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1. Einleitung

Außer den traditionell bekannten Funktionen als Ener-
giequellen und strukturbildenden Polymere ist inzwischen
gesichert, dass Kohlenhydrate als eine der drei großen
Biopolymerklassen bei zahlreichen biologischen Vorg�ngen
eine entscheidende Rolle spielen, darunter bei viralen und
bakteriellen Infektionen, bei Angiogenese und Tumormeta-
stasierung, Toxinwirkung, Entz�ndung und Immunantwort,
Zellwachstum und Proliferation und vielen Arten der Zell-
Zell-Kommunikation.[1] Im Vergleich zu Proteinen und Nuc-
leins�uren sind die nat�rlich vorkommenden Oligo- und Po-
lysaccharide, Glycoproteine, Glycolipide und glycosylierten
Antibiotika und Naturstoffe strukturell divers und komplex
und kçnnen die erforderliche Information f�r spezifische
molekulare Erkennungen tragen. Die Information, die in
diese Strukturen eingebettet ist, insbesondere bei posttrans-
lationaler Modifikation von Proteinen, hat großes Interesse
hervorgerufen und das sich entwickelnde Feld der Glycomics
befl�gelt.[2] Alle Untersuchungen der biologischen Funktio-
nen und der Struktur-Aktivit�ts-Beziehungen (SAR; struc-
ture–activity relationship) sind auf homogenes Material mit
genau definierter Kohlenhydratstruktur angewiesen. Die
komplexen Kohlenhydrate, die meistens in mikroheterogener
Form vorliegen, kçnnen nicht leicht in der erforderlichen
Reinheit und Menge aus nat�rlichen Quellen isoliert werden.
Daher wurden erhebliche Anstrengungen darauf gerichtet,
chemische und enzymatische Methoden zur Synthese struk-
turell genau definierter Kohlenhydrate und Konjugate zu
entwickeln.[3]

Von den Methoden, die f�r die Synthese der drei
Hauptbiopolymere verf�gbar sind, sind diejenigen f�r die
Herstellung von Kohlenhydraten schwieriger und komplexer
als die f�r Peptide/Proteine und Nucleotide/DNA und RNA.
Nucleins�uren kçnnen mit chemischen und biologischen
Verfahren mithilfe der Polymerasekettenreaktion syntheti-
siert werden, und Proteinsequenzen lassen sich mit rekom-
binanten DNA-Techniken leicht bestimmen, herstellen und
ver�ndern. Da bei den sequenziellen Kupplungsschritten f�r
die Kn�pfung von Amid- oder Phosphodiesterbindungen
keine Probleme in Bezug auf Regio- und Stereochemie auf-

treten, l�sst sich die Synthese f�r diese linearen Polymere
(Polynucleotide und Polypeptide) automatisieren, indem man
eine einzelne Schutzgruppen iterativ anwendet. Saccharide
dagegen werden durch die stereospezifische Bindung von
Monomeren aufgebaut, sind oft verzweigt und werden mit
einer diversen Sammlung von Enzymen hergestellt. Es gibt
somit keinen Informationstr�ger, der f�r eine spezielle Sac-
charidsequenz codieren w�rde.[4] Mit zwei zentralen Her-
ausforderungen, n�mlich der regioselektiven Bindung und
Abspaltung von Schutzgruppen an Polyhydroxygruppen und

Kohlenhydrate spielen eine wichtige Rolle bei biologischen Vorg�n-
gen. Das Fortschrittstempo der Kohlenhydratforschung ist jedoch re-
lativ langsam, was unter anderem mit der Komplexit�t der Kohlen-
hydratstrukturen und dem Fehlen allgemein anwendbarer Synthese-
methoden und Verfahren zur Untersuchung dieser Klasse von Bio-
molek�len zusammenh�ngt. J�ngste Fortschritte in der Synthese ha-
ben ergeben, dass viele dieser Probleme umgangen werden kçnnen. In
diesem Aufsatz beschreiben wir die Methoden, die entwickelt wurden,
um mit den Herausforderungen kohlenhydratvermittelter biologischer
Vorg�nge umzugehen. Besonderes Augenmerk wird dabei auf die
Entwicklung der automatisierten Synthese von Oligosacchariden ge-
richtet. Dar�ber hinaus werden auch Kohlenhydrat-Mikroarrays und
Impfstoffe auf Kohlenhydratbasis behandelt.
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der stereoselektiven Kn�pfung von Glycosidbindungen, sieht
man sich bei der Kohlenhydratsynthese h�ufig konfrontiert,
vor allem, wenn man als letztendliches Ziel die Entwicklung
einer automatisierten Methode verfolgt. Obwohl bereits
schrittweise Festphasensynthesen von Oligosacchariden ent-
wickelt wurden, ist die Komplexit�t der Schutzgruppenstra-
tegie noch immer eine große Herausforderung. Andererseits
ist eine automatisierte Oligosaccharidsynthese durch die
Verf�gbarkeit, Spezifit�t und Stabilit�t von Enzymen einge-
schr�nkt. Daher wurde eine Strategie entwickelt, die eine
regioselektive Eintopfsch�tzung mit einer automatisierten
und programmierbaren Glycosylierung verbindet und so
einige dieser Probleme umgeht (Abbildung 1). In diesem
Aufsatz konzentrieren wir uns auf aktuelle Fortschritte bei
der regioselektiven Sch�tzung von Monosacchariden und der
automatisierten und programmierbaren chemischen und en-
zymkatalysierten Glycosylierung f�r den schnellen Zugang zu
komplexen Oligosacchariden sowie auf die Anwendung
dieser Methoden zur Entwicklung von Mikroarrays und
Impfstoffen.

2. Regioselektive Sch�tzung von Monosacchariden

Der Entwurf einer Schutzgruppenstrategie ist ein kriti-
scher Schritt zu Beginn jeder Zuckersynthese. Ein h�ufiges
Problem betrifft die regioselektive Einf�hrung eines ortho-
gonalen Satzes von Schutzgruppen in die Saccharidbausteine,
um einerseits die grçßtmçgliche Flexibilit�t zu erhalten und
andererseits die �brigen Bausteine nicht zu beeintr�chtigen.

Zu beachten ist, dass die Schutzgruppen eine Reihe von Ei-
genschaften beeinflussen kçnnen, n�mlich 1) die Reaktivit�t
von Glycosyldonoren und –akzeptoren, 2) die Stereoselekti-
vit�t der Kn�pfung einer Glycosidbindung und 3) die Effizi-
enz der abschließenden Entsch�tzung. Da es bereits mehrere
Verçffentlichungen zu diesen Themen gibt,[5] konzentrieren
wir uns in diesem Aufsatz auf neue regioselektive Schutz-
gruppenstrategien aus den letzten Jahren.

2.1. Schrittweise Sch�tzung

Die Differenzierung aller Hydroxygruppen eines Zu-
ckermolek�ls ist eine schwierige Aufgabe. Der Entwurf von
Monosaccharidbausteinen mit einer effizienten orthogonalen
Schutz- und Entsch�tzungsstrategie zum Aufbau von Oligo-
saccharidbibliotheken wurde schon fr�her beschrieben
(Schema 1).[6] So ergab beispielsweise die regioselektive
Silylierung des Thiogalactopyranosids 1 mit tert-Butyl-
diphenylsilylchlorid (TBDPSCl) und Imidazol das 2,3,4-Triol
2 (100%), in das regioselektiv eine p-Methoxybenzyl(PMB)-
Gruppe an der 3-O-Position durch Zinnether-vermittelte
Benzylierung eingef�hrt wurde. In zwei Schritten entstand so
das 2,4-Diol 3 in 49% Ausbeute. Die 2-O-Chloracetylierung
von 3 ergab das gew�nschte acylierte Produkt 4 (52%) mit
guter Regioselektivit�t. Durch Behandlung des 4-Alkohols 4
mit L�vulins�ure, Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und 4-
(N,N-Dimethylamino)pyridin (DMAP) entstand der voll-
st�ndig gesch�tzte Glycosyldonor 5 (83 %), der mit Methyl-6-
hydroxyhexanoat zum b-verkn�pften Derivat 6 mit 85%
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Ausbeute gekuppelt wurde.
Verbindung 6 konnte regiose-
lektiv von den orthogonalen
Schutzgruppen durch ver-
schiedene Reaktionsbedin-
gungen befreit werden, um die
bençtigten freien Hydroxy-
gruppen f�r den Aufbau der
Oligosaccharidbibliothek zu
erhalten.

Chen et al.[7] beschrieben
die direkte 4,6-O-Benzyliden-
acetalbildung aus dem Tetraol
7 mit Benzaldehyd durch
wassertolerantes und r�ckge-
winnbares VO(OTf)2 bei
Raumtemperatur zum 2,3-
Diol 8 in ausgezeichneter
Ausbeute (96%) (Schema 2).
Die Reaktionsbedingungen
lassen sich bei zahlreichen
Zuckersubstraten anwenden.
Die Ketalisierung des Alko-
hols 8 mit 2-Methoxypropen
in Gegenwart von 1% Cam-
phersulfons�ure (CSA) ergab
das 2,3-O-Isopropylidenderi-
vat 9 (94%), das sich durch
VO(OTf)2-katalysierte regio-
selektive reduktive Ringçff-
nung des Benzylidenacetals
und des Isopropylidenketals
mit Boran zum 3,6-Diol 10
(94%) umsetzen ließ. Der
gleiche Katalysator wurde f�r
die regioselektive Acylierung
von Verbindung 10 mit ver-
schiedenen S�ureanhydriden
eingesetzt; der entsprechende
Ester 11 wurde mit 88%
Ausbeute in einer Eintopfre-
aktion erhalten. So gelingt es,
das Thioglycosid 7 regiose-
lektiv mit Isopropyl-, Chlor-

acetyl-, Benzyl- und Acetylgruppen an den Positionen 2-O, 3-
O, 4-O und 6-O zu sch�tzen.

Viele neue Methoden wurden entwickelt, um eine oder
mehrere Schutzgruppen selektiv an einem Monosaccharid zur
Weiterverwendung einzuf�hren. Dazu gehçren z. B. die or-
ganokatalytische 4-O-Acylierung von n-Octyl-b-d-glucopy-
ranosid,[8] die Me2SnCl2-katalysierte regioselektive Benzoy-
lierung von Methyl-a-d-glucopyranosid,[9] die Iridium-kata-
lysierte regioselektive Trisilylierung von Methyl-a-glycosi-
den,[10] die selektive Tandem-Chlorierung/O-Formylierung
von Zuckern mit dem Vilsmeier-Reagens[11] und die Tandem-
Acetalisierung/Acetylierung von Zuckern zur simultanen
Einf�hrung von Isopropyliden- und Acetylgruppen unter lç-
sungsmittelfreien Bedingungen.[12]

Abbildung 1. Ein geradliniger Weg f�r die Synthese von Kohlenhydraten durch eine Kombination aus regio-
selektiver Eintopfsch�tzung und automatisierter und programmierbarer Glycosylierung zur Anwendung f�r
den Aufbau von Glycanmikroarrays sowie f�r die Impfstoff- und Wirkstoffentwicklung.

Schema 1.
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2.2. Eintopfsch�tzung
2.2.1. Anomere Per-O-acetylierung

Die Per-O-acetylierung von Zuckern ist eine grundle-
gende Reaktion zur Herstellung von Zuckersynthonen. Meist
werden große Mengen an Acetanhydrid und Pyridin f�r diese
Reaktion eingesetzt. Im Sinne einer ressourcenschonenden
Chemie wurde eine alternative Methode entwickelt, bei der
nur 0.03 Mol-% Cu(OTf)2 als Katalysator mit stçchiometri-
schen Mengen Acetanhydrid unter lçsungsmittelfreien Be-
dingungen f�r die Per-O-acetylierung von d-Glucose 12 zum
Pyranosylpentaacetat 13 (98%, a/b = 1.9:1) eingesetzt

wurden (Schema 3).[13] Diese Lewis-S�ure-aktivierte Veres-
terung ist f�r eine Reihe von Hexosen geeignet, und die
entsprechenden Derivate entstehen in ausgezeichneten Aus-
beuten. Anders als bei der konventionellen Per-O-acetylie-
rung, die einen großen �berschuss an Ac2O und eine an-
schließende Neutralisierung mit umfangreicher Aufarbeitung
und Reinigung erfordert, wird in dieser Methode nur eine
stçchiometrische Menge an Ac2O eingesetzt, um die lç-
sungsmittelfreie sequenzielle Per-O-acetylierung und ano-
mere Substitution von Hexosen als Eintopfreaktion durch-

zuf�hren. Wenn bei der Per-O-acetylierung von d-Glucose 12
(oder anderen Hexosen) nacheinander p-Thiokresol und 1m
BF3·OEt2 in Ether zur Reaktionslçsung bei Raumtemperatur
ohne zus�tzliches Lçsungsmittel zugegeben wurden, erhielt
man das gew�nschte Thioglucosid 14 in 73 % Ausbeute.

Eine allgemeine Vorschrift f�r eine Eintopfsythese von
Thioglycosiden und Glycosylaziden direkt aus ungesch�tzten
reduzierenden Zuckern unter Phasentransferbedingungen
beginnt mit der Umsetzung von d-Glucose 12 mit einer stç-
chiometrischen Menge Ac2O und 33 % HBr in AcOH, gefolgt
von der Zugabe von p-Thiokresol und (nBu)4NHSO4; es
entsteht das Thioglucosid 14 in 95% Ausbeute (Sche-
ma 4).[14a] Die Reaktion verl�uft �ber a-Glycosylbromid 15
als Zwischenprodukt, das nach nucleophilem Angriff von p-

Thiokresol das b-anomere Produkt ergibt. Anwendungen
dieser Reaktionsbedingungen auf d-Galactose 16 und d-
Mannose 17 ergab das entsprechende b-Thiogalactosid 18
(88 %) bzw. a-Thiomannosid 19 (92 %). Um die Auswahl an
Nucleophilen zu erweitern, wurde p-Thiokresol durch Natrium-
azid ersetzt; die entsprechenden 2,3,4,6-tetra-O-acetylierten
Glycosylazide 20–22 entstanden in 90%, 85% und 90%
Ausbeute. Ein �hnlicher Syntheseweg zur Eintopfsynthese
von Thioglycosiden aus den entsprechenden Hexosen �ber
die Glycosyliodide als Zwischenprodukte wurde auch von
Field und Mitarbeitern verçffentlicht.[14b]

2.2.2. Eintopf-Tritylierung-Silylierung-Acylierung

Eine Eintopfreaktion zur kombinierten Tritylierung,
Silylierung und Acylierung von Glycosiden wurde durch eine
DMAP-katalysierte 6-O-Tritylierung von d-Glucopyranosid
23 mit Tritylchlorid, anschließende regioselektive 2-O-Sily-

Schema 2.

Schema 3.

Schema 4.
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lierung und dann 3,4-Diacetylierung zum vollst�ndig ge-
sch�tzten Derivat 26 (86 %) realisiert (Schema 5).[15] Setzt
man allerdings Methyl-d-galactopyranosid 24 nach einer
�hnlichen Schutzgruppenstrategie um, erh�lt man zwei Pro-
dukte 27 (48 %) und 28 (43%), verursacht durch die geringe
Regioselektivit�t an 2-O und 3-O w�hrend des Silylierungs-
schritts. Im Falle von Methyl-d-mannopyranosid 25 wird bei
der regioselektiven Silylierung die weniger gehinderte 3-O-
Position bevorzugt, und das 2,4-Dibenzoat 29 entsteht mit
71% Ausbeute.

Im Vergleich zu den a-Methylglycosiden 23 und 24 ergab
die dreistufige Eintopfreaktion mit den b-Thioglycosiden 30
and 32 (Schema 6)[15] ein vçllig anderes Ergebnis. In diesem
Fall wurde in einem stark regioselektiven Verlauf nach An-

bringen der Tritylgruppe an 6-O die 3-O-Silylierung bevor-
zugt, und die 2,4-Diacetate 31 und 33 fielen in Ausbeuten von
75% bzw. 83% an.

2.2.3. Eintopf-Orthoveresterung-Benzylierung-Orthoesterumlage-
rung

Eine einfache Eintopfreaktion wurde entwickelt, um
teilgesch�tzte Mono- und Disaccharidbausteine durch Or-
thoveresterung, Benzylierung und Orthoesterumlagerung zu
synthetisieren.[16] Wie in Schema 7 dargestellt, wurde das l-
Rhamnopyranosid 34 zuerst mit Triethylorthoacetat in Ge-
genwart von p-TsOH als Katalysator zum 4-Hydroxy-Zwi-
schenprodukt 35 umgesetzt, aus dem durch Benzylierung das

voll gesch�tzte Intermediat 36 entstand. Ohne die Reaktion
zu beeintr�chtigen, wurde 1n HCl im gleichen Gef�ß zuge-
geben und der Orthoester durchlief eine Umlagerung zum 3-
OH-Derivat 37 mit 78% Ausbeute. Dieses dreistufige Pro-
tokoll ist besonders f�r Zucker geeignet, die eine cis-Dihy-
droxygruppierung enthalten, wie d-Mannopyranosid, d-Ga-
lactopyranosid, l-Fucopyranosid und Lactosylderivate.

2.2.4. Kombinatorische und regioselektive Eintopfsch�tzungen

Die Herstellung voll gesch�tzter Hexopyranoside mit
einer freien Hydroxygruppe an C2, C3, C4 oder C6 aus einem
Hexapyranosyl-2,3,4,6-tetraol als Ausgangsverbindung ist oft
mit einer Reihe von Nachteilen verbunden: 1) entkoppelte
und mehrstufige (vier bis sechs Stufen) Sch�tzungs- und
Entsch�tzungssequenz f�r jede einzelne Verbindung,
2) m�hsame Aufarbeitung nach jedem pr�parativen Schritt,
3) zeitaufw�ndige Reinigungsprozesse zur Trennung der Re-
gioisomere und 4) niedrige Produktausbeuten bei schlechter
Regioselektivit�t. Eine neue Idee ist, diese Punkte in einem
kombinatorischen, regioselektiven und sequenziellen Ein-
topfverfahren anzugehen und dabei die 2-, 3-, 4- und 6-Hy-
droxygruppe eines Hexopyranosids mit einem anomeren a-
OMe oder b-STol einzeln zu sch�tzen. Eine solche Methode
w�re von enormer Bedeutung, um den Syntheseprozess ins-
gesamt zu beschleunigen und die Laborarbeit, die mit der
Saccharidpr�paration verbunden ist, zu verringern.

Um dieses Konzept zu testen, wurde zun�chst die Diffe-
renzierung zwischen zwei �quatorialen Hydroxygruppen an
den Positionen 2-C und 3-C von Glycosiden untersucht, weil
die Hydroxygruppen an 4-C und 6-C leicht als Benzyliden-
acetal blockiert werden kçnnen (Schema 8). Eine TMSOTf-
katalysierte, hoch regioselektive Et3SiH-reduktive 3-O-Ben-
zylierung der Bis(TMS)-Ether 38 und 40 mit Benzaldehyd bei
�78 8C ergab die 2-Hydroxyderivate 39 (94 %) und 41
(86 %).[17] Die katalytischen Eigenschaften verschiedener
Lewis-S�uren wurden am Thioglucosid 42 untersucht, und die
entsprechenden 2-Hydroxyzucker 43 (72%) zusammen mit
dem TMS-hydrolysierten 2,3-Diol 44 (19 %) wurden einzeln
nach Katalyse mit Cu(OTf)2 isoliert.[18] Die aus diesen Ex-
perimenten gewonnenen Informationen wurden zusammen-
gefasst, und TMSOTf wurde f�r weitere Untersuchungen
einer regioselektiven Eintopf-Schutzstrategie ausgew�hlt.

Schema 5.

Schema 6.

Schema 7.

Oligosaccharid-Synthese
Angewandte

Chemie

12081Angew. Chem. 2011, 123, 12076 – 12129 � 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


Die allgemeinen Vorschriften, die aus den obigen Expe-
rimenten abgeleitet wurden, beinhalten: 1) die selektive
Sch�tzung von 4-O und 6-O als Arylidenacetal, gefolgt von
einer regioselektiven reduktiven Arylmethylierung am 3-O
zum 2-Hydroxyzucker; 2) 4,6-O-Arylidenierung, 3-O-Aryl-
methylierung und anschließende Veretherung oder Acylie-
rung am 2-O zum vollst�ndig gesch�tzten Monosaccharid;
3) 4,6-O-Arylidenierung, vor�bergehende Derivatisierung
von 3-O mit PMB oder 2-NAP, Veretherung oder Acylierung
von 2-O und abschließende Abspaltung der PMB- oder 2-
NAP-Gruppe zu 3-Hydroxyzuckern; und 4) 4,6-O-Arylide-
nierung, 3-O-Arylmethylierung, 2-O-Acylierung, eine regio-
selektive Ringçffung der Aryli-
denacetale am 4-O und 6-O, um
die 4- bzw. 6-Hydroxyzucker zu
erhalten.[19] Wie in Schema 9 zu-
sammengefasst ist, wurde ausge-
hend von den 2,3,4,6-tetra-O-tri-
methylsilylierten Glucosiden 45
oder 46 zun�chst TMSOTF-ka-
talysiert das 4,6-O-Arylidenace-
tal gebildet. Die Et3SiH-redukti-
ve 3-O-Arylmethylierung mit
dem gleichen oder einem ande-
ren Arylaldehyd (RCHO) ergibt
eine Bibliothek von 2-Hydroxy-
zuckern 47, nachdem mit einer
stçchiometrischen Menge von
TBAF die 2-O-TMS-Gruppe
entfernt wurde. In einer anderen
Versuchsreihe wurden die ersten
drei Schritte wiederholt, und ge-
eignete Elektrophile wurden
unter basischen Bedingungen
zugegeben, worauf die vollst�n-
dig gesch�tzten Glycoside 48
einschließlich der Einf�hrung
von Benzyl-, Allyl- oder Acyl-
gruppen (Z) in Position 2-O ent-
standen. Weil TMSOTf auch als
Katalysator f�r Acylierungsreak-

tionen eingesetzt werden kann, ergab die Zugabe von ver-
schiedenen S�ureanhydriden zu dem 2-OTMS-Zwischenpro-
dukt, das nach den ersten beiden Schritten gebildet wurde, die
voll gesch�tzten Monosaccharide 48. F�r die Synthese der 3-
Hydroxyzucker 49 wurden PMB und 2-NAP als tempor�re
Schutzgruppen f�r Position 3-O vorgesehen. Das gleiche
Verfahren wurde wiederholt, um die voll gesch�tzten Glu-
coside 48 herzustellen; schließlich wurde ins gleiche Gef�ß
noch DDQ gegeben, um die gew�nschten Produkte 49 zu
erhalten. Die voll gesch�tzten Glycoside 48, die durch
Tandem-4,6-Arylidenierung, 3-O-Arylmethylierung und
saure 2-O-Acylierung von 45 und 46 erzeugt wurden, konnten
auch zur Synthese der 4-Hydroxyzucker 50 und 6-Hydroxy-
zucker 51 verwendet werden. Die regioselektive Ringçffnung
von Arylidenacetalen am 4-O und 6-O im gleichen Reakti-
onsgef�ß mit HCl(g)/NaBH3CN und BH3/THF[20] als Reduk-
tionsmittel ergaben die erwarteten Verbindungen 50 und 51.
So lassen sich die einfachen per-O-trimethylsilylierten Pyra-
noside mit anomerem a-OMe (45) und b-STol (46) effizient in
Hunderte von Bausteinen mit unterschiedlichen Schutz-
gruppen einf�hren.

d-Glucosamin und seine N-acetylierten und N-sulfon-
ierten Derivate finden sich in zahlreichen biologisch wirksa-
men Molek�len wie den Glycosylphosphatylinositol(GPI)-
Ankern an der Zelloberfl�che, Glycosphingolipiden (Lewis a/
x), N-Glycoproteinen, Proteoglycanen (Heparansulfat und
Heparin), Hyalurons�ure, Blutgruppen-Antigenen, Lipo-
polysacchariden, Chitin/Chitosan sowie an bakteriellen Zell-
w�nden. Hier wurde die oben beschriebene regioselektive
Eintopf-Schutzstrategie fortgesetzt, indem der anomerisch

Schema 8.

Schema 9.
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unfixierte, von d-Glucosamin abgeleitete TMS-Ether 52 ein-
gesetzt wurde, um eine Serie von Synthons zu synthetisieren,
darunter die vollst�ndig gesch�tzten Monosaccharide und die
1-, 3-, 4- und 6-Hydroxyverbindungen. Die Azidogruppe
wurde ausgew�hlt, um die 2-C-Position des Glucosamins zu
maskieren, da diese nicht nur verwendet werden kann, um die
a-oder b-glycosidische Bindung zu kontrollieren, sondern
auch in das N-Acetylderivat oder die Verbindung mit freier
Aminogruppe �berf�hrbar ist. Wie in Schema 10 gezeigt,[21]

wurde die 3-Hydroxyverbindung 53 hergestellt, indem der
TMS-Ether 52 TMSOTf-katalysiert 4,6-O-benzylidiert
wurde, gefolgt von der Entfernung der TMS-Gruppen mit
TBAF und einer regioselektiven 1-O-Acylierung[22] mit Et3N
und 1.1 �quiv. S�ureanhydrid. Steigerte man den Anteil der
S�ureanhydride bis auf 3 �quiv., erhielt man die 1,3-di-O-
acylierten Produkte 54 in guten Ausbeuten. Ohne die TMS-
Gruppen im zweiten Schritt abzuspalten, wurden die 4,6-O-
Benzylidenacetal-Zwischenprodukte direkt diacetyliert,
indem man 20 Mol-% Cu(OTf)2 und 10 �quiv. Ac2O zugab,
wobei das voll gesch�tzte Monosaccharid 54 entstand. Im
gleichen Gef�ß kann in den Diacetaten der Ring des Benzy-
lidenacetals mit BH3 und Me2EtSiH reduktiv zu 6-Hydroxy-
zuckern 55 und 4-Hydroxyzuckern 57 geçffnet werden. Bei
der 4-O-Ringspaltung bestimmt die Menge an Ac2O, die im
zweiten Schritt eingesetzt wird, die erhaltenen Produkte. Die
4-Hydroxyverbindungen 57 erhielt man mit 2.5 �quiv. Ac2O,
w�hrend mit 10 �quiv. �berwiegend das 4-O-acetylierte
Produkt 56 entstand. Die gleiche zweistufige Umsetzung
wurde mit 52 vorgenommen, und das zwischenzeitlich ent-
stehende Diacetat wurde mit ges�ttigtem NH3(g) in MeOH/
THF zur gew�nschten 1-Hydroxy-Verbindung 58 in einer
Eintopfreaktion umgewandelt. So kann der einfache Tetra-

TMS-Ether 52 mit diesem regioselektiven Eintopf-Schutz-
gruppenprotokoll effizient in verschiedene Synthone umge-
setzt werden, die chemisch unterscheidbare Schutzgruppen
enthalten.

3. Programmierbare Eintopf-Oligosaccharidsynthese

3.1. Eintopf-Glycosylierung

Die aktuellen Fortschritte bei der Kohlenhydratsynthese
haben den Arbeitsaufwand zur Herstellung von Glycanen
deutlich verringert. Zu diesen Fortschritten gehçrt die Ent-
wicklung der Eintopf-Glycosylierung, bei der die Oligosac-
charide ohne Isolierung oder Reinigung von Zwischenpro-
dukten synthetisiert werden. Dabei werden drei allgemeine
Strategien verfolgt: 1) die chemoselektive Strategie,[23] bei der
der reaktivere Donor selektiv aktiviert wird und mit dem
weniger reaktiven Donor zu einem neuen Glycosid umgesetzt
wird, das dann mit dem am wenigsten reaktiven Donor rea-
giert; 2) die Pr�aktivierungsstrategie;[24] hier wird der Donor
nur aktiviert, um ein Zwischenprodukt zu erzeugen, das dann
mit dem zweiten Donor gekuppelt wird, der ein identisches
Aglycon am reduzierenden Ende tr�gt; 3) die orthogonale
Strategie,[25] bei der die Abgangsgruppe des einen Donors
gegen�ber einer anderen selektiv aktiviert wird. Es gibt
mehrere ausgezeichnete aktuelle �bersichtsartikel, in denen
die Eintopf-Glycolysierungsmethoden beschrieben
werden.[26] In diesem Teil des Aufsatzes konzentrieren wir uns
auf programmierbare Eintopf-Oligosaccharidsynthesen auf
der Basis chemoselektiver Strategien, da diese das Potential
zu einem automatisierten Prozess haben.

Schema 10.
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3.2. Strategien und relative Reaktivit�tswerte (RRVs)

F�r Kohlenhydratchemiker ist der Umgang mit Schutz-
gruppen schwierig, wenn sie ein Oligosaccharid aus mehreren
Monosaccharideinheiten synthetisieren wollen. Andererseits
kann die Reaktivit�t von Glycosyldonor und -akzeptor auch
durch die Schutzgruppenstrategie differenziert werden, die
dann zu einer chemoselektiven Glycosylierung f�hrt, bei der
nur der reaktivere Glycosyldonor in Gegenwart des weniger
reaktiven mit gleicher Abgangsgruppe aktiviert wird. Das
Reaktionsprodukt kann daher im Verlauf der Eintopfreakti-
on direkt als Zwischenprodukt verbraucht werden, ohne dass
weitere Ver�nderungen am Aglycon notwendig w�ren. Die
Gruppe um Faser-Reid beschrieb als erste das Konzept „be-
waffneter/entwaffneter“ Reaktanten, gem�ß dem Zucker, die
2-O-Ether als Schutzgruppen tragen („bewaffnet“), bevor-
zugt gegen�ber solchen reagieren, die 2-O-Estergruppen
(„entwaffnet“) tragen.[27] Sp�ter entwickelten Ley et al. einen
neuen Ansatz, in dem mit diacetalgesch�tzten Thio-
glycosidglycosyldonoren ein „halbentwaffneter“ Zustand er-
reicht werden konnte, sodass in der Reaktivit�tskontrolle
eine Zwischenstufe zur Verf�gung stand.[28] Sie zeigten auch
erstmals, dass die Reaktivit�t des Glycosyldonors durch Ma-
nipulation der Schutzgruppen quantitativ angepasst werden
kann.

Bevor man eine programmierbare, automatisierte Hoch-
geschwindigkeitssynthese mit einem Minimum an Schutz-
gruppeneinsatz entwickeln kann, bençtigt man einen grçße-
ren Vorrat an Saccharideinheiten mit gut definierter Reakti-
vit�t und Bausteine zur Herstellung einfacher verzweigter
Kohlenhydrate mit a- und b-Verkn�pfungen.[29] Typische
Eintopfreaktionen beginnen am nichtreduzierenden Ende
und schreiten zum reduzierenden Ende fort, wobei ein Re-
aktionsprofil zur Anwendung kommt, bei dem der reaktivste
Donor zuerst und der am wenigsten reaktive als letzter zu-
gegeben wird (Schema 11). Entscheidend f�r den Erfolg
dieser Strategie ist die Kenntnis der „relativen Reaktivit�ten“
einer Serie von Glycosiden. Anfangs wurden die meisten
Eintopfsynthesen basierend auf einer allgemeinen Kenntnis
der Reaktionsunterschiede zwischen Ether- und Ester-
schutzgruppen durchgef�hrt. Strategisch kçnnte eine grçßere
Diversit�t von Verbindungen mit einer Bibliothek von Re-
aktivit�tswerten erzielt werden. Daher wurde ein kompetiti-

ves HPLC-Experiment entworfen, um die Reaktivit�ten
verschiedener Glycosyldonoren messen und miteinander
vergleichen zu kçnnen.[29] In diesem System wurden die p-
Methylphenylthioglycoside (STol) ausgew�hlt, denn sie sind
leicht zu synthetisieren, sind f�r alle Monosaccharide geeig-
net, sind stabil bei Schutzgruppenreaktionen und haben gute
spektroskopische Eigenschaften, um ihre Reaktivit�t mit
HPLC zu bestimmen.[30] Die relativen Reaktivit�tswerte
(RRVs) wurden durch Normalisierung auf den am wenigsten
reaktiven Donor (peracetyliertes Tolylthiomannosid, RRV =

1.0) berechnet. Grçßere RRV-Werte bedeuten also hçhere
Reaktivit�t.[29] Gegenw�rtig befinden sich mehr als 400 Bau-
steine in der Datenbank. Ausgew�hlte Daten sind in Tabelle 1
zusammengestellt.

Mehrere interessante Trends kçnnen aus den RRVs der
Thioglycosidbausteine in Tabelle 1 abgeleitet werden:[29]

1. Die Reaktivit�ten der Pyranoside variieren in Abh�n-
gigkeit vom Zucker. Zwischen auf gleiche Weise gesch�tzten
Pyranosiden (d.h. perbenzyliert) nimmt die Reaktivit�t in
folgender Reihenfolge ab: Fucose > Galactose > Mannose >
Glucose > Sialins�ure. Fucose ist etwa viermal reaktiver als
Galactose, diese etwa sechsmal reaktiver als Glucose. Au-
ßerdem sind 2-Hydroxymannosethioglycoside allgemein viel
reaktiver als die entsprechenden 2-O-gesch�tzten Deriva-
te.[29] Diese Beobachtungen stimmen mit den Hydrolyse-
geschwindigkeiten der entsprechenden Glycosylhalogenide
und Glycoside �berein.[31]

2. Die Reaktivit�t von Aminozuckern kann durch die N-
Schutzgruppen eingestellt werden. Bei d-Glucosamin und d-
Galactosamin nimmt die Reaktivit�t in der Reihenfolge
NHCbz > NHTroc > NHPhth > N3 > NHAc ab. Amino-
zucker mit Phthalimidgruppen zeigen sehr niedrige Reakti-
vit�t (RRV = 1.0–3.5) im Vergleich zu den Troc-tragenden
Verbindungen (28.6). Allerdings ist der Bereich f�r die Re-
aktivit�ten mit 1–28.6 klein im Vergleich zu dem großen
Effekt, den die C2-Gruppe auf die Gesamtreaktivit�t eines
Donors hat.

3. Die Schutzgruppen beeinflussen die Reaktivit�tseigen-
schaften stark. Bei Galactose spielt die Substitution an C2
eine wichtige Rolle bei der Deaktivierung der Pyranose. Die
Reaktivit�t wird am st�rksten verringert durch OClAc>OBz
> OAc > OBn @ OH > OSilyl > H. Diese Erscheinung wird
haupts�chlich durch elektronische Effekte verursacht. In
einem eleganten Aufsatz beschreiben Fraser-Reid et al. die
Schutzgruppeneffekte sehr detailliert.[32] Eine allgemein ak-
zeptierte Auffassung ist, dass benzylierte Derivate immer
deutlich reaktiver sind als ihre benzoylierten Gegenst�cke.
Außerdem wird angenommen, dass die Gesamtreaktivit�t des
Glycosyldonors in direktem Zusammenhang mit der Ge-
samtzahl der Benzylsubstituenten steht.[31a] Neuere Untersu-
chungen ergaben jedoch, dass die Reaktivit�t eines 2-O-
benzoylierten S-Benzoxazolylglycosids als Donor betr�cht-
lich hçher ist als die des entsprechenden 2-O-benzylierten
Gegenst�cks (Abbildung 2).[33]

4. Die Position, die die Reaktivit�t der Pyranoside am
meisten beeinflusst, ist nicht bei allen Zuckern dieselbe. So
berichtete Ley�s Arbeitsgruppe, dass die C2-Position den
grçßten Effekt auf die Reaktivit�t von Mannose hat (gefolgtSchema 11. Die chemische Strategie f�r die programmierbare Eintopf-

synthese von a) linearen und b) verzweigten Oligosacchariden.
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von C6 > C4 > C3), w�hrend die Reihenfolge bei Galactose
nach den RRVs lautet C4 > C3 > C2 > C6.

5. Die Grçßenordnung des Effekts der Schutzgruppen auf
die Reaktivit�t wird durch ihre Position am Pyranosid beein-
flusst. W�hrend Schutzgruppen die Reaktivit�t beeinflussen,
h�ngt die Grçße des Effekts in den meisten F�llen von der
Position der Gruppe ab.[28] Dies kann gezeigt werden, indem
man die Reaktivit�t eines Thiogalactosids mit einer Benzoyl-

schutzgruppe mit der der gleichen Verbindung mit einer
Hydroxygruppe an derselben Position vergleicht. Die Reak-
tivit�t steigt mit der Position der freien Hydroxygruppe in der
Reihe C6 (13.1) < C2 (17.6) < C3 (28.9) < C4 (67.1) vergli-
chen mit dem per-O-benzoylierten Thiogalactosid (5.7). Die
st�rkste Zunahme der Reaktionsgeschwindigkeit, die durch
die Entfernung der Benzoylgruppe von der 4-O-Position
verursacht wird, kçnnte durch die Beteiligung des Sauerstoffs

Tabelle 1: Relative Reaktivit�tswerte (RRVs) der Thioglycoside f�r die programmierbare Eintopf-Oligosaccharidsynthese.
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in Position 4 an der Destabilisierung des vermuteten katio-
nischen �bergangszustands erkl�rt werden.[31a] Da die Aus-
wirkungen der einzelnen Schutzgruppen an einem Zucker
nicht additiv sind, ist es schwierig, die Reaktivit�t eines
Bausteins mit mehreren Schutzgruppen vorherzusagen.

6. Konformationseffekte (Torsionseffekte). Mehr O-Sub-
stituenten in axialer Position steigern die Reaktivit�t von
Thioglycosid-Donoren. Vor kurzem setzten die Gruppen von
Bols[34] und Yamada[35] unabh�ngig voneinander die sperrigen
Silylschutzgruppen ein, um eine verdrillte Bootkonformation
zu erzwingen, in der die Glycosyldonoren „bewaffnet“
werden, indem der Sauerstoffsubstituent in eine axiale Posi-
tion gezwungen wird (Abbildung 3). Bols und seine Mitar-
beiter berechneten auch die Reaktivit�t dieser „schwerbe-
waffneten“ Donoren und gliederten sie in die reaktivit�ts-
basierte Synthese des Trisaccharids 62 in 64% Ausbeute ein
(Schema 12).

7. Einfluss der Abgangsgruppen. a) Sterische Effekte:
�ndert man die Grçße der anomeren Gruppe, kann man
damit die Reaktivit�t des Glycosyldonors anpassen. Boons
et al.[36] entdeckten den Einfluss von sterischen Effekten von
Thioglycosiden auf die Glycosylreaktivit�t und zeigten, dass
die anomere Reaktivit�t des Glycosyldonors oder -akzeptors
durch den Raumbedarf der Abgangsgruppe beeinflusst

werden kann. b) Elektronische Effekte: Die Reaktivit�t des
Glycosyldonors kann auch durch die para-Substitution des
Phenylrings in der Reihenfolge OMe > H > NO2 beeinflusst
werden. Der Reaktivit�tsunterschied zwischen OMe und H
reicht aus f�r die Eintopfglycosylierung bei der Synthese des
Ciclamycin-O-trisaccharids (Schema 13).[23a]

In j�ngerer Zeit untersuchten Huang und Mitarbeiter
systematisch die Reaktivit�t von Thioarylglycosiden mit ver-
schiedenen para-Substituenten am Aglycon.[37] Die Reakti-
vit�t nimmt bei Thioglycosiden in folgender Reihe ab: OMe
> NHAc > N3 > Br > NO2.

8. Lçsungsmitteleffekte: Die Reaktivit�t von Donor und
Akzeptor kann durch Verwendung unterschiedlicher Lç-
sungsmittelsysteme eingestellt werden. Oscarson und Mitar-
beiter f�hrten eine zweistufige Eintopfsynthese eines Trisac-
charides ein, die �ber eine erste Glycosylierung in Et2O zur
Aktivierung des Donors (niedrige Glycosylierungsgeschwin-
digkeit) und eine zweite in CH2Cl2/Et2O (hçhere Glycosy-
lierungsgeschwindigkeit) abl�uft (Schema 14).[38]

Abbildung 2. Reaktivit�tserhçhung durch Einf�hrung einer Benzoylgruppe an C2.

Abbildung 3. Zus�tzliche O-Substituenten in axialer Position steigern
die Reaktivit�t von Thioglycosid-Donoren.

Schema 12. Einf�hrung eines „schwerbewaffneten“ Donors in die reak-
tivit�tsgesteuerte Eintopfglycosylierung.

Schema 13. Eintopfglycosylierung des Ciclamycin-O-trisaccharids.
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3.3. OptiMer-Software

Die Reaktivit�tsdifferenz zwischen den Kupplungen
sollte grçßer als 100 sein, um hohe Ausbeuten zu erzielen und
die Nebenproduktbildung zu minimieren. Wong et al. entwi-
ckelten ein Computerprogramm, um die relativen Reaktivi-
t�tswerte vieler Donor- und Donor-/Akzeptorverbindungen
(z. B. Bausteinen mit einer ungesch�tzten Hydroxygruppe) zu
tabellieren.[29] Die Datenbank enth�lt den Namen des Restes,
die Position der ungesch�tzten Hydroxygruppen und Anga-
ben, ob der C2-Substitutent die Glycosylierung in a- oder b-
Orientierung dirigiert. Die relative Reaktivit�t jedes Bau-
steins dient als Identifizierungsmarke zur Identifizierung oder
Decodierung der Struktur des Zieloligosaccharids. Außerdem
sind das Literaturzitat f�r die Herstellung der Verbindung
und eine Strukturabbildung hinterlegt. Hat der Nutzer eine
Oligosaccharidstruktur ausgew�hlt, listet das Programm die
beste Kombination von Bausteinen f�r die Synthese auf.

3.4. Reaktivit�tsbasierte programmierbare Eintopf-
Oligosaccharidsynthese

Die programmierbare Eintopfsynthese von Oligosaccha-
riden hat das Potenzial, viele Bereiche der Wirkstoffsuche zu
beeinflussen, denn sie erçffnet den Zugang zu komplexen
Kohlenhydratstrukturen. Mit den Informationen aus der
OptiMer-Datenbank kçnnen Oligosaccharide aus drei bis
sechs Monosacchariden innerhalb von Minuten bis Stunden
ohne die Aufarbeitung der Zwischenprodukte oder Reini-
gungsverfahren aufgebaut werden. So kann das Hexasaccha-
rid von Globo H, einem Glycosylceramid, das auf Tumoren
verschiedener Epithelgewebe wie Dickdarm, Eierstock,
Magen, Bauchspeicheldr�se, Uterusschleimhaut, Lunge,
Prostata und Brust vorkommt,[39] einfach nach der program-
mierbaren Eintopfmethode synthetisiert werden (Abbil-
dung 4).[40] Um ausreichende Reaktivit�tsunterschiede zwi-
schen den Thioglycosiden zu erzeugen und die Stereoselek-
tivit�t jeder Glycosylierung zu kontrollieren, umfasst die
Strategie f�r die Globo-H-Saccharidsynthese die Verwen-
dung der drei Bausteine 63 (RRV= 7.2 � 104), 64 (RRV = 6)
und 65 (RRV = 0). Die Reaktivit�ten wurden haupts�chlich
durch elektronenschiebende (Benzylether und 2,2,2-Trichlor-
ethylcarbamat) und elektronenziehende Gruppen (Benzoyl-,
p-Nitrobenzoylester und o-Chlorbenzylether) abgestimmt. In
der ersten Stufe wurde das Trisaccharid-Zwischenprodukt 64
mit zwei b-glycosidischen Bindungen in einer Eintopfreakti-
on hergestellt.[40] In einer weiteren Eintopfsynthese wurden
die verbleibenden zwei a-glycosidischen Bindungen durch die
sequenzielle Reaktion von 63, 64 und 65 in Gegenwart von
NIS/TfOH als Reaktionsbeschleuniger eingef�hrt. Das ge-
w�nschte Hexasaccharid 66 fiel in einer Ausbeute von 62%
an.

Schema 14. Lçsungsmitteleffekt auf die Eintopfglycosylierung.

Abbildung 4. Programmierbare Eintopf-Oligosaccharidsynthese
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Die besonders hohe Reaktivit�t des perbenzylierten Fu-
cosyldonors 63 pr�destiniert ihn als Ausgangsverbindung f�r
die programmierbare Eintopfsynthese fucosehaltiger Oligo-
saccharide. Beispielsweise kann das kohlenhydratassoziierte
Tumorantigen Lewisy, das auf den Oberfl�chen von kolorek-
talen Adenokarzinomen und Leberzellkarzinomen expri-
miert wird, mit dem programmierbaren Eintopfansatz her-
gestellt werden (Schema 15). Drei Bausteine mit geeigneten
Reaktivit�tsprofilen, eine Fucosyleinheit 63 (RRV = 7.2 �

104) und zwei Lactosaminyleinheiten 67 (RRV= 1.2 � 104)
und 68 (RRV = 0), wurden von OptiMer vorgeschlagen.[41]

Die Eintopfsynthese wurde ebenfalls mit NIS/TfOH als Re-
aktionsbeschleuniger durchgef�hrt (Schema 15). Die erste
Glycosylierung zwischen dem Fucosyldonor 63 und der Lac-
tosaminyl-Br�ckeneinheit 67 wurde bei �70 8C ausgef�hrt,
w�hrend die zweite Glycosylierung eine hçhere Temperatur
bençtigte (�25 8C). Die niedrige Temperatur im ersten Schritt
unterdr�ckte nicht nur die Bildung des unerw�nschten Ne-
benprodukts Succinimid, sondern beg�nstigte auch die Bil-
dung der a-glycosidischen Bindung. Bei der zweiten Gly-
cosylierung werden zwei große Zuckerfragmente gekuppelt,
was f�r eine praktikable Durchf�hrung eine hçhere Tempe-
ratur erfordert. Die Gesamtausbeute an vollst�ndig ge-
sch�tzter Verbindung 69 betrug 44 %, was einer Ausbeute von
81% pro Glycosylierung entspricht.

Der programmierbare Eintopfansatz bietet auch eine ef-
fiziente Methode, um mit kombinatorischer Chemie eine

Saccharidbibliothek aufzubauen.[26c] Die Methode wurde er-
folgreich eingesetzt, um vorgeplante lineare und verzweigte
Oligosaccharidstrukturen aufzubauen, eine Oligosaccharid-
bibliothek aus 33 Verbindungen herzustellen[29, 42] und um die
Strukturen von Naturstoffen wie Aminoglycosiden oder
Vancomycinderivaten, die verschiedene Zuckersubstituenten
tragen, zu diversifizieren.[43]

Der Eintopfansatz war auch bei der Untersuchung der
Struktur-Wirkungs-Beziehungen komplexer Oligosaccharide
wie Globo H anwendbar. Eine verfeinerte [1+2+3]-Eintopf-
strategie, bei der die problematische Gala(1!4)Gal-Bindung
vorab bei der Bereitstellung der Bausteine gekn�pft wurde,
verbesserte die Ausbeute der Eintopfsynthese von Globo H
von 62% auf 83% (Schema 16).[44] Ausgehend von dem Tri-
saccharid-Baustein 71, der f�r die Synthese aller Oligosac-

charide der Globo-Familie geeignet ist, wurde ein Satz von
verk�rzten Globo-H-Sequenzen konstruiert und dann kova-
lent auf Glaspl�ttchen fixiert, um in einem Fluoreszenztest
eine Spezifit�tsanalyse mit zwei monoklonalen Antikçrpern
VK9 und Mbr1 durchzuf�hren.[44] Die Glycane w�ren auch
hilfreich, um die optimale Struktur f�r eine Impfstoffent-
wicklung zu finden.

Des Weiteren kçnnen die Produkte einer programmier-
baren Eintopfsynthese als Substrate f�r die chemoenzymati-
sche Synthese ausgedehnterer Strukturen wie des Poly-N-
acetyllactosamin-Oligomers, das ein Vorl�ufer einer Reihe
von Blutgruppenantigenen ist, dienen.[45]

3.5. Katalysatoren f�r die programmierbare
Eintopfglycosylierung

F�r die programmierbare Eintopfglycosylierung ist
meistens N-Iodsuccinimid/ Trifluormethansulfons�ure (NIS/
TfOH) als Reaktionsbeschleuniger gut geeignet. Weil aller-

Schema 15. Programmierbare Eintopfsynthese des Lewisy-Haptens 69
und seiner entsch�tzten Komponenten. Reaktionsbedingungen: a) 1.
NIS, TfOH, MS AW-300, �70 8C; 2. 68, NIS, TfOH, �25 8C, 44%; b) 1.
Zn-Staub, Ac2O; 2. NaOMe, MeOH/CH2Cl2; 3. Pd-Schwarz, H2,
MeOH/AcOH, 25% �ber drei Stufen.

Schema 16. Programmierbare Eintopfsynthese des Globo-H-Hexasac-
charids nach der [1+2+3]-Strategie. Reaktionsbedingungen: a) NIS,
TfOH, �40 8C; b) NIS, TfOH, �30 8C, 83 % Gesamtausbeute.
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dings in Eintopfglycosylierungsreaktionen meist mehrere
Glycosylierungsschritte ablaufen, reichert sich das Succin-
imid, das aus den stçchiometrischen Mengen an NIS entsteht,
unweigerlich im Reaktionsgemisch an. Auch wenn das
Stickstoffatom des Succinimids ein schwaches Nucleophil ist,
kann es im Fall eines sehr reaktionstr�gen Akzeptors effizient
um die verbleibenden aktivierten Glycosyldonoren konkur-
rieren. Dies ist besonders stçrend, wenn die Hydroxygruppe
des Akzeptors sterisch stark abgeschirmt oder nur schwach
nucleophil ist. Bei einem anderen thiophilen Reaktionsbe-
schleuniger, dem Dimethyl(thiomethyl)sulfonium-trifluor-
methansulfonat (DMTST), ist die Effizienz bei der Aktivie-
rung des Thioglycosiddonors sogar noch schlechter als bei
NIS/TfOH.[29]

Um diese Probleme zu lçsen, wurde ein anderes thiophi-
les Reagens, 1-(Benzolsulfinyl)piperidin/Trifluormethansul-
fons�ureanhydrid (BSP/Tf2O), das von Crich und Mitarbei-
tern entwickelt wurde,[46] verwendet. Mit einer substçchio-
metrischen Menge an BSP/Tf2O als Reaktionsbeschleuniger
konnte 81 in hohen Ausbeuten mit 63 glycosyliert werden
(Tabelle 2), da die Entstehung von Succinimid-Nebenpro-

dukten aus NIS/TfOH umgangen wurde.[47] Eine weitere Er-
kl�rung f�r die Wirksamkeit kann auch sein, dass im Verlauf
der Reaktion Sulfonium-Nebenprodukte entstehen, die die
weitere Glycosylierung fçrdern. Der Nutzen von BSP/Tf2O
f�r die programmierbare Eintopfglycosylierung wurde
anhand der Eintopfsynthese von Fucosyl-GM1 gezeigt
(Schema 17). Wenn BSP/Tf2O als Reaktionsbeschleuniger
eingesetzt wurde, nahm die Gesamtausbeute von 13% auf
22% zu, und die erforderliche Reaktionszeit wurde im Ver-

gleich zu den Reaktionssystemen mit NIS/TfOH und DMTST
von einem Tag auf 5 h verringert.[47]

Weiterhin wurde der Nutzen des BSP/Tf2O-Systems an
den programmierbaren Eintopfsynthesen des biologisch
wichtigen a-Gal-Pentasaccharidderivats[48] und des tumoras-
soziierten Octasaccharid-Antigens N3-minor 78
(Schema 18)[49] gezeigt.

Um die programmierbare Eintopfglycosylierung weiter
zu verbessern, besteht noch Bedarf f�r einen besseren Re-
aktionsbeschleuniger. Dieser muss thiophil sein, er muss an
die reaktivit�tsgesteuerte Eintopfstrategie adaptierbar sein,
er muss in einem grçßeren Temperaturbereich eingesetzt
werden kçnnen, und er darf – was am wichtigsten ist – keine
Nebenprodukte erzeugen, die die Reaktion stçren. Benzol-
sulfenyltriflat ist als ein extrem kr�ftiges thiophiles Reagens
bekannt,[50] sein Einsatz ist jedoch problematisch, weil es in-
stabil ist und daher in situ aus Benzolsulfinylchlorid und Sil-
bertrifluormethansulfonat hergestellt werden muss. Ein neues
Reagens wird bençtigt, um Benzolsulfenyltriflat zu erg�nzen;
es muss hinreichend stabil und bequem zug�nglich sein. Vor
kurzem wurde N-(Phenylthio)caprolactam 79 als neuer Re-
aktionsbeschleuniger f�r die selektive Aktivierung von
Thioglycosiddonoren f�r die Glycosylierung gefunden (Ta-
belle 2).[51] Phenylthioamid 79 kçnnte mit Tf2O reagieren und
dabei in situ einen aktivierten Reaktionsbeschleuniger ge-

Tabelle 2: Wirkung verschiedener Reaktionsbeschleuniger auf die Gly-
cosylierung von 81 und 82.

Eintrag Reaktionsbeschleuniger Ausbeute

1 N-(Thiophenyl)caprolactam/Tf2O 93%[a]

2 N-(Thiophenyl)caprolactam/Tf2O 83%[b,c]

3 Benzolsulfinylpiperidin/Tf2O <15 %[b,d]

4 N-Iodsuccinimid/TfOH 75%[b]

5 Bromdimethylsulfoniumbromid/AgOTf 92%[e]

Reaktionsbedingungen: [a] Donor (1.1 �quiv.), Akzeptor (1.0 �quiv.),
Reaktionsbeschleuniger (1.35 �quiv.), CH2Cl2, �78 8C bis �10 8C.
[b] 1:1:1 Donor/Akzeptor/Beschleuniger, RT, 10 min. [c] Pufferung der
Reaktion mit TTBP ergab vergleichbare Ausbeuten. [d] Eine Erkl�rung ist,
dass BSP elektrophile Nebenprodukte bildet, die die Produkte weiter
aktivieren. Mit 0.5 �quiv. BSP betrug die Ausbeute 63%. [e] Donor
(1.2 �quiv.), Akzeptor (1.0 �quiv.), BDMS (1.4 �quiv.), AgOTf
(3.2 �quiv.), DCM/Et2O 1:1, �35 8C bis RT.

Schema 17. Programmierbare Eintopfsynthese von Fucosyl-GM1. Reak-
tionsbedingungen f�r die mit NIS/Tf2O und DMTST beschleunigte Ein-
topfreaktion: Weg a) 1. NIS, TfOH, CH2Cl2, �70 8C, 36 %; 2. 74,
DMTST, 0 8C, 36 %. F�r die durch BSP/Tf2O beschleunigte Eintopfreak-
tion: Weg b) 1. BSP, Tf2O, CH2Cl2, �70 8C bis �10 8C, 47%; 2. 74, BSP,
Tf2O, CH2Cl2, �70 bis 0 8C, 47 %.

Oligosaccharid-Synthese
Angewandte

Chemie

12089Angew. Chem. 2011, 123, 12076 – 12129 � 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


nerieren, der anschließend das Thioglycosid f�r die Kn�pfung
der Glycosidbindung aktiviert.[51] Dieses Reagens wirkt aus-
gesprochen gut; verschiedene Disaccharide, darunter Thio-
glycosid 82, wurden damit in Ausbeuten bis zu 93% herge-
stellt (Tabelle 2, Eintrag 1). Bemerkenswert war, dass Gly-
cosylierungsreaktionen bei Raumtemperatur mit diesem
Reaktionsbeschleuniger sauber und schnell abliefen (Tabel-
le 2, Eintrag 2). Dies war eine Verbesserung gegen�ber an-
deren Reaktionsbeschleunigern bei Raumtemperatur (Ta-
belle 2, Eintr�ge 3 und 4), w�hrend BSP/Tf2O ein ausge-
zeichnetes System f�r die Glycosylierung bei niedriger Tem-
peratur ist. Der Reaktionsbeschleuniger 79 kann an die re-
aktivit�tsbasierte Eintopf-Oligosaccharidsynthesen angepasst
werden, wie anhand der Synthesen von Gb3 und isoGB3 mit
47% bzw. 50% Ausbeute gezeigt wurde.[52]

Ye und Mitarbeiter setzten vor kurzem Bromdimethyl-
sulfoniumbromid (BDMS) als neuen thiophilen Reaktions-
beschleuniger f�r die Glycosylierung ein. BDMS wirkt effi-
zient aktivierend auf „bewaffnete“ und „entwaffnete“ Thio-
glycoside.[53] Mit BDMS/AgOTf l�sst sich das Disaccharid 82
in hohen Ausbeuten und fast ohne Nebenprodukte herstellen
(Tabelle 2, Eintrag 5). Diese Reagenskombination zur Re-
aktionsbeschleunigung l�sst sich ebenfalls auf eine reaktivi-
t�tsbasierte Eintopf-Oligosaccharidsynthese anwenden, wie
mit der Herstellung des Trisaccharids Gala(1!4)Glcb(1!
4)Glc gezeigt wurde.[53] Aus der Gruppe von Galan et al.
wurde �ber den Einsatz einer ionischen Fl�ssigkeit, 1-Butyl-
3-methylimidazoliumtriflat ([bmin][OTf]) (86), als Cosolvens
und mildem Reaktionsbeschleuniger f�r Thiophenyl- und

Trichlorimidatglycoside bei Raumtemperatur berichtet.[54]

Das Potenzial dieser ionischen Fl�ssigkeit zur Beschleuni-
gung reaktionsbasierter Eintopfreaktionen wurde an der
Eintopfsynthese eines verzweigten Trisaccharides
(Schema 19) verdeutlicht.[55] Mit der Mischung der Donoren

83 und 84 und dem Akzeptor 85 wurde der „bewaffnete“
Donor 83 selektiv aktiviert und mit dem Akzeptor 85 zu
einem Disaccharid als Zwischenprodukt zur Reaktion ge-
bracht, indem 86 und NIS als Reaktionsbeschleuniger und
Cosolvens eingesetzt wurden. Das „entwaffnete“ Thioglyco-
sid 84 erforderte als Donor die Anwesenheit einer katalyti-
schen Lewis-S�ure.[55] Nach Zugabe von NIS und katalyti-
schen Mengen an TMSOTf ins selbe Gef�ß wurde 84 mit dem
Disaccharid zu 87 in 44 % Ausbeute glycosyliert.

3.6. Die Synthese heparin�hnlicher Oligosaccharide

Heparin und Heparansulfat sind strukturell verwandte
lineare polyanionische Polysaccharide, die zur Familie der
Glycosaminoglycane gehçren. Beide Verbindungen sind un-
terschiedlich sulfatiert und zeichnen sich durch eine extreme
Heterogenit�t innerhalb der Prim�rstruktur des R�ckgrats
aus alternierend 1!4-verbundenen Urons�uren (entweder d-
Glucurons�ure oder l-Idurons�ure) und d-Glucosamin
aus.[56] Spezifische Muster entlang der Zuckersequenz werden
von zahlreichen Proteinen erkannt, wodurch lokale Verf�g-
barkeiten sichergestellt oder der Aktivit�tszustand der Pro-
teine ver�ndert werden kann.[57] Durch diese Wechselwir-
kungen spielen Heparin und Heparansulfat entscheidende
Rollen bei einer Reihe biologischer Vorg�nge, von denen
viele auch biomedizinisch wichtig sind.[58] Heparin, das
haupts�chlich in Mastzellen vorkommt, wird klinisch vielfach
als Gerinnungshemmer eingesetzt, weil es mit hoher Affinit�t
Antithrombin III bindet, das seinerseits ein wichtiger
Hemmstoff der Blutgerinnungskaskade ist.[59] Heparansulfat
dagegen ist �berall auf der Zelloberfl�che zu finden, wo es ein

Schema 18. Programmierbare Eintopfsynthese des N3-minor-Antigens
78. a) 1. BSP, Tf2O, MS AW-300, CH2Cl2, �70 bis �10 8C; 2. NIS,
TfOH, 0 8C bis RT; b) 1. Zn, AcOH, RT; 2. Ac2O, DMAP, Pyridin, 0 8C
bis RT; 3. NaOMe, MeOH, RT; 4. Pd-Schwarz, H2 (1 atm), MeOH mit
5% Ameisens�ure, 11% ab Schritt (a).

Schema 19. Eintopfglycosylierung von verzweigten Trisacchariden mit
([bmin][OTf ]) als Reaktionsbeschleuniger.
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Bestandteil von Proteoglycanen ist und viele physiologische
und pathophysiologische Prozesse wie Wachstumsfaktor-
regulation, virale und bakterielle Infektionen, Entz�ndungs-
reaktionen, Angiogenese, Tumormetastase, Zelladh�sion und
Fettstoffwechsel vermittelt.[60]

Eine große Zahl pr�parativer Ans�tze zur Gewinnung
chemisch definierter heparin�hnlicher Oligosaccharide f�r
Struktur-Wirkungs-Analysen wurde von vielen Forschungs-
gruppen ausprobiert. Die Mehrzahl dieser Synthesen waren
rein chemisch; die j�ngsten Fortschritte wurden allerdings mit
chemoenzymatischen Synthesen als attraktiver Alternative
erzielt. In den fr�hen Untersuchungen dominierten die Ver-
suche, das antithrombinbindende Heparinpentasaccharid[61]

und Oligosaccharide, die aus der wichtigsten repetitiven
Einheit von Heparin[62] bestehen, chemisch herzustellen.
Sp�ter bestimmte der Bedarf an heparin�hnlichen Oligosac-
charid-Bibliotheken den Fortschritt bei Strategien zum mo-
dularen Molek�laufbau.[63] St�ndige Weiterentwicklungen
der Kohlenhydratchemie trieben auch die L�nge der her-
stellbaren Oligosaccharide immer weiter voran; dennoch war
der Fortschritt auf diesem schwierigen Feld z�h. Mit homogen
repetitiven Einheiten (z.B. dem wichtigsten trisulfonierten
Disaccharid aus Heparin) konnte einer aktuellen Verçffent-
lichung zufolge ein Dodecasaccharid aufgebaut werden[64] –
das l�ngste bisher synthetisierte Polymer. Die Synthese eines
Hexasaccharids erscheint gegenw�rtig als Obergrenze, wenn
die repetitiven Disaccharide variiert werden sollen. Demge-
gen�ber haben chemoenzymatische Synthesen das Potenzial
zur Herstellung l�ngerer Strukturen.[65] Dank der Erschlie-
ßung einer ausgezeichneten Quelle f�r polymeres Heparosan
aus dem Kapselpolysaccharid K5 aus E. coli[66] verringerten
sich Kosten f�r enzymatische Sulfonierungen durch die er-
hçhte spezifische Aktivit�t funktioneller rekombinanter
Enzyme[67] und die Arylsulfotransferase-gekoppelte Regene-
ration von 3’-Phosphoadenosin-5’-phosphosulfat (PAPS).[68]

Mit einer strategischen Serie enzymatischer Umsetzungen
kçnnen an den gew�nschten Stellen des Polymerger�sts
funktionelle Gruppen eingef�hrt werden. Diese Transforma-
tionen sind in Lçsung,[69] auf Sensorchips[70] und in einem di-
gitalen Mikrofluidikchip analog zu den Golgifeldern in der
Zelle durchgef�hrt worden.[71] Aktuell berichteten Liu
et al.[72] auch �ber eine chemoenzymatische Methode, mit der
kontrollierte Kettenverl�ngerungen, selektive N-Sulfo-
nierungen und selektive C5-Epimerisierungen mçglich sind.
Problematisch bei diesem enzymatischen Ansatz ist aller-
dings, dass Produktisolierung, -reinigung und Analyse der
Zwischenprodukte erforderlich sind.

Die chemische Synthese heparin�hnlicher Oligosacchari-
de steht vor einigen technischen H�rden, die sie von der an-
derer Zucker unterscheidet. Weil l-Idose und die entspre-
chende Urons�ure aus nat�rlichen Quellen nicht zur Verf�-
gung stehen, wurden Methoden wie die stereochemische 5-C-
Inversion einfach zug�nglicher d-Glucose-basierter Verbin-
dungen[62c,73] und die De-novo-Synthese[74] aus 1,2-Isopropy-
liden-a-d-xylofuranose entwickelt. Die zahlreichen O-Sulfo-
nierungs- und N-Substitutionsstellen und die regio- und ste-
reochemischen Erfordernisse f�r die glycosidischen Bindun-
gen m�ssen bei der Auswahl orthogonaler Schutzgruppen
beachtet werden. Um Probleme mit der Oxidation der d-

Glucose- oder l-Idosekomponenten nach der Elongation zu
vermeiden, wurden die Urons�urederivate oft bereits in
einem fr�hen Stadium der Synthese eingef�gt. Weil ande-
rerseits das die Carboxygruppe tragende C5 leicht der Epi-
merisierung unterliegt und Urons�uredonoren zu niedrigen
Reaktivit�ten tendieren, wurde bei neueren Syntheseent-
wicklungen[63b,c,75] oft die Oxidation der 6-Hydroxygruppe von
d-Glucosid oder l-Idosid vorgenommen, nachdem die emp-
findlichen Glycosidbindungen gekn�pft waren. Die 1,2-trans-
glycosidische Bindung am anomeren Zentrum der Urons�u-
revorstufe l�sst sich mithilfe des benachbarten C2-Esters
leicht gewinnen. Im Falle des d-Glucosamins (des a-Isome-
ren) wurde die 1,2-cis-Orientierung dagegen durch den we-
niger effizienten anomeren Effekt erreicht, w�hrend die
Aminogruppe durch eine Azidgruppe maskiert war; diese
konnte sp�ter in eine andere funktionelle Gruppe umge-
wandelt werden. Gl�cklicherweise fçrdert eine axial orien-
tierte freie Hydroxygruppe im Glycosylakzeptor die Bildung
einer a-stereoselektiven glycosidischen Bindung.[76] Dieses
Ph�nomen wurde von Seeberger et al. durch den Einsatz von
Akzeptoren ausgenutzt, die in der 1C4-Konformation fixiert
sind.[77]

Mit Blick auf den Aufbau des Heparinr�ckgrats aus re-
petitiven Disaccharideinheiten wird die Kettenverl�ngerung
meist mithilfe von Disaccharidbausteinen nach einem kon-
vergenten [n + 2]-Bausteinansatz durchgef�hrt. Es gibt aller-
dings auch Berichte �ber die Kupplung l�ngerer Baustei-
ne.[62b, 63a]Einzelne repetitive Disaccharidbausteine, wie die in
Abbildung 5 (88, 89 und 90), kçnnten zur Synthese von Oli-

gosacchariden verschiedener L�ngen verwendet werden,
wenn diese aus der zentralen repetitiven Einheit von Heparin
bestehen. Kettenverl�ngerungen aus den Bestandteilen 88[62c]

und 89[62d] konnten nur vom reduzierenden zum nichtredu-
zierenden Ende durchgef�hrt werden. Baustein 90[78] kann
demgegen�ber problemlos in einen Donor oder einen Ak-
zeptor f�r Glycosylierungen in beide Richtungen mit ver-
schiedenen Donor- und Akzeptorl�ngen umgewandelt
werden.

Abbildung 5. Beispiele f�r Disaccharidbausteine, die f�r die Herstel-
lung von Oligosacchariden aus den wichtigsten repetitiven Einheiten
von Heparin Verwendung finden.
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Die Kette des Heparinr�ckgrats wurde mit einer pro-
grammierbaren Eintopfglycosylierung aufgebaut, in der
Thioglycosidbausteine mit genau definierter Reaktivit�t ein-
gesetzt wurden.[75a] In diesen wurden die Hydroxygruppen,
die sp�ter Sulfonatgruppen tragen sollten, als Acetyl- und
Benzoylgruppen gesch�tzt, w�hrend die sp�teren freien Hy-
droxygruppen als Benzylether gesch�tzt wurden. Die prim�-
ren Hydroxygruppen, die selektiv oxidiert werden mussten,
wurden mit der TBDPS-Gruppe (tert-Butyldiphenylsilyl)
blockiert. Nach den einleitenden Glycosylierungen, in denen
die Disaccharidderivate entstanden, wurden die Urons�ure-
derivate erzeugt und als Methylester gesch�tzt, um die Di-
saccharide 92 und 93 zu erhalten. Im Verlauf der Eintopf-
Pentasaccharidsynthese (Schema 20) wurde zun�chst der

Azidoglucosyldonor 91 (RRV = 53.7) mit dem Disaccharid-
akzeptor 92 (RRV= 18.2) gekuppelt. Dann wurde der a-
Methyldisaccharidakzeptor 93 zu der Reaktionsmischung
hinzugegeben. Unter diesen Bedingungen entstand das voll-
st�ndig gesch�tzte Pentasaccharid 94 in 20 % Ausbeute. Ab-
schließend fiel das heparin�hnliche Pentasaccharid 95 nach
O- und N-Sulfonierungen und globaler Schutzgruppenab-
spaltung an.

Oligosaccharidbibliotheken sind hilfreich, um Zucker-
strukturen zu identifizieren, die mit Proteinen wechselwirken

und dadurch ein bestimmtes biologisches Ereignis auslçsen.
Obwohl nicht von allen bekannt ist, ob sie existieren, bedin-
gen die Strukturvariationen im Heparin- und Heparansulfat
48 mçgliche Disaccharid-Bausteine.[79] Hung und Mitarbeiter
synthetisierten den kompletten Satz von 48 Disaccharid-
Bausteinen (Abbildung 6), die dann direkt f�r den Aufbau
von Oligosaccharid-Bibliotheken eingesetzt werden konn-
ten.[80] Kettenverl�ngerungen wurden durch die Abspaltung
der 2-Naphthylmethyl(2-NAP)-Schutzgruppe unter Bildung
des Glycosylakzeptor und durch Umwandlung des 1,6-An-
hydrorings der Idose in einen Glycosyldonor erreicht. An-
sonsten wurden Standardmuster f�r den Einsatz der Schutz-
gruppen gew�hlt, wobei die Acetyl- und Benzyloxycarbo-
nylschutzgruppen f�r die Aminoreste aus der Azidogruppe
einfach zug�nglich sind. Andere Arbeitsgruppen wie die von
Seeberger,[63a] Boons[63b] und Huang[63c] entwickelten weitere
modulare Zusammenstellungen f�r spezialisierte Sammlun-
gen von Oligosacchariden mit kleineren Serien von Disac-
charidbausteinen (Abbildung 7). Seeberger und Mitarbeiter
beschrieben den Aufbau verschiedener Tetrasaccharide aus
Disacchariden, allerdings erforderte die Elongation zu He-
xasacchariden den Einsatz von Trisaccharidmodulen. Boons
und Mitarbeiter stellten 11 Tetrasaccharide und ein Hexa-
saccharidkonstrukt mit dem modularen Ansatz her. Diese
Oligosaccharide wurden bei einer Inhibierungsstudie von
BACE-1 eingesetzt, einer am Fortschreiten der Alzheimer-
schen Demenz beteiligten Protease. Bonnaff� und Mitarbei-
ter schlugen einen Ansatz vor,[81] bei dem ein einzelner Di-
sacchariddonor in Gegenwart verschiedener Akzeptoren ak-
tiviert wird. Die entstehende Mischung von Oligosacchariden
wurde einer Umwandlung der funktionellen Gruppen unter-
worfen, und anschließend wurden die Oligosaccharide �ber
eine Umkehrphasens�ule f�r weitere Umsetzungen aufge-
trennt.

Im Gegensatz zu fr�heren Versuchen f�hrten Huang und
Mitarbeiter eine Pr�aktivierungstechnik in ihren modularen
Ansatz ein (Schema 21). Diese Methode ermçglichte die
Eintopfsynthese verschiedener Hexasaccharidger�ste ohne
die relative Reaktivit�t der Bausteine beachten zu m�ssen.
Das Modul f�r das nichtreduzierende Ende (Modul A) wurde
vorab mit pTolSCl/AgOTf als Reaktionsbeschleuniger ge-
mischt und damit gleichzeitig aktiviert. Modul B wurde dann
zugegeben. Mit 2,4,6-Tri-tert-butylpyrimidin (TTBP) als
S�uref�nger entstand wahrscheinlich das Tetrasaccharid, das
beim Mischen mit Modul C (als Baustein f�r das reduzierende
Ende) und TTBP aktiviert wurde. Dieses Eintopfverfahren
war in weniger als 5 h abgeschlossen und lieferte das voll
gesch�tzte Hexasaccharid in 50–62% Ausbeute. F�r die ge-
w�nschten Oligosaccharide wurden die funktionellen Grup-
pen in sieben Stufen mit einer Gesamtausbeute von 26–55%
umgewandelt. Obwohl bei vielen der modularen oder Ein-
topfsynthesen die quantitative Bestimmung der Bausteine f�r
den Einsatz in der automatisierten Syntheseplanung fehlt,
kçnnten die beschriebenen Prinzipien hilfreich sein, um
dieses Ziel zu erreichen.

Schema 20. Programmierbare Eintopfsynthesen der Heparin-Pentasac-
charide. a) 1. NIS, TfOH, CH2Cl2, �45 8C bis RT; 2. NIS, TfOH, CH2Cl2,
�45 8C bis RT, 20%; b) 1. LiOH, THF; 2. SO3·Et3N, DMF; 3. H2, Pd/C;
4. SO3·Pyridin, H2O, 33%.

S.-C. Hung et al.Aufs�tze

12092 www.angewandte.de � 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2011, 123, 12076 – 12129

http://www.angewandte.de


3.7. 4,5-Oxazolidinon-gesch�tzte Sialyldonoren f�r effiziente
Synthesen von a-Sialosiden

Sialins�uren sind eine Familie nat�rlich vorkommender
Derivate der Neuramins�ure (5-Amino-3,5-didesoxy-d-gly-
cero-d-galacto-non-2-ulosons�ure), die meist in hçheren
Tieren und bestimmten Mikroorganismen vorkommen. Unter
den mehr als 50 bislang bekannten Verbindungen sind die C5-
Aminoderivate die wichtigste Strukturvariante, bei der die
Aminofunktion acetyliert (Neu5Ac), glycosyliert (Neu5Gc)
oder mit einer Hydroxygruppe substituiert (KDN) sein
kann.[82] Es gibt auch weitere Substitutionen (z. B. O-Acetyl)
an den C4-, C7-, C8- oder C9-Hydroxygruppen. Sialins�uren
finden sich meist gebunden an Galactoside �ber eine a(2!3)-
oder a(2!6)-Bindung, an N-Acetylgalactosamin �ber eine
a(2!6)-Bindung und an andere Sialins�uren �ber eine a(2!
8)- oder a(2!9)-Bindung an den �ußersten Positionen von
Glycoproteinen und Glycolipiden. Aufgrund der terminalen
exponierten Position auf der Zelloberfl�che werden sialin-
s�urehaltige Konjugate von Viren und Bakterien als Rezep-

Abbildung 6. 48 Disaccharid-Bausteine, die von Hung et al. zum Aufbau der Heparin- und Heparansulfat-Oligosaccharidbibliotheken synthetisiert wurden.

Abbildung 7. Disaccharidmodule f�r die Synthese heparin�hnlicher Oli-
gosaccharide mit variablem Muster aus repetitiven Einheiten entspre-
chend den Verçffentlichungen aus den Arbeitsgruppen von a) Seeber-
ger, b) Boon und c) Huang.

Oligosaccharid-Synthese
Angewandte

Chemie

12093Angew. Chem. 2011, 123, 12076 – 12129 � 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


toren genutzt. Außerdem regulieren sie zahlreiche wichtige
biologische, pathologische und immunologische Prozesse.[83]

Die chemische Synthese von Sialins�ureglycosiden kann
durch die Reaktion eines Oxocarbenium-Ions erreicht
werden, das an einem passend gesch�tzten Sialins�uredonor
erzeugt wurde, dem ein Zucker mit einer oder mehreren
freien Hydroxygruppen als Akzeptor zur Verf�gung steht.
Die Verwendung von Sialins�ure als Donor wird jedoch durch
die speziellen strukturellen Eigenschaften verkompliziert.
Die elektronenziehende Carboxygruppe an C1 vermindert
die Reaktivit�t des anomeren Zentrums bei der Glycosylie-
rung. Obwohl der Sialyldonor mit einer gesch�tzten Hydroxy-
methylgruppe am anomeren Zentrum etwa 1000-mal reakti-
ver ist als die normale esterhaltige Verbindung (Tabelle 1),[84]

entstehen nur b-Sialoside bei der Glycosylierung. Inzwischen
ist die stereochemische Kontrolle der a-Selektivit�t die große
Herausforderung, denn das Fehlen einer C3-Funktionalit�t,
die man zur Steuerung des stereochemischen Verlaufs direkt
nutzen kçnnte, macht die Reaktion anf�llig f�r Eliminierun-
gen.

In den letzten Jahren wurden erhebliche Anstrengungen
unternommen, um Sialins�uredonoren f�r eine effiziente a-

Sialylierung zu entwi-
ckeln. Die Ergebnisse
sind in mehreren aus-
gezeichneten �ber-
sichtsartikeln zusam-
mengefasst.[85] Kurz-
gefasst bieten die
chemisch bearbeite-
ten Sialins�uredono-
ren die folgenden drei
Charakteristika: opti-
mierte Abgangsgrup-
pen, modifizierte
Struktur und eine op-
timierte Kombination
beider (Tabelle 3).

Die Optimierung
der Abgangsgruppe
wird haupts�chlich an
der anomeren Positi-
on vorgenommen und
dort vor allem mit
Halogeniden, Phos-
phiten, Sulfiden und
N-Phenyltrifluoracet-
imidat. F�r diese Do-
noren ist die Anwe-
senheit von Acetoni-
tril im Allgemeinen
unabdingbar, um die
a-Selektivit�t zu ver-
st�rken, doch die
Ausbeute an a-ano-
merem Produkt ist
normalerweise nicht
hçher als 70 %. Am
h�ufigsten werden

Thioglycoside wie SMe und SPh in Verbindung mit dem
Nitril-Lçsungsmittel verwendet. Die n�chste Strategie ist, an
C1 oder C3 eine Hilfsgruppe und an C5 Strukturmodifika-
tionen einzuf�hren. C1-Hilfsgruppen sind meist weniger ef-
fektiv dabei, a-selektive Sialylierungsreaktionen zu dirigie-
ren. Die C3-modifizierten Sialyldonoren weisen meist eine
hohe a-Selektivit�t auf; allerdings sind zum Einf�hren und
Entfernen solcher Hilfsgruppen zus�tzlich mehrstufige Re-
aktionsfolgen notwendig. Die dritte Strategie ist, eine opti-
mierte Kombination aus Abgangsgruppe (z.B. Phosphit oder
N-Phenyltrifluoracetimidat) und Modifikation einzelner Po-
sitionen (z.B. C3 oder C5) zu suchen, um neue Sialyldonoren
f�r eine selektive a-Sialylierung herzustellen.

Im vergangenen Jahrzehnt wurde nachgewiesen, dass die
Modifikation der N-Acetylgruppe an der C5-Position des
Neu5Ac-Donors besonders hilfreich f�r eine a-selektive Si-
alylierung ist (Tabelle 3).[110] Eine aktuelle vielversprechende
Entwicklung ist der Einsatz cyclischer Schutzgruppen, dar-
unter Carbamate und Carbonate, f�r die schon fr�her ste-
reodirigierende Effekte bei der Glycosylierung von Glucose
und N-Acetylglucosamin nachgewiesen wurden.[111] 2006 be-
richteten Takahashi und Mitarbeiter erstmals �ber den Ein-

Schema 21. Modulare Eintopfsynthese der heparin�hnlichen Hexasaccharide nach dem kombinatorischen Pr�aktivie-
rungsansatz.
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satz des 5-N,4-O-Oxazolidinon-gesch�tzten Thioglycosids
von Neu5Ac 96[107a] in der hocheffizienten Synthese von a-
(2!8)-verkn�pfter Oligosialins�ure (Schema 22). In diesem

Ansatz beginnt der erste Reakti-
onsschritt mit der Kupplung des 5-
N,4-O-Carbonyl-gesch�tzten
Donors 96 mit Akzeptor 97, gefolgt
von der selektiven Abspaltung der
Chloracetylgruppen an C7 und C8
der entstandenen Disialins�ure 98
zum Diol 99. Dieses wurde an-
schließend mit dem Donor 96 zum
Trimer 100 gekuppelt. Das ge-
w�nschte a(2!8)-verkn�pfte Te-
trasialins�urederivat 102 entstand
nach Wiederholung der Kupplung
und Entsch�tzung. In jeder Kupp-
lungsreaktion wurde eine vollst�n-
dige a-Selektivit�t erreicht. Dies
gelang in Dichlormethan allein
ohne Unterst�tzung des Nitril-Lç-
sungsmittels. Der Ansatz wurde
auch auf die konvergente Synthese
des GP1c-Glycolipidepitops ange-
wendet, das eines der komplexesten
Ganglioside aus der C-Reihe ist.[112]

Kurz nach Takahashis bahnbrechender Entdeckung
f�hrten Crich und Mitarbeiter eine N-acetylierte Variante 103
ein (Abbildung 8).[107c] Die zus�tzliche N-Acetylgruppe hatte
keine negativen Effekte auf die a-Selektivit�t und Glycosy-
lierungsausbeute[110b] und ermçglichte außerdem die Abspal-

Tabelle 3: Verbreitete Sialins�uredonoren f�r die chemische Sialylierung.

A) Optimierung der Abgangs-
gruppe (LG)

B) Strukturmodifikation C) Optimierte Kombination

Abbildung 8. Moderne 5-N,4-O-Carbonyl-, 5-O,4-O-Carbonyl- und
5-N,7-O-gesch�tzte Sialyldonoren.

Schema 22. Synthese von a(2!8)-verkn�pfter Tetrasialins�ure mit
einem 5,N-4,O-Oxazolidinon-gesch�tzten Thiosialosid-Donor und -Ak-
zeptor. Reaktionsbedingungen: a) NIS, TfOH, MS 3 �, CH2Cl2, �78 8C.
b) Thioharnstoff, 2,6-Lutidin, DMF, 70 8C. c) LiOH·H2O, H2O, EtOH,
80 8C, 88%. d) Ac2O, NaHCO3, H2O, 0 8C, dann NaOMe, MeOH, 64%.
e) Pd(OH)2, H2 (1 atm), MeOH, H2O, 70%.
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tung der Oxazolidinongruppe unter milden basischen Be-
dingungen. So ist das gew�nschte N-Acetamido-Produkt
leicht zug�nglich. Weiter wurde gefunden, dass das Nitril-
Lçsungsmittel entscheidend f�r die Glycosylierung sterisch
gehinderter sekund�rer Akzeptoren wie der 3-OH-Gruppe
von Galactosiden ist. Der Einsatz des reaktiveren Donors 104
(Abbildung 8), der mit der elektronenschiebenden Adaman-
tanylgruppe als Abgangsgruppe substituiert war, in MeCN/
CH2Cl2 (1:2) bei �78 8C steigerte die a-Selektivit�t im Ver-
gleich zur Glycosylierung mit Donor 103 erheblich.[107b]

Das Grundprinzip des programmierbaren Eintopfansat-
zes ist es, Oligosaccharide vom nichtreduzierenden zum re-
duzierenden Ende hin aufzubauen, wobei der reaktivste
Baustein als erstes zugegeben wird. Weil sich Sialins�uren
also oft am nichtreduzierenden Ende befinden, sollte die
Synthese von Sialosiden nach dieser Eintopfvorschrift zu
einem fr�hen Zeitpunkt stattfinden. Allerdings sind Sial-
ins�urethioglycoside viel reaktionstr�ger und viel weniger
durch die Schutzgruppen beeinflussbar als andere Glyco-
side.[84] So betragen die berechneten RRVs von Thiosialosi-
den einschließlich zweier C5-modifizierter Donoren (Azido-
und N,N-Diacetylverbindungen) weniger als 20, und sogar
durch eine Per-O-benzylierung lassen sich diese RRVs nur
wenig steigern (Tabelle 1). Eine mçgliche Lçsung ist, sialy-
lierte Thioglycoside zu verwenden, bei denen die problema-
tische a-Sialosylbindung im Stadium der Bausteinsynthese
eingef�hrt wurde. Diese Strategie erfordert einen stereose-
lektiven Sialyldonor mit einer Abgangsgruppe, die orthogo-
nal zu den Thioglycosiden ist, um die Sialyloligosaccharid-
Bausteine effizient herstellen zu kçnnen. Fr�he Versuche mit
Dibenzylsialylphosphit-Donoren erbrachten jedoch keine
zufriedenstellenden Glycosylierungen.[113]

Weniger Aufmerksamkeit wurde dem Sialylphosphat-
donor wegen seiner geringen Ausbeuten und der schlechten
a-Selektivit�t in Glycosylierungsreaktionen geschenkt.[87b,88a]

Angeregt durch die vorher erw�hnte ausgezeichnete a-Se-
lektivit�t von Oxazolidinon-gesch�tzten Neu5Ac-Donoren

entwickelten Hsu et al. zwei reaktive 4,5-Oxazolidinon-ge-
sch�tzte Neu5Ac-Donoren 105 und 106 (Abbildung 8), die
Dibutylphosphat als Abgangsgruppe tragen.[89] In dieser Un-
tersuchung ergab die Glycosylierung von 105 mit einer Reihe
von Thioglycosidakzeptoren, darunter 6-OH- und 3-OH-
Galactosiden und 8-OH- und 9-OH-Neu5Ac, nur a-ver-
kn�pfte Thiodisaccharide in hohen Ausbeuten.[89] Ohne
Nachjustierung des Aglycons konnte in der programmierba-
ren Eintopfsynthese von linearem a(2!3)-verkn�pftem si-
alyliertem Pentasaccharid 115 eines der Thiodisaccharide,
n�mlich Neu5Aca(2!3)Gal 112 (RRV= 1462, Tabelle 1),
erfolgreich als Ausgangsverbindung eingesetzt werden
(Schema 23a).[89] Die Effizienz des Phosphatdonors 105
wurde in einer Reihe weiterer Eintopfreaktionen mit ortho-
gonaler Strategie gezeigt, darunter der ersten Eintopfsyn-
these eines Derivats 118 des stadienspezifischen embryonalen
Antigens 4 (SSEA-4)[114] mit ausgezeichneter Ausbeute und
a-Selektivit�t (Schema 23b).[89] Bemerkenswert sind die
kurze Zeit (weniger als 4 h) und die hohe Ausbeute, mit der
diese Eintopfreaktionen abschlossen werden kçnnen.

Noch aktueller ist die Einf�hrung der stereoselektiven
Synthese von KDN mit einem �hnlichen 4,5-O-Carbonat-
gesch�tzten Sialins�uredonor 107 durch Crich et al. (Abbil-
dung 8).[108] In diesem Ansatz wurden die �blichen Eliminie-
rungsnebenprodukte der Sialylierungschemie weitgehend
vermieden. Man kçnnte vermuten, dass das verst�rkte Di-
polmoment der Carbonatschutzgruppe die positive Ladung
des intermedi�ren Acetonitriladdukts stabilisiert und da-
durch die Eliminierungsreaktion zur�ckdr�ngt.

Die 4,5-Oxazolidinon-gesch�tzten Sialosyldonoren sind
sehr n�tzlich und haben großes Einsatzpotenzial, wie anhand
der hocheffizienten chemoselektiven Eintopfsynthese von
Sialosiden[89, 115] und der Herstellung von Sialyloligosaccharid-
Bausteinen mit definierter Stereochemie f�r modulare Syn-
thesen,[89] einer alternativen Strategie zur Sialosidsynthese,[116]

sichtbar wird. Andere Carbamatschutzgruppen f�r Sialyl-
donoren finden sich in dem 5-N,4-O-Carbonyl-7,8,9-tri-O-

Schema 23. a) Programmierbare Eintopfsynthese mit dem sialylierten Disaccharid 112. b) Orthogonale Eintopfsynthese des entwicklungsstadienspezifischen
embryonalen Antigens-4 (SSEA-4). Reaktionsbedingungen: 1) NIS, TfOH, MS 4 �, CH2Cl2, �78 8C. 2) NIS, TfOH, �20 8C bis RT; 48% �ber zwei Stufen.
3) TMSOTf (1 �quiv.), CH2Cl2, �78 8C. 4) NIS, �40 8C; 78% �ber zwei Stufen.
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chloracetyl-gesch�tzten Donor 108,[107f] den 5-N,7-O-Oxazi-
nanonen 109[117] und 110[118] und der doppelt Silylen-/Oxazo-
lidinon-gesch�tzten Verbindung 111[119] (Abbildung 8).

Insgesamt erçffnet die Methode der programmierbaren
Synthese einen schnellen Zugang zu Oligosacchariden und
stellt ein effizientes Verfahren zur Modifikation des Glycan-
restes in Naturstoffen zur Verf�gung. Die eingesetzten Bau-
steine m�ssen optimiert werden, um so allgemein verwend-
bare Verbindungen, die f�r verschiedene Strukturen einsetz-
bar sind, zu erhalten.

4. Automatisierte Festphasen-Oligosaccharid-
synthese

Festphasen-Oligosaccharidsynthesen (SPOS; solid-phase
oligosaccharide synthesis) bieten vor allem zwei Vorteile:
1) In den meisten F�llen ist nur am Ende der Reaktion ein
Chromatographieschritt erforderlich und 2) unerw�nschte
Reagentien und Nebenprodukte kçnnen einfach durch Wa-
schen und Filtern entfernt werden, sodass große Mengen des
Glycosyldonors eingesetzt werden kçnnen, um hohe Pro-
duktionsausbeuten sicherzustellen. Die Entwicklung der
Festphasen-Oligosaccharidsynthese stagnierte bis vor einigen
Jahren, bevor Fortschritte bei den Glycosylierungsmethoden
sowie eine grçßere Auswahl an Schutzgruppen, Linkern und
Festphasen die Entwicklung z�gig vorangetrieben haben.[120]

Beispiele n�tzlicher Entwicklungen sind die glycosylbasierte
SPOS von Danishefsky et al. ,[121] die O-trichloracetimidat-
basierte SPOS von Schmidt et al.[122] und die thioglycosid-
basierte SPOS von Nicolaou et al.[123] Dar�ber hinaus f�hrten
Seeberger et al. einen automatisierten Oligosaccharid-Syn-
thesizer ein, der von einem Peptid-Synthesizer abgeleitet und
an eine automatisierte Oligosaccharidsynthese angepasst
wurde (Abbildung 9).[124]

Die allgemeine Anwendbarkeit der automatisierten
SPOS wurde an der Synthese eines Nonasaccharids, des Ley-
Lex(KH-1)-Antigenderivats 124 gezeigt (Schema 24).[125] Die
Glycosylphosphate[126] 119–123 dienten als glycosylierende
Verbindungen zum Aufbau von f�nf verschiedenen Glyco-
sidbindungen innerhalb der Zielsequenz von KH-1. In An-
betracht der Stabilit�t olefinischer Linker gegen�ber den
Bedingungen des Kupplungszyklus wurde Octendiol ausge-
w�hlt und an einem Polystyrolharz mit freien Carboxygrup-
pen verestert. Diese Bindung kann am Ende der Synthese mit
einer starken Base schnell abgespalten werden. Die 9-Flu-
orenylmethyloxycarbonylgruppe (Fmoc) wurde wegen ihrer
ausgezeichneten Stabilit�t gegen�ber den sauren Glycosylie-
rungsbedingungen und der leichten Abspaltbarkeit mit
nichtnucleophilen Aminen als tempor�re Schutzgruppe aus-
gew�hlt. Außerdem kann man die Entsch�tzungseffizienz
durch Verfolgen des bei der Abspaltung von Fmoc entste-
henden Dibenzofluorens durch UV/Vis-Spektroskopie be-
stimmen. L�vulinoylester wurde als weitere intermedi�re
Schutzgruppe f�r einen Verzweigungspunkt gew�hlt. Er kann
leicht mit Hydrazin entfernt werden. Das automatisierte
Syntheseverfahren umfasst folgende Schritte: 1) Kupplung:
TMSOTf (5 �quiv.) zur Aktivierung des Gly-
cosylphosphatdonors wurde zweimal zugegeben, um eine

hohe Kupplungsausbeute sicherzustellen und die Kupp-
lungsreaktion auf einen vollst�ndigen Umsatz hin voranzu-
treiben. 2) Entsch�tzung: Die tempor�re Fmoc-Schutzgruppe
wurde selektiv mit 20% Piperidin in DMF entfernt; der L�-
vulinoylester wurde mit 10 % Hydrazin in DMF entfernt.
3) Die Abspaltung des gew�nschten Oligosaccharids mit
Natriummethoxid; auch eine Kreuzmetathese mit Ethylen
mit Grubbs-Katalysator findet Anwendung zur Erzeugung
von n-Pentenylglycosiden, die zu biologischen Zwecken in
andere funktionelle Gruppen wie eine Thiogruppe umge-
wandelt werden kçnnen.[127] Ein HPLC-Lauf war der einzige
Reinigungsschritt nach der Abspaltung aller Schutzgruppen.
Das (LeY-LeX)-KH-1-Nonasaccharid wurde in 23 h mit einer
Gesamtausbeute von 6.5% synthetisiert. Nach dem gleichen
Schema konnte auch das Lex-Antigen 125 synthetisiert
wurden (Schema 24).

Mit der automatisierten Oligosaccharidsynthese wurden
verschiedene wichtige Kohlenhydrate synthetisiert, darunter
das Globo-H-Hexasaccharid 133 (Schema 25),[128] das Kern-
pentasaccharid N-verkn�pfter Glycane,[129] b-Mannosid,[130]

Oligomannoside,[131] Oligorhamnoside,[132] die Phytoalexin-
Elicitorfamilie aus Glucan[124a] und die parasitischen Impf-
stoffkandidaten gegen Malaria und Leishmaniose (siehe
Abschnitt 7).

Die stereoselektive Gewinnung von 1,2-cis-Glycosiden
bleibt eine der Hauptherausforderungen f�r die SPOS,
obwohl es bei a-galactosidischen[128] (Schema 25) and b-
mannosidischen[130] Bindungen einige Fortschritte gegeben
hat. Boons et al. gingen dieses Problem auf elegante Art mit
einer durch ein chirales Auxiliar vermittelten 1,2-cis-Gly-

Abbildung 9. Automatisierter Oligosaccharid-Synthesizer nach Seeber-
ger; Abdruck nach: Chem. Eur. J. 2005, 11, 3194–3206.
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cosylierung an.[133] Sie zeig-
ten, dass (S)-(Phenylthiome-
thyl)benzyl als chirale Hilfs-
gruppe an C2 des Gly-
cosyldonors an der Glycosy-
lierungsreaktion teilnimmt,
indem es ein anomeres
�quatoriales Sulfoniumion
als trans-Decalinring bildet,
der anschließend durch den
Zuckeralkohol ersetzt wird,
wobei stereoselektiv das 1,2-
cis-Glycosid entsteht (Abbil-
dung 10).[134] Mit diesem Ver-
fahren wurde eine Reihe
verzweigter Oligoglucoside,
die viele 1,2-cis-glycosidische
Bindungen enthalten, erfolg-
reich auf fester Phase mit
hoch stereoselektiver Kon-
trolle und hohen Ausbeuten
zusammengef�gt
(Schema 26).[133] Das chirale
Auxiliar (S)-(Phenylthiome-
thyl)benzyl kann auf der
Festphase einfach in eine
Acylgruppe umgewandelt
werden und ist mit den Be-
dingungen f�r die selektive
Abspaltung der tempor�ren
Fmoc- und Alloc-Schutz-
gruppen kompatibel.

Doch trotz der Erfolge
bei der automatisierten Fest-
phasen-Oligosaccharidsyn-

these macht der
Bedarf an großen
�bersch�ssen an Zu-
ckerdonoren (z. B.
10 �quivalente f�r
jeden Kupplungs-
schritt, um einen
vollst�ndigen Reakti-
onsablauf zu erzwin-
gen) zus�tzliche
Schritte zur Herstel-
lung der Bausteine
nçtig. Eine alternati-
ve Methode beruht
auf der Verwendung
leichter perfluorierter
Kohlenstoffketten.
Bei diesem Ansatz
wird die gew�nschte
markierte Verbin-
dung durch Extrakti-
on an einer fluorigen
Festphase (FSPE;
fluorous solid-phase

Schema 24. Automatisierte Festphasensynthese von Lex und Ley-Lex (KH-1).

Schema 25. Automatisierte Festphasensynthese des Globo-H-Hexasaccharids.
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extraction)[135] �ber spezifische solvophobe Wechselwirkun-
gen aus dem Reaktionsgemisch entfernt. Die Methode hat
sich als attraktive Strategie f�r die automatisierte Kohlenhy-
dratsynthese erwiesen.[136] Die leichte Fluorkohlenwasser-
stoffmarkierung (C8F17) war inert gegen�ber den �blichen
Glycosylierungs- und Schutzgruppenbedingungen und er-
mçglichte eine einfache NMR-Charakterisierung der Koh-
lenhydratzwischenprodukte.[136, 137] Pohl und Mitarbeiter ver-
wendeten diese Technik, um Tetra- und Pentamannoseoligo-
saccharide zu synthetisieren, indem sie eine perfluorierte
Gruppe �ber einen Sauerstoff-Abstandhalter einbauten
(Schema 27),[136] der die Lçslichkeit von Oligosaccharid und
Linker in organischen Lçsungsmitteln, wie sie meist f�r die
Glycosylierungsreaktion verwendet werden, deutlich verbes-
sert. Durch iterative Kupplung, Filtrierung und Entsch�tzung
kann das a(1!2)-verkn�pfte Tetramannosid 148 mit 79%

Abbildung 10. Kn�pfung einer 1,2-cis-glycosidischen Bindung mithilfe
eines chiralen Auxiliars.

Schema 26. Stereoselektive Festphasensynthese des a(1!6)-verkn�pften Tetraglucosids mit einer a(1!3)-verkn�pften Glucoseverzweigung.
[a] Die verwendeten Donoren 137, 138, 140 und 141 wurden mit TMSOTf bei �40 8C in einem getrennten Reaktionsgef�ß voraktiviert.
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Gesamtausbeute synthetisiert werden (Schema 27). Dazu
wurden nur 6 �quivalente 147 eingesetzt, was viel weniger ist
als bei der automatisierten Festphasensynthese.[124a] Diese
Fluormarkierungsmethode l�sst sich auch bei der Synthese
eines verzweigten Mannosepentasaccharids einsetzen.[136]

L�vulins�ureester und/oder tert-Butyldiphenylsilylether
wurden als tempor�re Schutzgruppen f�r die Verzweigungs-
punkte benutzt. Bemerkenswert ist, dass diese verzweigten
oder linearen Mannosestrukturen leicht lçslich in der w�ssrig-
organischen Mischung sind, mit der die FSPE-S�ule beladen
wird.

Die Fluorkohlenstoffmarkierung ist auch interessant, weil
sie eine Alkengruppe enth�lt, die in eine andere funktionelle
Gruppe umgewandelt werden kann. Auf diese Weise lassen
sich synthetische Oligosaccharide in multivalente Strukturen
einbinden.[138] Daneben kçnnen Zucker mit einer einzigen
C8F17-Gruppe nichtkovalent an perfluorierte Glaspl�ttchen
adsorbiert werden, die als Kohlenhydratmikroarray zum
Screening auf kohlenhydratbindende Proteine verwendet
werden kçnnen.[139] Schließlich kann die Fluormarkierung
auch in Eintopf-Oligosaccharidsynthesen eingesetzt werden,
um die Reinigung der gesuchten Oligosaccharide zu erleich-
tern.[140]

Festphasen-Oligosaccharidsynthesen haben trotz ihres
großen Potenzials auch ihre Grenzen, insbesondere bei
Schutzgruppenmanipulationen, wegen des großen �ber-
schusses an Glycosylierungsreagentien und bei der Erzeu-
gung molekularer Diversit�t. Die Komplexit�t selektiver
Entsch�tzungen nimmt mit wachsender Kettenl�nge zu. Au-
ßerdem ist die Methode zur schnellen Erzeugung molekularer
Diversit�t kompliziert, obwohl sie die Synthese des ge-
w�nschten Glycans beschleunigen und die Reinigung der
Zwischenprodukte erleichtern kann. Weitere Verbesserungen
sind nçtig, um SPOS anwenderfreundlicher zu machen:
1) eine sehr pr�zise Kontrolle von Stereoselektivit�t und
Regioselektivit�t und 2) eine quantitative Glycosylierung bei
jedem Kupplungsschritt. Ansonsten werden die zunehmende
Anzahl gemischter a/b-Bindungen in der wachsenden Oli-
gosaccharidkette sowie Deletionssequenzen den abschlie-
ßenden Reinigungsschritt stark verlangsamen.

4.2. Festphasen-Glycopeptidsynthese

Unter den posttranslationalen Modifikationen ist die
Glycosylierung eine verbreitete und komplexe Modifikation,
die sch�tzungsweise an mehr als 50 % aller humanen Proteine
vorkommt. Die Glycosylierung von Proteinen erfolgt ge-
wçhnlich an Ser, Thr und Tyr (O-Glycoside) oder an Asn (N-
Glycoside) und ist f�r eine Reihe biologischer Funktionen
verantwortlich.[1c] Zugang zu homogenen Glycoproteinen und
Glycopeptiden ist von entscheidender Bedeutung, um die
Rolle der Glycosylierung auf molekularer Ebene zu verste-
hen. Aufgrund der verbreitet vorkommenden heterogenen
Glycoformen sind homogene Pr�parationen nur schwer zu-
g�nglich, und es wurden chemische und chemoenzymatische
Synthesen eingef�hrt, um die notwendigen Glycopeptide und
Glycoproteine f�r biologische und Strukturuntersuchungen
zu erhalten.[141] Um Glycopeptide mit Festphasensynthesen
herzustellen, werden folgende drei Strategien am h�ufigsten
verfolgt (Abbildung 11):[142]

1. Konvergente Fragmentkondensation aktivierter Oligo-
saccharide mit passend gesch�tzten Volll�ngenpeptiden;

2. Schrittweise Festphasenpeptidsynthese eines einfachen
Glycopeptids, gefolgt von einer Verl�ngerung der Gly-
cane;

3. Schrittweise Festphasenpeptidsynthese mit vollst�ndig
glycosylierten Aminos�urebausteinen.

Die direkte Fragmentkondensation zwischen Saccharid
und Peptid stellt einen hochkonvergenten Ansatz zur Syn-
these von Glycopeptiden dar. Die komplexe Glycodom�ne
kann zun�chst mit Verfahren wie der Eintopfmethode oder
der Festphasenstrategie wie oben beschrieben aufgebaut und
das Endprodukt dann mit aktivierter anomerer Position
direkt mit dem geeignet gesch�tzten Peptid kondensiert
werden. Eine direkte O-Glycosylierung der freien Hydroxy-
gruppen von Thr oder Ser in Peptiden an fester Phase ist
prinzipiell mçglich,[143] scheitert aber oft an der schlechten
Lçslichkeit der Peptide unter �blichen Glycosylierungsbe-

Schema 27. Iterative Synthese von a(1!2)-verkn�pftem Tetramanno-
sid. Reaktionsbedingungen: a) 1. Kupplung (147, TMSOTf, CH2Cl2); 2.
Filtrierung (FSPE). b) 1. Entsch�tzung (NaOMe, MeOH); 2. Filtrierung
(FSPE), 79% Gesamtausbeute.

Abbildung 11. Drei Strategien zur Herstellung von Glycopeptiden mit
komplexen Glycanen.
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dingungen, sodass die Ausbeuten schlecht werden. Im Falle
N-glycosylierter Peptide ist die Reaktion eines Glycosylamins
mit der Aspartatseitenkette ein beliebter Ansatz. Die Leis-
tungsf�higkeit dieser Methode wurde elegant durch Dani-
shefskys Synthesen von N-Glycopeptiden verdeutlicht, die
alle Arten komplexer N-Glycane umfassen, darunter solche
vom High-Mannose-Typ,[144] vom Hybridtyp[145] und vom
Komplextyp.[146] In ihrem Ansatz wurden die glycosamintra-
genden komplexen N-Glycane �blicherweise mit dem Glycal-
Aufbausystem synthetisiert, danach wurden die reduzieren-
den Zucker durch Kochetkov-Reaktion[147] in Glycosylamine
umgewandelt. Das Verfahren ist zwar n�tzlich, zu seinen
Nachteilen gehçrt jedoch die Anomerisierung des Glycosyl-
amins unter reduzierenden Bedingungen und die Bildung
intramolekularer Aspartimide w�hrend der Aminolyse. Es
gibt noch immer Bedarf f�r alternative Strategien zur Her-
stellung von N-Glycosylamiden,[148] so den Einsatz von Gly-
cosylaziden f�r die stereoselektive N-Glycosylierung mit der
Staudinger-Ligation.[149]

Fast immer werden Glycosylaminos�ure-Bausteine, die
entweder Mono- oder Oligosaccharid-Seitenketten tragen,
zur schrittweisen Festphasenpeptidsynthese (SPPS) einge-
setzt. Der Syntheseweg zu den Saccharidkomponenten und
die Glycosylierungsreaktionen zur Pr�paration der O- und N-
Glycosylaminos�urebausteine sind an anderer Stelle aus-
f�hrlich beschrieben worden.[150] Der Einbau von Glycosyl-
aminos�uren mit voluminçsen Saccharidkomponenten ver-
l�uft bei der SPPS oft mit niedriger Ausbeute. Daher ist es
manchmal strategisch g�nstiger, eine Glycosylaminos�ure mit
einfachen Glycanen in der Peptidsynthese einzusetzen und
die Glycopeptide dann enzymatisch weiter aufzubauen. Die
einfachen O- oder N-verkn�pften Glycopeptide kçnnen dann
entweder als Akzeptoren f�r die schrittweise Addition von
Monosacchariden durch spezifische Glycosyltransferasen
dienen, wie bei der Synthese von O-Glycopeptid-Fragmenten
des Zelladh�sionsmolek�ls PSGL-1 (P-Selektinligand-1),[151]

oder bei der Transglycosylierung, bei der ein Enzym wie die
endo-b-N-Acetylglucosaminidase (ENGase) ein vollst�ndig
zusammengesetztes Oligosaccharid in einem einzigen Schritt
�bertr�gt.[152] Das Problem der Zug�nglichkeit von Glyco-
sylaminos�uren, die große und komplexe Glycane tragen,
kann auch durch direkte Isolierung aus nat�rlichen Glyco-
proteinen gelçst werden. In verschiedenen Beispielen hat sich
der Einbau aus der Natur stammender Oligosaccharid-Ami-
nos�uren in der SPPS zur Synthese von N-Glycopeptiden als
n�tzlich erwiesen.[153]

Die Festphasensynthese erlaubt zwar die Automatisie-
rung des hochrepetitiven Vorgangs der Kupplung der einzel-
nen Bausteine, die Routinesynthese von Peptiden im Bereich
von > 50 Aminos�uren ist jedoch nur noch eingeschr�nkt
mçglich. Allerdings lassen sich Glycopeptidsegmente f�r
weitergehende Ligationsreaktionen einsetzen, um kurze gly-
cosylierte Peptide zu Glycoproteinen zusammenzusetzen.[154]

5. Effiziente Strategien zur Beschleunigung der
enzymatischen Oligosaccharidsynthese

Enzyme besitzen ein großes Potenzial als Katalysatoren
f�r eine Reihe synthetischer Probleme.[3h, 155] So zeichnen sich
enzymkatalysierte Glycosylierungen durch ausgezeichnete
Regio- und Stereoselektivit�t unter sehr milden Bedingungen
aus und machen umfangreiche Schutzgruppenreaktionen
�berfl�ssig.[156] Der folgende Abschnitt befasst sich haupt-
s�chlich mit Strategien zur Beschleunigung der enzymkata-
lysierten Oligosaccharidsynthese. Aktuelle �bersichtsartikel
seien zum weiterf�hrenden Studium empfohlen.[70,156c,157]

5.1. Regeneration von Zuckernucleotiden

Die Glycosyltransferasen,[158] die die �bertragung eines
Saccharids von einem Zuckernucleotid-Donor auf einen
Akzeptor katalysieren, wurden bereits f�r die Synthese
komplexer Glycokonjugate eingesetzt.[156c,157b,d, 159] Dennoch
engen die schmale Substratspezifit�t, hohe Kosten f�r
Enzyme und Zuckernucleotide und die begrenzte Verf�g-
barkeit der Enzyme ihre Anwendbarkeit ein. Außerdem kann
das Fortschreiten der Glycosylierung durch eine R�ckkopp-
lungshemmung durch die entstehenden Nucleosidphosphate
beeintr�chtigt werden. Die Regeneration der Zuckernucleo-
tide in situ kann die Konzentration der Nucleotidphosphat-
Nebenprodukte unter Einsatz von weniger als einer stçchio-
metrischen Menge an Zuckernucleotid vermindern. So
werden der Zuckernucleotidverbrauch und die Produkt-
hemmung gleichzeitig verringert.[160] Viele Glycosyltransfe-
rasen, die an der Biosynthese von Oligosacchariden beteiligt
sind, nutzen nur neun Zuckernucleotide als Donorsubstrate
in S�ugersystemen, darunter a-UDP-Glucose (UDP-Glc), a-
UDP-N-Acetylgalactosamin (UDP-GalNAc), a-UDP-Glu-
curons�ure (UDP-GlcA), a-UDP-N-Acetylglucosamin
(UDP-GlcNAc), a-UDP-Galactose (UDP-Gal), a-UDP-
Xylose (UDP-Xyl), b-GDP-Fucose (GDP-Fuc), a-GDP-
Mannose (GDP-Man) und b-CMP-N-Acetylneuramins�ure
(CMP-Neu5Ac).

Vor beinahe 30 Jahren berichteten Whiteside und Wong
zum ersten Mal �ber ein Multienzymsystem f�r die Synthese
von N-Acetyllactosamin (LacNAc) in großem Maßstab mit
In-situ-Regeneration von UDP-Gal (Abbildung 12 a).[161]

Dieses Multienzymsystem integrierte die Regeneration von
UDP-Glc, die zur Gewinnung von UDP-Gal durch die UDP-
Gal-4-Epimerase eingesetzt wurde. Die nachfolgende Um-
setzung von UDP-Gal durch b1!4GalT ergab LacNAc im
Multigramm-Maßstab. W�hrend der letzten beiden Jahr-
zehnte wurde versucht, ein Regenerationssystem f�r alle �b-
lichen Zuckernucleotide zu entwickeln.[156c,d, 162] So kann
UDP-Gal außer �ber das beschriebene Regenerationssystem
auch aus Gal-1-phosphat (Gal-1-P), das mit Galactokinasen
aus Galactose gewonnen werden kann,[163] oder durch den
Einbau von Saccharose-Synthetase in das Recycling-Schema
r�ckgebildet werden.[164] Meistens ist es besser, das Zucker-1-
phosphat mit einer Kinase herzustellen und anschließend mit
UTP zum UDP-Zucker umzusetzen. Mit Sialyltransferase
kann CMP-Neu5Ac einfach aus Neu5Ac zur�ckgewonnen
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werden.[165] Um Kosten zu sparen, kann man auf ManNAc als
alternatives billigeres Ausgangsmaterial zur�ckgreifen; dieses
kann von der Neu5Ac-Aldolase in Neu5Ac umgewandelt
werden (Abbildung 12b).[166]

Glycosyltransferasebasierte Systeme zur Regeneration
von Zuckernucleotiden wurden zur Synthese komplexer
Oligosaccharide entwickelt.[156c,157e, 162a] Mit der Kombination
aus UDP-Regeneration und verschiedenen Galactosyltrans-
ferasen gelangen die Synthesen von a-Gal-Epitopen[164,167]

und LacNAc.[161, 163, 168] Ein mehrere Enzyme umfassendes
Regenerationssystem f�r UDP-GalNAc mit b1,3-N-Acetyl-
galactosaminyltransferase aus Haemophilus influenza wurde
f�r die Synthese der wichtigen Verbindungen Globotetraose
und Isoglobotetraose eingesetzt.[169] Das Hyalurons�u-
re(HA)-Polymer konnte effizient mit einer rekombinanten
HA-Synthase mit In-situ-Regenerationssystemen f�r UDP-
GlcA und UDP-GlcNAc synthetisiert werden.[170] Solche
Methoden, in denen der sequenzielle Einsatz von Glycosyl-
transferasen mit der Regeneration der Zuckernucleotide
kombiniert wird, wurden auch auf die Mçglichkeit hin un-
tersucht, komplexe Oligosaccharide wie Sialyl-Lewis x (sLex)
zu synthetisieren und gleichzeitig in situ CMP-Neu5Ac, UDP-
GlcNAc, UDP-Gal und GDP-Fuc zu regenerieren.[168a]

Phosphoenolpyruvat (PEP)[155] wird bei der Zuckernu-
cleotidregeneration wegen der Hydrolysestabilit�t und des
hohen Phosphorylierungspotenzials h�ufig als Phosphat-
quelle zugesetzt. Es sind aber auch verschiedene andere
Systeme untersucht worden. So berichteten Wang und Mit-
arbeiter vor kurzem �ber Kreatinphosphat-Kreatinkinase
(CP-KP) als alternatives Energieversorgungssystem bei der
Oligosaccharidsynthese.[171] Weil die freie Standardenergie

der Hydrolyse von CP
(�43.1 kJ mol�1) hçher als die von
ATP (�30.6 kJ mol�1) ist, lassen sich
CDP oder ADP leicht mithilfe des
CP-CK-Systems in ihre entspre-
chenden Triphosphate �berf�hren.
Als man dieses System mit den be-
kannten Regenerationssystemen wie
UDP-Gal und CMP-Neu5Ac kop-
pelte (Abbildung 12a,b), ließen sich
mehrere Oligosaccharide wie Glo-
botriose in Ausbeuten herstellen, die
mit denen des PEP-PK-Systems ver-
gleichbar waren.[171] Auch die Poly-
phosphatkinase aus E. coli zusam-
men mit Polyphosphat konnte als
g�nstiges Nucleotidtriphosphat-Re-
generationssystem f�r UDP-Gal bei
der Synthese von LacNAc eingesetzt
werden.[172]

Die Regeneration von Phospho-
adenosylphosphosulfat (PAPS) aus
dem Nebenprodukt Phosphoadeno-
sylphosphat (PAP) mit der Aryl-
sulfotransferase wurde f�r die Syn-
these sulfatierter Glycane und Gly-
copeptide entwickelt (Abbil-
dung 12 d).[68]

5.1.1. Eintopf-Multienzymsynthese mit In-situ-Regeneration des
Zuckernucleotids

Da die Glycosyltransferasen vielfach in einer Reaktions-
sequenz mit anderen Glycosyltransferasen oder Enzymen wie
Glycosidasen, Sulfotransferasen und Proteasen eingesetzt
werden,[156c] ist es praktisch, komplizierte multienzymkataly-
sierte Reaktionen in Eintopfreaktionen umzuwandeln, vor
allem solche, die auf Glycosyltransferasen in Verbindung mit
einer Zuckernucleotidregeneration aufgebaut sind. Diese
Strategie wurde bei der multienzymkatalysierten Eintopf-
synthese von 6’-Sialyllactosamin mit In-situ-Regeneration
von CMP-Neu5Ac und UDP-Gal verfolgt,[166] ebenso wie in
der Synthese des Trisaccharids Gala1!3Galb1!
4GlcNAcb1-OR mit b1!3GalT und b1!4GalT in Gegen-
wart des UDP-Gal-regenerierenden Systems.[164]

Glycosidasekatalysierte Transglycosylierung in Kombi-
nation mit einem glycosyltransferasekatalysierten System und
die Regeneration von Zuckernucleotiden wurden ebenfalls
zusammen in Eintopfsynthesen verwendet.[173] In einem ele-
ganten Beispiel nutzten Thiem et al. b-Glycosidase, um das
Disaccharid 150 des TF-Antigens (Galb1!3GalNAca1!
OThr) aus GalNAca1!OThr 149 zu bilden, das sofort mit
a2!3-Sialyltransferase zum Sialyl-TF-Antigen 151 mit In-
situ-Regeneration von CMP-Neu5Ac umgesetzt wurde
(Schema 28).[174] In diesem Fall kann die Hydrolyse des zwi-
schenzeitlich entstehenden Disaccharides durch Glycosidase
durch seine glycosyltransferasevermittelte Umwandlung in
das nichthydrolysierbare Produkt blockiert werden.

Abbildung 12. Recyclingsystem zur Regeneration von a) UDP-Gal, b) CMP-Neu5Ac, c) GDP-Fuc und
d) PAPS. E1= Galactosyltransferase, E2 =Pyruvatkinase (PK) oder Kreatinkinase (CK) oder E.-coli-
Polyphosphatkinase, E3= Glucose-1-phosphaturidylyltransferase, E4 = Pyrophosphatase (PPase),
E5 = UDP-Gal-4-Epimerase, E6= Sialyltransferase, E7 =Nucleosidmonophosphatkinase (NMK),
E8 = CMP-Neu5Ac-Synthetase, E9 =Neu5Ac-Aldolase, E10 = Fucosyltransferase, E11 = GDP-Fuc-Py-
rophosphorylase, E12= Sulfotransferase und E13 = Arylsulfotransferase, PEP= Phosphoenolpyruvat,
Pyr = Pyruvat, CP = Kreatinphosphat, CR =Kreatin, PAPS =Phosphoadenosylphosphosulfat,
PAP = Phosphoadenosylphosphat, PPi= anorganisches Pyrophosphat.
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5.1.2. Oligosaccharidsynthese mit Zuckernucleotidregeneration
an Festphasenk�gelchen oder klonierten ganzen Zellen

Auch wenn sich die Kopplung von glycosyltransferase-
basierten Synthesen mit der In-situ-Regeneration der Zu-
ckernucleotide als n�tzlich erwiesen hat, besteht ein wichtiger
Nachteil darin, dass die verschiedenen Enzyme f�r die Syn-
thesen vorab gereinigt werden m�ssen, was sich als zeitauf-
w�ndig herausstellen kann. Um dies zu vermeiden, f�hrten
Wang und Mitarbeiter die „Superbead“-Technologie ein, in
der rekombinante, mit einem His6-Ende markierte Enzyme
f�r die Regeneration von UDP-Gal auf Nickelnitrilotriacetat-
Agarosek�gelchen immobilisiert wurden.[175] Die Agarose-
k�gelchen wurden wie ein normales Reagens in Kombination
mit unterschiedlichen Galactosyltransferasen, darunter a1!
3GalT, a1!4GalT und b1!4GalT, eingesetzt, um Oligosac-
charide wie Globotriose (Gb3) und Isoglobotriose (iGb3) zu
synthetisieren. Sie konnten mehrfach wiederverwendet
werden, wobei die Enzymaktivit�t nur leicht abnahm. Ein
einfacheres UDP-Gal-Regenerationsk�gelchen mit drei En-
zymen, das g�nstig k�ufliches UTP umsetzt, wurde k�rzlich
zur Synthese von Gb3 und iGb3 benutzt.[176] Der Nachteil
dieses Ansatzes besteht darin, dass es problematisch ist
nachzuweisen, wenn ein oder zwei der immobilisierten
Enzyme inaktiviert werden, und diese dann zu ersetzen.

Eine andere Mçglichkeit ist, alle Gene f�r die enzymati-
sche Synthese eines Oligosaccharids in ein Bakterium zu
klonieren, um das Produkt in großem Maßstab in einem
Fermentations- oder Zellkultursystem ohne Isolierung der
Enzyme herzustellen.[177] Mit dieser Strategie entwickelten
Koizumi et al. bei Kyowa Hakko Kogyo Co. ein System zur
Produktion von Oligosacchariden in großem Maßstab mit
gentechnisch modifizierten Bakterien.[178] Ausgehend von
einer Schl�sseltechnologie, bei der Corynebacterium ammo-
niagenes eine große Menge an UTP aus preisg�nstiger
Orots�ure produziert, und in Kombination mit E.-coli-Zellen,

die gentechnisch so ver�ndert waren, dass sie die Gene des
entsprechenden Biosyntheseweges �berexprimieren, ließen
sich große Mengen an Zuckernucleotiden und Oligosaccha-
riden produzieren. Diese innovative Technologie wurde auf
einen grçßeren Gramm-Maßstab �bertragen, um Oligosac-
charide wie Globotriose[178] und 3’-Sialyllactose[179] sowie
verschiedene Zuckernucleotide wie UDP-Gal,[178] GDP-
Fuc[180] und CMP-Neu5Ac[179] herzustellen.

Eine attraktive Alternative zu den zuvor beschriebenen
Strategien ist der Ansatz einer „lebenden Fabrik“, eine Me-
thode, bei der Oligosaccharide in einer lebenden Bakterien-
zelle synthetisiert werden. Die Zelle ist so konstruiert, dass sie
die erforderlichen Glycosyltransferasen exprimiert und die
zellul�re Maschinerie besitzt, um die Zuckernucleotide zu
bilden.[181] Auf diesem Weg wurden verschiedene elegante
Beispiele f�r die Produktion von Oligosacchariden wie si-
alylierte (GM2[182] und GD3[183]) und fucosylierte Oligosac-
charide (Lex,[181c] H-Antigen[181b]) im Gramm-Maßstab eta-
bliert.

5.2. Enzymatische Oligosaccharidsynthese an fester Phase oder
auf Polymertr�gern

Analog zur automatisierten Festphasensynthese von Oli-
gosacchariden ist auch f�r enzymatische Synthesen der Ein-
satz von Festphasenmethoden erstrebenswert. In diesem Fall
kçnnte der Ansatz eine wirkliche Vereinfachung darstellen,
indem er die Vorteile der enzymatischen Synthese mit denen
von Festphasenmethoden verbindet. Diese Vorteile sind:
einfache Reinigung des Produkts, Stereo- und Regiokontrolle
und die Vermeidung von Zwischenreaktionen an Schutz-
gruppen.[184]

Die Integration von Enzymen in Festphasenstrategien
bringt Vorteile mit sich, z. B. die grçßere Stabilit�t gegen�ber
Denaturierung und die einfache Produktabtrennung und
Enzymr�ckgewinnung. Die Fixierung der Reaktionspartner
an der Festphase kann linear vom reduzierenden Ende her
erfolgen, indem man entweder das Akzeptorsaccharid oder
das Enzym immobilisiert. Entscheidend dabei ist, eine ge-
eignete Festphase zu finden, die hydrophil genug sein sollte,
um in Wasser gut zu quellen, die aber auch geeignet sein sollte
f�r den Einsatz in organischen Lçsungsmitteln wie DMF.
Auch die L�nge des Linkers, mit dem das Akzeptorsaccharid
an die Festphase gekuppelt wird, ist entscheidend.[185] Ein
l�ngerer Linker kann die Flexibilit�t der Konformation er-
hçhen und die sterische Wechselwirkung zwischen Enzym
und Festphase reduzieren, sodass die Enzyme f�r die Ak-
zeptorstellen zug�nglicher werden. Viele Harze wurden aus-
probiert, darunter auch Glas mit kontrollierter Porengrçße
(CPG, controlled pore glass),[186] derivatisierte Kiesels�u-
re,[187] Sepharose[185] und Polyethylenglycol/Polyacrylamid-
Polymer (PEGA).[188] Die kovalente Immobilisierung der
Glycosyltransferase auf Sepharose konnte ebenfalls erfolg-
reich f�r die Enzymtransferreaktion eingesetzt werden.[189]

Wasserlçsliche Polymertr�ger, die die Vorteile der Fest-
phasenmethodik mit einer einfachen Produktisolierung ver-
binden, wurden ebenfalls schon f�r die enzymatische Oligo-
saccharidsynthese eingesetzt. Es wurde nachgewiesen, dass

Schema 28. Eintopf-Multienzymsynthese des Sialyl-TF-Antigens mit
einem gemischten katalytischen System.
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die Immobilisierung des Zuckerakzeptors auf dem Polymer
manchmal einen „polymeren Zucker-Clustereffekt“ verur-
sacht, der die Affinit�t der Zuckersubstrate f�r die Glyco-
syltransferase erhçht und dadurch das Glycosylierungser-
gebnis verbessert.[190] Außerdem kann die Glycosylierung mit
NMR- und Fluoreszenzspektroskopie verfolgt und analysiert
werden. Nishimura und Mitarbeiter haben wichtige Beitr�ge
zum Einsatz von Polyacrylamid als wasserlçsliches Polymer
f�r die enzymatische Synthese von Sialyl-N-acetyllactos-
amin,[189–191] sLex[190b] und das Gangliosid GM3 geleistet.[192]

Sie entwickelten auch eine effiziente Recyclingstrategie f�r
die Enzyme: Die Glycosyltransferase wurde als Fusionspro-
tein mit maltosebindendem Protein (das als Affinit�tsmar-
kierung f�r die Immobilisierung des Biokatalysators auf der
Festphase z.B. aus Amylose dient) produziert.[190b] Die
Kombination einer immobilisierten Glycosyltransferase mit
einem wasserlçslichen Polymer als Akzeptorsubstrat hat sich
im glycosynthetischen System als erfolgreich erwiesen.[189,190b]

Der Prototyp eines „automatisierten Glycosynthesizers“
wurde nach dieser Strategie entwickelt (Abbildung 13).[193]

Andere wasserlçsliche Polymere wie thermoresponsives Po-

lyacrylamid sind im Zusammenhang mit der Synthese des
sLex-Tetrasaccharids beschrieben worden;[194] hier ist das Po-
lymer, das den Akzeptor tr�gt, bei niedriger Temperatur
lçslich und bei hoher Temperatur unlçslich.

Die Strategie, die eine Kombination aus Festphasenpep-
tidsynthese und enzymatischer Fl�ssigphasensynthese um-
fasst, wurde mit Erfolg bei der Herstellung von Glycokonju-
gaten wie Glycopeptiden eingesetzt. In einem �blichen
Ansatz wird ein Glycosylaminos�ure-Baustein in das Syn-
theseschema der Festphasenpeptidsynthese integriert, wo er
als Primer f�r die nachfolgende enzymatische Kettenverl�n-
gerung dient. Nach diesem Schema wurden beispielsweise
PSGL-1-Glycopeptide, die f�r die hochaffine Bindung an P-
Selectin bençtigt werden,[151a,b, 195] oder O-Glycopeptide der
Mucindom�ne des L-Selectin-Liganden MAdCAm-1 syn-
thetisiert.[188b] Die Strategie wurde dann von Nishimura und
Mitarbeitern ausgeweitet, die den molekularen Transporter
entwarfen, mit dem Glycopeptide nach der Freisetzung von

der Festphase auf das wasserlçsliche Polymer zur weiteren
enzymatischen Verl�ngerung �bertragen werden.[196] Dieser
Transporter ist ein multifunktioneller Linker, der entweder
als Markierungsgruppe dient, um das Glycopeptid am Poly-
mer anzuheften, oder als Spaltstelle, die die Freisetzung des
Produkts vom Polymer erleichtert. Diese Technik ließ sich auf
die kombinatorische Synthese einer MUC1-Glycopeptidbib-
liothek mit 36 Strukturvarianten anwenden.[196b]

Die Technik ist zwar vielversprechend, doch die Anzahl
der Enzyme, die f�r die Festphasensynthese zur Verf�gung
stehen, ist noch sehr begrenzt und es bedarf weiterer An-
strengungen, hier die Auswahl zu vergrçßern.

5.3. Chemoenzymatische Oligosaccharidsynthese

Chemoenzymatische Synthesen, die die Regio- und Ste-
reoselektivit�t von Enzymen mit der Flexibilit�t der chemi-
schen Synthese verbinden, wurden in j�ngster Zeit als mçg-
liche Verfahren zur Kohlenhydratsynthese in die Diskussion
gebracht.[3h, 156, 157b, 159a,b, 184, 197] Enzyme wie Glycosyltransfera-
sen oder Glycosidasen kçnnen dazu dienen, Saccharidreste
von einem geeigneten Donor auf die chemisch bereitgestell-
ten Oligosaccharide oder Glycokonjugate zu �bertra-
gen.[152b, 198] Aufgrund ihrer strengen Regio- und Stereospezi-
fit�t sind sie besonders geeignet f�r die Bildung von Glyco-
sidbindungen, die anders schwierig zu kn�pfen sind, so wie im
Fall der Synthese von a-Sialosiden. Um dieses Problem che-
misch zu lçsen, m�ssen eigene Strategien (z. B. Synthese von
sialylierten Oligosaccharidbausteinen) entwickelt werden,
was die Komplexit�t des Entwurfs von Bausteinen vergrç-
ßert. Die Reaktionssequenz bei der chemoenzymatischen
Oligosaccharidsynthese kann auch umgekehrt werden, sodass
enzymatisch synthetisierte Produkte chemisch weiterverar-
beitet werden.[176, 199] Diese beiden Typen von Reaktionsse-
quenzen kçnnen maßgeschneidert eingesetzt werden, um die
geeignetste Kombination zur Ableitung spezifisch glycosy-
lierter Verbindungen zu finden.

5.3.1. Chemoenzymatische Oligosaccharidsynthese mit Glycosyl-
transferasen

Glycosyltransferasen aus Bakterien wurden f�r die che-
moenzymatische Oligosaccharidsynthese als geeigneter er-
achtet als ihre Gegenst�cke aus S�ugern, da diese meist we-
niger „promiskuitiv“ und in E. coli schwierig zu exprimieren
sind. Daher sind sie kaum in ausreichender Menge f�r Syn-
thesen in großem Maßstab zu gewinnen.[177c,200] Die steigende
Zahl klonierter bakterieller Glycosyltransferasen[201] mit
breiterer Substratspezifit�t ermçglichte die parallele und
kombinatorische chemoenzymatische Synthese verschiede-
ner nat�rlicher und nichtnat�rlicher Oligosaccharide.

Chen et al. haben j�ngst ein Multienzym-Eintopfsystem
zur effizienten Synthese von Sialosiden entwickelt (Tabel-
le 4).[85a, 202] In diesem System katalysiert eine rekombinante
K-12-Sialins�urealdolase aus E. coli die Synthese von Sialin-
s�urevorl�ufern f�r CMP-Neu5Ac aus den entsprechenden
Hexosederivaten (Mannose, N-Acetylmannosamin und an-
deren). CMP-Sia-Derivate wurden dann in situ aus Sialin-

Abbildung 13. Automatischer Glycosynthesizer (Abdruck nach
Lit. [193]).
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s�urevorl�ufern durch eine rekombinante CMP-Sialins�ure-
synthase NmCSS erzeugt. Anschließend wurde der Sialin-
s�urerest durch eine Sialyltransferase zur Bildung nat�rlicher
Sialoside auf einen Zuckerakzeptor �bertragen. Diese drei
Schritte kçnnen in einer Eintopfsequenz kombiniert werden,
ohne die Zwischenprodukte zu reinigen. Mit diesem Ansatz
ließen sich hocheffizient systematisch Sialosidbibliotheken
mit hoher Diversit�t herstellen. Eine Reihe nat�rlicher oder
nichtnat�rlicher Sialosidderivate mit a(2!3)-,[202a] a(2!6)-
[203] und a(2!8)- Bindungen[204] wurde in großen Mengen und
guter Ausbeute synthetisiert, wobei die Strukturen an den
Positionen C5 und C9 der Sialins�urereste flexibel angepasst
werden konnten. Bedeutsam ist auch, dass 3-Fluor-Neu5Ac-
und Neu5Gc-haltige Sialyllactose-Trisaccharide, die chemisch
besonders schwer zu synthetisieren sind, mit NmCSS und der
multifunktionellen Sialyltransferase PmST1 in einer Ein-
topfsynthese mit zwei Enzymen hergestellt werden konn-
ten.[205] Die 3-fluorierten Sialins�urederivate sind als kompe-
titive Hemmstoffe von viralen Sialidasen geeignet.[206]

Eine Strategie f�r die chemoenzymatische Synthese von
in Position 8 modifizierten
Sialins�ureanaloga wurde
k�rzlich von Withers et al.
verçffentlicht
(Schema 29).[209] Die mo-
difizierten Sialins�urevor-
l�ufer 155–158 wurden aus
den Verbindungen 152–
154 hergestellt und je mit
einer bakteriellen CMP-
Sialins�uresynthase in die
entsprechenden Cytidin-
monophosphatdonoren
umgewandelt. Cst-1, eine
a2,3-Sialyltransferase aus
Campylobacter jejuni,
wurde zur Synthese der
Sialylthiolactoside 159–
162 genutzt. Außerdem

ergab in dieser Untersuchung
der Vergleich zwischen der
Hydrolyseaktivit�t von Cst-1
und einer anderen Sialyl-
transferase, PM0188h, dass
Cst-1 geeigneter ist f�r die
Synthese 8’’-modifizierter Si-
alyllactose, w�hrend
PM0188h eine grçßere Hy-
drolyseaktivit�t gegen�ber
nat�rlichen Substraten be-
sitzt.[209]

In einer anderen Arbeit
von Chen und Mitarbeitern
wurden zwei bakterielle b-
1,4-Galactosyltransferasen,
NmLgtB und Hp1-4GalT,
charakterisiert. Sie akzeptie-
ren ein breites Substratspek-
trum und haben komplemen-

t�re Spezifit�ten f�r GlcNAc-Monosaccharidsubstrate mit 6-
O- oder N-Sulfatgruppe.[210] Mit diesen Enzymen in einer
Eintopf-Multienzymsynthese erzeugt man effizient eine
Auswahl von LacNAc- und Lactose-Derivaten.[210] Die che-
moenzymatische Synthese von schwefelgebundenen Saccha-
riden wurde ebenfalls untersucht.[211] So berichteten Withers
et al. k�rzlich �ber eine effiziente Synthese der schwefelge-
bundenen Disaccharide Gal-b-S-1,4-GlcNAcpNP und dem
ungewçhnlichen Gal-b-1,4-Man-pNP durch die b1,4-Galac-
tosyltransferase HP0826 aus Helicobacter pylori.[212]

5.3.2. Chemoenzymatische Oligosaccaridsynthese mit Glycosid-
asen und Glycosynthasen

Glycosidasekatalysierte Transglycosylierungen haben ge-
gen�ber Glycosyltransferasen einige Vorteile, so die einfach
verf�gbaren Donorsubstrate, die leichte Zug�nglichkeit der
Enzyme und die Mçglichkeit, Oligosaccharide in einem
Schritt zu �bertragen. Doch obwohl einige Glycosidasen
wertvolle Biokatalysatoren f�r den Aufbau von regio- und

Tabelle 4: Eintopf-Multienzymansatz nach Chen et al. zur Synthese von Sialosiden mit flexiblen Strukturmo-
difikationen.

Enzym Quelle Funktion

Aldolase[207] E. coli K-12 Sialins�urealdolase
NmCSS[207] Neisseria meningitidis CMP-Sialins�uresynthase

SiaT
Pm0188Ph(PmST1)[202a] Pasteurella multocida a(2!3)-Sialyltransferase
Pd2,6ST[203] Photobacterium damsela a(2!6)-Sialyltransferase
CstIID32I53S[204, 208] Campylobacter jejuni a(2!8)-Sialyltransferase

Schema 29. Chemoenzymatische Synthese des Sialyllactose-Trisaccharids mit C8-Modifikationen.
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stereospezifischen Glycosidbindungen in Saccharidstruktu-
ren sind,[157a,c,159b–d] trifft man h�ufig auf zwei wichtige Ein-
schr�nkungen: die niedrige Glycosylierungsausbeute und die
Hydrolyse des Produkts. Diese Probleme lassen sich �ber-
winden durch die Mutation der nucleophilen Reste im kata-
lytischen Zentrum, um mutierte Glycosidasen, vor allem
Glycosynthasen zu erzeugen, die bei Erhaltung der Glycosy-
lierungsaktivit�t keine Hydrolaseaktivit�t mehr besitzen.
Weitere Verbesserungen kçnnen durch gerichtete Evolution
erreicht werden.[157a, 213] Beispielsweise gelang eine effiziente
chemoenzymatische Synthese der lyso-GM1- und lyso-GM3-
Antigene mit der Glycosynthase E351S, die aus der Endo-
glycoceramidase II (EGC II) entwickelt wurde; sie konnte
das synthetische Glycosylfluorid 163 als Donorzucker um-
setzen, um Sphinganin- und Sphingosinderivate mit hoher
Ausbeute zu glycosylieren (Schema 30).[214] Der Katalysator
der ersten Generation zeigte allerdings nur geringe Promis-

kuit�t gegen�ber Lipidakzeptoren, einschließlich dem Phy-
tosphingosinderivat. Ein neuer Katalysator, die D314Y/
E351S-Mutante von EGC II, die mit gerichteter Evolution
gefunden wurde, zeigte die gew�nschte hohe Promiskuit�t.[215]

Eine interessante Anwendung von Glycosynthasen, die in
den letzten Jahren viel Aufmerksamkeit erregt hat, ist die
endoglycosidasekatalysierte Transglycosylierung zur Synthe-
se homogener Glycopeptide und Glycoproteine.[216] Die endo-
b-N-Acetylglucosaminidasen (ENGasen), die die Hydrolye
der Glycosidbindung im Chitobioser�ckgrat (GlcNAcb1-
4GlcNAc) katalysieren, zeigen auch Transglycosylierungsak-
tivit�t, kçnnen also verschiedene Typen von N-Glycanen im
Ganzen auf verschiedene Akzeptoren �bertragen. Zwei
ENGasen, Endo-A aus Arthrobacter protophormiae und
Endo-M aus Mucor hiemalis, wurden vielfach verwendet, um
einen großen Oligosaccharidrest in einem Schritt regio- und
stereoselektiv an ein vorgeformtes GlcNAc-Peptid anzu-
kn�pfen.[152, 217] Die relativ niedrige Transglycosylierungsakti-
vit�t der ENGasen trieb die Optimierung der Methode voran,

unter anderem durch den Gebrauch synthetischer Zucker-
oxazoline als sehr aktive Donorsubstrate.[152b,217c,218] Um dem
Problem der Produkthydrolyse zu entgehen, wurden speziell
f�r die Umsetzung großer vollst�ndiger N-Glycane verschie-
dene Mutanten von Endo-A und Endo-M entwickelt, deren
Hydrolyseaktivit�t vollst�ndig ausgeschaltet war und die
stattdessen eine erhçhte Transglycosylierungsaktivit�t besa-
ßen.[217a,219] So beschrieben Yamamoto und Wang in einer
aktuellen Arbeit eine erhçhte Aktivit�t der Endo-M-Mutante
N175Q zur Synthese von Glycopeptiden und Glycoproteinen
vom Sialokomplextyp.[220] In einer Verçffentlichung von
Wang et al. ist eine interessante enzymatische Eintopfme-
thode beschrieben, mit der die Ribonuclease B vom High-
Mannose-Typ in die Ribonuclease C vom Komplextyp um-
gewandelt wird (Schema 31).[221] In diesem Ansatz wurde das
sialylierte N-Glycanoxazolin semisynthetisch hergestellt,
indem das freie N-Glycan aus isoliertem Sialoglycopeptid
(SGP) freigesetzt und dann mit 2-Chlor-1,3-dimethylimid-
azoliniumchlorid (DMC) quantitativ zum Oxazolin umge-
setzt wurde.[221] Mit der ausgesprochenen Substratspezifit�t
von Endo-A und Endo-M wurde das High-Mannose-N-
Glycan von RNase B zuerst mit Endo-A hydrolysiert und
dann mit Endo-M-N175A und 165 als Donorsubstrat zu
RNase C glycosyliert, und das in einer Eintopfreaktion mit
70% Ausbeute.

Schema 30. Synthese von Glycosphingolipidderivaten mit EGC-Glyco-
synthasen.

Schema 31. Eintopfumwandlung von RNase B in sialylierte RNase C
durch Endo-A-katalysierte Hydrolyse und EndoM-N175A-katalysierte
Transglycosylierung.
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6. Die Anwendung von Glycanmikroarrays zur Un-
tersuchung menschlicher Krankheiten

Vergegenw�rtigt man sich die ubiquit�re Pr�senz diverser
Glycane auf Zelloberfl�chen, so ist offensichtlich, dass die
molekulare Erkennung zwischen Kohlenhydraten und gly-
canbindenden Proteinen (GBPs) an vielen biologischen Pro-
zessen beteiligt ist. Die Untersuchung von Kohlenhydrat-
Protein-Wechselwirkungen wird jedoch durch die niedrige
Affinit�t der Kohlenhydrate f�r die glycanbindenden Pro-
teine, deren KD-Werte f�r die Monomeren typischerweise im
mikro- bis millimolaren Bereich liegen, erschwert.[222] Gly-
canmikroarrays entstehen durch die Immobilisierung von
Glycanen auf einer Oberfl�che; sie ahmen damit die multi-
valente Pr�sentation von Kohlenhydratepitopen auf der
Zelloberfl�che nach.[223] Inzwischen ist nur noch eine kleine
Menge der Glycane (wenige nL von Lçsungen mit Konzen-
trationen von 1–100 mm) erforderlich, sodass sich hier ein
einfacherer Zugang zur Herstellung von Glycanbibliotheken
anbietet.

Dennoch bleibt die Herstellung einer umfangreichen
Glycanbibliothek eine zentrale Herausforderung f�r die
Entwicklung eines Glycanmikroarrays. Im Allgemeinen kann
man Glycane auf zwei Arten erhalten, durch Isolierung aus
nat�rlichen Quellen oder durch Synthese. Die Isolierung von
Glycanen aus nat�rlichen Quellen ist ein gutes Verfahren, um
das gesamte Glycom effizient zu verwerten, obwohl die Ver-
f�gbarkeit spezieller Glycane oft begrenzt und daher die
genaue Strukturaufkl�rung jeder Komponente ein Problem
ist. Turnbull und Mitarbeiter berichteten �ber eine effiziente
Methode, mit der sie Heparansulfat (HS) durch partiellen
Verdau von HS-Polysaccharidketten aus Geweben und
nachfolgende chromatographische Fraktionierung gewinnen
konnten.[224] So kçnnen innerhalb kurzer Zeit strukturell di-
verse nat�rliche Saccharidbibliotheken von HS-Varianten
hergestellt werden. Synthetische Methoden sind eine andere
Mçglichkeit, strukturell wohldefinierte Glycane zu erhalten.
Die Fortschritte der modernen Kohlenhydratsynthese wie die
oben beschriebene programmierbare Eintopfglycosylierung
und die Einf�hrung der Festphasen-Oligosaccharidsynthese
(SPOS),[225] insbesondere die automatisierte Festphasensyn-
these,[124a] haben den Aufwand bei der Glycanherstellung
stark vermindert. Dennoch bleibt festzuhalten, dass die voll-
automatische Synthese von Oligosacchariden mit sehr kom-
plexen Strukturen noch eine große Herausforderung dar-
stellt.[3i]

Durch die Kombination chemischer und enzymatischer
Synthesen lassen sich gut Glycane mit großer Diversit�t be-
reitstellen. Mit dieser Strategie wurden Glycanstrukturen
durch Einwirkung unterschiedlicher Glycosyltransferasen auf
die Chipoberfl�che verl�ngert.[226] Es ist allerdings schwierig,
die verl�ngerten Glycane direkt auf der Array-Oberfl�che zur
charakterisieren und zu quantifizieren. Daher fehlt bei
Glycan-Mikroarrays, die auf diese Art hergestellt wurden,
meist eine Qualit�tskontrolle. Um dieses Problem zu behe-
ben, entwickelten Mrksich und Mitarbeiter eine Methode, die
selbstorganisierende Monoschichten mit MALDI-TOF-MS
kombiniert,[227] um Glycanstrukturen auf der Goldoberfl�che
beobachten und optimieren zu kçnnen. Diese Strategie wurde

auch von der Gruppe um Flitsch eingesetzt, um die Glyco-
syltransferasen zu verfolgen, die an der Protein-O-Gycosy-
lierung beteiligt sind.[228] Wong und Mitarbeiter entwickelten
eine massenspektrometrische Methode mit Desorption/Ioni-
sation auf Silicium (DIOS-MS), die eine porçse Silicium-
oberfl�che verwendet, um in der Gasphase Ionen kleiner
Molek�le (< 3000 Da) ohne Matrix zu erzeugen,[229] anhand
derer sich die kovalent �ber einen photospaltbaren Linker am
Silicium gebundenen Oligosaccharide charakterisieren las-
sen.[47b] Es ist allerdings ziemlich m�hsam, diesen Linker in
die einzelnen Glycane einzubauen. Als Alternative wurde
daher eine neue Technik auf Grundlage der nanostrukturin-
itiierten Massenspektrometrie (NIMS) zur Charakterisierung
nichtkovalent gebundener Glycanarrays entwickelt. In
diesem Aufbau sind die Glycane �ber perfluorierte Kohlen-
stoffketten physikalisch an die Fluorkohlenwasserstoff-be-
schichtete porçse Siliciumoberfl�che gebunden.[230] Aller-
dings sind f�r die Herstellung der porçsen Siliciumplatten
korrosive S�uren erforderlich, mit denen nicht immer
gleichm�ßige Ergebnisse erzielt werden. Daher entwickelten
Wong und Wu unter Anwendung von Phosphonatreaktionen
stabile polyfluorierte aluminiumbeschichtete Glaspl�ttchen
(ACG), die dann mit mit perfluorierten Kohlenstoffketten
versehenen Glycanen zu einem nichtkovalenten Array be-
schickt wurden (Abbildung 14).[231] Da die ACG-Pl�ttchen
eine leitende Oberfl�che besitzen,[232] kann der nichtkova-
lente Array massenspektrometrisch durch Ionisation/De-
sorption mit niedriger Laserenergie ohne Zugabe einer
Matrix analysiert werden. Dieser Arraytyp ist besonders ge-
eignet f�r Aktivit�ts- und Spezifit�tsuntersuchungen. Ein
repr�sentativer Cellotetraosearray wurde entwickelt, um die
Aktivit�t und Spezifit�t verschiedener Cellulasen zu testen
und die Exo- und Endoglucanaseaktivit�ten zu unterschei-
den.[231] Auf �hnliche Weise wurde ein kovalent gebundener
Glycanarray auf ACG entwickelt (Abbildung 14), indem das
Glycanphosphonat direkt auf die ACG-Oberfl�che aufge-
bracht wurde.

Ein anderer ausgezeichneter kombinatorischer chemo-
enzymatischer Ansatz wurde von Chen und Mitarbeitern
eingef�hrt.[233] Mit einer Kombination von 18 ManNAc/
Mannose-Substraten und vier verschiedenen biotinylierten
Akzeptoren wurde in einer Eintopfsynthese mit drei Enzy-
men ein Array aus 72 Sialosiden systematisch synthetisiert.
Die Produkte wurden auf eine NeutrAvidin-Mikrotiterplatte
�bertragen und ohne weitere Reinigung zur Untersuchung
sialins�urebindender Lektine eingesetzt; damit wurde eine
Plattform f�r Hochdurchsatz-Screenings erçffnet.

Glycan-Mikroarrays werden mittlerweile f�r viele An-
wendungen eingesetzt, darunter Untersuchungen von En-
zymaktivit�ten,[234] Forschungen �ber die Spezifit�t von Lek-
tinen[235] und Antikçrpern,[236] zum Verfolgen von Antikçr-
pertitern nach der Immunisierung zur Impfstoffentwick-
lung,[237] zur Wirkstoffentwicklung,[238] zur Profilierung von
Serumantikçrpern[239] und zur �berwachung von Infektions-
krankheiten. Das Fernziel ist es, diagnostische und thera-
peutische Ans�tze gegen humane Erkrankungen zu entwi-
ckeln.
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6.1. Glycanmikroarrays zur Untersuchung der Wechselwirkung
zwischen Sialosiden und Influenza-H�magglutinin

Die Infektion durch ein Influenzavirus wird eingeleitet
durch die Anheftung des Virus an Zelloberfl�chen-Sialosid-
rezeptoren �ber eines der Influenza-Oberfl�chenglycopro-
teine, das H�magglutinin (HA). Abh�ngig von der Rezep-
torspezifit�t kann man Influenza-HA allgemein in zwei Typen
einteilen: humanadaptiertes Virus-HA, das eine Pr�ferenz
f�r Neu5Aca(2!6)Gal-Reste hat, und affenadaptiertes
Virus-HA, das Neu5Aca(2!3)Gal-Reste pr�feriert. Ein
solch winziger Unterschied in der Rezeptorspezifit�t tr�gt zu
einer Artenbarriere bei, die den Menschen vor einer Infek-
tion durch Affen-Influenzaviren sch�tzt. Mutationen des HA
kçnnen allerdings zu einer art�bergreifenden Infektion von
Menschen durch affenadaptierte Viren f�hren. Daher besteht
großes Interesse in der Erforschung der HA-Rezeptorspezi-
fit�ten, mit dem Ziel der Entwicklung von �berwachungs-
verfahren, um vor allem bei pandemischen St�mmen die
Viren fr�h entdecken zu kçnnen.[240]

Glycanmikroarrays haben sich als sehr n�tzlich zur Un-
tersuchung von HA-Spezifit�ten erwiesen.[223b] Im Jahr 2006
f�hrten Wilson und Paulson eine Serie von Influenza-H1-,
-H3- und -H5-Glycanmikroarrays ein, wobei sie auf eine Bi-
bliothek aus mehr als 260 Glycanen zur�ckgriffen, die vom
Consortium of Functional Glycomics (CFG) am Scripps Re-
search Institute entwickelt worden waren.[241] In diesen Stu-
dien wurden hervorstechende Unterschiede bei den Rezep-

torbindungsspezifit�ten zwischen den verschiedenen HA-
Subtypen sichtbar, die sich in Struktureigenschaften der Oli-
gosaccharide, darunter Modifikationen in der Sialylierung,
der Sulfatierung und Fucosylierung der benachbarten Gly-
canstrukturen �ber die anomere Bindung der terminalen Si-
alins�ure hinaus niederschlagen. Die Ergebnisse zeigen die
Sensitivit�t und Hochdurchsatz-Eignung im Vergleich zu In-
hibitionstests der H�madsorption und H�magglutinierung.[240]

Glycanmikroarrays sind unverzichtbar geworden f�r die
Untersuchung der Influenzavirus-Rezeptorspezifit�t saiso-
naler und pandemischer St�mme, zu denen auch der letzte
Ausbruch des aus Schweinen stammenden H1N1-Virusstam-
mes im Jahr 2009 gehçrt.[242]

Die Bestimmung der Affinit�t von kohlenhydratbinden-
den Strukturen ist meist schwierig, weil die Glycane nur be-
grenzt zur Verf�gung stehen. Um Rezeptorspezifit�ten zu
untersuchen, ist es erforderlich, eine genaue quantitative
Methode f�r die Glycanmikroarrays zu entwickeln. Wong
et al. publizierten aktuell eine quantitative Glycanmikro-
array-Methode,[243] in der die Bestimmung der Oberfl�chen-
Dissoziationskonstanten (KD,surf) beschrieben wird. Sie kann
auch ausgeweitet werden, um die Gibbs-Energie der Protein-
Glycan-Bindung zu bestimmen. Dieser quantitative Glycan-
mikroarray wurde eingesetzt, um KD,surf des H�magglutinins
von Influenza H5 und seiner Liganden zu bestimmen (Ab-
bildung 15).[244] Bestimmt man die �nderung in DG (DDG)
bei der Bindung von HA an das Neu5Aca(2!3)Gal-Disac-
charid und vier verschiedene Neu5Aca(2!3)Gal-Trisaccha-

Abbildung 14. Glycanarray auf aluminiumbeschichteten Glaspl�ttchen (ACGs).
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ride (b4- und b-3 GlcNAc, b4-Glc und b3-GalNAc), so l�sst
sich die Bindungsenergie verschiedener Sialoside berechnen
und vergleichen, um so die Anteile an der Bindungsenergie zu
errechnen, die von den verschiedenen Bestandteilen der
Glycanstrukturen beigesteuert werden und um den besten
Liganden zu identifizieren (Abbildung 15a).

Um schnell auf einen mçglichen Ausbruch zu reagieren,
muss man ein leistungsf�higes Diagnoseverfahren entwickeln,
das gleichzeitig eine Typisierung und Subtypisierung von In-
fluenzaviren durchf�hrt. Dazu begannen Wong und Mitar-
beiter eine Studie, um Influenzaviren mithilfe eines Glycan-
mikroarrays mit 27 synthetischen Sialosiden zu subtypisie-
ren.[242b] Die Glycanbindungsergebnisse rekombinanter HAs
aus saisonalen oder pandemischen Viren deuteten auf eine

Auswahl von Glycanen, darunter die Nummern 24, 29 und 30,
die sich als n�tzlich f�r die Subtypisierungen von H1 und H3
erweisen kçnnten (Abbildung 16). Alle H1-HAs von pande-
mischen oder saisonalen St�mmen zeigten eine l�ngenab-
h�ngige Pr�ferenz f�r l�ngere a(2!6)-Glycane (Abbil-
dung 16a–c). Wie die H1-HAs banden auch die H3-HAs von
saisonalen St�mmen am st�rksten an das l�ngste Glycan 30,
das drei LacNAc-Wiederholungen enth�lt (Abbildung 16 d).
Mit Glycan 29, das nur zwei LacNAc-Einheiten enth�lt, war
dagegen nur eine sehr schwache Bindung nachweisbar. Eine
�hnliche Tendenz war bei der Profilierung echter Virusisolate
der entsprechenden St�mme zu beobachten.[242b] Auf dieser
Basis l�sst sich mçglicherweise ein diagnostisches Hilfsmittel
zur Unterscheidung von Influenza-Subtypen entwickeln.

Abbildung 15. a) Beitr�ge zur Bindungsenergie von Zuckern oder Modifikationen zu H5HA-Glycan-Wechselwirkungen. b) Langmuir-Isothermen zur
Berechnung von KD,surf. c) Assoziationskonstanten von H5 mit den a(2!3)-verkn�pften Sialosiden Nr. 1–13.
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Neben dem Nachweis von Influenzaviren kçnnen Gly-
canmikroarrays auch dazu dienen, verschiedene Mikroorga-
nismen wie Bacillus anthracis, Burkholderia pseudomallei und
Francisella tularensis nachzuweisen,[245] da sie bekannterma-
ßen eine große Zahl glycanbindender Proteine auf der Zell-
oberfl�che tragen.

6.2. Glycanmikroarrays in der Tumordiagnostik und
Impfstoffentwicklung

Abweichende Glycosylierungsmuster sind ein Kennzei-
chen von Tumoren; daher wurde die Identifizierung spezifisch
exprimierter tumorassoziierter Kohlenhydratantigene

(TACAs; tumor-associated carbohydrate antigens) ein at-
traktiver Ansatz f�r die Entwicklung neuer Therapeutika und
Diagnostika f�r Krebserkrankungen (siehe Abschnitt 7.3).
Gegenw�rtig beruht die Diagnose von Krebs meist auf ge-
netischen Test, serologischen Methoden oder anderen inva-
siven Nachweisverfahren wie Endoskopie. Andererseits wird
das prostataspezifische Antigen (PSA) verbreitet als Bio-
marker f�r die Fr�herkennung von Prostatakrebs genutzt. Es
wird interessant sein zu sehen, ob TACAs als Arrays f�r die
Krebsdiagnostik eingesetzt werden kçnnen. Um diese Hy-
pothese zu testen, setzten Wong et al. beispielsweise eine
Bibliothek von synthetischem Globo H und Fragmenten
davon als Array ein, um die Menge an Globo-H-Antikçrper
im Serum von Brustkrebspatientinnen zu bestimmen.[237a] Es
ergab sich, dass die Bindungsspezifit�t der Seren von Pati-
entinnen und von Kontrollpersonen sich statistisch signifikant
unterschieden. Da allerdings die Immunantworten zwischen
einzelnen Individuen schwanken, ergaben sich in einigen
F�llen nur geringf�gige Unterschiede. F�r die k�nftige Ent-
wicklung kann man die Kombination von anderen TACAs
mit Globo H und Derivaten auf einem einzigen Glycanmik-
roarray in Erw�gung ziehen. Die Hochdurchsatzprofilierung
menschlicher Seren mit auf Glycanmikroarrays gest�tzten
Verfahren ist ebenso entwickelt worden; dabei wurde ein
neuer humaner cellulosebindender Antikçrper identifi-
ziert.[246] Das Repertoire an Antikçrpern, die gegen Kohlen-
hydrate gerichtet sind, wurde in Patienten, denen man fetale
Schweineinselzellen transplantiert hatte, ebenfalls mit einem
Glycanmikroarray charakterisiert.[239a]

Glycanmikroarrays lassen sich auch bei der Impfstoff-
entwicklung einsetzen. Seeberger und Mitarbeiter entwarfen
einen Glycanmikroarray bestehend aus synthetischen Plas-
modium-Glycosylphosphatidylinositol(GPI)-Glycanen.[239b]

Mit diesem Array wurden die Anti-GPI-IgG-Titer in Dono-
ren aus endemischen Malariagebieten mit nichtexponierten
Personen verglichen. Die Ergebnisse zeigten tiefgreifende
Auswirkungen der Malariaexposition auf die Anti-GPI-IgG-
Titer. Mit einem Array mit 46 Oligosacchariden wurden die
Liganden des Antikçrpers MG96 identifiziert, der als �ber-
tragungshemmstoff eingesetzt wird, um die Entwicklung der
Parasiten im Moskito zu blockieren.[247] Verschiedene Ligan-
den wurden identifiziert, die als Bestandteile mçglicher An-
tigen-Epitope dienen kçnnen.

Obwohl Glycanmikroarrays sich als wichtiges Werkzeug
f�r Glycobiologen erwiesen haben, bleiben noch wichtige
Herausforderungen, so die Dichte der immobilisierten Gly-
cane, die die Kohlenhydrat-Protein-Erkennung stark beein-
flussen kann. Gildersleeve et al. evaluierten die Dichteab-
h�ngigkeit der Bindung von Lektinen und Antikçrpern und
fanden heraus, dass verschiedene Antikçrper verschiedene
Dichten des gleichen Glycanantigens erkannten.[248] Wu et al.
stellten fest, dass die Antikçrperbindungsprofile durch die
Dichte und Strukturen benachbarter Glycane bei der Koh-
lenhydrat-Antigen-Erkennung beeinflusst wurden.[249] Au-
ßerdem kçnnen Antikçrper multivalente Wechselwirkungen
mit verschiedenen Glycanen gleichzeitig eingehen, und die
Gesamtbindungsaffinit�t stieg in Gegenwart heterogener
Glycane.[249] Der Befund der Heteroligandenbindung gibt
dem Entwurf kohlenhydratbasierter Impfstoffe eine neue

Abbildung 16. Differenzielle Bindungsmuster von HAs von H1N1 und
H3N2.
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Richtung, bei der Antigengemische in kombinatorischer
Weise verwendet werden. Die Entwicklung von Glycanarrays,
die das nat�rliche System nachahmen, wird in naher Zukunft
mehr Aufmerksamkeit erlangen.

6.3. Das Consortium for Functional Glycomics (CFG)

Das CFG, eine der grçßten Ressourcen f�r Glycanmik-
roarrays (http://www.functionalglycomics.org), wurde von den
National Institutes of General Medical Sciences gegr�ndet.
Forscher haben Zugang zur CFG-Datenbank, um die Roh-
daten und die Zusammenfassungen der CFG einzusehen. Der
aktuelle CFG-Array (Version 5.0) tr�gt 611 stark unter-
schiedliche Glycane, die an NHS-derivatisierte Tr�ger �ber
aminofunktionalisierte Linker gebunden sind. Einige aktuelle
Beispiele f�r die Anwendung des Arrays sind die Suche nach
Liganden des mAb KEN-5,[250] nach dem Siglec-8-Ligan-
den,[251] der Glycosyltransferase- und Sulfotransferase-Gen-
expression[252] und nach Galectin-1, das mannosereiche Koh-
lenhydrate auf HIV-1 erkennt.[253] Ein Vergleich der F�higkeit
zur Rezeptorbindung von nat�rlichen und mutierten huma-
nen und Affen-Influenzaviren wurde ebenfalls mit dem CFG-
Array durchgef�hrt.[254] Die CFG-Arrays sind zu wichtigen
Hilfsmitteln beim Antigennachweis und in der Impfstoffent-
wicklung geworden und bieten reiche Informationen �ber
Ligandenspezifit�ten glycanbindender Proteine.

7. Nutzung synthetischer Kohlenhydrate f�r die
Impfstoffentwicklung

Die unverwechselbaren Kohlenhydratstrukturen auf der
Oberfl�che invasiver Pathogene und die anomale Glycosy-
lierung auf entarteten Zellen machen solche Kohlenhydrat-
reste zu attraktiven Zielstrukturen f�r eine Immuntherapie.
Dieses Konzept datiert zur�ck auf das Jahr 1923, als Heidel-
berger und Avery berichteten, dass die Pneumokokkenanti-
gene, die vom Immunsystem angegriffen werden, Polysac-
charide sind.[255] Auf Grundlage dieser Untersuchung beob-
achteten 1930 Francis und Tillet, dass intradermale Injek-
tionen typspezifischer Kapselpolysaccharide (CPS) von
Pneumokokken die polysaccharidspezifischen Serumanti-
kçrpertiter bei gesunden Erwachsenen erhçhen.[256] Außer-
dem bemerkten Heidelberger und Mitarbeiter, dass man
Kapselpolysaccharide von Pneumokokken als Immunogene
verwenden kann, die eine typspezifische langanhaltende Im-
munit�t gegen Pneumokokkeninfektionen vermitteln.[257]

Diese Entwicklungen bilden die Basis f�r die mçgliche Nut-
zung von Kohlenhydraten wie den bakteriellen Kapselpoly-
sacchariden als Impfstoffe. Das therapeutische Potenzial wird
weiter betont durch eine Reihe kommerziell erh�ltlicher
kohlenhydratbasierter Impfstoffe gegen Bakterieninfektio-
nen (Tabelle 5) und durch zahlreiche vielversprechende
Impfstoffkandidaten gegen humane Infektionskrankheiten
und verschiedene Krebsarten.[258]

Leider sind Kohlenhydrate selbst nur schwach immuno-
gen, vor allem weil die kohlenhydratvermittelte Antikçrper-
bildung T-Zell-unabh�ngig ist (TI). Daher entstehen haupt-
s�chlich niedrigaffine IgM-Antikçrper, die die Klasse nicht

Tabelle 5: Auf dem Markt befindliche Polysaccharid- und Konjugatimpfstoffe.[a]

Organismus Handelsname Impfstofftyp (Komponente) Hersteller

Haemophilus
influenzae
Typ b (Hib)

HibTiter (1990) C (Hib CPS mit CRM197) Wyeth
PedvaxHIB (1990) C (Hib CPS mit OMPC) Merck & Co.
ActHib (1993) C (Hib CPS mit TT) Sanofi Pasteur
QuimiHib (2004) C (synthetisches Hib CPS mit TT) Vabiotech
Hiberix (2009) C (Hib CPS mit TT) GSK
Pentacel (2008) C (DT, TT, Konjugatimpfstoff gegen Pertussis azellul�r,

inaktiviertes Poliovirus und Hib-TT)
Sanofi Pasteur

Comvax (1996) C (Hib-OMPC, Konjugat- und Hepatitis-B-Impfstoff) Merck & Co.

Streptococcus
pneumonia
(Pn)

Pneumovax (1983) P (CPS von 23 Pn-Serotypen, 1, 2, 3, 4, 5,6B, 7F, 8, 9N,
9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19F, 19A, 20, 22F, 23F, 33F)

Merck & Co.

Prevnar (2000) C (CPS von 7 Pn-Serotypen,4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F,
23F mit CRM197)

Wyeth

Prevnar 13 (2009) C (CPS von 13 Pn-Serotypen, 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V,
14, 18C, 19A, 19F, 23F mit CRM197)

Pfizer

Neisseria
meningitidis
(Nm)

Menomune-A/C/Y/W-135 (2009) P (Gruppe A, C, Y, W-135 CPS) Sanofi Pasteur
Menactra (2008) C (Gruppe A, C, Y, W-135 CPS mit DT) Sanofi Pasteur
Menveo (2010) C (Gruppe A, C, Y, W-135 CPS mit CRM197) Novartis

Neisseria
meningitides
Gruppe C (NmC)

Menjugate (2000) C (Gruppe-C-CPS mit CRM197) Novartis (Chiron)
Meningitec (1999) C (Gruppe-C-CPS mit CRM197) Wyeth
NeisVac C (1999) C (de-O-acetyliertes Gruppe-C-CPS mit TT) Baxter

Salmonella typhi Typhim Vi (1994) P (Vi CPS) Sanofi Pasteur

[a] P : Polysaccharidimpfstoff, C : Konjugatimpfstoff; CPS= Kapselpolysaccharid; OMPC= Proteinkomplex aus der �ußeren Membran (isoliert aus
Neisseria meningitides); DT =Diphtherietoxin; CRM197= Diphtherietoxin-Mutante; TT = Tetanustoxid.
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wechseln, und es fehlt das immunologische Ged�chtnis.[259]

Außerdem reagieren S�uglinge und Kinder unter zwei Jahren
kaum auf TI-Antigene. Die Immunit�t gegen TI-Antigene
entwickelt sich normalerweise erst zwei bis drei Jahre nach
der Geburt. Im Gegensatz dazu sind Proteine von fr�her
Kindheit an immunogen. Daher kçnnte die Konjugation von
Oligosacchariden an ein immunogenes Tr�gerprotein die
nichtimmunogenen Kohlenhydratantigene in Immunogene
umwandeln. In dieser Form kçnnen Kohlenhydrat-Protein-
Konjugate von antigenpr�sentierenden Zellen verdaut
werden, und die Glycopeptidfragmente werden dann dem
MHC-II-Komplex pr�sentiert. Dieser Antigenkomplex sti-
muliert eine Antwort der T-Helferzellen, die die B-Zellrei-
fung in antikçrpersezernierende Plasmazellen und immuno-
logische Ged�chtniszellen erleichtert.[260] Tats�chlich hatten
Avery und Goebel schon 1930 gezeigt, dass die Kupplung von
Kapselpolysacchariden von Pneumokokken an ein Tr�ger-
protein eine typspezifische Antipneumokokken-Reaktion
hervorruft, die keine der Komponenten alleine auslçsen
kann.[261] Auch einige der kommerziell erh�ltlichen antibak-
teriellen Impfstoffe, die vorher erw�hnt wurden, beruhen auf
Konjugaten.[258a]

Obwohl nat�rliche Polysaccharide bereits mit Erfolg als
Impfstoffe eingesetzt wurden,[262] verst�rkt ihre Heterogenit�t
die Schwierigkeiten bei der Reproduzierbarkeit. Dem l�sst
sich durch synthetische Verfahren begegnen, durch die spe-
zifische Kohlenhydratantigene in Reinform und in relativ
großen Mengen verf�gbar sind.[3i] Da die immunogenen
Epitope oft nur einen Teil der Saccharidstruktur ausmachen
(so erkennen Antikçrper Epitope, die nicht l�nger als ein
Hexasaccharid sind), kann man mit effizienten Synthesever-
fahren auch die relevanten Strukturmerkmale (z.B. die Oli-
gosaccharidl�nge) f�r die Konstruktion von Impfstoffkandi-
daten kartieren. Der erste synthetische Oligosaccharid-Kon-
jugatimpfstoff, 166 (Quimi Hib), der im Jahr 2004 auslizen-
ziert wurde, verdeutlicht den mçglichen Nutzen der organi-
schen Synthese zur Herstellung von kohlenhydratbasierten
Impfstoffen (Abbildung 17).[263] Diese Impfstoffe gew�hren
einen vergleichbaren Impfschutz gegen das Bakterium Hae-
mophilus influenzae Typ b (Hib) wie bereits fr�her lizenzierte
Impfstoffe mit nat�rlichem Kapsel-Polysaccharid.

Neben der Kohlenhydratchemie ist der kritische Schritt
bei der Synthese von Glycokonjugat-Impfstoffen die Kupp-
lung der Kohlenhydratantigene an die immunogenen Tr�ger.
Es ist von großer Bedeutung f�r die synthetisierten Oligo-
saccharide, dass sie mit Linkern ausgestattet sind, die geeig-
nete funktionelle Gruppen zur selektiven Konjugation tragen,

ohne die Hydroxygruppen des Saccharids zu beeintr�chti-
gen.[148, 264] So greift man beim Entwurf kohlenhydratbasierter
Impfstoffe im Allgemeinen als Linker f�r die Biokonjugation
auf das endst�ndige Olefin zur�ck, das in Allyl- oder Pent-
enylglycosiden vorkommt.[265] Es ist praktisch, dass Oligo-
saccharide, die eine solche Funktionalit�t tragen, mit der
�blichen automatisierten Oligosaccharidsynthese hergestellt
werden kçnnen.[124a] Außer den Konjugationsmethoden
m�ssen beim Entwurf von Glycokonjugat-Impfstoffen auch
weitere Gegebenheiten ber�cksichtigt werden, die die Im-
munreaktion auf den Kohlenhydratrest beeinflussen kçnnen,
so die Natur der terminalen Bindungen zwischen Saccharid
und Aglycon, die Dichte und L�nge der Saccharidketten und
die Geometrie und Immunogenit�t des Linkers.[264a]

Im folgenden Teil des Aufsatzes werden wir versuchen,
die biologische Anwendung der zuvor beschriebenen Syn-
theseverfahren auf kohlenhydratbasierte Impfstoffe zusam-
menzufassen. Anstatt dabei alle Aspekte dieses sich rasch
entwickelnden Gebietes zu betrachten, werden wir uns auf
kohlenhydratbasierte Impfstoffe gegen Parasiten, HIV und
Krebserkrankungen konzentrieren. F�r die Darstellung
kohlenhydratbasierter antibakterieller Impfstoffe sei der
Leser auf andere spezifische �bersichtsartikel verwiesen.[266]

7.1. Antiparasitische Impfstoffkandidaten

�hnlich wie Bakterien synthetisieren auch viele Parasiten
ungewçhnliche Glycokonjugate auf ihrer Oberfl�che; diese
sind oft immunogen und kçnnen als Zielstruktur f�r die
Entwicklung antiparasitischer Impfstoffe dienen.[267] Plasmo-
dium falciparum ist ein protozoischer Parasit, der f�r etwa
95% der Malariatoten weltweit verantwortlich ist.[268] Die
Proteinglycosylierung in Plasmodium geschieht zu 90%
hochkonserviert �ber die Kupplung eines GPI-Ankers, der als
zentrales Parasitentoxin angesehen wird, da er die Produkti-
on von proinflammatorischen Cytokinen und Stickoxid durch
Makrophagen induziert und so zur Pathogenese von Malaria
beitr�gt.[269] Seeberger et al. untersuchten die Mçglichkeit,
GPI als Zielstruktur zu verwenden, indem sie den Impf-
stoffkandidaten 172 synthetisierten, der ein Hexasaccharid
des P.-falciparum-GPI-Glycans, konjugiert an ein Tr�gerpro-
tein, enth�lt (Schema 32).[270] Das Tetramannosylfragment
168 von GPI kann automatisiert an der Festphase syntheti-
siert werden[271] und wird anschließend mit dem zentralen
Disaccharid 169 in Lçsung gekuppelt. Das entstehende He-
xasaccharid wurde mit dem Malariatoxin 171 konjugiert und
mit 2-Iminothiolan umgesetzt, um eine Sulfhydrylgruppe am
Ethanolamin einzuf�hren. Dies dient dann der Konjugation
an maleimidaktiviertes Keyhole-Limpet-H�mocyanin
(KHL), ein großes immunogenes Protein aus der H�molym-
phe der Großen Kalifornischen Schl�ssellochnapfschnecke.
Das Konjugat 172 wurde dann M�usen injiziert. So konnte ein
signifikanter Impfschutz gegen P.-berghiei-induzierte Er-
krankungserscheinungen wie Malariaacidose, Lungençdem
und Zerebralsyndrom erzielt werden. Obwohl die Mortalit�t
zur�ckging, war die Anzahl der Parasiten im Blut der ge-
impften Tiere unver�ndert im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Dies deutet darauf hin, dass der GPI-Antikçrper die Parasi-

Abbildung 17. Synthetischer Impfstoff gegen Haemophilus influenzae
Typ b (Hib).
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tenvermehrung nicht behindert, sondern die virulenten GPIs
spezifisch blockiert. Diese Studie wird gegenw�rtig von
Ancora Pharmaceuticals (Medford, MA, USA) klinisch eva-
luiert.[272] Bemerkenswert ist noch, dass die synthetischen
GPI-Strukturen[273] von Plasmodium nicht nur die Mçglich-
keit zur Impfstoffentwicklung erçffnen, sondern auch zur
Grundlagenforschung �ber Malariaimmunpathogenese bei-
tragen.[239b]

Andere potenzielle Zielstrukturen protozoischer Parasi-
ten sind die GPIs von Toxoplasma gondii, dem Verursacher
der Toxoplasmose, einer schweren Fçtusinfektion bei fr�her
�bertragung des Erregers w�hrend der Schwangerschaft.[274]

Bei einer detaillierten Strukturanalyse wurden zwei bei T.
gondii weit verbreitete GPI-Strukturen identifiziert, (Etha-
nolamin-PO4)-Mana1-2Mana1-6(GalNAcb1-4)Mana1-
4GlcNa-inositol-PO4-Lipid und (Ethanolamin-PO4)-Mana1-
2Mana1-6(Glca1-4GalNAcb1-4)Mana1-4GlcNa-inositol-
PO4-Lipid, von denen nur letztere die spezifische Glucose-N-
acetylgalactosamin-Seitenkette tr�gt, die im Menschen im-
munogen wirkt.[275] Es wurde nachgewiesen, dass die GPIs
von T. gondii Makrophagen aktivieren kçnnen, den Tumor-
nekrosefaktor a (TNFa) w�hrend der Pathogenese zu pro-
duzieren.[276] Es kçnnte daher lohnend sein, einen Impfstoff
zur Unterbindung der Pathogenese auf der Basis dieser GPIs
zu entwickeln.

Leishmaniose, eine weltweit �ber Zwischenwirte ver-
breitete Krankheit, von der in 88 L�ndern j�hrlich etwa 2
Millionen Menschen betroffen sind, wird auf Menschen und
andere S�uger von Parasiten der blutsaugenden Sandfliege
�bertragen.[277] Die Krankheit wird von einem Parasiten aus
der Gattung Leishmania verursacht, zu der zahlreiche Arten
und Unterarten gehçren, die Leishmaniosen der Haut, der
Eingeweide und der Schleimh�ute verursachen. Die Epide-
miologie der Leishmaniosen ist sehr unterschiedlich, was die
Behandlung sehr kompliziert macht.[278] In allen Arten von
Leishmania, die den Menschen infizieren, enth�lt die dichte
Glycocalyx repetitive Phosphosaccharid-Einheiten, von
denen Lipophosphoglycan (LPG) eines der bestimmendsten
Oberfl�chenmolek�le und einen wichtigen Virulenzfaktor
darstellt.[279] Die LPG-Strukturen verschiedener Leishmania-
Arten besitzen eine konservierte Organisation, die aus einem
GPI-Anker aus einer Lipiddom�ne und Kernglycanen, einem
repetitiven 6Galb(1!4)Mana1-PO4-Disaccharid und einem
kleinen Oligosaccharid-„Deckel“ besteht (Abbil-
dung 18a).[280] Die Struktur aus einem R�ckgrat aus repetiti-
ven Einheiten und einem Deckel-Motiv kann in unter-
schiedlicher Weise durch Kohlenhydrat-Seitenketten substi-
tuiert sein oder speziesabh�ngig unsubstituiert bleiben.[280]

Der terminale Deckel ist wichtig f�r die Invasion des Para-
siten in die Makrophagen.[281] Die Synthese eines verzweigten
Tetrasaccharid-Deckels mit automatisierter Festphasensyn-

Schema 32. Synthese eines auf dem GPI von P. falciparum basierten Konjugatimpfstoffs gegen Malaria durch Kombination von automatisierter
Festphasen- und Fl�ssigphasen-Oligosaccharidsynthese.
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these wurde von Seeberger et al. beschrieben.[282] Auch wenn
die immunologischen Studien �ber automatisiert hergestellte
Kohlenhydratimpfstoffe gegen Leishmaniose noch nicht ab-
geschlossen sind, wurden bereits mehrere synthetische Impf-
stoffkandidaten auf der Basis der LPG-Strukturen beschrie-
ben.[283] So synthetisierten Seeberger et al. den Tetrasaccha-
rid-Deckel von L. donovani, der mit einem Thiol-Linker
ausgestattet ist, um den Oligosaccharidrest an das malei-
midaktivierte Influenza-H�llprotein H�magglutinin kuppeln
zu kçnnen.[283b] Das entstehende HA-Glycokonjugat wurde in
ein Virosom eingebaut,[284] sodass ein HA-Glycan-beladenes
immunstimulierendes rekonstituiertes Influenzavirosomen-
konstrukt (IRIV) entsteht. Mit den virosomalen Formulie-
rungen wurden IgM- und IgG-Antiglycan-Antikçrper in im-
munisierten Mausmodellen gebildet, die in vitro mit dem
nat�rlichen, von L. donovani exprimierten Kohlenhydratan-
tigen kreuzreagierten. Dieses Ergebnis deutet auf das große
Potenzial hin, das IRIVs f�r die Entwicklung von kohlenhy-
dratbasierten Impfstoffen haben, denn sie sind geeignet, T-
Zell-abh�ngige Antikçrperantworten gegen Oligosaccharid-
antigene zu induzieren.

Eine andere Untersuchung wurde von Rogers et al. ver-
çffentlicht; er verwendete die chemisch synthetisierten
Phosphoglycane verschiedener Strukturen von L. major, L.
mexicana und L. donovani in Verbindung mit dem TetC-
Peptid des Tetanustoxoids, um vier Glycoimpfstoffe herzu-
stellen. Mit diesen wurden M�use immunisiert, die anschlie-
ßend mit L. mexicana infizierten Sandfliegen ausgesetzt
wurden (Abbildung 18 b).[283c] Keiner der Impfstoffe konnte
zwar gegen eine k�nstliche Infektion per Injektion sch�tzen;
das Glycan von L. mexicana erwies sich aber als sch�tzend
gegen den Biss infizierter Sandfliegen. Es sieht also so aus, als
kçnnten diese Glycokonjugatimpfstoffe eine spezies- und
glycanspezifische Schutzwirkung induzieren. Dies war das
erste Mal, dass mit einem synthetischen Glycokonjugatimpf-
stoff ein direkter antiparasit�rer Effekt gegen Leishmaniose
erzielt werden konnte.

7.2. Impfstoffkandidaten gegen HIV

Die weltweite Pandemie des erworbenen Immundefizi-
enzsyndroms (AIDS), die haupts�chlich durch Infektion mit

dem hochvirulenten humanen Immundefizienzvirus Typ 1
(HIV-1) verursacht wird, fordert sch�tzungsweise 2 Millionen
Tote j�hrlich. Gegenw�rtig leben mehr als 30 Millionen
Menschen mit der Krankheit. Es gibt jedoch erhebliche
Schwierigkeiten bei der Entwicklung effektiver protektiver
Impfstoffe gegen AIDS, weil die HI-1-Viren verschiedene
Verteidigungsmechanismen entwickelt haben, um der Im-
mun�berwachung durch das Immunsystem des Wirts zu ent-
gehen.[285] Eines dieser Hindernisse ist, dass der dichte „Gly-
canschild“ auf dem Glycoprotein gp120 der H�lloberfl�che
das antigene Polypeptid abschirmt und so Immuntoleranz
erzeugt. Interessanterweise konnte jedoch gezeigt werden,
dass sich die hochkonservierten N-Glycan-Cluster vom High-
Mannose-Typ auf der Oberfl�che von gp120 als alternatives
Ziel f�r die Impfstoffentwicklung gegen HIV-1 eig-
nen.[258a,285, 286] . Diese Auffassung st�tzt sich auf die erfolgrei-
che Isolierung des breit neutralisierenden IgG 2G12 aus HIV-
infizierten Personen. Der Antikçrper bindet ausschließlich an
die Oberfl�chenkohlenhydrate von gp120 und ist in der Lage,
eine Reihe von HIV-1-St�mmen zu neutralisieren.[287] Muta-
tions-, biochemische und Strukturuntersuchungen von Anti-
kçrper-Antigen-Komplexen ergaben, dass das Epitop von
2G12 mannoseabh�ngig ist, insbesondere mit Spezifit�t f�r
endst�ndige Mana(1!2)Man-Reste an den Armen D1 und
D3 der N-Glycane. [236b,287b,c,288] Inzwischen fand sich bei 2G12
eine ungewçhnliche Struktur mit vertauschten VH-Dom�nen,
die eine multivalente antigenbindende Oberfl�che bilden, die
einzigartig im Vergleich zu den bivalenten Wechselwirkungen
typischer Immunglobuline ist.[236b, 288] Diese Untersuchungen
zur Spezifit�t von 2G12 fçrderten eine neue Impfstoffent-
wicklung, bei der der Entwurf des Immunogens haupts�chlich
bestimmt war durch eine Nachahmung des 2G12-Epitops, mit
dem Ziel, „2G12-�hnliche“ Antikçrper zu induzieren. Der
klassische Entwurf der Immunogene ist, Oligomannose-
Cluster herzustellen, die durch eine regioselektive Kupplung
chemisch reiner Oligomannose mit Ger�ststrukturen erzeugt
werden, die eine Multivalenz ermçglichen; einige dieser
Glycokonjugate werden dann an Tr�gerproteine gebun-
den.[286b] Biochemische Untersuchungen lassen vermuten,
dass Man9GlcNAc2 und Man4 zwei geeignete Liganden f�r
2G12 sind.[236b,289] F�r die Synthese dieser High-Mannose-
haltigen Glycane wurden verschiedene chemische Verfahren
publiziert.[131b, 136, 290] So f�hrten Wong und Mitarbeiter eine
chemoselektive Eintopfstrategie ein, in der eine Selbstkon-
densation von Thiomannosid-Monosaccharid zu Mana(1!
2)Man-Oligomannose von Man4 abl�uft (Schema 33).[291] In
diesem Eintopfverfahren durchl�uft das reaktivste Monomer
eine Selbstkondensation zu einem weniger reaktiven Dimer.
Das Dimer dient dann als Akzeptor f�r ein anderes Mono-
mer, wodurch ein Trimer entsteht (Schema 33 a). Das beste
Ergebnis f�r eine optimale Glycosylierung wurde mit 173 mit
der unpolaren tert-Butyldimethylsilyl-Schutzgruppe an C3
und 0.6 �quivalenten des Reaktionsbeschleunigers NIS bei
�40 8C erzielt (Schema 33 b). Mit dem Disaccharid 174 oder
dem Trisaccharid 175 als Glycosylierungsdonoren ließen sich
verschiedene mannosereiche Strukturen wie Man4, Man5,
Man7, Man8 und Man9 einfach synthetisieren.[236b] Danishef-
sky und Mitarbeiter beschrieben außerdem eine Totalsyn-
these von Man9GlcNAc2, um einen direkten Zugang zu einer

Abbildung 18. a) Allgemeine Struktur des Lipophosphoglycans (LPG)
von Leishmania donovani. b) Chemische Struktur des Glyco-Impfstoffs,
der die repetitive Phosphoglycanstruktur von L. mexicana in Verbin-
dung mit dem rekombinanten Fragment C des Tetanustoxins (TetC)
enth�lt. P = Phosphat.
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Verbindung zu haben, die das Epitop von 2G12 nach-
ahmt.[144, 292]

Zu neu entworfenen Immunogenen gehçren Konstrukte,
bei denen Oligomannoseliganden an den Bakteriophagen
Qb,[293] an Rinderserumalbumin (BSA),[294] an cyclische Pep-
tide[295] oder an Dendrimere[236c,296] gekuppelt wurden (Ab-
bildung 19). Einige dieser Immunogene haben tats�chlich
eine hohe Affinit�t zu 2G12. So zeigten z. B. multivalente
Man9-Glycodendrons (9mere, Abbildung 19b), die mit einer
Kupfer(I)-katalysierten Cycloaddition hergestellt wurden,
eine außergewçhnlich gute Hemmung der gp120-2G12- und
gp120-DC-SIGN-Bindung im nanomolaren Bereich. Auch

die Konjugate von synthetischem
Man4 und Man9 mit dem Bakte-
riophagen Qb (Abbildung 19 c)
binden an 2G12 mit nanomolaren
Affinit�ten und gehçren damit zu
den besten Mimetika des 2G12-
Epitops, die bislang beschrieben
wurden.

Zus�tzlich zum Einsatz von
Oligomannose als zentralem Im-
munogen berichteten Wilson und
Davis j�ngst von einem neuen
Entwurf mit einem Nonself-Koh-
lenhydratmimetikum (Abbil-
dung 20).[297] Ungl�cklicherweise
war keiner der Antikçrper, die
durch dieses Immunogen indu-
ziert wurden, in der Lage, das HI-

1-Virus zu neutralisieren.[258a] Diese Ergebnisse kçnnten auf
eine unkorrekte Pr�sentation dieser Immunogentypen hin-
weisen und auf die Unf�higkeit, den Dom�nenaustausch in
den produzierten Antikçrpern zu induzieren, welcher die
einzigartige Architektur von 2G12 ausmacht. Weil fr�here
Untersuchungen ergeben haben, dass das Polypeptid von
gp120 als starres Ger�st dienen kçnnte, um die Integrit�t der
r�umlichen Anordnung der 2G12-spezifischen Oligomanno-
se-Cluster aufrechtzuerhalten, ist ein ebenfalls wichtiger
Gesichtspunkt die Art und Flexibilit�t der Verbindung zwi-
schen Oligosaccharid und Ger�st.[293] Dazu berichteten
Scanlan et al. , dass die Antiseren, die mit a(1!3)-manno-

syltransferasedefizienten S.-cerevisiae-
Zellen induziert worden waren, eine
bemerkenswerte �hnlichkeit in der
Kohlenhydratspezifit�t mit 2G12
hatten und dass sie statistisch signifi-
kant, wenn auch sehr schwach HI-1-
Viren im Vergleich zu Kontrollseren
neutralisierten.[298] Außerdem zeigten
einige der Glycoproteine, die von S.-
cerevisiae-St�mmen exprimiert
werden, denen bestimmte kohlenhy-
dratumsetzende Enzyme fehlen und
die eine spezifische Man8GlcNAc2-
Glycosylierung aufweisen, eine hohe
Affinit�t f�r 2G12 und hemmten die
Wechselwirkung zwischen gp120 und
2G12 und DC-SIGN.[299] Wahrschein-
lich ist die genetische Ver�nderung
mikrobieller Kohlenhydrate ein alter-
nativer Weg zu Immunogenen, die
Antikçrperreaktionen gegen die
Glycane von HIV-1 hervorrufen
kçnnen.

7.3. Impfstoffkandidaten gegen Krebs

Es ist seit mehreren Jahrzehnten
bekannt, dass die Entwicklung von

Schema 33. Synthese von Di- und Trimannosedonoren durch Eintopfselbstkondensation.

Abbildung 19. Synthetische Oligomannosekonjugate. a) Divalentes Glycopeptid-OMPC-Konjugat
mit GlcNAc2Man9 als Zuckerkomponente; b) Man4-, Man9-Glycodendron-BSA-Konjugat; c) Man4-,
Man9-Qb-Bakteriophagenkonjugat. BSA =Rinderserumalbumin; OMPC= Proteinkomplex aus der
�ußeren Membran (outer membrane protein complex).
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Tumoren normalerweise mit Ver�nderungen von Kohlenhy-
draten der Zelloberfl�che einhergeht.[300] Die im Allgemeinen
beobachtete abweichende Glycosylierung in humanen Tu-
morzellen umfasst die verst�rkte Expression und ver�nderte
Kohlenhydratstrukturen von Glycoproteinen und Glycolipi-
den, z. B. die Zunahme von a(1!6)-Verzweigungen von N-
Glycanen und erhçhte Sialylierung und Fucosylierung.[1a,301]

Eine Bandbreite von Saccharidstrukturen wurden als mçgli-
che tumorassoziierte Kohlenhydratantigene (TACAs) cha-
rakterisiert.[302] Diese lassen sich in drei Kategorien einteilen:
1) Mucin-�hnliche O-Glycane, darunter Tn (GalNAca-O-
Ser/Thr), TF (Galb1-3GalNAca-O-Ser/Thr) und STn
(Neu5Aca2-6GalNAca-O-
Ser/Thr); 2) Glycosphingoli-
pide, darunter die Ganglioside
GM2, GD2, GD3, Fucosyl-
GM1 und das neutrale Glo-
bosid Globo H; und 3) Blut-
gruppenantigene, darunter
SLex, Ley-Lex, SLea, Ley in N-,
O- oder Lipid-verkn�pften
Strukturen (Abbildung 21).

Die Krebsimmuntherapie
zielt darauf ab, das eigene
Immunsystem der Patienten
anzuregen, um damit Krebs-
erkrankungen entweder zu
behandeln (therapeutische
Impfungen) oder um Rezidive
zu verzçgern (prophylaktische
Impfungen). Weil TACAs ex-
klusiv oder �berwiegend auf
der Tumorzelloberfl�che ex-
poniert werden, besteht
großes Interesse daran, diese
TACAs therapeutisch zu
nutzen, um mit Antikçrpern
gegen diese Strukturen spezi-
fisch maligne Zellen abzutç-
ten.[303] Verschiedene Unter-
suchungen haben jedoch ge-
zeigt, dass TACAs in norma-
lem Gewebe w�hrend spezifi-
scher Entwicklungsstadien

vorkommen und dass sie normalen Antigenen strukturell
�hneln.[302a,b] Daher ist es schwierig, die Toleranz gegen�ber
diesen Strukturen zu brechen, die f�r eine unzureichende
Immunantwort zur Ausschaltung des Tumors verantwortlich
ist. Ein weiteres ernstes Problem in Verbindung mit den
Kohlenhydratantigenen ist ihre schlechte Immunogenit�t und
die T-Zell-unabh�ngige Immunantwort. Dar�ber hinaus muss
man noch die insgesamt schlechte Verf�gbarkeit solcher
Antigene ber�cksichtigen.

Die besonders schlechte Immunogenit�t der TACAs kann
allerdings gut durch die chemische Konjugation an einen
geeigneten Tr�ger in Gegenwart eines passenden Adjuvans
�berwunden werden. Es gibt Hinweise aus pr�klinischen und
klinischen Studien darauf, dass eine Anzahl von Glycokon-
jugaten von TACAs Antikçrper gegen die entsprechenden
Kohlenhydratreste induzieren, die in der Lage sind, zirkulie-
rende Tumorzellen und Mikro- und Metastasen auszuschal-
ten.[304] Außerdem ist die Entwicklung effizienter Methoden
zur Synthese von TACAs von besonderer Bedeutung f�r die
Impfstoffentwicklung, da dies saubere und verl�ssliche Pro-
dukte sichert.[305]

Gegenw�rtig werden zwei Strategien verfolgt, um koh-
lenhydratbasierte Tumorimpfstoffe zu entwickeln: a) semi-
synthetische Glycokonjugate und b) vollsynthetische Glyco-
konjugate (Abbildung 22). Je nach Zahl und Art der Koh-
lenhydratepitope, die an ein Tr�gerprotein gekuppelt werden,
kann man Strategie (a) weiter unterteilen in 1) monovalente

Abbildung 20. Man4-Glycokonjugat mit Nonself-a(1!2)-Verkn�pfung.

Abbildung 21. Strukturen ausgew�hlter tumorassoziierter Kohlenhydratantigene (TACAs).
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Impfstoffe mit einem Typ von TACAs, 2) monovalente
Cluster mit einem Typ von TACAs und 3) unimolekulare
polyvalente Konstrukte mit mehreren Typen von TACAs.[306]

Vollsynthetische Konjugate tragen Epitope aus 4) zwei
Komponenten, 5) drei Komponenten und 6) vier Kompo-
nenten. In diesem Teil des Aufsatzes werden wir den erfolg-
reichsten kohlenhydratbasierten Tumorimpfstoff mit ausge-
w�hlten TACAs zusammenfassen. Aktuelle �bersichtsartikel
�ber dieses Thema von Boons,[307] Guo,[308] Danishefsky,[306]

Ragupathi[309] und Wu[183c] seien zur weiteren Information
empfohlen.

7.3.1. Glycosphingolipidbasierte Impfstoffkandidaten

Nachdem man in den 1990er Jahren die verbesserte Im-
munogenit�t von bakteriellen Polysacchariden durch Konju-
gation an ein immunologisch aktives Protein nachgewiesen
hatte, konzentrierte sich die Forschung auf den Entwurf
kohlenhydratbasierter Impfstoffe durch Kupplung von
TACAs an geeignete Tr�gerproteine. In den entscheidenden
Untersuchungen etablierten Livingstone et al. systematisch
den immunologischen Effekt dieser Konjugation.[310] Von den
verschiedenen Polypeptidtr�gern und Adjuvantien erwies
sich die kovalente Kupplung von Antigenen an KLH bei
gleichzeitiger Verabreichung des Immunadjuvans QS-21
(eine Saponinfraktion aus der Rinde des s�damerikanischen

Abbildung 22. Verschiedene Typen kohlenhydratbasierter Tumorimpfstoffkandidaten. a) Semisynthetische Impfstoffe aus einem einzelnen oder
mehreren TACAs, gekuppelt an ein immunogenes Tr�gerprotein; b) vollsynthetische Impfstoffe aus zwei oder mehr kovalent verkn�pften Epito-
pen, darunter ein B-Epitop, ein CD4+-Epitop, ein CD8+-Epitop oder eingebaute Adjuvantien.
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Baumes Quillaja saponaria molina)[311] als wirksamste Kom-
bination aus Tr�ger und Adjuvans zur Verst�rkung der Im-
munantwort. Auch in einer anderen vergleichenden Studie in
Patienten stellte sich GM2-KLH + QS-21 als am wirksamsten
heraus.[312] Diese Pr�paration induzierte hçhere Titer und
geeignetere Antikçrper in Patienten als das reine Antigen
zusammen mit dem Adjuvans.[313] Ausgehend von diesem
beachtlichen Ergebnis wurden intensive Anstrengungen un-
ternommen, um verschiedene Gangliosid-KLH-Immunkon-
jugate, darunter Ley-KLH, Fucoyl-GM1-KLH, GD2-KLH,
GM2-KLH, GD3-KLH und Globo H-KLH, herzustel-
len.[309, 314]

7.3.1.1. Globo H

Globo H ist ein tumorassoziiertes Antigen, das selektiv
auf einer Anzahl von Tumoren exprimiert wird, darunter
Brust-, Dickdarm-, Eierstock-,
Bauchspeicheldr�sen- und Pro-
statakrebs.[39] W�hrend Globo H
in Tumorzellen �berexprimiert
wird, wird es nur schwach in ge-
sunden Geweben auf apikalen
Epithelzellen an der Grenze zu
inneren Hohlr�umen exprimiert,
also an einer Stelle, die f�r das
Immunsystem unzug�nglich zu
sein scheint. Diese differenzielle
Expression bot eine vielverspre-
chende Mçglichkeit, um Globo H
als Zielstruktur f�r einen Tumor-
impfstoff zu pr�fen.[302b] Weil eine
geeignete nat�rliche Quelle
fehlte, war Globo H auch Ge-
genstand vieler Totalsynthesen
mit unterschiedlichen Methoden.
Danishefsky et al. berichteten als
erste �ber die Synthese einer solch komplexen Struktur mit-
hilfe der Glycalassemblierung.[315] Inzwischen wurde eine
Reihe effizienter Methoden entwickelt, darunter sequenzielle
Synthesen,[316] automatisierte Festphasensynthesen
(Schema 25,[128] Eintopfreaktionen (Abbildung 4 und
Schema 16),[40,44, 317] enzymatische[318] und chemoenzymatische
Methoden,[319] sodass das Globo-H-Antigen inzwischen rela-
tiv leicht zug�nglich ist. Das erste (Globo-H)-KLH-Glyco-
konjugat wurde durch Ozonolyse eines vollst�ndig unge-
sch�tzten Allylglycosids und anschließende reduktive Ami-
nierung mit KLH hergestellt.[320] Eine sp�tere Verbesserung
des Konjugationsprotokolls beruhte auf der Einf�hrung der
Maleimid-Thiol-Kupplung (Abbildung 22a1).[321] In pr�klini-
schen Untersuchungen mit (Globo-H)-KLH + QS-21 konn-
ten in M�usen hohe Titer an IgM und IgG gegen Globo H
induziert werden, wie mit ELISA nachgewiesen wurde.[322]

Tests an Patienten, die nach der Ersttherapie von Prostata-
krebs ein Rezidiv erlitten hatten, ergaben, dass der Impfstoff
sicher und ohne nennenswerte Toxizit�t ist.[323] Der klinische
Befund ergab, dass die Konzentration des prostataspezifi-
schen Antigens (PSA) bei einem Drittel der Patienten im
Vergleich zur Situation vor der Behandlung abnahm. Unter-

suchungen an Brustkrebspatientinnen ergaben �hnliche Re-
sultate.[321]

K�rzlich wurde gezeigt, dass das Diphtherietoxin (DT)
CRM197, das seit Jahrzehnten verbreitet f�r Diphtherie-
impfungen beim Menschen verwendet wird und von der FDA
in verschiedenen Glycokonjugatimpfstoffen zugelassen ist,
ein aussichtsreiches Tr�gerprotein f�r Globo-H-basierte Tu-
morimpfstoffe ist.[324] Ein neuer Impfstoffkandidat aus dem
Globo-H-Hexasaccharid, konjugiert an DT CRM197 und
zusammen mit einem Glycolipidadjuvans verabreicht, ruft
eine effektive Immunantwort hervor, indem er mehr IgG-
Antikçrper gegen Globo H induziert als andere Tr�gerpro-
teine oder Glycolipidadjuvantien.[324] �berraschend war, dass
die induzierten Antikçrper nicht nur Globo H neutralisier-
ten, sondern auch Gb5 und SSEA-4, die beide spezifisch auf
Brustkrebszellen und Tumorstammzellen exprimiert werden
(Abbildung 23).

Auch wenn es einige erfolgreiche Beispiele semisynthe-
tischer Konjugatimpfstoffe gibt, bleiben doch auch Limitie-
rungen bestehen. Erstens ist die Kohlenhydratdichte, die man
auf Proteinglycokonjugaten erreicht, stark variabel. Die re-
sultierenden Schwankungen zwischen den Produktionschar-
gen kçnnen daher die klinische Beurteilung und die Impf-
stoffwirksamkeit beeinflussen. Außerdem kann die Bildung
irrelevanter Antikçrper gegen das Tr�gerprotein oder den
Linker zu einer tr�gerinduzierten Epitopsuppression
f�hren.[325] Daher ist die vollst�ndige chemische Synthese von
Immunogenen mit der Mçglichkeit einer genauen moleku-
laren Definition der Glycokonjugate in Bezug auf Struktur
und Zusammensetzung zu einer Alternative f�r die Ent-
wicklung von Tumorimpfstoffen geworden.

7.3.1.2. GM2

Es ist bekannt, dass das Gangliosid GM2 auf vielen Tu-
morzellen exprimiert wird, darunter Brust-, Eierstock-, Pro-
stata-, kleinzelligen Lungentumorzellen und Melanomzel-
len.[302b} In einer Serie von Untersuchungen mit dem GM2-
KLH an Patienten mit malignem Melanom zeigten Livings-

Abbildung 23. Neuer Tumorimpfstoff bestehend aus Globo H, Diphtherietoxin CRM197 und einem Glyc-
olipidadjuvans.
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ton et al. , dass die Impfung mit dem GM2-Neoglycoprotein
verl�sslich hohe GM2-spezifische IgM-Titer und dauerhafte
IgG-Antikçrper induziert.[312] Außerdem induzierten diese
Antikçrper eine komplementvermittelte Lyse GM2-positiver
Tumorzellen.[326] Die Versuche verdeutlichten, dass ein er-
hçhter Antikçrpertiter gegen GM2 einen klinischen Vorteil
mit sich bringt. Lo-Man et al. publizierten als Alternative
Glycokonjugate von synthetischen, strukturell genau defi-
nierten GM2-Neoglycopeptiden 178 (Schema34).[327] Prak-

tisch ist, dass die konjugierbare Form des GM2-Oligosac-
charids 176 mit gentechnisch ver�ndertem E. coli in
Grammmengen hergestellt werden kann. Das so erhaltene
propargylierte GM2 176 wurde mit dem Monoazido-PV-
Peptid 177 durch Kupfer(I)-katalysierte 1,3-dipolare Huis-
gen-Cycloaddition zum gew�nschten GM2-Glycopeptid 178
verbunden. Die M�use, die mit solch kurzen Glycopeptiden
wie 178 immunisiert wurden, bildeten IgG- und IgM-Anti-
kçrper gegen GM2-Ganglioside. Die Seren dieser M�use
konnten humane Tumorzellen erkennen, die GM2 auf der
Oberfl�che tragen. Dieses Glycopeptid ist ein aussichtsrei-
cher Kandidat f�r eine Tumorimpfung, denn das GM2-Oli-
gosaccharid kann effizient hergestellt und dann direkt mit
dem Tr�gerpeptid konjugiert werden.

Mit gentechnisch ver�nderten E.-coli-St�mmen konnten
erfolgreich (in manchen F�llen im Multigramm-Maßstab)
konjugierbare Saccharidreste von GM2 und GM3,[182] die
Kohlenhydratreste verschiedener tumorassoziierter Oligo-
saccharide wie GD3[183] und SLex [181c] und Globoside wie
Globotetraose,[328] Globopentaose[329] und Globo H[330] syn-
thetisiert werden.

7.3.2. Impfstoffkandidaten auf O-Glycanbasis

Das humane Mucin MUC1 ist ein membrangebundenes
Glycoprotein. Seine große extrazellul�re Dom�ne enth�lt
zahlreiche Tandem-Repeats der 20 Aminos�uren langen Se-
quenz HGVTSAPDTRPAPGSTAPPA mit f�nf mçglichen

Stellen f�r eine O-Glycosylierung.[331] In vielen Epithel-
tumoren (Brust, Eierstçcke, Bauchspeicheldr�se, Prostata)
wird MUC1 �berexprimiert, und die O-Glycane werden un-
vollst�ndig prozessiert, sodass abweichende Glycosylie-
rungsmuster entstehen, die auf kurze Kohlenhydratketten wie
Tn, TF und die entsprechenden sialylierten Derivate dTn und
sTF beschr�nkt sind (Abbildung 21).[332] Diese kurzen Koh-
lenhydrat-Seitenketten sind nicht nur selbst tumorassoziierte
Antigene, sondern exponieren auch vorher maskierte Pep-
tidmotive. Damit werden MUC1-Glycopeptide als neue An-
tigen-Zielstrukturen verf�gbar.

7.3.2.1. Tumorassoziierte O-Glycane vom Mucintyp

Um der Expression von Tn-Clustern (c) auf Tumormuci-
nen mçglichst nahe zu kommen, wurden Glycokonjugate aus
dimeren Tn-Einheiten mit KLH (Abbildung 22 a2) und PAM
(Palmitins�ure) synthetisiert[333] und mit QS-21 in einer kli-
nischen Phase-I-Studie an Patienten mit einem Prostatatu-
mor-Rezidiv getestet.[334] Die Verwendung des Lipidrestes
PAM ergab eine chemisch definierte Struktur und konnte die
Immunogenit�t von Peptid und Kohlenhydraten verst�rken.
Das KLH-Konjugat induzierte spezifische humorale Im-
munantworten (IgM und IgG); demgegen�ber induzierte das
vollsynthetische Tn(c)-PAM zwar IgM, konnte aber keine
IgG-Antikçrper induzieren. Der Tri-Tn-Rest wurde ebenfalls
zur Konstruktion eines vollsynthetischen multiplen Antigen-
Glycopeptids (MAG) verwendet, das einen vierarmigen
nichtimmunogenen Polylysinkern besitzt. Jeder Arm wird
durch ein T-Epitop und ein B-Epitop verl�ngert. Als T-Epitop
fungiert ein durch murines MHC II restringiertes Poliovi-
rus(PV)-Peptid, als B-Epitop das Tri-Tn-Glycotop (Abbil-
dung 22b4).[335] Eine Immunisierung mit diesem Impfstoff-
kandidaten im Gemisch mit dem milden Adjuvans Alum in-
duzierte in M�usen Tn-spezifische IgM- und IgG-Antikçrper,
deren Titer �ber mehr als 6 Monate aufrechterhalten wurden.
Um den klinischen Effekt von MAG im Vergleich zu KLH
besser zu verstehen, wurde die Immunogenit�t von Tn(c)-
KLH im Vergleich zu Tn(c)-MAG mit verschiedenen Adju-
vantien untersucht.[336] Im Gegensatz zu Tn(c)-MAG wurde
mit KLH eine starke Antikçrperreaktion hervorgerufen,
wenn Alum mit verabreicht wurde. Außerdem waren die
Antikçrpertiter gegen Tn, die durch das MAG-Konjugat in-
duziert wurden, deutlich hçher als die durch das KLH-Kon-
strukt mit dem gleichen Tri-Tn-Glycotop induzierten. Kein
Immunged�chtnis konnte aktiviert werden, wenn KLH-oder
MAG-Konjugate in einer Verst�rkungsinjektion an M�use
verabreicht wurden, die zun�chst Tn(c)-KLH in QS-21 er-
halten hatten. War die Erstimmunisierung dagegen mit Tn(c)-
MAG vorgenommen worden, konnte durch die Zweitinjek-
tion eine Ged�chtnisreaktion hervorgerufen werden. Ein
�hnliches MAG-Konstrukt, in dem das PV-Peptid durch ein
durch humanes MHC II restringiertes PADRE-Th-Epitop
ersetzt wurde, wurde in nichthumanen Primaten getestet und
induzierte Tn-IgG-Antikçrper, die eine antikçrperabh�ngige
zellvermittelte Zytotoxizit�t (ADCC) gegen Tumorzellen in
Gegenwart humaner NK-Zellen hervorrufen konnten.[336]

Renaudet et al. nutzten die pr�parative Vielseitigkeit re-
gioselektiv adressierbarer funktionalisierter Matrizen

Schema 34. Synthese des Glycopeptids 178 mit propargyliertem GM2,
das von einem gentechnisch ver�nderten E. coli gebildet wurde. Reakti-
onsbedingungen: a) CuSO4, Natriumascorbat, H2O/THF (1:1); b) Um-
kehrphasen-HPLC.
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(RAFT; regioselectively addressable functionalized templa-
te), um einen Impfstoffkandidaten mit einem Tn-Cluster
herzustellen.[337] Sp�ter f�hrten sie den ersten vollsyntheti-
schen Glycolipidimpfstoff aus vier Bestandteilen ein: PAM-
OVA257-264-PADRE-RAFT(a-GalNAc)4 enth�lt ein geclus-
tertes Tn-B-Zellepitop, ein CD4+-Th-Epitop, ein CD8+-Ctl-
Peptid-Epitop und einen Palmitins�urerest, der als einge-
bautes Adiuvans wirkt (Abbildung 22 b6)[338] Dieser Impfstoff
provozierte erfolgreich die Bildung starker Tn-spezifischer
IgG/IgM-Antikçrper. Die eingebauten PADRE- und OVA257-

264-Epitope induzierten spezifische CD4+-and CD8+-T-Zell-
Antworten und best�tigten damit die korrekte Antigenpro-
zessierung und -pr�sentation der Th- und CTL-Epitope. Au-
ßerdem zeigte der Impfstoff eine außergewçhnliche vorbeu-
gende Wirkung. In keiner der geimpften M�use entwickelte
sich w�hrend der Beobachtungszeit von 90 Tagen ein Tumor
aus den murinen MO5-Melanomzellen, die den M�usen in-
jiziert wurden.

7.3.2.2. MUC1-Glycopeptide

Strategien f�r eine aktive Tumorimmuntherapie auf der
Grundlage von synthetischen MUC1-basierten Glycopepti-
den wurden in der beeindruckenden Arbeit von Kunz[141d,339]

und anderen[340] entwickelt. Boons et al. f�hrten vor kurzem
einen neuen vollsynthetischen Impfstoff aus drei Kompo-
nenten ein: dem Glycoundecapeptid des Tandem-Repeats
von MUC1, das die Monosaccharid-Tn-Seitenkette tr�gt,
außerdem das PV-Th-Epitop und einen Agonisten
(Pam2CysSK4 oder Pam3CysSK4) des Toll-like-Rezeptors 2
(TLR2), der als eingebautes Adjuvans wirkt (Abbil-
dung 22b5).[341] Der Lipidrest des Impfstoffs unterst�tzt die
liposomale Freisetzung, die die multivalente Antigenpr�sen-
tation beg�nstigt, verst�rkt die Aufnahme durch APCs und
f�hrt zur Aktivierung von T- und B-Zellen.[342] Dieser Impf-
stoff induzierte außergewçhnlich hohe Titer von MUC1-IgG-
Antikçrpern, die MUC1-exprimierende Tumorzellen erken-
nen kçnnen. Die niedrigen Antikçrpertiter gegen das Th-
Epitop deuten außerdem darauf hin, dass dieses sich selbst
verst�rkende Mehrkomponenten-Impfstoffkonstrukt Im-
munreaktionen gegen den Tr�ger unterdr�cken kann. Von
diesen Ergebnissen angeregt f�hrten Kunz et al. einen voll-
synthetischen Impfstoff aus tumorassoziierten MUC1-Gly-
copeptiden und einem Lipopeptidliganden von TLR2 ein.[343]

Obwohl die induzierten Antikçrpertiter nicht so hoch waren
wie die beim entsprechenden MUC1-TT-Impfstoff,[344] kann
die Synthese dieses Konjugats durch Fragmentkondensation
mit ungesch�tzten aminofunktionalisierten Glycopeptiden
auf die Synthese von Sialins�ure tragenden Glycopeptiden
angewendet werden. So synthetisierten Payne und Mitarbei-
ter den ersten Impfstoff, der den TLR2-Liganden Pam3Cys-
Ser und eine vollst�ndige Kopie des 20 Aminos�uren langen
MUC1-Peptids VNTR, in dem alle f�nf O-Glycosylierungs-
stellen mit Tn- und TF-Antigenen derivatisiert sind, um-
fasst.[345] Eine immunologische Evaluierung dieser Kon-
strukte l�uft gegenw�rtig.

7.3.3. Multivalente Impfstoffkandidaten

Alle transformierten Zellen kçnnen eine definierte Viel-
falt von TACAs auf der Zelloberfl�che tragen und ihre Va-
riabilit�t und Quantit�t kann sich mit den unterschiedlichen
Stadien der Zellentwicklung �ndern; daher ist es erstrebens-
wert, multiantigene Tumorimpfstoffe zu entwerfen, um eine
bestmçgliche Beziehung zu einem bestimmten Tumortyp
herzustellen.[346] Eine Folgerung aus dieser Idee sind polyva-
lente Impfstoffe, die auf der Verabreichung von Mischungen
monomerer Konjugatimpfstoffe beruhen.[347] Eine andere at-
traktive Alternative besteht in einem unimolekularen pen-
tavalenten Konstrukt, das aus verschiedenen Tumorantigenen
besteht; diese werden auf einem einzelnen Molek�l (meist
einem Peptid) pr�sentiert, das in einem Konjugationsschritt
an ein Tr�gerprotein oder eine andere Plattform zu Immu-
nisierung gekuppelt wird. Die KLH-Konjugate von Tn, Ley

und Globo H, die IgM- und IgG-Antikçrper in M�usen in-
duzieren, dienten als Nachweis f�r die Richtigkeit des Kon-
zepts.[348] Vor kurzem beschrieben Danishefsky und Mitar-
beiter die Herstellung und biologische Evaluierung eines
unimolekularen pentavalenten KLH-Konjugats mit Globo-H,
GM2, sTn, Tn und Tf in M�usen (Abbildung 22a3).[349] Mit
einem verbesserten Biokonjugationsprotokoll erwies sich
dieser Impfstoffkandidat als vielversprechend, IgG- und IgM-
Antikçrper gegen jedes der f�nf individuellen Kohlenhy-
dratantigene zu induzieren. Andere KLH-Konjugate von
Gb3 mit dem Peptid MUC5Ac, wenn sie als Cluster pr�sen-
tiert wurden, waren auch in der Lage, Eierstockkrebszellen
anzugreifen.[350] Von diesem Impfstoff wurde auch die In-
duktion einer starken Immunreaktion gegen Gb3 und
MUC5Ac erwartet. Die immunologische Evaluierung l�uft
gegenw�rtig noch.

8. Zusammenfassung und Ausblick

Umfangreiche Fortschritte in der Glycobiologie und
Glycomedizin haben die enorme Entwicklung der Oligosac-
charid-Synthese mit vorangetrieben. Neue Fortschritte der
Syntheseverfahren, wie sie in diesem Aufsatz zusammenge-
fasst sind, darunter programmierbare Eintopfglycosylierun-
gen und automatisierte Festphasensynthesen, ermçglichten
die Entwicklung eines bequemen und effektiven automati-
sierbaren Systems zur Synthese von Oligosacchariden und
Glycokonjugaten. Dennoch bleiben viele technische Proble-
me, die die Entwicklung der Kohlenhydratforschung behin-
dern, noch immer bestehen. So ist beispielsweise die ar-
beitsintensive Herstellung von Bausteinen noch immer not-
wendig und unvermeidbar. Es ist also wichtig, methodische
Forschungen zu betreiben, um diese Prozesse voranzutreiben.
So wird durch Innovationen in der regioselektiven Schutz-
gruppenchemie die Differenzierung von Zuckerpolyolen in
einem einzelnen Gef�ß mçglich. Die chemoenzymatische
Synthese, die auf der regio- und stereoselektiven Glycosy-
lierung chemisch abgeleiteter Substrate durch Enzyme (dar-
unter Glycosyltransferasen, Glycosidasen und Glycosyntha-
sen) beruht, çffnet einen Weg zur parallelen und kombina-
torischen Synthese biologisch bedeutsamer nat�rlicher und
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nichtnat�rlicher Kohlenhydrate. Fortschritte bei der Synthese
komplexer Kohlenhydrate erleichtern auch die Entwicklung
neuer Methoden f�r die Synthese homogener Glycoprotei-
ne.[154b] Tats�chlich h�ngen Fortschritte in den Glycowissen-
schaften stark von strukturell genau definierten synthetischen
Kohlenhydraten ab, die sich als wertvolle Werkzeuge zur
Entwicklung von Glycoarrays und Impfstoffen erwiesen
haben. F�r die Zukunft wird erwartet, dass die automatisierte
Kohlenhydratsynthese verwirklicht wird und dass unter-
schiedliche Strukturen f�r biologische Untersuchungen ein-
fach zug�nglich werden.

Abk�rzungen

Ac Acetyl
AcP Acetylphosphat
Ada Adamantanyl
Alloc Allyloxycarbonyl
BDMS Bromdimethylsulfoniumbromid
Bn Benzyl
Boc tert-Butyloxycarbonyl
BOM Benzyloxymethyl
BSP 1-Benzolsulfinylpiperidin
Bz Benzoyl
Cbz Benzyloxycarbonyl
ClAc Chloracetyl
ClBn ortho-Chlorbenzyl
CMP Cytidinmonophosphat
CSA Camphersulfons�ure
DCC N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid
DDQ 2,3-Dichlor-5,6-dicyanobenzochinon
DMAP 4-(N,N-Dimethylamino)pyridin
DMF N,N-Dimethylformamid
DMTST Dimethyl(methylthio)sulfoniumtriflat
Fmoc 9-Fluorenylmethoxycarbonyl
GDP Guanosindiphosphat
HPLC Hochleistungsfl�ssigkeitschromatographie
iPr Isopropyl
Lev L�vulinoyl
MS Molek�lsieb
2-NAP 2-Naphthylmethyl
NBz para-Nitrobenzoyl
NIS N-Iodsuccinimid
Phth Phthalimido
Piv Pivaloyl
PMB para-Methoxybenzyl
PMP para-Methoxyphenyl
SBox S-Benzoxazolyl
TBAF Tetrabutylammoniumfluorid
TBDPS tert-Butyldiphenylsilyl
TBS tert-Butyldimethylsilyl
TCA Trichloracetyl
Tf Trifluormethansulfonyl
TFA Trifluoracetyl
THF Tetrahydrofuran
TMS Trimethylsilyl
TMSOTf Trimethylsilyltrifluormethansulfonat
Tol Toluol

Troc 2,2,2-Trichlorethoxycarbonyl
Tr Trityl
UDP Uridindiphosphat
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[305] D. P. Galonić, D. Y. Gin, Nature 2007, 446, 1000 – 1007.
[306] J. L. Zhu, J. D. Warren, S. J. Danishefsky, Expert Rev. Vaccines

2009, 8, 1399 – 1413.
[307] T. Buskas, P. Thompson, G. J. Boons, Chem. Commun. 2009,

5335 – 5349.
[308] Z. W. Guo, Q. L. Wang, Curr. Opin. Chem. Biol. 2009, 13, 608 –

617.
[309] S. F. Slovin, S. J. Keding, G. Ragupathi, Immunol. Cell Biol.

2005, 83, 418 – 428.
[310] F. Helling, A. Shang, M. Calves, S. Zhang, S. Ren, R. K. Yu,

H. F. Oettgen, P. O. Livingston, Cancer Res. 1994, 54, 197 – 203.
[311] C. R. Kensil, U. Patel, M. Lennick, D. Marciani, J. Immunol.

1991, 146, 431 – 437.
[312] F. Helling, S. Zhang, A. Shang, S. Adluri, M. Calves, R. Ko-

ganty, B. M. Longenecker, T. J. Yao, H. F. Oettgen, P. O. Liv-
ingston, Cancer Res. 1995, 55, 2783 – 2788.

[313] P. O. Livingston, E. J. Natoli, M. J. Calves, E. Stockert, H. F.
Oettgen, L. J. Old, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1987, 84, 2911 –
2915.

[314] C. Musselli, P. O. Livingston, G. Ragupathi, J. Cancer Res. Clin.
Oncol. 2001, 127 Suppl 2, R20 – 26.

S.-C. Hung et al.Aufs�tze

12128 www.angewandte.de � 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2011, 123, 12076 – 12129

http://dx.doi.org/10.1073/pnas.160257897
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.160257897
http://dx.doi.org/10.1016/S1286-4579(02)01624-6
http://dx.doi.org/10.1021/ol016631v
http://dx.doi.org/10.1023/A:1007171613195
http://dx.doi.org/10.1023/A:1007171613195
http://dx.doi.org/10.1021/cb600086b
http://dx.doi.org/10.1021/cb600086b
http://dx.doi.org/10.1086/505584
http://dx.doi.org/10.1086/505584
http://dx.doi.org/10.1016/S0264-410X(02)00541-8
http://dx.doi.org/10.1146/annurev.med.60.042507.164323
http://dx.doi.org/10.1038/nature05818
http://dx.doi.org/10.1038/nature05818
http://dx.doi.org/10.1016/S0140-6736(05)67395-3
http://dx.doi.org/10.1038/nri1307
http://dx.doi.org/10.1038/ni0304-233
http://dx.doi.org/10.1146/annurev.anthro.30.1.85
http://dx.doi.org/10.1146/annurev.anthro.30.1.85
http://dx.doi.org/10.1097/QAD.0b013e328314b5df
http://dx.doi.org/10.1097/QAD.0b013e328314b5df
http://dx.doi.org/10.1128/JVI.78.23.13232-13252.2004
http://dx.doi.org/10.1128/JVI.78.23.13232-13252.2004
http://dx.doi.org/10.1128/JVI.76.14.7306-7321.2002
http://dx.doi.org/10.1128/JVI.76.14.7293-7305.2002
http://dx.doi.org/10.1128/JVI.76.14.7293-7305.2002
http://dx.doi.org/10.1038/72318
http://dx.doi.org/10.1038/72318
http://dx.doi.org/10.1126/science.1083182
http://dx.doi.org/10.1016/j.chembiol.2004.04.010
http://dx.doi.org/10.1016/j.chembiol.2004.04.010
http://dx.doi.org/10.1016/j.carres.2005.11.027
http://dx.doi.org/10.1016/j.carres.2005.11.027
http://dx.doi.org/10.1055/s-2001-18441
http://dx.doi.org/10.1055/s-2001-18441
http://dx.doi.org/10.1002/ange.19961080218
http://dx.doi.org/10.1002/anie.199601971
http://dx.doi.org/10.1002/anie.199601971
http://dx.doi.org/10.1002/1099-0690(200203)2002:5%3C826::AID-EJOC826%3E3.0.CO;2-2
http://dx.doi.org/10.1016/S0008-6215(02)00402-0
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200353105
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200353105
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200353105
http://dx.doi.org/10.1021/ja047720g
http://dx.doi.org/10.1016/j.chembiol.2010.03.012
http://dx.doi.org/10.1128/JVI.00293-08
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0807837105
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0807837105
http://dx.doi.org/10.1039/b702961f
http://dx.doi.org/10.1021/ja074804r
http://dx.doi.org/10.1007/s10719-010-9295-0
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.1002717107
http://dx.doi.org/10.1093/glycob/cwq020
http://dx.doi.org/10.1093/glycob/cwq020
http://dx.doi.org/10.1128/JVI.02537-08
http://dx.doi.org/10.1128/JVI.02537-08
http://dx.doi.org/10.1128/JVI.00412-08
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.172380699
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.172380699
http://dx.doi.org/10.1007/978-1-4615-1267-7_24
http://dx.doi.org/10.1007/978-1-4615-1267-7_24
http://dx.doi.org/10.1038/nrc1649
http://dx.doi.org/10.1038/nrc1649
http://dx.doi.org/10.1126/science.2953071
http://dx.doi.org/10.1002/(SICI)1097-0215(19970926)73:1%3C50::AID-IJC9%3E3.0.CO;2-0
http://dx.doi.org/10.1002/(SICI)1097-0215(19970926)73:1%3C50::AID-IJC9%3E3.0.CO;2-0
http://dx.doi.org/10.1002/(SICI)1097-0215(19970926)73:1%3C42::AID-IJC8%3E3.0.CO;2-1
http://dx.doi.org/10.1016/S0304-4165(99)00183-X
http://dx.doi.org/10.1016/S0304-4165(99)00183-X
http://dx.doi.org/10.1586/erv.09.95
http://dx.doi.org/10.1586/erv.09.95
http://dx.doi.org/10.1039/b908664c
http://dx.doi.org/10.1039/b908664c
http://dx.doi.org/10.1016/j.cbpa.2009.08.010
http://dx.doi.org/10.1016/j.cbpa.2009.08.010
http://dx.doi.org/10.1111/j.1440-1711.2005.01350.x
http://dx.doi.org/10.1111/j.1440-1711.2005.01350.x
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.84.9.2911
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.84.9.2911
http://dx.doi.org/10.1007/BF01470995
http://dx.doi.org/10.1007/BF01470995
http://www.angewandte.de


[315] M. T. Bilodeau, T. K. Park, S. H. Hu, J. T. Randolph, S. J. Da-
nishefsky, P. O. Livingston, S. L. Zhang, J. Am. Chem. Soc. 1995,
117, 7840 – 7841.

[316] a) T. Zhu, G. J. Boons, Angew. Chem. 1999, 111, 3704 – 3707;
Angew. Chem. Int. Ed. 1999, 38, 3495 – 3497; b) J. M. Lassaletta,
R. R. Schmidt, Liebigs Ann. 1996, 1417 – 1423; c) I. Jeon, K.
Iyer, S. J. Danishefsky, J. Org. Chem. 2009, 74, 8452 – 8455.

[317] Z. Wang, L. Zhou, K. El-Boubbou, X. S. Ye, X. Huang, J. Org.
Chem. 2007, 72, 6409 – 6420.

[318] D. M. Su, H. Eguchi, W. Yi, L. Li, P. G. Wang, C. Xia, Org. Lett.
2008, 10, 1009 – 1012.

[319] Z. Wang, M. Gilbert, H. Eguchi, H. Yu, J. Cheng, S. Muthana,
L. Zhou, P. G. Wang, X. Chen, X. Huang, Adv. Synth. Catal.
2008, 350, 1717 – 1728.

[320] G. Ragupathi, T. K. Park, S. L. Zhang, I. J. Kim, L. Graber, S.
Adluri, K. O. Lloyd, S. J. Danishefsky, P. O. Livingston, Angew.
Chem. 1997, 109, 66 – 69; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1997, 36,
125 – 128.

[321] T. Gilewski, G. Ragupathi, S. Bhuta, L. J. Williams, C. Musselli,
X. F. Zhang, W. G. Bornmann, M. Spassova, K. P. Bencsath,
K. S. Panageas, J. Chin, C. A. Hudis, L. Norton, A. N. Hough-
ton, P. O. Livingston, S. J. Danishefsky, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 2001, 98, 3270 – 3275.

[322] G. Ragupathi, S. F. Slovin, S. Adluri, D. Sames, I. J. Kim, H. M.
Kim, M. Spassova, W. G. Bornmann, K. O. Lloyd, H. I. Scher,
P. O. Livingston, S. J. Danishefsky, Angew. Chem. 1999, 111,
590 – 594; Angew. Chem. Int. Ed. 1999, 38, 563 – 566.

[323] S. F. Slovin, G. Ragupathi, S. Adluri, G. Ungers, K. Terry, S.
Kim, M. Spassova, W. G. Bornmann, M. Fazzari, L. Dantis, K.
Olkiewicz, K. O. Lloyd, P. O. Livingston, S. J. Danishefsky, H. I.
Scher, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1999, 96, 5710 – 5715.

[324] Y.-L. Huang, J.-T. Hung, Y.-C. Lin, C.-T. Ren, H.-Y. Lee, C.-W.
Lin, C.-C. Wang, T.-J. Cheng, A.-L. Yu, C.-Y. Wu, C.-H. Wong,
unverçffentlichte Ergebnisse.

[325] T. Buskas, Y. H. Li, G. J. Boons, Chem. Eur. J. 2004, 10, 3517 –
3524.

[326] a) K. Kitamura, P. O. Livingston, S. R. Fortunato, E. Stockert,
F. Helling, G. Ritter, H. F. Oettgen, L. J. Old, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 1995, 92, 2805 – 2809; b) P. Livingston, S. Zhang, S.
Adluri, T. J. Yao, L. Graeber, G. Ragupathi, F. Helling, M.
Fleisher, Cancer Immunol. Immunother. 1997, 43, 324 – 330.

[327] S. Bay, S. Fort, L. Birikaki, C. Ganneau, E. Samain, Y. M. Coic,
F. Bonhomme, E. Deriaud, C. Leclerc, R. Lo-Man, Chem-
MedChem 2009, 4, 582 – 587.

[328] T. Antoine, C. Bosso, A. Heyraud, E. Samain, Biochimie 2005,
87, 197 – 203.

[329] M. Randriantsoa, S. Drouillard, C. Breton, E. Samain, FEBS
Lett. 2007, 581, 2652 – 2656.

[330] M. Randriantsoa, S. Drouillard, E. Samain, Glycobiology 2009,
19, 1333 – 1333.

[331] a) F. G. Hanisch, S. Muller, Glycobiology 2000, 10, 439 – 449;
b) S. Patton, S. J. Gendler, A. P. Spicer, Biochim. Biophys. Acta
Rev. Biomembr. 1995, 1241, 407 – 423.

[332] a) F. G. Hanisch, Biol. Chem. 2001, 382, 143 – 149; b) J. Taylor-
Papadimitriou, J. Burchell, D. W. Miles, M. Dalziel, Biochim.
Biophys. Acta Mol. Basis Dis. 1999, 1455, 301 – 313.

[333] S. D. Kuduk, J. B. Schwarz, X. T. Chen, P. W. Glunz, D. Sames,
G. Ragupathi, P. O. Livingston, S. J. Danishefsky, J. Am. Chem.
Soc. 1998, 120, 12474 – 12485.

[334] S. F. Slovin, G. Ragupathi, C. Musselli, K. Olkiewicz, D. Verbel,
S. D. Kuduk, J. B. Schwarz, D. Sames, S. Danishefsky, P. O.
Livingston, H. I. Scher, J. Clin. Oncol. 2003, 21, 4292 – 4298.

[335] R. Lo-Man, S. Vichier-Guerre, S. Bay, E. Deriaud, D. Can-
tacuzene, C. Leclerc, J. Immunol. 2001, 166, 2849 – 2854.

[336] R. Lo-Man, S. Vichier-Guerre, R. Perraut, E. Deriaud, V.
Huteau, L. BenMohamed, O. M. Diop, P. O. Livingston, S. Bay,
C. Leclerc, Cancer Res. 2004, 64, 4987 – 4994.

[337] S. Grigalevicius, S. Chierici, O. Renaudet, R. Lo-Man, E. De-
riaud, C. Leclerc, P. Dumy, Bioconjugate Chem. 2005, 16, 1149 –
1159.

[338] a) O. Renaudet, L. BenMohamed, G. Dasgupta, I. Bettahi, P.
Dumy, ChemMedChem 2008, 3, 737 – 741; b) I. Bettahi, G.
Dasgupta, O. Renaudet, A. A. Chentoufi, X. Zhang, D. Car-
penter, S. Yoon, P. Dumy, L. BenMohamed, Cancer Immunol.
Immunother. 2009, 58, 187 – 200.

[339] S. Dziadek, H. Kunz, Chem. Rec. 2004, 3, 308 – 321.
[340] a) E. Kagan, G. Ragupathi, S. S. Yi, C. A. Reis, J. Gildersleeve,

D. Kahne, H. Clausen, S. J. Danishefsky, P. O. Livingston,
Cancer Immunol. Immunother. 2005, 54, 424 – 430; b) A. L.
Sorensen, C. A. Reis, M. A. Tarp, U. Mandel, K. Ramachan-
dran, V. Sankaranarayanan, T. Schwientek, R. Graham, J.
Taylor-Papadimitriou, M. A. Hollingsworth, J. Burchell, H.
Clausen, Glycobiology 2006, 16, 96 – 107.

[341] S. Ingale, M. A. Wolfert, J. Gaekwad, T. Buskas, G. J. Boons,
Nat. Chem. Biol. 2007, 3, 663 – 667.

[342] S. Ingale, T. Buskas, G. J. Boons, Org. Lett. 2006, 8, 5785 – 5788.
[343] A. Kaiser, N. Gaidzik, T. Becker, C. Menge, K. Groh, H. Cai,

Y. M. Li, B. Gerlitzki, E. Schmitt, H. Kunz, Angew. Chem. 2010,
122, 3772 – 3776; Angew. Chem. Int. Ed. 2010, 49, 3688 – 3692.

[344] A. Kaiser, N. Gaidzik, U. Westerlind, D. Kowalczyk, A. Hobel,
E. Schmitt, H. Kunz, Angew. Chem. 2009, 121, 7688 – 7692;
Angew. Chem. Int. Ed. 2009, 48, 7551 – 7555.

[345] B. L. Wilkinson, L. R. Malins, C. K. Y. Chun, R. J. Payne,
Chem. Commun. 2010, 46, 6249 – 6251.

[346] P. Livingston, Clin. Cancer Res. 2001, 7, 1837 – 1838.
[347] a) G. Ragupathi, S. Cappello, S. S. Yi, D. Canter, M. Spassova,

W. G. Bornmann, S. J. Danishefsky, P. O. Livingston, Vaccine
2002, 20, 1030 – 1038; b) P. J. Sabbatini, G. Ragupathi, C. Hood,
C. A. Aghajanian, M. Juertzka, A. Lasonos, M. L. Hensley,
M. K. Spassova, O. Ouerfelli, D. R. Spriggs, W. P. Tew, J.
Konner, H. Clausen, N. Abu Rustum, S. J. Dansihefsky, P. O.
Livingston, Clin. Cancer Res. 2007, 13, 4170 – 4177; c) S. F.
Slovin, G. Ragupathi, C. Fernandez, M. Diani, M. P. Jefferson,
A. Wilton, W. K. Kelly, M. Morris, D. Solit, H. Clausen, P.
Livingston, H. I. Scher, Cancer Immunol. Immunother. 2007,
56, 1921 – 1930.

[348] G. Ragupathi, D. M. Coltart, L. J. Williams, F. Koide, E. Kagan,
J. Allen, C. Harris, P. W. Glunz, P. O. Livingston, S. J. Dani-
shefsky, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2002, 99, 13699 – 13704.

[349] J. Zhu, Q. Wan, D. Lee, G. Yang, M. K. Spassova, O. Ouerfelli,
G. Ragupathi, P. Damani, P. O. Livingston, S. J. Danishefsky, J.
Am. Chem. Soc. 2009, 131, 9298 – 9303.

[350] J. Zhu, Q. Wan, G. Ragupathi, C. M. George, P. O. Livingston,
S. J. Danishefsky, J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 4151 – 4158.

Oligosaccharid-Synthese
Angewandte

Chemie

12129Angew. Chem. 2011, 123, 12076 – 12129 � 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://dx.doi.org/10.1021/ja00134a043
http://dx.doi.org/10.1021/ja00134a043
http://dx.doi.org/10.1002/(SICI)1521-3757(19991203)111:23%3C3704::AID-ANGE3704%3E3.0.CO;2-V
http://dx.doi.org/10.1002/(SICI)1521-3773(19991203)38:23%3C3495::AID-ANIE3495%3E3.0.CO;2-X
http://dx.doi.org/10.1021/jo901682p
http://dx.doi.org/10.1021/jo070585g
http://dx.doi.org/10.1021/jo070585g
http://dx.doi.org/10.1021/ol703121h
http://dx.doi.org/10.1021/ol703121h
http://dx.doi.org/10.1002/adsc.200800129
http://dx.doi.org/10.1002/adsc.200800129
http://dx.doi.org/10.1002/ange.19971090115
http://dx.doi.org/10.1002/ange.19971090115
http://dx.doi.org/10.1002/anie.199701251
http://dx.doi.org/10.1002/anie.199701251
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.051626298
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.051626298
http://dx.doi.org/10.1002/(SICI)1521-3757(19990215)111:4%3C590::AID-ANGE590%3E3.0.CO;2-A
http://dx.doi.org/10.1002/(SICI)1521-3757(19990215)111:4%3C590::AID-ANGE590%3E3.0.CO;2-A
http://dx.doi.org/10.1002/(SICI)1521-3773(19990215)38:4%3C563::AID-ANIE563%3E3.0.CO;2-3
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.96.10.5710
http://dx.doi.org/10.1002/chem.200400074
http://dx.doi.org/10.1002/chem.200400074
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.92.7.2805
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.92.7.2805
http://dx.doi.org/10.1007/s002620050340
http://dx.doi.org/10.1002/cmdc.200900032
http://dx.doi.org/10.1002/cmdc.200900032
http://dx.doi.org/10.1016/j.biochi.2004.10.010
http://dx.doi.org/10.1016/j.biochi.2004.10.010
http://dx.doi.org/10.1016/j.febslet.2007.05.008
http://dx.doi.org/10.1016/j.febslet.2007.05.008
http://dx.doi.org/10.1093/glycob/10.5.439
http://dx.doi.org/10.1515/BC.2001.022
http://dx.doi.org/10.1021/ja9825128
http://dx.doi.org/10.1021/ja9825128
http://dx.doi.org/10.1200/JCO.2003.04.112
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-04-0252
http://dx.doi.org/10.1021/bc050010v
http://dx.doi.org/10.1021/bc050010v
http://dx.doi.org/10.1002/cmdc.200700315
http://dx.doi.org/10.1007/s00262-008-0537-y
http://dx.doi.org/10.1007/s00262-008-0537-y
http://dx.doi.org/10.1002/tcr.10074
http://dx.doi.org/10.1007/s00262-004-0584-y
http://dx.doi.org/10.1038/nchembio.2007.25
http://dx.doi.org/10.1021/ol062423x
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200902564
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200902564
http://dx.doi.org/10.1039/c0cc01360a
http://dx.doi.org/10.1016/S0264-410X(01)00451-0
http://dx.doi.org/10.1016/S0264-410X(01)00451-0
http://dx.doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-06-2949
http://dx.doi.org/10.1007/s00262-007-0335-y
http://dx.doi.org/10.1007/s00262-007-0335-y
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.202427599
http://dx.doi.org/10.1021/ja901415s
http://dx.doi.org/10.1021/ja901415s
http://dx.doi.org/10.1021/ja810147j
http://www.angewandte.de

