Fortschritte bei der selektiven chemischen Synthese

komplexer Oligosaccharide

Von Hans Paulsen*

Dank verbesserter Methoden ist heute durch chemische Synthese eine Vielzahl komplexer
Oligosaccharide zuginglich, an denen Konformationen und Wechselwirkungen mit Prote-
inen untersucht werden kénnen. Derartige Studien sind von besonderer Bedeutung, da die
Oligosaccharidketten von Glycoproteinen und Glycolipiden, die in der Plasmamembran
verankert sind, eine Rolle bei der Zell-Zell-Interaktion spielen, da sie Rezeptoren fiir Enzy-
me, Hormone, Proteine und Viren sind, und da sie die antigenen Eigenschaften von Zellen
bestimmen. In diesem Fortschrittsbericht werden systematisch die Synthesemethoden erldu-
tert, die zur selektiven Verkniipfung von Sacchariden zu Oligosacchariden entwickelt wur-
den. Hierbei werden bevorzugt Synthesen von Oligosacchariden behandelt, die biologisch

wichtig sind.

1. Einleitung

Ab Mitte der fiinfziger Jahre, mit Einfiihrung neuer Syn-
thesemethoden und analytischer Trennverfahren sowie mit
den Méglichkeiten der Strukturaufkldrung mit neuen phy-
sikalisch-chemischen Methoden, nahm die Chemie der
Kohlenhydrate, insbesondere die der Monosaccharide, ei-
nen groBen Aufschwung. Zahlreiche neue Zucker wurden
in der Natur gefunden. Besonders stimulierend wirkte die
Entdeckung ungewdhnlicher Aminozucker in Aminoglyco-
sid-Antibiotica und in bakteriellen Polysacchariden!". Die
Entwicklung stereo- und enantioselektiver Synthesemetho-
den erméglichte es, nahezu jeden Zucker und Aminozuk-
ker durch Umwandlung aus gut zugénglichen anderen Sac-
chariden herzustellen. Es wurde das sich in der iibrigen
Organischen Chemie erst spiter entwickelnde Interesse fiir
asymmetrische Synthesen teilweise schon vorweggenom-
men. Auch gelang es, die Techniken der Modifizierung
von Zuckern auf komplexe Aminoglycosid-Antibiotica an-
zuwenden, um abgewandelte Produkte zu gewinnen®.

Anfang der siebziger Jahre fand Leloir'® die Zucker-Nu-
cleotid-Verbindungen, was zur Aufklirung der Biosyn-
these der Polysaccharide fiihrte; dies riickte die Kohlenhy-
drate wieder in den Mittelpunkt des Interesses vieler Bio-
chemiker. Hatte man die Polysaccharide bisher nur als
Stiitzmaterial und als Energiespender angesehen, so er-
kannte man jetzt die Bedeutung der schwer zu untersu-
chenden komplexen Glycokonjugate!*), die auBer einer
Oligosaccharidkette einen Protein-, Lipid- oder Phospholi-
pidteil enthalten. Es zeigte sich, daB es vor allem der Oli-
gosaccharidrest der Glycokonjugate ist, der die biologi-
schen Funktionen dieser Substanzklasse bestimmt. In der
Folge hat eine stirmische Entwicklung der Biochemie der
Glycokonjugate eingesetzt.

Glycolipide, die mit dem Lipidteil in der Membrandop-
pelschicht verankert sind, bestimmen unter anderem die
antigenen Eigenschaften von Zellen!!; der Oligosaccharid-
teil, der aus der Membranoberfliche herausragt, ist die
Determinante, deren Struktur fiir die Spezifitdt der Im-
munreaktionen entscheidend ist®. Die Glycoproteine an
Zelloberflichen, bei denen ebenfalls der Oligosaccharid-

[*] Prof. Dr. H. Paulsen
Institut for Organische Chemie und Biochemie der Universitit
Martin-Luther-King-Platz 6, D-2000 Hamburg 13

184 © Verlag Chemie GmbH, D-6940 Weinheim, 1982

rest freiliegt, spielen eine Rolle bei der interzelluliaren Er-
kennung®®'%, Sie sind Rezeptoren fiir Enzyme, Hormone,
Proteine und Viren. Sie kénnen den Transport von Prote-
inen zwischen den Zellen regulieren und sind damit als Si-
gnalsubstanzen im Zellstoffwechsel anzusehen®'”, Auch
sind Glycoproteine fiir die Konzentration der Wassermole-
kiile an der Membran und fiir den Durchtritt von Ionen
durch die Membran von Bedeutung. Der Oligosaccharidteil
der Glycoproteine schiitzt ferner die Peptidkette gegen ei-
nen proteolytischen Angriff. Diese vielfiltigen Funktionen
werden gegenwirtig intensiv untersucht. Es scheint sich
das prophetische Wort von Nathan Sharon zu erfiillen:
“We know now that the specifity of many natural poly-
mers is written in terms of sugar residues, not of amino
acids or nucleotides’*,

Die Fortschritte auf diesem Gebiet verdanken wir der
Perfektionierung der chemischen, physikalischen und en-
zymatischen Methoden der Strukturaufkldrung in den letz-
ten Jahren!"”. Insbesondere die Hochfeld-NMR-Spektro-
skopie hat wesentlich zur schnellen Strukturaufklirung der
Oligosaccharidkette von Glycoproteinen beigetragen. Von
einer erheblichen Anzahl von Glycoproteinen und Glycoli-
piden ist die Sequenz des Oligosaccharidteils heute be-
kannt. Ferner weil man, daB vorwiegend die endstindigen
Zuckerreste der Oligosaccharide - die Determinanten oder
»Antennen'* - fiir die Spezifitit der biologischen Wirkung
entscheidend sind. Die priparativ arbeitenden Organiker
sind jetzt aufgefordert, Sequenzen derartiger Oligosaccha-
rid-Determinanten chemisch zu synthetisieren, da das bio-
gene Material oft schwer zuginglich ist. Modifizierte De-
terminanten kdnnten Aufschlufl iiber die Art der Haftstel-
len und somit tiber den Mechanismus der biologischen
Wechselwirkung zwischen Oligosaccharid-Hapten und
dem hiermit reagierenden Antikérper oder Protein geben.
In diesem Beitrag soll iiber die Fortschritte bei der selekti-
ven chemischen Synthese von Oligosacchariden berichtet
werden.

2. Selektive Synthese von Oligosacchariden
2.1. Aligemeines

Noch vor wenigen Jahren war die Herstellung eines Di-
saccharids eine hervorragende Leistung, und Synthesen
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von Trisacchariden mit unterschiedlichen Bausteinen und
Verkniipfungsarten gelangen nur in Einzelfillen!'"-'?, Man
hat jedoch gelernt, auch Oligosaccharide aufzubauen; es
sei aber betont, daB jede Synthese eines Oligosaccharids
ein eigenstindiges Problem bleiben wird, zu dessen Lo-
sung erhebliche systematische Studien und ein gutes Stiick
Know-how notwendig sind. Universelle Reaktionsbedin-
gungen wird es fir derartige Synthesen kaum geben.

Bei einer Oligosaccharid-Synthese sind zwei polyfunk-
tionelle Reaktionspartner zu verkniipfen; beide miissen
sich selektiv blockieren und deblockieren lassen. In der
Glycosylkomponente mufl das anomere Zentrum freisetz-
bar und funktionalisierbar sein, in der Hydroxykompo-
nente muBl selektiv nur die fiir die Verkniipfung notwen-
dige Hydroxygruppe deblockiert werden. Es ist zu beden-
ken, daBl die Reaktivititen des anomeren Zentrums der
Glycosylkomponente und auch der OH-Gruppe des Reak-
tionspartners sehr stark von ihren jeweiligen Blockierungs-
mustern abhédngen; diese kdnnen den Verkniipfungsschritt
mafgeblich beeinflussen. Weiterhin sind konformative
und sterische Einfliisse sowie die MolekiilgroBe der beiden
Partner von Bedeutung. Der Verkniipfungsschritt soll in
guter Ausbeute moglichst stereoselektiv zu nur einem der
beiden moglichen Anomere fiihren, um eine aufwendige
Trennung zu vermeiden, die bei groBeren Oligosacchari-
den duBerst schwierig ist. Alle diese Abhingigkeiten zei-
gen, dall die Reaktionsbedingungen fiir jeden Verkniip-
fungsschritt sorgsam erprobt werden miissen. Daher sind
Festkorper-Synthesen von Oligosacchariden, wie sie bei
Peptiden und Nucleotiden mit Erfolg angewendet werden,
wenig aussichtsreich. Versuche in dieser Richtung haben
nicht zu anwendbaren Verfahren gefithrt!".

Bei der Synthese groBerer Oligosaccharide sind Glyco-
sylhalogenide die wichtigsten Edukte, deren Reaktivitit
sich iiber die Blockierungsgruppen in weiten Grenzen vari-
ieren und anpassen ld6t. Von den vielen fiir diese Reaktion
zur Verfiigung stehenden Katalysatoren sind die fiir den
jeweiligen Zweck geeigneten auszuwihlen. Eine Anzahl
anderer Methoden zur Glycosidverkniipfung hat bisher
nur teilweise Anwendung bei Oligosaccharid-Synthesen
gefunden.
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Da die Methoden zur Verkniipfung zweier Zuckerreste
unter Bildung einer 1,2-cis- oder 1,2-trans-glycopyranosidi-
schen Bindung véllig unterschiedlich sind, werden beide
Reaktionstypen getrennt behandelt. Bei dem 1,2-cis-Typ A
wird die Kniipfung einer a-glycosidischen Bindung in der
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gluco- und galacto-Reihe sowie der B-glycosidischen Bin-
dung in der manno-Reihe behandelt. Entsprechend bezieht
sich der 1,2-trans-Typ B auf die Kniipfung der B-glycosidi-
schen Bindung der gluco- und galacto-Reihe, sowie der a-
glycosidischen Bindung der manno-Reihe. Damit sind die
wesentlichen, in biologisch wichtigen Oligosacchariden
vorkommenden Strukturen erfafit.

2.2. Kniipfung von 1,2-cis-glycopyranosidischen Bindungen

2.2.1. a-Glycopyranoside der gluco- und galacto-Reihe

Pyranosylhalogenide, an deren 2-OH ein nachbargrup-
penaktiver Substituent das H-Atom ersetzt, reagieren nach
Abspaltung des Halogenid-Ions, ganz gleich, ob man von
der B-Form 1 oder der a-Form 2 ausgeht, iiber 3 zum Di-
oxocarbenium-lon (Acetoxonium-lon) 4, das gegeniiber
dem reaktiveren Oxocarbenium-lon 3 stabilisiert ist!".
Mit einem Alkohol reagiert 4 unter nucleophiler Ringoff-
nung an C-1 aus sterischen Griinden nur zum B-Glycosid
5. Diese Reaktionsfolge wird ausgenutzt, um stereoselek-
tiv B-Glycoside zu synthetisieren (Abschnitt 2.3). Bei der
Umsetzung mit weniger reaktiven Alkoholen kann teil-
weise auch 3 reagieren, so dall ein Anomerengemisch aus
S und 6 entsteht.
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Die erste Voraussetzung fiir eine a-Glycosid-Synthese ist
demnach, daBl das H-Atom von 2-OH des Pyranosylhalo-
genids durch einen nicht nachbargruppenaktiven Substitu-
enten ersetzt sein mull. Wie die Reaktionsfolge 7—9 zeigt,
wurden hierfiir eine Reihe von Substituenten erprobt!”); am
glinstigsten ist die Benzylgruppe, da dann eine gute Reak-
tivitat des Halogenids gewahrt wird. Bei der ebenfalls viel
benutzten Trichloracetylgruppe ist das Halogenid stabiler,
aber dessen Reaktivitit auch geringer.
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Um ein a-Glycosid zu synthetisieren, mu3 man vom in-
stabileren B-Halogenid 7 ausgehen und die nucleophile
Substitution mit der Alkoholkomponente so lenken, daf3
sie moglichst vollstindig unter Inversion im Sinne einer
Sn2-Reaktion ablduft. Dies ist in einem wenig polaren Lo-

[*] Nach den Regeln der International Union of Biochemistry wurden fol-
gende Abkiirzungen verwendet: Ac = Acetyl, Bz=Benzoyl, Bzl = Benzyl,
Cbz=Benzyloxycarbonyl, Trt="Trityl. Andere Abkiirzungen werden im
Text erklirt.
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sungsmittel wie Dichlormethan oder Ether in Gegenwart
eines Katalysators wie AgClO, oder AgClO,/Ag,CO;
moglich. So liel sich 7 (R=Bzl) mit 8, das eine 4-OH-
Gruppe sehr geringer Reaktivitit enthidlt, zum Maltose-
Derivat 9 umsetzen (43%)""%\. Analoge Reaktionen sind mit
7 (R=CCI15CO) durchfiihrbar!'®,

Dieses Verfahren ist jedoch nur bei relativ stabilen, iso-
lierbaren f-Halogeniden moglich. In der Mehrzahl der
Fille ist das labile §-Halogenid gar nicht herstelibar oder
zumindest nur schwer handhabbar. Dies gilt besonders fiir
Disaccharidhalogenide, die zum Aufbau gréBerer Einhei-
ten verwendet werden sollen. Insofern ist das Verfahren
nur begrenzt anwendbar.

Synthese von a-Glycosiden iiber in-situ-Anomerisierung
von a-Glycosylhalogeniden: Um diese Schwierigkeiten zu
umgehen, miiBte die a-Glycosid-Synthese direkt von dem
leichter zuginglichen, stabileren a-Glycosylhalogenid 10
ausgehen. Nach Lemieux et al.l'”) steht das a-Halogenid 10
in einem Gleichgewicht mit dem instabileren B-Halogenid
11; die Gleichgewichtseinstellung wird durch Halogenid-
Ionen katalysiert. Besonders in einem Lésungsmittel gerin-
ger Polaritit wie Dichlormethan kann aus dem a-Haloge-
nid 10 das Ionenpaar 10a und aus dem f$-Halogenid 11 -
iiber das Konformer 11b - das lonenpaar 11a entstehen.
Beide lonenpaare 10a und 11a stehen iiber das Ionen-Tri-
pel 10b im Gleichgewicht!"®. Im Gleichgewichtszustand ist
der Anteil am stabileren 10 hoch; das f-Halogenid 11
wird durch den anomeren Effekt, der bei Halogen-Substi-
tuenten besonders wirksam ist, destabilisiert.
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Bei einer unter Inversion verlaufenden nucleophilen Re-
aktion von Glycosylhalogeniden wie 10 und 11 mit Alko-
holen R’OH ist die Gesamtenergiebarriere der Reaktions-
folge 11— 11a—13a—13 niedriger als die der Reaktions-
folge 10—10a—12a—12, d. h. die Bildung des a-Gluco-
sids 13 ist schneller als die des B-Glucosids 12!'®\. Eine
Lenkung der Gesamtreaktion unter Ausnutzung dieser Re-
aktionsgeschwindigkeitsdifferenz erméglicht eine vom a-
Halogenid 10 ausgehende, selektive a-Glycosidsynthese.
Ist diese Differenz groB genug, so ldBt sich selektiv das a-
Glycosid 13 erhalten, auch wenn die Konzentration von
11 bzw. 11a gering ist. Die Einstellung des Gleichgewich-
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tes 10==11 muB allerdings schnell sein, damit stindig
neues 11 und 11a aus 10 entsteht.

Lemieux et al.!'® benutzten bei dieser von ihnen als Ha-
logenid-Ionen-katalysierte Glycosidierung bezeichneten
Reaktion Tetraalkylammoniumhalogenide als Katalysato-
ren fiir die Gleichgewichtseinstellung. Die Reaktion hat
sich in vielen Fillen bewihrt. Sie erfordert sehr reaktive
Pyranosylhalogenide und bendétigt relativ lange Reaktions-
zeiten. Die hohe Selektivitit spricht fiir eine Reaktions-
folge iiber das duBerst reaktive f-Halogenid-ahnliche lo-
nenpaar 11a. Die bevorzugte Bildung des a-Glycosids ist
nicht auf den anomeren Effekt zuriickzufiihren. Verwendet
man bei der Umsetzung ein polares Losungsmittel, so kon-
nen getrennte Ionenpaare mit Oxocarbenium-lonen-ahnli-
chen Kationen auftreten, und die Selektivitit nimmt erheb-
lich ab. Auch bei der nachtriglichen Isomerisierung der
Glycoside entstehen Anomerengemische.

Die Reaktion vom a-Halogenid 10 zum a-Glycosid 13
gelingt in Dichlormethan auch mit den l6slichen Katalysa-
toren Quecksilbercyanid und -bromid sowie mit Silberper-
chlorat und -trifluormethylsulfonat (-triflat) mit hoher Se-
lektivitdt!'"®), Diese Katalysatoren sind sogar viel wirksamer
als Tetraethylammoniumhalogenide, so dal} weniger reak-
tive Halogenide unter sehr viel milderen Bedingungen um-
gesetzt werden konnen!"®-?'". Wir nehmen an, daBl das a-
Halogenid mit den Quecksilber- und Silbersalzen Kom-
plexe bildet, die den lonenpaaren 10a, 10b und 11a ih-
neln, deren genaue Struktur jedoch nicht bekannt ist (X
wire BrHgBr,, BrHg(CN), bzw. ClO, oder CF;S0:;).

Die Energiebarriere der Reaktionsfolge 11a—13a—13
und auch die von 10a—12a—12 diirfte durch die Metall-
salze erniedrigt werden, so dafl insgesamt beide Reaktions-
typen beschleunigt werden. Es ist dabei zu beachten, da3
bei zu starker Katalyse die Differenz zwischen den Bil-
dungsgeschwindigkeiten von 13 und 12 abnehmen kann,
die Reaktion wird weniger selektiv. Auch wenn bei der Re-
aktion des a-Halogenids 10 mit AgClO, oder AgCF;SO;
vollstindig Glycosylperchlorate!'!! bzw. -triflate entstehen,
ist die bevorzugte Bildung von 13 analog zu erkliren
(X =Cl0, oder CF;S0;)12%-2,

Der Verlauf derartiger Oligosaccharid-Synthesen wird
im wesentlichen durch die Reaktivitdt des Halogenids, des
Katalysators und des Alkohols beeinfluBt®?!!; die Reaktio-
nen sind in wenig polaren Lésungsmitteln wie Dichlorme-
than, eventuell als Gemisch mit Toluol, durchzufiihren.

Die Reaktivitit des Halogenids ist in erster Linie durch
Variation der Substituenten an seinen Hydroxygruppen zu
beeinflussen (siche Tabelle 1). Benzylverbindungen sind
stets reaktiver als Acetyl- oder Benzoyl-Derivate. Hierbei
kommt es weniger auf die Stellung der Benzyloxygruppen
an als auf ihre Zahl. Dies zeigt sich auch an der Anomeri-
sierungsgeschwindigkeit gemischt-substituierter a-Glyco-
sylhalogenide und an Vergleichsreaktionen®?. Trichlorace-
tylgruppen verringern, Desoxygruppierungen erh8hen je-
weils in hohem MaBe die Reaktivitit des Halogenids. Bro-
mide sind stets reaktiver als Chloride, aber weniger sta-
bil.

Der wichtigste Parameter zur Beeinflussung des Reakti-
onsverlaufs ist der Katalysator. Tetraethylammoniumhalo-
genide setzen als milde Katalysatoren eine sehr gute Reak-
tivitat der beiden Reaktionspartner voraus. Wird mit dem
mildesten Katalysator Tetraethylammoniumchlorid nach
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Tabelle 1. Reaktivitdt von Halogeniden, Katalysatoren und Alkoholen bei
der Oligosaccharid-Synthese.

Halogenid Katalysator Alkohol

CHLOR Et;NBr/ Molekularsieh 4A HO-CHy>>HO-CHyR >6- OH
RO 0 Hg(CN),

OR HG(CN); 1HgBr, CHzOHO

X HgBry/ Molekutarsieb 4A
Nz AgCIO; , Ag,CO; OH
Ag-Tritiat , Ag,CO. HO OR

R~ Bzl>Bz 3 Ac (Rt bt | OH

X~ 1>Br>Cl
6-OH>> 3-OH> 2-0OH > 4-OH

der Originalvorschrift gearbeitet!'®, so ist Dichlormethan
mit einem geringen Zusatz Dimethylformamid als Lo-
sungsmittel zu verwenden. Wirksamer sind Quecksilber-
verbindungen, die auch im Gemisch in verschiedenen Ver-
hiltnissen verwendet werden kdnnen (siehe Tabelle 1). Am
wirksamsten sind Silberperchlorat und -triflat, die jedoch
auch die Reaktion des a-Halogenids zum B-Glycosid kata-
lysieren, so daB die Stereoselektivitit abnehmen kann; dies
148t sich durch Erniedrigung der Reaktionstemperatur ver-
hindern.

Die Reaktivitdt des Alkohols ist in der Regel kaum zu
beeinflussen. Allgemein ist zu sagen, dal auch hier Alkyl-
substituierte Derivate reaktiver sind als Acyl-substituier-
te®®. Sekundire Hydroxygruppen an Pyranosen, die im
wesentlichen fiir Saccharidverkniipfungen infrage kom-
men, weisen eine mittlere Reaktivitdt auf. Sie sind beson-
ders fiir die Umsetzung mit reaktiven Halogeniden geeig-
net, wobei eine hohe Selektivitit erreicht wird. Primire
Hydroxygruppen wie 6-OH von Zuckern oder wie die des
Serins sind erheblich reaktiver. Hier sind die Differenzen

der Bildungsgeschwindigkeiten von - und B-Glycosid

kleiner und die Stereoselektivitit nimmt ab. In diesen Fil-
len muB ein milder Katalysator gewihlt oder - wie oben
beschrieben - das reine B-Halogenid als Edukt verwendet
werden. Das B-Glycosid 148t sich auch durch kontrollierte
Inversionstechnik herstellen*-2¢, wobei das B-Halogenid
dann unmittelbar zur Reaktion gebracht werden muB3. Die
reaktivste Hydroxygruppe weist Methanol auf; dessen Re-
aktionen sind daher am wenigsten mit denen von Sacchari-
den vergleichbar.

Bei allen Glycosidsynthesen ist auf strengsten Aus-
schluB von Feuchtigkeit zu achten, d. h. man muB unter
Stickstoff oder Argon arbeiten, und es sind die gleichen
Techniken wie beim Arbeiten mit empfindlichen Organo-
metallverbindungen anzuwenden. Spuren von Feuchtigkeit
fiihren hiufig zu erheblichen Ausbeuteminderungen und
verursachen mitunter einen anderen Reaktionsverlauf. Da-
neben empfiehlt es sich, die Umsetzungen im Dunkeln
durchzufiihren.

Einfluf} der Reaktivitit des Katalysators: Am giinstigsten
ist das in-situ-Anomerisierungs-Verfahren auf das Haloge-
nid der L-Fucose 14 anwendbar. In Gegenwart von Tetra-
ethylammoniumbromid reagiert 14 mit dem Disaccharid
15 stereoselektiv in 80% Ausbeute zum Trisaccharid 161°7;
dessen Deblockierung ergibt 17, die Trisaccharid-Deter-
minante der Blutgruppensubstanz H (Typ 1).

Analog wurden a-L-Fuc(l-2)-[a-D-Gal(1-3)]-D-Gal,
die Trisaccharid-Determinante der Blutgruppensubstanz B
(Typ 1)'**, und B-p-Gal(1-3)-[a-L-Fuc(1-+4)]-D-GlcNAc,
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die Trisaccharid-Determinante der Lewis-a-Blutgruppen-
substanz!?%, hergestelit.

Im Disaccharid 18 ist iiberraschenderweise die 2-OH-
Gruppe erheblich weniger reaktiv als die im sehr dhnlichen
15. Die Disaccharide 15 und 18 sind in der nicht-reduzie-
renden Einheit identisch und unterscheiden sich nur in der
Verkniipfungsart; in 15 liegt eine 1-+3-, in 18 eine 1-4-
Verkniipfung vor. 18 reagiert mit dem Fucosylbromid 14
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in Gegenwart von Tetraethylammoniumchlorid zum Tri-
saccharid 19 in nur 30% Ausbeute; mit Hg(CN), als Kata-
lysator werden 40%, mit Hg(CN),/HgBr, 50% und mit
HgBr, sogar 80% erzielt, wobei stereoselektiv nur das a-
Glycosid entsteht!?'). Aus 19 ist 21 erhaltlich, die Determi-
nante der Blutgruppensubstanz H (Typ 2)2'-3",

Beim L-Fucose-Derivat liegen die Verhiltnisse so giin-
stig, daB bei der in-situ-Anomerisierung - anders als bei D-
Galactose- und D-Glucose-Derivaten - auch im polaren
Losungsmittelsystem Nitromethan/Toluol die Selektivitit
kaum abnimmt. In Gegenwart von Hg(CN), sind in Nitro-
methan/Toluol die Disaccharide a-L-Fuc(1-»3)-L-Fuc®3,
o-L-Fuc(l—»4)-L-Fuc®® und a-L-Fuc(l-2)-L-Fuc®? mit
guter Selektivitit zu erhalten. Die Determinante der Lewis-
d-Blutgruppensubstanz wurde synthetisiert, indem stufen-
weise zwei L-Fucose-Reste Tetraethylammoniumbromid-
katalysiert in 1,2-Dichlormethan an f-b-Gal(1-—4)-D-
GlcNAc angekniipft wurden®),

Mit dem Pyranosylbromid der p-Galactose, 22, und mit
der entsprechenden D-Glucose-Verbindung lassen sich
nach dem in-situ-Anomerisierungs-Verfahren in Gegen-
wart von Tetraethylammoniumhalogenid stereoselektiv a-
glycosidische Verkniipfungen herstellen. So gelang die
Synthese der Trisaccharid-Determinante der Blutgruppen-
substanz B'*! und die von a-D-Glu(1—2)-D-Gal*¢-*7,
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Haufig sind jedoch bei anspruchsvolleren Oligosaccha-
rid-Synthesen die Hydroxygruppen weniger reaktiv, so daf3
ein reaktiverer Katalysator erforderlich ist. Das Trisaccha-
rid 20 bildet mit dem Galactopyranosylbromid 22 in Ge-
genwart von Tetraethylammoniumchlorid praktisch kein
Verkniipfungsprodukt 23; mit Quecksilberbromid und
Molekularsieb 4 A erhilt man 80%, mit Silbertriflat/Silber-
carbonat 77% reines o-verkniipftes Tetrasaccharid 237,
Es ist zu beachten, dal die Reaktion mit Triflat bei
—25°C ausgefithrt werden muB, um die Stereoselektivitit
zu erhalten. Bei der Wahl des Katalysators ist stets ein
Kompromifl zwischen Ausbeute und Selektivitit zu su-
chen. Das Tetrasaccharid 23 kann zu 24, der Tetrasaccha-
rid-Determinante der Blutgruppensubstanz B (Typ 2), de-
blockiert werden!?!.

Mit guter Stereoselektivitidt 148t sich das Trisaccharid
26, das deblockiert (a-D-Gal(1—2)-a-pD-Man(l—4)-o-L-
Rha) in der ,,repeating unit* eines Salmonella-Lipopoly-
saccharids enthalten ist, aus dem Galactose-Derivat 22
und dem Disaccharid 25 herstellen®®. Als Katalysator
wird Silbertriflat/s-Collidin in Toluol bei —70 bis 20°C
verwendet.

OBzt

BzIO
0821
OBzl Bzi0 0
BzIO Hg e
8210 + 22 — G
8210 Q
o} B210
Ph
me A, !
Ph
X 0 H;C 0 \’\
p-NO2PRO Y o
25 P-NO2PHO 26

Das Galactopyranosylbromid 22 reagiert in einem pola-
ren Losungsmittelsystem wie Nitromethan/Benzol weniger
selektiv als in Dichlormethan oder Toluol. Wie einige Bei-
spiele®®* zeigen, wird als Hauptprodukt zwar die a-gly-
cosidisch verkniipfte Verbindung erhalten, der Anteil an §-
glycosidischem Produkt ist aber erheblich.

Der Einflu3 der Reaktivitit des Halogenids und der Hy-
droxykomponente wurde an einer Modellreaktion zwischen
verschieden substituierten Galactosylbromiden 27 und
den Rhamnosiden 28a und 28b untersucht!*'\. Unter stan-
dardisierten Bedingungen (HgBr,/CH,Cl,) wurde jeweils
die Selektivitidt bestimmt. Die 4-OH-Gruppe der Rhamno-
se-Derivate 28 ist fast so reaktiv wie eine primére 6-OH-
Gruppe. Bei Komponenten mit reaktiven Hydroxygruppen
kann bei der Glycosid-Synthese die Selektivitit erheblich
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abnehmen, da die Reaktion 10— 13 teilweise bereits durch
die Reaktion 10— 12 ersetzt wird. Es ist dann notwendig,
die Selektivitit durch Minderung der Reaktivitdt des Halo-
genids oder durch Verwendung eines schwicheren Kataly-
sators zu erhohen.

R20 _oac OR
o e o
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8210 [+
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27 28
Q,R! =R2= Ac Q, RzBzl
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Die Bromide 27a bis 27e sind - wie nach Tabelle | zu
erwarten - sehr unterschiedlich reaktiv; Benzylgruppen er-
hohen, Acetylgruppen erniedrigen die Reaktivitét; ein zu-
sitzlicher Glycosylrest aktiviert nur wenig stirker als eine
Benzylgruppe.

Das am wenigsten reaktive Bromid 27a ergibt mit 28a
einheitlich das a-verkniipfte Disaccharid 29a. Das reaktiv-
ste Halogenid 27e setzt sich dagegen mit 28a zum Ge-
misch (19:81) der Anomere 29e und 30e um, d. h. die B-
Form ist das Hauptprodukt. Die gemischtsubstituierten
Verbindungen 27b bis 27d haben eine mittlere Reaktivitit:
Das Disaccharidhalogenid 27b reagiert mit 28a nahezu
ausschlieBlich zum a-verkniipften Trisaccharid 29b, 27¢
ergibt mit 28a ein a :B-Produktgemisch aus 29¢ und 30c
(88:12), und aus 274 und 28a entstehen 29d und 30d im
Verhiltnis 16 :84. Diese Beispiele zeigen deutlich, wie die
Selektivitdt durch die Reaktivitit des Halogenids beein-
fluBt werden kann'*".

Wird die Reaktivitit der Hydroxygruppe im Rhamnosid
28 durch Austausch der Benzylgruppe gegen eine Tri-
chlorethylgruppe gesenkt, so setzt sich 28b unter Stan-
dardbedingungen mit dem reaktivsten Halogenid 27e zum
Anomerengemisch 291/30f (81 :19) um. Das Verhiltnis der
Produkte ist genau umgekehrt zu dem der Produkte der
Reaktion von 27¢ mit 28a. Bei anderen Glycosidierungen
mit 28b ist der gleiche Effekt zu beobachten. Es ist somit
moglich, durch Variation der Substituenten der Hydroxy-
komponente deren Reaktivitdt und damit die Selektivitit
der Reaktion zu beeinflussen®!,

Auch durch Verwendung eines anderen Katalysators
14B¢ sich die schlechte Selektivitit der Reaktion von 27e
mit 28a verbessern. In Gegenwart von Tetraethylammoni-
umbromid anstelle von HgBr, reagiert 27e mit 28a nahezu
ausschlieBBlich zu 29e, wobei allerdings Ausbeuteminde-
rungen eintreten kénnen'®. Bei empfindlichen Di- und
Trisaccharidhalogeniden ist die Tetraethylammoniumhalo-
genid-katalysierte Reaktion nicht méaglich, da sie viel zu
lange Zeit und erhohte Temperaturen benotigt; Di- und
Trisaccharidhalogenide miissen moglichst schnell mit den
aktivsten Katalysatoren umgesetzt werden.

DaB auch aus Verbindungen mit sehr reaktiven 6-OH-
Gruppen selektiv a-Glycoside hergestellt werden konnen,
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zeigt die Synthese von a-D-Glc(1—6)-D-Gal und «-D-
Gal(1—6)-p-Gal®***, Hier wurde die milde Tetraethylam-
moniumhalogenid-Katalyse angewendet, um eine gute Se-
lektivitat zu erreichen. Unter diesen Bedingungen gelang
es auch, das Halogenid 31 mit dem Disaccharid 32 zu ei-
nem Trisaccharid-Glycerid 33 umzusetzen, das zu 34 de-
blockiert werden konnte'*,

8110 ocn,cn.cum B210 ocn,cmcnu.
110 B210
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@-D-Gal(1e-6)- @-D-Gal{te-6)- B-D-Gali1=N-Glycerin
34

Zusammenfassend laBt sich folgende Aussage tref-
fen!?"-41: Reaktive Halogenide lassen sich mit Verbindun-
gen, die Hydroxygruppen mittlerer Reaktivitit enthalten,
mit sehr guter Selektivitit zu a-Glycosiden umsetzen; der
Katalysator ist auf die Reaktivitit der Hydroxygruppe ab-
zustimmen. Bei sehr reaktiven Hydroxygruppen mufB die
Reaktivitit des Halogenids oder des Katalysators vermin-
dert werden, um eine befriedigende Selektivitit hinsicht-
lich der Anomerenverteilung zu erhalten, oder man muB
von reinem B-Halogenid ausgehen.

Blocksynthesen: Da bei dem Verfahren der in-situ-Ano-
merisierung eine sehr reaktive, B-Halogenid-dhnliche Zwi-
schenstufe zu einem durch den anomeren Effekt stabili-
sierten a-Glycosid reagiert, ist diese Verkniipfungsweise
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duBerst effektiv. Sie ist auch geeignet, um vorgefertigte
Oligosaccharid-Einheiten zu grofleren Molekiilen zu ver-
kniipfen. Dies diirfte ein wichtiger Weg sein, um zu kom-
plexen Oligosacchariden zu gelangen. Bei der Synthese
langerer Saccharidketten ist es daher giinstig, fir den Ver-
kniipfungsschritt der Blocke eine a-glycosidische Bindung
auszuwihlen. Diese Strategie sei an der Synthese der Pen-
tasaccharidkette des Forssman-Antigens, 38, gezeigt!*>-*°.

Da die beiden Galactose-Einheiten a-glycosidisch ver-
kniipft sind, ist es am giinstigsten, das Trisaccharidhaloge-
nid 35 mit dem Hydroxydisaccharid 36, einem Lactose-
Derivat, zu kuppeln. Allerdings sind spezielle Methoden
zur Herstellung und Handhabung von so empfindlichen
Halogeniden wie 35 notwendig. Das Bromid 35 wird aus
dem Acetyl-Derivat unter Feuchtigkeitsausschlu mit
TiBr, hergestellt!*>*, 3§ 148t sich dann mit 36 in Gegen-
wart von AgClO,/Ag,CO; zum Pentasaccharid 37 in 28%
Ausbeute kuppeln!**-*l Dies ist bei der schlechten Reakti-
vitdt der 4-OH-Gruppe des Lactose-Derivats 36 ein vor-
ziigliches Ergebnis. Die Deblockierung liefert 38, das Pen-
tasaccharid-Hapten des Forssman-Antigens. Auf einem
dhnlichen Wege wurde auch die Tetrasaccharid-Kette des
Globosids (P-Antigen) synthetisiert!’..
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Ein anderes Beispiel fiir eine Blocksynthese ist die
Kupplung des verzweigten Trisaccharidhalogenids 39 mit
dem Rhamnose-Derivat 40“®). Die 4-OH-Gruppe in 40 ist,
wie bereits diskutiert, duBerst reaktiv; da aber die Reakti-
vitit des Halogenids 39, das zwei Glycosylreste enthilt,
nicht mehr zu variieren ist, wird selbst mit dem mildest-
moglichen Katalysator HgBr./Hg(CN), ein - allerdings
trennbares - 1:1-Anomerengemisch der Tetrasaccharide
erhalten'. Das a-glycosidisch verkniipfte Produkt 41 146t
sich zum Tetrasaccharid 42 deblockieren, dessen Zucker-
teil die Repetiereinheit (repeating unit) des Lipopolysac-
charids von Escherichia coli 075 ist; an seinem reduzieren-
den Ende ist ein Spacer gebunden, der eine direkte Kupp-
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lung mit einem Protein ermdglicht. Es wird auf diese
Weise ein synthetisches Antigen gewonnen, das als Deter-
minante den Tetrasaccharidteil von 42 enthilt.

Imidat-Verfahren und Methoden mit anderen Abgangs-
gruppen: Von Sinay et al.»>*! wurde gefunden, daB der N-
Methylacetimidoyloxyrest eine gute Abgangsgruppe ist,
die sich fiir Glycosid-Synthesen eignet. B-Imidate wie 43
lassen sich durch Umsetzung von Pyranosylhalogeniden
mit N-Methylacetamid und Silberoxid in Gegenwart von
Diisopropylamin herstellen. Sie sind so stabil, daB sie iso-
liert und gelagert werden konnen; mit Hydroxykomponen-
ten reagieren sie in Nitromethan in Gegenwart von p-Tolu-
olsulfonsiure und Molekularsieb 4 A unter Inversion zu a-
Glycosiden.
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Als Beispiel sei die Synthese des Trisaccharids 46 ge-
nannt, das ein Bauelement der Determinante der Blutgrup-
pensubstanz B ist®”. Das Imidat 43 ergibt mit dem Disac-
charid 44 selektiv mit guter Ausbeute das a-glycosidisch
verkniipfte Trisaccharid 45, das dann zu 46 entblockiert
werden kann. Es reagiert nur die reaktivere 3'-OH-Grup-
pe.

Verschiedene Oligosaccharide sind auf diesem Wege
hergestellt worden'**?. Glucose-, Galactose- und Fucose-
Derivate sind fiir den Glycosidierungsschritt geeignet. Das
Trisaccharid 21" und das Tetrasaccharid 24"°% konnen
auch nach dem Imidat-Verfahren synthetisiert werden,
wenn anstelle der Halogenide 14 bzw. 22 die entsprechen-
den Imidate verwendet werden.

Das Verfahren hat den Nachteil, dal Imidate erst aus
Pyranosylhalogeniden hergestellt werden miissen, mit de-
nen man nach dem Verfahren der in-situ-Anomerisierung
direkt zum Ziel kommen kann. Die Ausbeuten liegen in
beiden Fillen in gleicher GréBenordnung. Imidate wie 43
reagieren nur dann gut, wenn ausschlieBlich Benzyl-Sub-
stituenten im Zuckerteil enthalten sind, d. h. es muf ein
Substitutionsmuster vorliegen, das am anomeren Zentrum
die hdchste Reaktivitit bewirkt. Schon bei Anwesenbheit ei-
ner Acylgruppe im Molekiil ist die Reaktivitdt der Imidate
sehr viel schlechter. Disaccharid-Imidate konnten bisher
nicht zur Reaktion gebracht werden'".

Es ist auch vorgeschlagen worden, aus einer an 1-OH
unsubstituierten Komponente wie 47 ein Imidat direkt
herzustellen®?. Mit einem Ketenimin reagiert 47 zum B-
Imidat 48, mit Trichloracetonitril dagegen zum a-Imidat
49. Beide Verbindungen sind fiir Disaccharid-Synthesen
verwendbar, wobei aus 48 bevorzugt a-Glycoside, aus 49
hingegen B-Glycoside entstehen. Ob das Verfahren sich

190

durchsetzen wird und ausreichend selektiv ist, muB3 abge-

wartet werden.
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Prekdre P-glycosidische Verkniipfungen, z. B. von D-
Mannose->*" oder L-Rhamnose-Derivaten'®9, sind aus
den a-Imidaten nicht herstellbar. Man erhilt hierbei unter
Retention a-Glycoside, die gut auf anderem Wege (vgl.
Abschnitt 2.3.3) erhiltlich sind. Verbindungen mit schwe-
felhaltigen Abgangsgruppen wie (2-Pyridyl)-1**, (2-Pyrimi-
dinyl)-**! oder (2-Benzothiazolyl)-1-thio-B-glycoside!*®
wurden bei Glycosid-Synthesen ebenso verwendet wie
Ammonium-®" und Sulfonium-Verbindungen®®®. Fiir Re-
aktionen in Acetonitril wurde ein Nitrilium-Ion als Zwi-
schenstufe postuliert, dessen Folgereaktion die Glycosid-
Synthese lenkt!*>*? Nach einem anderen Verfahren wer-
den Alkali-stabile Saccharide mit freier 1-OH-Gruppe in
Natriumalkoholate umgewandelt und dann mit dem Tri-
flat der Alkoholkomponente zum Glycosid alkyliert!*"),
Alle diese Verfahren haben bisher keine breitere Anwen-
dung in der Oligosaccharid-Synthese gefunden.

2.2.2. 2-Amino-2-desoxy-o-D-glycopyranoside der gluco-
und galacto-Reihe

Zur Herstellung von a-Glycosiden von 2-Aminozuckern
ist es - wie in Abschnitt 2.2.1 diskutiert - erforderlich, daB
sich an C-2 ein nicht nachbargruppenaktiver Substituent
befindet. 2-Acylaminozucker sind demnach fiir a-Glyco-
sid-Synthesen ungeeignet. So reagieren 3,4,6-Tri-O-acetyl-
2-acetamino-2-desoxy-D-glucosylhalogenide entweder un-
ter Nachbargruppenbeteiligung zu Oxazolinen oder - und
das bevorzugt - zu B-Glycosiden. Als nicht nachbargrup-
penaktive Substituenten am Stickstoff haben sich die Di-
phenylphosphono-“" und die 2,4-Dinitrophenylgruppe!®”
erwiesen. Weiterhin wurden p-Methoxybenzyliden-Verbin-
dungen wie 50 verwendet!®*),
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52
50 reagiert mit dem Desoxystreptamin-Derivat 51 in
Gegenwart von Hg(CN), bevorzugt zum a-Glycosid 52,

das zu Parosamin deblockiert werden kann!®*l. Auf #hnli-
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chem Wege wurden Dihydrostreptamin'®® und Neamin!*®
synthetisiert. Ferner wurden zahlreiche andere Aminozuk-
ker, deren Aminogruppe nicht an C-2 gebunden ist, fir
Glycosid-Synthesen von Glycosid-Antibiotica einge-
setzt!®®, wobei sie sich wie normale Zucker (Abschnitt
2.2.1) verhalten.

Azid-Verfahren: Am besten und am vielseitigsten an-
wendbar, um a-Glycoside von 2-Aminozuckern zu synthe-
tisieren, ist das Azid-Verfahren!**-?"), bei dem gut zugiingli-
che 2-Azidozucker'?*2%”) die Edukte sind. Die Azido-
gruppe ist ein nicht nachbargruppenaktiver Substituent,
der spiter leicht in eine Aminogruppe umgewandelt wer-
den kann. AuBerdem zeigen Azidozucker fiir Glycosid-
Synthesen besonders giinstige Loslichkeiten. Die Ausbeu-
ten und Selektivititen sind gut.

Das Verfahren hat den Vorteil, daB 2-Azido-2-desoxy-D-
glycopyranosylhalogenide sowohl als B-Halogenid direkt,
oder auch nach der Methode der in-situ-Anomerisierung
als a-Halogenid selektiv zu a-Glycosiden umgesetzt wer-
den kénnen!'. Wihlt man das Direktverfahren, so miissen
in einer kontrollierten Anomerisierung primir die bei der
Halogenierung erhaltenen 2-Azido-2-desoxy-a-D-glycopy-
ranosylhalogenide mit Tetraethylammoniumhalogenid in
Acetonitril in die 2-Azido-2-desoxy-p-D-glycopyranosylha-
logenide umgewandelt werden®®?), Diese Reaktion a8t sich
gut polarimetrisch verfolgen und muB3 bei dem héchsten
Anteil an f-Halogenid (héchster negativer Drehwert)
durch Zugabe von Toluol gestoppt werden, da sonst eine
Reanomerisierung eintritt. Die B-Chloride reagieren dann
mit der Alkoholkomponente in Gegenwart von AgClO,/
Ag;CO; unter mildesten Bedingungen in CH,Cl, schnell
mit guter Selektivitit und Ausbeute zu den o-Glycosi-
den. Dieses Verfahren hat sich bei reaktiven Hydroxy-
komponenten bewiahrt, da hier die Methode der in-situ-
Anomerisierung weniger selektiv ist.

Fir Verbindungen mit Hydroxygruppen mittlerer Reak-
tivitit ist die Methode der in situ-Anomerisierung jedoch
bestens geeignet; es gelten die gleichen Regeln, wie sie be-
reits in Abschnitt 2.2.1 bei den normalen Zuckern bespro-
chen wurden. Die Selektivitit ist auch hier durch die Art
der Substituenten im Pyranosylhalogenid zu steuern. Im
allgemeinen sind bei den Azidozuckern im Vergleich zu
den normalen Zuckern bei dhnlichen Reaktionen etwas
wirksamere Katalysatoren notwendig!®'l
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Als Beispiel sei die Synthese der Tetrasaccharid-Deter-
minante der Blutgruppensubstanz A genannt'., Das 2-
Azidogalactose-Derivat 53 kann mit dem Trisaccharid 20
in 75% Ausbeute selektiv zum Tetrasaccharid 54 umgesetzt
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werden; dessen Deblockierung fithrt zu 85, der Tetrasac-
charid-Determinante der Blutgruppensubstanz A. Mit Sil-
bertriflat lduft die Reaktion bei —20°C stereoselektiv, bei
Raumtemperatur dagegen nicht stereoselektiv ab, sondern
es entstehen o- und B-Produkte; der Katalysator ist zu ak-
tiv und férdert dann auch die direkte Reaktion des a-Ha-
logenids.

Mit der Azid-Methode sind unter Anwendung des Ver-
fahrens der in-situ-Anomerisierung auch Blocksynthesen
moglich. Ein sehr gutes Beispiel, um die Anwendungs-
breite des Verfahrens zu demonstrieren, ist die Synthese ei-
nes verzweigten Pentasaccharides®®, der repeating unit der
O-spezifischen Kette des Lipopolysaccharides des Bakteri-
ums Shigella Dysenteriae (Serotyp 2).
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Zunichst wird das 2-Azido-glucopyranosylbromid 56
mit dem 1,6-Anhydrozucker 57 in Gegenwart von HgBr,
zum a-glycosidisch verkniipften Disaccharid 58 gekuppelt.
Nach Umwandlung von 58 in 59 kann dies iiber seine
freie 3-OH-Gruppe mit dem Galactose-Derivat 60
(TCA =Trichloracetyl) a-glycosidisch verkniipft werden;
das entstehende verzweigte Trisaccharid 61 wird iiber das
Acetat 62 mit TiBr,'*” zum o-Bromid 63 umgesetzt. Die
Kupplung mit dem Disaccharid 64 gelingt mit AgClO,/
Ag,CO; und liefert stereoselektiv das Pentasaccharid 65,
obwohl die 4-OH-Gruppe in 64 aufierordentlich wenig re-
aktiv ist. Die Deblockierung von 6§ fiihrt dann zum ge-
wilnschten Pentasaccharid.
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Bei Verbindungen mit reaktiven Hydroxygruppen wie
der 6-OH-Gruppe, den OH-Gruppen des Serins und des
Threonins sowie bei einfachen Alkoholen nimmt die Se-
lektivitit bei dem Verfahren der in-situ-Anomerisierung
ab. Diesem Effekt ist hier nicht durch einen schwicheren
Katalysator zu begegnen, denn die Katalyse mit Tetra-
ethylammoniumhalogeniden 148t sich bei 2-Azido-Haloge-
niden nicht anwenden. Auch das Imidat-Verfahren ist un-
geeignet, da Imidate von 2-Azido-Zuckern duBerst schlecht
reagieren. Aus diesem Grunde mufl man jetzt die durch
kontrollierte Anomerisierung aus den a-Halogeniden er-
haltenen B-Halogenide direkt verwenden. So 1Bt sich das
durch sukzessiven Aufbau erhaltene Trisaccharid 67 mit
dem B-Chlorid 66 zum «-verkniipften Tetrasaccharid 68
umsetzen!?¥,

Bz210
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o Ag,C0;
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81210
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Besonders diffizil ist die Reaktion mit Serin und Thre-
onin. Die Reaktion mit einem B-Halogenid muB in einem
Gemisch aus Dichlormethan und Toluol durchgefiihrt
werden, da Toluol die Reanomerisierung des B-Chlorids
verlangsamt. Mit AgClO./Ag,CO, gelingt es, das kristal-
line Galactose-Derivat 69 mit hoher Selektivitit und guter
Ausbeute zum a-Glycosid 70 umzusetzen'®”. Ein Thre-
onin-Derivat reagiert analog. Beide Produkte lielien sich
durch Ankniipfung eines Galactoserestes in Disaccharid-
Aminosiuren umwandeln, die die Determinanten des T-
Antigens sind'*?\

CHy CH-C0,B21
[ AcO _oac

QAc
Q HO  NHCbz o

Ac&/cl :::ég’;l Aco&s

69 ’ 70 Jo NHCb2

cln,—cu-cozazl

Nitroso-Halogenid-Verfahren: Von Lemieux et al."™"!
wurde ein vollig anderes Verfahren zur Synthese von a-
Glycosiden entwickelt. Durch Addition von Nitrosylchlo-
rid an Tri-O-acetylglucal wird ein Nitrosochlorid 71 erhal-
ten, das als Dimer vorliegt. Dies kann mit Hydroxykompo-
nenten - auch mit solchen verminderter Reaktivitit - zu ei-
nem a-Glycosid umgesetzt werden. Das Produkt ist eine 2-
Hydroxyimino-Verbindung, die nach Acetylierung zum
Amino-Derivat reduziert werden muB. In der gluco-Reihe
ist dies mit Diboran stereoselektiv méglich, so dafl a-gly-
cosidisch verkniipfte Disaccharide des Glucosamins ent-
stehen.

Die Methode sei anhand der Synthese des D-Strepto-
biosamins erldutert’?. Die Nitroso-Komponente 71 rea-
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giert mit dem Streptose-Derivat 72 zu einem Produkt, das
nach Acetylierung das a-Glycosid 73 liefert, dessen Re-
duktion mit Diboran und Deblockierung das freie Disac-
charid ergibt; auf die gleiche Weise wurde das natiirliche
L-Streptobiosamin synthetisiert!’?,

OAc
AcO
OAe Ha§ Aco
AcO OHHOA —> N—oac
+ OCH;
AcO
N a0 s s HyC 00

¢ k/l oH
2 ocH

7 7 / U

) 73

D-Streptobiosamin

Auch eine Reihe modifizierter Gentamycin-Derivate ist
auf diesem Wege hergestellt worden!”*7%. Allerdings wird
zuweilen eine Abnahme der Stereoselektivitit beobach-
tet’*7, a-Glycoside des Galactosamins kdnnen nach die-
sem Verfahren nicht erhalten werden, da 2-Acetoxyimino-

Derivate bevorzugt zu Glycosiden des Talosamins redu-
ziert werden.

2.2.3. p-p-Mannopyranoside und p-L-Rhamnopyranoside

Bei Mannose-Derivaten ist im Gegensatz zu Glucose-
und Galactose-Derivaten die fiir die Lenkung der Glyco-

sid-Synthese wichtige Hydroxygruppe an C-2 axial ange-

ordnet. Gleiches gilt fur L-Rhamnose-Derivate. Ist das H-
Atom von 2-OH durch einen nachbargruppenaktiven Sub-
stituenten ersetzt, so kann sich aus einem Mannopyrano-
sylhalogenid analog zu Reaktion 1-4 eine Acetoxonium-
Zwischenstufe bilden, in der die Konfiguration an C-1 und
C-2 umgekehrt zu der in 4 ist. Die Offnung der Zwischen-
stufe durch Angriff eines Nucleophils an C-1 fiihrt dann
zu a-D-Mannopyranosiden. Diese Reaktion lauft sehr gut
ab, und es ist daher verhiltnismiBig einfach, a-glycosidi-
sche Verkniipfungen mit D-Mannose herzustellen. Auf die-
sem Wege wurden auch bereits eine Reihe héherer Man-
nose-Oligosaccharide synthetisiert (Abschnitt 2.3.3).

Die Kniipfung einer B-D-mannopyranosidischen Bin-
dung ist dagegen am schwierigsten. In Gegenwart ecines
nachbargruppenaktiven Substituenten an C-2 erhilt man
nur a-Glycoside, aber auch bei anderen Substituenten an
C-2 ist haufig die a-Glycosidbildung die bevorzugte Reak-
tion. Das schwierige Problem liegt darin, daB ein relativ
stabiles a-Halogenid unter Inversion in ein instabiles B-
Glycosid umgewandelt werden muf3. Das Verfahren der in-
situ-Anomerisierung, wie es bei der a-Glycosid-Synthese
sehr erfolgreich angewendet werden kann, ist hier nicht
moglich. Alle in Tabelle 1 angegebenen Katalysatoren sind
fiir diese Glycosidierung ungeeignet; sie wiirden die Ano-
merisierung zum reaktiven p-Halogenid férdern, so daf3
das unerwiinschte a-Glycosid als Hauptprodukt entstiinde.
Aus diesem Grund erhilt man aus a-D-Mannopyranosyl-
halogeniden ohne Nachbargruppenbeteiligung unter die-
sen Bedingungen a-D-Mannoside.

Um diese Schwierigkeiten zu umgehen, wurden aufwen-
dige Synthesewege beschritten’*’%\. Es wurde eine Glyco-
sid-Synthese mit D-Glucose unter Nachbargruppenbeteili-
gung durchgefiihrt, die relativ leicht stereoselektiv das B-
Glucopyranosid ergibt. Die 2-OH-Gruppe der gluco-Ein-
heit wurde selektiv deblockiert, zur Ketogruppe oxidiert
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und dann wieder selektiv reduziert, wodurch man zu ei-
nem B-Mannopyranosid gelangte. Besonders der in vielen
Glycoproteinen vorkommende Baustein B-D-Man(1—4)-8-
D-GlcNAc konnte bis zu einer in jiingster Zeit vorgestell-
ten Lésung des Problems®™ nur auf diesem komplizierten
Weg hergestellt werden!™ 7, '

Nur ein unléslicher Silberkatalysator sollte die Reaktion
des a-Halogenids zum B-Glycosid férdern, da in heteroge-
ner Phase die Anomerisierung zum reaktiven p-Halogenid
stark eingeschrinkt wird und die Reaktion des a-Haloge-
nids unter Inversion bevorzugt zum Zuge kommt. Hierbei
ist ein moglichst reaktives Halogenid und ein Hydroxy-
Derivat hinreichender Reaktionsfahigkeit zu wihlen, da-
mit die Selektivitit einigermaBen erhalten bleibt. Bei unre-
aktiven Hydroxy-Derivaten steigt der Anteil an a-Glycosid
wieder an, so daB dieses sogar zum Hauptprodukt werden
kann. Das damit nur beschrinkt anwendbare Verfahren
diirfte auch fiir Blocksynthesen nicht in Frage kommen.
Giinstigste Katalysatoren sind Silberoxid und das reakti-
vere Silbersilicat, das auf einem Triger, z. B. Aluminium-
oxid, abgeschieden wird®'.

Reaktionen mit unloslichen Silber-Katalysatoren: Das D-
Mannose-Derivat 74" reagiert in Gegenwart von Silber-
oxid und Molekularsieb 4 A in guter Ausbeute (bis 91%)
mit dem Rhamnose-Derivat 78 zum B-verkniipften Disac-
charid 76"2-3¥, Die Umsetzung verliuft nur deshalb so
gut, weil die 4-OH-Gruppe des Rhamnose-Derivats 75 fast
so reaktiv ist wie eine primidre Hydroxygruppe. Verbindun-
gen mit sekundiren Hydroxygruppen mittlerer Reaktivitit
reagieren mit wesentlich geringerer Ausbeute mit 74!#5-5),
Das Bromid 74 ist mit seinen Acyl-Substituenten ein stabi-
les, wenig reaktives Halogenid und daher nicht universell
anwendbar.

e 0cH,

Br ><

Th 75 76

Sehr viel reaktiver ist die benzylierte Verbindung 77, die
sich mit 3-O-Acetyl-1,6-anhydro-2-0-benzyl-p-galactopy-
ranose in Gegenwart des reaktiven Silbersilicat-Katalysa-
tors in Dichlormethan zu 70% zum entsprechenden B-gly-
cosidisch verkniipften Disaccharid umsetzt®.

Setzt man das reaktive Halogenid 77 mit dem Glucos-
amin-Derivat 80, das in der *C,-Konformation'” vorliegt,
in Gegenwart des Silbersilicat-Katalysators um, so entsteht
zu 75% das unerwiinschte a-glycosidisch verkniipfte Pro-
dukt 82. Die 4-OH-Gruppe in 80 ist sehr wenig reaktiv,
was sich in einer starken Abnahme der Selektivitit aus-
wirkt.

Wird dagegen 77 unter gleichen Bedingungen mit dem
in der 'C,-Konformation vorliegenden Glucosamin-Deri-
vat 81 umgesetzt, so gelangt man in bis zu 60% Ausbeute
zum B-glycosidisch verkniipften Disaccharid 83¥. Das
Verhiltnis von a- zu B-Produkt betrigt 1 :6. Das zwei Ace-
tylgruppen enthaltende, weniger reaktive Halogenid 78

[*] Bei Pyranosen in der Sesselkonformation bezeichnet man mit *C, die
Konformation, in der sich C-1 unterhalb und C-4 oberhalb der Ebene
C-2, C-3, C-5, O-5 befinden: in der inversen 'C,-Konformation befinden
sich C-1 oberhalb und C-4 unterhalb dieser Ebene. Vgl. R. E. Reeves,
Adv. Carbohydr. Chem. 6 (1951) 107.
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reagiert mit der gleichen Hydroxykomponente 81 zum -
Glycosid 84; das o :B-Verhiltnis betragt jetzt nur 1:1, die
Ausbeute 40%. Die nur wenig geringere Reaktivitdt der
Halogenidkomponente wirkt sich schon in einer Vermin-
derung der Selektivitdt aus, was zeigt, wie wichtig die Re-
aktivitat des Halogenids ist.

Bz210. 8zl0

Oac 4 ANH e °
8210 53 80
RO 8z10
Br e 0Bzl
77. R=Bal + /Josxro °
78, R = Ac ACHN
2

79. R= Allyl HO Ng 8210
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85, R'z Allyl; R%s Ac
86. R'=RZz H

-0- -,
a-0-Hanlt )\ B -0-Man{1e&)-D-GlcNAC
-0-Manite-3}-"

90

Allylsubstituenten verhalten sich wie Benzylsubstituen-
ten, denn 79 reagiert mit 81 ebenfalls zu 60% zum B-Gly-
cosid 85, wobei ein a:B-Verhiltnis von 1:6 gefunden
wird. Die partielle Deblockierung von 85 ergibt das Disac-
charid 86, das unter den Bedingungen der a-Glycosid-
Synthese in Gegenwart von Silbertriflat mit zwei Molekii-
len des Mannose-Derivats 87 in 80% Ausbeute zum Tetra-
saccharid 88 gekuppelt werden kann®!. Die Deblockie-
rung fiihrt zum Tetrasaccharid 90, einem Schliisselbauele-
ment der Kohlenhydratketten von Glycoproteinen, das in
nahezu allen Glycoproteinen mit einer Saccharid-Aspara-
gin-Verkniipfung als Verzweigungselement vorkommt und
auf obigem Wege erstmals synthetisiert wurde™.

Die Verhiltnisse bei L-Rhamnose- dhneln denen bei D-
Mannose-Derivaten. Die Rhamnosehalogenide sind in-
folge der 6-Desoxygruppierung noch etwas reaktiver, was
fiir die Selektivitdt der Reaktion giinstig ist; sie sind aller-
dings schwieriger zu handhaben. Mit den benzylierten a-L-
Rhamnopyranosylbromiden wurden zahlreiche B-glycosi-
disch verkniipfte Disaccharide hergestellt'’®”*¥) Als Bei-
spiel sei die Synthese eines Trisaccharides mit zwei B-gly-
cosidischen Verkniipfungen vorgestellt®®, Das Bromid 91
ist reaktiv genug, um mit dem an der 2-OH-Gruppe unsub-
stituierten Rhamnose-Derivat 92 selektiv zu reagieren. In
Gegenwart von Silbersilicat erhédlt man in 70% Ausbeute
ausschlieBlich das B-glycosidisch verkniipfte Disaccharid
93. Nach Abspaltung des Acetylrests zu 34 reagiert dies
mit dem Bromid 95 an 4-OH zum Trisaccharid 96 unter
ausschlieBlicher Bildung des B-Glycosids in 70% Ausbeute.
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Das deblockierte Trisaccharid 97 ist ein Bestandteil der
Repetiereinheit des Lipopolysaccharids von Shigella flex-
neri Serotyp 688,
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Es sind auch die b-Mannose- und L-Rhamnose-Derivate
98 und 99 fir eine B-Glycosid-Synthese vorgeschlagen
worden!®-%%, Die Spiroketalgruppierung verleiht ihnen
ebenfalls eine gute Reaktivitdt, so daB sie diesbeziiglich
den Benzylverbindungen dhneln. Das Mannose-Derivat 98
reagiert mit Zuckern mit primiaren 6-OH-Gruppen und mit
solchen mit der gleich reaktiven 4-OH-Gruppe in guter
Ausbeute (etwa 80%) zu B-glycosidisch verkniipften Ver-
bindungen™®. Die weniger reaktiven Verbindungen mit se-
kundidren Hydroxygruppen reagieren allerdings weniger
selektiv, so daB in der Regel gleiche Anteile an a- und -
Form erhalten werden. Das Rhamnose-Derivat 99 ist wie
das Chlorid 91 in seiner Reaktivitit etwas giinstiger. Beide
Verbindungen ergeben dhnliche Anteile an B-Glycosid.
Die Verkniipfung von 99 mit dem rhamno-Derivat 100,
das einen Spacer enthilt, ergibt, z. B. in Gegenwart von
Silberoxid, in 62% Ausbeute das B-verkniipfte Disaccharid
101", Eine B-Glycosid-Synthese mit 1-O-Tosyl-Derivaten
von D-Mannose gelang bisher nur mit Verbindungen mit
primdrer 6-OH-Gruppe®®"l,
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2.3. Kniipfung von 1,2-trans-glycopyranosidischen
Bindungen

H,C
Bz10

100

2.3.1. B-Glycopyranoside der gluco- und galacto-Reihe

Bei diesem Reaktionstyp handelt es sich um die édlteste
Form der Koenigs-Knorr-Synthese!®?., Es wird hierbei ein
a-D-Glycopyranosylhalogenid verwendet, dessen H-Atom
an der 2-OH-Gruppe durch einen nachbargruppenaktiven
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Substituenten, z. B. eine Acetyl- oder Benzoylgruppe, er-
setzt ist; in Gegenwart eines unlgslichen Silberkatalysators
sollte die Reaktion stirkeren Sy2-Charakter haben und so-
mit weitgehend unter Inversion ablaufen.

Bei Verwendung l6slicher Silber- oder Quecksilber-Ka-
talysatoren wird vermutlich zundchst das Oxocarbenium-
Ion 3 gebildet, aus dem dann das stabilere cyclische Acet-
oxonium-Ion 4 entsteht. Der nucleophile Angriff an C-1
kann nur so erfolgen, dal man ein B-Glycosid 5 erhilt. Es
sei jedoch ausdriicklich darauf hingewiesen, daf3 das Kat-
ion 4 nicht frei, sondern vermutlich als enges lonenpaar
vorliegt. Das Solvens-getrennte Kation 4 geht unmittelbar
eine Kaskade von Acetoxonium-Umlagerungen ein, wobei
unter Inversion an drei C-Atomen ein ido-konfiguriertes
Produkt entsteht™* 4, Derartige Umlagerungsprodukte
sind bei Glycosid-Synthesen iiber das Kation 4 niemals
beobachtet worden.

Die Edukte fiir die B-Glycosid-Synthese, das a-Glyco-
sylhalogenid oder die stabilisierte Acetoxonium-Stufe 4,
sind auf jeden Fall weniger reaktionsfreudig als das hoch-
reaktive B-Glycosylhalogenid, das Edukt fiir die a-Glyco-
sid-Synthese (Abschnitt 2.2.1); dies kann zu Schwierigkei-
ten fithren, die sich auch bei Blocksynthesen bemerkbar
machen.

Prinzipiell ist es auch moglich, eine B-glycosidische Ver-
kniipfung ohne Nachbargruppenbeteiligung des Substitu-
enten an C-2 durchzufiihren. Es miiBten dann oberfldchen-
reaktive, unlésliche Katalysatoren, z. B. Silbersilicat, ver-
wendet werden, damit die Reaktion weitgehend nach ei-
nem S\2-Typ ablduft. Es ligen dann dhnliche Verhiltnisse
vor wie bei der Herstellung der B-D-Mannopyranoside.
Derartige Reaktionen sind wegen der in Abschnitt 2.2.3 er-
Srterten Schwierigkeiten weniger untersucht worden.

Reaktionen mit Silber- oder Quecksilber-Katalysatoren:
Unlésliche Silber-Katalysatoren wie Ag,O und Ag,CO,,
mit denen eine Sy 2-dhnliche Reaktion abliuft, haben den
Nachteil, daB bei der Reaktion Wasser gebildet wird. Es ist
daher eine Zugabe von Trockenmitteln wie Drierite not-
wendig. Bei der Oligosaccharid-Synthese sind die Ausbeu-
ten relativ gering, so daf dieses Verfahren wenig geeignet
1st.

Als sehr effektiv hat sich der Helferich-Katalysator
Hg(CN), erwiesen!™!. Die bei der Reaktion gebildete Blau-
sdure kann entweichen oder ist nicht stérend. Nur in Ein-
zelfillen wurden 1-Cyano-Verbindungen als Nebenpro-
dukt gebildet. Da die Reaktion iiber die Acetoxonium-
Stufe 4 verlaufen diirfte, ist ein Ldsungsmittelsystem mitt-
lerer Polaritit, z. B. Benzol/Nitromethan, am giinstigsten,
um die lonisierung zu 4 zu erleichtern. Empfehlenswert ist
es, Benzo! durch das weniger giftige Toluol zu ersetzen.
Die Reaktionen verlaufen in Toluol/Nitromethan véllig
analog. Bei zu polaren Losungsmitteln tritt leicht Zerset-
zung des Halogenids ein. Weniger polare Solventien wie
Dichlormethan sind hingegen gut geeignet. Die Ldsungs-
mittelverhdltnisse sind kritisch und kénnen insbesondere
Selektivitat und Ausbeute erheblich beeinflussen. Sie miis-
sen sorgfaltig optimiert werden. Bei Verbindungen mit we-
nig reaktiven OH-Gruppen koénnen erhebliche Anteile an
a-Glycosid auftreten, da vermutlich auch das Ion 3 unspe-
zifisch weiterreagiert. Hg(CN), kann durch Zugabe von
HgBr, aktiviert werden, wobei das Verhiltnis beider Kata-
lysatoren sorgfiltig einzustellen ist.
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Ein gutes Beispiel fir die Hg(CN),-katalysierte Reak-
tion ist die Umsetzung des Galactosylbromids 104 mit
dem Glucosamin-Derivat 103 zum Disaccharid 102, das in
Benzol/Nitromethan (1:1) in 80% erhalten wird®%°",

Ph
[}
Ac o] 102
Ph 0
/V o OAc AcNH OBzl
o] e
HO
AcNH
103 0Bzl
QAc
[s]
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OBzl

o]
AcO
AcO
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oz

105.R=Ac A0 (ac Ac "Oﬂﬂ
106, R =Bzl &/ W 108
107, R= Allyl ACO °

OAc o

OBzl

Wesentlich weniger reaktiv als die 3-OH-Gruppe in 103
ist die 4-OH-Gruppe in den Glucosamin-Derivaten 105
bis 107. An den Verbindungen 105 bis 107 1aBt sich gut
die Bedeutung des Substituentenmusters in der Hydroxy-
komponente demonstrieren'®), Allgemein sollten Alkyl-
substituierte Verbindungen reaktiv sein (vgl. auch Tabelle
1). Die an 3-OH mit dem Acetylrest substituierte Verbin-
dung 105 148t sich mit dem Halogenid 104 nur in sehr ge-
ringer Ausbeute zum Disaccharid umsetzen. Die entspre-
chenden O-Benzyl- oder O-Allyl-Derivate 106 bzw. 107
reagieren dagegen mit 104 wesentlich besser'®®. Das Di-
saccharid 108 entsteht aus 104 und 106 in Gegenwart von
Hg(CN), in Benzol/Nitromethan; fiir die Synthese ist al-
lerdings eine lingere Reaktionszeit nétig als fiir die von
10212-%81 Dije Reaktion gelingt auch in Dichlormethan in
Gegenwart von HgBr;, und gepulvertem Molekularsieb 4 A
in iiber 70% Ausbeute, wobei die Qualitit des Molekular-
siebs von Bedeutung ist®®. Die Disaccharide 102 und 108
sind Bestandteile von Determinanten von Blutgruppen-
substanzen.

AcO _OAc HO _ 0Bz

0, o
+ 104
&/0 &C !\ °
AcO
AcO AcNH o
ARAA
109 H ]
AcO OAc Hg(CN),I
HgBr,

Das Disaccharid 109, das einen Galactosaminrest mit
einem Spacer enthilt, ist durch Kupplung mit Hg(CN),
und Zusatz von HgBr, in guter Ausbeute gewinnbar'®™). An
109 148t sich unter gleichen Bedingungen an die als weni-
ger reaktionsfiihig geltende 4-OH-Gruppe ein weiterer Ga-
lactoserest kniipfen, so daB das verzweigte Trisaccharid
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110 entsteht™- %, Die Reihenfolge der Einfithrung der
beiden Galactosereste in das Galactosamin-Derivat ist von
Bedeutung; das disubstituierte Produkt 110 erhilt man
nur dann in guter Ausbeute, wenn erst die 3-OH- und an-
schlieBend die 4-OH-Gruppe reagiert. Die Saccharide 109
und 110 sind Bestandteile des T-Antigens. Uber den Spa-
cer konnen sie an Proteine gekuppelt werden, wodurch
man zu synthetischen Antigenen gelangt!"*.

In einer Blocksynthese (Dichlormethan, Hg(CN),)
wurde das Halogenid von B-p-Gal(1—+4)-p-Gal mit 3-O-
Acetyl-1,6-anhydro-2-O-benzyl-D-glucopyranose  umge-
setzt!'""). Allerdings tritt bei dieser Reaktion teilweise Acyl-
wanderung von 3-OAc nach 4-OH ein, so daB3 ein Gemisch
des gewiinschten B(1—4)- und unerwiinschten f(1— 3)-ver-
kniipften Produktes entsteht.

Ein weiteres Reagens fiir die B-Glycosid-Synthese ist Sil-
bertriflat!'®?, das allerdings in &quimolaren Mengen in Di-
chlormethan bei —30 bis 0°C eingesetzt werden muf; als
Sdurefinger wird bevorzugt Tetramethylharnstoff oder,
weniger giinstig, s-Collidin verwendet. Nach diesem Ver-
fahren sind ein 102 adhnelndes Disaccharid!'®” und ein Di-
saccharid, das eine P(1—4)-Verkniipfung wie 110 ent-
halt!'®), ebenso giinstig herzustellen.

Die Leistungsfihigkeit des Silbertriflat-Verfahrens zeigt
sich besonders an den Synthesen von Cellotriose-Deriva-
ten. Es gelang, die sehr wenig reaktive 4’-OH-Gruppe in ei-
nem acetylierten Cellobiose-Derivat mit Acetobromglu-
cose in Gegenwart von Silbertriflat in 53% zu einem Cello-
triose-Derivat umzusetzen!'"; ferner ist auch eine Block-
synthese gelungen!'®”. Das Cellobiosebromid 111 ergibt
mit dem schlecht reagierenden Glucose-Derivat 112 in Ge-
genwart von Silbertriflat in 39% die Cellotriose 113.
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Kiirzlich wurde Trimethylsilyltrifluormethylsulfonat
(Trimethylsilyltriflat) als Kupplungsreagens fiir die p-Gly-
cosid-Synthese vorgeschlagen. Es ist hierbei nicht notwen-
dig, das Halogenid zu verwenden, vielmehr reagiert schon
das B-1-O-Acetyl-Derivat. Es gelang, das Lactose-Derivat
114 mit dem Glycerin-Derivat 115 in Gegenwart von Tri-
methylsilyltriflat und Molekularsieb 4 A in 70% zum Gly-
cosid 116 umzusetzen!"”". In der Zwischenzeit wendeten
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wir dieses Verfahren auch auf Verbindungen mit sekundi-
ren Hydroxygruppen an!'®"., Penta-O-acetyl-B-D-galacto-
pyranose 117 146t sich in 70% in Gegenwart von Trime-
thylsilyltriflat mit 118 zum Disaccharid 119 umsetzen. Die
3-OH-Gruppe in 118 ist ausgesprochen wenig reaktiv, und
eine Verkniipfungsreaktion in Gegenwart von Hg(CN),
oder Hg(CN),/HgBr war hiermit nur in mifiger Ausbeute
und mit mangelnder Selektivitdt durchzufithren. Mogli-
cherweise sind die oben beschriebenen Galactosylierungen
ebenfalls nach diesem neuen Verfahren durchzufiihren.
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Orthoester-Methode: Die als Zwischenstufe bei der 8-
Glycosid-Synthese auftretenden cyclischen Acetoxonium-
Tonen 4 miissen nicht unbedingt aus Pyranosylhalogeni-
den hergestellt werden; sie kdnnen auch aus Orthoestern
durch Abspaltung eines Alkoxid-lons, z. B. mit HgBr,, er-
halten werden. Das Kation 4 reagiert mit der Hydroxy-
Komponente unter trans-Offnung zum B-Glycosid.

—0, —0_0R?

o
0*{- or! _R'0® R20H OAc
\

120 3 e —o0 RT/oe" 1212
RZOH“R'OH _'100
4 0{ r0®
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-R?20 R'OH
[
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1200 Me 121b

Bei der Orthoester-Methode ergeben sich nach Kochet-
kov et al.l'> ' zwei Komplikationen: Der bei der Abspal-
tung aus dem Orthoester 1202 zum lon 4 gebildete Alko-
hol R'OH konkurriert mit der umzusetzenden Alkohol-
komponente R20OH, so daB zwei Glycoside 121a und 121b
entstehen kdnnen, wenn R'OH nicht - z. B. durch Destil-
lation - entfernt wird. AuBerdem ist eine Umesterungs-Re-
aktion des Orthoesters 120a mit der Alkoholkomponente
R20H zum Orthoester 120b méglich. Dieser kann aller-
dings iiber das Kation 4 ebenfalls in das Glycosid 121a
umgewandelt werden. Zur Vermeidung der Schwierigkei-
ten haben sich ein rert-Butylorthoester als Edukt und 2,6-
Dimethylpyridiniumperchlorat als Katalysator als giinstig
erwiesen. Als Lésungsmittel kommen Dichlormethan oder,
bei hoheren Temperaturen, Chlorbenzol in Frage. Auf die-
sem Wege lieB sich aus 122 und 123 in etwa 50% das Di-
saccharid 124 erhalten!'””\. Es ist eine groBe Anzahl von
Orthoestern hergestellt und umgesetzt worden!'%\. Auch
Polysaccharide mit etwa 10-30 Saccharid-Einheiten lieBen
sich so synthetisieren; dabei wurden Verbindungen ver-
wendet, die im gleichen Molekiil eine Orthoester- und eine
Hydroxyfunktion enthalten!'? 1%,
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Trotzdem ist das Orthoester-Verfahren bei Verbindun-
gen mit wenig reaktiven Hydroxygruppen kritisch. So lieB
sich das Lactosamin-Derivat 108 nach der Orthoester-Me-
thode - dabei wurde sogar ein durch Benzylsubstituenten
aktivierter fert-Butylorthoester eingesetzt - in 52% Aus-
beute herstellen; daneben entstanden 12% o-Glycosid!'®,
Mit Hg(CN), oder HgBr, erhiilt man dagegen 70 bis 80%

B-Glycosid 10812'-5%,
OAc OMe
AcO
[} 0
we X

125, R=CN 127 Pn,?cno?
126, R= p-Me(H, S

OAc Me

Eine Modifizierung des Orthoester-Verfahrens liel sich
durch Verwendung der Cyano-Verbindung 125!""-''" oder
des Thioorthoesters 126!''" erreichen. Die Alkoholkompo-
nente mufl dann allerdings als Tritylether eingesetzt wer-
den. Als Katalysator dient das Meerwein-Reagens Triphe-
nylcarbeniumperchlorat. Das Triphenylcarbenium-Ion
spaltet aus 125 die Nitrilgruppe, aus 126 den Thiolrest ab,
wobei das cyclische Acetoxonium-lon 4 entsteht; dies rea-
giert irreversibel mit dem Tritylether 127 unter Bildung
des B-Glycosids 128 und des Triphenylcarbenium-lons,
das somit immer wieder regeneriert wird. Auf diese Weise
bendtigt man nur katalytische Mengen Triphenylcarbeni-
umperchlorat, und es entsteht keine Perchlorsdure!''* ',
Nach diesem Verfahren wird zwar 128 aus 125 in 90%
Ausbeute erhalten, doch ist die 4-OH-Gruppe der Rham-
nose-Derivate so reaktiv, daB mit den meisten einfacheren
Verfahren 128 genauso gut synthetisiert werden kann.
Nach diesem modifizierten Orthoester-Verfahren sind
auch Rhamnose- und Galactose-Derivate iiber die 2-OH-
bzw. 3-OH-Gruppe zu verkniipfen!''®. Unvollstindig ist
die Reaktion dagegen mit Verbindungen mit wenig reakti-
ven 4-OH-Gruppen. Beim Vergleich mit den anderen di-
rekten Methoden ist auch zu beachten, daB die Derivate
125 und 126 aus Pyranosylhalogeniden hergestellt werden
miissen und die oft nicht einfache Synthese des Trityl-
ethers einen zusitzlichen Schritt erfordert.

Von Interesse ist das modifizierte Orthoester-Verfahren
primér fiir die Polysaccharid-Synthese!''%, So reagiert das
Trisaccharid 129 mit Triphenylcarbeniumperchlorat zum
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Polymer 130, das im Durchschnitt zehn Trisaccharid-Ein-
heiten B-pD-Man(1— 4)-a-L-Rham(1-3)-B-p-Gal pro Mole-
kiil enthilt; diese sind die Repetiereinheiten des O-antige-
nen Lipopolysaccharides von Salmonella newington.
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2.3.2. 2-Amino-2-desoxy-B-D-glycopyranoside der D-gluco-
und D-galacto-Reihe

a 10

Bei den 2-Amino-Zuckern ist fiir den Verlauf der Glyco-
sid-Synthese der Substituent an C-2 ebenfalls von entschei-
dender Bedeutung. Das acetylierte Pyranosylbromid eines
2-Acetamido-Zuckers ist duBerst labil und kann sich unter
Nachbargruppenbeteiligung in ein 1,3-Oxazolin 131 um-
wandeln!""?, Im Gegensatz zur bei normalen Zuckern auf-
tretenden Acetoxonium-Zwischenstufe sind die stabileren
Oxazoline isolierbar. Das acetylierte Pyranosylchlorid ei-
nes 2-Acetamido-Zuckers ist erheblich stabiler; es 1d83t sich
mit Verbindungen mit reaktiven 6-OH-Gruppen in Gegen-
wart von Hg(CN), zu B-Glycosiden umsetzen!'**),

Acetylierte Pyranosylhalogenide, die einen nicht-nach-
bargruppenaktiven Substituenten wie die Dichloracetami-
do- oder 2,4-Dinitrophenylamino-Gruppe an C-2 enthal-
ten, konnen mit Verbindungen mit 6-OH-Gruppen zu -
Glycosiden umgesetzt werden!''* "'l Ausbeute und Selek-
tivitit nehmen jedoch drastisch ab, wenn Derivate mit se-
kundiren Hydroxygruppen bei der Glycosid-Synthese ver-
wendet werden!''”], Es ist daher empfehlenswert, die nach-
stehenden, erprobten Methoden zu benutzen.

Oxazolin-Verfahren: Die aus den Pyranosylhalogeniden
zugidnglichen Oxazoline 131 kénnen dhnlich wie die Acet-
oxonium-Zwischenstufe 4 durch Hydroxykomponenten
an C- angegriffen werden, wobei stereoselektiv die 8-Gly-
coside 132 entstehen. Die Reaktion wird in Nitromethan/
Benzol und in manchen Fillen in Dichlormethan durchge-
fithrt, als Katalysator ist p-Toluolsulfonsiure erforder-
licht!'®],

% row L
13 — 132
o H°®
wd NHAC
Me

Inzwischen sind auch neuere Verfahren zur Herstellung
der Oxazoline bekannt geworden. So lassen sich B-1-O-
Acetyl-Derivate mit FeCl;!''” und die durch Umlagerung
aus Allylglycosiden erhiitlichen Propenylglycoside mit
HgCl, in Oxazoline umwandeln''™"'*"] so daB} diese Sub-
stanzklasse gut zuginglich ist. Viele Disaccharide wurden
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nach dem Oxazolin-Verfahren hergestellt!''®, Verbindun-
gen mit 6-OH-Gruppen reagieren sehr gut!'?*'?] solche
mit sekunddren OH-Gruppen befriedigend"'?'**, und
auch solche mit wenig reaktiven 4-OH-Gruppen lassen
sich umsetzen. So gelang die Synthese eines Chitobiose-
Derivates in 43% Ausbeute!'?"),
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Nach dem Oxazolin-Verfahren lassen sich vorteilhaft
Blocksynthesen durchfiihren, z. B. mit dem Oxazolin eines
Lactosamins, 137, und dem B(1-3)-verkniipften Disac-
charid 133!'?. Das Oxazolin 133 kann mit dem Galacto-
se-Derivat 134 iiber dessen 3-OH-Gruppe durch Erhitzen
in Nitromethan/Benzol in Gegenwart katalytischer Men-
gen p-Toluolsulfonsdure zum Trisaccharid 135 umgesetzt
werden. Nach Deblockierung zu 136 reagiert dies in glei-
cher Weise mit dem Oxazolin 137 zum verzweigten Penta-
saccharid 138"'?%, Die Ausbeuten liegen etwa bei 50-70%.
Das aus 138 erhiltliche Oligosaccharid 139 enthilt Struk-
turen, die in den Blutgruppensubstanzen Ii vorkommen.
Die Kupplung mit dem Lactosamin-Derivat 133 ist nicht
unproblematisch; so lieB es sich mit der 3-OH-Gruppe der
Mannose nur schwer umsetzen!'?”’,

Inzwischen konnte auch ein Trisaccharid-Oxazolin, 140,
hergestellt werden. In Dichlormethan gelang die Kupp-
lung von 140 mit 141 iiber dessen 4-OH-Gruppe, wobei
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das Tetrasaccharid 142 in 22% Ausbeute entstand!'?®], Dies
ist um so bemerkenswerter, als die 4-OH-Gruppe des Glu-
cosamins duflerst wenig reaktiv ist. Das Tetrasaccharid 143
ist die Saccharidkette, mit der Asparagin-verkniipfte Gly-
coproteine an den Peptidrest gekniipft sind.

Phthalimid-Verfahren: Neben dem Oxazolin-Verfahren
hat sich das Phthalimid-Verfahren!'*! als eine effektive
Methode zur B-Glycosid-Synthese von 2-Amino-Zuckern
erwiesen. Eine Phthalimidogruppe an C-2 ist sterisch recht
anspruchsvoll und begiinstigt die B-Form. Thr wird eine
Nachbargruppen-Aktivitit bei der Glycosid-Synthese zu-
gesprochen, die eine Lenkung zum B-Glycosid bewirkt!'?%,
Als Katalysator der bei —50 bis —20°C in Dichlormethan
durchgefiihrten Reaktion wird Silbertriflat in Gegenwart
von s-Collidin verwendet. Der Phthalimidorest wird vom
Oligosaccharid mit Hydrazin bei héheren Temperaturen
abgespalten; dies ist bei Alkali-empfindlichen Oligosac-
chariden nicht unproblematisch.

Eine Reihe von Disacchariden wurde nach diesem Ver-
fahren hergestellt!'*”. An die 2-OH-Gruppe von Rhamnose
oder Rhamnosetrisacchariden 148t sich mit 70% Ausbeute
das 3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-D-glucopy-
ranosylbromid kniipfen!'*® ', Uber die duBerst wenig re-
aktive 4-OH-Gruppe reagierte Muraminsiure in 38% mit 2-
Desoxy-2-N-phthalimido-D-glucosylchlorid zu Muramin-

sduredisacchariden!'*2.
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Auch das Phthalimid-Verfahren ist gut fiir eine Block-
synthese geeignet!'*>'**]. Das Phthalimid eines Lactos-
amins, 144a, lieB sich mit dem Lactose-Derivat 145 iiber
dessen 3-OH-Gruppe in 83% Ausbeute zum Tetrasaccharid
146 umsetzen; die daraus zu gewinnende Kohlenhydrat-
kette 147 ist das Paraglobosid eines Glycolipids. Eine dhn-
liche Reaktion ergab nach dem Oxazolin-Verfahren ein Te-
trasaccharid in 79% Ausbeute!"*¥; danach scheint das
Phthalimid-Verfahren etwas effektiver zu sein. Uber eine
Ankniipfung an Lactose-Derivate iiber deren wenig reak-
tive 4-OH-Gruppe ist bisher noch nicht berichtet worden;
dies ist ein im Hinblick auf die Herstellung biologisch
wichtiger Oligosaccharide noch nicht gelostes Problem.

Durch Blocksynthese mit dem Pyranosylbromid 144b
konnten noch gréBere Oligosaccharide aufgebaut werden.
Das Mannosetrisaccharid 150 148t sich mit 144b (Molver-
hiltnis 1:2) in Gegenwart von Silbertriflat umsetzen, wo-
bei das verzweigte Heptasaccharid 149 erhalten wird, eine
Schliisselstruktur im Kohlenhydratteil der Glycoproteine.
Es enthilt den verzweigten Mannosetrisaccharid-Baustein,
an den zwei Lactosamin-,,Antennen‘* gebunden sind. Dies
ist ein bemerkenswertes Ergebnis. Auf diesem Gebiet sind
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sicher noch weitere Synthesen von biologisch interessanten
Oligosacchariden zu erwarten.
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Sonstige Verfahren: Auch 2-Azido-pyranosylhalogenide
konnen zu B-Glycosiden umgesetzt werden, wenn sie genii-
gend reaktiv sind. Hier muB der sehr aktive Silbersilicat-
Katalysator genutzt werden, damit die Reaktion in hetero-
gener Phase abliuft. Es liegen dhnliche Verhiltnisse wie
bei der B-Glycosid-Synthese mit Mannose-Derivaten vor
(vgl. Abschnitt 2.2.3). Der Azidozucker 152 konnte bei
—20°C in Dichlormethan mit dem Galactose-Derivat 153
zum Disaccharid 154 mit 73% Ausbeute gekuppelt wer-
den!*®%"), Das Disaccharid 154 ist ein wichtiger Baustein
fiir die Synthese der Tetrasaccharidkette des Globosids (P-
Antigen)®",
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B8z10
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Uber eine neue Disaccharid-Synthese, die von B-1-O-
Acetyl-Derivaten von 2-Acetamido-Zuckern ausgeht,
wurde kiirzlich berichtet!"*9). Die 2-Acetamido-1,3,4,6-te-
tra-O-acetyl-2-desoxy-B-D-glucopyranose kann in Dichlor-
methan mit FeCl; in Gegenwart von Tetramethylharnstoff
mit verschiedenen Sacchariden mit freier Hydroxygruppe
zu Disacchariden umgesetzt werden. Bei der Reaktion mit
Verbindungen mit 6-OH erhiilt man etwa 80%, bei solchen
mit 3-OH etwa 60% und bei solchen mit 4-OH etwa 40%
Ausbeute an B-verkniipften Disacchariden. Méglicher-
weise verlduft die Reaktion iiber eine Oxazolin-dhniiche
Zwischenstufe. Es lohnt sich, zu priifen, ob dieses Verfah-
ren ausbaufihig ist.

2.3.3. e-D-Mannopyranoside und a-L-Rhamnopyranoside

Fiir die a-Glycosid-Synthese in der D-manno- und der L-
rhamno-Reihe gelten dhnliche Voraussetzungen wie bei
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der B-Glycosid-Synthese der gluco- und galacto-Reihe; nur
die Konfiguration an C-2 ist umgekehrt. Bei einer Nach-
bargruppen-unterstiitzten Glycosid-Synthese wird sich ein
Acetoxonium-lon bilden, das 4 dhnelt und selektiv zum -
Glycosid weiterreagiert. Es sind dementsprechend dhnli-
che Methoden wie bei der B-Glycosid-Synthese der p-Glu-
cose und D-Galactose anzuwenden. Die Halogenide von
D-Mannose und L-Rhamnose sind recht reaktiv, so daf} -
glycosidische Saccharidverkniipfungen sehr gut gelingen.
Auf diesem Gebiet sind auch beachtliche Fortschritte zum
Aufbau gréBerer Oligosaccharid-Einheiten gemacht wor-
den.

Reaktionen mit Quecksilber- und Silber-Katalysatoren:

Als Katalysatoren fiir die Verkniipfungsreaktion haben
sich neben Hg(CN),!"*”" Gemische von Hg(CN), und
HgBr, im Verhiltnis 1:1 als giinstig erwiesen!'*®. Das aus
drei Mannoseresten bestehende Trisaccharid 150 ldBt sich
in einem Schritt durch Umsetzung eines an 6-OH und 3-
OH nicht substituierten D-Mannose-Derivates mit 2-O-
Acetyl-3,4,6-tri-O-benzyl-D-mannopyranosylchlorid in To-
luol/Nitromethan mit etwa 50% Ausbeute herstellen!'®,
Giinstiger verlduft eine dhnliche Reaktion, bei der Silber-
triflat in Gegenwart von Tetramethylharnstoff in Dichlor-
methan und ein UberschuB eines Mannopyranosylhaloge-
nids verwendet werden. Man erhilt so in 80% Ausbeute
aus dem Disaccharid 86 durch Ankupplung von zwei
Mannoseresten das Tetrasaccharid 88'%, den verzweigten
Schliisselbaustein einer groBen Anzahl von Glycoprote-
inen.
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Zur Ankniipfung mehrerer Mannosereste hat sich das
Verfahren mit Silbertriflat als sehr wirksam erwiesen. Das
Mannosetrisaccharid 151 kann mit 60% Ausbeute in einem
Schritt iiber die drei freien Hydroxygruppen mit drei wei-
teren Mannoseresten zum Hexasaccharid 155 verkniipft
werden!"*®\. Das freie Hexasaccharid 156 ist ein wichtiger
Baustein der Mannoseketten enthaltenden Glycoproteine.

Dies Verfahren der gleichzeitigen Ankniipfung mehrerer
Mannosereste ist mit erstaunlichem Erfolg auch zum Auf-
bau weiterer mannosehaltiger Oligosaccharide angewendet
worden. Ein gegeniiber 155 leicht modifiziertes Hexasac-
charid aus sechs Mannoseresten!’*” und eine Reihe ver-
wandter Pentasaccharide!'*":'*2 wurden so hergestelit.

Die a-glycosidisch verkniipften Oligosaccharide der L-
Rhamnose sind von erheblichem Interesse, weil sie als
Bausteine in Repetiereinheiten verschiedener Lipopolysac-
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charide von Bakterien relativ weit verbreitet sind. Durch
Umsetzung von Halogeniden mit Hydroxykomponenten
gelangt man hier schon mit Hg(CN), in Benzol/Nitrome-
than in sehr guten Ausbeuten zu Disacchariden. So sind
die L-Rhamnose-Disaccharide mit einer 1,2-Verkniipfung
in 95%, mit einer 1,3-Verkniipfung in 78% und mit einer
1,4-Verkniipfung in 67% Ausbeute erhaltlich!"*>-'** Auch
Blocksynthesen mit Rhamnose-Disacchariden lieBen sich
realisieren. Das durch Umsetzung des Halogenids 157 mit
158 erhiltliche 1,3-verkniipfte Rhamnose-Disaccharid 159
konnte ins Bromid 160 umgewandelt und dann mit
1,2 :3,4-Di-O-isopropyliden-a-D-galactopyranose, das eine
6-OH-Gruppe enthiit, zum Trisaccharid 161 umgesetzt
werden!"*®; weitere Beispiele sind bekannt!'#”),
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Von den Oligosaccharid-Einheiten in Lipopolysacchari-
den sind insbesondere die aus Shigella flexneri syntheti-
siert worden, wobei sich auch hier die Silbertriflat-Me-
thode bewihrte. Als Beispiel sei die Synthese des Tetrasac-
charids 166 genannt!'*®., Das Disaccharid 162 aus einem
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D-Glucosamin- und einem L-Rhamnose-Derivat l4ft sich
iiber die 3'-OH-Gruppe mit dem L-Rhamnose-Halogenid
163 in 61% Ausbeute zum Trisaccharid 164 verkniipfen.
Nach Umwandlung von 164 in 165 gelingt die Ankniip-
fung einer weiteren L-Rhamnose-Einheit zum Tetrasaccha-
rid 166 mit 70% Ausbeute. Weitere Oligosaccharide, die
Sequenzen aus der Kette 167 oder verschobene Sequenzen
enthalten, konnten gleichfalls synthetisiert werden!'#%-'*'1,

Das Tetrasaccharid 167 trigt an der Glucosamin-Ein-
heit einen Spacer, mit dem es an ein Protein gebunden
werden kann. Es entsteht ein synthetisches Antigen, das als
immunologische Determinante die Tetrasaccharid-Einheit
von 167 enthilt. Mit diesem Antigen lassen sich in einem
Versuchstier Antikorper erzeugen, die gegen Bakterien ge-
richtet sind, die die Tetrasaccharid-Einheit von 167 als Re-
petiereinheit in den immundominanten O-spezifischen Sei-
tenketten ihrer Lipopolysaccharide enthalten; sie sind so-
mit therapeutisch und diagnostisch von Interesse.

3. Ausblick

Die ausgewihlten Beispiele dieses Beitrags sollten zei-
gen, welche Fortschritte auf dem Gebiet der Oligosaccha-
rid-Synthese gemacht worden sind und wie wichtig es ist,
biochemisch interessante, selektiv verkniipfte Oligosaccha-
rid-Sequenzen zu synthetisieren. Die neuen Syntheseme-
thoden diirften fortan vielfiltig zum Aufbau groflerer Oli-
gosaccharid-Einheiten genutzt werden; dabei wird man in
Zukunft vermutlich in noch stirkerem MabBe vorgefertigte
Syntheseblocke, z.B. Disaccharid-Einheiten, verwenden.
Mit Sicherheit wird dieses Gebiet der Kohlenhydrat-Che-
mie in den nichsten Jahren an Bedeutung gewinnen und
sich noch ausweiten. Die Untersuchungen diirften dazu
beitragen, iiber die vielfiltigen Funktionen der Glycokon-
jugate, insbesondere der Glycolipide, weitere Aufschliisse
zu erhalten.

Besonders interessant sind die Wechselwirkungen der
Oligosaccharid-Determinanten, z. B. bei Antigen-Antikor-
per-Reaktionen und Rezeptorwirkungen. Mit empirischen
und semiempirischen Rechenmethoden wurden bereits
recht gute Vorstellungen iber die bevorzugten Konforma-
tionen von Oligosaccharidketten erhalten. Durch Hoch-
feld-NMR-Spektroskopie kénnen Aussagen iiber die Kon-
formationen der Oligosaccharide in Losung gemacht wer-
den. Nach beiden Methoden weisen Oligosaccharidketten
keineswegs eine starke Flexibilitdt auf, sondern aufgrund
der Wechselwirkungen der Molekiilteile untereinander ist
eine weitgehende Fixierung bestimmter Konformationen
vorgegeben!'*. Die so gewonnenen Erkenntnisse iiber die
Topologie der Determinanten ermdglichen es zu untersu-
chen, welche Regionen an Proteine gebunden werden.
Nach den bisherigen Befunden und Uberlegungen diirfte
die Bindung weniger durch Wasserstoffbriicken als viel-
mehr durch hydrophobe Wechselwirkungen zustande
kommen!'*?'33), Hierbei sollen hydrophobe Teile des Pro-
teins von hydrophobierten Teilen des Oligosaccharids ge-
bunden sein. Im Komplex sollen nach Verdringung des
Wassers die Hydroxygruppen des Oligosaccharids durch
intramolekulare Wasserstoffbriicken so gebunden sein,
daB in ihm eine hydrophobe Seite entsteht. Diese Proble-
matik wird sicherlich Gegenstand weiterer aufregender
Untersuchungen sein.
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In diesem Uberblick sind in erheblichem Mafle die Ergeb-
nisse meiner Mitarbeiter eingeschlossen. Der Arbeitsgruppe,
die gemeinsam das Projekt ,,Oligosaccharid-Synthese* mit
Elan bearbeitet hat, méchte ich fiir ihren unermiidlichen Ein-
saiz und das Durchhaltevermégen bei der Losung dieses sehr
schwierigen Problems danken. Dieser Dank gilt besonders
M. Armbrust, A. Biinsch, H. Biinsch, J. P. Holck, C. Koldf,
W. Kuischker, R. Lebuhn, O. Lockhoff, H. Niirnberger, M.
Paal, D. Schnell und W. Stenzel.
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