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Einfiihrung

1. Einfiihrung

1.1 Allgemeines

In eukaryotischen Zellen werden membrangebundene und sezernierte Proteine posttranslatio-
nal durch Kohlenhydrateinheiten modifiziert. Diese Oligosaccharide haben verschiedene
Funktionen.!"! Sie spielen bei Prozessen der Zelldifferenzierung, des Zellwachstums oder bei
der Immunantwort eine wichtige Rolle. Des Weiteren beeinflussen sie die Stabilitit, Loslich-
keit und Ladung von Proteinen und deren Weiterleitung an ihren Bestimmungsort. Bei der
Verschmelzung von Ei- und Spermazelle tragen Zucker beispielsweise zur Zell-Zell-Erken-
nung bei. Kohlenhydrate vermitteln zwischen Zellen und deren Umgebung innerhalb einer
Art, wie bei der Wanderung von Leukocyten in verletztes Gewebe. Zwischen unterschied-
lichen Arten, wie bei der Symbiose zwischen wurzelknollchenbildenden Bakterien und deren

Wirten, haben Oligosaccharide ebenfalls eine wichtige Erkennungsfunktion.

NeuAc-o-(2,3)-Gal-B-(1,4)-GlcNAc-B-(1,6) "
AN Ser/Thr
NeuAc-0-(2,3)-Gal-p-(1,4)-GlcNAc-B-(1,4) == Man-o~(1,6) Fuc-o-(1,6) I
/ Xaa
NeuAc-o-(2,3)-Gal-B-(1,4)-GlcNAc-B-(1,2) I

GlIcNAc-B-(1,4) == Man-B-(1,4)-GlcNAc-B-(1,4)-GIcNAc-p == Asn
NeuAc-o-(2,3)-Gal-p-(1,4)-GlcNAc-B-(1,4) ~ / ”:W
Man-a-~(1,3)

NeuAc-0-(2,3)-Gal-B-(1,4)-GlcNAc-p-(1,2)

biantennar 2,4-triantenndr 2 6-triantennar tetraantennér pentaantennar

mit bisecting-
GIcNAc

mit
Core-Fucose

Yy
VY
ey
Py
Py

mit bisecting-
GlcNAc und
Core-Fucose

W/

()
e
()
(o

Abbildung 1. Unterschiedliche Strukturen komplexer N-Glycane
0

—



Einfiihrung

Bei den in Glycoproteinen auftauchenden O-Glycanen sind Kohlenhydratreste iiber den
Sauerstoff in der Seitenkette von Serin oder Threonin O-glycosidisch an das Peptid gebunden.

2 wird der Zuckerteil an

Bei den N-Glycanen, die in 90 % aller Glycoproteine vorkommen,
der Seitenkette des Asparagins N-glycosidisch mit dem Protein verkniipft. Die hierfiir notige
Erkennungssequenz ist ein Sequon aus Asn-Xaa-Ser/Thr, wobei Xaa jede beliebige Amino-
sdure auBler Prolin sein kann (s. Abbildung 1)." Im Durchschnitt trigt jede Peptidkette
1.9 N—Glycane.m

Alle N-Glycane enthalten ein gemeinsames Core-Pentasaccharid, das aus zwei N-Acetyl-
glucosaminresten, einer 3-Mannose und zwei a-Mannosen aufgebaut ist. Bei komplexen
N-Glycanen tragen die beiden a-Mannosen als weitere Kohlenhydratreste N-Acetylglucos-
amin, Galactose, Sialinsdure und Fucose, die auf verschiedene Weisen miteinander verkniipft
sein konnen. In mannosereichen N-Glycanen bestehen die Antennen ausschlieBlich aus Man-
noseeinheiten, wihrend im Hybridtyp mannosereiche und komplexe Antennen vorkommen."”!
AuBerdem kann das Core-Pentasaccharid an der 3-Mannose durch einen bisecting-Rest oder
am reduzierenden GlcNAc mit Core-Fucose substituiert sein. Durch die verschiedenen Ver-
kniipfungen der peripheren Antennen und durch unterschiedliche Core-Substituierung entsteht
eine Vielzahl an komplexen N-Glycanen.

Um Aussagen iiber die Wirkung der N-Glycane treffen zu konnen, werden Glycoproteine in
Reinform benétigt. Auf Grund der Mikroheterogenitit des Kohlenhydratanteils[4] ist jedoch
die Isolierung von reinen Glycoformen nur selten moglich. Deshalb miissen Synthese-
methoden fiir uniforme Glycoproteine und deren N-Glycane entwickelt werden, um ausrei-
chende Mengen fiir biologische Wirkungsuntersuchungen bereit zu stellen.”’ Der Peptidteil,
der die Kohlenhydrateinheit tréagt, 1idsst sich mit Hilfe der Peptidfestphasensynthese gewinnen.
Dabei konnen zum Beispiel N—Glycosylasparagine[é] eingesetzt werden, um N-Glycane gezielt
in eine Peptidsequenz einzubringen. Eine kohlenhydrattragende Aminosduresequenz kann

zum Beispiel als C-terminaler Thioester durch native chemische Ligation mit molekularbiolo-

gisch gewonnenen Proteinfragmenten zum vollstindigen Protein verkniipft werden.!”

1.2 Biosynthese von N-Glycanen

In der Biosynthese von N-Glycanen wird zunéchst ein Tetradecamer, das durch einen Doli-

cholpyrophosphat-Carrier an der Membran des ER gebunden ist, aufgebaut (s. Abbildung

11



Einfiihrung

2)."® Die Anzahl der Isopentenyleinheiten des Carriers ist artspezifisch. Das entweder de novo
synthetisierte oder aus dem ER wiederverwertete Dolichol wird anfangs auf der cytoplasma-

tischen Seite der ER-Membran durch eine CTP-abhingige Dolicholkinase phosphoryliert.

HO OH
HO Q
HO
HO 0
0
H
%o
%
HO -
o
Hg@% o
d
HO o
OH NHAC 1o o
HO HO - HO (]
ud o o HO
NS 9
HO—/" OH HO AcHN

OH] O HO F’/
|—|oHo O o/ -
o HO
HO HO iy /

Dolicholpyrophosphat
n=13-17

Abbildung 2. Dolicholpyrophosphat-Tetradecamer

Glycosyltransferasen synthetisieren auf der cytoplasmatischen Seite des ERs das dolichol-
pyrophosphatgebundene GlcNAc,Mans-Heptamer mit Hilfe der nucleotidaktivierten Donoren
UDP-GlcNAc und GDP-Man (s. Abbildung 3). Danach wird das Heptasaccharid in das Innere
des ERs transloziert. Da dieser Vorgang bei dolicholphosphatgebundenen Kohlenhydraten
nicht spontan stattfindet, wird angenommen, dass dieser Transport durch ATP-abhingige
Flippasen proteinkatalysiert abliuft.”) Im Lumen des ERs erfolgt die weitere Synthese des
Tetradecamers. Als Donor fungieren hier dolicholphosphatgebundene Mannose und Glucose.
Das fertige Tetradecamer wird durch die Oligosaccharyltransferase cotranslational auf die
Seitenkette des Asparagins in der Erkennungssequenz iibertragen.!"” Die terminale Glucose
sorgt hierbei fiir eine effiziente Erkennung durch den Oligosaccharyltransferasekomplex. Das
Oligosaccharid wird iibertragen, wenn sich das Sequon mit zwolf bis vierzehn weiteren Ami-
nosiureresten im ER befindet und das Peptid noch ungefaltet ist. Die Ubertragungseffizienz
variiert von Sequon zu Sequon: einige werden vollstindig, andere teilweise oder gar nicht

glycosyliert. Der Oligosaccharyltransferasekomplex besteht aus mehreren Untereinheiten und

12
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konnte aus mehreren Quellen, wie Hundepankreas, Hefen, Hiihneroviduct sowie Leber isoliert
werden.!""! Die Zusammensetzung der Untereinheiten und die Proteinsequenzen deuten auf

eine hohe Konservierung im Laufe der Evolution hin.

OsT

G Asn-Xaa-Ser/Thr

"; SEC61-Komplex

@ 1 200000000000000F DSOS

Ej C 00 ).lf DO :m:.lmm::.: D ...0...0. I %%
P

Cytosol "/m“m\,,

@ e e Translation
—>

Lumen des ER

] N-Acetylglucosamin Dolichol OST Oligosaccharyltransferase

[ ) Mannose @ Phosphat ER endoplasmatisches Retikulum
O Glucose

Abbildung 3. Synthese des Dolicholpyrophosphat-Tetradecamers und
cotranslationale Ubertragung auf das Protein

Fiir die Ubertragung des Tetradecamers auf die naszierende Peptidkette gibt es mehrere me-
chanistische Theorien, die auf einer Erhohung der Nucleophilie der Carboxamidgruppe des
Asparagins beruhen.!"?! Nach Marshall'"® erhoht eine Wasserstoffbriicke zwischen dem Car-
bonylsauerstoff der Asparagin-Seitenkette und der Hydroxylgruppe von Serin oder Threonin
die Aciditdt der Carboxamidprotonen. Die Komplexierung der Amidgruppe durch einen ba-
sischen Enzymrest erhoht die Nucleophilie in der Glycosylierungsreaktion (s. Abbildung 4a).
Da die Oligosaccharyltransferase nicht basisch genug ist, um Carboxamidprotonen zu ent-

fernen, schlagen Bause et al.l'4l

vor, dass die Nucleophilie durch eine Wasserstoffbriicke
zwischen dem Carboxamidproton und dem Sauerstoff der Hydroxylgruppe erhoht wird (s.
Abbildung 4b). Ein basischer Enzymteil entfernt dann das Proton der Hydroxylgruppe.
Imperiali et al." konnten zeigen, dass im aktiven Zentrum der Oligosaccharyltransferase

161 - . ..
[16] ein Imidosiure-

keine negativen Ladungen toleriert werden und dass durch den Asx-Turn
tautomer begiinstigt wird. Das so erhaltene neutrale N-Nucleophil substituiert im Folgenden
das Dolicholpyrophosphat des Glycosyldonors (s. Abbildung 4c).
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[ | N-Acetylglucosamin o Dolichol GB-O basischer Enzymrest der OST
[ ) Mannose @ Phosphat
O Glucose
Abbildung 4. Mégliche Ubertragungsmechanismen durch die Oligosaccharyltransferase

nach Marshall"! (a), Bause'""! (b) und Imperiali'™' (c)

Nach der Ubertragung dient die N-Glycaneinheit als Erkennungssequenz fiir die Qualitiits-
kontrolle der Peptidfaltung und fiir den Transport des Proteins aus dem ER.M*'7 Zunichst
wird die terminale Glucose cotranslational durch die membrangebundene Glucosidase I ent-
fernt (s. Abbildung 5). Nach der Entfernung einer zweiten Glucose durch die 16sliche Glucosi-
dase II kann das noch unvollsténdig gefaltete Glycopeptid an die Chaperone[lg] Calnexin und
Calretikulin binden.""” Hierbei werden zwischen der 2-Hydroxylgruppe der im Glycan ver-
bliebenen Glucose und Calretikulin Wasserstoffbriickenbindungen ausgebildet. Des Weiteren
sind die prolinreichen P-Doménen im Lectinteil der Chaperone fiir die Bindung der Glycane
verantwortlich. Fiir den Faltungsvorgang bilden Calnexin und Calretikulin einen Komplex mit
der Oxidoreduktase ERp57, die falsche Disulfidbriicken 16st und dadurch die native Faltung
des Glycoproteins ermoglicht. Nach der Entfernung der dritten Glucose durch Glucosidase 11
kann das Glycoprotein nicht mehr an Calnexin und Calretikulin binden, was jedoch durch

eine Reglucosylierung durch eine Glucosyltransferase!*”!

riickgidngig gemacht werden kann.
Dieses Enzym iibertrigt einen Glucosylrest auf die terminale Mannose der A-Verzweigung.
Da diese Reglucosylierung nur bei unvollstindig gefalteten Glycoproteinen stattfindet, stellt
dieser Schritt eine Qualitdtskontrolle fiir die Peptidfaltung dar. Als generelle Erkennungs-
merkmale fiir unvollstindig gefaltete Proteine konnen hier die Exposition von hydrophoben

Peptidteilen nach auBen oder die hohe Molekiildynamik genannt werden. Der genaue Erken-
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nungsmechanismus der Glucosyltransferase ist noch unklar. Durch die Reglucosylierung
werden ungefaltete Glycoproteine im Calnexin-Calretikulin-Zyklus gehalten. Da von Glucosi-
dase II sowohl die Herstellung des Eingangs- als auch des Ausgangsprodukts des Zyklus

katalysiert wird, kann es nicht zu einer Ubersittigung kommen.

mannosereiche
N-Glycane

, E MI .
Verzweigung Proteinfaltung — ———) Golgi-Apparat
)

(Calnexin, Calretikulin

N

ve  3es  Sue  Bee

natives Protein
G Gl Gl
— — —
A g LN é ———>ERAD

inkorrekt gefaltetes

Protein
Qualitatskontrolle durch GT
[ ] N-Acetylglucosamin Gl a-1,2-Glucosidase | M a-1,2-Mannosidase |
[ ) Mannose Gl a-1,3-Glucosidase I ERAD ER associated degradation

O Glucose GT a-1,3-Glucosyltransferase

Abbildung 5. Proteinfaltung und Qualitdtskontrolle im ER

Die Verweildauer der unvollstindig gefalteten Glycoproteine im ER wird durch die
terminalen Mannose in den Verzweigungen B und C gesteuert. Wihrend in Hefen nur die
terminale Mannose in Verzweigung B hydrolysiert wird, konnen bei Séugetieren beide
Verzweigungen durch die Mannosidasen I und II verkiirzt werden. Durch den Verlust der
terminalen Mannosen konnen diese Glycoproteine nicht mehr durch Glucosyltransferase
umgesetzt werden und unvollstindig gefaltete Proteine werden damit der Qualititskontrolle
entzogen. Unter Beteiligung von mannosidaseanalogen Lectinen ohne Mannosidaseaktivitit
werden die nativen Glycoproteine aus dem ER geschleust. Diese Lectine sind zum Beispiel
ERGIC-53 oder VIP36, die spezifisch fiir mannosereiche N-Glycane sind. Proteine mit der

falschen Tertidr- und Quartirstruktur werden durch andere Lectine, wie Htm1l und Mnll in
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Hefen oder EDEM bei Siugetieren fiir den ER-assoziierten Abbau erkannt und durch den
SEC61-Komplex ins Cytosol retrotransloziert.”! Das N-Glycan wird wahrscheinlich dabei
durch eine N-Glycanase auf der cytosolischen Seite entfernt. Durch eine endo-f-N-Acetyl-
glucosaminidase wird anschlieBend das reduzierende GlcNAc entfernt. Mannosidasen des
Cytosols bauen die terminalen Mannosen ab, woraus eine MansGIcNAc-Struktur resultiert,
die in den Lysosomen vollstiandig hydrolysiert werden kann. Das deglycosylierte, ungefaltete
Protein wird mit Ubiquitin fiir den Abbau in den Proteasomen markiert.”*”

Die weitere Prozessierung der nativen Glycoproteine findet im Golgi-Apparat durch ver-

schiedene N-Acetylglucosaminyltransferasen statt (s. Abbildung 6).*

GIcNAcT

N /// 1

GalT, SialT .'

MI GIcNACT | Ml FucT Sall, slall
—_— —_— e —_— —_—
— NP>

natives Protein

N-Glycane komplexe
des Hybridtyps N-Glycane

N-Acetylglucosamin M1 a-1,2-Mannosidase | FucT a-1,6-Fucosyltransferase
Mannose Ml a-1,3-a-1,6-Mannosidase Il GalT -1,3/p-1,4-Galactosyltransferase
Fucose GIcNACT I-VI N-Acetylglucosaminyltransferasen I-VI SialT a-2,3/a-2,6-Sialyltransferase

Sialinsaure

odoven

Galactose

Abbildung 6. Prozessierung der N-Glycane im Golgi-Apparat

Falls korrekt gefaltete Glycoproteine in den Golgi-Apparat gelangen und noch Glucose in der
Verzweigung A tragen, wird diese Antenne durch eine Endomannosidase entfernt. Bestimmte
Glycoproteine werden an zwei Mannosen phosphoryliert und anschlieBend in die Lyosomen
transportiert.”) Die weiteren Prozessierungsschritte finden nur bei Vielzellern statt, da somit
die Kommunikation der Zellen durch Kohlenhydrate auf der Zelloberfliche gewdihrleistet
wird. Zuerst werden die o—1,2-glycosidisch gebundenen Mannosen in Verzweigung A durch
die Mannosidase I entfernt. Im Anschluss wird durch die N-Acetylglucosaminyltransferase I
ein N-Acetylglucosaminylrest von UDP-GIcNAc auf die o-1,3-gebundene Mannose

ibertragen. Um das neu entstandene Oligosaccharid konkurrieren Mannosidase II und
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GlcNAc-Transferase III. Wird das N-Glycan mit einem so genannten bisecting-Rest
(GIcNACT III) versehen, so kann es nicht mehr von Mannosidase II umgesetzt werden und
bleibt auf der Hybridstufe stehen. Dies ist der Grund dafiir, dass viele N-Glycane des Hybrid-
typs einen bisecting-Rest tragen. Werden die o—1,2- und o—1,3-gebundenen Mannosen des
o—1,6-Arms entfernt, kann das reduzierende Ende Core-fucosyliert werden. Infolge dessen
wird der a—1,6-Arm durch GlcNAc-Transferase I verldngert. Das biantenndre N-Glycan
kann weiter durch die GlcNAc-Transferasen III bis V verzweigt werden, wobei durch Einfiih-
rung eines bisecting-Rests jede weitere Verzweigung mit GIcNAc verhindert wird. Zusétzlich
kann im a—1,6-Arm durch GlcNAc-Transferase VI noch eine B—1,4-glycosidische Verzwei-
gung eingefiihrt werden. Allerdings muss der o—1,6-Arm bereits f—1,2- und f—1,6-verzweigt
sein.”*! Im trans-Golgi-Apparat konnen die N-Glycane durch Galactosyltransferasen weiter
verldngert werden. Hier konnen zum Beispiel Lactosamineinheiten angefiigt werden. Beendet
wird die Biosynthese von N-Glycoproteinen mit Capping-Reaktionen durch Sialylierung, Fu-
cosylierung oder Sulfatierung. Bei Wirbellosen oder Pflanzen konnen die N-Glycane durch

o-1,3-Core-Fucosylierungen oder durch Anbringen von Xylose modifiziert sein.

1.3 Funktion der Core-Modifikationen: bisecting-GlcNAc und

Core-Fucose

Ein bisecting-GIcNAc-Rest wird durch GlcNAc-Transferase III eingefiihrt. Ist dieser
GIcNAc-Rest an das zentrale B-Mannosid eines N-Glycans gebunden, wird eine weitere
Modifikation durch die GIcNAc-Transferasen II, IV und V verhindert.*> Da N-Glycane des
bisecting-Typs kein Substrat fiir Mannosidase II darstellen, fiihrt diese Variation zur Synthese
von bisected N-Glycanen des Hybrid-Typs. Eine GIcNACcT III-Aktivitdt wurde im Eileiter von

Hennen entdeckt>®

und ist bei Sdugetieren in Nieren und Gehirn sehr hoch. In der Leber ist
die Aktivitit von GIcNACT III besonders bei der Entstehung von Krebs erhoht?” und wird oft
in Verbindung mit krebsassoziierten Verdnderungen im Glycosylierungsmuster gebracht. Die
B-1,2-glycosidische Bindung von GIcNAc an die o-Mannose des o-1,3-Arms ist fiir
GlcNAc-Transferase III ein notwendiges Erkennungssignal und somit kann dieses Enzym
einen bisecting-Rest nicht in mannosereiche N-Glycane einfithren. Die [B-1,4-Galactosyl-

ierung im o-1,3-Arm inhibiert die FEinfiihrung von bisecting-GIcNAc, wihrend die

Core-Fucosylierung keinen Einfluss auf die GlcNAc-Transferase III ausiibt.
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Die Uberexpression der GlcNAc-Transferase III und das damit verbundene Auftreten von
N-Glycanen des bisecting-Typs hat je nach Gewebe unterschiedliche Auswirkungen auf
Zell-Zell-Interaktion, Zell-Wachstum und die Bindung von Lectinen.” So sind zum Beispiel
LEC10-Zellen, die im Gegensatz zu den Wild-typ chinese hamster ovary-Zellen (CHO) die
GlcNAc-Transferase III exprimieren, resistent gegeniiber Ricin, das nicht mehr an die bi-
sected N-Glycane auf der Oberfldche der mutierten Zellen binden kann.

Der bisecting-GlcNAc-Rest beeinflusst durch konformationelle Verdnderungen den
o-1,6-Arm und verhindert dort eine B-1,6-Verzweigung durch GlcNAc-Transferase V, die
stark mit dem metastatischen Potential korreliert.”****! So sind zum Beispiel B16 Melanom-
zellen durch die erhohte Aktivitdt der GlcNAc-Transferase V hoch metastatisch. Die Ein-
fiihrung des bisecting-Rests in die N-Glycane an E-Cadherin durch Transfektion des
GlIcNAc-Transferase ITII-Gens in diesen Zellen reduziert die B-1,6-Verzweigung und sorgt fiir
eine verstiarkte Zell-Zell-Adhidsion und somit fiir die Suppression der Metastasenbildung in
der Lunge von Miusen."*"

Die Wechselwirkung zwischen der extrazelluliren Matrix und Integrinen ist mit vielen bio-
logischen Funktionen, wie Zellentwicklung, Zellausbreitung, Kontrolle der Zellproliferation,
Schutz gegen Apoptose oder bosartigen Zellverdnderungen verbunden. Die Bindungsstirke
des Integrins osPB; an eine bestimmte Peptidsequenz des Fibronektins ist unter anderem vom
Glycosylierungsmuster der os- und [;-Untereinheiten abhidngig. Wird dort ein bi-
secting-GIcNAc eingefiihrt, so wird die Ausbreitung der Zellen stark vermindert, was durch
die verringerte Bindungsaffinitéit zu Fibronektin erkldrt werden kann.*!!

Des Weiteren beeinflusst bisecting-GIcNAc die Funktion der Rezeptoren fiir Wachstums-
faktoren. Bei epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren wird die mitogenaktivierte Protein-
kinaseaktivitdt erhoht, was zu Verdnderungen bei Prozessen wie Zellwachstum und Apoptose
fihrt.®? AuBerdem supprimiert die Transfektion des GlcNAc-Transferase III-Gens in
Hela-Zellen die wasserstoffperoxidinduzierte Aktivierung des PKCO-JNK-Weges und ver-
hindert somit Apoptose.m]

Studien mit GIcNAc-Transferase IlI-transfizierten K562-Zellen zeigten eine Resistenz gegen-
iber natiirlichen Killerzellen, was darauf schlie3en ldsst, dass bisecting-GlcNAc eine wichtige
Rolle bei der killerzellenvermittelten Cytotoxizitit spielt.mb]

Bei der antikorperabhingigen zelluldren Cytotoxizitidt werden Antigene, die sich zum Beispiel
auf den Zelloberflachen von Tumorzellen befinden, durch IgG-Antikorper erkannt. Binden

T-Zellen mit ihren Rezeptoren an die Fc-Dominen dieser Immunoglobuline, wird eine Im-

munantwort durch diese Zellen ausgeldst. Die Affinitéit der Antigen-Antikdrper-Bindung wird
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durch die Einfithrung von bisecting-GIcNAc in die N-Glycane der Antikorper und durch das
Fehlen von Core-Fucose erhsht.*"!

Core-fucosylierte N-Glycane kommen bei Sdugetieren, Schnecken und Insekten, nicht aber
bei Pflanzen vor.”” Durch diese Core-Substitution wird die enzymatische Abspaltung der
N-Glycane von der Seitenkette des Asparagins in Glycoproteinen verhindert.”® Ein Core-Fu-
cosylrest kann durch die Fucosyltransferase 8 nur eingefiihrt werden, wenn das B-1,2-ge-

bundene N-Acetylglucosamin im o-1,3-Arm unsubstituiert ist und das N-Glycan keinen bi-
secting-Rest enthilt.*>!

Miuse mit Nullmutationen fiir Fuc-Transferase 8 sterben entweder bereits wihrend der post-
natalen Entwicklung oder weisen spiter Lungenemphyseme und geringeres Wachstum auf.?”!
AuBerdem ist die o-1,6-Fucosyltransferaseaktivitiit sehr hdaufig bei chronischen Leberleiden,

Leberkrebs, Bauchspeicheldriisenkrebs und Driisenkrebs in menschlichen Ovarien erhoht.¥

14 Chemische Herstellung von N-Glycanen

]

Fiir die chemische Synthese von komplexen™, mannosereichen'*” oder Hybrid-Typ-N-Gly-

canen[41]

gibt es viele unterschiedliche Ansdtze. Die Herstellung von N-Glycanen des bi-
secting-Typs erweist sich als besonders schwierig und stellt groe Anspriiche an die Schutz-
gruppenchemie. Oft wird der bisecting-Rest bereits vor den Antennen eingefiihrt.** Diese
Strategie fiihrt zu einer frithen Trennung der Synthese von N-Glycanen mit oder ohne bi-
secting-Rest. Die nachtrigliche Einfithrung von bisecting-GlcNAc ist durch die sterische Ab-
schirmung der Akzeptorhydroxylgruppe erschwert. Schmidt et al. zeigten, dass bei der Glyco-
sylierung von biantenndren N-Glycanen kleine Schutzgruppen im GlcNAc-Baustein notig

sind."*’! Die Verwendung der Azidschutzgruppe fiihrte allerdings durch die fehlende Nachbar-

gruppenbeteiligung zu einer Mischung von Anomeren.

Core-Fucose: H

o-1,6-Arm:
C, E oder F
T
Ph—\~0 oH NPRt 2o o
bisecting-GIcNAc: G - >C|J_|O - %Z'O B%o "
O
-7 B20 NPht
o-1,3-Arm: A R=Bz
CoderD B R=Mp

Abbildung 7. Core-Trisaccharide A und B
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Unverzagt et. al entwickelten fiir die Synthese von N-Glycanen ein System aus modularen
Bausteinen. Dieses besteht aus einem funktionaliserten Core-Trisaccharid A, an dem
N-Glycane aufgebaut werden konnen (s. Abbildung 7) 144831

Fiir die Ankniipfung der Antennen dienen die unterschiedlich substituierten Trichloracetimi-

datdonoren C, D, E und F (s. Abbildung 8).[46]

AcO AcO—\ O
AcO Sy /A*//j%
AcO AcO
NPht 5 <ol col
NH NH
c
CCly 0 CCly
NH NH
E
Abbildung 8. Unterschiedlich substituierte Antennentrichloracetimidate C, D, E und F

Mit Hilfe dieses Bausteinsystems konnten durch regio- und stereoselektive Glycosylierungen

[46]

komplexe N-Glycane, die bis zu fiinf Antennen tragen,” ' sowie ein N-Glycan des Hybrid-

typs[47] hergestellt werden. Diese wurden durch Glycosyltransferasen an den terminalen
N-Acetylglucosaminylresten galactosyliert und sialyliert.******3) Durch die selektiv entfern-

bare p-Methoxyphenyl-Schutzgruppe am reduzierenden Zucker des Core-Trisaccharids B

konnte J. Seifert mit dem Fucosylthioglycosid H (s. Abbildung 9) eine Core-Fucose!***

einfithren und auch diese N-Glycane enzymatisch verl'aingern.[46°’5o]

AcO

AcO Q
AcO S

NHTFAc

G

Abbildung 9. Donoren G und H fiir die Einfiihrung des bisecting-GIlcNAcs
und der Core-Fucose

Da die Einfiihrung des bisecting-Rests nur bei biantenniren N-Glycanen'>**~!! im Nachhin-

ein gelang, wurde von H. Weif3 der GlcNAc-Donor G (s. Abbildung 9) entwickelt, der be-
20
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reits vor dem a-1,6-Arm an die zentrale B-Mannose gekniipft wird. Nach der Entfernung
einer tempordren Chloracetatschutzgruppe konnte zum vollstindigen N-Glycan glycosyliert
werden. R. Schuberth konnte mit dieser Strategie mehrere unterschiedlich verzweigte N-Gly-
cane mit bisecting-Rest und Core-Fucose herstellen und enzymatisch elongieren.[53] Diese
N-Glycane wurden mit einem 6-Aminohexansdurespacer versehen und zu Glycokonjugaten

mit BSA umgesetzt.”*!
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2. Themenstellung und Syntheseplanung

N-Glycane lassen sich in groBeren Mengen nur miihsam aus natiirlichen Quellen isolieren.”™

Um diese Kohlenhydratstrukturen in ausreichenden Mengen und in der nétigen Reinheit zu-
ginglich zu machen, ist die chemische Synthese meist unverzichtbar. Das pentaantennire
N-Glycan mit bisecting-Rest und Core-Fucose stellt den am hochsten verzweigten Vertreter
mit den meisten Core-Substitutionen dar (s. Abbildung 10). Mit der Herstellung dieser Ver-
bindung sollte eine universelle Einsetzbarkeit der modularen Bausteine bewiesen werden, mit

denen sich dann auch alle weniger substituierten N-Glycane herstellen lassen sollten.

o
O
OH
-Q HaC o
o NHAC
0 0 -0 Ho Q
o d HO OH
HO NHAc
0

NHAc

Abbildung 10. Pentaantenndres N-Glycan mit bisecting-GlcNAc und Core-Fucose

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die modulare Synthese von bi-, tri- und tetraantenniren
N-Glycanen mit bisecting-GlcNAc, die nach Entfernung der Schutzgruppen mit Glycosyl-
transferasen verldngert werden sollten. Vor oder nach der enzymatischen Elongation sollten

die bisected N-Glycane mit einem bifunktionalen Spacer'™®

versehen werden, um diese spiter
auf Oberflichen zu immobilisieren. Auf diese Weise sollten neue Verbindungen zur Er-
zeugung von N-Glycanchips gewonnen werden (s. Abbildung 11).57%!

Mit Hilfe dieser Glycochips lassen sich in kiirzester Zeit Wechselwirkungen vieler ver-
schiedener Oligosacchariden mit Antikorpern, Lectinen und Seren untersuchen. Hierfiir sind

nur sehr kleine Mengen an Substanz notig.
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enzymatische
a-2,6-Sialylierung

enzymatische
a-2,3-Sialylierung

chemische Synthese
und Entschutzung
———

enzymatische
B-1,4-Galactosylierung

TYYY

Immobilisierung auf
NHS-aktivierten Glasplatten

N-Glycanchip

Abbildung 11. Chemische und enzymatische Synthese verschiedener N-Glycane
des bisecting-Typs und Immobilisierung auf N-Glycanchips
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3. Chemische Synthese von N-Glycanen

3.1 Synthese von pentaantenniren N-Glycanen des

bisecting-Typs mit Core-Fucose

Durch die Synthese eines pentaantennédren N-Glycans mit zwei Core-Substitutionen sollte die
universelle Einsetzbarkeit des modularen Bausteinsystems gezeigt werden. Hierfiir standen
das methoxyphenylgeschiitzte Core-Trisaccharid B, die 2,4- und 2,4,6-verzweigten Do-
noren D*® und F“%, der GlcNAc-Donor G°Y und das Fucosylthioglycosid H*” zur Ver-

fligung (s. Abbildung 12).

MpmO

3. 0-1,6-Arm

AcO
AcO
AcO S

NHTFAC BzIO

1. a-1,3-Arm

Abbildung 12. Geplantes Bausteinsystem fiir die Synthese pentaantenndrer

N-Glycanen des bisecting-Typs mit zusdtzlicher Core-Fucose

Der Heptasaccharid-Akzeptor 1 wurde von R. Schuberth synthetisiert und mit dem 2,4,6-ver-
zweigten Trichloracetimidat F umgesetzt (s. Abbildung 13, Reaktion a).”*® Auf Grund der
geringen Ausbeute von nur 9 % an Undecasaccharid 3 wurde das Imidat F in das Thioglyco-
sid 2 umgewandelt um auf eine weitere Aktivierungsmethode fiir die sterisch anspruchsvolle

Glycosylierungsreaktion zuriickgreifen zu konnen. Mit dem Donor 2 konnte das Undeca-
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saccharid von R. Schuberth in 16 %iger Ausbeute erhalten werden. Die genauere Analyse des
Produkts mittels LC-MS zeigte allerdings, dass es sich hierbei um zwei verschiedene Pro-
dukte mit einer Massendifferenz von 42 Da handelte. Dies deutete auf das Fehlen einer Ace-
tatschutzgruppe hin, was sich durch Nebenprodukte bei der Synthese der 2,4,6-substituierten
Donorbausteine F und 2 erkliren lieB."***>* Hierbei waren nur ca. 90 % der Donoren an der
OH-3-Funktion der Mannose acetyliert. Interessanterweise zeigte die LC-MS-Analyse des
Produktgemisches, dass dieses aus ungefidhr gleichen Teilen an den beiden Undeca-
sacchariden 3 und 4 bestand. Der unvollstindig geschiitzte Donorbaustein reagierte bevorzugt

mit dem Akzeptor 1, so dass dieser zu 50 % im Produktgemisch angereichert wurde.

F R = OC(NH)CCls
2 R = SPh(Bu,Me)

NPht

HO OAc MpO
0 O BuO 0 0
0 4 B0 Ns
BzI0 NPht
1
Reaktion a: F, BF3:OEt,, CH,Cly, -10 °C
Reaktion b: 2, NIS, TfOH, CH»Clj, -30 °C
OAc NPAE Moo
o O BuO 0 Q
0 4 Bz0 Na
BzIO

NPht

Reaktion a:

3R (9 %)
Reaktionb: 3R
4R

Ac
Ac
H (16 % Gesamtausbeute)

NHTFAc

Abbildung 13. Synthese von pentaantenndiren N-Glycanen mit bisecting-Rest
nach R. Schuberth”*"!
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Um die Reaktivitit der beiden Donorbausteine in Abhiéngigkeit der Acetatschutzgruppe

genauer untersuchen zu kdnnen, mussten diese zunéchst in Reinform hergestellt werden.

3.1.1 Synthese der Thioglycosiddonoren 2 und 12

Zur Synthese der 2,4,6-verzweigten Donoren 2 und 12 wurde zunichst die Reaktionssequenz
von G. Gundel™ zur Gewinnung des Akzeptors 6 verbessert, indem die OH-3-Funktion des
Benzylmannosids S direkt allyliert wurde (s. Abbildung 14). Dies geschah in einem Eintopf-
verfahren durch Stannylenacetalbildung mit einem Aquivalent Dibutylzinnoxid.”” Die
folgende selektive Allylierung mit Allylbromid wurde durch die Zugabe von Cédsiumfluorid
beschleunigt.[60] Ohne CsF konnte auch nach drei Tagen kaum Umsatz des Stannylenacetals
festgestellt werden. Der Akzeptor 6 wurde in 69 %iger Ausbeute erhalten. Als Nebenprodukt
konnten geringe Mengen an 3,6-O-Diallylierungsprodukt (2.3 %) und weiteren Di-
allylierungsprodukten (2.6 %) isoliert werden. Durch die hohe Regioselektivitit bei der Um-
setzung des Stannylenacetals konnte auf die Verwendung einer Tritylschutzgruppe an Positi-

on 6 verzichtet werden.

AcO AcO

AcO Q AcO 0
AcO F \Pht
1. BusSnO, MeOH, 7 NPht
Ruckfluss AcO
Ho O 2 AlBr,CsF,DMF,  HO O BFg'OEtp, CHCly, 0
HO - H - 10 ° 0 o
HO R . "o o
(1.-2.:69 %) (89 %)
OBzl OBzl OBzl
5 6

Abbildung 14. Selektive Allylierung des Benzylmannosids 5 zu 6 und
dreifache Glycosylierung zum Tetrasaccharid 8

Im nichsten Schritt wurde das Tetrasaccharid 8! aus dem Fluorid 7'°"! und dem Triol 6 auf-
gebaut (s. Abbildung 14).1°” Durch die Absenkung der Reaktionstemperatur auf -10 °C konn-
te die Ausbeute der dreifachen Glycosylierungsreaktion auf 89 % verbessert werden.

Die Allylgruppe des Tetrasaccharids 8 wurde mit Palladium(IT)-chlorid'® in Methanol bei
Zimmertemperatur abgespalten. AnschlieBend konnte durch hydrogenolytische Debenzyl-
ierung!™! iiber Palladium(II)-oxid-Hydrat das Halbacetal 10 gewonnen werden (s. Abbildung

15). Um die Reaktionszeit von vier Tagen zu verkiirzen, wurde versucht, die Benzylgruppe
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oxidativ mit Eisen(III)—chlorid[63°’64] zu entfernen (s. Abbildung 15). Diese Reaktion lieferte
jedoch geringe Ausbeuten, die auch durch Temperaturabsenkung auf O °C nicht verbessert
werden konnten. Bei der Umsetzung des Halbacetals 10 zum Trichloracetimidat 11 mit
DBU'Y wurde beim Einengen des Reaktionsgemisches auch die freie 3-Hydroxylgruppe der
Mannose umgesetzt.°” Deswegen wurde die Trichloracetimidatbildung mit Kaliumcarbo-
nat' %" durchgefiihrt (s. Abbildung 15). Diese Base lieB sich vor dem Einengen des Lo-
sungsmittels durch Filtration entfernen, wodurch die 3-OH-Funktion unveriéndert blieb.
Weitere Versuche zur Umsetzung des Halbacetals 10 zum gewiinschten Produkt 11 mit im-
mobilisierten DBU'® verliefen nur sehr langsam. Allerdings wurde nach der erfolgreichen
Umsetzung mit Kaliumcarbonat auf weitere Optimierungsversuche mit der immobilisierten

Base DBU verzichtet.

PdCl,, MeOH,
RT

OBzl

Reaktion a:  H,, PAO-H,0, AcOH,
MeOH, RT
(80 %)

Reaktion b:  FeCls, CHoClp, RT
(45 %)

-
OTC% (82 %)

NH

Abbildung 15. Synthese des 2,4,6-verzweigten Trichloracetimidats 11
mit freier 3-Hydroxylgruppe

[65,67b,69] in das

Das Trichloracetimidat 11 wurde unter Bortrifluorid-Diethyletherat-Katalyse
Thioglycosid 12 umgewandelt (s. Abbildung 16). Als Akzeptor diente das ungiftige und ge-
ruchsneutrale 5-fert.Butyl-2-methyl-thiophenol, das sich bereits als Abgangsgruppe des

GlcNAc-Donors G bewihrt hatte. Durch diesen Syntheseweg konnte Donor 12 mit einer un-
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geschiitzten 3-Hydroxylgruppe in Reinform erhalten werden. Fiir die Synthese des vollstiandig
acetylierten Donors 2 musste das Tetrasaccharid 12 mit Essigsiureanhydrid, Pyridin” und
4—(N,N—Dimethylamino)—pyridin[7” umgesetzt werden (s. Abbildung 16). Da die beiden Thio-
glycoside 2 und 12 sehr dhnliche Ry-Werte haben, wurde der Fortschritt der Reaktion mittels
LC-MS kontrolliert. Erst nach 3 d Reaktionszeit konnte Donor 2 mit 58 %iger Ausbeute er-

halten werden.

HS

BFS'OEtg, CH20|2,
10 °

P / A0C
| = (86 %)

Ac,O/Pyridin (1:2), DMAP,
RT
(58 %)

Abbildung 16. Synthese der Thioglycosiddonoren 2 und 12

3.1.2 Synthese von pentaantenniren N-Glycanen mit bisecting-GlcNAc

Zum Aufbau von pentaantenniren N-Glycanen wurde der Heptasaccharidakzeptor 1°°°! mit
den Thioglycosiden 2 und 12 umgesetzt (s. Abbildung 17). Es wurde ein Donoriiberschuss
von 3.3 Aquivalenten und eine Akzeptorkonzentration von 12.3 mM gewihlt und bei -30 °C
mit N-Todsuccinimid und Trifluormethansulfonsiure aktiviert..”! Hierbei erwies sich die Ein-
fiihrung des stark verzweigten o-1,6-Arms an die primidre Hydroxylgruppe der zentralen

B-Mannose als sehr schwierig. Bei beiden Reaktionen bildeten sich neben den Zielverbin-
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dungen auch die Kopf-Kopf-verkniipften Oktasaccharide 13 und 14 (s. Abbildung 17), die

durch Flashchromatographie nicht abgetrennt werden konnten.

Reaktion a: 2, NIS, TfOH, CH,Cl,,

-30 °C—~0°C
Reaktion b: 12, NIS, TfOH, CH.Cly,
-30 °C
OAc NPt \1bo
O B BzIO O 0
O 1o BzIO N3
BzI0 NPht
Reaktiona: 3 R =Ac (8 %)
Reaktion b: 4R =H (31 %)
NHTFAc
AcO o
AcO
AcO o)

O OAc
OAc

OAc

Reaktion a: 13 R = Ac (Ausbeute nicht bestimmt)
Reaktion b: 14 R = H (Ausbeute nicht bestimmt)

Abbildung 17. Synthese der Undecasaccharide 3 und 4

Deshalb mussten die Undecasaccharide 3 und 4 zusitzlich per RP-HPLC gereinigt werden.
Bei den Glycosylierungen zeigte sich ein Reaktivitidtsunterschied der Donoren. Die
LC-MS-Analyse der Reaktionsmischungen ergab, dass bei Verwendung des acetylierten

Donors 2 nach 6.5 h Reaktionszeit noch groe Mengen an Akzeptor 1 unumgesetzt blieben.
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Dieser Anteil war bei dem Thioglycosid 12 geringer. Zudem wurde mit Donor 12 eine
deutlich bessere Ausbeute (31 %) erhalten, wihrend der acetylierte Donor 2 nur 8 % des ge-
wiinschten Undecasaccharids lieferte.

Die hohere Reaktivitidt des Thioglycosids 12 kann zum einen durch elektronische Effekte
nach dem armed/disarmed-Konzept nach B. Fraser-Reid”*"! und zum anderen durch
sterische Effekte erkldrt werden. Im Gegensatz zu den Thioglycosiddonoren war allerdings
der 3-acetylierte Trichloracetimidatbaustein F reaktiver als das entsprechende nicht acetylierte
Trichloracetimidat.”**” Erste Modelling-Versuche ergaben Hinweise auf einen sterischen Ein-
fluss der 3-Acetatgruppe. Hier zeigten die mit Chem3D generierten Strukturen, dass das re-
duzierende Ende des Donors 12 besser zugénglich sein sollte als beim acetylierten Thioglyco-

sid 2.

3.1.3 Modifizierung der 2,4,6-verzweigten Antennenbausteine

Um eine bessere Reaktivitit der 2,4,6-verzweigten Donoren 2 und 12 in der sterisch an-
spruchsvollen Glycosylierung mit dem Heptasaccharid 1 zu erhalten, sollte die Zugédnglichkeit
der Donoren erhoht werden. Dies wurde mit einer kleineren Aminoschutzgruppe an den ter-
minalen Glucosaminylresten versucht. Die Phthalimide sollten gegen Trifluoracetamide aus-
getauscht werden, da sich diese Schutzgruppe bereits im Donor G fiir sterisch anspruchsvolle
Glycosylierungen mit Glucosamin bewihrt hatte. Hierzu wurde das Thioglycosid 12 mit
Ethylendiamin in n-Butanol entschiitzt (s. Abbildung 18)."" Nach einer Festphasenextraktion
wurde das Triamin 15 mit 68 % Ausbeute erhalten. Die drei Aminogruppen wurden mit Hilfe
von Trifluoressigsiurepentafluorphenylester'””! und Triethylamin selektiv in das Trifluoracet-
amid iiberfiihrt. Es konnte keine Uberreaktion an den Hydroxylgruppen beobachtet werden,
die anschlieBend durch Zugabe von Essigsiureanhydrid und Pyridin acetyliert wurden.” Auf
Grund der Basenlabilitidt der Trifluoracetamidfunktion wurde der Anteil an Pyridin in dieser
Reaktion reduziert.”*™ Nach rechtzeitigem Abbruch der Reaktion durch die Zugabe von
Methanol konnte das Thioglycosid 16 mit einer freien Hydroxylgruppe an der Mannose in
Reinform erhalten werden (s. Abbildung 18).

Die Acetylierung der verbliebenen freien Hydroxylgruppe gelang mit Essigsdureanhydrid und
Pyridin**"" ohne Zugabe von 4-(N,N-Dimethylamino)-pyridin (s. Abbildung 18). Bereits bei
dieser Reaktion war eine verbesserte Zugénglichkeit der freien Hydroxylgruppe in Gegenwart

der kleineren Trifluoracetamidschutzgruppen ersichtlich.
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HO
HO Q
Ho 0
NH,

Ethylendiamin,
nBuOH,

12 80 °C
|:. (68 %)

15

1. PipOTFAc, NEtg, THF, RT
2. Ac,O/Pyridin (5:1), RT

(1.-2.:63%)
AcO AcO o
AcO 0 AcO
AcO (0] AcO (0]
NHTFAc NHTFAc
AcO o Ac,O/Pyridin (5:1), A0 o
AcO RT AcO
AcO 0 -~ A Oﬁ
NHTFAc (84 %) NHTFAc
AcO
AcO
AcO
NHTFAC NHTFAC
17 16

Abbildung 18. Austausch der Phthalimidoschutzgruppen durch Trifluoracetamide
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3.14 Glycosylierungen mit trifluoracetamidgeschiitzten

Tetrasacchariddonoren

Zur Uberpriifung der Reaktivitit der trifluoracetamidgeschiitzten Donoren wurde das Thiogly-
cosid 16 mit dem Pentasaccharidakzeptor 18!*** umgesetzt (s. Abbildung 19).

In dieser Testreaktion zeigte sich an der 45 %igen Ausbeute eine gute Reaktivitdt des Do-
nors 16. Bereits bei der Flashchromatographie lie sich das aus dem Donor entstandene
Kopf-Kopf-verkniipfte Oktasaccharid fast vollstindig abtrennen. Fiir die Synthese des Nona-

saccharids 19 konnte daher auf die Reinigung durch HPLC verzichtet werden.

AcO

AcO Q
AcO O

NHTFAc

NHTFAc
16

AcO AcO—\_-O
AcO QA=A
AcO cO
NPht HO OAC()': NPht BzIO
o 0 - BzIO
o) d Bz0 Nj
BzIO
NPht
AcO 18
AcO Q
AcO (o)
NHTFAc NIS, TfOH, CH,Cl,,
AcO -30 °C— -15°C
o) (45 %)
o)
NHTFAc
AcO AcO—\_-O
AcO QA=A
AcO cO
NPht OAOC NPht BzIO o
o o - BzIO o)
0 d B0 Nj
BzIO~_,
19 NPht

Abbildung 19. Synthese des Nonasaccharids 19 mit Donor 16

Fir die Umsetzung mit dem Akzeptor1 wurden auf Grund besserer Vergleichbarkeit
3.3 Aquivalente Donor, eine Akzeptorkonzentration von 12.8 mM und eine NIS/TfOH-AKkti-
vierung bei -30 °C gewihlt (s. Abbildung 20).7*
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AcO o
AcO
AcO 0.
NHTFAC \
%o

NHTFAc

16 R=H
AO 17R =Ac
AcO Q
AcO (0]
NHTFAc Reaktion a: 1366 Nés, TfOH, CH.Clo,
AcO o o Reaktion b: 17, NIS, TfOH, CH,Cl,,
-30 °C
NPht MpO
BzIO O Q
O o) BzIO N3
BzI0 NPht
AcO Reaktiona: 20 R =H (47 %)
AcO Q Reaktion b: 21 R = Ac (38 %)

NHTFAc

Abbildung 20. Synthese der Undecasaccharide 20 und 21

Durch die Verwendung der sterisch weniger anspruchsvollen Donoren 16 und 17 konnte die
Ausbeute in beiden Reaktionen relativ zu den Donoren 2 und 12 gesteigert werden. Die ent-
sprechenden Kopf-Kopf-verkniipften Oktasaccharide konnten bei der Synthese der Undeca-
saccharide 20 und 21 bereits durch Flashchromatographie vollstindig entfernt werden. Die
Ausbeuten von 47 % (20) bzw. 38 % (21) wurden auf Grund der Vergleichbarkeit mit den
Ausbeuten der phthalimidogeschiitzen Verbindungen 3 und 4 nach RP-HPLC bestimmt (s.
Tabelle 1).

Tabelle 1. Ausbeuten bei der Glycosylierung von 1 mit verschiedenen
Schutzgruppen im Donor

Donor Position 3 Schutzgruppe der Ausbeute
o-1,6-Mannose Aminogruppen
2 OAc Pht 8% 3
12 OH Pht 31% 4
16 OH TFAc 47 % 20
17 OAc TFAC 38% 21
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Der Vergleich der vier Donoren 2, 12, 16 und 17 zeigte, dass sich die groflen Phthalimido-
schutzgruppen in den peripheren N-Acetylglucosaminyleinheiten auf die Reaktivitit der Do-
noren auswirken. Durch die Verkleinerung dieser Schutzgruppen wurden die Donoren 16 und
17 erhalten, die bei der Glycosylierung von 1 zu guten Umsitzen fiihrten. Durch das Weg-
lassen der 3-Acetatschutzgruppe (Donor 16) konnten die Ausbeuten relativ zu 17 erhoht
werden.

Fiir die weitere Synthese wurde das Undecasaccharid 20 eingesetzt, da es mit den hochsten

Ausbeuten hergestellt werden konnte.

3.1.5 Einfiihrung der Core-Fucose

Zur Einfiihrung der Core-Fucose wurde die p-Methoxyphenylschutzgruppe des Undeca-
saccharids 20 selektiv durch Oxidation mit Cer(IV)-ammoniumnitrat entfernt (s. Abbildung

21).[46°’49’76] Der Akzeptor 22 wurde in sehr guten Ausbeuten (88 %) erhalten.

CAN, H3CCN, Toluol, H,0,
RT
(88 %)

NPht

OAc HO

o O B0 0 Q
o 4 Bz0 Ng
BzIO

NPht
22

NHTFAc

Abbildung 21. Oxidative Entfernung der p-Methoxyphenylschutzgruppe

Die Synthese des Dodecasaccharids 23 erfolgte durch in-situ- Anomerisierung mit dem Fuco-
sylthioglycosid H (s. Abbildung 22) 14649771 pey LC-MS-Analyse konnte im Reaktionsroh-

produkt ein geringer Anteil an doppelt fucosylierten Produkt nachgewiesen werden. Aul3er-
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dem wurde eine zweite Verbindung mit der Masse der Zielverbindung 23 gefunden, was da-
rauf schlieBen lisst, dass die Fucose auch direkt mit der sterisch abgeschirmten 3-OH-Gruppe
der Mannose im «-1,6-Arm reagieren konnte. Diese Nebenreaktion sollte sich durch eine
Acetylierung der Verbindung 20 umgehen lassen. Dass es sich beim Hauptprodukt um die
richtig verkniipfte Core-fucosylierte Verbindung 23 handelte, konnte durch den NMR-Tief-
feldshift der H-6a/b'- und C-6'-Signale eindeutig bewiesen werden. Die richtigen Konfigura-
tionen aller glycosidischen Bindungen wurden durch gekoppelte HSQC-Experimente be-

stitigt.”®!

MpmO

OMpm
SEt
A
co 0 CuBra, TBAB, CH,Clo/DMF (2:1),
AcO RT
(74 %)
OMpm
OAc NPht
o - B2I0
o) BZ|O N3
BzIO

NPht
23

NHTFAc

Abbildung 22. Synthese des Dodecasaccharids 23

Um zu zeigen, dass sich die Trifluoracetamidschutzgruppen problemlos entfernen lassen,
wurden alle basenlabilen Schutzgruppen des Dodecasaccharids 23 in einer dreistufigen Ein-
topfreaktion entfernt und die nativen Acetamidogruppen eingefiihrt (s. Abbildung 23).177+"]

Das Azid am reduzierenden Ende von Verbindung 24 konnte im Folgenden reduziert und zum
Halbacetal hydrolysiert werden. Das freie pentaantenndre N-Glycan mit bisecting-GIcNAc
und Core-Fucose sollte nach hydrogenolytischer Abspaltung der Benzyl- und p-Methoxyben-
zyl-Schutzgruppe zugénglich sein. Mit der hier beschriebenen Synthesestrategie wurde erst-

mals ein komplexes N-Glycan mit der maximalen Anzahl an Verzweigungen und Core-Sub-

stitutionen auf chemischem Weg hergestellt. Auf Grund dieser Synthese kann angenommen
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werden, dass sich auch bisected N-Glycane mit Core-Fucosylierung und geringerer Ver-
zweigung nach diesem modularen Bausteinsystem herstellen lassen, was dessen universelle

Einsetzbarkeit andeutet.

=]

1. Ethylendiamin, nBuOH, 80 °C
2. Ac,0O/Pyridin (1:2), 45 °C

3. MeNH> (40 % in Wasser), RT
(1.-3.:59 %)

MpmO OMpm
OMpm
H3C O
NHAc o
BzIO (0]
O d BzIO N3

s NHAC

24

NHAc

Abbildung 23. Entfernung der Amid-, Ester- und Imid-Schutzgruppen

3.2 Verwendung von trifluoracetamidgeschiitzten Donoren zur

Synthese von biantennéiren N-Glycanen des bisecting-Typs

Die nachtrigliche Einfithrung von bisecting-GIcNAc an die sterisch abgeschirmte 4-Hydro-
xylgruppe der zentralen B-Mannose von komplexen N-Glycanen ist generell schwierig. Die
nachtrigliche Einfiihrung eines bisecting-Rests an N-Glycane mit peripheren Phthalimido-
schutzgruppen war bis jetzt nur bei biantenniren Verbindungen mtjglich.[43 4631 Biir hoher
verzweigte N-Glycane wurde von H. Weif3 eine Synthesestrategie entwickelt, bei der der
o-1,6-Arm erst nach dem bisecting-Rest in das N-Glycan eingefiihrt wird."**? Dies hat den
Nachteil, dass die Synthese von N-Glycanen mit oder ohne bisecting-Rest iiber zwei unter-
schiedliche Synthesewege verlduft. Aus diesen Griinden wurde untersucht, ob sich die
giinstigen Eigenschaften der trifluoracetamidgeschiitzten Donoren auch auf eine verkiirzte

Synthese von N-Glycanen des bisecting-Typs iibertragen lassen. Das N-Glycan sollte aus dem
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Core-Trisaccharid A und dem Thioglycosid 28 in zwei regio- und stereoselektiven Glyco-
sylierungsreaktionen aufgebaut und der bisecting-Rest mit dem bewihrten Donor G nachtriag-

lich eingefiihrt werden (s. Abbildung 24).

AcO o AcO—\_-O
AcO A=A~ C
AcO cO
NHTFAG
28

2. a-1,6-Arm
AcO o AN
AcO NPht
AcO S 3. bisecting-GIcNAc Ph:YO OH - Bozlo o
NHTFAc HO 0 d Bz2O Ng
G A B20 NPht
71 or1,3-Am

AcO AcO—\ O

AcO O Acg=R=AC
AcO cO
NHTFAC

28 S

Abbildung 24. Modulares Bausteinsystem fiir die Synthese eines biantenndren N-Glycans
des bisecting-Typs mit trifluoracetamidgeschiitzten Donoren

3.21 Synthese eines trifluoracetamidgeschiitzten GlcNAc-Man-Donors

Fiir die Synthese eines biantennédren N-Glycans mit Trifluoracetamidschutzgruppen in den ter-
minalen N-Acetylglucosaminyleinheiten sollte zunichst der Donor 28 hergestellt werden. Da-
bei wurden verschiedene Wege untersucht (s. Abbildung 25). Aus dem Trichloracetimi-

dat C*** konnte unter Bortriﬂuorid—Katalyse[65’67b’69] das

Thioglycosid 26 erhalten werden.
Alternativ gelang dies mit dem Acetat 25" und Zinn(IV)-chlorid.*™” Das Thioglycosid 26
wurde mit Ethylendiamin vollstindig entschiitzt.”*! Da es bei der N-Trifluoracetylierung zur
Uberreaktion an den Hydroxylgruppen kam, wurden die unerwiinschten O-Trifluoracetate
durch Zugabe von Methanol hydrolysiert.®") Nach der Entfernung von restlicher Trifluores-
sigsdure durch Gefriertrocknung mit 10 %iger Essigsdure wurden die Hydroxylgruppen mit

[52b,70]

Essigsdureanhydrid und Pyridin acetyliert und nach chromatographischer Reinigung das

trifluoracetamidgeschiitzte Thioglycosid 28 erhalten (s. Abbildung 25).
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BFg'OEtg, CHZC|2,
. |-10°C
= | (91 %)
Ethylendiamin,
AcO AcO™\ O nBuOH, HO HO—\ O
AcO QA=A @ 80 °C . HO QA HeAT G
AcO cO (96 %) HO O

HS
SnCI4, CHZC|2,
0°C— RT
" | (74 %)
AcO o AcO—\_-O AcO AcO—\_-O
AcO ACO=A AcO QAo
AcO cO OAc AcO cO

NPht NHTFAc s
25 28

1. Ethylendiamin, nBuOH, 80 °C
2. (TFAc),0, Pyridin, THF, RT
3. Ac,O/Pyridin (5:1), RT

(1_ -3.:51 o/o) 1. prOTFAC, NEtg, THF, RT

2. Ac,0/Pyridin (5:1), RT
(1. -2.:85%)

.

Abbildung 25. Synthese des Donors 28

Zur Vereinfachung der Synthese von Verbindung 28 wurde versucht, alle Reaktionsschritte in
einer Eintopfreaktion durchzufithren und auf die Reinigung der entschiitzten Verbindung 27
durch Festphasenextraktion zu verzichten. Hierzu wurde das Zwischenprodukt 27 direkt mit

. Die Trifluoracylierung an den

Trifluoressigsdureanhydrid und Pyridin umgesetz
Hydroxylgruppen wurde mit Methanol riickgingig gemacht.'® Nach Austausch der Trifluor-
essigsdure durch Gefriertrocknung mit 10 %iger Essigsdure wurden die freien Hydroxylgrup-
pen mit Essigsdureanhydrid/Pyridin acetyliert (s. Abbildung 25 ).B20:70]

Bei der Synthese mit dem zusitzlichen Reinigungsschritt des Amins 27 wurde jedoch eine
bessere Gesamtausbeute erhalten. Bei grofSeren Reaktionsansitzen der Eintopfsynthese kam
es zu der Bildung von Nebenprodukten, die nicht vom gewiinschten Thioglycosid 28 abge-

trennt werden konnten.
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3.2.2 Einfiihrung des o-1,3-Arms

Fiir die Synthese eines biantenniren N-Glycans sollte zunédchst der Donor 28 in einer regio-
und stereoselektiven Glycosylierungsreaktion mit der 3-Hydroxylgruppe der -Mannose des
Core-Trisaccharids A umgesetzt werden. Das Disaccharid 28 wurde mit N-Iodsuccinimid und

Trifluormethansulfonsdure bei -30 °C und einer Akzeptorkonzentration von 26.8 mM aktiviert

(s. Abbildung 26).1"?

]

28

lNIS, TfOH, CH.Cly,

-30 °C
AcO AcO™ N\
AcO— Aco/“ ~ 7o
C R0 NPht zIO/
NHTFAC )
R20 8210
BzIO N3
BZ'O NPht
1 2
ACO Ao 20R! = B2 =H (70%)
ACO (o} ACO— q/—O 31 R' + R? = Bzdn
AcO cO
NHTFAC
AcO AcO—\_-O
AcO Q. Aco=R=AC
AcO cO NPht
=
NHTFAc R'O Qo BzIO
o R?0 BzIO o}
0 d B0 Ng
BzIO

NPht

30 R' = R? = H (Strukturbeispiel,
da Isomerengemisch)
32R' + R2 = Bzdn

Abbildung 26. Synthese der Pentasaccharide 29 und 31

Unter Verwendung von zwei Aquivalenten Donor konnte das gewiinschte Pentasaccharid 31
nicht erhalten werden. Grund hierfiir war die Entschiitzung zum debenzylidenierten Penta-
saccharid 29, das durch Massenspektrometrie und NMR-Spektroskopie nachgewiesen werden
konnte. Die Verbindungen ohne Benzylidenacetal eignen sich nicht zur Einfithrung des bi-
secting-Rests. Bei den Glycosylierungen bildeten sich auch zwei Heptasaccharide, die laut
LC-MS-Analyse gleiches Molekiilgewicht hatten (s. Abbildung 27, Reaktion a). Es konnte
zunéchst keine Aussage dariiber getroffen werden, ob sich diese Nebenprodukte wihrend der
Reaktion oder wihrend der Aufarbeitung bildeten. Die Zugabe von Pyridin zur
Neutralisation™ der Trifluormethansulfonsiure vor der wissrigen Extraktion verringerte den
Verlust des Benzylidenacetals wesentlich, was darauf schlieen lieB3, dass die Nebenreaktion
zu 30 wihrend der Extraktion stattfand. Auf diese Weise konnte das Pentasaccharid 31 mit

einer Ausbeute von 70 % isoliert werden (s. Abbildung 28 und Abbildung 27, Reaktion b).
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100+ Reaktion a:

BT

rel. Abs. [%]

) B
\N//

100+ Reaktion b:
KNS

rel. Abs. [%]

= | F

M./

5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0
Zeit [min]

Abbildung 27. Chromatogramm der Rohprodukte zur Synthese des Pentasaccharids 31
mit (Reaktion a) und ohne (Reaktion b) Neutralisation durch Pyridin

Die doppelte Glycosylierung zum Heptasaccharid 32 konnte auch durch die Verwendung von
weniger Donor (1.5eq), groBerer Verdiinnung (4.6 mM A) und niedrigerer Reaktions-
temperatur nicht vollstindig verhindert werden. Die Struktur des Pentasaccharids 31 wurde
durch NMR-Spektroskopie, die den Verbleib der 2-OH-Gruppe zeigte, bestitigt. Die mit dem
trifluoracetylierten Donor 28 erzielte Ausbeute lag zwischen denen der N-acetylierten und der
phthalimidogeschiitzten Donoren.'®* Es zeigte sich, dass der trifluoracetylierte Donor 28

weniger selektiv war als Verbindung C.

‘ Al+]| 28
1. NIS, TfOH, CH,Clz, -30 °C
ACO AO—\_-O 2. Pyridin
Ac)(a?O Q ACO&
C! C!
NPht
Ph—\~0 OH BzIO
NHTFAC S5 mﬁlo o
) 4 BzIO N3
BzIO~__ NPht
AcO AcO—\ O
o 31 (70 %
AcO Aco=AR (70 %)
AcO cO
NHTFAc
AcO—™ AcO—\ OO
AcO Ac Q=R 7
AcO co NPht
NHTFAc P\ o Qo B2I0 0
o) o BzIO o
[¢) & BzIO N3
BzI0 NPht
32 (12 %)

Abbildung 28. Synthese des Pentasaccharids 31
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Da der Verlust des Benzylidenacetals bei der NIS/TfOH-Aktivierung nicht ganz verhindert
werden konnte, wurde der Einsatz des Disaccharids als Trichloracetimidat untersucht. Dieser
Donorbaustein sollte bereits mit der milden Lewis-Sdure Bortrifluorid-Diethyletherat
aktivierbar sein. Aus dem Thioglycosid 28 wurde zunichst das Halbacetal 33 freigesetzt (s.
Abbildung 29). Dies geschah durch N-Iodsuccinimid/Trifluormethansulfonsiure-Aktivierung
in wissrigem Dichlormethan.®**! Zur Synthese des Trichloracetimidats 34 wurde Kaliumcar-

bonat[63d,65,67]

als Base verwendet, da sich die Trifluoracetamidschutzgruppe unter den Reakti-
onsbedingungen in absolutem Dichlormethan als stabil herausstellte und keine Entschiitzung,
wie in wissrigem Methanol, eintrat.*® Bei Testumsetzungen von trifluoracetamidgeschiitzen
Verbindungen mit 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-en traten bereits nach kurzen Reaktions-

zeiten Nebenreaktionen auf, die auf die Basenlabilitdt der Trifluoracetamide zuriickgefiihrt

wurden.
AcO OH
G +  AcO -Q
AcO OAc
35
NIS, TfOH, CH.Cly,
-45 °C— RT
(78 %)
AcO o AcO—\_-O
AcO Aco/&/
AcO cO OAc
NHTFAc
36
1. HoN-NH3O0Ac, DMF, RT
2. CI3CCN, KoCOg3, CH.Clo, RT
(1.-2.:71 %)
CI3CCN,
H,0, NIS, KoCOs,
TfOH, CH20|2, AcO ACO/\ o) CH2C|2, AcO ACO/\ 0
n 15°C=RT aco QA=A RT_ | a0 O Aca=AR=AQ
(73 %) AcO cO wOH (87 %) AcO cO
NHTFAc NHTFAc

33 34 OY

NH
HS

BFg'OEtg, CHQClg,
. | -20 °C— -5°C
= | (90 %)
AcO AcO—\_-O

AcO QA=K =AC
AcO cO
NHTFAC

28 S

CCl

Abbildung 29. Synthese des Trichloracetimidats 34 und des Thioglycosids 28

[87]

Alternativ konnte das Disaccharid 36 aus Tetraacetylmannose 35 und dem bi-

secting-GlcNAc-Donor G aufgebaut werden (s. Abbildung 29).""% Hier erwies sich der Thio-
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glycosiddonor G als reaktiver (Ausbeute: 78 %) als das entsprechende Trichloracetimidat 44
(Ausbeute: 44 %). Teilweise wurde bei diesen Reaktionen ein Anomerengemisch am re-
duzierenden Ende erhalten. Das Disaccharid 36 wurde mit Hydrazinacetat in N,N-Dimethyl-
formamid™®® selektiv desacetyliert und in das Trichloracetimidat 34 umgewandelt.'®3%6>67]
Durch diese Syntheseroute konnte auf die Umschiitzung und die dadurch erschwerte
Reinigung verzichtet werden. Das Thioglycosid 28 konnte aus dem Imidat 34 in sehr guten
Ausbeuten (90 %) erhalten werden (s. Abbildung 29).

Die Umsetzung des Disaccharidimidats 34 mit dem Core-Trisaccharid A unter Bortrifluo-

rid-Diethyletherat-Katalyse!*>%7*%

ergab das gewiinschte Pentasaccharid 31 (s. Abbildung
30). Mittels LC-MS-Analytik konnten geringe Mengen an Uberreaktionsprodukt 32 nachge-
wiesen werden, das bei allen getesteten Akzeptorkonzentrationen (27.5 mM, 10.8 mM,
3.2 mM A) entstand. Es konnten auch Reste des Akzeptors A nachgewiesen werden, weshalb
die zwei Aquivalente des Donors 34 nicht reduziert wurden. Die besten Ergebnisse wurden
bei einer Akzeptorkonzentration von 10.8 mM und einem Temperaturfenster zwischen -40 °C
und -30 °C erzielt. Der Verlust des Benzylidenacetals wurde in diesen Glycosylierungs-

reaktionen nicht beobachtet.

-
BF3 OETZ CHCly,
-40 °C - (-30 °C)
AcO o A0 0 (88 %)
AcO A=A C
AcO )
NPht
NHTFAc P BZ'O o
zIO
BzIO N3

BZ'O NPht

Abbildung 30. Synthese des Pentasaccharids 31 mit dem Trichloracetimidat 34

Zum direkten Vergleich der Reaktivitit der beiden unterschiedlich geschiitzten Donoren C
und 34 wurde ein kompetitives Glycosylierungsexperiment durchgefiihrt (s. Abbildung 31).
Hierzu wurde das Core-Trisaccharid A (12.1 mM) mit je 1.1 Aquivalenten der beiden Do-
noren unter Bortrifluorid-Diethyletherat-Katalyse umgesetzt.[65’67b’69] Das Verhiltnis der bei-
den Pentasaccharide 31 und 37 lag ungefihr bei 1:1 (LC-MS). Die gleichzeitige Uberreaktion
zu Verbindung 32 konnte im Fall des trifluoracetamidgeschiitzten Heptasaccharids 32 beob-
achtet werden. Zusitzlich konnte durch LC-MS auch die Entstehung eines Heptasaccharids,
das eine Trifluoracetamid- und eine Phthalimidoschutzgruppe trigt, nachgewiesen werden.
Dieses Experiment zeigt, dass die Reaktivitdt der beiden Donoren nahezu gleich ist. Die

Tendenz des Donors 34 zur doppelten Glycosylierung des Diols A wird vor allem durch die
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kleinere Trifluoracetamidschutzgruppe in der peripheren N-Acetylglucosaminyleinheit be-
stimmt. Im Gegensatz dazu fiihrt eine periphere Phthalimidogruppe zu keiner Uberreaktion,
was auf einen selektivititserhohenden Effekt der sterisch anspruchsvollen Schutzgruppe zu-

riuckzufithren ist.

‘ A I + (o] I +
BFg'OEtgY CHQC|2,
ACO AO—\_0 50 °G—~ -10 °C
AcO Q A(‘,O/'*/’O
AcO O
NPht o
NR'R2 Ph 0 OH BzIO
o T -Q Bzo 0
0 4 B0 Ns
e BzI0 NPht
A
ACOCO 0 Acé‘& ~J0 31 NR'R? = NHTFAc
AcO cO 37 NR'R? = NPht
NHTFAC
AcO o AcO—\ O
AcO A=A~ C
AcO c0 NPht
Ph -\ 0 BzIO
NHTFAc —\o
o o) -Q  Bao 0
0 4 Bz0 N
BzIO

NPht
32

Abbildung 31. Kompetitive Glycosylierung mit den Donoren C und 34

3.2.3 Einfiihrung des o-1,6-Arms

Um weitere Informationen iiber die Reaktivitidt der trifluoracetamidgeschiitzten Bausteine 28
und 34 zu erhalten, wurde zunichst das Pentasaccharidtriol 29 mit dem Thioglycosid 28 um-
gesetzt (s. Abbildung 32). Es wurden zwei Aquivalente Donor bei einer Akzeptorkonzen-

tration von 14.0 mM eingesetzt.

+

ACO ACO—\_O NIS, TfOH, CHxCly,

-30 °C—~ - 10 °C
Ao 2 ACO/*/ & (66 %)
NHTFAc
AcO AcO/\ 0
AcO A= -0
AcO
NHTFAc o NPM Bz10
-Q leo o Q
BzIO N3
BzIO

NPht

Abbildung 32. Synthese des Heptasaccharids 38
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Nach vier Stunden Reaktionszeit war das Triol 29 vollstindig umgesetzt. Neben dem er-
warteten biantennidren Heptasaccharid 38 entstanden zusitzlich zwei Nonasaccharide durch
Uberreaktion des Donors mit den sekundiren Hydroxylgruppen. Um die Reaktivitit des
Triols 29 unter weniger selektiven Bedingungen zu untersuchen, wurde dieses mit vier
Aquivalenten Donor 28 umgesetzt. Hierbei bildete sich ein Gemisch aus verschiedenen Nona-
sacchariden. Das Undecasaccharid, das durch die Reaktion an allen drei Hydroxylgruppen
entstehen konnte, wurde jedoch nicht erhalten. Diese Experimente zeigten, dass der
Akzeptor 29 eine hohe Reaktivitit gegeniiber dem trifluoracetamidgeschiitzten Donor 28 auf-
wies und dass die hohe Regioselektivitdt des phthalimidogeschiitzten Donors C verloren
ging.[84]

Um die nachtrigliche Einfiihrung des bisecting-Rests zu untersuchen, wurde das Pentasaccha-

rid 31 zunidchst an der 2-Hydroxylgruppe acetyliert und anschlieend debenzylideniert (s.
Abbildung 33).[52b,70,89]

Kl

1. AcO/Pyridin (5:1),
RT
2. pTosOHH,0, H3CCN
RT
AcO ACO/\ o) (1 -2.:74 o/o)
AcO cO
NHTFAc HO OAc NPht BzIO
0 o -Q BzO 0
¢} 4 BzIO N3
BzIO

NPht
39

Abbildung 33. Acetylierung und Abspaltung des Benzylidenacetals

Das resultierende Diol 39 sollte durch regio- und stereoselektive Glycosylierung an der
primdren OH-Gruppe zum Heptasaccharid umgesetzt werden. Zum Vergleich wurde zusitz-
lich der phthalimidogeschiitzte Akzeptor 18 verwendet. Zunédchst wurde das Diol 39 (Kon-
zentration: 4.4 mM) mit 1.5 Aquivalenten Thioglycosid 28 umgesetzt (s. Abbildung 34, Reak-
tion a). Da unter diesen Bedingungen der Akzeptor 39 nicht vollstindig umgesetzt werden
konnte, wurde die Donormenge auf 2.5 Aquivalente erhoht, was neben 40 auch 15 % Uberre-
aktionsprodukt 41 lieferte. Nach der Optimierung der Reaktionsbedingungen zeigte sich, dass
zwei Aquivalente Donor 28, eine Akzeptorkonzentration von 4.5 mM und ein Reaktions-
temperaturfenster zwischen -50 °C und -40 °C die besten Ausbeuten lieferten (76 % 40) und
die Uberreaktion zu 41 weitgehend unterdriickten. Das Dublett bei 5.64 ppm konnte dem
Hydroxylproton an Position 4 zugeordnet werden, was die erwartete Regioselektivitit der
Glycosylierungsreaktion bestitigte.
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Im Anschluss wurde der Akzeptor 18 unter analogen Bedingungen umgesetzt (s. Abbildung
34, Reaktion b), was eine Ausbeute von 53 % ergab. In einer Nebenreaktion bildete sich aus
18 und Acetonriickstinden der Flashchromatographie ein Isopropylidenketal. Diese Reaktion
wurde durch Trifluormethansulfonsédure katalysiert und durch die Wasserentfernung aus dem
Reaktionsgleichgewicht durch das Molekularsieb weiter begiinstigt.””! Dieses Nebenprodukt
wurde durch LC-MS-Analyse sowie durch Acetalhydrolyse mit para-Toluolsulfon-

[89]

sdure-Hydrat™ ™ nachgewiesen. Die Reinigung des Heptasaccharids 42 durch Flashchromato-

graphie wurde durch das Kopf-Kopf-verkniipfte Donortetrasaccharid erschwert.

AcO o AcO—\ O
AcO Aco/“*/ -Q
AcO
RRe HO/ NPhL o |o
e S Y

BZ'O NPht
18 NR'R? = NPht
39 NR'R? = NHTFAc

Reaktion a: 39, 28, NIS, TfOH, CH,Cl,, -50 °C - (-40 °C)

Reaktion b: 18, 28, NIS, TfOH, CH,Cl,, -40 °C—~ -5 °C
AcO ACO/\ 0 ! s s s 3 2\vi2,
ACO 0 AR He) Reaktion c: 39, 34, BF3OEt,, CH.Cly, -40 °C
AcO cO
O

NHTFAc

AcO AcO—\_-O
AcO Q ACO/'*/‘o
AcO cO
NR'R2 OAc NPhE 10
o -Q BzO o Q
o) d B0 Ns
BzIO NPht

Reaktion a: 40 NR'R? = NHTFAc (76 %)
AcO AcO—\_-O Reaktion b: 42 NR'R? = NPht (53 %)

Acg 5 Q Aco& Reaktion c: 40 NR'R2 = NHTFAc (Ausbeute nicht bestimmt)
c c
NHTFAc

AcO AcO—\_-O o
AcO AcO/ |~
AcO

T

- Ohe NPht &1
-Q B0 0o Q
AcO AcO—\_-O (0] d BzIO N3
AcO— QA=A BzIO NPht
¢ c0 Reaktion a: 41 NR'R2 = NHTFAc (Ausbeute nicht bestimmt)
NHTFAc o Reaktion b:  keine Beobachtung der Uberreaktion

Reaktion c: 41 NR'R2 = NHTFAc (Ausbeute nicht bestimmt)

Abbildung 34. Einfiihrung des o-1,6-Arms
Als Donor wurde auch das Trichloracetimidat 34 unter Lewis-Sdure-Katalyse verwendet (s.

Abbildung 34, Reaktion ¢)[056781 Trot7 der verdiinnten Bedingungen (4.4 mM 39) wurde das
Nonasaccharid 41 bevorzugt erhalten (40/41 = 1:2, Verhiltnis durch LC-MS bestimmt).
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3.24 Nachtrigliche Einfithrung eines bisecting-GlcNAc-Rests

in biantennire N-Glycane

Zur nachtréaglichen Einfiihrung eines bisecting-GlcNAc-Rests wurden die Donoren G und 44
(s. Kapitel 3.3) verwendet.">’*") Hierfiir standen drei verschiedene Akzeptoren zur Ver-
fiigung: das phthalimidogeschiitzte Heptasaccharid 43141, Verbindung 40 mit Trifluoracetyl-
schutzgruppen in beiden Antennen und die Verbindung 42 mit den unterschiedlichen

peripheren Stickstoffschutzgruppen im o-1,3- und o-1,6-Arm.

AcO AcO T\

0
AcO Q Aco=R=AQ AcO
AcO O Ao 0
+ G oder CA o
NROR?
TFACHN

AcO AcO—\_-O O _CCly
AcO— Aco/Aﬁj% 44 Y
C!

NH

NRTR OAc NP Bz10
o -Q B0 0 Q
4 Bz0 Na
BzIO

NPht

40 NR'R2 = NR®R* = NHTFAc
42 NR'R2 = NPht, NR®R* = NHTFAc
43 NR'R2 = NR®R* = NPht

Reaktion a: 40, 44, BF3'OEt,, CH,Cl,, -40 °C

AcO ACO—\_O Reaktion b: 40, G, NIS, TfOH, CHxCl,, -40 °C~ -10 °C

AO O pco -0 Reaktion c: 42, G, NIS, TfOH, CH,Cly, -40 °C—~ -5 °C
AcO cO Reaktlon d: 43, G, NIS, TfOH, CHxCl,, -40 °CG— -10 °C
NR3R?
AcO AcO~\_-O
AcO A= |-
AcO
NR'R? OAc NPAt B10
O BuO 0 Q
o) d Bz N3
Aco BzIO
AcO Q NPht
AcO

Reaktion a: keine Produktbildung
NHTFAc Reaktion b: 45 NR'R2 = NR3R* = NHTFAC (55 - 76 %)
Reaktion c: 46 NR'R? = NPht, NR®R* = NHTFAc
(fast keine Produktbildung)
Reaktion d: 47 NR'R? = NR3R* = NPht (75 %)

Abbildung 35. Nachtrigliche Einfiihrung eines bisecting-GlcNAc-Rests

Zur Glycosylierung der sterisch abgeschirmten 4-Hydroxylgruppe der B-Mannose der Hepta-
saccharide 40, 42 und 43 wurden jeweils zehn Aquivalente Donor G oder 44 eingesetzt.
Zunichst wurde versucht, iiber das Imidat 44" und Bortrifluorid-Diethyletherat-Katalyse ein
bisecting-GlcNAc einzufithren (s. Abbildung 35, Reaktion a).[036™®1 Bei dieser Reaktion
wurde allerdings kein Oktasaccharid erhalten, was auf die Umlagerung des Imidats 44 zum
Amid zuriickzufiithren war. Daher wurde das Thioglycosid G verwendet und bei -40 °C mit

N-Todsuccinimid und Trifluormethansulfonsiure aktiviert.”” Es wurde eine Konzentration

46



Chemische Synthese von N-Glycanen

des Heptasaccharids 40 von 11 mM gewihlt, da sich diese Konzentration fiir die Gly-
cosylierung des Akzeptors 43 mit dem Fluoriddonor 7 bewihrt hatte.**“*! Aus 40 konnte das
trifluoracetamidgeschiitzte Oktasaccharid 45 in 55 % Ausbeute erhalten werden (s. Abbildung
35, Reaktion b). Das Heptasaccharid 42 zeigte unter diesen Bedingungen kaum Umsatz
(42/46 = 6:1, Verhiltnis aus LC-MS-Analytik bestimmt; s. Abbildung 35, Reaktion c).
Bemerkenswert war, dass auch das phthalimidogeschiitzte Heptasaccharid 43 unter diesen
Bedingungen in 75 %iger Ausbeute zur bisected Verbindung 47 umgewandelt werden konnte
(s. Abbildung 35, Reaktion d). Dies gelang bei Verwendung von nur drei Aquivalenten
Donor G nicht.”* Durch die kleinere Trifluoracetamidschutzgruppe und die robuste Thiogly-
cosidaktivierung des Donors G konnte die Ausbeute relativ zu dem phthalimidogeschiitzten
Fluorid 7 von 56 % auf 75 % verbessert werden.">*!"! Bei genauer Untersuchung der Reakti-
onsmischung durch LC-MS wurde die Ubertragung der Trifluoracetylgruppe des Donors G
auf die freie Hydroxylgruppe von 43 gefunden. Als moglicher Mechanismus fiir diese Acyl-
ibertragung kam als Zwischenstufe das Stickstoffanalogon eines Orthoesters (Amidacetal) in

Betracht (s. Abbildung 36). Daraus konnte sich das O-Trifluoracetat bilden.

HN_ O \, OAc Ny \, OAc AcO
\ﬁo -0 \ﬁo -0
— — o NH;
CFy = o CFy =% o
s s v+ OAc
N
H® FoC o) -Q

Abbildung 36. Moglicher Mechanismus zum N,O-Acyltransfer

Verbindung 47 konnte im Gegensatz zum trifluoracetamidgeschiitzten Oktasaccharid 45
durch Flashchromatographie nicht vollstindig rein erhalten werden. Die Ausbeute des tri-
fluoracetamidgeschiitzten N-Glycans 45 mit bisecting-GIcNAc konnte durch die Verwendung
von konzentrierteren Reaktionsbedingungen (24 mM 40) auf 76 % verbessert werden (s.
Abbildung 35, Reaktion b). Der N,O-Acyltransfer wurde im Falle der trifluoracetylge-
schiitzten Verbindung 40 nicht beobachtet.

3.3 Synthese von verzweigten trifluoracetamidgeschiitzten Donoren

Da die nachtrégliche Einfithrung des bisecting-Rests beim trifluoracetamidgeschiitzten Hepta-

saccharid 40 mit sehr guten Ausbeuten moglich war, sollte diese Synthesestrategie auf hoher
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verzweigte N-Glycane iibertragen werden. Hierzu sollten zunéchst die verschiedenen ver-
zweigten Donorbausteine synthetisiert werden.
Fiir die Synthese der verzweigten Antennenbausteine wurde zunéchst das trifluoracetamidge-

schiitzte Peracetat 49 im 100 g-MaBstab hergestellt (s. Abbildung 37).%

HS
1. Anisaldehyd, NaOH, . AcO o
H,O, RT—0 °C % AcO
2. ACOZO/Pyridin (1:1.8), BF3-OEty, CHyCly, AcO
0°C—~RT RT NHTFAC
3. HCI, Aceton,
Riickfluss (68 %) G
HO o 4. (TFAc)0, Pyridin, AcO™
HO— oy CHeCla. RT AcO Q oA
—_———
(4L - 4,059 %) AcO ¢
NHyHCI NHTFAc
48 49

1. HaN-NH40AGC, AcO o

DMF, RT AcO
2. Cl3CCN, KoCOs3, AcO

CHxClp, RT TFACHN
(1.-2.:65 %) a4 OY

NH

Abbildung 37. Synthese des Glucosaminderivats 49 als Vorstufe fiir G und 44

CClg

Aus dem Acetat 49 wurde iiber zwei Stufen das Imidat 44" erhalten, das fiir die Glyco-
sylierung von Thioglycosiden eingesetzt werden sollte./®**%¢788 Dyrch Umsetzung des Ace-

tats 49 mit Bortrifluorid-Diethyletherat und dem Thiophenolderivat wurde der Donor G er-

[92b]

halten, womit die zuvor benétigte Umschiitzung der Phthalimidoschutzgruppe umgangen

werden konnte.”?® Es empfiehlt sich, Bortrifluorid-Diethyletherat zu verwenden, da sich
dieses, im Gegensatz zu Zinn(IV)-chlorid, durch Extraktion ohne Emulsionsbildung entfernen
lie3. Bei der basischen Extraktion der Umsetzung mit SnCls gingen zum Teil die basenlabilen
Schutzgruppen von G verloren.

Fiir die Synthese der verzweigten Antennendonoren wurde das Mannosylthioglycosid 52 als
gemeinsame Vorstufe benotigt (s. Abbildung 38). Dazu wurde peracetylierte Mannose 50

[80]

unter Zinn(IV)-chlorid-Katalyse™ " zum Thioglycosid 51 umgesetzt, das unter Zemplén-Be-

dingungen"*! desacetyliert wurde (s. Abbildung 38).

2 > f SnCl, CHeClz AcO Qhe NaOMe, MeOH, ~ HO o
RT HO
-

C

AcO OAC 77 %) (quant.)
AcO
AcO OAc

50 51

52

Abbildung 38. Herstellung der Vorstufe 52
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3.3.1 Synthese des 2,6-verzweigten Donors 55

Zur Synthese des 2,6-verzweigten Donorbausteins 55 wurden zunéchst die beiden trans-
standigen Hydroxylgruppen an Position 3 und 4 des Mannosids 52 mit Butan-2,3-dion in
Methanol unter Siurekatalyse selektiv zum Butandiacetal umgesetzt (s. Abbildung 39).”% So
konnte in einer Stufe der Akzeptor fiir die folgende Glycosylierungsreaktion erhalten werden.
Durch Verwendung einer Argonatmosphidre zum Ausschluss von Luftfeuchtigkeit unter den

benotigten Riickflussbedingungen konnte die Ausbeute auf 96 % gesteigert werden.

=]

lButan—z,S—dion, CSA, HC(OCHg)s,

MeOH, Riickfluss
(96 %)

44, TMSOTF, CH,Clo,
-40 °C
(79 %)
AcO
AcO 0
AcO 0]

NHTFAc OMe
o}
AcO O/“ SN -0
AcO Q T o
AcO r

NHTFAc OMe S
54

2. AcoO/Pyridin (5:1), RT
(1.-2.:88 %)
AcO

AcO 0

A&/O
NHTFAc \
0
AcO o AcO=A=-]-C
AcO cO
AcO
S

NHTFAc

y. TFA/MH,0 (9:1), RT

55

Abbildung 39. Synthese des 2,6-verzweigten Thioglycosids 55

Durch eine doppelte Glycosylierung mit dem Trichloracetimidat 44 und TMSOTf wurde das
2,6-verzweigte Trisaccharid 54 in hoher Ausbeute (79 %) synthetisiert (s. Abbildung 39).[95]
Ein Aglycontransfer des Thiophenylrests auf den Donor konnte durch die tiefe Reaktionstem-
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peratur und die sterische Abschirmung des Schwefelatoms durch die Methylgruppe des

Phenylrings unterdriickt werden.®!

%! und die

Das sdurelabile Butandiacetal wurde mit Trifluoressigsdure und Wasser entfern
freien Hydroxylgruppen wurden acetyliert (s. Abbildung 39).°%*™" Durch diese Strategie
konnte die Synthese eines 2,6-verzweigten Donors um sechs Stufen! verkiirzt und der tri-

fluoracetamidgeschiitzte Baustein 55 in guten Ausbeuten erhalten werden.

3.3.2 Synthese des 2,4-verzweigten Donors 64

Auf Grund der kurzen Synthese von 55 sollte analog auch der 2,4-verzweigte Donor als Thio-
glycosid hergestellt werden. Hierzu wurde Verbindung 52 zunichst selektiv diallyliert. Dies
gelang in Analogie zum monoallylierten Mannosid 6 durch die Verwendung von zwei Aqui-

valenten Dibutylzinnoxid zur Bildung der Stannylenacetale und anschlieBende Umsetzung mit

59,60
).[ ]

Allylbromid in Gegenwart von Céasiumfluorid (s. Abbildung 40, vgl. Kapitel 3.1.1

1. BupSnO, MeOH, Riickfluss AlIO o

2. AllBr, CsF, DMF, RT HO -
> AllO

(1.-2.:44 %)

S

56

44, TMSOTf, CH,Cly,

Reaktion a: 1. PdCl,, MeOH,
RT
2. Ac,O/Pyridin (5:1),
RT
Reaktion b: 1. PdCl,, NaOAc,

AcOH, 70 °C
2. Ac,O/Pyridin (5:1),
RT Ad

NHTFAc

NHTFAc
Reaktion a: 58 R = Me (Ausbeute nicht bestimmt) 57
Reaktionb: 59 R =Ac (1.-2.:36 %)

Abbildung 40. Synthese von 2,4-verzweigten Trisacchariden

Der Akzeptor 56 konnte mit drei Aquivalenten Trichloracetimidat 44 zum Trisaccharid 57
umgesetzt werden (s. Abbildung 40).”! Durch die tiefe Reaktionstemperatur und die sterische

Abschirmung wurde auch hier kein Aglycontransfer beobachtet.”®!
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Da es bei der Aktivierung von Thioglycosiden mit N-Iodsuccinimid zur Iodierung der Allyl-
schutzgruppe kommen kann, sollten die beiden Allylether durch Acetatschutzgruppen ersetzt
werden. Dies wurde mit der Palladium(II)-chlorid-Methode versucht (s. Abbildung 40, Reak-
tion a).! Unter diesen Reaktionsbedingungen konnte das gewiinschte Thioglycosid jedoch
nicht erhalten werden. Stattdessen wies die LC-MS-Analyse auf die Entstehung des Methyl-
mannosids 58 hin, was durch Aktivierung der Thiophenylabgangsgruppe erkldrt werden
konnte. Nach der Koordination des Palladiums an der 3-Allylschutzgruppe konnte der
Schwefel als inneres Nucleophil die Allylgruppe iiber einen sechsgliedrigen Ubergangszu-
stand aufnehmen (s. Abbildung 41). Das aktivierte Thioglycosid sollte mit Methanol zum ge-

fundenen Methylglycosid reagieren.

HO oR
MeCH ROI&MOMe
S
o > \\’
o &0 ) &

Abbildung 41. Moglicher Mechanismus zur Aktivierung des Thioglycosids

Auf weitere Versuche zur Abspaltung der Allylgruppe durch andere Desallylierungsmetho-

den, wie zum Beispiel unter Verwendung von Samarium(H)—iodid[gﬂ

(98]

oder Ruthenium-Kataly-
satoren’~ wurde verzichtet. Stattdessen wurde untersucht, ob das Thioglycosid 57 bei der
Entschiitzung der Allylether ins Acetat §9 umgewandelt werden kann. Dies gelang mit Natri-
umacetat in Essigsdure, wobei jedoch nur eine niedrige Ausbeute erreicht wurde (s.
Abbildung 40, Reaktion b)."*”!

Um die Schwierigkeiten bei der Desallylierung des Thioglycosids 57 zu umgehen, wurde die
Synthese iiber das anomere Benzylglycosid versucht.*® Hierzu wurde das Trichloracetimi-
dat 44 mit dem diallylierten Benzylglycosid 601" umgesetzt (s. Abbildung 42).% Das Tri-
saccharid 61 wurde mit einer hohen Ausbeute von 88 % erhalten (vgl. 57: 58 %). In dieser

Verbindung konnten die Allylether problemlos gegen Acetate ausgetauscht werden (s.

Abbildung 42).520:63.701

1. PdClp, MeOH
AllO OH AcO 2, " Ao
- —\ 0 RT -
"Rio TMSOTY, AcQ 3"0 A\ 2. Ac,0/ AcO Q  AcO \/Qo
CHCly, Ae Pyridin (5:1), ~ AcO 0\
° RT

-40 °C >
60 OBzl ———
@8 %) AcO OBzl (1.-2:66%) A OBzl
AcO AcO
AcO AcO
NHTFAc NHTFAc
61 62

Abbildung 42. Synthese des 2,4-verzweigten Benzylglycosids 62
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Anschliefend wurden die Verbindungen 59 und 62 selektiv am reduzierenden Ende entschiitzt
(s. Abbildung 43). Das Acetat 59 wurde mit Hydrazinacetat'®® und das Benzylglycosid 62
durch hydrogenolytische Debenzylierung'*”! entschiitzt. Hier ergab die Benzylglycosident-
schiitzung deutlich bessere Ausbeuten. Das Halbacetal 63 wurde mit Kaliumcarbonat ins Tri-
chloracetimidat 64 umgewandelt.***>*") Auf diese Weise wurde ein giinstiger Baustein er-
halten, da das Imidat 64 mit einer Lewis-Sdure aktiviert werden kann und dabei das Benzyl-

idenacetal des Core-Trisaccharids A nicht angegriffen werden sollte (vgl. Kapitel 3.2.2).

HgN-NH3OAC, ACO
DMF, RT o
5 | 55%) AcO QAT Q4 ClsCCN,
5 AcO O/V‘/ K-CO.
\ AcO~ wOH G, AT
NHTFAC _CH.Clp, RT,_

AcO™
7 e
Ha, PdOH,0, A
AcOH, MeOH, NHTFAc NHTFAc
RT 63 64

(79 %)

Q

NH

Abbildung 43. Synthese des Trichloracetimidats 64
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3.3.3 Synthese von 2,4,6-verzweigten Donoren

Aus dem Donor 44 wurde zusitzlich der 2,4,6-verzweigte Baustein 17 hergestellt. Diese Syn-
these ersparte das aufwendige Umschiitzen der Phthalimidoschutzgruppen (vgl. Kapi-
tel 3.1.3). Bei der dreifachen Glycosylierung mit dem Trichloracetimidat 44 konnte die Aus-
beute im Vergleich zum Fluorid 7 verbessert werden (s. Abbildung 44, vgl. Kapitel 3.1.1).°”
Durch die Neutralisation mit Pyridin vor dem Einengen der Desallylierungsreaktion konnte
auch die Ausbeute der zweistufigen Umschiitzung erhdht werden."2*%*7" Auf die hydrogeno-
lytische Entfernung der Benzylgruppe zur Gewinnung des Halbacetals 67 folgte die
Bildung des Trichloracetimidats 68, das durch Lewis-Séure-Aktivierung ins Thiogly-
cosid 17 umgewandelt werden konnte.'***""%! Ein Vorteil dieser Syntheseroute bestand darin,

dass auf diese Weise direkt das 2,4,6-verzweigte Trichloracetimidat 68 zugéinglich war.

AcO o AcO™ o
AcO AcO
1. PdCI
O 2, O
AcO MeOH, AcO
NHTFAc RT NHTFAc
TMSOTf 2. Ac,O/
a4 ; 2
CH.Cly, AcO o Pyridin (5:1), A0 o o
45 °C RT AcO o)
+ — O - » AcO 0 !
(87 %) (1.-2.:84 %)
OBzl AcO OBz|
AcO
AcO
NHTFAC NHTFAC
65 66

1. Hp, PdO'H20,
AcOH, MeOH, RT
(Halbacetal 67: 65 %)
2. CI3CCN, KxCOsg,
CH.Clp, RT
(67 %)
HS,

AcO o AcO o
AcO AcO
AcO o AcO o
NHTFAC NHTFAC
o) o)
C

BF3OEty, CHyCl, ~ AcO
20 °C= RT
(79 %)

CCls

NH
NHTFAc

NHTFAc
17 68

Abbildung 44. Synthese des 2,4,6-verzweigten Donors 17 iiber das Trichloracetimidat 68
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34 Synthesen der hoher verzweigten komplexen N-Glycane des

bisecting-Typs

Nach der erfolgreichen nachtriaglichen Einfiihrung eines bisecting-GIcNAc-Rests im Fall des
biantennédren N-Glycans 45 sollte dieser Versuch auch fiir die Herstellung von hoher ver-
zweigten N-Glycanen des bisecting-Typs untersucht werden. Der o-1,3-Arm sollte iiber die
Trichloracetimidate 34 oder 64 an das Core-Trisaccharid A gebunden werden (s. Abbildung
45). Fiir den a-1,6-Arm war das Thioglycosid 55 vorgesehen und als lineare Bausteine das

Thioglycosid 28 und das Trichloracetimidat 34.

AcO o AcO—\_-O o
AcO ACO=R n
AcO cow oder -
28

NHTFAc
S

AcO
AcO 0

AcO (0]
NHTFAc \
AcO O
AcO QA=A
AcO cO

NHTFA
¢ S

55

2 a-1,6-Arm
AcO™ o A
AcO NPht
A0 s _3.bisecting-GloNAc PN O\ O o 0
NHTFAc (?40 o} o) BzIO N3
G R4 BzIO NPht
. A
© 1 a-1,3-Arm
CClg
NHTFAc NH
64
AcO AcO—\ O
AcO o Aco/Aﬂ;J%
AcO cO
NHTFAc
2 O _CCl
NH
Abbildung 45. Modulares Bausteinsystem trifluoracetamidgeschiitzter Donoren zur

Synthese von hoherverzweigten N-Glycanen des bisecting-Typs
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34.1 Synthese eines 2,6-verzweigten triantenniren N-Glycans des

bisecting-Typs

Zur Synthese eines 2,6-verzweigten triantenndren N-Glycans wurde das Pentasaccharid 39
(29.2 mM) mit dem Thioglycosid 55 nach der N-lodsuccinimid/Trifluormethansulfonséu-
re-Methode umgesetzt (s. Abbildung 46).1"?

=l =]

AcO NIS, TfOH, CHCly,
AcO Q -40 °C - (-30 °C)

AcO 0] (86 %)
NHTFAc \
AcO (0]
AcO QA=A
AcO cO

NHTFA
¢ o

AcO AcO—\_-O
AcO QA=A
AcO O
NPht

NHTFAc OAc BzIO
0 HO Bzl0

O
BzIO N3

BzI0 NPht

69

Abbildung 46. Synthese des 2,6-verzweigten N-Glycans 69

Das Oktasaccharid 69 wurde in sehr guter Ausbeute (86 %) erhalten. Die hohe Reaktivitit des
verzweigten Donors 55 zeigte sich in der Bildung eines kleinen Anteils an Undecasaccharid,
das durch Massenspektrometrie nachgewiesen werden konnte. Die Regio- und Stereo-
selektivitdt der Reaktion konnte mittels NMR-Spektroskopie nachgewiesen werden. Es wurde
ein Tieffeldshift der Signale fiir H-6a/b> und C-6" gefunden und das Hydroxylgruppen-Signal
bei 5.56 ppm konnte eindeutig der Position 4 der 3-Mannose zugewiesen werden.

Das Oktasaccharid 69 wurde im Folgenden mit dem bisecting-Donor G umgesetzt (s.
Abbildung 47, Reaktion a).”?! Auf Grund der sterischen Abschirmung des verzweigten
o-1,6-Arms wurden konzentrierte Reaktionsbedingungen gewihlt (39.5 mM 69). Das ge-
wiinschte Nonasaccharid 71 konnte in guter Ausbeute (77 %) gewonnen werden.

0[45,46b,46d] mit

Zusitzlich wurde auch die entsprechende phthalimidogeschiitzte Verbindung 7
Donor G (10 eq) zur bisected-Verbindung umgesetzt und diese wurde ebenfalls in einer sehr
guter Ausbeute (86 %) isoliert (s. Abbildung 47, Reaktion b). Auch bei dieser Reaktion
konnte der N,O-Acyltransfer einer Trifluoracetylgruppe beobachtet werden. Diese Nebenreak-

tion trat nur bei den phthalimidogeschiitzten N-Glycanen auf (vgl. Kapitel 3.2.4).
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AcO
AcO Q
AcO O
NR'R2 \
AcO™ o}
AcO QA=A |-Q
AcO cO
NR'R2
o)
AcO o AcO~\_-O o
AcO ACO= AR
AcO cO
NR'R2 OAC(): NPht BzIO o
o o - BzIO o)
o) d B0 Nj
BzI0 NPht
69 NR'R®= NHTFAc
. ‘C‘)CO o 70 NR'R2 = NPht
C!
AcO O
NR'RZ Reaktion a: 69, G, NIS, TfOH, CH,Cl,, -40 °C— -10 °C
AcO o o, Reaktion b: 70, G, NIS, TfOH, CH,Cl,, -40 °C—~ -10 °C
AcO AR
AcO COA/%
NR'R2
AcO AcO—\ O
Ao Acoﬂﬂ//g
C
NR'R2 Oﬁéc NPht BzIO o
- BzIO o)
ACO (0] o) BzIO N3
0
AcQ B2I0 NPht

AcO
Reaktion a: 71 NR'R? = NHTFAc (77 %)

NHTFAc Reaktion b: 72 NR'R2 = NPht (86 %)

Abbildung 47. Nachtrdgliche Einfiihrung eines bisecting-GlcNAc-Rests in 2,6-verzweigte
triantenndre N-Glycane

34.2 Synthese eines 2,4-verzweigten N-Glycans des bisecting-Typs

Die Verkniipfung eines 2,4-verzweigten o-1,3-Arms mit dem Core-Trisacchard A (Konzen-
tration: 28.9 mM) wurde mit zwei Aquivalenten Trichloracetimidat 64 in einer regio- und
stereoselektiven Glycosylierung durchgefiihrt (s. Abbildung 48). Bei der Verwendung von
Bortrifluorid-Diethyletherat'°>">*! plieb das Benzylidenacetal stabil. Durch LC-MS-Analytik

konnten Spuren an Uberreaktionsprodukt nachgewiesen werden.

‘A + 64

BFg'OEtz’ CHQClg,
AcO -40 °C - (-30 °C)

AcO 97 %

NPht

zIO
BzIO

BzIO N3
BzIO

NHTFAc NPht

Abbildung 48. Synthese des Hexasaccharids 73
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Anschliefend wurde das Hexasaccharid 73 acetyliert und das Diol 74 durch Debenzyliden-

ierung mit para-Toluolsulfonsidure-Hydrat freigesetzt (s. Abbildung 49),[520-70.89]

1. AcoO/Pyridin (5:1),
RT
2. pTosOH'H,0, H3CCN
RT
A O - - (o)
C o (1.-2.:76 %)

o)
AcO .;J%
Ao HO\ QAo NPht oo .
(0] HO BzIO O
o) d Bz N3
74

BzIO
NHTFAG NPht

Abbildung 49. Synthese des Diols 74

Fiir die Anbringung des o-1,6-Arms standen das Thioglycosid 28 und das Trichloracetimi-
dat 34 zur Verfiigung. Das Imidat 34 wurde unter verdiinnten Bedingungen (4.9 mM 74) mit
Bortrifluorid-Diethyletherat aktiviert (s. Abbildung 50, Reaktion a)./**’*®! Das Thioglyco-
sid 28 wurde unter konzentrierteren Bedingungen eingesetzt (15.1 mM 74; s. Abbildung 50,
Reaktion b)."

Reaktion a: 34, BF3'OEt,, CH.Cly, -40 °C
(72 %)
AcO AcO—\_-O Reaktion b: 28, NIS, TfOH, CHCly, -50 °C - (-40 °C)
(70 %)

NPht

OAc BzIO
o -Q BzO 0 Q
(0] d BzIO N3
BzIO

NHTFAc NPht
75

Abbildung 50. Synthese des triantenndren N-Glycans 75

Beide Donoren lieferten Ausbeuten um 70 %. Bei Verwendung des Thioglycosids 28 wurde
der Akzeptor 74 vollstindig umgesetzt, der jedoch bei der Reaktion mit dem Trichloracetimi-
dat 34 noch nachgewiesen werden konnte. Bei beiden Glycosylierungen wurden geringe
Mengen an Uberreaktionsprodukt (Verbindung 76, s. Kapitel 9.16) erhalten, die bei Donor 34
etwas groBer waren. Die regioselektive Bildung der a-1,6-glycosidischen Verkniipfung wurde

durch NMR-Spektroskopie belegt.
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Mit Verbindung 75 lag der trifluoracetamidgeschiitzte Akzeptor fiir die Synthese der bisected
Verbindung vor. Verbindung 78 wurde analog zu 71 hergestellt (10 eq G, 39.5 mM 75; s.
Abbildung 51, Reaktion a). Beide Glycosylierungen lieferten @hnliche Ausbeuten (78: 75 %,
71: 77 %).

OAc NPRt B10
o O BuO Q
0 d Bz20 N3
BzI0 NPht
75 NR'R2 = NHTFAc
77 NR'R2 = NPht
AcO AcO—\_-O
ACO O AcO=K=0 Reaktion a: 75, G, NIS, TfOH, CH,Cly, -45 °C—~ -10 °C
AcO cO Reaktion b: 77, G, NIS, TfOH, CH,Cly, -40 °C— -5 °C

NPht

OAc B2I0
0 -Q BzO 0 Q
[¢) 4 BzIO N3
BzIO NPht

Reaktion a: 78 NR'R2 = NHTFAc (75 %)
Reaktion b: 79 NR'R? = NPht (50 %)

NHTFAc

Abbildung 51. Nachtrdgliche Einfiihrung eines bisecting-GlcNAc-Rests in 2,4-verzweigte
triantenndre N-Glycane

Bei der Einfiihrung eines bisecting-GlcNAc-Rests bei dem phthalimidogeschiitzten N-Gly-
can 774342464 wirde eine geringere Ausbeute (50 %) erhalten (s. Abbildung 51, Reaktion b).
Zusitzlich trat erneut der N,0-Acyltransfer der Amidschutzgruppe des Donors G auf (vgl.

Kapitel 3.2.4).
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34.3 Synthese des tetraantennéiren N-Glycans des bisecting-Typs

Nach dem erfolgreichen Aufbau der beiden triantenniren trifluoracetylierten N-Glycane und
der nachtriglichen Einfilhrung eines bisecting-Rests sollte das tetraantennidre Oligo-
saccharid 80 synthetisiert werden (s. Abbildung 52). Hierfiir wurden zwei Aquivalente Thio-
glycosid 55 eingesetzt. Als giinstigste Konzentration fiir den Akzeptor 74 wurden 35 mM er-

mittelt.

’ 74 |+ ’ 55
AcO
AcO o
AcO O NIS, TfOH, CHxCly,
NHTFAc -40 °G—~ -20 °C

ACO (71 %)

o)
AcO QA== @
AcO cO
NHTFAC
o) AcO—\ O
cO \ 5
AcO O
NHTFAc NPht —
AcO QAc B o zIO
O Z
AcO
AcO BZ|O 3
BZ'O NPht

NHTFAc

Abbildung 52. Synthese des tetraantenndren N-Glycans 80

Das Hauptprodukt der Glycosylierung war das gewiinschte Nonasaccharid 80. Beachtlicher-
weise trat auch mit dem sperrigen Donor 55 und der sterisch stark abgeschirmten 4-Hydroxyl-
gruppe eine doppelte Glycosylierung auf, die durch LC-MS nachgewiesen werden konnte
(Verbindung 81, s. Kapitel 9.17). Daher sollte sich auch ein bisecting-Rest einfiihren lassen,
was im nichsten Syntheseschritt untersucht wurde. Fiir diese Reaktion wurden zehn Aquiva-
lente des Donors G verwendet, die Konzentration des Nonasaccharids 80 betrug 46 mM (s.
Abbildung 53, Reaktion a). Das gewiinschte Decasaccharid 83 wurde in einer Ausbeute von
77 % erhalten.

2145:460.46d1 11t Phthalimidoschutz-

Zusitzlich wurde auch das tetraantennire Oligosaccharid 8
gruppen an den terminalen Glucosaminyleinheiten mit dem Donor G umgesetzt (s. Abbildung
53, Reaktion b). Bei dieser Reaktion kam es zur bevorzugten Bildung eines Nebenproduktes,
das nicht identifiziert werden konnte. Zudem entstand das N,O-Acyltransferprodukt (vgl.
Kapitel 3.2.4). Zur Reinigung des Decasaccharids 84 wurde zunichst Flashchromatographie
mit verschiedenen Laufmittelgemischen eingesetzt. Da diese Methode keinen Erfolg brachte,

musste die Verbindung 84 im Anschluss durch RP-HPLC von den Nebenprodukten getrennt
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werden. Dadurch konnte das tetraantennédre N-Glycan des bisecting-Typs mit 24 % Ausbeute
isoliert werden. Bei diesem Akzeptor erwiesen sich die sperrigen Phthalimidoschutzgruppen

als ungiinstig und zeigten deutliche Nachteile gegeniiber den Trifluoracetamiden.

NPht

OAc BzIO—
o O BuO 0o Q
0 d BzIO N3
BzI0 NPht
80 NR'R2=NHTFAc
82 NR'R2 = NPht
AcO—
AcO 0
AcO O
NR'R2 Reaktion a: 80, G, NIS, TfOH, CH,Cly, -40 °C— 0 °C
AcO 0 Reaktion b: 82, G, NIS, TfOH, CH,Cl,, -40 °C~ RT

NPht

OAc BzIO
0o O BuO 0 Q
0 4 Bz0 Na
BzI0 NPht

Reaktion a: 83 NR'R2 = NHTFAc (77 %)
Reaktion b: 84 NR'R? = NPht (24 %)

NHTFAc

Abbildung 53. Nachtrdgliche Einfiihrung von bisecting-GlcNAc
in tetraantenndre N-Glycane

3.5 Sequentielle Einfithrung von a-1,6-Arm und bisecting-GlcNAc

in regio- und stereoselektiven Eintopfreaktionen

Mit den modularen verfiigbaren trifluoracetamidgeschiitzten Bausteinen konnte eine generelle
Synthese fiir verschieden verzweigte N-Glycane ermoglicht werden, die aufgrund der kleinen
Trifluoracetamidschutzgruppen nachtriglich mit einem bisecting-Rest in hohen Ausbeuten
versehen werden konnten. Dabei wurde die erhohte Reaktivitit der primédren Hydroxylgruppe

zur regioselektiven Einfiihrung des a-1,6-Arms genutzt und anschlieend die verbleibende
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sekundidre OH-Gruppe mit dem bisecting-Donor G umgesetzt. Zur Abkiirzung der Synthese
sollte versucht werden, die beiden Reaktionen in einer Eintopfreaktion zusammenzufassen
Eine dhnliche Vorgehensweise wurde bereits bei Kohlenhydraten gezeigt.[gsc’m”

Es sollte folglich zunichst der o-1,6-Arm in einer regio- und stereoselektiven Glyco-
sylierungsreaktion an die primédre Hydroxylgruppe gebunden werden. Nach vollstiandiger Re-
aktion sollte durch Zugabe einer Losung des Donors G ein bisecting-GIcNAc-Rest an die ver-

bliebene Hydroxylgruppe gekniipft werden. Diese Strategie wurde zunichst mit biantenniren

N-Glycanen versucht (s. Abbildung 54).

AcO AcO—\ O
AcO QL Aco=AR AR
AcO cO
NR'R2 HO OAc NPAt B0
o o -Q Bz o) Q
o) d B0 Na
BzIO~_,

NPht

18 NR'R? = NPht
39 NR'R2 = NHTFAc

AcO ACO—\_O Reaktiona: 1.18, 28, NIS, TfOH, CH,Cly, -40 °C— -10 °C

AcO Q ACO— <_|-Q 2. G, NIS, CH.Cly, -30 °C— RT
AcO cO Reaktion b: 1. 39, 28, NIS, TfOH, CHxCl,, -50 °C - (-40 °C)

NHTFAC 2. G, NIS, CHClp, -40 °C—~ 10 °C

o
AcO AcO—\ O
AcO cO
OAc NPRt gajo—
0o o) -Q  BzO

NR'R?2
, 0 0
o} d Bz0 N3
heo Q B2I0 NPht
AcO
AcO Reaktion a:  keine Produktbildung
NHTFAC Reaktion b: 45 NR'R? = NHTFAC (46 %)

Abbildung 54. Synthese von biantenndren N-Glycanen des bisecting-Typs
durch Eintopfreaktion

Um eine Uberreaktion zu vermeiden, wurde zunichst unter verdiinnten Bedingungen glyco-
syliert (1.5 eq 28, 4.6 mM 39). Durch die anschlieBende Zugabe einer Losung von zehn Aqui-
valenten Donor G wurde die Konzentration des Heptasaccharidakzeptors auf 3.2 mM
reduziert. Trotz dieser ungiinstigen Bedingungen fiir die bisecting-Reaktion wurde das Okta-
saccharid 45 mit 31 % Ausbeute erhalten. Die LC-MS-Analytik des Reaktionsrohproduktes
zeigte die Entstehung eines Hexasaccharidnebenprodukts, das aus dem Donor G und dem
Akzeptor 39 entstanden war. Dies zeigte, dass die erste Glycosylierung bei der Zugabe des
Donors G noch nicht abgeschlossen war. Durch die Verwendung von 2.5 Aquivalenten
Thioglycosid 28 bei gleicher Akzeptorkonzentration konnte die Reaktion an der priméren
OH-Gruppe zur Vollstindigkeit gebracht werden. Allerdings reagierten nur ca. 40 % des

intermedidren Heptasaccharids 40 weiter zur bisected-Verbindung 45 (Verhiltnis aus
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LC-MS-Analytik bestimmt). In einem weiteren Optimierungsschritt wurde die Startkonzen-
tration erhoht (13.4 mM 39) und der Donoriiberschuss angepasst (2 eq 28). Dadurch wurde
eine Ausbeutesteigerung auf 46 % erreicht. Allerdings konnte im Eintopfverfahren durch die
verdiinnten Bedingungen fiir die bisecting-Reaktion (10.7 mM 40) nicht die Ausbeute der
zweistufigen Reaktionssequenz (58 % iiber zwei isolierte Stufen) erreicht werden. Nach der
Eintopfreaktion konnte Verbindung 45 trotz der Nebenreaktionen nach Flashchromatographie
rein isoliert werden.

Unter analogen Reaktionsbedingungen konnte fiir die phthalimidogeschiitzte Verbindung 18,
wie bereits bei der herkommlichen Synthese, keine Produktbildung beobachtet werden (s.
Abbildung 54, Reaktion a).

Fiir die Eintopfsynthese des 2,4-substituierten triantenndren N-Glycans des bisecting-Typs
wurde im ersten Reaktionsschritt das Hexasaccharid 74 mit dem linearen Thioglycosid 28
umgesetzt (s. Abbildung 55). Es wurden zwei Aquivalente Donor 28 bei einer Akzeptorkon-
zentration von 22.1 mM eingesetzt. Nachdem sich durch Diinnschichtchromatographie kein
Akzeptor 74 mehr nachweisen lieB, wurden eine Losung von zehn Agquivalenten bi-
secting-Donor G zugegeben, was zu einer Konzentration des Oktasaccharidakzeptors 75 von
11.6 mM fiihrte. In diesem Reaktionsschritt konnte der Akzeptor nicht komplett umgesetzt
werden. Die vollstindige Bildung des Nonasaccharids 78 wurde auch durch die Zugabe von
weiteren sechs Aquivalenten bisecting-Donor G nicht erreicht, obwohl die Konzentration bei
der Einfithrung des bisecting-GlcNAcs vergleichsweise hoch war. Nach Flashchromato-
graphie konnten die beiden Hauptprodukte 75 und 78 isoliert werden. Die LC-MS-Analyse
des Reaktionsgemisches zeigte zusitzlich Spuren des Uberreaktionsproduktes 76 und eines

Heptasaccharids aus 74 und G.

AcO AcO— N\
AcO Q ACO/ Q//O 8 NIS, TfOH, CH.Cly, -50 °C - (-40 °C)

AcO cO G, NIS, CHxCly, -40 °C— 10 °C

NHTFAc

NPht

OAc BZIO

-0 B2I0 Q
BzIO N3
BzIO
NHTFAc NPht
75 R=H (48 %)
78 R= AcO
AcO
AcO H;

NHTFAC (26 %)

Abbildung 55. Synthese des 2,4-triantenndren N-Glycans des bisecting-Typs
durch Eintopfreaktion
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Da die Ausbeute der nachtriglichen Einfiihrung des bisecting-Rests von der Konzentration
des Akzeptor-N-Glycans abhingig ist, wurde die Eintopfreaktionssequenz auch bei einem
tetraantenndren N-Glycan untersucht, da hier hohere Startkonzentrationen mdglich sein

sollten (s. Abbildung 56).

El

1. 55, NIS, TfOH, CHCly, -40 °C— -25 °C
2. G, NIS, CHxCly, -30 °C—~ 0 °C
(1.-2.:63 %)

NPht

OAc BzIO
0 O BuO 0 Q
o} d B0 Ng
BzIO
NHTFAc 83 NPht

AcO

AcO
AcO

Q

NHTFAc

Abbildung 56. Synthese von 83 durch Eintopfreaktion

Hierzu wurde das Diol 74 (27.2 mM) mit zwei Aquivalenten Thioglycosid 55 umgesetzt.
Durch die Zugabe der Losung von Donor G wurde die Akzeptorkonzentration auf 12.4 mMm
reduziert. Unter diesen Bedingungen konnte das Decasaccharid 83 nach Flashchromato-
graphie in 63 %iger Ausbeute gewonnen werden. Die hohere Startkonzentration wirkte sich
positiv auf die bisecting-Reaktion aus, so dass mit der regio- und stereoselektiven Eintopf-
strategie die Ausbeute im Vergleich zur zweistufigen Reaktionsfolge verbessert werden
konnte (55 % iiber zwei isolierte Stufen).

Zur Uberpriifung, ob sich diese Strategie auch auf pentaantennire N-Glycane iibertragen lisst,
wurde die Eintopfreaktion mit dem Akzeptor 74 und dem Thioglycosid 17 versucht (s.
Abbildung 57). Die pentaantennire Verbindung 85 wurde unter gleichen Reaktionsbe-
dingungen (27.2 mM 74, 2 eq 17) mit 29 %iger Ausbeute erhalten. Auf diesem Weg konnte
somit erstmals der bisecting-Rest nachréglich in das hochstverzweigte komplexe N-Glycan
eingefiihrt werden, was die Synthese aller N-Glycane des komplexen Typs mit oder ohne bi-

secting-GlcNAc ermoglicht.
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AcO

AcO
AcO

Abbildung 57.

Q

1.17, NIS, TfOH, CH,Clp, -40 °C—~ -10 °C
2. G, NIS, CHxCl,,-40 °C—~ 0 °C

(1.-2.:29 %)
Q A (0}
cO /10
NHTFAc OAc NPht B10
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Synthese von 85 durch Eintopfreaktion
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3.6 Vergleich der unterschiedlichen Synthesestrategien

fiir bisected N-Glycane

Durch die Verwendung der kleineren Trifluoracetamidschutzgruppen in den Donoren fiir An-
tennen des komplexen Typs konnten die entsprechenden N-Glycane mit bisecting-Modifika-
tion hergestellt werden. Fiir biantenndre N-Glycane mit Trifluoracetamidschutzgruppen
wurden bei der nachtriglichen Einfithrung des bisecting-Rests hohe Ausbeuten erreicht (s.
Tabelle 2). Bei der analogen Synthese im Eintopfverfahren wurde eine geringere Ausbeute als
bei der mehrstufigen Reaktionssequenz erhalten, allerdings konnte die Anzahl der Reaktions-

stufen verringert werden.

Tabelle 2. Vergleich der Ausbeuten und Gesamtausbeuten bei verschiedenen
Synthesen von biantenndiiren N-Glycanen des bisecting-Typs'*"%!

7]
Q " © ¢ 2 s S 5§ 3 2
o B Q3 o o g @ o)
=) T o 5 0 o) o c e © £ 2
5c o T c'c c O S © O] € g
N € €5 £ 20 S r NB € @ >, T
5 Q9 2 e < Fole) > 5& 29 b B 5 o =
9 < 2 3 @ = N c = Q= @ o © 2= °) @
5 £33 = 8 <©8% S% £ - ®® E 3
Z o w o 3 < O O ® = o w o 3 K7 (I} Q)
Pht spat” | 84% 84% - - - 73% 56 % - 29 %
Pht spat™” | 84% 84 % - - - 73% 75% - 39 %
Pht frin®™ | 84% 84% 98% 71% 74% 76% - - 28 %
TFAc spat® | 87% 74% - - - 76% 76 % - 37 %
TFAc  Ein- 87% 74% - - - - - 46% 30 %
topf
[a] mit Donor 7 [b] mit Donor G

Auch fiir die Synthese der hoher verzweigten N-Glycane des bisecting-Typs konnten trifluor-
acetamidgeschiitzten Bausteine mit Erfolg angewandt werden. Die Gesamtausbeuten konnten
im Vergleich zur Synthesestrategie mit Phthalimidoschutzgruppen und der frithen Einfithrung
des bisecting-Rests deutlich verbessert werden (s. Tabelle 3). Dabei konnte der zusitzliche
Aufwand durch den temporiren Chloracetatschutz der primdren Hydroxylgruppe der B-Man-
nose umgangen werden, was die Synthese um zwei Reaktionsschritte verkiirzt. Eine weitere
Reduzierung des Syntheseaufwands konnte durch die Eintopfsynthesestrategie am Beispiel
des tetraantenniren Decasaccharids 83 gezeigt werden. Diese Strategie konnte auch auf das

triantennédre N-Glyan 78 angewendet werden.
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Tabelle 3. Vergleich der Ausbeuten und Gesamtausbeuten bei verschiedenen
Synthesen von hiher verzweigten N-Glycanen des bisecting-Typs'*#54%!

(%]
2 g 2 5 & 5 ¢ 2
Q O n =2 c £ o x ) o
So ©TO > @ o s £ 2 s £ 2
5 < o c'c c o) S5 ®© o € 8
Qe £ £ 30 > c N3 S O > T
52 2 <& @83 S & 29 < BH L I
£ S <= 3 ==, P o= 2 £ ) e o S
o < B9 @0 2N o> 0= s © L= o °
P €8 w 8% 8 5% E= - ©®Y E &
Zo© Wao 3 <o O® &Eouo WO 3 IR Ll O]
Pht frih 84% 84% 98% 71% 74% 34% - - 12 %
Pht spat 84% 84% - - - 91 % 86 % - 55 %
26 TEAc spat | 87% T74% - - - 8% 77% -  43%
antennar
> Pht frih 96 % 81% 85% 34% 87% 20% - - 4%
Pht spat 96 % 81% - - - 78% 50 % - 30 %
2,4-tri-
antennar TFAC spat | 97% 76% - - - T72% 76% -  40%
TFAc Ein- 97 % 76 % - - - - - 26% 19%
topf
Pht frih 96 % 81% 85% 34% 8% 12% - - 2 %
Pht spat 96 % 81% - - - 82% 24% - 15 %
tetra- TFAc spat 97 % 76 % - - - 1% 77 % - 40 %
antennéar .
TFAc Ein- 97 % 76 % - - - - - 63 % 46 %
topf

Bei phthalimidogeschiitzten N-Glycanen wurde durch die Erhchung des Uberschusses des bi-
secting-Donors G von drei auf zehn Aquivalente die nachtrigliche Einfithrung eines bi-
secting-Rests ermoglicht. Die Reaktionsausbeuten lagen aber mit Ausnahme des 2,6-ver-
zweigten triantenndren N-Glycans unter denen, die mit den trifluoracetamidgeschiitzten Ver-
bindungen erzielt werden konnten. Die Reinigung der bisected phthalimidogeschiitzten Ver-
bindungen durch Flashchromatographie war teilweise nicht moglich, weshalb RP-HPLC ein-
gesetzt wurde.

Erstmals wurden durch die spite Einfithrung des bisecting-Rests am Ende der Synthese alle
N-Glycane des komplexen Typs mit und ohne bisecting-Rest durch eine verkiirzte Synthese-
route in guten Ausbeuten zugédnglich. Auch fiir phthalimidogeschiitzte Verbindungen mit drei
bis vier Antennen konnte die nachtrigliche Einfithrung eines bisecting-GlcNAc-Rests in

guten Ausbeuten etabliert werden.
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3.7 Synthese von N-Glycanen des Hybridtyps

Die GIcNAc-Transferase III iibertrigt bei der Biosynthese von N-Glycanen ein bi-
secting-GIcNAc auf die 4-Hydoxylgruppe der B-Mannose. Nach der Einfiihrung des bi-
secting-Rests kann das Oligosaccharid nicht mehr von Mannosidase II umgesetzt werden, was
dadurch zur Bildung von N-Glycanen des Hybridtyps fiihrt. Da diese N-Glycanklasse sehr oft
eine bisecting-GIcNAc-Substitution trigt, sollte auch hier eine nachtrdgliche Einfiihrung mit
dem bisecting-Donor G untersucht werden. Hierfiir wurde zuerst ein N-Glycan des Hybrid-
typs aus dem Diol 39 und dem Pentamannosyltrichloracetimidat 86""! unter Bortrifluorid-Di-

ethyletherat-Katalyse synthetisert (s. Abbildung 58).1>¢70]

AcO

AcO
AcO AcO
AcO

~0
O OBz AcO~._/ OAc 86
BzO -Q
o BFgOEty, CHoCly, 40 °C
0,

Ao S (67 %)

C

~0
AcO [0}
2
C!
~0
AcO OAc

AcO AcO—\ 0,
AcO QAo

AcO cO

NPht
NHTFAC one BzI0 o
(0] HO - BzIO (0]
o} d B0 Ng
BzIO—__

NPht

Q
AcO OAOC 0
AcO -
AcO AcO 0 CCly
AcO ~G \H/
o) o)
-0

87

Abbildung 58. Synthese des Hybridtyp-Decasaccharids 87

Das Decasaccharid 87 wurde in 67 % Ausbeute erhalten und im néchsten Schritt mit zehn
Aquivalenten Donor G bei einer Akzeptorkonzentration von 35 mM umgesetzt (s. Abbildung
59). Das Undecasaccharid 88 wurde in 31 %iger Rohausbeute erhalten. Die Reinigung dieser
Verbindung mittels Flashchromatographie gestaltete sich als sehr schwierig, weshalb fiir eine
endgiiltige Reinigung zusitzlich eine HPLC-Reinigung notwendig ist. Auf diese wurde im

Rahmen dieser Arbeit verzichtet.
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Abbildung 59. Einfiihrung des bisecting-Rests

Anschliefend wurde versucht, diese Synthese im regio- und stereoselektiven Eintopfverfahren

durchzufiihren (s. Abbildung 60).

AcO OAc
AcO -Q 39
AcO
AcO 0 1. 86, BF3:OEt,, CH,Cl,, -45 °C
AcO -Q 2. G, NIS, TfOH, CH,Cly, -40 °C— -10 °C
AcO (1.-2.:49 %)
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Abbildung 60. Synthese von 88 durch Eintopfreaktion

Fiir diese Reaktion betrug die Startkonzentration des Akzeptors 39 32.2 mM. Nach Zugabe
von zehn Aquivalenten Donor G konnte Verbindung 88 in 49 % Rohausbeute isoliert werden.

Auch nach der Eintopfreaktion konnte die Zielverbindung nicht vollstindig rein erhalten

werden.
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3.8 Untersuchungen zur Regioselektivitit an einer ungeschiitzten

B-Mannose des Core-Trisaccharids

Da der phthalimidogeschiitzte Donor C bei der Einfithrung des o-1,3- und des o-1,6-Arms in

der sequentiellen Synthese eine sehr gute Regioselektivitiit zeigte,[84]

sollte die Mdglichkeit
tiberpriift werden, auch an dem entschiitzten -Mannosid N-Glycane aufzubauen. Der Ak-
zeptor 89 mit vier Hydroxylgruppen wurde durch Debenzylidenierung aus dem Core-Tri-

saccharid A gewonnen (s. Abbildung 61)."!

NPht

pTosOHH0, HO OH BzZIO
A H3CCN, RT HO -0 BzIO o Q
| (26 %) HO O d BzIO N3
BzIO

NPht
89

Abbildung 61. Entfernung des Benzylidenacetals

An Verbindung 89 sollte zunéchst der o-1,6-Arm mit der priméren und somit reaktivsten Hy-

droxylgruppe verkniipft werden (s. Abbildung 62).

1 BF3'OEt,, CH,Clp, -60 °C
2 C, CHCly, -60 °C

AcO AcO/\ 0
AcO A= |-
Aco NPh
NPht t leo o
BzIO
\A/ BzIO N3

BzI0 NPht

91n 2

Abbildung 62. Glycosylierung des Core-Trisaccharids 89

Um die primidre OH-Gruppe selektiv umzusetzen, wurde die Reaktion unter stark verdiinnten
Bedingungen (0.8 mM 89) bei -60 °C durchgefiihrt und zunichst nur 1.3 Aquivalente des
phthalimidogeschiitzten Donors C eingesetzt.®>*"™%! Nach vollstindiger Umsetzung des
Edukts 89 (laut Diinnschichtchromatographie) wurde eine Losung von weiteren 1.3 Aquiva-
lenten Donor C zugegeben. Der Donor sollte mit Préferenz fiir die OH-Gruppe an Position 3
der Mannose reagieren, da die Position 4 vom a-1,6-Arm abgeschirmt sein sollte. Auflerdem
ist die dquatoriale Hydroxylgruppe reaktiver als die axiale an Position 2 der Mannose. Beide

Reaktionsschritte wurden durch LC-MS analysiert (s. Abbildung 63).
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Abbildung 63. LC-MS-Analyse der Glycosylierung von 89 mit Donor C (Reaktions-
schritt 1) und nach weiterer Zugabe des Donors C (Reaktionsschritt 2)

Nach der ersten Zugabe des Trichloracetimidats C wurden bereits drei regioisomere Ver-
bindungen 90 erhalten. Auch das doppelte Glycosylierungsprodukt 91 war bereits nachweis-
bar. Zusitzlich waren noch ca. 40 % an Trisaccharid 89 vorhanden. Nach der Zugabe von
weiteren 1.3 Aquivalenten Donor C und weiteren 75 min Reaktionszeit wurde eines der drei
Pentasaccharide 90 fast vollstdndig umgesetzt. Beim Abbruch der Reaktion war weiterhin Ak-
zeptor 89 im Reaktionsgemisch vorhanden.

Dieses Experiment bestitigte die Notwendigkeit der Benzylidenschutzgruppe zur regioselek-
tiven Einfiihrung der beiden Antennen. Auf Grund der geringen Regioselektivitit bei der Um-
setzung von 89 wurde auf weitere Versuche mit anderen Donorbausteinen, Konzentrationen
oder Temperaturen verzichtet. Zudem bestand mit dieser Synthesestrategie nur die Gelegen-

heit zur Herstellung von N-Glycanen ohne bisecting-Rest, da die gezielte Blockierung der

axialen OH-Gruppe der B-Mannose auf diesem Weg nicht moglich ist.
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4. Entschiitzung und Funktionalisierung der synthetischen

N-Glycane

4.1 Vollstindige Entschiitzung

Die synthetischen N-Glycane des komplexen Typs mit bisecting-GlcNAc sollten vollstindig
entschiitzt und anschlieend mit einem Spacer am reduzierenden Ende versehen werden. Zur
Entfernung der basenlabilen Schutzgruppen wurden zuerst Phthalimide, Trifluoracetamide
und Acetate von Verbindung 45 durch Ethylendiamin abgespalten (s.Abbildung 64).""* An-
schlieBend wurde das N-Glycan mit Pyridin und Essigsidureanhydrid komplett acetyliert und
die Ester selektiv durch Methylamin entfernt.”®”®! Bei erhohter Temperatur wurden beim
letzten Reaktionsschritt auch Amide gespalten. Dies konnte durch das Einengen der Reakti-
onslosung bei Zimmertemperatur verhindert werden. Das Produkt 92 wurde durch Fest-
phasenextraktion gereinigt, wobei die vier Benzylether zur Adsorption auf dem C18-Material

genutzt wurden.

1. Ethylendiamin, nBuOH, 80 °C
2. Aco,O/Pyridin (1:2), RT
3 MeNH2 (40 % in Wasser) RT

-3.:83%)
HO o HO—\ O
HO HO= |
HO
NHAC
HO
HO Q
HO
NHAC NHAe BZ'O
zIO
BzIO N3
BzIO

NHAc

NHAC

Abbildung 64. Entfernung der basenlabilen Schutzgruppen

Im Anschluss wurde das Azid am reduzierenden Ende mit Propandithiol zum Amin reduziert
(s. Abbildung 65)."% Da Propandithiol mit der offenkettigen Form von Verbindung 93 sehr
leicht zum Dithian reagiert, musste das Thiol vor der folgenden Hydrolyse entfernt
werden.!"”*! Dies war durch alleiniges Trocknen im Hochvakuum nicht méglich. Daher wurde
das Glycosylamin durch eine weitere Festphasenextraktion gereinigt, mehrmals in Wasser

aufgenommen und gefriergetrocknet. Im Anschluss konnte das Halbacetal 93 durch saure
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Hydrolyse in wissriger Essigsdure freigesetzt und durch Gelfiltration iiber LH 20-Material ge-

reinigt werden.!'%*

=]

1. Propandithiol, DIPEA, MeOH, RT
2. AcOH, H20O, RT

(1.-2.:85 %)
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HO BzIO—_ ©
Ho o) NHAG
HO 93
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Abbildung 65. Umwandlung des Azids zum Halbacetal 93

Zur vollstindigen Entschiitzung wurde das Halbacetal 93 iiber Palladium(II)-oxid-Hydrat
hydriert und die Verbindung 94 nach Gelfiltration in 69 % Ausbeute erhalten (s. Abbildung
66)."”! Die Gelfiltration wurde in Wasser iiber Bio-Gel P-4 durchgefiihrt, damit im Endpro-

dukt keine Puffer-Riickstinde verbleiben konnten.

=
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Abbildung 66. Hydrogenolytische Abspaltung der Benzylschutzgruppen

Mit dem Nonasaccharid 71 wurde analog verfahren (s. Abbildung 67). Verbindung 97 wurde
in guter Ausbeute (54 % iiber 6 Stufen) und Reinheit erhalten.
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1. Ethylendiamin, nBuOH, 80 °C
2. AcoO/Pyridin (1:2), RT
3. MeNH; (40 % in Wasser), RT

HO— o (1. - 3.: Verbindung 95: 84 %)
HO
HO o 4. Propandithiol, DIPEA, MeOH, RT
NHAc \ 5. AcOH, H,O, RT
HO 1] (4. - 5.: Halbacetal 96: 90 %)
HO O Ho=R
HO [0)

6. Hp, PAO'H,0, AcOH, MeOH, RT
(Verbindung 97: 72 %)

HO
HO
HO
NHAC |\
HO 0 Q
d  ho wOH

NHAc

NHAc

Abbildung 67. Entschiitzung des triantenndren N-Glycans 71 mit bisecting-GIlcNAc

Samtliche Schutzgruppen des 2,4-verzweigten triantennidren N-Glycans 78 wurden nach der
gleichen Vorgehensweise entfernt, was zum entschiitzten Nonasaccharid 100 in 48 % Aus-

beute iiber sechs Stufen fiihrte (s. Abbildung 68).

78 |
1. Ethylendiamin, nBuOH, 80 °C
2. AcoO/Pyridin (1:2), RT
3. MeNH, (40 % in Wasser), RT
(1. - 3.: Verbindung 98: 85 %)

4. Propandithiol, DIPEA, MeOH, RT
5. AcOH, H,O, RT

W 0 (4. - 5.: Halbacetal 99: 73 %)
6. Hp, PAOH,0, AcOH, MeOH, RT

0 (Verbindung 100: 77 %)
y
_0 J
oH NHAC 1o
o o O Ho Q
o) HO ~OH
HO NHAc
100
0
NHAc

Abbildung 68. Vollstindige Entschiitzung des triantenndren N-Glycans 78

Durch die gleiche Reaktionssequenz wurde das vollstindig entschiitzte tetraantennire N-Gly-

can des bisecting-Typs 103 erhalten (s. Abbildung 69).
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1. Ethylendiamin, nBuOH, 80 °C
2. AcoO/Pyridin (1:2), RT

3. MeNH; (40 % in Wasser), RT
(1. - 3.: Verbindung 101: 91 %)

HO—=RK—~— -Q 4. Propandithiol, DIPEA, MeOH, RT
o 5. AcOH, H,O, RT
(4. - 5.: Halbacetal 102: 92 %)

o)
6. Hp, PdO-H,0, AcOH, MeOH, RT
Q (Verbindung 103: 65 %)
/
OH NHAC ho
0o 0 Q. Ho 0 Q

o d HO ~OH

HO NHAC

103
Q
NHAc

Abbildung 69. Vollstindige Entschiitzung des tetraantenndren N-Glycans 83

Die Strukturen der deblockierten Verbindungen wurden mittels Massenspektrometrie und

zweidimensionaler NMR-Spektroskopie bestitigt. Als Referenzen dienten zusitzlich

NMR-Daten von N-Glycanen, die aus natiirlichen Quellen isoliert wurden.!'%"!

JU _

T T T T T T T T T T T T T T

8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 20
3 [ppm]

Abbildung 70. 360 MHz IH—NMR—Spektrum von Verbindung 103 bei 27 °C in D0

Die vier N-Glycane des bisecting-Typs wurden nach der Entschiitzung in Mengen zwischen
10 und 20 mg erhalten und konnten in hoher Reinheit isoliert werden. Als Reinheitskriterium

diente NMR, da RP-HPLC auf Grund der Hydrophilie der Molekiile nicht moglich war.
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Abbildung 70 zeigt das '"H-NMR-Spektrum der gereinigten tetraantenniren Verbindung 103,

die als Anomerengemisch vorlag.

4.2 Derivatisierung der N-Glycane fiir die Ankniipfung an Glycochips

Die entschiitzten N-Glycane sollten fiir die Untersuchung von Wechselwirkungen mit Seren,
Antikorpern oder Lectinen auf Glycochips immobilisiert werden, da fiir diese Untersuchungen
nur geringe Substanzmengen an Zucker erforderlich sind und viele Wechselwirkungen in
kurzer Zeit getestet werden konnen. Hierfiir sollten die N-Glycane zuerst mit dem bi-
funktionalen Spacer 104 versehen werden.”® Durch dessen Aminofunktion kénnen die ver-
schiedenen Oligosaccharide auf N-Hydroxysuccinimid-aktivierten Glasoberflaichen gebunden
werden.™ Fiir die Derivatisierung wurden die reduzierenden N-Glycane mit dem Spacer 104
in Acetatpuffer bei einem pH von 4.5 — 5.0 bei 37 °C inkubiert. Der iiberschiissige Spacer und
die Salze wurden durch Festphasenextraktion auf aktiviertem Kohlenstoff entfernt."®' Die
derivatisierten N-Glycane wurden in diesem Reinheitsgrad fiir die enzymatischen Glyco-
sylierungen eingesetzt und fiir die Immobilisierung auf Glasoberflichen zusitzlich durch Gel-
filtration gereinigt.

Auf diese Weise wurde das derivatisierte biantenndre Oktasaccharid-N-Glycan 105 in 91 %

Ausbeute erhalten (s. Abbildung 71).

H
+ /N\O/\/NHZ-ZTFA
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pH4.5-5.0,37 °C

NaOAc/AcOH, H,0,
(91 %)
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HO O/A*;%
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2
\O/\/

NHAc
HO
NHAc

Abbildung 71. Derivatisierung des N-Glycans 94 mit dem bifunktionalen Spacer 104
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Die Bildung von Verbindung 105 wurde durch Massenspektrometrie bestitigt. Bei der Unter-
suchung der Verbindung durch NMR-Spektroskopie stellte sich heraus, dass es sich um ein
Gemisch mit ca. 15 % Halbacetal 94 handelte. Dieses war durch Grofenausschlusschromato-
graphie allerdings nicht trennbar. Da sich die unvollstindige Umsetzung im Weiteren nicht
negativ auswirkte und beim Aufdrucken des Gemisches auf das NHS-aktivierte Glas das
Halbacetal nicht binden sollte, wurde mit dem Gemisch weitergearbeitet. Mit Verbindung 105
konnte erstmals ein N-Glycan des bisecting-Typs mit terminalen N-Acetylglucosaminylein-
heiten fiir Glycochips bereitgestellt werden.

Die NMR-Untersuchungen zeigten, dass ausschlieBlich das -verkniipfte N-Glycan 105 ent-
stand. Fiir das anomere Proton am reduzierenden Ende konnte ein Dublett mit einer Kopp-
lungskonstante von J; » = 9.0 Hz gefunden werden.

Analog wurde auch die 2,6-verzweigte triantennédre Verbindung 97 mit dem Spacer 104 um-
gesetzt (s. Abbildung 72). Hier wurden mittels NMR ca. 12 % Halbacetal 97 im Produktge-

misch bestimmt. Es konnte ebenfalls nur das B-Glycosid 106 nachgewiesen werden.

A Rl

NaOAc/AcOH, H,0,
HO o pH 4.5 - 5.0, 37 °C
o (83 %)
Ho 0
NHAC
HO 0
HO QA Ho=R=HC
Ho 0
NHA
¢ o
HoO o HO—\ O
HO HO—AR
HO HO
" on NHAG |1
o o) - HO
o d HO N e
HO HO NHA
C
HO ° 106
Ho

NHAc

Abbildung 72. Derivatisierung des triantenndren N-Glycans 97 mit dem bifunktionalen
Spacer 104

Auch das 2,4-verzweigte triantennédre Halbacetal 100 konnte in guter Ausbeute (92 %) deriva-
tisiert werden (s. Abbildung 73). Nach der Isolierung verblieben noch ca. 17 % Halbace-
tal 100 im Produktgemisch. Die Bildung des [-Glycosids 107 wurde durch NMR-Spektro-
skopie belegt (J1, =9.7 Hz).
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‘ 100 +

104

NaOAc/AcOH, H;0,

HO HO—\_-O pH4.5-5.0,37 °C
HO O HO=—C (92 %)
HO o

NHAc

o)
/10
oH NHAC 1o
0o 0 - HO 0 Q A "
O d HO \O/\/ 2
. NHA
C
107
o)
NHAC

Abbildung 73. Derivatisierung des N-Glycans 100 mit dem bifunktionalen Spacer 104

Unter analogen Reaktionsbedingungen wurde auch die tetraantennidre Verbindung 103 mit

dem bifunktionalen Spacer 104 umgesetzt (s. Abbildung 74). Der Anteil an Halbacetal 103 im
Produktgemisch wurde durch 'H-NMR mit ca. 20 % bestimmt.

HO o ‘103 + | 104
HO
HO o
NHAC
NaOAc/AcOH, H,0,
HO o %1®?-50,37°C
HO o] HO—= <\_|-O °
HO o
NHAC S
/10
OH NHAC 1o
0 o) -Q Ho 0 /
0 d HO N /\/NHz
HO NHA ©
C
108
o)
NHAC

Abbildung 74. Derivatisierung des tetraantenndren N-Glycans 103 mit dem
bifunktionalen Spacer 104
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S. Enzymatische Glycosylierungen

Durch den Einsatz der Glycosyltransferasen sollten die Antennen ohne aufwendige Schutz-
gruppenchemie regio- und stereoselektiv verldngert werden. Auf diese Weise sollten in kurzer
Zeit eine moglichst groBe Anzahl verschiedener N-Glycanverbindungen des bisecting-Typs
fiir die Herstellung von Glycochips synthetisiert werden.

Die Ankniipfung von Galactose und Sialinsdure an die terminalen N-Acetylglucosaminylein-
heiten geschah mit Hilfe von Glycosyltransferasen. Als Donoren fungierten die Zuckernucleo-

tide UDP-Gal 109 und CMP-NeuAc 110 (s. Abbildung 75).

NH,

OH
o)
HO~
o) X
o N
HO o o | NH I /g
HO o—nu— —lpl—o /K Nao_F‘)_o 0 ©
‘ ‘ N 0] OH _OoH 1) o)
ONa  ONa % o
AGHN- ° COMHGy  oH
OH  OH S
109 110

Abbildung 75. Zuckernucleotide fiir die enzymatischen Verlingerungen

Die enzymkatalysierten Reaktionen konnten im Core D (Glycan Array Synthesis) des
Consortium for Functional Glycomics (CFG) am Scripps Research Institute in La Jolla, USA
durchgefiihrt werden. Dort konnten nur die Proteine und Salze aus den Enzymreaktionen
durch Festphasenextraktion auf aktiviertem Kohlenstoff entfernt werden."™ Uberschiissige
Zuckernucleotide lieBen sich auf diese Weise nicht abtrennen. Deshalb mussten alle
Verbindungen fiir die Herstellung der Glycochips nochmals durch Gelfiltration gereinigt
werden. In La Jolla wurden die Gemische fiir Folgereaktionen verwendet, was die selektiven
Transferasen nicht beinflusste. Allerdings konnten auf Grund der unbekannten Menge an ein-

gesetztem Edukt keine Ausbeuten fiir die Enzymreaktionen bestimmt werden.

5.1 Enzymatische Galactosylierungen

Die B-1,4-Galactosylierung wurde mit einem k#uflich erhéltlichen Enzym durchgefiihrt, das

aus Rindercolostrum isoliert wird."'°®! Die Reaktion wurde in einem 75 mM Tris-Hydrochlo-
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rid-Puffer bei pH 7.5 und 37 °C durchgefiihrt. Der Puffer enthielt zusétzlich BSA, um das En-
zym zu stabilisieren und dessen Adsorption an der Reaktionsgefilwand zu verhindern. Die
Glycosyltransferase benotigt zweiwertige Metallkationen als Cofaktoren im aktiven Zentrum
zur Koordination des Donors 109 und zur Enzymaktivierung.“oﬂ Deshalb wurde
Mangan(II)-chlorid in den Puffer zugegeben. Da bei der Reaktion UDP entsteht, das die Gly-
cosyltransferase hemmt, wurde zusitzlich alkalische Phosphatase eingesetzt, um den Reakti-
onsumsatz zu erhohen.'® Das biantennire N-Glycan wurde mit sechs Aquivalenten Do-

nor 109 fiir zwei Tage unter den oben beschriebenen Bedingungen umgesetzt (s. Abbildung

76).

+

B-1,4-GalT, CIAP,
BSA, MnCly, Tris'HCI, H,0
pH 7.5, 37 °C

HO’ HO/\ (Ausbeute nicht bestimmt)

NHAc

HO/\
HOY Se
NHAC on NHAc
-

HO Q /
\O/\/NH2

HO NHAc

NHAC

Abbildung 76. B-1,4-Galactosylierung des biantennciren N-Glycans 105

Das Edukt 105 wurde zweifach galactosyliert, was durch Massenspektrometrie bestitigt
werden konnte. Trotz der Entdeckung von N-Glycanen, die am bisecting-GlcNAc galacto-

syliert sind,!"®

wurde diese Reaktion mit der verwendeten Galactosyltransferase nicht beob-
achtet."'”! Dies geht auf die sterische Abschirmung des bisecting-Rests zwischen den beiden
Antennen und die damit verbundene schlechte Zuginglichkeit dieses GIcNAcs fiir die
Galactosyltransferase zuriick.

Verbindung 111 wurde durch Aktivkohle-Festphasenextraktion von den Proteinen aus der Re-
aktionslosung getrennt und als Rohprodukt fiir die Sialylierungen verwendet. Das Deca-
saccharid 111 wurde fiir die Immobilisierung durch Gelfiltration gereinigt und durch NMR
charakterisiert.

Verbindung 106 wurde mit je drei Aquivalenten UDP-Gal 109 pro Antenne enzymatisch ga-

lactosyliert (s. Abbildung 77). Das triantennire Dodecasaccharid 112 wurde fiir die spitere

Immobilisierung auf N-Glycanchips mittels Gelfiltration gereinigt.
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.
Ho o o o B-1,4-GalT, CIAP,
o} BSA, MnCly, Tris'HCI, H,O
HO HO 0]
\ pH 7.5,37 °C

OH NHA . .
OH ¢ (Ausbeute nicht bestimmt)
HO-|™" HO— o}
Q o QO Ho=x=AC
HO HO [¢)
OH NHAc iy
OH
HO~ HO —\_0
Q5 oy Ho” o
HO HO. HO
NHA
OH NHAG OH ¢ Ho

o o) Q. Ho Q

o /
o 4 HO N\O o~ ANH
HO o HO NHAC
HO
HO 112

NHAc

Abbildung 77. B-1,4-Galactosylierung des triantenndiren N-Glycans 106

Die zweite triantennédre Verbindung 107 wurde unter analogen Reaktionsbedingungen enzy-
matisch verlangert (s. Abbildung 78). Verbindung 113 wurde als Rohprodukt fiir die Si-

alylierungen isoliert und fiir die Immobilisierung durch Gelfiltration weiter gereinigt.

o] - o]

B-1,4-GalT, CIAP,

BSA, MnCl,, Tris'HCI, H,O
pH 7.5,37 °C

(Ausbeute nicht bestimmt)

OH NHAC o
© Q C g Ho & ré NH
2
o 9] S~ TS
NHAC
o 113

NHAc

Abbildung 78. B-1,4-Galactosylierung des triantennciiren N-Glycans 107

Das tetraantennire N-Glycan 108 wurde mit zwolf Aquivalenten UDP-Gal 109 zum voll-
standig galactosylierten Tetradecasaccharid 114 umgesetzt, dessen Struktur nach der Reini-
gung durch NMR-Spektroskopie und Massenspektrometrie bewiesen wurde.

Mit den Verbindungen 111, 112, 113 und 114 stehen erstmals fiir die Immobilisierung auf
N-Glycanchips vier unterschiedlich verzweigte Typ II-N-Glycane mit bisecting-GlcNAc und

terminaler B-1,4-Galactose zur Verfiigung.
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+

B-1,4-GalT, CIAP,

NHAG BSA, MnCly, TrisHCI, H,0
pH 7.5,37 °C
HO% (Ausbeute nicht bestimmt)
HO/ T
NHAC
HO‘
/-0
oH NHAC |
© 2 2 go HO A NH
Ho (o} \O/\/ 2

NHAc

Abbildung 79. B-1,4-Galactosylierung des tetraantenniiren N-Glycans 108

Es wurde ebenfalls die Synthese von Typ I-N-Glycanen mit B-1,3-verkniipfter Galactose
untersucht. Hierfiir wurden sechs Aquivalente UDP-Gal 109, BSA, alkalische Phosphatase
und Mangan(II)-chlorid in 75 mM Tris-Hydrochlorid-Puffer verwendet. Die Umsetzung des
N-Glycans 105 mit B-1,3-Galactosyltransferase VI ergab eine unvollstindige Galacto-
sylierung. Durch die Verwendung einer anderen Enzymcharge und durch die Erhéhung der
Aquivalente an UDP-Gal 109 (12.1 eq) konnte die Reaktion zur Vollstindigkeit gebracht
werden (s. Abbildung 80).

+

B-1,3-GalT, CIAP,
BSA, MnCly, Tris'HCI, H,O

HO~ HO HO—\ -0 pH?7.5,37 °C _
o Q Ho 5 Q Ho@ (Ausbeute nicht bestimmt)

OH NHAG S
OH
HO-| HO HO—"\ O
2 ho O po=X0
HO o
NHAC
OH NHAC o HO
o o - HO o)
o d HO N~ NH
HO O
HO o NHAG
"%
115

NHAc

Abbildung 80. [-1,3-Galactosylierung des biantenndiren N-Glycans 105
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5.2 Enzymatische Sialylierungen

Fiir die enzymatischen Sialylierungen in La Jolla wurden Gemische aus den [B-1,4-galacto-
sylierten N-Glycanen des bisecting-Typs und restlichen UDP-Gal 109 eingesetzt, da UDP-Gal
durch die Festphasenextraktion auf aktiviertem Kohlenstoff nicht vollstindig abgetrennt

werden konnte.

5.21 Enzymatische o-2,3-Sialylierungen

Die o-2,3-Sialylierungen wurde mit einer rekombinanten Transferase durchgefiihrt.!''? Die
Reaktion wurde in einem 50 mM Natriumkakodylat-Puffer bei pH 6.4 und 37 °C
durchgefiihrt. Der Puffer enthielt zusitzlich BSA und alkalische Phosphatase.!'®™ Unter
diesen Bedingungen wurde das Decasaccharid 111 mit sechs Aquivalenten Donor 110 voll-
standig sialyliert (s. Abbildung 81). Die Struktur des Produkts 116 wurde mittels Massenspek-
trometrie und NMR-Spektroskopie bestitigt.

rST3Gal Ill, CIAP,

BSA, Natriumkakodylat, HoO
OH _OH COH OH pH 6.4,37 °C
2 . .
o] HO—\_O (Ausbeute nicht bestimmt)
O/ <_|-Q
AcHN
NHAC
OH _LOH OzH OH
o HO™ )
,,,,,,,, HO/ A/ -O,
ACHN OH NHAC
NHAc -0 Ho o o /
¢} d HO N\o o~ ANHe
HO HO NHAc
HO Q
HO 116

NHAc

Abbildung 81. o-2,3-Sialylierung des biantenndiren N-Glycans 111

Unter analogen Reaktionsbedingungen wurde Verbindung 112 vollstindig umgesetzt (s.
Abbildung 82). Auf Grund der hohen Enzymaktivitit konnte der Uberschuss an Donor 110
auf zwei Aquivalente pro Antenne reduziert werden. Nach Gelfiltration wurden 2.4 mg des

Pentadecamers 117 erhalten.
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2]
rST3Gal Ill, CIAP,
BSA, Natriumkakodylat, H,O

pH 6.4,37 °C
(Ausbeute nicht bestimmt)

oH  OH

OH JoH co
AcHN%\ % ﬁ/
OH OH 02H OH

HO-., Ho/'
AcHN-
OH JOH  CO,H OH
HO— O
% % EA
AcHN HO
OH NHAC

HO
NHAc oo -Q HO o Q /
o) 4 HO o o~ _ANH
HO\ HO NHAC
HO
HO 117

NHAc

Abbildung 82. o-2,3-Sialylierung des 2,6-triantenndiren N-Glycans 112

Die vollstindige Umsetzung des Dodecasaccharids 113 gelang mit zwei Aquivalenten des
Donors 110 pro Antenne (s. Abbildung 83). Die Struktur sialylierten Produkts 118 wurde

nach Reinigung durch Gelfiltration mittels NMR-Spektroskopie und Massenspektrometrie be-
statigt.

e
rST3Gal lll, CIAP,
BSA, Natriumkakodylat, HoO

pH 6.4,37 °C
(Ausbeute nicht bestimmt)

OH _LoH OgH OH
0~ HO™
HO-., o/ Q/'O
ACHN..

OH OH o

oH NHAC |\
OH OH 0 O Ho o o
OzH OH O—; o} d HO N~ NH:
o
HO-..,, HO NHAG
AcHN
118

NHAc

Abbildung 83. a-2,3-Sialylierung des 2,4-triantenndren N-Glycans 113

Unter analogen Bedingungen konnte das vollstindig sialylierte Oligosaccharid 119 hergestellt

werden (s. Abbildung 84).
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+

rST3Gal I, CIAP,
BSA, Natriumkakodylat, H,O
2H OH pH 6.4,37 °C

OH JOH co.
o (Ausbeute nicht bestimmt)
AcHN
OH OH H OH \
o~ o]
Q HO— <_|-Q
AcHN !
NHAC Y
OH OH GOH OH
HO’
AcHN
OH OH COH OH
HO HO"_ Q
ACHNL. 2 ol 9

HO OH

OH NHAc

-Q
w SN g

NHAc

NHAc

Abbildung 84. a-2,3-Sialylierung des tetraantenndren N-Glycans 114

5.2.2 Enzymatische o-2,6-Sialylierungen

Die o-2,6-Sialylierungen wurden mit einer humanen Transferase durchgefiihrt.!''*!'24¢! Dje
Reaktionen wurden in einem 100 mM Natriumkakodylat-Puffer bei pH 6.4 und 37 °C durch-
gefiihrt. Der Puffer enthielt zusétzlich BSA, 10 mM MnCl, und alkalische Phosphatase.“og]
Unter diesen Bedingungen wurde das biantennire N-Glycan 111 zwei Tage mit 6.2 Aquiva-
lenten Donor 110 inkubiert (s. Abbildung 85). Beide Antennen konnten durch diese Reaktion
an der 6-Hydroxylgruppe der Galactosen sialyliert werden. Nach anschliefender Reinigung

durch Festphasenextraktion und Gelfiltration wurden 0.9 mg der Verbindung 120 gewonnen.

Siil R

hST6Gal I, CIAP,
BSA, MnCl,, Natriumkakodylat, HoO
OH _LOH COgH OH pH 6.4,37 °C ‘
HO— ™\ o (Ausbeute nicht bestimmt)
HO-.,,, o HO/ |-
AcHN
HO NHAc
OH JOH  co,H OH
—\ O
HO-...,, o O/ o) C';O o) HOFB* <_|-0
AcHN HO HO [¢) oH NHAC |,
HO OH NHAG S o 0 1o o /
o] 4 HO N\O/\/NH2
HO HO NHAC
HO Q
HO 120

NHAc

Abbildung 85. a-2,6-Sialylierung des biantenndren N-Glycans 111
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Analog wurde das 2,6-verzweigte Dodecasaccharid 112 umgesetzt (s. Abbildung 86). Dabei
konnte der Uberschuss an Donor 110 auf 1.5 Aquivalente pro Antenne reduziert werden.

Nach der Reinigung wurden 1.9 mg der Verbindung 121 erhalten.

2]
hST6Gal I, CIAP,
BSA, MnCl,, Natriumkakodylat, H,O

pH 6.4,37 °C
(Ausbeute nicht bestimmt)

OH JOH  CO,H OH
HO
HO v, o o/ o o 0
AcHN Ho HO o
HO OH
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OH _OH CO,H OH \
HO o)
HO-,, o O/ Qo QO po=A"-0
AcHN HO HO [¢)
NHA
OH c o

HO
OH JOH  coH OH
HO —\_0
HO-w, o o/ o 4 SR OFB <_|-0
AcHN HO HO Ho NHAG
nd o HO
OH NHAC s o WO

HO o HO NHAG
HO
o 121

NHAc

Abbildung 86. a-2,6-Sialylierung des triantenndren N-Glycans 112

Die triantenndre Verbindung 113 ergab nach zwei Tagen Inkubationszeit das vollstindig
sialylierte Produkt 122 (1.7 mg), das mittels MALDI-TOF-MS nachgewiesen und nach Reini-
gung durch zweidimensionale NMR-Spektroskopie charakterisiert wurde (s. Abbildung 87).

a] - (0]

hST6Gal I, CIAP,

BSA, MnCl,, Natriumkakodylat, H,O
pH 6.4, 37 °C

(Ausbeute nicht bestimmt)

OH JOH  coH OH
HO HO™\ O
HO-.,, o o Qo Q Ho=AR=Q
AcHN HO HO o
HA

[¢] OH NHAc
H

H
OH_OH  coH OoH
. HO—
HO-... v Q Q HO—\ O
0 o o] —
AcHN@‘\ HO% F&/O NP
o} o

H NHAc

OH JOH  COH OH o 0 o o
HO o d o N~ NHe
HO-.,, 0 o Qo HO NHAG O
AcHN HO Ho

HO OH NHAc 122

NHAc

Abbildung 87. a-2,6-Sialylierung des triantenndren N-Glycans 113
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Weiterhin wurde das tetraantennidre N-Glycan 114 mit bisecting-GlcNAc enzymatisch
sialyliert (s. Abbildung 88). Nach Reinigung durch Gelfiltration wurden 1.7 mg des Octadeca-

mers 123 erhalten.

+

OH JOH  CO,H OH
AcHN%L O o hST6Gal I, CIAP,
BSA, MnCl,, Natriumkakodylat, HoO

pH 6.4, 37 °C

OH

OH COH OH \ (Ausbeute nicht bestimmt)
&/ W

AcHN

NHAc

OH OH COH OH

o
AcHN -9
on NHAC o .
OH OH COH OH o—0 . OWOHO / o~ _NH
o) 2
HO-...,, o o 0 HO NHAc
AcHN Ho 123

HO OH

NHAc

Abbildung 88. o-2,6-Sialylierung des tetraantenndren N-Glycans 114
Im Rahmen dieser Arbeit konnten aus den vier haufigsten N-Glycanen des bisecting-Typs

durch chemo-enzymatische Synthese 16 neue Verbindungen zur Immobilisierung auf Glycan-

arrays synthetisiert werden.
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6. Synthese von Glycosylaminosiduren

6.1 Synthese von Core-Trisaccharid-Asparaginkonjugaten

Fiir Bindungsexperimente mit einem Chitobiose-bindenden Protein sollte das Core-Tri-
saccharid von N-Glycanen an L-Asparaginsiure gekoppelt werden."'*! Im Rahmen einer
Kooperation war geplant, diese Glycosylaminosidure als Modellverbindung mit dem Lectin
Hevein fiir NMR-Untersuchungen zu verwenden. Dadurch sollten Informationen iiber die
rdaumliche Koordination des Kohlenhydrats durch das Protein erhalten werden.

Um das entschiitzte Core-Trisaccharid zu erhalten, wurden in einer Eintopfreaktion[74] die
Phthalimidoschutzgruppen des Core-Trisaccharids A entfernt, die Amino- und Hydroxyl-

[79]

gruppen vollstindig acetyliert”” und im Anschluss die O-Acetate mit Methylamin!” entfernt

(s. Abbildung 89).

1. Ethylendiamin, nBuOH,
80 °C

2. Ac,O/Pyridin (1:2),
RT

3. MeNH, (40 % in Wasser), Ph o OH NHAC 516
El _RT 000 . o -Q BzIO o 0
(1.-8.:75 %) HO ¢ d Ba2o N3
124

BzIO NHAG

Abbildung 89. Umschiitzung der Phthalimidogruppen von A

Verbindung 124 wurde nach Reduktion des Azids mit Propandithiol'® am anomeren Zen-
trum mit Z-Asp(OH)OBzl gekoppelt, die mit (Benzotriazol-1-yl-oxy)trispyrrolidono-phos-
phonium-hexafluorophosphat (PyBOP) aktiviert wurde.!'"” Dieses Asparaginsiurederivat
wurde verwendet, da sich sdmtliche Schutzgruppen am Zucker und an der Aminosdure durch
Hydrierung in einem Reaktionsschritt entfernen lassen sollten. Es stellte sich aber heraus, dass
bei dieser Hydrierung nach vier Tagen die Aminogruppe des Asparagins methyliert wurde.
Dies sollte auf eine reduktive Aminierung durch geringe Mengen an Formaldehyd, die aus
dem Losungsmittel Methanol stammen, zuriickzufiihren sein. Aus diesem Grund wurde auf
eine 7-Butyloxycarbonyl-Schutzgruppe fiir den N-Terminus zuriickgegriffen.

Da das Core-Trisaccharid an ein acetyliertes Asparaginsdureamid gebunden werden sollte,
wurde zunidchst aus dem kéuflich erhiltlichen Boc-Asparaginsdurebenzylester 125 das As-
paraginsidureamid 126 durch Umsetzung mit wéissriger Methylamin-Losung synthetisert (s.

Abbildung 90).""
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OH OH
0 MeNH> (40 % in Wasser), [0)
MeOH, RT
OBzl ——————— > NHMe
BocHN (84 %) BocHN
O (0]
125 126

Abbildung 90. Synthese des Asparaginsdureamids 126

Die Glycosylaminosdure wurde aus den Verbindungen 126 und dem aus 124 durch Re-

duktion!" gewonnenen Glycosylamin hergestellt (s. Abbildung 91). Zur Aktivierung diente

DEPBT,!"'® da sich mit dieser Methode eine Acylierung der beiden Hydroxylgruppen ver-
meiden lassen sollte. Dennoch kam es beim Einengen des Reaktionsgemisches zur Ver-

esterung der OH-Gruppen, was durch die anschlieBende Umsetzung mit Methylaminm] riick-

gingig gemacht wurde.

1. Propandithiol, NEts,
MeOH, RT
2.126, DEPBT, DIPEA,
CH,Clp, RT
3. MeNH> (40 % in Wasser), Ph/v NHAc zIO

MeOH, RT BZIO
(1.-3. p-Anomer 127: 28 % 820 NH
o-Anomer 128: 4 %) BzIO

NHAc

NHMe
BocHN

o}
Abbildung 91. Reduktion von 124 und Kupplung mit dem Asparaginsdurederivat 126

Das erhaltene Rohprodukt wurde durch Flashchromatographie und Gelpermeation (Sephadex
LH 20) gereinigt. Dabei konnte das entstandene Gemisch aus o~ und B-Anomer allerdings

nicht voneinander getrennt werden, was jedoch durch RP-HPLC (C8) gelang (s. Abbildung
92).

0.0 " s0 100 150 200
Zeit [min]

Abbildung 92. RP-HPLC-Reinigung und Trennung des Anomerengemisches nach der
Kopplung des Asparaginsdurederivats 126
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Eine Trennung des Anomerengemisches durch RP-HPLC (C18) nach der Entfernung der Ben-
zyl- und Benzylidenschutzgruppen war nicht méglich. Dies gelang auch nicht nach Acetyl-
ierung der freien Hydroxylgruppen.

Im Anschluss wurden die Hydroxylgruppen der isolierten Verbindung 127 durch Hy-

[45]

drierung ™ iiber Palladium freigesetzt. Im nichsten Schritt wurde die Boc-Schutzgruppe mit

Triﬂuoressigséiure[1 17l

abgespalten. Die Aminogruppe des Asparagins wurde mit Essigsdure-
anhydrid selektiv zum Acetamid umgewandelt’ und somit das gewiinschte Glycosyl-

aminosdurederivat 129 erhalten (s. Abbildung 93).

1. H2, Pdono, ACOH,

MeOH, RT
2. TFA, RT
3. Ac,0, Pyridin, MeOH, HO OH NHAc HO
127 | L» HO -Q HO (e} Q
(1.-3.:80 %) HO 0 d HO NH

HO NHAC

129

NHMe
AcHN

0]

Abbildung 93. Entfernung der Schutzgruppen und selektive N-Acetylierung

Verbindung 129 wurde von J. Jiménez Barbero et al. als Komplex mit dem Lectin Hevein

mittels NMR-Spektroskopie untersucht.!''®!

6.2 Synthese von Glycosylaminosiuren durch decarboxylative

Kondensation

Die Moglichkeit zur nachtriglichen Kupplung von definierten N-Glycanen an Asparaginsdure
im Protein wire fiir die Synthese von einheitlichen Glycoproteinen eine grofle Erleichterung.
So konnten in modifizierte Peptidsequenzen die gewiinschten Oligosaccharide eingebracht
werden. Eine derartig einfache Verkniipfung wire auch zur Synthese von glycosylierten As-
paraginbausteinen fiir die konvergente Festphasenpeptidsynthese hilfreich.

Ein Beispiel hierfiir ist die decarboxylative Kondensation von Hydroxylaminen und a-Keto-
sduren.""”! Um zu untersuchen, ob sich die N-Glycane des bisecting-Typs fiir diese Methode
eignen, wurde aus der biantennidren Verbindung 94 das Glycosylhydroxylamin 130 mit Hy-

droxylamin-Hydrochlorid in Wasser bei pH 6-7 hergestellt (s. Abbildung 94) 120121 Fijr diese
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Testreaktion wurden keine Ausbeuten bestimmt. Das Produkt 130 wurde nach Gelfiltration

durch Massenspektrometrie nachgewiesen.

m

HO HO—
HO QA HoeARAHC NHZOH HCI, NaoCO3 H;0, RT
HO O Ausbeute nicht bestimmt)
NHAc
BN HO/‘VO
HO [e]

NHAc
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\/i (Ausbeute nicht bestimmt)
HO 7\
HO e

HO Q HOA T
HO o

HO HO/\
HO 0} 0K~ /O
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NHAc
NHAG or HO™ N\
o
HO NH
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AcHN

HO 0
132
NHAc OtBu
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Abbildung 94. Herstellung des Glycosylhydroxylamins 130 und decarboxylative
Kondensation mit der o-Ketosdure 131

AnschlieBend konnte C. Pohner das Glycosylhydroxylamin 130 mit der o-Ketosdure 131 de-

carboxylativ kondensieren (s. Abbildung 94).!""*'?°! Die Produktbildung in diesem Testansatz

konnte mittels LC-MS bewiesen werden.
Mit dieser Methode besteht eine weitere Moglichkeit zur Herstellung von Glycosylamino-
sduren fiir die Peptidsynthese. In weiteren Testreaktionen muss die nachtrigliche Einfithrung

von N-Glycanen zur Herstellung von uniformen Glycoproteinen untersucht werden.
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7. Zusammenfassung

Viele Proteine in der Zellmembran oder im Blutserum sind in eukaryotischen Organismen
glycosyliert. Da die Kohlenhydratstrukturen verschiedene Aufgaben erfiillen, ist die Zuging-
lichkeit uniformer Glycoproteine fiir die Untersuchung von Struktur-Wirkungsbeziehungen
notig. Aufgrund der Mikroheterogenitit ist die Isolierung von N-Glycanen aus Glycoproteinen
erschwert. Daher stellt die chemische Synthese eine gute Alternative dar. Relativ selten in der
Natur kommen N-Glycane des bisecting-Typs vor, deren Synthese in der vorliegenden Arbeit
beschrieben wird. Diese Verbindungen sollen fiir die Untersuchung von Wechselwirkungen
mit Lectinen, Seren oder Antikorpern auf Glycochips bereitgestellt werden. Substituierte
N-Glycane konnen aus modularen Bausteinen hergestellt werden, aus denen auch ein penta-

antenndres N-Glycan mit bisecting-GlcNAc und Core-Fucose synthetisiert werden sollte.

2,4,6-verzweigte Antenne im o-1,6-Arm
HO—

M|
pmo OMpm
OMpm
HsC O
NHAc S

O
d BzIO N3
NHAc

O - BzIO
(o]
BzIO

24

NHAc

Hierbei zeigte sich, dass die Ausbeute der sterisch anspruchsvollen Glycosylierung des hoch
verzweigten o-1,6-Arms an den Heptasaccharidakzeptor 1 von zwei Schliisselschutzgruppen
abhéngt. Bei der Verwendung der Donorbausteine 2 und 12, bei denen die peripheren Amino-
gruppen durch Phthalimidoschutzgruppen geschiitzt wurden, wirkte sich das Fehlen der
3-Acetatschutzgruppe an der Mannose (12) positiv auf die Ausbeuten (2: 8 %, 12: 31 %) aus.
Einen #dhnlichen Effekt hatte der Austausch der sperrigen Phthalimidoschutzgruppen gegen
kleinere Trifluoracetamide in den Donoren 16 und 17. Mit diesen Bausteinen konnte die Aus-
beute weiter verbessert werden (16: 47 %, 17: 38 %), was auf elektronischen und sterischen
Effekten beruhen sollte. Nach der Optimierung der Glycosylierung zu pentaantendren Struk-

turen wurde eine Core-Fucose eingefiihrt und die basenlabilen Schutzgruppen wurden entfernt
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(24). Damit konnte eine vielseitige Einsetzbarkeit der modularen Bausteine mit der Trifluor-
acetamidschutzgruppe gezeigt werden.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden neue modulare Bausteine entwickelt, um die Synthese
der verschieden verzweigten N-Glycane und die nachtrigliche Einfithrung eines bi-

secting-GlcNAc-Rests zu untersuchen.

AcO—

AcO Q

AcO ]
NHTFAC
AcO™ o
ACO QA=K
AcO cO
NHTFAC s
. X
55 ‘
/
NHTFAC
o-1,6-Arm:
28, 55 oder 17 ™.
AcO Ph/\$0 OH NP gzio——
lo) . . -O 0
Ao i ‘G BzIO o)
o s bisecting-GlcNAc: G - %&/O%\BZ&NQ
Ed
NHTFAc B0 NPht
G a-1,3-Arm: - A
34 oder 64

AcO™ AcO— "\ O

AcO O A==
AcO 0
NHTFAc

R
28 R = SPh({Bu,Me)
34 R = OC(NH)CCI3

NHTFAc

Durch die unterschiedliche Kombination der neuen Antennendonoren 17, 28, 34, 55 und 64
mit dem Core-Trisaccharid A konnten die komplexen N-Glycane 40, 69, 75 und 80 mit zwei
bis vier Antennen hergestellt werden. Fiir die Glycosylierungsreaktionen mussten aufgrund
der erhohten Reaktivitit der trifluoracetamidgeschiitzten Donorbausteine geeignete Reakti-
onsbedingungen ermittelt werden. Die Regio- und Stereoselektivitit in diesen Reaktionen
wurde iiber die Konzentration und Temperatur der Reaktionsansitze gesteuert und ungewollte
Uberreaktion an benachbarten Hydroxylgruppen konnte damit unterdriickt werden.

Mit Hilfe des GlcNAc-Donors G konnte der bisecting-Rest nachtréglich in die N-Glycane ein-
gefiihrt werden. Durch die modularen trifluoracetamidgeschiitzten Bausteine wurden N-Gly-
cane mit und ohne bisecting-GIcNAc in einer Syntheseroute erhéltlich und die bisherige Ver-
wendung einer tempordren Chloracetatschutzgruppe unnétig. Es wurde zusitzlich die
sequentielle Einfilhrung des «-1,6-Arms und des bisecting-GIcNAc-Rests in regio- und
stereoselektiven Eintopfreaktionen gezeigt. Auf diese Weise konnten auch das komplexe
pentaantenndre N-Glycan 85 und ein N-Glycan des Hybridtyps 88 mit bisecting-Substitution

hergestellt werden.
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Die vier chemisch synthetisierten N-Glycane des bisecting-Typs wurden in sechs Reaktions-
schritten entschiitzt, an den bifunktionalen Spacer 104 fiir die Immobilisierung auf Glyco-
chips gekniipft und an den terminalen N-Acetylglucosaminyleinheiten mit Glycosyltransfer-
asen enzymatisch verldngert. Hierbei wurden zuerst Galactosen [-1,4-glycosidisch ange-
kniipft, an welche Sialinsduren o-2,3- oder a-2,6-glycosidisch gebunden werden konnten. So-
mit wurden fiir die Immobilisierung auf den N-Glycanchips erstmals 17 komplexe N-Glycane

mit bisecting-GlcNAc zur Verfiigung gestellt.

OH JoH COzH OH
o HO— "\ o
HO-. o HO/‘Q/
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OH LOH COgH OH
o HO ™\
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HO HO ©
o NHAc
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NHAc

AuBerdem wurde in weiteren Versuchen die Kopplung von N-Glycanen an die Seitenkette des
Asparagins untersucht. Hierzu wurde das Core-Trisaccharid A nach Reduktion des Azids an

ein Asparaginsdureamid gekniipft und anschlieend zu 129 entschiitzt.

NHAc HO—

)
Ho NH
HO—_. NHAC

129

NHMe
AcHN

AuBerdem konnte das Glycosylhydroxylamin 130 selektiv iiber eine decarboxylative Konden-

sation an ein Aminosdurederivat gebunden werden.
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8. Summary

Many proteins of the cell membrane or serum are glycosylated in eukaryotic organisms. Since
the carbohydrate structures fulfill different functions, the availability of uniform glycoproteins
for structure-activity relationships is necessary. The microheterogeneity complicates the iso-
lation of N-glycans from glycoproteins. Thus chemical synthesis is a good alternative.
Relatively rare in nature are N-glycans of the bisecting type, whose synthesis is described in
the present thesis. These compounds should be provided for the analysis of interactions with
lectins, sera or antibodies on glycoarrays. Branched N-glycans can be synthesized with
modular building blocks, from which a pentaantennary N-glycan with bisecting GIcNAc and

core fucose should be synthesized.

2,4,6-branched antennae in a-1,6-arm

MpmO

OMpm
OMpm
HsC o}
OH NHAc 0
- BzIO
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d BzIO N3

BzI0 NHAC

HO Q 24

It was shown that the yield in the sterically demanding glycosylation of the highly branched
a-1,6-arm and the heptasaccharide acceptor 1 depends on two key protection groups. When
using the donor building blocks 2 and 12 with phthalimido protecting groups for the
peripheral amino functions the lack of an acetate at position 3 of the mannose (12) influenced
the yield positively (2: 8 %, 12: 31 %). The exchange of the bulky phthalimido groups for the
smaller trifluoroacetamides in donor 16 and 17 showed a similar effect. With these building
blocks the yield could be further improved (16: 47 %, 17: 38 %), which should be related to
electronic and steric effects. After optimization of the glycosylation reaction leading to

pentaantennary structures, a core fucose was added and the base labile protecting groups were
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removed (24). These results show a several applicability of the modular building blocks with
trifluoroacetamide protecting groups.

Because of these results new modular building blocks were developed in order to test the
synthesis of differently substituted N-glycans and the subsequent introduction of a bisecting

GIlcNACc residue.
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By a combination of the new antennae donors 17, 28, 34, 55 and 64 with the core tri-
saccharide A the complex N-glycans 40, 69, 75 and 80 with two to four antennae were
synthesized. Because of the increased reactivity of the trifluoroacetamide protected donors,
adequate conditions had to be found for the glycosylation reactions. Regio- and
stereoselectivity of these reactions was affected by the concentration and temperature of the
reactions and unintentional overreaction at neighboring hydroxyl groups could be reduced.
The bisecting residue could be introduced subsequently into the N-glycans via donor G.
N-glycans with and without bisecting GIcNAc could be obtained by the modular
trifluoroacetamide protected building blocks following a single route and the previous use of a
temporary protecting group became unnecessary. The sequential introduction of a-1,6-arm
and bisecting GIcNAc were additionally shown in a regio- and stereoselective one pot
glycosylation. In this way the complex pentaantennary N-glycan 85 and a hybrid type
N-glycan 88 with bisecting substitution could be obtained.

The four chemically synthesized N-glycans were deprotected in six reactions, coupled to a

bifunctional linker 104 for the immobilization on glycochips and enzymatically elongated at
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the terminal N-acetylglucosamine residues by glycosyltransferases. The first elongation
attached B-1,4-glycosidically linked galactose, followed by an a-2,3- or o-2,6-sialylation. For
the first time 17 complex N-glycans with a bisecting GIcNAc are provided for the

immobilization on N-glycan arrays.
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Furthermore the coupling of N-glycans to the side chain of asparagines was investigated.
Therefore the core trisaccharide A was attached to an aspartic amide after reduction of the
azide followed by deprotection leading to 129.
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Additionally the glycosylhydroxylamine 130 was converted to a glycosylaminoacid by decar-
boxylative condensation with an o-ketoacid.
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0. Experimenteller Teil

9.1 Allgemeine Arbeitstechniken und Losungsmittel

Die verwendeten Losungsmittel (Aceton, Cyclohexan, Dichlormethan, Diethylether, Ethyl-
acetat, Hexan, Methanol, iso-Propanol und Toluol) waren, soweit nicht ausdriicklich erwéhnt,
von technischer Qualitdt und wurden durch Destillation gereinigt. Zur Absolutierung wurde
Dichlormethan durch mehrstiindige Destillation iiber Diphosphorpentoxid, Methanol durch
Destillation iiber Magnesiumspédnen und THF durch Destillation tiber Benzophenon und Na-
trium getrocknet. Dimethylformamid wurde fiir Glycosylierungen in HPLC-Qualitit ver-
wendet und iiber ausgegliihtem Molekularsieb 4 A aufbewahrt. Das verwendete Pyridin war
getrocknet und hatte die Qualitit Secco Solv. Acetonitril, n-Butanol, Dimethylformamid, Es-
sigsdure und Essigsdureanhydrid wurden in p.a.-Qualitédt verwendet.

Als Schutzgas diente Argon 5.0. Das Molekularsieb 4 A (Kugeln) wurde von der Firma Fluka
bezogen, fiir Glycosylierungsreaktionen vor der Verwendung gemorsert und im Hochvakuum
mit einem HeiBluftfon ausgegliiht.

Bei der Diinnschichtchromatographie kamen Aluminiumfertigfolien ,,Alugram Sil G/UV,s4*
der Firma Macherey-Nagel zum Einsatz. Detektiert wurde zum einen mittels Fluoreszenzlo-
schung bei 254 nm und zum anderen durch ein kohlenhydratspezifisches Anfidrbereagenz,
einer Mischung aus gleichen Teilen 2 N Schwefelsdure und 0.2 %iger ethanolischer Resorcin-
monomethyletherlosung. In diese wurde die DC-Platte getaucht und mittels eines HeiB3luft-
stroms entwickelt.

Zur Flashchromatographie wurde Kieselgel 60 der Firma Merck mit einer Korngré3e von
0.040-0.063 mm (230-400 mesh) verwendet. Der Stickstoffdruck betrug 1.5 - 1.9 bar. Die an-
gegebenen Mischungsverhiltnisse fiir Diinnschichtchromatographie und Flashchromatogra-
phie sind Volumenanteile.

Fir die Festphasen-RP-Extraktionen kamen SepPak C18 Classic Kartuschen der Firma
Waters zum Einsatz. Das Losungsmittel wurde mit Spritzen oder mittels Stickstoffdruck lang-
sam durch die Kartuschen gedriickt.

Festphasenextraktionen auf aktiviertem Kohlenstoff wurden mittels Carbograph
Extract-Clean™ Columns (KartuschengroBe: 150 mg, 4 mL) von der Firma Alltech durchge-
fithrt. Die Kartuschen wurden mit 80 % Acetonitril in Wasser (0.1 % TFA) aktiviert und mit

25 % Acetonitril in Wasser fiir ungeladene Verbindungen oder mit 25 % Acetonitril in Was-
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ser (0.05 % TFA) fiir geladene Verbindungen eluiert. Das Losungsmittel wurde mittels
Druckluft langsam durch die Kartuschen gedriickt.

Zur lonenaustauschchromatographie wurde DOWEX 50WX8-100 verwendet. Das Material
wurde zuerst mit Wasser gewaschen und dann mit 1 M Salzséure die H'-Form erzeugt. Die zu
reinigende Substanz wurde in Wasser gelost, auf die Sdule aufgetragen und mit Wasser
eluiert.

HPLC-Chromatographien wurden an einer Amershan Pharmacia Akta Basic-Anlage mit einer
Pharmacia Biotoech P-900 Gradientenpumpe und einem Pharmacia Biotech UV-900 Detektor
durchgefiihrt. Detektiert wurde bei 214, 254 und 280 nm. Als Trennsdule kam eine
Agilent C8 XBD Séule (Saulengrofle: 4.65x15 mm) zum Einsatz. Als Losungsmittel dienten
Wasser und Acetonitril mit je 0.1 % Ameisensiure.

GroBenausschlusschromatographien wurden an einer Pharmacia LKB Gradientenpumpe 2249
mit einem Pharmacia LKB Detektor VWM 2141 (Detektion bei 214 und 280 nm) oder an
einem Pharmacia Akta Purifier 100 mit einer Pharmacia Biotoech P-900 Gradientenpumpe
und einem Pharmacia Biotech UV-900 Detektor (Detektion bei 214, 254 und 280 nm) durch-
gefiihrt. Folgende Sdulen wurden verwendet: Sephadex LH 20 (Sdulengrofie: 25x1000 mm)
und Methanol als Eluent; Bio-Rad Bio-Gel® P-4 Gel Fine (Saulengrofe: 25x750 mm) mit
Eluent Wasser; Hi Load Superdex 30 (Sdulengrofie: 16x600 mm) mit 0.1 M NHsHCO; als
Laufmittel.

Die spezifischen Drehwerte wurden bei Zimmertemperatur an einem Perkin-Elmer Polari-
meter 241 bestimmt. Die Messungen wurden in 1 mL oder 5 mL Kiivetten der Liange 10 cm
bei einer Wellenldnge von 589 nm durchgefiihrt.

IR-Spektren wurden an einem Perkin-Elmer FT-IR Spektrometer Paragon 1000 aufgenom-
men. Feststoffe wurden als KBr-Pressling gemessen.

ESI-Massenspektren wurden an einem Micromass LCT-Spektrometer aufgenommen, das an
eine Agilent HP 1100 HPLC-Anlage mit Diodenarray-Detektor gekoppelt war. Fiir die
LC-MS-Analysen wurden folgende Siulen verwendet: C8: YMC Pro-C8, 120 A, S-03 um
(SaulengrofBle: 2.1x50 mm); C4: YMC Pro-C4, 120 10\, S-03 wm (Sdulengrofe: 2.1x50 mm).
Als Fluent A diente Wasser und als Eluent B Acetonitril mit je 0.1 % Ameisensédure. Die Zeit-
dauer des Gradienten betrug fiir eine Endkonzentration von 95 % B 25 min und fiir alle an-
deren Endkonzentrationen von B 20 min. Die Flussrate lag fiir beide Séulen bei 0.2 mL/min.
Proben fiir Direkteinldsse wurden in den jeweiligen Volumenverhiltnissen aus Wasser und
Acetonitril mit je 0.1 % Ameisensidure oder Methanol gelost und iiber eine Spritzenpumpe ins

Spektrometer eingebracht.
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Die MALDI-TOF-Massenspektren wurden an einem Gerit der Firma Applied Biosystems
(Foster City) gemessen. Als Matrix dienten 2,5-Dihydroxybenzoesdure und 2’,4°,6’-Trihydro-
xyacetophenon. Es wurde im linear mode gearbeitet.

Die NMR-Spektren wurden an einem Jeol JNM-EX-270-FT-Spektrometer, einem Bruker
Avance 360 und einem Bruker DRX 500-Spektrometer, soweit nicht anders vermerkt, bei
Zimmertemperatur gemessen. Die chemischen Verschiebungen wurden relativ zum Losungs-
mittelsignal von [Dg]-DMSO (8('H) = 2.49 ppm, 8('’C) = 39.5 ppm) bestimmt und beziehen
sich auf Tetramethylsilan (6 =0 ppm). Die Zuordnung der Signale erfolgte mit Hilfe von
Spektrenséitzen[lzz] bestehend aus lH, Bc (JMOD), HH-COSY, HH-TOCSY, NOESY,
HMQC-COSY"*! und HMQC-TOCSY-Experimenten. Die Verkniipfungen der einzelnen

[124]

Zuckerringe miteinander wurden mittels NOESY und HMBC-Experimenten' ="' ermittelt. Die

Konfiguration der anomeren Zentren wurde durch C,H—Kopplungskonstanten[125] aus ge-
koppelten HSQC-Spektren'™™ bestimmt. Die chemischen Verschiebungen der Protonen und
Kohlenstoffe in den Donor-Bausteinen wurden je nach Verzweigung analog zur

2,4,6-verzweigten Verbindung angegeben:

Abbildung 95. NMR-Zuordnung von Donoren

Die Zuordnung der NMR-Signale in den N-Glycanen zeigt Abbildung 96. In unnatiirlich
verzweigten N-Glycanen (Verbindungen 32, 41, 76 und 81) wurden die Zucker des o—1,2-

oder a—1,4-Arms mit Sternchen (*) gekennzeichnet.
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Abbildung 96. NMR-Zuordnung fiir komplexe N-Glycane und N-Glycane des Hybridtyps

9.2 Versuche zu Kapitel 3.1.1

Benzyl O-3-0-allyl- o-D-mannopyranosid 6

(AllMan-OBzl)

200 mg (0.74 mmol) Benzylmannosid § werden in 4 mL. Methanol gelost. Es werden 184 mg
(0.74 mmol, 1.0 eq) Dibutylzinnoxid zugegeben und die erhaltene Suspension wird 4 h unter
Riickfluss geriihrt. Die entstandene klare Losung wird im Vakuum eingeengt, der Riickstand
mit 169 mg (1.33 mmol, 1.8 eq) Césiumfluorid versetzt und im Hochvakuum getrocknet. Das
Feststoffgemisch wird unter Argonatmosphére bei 0 °C in 1 mL absolutem N,N-Dimethyl-
formamid suspendiert. Nach Zugabe von 0.33 mL (3.75 mmol, 5.1 eq) Allylbromid wird bei
Zimmertemperatur 22 h (DC: Hexan/Aceton, 1.2:1) geriihrt. Die Reaktion wird durch Zugabe
von 2.4 mL Ethylacetat und 40 uL. Wasser beendet und weitere 30 min geriihrt. Anschlieend

wird iiber Celite filtriert, die Losung im Vakuum eingeengt und der Riickstand im Hochvaku-
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um getrocknet. Das erhaltene Rohprodukt wird mittels Flashchromatographie (Hexan/Ace-

ton, 1.5:1; Sdulendurchmesser: 25 mm; Fiillhohe: 11 cm) gereinigt.

Ausbeute: 158 mg (0.51 mmol, 68.8 %),
R¢=0.21 (Hexan/Aceton, 1.2:1),
Ci6H206 (310.3),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mpe = 310.1 Mger = 333.5 (M+Na)", 349.4 (M+K)".

Benzyl O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-(1—2)-[ O-(3,4,6-
tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido--D-glucopyranosyl)-(1—4)]-[ O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-
desoxy-2-phthalimido--D-glucopyranosyl)-(1—6)]-0-3-0-allyl- o~ D-mannopyranosid 8

(B-Ac3GIcNPht-1,2-[B-Ac3GIcNPht-1,4]-[B-AcsGlcNPht-1,6]-0- AllMan-OBzlI)

118 mg (0.38 mmol) Triol 6 und 1.0 g (2.29 mmol, 6.0 eq) Fluorid 7 werden unter Argon-
atmosphire mit 1.2 g gemdrsertem, frisch ausgeglithtem Molekularsieb 4 A in 2.37 mL abso-
lutem Dichlormethan suspendiert. Das Reaktionsgemisch wird jeweils 30 min bei Zimmer-
temperatur und bei -10 °C geriihrt. Die Reaktion wird durch Zugabe von 48 uL (0.38 mmol,
1.0 eq) Bortrifluorid-Diethyletherat innerhalb von 5 min gestartet und 4.5 h bei -10 °C ge-
rithrt. Nach Reaktionsende (DC: Hexan/Aceton, 1.2:1) wird mit Dichlormethan verdiinnt und
iber Celite filtriert. Die Reaktionslosung wird mit 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung ex-
trahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im
Hochvakuum getrocknet. Es werden 1.1 g Rohprodukt erhalten, die mittels Flashchromato-
graphie (Hexan/Aceton, 1.5:1; Sdulendurchmesser: 20 mm; Fiillhéhe: 10 cm) gereinigt

werden.
Ausbeute: 529 mg (0.34 mmol, 88.8 %),
Ry =0.32 (Hexan/Aceton, 1.2:1),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mpe = 1561.5 Mger = 1584.4 (M+Na)", 1600.3 (M+K)".
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Benzyl O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1—2)-[ O-(3,4,6-
tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 5-D-glucopyranosyl)-(1—4)]-[ O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-
desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-(1—6)]-O-o-D-mannopyranosid 9

(B-Ac3GlcNPht-1,2-[B-Ac;GlcNPht-1,4]-[B-Ac3GIcNPht-1,6]-a-Man-OBzl)

100 mg (64 umol) allyliertes Tetrasaccharid 8 werden unter Argonatmosphére in 1.5 mL ab-
solutem Methanol gelost. Zu dieser Losung werden 55.3 mg (0.31 mmol, 4.8 eq) wasserfreies
Palladium(II)-chlorid gegeben und die erhaltene Suspension wird 60 min geriihrt (DC: Cyclo-
hexan/Ethylacetat, 1:2). Die Suspension wird iiber Celite filtriert, im Vakuum eingeengt und
der Riickstand in Dichlormethan aufgenommen. Die organische Phase wird je einmal mit ge-
sattigter Natriumchlorid-Losung und 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, iiber
Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum
getrocknet und durch Flashchromatographie (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1; Siulendurch-

messer: 10 mm; Fiillhohe: 11 cm) gereinigt.

Ausbeute: 75 mg (49.3 umol, 77.0 %),
Ry = 0.27 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:2),
C73H75N3033 (1522.4),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mpe, = 1521.2 Mger = 1544.5 (M+Na)", 1560.5 (M+K)".

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ O-(3,4,6-tri-O-
acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-B-D-glucopyranosyl)-(1—4)]-[ O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-
2-phthalimido-S-D-glucopyranosyl)-(1—6)]-O-D-mannopyranose 10

(B-Ac3GIcNPht-1,2-[B-Ac3GIcNPht-1,4]-[B-AcsGlcNPht-1,6]-Man)

a) durch katalytische Hydrierung

1.4 g Palladium(II)-oxid-Hydrat werden in 3.0 mL absolutem Methanol und 0.3 mL Essig-
sdaure suspendiert und unter Wasserstoffatmosphére geriihrt. Nach 60 min wird eine Losung
von 2 g (1.31 mmol) Benzylglycosid 9 in 19.0 mL absolutem Methanol und 1.9 mL Essigsiu-

re zur Katalysatorsuspension gegeben. Die Reaktion wird 4 d unter Wasserstoffatmosphire
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geriihrt. Nach vollstandiger Umsetzung (DC: Cyclohexan/Ethylacetat, 1:2) wird der Kataly-
sator abzentrifugiert und dreimal mit absolutem Methanol gewaschen. Die organischen
Phasen werden vereint, im Vakuum eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Es werden
2.1 g Rohprodukt erhalten, die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Ethylace-

tat, 1:1 — 1:2; Sdaulendurchmesser: 35 mm; Fiillhéhe: 11 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 1.5 g (1.05 mmol, 79.8 %),
R¢=0.15 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:2),
CesHeoN3033 (1432.3),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mper = 14314 Mger = 1454.4 (M+Na)®, 1470.3 (M+K)™.

b) durch Umsetzung mit Eisen(III)-chlorid

60.0 mg (39.4 umol) Benzylglycosid 9 werden unter Argonatmosphire in 4.1 mL absolutem
Dichlormethan gelost. Es werden 127.9 mg (0.79 mmol, 20.0 eq) wasserfreies Eisen(III)-chlo-
rid zugegeben und die Reaktion wird 2 h bei Zimmertemperatur geriihrt. Nach vollstandiger
Umsetzung (DC: Cyclohexan/Ethylacetat, 1:2; nach Hydrolyse der DC-Probe) wird mit Di-
chlormethan verdiinnt und je einmal mit Wasser und 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung
extrahiert. Die organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel
im Vakuum eingeengt und der Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Es werden 55 mg Roh-
produkt erhalten, die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1.5 — 1:2;

Séaulendurchmesser: 10 mm; Fiillhohe: 10 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 25 mg (17.5 umol, 44.8 %).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ O-(3,4,6-tri-O-
acetyl-2-desoxy-2-phthalimido--D-glucopyranosyl)-(1—4)]-[ O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-
2-phthalimido--D-glucopyranosyl)-(1—6)]-0-o-D-mannopyranosyl-trichloracetimidat 11

(B-Ac3GlcNPht-1,2-[B-Ac3GlcNPht-1,4]-[B-Ac3GlcNPht-1,6]-0-Man-TCAT)

726 mg (0.51 mmol) Halbacetal 10 werden unter Argonatmosphire in 7.3 mL absolutem Di-

chlormethan gelost. Zu dieser Losung werden 0.51 mL (5.07 mmol, 10.0 eq) Trichloracetoni-

103



Experimenteller Teil

tril und 140 mg (1.01 mmol) frisch ausgegliihtes und gemorsertes Kaliumcarbonat gegeben.
Die erhaltene Suspension wird 8 h bei Zimmertemperatur intensiv geriihrt. Nach Reaktions-
ende (DC: Hexan/Aceton, 1:1) wird mit Dichlormethan verdiinnt und iiber Celite filtriert. Die
Losung wird im Vakuum eingeengt und der Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Es
werden 880 mg Rohprodukt erhalten, die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Ace-

ton, 2:1; Sdulendurchmesser: 25 mm; Fiillhohe 13 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 654 mg (0.42 mmol, 81.8 %),
R¢=0.57 (Hexan/Aceton, 1:1),
CesHeoCI3N4O33 (1576.6),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mpe = 1574.3 Mger = 1597.4 (M+Na)".

5-tert.Butyl-2-methyl-phenyl O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyrano-
syl)-(1—-2)-[0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-(1—-4)]-[ O-
(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- B-D-glucopyranosyl)-(1 —6)] - 1-thio- o-D-manno-
pyranosid 12

(B-Ac3GIcNPht-1,2-[B-Ac3GIcNPht-1,4]-[B-AcsGlcNPht-1,6]-0-Man-SPh(tBu,Me))

436 mg (0.28 mol) Trichloracetimidat 11 werden unter Argonatmosphére mit 436 mg gemor-
sertem, frisch ausgeglithtem Molekularsieb 4 A in 6.8 mL absolutem Dichlormethan suspen-
diert. Es werden 1.25 mL (6.93 mmol, 24.8 eq) 5-fert.Butyl-2-methyl-thiophenol zugegeben.
Das Reaktionsgemisch wird jeweils 30 min bei Zimmertemperatur und bei -10 °C geriihrt.
Die Reaktion wird durch Zugabe von 18 puL (0.14 mmol, 0.5 eq) Bortrifluorid-Diethyletherat
gestartet und 4 h bei -10 °C geriihrt. Nach vollstindiger Umsetzung (DC: Hexan/Aceton, 1:1)
wird mit Dichlormethan verdiinnt und iiber Celite filtriert. Die Reaktionslosung wird mit
2 M Kaliumhydrogencarbonat-Lésung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im
Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es werden 1.72 g Roh-
produkt erhalten, die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Aceton, 2:1; Sédulendurch-

messer: 30 mm; Fiillhohe: 13 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 378 mg (0.24 mmol, 85.6 %),
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Rt =0.44 (Hexan/Aceton, 1:1),
[a]p>* = +7.4 (0.5, Dichlormethan),
C7HgsN303,S (1594.6),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mpe = 1593.5 Mger = 1616.3 (M+Na)", 1632.2 (M+K)",

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): & = 8.10-7.72 (m, 12H, NPht), 7.01 (d, J54 = 7.8 Hz, 1H,
H-4 Ar), 6.96 (s, 1H, H-6 Ar), 6.82 (d, J34 = 7.8 Hz, 1H, H-3 Ar), 5.62-5.55 (m, 2H, H-3%
H-3%), 5.54-5.43 (m, 3H, H-1%, H-1*, H-3%, 5.07-4.88 (m, 3H, H-1°, H-4*, H-4"), 4.83 (dd,
Jo3=99Hz, J34=99Hz, 1H, H-4%, 473 (d, Ji,<1Hz, 1H, H-1"), 4.32-3.76 (m, 13H,
H-6a2%, H-6a’, H-62°, H-2?, H-6b%, H-6b*, H-2*, H-2°, H-2', H-5%, H-5, OH-3°, H-6b°),
3.75-3.67 (m, 1H, H-3"), 3.63-3.55 (m, 1H, H-6a"), 3.51-3.28 (m, 4H, H-5', H-5°, H-6b',
H-4"), 2.12-1.70 (m, 30H, OAc, Me), 1.15 (s, 9H, rBu),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): § = 170.0, 169.7, 169.3, 169.2, 167.2 (C=0), 148.9 (C-1
Ar), 135.3, 134.8 (C-4/5 NPht, C-4 Ar), 133.7 (C-2 Ar), 133.5 (C-5 Ar), 130.7, 130.5 (C-1/2
NPht), 123.3 (C-3 Ar), 123.6 (C-3/6 NPht, C-6 Ar), 99.0 (C-1%), 98.4 (C-1%), 95.1 (C-1%,
84.8 (C-1Y), 84.4(C-2", 77.3(C-5"), 74.9 (C-4"), 71.3(C-5%, 71.3(C-5%, 71.3(C-5°),
70.5 (C-6"), 70.0 (C-3%), 70.0 (C-3%), 70.0 (C-3%, 70.0 (C-3"), 68.5(C-4%), 68.2(C-4%,
68.0 (C-4%), 61.7 (C-6%), 61.7(C-6"), 61.7 (C-6°), 54.4 (C-2%), 54.0(C-2"), 53.7(C-2%,
34.0 (Bu), 31.3 (CH; fBu), 20.5, 20.4, 20.1 (OAc), 18.7 (Me).

5-tert.Butyl-2-methyl-phenyl O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyrano-
syl)-(1-2)-[0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-(1 —-4)]-[ O-
(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- S-D-glucopyranosyl)-(1 —6)]-3-O-acetyl-1-thio-

o-D-mannopyranosid 2

(B-Ac3GIcNPht-1,2-[B-Ac;GlcNPht-1,4]-[ B-AcsGlcNPht-1,6]-0- AcMan-SPh(rBu,Me))

100 mg (62.7 wumol) Thioglycosid 12 werden bei 0 °C in 12 mL Essigsdureanhydrid/Pyri-
din, 1:2 gelost und mit 15.3 mg (125 umol, 2.0 eq) 4-(N,N-Dimethylamino)-pyridin versetzt.
Die Losung wird 3 d bei Zimmertemperatur gerithrt (DC: Hexan/Aceton, 1:1), im Vakuum

eingeengt und dreimal mit Toluol codestilliert. Der Riickstand wird in Dichlormethan aufge-
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nommen, die organische Phase je einmal mit 1 M Salzsdure und 2 M Kaliumhydrogencarbo-
nat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der
Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es werden 165 mg Rohprodukt erhalten, die
mittels Flashchromatographie (Hexan/Aceton, 3:1; Sédulendurchmesser: 10 mm; Fiillhoche:

10 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 59 mg (36.1 umol, 57.5 %),
Ry =0.53 (Hexan/Aceton, 1:1),
C79HgsN3033S (1636.6),

ESI-MS (60 % Acetonitril):  Mpe = 1653.5 Mger = 1658.5 (M+Na)*, 1674.4 (M+K)".

9.3 Versuche zu Kapitel 3.1.2

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ O-(3,4,6-tri-O-
acetyl-2-desoxy-2-phthalimido--D-glucopyranosyl)-(1—4)]-0-(3,6-di-O-acetyl- o-D-manno-
pyranosyl)-(1—-3)-[0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- 3-D-glucopyranosyl)-
(1—4)]-{O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-(1—2)-[ O-
(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1—4)]-[ O-(3,4,6-tri-O-ace-
tyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-(1—6)]-O-(3-O-acetyl- a-D-mannopyrano-
syl)-(1—6)}-0-(2-0-acetyl-f-pD-mannopyranosyl)-(1—-4)-0-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-
phthalimido-f-D-glucopyranosyl)-(1—4)-3-0-benzyl-2-desoxy-6-O-(p-methoxyphenyl)-2-
phthalimido--D-glucopyranosylazid 3

(B-Ac3GIcNPht-1,2-[B-Ac3GlcNPht-1,4]-0-Ac,Man-1,3-[3-Ac;GIcNTFAc-1,4]-{ B-
Ac3;GIcNPht-1,2-[3-Ac;GlcNPht-1,4]-[B-Ac;GlcNPht-1,6]-a-AcMan-1,6 }-B-AcMan-1,4--
Bzl,GlcNPht-1,4-3-BzIMpGIlcNPht-N3)

20.4 mg (7.7 umol) Heptasaccharidakzeptor 1, 41.4 mg (25.3 umol, 3.3 eq) Thioglycosid 2,
5.7mg (25.3 umol, 3.3 eq) N-lodsuccinimid und 64 mg gemorsertes, frisch ausgegliihtes

Molekularsieb 4 A werden unter Argonatmosphire in 0.6 mL absolutem Dichlormethan sus-
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pendiert. Das Reaktionsgemisch wird jeweils 30 min bei Zimmertemperatur und bei -30 °C
geriihrt. Es werden 13 uL einer gesittigten Losung von Trifluormethansulfonsdure in abso-
lutem Dichlormethan zugetropft und bei -30 °C geriihrt. Man lédsst langsam auf Zimmertem-
peratur erwdarmen. Nach 6.5 h (DC: Hexan/Aceton, 1:1) wird mit Dichlormethan verdiinnt und
tiber Celite filtriert. Die Reaktionslosung wird je einmal mit 10 %iger Natriumthiosul-
fat-Losung und mit 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat
getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es
werden 38 mg Rohprodukt erhalten, die mittels RP-HPLC getrennt werden (Basic;
Agilent C8 XBD; Siulengrofle: 15x4.65 mm; Eluent A: Wasser (0.1 % Ameisensiure);
Eluent B: Acetonitril (0.1 % Ameisensiure); linearer Gradient 80 % B — 95 % in 6 CV;
Fluss: 1 mL/min; Detektion: 214, 254 und 280 nm; Retentionszeit: 9.7 min).

Ausbeute: 2.4 mg (0.6 umol, 7.6 %),
R¢=0.12 (Hexan/Aceton, 1:1),
[alp™ = -10.0 (0.1, Dichlormethan),
Ci96H200F3N110s5 (4126.7),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mper =4124.2 Mger = 4118.8 (M+Na-N,)",
4147.1 (M+Na)",

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): & =9.82 (br, 1H, NH), 8.25-6.40 (m, 47H, NPht, Ar),
5.71-3.03 (m, 81H, H-1', H-2', H-3', H-4', H-5', H-6a/b', H-1?, H-2?, H-3?, H-4?, H-57,
H-6a/b%, H-1°, H-2°, H-3°, H-4°, H-5°, H-6a/b’, H-1*, H-2*, H-3*, H-4*, H-5", H-6a/b*, H-1*,
H-2*, H-3*, H-4", H-5%, H-6a/b", H-1°, H-2°, H-3°, H-4°, H-5°, H-6a/b’, H-1°, H-2°, H-3
H-4”, H-5", H-6a/b” , H-1°, H-2°, H-3°, H-4°, H-5°, H-6a/b°, H-1°, H-2°, H-3%, H-4°, H-5°,
H-6a/b°, H-1", H-2", H-3", H-4", H-5", H-6a/b’, H-1®, H-2®, H-3®, H-4® H-5°, H-6a/b®,
3xCH,0, OMe), 2.24-1.61 (m, 66H, OAc).

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

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

pyranosyl)-(1—3)-[0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-

(1—4)]-{0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 5-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ O-

(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 5-D-glucopyranosyl)-(1 —4)]-[O-(3,4,6-tri-O-ace-
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tyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-(1—6)]-O-o-D-mannopyranosyl-(1 —6)}-O-
(2-0-acetyl--D-mannopyranosyl)-(1—4)-O-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-
glucopyranosyl)-(1—4)-3-0-benzyl-2-desoxy-6-0-(p-methoxyphenyl)-2-phthalimido- 3-D-
glucopyranosylazid 4

(B-Ac;3GIcNPht-1,2-[B-Ac3GlcNPht-1,4]-0-Ac,Man-1,3-[3-Ac;GIcNTFAc-1,4]-{ B-
Ac3;GIcNPht-1,2-[B-Ac3GlcNPht-1,4]-[B-Ac3GlcNPht-1,6]-a-Man-1,6 }-B-AcMan-1,4-3-
Bz1,GIcNPht-1,4-3-BzIMpGIcNPht-N3)

20.4 mg (7.7 umol) Heptasaccharidakzeptor 1, 40.4 mg (25.3 umol, 3.3 eq) Thioglycosid 12,
5.7mg (25.3 umol, 3.3 eq) N-lodsuccinimid und 64 mg gemorsertes, frisch ausgegliihtes
Molekularsieb 4 A werden unter Argonatmosphére in 0.6 mL absolutem Dichlormethan sus-
pendiert. Das Reaktionsgemisch wird jeweils 20 min bei Zimmertemperatur und bei -30 °C
geriihrt. Die Reaktion wird durch Zugabe von 13 pL einer gesittigten Losung von Trifluor-
methansulfonsédure in absolutem Dichlormethan gestartet und die Suspension 5.5 h bei -30 °C
geriihrt. Nach Reaktionsende (DC: Hexan/Aceton, 1:1) wird mit Dichlormethan verdiinnt und
iber Celite filtriert. Das Filtrat wird je einmal mit 10 %iger Natriumthiosulfat-Losung und mit
2 M Kaliumhydrogencarbonat-Lésung extrahiert, {iber Magnesiumsulfat getrocknet und im
Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es werden 62 mg Roh-
produkt erhalten, die mittels Flashchromatographie (Hexan/Aceton, 1.5:1 — 1:2; Séaulen-
durchmesser: 10 mm; Fiillhohe: 10 cm) gereinigt werden. Hierbei werden 22.2 mg Undeca-
saccharid 4 und Oktasaccharid 14 erhalten, die durch RP-HPLC getrennt werden (Basic;
Agilent C8 XBD; Siulengrofle: 15x4.65 mm; Eluent A: Wasser (0.1 % Ameisensiure);
Eluent B: Acetonitril (0.1 % Ameisensiure); linearer Gradient 80 % B — 95 % in 6 CV;
Fluss: 1 mL/min; Detektion: 214, 254 und 280 nm; Retentionszeit: 9.1 min).

Ausbeute: 9.9 mg (2.4 umol, 31.4 %),
R¢=0.15 (Hexan/Aceton, 1:1),

[o]p™® = +18.0 (0.9, Dichlormethan),
C1o4H198F3N110g4 (4084.7),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mper = 4082.2 Mg = 2050.2 (M+2Na-N,)™",
4077.1 (M+Na-N,)*,
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'H-NMR (500 MHz, [D6]-DMSO): §=9.83 (d, Jxuz=8.5Hz, 1H, NH), 8.01-7.60 (m,
28H, NPht), 7.50-6.49 (m, 19H, Ar), 5.66-5.55 (m, 3H, H-3", H-3°, H-3°), 5.44-5.22 (m, 7H,
H-1°, H-3%, H-1°, H-1°, H-3°, H-1', H-2%), 5.18-4.94 (m, 11H, H-3", H-1", H-1°, H-4",
CH,0, H-4", H-1%, H-4°, H-4’, CH,0, H-4%, 4.87-4.80 (m, 2H, H-3*, CH,0), 4.70-4.58 (m,
3H, H-4", H-1*, H-17), 4.51-4.43 (m, 2H, CH,0, H-6a%), 4.35-4.20 (m, 5H, H-6a’ , CH,O,
H-2°, H-6a’, H-62°), 4.17-3.42 (m, 48H, H-6a*, H-1%, H-3', H-2°, H-2°, H-6a", H-5°, H-5°,
H-5°, H-5", CH,0, H-2°, H-2%, H-1*, H-6b°, H-4', H-5*, H-6b", H-2”, H-6b°, H-2*, H-2%,
H-6b", H-6a’, H-6a", H-6a', H-5°, H-4*, H-5", H-2!, H-6a°, H-6b', H-6b®, H-4, H-3%,
PhOCH;, H-6b*, H-5', H-5°, H-6b°, H-2*, H-5%, H-6b*, H-4*, H-4°, H-6b"), 3.40-3.30 (m,
2H, H-5*, H-3"), 3.18-3.09 (m, 2H, H-6a*, H-3%), 2.94-2.78 (m, 1H, H-6b"), 2.12-1.65 (m,
63H, OAc),

BC-NMR (125 MHz, [D6]-DMSO): § = 171.2, 170.8, 170.7, 170.6, 170.5, 170.4, 170.3,
170.1, 170.0, 169.9, 169.8 (C=0 OAc), 167.9, 166.9, 168.9 (C=0 NPht), 156.7 (q,
2Jer =373 Hz, C=0 TFAc), 153.6, 151.7 (C-4 OMp, C-1 OMp), 139.6, 139.1, 137.8 (C-1
Ar), 136.0, 135.9, 135.8, 135.6, 135.4, 135.2 (C-4/5 NPht), 131.5, 131.4, 131.3, 131.1 (C-1/2
NPht), 130.4, 128.9, 128.5, 127.8 (Ar), 124.3, 124.1, 123.9 (C-3/6 NPht), 116.2, 115.2 (C-2
OMp, C-3 OMp, C-5 OMp, C-6 OMp), 114.9 (q, 'Jcr = 288.2 Hz, CF3), 100.1 (C-1%), 99.1
(C-17), 97.5(C-1%), 97.3(C-1%, 96.6 (C-1*), 96.1 (C-1"), 96.1 (C-1%), 95.7 (C-1°),
95.1 (C-1%), 95.1 (C-1°%), 84.4(C-1"), 78.8 (C-2*), 75.9 (C-3"), 75.3 (C-4"), 74.9 (C-4Y),
74.6 (C-5"), 74.5 (C-3%), 74.1 (CH,0), 74.1 (CH,0), 74.0 (C-4"), 73.5 (C-2%), 72.7 (CH,0),
71.9 (C-3%), 71.5(C-3%), 71.3 (C-4%), 71.3(C-3%, 70.4 (C-5%), 70.3 (C-5%), 70.3 (C-5%,
70.3 (C-5%), 70.3 (C-5°), 70.3 (C-5%), 70.3 (C-5%, 70.1(C-3%), 69.8 (C-2*), 69.7 (C-3"),
69.7 (C-3%), 69.7 (C-3%), 69.4 (C-37), 69.0 (C-4”), 68.0 (C-4%), 67.9 (C-5%, 67.9 (C-5"),
67.8 (C-4%), 67.8 (C-4%), 67.8 (C-4°%), 67.8 (C-3%, 67.7(C-4"), 67.5(C-4), 67.1 (C-5),
66.4 (C-6Y), 66.1(C-6"), 62.3(C-6"), 62.0(C-6), 61.6(C-6"), 61.6(C-6°, 61.5(C-6%,
61.5 (C-6°), 61.5 (C-67), 61.5 (C-6%), 61.3 (C-6"), 55.7 (C-27), 55.0 (PhOCH3), 54.5 (C-2°),
54.5 (C-2%), 54.1 (C-2), 54.1 (C-2), 54.0 (C-2%), 54.0 (C-2"), 53.7 (C-2%), 21.3, 21.2, 21.1,
21.0,20.9, 20.8, 20.7 (OAc).
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94 Versuche zu Kapitel 3.1.3

5-tert. Butyl-2-methyl-phenyl O-(2-amino-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1—2)-[ O-(2-amino-
2-desoxy--D-glucopyranosyl)-(1—4)]-[ O-(2-amino-2-desoxy- -D-glucopyranosyl)-(1—6)]-

1-thio- a-D-mannopyranosid 15

(B-GlcNH;-1,2-[B-GlcNH,-1,4]-[B-GlcNH,-1,6]-0-Man-SPh(fBu,Me))

100 g (62.8 wmol) Thioglycosid 12 werden in 2.1 mL n-Butanol gelost und mit 460 pL
(6.89 mmol, 109.7 eq) Ethylendiamin versetzt. Die Losung wird 23 h bei 80 °C geriihrt. Nach
vollstdndigem Reaktionsumsatz (DC: iso-Propanol/l M Ammoniumacetat, 2:1) wird die Lo-
sung im Vakuum eingeengt, der Riickstand dreimal mit Toluol codestilliert und im Hochvaku-
um getrocknet. Es werden 186 mg Rohprodukt erhalten, die in Portionen von jeweils 93 mg
durch Festphasen-RP-Extraktion gereinigt werden (Waters SepPak C18 Classic; Kartuschen-
grofe: 2% 330 mg; Elution (jeweils 10 mL) mit 0, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 70 und
100 % Acetonitril; Elution von 15 bei 20 und 30 % Acetonitril).

Ausbeute: 35.4 mg (42.9 umol, 68.3 %),

Ry =0.61 (iso-Propanol/l M Ammoniumacetat, 2:1),
[alp™ = -63.4 (1.3, Wasser),

C35Hs50N3047S (825.9),

ESI-MS (100 % Wasser): Mper = 825.4 Mger = 826.5 (M+H)", 848.4 (M+Na)",

'"H.NMR (360 MHz, D,O mit [D6]-DMSO als interner Standard): 8 = 7.36 (s, 1H, H-6 Ar),
7.14 (d, J34 =7.8 Hz, 1H, H-4 Ar), 7.03 (d, J34 = 7.8 Hz, 1H, H-3 Ar), 4.98 (d, J < 1Hz, 1H,
H-1"), 4.45(d, Ji,=8.2Hz, 1H, H-1%), 4.30-4.16 (m, 2H, H-2', H-1%), 4.25-4.04 (m, 2H,
H-1°, H-6a'), 3.77-3.40 (m, 10H, H-6a% H-6a*, H-4', H-6a°, H-3', H-6b', H-6b°, H-5', H-6b",
H-6b%), 3.32-3.03 (m, 9H, H-3, H-4?, H-5%, H-3", H-4*, H-5%, H-3°, H-4°, H-5%), 2.60 (dd,
Jin=82Hz, J,3=86Hz, 1H, H-2%, 247 (dd, Ji,=8.6Hz, J,3=86Hz I1H, H-2%,
2.34 (dd, J1, = 8.1 Hz, Jo3 = 8.4 Hz, 1H, H-2°) 2.14 (s, 3H, Me), 1.08 (s, 9H, /Bu),
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BC.NMR (90 MHz, D,O mit [D6]-DMSO als internen Standard): § = 150.2 (C-1 Ar),
135.5 (C-2 Ar), 131.8 (C-5 Ar), 129.9 (C-6 Ar), 126.3 (C-3 Ar), 124.5 (C-4 Ar), 103.5 (C-1?),
102.7 (C-1%), 101.6 (C-1%, 85.2(C-1"), 80.3 (C-2"), 78.1 (C-5"), 76.4 (C-3%), 76.4 (C-3%,
76.0 (C-4%), 75.3 (C-4%), 75.0 (C-3%), 74.9 (C-4%, 74.9 (C-4", 70.9 (C-3"), 69.4(C-5%,
69.2 (C-5%), 69.2 (C-5%), 68.0(C-6"), 60.3 (C-6%), 60.3 (C-6%, 60.3 (C-6°), 57.7 (C-2%),
57.7 (C-2%, 57.7 (C-2°), 33.5 (qC Bu), 30.1 (tBu), 19.0 (Me).

5-tert. Butyl-2-methyl-phenyl O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—2)-[ 0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-
(1—4)]-[0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-(1 —6)]-1-

thio- a-D-mannopyranosid 16

(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-[B-AcsGlcNTFAc-1,4]-[B-AcsGlcNTFAc-1,6]-0-Man-SPh(1Bu,Me))

80 mg (96.7 umol) Triamin 15 werden in 8 mL absolutem Tetrahydrofuran unter Argonatmo-
sphére suspendiert und mit 0.13 mL (0.77 mmol, 8.0 eq) Trifluoressigsdurepentafluorphenyl-
ester und 0.11 mL (0.77 mmol, 8.0 eq) Triethylamin versetzt. Die erhaltene Losung wird 24 h
bei Zimmertemperatur geriithrt (DC: iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 2:1). Im Anschluss
werden 1.6 mL Essigsdureanhydrid/Pyridin, 5:1 zugegeben. Die Reaktion wird nach 24 h
(DC: Hexan/Aceton, 1:1) mit 1.1 mL absolutem Methanol abgebrochen, die Losung im Vaku-
um eingeengt und der Riickstand mit Toluol codestilliert. Der Riickstand wird in Dichlor-
methan aufgenommen, je einmal mit 1 M Salzsdure und 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung
extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet, im Vakuum eingeengt und im Hochvakuum ge-
trocknet. Es werden 175 mg Rohprodukt erhalten, die mittels Flashchromatographie (Cyclo-

hexan/Aceton, 2:1; Sdulendurchmesser: 25 mm; Fiillhohe: 12 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 90 mg (60.3 pumol, 62.5 %),

R¢ (Amid) = 0.94 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 2:1),
Ry (Produkt 16) = 0.49 (Hexan/Aceton, 1:1),

[o]p>* = -23.2 (1.0, Dichlormethan),

C35Hs50N3047S (1492.3),
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ESI-MS:
Amid (50 % Acetonitril): Mo = 1491.4 Mg =1514.4 (M+Na)",
Produkt 16 (50 % Acetonitril): My, = 1491.4 Mg = 15144 (M+Na)",

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): 8 = 9.76-9.60 (m, 2H, NH), 9.54 (d, Juu2 = 8.5 Hz, 1H,
NH), 7.33 (s, 1H, H-6 Ar), 7.16 (d, J34 = 7.7 Hz, 1H, H-4 Ar), 7.07 (d, J34 = 7.7 Hz, 1H, H-3
Ar), 5.30 (dd, J,3=9.9 Hz, J34=9.6 Hz, 1H, H-3%), 5.24-5.04 (m, 3H, H-3*, H-3°, H-1?),
4.99-475 (m, 5H, H-1', H-4*>, H-4*, H-1*, H4%, 470, J1,=9.0Hz, 1H, H-19,
4.27-3.45 (m, 19H, H-6a*, H-6a*, H-2', H-6a°, OH-3', H-6b°, H-6b", H-6b”, H-2*, H-6a',
H-2%, H-5*, H-2°, H-5%, H-3', H-5°, H-6b', H-4', H-5"), 2.19 (s, 3H, Me), 2.04-1.86 (m, 27H,
OAc), 1.24 (s, 9H, Bu),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO0): & = 170.0, 169.9, 169.9, 169.6, 169.5, 169.3, 169.2 (C=0
OAc), 156.5(q, “Jcr=36.5Hz, C=0 TFAc), 156.2(q, “Jcr=36.5Hz, C=0 TFAc),
149.0 (C-1 Ar), 134.7 (C-2 Ar), 134.2 (C-5 Ar), 129.4 (C-6 Ar), 126.4 (C-3 Ar), 123.8 (C-4
Ar), 115.7(q, 'Jer=288.7Hz, CFs), 100.5(C-1°B, 'Je.imi=167.6Hz), 99.6 (C-1°B,
e =164.7Hz), 98.3 (C-1*B, 'Jeymi = 164.4Hz), 85.7 (C-1'0,, 'Je.imy = 155.0 Hz),
83.7 (C-2"), 77.3(C-5"), 76.2(C-4"), 72.0(C-3%, 71.9(C-3%), 71.8(C-3%), 71.1(C-5%,
71.0 (C-5°), 70.8 (C-3"), 70.8 (C-5%), 68.7 (C-6"), 68.3(C-4%), 68.2(C-4"), 68.1(C-4%,
61.6 (C-6%), 61.6 (C-6"), 61.6 (C-6°), 54.5 (C-2%), 54.3 (C-2%), 53.7(C-2%), 34.1 (qC Bu),
31.0 (rBu), 20.1, 19.9 (OAc), 19.3 (Me).

5-tert.Butyl-2-methyl-phenyl O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- 3-D-gluco-
pyranosyl)-(1—2)-[O0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-
(1—4)]-[0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- 5-D-glucopyranosyl)-(1—6)]-3-

O-acetyl-1-thio- o-D-mannopyranosid 17

(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-[B-AcsGIcNTFAc-1,4]-[B-AcsGIcNTFAc-1,6]-0-
AcMan-SPh(tBu,Me))

157 mg (105 wmol) Thioglycosid 16 werden in 15.7 mL Essigsdaureanhydrid/Pyridin, 5:1 ge-
16st und 3 d bei Zimmertemperatur gerithrt (DC: Hexan/Aceton, 1:1). Nach Reaktionsende

wird im Vakuum eingeengt, der Riickstand dreimal mit Toluol codestilliert und in Dichlor-

112



Experimenteller Teil

methan aufgenommen. Die organische Phase wird je einmal mit 1 M Salzsdure und mit
2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im
Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es werden 189 mg Roh-
produkt erhalten, die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Aceton, 2:1; Saulendurch-

messer: 25 mm; Fiillhohe: 14 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 135 mg (88 wmol, 83.9 %),
Ry =0.53 (Hexan/Aceton, 1:1),

[alp™ = -23.3 (0.5, Dichlormethan),
Ce1H76N3030S (1534.3),

ESI-MS (50 % Acetonitril):  Mpe = 1533.4 Mger = 1556.5 (M+Na)*, 1572.4 (M+K)",

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): 8 =9.71 (d, Jxuz = 8.9 Hz, 1H, NH), 9.54-9.34 (m, 2H,
NH), 7.37 (s, 1H, H-6 Ar), 7.22 (d, J34 = 7.9 Hz, 1H, H-4 Ar), 7.09 (d, J34 = 7.9 Hz, 1H, H-3
Ar), 5.41 (dd, Jo3=9.8 Hz, J34, =9.7 Hz, 1H, H-3%, 5.21-5.06 (m, 2H, H-3°, H-3%), 5.04 (d,
Ji»<1Hz, 1H, H-1"), 5.03-4.70 (m, 6H, H-3' H-1*, H-4%, H-4*, H-4°, H-1%), 4.55(d,
Ji2=8.8Hz, 1H, H-1%), 4.34 4.06 (m, 4H, H-2', H-6a°, H-6a’, H-6a"), 3.98-3.63 (m, 11H,
H-6b*, H-6b°, H-5%, H-2*, H-2%, H-5*, H-6b%, H-6a', H-2°, H-4!, H-5"), 3.59-3.41 (m, 2H,
H-5°, H-6b"), 2.32-1.85 (m, 33H, OAc, Me), 1.25 (s, 9H, rBu),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): § = 170.1, 170.0, 169.9, 169.6, 169.5, 169.4, 169.3, 169.2,
169.1 (C=0 OAc), 156.6 (q, “Jcr=36.5 Hz, C=0 TFAc), 149.0 (C-1 Ar), 133.1 (C-2 Ar),
132.9 (C-5 Ar), 129.6 (C-6 Ar), 128.1 (C-3 Ar), 124.4 (C-4 Ar), 115.7 (q, "Jor = 288.7 Hz,
CFs), 115.6(q, 'Jer=289.3Hz, CF3), 1155(q, 'Jer=289.3Hz, CF;), 100.7 (C-1%,
100.5 (C-1°%), 98.9 (C-1%), 84.9 (C-1%), 77.0 (C-2"), 76.2(C-5"), 73.1(C-3"), 72.8 (C-4"),
72.1 (C-3%, 71.5(C-3%, 71.4(C-3%), 70.7 (C-5%, 70.7 (C-5%), 70.7 (C-5%, 69.2(C-6"),
68.0 (C-4%), 68.0 (C-4%), 67.8 (C-4°%, 62.0(C-6%), 61.8(C-6°), 61.5(C-6"), 54.2(C-2%,
53.7 (C-2%), 53.0(C-2%), 34.0 (qC Bu), 30.9 (rBu), 20.6, 20.4, 20.2, 20.1, 19.9 (OAc),
19.6 (Me).
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9.5 Versuche zu Kapitel 3.1.4

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 5-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-0-(3,4,6-tri-O-
acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1—-3)-{ O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -
D-glucopyranosyl)-(1—2)-[0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)]-[O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- f-D-glucopyrano-
syl)-(1—6)]-0-( o-D-mannopyranosyl)-(1—6)}-0-(2-0-acetyl- -D-mannopyranosyl)-(1 —4)-
O-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3,6-O-benzyl-2-

desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosylazid 19

(B-Ac3GlcNPht-1,2-0-AcsMan-1,3-{ B-Ac3;GIcNTFAc-1,2-[B-Ac;GlcNTFAc-1,4]-[ B-
Ac3GIcNTFAc-1,6]-0-Man-1,6}-B-AcMan-1,4-$-Bz1,GlcNPht-1,4-3-Bz1,GlcNPht-N3)

10 mg (5.2 umol) Pentasaccharidakzeptor 18, 20 mg (13.1 umol, 2.5 eq) Thioglycosid 16,
29 mg (13.1 umol, 2.5 eq) N-lodsuccinimid und 30 mg gemorsertes, frisch ausgegliihtes
Molekularsieb 4 A werden unter Argonatmosphére in 0.3 mL absolutem Dichlormethan sus-
pendiert. Das Reaktionsgemisch wird jeweils 20 min bei Zimmertemperatur und bei -30 °C
geriihrt. Es werden 10 pL einer gesittigten Losung von Trifluormethansulfonsidure in abso-
lutem Dichlormethan zugetropft und das Reaktionsgemisch 4.5 h bei -30 °C geriihrt. Nach
vollstdndigem Reaktionsumsatz (DC: Hexan/Aceton, 1:1) wird mit Dichlormethan verdiinnt
und tiber Celite filtriert. Die Losung wird je einmal mit 10 %iger Natriumthiosulfat-Losung
und 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Lésung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und
im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es werden 25 mg
Rohprodukt erhalten, die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Aceton, 2:1; Siulen-

durchmesser: 10 mm; Fiillhohe: 10 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 7.5 mg (2.3 umol, 44.7 %),
R¢=0.28 (Hexan/Aceton, 1:1),

[alp”' = -18.9 (0.8, Dichlormethan),
Ci44H156F9N9Oeg4 (3207.8),

ESI-MS (50 % Acetonitril):  Mper = 3205.9 Mger = 3201.2 (M+Na-N,)",
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'H-NMR (500 MHz, [D6]-DMSO): & =9.67 (d, Jxuz = 8.9 Hz, 1H, NH), 9.47-9.24 (m, 2H,
NH), 9.13 (d, Jxuz2 = 9.6 Hz, 1H, NH), 8.00-7.61 (m, 12H, NPht), 7.36-6.64 (m, 20H, Ar),
5.66 (dd, J,3=9.7 Hz, J34 = Hz, 1H, H-3"), 5.36 (d, J;, = 8.8 Hz, 1H, H-1°), 5.32-5.07 (m,
6H, H-3", H-1', H-3%, H-1%, H-3", H-2%), 5.06-4.60 (m, 13H, H-4°, H-4*, H-4°, H-1°, H-4",
H-1°, H-4", H-1*, CH,0, H-3*, CH,0, H-1", H-1°), 4.53-4.38 (m, 4H, CH,0, CH,0, H-62°,
H-1*), 4.37-4.20 (m, 8H, CH,0, H-2*, H-6a’, H-6a’, CH,0, CH,O, H-6a’, CH0),
4.19-3.66 (m, 27H, H-2°, H-6b°, H-3', H-6b°, H-6b°, H-6b’, H-3*, H-2", H-6a>, H-6a',
H-6a‘, H-4', H-2%, H-5°, H-2%, H-4°, H-3%, H-2°, H-5%, H-4%, H-5°, H-2!, H-5°, H-5", H-6a",
H-6b%, H-6b%), 3.64-3.50 (m, 6H, H-2", H-5", H-6b', H-6a°, H-5', H-3%), 3.46-3.37 (m, 4H,
H-6b’, H-5%, H-5", H-6b*), 3.28-3.20 (m, 1H, H-4"), 2.07-1.76 (m, 48H, OAc),

BC-NMR (125 MHz, [D6]-DMSO): & = 170.1, 169.8, 169.7, 169.6, 169.4, 169.2 (C=0 OAc),
167.4, 167.3, 167.2, 167.1 (C=0 NPht), 156.7, 156.6, 156.2 (C=O TFAc), 137.9 (C-1 Ar),
134.8 (C-4/5 NPht), 130.6, 130.5 (C-1/2 NPht), 128.3, 128.1, 127.9, 127.7, 127.5, 127.3,
127.2, 127.0 (Ar), 123.4 (C-3/6 NPht), 114.2, 114.1, 114.0 (CF3), 100.6 (C-1%), 99.7 (C-1%),
99.2 (C-1"), 99.0 (C-1°), 97.9 (C-1%), 96.8 (C-1°), 96.6 (C-1%), 95.6 (C-1°), 84.5(C-1"),
77.3 (C-3%), 77.3 (C-4%), 76.9 (C-3"), 76.2(C-5"), 76.0 (C-2%), 75.3 (C-5"), 75.3 (C-4",
75.3 (C-5%), 74.0 (C-4"), 73.5 (CH,0), 73.1 (CH,0), 72.1 (CH,0), 72.0 (C-3”), 71.6 (C-3%),
71.5 (C-3"), 71.5 (C-2"), 71.5 (CH,0), 71.0 (C-5"), 71.0 (C-5%), 70.7 (C-5"), 70.7 (C-5"),
70.3 (C-3%), 70.2 (C-2%), 69.5(C-3"), 68.8(C-3%), 68.7 (C-3"), 68.6(C-6"), 68.3(C-4),
68.5 (C-4), 67.9 (C-4%), 67.9(C-4"), 67.9(C-47), 67.9 (C-5°), 67.9 (C-5%), 67.2(C-6%),
64.3 (C-4%, 61.7(C-6"), 61.5(C-6", 61.5(C-6%), 61.0(C-6%), 61.0(C-6"), 61.0(C-6),
60.9 (C-6"), 55.8 (C-2%), 54.4 (C-2"), 54.0 (C-2"), 53.7 (C-2”), 53.7 (C-2%), 53.4 (C-2°), 20.5,
20.4,20.2, 20.1 (OAc).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ O-(3,4,6-tri-O-
acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosyl)-(1—4)]-0-(3,6-di-O-acetyl- &-D-manno-
pyranosyl)-(1—3)-[0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-
(1—4)]-{0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ O-
(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-(1 —4)]-[ O-(3,4,6-tri-
O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- 5-D-glucopyranosyl)-(1 —6)]-O- a-D-mannopyranosyl-
(1—6)}-0-(2-0-acetyl--D-mannopyranosyl)-(1 —4)-0-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthal-
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imido-3-D-glucopyranosyl)-(1—4)-3-0-benzyl-2-desoxy-6-O-(p-methoxyphenyl)-2-phthal-
imido-3-D-glucopyranosylazid 20

(B-Ac3;GlcNPht-1,2-[B-Ac3GlcNPht-1,4]-0-Aco;Man-1,3-[B-AcsGIcNTFAc-1,4]-{ B-
Ac3GIcNTFAc-1,2-[B-AcsGIcNTFAc-1,4]-[B-AcsGlcNTFAc-1,6]-o-Man-1,6 }-f-AcMan-
1,4-B-Bzl,GlcNPht-1,4-B-BzIMpGlcNPht-N3)

20.4 mg (7.7 umol) Heptasaccharidakzeptor 1, 37.8 mg (25.3 umol, 3.3 eq) Thioglycosid 16,
5.7 mg (25.3 umol, 3.3 eq) N-lodsuccinimid und 64 mg gemorsertes, frisch ausgegliihtes
Molekularsieb 4 A werden unter Argonatmosphire in 0.6 mL absolutem Dichlormethan sus-
pendiert. Das Reaktionsgemisch wird jeweils 20 min bei Zimmertemperatur und bei -30 °C
geriihrt. Die Reaktion wird durch Zugabe einer gesittigten Losung von Trifluormethansulfon-
sdure in absolutem Dichlormethan gestartet und 5 h bei -30 °C geriihrt (DC: Hexan/ Aceton,
1:1). Im Anschluss wird mit Dichlormethan verdiinnt und iiber Celite filtriert. Die Losung
wird je einmal mit 10 %iger Natriumthiosulfat-Losung und 2 M Kaliumhydrogencarbo-
nat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der
Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es werden 53 mg Rohprodukt erhalten, die
mittels Flashchromatographie (Hexan/Aceton, 1.5:1 — 1:1; Sdulendurchmesser: 10 mm; Fiill-
hohe: 10 cm) gereinigt werden. Hierbei werden 20.3 mg leicht verunreinigtes Undeca-
saccharid 20 erhalten, die mittels RP-HPLC gereinigt werden (Basic, Agilent C8 XBD; Sau-
lengroBe: 15x4.65 mm; Eluent A: Wasser (0.1 % Ameisensédure); Eluent B: Acetonitril (0.1 %
Ameisensdure); linearer Gradient 80 % B — 90 % in 8 CV; Fluss: 1 mL/min; Detektion: 214,

254 und 280 nm; Retentionszeit: 7.3 min).

Ausbeute: 14.3 mg (3.6 umol, 46.8 %),
Ry =0.21 (Hexan/Aceton, 1:1),

[alp™ = -4.7 (0.9, Dichlormethan),
Ci76H180F12N110g; (3982.4),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mpe = 3980.1 Mger = 3975.5 (M+Na-N,)",
4003.8 (M+Na)",
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'H-NMR (500 MHz, [D6]-DMSO): § = 9.62 (br, 3H, NH), 9.06 (br, 1H, NH), 7.91-7.64 (m,
16H, NPht), 7.46-6.01 (m, 19H, Ar), 5.64-5.52 (m, 2H, H-3°, H-3"), 5.42-5.16 (m, 8H, H-1°,
H-3®, H-1°, H-1°, H-1', H-3%, H-37, H-3%), 5.12-5.00 (m, 5H, H-4°, H-4>, H-4® H-3,
H-1%), 4.97 (dd, J34 = 9.4 Hz, J,5 = 8.8 Hz, 1H, H-4%, 4.91-4.76 (m, 5H, H-4°, H-4", H-1°,
CH,0, H-2%), 4.70 (d, J,» = 7.4 Hz, 1H, H-17), 4.64-4.49 (m, 5H, H-1°, CH,0, H-1*, H-1*,
CH,0), 4.44 (d, Jgem = 12.8 Hz, 1H, CH,0), 4.39-4.16 (m, 10H, H-1°, H-2®, H-6a°, H-6a’,
CH,0, CH,0, H-3', H-6a", H-6a%, H-6a° ), 4.15-3.89 (m, 18H, H-6b°, H-6a" H-6b°, H-6b’
H-6a*, H-5°, H-2°, H-5°, H-6b°, H-2, H-2°, H-2%, H-4', H-3% H-4%, H-6b*, H-3°, H-2"),
3.88-3.61 (m, 22H, H-6b” , H-6a', H-2', H-6a%, H-5", H-5', H-5", H-5", H-6b', H-6b®, H-2°
H-5°, H-2”, H-5", H-4°, H-6a*, H-3*, PhOCH;, H-5, H-5"), 3.55-3.37 (m, 8H, H-2",
H-6a’, H-4*, H-4*, H-6b%, H-6b", H-5%, H-6b"), 2.12-1.62 (m, 63H, OAc),

BC-NMR (125 MHz, [D6]-DMSO0): § =170.1, 170.1, 170.0, 170.0, 169.9, 169.8, 169.7,
169.6, 169.3 (C=0 OAc), 168.0, 167.4, 167.1 (C=0 NPht), 156.9, 156.6, 156.4, 156.3 (C=0
TFAc), 153.4, 151.9 (C-4 OMp, C-1 OMp), 138.1, 137.8 (C-1 Ar), 135.0, 134.9 (C-4/5 NPht),
130.6, 130.5, 130.4 (C-1/2 NPht), 128.2, 128.0, 127.8, 127.7, 127.5, 127.3, 126.9, 126.7 (Ar),
123.7, 123.5, 123.2 (C-3/6 NPht), 116.9, 116.8, 115.9 (CF3), 115.8 (q, 'Jc = 287.5 Hz, CF3),
1153, 114.4(C-2 OMp, C-3 OMp, C-5 OMp, C-6 OMp), 101.4 (C-1%), 99.7 (C-1),
99.5 (C-1%), 99.3 (C-17), 98.5 (C-1%), 97.1 (C-1%), 97.1 (C-1%), 96.1 (C-1*), 95.7 (C-1°),
95.3 (C-19, 84.4 (C-1Y, 77.6(C-2Y, 77.1(C-3"), 76.7(C-5%), 76.2(C-3%), 76.2(C-4%),
76.1 (C-4%), 75.9 (C-4"), 74.7 (C-5"), 74.4 (C-5%), 73.6 (C-2"), 73.6 (CH,0), 73.0 (CH,0),
72.5 (C-4%), 722 (C-3%), 72.2 (CH,0), 71.6 (C-3%), 71.6 (C-3"), 71.6 (C-5%), 71.1 (C-3%),
71.1 (C-5%), 71.1(C-5), 70.7 (C-3%), 70.6 (C-57), 70.6 (C-4%), 70.6 (C-5°), 70.3 (C-5%,
70.1 (C-3%, 69.9 (C-3%), 69.9 (C-3°%), 69.5(C-5%), 69.0(C-4"), 68.5(C-3), 68.3(C-4%,
68.3 (C-6"), 68.3(C-5%, 68.1(C-4%), 68.1 (C-4%), 68.1 (C-2*), 67.7(C-4"), 671.3 (C-4>),
66.9 (C-6"), 66.4 (C-6"), 62.9 (C-6), 61.9 (C-6%, 61.5(C-6"), 61.5(C-6"), 61.5(C-6"),
61.5 (C-6%), 61.2 (C-6%), 60.7 (C-6°), 56.1 (C-2%), 55.1 (PhOCHj3), 54.8 (C-2”), 54.3 (C-2%),
54.3 (C-2Y), 54.2 (C-2%), 54.1 (C-2°), 54.1 (C-2"), 53.9 (C-2%), 20.6, 20.5, 20.4, 20.4, 20.3,
20.2,20.1, 20.0 (OAc).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ O-(3,4,6-tri-O-
acetyl-2-desoxy-2-phthalimido--D-glucopyranosyl)-(1—4)]-0-(3,6-di-O-acetyl- o-D-manno-
pyranosyl)-(1—3)-[O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-
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(1—4)]-{O0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-(1 -2 )-[ O-
(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-(1 —4)]-[ O-(3,4,6-tri-
O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- 5-D-glucopyranosyl)-(1 —6)]-O-(3-O-acetyl- a-D-man-
nopyranosyl)-(1—6)}-0-(2-0-acetyl- -D-mannopyranosyl)-(1 —4)-O-(3,6-di-O-benzyl-2-des-
oxy-2-phthalimido- B-D-glucopyranosyl)-(1—4)-3-0-benzyl-2-desoxy-6-O-(p-methoxyphenyl)-
2-phthalimido-S-D-glucopyranosylazid 21

(B-Ac3GIcNPht-1,2-[B-Ac3GlcNPht-1,4]-0-Ac,Man-1,3-[3-Ac;GIcNTFAc-1,4]-{ B-
Ac3GIcNTFAc-1,2-[B-AcsGIcNTFAc-1,4]-[B-Ac;GlcNTFAc-1,6]-0-AcMan-1,6 }--AcMan-
1,4-B-Bzl,GlcNPht-1,4-B-BzIMpGlcNPht-N3)

20.4 mg (7.7 umol) Heptasaccharidakzeptor 1, 38.8 mg (25.3 wmol, 3.3 eq) Thioglycosid 17,
5.7 mg (25.3 umol, 3.3 eq) N-Iodsuccinimid und 64 mg gemorsertes, frisch ausgegliihtes Mo-
lekularsieb 4 A werden unter Argonatmosphire in 0.6 mL absolutem Dichlormethan suspen-
diert. Das Reaktionsgemisch wird jeweils 20 min bei Zimmertemperatur und bei -30 °C ge-
rithrt. Es werden 13 pL einer gesittigten Losung von Trifluormethansulfonsédure in absolutem
Dichlormethan zugetropft und das Reaktionsgemisch wird 5 h bei -30 °C geriihrt (DC: Hexan/
Aceton, 1:1). AnschlieBend wird mit Dichlormethan verdiinnt und tiber Celite filtriert. Die Lo-
sung wird je einmal mit 10 %iger Natriumthiosulfat-Losung und mit 2 M Kaliumhydrogencar-
bonat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der
Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es werden 54 mg Rohprodukt erhalten, die mit-
tels Flashchromatographie (Hexan/Aceton, 1.5:1 — 1:1; Saulendurchmesser: 10 mm; Fiill-
hohe: 10 cm) gereinigt werden. Hierbei werden 18.9 mg leicht verunreinigtes Undeca-
saccharid 21 erhalten, die mittels RP-HPLC gereinigt werden (Basic; Agilent C8 XBD; Sau-
lengroBe: 15%4.65 mm; Eluent A: Wasser (0.1 % Ameisensédure); Eluent B: Acetonitril (0.1 %
Ameisensdure); linearer Gradient 80 % B — 87 % in 8 CV; Fluss: 1 mL/min; Detektion: 214,

254 und 280 nm; Retentionszeit: 8.6 min).

Ausbeute: 11.6 mg (2.9 umol, 37.7 %),
Ry =0.21 (Hexan/Aceton, 1:1),

[o]p™® = +4.9 (1.2, Dichlormethan),
Ci7sHi191F12N110s, (4024.4),
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ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mper = 4022.1 Mger = 4018.3 (M+Na-N,)",

'H-NMR (500 MHz, [D6]-DMSO): § = 9.72 (br, 2H, NH), 9.52 (br, 1H, NH), 8.99 (br, 1H,
NH), 7.94-7.62 (m, 16H, NPht), 7.29-6.56 (m, 19H, Ar), 5.66-5.53 (m, 2H, H-3°, H-3°),
5.41-5.17 (m, 6H, H-1°, H-1°, H-3", H-3®, H-1', H-3"), 5.15-4.95 (m, 6H, H-1%, H-3°, H-4°,
H-3%, H-4°, H-4%), 4.94-473 (m, 7H, H-3", H-1°, H-4>, H-4°, H-1°, H-4", CH,0),
4.70-4.48 (m, 6H, H-2°, H-1*, H-1*, H-1°, CH,0, CH,0), 4.47-4.18 (m, 10H, H-1®, CH,0,
H-17, CH,0, H-2®, H-6a’, CH,0, H-6a°, H-6a°, H-6a°), 4.17-3.95 (m, 11H, H-6a°, H-6a",
H-3', H-6b>, H-2°, H-6b", H-5°, H-4!, H-5°, H-2°, H-3%), 3.94-3.59 (m, 29H, H-2*, H-6b",
H-3% H-2°, H-6b°, H-6a', H-6b°, H-2', H-5°, H-2*, H-6b", H-5", H-5", H-6a% H-4°, H-6a",
H-6b', H-5', H-2°, H-57, PhOCH3, H-5*, H-2", H-4*, H-27, H-6a", H-6a"), 3.57-3.44 (m,
3H, H-4*, H-5°, H-6b"), 3.42-3.26 (m, 4H, H-5°, H-6b*, H-5°, H-6b"), 3.20-3.08 (m, 2H,
H-6b’, H-4), 2.11-1.69 (m, 66H, OAc),

BC-NMR (125 MHz, [D6]-DMSO): & = 170.8, 170.7, 170.6, 170.4, 170.2, 170.0, 169.9,
169.8, 169.5, 168.0 (C=0 OAc), 167.4, 167.3, 167.2, 167.1, 166.9 (C=O NPht), 156.8, 156.6,
156.3, 155.6 (C=0 TFAc), 154.3, 152.5 (C-4 OMp, C-1 OMp), 138.8, 138.7 (C-1 Ar), 135.7,
135.6, 135.3 (C-4/5 NPht), 131.5, 131.3 (C-1/2 NPht), 129.0, 128.6, 128.5, 128.2, 128.1,
127.8 (Ar), 124.4, 124.2 (C-3/6 NPht), 116.2, 115.2 (C-2 OMp, C-3 OMp, C-5 OMp, C-6
OMp), 114.6, 114.5 (CFs), 100.7 (C-1®), 100.7 (C-17), 99.2 (C-1%), 98.2 (C-1%), 97.3 (C-17),
97.3 (C-1%), 96.8 (C-1*), 96.0 (C-1%), 95.6 (C-1°), 95.6 (C-1°), 84.5(C-1"), 78.6 (C-5%),
76.3 (C-3"), 76.3 (C-2%, 74.9 (C-4"), 74.8 (C-5"), 74.2(C-4%), 74.1(C-3%), 73.8 (C-2"),
73.8 (C-5%), 73.4 (CH,0), 73.4 (C-4%), 73.3 (C-4"), 72.6 (C-4%, 72.2(C-3"), 72.1 (C-3%),
72.0 (CH,0), 72.0 (CH,0), 71.7 (C-5”), 71.3 (C-3®), 71.0 (C-3*), 70.7 (C-57), 70.5 (C-5%),
70.5 (C-5%), 70.5 (C-5°), 70.2(C-5%, 70.2(C-3%), 69.7 (C-3°), 69.7 (C-3%), 69.6 (C-4%),
69.0 (C-6), 68.8 (C-3"), 68.8 (C-3), 68.5 (C-5%), 68.1 (C-4%), 68.1(C-4>), 67.8 (C-4%),
67.8 (C-4"), 67.5(C-6"), 67.3(C-4%), 67.3(C-2%), 66.8(C-5%), 66.3 (C-6"), 62.2(C-6"),
62.2 (C-6°), 61.7 (C-6%), 61.7 (C-6°), 61.7(C-6"), 61.7 (C-6%), 60.6 (C-6"), 60.6 (C-6"),
55.7 (C-2%), 55.1 (PhOCHj3), 54.5 (C-27), 54.3 (C-2°), 54.2 (C-2"), 54.1 (C-2%), 53.8 (C-2),
53.2(C-2),53.2(C-2"), 21.1, 21.0, 20.7, 20.4 (OAc).
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9.6 Versuche zu Kapitel 3.1.5

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 5-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ O-(3,4,6-tri-O-
acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosyl)-(1—4)]-0-(3,6-di-O-acetyl- a-D-manno-
pyranosyl)-(1—3)-[0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-
(1—4)]-{O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-(1 -2 )-[ O-
(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-(1 —4)]-[ O-(3,4,6-tri-
O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- 5-D-glucopyranosyl)-(1 —6)]-O- a-D-mannopyranosyl-
(1—6)}-0-(2-0-acetyl--D-mannopyranosyl)-(1 —4)-0-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthal-
imido-f-D-glucopyranosyl)-(1—4)-3-0-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl-
azid 22

(B-Ac3GlcNPht-1,2-[B-Ac3GlcNPht-1,4]-0-AcoMan-1,3-[B-AcsGIcNTFAc-1,4]-{ B-
Ac3GIcNTFAc-1,2-[B-AcsGIcNTFAc-1,4]-[B-AcsGlcNTFAc-1,6]-o-Man-1,6 }-f-AcMan-
1,4-B-Bzl,GlcNPht-1,4-B-BzlGlcNPht-N3)

108.0 mg (27.1 wmol) Undecasaccharid 20 werden in 3.0 mL Toluol und 3.2 mL Acetonitril
gelost. Die Reaktion wird durch Zugabe einer Losung von 182.7 mg (333.2 umol, 12.3 eq)
Cer(IV)-ammoniumnitrat in 2.6 mL Wasser gestartet und 5 h bei Zimmertemperatur intensiv
geriihrt. Nach Ende der Reaktion (DC: Hexan/Aceton, 1:1) wird mit Ethylacetat verdiinnt und
die organische Phase je einmal mit 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Lésung und Wasser vor-
sichtig extrahiert. Die organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet, im Vakuum
eingeengt und der Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Es werden 105 mg Rohprodukt er-
halten, die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Aceton, 1:1; Saulendurchmesser:

20 mm; Fiillhohe: 10 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 92.0 mg (23.7 umol, 87.6 %),
Ry =0.18 (Hexan/Aceton, 1:1),

[OL]D21 =-14.8 (1.3, Dichlormethan),
CieoH183F12N11050 (3876.3),

120



Experimenteller Teil

ESI-MS (50 % Acetonitril):  Mpe = 3874.0 Mger = 1957.5 (M+2H;0)*,
3869.4 (M+Na-Ny)",
3897.3 (M+Na)",

'H-NMR (500 MHz, [D6]-DMSO): §=9.69-9.33 (m, 3H, NH), 8.97 (br, 1H, NH),
7.98-7.58 (m, 16H, NPht), 7.36-6.66 (m, 15H, Ar), 5.64-5.52 (m, 2H, H-3°, H-3%),
5.42-5.19 (m, 9H, H-1°, H-3%, H-1°, H-1%, H-3°, OH-3*, H-37, H-1!, H-3%), 5.11-5.01 (m,
5H, H-4°, H-1°, H-4%, H-4°, H-3%, 4.97(dd, J54=9.4Hz, J,5=88Hz, 1H, H-4%,
4.93-4.76 (m, 5H, H-4", H-1°, H-4>, H-2’, CH,0), 4.68(d, Ji,=94Hz 1H, H-1"),
4.66-4.56 (m, 5H, CH,0, H-1°, OH-6', H-1*, H-1*), 4.53 (d, Jgem = 12.8 Hz, 1H, CH,0),
4.44 (d, Jgem = 12.8 Hz, 1H, CH,0), 4.41-4.17 (m, 6H, H-1°, H-6a°, H-2", CH,0, H-6a’,
CH,0), 4.23-4.17 (m, 2H, H-6a’, H-6a"), 4.17-3.88 (m, 21H, H-3', H-6a", H-6a*, H-6b",
H-3% H-4%, H-2°, H-6a , H-6b”, H-5°, H-6b°, H-2*, H-5", H-2°, H-2?, H-2*, H-6b", H-6b”,
H-3°, H-4', H-6b"), 3.87-3.61 (m, 16H, H-5°, H-2!, H-6b", H-5", H-6a°, H-5°, H-5%, H-4°,
H-6a*, H-5°, H-3*, H-2", H-2%, H-5*, H-5', H-2"), 3.56-3.46 (m, 2H, H-4*, H-6a%),
3.45-3.30 (m, 7H, H-4*, H-6b", H-6b%, H-6a', H-5%, H-5', H-6b"), 3.16-3.09 (m, 1H, H-6b"),
2.12-1.59 (m, 63H, OAc),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): § =170.0, 169.9, 169.8, 169.7, 169.6, 169.5, 169.3,
169.2 (C=0 OAc), 168.3, 167.9, 167.4, 167.1 (C=0 NPht), 156.7, 156.6, 156.3, 156.2 (C=0
TFAc), 138.2, 137.9, 137.6 (C-1 Ar), 134.9, 134.8, 137.6 (C-4/5 NPht), 131.0, 130.8, 130.6,
130.5 (C-1/2 NPht), 128.2, 128.0, 127.7, 127.6, 127.4, 127.3, 127.0 (Ar), 123.7, 123.4,
123.2 (C-3/6 NPht), 117.3, 117.1, 114.1 (CF3), 100.9 (C-1%), 99.4 (C-17), 99.2 (C-1%),
98.7 (C-17), 98.3 (C-1%), 97.1 (C-1%), 96.9 (C-1%), 96.2 (C-1*), 95.5(C-1°), 95.3 (C-1°),
84.5 (C-1"), 76.9 (C-2%, 76.8 (C-3"), 76.6 (C-5%), 76.4(C-3%), 76.4(C-4%), 76.2(C-4%),
74.8 (C-4"), 73.9 (C-5"), 73.7 (C-5Y), 73.6 (C-2*), 73.2 (CH0), 72.7 (CH,0), 72.7 (C-4"),
72.0 (C-3%), 71.9 (CH,0), 71.4 (C-3%), 71.3(C-3"), 71.1 (C-3"), 71.1 (C-5%), 71.1 (C-5"),
70.5 (C-5%), 70.5(C-5%), 70.5(C-5>), 70.5 (C-4%, 70.2(C-5%, 69.7 (C-3%, 69.6(C-3"),
69.6 (C-3%), 69.4 (C-5), 69.2 (C-4®), 68.3 (C-6%), 68.3(C-3"), 68.1(C-4%, 68.1(C-4"),
68.1 (C-2%, 68.1 (C-5%), 67.9 (C-4%), 67.9(C-47), 67.9(C-3%), 67.4(C-4>), 67.0(C-6%,
62.4 (C-6"), 61.7 (C-6%), 61.3(C-6"), 61.3(C-6°), 61.3(C-6", 61.3(C-6"), 61.3 (C-6%),
60.6 (C-6%), 58.6 (C-6"), 55.7 (C-2%), 54.5(C-27), 54.2(C-2"), 54.1(C-2°%), 53.9(C-2%,
53.9 (C-2"), 53.9 (C-2%), 53.8 (C-2"), 20.3, 20.2, 20.1, 20.0, 19.9, 19.8 (OAc).
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0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ O-(3,4,6-tri-O-
acetyl-2-desoxy-2-phthalimido--D-glucopyranosyl)-(1—4)]-0-(3,6-di-O-acetyl- o-D-manno-
pyranosyl)-(1—3)-[O0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-
(1—4)]-{O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-(1 -2 )-[ O-
(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-(1 —4)]-[ O-(3,4,6-tri-
O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- 5-D-glucopyranosyl)-(1—6)]-O- o-D-mannopyranosyl-
(1—6)}-0-(2-0-acetyl-f-pD-mannopyranosyl)-(1 —4)-O-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthal-
imido-f-D-glucopyranosyl)-(1—4)-[ O-2,3,4-tri-O-(p-methoxybenzyl)-a-L-fucopyranosyl-
(1—6)]-3-0-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosylazid 23

(B-Ac3GIcNPht-1,2-[B-Ac3GlcNPht-1,4]-0-Ac,Man-1,3-[3-Ac;GIcNTFAc-1,4]-{ B-
Ac3GIcNTFAc-1,2-[B-Ac3GIcNTFAc-1,4]-[B-AcsGIcNTFAc-1,6]-o-Man-1,6 }-B-AcMan-
1,4-B-Bzl,GlcNPht-1,4-[a-Mpm;Fuc-1,6]-B-BzlGlcNPht-N3)

9.9 mg (2.6 umol) Undecasaccharid 22, 30.3 mg (53.2 umol, 20.8 eq) Ethylthiofucosid H und
40 mg gemdrsertes, frisch ausgegliihtes Molekularsieb 4 A werden unter Argonatmosphiire in
120 pL absolutem Dichlormethan und 60 UL absolutem N,N-Dimethylformamid suspendiert.
Hierzu werden 15.5 mg (69.2 umol, 26.6 eq) Kupfer(Il)-bromid und 12.7 mg (39.4 umol,
15.2 eq) Tetrabutylammoniumbromid gegeben und die erhaltene Suspension wird bei Zim-
mertemperatur gerithrt. Nach 3 d (DC: Hexan/Aceton, 1:1) wird mit 0.9 mL absolutem Di-
chlormethan verdiinnt und die Reaktion mit 9 uLL (64.7 umol, 24.9 eq) Triethylamin und 5 pL
(67.6 umol, 26.0 eq) Ethanthiol gestoppt. Die Suspension wird iiber Celite filtriert und die or-
ganische Phase mit 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat
getrocknet, im Vakuum eingeengt und der Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Es werden
36.2 mg Rohprodukt erhalten, die mittels Flashchromatographie (Hexan/Aceton, 1:1; Sdulen-

durchmesser: 10 mm; Fiillhohe: 10 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 8.4 mg (1.9 umol, 73.7 %),
Ry =0.24 (Hexan/Aceton, 1:1),

[a]p™ = -26.1 (1.1, Dichlormethan),
Ci99H217F12N11087 (4382.9),
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ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mpe = 4380.3 Mger = 2199.6 (M+2Na-N,)**,
4375.4 (M+Na-N,)",
4404.0 (M+Na)",

'H-NMR (500 MHz, [D6]-DMSO): §=9.67-9.35 (m, 3H, NH), 8.62 (br, 1H, NH),
7.91-7.59 (m, 16H, NPht), 7.34-6.66 (m, 27H, Ar), 5.65-5.51 (m, 2H, H-3°, H-3%),
5.42-532(m, 3H, H-1°, H-3%, H-19, 5.29-5.20 (m, 3H, H-1%, H-3%, H-37), 5.18(d,
Ji2=9.5Hz, 1H, H-1"), 5.12-4.92 (m, 7H, H-3°, H-4°, H-4%, H-4°, H-3*, H-1°, H-4%,
4.88-4.73 (m, 6H, H-4", H-4>, CH,0, H-1°, H-1", H-2%), 4.71-4.27 (m, 19H, CH,0, H-1",
CH,O0, CH,0, H-1°, H-1*, H-1*, CH,0, CH,0, CH0, H-1®, CH,0, CH,0, CH,0, CH,0,
H-2®, CH,0, H-6a°, H-6a°), 4.22-3.87 (m, 22H, H-6a’, H-3, H-6a®, H-3', H-6a", H-6a",
H-6b°, H-2°, H-5°, H-5°, H-6b°, H-6b", H-2*, H-4%, H-2°, H-2%, H-6b°, H-2*, H-4, H-3°,
H-6a°, H-6b"), 3.87-3.59 (m, 26H, H-2!, H-6a', H-5°, H-5", H-4’, H-2®, H-6b’, H-6b",
H-5°, H-5, PhOCH3, H-5°, H-2", H-3", H-5", H-6a", H-2", H-3"), 3.58-3.17 (m, 14H, H-4",
H-2°, H-5', H-6a’, H-5%, H-4*, H-5", H-6b', H-6a%, H-6b", H-5%, H-4*, H-6b°, H-6b%),
2.06-1.65 (m, 63H, OAc), 0.90 (d, Js¢ = 5.9 Hz, 3H, H-6"),

BC-NMR (125 MHz, [D6]-DMSO): & = 170.8, 170.7, 170.6, 170.4, 170.0, 169.7 (C=0 OAc),
167.1, 166.9, 166.7 (C=0O NPht), 159.4, 159.3 (C-4 Mpm), 156.5, 156.3, 156.2 (C=O TFAc),
139.0, 138.5 (C-1 Ar), 135.7, 135.6 (C-4/5 NPht), 132.6, 132.0, 131.7, 131.5, 131.4 (C-1
Mpm, C-1/2 NPht), 130.3, 129.6, 128.9, 128.6, 128.5, 128.4, 128.2, 127.9, 127.6 (C-2/6
Mpm, Ar), 124.9, 124.4, 124.2, 123.3 (C-3/6 NPht), 116.8, 115.0, 114.6 (CFs), 114.4 (C-3/5
Mpm), 101.0 (C-1®B, "Je.imt = 163.2 Hz), 99.5 (C-1"B, 'Jeim1 = 163.8 Hz), 99.5 (C-1°B,
e = 166.8 Hz), 98.5 (C-1°B, 'Je.ima = 165.0 Hz), 98.5 (C-1°B, 'Je.im1 = 166.8 Hz),
97.1 (C-1*a, o1 =178.6Hz), 969 (C-1°B, 'Jemi=167.2Hz), 96.5(C-1*q,
Jeani =1774 Hz), 95.6 (C-1°B, 'Jemi=166.5Hz), 95.4 (C-1°B, 'Je.mi =167.2 Hz),
93.9 (C-1"0,, 'Jeip1 = 174.0 Hz), 84.2 (C-1'B, 'Je1 1 = 167.5 Hz), 77.6 (C-3%), 76.9 (C-4),
76.7 (C-2%), 76.7(C-5%), 76.2(C-4%), 75.9(C-3%), 75.9(C-3"), 75.7(C-4%, 75.6 (C-4"),
75.6 (C-5"), 73.9 (C-25), 73.6 (CH,0), 73.6 (C-2%), 73.6 (C-4*), 73.0 (CH,0), 72.6 (C-5),
71.8 (CH,0), 71.8 (C-3%), 71.4 (C-3®), 71.4 (C-5"), 71.2(C-3"), 71.2 (C-3%), 70.9 (CH,0),
70.6 (C-57), 70.6 (CH,0), 70.5 (C-5%), 70.5 (C-5%), 70.5 (C-5"), 70.5 (C-5”), 70.5 (CH,0),
70.5 (C-4%), 70.0 (C-5%), 69.8 (C-3"), 69.7 (C-3%), 69.5(C-3%, 69.5(C-5%, 69.1 (C-4"),
68.1 (C-3%), 68.1 (C-6"), 68.1(C-3%), 68.9 (C-4%), 68.9 (C-4%), 68.9 (C-47), 68.9 (C-4>),
68.9 (C-2%), 67.3(C-4°), 66.9 (C-67), 65.4(C-5"), 63.9 (C-6%), 62.6 (C-6%), 61.7(C-6",
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61.2 (C-6°), 61.2(C-6"), 61.2(C-6°), 61.2(C-6, 61.2(C-6"), 60.6 (C-6%, 55.6 (C-2?),
54.5 (C-2%), 54.6 (C-2%), 54.6 (PhOCH3), 54.3 (C-2%), 54.2 (C-2"), 54.0 (C-2°), 53.8 (C-2B),
53.8 (C-2"),21.3,21.2, 20.9, 20.8 (OAc), 16.9 (C-6").

O-(2-Acetamido-2-desoxy- 3-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ O-(2-acetamido-2-desoxy- f-D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)]-0-o-D-mannopyranosyl-(1—3)-[ O-(2-acetamido-2-desoxy- f-D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)]-{ O-(2-acetamido-2-desoxy--D-glucopyranosyl)-(1—2)-[ O-(2-acetamido-
2-desoxy- -D-glucopyranosyl)-(1—4)]-[ O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-glucopyranosyl)-
(1—6)]-0-o-D-mannopyranosyl-(1—06)}-O- -D-mannopyranosyl-(1 —4)-O-(2-acetamido-
3,6-di-O-benzyl-2-desoxy--D-glucopyranosyl)-(1 —4)-[ O-2,3,4-tri-O-(p-methoxybenzyl)-a-L-
fucopyranosyl-(1—6)]-2-acetamido-3-0-benzyl-2-desoxy- -D-glucopyranosylazid 24

(B-GIcNAc-1,2-[B-GlcNAc-1,4]-0-Man-1,3-[B-GlcNAc-1,4]-{ B-GleNAc-1,2-[B-GlcNAc-
1,4]-[B-GlcNAc-1,6]-0-Man-1,6 }-B-Man-1,4-B-Bzl,GIcNAc-1,4-[a-Mpm;Fuc-1,6]-3-
BzIGIcNAc-N3)

15.0 mg (3.4 umol) Dodecasaccharid 23 werden in 0.9 mL n-Butanol und 230 pL (3.4 mmol,
1012 eq) Ethylendiamin gel6st und 23.25 h bei 80 °C geriihrt. Nach vollstindigem Reaktions-
umsatz (DC: iso-Propanol/l M Ammoniumacetat, 2:1) wird im Vakuum eingeengt und der
Riickstand dreimal mit Toluol codestilliert und im Hochvakuum getrocknet. Der Riickstand
wird in 6 mL Essigsdureanhydrid/Pyridin, 1:2 gelost und 3.5 h bei 45 °C geriihrt. Nach Reak-
tionsende (DC: Hexan/Aceton, 1:1) wird im Vakuum eingeengt, der Riickstand dreimal mit
Toluol codestilliert und im Anschluss im Hochvakuum getrocknet. Der Riickstand wird in
3 mL Methylamin-Losung (40 % in Wasser) gel6st und 16 h bei Zimmertemperatur geriihrt.
Nach beendeter Reaktion (DC: iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 2:1) wird im Vakuum
eingeengt, der Riickstand dreimal mit Toluol codestilliert und im Anschluss im Hochvakuum
getrocknet. Es werden 24 mg Rohprodukt erhalten, die mittels Festphasen-RP-Extraktion ge-
reinigt werden (Waters SepPak C18 Classic; KartuschengroBe: 330 mg; Elution (jeweils
5SmL) mit 0, 10, 20, 30, 40, 50, 70 und 100 % Acetonitril; Elution von 24 bei 40 und
50 % Acetonitril).

Ausbeute: 5.9 mg (2.0 pumol, 59.2 %),

R¢ (Amin) = 0.52 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 2:1),
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Rt (Peracetat) = 0.56 (DC: Hexan/Aceton, 1:1),

R (Produkt 24) = 0.72 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 2:1),
[olp™* = -32.4 (0.5, Wasser),

Ci33H157N11062 (2931.9),

ESI-MS (100 % Wasser): Mper = 2930.2 Mger = 1474.3 (M+2Na-N,)**,
2925.5 (M+Na-Ny)",
2953.7 (M+Na)*,

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO/D,0, 3:1): § = 7.31-6.99 (m, 19H, Ar), 6.84-6.64 (m, 8H,
Ar), 4.85(d, J1, < 1Hz, 1H, H-1%), 4.82-4.13 (m, 22H, H-1', H-1?, H-1°, H-1*, H-1°, H-1°,
H-1%, H-17, H-18, H-1", 6xCH,0), 4.07-3.98 (m, 2H, H-2*, H-1""), 3.89-2.87 (m, 78H, H-2',
H-3', H-4', H-5', H-6a/b', H-2%, H-3% H-4°, H-5%, H-6a/b’, H-2°, H-3’, H-4°, H-5°, H-6a/b’,
H-3%, H-4%, H-5*, H-6a/b*, H-2*, H-3", H-4", H-5*, H-6a/b*, H-2°, H-3°, H-4’, H-5",
H-6a/b°, H-2°, H-3>, H-4>, H-5", H-6a/b’, H-2°, H-3°, H-4°, H-5°, H-6a/b°, H-2%, H-3°,
H-4°, H-5%, H-6a/b®, H-2, H-3", H-4’, H-5, H-6a/b’, H-2®, H-3" H-4%, H-5", H-6a/b®,
H-2F, H-3", H-4", H-5", 3xPhOCH3), 1.96-1.67 (m, 24H, NAc), 0.90 (br, 3H, H-6").

9.7 Versuche zu Kapitel 3.2.1

5-tert.Butyl-2-methyl-phenyl O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyrano-
syl)-(1—-2)-3,4,6-tri-O-acetyl- 1-thio- &-D-mannopyranosid 26

(B-Ac3GIcNPht-1,2-0- AcsMan-S-Ph(tBu,Me))

a) aus Trichloracetimidat C

500 mg (0.58 mmol) Trichloracetimidat C werden unter Argonatmosphdre mit 500 mg ge-
mérsertem, frisch ausgeglithtem Molekularsieb 4 A in 8.0 mL absolutem Dichlormethan sus-
pendiert. Es werden 2.6 mL (14.38 mmol, 24.8 eq) S-tert.Butyl-2-methyl-thiophenol zuge-
geben. Das Reaktionsgemisch wird jeweils 30 min bei Zimmertemperatur und bei -10 °C ge-
riihrt. Die Reaktion wird durch Zugabe von 36 pL (0.29 mmol, 0.5 eq) Bortrifluorid-Diethyl-
etherat gestartet und 2 h (DC: Cyclohexan/Ethylacetat, 1:2) bei -10 °C geriihrt. Nach vollstin-
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diger Umsetzung wird mit Dichlormethan verdiinnt und iiber Celite filtriert. Die Reaktionslo-
sung wird mit 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat ge-
trocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es
werden 3.1 g Rohprodukt erhalten, die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Ethylace-

tat, 1:1; Sdaulendurchmesser: 45 mm; Fiillhohe: 10 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 468 mg (0.53 mmol, 91.4 %),
Ry = 0.53 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1),
[alp™ = +68.0 (0.5, Dichlormethan),
C43H5:NO5S (885.9),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mper = 885.3 Mger = 908.0 (M+Na)*, 924.0 (M+K)",

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): & = 7.92-7.65 (m, 4H, NPht), 7.38 (d, J46 = 2.0 Hz, 1H,
H-6 Ar), 7.23 (dd, J34 = 8.3 Hz, J46=2.0 Hz, 1H, H-4 Ar), 7.17 (d, J34=8.3 Hz, 1H, H-3
Ar), 5.67 (dd, J34=9.1Hz, Jo3=104Hz, 1H, H-3%, 5.60(d, J,,=8.6Hz, 1H, H-1%),
5.17 (d, J1» = 1.6 Hz, 1H, H-1"), 5.05-4.80 (m, 3H, H-4%, H-4', H-3"), 4.44 (dd, J,, = 1.6 Hz,
Jo3=3.1Hz, 1H, H-2"), 4.26-3.98 (m, 5H, H-6a%, H-2% H-5', H-5% H-6b%), 3.52-3.43 (m, 2H,
H-6a', H-6b"), 2.25 (s, 3H, Me), 2.08-1.74 (m, 18H, OAc), 1.25 (s, 9H, /Bu),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): & =170.0, 169.8, 169.6, 169.5, 169.2, 169.2 (C=0),
149.4 (C-1 Ar), 135.1 (C-2 Ar), 134.7 (C-4/5 NPht), 131.9 (C-5 Ar), 30.5 (C-1/2 NPht),
129.8 (C-3/6 NPht, C-3 Ar), 127.6 (C-6 Ar), 124.3 (C-4 Ar), 95.1 (C-1%), 84.3 (C-1h,
74.8 (C-2"), 70.8 (C-5%), 69.8 (C-3"), 69.7 (C-3%), 68.8 (C-5"), 68.7(C-4%), 65.0(C-4"),
62.1 (C-6"), 61.6 (C-6%), 53.7 (C-2%), 34.2 (qC Bu), 30.9 (rBu), 20.3, 20.1 (OAc), 19.6 (Me).

b) aus Verbindung 25

100 mg (0.13 mmol) Disaccharid 25 werden unter Argonatmosphére in 1.0 mL absolutem Di-
chlormethan gelost. Es werden 48 puL (0.26 mmol, 2 eq) 5-fert.Butyl-2-methyl-thiophenol zu-
gegeben und das Reaktionsgemisch wird auf 0 °C gekiihlt. Die Reaktion wird durch Zugabe
von 100 pL (65.5 pmol, 0.5 eq) einer Losung von 80 uL Zinn(IV)-chlorid in 920 puL abso-
lutem Dichlormethan gestartet. Nach 45 min wird die Eiskiihlung entfernt und weitere 65 min
bei Zimmertemperatur geriihrt. Nach vollstindiger Umsetzung (DC: Cyclohexan/Ethylace-

tat, 1:1) wird mit Dichlormethan verdiinnt, die organische Phase mit 5 M Natriumhydro-
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xid-Losung extrahiert und iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wird im Va-
kuum eingeengt und der Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Es werden 153 mg Rohpro-
dukt erhalten, die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1; Sdulendurch-

messer: 25 mm; Fiillhohe: 11 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 85.4 mg (96.4 umol, 73.6 %).

5-tert. Butyl-2-methyl-phenyl O-(2-amino-2-desoxy-[-D-glucopyranosyl)-(1—2)-1-thio- o-D-

mannopyranosid 27

(B-GlcNH,-1,2-0-Man-S-Ph(rBu,Me))

345 mg (0.39 mmol) Thioglycosid 26 werden in 7.0 mL n-Butanol gelost und mit 1.6 mL
(24.0 mmol, 61.4 eq) Ethylendiamin versetzt. Die Losung wird 19 h bei 80 °C geriihrt. Nach
vollstandigem Reaktionsumsatz (DC: iso-Propanol/l M Ammoniumacetat, 4:1) wird die Lo-
sung im Vakuum eingeengt, der Riickstand dreimal mit Toluol codestilliert und im Hochvaku-
um getrocknet. Es werden 509 mg Rohprodukt erhalten, die mittels Festphasen-RP-Extraktion
gereinigt werden (Waters SepPak C18 Classic; KartuschengréBe: 5 g; Elution (jeweils 50 mL)
mit 0, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70 und 100 % Acetonitril; Elution von 27 bei 30 und
40 % Acetonitril).

Ausbeute: 188 mg (0.37 mmol, 95.7 %),

R¢=0.78 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 4:1),
[alp® = +60.9 (1.0, Tetrahydrofuran),

Ca3H37NOgS (503.6),

ESI-MS (50 % Wasser): Mper = 503.2 Mger = 504.2 (M+H)*, 526.2 (M+Na)",
542.1 (M+K)",

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): §=7.53(d, Jsg=1.8Hz, 1H, H-6 Ar), 7.23 (dd,
Joo=18Hz>J54=7.8Hz, 1H, H4 Ar), 7.16(d, Js»=7.8Hz, 1H, H-3 Ar), 5.42(d,
Ji2<1Hz,1H, H-1"), 5.15-4.34 (m, 8H, OH-3', OH-4!, OH-6', OH-3* OH-4* OH-6°, NH,,
NH,), 427 (d, J1, =83 Hz, 1H, H-1?), 4.12-4.09 (m, 1H, H-2"), 3.82-3.76 (m, 1H, H-5"),
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3.71-3.36 (m, 6H, H-6a’, H-6a', H-3', H-6b', H-4', H-6b%), 3.16-3.09 (m, 1H, H-5°),
3.05-2.97 (m, 2H, H-4%, H-3%), 2.45 (tdd, J,»=8.3Hz, Jo3=89Hz, Juu,=82Hz, 1H,
H-2%), 2.33 (s, 3H, Me), 1.24 (s, 9H, rBu),

BC.NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): § =149.1 (C-1 Ar), 136.6 (C-2 Ar), 132.6 (C-5 Ar),
130.5 (C-6 Ar), 129.8 (C-4 Ar), 123.6 (C-3 Ar), 102.0 (C-1%), 86.6 (C-1"), 77.6 (C-2",
77.2 (C-5%), 76.5(C-3%), 75.2(C-5"), 70.5(C-3"), 70.1 (C-4%), 67.3(C-4"), 61.2(C-6%,
60.6 (C-6"), 55.9 (C-2%), 34.1 (qC 1Bu), 31.0 (Bu), 19.9 (Me).

5-tert.Butyl-2-methyl-phenyl O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- 3-D-gluco-
pyranosyl)-(1—2)-3,4,6-tri-O-acetyl- 1-thio- &-D-mannopyranosid 28

(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-a-AcsMan-SPh(tBu,Me))

a) aus Disaccharid 27

130.8 mg (0.26 mmol) entschiitztes Thioglycosid 27 werden in 12.9 mL absolutem Tetrahy-
drofuran unter Argonatmosphire gelost und mit 0.18 mL (1.0 mmol, 3.8 eq) Trifluoressigsiu-
repentafluorphenylester und 0.14 mL (1.0 mmol, 3.8 eq) Triethylamin versetzt. Die erhaltene
Losung wird 2.5 h bei Zimmertemperatur geriihrt (DC: Dichlormethan/Methanol, 7:1) und die
Reaktion durch Zugabe von 13.2 mL absolutem Methanol abgebrochen. Das Losungsmittel
wird bei Zimmertemperatur im Vakuum entfernt und der Riickstand zweimal in 10 %iger Es-
sigsdure in Wasser aufgenommen und gefriergetrocknet. Der Riickstand wird in 8.0 mL Es-
sigsdureanhydrid/Pyridin, 5:1 gelost und 2 d bei Zimmertemperatur gerithrt (DC: Cyclohexan/
Ethylacetat, 1:1). Die Losung wird im Vakuum eingeengt, der Riickstand dreimal mit Toluol
codestilliert und in Dichlormethan aufgenommen. Die organische Phase wird je einmal mit
1 M Salzsdure und 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat
getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es
werden 261 mg Rohprodukt erhalten, die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/ Ethyl-

acetat, 2:1; Sdulendurchmesser: 30 mm; Fiillhohe: 10.5 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 191 mg (0.22 umol, 84.6 %),
R: (Amid) = 0.21 (Dichlormethan/Methanol, 7:1),
R (Produkt 28) = 0.50 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1),
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[a]p® = +28.0 (0.5, Dichlormethan),
C37H4sF3NO16S (851.8),

ESI-MS:

Amid (100 % Acetonitril): Mper = 599.2 Mger = 622.9 (M+Na)", 638.9 (M+K)",

Produkt 28 (100 % Acetonitril):Mpe; = 851.3 Mger = 870.9 (M+H;0)", 874.4 (M+Na)",
890.4 (M+K)",

'H-NMR (500 MHz, [D6]-DMSO): §=9.43(d, Jwu.=8.8Hz, 1H, NH), 7.58(d,
Jas=1.5Hz, 1H, H-6 Ar), 7.21 (dd, Js4=8.1Hz, Jy6=15Hz, 1H, H-4 Ar), 7.16 (d,
Js4=8.1Hz, 1H, H-3 Ar), 5.78 (d, J1, <1 Hz, 1H, H-1"), 5.14-5.04 (m, 2H, H-4', H-3%),
493 (dd, J34=9.8 Hz, J45=10.8 Hz, 1H, H-4%), 4.89-4.82 (m, 2H, H-3', H-1%), 4.39 (dd,
Jia<1Hz, Jo3<1Hz, 1H, H-2"), 429-422(m, 1H, H-5"), 4.16(dd, Js¢=5.1Hz,
Jeem = 12.4 Hz, 1H, H-62°), 4.01-3.87 (m, 5H, H-6b’, H-6a', H-2°, H-6b', H-5%), 2.30 (s, 3H,
Me), 2.04 (s, 3H, OAc), 2.03 (s, 3H, OAc), 1.98 (s, 3H, OAc), 1.97 (s, 3H, OAc), 1.92 (s, 3H,
OAc), 1.90 (s, 3H, OAc), 1.25 (s, 9H, 7Bu),

BC-NMR (125 MHz, [D6]-DMSO): & = 170.1, 170.0, 169.9, 169.7, 169.4, 169.2 (C=0 OAc),
156.6 (q, *Jer=36.3Hz, C=0 TFAc), 149.4 (C-1 Ar), 134.0 (C-2 Ar), 132.8 (C-5 Ar),
129.7 (C-3 Ar), 126.2 (C-6 Ar), 123.9 (C-4 Ar), 118.0 (q, 'Jcr = 288.1 Hz, CF3), 98.8 (C-1%),
83.6 (C-1"), 763 (C-2"), 71.5(C-3%, 70.8 (C-5%), 70.1 (C-3"), 68.8 (C-5"), 68.0 (C-4%),
65.0 (C-4"), 62.2 (C-6"), 61.8 (C-6"), 53.0 (C-2%), 34.1 (qC 1Bu), 30.9 (rBu), 20.5, 20.4, 20.3,
20.1,20.0 (OAc), 19.7 (Me).

b) aus Disaccharid 26

50.4 mg (56.9 umol) Thioglycosid 26 werden in 1.0 mL n-Butanol gelost und mit 0.23 mL
(3.4 mmol, 60.5 eq) Ethylendiamin versetzt. Die Losung wird 17 h bei 80 °C geriihrt. Nach
vollstdndigem Reaktionsumsatz (DC: iso-Propanol/l M Ammoniumacetat, 4:1) wird die Lo-
sung im Vakuum eingeengt, der Riickstand fiinfmal mit Toluol codestilliert und im Hochva-
kuum getrocknet. Der Riickstand wird in 1.0 mL absolutem Tetrahydrofuran und 0.4 mL
(2.85 mmol, 50eq) Trifluoressigsdureanhydrid gelost. Es werden langsam 0.8 mL
(9.93 mmol, 174.5 eq) Pyridin zugegeben. Die Reaktion wird bei Zimmertemperatur geriihrt.
Nach 2.5 h und vollstindiger Umsetzung (DC: Dichlormethan/Methanol, 7:1) wird 1.0 mL

absolutes Methanol zugeben und 60 min (DC: Dichlormethan/Methanol, 7:1) bei Zimmertem-
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peratur geriihrt. Im Anschluss wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand
zweimal in 10 %iger Essigsdure in Wasser aufgenommen und gefriergetrocknet, in 1.2 mL
Essigsdureanhydrid/Pyridin, 5:1 gelost und 66 h bei Zimmertemperatur geriihrt (DC: Cyclo-
hexan/Ethylacetat, 1:1). Die Losung wird im Vakuum eingeengt, der Riickstand mit Toluol
codestilliert und in Dichlormethan aufgenommen. Die organische Phase wird je einmal mit
1 M Salzsdure und 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat
getrocknet, im Vakuum eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Es werden 78 mg
Rohprodukt erhalten, die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Ethylacetat, 2:1;

Saulendurchmesser: 20 mm; Fiillhohe: 10 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 24.5 mg (28.8 umol, 50.5 %),
R¢ (Amin) = 0.82 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 4:1),
R: (Amid) = 0.21 (Dichlormethan/Methanol, 7:1).

9.8 Versuche zu Kapitel 3.2.2

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-0-(3,4,6-tri-
O-acetyl- o-D-mannopyranosyl)-(1 —3)-O- f-D-mannopyranosyl-(1 —4)-O-(3,6-di-O-benzyl-2-
desoxy-2-phthalimido-f-D-glucopyranosyl)-(1—4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido-
B-D-glucopyranosylazid 29

(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-a-AcsMan-1,3-B-Man-1,4-3-Bzl,GlcNPht-1,4-3-Bzl,GlcNPht-N3)

16.6 mg (13.4 umol) Core-Trisaccharid A, 22.8 mg (26.8 umol, 2.0 eq) Thioglycosid 28,
6.0 mg (26.8 umol, 2.0 eq) N-Iodsuccinimid und 40 mg gemorsertes, frisch ausgegliihtes Mo-
lekularsieb 4 A werden unter Argonatmosphére in 0.5 mL absolutem Dichlormethan suspen-
diert. Die Suspension wird 20 min bei Zimmertemperatur und 30 min bei -30 °C geriihrt. An-
schlieBend wird eine gesittigte Losung von Trifluormethansulfonsédure in absolutem Dichlor-
methan zugetropft bis sich die Reaktionslosung violett verfiarbt. Die Reaktion wird bei -30 °C
2.3 h geriihrt. Nach Ende der Reaktion (DC: Hexan/Aceton, 1.2:1) wird mit Dichlormethan
verdiinnt und iiber Celite filtriert. Die Losung wird je einmal mit 10 %iger Natriumthiosul-

fat-Losung und mit 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat
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getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es
werden 39.8 mg Rohprodukt erhalten, die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Ace-

ton, 1.5:1; Sdulendurchmesser: 10 mm; Fiillhohe: 10 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 17.1 mg (9.4 umol, 70.1 %),
R:=0.22 (Hexan/Aceton, 1.5:1),
[olp”' = -3.2 (1.1, Dichlormethan),
CsgHo3F3NgO33 (1819.7),

ESI-MS (100 % Acetonitril): My = 1818.6 Mger = 1837.4 (M+H30)",

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): 8 =9.57 (d, Jxuz = 9.1 Hz, 1H, NH), 7.95-7.61 (m, 8H,
NPht), 7.38-7.12 (m, 10H, Ar), 7.00-6.65 (m, 10H, Ar), 5.27 (d, J1,=9.3 Hz, 1H, H-1"),
5.25-5.19 (m, 2H, H-1%, OH-4%), 5.15 (dd, J,3 = 10.0 Hz, J54 = 10.7 Hz, 1H, H-3"), 5.07 (d,
Ji2<1Hz, 1H, H-1%), 5.04-4.74 (m, 6H, H-3*, H-4*, H-4°, CH,0, CH,0, OH-2%), 4.72 (d,
Ji2 = 8.4 Hz, 1H, H-1°), 4.60-4.50 (m, 3H, CH,0, H-1°, CH,0), 4.47 (d, Jgem = 12.1 Hz, 1H,
CH,0), 4.43-4.27 (m, 4H, CH,0, CH,0, CH,0, H-2%), 4.26-3.85 (m, 12H, H-6a’, OH-6",
H-3% H-5%, H-4', H-3!, H-2%, H-4%, H-6a", H-6b°, H-6b*, H-2%), 3.84-3.64 (m, 5H, H-2°, H-2',
H-6a’, H-5°, H-6a"), 3.63-3.53 (m, 3H, H-5', H-4°, H-6b%), 3.52-3.43 (m, 2H, H-6b’, H-6a"),
3.40-3.25 (m, 3H, H-6b', H-5%, H-3%), 3.08-3.01 (m, 1H, H-5"), 2.07 (s, 3H, OAc), 2.02 (s,
3H, OAc), 2.00 (s, 3H, OAc), 1.98 (s, 3H, OAc), 1.95 (s, 3H, OAc), 1.93 (s, 3H, OAc),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): §=170.1, 169.7, 169.6, 169.3, 169.2 (C=O OAc),
167.1 (C=0O NPht), 156.9 (q, Jcr=135.3 Hz, C=0 TFAc), 138.7, 138.1, 138.0 (C-1 A),
138.8 (C-4/5 NPht), 130.8, 130.6 (C-1/2 NPht), 128.3, 128.2, 128.1, 127.9, 127.8, 127.6,
127.5, 127.4, 127.3, 127.1, 126.9, 126.8 (Ar), 123.4 (C-3/6 NPht), 115.8 (q, 'Jcr = 288.7 Hz,
CE;), 99.7 (C-1*a,, 'Jeim1=175.0Hz), 99.2 (C-1°B, 'Jemi=159.2Hz), 98.7 (C-1°B,
Yeani =163.7Hz), 96.6 (C-1’B, 'Jem1=168.2Hz), 84.7 (C-1'B, 'Jeim1 =166.8 Hz),
82.6 (C-3%), 76.9 (C-5°), 76.6 (C-4%), 76.3 (C-3%), 76.2(C-3"), 75.6(C-5"), 74.9 (C-4",
74.6 (C-5%), 74.0 (C-2%), 73.5 (CH,0), 73.5 (CH,0), 72.1 (CH,0), 71.4 (CH,0), 71.4 (C-3),
70.7 (C-5"), 69.6 (C-3%), 69.5(C-2%), 68.2(C-4%), 67.6(C-69), 67.6(C-5%), 67.4(C-6"),
65.4 (C-4%, 65.0 (C-4%), 62.3(C-6%, 61.7(C-6"), 61.1(C-6°), 55.8 (C-2%), 54.4(C-2h,
53.1 (C-2%), 20.4, 20.1 (OAc).
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0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-0-(3,4,6-tri-
O-acetyl- o-D-mannopyranosyl)-(1—3)-0-(4,6-O-benzyliden- -D-mannopyranosyl)-(1 —4)-O-
(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1—4)-3,6-di-O-benzyl-2-des-

oxy-2-phthalimido- p-D-glucopyranosylazid 31

(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-a-AcsMan-1,3-B-BzdnMan-1,4-3-Bzl,GlcNPht-1,4-3-Bzl,GlcNPht-
N3)

a) durch Glycosylierung mit dem Thioglycosid 28

17mg (13.8 umol) Core-Trisaccharid A, 17.6 mg (20.6 umol, 1.5 eq) Thioglycosid 28,
6.2 mg (27.5 umol, 2 eq) N-Iodsuccinimid und 80 mg gemorsertes, frisch ausgegliihtes Mole-
kularsieb 4 A werden unter Argonatmosphiire in 3 mL absolutem Dichlormethan suspendiert.
Die Suspension wird jeweils 30 min bei Zimmertemperatur und bei -30 °C geriihrt. Anschlie-
Bend wird die Reaktion durch Zugabe von 100 pL einer gesittigten Losung von Trifluor-
methansulfonsiure in absolutem Dichlormethan gestartet und bei -30 °C geriihrt. Nach 50 min
(DC: Hexan/Aceton, 1.2:1) wird die Reaktion durch die Zugabe von 10 puL (124 pmol, 9.0 eq)
Pyridin gestoppt. Die Reaktion wird mit Dichlormethan verdiinnt und iiber Celite filtriert. Die
Losung wird mit Wasser extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum einge-
engt. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es werden 37.7 mg Rohprodukt er-
halten, die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Aceton, 2:1; S#ulendurchmesser:

10 mm; Fiillhohe: 11 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 18.4 mg (9.6 umol, 69.9 %),
R¢=0.46 (Hexan/Aceton, 1.2:1),
[alp™ =-9.9 (1.7, Dichlormethan),
Co7Hg7F3N60O33 (1907.8),

ESI-MS (50 % Acetonitril):  Mper = 1906.6 Mger = 1925.7 (M+H30)", 1929.7 (M+Na)",

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): & = 9.55 (d, Jxuz = 9.0 Hz, 1H, NH), 7.99-7.64 (m, 8H,

NPht), 7.52-7.21 (m, 16H, Ar), 6.98-6.72 (m, 9H, Ar), 5.67 (s, 1H, Ph-CH), 5.37-5.21 (m, 3H,

H-1', OH-2°, H-1%), 5.12-4.99 (m, 4H, H-3°, H-1*, H-3*, H-4%), 4.91-4.78 (m, 3H, H-4’,

CH,0, CH,0), 4.69 (d, J1, < 1 Hz, 1H, H-1°), 4.63 (d, Jeem = 12.2 Hz, 1H, CH,0), 4.57 (d,

Jeem = 12.2 Hz, 1H, CH,0), 4.49 (d, J,, = 8.3 Hz, 1H, H-1°), 4.46-4.36 (m, 4H, CH,0, CH,0,
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CH,0, CH,0), 4.25-3.90 (m, 13H, H-5*, H-3%, H-4', H-3', H-6a°, H-6a°, H-4°, H-2*, H-6a",
H-4%, H-2°, H-6b*, H-2%), 3.89-3.76 (m, 4H, H-2°, H-6b°, H-6a, H-2"), 3.72-3.56 (m, 4H,
H-3°, H-6b%, H-5', H-6b), 3.53-3.35 (m, 3H, H-6a', H-5%, H-6b"), 3.22-3.08 (m, 2H, H-5°,
H-5°), 2.04-1.87 (m, 18H, OAc),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): & = 170.1, 169.9, 169.8, 169.7, 169.4, 169.3, 169.2 (C=0
OAc), 167.4, 167.1 (C=0 NPht), 156.5 (q, Jcr = 37.2 Hz, C=0 TFAc), 138.4, 138.3, 138.1,
137.9, 137.8 (C-1 Ar), 134.8 (C-4/5 NPht), 130.8, 130.6 (C-1/2 NPht), 129.0, 128.0, 127.8,
1277, 127.5, 127.4, 127.3, 1272, 127.1, 126.8, 126.2 (Ar), 123.5, 123.4 (C-3/6 NPht),
115.7(q, 'Jer=288.7Hz, CF3), 100.8 (Ph-CH), 99.7 (C-1°B, 'Je.iu1=161.8 Hz,),
99.7 (C-1*at,  'Jemi =174.1Hz,), 99.7 (C-1°B,  YJeami =163.4Hz), 99.7 (C-1°B,
e =167.6 Hz,), 99.7 (C-1'B, Jenr = 166.1 Hz,), 79.2 (C-3%), 76.6 (C-4%), 73.3 (C-4%),
75.9 (C-3Y), 75.7(C-3%), 75.3 (C-5Y), 74.7 (C-4"), 74.4 (C-5%), 73.7 (C-2"), 73.4 (CH,0),
73.3 (CH,0), 71.9 (CH,0), 71.2 (CH0), 71.0 (C-3%), 70.8 (C-5°), 69.8 (C-2%), 69.0 (C-3%),
67.8 (C-4%), 67.6 (C-5"), 67.5(C-6%), 67.4(C-6>), 67.2(C-6"), 66.2(C-5%), 65.1 (C-4",
61.9 (C-6%, 61.3(C-6"), 55.7(C-2%, 54.3(C-2"), 52.9(C-2°), 20.5, 20.4, 203, 20.2,
20.1 (OAc).

b) durch Glycosylierung mit dem Trichloracetimidat 34

500 mg (0.40 mmol) Core-Trisaccharid A, 675 mg (0.81 mmol, 2 eq) Trichloracetimidat 34
und 1.2 g gemérsertes, frisch ausgegliihtes Molekularsieb 4 A werden unter Argonatmosphiire
in 37.5 mL absolutem Dichlormethan suspendiert. Die Suspension wird 30 min bei Zimmer-
temperatur und 70 min bei -40 °C geriihrt. AnschlieBend wird die Reaktion durch Zugabe von
10 uL. (81 wmol, 0.2 eq) Bortrifluorid-Diethyletherat gestartet und zwischen -40 °C und
-30 °C geriihrt. Nach 80 min (DC: Hexan/Aceton, 1.2:1) wird die Reaktion durch die Zugabe
von 20 uL (248 umol, 0.6 eq) Pyridin gestoppt. Die Reaktionslosung wird mit Dichlormethan
verdiinnt und iiber Celite filtriert. Die Losung wird mit 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung
extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird
im Hochvakuum getrocknet. Es werden 1.25 g Rohprodukt erhalten, die mittels Flashchroma-
tographie (Cyclohexan/Aceton, 2:1; Saulendurchmesser: 40 mm; Fiillhohe: 15 cm) gereinigt

werden.

Ausbeute: 669 mg (0.35 mmol, 87.7 %).
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0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-0-(3,4,6-tri-
O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1 —2)-[ O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido-
B-D-glucopyranosyl)-(1—2)-0-(3,4,6-tri-O-acetyl- a-D-mannopyranosyl)-(1 —3)]-O-(4,6-0O-
benzyliden-3-D-mannopyranosyl)-(1 —4)-0-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-
glucopyranosyl)-(1—4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- f-D-glucopyranosylazid 32

(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-a-AcsMan-1,2-[B-AcsGlcNTFAc-1,2-o-AcsMan-1,3]-f-BzdnMan- 1,4-
B-Bzl,GlcNPht-1,4-B-Bzl,GlcNPht-N3)

Das Heptasaccharid 32 wird in 12 % Ausbeute bei der Synthese von 31 mit dem Thioglyco-
sid 28 erhalten.

Ry =0.43 (Hexan/Aceton, 1.2:1),
[ot]p*? = -22.1 (0.6, Dichlormethan),
Ci21H120FsN7049 (2579.3),

ESI-MS (50 % Acetonitril):  Mpe = 2577.8 Mger = 2596.4 (M+H;0)",

'H-NMR (500 MHz, [D6]-DMSO): 8=9.52(d, Jwuo=7.7Hz, 1H, NH), 8.84(d,
I = 7.7 Hz, 1H, NH), 7.99-7.64 (m, 8H, NPht), 7.57-7.13 (m, 16H, Ar), 6.99-6.72 (m, 9H,
Ar), 5.55 (s, 1H, Ph-CH), 5.33-5.21 (m, 3H, H-1?, H-3"", H-1"), 5.18-4.91 (m, 10H, H-4"",
H-3%, H-4*, H-1°, H-1*", H-3’, H-3", CH,0, H-17", H-4""), 4.87 (d, Jgem = 12.1 Hz, 1H,
CH,0), 4.78-4.67 (m, 3H, H-1°, H-4°, H-5"), 4.62 (d, Jeem = 12.1 Hz, 1H, CH,0), 4.56 (d,
Jeem = 12.1 Hz, 1H, CH,0), 4.45(d, J,,=7.7Hz, 1H, H-1°), 4.43-4.35 (m, 2H, CH,O,
CH,0), 4.32(d, Jgm=12.1Hz, 1H, CH0), 4.29-420 (m, 3H, H-3°, CH,0, H-2"),
4.19-3.87 (m, 17H, H-6a’", H-2*, H-3', H-6a*, H-4', H-5", H-2*, H-6a°, H-6b", H-4*, H-6a"",
H-6a’>, H-2°, H-5"", H-6b>, H-4’, H-6a%), 3.87-3.71 (m, 3H, H-6b"", H-2', H-6b>),
3.68-3.48 (m, 6H, H-2"", H-6b°, H-5', H-3°, H-2°, H-5%), 3.47-3.34 (m, 3H, H-6a', H-6b",
H-6b"), 3.21-3.14 (m, 1H, H-5%), 2.33-2.27 (m, 1H, H-5"), 2.17-1.73 (m, 36H, OAc),

BC-NMR (125 MHz, [D6]-DMSO): & = 170.9, 170.8, 170.4, 170.3, 170.2, 169.9 (C=0 OAc),
168.1 (C=0 NPht), 156.6 (q, “Jcr=35.3 Hz, C=0O TFAc), 156.4 (q, “Jcr=36.5 Hz C=0,
TFAc), 139.1, 138.7, 138.0 (C-1 Ar), 135.8, 135.60 (C-4/5 NPht), 131.30 (C-1/2 NPht),
129.1, 129.0, 128.9, 128.8, 128.6, 128.4, 128.3, 128.2, 128.1, 128.0, 127.9, 127.7, 127.5,
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127.40 (Ar), 124.20 (C-3/6 NPht), 115.6 (q, 'Jcr = 288.7 Hz, CF3), 115.5 (q, 'Jcr = 288.7 Hz,
CF3), 101.3 (Ph-CH), 99.2 (C-1°B, 'Je.im1 = 163.2 Hz), 97.1 (C-1*a, 'Jepp1 = 175.8 Hz),
97.0 (C-1°'B,  Jeami=1653Hz), 96.5(C-1’B, 'Jeuwi=167.8Hz), 96.3(C-1"a,
Yeamr =177.1Hz), 95.7 (C-1°B, 'Jeima = 167.1 Hz), 84.4 (C-1'B, 'Je.ini = 167.3 Hz),
78.2 (C-4%), 78.1 (C-4%), 76.9 (C-3%), 76.1 (C-3"), 75.6 (C-5"), 75.5(C-5>"), 75.4(C-3%,
75.2 (C-4"), 74.4 (C-5%), 74.3 (CH,0), 73.6 (CH,0), 72.6 (C-2""), 72.1 (CH,0), 71.6 (C-2%,
71.4 (CH,0), 70.2 (C-5°), 70.2 (C-2%, 70.2 (C-3"), 70.1 (C-3°"), 69.3 (C-3%), 69.3 (C-3""),
68.5 (C-5%), 68.0 (C-4>"), 67.7 (C-6%), 67.6 (C-4), 67.3 (C-6), 67.2(C-5"), 67.2(C-6",
65.9 (C-5%), 65.1 (C-4"), 64.8 (C-4%), 62.0 (C-6), 61.8 (C-6"), 61.4(C-6"), 60.5 (C-6),
55.8 (C-2%), 54.3 (C-2°%), 54.3 (C-2"), 54.0 (C-2°), 21.1, 21.0, 20.9 (OAc).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-O-3,4,6-tri-

O-acetyl-D-mannopyranose 33

(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-AcsMan)

22.9 mg (26.9 umol) Thioglycosid 28 und 9.1 mg (40.4 umol, 1.5eq) N-lodsuccinimid
werden in 5.0 mL absolutem Dichlormethan und 0.5 mL Wasser gelost und auf —15 °C ge-
kiihlt. Die Reaktion wird durch die Zugabe von einer gesittigten Losung von Trifluormethan-
sulfonsédure in absolutem Dichlormethan gestartet. Das Reaktionsgemisch wird 3.5 h geriihrt,
wobei die Reaktionstemperatur von —15 °C auf Zimmertemperatur ansteigt. Nach Reaktions-
ende (DC: Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1) wird mit Dichlormethan verdiinnt und je einmal mit
10 %iger Natriumthiosulfat-Losung und mit 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung extrahiert,
iber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im Hoch-
vakuum getrocknet. Es werden 20.2 mg Rohprodukt erhalten, die mittels Flashchromatogra-
phie (Cyclohexan/Aceton, 1.5:1; Sdulendurchmesser: 10 mm; Fiillhohe: 10 cm) gereinigt

werden.

Ausbeute: 13.5 mg (19.6 pumol, 72.8 %),
R =0.11 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1),
[alp™ = -38.0 (1.3, Dichlormethan),
Ca6H34F3NO+7 (689.5),
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ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mper = 689.2 Mger= 1401.6 2M+Na)*, 712.3 (M+Na)",
728.3 (M+K)",

o-Anomer:

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO):8=9.47(d, Jxu.=9.1Hz, 1H, NH), 7.13(d,
Jow1=4.6Hz, 1H, OH-1"), 5.13(dd, J,3=10.6Hz, J34=9.5Hz, H-3%), 5.08(dd,
Jonw1=4.6Hz, Ji,<1Hz, 1H, H-1'), 5.02-4.83(m, 3H, H-4', H-3' H-4%, 4.71(@,
Ji2=84Hz, 1H, H-1%), 4.21-4.11 (m, 1H, H-6a%), 4.01-3.75 (m, 7H, H-6b* H-5', H-6a',
H-2', H-2%, H-6b', H-5%), 2.05-1.86 (m, 18H, OAc),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): § = 170.1, 169.8, 169.5, 169.4, 169.3, 169.2 (C=0 OAc),
156.5 (q, “Jep=36.5Hz, C=0 TFAc), 115.7(q, 'Jcr=288.7Hz, CF;), 99.1 (C-1°B,
Yermt = 164.6 Hz), 91.0 (C-1'0, Ve n1 = 174.1 Hz), 75.6 (C-2Y), 71.6 (C-3%), 70.8 (C-57),
69.7 (C-3"), 68.3 (C-4), 67.1 (C-5"), 65.6 (C-4"), 62.7 (C-6"), 61.9 (C-6%), 53.3 (C-2%), 20.5,
20.2, 20.1 (OAc).

B-Anomer:

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO):8=9.18(d, Jxu2=9.2Hz, 1H, NH), 7.18(d,
Jow1 = 5.8 Hz, 1H, OH-1"), 5.28 (dd, J»3=10.6 Hz, J34=9.9 Hz, H-3), 5.02-4.83 (m, 5H,
H-1', H-3', H-4', H-1%, H-4%), 4.21-4.11 (m, 1H, H-6a%), 4.04 (dd, J,, < 1 Hz, J,5= 1.8 Hz,
1H, H-2"), 4.01-3.81 (m, 5H, H-6b%, H-2>, H-6a', H-6b', H-5%), 3.75-3.69 (m, 1H, H-5"),
2.05-1.86 (m, 18H, OAc),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): & = 170.1, 169.8, 169.6, 169.5, 169.4, 169.3 (C=0 OAc),
156.6 (q, *Jcr=359Hz, C=0 TFAc), 115.7(q, 'Jcr=288.7Hz, CE;), 100.3 (C-1°B,
et = 167.5 Hz), 92.6 (C-1'B, Yoy = 160.4 Hz), 75.2 (C-2"), 71.7 (C-3%), 70.6 (C-5%),
70.5 (C-5"), 69.7 (C-3"), 65.6 (C-4%), 65.6 (C-4"), 62.7 (C-6"), 62.0 (C-6%), 54.1 (C-2%), 20.5,
20.2, 20.1 (OAc).

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

tetra-O-acetyl-f-D-mannopyranose 36

(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-B-AcsMan)
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1.27 g (3.65 mmol) Tetraacetylmannose 35, 3.08 g (5.46 mmol, 1.5eq) Donor G, 3.25¢g
(14.43 mmol, 4.0 eq) N-Iodsuccinimid und 50 mg gemorsertes, frisch ausgegliihtes Moleku-
larsieb 4 A werden unter Argonatmosphire in 50 mL absolutem Dichlormethan suspendiert.
Die Suspension wird jeweils 30 min bei Zimmertemperatur und bei -45 °C geriihrt. Anschlie-
Bend werden 75 puL (0.86 mmol, 0.2 eq) Trifluormethansulfonsidure langsam zugetropft. Die
Reaktion wird 110 min geriihrt, wobei sie sich von -45 °C auf Zimmertemperatur erwarmt.
Nach Ende der Reaktion (DC: Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1.5) wird mit Dichlormethan ver-
diinnt und iiber Celite filtriert. Die Losung wird je einmal mit 10 %iger Natriumthiosul-
fat-Losung und mit 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat
getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es
werden 4.75 g Rohprodukt erhalten, die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Ethylace-

tat, 1:1; Sdulendurchmesser: 50 mm; Fiillhohe: 11 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 2.07 mg (2.83 mmol, 77.5 %, B-Anomer; teilweise wird bei diesen Reaktionen ein
Anomerengemisch am reduzierenden Ende erhalten.),

R¢ = 0.34 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1.5),

[OL]D23 =-42.3 (0.5, Dichlormethan, reines -Anomer),

CasH36F3NOj5 (731.6),
ESL-MS (100 % Acetonitril): Mper=731.2 My = 754.4 (M4Na)*, 771.4 (M+K)",

o-Anomer:

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): §=9.65(d, Jau2=9.2Hz, 1H, NH), 6.06 (d,
Jio=1.7Hz, 1H, H-1"), 5.15-5.06 (m, 2H, H-3%, H-4"), 4.96-4.88 (m, 2H, H-3', H-4%),
479 (d, Ji2 =8.7Hz, 1H, H-1?), 4.19-4.12 (m, 2H, H-6a', H-2"), 4.05-3.75 (m, 6H, H-6a%
H-5', H-2%, H-6b', H-6b%, H-5%), 2.12 (s, 3H, OAc), 2.04-1.89 (m, 18H, OAc),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): & = 170.1, 169.8, 169.6, 169.4, 169.2, 168.4 (C=0 OAc),
156.5(q, “Jerp=36.5Hz, C=0 TFAc), 115.8(q, 'Jor=288.7Hz, CF3), 98.5(C-1°p,
Yeim1 = 166.2 Hz), 89.9 (C-1'0, 'Jein.1 = 179.8 Hz), 72.8 (C-2Y), 71.3 (C-3%), 70.5 (C-5%),
69.2 (C-5"), 68.9 (C-3"), 68.0 (C-4%), 64.1 (C-4"), 61.6 (C-6%), 61.4 (C-6"), 52.8 (C-2%), 20.7,
20.5,20.4,20.2, 20.1 (OAc).
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B-Anomer:

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): & = 9.33 (d, Jxu2 = 8.9 Hz, 1H, NH), 5.88 (d, J1» < | Hz,
1H, H-1"), 5.38 (dd, J,3=8.9 Hz, J54=9.9 Hz, 1H, H-3%), 5.05-4.96 (m, 2H, H-4', H-3"),
4.88(dd, J54=99Hz, Jy5=9.6Hz, 1H, H-4%), 4.73(d, J,,=8.6Hz, 1H, H-1%,
4.25-4.15 (m, 2H, H-2', H-6a%), 3.98 (dd, Js < 1 Hz, Jyem = 9.8 Hz, 1H, H-6a"), 3.92-3.76 (m,
5H, H-6b%, H-5', H-6b', H-2%, H-5%), 2.16-1.89 (m, 21H, OAc),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): § = 170.1, 170.0, 169.7, 169.6, 169.4, 169.3, 168.8 (C=0
OAc), 156.4 (q, *Jor = 36.5 Hz, C=0 TFAc), 115.8 (q, 'Jcr = 288.1 Hz, CF3), 100.1 (C-17B,
et = 167.6 Hz), 90.5 (C-1'B, 'Jey 1 = 165.2 Hz), 73.0 (C-2"), 71.4 (C-5Y), 71.3 (C-3%),
71.1 (C-3"), 70.3 (C-5%), 68.7 (C-4%), 65.0 (C-4"), 62.0 (C-6), 61.9 (C-6"), 53.9 (C-2%), 20.5,
20.4, 20.2 (OAc).

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

O-acetyl- a-D-mannopyranosyl-trichloracetimidat 34
(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-0-AcsMan-TCAI)

a) aus Halbacetal 33

95.3 mg (0.14 mmol) Halbacetal 33, werden unter Argonatmospire in 950 ml absolutem Di-
chlormethan gelost. Es werden 138 ul (1.4 mmol, 10 eq) Trichloracetonitril zugefiigt und die
Reaktion durch Zugabe von 38 mg (0.27 mmol, 2.0 eq) frisch ausgegliihtem und gemérsertem
Kaliumcarbonat gestartet. Die Reaktion wird bei Zimmertemperatur 2.5 h intensiv geriihrt.
Nach vollstindigem Umsatz (DC: Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1) wird die Suspension {iiber
Celite abfiltriert und mit Dichlormethan nachgewaschen. Die erhaltene Losung wird im Vaku-
um bei Zimmertemperatur eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Es werden 114 mg
Rohprodukt erhalten, die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Aceton, 3:1; Siulen-

durchmesser: 35 mm; Fiillhohe 10 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 101.7 mg (0.12 mmol, 87.1 %),
Rs=0.45 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1),
[OL]D25 =-7.6 (0.5, Dichlormethan),
CasH34CL13F3N>Oy7 (833.9),
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ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mper = 832.1 Mger = 855.0 (M+Na)", 871.0 (M+K)",

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): § = 10.09 (s, 1H, =NH), 9.68 (d, Jxu2 = 9.2 Hz, 1H, NH),
6.31 (d, J1, < 1 Hz, 1H, H-1"), 5.20-5.08 (m, 2H, H-4', H-3%), 5.01-4.90 (m, 2H, H-3!, H-4%),
4.86(d, Ji,=83Hz, 1H, H-1», 4.32(dd, Ji»<1Hz, Jo,3<1Hz, 1H, H-2"), 4.17 (dd,
Js6=4.9 Hz, Jeem = 12.0 Hz, 1H, H-6a%), 4.00-3.83 (m, 6H, H-5', H-6b*, H-2°, H-6a', H-6b',
H-5%), 2.02, 2.01, 2.00, 1.95, 1.94, 1.92 (6s, 18H, OAc),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): § = 170.0, 169.8, 169.7, 169.4, 169.2, 169.1 (C=0 OAc),
156.9 (C=NH), 156.5 (Jcgp=37.2Hz, C=0 TFAc), 1157 ({Jcr=288.1Hz, CF;),
98.8 (C-1%B, "Jeurmt = 165.2 Hz), 93.8 (C-1'ar, 'Je it = 183.1 Hz), 91.0 (CCls), 72.7 (C-2Y),
71.6 (C-3%), 70.8 (C-5%), 70.3 (C-5"), 69.2(C-3"), 68.1(C-4%), 64.2(C-4"), 61.8(C-6"),
61.6 (C-6%), 53.1 (C-2%), 20.2, 19.6 (OAc).

b) aus Verbindung 36

2.37 g (3.23 mmol) Acetat 36 werden in 14.4 mL N,N-Dimethylformamid gelost. Zu dieser
Losung werden 446.2 mg (4.84 mmol, 1.5 eq) Hydrazinacetat gegeben und 65 min bei Zim-
mertemperatur gerithrt (DC: Hexan/Aceton, 1:1). Die Reaktion wird durch Zugabe von
14.3 mL. Aceton abgebrochen und im Hochvakuum eingeengt. Der Riickstand wird in Di-
chlormethan aufgenommen je einmal mit 1 M Salzsdure und 2 M Kaliumhydrogencarbo-
nat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der
Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet und ohne weitere Reinigung zur Synthese des
Trichloracetimidats 34 eingesetzt. Das Halbacetal (2.09 g, 3.02 mmol) wird analog zu den
unter a) beschriebenen Bedingungen umgesetzt. Es werden 20.8 ml absolutes Dichlormethan,
3.02 ml (30.12 mmol, 10.0 eq) Trichloracetonitril, und 836 mg (6.05 mmol) frisch ausge-
glithtes und gemorsertes Kaliumcarbonat verwendet. Es werden 2.74 g Rohprodukt erhalten,
die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Aceton, 3:1; Sdulendurchmesser: 50 mm; Fiill-

hohe 14 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 1.91 g (2.29 mmol, 70.9 %).

5-tert. Butyl-2-methyl-phenyl O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—2)-3,4,6-tri-O-acetyl- 1-thio- &-D-mannopyranosid 28
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(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-0-AcsMan-SPh(tBu,Me))

1.0 g (1.2 mmol) Trichloracetimidat 34 werden unter Argonatmosphidre mit 1.0 g gemor-
sertem, frisch ausgegliihtem Molekularsieb 4 A in 12.0 mL absolutem Dichlormethan suspen-
diert. Es werden 4.3 mL (23.8 mmol, 19.9 eq) 5-tert.Butyl-2-methyl-thiophenol zugegeben.
Das Reaktionsgemisch wird jeweils 30 min bei Zimmertemperatur und bei -20 °C geriihrt.
Die Reaktion wird durch Zugabe von 76 uL. (0.6 mmol, 0.5 eq) Bortrifluorid-Diethyletherat
gestartet und 1.5 h geriihrt. Dabei erwidrmt sich die Reaktion von -20 °C auf -5 °C. Nach voll-
standiger Umsetzung (DC: Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1) wird mit Dichlormethan verdiinnt
und iiber Celite filtriert. Die Losung wird mit 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung ex-
trahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im
Hochvakuum getrocknet. Es werden 5.83 g Rohprodukt erhalten, die mittels Flashchroma-
tographie (Cyclohexan/Ethylacetat, 2:1—1.5:1; Sdulendurchmesser: 45 mm; Fiillhohe: 14 cm)

gereinigt werden.

Ausbeute: 915 mg (1.1 mmol, 89.5 %).

9.9 Versuche zu Kapitel 3.2.3

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-0-(3,4,6-tri-
O-acetyl- a-D-mannopyranosyl)-(1 —3)-[ O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido-
B-D-glucopyranosyl)-(1—2)-0-(3,4,6-tri-O-acetyl- a-D-mannopyranosyl)-(1—6)]-O- -D-
mannopyranosyl-(1—4)-0-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-
(1—4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- 5-D-glucopyranosylazid 38

(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-0-AcsMan-1,3-[B-Ac;GIcNTFAc-1,2-a-AcsMan-1,6]-B-Man-1,4--
Bzl,GlcNPht-1,4-B-Bzl,GlcNPht-N3)

10.2 mg (5.6 umol) Pentasaccharid 29, 9.5 mg (11.2 umol) Thioglycosid 28, 2.5 mg
(11.2 umol, 2.0 eq) N-Iodsuccinimid und 20 mg gemorsertes, frisch ausgegliihtes Molekular-
sieb 4 A werden unter Argonatmosphiire in 0.4 mL absolutem Dichlormethan suspendiert. Die

Suspension wird jeweils 30 min bei Zimmertemperatur und bei -30 °C geriihrt. Anschlieend
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wird eine gesittigte Losung von Trifluormethansulfonsédure in absolutem Dichlormethan zu-
getropft bis sich die Reaktionslosung violett verfarbt. Die Reaktion wird 4 h geriihrt, wobei
sie sich von -30 °C auf -10 °C langsam erwédrmt. Nach Ende der Reaktion (DC: Hexan/Ace-
ton, 1:1) wird mit Dichlormethan verdiinnt und iiber Celite filtriert. Die Losung wird je ein-
mal mit 10 %iger Natriumthiosulfat-Losung und mit 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung
extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird
im Hochvakuum getrocknet. Es werden 18.1 mg Rohprodukt erhalten, die mittels Flashchro-
matographie (Cyclohexan/Aceton, 1.5:1; Sdulendurchmesser: 10 mm; Fiillhohe: 10 cm) ge-

reinigt werden.

Ausbeute: 9.3 mg (3.7 umol, 66.0 %),
Ry =0.33 (Hexan/Aceton, 1:1),

[a]p” = -4.4 (1.1, Dichlormethan),
Ci14H125FsN7049 (2491.2),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mper = 2489.7 Mger = 2508.9 (M+H;0)",

'H-NMR (500 MHz, [D6]-DMSO): 8=9.59(d, Juu>=8.8Hz, 1H, NH), 9.45 (d,
Iz = 8.8 Hz, 1H, NH), 7.94-7.59 (m, 8H, NPht), 7.41-7.10 (m, 11H, Ar), 7.01-6.61 (m, 9H,
Ar), 5.41 (d, Jous = 3.3 Hz, 1H, OH-4%), 5.28 (d, J;» = 9.9 Hz, 1H, H-1"), 5.22-5.09 (m, 3H,
H-1%, H-3°, H-4"), 5.08-4.83 (m, 9H, H-3’, H-1*, H-3", H-4*, H-4°, H-3*, CH,0, H-4",
H-1%), 4.79-4.69 (m, 3H, H-1°, CH,0, OH-2%), 4.68-4.47 (m, 5H, H-1°, CH,0, CH,0, H-1°,
CH,0), 4.37-4.24 (m, 4H, CH,0, CH,0, CH,0, H-6a"), 4.23-3.82 (m, 19H, H-6a°, H-2*,
H-5%, H-3% H-6a*, H-3', H-2*, H-4', H-6a*, H-2, H-6b*, H-6b°, H-4*, H-2°, H-5*, H-6b"
H-2°, H-27, H-5%), 3.81-3.66 (m, 5H, H-2', H-6a%, H-6b", H-5", H-6a%), 3.65-3.46 (m, 5H,
H-6b, H-5', H-4°, H-5", H-6b%), 3.45-3.35 (m, 4H, H-6a', H-5%, H-3?, H-6b"), 2.07-1.73 (m,
36H, OAc),

BC-NMR (125 MHz, [D6]-DMSO): & = 170.8, 170.7, 170.5, 170.4, 170.2, 170.1, 170.0,
169.9 (C=0 OAc), 167.9, 167.8 (C=0 NPht), 156,5 (q, *Jor = 37.2 Hz, C=0 TFAc), 156.4 (q,
2Jer=737.2Hz, C=0 TFAc), 139.3, 139.0, 138.9 (C-1 Ar), 135.6, 135.3 (C-4/5 NPht), 131.6,
131.3 (C-1/2 NPht), 129.0, 128.9, 128.8, 128.5, 128.4, 128.3, 128.1, 128.0, 127.8, 127.5,
127.4, 1273 (Ar), 1242(C-3/6 NPht), 1159(q, 'Jer=287.5Hz, CF;), 115.8(q,
'Jer=288.7Hz, CE;), 99.2 (C-1*at, "Je.111 = 177.4 Hz), 98.7 (C-1°B Jein1 = 164.9 Hz),
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98.5(C-1°B  Yeqmi1=1652Hz), 984 (C-1°B  'Jeymi=1585Hz), 96.8(C-1"x
e =1740Hz), 96.7 (C-1’p  'Jeini = 166.8 Hz), 84.4 (C-1'B 'Je.im1 = 166.6 Hz),
82.5 (C-3%), 76.4(C-3"), 76.2(C-4%), 753 (C-5"), 75.0(C-3%), 74.8 (C-4"), 74.6 (C-2"),
74.4 (C-5%), 73.9 (C-2%), 73.6 (CH,0), 72.8 (CH,0), 72.0 (CH,0), 71.3 (C-3), 71.2 (C-3°),
71.1 (CH0), 70.6 (C-5"), 70.5 (C-5%), 70.4 (C-57), 69.4 (C-3%), 69.0 (C-3*), 69.0 (C-2%),
67.9 (C-4°), 67.7(C-4>), 67.7(C-6%), 67.5(C-5%, 67.3(C-67), 67.2(C-5%), 67.1(C-6",
65.0 (C-4%), 64.9 (C-4%), 64.5(C-4"), 62.1(C-6"), 61.7(C-6), 61.3(C-6"), 61.1 (C-6>),
55.4 (C-2%), 54.3 (C-2"), 52.9 (C-2°), 52.9 (C-27) 21.4, 21.2, 21.0, 20.9, 20.8 (OAc).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-0-(3,4,6-tri-
O-acetyl- o-D-mannopyranosyl)-(1—3)-O-(2-0-acetyl- f-D-mannopyranosyl)-(1—4)-O-(3,6-
di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-
2-phthalimido-S-D-glucopyranosylazid 39

(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-a-AcsMan-1,3-B-AcMan- 1,4--Bzl,GlcNPht-1,4-3-Bzl,GlcNPht-N3)

638 mg (0.334 mmol) Pentasaccharid 31 werden in 21 ml Essigsdureanhydrid/Pyridin, 5:1 ge-
l6st und 17.5 h bei Zimmertemperatur geriihrt. Nach vollstindiger Reaktion (DC: Hexan/
Aceton, 1:1) wird im Vakuum eingeengt und dreimal mit Toluol codestilliert. Der Riickstand
wird in Dichlormethan aufgenommen und je einmal mit 1 M Salzsdure und 2 M Kaliumhydro-
gencarbonat-Losung extrahiert. Die organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet,
im Vakuum eingeengt und der Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Es werden 662 mg
Acetat erhalten und dieses in 20 ml Acetonitril gelost. Es wird eine Losung von 508 mg
(2.67 mmol, 8 eq) p-Toluolsulfonsidure-Hydrat in 20 ml Acetonitril zugegeben und bei Zim-
mertemperatur geriihrt. Nach 135 min (DC: Hexan/Aceton, 1:1) wird die Reaktion mit 430 uL
(5.33 mmol, 16 eq) Pyridin abgebrochen und die Losung im Vakuum eingeengt. Der Riick-
stand wird in Dichlormethan aufgenommen und mit Wasser extrahiert. Die organische Phase
wird {iber Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum abdestilliert und der
Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Es werden 651 mg Rohprodukt erhalten, die mittels
Flashchromatographie (Cyclohexan/Aceton, 2:1; Sédulendurchmesser: 35 mm; Fiillhohe:

14 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 459 mg (0.247 mmol, 73.8 %),
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Ry (Acetat) = 0.69 (Hexan/Aceton, 1:1),

Ry (Produkt 39) = 0.43 (Hexan/Aceton, 1:1),
[alp™ =-7.7 (1.9, Dichlormethan),
CooHosF3NsO34 (1861.7),

ESI-MS:
Acetat (100 % Acetonitril): Myer = 1948.6 Mger = 1971.8 (M+Na)*, 1987.8 (M+K)",
Produkt 39 (50 % Acetonitril): My = 1860.6 Mger = 1879.9 (M+H;0)",

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): 8 = 9.68 (d, Jxu2 = 9.6 Hz, 1H, NH), 7.94-7.64 (m, 8H,
NPht), 7.36-7.19 (m, 11H, Ar), 6.96-6.72 (m, 9H, Ar), 5.53 (d, Jons = 5.5 Hz, 1H, OH-4°),
5.32-5.25(m, 2H, H-2°, H-1"), 5.24-5.18 (m, 2H, H-1%, H-1%), 5.13(dd, J»3=9.9 Hz,
J34=9.9 Hz, 1H, H-3"), 5.06 (dd, J54 = 10.0 Hz, J45 = 11.0 Hz, 1H, H-4%), 4.96-4.87 (m, 2H,
H-4°, CH,0), 4.85-4.72 (m, 3H, H-1°, CH,0, H-3%), 4.69 (d, J,» = 8.3 Hz, 1H, H-1°), 4.58 (d,
Jeem = 12.0 Hz, 1H, CH,0), 4.51 (d, Jgem = 12.0 Hz, 1H, CH,0), 4.82-4.28 (m, 5H, OH-6°,
CH,0, CH,0, CH,0, CH,0), 4.25-4.11 (m, 3H, H-2*, H-6a°, H-3?), 4.10-3.84 (m, 8H, H-4',
H-3!, H-6a*, H-6b*, H-5*, H-2?, H-6b°, H-2%), 3.82-3.55 (m, 9H, H-2', H-6a°, H-3’, H-5,
H-6a’, H-4%, H-4°, H-6b%, H-5"), 3.54-3.27 (m, 4H, H-6b>, H-6a', H-6b', H-57), 3.18-3.10 (m,
1H, H-5%), 2.05-1.89 (m, 21H, OAc),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): & = 170.1, 170.0, 169.8, 169.7, 169.6, 169.3, 169.2 (C=0
OAc), 168.0, 167.3, 167.1 (C=0 NPht), 156.4 (q, “Jcr = 36.5 Hz, C=0 TFAc), 138.4, 138.2,
138.1, 137.9 (C-1 Ar), 135.5, 134.8 (C-4/5 NPht), 130.7, 130.6 (C-1/2 NPht), 128.0, 127.4,
127.3, 126.9, 126.3 (Ar), 123.4 (C-3/6 NPht), 115.7 (q, 'Jcr=288.1 Hz, CF3), 98.3 (C-1°),
98.0 (C-1%), 97.3 (C-1%), 96.4 (C-1%), 84.8(C-1"), 76.8 (C-3%), 76.7(C-3°), 76.7 (C-4%),
76.6 (C-5%), 76.3 (C-3"), 75.7 (C-5"), 75.1 (C-4"), 74.5 (C-5%), 74.0 (CH,0), 73.8 (CH,0),
73.6 (C-2%), 72.2 (CH,0), 71.8 (CH,0), 71.7 (C-3°), 71.0 (C-2*), 70.9 (C-5°), 69.4 (C-3%),
68.5 (C-4°), 68.3 (C-5%), 67.9 (C-6%), 67.7(C-6"), 66.7(C-4’), 65.0(C-4"), 62.0(C-6Y,
61.9 (C-6°), 60.4 (C-6%), 55.9(C-2%), 54.6(C-2"), 53.0(C-2°), 20.5, 20.4, 20.3, 20.1,
20.0 (OAc).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-0-(3,4,6-tri-
O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1—3)-[ O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido-
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B-D-glucopyranosyl)-(1—2)-0-(3,4,6-tri-O-acetyl- o-D-mannopyranosyl)-(1 —6)]-O-(2-O-
acetyl-f-D-mannopyranosyl)-(1—4)-0-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosylazid 40

(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-a-AcsMan-1,3-[B-AcsGlcNTFAc-1,2-0-AcsMan-1,6]-B-AcMan-1,4-3-
Bzl,GIcNPht-1,4-3-Bzl,GlcNPht-N3)

100 mg (53.7 wmol) Pentasaccharid 39, 91.5 mg (107.4 umol, 2 eq) Thioglycosid 28, 36.3 mg
(161.1 wmol, 3 eq) N-Iodsuccinimid und 220 mg gemdorsertes, frisch ausgegliihtes Molekular-
sieb 4 A werden unter Argonatmosphire in 12 mL absolutem Dichlormethan suspendiert. Die
Suspension wird 30 min bei Zimmertemperatur und 120 min bei -50 °C geriihrt. AnschlieBend
wird die Reaktion durch Zugabe von 120 pL einer gesittigten Losung von Trifluormethansul-
fonsdure in absolutem Dichlormethan gestartet und zwischen -50 °C und -40 °C geriihrt. Nach
105 min (DC: Hexan/Aceton, 1:1) wird die Reaktion durch die Zugabe von 10 uL (124 umol,
2.3 eq) Pyridin abgebrochen. Die Reaktion wird mit Dichlormethan verdiinnt und iiber Celite
filtriert. Die Losung wird je einmal mit 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung und mit ge-
sattigter Kochsalzlosung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum einge-
engt. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es werden 235 mg Rohprodukt er-
halten, die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Aceton, 2:1; S#ulendurchmesser:

30 mm; Fiillhohe: 14 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 103 mg (40.7 pumol, 75.7 %),
R¢=0.38 (Hexan/Aceton, 1:1),

[OL]D22 =-6.8 (1.1, Dichlormethan),
C116H127FsN70s0 (2533.3),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mpe = 2531.8 Mger = 2554.1 (M+Na)",

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): 8§=9.68(d, Jau>=89Hz, 1H, NH), 9.45 (d,

Jniz = 8.9 Hz, 1H, NH), 7.94-7.65 (m, 8H, NPht), 7.36-7.17 (m, 11H, Ar), 6.97-6.71 (m, 9H,

Ar), 5.64 (d, Jous = 5.3 Hz, 1H, OH-4%), 5.33-5.24 (m, 2H, H-2°, H-1"), 5.21-5.03 (m, 5H,

H-1°, H-3°, H-1%, H-4*, H-4"), 5.02-4.88 (m, 3H, H-3", H-3*, H-4%), 4.88-4.67 (m, 7H,

CH,0, H-4", H-1*, H-1°, H-3*, H-1°, CH,0), 4.58-4.47 (m, 4H, CH,0, CH,0, CH,0, H-17),

4.40-4.23 (m, 4H, CH,0, CH,0, CH,0, H-2%), 4.19 (dd, Js=4.9 Hz, Jeem = 13.3 Hz, 1H,
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H-6a%), 4.14-3.80 (m, 16H, H-3% H-3' H-6a‘, H-5%, H-2*, H-6b*, H-4%, H-4', H-2", H-6a°,
H-6b°, H-2°, H-6a*, H-2°, H-5*, H-6b"), 3.79-3.51 (m, 10H, H-2', H-6a’, H-3°, H-5°, H-62,
H-4°, H-6b°, H-6b%, H-5', H-6b%), 3.45-3.21 (m, 5H, H-6a', H-5°, H-5%, H-6b', H-5"),
2.07-1.72 (m, 39H, OAc),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): § = 170.1, 169.9, 169.8, 169.7, 169.6, 169.4, 169.3, 169.2,
169.1 (C=0 OAc), 167.8, 167.2 (C=0O NPht), 156.5 (q, “Jcr = 36.5 Hz, C=0 TFAc), 138.3,
138.2, 138.1, 138.0 (C-1 Ar), 134.8 (C-4/5 NPht), 130.8, 130.6 (C-1/2 NPht), 128.2, 128.0,
127.8, 127.7, 127.4, 127.3, 127.2, 127.1, 127.0 (CAr), 123.4(C-3/6 NPht), 115.8(q,
"Jer=288.1Hz, CF3), 115.7(q, 'Jcr=288.7 Hz, CF3), 99.0 (C-1°B, Je.in.1 = 163.1 Hz),
98.2 (C-1°B, 'Jemi1=1665Hz), 98.0(C-1'0, 'Jeywi=177.7Hz), 96.8 (C-1*a,
e 1747 =Hz), 98.7 (C-1°B, 'Jeimt 164.3 =Hz), 96.5 (C-1°B, 'Je.ina = 167.3 Hz),
84.5 (C-1'B, 'Jemi=166.9Hz), 76.6(C-4%), 76.4(C-3", 76.1(C-3%, 75.5(C-5",
75.4 (C-3%), 75.1(C-4"), 74.7(C-2%), 74.2(C-5%), 73.9 (C-5%), 73.6 (CH,0), 73.2 (C-2%),
73.1 (CH,0), 72.1 (CH,0), 71.5 (CH,0), 71.3 (C-3%), 71.2 (C-3°), 70.6 (C-5"), 70.6 (C-2%),
70.4 (C-5%), 69.6 (C-3"), 69.1 (C-3%), 68.2 (C-5"), 68.0(C-4), 67.6 (C-6%), 67.5(C-4"),
67.5 (C-5%), 67.2(C-6"), 66.7 (C-6), 66.4 (C-4’), 64.7(C-4"), 64.3 (C-4"), 61.8 (C-6Y,
61.7 (C-6"), 61.5 (C-6), 61.2 (C-6), 55.5 (C-2%), 54.3 (C-2"), 52.9 (C-2°), 52.8 (C-2"), 20.6,
20.4,20.3,20.2, 20.1 (OAc).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-O-(3,4,6-tri-
O-acetyl- a-D-mannopyranosyl)-(1 —3)-[ O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido-
B-D-glucopyranosyl)-(1—2)-0-(3,4,6-tri-O-acetyl- a-D-mannopyranosyl)-(1—-4)]-[ O-(3,4,6-
tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-(1 —2 )-O0-(3,4,6-tri-O-acetyl-
o-D-mannopyranosyl)-(1—6)]-0-(2-0-acetyl- -D-mannopyranosyl)-(1 —4)-O-(3,6-di-O-ben-
zyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthal-
imido--D-glucopyranosylazid 41

(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-a-AcsMan-1,3-[B-AcsGlcNTFAc-1,2-0-AcsMan-1,4]-[B-
Ac3GIcNTFAc-1,2-0-AcsMan-1,6]-B-AcMan-1,4-3-Bz1,GlcNPht-1,4-3-Bz1,GlcNPht-N3)
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Das Nonasaccharid 41 wird durch Uberreaktion bei der Synthese von 40 zu 15.6 % erhalten,
wenn 2.5 eq Donor 28 bei einer Konzentration des Akzeptors 39 von 4.4 mM und einer Tem-
peratur von -40 °C, die im Laufe der Reaktion auf -10 °C langsam erhoht wird, umgesetzt
werden.

Das Uberreaktionsprodukt 41 entsteht als Hauptprodukt (40/41 =1:2), wenn fiir die ent-
sprechende Glycosylierungsreaktion 2.5 eq Trichloracetimidat 34 bei einer 4.4 mM Konzen-
tration des Diols 39, 0.1 eq Bortrifluorid-Diethyletherat und einer Temperatur von -40 °C ver-

wendet werden.

Ry =0.31 (Hexan/Aceton, 1:1),
[a]p>* = -6.5 (0.4, Dichlormethan),
Ci142H150F9NgOgs (3204.8),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mper = 3202.9 M, = 1620.3 (M+2H;0)*,
3222.3 (M+H;0)",

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): & = 9.37-9.28 (m, 2H, NH), 8.90 (d, Jxu2 = 9.6 Hz, 1H,
NH), 7.92-7.62 (m, 8H, NPht), 7.41-7.19 (m, 11H, Ar), 6.97-6.57 (m, 9H, Ar), 5.49 (dd,
Jia< 1Hz, J5=2.6Hz, 1H, H-2*), 527 (d, J1,=9.3 Hz, 1H, H-1"), 5.24-4.98 (m, 11H,
H-4*, H-4%, H-1%, H-1%, H-3"", H-3°, H-4*, H-3*, H-4"", H-3", H-4°), 4.97-4.66 (m, 11H,
H-3*, H-1*, H-3", H-4", H-1°, H-1°, CH,0, H-1*, H-1"", CH,0, CH,0), 4.58(d,
Ji2=99Hz, 1H, H-17), 452 (d, Jeem=11.6 Hz, 1H, CH,0), 4.45-4.25 (m, 5H, CH,0,
CH,0, CH,0, CH,0, H-6a"), 4.17-3.80 (m, 22H, H-3*, H-2*, H-2*, H-4', H-4°, H-2%, H-3',
H-4% H-6a"", H-6a*, H-2"", H-2°, H-6b*, H-6a>", H-2*', H-6b"", H-6b", H-2°, H-6a*, H-5"",
H-6b*, H-5°), 3.77-3.63 (m, 6H, H-2!, H-6a° , H-3’, H-5", H-6a°, H-5""), 3.61-3.43 (m, 10H,
H-5%, H-6b°, H-5', H-6b”", H-6b°, H-6a’, H-5", H-6a', H-5°, H-6b%), 3.37-3.32 (m, 1H,
H-6b"), 3.14-3.06 (m, 1H, H-5%), 2.07-1.81 (m, 54H, OAc),

BC.NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): §=170.1, 170.0, 169.7, 169.3, 169.0 (C=O OAc),
167.0 (C=0 NPht), 154.4, 156.2 (C=0 TFAc), 138.0, 137.9 (C-1 Ar), 134.7 (C-4/5 NPht),
130.7, 130.6 (C-1/2 NPht), 128.3, 128.0, 127.9, 127.8, 127.5, 127.0 (Ar), 123.4 (C-3/6 NPht),
114.0 (CF3), 100.8 (C-1°"), 100.0 (C-1*), 100.0 (C-1°), 99.8 (C-1*), 98.6 (C-17), 97.0 (C-1*),
96.4 (C-1%), 96.4 (C-1%), 84.5(C-1"), 81.3(C-3%, 76.7 (C-2"), 76.6 (C-4"), 76.5 (C-2*),
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76.1 (C-3"), 754 (C-3%), 75.4(C-5"), 74.8(C-5%), 74.5(C-4%), 743 (C-2%, 74.3(C-5),
73.7 (CH,0), 73.3 (CH,0), 72.0 (CH,0), 71.5 (CH,0), 71.5 (C-3), 71.5 (C-3""), 71.5 (C-3"),
70.6 (C-5"), 70.6 (C-5°"), 70.5 (C-5"), 69.7 (C-2%), 69.5 (C-3*), 69.0 (C-3*), 69.0 (C-3*",
68.2 (C-5%, 67.7(C-4%), 67.5 (C-5"), 67.4 (C-5%), 67.4(C-6"), 67.3(C-4>"), 67.3 (C-4%),
67.3 (C-4%), 67.1 (C-6"), 66.9 (C-6%), 64.8 (C-4%), 64.8 (C-4"), 64.3 (C-4"), 61.7 (C-6"),
61.7 (C-6"), 61.5(C-6%, 61.5(C-6%), 61.2(C-6), 61.0(C-6>), 55.1 (C-2%), 54.3 (C-2h,
53.0 (C-2°), 52.9 (C-2), 52.9 (C-2""), 20.4, 20.1, 19.7 (OAc).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 5-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-0-(3,4,6-tri-O-
acetyl-aD-mannopyranosyl)-(1—-3)-[ O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -
D-glucopyranosyl)-(1—2)-0-(3,4,6-tri-O-acetyl- a&-D-mannopyranosyl)-(1 —6)]-O-(2-O-ace-
tyl-B-D-mannopyranosyl)-(1—4)-0-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosylazid 42

(B-Ac3GlcNPht-1,2-0-AcsMan-1,3-[B-AcsGIcNTFAc-1,2-a-AcsMan-1,6]-3-AcMan-1,4-3-
Bz1,GIcNPht-1,4-3-Bzl,GlcNPht-N3)

20 mg (10.6 umol) Pentasaccharid 18, 13.5 mg (15.8 umol, 1.5 eq) Thioglycosid 28, 3.6 mg
(15.8 umol, 1.5 eq) N-Iodsuccinimid und 50 mg gemdorsertes, frisch ausgeglithtes Molekular-
sieb 4 A werden unter Argonatmosphire in 2.3 mL absolutem Dichlormethan suspendiert. Die
Suspension wird 45 min bei Zimmertemperatur und 35 min bei -40 °C geriihrt. AnschlieBend
wird die Reaktion durch Zugabe von 80 UL einer gesittigten Losung von Trifluormethansul-
fonsdure in absolutem Dichlormethan gestartet und langsam auf -5 °C gebracht. Nach 4 h
(DC: Hexan/Aceton, 1:1) wird mit Dichlormethan verdiinnt und iiber Celite filtriert. Die L6-
sung wird je einmal mit 10 %iger Natriumthiosulfat-Losung und mit 2 M Kaliumhydrogencar-
bonat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der
Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es werden 34 mg Rohprodukt erhalten, die mit-
tels Flashchromatographie (Cyclohexan/Aceton, 2:1; Sdulendurchmesser: 20 mm; Fiillhohe:

10 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 14.4 mg (5.6 umol, 52.9 %),
R¢=0.31 (Hexan/Aceton, 1:1),
[olp” =-10.7 (1.2, Dichlormethan),
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Ci22Hi30F3N;0s; (2567.4),
ESI-MS (100 % Acetonitril): My, = 2565.8 Mger = 2584.2 (M+H;0)",

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): & = 9.47 (d, Jnuz = 9.3 Hz, 1H, NH), 7.94-7.63 (m, 12H,
NPht), 7.32-7.08 (m, 11H, Ar), 6.95-6.71 (m, 9H, Ar), 5.71-5.61 (m, 2H, H-3°, OH-4),
534 (d, Ji»=9.5Hz, 1H, H-1%), 526 (d, J;»=9.9 Hz, 1H, H-1"), 5.18-4.91 (m, 7H, H-2?,
H-1°, H-4*, H-4°, H-3", H-4%, H-3"), 4.88-4.78 (m, 4H, H-1*, H-1*, H-4°>, CH,0),
4.77-4.63 (m, 3H, H-3", CH,O, H-1%), 4.55-4.42 (m, 4H, CH,0, CH,0, H-1°, CH,0),
4.35-4.20 (m, 5H, CH,0, CH,0, CH,0, H-2*, H-6a"), 4.17 (dd, J,, =9.5 Hz, J,5 = 10.0 Hz,
1H, H-2%), 4.10-3.80 (m, 14H, H-3%, H-3', H-6b°, H-2*, H-2>, H-6a’, H-4', H-4%, H-5,
H-6a", H-2°, H-5", H-6a", H-5%, 3.79-3.45 (m, 11H, H-6a°, H-2', H-6b*, H-6b*, H-6a7
H-6b>, H-6b°, H-4?, H-5', H-6b%, H-3"), 3.42-3.18 (m, 5H, H-6a', H-5, H-6b', H-5>, H-5%),
2.08-1.85 (m, 39H, OAc),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): § =170.1, 169.9, 169.7, 169.6, 169.4, 169.3, 169.2,
169.1 (C=0 OAc), 167.8, 167.2 (C=0O NPht), 156.5 (q, Jcr = 36.5 Hz, C=0 TFAc), 138.2,
138.1, 138.0 (C-1 Ar), 134.9, 134.8 (C-4/5 NPht), 130.7, 130.6, 130.5 (C-1/2 NPht), 128.2,
127.9, 127.8, 127.7, 1274, 1273, 1272, 127.0 (Ar), 123.4(C-3/6 NPht), 115.7(q,
'Jer=288.1 Hz, CF3), 99.2 (C-1°B, “YJe.in1 = 167.4 Hz), 97.9 (C-1*ar, 'Jein = 175.5 Hz),
972 (C-1"0,  'Jem1=173.9Hz), 96.8 (C-1°B, 'Jemi=1643Hz), 968 (C-1°B,
e =167.9 Hz), 69.1 (C-1°B, 'Jein = 167.7Hz), 84.7 (C-1'B, 'Je.ini = 167.6 Hz),
77.1 (C-4%), 76.8 (C-3"), 76.1(C-3%), 75.7(C-5"), 75.6 (C-4"), 75.5(C-3%), 75.0 (C-2"),
744 (C-5%), 74.4 (C-5%), 73.9 (CH,0), 73.5 (C-2%), 73.3 (CH,0), 72.3 (CH,0), 71.8 (CH,0),
71.8 (C-3%), 71.1 (C-5%), 70.8 (C-5°), 70.6 (C-2%), 69.9 (C-3"), 69.7 (C-3’), 69.2 (C-3%,
68.7 (C-4°), 68.0 (C-5%), 68.0(C-4”), 67.8 (C-5"), 67.8 (C-6)), 67.6(C-6"), 67.4(C-6%,
67.2 (C-4), 64.7 (C-4%), 64.6 (C-4"), 62.0(C-6"), 61.9 (C-6"), 61.8(C-6), 61.6 (C-6"),
55.7 (C-2%), 54.6 (C-2"), 53.7 (C-2%), 53.1 (C-2"), 20.5, 20.3, 20.2, 20.1 (OAc).
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9.10 Versuche zu Kapitel 3.2.4

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-O-(3,4,6-tri-
O-acetyl- a-D-mannopyranosyl)-(1 —3)-[ O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido-
B-D-glucopyranosyl)-(1—>4)]-[O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- f-D-gluco-
pyranosyl)-(1—2)-0-(3,4,6-tri-O-acetyl- o-D-mannopyranosyl)-(1 —6)]-O-(2-O-acetyl- 5-D-
mannopyranosyl)-(1—4)-0-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-
(1—4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosylazid 45

(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-a-AcsMan-1,3-[B-Acs;GIcNTFAc-1,4]-[B-AcsGIcNTFAc-1,2-0-
AcsMan-1,6]-B-AcMan-1,4-B-Bzl,GlcNPht-1,4-B-Bzl,GIcNPht-N3)

21.3 mg (8.4 umol) Heptasaccharid 40, 47.4 mg (84.1 umol, 10.0 eq) Donor G, 37.8 mg
(168.2 umol, 20.0 eq) N-Iodsuccinimid und 110 mg gemdorsertes, frisch ausgegliihtes Moleku-
larsieb 4 A werden unter Argonatmosphire in 0.35 mL absolutem Dichlormethan suspendiert.
Die Suspension wird 60 min bei Zimmertemperatur und 30 min bei -40 °C geriihrt. Anschlie-
Bend wird die Reaktion durch Zugabe von 100 uL einer gesittigten Losung von Trifluor-
methansulfonsédure in absolutem Dichlormethan gestartet und 60 min zwischen -40 °C und
-30 °C geriihrt. Danach wird die Reaktion langsam auf 10 °C erwidrmt. Nach 4 h (DC: Hexan/
Ethylacetat, 1:2) wird mit Dichlormethan verdiinnt und iiber Celite filtriert. Die Losung wird
je einmal mit 10 %iger Natriumthiosulfat-Losung und mit 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Lo-
sung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand
wird im Hochvakuum getrocknet. Es werden 66 mg Rohprodukt erhalten, die mittels Flash-
chromatographie (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1—1:2—1:3; Saulendurchmesser: 20 mm; Fiill-

hohe: 11 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 18.6 mg (6.38 umol, 75.8 %),
R¢=0.17 (Hexan/Ethylacetat, 1:2),
[alp™ = -19.1 (0.7, Dichlormethan),
Ci30H143F9NgOss (2916.5),
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ESI-MS (100 % Acetonitril): My =2914.8 M= 1477.0 (M+2H;0)™,
1488.0 (M+Na+K)**,
2933.3 (M+H;0)*, 2953.7 (M+K)*,

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO):8=9.78(d, Jau>=8.6Hz, 1H, NH), 9.59 (d,
Jniz =83 Hz, 1H, NH), 9.53(d, Jauo=8.9Hz, 1H, NH), 7.95-7.58 (m, 8H, NPht),
7.42-7.12 (m, 11H, Ar), 6.97-6.64 (m, 9H, Ar), 5.36-5.17 (m, 6H, H-3®, H-3°, H-1!, H-4*,
H-2°, H-3"), 5.14 (d, J;» = 8.9 Hz, 1H, H-1?), 5.10-4.67 (m, 11H, H-4*, H-4®, H-3", H-3",
H-1', CH,0, H-4’, H-1*, H-4’, H-1°, H-1°), 4.63(d, Jem=12.6Hz, 1H, CH,0),
4.60-4.45 (m, 4H, H-17, CH,0, H-1°, CH,0), 4.39-4.18 (m, 5H, CH,0, H-6a’, CH,0, CH,0,
CH,0), 4.14-3.87 (m, 18H, H-2*, H-3', H-3% H-6a‘, H-2®, H-6b*, H-4?, H-6b°, H-2*, H-5",
H-6a", H-2%, H-6a° , H-5*, H-4', H-6a*, H-2°, H-6b"), 3.86-3.51 (m, 13H, H-5°, H-4°, H-5°,
H-6b°, H-2', H-2°, H-6a, H-6a>, H-6b, H-3°, H-6b* H-6b, H-5"), 3.42-3.35 (m, 1H,
H-6a'), 3.27-3.07 (m, 4H, H-6b', H-5%, H-5°, H-5"), 2.09-1.82 (m, 48H, OAc),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): § =170.2, 170.0, 169.9, 169.8, 169.7, 169.86, 169.5,
169.3, 167.2 (C=0 OAc), 167.7, 167.2 (C=0 NPht), 156.6 (q, “Jcr = 35.9 Hz, C=0 TFAc),
156.4 (q, *Jer=35.9 Hz, C=0 TFAc), 138.2, 138.0, 137.9 (C-1 Ar), 134.8 (C-4/5 NPht),
130.7, 130.6 (C-1/2 NPht), 128.3, 128.2, 128.1, 128.0, 127.9, 127.7, 127.4, 127.2, 127.0 (Ar),
123.1 (C-3/6 NPht), 115.7(q, 'Jer=289.3Hz, CFs), 115.6(q, 'Jcr=288.7Hz, CFs),
99.0 (C-1°B,  'Jemi1=168.2Hz), 98.1(C-1°B, 'Jeim1=1629Hz), 97.6(C-1°B,
e =162.0Hz), 97.4 (C-1*0, "Jeywy = 1742 Hz), 96.7 (C-1°B, 'Je.in1 = 168.1 Hz),
96.0 (C-1*0o,  'Jem1=173.5Hz), 958 (C-1°B, 'Jeumi=163.9Hz), 84.4(C-1'B,
Ucimi = 1663 Hz), 769 (C-3"), 76.4(C-4), 754(C-4", 754(C-5", 74.8(C-3%,
73.9 (C-5%), 73.9 (C-3%), 73.6 (CH,0), 73.4 (C-4%), 73.4 (C-5%), 73.2(C-2"), 72.9 (CH,0),
72.8 (C-2*), 72.0 (CH,0), 71.4 (CH,0), 71.0 (C-3°), 71.0 (C-3%), 70.7 (C-5"), 70.6 (C-3%),
70.6 (C-5%), 70.6 (C-57), 70.0 (C-2%), 69.6 (C-3*), 69.0 (C-4°), 68.3 (C-3%), 68.3 (C-5%,
67.8 (C-4%), 67.5(C-5%), 67.4(C-4%), 67.3(C-6%), 67.2(C-6"), 65.9 (C-67), 65.4 (C-4%,
64.5 (C-4"), 62.5(C-6"), 62.5(C-6%), 61.7(C-6"), 61.1(C-6"), 60.0 (C-6), 55.3 (C-2%),
54.3 (C-2"), 53.9 (C-2%), 53.7 (C-27), 53.5 (C-2°), 20.6, 20.3, 20.2, 20.1 (OAc).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-(1 —2)-0-(3,4,6-tri-O-
acetyl-o-D-mannopyranosyl)-(1—3)-[O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- 3
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D-glucopyranosyl)-(1—4)]-[O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—2)-0-(3,4,6-tri-O-acetyl- a-D-mannopyranosyl)-(1 —6)]-O-(2-O-acetyl- 3-D-
mannopyranosyl)-(1—4)-0-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-
(1—4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- 5-D-glucopyranosylazid 46

(B-Ac3GlcNPht-1,2-0-AcsMan-1,3-[B-AcsGIcNTFAc-1,4]-[B-AcsGlcNTFAc-1,2-o- AcsMan-
1,6]-B-AcMan-1,4-3-Bzl,GIcNPht-1,4-3-Bzl,GlcNPht-N3)

11.3 mg (4.4 umol) Heptasaccharid 42, 24.8 mg (44.0 umol, 10.0 eq) Donor G, 9.9 mg
(44.0 umol, 10.0 eq) N-lodsuccinimid und 60 mg gemdorsertes, frisch ausgegliihtes Molekular-
sieb 4 A werden unter Argonatmosphre in 0.4 mL absolutem Dichlormethan suspendiert. Die
Suspension wird jeweils 25 min bei Zimmertemperatur und -40 °C geriihrt. AnschlieBend
wird die Reaktion durch Zugabe von 100 pL einer gesittigten Losung von Trifluormethansul-
fonsdure in absolutem Dichlormethan gestartet und zwischen -40 °C und -5 °C geriihrt. Nach
335 min (DC: Hexan/Ethylacetat, 1:2) wird mit Dichlormethan verdiinnt und iiber Celite
filtriert. Die Losung wird je einmal mit 10 %iger Natriumthiosulfat-Losung und mit 2 M Ka-
liumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum

eingeengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet.

Ausbeute: nicht bestimmt,
R¢=0.11 (Hexan/Ethylacetat, 1:2),
Ci36H146FsNgOs9 (2950.6),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mper = 2948.9 Mger = 2967.6 (M+H30)".

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 5-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-0-(3,4,6-tri-O-
acetyl-o-D-mannopyranosyl)-(1—3)-[O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- 3
D-glucopyranosyl)-(1—4)]-[O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyrano-
syl)-(1-2)-0-(3,4,6-tri-O-acetyl- o-D-mannopyranosyl)-(1 —6)]-0-(2-O-acetyl- f-D-manno-
pyranosyl)-(1—4)-0-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-(1 —4)-
3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido-5-D-glucopyranosylazid 47
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(B-Ac3GlcNPht-1,2-0-AcsMan-1,3-[B-AcsGIcNTFAc-1,4]-[B-AcsGlcNPht-1,2-a- AcsMan-
1,6]-B-AcMan-1,4-3-Bzl,GIcNPht-1,4-3-Bzl,GlcNPht-N3)

18.5mg (7.1 umol) Heptasaccharid 43, 37.8 mg (71.1 umol, 10eq) Donor G, 32.0 mg
(142.2 umol, 20 eq) N-Iodsuccinimid und 80 mg gemdorsertes, frisch ausgegliithtes Molekular-
siecb 4 A werden unter Argonatmosphire in 0.64 mL absolutem Dichlormethan suspendiert.
Die Suspension wird 35 min bei Zimmertemperatur und 130 min bei -40 °C geriihrt. An-
schlieBend wird die Reaktion durch Zugabe von 100 puL einer gesittigten Losung von Tri-
fluormethansulfonsédure in absolutem Dichlormethan gestartet und 60 min bei -40 °C geriihrt.
Danach ldsst man innerhalb von 120 min auf -10 °C erwédrmen. Nach vollstandigem Umsatz
der Edukte (DC: Hexan/Ethylacetat, 1:2) wird die Reaktion mit Dichlormethan verdiinnt und
iber Celite filtriert. Die Losung wird mit 10 %iger Natriumthiosulfat-Losung und mit 2 M Ka-
liumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum
eingeengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es werden 41 mg Rohprodukt er-
halten, die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1—1:1.5—1:2; Siulen-

durchmesser: 10 mm; Fiillhohe: 11 cm) gereinigt werden.
Ausbeute: 15.8 mg (5.3 umol, 74.6 %),
Ry = 0.06 (Hexan/Ethylacetat, 1:2),

Ci42H149F3N3gOgp (2984.7),

ESI-MS (50 % Acetonitril):  Mper = 2982.9 Mger = 3001.9 (M+H;0)", 3005.8 (M+Na)".

9.11 Versuche zu Kapitel 3.3

1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosid 49

(AcsGIcNTFAC)

50 g (0.23 mol) Glucosamin-Hydrochlorid 48 werden in 240 mL 1 M wéssrigem Natrium-
hydroxid gelost. Mit Hilfe eines Tropftrichters werden unter intensivem Riihren 28.5 mL

(0.24 mol, 1.0 eq) Anisaldehyd zugegeben. Wenn sich in der trilben Losung ein Niederschlag
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bildet, wird die Reaktionslosung auf 0 °C gekiihlt und weitere 90 min intensiv geriihrt. Im
Anschluss wird der Niederschlag abfiltriert, zweimal mit je 200 mL Wasser und Methanol/
Diethylether, 1:1 gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. Der Riickstand (55.8 g,
0.19 mol) wird in 300 mL (3.74 mol, 19.7 eq) Pyridin suspendiert und auf O °C gekiihlt. Es
werden 167 mL (1.77 mol, 9.4 eq) Essigsdureanhydrid zugegeben und anschlieend bei Zim-
mertemperatur geriihrt. Die erhaltene Losung wird auf 1.5 L Eis gegeben und der entstandene
Niederschlag abfiltriert. Die Kristalle werden zweimal mit je 100 mL Wasser und 100 mL
Ether gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. Die erhaltenen Kristalle (69.5 g, 0.15 mol)
werden in 350 mL Aceton unter Riickfluss gelost. Es werden mit Hilfe eines Tropftrichters
35mL (0.18 mol, 1.2 eq) 5 M Salzsidure zugegeben und die Reaktion wird intensiv geriihrt.
Nach Entstehung eines weilen Niederschlags, wird das Reaktionsgemisch auf Zimmer-
temperatur abgekiihlt. Der Niederschlag wird abfiltriert, mit 100 mL Aceton und zweimal mit
je 250 mL Diethylether gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. Das erhaltene
Hydrochlorid (52.7 g, 0.18 mol) wird in 365 mL Dichlormethan und 114 mL (0.14 mol,
1.0eq) Pyridin suspendiert. Langsam werden mit Hilfe eines Tropftrichters 23.4 mL
(0.17 mol, 1.2 eq) Trifluoressigsdureanhydrid unter Riithren zugegeben, wodurch sich das
Reaktionsgemisch leicht erwdarmt. Sobald eine klare Losung entstanden ist, wird diese im Va-
kuum eingeengt und fiinfmal mit Toluol codestilliert. Der Riickstand wird im Hochvakuum
getrocknet, in Dichlormethan aufgenommen und jeweils zweimal mit 1 M Salzsidure und
2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung sowie einmal mit Wasser extrahiert. Die organische
Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet, im Vakuum eingeengt und im Hochvakuum ge-

trocknet.

Ausbeute: 60.8 g (0.18 mol, 59.1 %),
R¢ = 0.50 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1),
Ci6H20F3NOq (443.3),

ESI-MS (100 % Methanol): ~ My, = 443.1 Mger = 466.1 (M+Na)".

5-tert.Butyl-2-methyl-phenyl 3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- 1-thio- -D-

glucopyranosid G

(Ac3GIcNTFAc-SPh(rBu,Me))
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11.1 g (24.9 mmol) Acetat 49 und 5.3 mL (28.8 mmol, 1.2 eq) 5-tert.Butyl-2-methyl-thio-
phenol werden in 110 mL absolutem Dichlormethan geldst. Es werden 4.9 mL (38.7 mmol,
1.6 eq) Bortrifluorid-Diethyletherat zugegeben und die Reaktion wird 120 min (DC: Hexan/
Aceton, 1.5:1) bei Zimmertemperatur geriihrt. Nach vollstindigem Reaktionsumsatz wird mit
Dichlormethan verdiinnt, die organische Phase jeweils einmal mit Wasser und mit 2 M Ka-
liumhydogencarbonat-Losung extrahiert und iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungs-
mittel wird im Vakuum eingeengt und der Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Es werden
15.1 g Rohprodukt erhalten, die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Aceton, 4:1; Sdu-

lendurchmesser: 70 mm; Fiillhohe: 11 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 9.6 g (17.0 umol, 68.4 %),
R;=0.53 (Hexan/Aceton, 2:1),
C5H3,F3NOgS (563.6),

ESI-MS (100 % Methanol):  Mpe = 563.2 Mger = 586.2 (M+Na)".

0-3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- o-D-glucopyranosyl-trichloracetimidat 44

(Ac3GIcNTFAc-TCAI)

33.5g (75.6 mmol) Acetat49 werden in 101 mL Dimethylformamid gelost. Es werden
9.1 g (98.4 mmol, 1.3 eq) Hydrazinacetat zugegeben. Die erhaltene Suspension wird 1 h bei
Zimmertemperatur geriihrt. Nach Reaktionsende (DC: Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1) werden
50 mL Aceton zugegeben und weitere 30 min geriihrt. Danach wird das Losungsmittel im
Hochvakuum entfernt und der Riickstand in Dichlormethan aufgenommen. Die organische
Phase wird mit 1 M Salzsdure und 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, iiber Ma-
gnesiumsulfat getrocknet, im Vakuum eingeengt und der Riickstand im Hochvakuum ge-
trocknet. Das Halbacetal wird unter Argonatmosphire in 907 mL absolutem Dichlormethan
gelost. Zu dieser Losung werden 100 mL (1.0 mol, 13.2 eq) Trichloracetonitril und 18.2 g
(130 mmol) frisch ausgegliihtes und gemorsertes Kaliumcarbonat gegeben. Die Suspension
wird 13 h bei Zimmertemperatur intensiv geriihrt. Nach Reaktionsende (DC: Cyclohexan/
Ethylacetat, 1:1) wird mit absolutem Dichlormethan verdiinnt und iiber Celite filtriert. Die

Losung wird im Vakuum bei Zimmertemperatur eingeengt und der Riickstand im Hochvaku-
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um getrocknet. Das Rohprodukt wird mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Aceton, 4:1;

Sédulendurchmesser: 100 mm; Fiillhohe 10 cm) gereinigt.

Ausbeute: 27.6 g (49.3 mmol, 65.2 %),

R¢ (B-Halbacetal) = 0.25 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1),
R (a-Halbacetal) = 0.40 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1),
R¢ (Imidat 44)= 0.64 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1),
Ci6H13Cl3F3N2 09 (545.7).

5-tert. Butyl-2-methyl-phenyl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio- -D-mannopyranosid 51

(a-AcsMan-SPh(rBu,Me))

63.4 g (162.4 mmol) peracetylierte Mannose 50 werden unter Argonatmosphire in 630 mL
absolutem Dichlormethan gelost. Es werden 37.0 mL (201 mmol, 1.24 eq) 5-fert.Butyl-2-
methyl-thiophenol zugegeben. Die Reaktion wird durch Zugabe von 14.7 mL (125.1 mmol,
0.77 eq) Zinn(IV)-chlorid gestartet und 6 h bei Zimmertemperatur geriihrt. Nach vollstandiger
Umsetzung (DC: Hexan/Aceton, 1.5:1) wird mit Dichlormethan verdiinnt. Es wird solange
Dichlormethan und 5 M Natriumhydroxid-Losung zugegeben bis sich der Zinnstein vollstin-
dig 16st. Die organische Phase wird abgetrennt, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Va-
kuum eingeengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es werden 107.9 g Roh-
produkt erhalten, die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Aceton, 5:1; Saulendurch-

messer: 100 mm; Fiillhohe: 12 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 63.4 g (124.2 mmol, 76.7 %),
R:=0.64 (Hexan/Aceton, 1.5:1),

[olp™ = +73.2 (0.7, Dichlormethan),
Ca5H3406S (510.6),

ESI-MS (100 % Acetonitril): My = 510.2 Mger = 532.9 (M+Na)",

'H-NMR (270 MHz, [D6]-DMSO): 8=7.53(d, Jig=1.7Hz, 1H, H-6 Ar), 7.28 (dd,
Js4=81Hz, Jue=1.7Hz, 1H, H4 Ar), 721(d, J54=8.1Hz, 1H, H-3 Ar), 5.61 (d,
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Ji2<1Hz, 1H, H-1), 5.39 (dd, Ji» < 1 Hz, J,3 < 1Hz, 1H, H-2), 5.25-5.12 (m, 2H, H-4, H-3),
4.49-438 (m, 1H, H-5), 4.19(dd, Js¢=4.8 Hz, Jeem=12.1 Hz, 1H, H-6a), 4.00 (dd,
Jse = Hz, Jeem = 12.2 Hz, 1H, H-6b), 2.35 (s, 3H, Me), 2.10 (s, 3H, OAc), 2.06 (s, 3H, OAc),
1.97 (s, 3H, OAc), 1.93 (s, 3H, OAc), 1.25 (s, 9H, tBu),

BC-NMR (67.5 MHz, [D6]-DMS0):§ =170.2, 170.0 (C=O OAc), 150.0 (C-1 Ar),
137.0 (C-2 Ar), 131.5 (C-5 Ar), 130.7 (C-3 Ar), 130.2 (C-6 Ar), 125.9 (C-4 Ar), 84.9 (C-1),
70.7 (C-2), 70.1 (C-3), 69.5 (C-5), 66.0 (C-4), 62.9 (C-6), 35.1 (tBu), 31.6 (CH; Bu), 21.3,
21.0 (OAc), 19.6 (Me).

S-tert.Butyl-2-methyl-phenyl I-thio- o-D-mannopyranosid 52

(o--Man-SPh(rBu,Me))

3.52 g (6.9 mmol) Thioglycosid 51 werden in 27 mL absolutem Methanol gelost. Hierzu wird
eine Losung von 47.6 mg (2.1 mmol, 0.3 eq) Natrium in 1.9 mL Methanol gegeben und
20 min bei Zimmertemperatur geriihrt. Nach vollstandigem Reaktionsumsatz (DC: Dichlor-
methan/Methanol, 7:1) wird mit dem lonenaustauscher Amberlyst 15 neutralisiert. Der Ionen-
austauscher wird abfiltiert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wird

im Hochvakuum getrocknet.

Ausbeute: 2.36 g (6.9 mmol, quant.),

Ry =0.51 (Dichlormethan/Methanol, 7:1),
[alp™ = +158.4 (0.5, Dichlormethan),
C17H260sS (342.5),

ESI-MS (100 % Methanol): ~ My = 342.2 Mger = 364.9 (M+Na)*, 706.9 (2M+Na)",
1048.9 (3M+Na)",

'H-NMR (270 MHz, [D6]-DMSO): 8=7.56 (d, Jig=1.9Hz, 1H, H-6 Ar), 7.21 (dd,

J34=80Hz, J1,s=19Hz, 1H, H-4 Ar), 7.15(d, J34=80Hz, 1H, H-3 Ar), 5.25(d,
Ji2<1Hz, 1H, H-1), 4.78-4.51 (m, 4H, OH-2, OH-3, OH-4, OH-6), 3.94-3.90 (m, 1H, H-2),
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3.84-3.74 (m, 1H, H-5), 3.64 (dd, Js6 = 2.1 Hz, Jeem = 12.2 Hz, 1H, H-6a), 3.58-3.46 (m, 3H,
H-6b, H-4, H-3), 2.32 (s, 3H, Me), 1.25 (s, 9H, Bu),

BC-NMR (67.5 MHz, [D6]-DMSO): & = 149.7 (C-1 Ar), 136.5 (C-2 Ar), 133.9 (C-5 Ar),
130.3 (C-3 Ar), 130.1(C-6 Ar), 1249 (C4 Ar), 89.5(C-1), 75.9(C-5), 72.8(C-2),
72.1 (C-3), 67.5 (C-4), 61.4 (C-6), 34.5 (qC tBu), 31.6 (1Bu), 20.5 (Me).

9.12 Versuche zu Kapitel 3.3.1

5-tert. Butyl-2-methyl-phenyl 3,4-O-(2°,3’-dimethoxybutan-2’,3’-diyl)- I -thio- o-D-manno-
pyranosid 53

(o-BdaMan-SPh(tBu,Me))

14.9 g (43.6 mmol) Thioglycosid 52 werden unter Argonatmosphire in 360 mL absolutem
Methanol gelost. Hierzu werden 6.0 mL (68.6 mmol, 1.6 eq) Butan-2,3-dion, 19.2 mL
(0.175 mol, 4.0 eq) Trimethylorthoformiat und 2.7 g (11.8 mmol, 0.2 eq) Camphersulfonsdure
gegeben. Die Losung wird 16 h unter Riickfluss geriihrt (DC: Cyclohexan/Ethylacetat, 1:2).
Nach dem Abkiihlen wird durch Zugabe von 5.0 mL (35.9 mmol, 0.8 eq) Triethylamin neu-
tralisiert, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand im Hochvakuum ge-
trocknet. Das Rohprodukt wird mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Aceton, 4:1; Séu-

lendurchmesser: 100 mm; Fiillhohe: 10 cm) gereinigt.

Ausbeute: 19.2 g (42.1 mmol, 96.4 %),
R¢=0.70 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:2),
[olp™* = +284.4 (0.5, Dichlormethan),
Ca3H3604S (456.6),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mper = 456.2 Mger = 475.1 (M+H30)",

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): §="H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): & =7.53 (d,
Jie=15Hz, 1H, H-6 Ar), 7.23(dd, J34=84Hz, Jss6=15Hz, 1H, H-4 Ar), 7.16(d,
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J34=8.4Hz, 1H, H-3 Ar), 5.47 (d, Jou2 =4.5 Hz, 1H, OH-2), 5.25 (d, J12 < 1 Hz, 1H, H-1),
4.63 (dd, Jonea = Jone» = 5.8 Hz, 1H, OH-6), 4.00-3.88 (m, 3H, H-2, H-4, H-5), 3.77 (dd,
Jo3<1Hz, J34=64Hz, 1H, H-3), 3.57(dd, Jsg=4.8 Hz, Jeew=12.1 Hz, 1H, H-6a),
3.53-3.44 (m, 1H, H-6b), 3.18 (s, 3H, OMe), 3.14 (s, 3H, OMe), 2.32 (s, 3H, Me), 1.24 (s, 9H,
Bu), 1.21 (s, 3H, Bda), 1.17 (s, 3H, Bda),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): 8 =149.2 (C-1 Ar), 136.3 (C-2 Ar), 132.6 (C-5 Ar),
130.0 (C-3 Ar), 129.8 (C-6 Ar), 124.8 (C-4 Ar), 99.5 (qC Bda), 99.0 (qC Bda), 89.4 (C-1),
73.0 (C-5), 70.0 (C-2), 68.4(C-3), 62.8(C-4), 59.7 (C-6), 47.3(OMe), 34.1 (qC tBu),
31.1 (fBu), 19.9 (Me), 17.6 (Bda).

5-tert. Butyl-2-methyl-phenyl O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—2)-[0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-
(1 —6)]-3,4-0-(2°,3’-dimethoxybutan-2’,3’-diyl)- I -thio- o-D-mannopyranosid 54

(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-[B-AcsGlcNTFAc-1,6]-a-BdaMan-SPh(fBu,Me))

20 mg (43.8 umol) Diol 53, 94.3 mg (175.2 pmol, 4.0 eq) Trichloracetimidat 44 und 200 mg
gemorsertes, frisch ausgeglithtes Molekularsieb 4 A werden unter Argonatmosphére in
1.1 mL absolutem Dichlormethan suspendiert. Die Suspension wird jeweils 30 min bei Zim-
mertemperatur und bei -40 °C geriihrt. AnschlieBend wird die Reaktion durch Zugabe von
10 uLL (8.8 umol, 0.2 eq) einer Losung von 16 puL Trifluormethansulfonsduretrimethylsilyl-
ester in 84 UL absolutem Dichlormethan gestartet und bei -40 °C geriihrt. Nach 2 h (DC:
Hexan/Aceton, 1:1) wird die Reaktion durch Zugabe von 10 puL (123.6 umol, 2.8 eq) Pyridin
abgebrochen, mit Dichlormethan verdiinnt, und iiber Celite filtriert. Die Losung wird mit
2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im
Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es werden 108 mg Roh-
produkt erhalten, die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Aceton, 3:1; Saulendurch-

messer: 20 mm; Fiillhohe: 12 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 42.4 mg (34.7 umol, 79.1 %),
R;=0.61 (Hexan/Aceton, 1:1),
[a]p2® = +54.5 (0.7, Dichlormethan),
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Cs1HesFsN20O23S (1223.1),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mpe = 1222.4 Mger = 1241.5 (M+H;0)",
1245.4 (M+Na)",

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO):§=9.53(d, Jau2=9.2Hz, 1H, NH), 9.31(d,
Jna2=92Hz, 1H, NH), 7.58(d, Jus=1.6Hz, 1H, H-6 Ar), 7.25(dd, J34=8.0Hz,
Jas = 1.6 Hz, 1H, H-4 Ar), 7.16 (d, J54 = 8.0Hz, 1H, H-3 Ar), 5.47 (d, J,, < 1 Hz, 1H, H-1"),
5.18-5.08 (m, 2H, H-3°, H-3%), 4,92 (dd, J5.4 = 9.8 Hz, J45 = 10.1 Hz, 1H, H-4%), 4.89-4.77 (m,
2H, H-1%, H-4%, 4.75 (d, Ji»=8.3 Hz, 1H, H-1°), 4.29-4.13 (m, 3H, H-62%, H-5', H-2"),
4.05 (dd, Js6 = 5.5 Hz, Jgem = 12.5 Hz, 1H, H-62°), 7.02-3.95 (m, 1H, H-6b"), 3.95-3.71 (m,
7H, H-2°, H-6b°, H-3', H-2°, H-5°, H-6a', H-5%), 3.62 (dd, Js¢ = 7.7 Hz, Jgem = 11.7 Hz, 1H,
H-6b"), 3.51 (dd, Js4 = 10.1 Hz, J45=10.1 Hz, 1H, H-4"), 3.16 (s, 3H, OMe), 3.06 (s, 3H,
OMe), 2.31 (s, 3H, Me), 2.02-1.86 (m, 18H, OAc), 1.27 (s, 9H, rBu), 1.16 (s, 3H, Bda),
1.13 (s, 3H, Bda),

BC-.NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): & =170.0, 169.9, 169.6, 169.3, 169.1 (C=O OAc),
156.5 (q ,2Jcr = 36.5 Hz, C=0 TFAc), 156.2 (q ,%Jcr = 36.5 Hz, C=0 TFAc), 149.3 (C-1 Ar),
136.3 (C-2 Ar), 132.6 (C-5 Ar), 130.1 (C-6 Ar) 129.8 (C-3 Ar), 125.1 (C-4 Ar), 115.7 (q,
'J=288.7Hz, CF3), 100.2 (C-1°8, 'Je.ip = 165.1 Hz), 99.7 (qC Bda), 99.0 (qC Bda),
97.6 (C-1%B, "Jeurmy = 164.3 Hz), 85.5 (C-1'0t, 'Jep 1 = 169.7 Hz), 76.2 (C-2Y), 72.2 (C-3%),
71.7 (C-3°%), 71.3(C-5%, 71.1(C-5"), 70.9 (C-5%, 69.3 (C-6"), 68.3 (C-4°), 68.0C-4%),
67.0 (C-3"), 63.4(C-4"), 62.1(C-6%, 61.5(C-6%), 53.5(C-2°, 53.1(C-2%), 47.4 (OMe),
47.2 (OMe), 34.1 (qC rBu), 31.1 (fBu), 20.4, 20.1, 20.0 (OAc, Me), 17.5 (Bda).

5-tert. Butyl-2-methyl-phenyl O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—-2)-[O0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-
(1 —6)]-3,4-di-O-acetyl- 1-thio- o-D-mannopyranosid 55

(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-[B-AcsGIctNTFAc-1,6]-0- Aco,Man-SPh(1Bu,Me))

34.5 mg (28.2 wmol) Trisaccharid 54 werden in 1.7 mL Trifluoressigsdure/Wasser, 9:1 gelost

und bei Zimmertemperatur geriihrt. Nach 2 min wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt
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und der Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Der Riickstand wird in Dichlormethan aufge-
nommen, mit 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat ge-
trocknet, im Vakuum eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Der Riickstand wird in
2.1 mL Essigsdureanhydrid/Pyridin, 5:1 gelost und 1 d bei Zimmertemperatur geriihrt (DC:
Hexan/Aceton, 1:1). Die Losung wird im Vakuum eingeengt, der Riickstand dreimal mit
Toluol codestilliert und in Dichlormethan aufgenommen. Die organische Phase wird je einmal
mit 1 M Salzsdure und 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsul-
fat getrocknet, im Vakuum eingeengt und der Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Es
werden 32 mg Rohprodukt erhalten, die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Ace-

ton, 3:1; Sdulendurchmesser: 10 mm; Fiillhohe: 10 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 29.7 mg (24.9 umol, 88.3 %),

R: (Diol) = 0.51 (Hexan/Aceton, 1:1),

R¢ (Produkt 55) = 0.75 (Hexan/Aceton, 1:1),
[alp™ = +1.6 (0.5, Dichlormethan),
CaoHg2FsN2023S (1193.1),

ESI-MS:
Diol (100 % Acetonitril): M = 1108.3 Mger = 1147.2 (M+Na)",
Produkt 55 (100 % Acetonitril):Mpe, = 1192.3 Mger = 1231.7 (M+K)*,

'H.NMR (360 MHz, [D6]-DMSO):8=9.52(d, Jxu2.=8.7Hz, 1H, NH), 9.4l (d,
Jnnz=9.5Hz, 1H, NH), 7.62(d, Jse=1.6Hz, 1H, H-6 Ar), 7.22(dd, Js4=8.1Hz,
Jas = 1.6 Hz, 1H, H-4 Ar), 7.14 (d, J5.4 = 8.1 Hz, 1H, H-3 Ar), 5.62 (d, J;1» < 1 Hz, 1H, H-1"),
7.16-7.03 (m, 2H, H-3°, H-3%), 4.99-4.77 (m, 5H, H-4', H-4%, H-3', H-4°, H-1%), 4.70 (d,
Ji2=8.6 Hz, 1H, H-1°), 4.35 (dd, J,2 < 1 Hz, J,3 < 1 Hz, 1H, H-2"), 4.29-4.21 (m, 1H, H-5"),
4.16 (dd, Jsg=5.0 Hz, Jgem = 12.0 Hz, 1H, H-62°), 4.07 (dd, Js6 = 5.20 Hz, Joem = 12.8 Hz,
1H, H-6a%), 4.00-3.77 (m, 6H, H-6b°, H-6b% H-2%, H-5%, H-2°, H-5%, 3.64-3.51 (m, 2H,
H-6a', H-6b"), 2.29 (s, 3H, Me), 2.02 (s, 3H, OAc), 2.00 (s, 3H, OAc), 1.98 (s, 3H, OAc),
1.97 (s, 3H, OAc), 1.96 (s, 3H, OAc), 1.95 (s, 3H, OAc), 1.91 (s, 3H, OAc), 1.89 (s, 3H,
OAc), 1.25 (s, 9H, /Bu),

*C-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): § = 170.0, 169.9, 169.6, 169.5, 169.4, 169.2, 169.1 (C=0
OAc), 156.7(q, YJcr=36.5Hz, C=0 TFAc), 1563 (q, 2Jer=236.5Hz, C=0 TFAc),
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149.4 (C-1 Ar), 134.7 (C-2 Ar), 132.9 (C-5 Ar), 129.6 (C-3 Ar), 127.6 (C-6 Ar), 124.2 (C-4
Ar), 115.6(q, 'Jcr=288.1Hz, CF;), 115.6(q, 'Jcr=288.1Hz, CF;), 99.7 (C-1°,
98.6 (C-1%), 84.4 (C-1"), 76.4(C-2", 72.1(C-3%, 71.4(C-3%), 70.9 (C-5%, 70.8 (C-5%,
70.1 (C-5"), 69.9 (C-3"), 69.4 (C-6"), 68.2(C-4%, 68.1(C-4%), 66.3(C-4"), 62.0(C-6),
61.8 (C-6°), 53.1 (C-2?), 53.1 (C-2%), 34.1 (qC rBu), 31.0 (Bu), 20.3, 20.2, 20.0, 19.8 (OAc,
Me).

9.13 Versuche zu Kapitel 3.3.2

S-tert.Butyl-2-methyl-phenyl 3,6-di-O-allyl-1-thio- o-D-mannopyranosid 56

(a-All,Man-SPh(rBu,Me))

15.0 g (43.8 mmol) Thiomannosid 52 werden in 375 mL Methanol gelost. Es werden 21.8 g
(87.4 mmol, 2.0 eq) Dibutylzinnoxid zugegeben und die erhaltene Suspension wird 4 h unter
Riickfluss geriihrt. Die entstandene klare Losung wird im Vakuum eingeengt, der Riickstand
mit 20.0 g (131.1 mmol, 3 eq) Césiumfluorid versetzt und iiber Nacht im Hochvakuum ge-
trocknet. Das Feststoffgemisch wird unter Argonatmosphire bei 0 °C in 150 mL absolutem
N,N-Dimethylformamid suspendiert. Nach Zugabe von 38.3 mL (0.4 mol, 10.0 eq) Allyl-
bromid wird bei Zimmertemperatur 40 h (DC: Hexan/Aceton, 1:1) geriihrt. Die Reaktion wird
durch Zugabe von 36 mL Ethylacetat und 0.6 mL Wasser beendet und fiir weitere 30 min
geriihrt. AnschlieBend wird iiber Celite filtriert, die Losung im Vakuum eingeengt und der
Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Das erhaltene Rohprodukt wird mittels Flashchroma-

tographie (Cyclohexan/Aceton, 3:1; Sdulendurchmesser: 95 mm; Fiillhohe: 11 cm) gereinigt.

Ausbeute: 8.1 g (19.3 mmol, 44.0 %),
R¢=0.74 (Hexan/Aceton, 1:1),

[o]p™® = +148.4 (1.1, Dichlormethan),
C23H340sS (422.6),

ESI-MS (100 % Acetonitril): My =422.1 Mger = 445.2 (M+Na)",
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'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): §=7.55(d, Jsg=1.8Hz, 1H, H-6 Ar), 7.20 (dd,
Js4=8.0Hz, Jig=1.8 Hz, 1H, H-4 Ar), 7.14 (d, J34=8.0 Hz, 1H, H-3 Ar), 5.98-5.73 (m,
2H, =CH-, =CH-), 5.37-5.27 (m, 2H, H,C= trans, H-1), 5.22-5.05 (m, 5H, H,C= cis, H,C=
trans, OH-2, OH-4, H,C= cis), 4.18-4.02 (m, 3H, CH,0, H-2, CH,0), 3.99-3.92 (m, 1H, H-5),
3.90-3.86 (m, 2H, CH,0, CH,0), 3.66-3.48 (m, 3H, H-6a, H-4, H-6b), 3.39-3.34 (m, 1H,
H-3), 2.29 (s, 3H, Me), 1.24 (s, 9H, tBu),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO):§ =149.2 (C-1 Ar), 135.8 (=CH-), 135.6 (C-2 Ar),
135.2 (=CH-), 133.4 (C-5 Ar), 129.7 (C-3 Ar), 128.7 (C-6 Ar), 124.2 (C-4 Ar), 116.3 (H,C=),
88.6 (C-1), 79.1(C-3), 74.1(C-5), 71.3 (CH;O), 69.6 (CH,O), 69.6 (C-6), 68.9 (C-2),
65.9 (C-4), 34.1 (qC tBu), 31.0 (rBu), 19.8 (Me).

5-tert. Butyl-2-methyl-phenyl O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- 3-D-gluco-
pyranosyl)-(1—2)-[ 0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-
(1 —4)]-3,6-di-O-allyl- 1-thio- o-D-mannopyranosid 57

(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-[B-Ac3GlcNTFAc-1,4]-a- All,Man-SPh(tBu,Me))

250 mg (0.59 mmol) Diol 56, 969 mg (1.78 mmol, 3.0 eq) Imidat 44 und 1.65 g gemdorsertes,
frisch ausgegliihtes Molekularsieb 4 A werden unter Argonatmosphire in 15 mL absolutem
Dichlormethan suspendiert. Die Suspension wird jeweils 45 min bei Zimmertemperatur und
bei -40 °C geriihrt. Anschliefend wird die Reaktion durch Zugabe von 16 pL (88.5 wumol,
0.2 eq) Trifluormethansulfonsduretrimethylsilylester gestartet und bei -40 °C geriihrt. Nach
90 min (DC: Hexan/Aceton, 2:1) wird die Reaktion durch Zugabe von Pyridin abgebrochen,
mit Dichlormethan verdiinnt und iiber Celite filtriert. Die Losung wird mit 2 M Kaliumhydro-
gencarbonat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt.
Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es werden 1.11 g Rohprodukt erhalten, die
mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Aceton, 3:1; Sidulendurchmesser: 50 mm; Fiill-

hohe: 14 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 409 mg (0.34 mmol, 58.3 %),
Ry =0.26 (Hexan/Aceton, 1:1),
[a]p2® = +30.1 (0.7, Dichlormethan),
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Cs1HesFsN2021S (1189.1),
ESI-MS (100 % Methanol): My = 1188.4 Mger = 1211.2 (M+Na)", 1227.2 (M+K)",

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): 8=9.61(d, Jau>=9.1Hz, 1H, NH), 9.42(d,
Jnz=92Hz, 1H, NH), 7.63(d, Jss=1.5Hz, 1H, H-6 Ar), 7.18(dd, J43=7.9 Hz,
Jag=1.5Hz, 1H, H-4 Ar), 7.12 (d, J34=7.9 Hz, 1H, H-3 Ar), 6.00-5.85 (m, 1H, =CH-),
5.77-5.64 (m, 2H, =CH-, H-1"), 5.28 (d, Juoc==cu. = 16.7 Hz, 1H, H,C= trans), 5.15-4.99 (m,
5H, H,C= cis, H-3*, H-1?, H,C= trans, H-3% H,C= cis), 4.96-4.86 (m, 2H, H-4", H-4%),
4.84(d, Ji,=8.6Hz, 1H, H-1), 4.36 (dd, Ji,<1Hz, J,3<1Hz, 1H, H-2"), 4.28 (dd,
Jemo=cu. = 4.3 Hz, Jeem = 12.1 Hz, 1H, CH,0), 4.20 (dd, J5¢ = 4.4 Hz, Joem = 12.2 Hz, 1H,
H-6a%), 4.15-3.57 (m, 13H, H-6a*, H-6b*, H-6b>, H-5', CH,0, H-5", H-2?, CH,0, H-2,
CH,0, H-5%, H-4', H-3"), 3.44-3.29 (m, 2H, H-6a', H-6b"), 2.27 (s, 3H, Me), 2.01 (s, 3H,
OAc), 2.00 (s, 3H, OAc), 1.97 (s, 3H, OAc), 1.96 (s, 3H, OAc), 1.90 (s, 3H, OAc), 1.88 (s,
3H, OAc), 1.23 (s, 9H, rBu),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): § =170.0, 169.7, 169.4, 169.2 (C=0 OAc), 156.5 (q,
*Jor=36.5Hz, C=0 TFAc), 156.4 (q, “Jcr = 36.5 Hz, C=0 TFAc), 149.4 (C-1 Ar), 135.3,
134.8 (=CH-), 133.9 (C-2 Ar), 133.5 (C-5 Ar), 129.5 (C-3 Ar), 126.7 (C-6 Ar), 123.7 (C-4
Ar), 116.1 (H,C=), 115.7(q, 'Jer=288.7Hz, CF3), 115.6(q, 'Jer=288.1Hz, CFy),
99.3 (C-1"B,  Jeam1=165.6Hz), 99.0 (C-1°B, 'Jeimi1=165.0Hz), 83.8(C-1'a,
Ucami =171.6 Hz), 768 (C-3"), 75.4(C-2"), 744(C-4", 722(C-3%), 72.0(C-3%,
71.3 (CH,0), 71.2(C-5"), 70.8 (C-5%), 70.8 (C-5%), 68.2 (C-6'), 68.4 (CH0), 68.1 (C-4%),
68.0 (C-4%), 62.0 (C-6%), 61.7 (C-6), 54.5 (C-2%), 53.3 (C-2%), 34.2 (qC 1Bu), 30.9 (rBu), 20.5,
20.4,20.0 (OAc), 19.7 (Me).

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

D-mannopyranose 59

(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-[B-AcsGIctNTFAc-1,4]-AcsMan)
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200 mg (0.17 mmol) Trisaccharid 57 werden unter Argonatmosphére in 14 mL sauerstoff-
freier Essigsdure gelost. Zu dieser Losung werden 60 mg (0.34 mmol, 2.0 eq) wasserfreies
Palladium(I)-chlorid und 66 mg (0.84 mmol, 5 eq) wasserfreies Natriumacetat gegeben und
200 min bei 70 °C geriihrt (DC: Hexan/Aceton, 1:1). Die Suspension wird iiber Celite filtriert,
im Vakuum eingeengt und der Riickstand in Dichlormethan aufgenommen. Die organische
Phase wird zweimal mit geséttigter Natriumchlorid-Losung und einmal mit 2 M Kaliumhydro-
gencarbonat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt.
Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet, in 12 mL Essigsdureanhydrid/Pyridin, 5:1
gelost und 1 d bei Zimmertemperatur gerithrt (DC: Hexan/ Aceton, 1:1). Die Losung wird im
Vakuum eingeengt, der Riickstand dreimal mit Toluol codestilliert und in Dichlormethan auf-
genommen. Die organische Phase wird je einmal mit 1 M Salzsdure und 2 M Kaliumhydrogen-
carbonat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet, im Vakuum eingeengt und der
Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Es werden 173 mg Rohprodukt erhalten, die mittels
Flashchromatographie (Cyclohexan/Aceton, 3:1; Sdulendurchmesser: 35 mm; Fiillhohe:

18 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 65.0 mg (60.6 umol, 35.6 %; es wird bei dieser Reaktion ein Anomerengemisch
mit unterschiedlicher Zusammensetzung erhalten.),

Rs (Diol)= 0.39 (Hexan/Aceton, 1:1).

Ry (Produkt 59) = 0.49 (Hexan/Aceton, 1:1),

[a]p> = -34.3 (0.8, Dichlormethan, B-Anomer),

C4oHs50FsN2O5 (1072.8),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mpe = 1073.3 Mger = 1095.7 (M+Na)",

o-Anomer:

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): §=9.69(d, Jau2=9.6Hz, 1H, NH), 9.62(d,
Jauz =9.1Hz, 1H, NH), 6.00 (d, J;»<1Hz, 1H, H-1"), 5.19-5.02 (m, 2H, H-3*, H-3%),
4.99-4.81 (m, 4H, H-1*, H-3', H-4% H-4%, 474, J,»,=9.6Hz, 1H, H-1%, 4.29 (dd,
Js6 < 1Hz, Jgm=12.0Hz, 1H, H-6a'), 4.25-3.98 (m, 4H, H-6a’, H-6a‘, H-2', H-4"),
3.95-3.60 (m, 8H, H-6b*, H-5*, H-2%, H-6b* H-5°, H-2*, H-5', H-6b"), 2.15-1.83 (m, 27H,
OAc),
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BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMS0): & =170.0, 169.7, 169.6, 169.5, 169.4, 169.3, 169.2,
168.4 (C=0 OAc), 156.5(q, “Jer=135.9 Hz, C=0 TFAc), 156.4 (q, “Jcr=37.2 Hz, C=0
TFAc), 115.7(q, 'Jer=288.1Hz, CF3), 115.6(q, 'Jor=288.1 Hz, CF3), 98.9 (C-1°B,
et = 166.3Hz), 98.6 (C-1B, Jeim = 166.3 Hz), 89.9 (C-1'a, 'Jeinr = 181.3 Hz),
73.1 (C-2"), 71.6(C-3%), 71.5(C-3%, 71.5(C-4"), 70.5(C-3"), 70.5(C-5%, 70.5(C-5%,
69.4 (C-5"), 68.1 (C-4%), 67.8(C-4%), 61.7(C-6%), 61.6(C-6%, 61.1(C-6"), 54.0 (C-2%,
52.9 (C-27%), 20.7, 20.4, 20.3, 20.2, 20.0, 19.9 (OAc).

B-Anomer:

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO):§=9.64(d, Jxu2=9.2Hz, 1H, NH), 9.22(d,
Iz = 9.3 Hz, 1H, NH), 5.78 (d, J1» < 1 Hz, 1H, H-1"), 5.35 (dd, J,5 = 9.8 Hz, J54=9.7 Hz,
1H, H-3%), 5.17(dd, J»3=10.0Hz, J34=9.7Hz, 1H, H-3%), 4.97(dd, J,3=3.1Hz,
Js4 =89 Hz, 1H, H-3"), 493 (d, J;,=8.7Hz, 1H, H-1%), 4.89-4.81 (m, 2H, H-4*, H-4%),
4.65(, Ji,=84Hz, 1H, H-1%), 4.32(dd, Js¢<1Hz, Jem=10.7Hz, 1H, H-6a"),
4.24-4.13 (m, 3H, H-6a’, H-6a°, H-2"), 3.94-3.62 (m, 9H, H-2*, H-4', H-6b*, H-5*, H-6b7,
H-5% H-2*, H-6b', H-5"), 2.15-1.83 (m, 27H, OAc),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): § = 170.5, 170.1, 169.8, 169.6, 169.5, 169.4, 169.3, 169.2,
168.8 (C=0 OAc), 156.5(q, *Jer=36.5Hz, C=0 TFAc), 156.3 (q, “Jcr=36.5Hz, C=0
TFAc), 115.7(q, 'Jor=288.7Hz, CF), 115.6(q, 'Jor=288.7Hz, CFs), 100.6 (C-1°B,
Jeani =167.3 Hz), 98.4 (C-1'B, 'Jeim1=167.3Hz), 90.5(C-1'B, 'Je. 1 =166.6 Hz),
73.1(C-2Y, 72.1(C-4", 72.1(C-5"), 71.8(C-3"), 71.6(C-3%, 71.6(C-3%), 70.6 (C-5%,
70.3 (C-5%), 68.6 (C-4%), 68.2(C-4"), 62.0(C-6%, 61.9(C-6°, 61.4(C-6"), 54.2(C-2%,
53.7 (C-27%), 20.5, 20.4, 20.2, 20.1, 20.0 (OAc).

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

allyl- o-D-mannopyranosid 61
(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-[B-Ac;GIcNTFAc-1,4]-a-All,Man-OBzl)

3.0 g (8.6 mmol) Benzylmannosid 60, 14.0 g (25.7 mol, 3.0 eq) Trichloracetimidat 44 und

17.0 g gemdrsertes, frisch ausgegliihtes Molekularsieb 4 A werden unter Argonatmosphiire in
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210 mL absolutem Dichlormethan suspendiert. Die Suspension wird 30 min bei Zimmertem-
peratur und 90 min bei -40 °C geriihrt. AnschlieBend wird die Reaktion durch Zugabe von
0.23 mL (1.3 mmol, 0.2 eq) Trifluormethansulfonsiduretrimethylsilylester gestartet und bei
-40 °C geriihrt. Nach 75 min (DC: Hexan/Ethylacetat, 1:2) wird mit Dichlormethan verdiinnt
und {iiber Celite filtriert. Die Losung wird mit 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Lésung extra-
hiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im
Hochvakuum getrocknet. Das erhaltene Rohprodukt wird mittels Flashchromatographie (Cy-

clohexan/Aceton, 3:1; Saulendurchmesser: 90 mm; Fiillhohe: 14 cm) gereinigt.

Ausbeute: 8.5 g (7.52 mmol, 87.8 %),
R¢=0.63 (Hexan/Ethylacetat, 1:2),
[alp™ = +7.1 (0.5, Dichlormethan),
C47Hs5sFsN2O,; (1117.0),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mpe=1116.3 Mger = 1139.3 (M+Na)", 1155.3 (M+K)",

'H-NMR (500 MHz, [D6]-DMSO): 8=9.60(d, Juu>=8.8Hz, 1H, NH), 9.49 (d,
Jniz = 8.8 Hz, 1H, NH), 7.40-7.27 (m, 5H, Ar), 5.94-5.84 (m, 1H, =CH-), 5.84-5.76 (m, 1H,
=CH-), 5.24 (d, Jinc——cu. = 16.5 Hz, 1H, H,C= trans), 5.17 (d, Juac——cn. = 17.6 Hz, 1H,
H,C= trans), 5.14-5.03 (m, 5H, H-3%, H-3*, H,C= cis, H,C= cis, H-1%), 4.97 (d, J1, < 1Hz,
1H, H-1'), 4.93-4.83 (m, 2H, H-4>, H-4%, 4.79(d, J,,=7.7Hz, 1H, H-1%, 4.62(d,
Jeem = 12.1 Hz, 1H, CH,0), 4.40 (d, Jgem = 12.1 Hz, 1H, CH,0), 4.23-4.05 (m, 4H, CH,0,
H-6a*, H-2!, H-6a%), 4.04-3.93 (m, 2H, H-6b*, H-6b%), 3.91-3.78 (m, 5H, CH,0, CH,0,
CH,O, H-2°, H-5%, 3.73(ddd, Jxu>=8.8Hz, J1,=99Hz, J,3=105Hz, 1H, H-2%,
3.68-3.50 (m, 4H, H-5%, H-3!, H-4', H-5"), 3.43 (dd, J54 < 1Hz, Jgem = 10.7 Hz, 1H, H-6a"),
3.30-3.25 (m, 1H, H-6b"), 2.01-1.85 (m, 18H, OAc),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): §=170.0, 169.6, 169.4, 169.3, 169.2 (C=O OAc),
156.5 (q, 2Jcr = 36.5 Hz, C=0 TFAc), 156.4 (q, *Jcr = 36.5 Hz, C=0 TFAc), 137.3 (C-1 Ar),
135.5, 135.1 (=CH-), 128.1, 127.7 (Ar), 115.7(q, 'Jer=288.1 Hz, CF3), 115.7 (H,C=),
99.3 (C-1"B,  Jeam1=167.4Hz), 99.0(C-1°B, 'Jeimi=1648Hz), 96.7 (C-1'a,
Yeamr=1715Hz), 764 (C-3Y, 74.5(C-4YH, 73.2(C-2YH, 72.1(C-3%, 72.0(C-3%,
70.9 (CH,0), 70.8 (C-5%), 70.8 (C-5%), 70.3 (C-5"), 69.2 (C-6"), 68.7 (CH,0), 68.4 (CH,0),
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68.3 (C-4%), 68.0 (C-4%), 62.0 (C-6%), 61.7(C-6"), 54.4(C-2%, 53.4(C-2%, 204, 20.1,
20.0 (OAC).

Benzyl O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-(1—2)-[ O-
(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)]-0-3,6-di-O-

acetyl- a-D-mannopyranosid 62

(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-[B-AcsGIcNTFAc-1,4]-0-Ac,Man-OBzl)

1.0 g (0.9 mmol) allyliertes Trisaccharid 61 werden unter Argonatmosphére in 25 mL absolu-
tem Methanol gelost. Zu dieser Losung werden 794 mg (4.5 mmol, 5.0 eq) wasserfreies Pal-
ladium(II)-chlorid gegeben und 1h bei Zimmertemperatur gerithrt (DC: Hexan/Ethylace-
tat, 1:2). Die Suspension wird iiber Celite filtriert, im Vakuum eingeengt und der Riickstand
in Dichlormethan aufgenommen. Die organische Phase wird je einmal mit gesittigter Natri-
umchlorid-Losung und 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsul-
fat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet, in
60 mL Essigsdureanhydrid/Pyridin, 5:1 gelost und 19 h bei Zimmertemperatur geriihrt (DC:
Hexan/Ethylacetat, 1:2). Die Losung wird im Vakuum eingeengt, der Riickstand dreimal mit
Toluol codestilliert und in Dichlormethan aufgenommen. Die organische Phase wird je einmal
mit 1 M Salzsdure und 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsul-
fat getrocknet, im Vakuum eingeengt und der Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Es
werden 800 mg Rohprodukt erhalten, die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Ace-

ton, 1:1; Sdulendurchmesser: 40 mm; Fiillhohe: 13 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 664 mg (0.59 mmol, 66.1 %),

R; (Diol) = 0.27 (Hexan/Ethylacetat, 1:2),

R (Produkt 62) = 0.64 (Hexan/Ethylacetat, 1:2),
[o]p> = -11.3 (0.5, Dichlormethan),
CysHs54F¢N2O24 (1120.9),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mpe = 1120.3 Mger = 1139.8 (M+H;0)",
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'H-NMR (500 MHz, [D6]-DMSO): 8=9.60(d, Jau2=9.5Hz, 1H, NH), 9.55(d,
Jnio = 9.4 Hz, 1H, NH), 7.41-7.28 (m, 5H, Ar), 5.15 (dd, J,3 = 10.0 Hz, J34,=9.2 Hz, 1H,
H-3%), 5.06 (dd, J,3=9.9 Hz, J34 =9.6 Hz, 1H, H-3%), 4.98-4.78 (m, 5H, H-1', H-4% H-1*,
H-4*, H-3"), 471 (d, J,,=8.7 Hz, 1H, H-1%), 4.63 (d, Jgem = 11.6 Hz, 1H, CH,0), 4.40 (d,
Jeem = 11.6 Hz, 1H, CH,0), 4.31 (dd, Js6 < 1 Hz, Jyem = 11.4 Hz, 1H, H-6a"), 4.22-4.10 (m,
2H, H-6a%, H-6a"), 4.07 (dd, J1» < 1 Hz, J,3=3.3 Hz, 1H, H-2"), 4.01-3.93 (m, 2H, H-6b",
H-4"), 3.92-3.59 (m, 7H, H-2?, H-5", H-5°, H-6b’, H-2*, H-6b', H-5"), 2.06-1.85 (m, 24H,
OAc),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): §=170.1, 169.8, 169.6, 169.5, 169.2 (C=O OAc),
156.5 (q, “Jep=37.2Hz, C=0 TFAc), 137.1 (C-1 Ar), 128.4, 128.1, 127.9, 127.6 (Ar),
115.7 (q, 'Jer=288.1 Hz, CF3), 115.6(q, 'Jor=288.1 Hz, CF3), 99.4 (C-1%), 98.8 (C-1%),
96.9 (C-1"), 74.6 (C-2"), 72.3(C-4", 71.9(C-3%, 71.8(C-3%), 71.0(C-3"), 70.7 (C-5%,
70.6 (C-5%), 69.2 (CH,0), 68.1 (C-5"), 68.0 (C-4%), 68.0 (C-4%), 61.9 (C-6), 61.9 (C-6%),
61.7 (C-6"), 54.2 (C-2%), 53.1 (C-2%), 20.5, 20.4, 20.1, 20.0 (OAc).

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

mannopyranose 63
(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-[B-AcsGIctNTFAc-1,4]-Ac,Man)

a) aus Verbindung 59

107 mg (99.7 umol) Acetat 59 werden in 0.85 mL N,N-Dimethylformamid geldst. Zu dieser
Losung werden 13.8 mg (0.15 mmol, 1.5 eq) Hydrazinacetat gegeben und 80 min bei Zim-
mertemperatur gerithrt (DC: Hexan/Aceton, 1:1). Die Reaktion wird durch Zugabe von
0.2 mL Aceton abgebrochen und im Hochvakuum eingeengt. Der Riickstand wird in Dichlor-
methan aufgenommen, je einmal mit 1 M Salzsdure und 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung
extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird
im Hochvakuum getrocknet. Es werden 89 mg Rohprodukt erhalten, die mittels Flashchroma-
tographie (Cyclohexan/Aceton, 3:1; Sdulendurchmesser: 20 mm; Fiillhhe: 10 cm) gereinigt

werden.
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Ausbeute: 56.5 mg (54.8 umol, 55.0 %),
R¢=0.48 (Hexan/Aceton, 1:1),

[olp> = -36.7 (0.6, Dichlormethan),
CigHasFsN2Oo4 (1030.8),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mpe = 1030.3 Mger = 1053.1 (M+Na)*, 1069.0 (M+K)",

o-Anomer:

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): §=9.61(d, Jauo=9.1Hz, 1H, NH), 9.48(d,
Jnia =93 Hz, 1H, NH), 6.99 (d, Joui=4.1Hz, 1H, OH-1"), 5.14 (dd, J,3=10.5Hz,
J34=10.0Hz, 1H, H-3%), 5.08(dd, J,3=9.8Hz, J34=9.7Hz, 1H, H-3%, 5.01 (dd,
Jia < 1Hz, Jou =4.1Hz, 1H, H-1"), 495-4.81 (m, 4H, H-3', H-1?, H-4>, H-4%), 4.65 (d,
Jin=83Hz, 1H, H-1%), 4.29-4.16 (m, 2H, H-6a', H-6a"), 4.13(dd, Jsc=4.9Hz,
Jeem = 12.0 Hz, 1H, H-6a%), 3.97-3.65 (m, 10H, H-6b*, H-2!, H-4', H-2°, H-6b’, H-5%, H-5°,
H-5', H-2*, H-6b"), 2.10-1.83 (m, 24H, OAc),

BC-.NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): §=170.1, 169.8, 169.6, 169.5, 169.2 (C=0 OAc),
156.5 (q, “Jer=36.5Hz, C=0 TFAc), 156.4 (q, “Jcr=36.5Hz, C=0 TFAc), 115.7 (q,
'Jer=287.5Hz, CF3), 115.6(q, 'Jcr=288.7Hz, CF3), 99.6 (C-1°B, "Je.im.1 = 165.5 Hz),
98.8 (C-1"B, 'Jeuip1 = 165.0 Hz), 90.9 (C-1'at, 'Je.1 1 = 174.7 Hz), 75.8 (C-2"), 72.7 (C-4Y,
71.8 (C-3%), 71.8(C-3%, 70.8 (C-3"), 70.7 (C-5%), 70.6 (C-5%, 68.2(C-4%), 68.2(C-4",
67.3 (C-5"), 62.2 (C-6"), 62.0 (C-6%), 61.9 (C-6%), 54.2 (C-2%), 53.2 (C-2%), 20.5, 20.4, 20.1,
20.0 (OAc).

b) durch Entschiitzung des Benzylglycosids 62

1.5 g Palladium(II)-oxid-Hydrat werden in 4 mL absolutem Methanol und 0.4 mL Essigsdure
suspendiert und unter Wasserstoffatmosphére geriihrt. Nach 2 h wird eine Losung von 1.87 g
(1.67 mmol) Benzylglycosid 62 in 10 mL absolutem Methanol und 1.0 mL Essigsdure zur
Katalysatorsuspension gegeben. Die Reaktion wird 2.5 d unter Wasserstoffatmosphire ge-
rithrt. Nach vollstindiger Umsetzung (DC: Hexan/Aceton, 1:1) wird der Katalysator ab-
zentrifugiert und dreimal mit absolutem Methanol gewaschen. Die organischen Phasen
werden vereint, im Vakuum eingeengt und der Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Es
werden 1.8 g Rohprodukt erhalten, die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Ace-

ton, 2:1; Sdulendurchmesser: 35 mm; Fiillhohe: 13 cm) gereinigt werden.
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Ausbeute: 1.67 g (1.62 mmol, 97.1 %).

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

D-mannopyranosyl-trichloracetimidat 64
(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-[B-AcsGIcNTFAc-1,4]-0- Ac,Man-TCAT)

1.77 g (1.72 mmol) Halbacetal 63 werden unter Argonatmosphére in 17 mL absolutem Di-
chlormethan gelost. Zu dieser Losung werden 1.72 mL (17.19 mmol, 10 eq) Trichloracetoni-
tril und 475 mg (3.44 mmol) frisch ausgegliihtes und gemorsertes Kaliumcarbonat gegeben.
Die erhaltene Suspension wird 7 h bei Zimmertemperatur intensiv geriihrt. Nach Reaktions-
ende (DC: Hexan/Aceton, 1:1) wird mit absolutem Dichlormethan verdiinnt und iiber Celite
filtriert. Die Losung wird im Vakuum bei Zimmertemperatur eingeengt und der Riickstand im
Hochvakuum getrocknet. Es werden 2.17 g Rohprodukt erhalten, die mittels Flashchro-
matographie (Cyclohexan/Aceton, 3:1; Sdulendurchmesser: 35 mm; Fiillhohe 14 cm) ge-

reinigt werden.

Ausbeute: 1.59 g (1.35 mmol, 78.8 %),
R:=0.53 (Hexan/Aceton, 1:1),

[alp™ = -27.0 (0.5, Dichlormethan),
C4oHusCl3FgN3004 (1175.2),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mpe = 1173.2 Mger = 1196.2 (M+Na)*, 1212.3 (M+K)",

'H-NMR (500 MHz, [D6]-DMSO0): § = 10.06 (s, 1H, =NH), 9.72 (d, Jxu2 = 9.3 Hz, 1H, NH),
9.62 (d, Jnu2=9.2Hz, 1H, NH), 6.25(d, Ji»< 1 Hz, 1H, H-1"), 5.16 (dd, J»3=10.2 Hz,
J34=10.0 Hz, 1H, H-3%, 5.08 (dd, J»5=10.0 Hz, J54 = 10.3 Hz, 1H, H-3%), 4.99-4.89 (m,
4H, H-1*, H-3', H-4% H-4%), 4.81(d, J1,=8.7Hz, 1H, H-1%), 4.31(dd, Jss<1Hz,
Jeem=11.7Hz, 1H, H-6a'), 4.27-4.19 (m, 2H, H-2', H-6a%), 4.17(dd, Js¢=4.6 Hz,
Jeem = 11.6 Hz, 1H, H-62%), 4.06 (dd, J34 = 9.4 Hz, J45 = 9.6 Hz, 1H, H-4"), 3.97-3.73 (m, 7H,
H-6b%, H-2°, H-5°, H-6b%, H-5%, H-5', H-2%), 3.70 (dd, Js¢=3.6 Hz, Jgem=11.7 Hz, 1H,
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H-6b"), 2.03 (s, 3H, OAc), 1.98 (s, 3H, OAc), 1.97 (s, 3H, OAc), 1.95 (s, 3H, OAc), 1.93 (s,
3H, OAc), 1.91 (s, 3H, OAc), 1.90 (s, 3H, OAc), 1.88 (s, 3H, OAc),

BC-.NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): §=170.1, 169.8, 169.6, 169.5, 169.2 (C=0 OAc),
157.0 (C=NH), 156.5(q, “Jer=36.5Hz, C=0 TFAc), 115.7(q, 'Jor=288.7Hz, CF3),
1156 (q, 'Jor=288.1Hz, CF3), 99.3(C-1%), 99.0(C-1%), 93.8(C-1"), 88.0(CCl),
73.1 (C-2"), 71.8(C-3%), 71.8(C-4", 71.8(C-3%, 70.8 (C-5%), 70.7(C-3"), 70.7 (C-5%,
70.2 (C-5"), 68.1 (C-4%), 68.0 (C-4%), 62.0(C-6"), 61.8(C-6%), 61.3(C-6"), 54.2(C-2%,
53.1 (C-2%), 20.4, 20.0 (OAc).

9.14 Versuche zu Kapitel 3.3.3

Benzyl O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-(1—2)-[ O-
(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-(1—4)]-[ O-(3,4,6-tri-
O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-(1—6)]-0-3-0-allyl- o-D-man-
nopyranosid 65

(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-[B-AcsGIctNTFAc-1,4]-[B-Ac;GlcNTFAc-1,6]-a-AllMan-OBzl)

1.05 g (3.37 mmol) Benzylmannosid 6, 8.27 g (15.15 mmol, 4.5 eq) Imidat 44 und 10 g ge-
mérsertes, frisch ausgegliihtes Molekularsieb 4 A werden unter Argonatmosphire in 50 mL
absolutem Dichlormethan suspendiert. Die Suspension wird 60 min bei Zimmertemperatur
und 30 min bei -45 °C geriihrt. Anschlieend wird die Reaktion durch Zugabe von 130 pL
(0.76 mmol, 0.2 eq) Trifluormethansulfonsduretrimethylsilylester gestartet und bei -45 °C ge-
rithrt. Nach 2 h (DC: Hexan/Aceton, 1:1) wird mit Dichlormethan verdiinnt und tiber Celite
filtriert. Die Losung wird mit 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, iiber Magne-
siumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum ge-
trocknet. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgt durch Flashchromatographie (Cyclohexan/

Aceton, 2:1; Sdulendurchmesser: 50 mm; Fiillhéhe: 16 cm).

Ausbeute: 4.28 g (2.93 mmol, 86.9 %),
Ry =0.53 (Hexan/Aceton, 1:1),
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[a]p>* = -17.5 (0.5, Dichlormethan),
CssH70FoN3040 (1460.2),

ESI-MS (100 % Methanol): ~ Mpe = 1459.4 Mger = 1482.7 (M+Na)", 1498.7 (M+K)",

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO):8=9.67(d, Ju2=9.3Hz, 1H, NH), 9.44 (d,
Jauz=9.1Hz, 1H, NH), 9.39(d, Jyu2=9.3Hz, 1H, NH), 7.41-7.26 (m, 5H, Ar),
5.96-5.83 (m, 1H, =CH-), 5.29-4.98 (m, 6H, H-3°, H,C= trans, H-3%, H-1*, H,C= cis, H-3%),
4.94-4.82 (m, 4H, H-4°, H-4* H-1', H-4%, 4.74(d, J;»=84Hz, 1H, H-1%, 4.56(d,
Jeem=11.8Hz, CH0), 4.50(d, Ji,=80Hz, 1H, H-1°, 431(dd, Js¢=3.2Hz,
Jeem = 13.6 Hz, 1H, H-6a%), 4.24 (d, Jgem = 11.8 Hz, 1H, CH,0), 4.22-3.92 (m, 7H, CH,0,
H-62°, H-2', H-6a*, H-6b, H-6b", H-6b%), 3.90-3.68 (m, 6H, CH,0, H-6a', H-2°, H-5%, H-2%,
H-2%, 3.65-3.43 (m, 5H, H-5%, H-3', H-5', H-5°, H-4"), (dd, Js5=9.5 Hz, Jgem = 10.3 Hz,
H-6b"), 2.02-1.85 (m, 27H, OAc),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): §=170.0, 169.6, 169.5, 169.3, 169.2 (C=0 OAc),
156.4 (q, *Jer=359Hz, C=0 TFAc), 137.3 (C-1 Ar), 135.4 (=CH-), 127.9, 127.6 (Ar),
115.9 (HoC=), 115.8 (q, 'Jop = 288.7 Hz, CF3), 115.7 (q, 'Jor = 288.7 Hz, CF3), 99.8 (C-1°B,
e =165.0Hz), 99.5 (C-1B, "Jeima = 164.4 Hz), 99.2 (C-1°B, 'Je.ini = 166.9 Hz),
96.2 (C-1'o, 'Jeimr =173.7Hz), 76.5(C-3"), 74.3(C-4"), 73.2(C-2Y, 72.1(C-3%,
71.6 (C-3%), 71.6 (C-3%), 70.7 (C-5%), 70.7 (C-5%, 70.6 (C-5%, 69.3(C-5"), 68.7 (C-6"),
68.1 (CH,0), 68.0 (C-4%), 68.0 (C-4%), 68.0 (C-4°), 67.8 (CH,0), 61.7 (C-6"), 61.5 (C-6%),
61.1 (C-6%), 54.3 (C-2%), 53.9 (C-2°), 53.4 (C-2%), 20.4, 20.1 (OAc).

Benzyl O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-(1—2)-[ O-
(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-(1 —4)]-[ O-(3,4,6-tri-
O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- 5-D-glucopyranosyl)-(1 —6)]-O-3-O-acetyl- o-D-

mannopyranosid 66
(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-[B-AcsGIcNTFAc-1,4]-[B-AcsGlcNTFAc-1,6]-a-AcMan-OBzl)

3.86 g (2.6 mmol) Allylglycosid 65 werden unter Argonatmosphire in 96.0 ml absolutem
Methanol gelost. Durch Zugabe von 112 mg (0.8 mmol, 0.3 eq) Palladium(II)-chlorid wird die
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Reaktion gestartet. Nach 4.5 h Riithren (DC: Hexan/Ethylacetat, 1:2) bei Zimmertemperatur
wird die Reaktionslosung tiber Celite abfiltriert, mit Pyridin neutralisiert und im Vakuum ein-
geengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet, in Dichlormethan aufgenommen,
mit gesittigter Natriumchlorid-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet, im Va-
kuum eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Der Riickstand wird in 36 mL Essigsidure-
anhydrid/Pyridin, 5:1 gelost und 2 d bei Zimmertemperatur geriihrt. Nach vollstindigem Re-
aktionsumsatz (DC: Hexan/Ethylacetat, 1:2) wird im Vakuum eingeengt, dreimal mit Toluol
codestilliert und im Hochvakuum getrocknet. Der Riickstand wird in Dichlormethan aufge-
nommen und je einmal mit 1 M Salzsdure und 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung extra-
hiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet, im Vakuum eingeengt und im Hochvakuum ge-
trocknet. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt durch Flashchromatographie (Cyclohexan/
Ethylacetat, 2:1—1.5:1—1:1; Sdulendurchmesser: 50 mm; Fiillhohe: 13 cm).

Ausbeute: 3.19 g (2.18 mmol, 83.9 %),

Ry (Desallylierungsprodukt) = 0.43 (Hexan/Ethylacetat, 1:2).
R; (Produkt 66) = 0.59 (Hexan/Ethylacetat, 1:2),

[alp™ = -16.5 (0.5, Dichlormethan),

Cs7HesFoN3O03; (1462.1),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mpe = 1461.4 Mger = 1484.0 (M+Na)*, 1500.0 (M+K)",

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): 8§=9.68(d, Jwu>=9.3Hz, 1H, NH), 9.49 (d,
Jnio = 9.5 Hz, 1H, NH), 9.45 (d, Jyuo = 9.1 Hz, 1H, NH), 7.42-7.28 (m, 5H, Ar), 5.24 (dd,
J,3=9.9Hz, J5,=9.7 Hz, 1H, H-3°), 5.18-5.05 (m, 2H, H-3", H-3%), 4.95 (d, J;, = 8.3 Hz,
1H, H-1%, 4.93-4.80 (m, 4H, H-4°, H-4>, H-1', H-4%), 4.76 (dd, J,3 = 3.4 Hz, J34 = 8.9 Hz,
H-3"), 4.68(d, Ji2,=80Hz, 1H, H-1%), 4.56 (d, Jem=12.8 Hz, 1H, CH0), 4.53(d,
Ji2=92Hz, 1H, H-1°, 4.32-4.23 (m, 2H, H-62°, CH,0), 4.16-4.08 (m, 2H, H-6a*, H-6a%),
4.07-4.00 (m, 2H, H-6b°, H-2"), 3.96-3.54 (m, 11H, H-6b’, H-6a', H-5", H-2*, H-2°, H-5°,
H-6b%, H-2', H-4', H-5', H-5%, 3.24(dd, Js6=9.2Hz, Jem=11.1Hz, 1H, H-6b"),
2.16-1.74 (m, 27H, OAc),

*C-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): § = 170.1, 170.0, 169.6, 169.5, 169.4, 169.3, 169.2 (C=0
OAc), 156.5(q, “Jcr=36.5Hz, C=0 TFAc), 1564 (q, 2Jer=236.5Hz, C=0 TFAc),
137.1 (C-1 Ar), 1283, 128.0, 127.8 (Ar), 115.7(q, 'Jcr=288.1 Hz, CF3), 99.8 (C-1°),
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99.5 (C-1%), 98.7 (C-1%), 96.1 (C-1Y), 74.5(C-2", 73.0(C-4", 71.9(C-3%, 71.7(C-3%,
71.7 (C-3%), 71.7(C-3"), 70.8 (C-5%), 70.8 (C-5%), 70.7 (C-5%, 69.3(C-5"), 68.8 (C-6"),
68.2 (C-4°), 68.2 (C-4%), 68.2(C-4%), 68.1 (CH,0), 62.1 (C-6%, 61.8 (C-6%), 61.1 (C-6%,
54.2 (C-2%), 53.9 (C-2%), 53.2 (C-2%), 20.5, 20.4, 20.1, 20.0 (OAc).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ O-(3,4,6-
tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- f-D-glucopyranosyl)-(1 —4)]-[ O-(3,4,6-tri-O-ace-
tyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-(1 —6)]-O-3-O-acetyl-D-manno-
pyranose 67

(B-Ac3GIlcNTFAc-1,2-[B-AcsGIctNTFAc-1,4]-[B-Ac3GlcNTFAc-1,6]-AcMan)

120 mg Palladium(II)-oxid-Hydrat werden in 240 uL absolutem Methanol und 24 pL. Essig-
sdaure suspendiert und unter Wasserstoffatmosphire geriihrt. Nach 2 h wird eine Losung von
121 mg (82.8 umol) Benzylglycosid 66 in 700 uL absolutem Methanol und 70 uL Essigsidure
zur Katalysatorsuspension gegeben. Die Reaktion wird 5 d unter Wasserstoffatmosphire ge-
rithrt. Nach vollstandiger Umsetzung (DC: Hexan/Ethylacetat, 1:2) wird der Katalysator ab-
zentrifugiert und dreimal mit absolutem Methanol gewaschen. Die organischen Phasen
werden vereint, im Vakuum eingeengt und der Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Das
Rohprodukt wird mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Ethylacetat, 2:1; Saulendurch-

messer: 20 mm; Fiillhohe: 12.5 cm) gereinigt.

Ausbeute: 74 mg (53.9 umol, 65.1 %),
Rs=0.48 (Hexan/Ethylacetat, 1:2),
[alp™ = -32.4 (0.6, Dichlormethan),
CsoHs2FoN3031 (1372.0),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mpe = 1371.3 Mger = 1383.4 (M+Na)", 1410.4.3 (M+K)",

o-Anomer:

'H-NMR (500 MHz, [D6]-DMSO): §=9.68(d, Juu>=8.8Hz, 1H, NH), 9.48(d,
Jniz = 8.8 Hz, 1H, NH), 9.40 (d, Jxu2=9.9 Hz, 1H, NH), 7.04 (d, Jou:=5.5Hz, 1H,
OH-1"), 5.18-5.06 (m, 3H, H-3°, H-3*, H-3%, 5.02(d, Ji,<1Hz, 1H, H-1"), 4.95(,
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Ji2=7.7Hz, 1H, H-1%), 4.93-4.83 (m, 4H, H-4°, H-3!, H-4%, H-4%), 4.63 (d, J,, = 8.8 Hz, 1H,
H-1%), 4.57 (d, Ji2=88Hz, 1H, H-1°, 4.32(dd, Jss < 1Hz, Jeem=11.0 Hz, 1H, H-62"),
4.19-4.03 (m, 3H, H-6a", H-6a, H-6b%), 3.98-3.89 (m, 2H, H-6b*, H-2"), 3.88-3.69 (m, 8H,
H-5%, H-5', H-5% H-2%, H-2*, H-6b*, H-2°, H-6a"), 3.60 (dd, J54 = 8.8 Hz, J,5=8.8 Hz, 1H,
H-4"), 3.54-3.48 (m, 1H, H-5°), 3.40-3.34 (m, 1H, H-6b"), 2.06-1.86 (m, 30H, OAc),

BC-NMR (125 MHz, [D6]-DMSO): & = 170.1, 169.6, 169.5, 169.4, 169.3, 169.2 (C=0 OAc),
156.5(q, *Jer=36.5Hz, C=0 TFAc), 113.4(q, 'Jer=288.5Hz, CF3), 99.6 (C-1°),
99.4 (C-1%), 98.4 (C-1%, 90.3 (C-1", 75.2(C-2Y, 73.2(C-4", 72.3(C-3°%, 72.0(C-3%,
71.5 (C-3%), 71.0(C-3"), 70.7 (C-5°), 70.6 (C-5%), 70.6(C-5%) 69.6(C-6"), 69.1 (C-5"),
68.3 (C-4%), 68.0 (C-4%), 67.7(C-4°%, 62.1 (C-6"), 61.9(C-6%), 60.4(C-6%), 54.2(C-2%,
53.6 (C-2%), 53.1 (C-2%), 20.6, 20.5, 20.4, 20.3, 20.2, 20.1 (OAc).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ O-(3,4,6-
tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-(1—4)]-[ O-(3,4,6-tri-O-ace-
tyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-(1 —6)]-O-3-O-acetyl- o-D-manno-

pyranosyl-trichloracetimidat 68
(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-[B-Ac;GIcNTFAc-1,4]-[B-AcsGlcNTFAc-1,6]-a-AcMan-TCAI)

65.1 mg (47.4 wumol) Halbacetal 67 werden unter Argonatmosphére in 0.7 mL absolutem Di-
chlormethan gelost. Zu dieser Losung werden 47.6 UL (474 umol, 10 eq) Trichloracetonitril
und 15.2 mg (110 pumol) frisch ausgegliihtes und gemorsertes Kaliumcarbonat gegeben. Die
erhaltene Suspension wird 7 h bei Zimmertemperatur intensiv geriihrt. Nach Reaktionsende
(DC: Hexan/Aceton, 1:1) wird mit Dichlormethan verdiinnt und iiber Celite filtriert. Die L6-
sung wird im Vakuum eingeengt und der Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Das Roh-
produkt wird mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Aceton, 1:1; Saulendurchmes-

ser: 20 mm; Fiillhohe 14 cm) gereinigt.

Ausbeute: 43.8 mg (31.9 umol, 67.3 %),
R¢=0.45 (Hexan/Ethylacetat, 1:1),
[o]p™* = -22.4 (1.0, Dichlormethan),
CspHepCl3FgN4O3; (1516.4),
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ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mpe = 1514.2 Mger = 1539.8 (M+Na)",

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): & = 9.88 (s, 1H, =NH), 9.72 (d, Juuz = 8.9 Hz, 1H, NH),
9.65 (d, Jnuo = 9.6 Hz, 1H, NH), 9.48 (d, Juuo = 8.4 Hz, 1H, NH), 6.21 (d, J,, < 1 Hz, 1H,
H-1%), 5.28-5.07 (m, 3H, H-3% H-3*, H-3%), 5.01-4.73 (m, 6H, H-1, H-3', H-4*, H-4°, H-4,
H-1%), 4.60 (d, Ji2=79Hz, 1H, H-1°, 4.31-4.09 (m, 4H, H-6a°, H-2!, H-6a*>, H-6a%),
4.00 (dd, Jsg < 1 Hz, Joem = 11.8 Hz, 1H, H-6b%), 3.97-3.69 (m, 9H, H-6b>, H-5, H-5', H-2?,
H-5%, H-2%, H-6b*, H-6a', H-4"), 3.66-3.50 (m, 2H, H-2°, H-5%, 3.41-3.30 (m, 1H, H-6b"),
2.09-1.85 (m, 30H, OAc),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): §=170.1, 170.0, 169.5, 169.3, 169.2 (C=O OAc),
157.3 (C=NH), 156.5(q, “Jer=353Hz, C=0 TFAc), 115.6(q, 'Jor=288.1 Hz, CFy),
99.6 (C-1°), 99.0 (C-1%), 98.7 (C-1%, 93.7(C-1"), 92.3 (CCl3), 72.2(C-4", 72.1(C-5Y,
71.9 (C-2"), 71.5(C-3%, 71.3(C-3%), 71.3(C-3%), 70.6 (C-5%, 70.5(C-5%), 70.5(C-5%,
70.4 (C-3"), 68.9 (C-6"), 67.7(C-4%), 67.7(C-4", 67.7(C-4%, 61.8(C-6%, 61.5(C-6),
61.0 (C-6%), 53.7 (C-2%), 53.7 (C-2%), 52.8 (C-2%), 20.5, 20.4, 20.1, 20.1 (OAc).

5-tert. Butyl-2-methyl-phenyl O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—2)-[ 0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-
(1—4)]-[0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-(1 —6)]-3-

O-acetyl-1-thio- o-D-mannopyranosid 17

(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-[B-Ac3;GlcNTFAc-1,4]-[B-AcsGIcNTFAc-1,6]-0-
AcMan-SPh(tBu,Me))

37.8 mg (24.9 umol) Imidat 68, 90 uL (498. umol, 20.0 eq) 5-tert.Butyl-2-methyl-thio-phenol
und 40 mg gemdrsertes, frisch ausgegliihtes Molekularsieb 4 A werden unter Argon-
atmosphére in 0.6 mL absolutem Dichlormethan suspendiert. Die Suspension wird jeweils
25 min bei Zimmertemperatur und bei -20 °C geriihrt. AnschlieBend wird die Reaktion durch
Zugabe von 10 uL (12.5 wmol, 0.5 eq) einer Losung von 80 uL Bortrifluorid-Diethyletherat
in 420 uL absolutem Dichlormethan gestartet. Dabei wird das Reaktionsgemisch langsam von
-20 °C bis Zimmertemperatur erwidrmt. Nach 5 h (DC: Hexan/Aceton, 1:1) wird mit Dichlor-

methan verdiinnt und iiber Celite filtriert. Die Losung wird mit 2 M Kaliumhydrogencarbo-
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nat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der
Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es werden 110 mg Rohprodukt erhalten, die
mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Aceton, 2:1; Sidulendurchmesser: 10 mm; Fiill-

hohe: 10 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 30.3 mg (19.8 umol, 79.3 %).

9.15 Versuche zu Kapitel 3.4.1

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-0-(3,4,6-tri-
O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1 —3)- {O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido-
B-D-glucopyranosyl)-(1—2)-[O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—6)]-0-(3,4-di-O-acetyl- a-D-mannopyranosyl)-(1 —6) }-O-(2-O-acetyl- 3-D-
mannopyranosyl)-(1—4)-0-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- f-D-glucopyranosyl)-
(1—4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosylazid 69

(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-a-AcsMan-1,3-{ B-Ac3;GIcNTFAc-1,2-[3-Ac;GlcNTFAc-1,6]-a-
Ac,Man-1,6}-B-AcMan-1,4-3-Bzl,GlcNPht-1,4-3-Bz1,GlcNPht-N3)

543 mg (29.2 umol) Pentasaccharid 39, 69.6 mg (58.3 umol, 2.0 eq) Thioglycosid 55,
19.7 mg (87.5 umol, 3.0 eq) N-Iodsuccinimid und 150 mg gemorsertes, frisch ausgegliihtes
Molekularsieb 4 A werden unter Argonatmosphiire in 1.0 mL absolutem Dichlormethan sus-
pendiert. Die Suspension wird 30 min bei Zimmertemperatur und 90 min bei -40 °C geriihrt.
Anschlieend wird die Reaktion durch Zugabe von 80 pL einer gesittigten Losung von Tri-
fluormethansulfonsdure in absolutem Dichlormethan gestartet und zwischen -40 °C und
-30 °C geriihrt. Nach 2 h (DC: Hexan/Aceton, 1:1) wird mit Dichlormethan verdiinnt und iiber
Celite filtriert. Die Losung wird je einmal mit 10 %iger Natriumthiosulfat-Losung und mit
2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im
Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es werden 118 mg Roh-
produkt erhalten, die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Aceton, 2:1—1.5:1; Saulen-

durchmesser: 30 mm; Fiillhohe: 12.5 cm) gereinigt werden.
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Ausbeute: 72.2 mg (25.1 pumol, 86.0 %),
R:=0.36 (Hexan/Aceton, 1:1),

[o]p™ = -8.1 (0.5, Dichlormethan),
Ci28H141FoNgOs7 (2874.5),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mpe, = 2872.8 Mger = 2891.4 (M+H30)",

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO):8=9.70(d, Jau>=8.8Hz, 1H, NH), 9.41 (d,
a2 =9.6 Hz, 1H, NH), 9.36 (d, Jauo=9.6Hz, 1H, NH), 7.96-7.65 (m, 8H, NPht),
7.39-7.17 (m, 10H, Ar), 6.98-6.70 (m, 10H, Ar), 5.55(d, Jous=5.1Hz, 1H, OH-4%),
5.32-5.05 (m, 7H, H-2°, H-1', H-3", H-1, H-3°, H-1?, H-4%), 5.05-4.64 (m, 12H, H-3*, H-4",
H-3", H-1°, H-4°, CH,0, H-3*, H-1°, H-4*, H-4", H-1*, CH,0), 4.62-4.51 (m, 4H, CH,0,
H-1", CH,0, CH,0), 4.40-4.29 (m, 3H, CH,O, CH,0, CH,0), 4.28-4.12 (m, 4H, H-1°,
H-6a’, H-6a°, H-2%), 4.11-3.65 (m, 23H, H-3%, H-3', H-5*, H-6a*, H-6b", H-4', H-6b*, H-2%,
H-4%, H-6b°, H-2°, H-6a°, H-2*, H-5*, H-6a , H-4°, H-2", H-2!, H-5°, H-5", H-6a%, H-2,
H-3%), 3.64-3.50 (m, 3H, H-6b% H-6a*, H-5"), 3.48-3.17 (m, 7H, H-6b°, H-6a', H-6b°, H-5,
H-6b', H-5%, H-6b*), 2.71-2.60 (m, 1H, H-5"), 2.15-1.74 (m, 45H, OAc),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): & = 170.1, 169.9, 169.8, 169.7, 169.5, 169.3 (C=0 OAc),
167.2(C=0 NPht), 156.7(q, “Jer=36.5Hz, C=0O TFAc), 1383, 138.0(C-1 Ar),
134.8 (C-4/5 NPht), 130.8, 130.6 (C-1/2 NPht), 128.1, 127.9, 127.7, 127.5, 127.4, 127.1 (Ar),
123.4 (C-3/6 NPht), 115.8(q, 'Jcr=288.1Hz, CFs), 115.7(q, 'Jer=288.7Hz, CFs),
99.2 (C-1"B,  'Jeim1=1674Hz), 99.0(C-1°B, Jeimi=166.5Hz), 98.3(C-1°B,
e = 164.6 Hz), 982 (C-1*0, "Jeimy = 176.9 Hz), 97.4 (C-1°B, 'Je.in1 = 163.6 Hz),
96.7 (C-1*a,  Jeami=1741Hz), 962 (C-1’B, Jeami=166.5Hz), 84.5(C-1'p,
Yecani =167.1Hz), 77.5(C-4%), 76.5(C-3%, 76.1(C-3"), 753(C-5", 75.0(C-3%,
74.7 (C-4"), 74.7 (C-2"), 74.0 (C-5%), 73.9 (C-5%), 73.6 (C-2%), 73.4 (CH,0), 72.4 (CH,0),
72.0 (CH,0), 71.4 (C-3"), 71.4 (C-3°), 71.4 (CH,0), 71.2 (C-5"), 70.8 (C-2?), 70.8 (C-3"),
70.4 (C-57), 70.2 (C-5%), 69.4 (C-3%), 69.0 (C-3%), 68.5 (C-5%), 68.3 (C-6"), 68.0 (C-5%,
67.9 (C-47), 67.9(C-4%), 67.5(C-4>), 67.5(C-6%), 67.2(C-6"), 65.8(C-6>), 653 (C-4%),
65.0 (C-4"), 64.7 (C-4", 61.9 (C-6"), 61.4(C-6"), 61.4(C-67), 60.8 (C-6”), 55.4(C-2%,
54.2 (C-2Y, 53.1 (C-2"), 52.9 (C-2"), 52.8 (C-2"), 20.6, 20.4, 20.1 (OAc).
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0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-0-(3,4,6-tri-
O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1—3)-[ O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido-
B-D-glucopyranosyl)-(1—4)]-{0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—-2)-[0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- 3-D-glucopyranosyl)-
(1—6)]-0-(3,4-di-O-acetyl- o-D-mannopyranosyl)-(1 —6) }-O-(2-O-acetyl- -D-mannopyrano-
syl)-(1—4)-0-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1—4)-3,6-di-
O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido--D-glucopyranosylazid 71

(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-a-AcsMan-1,3-[B-AcsGIcNTFAc-1,4]-{B-Ac;GIcNTFAc-1,2-[3-
Ac3GIcNTFAc-1,6]-a-Ac,Man-1,6 }-B-AcMan-1,4--Bzl,GlcNPht-1,4-3-Bzl,GlcNPht-N3)

50 mg (17.4 umol) Oktasaccharid 69, 98.0 mg (173.9 umol, 10eq) Donor G, 78.3 mg
(347.9 umol, 20 eq) N-Iodsuccinimid und 240 mg gemdorsertes, frisch ausgegliihtes Moleku-
larsieb 4 A werden unter Argonatmosphire in 0.44 mL absolutem Dichlormethan suspendiert.
Die Suspension wird 35 min bei Zimmertemperatur geriihrt dann auf -40 °C gekiihlt. An-
schlieBend wird die Reaktion durch Zugabe von 80 UL einer gesittigten Losung von Trifluor-
methansulfonsédure in absolutem Dichlormethan gestartet und 60 min zwischen -40 °C und
-30 °C geriihrt und dann iiber 2 h auf -10 °C erwdrmt. Nach Reaktionsende (DC: Hexan/
Ethylacetat, 1:2) wird mit Dichlormethan verdiinnt und iiber Celite filtriert. Die Losung wird
je einmal mit 10 %iger Natriumthiosulfat-Losung und mit 2 M Kaliumhydrogencarbonat-L6-
sung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand
wird im Hochvakuum getrocknet. Es werden 161 mg Rohprodukt erhalten, die mittels Flash-
chromatographie (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1.5—1:2; Sdulendurchmesser: 20 mm; Fiillhche:

12 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 43.6 mg (13.4 umol, 76.9 %),
R¢=0.08 (Hexan/Ethylacetat, 1:2),
[o]p™* = -25.7 (1.1, Dichlormethan),
Ci42H:57F12N9Ogs (3257.8),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mper = 3255.1 Mger = 3274.0 (M+H;0)", 3294.9 (M+K)",
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'H-NMR (500 MHz, [D6]-DMSO):8=9.64(d, Jauo=7.7Hz, 1H, NH), 9.50 (d,
Iz =7.7 Hz, 1H, NH), 9.42 (d, Jxuo = 7.7 Hz, 1H, NH), 9.39 (d, Jxu2 = 7.7 Hz, 1H, NH),
7.93-7.58 (m, 8H, NPht), 7.36-7.13 (m, 10H, Ar), 6.95-6.68 (m, 10H, Ar),5.32-5.16 (m, 6H,
H-3®, H-3°, H-2°, H-1', H-3", H-3"), 5.12(d, J,, = 8.8 Hz, 1H, H-1%), 5.10-4.99 (m, 4H,
H-4*, H-3*, H-4%, H-4%), 4.97-4.90 (m, 2H, H-3", H-1%), 4.88 (d, Jgem = 12.1 Hz, 1H, CH,0),
4.85-4.75 (m, 4H, H-4>, H-4>, H-1*, H-4"), 472 (d, J,» = 8.8 Hz, 1H, H-1°), 4.69-4.60 (m,
5H, H-1°, H-1°, CH,0, H-1", H-1°), 4.57(d, Jem=12.1Hz, 1H, CH,0), 4.52(d,
Jeem = 12.1 Hz, 1H, CH,0), 4.38 (d, Jgem=12.1Hz, 1H, CH,0), 4.32(dd, Jss, < 1Hz,
Jeem=11.0Hz, 1H , H-6a"), 4.29-4.22 (m, 3H, CH,0, CH,0, CH,0), 4.18-4.11 (m, 2H,
H-6a*, H-2%), 4.11-3.77 (m, 20H, H-2*, H-6a", H-6b", H-4*, H-3*, H-3', H-2®, H-6b’, H-6a”
H-2% H-6a’, H-5*, H-6b", H-2°, H-4!, H-5", H-5%, H-6b°, H-4?, H-2""), 3.77-3.55 (m, 11H,
H-2!, H-5°, H-5", H-5", H-6a*, H-6a°, H-6a°, H-3°, H-27, H-6b°, H-6b"), 3.54-3.43 (m, 3H,
H-5', H-6b>, H-6b*), 3.37-3.19 (m, 4H, H-6a', H-5% H-6b', H-5°), 2.09-1.79 (m, 54H, OAc),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): § = 170.2, 169.9, 169.7, 169.5, 169.3 (C=0 OAc), 167.7,
167.2, 167.0 (C=O NPht), 156.6 (q, “Jcr=37.8 Hz, C=0 TFAc), 138.2, 138.0 (C-1 Ar),
134.8 (C-4/5 NPht), 130.8, 130.6 (C-1/2 NPht), 128.5, 128.2, 127.9, 127.7, 127.4, 127.2 (Ar),
123.4 (C-3/6 NPht), 115.7(q, 'Jep=289.3 Hz, CF;), 98.9 (C-1°B, 'Jeimi=165.7 Hz),
98.8 (C-1°B, 'Jemi=171.7Hz), 983 (C-1°B, 'Jeimi1=164.8Hz), 97.7(C-1"P,
Jeani =1672Hz), 97.6 (C-1*a, 'Je.ip1 = 177.3 Hz), 96.7 (C-1°B, 'Je. 1 = 166.7 Hz),
96.3 (C-1"a, 'Jeqim1=1757Hz), 96.1(C-1°B, 'Jeim1=163.9Hz), 84.4(C-1'p,
Ucini = 166.7Hz), 768 (C-3"), 75.5(C-5"), 75.3(C-4"), 74.6(C-4%), 74.5(C-3%,
74.1 (C-5%), 73.7 (CH0), 73.5 (C-5), 73.4 (C-3%), 73.4(C-2"), 73.3(C-2%, 73.0 (C-4Y),
72.8 (CH,0), 72.2 (CH,0), 71.6 (C-3”), 71.4 (CH,0), 71.1 (C-3%), 71.1 (C-3®), 70.8 (C-3"),
70.8 (C-5%), 70.6 (C-5”), 70.6 (C-5"), 70.6 (C-5"), 70.1 (C-2*), 69.8 (C-3"), 69.2 (C-5),
68.8 (C-47), 68.4 (C-3"), 68.3 (C-5, 68.1 (C-4%), 67.8(C-4"), 67.6 (C-6), 67.4(C-4"),
67.3 (C-6"), 67.0(C-6"), 65.6 (C-6), 65.3 (C-4), 64.8 (C-4"), 62.4(C-6"), 62.2(C-6"),
61.8 (C-6%, 60.9 (C-6"), 60.7 (C-6°), 55.3 (C-2%), 54.3 (C-2"), 54.1 (C-2%), 54.1 (C-2"),
53.4 (C-2%), 53.2 (C-2%), 20.3, 20.1 (OAc).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 5-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-0-(3,4,6-tri-O-
acetyl-aD-mannopyranosyl)-(1—3)-[ O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -
D-glucopyranosyl)-(1—4)]-{ O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 5-D-glucopyrano-
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syl)-(1-2)-[0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido--D-glucopyranosyl)-(1—6)]-O-
(3,4-di-O-acetyl- a-D-mannopyranosyl)-(1—6)}-O-(2-O-acetyl- f-D-mannopyranosyl)-(1 —4)-
O-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3,6-di-O-benzyl-2-

desoxy-2-phthalimido- f-D-glucopyranosylazid 72

(B-Ac3GlcNPht-1,2-0-AcyMan-1,3-[B-AcsGIcNTFAc-1,4]-{ B-AcsGIcNPht-1,2-[ 3-
Ac3;GIcNPht-1,6]-0-Ac,Man-1,6 }-B-AcMan-1,4-3-Bzl,GIcNPht-1,4-3-Bz1l,GIcNPht-N3)

18.6 mg (6.3 wmol) Oktasaccharid 70, 35.2 mg (62.5 umol, 10.0 eq) Donor G, 28.1 mg
(125.0 wmol, 20.0 eq) N-lIodsuccinimid und 90 mg gemorsertes, frisch ausgegliihtes Moleku-
larsieb 4 A werden unter Argonatmosphire in 0.57 mL absolutem Dichlormethan suspendiert.
Die Suspension wird 45 min bei Zimmertemperatur und 35 min bei -40 °C geriihrt. Anschlie-
Bend wird die Reaktion durch Zugabe von 100 pL einer gesittigten Losung von Trifluor-
methansulfonsédure in absolutem Dichlormethan gestartet und 60 min bei -40 °C geriihrt. Da-
nach kann sich die Reaktionsldsung langsam innerhalb von 110 min auf -10 °C erwérmen.
Nach vollstindigem Umsatz der Edukte (DC: Hexan/Ethylacetat, 1:2) wird die Reaktion mit
Dichlormethan verdiinnt und iiber Celite filtriert. Die Losung wird mit 10 %iger Natriumthio-
sulfat-Losung und mit 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsul-
fat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet.
Es werden 39 mg Rohprodukt erhalten, die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Ethyl-

acetat, 1:1.5—1:2; Sdulendurchmesser: 10 mm; Fiillhoéhe: 11 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 18.0 mg (5.4 umol, 85.7 %),
R¢=0.07 (Hexan/Ethylacetat, 1:2),
Ci60H166F3NoOgs (3360.0),

ESI-MS (50 % Acetonitril):  Mpe = 3358.0 M,er = 1688.4 (M+2Na-N,)™",

1701.9 (M+2Na)*",
3381.6 (M+Na)*.
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9.16 Versuche zu Kapitel 3.4.2

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

phthalimido--D-glucopyranosylazid 73

(B-Ac3GlcNTFAc-1,2-[B-AcsGIctNTFAc-1,4]-0-Ac,Man-1,3-B-BzdnMan-1,4-3-
Bz1,GIcNPht-1,4-3-Bzl,GlcNPht-N3)

500 mg (0.40 mmol) Core-Trisaccharid A, 950 mg (0.81 mmol, 2.0 eq) Donor 64 und 1.6 g
gemorsertes, frisch ausgegliihtes Molekularsieb 4 A werden unter Argonatmosphére in 14 mL
absolutem Dichlormethan suspendiert. Die Suspension wird 30 min bei Zimmertemperatur
geriihrt und dann auf -40 °C gekiihlt. AnschlieBend wird die Reaktion durch Zugabe von
10 uL. (80.9 umol, 0.2 eq) Bortrifluorid-Diethyletherat gestartet und zwischen -40 °C und
-30 °C geriihrt. Nach 90 min (DC: Hexan/Aceton, 1:1) wird die Reaktion durch die Zugabe
von 12 uL (149 pumol, 0.37 eq) Pyridin gestoppt. Die Reaktionslosung wird mit Dichlor-
methan verdiinnt und iiber Celite filtriert. Die Losung wird mit 2 M Kaliumhydrogencarbo-
nat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der
Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es werden 1.5 g Rohprodukt erhalten, die
mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Aceton, 2:1; Sidulendurchmesser: 50 mm; Fiill-

hohe: 13 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 873 mg (0.39 mmol, 97.0 %),
R:=0.59 (Hexan/Aceton, 1:1),

[ap™ = -17.8 (0.5, Dichlormethan),
Cio7H111FsN7O40 (2249.0),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mpe, = 2247.7 Mger = 2270.3 (M+Na)”,

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO0): §=9.62(d, Jxu2=9.3Hz, 1H, NH), 9.54(d,
Jnup =93 Hz, 1H, NH), 7.99-7.66 (m, 8H, NPht), 7.49-7.19 (m, 15H, Ar), 6.98-6.71 (m,
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10H, Ar), 5.66 (s, 1H, Ph-CH), 5.36 (d, Jons = 4.2 Hz, 1H, OH-2%), 5.29 (d, J,» = 9.2 Hz, 1H,
H-1"), 5.24 (d, J1,=82Hz, 1H, H-1%), 5.15 (dd, Jo3=10.1 Hz, J34=10.0 Hz, 1H, H-3%),
5.05-4.90 (m, 4H, H-3°, H-3*, H-1*, H-1°), 4.90-4.76 (m, 3H, H-4°, H-4°, CH,0), 4.65 (d,
Ji2<1Hz, 1H, H-1°), 4.62(d, Jeem=12.6 Hz, 1H, CH,0), 4.56 (d, Jgem = 12.6 Hz, 1H,
CH,0), 4.48-4.34 (m, 7H, CH,0, H-1°, CH,0, CH,0, CH,0, H-6a*, CH,0), 4.24-3.90 (m,
13H, H-3%, H-62°, H-4', H-3!, H-6a°, H-5, H-6a’, H-4%, H-2>, H-2°, H-4*, H-4°, H-2%),
3.89-3.67 (m, 8H, H-5°, H-6b°, H-2°, H-6b°, H-6a, H-2', H-2" H-6b%), 3.67-3.54 (m, 4H,
H-6b%, H-3°, H-5', H-6b"), 3.51 (dd, Js4 < 1H, Jgem = 10.8 Hz, 1H, H-6a"), 3.42-3.35 (m, 2H,
H-6b', H-5%), 3.27-3.19 (m, 1H, H-5"), 3.19-3.10 (m, 1H, H-5), 2.06-1.84 (m, 24H, OAc),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): & = 170.1, 170.0, 169.7, 169.4, 169.3, 169.2 (C=0 OAc),
167.1 (C=0 NPht), 156.6 (q, “Jcr=37.2 Hz, C=0 TFAc), 156.4 (q, *Jor = 36.5 Hz, C=0
TFAc), 138.4, 138.3, 138.1, 137.9, 137.8 (C-1 Ar), 134.8 (C-4/5 NPht), 130.8, 130.6 (C-1/2
NPht), 128.9, 128.0, 127.8, 127.7, 127.6, 127.4, 127.3, 127.1, 126.8, 126.3 (Ar), 123.6,
123.4 (C-3/6 NPht), 115.7(q, 'Jep=288.7Hz, CFs), 100.6 (Ph-CH), 99.4 (C-1°B,
e =160.7 Hz), 98.8 (C-1°B, 'Jeym1 = 164.9 Hz), 98.6 (C-1"0,, 'Je.ini = 172.3 Hz),
98.6 (C-1°B,  'Jemi1=1647Hz), 962 (C-1°B, 'Jeim1=168.1Hz), 84.6(C-1'B,
Ueim1=168.0Hz), 79.6 (C-3%), 76.7(C-4), 762 (C-4%), 759 (C-3", 75.7(C-3%,
75.5 (C-5Y), 74.6 (C-4"), 74.3 (C-5%), 74.0 (C-2%), 73.4 (CH,0), 72.3 (C-4"), 71.9 (CH,0),
71.6 (C-3°%), 71.3 (CH,0), 71.3 (C-3”), 71.3 (CH,0), 70.8 (C-3%), 70.7 (C-5°), 70.3 (C-5%,
69.8 (C-2%), 67.9 (C-4°, 67.7(C-4°), 67.5(C-6"), 67.5(C-5"), 67.5(C-6%), 67.3(C-6",
66.4 (C-5%), 61.7 (C-6%), 61.7(C-6"), 61.4(C-6"), 55.8(C-2%, 54.2(C-2"), 54.0 (C-2%,
52.9 (C-2%), 20.5, 20.3, 20.1 (OAc).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ O-(3,4,6-

tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- ff-D-glucopyranosyl)-(1 —4)]-O-(3,6-di-O-acetyl-
o-D-mannopyranosyl)-(1—3)-O0-(2-0-acetyl- -pD-mannopyranosyl)-(1 —4)-0-(3,6-di-O-ben-
zyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1—4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthal-
imido-f-D-glucopyranosylazid 74

(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-[B-Ac;GlcNTFAc-1,4]-0-Ac,Man-1,3-B-AcMan- 1,4-3-Bzl,GlcNPht-
1,4-B-Bz1,GlcNPht-N3)
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38.5mg (17.1 umol) Hexasaccharid 73 werden in 0.66 mL Essigsdureanhydrid/Pyridin, 5:1
gelost und 1 d bei Zimmertemperatur geriihrt. Nach vollstindiger Reaktion (DC: Hexan/Ace-
ton, 1:1) wird im Vakuum eingeengt und dreimal mit Toluol codestilliert. Der Riickstand wird
in Dichlormethan aufgenommen und je einmal mit 1 M Salzsdure und 2 M Kaliumhydrogen-
carbonat-Losung extrahiert. Die organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet und
im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet und anschlieend in
1.1 ml Acetonitril gelost. Es wird eine Lésung von 26 mg (136.8 mmol, 8.0 eq) p-Toluolsul-
fonsdure-Hydrat in 1.1 ml Acetonitril zugegeben und bei Zimmertemperatur geriihrt. Nach
100 min (DC: Hexan/Aceton, 1:1) wird die Reaktion durch Zugabe von 22 puL (274 pmol,
16.0 eq) Pyridin abgebrochen und die Lésung im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im
Hochvakuum getrocknet, in Dichlormethan aufgenommen und mit Wasser extrahiert. Die or-
ganische Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum ab-
destilliert und der Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Es werden 40 mg Rohprodukt er-
halten, die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Aceton, 2:1; S#ulendurchmesser:

10 mm; Fiillhohe: 10 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 28.6 mg (13.0 umol, 75.9 %),

Ry (Acetat) = 0.48 (Hexan/Aceton, 1:1),

R¢ (Produkt 74) = 0.26 (Hexan/Aceton, 1.2:1),
[olp™ =-13.7 (0.5, Dichlormethan),
Ci02Hi109FsN704; (2203.0),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mpe = 2201.7 Mger = 2220.4 (M+H;0)",

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO):§=9.68(d, Jau2=9.1Hz, 1H, NH), 9.58(d,
Jnio = 8.9 Hz, 1H, NH), 7.94-7.64 (m, 8H, NPht), 7.35-7.19 (m, 10H, Ar), 6.95-6.71 (m,
10H, Ar), 5.49 (d, Jons = 4.3 Hz, 1H, OH-4%), 5.28 (d, J,, = 9.6 Hz, 1H, H-1"), 5.26-5.05 (m,
5H, H-2°, H-1%, H-3%, H-1*, H-3%), 4.94-4.71 (m, 7H, H-4°, CH,0, H-4°, H-1°, CH,0, H-1°,
H-3%, 4.64(d, J12=87Hz, 1H, H-1°), 4.57(d, Jem=123Hz, 1H, CH0), 4.51 (d,
Jeem = 12.3 Hz, 1H, CH,0), 4.48-4.33 (m, 5H, H-6a*, CH,0, OH-6’, CH,0, CH,0), 4.30 (d,
Jeem = 12.1 Hz, 1H, CH,0), 4.23-4.09 (m, 4H, H-6a°, H-6a’, H-2*, H-3°), 4.09-4.01 (m, 3H,
H-4', H-3!, H-4%), 4.00-3.74 (m, 10H, H-2%, H-6b°, H-4*, H-6b°, H-2°, H-5°, H-2', H-6b",
H-5%, H-2%, 3.73-3.67 (m, 2H, H-6a°, H-5"), 3.66-3.54 (m, 5H, H-6a’, H-3°, H-4’, H-5',
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H-6b?), 3.53-3.43 (m, 2H, H-6b°, H-6a'), 3.38-3.33 (m, 1H, H-6b"), 3.29-3.22 (m, 1H, H-5°),
3.13-3.06 (m, 1H, H-5%), 2.05-1.85 (m, 27H, OAc),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): §=170.1, 169.9, 169.6, 169.2 (C=0 OAc), 168.1,
167.1 (C=0 NPht), 156.5 (q, “Jcr=36.5Hz, C=0 TFAc), 156.4 (q, “Jcr = 36.5 Hz, C=0
TFAc), 138.4, 138.2, 138.0, 137.9 (C-1 Ar), 134.8 (C-4/5 NPht), 130.7, 130.6 (C-1/2 NPht),
127.8, 127.7, 127.5, 127.4, 127.3, 127.2, 127.1 (Ar), 123.4(C-3/6 NPht), 115.8 (q,
'Jer=288.1 Hz, CF3), 115.7 (q, 'Jcr = 288.7 Hz, CF3), 98.8 (C-1°), 98.4 (C-1°), 98.3 (C-1%),
97.4 (C-1%), 96.4 (C-1%), 84.8 (C-1"), 77.3(C-3%, 76.5(C-3%), 76.5(C-4%), 76.3 (C-5°),
75.9 (C-3"), 75.4 (C-5"), 74.7 (C-4"), 74.0 (C-5%), 73.7 (C-2%), 73.6 (CH,0), 73.4 (CH,0),
71.8 (CH,0), 71.7 (C-4%, 71.6 (C-3°%), 71.6 (C-3%), 71.5 (CH,0), 70.6 (C-2%), 70.5 (C-5%),
70.3 (C-5°), 69.6 (C-3%), 68.0 (C-5%), 67.9 (C-4%), 67.9 (C-4%, 67.5(C-6%), 67.4(C-6"),
66.2 (C-4%), 62.0 (C-6°), 62.0(C-6"), 61.7(C-6°), 60.5(C-6"), 56.0 (C-2%), 54.6 (C-2",
54.2 (C-2%), 53.0 (C-2%), 20.5, 20.4, 20.0 (OAc).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ O-(3,4,6-
tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- ff-D-glucopyranosyl)-(1 —4)]-O-(3,6-di-O-acetyl-
o-D-mannopyranosyl)-(1—3)-[0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-gluco-
pyranosyl)-(1-2)-0-(3,4,6-tri-O-acetyl- o-D-mannopyranosyl)-(1 —6)]-O-(2-O-acetyl-5-D-
mannopyranosyl)-(1—4)-0-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- f-D-glucopyranosyl)-
(1—4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- 5-D-glucopyranosylazid 75

(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-[B-Ac3;GIcNTFAc-1,4]-0-Ac,Man-1,3-[3-AcsGIcNTFAc-1,2-0-
AcsMan-1,6]-B-AcMan-1,4-B-Bzl,GlcNPht-1,4-B-Bzl,GIcNPht-N3)

a) iiber das Trichloracetimidat 34

30 mg (13.6 umol) Hexasaccharid 74, 22.7 mg (27.2 umol, 2.0 eq) Trichloracetimidat 34 und
60 mg gemorsertes, frisch ausgegliihtes Molekularsieb 4 A werden unter Argonatmosphire in
2.8 mL absolutem Dichlormethan suspendiert. Die Suspension wird jeweils 30 min bei Zim-
mertemperatur und bei -40 °C geriihrt. AnschlieBend wird die Reaktion durch Zugabe von
10 uL (2.7 wmol, 0.2 eq) einer Losung von 35 uL Bortrifluorid-Diethyletherat in 965 uL ab-
solutem Dichlormethan gestartet und bei -40 °C geriihrt. Nach 40 min (DC: Hexan/Ace-

ton, 1:1) wird die Reaktion durch die Zugabe von 20 uL Pyridin gestoppt. Die Reaktionslo-
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sung wird mit Dichlormethan verdiinnt und iiber Celite filtriert. Die Losung wird mit
2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im
Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird
mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Aceton, 2:1 — 1.5:1; Sdulendurchmesser: 20 mm;

Fiillhohe: 11 cm) gereinigt.

Ausbeute: 28 mg (9.7 umol, 71.6 %),
R¢=0.39 (Hexan/Aceton, 1:1),
[alp™ = -9.4 (0.5, Dichlormethan),
Ci28H141FoNgOs7 (2874.5),

ESI-MS (50 % Acetonitril):  Mper = 2872.8 Mger = 2891.0 (M+H30)", 2895.6 (M+Na)",

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): §=9.66(d, Jau2=9.1Hz, 1H, NH), 9.58(d,
Jniz =89 Hz, 1H, NH), 9.43(d, Jauo=8.6Hz, 1H, NH), 7.93-7.65 (m, 8H, NPht),
7.36-7.18 (m, 10H, Ar), 6.98-6.69 (m, 10H, Ar), 5.58 (d, Jous = 4.5 Hz, 1H, OH-4%), 5.29 (d,
Jia<1Hz, J,3<1Hz, 1H, H-2%), 5.26 (d, J,, =9.7 Hz, 1H, H-1"), 5.23-5.03 (m, 5H, H-3°,
H-1%, H-3°, H-1*, H-4"), 5.01-4.74 (m, 10H, H-3", H-3", H-4°, H-4°, H-1°, H-1, CH,0,
H-4", H-3%, H-1°), 4.73-4.64 (m, 2H, CH,0, H-1°), 4.56-4.29 (m, 8H, CH,0, CH,0, CH,0,
H-1%, H-6a’, CH,0, CH,0, CH,0), 4.26-4.12 (m, 3H, H-2*, H-6a°, H-6a%), 4.12-3.49 (m,
29H, H-3%, H-3!, H-6b°, H-6b°, H-4', H-4%, H-2?, H-4", H-6a°, H-2*, H-6a", H-5°, H-6b",
H-2%, H-2°, H-5*, H-6b*, H-5*, H-2°, H-2!, H-6a°, H-5°, H-6a°, H-4’, H-3?, H-6b , H-6b’,
H-5', H-6b), 3.45-3.13 (m, 5H, H-6a', H-5°, H-6b', H-5%, H-5"), 2.09-1.72 (m, 45H, OAc),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): & = 170.1, 169.9, 169.7, 169.6, 169.5, 169.2 (C=0 OAc),
167.2 (C=0O NPht), 156.5 (q, *Jor=36.5 Hz, C=0 TFAc), 156.4 (q, *Jcr=36.5 Hz, C=0
TFAc), 138.3, 138.2, 138.1, 138.0 (C-1 Ar), 134.8 (C-4/5 NPht), 130.8, 130.6 (C-1/2 NPht),
128.2, 128.0, 127.8, 127.7, 127.4, 127.3, 127.2, 127.0 (Ar), 123.4 (C-3/6 NPht), 115.7 (q,
Jer=288.7Hz, CF3), 98.9 (C-1°B, 'Je. 11 = 164.9 Hz), 98.5 (C-1°B, Jein1 = 165.6 Hz),
98.2 (C-1*0o, Yoy =176.8Hz), 97.8(C-1°B, 'Jeimi=1642Hz), 96.9 (C-1'a,
e =176.8 Hz), 96.8 (C-1°B, 'Jeim = 168.3 Hz), 96.3 (C-1°B, 'Je.in.1 = 168.8 Hz),
84.4 (C-1'B, 'Jemi =167.7Hz), 76.9 (C-3*), 76.6 (C-4%), 76.3(C-3"), 75.3(C-5",
75.2 (C-3%), 74.8 (C-4"), 74.7 (C-2%), 73.9 (C-5%), 73.9 (C-5%), 73.7 (C-2*), 73.5 (CH,0),
73.0 (CH,0), 71.9 (CH,0), 71.6 (C-3°), 71.6 (C-4"%), 71.5 (C-3°), 71.4 (C-3”), 71.2 (CH,0),
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70.4 (C-2%), 70.4 (C-5”), 70.4 (C-57), 70.1 (C-5%, 69.5 (C-3"), 69.3 (C-3%, 68.0(C-5%,
67.8 (C-4%), 67.8 (C-4°), 67.5(C-4”), 67.5(C-6%), 67.4(C-5%), 67.2(C-6"), 66.7 (C-6),
66.1 (C-4%), 64.3 (C-4"), 61.7(C-6"), 61.5(C-6"), 61.5(C-6"), 61.2(C-6%, 61.0(C-6"),
55.3 (C-2%), 54.1 (C-2"), 53.8 (C-2%), 52.7 (C-2"), 52.7 (C-27), 20.5, 20.4, 20.2, 20.1 (OAc).

b) iiber das Thioglycosid 28

50 mg (22.7 umol) Hexasaccharid 74, 38.7 mg (45.4 umol, 2.0 eq) Thioglycosid 28, 15.3 mg
(68.1 umol, 3.0 eq) N-Iodsuccinimid und 120 mg gemdorsertes, frisch ausgegliihtes Molekular-
sieb 4 A werden unter Argonatmosphiire in 1.5 mL absolutem Dichlormethan suspendiert. Die
Suspension wird 30 min bei Zimmertemperatur gerithrt und dann auf -50 °C gekiihlt. An-
schlieBend wird die Reaktion durch Zugabe von 80 UL einer gesittigten Losung von Trifluor-
methansulfonséure in absolutem Dichlormethan gestartet und zwischen -50 °C und -40 °C ge-
rithrt. Nach 90 min (DC: Hexan/Aceton, 1:1) wird die Reaktion durch die Zugabe von 10 uL
(124 umol, 5.5 eq) Pyridin gestoppt. Die Reaktionslosung wird mit Dichlormethan verdiinnt
und {iiber Celite filtriert. Die Losung wird mit 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Lésung extra-
hiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im
Hochvakuum getrocknet. Es werden 92 mg Rohprodukt erhalten, die mittels Flashchromato-
graphie (Cyclohexan/Aceton, 2:1—1.5:1; Sdulendurchmesser: 20 mm; Fiillhohe: 12 cm) ge-

reinigt werden.

Ausbeute: 45.8 mg (15.9 umol, 70.2 %).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ O-(3,4,6-
tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- B-D-glucopyranosyl)-(1 —4)]-O-(3,6-di-O-acetyl-
o-D-mannopyranosyl)-(1—3)-[0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—2)-0-(3,4,6-tri-O-acetyl- o-D-mannopyranosyl)-(1—4)]-[ O-(3,4,6-tri-O-ace-
tyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- 5-D-glucopyranosyl)-(1 —2 )-O-(3,4,6-tri-O-acetyl- &-D-man-
nopyranosyl)-(1—6)]-O-(2-0-acetyl- -D-mannopyranosyl)-(1 —4)-0-(3,6-di-O-benzyl-2-des-
oxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-(1—4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-
glucopyranosylazid 76
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(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-[B-AcsGIctNTFAc-1,4]-a-Ac,Man-1,3-[B-AcsGIcNTFAc-1,2-0-
AcsMan-1,4]-[B-Ac;GIcNTFAc-1,2-a-AcsMan-1,6]-B-AcMan-1,4-3-Bzl,GIcNPht-1,4-B-
Bz1,GlcNPht-N3)

Bei der Synthese von Verbindung 75 mit dem Trichloracetimidat 34 und dem Thioglycosid 28
kann durch Uberreaktion entstandenes Decasaccharid 76 aus dem Nachlauf der Flashchro-
matographie isoliert werden. Fiir die Analytik werden die Nachldufe mehrerer Reaktionsan-

sitze vereint.

Ry =0.38 (Hexan/Aceton, 1:1),
[a]p> = -4.7 (0.4, Dichlormethan),
Ci54H173F12N9O73 (3546.0),

ESI-MS (100 % Acetonitril): My = 3544.0 Mger = 1795.2 (M+2Na)2+,

'H-NMR (500 MHz, [D6]-DMSO): & =9.07-9.28 (m, 4H, NH), 7.95-7.59 (m, 8H, NPht),
7.41-7.16 (m, 10H, Ar), 6.99-6.55 (m, 10H, Ar), 5.49 (dd, J;»<1Hz, J,3=44Hz, 1H,
H-2%), 5.34-5.23 (m, 2H, H-3°, H-1"), 5.23-4.98 (m, 8H, H-3", H-1?, H-3*, H-4*, H-1*, H-4"",
H-3", H-3""), 4.98-4.62 (m, 14H, H-3*, H-4°, H-4°, CH,0, H-4"", H-1°, H-4", H-1°, H-17",
H-1*", CH,0, H-3", H-1, H-17), 4.58-4.50 (m, 2H, CH,0, CH,0), 4.50-4.30 (m, 7H, H-6a"",
H-1°, CH,0, H-6a*, CH,0, H-6a", CH,0), 4.30-4.11 (m, 5H, H-6a’, CH,0, H-6a"", H-6a°,
H-2), 4.11-3.90 (m, 12H, H-3?, H-3!, H-6b", H-4!, H-6a°, H-4*, H-2", H-2*", H-4*, H-2%,
H-6b>", H-2%), 3.90-3.43 (m, 23H, H-2°, H-2", H-6b°, H-4°, H-5"", H-5%, H-6b"", H-5", H-5°,
H-2°, H-2', H-5"", H-6b*, H-6b*, H-5°, H-6a°, H-6a’, H-3°, H-6b”, H-5>, H-5', H-6b’,
H-6b%), 3.43-3.13 (m, 4H, H-6a', H-5°, H-6b', H-5%), 2.09-1.78 (m, 21H, OAc),

BC-NMR (125 MHz, [D6]-DMSO): & = 170.9, 170.8, 170.7, 170.6, 170.4, 170.0 (C=0 OAc),
167.8 (C=0 NPht), 157.3(q, “Jer=36.5Hz, C=0O TFAc), 139.0, 138.7(C-1 Ar),
135.6 (C-4/5 NPht), 131.3 (C-1/2 NPht), 129.1, 129.0, 128.8, 128.7, 128.5, 128.4, 128.3,
128.2, 128.1, 127.9, 127.7 (Ar), 124.2 (C-3/6 NPht), 114.2(q, 'Jer=289.4Hz, CFs),
99.0 (C-1), 98.6 (C-1°), 98.6 (C-1*), 98.4 (C-1*), 98.1 (C-1%), 97.6 (C-1°"), 97.6 (C-1%,
96.9 (C-1%), 96.1 (C-1%), 84.4(C-1"), 77.2(C-3%, 75.9(C-3"), 75.9 (C-4%, 75.5(C-3%),
754 (C-2Y), 75.2(C-5"), 75.0 (C-2%, 74.5(C-4"), 74.1(C-2%), 73.9 (C-5%), 73.8 (C-57),
73.6 (CH,0), 73.2 (CH,0), 71.8 (CH,0), 71.6 (C-4*, 71.5 (CH,0), 71.4 (C-3%), 71.4 (C-3"),
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71.4 (C-3%), 70.6 (C-5%), 70.5(C-5°), 70.5(C-5%, 70.4(C-3%, 70.2(C-5"), 70.2 (C-4’),
69.8 (C-2%), 69.5 (C-3%), 69.3 (C-3*), 67.8 (C-5%), 67.8 (C-5%), 67.7(C-4%), 67.7(C-4>),
67.7 (C-4%), 67.7(C-47), 67.4(C-67), 674 (C-6"), 67.4(C-6), 67.2(C-3"), 66.8(C-5"),
64.4 (C-4%), 64.0 (C-4"), 61.5(C-6%, 61.3(C-6%), 61.3 (C-6°), 61.3(C-6"), 61.1 (C-6"),
60.7 (C-6*), 60.7 (C-6%), 55.6 (C-2%), 54.1(C-2"), 54.1(C-2%, 52.8(C-2°), 52.8 (C-2”),
52.8 (C-27), 21.2,20.8 (OAc).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ O-(3,4,6-
tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- B-D-glucopyranosyl)-(1 —4)]-O-(3,6-di-O-acetyl-
o-D-mannopyranosyl)-(1—3)-[0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)]-[O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- f-D-glucopyrano-
syl)-(1-2)-0-(3,4,6-tri-O-acetyl- a-D-mannopyranosyl)-(1 —6)]-O-(2-O-acetyl- -D-manno-
pyranosyl)-(1—4)-0-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-
3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- 5-D-glucopyranosylazid 78

(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-[B-AcsGlcNTFAc-1,4]-a-Ac,Man-1,3-[B-AcsGIeNTFAc-1,4]-[B-
Ac3GIcNTFAc-1,2-0-AcsMan-1,6]-B-AcMan-1,4-3-Bzl,GlcNPht-1,4-3-Bzl,GlcNPht-N3)

193 mg (67.1 umol) Oktasaccharid 75, 378 mg (671.4 umol, 10.0 eq) Donor G, 302 mg
(1.34 mmol, 20.0 eq) N-Iodsuccinimid und 960 mg gemorsertes, frisch ausgegliihtes Moleku-
larsieb 4 A werden unter Argonatmosphire in 1.7 mL absolutem Dichlormethan suspendiert.
Die Suspension wird jeweils 30 min bei Zimmertemperatur und bei -45 °C geriihrt. Anschlie-
Bend wird die Reaktion durch Zugabe von 150 pL einer gesittigten Losung von Trifluor-
methansulfonsédure in absolutem Dichlormethan gestartet und 60 min zwischen -45 °C und
-30 °C geriihrt. Dann ldsst man innerhalb von 4 h auf -10 °C erwédrmen und nach Verschwin-
den der Edukte (DC: Hexan/Ethylacetat, 1:2) wird mit Dichlormethan verdiinnt. Die Losung
wird iiber Celite filtriert, je einmal mit 10 %iger Natriumthiosulfat-Losung und mit 2 M Kali-
umhydrogencarbonat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum
eingeengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es werden 603 mg Rohprodukt
erhalten, die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1.5—1:2—1:3; Siu-

lendurchmesser: 30 mm; Fiillhohe: 14 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 162.8 mg (50.0 umol, 74.5 %),
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R¢=0.11 (Hexan/Ethylacetat, 1:2),
[a]p> = -27.2 (0.4, Dichlormethan),
Ci42H:57F12N9Ogs (3257.8),

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO):8=9.79(d, Jau>=8.3Hz, 1H, NH), 9.58(d,
Iz = 9.6 Hz, 1H, NH), 9.54 (d, Jnuo = 8.9 Hz, 1H, NH), 9.43 (d, Jxu. = 8.6 Hz, 1H, NH),
7.92-7.60 (m, 8H NPht), 7.38-7.16 (m, 10H, Ar), 6.94-6.69 (m, 10H, Ar), 5.33-5.09 (m, 8H,
H-3®, H-1', H-3°, H-2’, H-3°, H4", H-3° H-1%), 5.05-4.94(m, 2H, H-3*, H-4),
4.93-4.73 (m, 9H, H-1*, H-3*, H-4°, CH,0, H-1*, H-1°, H-4®, H-4°, H-1®), 4.70-4.60 (m, 2H,
H-1°, CH,0), 4.59-4.43 (m, 4H, H-1°, CH,0, H-1°, CH,0), 4.41-4.21 (m, 6H, H-6a", CHO,
H-6a°, CH,0, CH,0, CH,0), 4.17 (dd, Js¢ < 1 Hz, Joem = 10.8 Hz, 1H, H-62"), 4.13-3.91 (m,
16H, H-2*, H-3!, H-3%, H-62°, H-4?, H-6a’, H-6b°, H-2*, H-2%, H-2®, H-6b°, H-4', H-4,
H-6a", H-2°, H-6b"), 3.90-3.69 (m, 11H, H-6b®, H-4°, H-5°, H-5*, H-6b*, H-5°, H-5®, H-5
H-2°, H-2°, H-2"), 3.69-3.59 (m, 3H, H-6a°, H-6b°, H-6a%), 3.58-3.46 (m, 4H, H-6b’, H-5',
H-3°, H-6b), 3.42-3.05 (m, 5H, H-6a', H-6b', H-5%, H-5", H-5"), 2.11-1.66 (m, 54H, OAc),

BC-.NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): §=170.1, 169.9, 169.6, 169.5, 169.2 (C=0 OAc),
167.2 (C=0 NPht), 156.4 (q, *Jer=37.2 Hz, C=0 TFAc), 138.1, 138.0, 137.9 (C-1 Ar),
134.7(C-4/5 NPht), 130.7, 130.5 (C-1/2 NPht), 128.2, 128.0, 127.8, 127.6, 127.4, 127.2,
1269 (Ar), 123.4(C-3/6 NPht), 115.7(q, 'Jer=288.1Hz, CFs), 98.9 (C-1°p,
Jeani = 1643 Hz), 98.8 (C-1°B, 'Je.imi =165.7 Hz), 98.2 (C-1°B, 'Jem1 = 160.8 Hz),
98.1 (C-1"a, 'Jeqm1=1754Hz), 97.9(C-1°B, 'Jeim1=1629Hz), 96.6 (C-1°p,
Jeani=167.8 Hz), 96.2 (C-1"a, 'Jo.ip1=174.0Hz), 96.1 (C-1°B, 'Je.im1 = 163.6 Hz),
84.4 (C-1'B, 'Jemi=166.8Hz), 76.8(C-3"), 76.4(C-4%, 75.6(C-5"), 75.4(C-3,
75.2 (C-4"), 75.0 (C-3%), 74.1 (C-2%), 73.8 (C-5%, 73.7 (CH,0), 73.6 (C-5”), 73.0 (CH,0),
73.0 (C-2%), 73.0 (C-4%), 72.0 (CH,0), 71.9 (C-4%), 71.7 (C-3"), 71.7 (C-3%), 71.6 (C-3%),
71.5 (CH,0), 70.8 (C-3®), 70.6 (C-5%), 70.6 (C-5), 70.6 (C-5), 70.3 (C-5°, 70.0 (C-2%,
69.7 (C-3%), 69.0 (C-3%, 69.0 (C-4®), 68.7 (C-5%, 67.9 (C-4%, 67.8 (C-4"), 671.7(C-5),
67.3 (C-6'), 67.2(C-4’), 67.1(C-6%), 66.1(C-6"), 64.4(C-4*), 62.2(C-6"), 61.8(C-6"),
61.7 (C-6"), 61.5(C-6"), 61.0(C-6"), 60.8 (C-6°), 55.3(C-2%), 54.3(C-2"), 54.1(C-2%),
54.1 (C-2°), 53.7 (C-27) 53.4 (C-2%), 20.6, 20.0 (OAc).
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0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ O-(3,4,6-tri-O-
acetyl-2-desoxy-2-phthalimido--D-glucopyranosyl)-(1—4)]-0-(3,6-di-O-acetyl- o-D-manno-
pyranosyl)-(1—3)-[O0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-
(1—4)]-[0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-(1 —2)-0-(3,4,6-
tri-O-acetyl-o-D-mannopyranosyl)-(1—6)]-O-(2-O-acetyl- f-D-mannopyranosyl)-(1 —4)-O-
(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3,6-di-O-benzyl-2-

desoxy-2-phthalimido--D-glucopyranosylazid 79

(B-Ac3GIcNPht-1,2-[B-AcsGlcNPht-1,4]-0-AcsMan-1,3-[B-AcsGIcNTFAc-1,4]-
[B-Ac3GlcNPht-1,2-a- AcsMan-1,6]-B-AcMan-1,4-B-Bzl,GlcNPht-1,4-3-Bz1,GIcNPht-N3)

13.6 mg (4.6 umol) Oktasaccharid 77, 25.7 mg (45.7 umol, 10.0 eq) Donor G, 20.6 mg
(91.4 umol, 20.0 eq) N-Todsuccinimid und 70 mg gemdorsertes, frisch ausgegliihtes Molekular-
sieb 4 A werden unter Argonatmosphire in 0.41 mL absolutem Dichlormethan suspendiert.
Die Suspension wird 45 min bei Zimmertemperatur geriihrt und dann auf -40 °C gekiihlt. An-
schlieBend wird die Reaktion durch Zugabe von 100 uL einer gesittigten Losung von Tri-
fluormethansulfonsédure in absolutem Dichlormethan gestartet und 60 min bei -40 °C geriihrt.
Danach ldsst man innerhalb von 3.5 h auf -5 °C erwidrmen. Nach vollstandigem Umsatz der
Edukte (DC: Hexan/Ethylacetat, 1:2) wird die Reaktion mit Dichlormethan verdiinnt und iiber
Celite filtriert. Die Losung wird mit 10 %iger Natriumthiosulfat-Lésung und mit 2 M Kalium-
hydrogencarbonat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum ein-
geengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es werden 37 mg Rohprodukt er-
halten, die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1.5—1:2—1:3; Siulen-

durchmesser: 10 mm; Fiillhohe: 11 cm) gereinigt werden.
Ausbeute: 7.7 mg (2.29 umol, 50.1 %),
R =0.07 (Hexan/Ethylacetat, 1:2),

Ci60H166F3N9Ogg (3360.0),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mper = 3358.0 Mger = 3381.6 (M+Na)".
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9.17 Versuche zu Kapitel 3.4.3

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ O-(3,4,6-
tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- ff-D-glucopyranosyl)-(1 —4)]-O-(3,6-di-O-acetyl-
o-D-mannopyranosyl)-(1—3)-{ O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glu-
copyranosyl)-(1—2)-[0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyrano-
syl)-(1—6)]-0-(3,4-di-O-acetyl- a-D-mannopyranosyl)-(1 —6)}-O-(2-O-acetyl- B-D-manno-

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

3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosylazid 80

(B-Ac3GlcNTFAc-1,2-[B-AcsGIctNTFAc-1,4]-a-Ac,Man-1,3-{ B-AcsGIcNTFAc-1,2-[ -
Ac3GIcNTFAc-1,6]-a-Ac,Man-1,6 }-B-AcMan-1,4-3-Bz1,GlcNPht-1,4-3-Bz1,GlcNPht-N3)

100 mg (45.4 umol) Hexasaccharid 74, 108 mg (90.8 umol, 2.0 eq) Donor 55, 30.6 mg
(136.2 umol, 3.0 eq) N-Iodsuccinimid und 250 mg gemorsertes, frisch ausgeglithtes Moleku-
larsieb 4 A werden unter Argonatmosphire in 1.3 mL absolutem Dichlormethan suspendiert.
Die Suspension wird 30 min bei Zimmertemperatur und 90 min bei -40 °C geriihrt. Anschlie-
Bend wird die Reaktion durch Zugabe von 100 pL einer gesittigten Losung von Trifluor-
methansulfonsédure in absolutem Dichlormethan gestartet und von -40 °C langsam auf -20 °C
gebracht. Nach 3 h (DC: Hexan/Aceton, 1:1) wird die Reaktion mit Dichlormethan verdiinnt
und tiber Celite filtriert. Die Losung wird je einmal mit 10 %iger Natriumthiosulfat-Losung
und mit 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet
und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es werden
199 mg Rohprodukt erhalten, die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Ace-

ton, 2:1—1.5:1; Saulendurchmesser: 30 mm; Fiillhohe: 15 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 104 mg (32.3 umol, 71.2 %),
Ry =0.29 (Hexan/Aceton, 1:1),

[a]p™ =-10.7 (1.1, Dichlormethan),
Ci40H155F12NoOg4 (3215.7),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mper = 3213.9 Mger = 3233.1 (M+H;0)",
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'H-NMR (500 MHz, [D6]-DMSO): 8=9.69(d, Jau>=8.8Hz, 1H, NH), 9.59 (d,
Jniz = 8.8 Hz, 1H, NH), 9.40 (d, Jxu2 = 9.9 Hz, 1H, NH), 9.36 (d, Jxu2 = 8.8 Hz, 1H, NH),
7.96-7.62 (m 8H, NPht), 7.35-7.17 (m, 10H, Ar), 6.98-6.70 (m, 10H, Ar), 5.51(d,
Jons = 5.4 Hz, 1H, OH-4%), 5.28-5.07 (m, 7H, H-2°, H-1', H-3°, H-3%, H-1?, H-3’, H-1%),
5.01 (dd, J,»=2.7Hz, Js4=9.9 Hz, 1H, H-3"), 4.94-4.85 (m, 4H, H-4°, H-4", H-3", H-1°),
4.84-4.75 (m, 5H, H-4’, CH,0, H-1°, H-3*, H-4"), 4.75-4.68 (m, 3H, H-4", H-1*, H-17),
4.65 (d, Jgem = 13.2 Hz, 1H, CH,0), 4.60-4.51 (m, 4H, CH,0, H-1°, CH,0, CH,0), 4.43 (dd,
Js6<1Hz, Jem=11.0Hz, 1H, H-6a%), 4.39-430 (m, 3H, CH,0, CH,0, CH,0),
4.25-4.12 (m, 5H, H-1°, H-6a°, H-6a°, H-6a’ , H-2"), 4.08-4.00 (m, 4H, H-3%, H-3', H-6b’,
H-4"), 3.99-3.65 (m, 21H, H-4*, H-2>, H-4*, H-6b", H-6b°, H-6a°, H-5*, H-5°, H-2, H-6b",
H-2%, H-5%, H-2°, H-4°, H-6a>, H-2', H-2°, H-2°, H-5", H-5°, H-6a%), 3.64-3.50 (m, 4H,
H-6a", H-3°, H-6b%, H-5"), 3.43-3.18 (m, 7H, H-6a', H-6b’, H-6b>, H-5°, H-6b', H-6b",
H-5%), 2.58-2.53 (m, 1H, H-5"), 2.10-1.73 (m, 51H, OAc),

BC-NMR (125 MHz, [D6]-DMSO): & =170.9, 170.7, 170.6, 170.4, 170.3, 170.2, 170.0,
169.8 (C=0 OAc), 167.6, 167.4 (C=0 NPht), 156.4 (q, “Jcr = 36.5 Hz, C=0O TFAc), 139.1,
139.0, 138.8, 138.7 (C-1 Ar), 135.6 (C-4/5 NPht), 131.5, 131.3 (C-1/2 NPht), 128.6, 128.5,
128.3, 128.1, 127.9, 127.8 (Ar), 124.2(C-3/6 NPht), 115.7(q, 'Jer=289.4 Hz, CF3),
99.2 (C-1°B,  'Jeami=1645Hz), 99.1(C-1°B, 'Jeywi=1662Hz), 98.7(C-1"B,
Jeani =167.2Hz), 98.6 (C-1*at, 'Je.ip1 = 177.8 Hz), 98.0 (C-1°B, 'Je. w1 = 164.5 Hz),
97.2(C-1°B,  'Jemi1=1604Hz), 96.8(C-1"a, 'Jeimi=1745Hz), 96.1 (C-1°p,
e = 168.7 Hz), 84.4 (C-1'B, 'Jem1 = 167.9 Hz), 77.6 (C-4%), 77.4 (C-3%), 76.0 (C-3"),
75.4 (C-5"), 74.7(C-3%), 74.7(C-2%, 74.6 (C-4"), 73.9 (C-5%), 73.8 (C-5%), 73.6 (C-2"),
73.4 (CH,0), 72.7 (CH0), 71.9 (CH0), 71.7 (C-4*, 71.5 (C-3%), 71.5 (C-3%), 71.5 (C-3")
71.5 (CH,0), 70.8 (C-3), 70.7 (C-2%), 70.5(C-5"), 70.5 (C-5"), 70.3 (C-5”), 70.2 (C-5%,
69.4 (C-3%), 69.4 (C-3"), 68.5(C-5"), 68.1(C-6"), 68.0(C-5%, 68.0(C-4°), 67.9 (C-4%,
67.9 (C-47), 67.4(C-4"), 67.3(C-6%, 67.3 (C-6"), 65.9 (C-6°), 65.1 (C-4%), 65.0(C-4"),
61.7 (C-6°), 61.6 (C-6"), 61.3(C-6"), 61.2(C-6"), 60.9(C-6), 55.5(C-2%), 54.2 (C-2h,
53.9 (C-2%), 53.2 (C-2%), 53.0 (C-2”), 52.8 (C-27), 21.2, 21.0, 20.9 (OAc).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ O-(3,4,6-
tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- ff-D-glucopyranosyl)-(1 —4)]-O-(3,6-di-O-acetyl-
o-D-mannopyranosyl)-(1—3)-{ O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glu-
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copyranosyl)-(1—2)-[0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyrano-
syl)-(1—-6)]-0-(3,4-di-O-acetyl- a-D-mannopyranosyl)-(1 —4)}-{ O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-des-
oxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-tri-
fluoracetamido- 3-D-glucopyranosyl)-(1—6)]-0-(3,4-di-O-acetyl- o-D-mannopyranosyl)-
(1—6)}-0-(2-0-acetyl--pD-mannopyranosyl)-(1 —4)-0-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthal-
imido-f-D-glucopyranosyl)-(1—4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- f-D-gluco-
pyranosylazid 81

(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-[B-AcsGIcNTFAc-1,4]-a-Ac,Man-1,3-{ B-AcsGIcNTFAc-1,2-[ -
Ac3GIcNTFAc-1,6]-a-Ac,Man-1,4}-{B-AcsGIcNTFAc-1,2-[B-AcsGIctNTFAc-1,6]-0-
Ac,Man-1,6}-B-AcMan-1,4-3-Bzl,GIcNPht-1,4-3-Bzl,GIcNPht-N3)

Bei der Synthese von Verbindung 80 kann durch Uberreaktion entstandenes Dodecasaccha-
rid 81 aus dem Nachlauf der Flashchromatographie isoliert werden. Fiir die Analytik werden

die Nachldufe mehrerer Reaktionsansitze vereint.

R:=0.35 (Hexan/Aceton, 1:1),
[OL]D25 =-5.4 (1.0, Dichlormethan),
Ci78H201F18N11037 (4228.5),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mper = 4226.1 Mger = 2136.2 (M+2Na)™*, 4248.5 (M+Na),

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): 8 =9.77-9.05 (m, 6H, NH), 7.98-7.58 (m, 8H, NPht),
7.49 7.13 (m, 10H, Ar), 7.01 6.64 (m, 10H, Ar), 5.47 (dd, J1» < 1 Hz, J5 <1 Hz, 1H, H-2?),
5.31-4.68 (m, 28H, H-3"", H-1', H-3"", H-37, H-3"", H-3", H-3°, H-1*, H-3°, H-4", H-17,
H-4*, H-1", H-3*, H-4"", H-4", H-1*, H-1°, H-3", CH,0, H-4"", H-17, H-1°, H-4", H-1°,
H-4°, H-4°, H-1°"), 4.66-4.50 (m, 5H, CH,0, H-1*", CH,0, H-1°, CH,0), 4.50-4.10 (m, 13H,
CH,0, H-6a*, CH,0, CH,0, CH,0, H-6a’, H-6a”", H-6a” , H-3%, H-2"', H-6a2°, H-6a’, H-4%),
4.10-3.62 (m, 29H, H-2%, H-6b’ , H-4*, H-4', H-2*, H-3', H-6b’", H-6b” , H-2*, H-4°, H-2"
H-6b°, H-3°, H-6b°, H-5"", H-5", H-6a’", H-5"", H-2°, H-2°", H-2', H-2", H-5%, H-6a"", H-2°,
H-5°, H-5*, H-5°, H-6b"%), 3.62-3.51 (m, 4H, H-6a*, H-6a’, H-6a%, H-5"), 3.51-3.40 (m, 6H,
H-5", H-2"", H-6b%, H-6b", H-6a', H-6b""), 3.40-3.16 (m, 5H, H-6b"", H-5"", H-5°, H-6b',
H-6b"), 3.12-3.03 (m, 1H, H-5%), 2.15-1.78 (m, 25H, OAc),
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BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): § =170.0, 169.9, 169.7, 169.6, 169.5, 169.4, 169.2,
169.0 (C=0 OAc), 167.0 (C=0 NPht), 156.7 (q, “Jer=36.5Hz, C=0 TFAc), 156.5(q,
*Jor=36.5 Hz, C=0 TFAc), 138.1, 137.8 (C-1 Ar), 134.7 (C-4/5 NPht), 130.7, 130.6 (C-1/2
NPht), 128.8, 128.7, 128.2, 128.0, 127.8, 127.7, 127.5, 127.1 (Ar), 123.4 (C-3/6 NPht),
115.7 (q, 'Jer=288.7 Hz, CF3), 115.6 (q, 'Jcr = 288.7 Hz, CFs), 115.5 (q, 'Jor = 288.1 Hz,
CE;), 100.7 (C-1°), 1003 (C-1*0,, “Jeimi=175.5Hz), 100.1 (C-1"), 100.0 (C-1*a,
lJeami =173.4Hz), 98.9(C-17), 98.9(C-1%), 98.5(C-17), 98.1(C-1*), 97.8 (C-1*a,
"Jeam1=172.3Hz), 97.2(C-1%, 96.1(C-1%), 84.6(C-1"), 77.6(C-4), 76.6(C-3%),
76.2 (C-3"), 76.2(C-2%), 75.6 (C-2%), 75.4(C-5"), 74.6 (C-5%), 74.5(C-3%), 74.2(C-4",
74.2 (C-5%), 74.1 (C-2*), 74.0 (CH0), 72.7 (CH0), 71.8 (C-3°), 71.8 (C-3%), 71.8 (C-3%),
71.8 (C-37), 71.8 (C-37), 71.8 (CH,0), 71.7 (CH,0), 71.7 (C-4%), 71.4 (C-4%), 71.0 (C-3"),
70.6 (C-3*), 70.6 (C-5"), 70.6 (C-5"), 70.6 (C-57), 70.6 (C-5°), 70.6 (C-5”), 70.3 (C-3%,
70.3 (C-2%), 69.6 (C-3*), 69.6 (C-57), 69.0 (C-5"), 68.2 (C-5%), 68.2(C-6%), 67.8 (C-5"),
67.8 (C-47), 67.8 (C-47), 67.8 (C-47), 67.8 (C-4%), 67.8 (C-4”), 67.8 (C-4"), 67.4 (C-67),
67.4 (C-6"), 67.2 (C-4*), 66.2 (C-6"), 66.2 (C-6%), 64.8 (C-4"), 61.4 (C-6"), 61.4(C-6"),
61.4 (C-6°), 61.4(C-6°, 61.4(C-6"), 61.0(C-6%, 60.8 (C-6"), 55.3 (C-2%), 54.6 (C-2",
54.3 (C-2Y, 53.9(C-2"), 53.9(C-2°), 53.0(C-2%, 53.0(C-2°), 529(C-2°), 202,
20.0 (OAc).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ O-(3,4,6-
tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- B-D-glucopyranosyl)-(1 —4)]-O-(3,6-di-O-acetyl-
o-D-mannopyranosyl)-(1—3)-[0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)]-{0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyrano-
syl)-(1-2)-[0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- f-D-glucopyranosyl)-
(1—6)]-0-(3,4-di-O-acetyl- o&-D-mannopyranosyl)-(1 —06)}-O-(2-O-acetyl- p-D-mannopyrano-
syl)-(1—4)-0-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1—4)-3,6-di-

O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosylazid 83
(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-[B-Ac3;GlcNTFAc-1,4]-a-Ac,Man-1,3-[3-Ac;GlcNTFAc-1,4]-

{B-Ac3GIcNTFAc-1,2-[B-Ac3GIcNTFAc-1,6]-0-Ac,Man-1,6 }-B-AcMan-1,4-3-Bzl,GIcNPht-
1,4-B-Bz1,GlcNPht-N3)
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193 mg (60.0 umol) Nonasaccharid 80, 338 mg (600.2 umol, 10.0 eq) Donor G, 270 mg
(1.2 mmol, 20.0 eq) N-Iodsuccinimid und 270 mg gemorsertes, frisch ausgegliihtes Moleku-
larsieb 4 A werden unter Argonatmosphire in 1.3 mL absolutem Dichlormethan suspendiert.
Die Suspension wird 35 min bei Zimmertemperatur geriihrt und dann auf -40 °C gekiihlt. An-
schlieBend wird die Reaktion durch Zugabe von 150 uL einer gesittigten Losung von Tri-
fluormethansulfonsédure in absolutem Dichlormethan gestartet und 60 min zwischen -40 °C
und -25 °C gehalten. Danach ldsst man die Reaktion langsam innerhalb von 3.5 h auf 0 °C er-
wiarmen. Nach vollstandigem Umsatz der Edukte (DC: Hexan/Ethylacetat, 1:2) wird die Re-
aktion mit Dichlormethan verdiinnt und iiber Celite filtriert. Die Losung wird mit 10 %iger
Natriumthiosulfat-Losung und mit 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, iiber Ma-
gnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum
getrocknet. Es werden 588 mg Rohprodukt erhalten, die mittels Flashchromatographie (Cy-
clohexan/Ethylacetat, 1:1.5—1:2—1:3; Sédulendurchmesser: 30 mm; Fiillhohe: 15cm) ge-

reinigt werden.

Ausbeute: 167.2 mg (46.5 umol, 77.4 %),
R¢=0.05 (Hexan/Ethylacetat, 1:2),
[alp™ = -23.5 (0.6, Dichlormethan),
Ci54sH171F15N19072 (3599.0),

ESI-MS (50 % Acetonitril): My = 3597.0 Mg = 1817.7 (M+2H30)2+,
1821.2 (M+2Na)**,
3616.0 (M+H;0)",
3620.1 (M+Na)*,

'H.NMR (500 MHz, [D6]-DMSO):8=9.65(d, Jxu2=8.8Hz, 1H, NH), 9.58d,
Jniz = 8.8 Hz, 1H, NH), 9.49 (d, Jxuo = 7.7 Hz, 1H, NH), 9.39 (d, Ju. = 8.8 Hz, 1H, NH),
937 (d, Jnuo=8.8Hz, 1H, NH), 7.92-7.60 (m, 8H, NPht), 7.37-7.17 (m, 10H, Ar),
6.95-6.65 (m, 10H, Ar), 5.28-5.10 (m, 8H, H-3", H-1', H-2, H-3", H-3’, H-3", H-3°, H-1?),
5.09-5.04 (m, 2H, H-4*, H-3"), 5.00 (dd, J34 = 9.9 Hz, J,5 = 9.9 Hz, 1H, H-4%), 4.92-4.74 (m,
9H, H-3*, H-1*, H-4", CH,0, H-4°, H-1°, H-4®, H-1*, H-4"), 4.73-4.54 (m, 7H, H-1%, H-1",
H-1°, CH,0, CH,0, H-1°, H-17), 4.50 (d, Jeem = 12.1 Hz, 1H, CH,0), 4.42-4.24 (m, 6H,
CH,0, H-6a*, H-6a°, CH,0, CH,0, CH,0), 4.22-4.12 (m, 2H, H-6a°, H-6a’ ), 4.10-3.70 (m,
27H, H-2*, H-6a", H-2*, H-3!, H-3%, H-4%, H-6b°, H-2*, H-6a", H-6b°, H-2®, H-4', H-6b",
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H-5%, H-2", H-4°, H-6b®, H-5°, H-4*, H-5°, H-5*, H-5*, H-6b*, H-2°, H-2°, H-2!, H-57),
3.70-3.50 (m, 8H, H-6a*, H-6a°, H-2°, H-6a°, H-6b°, H-6b%, H-3%, H-5"), 3.46-3.05 (m, 7H,
H-6b° , H-6b*, H-6a', H-6b', H-5°, H-5%, H-5%), 2.08-1.79 (m, 60H, OAc),

BC-NMR (125 MHz, [D6]-DMSO): & = 170.9, 170.7, 170.4, 170.3, 170.1, 169.9 (C=0 OAc),
167.9, 167.7 (C=O NPht), 157.3 (q, “Jcr=35.8 Hz, C=0 TFAc), 138.9, 138.7 (C-1 Ar),
135.5 (C-4/5 NPht), 131.5, 131.3 (C-1/2 NPht), 129.3, 129.0, 128.9, 128.7, 128.4, 128.2,
128.0, 127.7 (Ar), 124.1(C-3/6 NPht), 116.4(q, 'Jer=289.6Hz, CFs), 98.8 (C-1°p,
Yerm1 =166.0 Hz), 98.8 (C-1"B, 'Jem1 =165.4 Hz), 98.5 (C-1°B, 'Je.imi = 164.7 Hz),
98.3 (C-1°B, 'Je.imi=1674Hz), 982 (C-1'a, 'Jeim1=173.6Hz), 97.9(C-1°B,
et = 165.4 Hz), 96.5 (C-1°B, "Jeym1 = 168.7 Hz), 96.4 (C-1* 0, 'Je.imy = 174.3 Hz),
96.3 (C-1°B, e p1 = 163.3 Hz), 84.3 (C-1'B, Je 1 = 167.5 Hz), 76.7 (C-3"), 76.1 (C-3%),
75.4 (C-5Y), 74.9 (C-4"), 743 (C-3%), 74.1 (C-4%), 73.9 (C-5%), 73.7 (CH,0), 73.6 (C-2),
73.6 (C-2%), 73.4 (C-5%), 72.8 (CH,0), 72.1 (C-4%), 72.0 (CH,0), 71.8 (C-5%), 71.7 (C-3°),
71.7 (C-3), 71.4 (CH,0), 71.3 (C-3%), 71.3(C-3"), 70.8 (C-3%), 70.6 (C-5%), 70.6 (C-5"),
70.5 (C-5"), 70.4 (C-5°), 70.4 (C-4%), 70.1 (C-2%), 69.7 (C-3"), 69.0 (C-3%), 68.9 (C-5"),
68.9 (C-5%), 68.9 (C-4%), 68.0 (C-4"), 68.0(C-4%, 67.7(C-4”), 67.2(C-6"), 67.1 (C-6%,
67.1 (C-6*), 67.1(C-4”), 65.7 (C-6”), 64.8 (C-4"), 62.0(C-6"), 61.7 (C-6%), 61.7 (C-6"),
61.5(C-6%, 60.8 (C-6"), 60.7 (C-6), 55.2(C-2%), 54.3 (C-2%), 54.1(C-2"), 53.9(C-2"),
53.7 (C-2%, 53.2 (C-2°), 53.2 (C-2"), 21.1, 21.0, 20.9, 20.8 (OAc).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ O-(3,4,6-tri-O-
acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosyl)-(1—4)]-0-(3,6-di-O-acetyl- a&-D-manno-
pyranosyl)-(1—-3)-[0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- 3-D-glucopyranosyl)-
(1—4)]-{O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-(1—2)-[ O-
(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 —6)]-0-(3,4-di-O-acetyl-
o-D-mannopyranosyl)-(1—6)}-0-(2-0-acetyl- f-D-mannopyranosyl)-(1 —4)-O-(3,6-di-O-ben-
zyl-2-desoxy-2-phthalimido-3-D-glucopyranosyl)-(1—4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthal-
imido-f-D-glucopyranosylazid 84

(B-Ac3GIcNPht-1,2-[B-AcsGlcNPht-1,4]-0-AcsMan-1,3-[-AcsGIcNTFAc-1,4]-
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{B-Ac3GIcNPht-1,2-[3-AcsGIcNPht-1,6]-a-Ac,Man-1,6 }-B-AcMan-1,4-3-Bz1,GlcNPht-1,4-
B—BleGICNPht—N3)

27.6 mg (8.23 umol) Nonasaccharid 82, 46.4 mg (82.3 umol, 10.0 eq) Donor G, 37.0 mg
(164.6 umol, 20.0 eq) N-Iodsuccinimid und 110 mg gemdorsertes, frisch ausgegliihtes Moleku-
larsieb 4 A werden unter Argonatmosphire in 0.75 mL absolutem Dichlormethan suspendiert.
Die Suspension wird 50 min bei Zimmertemperatur und 45 min bei -40 °C geriihrt. Anschlie-
Bend wird die Reaktion durch Zugabe von 100 UL einer gesittigten Losung von Trifluor-
methansulfonsédure in absolutem Dichlormethan gestartet und 60 min bei -40 °C geriihrt. Da-
nach ldsst man die Reaktionslosung langsam auf Zimmertemperatur erwidrmen. Nach 22 h
(DC: Hexan/Ethylacetat, 1:3) wird die Reaktion mit Dichlormethan verdiinnt und iiber Celite
filtriert. Die Losung wird mit 10 %iger Natriumthiosulfat-Losung und mit 2 M Kaliumhydro-
gencarbonat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt.
Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es werden 76 mg Rohprodukt erhalten, die
dreimal mittels Flashchromatographie (1. Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1.5—1:2; Séulendurch-
messer: 10 mm; Fillhohe: 11 cm; 2. Hexan/Aceton, 1.5:1—1:1; Sidulendurchmesser: 10 mm;
Fiillhohe: 11 cm; 3. Cyclohexan/Ethylacetat, 1:3; Sdulendurchmesser: 10 mm; Fiillhohe:
18 cm;) gereinigt werden. Hierbei werden 9.8 mg eines Gemisches erhalten, das durch
RP-HPLC getrennt wird (Basic; Agilent C8 XBD; Séulengréfe: 15x4.65 mm; Eluent A:
Wasser (0.1 % Ameisensédure); Eluent B: Acetonitril (0.1 % Ameisensdure); linearer Gradient
75 % B — 83 % in 12 CV; Fluss: 1 ml./min; Detektion: 214, 254 und 280 nm; Retentionszeit:
20.8 min).

Ausbeute: 7.5 mg (2.01 umol, 24.4 %),
R¢=0.31 (Hexan/Ethylacetat, 1:3),

Ci78H183F3N 10076 (3735.4),

ESI-MS (50 % Acetonitril):  Mpe = 3733.1 Mger = 3752.0 (M+H30)", 3756.1 (M+Na)".
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9.18 Versuche zu Kapitel 3.5

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-O-(3,4,6-tri-
O-acetyl- a-D-mannopyranosyl)-(1 —3)-[ O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido-
B-D-glucopyranosyl)-(1—>4)]-[O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- f-D-gluco-
pyranosyl)-(1—2)-0-(3,4,6-tri-O-acetyl- o-D-mannopyranosyl)-(1 —6)]-O-(2-O-acetyl- 5-D-
mannopyranosyl)-(1—4)-0-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-
(1—4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosylazid 45

(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-a-AcsMan-1,3-[B-Acs;GIcNTFAc-1,4]-[B-AcsGIcNTFAc-1,2-0-
AcsMan-1,6]-B-AcMan-1,4-B-Bzl,GlcNPht-1,4-B-Bzl,GIcNPht-N3)

30 mg (16.1 umol) Pentasaccharid 39, 27.4 mg (32.2 umol, 2.0 eq) Thioglycosid 28, 10.9 mg
(48.3 umol, 3.0 eq) N-Iodsuccinimid und 230 mg gemdorsertes, frisch ausgegliihtes Molekular-
sieb 4 A werden unter Argonatmosphire in 1.2 mL absolutem Dichlormethan suspendiert. Die
Suspension wird 30 min bei Zimmertemperatur und 140 min bei -50 °C geriihrt. AnschlieBend
wird die Reaktion durch Zugabe von 80 UL einer gesittigten Losung von Trifluormethansul-
fonsdure in absolutem Dichlormethan gestartet und 50 min zwischen -50 °C und -40 °C ge-
rithrt (DC: Hexan/Aceton, 1:1). Zur Reaktion wird bei -40 °C eine Losung von 90.7 mg
(161 pmol, 10.0 eq) Donor G und 72.4 mg (322 wmol, 20.0 eq) N-Iodsuccinimid in 300 puL
absolutem Dichlormethan gegeben. Die Reaktion wird 175 min geriihrt, wobei die Tempera-
tur von -40 °C auf 10 °C ansteigt. Nach Ende der Reaktion (DC: Hexan/Ethylacetat, 1:2) wird
mit Dichlormethan verdiinnt und iiber Celite filtriert. Die Losung wird je einmal mit 10 %iger
Natriumthiosulfat-Losung und mit 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, {iber
Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum
getrocknet. Es werden 91 mg Rohprodukt erhalten, die mittels Flashchromatographie (Cyclo-
hexan/Ethylacetat, 1:1—1:1.5—1:2—1:3; Sidulendurchmesser: 20 mm; Fiillhohe: 13 cm) ge-

reinigt werden.

Ausbeute: 21.5 mg (7.4 umol, 46.0 %).
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0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ O-(3,4,6-
tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- B-D-glucopyranosyl)-(1 —4)]-O-(3,6-di-O-acetyl-
o-D-mannopyranosyl)-(1—3)-[0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)]-[O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- f-D-glucopyrano-
syl)-(1—2)-0-(3,4,6-tri-O-acetyl- a-D-mannopyranosyl)-(1 —6)]-O-(2-O-acetyl- -D-manno-
pyranosyl)-(1—4)-0-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-

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

(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-[B-AcsGlcNTFAc-1,4]-a-Ac,Man-1,3-[B-AcsGleNTFAc-1,4]-
[B-Ac3sGIcNTFAc-1,2-0-AcsMan-1,6]-B-AcMan- 1,4--Bzl,GlcNPht-1,4-3-Bzl,GlcNPht-N3)

26.8 mg (12.2 umol) Hexasaccharid 74, 20.7 mg (24.3 umol, 2.0 eq) Thioglycosid 28, 8.2 mg
(36.5 umol, 3.0 eq) N-Iodsuccinimid und 200 mg gemdorsertes, frisch ausgegliihtes Molekular-
sieb 4 A werden unter Argonatmosphire in 0.55 mL absolutem Dichlormethan suspendiert.
Die Suspension wird 25 min bei Zimmertemperatur geriihrt und dann auf -50 °C gekiihlt. An-
schlieBend wird die Reaktion durch Zugabe von 80 UL einer gesittigten Losung von Trifluor-
methansulfonsédure in absolutem Dichlormethan gestartet und 140 min zwischen -50 °C und
-40 °C geriihrt (DC: Hexan/Aceton, 1:1). Zur Reaktion wird bei -40 °C eine Losung von
68.6 mg (121.7 umol, 10.0 eq) Donor G und 57.8 mg (243.4 umol, 20.0 eq) N-lodsuccinimid
in 500 pL absolutem Dichlormethan gegeben. Nach 240 min wird eine Lésung von 42.7 mg
(75.8 pmol, 6.2 eq) Donor G in 100 UL absolutem Dichlormethan zugegeben. Insgesamt wird
die Reaktion 290 min geriihrt, wobei die Temperatur von -40 °C auf 10 °C ansteigt. Nach
Ende der Reaktion (DC: Hexan/Ethylacetat, 1:2) wird mit Dichlormethan verdiinnt und {iber
Celite filtriert. Die Losung wird je einmal mit 10 %iger Natriumthiosulfat-Losung und mit
2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im
Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es werden 140 mg Roh-
produkt erhalten, die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:1.5—1:3; Séu-

lendurchmesser: 20 mm; Fiillhohe: 12 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 10.1 mg (3.1 umol, 25.5 %),
und 16.6 mg (5.8 wmol, 47.5 %) Oktasaccharid 75.
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0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ O-(3,4,6-
tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- B-D-glucopyranosyl)-(1 —4)]-O-(3,6-di-O-acetyl-
o-D-mannopyranosyl)-(1—3)-[0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)]-{0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- f-D-glucopyrano-
syl)-(1-2)-[0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- f-D-glucopyranosyl)-
(1—6)]-0-(3,4-di-O-acetyl- o&-D-mannopyranosyl)-(1 —06) }-O-(2-O-acetyl- p-D-mannopyrano-
syl)-(1—4)-0-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-(1—4)-3,6-di-

O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido--D-glucopyranosylazid 83

(B-Acs3GIcNTFAc-1,2-[B-Ac3GlcNTFAc-1,4]-a-Ac,Man-1,3-[B-AcsGleNTFAc-1,4]-
{B-AcsGIcNTFAc-1,2-[B-Ac3GIcNTFAc-1,6]-0-Ac,Man-1,6 }-B-AcMan-1,4-B-Bz1,GIcNPht-
1,4-B-Bzl,GlcNPht-N3)

30 mg (13.6 umol) Hexasaccharid 74, 32.5 mg (27.2 umol, 2.0 eq) Thioglycosid 85, 9.2 mg
(40.9 umol, 3.0 eq) N-Iodsuccinimid und 210 mg gemorsertes, frisch ausgegliithtes Molekular-
sieb 4 A werden unter Argonatmosphre in 0.5 mL absolutem Dichlormethan suspendiert. Die
Suspension wird zuerst bei Zimmertemperatur und 35 min bei -40 °C geriihrt. AnschlieBend
wird die Reaktion durch Zugabe von 80 UL einer gesittigten Losung von Trifluormethansul-
fonsdure in absolutem Dichlormethan gestartet und 135 min zwischen -40 °C und -25 °C ge-
rithrt (DC: Hexan/Aceton, 1:1). Zur Reaktion wird bei -30 °C eine Losung von 76.6 mg
(136 umol, 10.0 eq) Donor G und 61.2 mg (272 umol, 20.0 eq) N-Iodsuccinimid in 600 pL
absolutem Dichlormethan gegeben. Die Reaktion wird 2 h geriihrt, wobei die Temperatur von
-30 °C auf 0 °C ansteigt. Nach Ende der Reaktion (DC: Hexan/Ethylacetat, 1:2) wird mit Di-
chlormethan verdiinnt und iiber Celite filtriert. Die Losung wird je einmal mit 10 %iger Na-
triumthiosulfat-Losung und mit 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, iiber Ma-
gnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum
getrocknet. Es werden 118 mg Rohprodukt erhalten, die mittels Flashchromatographie
(Cyclohexan/Ethylacetat, 1:2—1:3; Sdulendurchmesser: 20 mm; Fiillhohe: 12.5 cm) gereinigt

werden.

Ausbeute: 31.0 mg (8.6 umol, 63.3 %).
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0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- 3-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ O-(3,4,6-
tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- B-D-glucopyranosyl)-(1 —4)]-O-(3,6-di-O-acetyl-
o-D-mannopyranosyl)-(1—3)-[0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)]-{0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- f-D-glucopyrano-
syl)-(1-2)-[0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- f-D-glucopyranosyl)-
(1—4)]-[0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- -D-glucopyranosyl)-(1 —6)]-O-
(3-0-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1—6)}-0-(2-O-acetyl- -D-mannopyranosyl)-(1 —4)-O-
(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- B-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3,6-di-O-benzyl-2-des-

oxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosylazid 85

(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-[B-Ac;GIcNTFAc-1,4]-0-Ac,Man-1,3-[3-Ac;GIcNTFAc-1,4]-{ B-
Ac3GIcNTFAc-1,2-[B-Ac;GIcNTFAc-1,4]-[B-AcsGIcNTFAc-1,6]-0-AcMan-1,6 }--AcMan-
1,4-B-Bzl,GlcNPht-1,4-B-Bzl,GIcNPht-N3)

30.0 mg (13.6 umol) Hexasaccharid 74, 41.7 mg (27.2 umol, 2.0 eq) Thioglycosid 17, 9.2 mg
(40.9 umol, 3.0 eq) N-Iodsuccinimid und 220 mg gemdorsertes, frisch ausgegliihtes Molekular-
sieb 4 A werden unter Argonatmosphre in 0.5 mL absolutem Dichlormethan suspendiert. Die
Suspension wird 30 min bei Zimmertemperatur und 90 min bei -40 °C geriihrt. AnschlieBend
wird die Reaktion durch tropfenweise Zugabe einer gesittigten Losung von Trifluormethan-
sulfonsdure in absolutem Dichlormethan gestartet und 165 min geriihrt (DC: Hexan/Ace-
ton, 1:1). Dabei steigt die Reaktionstemperatur von -40 °C auf -10 °C. Zur Reaktion wird bei
-40 °C eine Losung von 76.6 mg (136.0 umol, 10.0 eq) Donor G und 61.2 mg (272.0 wmol,
20 eq) N-lodsuccinimid in 0.6 mL absolutem Dichlormethan gegeben. Die Reaktion wird
105 min geriihrt, wobei die Temperatur von -40 °C auf 0 °C ansteigt. Nach Ende der Reaktion
(DC: Cyclohexan/Ethylacetat, 1:3) wird mit Dichlormethan verdiinnt und tiber Celite filtriert.
Die Losung wird je einmal mit 10 %iger Natriumthiosulfat-Losung und mit 2 M Kalium-
hydrogencarbonat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum ein-
geengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es werden 134 mg Rohprodukt er-
halten, die zweimal mittels Flashchromatographie (1. Cyclohexan/Ethylacetat, 1:2—1:3; Siu-
lendurchmesser: 20 mm; Fiillhohe: 13.5 cm; 2. Cyclohexan/ Ethylacetat, 1:2—1:3; Siulen-

durchmesser: 10 mm; Fiillhohe: 13 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 15.6 mg (4.0 umol, 29.4 %),
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R (Decasaccharid) = 0.71 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:3),

R¢ (Undecasaccharid 85) = 0.64 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:3),
[alp™ = -24.2 (1.6, Dichlormethan),

Cie6His5F18N11079 (3940.2),

ESI-MS (50 % Acetonitril):  Mpe = 3938.1 Mer =1992.5 (M+2Na)™",
3957.6 (M+H;0)",

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): &=9.86-9.71 (m, 2H, NH), 9.68-9.54 (m, 2H, NH),
9.42 (d, Jxu2 = 8.8 Hz, 1H, NH), 9.36 (d, Jnuo = 8.6 Hz, 1H, NH), 8.01-7.58 (m, 8H, NPht),
7.42-7.12 (m, 10H, Ar), 7.02-6.64 (m, 10H, Ar), 5.36-5.01 (m, 11H, H-3®, H-3’, H-1', H-2°,
H-3%, H-1%, H-3°, H-3", H-3", H-4®, H-3"), 4.99-4.55 (m, 16H, H-1°, H-4°, H-4°, H-3,
H-1", H-4", H-1*, H-4°, CH,0, H-1°, H-1*, H-1°, CH,0, H-1°, H-4>, CH,0), 4.55-4.20 (m,
11H, CH,0, H-1°, CH,0, H-6a*, H-1®%, CH,0, H-6a°, CH,0, H-6a®, H-6a’, CH,0),
4.19-3.72 (m, 30H, H-6a°, H-6a°, H-6b°, H-2*, H-6b®, H-2®, H-2*, H-4', H-3', H-6b", H-3?,
H-4%, H-2°, H-6a*, H-6b°, H-2*, H-4*, H-6b°, H-5*, H-4%, H-5°, H-5", H-6a°, H-2°, H-5"
H-6b%, H-2', H-2°, H-5°, H-5°), 3.72-3.47 (m, 10H, H-2", H-6a’ , H-4°, H-6a*, H-2, H-5%,
H-6b%, H-5', H-5", H-3°), 3.47-3.37 (m, 2H, H-6b>, H-6a"), 3.28-3.05 (m, 5H, H-6b” , H-6b',
H-5% H-6b", H-57), 2.21-1.68 (m, 66H, OAc),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): § = 170.1, 170.0, 169.9, 169.8, 169.5, 169.3, 139.1, 168.9,
168.7 (C=0 OAc), 167.3, 167.1 (C=0O NPht), 156.8 (q, “Jcr = 36.5 Hz, C=0 TFAc), 138.1,
137.9 (C-1 Ar), 134.8 (C-4/5 NPht), 130.8, 130.6 (C-1/2 NPht), 128.2, 128.1, 127.8, 127.5,
1273, 1272 (Ar), 123.4(C-3/6 NPht), 115.7(q, 'Jor=288.7Hz, CF;), 115.6(q,
Jer=288.1 Hz, CE3), 100.5 (C-1°B, "Je.im1 = 162.8 Hz), 99.5 (C-1°B, 'Je.im1 = 164.8 Hz),
99.5 (C-1°B, Jeimi=1648Hz), 993 (C-1'a,  Jeypi=172.8Hz), 99.1 (C-1°B,
e =166.8 Hz), 98.7 (C-1"B, 'Je.ini = 168.8 Hz), 98.5 (C-1°B, 'Je.im.i = 165.8 Hz),
973 (C-1"a, 'Jeyim1=175.8Hz), 96.0(C-1°B, 'Jeimi1=163.8Hz), 959 (C-1°p,
e = 168.8 Hz), 84.5 (C-1'B, 'Je 1 = 167.8 Hz), 79.1 (C-4%), 77.0 (C-3%), 75.8 (C-3"),
75.4 (C-5"), 74.6 (C-2%, 74.5(C-4"), 74.0 (C-3)), 73.6 (C-5%), 73.2 (CH,0), 73.2(C-5%),
73.1 (C-2%), 727 (C-4%), 71.9 (C-3°%), 71.9 (CH,0), 71.9 (C-4%), 71.6 (C-3%), 71.6 (CH,0),
71.5 (CH,0), 71.5(C-3%), 71.3 (C-4"), 71.0 (C-3’), 71.0 (C-37), 71.0 (C-3®), 70.6 (C-5P),
70.6 (C-5), 70.6 (C-5°), 70.4 (C-2°), 70.4 (C-5%), 70.4 (C-5"), 70.4 (C-5%), 69.1 (C-3%,
69.0 (C-6"), 68.7 (C-4%), 68.2(C-5%, 68.2(C-5%), 67.8 (C-4°), 67.8 (C-4°), 67.8 (C-4"),
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67.8 (C-4%), 67.4(C-6"), 67.4(C-6%, 67.0(C-4"), 67.0(C-3"), 66.5(C-6"), 61.8 (C-6"),
61.8 (C-6%, 61.7 (C-6), 61.5(C-6°), 61.0 (C-6"), 60.8 (C-6%), 60.5(C-6"), 55.7 (C-2%),
54.1 (C-2%), 54.1 (C-2"), 54.0 (C-2°), 54.0 (C-2"), 53.4 (C-2), 53.0 (C-27), 53.0 (C-2"), 20.2,
20.0, 19.8 (OAc).

9.19 Versuche zu Kapitel 3.7

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-0-(3,4,6-tri-
O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1 —3)-{ O-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl- o-D-mannopyranosyl)-

(1 —2)-0-(3,4,6-tri-O-acetyl- o-D-mannopyranosyl)-(1 —3)-[O-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl- o-D-
mannopyranosyl)-(1—-2)-0-(3,4,6-tri-O-acetyl- &-D-mannopyranosyl)-(1 —6)]-O-(2,4-di-O-
benzoyl-a-D-mannopyranosyl)-(1—6)}-0-(2-O-acetyl- -D-mannopyranosyl)-(1 —4)-O-(3,6-
di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-(1 —4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-
2-phthalimido-S-D-glucopyranosylazid 87

(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-0-AcsMan-1,3-{ a-AcsMan-1,2-0-AcsMan-1,3-[a-AcsMan-1,2-0-
AcsMan-1,6]-0-Bz;Man-1,6 }-B-AcMan-1,4-3-Bz1,GlcNPht-1,4-B-Bzl,GlcNPht-N3)

61 mg (32.8 umol) Pentasaccharid 39, 116 mg (65.6 wmol, 2.0 eq) Trichloracetimidat 86 und
177 mg gemdrsertes, frisch ausgegliihtes Molekularsieb 4 A werden unter Argonatmosphiire
in 820 uL absolutem Dichlormethan suspendiert. Die Suspension wird 15 min bei Zimmer-
temperatur und 50 min bei -40 °C geriihrt. AnschlieBend wird die Reaktion durch Zugabe von
10 uLL (6.5 wmol, 0.2 eq) einer Losung von 42 uL Bortrifluorid-Diethyletherat in 958 uL. ab-
solutem Dichlormethan gestartet und 165 min bei -40 °C geriihrt. Nach vollstindigen Reakti-
onsumsatz (DC: Hexan/Aceton, 1:1) wird mit Dichlormethan verdiinnt und iiber Celite fil-
triert. Die Losung wird mit 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, iiber Magnesi-
umsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum ge-
trocknet. Es werden 151 mg Rohprodukt erhalten, die mittels Flashchromatographie (Cyclo-

hexan/Aceton, 2:1—1:1; Sdulendurchmesser: 20 mm; Fiillhohe: 15 cm) gereinigt werden.

Ausbeute: 75.8 mg (21.8 umol, 66.5 %),
R¢=0.23 (Hexan/Aceton, 1.2:1),
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[a]p> = -13.8 (0.4, Dichlormethan),
Ci62H181F3NgO75 (3469.2),

ESI-MS (100 % Methanol): Mper = 3467.1 Mg = 1742.7 (M+2Na—N2)2+,
1756.6 (M+2Na)**,
3490.2 (M+Na)*,
3506.1 (M+K)*,

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): & = 9.63 (d, Jxuo = 9.6 Hz, 1H, NH), 8.03-7.40 (m, 18H,
NPht, Bz), 7.36-7.11 (m, 10H, Ar), 6.92-6.63 (m, 10H, Ar), 5.82 (d, Jous=5.7 Hz, 1H,
OH-4%), 5.46 (dd, J12 = 1 Hz, Jo3 < 1 Hz, 1H, H-2"), 5.39 (dd, J34 = 9.7 Hz, J45 = 9.7 Hz, 1H,
H-4"), 5.34-4.94 (m, 17H, H-2?, H-1', H-1*, H-4", H-1?, H-3°", H-1*, H-4°, H-3%, H-2"",
H-4°", H-3", H-4*, H-4°", H-3", H-2%, H-3"), 4.97-4.90 (m, 2H, H-1°, H-4), 4.90-4.74 (m,
4H, H-1°", CH,0, H-1°", H-17), 4.70 (dd, Jo3 < 1 Hz, J34 = 9.7 Hz, 1H, H-3%), 4.67-4.45 (m,
6H, CH,0, H-1°, CH,0, H-1°, CH,0, H-3"), 4.43-4.27 (m, 4H, CH,0, CH,0, CH,0, CH,0),
423 (dd, Ji12 < 1 Hz, J,3< 1 Hz, 1H, H-2%), 4.20-3.92 (m, 16H, H-6a*, H-6a°, H-6a" , H-3%,
H-5°, H-3', H-4' H-6a’, H-5', H-4%, H-6a", H-5°, H-2°, H-2? H-6b°, H-5),
3.92-3.82 (m, 6H, H-6b°, H-5*, H-4°, H-6b*, H-5°", H-2°), 3.82-3.48 (m, 14H, H-6a*,
H-6b° , H-2', H-6b", H-2”, H-6a’, H-6b° , H-6a°, H-3°, H-6b*, H-6b’, H-6a’, H-5', H-5),
3.48-3.21 (m, 5H, H-6a', H-6b>, H-5°, H-6b', H-5%), 2.20-1.70 (m, 63H, OAc),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): & = 170.1, 170.0, 169.9, 169.6, 169.5, 169.4, 169.3 (C=0
OAc), 167.1 (C=0 NPht), 165.0 (C=0 OBz), 156.4 (q, “Jcr =37.2 Hz, C=0 TFAc), 139.0,
138.3, 138.2, 138.0, 137.9(C-1 Ar), 134.8, 134.6, 133.7(C-4/5 NPht, Bz), 130.7,
130.6 (C-1/2 NPht), 129.4, 128.8, 128.7, 127.8, 127.7, 127.5, 127.4, 127.1, 126.0 (Ar),
123.4 (C-3/6 NPht), 115.8 (q, 'Jor=288.7Hz, CE;), 100.2 (C-1*0t, 'Je.i 1 = 178.2 Hz),
98.0 (C-1°0,  'Jem1 =177.9Hz), 98.0(C-1°B, ‘'Jeymi=1659Hz), 97.9(C-1*a,
e =176.0 Hz), 97.6 (C-1°o, "Jeiny = 174.8 Hz), 97.5 (C-1°B, 'Je.in1 = 166.6 Hz),
97.5(C-1"" o, Jeym1=1759Hz), 97.0(C-1"0, 'Jeqmi=175.1Hz), 96.2(C-1°,
e = 168.4 Hz), 842 (C-1'B, 'Je1u1 = 168.3 Hz), 78.0 (C-3%), 77.7 (C-4%), 76.6 (C-37),
76.0 (C-3"), 75.5(C-3%), 75.4 (C-5"), 75.3(C-2%), 75.2(C-2”), 74.8 (C-4"), 74.0 (C-5%,
73.6 (C-5%), 73.4 (CH,0), 73.3 (CH,0), 73.1 (C-2%), 72.0 (CH,0), 71.5 (CH,0), 71.4 (C-3%),
70.9 (C-2%), 70.9 (C-2%), 70.7 (C-5°), 69.9 (C-5%), 69.4 (C-2°), 69.0 (C-3%), 68.7 (C-2°),
68.7 (C-3°"), 68.2 (C-5"), 68.2 (C-5, 68.2 (C-5%), 68.2(C-5"), 68.2(C-5°"), 68.2 (C-4°),
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67.9 (C-3%), 67.9 (C-3%), 67.9 (C-3"), 67.7 (C-6%), 67.5(C-4"), 67.4(C-6"), 66.1 (C-67),
65.7 (C-6%), 652 (C-4%), 652 (C-4%"), 65.2(C-4""), 65.1 (C-4”), 64.8 (C-4”), 64.5 (C-4%,
62.0 (C-6), 61.8 (C-6°"), 61.5 (C-6"), 61.5(C-6""), 60.9 (C-6%), 60.7 (C-6°), 55.7 (C-2%),
54.3 (C-2Y), 52.6 (C-2%), 20.6, 20.4, 20.1 (OAc).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido- f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-O-(3,4,6-tri-
O-acetyl- a-D-mannopyranosyl)-(1 —3)-[ O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-2-trifluoracetamido-
B-D-glucopyranosyl)-(1—4)]-{ 0-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-o-D-mannopyranosyl)-(1 —2 )-O-
(3,4,6-tri-O-acetyl- o-D-mannopyranosyl)-(1 —3)-[ O-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl- o-D-manno-
pyranosyl)-(1—-2)-0-(3,4,6-tri-O-acetyl- o-D-mannopyranosyl)-(1 —6)]-O-(2,4-di-O-benzoyl-
o-D-mannopyranosyl)-(1—6)}-0-(2-0-acetyl- f-D-mannopyranosyl)-(1 —4)-O-(3,6-di-O-ben-
zyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosyl)-(1—4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthal-
imido-3-D-glucopyranosylazid 88

(B-Ac3GIcNTFAc-1,2-a-AcsMan-1,3-[B-AcsGlcNTFAc-1,4]-{ a-AcgsMan-1,2-a-AcsMan-1,3-
[a-AcsMan-1,2-a-AcsMan-1,6]-a-Bz;Man-1,6 }-B-AcMan-1,4-B-Bzl,GIcNPht-1,4-3-
BleGICNPht—N3)

a) aus Decasaccharid 87

28.0 mg (8.1 umol) Decasaccharid 87, 45.5 mg (80.7 wmol, 10.0 eq) Thioglycosid G, 36.3 mg
(161.4 umol, 19.9 eq) N-lodsuccinimid und 100 mg gemdorsertes, frisch ausgeglithtes Moleku-
larsieb 4 A werden unter Argonatmosphire in 230 pL absolutem Dichlormethan suspendiert.
Die Suspension wird 30 min bei Zimmertemperatur und 45 min bei -40 °C geriihrt. Anschlie-
Bend wird die Reaktion durch Zugabe von 100 UL einer gesittigten Losung von Trifluor-
methansulfonsédure in absolutem Dichlormethan gestartet und 60 min bei -40 °C geriihrt. Es
wird 4.5 h weitergeriihrt, wobei die Temperatur auf 5 °C ansteigt. Nach Ende der Reaktion
(DC: Cyclohexan/Ethylacetat, 1:3) wird mit Dichlormethan verdiinnt und tiber Celite filtriert.
Die Losung wird je einmal mit 10 %iger Natriumthiosulfat-Losung und mit 2 M Kaliumhy-
drogencarbonat-Losung extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum einge-
engt. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es werden 77 mg Rohprodukt er-
halten, die mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:2—1:3—1:5; Siulen-

durchmesser: 10 mm; Fiillhohe: 12 cm) gereinigt werden.
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Ausbeute: 9.8 mg (2.5 umol, 31.4 %),
R¢ = 0.24 (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:3),
[o]p™* = -0.8 (0.4, Dichlormethan),
Ci76H197F6N70s3 (3852.4),

ESI-MS (100 % Methanol): ~ My, = 3850.1 Mger = 3869.0 (M+H30)", 3873.7 (M+Na)",

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): §=9.64(d, Ju2=9.2Hz, 1H, NH), 9.50 (d,
Jnuz=9.9Hz, 1H, NH), 8.09-7.41(m, 18H, NPht, Bz), 7.39-7.05(m, 10H, Ar),
7.00-6.40 (m, 10H, Ar), 5.64 (dd, J34 =9.5 Hz, J,5 =9.2 Hz, 1H, H-4"), 5.52 (dd, J,, < 1 Hz,
Jo3< 1 Hz, 1H, H-2"), 5.21-5.35 (m, 6H, H-1*, H-1*, H-3°, H-3®, H-1', H-2%), 5.21-4.56 (m,
24H, H-4®%, H-4>, H-2°, H-1%, H-4" , H-2°, H-4° , H-4°, H-3’ , H-4", H-3°, H-1°", H-3°,
H-1°", H-3*, H-1°, H-1°, H-4°, CH,0, H-3°, H-1°, H-1°, H-1®, CH,0), 4.51(d,
Jeem = 12.8 Hz, 1H, CH,0), 4.47-4.28 (m, 5H, CH,O, CH,0, H-3", H-62°, CH,0),
4.28-4.16 (m, 4H, CH,0, CH,0, H-2*, H-6a°"), 4.15-3.68 (m, 35H, H-3', H-2®, H-6a", H-5,
H-6a° , H-6a", H-6a°, H-3% H-2°, H-2° , H-5", H-4', H-5°, H-5" , H-6b’ , H-4%, H-6b’,
H-6b%, H-2°, H-2%, H-3°, H-6a*, H-5°, H-5", H-5*, H-6b", H-6b", H-6b° , H-6b", H-6a’,
H-2!, H-6a°, H-5', H-5°, H-6b"), 3.68-3.56 (m, 3H, H-6b°, H-6a%, H-4%), 3.56-3.47 (m, 2H,
H-6b%, H-5%), 3.45-3.11 (m, 3H, H-6a', H-5% H-6b"), 2.21-1.67 (m, 72H, OAc),

BC-NMR (125 MHz, [D6]-DMSO): § = 170.7, 170.6, 170.4, 170.2, 170.1, 169.9, 169.8 (C=0
OAc), 168.4, 167.8 (C=0 NPht), 165.7, 165.6 (C=0 Bz), 157.2(q, “Jcr=36.9 Hz, C=0
TFAc), 138.9, 138.7, 138.5 (C-1 Ar), 125.6, 135.1, 134.6 (C-4/5 NPht, Bz), 131.3 (C-1/2
NPht), 130.2, 130.0, 129.7, 129.5, 129.0, 128.9, 128.5, 128.4, 128.2, 128.1, 128.0, 127.9,
127.7 (Ar), 1242(C-3/6 NPht), 114.2(q, 'Jep=287.7Hz, CF3), 99.3(C-1°p,
Jeani =162.5Hz), 984 (C-1"a, 'Je.ip1 =176.5Hz), 97.9 (C-1°B, 'Je.ipm1 = 168.6 Hz),
97.8 (C-1"a, 'Jomi=176.6Hz), 97.6(C-1°a, 'Joyni=177.4Hz), 97.3(C-1° a,
e =177.4Hz), 97.1(C-1%0, 'Jen = 177.6 Hz), 97.0 (C-1* o, 'Je.ims = 177.8 Hz),
96.8 (C-1°B,  'Jemi1=1662Hz), 96.4 (C-1°B, 'Jeimi=1662Hz), 84.3(C-1'B,
Yeim1=165.6 Hz), 76.6(C-3"), 76.6(C-4%), 75.9(C-5"), 755(C-3%, 755 (C-4",
75.3 (C-4%), 753 (C-3%), 75.3 (C-57), 74.0 (C-5%), 74.0 (C-3*), 73.3 (CH,0), 73.2 (C-5%),
73.1 (CH,0), 73.0 (C-2%), 71.8 (CH,0), 71.3 (C-2"), 71.3 (C-2), 71.3 (CH,0), 71.0 (C-3°),
70.7 (C-3%), 70.6 (C-5°), 70.4 (C-2°), 70.4 (C-2*), 70.4 (C-5%), 69.1(C-2%), 68.9 (C-4%),
68.4 (C-2°), 68.4 (C-5°), 68.2(C-4"), 68.2 (C-3"), 68.2 (C-3%), 68.2 (C-3%, 68.2 (C-5"),
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68.2 (C-5%), 68.2(C-5%), 68.2(C-5""), 67.6 (C-4%) 67.5(C-3"), 67.5(C-6%), 67.2 (C-6",
65.5 (C-6"), 65.5(C-3%"), 65.3 (C-6%), 65.0 (C-4%), 65.0 (C-4%, 65.0 (C-4°"), 64.7 (C-4"),
64.7 (C-4), 62.3 (C-6"), 62.1 (C-6"), 61.2 (C-6%, 61.2 (C-6°), 60.8 (C-6"), 60.7 (C-6),
60.6 (C-6%), 55.4 (C-2%), 54.2 (C-2"), 53.9 (C-2%), 53.4 (C-2°), 21.4, 21.3, 21.2, 21.1, 21.0,
20.9, 20.8 (OAc).

b) Eintopfreaktion ausgehend von Diol 39

30.0 mg (16.1 umol) Diol 39, 57.0 mg (32.2 umol, 2.0 eq) Trichloracetimidat 86 und 259 mg
gemorsertes, frisch ausgegliihtes Molekularsieb 4 A werden unter Argonatmosphire in
0.5 mL absolutem Dichlormethan suspendiert. Die Suspension wird jeweils 30 min bei Zim-
mertemperatur und bei -45 °C geriihrt. AnschlieBend wird die Reaktion durch Zugabe von
10 uLL (3.2 wmol, 0.2 eq) einer Losung von 30 UL Bortrifluorid-Diethyletherat in 970 uL ab-
solutem Dichlormethan gestartet und 165 min lang bei -45 °C geriihrt (DC: Hexan/Ace-
ton, 1:1). Zur Reaktionslosung wird bei -40 °C eine Losung von 90.8 mg (161.2 umol,
10.0 eq) Donor G und 72.5 mg (322.4 umol, 20.0 eq) N-Iodsuccinimid in 200 puL. absolutem
Dichlormethan gegeben. AnschlieBend wird langsam eine gesittigte Losung von Trifluor-
methansulfonsédure in absolutem Dichlormethan zugetropft bis sich die Reaktionslosung
violett verfarbt. Die Reaktion wird 60 min geriihrt, wobei die Temperatur von -40 °C auf
-10 °C ansteigt. Nach Ende der Reaktion (DC: Cyclohexan/Ethylacetat, 1:3) wird mit Dichlor-
methan verdiinnt und iiber Celite filtriert. Die Losung wird je einmal mit 10 %iger Natrium-
thiosulfat-Losung und mit 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, iiber Magnesium-
sulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet.
Das Rohprodukt wird mittels Flashchromatographie (Cyclohexan/Ethylacetat, 1:2—1:4;

Saulendurchmesser: 10 mm; Fiillhohe: 10.5 cm) gereinigt.

Ausbeute: 30.4 mg (7.9 umol, 49.0 %).

9.20 Versuche zu Kapitel 3.8

O-3-D-Mannopyranosyl-(1—4)-0-(3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-2-phthalimido- -D-glucopyranosylazid 89
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(B-Man-1,4-B-Bzl,GlcNPht-1,4-B-Bzl,GIcNPht-N3)

250 mg (0.20 mmol) Core-Trisaccharid A werden in 13 ml Acetonitril gelost. Es wird eine
Losung von 308 mg (1.62 mmol, 8.0 eq) para-Toluolsulfonsdure-Hydrat in 13 ml Acetonitril
zugegeben und bei Zimmertemperatur geriihrt. Nach 120 min (DC: Hexan/Aceton, 1:1) wird
die Reaktion durch Zugabe von 260 puL (3.22 mmol, 16.0 eq) Pyridin abgebrochen und die
Losung im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet, in Dichlor-
methan aufgenommen und mit gesittigter Kochsalz-Losung extrahiert. Die organische Phase
wird liber Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum abdestilliert und der
Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird mittels Flashchromatographie

(Cyclohexan/Aceton, 2:1; Saulendurchmesser: 20 mm; Fiillhohe: 13 cm) gereinigt.

Ausbeute: 61 mg (53.1 umol, 26.3 %),
Ry =0.18 (Hexan/Aceton, 1:1),

[o]p>* = +0.8 (0.7, Dichlormethan),
Ce2HeiNsO17 (1148.2),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mpe = 1147.4 Mger = 1170.1 (M+Na)",

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): & = 7.94-7.66 (m, 8H, NPht), 7.37-7.21 (m, 10H, Ar),
6.94-6.71 (m, 10H, Ar), 5.28 (d, J;,=9.5Hz, 1H, H-1"), 5.21 (d, J,» = 8.2 Hz, 1H, H-1?),
4.86 (d, Jem=12.7Hz, 1H, CH0), 4.80(d, Jem=122Hz, 1H, CH0), 4.73(d,
Jons = 5.8 Hz, 1H, OH-4%), 4.62-4.48 (m, 5H, CH,0, OH-3%, CH,0, OH-2°, H-1°), 4.44 (d,
Jeem = 12.7 Hz, 1H, CH,0), 4.40-4.33 (m, 3H, CH,0, CH,0, CH,0), 4.24-4.15 (m, 2H, H-3?,
OH-6), 4.13-4.02 (m, 2H, H-4', H-3"), 4.02-3.92 (m, 2H, H-2*, H-4%), 3.83-3.73 (m, 2H,
H-2!, H-6a%), 3.70-3.55 (m, 4H, H-2°, H-6a°, H-6b*, H-5"), 3.50-3.26 (m, 5H, H-6a', H-6b",
H-5% H-6b', H-4%), 3.24-3.16 (m, 1H, H-3%), 3.01-2.93 (m, 1H, H-5°),

BC-NMR (125 MHz, [D6]-DMSO): §= 168.8, 168.1 (C=O NPht), 139.4, 139.0, 138.9,
138.7 (C-1 Ar), 135.8 (C-4/5 NPht), 131.5, 131.3 (C-1/2 NPht), 129.0, 128.6, 128.5, 128.4,
1283, 128.1, 127.9, 127.7, 127.6 (Ar), 124.2(C-3/6 NPht), 101.0 (C-1°), 97.3 (C-1%,
85.3 (C-1'), 78.4(C-5%), 78.0(C-4%, 77.3(C-3%), 76.9 (C-3"), 76.3 (C-5"), 75.8 (C-4h,
75.4 (C-5%), 74.5 (CH,0), 74.5 (CH,0), 74.4 (C-3%), 73.0 (CH,0), 72.3 (CH,0), 71.1 (C-2%),
68.7 (C-6%), 68.3 (C-6"), 67.7 (C-4%), 62.2 (C-6), 56.7 (C-2%), 55.3 (C-2").
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9.21 Versuche zu Kapitel 4.1

O-(2-Acetamido-2-desoxy- f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-O- a-D-mannopyranosyl-(1 —3)-[ O-
(2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1—4)]-[ O-(2-acetamido-2-desoxy- f-D-gluco-
pyranosyl)-(1—2)-0-o-D-mannopyranosyl-(1—6)]-O--D-mannopyranosyl-(1—4)-O-(2-
acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy- -D-glucopyranosyl)-(1 —4)-2-acetamido-3,6-di-O-ben-
zyl-2-desoxy-f-D-glucopyranosylazid 92

(B-GlcNAc-1,2-a-Man-1,3-[B-GIcNAc-1,4]-[B-GIcNAc-1,2-a-Man-1,6]-B-Man-1,4-3-
Bzl,GIcNAc-1,4-B-Bzl,GIcNAc-N3)

131.6 mg (45.1 wmol) Oktasaccharid 45 werden in 4.0 mL n-Butanol und 921 pL (13.8 mmol,
305.4 eq) Ethylendiamin geldst und 16 h bei 80 °C geriihrt. Nach vollstindigem Reaktions-
umsatz (DC: iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 4:1) wird im Vakuum eingeengt, der Riick-
stand dreimal mit Toluol codestilliert, im Hochvakuum getrocknet, in 6.6 mL Essigsdurean-
hydrid/Pyridin, 1:2 gel6st und 15.8 h bei Zimmertemperatur geriihrt. Nach Reaktionsende
(DC: Dichlormethan/Methanol, 10:1) wird im Vakuum eingeengt, der Riickstand dreimal mit
Toluol codestilliert, im Hochvakuum getrocknet, in 9.2 mL. Methylamin-Losung (40 % in
Wasser) aufgenommen und 19.8 h bei Zimmertemperatur geriihrt. Nach beendeter Reaktion
(DC: iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 4:1) wird im Vakuum bei Zimmertemperatur einge-
engt, der Riickstand dreimal mit Toluol codestilliert und anschlieBend im Hochvakuum ge-
trocknet. Der Riickstand wird in Wasser gelost und lyophilisiert. Es werden 302 mg Rohpro-
dukt erhalten, die mittels Festphasen-RP-Extraktion gereinigt werden (Waters SepPak C18;
Kartuschengrofle: 2 g; Elution (jeweils 20 mL) mit 0, 10, 20, 30, 40, 50 und 100 % Aceto-
nitril; Elution von 92 bei 30 % Acetonitril).

Ausbeute: 71.7 mg (37.6 umol, 83.4 %),

R¢ (Amin) = 0.31 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 4:1),

Ry (Peracetat) = 0.53 (Dichlormethan/Methanol, 10:1),

R (Produkt 92) = 0.56 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 4:1),
CssHi20N3gO40 (1905.9),

210



Experimenteller Teil

ESI-MS:

Amin (100 % Wasser): Mpe; = 1694.7 Mger = 1695.6 (M+H)",

Peracetat (50 % Acetonitril): My = 2576.9 Mger = 2600.2 (M+Na)",

Produkt 92 (100 % Wasser):  Mpe = 1904.8 Mger = 1927.2 (M+Na)*, 1943.1 (M+K)".

O-(2-Acetamido-2-desoxy- f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-O- a-D-mannopyranosyl-(1 —3)-[ O-
(2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1—4)]-[ O-(2-acetamido-2-desoxy- f-D-gluco-
pyranosyl)-(1—2)-0-o-D-mannopyranosyl-(1—6)]-O--D-mannopyranosyl-(1 —4)-O-(2-
acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy- -D-glucopyranosyl)-(1 —4)-0-2-acetamido-3,6-di-O-
benzyl-2-desoxy-D-glucopyranose 93

(B-GlIcNAc-1,2-0-Man-1,3-[B-GlcNAc-1,4]-[B-GIcNAc-1,2-0-Man-1,6]-B-Man-1,4--
Bzl,GlcNAc-1,4-Bzl,GIcNAc)

50.6 mg (26.5 umol) Oktasaccharid 92 werden unter Argonatmosphére in 2.75 mL absolutem
Methanol gelost. Es werden 55 pl (0.3 mmol, 11.9 eq) N,N-Diisopropylethylamin und 150 ul
(1.59 mmol, 56.4 eq) Propandithiol zugegeben und 230 min bei Zimmertemperatur geriihrt.
Nach vollstindigem Reaktionsumsatz (DC: iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 4:1) wird im
Vakuum eingeengt und der Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Dieser wird mittels Fest-
phasen-RP-Extraktion (Waters SepPak C18 Classic; Kartuschengrofe: 330 mg; Elution mit
20 mL Wasser und jeweils 10 mL 10, 20, 30, 50 und 100 % Acetonitril; Elution des Amins
bei 10, 20 und 30 % Acetonitril) vom restlichen Propandithiol getrennt. Der Riickstand wird
in 700 uL. Wasser gelost. Es werden 700 uL. Essigsdure zugegeben und 18 h bei Zimmer-
temperatur geriithrt. Nach vollstindiger Reaktion (DC: iso-Propanol/ 1 M Ammoniumace-
tat, 4:1) wird das Losungsmittel durch Gefriertrocknung entfernt. Es werden 54.1 mg Rohpro-
dukt erhalten, die mittels Gelpermeation gereinigt werden (Purifier; Superdex LH 20; Siulen-
grofe: 251000 mm; Eluent: Methanol; Fluss: 1 mL/min; Detektion: 214, 254 und 280 nm;

Retentionszeit: 207.5 min).

Ausbeute: 42.4 mg (22.5 pumol, 85.1 %),

R; (Glycosylamin) = 0.42 (iso-Propanol/l M Ammoniumacetat, 4:1).
R¢ (Halbacetal 93) = 0.62 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 4:1),
[olp™ = -6.7 (1.6, Wasser),
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CsHi121N504; (1880.9),

ESI-MS (100 % Methanol):  Mpe, = 1879.8  Mger= 962.8 (M+2Na)™,
970.8 (M+Na+K)*",
1902.8 (M+Na)*, 1918.8 (M+K)*,

'H-NMR (500 MHz, D,0): § = 7.39-7.09 (m, 20H, Ar), 4.97 (d, J,,=3.3 Hz, 1H, H-1'a),
490 (d, J1,<1Hz, 1H, H-1%), 4.76-4.71 (m, 2H, H-1*, CH,0), 4.67-4.61 (m, 2H, CH,0,
CH,0), 4.53(d, Jgem=12.1Hz, 1H, CH,0), 4.50-4.43 (m, 2H, H-1'B, CH,0), 4.41 (d,
Ji2=7,7Hz, 1H, H-1°), 4.36 (d, Jgem = 12.1 Hz, 1H, CH,0), 4.33-4.13 (m, 5H, H-1°, H-1°,
CH,0, H-1%, CH,0), 4.09 (dd, J,, < 1Hz, J,3< 1 Hz, 1H, H-2%, 4.04 (d, J,, = 8.8 Hz, 1H,
H-17), 3.90-3.69 (m, 12H, H-2’, H-4’, H-6a", H-2'a, H-3*, H-4?, H-6a>, H-6a’, H-4',
H-2* H-3*, H-6b"), 3.69-3.33 (m, 27H, H-3'a, H-6b°, H-6a°, H-2°, H-6a', H-2'B, H-2,
H-5%, H-4*, H-2%, H-6b*, H-6b°, H-62%, H-6a’, H-6a%, H-3°, H-6b% H-6b", H-3'B, H-2",
H-6b°, H-6b', H-3®, H-4°, H-5', H-3’, H-3%), 3.33-3.20 (m, 6H, H-4*, H-4®, H-5", H-5",
H-4%, H-3"), 3.15-3.08 (m, 2H, H-5*, H-5%), 2.92-2.87 (m, 1H, H-5%), 2.81-2.76 (m, 1H,
H-5"), 1.96 (s, 3H, NAc), 1.94 (s, 3H, NAc), 1.88 (s, 3H, NAc), 1.66 (s, 3H, NAc), 1.62 (s,
3H, NAc),

BC-NMR (125 MHz, D,0): § = 175.0, 174.9, 174.4, 174.2, 174.1 (C=0 NAc), 138.5, 138.3,
138.0, 137.5 (C-1 Ar), 129.2, 129.1, 129.0, 128.8, 128.7, 128.6, 128.2, 128.0, 127.7 (Ar),
100.9 (C-1°B, 'Jem1=160.8 Hz), 100.6 (C-1°B, 'Jeimi=164.0Hz), 100.3 (C-1°B,
et = 160.8 Hz), 100.1 (C-1*at, 'Jey 1 = 173.1 Hz), 99.8 (C-1°B, 'Jeim1 = 160.0 Hz),
99.7 (C-1°B, YJeami1=161.7Hz), 974 (C-1"o, 'Jemi=170.6Hz), 1009 (C-1'B,
et = 160.8 Hz), 91.0 (C-1'0t, Ve n1 = 173.9 Hz), 80.7 (C-3'B), 79.6 (C-3%), 78.8 (C-37),
78.1 (C-3'ar), 77.0 (C-2%), 76.9 (C-5%), 76.6 (C-4%), 76.5(C-2*), 76.1 (C-5") 76.1 (C-4"),
75.7 (C-5%), 74.2 (C-5°), 74.0 (C-5"), 73.9 (CH,0), 73.9 (C-3%), 73.9 (C-5%), 73.7 (C-4"),
73.7 (CH,0), 73.3 (C-3%), 73.3 (C-3%), 73.2 (CH,0), 73.1 (CH,0), 72.3 (C-4%), 71.5 (C-5%,
70.5 (C-2°), 69.9 (C-3*), 69.9 (C-5%), 69.9 (C-4°), 69.7 (C-3%), 69.7 (C-4%), 69.7 (C-4"),
68.2 (C-6"), 68.0 (C-6%), 67.8 (C-4%, 65.8 (C-6), 62.0(C-6%), 61.9(C-6"), 61.9(C-6"),
60.9 (C-6%), 60.4 (C-6”), 56.2 (C-2%), 55.7(C-2), 55.5(C-2°), 55.5 (C-2%), 55.5 (C-2'p),
527 (C-2'ar), 22.7, 22.6, 22.5, 22.3, 22.0 (NAc).
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O-(2-Acetamido-2-desoxy- -D-glucopyranosyl)-(1 —2)-O- o-D-mannopyranosyl-(1—3)-[ O-
(2-acetamido-2-desoxy-[-D-glucopyranosyl)-(1—4)]-[ O-(2-acetamido-2-desoxy- 3-D-gluco-
pyranosyl)-(1—2)-0-a-D-mannopyranosyl-(1—06)]-O--D-mannopyranosyl-(1—4)-O-(2-
acetamido-2-desoxy-[-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-0-2-acetamido-2-desoxy-D-gluco-
pyranose 94

(B-GlcNAc-1,2-a-Man-1,3-[B-GlcNAc-1,4]-[B-GIcNAc-1,2-a-Man-1,6]-B-Man-1,4-3-
GIcNAc-1,4-GlcNAc)

47.5 mg Palladium(II)-oxid-Hydrat werden in 1.4 mL absolutem Methanol und 140 uL Essig-
sdure suspendiert und unter Wasserstoffatmosphire geriihrt. Nach 120 min wird eine Losung
von 29.2 mg (15.5 wmol) Oktasaccharid 93 in 4.1 mL absolutem Methanol und 410 uL Essig-
sdure zur Katalysatorsuspension gegeben. Die Reaktion wird 3.5 d unter Wasserstoffat-
mosphére geriihrt. Nach vollstindiger Umsetzung (DC: iso-Propanol/1 M Ammoniumace-
tat, 4:1) wird der Katalysator abzentrifugiert und dreimal mit 10 % Essigsdure in Methanol
gewaschen. Die organischen Phasen werden vereint, im Vakuum eingeengt und der Riick-
stand im Hochvakuum getrocknet. Es werden 23.7 mg Rohprodukt erhalten, die mittels Gel-
filtration gereinigt werden (Purifier, Bio-Rad Bio-Gel® P-4 Gel Fine; SiulengroBe:
25x750 mm; Eluent: Wasser; Fluss: 1.5 mL/min; Detektion: 214, 254 und 280 nm; Re-

tentionszeit: 110.3 min).

Ausbeute: 16.3 mg (10.7 umol, 69.2 %),
R¢=0.15 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 4:1),
[alp! = +7.4 (2.2, Deuteriumoxid),

CsgHo7N5O4; (1520.4),
ESI-MS (100 % Methanol): My = 1519.6 Mger = 782.5 (M+2Na)2+, 1542.9 (M+Na)",

'H-NMR (500 MHz, D,0): §=5.19 (d, J1» < 1 Hz, 1H, H-1'ax), 5.06 (d, J,, < 1 Hz, 1H, H-

1%, 5.01 (d, J12 < 1 Hz, 1H, H-1"), 4.72-4.68 (m, 2H, H-1°, H-1'B), 4.64-4.59 (m, 1H, H-1%),

4.58-4.52 (m, 2H, H-1°, H-1°), 447 (d, J,,=8.8Hz, 1H, H-1%), 4.25(dd, J,,< IHz,

Jo3<1Hz, 1H, H-2%, 4.18 (dd, Ji, < 1Hz, J,5<1Hz, 1H, H-2%, 4.15(dd, J,, < 1Hz,

Jo3<1Hz, 1H, H-2"), 4.08 (dd, J34=9.9 Hz, J45=9.9 Hz, 1H, H-4"), 4.02-3.65 (m, 28H,

H-6a°, H-6a*, H-6a°, H-6a", H-6a°, H-3*, H-6a’, H-6b’, H-6a°, H-3!, H-2'a, H-3°, H-3*,
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H-2?, H-6b°, H-2'B, H-6b°, H-6b%, H-3%, H-4%, H-2", H-2°, H-5", H-5%, H-6b®, H-2®, H-6a',
H-6b"), 3.65-3.52 (m, 8H, H-6b*, H-4', H-3°, H-6b*, H-3®, H-5%, H-5", H-57), 3.52-3.37 (m,
8H, H-4*, H-4°, H-3", H-4*, H-4", H-5°, H-5®, H-5%), 3.27 (dd, J34=9.9 Hz, J,5=9.3 Hz,
1H, H-4%), 2.08 (s, 3H, NAc), 2.06 (s, 3H, NAc), 2.06 (s, 3H, NAc), 2.05 (s, 3H, NAc),
2.04 (s, 3H, NAc),

BC.NMR (125 MHz, D,0):8§=175.0, 174.8, 174.7(C=0 NAc), 101.7 (C-1°B,
et = 165.6 Hz), 100.9 (C-1°B, "Jemy = 161.3 Hz), 100.4 (C-1°B, Je.in1 = 161.3 Hz),
100.2 (C-1*0,  'Jem1 =173.0Hz), 100.1 (C-1°B, 'Jeimi=164.5Hz), 99.9 (C-1°B,
e =1645Hz), 97.9 (C-1Ya, Yoy = 173.0Hz), 95.0 (C-1'B, Je.im = 163.5 Hz),
90.7 (C-1'a, 'Jeim1 =173.0Hz), 79.9 (C-4"), 79.0 (C-4%), 78.9(C-3%), 76.9 (C-5"),
76.8 (C-2%), 76.6 (C-2*), 76.1 (C-5), 76.0 (C-5”), 74.8 (C-5%), 74.6 (C-5), 73.8 (C-5"),
73.8 (C-3), 73.8(C-5"), 73.6(C-3°), 73.6 (C-3%), 72.7(C-5%, 72.3(C-3%), 71.8(C-4)),
71.5 (C-4%), 70.6 (C-2%), 70.2 (C-4”), 70.0 (C-4°), 69.8 (C-3"), 69.7 (C-3"), 69.6 (C-3%,
67.7 (C-4%), 67.7(C-4"), 65.6(C-6), 62.1(C-6"), 62.(C-6%, 61.9(C-6"), 60.8 (C-6),
60.8 (C-6°), 60.3 (C-6"), 60.2 (C-6%), 56.4 (C-2%), 55.6 (C-2'B), 55.6 (C-2°), 55.6 (C-2%),
55.4 (C-2%),53.9 (C-2'a), 22.6, 22.4, 22.3, 22.1 (NAc).

O-(2-Acetamido-2-desoxy- -D-glucopyranosyl)-(1 —2)-O- o-D-mannopyranosyl-(1 —3)-[ O-
(2-acetamido-2-desoxy--D-glucopyranosyl)-(1—4)]-{O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-gluco-
pyranosyl)-(1-2)-[ O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-glucopyranosyl)-(1—6)]-O- o-D-manno-
pyranosyl-(1—6) }-O-B-pD-mannopyranosyl-(1 —4)-O-(2-acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-des-
oxy-f-D-glucopyranosyl)-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy- -D-glucopyrano-
sylazid 95

(B-GlcNAc-1,2-a-Man-1,3-[B-GlcNAc-1,4]-{B-GlcNAc-1,2-[B-GlcNAc-1,6]-a-Man-1,6 } - B-
Man-1,4-3-Bzl,GlcNAc-1,4-B-Bzl,GlcNAc-N3)

123 mg (37.8 umol) Nonasaccharid 71 werden in 3.7 mL r-Butanol und 861 puL (12.9 mmol,
340.7 eq) Ethylendiamin gelost und 16.5 h bei 80 °C geriihrt. Nach vollstindigem Reaktions-
umsatz (DC: iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 4:1) wird im Vakuum eingeengt, der Riick-

stand viermal mit Toluol codestilliert, im Hochvakuum getrocknet, in 6.2 mL Essigsdurean-
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hydrid/Pyridin, 1:2 gel6st und 16 h bei Zimmertemperatur geriihrt. Nach Reaktionsende (DC:
Dichlormethan/Methanol, 10:1) wird im Vakuum eingeengt, der Riickstand dreimal mit
Toluol codestilliert, im Hochvakuum getrocknet, in 4 mL Methylamin-Losung (40 % in Was-
ser) aufgenommen und 160 min bei Zimmertemperatur gerithrt. Nach beendeter Reaktion
(DC: iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 4:1) wird im Vakuum bei Zimmertemperatur einge-
engt, der Riickstand dreimal mit Toluol codestilliert und im Anschluss im Hochvakuum ge-
trocknet. Der Riickstand wird in Wasser gelost und lyophilisiert. Es werden 98.5 mg Rohpro-
dukt erhalten, die mittels Festphasen-RP-Extraktion gereinigt werden (Waters SepPak C18;
Kartuschengrofle: 2 g; Elution (jeweils 20 mL) 0, 10, 20, 30, 40, 50 und 100 % Acetonitril;
Elution von 95 bei 30 und 40 % Acetonitril).

Ausbeute: 67.0 mg (31.8 umol, 84.0 %),

Rt (Amin) = 0.16 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 4:1),

R¢ (Peracetat) = 0.63 (Dichlormethan/Methanol, 10:1),

R (Produkt 95) = 0.50 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 4:1),
CosH133N904s5 (2109.1),

ESI-MS:
Amin (100 % Wasser): My, = 1855.8 Mger = 1857.0 (M+H)*,
Peracetat (100 % Methanol): My, = 2864 Mger = 2886.9 (M+Na)",

Produkt 95 (100 % Wasser): My, = 2107.8 Mger = 2130.1 (M+Na)".

O-(2-Acetamido-2-desoxy- f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-O- a-D-mannopyranosyl-(1 —3)-[ O-
(2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1—4)]- {O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—2)-[O-(2-acetamido-2-desoxy--D-glucopyranosyl)-(1—6)]-O- o-D-manno-
pyranosyl-(1—6) }-O-f-D-mannopyranosyl-(1 —4)-O0-(2-acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-des-
oxy-3-D-glucopyranosyl)-(1—4)-0-2-acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-D-gluco-
pyranose 96

(B-GlcNAc-1,2-0-Man-1,3-[B-GleNAc-1,4]-{B-GlcNAc-1,2-[B-GlcNAc-1,6]-0-Man-1,6 }-B-
Man-1,4-$-Bz1,GlcNAc-1,4-Bzl,GIcNAc)
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42.2 mg (20.0 umol) Nonasaccharid 95 werden unter Argonatmosphére in 2.3 mL absolutem
Methanol gelost. Es werden 48 pl (0.3 mmol, 13.8 eq) N,N-Diisopropylethylamin und 130 pl
(1.3 mmol, 64.7 eq) Propandithiol zugegeben und 220 min bei Zimmertemperatur geriihrt.
Nach vollstindigem Reaktionsumsatz (DC: iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 4:1) wird im
Vakuum eingeengt und der Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Der Riickstand wird
mittels Festphasen-RP-Extraktion (Waters SepPak C18 Classic; Kartuschengroflie: 330 mg;
Elution mit 20 mL Wasser und jeweils 10 mL mit 10, 20, 30, 50 und 100 % Acetonitril;
Elution des Amins bei 10, 20 und 30 % Acetonitril) vom restlichen Propandithiol getrennt.
Der Riickstand wird in 800 puL. Wasser gelost. Es werden 800 UL Essigsdure zugegeben und
17.8h bei Zimmertemperatur gerithrt. Nach vollstindiger Reaktion (DC: iso-Propanol/
1 M Ammoniumacetat, 4:1) wird das Losungsmittel durch Gefriertrocknung entfernt. Es
werden 50.3 mg Rohprodukt erhalten, die mittels Gelpermeation gereinigt werden (Purifier;
Superdex LH 20; SédulengroBe: 25x1000 mm; Eluent: Methanol; Fluss: 1 mL/min; Detektion:
214, 254 und 280 nm; Retentionszeit: 201.6 min).

Ausbeute: 37.5 mg (17.8 umol, 90.0 %),

R; (Glycosylamin) = 0.29 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 4:1),
R¢ (Halbacetal 96) = 0.42 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 4:1),
[ap™ = -14.8 (0.3, Wasser),

CssHi21N504; (2084.1),

ESI-MS (100 % Wasser): Mper = 2082.8  Mgr= 1042.5 (M+2H)>,
1064.4 (M+2Na)**,
1072.5 (M+Na+K)*,
2084.0 (M+H)*, 2106.0 (M+Na)",

'H-NMR (360 MHz, D,0): & = 7.40-7.08 (m, 20H, Ar), 4.94 (d, J,,=3.0 Hz, 1H, H-1'0)),
4.86 (d, Ji2<1Hz, 1H, H-1%), 4.76-4.62 (m, 4H, CH,0, H-1*, CH,0, CH,0), 4.51 (d,
Jeem = 11.8 Hz, 1H, CH,0), 4.47-4.40 (m, 3H, H-1'B, CH,0, H-1°), 4.39-4.08 (m, 7H, H-1",
CH,O, CH,0, H-1°, H-17, H-1?, CH,0), 4.05(dd, Ji,<1H, J,3<1Hz, 1H, H-2%,
4.02-3.91 (m, 3H, H-1°, H-6a*, H-4%), 4.86-3.63 (m, 13H, H-2°, H-2'a, H-6a", H-6a’, H-3",
H-6a°, H-4', H-4>, H-6a’, H-2", H-6a’, H-6b", H-3'ov), 3.62-3.40 (m, 20H, H-6b", H-5",
H-2°, H-2®, H-2'B, H-2?, H-4", H-2", H-6a', H-6a>, H-6b*, H-6b°, H-3°, H-6b", H-6a’,
H-6b', H-6b°, H-37, H-3'B, H-3"), 3.40-3.17 (m, 16H, H-6b*, H-6b*, H-3%, H-5', H-3%,
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H-2°, H-4°, H-47, H-3%, H-48, H-5®, H-4*, H-4°", H-3°, H-5°, H-5"), 3.16-2.99 (m, 3H, H-5*,
H-5°, H-5%), 2.74-2.67 (m, 1H, H-5%), 1.96 (s, 3H, NAc), 1.91(s, 3H, NAc), 1.88 (s, 3H,
NAc), 1.84 (s, 3H, NAc), 1.67-1.57 (m, 6H, NAc),

BC-NMR (90 MHz, D,0): § = 174.3, 174.0, 173.4, 173.3 (C=0 NAc), 137.5, 136.9 (C-1 Ar),
128.6, 1284, 1284, 1282, 1280, 1274, 1273, 127.0(Ar), 101.0(C-1",
e =161.9 Hz), 99.70 (C-1°B, Jeim = 161.9 Hz), 99.4 (C-1°B, Je.in1 = 163.7 Hz),
99.2 (C-1*o,  'Jeamt =1722Hz), 99.0 (C-1°B,  'Jeymi=160.9Hz), 98.8 (C-1°B,
Yem =164.7Hz), 98.7 (C-1°B, 'Jem1 = 164.7 Hz), 96.6 (C-1"0, 'Je.im1 = 171.3 Hz),
943 (C-1'B, 'Jeam1=163.7Hz), 90.1(C-1'o, 'Jemi=1722Hz), 79.8 (C-3'p),
78.3 (C-3%), 78.0 (C-3%), 77.2(C-3'ar), 76.1 (C-4%), 75.9 (C-2%), 75.8 (C-2*), 75.5 (C-5P),
75.1 (C-5"), 75.0 (C-5"), 75.0 (C-5"), 74.8 (C-4"), 74.7 (C-5%), 73.4(C-5), 73.0 (C-3%),
73.0 (CH,0), 72.7 (CH,0), 72.7 (C-4%), 72.7 (C-3°), 72.7 (C-5%), 72.4 (C-3"), 72.2 (CH,0),
72.2 (C-3), 72.1 (CH,0), 71.3 (C-3%), 70.5 (C-5%, 69.7 (C-4), 69.6 (C-27), 69.2 (C-6"),
69.2 (C-4°), 69.2 (C-4"), 69.0 (C-4%), 69.0 (C-5%), 68.8(C-3"), 68.8(C-4"), 67.2(C-6",
66.9 (C-6%), 66.7 (C-4%), 65.1 (C-6), 61.1 (C-6%), 61.0(C-6%), 60.0(C-6"), 59.8 (C-6"),
59.5 (C-6”), 55.7 (C-2%), 55.0 (C-27), 54.9 (C-2), 54.7 (C-2°), 54.7 (C-2'B), 54.7 (C-2%),
51.7 (C-2'm), 22.0, 21.9 (NAc).

O-(2-Acetamido-2-desoxy- -D-glucopyranosyl)-(1 —2)-O- o-D-mannopyranosyl-(1 —3)-[ O-
(2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1—4)]- {O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-gluco-
pyranosyl)-(1-2)-[ O-(2-acetamido-2-desoxy--D-glucopyranosyl)-(1—6)]-O- o-D-manno-
pyranosyl-(1—6) }-O-B-p-mannopyranosyl-(1 —4)-O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)-O-2-acetamido-2-desoxy-D-glucopyranose 97

(B-GlcNAc-1,2-0-Man-1,3-[B-GlcNAc-1,4]-{B-GlcNAc-1,2-[B-GlcNAc-1,6]-0-Man-1,6 }-B-
Man-1,4-B-GIcNAc-1,4-GlcNAc)

37.3 mg Palladium(II)-oxid-Hydrat werden in 1.1 mL absolutem Methanol und 110 pL Essig-
sdure suspendiert und unter Wasserstoffatmosphire geriihrt. Nach 120 min wird eine Losung
von 22.4mg (10.8 wumol) Nonasaccharid 96 in 3.2 mL absolutem Methanol und 320 puL

Essigsdure zur Katalysatorsuspension gegeben. Die Reaktion wird 40 h unter Wasserstoff-
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atmosphére geriihrt. Nach vollstandiger Umsetzung (DC: iso-Propanol/l M Ammoniumace-
tat, 2:1) wird der Katalysator abzentrifugiert und dreimal mit 10 %iger Essigsdure in
Methanol gewaschen. Die organischen Phasen werden vereint, im Vakuum eingeengt und der
Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Es werden 20.2 mg Rohprodukt erhalten, die mittels
Gelfiltration gereinigt werden (Purifier, Bio-Rad Bio-Gel® P-4 Gel Fine; SiulengroBe:
25x750 mm; Eluent: Wasser; Fluss: 1.5 mL/min; Detektion: 214, 254 und 280 nm; Re-

tentionszeit: 105.3 min).

Ausbeute: 13.4 mg (7.8 umol, 72.3 %),
R¢=0.46 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 2:1),
[oc]D24 =-5.2 (0.5, Deuteriumoxid),

CocH110N6O46 (1723.6),

ESI-MS (100 % Acetonitril):  Mpe, = 1722.7 Mg = 884.3 (M+2Na)**, 1745.8 (M+Na)",
1761.8 (M+K)",

'H-NMR (360 MHz, D,0): §=5.19 (d, J;»<1Hz, 1H, H-1'o), 5.06 (d, J;, <1 Hz, 1H,
H-1%), 491 (d, Ji, < 1 Hz, 1H, H-1*), 4.74-4.67 (m, 2H, H-1'B, H-1°), 4.64-4.45 (m, 5H,
H-1%, H-1°, H-1°, H-17, H-1%), 431-4.22 (m, 2H, H-6a*, H-2%), 4.21-4.10 (m, 3H, H-4°,
H-2°, H-2"), 4.02-3.83 (m, 12H, H-6a®, H-6a°, H-6a*, H-3*, H-6a°, H-6a’, H-3', H-2'a,
H-6a’, H-6a°, H-6b”, H-3"), 3.83-3.63 (m, 18H, H-3*, H-2*, H-6b’, H-6b", H-6b", H-3%, H-2,
H-2", H-6b°, H-4°, H-6b°, H-5*, H-2°, H-2'B, H-2%, H-5*, H-6a', H-6b"), 3.63-3.34 (m,
19H, H-4', H-5%, H-3%, H-6b*, H-3°, H-3", H-6b", H-5', H-5°, H-4*, H-4°, H-4", H-3" , H-5,
H-5", H-4>, H-4*, H-5°, H-5°), 3.28(dd, J54=9.1Hz, Js5=9.1Hz, 1H, H-4®),
2.19-1.93 (m, 18H, NAc),

BC.NMR (90 MHz, D,0):8=1743, 1740, 173.6(C=0 NAc), 101.2(C-1"B,
et =161.4 Hz), 101.1 (C-1°B, 'Jeimr = 164.3 Hz), 99.5 (C-1*0, 'Jeimg = 171.5 Hz),
99.5 (C-1°B,  Yeami1=1629Hz), 99.5(C-1®B, 'Jeimi=165.8Hz), 99.3 (C-1°B,
e =1643 Hz), 99.3 (C-1°B, 'Jemi = 1643 Hz), 97.5(C-1"0, 'Je.im1 = 173.0 Hz),
94.4 (C-1'B, 'Jeuip1 = 164.3 Hz), 90.0 (C-1'at, 'Jeoy 1 = 171.5 Hz), 79.2 (C-4"), 78.3 (C-3),
77.6 (C-4%), 76.2 (C-5), 76.2 (C-2%), 76.1 (C-2%, 75.4 (C-5), 75.4 (C-5"), 75.3 (C-5°),
74.2 (C-5%), 74.1(C-5"), 74.1(C-5%, 73.0(C-5*), 73.0 (C-3%), 73.0(C-3’), 72.9 (C-3"),
72,9 (C-3), 71.4(C-5%, 71.4(C-3%), 70.7 (C-4%), 70.0 (C-2°), 69.7 (C-4%), 69.7 (C-6),
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69.6 (C-3"), 69.5 (C-4°), 69.5(C-47), 69.5(C-4>), 69.0(C-3"), 68.9 (C-3"), 67.1 (C-4%,
67.0 (C-4"), 64.5(C-6%), 61.4 (C-6%), 61.1 (C-6%), 60.2 (C-6"), 60.2(C-6"), 60.2(C-6"),
59.6 (C-6'), 59.4 (C-6%), 55.7 (C-2"), 55.0 (C-2'B), 55.0 (C-2%), 55.0 (C-27), 54.8 (C-2°),
54.7 (C-2%), 53.2 (C-2'or), 22.1, 22.0, 21.8 (NAc).

O-(2-Acetamido-2-desoxy- 3-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)]-O-oD-mannopyranosyl-(1—3)-[O-(2-acetamido-2-desoxy- f-D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)]-[ O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-glucopyranosyl)-(1—2)-O- o-D-manno-
pyranosyl-(1—6)]-0O-f-D-mannopyranosyl-(1 —4)-O-(2-acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-
B-D-glucopyranosyl)-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy- -D-glucopyranosyl-

azid 98

(B-GlcNAc-1,2-[B-GlcNAc-1,4]-o-Man-1,3-[B-GlcNAc-1,4]-[B-GlcNAc-1,2-a-Man-1,6]-3-
Man-1,4-3-Bzl,GlcNAc-1,4-B-Bzl,GlcNAc-Nj3)

133.2 mg (40.9 umol) Nonasaccharid 78 werden in 4.0 mL #n-Butanol und 932 uL
(13.9 mmol, 340.9 eq) Ethylendiamin geldst und 16 h bei 80 °C geriihrt. Nach vollstindigem
Reaktionsumsatz (DC: iso-Propanol/l1 M Ammoniumacetat, 4:1) wird im Vakuum eingeengt,
der Riickstand viermal mit Toluol codestilliert, im Hochvakuum getrocknet, in 6.6 mL Essig-
sdureanhydrid/Pyridin, 1:2 gelost und 15.8 h bei Zimmertemperatur geriihrt. Nach vollstén-
diger Reaktion (DC: Dichlormethan/Methanol, 10:1) wird im Vakuum eingeengt, der Riick-
stand dreimal mit Toluol codestilliert, im Hochvakuum getrocknet, in 9.3 mL Methyl-
amin-Losung (40 % in Wasser) gelost und 19.8 h bei Zimmertemperatur geriihrt. Nach be-
endeter Reaktion (DC: iso-Propanol/l M Ammoniumacetat, 4:1) wird im Vakuum bei Zim-
mertemperatur eingeengt, der Riickstand dreimal mit Toluol codestilliert und im Anschluss im
Hochvakuum getrocknet. Der Riickstand wird in Wasser gelost und lyophilisiert. Es werden
301 mg Rohprodukt erhalten, die mittels Festphasen-RP-Extraktion gereinigt werden (Waters
SepPak C18; KartuschengroBe: 2 g; Elution (jeweils 20 mL) mit 0, 10, 20, 30, 40, 50 und
100 % Acetonitril; Elution von 98 bei 30 % Acetonitril).

Ausbeute: 73.5 mg (34.8 umol, 85.2 %),
Rt (Amin) = 0.23 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 4:1),
Ry (Peracetat) = 0.22 (Dichlormethan/Methanol, 10:1),
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R (Produkt 98) = 0.32 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 4:1),
[a]p”* = -15.1 (0.6, Wasser),
CosH133N904s5 (2109.1),

ESI-MS:

Amin (100 % Wasser): Mpe; = 1855.8 Mger = 1857.2 (M+H)",
Peracetat (100 % Methanol): My = 2864.0 Mg.r = 2888.0 (M+Na)",
Produkt 98 (100 % Wasser): My, = 2107.8 Mg = 2130.2 (M+Na)",

'H-NMR (360 MHz, D,0): §=7.38-7.09 (m, 20H Ar), 4.88 (d, J;»<1Hz, 1H, H-1%,
476-4.58 (m, 3H, H-1*, CH,0, CH,0), 4.56-4.49 (m, 2H, CH,O, H-1"), 4.44(,
Jeem = 12.5 Hz, 1H, CH,0), 4.41-4.33 (m, 3H, CH,0, H-1°, H-1°), 4.31-4.22 (m, 3H, H-1°,
H-1®, CH,0), 4.22-4.14 (m, 2H, CH,0, H-1%), 4.11 (dd, J,, < 1 Hz, Jo5 < 1 Hz, 1H, H-2%),
4.04 (d, J12=7.7Hz, 1H, H-1°), 3.91 (dd, J»3 < 1 Hz, J54 = 8.9 Hz, 1H, H-3%), 3.87-3.69 (m,
9H, H-4°, H-2°, H-6a*, H-6a°, H-4%, H-62°, H-4!, H-2*, H-6b%), 3.69-3.18 (m, 39H, H-6a’,
H-6b°, H-6a*, H-6a’, H-2°, H-2°, H-6b°, H-2', H-5*, H-2?, H-6a°, H-2", H-3*, H-6a", H-6b",
H-4*, H-3', H-6b', H-6a°, H-5", H-6b°, H-6b*, H-3°, H-3°, H-2", H-6b%, H-6b®, H-3?, H-3’,
H-3® H-4°, H-5°, H-4%, H-4°, H-5°, H-4*, H-5°, H-4", H-3%), 3.15-3.04 (m, 2H, H-5% H-5"),
2.94-2.85 (m, 1H, H-5), 2.82-2.73 (m, 1H, H-5"), 1.94 (s, 3H, NAc), 1.92 (s, 3H, NAc),
1.90 (s, 3H, NAc), 1.86 (s, 3H, NAc), 1.66 (s, 3H, NAc), 1.62 (s, 3H, NAc),

BC-NMR (90 MHz, D,0): § = 174.3, 174.2, 174.0, 173.8, 173.7, 173.4 (C=0 NAc), 137.6,
137.4, 1369 (C-1 Ar), 128.5, 1284, 1283, 1282, 127.9, 127.5(Ar), 101.0 (C-1°),
100.0 (C-1%), 99.7 (C-1%), 99.5 (C-1%), 99.0 (C-1°), 98.7 (C-1%), 98.7 (C-1), 96.4 (C-1*),
87.8 (C-1"), 79.6 (C-3"), 78.7(C-3%), 77.7(C-3%, 71.7(C-4%, 76.0 (C-5"), 75.8 (C-4%),
75.5(C-2%, 75.3(C-2") 75.3(C-5%), 75.3(C-5%, 75.2(C-5"), 74.7(C-5>), 74.7(C-4"),
73.3 (CH,0), 73.3 (C-5%), 72.9 (C-3%), 72.9 (C-3°), 72.9 (C-5%), 72.7 (CH,0), 72.5 (C-3%),
72.4 (C-3°%), 72.4 (CH0), 72.1 (CH,0), 71.3 (C-4%), 71.2(C-5%, 70.5 (C-5%), 69.6 (C-2%),
68.9 (C-3%), 68.9 (C-4%), 68.9 (C-4%, 68.9 (C-4%), 68.8(C-4”), 67.5(C-3%, 67.3 (C-6%,
67.0 (C-6"), 66.7 (C-4"), 64.8 (C-67), 61.0(C-6"), 61.0(C-6%), 60.6 (C-6*), 60.0 (C-6%,
60.0 (C-6), 59.5 (C-6"), 55.3 (C-2%), 54.6 (C-2°), 54.6 (C-2°), 54.6 (C-2°), 54.2(C-2%),
52.9 (C-2Y),22.1, 21.8, 21.5 (NAc).
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O-(2-Acetamido-2-desoxy- -D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)]-O-o-D-mannopyranosyl-(1—3)-[O-(2-acetamido-2-desoxy- f-D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)]-[O-(2-acetamido-2-desoxy--D-glucopyranosyl)-(1—2)-O- o-D-manno-
pyranosyl-(1—6)]-0-f-D-mannopyranosyl-(1 —4)-O-(2-acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-

B-D-glucopyranosyl)-(1—4)-0-2-acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-D-glucopyranose 99

(B-GlcNAc-1,2-[B-GlcNAc-1,4]-o-Man-1,3-[B-GlcNAc-1,4]-[B-GlcNAc-1,2-0-Man-1,6]-3-
Man-1,4-3-Bzl,GlcNAc-1,4-Bz1l,GlcNAc)

38.9 mg (18.4 wmol) Nonasaccharid 98 werden unter Argonatmosphire in 2.1 mL absolutem
Methanol gelost. Es werden 44 uL. (0.3 mmol, 13.7 eq) N,N-Diisopropylethylamin und
120 pLL (1.20 mmol, 65.0 eq) Propandithiol zugegeben und 210 min bei Zimmertemperatur
geriihrt. Nach vollstindigem Reaktionsumsatz (DC: iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 4:1)
wird im Vakuum eingeengt und der Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Der Riickstand
wird mittels Festphasen-RP-Extraktion (Waters SepPak C18 Classic; KartuschengroBe:
330 mg; Elution mit 20 mL Wasser und jeweils 10 mL 10, 20, 30, 50 und 100 % Acetonitril;
Elution des Amins bei 10, 20 und 30 % Acetonitril) vom restlichen Propandithiol getrennt.
Der Riickstand wird in 740 puLL Wasser gelost. Es werden 740 UL Essigsdure zugegeben und
17 h bei Zimmertemperatur geriihrt. Nach vollstindiger Reaktion (DC: iso-Propanol/1 M Am-
moniumacetat, 4:1) wird das Losungsmittel durch Gefriertrocknung entfernt. Es werden
38.5 mg Rohprodukt erhalten, die mittels Gelpermeation gereinigt werden (Purifier; Superdex
LH 20; SdulengréBe: 25x1000 mm; Eluent: Methanol; Fluss: 1 mL/min; Detektion: 214, 254

und 280 nm; Retentionszeit: 200.7 min).

Ausbeute: 28.0 mg (13.4 umol, 73.0 %),

Rs (Glycosylamin) = 0.30 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 4:1),
R (Halbacetal 99) = 0.50 (iso-Propanol/l M Ammoniumacetat, 4:1),
[alp™ = -6.4 (0.4, Deuteriumoxid),

Co4H34N6046 (2084.1),

ESI-MS (100 % Wasser): Myer = 2082.8  Mgr= 1064.6 (M+2Na)™,
1072.5 (M+Na+K)**,

2106.2 (M+Na)*, 2122.1 (M+K)",
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'H-NMR (360 MHz, D,0): § = 7.39-7.06 (m, 20H, Ar), 4.94 (d, J,,=3.3 Hz, 1H, H-1'a),
4.87 (d, Ji2<1Hz, 1H, H-1%), 4.77-4.58 (m, 4H, CH,0, H-1*, CH,0, CH,0), 4.51 (d,
Jeem = 11.5 Hz, 1H, CH,0), 4.67-4.40 (m, 2H, CH,0, H-1'B), 4.39-4.12 (m, 8H, H-1°, H-1°,
CH,O0, H-1%, H-1°, CH,0, H-1%, CH,0), 4.11 (dd, J12 < 1 Hz, J,3 < 1 Hz, 1H, H-2%), 4.02 (d,
Ji2=8.6Hz, 1H, H-17), 3.90 (dd, J,3 = 2.7 Hz, J34 = 9.5 Hz, 1H, H-3%), 3.85-3.68 (m, 10H,
H-4°, H-2°, H-2'a, H-6a", H-6a°, H-4%, H-62°, H-4', H-2*, H-6b"), 3.67-3.16 (m, 40H, H-3'a,
H-6b°, H-6a°, H-2°, H-6a*, H-6a', H-2°, H-2'B, H-2%, H-6b°, H-5*, H-6a°, H-2®, H-3*, H-6a",
H-6b°, H-4*, H-6b’, H-6a°, H-6b”, H-3'B, H-6b", H-3°, H-3°, H-6b', H-2*, H-6b", H-3",
H-3°, H-3%, H-5', H-4°, H-4°, H-4®, H-5°, H-5®, H-5°, H-4*, H-4", H-3), 3.13-3.04 (m, 2H,
H-5%, H-5%), 2.91-2.84 (m, 1H, H-5%), 2.80-2.73 (m, 1H, H-5"), 1.94 (s, 3H, NAc), 1.91 (s,
3H, NAc), 1.88 (s, 3H, NAc), 1.85(s, 3H, NAc), 1.70-1.54 (m, 6H, NAc),

BC-.NMR (90 MHz, D,0): §=174.3, 174.1, 174.0, 173.7, 173.4 (C=0 NAc), 1374,
136.9 (C-1 Ar), 1284, 1279, 127.5, 127.3 (Ar), 101.0 (C-1°p, 'Je.imi=162.2 Hz),
99.9 (C-1®8,  Yeimi1=1653Hz), 99.7(C-1°B, 'Jeimi=166.7Hz), 99.5(C-1°B,
e = 1653 Hz), 99.0 (C-1°B, 'Jeymi = 161.2 Hz), 98.7 (C-1"0,, 'Je.imy = 172.5 Hz),
98.7 (C-1°B, Jeimi1=163.1Hz), 964 (C-1"a, 'Jeym1=1725Hz), 942 (C-1'B,
Jean = 165.3 Hz), 90.0 (C-1'ar, 'Je.p i1 = 173.3 Hz), 79.8 (C-3'B), 78.7 (C-3%), 77.9 (C-4%),
77.7 (C-3%), 77.2(C-3'a), 75.9 (C-5%), 75.7 (C-4%), 75.4 (C-2%), 75.4 (C-2%), 75.2(C-5Y),
75.2 (C-5%), 75.2(C-5%, 75.0 (C-4"), 74.7 (C-5”), 73.3 (C-5°), 73.1 (CH,0), 73.1 (C-3%,
73.1 (C-3%), 72.9 (C-5%), 72.6 (CH,0), 72.4 (C-3"), 72.3 (CH,0), 72.3 (C-3°), 72.2 (CH,0),
71.3 (C-4%), 71.1(C-5%, 70.5(C-5"), 69.6 (C-2%), 69.0 (C-4>), 69.0 (C-4°), 69.0 (C-4"),
68.9 (C-3*), 68.8 (C-4"), 67.5(C-3%, 67.3(C-6"), 67.2(C-6%), 66.7 (C-4"), 64.7 (C-6),
61.0 (C-6%), 61.0 (C-6%), 60.6 (C-6"), 60.1(C-6%, 59.9 (C-6), 59.3(C-6"), 55.3 (C-2%),
547 (C-2%), 54.7(C-2%, 54.7(C-2°), 54.6(C-2'B), 54.4(C-2%, 51.8(C-2'a), 22.1,
21.8 (NAc).

O-(2-Acetamido-2-desoxy- f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ O-(2-acetamido-2-desoxy- f-D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)]-O-o-D-mannopyranosyl-(1—3)-[O-(2-acetamido-2-desoxy- f-D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)]-[O-(2-acetamido-2-desoxy--D-glucopyranosyl)-(1—2)-O- o-D-manno-
pyranosyl-(1—6)]-0-f-D-mannopyranosyl-(1—4)-0-(2-acetamido-2-desoxy--D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)-O-2-acetamido-2-desoxy-D-glucopyranose 100
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(B-GlcNAc-1,2-[B-GlcNAc-1,4]-0-Man-1,3-[B-GlcNAc-1,4]-[B-GlcNAc-1,2-a-Man-1,6]-3-
Man-1,4-B-GlcNAc-1,4-GIcNAc)

25.8 mg Palladium(II)-oxid-Hydrat werden in 778 puL absolutem Methanol und 77.8 uL
Essigsdure suspendiert und unter Wasserstoffatmosphére geriihrt. Nach 120 min wird eine Lo-
sung von 15.5 mg (7.4 umol) Nonasaccharid 99 in 2.2 mL absolutem Methanol und 223 uL
Essigsdure zur Katalysatorsuspension gegeben. Die Reaktion wird 2 d unter Wasserstoff-
atmosphire geriihrt. Nach vollstindiger Umsetzung (DC: iso-Propanol/l1 M Ammoniumace-
tat, 2:1) wird der Katalysator abzentrifugiert und dreimal mit 10 %iger Essigsdure in
Methanol gewaschen. Die organischen Phasen werden vereint, im Vakuum eingeengt und im
Hochvakuum getrocknet. Es werden 13.1 mg Rohprodukt erhalten, die mittels Gelfiltration
gereinigt werden (Purifier, Bio-Rad Bio-Gel® P-4 Gel Fine; Saulengrofe: 25x750 mm;
Eluent: Wasser; Fluss: 1.5 mL/min; Detektion: 214, 254 und 280 nm; Retentionszeit:
102.0 min).

Ausbeute: 9.9 mg (5.7 umol, 77.2 %),
Ry = 0.47 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 2:1),
[a]p** = +5.0 (0.4, Deuteriumoxid),

CecH110N6O46 (1723.6),
ESI-MS (100 % Methanol): ~ Mper= 17227 Myer= 884.3 (M+2Na)™*, 1745.8 (M+Na)",

'H-NMR (360 MHz, D,0, 300 K): § =5.20 (d, J;» < 1 Hz, 1H, H-1'), 5.06 (d, J;2 < 1 Hz,
1H, H-1%, 5.00 (d, J,, < 1 Hz, 1H, H-1%), 4.74-4.69 (m, 2H, H-1', H-1%), 4.64-4.59 (m, 1H,
H-1%), 4.57-4.51 (m, 3H, H-1°, H-1°, H-1%, 447 (d, Ji,=82Hz, 1H, H-1%), 4.29 (dd,
Ji2<1Hz, J,5<1Hz, 1H, H-2%, 4.18-4.12 (m, 2H, H-2°, H-2*), 4.12-4.03 (m, 2H, H-4°,
H-3%), 4.01-3.84 (m, 11H, H-6a", H-6a", H-6a°, H-3!, H-6a°, H-6a°, H-6a’, H-2'a, H-6b",
H-3°, H-6a%), 3.84-3.66 (m, 18H, H-3*, H-2*, H-6a*, H-5*, H-6b*, H-6b°, H-6b’, H-6b",
H-2°, H-3%, H-4%, H-2'B, H-2°, H-6b®, H-6a', H-2®, H-2”, H-6b"), 3.66-3.37 (m, 20H, H-4',
H-6b%, H-5%, H-3°, H-5', H-3°, H-4*, H-6b", H-3® H-5% H-5°, H-4*, H-4°, H-4°, H-4°, H-3",
H-5°, H-5°, H-5%, H-5%), 3.28 (dd, J34 = 9.2 Hz, J45 = 9.3 Hz, 1H, H-4%), 2.10-2.08 (m, 6H,
NAc), 2.08-2.06 (m, 6H, NAc), 2.06 (s, 3H, NAc), 2.05 (s, 3H, NAc),
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BC.NMR (125 MHz, D,0):8=174.3, 1742, 174.1(C=0 NAc), 101.3 (C-1°B,
et = 1622 Hz), 101.0 (C-1%B, Jeim = 163.6 Hz), 100.2 (C-1°B, “Je.in1 = 162.2 Hz),
99.7 (C-1°B,  Yeam1=1629Hz), 99.6(C-1°B, 'Jeimi=1622Hz), 99.3(C-1°,
e = 1622 Hz), 99.1 (C-1*at, 'Jeimt = 173.7Hz), 97.3 (C-1Ya, 'Jeoymy = 172.3 Hz),
94.4 (C-1'B, 'Jeuip1 = 164.3 Hz), 90.1 (C-1'at, 'Je.y 1 = 174.4 Hz), 79.1 (C-4"), 78.5 (C-4%,
78.3 (C-3%), 78.1(C-4%), 76.4 (C-5%), 75.8 (C-2*), 75.7(C-2%, 75.5(C-5°), 75.5(C-5%,
75.4 (C-5), 74.1(C-5%), 73.9 (C-5"), 73.9 (C-5%, 73.8 (C-5°), 73.1(C-3"), 73.0 (C-3P),
72.8 (C-3°), 72.8 (C-3°), 71.5(C-5%, 71.5(C-3%), 71.2(C-4%), 70.7(C-4%), 69.9 (C-2%),
69.5 (C-3"), 69.4 (C-4%), 69.4(C-4"), 69.4 (C-4%, 69.1 (C-3*), 67.7(C-3%, 67.0(C-4"),
64.9 (C-6°), 61.4 (C-6%, 61.3(C-6"), 61.1 (C-6"), 60.2(C-6"), 60.2(C-6"), 60.2 (C-6%,
59.6 (C-6Y), 59.5 (C-6%), 55.7 (C-2%), 55.0 (C-2°), 55.0 (C-2%), 55.0 (C-2°%), 55.0 (C-2'P),
54.8 (C-2%), 53.3 (C-2'mr), 22.0, 21.9, 21.7 (NAc).

O-(2-Acetamido-2-desoxy- -D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)]-O-o-D-mannopyranosyl-(1—3)-[O-(2-acetamido-2-desoxy- f-D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)]-{ O-(2-acetamido-2-desoxy--D-glucopyranosyl)-(1—2)-[ O-(2-acetamido-
2-desoxy--D-glucopyranosyl)-(1—6)]-O- oa-D-mannopyranosyl-(1—6)}-O- f-p-manno-
pyranosyl-(1—4)-0-(2-acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy- 5-D-glucopyranosyl)-(1—4)-2-
acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy--D-glucopyranosylazid 101

(B-GlIcNAc-1,2-[B-GIcNAc-1,4]-a-Man-1,3-[3-GIcNAc-1,4]-{ B-GlcNAc-1,2-[B-GlcNAc-
1,6]-a-Man-1,6}-B-Man-1,4-3-Bz1,GlcNAc-1,4-B-Bzl,GlcNAc-N3)

173.1 mg (40.1 pumol) Decasaccharid 83 werden in 5.2 mL #n-Butanol und 1.21 mL
(18.1 mmol, 451.4 eq) Ethylendiamin geldst und 16.5 h bei 80 °C geriihrt. Nach vollstén-
digem Reaktionsumsatz (DC: iso-Propanol/l M Ammoniumacetat, 4:1) wird im Vakuum ein-
geengt, der Riickstand dreimal mit Toluol codestilliert, im Hochvakuum getrocknet, in 8.7 mL
Essigsdureanhydrid/Pyridin, 1:2 gelost und 16 h bei Zimmertemperatur geriihrt. Nach voll-
standiger Reaktion (DC: Dichlormethan/Methanol, 10:1) wird im Vakuum eingeengt, der
Riickstand dreimal mit Toluol codestilliert, im Hochvakuum getrocknet, in 4 mL Methyl-
amin-Losung (40 % in Wasser) aufgenommen und 160 min bei Zimmertemperatur geriihrt.

Nach beendeter Reaktion (DC: iso-Propanol/ 1 M Ammoniumacetat, 4:1) wird im Vakuum bei
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Zimmertemperatur eingeengt, der Riickstand dreimal mit Toluol codestilliert und anschlie-
Bend im Hochvakuum getrocknet. Der Riickstand wird in Wasser gelost und lyophilisiert. Es
werden 125.5 mg Rohprodukt erhalten, die mittels Festphasen-RP-Extraktion gereinigt
werden (Waters SepPak C18; Kartuschengrofie: 2 g; Elution (jeweils 20 mL) mit 0, 10, 20,
30, 40, 50 und 100 % Acetonitril; Elution von 101 bei 20 und 30 % Acetonitril).

Ausbeute: 83.9 mg (36.3 umol, 90.5 %),

R¢ (Amin) = 0.13 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 4:1),

R¢ (Peracetat) = 0.51 (Dichlormethan/Methanol, 10:1),

R (Produkt 101) = 0.56 (DC: iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 4:1),
[olp™* = -31.3 (0.4, Wasser),

Ci102H146N10050 (2312.3),

ESI-MS:
Amin (100 % Wasser): My = 2016.8 Mgr = 2018.3 (M+H)*,
Peracetat (100 % Methanol): My, = 3151.1 M,er = 1598.3 (M+2Na)2+,

3174.4 (M+Na)™,
Produkt 101 (100 % Wasser): My = 2310.9 Mger = 2334.8 (M+Na)",

'H-NMR (360 MHz, D,0): §=7.43-7.07 (m, 20H, Ar), 4.88 (d, Ji,<1Hz, 1H, H-1%,
4.76-4.63 (m, 4H, CH,0, H-1*, CH,0, CH,0), 4.58-4.50 (m, 2H, H-1', CH,0), 4.49-4.33 (m,
5H, CH,0, H-1°, H-1°, CH,0, H-1%), 4.31-4.13 (m, 5H, H-1°, CH,0, H-1", CH,0, H-1%),
4.10 (dd, Ji12 < 1Hz, J,3<1Hz, 1H, H-2%), 4.05-3.89 (m, 4H, H-1°, H-6a*, H-4°, H-3%),
3.86-3.69 (m, 8H, H-6a*, H-2°, H-6a°, H-6a°, H-4>, H-6a", H-4', H-2"), 3.69-3.39 (m, 31H,
H-6a°, H-6a', H-6a", H-6b°, H-6b°, H-2°, H-2!, H-2%, H-2°, H-5", H-3*, H-2®, H-6b’, H-2,
H-6b*, H-6a%, H-6b°, H-3%, H-6a’, H-4*, H-3', H-6b”, H-3’, H-3°, H-6b', H-6b", H-5", H-3",
H-6b%, H-3% H-5%), 3.39-3.19 (m, 13H, H-6b*, H-2°, H-3°, H-5, H-4°, H-4®, H-4°, H-4",
H-5®, H-4>, H-4", H-3", H-5°%), 3.17-3.02 (m, 3H, H-5*, H-5%, H-5"), 2.79-2.70 (m, 1H,
H-5%), 1.97 (s, 3H, NAc), 1.94-1.90 (m, 6H, NAc), 1.88 (s, 3H, NAc), 1.84 (s, 3H, NAc),
1.66-1.60 (m, 6H, NAc),

BC.NMR (90 MHz, D,0): =174.4, 174.0, 173.8, 173.7, 173.4(C=0 NAc), 137.6,
136.9 (C-1 Ar), 128.6, 128.4, 1284, 1283, 1282, 1279, 127.5(Ar), 101.4(C-17),
101.3 (C-1%), 100.0 (C-1%), 99.8 (C-1%), 99.4 (C-1%), 99.0 (C-1%), 99.0 (C-1®), 99.0 (C-1°),
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96.9 (C-1*), 88.2(C-1"), 79.8 (C-3"), 78.6(C-3%), 78.4(C-3%), 78.1(C-4"), 76.6 (C-4%),
76.0 (C-2*), 76.0 (C-5%), 75.8 (C-2%), 75.6 (C-5"), 75.5(C-5), 75.5(C-5"), 75.3 (C-5%,
75.1 (C-5"), 74.8 (C-4"), 73.7 (C-5%), 73.6 (CH,0), 73.3 (C-3%, 73.1 (CH,0), 73.1 (C-3%),
73.1 (C-5%), 72.7 (CH,0), 72.7 (C-3"), 72.5 (CH,0), 72.5 (C-3%), 71.6 (C-3"), 71.5 (C-3"),
70.8 (C-5%), 70.1 (C-4%), 69.8 (C-2%), 69.6 (C-4°), 69.6 (C-4%), 69.5(C-6"), 69.3 (C-4%),
69.3 (C-47), 69.3 (C-4"), 69.2(C-5%, 67.7(C-3%), 67.5(C-6%), 67.2(C-6"), 67.1 (C-4"),
65.4 (C-6"), 61.3 (C-6"), 60.8 (C-6), 60.3 (C-6°), 60.3 (C-6°), 60.3 (C-6"), 59.8 (C-6>),
55.9 (C-2%), 55.5 (C-27), 55.2 (C-2), 55.0 (C-2°), 55.0 (C-2"), 54.7 (C-2%), 53.2 (C-2"), 22.1,
21.9,21.5 (NAc).

O-(2-Acetamido-2-desoxy- -D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)]-O-o-D-mannopyranosyl-(1—3)-[O-(2-acetamido-2-desoxy- f-D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)]-{O-(2-acetamido-2-desoxy--D-glucopyranosyl)-(1—2)-[ O-(2-acetamido-
2-desoxy-5-D-glucopyranosyl)-(1—6)]-O- oa-D-mannopyranosyl-(1—6)}-O- f-p-manno-
pyranosyl-(1—4)-0-(2-acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy- 5-D-glucopyranosyl)-(1—4)-O-
2-acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-D-glucopyranose 102

(B-GlcNAc-1,2-[B-GlcNAc-1,4]-a-Man-1,3-[B-GlcNAc-1,4]-{ B-GleNAc-1,2-[B-GlcNAc-
1,6]-a-Man-1,6}-B-Man-1,4-3-Bzl,GlcNAc-1,4-Bzl,GIcNAc)

45.4 mg (19.6 umol) Decasaccharid 101 werden unter Argonatmosphire in 2.5 mL absolutem
Methanol gelost. Es werden 52 pl (0.3 mmol, 15.2 eq) N,N-Diisopropylethylamin und 140 ul
(1.4 mmol, 71.1 eq) Propandithiol zugegeben und 210 min bei Zimmertemperatur geriihrt.
Nach vollstindigem Reaktionsumsatz (DC: iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 4:1) wird im
Vakuum eingeengt und der Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Der Riickstand wird
mittels Festphasen-RP-Extraktion (Waters SepPak C18 Classic; Kartuschengroflie: 330 mg;
Elution mit 20 mL Wasser und jeweils 10 mL 10, 20, 30, 50 und 100 % Acetonitril; Elution
des Amins bei 10, 20 und 30 % Acetonitril) vom restlichen Propandithiol getrennt. Der
Riickstand wird in 860 uL Wasser gelost. Es werden 860 uL Essigsdure zugegeben und 20.3 h
bei Zimmertemperatur gerithrt. Nach vollstindiger Reaktion (DC: iso-Propanol/
1 M Ammoniumacetat, 4:1) wird das Losungsmittel durch Gefriertrocknung entfernt. Es

werden 47.9 mg Rohprodukt erhalten, die mittels Gelpermeation gereinigt werden (Purifier;
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Superdex LH 20; SédulengroBe: 25x1000 mm; Eluent: Methanol; Fluss: 1 mL/min; Detektion:
214, 254 und 280 nm; Retentionszeit: 195.0 min).

Ausbeute: 41.4 mg (18.1 umol, 92.3 %),

R (Glycosylamin) = 0.25 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 4:1),
R¢ (Halbacetal 102) = 0.35 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 4:1),
[alp™ = -27.3 (0.4, Deuteriumoxid),

Ci02H147N705; (2287.3),

ESI-MS (100 % Wasser): Myer = 2285.9  Mgr= 1166.2 (M+2Na)™,
1174.3 (M+Na+K)**,
2309.5 (M+Na)*, 2325.4 (M+K)",

'H-NMR (360 MHz, D,0): § = 7.38-7.08 (m, 20H, Ar), 4.94 (d, J,, =3.1 Hz, 1H, H-1'a),
4.86 (d, Ji2<1Hz, 1H, H-1%), 4.74-4.61 (m, 4H, CH,0, H-1*, CH,0, CH,0), 4.50 (d,
Jeem = 12.0 Hz, 1H, CH,0), 4.47-4.18 (m, 9H, H-1'B, CH,0, H-1°, H-1°, CH,0, H-1°, CH,0,
H-1°, H-17), 4.16-4.06 (m, 3H, H-1°, CH,0, H-2%), 4.01-3.87 (m, 4H, H-1°, H-6a", H-4°,
H-3%), 3.84-3.66 (m, 11H, H-2'o,, H-6a*, H-6a°, H-2°, H-6a°, H-4', H-4*>, H-2*, H-6a’, H-6a’,
H-6b’), 3.66-3.39 (m, 25H, H-3'a,, H-2°, H-6a", H-6b°, H-2°, H-5%, H-3*, H-6a', H-2'B, H-2®,
H-2?, H-3®, H-6b", H-2", H-6b*, H-6b°, H-6a%, H-4*, H-6a’, H-3°, H-6b’, H-6b®, H-6b',
H-3", H-3'B), 3.39-3.17 (m, 18H, H-6b* H-3°, H-5', H-6b*, H-3%, H-5", H-2”, H-3’, H-5",
H-4°, H-4°, H-4®, H-4", H-4", H-5%, H-4°, H-3", H-5%, 3.15-2.98 (m, 3H, H-5%, H-5%
H-57), 2.74-2.68 (m, 1H, H-5"), 1.96 (s, 3H, NAc), 1.92-1.88 (m, 6H, NAc), 1.87 (s, 3H,
NAc), 1.84 (s, 3H, NAc), 1.67-1.57 (m, 6H, NAc),

BC-NMR (90 MHz, D,0): § = 174.3, 174.0, 173.6 (C=0 NAc), 137.9, 137.5, 136.8 (C-1 Ar),
128.6, 128.4, 1282, 1279, 127.5, 1273 (Ar), 101.1 (C-1"B, 'Jein.i=163.4 Hz),
101.0 (C-1°B,  Jeami=1634Hz), 99.6 (C-1*B, 'Jeimi=167.6Hz), 99.5(C-1°B,
et =164.6 Hz), 99.0 (C-1°B, 'Jeypi = 161.6 Hz), 98.7 (C-1%0,, 'Je.iny = 173.3 Hz),
98.7 (C-1®B, YJeami1=162.8Hz), 98.7(C-1°B, 'Jemi=1604Hz), 96.6(C-1*a,
e =1713Hz), 942 (C-1'B, "Jeymi = 161.0 Hz), 90.0 (C-1'0,, 'Je.iny = 173.3 Hz),
79.8 (C-3'B), 78.3 (C-3%), 78.1(C-3%), 77.9 (C-4%), 77.1 (C-3'a) 76.2 (C-4%), 75.8 (C-2"),
75.7 (C-5%), 75.5(C-2%, 75.2(C-5"), 75.2(C-5°), 75.5(C-5"), 75.1(C-5°%), 74.7 (C-4",
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74.7 (C-5%), 73.3 (C-5°), 73.1 (C-3%), 72.9 (CH,0), 72.8 (CH,0), 72.8 (C-3%), 72.8 (C-5%),
72.5 (C-3°), 72.3 (CH,0), 72.1 (C-3%), 72.1 (CH,0), 71.3 (C-3"), 71.1 (C-3%), 70.5 (C-5),
69.7 (C-4%), 69.5 (C-2%), 69.2 (C-6%), 69.1(C-4%), 69.1(C-4%, 69.1 (C-4®), 69.1 (C-4"),
68.9 (C-5%), 68.9 (C-4”), 67.4(C-3%, 67.2(C-6"), 67.1(C-6%), 66.8 (C-4"), 65.1 (C-67),
60.9 (C-6"), 60.5 (C-6"), 60.0 (C-6"), 60.0 (C-6°), 60.0 (C-6"), 59.5(C-6"), 55.6(C-2%),
55.0 (C-2%), 54.8 (C-2%), 54.8 (C-2°), 54.8 (C-2"), 54.8 (C-2B"), 54.7 (C-2%), 51.8 (C-2'wv),
22.1,21.9,21.7 (NAc).

O-(2-Acetamido-2-desoxy- -D-glucopyranosyl)-(1 —2)-[ O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)]-O-o-D-mannopyranosyl-(1—3)-[O-(2-acetamido-2-desoxy- f-D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)]-{ O-(2-acetamido-2-desoxy--D-glucopyranosyl)-(1—2)-[ O-(2-acetamido-
2-desoxy--D-glucopyranosyl)-(1—6)]-O- o-D-mannopyranosyl-(1—6)}-O- f-p-manno-
pyranosyl-(1—4)-0-(2-acetamido-2-desoxy-[-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-0-2-acetamido-2-
desoxy-D-glucopyranose 103

(B-GlcNAc-1,2-[B-GleNAc-1,4]-0-Man-1,3-[B-GlcNAc-1,4]-{ B-GlcNAc-1,2-[B-GleNAc-
1,6]-a-Man-1,6}-B-Man-1,4-B-GlcNAc-1,4-GIcNAc)

18.6 mg Palladium(II)-oxid-Hydrat werden in 562 pL absolutem Methanol und 56.2 uLL Es-
sigsdaure suspendiert und unter Wasserstoffatmosphére geriihrt. Nach 120 min wird eine Lo-
sung von 11.4 mg (5.0 umol) Decasaccharid 102 in 1.6 mL absolutem Methanol und 160 pL.
Essigsdure zur Katalysatorsuspension gegeben. Die Reaktion wird 40.5 h unter Wasserstoff-
atmosphére geriihrt. Nach vollstandiger Umsetzung (DC: iso-Propanol/l M Ammoniumace-
tat, 2:1) wird der Katalysator abzentrifugiert und dreimal mit 10 %iger Essigsdure in
Methanol gewaschen. Die organischen Phasen werden vereint, im Vakuum eingeengt und der
Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Es werden 10.5 mg Rohprodukt erhalten, die mittels
Gelfiltration gereinigt werden (Purifier; Bio-Rad Bio-Gel® P-4 Gel Fine; SiulengroBe:
25x750 mm; Eluent: Wasser; Fluss: 1.5 mL/min; Detektion: 214, 254 und 280 nm; Re-

tentionszeit: 97.5 min).

Ausbeute: 6.3 mg (3.3 umol, 65.4 %),
R =0.41 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 2:1),
[oc]D24 =-3.5 (0.5, Deuteriumoxid),
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C74H123N705: (1926.8),

ESI-MS (100 % Methanol): ~ Mpe; = 19257  Mger = 885.5 (M+2Na)™,
993.5 (M+Na+K)*",
1001.5 (M+2K)**, 1948.6 (M+Na)",

'H-NMR (360 MHz, D,0, 300 K): § =5.20 (d, J;» < 1 Hz, 1H, H-1'®), 5.07 (d, J;2 < 1 Hz,
1H, H-1%, 4.92 (d, J1, < 1 Hz, 1H, H-1*), 4.72-4.68 (m, 2H, H-1°, H-1'B), 4.64-4.51 (m, 5H,
H-1%, H-1°, H-1°, H-1°, H-17), 4.49 (d, J,» = 8.4 Hz, 1H, H-1®), 4.30-4.24 (m, 2H, H-2*,
H-6a"), 4.21-4.11 (m, 3H, H-4°, H-2*, H-2%), 4.06 (dd, Jo3 = 2.9 Hz, J54 = 9.4 Hz, 1H, H-3%),
4.01-3.84 (m, 12H, H-6a®, H-62°, H-6a’, H-6a*, H-6a’, H-3', H-6a’, H-6a’, H-2'o. H-37,
H-6b’, H-3%), 3.84-3.66 (m, 21H, H-2?, H-6a*, H-3*, H-6b°, H-6b”, H-6b’ , H-5%, H-2°, H-4,
H-2", H-6b% H-6b°, H-5', H-2®, H-2°, H-2'B, H-5*, H-6b°, H-6a', H-2°, H-6b"),
3.66-3.35 (m, 21H, H-4', H-5%, H-3°, H-3", H-4*, H-3°, H-3®, H-6b*, H-6b*, H-5°, H-5°,
H-4", H-5", H-4°, H-4°, H-5°, H-3°, H-4", H-4", H-5°, H-5"), 3.29 (dd, J34=9.8 Hz,
Jas=9.0 Hz, 1H, H-4%), 2.11-2.04 (m, 21H, NAc),

BC-NMR (90 MHz, D,0):8=174.3, 174.1, 174.0, 173.6 (C=0 NAc), 101.2 (C-1°B,
et = 1625 Hz), 101.2(C-1"B, "Jeip1 = 162.5 Hz), 101.1 (C-1°B, "Jeim1 = 165.3 Hz),
99.4 (C-1°B, 'Jemi1=164.6Hz), 99.4 (C-1°B, 'Jeimi1=162.5Hz), 99.4(C-1°B,
Yerm =162.5Hz), 99.4 (C-1°B, 'Jemi = 163.2Hz), 99.0 (C-1"0, 'Je.ini = 173.5 Hz),
975 (C-1"o,  Jeami1=173.5Hz), 943 (C-1'B, 'Jeam1=1639Hz), 899 (C-1'a,
Yeam1=173.5Hz), 79.1(C-4"), 783 (C-4", 78.1(C-3%), 77.5(C-4%), 762 (C-5%),
76.1 (C-2%), 75.6 (C-2%, 75.4 (C-5), 75.4 (C-5%, 753 (C-57), 75.3(C-5>), 74.0 (C-5%),
74.0 (C-5%), 72.9 (C-3%), 72.9 (C-3%), 72.9 (C-3%), 72.8 (C-3°), 72.8 (C-3"), 72.87 (C-5",
71.4 (C-5%, 71.3(C-5%), 70.6 (C-4®), 70.0 (C-4”), 69.7 (C-2°), 69.6 (C-6"), 69.4 (C-4),
69.4 (C-4%), 69.2 (C-4"), 69.2(C-47), 69.1(C-3"), 69.0 (C-3*), 68.8(C-3%), 67.5(C-3%,
66.9 (C-4"), 64.4(C-6"), 61.1(C-6"), 60.9 (C-6%, 60.3 (C-67), 60.0 (C-6”), 60.0 (C-6%,
60.0 (C-6"), 59.6 (C-6'), 59.4 (C-6"), 55.7 (C-2"), 54.9 (C-2%), 54.9 (C-2%, 54.9 (C-2"),
54.9 (C-2'B), 54.7 (C-2%), 54.6 (C-2%) 53.1 (C-2'), 22.0, 21.8, 21.4 (NAc).
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9.22 Versuche zu Kapitel 4.2

N'-(2-Aminoethoxy)-N'-methyl-amino O-(2-acetamido-2-desoxy- [-D-glucopyranosyl)-(1—-2)-
O- a-D-mannopyranosyl-(1—3)-[ O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-glucopyranosyl)-(1—4)]-[ O-

(2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1 —2)-O- a-D-mannopyranosyl-(1—6)]-O- 3-D-

mannopyranosyl-(1-—-4)-0-(2-acetamido-2-desoxy- -D-glucopyranosyl)-(1 —4)-2-acetamido-
2-desoxy- p-D-glucopyranosid 105

(B-GlcNAc-1,2-a-Man-1,3-[B-GlcNAc-1,4]-[B-GIcNAc-1,2-a-Man-1,6]-B-Man-1,4-3-
GIcNAc-1,4-B-GIcNAc-N(CH3)O(CH;),NH))

40.9 mg (0.13 mmol, 39.4 eq) bifunktionaler Spacer 104 werden in 500 uL 0.1 M Natriumace-
tatpuffer gelost. Durch Zugabe von 6.5 uL. 5 M Natriumhydroxidlosung wird der pH-Wert auf
4.5 - 5.0 eingestellt. Diese Losung wird zu 5.0 mg (3.3 umol) Halbacetal 94 gegeben und an-
schlieBend 48 h bei 37 °C inkubiert. Salze und {iiberschiissiger Spacer 104 werden mittels
Festphasen-Extraktion (Carbograph Columns; Kartuschengréfe: 150 mg; Waschen mit 3 mL
Wasser; Elution mit 4.0 mL 25 % Acetonitril) entfernt. Eine Reinigung durch Gelfiltration
wird angeschlossen (Purifier; Hi Load Superdex 30; Saulengrofie: 16x600 mm; Eluent:
0.1 M Ammoniumhydrogencarbonat-Losung; Fluss: 0.75 mL/min; Detektion: 214, 254 und

280 nm; Retentionszeit: 104.8 min).

Rohausbeute: 4.8 mg (3.0 umol, 90.9 % nach Carbograph Column mit ca. 15 %
Halbacetal 94),

R¢ = 0.46 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 1.5:1),

[olp™ =-3.2 (0.2, Wasser),

Cs1H10sN704; (1592.5),

ESI-MS (100 % Wasser): Mper = 1591.6 M, = 807.5 (M+H+Na)™,
818.5 (M+2Na)**, 1614.0 (M+Na)*,

'H-NMR (360 MHz, D,0): § =4.89 (d, J1, < | Hz, 1H, H-1*), 4.84 (d, J,» < 1 Hz, 1H, H-1%),
453 (d, J1o<1Hz, 1H, H-1°), 444 (d, J,»=8.2Hz, 1H, H-1%), 4.41-4.36 (m, 2H, H-1°,
H-1%), 4.30 (d, J1» = 8.4 Hz, 1H, H-1%), 4.09 (dd, J,, < 1 Hz, J,5 < 1 Hz, 1H, H-2%), 4.07 (d,
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Ji2=9.0Hz, 1H, H-1"), 4.01 (dd, J,1, < 1 Hz, J»3=2.9 Hz, 1H, H-2%), 3.99 (dd, J,, < 1 Hz,
Jo3<1Hz, 1H, H-2"), 3.96-3.67 (m, 14H, H-4°, H-2', H-6a®, H-6a*, H-62°, H-6a*, H-3",
H-6a’, H-6a , H-3', H-6a%, H-6b’, H-3°, H-3"), 3.67-3.37 (m, 24H, H-6b", H-2%, H-6b” , H-37,
H-5%, H-4%, H-2°, H-2”, H-6b°, H-2®, H-6b", H-5*, H-6a', H-6b', CH,0, H-3’, H-6b", H-6b",
H-5% H-5', H-4', H-3®, CH,0, H-5"), 3.37-3.20 (m, 8H, H-4*, H-4’, H-3", H-5", H-4*, H-4"
H-5%, H-5"), 3.10(dd, Js4=9.8 Hz, J45=9.3 Hz, 1H, H-4%), 3.00-2.93 (m, 2H, CH,N),
2.59 (s, 3H, NCH3), 1.92 (s, 3H, NAc), 1.90 (s, 3H, NAc), 1.89 (s, 3H, NAc), 1.88 (s, 3H,
NAc), 1.87 (s, 3H, NAc),

BC-NMR (90 MHz, D,0): § = 174.9, 174.7, 174.3 (C=0 NAc), 101.7 (C-1%), 101.0 (C-1%),
100.5 (C-1%), 100.3 (C-1%), 100.1 (C-1°), 100.0 (C-1), 98.0 (C-1*), 91.9 (C-1"), 79.3 (C-4"),
79.0 (C-4%), 79.0 (C-3%), 77.1(C-5%), 76.8 (C-2%, 76.5(C-2"), 76.3 (C-5%), 73.1 (C-5"),
74.9 (C-5Y), 74.9 (C-5%), 74.9 (C-5°), 74.1 (CH,0), 73.9 (C-5*), 73.9 (C-3%), 73.8 (C-3%),
73.8 (C-3%), 72.3(C-5%, 72.0(C-47), 71.4(C-4%), 70.7 (C-2%), 70.2 (C-4%), 70.2 (C-4"),
69.9 (C-3"), 69.5(C-3%), 69.5(C-3%, 69.0(C-3%), 67.8 (C-4"), 67.8(C-4"), 65.8(C-67),
62.2 (C-6%, 62.2(C-6"), 62.1(C-6"), 60.9 (C-6), 60.9 (C-6"), 60.5 (C-6%), 60.3 (C-6"),
56.4 (C-2), 55.8 (C-2%), 55.7 (C-2°), 55.5 (C-2%), 52.0 (C-2"), 39.0 (CH,N), 38.7 (NCH3),
23.8,23.7,23.6 (NAc).

N'-(2-Aminoethoxy)-N'-methyl-amino O-(2-acetamido-2-desoxy- [-D-glucopyranosyl)-(1—-2)-
O- a-D-mannopyranosyl-(1—3)-[ O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-glucopyranosyl)-(1—4)]-{ O-
(2-acetamido-2-desoxy--D-glucopyranosyl)-(1—2)-[ O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—6)]-0-o-D-mannopyranosyl-( 1 —6)}-O--D-mannopyranosyl-(1—4)-O-(2-
acetamido-2-desoxy--D-glucopyranosyl)-(1 —4)-2-acetamido-2-desoxy- -D-glucopyrano-
sid 106

(GIcNAc-1,2-a-Man-1,3-[-GlcNAc-1,4]-{B-GlcNAc-1,2-[B-GlcNAc-1,6]-a-Man-1,6 } - 3-
Man-1,4-B-GIcNAc-1,4-B-GlcNAc-N(CH3)O(CH,),NH,)

29.5 mg (92.8 umol, 40.0 eq) bifunktionaler Spacer 104 werden in 400 pL. 0.1 M Natriumace-
tatpuffer gelost. Durch Zugabe von 6.0 uLL 5 M Natriumhydroxidlosung wird der pH-Wert auf
4.5 - 5.0 eingestellt. Diese Losung wird zu 4.0 mg (2.3 wmol) Halbacetal 97 gegeben und an-

schlieBend 48 h bei 37 °C inkubiert. Salze und {iiberschiissiger Spacer 104 werden mittels
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Festphasen-Extraktion (Carbograph Columns; Kartuschengréfe: 150 mg; Waschen mit 3 mL
Wasser; Elution mit 4.0 mL 25 % Acetonitril) entfernt. Eine Reinigung durch Gelfiltration
wird angeschlossen (Purifier; Hi Load Superdex 30; Saulengrofie: 16x600 mm; Eluent:
0.1 M Ammoniumhydrogencarbonat-Losung; Fluss: 0.75 mL/min; Detektion: 214, 254 und

280 nm; Retentionszeit: 103.0 min).

Rohausbeute: 3.4 mg (1.9 pumol, 82.6% nach Carbograph Column mit ca. 12 %
Halbacetal 97),

R¢=0.57 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 1.5:1),

[olp™* = -16.1 (0.2, Wasser),

CeoH118NgOs6 (1795.7),

ESI-MS (100 % Wasser): Myer = 17947 Mger= 909.5 (M+H+Na)**,
920.5 (M+2Na)**,
928.9 (M+Na+K)*,
1795.7 (M+H)", 1817.7 (M+Na)",
1833.6 (M+K)",

'H-NMR (360 MHz, D,0): § =4.89 (d, J1, < | Hz, 1H, H-1%), 4.74 (d, J,» < 1 Hz, 1H, H-1%),
454, Ji,<1Hz, 1H, H-1%), 4.46-4.30(m, 5H, H-1°, H-1°, H-1°, H-1", H-1%),
4.13-3.94 (m, 6H, H-6a*, H-2*, H-1', H-4°, H-2*, H-2"), 3.91-3.67 (m, 11H, H-2', H-6a°,
H-6a", H-6a’, H-6a*, H-3", H-6a%, H-6a, H-6a’, H-3°, H-6b’), 3.67-3.36 (m, 29H, H-6b’,
H-3', H-6b°, H-2%, H-3%, H-3*, H-6b%, H-6b”, H-2", H-4%, H-2°, H-6a', H-6b®, H-5*, H-5",
H-2%, H-2”, H-6b', CH,0, H-3®, H-4', H-5%, H-6b", H-3°, H-3", H-6b*, CH,0, H-5', H-5),
3.36-3.17 (m, 10H, H-4", H-5", H-4*, H-4°, H-5°, H-3", H-4*, H-4>, H-55%, H-5%), 3.11 (dd,
J34=9.7Hz, Jy5=8.9Hz, 1H, H-4%), 2.95 (dd, Juic = 4.5 Hz, Jgm = 11.1 Hz, 2H, CH,N),
2.60 (s, 3H, NCH3), 1.94-1.85 (m, 18H, NAc),

BC-NMR (90 MHz, D,0): 8 = 174.4, 174.2, 174.1 (C=0 NAc), 101.1 (C-17), 100.9 (C-1%),
99.4 (C-1%), 99.4 (C-1%), 99.3 (C-1%), 99.3 (C-1°), 99.3 (C-1°), 97.4 (C-1*), 90.9 (C-1"),
78.5 (C-4"), 78.2(C-3%), 77.4(C-4%, 76.2(C-5%), 76.0 (C-2"), 76.0 (C-2*), 753 (C-5),
75.3 (C-5"), 75.2(C-5%), 74.0 (C-5%), 74.0 (C-5"), 74.0 (C-5%), 73.0 (C-5"), 72.9 (C-3P),
72.9 (C-3"), 72.9 (C-3%), 72.9 (CH,0), 72.8 (C-3%), 71.2 (C-3%), 71.2 (C-5%, 70.6 (C-4®),
69.8 (C-2%), 69.7 (C-4%), 69.7 (C-6"), 69.4 (C-47), 69.4 (C-4°), 69.4(C-4"), 68.9 (C-3",
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68.7 (C-3%), 68.1 (C-3"), 67.0 (C-4"), 66.8 (C-4"), 64.4(C-6%), 61.3(C-6%), 61.1 (C-6"),
60.1 (C-6"), 60.1(C-6), 60.1(C-6>), 59.6 (C-6"), 59.3 (C-6%), 55.7 (C-2%), 54.9 (C-2"),
54.8 (C-2°), 54.7(C-27), 54.6(C-2%, 51.1(C-2"), 38.1 (NCH3), 37.8(CH,N), 22.0,
21.8 (NAc).

N'-(2-Aminoethoxy)-N'-methyl-amino O-(2-acetamido-2-desoxy- B-D-glucopyranosyl)-(1—-2)-
[O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-glucopyranosyl)-(1—4)]-O- o-D-mannopyranosyl-(1—3)-[ O-
(2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1—4)]-[ O-(2-acetamido-2-desoxy- f-D-gluco-
pyranosyl)-(1-—2)-0-o-D-mannopyranosyl-(1—6)]-O--D-mannopyranosyl-(1—4)-O-(2-
acetamido-2-desoxy--D-glucopyranosyl)-(1 —4)-2-acetamido-2-desoxy- -D-glucopyrano-
sid 107

(GIcNAc-1,2-[B-GIcNAc-1,4]-0-Man-1,3-[B-GIcNAc-1,4]-[B-GlcNAc-1,2-0-Man-1,6]-3-
Man-1,4-B-GIcNAc-1,4-B-GlcNAc-N(CH3)O(CH,),NH,)

14.8 mg (46.4 umol, 38.7 eq) bifunktionaler Spacer 104 werden in 200 puLL 0.1 M Natriumace-
tatpuffer gelost. Durch Zugabe von 3.0 uLL 5 M Natriumhydroxidlosung wird der pH-Wert auf
4.5 - 5.0 eingestellt. Diese Losung wird zu 2.0 mg (1.2 wmol) Halbacetal 100 gegeben und an-
schlieBend 48 h bei 37 °C inkubiert. Salze und {iiberschiissiger Spacer 104 werden mittels
Festphasen-Extraktion (Carbograph Columns; Kartuschengréfe: 150 mg; Waschen mit 3 mL
Wasser; Elution mit 4.0 mL 25 % Acetonitril) entfernt. Eine Reinigung durch Gelfiltration
wird angeschlossen (Purifier; Hi Load Superdex 30; Siulengrofe: 16x600 mm; Eluent:
0.1 M Ammoniumhydrogencarbonat-Losung; Fluss: 0.75 mL/min; Detektion: 214, 254 und

280 nm; Retentionszeit: 102.1 min).

Rohausbeute: 2.0 mg (1.1 pmol, 91.7% nach Carbograph Column mit ca. 17 %
Halbacetal 100),

R¢=0.48 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 1.5:1),

[alp™ = -1.3 (0.1, Wasser),

CeoH118NgOu6 (1795.7),
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ESI-MS (100 % Wasser): Myer = 17947 Mgr= 920.7 (M+2Na)**,
928.7 (M+Na+K)*,
1796.4 (M+H)*, 1819.3 (M+Na)*,

'H-NMR (360 MHz, D,0): 8 =4.89 (d, J1, < 1 Hz, 1H, H-1%), 4.83 (d, J1, < 1 Hz, 1H, H-1*),
451 (d, Jio<1Hz, 1H, H-1°), 443 (d, J,,=8.0Hz, 1H, H-1%), 4.40-4.32 (m, 3H, H-1°,
H-1°, H-1%), 429 (d, J,, =82 Hz, 1H, H-1%), 4.12(dd, J,, < 1 Hz, J,3< 1 Hz, 1H, H-2%,
4.06 (d, J1,=9.7Hz, 1H, H-1"), 4.00-3.95 (m, 2H, H-2*, H-2*), 3.92-3.84 (m, 3H, H-2',
H-4°, H-3%), 3.84-3.64 (m, 11H, H-6a", H-6a°, H-6a, H-3', H-6a°, H-6a’, H-6a’, H-6a°,
H-6b’, H-3°, H-3%), 3.64-3.19 (m, 38H, H-6a", H-6b°, H-3*, H-6b” , H-6b°, H-2?, H-2°, H-2°,
H-6b%, H-5%, H-4%, H-6b®, H-6a', H-2°, H-2®, H-5*, H-6b', H-4!, H-6b", CH,0, H-3’, H-57,
H-4*, H-6b*, H-3°, H-5', H-3®%, CH,0, H-5°, H-4°, H-4*, H-4°, H-3", H-5", H-5°, H-4",
H-5°, H-5"), 3.10(dd, J34=9.3Hz, J;5=9.0Hz, 1H, H-4"), 3.01(dd, J,.=4.0Hz,
Jeem = 11.3 Hz, 2H, CH,N), 2.60 (s, 3H, NCH3), 1.93-1.86 (m, 18H, NAc),

BC.NMR (90 MHz, D,0): §=174.8, 174.1(C=0 NAc), 102.3 (C-1°, 101.9 (C-1%),
101.1 (C-1%),  100.6 (C-1%), 100.4 (C-1°), 100.2 (C-1°), 100.0 (C-1*), 98.1 (C-1*),
92.2 (C-1"), 79.5(C-4"), 79.5 (C-4%), 79.1(C-4%), 79.1 (C-3%), 77.2(C-5%), 76.7 (C-2"),
76.6 (C-2%), 76.5(C-5), 76.5(C-5%, 76.3(C-5>), 75.0 (C-5%), 74.8 (C-5"), 74.8 (C-5%),
74.3 (C-5%), 74.0 (CH,0), 74.0 (C-3), 74.0 (C-3%), 74.0 (C-3%), 74.0 (C-3%), 72.4 (C-5%,
72.1 (C-4%), 71.7(C-4%), 70.8 (C-2°), 70.3 (C-4°), 70.3 (C-4%), 70.3 (C-4>), 70.0 (C-3%,
69.0 (C-3"), 68.8 (C-3"), 68.7(C-3%, 67.9 (C-4"), 65.9 (C-6"), 62.3 (C-6"), 62.3 (C-6Y,
62.0 (C-6*), 61.1 (C-6%), 61.1 (C-6%, 61.1 (C-6"), 60.7 (C-6"), 60.6 (C-6), 56.6 (C-2"),
55.9 (C-2%), 55.9 (C-2°%), 55.8 (C-2”), 55.7 (C-2%), 52.7 (C-2"), 39.2 (NCH3), 39.0 (CH,N),
22.8,22.7 (NAC).

N2 -Aminoethoxy )—Nl—methyl—amino O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-glucopyranosyl)-(1—2)-
[O-(2-acetamido-2-desoxy--D-glucopyranosyl)-(1 —4)]-O- o-D-mannopyranosyl-(1—3)-[ O-
(2-acetamido-2-desoxy--D-glucopyranosyl)-(1—4)]-{ O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-gluco-
pyranosyl)-(1-2)-[ O-(2-acetamido-2-desoxy--D-glucopyranosyl)-(1—6)]-O- o-D-manno-
pyranosyl-(1—6)}-0-[-D-mannopyranosyl-(1 —4)-O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)-2-acetamido-2-desoxy--D-glucopyranosid 108

234



Experimenteller Teil

(GlcNAc-1,2-[B-GlcNAc-1,4]-0-Man-1,3-[B-GIcNAc-1,4]-{B-GlcNAc-1,2-[B-GlcNAc-1,6]-
o-Man-1,6}-B-Man-1,4-B-GIcNAc-1,4-B-GleNAc-N(CH;)O(CH,),NH,)

19.8 mg (62.3 umol, 38.9 eq) bifunktionaler Spacer 104 werden in 200 uL. 0.1 M Natrium-
acetatpuffer gelost. Durch Zugabe von 5.0 uL. 5 M Natriumhydroxidlésung wird der pH-Wert
auf 4.5 - 5.0 eingestellt. Diese Losung wird zu 3.0 mg (1.6 umol) Halbacetal 103 gegeben und
anschlieBend 48 h bei 37 °C inkubiert. Salze und iiberschiissiger Spacer 104 werden mittels
Festphasen-Extraktion (Carbograph Columns; Kartuschengréfe: 150 mg; Waschen mit 3 mL
Wasser; Elution mit 4.0 mL 25 % Acetonitril) entfernt. Eine Reinigung durch Gelfiltration
wird angeschlossen (Purifier; Hi Load Superdex 30; Saulengrofie: 16x600 mm; Eluent:
0.1 M Ammoniumhydrogencarbonat-Losung; Fluss: 0.75 mL/min; Detektion: 214, 254 und

280 nm; Retentionszeit: 100.5 min).

Rohausbeute: 2.0 mg (1.1 pmol, 81.3% nach Carbograph Column mit ca. 20 %
Halbacetal 103),

R¢=0.43 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 1.5:1),

[alp™ = -5.7 (0.1, Wasser),

C77H131N9Os; (1998.9),

ESI-MS (100 % Wasser): Mper = 1997.8  Mger= 1010.9 (M+H+Na)**,
1021.9 (M+2Na)**,
1030.5 (M+Na+K)*,
1998.7 (M+H)*, 2020.5 (M+Na)",
2036.4 (M+K)*,

'H-NMR (500 MHz, D,0): § =4.93 (d, J,;, < | Hz, 1H, H-1*, 4.77 (d, J,» < 1 Hz, 1H, H-1%),
456 (d, Jio<1Hz, 1H, H-1°), 4.49-4.34 (m, 6H, H-1?, H-1°, H-1°, H-1°, H-17, H-1%),
4.16-4.07 (m, 3H, H-2*, H-6a*, H-1"), 4.06-3.97 (m, 3H, H-4°, H-2*, H-2"), 3.92 (dd,
J23<1Hz, J34=8.8Hz, 1H, H-3%, 3.89-3.70 (m, 11H, H-2', H-6a", H-6a’, H-6a°, H-3',
H-6a2°, H-6a°, H-6a’, H-6a’, H-6b°, H-3), 3.70-3.48 (m, 21H, H-6a*, H-3% H-6b’, H-3",
H-6b°, H-2%, H-6b , H-6b°, H-5*, H-2", H-2°, H-6b%, H-5*, H-4% H-2°, H-2®, H-6b®, H-6a’,
H-5', H-2", H-6b"), 3.48-3.22 (m, 23H, H-3°, H-4!, H-5°, CH,0, H-3", H-4*, H-6b", H-6b",
H-3®, H-3°, CH,0, H-5°, H-5°, H-4", H-3", H-5°, H-4°, H-4°, H-5", H-4*, H-4°, H-5°,
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H-5%), 3.15(dd, Js4= Hz, Jys= Hz, 1H, H-4%), 3.08-3.02 (m, 2H, CH,N), 2.63 (s, 3H,
NCH3), 1.97-1.88 (m, 21H, NAc),

BC.NMR (125 MHz, D,0): §=174.4, 1743 (C=0 NAc), 102.4 (C-1°, 102.4 (C-17),
102.1 (C-1%), 100.9 (C-1%), 100.7 (C-1°), 100.7 (C-1>), 100.7 (C-1®), 100.3 (C-1%),
98.7 (C-1%), 92.3(C-1"), 79.7 (C-4"), 79.7 (C-4"), 79.3 (C-3%), 79.0 (C-4%), 77.4(C-2%),
77.4 (C-5%), 76.8 (C-2%), 76.7(C-5%), 76.7 (C-5°), 76.7(C-5"), 76.5(C-5") 75.2(C-5%,
75.2 (C-5%), 74.7(C-5Y), 743 (C-3%), 74.3 (C-3%), 74.3(C-3"), 743 (C-3"), 743 (C-3P),
74.3 (CH,0), 72.7 (C-5%), 72.7 (C-5"), 71.9 (C-4%), 71.2 (C-2%), 71.1 (C-6*), 71.1 (C-4Y),
70.9 (C-47), 70.6 (C-4%), 70.6 (C-4%), 70.6 (C-47), 70.1 (C-3%), 69.4 (C-3"), 69.4 (C-3"),
68.8 (C-3%), 68.2(C-4"), 65.9(C-6"), 62.3(C-6%), 62.2(C-6"), 61.5(C-6), 61.5(C-6%,
61.5(C-6"), 61.5(C-6"), 61.1(C-6"), 60.8 (C-6%), 56.9 (C-2%), 56.1 (C-2°), 56.1 (C-2%),
56.1 (C-2"), 56.1(C-2"), 55.9(C-2%), 52.4(C-2"), 39.3(NCH;), 39.2(CH,N), 22.9,
23.0 (NAc).

9.23 Versuche zu Kapitel 5.1

N2 -Aminoethoxy )—Nl—methyl—amino O--D-galactopyranosyl-(1—4)-0-(2-acetamido-2-des-
oxy-3-D-glucopyranosyl)-(1—2)-O- o-D-mannopyranosyl-(1 —3 )-[ O-(2-acetamido-2-desoxy-
B-D-glucopyranosyl)-(1—4)]-[ O-B-D-galactopyranosyl-(1 —4)-O-(2-acetamido-2-desoxy- -
D-glucopyranosyl)-(1—2)-0-o-D-mannopyranosyl-(1—6)]-O-f-D-mannopyranosyl-(1 —4)-
O-(2-acetamido-2-desoxy--D-glucopyranosyl)-(1 —4)-2-acetamido-2-desoxy- f-D-gluco-
pyranosid 111

(B-Gal-1,4-B-GlcNAc-1,2-a-Man-1,3-[3-GlcNAc-1,4]-[-Gal-1,4-B-GlcNAc-1,2-a-Man-
1,6]-B-Man-1,4-B-GlcNAc-1,4-B-GleNAc-N(CH3)O(CH,),NH,)

5.0 mg (3.1 umol) Oktasaccharid 105 werden in 300 puL. 75 mM Tris-Hydrochlorid-Puffer bei
pH 7.5 gelost. Der Puffer enthdlt 0.3 mg BSA, 10 mM Mangan(Il)-chlorid, 11.5 mg
(18.6 umol, 6.1 eq) UDP-Gal 109, 20 U alkalische Phosphatase (E. C. 3.1.3.1) und 106 mU
N-Acetylglucosaminyl-B-1,4-galactosyltransferase (E. C. 2.4.1.90). Die Reaktion wird 48 h

bei 37 °C inkubiert. Nach Ende der Reaktion werden die Proteine mittels Fest-
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phasen-Extraktion entfernt (Carbograph Columns; KartuschengroBe: 150 mg; Waschen mit
3 mL Wasser; Elution mit 4.0 mL 25 % Acetonitril). Es wird ein weiterer Reinigungsschritt
durch Gelfiltration angeschlossen (Purifier; Hi Load Superdex 30; Sdulengrofle: 16x600 mm:;
Eluent: 0.1 M Ammoniumhydrogencarbonat-Losung; Fluss: 0.75 mL/min; Detektion: 214,
254 und 280 nm; Retentionszeit: 101.1 min). Fiir diesen werden auch die Waschlésungen der

Festphasenextraktion eingesetzt.

Ausbeute: nicht bestimmt, Produkt enthilt ca. 15 % Halbacetal,
Ry = 0.28 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 1.5:1),

[alp™ = -0.5 (0.4, Wasser),

C73H125N70s5; (1916.8),

ESI-MS (100 % Wasser): Mper = 1915.7 Mg = 980.5 (M+2Na)**, 1916.3 (M+H)",
1938.2 (M+Na)*, 1954.2 (M+K)",

'H-NMR (360 MHz, D,0): 8 =4.89 (d, J,» < 1 Hz, 1H, H-1%), 4.85 (d, J;, < 1 Hz, 1H, H-1*),
452 (d, Ji» < 1 Hz, 1H, H-1°), 4.47-4.39 (m, 3H, H-1?, H-1°, H-17), 4.34-4.27 (m, 3H, H-1°",
H-1°", H-1%), 4.10 (dd, J,, < 1 Hz, J,3 = 2.5 Hz, 1H, H-2%), 4.06 (d, J,, = 9.4 Hz, 1H, H-1"),
4.01 (dd, Ji» < 1 Hz, J,53=2.3Hz, 1H, H-2%, 3.98 (dd, J,, < 1 Hz, J,5< 1 Hz, 1H, H-2"),
3.96-3.63 (m, 18H, H-4’, H-2', H-6a°, H-6a®, H-6a’, H-6a*, H-3* H-6a’, H-6a*, H-3',
H-6b>, H-6b°, H-3?, H-3°, H-6b°, H-3", H-2?, H-6a%), 3.63-3.19 (m, 40H, H-2°, H-6b’,
H-6a%', H-6a°", H-5", CH,0, H-2", H-6b°', H-6b°", H-5", H-39', H-3°", H-4?, H-4°, H-4",
H-5%, H-2®, H-6a', H-6b°, H-5', H-3°, CH,0, H-6b', H-3®, H-5°, H-6b*, H-5%' H-5°", H-4!,
H-3°, H-6b*, H-4%', H-45", H-29', H29", H4", H-5°, H-4", H-5", H-5"), 3.09 (dd,
J34=9.3Hz, J;5=9.1Hz, 1H, H-4%), 2.78-2.71 (m, 2H, CH,N), 2.59 (s, 3H, NCHj),
1.96-1.81 (m, 15H, NAc),

BC.NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): §=174.3, 1742, 174.1 (C=0 NAc), 102.5 (C-1°"),
102.5 (C-19"), 100.9 (C-1%), 100.1 (C-1%), 99.6 (C-1%), 99.5 (C-1*), 99.1 (C-1°), 98.9 (C-17),
97.3 (C-1%), 91.0(C-1"), 78.6 (C-4"), 78.4(C-3%), 78.0 (C-4%), 78.0 (C-4”), 77.8 (C-4%),
76.2 (C-5%), 76.0 (C-2%), 75.9 (C-5"), 75.8 (C-2"), 75.7 (C-5°), 74.8 (C-3"), 74.8 (C-3"),
74.1 (C-59Y), 74.1 (C-5°"), 74.0 (C-2Y"), 74.0 (C-2°"), 73.1 (C-5Y), 73.1 (C-5%), 72.9 (C-5),
72.6 (CH,0), 71.9 (C-3°), 71.9 (C-3%), 71.9 (C-3%), 71.7 (C-5%), 71.2 (C-5%), 70.9 (C-4),
70.7 (C-4%), 70.5 (C-4°"), 70.5 (C-4°"), 69.8 (C-2%), 69.0 (C-3*), 68.9 (C-3%), 68.3 (C-3"),
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68.0 (C-3%), 67.0 (C-4%), 67.0 (C-4"), 64.8(C-67), 61.4(C-6"), 61.3(C-6%), 61.3 (C-6"),
60.6 (C-6°"), 60.6 (C-6°"), 59.5 (C-6°), 59.5 (C-6), 59.4 (C-6"), 59.3 (C-6%), 55.6 (C-2%),
54.6 (C-2%), 54.5 (C-2°), 54.3 (C-2°), 51.2(C-2"), 38.4 (CH,N), 38.1 (NCH3), 21.9, 21.8,
21.7 (NAc).

N'-(2-Aminoethoxy)-N'-methyl-amino O- B-D-galactopyranosyl-(1—4)-0-(2-acetamido-2-des-
oxy-f-D-glucopyranosyl)-(1—2)-O- a-D-mannopyranosyl-(1 —3)-[ O-(2-acetamido-2-desoxy-
B-D-glucopyranosyl)-(1—4)]-{ O--D-galactopyranosyl-(1—4)-O-(2-acetamido-2-desoxy- -
D-glucopyranosyl)-(1—2)-[ O-B-D-galactopyranosyl-(1—4)-0-(2-acetamido-2-desoxy-5-D-
glucopyranosyl)-(1—6)]-O-o-D-mannopyranosyl-(1—6)}-O-B-D-mannopyranosyl-(1—4)-O-
(2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-(1—4)-2-acetamido-2-desoxy- -D-glucopyrano-
sid 112

(B-Gal-1,4-B-GIcNAc-1,2-0-Man-1,3-[B-GlcNAc-1,4]-{B-Gal-1,4-B-GlcNAc-1,2-[B-Gal-1,4-
B-GlcNAc-1,6]-a-Man-1,6}-B-Man-1,4-B-GlcNAc-1,4-B-GlcNAc-N(CH3)O(CH,),NH,)

5.7 mg (3.2 umol) Nonasaccharid 106 werden in 300 uL. 75 mM Tris-Hydrochlorid-Puffer bei
pH 7.5 gelost. Der Puffer enthdlt 0.3 mg BSA, 10 mM Mangan(Il)-chlorid, 17.4 mg
(28.5 umol, 8.9 eq) UDP-Gal 109, 20 U alkalische Phosphatase (E. C. 3.1.3.1) und 128 mU
N-Acetylglucosaminyl-B-1,4-galactosyltransferase (E. C. 2.4.1.90). Die Reaktion wird 48 h
bei 37 °C inkubiert. Nach Ende der Reaktion werden die Proteine mittels Fest-
phasen-Extraktion entfernt (Carbograph Columns; KartuschengroBe: 150 mg; Waschen mit
3 mL Wasser; Elution mit 4.0 mL 25 % Acetonitril). Es wird ein weiterer Reinigungsschritt
durch Gelfiltration angeschlossen (Purifier; Hi Load Superdex 30; Sidulengrofle: 16x600 mm;
Eluent: 0.1 M Ammoniumhydrogencarbonat-Losung; Fluss: 0.75 mL/min; Detektion: 214,
254 und 280 nm; Retentionszeit: 98.5 min). Fiir diesen werden auch die Waschlosungen der

Festphasenextraktion eingesetzt.

Ausbeute: nicht bestimmt, Produkt enthilt ca. 12 % Halbacetal,
Ry =0.29 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 1.5:1),

[olp™* = -7.1 (0.4, Wasser),

Cs7H148NgOg (2282.1),
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ESI-MS (100 % Wasser): Mper =2280.9  Mgr= 1152.3 (M+H+Na)™,
1163.3 (M+2Na)**,
1171.8 (M+Na+K)**,
2281.9 (M+H)*, 2302.8 (M+Na)",

"H-NMR (360 MHz, D,0): § =4.90 (d, J,, < | Hz, 1H, H-1*, 4.75 (d, J,» < 1 Hz, 1H, H-1%),
4.55(d, Ji»<1Hz, 1H, H-1°), 4.50-4.27 (m, 8H, H-1°, H-1°, H-1?, H-1", H-18, H-19,
H-1°", H-19%), 4.19-3.91 (m, 6H, H-6a*, H-2*, H-1', H-2?, H-4°, H-2"), 3.91-3.41 (m, 55H,
H-2', H-6a’, H-6a’, H-6a*, H-6a°, H-6a", H-3*, H-3', H-6b”, H-6a’, H-3%, H-6b", H-6b’,
H-3°, H-2%, H-6b°, CH,0, H-5, H-3*, H-2", H-6a“', H-6a°", H-6a%", H-6a%, H-2°, H-5",
H-4%, H-6b%', H-6b°", H-6b%', H-6b%, H-4°, H-3%', H-3%" H-3%" | H-4", H-2°, H-3°, H-4",
H-2®, H-6b*, H-3%, H-3", H-5', H-6a', CH,0, H-6b', H-5% H-6b®, H-3", H-5%' H-5°",
H-5%°, H-4!, H-57), 3.41-3.17 (m, 13H, H-4%", H-4°", H-4%, H-6b*, H-2%', H-2°", H-29,
H-4%, H-5°, H-5", H-4", H-5°, H-5"), 3.11(dd, J34=9.4Hz, J,5=88Hz, 1H, H-4"),
2.81-2.72 (m, 2H, CH,N), 2.59 (s, 3H, NCH3), 1.98-1.81 (m, 18H, NAc),

BC.NMR (90 MHz, D,0): §=174.4, 1743, 174.1, 174.0 (C=0 NAc), 103.3 (C-1°"),
103.3 (C-19"), 103.3 (C-19%), 102.0 (C-17), 101.9 (C-1%), 100.3 (C-1%), 100.2 (C-1%),
100.2 (C-1?), 100.1 (C-1°), 100.0 (C-17), 98.3 (C-1"), 91.8 (C-1"), 79.5 (C-4"), 79.3 (C-3%),
78.9 (C-4%), 78.9 (C-4>), 78.9 (C-47), 78.4(C-4%), 77.0 (C-2"), 77.0(C-5%), 76.9 (C-2%,
76.5 (C-5"), 76.5 (C-5"), 76.5 (C-5"), 75.7 (C-39"), 75.7 (C-39"), 75.7 (C-3), 75.0 (C-5h),
75.0 (C-5°"),  75.0 (C-5%%), 749 (C-29Y, 749 (C-2°"), 74.9(C-29%), 74.0(C-5Y,
73.9 (C-5%), 73.7 (C-5), 72.8 (C-3®), 72.8 (C-3%), 72.8 (C-3°), 72.8 (C-37), 72.2 (C-5%),
72.1 (C-5%, 72.1 (CH,0), 71.5 (C-4®), 71.3 (C-45"), 71.3 (C-4°"), 71.3 (C-49%), 70.7 (C-4Y),
70.7 (C-2%), 70.6 (C-6%), 69.8 (C-3"), 69.8 (C-3%), 69.6 (C-3*), 68.9 (C-3"), 67.9 (C-4%,
67.9 (C-4%), 64.9 (C-6%), 62.2 (C-6"), 62.0 (C-6"), 61.3 (C-6°"), 61.3 (C-6°"), 61.3 (C-67),
60.4 (C-6°), 60.4 (C-6°), 60.4 (C-6"), 60.3 (C-6"), 60.2 (C-6%), 56.6 (C-2%), 55.3 (C-2%),
55.3 (C-2"), 55.3 (C-2%), 55.2(C-2"), 52.0 (C-2"), 39.2 (CH,N), 38.9 (NCH3), 22.2, 22.1,
22.0,21.9 (NAc).

N 2-Aminoethoxy )—Nl—methyl—amino O--D-galactopyranosyl-(1—4)-0-(2-acetamido-2-des-
oxy-3-D-glucopyranosyl)-(1—2)-[ O--D-galactopyranosyl-(1—4)-O-(2-acetamido-2-desoxy-
B-D-glucopyranosyl)-(1—4)]-O- a-D-mannopyranosyl-(1 —3)-[ O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-

239



Experimenteller Teil

glucopyranosyl)-(1—4)]-[ O-f-D-galactopyranosyl-(1—4)-O0-(2-acetamido-2-desoxy- -D-glu-
copyranosyl)-(1—2)-O-a-D-mannopyranosyl-(1—6)]-O-B-D-mannopyranosyl-(1—4)-O-(2-
acetamido-2-desoxy-[-D-glucopyranosyl)-(1—4)-2-acetamido-2-desoxy--D-gluco-
pyranosid 113

(B-Gal-1,4-B-GlcNAc-1,2-[B-Gal-1,4-B-GlcNAc-1,4]-a-Man-1,3-[B-GlcNAc-1,4]-[B-Gal-
1,4-B-GlcNAc-1,2-a-Man-1,6]-B-Man-1,4-B-GlcNAc-1,4-B-GlcNAc-N(CH3)O(CH,),NH,)

3.6 mg (2.0 umol) Nonasaccharid 107 werden in 300 uL. 75 mM Tris-Hydrochlorid-Puffer bei
pH 7.5 gelost. Der Puffer enthidlt 0.3 mg BSA, 10 mM Mangan(Il)-chlorid, 10.9 mg
(17.8 umol, 8.9 eq) UDP-Gal 109, 20 U alkalische Phosphatase (E. C. 3.1.3.1) und 106 mU
N-Acetylglucosaminyl-B-1,4-galactosyltransferase (E. C. 2.4.1.90). Die Reaktion wird 48 h
bei 37 °C inkubiert. Nach Ende der Reaktion werden die Proteine mittels Fest-
phasen-Extraktion entfernt (Carbograph Columns; KartuschengroBe: 150 mg; Waschen mit
3 mL Wasser; Elution mit 4.0 mL 25 % Acetonitril). Es wird ein weiterer Reinigungsschritt
durch Gelfiltration angeschlossen (Purifier; Hi Load Superdex 30; Sidulengrofle: 16x600 mm;
Eluent: 0.1 M Ammoniumhydrogencarbonat-Losung; Fluss: 0.75 mL/min; Detektion: 214,
254 und 280 nm; Retentionszeit: 97.2 min). Fiir diesen werden auch die Waschlosungen der

Festphasenextraktion eingesetzt.

Ausbeute: nicht bestimmt, Produkt enthilt ca. 17 % Halbacetal,
Ry =0.23 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 1.5:1),

[olp™* = -2.8 (0.4, Wasser),

Cs7H148N3Og1 (2282.1),

ESI-MS (100 % Wasser): My = 2280.9 Mger = 1152.3 (M+H+Na)2+,
1163.3 (M+2Na)2+, 2281.8 (M+H)*,
2303.7 (M+Na)™,

'H-NMR (360 MHz, D,0): 8 =4.89 (d, J,, < 1Hz, 1H, H-1%), 4.85 (d, J,» < 1Hz, 1H, H-1*),

4.51 (d, J12 < 1Hz, 1H, H-17), 4.47-4.39 (m, 3H, H-1%, H-1°, H-1%), 437 (d, J,» = 8.2 Hz, 1H,

H-19), 4.34-4.26 (m, 4H, H-1°, H-1°', H-19%, H-1%"), 4.14 (dd, J,1, < 1 Hz, J,5< 1 Hz, 1H,

H-2%), 4.07 (d, J1,=9.9 Hz, 1H, H-1"), 4.01-3.17 (m, 72H, H-2°, H-2*, H-4°, H-3*, H-62’,

H-2!, H-6a", H-6a", H-6a°, H-6a” , H-6a®, H-6a°, H-3', H-3% H-6b’, H-2%, H-6a%, H-3°, H-3*,
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H-6b°, H-5", H-4, H-2°, H-6b°, H-2’, H-6a®', H-6a%*, H-6a® , H-6b"', H-6b"*, H-6b""
H-4°, H-4°, CH,0, H-3%", H-3%, H-3%', H-6b%, H-6b°, H-4>, H-2°, H-5*, H-2®, H-6a',
H-5', H-3°, CH,0, H-6b', H-6b%, H-4', H-3°, H-3", H-5%, H-5%', H-5%*, H-5%, H-4", H-6b",
H-6b", H-3%, H-5°, H-4%!, H-4%, H-4%, H-29', H-2%%, H-29, H-4*, H-5", H-5°, H-5",
H-5%), 3.10 (dd, J54 = 9.2 Hz, J45 = 8.8 Hz, 1H, H-4%), 2.77-2.70 (m, 2H, CH,N), 2.59 (s, 3H,
NCHa), 2.04-1.77 (m, 18H, NAc),

BC-NMR (90 MHz, D,0): § = 174.3, 174.2, 174.1 (C=0 NAc), 102.4 (C-1°"), 102.4 (C-1%),
102.4 (C-19%), 101.2 (C-1%), 100.9 (C-1?%), 100.0 (C-1®), 99.5 (C-17), 99.1 (C-1°), 99.0 (C-17),
99.0 (C-1%), 97.2(C-1*), 91.0 (C-1"), 78.4(C-4"), 78.4(C-4%), 78.3(C-3%), 77.7(C-4%),
77.7 (C-4°), 77.7(C-4%, 77.7(C-4”), 76.2(C-5%), 75.8 (C-2"), 75.6 (C-2%), 75.6 (C-5°),
75.6 (C-5°), 75.6 (C-5"), 74.8 (C-39"), 74.8 (C-39%), 74.8 (C-39), 74.1 (C-5°"), 74.1 (C-5%%),
74.1 (C-59%), 74.0 (C-2"), 74.0 (C-29%), 74.0 (C-2%%), 73.1 (C-5"), 72.9 (C-5%), 72.9 (C-5%),
71.9 (C-3%), 71.9 (C-3%, 71.9 (C-3%), 71.9 (C-3®), 71.6 (C-5%), 71.5 (CH,0), 71.4 (C-5%,
70.8 (C-4%), 70.6 (C-4%), 70.4 (C-4"), 70.4 (C-49%), 70.4 (C-49), 69.7 (C-2%), 68.9 (C-3"),
68.1 (C-3%), 68.1(C-3"), 67.6(C-3%), 66.8 (C-4"), 64.7(C-6°), 61.3(C-6%), 61.1(C-6",
61.1 (C-6"), 60.6 (C-6°"), 60.6 (C-69), 60.6 (C-6°%), 59.6 (C-6"), 59.4 (C-6), 59.4 (C-6%),
59.4 (C-6°), 59.3 (C-6%), 55.6 (C-2%), 54.6 (C-2%), 54.6 (C-2°), 54.6 (C-2%), 54.4(C-2%),
51.2 (C-2"), 38.5 (CH,N), 38.1 (NCH3), 22.0, 21.9, 21.8, 21.7 (NAc).

N2 -Aminoethoxy )—Nl—methyl—amino O--D-galactopyranosyl-(1—4)-0-(2-acetamido-2-des-
oxy-3-D-glucopyranosyl)-(1—2)-[ O-B-D-galactopyranosyl-(1 —4)-O-(2-acetamido-2-desoxy-
B-D-glucopyranosyl)-(1—4)]-O- a-D-mannopyranosyl-(1—3)-[ O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-
glucopyranosyl)-(1—4)]-{ O--D-galactopyranosyl-(1—4)-O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-glu-
copyranosyl)-(1—2)-[O-B-D-galactopyranosyl-(1 —4)-O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—6)]-0-o-D-mannopyranosyl-(1—6)}-0--D-mannopyranosyl-(1—4)-O-(2-
acetamido-2-desoxy--D-glucopyranosyl)-(1—4)-2-acetamido-2-desoxy--D-gluco-
pyranosid 114

(B-Gal-1,4-B-GIcNAc-1,2-[B-Gal-1,4-B-GlcNAc-1,4]-0-Man-1,3-[B-GlcNAc-1,4]-{ B-Gal-

1,4-B-GlcNAc-1,2-[B-Gal-1,4-B-GlcNAc-1,6]-0-Man-1,6 }-B-Man-1,4-B-GlcNAc-1,4-B-
GICNAC—N(CH3)O(CH2)2NH2)
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4.5 mg (2.3 umol) Decasaccharid 108 werden in 300 uL. 75 mM Tris-Hydrochlorid-Puffer bei
pH 7.5 gelost. Der Puffer enthdlt 0.3 mg BSA, 10 mM Mangan(Il)-chlorid, 16.5 mg
(27.0 umol, 11.7 eq) UDP-Gal 109, 20 U alkalische Phosphatase (E. C. 3.1.3.1) und 106 mU
N-Acetylglucosaminyl-B-1,4-galactosyltransferase (E. C. 2.4.1.90). Die Reaktion wird 48 h
bei 37 °C inkubiert. Nach Ende der Reaktion werden die Proteine mittels Fest-
phasen-Extraktion entfernt (Carbograph Columns; KartuschengroBe: 150 mg; Waschen mit
3 mL Wasser; Elution mit 4.0 mL 25 % Acetonitril). Es wird ein weiterer Reinigungsschritt
durch Gelfiltration angeschlossen (Purifier; Hi Load Superdex 30; Sidulengrofle: 16x600 mm;
Eluent: 0.1 M Ammoniumhydrogencarbonat-Losung; Fluss: 0.75 mL/min; Detektion: 214,
254 und 280 nm; Retentionszeit: 95.0 min). Fiir diesen werden auch die Waschlosungen der

Festphasenextraktion hinzugezogen.

Ausbeute: nicht bestimmt, Produkt enthélt ca. 20 % Halbacetal,
Ry =0.22 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 1.5:1),

[alp™ =-6.9 (0.5, Wasser),

Cio1H171N9O7; (2647.5),

ESI-MS (100 % Wasser): Mper = 26460  Mger = 1335.3 (M+H+Na)™,
1346.4 (M+2Na)**,
1354.5 (M+Na+K)*,
2668.9 (M+Na)",

"H-NMR (360 MHz, D,0): § =4.91 (d, J;, < | Hz, 1H, H-1*, 4.75 (d, J,1» < 1 Hz, 1H, H-1%),
455(d, Ji»<1Hz, 1H, H-1°), 4.50-4.27 (m, 10H, H-1°, H-1%, H-1°, H-1°, H-1", H-15,
H-19', H-19, H-19", H-19%), 4.17-3.98 (m, 5H, H-2*, H-6a*, H-1', H-4°, H-2%), 3.96 (dd,
Jia< 1Hz, J5<1Hz, 1H, H-2"), 3.93-3.17 (m, 80H, H-3", H-6a’, H-2', H-6a°, H-6a’,
H-6a*, H-6a°, H-6a>, H-3', H-3?, H-6a°, H-6b°, H-6b°, H-6b", H-3", H-6b", H-2*, H-6b"
H-2°, H-6a°", H-6a%%, H-6a°", H-6a%*, H-3*, CH,0, H-5%, H-2°, H-4%, H-6a%, H-2", H-6b"",
H-6b%%, H-6b°", H-6b% , H-5", H-4>, H-4°, H-3°', H-3%%, H-3°", H-3%" | H-6b%, H-4", H-2",
H-3°, H-3°, H-5', H-4>, H-2%, H-6b", H-3", CH,0, H-6a', H-5°, H-6b', H-3", H-3", H-5",
H-5%, H-5°", H-5%%, H-4', H-5°, H-4*, H-6b*, H-6b", H-4%", H-4%, H-4°", H-4%*, H-29,
H-2%, H-2°", H29, H-5°, H-5°, H-5", H-4", H-5°, H-5%), 3.13(dd, J54=9.5Hz,
Jus=8.8 Hz, 1H, H-4%), 2.78-2.71 (m, 2H, CH,N), 2.60 (s, 3H, NCH3), 1.97-1.84 (m, 21H,
NAc),
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BC-NMR (90 MHz, D,0): § = 174.3, 174.1, 174.0 (C=0 NAc), 102.4 (C-1°"), 102.4 (C-1%),
102.4 (C-19Y),  102.4 (C-1%%), 101.1(C-1%), 101.1(C-1%, 101.1(C-17), 99.3 (C-1%),
99.3 (C-1%), 99.2 (C-1°), 99.2(C-1%), 99.0 (C-1*), 97.4 (C-1"), 91.0 (C-1"), 78.4 (C-4"),
78.4 (C-4%), 78.4(C-3%), 782 (C-47), 78.2(C-4"), 77.6 (C-4°), 77.6 (C-4%), 77.6 (C-4%),
76.2 (C-2%), 76.2(C-57), 76.2 (C-5%), 75.7 (C-5"), 75.7 (C-5%), 75.7(C-57), 75.5 (C-2%,
74.9 (C-39Y), 749 (C-39%), 749 (C-39"), 74.9(C-39), 742(C-5%, 742 (C-5,
74.2 (C-59Y), 742 (C-5%), 74.1(C-2%Y, 74.1(C-29%, 74.1(C-2°Y), 74.1(C-2%),
73.2(C-5"), 73.2(C-5%), 72.9(C-5%, 71.9(C-3°), 71.9(C-3"), 71.9 (C-3°), 71.9 (C-3"),
71.9 (C-3%), 71.5 (CH,0), 71.4 (C-5%, 71.4 (C-5%), 70.6 (C-4%), 70.4 (C-4°"), 70.4 (C-4%%),
70.4 (C-45"), 70.4 (C-49%), 69.8 (C-4%), 69.8 (C-2%), 69.8 (C-6*), 69.0 (C-3*), 68.0 (C-3%),
68.0 (C-3"), 67.7(C-3%), 67.0 (C-4"), 63.7(C-6%), 61.1 (C-6"), 60.9 (C-6"), 60.6 (C-6°"),
60.6 (C-6%), 60.6 (C-6°"), 60.6 (C-67), 59.6 (C-6"), 59.5 (C-67), 59.5 (C-6°), 59.5 (C-6%),
59.5 (C-6"), 59.2 (C-6%), 55.8 (C-2%), 54.5(C-2%), 54.5(C-2%), 54.5(C-2%, 54.5(C-2"),
54.2 (C-2%),51.1 (C-2"), 38.5 (CH,N), 38.1 (NCH3), 22.2, 22.0, 21.9, 21.7 (NAc).

N'-(2-Aminoethoxy)-N'-methyl-amino O- B-D-galactopyranosyl-(1—3)-0-(2-acetamido-2-des-
oxy-f-D-glucopyranosyl)-(1—2)-O- a-D-mannopyranosyl-(1 —3)-[ O-(2-acetamido-2-desoxy-
B-D-glucopyranosyl)-(1—4)]-[ O-B-D-galactopyranosyl-(1 —3)-O-(2-acetamido-2-desoxy- -
D-glucopyranosyl)-(1—2)-0-o-D-mannopyranosyl-(1—6)]-O-f-D-mannopyranosyl-(1 —4)-
O-(2-acetamido-2-desoxy--D-glucopyranosyl)-(1 —4)-2-acetamido-2-desoxy- -D-gluco-
pyranosid 115

(B-Gal-1,3-B-GlcNAc-1,2-0-Man-1,3-[B-GlcNAc-1,4]-[-Gal-1,3-B-GlcNAc-1,2-0-Man-
1,6]-B-Man-1,4-B-GlcNAc-1,4-B-GlcNAc-N(CH3)O(CH,),NH,)

3.2 mg (1.7 umol) Oktasaccharid 105 werden in 300 puLL 75 mM Tris-Hydrochlorid-Puffer bei
pH 7.5 gelost. Der Puffer enthidlt 0.3 mg BSA, 10 mM Mangan(Il)-chlorid, 12.3 mg
(20.2 umol, 11.9 eq) UDP-Gal 109, 20 U alkalische Phosphatase (E. C. 3.1.3.1) und 246 mU
N-Acetylglucosaminyl-B-1,3-galactosyltransferase (E. C. 2.4.1.-; Nummer noch nicht
vergeben). Die Reaktion wird 48 h bei 37 °C inkubiert. Nach Ende der Reaktion werden die
Proteine mittels Festphasen-Extraktion entfernt (Carbograph Columns; KartuschengroBe:

150 mg; Waschen mit 3 mL. Wasser; Elution mit 4.0 mL 25 % Acetonitril).
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Ausbeute: nicht bestimmt, Produkt enthilt ca. 15 % Halbacetal,
C73H125N70s5: (1916.8),

MALDI-TOF-MS: Mper = 1915.7 Mger = 1939 (M+Na)™.

9.24 Versuche zu Kapitel 5.2.1

N+ 2-Aminoethoxy )—Nl—methyl—amino O-(5-acetamido-3,5-didesoxy- o-D-glycero-D-galacto-
2-nonulopyranosylsciure)-(2—3)-O--D-galactopyranosyl-(1 —4)-O-(2-acetamido-2-desoxy-
B-D-glucopyranosyl)-(1—2)-O-o-D-mannopyranosyl-(1—3)-[ O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-
glucopyranosyl)-(1—4)]-[O-(5-acetamido-3,5-didesoxy- o-D-glycero-D-galacto-2-nonulo-
pyranosylséiure)-(2—3)-O-f-D-galactopyranosyl-(1 —4)-O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-glu-
copyranosyl)-(1—2)-O-a-D-mannopyranosyl-(1—6)]-O--D-mannopyranosyl-(1—4)-O-(2-
acetamido-2-desoxy--D-glucopyranosyl)-(1 —4)-2-acetamido-2-desoxy- -D-gluco-
pyranosid 116

(o-Neu5Ac-2,3-B-Gal-1,4-B-GlcNAc-1,2-a-Man-1,3-[B-GlcNAc-1,4]-[o-Neu5 Ac-2,3-B-Gal-
1,4-B-GlcNAc-1,2-0-Man-1,6]-B-Man-1,4-B-GIlcNAc-1,4-B-GlcNAc-N(CH3)O(CH,),NH,)

2.1 mg (1.1 wmol) Oligosaccharid 111 werden in 100 uL. 50 mM Natriumkakodylat-Puffer bei
pH 6.4 gelost. Der Puffer enthilt 0.1 mg BSA, 4.1 mg (6.5 umol, 5.9 eq) CMP-NeuAc 110,
20 U alkalische Phosphatase (E. C. 3.1.3.1) und 47 mU B-Galactosid-a-2,3-sialyltransferase
(E. C. 2.4.99.6). Die Reaktion wird 48 h bei 37 °C inkubiert. Nach Ende der Reaktion werden
die Proteine mittels Festphasen-Extraktion entfernt (Carbograph Columns; KartuschengroBe:
150 mg; Waschen mit 3 mL Wasser; Elution mit 4.0 mL 25 % Acetonitril mit 0.05 % TFA).
Es wird ein weiterer Reinigungsschritt durch Gelfiltration angeschlossen (Purifier; Hi Load
Superdex 30; SdulengroBe: 16x600 mm; Eluent: 0.1 M Ammoniumhydrogencarbonat-Ldsung;
Fluss: 0.75 mL/min; Detektion: 214, 254 und 280 nm; Retentionszeit: 91.5 min). Fiir diesen

werden auch die Waschlosungen der Festphasenextraktion eingesetzt.

Ausbeute: 1.5 mg (0.6 umol nach Hi Load Superdex 30; prozentuale Ausbeute nicht be-
stimmt; Produkt enthélt ca. 15 % Halbacetal),
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Ry = 0.39 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 1.5:1),
[alp™ =-2.7 (0.2, Wasser),
CosH50N9oOg7 (2499.3),

ESI-MS (100 % Wasser): Mper = 2497.9 Mger = 1248.7 (M-2H)*,

'H-NMR (360 MHz, D,0): § =4.89 (d, J1, < | Hz, 1H, H-1*), 4.84 (d, J,» < 1 Hz, 1H, H-1%),
452 (d, Ji, < 1 Hz, 1H, H-1%), 4.47-4.35 (m, 5H, H-1?, H-1°, H-1°, H-1', H-1°"), 4.29 (d,
Jio»=8.0Hz, 1H, H-1%), 4.11-4.08 (m, 2H, H-2*, H-2%), 4.06 (d, J,,=9.9 Hz, 1H, H-1"),
4.02-3.89 (m, 4H, H-4°, H-2*, H-39', H-39"), 3.89-3.77 (m, 7H, H-2', H-6a°, H-6a*, H-9a"",
H-9a""', H-3*, H-6a"), 3.77-3.19 (m, 62H, H-6a*, H-6a’, H-6b, H-3', H-8"!, H-8""", H-6b",
H-62°, H-6b, H-5"', H-5"", H-3%, H-3°, H-2%, H-6a°, H-9b"', H-9b"", H-2°, H-4*, H-5%,
H-6b%, H-5%, H-4°, H-6a“', H-6a°", H-2°, H-3*, H-6"', H-6"", H-4", H-6b%', H-6b°",
H-6a', H-4"', H-4N"'| H-2®, H-5', H-6b', H-6b*, H-6b®, CH,0, H-3°, H-3", CH,0, H-5%
H-4', H-3®, H-6b", H-7"', H-7"", H-59!, H-5°", H-5°, H-4%', H-4°", H-29', H-2°", H-4*,
H-5°, H-4*, H-5", H-5%), 3.09 (dd, J34 = 9.7 Hz, J,5 = 9.0 Hz, 1H, H-4"), 2.90-2.83 (m, 2H,
CH,N), 2.63-2.55 (m, SH, NCHs, H-3eq™"', H-3eq™™"), 1.95-1.81 (m, 21H, NAc), 1.64 (dd,
J34=122 Hz, Jeem = 13.8 Hz, 2H, H-3ax"", H-3ax""),

BC.NMR (90 MHz, D,0, Verschiebungen wurden aus einem HSQC-Spektrum ermit-
telt): & = 103.0 (C-1"), 103.0 (C-1°"), 101.7 (C-1%), 101.1 (C-1®), 100.3 (C-1°), 100.2 (C-1%),
100.0 (C-1°), 99.7 (C-17), 98.2(C-1*), 91.9 (C-1"), 79.4 (C-4"), 78.9 (C-3%), 78.6 (C-4"),
78.6 (C-4”), 78.4 (C-4%), 77.0 (C-5%), 76.9 (C-5”), 76.8 (C-2%), 76.6 (C-2*), 76.5 (C-5),
75.8 (C-3Y),  75.8(C-3°"), 755 (C-6"Y, 75.5(C-6"), 75.0(C-59Y, 75.0 (C-591),
74.8 (C-29"), 74.8 (C-2°"), 74.1 (C-5%), 74.1 (C-5”), 73.8 (C-5"), 73.2 (CH,0), 73.2 (C-3°),
73.2 (C-3%), 73.2 (C-3%), 72.3 (C-5%), 72.1 (C-8"h), 72.1 (C-8""), 72.1 (C-5%, 71.4 (C-4P),
70.7 (C-2%), 70.7 (C-4%), 70.1 (C-3%), 69.9 (C-3%), 69.8 (C-3"), 69.7 (C-4°"), 69.7 (C-4°"),
68.7 (C-4""), 68.7 (C-4""), 68.4 (C-T"1), 68.4 (C-7N"), 67.8 (C-3"), 67.8 (C-4"), 67.8 (C-4"),
66.0 (C-9"), 66.0 (C-9N"), 65.8 (C-6), 62.9 (C-6"), 62.2 (C-6%), 62.2 (C-6"), 61.4 (C-6°"),
61.4 (C-6°"), 60.4 (C-6"), 60.3 (C-6%), 60.3 (C-6°), 60.2 (C-6%), 56.4 (C-2%), 55.4 (C-2%),
55.2 (C-2°), 55.2 (C-2"), 52.1 (C-5"h), 52.1 (C-5""), 52.0 (C-2Y), 39.9 (C-3™1), 39.9 (C-3™"),
39.3 (NCH3), 39.0 (CH,N), 22.7, 22.3 (NAc).
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N+ 2-Aminoethoxy )—Nl—methyl—amino O-(5-acetamido-3,5-didesoxy- o-D-glycero-D-galacto-
2-nonulopyranosylsciure)-(2—3)-O- -D-galactopyranosyl-(1 —4)-O-(2-acetamido-2-desoxy-
B-D-glucopyranosyl)-(1—2)-O-o-D-mannopyranosyl-(1—3)-[ O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-
glucopyranosyl)-(1—4)]-{ O-(5-acetamido-3,5-didesoxy- o-D-glycero-D-galacto-2-nonulo-
pyranosylséiure)-(2—3)-O-f-D-galactopyranosyl-(1 —4)-O-(2-acetamido-2-desoxy- 5-D-glu-
copyranosyl)-(1—-2)-[ O-(5-acetamido-3,5-didesoxy- a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyrano-
sylsiiure)-(2—3)-O- B-D-galactopyranosyl-(1 —4)-O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—6)]-0-o-D-mannopyranosyl-(1—6)}-O--D-mannopyranosyl-(1—4)-O-(2-
acetamido-2-desoxy--D-glucopyranosyl)-(1—4)-2-acetamido-2-desoxy- f-D-glucopyrano-
sid 117

(0-Neu5Ac-2,3-B-Gal-1,4-B-GlcNAc-1,2-0-Man-1,3-[3-GlcNAc-1,4]-{ a-NeuS Ac-2,3-B-Gal-
1,4-B-GlcNAc-1,2-[a-Neu5Ac-2,3-B-Gal-1,4-B-GlcNAc-1,6]-a-Man-1,6 }-B-Man-1,4-B-
GlcNAc-1,4-B-GleNAc-N(CH;)O(CH,),NH,)

4.2 mg (1.8 umol) Oligosaccharid 112 werden in 300 uL. 50 mM Natriumkakodylat-Puffer bei
pH 6.4 gelost. Der Puffer enthilt 0.3 mg BSA, 7.0 mg (11.0 umol, 6.1 eq) CMP-NeuAc 110,
20 U alkalische Phosphatase (E. C. 3.1.3.1) und 148 mU B-Galactosid-a-2,3-sialyltransferase
(E. C. 2.4.99.6). Die Reaktion wird 48 h bei 37 °C inkubiert. Nach Ende der Reaktion werden
die Proteine mittels Festphasen-Extraktion entfernt (Carbograph Columns; KartuschengroBe:
150 mg; Waschen mit 3 mL Wasser; Elution mit 4.0 mL 25 % Acetonitril mit 0.05 % TFA).
Es wird ein weiterer Reinigungsschritt durch Gelfiltration angeschlossen (Purifier; Hi Load
Superdex 30; SédulengroBe: 16x600 mm; Eluent: 0.1 M Ammoniumhydrogencarbonat-Losung;
Fluss: 0.75 mL/min; Detektion: 214, 254 und 280 nm; Retentionszeit: 86.2 min). Fiir diesen

werden auch die Waschlosungen der Festphasenextraktion eingesetzt.

Ausbeute: 2.4 mg (0.8 umol nach Hi Load Superdex 30; prozentuale Ausbeute nicht be-
stimmt; Produkt enthélt ca. 12 % Halbacetal),

Ry =0.22 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 1.5:1),

[oc]D24 =-7.9 (0.2, Wasser),

Ci20H199N11Og5 (3155.9),

ESI-MS (100 % Wasser): Myer = 31542 Mgr= 1050.9 (M-3H)*, 1577.2 (M-2H)*,
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'H-NMR (360 MHz, D,0): § =4.91 (d, J,» < 1 Hz, 1H, H-1%), 476 (d, J;, < 1 Hz, 1H, H-1*),
4.55(d, Ji»<1Hz, 1H, H-1°), 4.49-4.35 (m, 7H, H-1°, H-1°, H-1°, H-1", H-1°', H-1°",
H-19%), 432 (d, J;, =7.8 Hz, 1H, H-1%), 4.15-3.93 (m, 9H, H-6a*, H-2*, H-1', H-2*, H-4°,
H-3%, H-39", H-39%, H-2"), 3.93-3.26 (m, 84H, H-2', H-6a°, H-6a’, H-6a"® H-3*, H-6a",
H-9a"', H-9a"", H-9a"*", H-6a’, H-3', H-6b°, H-8"', H-8"", H-8"*, H-6a", H-3’, H-6b’,
H-6b", H-5"!, H-5", H-5", H-6b°, H-2%, H-6a°, H-9b"', H-9b"", H-9b""', H-3%, H-3*,
H-2°, H-5, H-4*, H-6b%, H-2", H-6a“', H-6a®", H-6a®>, H-5*, CH,0, H-4°, H-4", H-6"",
H-6"', H-6"*", H-2", H-6b°!, H-6b°", H-6b%", H-4>, H-5', H-4"', H-4"", H-4"'| H-2B,
H-6a', H-6b*, H-3°, CH,0, H-3", H-5% H-6b', H-6b®, H-3", H-5%', H-5°", H-5%, H-5°,
H-7N, H-7NY, H-7, H-41, H-49", H-49", H-49, H-3%, H-6b", H-4", H-29', H-29", H-29,
H-5°, H-5", H-5), 3.26-3.17 (m, 2H, H-4*, H-5%), 3.11 (dd, J34 = 10.3 Hz, J45 = 9.0 Hz, 1H,
H-4%), 3.07-3.01 (m, 2H, CH,N), 2.65-2.55 (m, 6H, NCHs, H-3eq"!, H-3eq"", H-3eq™"),
1.96-1.81 (m, 27H, NAc), 1.65 (dd, J34=12.0 Hz, Jem = 13.7 Hz, 3H, H-3ax"', H-3ax"",
H-3ax™"),

BC-NMR (90 MHz, D,0): 8 = 174.6, 174.2, 174.0, 173.5, 173.3 (C=0 NAc), 102.2 (C-1°"),
102.2 (C-19Y),  102.2 (C-19%), 101.2(C-1"), 101.1(C-1%), 99.7 (C-1%), 99.4 (C-1%),
99.4 (C-1°), 99.3 (C-1%), 99.2(C-17), 97.5(C-1*), 91.2(C-1"), 78.8 (C-4"), 78.2(C-3%),
77.9 (C-4%), 77.8 (C-4%), 71.8 (C-47), 77.7(C-4%), 76.3 (C-5"), 76.2(C-2*), 76.0 (C-2%,
75.8 (C-5%), 75.8 (C-5"), 75.8 (C-5"), 75.1 (C-3"), 75.1 (C-3"), 75.1 (C-3%%), 74.7 (C-6™h),
747 (C-6~"), 747 (C-6™), 743 (C-5%Y), 743 (C-55"), 743 (C-5), 74.2(C-2%h,
74.2 (C-29Y), 74.2 (C-29%), 73.1 (C-5"), 72.8 (C-5%), 72.8 (C-57), 72.5 (C-3°), 72.5 (C-3"),
72.5(C-3"), 725(C-3%), 724 (CH,0), 71.5(C-5%), 713(C-8", 71.3(C-8""),
71.3 (C-8™), 71.3 (C-5%, 70.7 (C-4%), 69.9 (C-4”), 69.9 (C-2%), 69.8 (C-6*), 69.1 (C-3%),
68.9 (C-3"), 68.9(C-49"), 68.9(C-4%"), 689 (C-4%), 67.9 (-4, 67.9C-4""),
67.9 (C-4"), 67.6 (C-T"1), 67.6 (C-7V1), 67.6 (C-7), 67.2 (C-3%), 67.2 (C-4%), 67.0 (C-3%,
67.0 (C-4"), 65.1 (C-9"h), 65.1 (C-9""), 65.1 (C-9"?), 63.9 (C-6%), 62.2 (C-6"), 61.3 (C-6°),
60.6 (C-6°"), 60.6 (C-6°"), 60.6 (C-6%), 59.6 (C-6”), 59.6 (C-6"), 59.6 (C-6"), 59.6 (C-6"),
59.5 (C-6%), 55.8 (C-2%), 54.6 (C-2%), 54.5(C-2%), 54.5(C-2"), 543 (C-2%), 51.3 (C-5"h,
51.3(C-5NY), 513 (C-5™), 51.2(C-2Y, 39.2(C-3Yh,  39.2(C-3N),  39.2(C-3M),
38.3 (NCH3), 37.8 (CH,N), 21.9, 21.8, 21.6, 21.5 (NAc).

247



Experimenteller Teil

N+ 2-Aminoethoxy )—Nl—methyl—amino O-(5-acetamido-3,5-didesoxy- o-D-glycero-D-galacto-
2-nonulopyranosylsciure)-(2—3)-O- -D-galactopyranosyl-(1 —4)-O-(2-acetamido-2-desoxy-
B-D-glucopyranosyl)-(1—2)-[O-(5-acetamido-3,5-didesoxy- o-D-glycero-D-galacto-2-nonulo-
pyranosylsdure)-(2—3)-O--D-galactopyranosyl-(1—4)-O-(2-acetamido-2-desoxy- 3-D-glu-
copyranosyl)-(1—4)]-0-o-D-mannopyranosyl-(1 —3)-[ O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)]-[O-(5-acetamido-3,5-didesoxy- a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyrano-
sylsiiure)-(2—3)-O- -D-galactopyranosyl-(1 —4)-O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-gluco-
pyranosyl)-(1-2)-0-o-D-mannopyranosyl-(1—6)]-O--D-mannopyranosyl-(1—4)-O-(2-
acetamido-2-desoxy--D-glucopyranosyl)-(1—4)-2-acetamido-2-desoxy- f-D-glucopyrano-
sid 118

(0-Neu5Ac-2,3-B-Gal-1,4-B-GlcNAc-1,2-[0-Neu5Ac-2,3-B-Gal-1,4-B-GlcNAc-1,4]-0-Man-
1,3-[B-GIcNAc-1,4]-[0-NeuSAc-2,3-B-Gal-1,4-B-GlcNAc-1,2-0-Man-1,6]-B-Man-1,4-B-
GlcNAc-1,4-B-GleNAc-N(CH;)O(CH,),NH,)

3.1 mg (1.4 umol) Oligosaccharid 113 werden in 300 uL. 50 mM Natriumkakodylat-Puffer bei
pH 6.4 gelost. Der Puffer enthélt 0.3 mg BSA, 5.1 mg (8.1 umol, 5.8 eq) CMP-NeuAc 110,
20 U alkalische Phosphatase (E. C. 3.1.3.1) und 106 mU B-Galactosid-a-2,3-sialyltransferase
(E. C. 2.4.99.6). Die Reaktion wird 48 h bei 37 °C inkubiert. Nach Ende der Reaktion werden
die Proteine mittels Festphasen-Extraktion entfernt (Carbograph Columns; KartuschengroBe:
150 mg; Waschen mit 3 mL Wasser; Elution mit 4.0 mL 25 % Acetonitril mit 0.05 % TFA).
Es wird ein weiterer Reinigungsschritt durch Gelfiltration angeschlossen (Purifier; Hi Load
Superdex 30; SadulengroBe: 16x600 mm; Eluent: 0.1 M Ammoniumhydrogencarbonat-Losung;
Fluss: 0.75 mL/min; Detektion: 214, 254 und 280 nm; Retentionszeit: 85.7 min). Fiir diesen

werden auch die Waschlosungen der Festphasenextraktion eingesetzt.

Ausbeute: 2.3 mg (0.7 umol nach Hi Load Superdex 30; prozentuale Ausbeute nicht be-
stimmt; Produkt enthélt ca. 17 % Halbacetal),

Ry =0.33 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 1.5:1),

[alp™* =-3.5 (0.2, Wasser),

Ci20H199N110s5 (3155.9),

ESI-MS (100 % Wasser): Myer = 31542 Mgr= 1051.0 (M-3H)*, 1577.0 (M-2H)*,
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'H-NMR (360 MHz, D,0): 8 =4.89 (d, J,» < 1 Hz, 1H, H-1%), 4.80 (d, J;, < 1 Hz, 1H, H-1*),
4.51(d, J1» < 1Hz, 1H, H-1%), 4.46-4.33 (m, 7H, H-1%, H-1°, H-1°, H-19', H-1%%, H-1°",
H-1°%), 428 (d, J1, = 8.8 Hz, 1H, H-1%), 4.12 (dd, J,, < 1 Hz, Jo5 < 1 Hz, 1H, H-2%), 4.05 (d,
Ji2=9.9Hz, 1H, H-1"), 4.02-3.77 (m, 14H, H-2*, H-2*, H-3%", H-3%*, H-3°", H-4°, H-2',
H-3*, H-62°, H-62°, H-6a” , H-6a°, H-3', H-3%), 3.77-3.20 (m, 79H, H-9a"', H-92"?, H-9a"",
H-6a®, H-6a*, H-6a’, H-6b°, H-8"', H-8"*, H-8"", H-6b’, H-6b°, H-6b>, H-5"', H-5"7,
H-5N", H-3*, H-3’, H-2%, H-6a°, H-6a°', H-6a%, H-6a°", H-4>, H-9b"', H-9b"?, H-9b"",
H-2°, H-2°, H-6b', H-6b%?, H-6b°", H-6b%, H-5*, H-4>, H-4°, H-2", H-6a', H-4, H-6"",
H-6"2, H-6"", H-5*, H-2®, H-6b', H-4"', H-4"? H-4"", H-5', H-6b*, H-6b", CH,0, H-3,
H-3°, H-3°, CH,0, H-5%, H-5°', H-5%% H-5°", H-4', H-4*, H-6b®, H-7"!, H-7"%, H-7V',
H-5°, H-3®, H-4°', H-4%, H-4°", H-29', H-29%, H-2°", H-5°, H-5°, H-4*, H-5", H-5%),
3.09 (dd, J34=9.1 Hz, Ju5=9.0 Hz, 1H, H-4"), 2.97 (dd, Jyic = 4.4 Hz, Jeem = 10.7 Hz, 2H,
CH,N), 2.63-2.55 (m, 6H, NCHs, H-3eq"', H-3eq"?, H-3eq""), 1.94-1.82 (m, 27H, NAc),
1.64 (dd, J34 = 12.2 Hz, Jgem = 13.7 Hz, 3H, H-3ax"", H-3ax"?, H-3ax""),

BC-NMR (90 MHz, D,0): § = 174.6, 174.1, 173.4 (C=0 NAc), 102.2 (C-1"), 102.2 (C-1%),
102.2 (C-19"), 101.3 (C-1%), 101.0 (C-1%), 100.3 (C-1®), 99.6 (C-1°), 99.3 (C-1°), 99.1 (C-1%),
99.1 (C-17), 97.6 (C-1*), 91.1 (C-1"), 78.5(C-4"), 78.5 (C-4%, 78.2(C-3%), 77.8 (C-4)),
77.8 (C-4%), 77.8 (C-4>), 71.7(C-4%), 76.4(C-5"), 76.4(C-5"), 75.9 (C-2*), 75.8 (C-57),
75.8 (C-5%), 75.7 (C-2%), 75.1 (C-3Y), 75.1 (C-39%), 75.1 (C-39"), 74.7 (C-6™1), 74.7 (C-6™),
74.7 (C-6NY), 744 (C-59Y), 744 (C-59), 74.4(C-55"), 74.0(C-29Y, 74.0 (C-29Y,
74.0 (C-2°"), 73.5(C-5Y), 73.5(C-5%), 73.5 (C-5"), 72.8 (C-3P), 72.5(C-3%), 72.5(C-3%,
72.5 (C-3%), 72.1 (CH,0), 71.6 (C-5%), 71.5 (C-5%), 71.4 (C-8""), 71.4 (C-8"%), 71.4 (C-8""),
71.3 (C-4%), 70.8 (C-4%), 69.9 (C-27), 69.1 (C-3"), 69.0 (C-4°"), 69.0 (C-4%), 69.0 (C-4°"),
68.1 (C-9""), 68.1 (C-9™), 68.1(C-9N"), 68.0(C-4"), 68.0(C-4"), 68.0(C-4""),
67.8 (C-T"Y), 67.8 (C-7%), 67.8 (C-7""), 67.6 (C-3%), 67.1 (C-3"), 67.1 (C-3%), 67.0 (C-4"),
65.2 (C-6%), 62.2 (C-6"), 62.1 (C-6"), 61.4 (C-6%), 60.7 (C-6°"), 60.7 (C-6%), 60.7 (C-6°"),
59.7 (C-6"), 59.6 (C-6”), 59.6 (C-6°), 59.6 (C-6>), 59.5(C-6%), 55.7(C-2%), 54.7 (C-2%,
54.5 (C-2°), 54.5 (C-2°%), 54.4 (C-2°), 51.3 (C-2Y), 51.3 (C-5""), 51.3 (C-5"%), 51.3 (C-5"1),
39.2 (C-3Yh, 39.2 (C-3"%), 39.2(C-3""), 38.4 (NCH3), 38.1 (CH.N), 21.9, 21.8, 21.7,
21.6 (NAc).
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N+ 2-Aminoethoxy )—Nl—methyl—amino O-(5-acetamido-3,5-didesoxy- o-D-glycero-D-galacto-
2-nonulopyranosylsciure)-(2—3)-O- -D-galactopyranosyl-(1 —4)-O-(2-acetamido-2-desoxy-
B-D-glucopyranosyl)-(1—2)-[O-(5-acetamido-3,5-didesoxy- o-D-glycero-D-galacto-2-nonulo-
pyranosylsdure)-(2—3)-O--D-galactopyranosyl-(1—4)-O-(2-acetamido-2-desoxy- 3-D-glu-
copyranosyl)-(1—4)]-0-o-D-mannopyranosyl-(1 —3)-[ O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)]-{O-(5-acetamido-3,5-didesoxy- a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyrano-
sylsiiure)-(2—3)-O--D-galactopyranosyl-(1 —4)-O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—-2)-[O-(5-acetamido-3,5-didesoxy- o-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl-
sciure)-(2—3)-0-f-D-galactopyranosyl-(1—4)-O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-glucopyrano-
syl)-(1—6)]-0-a-D-mannopyranosyl-(1—6)}-O- B-D-mannopyranosyl-(1 —4)-O-(2-acet-
amido-2-desoxy-[-D-glucopyranosyl)-(1—4)-2-acetamido-2-desoxy--D-glucopyranosid 119

(a-Neu5Ac-2,3-B-Gal-1,4-B-GIcNAc-1,2-[a-Neu5Ac-2,3-B-Gal-1,4-B-GlcNAc-1,4]-o-Man-
1,3-[B-GlcNAc-1,4]-{a-Neu5Ac-2,3-B-Gal-1,4-B-GlcNAc-1,2-[a-Neu5Ac-2,3-B-Gal-1,4-B-
GIcNAc-1,6]-o-Man-1,6 }-B-Man-1,4-B-GlcNAc-1,4-3-GlcNAc-N(CH3)O(CH,),NH,)

3.8 mg (1.5 umol) Oligosaccharid 114 werden in 300 uL. 50 mM Natriumkakodylat-Puffer bei
pH 6.4 gelost. Der Puffer enthilt 0.3 mg BSA, 7.4 mg (11.6 umol, 7.7 eq) CMP-NeuAc 110,
20 U alkalische Phosphatase (E. C. 3.1.3.1) und 106 mU B-Galactosid-o-2,3-sialyltransferase
(E. C. 2.4.99.6). Die Reaktion wird 48 h bei 37 °C inkubiert. Nach Ende der Reaktion werden
die Proteine mittels Festphasen-Extraktion entfernt (Carbograph Columns; Kartuschengrof3e:
150 mg; Waschen mit 3 mL Wasser; Elution mit 4.0 mL 25 % Acetonitril mit 0.05 % TFA).
Es wird ein weiterer Reinigungsschritt durch Gelfiltration angeschlossen (Purifier; Hi Load
Superdex 30; SdulengroBe: 16x600 mm; Eluent: 0.1 M Ammoniumhydrogencarbonat-Losung;
Fluss: 0.75 mL/min; Detektion: 214, 254 und 280 nm; Retentionszeit: 81.5 min). Fiir diesen

werden auch die Waschlosungen der Festphasenextraktion eingesetzt.

Ausbeute: 1.8 mg (0.5 wmol nach Hi Load Superdex 30; prozentuale Ausbeute nicht be-
stimmt; Produkt enthélt ca. 20 % Halbacetal),

R¢=0.19 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 1.5:1),

[olp™* = -7.4 (0.2, Wasser),

Ci4sH230N 130103 (3812.5),
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ESI-MS (100 % Wasser): Myer = 38104 Mgr= 951.6 (M-4H)", 1269.5 (M-3H)™,
1905.6 (M-2H)*,

'H-NMR (360 MHz, D,0): 8 =4.92 (d, J1, < 1 Hz, 1H, H-1%), 4.74 (d, J1, < 1 Hz, 1H, H-1"),
4.55(d, Ji2 < 1Hz, 1H, H-1%), 4.49-4.34 (m, 9H, H-1°, H-1°, H-1%, H-19', H-1%, H-1°",
H-19°, H-1°, H-1"), 431(d, Ji,=7.7Hz, 1H, H-1%), 4.16-4.09 (m, 2H, H-2*, H-6a"),
4.06 (d, J1, =9.7 Hz, 1H, H-1"), 4.03-3.92 (m, 7H, H-2*, H-4°, H-3%', H-3%%, H-3°", H-3%,
H-2"), 3.92-3.78 (m, 9H, H-3*, H-2!, H-6a°, H-6a’, H-6a°, H-3', H-3*, H-6a®, H-6a>),
3.78-3.17 (m, 95H, H-8"', H-8"* H-8"", H-8"* H-6b’, H-6b’, H-6a’, H-6a", H-6b, H-5"",
H-5"2, H-5"", H-5", H-6b°, H-3°, H-9a"!, H-9a"?, H-9a"", H-9a"", H-2%, H-6b’, H-4%,
H-3*, H-2°, H-2°, H-2", H-6a°, H-5", H-4°, H-4", H-4°, H-4°, H-6a°', H-6a%*, H-6a°",
H-6a%", H-5%, H-2®, H-2”, H-6b’, H-6b"', H-6b%%, H-6b°", H-6b%, H-6a', H-6""!, H-6"",
H-6"", H-6""', CH,0, H-9b™!, H-9b™? H-9b™', H-9b™', H-4"', H-4"? H-4"" H-4™' H-6b',
H-6b*, H-3°, H-3%, H-3", H-3", H-3®, H-5', H-5%, H-5°, H-4!, H-5", H-5%, H-5°", H-5%,
H-4*, H-7N', H-7"2, H-7NY, H-7, H-49', H-49%, H-4%", H-4%"', H-6b", CH,0, H-2°', H-2%,
H-2Y", H-2%, H-6b*, H-5°, H-5°, H-5", H-5°, H-4*, H-5%), 3.12(dd, J54=9.3 Hz,
Ju5=8.9 Hz, 1H, H-4), 3.06 (dd, Jvic = 4.5 Hz, Jgem = 11.2 Hz, 1H, CH,N), 2.66-2.55 (m,
7H, NCH;, H-3eq"', H-3eq"?, H-3eq"', H-3eq""), 2.02-1.81 (m, 33H, NAc), 1.65 (dd,
J34=12.2 Hz, Joem = 13.8 Hz, 4H, H-3ax"', H-3ax"?, H-3ax"" , H-3ax""),

BC.NMR (90 MHz, D,0O, Verschiebungen wurden aus einem HSQC-Spektrum ermit-
telt): §=103.0 (C-19Y),  103.0 (C-19%), 103.0 (C-1°"),  103.0 (C-1%%), 102.0 (C-1%,
102.0 (C-1%, 102.0 (C-17), 100.4 (C-1%), 100.1 (C-1%), 100.1 (C-1%), 100.0 (C-1%),
99.7 (C-1%), 98.3 (C-1*), 91.9 (C-1"), 79.2(C-4"), 79.0 (C-4%), 78.8 (C-3%), 78.7 (C-4%,
78.7 (C-4), 78.4 (C-4%), 78.4 (C-4°), 78.4(C-4"), 77.2(C-5%), 77.1(C-2"), 76.5(C-57),
76.5 (C-5"), 76.5 (C-5°), 76.5 (C-5"), 76.4 (C-2%), 75.8 (C-39"), 75.8 (C-3?), 75.8 (C-3°"),
75.8 (C-39%), 754 (C-6""), 754(C-6™), 754 (C-6""), 754 (C-6"), 75.1(C-5,
75.1 (C-59%), 75.1 (C-5°"), 75.1(C-5%), 75.0(C-29, 75.0(C-29%), 75.0(C-2"),
75.0 (C-29%), 74.2 (C-5"), 74.2(C-5%), 74.2 (C-5%), 73.3 (C-3’), 73.3 (C-3"), 73.3 (C-3%,
73.3 (C-37), 73.3 (C-3®), 72.3 (C-5%), 72.3 (CH,0), 72.1 (C-5%), 72.1 (C-8""), 72.1 (C-8"%),
72.1 (C-8N1), 72.1 (C-8™), 71.4 (C-4%), 70.9 (C-4%), 70.6 (C-2), 70.5 (C-6*), 69.9 (C-9"h),
69.9 (C-9™), 69.9 (C-9""), 69.9 (C-9"), 69.7(C-4%Y), 69.7 (C-49%), 69.7 (C-4°"),
69.7 (C-49%), 68.7 (C-4""), 68.7 (C-4™%), 68.7(C-4""), 68.7(C-4™), 68.5(C-7"h,
68.5 (C-7"%), 68.5 (C-TN"), 68.5 (C-7™), 68.3 (C-3%), 68.0 (C-3%), 68.0 (C-3*), 67.8 (C-4"),
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67.7 (C-3"), 64.5 (C-6%), 63.0 (C-6%), 61.8 (C-6®), 61.5 (C-6°"), 61.5 (C-67%), 61.5 (C-6°"),
61.5 (C-6%), 60.4 (C-6"), 60.4 (C-6), 60.4 (C-6>), 60.4 (C-6), 60.4 (C-6"), 60.1 (C-6%),
56.6 (C-2%), 55.4 (C-2%), 55.4 (C-2°), 55.4(C-2%, 55.4(C-27), 55.1(C-2%), 52.0 (C-5"h,
52,0 (C-5™), 52.0(C-5""),  52.0(C-5"), 51.9(C-2"), 40.0(C-3"",  40.0 (C-3",
40.0 (C-3"1), 40.0 (C-3™), 39.1 (NCH3), 38.6 (CH,N), 23.0, 22.7, 22.3 (NAc).

9.25 Versuche zu Kapitel 5.2.2

N'-(2-Aminoethoxy)-N'-methyl-amino O-(5-acetamido-3,5-didesoxy- o-D-glycero-D-galacto-
2-nonulopyranosylsciure )-(2—6)-O- -D-galactopyranosyl-(1 —4)-O-(2-acetamido-2-desoxy-
B-D-glucopyranosyl)-(1—2)-O-o-D-mannopyranosyl-(1—3)-[ O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-
glucopyranosyl)-(1—4)]-[ O-(5-acetamido-3,5-didesoxy- o-D-glycero-D-galacto-2-nonulo-
pyranosylsdure)-(2—6)-0-f-D-galactopyranosyl-(1 —4)-O-(2-acetamido-2-desoxy- 3-D-glu-
copyranosyl)-(1—2)-O-a-D-mannopyranosyl-(1—6)]-O--D-mannopyranosyl-(1—4)-O-(2-
acetamido-2-desoxy--D-glucopyranosyl)-(1 —4)-2-acetamido-2-desoxy- -D-gluco-
pyranosid 120

(a-Neu5Ac-2,6-B-Gal-1,4-B-GIcNAc-1,2-o-Man-1,3-[B-GlcNAc-1,4]-[a-Neu5 Ac-2,6-B-Gal-
1,4-B-GlcNAc-1,2-a-Man-1,6]-B-Man-1,4-B-GlcNAc-1,4-B-GlcNAc-N(CH3)O(CH;),NH))

1.0 mg (0.5 umol) Oligosaccharid 111 werden in 200 uL. 100 mM Natriumkakodylat-Puffer
bei pH 6.4 gelost. Der Puffer enthdlt 0.2 mg BSA, 2.0mg (3.1 umol, 6.2eq)
CMP-NeuAc 110, 10 mm Mangan(II)-chlorid, 20 U alkalische Phosphatase (E. C. 3.1.3.1)
und 94 mU B-Galactosid-a-2,6-sialyltransferase (E. C. 2.4.99.1). Die Reaktion wird 48 h bei
37 °C inkubiert. Nach Ende der Reaktion werden die Proteine mittels Festphasen-Extraktion
entfernt (Carbograph Columns; Kartuschengrofe: 150 mg; Waschen mit 3 mL. Wasser;
Elution mit 4.0 mL 25 % Acetonitril mit 0.05 % TFA). Es wird ein weiterer Reinigungsschritt
durch Gelfiltration angeschlossen (Purifier; Hi Load Superdex 30; Sdulengrofle: 16x600 mm:;
Eluent: 0.1 M Ammoniumhydrogencarbonat-Losung; Fluss: 0.75 mL/min; Detektion: 214,
254 und 280 nm, Retentionszeit: 92.9 min). Fiir diesen werden auch die Waschlosungen der

Festphasenextraktion eingesetzt.
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Ausbeute: 0.9 mg (0.4 umol nach Hi Load Superdex 30; prozentuale Ausbeute nicht be-
stimmt; Produkt enthélt ca. 15 % Halbacetal),

R¢=0.23 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 1.5:1),

[alp™ = +1.1 (0.1, Wasser),

CosHi50N9Og7 (2499.3),

ESI-MS (100 % Wasser): Mper = 2497.9 Mg = 1247.6 (M-2H)*, 2496.6 (M-H)’,

'H-NMR (360 MHz, D,0): § =4.91 (d, J;:, < | Hz, 1H, H-1*), 4.86 (d, J,» < 1 Hz, 1H, H-1%),
454 (d, J12 < 1 Hz, 1H, H-1°), 4.48-4.40 (m, 3H, H-1°, H-1°, H-1°), 4.33-4.25 (m, 3H, H-1",
H-19', H-1°"), 4.10 (dd, J,, < 1 Hz, J,5 < 1 Hz, 1H, H-2%), 4.02 (dd, J,» < 1 Hz, J,5 < 1 Hz,
1H, H-2%), 3.99 (dd, J;» < 1 Hz, J»5 < | Hz, 1H, H-2"), 3.97-3.63 (m, 27H, H-1', H-4°, H-6a",
H-9a"', H-9a"", H-2', H-6a’, H-6a%", H-6a°", H-6a*, H-6a° , H-3, H-3', H-6a", H-3% H-8"",
H-8""', H-3*, H-6a’, H-6b°, H-6b°, H-6b°, H-5"', H-5"', H-6a’, H-6"', H-6""),
3.63-3.43 (m, 32H, H-2%, H-6b%, H-9b"', H-9b"", H-5*, H-5*, H-3’, H-2°, H-6a', CH,0,
H-3°, H-3”, H-3", CH,0, H-3%', H-3°", H-4°, H-2, H-2°, H-4°, H-4", H-6b', H-4"', H-4"",
H-59', H-55", H-6b", H-6b°", H-6b°", H-5', H-5%, H-4"), 3.43-3.21 (m, 14H, H-6b*, H-6b"
H-7N', H-7NY, H-29!, H-2FY, H-5°, H-49', H-4°", H-4%, H-4*, H-5°, H-5", H-5%), 3.10 (dd,
Js4=89Hz, J;5=82Hz, I1H, H-4"), 2.92-2.85(m, 2H, CH,N), 2.60 (s, 3H, NCHj),
2.55-2.47 (m, 2H, H-3eq"', H-3eq""), 1.95-1.83 (m, 21H, NAc), 1.56 (dd, J34=12.1 Hz,
Jeem = 13.7 Hz, 2H, H-3ax"", H-3ax""),

BC.NMR (90 MHz, D,0O, Verschiebungen wurden aus einem HSQC-Spektrum ermit-
telt): & = 103.0 (C-19"), 103.0 (C-1°"), 100.9 (C-1%), 100.1 (C-1%), 99.6 (C-1%), 99.4 (C-1%),
98.7 (C-1°), 98.7 (C-1°), 97.1 (C-1"), 87.5(C-1"), 80.2 (C-4"), 80.0 (C-4%), 80.0 (C-4"),
79.9 (C-4%), 79.5(C-3%), 76.2(C-5%), 75.7(C-2%, 75.5(C-2%), 75.4(C-5"), 75.4(C-5"),
73.8 (C-5°"), 73.8(C-5°"), 73.8(C-2°"), 73.8(C-2°"), 73.6(C-4%), 73.1(C-6",
73.1 (C-6""), 72.9 (C-39"), 72.9 (C-3"), 72.8 (C-5"), 72.8 (C-57%), 72.8 (C-5%), 71.8 (CH,0),
71.8 (C-3°), 71.8 (C-3%), 71.8 (C-3%), 71.4 (C-5%, 71.4 (C-5%), 71.2 (C-8™), 71.2 (C-8"1),
70.9 (C-4%), 70.2 (C-4"), 70.2 (C-4°"), 69.8 (C-2%), 68.9 (C-3"), 68.9 (C-3), 68.9 (C-3"),
67.9 (C-7"), 67.9 (C-7TN"), 67.8 (C-3%), 67.7 (C-4™1), 67.7 (C-4""), 66.9 (C-4"), 66.8 (C-4%,
65.0 (C-9""), 65.0 (C-9""), 64.9 (C-6), 62.6 (C-6%), 62.6 (C-6"), 62.1 (C-6®), 61.2 (C-6°"),
61.2 (C-6°"), 59.6 (C-6%), 59.6 (C-6>), 59.5 (C-6"), 59.4 (C-6%), 55.5 (C-2%), 54.2 (C-2%),
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54.2 (C-2°), 54.2 (C-2°), 51.3 (C-2"), 51.3 (C-5"1), 51.3 (C-5"1), 39.6 (C-3), 39.6 (C-31),
38.2 (NCH3), 37.9 (CH,N), 21.8, 21.6, 21.5 (NAc).

N 2-Aminoethoxy )—Nl—methyl—amino O-(5-acetamido-3,5-didesoxy- o-D-glycero-D-galacto-
2-nonulopyranosylsciure )-(2—6)-O- -D-galactopyranosyl-(1 —4)-O-(2-acetamido-2-desoxy-
B-D-glucopyranosyl)-(1—2)-O-o-D-mannopyranosyl-(1—3)-[ O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-
glucopyranosyl)-(1—4)]-{ O-(5-acetamido-3,5-didesoxy- o-D-glycero-D-galacto-2-nonulo-
pyranosylsdiure)-(2—6)-O-f-D-galactopyranosyl-(1 —4)-O-(2-acetamido-2-desoxy- 5-D-glu-
copyranosyl)-(1—-2)-[ O-(5-acetamido-3,5-didesoxy- a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyrano-
sylsiiure)-(2—6)-0- B-D-galactopyranosyl-(1 —4)-O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—6)]-0-o-D-mannopyranosyl-(1—6)}-O--D-mannopyranosyl-(1—4)-O-(2-
acetamido-2-desoxy--D-glucopyranosyl)-(1—4)-2-acetamido-2-desoxy--D-glucopyrano-
sid 121

(a-Neu5Ac-2,6-B-Gal-1,4-B-GlcNAc-1,2-a-Man-1,3-[B-GlcNAc-1,4]-{o-Neu5Ac-2,6-B-Gal-
1,4-B-GlcNAc-1,2-[a-Neu5Ac-2,6-B-Gal-1,4-B-GlcNAc-1,6]-0-Man-1,6 }-f-Man-1,4-3-
GIcNAc-1,4-B-GlcNAc-N(CH3)O(CH,),NH,)

4.2 mg (1.8 umol) Oligosaccharid 112 werden in 350 uL. 100 mM Natriumkakodylat-Puffer
bei pH 6.4 gelost. Der Puffer enthdlt 0.35mg BSA, 5.1 mg (8.0umol, 4.4eq)
CMP-NeuAc 110, 10 mm Mangan(II)-chlorid, 20 U alkalische Phosphatase (E. C. 3.1.3.1)
und 236 mU B-Galactosid-a-2,6-sialyltransferase (E. C. 2.4.99.1). Die Reaktion wird 48 h bei
37 °C inkubiert. Nach Ende der Reaktion werden die Proteine mittels Festphasen-Extraktion
entfernt (Carbograph Columns; Kartuschengrofe: 150 mg; Waschen mit 3 mL. Wasser;
Elution mit 4.0 mL 25 % Acetonitril mit 0.05 % TFA). Es wird ein weiterer Reinigungsschritt
durch Gelfiltration angeschlossen (Purifier; Hi Load Superdex 30; Sidulengrofle: 16x600 mm;
Eluent: 0.1 M Ammoniumhydrogencarbonat-Losung; Fluss: 0.75 mL/min; Detektion: 214,
254 und 280 nm, Retentionszeit: 88.3 min). Fiir diesen werden auch die Waschlosungen der

Festphasenextraktion eingesetzt.

Ausbeute: 1.9 mg (0.6 umol nach Hi Load Superdex 30; prozentuale Ausbeute nicht be-
stimmt; Produkt enthélt ca. 12 % Halbacetal),
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Ry =0.14 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 1.5:1),
[alp™* = -12.0 (0.2, Wasser),
Ci20H199N1Og5 (3155.9),

ESI-MS (100 % Wasser): Mper = 3154.2 M, = 1050.5 (M-3H)™, 1576.3 (M-2H)",

'H-NMR (360 MHz, D,0): § =4.92 (d, J,:, < | Hz, 1H, H-1*), 4.80 (d, J,» < 1 Hz, 1H, H-1%),
450 (d, Ji2<1Hz, 1H, H-1%), 450 (d, J,,=7.7Hz, 1H, H-1°), 4.47-4.39 (m, 3H, H-1%
H-1%, H-1"), 4.34 (d, J,,=8.0Hz, 1H, H-1%), 4.32-4.25 (m, 3H, H-1°', H-1°", H-19),
4.16-4.94 (m, 6H, H-6a*, H-2*, H-1', H-2°, H-4°, H-2"), 3.89-3.58 (m, 42H, H-6a’, H-9a"",
H-9a"", H-9a""', H-6a", H-6a, H-6a’, H-2', H-6a", H-3*, H-3', H-6a“', H-6a"", H-6a",
H-3% H-6"', H-6"", H-6"*, H-8"', H-8""", H-8""', H-6a’, H-6b’, H-6b’, H-6b’ , H-6b> , H-3*,
H-3°, H-3%', H-39", H-3%"", H-2%, H-2°, H-2", H-5"!, H-5"", H-5", H-5, H-5%, H-62%,
H-4?, H-6b%), 3.58-3.18 (m, 47H, H-3°, H-5', H-4>, H-6a', CH,0, H-3", H-2®, H-2", H-6b",
H-4", H-6b', H-4N', H-4"" H-4"*| H-3", CH,0, H-3®, H-6b"", H-6b°", H-6b%", H-5%
H-4”, H-5°, H-5%", H-5°", H-5%, H-6b°, H-4', H-6b*, H-9b"', H-9b"", H-9b™*, H-7",
H-7N', H-7, H-49', H-4°", H-4%%, H-29', H-29", H-29', H-4*, H-5°, H-5", H-4*, H-5",
H-5%), 3.13 (dd, J34 = 9.8 Hz, Ju5 = 8.9 Hz, 1H, H-4), 3.05 (dd, Jyic = 4.7 Hz, Jeem = 11.2 Hz,
2H, CH,N), 2.62(s, 3H, NCH;), 2.57-247 (m, 3H, H-3eq“', H-3eq"', H-3eq“),
1.96-1.83 (m, 27H, NAc), 1.62-1.50 (m, 3H, H-3ax"", H-3ax"", H-3ax""),

BC.NMR (90 MHz, D,0O, Verschiebungen wurden aus einem HSQC-Spektrum ermit-
telt): §=103.9 (C-19Y),  103.9 (C-1°"),  103.9 (C-1%%), 101.8(C-1%), 101.8(C-1"),
100.7 (C-1%), 100.3 (C-1%), 100.1 (C-1%), 99.8 (C-1°), 99.8 (C-17), 98.3 (C-1*), 91.9 (C-1"),
81.1 (C-4>), 80.5(C-4”), 80.5(C-4"), 79.7 (C-4"), 79.5(C-3%), 78.7 (C-4%), 77.0 (C-5),
77.0 (C-5%), 76.8 (C-2%), 76.6 (C-2%, 76.5 (C-5°), 76.5 (C-57), 74.8 (C-5°"), 74.8 (C-5°"),
74.8 (C-59%), 748 (C-29"), 74.8(C-2°"), 74.8(C-2%), 74.0(C-3%), 74.0(C-39"),
74.0 (C-39%), 73.9 (C-5"), 73.9 (C-5%), 73.9 (C-5%), 72.8 (C-3°), 72.8 (C-3%), 72.8 (C-3"),
72.8 (C-3%), 72.7 (CH,0), 72.6 (C-5%), 72.6 (C-5%), 72.1 (C-6™"), 72.1 (C-6""), 72.1 (C-6™),
72.1 (C-8NY, 721 (C-8VY),  72.1(C-8"), 71.4(C-4%), 71.1(C-49"), 71.1(C-4),
71.1 (C-49%), 70.7 (C-2%), 70.7 (C-4%), 70.6 (C-6*), 69.8 (C-3*), 69.7 (C-3"), 69.7 (C-3%),
68.7 (C-TNY,  68.7(C-TNY),  68.7 (C-7), 68.7 (C-4""), 68.7 (C-4N"), 68.7 (C-4™),
68.6 (C-3%), 68.0 (C-4"), 68.0 (C-4"), 65.8 (C-6), 63.7 (C-9""), 63.7 (C-9""), 63.7 (C-9"?),
63.0 (C-6°1), 63.0 (C-6°"), 63.0 (C-69%), 62.3 (C-6"), 62.1 (C-6%), 60.5 (C-6”), 60.5 (C-6),
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60.5 (C-6"), 60.4 (C-6"), 60.3 (C-6%), 56.7 (C-2B), 55.3 (C-2%), 55.3(C-2%), 55.3 (C-27),
55.0 (C-2%), 523 (C-5"Y, 523(C-5N), 523 (C-5N),  51.8(C-2Y), 405 (C-3Nh,
40.5 (C-3"1), 40.5 (C-3"), 39.1 (NCH3), 38.6 (CHoN), 22.8, 22.6, 22.4 (NAC).

N'-(2-Aminoethoxy)-N'-methyl-amino O-(5-acetamido-3,5-didesoxy- o-D-glycero-D-galacto-
2-nonulopyranosylsdure )-(2—06)-0--D-galactopyranosyl-(1 —4)-O-(2-acetamido-2-desoxy-
B-D-glucopyranosyl)-(1—2)-[O-(5-acetamido-3,5-didesoxy- o-D-glycero-D-galacto-2-nonulo-
pyranosylsdure)-(2—6)-0--D-galactopyranosyl-(1—4)-O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-glu-
copyranosyl)-(1—4)]-O-o-D-mannopyranosyl-(1 —3)-[ O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-gluco-
pyranosyl-(1—4)]-[ O-(5-acetamido-3,5-didesoxy- o-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl-
sciure)-(2—6)-0-f-D-galactopyranosyl-(1—4)-O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-glucopyrano-
syl)-(1—2)-0-o-D-mannopyranosyl-(1—6)]-0-B-D-mannopyranosyl-(1 —4)-0-(2-acetamido-
2-desoxy--D-glucopyranosyl)-(1—4)-2-acetamido-2-desoxy- -D-glucopyranosid 122

(0-NeuSAc-2,6-B-Gal-1,4-B-GlcNAc-1,2-[0-NeuSAc-2,6-B-Gal-1,4-B-GlcNAc-1,4]-0-Man-
1,3-[B-GlcNAc-1,4]-[o-Neu5Ac-2,6-B-Gal-1,4-B-GlcNAc-1,2-0-Man-1,6]-B-Man-1,4-B-
GlcNAc-1,4-B-GleNAc-N(CH3)O(CH,),NH,)

3.1 mg (1.4 umol) Oligosaccharid 113 werden in 300 uL. 100 mM Natriumkakodylat-Puffer
bei pH 6.4 gelost. Der Puffer enthdlt 0.4 mg BSA, 3.9mg (6.1 umol, 4.4eq)
CMP-NeuAc 110, 10 mm Mangan(II)-chlorid, 20 U alkalische Phosphatase (E. C. 3.1.3.1)
und 188 mU B-Galactosid-a-2,6-sialyltransferase (E. C. 2.4.99.1). Die Reaktion wird 48 h bei
37 °C inkubiert. Nach Ende der Reaktion werden die Proteine mittels Festphasen-Extraktion
entfernt (Carbograph Columns; Kartuschengrofe: 150 mg; Waschen mit 3 mL. Wasser;
Elution mit 4.0 mL 25 % Acetonitril mit 0.05 % TFA). Es wird ein weiterer Reinigungsschritt
durch Gelfiltration angeschlossen (Purifier; Hi Load Superdex 30; Sidulengrofle: 16x600 mm;
Eluent: 0.1 M Ammoniumhydrogencarbonat-Losung; Fluss: 0.75 mL/min; Detektion: 214,
254 und 280 nm, Retentionszeit: 87.0 min). Fiir diesen werden auch die Waschlosungen der

Festphasenextraktion eingesetzt.

Ausbeute: 1.7 mg (0.5 umol nach Hi Load Superdex 30; prozentuale Ausbeute nicht be-

stimmt; Produkt enthélt ca. 17 % Halbacetal),
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Ry =0.15 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 1.5:1),
[a]p™* = -6.3 (0.2, Wasser),
Ci20H199N1Og5 (3155.9),

ESI-MS (100 % Wasser): Mper = 3154.2 Mger = 1050.1 (M-3H)*, 1576.2 (M-2H)",

'H-NMR (360 MHz, D,0): § =4.92 (d, J,:, < | Hz, 1H, H-1*), 4.85 (d, J,» < 1 Hz, 1H, H-1%),
4.54 (d, Ji» < 1 Hz, 1H, H-1°), 4.48-4.37 (m, 4H, H-1°, H-1%, H-1°, H-1°), 4.33-4.25 (m, 4H,
H-1®, H-19', H-19?, H-1°"), 4.15@d, Ji»<1Hz, J,3<1Hz, 1H, H-2%), 4.05(d,
Ji2=9.4Hz, 1H, H-1"), 4.03-3.97 (m, 2H, H-2°, H-2"), 3.94-3.16 (m, 91H, H-3*, H-4°, H-2',
H-6a*, H-6a’, H-6a*, H-6a°, H-6a°', H-6a%, H-6a“", H-6a’, H-3', H-3?, H-6b°, H-6a’,
H-8V', H-8"*, H-8"", H-9a"', H-9a"* H-9a"", H-6b°, H-6b°, H-3°, H-3", H-2*>, H-6b",
H-6a°%, H-5™', H-5™, H-5N", H-6"', H-6"%, H-6"", H-2°, H-2°, H-5*, H-6a’, H-5*, H-2",
H-6b%, H-4>, CH,0, H-3°, H-3°, H-4°, H-4°, CH,0, H-3’, H-4", H-5', H-6b°!, H-6b%,
H-6b°", H-2®, H-6a', H-3%', H-3%%, H-3°", H-6b', H-9b"', H-9b"*, H-9b"", H-4"', H-4"?,
H-4""', H-4', H-59', H-59, H-5°", H-5%, H-3®, H-4", H-6b", H-6b", H-6b", H-7"!, H-7",
H-7N', H-5°, H-29', H-2%, H-29", H-49', H-4%?, H-4°", H-4*, H-5°, H-5°, H-5", H-5%),
3.12(dd, J34=99Hz, Jy;5=9.4Hz, 1H, H-4%), 3.07-30.2 (m, 2H, CH,N), 2.62 (s, 3H,
NCH3), 2.56-2.48 (m, 3H, H-3eq"', H-3eq"?, H-3eq"'), 1.99-1.82 (m, 27H, NAc),
1.62-1.50 (m, 3H, H-3ax"", H-3ax"?, H-3ax"\"),

BC.NMR (90 MHz, D,0O, Verschiebungen wurden aus einem HSQC-Spektrum ermit-
telt): = 104.0 (C-19),  104.0 (C-19%),  104.0 (C-1°"),  101.9(C-19, 101.8 (C-1%),
101.1 (C-1%), 100.5 (C-1%), 99.8 (C-1%), 99.5 (C-1°), 99.5 (C-17), 98.0 (C-1*), 91.9 (C-1h,
80.8 (C-4°), 80.8 (C-4%, 80.8 (C-4"), 79.2(C-3%, 79.2(C-4", 79.2 (C-4%, 79.0 (C-4%),
77.1 (C-5%), 77.1(C-5"), 76.6 (C-5), 76.6 (C-5%), 76.3 (C-2*), 76.2 (C-2*), 74.8 (C-3),
74.8 (C-39%),  74.8(C-39"), 748 (C-59"), 74.8(C-59%), 74.8(C-55"), 74.7(C-2%h,
74.7 (C-29%), 74.7 (C-2°"), 74.0 (C-6™1), 74.0 (C-6™%), 74.0 (C-6™"), 73.7 (C-5"), 73.7 (C-5%),
73.7 (C-5%), 72.8 (CH,0), 72.8 (C-3”), 72.8 (C-3%, 72.8 (C-3”), 72.8 (C-3%), 72.5 (C-5%,
72.5 (C-5%), 72.1 (C-4%), 72.0 (C-8™1), 72.0 (C-8™%), 72.0 (C-8""), 71.4 (C-4%), 71.1 (C-4"),
71.1 (C-4%%), 71.1 (C-4°"), 70.6 (C-2%), 69.9 (C-3"), 68.8 (C-3%), 68.8 (C-7"), 68.8 (C-7"%),
68.8 (C-7""), 68.7 (C-3"), 68.7 (C-4N"), 68.7 (C-4™%), 68.7 (C-4""), 68.5 (C-3%), 67.8 (C-4"),
65.9 (C-6%), 63.6 (C-6%), 63.6 (C-6"), 63.1 (C-9""), 63.1 (C-9™), 63.1 (C-9""), 62.1 (C-6°h),
62.1 (C-67%), 62.1 (C-6°"), 61.8 (C-6"), 60.5 (C-6”), 60.5 (C-6%), 60.5 (C-6"), 60.4 (C-6",
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60.3 (C-6%), 56.5 (C-2B), 55.4 (C-2%), 55.2(C-2°), 55.2 (C-2%, 55.1(C-2%), 52.2 (C-5"H,
52.2(C-5™),  522(C-5"Y),  51.8(C-2YH, 40.5(C-3YY,  40.5(C-3™), 405 (C-3N),
39.2 (NCH3), 38.6 (CH,N), 22.8, 22.7, 22.3 (NAc).

N'-(2-Aminoethoxy)-N'-methyl-amino O-(5-acetamido-3,5-didesoxy- o-D-glycero-D-galacto-
2-nonulopyranosylsdure )-(2—06)-0--D-galactopyranosyl-(1 —4)-O-(2-acetamido-2-desoxy-
B-D-glucopyranosyl)-(1—2)-[O-(5-acetamido-3,5-didesoxy- o-D-glycero-D-galacto-2-nonulo-
pyranosylsdure)-(2—6)-0--D-galactopyranosyl-(1—4)-O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-glu-
copyranosyl)-(1—4)]-O-o-D-mannopyranosyl-(1 —3)-[ O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—4)]-{ O-(5-acetamido-3,5-didesoxy- o-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyrano-
sylsiiure)-(2—6)-0- -D-galactopyranosyl-(1 —4)-O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-gluco-
pyranosyl)-(1—-2)-[O-(5-acetamido-3,5-didesoxy- o-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl-
sciure)-(2—6)-0- f-D-galactopyranosyl-(1—4)-O-(2-acetamido-2-desoxy- -D-glucopyrano-
syl)-(1—6)]-0-c-D-mannopyranosyl-(1—6)}-O- -D-mannopyranosyl-(1 —4)-O-(2-acet-
amido-2-desoxy-[-D-glucopyranosyl)-(1—4)-2-acetamido-2-desoxy- f-D-glucopyranosid 123

(a-Neu5Ac-2,6-B-Gal-1,4-B-GlcNAc-1,2-[a-Neu5Ac-2,6-B-Gal-1,4-B-GlcNAc-1,4]-a-Man-
1,3-[B-GlcNAc-1,4]-{0-Neu5Ac-2,6-B-Gal-1,4-B-GlcNAc-1,2-[0-NeuSAc-2,6-B-Gal-1,4-B-
GIcNAc-1,6]-a-Man-1,6 }-B-Man-1,4-B-GlcNAc-1,4-3-GlcNAc-N(CH3)O(CH,),NH,)

3.8 mg (1.5 wmol) Oligosaccharid 114 werden in 355 uLL 100 mM Natriumkakodylat-Puffer
bei pH 6.4 gelost. Der Puffer enthdlt 0.4 mg BSA, 5.6mg (8.8 umol, 5.9eq)
CMP-NeuAc 110, 10 mm Mangan(II)-chlorid, 20 U alkalische Phosphatase (E. C. 3.1.3.1)
und 283 mU B-Galactosid-o-2,6-sialyltransferase (E. C. 2.4.99.1). Die Reaktion wird 48 h bei
37 °C inkubiert. Nach Ende der Reaktion werden die Proteine mittels Festphasen-Extraktion
entfernt (Carbograph Columns; Kartuschengrofe: 150 mg; Waschen mit 3 mL. Wasser;
Elution mit 4.0 mL 25 % Acetonitril mit 0.05 % TFA). Es wird ein weiterer Reinigungsschritt
durch Gelfiltration angeschlossen (Purifier; Hi Load Superdex 30; Sidulengrofle: 16x600 mm;
Eluent: 0.1 M Ammoniumhydrogencarbonat-Losung; Fluss: 0.75 mL/min; Detektion: 214,
254 und 280 nm, Retentionszeit: 83.5 min). Fiir diesen werden auch die Waschlosungen der

Festphasenextraktion eingesetzt.
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Ausbeute: 1.7 mg (0.4 umol nach Hi Load Superdex 30; prozentuale Ausbeute nicht be-
stimmt; Produkt enthélt ca. 20 % Halbacetal),

R¢=0.11 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 1.5:1),

[alp™ = -11.0 (0.2, Wasser),

Ci45H239N 130403 (3812.5),

ESI-MS (100 % Wasser): Mper = 3810.4 M,er = 1269.4 (M-3H)”, 1905.0 (M-2H)*,

'H-NMR (360 MHz, D,0): § =4.92 (d, J;, < | Hz, 1H, H-1*), 4.78 (d, J,» < 1 Hz, 1H, H-1%),
454 (d, Jio<1Hz, 1H, H-1°), 449 (d, Ji,=7.0Hz, 1H, H-1°), 4.47-4.38 (m, 4H, H-1%,
H-1°, H-1°, H-17), 435 (d, J;, = 8.2 Hz, 1H, H-1%), 3.32-3.24 (m, 4H, H-1°', H-1%%, H-1°",
H-19%), 4.16-3.96 (m, 6H, H-2*, H-6a*, H-1', H-2°, H-4°, H-2*), 3.94-3.30 (m, 105H, H-2',
H-3*, H-6a°, H-62°, H-6a’, H-6a®, H-9a"!, H-9a"%, H-9a"", H-92a", H-6a’, H-3!, H-3,
H-6Y', H-6"?, H-6"", H-6", H-6a°', H-6a%*, H-6a°", H-6a®, H-8"!, H-8"*, H-8"", H-8"",
H-6a°, H-6b°, H-6b°, H-6b" , H-6b°, H-3%', H-39?, H-3°, H-3°", H-3%"", H-2?, H-5"!, H-5"",
H-5"", H-5™, H-6b°, H-62°, H-3*, H-5", H-5", H-2°, H-2°, H-2", H-6a°, H-4?, H-6b’,
CH,O, H-3°, H-4°, H-6b*, H-2", H-2®, H-6a', H-3°, H-37, H-3, H-4°, H-4", CH,0, H-3",
H-5', H-5%, H-5°, H-5%', H-5%%, H-5°", H-5%, H-6b%', H-6b%*, H-6b°", H-6b"*, H-6b',
H-4', H-4°, H-4", H-4"', H-4"?, H-4"", H-4", H-6b%, H-9b"', H-9b™*, H-9b"", H-9b™",
H-7"', H-7™2, H-7VY, H-7™, H-6b*, H-4%', H-4%, H-4%", H-4%, H-29', H-29, H-2°",
H-2%', H-5°, H-5°, H-5"), 3.30-3.17 (m, 3H, H-4", H-5", H-5%), 3.14 (dd, J34 = 8.9 Hz,
Jus=8.6 Hz, 1H, H-4%), 3.08-3.05 (m, 2H, CH,N), 2.62 (s, 3H, NCH3), 2.57-2.47 (m, 4H,
H-3eq"', H-3eq"?, H-3eq"" , H-3eq™" ), 1.99-1.82 (m, 33H, NAc), 1.62-1.50 (m, 4H, H-3ax"",
H-3ax"?, H-3ax"", H-3ax""),

BC.NMR (90 MHz, D,0O, Verschiebungen wurden aus einem HSQC-Spektrum ermit-
telt): §=103.9 (C-19),  103.9 (C-19%), 103.9 (C-1°"),  103.9 (C-1%%), 101.9 (C-1%,
101.9 (C-1%), 101.9 (C-17), 100.3 (C-1°), 100.0 (C-1®), 99.9 (C-1°), 99.9 (C-17"), 99.8 (C-1%,
98 (C-1%), 92.0(C-1"), 81.1(C-4"), 80.7 (C-4°), 80.7 (C-4%), 80.7 (C-4"), 79.4 (C-4",
79.4 (C-4%, 79.3 (C-3%), 78.5(C-4%), 77.0 (C-5), 77.0 (C-5%), 76.8 (C-2*), 76.5 (C-5"),
76.5 (C-5°), 76.5 (C-57), 76.2 (C-2%), 74.8 (C-5°"), 74.8 (C-5%), 74.8 (C-5°"), 74.8 (C-5%),
74.8 (C-29Y), 748 (C-29), 74.8(C-2°"), 74.8(C-2%%), 74.0(C-3"), 74.0(C-39%,
74.0 (C-39"), 74.0 (C-39%), 73.9 (C-5"), 73.9 (C-5%), 73.8 (C-5%), 72.7 (CH,0), 72.7 (C-3%),
72.7 (C-3%), 72.7 (C-3%), 72.7 (C-3"), 72.7 (C-3%), 72.5 (C-5%), 72.5 (C-5"), 72.1 (C-6"),

259



Experimenteller Teil

72.1 (C-6™), 72.1 (C-6""), 72.1(C-6™), 72.1(C-8"), 72.1(C-8"), 72.1(C-8"),
72.1 (C-8™),  71.4(C-4%), 71.1(C-4%Y, 71.1(C-49%), 71.1(C-45"), 71.1(C-4%),
71.6 (C-6Y), 71.6 (C-4%), 71.6 (C-2%), 69.7 (C-3"), 68.7 (C-3"), 68.7 (C-3%), 68.7 (C-7"H,
68.7 (C-7"), 68.7(C-T""),  68.7(C-TN), 68.5(C-3%, 68.5(C-4"", 68.5(C-4"%,
68.5 (C-4N"),  68.5(C-4"), 67.8(C-4%), 65.6(C-6°), 63.6(C-9), 63.6(C-9",
63.6 (C-9""), 63.6 (C-9™), 63.0(C-6°"), 63.0(C-69), 63.0(C-6°"), 63.0(C-67),
62.0 (C-6%, 61.9 (C-6®), 60.6 (C-6°), 60.6 (C-6), 60.6 (C-6"), 60.6 (C-6"), 60.4(C-6",
60.3 (C-6%), 56.6 (C-2%), 55.5(C-2%), 55.5(C-2%), 55.5(C-2%, 55.5(C-2"), 55.0 (C-2%),
522 (C-5NY,  522(C-5M),  522(C-5NY), 522/(C-5N), 51.7(C-2Y, 405 (C-3Nh,
40.5 (C-3"%), 40.5 (C-3N"), 40.5 (C-3"), 39.2 (NCH3), 38.7 (CH,N), 23.0, 22.7, 22.4 (NAc).

9.26 Versuche zu Kapitel 6.1

O-(4,6-0-Benzyliden- -D-mannopyranosyl)-(1 —4)-0-(2-acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-
desoxy--D-glucopyranosyl)-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy- -D-gluco-
pyranosylazid 124

(B-BzdnMan-1,4-B-Bz1,GIcNAc-1,4-B-Bzl,GlcNAc-N3)

200 mg (0.16 mmol) Core-Trisaccharid A werden in 26 mL n-Butanol gelést und mit 6.5 mL
(97.2 mmol, 607.5 eq) Ethylendiamin versetzt. Die Losung wird 20 h bei 80 °C geriihrt (DC:
Dichlormethan/Methanol, 15:1). Nach vollstindigem Reaktionsumsatz wird die Losung im
Vakuum eingeengt, der Riickstand dreimal mit Toluol codestilliert, im Hochvakuum ge-
trocknet, in 20 mL Essigsdureanhydrid/Pyridin, 1:2 gelost und 3 h bei Zimmertemperatur ge-
rithrt (DC: Dichlormethan/Methanol, 15:1). Die Losung wird im Vakuum eingeengt, der
Riickstand dreimal mit Toluol codestilliert, im Hochvakuum getrocknet, in 13 mL Methyl-
aminlosung (40 % in Wasser) suspendiert. Zur besseren Loslichkeit werden 10 mL Methanol
zugegeben und 13 h bei Zimmertemperatur geriihrt. Nach Reaktionsende (DC: Dichlor-
methan/Methanol, 15:1) wird im Vakuum eingeengt, dreimal mit Toluol codestilliert und der
Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Es werden 740 mg Rohprodukt erhalten, die mittels
Flashchromatographie (Dichlormethan/ Methanol, 20:1;  Sidulendurchmesser: 30 mm;
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Fiillhohe: 13 cm) gereinigt werden. Zur weiteren Reinigung wird das Produkt dreimal in

Methanol suspendiert, abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und verworfen.

Ausbeute: 127 mg (0.12 mmol, 74.9 %),

R (Amin) = 0.40 (Dichlormethan/Methanol, 15:1),

Ry (Peracetat) = 0.46 (Dichlormethan/Methanol, 15:1),

R¢ (Produkt 124) = 0.18 (Dichlormethan/Methanol, 15:1),
[alp™ = -45.4 (0.5, Dichlormethan),

Cs7HesNsO15 (1060.2),

ESI-MS (50 % Acetonitril): Mper = 1059.5 Mger = 1060.5 (M+H)",
1082.6 (M+Na)®,
1098.5 (M+K)",

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): & = 8.03 (d, Jxuo = 8.9 Hz, 2H, NH), 7.49-7.13 (m, 25H,
Ar), 5.51 (s, 1H, Ph-CH), 5.00-4.89 (m, 3H, CH,O, CH,O, OH-3%), 4.86 (d, Jou, = 4.3 Hz,
1H, OH-2%), 4.66-4.41 (m, 8H, CH,O, H-1>, CH,0, H-1', CH,0, H-1°, CH,0, CH0),
4.38 (d, Jgem = 12.5 Hz, 1H, CH,0), 3.96-3.42 (m, 16H, H-6a’, H-4', H-4*, H-6a', H-2', H-2’,
H-6b', H-4°, H-6a°, H-3%, H-2*, H-5', H-3', H-6b*, H-6b", H-3"), 3.27-3.20 (m, 1H, H-5%),
3.07-2.99 (m, 1H, H-5%), 1.81 (s, 3H, NAc), 1.79 (s, 3H, NAc),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): & = 169.3, 169.2 (C=0 NAc), 139.3, 139.2, 138.5, 138.3,
137.9 (C-1 Ar), 128.7, 128.2, 127.7, 127.2, 127.0, 126.3 (Ar), 101.0 (Ph-CH), 100.6 (C-1°),
100.0 (C-1%), 88.0 (C-1"), 80.5(C-3"), 79.9 (C-3%), 78.3 (C-4°), 77.0 (C-4%), 76.3 (C-5",
74.9 (C-4"), 74.4 (C-5%), 73.6 (CH,0), 73.4 (CH,0), 72.2 (CH,0), 71.9 (CH,0), 70.9 (C-2),
70.0 (C-3%), 68.5 (C-6%), 68.1 (C-6"), 67.9 (C-6), 66.8 (C-5%), 55.3 (C-2%), 53.6 (C-2"), 22.9,
22.8 (NAc).

N?-tert. Butyloxycarbonyl-L-asparaginscure-1-methylamid 126

(Boc-Asp(OH)-NHMe)
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200 mg (0.69 mmol) Boc-AspOBzl 125 werden in 4 mL absolutem Methanol gelst und unter
Wasserbadkiihlung mit 4 mL. Methylamin-Losung (40 % in Wasser) versetzt. Die Losung
wird 2 h geriihrt. Im Anschluss wird das Losungsmittel durch Gefriertrocknung entfernt und
der Riickstand mittels Ionentauschersidule (DOWEX 50WX8-100 H*-Form; Siulendurchmes-

ser: 15 mm; Fiillhéhe: 10 cm; Elution mit Wasser) gereinigt.

Ausbeute: 141.7 mg (0.58 mmol, 84.1 %),

Ry = 0.35 (Dichlormethan/Methanol, 10:1 mit 0.1 % Essigsaure),
[oc]D24 =+6.3 (0.9, Wasser),

Ci0H1sN2Os (246.3),

IR (KBr): v=3373 (NHCO), 3093 (COOH), 2978 (CH3), 2740, 2667, 2584 (NCR), 1732,
1695, 1643 (C=0),

ESI-MS (100 % Wasser): Mier = 246.1 Mot = 493.2 2M+H)",
515.2 (2M+Na)",
531.2 @M+K)",

'H-NMR (360 MHz, D,0): 6 = 12.22 (s, 1H, CO,H), 7.72 (d, Jnume = 4.6 Hz, 1H, NHMe),
6.99 (d, Jnuo=8.2Hz, 1H, NHBoc), 4.24-4.16 (m, 1H, oCH-Asp), 2.62-2.56 (m, 1H,
BCH-a-Asp), 2.55 (d, Juume=4.6Hz, 1H, Me), (dd, Jog=8.6 Hz, Jom=16.1Hz, 1H,
BCH-b-Asp), 1.36 (s, 9H, Bu),

BC-NMR (90 MHz, D,0): & = 171.9, 171.3, 155.1 (C=0), 78.2 (qC 1Bu), 51.0 (C-a. Asp),

36.5 (C-B Asp), 28.2 (1Bu), 25.8 (Me).

N*-[0-(4, 6-0-Benzyliden-[5-D-mannopyranosyl)-(1—4)-O-(2-acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-
desoxy-p-D-glucopyranosyl)-(1 —4)-2-acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy-5-D-glucopyrano-

syl]-N*-tert.butyloxycarbonyl-L-asparaginséiure-1-methylamid 127

(Boc-Asn(BzdnBzl,CoreTris-3)-NHMe)
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25 mg (23.6 umol) Trisaccharid 124 werden unter Argonatmosphdre in 2 mL absolutem
Methanol unter Argonatmosphire suspendiert und mit 131 pL (0.94 mmol, 39.8 eq) Triethyl-
amin und 473 pL (4.72 mmol, 200.0 eq) 1,3-Propandithiol versetzt. Die erhaltene Losung
wird 4 h bei Zimmertemperatur geriihrt. Nach Ende der Reaktion (DC: Dichlormethan/
Methanol, 15:1) wird das Losungsmittel unter Argonatmosphére eingeengt und das Amin im
Hochvakuum getrocknet. 116.1 mg (0.47 mmol, 19.9 eq) Asparaginsdureamid 126 und
141.1 mg (0.47 mmol, 19.9 eq) DEPBT werden in 1.0 mL absolutem Dichlormethan und
202 puL (1.18 mmol, 50.0 eq) N,N-Diisopropylethylamin gelost und 10 min voraktiviert. Die
Losung des aktivierten Asparaginsdurederivats wird zum Amin gegeben und unter Argon-
atmosphédre 40 min bei Zimmertemperatur geriihrt. Nach vollstindigem Reaktionsumsatz
(DC: Dichlormethan/Methanol, 10:1) wird im Vakuum eingeengt und im Hochvakuum ge-
trocknet. Der Riickstand wird in 2.5 mL absolutem Methanol gelost. Es werden unter Wasser-
badkiihlung 2.5 mL Methylamin-Losung (40 % in Wasser) zugegeben und 1 h geriihrt. Nach
Reaktionsende (DC: Dichlormethan/Methanol, 10:1) wird im Vakuum eingeengt und der
Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird mittels Flashchromatographie
(Dichlormethan/Methanol, 20:1; Sdulendurchmesser: 25 mm; Fiillhohe: 10 cm) gereinigt.
Hieraus ergeben sich 64.3 mg Rohprodukt die mittels RP-HPLC gereinigt werden (Basic;
Agilent C8 XBD; Siulengrofle: 15x4.65 mm; Eluent A: Wasser (0.1 % Ameisensiure);
Eluent B: Acetonitril (0.1 % Ameisensdure); linearer Gradient 50 % B — 65 % in 3.5 CV;
Fluss: 1 mL/min; Detektion: 214, 254 und 280 nm; Retentionszeit: 8.7 min).

Ausbeute: 8.2 mg (6.5 umol, 27.5 %),

R; (Glycosylamin) = 0.30 (Dichlormethan/Methanol, 10:1),

Rs (Glcosylaminosidure) = 0.47 (Dichlormethan/Methanol, 10:1),
R¢ (Produkt 127) = 0.36 (Dichlormethan/Methanol, 10:1),

[ap™ = -17.7 (0.3, Methanol),

Cs7Hs3N5019 (1262.4),

ESI-MS (50 % Acetonitril): Mper = 1261.6 Mger = 1262.5 (M+H)",
1284.6 (M+Na)®,

'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO):8§=8.29(d, Jxu1=8.7Hz, 1H, NH), 8.01(d,
Jaie = 8.4 Hz, 1H, NHAC?), 7.85 (d, Jauo = 8.9 Hz, 1H, NHAcY), 7.63 (d, Jnpme = 4.21 Hz,
1H, NHMe), 7.44-7.13 (m, 15H, Ar), 6.60 (d, Jnio=8.4 Hz, 1H, NHBoc), 5.50 (s, 1H,

263



Experimenteller Teil

Ph-CH), 4.99-4.88 (m, 4H, CH,O, H-1', CH,0, OH-3%), 4.81 (d, Jou = 4.5 Hz, 1H, OH-2%),
4.68-4.36 (m, 8H, H-1%, H-1°, CH,0, CH,0, CH,0, CH,0, CH,0, CH,0), 4.23-4.14 (m, 1H,
aCH-Asn), 3.95-3.85 (m, 2H, H-6a’, H-4"), 3.83-3.42 (m, 13H, H-4*, H-2', H-6a', H-4’,
H-2°, H-3%, H-6b', H-3', H-2%, H-6a%, H-6b°, H-6b%, H-3%), 3.42-3.17 (m, 2H, H-5", H-5%),
3.08-2.99 (m, 1H, H-5%), 2.54 (d, Jxume = 4.2 Hz, 3H, Me), 2.46-2.28 (m, 2H, BCH-a-Asn,
BCH-b-Asn), 1.82 (s, 3H, NAc), 1.76 (s, 3H, NAc), 1.35 (s, 9H, Bu),

BC-NMR (90 MHz, [D6]-DMSO): & = 171.6, 169.9, 169.4, 165.8, 165.1 (C=0), 139.3, 138.5,
138.4, 137.9 (C-1 Ar), 128.7, 128.2, 127.9, 127.8, 127.6, 127.3, 127.2, 127.1, 127.0, 126.9,
126.3 (Ar), 100.8 (Ph-CH), 100.4 (C-1%), 99.6 (C-1%), 81.4 (C-3"), 79.6 (C-3%), 78.2 (qC rBu),
78.1 (C-1'B,  YJeami =156.6 Hz), 78.1 (C-4%), 76.8(C-45), 759 (C-5"), 74.4(C-4",
74.2 (C-5%), 73.5 (CH,0), 73.3 (CH,0), 72.2 (CH,0), 71.8 (CH,0), 71.0 (C-2%), 70.0 (C-3),
68.6 (C-6), 67.9 (C-6"), 66.8 (C-6%), 66.8 (C-5%), 55.4 (C-2%), 53.3 (C-2"), 50.9 (C-a Asn),
37.4 (C-B Asn), 28.1 (tBu), 25.7 (Me), 22.9, 22.8 (NAc).

N*-[O-(4,6-O-Benzyliden- [-D-mannopyranosyl)-(1—4)-O-(2-acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-
desoxy--D-glucopyranosyl)-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-benzyl-2-desoxy- a-D-glucopyrano-
syl)] -N°-tert. butyloxycarbonyl-L-asparaginsdure- I -methylamid 128

(Boc-Asn(BzdnBzl,CoreTris-ot)-NHMe)

Das o-Anomer 128 wird in der oben beschriebenen Reaktion erhalten und kann mittels

RP-HPLC vom -Anomer 127 abgetrennt werden (Retentionszeit: 10.1 min).

Ausbeute: 1.1 mg (0.87 umol, 3.7 %),

R =0.37 (Dichlormethan/Methanol, 10:1),
[alp™ =-17.3 (0.1, Methanol),
Ce7Hs3Ns5019 (1262.4),

ESI-MS (50 % Acetonitril): Myer = 1261.6 Mger = 1262.5 (M+H)",
1284.6 (M+Na)®,
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'H-NMR (360 MHz, [D6]-DMSO): 8=841(d, Jinu=9.6Hz, 1H, NH), 7.98(d,
Jniz =7.6 Hz, 1H, NHACY), 7.79-767 (m, 2H, NHMe, NHAc"), 7.44-7.15 (m, 15H, Ar),
6.85(d, Jnme=8.3Hz, 1H, NHBoc), 5.50(s, 1H, Ph-CH), 5.33(dd, J,,=49 Hz,
Jinu=9.1 Hz, 1H, H-1"), 5.01-4.98 (m, 3H, CH,0, CH,0, OH-3°), 4.83 (br, 1H, OH-2%),
4.67-4.42 (m, 7H, H-1°, CH,0, H-1°, CH,0, CH,0, CH,0, CH,0), 4.38 (d, Jgem = 12.4 Hz,
CH,0), 4.22-4.13 (m, 1H, aCH-Asn), 4.07-3.98 (m, 1H, H-2"), 3.95-3.86 (m, 2H, H-6a’,
H-4"), 3.84-3.64 (m, 8H, H-3', H-4%, H-3%, H-2°, H-6a', H-6a%, H-4°, H-2%), 3.62-3.42 (m, 4H,
H-6b', H-6b%, H-6b°, H-37), 3.30-3.25 (m, 1H, H-5%), 3.08-2.99 (m, 2H, H-5°, H-5"), 2.55 (d,
Jnime = 4.6 Hz, 3H, Me), 2.55-2.43 (m, 2H, BCH-a-Asn, PCH-b-Asn), 1.81 (s, 3H, NAc),
1.78 (s, 3H, NAc), 1.35 (s, 9H, rBu),

BC-NMR (125 MHz, [D6]-DMSO): §=171.3, 170.1, 169.9, 169.8 (C=0), 140.1, 139.3,
139.1 (C-1 Ar), 129.0, 128.9, 128.7, 128.6, 128.5, 128.1, 128.0, 127.9, 127.7, 127.1 (Ar),
100.6 (Ph-CH), 100.3 (C-1°), 99.7 (C-1%), 78.9 (qC Bu), 78.0 (C-4%), 77.1 (C-4%), 76.7 (C-3%),
76.7 (C-3"), 74.9 (C-4"), 74.1 (C-5%), 73.6 (C-1"), 73.2 (CH,0), 72.7 (CH,0), 71.9 (CH,0),
71.6 (CH,0), 70.7 (C-2%), 69.7 (C-3), 68.3 (C-6%), 67.7 (C-6"), 67.5(C-6), 66.4(C-5"),
66.4 (C-5"), 54.8 (C-2%), 51.1 (C-at Asn), 50.3 (C-2"), 37.5 (C-B Asn), 29.0 (fBu), 25.3 (Me),
22.6,22.3 (NAC).

N[ O--D-Mannopyranosyl-(1—4)-0-(2-acetamido-2-desoxy- -D-glucopyranosyl)-(1—4)-2-

acetamido-2-desoxy--D-glucopyranosyl)] —NZ—acetyl—L—asparaginsc’iure—] -methylamid 129
(Ac-Asn(CoreTris-)-NHMe)

23 mg Palladium(II)-oxid-Hydrat werden in 0.5 mL absolutem Methanol und 50 pL. Essig-
sdure suspendiert und unter Wasserstoffatmosphire geriihrt. Nach 120 min wird eine Losung
von 10.6 mg (8.4 umol) Glycosylaminosiure 127 in 1.2 mL absolutem Methanol und 120 pL
Essigsdure zur Katalysatorsuspension gegeben. Die Reaktion wird 2 d unter Wasserstoff-
atmosphire geriihrt. Nach vollstindiger Umsetzung (DC: iso-Propanol/ 1 M Ammoniumace-
tat, 4:1) wird der Katalysator abzentrifugiert und je dreimal mit Methanol und Wasser ge-
waschen. Die Losungen werden vereint, im Vakuum eingeengt und der Riickstand im Hoch-

vakuum getrocknet. Es werden 7 mg Rohprodukt erhalten, die ohne weitere Reinigung nach
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Uberpriifung mittels NMR- und Massenspektroskopie zur weiteren Synthese eingesetzt

werden.

Ry =0.60 (iso-Propanol/l M Ammoniumacetat, 4:1),

ESI-MS (100 % Wasser): Mpe; = 813.4 Mger = 814.3 (M+H)",
836.3 (M+Na)",
1649.8 (2M+Na)",

'H-NMR (360 MHz, D,0): §=4.98 (d, J,»=9.5Hz, 1H, H-1"), 4.61 (d, J;»<1Hz, 1H,
H-1%), 4.45 (d, J,, =7.5Hz, 1H, H-1%), 4.28-4.20 (m, 1H, aCH-Asn), 3.90 (dd, J,, < 1 Hz,
J»3=3.1Hz, 1H, H-2%), 3.81-3.36 (m, 16H, H-6a’, H-2', H-6a', H-5', H-2%, H-6a°, H-5°,
H-3', H-6b°, H-3°, H-6b* H-3°, H-6b', H-4°, H-4°, H-4"), 3.30-3.22 (m, 1H, H-5"),
2,65-2,33 (m, 5H, PCH-a-Asn, Me, BCH-b-Asn), 1.90 (s, 3H, NAc), 1,86 (s, 3H, NAc),
1.26 (s, 9H, 1Bu),

BC-NMR (90 MHz, D,0): § = 174.4, 174.2 (C=0), 100.9 (C-1%), 99.7 (C-1°), 78.4 (C-3?),
78.4 (C-3"), 78.0 (C-1"), 76.1 (C-5%), 75.9 (C-4"), 743 (C-4%), 72.5(C-3%), 71.9(C-5Y,
71.9 (C-5%), 70.2 (C-2%), 66.2 (C-4%), 60.5(C-6%), 59.7 (C-6%), 59.5(C-6"), 54.6 (C-2%),
53.4 (C-2"), 533 (C-o. Asn), 36.9(C-p Asn), 27.2(Bu), 25.5(Me), 24.5(Cq Bu),
21.7 (NAc).

Der Riickstand wird in 0.3 mL Trifluoressigsdure gelost und 5 min bei Zimmertemperatur ge-
riihrt. Anschliefend wird im Vakuum bei Zimmertemperatur eingeengt und der Riickstand im
Hochvakuum getrocknet. Dieser wird in 3 mL 10 %iger Essigsdure in Wasser aufgenommen
und gefriergetrocknet. Der Riickstand wird in 2 mL absolutem Methanol und 0.3 mL Wasser
gelost. Es werden 0.2 mL (2.1 mmol, 250 eq) Essigsdureanhydrid zugegeben und 90 min bei
Zimmertemperatur geriihrt. Nach Reaktionsende (DC: iso-Propanol/l M Ammoniumace-
tat, 2:1) wird im Vakuum bei Zimmertemperatur eingeengt und der Riickstand im Hochvaku-
um getrocknet. Es werden 9.3 mg Rohprodukt erhalten, die mittels Gelfiltration gereinigt
werden (LKB; Bio-Rad Bio-Gel® P-4 Gel Fine; SaulengroBe: 75025 mm; Eluent: Wasser;
Fluss: 1.5 mL/min; Detektion: 214 und 280 nm; Retentionszeit: 165.8 min).

Ausbeute: 5.1 mg (6.7 pumol, 80.3 %),

R¢ (Amin) = 0.40 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 2:1),
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R (Produkt 129) = 0.56 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 2:1),
[a]p™ =-11.2 (0.5, Wasser),
C29H49N5015 (755.7),

ESI-MS:
Amin (100 % Wasser): My, =713.3 Mgt = 736.4 (M+Na)*,
Produkt 129 (100 % Wasser): My =755.3 Mg = 778.6 (M+Na)*,

'H-NMR (360 MHz, D,0): § =4.89 (d, J1,=9.7Hz, 1H, H-1"), 4.61 (d, J,» <1 Hz, 1H,
H-1°), 4.50(dd, Jop=Jaup=6.6Hz, 1H, oCH-Asn), 4.45(d, Ji»=7.7Hz, 1H, H-1%),
3.90 (dd, J1, < 1, Jo3=2.7Hz, 1H, H-2%), 3.80-3.71 (m, 2H, H-6a’, H-6a%), 3.70-3.54 (m,
8H, H-2', H-6a', H-2, H-3%, H-6b*, H-3', H-4%, H-6b"), 3.54-3.37 (m, 6H, H-3’, H-4', H-6b',
H-5% H-4°, H-5"), 3.30-3.22 (m, 1H, H-5°), 2.67-2.51 (m, 5H, BCH-a-Asn, BCH-b-Asn, Me),
1.90 (s, 3H, NAc,), 1.87 (s, 3H, NAc), 1.85 (s, 3H, NAc),

BC.NMR (90 MHz, D,0): §=174.3, 174.1, 173.7, 172.3, 172.2(C=0), 100.8 (C-1%),
99.7 (C-1°), 78.2 (C-4%), 78.2(C-4", 77.8(C-1"), 76.0 (C-5%), 75.7(C-5"), 74.2(C-5%,
72.4 (C-3Y, 72.3(C-3%), 71.5(C-3%), 70.1(C-2%), 66.2(C-4%), 60.5(C-6>), 59.7 (C-6°),
59.5 (C-6"), 54.6 (C-2%), 53.2(C-2"), 49.9 (C-a Asn), 36.5 (C-p Asn), 25.5 (Me), 21.7,
21.4 (NAc).

9.27 Versuche zu Kapitel 6.2

O-(2-Acetamido-2-desoxy- -D-glucopyranosyl)-(1 —2)-O- o-D-mannopyranosyl-(1 —3)-[ O-
(2-acetamido-2-desoxy-[-D-glucopyranosyl)-(1—4)]-[ O-(2-acetamido-2-desoxy- f-D-gluco-
pyranosyl)-(1—2)-0-a-D-mannopyranosyl-(1—06)]-O--D-mannopyranosyl-(1—4)-O-(2-
acetamido-2-desoxy--D-glucopyranosyl)-(1 —4)-2-acetamido-2-desoxy- -D-glucopyranosyl-
hydroxylamin 130

(B-GlcNAc-1,2-a-Man-1,3-[B-GlcNAc-1,4]-[B-GIcNAc-1,2-a-Man-1,6]-B-Man-1,4-3-
GlcNAc-1,4-B-GlcNAc-NHOH)
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0.44 mg (0.29 umol) Oktasaccharid 94 werden in 50 uL. Wasser gelost. Es werden 29 puL
(2.90 umol, 10 eq) 0.1 M Hydroxylamin-Hydrochlorid-Losung zugegeben und der pH-Wert
durch die Zugabe von 0.7 uL. 10 mM Natriumcarbonat-Losung auf 7 eingestellt. Die Reaktion
wird 5 d (DC: iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 1.5.1) bei Zimmertemperatur geschiittelt,
wobei der pH-Wert in regelmifBigen Abstinden erneut duch die Zugabe von 10 mM Natrium-
carbonat-Losung auf 7 eingestellt wird. Das Rohprodukt wird mittels Gelfiltration

(Sephadex G 25; Saulengrofe: 5X71 mm; Eluent: 5 % Ethanol in Wasser) gereinigt.

Ausbeute: nicht bestimmt,
Ry =0.62 (iso-Propanol/1 M Ammoniumacetat, 1.5:1),
CssHogNgO41 (1535.4),

ESI-MS (100 % Wasser): Mper = 1534.6 Mger = 790.3 (M+2Na)**,

1557.7 (M+Na)®,
1573.6 (M+K)".
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