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Abstract: Die Gegenwart von N-Glycanen mit einer bisecting
GlcNAc-Modifikation auf Glycoproteinen hat viele Auswir-
kungen in der Entwicklungs- und Immunbiologie. Allerdings
ist es schwierig diese N-Glycane aus der Natur oder durch
Synthese zu erhalten. Fîr bisected N-Glycane des komplexen
Typs haben wir eine flexible und allgemeine Synthesemethode
entwickelt, die auf modularen TFAc-geschîtzten Donoren fîr
alle Antennen basiert. Die TFAc-geschîtzten N-Glycane sind
besonders geeignet fîr die sp�te Einfîhrung eines bisecting
GlcNAc-Rests. Damit kçnnen erstmals gleichzeitig multi-
antenn�re N-Glycane und ihre bisected Derivate durch einen
einzigen Syntheseweg erhalten werden. Dies gelingt sequentiell
mit Imidatdonoren in beispiellosen Ausbeuten und sogar
durch eine Eintopf-Doppelglycosylierung. Mit der neuen Me-
thode kçnnen die seltenen bisected N-Glycane einfach erhalten
werden und damit zur Aufkl�rung der biologischen Rollen von
bisecting GlcNAc-Modifikationen bereitgestellt werden.

Fîr die biologische Aktivit�t von rekombinanten thera-
peutischen N-Glycoproteinen spielt der Oligosaccharidteil
eine wichtige Rolle.[1] In einigen F�llen konnte fîr bestimmte
N-Glycane von Glycoproteinen eine Funktion gefunden
werden,[2] jedoch ist eine biologische Rolle bei den meisten N-
Glycanen nur schwer aufzukl�ren. Da die Isolierung reiner N-
Glycane nur in wenigen F�llen durchfîhrbar ist,[3] wurden
chemische Synthesen[4] etabliert, um definierte Strukturen fîr
Hochdurchsatz-Glycomik[5] oder chemische Glycoprotein-
synthese[6] bereitzustellen. �ber eine chemo-enzymatische
Route[7] kçnnen mithilfe von modularen Bausteinen[8] selbst
die anspruchsvollsten N-Glycane des komplexen Typs syn-
thetisiert werden.[9] Trotzdem bleibt die Synthese von N-
Glycanen, die ein bisecting GlcNAc an der zentralen b-
Mannose tragen, aufgrund der sterischen Hinderung eine

besondere Herausforderung.[9, 10] Das Auftreten von bisecting
GlcNAc fîhrt zu einer signifikanten Konformations�nderung
des N-Glycans,[11] was die Erkennung durch Lectine beein-
flusst[12] und damit Auswirkungen auf Zellproliferation, Tu-
morwachstum und Immunantwort hat.[13] Wir stellen hier den
hocheffizienten Aufbau von bisected N-Glycanen auf einer
sp�ten Stufe vor, der auf der Verwendung von Trifluoracet-
amido(TFAc)-geschîtzten Bausteinen beruht.

Die ersten Studien[10a,b] zur Synthese von bisected N-
Glycanen haben gezeigt, dass die N-Schutzgruppe am bisec-
ting GlcNAc die folgenden Verknîpfungen der Antennen
(1,3- und 1,6-Arm) an die zentralen b-Mannose stark beein-
flusst. In den meisten F�llen wurde deshalb der bisecting
GlcNAc-Rest vor den Antennen eingebracht, was jedoch
zus�tzliche Schutzgruppenschritte erfordert.[9, 10] Nur in we-
nigen F�llen gelang die sp�te Einfîhrung eines bisecting
GlcNAc,[10c,e,i,m] was formal analog zur Biosynthese von bi-
sected N-Glycanen durch GnT-III ist.[14] Die sp�te Einfîh-
rung eines bisecting GlcNAc-Rests wird durch die geringe
Reaktivit�t der tief im N-Glycan-Akzeptor eingebetteten 4-
OH-Gruppe gehindert. Deshalb ist ein großer �berschuss an
Donor fîr das bisceting GlcNAc notwendig, was zu Neben-
reaktionen und geringen Ausbeuten aufgrund von schwieri-
gen Reinigungen fîhren kann.[10i]

Eines der anspruchsvollsten Zielmolekîle, ein penta-
antenn�res bisected N-Glycan mit einer zus�tzlichen Core-
Fucose,[9] konnte îber die frîhe Einfîhrung eines TFAc-ge-
schîtzten[15] Donors fîr bisecting GlcNAc und anschließende
Verknîpfung des a1,6-Arms aufgebaut werden.[10f, g] Ein
wichtiges Ergebnis dieser Synthesen war, dass die Reaktivit�t
des Donors fîr die a1,6-Verknîpfung signifikant erhçht war,
wenn TFAc-Gruppen anstelle von sperrigen Phtalimido-
gruppen verwendet wurden.[9] Dies spiegelt sich auch in den
unbefriedigenden Resultaten der finalen Glycosylierungen
zum phtalimidogeschîtzten bisected N-Glycan 1 wider. Nach
der frîhen Einfîhrung eines bisecting GlcNAc-Rests wurde
fîr die Verknîpfung des 1,6-Arms nur eine Ausbeute von
12% erhalten,[10f] aber auch bei der sp�ten Einfîhrung wurde
im letzten Schritt nur eine Ausbeute von 46 % erzielt (Sche-
ma 1).[10i] Wir vermuteten daher, dass der Austausch der
NPht-Gruppen in den Antennen von 1 durch TFAc sowohl
das Anbringen der Antennen als auch die sp�te Einfîhrung
des bisecting GlcNAc verbessern sollte.

Um den Einfluss eines einheitlichen N-TFAc Schutz-
gruppenmusters in den Antennen von N-Glycanen zu îber-
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prîfen, wurden die modifizierten modularen[8] Donoren B, C
und D als Thioglycosid oder als Trichloracetimidat[16] syn-
thetisiert (Schema 2). Disaccharid 3 wurde aus Tetraacetyl-
mannose 2[17] und Donor E1[10f] erhalten und anschließend
zum Imidat (B1) und zum Thioglycosid (B2) umgewandelt.

Bei der Synthese des 2,4-substituierten Trisaccharid-
donors C konnten wir die Zinn-vermittelte Funktionalisie-
rung von Benzylmannose[18] durch wesentlich effizientere
Umsetzungen ersetzen, die auf der milden Cu(OTf)2-vermit-
telten Acetolyse von 1,6-Anhydrosacchariden basieren.[19]

Das 3-acetylierte 1,6-Anhydromannosediol 5 wurde in einer
vierstufigen Eintopfsynthese aus Mannose 4 erhalten. Dabei
wurde Mannose 4 zur 1,6-Anhydromannose cyclisiert und
diese selektiv zum 2,3-cis-Orthoacetat umgesetzt. Die Hy-
drolyse des Orthoesters ergab das Acetat 5 als bevorzugtes
axiales Umlagerungsprodukt. Die zweifache Glycosylierung
des Diols 5 mit 4 øquiv. Donor E2 fîhrte zu dem Trisaccharid
6 (85 % Ausbeute), das nach Acetolyse zum Imidat umgesetzt
wurde (83 % Ausbeute von C îber drei Schritte). Der 2,6-
verzweigte Trisacchariddonor D wurde durch Doppelgly-
cosylierung des 3,4-Diketalakzeptors 7[21] mit dem Imidat E2,
nachfolgendem Austausch des Diketals durch Acetate, oxi-
dativer Debenzylierung[22] und Bildung des Imidats erhalten.

Nach dem Aufbau des modularen Satzes N-TFAc-ge-
schîtzter Donoren wurde zuerst die Synthese von bianten-
n�ren N-Glycanen durch doppelte regio- und stereoselektive
Glycosylierung des Core-Trisaccharids A[23] untersucht
(Schema 3). Die Reaktion des Thioglycosids B2 mit A unter
NIS/TfOH Aktivierung ergab das gewînschte a1,3-ver-
knîpfte Pentasaccharid 11 (70 %) sowie Debenzylidenierung
von 11 und das Doppelglycosylierungsprodukt 12 (12 %).
Durch die Verwendung des Imidats B1 und BF3-Et2O konnte
die Ausbeute an 11 auf 77% (+ 15 % 12) erhçht werden,
w�hrend TMSOTf aufgrund von erhçhter Doppelglycosylie-
rung eine geringere Ausbeute ergab. Das Pentasaccharid 11
wurde zu 13 derivatisiert und anschließend mit dem Disac-
charidimidat B1 (1.4 øquiv.) in Anwesenheit von BF3-Et2O
umgesetzt. Die LC-MS-Analyse des Rohprodukts zeigte das
gewînschte Heptasaccharid 14 (63 %), restlichen Akzeptor
13 (15%) und eine erhebliche Menge an Doppelglycosylie-

Schema 1. Vergleich der finalen Glycosylierungsausbeuten des tetra-
antenn�ren bisected N-Glycans 1 mit NPht-Gruppen in allen Anten-
nen. Bn =Benzyl, NPht=Phthalimido, Ac =Acetyl.

Schema 2. Synthese der N-TFAc-geschítzten Donoren B, C, D.
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rung zum Nonasaccharid 15 (22 %).[24] Mit dem Thio-
glycosiddonor B2 konnte die Ausbeute an Heptasaccharid 14
auf 76% erhçht werden, allerdings wurden auch 16% des
Nonasaccharids 15 gebildet. Das unerwînschte Nebenpro-
dukt 15 konnte durch Verwendung von verdînntem TMSOTf
zur Umsetzung des Diols 13 mit dem Imidat B1 nahezu eli-
miniert werden (87 % 14).

Bei allen Glycosylierungen der TFAc-geschîtzen Dono-
ren B1 und B2 wurde vollst�ndige a-Selektivit�t erhalten.
Andere Stereoisomere waren durch HPLC-MS und NMR-
Spektroskopie nicht nachweisbar, was auch fîr die analogen
Donoren mit NAc- oder NPht-Gruppen gilt.[24] Im Unter-
schied zu den NPht-geschîtzten Donoren sind die regiose-
lektiven Glycosylierungen mit den unverzweigten TFAc-
Donoren B1 oder B2 anf�llig fîr Doppelglycosylierung, was
einen signifikanten sterischen Beitrag der entfernten NPht-
Gruppe andeutet. Andererseits zeigen die N-Glycane 11 und
14 mit TFAc-Gruppen eine gute Zug�nglichkeit der verblei-
benden OH-23 und OH-43-Funktion gegenîber îberschîssi-
gem Donor und sollten daher eine sp�te Einfîhrung des bi-
secting GlcNAc erleichtern.

Diese Annahme wurde in der Reaktion des Heptasac-
charids 14 mit 10 øquiv. Donor E1 und NIS/TfOH-Aktivie-
rung getestet (Schema 4). Die Reaktion verlief problemlos
und lieferte das gewînschte bisected Octasaccharid 16 in
guter Ausbeute und Reinheit (76 %). In Kombination mit
TMSOTf war Donor E2 zu reaktiv und zeigte einen Umsatz
(HPLC) zu 16 von nur 12 %. Das weniger reaktive N-Phe-
nylimidat E3[25] (10 øquiv. + 4 øquiv. TfOH) setzte den Ak-
zeptor 14 nahezu vollst�ndig um und erhçhte die Ausbeute an
isoliertem 16 auf 84%. Noch hçhere Ausbeuten (88 % 16)

konnten mit dem reaktiven aber schwer handhabbaren Ox-
azolin E4[26] erzielt werden. Die hohen Ausbeuten an bisected
N-Glycan 16 resultieren aus der nahezu vollst�ndigen Um-
setzung des TFAc-geschîtzten Akzeptors 14 und der einfa-
chen Abtrennbarkeit des bisected Produkts 16 durch Flash-
Chromatographie.

Da mit dem TFAc-geschîtzten Akzeptor 14 die sp�te
Einfîhrung eines bisecting GlcNAc-Rests sehr effizient
gelang, nahmen wir an, dass die Einfîhrung des 1,6-Arms und
des bisecting GlcNAc in einem Eintopfverfahren kombiniert
werden kçnnte. Das Pentasaccharid 13 wurde mit dem Di-
saccharidimidat B1 (0.05 øquiv. TMSOTf) bis zur Vollst�n-
digkeit umgesetzt (DC), anschließend wurden 10 øquiv. des
Donors E3 und 4 øquiv. TfOH zugegeben (Schema 4e). Be-
merkenswerterweise fîhrte die Kombination aus regio- und
stereoselektiver Glycosylierung gefolgt von einer anspruchs-
vollen Glycosylierung mit großem Donorîberschuss nur zu
wenig Nebenprodukt im Rohprodukt (HPLC-MS Sche-
ma 4g). Nach einer Flash-Chromatographie konnte reines
bisected Octasaccharid 16 in einer Ausbeute von 80% (im
Vergleich zu 73 % beim sequentiellen Verfahren) isoliert
werden. Dagegen bençtigte das Eintopfverfahren von 13 mit
den Thioglycosiddonoren B2 (2 øquiv.) und E1 (10 øquiv.)
stçchiometrische NIS-Aktivierung und ergab aufgrund von
Nebenreaktionen nur eine Ausbeute von 46% an 16.

Die sp�te Einfîhrung eines bisecting GlcNAc wurde an-
schließend an TFAc-geschîtzten triantenn�ren N-Glycanen
untersucht (Schema 5). Die Glycosylierung des Pentasac-
charids 13 mit dem Trisacchariddonor D ergab das trianten-
n�re Octasaccharid 17 in einer Ausbeute von 91 %. Die fol-
gende Reaktion mit dem Donor E3 lieferte 83 % des bisected

Schema 3. Regioselektivit�t der TFAc-geschítzten Donoren B1 und B2.
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Nonasaccharids 18. Nach der Umsetzung von 13 im Ein-
topfverfahren konnte 18 in einer Ausbeute von 86% gegen-
îber 75 % beim sequentiellen Verfahren isoliert werden.

Um auch 2,4-verzweigte N-Glycane zug�nglich zu
machen, wurde das Core-Trisaccharid A mit dem Imidat C
zum a1,3-verknîpften Hexasaccharid-Zwischenprodukt um-

Schema 4. a–f) Sequentielle und Eintopfsynthese von 16 durch sp�te Einfíhrung von bisecting GlcNAc. g) HPLC-MS des Rohprodukts der Ein-
topfreaktion (e) und h) gereinigtes 16 (UV-Chromatogramm).

Schema 5. Sequentielle und Eintopfsynthese von triantenn�ren bisected N-Glycanen 18 und 21.
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gesetzt (87% unter Verwendung von BF3-OEt2 mit nahezu
keiner Doppelglycosylierung, nur 72% bei TMSOTf-Akti-
vierung aufgrund von Doppelglycosylierung). Das Hexasac-
charid wurde in das Diol 19 îberfîhrt, das mit dem Donor B1
zum triantenn�ren Octasaccharid 20 (85 %) reagierte. Die
sp�te Einfîhrung des Donors E3 erfolgte problemlos und
lieferte das bisected N-Glycan 21 in einer Ausbeute von 86 %.
Durch die Eintopfsynthese konnten 81% an 21 direkt aus 19
erhalten werden (gegenîber 73 % beim sequentiellen Ver-
fahren). Der Akzeptor 19 wurde auch zum tetraantenn�ren
Nonasaccharid 22 (84%) verl�ngert und dieses effizient zum
bisected Decasaccharid 23 umgesetzt (94 %, Schema 6). Eine
sehr hohe Gesamtausbeute (88 % von 23) und exzellente
Reinheit (Schema 6b,c) konnten ebenfalls beim Eintopfver-
fahren erhalten werden (gegenîber 78% beim sequentiellen
Verfahren).

Das tetraantenn�re Azid 23 wurde in sechs Schritten
vollst�ndig entschîtzt und lieferte das reduzierende Deca-
saccharid 24 a (54 %). Das vielseitig verwendbare bisected N-
Glycanazid 24 b wurde durch selektive Debenzylierung[22] in
vier Schritten (60 %) zug�nglich. Ein Vergleich der wichtigs-
ten Protonen-Resonanzen von 24a und 24b mit isoliertem
24a zeigt nahezu vollst�ndige �bereinstimmung (max.
� 0.02 ppm, Tabelle S1).

Die NMR-Charakterisierung der vier bisected N-Glycane
wurde durch eine Kombination von 2D-NMR-Experimen-
ten[27] (siehe die Hintergrundinformationen) durchgefîhrt,
die eine vollst�ndige Zuordnung der Signale und der Regio-
und Stereoselektivit�t der glycosidischen Bindungen ermçg-
lichte. Bei bisected N-Glycanen konnte fîr C-43 die typische
13C-Tieffeldverschiebung von 7 ppm beobachtet werden.

Bemerkenswert ist, dass die Glycosylierungsausbeute bei
der sp�ten Einfîhrung eines bisecting GlcNAc unabh�ngig
von der Anzahl der Antennen der TFAc-geschîtzten N-
Glycanakzeptoren (14, 17, 20 und 22) ist, was eine �hnlich
gute Zug�nglichkeit von OH-43 nahelegt. Aufgrund der
nahezu quantitativen Umsetzung und der gînstigen Eigen-
schaften der TFAc-geschîtzten N-Glycane bei der Flash-
Chromatographie, lieferten die Eintopfreaktionen reprodu-
zierbar hçhere Gesamtausbeuten als zwei getrennte Gly-
cosylierungen.

Zusammenfassend konnte fîr komplexe N-Glycane eine
flexible und allgemeine Methode entwickelt werden, die auf
N-TFAc-geschîtzten modularen Donoren fîr alle Antennen
beruht. Die resultierenden N-Glycane sind geeignete Ak-
zeptoren fîr die hocheffiziente sp�te Einfîhrung eines bi-
secting GlcNAc-Rests. Im Rahmen einer einheitlichen Stra-
tegie werden sowohl multiantenn�re N-Glycane als auch ihre

Schema 6. a) Synthese und Entschítzung des tetraantenn�ren bisected N-Glycans 23. b) HPLC-MS des Rohprodukts der Eintopfreaktion und
c) gereinigtes 16 (UV-Chromatogramme).
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bisected Derivate zug�nglich. Dies gelingt îber Imidate in
beispiellosen Ausbeuten selbst bei Doppelglycosylierungen
im Eintopfverfahren. Mit der neuen Methode kçnnen die
seltenen bisected N-Glycane einfach aufgebaut und zur
Aufkl�rung der biologischen Rollen der bisecting GlcNAc-
Modifikation eingesetzt werden.
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