC-Spektrum), 92.01 (C-1%), 84.83 (C-11),
76.33 (C-5%), 75.95 (C-5%), 73.90 (C-57), 73.81 (C-2*), 72.38 (C-6°), 72.19 (C-4%), 71.85
(C-6>), 71.84 (C-4°), 71.83 (C-5°), 71.72 (C-3%), 71.71 (C-3"), 70.51 (C-3%), 70.44 (C-3"),
70.17 (C-3%), 69.25 (C-4%), 68.65 (C-4”), 68.63 (C-3°), 68.57 (C-3%), 68.53 (C-4%), 68.47
(C-4"), 68.43 (C-3%), 67.83 (C-6"), 67.63 (C-4%), 67.58 (C-6"), 67.56 (C-6%), 67.55 (C-6%),
67.46 (C-4"), 67.37 (C-6"), 67.17 (C-2%), 62.14 (C-6°), 62.04 (C-6%), 62.03 (C-4"), 62.01
(C-5%), 61.94 (C-5°), 61.76 (C-5°), 61.73 (C-3"), 61.72 (C-5%), 55.73 (C-2°), 54.70 (C-2"),
54.62 (C-2°), 54.19 (C-2%), 53.98 (C-27), 53.88 (C-2°), 53.84 (C-2%), 20.55, 20.42, 20.35,
20.01, 19.96, 19.82 (OAc).

O-(2-Acetamido-2-desoxy-glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-a-D-mannopyranosyl)-(1 - 3)-O-[2-
acetamido-2-desoxy-3-D-glucopyranosyl-(1 —4)]-{[(2-acetamido-2-desoxy-[3-D-
glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-(2-acetamido-2-desoxy-[>-D-glucopyranosyl)-(1 - 6)]-O-a-D-
mannopyranosyl-(1 - 6)] }-B-D-mannopyranosyl-(1 —4)-O-(2-acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-
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desoxy-[3-D-glucopyranosyl)-(1 — 4)-2-acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-[3-D-
glucopyranosylazid 94
(B-GleNAc-a-Man—1,3-[B-GIcNAc-1,4]-[2,6-(B-GlcNAc),-a-Man]-1,6-3-Man-[3-
Bzl,GlcNAc-B-Bzl,GIcNAc-N3)

10 mg (2.87 umol) Nonasaccharid 92 werden in 1 ml n-Butanol und 50 pl Ethylendiamin
gelost und 19 Stunden auf 80 °C erhitzt (DC: Isopropanol - 1M NH4OAc 4:1). Die
Reaktionsmischung wird anschlieBend eingeengt und im Hochvakuum bis zur
Gewichtskonstanz getrocknet. Der verbliebene Riickstand wird in 1 ml Pyridin und 0.5 ml
Essigsdureanhydrid aufgenommen, zwei Stunden bei Raumtemperatur gerithrt (DC:
Dichlormethan-Methanol 10:1), bei 40 °C Badtemperatur eingeengt und dreimal mit 5 ml
Toluol nachdestilliert. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet und in 2.5 ml
Methylaminlésung (41 % in Wasser) gelost und 2 Stunden bei Raumtemperatur
(DC: Isopropanol - 1M NH4OAc 4:1) geriihrt. AnschlieBend wird die Reaktionslosung
eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Der Riickstand wird in 20 ml Wasser gelost und
mit einer Kunststoffspritze durch eine SePak”-RP18-Kartusche gedriickt. Man wischt mit 30
ml Wasser nach und eluiert mit 15 ml Acetonitril-Wasser 1:8 die Verunreinigungen. Das

Produkt wird durch 15 ml Acetonitril-Wasser 1:4 eluiert und lyophilisiert.

Ausbeute: 4.7 mg (75.1 %) volumindser Feststoff,

R¢ Amin 93 :=0.33 (Isopropanol-1M NH4OAc 4:1),

ESI-MS Amin 93 : My, = 1855.78 Mger= 1856.82 (M+H)",
R¢ Peracetat = 0.51 (Dichlormethan-Methanol 10:1),

R¢ Acetamid 94 := 0.33 (Isopropanol-1M Ammoniumacetat 4:1),

[a]p™ = - 3.7 (0.5, CH,CL),

Co4H133N9045 (2109.10),

ESI-MS Acetamid 94: Myer = 2107.84 Mger = 2108.97 (M+H)",

'H-NMR (500 MHz, D,O mit DMSO als int. Standard): &= 7.38-7.12 (m, 20H, Bzl), 4.90-
471 (m, 3H, H-1°, H-3", H-1%), 4.69-4.63 (m, 3H, H-1', CH,0), 4.53-4.14 (m, 13H, H-17,
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H-1*, H-1% H-1°, H-2", H-3%, H-3", CH,0), 4.08-3.97 (m, 5H, H-17, H-3°, H-3*, H-2", H-4%),
3.96-3.92 (m, 4H, H-5", H-3', H-3’, H-6a"), 3.85-3.63 (m, 12H, H-6b', H-3% H-3°, H-6a,b*,
H-6a,b%, H-2*, H-6a,b>, H-2*, H-2%), 3.62-3.21 (m, 22H, H-2', H-4*, H-5', H-4%", H-2°, H-5,
H-6a,b’, H-6a,b°, H-6a,b°, H-6a,b, H-4*, H-4°, H-4!, H-4*, H-4°, H-6a,b") 3.22-3.11 (m, 4H,
H-4°, H-5°, H-5", H-5""), 2.05, 1.92, 1.88, 1.86, 1.82, 1.80 (6s, 18H, NAc),

C-NMR (125 MHz, D,0 mit DMSO als int. Standard): &= 173.22, 172.13, 170.12, 169.51,
169.43, 169.32 (C=0 NAc), 139.41, 139.03, 138.51, 138.44 (Ci-Ar), 128.21-127.05 (C-Ar),
102.13 (C-1°), 100.48 (C-1°"), 100.33 (C-1%), 100.32 (C-1%), 100.04 (C-1°), 100.02 (C-1°),
99.76 (C-17), 97.49 (C-1*), 88.72 (C-1"), 78.82 (C-5°%), 78.67 (C-4%), 78.63 (C-4%), 78.52
(C-3%), 78.40 (C-3%), 78.36 (C-2°), 77.16 (C-5"), 77.05 (C-4""), 75.84 (C-3"), 74.79 (C-5°),
74.57 (C-5%), 74.54 (C-3%), 74.49 (C-3%), 74.43 (C-4°), 74.22 (C-2°), 72.18 (C-3%), 72.16
(C-6%), 72.12 (C-6>), 72.01 (C-2%), 71.94 (C-6%), 71.93 (C-5%, 71.89 (C-27), 71.86 (C-3%),
71.81 (C-57), 71.74 (C-2%), 71.57 (C-6"), 70.49 (C-3), 69.58 (C-4"), 63.48 (C-2°), 62.54 (C-
5%, 62.36 (C-6"), 62.36 (C-2"), 62.31 (C-6°), 62.30 (C-6%), 62.24 (C-4"), 62.22 (C-5°), 62.21
(C-47), 62.16 (C-5%), 57.34 (C-6"), 55.21 (C-6%), 23.23, 23.14, 22.93, 22.22, 23.05, 22.81
(NAc).

5.9.8. Versuche zu Kapitel 2.10.8

Verbindung 97 wurde nach Literaturvorschrift®® synthetisiert.

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-[3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-[ (3,4, 6-tri-O-
acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-[3-D-glucopyranosyl)-(1 —4)]-O-(3,6-di-O-acetyl-a-D-

mannopyranosyl)-(1 - 3)-O-(2-O-acetyl-6-O-chloracetyl- 3-D-mannopyranosyl)-(1 —4)-(3,6-
di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-

2-phthalimido-[3-D-glucopyranosylazid 98

(2,4-(B-Ac3;GIcNPht),-0-Ac,Man--AcClAcMan-3-Bzl,GlcNPht-3-Bzl,GIcNPht-N3)
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470 mg (207 pumol) Verbindung 97 werden in 51 ml Dichlormethan gelost und auf 0 °C
gekiihlt. AnschlieBend werden 192 pl Pyridin und 382 mg (224.1 pmol)
Chloressigsdureanhydrid zugegeben und weiter bei 0°C geriihrt. Nach Reaktionsende (DC:
Hexan-Aceton 1:1) wird mit Dichlormethan auf 100 ml Gesamtvolumen verdiinnt und einmal
mit 2N HCI, einmal mit 2 N KHCOs-Losung und einmal mit Wasser extrahiert. Anschlieend
wird die organische Phase {iber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der
verbliebene Riickstand wird durch Flashchromatographie (Hexan-Aceton 2.5:1,

Sdulendurchmesser 1.5 cm, Fiillhdhe 10 cm) gereinigt.

Ausbeute: 412.2 mg (84.5%) farblos, amorph,
R¢=0.44 (Hexan-Aceton 1:1),

[a]p™ =- 9.0 (0.5, CH,Cl,),

Ci16H116CIN7O44 (2347.64),

ESI-MS: Mper = 2345.7 Mger = 2369.2 (M+Na)’,

'H-NMR (360 MHz, [Ds]-DMSO): & = 8.05-7.70 (m, 16H, Pht), 7.34-7.10 (m, 10H, Bzl),
6.85-6.68 (m, 10H, Bzl), 5.61 (dd, Jo3 = Js4 = 9.6 Hz, 1H, H-37), 5.53 (dd, Jo3 = J34 = 10.3
Hz, 1H, H-3"), 5.42 (d, J1, = 5.9 Hz, 1H, H-1"B), 5.54 (d, Jou4 = 5.6 Hz, 1H, OH-4%), 5.37 (d,
Ji2=10.6 Hz, 1H, H-1°B), 5.34 (dd, J34=J35= 8.2 Hz, 1H, H-4"), 527 (d, J1, =9.7 Hz, 1H,
H-1'B), 5.18 (d, Ji1,= 7.8 Hz, 1H, H-1°B), 5.12 (m, 1H, H-3%, 5.09-5.05 (m, 2H, H-3?, H-4),
4.86 (dd, J34 = Jys = 10.3 Hz, 1H, H-4"), 4.83 (d, Jeem = 10.5 Hz, 1H, CH,0), 4.76 (d, Jgem =
10.3 Hz, 1H, CH,0), 4.62 (d, J15 < 1.0 Hz, 1H, H-1%), 4.52 (d, J1, < 1.0 Hz, 1H, H-1%), 4.50-
4.41 (m, 1H, H-2°, 4.39-4.33 (m, 4H, H-6a,b’, CH,0), 4.31 (m, 1H, H-57), 4.29 (d, Jeem =
11.9 Hz, 1H, CH,0), 4.23-3.90 (m, 9H, H-2*, H-2", CH,Cl, H-3', H-6a,b’, H-5°, H-2°), 3.83-
3.71 (m, 5H, H-2%, H-6a,b’, H-2', H-2°), 3.70-3.41 (m, 7H, H-4*>, H-4!, H-3°, H-5', H-4",
H-6a,b"), 3.39-3.18 (m, 3H, H-5%, H-6a,b"), 2.02, 2.01, 2.04, 1.99, 1.97, 1.95, 1.90, 1.77, 1.75
(9s, 27 H, OAc),

3C-NMR (90,6 MHz, [D]-DMSO): & = 170.21, 169.95, 169.84, 169.73, 169.61, 169.25,
169.16, 167.13, 166.53 (C=0), 138.25, 138.16, 138.03, 137.73 (Ci-Ar), 135.11, 134.84
(C-4/5, Pht), 130.74, 130.65, 130.46 (C-1/2, Pht), 128.16-127.33 (C-Ar), 123.53 (C-3/6, Pht),
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97.27 (C-1°B), 96.67 (C-1*a), 96.56 (C-1°B), 96.34 (C-17B), 95.47 (C-1'B), 84.97 (C-1'B),
76.14 (C-3"), 74.72 (C-6%), 74.32 (C-3%), 74.29 (C-6"), 73.66 (CH,0), 72.26 (C-4%), 72.16
(C-57), 72.12 (C-2%), 71.65 (CH,0), 71.46 (C-3"), 71.36 (C-4%), 71.26 (C-4"), 70.73 (C-5"),
70.37 (C-37%), 69.55 (C-3%), 68.83 (C-2), 68.35 (C-5), 68.35 (C-47), 68.22 (C-3%), 68.03 (C-
4%, 67.84 (C-4°), 67.72 (C-4%), 67.65 (C-5%), 62.82 (C-6"), 62.05 (C-5°), 61.95 (C-5°), 61.74
(C-6"), 56.16 (C-2°), 54.86 (C-2"), 54.76 (C-2"), 54.72 (C-6°), 54.42 (C-2%), 40.96 (CH,CI),
20.47, 20.34, 20.23, 20.12, 20.04, 19.98, 19.71, 19.62, 19.01 (OAc).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-[(3,4,6-tri-O-
acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosyl)-(1 —4)]-O-(3,6-di-O-acetyl-a-D-
mannopyranosyl)-(1 - 3)-O-[3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- [3-D-
glucopyranosyl-(1 —4)]-O-(2-O-acetyl-6-O-chloracetyl-[3-D-mannopyranosyl)-(1 —4)-(3,6-
di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-

2-phthalimido-[3-D-glucopyranosylazid 99

[2,4-(B-Ac3GlcNPht),-a-Ac,Man]-1,3-[B-Ac;GIctNTFAc-1,4]-B-AcClAcMan-[3-
Bzl,GlcNPht-3-Bzl,GlcNPht-N3)

130 mg (55.3 umol) Hexasaccharid 98, 93.6 mg (165.9 umol) Donor 31, 40 mg (178.3 umol)
NIS und 200 mg gepulvertes Molekularsieb 4A werden in 5 ml Dichlormethan geldst und 30
Minuten bei —25 °C geriihrt. Im Anschlu3 wird die Reaktion durch Zugabe von 10 pul (114.5
umol)  Trifluormethansulfonsdure  gestartet. Nach zwei Stunden (DC: Hexan-
Essigsdureethylester 1:2) wird iiber Celite abfiltriert und das Filtergel mit 10 ml
Dichlormethan nachgewaschen. Die Dichlormethanldsung wird dann einmal mit geséttigter
Natriumthiosulfatlosung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum
eingeengt. Der  Riickstand wird durch  Flashchromatographie  (Cyclohexan-

Essigsdureethylester 1:1.1, Sdulendurchmesser 1.5 cm, Fiillhdhe 9 cm) gereinigt.

Ausbeute 51.0 mg (33.6 %),
R¢=0.32 (Hexan-Essigsdureethylester 1:2),
[a]p™ = +25.99 (0.5, CH,Cl,),

C130H132CIF3N50s, (2730.91),
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ESI-MS: Mper = 2728.8 Mger= 2752.2 (M+Na)’,

'H-NMR (360 MHz, [D¢]-DMSO): & = 9.74 (d, Jxu2 = 9.5 Hz, 1H, NH), 8.03-7.71 (m, 16H,
Pht), 7.34-7.11 (m, 10H, Bzl), 6.85-6.69 (m, 10H, Bzl), 5.60 (dd, Jo3 = J34 = 9.6 Hz, 1H,
H-37), 5.53 (dd, Jo3 = J34 = 10.1 Hz, 1H, H-3"), 5.42 (d, J1» = 5.9 Hz, 1H, H-1"B), 5.37 (d,
Ji2=10.6 Hz, 1H, H-1°B), 5.33 (dd, J54=/35= 8.2 Hz, 1H, H-4"), 527 (d, J1, =9.7 Hz, 1H,
H-1'B), 5.18 (d, J1»= 7.8 Hz, 1H, H-1°B), 5.11 (m, 1H, H-3%), 5.09-5.05 (m, 2H, H-3*, H-4%),
4.86 (dd, J34 = J45 = 10.3 Hz, 1H, H-4"), 4.83 (d, Jeem = 10.6 Hz, 1H, CH,0), 4.76 (d, Jgem =
10.2 Hz, 1H, CH,0), 4.66 (d, J1» = 9.4 Hz, 1H, H-1°B) 4.62 (d, J1» < 1.0 Hz, 1H, H-1°), 4.51
(d, Ji2 < 1.0 Hz, 1H, H-1%), 4.50-4.41 (m, 2H, H-2°, H-4°), 4.39-4.33 (m, 4H, H-6a,b’,
CH,0), 431 (m, 1H, H-5"), 4.29 (d, Jeem = 11.9 Hz, 1H, CH,0), 4.23-3.90 (m, 12H, H-2°,
H-5*, CH,Cl, H-6a,b*, H-2", H-3!, H-6a,b’, H-5°, H-2"), 3.83-3.71 (m, 5H, H-2*, H-6a,b’, H-
2', H-2%), 3.70-3.41 (m, 8H, H-5°, H-4%, H-4', H-3°, H-5', H-4>, H-6a,b"), 3.39-3.18 (m, 3H,
H-5% H-6a,b%), 2.02, 2.01, 2.04, 1.99, 1.97, 1.95, 1.90, 1.77, 1.75 (9s, 27 H, OAc),

BC-NMR (90.6 MHz, [Dg]-DMSO): & = 170.23, 169.92, 169.85, 169.76, 169.61, 169.24,
169.14, 167.13, 166.55 (C=0), 156.43 (q, C=0O NTFAc), 138.23, 138.12, 138.04, 137.74 (C-
Ar), 135.11, 134.82 (C-4/5, Pht), 130.74, 130.64, 130.43 (C-1/2, Pht), 128.12-127.35 (C-Ar),
123.52 (C-3/6, Pht), 118.21 (q, CF3), 100.18 (C-1°B), 97.24 (C-1°B), 96.62 (C-1"a), 96.54
(C-1°B), 96.32 (C-1°B), 95.39 (C-1'B), 84.92 (C-1'B), 76.11 (C-3"), 74.73 (C-6%), 74.34
(C-3%),74.29 (C-6), 73.63 (CH,0), 72.25 (C-4%), 72.13 (C-57), 71.85 (C-3°%), 71.82 (C-2%),
71.64 (CH,0), 71.42 (C-3"), 71.35 (C-4%), 71.22 (C-4"), 70.72 (C-5"), 70.34 (C-3%), 69.55
(C-3%), 68.82 (C-2%), 68.35 (C-5%), 68.33 (C-4"), 68.01 (C-4%), 67.79 (C-4°), 67.67 (C-4%),
67.63 (C-5%), 62.95 (C-5%), 62.86 (C-6"), 62.02 (C-5°), 61.95 (C-5°), 61.73 (C-6"), 60.43 (C-
6%), 68.22 (C-3%), 56.12 (C-2°), 54.81 (C-2"), 54.72 (C-2"), 54.70 (C-6"), 54.41 (C-2%), 53.91
(C-2%), 40.94 (CH,CI), 20.41, 20.31, 20.24, 20.15, 20.03, 19.92, 19.76, 19.67, 19.03 (OAc).
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0-{(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-[(3,4,6-tri-O-
acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-[3-D-glucopyranosyl)-(1 —4)]-O-(3,6-di-O-acetyl-a-D-
mannopyranosyl)-(1 - 3)}-O-[3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- 3-D-
glucopyranosyl-(1 —4)]-O-(2-O-acetyl--D-mannopyranosyl)-(1 —4)-(3,6-di-O-benzyl-2-
desoxy-2-phthalimido-Z-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido-
[-D-glucopyranosylazid 100

(2,4-(B-Ac3;GIcNPht),-a-Ac,Man)-1,3-[B-Ac;GIcNTFAc-1,4]-B-AcMan-3-Bzl,GlcNPht-[3-
Bzl,GlcNPht-N3)

40 mg (16.9 umol) Heptasaccharid 99 werden in einem Gemisch aus 2 ml Dichlormethan und
200 ul Methanol geldst und bei —10° C geriihrt. Sobald die Reaktionslosung auf —10 °C
temperiert ist, werden 5 mg Kaliumcarbonat zugesetzt und weiter bei —10 °C geriihrt. Nach
vollstdndiger Umsetzung (DC: Hexan-Aceton 1:1) wird abfiltriert, mit Eisessig neutralisiert
und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird durch Flashchromatographie (Cyclohexan-

Essigsdureethylester 1:1, Sdulendurchmesser 1 cm, Fiillhéhe 11 cm) gereinigt.

Ausbeute: 33.8 mg (86.9 %),
[a]p™ =+ 2.64 (0.5, CH,CL),
Ci2sH131F3NgOs; (2654.34),

ESI-MS: Mper = 2652.79 Mger = 2691.9 (M+K)", 2676.1 (M+Na)",

'H-NMR (360 MHz, [Ds]-DMSO): & = 9.56 (d, Jxu = 8.8 Hz, 1H, NH), 8.03-7.71 (m, 16H,
NPht), 7.34-7.11 (m, 10H, Bzl), 6.85-6.69 (m, 10H, Bzl), 5.60 (dd, Jo3 = J34 = 9.6 Hz, 1H
H-3"), 5.58 (dd, Jo3 =J34 = 9.6 Hz, 1H, H-3"), 5.53 (dd, /o5 =J34 =10.1 Hz, 1H, H-3"), 5.42
(d, J12=6.4 Hz, 1H, H-1"B), 5.35 (d, J1, = 10.6 Hz, 1H, H-17B), 5.31 (dd, J34=J/35= 8.2 Hz,
1H, H-4%), 5.28 (d, J1, = 9.7 Hz, 1H, H-1'B), 5.19 (d, J1,= 7.8 Hz, 1H, H-1°B), 5.11 (m, 1H,
H-3%), 5.08-5.09 (m, 2H, H-3°, H-4%), 4.85 (dd, J54 = J45 = 10.3 Hz, 1H, H-4"), 4.82 (d, Jeem =
10.6 Hz, 1H, CH,0), 4.78 (d, Jgem = 10.2 Hz, 1H , CH,0), 4.76 (d, Ji, = 9.9 Hz, 1H, H-1°B)
4.64 (d, Ji, < 1.0 Hz, 1H, H-1°), 4.61 (t, Joou = 5.3 Hz, 1H, OH-6"), 4.54 (d, J1» < 1 Hz,
H-1%), 4.50-4.46 (m, 2H, H-2°, H-4%), 4.39-4.33 (d, 2H, CH,0), 4.31 (m, 1H, H-5"), 4.29 (d,



5. Experimenteller Teil 146

Jgem = 11.9 Hz, 1H, CH,0), 4.16-3.90 (m, 10H, H-2%, H-2’, H-6a,b°, H-5*, H-6a,b’, H-5,
H-5°, H-2%), 3.84-3.72 (m, 5H, H-2*, H-6a,b°, H-2', H-2%), 3.72-3.41 (m, 10H, H-5°, H-6a,b*,
H-4%, H-4', H-3°, H-5', H-4°, H-6a,b"), 3.39-3.18 (m, 5H, H-5% H-6a,b®, H-6a,b"), 2.02, 2.01,
2.06, 1.98,1.97, 1.95, 1.90, 1.76, 1.74 (9s, 27H, OAc),

BC-NMR (90,6 MHz, [D¢]-DMSO): & = 170.11, 169.85, 169.74, 169.72, 169.65, 169.21,
169.17, 167.18, 166.57 (C=0), 156.43 (q, C=O NTFAc), 138.23, 138.16, 138.04, 137.77 (C-i
Ar), 135.12, 134.81 (C-4/5, Pht), 130.76, 130.65, 130.42 (C-1/2, Pht), 128.11-127.34 (C-Ar),
123.56 (C-3/6, Pht), 118.32 (q, CF3,) 100.97 (C-1°B, Jc.1n.1 = 167.3 Mhz im gekoppelten
HMQC-Spektrum), 97.86 (C-1°B), 97.33 (C-1*a), 96.51 (C-1°B), 96.46 (C-1°B), 95.33
(C-17B), 85.66 (C-1'B), 76.07 (C-3"), 74.52 (C-6%), 74.37 (C-3°), 74.31 (C-6°), 73.65 (CH,0),
72.36 (C-4"), 72.27 (C-4%), 72.17 (C-57), 71.87 (C-3%), 71.77 (C-2*%, 71.68 (CH,0), 71.56
(C-37), 71.46 (C-4%), 70.77 (C-5"), 70.51 (C-3%), 69.56 (C-3%), 68.37 (C-47), 68.26 (C-5%,
67.96 (C-5%), 67.77 (C-4%), 67.64 (C-4%), 67.57 (C-4%), 63.57 (C-5°), 62.98 (C-6"), 61.97
(C-5°), 61.77 (C-6"), 60.41 (C-6°), 58.27 (C-3%), 56.47 (C-2°), 54.88 (C-2"), 54.78 (C-6"),
54.69 (C-27), 54.66 (C-5°), 54.48 (C-2%), 53.86 (C-2%), 20.48, 20.38, 20.25, 20.12, 20.07,
19.97, 19.76, 19.61, 19.06 (OAc).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-[(3,4,6-tri-O-
acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-[3-D-glucopyranosyl)-(1 —4)]-O-(3,6-di-O-acetyl-a-D-
mannopyranosyl)-(1 - 3)-O-[3,4, 6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- [>-D-
glucopyranosyl-(1 —4)]-O-[(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-
(1 -2)-0-(3,4,6-tri-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1 - 6)]-O-(2-O-acetyl->-D-
mannopyranosyl)-(1 —4)-0-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- >-D-glucopyranosyl)-
(1 »4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- [3-D-glucopyranosylazid 101

(2,4-(B-Ac3GIcNPht),-0-Ac,Man)-1,3-[B-AcsGIcNTFAc-1,4]-(B-Ac;GlcNPht-0-Ac;Man)-
1,6-B-AcMan-B-Bzl,GlcNPht-B-Bz1,GIcNPht-N3)

42 mg (15.82 pmol) Heptasaccharid 100 und 55 mg (63.36 umol) Donor 2 sowie 100 mg
gepulvertes Molekularsieb 4A werden 30 Minuten bei —25°C geriihrt. AnschlieBend werden 2
ul (16.3 pmol) Bortrifluoridetherat zugegeben und man 148t die Reaktionsmischung innerhalb
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von 2 Stunden auf—10 °C erwdrmen (DC: Hexan-Aceton 1:1). Die Reaktionsmischung wird
tiber Celite abfiltriert und das Filtergel mit 20 ml Dichlormethan nachgewaschen. Die
verdiinnte Reaktionsmischung wird einmal mit verdiinnter KHCO3-Ldsung gewaschen, iiber
Magnesiumsulfat getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wird flashchromatographisch

gereinigt (Hexan-Aceton 1.3:1, Sdulendurchmesser 1 cm, Fiillh6he 12.5 cm).

Ausbeute: 10.8 mg (20.3 %),
[a]p™ =-5.33 (0.5, CH,CL),
C160H166F3N906g (336005),

ESI-MS: Mper = 3357.98 Mger= 3359.1 (M+H)", 3380.9 (M+Na),

'H-NMR (500 MHz, [Dg]-DMSO): & = 9.77 (d, Jxu2 = 8.4 Hz, 1H, NH), 8.03-7.71 (m, 16H,
NPht), 7.34-7.11 (m, 10H, Bzl), 6.85-6.69 (m, 10H, Bzl), 5.63 (dd, J»3 = J34 = 9.9 Hz, 1H,
H-3%), 5.62 (dd, Jo3 = J34 = 9.6 Hz, 1H, H-3°%), 5.61 (dd, J,5 = J34 = 9.6 Hz, 1H, H-3"), 5.58
(dd, Jo3 = J34 = 9.7 Hz, 1H, H-3%), 5.55 (dd, J,5 = J34 = 9.6 Hz, 1H, H-3"), 5.54 (dd, Jo5 =
Js4=10.1 Hz, 1H, H-3%), 5.43 (dd, J»5 = 10.6 Hz, 1H, H-1%), 5.42 (d, J1, = 6,4 Hz, 1H, H-
1'B), 5.41 (d, J1, =9.3 Hz, 1H, H-1° B), 5.34 (dd, J34=J35 = 8.2 Hz, 1H, H-4%), 5.28 (d, J; 2=
7.9 Hz, 1H, H-1°B), 5.26 (d, J1, = 9.7 Hz, 1H, H-1'B), 5.11-5.03 (m, 4H, H-3*, H-3, H-4°, H-
5%, 4.97 (dd, J34 = Jus = 9.6 Hz, 1H, H-4>), 4.89 (dd, J»5 = J34 = 6.9 Hz, 1H, H-3"), 4.85
(dd, J3.4 = Jys = 10.3 Hz, 1H, H-4"), 4.98 (dd, J34 = Jus = 10.2 Hz, 1H, H-4’), 4.82 (d, Jyem =
10.6 Hz, 1H, CH,0), 4.78 (d, Jgem = 10.2 Hz, 1H, CH,0), 4.76 (d, Ji, = 9.9 Hz, 1H, H-1°B),
4.64 (d, J12 < 1.0 Hz, 1H, H-1%), 4.59 (d, J12 < 1.0 Hz, 1H, H-1*), 4.54 (d, J1» < 1 Hz, 1H, H-
1%), 4.50-4.41 (m, 3H, H-2°, H-4°, H-2"), 4.39-4.33 (m, 2H, CH,0), 4.31 (m, 2H, H-5", H-
4%), 4.29 (d, Jgem = 11.9 Hz, 1H, CH,0), 4.21-3.90 (m, 17H, H-2* H-6a,b>, H-6a,b%, H-2”,
H-5*, H-2", H-6a,b’, H-5°, H-5", H-5", H-6a,b*, H-5", H-2°), 3.84-3.72 (m, 5H, H-2*, H-
6a,b>, H-2', H-2*), 3.72-3.41 (m, 8H, H-5°, H-6a,b*, H-4?, H-4', H-5', H-6a,b"), 3.39-3.18 (m,
5H, H-5%, H-6a,b>, H-6a,b%), 2.06, 2.02, 2.01, 1.98, 1.97, 1.95, 1.90, 1.76, 1.74 (9s, 27 H,
OAc),

3C-NMR (125 MHz, [Ds]-DMSO): & = 170.12, 169.84, 169.74, 169.73, 169.62, 169.22,
169.11, 167.13, 166.54 (C=0), 156.43 (g, C=0 NTFAc), 138.21, 138.14, 138.02, 137.73 (C-i
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Ar), 135.11, 134.84 (C-4/5, Pht), 130.72, 130.62, 130.41 (C-1/2, Pht), 128.13-127.33 (C-Ar),
123.53 (C-3/6; Pht), 118.37 (q, CF3), 100.94 (C-1°B), 97.84 (C-1°B), 97.34 (C-1*a), 96.54
(C-1°B), 96.41 (C-1°B), 95.31 (C-1'B), 85.62 (C-1'B), 76.01 (C-3"), 74.53 (C-6%), 74.34
(C-3°), 74.33 (C-6°), 73.62 (CH,0), 72.32 (C-4"), 72.22 (C-4°%), 72.14 (C-57), 71.84 (C-3%),
71.74 (C-2%, 71.62 (CH,0), 71.52 (C-37), 71.45 (C-4%), 70.74 (C-5"), 70.55 (C-3%), 69.52
(C-3%), 68.35 (C-47), 68.25 (C-5%), 67.96 (C-5%), 67.73 (C-4%), 67.65 (C-4), 67.55 (C-4%),
63.56 (C-5%), 62.96 (C-6"), 61.93 (C-5°), 61.73 (C-6"), 60.45 (C-6°), 58.22 (C-3°), 56.43
(C-2°), 54.82 (C-2Y), 54.75 (C-6"), 54.62 (C-2"), 54.59 (C-5°), 54.41 (C-2%), 53.81 (C-2°),
20.42, 20.34, 20.21, 20.14, 20.06, 19.87, 19.67, 19.62, 19.04 (OAc).

5.9.9. Versuche zu Kapitel 2.10.9.

[O-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl-(1 - 2)-O-3,4,6-tri-O-
acetyl-2-desoxy-2-phthalimidio- 3-D-glucopyranosyl-(1 —4)-O-(3,4, 6-tri-O-acetyl-a-D-
mannopyranosyl)-(1 - 3)]-O-[3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-N-trifluoracetamido- 3-D-
glucopyranosyl-(1 —4)]-O-[(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-
(1 -2)-0-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- [>-D-glucopyranosyl-(1 - 6)-O-(3,6-di-
O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1 - 6)]-O-(2-O-acetyl-3-D-mannopyranosyl)-(1 —4)-O-(3,6-
di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-
2-phthalimido-[3-D-glucopyranosylazid 102

(2,4-(B-AcsGIcNPht),-0-AcoMan)-1,3-[B-AcsGIeNTFAc-1,4]-(2,6—(B—Ac;GlcNPht),-0-
Ac;Man)-1,6-B-AcMan-B-Bzl,GlcNPht--Bzl,GlcNPht-N3)

7.1 mg (2.68 umol) Heptasaccharid 100 und 13.6 mg (10.7 umol) Antennenbaustein 91 sowie
20 mg gepulvertes Molekularsieb 4A werden 30 Minuten in 400 pl Dichlormethan bei —25 °C
geriihrt. Im Anschlull werden 0.5 pl (4.1 pmol) Bortrifluoridetherat als verdiinnte Losung in
20 ul Dichlormethan innerhalb von 3 Minuten zugegeben. Die Reaktionsldsung riihrt zwei
Stunden und erwédrmt sich in dieser Zeit auf —10 °C (DC: Hexan-Aceton 1:1). Es wird iiber
Celite abfiltriert und das Filtergel mit Dichlormethan nachgewaschen. AnschlieBend wird
einmal mit 2N KHCO;-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet, vom

Trockenmittel abfiltriert und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird durch
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Flashchromatographie (Cyclohexan-Essigsdureethylester 1:1.1, Saulendurchmesser 1 cm,

Fiillhohe 8 cm) gereinigt.

Ausbeute: 1.2 mg (12.0 %),
[a]p™ =+ 3.6 (0.5, Methanol),
C178H]83F3N10076 (373537),

ESI-MS: Mper =3733.07  Mger = 3734.0 (M+H)", 3755.0 (M+Na)", 3772.2 (M+K)",

5.10.Versuche zu Kapitel 2.11.

O-(2-Desoxy-2-acetamido-3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-(a-D-mannopyranosyl)-(1 - 3)-O-
[2-desoxy-2-acetamido--D-glucopyranosyl-(1 —4)]-O-(Z-D-mannopyranosyl)-(1 —4)- [3-D-
3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-acetamido-glucopyranosyl-(1 —4)-3-D-3,6-di-O-benzyl-2-
desoxy-2-acetamido-glucopyranosylazid 103

(B-GlcNAc-a-Man—1,3-[B-GlcNAc-1,4]-3-Man-[3-Bzl,GlcNAc--Bzl,GlcNAc-Nj3)

10 mg (4.38 umol) Hexasaccharid 83 werden in 1 ml n-Butanol geldst, mit 100 pl
Ethylendiamin versetzt und 18 Stunden bei 80 °C geriihrt. Es wird im Vakuum eingeengt und
der Riickstand in einem Gemisch aus 1 ml Essigsdureanhydrid und 250 ul Pyridin vier
Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wird weitestgehend eingeengt, dreimal
mit Toluol codestilliert und im Vakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Der Riickstand
wird in 1 ml Methylamin-Lsung (41%) aufgenommen und eine Stunde bei Raumtemperatur
geriihrt (DC: Isopropanol-1 M NH4OAc 2:1). Anschlieend wird im Vakuum eingeengt und
im Hochvakuum getrocknet. Der Riickstand wird in 10 ml Wasser aufgenommen und mit
einer Kunststoffspritze durch eine SePak®-RP-18-Kartusche gedriickt. Man wischt mit 20 ml
Wasser nach und eluiert mit 10 ml Acetonitril-Wasser 1:6 die Verunreinigungen. Das Produkt

wird mit 10 m Acetonitril-Wasser 1:4.5 eluiert und danach lyophilisiert.

6.7 mg (99.3 %), farbloser, voluminoser Feststoft,

R¢=0.71 (DC: Isopropanol-1 M NH4OAc 2:1),
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[a]p™ =-4.9 (0.5, MeOH),
C72H97N7030 (l 54057),

ESI-MS: Mper = 1539.63 Mg = 1563.32 (M+Na)", 1540.92 (M+H)", 770.98 (M+2H)*";

O-B-D-Galactopyranosyl-(1 —4)-O-(2-desoxy-2-acetamido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-
(a-D-mannopyranosyl)-(1 — 3)-O-[O-3-D-galactopyranosyl-(1 —4)-O-(-D-2-desoxy-2-
acetamido--D-glucopyranosyl)-(1 —4)]-O-(B-D-mannopyranosyl)-(1 —4)- [3-D-3,6-di-O-
benzyl-2-desoxy-2-acetamido-glucopyranosyl-(1 - 4)-3-D-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-

acetamido-glucopyranosylazid 105 und

O-[-D-Galactopyranosyl-(1 —4)-O-(2-desoxy-2-acetamido-[3-D-glucopyranosyl)-(1 - 2)-O-
(a-D-mannopyranosyl)-(1 - 3)-O-[O-([Z-D-2-desoxy-2-acetamido-[Z-D-glucopyranosyl)-

(1 -4)]-O-(B-D-mannopyranosyl)-(1 —4)- [-D-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-acetamido-
glucopyranosyl-(1 —4)--D-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-acetamido-glucopyranosylazid 104

(B-Gal-1,4-B-GlcNAc-a-Man—1,3-[3-Gal-B-GlcNAc-1,4]-B-Man-3-Bzl,GlcNAc-3-
Bzl,GlcNAc-N3) und (B-Gal-1,4-B-GlcNAc-a-Man-1,3-[3-GlcNAc-1,4]-3-Man-[3-
Bzl,GlcNAc-B-Bzl,GIcNAc-N3)

1 mg (0.65 pmol) Hexasaccharid 103 wird in 537.80 pul Natriumcacodylatpuffer gelost. Der
Puffer enthilt 385 pg Rinderserumalbumin, 0.96 pmol Natriumazid, 0.54 pmol MnCl,, 2.11
mg (3.25 pl) Uridin-5°-diphosphogalactose, 2.3 U alkalische Phosphatase (E.C. 3.1.3.1), und
92.3 mU GIcNAc-B-1,4-Galactosyltransferase (E.C. 2.4.1.22). Die Reaktionsmischung wird
96 h bei 37° C inkubiert (DC: Isopropanol-1 M NH4OAc 2:1). Der Reaktionsverlauf wird
nach Probenentnahme durch ESI-MS verfolgt.

R¢=0.38 (DC: Isopropanol-1 M NH4OAc 2:1) fiir 104 und 105
Nach 4 Tagen Reaktionsdauer konnen nachgewiesen werden:
105: C84H117N7040 (186485),

ESI-MS: Mpe; = 1863.73  Mger = 1917.28 (M+3H,0+H)", 1965.11 (M+H)",
1887.19 (M+Na)"
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104 : C75H;07N7035 (1702.72);

ESI-MS: Mpe; = 1701.68 Mg = 1774.01 (M+4H,0+H)", 1702.99 (M+H)",
1724.56 (M+Na)";

Nach einem Tag Reaktionsdauer war durch Massenspektroskopie nur 104 in der
Reaktionslosung zu finden. Nach 3 Wochen Reaktionsdauer konnte nur noch Verbindung 105

im ESI-MS nachgewiesen werden.
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