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Kohlenhydrate spielen eine entscheidende Rolle in vielen Bereichen des Lebens. So werden
sie u.a. zur Energiegewinnung in den Zellen bendtigt, dienen in Form von Stirke bzw.
Glykogen bei Pflanzen bzw. bei Tieren als Energiespeicher und beispielsweise in Form von
ATP als universelle Energieeinheit. Dariiber hinaus codieren Kohlenhydrate als Bestandteile
von DNA und RNA fiir Erbinformationen, werden als Botenstoffe eingesetzt und sind an den
verschiedensten biologischen Erkennungsprozessen beteiligt. Daher wurde in den letzten
Jahren die Forschung iiber die biologischen Eigenschaften der Kohlenhydrate
intensiviert,[!234:6.789]

Fiir biologische Untersuchungen sind ausreichende Mengen der betreffenden Verbindungen
erforderlich, die entweder aus biologischem Material isoliert'” oder synthetisiert werden
missen. Dabei birgt die Isolierung meist den Nachteil, dass die gewiinschten Substanzen nur
im Mikrogramm-MalBstab zugénglich sind. Zusitzlich tritt bei vielen Oligosacchariden das
Problem der Mikroheterogenitét auf. Es liegen haufig viele, sich voneinander nur geringfiigig
unterscheidende Verbindungen nebeneinander vor, deren Trennung in priparativen Mengen
duBerst schwierig ist.

Die Stirken der Totalsynthese liegen in der Uberwindung der oben genannten
Schwierigkeiten. Durch Synthese ist der Zugang zu definierten, reinen Verbindungen in (fast)
beliebiger Menge mdglich. Somit ist die Totalsynthese speziell bei Oligosacchariden mit sich
wiederholenden Einheiten, wie z.B. den NOD-Faktoren!'"1%131 yielfach das Mittel der
Wahl. Allerdings ist auch die rein chemische Synthese aufwendig, da einige Verkniipfungen,
speziell Glycosylierungen mit Neuraminsidurebausteinen, aber auch f-Mannosylierungen, auf
chemischen Wege noch nicht zufriedenstellend gelost wurden. Deshalb sind Publikationen

von Kohlenhydratteilstrukturen, vor allem auf dem Gebiet der N-Glycane,!'>!!718:192021]

wesentlich haufiger anzutreffen als Totalsynthesen.****!

Ein rein enzymatischer Zugang zu komplexen Oligosacchariden umgeht aufgrund der
Substratspezifitit, Regio- und Stereoselektivitit der Enzyme die bei chemischen Synthesen
notwendigen Schutzgruppenmanipulationen und verringert damit drastisch die Anzahl der
Syntheseschritte. Der rein enzymatische Ansatz ist nur in wenigen Féllen sinnvoll, da meist
nicht alle bendtigten Enzyme zur Verfiigung stehen. Zur Losung des Problems wird die
Kombination chemischer und enzymatischer Methoden verwendet. Durch die Verkniipfung
der jeweiligen Vorteile von chemischer bzw. enzymatischer Synthese konnten einige

komplexe N-Glycane erstmals vollstindig synthetisiert werden.[2423:26:27-28:29]
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2. Einleitung

2.1 N-Glycane

2.1.1 Vorkommen und Biosynthese

Dass nahezu alle Proteine des Blutserums und der Zelloberflichen bei hoheren Organismen
glycosyliert sind, ist seit lingerem bekannt und weist auf die vielfdltigen Aufgaben der
Kohlenhydrate auf Proteinebene und bei Zelloberflichen hin.!?%3!%%!

In Glycoproteinen kénnen die Zuckereinheiten auf unterschiedliche Arten mit dem Protein
verknlipft sein: O-glycosidisch iiber die Hydroxylfunktion von Serin- oder Threoninresten
(O-Glycane) oder N-glycosidisch {iiber eine Amidbindung in der Asparaginseitenkette
(N-Glycane). N-Glycane zdhlen hdufig mehr als zehn Zuckereinheiten und besitzen ein
verzweigtes Pentasaccharid als gemeinsame Corestruktur, das aus zwei N-Acetylglucosamin-
und drei Mannoseresten besteht. Dabei werden die Strukturen im wesentlichen zwei
Verbindungsklassen = zugeordnet: ~ Verbindungen vom  Oligomannosidtyp  besitzen
typischerweise Antennen, die nur aus Mannoseeinheiten bestehen. Als komplexe N-Glycane
werden sialylierte Verbindungen bezeichnet, die ausgehend von der Mannose des Core-
Trisaccharids zwei bis fiinf Antennen aufweisen. Diese Antennen beginnen mit
N-Acetylglucosamin und enden meist mit Galactose oder N-Acetylneuraminséure.

Verbindungen, die sowohl sialyliert als auch oligomannosyliert sind, werden als Hybridtyp

bezeichnet.

Man-o-(1,2)-Man-o-(1,6)

n>n-a-(1 ,6)\

Man-o-(1,2)-Man-0-(1,3)
Man-8-(1,4)-GlcNAc-B-(1,4)-GIcNAc-B-1-Asn

| Oligomannosid-/V-Glycan

Man-o~(1,2)-Man-a-~(1,2)-Man-o.-(1,3)

NeuAc-0-(2,3)-Gal-B-(1,4)-GIlcNAc-B-(1,2)-Man-o.-(1,6) L-Fuc-0-(1,6)

n-8-(1,4)-GIcNAc-R-(1,4)-GIcNAc-R-1-Asn

) | komplexes N-Glycan

}"
NeuAc-o0-(2,3)-Gal-B-(1,4)-GlcNAc-3-(1,2)-Man-a-~(1,3) GlcNAc-R-(1,4

Abb. 2.1: Beispiele fiir N-Glycane vom Oligomannosid- und komplexen Typ; das Core-Pentasaccharid ist

jeweils hervorgehoben.

Wihrend die Biosynthese der Kohlenhydratanteile der meist kurzkettigen O-Glycane***”

durch den regio- und stereoselektiven Transfer einzelner Zuckereinheiten auf das Protein

32,35,36,37

mittels spezieller Glycosyltransferasen im Golgi-Apparat stattfindet,! ! beginnt die

Biosynthese der N-Glycane an einem Lipidanker, dem Dolicholphosphat (Abb. 2.2), und
12



2. Einleitung

dhnelt damit der Biosynthese der Kohlenhydratstrukturen bei GPI-Ankern®. Dolichol-
phosphat besteht aus einer variablen Anzahl von Isopreneinheiten mit einer terminalen
Phosphatgruppe und ist in der Membran des rauhen endoplasmatischen Reticulums (RER)
verankert. Die N-Glycansynthese beginnt mit der Anbindung von UDP-gebundenem
N-Acetylglucosamin (UDP-GIcNAc) an das Dolicholphosphat. Sobald das Core-
Pentasaccharid (Man)s(GlcNAc),-Dolicholpyrophosphat gebildet ist, orientiert sich das
Pentasaccharid von der cytosolischen Seite der Membran des RER durch einen ,,Flip* zum
Lumen. Dort wird es weiter aufgebaut bis zum Tetradecamer (Glc);(Man)y(GlcNAc),.

Lumen

Cytosol RER-
Membran

(>~ Dotiol )

UDP-GIcNAc
UMP

ol
(Man)GleN Aoy (P)(P)-{__Doliehol )

(i J O GeNaonvin

b

(D)(E)—(GleNAch(Man)y(Glo)

Nt

Ribosom sn-Xaa-Ser/Thr

3!

RER-
Membran

Abb. 2.2: Biosynthese des Tetradecamers (Glc);(Man)o(GlcNAc),.

Durch eine membrangebundene Oligosaccharyltransferase (OST) im RER wird das
Tetradecamer (Glc);(Man)o(GlcNAc), en bloc auf die nascierende Peptidkette iibertragen, d.h.
der Aufbau von N-Glycanen verlduft simultan mit der ribosomalen Peptidsynthese. Dieser

cotranslationale Vorgang betrifft nur Asparaginreste innerhalb der Aminosduresequenz

13



2. Einleitung

Asn-Xaa-Ser oder Asn-Xaa-Thr, wobei Xaa fiir eine beliebige Aminosdure auller Prolin

steht.[39’40]

I
?
P4
I
)>
o
\\I

n=13-20

Abb. 2.3: Auf das nascierende Protein iibertragene Tetradecamer.

Die N-Glycosylierung ist dabei fiir die Funktion eines Proteins zwar nicht immer erforderlich,
fehlende N-Glycosylierung verhindert jedoch meist die korrekte Faltung der Peptidkette. Die
Faltung wird einerseits durch den groBen hydrophilen Rest des N-Glycans beeinflusst, zum
anderen initiieren N-Glycane in Verbindung mit Chaperonen'*'**** ¢ine Qualititskontrolle

bei der Faltung von Glycoproteinen %4+

Hybrid-type Complex-type

1\ v Galt
—-Q%g———» - | —>

Gle A Gal @
GlcNAc = Fuc ¥
Man @ SA O

g Gl M T \g Ml Til
e e - & ~P -)%7—)'
Cast DMJ SW

Abb. 2.4: Schematische Ubersicht der N-Glycanbiosynthese und der dazugehdrigen Glycosyltransferasen; OT:
Oligosaccharyltransferase; G: o-Glucosidase; T: B-N-Acetylglucosaminyltransferase; M:
Mannosidase; GalT: -1,4-Galactosyltransferase; Fuc-T: a-Fucosyltransferase; ST:
a-Sialyltransferase; SW: Inhibierung durch Swainsonin (s.u.); Cast: Inhibierung durch

Castanospermin.™”!
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2. Einleitung

Im Verlauf dieser Qualitdtskontrolle werden zunichst die dufleren Glucosereste entfernt, und
nach der Abspaltung von Mannoseeinheiten werden die Glycoproteine in den Golgi-Apparat
transportiert.*”  Dort wird durch diverse N-Acetylglucosaminyl-, Galactosyl- und
Sialyltransferasen, die z.T. untereinander um gemeinsame Akzeptorsubstrate konkurrieren,'*"
eine Vielzahl von Strukturen aufgebaut.

Diese Strukturen konnen durch die Anwesenheit eines "bisecting"-N-Acetylglucosaminrestes
oder einer Core-Fucosylierung weiter modifiziert werden. Somit weisen N-Glycane trotz des

gemeinsamen Core-Pentasaccharids eine groBe Vielfalt von Grundstrukturen auf, die

ihrerseits weiter modifiziert sein konnen.

biantennar triantennar triantenndr  tetraantennar pentaantennéar

LH LLH H/U Uj/u LL#) GleNAc GleNAc GIcNAC GIcNAG GIcNAG
R3-1,4 R-1,2 R-1,2 R14 R-1,6
GIcNAc
R-1,4
bisected Man I Man
a-1,3 o-1,6
\Man/
R-1,4
Core- I
" GIcNAC
o Lﬁ U\E H:U U\EJ U\Ep i)
GIONAC o 11,6 Fuc
R3-1,4 ’
bisected
und Core-
fucosyliert

Abb. 2.5:  Grundstrukturen komplexer N-Glycane.

Da z.B. nach der Galactosylierung mehrere Glycosyltransferasen um die einzelnen terminalen
Glycosylierungsstellen konkurrieren, werden selten Strukturen mit homogenen Termini
gefunden; meist entstethen N-Glycane mit heterogenen Termini. Neben neuartigen
Verzweigungen konnen auch zusitzliche Modifikationen wie Sulfatierung, Phosphorylierung
oder Acetylierung an verschiedenen Stellen auftreten, wodurch sich eine fast beliebig grofie

Zahl von moglichen N-Glycanstrukturen ergibt.

2.1.2 Core-Modifikationen von N-Glycanen

Uber die oben angefiihrten Grundstrukturen komplexer N-Glycane hinaus werden weitere,
zum Teil seltene Core-Modifikationen von N-Glycanen in Pflanzen, niederen Organismen,

Sdugetieren und zunehmend auch in Linien von Zellmutanten gefunden.
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2. Einleitung

Man-o-(1,6) L-Fuc-o~(1,6)

Man-B-(1,4)-GlcNAc-R-(1,4)-GlcNAc-B-1-Asn  Core Modifikationen bei Pflanzen
und niederen Organismen
Man-a-(1,3) L-Fuc-0~(1,3)

Xyl-B-(1,2)

GlcNAc-¢,8-(1,6)
Man-a--(1,6) L-Fuc-o~(1,6)

GlIcNAc-8-(1,4)— Man-B-(1,4)-GIcNAc-B-(1,4)-GIcNAc-B-1-Asn  Core Modifikationen bei Sdugetieren

Man-a-(1,3)
GIcNAc-B-(1,2)

Abb. 2.6: Mogliche Modifikationen der Corestruktur von N-Glycanen; das allen Strukturen gemeinsame Core-

Pentasaccharid ist hervorgehoben.

Dabei ist allen Modifikationen (Abb. 2.6) die Pentasaccharid-Corestruktur (Man;GlcNAc;)
gemeinsam, die bei Pflanzen und einigen niederen Organismen durch Anbringen eines
Fucoserestes in 0-(1,6)- oder a-(1,3)-Position am reduzierenden Ende, oder durch B-(1,2)-

47,48] In

gebundene Xylose am Core-Trisaccharid-Mannosebaustein variiert werden kann.!
Sdugetieren kann das Core-Pentasaccharid am reduzierenden Ende durch o-(1,6)-Core-
Fucosylierung, durch einen "bisecting" N-Acetylglucosaminrest oder durch o,B-(1,6)-
Verkniipfung  eines  N-Acetylglucosaminrestes mit dem  nicht reduzierenden
N-Acetylglucosaminrest der zentralen Chitobiose modifiziert werden.!”!

Seltene Core-Modifikationen wurden in Zellmutanten gefunden. So zeigen CHO-Zellen
(chinese hamster ovary cells) nur einen geringen Teil der bekannten Glycosyltransferase-
aktivitdten. Hingegen fehlen einige bestimmte Fucosyltransferasen, Galactosyltransferasen,
Sialyltransferasen oder N-Acetylglucosaminyltransferasen. Jedoch koénnen als Folge von
Mutagenese oder Transfektion mit groen Mengen an DNA auch seltene Mutanten erhalten
werden, die eine neue Transferaseaktivitit besitzen.*’!

Zur Isolierung von Glycosylierungsmutanten von Sdugetierzellen konnen toxische pflanzliche
Lectine verwendet werden. Die iiberwiegende Mehrheit von lectinresistenten Mutanten
iiberlebt die Selektion durch Synthese von verkiirzten Glycanstrukturen. Diesen fehlen die fiir
die Anbindung der Lectine an die Zelloberfliche notwendigen Zuckerreste. Die meisten
dieser Mutanten haben eine Glycosylierungsaktivitit verloren; in solchen Mutanten ist

zumindest ein Biosyntheseweg eingefroren, so daB3 ein Glycosylierungsintermediat isoliert

und strukturell aufgeklért werden kann.
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2. Einleitung

Dabei wird zwischen rezessiven und dominanten Glycosylierungsmutanten unterschieden.
Rezessive Glycosylierungsmutanten haben mindestens eine bestimmte Glycosylierungs-
aktivitdt verloren. Dominante Mutanten hingegen rufen eine Glycosylierungsreaktion hervor,
die in den Elternzellen nicht auftritt. So besitzt das CHO-Genom stille Glycosyltransferase-
gene, die aufgrund eines mutationsgleichen Ereignisses aktiviert werden koénnen und so
Zugang zu neuen Glycosyltransferasen bieten konnen. Zwei CHO-Glycosylierungsmutanten,
LEC14""" und LEC18,* sind in letzter Zeit genauer untersucht worden. Es wurde dabei
gefunden, dass sie N-Glycane mit neuer, bisher nicht beobachteter Corestruktur
synthetisieren. Diese Strukturen wurden von der Gruppe um P. Stanley erstmals

beschrieben.[*”#¥!

Gal-R-(1,4)-GIcNAc-R-(1,2)-Man-a-(1,6) L-Fuc-0-(1,6)

LEC10| GIcNAc-B-( 1,4)—?n-l3-(1 ,4)-GIcNAc-B-(1,4)-GIcNAc-B-1-Asn
NeuAc-0-(2,3)-Gal-B-(1,4)-GIcNAc-8-(1,2)-Man-0-(1,3)

GIcNAc-B-(1,2)  GlcNAc-/B~(1,6)
LEC14 LEC18

Abb. 2.7: Uberblick iiber einige Modifikationen der Core-Pentasaccharidstruktur.

Inzwischen sind einige LEC-Strukturen aufgeklirt worden (Uberblick s. Abb. 2.7). Die
Wabhrscheinlichkeit, dass noch andere stille, aber moglicherweise funktionelle

Glycosyltransferasegene in CHO-Zellen gefunden werden konnen, ist hoch.*”!

2.1.3 Biologische Rolle der N-Glycane

Die Untersuchung der biologischen Eigenschaften von N-Glycanen gestaltet sich z.T. duf3erst
schwierig. Die biologischen Folgen einer Verdnderung im Glycosylierungsmuster fallen sehr
unterschiedlich aus und sind selten vorhersagbar. Dariiber hinaus kann es auch passieren, dass
Verdnderungen im Glycosylierungsmuster kultivierter Zellen sich nur im Gesamtorganismus
auswirken und somit bei isolierter Betrachtung der Zelllinien nicht bemerkt werden. Da N-
Glycane auch als Ansatzpunkte fiir Pathogene und Toxine dienen, haben Zellen durch den
evolutionsbedingten Druck eine groBe Vielzahl von Strukturen und Modifikationen
geschaffen, von denen zumindest ein Teil als evolutionsbedingte Diversitét™ betrachtet wird.

Ansitze zur Aufkldrung der biologische Rolle von N-Glycanen beinhalten die vollstindige
Verhinderung der Glycosylierung, Verdnderung der Oligosaccharidprozessierung, den
enzymatischen oder chemischen Abbau von Glycoproteinen und Sacchariden, genetische

Eliminierung von Glycosylierungsstellen, und die Untersuchung natiirlich auftretender
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Variationen und genetischer Mutanten beziiglich der Glycosylierung. Dabei sind

wohldefinierte N-Glycanstrukturen unentbehrlich. Sie dienen zur Aufklarung oder

Absicherung von natiirlichen Strukturen oder zur Bereitstellung von definierten

Neoglycoproteinen fiir Zelltests und Affinitdtsuntersuchungen.

Ganz grob kann zunichst eine Einteilung von N-Glycanen beziiglich ihrer biologischen

Eigenschaften in zwei Gruppen vorgenommen werden. Zum einen werden die strukturellen

und modulatorischen Eigenschaften von N-Glycanen betrachtet. Sie dienen beispielweise als

Schutz vor Proteasen, der Stabilisierung und Faltung von Proteinen und wirken sich auf viele

physikalische Eigenschaften der betreffenden Glycoproteine wie z.B. Loslichkeit, Ladung und

Serumhalbwertszeit aus.

Zum anderen wird die spezifische Erkennung von N-Glycanen durch andere Molekiile wie

z.B. Lectine betrachtet. N-Glycane wirken als Erkennungsstrukturen fiir eine Vielzahl von

Viren, Bakterien, Parasiten, flir viele pflanzliche und bakterielle Toxine und dienen auch als

Antigene fiir Autoimmunreaktionen.

Diese biologische Erkennung lédsst sich weiter unterteilen in die Erkennung durch endogene

Rezeptoren im selben Organismus und die Erkennung durch exogene Stoffe. Diese erfolgt

meist durch Pathogenrezeptoren und Toxine, kann aber auch Symbiosemechanismen (siche

NOD-Faktoren, Kapitel 2.2) beinhalten. Eine generelle Einteilung wird aber durch den

Umstand erschwert, dass ein bestimmtes Glycan verschiedene Aufgaben in verschiedenen

Gewebetypen oder in unterschiedlichen Entwicklungsstadien haben kann.">”!

Beispiele fiir die Bedeutung von N-Glycanen sind mannigfaltig:

- N-Glycane mit der Zusammensetzung (Glc);(Man)s.o(GlcNAc), werden hochspezifisch von
Calnexin und Calreticulin erkannt, die als Faltungshelfer im ER bei der Biogenese von
Glycoproteinen essentiell sind und mit einer Vielzahl von Glycoproteinen assoziieren.
Durch die Assoziation wird die korrekte Faltung des betreffenden Proteins sichergestellt,
nicht korrekt gefaltete Proteine werden im ER zuriickgehalten."”'*"]

- Immunglobuline, MHC-Molekiile und die betreffenden Rezeptoren sind Glycoproteine. Thre
N-glycosidisch verkniipften Oligosaccharide sind in erster Linie wichtig fiir die Biosynthese

]

und Faltung.®"  Neuere Erkenntnisse weisen aber auch darauf hin, dass

N-Acetylglucosaminreste im N-Glycanteil von IgG erkannt werden und bei

[55]

Immunreaktionen eine Rolle spielen. Zum Beispiel ist die Glycosylierung bei

rheumatischer Arthritis zu Glycoformen hin verschoben, bei denen weniger terminale

Galactosen gefunden werden und somit die N-Acetylglucosaminreste freiliegen.!®’
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- Viruspartikel besitzen iiblicherweise ein oder mehrere Oberflachenprotein(e), von denen die
Mehrzahl N- oder O-glycosidisch modifiziert ist. Diese Glycoproteine spielen eine
Schliisselrolle bei der Infektion durch Herstellen des ersten Kontakts mit Rezeptoren der
Wirtszelle, Anbindung und anschlieBendes Verschmelzen der viralen und zelluldren
Membranen, spater auch beim Zusammensetzen der Viruspartikel in der Wirtszelle und der
Sekretion. So ist das Hiillprotein gp 120 von HIV-1 aus infizierten T-Lymphocyten"’! oder
transfizierten Chinese Hamster Ovary cells (CHO)™™ sehr stark N-glycosyliert (50 % des
Molekulargewichts des Hiillproteins bestehen aus Kohlenhydraten). Inhibitoren der
N-Glycosylierung oder N-Glycanprozessierung weisen eine antivirale Wirkung auf, die mit
hoher Wabhrscheinlichkeit auf der inkorrekten Faltung des neusynthetisierten, nicht
glycosylierten HIV-1 gp 160 beruht, das den Vorldufer fiir gp 120 und das integrale
Membranprotein gp 41 darstellt.

- Bei Krebs!*”*! kann das Glycosylierungsmuster einen Ansatz zur Behandlung darstellen. So
fithren die molekularen Verdnderungen infolge einer malignen Entwicklung zu einer
Verianderung der Glycosylierung von Glycoproteinen und Glycolipiden. Das Interesse an
dem Glycosylierungsmuster von Krebszellen beruht u.a. auf der Beobachtung, dass die
Expression bestimmter Glycanstrukturen in Tumoren mit dem Fortschreiten der Krankheit
korreliert.!®611

- Die Alkaloide Swainsonin und Castanospermin verhindern die Metastase und die Invasion
von Tumorzellen in vitrol®? und in vivo!®! durch kompetitive Inhibierung von Enzymen.
Speziell Swainsonin inhibiert die im Golgi-Apparat angesiedelte a-Mannosidase II und
blockiert einen Biosyntheseweg, der fir die [-1,6-N-Acetylglucosaminverzweigung
Voraussetzung ist, so dass lediglich N-Glycane vom Hybridtyp gebildet werden (vgl. Abb.
2.4).

- In verschiedenen Studien zeigten mutierte Zellen, die a-2,6-Sialyltransferase {iber-
exprimierten, 3 — 10 mal weniger Metastasen und ein 60 % langsameres Tumorwachstum.
Die Mutanten hatten vorwiegend a-2,6-verkniipfte Neuraminsduren anstelle von o-2,3-
verkniipften Neuraminsiuren (Wildtyp) auf der Zelloberfliche.!**®! Ebenso verringerte die
Transfektion einer anderen Zellinie mit a-2,6-Sialyltransferase das invasive Potential.[*®!

- B16 Melanom-Mutanten, bei denen aufgrund der Uberexpression von a-1,3-Fucosyl-
transferase die Sialylierung génzlich unterdriickt war, verringerten ihr metastatisches
Potential. ! Eine vergleichbare Wirkung wurde erzielt, wenn die Zellen entweder mit

a-1,2-Fucosyltransferase oder o-1,3-Galactosyltransferase transfiziert wurden.!®®
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N-Glycane spielen somit in der Natur eine wichtige Rolle auf vielen unterschiedlichen
Gebieten, was aufgrund des beobachteten enormen strukturellen Variantenreichtums nicht
verwundert. Die Strukturvielfalt der N-Glycane kann Glycoproteinen grofle funktionelle
Diversitiat verleihen und erhoht dadurch duBerst effektiv die Anzahl der biologischen

Aktivitdten fiir ein einzelnes Genprodukt.

2.2 NOD-Faktoren

Auch im Pflanzenreich sind Kohlenhydrate in fast allen Bereichen essentiell; so stellt
Zellulose sowohl beziiglich ihrer Menge als auch der Verbreitung das héufigste und
bedeutendste Biopolymer in der Natur dar.!®”! Neben der Funktion als Energiespeicher sind
Kohlenhydrate dariiber hinaus auch hier wieder an Erkennungsprozessen beteiligt.””! So
dienen NOD-Faktoren bei der Symbiose zwischen nitrifizierenden Knéllchenbakterien, den

Rhizobien, und Leguminosen als Botenstoffe.[”'"%7*]

2.2.1 Die Rhizobien-Leguminosen-Symbiose

Bei Stickstoffmangel sendet die Wirtspflanze Flavonoide als Signalstoffe aus. Diese
induzieren eine Chemotaxis der Rhizobien zu den Wurzeln hin. Die Rhizobien binden
hauptsdchlich an die entstehenden Wurzelhaare, und zwar nahe der neuwachsenden
Wurzelspitze.[>™!

Rhizobien sekretieren ihrerseits Signalstoffe, die sogenannten NOD-Faktoren (lat.: ,,nodus* =
,Knollchen*). Diese losen verschiedenartige Verdnderungen aus, wie Wurzelhaar-
deformationen, -verzweigungen und —kriimmungen. Die Wurzelhaarkrimmungen entstehen
vermutlich durch einseitige Inhibierung des Wurzelhaarwachstums im Bereich der
Rhizobienkolonie, wobei die Rhizobien dabei in der Beuge der Kriimmung eingeschlossen
und an die Zellwand gedriickt werden. In diesem Bereich wird die Wirtszellwand lokal
aufgelost. Durch diese Offnung dringen Rhizobien in das Wurzelhaar ein, bleiben aber
weiterhin durch die Plasmamembran der Wirtszelle vom Zytoplasma getrennt. Die Wirtszelle
lagert um die Infektionsstelle neues Wandmaterial ab. Die entstehende tunnelartige, an der
Spitze offene Struktur, der Infektionsschlauch, durchdringt die Wurzelhaarzelle. Trifft der
Infektionsschlauch auf eine Zellwand, so 16sen die Rhizobien diese auf und dringen durch die
neu entstandene Pore in die Nachbarzelle ein. Dabei fithren nur wenige Infektionen zu einer
Knollchenbildung, die meisten Infektionsschliuche jedoch enden noch in der infizierten
Wurzelhaarzelle selbst oder innerhalb der ersten Cortexzellschichten und 16sen keine

Knéllchenbildung aus.”"">"!
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Durch die NOD-Faktoren werden auBBerdem bei der Wirtspflanze gleichzeitig Zellteilungen
im inneren Cortex induziert; erreicht der Infektionsschlauch diese meristematischen Zellen, so
verzweigt er und wichst unter weiteren Verzweigungen in das Gewebe ein. Die Schlduche
dringen in die jungen Kndllchenzellen ein und entlassen die Rhizobien in die Zellen. Dabei
werden die Bakterien in einem  phagozytosedhnlichen Prozess mit einer
Peribakteroidmembran, die sich vom Wirtsplasmalemma ableitet, umschlossen und ins
Wirtszytoplasma entlassen. Diese Rhizobien differenzieren zu reifen Bakteroiden, die
atmosphérischen Stickstoff fixieren; die Einheit aus Bakteroid und Peribakteroidmembran
wird auch als ,,Symbiosom* bezeichnet. Die Bakteroide vermehren sich im Wirtszytoplasma
rasch, wobei die Bakteroide bei der Zellteilung weiterhin die Peribakteroidmembran behalten.

Die aeroben Bakteroide werden von der Wirtspflanze mit Nihrstoffen und Sauerstoff
versorgt, der von den Bakteroiden aus dem Luftstickstoff erzeugte Ammoniak wird in den
Knéllchenzellen in Aspartat bzw. Glutamat eingebaut und als Asparagin bzw. Glutamin in das

ibrige Pflanzengewebe exportiert.

48-96h ;-
Invasion
INFEKTION
_UND
KNOLLCHEN-
e bE Infektions-
schlauch-
entwicklung
36-48h A
mduzié&é . Abbau der
; Pflanzenzellwand
Teil
24-36h | Sl
Wurzelhaar-
?%d krimmung
2-24h Nod-Faktoren
- Anheften
e kund: [
PRA- Pﬂ:iz::sgr?ale :-'_'4— und — A N
INFEKTION Bindung 'N\\‘
Lektin-
Rezeptoren
oh L--
Besiedelung

is ™
Chemotaxis €@§ @%

o RHIZOBIUM

Flavonoid-
induktoren
und Lektine

e Rhizosphare

Abb. 2.8: Beginn der Rhizobien-Leguminosen-Symbiose.””"’?
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2.2.2 Biosynthese

Sowohl auf der rhizobiellen wie auch auf der pflanzlichen Seite wurde in den letzten Jahren
eine grofle Zahl von Symbiosegenen identifiziert. Dabei besitzen Rhizobien sowohl
konservierte ,,common‘ nod-Gene (nodABC, nodD), die in allen bisher untersuchten
Rhizobien gefunden wurden, wie auch fiir einzelne Stdmme charakteristische, d.h.
wirtsspezifische nod-Gene. Dariiber hinaus wurden weitere, mit der Kndllchenbildung in
Zusammenhang stehende Gene (nol/- und noe-Gene) gefunden, iiber deren Funktion noch
wenig bekannt ist. Diese Gene sind notwendig fiir die Infektion, Knollchenbildung und die
Kontrolle der Wirtsspezifitit. Dass die NOD-Faktoren bzw. nod-Gene der Rhizobien fiir die
Knollchenbildung essentiell sind, wird durch die Beobachtung der Kndllchenbildung bei nod-
Defektmutanten belegt. Die Inaktivierung der ,,common“-nod-Gene (nodABC, nodD)
verhindert die Knollchenbildung vollstindig, die Inaktivierung der {ibrigen nod-Gene fiihrt zu
einer verzogerten und weniger effizienten Knollchenbildung oder auch zu einem veridnderten
Wirtsbereich. Die Zugabe eines isolierten NOD-Faktors ermoglicht einigen Defektmutanten
dennoch eine erfolgreiche Kndllchenbildung.[’>7776-77.78.79]

Das Wurzelexudat und Samen der Wirtspflanze beinhalten Substanzen, die beim spezifischen
Rhizobienstamm die Transkription der nod-Gene stimulieren. Diese nod-Induktoren bestehen
aus Flavonen und Flavonoiden, die interessanterweise z.T. Phytoalexine darstellen und bei
Abwehrreaktionen von Pflanzen eingesetzt werden. Durch die Aktivititen der rhizobiellen
»common‘ nodABC-Genprodukte erfolgt der Aufbau von Lipochitooligosacchariden als
gemeinsame NOD-Faktorvorstufe. Dabei besitzt das NOD-C Protein N-Acetylglucosamin-
B-1,4-transferaseaktivitit (Chitinsynthase), NOD-B N-Deacetylaseaktivitit an terminalen
Zuckereinheiten von Chitooligomeren und NOD-A N-Acyltransferaseaktivitidt. Die daraus
resultierende ,,common* Corestruktur scheint das biosynthetische Intermediat aller NOD-
Faktoren darzustellen. Sie wird durch die katalytische Aktivitidt der stammspezifischen nod-
Gene zum jeweiligen wirtsspezifischen NOD-Faktor weiter modifiziert. Dabei kann der
Wirtsbereich aufgrund der produzierten NOD-Faktorstrukturen sehr stark variieren und sogar
nicht-Leguminosen umfassen. Die Biosynthese zweier rhizobieller NOD-Faktoren ist in Abb.
2.9 schematisch wiedergegeben; einige Proteine sind speziell an der Biosynthese des

Lipidanteils (z.B. NOD-E und NOD-F) beteiligt.!>7>"7-78:7%-80.81]
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UDP-GIcNAc Man-6-P
J(Nad c \LNoe K
GIcNAc (GIcNAc), GleNAc Man-1-P
J(Nod B \LNoe ¥
GIcN (GIcNAc), GIlcNAc GDP-Man
J,Nod s ¢Noe L
GIcNMe (GlcNAc); GIcNAc : GDP-4-ox0-6-deoxyMan
l}w U J/ Nol K
6-CONH,-GlcNMe (GlcNAc), GlcNAc GDP-4-ox0-Fuc
¢Nol o
4,6-di-CONH,-GIcNMe (GIcNAc), GIcNAc GDP-Fuc
\LNnd z i Noe I
2-MeFuc-o-(1—6)
3 — GDP-2-MeFuc
4,6-di-CONH,-GlcNMe (GIcNACG), GIcNAc Nod 2
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CO(CH,),CH=CH(CH,),CH, CO(CH,),CH=CH(CH,);CH,

Abb. 2.9: Biosynthese zweier rhizobieller NOD-Faktoren.””

2.2.3 NOD-Faktoren: gemeinsames Strukturmotiv und Modifikationen

Die ersten Strukturen von NOD-Faktoren wurden 1990 aufgekléirt.[gz] Alle bisher gefundenen
NOD-Faktoren bestehen aus drei bis sechs N-acetylierten, [-1,4-verkniipften
D-Glucosamineinheiten. Die am héufigsten gefundenen Strukturen beinhalten vier bis fiinf
Glucosamineinheiten, wobei aus Experimenten hervorgeht, dass die Kettenldnge den

Wirtsbereich mitbestimmt.[”*7>3%

R®=H, Ac, Carbamoyl

R® = H, SO3H, C(O)CHs,

R% = ORS Fucose
e NHA
HO o) Q
o) 3 R%O OR’
OH NHAc ™
(1- 4)“\‘ "R’ = H, Glycerol
R' = Fettsauren, z.B.: R2 _H CH R® = H, Arabinose
C16:0, C16:1, C18:0, T
C18:1, C18:4,
hydroxylierte C18-C26
Fettsauren

Abb. 2.10: Einige Variationen der Substituenten der NOD-Faktoren. Sie bestimmen die Wirtsspezifitit und viele

weitere Eigenschaften der dazugehdrigen Rhizobienstimme.
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Alle NOD-Faktoren besitzen am nichtreduzierenden Ende eine N-Acylseitenkette, wobei die
geséttigten und ungesittigten Fettsdurereste bei den Stimmen variieren und zur
Wirtsspezifitit beitragen. Bei den meisten Rhizobien ist die Aminogruppe der NOD-Faktoren
mit einer herkdmmlichen Fettsdure acyliert und kann auch eine Methylgruppe als zweiten
Substituenten aufweisen. In einigen Stdmmen treten auch mehrfach ungesittigte
ungewoOhnliche Fettsduren auf, die unter Kontrolle der nod-Gene synthetisiert werden. Die am
hiufigsten gefundenen herkdmmlichen Fettsduren &hneln der Zusammensetzung von
Membranlipiden. Vor allem Palmitin- (C16:0), Palmitolein- (C16:1), Stearin- (C18:0) und cis-
Vaccensédure ((Z11)-C18:1) wurden isoliert. Bei den mehrfach ungesittigten Fettsduren treten
hauptsidchlich C18-Kohlenstoffketten (v.a. (E2,4,6,211)-C18:4) und C-20-Fettsduren mit cis-
bzw. trans-Doppelbindungen auf. Die NOD-Faktoren von R. meliloti konnen mit einer Reihe
von Cl18 bis C26(w-1)-hydroxylierten Fettsduren acyliert sein, die sehr wahrscheinlich
Vorldufer der im LipidA von R. et/i gefundenen C28(w-1)-hydroxylierten Sduren sind. Dabei
bestimmen die Lange der Kohlenstoffkette sowie die Anzahl der Doppelbindungen und deren
cis- oder trans-Konfiguration in ganz entscheidender Weise den Wirtsbereich.
Chitooligomere ohne Fettsdurerest sind in allen bisherigen Tests gidnzlich inaktiv. Es wird
vermutet, dass die Fettsdurereste u.a. dazu dienen, durch ihre hydrophoben Eigenschaften die
Insertion des Molekiils in die Lipiddoppelschicht der pflanzlichen Plasmamembran zu
ermoglichen. Dies wiirde den Weg zu einem eventuellen Rezeptor erleichtern und gleichzeitig
das Molekiil orientieren, so dass Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen moglich werden. N-
Acylierung konnte auch dem biologischen Abbau des Molekiils
entgegenwirken,[7375:76.77:80.8384.85]
Weitere Modifikationen finden am Glucosamin des nichtreduzierenden Endes statt,
hauptsidchlich in Position 6. Hier wird O-Acetylierung beobachtet, aber auch
Carbamoylgruppen in den Positionen 6, 3 und 4.17>-76%

Die am reduzierenden Ende beobachteten Modifikationen sind entscheidend fiir die
Wirtsspezifitit. Rhizobien, wie R. fropici, die sowohl nicht-sulfatierte wie auch sulfatierte
NOD-Faktoren produzieren, besitzen einen extrem groflen Wirtsbereich. Wesentlich seltener
wird Acetylierung oder O-Glycosylierung beobachtet.[”>7>76-54]

Dariiber hinaus werden sehr seltene und ungewdhnliche Modifikationen des reduzierenden
Endes beobachtet. So wurde ein Glycosid mit Glycerol gefunden. Diese Modifikation wird
aufgrund ihrer geringen Menge im Wildtypstamm z.Z. aber als Produkt einer Mutation oder

als biosynthetischer Vorldufer des betreffenden NOD-Faktors diskutiert. In letzter Zeit

wurden auch andere Zuckereinheiten als N-Acetylglucosamin in der chitooligomeren
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Corestruktur beschrieben, darunter eine Mannose am reduzierenden Ende und eine Glucose
innerhalb der Corestruktur. Auch von einer a-1,3-L-Fucosylierung einer N-Acetylglucosamin-
einheit innerhalb der Corestruktur wird berichtet. Die biologischen Bedeutungen dieser
Exoten sind noch nicht bekannt, moglicherweise dienen sie dem Schutz der NOD-Faktoren
vor enzymatischem Abbau durch die Wirtspflanze oder durch andere Organismen im
Lebensraum der Rhizobien.”>"%77)

Alle Rhizobienstimme produzieren jeweils nicht nur einen bestimmten, sondern ein Gemisch
von NOD-Faktoren. Diese Gemische sind in Pflanzentests hdufig etwas aktiver als einzelne
isolierte oder synthetisierte Verbindungen. Ob diese Strukturvielfalt der jeweils produzierten
NOD-Faktoren zur Erweiterung des Wirtsbereiches dient, oder ob verschiedene Strukturen fiir
mehrere verschiedene Signalwege in einem bestimmten Wirt notwendig sind und

synergistische Effekte aufweisen, ist noch nicht bekannt.!>7>77-80-84]

2.2.4 NOD-Faktoren: Wirkungsweise und Bedeutung

Um die Wirkungsweise der NOD-Faktoren besser verstehen zu konnen, wurden bereits
ausgewihlte NOD-Faktoren synthetisiert.!'"'*!*!* Die erste Synthese stammt aus dem Jahr
1992 von Nicolaou'" und lieferte den Hauptfaktor von R. meliloti. Dies ist ein
Glucosamintetramer mit dem Acylrest C16:2; es wurde mit bzw. ohne Acetylrest in Position 6
des nichtreduzierenden Endes und mit bzw. ohne Sulfatgruppe in Position 6 am reduzierenden
Ende synthetisiert.'! Die dargestellten Verbindungen wurden fiir Pflanzentests verwendet
und haben viel zum Verstindnis des Substituenteneinflusses auf die Wirtsspezifitit und die
Wirkung der NOD-Faktoren auf die entsprechenden Pflanzen beigetragen (s. oben).

Die Synthese von Chitooligosacchariden, Lipochitooligosacchariden und Derivaten wird in
letzter Zeit auch unter Verwendung von Zellextrakten und gereinigten NOD-Enzymen
durchgefiihrt. Jedoch ist die enzymatische Synthese bisher noch nicht geeignet, um
unnatiirliche Strukturen in groBerer Menge darzustellen. Isolierte, natiirliche NOD-Faktoren
werden vermehrt chemisch oder chemo-enzymatisch mit Markermolekiilen, meist
Fluoreszenzmarkern, = modifiziert, um die Aufnahme in die Pflanze und
Signaliibertragungswege zu untersuchen.!>*%

Isolierte NOD-Faktoren 16sen nach mindestens zehnminiitiger Inkubation in nanomolaren und
teilweise sogar picomolaren Konzentrationen an ihren Wirtspflanzen Wurzelhaardeformatio-
nen aus, die innerhalb von ein bis drei Stunden detektierbar sind. Die Transkription einer
Vielzahl von Pflanzengenen, die wihrend der friihen Schritte in der Symbiose eine Rolle

spielen, wird durch NOD-Faktoren induziert. Dabei ist die Anwesenheit eines langkettigen
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Acylrestes unbedingt erforderlich, da Chitooligosaccharide allein unwirksam sind. Die
Gegenwart von Doppelbindungen scheint, ebenso wie die O-Acetylgruppe in Position 6 des
nichtreduzierenden Endes, nicht notwendig zu sein. Hingegen erscheint das Vorhandensein
oder die Abwesenheit von Sulfat oder Fucose am reduzierenden Ende extrem wichtig, ebenso
wie die Oligomerenldnge. Nur Tetramere und Pentamere sind aktiv und ihre Aktivitét relativ
zueinander variiert mit dem Wirt.l”>7°!

Der Zusatz von NOD-Faktoren bewirkt auch eine Depolarisierung  des
Plasmamembranpotentials bei Wurzelhaarzellen. Dabei wird ein Protonenaustritt und das
Einstrémen von Ca”"-Ionen beobachtet, gefolgt von einem CI- und einem K'-Ausfluss, der
die Ladung kompensiert. Auch sich wiederholende Schwankungen im Calciumspiegel (sog.
»calcium-spiking®) werden durch NOD-Faktoren induziert. Die Neuordnung der
Aktinfilamente ist ein Anzeichen fiir eine rasche Umordnung des Cytoskeletts. Diese
Verdnderungen treten 15 Sekunden bis 30 Minuten nach Zugabe der NOD-Faktoren auf.
Hierbei ist jedoch — im Gegensatz zu den Wurzelhaardeformationen — die Gegenwart von
Doppelbindungen notwendig. Das von R. /. viciae abgegebene Protein NOD-O kann dabei die
bei einigen NOD-Faktoren fehlenden Doppelbindungen kompensieren.!’>76-80-81.87.88.89]

Auch der Spiegel spezifischer Flavonoide, die von der Wirtspflanze im Wurzelexudat
abgesondert werden, wird durch NOD-Faktoren erhoht. Hierfiir sind die strukturellen
Anforderungen sehr streng.!””!

Im Wurzelcortex ebnen isolierte NOD-Faktoren die Infektionsschlauchbildung und bewirken
die Induzierung von Mitosen. Bei Rhizobien, die Klee und Wicken besiedeln, sind die
strukturellen Anforderungen fiir die Infektionsschlauchbildung viel strenger als fiir
Wurzelhaardeformationen. Dariiber hinaus wurde gefunden, dass NOD-Faktoren zwar
notwendig, aber alleine nicht ausreichend fiir die Infektionsschlauchbildung sind.**!

Daher wurde die Hypothese aufgestellt, dass es zumindest bei diesen Leguminosen zwei
unterschiedliche Rezeptoren gibt: einen ,Signalrezeptor fiir die Induzierung der
Wurzelhaardeformationen, und einen ,,Eingangsrezeptor, der nur durch Molekiile mit ganz
spezifischen Strukturen aktiviert werden kann und bei dem Eindringen der Rhizobien und der
Infektionsschlauchbildung involviert ist.”>* Mittlerweile sind einige pflanzliche Proteine
gefunden worden, die eine starke Bindung mit NOD-Faktoren eingehen und potentielle
Rezeptoren darstellen.®® Es sind auch Hinweise gefunden worden, die fiir eine Signal-
{ibertragung mittels G-Proteinen sprechen.”” Eindeutige Beweise stehen aber immer noch

1
aus. (%5711
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AuBerst interessant sind in diesem Zusammenhang die Arbeiten von Dazzo und
Hollingsworth,”* die mit Fettsiuren N-acyliertes Glucosamin als Minimalstruktur
vorschlagen und damit von der Literatur abweichen. Aus anderen Studien ist bekannt, dass
NOD-Faktoren auch von nicht-Leguminosen aufgenommen werden und in diesen Pflanzen
Reaktionen induzieren. Weitere Studien zeigen, dass die Lipochitooligomeren aus R. et/i und
R. loti iibereinstimmen, obwohl die Wirtsbereiche definitiv unterschiedlich sind und nicht
iiberlappen.” Dariiber hinaus wurde gefunden, dass die isolierten NOD-Faktoren aus einem
Wildtypstamm wirtsspezifische Antworten induzieren, und unverindert in einer Mutante sind,
obwohl eine groflere Verdnderung im Wirtsbereich zwischen Mutante und Wildtypstamm
stattgefunden hat.”***! Fiir die Autoren ist die in weiten Bereichen groBe strukturelle
Ubereinstimmung der NOD-Faktoren verschiedener Rhizobienstimme nicht mit dem meist
sehr unterschiedlichen Wirtsbereich dieser Stimme vereinbar.

Aufgrund dieser Studien stellt sich die Frage, inwieweit die strukturellen Modifikationen der
NOD-Faktoren fiir Aufnahme und biologische Aktivitit in den betreffenden Leguminosen
bedeutend sind.””) Um die biologische Aktivitit zu untersuchen, wurden deshalb von Dazzo
und Hollingsworth zwei Glucosaminderivate mit C16:2 und C16:0-Fettsdureresten, und
N-acyliertes 2-Amino-1,3-dihydroxypropan als kohlenhydratfreies Analogon mit polarer
Kopfgruppe synthetisiert. Um die Aufnahme in die Pflanze zu verfolgen, wurden NOD-
Faktoren eines Wildtypstammes und das synthetische Monoglycosylanalogon mit C16:0-
Fettsdurerest mit einem Fluoreszenzmarker versehen.

Als Pflanzensysteme wurden Trifolium repens (Weissklee) und Medicago sativa (Luzerne)
verwendet. Dabei wurde gefunden, dass beide Monoglycosylanaloga (C16:2 und C16:0)
Zellteilungen im Cortex und Wurzelhaardeformationen bei beiden Pflanzen auslsen, wenn
sie in einer Konzentration von 10”7 M aufgebracht werden. Bei einer Verdiinnung von 10° M
hingegen ist fiir beide Analoga nur eine schwache Reaktion bei Trifolium repens zu finden,
bei Medicago sativa allerdings scheint das Analogon mit der Doppelbindung die Zellteilungen
effektiver zu induzieren. N-Acyliertes 2-Amino-1,3-dihydroxypropan ist hingegen bei keinem
Test aktiv. Somit wére aufgrund dieser Befunde ein Acylmonoglycosid ein ausreichender
Informationstrager zumindest fiir diese Art von Pflanzenantworten. Die Aufnahme dieser
unspezifischen Monoglycoside ist nicht mit einem restriktiven, spezifischen Rezeptor in
Leguminosen vereinbar. Daher postulierten Dazzo und Hollingsworth, dass die Aufnahme
entweder iiber einen unspezifischen Rezeptor, der nur Grundmerkmale von NOD-Faktoren
wie z.B. Acylglycoside erkennt, erfolgt, oder die Substanzen aufgrund ihrer amphiphilen

Eigenschaften spontan in die Lipiddoppelschicht der Zellmembran eingelagert werden. In
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diesem Falle konnten die Substitutionen der natiirlich vorkommenden NOD-Faktoren ein
Hindernis fiir die Aufnahme der Substanzen darstellen und so ihre Wirtsspezifitit erklaren.””
Obwohl seit vielen Jahren die Symbiose zwischen Rhizobien und Leguminosen Gegenstand
zahlreicher Studien ist und die Forschung auch sehr gro3e Fortschritte gemacht hat, sind wir
noch weit von einem umfassenden Verstindnis entfernt. So konnten z.B. die postulierten
Rezeptoren bisher nicht gefunden werden, und die Funktion des von Rhizobien produzierten
Gemisches an  verschiedenen = NOD-Faktoren ist ebenso unklar wie die
Signaliibertragungswege.””'! Somit ist weiterhin eine intensive Forschung auf diesem Gebiet
notwendig, vor allem in Bezug auf eine erfolgreiche kommerzielle Anwendung von
Rhizobien zur biologischen und damit umweltvertriglicheren Diingung von Nutzpflanzen,
wie z.B. der Sojabohne. Aber auch die Ausweitung der Symbiose von Rhizobien auf bisher
nicht in den Wirtsbereich fallende Pflanzen, wie z.B. Reis, und die daraus resultierende
Griindiingung ist vor dem Hintergrund der stindig wachsenden Erdbevdlkerung und ihrer

Versorgung von immenser Bedeutung.””!
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2.3 Themenstellung

Zur Untersuchung der biologischen Eigenschaften von N-Glycanen und NOD-Faktoren sind
wohldefinierte Substanzen essentiell. Deshalb sollte die kiirzlich gefundene core-fucosylierte
LEC14-Struktur mit der neuartigen B-1,2-Verkniipfung von N-Acetylglucosamin mit dem [3-
Mannosid des Core-Trisaccharids durch eine chemo-enzymatische Totalsynthese dargestellt
werden. Die neuartige N-Glycanstruktur sollte anschlieBend durch den Einbau in ein
Neoglycoprotein fiir biologische Untersuchungen verfiigbar gemacht werden.

OH OH

{_0
HO Q Ho==Q OH
HO HO QH

NHAc OH
OH OH
(o ©

HO Q HO=—= <_|-Q 0)
HO HO O NHAc
NHAG HO/X:;jfiu/ HO 0 Q
O— 0 ') HO Asn

OH
OH NHAc
HO Q
HO
NHAC

Abb. 2.11: Lec14-Struktur mit neuartiger Verkniipfung eines N-Acetylglucosaminrestes in Position 2’° des

Core-Trisaccharids.

Weiterhin sollte ausgehend von vielseitig verwendbaren Bausteinen eine kurze, effiziente und
universell einsetzbare Synthese zur Darstellung von oligomeren NOD-Faktoren aufgebaut

werden. Der neue Syntheseweg sollte dariiber hinaus einen leichten Zugang zu Derivaten

OH OH
NHA
HO HO O
H O 0 H OH
NH OH NHAC
é 2
OH OH
NHAC
HO HO
H o H NHR
AcHN OH NHAC
2

R = Acyl; z.B. Palmitoyl

bieten.

Abb. 2.12: NOD-Strukturen und Derivate.
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3. Chemo-enzymatische Synthese des Lec14-N-Glycans

Der Syntheseweg des Lecl4-N-Glycans wurde so ausgelegt, dass nach der chemischen

96]

Synthese zwei Galactosereste enzymatisch” auf das freie Nonasaccharid iibertragen werden

konnen; dies lasst die Moglichkeit offen, das N-Glycan spater mit Sialylresten zu versehen.

Enzymatische Glycosylierung I Chemische Glycosylierung
oH OHHOOC HO OH (OH
0}
~ Q [ OH
1| O (0] HO
HO OH

H
NHAc OH
- HO=AR " o]
/K‘C%Nl Q OHO%OHO HO \ OO NHAc o
HO OH NHAC Hom HO o)
oH °—— 0 o) HO R
a OH

NHAc
HO

HO
NHAc

Abb. 3.1: Chemoenzymatischer Aufbau des Lec14-N-Glycans.

3.1 Chemische Synthese des Lec14-N-Glycans

OAc OAc
<0
AcO OMpm
Ac Mpm
Ha o OMpm
AcO
Ac NPht
BzIO O
o BzIO N3
NPht
OMpm
OAc OAc Mpm
{_0 OMpm
AcO AcO—=HK=-| Hs O SEt
Ac Ac 51
NPht 49  O__ccl,
OMp
NH
Ph/vo QH NPht
BzIO
OAc H o BzIO N3
AcO 0Bz 39 NPht
Ac F
42 NPht

Abb. 3.2: Retrosynthetische Betrachtung des Lec14 Nonasaccharids 52.
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Zur Syntheseplanung wurde das geschiitzte Nonasaccharid 52 zunéchst in das Disaccharid 40,
das Ethylthiofucosid 51 und das Core-Trisaccharid 39 unterteilt. Diese Bausteine wurden
bereits erfolgreich bei N-Glycansynthesen angewandt.!***7*]

Die B-1,2-Verkniipfung von N-Acetylglucosamin mit dem p-Mannosid des Core-

[97]

Trisaccharids sollte mit dem in vorausgegangenen Studien™ ' bewéhrten Donor 42 erfolgen.

3.1.1 Synthese eines fiir 1,6-Fucosylierung funktionalisierten Core-Trisaccharids

Fiir die Darstellung des Core-Trisaccharids 39 wurde das p-methoxyphenylgeschiitzte Azid
16 verwendet. Die p-Methoxyphenylgruppe erlaubt im spiteren Verlauf der Synthese die
regioselektive Einfiihrung des Thiofucosids 51. Die Azidfunktion ermdglicht als maskierte
Aminfunktion nach der Entschiitzung des Nonasaccharids 52 die Anbindung eines Spacers
oder einer Aminoséure.

Da sich Azide unter Mitsunobu-Bedingungen (Verwendung von Triphenylphosphin)
zersetzen, konnte p-Methoxyphenol als Schutzgruppe in der 6-Position des Monosaccharids 1

nicht mit dieser ansonsten weit verbreiteten Reaktion regioselektiv eingefiihrt werden.

OH p-Methoxyphenol OMp
HO Q , HO Q
BzIO N3 BzIO N3
,  NPht DEAD, Ph,P, 16 NPht
CH,Cl,

Abb. 3.3: Mitsunobu-Bedingungen sind nicht mit Aziden vereinbar.

Eine Synthese des Azids 16 wurde schon von J. Seiferf”® beschrieben, wobei fiir die
Einflihrung der p-Methoxyphenylschutzgruppe aus oben genannten Griinden der Umweg liber

das Thioglucosid 2 gewéhlt wurde.

OH OMp

Hoﬂ/ p-Methoxyphenol HO o) (CIAc)20 Pyridin C|ACO&/
BzIO SEt DEAD, PhsP, BzIO SEt CH20I2 (95%) BzIO

2 NPht CH,Cl, (86 %) 3 NPht NPht

/Br /Br
CH,Cl, (87 %) CIACO Q ClAc Q BrAcO Q
BzIO F BzIO F BzIO F
5 NPht ¢ NPht 7 NPht

Abb. 3.4: Halogenierung der elektronenreichen OMp-Schutzgruppe als unerwiinschte Nebenreaktion.”®

Bei der Umwandlung des Thioglucosids 4 iiber das Fluorid 5 in das betreffende Azid wurde
jedoch der elektronenreiche p-Methoxyphenolring durch das verwendete N-Bromsuccinimid

halogeniert, wie auch vor kurzem von anderen Autoren beobachtet.””) Man erhielt dadurch
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ein Gemisch von unhalogenierten und verschiedenen halogenierten Verbindungen. Diese
waren siulenchromatographisch nicht mehr trennbar.”®

Deswegen wurde von J. Seifert ein neuer, aber lingerer Syntheseweg erarbeitet, bei dem das
Diol 2 zunéchst wieder mit Acetatgruppen geschiitzt und anschlieend unter Verwendung von
NBS fluoriert wird. Danach werden die Acetatgruppen wieder entfernt, die
p-Methoxyphenylschutzgruppe unter Mitsunobu-Bedingungen eingefiihrt, die 4-Position mit
einem Chloracetylrest geschiitzt, das Fluorid 12 mit Trimethylsilylazid in das Azid 13
iiberfiihrt und schlieBlich die Chloracetylschutzgruppe wieder entfernt, um Verbindung 16 zu

erhalten.

OH OAc OAc
Ac,0-Pyridin -Pyridi
Ho % ,0-Py AcO % HF-Pyridin, NBS K,CO3, CH,Cl,
BzIO SEt  guantitativ B2I0 SEL CHyCl(89%) ~ BZO F MeOH (95 %)
2 NPht g Npht 9 NPht
OH OMp OMp
p-Methoxyphenol (CIAc),0-Pyridin TMS-N3, BF3*OEt,
HO%F > I F - O 2 F y
BzIO DEAD, PhyP, BzIO CH,Cl, (97 %) BzIO CH,Cly (91 %)
10 NPht CH,Cl, (85 %) 11 NPht 12 NPht
OMp OMp
K,CO3, CH,CI
BzIO N; MeOH (95 %) BzIO N,
43 NPht 16 NPht

Abb. 3.5: Darstellung des OMp-geschiitzten Azids nach J. Seifert."™

Da der Azidbaustein 16 mit der OMp-Schutzgruppe eine orthogonal funktionalisierte
Ausgangsverbindung fiir verschiedenste Synthesen darstellt, sollte ein schnellerer und
einfacherer Zugang gefunden werden.

B7 zur Uberfiihrung von Thioglucosiden in die entsprechenden

Bei eigenen Versuchen
Fluoride mit N-Chlorsuccinimid wurde beobachtet, dass bei der Umsetzung von kleinen
Mengen bei kurzen Reaktionszeiten keine Halogenierung am aktivierten Aromaten
nachzuweisen war. Bei der Umsetzung groferer Substanzmengen, die eine lédngere
Reaktionszeit erforderten, wurde jedoch ein Gemisch aus der gewlinschten Verbindung und
unerwiinschten monohalogenierten Nebenprodukten erhalten.

Deshalb wurden in der vorliegenden Arbeit Versuche unternommen, die primdre OH-
Funktion an Position 6 des Diols 1 selektiv mit einer Abgangsgruppe zu versehen, die eine
direkte Verkniipfung mit p-Methoxyphenol ermdglicht.

Die zunichst verwendete Tosylgruppe konnte erfolgreich in guten Ausbeuten selektiv an

Position 6 des Diols 1 eingefiihrt werden.
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OH OTos
TosCl, Pyridin
HO Q e —— HO Q
BzIO N3 CH,Cl,(88%)  BzO N3
1 NPht 14 NPht

Abb. 3.6: Regioselektive Einflihrung der Tosylgruppe.

Die nachfolgenden Reaktionen mit p-Methoxyphenol und Base (Natriumhydrid), mit
p-Methoxyphenolsalzen (u.a. Cisiumsalz) bzw. Natrium-p-methoxyphenolat unter
Phasentransferbedingungen konnten die Tosylatgruppe jedoch nicht angreifen, sie war auch
bei hoherer Temperatur (60°C) gegeniiber anderen Nucleophilen stabil.

Erfolg brachte erst die Verwendung der Triflylgruppe, die bei —80°C in Dichlormethan mit
Trifluormethansulfonsdureanhydrid und Lutidin als sterisch gehinderter Base unter sehr
milden Bedingungen regioselektiv an Position 6 eingefiihrt wurde. Es erwies sich als
vorteilhaft, das p-Methoxyphenol in wiéssriger 2N Natronlauge in das Phenolat zu iiberfiihren
und dieses mittels Phasentransferkatalysator mit dem Triflat zur Reaktion zu bringen, was bei

dieser Eintopfreaktion in einer Ausbeute von 86 % gelang.

OH OTf
Tf,0, Lutidin
HO Q 2 . HO Q
BzIO N3 CH,CI,, -80°C  BzIO N3
4 NPht 45 NPht
OOOMe
p-Methoxyphenol
T HO Q
Aliquat 336, 2N NaOH BzIO N3
(86 %) 16 NPht

Abb. 3.7: Direkte, regioselektive Einfithrung der OMp-Schutzgruppe in Gegenwart einer Azidfunktion.

Nach J. Seifert werden sieben Stufen mit einer Gesamtausbeute von 60 % bendtigt, um von
Verbindung 2 zu dem gewiinschten Glycosylakzeptor 16 zu gelangen (vgl. Abb. 3.5). Mit
dem neuen Verfahren ist Verbindung 16 jedoch aus der Azidoverbindung 1 in einer Stufe mit

86 % Ausbeute zuginglich (vgl. Abb. 3.7).

3.1.1.1 Synthese eines Chitobiosylazids

Die von C. Unverzagt etablierte Synthese von Chitobiosylazid verwendet das Fluorid 20 als
Glycosyldonor unter Aktivierung durch Bortrifluoridetherat.”®**'%! Verbindung 20 konnte
aus dem Benzylidenacetal 17 in 3 Stufen rasch und in guten Ausbeuten erhalten werden.

Dazu erfolgte zunichst eine reduktive Ringdffnung des Benzylidenacetals, wobei in der

[101]

vorliegenden Arbeit nicht das auf P. Garegg zuriickgehende  System aus
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Natriumcyanoborhydrid und HCI-Etherat, sondern das wesentlich ungiftigere und leichter

(102 Anstelle

handhabbare System aus Triethylsilan und Trifluoressigséure eingesetzt wurde.
von Trifluoressigsdure kann auch Trifluormethansulfonsédure oder Bortrifluoridetherat
verwendet werden.!'%'% Die so erhaltene Verbindung 18 wurde an der Position 4 mit einer
Chloracetylschutzgruppe versehen und anschlieBend mit HF-Pyridin und N-Bromsuccinimid

zu dem kristallinen Fluorid 20 umgesetzt.

OBzl
P\ O Et,SiH, TFA
0] Q _ = HO Q
17 g NPht
OBzl
(ClAc),0, Pyridin
— >  CIAcO Q
CH,Cl,, quant. BzIO SEt
19 NP
OBz
HF-Pyridin, NBS
— > CIAO Q
CH,Cl, (97 %) BzIO F
20 NPht

Abb. 3.8: Reduktive Acetaldffnung und Fluorierung des Thioglucosids 17.

Mit den Bausteinen 20 und 16 konnte in zwei Stufen das Chitobiosylazid 22 hergestellt

werden. ™
OBz OMp
CIACO Q HO Q
BzIO F  BzO N3
20 NPht 16 NPht
1. BF3*OEty,
CH,Cl,
OM
NPht P
BzIO o) Q
CIAcO ') BzIO N3
OBz 21 NPht

2. K,CO3, CH,Cly,
MeOH (1.+2.: 87 %)

OMp
NPht
BzIO 0 Q
HO d BzO N3

Abb. 3.9: Darstellung von OMp-geschiitztem Chitobiosylazid.
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Die Glycosylierung an der freien 4-OH-Funktion des Akzeptors erfolgte unter Verwendung
von Bortrifluoridetherat in Dichlormethan. Die chloracetylierte Verbindung 21 wurde ohne
weitere Reinigung in Dichlormethan / Methanol mit Kaliumcarbonat zum Chitobiosylazid 22
entschiitzt. Wichtig bei dieser ansonsten sehr rasch und problemlos verlaufenden Reaktion
war es, das Kaliumcarbonat fein zu pulvern, da das technische, grobkornige Kaliumcarbonat

sonst nur extrem langsam reagierte.

3.1.1.2 Untersuchungen zur direkten f-Mannosylierung

Der Chitobiosylazidbaustein 22 stellt einen Glycosylakzeptor dar, der formal nur noch mit
einem Mannosyldonor B-selektiv glycosyliert werden miisste, um das gewiinschte Core-

(1951 5 finden sie sich

Trisaccharid zu erhalten. B-Mannoside sind in der Natur sehr verbreitet.
uv.a. in dem Core-Pentasaccharid von N-Glycanen, in Glycosphingolipiden und in Hiillen-
polysacchariden.

Gerade die -Mannosylierung stellt ein lange bestehendes Problem der Kohlenhydratchemie
dar. Mannosyldonoren ergeben bei Glycosylierungen fast ausschlieBlich o-verkniipfte
Verbindungen. Dies ist zum einen auf den anomeren Effekt zuriickzufiihren, der generell bei
Glycosylierungen eine o-Verkniipfung beglinstigt. Zum anderen entféllt aufgrund der
axialstehenden Hydoxylfunktion an Position 2 der Mannose die Moglichkeit, durch die
Nachbargruppenbeteiligung eine B-Verkniipfung zu erzwingen.

Der von H. Kunz!'%

eingefiihrte Weg der B-selektiven Glycosylierung eines Akzeptors mit
einem Glucosederivat mit anschlieBender intramolekularer Inversion der 2-OH-Funktion zur
Mannose stellt eine ausgezeichnete Moglichkeit dar, das Core-Trisaccharid mit der
gewiinschten B-verkniipften Mannose zu erhalten. Diese Inversionssequenz bringt jedoch den
Nachteil von vier Stufen mit einer Ausbeute von ca. 60 % mit sich.”*"®

Im Gegensatz zu einer intramolekularen Inversion kann durch die Verwendung von Triflaten
an Position 2 eine intermolekulare Inversion erreicht werden. Die Triflate werden durch einen
Sn2-Angriff substituiert, als Nucleophil kann z.B. n-BuyNOAc!?"! verwendet werden, was zu
acetatgeschiitzten Mannosederivaten fiihrt. Hierbei ist die Inversion aber nicht in allen Féllen
vollstindig, so dass ein Gemisch aus Mannopyranosyl- und Glucopyranosylverbindung
auftreten kann.

Teilweise geringe Ausbeuten, aber vor allem den Nachteil eines moglichen o:B-Gemischs
birgt die Inversion eines Glucopyranosids durch Entfernen der Schutzgruppe an

Kohlenstoffatom 2, Oxidation und nachfolgende Reduktion der Verbindung.!'*®
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Eine verwandte Reaktion ist die Verwendung von 2-Oxo-glycosylhalogeniden.'” Dabei
reagieren o-Bromide iiber eine Sy2-Reaktion unter Konigs-Knorr-Bedingungen zu
B-verkniipften Produkten. Die Glycosylierungsreaktion wie auch die nachfolgende Reduktion
der Carbonylgruppe sind sehr abhéngig von den sterischen Gegebenheiten und elektronischen
Eigenschaften des betreffenden Ulosebausteins.

Eine weitere Moglichkeit, B-selektive Mannosylierung zu erzielen, ist die intramolekulare
Aglycon-Delivery.["'ME12IBL - Hiorbei  wird  der  Glycosylakzeptor — iiber  diverse
Struktureinheiten kovalent mit der 2-OH-Gruppe eines geeigneten Mannosederivats verkniipft
und dadurch so fixiert, dass bei der nachfolgenden Glycosylierung die OH-Funktion des

Akzeptors durch das Mannosylkation nur noch [-selektiv angegriffen werden kann.

[110 111]

Verwendete Struktureinheiten sind z.B. Dimethylacetale,!''”) Dimethyl-Dialkoxysilane!
bzw. p-Methoxybenzylidenacetale.''”! Die Nachteile dieser Methode liegen aber wiederum
bei z.T. geringen Ausbeuten und langwierigen Synthesesequenzen, um die bendtigten
Struktureinheiten regio- und stereoselektiv einzufiihren und nach der erfolgten Glycosylierung
wieder zu entfernen.

Auch enzymatische Synthesen!''*! wurden eingesetzt, um B-mannosidische Verkniipfungen zu
erhalten. Dieser Ansatz birgt allerdings noch einige Probleme beziiglich der Verfiigbarkeit der
Enzyme, der Ausbeuten und vor allem geeigneter Substrate. So ist gerade die im Core-
Trisaccharid benétigte Man-B-(1,4)-GlcNAc Verkniipfung nicht leicht zu erreichen und ergibt
nur geringe Ausbeuten.!'"”!

Aufgrund der Einschrdnkungen und Nachteile der oben angesprochenen Moglichkeiten zur
B-selektiven Mannosylierung werden nach wie vor zahlreiche Versuche unternommen, durch
geeignete Mannosedonoren eine direkte und B-selektive Glycosylierung zu erzielen. So haben
Crich und Sun direkte B-Mannosylierungen mit Sulfoxiden und Thioglycosiden unter
Aktivierung mit Trifluormethansulfonsdureanhydrid bzw. Phenylsulfenyltrifluormethan-
sulfonat durchgefiithrt. Die besten Ergebnisse wurden bei Akzeptoren mit priméren
Alkoholgruppen erzielt, bei Glycosylierungen selbst an der primdren 6-OH-Gruppe von
N-Acetylglucosaminverbindungen konnten jedoch nur méBige bis schlechte Ausbeuten

11 Bei spektroskopischen Untersuchungen wurde das a-Mannosyltriflat als

erhalten werden.!
reaktives  Intermediat identifiziert. =~ Dabei gaben Donoren, die keine 4,6-
O-Benzylidenschutzgruppe aufwiesen, wesentlich schlechtere o:3-Verhiltnisse, weshalb die
Benzylidenschutzgruppe fiir [B-selektive Mannosylierungen essentiell erscheint. Diese
Beobachtung wird so interpretiert, dass die Benzylidenschutzgruppe vermutlich aufgrund

ihres sterischen Einflusses auf das Molekul das Triflat stabilisiert und damit desaktiviert
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(,,torsionally disarmed*) und das o-Triflat dadurch bevorzugt tiber einen Snx2-artigen Angriff
substituiert wird, der zu [B-Produkten fiihrt. Dagegen iiberwiegt z.B. bei der reaktiven
»armed®) Tetrabenzylmannose die Sy1-Reaktion, so dass hier die B-Selektivitdt bei der
Glycosylierung verloren geht.

(M7} dass mit o-Trichloracet-

Sehr interessant hierbei ist die Beobachtung von R. Schmidt,
imidaten als Mannosyldonoren praktisch die gleichen o:3 Produktverhéltnisse erhalten
werden wie bei der Verwendung der oben erwédhnten Sulfoxid- und Thioglycosidmethode.
Dies legt den Schluss nahe, dass die Aktivierung von Trichloracetimidatdonoren und
Sulfoxid-/Thioglycosiddonoren zu gemeinsamen Intermediaten fiihrt, die B-Produktbildung
begiinstigen. Die Tatsache, dass auch mit [B-Trichloracetimidaten die gleichen guten
o:B-Verhiltnisse erhalten werden, ist jedoch nicht mit dem bei Sulfoxiden und
Thioglycosiden postulierten Mechanismus in FEinklang zu bringen, bei dem die
o-Triflatzwischenstufe als entscheidend fiir die -Produktbildung angesehen wird. Vielmehr
geht R. Schmidt davon aus, dass vor allem die 4,6-O-Benzylidenschutzgruppe fiir das gute
o:B-Verhiltnis verantwortlich ist und den Pyranosylring in eine der twist-boat-Form dhnliche
Konformation zwingt. Daher sollte dieses Intermediat aus sterischen Griinden bevorzugt von
der B-Seite her angegriffen werden, wobei das Endprodukt sich wieder zu einem *C;-
Konformer entspannt. Dieser Vorschlag konnte eine Erklarung fiir alle bisherigen Ergebnisse
mit verschiedenen Mannopyranosyldonoren geben.

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, die direkte Mannosylierung mit geeigneten
Donoren weiter zu untersuchen und zu optimieren, um [3-selektive Mannosylierungen speziell
mit den verwendeten Chitobiosylaziden 22 bzw. 30 zu erzielen. Damit konnte die Synthese
der entsprechenden Core-Trisaccharide verkiirzt und der durch die Inversion verursachte
Substanzverlust verringert werden.

Dazu wurden 1-Phenylthiomannoside mit der vielversprechenden, B-dirigierenden 4,6-O-

¢ hergestellt, und die Schutzgruppen in Position 2 und 3 variiert.

Benzylidenschutzgruppe[
Bei der Wahl der Schutzgruppen musste auf Vertraglichkeit bzw. Orthogonalitit beziiglich
der vorhandenen Schutzgruppen geachtet werden. Die 2,3-Diolverbindung 23, die als
Ausgangssubstanz fiir alle weiteren 1-Phenylthiomannosidderivate dient, ist in einer
vierstufigen Synthese aus Mannose leicht zugénglich.

Zuniachst wurde die Trimethylsilylschutzgruppe fiir die Positionen 2 und 3 des
1-Phenylthiomannosids 23 ausgewihlt, da nach sterisch wenig anspruchsvollen

Schutzgruppen gesucht wurde. Dazu wurde das Diol 23 in Dichlormethan und Pyridin geldst
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und mit 4-Dimethylaminopyridin und Trimethylsilylchlorid in das vollstindig geschiitzte
Mannosid 24 iiberfiihrt.!''*]

Das cyclische 2,3-Carbonat 25 interessierte wegen seiner aufgrund der sterischen Spannung
von den anderen Mannosiden abweichenden Konformation und wurde aus dem Diol 23

[116] 118]

anstatt mit Phosgen'''® mit Carbodiimidazol in Dichlormethan hergestellt.!

Da Benzylschutzgruppen in Position 2 und 3 von 4,6-O-Benzyliden-Thiomannosiden schon

erfolgreich bei B-Mannosylierungen verwendet wurden,!''®!"”]

aber zur Darstellung von
N-Glycanen an dieser Stelle nicht geeignet sind, wurde das Diol 23 mit p-
Methoxybenzylchlorid und Natriumhydrid in DMF zu Verbindung 26 mit p-

Methoxybenzylschutzgruppen (OMpm) in Position 2 und 3 umgesetzt.

H
PH/AXSO To

HO
23 SPh
TMSCI, DMAP, Carbodiimidazol, p-Methoxybenzylchlorid,
CH,CI5 (91 %) CH,CI, (61 %) NaH, DMF (68 %)

o OTMS
PH/AS; 0
TMSO

0O OMpm
PH/AS; 0
Mpm

24 SPh 26 SPh

Abb. 3.10: Darstellung verschiedener Mannosyldonoren.

Zur Aktivierung der oben genannten Donoren wurde das schon erfolgreich in

[116,119]

Glycosylierungen eingesetzte Phenylsulfenyltrifluormethansulfonat verwendet. Dieses

lasst sich in situ sehr einfach aus Phenylsulfenylchlorid und Silbertriflat herstellen.
Phenylsulfenylchlorid ist iiber die Umsetzung von Phenylthioacetat mit Sulfurylchlorid'*"!
sehr einfach zuginglich. Eine typische Glycosylierungsreaktion mit Aktivierung durch
Phenylsulfenyltriflat- wurde wie folgt durchgefiihrt: Silbertriflat wurde in einem
abgedunkelten Kolben kurz im Hochvakuum getrocknet, unter Argon mit Dichlormethan
versetzt und auf -90°C gekiihlt. AnschlieBend wurde in Dichlormethan geldstes
Phenylsulfenylchlorid zugegeben. Der betreffende Mannosyldonor und Di-fert-butyl-
methylpyridin als sterisch gehinderte Base wurden in Dichlormethan gelost zugegeben,

unmittelbar danach erfolgte Zugabe des in Dichlormethan gelosten Akzeptors. Nach

Reaktionsende wurde mit 2N Kaliumhydrogencarbonatlosung gewaschen, iiber
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Magnesiumsulfat getrocknet und eingeengt. Um die Reaktion an einem einfachen System zu

testen, wurde zunéchst jeder der drei Donoren mit Cyclohexanol umgesetzt.

AgOTf, PhSClI,
DTBMP, CH,Cl,

o—\ OR BMP, CHy( o—\ OR
LN 0 -90°C bis -70°C  Ph O&J&M
) T R
SPh

24: R=TMS 27:R=TMS
25: R = cycl. Carbonat 28: R=0H
26: R = OMpm 29: R = OMpm

Abb. 3.11: Mannosylierungen mit Cyclohexanol.

Dabei stellte sich heraus, dass die trimethylsilylgeschiitzten Verbindungen relativ empfindlich
sind und leicht eine oder beide Trimethylsilylschutzgruppen verlieren. Jedoch konnte mit
diesem Donor und Cyclohexanol als Akzeptor nach sdulenchromatographischer Reinigung
reines [-verkniipftes Produkt 27 mit einer C-H-Kopplungskonstante von 156.8 Hz am
anomeren Kohlenstoff in einer Ausbeute von 64 % erhalten werden.

Das cyclische 2,3-Carbonat 25 ergab bei der Glycosylierung mit dem Testsystem

[116] in einer Ausbeute von 68 % ausschlieBlich o-Produkt mit einer

Cyclohexanol wie erwartet
C-H-Kopplungskonstante von 168.3 Hz (gemessen bei der Diolverbindung 28 nach
Entschiitzung der Carbonatgruppe). Deswegen wurde Verbindung 25 nicht weiter als Donor
eingesetzt.

Die OMpm-geschiitzte Verbindung 26 stellte sich fiir diese Umsetzung als der am besten
geeignete Donor heraus. Die Glycosylierung mit Cyclohexanol erfolgte direkt bei Zugabe des
Aktivators trotz der tiefen Temperatur von —90°C in einer Ausbeute von 77 % zu rein
B-verkniipftem Produkt 29 mit einer C-H-Kopplungskonstante von 156.0 Hz.

Es wurden mit den Donoren 24 und 26 Glycosylierungen an Chitobiosylazid als Akzeptor
vorgenommen. Dabei wurde als Modellverbindung das leichter zugingliche, in Position 6
benzylgeschiitzte Chitobiosylazid 30 anstelle der in der Lecl4-Synthese verwendeten
Verbindung 22 verwendet.

Mit dem trimethylsilylgeschiitzten Donor 24 ergaben sich hierbei schlecht trennbare
Gemische mit an der 4-OH-Funktion trimethylsilyliertem Chitobiosylazid 31 und nicht
umgesetztem Chitobiosylazid 30 als Hauptprodukt; knapp 20 Gew.-% des Produktgemisches
bestanden aus Trisaccharid 32, das mit trimethylsilyliertem Chitobiosylazid verunreinigt war.
Da auch durch Variation der Verhéltnisse von Donor, Akzeptor, Base und Aktivator und der

Reaktionstemperatur keine zufriedenstellenden Ausbeuten in ausreichender Reinheit erhalten
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werden konnten, wurde von weiteren Versuchen mit diesem Donor-Akzeptor-System

abgesehen.
0B AgOTf, PhSClI,
Z|
o \"0 O—TMS NPht DTBMP, CH,Cl,
o, BAO o -90°C bis -0°C
TMSO + .
HO o) BzIO N3
24  SPh OBz 30 NPht
OBzl OBzl
NPht NPht
BzIO O BzIO 0]
T™S o  BzO N; * H o0 BzO N3
OBzl 31 NPht OBzl 30 NPht
* OBzl
prr” N0 OTMS NPht
O BzIO O
TMS o 0 BzO N3
OBzl 32 NPht

Abb. 3.12: Mannosylierung am Core-Trisaccharid mit 2,3-Di-TMS-geschiitztem Donor 24.

Der OMpm-geschiitzte Donor 26 bietet den Vorteil, dass die Schutzgruppen nicht, wie bei
Verwendung von Trimethylsilylschutzgruppen, wéhrend der Reaktion auf den Akzeptor
ibertragen werden konnen. Es wurden aber auch hier trotz Variation der Verhiltnisse von
Donor, Akzeptor, Base, Aktivator und Reaktionstemperatur keine besseren Ergebnisse als bei
der Verwendung des Donors 24 erzielt. Die Ausbeute war vermutlich aufgrund des erhéhten
sterischen Anspruchs der OMpm-Schutzgruppen geringer. Auch die wesentlich lidngere
Reaktionszeit sowie die notwendige hohere Reaktionstemperatur (erste sichtbare Umsetzung
ab —45°C) deuteten auf eine sterische Hinderung hin. Das Produktgemisch aus
1-1-verkniipftem Dimannosid 33, nicht umgesetztem Chitobiosylazid 30, dem Trisaccharid 34
und nicht identifizierten Nebenprodukten war wiederum schlecht trennbar. Somit erwies sich
auch dieses System fiir die Darstellung des gewlinschten Core-Trisaccharids unter
Verwendung des Chitobiosylazids 30 als préparativ unbrauchbar.

Die Donoren 24 und 26, die beim Testsystem mit Cyclohexanol -selektive Glycosylierungen

1951 Akzeptormolekiil 30 nicht direkt verwendbar. Da die

erzielten, waren fiir das unreaktive!
Umsetzungen mit dem sterisch wenig anspruchsvollen Cyclohexanol aber sehr
vielversprechend sind, konnte ein sterisch weniger anspruchsvolles System zum Ziel fiihren.

Dabei sind die Mdglichkeiten, den Donor weiter zu variieren, relativ gering. Einerseits ist die
Anwesenheit der fir gute [-Selektivititen notwendigen 4,6-O-Benzylidenschutzgruppe

erforderlich. Andererseits missen die in Position 2 und 3 der Mannose verwendeten
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Schutzgruppen mit der modularen N-Glycan-Synthesestrategie orthogonal vertrdglich sein
und sollten mdglichst klein gewdhlt werden, um nicht durch sterische Hinderung o-Produkte

zu begiinstigen.

OBy AgOTf, PhSCI,
Z
P N0" N\ TP NPht DIBMP, CHatly
o - . BzO o o -90°C bis -0°C
MpmO HO d Bzo N3 >
26 SPh OBz 30 NPht
OMpm
0
PN, -Q - OBzl
Mpm®O BZIO 0 Q
33 O * HO g  BzIO N3
O O&/Ph
OMpm
+
OBzl
P\ O OMpm NPht
- Q
O BzIO 0
Mpm o) d BzIO N3
OBz 34 NPht

Abb. 3.13: Mannosylierung am Core-Trisaccharid mit 2,3-Di-OMpm-geschiitztem Donor 26.

Eine Verbesserung der Reaktion sollte aber z.B. bei der Aktivierung moglich sein. So fiihren

Trichloracetimidate!'”!

im direkten Vergleich mit der Sulfoxidmethode zu teilweise besseren
Ausbeuten und einem vergleichbaren o:p-Verhéltnis. Moglicherweise sind  die
Reaktionstemperaturen von ca. -80°C (Sulfoxidmethode) bzw. -50°C (Imidatmethode)
einfach zu gering, um bei sterisch problematischen und relativ unreaktiven Akzeptoren einen
guten Umsatz zu erzielen. Gerade in diesem Zusammenhang wire die Verwendung der
N-Iodsuccinimid-Trifluormethansulfonséure-Aktivierung bei B-Mannosylierungen! "]
moglich, da sie bei 0°C ablduft und laut Literatur gute o:f-Verhiltnisse liefert. Allerdings
kann sie nicht bei elektronenreichen Aromaten wie der OMpm-Schutzgruppe eingesetzt
werden, da die Gefahr der Teilhalogenierung am Aromaten besteht und somit ein
chromatographisch nicht mehr trennbares Gemisch von Verbindungen entsteht (vgl.
Kapitel 3.1.1).

Eine weitere Moglichkeit besteht darin, den Akzeptor durch die Wahl neuer Schutzgruppen
sterisch weniger anspruchsvoll zu gestalten. Dabei sollte an den Benzylschutzgruppen
festgehalten werden, da sie im spéteren Verlauf der Synthese die Reinigung des basisch

entschiitzten Oligosaccharids iiber eine RP-Sdule ermdglichen. Die Benzylreste sind an dieser

Stelle entscheidend fiir die Abtrennung moglicher Nebenprodukte und damit die Reinheit der
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Verbindungen. Daher bietet sich eine andere Schutzgruppe flir den Stickstoff an, wie z.B. die

122]

Trifluoracetatschutzgruppe, die bei MM2- und Molekiildynamik-Betrachtungen'** und bei

semi-empirischen PM3-Berechnungen!'**!

im Vergleich mit der bisher verwendeten
Phthalimidoschutzgruppe die Zugénglichkeit der OH-Akzeptorfunktion in Position 4 deutlich
verbessern konnte.

Benzyl

Trifluoracetyl / \ Phthalimido

OBzl
R Q
"
— BzIO o
OO ---------- > HO\%\ BzIO N3
0Bzl R

R = NHTFA (35) bzw. NPht (30)

Abb. 3.14: Blick auf die 4’-OH-Funktion der Trifluoracetyl- bzw. phthalimidogeschiitzten Verbindungen 35
bzw. 30. Die 3D-Strukturen sind so ausgerichtet, dass der Blick durch die 4’-OH-Funktion (schwarz
eingefarbt) hindurch auf das reduzierende Ende der Verbindung gerichtet ist. Deutlich erkennbar ist
hierbei die bessere Zugénglichkeit der 4’-OH-Funktion bei der trifluoracetylgeschiitzten Verbindung
35.[124]

42



3. Chemo-enzymatische Synthese des Lec14-N-Glycans

3.1.1.3 Verwendung der intramolekularen Inversion

Da die literaturbekannten Probleme der direkten B-Mannosylierung in der zur Verfiigung
stehenden Zeit nicht zufriedenstellend umgangen werden konnten, wurde der auf H. Kunz!'*®
zuriickgehende und von C. Unverzagt'**! und J. Seifert®™ speziell auf das Core-Trisaccharid
angewandte Weg der intramolekularen Inversion gewdéhlt. Dazu wurde der Donor 36 unter
Aktivierung durch Trifluormethansulfonséuretrimethylsilylester mit dem Chitobiosylazid 22
B-selektiv zu dem Trisaccharid 37 umgesetzt. Dieses wurde ohne weitere Reinigung unter

milden Bedingungen mit Kaliumcarbonat in Dichlormethan / Methanol zu Verbindung 38

entschiitzt, wobei die Phthalimidogruppen nicht angegriffen wurden.

OM
Ph/HE 0 0 NPht (p)
o) BzIO 0]
P 0 cmco o "o d Bz0 N
36 NH OBz 22 NPht
1. TMS-OTT,
CH,Cl,, 0°C

OMp

NPht
Ph/vo ') 0

H oﬁé‘w%ﬁN
N (0) Zl 3
/
P X OACCI a7 NPht

OBzl

2. K2003, CH2C|2, MeOH
(1.42. 50 %)

OMp

o NPht
Ph/,E Q  BzO 0 Q
N— O 0 d Bzo Ng
~
Lo OH OB a3 NPht

Abb. 3.15: Synthese des -gluco-konfigurierten Trisaccharids 38 als Vorldufer der intramolekularen Inversion.

Bei der Aktivierung des Trichloracetimidats 36 mit Trifluormethansulfonséuretrimethyl-
silylester trat jedoch als unerwiinschte Nebenreaktion die Silylierung der freien 4’-OH-
Funktion des Chitobiosylazidakzeptors 22 auf, der somit fiir die Glycosylierung nicht mehr
zur Verfiigung stand. Mit steigender Substanzmenge nahm diese Nebenreaktion stark zu: bei
Verwendung von 22.3 g Chitobiosylazid 22 wurden nur 38 % des gewiinschten Trisaccharids
38 erhalten, bei Verwendung von 4.6 g Chitobiosylazid 22 als Akzeptor wurde eine Ausbeute
von 50 % erzielt. Das entstandene Trimethylsilylchitobiosylazid konnte jedoch nach
sdulenchromatographischer Abtrennung des gewlinschten Trisaccharids 38 aus dem restlichen
Reaktionsgemisch durch Behandeln mit p-Toluolsulfonsduremonohydrat in Dichlormethan /

Methanol wieder in Chitobiosylazid 22 riickgefiihrt werden. So wurden von den eingesetzten
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22.3 g Chitobiosylazid 22 aus dem Reaktionsgemisch 9.2 g (41 %) Chitobiosylazid 22
riickgewonnen, das wiederum fiir zwei Reaktionen mit je 4.6 g Chitobiosylazid 22 verwendet
wurde, womit sich die Ausbeute nach Beriicksichtigung des wiedergewonnen
Chitobiosylazids 22 auf 64 % bei der ersten Reaktion erhohte und damit im erwarteten
Bereich”*"™ lag.

Das gluco-konfigurierte Core-Trisaccharid 38 wurde in einer vierstufigen Reaktionsfolge
nach H. Kunz!"" wie auch bei C. Unverzagt®® und J. Seifert’® in das gewiinschte manno-

konfigurierte Core-Trisaccharid 39 {iberfiihrt.

Ph/VO NPht

N O BzIO
~
2 38 NPht

OBzI
1. Tf,0, Pyridin, CH,Cl,

OMp

0 NPht
Ph/HY Q  BzO 0 Q
N-_-O 0 o) BzIO N3
~
Ph jg/ OTf OBzl 38a NPht
o N 2. DMF, Pyridin, 65°C
/v NPht OMp
BzIO N3
OBzI 38b NPht
O 3. Essigsaure, Dioxan, H,O
/v NPht OMp
BzIO N3
OBzI 38¢c NPht

4. NaOMe, MeOH, CH,CI,
(53 % uber 4 Stufen)

NPht
R
BzIO

OBZl NPht

Abb. 3.16: Intramolekulare Inversion zum gewiinschten B-manno-konfigurierten Core-Trisaccharid 39.

Dazu wurde im ersten Schritt die 2°’-OH-Gruppe mit Trifluormethansulfonsédureanhydrid und
Pyridin in Dichlormethan bei —40°C in den Trifluormethansulfonsidureester 38a iiberfiihrt.

Diese duflerst gute Abgangsgruppe wurde im zweiten Schritt bei 65°C in Dimethylformamid
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und Pyridin durch den Carbonylsauerstoff der benachbarten Phenylcarbamoylgruppe
intramolekular angegriffen. Die intramolekulare Sy2-Reaktion bewirkte die Inversion der
Glucoverbindung zum manno-Iminocarbonat 38b. Dieses wurde in einem Gemisch aus
Essigsdure, Dioxan und Wasser zum cyclischen B-manno-Carbonat 38c¢ hydrolysiert. Im
letzten Schritt wurde das gewiinschte B-manno-Core-Trisaccharid 39 durch basische Spaltung

des Carbonats 38¢ mit Natriummethanolat erhalten.

3.1.2 Synthese des LEC14-Hexasaccharids

Das erhaltene Core-Trisaccharid 39 ist in N-Glycan-Synthesen vielseitig einsetzbar.

Akzeptorfunktion Fucose
fur 1,6-Arm N-Acetylglucosamin ﬂ

o OH NPht
Ph o&ﬁ/ BZIO
ﬂ H %0

OBZI NF’ht %

Akzeptorfunktion Anbindung an Asn
fur 1,3-Arm oder Spacer

Bisecting

Abb. 3.17: Selektiv funktionalisierbare Positionen am Core-Trisaccharid 39.

Um zur LECI14-Struktur zu gelangen, wurde zunéchst unter Verwendung des Imidats
40751201271 der g-1,3-Arm eingefiihrt. Dabei wurde in absolutem Dichlormethan unter
Aktivierung durch 0.25 Aquivalente Bortrifluoridetherat bei -25°C gearbeitet und das
Pentasaccharid 41 in 79 % Ausbeute erhalten. Die ungeschiitzte axiale 2°’-OH-Funktion

wurde aufgrund ihrer verminderten Reaktivitdt hierbei nicht angegriffen.

OAc (Ogc OMp
NPht
AcO Q AcO—--Q Ph/v O BZIO o 0
AcO AcO HO O 0 BzIO N3
NPht 40 Oy CCls OBzl 39 NPht
NH

BF3*OEt,, CH,Cl,, -25°C
(79 %)

A°OW
AcO AcO OMp
NPht Ph vo NPht
2 BzIO 0 Q
O o BzIO N3

OBzl 41 NPht

Abb. 3.18: Regioselektive Glycosylierung zum Pentasaccharid 41.
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AbschlieBend wurde die freie 2’’-OH-Funktion des Core-Pentasaccharids 41 glycosyliert.
Dazu wurde als Donor das Fluorid 42 gewihlt, da dieses bei Glycosylierungen vom bisecting-
Typ,””! bei denen auch das Problem starker sterischer Hinderung vorliegt, erfolgreich
eingesetzt wurde. Fiir die ersten Glycosylierungsversuche wurden beziiglich Konzentration,
Losungsmittel und Aktivator ebenfalls Bedingungen wie bei Glycosylierungen vom bisecting-
Typ gewihlt (10 Aquivalente des Donors 42, Dichlormethan als Losungsmittel, 1 Aquivalent
Bortrifluoridetherat (bezogen auf Akzeptor 41)). Dabei konnte unterhalb einer Temperatur
von —25°C keine Reaktion beobachtet werden.

Nach mehreren Versuchsreihen wurde ein Temperaturoptimum zwischen —20°C und —15°C
gefunden. Unter diesen Bedingungen wurde der Akzeptor 41 innerhalb von 15 Minuten
verbraucht. Jedoch verschwand der in der Diinnschichtchromatographie sichtbare
neugebildete  Produktspot  bei  Temperaturen  iiber —15°C  wieder.  Nach
sdulenchromatographischer Reinigung konnte nur der nicht umgesetzte Akzeptor in hohen

Ausbeuten gefunden werden.

OAc
Ac
AcO F
42 NPht
Ac
Ac
OM
NPht vo NPht P
BzIO
BZIO N3
OAG OBzI 41 NPht
Ac
Ac (0] -
1 Aq. BF3*OEt,,
_ CH,Cl, _
AcO /‘Q/
ACO
NPht NPht
P |\ O
’v BzIO
BzIO
OBZl NPht
3 Aq. BF53*OEt,,
CH,Cl,
OAc OAc
<
Ac Ac -
Ac Ac
OMp
NPht NPht
Ph VO/‘\/J&/ BzIO
OAc BZIO N3
OBzI 44 NPht
Ac
Ac
NPht

Abb. 3.19: Zunéchst postulierter Reaktionsweg des Hexasaccharids 44.
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Labile Glycosylierungsprodukte sind bei der Bildung von Orthoestern bekannt. Diese kdnnen
sich unter sauren Bedingungen wieder zu Glycosiden umlagern.

Es wurde vermutet, daf} die Bildung eines aza-analogen Orthoesters 43 eingetreten war. Eine
derartige Verbindung sollte durch weitere Zugabe von Bortrifluoridetherat zum gewiinschten
Glycosid umgelagert werden konnen. Das gewiinschte Glycosid 44 wurde durch Einsatz von
insgesamt 3 Aquivalenten Bortrifluoridetherat erhalten, wenngleich auch in sehr geringen
Ausbeuten.

Das vermeintliche Intermediat konnte isoliert und als Triol 45 identifiziert werden. Dieses
kommt aber als Zwischenstufe flir die Reaktion nicht in Frage, da ansonsten
Glycosylierungsprodukte des Core-Pentasaccharids in den Positionen 2°°, 4’ und 6

gefunden werden miissten.

OAc OAc

{_o
AcO Q ACO/A/'O
AcO AcO
NPt OMp
HO OH NPht
HO -Q BzO o Q
0] o) o0 BzIO N3
OBz 45 NPht

Abb. 3.20: Pentasaccharid 45.

Eine Erkldrung fiir das Auftreten des Triols 45 bei der diinnschichtchromatographischen
Beobachtung zu Beginn dieser Glycosylierungsreaktionen ist, dass die séurelabile
Benzylidenschutzgruppe  entweder in  der  entnommenen  Probe  fiir  die
Diinnschichtchromatographie oder auf der Kieselgelplatte durch das Bortrifluoridetherat
hydrolysiert wird.

In der Reaktionslosung war zu diesem Zeitpunkt vermutlich noch keine Umsetzung
beobachtbar. Mit fortschreitender Reaktionszeit wurde das benzylidengeschiitzte
Pentasaccharid 41 im Verlauf der Diinnschichtchromatographie nicht mehr angegriffen, oder
das gebildete Hexasaccharid 44 war gegeniiber der Hydrolyse des Benzylidenacetals stabiler
als das Edukt 41.

Eine deutliche Verbesserung der Ausbeute an Hexasaccharid 44 ergab sich erst durch den
Wechsel des Losungsmittels. Unter Verwendung von 3 Aquivalenten Bortrifluoridetherat in
Acetonitril als Losungsmittel konnte die Ausbeute einer Testreaktion auf knapp 80 % bzw.

bei Einsatz groferer Substanzmengen auf 76 % gesteigert werden.
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OAc
AcO Q
AcO F
OAc OAc 42 NPht

{0
AcO Q AcO—K=_-|- -Q
AcO AcO
NPht
OH NPht
BzIO

OBZl NPht
OAc OAc 3 Aq. BF3*OEt,, CH5CN, -20°C
<0 (76 %)
AcO Q Aco==-Q
AcO A
NPht ~ To/\ NPht OMp
OAC BzIO N3
OBzI 44 NPht
AcO Q
AcO
NPht

Abb. 3.21: Optimierte Reaktion mit drei Aquivalenten Bortrifluoridetherat in Acetonitril als Ldsungsmittel.

Die fiir die Einfiihrung des o-1,6-Arms erforderliche Entfernung des Benzylidenacetals

erfolgte mit p-Toluolsulfonsduremonohydrat in Acetonitril in 89 % Ausbeute.

44
OAc OAc p-TosOH*H,0, CH,CN
<0 (89 %)
AcO Q I -Q
AcO AcO
NPht NPht OMp
o /v \w BzIO N3
OBz 47 NPht
AcO Q
AcO
NPht

Abb. 3.22: Saure Abspaltung der Benzylidenschutzgruppe.

3.1.3 Synthese des LEC14-Nonasaccharids

Das Diol 47 konnte mit dem Imidat 40°%'**'*1 in Dichlormethan bei —45°C unter
Aktivierung durch Bortrifluoridetherat regio- und stereoselektiv zu dem biantenniren
Octasaccharid 48 umgesetzt werden. Um dabei die unerwiinschte Glycosylierung®® an der
bisecting-Position (OH-4"") zu vermeiden, erfolgte die Umsetzung in verdiinnter Losung und

o 24,100,126
bei tiefen Temperaturen.!>*!°*-126]
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47
OAc OAc
g¥e)
AcO Q AcO—K =~ -Q
AcO ACOL/Q‘
OAc OAéc NPht 40 O\H/CCI3
AcO QA=A NH
AcO AcO BF3*OEty, CH,Cl,, -45°C
NPht (76 %)
OAc OAc ¢

{_0 v
AcO Q Aco=-Q OMp
AcO AcO NPht a

0
NPht HO ‘;J&/ BzIO O
3 o) g BzO N3

OAc ©
OBz 48 NPht
AcO Q
AcO
NPht

Abb. 3.23: Regioselektive Glycosylierung an OH-6"".

Das Octasaccharid 48 wurde mit Pyridin-Essigsdureanhydrid an der freien OH-4’’-Funktion
mit einer Acetylgruppe geschiitzt, um Nebenreaktionen bei der spéteren Einfiihrung des

Fucosylrestes zu vermeiden.

48
OAc OAc
<0 -
AcO Q Aco—=—-Q Pyridin, Ac,0
AcO AcO (quantitativ)

AcO OMp
AcO NPht
o 0
o BzIO N3
OBz 49 NPht

NPht

Abb. 3.24: Schutz der freien 4’’-OH-Funktion als Vorbereitung der spéteren Fucosylierung.

Die Abspaltung der p-Methoxyphenylschutzgruppe am reduzierenden Zucker mit Cer-(IV)-
ammoniumnitrat verlief in einem Gemisch aus Toluol / Acetonitril / Wasser in 94 %

Ausbeute.
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49
OAc OAc
Q < 2
AcO AcCQ=AT (NH,),Ce(NO3)g, Toluol, CH5CN, H,0
AcO AcO (94 %)
NPht
AcO OH
ACO NPht
BZIO 0 Q
o) 0 BzO N3
OBz 50 NPht

NPht

Abb. 3.25: Generieren der freien OH-6-Funktion zur Vorbereitung der Fucosylierung.

Die Umsetzung mit dem Ethylthiofucosid 51 erfolgte in Dichlormethan und

Dimethylformamid mit Kupfer(Il)bromid und Tetrabutylammoniumbromid zum geschiitzten

LEC14-Nonasaccharid 52 in 82 % Ausbeute.

OMpm
OMpm
50 * OMpm
H3C O SEt
51
CuBrs,
OAc Ok Bu,NBr,

AcO Q Aco==-Q DM'} CH,Cl, OMpm
AcO AcO (82%) OMpm

HaC\ O OMPM

AcO
AcO NPht
BzIO 0 Q
O ') BzIO N3

NPht

Abb. 3.26: Synthese des LEC14-Nonasaccharids.

3.1.4 Entschiitzung und Kupplung an einen Aminohexanoylspacer

Die enzymatischen Glycosylierungen sollten an dem Nonasaccharid 57 erfolgen, das mit

einem 6-Aminohexanoylspacer fiir die Konjugation mit Proteinen vorbereitet ist.
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H
{0
HO Q HO=— <_|-Q o)
HO HO 0 NHAc /h
Q H
o}

NHAc

NH,

Abb. 3.27: Das fiir enzymatische Verldngerungen verwendete Nonasaccharid 57.

Dazu wurden zunéchst die drei p-Methoxybenzylschutzgruppen in Verbindung 52 mit dem

B8 was jedoch erst nach einigen

stark sauren Cer-(IV)-ammoniumnitrat oxidativ entfernt,
Versuchen in akzeptabler Ausbeute (71 %) gelang. Daher sollte die Verwendung milderer

Abspaltungsreagentien erwogen werden.

52
OAc OAc
(0 NH N
3 » 112
(71 %) QH
HaC N\ —Oa) O
0 NPht
O ) BzIO N3
OBzl 53 NPht

1. Ethylendiamin, n-BuOH, 80°C
2. Ac,0, Pyridin

3. MeNH, (40 % in H,0)

(1.-3.: 96 %)

OH
OH

' HyC N0

{ o
HO Q Ho==Q
HO HO NHAC
NHAG HO A/Bzo
/v BzIO
54 NHAc

OBzI
HO
HO

OH

NHAc
Abb. 3.28: Entschiitzen von Verbindung 52.
Die Dephthaloylierung von Verbindung 53 erfolgte mit Ethylendiamin in n#-Butanol bei 80°C.
Die intermedidr entstehende freie Aminoverbindung wurde ohne weitere Reinigung acetyliert
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und anschlieBend wurden die O-Acetylgruppen mit einer wéssrigen Methylaminldsung
entfernt. Die drei letztgenannten Reaktionen wurden als Eintopfreaktion®*! durchgefiihrt und
verliefen mit der hohen Ausbeute von 96 %.

Verbindung 54 wurde mittels Festphasenextraktion an Waters Sep-Pak RP-18-Kartuschen
gereinigt und nach der Reduktion zur Kupplung des 6-Aminohexanoylspacers eingesetzt. Die
Reduktion des Glycosylazids 54 erfolgte mit Propandithiol und Triethylamin in absolutem
Methanol und generierte das B-Glycosylamin, das nach Abdestillieren der Reagenzien sofort
mit Z-Aminohexansédure 55 unter Aktivierung durch TBTU / HOBt gekuppelt wurde. Bei den
ersten Testversuchen wurde eine bisher nicht beschriebene Uberreaktion in Form von O-
Acylierung  zusdtzlich zur gewilinschten N-Acylierung am reduzierenden Ende
beobachtet.”**®] Daher wurde nach Reaktionsende Methylamin (40 % in Wasser) zugegeben,
um eine eventuell entstandene O-Acylierung riickgingig zu machen bzw. weitere O-
Acylierung beim Einengen des Ldsungsmittels zu verhindern. Sowohl die Freisetzung des
Amins wie auch die Kupplung des Aminohexanoylspacers verliefen laut
diinnschichtchromatographischer Kontrolle vollstindig, jedoch konnte mit dem RP-HPLC-
System nach Reinigung nur eine Ausbeute von 31 9% erzielt werden. Aufgrund der

beobachteten Probleme scheint eine Vorreinigung mittels Ausschlusschromatographie

sinnvoll.
54
1. Propandithiol, MeOH, NEt3
2. Z-Aminohexansaure 55, TBTU,
HOBt, NMP
OH ol (1.-2.: 31 %)
HO Q HO—X=\—~ -Q OH
HO HO OH
NHA
¢ \ H,C o, OH
Q HO/' 0
NHAc
NHAc How BZIO 0 Q y
BzIO N\n/\/\/\NHZ
OBzI 56 NHAc
HO Q °
HO

NHAc

Abb. 3.29: Konjugation des Nonasaccharids 54 mit Z-Aminohexansiure 55.

Die abschlieBende Hydrierung von Verbindung 56 mit Palladiumoxidhydrat in Methanol
lieferte in sehr guter Ausbeute (95 %) die vollstindig entschiitzte Verbindung 57, die das
Edukt fiir die enzymatischen Glycosylierungen darstellt.
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56
OH Ao PAO*H,0, Hy,
HO Q HO—= _-|-O MeOOH OH
HO HO (95 %) OH
NHAC OH

HsC\—O

HO o/”
HO NHAc
NHAc

S HONp /%H
‘/Q/ \%\ NHACN\[C])/\/\/\NH

NHAc

HO
HO

Abb. 3.30: Entschiitzung zum Akzeptorsubstrat 57 der nachfolgenden enzymatischen Synthesen.

Die Verbindung 57 ermdglicht erstmals einen Vergleich zu dem von P. Stanley™*" isolierten
Lec14-Saccharid mit der vorgeschlagenen Struktur 58. Die beiden Verbindungen 57 und 58
unterscheiden sich nur im Aglykon. Im isolierten Naturstoff wurde Asparagin gefunden, bei
der chemischen Synthese des Nonasaccharids wurde ein Aminohexanoylspacer am

reduzierenden Ende verwendet.

OH

OH
<0
HO HO=R | OH
HO H H

NHAc OH
Pl 0 Hs o

HO —
HO NHAc
NFA HO A/
¢ /v \%\ Asn
NHAc

HO
HO

NHAc

Abb. 3.31: Von P. Stanley vorgeschlagene Struktur des Lec14-Oligosaccharids.!*”!

Ein Vergleich der von P.Stanley gefundenen 'H-Verschiebungen mit den Werten der
synthetisierten Verbindung 57 ergeben trotz des unterschiedlichen Substituenten am
reduzierenden Ende eine in weiten Bereichen sehr gute Ubereinstimmung, die den
Strukturvorschlag stiitzt. Speziell die Verschiebung des anomeren Protons des neuartig
verkniipften N-Acetylglucosamins (Rest 7) stimmt sehr gut mit dem beschriebenen Wert

iiberein und spricht somit auch fiir eine B-konfigurierte Verkniipfung im isolierten Naturstoff.
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Atom""¢ Lec14-Struktur 58 (P. Stanley'*™) Lec14-Nonasaccharid 57
1 5.07 5.03
1? 4.57 471
1’ (4.75) 4.77
2 421 4.37
14 5.11 5.11
2 4.12 4.14
1" 4.88 4.89
2+ 3.96 4.06
1° 4.54 4.49
1 4.54 4.53
1’ 4.68 4.69
1 4.86 4.87
NAc 2.09, 2.08, 2.05, 2.05, 2.01 2.08,2.04,2.04,2.03, 1.99
6" 1.20 1.20
Tab. 3.1: Vergleich der "H-NMR-Daten der Verbindungen 58 und 57; Daten der Verbindung 58 wurden

aufgenommen an einem 500MHz Varian Spektrometer bei 23°C (Die Verschiebung von H-1° wurde
bei 42°C gemessen) in D,O mit Aceton als Standard. Verbindung 57 wurde an einem Bruker
AM-500-FT-Spektrometer bei 25°C in D,O mit DMSO als Standard gemessen und zum besseren
Vergleich auf das H-6 der Fucose von Verbindung 58 geeicht.
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3.2 Enzymatische Glycosylierungen

Das synthetische N-Glycankonjugat 57 sollte mit Hilfe von Glycosyltransferasen enzymatisch

verldngert werden, um Strukturen zu erhalten, wie sie auch im lebenden Organismus

auftreten. Dabei bietet die Verwendung von Enzymen gegeniiber der chemischen Synthese

u.a. folgende Vorteile:

- Enzymatische  Glycosylierungen  verlaufen mit ausgezeichneter = Regio- und
Stereoselektivitit.

- Es sind keine Schutzgruppen notwendig, d.h. man spart Schiitzungs- und
Entschiitzungsschritte und erhélt direkt aus der Enzymreaktion das gewiinschte Produkt.

- Der FEinsatz organischer Losungsmittel und giftiger Reagenzien, wie z.B.
Schwermetallsalze, wird vermieden.

Viele Glycosyltransferasen sind mittlerweile kommerziell erhéltlich. Nachteilig ist jedoch der

[128129] haben gezeigt, dass Glycosyltransferasen neben den

hohe Preis. Neuere Arbeiten
natiirlichen Substraten auch zahlreiche unnatiirliche Substrate mit unterschiedlichsten
Modifizierungen tolerieren. Dariiber hinaus erlauben die meisten Enzyme den Zusatz von bis
zu 15% Dimethylsulfoxid ohne Beeintrichtigung der Glycosylierung, so dass auch
lipophilere Verbindungen umgesetzt werden kdnnen.

Die fiir die vorliegende Verbindung 57 beabsichtigten enzymatischen Verlangerungen wurden

von C. Unverzagt entwickelt!"*"

und erfolgreich in Synthesen komplexer N-Glycane
angewandt.”® Wihrend der Reaktion entsteht aus dem Nucleotidzucker UDP-Galactose das
Nucleotidphosphat UDP. Dies ist ein starker Inhibitor der Galactosyltransferase und setzt die
Reaktionsgeschwindigkeit deutlich herab. Durch den Zusatz von alkalischer Phosphatase
(E.C. 3.1.3.1) wird das Nucelotidphosphat rasch zu dem korrespondierenden Nucleosid
hydrolysiert,!"*""*"1 dessen Inhibitorwirkung fiir den Glycosyltransfer vernachlissigbar ist.
Auf diese Weise werden in kurzer Zeit sehr gute Ausbeuten erhalten.

Zur enzymatischen Galactosylierung wurde das Akzeptorsubstrat in einem Kakodylatpuffer
mit pH=74 gelost. Der Puffer enthielt Natriumazid, Rinderserumalbumin und
Mangan(Il)chlorid. Es wurden nacheinander UDP-Galactose, alkalische Phosphatase (E.C.
3.1.3.1) und die Galactosyltransferase (E.C. 2.4.1.22) zugegeben und bei 37°C inkubiert.

Eine erste Galactosylierungsreaktion mit der benzylierten Verbindung 54 unter Verwendung
des iiblichen geringen Uberschusses an UDP-Galactose zeigte neben den erwarteten

enzymatischen Verldngerungen der N-Acetylglucosamine des a-1,3- und o-1,6-Arms auch

eine unerwartete Galactosylierung des in Position 2’ befindlichen N-Acetylglucosamins.
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HO HO=—=—"X=—| OH
HO HO H
NHAC OH
OH OH o HsCA—0
(
HO
HO NHAC
NHAC HO BzIO
/v \W\leo N
OBz 54 NHAc
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Abb. 3.32: Der Glucosaminrest in Position 2’” wird ebenfalls enzymatisch verlangert.

Obwohl bekannt ist, dass Enzyme neben ihren natiirlichen Substraten auch ungewdhnliche

[128,129]

und sogar unnatiirliche Substrate glycosylieren konnen, ist dieser Befund tiberraschend,

da eine Verldngerung von bisecting-N-Acetylglucosaminresten durch Galactosyltransferasen

¢ [29.132]

bisher nicht beschrieben ist, und das N-Acetylglucosamin in Position 2’ von

Verbindung 54 bzw. 57 als dhnlich sterisch gehindert angesehen wurde.

OH OH
{0
HO Q Ho=—=
HO HO
NHAC

OH OH
Co ©
HO QO Ho==AF
HO Ho OH NHAc
NHAC o) -Q H H
0—L~ N
OH

HO Q ©
HO
NHAc
Ho OH OH OH UDP-Gal, Galactosyltransferase,
{0 alkalische Phosphatase
R xR ol
HO HO HO
OH NHAG
OH OH OH

HO ¢ O.
0
Q Q HO—= _|-O
HO %Ho HO OH NHpo
OH NHAc 52 O
NHAc

HO Q
HO
NHAG

Abb. 3.33: Enzymatische Verldngerung der biantenndren bisecting-Verbindung 60. Hierbei wird keine

Glycosylierung des N-Acetylglucosamins in Position 4°* gefunden.*”
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Um die Regioselektivitit der enzymatischen Verldngerung bei Verbindung 57 nachzupriifen,
wurde das Substrat zuniichst mit einem Aquivalent UDP-Galactose umgesetzt. Hierbei wurde
nach Gelfiltration Verbindung 61 erhalten. Durch NMR-Messungen wurde eine Selektivitét
der Galactosylierung des o-1,3-Arms gegeniiber dem o-1,6-Arm von mehr als 3.8:1
gefunden. Diese Beobachtung steht im Einklang mit der literaturbeschriebenen Priferenz
enzymatischer Verlingerungen fiir den o-1,3-Arm.!?%!%!

57

1 Ag. UDP-Gal, Galactosyltransferase,

OH OH alkalische Phosphatase
0}
HO HO=A=—-Q OH
HO HO H
NHAc OH
HiC O

{0
Q Q HO/ <_|-Q
HO %Ho NHAc

OH NHAc Ho’w/ \w /ﬁ/“
N NH
NHAc o

HO
HO
NHAc

Abb. 3.34: Enzymatische Galactosylierung mit einem Aquivalent UDP-Gal fiihrt zur regioselektiven

Verldngerung des a-1,3-Arms.

Mit einem weiteren Aquivalent UDP-Galactose konnte die zweifach galactosylierte
Verbindung 62 erhalten werden. NMR-Experimente bestétigten die Galactosylierung des 1,6-
Arms vor der Galactosylierung des neuartig verkniipften N-Acetylglucosamins. Bei der
Darstellung von 62 wurde offensichtlich ein geringer Uberschuss UDP-Galactose verwendet,
so dass ca. 20% des Akzeptorsubstrats zu dem pergalactosylierten Produkt 63
weiterreagierten. Die zweifach bzw. dreifach galactosylierten Verbindungen 62 und 63 lielen

sich nicht mehr durch Gelfiltration (Superdex / Bicarbonat) trennen.
61

1 Ag. UDP-Gal, Galactosyltransferase,

OH OH OH alkalische Phosphatase
HO o
&/o Q HO=ARR OH
HO HO HO OH

NHA
¢ HsC\_—0n OH

NHAc Ho’m/
62 NHAc \(\/\/\

HO Q
HO
NHAc

Abb. 3.35: Enzymatische Galactosylierung von Verbindung 61 mit einem weiteren Aquivalent UDP-Gal fiihrt

zur regioselektiven Verldngerung des 1,6-Arms.
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Die Di-Galactoverbindung 62 wurde schlieBlich mit einem Uberschuss von UDP-Galactose
zur pergalactosylierten Verbindung 63 umgesetzt. Dies ist die erste Synthese eines
biantenndren N-Glycans, das neben den Antennen ein neues Verzweigungsmotiv aufweist,

das enzymatisch verldngert werden kann.
62

Uberschuf® UDP-Gal,
Galactosyltransferase, alkalische

O )
Phosphat
&/ Ho/‘ osphatase OH
HO oH

N
o OH ¢ H;C\—0

Q Q Ho/'
HO %Ho NHAc
OH NHAC How \w
63 NHAc \"/W\

s

Abb. 3.36: Enzymatische Galactosylierung von Verbindung 62 mit einem Uberschuss von UDP-Gal fiihrt zur

OH

NHAc

unerwarteten pergalactosylierten Verbindung 63.

Da die Pergalactosylierung problemlos durchzufiihren war, sollte gepriift werden, ob auch
eine Persialylierung mit o-(2,3)-Sialyltransferase (E.C. 2.4.99.6) erzielt werden kann. Zur
enzymatischen Sialylierung wurde das Akzeptorsubstrat 63 in einem Kakodylatpuffer mit pH
= 6.5 gelost. Der Puffer enthielt Natriumazid und Rinderserumalbumin. Es wurde
nacheinander ein Uberschuss an CMP-N-Acetylneuraminséure, alkalische Phosphatase (E.C.
3.1.3.1) und die a-(2,3)-Sialyltransferase (E.C. 2.4.99.6) zugegeben und bei 37°C inkubiert.
Bei einer nach 2 Stunden entnommenen Probe zeigte sich im ESI-MS neben wenig
unsialyliertem Edukt, einfacher und doppelter Sialylierung auch schon ein geringer Anteil des
dreifach sialylierten Produkts 64. Nach 48 Stunden bildete die persialylierte Verbindung 64

laut Massenspektrometrie das Hauptprodukt.

63

CMP-NeuAc, Sialyltransferase,
OHOH alkalische Phosphatase

HooC
KSR \%Q/ ol ¢
N Ho OH
HaC\=0m OH

OMOH NHAC

HOOC o OH
" Q HO—=
ﬂ%@\ &/ W NHAC /&/
How \w
OHOH
HOOC o OH 6a  NHAC NH2
K'%N”

NHAc

Abb. 3.37: Auch die a-(2,3)-Sialyltransferase (E.C. 2.4.99.6) akzeptiert den galactosylierten B-1,2-Arm als
Substrat.
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Bei der Isolierung des Lecl4-Glycans wurden die Glycopeptide zur Entfernung der
Neuraminsduren zundchst mit 10 mM Salzsdure bei 80°C und dann mit einem Gemisch
mehrerer  verschiedener  p-D-Galactosidasen und  N-Acetyl-B-D-Glucosaminidasen'*”!
behandelt. Daher Dbesteht die Moglichkeit, dass eine eventuell mit dem
B-1,2-N-Acetylglucosamin verkniipfte Galactose bzw. Neuraminsdure vor der Identifizierung
abgespalten wurde. Die enzymatische Verldngerung des B-1,2-N-Acetylglucosamins sowohl
mit Galactosyltransferase wie auch mit Sialyltransferase legt die Vermutung nahe, dass dieses
Strukturmotiv auch bei N-Glycanen der betreffenden CHO-Zellen gebildet wird und somit
natiirlich auftritt.

Da bei Verbindung 57 die Galactosylierung und die anschlieBende Sialylierung an sdmtlichen
Verzweigungen moglich ist, bei der sterisch gehinderten bisecting-Verbindung 60 jedoch nur
der a-1,3- und o-1,6-Arm verldngert werden, ist die Annahme &hnlicher sterischer
Verhiltnisse bei dem 1,2-verkniipften (57) und 1,4-verkniipften (60) N-Acetylglucosamin
offensichtlich nicht gegeben. Die gefundenen Ergebnisse lassen sich durch ,,molecular
modeling* veranschaulichen. Die Berechnungen wurden mit dem iiber das Internet frei
zuginglichen Programm ,,Sweet 2!"** der Abteilung ,,Zentrale Spektroskopie - Molecular
Modeling* des Deutschen Krebsforschungszentrums Heidelberg durchgefiihrt. Dort findet
sich auch am Beispiel des Agglutinins aus Sojabohnen ein Vergleich verschiedener Kraftfeld-
methoden (u.a. MM3, MM2, Amber etc.) sowie die betreffende Ré’)ntgenstmktur.[m] Zur
Berechnung wurden die Molekiile 57 und 60 in ,.Sweet2“ eingegeben, wobei der
Aminohexanoylspacer bzw. das in der Natur gefundene Asparagin am reduzierenden Ende
der beiden Nonasaccharide durch eine Hydroxygruppe ersetzt wurden. Die Berechnung
erfolgte fiir diese groBen Strukturen mit ihren mehr als 220 Atomen in ,,Sweet 2 mit dem
MM3(96)-Kraftfeld aus dem Tinker-Programm.!"*®! Die so erhaltenen Strukturen wurden als

1231 eingelesen und als 0.002 Elektronen/Bohr’-

pdb-Datei in das Programm Spartan
Oberflachenfunktion dargestellt.

Bei der grafischen Darstellung mit Spartan wurde zur Verbesserung der Ubersichtlichkeit die
N-Acetylgruppe am reduzierenden Zucker ausgeblendet, die Zuckerringe wurden
abwechselnd hell bzw. dunkel eingeférbt. Das Core-Trisaccharid (Zucker 1, 2 und 3) wurde
komplett hell belassen (Abb. 3.38).

Der Vergleich der beiden Strukturen zeigt, dass der bisecting-Rest (bis) von beiden Antennen
flankiert ist und eng an dem a-1,3-Arm (Zucker 4 und 5) anliegt. Dies steht auch mit der

experimentellen Beobachtung im Einklang, dass ein bisecting-Rest die Selektivitdt der

Galactosyltransferase  gegeniiber dem o-1,3-Arm  herabsetzt.'*?  Dadurch ist dieses
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3. Chemo-enzymatische Synthese des Lec14-N-Glycans

N-Acetylglucosamin kein Substrat flir die verwendete Galactosyltransferase. Das [-1,2-
verkniipfte N-Acetylglucosamin der Lecl4-Verbindung (Rest 7) ist hingegen relativ frei
zuginglich, was mit der beobachteten Galactosylierung in Einklang steht.

Die Isolierung und Identifizierung eines zelluldren Lec14-N-Glycans mit enzymatischer
Verlangerung durch Galactose und evtl. Neuraminsdure am B-1,2-, a-1,3- und a-1,6-Arm
wiirde die Existenz eines bisher nicht beobachteten Verzweigungsmotivs bei N-Glycanen

belegen und stellt somit eine duBerst interessante Herausforderung dar.
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4. Darstellung von LEC14-Neoglycoproteinen

4. Darstellung von LEC14-Neoglycoproteinen

Neoglycokonjugate bezeichnen allgemein Strukturen, bei denen Kohlenhydratanteile meist
iiber einen Spacer mit Tragermolekiilen verbunden sind. Als Trigermolekiile werden sehr
hdufig Proteine eingesetzt. Synthetisierte Glycoproteine, die nicht in der Natur vorkommen,
werden als Neoglycoproteine bezeichnet. Der grofite Vorteil von Neoglycokonjugaten bzw.
Neoglycoproteinen gegeniiber isolierten Glycoproteinen besteht darin, dass sie Kohlenhydrate
bekannter Struktur und Reinheit aufweisen. Das Problem der Mikroheterogenitit kann hier im
Gegensatz zu den isolierten Glycoproteinen umgangen werden.

Die Anbindung des Kohlenhydratanteils an das Tragerprotein erfolgt bei der Darstellung von
Neoglycoproteinen iiber verschiedene Aminoséuren bzw. deren funktionelle Gruppen. So ist
z.B. die Aminofunktion der Seitenkette von Lysin sehr gut geeignet, um eine Verkniipfung
mit Carbonsduren, Carbonylverbindungen, Imidaten oder Isothiocyanaten zu erzielen.!'*”
Neoglycokonjugate lassen sich z.B. zur Isolierung kohlenhydratbindender Proteine einsetzen.
Dazu werden die betreffenden Neoglycokonjugate z.B. an Sepharose immobilisiert und fiir
Affinitdtschromatographiesdulen verwendet. Auch die Bindungsspezifititen von Lectinen
bzw. Kohlenhydratbindungsstellen allgemein lassen sich mit Neoglycokonjugaten bestimmen.
Dabei konnen Neoglycokonjugate leicht z.B. mit Fluoreszenz- oder radioaktiven Markern,
aber auch Biotin versehen werden, was Bindungsassays stark vereinfacht. Durch die
Verwendung von Fluoreszenzmarkern konnen Neoglycokonjugate dariiber hinaus sehr
einfach als cytochemische Marker fiir die Visualisierung von Kohlenhydratbindungstellen in
Gewebe eingesetzt werden. Gerade in der Tumorpathologie eignen sich Neoglycokonjugate,
um Tumorgewebe zu visualisieren oder auch verschiedene Tumortypen zu unterscheiden.
Eine weitere mogliche Anwendung besteht im Drug-targeting durch Neoglycokonjugate, die
spezifisch z.B. an Tumorzellen binden. Auch kohlenhydratvermitteltes gezieltes Einbringen
von DNA-Molekiilen in bestimmte Zellen ist Gegenstand der Forschung.!'*”

Um das Lecl4-Glycan auf Ligandeneigenschaften fiir Lectine, fiir Tumorzellen in vitro und
auf die Bioverteilung in Tumorméausen untersuchen zu kénnen, wurde das Neoglycokonjugat
66 dargestellt. Die damit gewonnenen Ergebnisse konnen verglichen werden mit den
Untersuchungen an Neoglycokonjugaten von Rinderserumalbumin (BSA) mit biantenniren

galactosylierten und sialylierten ~ N-Glycanstrukturen'*®!

[138]

bzw. core-fucosylierten N-
Glycanen.
Zur Darstellung des Neoglycoproteins 66 wurde Verbindung 63 an kohlenhydratfreies BSA

gekoppelt. Dazu wurde das freie Amin 63 zundchst mit Thiophosgen in Wasser /
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4. Darstellung von LEC14-Neoglycoproteinen

Dichlormethan unter milden Bedingungen in das Isothiocyanat 65 iiberfiihrt.”**® Das
tiberschiissige ~ Thiophosgen = wurde  nach  Reaktionsende  (Kontrolle  durch
Diinnschichtchromatographie) in mehreren Waschschritten entfernt. AnschlieBend wurde das
Isothiocyanat 65 mit BSA umgesetzt, wo es an die basische Seitenkette von Lysinresten

bindet. Die abschlieBende Reinigung erfolgte durch Ausschlusschromatographie.

63

Thiophosgen, CH,Cl,, H,O
NaHCOj3, pH 8.5

HO , .
% ol It
HO. OH
NHAc OH
H;C O
Ho ©OH 3
HO NHAc
> =)
HO

H

BSA, H,0, NaHCO;, pH 8.5

HO
T .
Ho QH
HaC\—0m OH

Ho OH
&W 2 “0”
HO NHAc S
NHAC Ho/m/ i
OH N/ N
66 NHAc H H

NHAc

Abb. 4.1: Uberfiihren des freien Amins 63 in das Isothiocyanat 65 und Kupplung an BSA.

Anhand der quantitativen Kohlenhydratanalyse,!**! die durch MALDI-TOF-Spektren gestiitzt
wurde, wurden Belegungen von durchschnittlich 3.2 N-Glycaneinheiten pro Tragermolekiil
gefunden.

Mit Verbindung 66 steht erstmals ein Neoglycokonjugat mit dem Lec14-N-Glycan fiir weitere
Untersuchungen zur Verfiigung. In einer umfassenden Studie soll dieses Konjugat mit

anderen Konjugaten!**'*"

verglichen werden. Speziell der Vergleich der in der vorliegenden
Arbeit dargestellten Lec14-Struktur mit dem von J. Seifert™ synthetisierten bisecting-Motiv
ist interessant, da sich beide Strukturen nur in der Position der B-1,4-Verkniipfung eines N-
Acetylglucosamins unterscheiden, aber alleine aufgrund der gefundenen Besonderheiten
beziiglich der enzymatischen Verldngerung grof3e Unterschiede sowohl bei der Konformation
als auch bei der damit verbundenen Wirkung auf Kohlenhydratbindungsstellen zu erwarten

sind.
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5. NOD-Faktoren und Analoga: Darstellung und Aktivitét

5. NOD-Faktoren und Analoga: Darstellung und Aktivitat

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war es, NOD-Faktoren und Analoga zu
synthetisieren (Kapitel 5.1). Ein Teil der Verbindungen sollte in Wurzelhaartests an Medicago
sativa beziiglich der Féahigkeit zur Knollchenbildung mit einem isolierten, natiirlichen NOD-
Faktor verglichen werden (Kapitel 5.2.1). Weiterhin sollte die Wirkung speziell der leicht und
im groBBen Malstab zuginglichen Acylmonoglycoside auf die Keimféhigkeit und das
Wachstum von Weizen und Mais getestet werden (Kapitel 5.2.2). Dariliber hinaus wurden
Untersuchungen der Wirkung von Acylmonoglycosiden auf die T-Zell-Proliferation durch

den Arbeitskreis von Gerd Pluschke vorgenommen (Kapitel 5.2.3).

5.1 Darstellung von monomeren Glucosaminderivaten als NOD-Faktor-
analoga

Zunichst wurde Glucosaminhydrochlorid 67 an Position 2 mit Fettsduren verschiedener
Liange versehen, um Verbindungen zu erhalten, die dem nichtreduzierenden Ende der
natiirlichen NOD-Faktoren &hnlich sind. Dazu wurde aus D-Glucosaminhydrochlorid mit
Base das Amin freigesetzt und dieses anschlieBend N-acyliert. Die ersten Versuche wurden
mit Triethylamin als Base, den freien Carbonsduren und HOBt / EDC als
Kupplungsreagenzien in einem Ethanol / Wassergemisch durchgefiihrt. Die Ausbeuten waren
hoch, jedoch musste zur vollstindigen Abtrennung von HOBt und dem Harnstoffderivat das
Rohprodukt zundchst peracetyliert, sdulenchromatographisch gereinigt und anschlieend
wieder deacetyliert werden. Auf diese Weise wurden Derivate von Capron-, Capryl-, Caprin-,
Laurin-, Myristin-, Palmitin- und Behensdure (C = 6, 8, 10, 12, 14, 16 und 22) hergestellt. Das

Palmitinséurederivat 70 wurde auch schon von Dazzo und Hollingsworth synthetisiert und in

Pflanzentests eingesetzt.[gz]
OH OH OAc
EtOH / H,0 a Pyridin / Ac,0
HO ” e "o i —_ ACOA A
OH . 3 OH B E————— C OAc
67 NHg'Cl 2. EDC, HOBt, RT NH NaOMe NH
Carbonsaure .
(n=4, 6, 8, 10, 12, 14, 20) O ”-g- gg O
CHp)  N=e CH
(/ 2)n n=14: 70 (/ 2) n
H3C n=20: 71 H3C

Abb. 5.1: N-Acylierung von Glucosamin; der Acetylierungs- und Entschiitzungsschritt dient lediglich der
Reinigung.

Fiir biologische Untersuchungen wurden einige der Acylderivate auch {iber einen alternativen

Weg unter Vermeidung von HOBt und EDC hergestellt. Hierfiir bot sich die Freisetzung des
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5. NOD-Faktoren und Analoga: Darstellung und Aktivitét

Amins aus dem D-Glucosaminhydrochlorid mittels Natrium in Methanol an, danach erfolgte
direkte Zugabe des betreffenden Carbonsdurechlorids. Die Ausbeute war bei dieser Reaktion
aufgrund der Bildung des Carbonsduremethylesters bzw. der Hydrolyse des Saurechlorids
gering. Dennoch wurde diese Reaktion verwendet, da das Produkt nur mit dem
Carbonsédurechlorid und Natriummethoxid in Beriihrung kommt und leicht durch Waschen /
Zentrifugieren von den Edukten zu reinigen ist. Auf diese Weise wurden das Capron-, Capryl-
und Palmitinsdurederivat fiir Testzwecke synthetisiert.

OH 1. NaOMe / MeOH, OH

2. Carbonsaurechlorid
HO o) arbonséaurec orl: HO ')
HO OH HO OH

67 NH3'CI NH

O=< n=4: 68
(CHZ) n=8: 69

/ =14:
HC n n=14:70

Abb. 5.2: N-Acylierung von Glucosamin mit Carbonsaurechloriden in Methanol.

Dariiber hinaus wurden Analoga hergestellt, die an Position 2 N-acetyliert sind und am

anomeren Kohlenstoffatom als O-Glycosid!*” bzw. N-Glycosid!"*"! vorliegen.

OH Dioxan, p-TosOH OH
HO ROH HO iy
—_— CgH1g (73)
HO OH  90°C,22h HO CreHs
, Hss (74
72 NHAc AcHN 16Ha (74)
OR
OH i-Propanol, H,O OH
HO o) Hexadecylamin HO (F§=
72 NHAc AcHN

Abb. 5.3: Weitere Analoga, am anomeren Zentrum O- bzw. N-alkyliert.

Die oben beschriebenen Substanzen wurden fiir verschiedene Untersuchungen verwendet.
5.2 Biologische Untersuchungen mit monomeren Glucosaminderivaten

5.2.1 Einfluss monomerer Glucosaminderivate auf das Wurzelhaarwachstum

Die Fiahigkeit der Substanzen zur Knollchenbildung bei Leguminosen wurde unter Anleitung
und Hilfe von Herrn K. Niehaus im Arbeitskreis Piihler an der Fakultit fiir Biologie der
Universitit Bielefeld getestet. Die verwendeten Materialien und Methoden sind in Kapitel

8.11 beschrieben. Ein isolierter, natiirlicher NOD-Faktor (freundlicherweise von Herrn
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5. NOD-Faktoren und Analoga: Darstellung und Aktivitét

Niehaus zur Verfigung gestellt) wurde als Referenz auf die Wurzeln von Medicago sativa
aufgebracht. Dies resultierte in typischen Verformungen der Wurzelhaare verglichen mit

unbehandelten Wurzeln und lief sich mikroskopisch dokumentieren.

Abb. 5.4: Aufnahmen unbehandelter Wurzelhaare von Medicago sativa (Luzerne).

Anstelle der schlanken, geraden Form unbehandelter Wurzelhaare (Abb. 5.4) wurden bei
Applikation des NOD-Faktors Verformungen, wie v.a. Einkrimmungen (,,root hair curling®)
und Verzweigungen (,,branching®; Abb. 5.5), aber auch Haken (,,hooks*) und Wellen (,,wavy
forms*) gefunden. Vor allem das ,,curling® ist typisch fiir die Wirkung der NOD-Faktoren auf
die korrespondierenden Leguminosen. Die unverwechselbare ,,Hirtenstab“-Form (,,shepard’s
crook®), die eine 360°-Schleife der Wurzelhaarspitze beschreibt und ein extremes ,,curling®
darstellt, tritt auch vereinzelt durch Zugabe von isolierten NOD-Faktoren auf, ist jedoch

typischer fiir Inokulation mit lebenden Rhizobien.

Abb. 5.5: Von links nach rechts sind typische Effekte der betreffenden NOD-Faktoren auf Wurzelhaare von
Medicago sativa (Luzerne) dargestellt: curling bzw. ,halber” shepard’s crook, branching und ein

groBerer Wurzelbereich zum Uberblick.

Da die synthetisierten Verbindungen 69, 70 und 71 sehr schlecht bzw. nicht wasserldslich
sind, wurden sie in Dimethylsulfoxid geldst und diese Losungen 1:100 mit Wasser verdiinnt,
so dass 10* molare Losungen erhalten wurden. Da Dimethylsulfoxid jedoch auch
Auswirkungen auf das Wurzelwachstum hat, wurden zusitzlich Blindversuche mit
Dimethylsulfoxid ohne Zugabe von Kohlenhydratderivaten durchgefiihrt. Bei Applikation von
reinem Dimethylsulfoxid wurden vor allem ,Keulen“, aber auch schraubenzieherartige
Deformationen beobachtet, die fiir NOD-Faktoren typischen ,,curling® und ,,shepard’s crook*-

Strukturen wurden allerdings nicht gefunden. Die Wurzelhaarverdnderungen aufgrund von
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5. NOD-Faktoren und Analoga: Darstellung und Aktivitit

Dimethylsulfoxid sind im direkten Vergleich deutlich von NOD-Faktor-induzierten

Verdnderungen zu unterscheiden.

Abb. 5.6: Durch Dimethylsulfoxid verursachte wellenformige, schraubenzieherartige und keulenformige

Verdnderungen des Wurzelhaarwachstums.

Das Capronsédurederivat 68 konnte in reinem Wasser gelost und somit ohne Dimethylsulfoxid
appliziert werden. Jedoch wurden keine Verdnderungen im Vergleich zu den unbehandelten
Testpflanzen gefunden. Bei der ldngerkettigen Caprinsdureverbindung 69 konnten nur
vereinzelt Verzweigungsansitze (,,branching™) festgestellt werden, ansonsten waren auch hier

keine sichtbaren Verdanderungen zu beobachten.

Abb. 5.7: Caprinsdurederivat 69 zeigt zwar vereinzelte ,branching“-Ansitze, iliberwiegend aber werden

unveridnderte Wurzelhaare beobachtet.

Bei dem Palmitinsdurederivat 70 wurden Verdnderungen beobachtet, darunter sogar ein
»shepard’s crook®, iiber grofle Bereiche jedoch bleiben die Wurzelhaare unverindert, und die
meisten der gefundenen Verdnderungen, wie Wellenformen und Keulen, gehen vermutlich

auf den Einfluss von Dimethylsulfoxid zuriick.
|

A
y
/

Abb. 5.8: Bei Tests mit Palmitinsdurederivat 70 wurde ein ,,shepard’s crook* gefunden.

Bei Behensdurederivat 71 wurden keine Verdnderungen beobachtet, allerdings war diese

Verbindung schlecht 16slich, so dass die angestrebte Konzentration von 10 M / Liter sehr
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5. NOD-Faktoren und Analoga: Darstellung und Aktivitét

wahrscheinlich nicht erreicht wurde. Verbindung 73 zeigte nur vereinzelt Wellenformen und
Keulen, die vermutlich auf Dimethylsulfoxid zuriickzufiihren sind.

Dazzo und Hollingsworth® beschreiben die durch native NOD-Faktoren verursachten
Veranderungen an den Wurzelhaaren von Medicago sativa als ,,branching* bzw. bei Trifolium
repens als irreguldre Verformungen (,,irregular distortions*), die von Palmitinsdurederivat 70
verursachten Verdnderungen an den Wurzelhaaren von Medicago sativa aber als
schraubenzieherartig (,,corkscrews®) bzw. bei Trifolium repens als keulenférmig (,,balloon tip
swellings®). Die auch von uns in grosser Zahl gefundenen schraubenzieherartigen bzw.
keulenformigen Deformationen sind bei den in Bielefeld durchgefiihrten Wurzelhaartests
wahrscheinlich auf den Zusatz von Dimethylsulfoxid zuriickzufiihren (Abb. 5.6). Dieser
Zusatz war notwendig, um die lingerkettigen Acylverbindungen fiir die Applikation auf die
Wurzeln in Wasser zu 16sen. Auch von anderen Substanzen, die wachstumsschiddigend sind
bzw. Zellgifte darstellen (K. Niehaus, miindliche Mitteilung), ist eine keulenartige
Verdnderung der Wurzelhaare bekannt. Abgesehen von den keulenartigen und
schraubenzieherférmigen Deformationen konnten nur bei dem Caprinsdurederivat 69
vereinzelt ,,branching“-Ansitze (Abb. 5.7) und bei dem N-Palmitoylglucosamin 70 ein
»shepard’s crook® (Abb. 5.8) beobachtet werden. Das von den natiirlichen NOD-Faktoren
verursachte charakteristische ,,branching* hingegen wurde, wie auch bei Dazzo und
Hollingsworth, mit den synthetisierten Verbindungen so gut wie nicht beobachtet.

Die mit Medicago sativa gefundene Aktivitit erscheint als zu gering, um bei N-
Palmitoylglucosamin 70 von einer Minimalstruktur zu sprechen. Zur Absicherung der obigen
Ergebnisse sind aber weitere Tests notwendig. Denkbar wire z.B., die zu testenden
Substanzen direkt in das Ndhrmedium einzubringen. Dies konnte vor dem Autoklavieren
geschehen, wobei die Bestindigkeit der Substanzen wihrend des Autoklavierens noch
sichergestellt werden miisste, oder nach dem Autoklavieren in der Abkiihlphase vor dem
Giessen des Nidhrmediums. Somit konnte auch bei wasserunlslichen Substanzen auf den
Einsatz weiterer Losungsmittel verzichtet und Artefakte, wie z.B. durch die Verwendung von
Dimethylsulfoxid, ausgeschlossen werden.

Dariiberhinaus wiren Untersuchungen mit anderen Testsystemen sinnvoll. Es konnte z.B. der
Einfluss der zu testenden Substanzen auf Zellteilungen im Cortex (,,ccd’s®, ,,cortical cell
divisions®) untersucht werden, wie sie auch von natiirlichen NOD-Faktoren hervorgerufen
werden. Falls Dimethylsulfoxid hierbei nicht aktiv ist, konnte sogar das obige

Losungsverfahren fiir wasserunlosliche Verbindungen iibernommen werden.
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5.2.2 Untersuchungen zur Verbesserung der Keimfiahigkeit von Weizen und

Mais

Der Einflusses von monomeren Glucosaminderivaten auf die Keimfahigkeit und das
Wachstum von Weizen und Mais wurde von Dr. G. Kretzschmar in Frankfurt untersucht. Die
verwendeten Materialien und Methoden sind in Kapitel 8.12 beschrieben. Beobachtet wurden
hierbei tliber einen Zeitraum von 14 Tagen u.a. die Anzahl der gekeimten Korner
(Keimfdhigkeit), die Linge und das Gewicht der Pflanzen. Im einzelnen wurden folgende

Zusammensetzungen getestet:

OH OH
HO Q HO 2
HO OH HO

NH AcHN or
O=< n=4: 68

(CHz) n=8: 69 R=CgH4q: 73
H C/ n n=14:70
3 n=20: 71

Abb. 5.9: Fiir das Saatgutcoating verwendete Verbindungen.

Maximal gefundene Verbesserung

Formulierung Zusammensetzung der Keimfihigkeit relativ zum
(Nummer der Verbindung) unbehandelten Vergleich (%)

Weizen Mais

1 68 - 6.1 %

2 69 - 4.9 %

3 70 10.4 % 0.7 %

4 71 - 16.5 %

5 73 - 20.6 %

6 69 + 71 17.6 % 1.5%

7 69 + 71 + Fq. 19.6 % -1.4 %

Tab. 5.1: Angegeben sind die Zusammensetzung der einzelnen Formulierungen und die damit maximal
erzielte Verbesserung der Keimfahigkeit bei Weizen und Mais. ,Fq.“ steht hierbei fiir

Fluquinconazol."*?
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Abb. 5.10: Grafische Darstellung der maximal gefundenen Wirkung der Formulierungen (Tab. 5.1) auf die

Anzahl der gekeimten Samen, die durchschnittliche Lange und das Gewicht von Mais bzw. Weizen

nach einem Zeitraum von 14 Tagen verglichen mit den Blindproben.!'*”

Bei den Testergebnissen von Tab. 5.1 ist allerdings zu beriicksichtigen, dass bei
Blindversuchen ohne die zu testenden Substanzen eine Schwankungsbreite von etwa *8 %
auftritt. Da sich ferner bei Wiederholung der Testreihen z.T. unterschiedliche Werte ergaben,

sind weitere Tests zur Absicherung der obigen Ergebnisse erforderlich.

5.2.3 Wirkung von Acylmonoglycosiden auf die T-Zell-Proliferation

Ein ganz anderes Gebiet, in dem Glycolipide eine Rolle spielen, ist die Immunologie. Die
meisten T-Zellen des Immunsystems erkennen prozessierte Antigene von Krankheitserregern
in Form von kurzen Peptiden, die von MHC-Molekiilen prisentiert werden. Wie in jlingerer
Zeit gezeigt werden konnte, werden mehrere T-Zell-Unterklassen aber auch von Lipiden,
Glycolipiden und phosphorylierten Verbindungen stimuliert. Fiir die Pridsentation dieser
nichtpeptidischen Antigene ist die CDI1-Glycoproteinfamilie verantwortlich. Dabei werden
Glycolipide mit ihrem Lipidanteil in der hydrophoben Spalte des CD1-Glycoproteins
verankert und den T-Zellen présentiert. Die bisher gefundenen aktiven Glycolipidantigene
weisen Mycolsdure oder verwandte Strukturen mit zwei Alkylketten als Lipidanteil auf.
CDI-Molekiile wurden mittlerweile auf vielen Antigen-prisentierenden Zellen nachge-

wiesen, 143144
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1451 im Arbeitskreis

Untersuchungen der T-Zell-Proliferation wurden von Maxence Salomon
von Gerd Pluschke, Schweizerisches Tropeninstitut, Basel, vorgenommen. Hierfiir wurden
die Glycolipide 68 — 70 und 73 — 75 in hitzebehandeltem Humanserum geldst. Als positive
Blindprobe wurde Isopentenylpyrophosphat (IPP) eingesetzt, die negative Blindprobe wurde
ohne Antigen durchgefiihrt.

451 Eine

Die untersuchten Acylmonoglycoside waren in allen durchgefiihrten Tests negativ.
Moglichkeit fiir die fehlende Aktivitdt wére eine inkorrekte Prdsentation der untersuchten
Glycolipide aufgrund der verwendeten Fettsduren, die im Gegensatz zu den gefundenen
Mycolsdurederivaten nur eine Alkylkette aufweisen. Moglicherweise ist die fehlende
Aktivitdt aber auch auf die Verwendung von Glucosamin als polarer Kopfgruppe oder eine

geringe Bioverfiigbarkeit der schlecht 16slichen Verbindungen zuriickzufiihren.

5.3 Syntheseplanung zum Aufbau von Lipochitooligosacchariden

Um weitere Untersuchungen mit natiirlichen oder modifizierten Strukturen durchzufiihren,
sollten auch Lipochitooligosaccharide (LCOs) synthetisiert werden. Ein weiteres Ziel der
vorliegenden Arbeit war eine universelle Synthese zum Aufbau von Lipochitooligo-
sacchariden mit mehreren Modifikationsmdglichkeiten zu entwickeln, um in mdglichst
wenigen Stufen zu natiirlichen NOD-Faktoren mit verschiedenen Substituenten zu gelangen

und dariiber hinaus auch einen einfachen Zugang zu Analoga zu bieten.

NHR1
NHAc AcHN

= Fettsaurereste
i \_\ R? = H, SO3’, Fucose etc. K //

OMp
HO Q
Fettsaure OBzl BzIO N3
(auch ungesattigte o 16 NPht
und + ClAcO SE +  oder
Acyloxyacyl-Verbin- BzIO t T
dungen) 76 NPht (firR"=H) OBzl
HO Q
BzIO N3
78 NPht

Abb. 5.11: Retrosynthetische Uberlegungen fiir NOD-Faktoren und Analoga.

Dabei sollte von Bausteinen ausgegangen werden, die sich fiir die Synthese von N-Glycanen

bewihrt haben und leicht zugéinglich sind. Fiir das reduzierende Ende stehen dabei die beiden
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Azide 16 und 78 zur Verfiigung. Die OMp-Schutzgruppe von Verbindung 16 erlaubt dabei
die spdtere Einfiihrung z.B. eines Sulfat- oder Fucosylrestes. Falls dies nicht erwiinscht ist,
spart die einfacher zugingliche Verbindung 78 den Entschiitzungsschritt der OMp-
Schutzgruppe. Zur Kettenverlingerung soll das Thioglucosid 76 eingesetzt werden, die
Oligomerenldnge ist dadurch je nach Syntheseziel variabel einstellbar. Die Azidschutzgruppe
am reduzierenden Ende ermoglicht dariiber hinaus die Einfiihrung weiterer Substituenten fiir

die Darstellung von Analoga.

5.3.1 Darstellung natiirlicher NOD-Faktoren

Als Zielmolekiil wurde ein tetramerer NOD-Faktor ohne Sulfatgruppe in Position 6 am
anomeren Ende gewdhlt. Dazu wurde zundchst Verbindung 78 analog der Darstellung von

Thioglucosid 18 aus Verbindung 77 in einer Ausbeute von 91 % dargestellt.

OBzl
ph/VOO 0 Et;SiH, TFA o
_—
BzIO N3 HO o N
NPt CH,Cl, (91%) z 3
77 78 NPht

Abb. 5.12: Reduktive Acetaldffnung von Verbindung 77.

Baustein 76 konnte mit Verbindung 78 unter Aktivierung durch N-Iodsuccinimid und
Trifluormethansulfonsdure in Dichlormethan gekoppelt und anschlieBend mit Kaliumcarbonat

schonend entschiitzt werden, wobei das Chitobiosylazid 30 erhalten wurde.

OBz OBzl
CIACO Q HO Q
BzIO SEt BzIO N3
76 NPht 78 NPht
1. TfOH, NIS,
CH,Cl,

2. K,CO3, CH,Cly,
MeOH (1.-2.: 92%)

OBzl
NPht
BzIO 0 Q
HO o BzIO N3
0Bz 30 NPht

Abb. 5.13: Kupplung des Thioglucosids 76 mit Akzeptor 78.

Das Ethylthioglucosid 76 besitzt gegeniiber der Verwendung eines Trichloracetimidats oder

ecines Fluorids™®®

als Donor den Vorteil, dass die Darstellung des Thioglucosids weniger
Stufen erfordert, Thioglucoside auerdem stabiler sind als Imidate und bei Raumtemperatur

gelagert werden konnen. Die Ausbeute der Thioglucosidkupplung und der anschlieBenden
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5. NOD-Faktoren und Analoga: Darstellung und Aktivitét

Entschiitzung iibertraf sogar die Ausbeute, die mit dem entsprechenden Fluorid iiber beide
Stufen erhalten wurde.”®

Das  Chitobiosylazid 30 wurde mit dem Donor 76 unter den gleichen
Glycosylierungsbedingungen verldngert und zu dem Trisaccharid 79 entschiitzt. Durch
wiederholtes Glycosylieren lassen sich so sehr leicht Chitooligomere mit variabler Lénge

ausgehend von den beiden Grundbausteinen herstellen.

OBzl OBzl
NPht
CIAcO BzIO '} Q
BzIO SEt HO '0) BzIO N3
76 NPht OBz 30 NPht
1. TfOH, NIS,
CH,Cl,

2. K,CO3, CH,Cl,,
MeOH (1.-2.: 90%)
OBzl OBzl

NPht
HO Q  BzIO 0 Q
BzIO O o BzIO N3
NPht OBzl 79 NPht

Abb. 5.14: Durch die sukkzessive Kupplung von Thioglucosiden an die Akzeptorverbindungen lassen sich

Chitooligomere mit variabler Lénge darstellen.

Da eine tetramere Verbindung dargestellt werden sollte, wurde an dieser Stelle das

Trisaccharid 79 in einer dreistufigen Reaktionsfolge zur Acetamidoverbindung 81

umgewandelt.
OBz OBzl
NPht
HO Q  BzO 0 Q
BzIO O o BzIO N3
NPht OBzl 79 NPht
1. MeOH,
Ethylendiamin
OBzl OBzl
NH,
HO Q  BzIO 0 Q
BzIO O o BzIO N3
NH, OBzl go NH

2. Ac,0, Pyridin
3. MeNH,, MeOH / Wasser

(1.-3.: 90%)
OBz OBz
NHAC
HO Q  BzlO 0 Q
BzIO O o BzIO N3
NHAc OBzl g1 NHAc

Abb. 5.15: Uberfiihren der Phthalimidoverbindung 79 in die Acetamidoverbindung 81.
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Zunéchst wurden die Phthalimidoschutzgruppen mit Ethylendiamin in Methanol vollstindig
entfernt. Hierbei bot die Verwendung von Methanol gegeniiber dem sonst {iblichen #-Butanol
den Vorteil, dass Diinnschichtchromatographie direkt mit der Reaktionslosung betrieben
werden und das Einengen rasch bei Raumtemperatur erfolgen konnte. Im anschlieBenden
Schritt wurde peracetyliert, und anschlieend die O-Acetylgruppe wieder entfernt.

Die Glycosylierung des Trisaccharids 81 zum Tetrasaccharid 83 wurde zundchst unter
Verwendung des Thioglucosids 76 mit N-lodsuccinimid und Trifluormethansulfonsidure
durchgefiihrt. Dabei trat jedoch starke Zersetzung auf, so dass fiir diese Glycosylierung das
Fluorid 82 aus dem Thioglucosid 76 hergestellt®® und unter Aktivierung durch Bortrifluorid-
Etherat mit dem Trisaccharid 81 zu dem Tetramer 83 gekoppelt wurde. Das Tetramer 83 stellt
durch die selektiv entschiitzbare Phthalimido- bzw. Azidschutzgruppe eine universelle

Vorstufe fiir NOD-Faktoren und Analoga dar.

OBzl OBzl
OBzl NHAc
CIAcO BzIO
BzIO BzIO BzIO
NPht NHAc OBzI NHAc

BF5*OEt,, CH,Cl,
(68%)

OBz OBzl
CIAcO BzIO
BzIO BzIO
NPht OBZl 83 NHAC

Abb. 5.16: Tetrasaccharid 83 als Vorstufe fir NOD-Faktoren.

Fir die Darstellung von NOD-Faktoren wurden in Verbindung 83 in einem Schritt die
Phthalimido- und die sehr labile Chloracetylschutzgruppe entfernt.

OBzl OBZI
CIAcO BZ|O
BzIO BZIO
NPht OBZ| 83 NHAC

Ethylendiamin, MeOH, 50°C
(80%)

OBzl OBzI
BzIO
BzIO BzIO
OBzI 84 NHAC

Abb. 5.17: Entschiitzung zu dem Amin 84.
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Bei der Reinigung des Amins 84 iiber Kieselgel wurde nur eine Ausbeute von ca. 60 %
erzielt. Die alternative Reinigung liber RP18-SepPak-Kartuschen fiihrte bei dieser polaren
Verbindung zu besseren Ausbeuten von 80 %.

Uber die freie Aminofunktion kdnnen Fettsiurereste eingefiihrt werden. Das fiir Verbindung
90 bendtigte Palmitinsdurechlorid ist kauflich erhiltlich, fiir die parallel durchgefiihrte
Synthese der Acyloxyacylverbindung 91 musste hingegen die (R,S)-3-(Hexadecanoyl-
oxy)-hexadecansidure 89 zunichst dargestellt werden. Um sowohl die (R)- wie auch die (S)-
Verbindung enantiomerenrein zu erhalten, sei auf die Synthese von B. Jakob, G. Voss und
H. Gerlach"® verwiesen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde jedoch absichtlich das
Enantiomerengemisch synthetisiert. Dazu wurde Bromessigsdurebenzylester 85 mit

Tetradecanal 86 und Zinkspinen unter Reformatsky-Bedingungen!'*”

umgesetzt. Der so
erhaltene (R,S)-3-Hydroxyhexadecansdurebenzylester 87 wurde mit Palmitinsdurechlorid,
Pyridin und DMAP in den (R,S)-3-(Hexadecanoyloxy)-hexadecansdurebenzylester 88
tiberfiihrt. Nach Entfernung des Benzylesters durch Hydrieren iiber Palladium/Kohle (10 %)

wurde (R,S)-3-(Hexadecanoyloxy)-hexadecansiure 89 erhalten.

o) 0
BZIOJ\/Br HJ\/\/\/\/\/\/\
85 86
Zn-Spane,
Ether/Benzol
0,
O OH (56%)
BZ|O)J\/K/\/\/\/\/\/\
87
Palmitinsaurechlorid,
Pyridin, DMAP
0 (70%)

Pd/C (10%), Ho,
MeOH/Cyclohexan
0 (98%)

6 O
HOW\/\/\/\

89

Abb. 5.18: Darstellung der Acyloxyacylverbindung 89.

Palmitinsdurechlorid wie auch die (R,S)-3-(Hexadecanoyloxy)-hexadecansidure 89 wurden an

das Tetrasaccharidamin 84 gekoppelt.
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OBz OBzl
BzIO
BﬂO BﬂO
OBﬂ 84 NHAC

A) Palmitinsdurechlorid, B) Acyloxyacyl-Verbindung 89,
NEt;, CH,Cl, HOBt, TBTU, DIPEA, NMP
(96%) (44%)
OBzl OBzI
BzIO
BzIO BzIO
OBZl NHAC
A)R=

20
O
B)R=
o1 \n/\s/\/\/\/\/\/\/
o o\n/\/\/\/\/\/\/\/

)

Abb. 5.19: Acylierung von Verbindung 84 mit Fettséuren.

In der nachfolgenden Reaktion wurde das Azid zum Amin reduziert und das Amin in das
Halbacetal (92 und 93) tiberfiihrt.
90, 91

1. Propandithiol, NEtz, CH,ClI,
2. MeOH, Eisessig, Wasser

OBz OBzl

NHA
HO BzIO O
BzIO O o BzIO OH

NHR) OBzl NHAG
2

= WWV\/\/\/ 70%
92
O

=W/\/\/\/\/\/ 86%
93
0] O\n/\/\/\/\/\/\/\/

O

Abb. 5.20: Uberfiihrung der Azide 90 und 91 zu den Hydroxyverbindungen 92 und 93.

Die anschlieBende Hydrierung zu den Verbindungen 94 bzw. 95 verlief schleppend und mit
schlechter Ausbeute unter Bildung von Nebenprodukten. Dies ist vermutlich auf den
Palladiumoxidhydratkatalysator ~zurlickzufiihren, da mit dieser Charge auch andere
Mitarbeiter bei Hydrierungen ihrer Substanzen schlechte Ergebnisse mit z.T. nicht erklarbaren

Nebenprodukten erhielten. Das Reaktionsprodukt ist auBerdem sehr schlecht 16slich, so dass
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5. NOD-Faktoren und Analoga: Darstellung und Aktivitét

bei zukiinftigen Hydrierungen eine geringere Menge Substanz in wesentlich mehr Methanol
als Losungsmittel verwendet werden sollte. Die erhaltenen Endverbindungen 94 und 95 sind
in Wasser, Acetonitril, Methanol, Chloroform, Dimethylformamid, Dimethylsulfoxid oder
Gemischen davon nicht oder nur extrem schlecht loslich. Losen lassen sie sich hingegen in

NMP oder Gemischen aus i-Propanol / 1M Ammoniumacetatlosung.

92, 93
PAO*H,0, Hy,
MeOH, AcOH

OH OH
NHA
HO Q| HO 0 Q
HO O o) HO OH
NHR OH NHAC

2
i \n/\/\/\/\/\/\/\/ 24%
94
0]

= nicht best.
R WN\/\/W
O O\n/\/\/\/\/\/\/\/

0]

Abb. 5.21: Darstellung der Zielverbindungen 94 und 95.

Bei der Hydrierung von Verbindung 93 wurde dariiber hinaus zwar das gewiinschte Produkt
95 erhalten, aber auch geringe Mengen von Verbindung 94, die vermutlich iiber eine
Eliminierung der Estergruppierung aus Produkt 95 entsteht. Es wurde auf diesem Wege
deshalb nicht weiter gearbeitet, sondern der Zugang iiber einen alternativen Weg gesucht.

OBz OBzl
NHA

HO BzIO O
BzIO O O |BzO N3

NH, OBz 84 NHAc
2

Propandithiol, NEtg,

MeOH
OBz OBzl
NHA
HO BzIO 0O
BzIO o o BzIO NH;
NH> OBzl 96 NHAc

2

THF, Eisessig, Wasser

OBz OBz
NHA

HO BzIO (®)
BzIO O o BzIO OH

NH, OBz 97 NHAc
2

Abb. 5.22: Uberfiihrung der Azidoverbindung 84 in die Hydroxylverbindung 97.
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Da aufgrund der abschlieBenden Hydrierung keine Verbindungen mit ungeséttigten
Fettsdureresten dargestellt werden konnen, wurde die Hydrierung vor der Kupplung der
Fettsdure durchgefiihrt. Dazu musste zunichst bei dem Amin 84 die Azidfunktion in eine
Hydroxylgruppe iiberfiihrt werden. Die Reduktion des Azids zum Amin verlief mit
Propandithiol problemlos. Nach Trocknung im Hochvakuum wurde die Verbindung 96 ohne
weitere Reinigung in einem Gemisch aus THF, Eisessig und Wasser geldst und 30 Minuten
geriihrt.

Dabei entstand zwar das gewiinschte Halbacetal 97, jedoch war das Propandithiol bei der
Umsetzung der Hauptmenge an 84 im Gegensatz zu den vorausgegangenen kleinen
Testversuchen offensichtlich beim Trocknen nicht vollstidndig entfernt worden und fiihrte zu
einer irreversiblen Dithianbildung unter Ringdffnung am reduzierenden Ende. Dieses
Nebenprodukt 98 lieB sich sdulenchromatographisch nicht vollstindig abtrennen, eine
Ausbeutebestimmung war dadurch nicht mdglich. Es wurden verschiedene Dithian-
entschiitzungen versucht, diese blieben jedoch entweder erfolglos oder fiihrten zu Zersetzung.
Um die Dithianbildung zu vermeiden, muss das Glycosylamin nach der Reduktion mit

Propandithiol isoliert und gereinigt oder eine andere Azidreduktion (z.B. Hydrierung)

OBz OBz
NHA
HO BzIO o) OH s
BzIO J |BzO
NH, OBz 98 AcHN S
2

Abb. 5.23: Dithian 98 wurde als Nebenprodukt erhalten.

erwogen werden.

Verbindung 97 wurde trotz der Verunreinigung mit dem Dithian 98 hydriert. Dies gelang in

73 % Ausbeute nach Gelfiltration. Es lieB sich keine Dithianverbindung mehr nachweisen.

97
PdO*H,0, H,

MeOH, Eisessig
(73%)

OH OH

NHA
HO HO O
HO 0 HO OH

NH, OH 99 NHAcC
Abb. 5.24: Hydrierung von Verbindung 97.
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Das Amin 99 war damit zur Kupplung verschiedenster, auch ungesittigter oder veresterter,
Fettsduren vorbereitet. Fiir die Kupplung wurden die jeweiligen N-Hydroxysuccinimidester

der entsprechenden Fettsduren eingesetzt.

0O
0]

A

N—OH HO R
l EDC, Dioxan, CH,CI,

@) (A: 65%, B: 89%)
e) ji A)R= o~~~
0 R 100
N B)R=
101 3
O \n/\/\/\/\/\/\/\/

o)

Abb. 5.25: Darstellung der aktivierten Fettsduren 100 und 101.

Die sdulenchromatographisch gereinigten Aktivester 100 und 101 wurden mit dem Amin 99
in NMP gekoppelt. Laut Diinnschichtchromatographie und Massenspektrometrie verlief die

Umsetzung glatt und in guter Ausbeute.

OH OH
NHA
HO HO @)
H C 0 H OH
NH, OH 99 NHAc
2

A) N-Palmitoylsuccinimid 100, | B) N-Acyloxyacylsuccinimid 101,

NMP NMP
(55%) (Ausb. nicht bes’ummt)
OH
NHAc
A)R =
94

O
B)R=
95 \n/\s/\/\/\/\/\/\/
) O\n/\/\/\/\/\/\/\/

)

Abb. 5.26: Die Kupplung der aktivierten Fettsduren erfolgte ohne Zugabe weiterer Substanzen; dies erleichterte
die Reinigung der schlecht 16slichen Zielverbindungen 94 und 95.

Problematisch gestaltete sich jedoch wiederum die Reinigung, da sich die Produkte 94 und 95
in Methanol nur in einer Konzentration von weniger als 1.5 mg/ml 16sen und

dementsprechend in mehreren kleinen Portionen {iber die verwendete Sephadex-LH20
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Gelsdule gereinigt werden mussten. Abhilfe konnte die Verwendung von NMP bringen, da
die Produkte in NMP I6slich sind und NMP als mobile Phase fiir Sephadex-Gelsidulen
beschrieben ist.'**! Auch ist eine Reinigung iiber Kieselgel mit einem Laufmittelgemisch aus
i-Propanol / 1M Ammoniumacetatlosung denkbar, konnte aber aufgrund der vielen polaren
Gruppen der Verbindungen 94 und 95 zu hohen Verlusten fiihren. Bei einer Wiederholung der
Synthesen sollten diese Moglichkeiten unbedingt verfolgt werden, um die bei der Reaktion in
NMP in groen Mengen leicht erhéltlichen Verbindungen 94 und 95 rasch und effizient
reinigen zu konnen.

Ein weiteres Problem stellt die Aufnahme von NMR-Spektren dar. Mit D,O, MeOD, CDCl;
oder Gemischen davon konnte keine zufriedenstellende Loslichkeit erreicht werden. Auch in
[Dg]-Dimethylsulfoxid sind die Substanzen nur in sehr geringer Menge (deutlich weniger als
2 mg/ml) 16slich, so dass nur das Palmitinsdurederivat 94 gemessen wurde und die Qualitat
der Spektren aufgrund der niedrigen Konzentration der Probe gering ist. Dennoch konnte
Verbindung 94 aus den gegebenen Spektren zugeordnet werden. Eine weitere Moglichkeit
bietet die Verwendung von deuteriertem NMP fiir NMR-spektroskopische Untersuchungen,
das kauflich erhéltlich ist.

Die Zielverbindungen 94 und 95 stehen somit fiir weitere Untersuchungen, speziell fiir

Untersuchungen zur Rhizobien-Leguminosen-Symbiose, bereit.

5.3.2 Darstellung von Analoga

Der gewihlte Syntheseweg und die Verwendung des Azids 78 bieten den Vorteil, iiber die
maskierte Aminfunktion der Azidschutzgruppe weitere Substituenten an Position 1 des
reduzierenden Zuckers einzufiihren. Dazu wurde zunichst die phthalimidogeschiitzte und

chloracetylierte Verbindung 83 entschiitzt und in Verbindung 102 {iberfiihrt.

OBzl OBzI
CIAcO BzIO
BzIO BzIO
NPht OBZI 83 NHAC

1. Ethylendlamln, MeOH

2. Ac,0, Pyridin

3. MeNH,(40% in Wasser), MeOH
(1.+2.: 60%)

OBz OBzI
BzIO
BZIO BZIO
AcHN OBZI 102 NHAC

Abb. 5.27: Darstellung der vollstindig N-acetylierten Verbindung 102.
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Die geschiitzten Verbindungen 103 und 104 wurden durch Reduktion von 102 und

anschlieende Kupplung von Palmitinsdure bzw. der Acyloxyacylverbindung 89 dargestellt.

OBz OBZI
BZIO
BZIO BZIO N3
AcHN OBZI 102 NHAc

1 Propandlthlol NEts, 1 Propandlthlol NEts,
MeOH MeOH

2. Palmitinsaure, 2. Acyloxyacyl-Verbindung 89,
HOBt, TBTU, DIPEA, DMF HOBt, TBTU, DIPEA, DMF
(1.+2.: 66%) (1.+2.: 63%)

OBzl OBzI
BzIO
BZIO BZIO NHR
AcHN OBzI NHAc

AR =
103\[]/\/\/\/\/\/\/\/
0]
B)R=
104\[]/\(\/\/\/\/\/\/
O O\n/\/\/\/\/\/\/\/

0]

Abb. 5.28: Darstellung von NOD-Faktoranaloga, bei denen der Lipidteil am anomeren Zentrum des reduzie-

renden Zuckers verkniipft ist.

AbschlieBend wurden die benzylgeschiitzten Verbindungen 103 und 104 hydriert.

103, 104

MeOH, Eisessig,

PdO*H20
OH OH
NHA
HO Q |.HO o Q
HO O o) HO NHR
AcHN OH NHAc

Abb. 5.29: Abschlieende Hydrierung zu den synthetischen NOD-Faktoranaloga 105 und 106.
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Aufgrund der Beobachtung, dass bei Hydrierungen mit Palladiumoxidhydrat unter
Verwendung von Eisessig die Esterbindung der Acyloxyacylverbindungen, wenn auch nur in
geringem Umfang, angegriffen wird, wurden Versuche zur schonenderen Hydrierung
unternommen. Der Versuch, génzlich auf Essigsdure zu verzichten, brachte keinen Erfolg,
aber bei Zugabe einer geringen Menge an Essigsdure (weniger als 20 % der normalerweise
verwendeten Menge) wurde das gewiinschte Produkt erhalten. Laut massenspektrometrischer
Untersuchung konnte kein Verlust der Estergruppe nachgewiesen werden. Trotz einer
geringfiigig besseren Loslichkeit der Verbindungen 105 und 106 gegeniiber den
Verbindungen 94 und 95 gestaltete sich auch hier die Reinigung aufwendig.

Zwar konnen bei diesem Syntheseweg keine ungesittigten Aclyreste verwendet werden,
jedoch konnte dieses Problem leicht durch die Wahl eines geeigneten Spacers umgangen
werden. Nach der Kupplung und anschlieenden Hydrierung der Verbindung kdnnten an eine
Aminofunktion z.B. eines Aminohexanoylspacers ungesittigte Verbindungen gekoppelt
werden.

Uber den gezeigten Syntheseweg wurden somit die vier Lipochitooligosaccharide 94, 95, 105
und 106 hergestellt, die fiir weitere Untersuchungen bereit stehen. Die modular aufgebaute
Synthesestrategie bietet dariiber hinaus einen leichten Zugang zu zahlreichen weiteren

Verbindungen.
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6. Zusammenfassung

Zucker spielen eine entscheidende Rolle in vielen Bereichen des Lebens. Zur Untersuchung
ihrer mannigfaltigen biologischen Eigenschaften sind definierte Verbindungen notwendig.
Diese Arbeit sollte durch chemo-enzymatische Synthese des von P. Stanley isolierten Lec14-
N-Glycans 58, das eine B-1,2-Verkniipfung von N-Acetylglucosamin mit dem B-Mannosid des
Core-Trisaccharids aufweist, den Strukturvorschlag verifizieren und Neoglycoproteine mit
dieser Oligosaccharidstruktur fiir biologische Studien bereitstellen.

Zum Aufbau des dazu notwendigen Core-Trisaccharids 39 konnte die Synthese des
p-Methoxyphenylbausteins 16 deutlich verbessert werden. Auch konnten bei der reduktiven
Acetaloffnung von Verbindung 17, die vielseitig einsetzbar ist, Verbesserungen eingefiihrt
werden.

Im Rahmen der Core-Trisaccharidsynthese wurden Versuche zur direkten p-selektiven
Mannosylierung durchgefithrt. Die mit den Donoren 24 und 26 durchgefiihrten
Glycosylierungen mit Cyclohexanol als Akzeptor verliefen B-selektiv und mit sehr hohen
Ausbeuten. Mit Chitobiosylazid 30 als Akzeptor wurden Trisaccharide erhalten, allerdings
mit geringen Ausbeuten und schlecht abtrennbaren Verunreinigungen. Das Core-Trisaccharid
39 wurde daher durch Inversion aus der Glucoverbindung 38 hergestellt.

An Pentasaccharid 41 erfolgte die GlcNAc-B-1,2-Anbindung an die Mannose des Core-
Trisaccharids unter Verwendung des Donors 42. Verschiedene Testreihen fiihrten zum
Auffinden eines schmalen Temperaturfensters und zu optimierten Reaktionsbedingungen fiir
die Darstellung des Hexasaccharids 44.

Durch Glycosylierung mit dem Disaccharid 40, Donor 51 und anschlieBender Entschiitzung
wurde das Lecl4-Nonasaccharid 54 erhalten. Dieses wurde nach der Kupplung mit Z-
Aminohexansdure 55 durch Hydrieren in Verbindung 57 iiberfiihrt. Verbindung 57 stiitzte
durch Vergleich mit den NMR-Daten von Verbindung 58 den Strukturvorschlag von
P. Stanley und stellte das Substrat fiir enzymatische Synthesen dar.

OH OH
<0
HO Q. HO=Q OH
HO HO OH
NHAc OH
OH OH HiCA—0

{0
HO Q. Ho==-Q 0
HO HO 0] NHAc o

-Q
NHAC HO ‘;Q/ HO 0 H
O\/v o) o H/o%/N

HO Q
HO

NH,
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Bei der enzymatischen Galactosylierung wurde jeweils nur ein Aquivalent UDP-Galactose
eingesetzt. Dadurch konnten nacheinander die einfach, zweifach und dreifach galactosylierten
Verbindungen 61, 62 und 63 erhalten werden. Durch NMR-spektroskopische Untersuchungen
wurde eine Selektivitdt der Galactosyltransferase fiir den a-1,3-Arm, dann den a-1,6-Arm und
schlieBlich den p-1,2-Arm gefunden. Auch die Sialylierung aller drei Arme konnte
massenspektroskopisch mit Verbindung 64 belegt werden. Da bei Verbindung 57 die
Galactosylierung und die anschlieBende Sialylierung unerwarteterweise an sédmtlichen
Verzweigungen moglich ist, liegt die Vermutung nahe, dass dieses Strukturmotiv auch bei
N-Glycanen der betreffenden CHO-Zellen gefunden werden kann.

PO 00 Ho °H OH (ong
T AN N = o
cHN HO HO OH
HO OH OH
HaC. o]

NHAc

OHOM oo o OH OH o0
..... Q Q HO—X <_|-Q
Hd OH NHAC HO ‘;j&/ HO o Q H
OHOH on O—— o d ThHo N ™™
2

HOOC 1o OH H \w /&/
a a OH 64 NHAc 4
KKE' ..... O O O
cHN
HO OH

NHAG
Die dreifach galactosylierte Verbindung 63 wurde fiir die Darstellung des Neoglycoproteins
66 tiber das Isothiocyanat 65 an Rinderserumalbumin (BSA) gebunden. Somit steht erstmals
ein Neoglycoprotein mit dem Lec14-Oligosaccharid fiir biologische Untersuchungen bereit.
Im Pflanzenreich sind fiir eine erfolgreiche Symbiose zwischen Leguminosen und Rhizobien
die von den Bakterien sekretierten NOD-Faktoren essentiell. Da Dazzo und Hollingsworth
N-Palmitoylglucosamin als Minimalstruktur fiir NOD-Faktoren ansehen, wurden
N-Palmitoylglucosamin 70 und andere Monosaccharidderivate fiir  biologische
Untersuchungen bereitgestellt.

Bei Untersuchungen an Medicago sativa (Luzerne) wurde in Zusammenarbeit mit Herrn
K. Niehaus in Bielefeld jedoch nur eine geringe Aktivitit der getesteten Verbindungen
gefunden, so dass diese nicht als Minimalstrukturen angesehen werden sollten.

Der Einfluss der Monosaccharidderivate auf die Keimfdhigkeit und das Wachstum von
Weizen und Mais wurde von Dr. G. Kretzschmar in Frankfurt untersucht. Die z.T. sehr guten
Ergebnisse miissen aber aufgrund der hohen Schwankungen bei den biologischen
Untersuchungen durch weitere Messreihen abgesichert werden.

Fir weitere Untersuchungen wurde eine Synthese von natiirlichen NOD-Faktoren und
Analoga etabliert. Dabei wurde auf die funktionalisierten Monosaccharidbausteine 76 und 78
zuriickgegriffen, die in grolen Mengen einfach zuginglich sind. Die Aminogruppe des

Tetrasaccharids 84 ist fiir die Kupplung mit Acylresten funktionalisiert.
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6. Zusammenfassung

Nach der Kupplung von Acylresten an Verbindung 84 und den anschlieBenden
Entschiitzungsschritten wurden jedoch Nebenprodukte gefunden, und die Reinigung gestaltete
sich aufgrund der sehr geringen Loslichkeit der Verbindungen 94 und 95 sehr schwierig.

Ausgehend von Verbindung 84 wurde die freie Aminoverbindung 99 hergestellt. Nach der
Kupplung der Acylreste iiber N-Hydroxysuccinimidester wurden die Zielverbindungen 94 und

95 erhalten.

OH OH OH OH
NHA NHA
HO Q | HO 0 Q —> HO Q |.HO 0 Q
HO O o) HO OH HO. O o) HO. OH
NH, OH 99 NHAc NHR OH NHAc
2 2

A)R=
94

o)
B)R=W
9% AH O\"/\/\/\/\/\/\/\/

o)
Der Baustein 83 eignete sich fiir die einfache Darstellung von Analoga. Die Azidofunktion
ermdglichte nach der Reduktion zu einem Amin die Ankniipfung von Carbonsduren am

reduzierenden Ende. Die folgende Hydrierung lieferte die Analoga 105 bzw. 106.

OH OH A)R=
NHA N W
HO H (@) )
H O o) HO NHR
AcHN OH NHAc B)R =
) W

10600\n/\/\/\/\/\/\/\/

0]
Mit den Verbindungen 94, 95, 105 und 106 stehen vier weitere Strukturen bereit, die auf ihre
biologischen Aktivititen beziiglich der Symbiose von Leguminosen und Rhizobien untersucht
werden konnen.
Die vorgestellte Methode bietet einen leichten Zugang zu NOD-Faktoren und Analoga, deren
Einsatz in biologischen Studien weitere Einblicke auf dem Gebiet der NOD-Faktoren und der

beteiligten Signalwege bringen soll.
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7. Summary

7. Summary

Carbohydrates play a key role in many aspects of life. Well defined carbohydrates are needed
to investigate their numerous biological properties.

The aim of this work was to synthesize a derivative of the Lec14-N-glycan 58, which has been
isolated by P. Stanley. This N-glycan shows a [-1,2-linkage of N-acetylglucosamine to the -
mannoside of the core-trisaccharide. The synthetic compound should verify the structural
assignments for 58 and allow the preparation of neoglycoproteins for biological studies.

The synthesis of the p-methoxyphenyl compound 16, which is needed for the synthesis of the
core-trisaccharide 39, could be significantly optimized. Additionally, the reductive opening of
17 was improved.

To shorten the synthesis of the core-trisaccharide direct B-mannosylation was investigated.
Mannosylation with the donors 24 and 26 and cyclohexanol as an acceptor were B-selective
and afforded the desired product in high yields. When disaccharide 30 was used as an
acceptor, only mixtures of trisaccharides were obtained in low yields. Therefore, trisaccharide
39 was synthesized by an inversion strategy using the gluco-configurated compound 38.

The pentasaccharide 41 could be coupled with donor 42 to obtain the hexasaccharide 44 with
the desired GIcNAc-B-1,2-linkage. A small temperature range and optimized conditions were
found to be crucial for the synthesis of compound 44.

Glycosylation of disaccharide 40 with donor 51 and subsequent deprotection yielded the
Lec14 nonasaccharide 54. This compound was coupled to Z-aminohexanoic acid 55 and the
following catalytic hydrogenation furnished compound 57. Comparison of the NMR-spectra
of compound 57 and isolated Lec14 58 allowed the verification of the structural assignments

made by P. Stanley.
OH OH
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HO HO OH
NHAc OH
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For the enzymatic galactosylation of aminohexanoyl-Lec14 57 only one equivalent UDP-

galactose was used per reaction step. This strategy allowed the synthesis of compounds 61, 62
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7. Summary

and 63, which were galactosylated once, twice or three times, respectively. By NMR
spectroscopy, a preference of the galactosyl transferase could be observed for the a-1,3-arm,
followed by the a-1,6 and the B-1,2-arm. Sialylation of all three branches was observed for
compound 64 by electrospray mass spectrometry. The unexpected galactosylation and
subsequent sialylation of all the three branches of compound 57 suggests that this structural

motif may also be found on N-glycans of the corresponding CHO-cells.
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Compound 63 containing three galactose residues was used for the synthesis of
neoglycoprotein 66 by coupling the carbohydrate moiety via the isothiocyanate derivative 65
to carbohydrate-free BSA. Thus, a neoglycoprotein with the Lec14 nonasaccharide has been
provided for the first time for biological testing.

For the efficient symbiosis between leguminous plants and rhizobia NOD-factors secreted by
the bacteria are essential. Since N-palmitoylglucosamine was considered as a minimal
structural requirement for bioactivity by Dazzo and Hollingsworth, N-palmitoylglucosamine
70 and other monosaccharide derivatives have been synthesized for biological testing.

Testing of the effects on medicago sativa was performed in cooperation with K. Niehaus in
Bielefeld and showed only low activity of the tested compounds. Therefore, these compounds
should not be considered to contain the minimal structural requirements.

The influence of the monosaccharide derivatives on germination and growth of wheat and
corn was investigated by Dr. G. Kretzschmar in Frankfurt. The results have to be verified by
further testing.

For further investigation a synthesis of natural NOD factors and analogues was established.
The monosaccharides 76 and 78 used in these syntheses can be prepared in large scale. The
aminogroup of tetrasaccharide 84 is suitable for coupling with acylresidues.

After the acylation of compound 84 and subsequent deprotecting steps, side products were
found. Purification of the final products was very difficult because of the low solubility of
compounds 94 and 95.

Therefore, amino compound 99 was synthesized starting with compound 84. After acylation

via N-hydroxysuccinimide esters, the target compounds 94 and 95 were obtained.
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Compound 83 is suitable for an easy access to analogues. After reduction of the azido group
carboxylic acids were coupled to the reducing end. The final hydrogenation furnished the

analogues 105 and 106.

OH NHA OH A)R= W
105
HO H O ¢)
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0]
Compounds 94, 95, 105 and 106 represent four additional structures, which can be tested for
their biological activities regarding the symbiosis between leguminous plants and rhizobia.
The presented method offers an easy access to NOD factors and analogues. These can be used

in biological studies to gain further information of NOD factors and their signaling pathways.
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8. Experimenteller Teil

Die verwendeten Losungsmittel waren von technischer Qualitdit und wurden durch
Destillation gereinigt. Absolutierte Losungsmittel wurden durch Destillation mit folgenden
Trocknungsmitteln erhalten: Dichlormethan mit Diphosphorpentoxid, Methanol mit
Magnesiumspédnen, Tetrahydrofuran mit Kalium/Benzophenon. Dimethylformamid (p.a.-
Qualitit) wurde iiber Molekularsieb 4A getrocknet. Pyridin, Dioxan und Acetonitril wurde in
p.a.-Qualitiit 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/UV,s4*
von Macherey-Nagel verwendet. Die Detektion erfolgte durch Fluoreszenzloschung 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 Resorcinmonomethyletherlésung verwendet.

Zur Flashchromatographie wurde Kieselgel 60 der Firma Merck mit Korngrofe
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.

UV-Spektren wurden an dem Gerit ,,Specord 200* der Firma Analytik Jena mit der Software
WinApsect 1.2 aufgezeichnet.

EI-Massenspektren wurden an einem MAT-8500-Spektrometer der Firma Finnigan
(Datensystem MAT SS 300) nach Direkteinlass mit einer lonisierungsenergie 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-Laufe wurde eine C18-Sdule
verwendet (YMC-Pack ODS-A, 120A, S-03 pum, Losungsmittel: Wasser / Acetonitril mit je
0.1 % Ameisensdure). Direkteinlass 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 Gerét arbeitete mit
einem gepulsten 337 nm Stickstofflaser. Es wurde im Linear Mode gearbeitet und ein
HighMassdetektor eingesetzt. Als Beschleunigungsspannung wurden 20 kV gewaihlt. Zur

Probenvorbereitung wurde 1 pl einer Losung des betreffenden Glycoproteins (ca. 7 mg/ml) in
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8. Experimenteller Teil

0.1 % TFA mit 1.5 pl einer Losung von 33 Vol.-% Acetonitril in 0.1 % TFA und 2.5 pl einer
gesittigten Losung von Sinapinsdure in 0.1 % TFA vermischt und im Hochvakuum
getrocknet.

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
Lésungsmittel und interner Standard wurden [Dg]-DMSO (8('H) = 2.49 ppm, §(*°C) = 39.5
ppm), CDsCN (8('H) = 1.93 ppm, §(**C) = 1.3 ppm) bzw. D,0 verwendet. Die chemischen
Verschiebungen bezichen sich auf Tetramethylsilan (8 = 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 NMR-Spektren der N-Glycane wurden nach folgender Konvention zugeordnet (die
angegebenen Nummern bzw. Buchstaben der einzelnen Ringe wurden nach den betreffenden

Nummern der Atome hochgestellt geschrieben):

6’ 5’ 4’
Ho OH OH o
%0 QoI oH F
HO HO. HO OH
OH NHAG AN AN
OH OH & 3

OH
HO <0
HO HO HO 0 NHAc o

6 OH 5 NHAc 4 HO ‘;j&/ HO 0 H
O\/v O o) HO N\"/\/\/\NH
NHAc &) 2

HO HO 3 2 1

Abb. 8.1: Konvention zur Zuordnung und Bezeichnung der einzelnen Saccharideinheiten bei Lec14.

Atome der Acyloxyacylverbindungen wurden wie folgt zugeordnet und in den Spektren mit
A’G‘

markiert:

einem hochgestellten ,,A“ bzw. ,,

Abb. 8.2: Konvention zur Zuordnung und Bezeichnung der einzelnen Atome bei den beschriebenen

Acyloxyacylverbindungn.

Die verwendeten Enzyme und Zuckernucleotide wurden von Sigma oder Boehringer
Mannheim bezogen. Die 0-2,3-Sialyltransferase wurde freundlicherweise  von

Prof. Dr. J. C. Paulson von der Cytel Corp., San Diego zur Verfligung gestellt.

90
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8.1 Versuche zu Kapitel 3.1.1

3-O-Benzyl-2-desoxy-2-phthalimido-6-tosyl-p-D-glucopyranosylazid 14

316 mg (0.745 mmol) Diol 1 und 1.42 g (7.45 mmol) Tosylchlorid werden in 30 ml
Dichlormethan geldst, mit 0.30 ml (3.73 mmol) Pyridin versetzt und bei Raumtemperatur 15
Stunden geriihrt. Es wird eingeengt, mit 10 ml Acetonitril, 3 ml Wasser und 2 ml Pyridin
aufgenommen und 16 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt, um das restliche Tosylchlorid zu
hydrolysieren. Man engt ein, destilliert dreimal mit je 10 ml Acetonitril und nimmt in
Dichlormethan auf. Die organische Phase wird mit je zweimal 1N Salzsdure und ges.
Kaliumhydrogencarbonatlosung gewaschen, liber Magnesiumsulfat getrocknet, eingeengt und

im Hochvakuum getrocknet.

Ausbeute: 380 mg (88 %) amorph,
R¢=0.65 (Hexan / Aceton, 1.2:1),
CosHy6N4O5S (578.60),

'"H-NMR (300 MHz, [Dg]-DMSO): & = 7.88 — 7.70 (m, 4H, NH), 7.84 (d, J = 8.3 Hz, 2H,
Tosyl), 7.49 (d, J = 8.3 Hz, 2H, Tosyl), 6.93 — 6.83 (m, SH, Benzyl), 5.88 (d, J= 7.2 Hz, 1H,
Hydroxyl), 5.37 (d, J;. = 9.4 Hz, 1H, H-1B), 4.73 (d, Jgen = 12.2 Hz, 1H, OCH,), 4.40 — 4.01
(m, 4H, CH,0, H-3, H-6a, H-6b), 3.80-3.70 (m, 2H, H-2, H-5), 3.52 — 3.41 (m, 1H, H-4),
2.42 (s, 3H, CH;).

3-0-Benzyl-2-desoxy-6-O-(p-methoxyphenyl)-2-phthalimido-f-D-glucopyranosylazid 16

Eine Losung von 180 mg (0.42 mmol) Diol 1 und 0.40 ml Lutidin in 10 ml absolutem
Dichlormethan wird auf —80°C gekiihlt und tropfenweise mit 118 pl (0.72 mmol)
Trifluormethansulfonsdureanhydrid versetzt. Nach 20 Minuten bei —80°C ist die Umsetzung
vollstindig (DC: Hexan / Aceton, 1.2:1). Es werden nacheinander 3ml 2N
Natriumhydroxidldsung, 365 mg (2.94 mmol) p-Methoxyphenol und 0.1 ml Aliquat 336
zugegeben, anschlieBend wird die Kiihlung entfernt. Nach 5 Stunden Riihren bei

Raumtemperatur (DC: Hexan / Aceton, 1.2:1) wird mit Dichlormethan verdiinnt, zweimal mit
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2N Salzsdure und einmal mit ges. Kaliumhydrogencarbonatlosung gewaschen, {iber
Magnesiumsulfat getrocknet, eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Die Reinigung des
Rohprodukts (0.94 g) erfolgt durch Flashchromatographie (Sdulendurchmesser: 25 mm,
Fiillhohe: 17 cm, Hexan / Essigsdureethylester, 2.5:1).

Ausbeute: 239 mg (86 %) amorph,

R¢=0.63 (Hexan / Aceton, 1.2:1),

[a]p>"” = +14.0° (0.2, Dichlormethan),

C2sH26N4O7 (530.53),

ESI-MS (Methanol): My = 530.18; Mger = 525.16 (M-N3+Na)", 553.14 (M+Na)".

'"H-NMR (270 MHz, [Dg]-DMSO): & = 7.90-7.70 (m, 4H, Pht), 7.00-6.85 (m, 9H, OMp, Ph),
5.90 (d, Juon= 7.1 Hz, 1H, 4-OH), 5.48 (d, J12= 9.4 Hz, 1H, H-1B), 4.80 (d, Jeem = 12.0 Hz,
1H, OCH,), 4.44 (d, Jgem = 12.0 Hz, 1H, OCH,), 4.30-4.10 (m, 3H, H-6a, H-3, H-6b), 3.92-
3.82 (m, 2H, H-2, H-5), 3.75-3.62 (m, 4H, OCH3, H-4).

BC-NMR (67.94MHz, [D6]-DMSO): & = 167.40 (C=0), 153.55, 152.54 (C-i OMp, C-4
OMp), 138.15 (C-i Ph), 134.79 (C-4/5 Pht), 130.66 (C-1/2 Pht), 127.79, 127.36 (C-2/6 Ph, C-
3/5 Ph), 127.18 (C-4 Ph), 123.42 (C-3/6 Pht), 115.63, 114.69 (C-2/6 OMp, C-3/5 OMp),
85.10 (C-1), 78.25 (C-3), 76.94 (C-5), 73.67 (OCH,), 70.98 (C-4), 67.56 (C-6), 55.30
(OCHs3), 54.60 (C-2).

8.2 Versuche zu Kapitel 3.1.1.1

3,6-Di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-ethylthioglucopyranosid 18

Eine Losung von 30.0 g (56 mmol) Benzylidenacetal 17 in 300 ml Dichlormethan wird nach
Zugabe von 10 g frisch gegliihtem, gepulvertem Molekularsieb 4A unter Eiskiihlung 30
Minuten geriihrt. Unter Schutzgas (Argon) werden 51.2 ml (321 mmol) auf 0°C vorgekiihltes
Triethylsilan zugegeben, anschliefend tropft man 24.0 ml (236 mmol) Trifluoressigsdure
innerhalb von 90 Minuten zu. Die Kiihlung wird entfernt und das Gemisch weitere 4 Stunden

bei Raumtemperatur gerithrt (DC: Hexan / Essigsdureethylester, 1:1). Es wird iiber Celite
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filtriert, mit 2N Kaliumhydroxid-Losung gewaschen, die wéssrige Phase noch zweimal mit
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Wasser gewaschen
und liber Magnesiumsulfat getrocknet. Es wird eingeengt und im Hochvakuum getrocknet.
Die Reinigung des Rohprodukts (40.7 g) erfolgt durch Flashchromatographie
(Saulendurchmesser: 15 cm, Fiillhohe: 10 cm, Cyclohexan / Essigsdureethylester, 4:1 =>

1.5:1).

Ausbeute: 24.2 g (80 %) amorph,

R¢=0.76 (Hexan / Essigsdureethylester, 1:1),
[a]p> = +32.8° (1.0, Dichlormethan),
C30H31NOgS (533.64),

EI-MS: Mper = 533.19; Mger= 533 (M),

Elementaranalyse
(gef)) C:67.6% H: 5.83 % N:2.77%
(ber.) C:67.5% H: 5.86 % N:2.62 %

'H-NMR (270 MHz, [Dg]-DMSO): & = 7.85 — 7.72 (m, 4H, Pht), 7.36 — 7.26 (m, 5H, Ph),
6.95 — 6.87 (m, SH, Ph), 5.68 (d, Jor.411.4 = 6.9 Hz 1H, OH-4), 5.20 (d, J;, = 10.3 Hz, 1H, H-
1B), 4.77 (d, Jgem = 12.2 Hz, 1H, OCH,), 4.56 (s, 2H, OCH,), 4.42 (d, Jgem = 12.2 Hz, 1H,
OCH,), 4.14 — 4.07 (m, 1H, H-3), 3.93 (dd, 1H, H-2), 3.81 — 3.78 (m, 1H, H-6a), 3.66 — 3.44
(m, 3H, H-6b, H-5, H-4), 2.56 (m, 2H, SCH,), 1.08 (t, 3H, CHy).

3C-NMR (67.97 MHz, [De]-DMSO): & = 167.33, 167.15 (C=0), 138.54, 138.21 (C-i Ph),
134.69 (C-4/5 Pht), 130.66 (C-1/2 Pht), 128.15, 127.73, 127.36, 127.30, 127.05 (C-Ar),
123.31 (C-3/6 Pht), 80.33 (C-1), 79.87 (C-5), 79.63 (C-3), 73.59, 72.22 (OCH,), 71.45 (C-4),
69.30 (C-6), 54.37 (C-2), 23.40 (S-CH,), 15.01 (CH;).

3,6-Di-O-benzyl-4-O-chloracetyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-ethylthioglucopyranosid 19

Eine Losung von 24.17 g (45 mmol) 3,6-Di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido-f3-D-
ethylthioglucopyranosid 18 in 250 ml absolutem Dichlormethan wird mit 25 ml Pyridin
versetzt und 15 Minuten bei 0°C geriihrt. Nach Zugabe von 13.2 g (136 mmol)
Chloressigsdureanhydrid wird 15 Minuten geriihrt (DC: Hexan / Aceton, 2:1). Es wird
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dreimal mit 1IN HCIl und einmal mit ges. Kaliumhydrogencarbonatlosung gewaschen, mit
Magnesiumsulfat getrocknet, eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Da das erhaltene
Rohprodukt (27.45 g; quant.) laut NMR keine Verunreinigungen beinhaltet, wird es ohne

zusitzliche Reinigung in den nachfolgenden Reaktionen verwendet.

Ausbeute: 30.0 g (quantitativ) amorph,
R¢= 0.5 (Hexan / Aceton, 2:1),
C3,H3,CINOS (610.12).

3,6-Di-O-benzyl-4-O-chloracetyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosylfluorid 20

32.27 g (52.89 mmol) Ethylthioglucopyranosid 19 werden in einem Kunststoffgefall in 250
ml absolutem Dichlormethan geldst und 10 Minuten unter Eiskiihlung geriihrt. AnschlieBend
erfolgt die Zugabe von 7.5 ml HF/Pyridin und 23.6 g N-Bromsuccinimid. Nach 20 Minuten
(DC: Hexan / Aceton, 2:1) wird auf Eiswasser gegossen und vorsichtig mit festem
Kaliumhydrogencarbonat neutralisiert. Die organische Phase wird zweimal mit 1N Salzsdure
und einmal mit ges. Kaliumhydrogencarbonatlosung gewaschen, eingeengt und im
Hochvakuum  getrocknet. Die  Reinigung des  Rohprodukts  erfolgt  durch
Flashchromatographie (Sdulendurchmesser: 9 cm, Fiillhohe: 8 cm, Hexan / Aceton, 2:1 =>

1:2).

Ausbeute: 29.14 g (97 %) amorph,
R¢=0.48 (Hexan / Aceton, 2:1),
C30H27CIFNO; (567.99).

(3,6-Di-O-benzyl-4-O-chloracetyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3-O-
benzyl-2-desoxy-6-O-(p-methoxyphenyl)-2-phthalimido-f-D-glucopyranosylazid 21

3.23 g (6.09 mmol) Azid 16 und 4.50 g (7.92 mmol) Fluorid 20 werden in 80 ml absolutem
Dichlormethan geldst, mit 5.40 g frisch gegliihtem, gepulvertem Molekularsieb 4A versetzt
und 60 Minuten geriihrt. AnschlieBend erfolgt die Zugabe von 0.37 ml (2.95 mmol)
Bortrifluoridetherat. Nach 90 Minuten (DC: Hexan / Aceton, 2:1) wird mit Dichlormethan
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verdiinnt, liber Celite filtriert, mit ges. Kaliumhydrogencarbonatlosung gewaschen, tiber
Magnesiumsulfat getrocknet und eingeengt. Das erhaltene Rohprodukt wird ohne weitere

Reinigung entschiitzt.

R¢=0.24 (Hexan / Aceton, 2:1),
CsgHs52CINsO14 (1078.51).

(3,6-Di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3-O-benzyl-2-desoxy-
6-0-(p-methoxyphenyl)-2-phthalimido-f-D-glucopyranosylazid 22

Das Rohprodukt 21 wird in 160 ml absolutem Dichlormethan und 80 ml absolutem Methanol
gelost, mit 1.60 g (11.52 mmol) Kaliumcarbonat versetzt und 10 Minuten geriihrt (DC:
Dichlormethan / Methanol, 80:1). Es wird filtriert, das Filtrat mit 0.60 ml Essigséure auf einen
pH von 5-6 eingestellt und eingeengt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgt durch

Flashchromatographie (Sdulendurchmesser: 65 mm, Fiillh6he: 12 cm, Hexan / Aceton, 2.5:1).

Ausbeute: 5.32 g (87 % liber zwei Stufen) amorph,

R¢=0.20 (Hexan / Aceton, 2:1),

Cs¢Hs1NsO13 (1002.03),

ESI-MS (Methanol): My = 1001.35; Mger = 1024.43 (M+Na)".

8.3 Versuche zu Kapitel 3.1.1.2

4,6-0O-Benzyliden-2,3-O-trimethylsilyl- 1-phenylthio-o-D-mannopyranosid 24

4.00 g (11.09 mmol) Diol 23 werden in 20 ml Dichlormethan suspendiert und mit weiteren 15
ml Pyridin versetzt. Nach 5 Minuten Riithren bei Raumtemperatur wird die klare Losung mit
350 mg DMAP versetzt und es werden 8.75 ml Trimethylsilylchlorid langsam zugetropft,
wobei eine farblose breiige Masse ausfillt. Nach 60 Minuten (DC: Cyclohexan / Aceton,
1.5:1) wird eingeengt und einmal mit 20 ml Toluol codestilliert. Nach Trocknen im
Hochvakuum wird in Cyclohexan suspendiert, iiber Celite filtriert, eingeengt, einmal mit 20
ml Toluol codestilliert und im Hochvakuum getrocknet. Es werden 5.13 g eines farblosen Ols

erhalten; davon werden 0.75 g in Hexan / Aceton, 1:1, geldst, auf eine Kieselgelsdule

95



8. Experimenteller Teil

gegeben, mit Aceton gewaschen und mit Dichlormethan wieder eluiert, um eventuelle Reste

von DMAP zu entfernen.

Ausbeute: 5.13 g (91 %) farbloses Ol,
R¢= 0.83 (Cyclohexan / Aceton, 1.5:1),
C25H3605SS1; (504.79),

EI-MS: Mper = 504.18; Mger = 504 (M").

'"H-NMR (270 MHz, [Ds]-DMSO): & = 7.55 — 7.25 (m, 10H, Ar), 5.68 (s, 1H, Ph-CH), 5.41
(d, Ji» < 1.0 Hz , 1H, H-1), 4.16 — 3.71 (m, 6H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6a, H-6b), 0.13, 0.07
(2s, 18H, SiMe;).

BC-NMR (67.97 MHz, [D¢]-DMSO0): § = 137.60, 133.11 (C-i Ph), 131.47, 129.24, 128.75,
127.90, 127.59, 126.12 (C-Ph), 101.01 (Ph-CH), 89.32 (C-1; Jeiua = 169.21 Hz im
gekoppelten HMQC-Spektrum), 77.74 (C-4), 74.34 (C-2), 69.76 (C-3), 67.28 (C-6), 65.57 (C-
5), 0.33, 0.26 (SiMe3).

4,6-0-Benzyliden-2,3-O-carbonyl-1-phenylthio-a-D-mannopyranosid 25

1.04 g (2.88 mmol) Diol 23 werden in 15 ml absolutem Dichlormethan suspendiert und mit
1.04 g (6.41 mmol) Carbonyldiimidazol versetzt. Nach 5 Minuten wird eine klare Losung
erhalten. Nach 75 Minuten Riihren bei Raumtemperatur (DC: Cyclohexan / Aceton, 2:1) wird
eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgt durch

Flashchromatographie (Sdulendurchmesser: 45 mm, Fiillh6éhe: 12 cm, Hexan / Aceton, 8:1).

Ausbeute: 679 mg (61 %) farbloser Feststoff,
R¢=0.43 (Cyclohexan / Aceton, 2:1),
Ca0H1306S (386.42),

EI-MS: My = 386.08; Mger = 386 (M ).

'H-NMR (270 MHz, [Dg]-DMSO): & = 7.63 — 7.21 (m, 10H, Ar), 6.15 (d, Ji» < 1.0 Hz, 1H,
H-1), 5.78 (s, 1H, Ph-CH), 5.20 (m, 2H, H-2, H-3), 4.18 — 4.03 (m, 3H, H-4, H-5, H-6a), 3.82
~3.69 (m, 1H, H-6b).

96



8. Experimenteller Teil

PC-NMR (67.97 MHz, [Ds]-DMSO): § = 137.01 (C-i Ph), 132.78 — 126.78 (Ph), 100.75 (Ph-
CH), 81.83 (C-1; Jc.im1 = 170.21 Hz im gekoppelten HMQC-Spektrum), 77.79 (C-4), 76.24
(C-2), 74.81 (C-3), 67.23 (C-6), 60.92 (C-5).

4,6-0-Benzyliden-2,3-O-(p-methoxyphenyl)- 1-phenylthio-a-D-mannopyranosid 26

1.00 g (2.77 mmol) Diol 23 werden unter Argon in 10 ml DMF gelost und unter
Wasserbadkiihlung portionsweise mit 685 mg (17 mmol) Natriumhydrid (60 % Suspension in
Mineral6l) und anschlieBend mit 0.91 ml (6.66 mmol) p-Methoxybenzylchlorid versetzt. Nach
90 Minuten (DC: Cyclohexan / Aceton, 2:1) werden 5 ml Essigsdureanhydrid zugegeben und
weitere 30 Minuten geriihrt. Es wird mit Dichlormethan verdiinnt, die organische Phase mit
Kaliumhydrogencarbonatlosung gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und eingeengt.
Der Riickstand wird zweimal mit je 20 ml Toluol codestilliert (DMF) und im Hochvakuum
getrocknet. Die Reinigung des Rohprodukts (ca. 1.8 g gelbes Ol) erfolgt durch

Flashchromatographie (Sdulendurchmesser: 35 mm, Fiillh6éhe: 12 cm, Hexan / Aceton, 8:1).

Ausbeute: 1.13 g (68 %) harziges Ol,

R¢=0.52 (Cyclohexan / Aceton, 2:1),

[a]p™ = +94.7° (0.3, Dichlormethan),

C35H3607S (600.72),

ESI-MS (Methanol): Mper = 600.22; Mger = 623.24 (M+Na)+.

'H-NMR (270 MHz, [Ds]-DMSO): & = 7.48 — 6.82 (m, 18H, Ar), 5.71 (s, 1H, Ph-CH), 5.67
(d, J12 < 1.0 Hz, 1H, H-1), 4.67 — 4.53 (m, 4H, OCH,), 4.21 — 4.01 (m, 4H, H-4, H-5, H-2, H-
6a), 3.88 — 3.68 (m, 8H, H-3, H-6b, OMe).

3C-NMR (67.97 MHz, [Ds]-DMSO): & = 158.85, 158.68 (C-4 Mpm), 137.71 (C-i Ph), 133.09
(C-1 Mpm), 131.43, 130.20, 129.94, 129.61, 129.15, 129.10, 128.72, 128.00, 127.53, 126.06
(C-Ph), 113.53 (C-3/5 Mpm), 100.64 (Ph-CH), 85.94 (C-1), 77.78 (C-4), 76.74 (C-2), 75.14
(C-3), 71.65, 70.63 (OCH,), 67.42 (C-6), 65.25 (C-5), 54.89 (Mpm).
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4,6-0O-Benzyliden-2,3-O-trimethylsilyl-1-cyclohexyl-f-D-mannopyranosid 27

227 mg Silbertriflat werden unter Argon in 1 ml absolutem Dichlormethan geldst, mit
Aluminiumfolie vor Licht geschiitzt und unter Riihren auf -78°C gekiihlt. 90 pl
Phenylsulfenylchlorid werden mit 1 ml absolutem Dichlormethan verdiinnt und zur Lésung
gegeben. AnschlieBend werden 160 mg Donor 24 und 180 mg DTBMP in 1 ml absolutem
Dichlormethan gelost langsam zugegeben, die Diinnschichtchromatographie (Cyclohexan /
Aceton, 2:1) zeigt sofortige Aktivierung des Donors. Nach 5 Minuten erfolgt tropfenweise
Zugabe von 0.1 ml Cyclohexanol, geldst in 2 ml absolutem Dichlormethan. Nach 35 Minuten
(DC: Cyclohexan / Aceton, 2:1) wird mit Kaliumhydrogencarbonatlosung gewaschen und
tiber Magnesiumsulfat getrocknet. Es wird eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Die
Reinigung des Rohprodukts (ca. 130 mg gelbes Ol) erfolgt durch Flashchromatographie

(Sdulendurchmesser: 35 mm, Fiillhohe: 18 cm, Hexan / Essigsdureethylester, 10:1).

Ausbeute: 101 mg (64 %) farbloser Feststoft,

R¢=0.90 (Cyclohexan / Aceton, 2:1),

Co5H4206S1, (494.77),

ESI-MS (Methanol): My = 494.25; Mger = 517.32 (M+Na)".

'"H-NMR (270 MHz, [D]-DMSO): & = 7.48 — 7.32 (m, 5H, Ph), 5.60 (s, 1H, Ph-CH), 4.72 (d,
Jiz < 1.0 Hz, 1H, H-1), 4.13 (m, 1H, H-6a), 3.91 — 3.55 (m, 4H, H-3, H-6b, H-4, H-2), 3.29
(m, 1H, H-5), 1.89 — 1.15 (m, 10H, cyclohexyl), 0.10, 0.05 (2s, 18H, SiMe;).

C-NMR (67.97 MHz, [Dg]-DMSO): § = 137.92 (C-i Ph), 128.63, 127.86, 126.24, 114.37 (C-
Ph), 100.94 (Ph-CH), 98.65 (C-1; Jc.iua1 = 156.82 Hz im gekoppelten HMQC-Spektrum),
78.52 (C-4), 75.63 (C-2), 74.03 (C-3), 71.72, 70.03, 67.03 (C-6), 66.59 (C-5), 33.14, 31.42,
25.17,23.61, 23.43.

4,6-O-Benzyliden-1-cyclohexyl-o-D-mannopyranosid 28

199 mg (0.776 mmol) Silbertriflat werden unter Argon in 1 ml absolutem Dichlormethan
gelost, mit Aluminiumfolie vor Licht geschiitzt und unter Rithren auf —78°C gekiihlt. 60 ul

(0.518 mmol) Phenylsulfenylchlorid werden mit 1 ml absolutem Dichlormethan verdiinnt und
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zur Losung gegeben. AnschlieBend werden 100 mg (0.259 mmol) Donor 25 und 159 mg
(0.776 mmol) DTBMP in 1 ml absolutem Dichlormethan geldst langsam zugegeben, die
Diinnschichtchromatographie (Cyclohexan / Aceton, 2:1) zeigt sofortige Aktivierung des
Donors. Nach 5 Minuten erfolgt tropfenweise Zugabe von 0.1 ml Cyclohexanol, geldst in 1
ml absolutem Dichlormethan. Man lédsst die Reaktion langsam auf Raumtemperatur kommen.
Nach 4 Stunden ist die Reaktion abgeschlossen. Es wird mit Kaliumhydrogencarbonatlosung
gewaschen und die wissrige Phase zweimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden iiber Magnesiumsulfat getrocknet, eingeengt und im
Hochvakuum getrocknet. Die Reinigung des Rohprodukts (gelbes Ol) erfolgt durch
Flashchromatographie (Sdulendurchmesser: 35 mm, Fiillhdhe: 8 cm, Hexan /

Essigsdureethylester, 10:1).

Ausbeute: 66 mg (68 %) farbloser Feststoft,

R¢=0.63 (Cyclohexan / Aceton, 2:1),

C10H2407 (376.40),

ESI-MS (Methanol): Mper = 376.15; Mger = 399.24 (M+Na)+.

Der so erhaltene farblose Feststoff (66 mg) wird ohne weitere Analytik direkt entschiitzt.
Dazu wird das zuvor erhaltene Produkt in 5 ml Dichlormethan geldst, mit 0.5 ml einer Losung
von 30 mg Natrium in 14 ml absolutem Methanol versetzt und bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach 2 Minuten (DC: Cyclohexan / Aceton, 2:1) ist die Reaktion beendet. Es wird mit
Dichlormethan verdiinnt, zweimal mit Wasser gewaschen, eingeengt und im Hochvakuum

getrocknet.

Ausbeute: 60 mg (66 % tiber 2 Stufen) farbloser Feststoff,
R¢=0.47 (Cyclohexan / Aceton, 2:1),

[a]p’ = +78.9° (0.4, Dichlormethan),

C19H2606 (350.41),

ESI-MS (Methanol): Myer = 350.17; Mger = 373.20 (M+Na)+.

'H-NMR (270 MHz, [Dg]-DMSO): § = 7.49 — 7.34 (m, 5H, Ph), 5.59 (s, 1H, Ph-CH), 5.10 (d,
Juo.on = 4.07 Hz, 1H, OH-2), 4.99 (d, Jus.0on = 5.79 Hz, 1H, OH-3), 4.83 (d, Ji» < 1.0 Hz,
1H, H-1), 4.11 (m, 1H, H-6a), 3.88 — 3.49 (m, 5H, H-4, H-6b, H-5, H-3, H-2), 1.88 — 1.15 (m,
10H, cyclohexyl).
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BC-NMR (67.97 MHz, [D¢]-DMSO): & = 137.97 (C-i Ph), 128.71, 127.92, 126.32 (C-Ph),
101.11 (Ph-CH), 99.04 (C-1; Jc.1m1 = 168.30 Hz im gekoppelten HMQC-Spektrum), 78.65
(C-4), 74.09 (C-2), 71.49 (C-3), 68.04 (C-6), 67.57, 64.08 (C-5), 32.99, 31.02, 25.18, 23.53,
23.27.

4,6-0-Benzyliden-2,3-O-(p-methoxyphenyl)-1-cyclohexyl-f-D-mannopyranosid 29

60 mg Silbertriflat werden unter Argon in 1 ml absolutem Dichlormethan geldst, mit
Aluminiumfolie vor Licht geschiitzt und unter Riihren auf -90°C gekiihlt. 25 pl
Phenylsulfenylchlorid werden mit 0.5 ml absolutem Dichlormethan verdiinnt und zur Losung
gegeben. AnschlieBend werden 57 mg Donor 26 und 50 mg DTBMP, in 0.5 ml absolutem
Dichlormethan gelost, langsam zugegeben, die Diinnschichtchromatographie (Cyclohexan /
Aceton, 2:1) zeigt sofortige Aktivierung des Donors. Es erfolgt tropfenweise Zugabe von 0.1
ml Cyclohexanol, verdiinnt mit 0.4 ml absolutem Dichlormethan. Nach 10 Minuten (DC:
Cyclohexan / Aceton, 2:1; Temp: -90°C) ist die Reaktion abgeschlossen. Es wird mit
Kaliumhydrogencarbonatlosung gewaschen und die wissrige Phase zweimal mit
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber Magnesiumsulfat
getrocknet, eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Die Reinigung des Rohprodukts
(farbloses Ol) erfolgt durch Flashchromatographie (Sdulendurchmesser: 25 mm, Fiillhdhe: 10

cm, Hexan / Aceton, 10:1).

Ausbeute: 38 mg (77 %) farbloses Ol,

R¢=0.56 (Cyclohexan / Aceton, 2:1),

C35H4,05 (590.70),

ESI-MS (Methanol): Mpe; = 590.29; Mger = 613.28 (M+Na)".

'H-NMR (270 MHz, [D¢]-DMSO): & = 7.45 — 6.82 (m, 13H, Ar), 5.63 (s, 1H, Ph-CH), 4.77
(d, Ji2 < 1.0 Hz, 1H, H-1), 4.76 — 4.46 (m, 4H, CH,0), 4.15 (m, 1H, H-6a), 3.95 — 3.56 (m,
11H, H-4, H-6b, OMe, CHyciohexyl, H-3, H-2), 3.55 — 3.25 (m, 1H, H-5), 1.85 — 1.12 (m, 10H,
cyclohexyl).

BC-NMR (67.97 MHz, [Dg]-DMSO): § = 158.60, 158.59 (C-4 Mpm), 137.88 (C-i Ph),
130.96, 130.62 (C-1 Mpm), 129.40, 128.80, 128.62, 127.98, 125.99 (C-Ph), 113.47, 113.33
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(C-3/5 Mpm), 100.43 (Ph-CH), 99.29 (C-1; Jc.iga = 156.09 Hz im gekoppelten HMQC-
Spektrum), 77.85 (CHcyclohexy1), 77.45 (C-2), 76.72 (C-4), 75.24 (C-3), 73.95, 70.38 (OCHy,),
67.89 (C-6), 66.65 (C-5), 54.99 (Mpm), 35.33, 32.88, 31.02, 25.32, 23.75.

(4,6-O-Benzyliden-2,3-O-trimethylsilyl-a, f-D-mannopyranosyl)-(1 —4)-(3,6-di-O-benzyl-2-
desoxy-2-phthalimido--D-glucopyranosyl)-(1—4)-3-O-benzyl-2-desoxy-6-O-(p-methoxy-
phenyl)-2-phthalimido-f-D-glucopyranosylazid 32

Zur Darstellung des gewiinschten Trisaccharids 32 wurden mehrere Versuche mit
verschiedenen Konzentrationen von Donor, Akzeptor, Base und Aktivator bei
unterschiedlichen Temperaturen durchgefiihrt; der vielversprechendste Versuch ist im
Folgenden wiedergegeben:

165 mg (0.64 mmol) Silbertriflat werden unter Argon in 2 ml absolutem Dichlormethan
geldst, mit Aluminiumfolie vor Licht geschiitzt und unter Riithren auf —85°C gekiihlt. 70 pl
(0.61 mmol) Phenylsulfenylchlorid werden mit 1 ml absolutem Dichlormethan verdiinnt und
zur Losung gegeben. Anschlieend werden 230 mg (0.45 mmol) Donor 24 und 300 mg (1.46
mmol) DTBMP, in 0.8 ml absolutem Dichlormethan gelost, langsam zugegeben, die
Diinnschichtchromatographie (Cyclohexan / Aceton, 2:1) zeigt 10 Minuten danach
Aktivierung des Donors. Es erfolgt tropfenweise Zugabe von 150 mg (0.15 mmol) Akzeptor
30, gelost in 1 ml absolutem Dichlormethan. Die Temperatur wird auf —75°C gehalten. Die
jeweils in Abstidnden von 5 Minuten genommenen Proben (DC: Cyclohexan / Aceton, 2:1)
zeigen Finsetzen der gewiinschten Reaktion an, jedoch entstehen auch unerwiinschte
Nebenprodukte. Nach 60 Minuten wird in Kaliumhydrogencarbonatlosung gegossen, die
wissrige Phase zweimal mit Dichlormethan extrahiert, die vereinigten organischen Phasen
iiber Magnesiumsulfat getrocknet, eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Die Reinigung
des Rohprodukts (farbloser kristalliner Riickstand) erfolgt durch Flashchromatographie
(Saulendurchmesser: 30 mm, Fiillhohe: 11 cm, Hexan / Aceton, 5:1). Es werden 4 Fraktionen
mit 45, 24, 5 bzw. 63 mg erhalten. In Fraktion I (45 mg) wird ausschlielich der an Position 4
trimethylsilylierte Akzeptor 31 gefunden, Fraktion II (24 mg) enthélt ein Gemisch aus
trimethylsilyliertem Akzeptor 31 und gewiinschtem Trisaccharid 32 (Verhéltnis ca. 1:1) und
einem weiteren niedermolekularen, nicht identifizierten Nebenprodukt; Fraktion III (5 mg)
enthdlt ein nicht identifiziertes Nebenprodukt und Fraktion IV (63 mg) enthilt schlieBlich

reisolierten Akzeptor 30 und zwei nicht weiter charakterisierte Nebenprodukte.
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ESI-MS (Methanol): My = 1379.52; Mger = 1008.17 (30+Na)"; Mger = 1080.17 (31+Na)';
M_er = 1402.26 (32+Na)".

(4,6-0-Benzyliden-2,3-O-(p-methoxyphenyl)-o, f-D-mannopyranosyl)-(1 —4)-(3, 6-di-O-ben-
zyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3-O-benzyl-2-desoxy-6-O-(p-meth-
oxyphenyl)-2-phthalimido-f-D-glucopyranosylazid 34

Zur Darstellung des gewiinschten Trisaccharids 34 wurden mehrere Versuche mit
verschiedenen Konzentrationen von Donor, Akzeptor, Base und Aktivator bei
unterschiedlichen Temperaturen durchgefiihrt; der vielversprechendste Versuch ist im
Folgenden wiedergegeben:
120 mg Silbertriflat werden unter Argon in 1 ml absolutem Dichlormethan geldst, mit
Aluminiumfolie vor Licht geschiitzt und unter Rithren auf -90°C gekiihlt. 50 pl
Phenylsulfenylchlorid werden mit 0.5 ml absolutem Dichlormethan verdiinnt und zur Losung
gegeben. AnschlieBend werden 100 mg Donor 26 und 100 mg DTBMP, in 1 ml absolutem
Dichlormethan geldst, langsam zugegeben, die Diinnschichtchromatographie (Cyclohexan /
Aceton, 2:1) zeigt sofortige Aktivierung des Donors. Es erfolgt tropfenweise Zugabe von 330
mg Akzeptor 30, geldst in 1 ml absolutem Dichlormethan (Kiihlbadtemperatur: —85°C). Man
lasst auf Raumtemperatur kommen und riihrt insgesamt 7 Stunden. Es wird mit
Kaliumhydrogencarbonatlosung gewaschen und die wissrige Phase zweimal mit
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber Magnesiumsulfat
getrocknet, eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Die Reinigung des Rohprodukts
erfolgt durch Flashchromatographie (Sédulendurchmesser: 35 mm, Fiillhéhe: 12 cm,
Cyclohexan / Aceton, 10:1).
Es werden 4 Fraktionen mit 4, 57, 55 bzw. 170 mg erhalten. In Fraktion II (57 mg) wird das
I-1-verkniipfte Dimannosid 33 und ein nicht identifiziertes Nebenprodukt gefunden,
Fraktionen III (55 mg) und IV (170 mg) enthalten ein Gemisch aus Akzeptor 30, einem
geringen Prozentsatz an Trisaccharid 34 und einem weiteren, nicht identifizierten
Nebenprodukt.
ESI-MS (Methanol): Mpe = 1475.55; Mger = 1008.30 (30+Na)’, Mger = 1021.35 (33+Na)’,
M_er = 1498.37 (34+Na) .
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8.4 Versuche zu Kapitel 3.1.1.3

(4,6-O-Benzyliden-2-O-chloracetyl-3-phenylcarbamoy!-f-D-glucopyranosyl)-(1—4)-(3, 6-di-
O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosyl)-(1—4)-3-O-benzyl-2-desoxy-6-O-(p-
methoxyphenyl)-2-phthalimido-f-D-glucopyranosylazid 37

Eine Suspension aus 4.36 g (4.36 mmol) Disaccharidazid 22, 5.76 g (9.46 mmol)
Trichloracetimidat 36 und 5.0 g frisch gegliihtem, gepulvertem Molekularsieb 4 A in 180 ml
absolutem Dichlormethan wird 30 Minuten bei 0°C geriihrt. AnschlieBend erfolgt
tropfenweise Zugabe von 470 pl (2.62 mmol) Trimethylsilyltrifluormethansulfonsdure. Man
1aBt auf Raumtemperatur kommen und riihrt weitere 4 Stunden (DC: Cyclohexan / Aceton,
1.5:1), verdiinnt mit Dichlormethan und filtriert liber Kieselgur. Das Filtrat wird mit
gesittigter Kaliumhydrogencarbonatlosung gewaschen, mit Magnesiumsulfat getrocknet,
eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt (gelber, amorpher Schaum) wird

ohne weitere Reinigung fiir die Entschiitzung eingesetzt.

R¢=0.45 (Hexan / Aceton, 1.5:1).

(4,6-O-Benzyliden-3-phenylcarbamoyl-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-(3,6-di-O-benzyl-2-des-
oxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosyl)-(1—4)-3-O-benzyl-2-desoxy-6-O-(p-methoxyphe-
nyl)-2-phthalimido-f-D-glucopyranosylazid 38

Das Rohprodukt 37 wird in 90 ml absolutem Dichlormethan und 45 ml absolutem Methanol
gelost, mit 2.0 g (14.5 mmol) fein gepulvertem Kaliumcarbonat versetzt und bei
Raumtemperatur 30 Minuten geriihrt. Es wird filtriert, das Filtrat mit 0.15 ml Eisessig auf
einen pH von 5 bis 6 eingestellt und eingeengt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgt durch
Flashchromatographie (Saulendurchmesser: 90 mm, Fiillhohe: 16 cm, Cyclohexan / Aceton,

4:1).

Ausbeute: 2.99 g (50 %) farbloser Feststoff,

R¢=0.10 (Cyclohexan / Aceton, 2:1),

C76H70N¢O19 (1371.40),

ESI-MS (Methanol): Mpe; = 1370.47; Mger= 1393.42 (M+Na)".
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(4,6-0-Benzyliden-f-D-mannopyranosyl)-(1 —4)-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido-f-
D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3-O-benzyl-2-desoxy-6-O-(p-methoxyphenyl)-2-phthalimido-f-D-
glucopyranosylazid 39

1. Darstellung des Trifluormethansulfonats 38a

12.73 g (9.29 mmol) des Trisaccharids 38 werden in 450 ml absolutem Dichlormethan geldst,
mit 6.0 ml trockenem Pyridin versetzt und unter Riithren auf -40°C gekiihlt. AnschlieBend
tropft man langsam 3.22 ml (19.62 mmol) Trifluormethansulfonsédureanhydrid zu, bringt die
Reaktionsmischung innerhalb von 10 Minuten auf 0°C und riihrt weiter bei 0°C. Nach 2
Stunden (DC: Hexan / Aceton, 1.5:1) wird bei 0°C unter Vakuum eingeengt und der amorphe
Feststoff im Hochvakuum 20 Minuten bei 0°C getrocknet. Der Riickstand wird ohne weitere

Reinigung zur Darstellung des Iminocarbonats 38b umgesetzt.

2. Darstellung des Iminocarbonats 38b

Der Riickstand aus der Darstellung von 38a wird mit 60 ml trockenem Dimethylformamid
und 6 ml trockenem Pyridin versetzt und 3 Stunden bei 65°C geriihrt (DC: Dichlormethan /
Methanol, 50:1 und 70:1). Die Reaktionsmischung wird im Hochvakuum bei 45°C eingeengt
und getrocknet. Der Riickstand wird in 500 ml Dichlormethan geldst, mit geséttigter
Kaliumhydrogencarbonatlosung gewaschen und die wéssrige Phase zweimal mit
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Magnesiumsulfat

getrocknet, eingeengt und im Hochvakuum getrocknet.

3. Darstellung des Carbonats 38¢

Verbindung 38b wird in 60 ml Dioxan gelost, mit einer Losung aus 18 ml Essigsdure in 12 ml
Wasser versetzt und 1 Stunde bei Raumtemperatur, 10 Stunden bei 4°C und 3 Stunden bei
Raumtemperatur belassen (DC: Dichlormethan / Methanol, 50:1 und 70:1). Die
Reaktionsmischung wird unter Vakuum bei Raumtemperatur eingeengt, zweimal mit je 20 ml
Toluol codestilliert und im Hochvakuum getrocknet. Der Riickstand wird in 600 ml
Dichlormethan aufgenommen und zweimal mit 2n HCl und einmal mit geséttigter
Kaliumhydrogencarbonatlosung gewaschen, mit Magnesiumsulfat getrocknet, eingeengt und

im Hochvakuum getrocknet.
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4. Hydrolyse zum -Mannosid 39

Verbindung 38c¢ wird in 400 ml absolutem Dichlormethan gelést und mit 20 ml einer
Natriummethanolatlosung (0.1 %) versetzt. Nach 50 Minuten Riihren bei Raumtemperatur
(DC: Hexan / Aceton, 1.5:1) wird mit Essigsdure neutralisiert, eingeengt und einmal mit 20
ml Toluol codestilliert. Der amorphe Feststoff wird in Dichlormethan aufgenommen, mit ges.
Kaliumhydrogencarbonatlosung gewaschen, mit Magnesiumsulfat getrocknet, eingeengt und
im Hochvakuum getrocknet. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgt durch
Flashchromatographie (Sdulendurchmesser: 70 mm, Fiillhohe: 18 cm, Cyclohexan / Aceton,

3:1=>2:1).

Ausbeute: 6.12 g (55 % tiber 4 Stufen) amorpher FeststofT,
R¢38a =0.52 (Hexan / Aceton, 1.5:1),

R¢38b =0.51 (Hexan / Aceton, 1.5:1),

R¢38c = 0.38 (Hexan / Aceton, 1.5:1),

R¢39 =0.30 (Hexan / Aceton, 1.5:1),

CeoHes NsO15 (1252.28),

FAB-MS: Mper = 1251.43; Mger = 1251 (M), 1274 (M + Na).

8.5 Versuche zu Kapitel 3.1.2

(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-(3,4,6-tri-O-acetyl-
a-D-mannopyranosyl)-(1 —3)-(4,6-O-benzyliden-f-D-mannopyranosyl)-(1 —4)-(3,6-di-O-
benzyl-2-desoxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3-O-benzyl-2-desoxy-6-O-(p-
methoxyphenyl)-2-phthalimido-p-D-glucopyranosylazid 41

2.62 g (2.09 mmol) Trisaccharid 39, 3.42 g (3.94 mmol) Trichloracetimidat 40 und 3.00 g
gepulvertes, frisch gegliihtes Molekularsieb 4A werden im Hochvakuum getrocknet und unter
Argon in 60 ml absolutem Dichlormethan bei —25°C fiir 30 Minuten geriihrt. Die Losung wird
mit 130 pl Bortrifluoridetherat versetzt und innerhalb von 2 Stunden auf —15°C gebracht.
Danach wird noch eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt (DC: Cyclohexan / Aceton,
1.5:1), mit Dichlormethan verdiinnt, iiber Celite filtriert, mit ges.
Kaliumhydrogencarbonatlosung gewaschen, tiber Magnesiumsulfat getrocknet, eingeengt und

im Hochvakuum getrocknet. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgt durch
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Flashchromatographie (Cyclohexan / Aceton, 3:1 => 2:1; Saulendurchmesser 60 mm,

Fiillhohe: 15 cm).

Ausbeute: 3.23 g (79 %) amorph,

R¢=0.46 (Hexan / Aceton, 1:1),

[a]p> = -5.3° (0.4, Dichlormethan),

Ci01H100N6O35 (1957.89),

ESI-MS (Methanol): Mpe; = 1956.62; Mger = 1979.77 (M+Na)".

(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-p-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ (3,4, 6-tri-O-acetyl-
2-desoxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosyl)-(1—2)-(3,4, 6-tri-O-acetyl-a-D-mannopyrano-
syl)-(1—-3)]-(4,6-O-benzyliden-f-D-mannopyranosyl)-(1—4)-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-
phthalimido-f-D-glucopyranosyl)-(1—4)-3-O-benzyl-2-desoxy-6-O-(p-methoxyphenyl)-2-
phthalimido-f-D-glucopyranosylazid 44

2.12 g (1.08 mmol) Pentasaccharid 41, 3.33 g (7.59 mmol) Fluorid 42 und 7.50 g gepulvertes,
frisch gegliihtes Molekularsieb 4A werden im Hochvakuum getrocknet und unter Argon in 40
ml absolutem Acetonitril ber —25°C fiir 50 Minuten geriihrt. Die Losung wird bei —22°C
langsam mit 412 pl (3.25 mmol) Bortrifluoridetherat versetzt und bei genau -20°C gehalten.
Nach 30 Minuten (DC: Cyclohexan / Aceton, 1:1) wird die Reaktion mit 452 pl (3.25 mmol)
Triethylamin gestoppt, mit Dichlormethan verdiinnt und {iber Celite filtriert. Das Filtrat wird
mit ges. Kaliumhydrogencarbonatlosung gewaschen, iliber Magnesiumsulfat getrocknet,
eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgt durch
Flashchromatographie (Cyclohexan / Aceton, 1.5:1; Sdulendurchmesser 65 mm, Fiillhohe: 15

cm).

Ausbeute: 1.96 g (76 %) amorph,

R¢=0.47 (Hexan / Aceton, 1:1),

[a]p™ =+30.6° (0.5, Dichlormethan),

Ci21H119N7044 (2375.26),

ESI-MS (Methanol): My = 2373.73; Mger = 2392.24 (M+Na) .
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'H-NMR (500 MHz. [Ds] DMSO): & = 7.92 — 7.65 (m, 16H, Pht), 7.58 — 6.45 (m, 24H, Ar),
5.90 (dd, Jo3 =Js4=9.74 Hz, 1H, H-3"), 5.48 — 5.38 (m, 5H, H-17 (d, J,, = 8.25 Hz), PhCH=,
H-3°, H-1%, H-1"), 5.08 (d, Jo3 = J34 = 10.16 Hz, 1H, H-3%), 4.89 — 4.77 (m, 6H, H-4', H-4".
H-4°, H-1%, CH,0, H-1°), 4.65 (d, Ji2 < 1 Hz, 1H, H-1°), 4.48 (2d, Jgm = 12.1 Hz, 2H,
CH,0), 4.36 (d, Jgem = 12.1 Hz, 1H, CH,0), 4.22 — 4.20 (m, 2H, H-4', H-3"), 4.14 - 4.03 (m,
5H, H-6a’, H-2", H-6a', H-6b", H-2°), 3.99 — 3.66 (m, 17H, H-2*, H-6b', H-2?, H-2*, H-62’,
H-2', H-5%, H-5', H-6a%, H-5", H-3% H- 6b°, H-6a’, H-3°, PhOCHs), 3.64 — 3.52 (m, 5H, H-4%,
H-5%, H-4°, H-6b°, H-6a%), 3.36 (m, 1H, H-6b%), 3.24 (m, 1H, H-6b%), 3.04 — 2.97 (m, 3H,
CH,0, H-5%), 2.23 (m, 1H, H-5%), 2.04, 2.01, 2.00, 1.92, 1.88, 1.85, 1.83, 1.78, 1.67 (9s, 27H,
OAc).

PC-NMR (125 MHz, [Ds] DMSO): & = 184.32, 170.08, 170.04, 169.80, 169.78, 169.76,
169.70, 169.60, 169.26, 169.18, 168.40, 167.49, 167.07, 166.26 (C=0), 154.00, 152.05 (C-4
OMp, C-i OMp), 138.24, 138.14, 138.05, 137.54 (C-i Ar), 135.04 (C-4/5 Pht), 131.28,
130.93, 130.73, 130.53 (C-1/2 Pht), 128.43, 128.23, 127.98, 127.82, 127.62, 127.43, 127.41,
127.30, 126.85, 125.55 (Ar), 123.64 (C-3/6 Pht), 116.22, 114.78 (C-2/6 OMp, C-3/5 OMp),
101.95 (C-1%; Jeoi it = 165.23 Hz), 101.07 (PhCH=; Jci = 164.33 Hz), 97.50 (C-17; Je.1 1 =
168.84 Hz), 96.88 (C-17; Je.1 i1 = 176.97 Hz), 96.20 (C-1%; Jeo 1.1 = 167.94 Hz), 94.96 (C-1°;
Jeam = 168.84 Hz), 84.63 (C-1'; Je 1 = 167.03 Hz), 81.29 (C-4%), 77.51 (C-4%), 76.77 (C-
3%), 76.15 (C-3"), 75.97 (C-2°), 74.79 (C-4', C-5"), 74.54 (C-3%), 73.37 (C-5%), 73.18 (CH,0),
72.56 (C-2%, C-6%), 72.01 (CH,0), 71.02 (C-5"), 70.48 (C-5°), 69.22 (C-3°), 68.98 (C-3"),
68.91 (C-47), 68.85 (C-6), 68.48 (C-3%), 67.74 (C-4°), 67.37 (C-5%), 67.00 (CH,0), 66.56 (C-
6'), 65.20 (C-5%), 64.71 (C-4%), 61.86 (C-6"), 61.37 (C-6), 60.50 (C-6”), 55.61 (C-2%), 55.00
(CH;OPh), 54.25 (C-2"), 54.13 (C-27), 53.20 (C-2°), 20.57, 20.53, 20.50, 20.29, 20.27, 20.22,
20.09 (OAc).

107



8. Experimenteller Teil

(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ (3,4, 6-tri-O-acetyl-
2-desoxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosyl)-(1—2)-(3,4, 6-tri-O-acetyl-a-D-mannopyrano-
syl)-(1—-3)]-(-p-D-mannopyranosyl)-(1 —4)-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido-f-D-
glucopyranosyl)-(1—4)-3-O-benzyl-2-desoxy-6-O-(p-methoxyphenyl)-2-phthalimido-f3-D-
glucopyranosylazid 47

2.05 g (0.87 mmol) Benzylidenacetal 44 werden in 200 ml Acetonitril gelost und mit 3.50 g
p-Toluolsulfonsdure versetzt. Nach 90 Minuten Riithren bei Raumtemperatur (DC:
Cyclohexan / Aceton, 1:1) wird mit 2.96 ml (36.78 mmol) Pyridin neutralisiert, eingeengt und
im Hochvakuum getrocknet. Der Riickstand wird in Dichlormethan aufgenommen und je
einmal mit 1IN Salzsdure und ges. Kaliumhydrogencarbonatlosung gewaschen. Die organische
Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet, eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Die
Reinigung des Rohprodukts erfolgt durch Flashchromatographie (Cyclohexan / Aceton, 3:1

=> 1:1; Sdulendurchmesser: 60 mm, Fiillhohe: 14 cm).

Ausbeute: 1.58 g (80 %); nach Reisolierung des Edukts und nochmaliger Entschiitzung:
1.76 g (89 %) amorph,

R¢=0.41 (Hexan / Aceton, 1:1),

[a]p> = +69.0° (0.6, Dichlormethan),

Ci14H115N7044 (2287.15),

ESI-MS (Methanol): My = 2285.70; Mger = 2310.58 (M+Na) .

'H-NMR (500 MHz. [Ds] DMSO): & = 7.89 — 7.60 (m, 16H, Pht), 7.20 — 6.71 (m, 19H, Ar),
5.82 (dd, Jo3 = J34 = 9.37 Hz, 1H, H-3"), 5.65 (dd, J»3 = J34 = 9.14 Hz, 1H, H-3’), 5.47 (d,
Ji2 =822 Hz, 1H, H-17), 5.37 (d, J,, = 5.25 Hz, 1H, OH-4%), 5.32 (d, J,, = 9.48 Hz, 1H, H-
1), 5.29 (d, J1» = 8.45 Hz, 1H, H-1°), 5.18 (m, 1H, H-1%), 5.05 — 4.86 (m, 4H, H-4°, H-4*, H-
3% H-4"), 4.78 — 4.76 (m, 2H, H-1%, CH,0), 4.48 (d, Jgem = 12.33 Hz, 1H, CH,0), 4.47 (d, Ji»
<1 Hz, 1H, H-1%), 4.38 — 4.34 (m, 3H, 2 CH,0, H-2"), 4.32 (d, Jgm = 12.33 Hz, 1H, CH,0),
4.25 (m, 1H, H-6a"), 4.19 — 4.10 (m, 4H, H-2°, H-6a’, H-4', H-3"), 4.03 — 3.99 (m, 4H, H-2’,
H-6b°, H-6a', H-6b), 3.91 — 3.64 (m, 14H, H-2*, H-6b', H-5°, H-5*, H-3%, H-2!, H-2°, H-5',
H-6a*, H-5, OH-6, PhOCH3), 3.57 — 3.52 (m, 4H, CH,0, H-6b*, H-6a°, H-4%), 3.37 — 3.25
(m, 4H, H-6a°, H-4°, H-6b*, H-5%), 3.19 — 3.17 (m, 1H, H-3%), 3.02 (m, 1H, H-6b"), 2.85 (m,
1H, H-5%), 2.06, 1.99, 1.98, 1.95, 1.94, 1.84, 1.82, 1.81, 1.78 (9s, 27H, OAc).
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BC-NMR (125 MHz, [D¢] DMSO): & = 170.17, 170.01, 169.83, 169.69, 169.61, 169.57,
169.33, 169.22, 169.07, 168.01, 167.56, 167.27, 167.12 (C=0), 153.76, 151.86 (C-4 OMp, C-
i OMp), 138.68, 137.93 (C-i Ar), 134.81 - 134.61 (C-4/5 Pht), 131.00, 130.73, 130.56, 130.45
(C-1/2 Pht), 128.18, 127.79, 127.48, 127.37, 127.29, 127.12, 126.70, 126.57 (Ar), 123.51,
123.45 (C-3/6 Pht), 115.33, 114.32 (C-2/6 OMp, C-3/5 OMp), 100.55 (C-1°), 98.50 (C-1%),
97.40 (C-17), 96.13 (C-1%), 96.11 (C-1°), 84.78 (C-1"), 80.57 (C-4%), 78.14 (C-3%), 77.57 (C-
3%), 76.55 (C-5%), 76.20 (C-3"), 75.82 (C-2°), 74.89 (C-4', C-5"), 73.73 (C-5%), 73.70 (2
CH,0), 73.39 (2 CH,0), 73.02 (C-2%), 72.10 (2 CH,0), 70.99 (C-57), 70.96 (C-5), 69.59 (C-
3%), 69.28 (C-3%), 69.22 (C-37), 68.68 (C-47), 68.67 (C-6°), 68.47 (C-4°), 67.39 (C-5%), 66.54
(C-6"), 65.98 (C-4%), 64.92 (C-4%), 61.71 (C-6"), 61.68 (C-6), 61.30 (C-6"), 61.05 (C-6%),
55.99 (C-2%), 55.21 (CH;OPh), 54.61 (C-27), 54.49 (C-2"), 53.61 (C-2°), 20.46, 20.39, 20.30,
20.20, 20.13, 20.11, 20.09, 20.04 (OAc).

8.6 Versuche zu Kapitel 3.1.3

(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-p-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ (3,4, 6-tri-O-acetyl-
2-desoxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosyl-(1 —2)-(3,4,6-tri-O-acetyl- o-D-mannopyrano-
syl)-(1-3)]-[(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosyl-(1 —2)-(3,4,6-
tri-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1 —6)]-f-D-mannopyranosyl-(1 —4)-(3,6-di-O-benzyl-2-
desoxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3-O-benzyl-2-desoxy-6-O-(p-methoxy-
phenyl)-2-phthalimido-f-D-glucopyranosylazid 48

1.46 g (0.64 mmol) Hexasaccharid 47, 1.79 g (2.07 mmol) Trichloracetimidat 40 und 2.90 g
gepulvertes, frisch gegliihtes Molekularsieb 4A werden im Hochvakuum getrocknet und unter
Argon in 150 ml absolutem Dichlormethan bei —50°C fiir 45 Minuten geriihrt. Die Losung
wird bet —50°C langsam mit 40.3 pl (318.08 pmol) Bortrifluoridetherat versetzt.
AnschlieBend ldsst man innerhalb von 3 Stunden langsam auf —10°C (DC: Cyclohexan /
Aceton, 1:1) auftauen. Es wird mit Dichlormethan verdiinnt, iiber Celite filtriert, mit ges.
Kaliumhydrogencarbonatlosung gewaschen und iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Man engt
ein und trocknet im Hochvakuum. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgt durch
Flashchromatographie (Cyclohexan / Aceton, 1.5:1 => 1:1; S&ulendurchmesser: 60 mm,

Fiillhohe: 15 cm).
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Ausbeute: 1.61 g (76 %) amorph,

R¢=0.32 (Hexan / Aceton, 1:1),

[a]p> = +33.2° (0.4, Dichlormethan),

Ci46H150N30¢1 (2992.77),

ESI-MS (Methanol): Mpe; = 2990.89; Myer = 3014.75 (M+Na)".

'H-NMR (500 MHz. [Ds] DMSO): § = 7.84 — 7.59 (m, 20H, Pht), 7.22 — 6.70 (m, 19H, Ar),
5.77 (dd, J3 = J34 = 9.83 Hz, 1H, H-3"), 5.69 — 5.62 (m, 2H, H-3°, H-3"), 5.49 (m, 2H, H-17,
OH-4%), 5.34 — 5.30 (m, 2H, H-1°, H-1"), 5.21 (d, J1, = 8.66 Hz, 1H, H-1"), 5.11 (d, J,, =
8.31 Hz, 1H, H-1%), 5.07 — 4.89 (m, 5H, H-4>, H-4*, H-4>", H-3%, H-4"), 4.81 — 4.75 (m, 3H,
H-4*, CH,0, H-17), 4.64 (dd, J54 = 9.83 Hz, J,5 = 2.34 Hz, 1H, H-3"), 4.44 — 4.39 (m, 4H,
H-1°, H-2*, CH,0), 4.33 — 4.27 (m, 3H, 2 CH,0, H-6a"), 4.19 — 3.69 (m, 24H, H-6a’, H-2°,
H-1*, H-6a>", H-3', H-4', H-2° H-6b’, H-6b°, H-2’, H-6a', H-5°, H-5", H-6b"', H-2*, H-6b',
H-2', H-2*, H-6a*, H-5', H-3%, H-5", H-2°, H-5"), 3.65 — 3.56 (m, 6H, PhOCH3, CH,0, H-
6b*, H-4%), 3.50 — 3.44 (m, 2H, H-6a°, H-6a"), 3.30 — 3.20 (m, 5H, H-6b*, H-6b*, H-4>, H-5",
H-3%), 3.15 — 3.13 (m, 1H, H-6a%), 3.04 — 3.01 (m, 3H, H-5% H-6b°, H-5°), 2.07, 1.99, 1.97,
1.96, 1.90, 1.88, 1.87, 1.85, 1.84, 1.83, 1.80, 1.79, 1.78 (15s, 45H, OAc).

BC-NMR (125 MHz, [Ds] DMSO): & = 170.19, 170.03, 169.98, 169.84, 169.73, 169.64,
169.61, 169.58, 169.22, 169.17, 169.10, 168.01, 167.07 (C=0), 153.77, 151.91 (C-4 OMp, C-
i OMp), 137.99 (C-i Ar), 134.82 (C-4/5 Pht), 130.75, 130.62, 130.55 (C-1/2 Pht), 128.17,
127.71, 127.38, 127.35, 127.22, 127.16, 127.10, 127.02, 126.61, 126.57 (Ar), 123.43, 123.32
(C-3/6 Pht), 115.87, 114.57 (C-2/6 OMp, C-3/5 OMp), 100.25 (C-1%), 98.37 (C-1*; Je.1 1.1 =
175.9 Hz), 97.07 (C-17; Je.in1 = 167.9 Hz), 96.69 (C-1*; Je.1u1 = 172.9 Hz), 96.06 (C-17;
Jeap1 = 168.9 Hz), 95.85 (C-1°; Jei i1 = 167.9 Hz), 95.78 (C-17'; Je.1.m1 = 166.8 Hz), 84.45
(C-1'; Jerp1 = 168.9 Hz), 79.49 (C-4%), 78.11 (C-3°), 77.25 (C-3%), 76.22 (C-3"), 75.96 (C-
2%, 74.79 (C-4"), 74.73 (C-5"), 74.15 (C-5°), 73.33 (CH,0), 73.27 (C-2%), 73.27 (C-5°),
71.89 (CH,0), 71.85 (C-2%), 70.75 (C-5°), 70.73 (C-57), 70.54 (C-5"), 69.42 (C-3%), 69.28
(C-3"), 69.28 (C-3%), 69.20 (C-37), 68.79 (C-3"), 68.36 (C-4"), 68.23 (C-4°, C-4>), 68.03 (C-
6%), 67.95 (C-6), 67.39 (C-5%), 67.04 (C-5%), 66.29 (C-6"), 66.22 (C-4"), 64.60 (C-4%), 64.32
(C-4"), 61.48 (C-6", C-6), 61.26 (C-6"), 61.12 (C-6>), 61.11 (C-6"), 55.58 (C-2%), 54.95
(CH;0Ph), 54.42 (C-27), 54.18 (C-2"), 53.55 (C-2%), 53.41 (C-2°), 20.46, 20.45, 20.43, 20.41,
20.40, 20.37, 20.34, 20.30, 20.23, 20.20, 20.15, 20.12, 20.10, 20.08 (OAc).
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(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ (3,4, 6-tri-O-acetyl-
2-desoxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosyl-(1 —2)-(3,4,6-tri-O-acetyl-o-D-mannopyrano-
syl)-(1-3)]-[(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosyl-(1 —2)-(3,4,6-
tri-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1 —6)]-4-O-acetyl-f-D-mannopyranosyl-(1 —4)-(3, 6-di-
O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosyl)-(1—4)-3-O-benzyl-2-desoxy-6-O-(p-
methoxyphenyl)-2-phthalimido-f-D-glucopyranosylazid 49

1.47 g (493.52 umol) Octasaccharid 48 werden in 60 ml Pyridin geldst, bei 0°C fiir 10
Minuten geriihrt und mit 30 ml (319.42 mmol) Essigsdureanhydrid versetzt. Die Losung wird
nach 18 Stunden eingeengt, dreimal mit je 20 ml Toluol codestilliert und im Hochvakuum
getrocknet. Der hellbeige Schaum wird in 500 ml Dichlormethan aufgenommen, mit 1N HCI
und ges. Kaliumhydrogencarbonatlosung gewaschen, liber Magnesiumsulfat getrocknet,
eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Das Produkt wird ohne weitere Reinigung fiir die

nachfolgende Entschiitzung verwendet.

Ausbeute: quantitativ,

R¢=0.26 (Hexan / Aceton, 1:1),

[a]p> = +16.5° (0.3, Dichlormethan),

Ci43H152N30¢2 (3034.81),

ESI-MS (Methanol): My = 3032.90; Mger = 3055.57 (M+Na)+.

'H-NMR (500 MHz. [Ds] DMSO): & = 7.98 — 6.51 (m, 39H, Ar), 5.97 (dd, J3 = J34 = 10.00
Hz, 1H, H-37), 5.71 (dd, J,3 = J34 = 10.00 Hz, 1H, H-3""), 5.60 (dd, J53 = J3.4 = 10.14 Hz, 1H,
H-3°), 5.45 (d, J1» = 8.38 Hz, 1H, H-17), 5.34 (d, J1, = 9.26 Hz, 1H, H-1"), 5.30 — 5.19 (m,
3H, H-1°, H-1%, H-1°), 5.08 — 4.94 (m, 4H, H-4°, H-4*, H-4"', H-4"), 4.88 — 4.66 (m, 5H, H-
3%, H-4*, CH,0, H-4°, H-1°), 4.56 — 4.42 (m, 4H, H-1, H-3", 2 x CH,0), 4.36 — 4.08 (m,
10H, CH,0, H-6a°, H-6a’, H-6a" , H-2°, H-4!, H-2", H-2*", CH,0, H-3"), 4.08 — 3.73 (m, 18H,
H-1*, H-6a', H-6b’, H-6b°, H-6b", H-5°, H-2*, H-6b', H-5*, H-5°, H-6a", H-2?, H-2*, H-2',
H-5", H-2*, H-5", H-3%), 3.73 — 3.55 (m, 6H, H-3°, H-6a’, PhOCH3, H-4%), 3.55 — 3.43 (m,
3H, H-6b*, H-5%, H-6b%), 3.43 — 3.16 (m, 4H, H-6a", CH,0, H-6b", H-5%), 2.88 (m, 1H, H-
5%, 2.79 (m, 1H, H-6a"), 2.69 (m, 1H, H-6b%), 2.18, 2.11, 2.03, 2.00, 1.99, 1.98, 1.97, 1.93,
1.92,1.91, 1.90, 1.87, 1.81, 1.81, 1.79, 1.78 (16s, 48H, OAc).
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PC-NMR (125 MHz, [Ds] DMSO): & = 170.22, 170.06, 169.79, 169.72, 169.68, 169.61,
169.27, 169.20, 169.04, 168.97, 167.10, 167.06, 166.97 (C=0), 153.84, 151.83 (C-4 OMp, C-
i OMp), 138.05, 137.90, 137.80 (C-i Ar), 135.08, 134.84 (C-4/5 Pht), 130.757, 130.65,
130.57, 130.40 (C-1/2 Pht), 128.88, 128.17, 127.81, 127.54, 127.33, 127.20, 127.17, 126.97,
126.83, 126.80, 125.95, 125.30 (Ar), 123.46 (C-3/6 Pht), 115.98, 114.65 (C-2/6 OMp, C-3/5
OMp), 101.02 (C-1°), 98.58 (C-1%), 97.24 (C-17), 97.14 (C-1*), 95.94 (C-1°; C-1°"), 95.89 (C-
1), 84.54 (C-1"), 80.45 (C-4%), 75.90 (C-3"), 75.77 (C-2°), 75.58 (C-3°), 75.55 (C-3%), 74.73
(C-5Y), 74.59 (C-4"), 73.33 (C-5°), 73.18 (CH,0), 73.04 (C-2%), 73.03 (CH,0), 72.63 (C-2%),
71.95 (CH,0), 71.09 (C-5"), 71.04 (C-5°, C-5%), 70.26 (C-4%), 70.11 (C-5°), 69.52 (C-3°),
69.39 (C-3%), 69.04 (C-3%), 68.97 (C-3"), 68.88 (C-6"), 68.83 (C-37), 68.59 (C-4’, C-6%),
68.53 (C-4), 68.27 (C-4%), 67.66 (C-5%), 67.14 (C-5"), 66.36 (C-6"), 64.19 (C-4*), 63.93 (C-
4%y, 61.75 (C-6), 61.63 (C-67), 61.62 (C-6"), 60.91 (C-6%), 60.65 (C-6), 55.76 (C-2%), 54.96
(CH30Ph), 54.22 (C-2"), 54.19 (C-27), 53.64 (C-2), 53.51 (C-2°), 20.41, 20.39, 20.37, 20.34,
20.26, 20.22, 20.20, 20.13, 20.09, 20.06, 20.05, 19.93 (OAc).

(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-p-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ (3,4, 6-tri-O-acetyl-
2-desoxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosyl-(1 —2)-(3,4,6-tri-O-acetyl-o-D-mannopyrano-
syl)-(1-3)]-[(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosyl-(1 —2)-(3,4,6-
tri-O-acetyl-o-D-mannopyranosyl)-(1—6)]-4-O-acetyl-f-D-mannopyranosyl-(1 —4)-(3, 6-di-
O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosyl)-(1—4)-3-O-benzyl-2-desoxy-2-
phthalimido-f-D-glucopyranosylazid 50

1.34 g (442.86 umol) Octasaccharid 49 werden in 40 ml Acetonitril gelost und mit 36.0 ml
Toluol, 36.0 ml Wasser und 3.60 g Cer(IV)ammoniumnitrat versetzt. Die Losung wird nach 7
Stunden Riihren bei Raumtemperatur (DC: Dichlormethan / Methanol, 20:1) mit 200 ml
Essigsdureethylester verdiinnt, zweimal mit 2N Kaliumhydrogencarbonatlosung gewaschen,
iiber Magnesiumsulfat getrocknet, eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Die Reinigung
des Rohprodukts erfolgt durch Flashchromatographie (n-Hexan / Aceton, 1:1;

Saulendurchmesser: 40 mm, Fiillhohe: 18 cm).

Ausbeute: 1.22 g (94 %) amorph,
R¢~49 = 0.36 (Dichlormethan / Methanol, 20:1),
R#~50 = 0.32 (Dichlormethan / Methanol, 20:1),
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[a]p> = -12.6° (0.4, Dichlormethan),
Ci41H146NgOg1 (2928.69),
ESI-MS (Methanol): My = 2926.86; Mger = 2927.98 (M+H)", 2950.61 (M+Na)".

'H-NMR (500 MHz. [Ds] DMSO): & = 8.07 — 6.58 (m, 35H, Ar), 5.85 (dd, J53 = J34 = 9.78
Hz, 1H, H-37), 5.70 (dd, J,3 = J34 = 9.66 Hz, 1H, H-3"), 5.62 (dd, J53 = J34 = 9.54 Hz, 1H,
H-3°), 5.55 (d, Ji2 = 8.07 Hz, 1H, H-17), 5.30 — 5.19 (m, 4H, H-1°, H-1', H-1%, H-1""), 5.08 —
4.92 (m, 4H, H-4°, H-4", H-4"", H-4"), 4.88 — 4.70 (m, 4H, H-3*, H-4*, H-4’, CH,0), 4.65 (d,
J12<1Hz, 1H, H-1°), 4.60 — 4.54 (m, 2H, H-3*, H-1%), 4.43 (m, 2H, 2 x CH,0), 4.32 (d, Jeem
= 12.47 Hz, 1H, CH,0), 4.29 — 4.09 (m, 7H, H-6a’, H-2°, H-6a’, H-6a°, H-2’, H-2*, H-2"),
4.07 —3.75 (m, 17H, H-1*, CH,0, H-3', H-4!, H-6b°, H-6b’, H-6b"", H-5°, H-3%, H-5*, H-6a",
H-2%, H-2*, H-2*, H-57, H-5", H-2"), 3.67 (m, 1H, H-3%), 3.63 — 3.50 (m, 5H, H-4°, CH,0, H-
6b*, H-6a', H-6a%), 3.42 — 3.16 (m, 7H, H-6a*, H-6b%, H-5', H-6b', H-6b*, H-5°, H-5%), 3.03
(m, 1H, H-5%), 2.83 — 2.73 (m, 2H, H-6a’, H-6b%), 2.19, 2.10, 2.01, 1.99, 1.98, 1.98, 1.97,
1.95,1.93,1.91, 1.90, 1.85, 1.82, 1.81, 1.80, 1.79 (16s, 48H, OAc).

3C-NMR (125 MHz, [Ds] DMSO): § = 170.21, 170.06, 170.04, 169.78, 169.72, 169.70,
169.67, 169.63, 169.29, 169.21, 169.09, 169.04, 167.25, 166.95 (C=0), 138.16, 137.99,
137.93 (C-i Ar), 135.08, 134.96, 134.83, 134.59 (C-4/5 Pht), 131.20, 130.78, 130.65, 130.59
(C-1/2 Pht), 128.16, 127.77, 127.53, 127.47, 127.38, 127.29, 127.23, 127.11, 127.07, 126.83,
126.54, 126.32 (Ar), 123.43 (C-3/6 Pht), 100.53 (C-1°), 98.65 (C-1%), 97.11 (C-1*), 97.05 (C-
17), 95.95 (C-1%), 95.92 (C-1°), 95.86 (C-17), 84.59 (C-1"), 80.25 (C-4%), 77.05 (C-3%), 76.73
(C-5Y), 76.07 (C-3"), 75.75 (C-3%), 75.68 (C-2%), 74.19 (C-4"), 73.22 (CH,0), 73.22 (C-5%),
73.12 (CH,0), 73.00 (C-2%), 72.75 (C-2"), 71.87 (CH,0), 71.05 (C-5"), 71.02 (C-5"), 70.99
(C-5°), 70.24 (C-5°), 70.20 (C-4%), 69.58 (C-3%), 69.39 (C-3"), 69.07 (C-3*), 69.06 (C-3"),
68.89 (C-3%), 68.76 (C-6°), 68.54 (C-47), 68.49 (C-4>), 68.30 (C-4°), 68.29 (C-67), 67.78 (C-
5%, 67.17 (C-5%), 64.29 (C-4%), 63.98 (C-4"), 61.65 (C-6>), 61.63 (C-6"), 61.59 (C-6), 60.97
(C-6"), 60.79 (C-6%), 58.57 (C-6"), 55.74 (C-2%), 54.33 (C-2"), 54.25 (C-27), 53.60 (C-2°),
53.47 (C-2) 20.97, 20.41, 20.38, 20.35, 20.26, 20.24, 20.21, 20.18, 20.14, 20.09, 19.98
(OAc).
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(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ (3,4, 6-tri-O-acetyl-
2-desoxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosyl-(1 —2)-(3,4,6-tri-O-acetyl-o-D-mannopyrano-
syl)-(1-3)]-[(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosyl-(1 —2)-(3,4,6-
tri-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1 —6)]-4-O-acetyl-f-D-mannopyranosyl-(1 —4)-(3, 6-di-
O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosyl)-(1—4)-[ (2, 3,4-tri-O-(p-methoxyben-
zyl)-a-L-fucopyranosyl)-(1 —6)]-3-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosylazid
52

987 mg (337 umol) Octasaccharid 50, 1.92 g (3.37 mmol) Ethylthiofucosid 51 und 2.40 g
gepulvertes, frisch geglithtes Molekularsieb 4A werden im Hochvakuum getrocknet, unter
Argon mit 5.00 ml absolutem Dichlormethan und 3.00 ml Dimethylformamid versetzt und 45
Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. Die Losung wird mit 1.08 g (3.37 mmol) getrocknetem
Tetrabutylammoniumbromid und 753 mg (3.37 mmol) Kupfer(Il)bromid versetzt. Nach 3
Tagen (DC: Dichlormethan / Methanol, 20:1) wird mit Dichlormethan verdiinnt, iiber Celite
filtriert, zweimal mit ges. Kaliumhydrogencarbonatldsung gewaschen, liber Magnesiumsulfat
getrocknet, eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Die Reinigung des Rohprodukts
erfolgt durch Flashchromatographie (1.: Dichlormethan / Methanol, 100:1 => 50:1; 2.

Cyclohexan / Aceton, 1:1; Sdulendurchmesser: 20 mm, Fiillhohe: 18 cm).

Ausbeute: 944 mg (82 %) amorph,

R~50 =0.19 (Hexan / Aceton, 1:1),

R#50 = 0.33 (Dichlormethan / Methanol, 20:1),

R¢~52 =0.27 (Hexan / Aceton, 1:1),

R~52 = 0.41 (Dichlormethan / Methanol, 20:1),

[a]p™ = -4.1° (0.5, Dichlormethan),

C171H180N3gOgs (3435.27),

ESI-MS (Methanol): My = 3433.09; Mger = 3456.51 (M+Na) "

'H-NMR (500 MHz. [Ds] DMSO): & = 8.02 — 6.48 (m, 47H, Ar), 5.77 — 5.66 (m, 2H, H-3,
H-3), 5.62 (dd, 1H, H-3"), 5.53 (d, J,» = 7.80 Hz, 1H, H-17), 5.33 (d, J1, = 7.80 Hz, 1H, H-
1%), 5.29 (d, J,, = 7.80 Hz, 1H, H-1°), 5.24 (d, J1» = 8.80 Hz, 1H, H-1°), 5.21 (d, J, = 8.80
Hz, 1H, H-1"), 5.10 — 4.94 (m, 3H, H-4>, H-4*, H-4>), 491 (m, 1H, H-3%), 4.88 — 4.62 (m,
9H, H-4’, H-4*, OCH,, H-4°, H-1", OCH,, H-1°, 2 x OCH,), 4.62 (m, 6H, H-3*, OCH,, H-1%,
3 x OCH,), 4.42 — 4.23 (m, 3H, 2 x OCH,, H-6a%), 4.22 — 3.09 (m, 49H, H-2°, H-6a° , H-2*,
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H-2*, H-2', H-3', H-6a’, H-4', H-1*, H-3*, OCH,, H-6b", H-2*, H-2*, H-6b’ , H-5", H-6b’, H-
5% H-2', H-5*, H-5", H-2", H-6a", H-3", OMe, H-4", H-4%, 2 x OMe, H-2", H-6a%, H-3°, H-
5' H-5% H-6a' OCH,, H-6b', H-6b*, H-6b*, H-5", H-6a*, H-6b", H-5%), 2.92 (m, 1H, H-5"),
2.79 — 2.66 (m, 2H, H-6a’, H-6b%), 2.25 — 1.71 (16s, 48H, OAc), 1.01 (d, Js¢ = 5.90 Hz, 3H,
H-6%).

BC-NMR (125 MHz, [Ds] DMSO): & = 170.18-169.00, 168.45-168.37 (C=0), 158.67,
158.63, 158.54 (C-4 Mpm), 137.99, 137.81, 137.78 (C-i Ar), 135.05-134.68 (C-4/5 Pht),
130.97-130.41 (C-1 Mpm, C-1/2 Pht), 129.38, 129.30, 128.77, 128.10, 127.74, 127.45,
127.41, 127.22, 127.13, 127.05, 126.87, 126.81, 126.36 (C-2/6 Mpm, Ar), 123.58-123.15 (C-
3/6 Pht), 113.59, 113.52, 113.39 (C-3/5 Mpm), 101.07 (C-1°), 98.59 (C-1?; Je.ip1 = 173.9
Hz), 97.38 (C-1"; Je.i 1 = 170,9 Hz), 97.24 (C-1%), 96.93 (C-17), 96.29 (C-1?), 96.18 (C-1°),
96.06 (C-1°), 84.52 (C-1'; Je.iu1 = 166.8 Hz), 80.03 (C-4), 78.08 (C-3"), 77.24 (C-3%),
77.12 (C-4%), 76.27 (C-5Y), 75.99 (C-3"), 75.28 (C-4"), 74.85 (C-3%), 74.70 (C-2°), 73.83
(OCH,), 73.82 (C-5%), 73.63 (C-25), 73.39 (C-2%), 73.35 (OCH,), 73.11 (OCH,), 72.94 (C-
2%), 72.33 (OCH,), 71.29 (C-5%), 71.24 (C-5"), 71.20 (OCHy), 71.17 (C-57), 70.85 (OCH>,),
70.67 (C-4°), 70.57 (C-5°), 69.83 (C-3°), 69.68 (C-3°), 69.33 (C-37), 69.27 (C-3*), 69.10 (C-
3%), 68.88 (C-6°), 68.81 (C-4"), 68.73 (C-4>), 68.55 (C-4"), 68.44 (C-6), 68.03 (C-5%), 67.39
(C-5%), 65.99 (C-5%), 65.31 (C-6"), 64.50 (C-4%), 64.20 (C-4%), 62.04 (C-6"), 61.98 (C-6"),
61.77 (C-6°), 61.20 (C-6*), 60.95 (C-6%), 55.91 (C-2%), 54.96 (OMe), 54.92 (OMe), 54.80
(OMe), 54.71 (C-27), 54.54 (C-2"), 53.85 (C-2°), 53.73 (C-2°), 20.45, 20.41, 20.39, 20.38,
20.36, 20.34, 20.24, 20.21, 20.18, 20.14, 20.11, 20.09, 20.06, 20.04, 19.92, 19.91 (16 OAc),
16.28 (C-6Y).

8.7 Versuche zu Kapitel 3.1.4

(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ (3,4, 6-tri-O-acetyl-
2-desoxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosyl-(1 —2)-(3,4, 6-tri-O-acetyl-o-D-mannopyrano-
syl)-(1-3)]-[(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosyl-(1 —2)-(3,4,6-
tri-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1 —6)]-4-O-acetyl-f-D-mannopyranosyl-(1 —4)-(3, 6-di-
O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-[(a-L-fucopyranosyl)-(1 —6)] -
3-0-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosylazid 53
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630 mg (183.4 umol) Nonasaccharid 52 werden in 19.5 ml Acetonitril und 2.2 ml Wasser
gelost und 30 Minuten im Eisbad geriihrt. Nach Zugabe von 850 mg (1.55 mmol)
Cer(IV)ammoniumnitrat wird weiter unter Kiihlung bei 0°C geriihrt. Nach 3 Stunden (DC:
Dichlormethan / Methanol, 20:1) wird mit 60 ml Acetonitril verdiinnt, der Kolben in
fliissigem Stickstoff gekiihlt und der Inhalt lyophilisiert. Der gelbe, feste Riickstand wird in
Dichlormethan aufgenommen, einmal mit 1N Salzsdure gewaschen, liber Magnesiumsulfat
getrocknet, eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Die Reinigung des Rohprodukts
erfolgt durch Flashchromatographie (Cyclohexan / Aceton, 1:1; Sdulendurchmesser: 35 mm,

Fiillhohe: 11 cm).

Ausbeute: 398 mg (71 %) amorph,

R¢~52=0.52 (Dichlormethan / Methanol, 20:1),

R~53=0.32 (Dichlormethan / Methanol, 20:1),

[a]p> = -0.8° (0.6, Dichlormethan),

Ci147H156NsOgs (3074.83),

ESI-MS (Methanol): Mye; = 3072.91; Mger = 3074.60 (M+H)", 3097.05 (M+Na)".

'H-NMR (500 MHz. [Ds] DMSO): & = 8.00 — 6.64 (m, 35H, Ar), 5.90 (dd, 1H, H-3"), 5.71
(dd, 1H, H-3"), 5.63 — 5.54 (m, 2H, H-3°, H-1), 5.30 — 5.20 (m, 4H, H-1°, H-1%, H-1°, H-1"),
5.05—4.92 (m, 4H, H-4>, H-4*, H-4°, H-4"), 4.88 — 4.60 (m, 7H, H-3*, H-4*, OCH,, H-4°, H-
1°, H-1F, H-3"), 4.57 — 3.21 (m, 45H, H-1?, OCH,, H-6a°, H-6a’, H-6a’ , H-2°, H-4', H-2*, H-
27, H-2>, H-1*, H-3!, H-6b’, H-6b°, H-6b>, H-3%, H-5°, H-2°, H-5>, H-5*, H-2%, H-6a*, H-2',
H-57, H-2*, H-5", H-4%, H-62°, H-3°, H-5°, H-4", H-6a', H-5', H-3", H-6b’, H-6b*, H-2", H-
6a*, H-6b', H-6b*, H-5%), 2.95 (m, 1H, H-5%), 2.78 — 2.65 (m, 2H, H-6a°, H-6b°), 2.20 — 1.75
(16s, 48H, OAc), 1.04 (d, Js¢ = 5.72 Hz, 3H, H-6").

BC-NMR (125 MHz, [Ds] DMSO): § = 170.21 - 168.98 (C=0), 138.13, 137.99, 137.89 (C-i
Ar), 135.08 - 134.69 (C-4/5 Pht), 130.89 - 130.20 (C-1/2 Pht), 128.13, 127.76, 127.60,
127.54, 127.37, 127.18, 127.11, 126.99, 126.81, 126.18 (C-2/6, Ar), 123.69 - 123.10 (C-3/6
Pht), 101.26 (C-1°), 99.00 (C-1), 98.48 (C-1%), 96.99 (C-1*), 96.76 (C-17), 95.99 (C-1°),
95.98 (C-1%), 95.74, (C-17), 84.22 (C-1"), 80.62 (C-4?), 77.42 (C-3%), 75.91 (C-3"), 75.58 (C-
3%), 75.56 (C-5"), 74.92 (C-2%), 74.60 (C-4"), 73.15 (OCH,), 73.12 (C-5%), 73.11 (OCH,),
73.08 (C-2%), 72.70 (C-2*), 71.95 (OCH,), 71.13 (C-2%), 71.02 (C-5), 70.99 (C-5"), 70.95 (C-
5%, 70.18 (C-5%), 70.11 (C-4°), 69.61 (C-3°), 69.41 (C-3%), 69.33 (C-3"), 69.06 (C-37), 69.04
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(C-3%), 68.98 (C-3%), 68.72 (C-6%), 68.65 (C-4"), 68.42 (C-4"), 68.28 (C-4°), 68.13 (C-6%),
67.86 (C-4"), 67.67 (C-5%), 67.08 (C-5), 65.70 (C-5), 64.67 (C-6"), 64.26 (C-4*), 64.07 (C-
4%y, 61.80 (C-67), 61.69 (C-6"), 61.57 (C-6"), 61.03 (C-6Y), 60.64 (C-6), 55.79 (C-2%), 54.42
(C-27), 54.28 (C-2"), 53.59 (C-2°), 53.57 (C-2°), 20.45, 20.42, 20.40, 20.39, 20.37, 20.35,
20.30, 20.27, 20.24, 20.18, 20.17, 20.14, 20.13, 20.08, 19.93 (16 OAc), 16.44 (C-6").

(2-Acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ (2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopy-
ranosyl-(1—2)-(a-D-mannopyranosyl)-(1 —3)]-[(2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosy!-
(1 —=2)-(a-D-mannopyranosyl)-(1 —6)]-f-D-mannopyranosyl-(1 —4)-(2-acetamido-3, 6-di-O-
benzyl-2-desoxy-p-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-[(a-L-fucopyranosyl)-(1 —6)]-2-acetamido-3-
O-benzyl-2-desoxy-f-D-glucopyranosylazid 54

1. Dephthaloylierung

323 mg (105 pmol) Nonasaccharid 53 werden in 6.8 ml n-Butanol und 1.6 ml Ethylendiamin
bei 80°C geriihrt. Nach 26 Stunden (DC: i-Propanol / IM Ammoniumacetatlosung, 4:1) wird
bei 50°C Wasserbadtemperatur eingeengt, dreimal mit je 10 ml Toluol codestilliert und im
Hochvakuum getrocknet.

R¢=0.26 (i-Propanol / IM Ammoniumacetatlosung, 4:1)

2. Peracetylierung

Der Riickstand aus 1. wird mit 16.0 ml Pyridin und 8.0 ml Essigsdureanhydrid bei 50°C fiir 2
Stunden gertihrt (DC: i-Propanol / 1M Ammoniumacetatlosung, 4:1). AnschlieBend wird
eingeengt, dreimal mit je 20 ml Toluol codestilliert und im Hochvakuum getrocknet.

Rf=0.91 (i-Propanol / IM Ammoniumacetatlosung, 4:1)

3. Deacetylierung

Der Riickstand aus 2. wird in 18 ml Methylaminlosung (40 % in Wasser) gelost und 4.5
Stunden bei Raumtemperatur geriihrt (DC: i-Propanol / 1M Ammoniumacetatldsung, 4:1).
Die Losung wird eingeengt, dreimal mit je 20 ml Toluol codestilliert und im Hochvakuum
getrocknet. Der feste, dlige Riickstand wird in Wasser gelost und lyophilisiert. Zur Reinigung
wird der Riickstand (911 mg ungereinigt) in 60 ml Wasser geldst und jeweils 10 ml dieser
Losung mit einer Kunststoffspritze durch 3 miteinander verbundene SepPak-Kartuschen

gedriickt. Die Trennung erfolgt durch einen Acetonitril / Wasser-Gradienten: man wéscht mit
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je dreimal 10 ml Wasser, dreimal 10 ml 5 %, dreimal 10 ml 10 %, dreimal 10 ml 15 %,
zweimal 10 ml 20 % Acetonitril (in Wasser) und zweimal 10 ml 100 % Acetonitril. Das
Produkt eluiert bei 15 % Acetonitril in Wasser; diese Fraktionen werden vereinigt und

lyophilisiert.

Ausbeute: 198 mg (96 %) amorph,

R¢=0.50 (i-Propanol / 1M Ammoniumacetatldosung, 4:1),
[a]p™ = -37.0° (0.8, H,0),

CssH124NgOu44 (1961.92),

ESI-MS (Methanol): Mye; = 1960.77; Mger = 1962.07 (M+H)".

'H-NMR (500 MHz, D,O (mit [Ds]-DMSO als internem Standard)): & = 7.35 — 7.07 (m, 15H,
Ar), 4.94 — 4.90 (m, 2H, H-1*, OCH,), 4.73 — 4.68 (m, 3H, H-1", H-1", OCH,), 4.51 — 4.43
(m, 5H, H-1*, H-1%, H-1°, H-1', OCH.), 4.35 — 4.32 (m, 2H, OCH,, H-1°), 4.23 — 4.14 (m,
3H, OCH,, H-2%), 3.98 — 3.96 (m, 2H, H-1°, H-2%), 3.87 (m, 1H, H-5"), 3.82 — 3.78 (m, 2H,
H-4', H-6a"), 3.72 — 3.12 (m, 46H, H-6a°, H-5", H-6a", H-6a’, H-3*, H-6a', H-4%, H-2?, H-3%,
H-4°, H-2', H-6a, H-2", H-3%, H-6b’, H-6a*, H-2*, H-6b*, H-6b°, H-3*, H-2", H-2°, H-6b",
H-3', H-3°, H-4", H-5', H-6b', H-6a’, H-5%, H-2°, H-6b", H-6b’, H-3", H-3°, H-4*, H-5", H-
6b”, H-4", H-3", H-4*, H-5°, H-4°, H-4°, H-5°, H-5"), 2.63 (m, 1H, H-5"), 1.85, 1.84, 1.69,
1.61, 1.60 (5s, 15H, NAc), 1.00 (d, Js, = 5.97 Hz, 3H, H-6").

BC-NMR (125 MHz, D,0 (mit [D¢] DMSO als internem Standard)): & = 176.26, 176.20,
175.73, 175.56, 175.34 (C=0), 139.72, 139.59, 138.69 (C-i Ar), 130.41 — 129.43 (Ar), 103.57
(C-1%), 102.07 (C-1%), 101.85 (C-17), 101.33 (C-1°), 100.79 (C-1F), 100.52 (C-1°), 100.39 (C-
1%), 97.45 (C-1%), 90.12 (C-1"), 82.60 (C-3%), 81.64 (C-3"), 80.71 (C-4%), 78.97 (C-3%), 77.96
(C-2%), 77.45 (C-57), 77.32 (C-2%), 77.20 (C-4"), 77.19 (C-5"), 77.18 (C-5°), 76.66 (C-5"),
75.68 (C-5%), 75.64 (C-2°), 75.60 (OCH,), 75.50 (OCH,), 75.31 (C-5%), 74.78 (C-5%), 74.68
(C-37), 74.68 (C-3°), 74.53 (OCH,), 74.47 (C-3”), 73.99 (C-5%), 73.10 (C-4"), 71.18 (C-4"),
70.87 (C-35), 70.82 (C-3%), 70.78 (C-4”), 70.78 (C-3"), 70.69 (C-4>), 70.08 (C-6"), 69.43 (C-
2F), 68.57 (C-4"), 68.48 (C-4%), 68.20 (C-5), 67.82 (C-6), 67.28 (C-4%), 66.57 (C-6°), 62.79
(C-6%), 62.78 (C-6"), 61.89 (C-6), 61.76 (C-6"), 61.34 (C-6”), 57.26 (C-27), 56.75 (C-2°),
56.71 (C-2"), 56.36 (C-2%), 55.35 (C-2"), 24.22, 23.83, 23.77, 23.54, 23.49 (NAc), 16.77 (C-
6").

118



8. Experimenteller Teil

N'-(6-Benzyloxycarbonyl-6-aminohexanoylamido)-(2-acetamido-2-desoxy-S-D-glucopyrano-
syl)-(1—-2)-[(2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl-(1 —2)-(a-D-mannopyranosyl)-
(1-3)]-[(2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl-(1 —2)-(a-D-mannopyranosyl)-(1—6)] -
[-D-mannopyranosyl-(1—4)-(2-acetamido-3, 6-di-O-benzyl-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-
(1—4)-[(o-L-fucopyranosyl)-(1 —6)]-2-acetamido-3-O-benzyl-2-desoxy-p-D-glucopyranosid
56

1. Azidreduktion

42.8 mg (21.8 pmol) Nonasaccharid 54 werden unter Argon in 3 ml absolutem Methanol
gelost, mit 50 pl Triethylamin und 150 pl Propandithiol versetzt und bei Raumtemperatur
geriihrt. Nach 60 min. (DC: i-Propanol / 1M Ammoniumacetatlosung, 2:1) werden weitere 50
ul Triethylamin und 100 pl Propandithiol zugegeben. Nach 4 Stunden (DC: i-Propanol / IM
Ammoniumacetatlosung, 2:1) wird am Rotationsverdampfer eingeengt und im Hochvakuum

getrocknet (1 h). Man erhilt einen farblosen Feststoft.

2. Herstellung der Kupplungslosung

236 mg (0.89 mmol) Z-Aminohexansiure 55 werden in 3.5 ml NMP (iiber Molekularsieb 4A
getrocknet) unter Argon gelost. Die klare Losung wird mit 136 mg (0.89 mmol) HOBt und
285 mg (0.89 mmol) TBTU versetzt und mit 450 pl DIPEA auf pH 9 eingestellt.

3. Kupplung des Aminozuckers mit Z-Aminohexansdure

Zu dem farblosen Feststoff aus 1. werden 2.5 ml der Kupplungslosung gegeben. Die
Diinnschichtchromatographie der klaren Losung (i-Propanol / 1M Ammoniumacetatlosung,
2:1) zeigt nach 2 min schon vollstaindigen Umsatz; nach 15 min wird die Reaktion durch
Zugabe von 1 ml Methylamin (41 % in H,O) abgebrochen, am Rotationsverdampfer bei 50°C
eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Um das restliche NMP zu entfernen, wird mit 20
ml eines Acetonitril : Wasser-Gemischs (20 : 80 Vol. %) verdiinnt, eingefroren und im
Hochvakuum lyophilisiert. Nach dreimaligem Verdiinnen und Lyophilisieren werden 450 mg
eines beigen Feststoffs erhalten. Der Feststoff wird in 10 ml Wasser suspendiert, 5 Minuten
im Ultraschallbad belassen, zentrifugiert und die iiberstehende klare Losung abgetrennt und
lyophilisiert; der Riickstand wird verworfen. Der nach Gefriertrocknen erhaltene Riickstand
wird in 1 ml eines Acetonitril : Wasser-Gemischs (20 : 80) aufgenommen, zentrifugiert, auf

450 pl eingeengt und durch RP-HPLC (Waters, Acetonitril / Wasser, 35-45 % Acetonitril in
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40 Minuten; FluB = 8 ml /min, Macherey-Nagel Nucleogel RP 100-10 (300 x 25 mm))

gereinigt.

Ausbeute: 14.7 mg (31 %) amorpher farbloser Feststoft,

R¢= 0.8 (i-Propanol / 1M Ammoniumacetatlésung, 2:1),

[a]p™ = -22.7° (1.0, H,0),

CooH143N7047 (2183.21),

ESI-MS (Methanol): Mpe; = 2181.90; Mger = 2204.60 (M+Na)".

"H-NMR (500 MHz, D,0 (mit [Dg]-DMSO als internem Standard)): & = 7.29 — 7.07 (m, 20H,
Ar), 494 — 4.89 (m, 4H, H-1*, OCH,), 4.78 (d, J12 = 9.63 Hz, 1H, H-1"), 4.74 — 4.59 (m, 4H,
OCH,, H-17, H-1", H-1%), 4.53 — 4.48 (m, 2H, H-1°, H-1°), 4.42 (d, Jgem = 12.03 Hz, OCH,),
4.35 — 4.30 (m, 2H, OCH,, H-1°), 4.26 (d, Jyem = 11.48 Hz, OCH,), 4.20 (d, Jgem = 11.48 Hz,
OCH,), 4.13 (s, 1H, H-2), 4.01 — 3.94 (m, 2H, H-1°, H-2%), 3.88 (m, 1H, H-5"), 3.81 (m, 1H,
H-6a%), 3.76 — 3.19 (m, 45H, H-4', H-6a’, H-5*, H-2!, H-6a’, H-6a*, H-4*, H-3%, H-3", H-2%,
H-6a', H-4’, H-6a%, H-6a*, H-3%, H-2F, H-2a*, H-6b’, H-3*, H-6b°, H-6b*, H-2", H-2°, H-3',
H-4F, H-6b°, H-3’, H-6b', H-6a , H-6b*, H-5%, H-6b%, H-5', H-2>, H-37, H-5*, H-3°, H-4",
H-6b>, H-3°, H-4", H-4*, H-4°, H-5°, H-4>), 3.17 — 3.08 (m, 2H, H-5°, H-5"), 2.89 (m, 2H, &-
CH,), 2.66 (m, 1H, H-5), 2.02 (m, 2H, 0-CH>), 1.85, 1.83, 1.67, 1.62, 1.49 (5 s, 15H, NAc),
1.34 (m, 2H, B-CH>), 1.26 (m, 2H, §-CH,), 1.03 (m, 2H, y-CH,), 0.97 (d, Js = 5.95 Hz, 3H,
H-6").

BC-NMR (125 MHz, D,0 (mit [D¢] DMSO als internem Standard)): & = 178.88, 176.10,
176.03, 176.01, 175.31, 175.21 (C=0), 139.94, 138.86 (C-i Ar), 130.38, 130.15, 129.89,
129.70, 129.48, 129.30 (Ar), 103.24 (C-1°), 101.74 (C-1%), 101.57 (C-17), 101.17 (C-1°),
100.53 (C-1), 100.35 (C-17), 100.29 (C-1%), 97.35 (C-1*), 82.33 (C-3%), 82.32 (C-3"), 80.63
(C-4%), 79.47 (C-1"), 78.80 (C-3%), 77.98 (C-2%), 77.44 (C-5"), 77.40 (C-4"), 77.27 (C-2%),
77.10 (C-5°), 76.95 (C-5"), 76.66 (C-5"), 75,67 (C-5"), 75,60 (C-2*), 75.50 (OCH,), 75.40
(OCHa), 75.24 (C-5%), 74.69 (C-5"), 74.66 (C-3"), 74.59 (C-3°), 74.42 (OCH,), 74.30 (C-3%),
73.99 (C-5%), 73.03 (C-4%), 71.21 (C-4"), 71.18 (C-4°), 70.83 (C-3%), 70.75 (C-4>), 70.72 (C-
3%, 70.67 (C-3%), 70.11 (C-6"), 69.44 (C-2%), 68.45 (C-4"), 68.38 (C-4%), 68.04 (C-6"), 67.96
(C-5%), 67.79 (OCH,), 67.19 (C-4%), 66.53 (C-6), 62.72 (C-6%), 62.70 (C-6"), 61.87 (C-6),
61.71 (C-6"), 61.34 (C-6°), 57.25 (C-27), 56.72 (C-2"), 56.63 (C-2°), 56.22 (C-2%), 54.47 (C-
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2", 41.46 (C-6 AH), 36.87 (C-2 AH), 29.74 (C-5 AH), 26.40 (C-4 AH), 25.97 (C-3 AH),
24.30, 23.99, 23.98, 23.94, 23.53 (NAc), 16.81 (C-67).

N-( 6-Aminohexanoylamido)-(2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[(2-acet-
amido-2-desoxy-p-D-glucopyranosyl-(1 —2)-(a-D-mannopyranosyl)-(1—3)]-[ (2-acetamido-
2-desoxy-f-D-glucopyranosyl-(1 —2)-(a-D-mannopyranosyl)-(1 —6)] -p-D-mannopyranosyl-
(1—4)-(2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-[(a-L-fucopyranosyl)-(1 —6)]-2-
acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosid 57

14.5 mg (6.64 pmol) Nonasaccharid 56 werden unter Argon in 6 ml absolutem Methanol
gelost, mit 325 pl Essigsdure und 43 mg PdO*H,0 (puriss., Fluka) versetzt und unter H,-
Atmosphdre bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 24 Stunden (DC: i-Propanol / 1M
Ammoniumacetatlésung, 2:1) wird zentrifugiert und der Katalysator-Riickstand dreimal mit je
50 ul Essigsdure in 5 ml Methanol gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen werden
bei 40°C auf ca. ein Viertel des urspriinglichen Volumens eingeengt, eingefroren und
lyophilisiert. Das Rohprodukt (16 mg) wird durch Gelfiltration gereinigt (Pharmacia Hi Load
Superdex 30 (600 x 16 mm); Eluens: 0.1 M Ammoniumhydrogencarbonatlosung; Fluss 0.75
ml / min; Detektion: 220 und 254 nm).

Ausbeute: 11.2 mg (95 %) amorpher farbloser Feststoft,

R¢=0.24 (i-Propanol / IM Ammoniumacetatlosung, 2:1),

[a]p™ =-18.6° (1.1, H,0),

C70H119N7045 (1778.71),

ESI-MS (Methanol): My = 1777.72; Mger = 1778.8 (M+H)", 1800.8 (M+Na)".

'H-NMR (500 MHz, D,0 (mit [Ds]-DMSO als internem Standard)): & = 4.92 (d, Ji12<1.0 Hz,
1H, H-1%), 4.84 (d, J12 = 9.7 Hz, 1H, H-1'), 4.70 (d, J,, < 1.0 Hz, 1H, H-1%), 4.68 (d, J1» =
3.2 Hz, 1H, H-1), 4.58 (d, J,, < 1.0 Hz, 1H, H-1°), 4.52 (d, J1» = 8.4 Hz, 1H, H-17), 4.50 (d,
Ji2 = 8.4 Hz, 1H, H-17), 434 (d, J1», = 8.4 Hz, 1H, H-1°), 4.30 (d, Ji1» = 8.4 Hz, 1H, H-1°),
4.18 (m, 1H, H-2%), 3.97 — 3.91 (m, 2H, H-2*, H-5"), 3.87 (m, 1H, H-2*), 3.79 — 3.19 (m,
47H, H-5", H-6a*, H-6a°, H-6a’, H-6a’, H-3", H-6a"*, H-6a', H-6a*, H-3", H-3?, H-2', H-3",
H-6a°, H-3’, H-6b°, H-2", H-4", H-6b", H-6b°, H-6b’, H-3', H-4', H-2%, H-6b’, H-5', H-6b',
H-2, H-2", H-2°, H-5°, H-4’, H-6b*, H-5°, H-6b*, H-4?, H-3>, H-3", H-3°, H-5*, H-4*, H-4",
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H-4>, H-4', H-5", H-4°, H-5%), 3.13 (m, 1H, H-5"), 2.70 (t, Js¢ = 7.1 Hz, 2H, e-CH,), 2.08 (t,
Jup =7.1 Hz, 2H, 0-CH,), 1.89, 1.85, 1.84, 1.83, 1.80 (5s, 15H, NAc), 1.46 — 1.36 (m, 4H, &-
CH,, B-CH,), 1.14 (m, 2H, -CH,), 1.01 (d, Js¢ = 6.5 Hz, 3H, H-6").

BC-NMR (125 MHz, D,O (mit [D¢] DMSO als internem Standard)): & = 178.35, 175.70,
175.65, 175.59, 175.52, 174.91 (C=0), 102.74 (C-1°), 102.36 (C-17), 102.04 (C-1?%), 101.02
(C-1°), 100.94 (C-17), 100.70 (C-1%), 100.32 (C-1%), 98.29 (C-1*), 82.72 (C-4%), 80.23 (C-4"),
79.63 (C-1"), 78.61 (C-3%), 77.86 (C-2*, C-2%), 77.28 (C-57), 77.16 (C-5", C-5°), 76.42 (C-
51, 76.28 (C-2%), 75.68 (C-5%), 75.47 (C-5%), 74.70 (C-5%), 74.55 (C-3°), 74.52 (C-37), 74.49
(C-3°), 74.23 (C-5%), 73.86 (C-3"), 73.19 (C-3%), 73.09 (C-4"), 71.20 (C-47), 71.18 (C-4>, C-
4%), 70.82 (C-3), 70.74 (C-3%), 70.61 (C-3%), 69.45 (C-2%), 68.64 (C-4"), 68.55 (C-4"), 68.09
(C-6°), 68.04 (C-6"), 67.96 (C-55), 67.88 (C-4%), 62.92 (C-6%), 62.72 (C-6), 61.87 (C-6"),
61.83 (C-6°), 61.68 (C-6"), 61.37 (C-6%), 56.96 (C-27), 56.70 (C-2"), 56.64 (C-2°), 56.34 (C-
2%), 55.12 (C-2"), 40.69 (C-6 AH), 36.77 (C-2 AH), 28.75 (C-5 AH), 26.36 (C-4 AH), 25.85
(C-3 AH), 23.87,23.71, 23.38 (NAc), 16.80 (C-6").

8.8 Versuche zu Kapitel 3.2

p-D-Galactopyranosyl-(1—4)-(2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ (p-D-
galactopyranosyl)-(1 —4)-(2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl-(1 —2)-(a-D-manno-
pyranosyl)-(1—-3)]-[(B-D-galactopyranosyl)-(1—4)-(2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopy-
ranosyl-(1—2)-(o-D-mannopyranosyl)-(1—6)]-p-D-mannopyranosyl-(1—4)-(2-acetamido-2-
desoxy-p-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-[(a-L-fucopyranosyl)-(1 —6)]-2-acetamido-2-desoxy-f-
D-glucopyranosylazid 59

5.5 mg (2.80 umol) Nonasaccharid 54 werden in 1.4 ml 20 mM Natriumkakodylatpuffer pH
7.4 gelost. Der Puffer enthdlt 1.0 mg Rinderserumalbumin, 2.5 umol NaN3, 1.4 pmol MnCl,,
5.6 mg (8.4 umol) Uridin-5’-diphosphogalactose, 6 U alkalische Phosphatase (E.C. 3.1.3.1)
und 120 mU N-Acetylglucosamin-3-1,4-Galactosyltransferase (E.C. 2.4.1.22). Die
Reaktionsmischung wird 72 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach vollstindiger Reaktion (DC: i-
Propanol / 1M Ammoniumacetatlosung, 2:1) wird lyophilisiert, in 1 ml Wasser

aufgenommen, der Niederschlag abzentrifugiert und der klare Uberstand durch Gelfiltration
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gereinigt (Pharmacia Hi Load Superdex 30 (600 x 16 mm); Eluens: 0.1 M
Ammoniumhydrogencarbonatldsung; Fluss 0.75 ml / min; Detektion: 214, 254 und 280 nm).

Ausbeute: 4.6 mg (72 %) amorpher farbloser Feststoff,

R¢=0.64 (i-Propanol / IM Ammoniumacetatlosung, 2:1),

Ci03H154N5Os9 (2448.34),

ESI-MS (Methanol): My = 2446.93; Mger = 1143.69 (M(2 x Gal)+2H)*", 1224.91 (M(3 x
Gal)+2H)*".

N'-(6-Aminohexanoylamido)-(2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ (B-D-ga-
lactopyranosyl)-(1—4)-(2-acetamido-2-desoxy-p-D-glucopyranosyl-(1 —2)-(a-D-mannopy-
ranosyl)-(1—-3)]-[(2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl-(1 —2)-(a-D-mannopyrano-
syl)-(1—6)]-p-D-mannopyranosyl-(1—4)-(2-acetamido-2-desoxy-p-D-glucopyranosyl)-
(1—4)-[(o-L-fucopyranosyl)-(1 —6)]-2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosid 61

11.2 mg (6.30 pmol) Nonasaccharid 57 werden in 4.5 ml 20 mM Natriumkakodylatpuffer pH
7.4 gelost. Der Puffer enthélt 3.4 mg Rinderserumalbumin, 8.43 umol NaNj3, 4.70 umol
MnCl,, 3.84 mg (6.30 pumol) Uridin-5’-diphosphogalactose, 13 U alkalische Phosphatase
(E.C. 3.1.3.1) und 270 mU N-Acetylglucosamin-§3-1,4-Galactosyltransferase (E.C. 2.4.1.22).
Die Reaktionsmischung wird 72 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach vollstdndiger Reaktion
(DC: 1-Propanol / 1M Ammoniumacetatlosung, 2:1) wird lyophilisiert, in 1 ml Wasser
aufgenommen, der Niederschlag abzentrifugiert und der klare Uberstand durch Gelfiltration
gereinigt (Pharmacia Hi Load Superdex 30 (600 x 16 mm); Eluens: 0.1 M
Ammoniumhydrogencarbonatlosung; Fluss 0.75 ml / min; Detektion: 214, 254 und 280 nm).

Ausbeute: 9.7 mg (80 %) amorpher farbloser Feststoff,

R¢=0.18 (i-Propanol / IM Ammoniumacetatldsung, 2:1),

[a]p™ =-19.9° (0.2, H,0),

C76H120N70s50 (1940.85),

ESI-MS (Methanol): My = 1939.78; Mger = 970.85 (M+2H)*", 981.84 (M+H+Na)*".

'H-NMR (500 MHz, D,0 (mit [Ds]-DMSO als internem Standard)): & = 4.93 (d, Ji12<1.0 Hz,
1H, H-1%), 4.84 (d, J,, = 9.3 Hz, 1H, H-1"), 4.70 (d, J1, < 1.0 Hz, 1H, H-1*), 4.68 (d, J1, =
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3.3 Hz, 1H, H-1), 4.57 (d, J,, < 1.0 Hz, 1H, H-1°), 4.52 (d, J1» = 8.2 Hz, 1H, H-1?), 4.50 (d,
Ji2=8.2Hz, 1H, H-17), 4.34 (m, 2H, H-1°, H-1°), 4.26 (d, J,, = 7.7 Hz, 1H, H-1°), 4.18 (m,
1H, H-2%), 3.97 — 3.90 (m, 2H, H-2*, H-5%), 3.88 (m, 1H, H-2*), 3.79 — 3.18 (m, 53H, H-6a’,
H-5%, H-6a*, H-4°, H-6a’, H-6a’, H-3", H-6a', H-6a", H-6a°, H-3", H-3*, H-3% H-2', H-6b",
H-6a°, H-3°, H-6b°, H-2", H-4", H-6b°, H-6b’, H-3', H-4', H-6a°, H-6b*, H-2°, H-6b°, H-2%,
H-3°, H-5°, H-5', H-6b', H-4°, H-27, H-2°, H-4°, H-5%, H-3°, H-6b", H-6b", H-4, H-5°, H-5",
H-37, H-5%, H-3%, H-2°, H-4*, H-4", H-4°, H-4, H-5%), 3.13 (m, 1H, H-5"), 2.68 (t, J5c = 7.1
Hz, 2H, e-CH,), 2.08 (t, Jop = 6.6 Hz, 2H, 0-CH,), 1.89, 1.85, 1.84, 1.83, 1.80 (5s, 15H,
NAc), 1.46 — 1.36 (m, 4H, 8-CH,, B-CH,), 1.14 (m, 2H, y-CH,), 1.01 (d, Js = 6.6 Hz, 3H, H-
6").

BC-NMR (125 MHz, D,0O (mit [Ds] DMSO als internem Standard)): & = 178.77, 176.10 -
175.85 (C=0), 104.22 (C-1°), 102.80 (C-1°), 102.36 (C-17), 102.06 (C-1%), 101.02 (C-1°),
100.94 (C-1°), 100.67 (C-1%), 100.45 (C-1%), 98.48 (C-1*), 82.76 (C-4%), 80.11 (C-4"), 80.00
(C-4%), 79.59 (C-1"), 78.62 (C-3%), 77.85 (C-2%), 77.81 (C-2%), 77.25 (C-57), 77.15 (C-5%),
76.47 (C-5%), 76.43 (C-5"), 76.41 (C-2°), 76.06 (C-5°), 75.68 (C-5°), 75.52 (C-5°), 74.74 (C-
5%, 74.55 (C-37), 74.49 (C-3%), 74.30 (C-5"), 73.91 (C-3"), 73.84 (C-3°), 73.22 (C-3%), 73.19
(C-3°), 73.12 (C-4%), 72.23 (C-2%), 71.20 (C-4”), 71.18 (C-4"), 70.85 (C-3%), 70.73 (C-3%),
70.66 (C-3"), 69.79 (C-4°), 69.45 (C-2F), 68.60 (C-4%), 68.53 (C-4"), 68.08 (C-6), 68.08 (C-
55), 68.08 (C-6"), 67.93 (C-4%), 63.01 (C-6%), 62.69 (C-6"), 62.22 (C-6°), 61.96 (C-6"), 61.70
(C-67), 61.42 (C-6%), 61.28 (C-6%), 57.00 (C-27), 56.76 (C-2"), 56.50 (C-2%), 56.19 (C-2°),
55.06 (C-2"), 40.79 (C-6 AH), 36.83 (C-2 AH), 29.01 (C-5 AH), 26.37 (C-4 AH), 25.82 (C-3
AH), 24.00 - 23.90 (NAc), 16.76 (C-6").

N'-(6-Aminohexanoylamido)-(2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[(5-D-ga-
lactopyranosyl)-(1—4)-(2-acetamido-2-desoxy-p-D-glucopyranosyl-(1 —2)-(a-D-mannopy-
ranosyl)-(1—-3)]-[(B-D-galactopyranosyl)-(1—4)-(2-acetamido-2-desoxy-p-D-glucopyrano-
syl-(1—2)-(a-D-mannopyranosyl)-(1 —6)]-p-D-mannopyranosyl-(1 —4)-(2-acetamido-2-des-
oxy-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-[(o-L-fucopyranosyl)-(1—6)]-2-acetamido-2-desoxy-f-D-
glucopyranosid 62

14.0 mg (7.21 umol) Decasaccharid 61 werden in 5.2 ml 20 mM Natriumkakodylatpuffer pH
7.4 gelost. Der Puffer enthilt 3.85 mg Rinderserumalbumin, 9.65 pmol NaNj, 5.40 umol
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MnCl,, 4.40 mg (7.21 pumol) Uridin-5’-diphosphogalactose, 15 U alkalische Phosphatase
(E.C. 3.1.3.1) und 310 mU N-Acetylglucosamin-§3-1,4-Galactosyltransferase (E.C. 2.4.1.22).
Die Reaktionsmischung wird 60 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach vollstindiger Reaktion
(DC: i-Propanol / 1M Ammoniumacetatldosung, 2:1; zusétzlich ESI-MS) wird lyophilisiert, in
1 ml Wasser aufgenommen, der Niederschlag zentrifugiert und der klare Uberstand durch
Gelfiltration gereinigt (Pharmacia Hi Load Superdex 30 (600 x 16 mm); Eluens: 0.1 M
Ammoniumhydrogencarbonatldsung; Fluss 0.75 ml / min; Detektion: 214, 254 und 280 nm).
Bei der massenspektroskopischen Untersuchung wird ein geringer Anteil an 3-fach
galactosyliertem Produkt (Uberreaktion) gefunden, der durch Gelfiltration nicht abtrennbar

1st.

Ausbeute: 12.7 mg (84 %) amorpher farbloser Feststoft,

R¢=0.12 (i-Propanol / IM Ammoniumacetatlosung, 2:1),

[a]p? = -18.6° (0.2, H,0),

CgoHi39N70s55 (2103.00),

ESI-MS (Methanol): My = 2101.83; Mg = 1073.87 (M+2Na)**, 1154.86 (M+Galactose
+2Na)*".

'H-NMR (500 MHz, D,0 (mit [Ds]-DMSO als internem Standard)): & = 4.93 (d, J; 2<1.0 Hz,
1H, H-17%), 4.84 (d, J12 = 9.6 Hz, 1H, H-1"), 4.70 (d, J,, < 1.0 Hz, 1H, H-1%), 4.68 (d, Ji12 =
3.2 Hz, 1H, H-1%), 4.58 (d, Ji1» < 1.0 Hz, 1H, H-1°), 4.53 (d, J1, = 8.2 Hz, 1H, H-1%), 4.50 (d,
Ji2=8.2Hz, 1H, H-17), 4.35 (m, 2H, H-1>, H-1°), 4.27 (m, 2H, H-1° H-1°), 4.19 (m, 1H, H-
2%), 3.98 — 3.86 (m, 3H, H-2*, H-5", H-2*), 3.82 — 3.22 (m, 59H, H-6a’, H-6a°, H-6a°, H-5",
H-4°, H-4%, H-6a", H-6a’, H-3*, H-6a*, H-6a', H-3", H-3*, H-6b°, H-6b°, H-2', H-3% H-3°, H-
6b%, H-6a°, H-6b°, H-2", H-4", H-6b’, H-3', H-62°, H-6a°, H-4', H-5', H-6b°, H-6b°, H-2%, H-
2°, H-2%, H-3°, H-3", H-5°, H-5°, H-6b', H-4°, H-4°, H-2", H-4’, H-5%, H-3°, H-3°, H-5°, H-
6b*, H-6b*, H-4%, H-5°, H-5", H-5%, H-3", H-2°, H-2°, H-4*, H-4*, H-4"), 3.14 (m, 1H, H-5"),
2.76 (t, Js¢ = 7.3 Hz, 2H, e-CH,), 2.08 (t, Jup = 6.3 Hz, 2H, a-CH,), 1.89, 1.85, 1.84, 1.83,
1.80 (5s, 15H, NAc), 1.46 — 1.36 (m, 4H, 8-CH,, B-CH,), 1.15 (m, 2H, y-CH,), 1.01 (d, Js¢ =
6.3 Hz, 3H, H-6").

PC-NMR (125 MHz, DO (mit [Dg] DMSO als internem Standard)): § = 178.85, 176.14 -
175.82 (C=0), 104.22 (C-1°, C-1%), 102.77 (C-1%), 102.31 (C-17), 102.09 (C-1%), 100.90 (C-
1°), 100.81 (C-1%), 100.72 (C-1%), 100.38 (C-1*), 98.36 (C-1*), 82.70 (C-4%), 80.14 (C-4"),
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79.96 (C-4°, C-4%), 79.58 (C-1"), 78.69 (C-3%), 77.83 (C-2%), 77.78 (C-2%), 77.25 (C-5"),
76.55 (C-5°, C-5%), 76.38 (C-5', C-2%), 76.01 (C-5°, C-5°), 75.62 (C-5°), 75.45 (C-5%), 74.67
(C-5%), 74.53 (C-37), 74.29 (C-5%), 73.91 (C-3"), 73.84 (C-3°, C-3%), 73.21 (C-3?), 73.18 (C-
3°, C-3%), 73.11 (C-45), 72.28 (C-2°, C-2%), 71.19 (C-47), 70.83 (C-35), 70.73 (C-3%), 70.62
(C-3"), 69.78 (C-4°, C-4%), 69.48 (C-2"), 68.59 (C-4*, C-4%), 68.06 (C-6', C-6%), 68.00 (C-5),
67.89 (C-4%), 62.86 (C-6%), 62.74 (C-6%), 62.18 (C-6°, C-6%), 61.69 (C-6"), 61.24 (C-6°, C-6),
60.95 (C-6%), 56.89 (C-27), 56.40 (C-2%), 56.26 (C-2°, C-2%), 55.05 (C-2"), 40.53 (C-6 AH),
36.70 (C-2 AH), 28.00 (C-5 AH), 26.26 (C-4 AH), 25.68 (C-3 AH), 23.90 - 23.70 (NAc),
16.77 (C-6Y).

N'-(6-Aminohexanoylamido)-(p-D-galactopyranosyl)-(1—4)-(2-acetamido-2-desoxy-p-D-glu-
copyranosyl)-(1 —2)-[(B-D-galactopyranosyl)-(1 —4)-(2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopy-
ranosyl-(1—2)-(a-D-mannopyranosyl)-(1—3)]-[(p-D-galactopyranosyl)-(1 —4)-(2-acet-
amido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl-(1 —2)-(a-D-mannopyranosyl)-(1—6)]-p-D-mannopy-
ranosyl-(1—4)-(2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-[ (o-L-fucopyranosyl)-

(1 —6)]-2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosid 63

10.0 mg (4.75 pmol) Undecasaccharid 62 werden in 3.5 ml 20 mM Natriumkakodylatpuffer
pH 7.4 gelost. Der Puffer enthélt 2.54 mg Rinderserumalbumin, 6.36 pmol NaN3, 3.60 pmol
MnCl,, 7.25 mg (11.88 pmol) Uridin-5’-diphosphogalactose, 10 U alkalische Phosphatase
(E.C. 3.1.3.1) und 205 mU N-Acetylglucosamin-3-1,4-Galactosyltransferase (E.C. 2.4.1.22).
Die Reaktionsmischung wird 60 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach vollstdndiger Reaktion
(DC: i-Propanol / 1M Ammoniumacetatldsung, 2:1; zusatzlich ESI-MS) wird lyophilisiert, in
1 ml Wasser aufgenommen, der Niederschlag zentrifugiert und der klare Uberstand durch
Gelfiltration gereinigt (Pharmacia Hi Load Superdex 30 (600 x 16 mm); Eluens: 0.1 M
Ammoniumhydrogencarbonatlosung; Fluss 0.75 ml / min; Detektion: 214, 254 und 280 nm).

Ausbeute: 9.5 mg (88 %) amorpher farbloser Feststoft,

R¢=0.10 (i-Propanol / IM Ammoniumacetatldsung, 2:1),

[a]p™ = -18.4° (0.2, H,0),

CsgH149N70¢0 (2265.14),

ESI-MS (Methanol): My = 2263.88; Mger = 1143.86 (M+H+Na)**, 1154.85 (M+2Na)*",
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'H-NMR (500 MHz, D,0 (mit [Ds]-DMSO als internem Standard)): & = 4.93 (d, Ji12<1.0 Hz,
1H, H-17), 4.85 (d, J12 = 9.6 Hz, 1H, H-1"), 4.70 (d, J,, < 1.0 Hz, 1H, H-1%), 4.69 (d, J1» =
3.2 Hz, 1H, H-1%), 4.58 (d, J1» < 1.0 Hz, 1H, H-1°), 4.54 (d, J1, = 7.2 Hz, 1H, H-17), 4.52 (d,
Ji2 = 8.7 Hz, 1H, H-1%), 438 (d, J1, = 7.7 Hz, 1H, H-1°), 4.34 (d, J1» = 6.9 Hz, 1H, H-1°),
427 (d, J12 =7.8 Hz, 3H, H-1° H-1°, H-1%), 4.20 (m, 1H, H-2*), 3.98 — 3.87 (m, 3H, H-2*, H-
5F, H-2%), 3.82 — 3.27 (m, 65H, H-6a°, H-6a°, H-6a*, H-6a*, H-5", H-4°, H-4°, H-4%" H-6a’,
H-3*, H-6a*, H-6a', H-3", H-3", H-6b°, H-6b°, H-2!, H-3*, H-6b* H-6a°, H-3°, H-4", H-6b",
H-2F, H-6b’, H-3', H-4', H-2%, H-6a°, H-62°, H-6a®", H-6b°, H-6b°, H-6b%", H-5', H-2°, H-2°,
H-3°, H-3°, H-37, H-5°, H-5%, H-5%, H-27, H-4°, H-4", H-4", H-6b', H-3°, H-3°, H-3%", H-4°,
H-5%, H-5°, H-6b*, H-4%, H-6b", H-5°, H-5°, H-5*, H-2°, H-2°, H-2%', H-4*, H-4", H-5"), 2.71
(t, Jse = 7.5 Hz, 2H, e-CH,), 2.08 (t, Jo3 = 7.1 Hz, 2H, 0-CH,), 1.90, 1.86, 1.85, 1.84, 1.81
(5s, 15H, NAc), 1.46 — 1.37 (m, 4H, 5-CH,, B-CH,), 1.14 (m, 2H, y-CH,), 1.01 (d, Js¢ = 6.6
Hz, 3H, H-6").

BC-NMR (125 MHz, D,0 (mit [Ds] DMSO als internem Standard)): & = 178.80, 176.30 -
175.70 (C=0), 104.28 (C-1°, C-1°, C-1%), 102.88 (C-1°), 102.39 (C-1%), 102.23 (C-17),
100.99 (C-1°), 100.87 (C-1%), 100.79 (C-1F), 100.56 (C-1%), 98.44 (C-1*), 82.80 (C-4%), 80.00
(C-4"), 79.97 (C-4°, C-4°, C-47), 79.70 (C-1"), 78.85 (C-3), 77.82 (C-2%), 77.78 (C-2"), 76.67
(C-5°, C-5%, C-5%"), 76.66 (C-5"), 76.53 (C-2%), 76.18 (C-5"), 76.14 (C-5°, C-5"), 75.68 (C-5°),
75.65 (C-5%), 74.78 (C-5%), 74.45 (C-5%), 74.13 (C-3"), 73.90 (C-3°, C-3%, C-3%"), 73.35 (C-3°,
C-3"), 73.35 (C-37), 73.31 (C-3%), 73.26 (C-4%), 72.38 (C-2%, C-29, C-2%"), 70.93 (C-3%), 70.86
(C-3%), 70.86 (C-3%), 69.89 (C-4°, C-4%, C-4%"), 69.58 (C-2"), 68.66 (C-4*, C-4"), 68.21 (C-
6'), 68.16 (C-5"), 68.12 (C-6), 68.04 (C-4%), 63.08 (C-6), 62.92 (C-6%), 62.32 (C-6°, C-6°,
C-6%), 61.34 (C-6°, C-6°, C-6"), 60.95 (C-6%), 56.41 (C-2°, C-2°, C-2°, C-27), 55.15 (C-2"),
40.86 (C-6 AH), 36.88 (C-2 AH), 28.80 (C-5 AH), 26.44 (C-4 AH), 25.99 (C-3 AH), 23.90 -
23.70 (NAc), 16.79 (C-6").
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N'-(6-Aminohexanoylamido)-(5-acetamido-3, 5-didesoxy-o-D-glycero-D-galacto-2-nonulo-
pyranosylonsdure)-(2 —3)-(p-D-galactopyranosyl)-(1—4)-(2-acetamido-2-desoxy-p-D-gluco-
pyranosyl)-(1—-2)-[(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylon-
sdure)-(2—3)-(p-D-galactopyranosyl)-(1 —4)-(2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl-

(1 —2)-(a-D-mannopyranosyl)-(1—3)]-[(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-
2-nonulopyranosylonsdure)-(2 —3)-(p-D-galactopyranosyl)-(1 —4)-(2-acetamido-2-desoxy-f-
D-glucopyranosyl-(1—2)-(a-D-mannopyranosyl)-(1 —6) ] -f-D-mannopyranosyl-(1—4)-(2-
acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1—4)-[(a-L-fucopyranosyl)-(1 —6)]-2-acetamido-
2-desoxy-f-D-glucopyranosid 64

0.1 mg (44.15 nmol) Dodecasaccharid 63 werden in 57 ul 50 mM Natriumkakodylatpuffer pH
6.5 gelost. Der Puffer enthédlt 50 pg Rinderserumalbumin, 0.5 pmol NaNj, 0.39 mg (0.51
pumol) Cytidin-5’-monophospho-N-acetylneuraminséure, 200 mU alkalische Phosphatase
(E.C. 3.1.3.1) und 2.5 mU a-(2,3)-Sialyltransferase (E.C. 2.4.99.6). Die Reaktionsmischung
wird bei 37°C inkubiert. Bei einer nach 2 Stunden entnommenen Massenprobe zeigt sich
neben wenig unsialyliertem Edukt, einfacher und doppelter Sialylierung auch schon ein
geringer Anteil des dreifach sialylierten Produkts. Nach 48 Stunden bildet die persialylierte
Verbindung laut Massenspektrometrie das Hauptprodukt.

C121H200N10084 (3 13890),

ESI-MS (Methanol): Mper = 3137.17; Mgr = 1289.68 (1 x Sial+H+Na)™, 143527 (2 x
Sial +H+Na)*", 1580.79 (3 x Sial.+H+Na)*".
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8.9 Versuche zu Kapitel 4

Neoglycokonjugat 66

In einem 1.5 ml Eppendorf-Gefa3 werden 0.77 mg (0.34 umol) 6-Aminohexanoyl-N-Glycan
63 in 200 pl Natriumhydrogencarbonatlosung (100 mg / 10 ml) aufgenommen und mit 200 pl
Dichlormethan sowie 1.5 pl (19.7 pmol) Thiophosgen versetzt. Das Reaktionsgemisch wird
bei Raumtemperatur heftig heriihrt, so dass eine gute Durchmischung der beiden Phasen
gewihrleistet ist. Nach 4 Stunden (DC: i-Propanol / IM Ammoniumacetatlosung, 2:1) wird
zentrifugiert und die wissrige Phase abgetrennt. Die organische Phase wird noch zweimal mit
je 100 pl Natriumhydrogencarbonatlosung extrahiert. Die vereinigten wassrigen Phasen
werden zweimal mit je 500 pl Dichlormethan gewaschen. Zu der wéssrigen Losung des
Isothiocyanats 65 gibt man 2.0 mg kohlenhydratfreies Rinderserumalbumin und 146t 6 Tage
bei Raumtemperatur reagieren.

Die Reaktionsldsung wird zentrifugiert und der klare Uberstand durch Gelfiltration gereinigt
(Pharmacia Hi Load Superdex 30 (600 x 16 mm); Eluens: 0.1 M Ammoniumhydrogen-
carbonatlosung; Fluss 0.75 ml / min; Detektion: 214 und 254 nm).

Ausbeute: 2.07 mg amorpher farbloser Feststoff,

R¢ Edukt 63 = 0.14 (i-Propanol / 1M Ammoniumacetatlosung, 2:1),

Ry Isothiocyanat 65 = 0.50 (i-Propanol / 1M Ammoniumacetatlésung, 2:1).

MALDI-MS: My = 68694, 70957, 73220, 75484 (1, 2, 3, bzw. 4 Zuckereinheiten pro BSA);
Mger = 68649, 70971, 73242, 75475 (1, 2, 3, bzw. 4 Zuckereinheiten pro BSA)
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8.10 Versuche zu Kapitel 5.1

2-Acylamino-2-desoxy-1,3,4,6-tetraacetyl-D-glucopyranose

Die folgende Synthese ist exemplarisch mit Palmitinsdure (C-16) beschrieben, wurde aber
auch mit Capron-, Capryl-, Caprin-, Laurin-, Myristin- und Behenséure durchgefiihrt (C-6, 8§,
10, 12, 14, 22):

Zu einer Losung von 4.88 g (19.03 mmol) Palmitinsdure in 150 ml Ethanol und 5.30 ml (38.
mmol) Triethylamin wird eine Losung von 3.75 g (17.30 mmol) D-Glucosaminhydrochlorid
67 in 75 ml Wasser gegeben. Die Reaktionsldsung wird mit 4.00 g (20.80 mmol) EDC und
2.57 g (19.03 mmol) HOBt versetzt und bei Raumtemperatur fiir 48 Stunden geriihrt. Es wird
am Rotationsverdampfer eingeengt, mit 30 ml Acetonitril codestilliert und im Hochvakuum
getrocknet. Der Riickstand wird unter Eiskiihlung in einem Gemisch aus 200 ml Pyridin und
100 ml Essigsdureanhydrid gelost, bei Raumtemperatur fiir 18 Stunden geriihrt, am
Rotationsverdampfer eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Die Reinigung des
Rohprodukts erfolgt durch Flashchromatographie (Sdulendurchmesser: 40 mm, Fiillhéhe: 10

cm, Cyclohexan / Essigsdureethylester, 1.8:1).

Ausbeute: 7.43 g (80.2 %) amorpher FeststofT,
R¢=0.39 (n-Hexan / Essigsdureethylester, 1.5:1),
C30Hs1NOj (585.73),

EI-MS: My = 585.35; Mger = 585.

Diese Produkt entstehen als o Gemisch; bei kiirzerkettigen Fettsduren (z.B. Capronsdure)
betragt der B-Anteil ca. 50 %, bei Palmitinsaure ca. 20 %.

Angegeben ist im Folgenden 2-Palmitoylamido-2-desoxy-1,3,4,6-tetra-O-acetyl-o.,B-D-
glucopyranose (die anderen Acylverbindungen unterschieden sich nur unwesentlich beziiglich
NMR-Verschiebungen):

'H-NMR der o-Verbindung (270 MHz, [Ds]-DMSO): & = 7.98 (d, Jxu2 = 8.79 Hz, 1H, NH?),
5.90 (d, Jo,1 = 3.23 Hz, 1H, H-1%), 5.18 (dd, 1H, H-3%), 4.98 (dd, 1H, H-4%), 4.31 — 3.94 (m,
4H, H-2% H-6a% H-5% H-6b%), 2.16 — 1.88 (m, 14H, C(O)CH,, 4 OAc), 1.42 (m, 2H,
C(O)CH2CHy), 1.19 (m, 24H, (CH»)12), 0.85 (t, 3H, CHj3).
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'H-NMR der B-Verbindung (270 MHz, [Ds]-DMSO): & = 7.92 (d, Jxu2 = 9.00 Hz, 1H, NHP),
5.71 (d, J,., = 8.78 Hz, 1H, H-17), 5.18 (dd, 1H, H-3"), 4.88 (dd, 1H, H-4"), 431 — 3.94 (m,
4H, H-6a°, H-6b°, H-5" H-2P), 2.16 — 1.88 (m, 14H, C(O)CH,, 4 OAc), 1.42 (m, 2H,
C(O)CH,CH,), 1.19 (m, 24H, (CH,)1,), 0.85 (t, 3H, CHj).

BC-NMR (67.94 MHz, [Ds]-DMSO): & = 173.18 (C(O)NHR®, C(O)NHRP), 170.82 — 169.56
(OAc), 92.52 (C-1P), 90.41 (C-1%), 72.92 (C-3P), 72.26 (C-5P), 70.64 (C-3%), 69.85 (C-5%),
68.88 (C-4"), 68.87 (C-4%), 62.24 (C-6%), 62.13 (C-6P), 52.48 (C-2P), 50.46 (C-2%), 36.20
(C(O)CHy), 31.26, 25.66, 22.56 (alkyl-C), 21.58 —21.09 (OAc), 14.55 (CH3).

2-Acylamido-2-desoxy-D-glucopyranose (68, 69, 70, 71)

A) Ausgehend von 2-Palmitoylamido-2-desoxy-1,3,4,6-tetra-O-acetyl-o,3-D-glucopyranose.
Die folgende Vorschrift ist exemplarisch fiir 2-Palmitoylamido-2-desoxy-o.,p-D-
glucopyranose beschrieben, wurde aber auch mit den entsprechenden Capron-, Capryl-,
Caprin-, Laurin-, Myristin- und Behensdurederivaten durchgefiihrt:

6.3 g (10.76 mmol) der peracetylierten, gereinigten 2-Palmitoylamido-2-desoxy-1,3,4,6-tetra-
O-acetyl-a,B-D-glucopyranose werden in einer Losung von 0.28 g (12.18 mmol) Natrium in
50 ml absolutem Methanol bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 90 Minuten wird die
Reaktionslosung zentrifugiert und der farblose Feststoff jeweils mit Methanol, Wasser und
Dichlormethan gewaschen und zentrifugiert. Es werden 3.20 g (7.66 mmol; 71 %) farbloser
Feststoff erhalten, der nur sehr schlecht oder ginzlich unloslich ist in wéssrigen und

organischen Losungsmitteln. Laut NMR liegt ein a:B-Verhiltnis von ca. 2:1 vor.

Ausbeute: 3.20 g (71 %) farbloser Feststoff,
C2H4sNOg (417.58),
ESI-MS (Methanol): Mpe; = 417.31; Mger = 418.98 (M+H)".

'"H-NMR der o-Verbindung (270 MHz, [De]-DMSO): & = 7.47 (d, Jau2 = 8.15 Hz, 1H, NHY),
6.37 (d, Jow, = 3.64 Hz, 1H, OH-1%), 4.92 — 4.88 (m, 1H, H-1%), 4.86 (d, Jion= 5.36 Hz, 1H,
OH-4%), 4.55- 4.35 (m, 2H, OH-3% OH-6%), 3.70 — 3.05 (m, 6H, H-6a% H-5% H-2% H-3% H-
6b%, H-4%), 2.09 (m, 2H, C(O)CHy,), 1.46 (m, 2H, C(O)CH,CH,), 1.24 (m, 24H, (CHa)1»),
0.86 (t, 3H, CHs).
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'H-NMR der B-Verbindung (270 MHz, [Ds]-DMSO): & = 7.63 (d, Jxu2= 7.93 Hz, 1H, NHP),
6.44 (d, Jow, = 6.22 Hz, 1H, OH-1%), 4.92 — 4.88 (m, 1H, OH-4"), 4.76 (d, J5.0n = 4.93 Hz,
1H, OH-3), 4.55- 435 (m, 2H, OH-6", H-1P), 3.70 — 3.05 (m, 6H, H-6a, H-6b", H-2", H-3",
H-5°, H-4%), 2.09 (m, 2H, C(O)CH,), 1.46 (m, 2H, C(O)CH,CH,), 1.24 (m, 24H, (CH,);»),
0.86 (t, 3H, CHs).

BC-NMR (67.94 MHz, [Dg]-DMSO): § = 173.19 (C=0P), 173.06 (C=0%), 96.35 (C-1"), 91.36
(C-1%), 77.53 (C-5P), 75.11 (C-3P), 72.81 (C-5%), 71.92 (C-4%), 71.63 (C-4P), 71.19 (C-3%),
61.88 (C-6%), 61.29 (C-6P), 57.84 (C-2P), 54.95 (C-2%), 36.02 (C(O)CH,), 32.05 — 22.86
(alkyl-C), 26.08 (C(O)CH,CH,), 15.02 (CH3).

B) Ausgehend von D-Glucosaminhydrochlorid und Palmitinsédurechlorid. Die folgende
Vorschrift ist exemplarisch fiir 2-Palmitoylamido-2-desoxy-o,B-D-glucopyranose 70
beschrieben, wurde aber auch fiir die entsprechende Capron- und Caprinsdureverbindung 68
bzw. 69 durchgefiihrt:

4.0 g (18.56 mmol) D-Glucosaminhydrochlorid 67 werden in einer Losung von 1 g Natrium
in 40 ml absolutem Methanol 15 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. Das entstehende
Natriumchlorid wird abzentrifugiert und die klare, leicht gelbe Losung unter Eiskiihlung mit
8.44 ml (27.84 mmol) Palmitoylchlorid versetzt. Der sich sofort bildende farblose
Niederschlag wird nach 60 Minuten Riithren bei Raumtemperatur abzentrifugiert, jeweils
dreimal mit Methanol bzw. Ether gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. Es werden 2.26
g (5.40 mmol; 29 %) eines farblosen Feststoffs erhalten. Die NMR-Daten entsprechen den
nach Weg A) dargestellten Verbindungen.

1-Nonyl-2-acetylamino-2-desoxy-o-D-glucopyranosid 73

Eine Losung von 13.3 ml (77.0 mmol) 1-Nonanol und 0.35 g (1.80 mmol) p-
Toluolsulfonséure- Monohydrat in 40 ml Dioxan wird auf 80°C erhitzt und mit 2.48 g (11.21
mmol) N-Acetylglucosamin versetzt. Die zunéchst farblose Suspension verfarbt sich nach 3
Stunden Riihren bei 80°C rotbraun. Danach wird die Temperatur auf 90°C erhdht, nach
weiteren 3 Stunden Riihren auf ca. % des Ursprungsvolumens eingeengt und fiir weitere 16
Stunden geriihrt. Die Reaktionslosung wird mit 2 N Natriumhydroxidlosung neutralisiert, der

farblose Niederschlag (nicht umgesetztes N-Acetylglucosamin) durch Zentrifugation
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abgetrennt, zweimal mit Dioxan gewaschen und verworfen. Die vereinigten, klaren,
bernsteinfarbenen organischen Phasen werden eingeengt und im Hochvakuum getrocknet.
Der kristalline Riickstand wird in Essigsdureethylester / Ethanol 9:1 gelost und durch
Flashchromatographie gereinigt (Sdulendurchmesser: 35 mm, Fiillhdhe: 10 cm,

Essigsdureethylester / Ethanol, 9:1).

Ausbeute: 1.26 g (32 %) farblose Kristalle,

R¢=0.81 (i-Propanol / IM Ammoniumacetatlosung, 4:1),
R¢=0.18 (Essigsdureethylester / Ethanol, 9:1),

C17H33NOg (347.45),

ESI-MS (Methanol): My = 347.23; Mger = 348.24 (M+H)".

Produkt ist fast ausschlieBlich a-konfiguriert (B-Anteil <2 %):

'H-NMR (270 MHz, [Dg]-DMSO): & = 7.65 (d, Jxua = 7.83 Hz, 1H, NH*), 4.97 (d, Jo4 =
5.15 Hz, 1H, OH-4%), 4.67 (d, Jous = 5.47 Hz, 1H, OH-3%), 4.61 (d, J,, = 3.22 Hz, 1H, H-1%),
4.47 (dd, 1H, OH-6%), 3.65 — 3.56 (m, 2H, H-2% H-6a%), 3.52 (m, 1H, OCH,), 3.49 — 3.40 (m,
2H, H-3% H-6b%), 3.34 (m, 1H, H-5%), 3.26 (m, 1H, OCH}), 3.12 (m, 1H, H-4%), 1.81 (s, 3H,
NAc), 1.48 (m, 2H, OCH,CH,), 1.23 (m, 12H, (CH,)s), 0.84 (t, 3H, CH3).

3C-NMR (67.94 MHz, [D¢]-DMSO): & = 169.35 (C=0%), 96.53 (C-1%), 72.76 (C-5%), 70.84
(C-4%), 70.62 (C-3%), 66.73 (OCH,-Alkyl), 60.83 (C-6%), 53.91 (C-2%), 31.31, 29.06, 28.91,
28.86, 28.70, 25.58 (6 CH,-Alkyl), 22.54 (NAc), 22.09 (CHo-Alkyl), 13.94 (CH;-Alkyl).

1-Hexadecyl-2-acetylamino-2-desoxy-o-D-glucopyranosid 74

Darstellung erfolgt wie oben fiir 1-Nonyl-2-acetylamino-2-desoxy-o-D-Glucopyranosid 73
beschrieben, jedoch mit 18.7 g (77.0 mmol) 1-Hexadecanol.

Ausbeute: 1.39 g (34 %) farbloser Feststoff,

R¢=0.81 (i-Propanol / IM Ammoniumacetat, 4:1),
R¢=0.18 (Essigsaureethylester / Ethanol, 9:1),

C24H47NOg (445.63),

ESI-MS (Methanol): My = 445.34; Myer = 446.34 (M+H)".
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Produkt ist ausschlieflich o-konfiguriert; die Verschiebungen im NMR-Spektrum unter-
scheiden sich nur unwesentlich von 1-Nonyl-2-acetylamino-2-desoxy-o-D-Glucopyranosid
73, weshalb nur das "H-NMR angegeben ist:

'H-NMR (270 MHz, [Ds]-DMSO): & = 7.64 (d, Jp2 = 8.15 Hz, 1H, NH), 4.97 (d, Jor4= 5.36
Hz, 1H, OH-4), 4.67 (d, Jous = 5.57 Hz, 1H, OH-3), 4.62 (d, J>, = 3.43 Hz, 1H, H-1), 4.46
(dd, 1H, OH-6), 3.64 — 3.57 (m, 2H, H-2, H-6a), 3.53 (m, 1H, OCHy), 3.50 — 3.40 (m, 2H, H-
3, H-6b), 3.36 (m, 1H, H-5), 3.26 (m, 1H, OCH>»), 3.12 (m, 1H, H-4), 1.81 (s, 3H, NAc), 1.46
(m, 2H, OCH,CH,), 1.23 (m, 26H, (CHy):3), 0.85 (t, 3H, CH3).

2-Acetylamino-2-desoxy-N-hexadecyl-p-D-glucopyranosylamin 75

Eine Losung von 5.20 g (21.43 mmol) Hexadecylamin in 50 ml i-Propanol wird mit einer
Losung von 5.30 g (23.96 mmol) N-Acetylglucosamin in 50 ml Wasser vereinigt und 8 Tage
bei Raumtemperatur geriihrt. Es bildet sich ein farbloser zédher Niederschlag. Es wird am
Rotationsverdampfer eingeengt und das braunliche Produkt im Hochvakuum getrocknet. Zur
Reinigung wird das Rohprodukt nacheinander dreimal mit Wasser, dreimal mit
Dichlormethan und einmal mit i-Propanol / Wasser (2:1) gewaschen, jeweils zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Das Produkt wird dreimal mit je 20 ml Acetonitril codestilliert und

im Hochvakuum getrocknet.

Ausbeute: 1.78 g (19 %) Feststoft,

R¢=0.88 (i-Propanol / IM Ammoniumacetat, 4:1),
C24H4gN>Os5 (444.65),

ESI-MS (Methanol): Mpe; = 444.36; Mger = 446.13 (M+H)".

Produkt ist ein Gemisch der Anomeren o:f3 in einem Verhéltnis von 1:4:

'H-NMR (270 MHz, [Ds]-DMSO): & = 7.64 (d, Jxuz = 8.79 Hz, 1H, NHP), 7.54 (d, Juuao =
8.25 Hz, 0.26H, NH"), 4.87 (d, Jop4 = 4.07 Hz, 1H, OH-4%), 4.80 (d, Jou ;= 4.40 Hz, 1H, OH-
3P, 4.35 (dd, 1H, OH-6P), 3.72 (d, J», = 9.75 Hz, 1H, H-1P), 3.65 (m, 1H, H-6a"), 3.53 — 3.15
(m, 3H, H-6b°, H-2?, H-3P), 3.08 — 2.98 (m, 2H, H-4, H-5%), 2.73 (m, 1H, N-CH,), 2.44 (m,
1H, N-CH,), 1.81 (s, 3H, NAc), 1.27 (m, 28H, (CH,),4), 0.85 (t, 3H, CH3).
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BC-NMR (67.94 MHz, [Ds]-DMSO): & = 169.68 (C=0"), 169.08 (C=0%), 89.86 (C-1%), 77.41
(C-4P), 74.99 (C-3P), 71.11 (C-5P), 61.33 (C-6"), 55.25 (C-2P), 44.96, 31.27, 29.03, 28.68,
26.64 (CH,-Alkyl), 22.92 (NAc), 22.07 (CH,-Alkyl), 13.92 (CHs-Alkyl).
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8.11 Material und Methoden zu Kapitel 5.2.1

Fiir die Wurzelhaartests wurde ein Stickstoff-freies Ndhrmedium verwendet. Dazu wurden
12 g Agar (Agar No. 1 der Firma Oxoid) mit entmineralisiertem Wasser auf 1 | aufgefiillt. Die
Suspension wurde fiir 20 Minuten bei 120°C autoklaviert, in einem 60°C-Schrank abgekiihlt,
bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten geriihrt, mit Néhrlosung versetzt und in Petrischalen
gegossen. Die Nahrlosung setzt sich zusammen aus je 0.5 ml der autoklavierten, sterilen

Stammlosungen A, B2, C und D und 1.5 ml der Lésung B1.I%

Losung Verwendete Substanzen Menge (g/1)
A CaCl, 194
Bl K,HPO4 136.0
B2 KH,PO4 64.0
C Fe-Citrat 6.7

MgSO4*7H,0 123.3

K,SO4 87.0

MnSO4*H,O 0.338

D H;BO4 0.247
ZnS0O4*H,0 0.288

CuSO4*5H,0 0.100

CoSO4*7H,0 0.056

Na;Mo0,*2H,0 0.048

Tab. 8.1: Verschiedene, fiir das stickstoff-freie Ndhrmedium benoétigte Losungen; die Mengenangaben

bezichen sich jeweils auf 1 1 Wasser.!”!

Zur Vorbereitung der Wurzelhaartests wurden die spéter verwendeten Samen von Medicago
sativa cultivar Europe (Luzerne) mit 32 %-iger Salzsdure bedeckt, bei Raumtemperatur 15
Minuten geriihrt, die Salzsdure dekantiert und die Samen mehrmals mit insgesamt ca. 11
entmineralisiertem, autoklaviertem Wasser gewaschen. Bei jedem Waschvorgang wurde der
pH kontrolliert, da Reste von Salzsiure in der Samenschale spiter den pH des verwendetetn
Néhrmediums verdndern und zu einer Testverfalschung fiihren konnen. Die sterilen Samen
wurden auf dem sterilen Ndhrmedium aufgebracht und die Platten fiir 2 Tage senkrecht (damit

die Pflanzenwurzeln auf der Oberfliche des Mediums und nicht in das Medium wachsen) bei
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20°C in Dunkelheit aufbewahrt. Danach wurden die Samen vereinzelt, je 6 Samen in eine
Petrischale mit Ndhrmedium gegeben und fiir weitere 24 Stunden aufbewahrt. AnschlieSend
wurden die zu testenden Substanzen als 10 molare Lsungen auf die Mitte der Wurzeln
getropft und der Inokulationsbereich auf der Riickseite der Petrischale fiir die spitere
mikroskopische Untersuchung markiert.

Zur Herstellung der Testlosungen wurden die in reinem Wasser nur sehr schlecht oder
unléslichen Verbindungen zunéchst in der minimal notwendigen Menge Dimethylsulfoxid
gelost, und diese Stammldsung mit Wasser auf 10 mol/l verdiinnt. Das Capronsiurederivat
68 konnte in reinem Wasser gelost werden.

Fiir jede zu testende Verbindung wurden drei Petrischalen mit je 6 Samen inokuliert.

8.12 Material und Methoden zu Kapitel 5.2.2

Die Arbeiten zur Untersuchung der Auswirkung von acylierten monomeren Glucosaminen
auf das Saatgut von Weizen und Mais wurden von Dr. G. Kretzschmar (Frankfurt)
vorgenommen.!'**! Das zu untersuchende Saatgut wird dafiir mit einer Formulierung, die aus
Wasser (0.0 % -41.7 %), einer Farbstofflosung (1.4 % -4.0%), einer nicht ndher
bezeichneten Proteinformulierung (55.1 % -91.0 %), der zu untersuchenden Substanz
(1.8 % - 5.0 %; bzw. bei Blindproben 0.0 % (keine Substanz)) und in einem Fall (s. Tabelle)
Fluquinconazol (34 %) besteht, iiberzogen (,,coating®) und 20 Stunden bei Raumtemperatur
gelagert. Die einzelnen Samen werden in einem festen Abstand voneinander ausgesét und mit
einer Mischung aus der verwendeten Erde und Quarzsand tiberschichtet. Beobachtet wurden
hierbei tliber einen Zeitraum von 14 Tagen u.a. die Anzahl der gekeimten Korner
(Keimfahigkeit), die Lidnge und das Gewicht der Pflanzen. Die von Dr. G. Kretzschmar

libermittelten Werte verstehen sich relativ zu den Blindproben in Prozent.
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8.13 Versuche zu Kapitel 5.3.1

3,6-Di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido-p-D-glucopyranosylazid 78

10.16 g (19.8 mmol) Glucopyranosid 77 werden in 100 ml absolutem Dichlormethan geldst,
unter staindigem Riihren mit 3.0 g Molekularsieb versetzt und in einem Eisbad gekiihlt. Unter
Schutzgas (Argon) werden 17.06 ml (107.0 mmol) auf 0°C vorgekiihltes Triethylsilan
zugegeben und anschlieBend 8.0 ml (78,7 mmol) Trifluoressigsdure innerhalb von 30 Minuten
langsam (!) zugetropft. Die Kiihlung wird entfernt und das Gemisch wird zwei Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Die Losung (DC: Cyclohexan / Essigsdureethylester, 2:1) wird {iber
Celite filtriert und mit Kaliumhydroxid-Losung gewaschen. Die wissrige Phase wird zweimal
mit Dichlormethan extrahiert, die vereinigten organischen Phasen werden {iber
Magnesiumsulfat getrocknet, eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Die Reinigung des
Rohprodukts (12,7 g) erfolgt durch Flashchromatographie (S&dulendurchmesser: 70 mm,
Fiillh6he: 12 cm, Cyclohexan / Essigsdureethylester, 4:1 => 1:1).

Ausbeute: 9.32 g (91 %) farbloses Ol,
R¢= 0.58 (Cyclohexan / Essigsdureethylester, 2:1 ),
C28H26N406 (5 1453)

'"H-NMR (270 MHz, [Dg]-DMSO: § = 7.89 — 7.84 (m, 4H, Pht), 7.38 — 7.36 (m, 5H, Ar), 6.91
— 6.88 (m, SH, Ar), 5.77 (d, Jis0on = 7.08 Hz, 1H, OH-4), 5.43 (d, J;» = 9.43 Hz, 1H, H-1),
4.78 (d, Jgem = 12.22 Hz, 1H, CH,0), 4.59 — 4.54 (s, 2H, CH,0), 4.42 (d, Jgem = 12.22 Hz, 1H,
CH,0), 4.16 — 3.99(m, 1H, H-3), 3.86 — 3.78 (m, 2H, H-2, H-6a), 3.74 — 3.65 (m, 2H, H-5, H-
6b), 3.58 — 3.49 (m, 1H, H-4).

3C-NMR (67.97 MHz, [D¢]-DMSO): & = 139.04, 138.72 (C-i Ph), 135.36 (C-4/5 Pht), 131.22
(C-1/2 Pht), 128.77, 128.35, 127.98, 127.92, 127.70 (C-Ar), 123.96 (C-3/6 Pht), 85.56 (C-1),
78.92 (C-3), 78.46 (C-5), 74.20 (CH,0), 72.90 (CH,0), 71.75 (C-4), 69.52 (C-6), 55.25 (C-
2).
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O-(3,6-Di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3,6-di-O-benzyl-2-
desoxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosylazid 30

12.21 g (20.01 mmol) Thioglucosid 76 und 7.32 g (14.22 mmol) Azid 78 werden in 250 ml
absolutem Dichlormethan gelost, nach Zugabe von 2.3 g gepulvertem, frisch gegliihtem
Molekularsieb 4A unter Eiskiihlung 20 min geriihrt und mit 9.40 g (41.82 mmol)
N-lodsuccinimid ~ versetzt. Danach werden portionsweise 0.78 ml (8.89 mmol)
Trifluormethansulfonsdure zugegeben. Nach 15 Minuten zeigt sich (DC: Hexan / Aceton, 2:1)
vollstdndiger Umsatz. Das Reaktionsgemisch wird je einmal mit ges. Natriumthiosulfatlosung
(bis zur Entfirbung) und danach mit ges. Natriumhydrogencarbonatlésung gewaschen.
Danach wird die organische Phase abgetrennt, liber Magnesiumsulfat getrocknet und
eingeengt.

Der erhaltene amorphe Feststoff wird in 250 ml Dichlormethan und 125 ml Methanol gel6st,
mit 4.0 g feingepulvertem Kaliumcarbonat versetzt und 60 Minuten bei Raumtemperatur
gerithrt. Die Dinnschichtchromatographie (Dichlormethan / Methanol, 100:1) zeigt
vollstdndigen Umsatz. Es wird filtriert und das Filtrat mit 0.3 ml Eisessig auf pH 6 eingestellt.
AnschlieBend wird am Rotationsverdampfer eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Die
Reinigung des  Rohprodukts (18.8 g) erfolgt durch  Flashchromatographie

(Saulendurchmesser: 90 mm, Fiillhohe: 10 cm, Cyclohexan / Aceton, 3.5:1).

Ausbeute: 12.90 g (92 %) amorpher Feststoff,

R¢=0.44 (Hexan / Aceton, 2:1),

R¢=0.10 (Dichlormethan / Methanol, 100:1),

[OL]D24 =-8.4° (0.8, Dichlormethan),

Cs6Hs1N501, (986.03),

FAB-MS[NBA neg.]: Myer = 985.35; Mger = 956 [M-H-N,]', 984 [M-H]J".

'H-NMR (270 MHz, [Dg]-DMSO): § = 7.99 - 6.70 (m, 28H, Ar), 5.66 (d, Jous = 6.89 Hz, 1H,
OH-4%), 5.30 (d, J12 = 9.37 Hz, 1H, H-1'B), 5.26 (d, Ji» = 8.04 Hz, 1H, H-1°p), 4.84 — 4.75
(m, 2H, CH,0), 4.60 (d, Jeem = 12.39 Hz, 1H, CH,0), 4.50-4.36 (m, 5H, CH,0), 4.20-3.90
(m, 4H, H-3%, H-3', H-4', H-2%), 3.85-3.76 (m, 2H, H-6a”, H-2"), 3.60-3.38 (m, 6H, H-5', H-
6b%, H-6a', H-5%, H-4%, H-6b").
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BC-NMR (67.97 MHz, [De]-DMSO): & = 168.06, 167.70 (C=0), 139.34, 138.85, 138.64,
138.58 (C-i), 135.38 (C-4/5 Pht), 131.40, 131.18 (C-1/2 Pht), 128.81, 128.70, 128.36, 128.13,
127.92, 127.86, 127.65, 127.56 (C-Ar), 124.03 (C-3/6 Pht), 97.04 (C-1%), 85.42 (C-1"), 78.95
(C-3%), 76.75 (C-3"), 76.67 (C-5%), 76.30 (C-5"), 75.35 (C-4"), 74.16, 72.94 (CH,0), 72.27 (C-
4%), 69.48 (C-6%), 68.00 (C-6"), 56.53 (C-2%), 55.20 (C-21).

O-(3,6-Di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-(3, 6-di-O-benzyl-2-
desoxy-2-phthalimido-p-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido-
p-D-glucopyranosylazid 79

16.4 g (26.88 mmol) Thioglycosid 76, 12.7 g (12.88 mmol) Chitobiosylazid 30 und 2.5 g
gepulvertes, frisch gegliihtes Molekularsieb 4A werden unter Argon und Eiskiihlung in 250
ml absolutem Dichlormethan gelost und 20 Minuten geriihrt. AnschlieBend werden 9.1 g
(40.45 mmol) N-lodsuccinimid und portionsweise 0.71 ml (8.01 mmol)
Trifluormethansulfonsidure zugegeben. Die Diinnschichtchromatographie (Hexan / Aceton,
2:1) zeigt nach 20 Minuten vollstdindigen Umsatz. Es wird je einmal mit ges.
Natriumthiosulfatlosung (bis zur vollstindigen Entfirbung) und danach mit ges.
Natriumhydrogencarbonatlosung  gewaschen. Die  organische Phase wird {iber
Magnesiumsulfat getrocknet und eingeengt.

Zur Entschiitzung wird das Rohprodukt (28.50 g) in 500 ml Dichlormethan und 250 ml
Methanol gelost und mit 13.50 g fein gepulvertem Kaliumcarbonat versetzt. Das Gemisch
wird 2 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt (DC: Dichlormethan / Methanol, 80:1), filtriert
und anschliefend durch tropfenweise Zugabe von Eisessig auf einen pH von 6 gebracht. Es
wird eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Die Reinigung des Rohprodukts (28.73 g)
erfolgt durch Flashchromatographie (Sdulendurchmesser: 90 mm, Fiillhéhe: 14 cm,

Cyclohexan / Aceton, 3.5:1).

Ausbeute: 16.8 g (90 %) amorph,

R¢=0.16 (Hexan / Aceton, 2:1),

R¢= 0.22 (Dichlormethan / Methanol, 80:1),

[a]p> = -11.0° (0.5, Dichlormethan),

Cs4H76N6O15 (1457.53),

FAB-MS: Mper = 1456.52; Myer = 1428 [M-N,]", 1456 [M]".
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'H-NMR (500 MHz, [D¢]-DMSO): & = 8.00-6.60 (m, 42H, Ar), 5.64 (d, Jou,4 =7.07 Hz, 1H,
OH-4%), 5.26 (d, J1,=9.54 Hz, 1H, H-1"), 5.23 (d, J1,= 8.35 Hz, 1H, H-1°), 5.08 (d, J,,=8.15
Hz, 1H, H-17), 4.89-4.27 (m, 12H, CH,0), 4.19-3.25 (m, 16H, H-3*, H-4*, H-3% H-3', H-4',
H-2% H-2°, H-6a°, H-2, H-5, H-6b°, H-4>, H-6a', H-5°, H-6a’, H-6b"), 3.14 (m, 1H, H-6b%),
2.83 (m, 1H, H-5%).

BC-NMR (125 MHz, [Dg]-DMSO): & = 168.02, 167.40, 167.01 (C=0), 138.65, 138.24,
138.16, 138.11, 137.93, 137.69 (C-i Ar), 134.85, 134.73 (C-4/5 Pht), 130.78, 130.68, 130.53
(C-1/2 Pht), 128.12, 127.95, 127.72, 127.58, 127.49, 127.24, 127.00, 126.60 (C-Ar), 123.48,
123.38 (C-3/6 Pht), 96.26 (C-1°), 95.82 (C-1%), 84.65 (C-1"), 78.22 (C-3%), 76.14 (C-3%), 75.84
(C-5%), 75.82 (C-3"), 75.38 (C-5"), 74.76 (C-4%), 74.21 (C-4"), 73.75 (C-5%), 73.40-72.12
(CH,0), 71.46 (C-4%), 71.40-71.28 (CH,0), 68.69 (C-6), 67.40 (C-6'), 66.61 (C-6), 55.70
(C-2%), 55.64 (C-2%), 54.32 (C-2Y).

O-(2-Acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-(2-acetamido- 3, 6-di-
O-benzyl-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-2-acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-f-D-
glucopyranosylazid 81

15.0 g (10.29 mmol) Trisaccharid 79 werden in 600 ml Methanol gelost, mit 120 ml
Ethylendiamin versetzt und bei 60°C fiir 17 Stunden geriihrt. Aufgrund nicht vollstdndiger
Umsetzung (DC: Dichlormethan / Methanol, 100:1) werden weitere 20 ml Ethylendiamin
zugegeben und weitere 7 Stunden geriihrt. Es wird eingeengt, dreimal mit je 30 ml Toluol
codestilliert und im Hochvakuum getrocknet.

Die so erhaltene Aminoverbindung 80 (Schaum) wird in einem Gemisch aus 100 ml Pyridin
und 50 ml Essigsdureanhydrid gel6st, bei Raumtemperatur fiir 10 Stunden geriihrt (DC: i-
Propanol / 1M Ammoniumacetatlosung, 30:1), eingeengt und dreimal mit je 20 ml Toluol
codestilliert.

Der Riickstand wird in 200 ml Methylamin (41 % Ldsung in H,O) und 100 ml Methanol
gelost und 6 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt (DC: Dichlormethan / Methanol, 10:1). Es
wird eingeengt, dreimal mit je 20 ml Toluol codestilliert und im Hochvakuum getrocknet. Die
Reinigung des Rohprodukts (braunes, Oliges Harz) erfolgt durch Flashchromatographie

(Sdulendurchmesser: 90 mm, Fiillhéhe: 8 cm, Cyclohexan / Essigsdureethylester, 1:4 => 1:3).
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Ausbeute: 11.08 g (90 %) amorpher Feststoff,

R¢=0.69 (Dichlormethan / Methanol, 10:1),

[a]p” = -56.3° (1.0, Dichlormethan),

CecH76N6O15 (1193.34),

FAB-MS [NBA neg.]: Mper = 1192.54; Mger= 1191 [M-H]J".

'H-NMR (500 MHz, [Ds]-DMSO): & = 8.05 - 7.88 (m, 3H, NHAc), 7.38 - 7.02 (m, 30H, Ar),
5.38 (d, Jom,s = 6.59 Hz, 1H, OH-4%), 4.95 - 4.24 (m, 15H, CH,0, H-1%, H-1', H-1°), 3.91 -
3.10 (m, 18H, H-4', H-4%, H-6a', H-6b', H-6a°, H-2', H-6a, H-2%, H-3% H-5', H-3', H-2°, H-
6b%, H-3" H-6b°, H-4°, H-5°, H-5%), 1.85-1.75 (m, 9H, NHAC).

BC-NMR (125 MHz, [Dg]-DMSO): & = 169.26, 169.14 (C=0), 139.33, 139.16, 139.04,
138.65, 138.60, 138.50, 138.40 (C-i Ar), 128.15, 128.07, 128.00, 127.95, 127.79, 127.74,
127.32, 127.24, 127.11, 126.98, 126.77 (C-Ar), 99.60 (C-1°), 99.57 (C-1%), 87.70 (C-1"),
82.04 (C-3%), 80.25 (C-37), 80.13 (C-3"), 76.06 (C-5"), 75.66 (C-5°), 74.88 (C-4%), 74.42 (C-
4", 74.33 (C-5%), 73.15 - 71.63 (CH,0), 70.14 (C-4%), 69.22 (C-6°), 67.98 (C-6%), 67.91 (C-
6'), 54.81 (C-2%), 54.77 (C-2*), 53.26 (C-2"), 22.96, 22.88, 22.73 (NHAC).

O-(3,6-Di-O-benzyl-4-chloracetyl-2-desoxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-(2-
acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-(2-acetamido-3, 6-di-O-
benzyl-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-2-acetamido-3, 6-di-O-benzyl-2-desoxy-f-D-
glucopyranosylazid 83

10.73 g (8.99 mmol) Trisaccharid 81, 10.24 g (18.03 mmol) Fluorid 82 und 10.23 ¢
Molekularsiecb 4A werden in 330 ml absolutem Dichlormethan 30 Minuten geriihrt.
AnschlieBend werden portionsweise 3.80 ml Bortrifluoridetherat zugegeben. Da nach 60
Minuten die Umsetzung noch nicht vollstindig ist (DC: Dichlormethan / Methanol, 20:1),
werden weitere 0.4 ml Bortrifluoridetherat zugesetzt. Nach 15 Minuten wird tliber Celite
abfiltriert, mit ges. Kaliumhydrogencarbonatlosung und ges. Natriumchloridldsung
gewaschen, die organische Phase eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Die Reinigung
des Rohprodukts (20.22 g) erfolgt durch Flashchromatographie (Sdulendurchmesser: 90 mm,
Fiillhohe: 8 cm, Cyclohexan / Essigsdureethylester, 1:7).
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Ausbeute: 10.60 g (68 %) amorpher Feststoff,

R¢=0.32 (Dichlormethan / Methanol, 20:1),

[a]p> = -26.1° (0.8, Dichlormethan),

CocH102CIN7O2, (1741.32),

FAB-MS[NBA neg.]: Myer = 1739.68; Mger = 1739 [M-H]'.

'H-NMR (500 MHz, [Ds]-DMSO): & = 8.05 - 7.75 (m, 7H, NHAc, NPht), 7.45 - 6.75 (m,
40H, Ar), 5.19 (d, J,,= 8.21 Hz, 1H, H-1%), 5.04 (m, 1H, H-4%), 4.95 - 4.10 (m, 20H, CH,O,
H-1%, H-1', H-1°, H-3"), 4.05-2.64 (m, 24 H, H-2*, H-4’, H-4', H-4%, H-6a', H-2', H-6b', H-
6a’, H-3%, H-2%, H-5', H-3!, H-2, H-3°, CH,Cl, H-6a", H-6b*, H-5*, H-6b", H-6a’, H-5%, H-
6b°, H-5"), 1.78-1.74 (m, 9H, NHAC).

PC-NMR (125 MHz, [D]-DMSO): § = 169.25, 169.08, 169.07, 166.44 (C=0), 139.08,
139.01, 138.49, 138.38, 138.20, 138.04, 137.93, 137.28 (C-i Ar), 134.94 (C-4/5 Pht), 130.54
(C-1/2 Pht), 128.56, 128.28, 128.11, 127.86, 127.72, 127.67, 127.57, 127.47, 127.36, 127.23,
127.18, 127.03, 126.84, 126.69, 126.57, 125.82 (C-Ar), 123.56 (C-3/6 Pht), 99.71 (C-1%),
99.35 (C-1°), 96.05 (C-1%), 87.74 (C-1"), 80.23 (C-3%), 80.11 (C-3"), 79.78 (C-3%), 75.98 (C-
51, 75.88 (C-3"), 74.56 (C-4"), 74.55 (C-4%), 74.10 (C-5%), 73.98 (C-4%), 73.37 (C-5°), 73.30,
73.19 (CH,0), 73.03 (C-4%), 72.92 - 72.26 (CH,0), 72.18 (C-5), 71.61 - 71.26 (CH,0), 68.00
(C-6"), 67.96 (C-6%), 67.91 (C-6"), 67.38 (C-6°), 55.45 (C-2%), 54.85 (C-2%), 54.77 (C-2%),
53.29 (C-2"), 22.92, 22.84, 22.63 (NHAC).

O-(2-Amino-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-(2-acetamido- 3, 6-di-O-
benzyl-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-(2-acetamido-3, 6-di-O-benzyl-2-desoxy-f-D-

glucopyranosyl)-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-f-D-glucopyranosylazid 84

419 mg (0.24 mmol) Tetramer 83 werden in 11 ml absolutem Methanol unter Argon gelost,
mit 1.5 ml Etyhlendiamin versetzt und bei 50°C geriihrt. Nach 22 Stunden (DC:
Dichlormethan / Methanol, 10:1) wird eingeengt und im Hochvakuum getrocknet.

Zur Reinigung wird der Riickstand (580 mg gelbes Ol) in 10 ml Methanol geldst und im
Ultraschallbad langsam mit 10 ml Wasser versetzt; die entstandene Suspension wird kurz
zentrifugiert und die iiberstehende Suspension mit einer Kunststoffspritze durch eine RP18-

SepPak-Kartusche gedriickt. Dies wird solange wiederholt, bis die ganze Substanz

143



8. Experimenteller Teil

aufgegeben ist. Die Trennung erfolgt durch einen Methanol / Wasser-Gradienten: man eluiert
sechsmal mit 20 ml Methanol / Wasser 50:50, viermal mit 20 ml 90 % Methanol in Wasser
und zweimal mit 20 ml reinem Methanol. Das Produkt eluiert bei 90 % Methanol in Wasser,

diese Fraktionen werden vereinigt und lyophilisiert.

Ausbeute: 295 mg (80 %) farbloser amorpher Feststoff,

R¢=0.69 (Dichlormethan / Methanol, 10:1),

[a]p> = -45.7° (0.2, Dichlormethan),

CseHooN7O19 (1534.74),

ESI-MS (Methanol): My = 1533.70; Mger = 1534.95 (M+H)", 1556.99 (M+Na)".

'H-NMR (360 MHz, [D¢]-DMSO): & = 8.06 - 7.88 (m, 3H, NHAc), 7.43 — 7.05 (m, 40H, Ar),
5.27 (d, Jons= 6.52 Hz, 1H, OH-4"), 4.96 - 4.85 (m, 4H, CH,0), 4.69 — 4.21 (m, 16H, CH,0,
H-1%, H-1', H-1°, H-1%), 3.95-3.04 (m, 23H, H-4’, H-4*>, H-4', H-6a', H-6a*, H-6a°, H-6a’, H-
2!, H-6b', H-2?, H-3, H-2°, H-5', H-3°, H-3', H-6b*, H-6b°, H-6b", H-4", H-5", H-5%, H-5°,
H-3%), 2.54 (m, 1H, H-2*), 1.82-1.74 (m, 9H, NHACc), 1.44 (s, NH,).

BC-NMR( 90.56 MHz, [D¢]-DMSO): & = 169.26, 169.12, 169.05 (NHAc), 139.42, 139.29,
139.16, 139.07, 138.70, 138.62, 138.40, 138.34 (C-i Ar), 128.14, 128.07, 127.98, 127.75,
127.66, 127.39, 127.22, 127.20, 127.10, 127.06, 126.79 (C-Ar), 102.29 (C-1%), 99.67 (C-1°),
99.55 (C-1%), 87.72 (C-1"), 84.45 (C-3%), 80.16 (C-3%), 80.10 (C-3"), 80.02 (C-3°), 76.01 (C-
51, 75.84 (C-5%), 75.02 (C-4%), 74.95 (C-4%), 74.41 (C-4"), 74.18 (C-5°), 74.12 (C-5%), 73.25 —
71.50 (CH,0), 69.95 (C-4%), 69.24 (C-6"), 67.84 (C-6°), 67.84 (C-6), 67.83 (C-6"), 56.70 (C-
2%, 54.72 (C-2%), 54.72 (C-2%), 53.27 (C-2"), 22.92, 22.85, 22.74 (NHAC).

(R,S)-3-Hydroxyhexadecansdurebenzylester 87

5.83 g (0.09 mol) Zink-Spane werden in 2.5 ml trockenem Ether (filtriert durch Alox B) und
10 ml Benzol auf 80°C erwirmt. AnschlieBend werden 10.0 g (0.05 mol) Tetradecanal 86 und
9.0 ml (0.06 mol) Bromessigsdurebenzylester 85 in 2.5 ml trockenem Ether und 10 ml Benzol
gelost und langsam zur Reaktion gegeben. Nach 40 Minuten (DC: Cyclohexan /
Essigsdureethylester, 4:1) ldsst man auf Raumtemperatur kommen, verdiinnt mit Ether und

wischt mit 10 N Schwefelsdure. Die wissrige Phase wird noch zweimal mit Dichlormethan
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gewaschen, die vereinigten organischen Phasen iiber Magnesiumsulfat getrocknet, eingeengt
und im Hochvakuum bis zur Trockne belassen. Die Reinigung des Rohprodukts (18.5 g)
erfolgt durch Flashchromatographie (Sdulendurchmesser: 65 mm, Fiillhdhe: 11 cm,

Cyclohexan / Essigsédureethylester, 6:1).

Ausbeute: 9.63 g (56 %) Feststoft,

R¢=0.55 (Cyclohexan / Essigsdureethylester, 4:1),
Cy3H3305 (362.55),

ESI-MS (Methanol): Mpe; = 362.28; Mger = 385.23 (M+Na)".

'H-NMR (270 MHz, CDCLy): & = 7.31 (s, SH, Ar), 5.14 (s, 2H, OCH,), 4.02 (m, 1H, H-3),
2.58 - 2.46 (2 dd, Jyem = 16.50 Hz, Jo,3 = 3.43 Hz, Jy,3 = 8.58 Hz, 2H, H-2a, H-2b), 1.24 (m,
20H, CHa), 0.87 (t, 3H, CHa).

BC-NMR( 67.97 MHz, CDCL): § = 172.93 (C=0), 135.68 (Ar-C;), 128.68, 128.44, 128.32
(CH-Ar), 68.10 (C-3), 66.54 (O-CH,-Ph), 41.42 (C-2), 36.60 (C-4), 31.98 - 22.75 (Alkyl-
CH,), 14.18 (CHa).

(R,S)-3-(Hexadecanoyloxy)-hexadecansdurebenzylester 88

9.51 g (26.2 mmol) (R,S)-3-Hydroxyhexadecansidurebenzylester 87 werden in 65 ml (0.81
mol) Pyridin bei 60°C unter Riithren geldst. AnschlieBend werden 50 mg DMAP zugeben.
Nach Zugabe von 12.0 ml (38.7 mmol) Palmitinsdurechlorid wird bei 60°C geriihrt. Nach 48
Stunden (DC: Cyclohexan / Essigsdureethylester, 6:1) wird die Losung langsam und unter
Riihren in 500 ml 2 M Schwefelsdure gegossen, mit Dichlormethan extrahiert und die wéBrige
Phase noch einmal mit Dichlormethan gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen
werden zweimal mit 2 M Schwefelsdure und einmal mit Wasser gewaschen, iiber
Magnesiumsulfat getrocknet, eingeengt und im Hochvakuum bis zur Trockne belassen. Die
Reinigung des Rohprodukts (24.9 g) erfolgt durch Flashchromatographie (S&ulendurch-

messer: 90 mm, Fiillhohe: 11 cm, Cyclohexan / Essigsdureethylester, 25:1).

Ausbeute: 11.0 g (70 %) farbloser Feststoff,
R¢=0.68 (Cyclohexan / Essigsdureethylester, 6:1),
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C39Hg304 (600.95),
ESI-MS (Methanol): Myer = 600.51; Mger = 623.57 (M+Na)".

'H-NMR (270 MHz, CDCls): & = 7.33 (s, 5H, Ar), 5.22 (m, 1H, H-3), 5.09 (s, 2H, OCH,),
2.66 - 2.51 (m, 2H, H-2a, H-2b), 2.21 - 2.16 (m, 2H, H-2a’, H-2b"), 1.64 - 1.47 (m, 4H, H-3’,
H-4), 1.24 (m, 46H, CH,), 0.87 (t, 6H, CH3).

BC-NMR( 67.97 MHz, CDCls): & = 173.19, 170.35 (C=0), 128.59, 128.38, 128.32 (CH-Ar),
70.33 (C-3), 66.50 (O-CH,-Ph), 39.39 (C-2), 34.50, 34.11 (C-3, C-2°), 31.98 - 22.75 (Alkyl-
CH,), 14.17 (CH3).

(R,S)-3-(Hexadecanoyloxy)-hexadecansdure 89

9.70 g (16.1 mmol) (R,S)-3-(Hexadecanoyloxy)-hexadecansidurebenzylester 88 werden in 140
ml Methanol und 55 ml Cyclohexan geldst, mit 2.50 g Palladium auf Kohle (10 %) versetzt
und unter Wasserstoffatmosphire bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 60 Minuten (DC:
Cyclohexan / Essigsdureethylester, 4:1) wird tiber Celite filtriert, dreimal mit Cyclohexan und

zweimal mit Methanol nachgespiilt, eingeengt und im Hochvakuum bis zur Trockne belassen.

Ausbeute: 8.11 g (98 %) farbloser Feststoff,

R¢=0.28 (Cyclohexan / Essigsdureethylester, 4:1),

[a]p™ = 0.0° (0.6, Dichlormethan),

C3Hg204 (510.83),

ESI-MS (Methanol): My = 510.46; Mger = 510.21 (M)", 533.51 (M+Na)".

'"H-NMR (270 MHz, CDCls): & = 9.80 - 8.80 (s, 1H, COOH), 5.19 (m, 1H, H-3), 2.66 - 2.50
(m, 2H, H-2a, H-2b), 2.28 - 2.23 (m, 2H, H-2a’, H-2b"), 1.58 (m, 4H, H-3’, H-4), 1.23 (m,

46H, CH,), 0.86 (t, 6H, CHs).

BC-NMR( 67.97 MHz, CDCLy): & = 176.48, 173.36 (C=0), 70.06 (C-3), 39.01 (C-2), 34.53,
34.04 (C-3, C-2), 31.98 - 22.75 (Alkyl-CH,), 14.17 (CH3).
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O-(3,6-Di-O-benzyl-2-desoxy-2-palmitoylamido-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-(2-acetamido-
3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-p-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-(2-acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-des-
oxy-f-D-glucopyranosyl)-(1—4)-2-acetamido-3, 6-di-O-benzyl-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl-
azid 90

546 mg (355 umol) Amin 84 werden in 18 ml absolutem Dichlormethan geldst, mit 0.50 ml
Triethylamin und 0.12 ml Palmitinsdurechlorid versetzt und bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach 1.5 Stunden (DC: Dichlormethan / Methanol, 10:1) werden weitere 0.5 ml NEt; und
0.12 ml Palmitinsdurechlorid zugegeben. Nach 5 Stunden wird eingeengt und im
Hochvakuum getrocknet. Die Reinigung des Rohprodukts (906 mg) erfolgt durch
Flashchromatographie (S@ulendurchmesser: 35 mm, Fiillhdhe: 14 cm, Dichlormethan /

Methanol, 70:1 => 50:1).

Ausbeute: 610 mg (96 %) amorph,

R¢=0.81 (Dichlormethan / Methanol, 10:1),

[a]p> = -40.9° (0.7, Dichlormethan),

C102H120N7049 (1773.15),

ESI-MS (Methanol): Mye; = 1771.93; Mger = 909.39 (M+2Na)**, 1794.76 (M+Na) .

'H-NMR (500 MHz, [Ds]-DMSO): & = 8.01 - 7.85 (m, 4H, NH), 7.35 — 7.05 (m, 40H, Ar),
5.36 (d, Ji o= 6.80 Hz, 1H, H-1%), 4.95 — 4.70 (m, 4H, CH,0), 4.61 — 4.25 (m, 15H, H-1%, H-
1°, H-1', CH,0), 3.95 — 3.10 (m, 24H, H-4%, H-4’, H-4', H-6a', H-6a", H-6b", H-2', H-6b', H-
6a’, H-6a°, H-2°, H-2°, H-3°, H-3% H-5', H-3', H-6b°, H-5", H-6b*, H-4*, H-2*, H-3* H-5% H-
5%), 1.99 (m, 2H, C(O)CHy), 1.78-1.74 (m, 9H, NHAc), 1.43 (m, 2H, C(O)CH,CH>), 1.21 (m,
24H, (CH,)1»), 0.83 (t, 3H, CH3).

BC-NMR (125 MHz, [Dg]-DMSO): & = 171.96, 169.24, 169.09, 168.98 (C=0), 139.39,
139.26, 139.05, 138.62, 138.39 (C-i Ar), 128.13, 127.99, 127.77, 127.70, 127.32, 127.22,
127.15, 127.10, 127.06, 126.96, 126.86, 126.70 (C-Ar), 100.01 (C-1%), 99.95 (C-17), 96.58
(C-1%), 88.01 (C-1"), 82.21 (C-5%, 80.56 (C-3%), 80.50 (C-3%), 80.48 (C-3"), 76.35 (C-5"),
75.97 (C-3%, 75.23 (C-4%), 75.17 (C-4%), 74.81 (C-4"), 74.75 (C-5%), 74.55 (C-5°), 73.35,
73.18, 73.17, 73.08, 72.44, 72.00, 71.97, 71.91 (CH,0), 70.43 (C-2%), 69.56 (C-6*), 69.53 (C-
4%, 68.28 (C-6"), 68.26 (C-6%), 68.13 (C-6%), 55.15 (C-2%), 55.04 (C-2°), 53.67 (C-2"), 35.79
(C(O)CH,), 31.24 —22.91 (alkyl-C), 22.23, 22.14, 22.03 (NHAc), 13.88 (CHs).
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O-(3,6-Di-O-benzyl-2-desoxy-2-((R,S)-3-(hexadecanoyloxy-)hexadecanoylamido)-p-D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)-(2-acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-p-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-(2-
acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-2-acetamido-3,6-di-O-
benzyl-2-desoxy-f-D-glucopyranosylazid 91

550 mg (1.07 mmol) (R,S)-3-(hexadecanoyloxy)-hexadecansdure 89 werden in 6.0 ml NMP
gelost. Die klare Losung wird mit 163 mg (1.07 mmol) HOBt und 343 mg (1.07 mmol)
TBTU versetzt und mit ca. 700 pul DIPEA auf pH 9 eingestellt. AnschlieBend werden 820 mg
(0.53 mmol) Amin 84 zu der Kupplungslosung gegeben. Nach 12 Stunden (DC:
Dichlormethan / Methanol, 10:1) wird eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Die
Reinigung des Rohprodukts (2.3 g braunes Ol) erfolgt durch Flashchromatographie
(Saulendurchmesser: 45 mm, Fiillh6he: 13 cm, Dichlormethan / Methanol, 70:1 => 50:1). Zur
weiteren Reinigung wird die Substanz in 7 ml Methanol geldst; durch tropfenweise Zugabe
von 3 ml Wasser unter Riithren wird eine Suspension erzeugt, die auf eine SepPak-Kartusche
aufgetragen wird. Die Trennung erfolgt durch einen Methanol / Wasser-Gradienten: man
eluiert mit je 20 ml 50 %, 66 %, 75 %, 85 %, 95 % Methanol in Wasser sowie mit reinem
Methanol. Das Produkt eluiert bei 95 % Methanol in Wasser; diese Fraktionen werden

vereinigt und lyophilisiert.

Ausbeute: 480 mg (44 %) farbloser Feststoff,

R¢=0.68 (Dichlormethan / Methanol, 10:1),

[()L]D23 =-41.5° (0.7, Dichlormethan),

Ci18H150N702, (2027.56),

ESI-MS (Methanol): Mper = 2026.15; Mger = 2049.15 (M+Na)+.

'H-NMR (500 MHz, [D¢]-DMSO): & = 8.10 - 7.85 (m, 4H, NH), 7.37 — 7.03 (m, 40H, Ar),
5.37 (d, Ji,= 6.80 Hz, 1H, H-1*), 5.10 (m, 1H, H-3%), 4.95 — 4.72 (m, 4H, CH,0), 4.60 — 4.25
(m, 15H, 1%, 1', 1°, CH,0), 3.90 — 3.07 (m, 24H, H-4', H-4*, H-4>, H-6a', H-6a*, H-2', H-6b',
H-6a°, H-6a°, H-2?, H-3?, H-2?, H-5', H-3!, H-3’, H-5%, H-6b°, H-6b", H-6b*, H-4*, H-2*, H-
3%, H-5%, H-5"), 2.42 — 1.95 (m, 4H, H-2a", H-2b", H-2a", H-2b™), 1.79 - 1.74 (m, 9H,
NHAc), 1.56 — 0.98 (m, 50H, H-3*, alkyl-CH,), 0.86 (t, 6H, CHs).

BC-NMR (125 MHz, [D]-DMSO0): & = 170.32 - 168.96 (C=0), 128.16 - 126.72 (C-Ar),
99.59 (C-1°), 99.53 (C-1%), 96.22 (C-1%), 87.67 (C-1"), 81.68 (C-5%), 80.26 (C-3°), 80.12 (C-
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3%), 80.08 (C-3"), 76.10 (C-5"), 75.63 (C-3%), 74.89 (C-4%), 74.89 (C-4%), 74.49 (C-4"), 74.40
(C-5%), 74.40 (C-5%), 73.26 — 71.74 (CH,0), 70.06 (C-2%), 69.22 (C-4%), 69.15 (C-6%), 67.95
(C-6"), 67.91 (C-6%), 67.91 (C-6), 54.86 (C-2%), 54.86 (C-2°), 53.31 (C-2"), 33.76, 33.72,
31.30, 31.29, 29.05 — 28.35, 24.57 — 24.41 (alkyl-C), 22.95, 22.88, 22.76 (NHAc), 22.09,
22.08 (alkyl-C), 13.93, 13.91 (CHs).

O-(3,6-Di-O-benzyl-2-desoxy-2-palmitoylamido-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-(2-acetamido-
3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-p-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-(2-acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-des-
oxy-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-2-acetamido-3, 6-di-O-benzyl-2-desoxy-a, -D-gluco-
pyranose 92

1.0 g (0.56 mmol) Azid 90 werden in 20 ml Methanol suspendiert, mit 0.1 ml Triethylamin,
2 ml Dichlormethan und 0.3 ml Propandithiol versetzt und bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
100 Minuten (DC: Dichlormethan / Methanol, 10:1) erfolgt eine weitere Zugabe von 0.4 ml
Triethylamin und 0.6 ml Propandithiol. Nach 2 Stunden (DC: Dichlormethan / Methanol,
10:1) wird eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Das so erhaltene Rohprodukt wird in
einem Gemisch aus 10 ml Methanol, 10 ml Eisessig und 4 ml Wasser suspendiert und bei
50°C geriihrt. Nach 1.5 Stunden (DC: Dichlormethan / Methanol, 10:1) wird mit
Dichlormethan verdiinnt und dreimal mit Wasser gewaschen, die organische Phase liber
Magnesiumsulfat getrocknet, eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Die Reinigung des
Rohprodukts (1.33 g) erfolgt durch Flashchromatographie (Sdulendurchmesser: 35 mm,
Fiillhohe: 11 cm, Cyclohexan / Aceton, 3:1 => 1:2).

Ausbeute: 684 mg (70 %) amorph,

R¢= 0.60 (Dichlormethan / Methanol, 10:1),

[a]p>® = -22.0° (0.7, Dichlormethan),

Ci02H130N402; (1748.14),

ESI-MS (Methanol): My, = 1746.92; Mger = 1769.75 (M+Na)".

'H-NMR (500 MHz, [Dg]-DMSO): & = 7.99 — 7.75 (m, 4H, NH), 7.39 — 7.05 (m, 40H, Ar),
6.76 (d, Jy.on= 3.97 Hz, 1H, OH-1"), 5.38 (d, J,,= 6.11 Hz, 1H, H-17%), 496 — 4.71 (m, 4H,
CH,0, H-1"), 4.69 — 4.21 (m, 15H, H-17%, H-1°, CH,0), 3.98 — 3.03 (m, 24H, H-2', H-4*, H-
4, H-4', H-5', H-6a', H-62%, H-6a°, H-3', H-6b', H-3*, H-2?, H-3®, H-2°, H-6a"*, H-6b*, H-5",
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H-6b% H-6b°, H-4*, H-2*, H-3%, H-5°, H-5°), 1.99 (m, 2H, C(O)CH,), 1.81-1.74 (m, 9H,
NHAc), 1.44 (m, 2H, C(O)CH,CHb>), 1.22 (m, 24H, (CH,)1»), 0.85 (t, 3H, CH3).

BC.NMR (125 MHz, [Dg]-DMSO): & = 172.00, 169.11, 169.02 (C=0), 139.51, 139.41,
139.32, 139.14, 138.71, 138.68, 138.65, 138.57, 138.52 (C-i Ar), 128.14, 128.03, 127.85,
127.83, 127.81, 127.75, 127.71, 127.64, 127.35, 127.28, 127.24, 127.21, 127.19, 127.18,
127.13, 127.07, 127.06, 127.00, 126.93, 126.85, 126.79, 126.73, 126.68, 126.66 (C-Ar), 99.83
(C-1?%), 99.67 (C-1°), 96.39 (C-1%), 90.41 (C-1"), 81.89 (C-5%), 80.30 (C-3?), 80.14 (C-3%),
77.91 (C-3), 75.641 (C-3%), 75.59 (C-4"), 74.87 (C-4%), 74.78 (C-4%), 74.46 (C-5"), 74.36 (C-
5%), 73.00, 72.84, 72.73, 72.10, 71.71, 71.59, 71.53 (CH,0), 70.12 (C-2*), 69.21 (C-4%), 69.20
(C-5"), 68.90 (C-6%), 68.41 (C-6"), 67.96 (C-6%, C-6%), 54.86 (C-2%), 54.73 (C-2%), 52.47 (C-
2", 35.78 (C(O)CH,), 31.27 — 22.08 (alkyl-C), 22.98, 22.88, 22.56 (NHAc), 13.94 (CH3).

O-(3,6-Di-O-benzyl-2-desoxy-2-((R,S)-3-(hexadecanoyloxy-)hexadecanoylamido)-p-D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)-(2-acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-p-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-(2-
acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-p-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-2-acetamido-3,6-di-O-
benzyl-2-desoxy-a,-D-glucopyranose 93

340 mg (0.17 mmol) Azid 91 werden in 20 ml Methanol geldst, mit 0.85 ml Triethylamin und
0.85 ml Propandithiol versetzt und bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 6 Stunden (DC:
Dichlormethan / Methanol, 10:1) wird eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Das
Rohprodukt wird in einem Gemisch aus 16 ml THF, 16 ml Eisessig und 8 ml Wasser
suspendiert und bei 40°C geriihrt. Nach 3 Stunden (DC: Dichlormethan / Methanol, 10:1)
wird eingeengt, einmal mit 20 ml Toluol codestilliert, im Hochvakuum getrocknet und
lyophilisiert. Die Reinigung des Rohprodukts (0.36 g) erfolgt durch Flashchromatographie
(Sdulendurchmesser: 35 mm, Fiillhéhe: 10 cm, Essigsdureethylester / Methanol, 60:1).

Ausbeute: 291 mg (86 %) amorph,

R¢=0.61 (Dichlormethan / Methanol, 10:1),

[a]p> = -19.7° (0.4, Dichlormethan),

Ci1sH160N4023 (2002.55),

ESI-MS (Methanol): My = 2001.15; Mger = 2024.17 (M+Na) .
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'H-NMR (500 MHz, [Ds]-DMSO): & = 8.10 - 7.85 (m, 4H, NH), 7.34 — 7.05 (m, 40H, Ar),
6.76 (d, Ji.ox= 3.97 Hz, 1H, OH-1"), 5.36 (d, 1H, H-1%), 5.10 (m, 1H, H-3%), 4.95 — 4.72 (m,
4H, CH,0, H-1), 4.63 — 4.25 (m, 15H, 1% 1°, CH,0), 3.90 — 3.09 (m, 24H, H-2", H-4%, H-4°,
H-4', H-5', H-6a', H-6a°, H-6a°, H-3', H-6b', H-2% H-3%, H-3’, H-2°, H-6a", H-6b", H-5", H-
6b%, H-6b°, H-4%, H-2*, H-3%, H-5°, H-5%), 2.42 — 1.95 (m, 4H, H-2a", H-2b", H-2a", H-2b™),
1.79 - 1.75 (m, 9H, NHAc), 1.52 — 0.99 (m, 50H, H-3*", alkyl-CH,), 0.83 (t, 6H, CH3).

BC-NMR (125 MHz, [D¢]-DMSO): & = 170.52 - 168.92 (C=0), 128.19 - 126.75 (C-Ar),
99.88 (C-17%), 99.63 (C-1°), 96.26 (C-1%), 90.50 (C-1"), 81.62 (C-5%), 80.34 (C-3%), 80.11 (C-
3%), 77.87 (C-3"), 75.64 (C-4"), 75.57 (C-3%), 74.90 (C-4%), 74.75 (C-4%), 74.27 (C-5%), 74.27
(C-5%), 73.45 — 71.74 (CH,0), 70.07 (C-2%), 69.18 (C-5"), 69.18 (C-4%), 68.91 (C-6%), 68.38
(C-6"), 67.91 (C-6%), 67.91 (C-6), 54.88 (C-2%), 54.81 (C-2°), 52.47 (C-2"), 33.77, 33.72,
31.30, 31.29, 29.07 — 28.36, 24.57 — 24.54 (alkyl-C), 22.96, 22.87, 22.55 (NHAc), 22.10,
22.09 (alkyl-C), 13.93, 13.91 (CHs).

O-(2-Desoxy-2-palmitoylamido-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-(2-acetamido-2-desoxy-f-D-glu-
copyranosyl)-(1 —4)-(2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-2-acetamido-2-des-
oxy-o,-D-glucopyranose 94

500 mg (0.29 mmol) Tetrasaccharid 92 werden in 50 ml Methanol geldst, mit 2.5 ml Eisessig
und 2.2 g Palladiumoxidhydrat (Fa. ABCR) versetzt und bei Raumtemperatur unter
Wasserstoffatmosphére heftig geriihrt (DC: Dichlormethan / Methanol, 10:1). Da nach 3
Tagen immer noch vier unterschiedliche, aber vergleichbar intensive Spots beobachtet werden
(DC: i-Propanol / 1M Ammoniumacetatlosung, 4:1), wird 24 Stunden bei 40°C geriihrt. Da
nun ein Hauptspot zu erkennen ist, wird zentrifugiert und die klare Losung vom Katalysator
dekantiert. Da das Produkt schlecht 16slich ist, wird der Katalysator mit insgesamt ca. 1 Liter
Methanol portionsweise gewaschen, die klare Losung nach Zentrifugation dekantiert und
eingeengt. Der Feststoff kann in Eisessig suspendiert und lyophilisiert werden. Auf diese
Weise werden 70 mg farbloses Pulver erhalten. Da das Produkt noch geringe Mengen von
Nebenprodukten enthédlt und sich nicht vollstindig reinigen lasst, wird die NMR-
spektroskopische Zuordnung anhand der auf anderem Wege hergestellten identischen

Verbindung getroffen.
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Ausbeute: 70 mg (24 %) farbloser Feststoff,

R¢=0.93 (i-Propanol / 1M Ammoniumacetatldsung, 1:1),
Ca6Hs2N4O7; (1027.16),

ESI-MS (Methanol): Mpe; = 1026.55; Mger = 1049.74 (M+Na)".

O-(2-Desoxy-2-((R,S)-3-(hexadecanoyloxy-)hexadecanoylamido)-f-D-glucopyranosyl)-
(1—4)-(2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1—4)-(2-acetamido-2-desoxy-f-D-

glucopyranosyl)-(1—4)-2-acetamido-2-desoxy-o, f-D-glucopyranose 95

44 mg (21 pmol) Tetrasaccharid 93 werden in 15 ml Methanol und 0.5 ml Eisessig gelost, mit
195 mg Palladiumoxidhydrat (Fa. Fluka) versetzt und unter Wasserstoffatmosphére bei 35°C
geriihrt. Nach 18 Stunden (DC: Dichlormethan / Methanol, 10:1; i-Propanol / 1M
Ammoniumacetatlosung, 8:1) ist das Edukt vollstindig umgesetzt und nach der Zentrifugation
wird der klare Uberstand mit ESI-MS untersucht. Dabei wird das gewiinschte Produkt 95,
aber auch geringe Mengen von Verbindung 94 gefunden. Die Charakterisierung wird anhand

der auf anderem Wege hergestellten identischen Verbindung getroffen.

O-(2-Amino-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-(2-acetamido- 3, 6-di-O-
benzyl-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-(2-acetamido-3, 6-di-O-benzyl-2-desoxy-f-D-

glucopyranosyl)-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-a, f-D-glucopyranose 97

954 mg (0.622 mmol) Azid 84 werden in 60 ml absolutem Methanol gelost, mit 3 ml
Triethylamin und 3 ml Propandithiol versetzt und bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 120
Minuten (DC: Dichlormethan / Methanol, 10:1) wird bei 30°C Wasserbadtemperatur
eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. AnschlieBend wird in 10 ml THF, 10 ml Eisessig
und 5 ml Wasser gelost und 30 Minuten bei 40°C geriihrt (DC: Dichlormethan / Methanol,
10:1). Es wird eingeengt, zweimal mit je 20 ml Toluol sowie mit 20 ml Dichlormethan /
Methanol codestilliert und im Hochvakuum getrocknet. Die Reinigung des Rohprodukts (1.39
g gelber Feststoff) erfolgt durch Flashchromatographie (Sdulendurchmesser: 35 mm,
Fillhdhe: 9 com, reiner Essigsdureethylester; nochmalige Reinigung  durch
Flashchromatographie: Sdulendurchmesser: 35 mm, Fiillhohe: 18 cm, Dichlormethan /

Methanol, 40:1 => 25:1). Wenn bei der Reaktion nach dem ersten Schritt das Propandithiol
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nicht vollstdndig im Hochvakuum entfernt wird, bildet sich im nachfolgenden Schritt nicht
nur die gewiinschte 1-OH-Verbindung, sondern irreversibel auch ein Dithian unter

Ring6ffnung des reduzierenden Zuckers.

Ausbeute: nicht bestimmt (s.0.),

R~Amin = 0.31 (Dichlormethan / Methanol, 10:1),

R#97= 0.60 (Dichlormethan / Methanol, 10:1),

[a]p> =-18.3° (0.2, Dichlormethan),

CscH100N4O20 (1509.73),

ESI-MS (Methanol): My = 1508.69; Mger = 1509.67 (M+H)", 1531.68 (M+Na)".

'H-NMR (360 MHz, [Ds]-DMSO): § = 7.95 - 7.80 (m, 3H, NHAc), 7.41 — 7.06 (m, 40H, Ar),
4.96 — 4.85 (m, 4H, CH,0, H-1'0), 4.61 — 422 (m, 16H, H-1?, H-1°, H-1', H-1*, CH,0),
3.90 — 3.80 (m, 4H, H-4*, H-4°, H-4', H-2"), 3.77 — 3.03 (m, 19H, H-6a", H-6a*, H-6a', H-6a°,
H-6b% H-6b', H-5', H-3!, H-2%, H-3%, H-2°, H-3’, H-6b°, H-6b", H-4*, H-5%, H-5%, H-5°, H-
3%, 2.54 (m, 1H, H-2*), 1.82-1.75 (m, 9H, NHAc).

BC-NMR(90.56 MHz, [De]-DMSO): & = 169.14, 169.13, 169.09 (NHAc), 139.55, 139.45,
139.35, 139.17, 138.73, 138.57, 138.37 (C-i Ar), 131.75, 131.53, 128.84, 128.66, 128.48,
128.25, 128.19, 128.15, 128.13, 128.10, 128.03, 127.79, 127.71, 127.43, 127.29, 127.22,
127.14, 127.09, 127.01, 126.92, 126.76 (C-Ar), 102.31 (C-1%), 99.92 (C-1%), 99.67 (C-1°),
94.94 (C-1'), 90.49 (C-1'a), 84.47 (C-3%), 80.47 (C-3"), 80.27 (C-3?%), 80.09 (C-3%), 77.82
(C-5Y), 75.79 (C-5%), 75.51 (C-4"), 74.89 (C-4%), 74.89 (C-4%), 74.28 (C-5%), 74.28 (C-5%),
73.80 — 70.92 (CH,0), 69.93 (C-4%), 69.24 (C-6), 68.27 (C-6"), 67.91 (C-6%), 67.91 (C-6%),
56.71 (C-2%), 54.87 (C-2%), 54.69 (C-2°), 52.43 (C-2"), 22.98, 22.88, 22.57 (NHAC).

O-(2-Amino-2-desoxy-p-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-(2-acetamido-2-desoxy-f-D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)-(2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-2-acetamido-2-
desoxy-a,f-D-glucopyranose 99

65 mg (43.1 umol) der benzylierten Verbindung 97 werden in 4 ml Methanol und 0.2 ml
Eisessig gelost, mit 108 mg Palldiumoxidhydrat (Fa. Fluka) versetzt und unter
Wasserstoffatmosphire bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 22 Stunden (DC: i-Propanol / 1M
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Ammoniumacetatlosung, 4:1; zusitzlich ESI-MS) wird zentrifugiert, die klare tiberstehende
Losung dekantiert, eingeengt und lyophilisiert. Das Rohprodukt (40 mg) wird durch
Gelfiltration gereinigt (Pharmacia Hi Load Superdex 30 (600 x 16 mm); Eluens:
0.1 M Ammoniumhydrogencarbonatlosung; Fluss 0.75 ml/min; Detektion: 220 und 254 nm).

Ausbeute: 24.6 mg (73 %) amorpher farbloser Feststoft,
R¢=0.19 (i-Propanol / 1M Ammoniumacetatldosung, 4:1),
[a]p™ = -4.5° (0.2, H,0),

C30Hs52N4020 (788.75),

ESI-MS (Methanol): My = 788.32; Mger = 811.28 (M+Na)".

'H-NMR (360 MHz, D,0O mit [Dg]-DMSO als internem Standard): & = 7.30 - 7.12 (m, 3H,
NHAc), 4.98 (d, J12=2.19 Hz, 0.58H, H-1'a), 4.49 (d, J1,= 7.91 Hz, 0.42H, H-1'p), 4.39 (d,
Ji2=1.46 Hz, 1H, H-1%), 4.38 (d, J; .= 8.06 Hz, 1H, H-1°), 4.29 (d, J1,= 8.13 Hz, 1H, H-17),
3.74 - 3.17 (m, 23H, H-6a°, H-6a*, H-2'a, H-5'0, H-3'a, H-6a'0, H-6a'p, H-6b%, H-6a’, H-2%,
H-2°, H-4%, H-5%, H-6b*, H-4>, H-2'p, H-4'p, H-6b'a, H-6b', H-6b°, H-3'p, H-3% H-5°, H-
4'o, H-5'p, H-3°, H-5%, H-4*, H-3%), 2.50 (H-2%), 1.86 - 1.84 (m, 9H, NHACc).

BC-NMR(90.56 MHz, D,0O mit [Dg]-DMSO als internem Standard): & = 175.98, 175.88,
175.75 (NHAc), 103.75 (C-1%), 102.65 (C-1%), 102.65 (C-1°), 96.11 (C-1'B), 91.71 (C-1'w),
81.20 (C-4'0), 80.78 (C-5'B), 80.60 (C-5%), 79.35 (C-5%), 77.52 (C-5"), 76.65 (C-3%), 75.90
(C-3'B), 75.90 (C-3?), 75.90 (C-3%), 73.94 (C-4'P), 73.46 (C-4%), 73.34 (C-4), 71.26 (C-3'),
70.91 (C-4%), 70.55 (C-5'a), 61.87 (C-6%), 61.39 (C-6%), 61.33 (C-6'n), 61.33 (C-6'B), 61.33
(C-6), 57.92 (C-2%), 57.35 (C-2'B), 56.37 (C-2%), 56.37 (C-2°), 54.97 (C-2'w), 23.73, 23.50
(NHACc).

N-Palmitoyloxysuccinimid 100

256 mg (1.0 mmol) Palmitinséure und 138 mg (1.2 mmol) N-Hydroxysuccinimid werden in 5
ml trockenem Dioxan und 5 ml absolutem Dichlormethan geldst und nach Zugabe von 230
mg (1.2 mmol) EDC*HCI bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 150 Minuten (DC: Cyclohexan
/ Essigsdureethylester, 4:1 und 2:1) wird eingeengt, in Dichlormethan aufgenommen, mit

Natriumchloridlosung gewaschen, die organische Phase iiber Magnesiumsulfat getrocknet,
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eingeengt und im Hochvakuum bis zur Trockne belassen. Die Reinigung des Rohprodukts
(330 mg) erfolgt durch Flashchromatographie (Sdaulendurchmesser: 35 mm, Fiillh6he: 10 cm,

n-Hexan / Essigséureethylester, 6:1).

Ausbeute: 230 mg (65 %) amorpher farbloser Feststoff,
R¢=0.46 (n-Hexan / Essigsdureethylester, 2:1),
C20H35NO4 (353.50).

'H-NMR (270 MHz, [D¢]-DMSO): & = 2.79 (s, 4H, succinoyl-CH,), 2.64 (t, 2H, C(O)CH,),
1.60 (m, 2H, C(O)CH,CH,), 1.38 — 1.18 (m, 24H, alkyl-CH,), 0.84 (t, 3H, CH3).

BC-NMR (67.97 MHz, [Ds]-DMSO): § = 169.71, 168.52 (C=0), 30.02, 28.70, 28.61, 28.49,
28.37,28.19, 27.76, 25.19, 24.00, 21.74 (alkyl-CH,), 13.52 (CHj3).

(R,S)-3-(Hexadecanoyloxy-)hexadecanoyloxysuccinimid 101

511 mg (1.00 mmol) (R,S)-3-(Hexadecanoyloxy)-hexadecansdure 89 und 138 mg (1.2 mmol)
N-Hydroxysuccinimid werden in 5 ml trockenem Dioxan und 5 ml absolutem Dichlormethan
gelost und nach Zugabe von 230 mg (1.2 mmol) EDC*HCI bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach 135 Minuten (DC: Cyclohexan / Essigsdureethylester, 2:1) wird bei 35°C eingeengt, das
farblose Ol eingefroren und im Hochvakuum lyophilisiert. Die Reinigung des Rohprodukts
(947 mg farbloser Feststoff) erfolgt durch Flashchromatographie (Sdulendurchmesser: 35

mm, Fiillhohe: 9 cm, n-Hexan / Essigsdureethylester, 6:1).

Ausbeute: 543 mg (89 %) farbloser Feststoff,

R¢=0.61 (Cyclohexan / Essigsdureethylester, 2:1),
C36HgsNOg (607.90),

ESI-MS (Acetonitril): Mpe; = 607.48; Mger = 630.41 (M+Na)".

'H-NMR (270 MHz, CDCL): & = 5.26 (m, 1H, H-3), 2.85 — 2.78 (m, 6H, H-2a, H-2b,

succinoyl-CH,), 2.29 (m, 2H, H-2a’, H-2b’), 1.70 - 1.53 (m, 4H, H-4, H-3"), 1.22 (m, 46H,
CH,), 0.86 (t, 6H, CH3).
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3C-NMR( 67.97 MHz, CDCls): & = 173.06, 168.74, 165.51 (C=0), 69.16 (C-3), 35.89 (C-2),
34.25 (C-2°), 33.71 (C-4), 31.88 - 22.63 (Alkyl-CH,, succinoyl-CH,), 14.16 (CHj).

O-(2-Desoxy-2-palmitoylamido-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-(2-acetamido-2-desoxy-ff-D-glu-
copyranosyl)-(1 —4)-(2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1—4)-2-acetamido-2-des-
oxy-a,-D-glucopyranose 94

9.7 mg (12.29 umol) der entschiitzten Verbindung 99 und 17.5 mg (49.50 pmol) N-
Palmitoyloxysuccinimid 100 werden in 1.0 ml NMP geldst und bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach 48 Stunden (DC: i-Propanol / IM Ammoniumacetatlosung, 2:1; zusétzlich ESI-MS)
wird eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird durch Gelfiltration
gereinigt (Sephadex LH-20 (25 x 1000 mm); Eluens: Methanol; Fluss 1.0 ml/min; Detektion:
214 und 254 nm).

Ausbeute: 6.90 mg (55 %) farbloser Feststoff,

R¢=0.83 (i-Propanol / 1M Ammoniumacetatldsung, 2:1),
Ca6Hs2N4O2; (1027.16),

ESI-MS (Methanol): My = 1026.55; Mger = 1049.49 (M+Na)".

'H-NMR (360 MHz, [Ds]-DMSO): § = 7.32 - 7.19 (m, 4H, NH), 5.07 (m, 1H, H-1*), 4.95 (m,
0.7H, H-1'%), 4.46 (m, 0.3H, H-1'"), 4.40 (m, 2H, H-1% H-1%), 3.72 — 3.13 (m, 24H, H-2*, H-
2'* H-5'% H-3'%, H-2%, H-2’, H-6a'%, H-6b'% H-6a’, H-6b*, H-6a°, H-6b°, H-6a*, H-4?, H-4°,
H-2'"", H-4'"P, H-6b*, H-4'*, H-5%, H-5°, H-5'", H-3'P, H-3%, H-3°, H-5%, H-3%, H-4%), 2.39 (4,
2H, C(O)CH,), 1.86 — 1.82 (m, 9H, NHAc), 1.47 (m, 2H, C(O)CH,CH>), 1.30 — 1.14 (m,
24H, alkyl-CH,), 0.81 (t, 3H, CH3).

3C-NMR (90.56 MHz, [Dg]-DMSO): & = 101.40 (C-1?, C-1°), 98.14 (C-1*), 95.27 (C-1'P),
90.09 (C-1'%), 81.09 (C-4'%), 80.96 (C-5%), 80.55 (C-5'P), 80.49 (C-5%), 76.32 (C-5%), 74.99
(C-3'%), 74.28 (C-3%, C-3%), 74.13 (C-3%), 72.79 (C-4'P), 71.84 (C-4°, C-4%), 70.42 (C-4%,
69.20 (C-3'%), 68.45 (C-5'%), 60.55 (C-6"), 59.42 (C-6', C-6%, C-6), 55.57 (C-2'P), 54.21 (C-
2%, C-2%), 53.52 (C-2%), 53.07 (C-2'%), 41.20, 35.19 — 21.75 (alkyl-CH,), 22.48 (NHAc), 13.42
(CH3).
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O-(2-Desoxy-2-((R,S)-3-(hexadecanoyloxy-)hexadecanoylamido)-p-D-glucopyranosyl)-
(1 —4)-(2-acetamido-2-desoxy-p-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-(2-acetamido-2-desoxy-f-D-
glucopyranosyl)-(1 —4)-2-acetamido-2-desoxy-o, f-D-glucopyranose 95

10 mg (12.68 pmol) der entschiitzten Verbindung 99 und 31 mg (50.72 pmol) (R,S)-3-
(Hexadecanoyloxy)hexadecanoyloxysuccinimid 101 werden in 1.0 ml NMP geldst und bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach 96 Stunden (DC: i-Propanol / 1M Ammoniumacetatlosung,
2:1 und 4:1; zusitzlich ESI-MS) wird eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Das
Rohprodukt wird durch Gelfiltration gereinigt (Sephadex LH-20 (25 x 1000 mm); Eluens:
Methanol; Fluss 1.0 ml/min; Detektion: 214 und 254 nm). Aufgrund der geringen Loslichkeit
der Verbindung wird das Rohprodukt jeweils in 2 ml Methanol verteilt, die Suspension
zentrifugiert und der klare Uberstand durch Gelfiltration gereinigt. Nach 5 Liufen werden
3.60 mg farbloser Feststoff erhalten; dies entspricht jedoch nicht der gesamten

Reaktionsausbeute.

Ausbeute: 3.60 mg farbloser Feststoff (zusitzlich weiteres Rohprodukt),
R¢=0.89 (i-Propanol / 1M Ammoniumacetatldsung, 4:1),

Ce2H112N4023 (1281.57),

ESI-MS (Methanol): Mpe; = 1280.77; Mger = 1303.88 (M+Na)".

8.14 Versuche zu Kapitel 5.3.2

O-(2-Acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-(2-acetamido- 3, 6-di-
O-benzyl-2-desoxy-p-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-(2-acetamido-3, 6-di-O-benzyl-2-desoxy-f-D-
glucopyranosyl)-(1 —4)-2-acetamido-3, 6-di-O-benzyl-2-desoxy-f-D-glucopyranosylazid 102

1. Entschiitzung

2.38 g (1.37 mmol) Tetrasaccharid 83 werden in 100 ml absolutem Methanol gelost, mit 5 ml
Ethylendiamin versetzt und bei 50°C geriihrt. Nach 17 Stunden (DC: Dichlormethan /
Methanol, 10:1) wird eingeengt und dreimal mit je 10 ml Toluol codestillert.

R¢=0.67 (Dichlormethan / Methanol, 10:1)
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2. Acylierung
Der olige Riickstand (3.61 g) wird in 40 ml Pyridin und 20 ml Essigsdureanhydrid
aufgenommen und bei 50°C geriihrt. Nach 24 Stunden wird eingeengt, dreimal mit je 20 ml

Toluol codestillert und im Hochvakuum bis zur Trockne belassen.

3. Deacetylierung

Der Riickstand wird in 150 ml Methylamin (41 % in Wasser) und 30 ml Methanol
suspendiert. Erst nach Zugabe von 20 ml THF entsteht eine klare Losung. Nach zwei Stunden
wird eingeengt, dreimal mit je 20 ml Toluol codestillert und im Hochvakuum bis zur Trockne
belassen. Die Reinigung des Rohprodukts (braunes Ol) erfolgt durch Flashchromatographie
(Sdulendurchmesser: 45 mm, Fiillhohe: 13 cm, Essigsdureethylester / Methanol, 90:1).

Ausbeute: 1.27 g (60 %) farbloser Feststoff,

R¢=0.62 (Dichlormethan / Methanol, 10:1),

[a]p> = -51.1° (0.4, Dichlormethan),

CsgH101N7020 (1576.78),

ESI-MS (Methanol): Mpe; = 1575.71; Mger = 1598.75 (M+Na)".

'H-NMR (500 MHz, [D¢]-DMSO): & = 8.02 - 7.95 (m, 4H, NHAc), 7.32 - 7.10 (m, 40H, Ar),
4.94 — 423 (m, 20H, CH,0, H-1%, H-1°, H-1', H-1%), 3.92 — 3.10 (m, 24H, H-4!, H-4*, H-4°,
H-6a', H-6b', H-6a*, H-2', H-6a°, H-6a°, H-2?, H-2°, H-5', H-3% H-3°, H-3!, H-2*, H-6b% H-
6b°, H-3*, H-6b*, H-4*, H-5*, H-5%, H-5%), 1.90 - 1.76 (m, 12H, NHAC).

3C-NMR (125 MHz, [De]-DMSO): & = 169.33 - 169.06 (C=0), 139.36 — 138.54 (C-i Ar),
128.60 - 126.60 (C-Ar), 99.69 (C-1%, C-1°), 99.62 (C-1%), 87.74 (C-1"), 82.03 (C-3%), 80.17
(C-3', C-32, C-3%), 76.03 (C-5"), 75.62 (C-5%), 74.64 (C-4%, C-4%), 74.53 (C-4"), 74.24 (C-57,
C-5°), 73.54 — 68.16 (CH,0), 70.12 (C-4%), 69.21 (C-6%), 67.96 (C-6'), 67.90 (C-6%, C-6°),
54.82 (C-2%, C-2°, C-2%), 53.31 (C-2"), 22.98 — 21.06 (NHAC).
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O-(2-Acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-(2-acetamido-3, 6-di-
O-benzyl-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-(2-acetamido-3, 6-di-O-benzyl-2-desoxy-ff-D-
glucopyranosyl)-(1—4)-2-acetamido-3, 6-di-O-benzyl-2-desoxy- 1-desoxy- 1-palmitoylamido-
S-D-glucopyranosid 103

1. Azidreduktion

0.56 g (355 umol) Tetrasaccharidazid 102 werden unter Argon in 30 ml Methanol geldst, mit
2.1 ml Propandithiol und 0.7 ml Triethylamin versetzt und bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
2.5 Stunden werden weitere 0.3 ml Triethylamin und 0.5 ml Propandithiol, nach einer
weiteren Stunde nochmals 0.5 ml Triethylamin zugegeben. Nach insgesamt 4 Stunden wird
das Reaktionsgemisch in fliissigem Stickstoff eingefroren und im Hochvakuum lyophylisiert.

R¢= 0.23 (Dichlormethan / Methanol, 10:1)

2. Herstellung der Kupplungslosung
270 mg (1.05 mmol) Palmitinsdure werden in 6 ml DMF gelost. Die klare Losung wird mit
163 mg (1.07 mmol) HOBt und 342 mg (1.07 mmol) TBTU versetzt und mit DIPEA auf pH 9

eingestellt.

3. Kupplung des Aminozuckers mit Palmitinsdure

Zu dem Produkt aus 1) wird die Kupplungslosung aus 2) gegeben. Nach 5 Minuten (DC:
Dichlormethan / Methanol, 10:1) wird vollstindiger Umsatz erhalten. Die Reaktion wird
durch Zugabe von 2 ml Methylamin (41 % in H,O) abgebrochen, eingeengt und im
Hochvakuum getrocknet. Die Reinigung des Rohprodukts (1.52 g) erfolgt durch
Flashchromatographie (Séulendurchmesser: 45 mm, Fiillhohe: 10 cm, Essigsdureethylester /

Methanol, 60:1).

Ausbeute: 0.44 g (69 %) leicht gelblicher Feststoff,

R¢=0.37 (Dichlormethan / Methanol, 10:1),

[a]p® =-26.9° (0.4, Dichlormethan),

Ci104H133N50; (1789.19),

ESI-MS (Methanol): Mye; = 1787.95; Mger = 1811.04 (M+Na) "

'H-NMR (360 MHz, [Ds]-DMSO): & = 8.31 - 7.86 (m, 5H, NH), 7.35 — 6.96 (m, 40H, Ar),
5.38 (d, Jio= 6.28 Hz, 1H, H-1%), 4.98 — 4.20 (m, 19H, H-1', CH,0, H-1%, H-1°), 3.91 — 3.08
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(m, 24H, H-4', H-4*, H-4°, H-2', H-6a", H-6a’, H-6a’, H-6a', H-6b', H-3*, H-3°, H-2%, H-3',
H-2°, H-6b%, H-6b°, H-5%, H-5', H-6b*, H-4*, H-2*, H-3%, H-5°, H-5°), 2.68 (s, 3H, NHAc),
2.20 — 1.95 (m, 2H, C(O)CH,), 1.80-1.71 (m, 9H, NHAc), 1.44 (m, 2H, C(O)CH,CH,), 1.21
(m, 24H, (CH,)1,), 0.84 (t, 3H, CHs).

BC-NMR (90.56 MHz, [D¢]-DMSO): & = 172.62, 169.29, 169.02 (C=0), 139.35, 139.21,
138.63, 138.48 (C-i Ar), 128.07, 128.00, 127.93, 127.77, 127.71, 127.32, 127.25, 127.11,
126.97, 126.91, 126.77, 126.68 (C-Ar), 99.60 (C-1°), 99.36 (C-1%), 96.21 (C-1%), 82.04 (C-5"),
81.23 (C-3"), 80.19 (C-3%, C-3%), 78.17 (C-11), 75.78 (C-5"), 75.63 (C-3%), 74.82 (C-4%, C-4%),
74.32 (C-4"), 74.24 (C-5%, C-5%), 73.50 — 71.78 (CH,0), 70.13 (C-2*%), 69.94 (C-4"), 69.17 (C-
6%, 68.12 (C-6"), 67.86 (C-6, C-6), 54.98 (C-2%), 54.80 (C-2%), 52.88 (C-2"), 35.08
(C(O)CHy), 31.25 — 22.04 (alkyl-C), 22.90 — 22.85 (NHAc), 13.89 (CH3).

O-(2-Acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-(2-acetamido- 3, 6-di-
O-benzyl-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-(2-acetamido-3, 6-di-O-benzyl-2-desoxy-f-D-
glucopyranosyl)-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy- 1-desoxy-1-((R,S)-3-(hexa-
decanoyloxy-)hexadecanoylamido)-p-D-glucopyranosid 104

1. Azidreduktion

0.56 g (355 pumol) Tetrasaccharidazid 102 werden unter Argon in 30 ml Methanol gelost, mit
2.1 ml Propandithiol und 0.7 ml Triethylamin versetzt und bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
2.5 Stunden werden weitere 0.3 ml Triethylamin und 0.5 ml Propandithiol, nach einer
weiteren Stunde nochmals 0.5 ml Triethylamin zugegeben. Nach insgesamt 4 Stunden wird
das Reaktionsgemisch in fliissigem Stickstoff eingefroren und im Hochvakuum lyophylisiert.

R¢= 0.23 (Dichlormethan / Methanol, 10:1)

2. Herstellung der Kupplungslosung
550 mg (1.08 mmol) Acyloxyacylverbindung 89 werden in 6 ml DMF gel6st. Es werden 163
mg (1.07 mmol) HOBt und 342 mg (1.07 mmol) TBTU zugegeben und mit DIPEA auf pH 9

eingestellt.
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3. Kupplung des Aminozuckers mit Acyloxyacylverbindung 89

Zu dem Produkt aus 1) wird die Kupplungslosung aus 2) gegeben. Nach 5 Minuten (DC:
Dichlormethan / Methanol, 10:1) wird vollstindiger Umsatz erhalten. Die Reaktion wird
durch Zugabe von 2 ml Methylamin (41 % in H,O) abgebrochen, eingeengt und im
Hochvakuum getrocknet. Die Reinigung des Rohprodukts (1.83 g) erfolgt durch
Flashchromatographie (Sdulendurchmesser: 45 mm, Fiillhdhe: 10 cm, n-Hexan /
Essigsdureethylester, 1:1 => 1:50).

Ausbeute: 0.48 g (66 %) gelblicher Feststoft,

R¢= 0.50 (Dichlormethan / Methanol, 10:1),

[()L]D25 =-25.1° (0.6, Dichlormethan),

Ci20H163N5023 (2043.60),

ESI-MS (Methanol): Mpe; = 2042.17; Mger = 2065.59 (M+Na)".

'H-NMR (360 MHz, [D¢]-DMSO): & = 8.43 - 7.88 (m, 5H, NH), 7.38 — 6.98 (m, 40H, Ar),
5.39 (d, Jio= 6.40 Hz, 1H, H-1%), 5.09 — 4.21 (m, 19H, CH,0, H-1', H-1%, H-1°), 3.95 — 3.10
(m, 24H, H-4', H-4*, H-4’, H-2', H-6a*, H-6a*, H-6a°, H-6a', H-6b', H-3% H-3°, H-2%, H-2*,
H-3', H-6b%, H-6b, H-5*, H-5', H-6b*, H-4*, H-2*, H-3*, H-5%, H-5°), 2.68 (s, 3H, NHAc),
2.38 — 2.12 (m, 4H, alkyl-CH), 1.80-1.71 (m, 9H, NHAc), 1.47 (m, 5H, alkyl-CH), 1.21 (m,
46H, (CH,)23), 0.83 (t, 6H, CH3).

PC-NMR (90.56 MHz, [Ds]-DMSO): & = 172.10, 172.03, 169.34, 169.28, 168.99 (C=0),
139.35, 139.25, 139.17, 138.63, 138.46 (C-i Ar), 128.04, 127.97, 127.91, 127.76, 127.68,
127.31, 127.25, 127.10, 126.96, 126.89, 126.76, 126.67 (C-Ar), 99.70 (C-1°), 99.30 (C-1%),
96.22 (C-1%), 81.96 (C-5%), 81.30 (C-3"), 80.18 (C-3%, C-3%), 77.96 (C-1"), 75.77 (C-5"), 75.62
(C-3%), 74.85 (C-4%, C-4%), 74.25 (C-5%, C-5°), 74.14 (C-4"), 73.49 — 71.87 (CH,0), 70.04 (C-
2%, 69.91 (C-4%), 69.16 (C-6%), 68.33 (C-6"), 67.84 (C-6°, C-6°), 54.93 (C-2%), 54.73 (C-2%),
52.80 (C-2Y), 33.73 — 22.06 (alkyl-C), 22.90 — 22.60 (NHAc), 13.85 (CH3).
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O-(2-Acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-(2-acetamido-2-desoxy-f-D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)-(2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-2-acetamido-2-des-
oxy-1-desoxy-1-palmitoylamido-f-D-glucopyranosid 105

56 mg (31.3 umol) Tetrasaccharid 103 werden in 12 ml Methanol geldst, mit 0.6 ml Eisessig
und 120 mg PdO*H,0 versetzt und bei Raumtemperatur unter einer Wasserstoffatmosphére
geriihrt. Nach 16 Stunden (DC: i-Propanol / 1M Ammoniumacetatlosung, 4:1; zusdtzlich ESI-
MS) wird abzentrifugiert und der Katalysator zweimal mit Methanol gewaschen. Die
vereinigten organischen Phasen werden eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Das
Rohprodukt (19.7 mg) wird durch Gelfiltration gereinigt (Sephadex LH-20 (25 x 1000 mm);
Eluens: Methanol; Fluss 1.0 ml/min; Detektion: 214 und 254 nm). Aufgrund der geringen
Loslichkeit der Verbindung wird das Rohprodukt jeweils in 2 ml Methanol verteilt, die
Suspension zentrifugiert und der klare Uberstand durch Gelfiltration gereinigt. Nach 5 Liufen
werden 2.28 mg farbloser Feststoff erhalten; dies entspricht jedoch nicht der gesamten

Reaktionsausbeute.

Ausbeute: 2.28 mg farbloser Feststoff (zusétzlich weiteres Rohprodukt),
R¢=0.59 (i-Propanol / 1M Ammoniumacetatldsung, 4:1),

CagHgsNsOy; (1068.21),

ESI-MS (Methanol): Mpe; = 1067.57; Mger = 1090.83 (M+Na)".

'H-NMR (360 MHz, [Ds]-DMSO): & = 8.24 - 7.47 (m, 5H, NH), 5.16 (m, 1H, H-1*), 4.82 (m,
1H, H-1"), 4.41 — 4.35 (m, 2H, H-1%, H-1°), 3.80 — 3.12 (m, 24H, H-3', H-2', H-6, H-2*, H-6,
H-2°, H-6, H-4%, H-4’, H-2*, H-4', H-6, H-5*, H-5', H-3” H-3°, H-5°, H-5°, H-3", H-4%), 2.13
(t, 2H, C(O)CH,), 1.87 — 1.74 (m, 12H, NHAc), 1.45 — 1.15 (m, 26H, alkyl-CH,), 0.85 (t, 3H,
CH;).

BC-NMR (90.56 MHz, [Ds]-DMSO): § = 101.62 (C-1°), 101.52 (C-1?), 97.18 (C-1%), 81.29
(C-5%, C-5°), 80.69 (C-5"), 78.28 (C-1"), 76.57 (C-3%), 75.92 (C-5%, 74.57 (C-3%, C-3%), 72.15
(C-4%, C-4%), 71.47 (C-4"), 70.28 (C-4%), 68.00 (C-3"), 60.18 — 59.43 (C-6', C-6>, C-6°, C-6%),
55.52 (C-2%), 54.22 (C-2%), 53.52 (C-2%, 51.63 (C-2"), 34.95, 30.99 — 21.62 (alkyl-CH,),
22.59 (NHAc), 13.63 (CHs).
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O-(2-Acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-(2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopy-
ranosyl)-(1—4)-(2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-2-acetamido-2-desoxy-
1-desoxy-1-((R,S)-3-(hexadecanoyloxy-)hexadecanoylamido)-p-D-glucopyranosid 106

34 mg (16.8 pmol) Tetrasaccharid 104 werden in 15 ml Methanol geldst, mit 0.1 ml Eisessig
und 77 mg PdO*H,0 versetzt und unter einer Wasserstoffatmosphire bei Raumtemperatur
gerlihrt. Nach 24 Stunden (Reaktionskontrolle durch ESI-MS) wird abzentrifugiert und der
Katalysatorriickstand zweimal mit Methanol und zweimal mit N-Methylpyrrolidon
gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen werden eingeengt und im Hochvakuum

getrocknet.
Ausbeute: 16.1 mg (nicht weiter gereinigtes Rohprodukt) farbloser Feststoff,

Ce4H115N5023 (1322.62),
ESI-MS (Methanol): My = 1321.80; Mger = 1344.87 (M+Na)".
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