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Absbwt: Effect& synthesis of the tetrasaccharide I, substrate for GlcNAc-T II. the pentasaccharidc 9, substrate for GlcNAc-T III-V. 
and the mod#ied analogues 2-8 and 1014 are developed by linking the corresponding blrilding blocks using the trichloroacetimi&te 
method. The sptcifk modij?ed substrate analogues 2-8 and IO-14 can be applied to studies of rhe sabstrate specificity @GlcNAc-T II 
and GlcNAc T III-V. respectively. The mod@ed tetrasaccharide 8 and the pcntasaccharide 14 can be ased also as potential specific 
substrate for GlcNAc-T IV and GlcNAc-T V. respectively. 

Bei der Biosynthese der N-Glycoproteine erfolgt der spezifische Aufbau der Kohlenhydratketten innerhalb des 
Trimming Prozesses in den Zistemen des Golgi-Apparates unter Mitwirkung von mindestens sechs 
hochspezifischen N-Acetylglucosaminyltransferasen (GlcNAc-T I-VI)tJ. Als aktiviertes Substrat zur 
&rtragung der B-D-FlcNAc-Einheit auf die “Core-Region” der N-Glycoproteine (Abb. 1) benutzen die 
GlcNAc-Transfemsen I;VI UDP-GlcNAc. 
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Abb.1: Unterschiedliche Verzweigungen der “Core Region” durch die GlcNAc-Transferasen I-VI 

Die gml3e Spezifiat der GlcNAc-Transferasen beruht auf der speziellen Struktur des Oligosaccharid-Akzeptors 
und dessen Wechselwirkungen mit dem Enzym. Spezifische Modifikationen der Oligosaccharid-AkzeptoEn 
geben Informationen tiber die Bindungsspezifitit der GlcNAc-Transferasen, die dann eine sinnvolle 
Entwicklung spezifischer Inhibitoren der GlcNAc-Transferasen erleichtem. 

Eine g&e Vereinfachung bei der Synthese von Substrat-Analoga stellt die Tatsache dar, da6 die 
Chitobiosylasparagin-Einheit am reduzierenden Ende der “Core Region” der N-Glycoproteine durch einen 
hydrophoben Spacer ersetzt werden kann, ohne daR die Oligosaccharide dabei ihre Substrateigenschaften 
verliered. 
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Die vorliegende Untersuchung beschteibt die Synthese der modifizierten Subs&at-Analoga l-8 und 9-14, die 
zur Bestimmung der Substratspezifitllt der GlcNAc-T II bzw. der GlcNAc-T III-V dienen sollen. Das 
modifizierte Tetrasaccharid 8 und das Pentasaccharid 14 konnen zulklich als potentielle spezifische Substrate 
ftlr die GlcNAc-T IV bzw.V eine Anwendung finden. 

Die Synthese der modifizierten Substrat-Analoga I-14 erfolgte dutch Verkntipfung der entsptechend 
modifiiierten SynthesebMcke mittels der Trichloracetimidat-Methode in einer kombinatorischen 
Synthesestrategie (s.h. Abb.2). Diese Glycosylierungsmethode ftlhrte such bei Verwendung der 
desoxygenierten D-Mannnose-Imidate 16 und 17 bzw. der desoxygenierten Disaccharidimidate 22-24 zu sehr 
guten Ergebnissen. Zur Synthese der modifizierten Oligosaccharide 1-14 wurden zwei verschiedene 
Synthesewege beschritten. Ftir die Synthesen wurde ein D-Mannose-Akzeptor benukt, der wie in 194 an 3-OH 
oder wie in 205 und 21J an 3-OH und 6-OH nicht substituiert ist. Spezifische Modifkationen an C-4 sind in 20 
und 21 vorgenommen worden. 

Der erste Syntheseweg beruhte auf unsereh Erfahrungen, da8 die 3-OH Gruppe der D-Mannose bei 
Glycosidierungen wenig reaktiv ist, wenn die 6-OH Gruppe durch einen Saccharid-Rest und die 4-OH Gruppe 
durch eine Acetylgruppe substituiert ist. Wir w&hen daher einen Syntheseweg bei dem primgr die 
Glycosidierung der 3-OH und sekunditr die der 6-OH Gruppe erfolgt. Hiefft ist der D-Mannose-Akzeptor 19 
gut geeignet. Primi& erfolgt die Glycosidierung der 3-OH Gruppe durch Umsetzung von 19 mit dem 
Disaccharidimidat 186 zu dem a-(1+3) verkntipften Trisaccharid in Gegenwart von TMS-Triflat bei O’C in 
CH2Cl2 (85%). Die jeweils an C-3, C-4 und C-6 nach der Barton-McCombie Methode7 desoxygenierten 
Disaccharide konnten analog in Form ihrer Imidate 22,23 und 24 mit dem Aglycon 19 zu den entsprechenden 
Trisacchariden (69%. 85% und 72%) umgesekt wetden. Nach saurer Abspaltung der Isopropyliden-Gruppe 
erhielt man quantitativ die entsprechenden 4-OH und 6-OH freien Trisaccharid-Akzeptoren. Jetzt erfolgte eine 
regioselektive Glycosidierung der 6-OH Gruppe, die aufgrund der unterschiedlichen Resktivitib gegentlber der 
4-OH Gruppe mliglich ist. Durch Umsetzung der Trisaccharid-Akzeptoren mit 8quimolarer Menge des In&dates 
15 unter BF3-Etherat Katalyse bei -20’ wurden somit die zunlchst blockierten Tetrasaccharide von 1(72%), 6 
(77%) und 7 (55%) erhalten. In analoger Reaktionsftlhrung gelingt die Umsekung mit dem 4Desoxy- und dem 
6-Desoxy-Imidat 16 und 17 zu den entsprechenden. zunEhst noch blockierten Tetrasacchariden von 2 (82%) 
und 3 (73%). Bei dieser regioselektiven a-(1+6) Glycosidierung ist anzumerken, da8 bei Verwendung der 
peracetylierten D-Mannose-Imidate 15, 16 und 17 die Glycosidierung jeweils tlber eine intermedhhe 
Orthoester-Bildung verlguft. Die entsprechenden Orthoester konnten chromatochraphisch isoliert und lH- 
NMR-spektroskopisch charakterisiert werden. Die Umlagerung des Orthoesters in das Glycosid wird durch 
Hngere Reaktionszeiten und weitere Zugabe an BF3-Etherat erreicht. 

Alle bei der obigen Reaktionsfolge als Zwischenprodukte auftretenden Trisaccharid-Akzeptoren konnten 
ebenfalls mit dem Disaccharid-Imidat 18 in Gegenwart katalytischer Mengen an TMS-Triflat bei 0’ zu den 
blockierten Pentasacchariden von 9 (77%), 12 (589b)und 13 (66%) umgesekt werden. 

Zur vollst&rdigen Entblockierung der so erhaltenen Tetra-und Pentasaccharide wurden jeweils die Benzylether 
hydrogenolytisch an Pd/C und die Acetate mittels Kaliumcarbonat in Methanol entfemt. AbschlieDende 
Reinigung der entblockierten modifizierten Oligosaccharide 1,2,3,6,7,9,12 und 13 erfolgte 
gelchromatographisch an Sephadex LH 20 mit Chloroform/Methanol 1: 1 als Laufmittcl. 

Zur Darstellung der an C-4 der zentralen D-Mannose modifizierten Oligosaccharide wurde ein altemativer 
Syntheseweg eingeschlagen. Unsere Erfahrungen zeigten, da8 eine 4-O-Methyl bzw. eine CDesoxy- 
Gruppierung an den D-Mannose-Akzeptoren 20 und 21 zu einer signifikanten Aktivierung der 3-OH Gruppe 
bei Glycosidierungen ftihrt5. Aus diesem Grund wurde die Glycosidierungsfolge vertauscht. Bei diesem 
Syntheseweg wird primltr die 6-OH Gruppe und sekundb die 3-OH Gruppe glycosidiert. 
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Abb.2: Schema der Synthesewege zur Darstellung der modifizierten Oligosaccharide l-14 
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So erfolgte die Umsetxung der an 3-OH turd 6-OH unsubstituierten 8-D-Mannose-Akxeptoren 20 und 21 mit 
einer 8quimolaren Menge an dem Imidat 15 unter TMS-Tritlat Katalyse bei -40’ bxw.-20’ regioselektiv xu den 
a-(1+6) verkntipften Disacchariden in einer Ausbeute von 55 bxw. 87% Proxent. Es ist wichtig, da8 die 
Verkntipfung bei tiefer Temperatur mit mu einem biquivalent des Imidates l!i durchgeftlhrt wit-d, da die 3-OH- 
Gruppe durch die benachbarte Desoxy- bxw. O-Methylgruppierung aktiviert ist und somit leicht xum 
Trisaccharid weiterreagieren kann. Diese Glycosidierungen verliefen ebenfalls jeweils tlber einen Orthoester, 
der sich als Zwischenprodukt nachweisen 188t und der nun Glycosid umgelagert wird. Dutch eine 
anschlie8ende Glycosidierung der 3-OH Gruppe der Disaccharid-Akxeptomn mit dem Disaccharidimidat 18 
unter TMS-Tritlat-Katalyse bei Raumtemperatur konnten die an C-4 modifixierten, blockierten Tetrasaccharide 
von 4 und 5 in ausgexeichneten Ausbeuten von 70 bxw. 90% erhalten wetden. 

Zur Synthese des blockierten Tetrasaccharids von 8 wurde zunllchst die 6-OH Gruppe des Akxeptors 21 mit 
dem an C-6 desoxygenierten Imidat 17 unter TMS-Triflat Katalyse bei -20’ in CH2C12 regioselektiv zum a- 
(1+6) verkntlpften Disacchsrid umgesetxt (65%). Dann erfolgte die Glycosidierung der 3-OH Gruppe mit dem 
Disaccharidimidat 18 unter TMS-Triflat Katalyse bei Raumtemperatur (76%). 

Die Darstellung des geschiltxten Pentasaccharids von 14 erfonierte ebenfalls zun8chst eine regioselektive a- 
(1+6) Glycosidierung des Akxeptors 21 mit dem Imidat 18 unter TMS-TriBat Katalyse bei -20’ (78%). Dumb 
Umsetzung des so erhalten Trisaccharid-Akxeptors mit dem an C-4 desoxygenierten Disaccharidimidat 23 
unter TMS-TriBat Katalyse bei Raumtemperatur wtude das blockierte Pentasaccharid von 14 in einer 
ausgexeichneten Ausbeute von 78% erhalten. 

Zur Darstellung der an C-4 modifixierten. blockierten Pentasaccharide von 10 und 11 konnten die Akzeptomn 
20 und 21 jeweils in einem Schritt an 3-OH und 6-OH mit 2.2 Aquivalenten des Disacchatidimidates 18 unter 
TMS-Triflat Katalyse bei 0’ in CH2C12 in Ausbeuten von 79 und 91 % umgesetxt werden. 

Zur abschliel3enden Entblockierung wurden wiederum die Benzylether hydrogenolytisch an Pd/C und die 
Acetate mittels Kaliumcarbonat in Methanol abgespalten. Reinigung der Oligosaccharide 4,5,8,10,11 und 14 
erfolgte dann gelchromatographisch an Sephadex LH 20 mit Chloroform/Methanol 1: 1 als Laufmittel. 

Mittels dieser xwei Synthesewege konnten die 14 modifixierten Substrat-Analoga 1-14 jeweils in nur 4-5 
Syntheseschritten erhalten werden. Die Oligosacchatide stehen somit in entblockierter Form fti enzymatische 
Studien der GlcNAc-Transferasen B-V zur Verftlgung. 
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