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Die konformative Flexibilität[1] von l-Iduronsäure, einer
typischen Monosaccharidkomponente von Heparin, erklärt
am wahrscheinlichsten dessen bemerkenswerte Anpassungs-
fähigkeit an Proteine und die verschiedenen, daraus resultie-
renden biologischen Aktivitäten.[2, 3] Die Analyse dieser
Eigenschaft war aufgrund der komplexen Primärstruktur
von Heparin Gegenstand einer langen Kontroverse.[4] Ein
wesentlicher Durchbruch in der Heparinforschung waren die
Identifizierung[5, 6] und die nachfolgende Totalsynthese[7, 8]

einer wohl definierten Pentasaccharidsequenz der Heparin-
kette. Sie bindet spezifisch an Antithrombin (AT) ± einen
physiologischen Inhibitor aktivierter Blutkoagulationsfakto-
ren ± und verstärkt seine Wirkung. Dies ist der molekulare
Ursprung der antikoagulierenden und antithrombotischen
Wirkung von Heparin.

Die 1H-NMR-Daten des synthetisierten Pentasaccharids in
wässriger Lösung waren leicht zu ermitteln und lassen sich
sehr gut mit dem Vorliegen der ungewöhnlichen 2S0-Skew-
Bootkonformation neben den klassischen 4C1- und 1C4-Sessel-
konformationen der l-Iduronsäurekomponente erklären.[9]

Bestätigt wurde dies durch Kraftfeldstudien und Energie-
berechnungen.[10] Danach ist das 2S0-Konformer die Haupt-
komponente im Konformationsgleichgewicht der l-Iduron-
säure in diesem Pentasaccharid.[11]

Um die Beziehung zwischen der Konformation des Pen-
tasaccharids und der AT-Aktivität aufzuklären, haben wir
drei Pentasaccharide durch Totalsynthese hergestellt, in
denen die l-Iduronsäureeinheit konformativ in der 1C4-, der
4C1- oder der 2S0-Form fixiert ist. Das bekannte,[12] methylier-
te, synthetische Pentasaccharid 1 (Schema 1) wurde aus
mehreren Gründen als Referenzsubstanz gewählt. Einerseits
bindet es stark an AT und blockiert selektiv den Blutkoagula-
tionsfaktor Xa. Zweitens erleichtert sowohl das Vorliegen
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von Methoxygruppen anstelle freier Hydroxyfunktionen als
auch von O- statt N-Sulfonaten die Synthese enorm. Schlieû-
lich ist die Hydroxygruppe am C-2-Atom der l-Iduronsäure-
einheit G in 1 methyliert und nicht
sulfoniert. Unter den verschiedenen
Sulfatgruppen im ursprünglichen
Pentasaccharid ist die am C-2-Atom
der l-Iduronsäureeinheit G nicht
essentiell für die Aktivität. Dieser
glückliche Umstand ist insofern
wichtig, als er eine Voraussetzung
für die Synthese eines fixierten 2S0-
Skew-Bootkonformers ist.

In der in Schema 1 dargestellten
Konformation von 1 ist die l-Idu-
ronsäureeinheit G aus Gründen der
besseren Anschaulichkeit in der 2S0-
Form gezeigt. Tatsächlich liegen die
drei Konformere in wässriger Lö-
sung im Gleichgewicht vor: 1C4>
2S0>4C1 (Schema 2 a). Wie in Sche-
ma 2 b gezeigt haben wir den l-
Iduronsäurering G jeweils in einer
dieser Konformationen fixiert und
nachfolgend die entsprechenden
Pentasaccharide 2 ± 4 (Schema 2 c)
synthetisiert.

Die 1C4- und die 4C1-Sesselkon-
formation sind wohl definierte Kon-
formere und recht leicht zu fixieren.
Die Herausforderung besteht nun
darin, die 2S0-Form aus dem Pseu-
dorotationsgleichgewicht des pyra-
noiden Ringes zu isolieren.[13] Eine
kovalente Brücke zwischen den
Kohlenstoffatomen C-2 und C-5
würde notwendigerweise diesen
Weg auf die Konformationswechsel
2S0>2,5B>5S1 beschränken. Ge-
nauer gesagt würde eine einatomige
Brücke die ungewollte 2,5B-Konfor-
mation einfrieren, wohingegen eine
flexiblere Brücke aus zwei Atomen
wahrscheinlich das Gleichgewicht
zwischen den drei Formen zuguns-
ten der stabileren Skew-Bootfor-
men verschieben sollte. Im Fall der
l-Iduronsäure wäre das Gleichge-

wicht zur gewünschten und bevorzugten
2S0-Konformation verschoben, in der die
Substituenten äquatorial und isoklinal
angeordnet sind (siehe Schema 2 b).

Um C-2 und C-5 zu verbrücken, syn-
thetisierten wir zuerst das geschützte
Disaccharid 9 (Schema 3). Das leicht
erhältliche[14] Keton 5 wurde in drei
Schritten in das Tetraacetat 7 überführt.
Der erste Schritt, eine seitenselektive
Addition von Vinylmagnesiumbromid,

wird erklärt durch die Komplexierung des Magnesiums am
Ringsauerstoffatom von 5. Das b-Acetat 7, dessen Struktur
durch NMR bestätigt wurde, ist gut geeignet[15] für die

Schema 1. Das als Referenzverbindung ausgewählte, synthetische Pentasaccharid 1.

Schema 2. a) Die drei energetisch stabilsten Konformere der methylierten l-Iduronsäureeinheit G des
biologisch aktiven Pentasaccharides 1. b) Die drei konformativ fixierten L-Iduronsäure-Mimetika, die
synthetisiert und in 1 anstelle der Einheit G insertiert wurden. c) Die drei resultierenden synthetischen
Analoga des biologisch aktiven Pentasaccharides 1, in dem die l-Iduronsäureeinheit G, wie in b) gezeigt,
unzweideutig entweder in der 1C4-, der 4C1- oder der 2S0-Form fixiert ist.
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selektive 1,2-Transglycosylierung des bekannten[16] Alkohols
8. Das gebildete Derivat 9 wurde dann leicht in den
Schlüsselalkohol 14 umgewandelt (siehe Schema 3). Dieser
ist das fixierte und geschützte ¾quivalent zum G-H-Abschnitt
des Pentasaccharids 1. Das bekannte[17] Trisaccharidimidat 15,
das bereits erfolgreich bei der Synthese des biologisch aktiven
Pentasaccharids 1 eingesetzt worden ist, wurde nun mit 14
zum geschützten Pentasaccharid 16 kondensiert. Eine Se-
quenz etablierter Reaktionen[18] führte dann zum Pentasac-
charid 2. Der Vergleich der 1H-NMR-Kopplungskonstanten

des fixierten l-Iduronsäure-
restes in 2 (J1,2� 1.3, J2,3� 1.4,
J3,4� 2.7, J2,4� 0.5 Hz) mit de-
nen, die Köll et al.[19] für Me-
thyl-2,6-anhydro-b-d-manno-
pyranosid-Derivate, welche
die 2S0-Konformation (J1,2�
1.2 ± 1.4, J2,3� 1.2 ± 1.4, J3,4�
3.0 ± 3.4, J2,4� 0.7 Hz) aufwei-
sen, bestimmt haben, bestätigt
für unser Derivat eine ähnliche
Konformation. Sehr zu unserer
Freude aktiviert das 2S0-fixier-
te Pentasaccharid 2 AT hin-
sichtlich seiner inhibierenden
Wirkung auf den Faktor Xa
recht stark (Tabelle 1).

Wie in Schema 4 dargestellt,
konnte die Schlüsselkompo-
nente des Typs 9 auch für die
Herstellung 1C4- und 4C1-fixier-
ter Bausteine verwendet wer-
den, die dann in die Pentasac-
charide 3 und 4 umgewandelt
wurden.[20, 21] Ein zu 3 analoges
Pentasaccharid wurde bereits
synthetisiert,[22] es weist aller-
dings eine Sulfatgruppe in Po-
sition 2 der l-Iduronsäure auf.
Bei der Beurteilung des Ein-
flusses der l-Iduronsäurekon-
formation auf die biologischen
Eigenschaften können daher
die Eigenschaften dieses Ana-
logons nicht direkt mit denen
unserer fixierten Verbindun-
gen verglichen werden. Er-
wähnenswert ist, dass die
4C1-Sesselkonformation der
G-Einheit von 4 durch die an
C-5 gebundene Methoxyme-
thylgruppe, welche das H-5-
Wasserstoffatom der l-Iduron-
säure ersetzt (Schema 2 b), ge-
währleistet ist.

Wie in Tabelle 1 gezeigt,
verstärken die beiden Penta-
saccharide 3 und 4, in denen
die G-Einheit in der 4C1- bzw.

der 1C4-Konformation fixiert ist, die inhibierende Wirkung
von AT auf den Faktor Xa nur wenig. Damit ist zum ersten
Mal eindeutig belegt, dass die AT-gebundene l-Iduronsäure-
einheit G in der ungewöhnlichen 2S0-Konformation vorliegt,
und gezeigt, wie das ungewöhnliche konformative Verhalten
von l-Iduronsäure sich auf die biologische Aktivität auswirkt.

Sehr wahrscheinlich bildet die Zugänglichkeit von drei
Konformeren die Grundlage für die Vielseitigkeit der l-
Iduronsäure enthaltenden Glycosaminoglycane (GAGs) bei
der Bindung an basische Stellen der mit ihnen wechselwir-

Schema 3. Allgemeine Strategie zur Synthese des Pentasaccharids 2. a) CH2�CHMgBr, THF, 0 8C, 1 h, 70%;
b) 1.) IR-120-H�-Austauscherharz, H2O, 80 8C, 6 h; 2.) Ac2O, Pyridin, RT, 16 h, 75% (zwei Schritte); c) 8,
TMSOTf, CH2Cl2, ÿ78 8C, 2 h, 85%; d) 1.) MeONa, MeOH, 0 8C, dann RT, 3 h; 2.) (CH3O)2C(CH3)2, p-TsOH,
Aceton, RT, 16 h, 70 % (zwei Schritte); e) 1.) (COCl)2, DMSO, CH2Cl2, ÿ78 8C, 45 min; 2.) LiEt3BH, THF,
ÿ78 8C, dann RT, 1 h, 70 % (zwei Schritte); f) 1.) Ac2O, Pyridin, RT, 3 h; 2.) AcOH, 60 8C, 2 h, 70% (zwei
Schritte); 3.) TsCl, Pyridin, RT, 3 h, 80%; g) NaOH, EtOH, 70 8C, 3 h, 70 %; h) 1.) O3, CH2Cl2,ÿ78 8C, Me2S, dann
2-Methyl-2-buten, tBuOH, H2O, NaH2PO4, NaClO2, RT, 16 h; 2.) BnBr, Bu4NI, KHCO3, DMF, RT, 5 h, 80% (drei
Schritte); i) TBDMSOTf, CH2Cl2, Et2O,ÿ20 8C, 30 min, 67%; j) 1.) H2, Pd/C, AcOH, 40 8C, 12 h; 2.) NaOH, H2O,
55 8C, 3 h, 86 % (zwei Schritte); 3.) Et3N ´ SO3, DMF, 55 8C, 18.5 h, 85%. TMS�Trimethylsilyl, TBDMS� tert-
Butyldimethylsilyl, Tf�Trifluormethansulfonyl, Ts�p-Toluolsulfonyl.
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kenden Proteine. Zwar konnte sehr schön gezeigt werden,
dass das 2S0-Skew-Bootkonformer die antithrombotische
Aktivität von Heparin bestimmt, doch könnte es sehr gut
sein, dass die Sesselformen in anderen Situationen, wie z. B.
bei der hohen Affinität für Fibroblastwachstumsfaktoren,[23]

wichtig sind. Die Verfügbarkeit der drei synthetischen,
fixierten Konformere eröffnet die einzigartige Möglichkeit,
jeden flexiblen l-Iduronsäurerest in der GAG-Kette durch
einen konformativ definierten zu ersetzen, womit ganz un-
mittelbar die Beziehung zwischen der konformativen Flexi-
bilität und den biologischen Eigenschaften der GAGs er-
forscht werden kann.

Wie von Barton gezeigt,[24] ist die konformative Analyse
cyclischer Moleküle wichtig für das Verständnis ihrer bio-
logischen Wirkweise. Wir haben hier demonstriert, dass die
konformativen Veränderungen des Pyranoserings eine wich-
tige Bedeutung in der Biologie von Heparin haben. Andere
neue Studien haben ebenfalls die Wichtigkeit der Boot- oder
Skew-Bootkonformere in der Biologie betont.[25±28] All diese
Befunde heben die Bedeutung der konformativen Flexibilität
von Kohlenhydraten hervor, die sich als eine wesentliche

Eigenschaft im Bereich der molekularen Erkennung zwischen
biologisch aktiven Komponenten erweisen wird.

Eingegangen am 23. November 2000 [Z 16162]
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Tabelle 1. Anti-Faktor-Xa-Aktivität a der Pentasaccharide 1 ± 4 und der
Referenzverbindung 17.

Verbindung a [u mgÿ1][c]

1[a] 1208� 63
2 1073� 61
3 115� 3
4 43� 3

17[b] 1345� 65

[a] Die Anti-Faktor-Xa-Aktivität des ursprünglichen, nicht methylierten,
synthetischen Pentasaccharids beträgt 1013� 52 u mgÿ1. [b] 17 ist ein
synthetisches Analogon von 1, in dem das H-5-Atom der d-Glucuronsäu-
reeinheit E durch eine Ethylgruppe ersetzt wurde. [c] Die Werte sind
durchschnittliche Anti-Faktor-Xa-Aktivitäten (n� 3). Menschlicher Fak-
tor Xa (71 nkat pro Phiole), Antithrombin und das Substrat S-2222 (Bz-Ile-
Glu-Gly-Arg-pNA) wurden von Chromogenix (Mölndal, Schweden)
bezogen. Die Anti-Faktor-Xa-Aktivität wurde im Puffer nach einer
amidolytischen Methode[29] bestimmt. Für einen genauen Vergleich
wurden die Substratkonzentrationen 1H-NMR-spektroskopisch mit einem
internen Standard als Referenz ermittelt.

Schema 4. Unsere Synthesestrategie basiert auf der Konstruktion des
Strukturelements, in dem C-5 eine äquatoriale, geschützte Hydroxyme-
thylgruppe und eine axiale Vinylgruppe trägt. Diese Architektur kann
selektiv in eines der drei Konformere überführt werden.


