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Abstract: Die Glykosylierung ist der wichtigste Schritt bei der
Synthese komplexer Oligosaccharide, oft allerdings mit gerin-
ger Kontrolle der Stereoselektivit-t verbunden. Die Einfgh-
rung cis-glykosidischer Bindungen ist besonders aufw-ndig
und kann bislang fast nur durch Wahl von Glykosylierungs-
reagens oder Reaktionsbedingungen kontrolliert werden. Hier
wird gezeigt, dass die Wahl des Nucleophils eine bedeutende
Rolle bei der Stereokontrolle von Glykosylierungen spielt.
Durch Einfghrung zweier Fluorsubstituenten wird die O-
Nucleophilie eines aliphatischen Aminoalkohols herabgesetzt,
was zu einer Umkehr der Stereoselektivit-t von Glykosylie-
rungen zugunsten der gewgnschten cis-Glykoside in einer
Reihe von Substraten fghrt. Dieses Prinzip wurde beim Ent-
wurf eines cis-selektiven Linkers fgr die automatisierte Gly-
kansynthese angewendet. Fluorierung eines Aminoalkohol-
Linkers beeintr-chtigt nicht die Immobilisierung und Erken-
nung von Glykanen durch Lektine in Glykan-Mikroarray-
Experimenten. Fluorierte Linker eignen sich zur Herstellung
a-terminierender Glykanstrukturen fgr den Aufbau von Gly-
kokonjugaten.

Glykane sind wichtige Bestandteile kommerziell erh-ltli-
cher Arzneimittel, Impfstoffe und Immunstimulanzien.[1] Fgr
die Herstellung dieser Therapeutika ist der Zugang zu syn-
thetischen, homogenen Glykanen von besonderer Bedeu-
tung. Die stereoselektive Einfghrung von 1,2-cis-glykosidi-
schen Bindungen („a“ in weit verbreiteten gluco- oder galac-
to-konfigurierten Monosacchariden) ist seit jeher eine große
Herausforderung bei der Glykansynthese, auch weil keine
direkten Nachbargruppeneffekte durch Substituenten an 2-
Position genutzt werden kçnnen.[2] Es gibt eine Vielzahl von
Methoden, um die a-Stereoselektivit-t von Glykosylierungen
zu verbessern, z. B. durch inderung von Schutzgruppen,
Lçsungsmitteln, Additiven und anomeren Abgangsgrup-

pen.[2] Diese Methoden sind jedoch oftmals unzureichend,
wenn ein hochreaktiver, prim-rer Alkohol als Nucleophil
verwendet wird, um eine a-glykosidische Bindung am redu-
zierenden Ende einer wachsenden Oligosaccharidkette auf-
zubauen.[3] Solche Alkohole sind Bestandteil von Amin-ba-
sierten Linkern, mit denen synthetische Glykane versehen
werden, um kovalent mit Reportermolekglen und Tr-ger-
proteinen verkngpft werden zu kçnnen.[4]

Eine bislang wenig beachtete Grçße bei der Stereose-
lektivit-t von Glykosylierungen ist der Einfluss des Nucleo-
phils. Woerpel et al. fanden heraus, dass durch Fluorierung an
2-Position und somit Herabsetzung der Nucleophilie von
Alkoholen die a-Selektivit-t einer Modellglykosylierung sehr
stark anstieg.[5] Diese rein mechanistischen Untersuchungen
waren jedoch nicht auf pr-parative Anwendbarkeit ausgelegt.
Falls sich Nucleophil-dirigierte Stereoselektivit-t als allge-
mein anwendbares Prinzip herausstellen sollte (Schema 1A),
wgrde dies eine erhebliche Vereinfachung bei der selektiven
Einfghrung von a-glykosidischen Bindungen in Glykokon-
jugaten bedeuten. Unseren 3berlegungen zufolge sollte sich
durch Einfghren von zwei geminalen Fluorsubstituenten die
Nucleophilie des aliphatischen Alkohols 2[6] so stark verrin-
gern lassen, dass der resultierende Alkohol 1 eine erhçhte a-
Stereoselektivit-t aufweist (Schema 1 B). Die Fluorsubstitu-
enten sollten dabei keine Auswirkungen auf die Erkennung
der Glykane in biologischen Systemen, z. B. durch Lektine,
haben.

Um das Konzept der Nucleophil-dirigierten Stereokon-
trolle zu testen, wurde der aliphatische Aminoalkohol 1 in
vier Stufen aus kommerziell erh-ltlichem 2,2-Difluordime-
thylmalonat hergestellt (Hintergrundinformationen) und in
Glykosylierungen mit Alkohol 2 verglichen.

Die Stereoselektivit-t von Glykosylierungen bei unter-
schiedlichen Temperaturen wurde komplett umgekehrt, wenn

Schema 1. A) Konzept der Nucleophil-dirigierten Stereokontrolle.
LG = Abgangsgruppe, Nu =Nucleophil. B) Aminoalkohole, die entwor-
fen wurden, um das Konzept zu illustrieren. Bn = Benzyl, Cbz= Benzyl-
oxycarbonyl.
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statt des nicht-fluorierten der fluorierte Alkohol mit dem
Glykosylierungsagens 3[7] verwendet wurde (Tabelle 1, Nr. 1–
5). Glykosylierungen mit Aminoalkohol 2 ergaben tempera-
turabh-ngig bevorzugt das b-Glykosid, mit der hçchsten Se-
lektivit-t (1:26 a/b) bei Temperaturen unter @40 88C und
Aufhebung der Stereoselektivit-t bei hçheren Temperaturen.
Alkohol 1 mit geringerer Nucleophilie reagierte nicht bei
@78 88C, aber bei Temperaturen von @40 88C und hçher mit
gleichm-ßig starker Pr-ferenz des a-Glykosids. Modulation
der Nucleophilie resultierte somit in einer kompletten
Umkehr der Stereoselektivit-t.

Die Auswirkungen verschiedener Lçsungsmittel auf
Nucleophil-dirigierte Stereoselektivit-t wurden als n-chstes
untersucht (Tabelle 1, Nr. 6–8). Gegengber dem nicht-parti-
zipierenden Lçsungsmittel Dichlormethan erhçhten Ether-
Lçsungsmittel die a-Selektivit-t von Glykosylierungen mit
Alkohol 1 wie auch 2 deutlich durch Nutzung des reversen
anomeren Effektes.[8] Die Stereoselektivit-ten waren noch
immer entgegengesetzt, wenn eine Mischung aus Diethyle-
ther und Dichlormethan verwendet wurde, sodass mit Alko-
hol 1 das a-Glykosid (15.7:1 a/b) und mit Alkohol 2 das b-
Glykosid (1:5.9 a/b) das Hauptprodukt war. Eine Mischung
aus Toluol und 1,4-Dioxan[9] ergab a-selektive Glykosylie-
rungen mit beiden Nucleophilen, wobei Nucleophil 1 zu
einem deutlich hçheren Anteil des a-Produktes fghrte (28:1
a/b) als Nucleophil 2 (3:1 a/b).

Acetonitril als Lçsungsmittel fghrte zu b-selektiven Gly-
kosylierungen mit beiden Alkoholen.[10] Die b-Selektivit-t bei
dem nucleophileren Alkohol 2 war dabei noch st-rker aus-
gepr-gt (1:31 a/b) als in Dichlormethan (1:26 a/b ; siehe auch
Tabelle 1, Nr. 2). Lçsungsmitteleffekte lassen sich also mit
dem stereodirigierenden Effekt der O-Nucleophilie kombi-
nieren, um a/b-Selektivit-ten von 28:1 bis 1:31 zu erhalten.

Nucleophil-dirigierte Stereokontrolle war kompatibel mit
einer Reihe unterschiedlicher Thioglykosid-Aktivatoren und
Abgangsgruppen, um a-selektive Glykosylierungen mit Al-

kohol 1 und b-selektive Glykosylierungen mit Alkohol 2 zu
erreichen (Hintergrundinformationen).

Eine Vielzahl natgrlich vorkommender Glykane enth-lt
a-glykosidische Bindungen.[2, 11] Substrukturen dieser Glyka-
ne, die sich zur Kupplung bei der Herstellung von Mikroar-
rays oder Impfstoffen eignen sollen, mgssen mit einer a-gly-
kosidischen Bindung am reduzierenden Ende versehen
werden. Um herauszufinden, ob sich diese Bindungen mittels
Nucleophil-dirigierter Stereokontrolle einfghren lassen,
wurde die Anwendbarkeit der Methode auf diverse Mono-
saccharidsubstrate untersucht (Tabelle 2). Thiogalactosid 6

(Bn = Benzyl),[12] das ein 4,6-O-Benzylidenacetal enth-lt,
zeigte eine -hnliche Umkehr der Stereoselektivit-t wie 3
(13.8:1 a/b mit 1 gegengber 1:10 a/b mit 2). Glucosebasierte
Glykosylierungsreagentien 7[9] und 8[13] reagierten mit be-
merkenswerter Stereoselektivit-t, wobei das a-Glykosid von
8 als einziges Produkt isoliert wurde. Der d-Galactosamin-

Tabelle 1: Nucleophile 1 und 2 induzieren entgegengesetzte Stereose-
lektivit-ten bei Glykosylierungen.

Nr.[a,b] T Lçsungsmittel[b] Sel. [a/b] (Ausb. [%])[c,d]

R = F (4a/b) R =H (5a/b)

1 @7888C CH2Cl2 k.R. 1:26 (67)
2 @4088C CH2Cl2 5.5:1 (83) 1:26 (73)
3 @20 88C CH2Cl2 8:1 (83) 1:5.4 (67)
4 0 88C CH2Cl2 9:1 (66) 1:2.6 (76)
5 RT CH2Cl2 6:1 (62) 1:1.9 (74)
6 @40 88C CH2Cl2/Et2O

[e] 15.7:1 (86) 1:5.9 (83)
7 RT Toluol/1,4-Dioxan[f ] 28:1 (75) 3:1 (67)
8 @40 88C MeCN 1:3.5 (81) 1:31 (74)

[a] 1.0 hquiv. Nucleophil 1 oder 2, 1.5 hquiv. Thioglycosid 3, 1.5 hquiv.
NIS, 0.2 hquiv. TfOH. [b] 3-b-AW-Molekularsiebe. [c] Selektivit-ten durch
HPLC bestimmt. [d] Ausbeuten an isoliertem Produkt. [e] 4:1 (v/v) Et2O/
CH2Cl2-Verh-ltnis. [f ] 1:3 (v/v) Toluol/1,4-Dioxan-Verh-ltnis. k.R. =keine
Reaktion, NIS =N-Iodsuccinimid, TfOH = Trifluormethansulfons-ure.

Tabelle 2: Nucleophile 1 und 2 induzieren entgegengesetzte Stereose-
lektivit-ten bei Glykosylierungen mit unterschiedlichen Glykosylie-
rungsreagentien.

Nr.[a,b] Substrat, Aktivator Sel. [a/b] (Ausb. [%])[c,d]

R = F R = H

1 6, NIS/TfOH 14, 13.8:1 (70) 22, 1:10 (80)
2 7, NIS/TfOH 15, 19:1 (76) 23, fberw. b[e] (71)
3 8, NIS/TfOH 16, 1:0 (90) 24, 1:1 (57)
4 9, TMSOTf 17, 6.5:1 (54) 25, 1:34 (80)
5 10, NIS/TfOH 18, 28.6:1 (74) 26, 1:1.1[f ] (78)
6 11,[g,h] TMSOTf 19, 2.6:1 (60) 27, 1:27 (58)
7 12, NIS/TfOH 20, 1:1.2 (70) 28, 1:1.3 (74)
8 13, NIS/TfOH 21, 0:1 (74) 29, 0:1 (70)

[a] 1.0 hquiv. Nucleophil 1 oder 2, 1.5 hquiv. Glykosylierungsreagens.
[b] 3-b-AW-Molekularsiebe. [c] Selektivit-ten durch HPLC bestimmt.
[d] Ausbeuten an isoliertem Produkt. [e] a/b-Verh-ltnis nicht durch 1H-
NMR oder HPLC quantifizierbar. [f ] Selektivit-t durch 1H-NMR be-
stimmt. [g] @40 88C bis RT [h] 1.3 hquiv. Glykosylierungsreagens.
PG= Schutzgruppe, TMS=Trimethylsilyl.
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Baustein 9 (Nap = 2-Naphthylmethyl), eine potenzielle Vor-
stufe Pathogen-assoziierter Zelloberfl-chenglykane,[14] folgte
demselben Trend (6.5:1 mit 1 gegengber 1:34 a/b mit 2).
Urons-uren sind wichtige Bausteine von Polysacchariden aus
S-ugetieren, Bakterien und Pflanzen. d-Glucurons-ure 10[15]

und d-Galacturons-ure 11[3b] (Fmoc = Fluorenylmethoxycar-
bonyl) reagierten mit 1 unter a-Stereoselektivit-t (28.6:1 und
2.6:1 a/b), w-hrend Nucleophil 2 b-selektive Glykosylierun-
gen induzierte (1:1.1 und 1:27 a/b). 3berraschenderweise
verliefen Glykosylierungen mit d-Mannose-Thioglykosid
12[16] ohne nennenswerte Stereoselektivit-t mit beiden Nuc-
leophilen.

Eine partizipierende funktionelle Gruppe an 2-Position
gbertrifft durch Nachbargruppenbeteiligung den Effekt der
Nucleophil-dirigierten Stereoselektivit-t. So wurde bei Gly-
kosylierungen mit Thioglucosid 13[17] (Bz = Benzoyl) und
sowohl Nucleophil 1 als auch 2 kein a-Produkt erhalten.
Zusammengefasst kann Alkohol 1 mit guter bis exzellenter a-
Stereoselektivit-t in eine Reihe unterschiedlicher Monosac-
charidbausteine eingefghrt werden, solange keine partizipie-
rende Gruppe an der 2-Position vorhanden ist. d-Mannose
stellt dabei eine wichtige Ausnahme dar.

Mittels automatisierter Festphasenglykansynthese („au-
tomated glycan assembly“, AGA) konnte bereits eine Reihe
konjugierbarer Oligosaccharide von biologischer Relevanz
hergestellt werden.[18] Festphasensynthese erleichtert generell
den Zugang zu komplexen Glykanen, da keine Aufreini-
gungsschritte von Zwischenprodukten notwendig sind. Daher
ist eine mçglichst komplette Stereokontrolle bei jeder Gly-
kosylierung besonders wichtig. Der erste Glykosylierungs-
schritt zum Harz beinhaltet einen prim-ren Alkohol als
Nucleophil, sodass Stereoselektivit-ten oftmals schwer zu
kontrollieren sind.[19] Nucleophil-dirigierte Stereoselektivit-t
ist eine vielversprechende Mçglichkeit zur Lçsung dieses
Problems. Harz 30, das einen photospaltbaren,[20] difluorier-
ten Linker enth-lt, wurde mit dem konventionellen Harz
31[20] mit einem nicht-fluorierten Linker -hnlicher L-nge
verglichen. Thioglykosid 32 wurde einer Suspension von Harz
30 oder 31 zugefghrt und in situ aktiviert (Schema 2). Ste-
reoselektivit-ten wurden nach Photoabspaltung von der

Festphase bestimmt. Die Nucleophilie hatte einen erhebli-
chen Einfluss auf die Stereoselektivit-t: Die Verwendung von
Harz 30 als Nucleophil fghrte zu kompletter a-Selektivit-t,
w-hrend mit Harz 31 eine 1:4.8 a/b-Produktmischung erhal-
ten wurde. Zusammengefasst l-sst sich das Prinzip der Nuc-
leophil-dirigierten Stereoselektivit-t sowohl an fester als auch
in flgssiger Phase anwenden, um die a-Selektivit-t sehr un-
terschiedlicher Glykosylierungen zu erhçhen.

Amin-basierte Linker dienen dazu, Glykane chemose-
lektiv an Elektrophile, wie Aktivester, zu kuppeln. Die Ein-
fghrung zweier Fluorsubstituenten an der 2-Position kann
prinzipiell die Reaktivit-t einer Aminogruppe und damit die
Kupplungseffizienz herabsetzen. Um diesen Sachverhalt zu
gberprgfen, wurden die Mannoside 35 und 36, entweder mit
dem nicht-fluorierten (35) oder mit dem difluorierten Linker
(36) versehen (Abbildung 1A und Hintergrundinformatio-

nen), hergestellt und auf Aktivester-funktionalisierten Glas-
tr-gern immobilisiert.[21] Nach Inkubation mit dem Fluoro-
phor-konjugierten, d-Mannose-bindenden Lektin Concana-
valin A wurde fgr die Glykane 35 und 36 eine -hnliche
Fluoreszenzintensit-t beobachtet (Abbildung 1 B). Die Ver-
wendung unterschiedlicher Immobilisierungsbedingungen
(Glykankonzentration, pH) ergab schließlich, dass Difluo-
rierung die Immobilisierung sogar etwas verbessert, was
wahrscheinlich auf den verringerten pKa-Wert der Amino-
gruppe und somit einen hçheren Anteil des nicht-protonier-
ten Amins gegengber dem nicht-fluorierten Glykan bei phy-
siologischem pH-Wert zurgckzufghren ist (Abbildung 1B
und Hintergrundinformationen).

Wir zeigen hier, dass bei Glykosylierungsreaktionen mit
einer Reihe von Substraten und Reaktionsbedingungen durch
Anpassung des Nucleophils a-Stereoselektivit-t induziert
werden kann. Durch Kombination von Nucleophil und Lç-
sungsmittel kann die Stereoselektivit-t dabei vollst-ndig in
die gewgnschte Richtung dirigiert werden. Trotz der Kom-
patibilit-t der Methode mit einer Vielzahl von Substraten
wurden Glykosylierungen mit einem d-Mannose-Thioglyko-

Schema 2. Nucleophil-dirigierte Stereoselektivit-t bei AGA. Reagentien
und Reaktionsbedingungen: a) 1. Harz 30, NIS, TfOH, 2:1 CH2Cl2/1,4-
Dioxan; 2. Photoabspaltung, 38%, >19:1 a/b (zwei Stufen);
b) 1. Harz 31, NIS, TfOH, 2:1 CH2Cl2/1,4-Dioxan; 2. Photoabspaltung,
46%, 1:4.8 a/b (zwei Stufen). MH =Merrifield-Harz.

Abbildung 1. Glykan-Mikroarray-Analyse von Glykanen mit difluorierten
und nicht-fluorierten Linkern. A) d-Mannose-Derivate, die zur Immobi-
lisierung genutzt wurden. B) Glykan-Mikroarray-Analyse. 35 und 36
wurden unter verschiedenen Bedingungen auf Aktivester-funktionali-
sierten Glastr-gern immobilisiert und mit Fluorophor-konjugiertem
Concanavalin A inkubiert. Einschub: repr-sentatives Glykan-Mikroar-
ray-Ergebnis. Graph: Mittelwert der Fluoreszenzintensit-ten von vier
Spots als Replikate. Fehlerbalken geben Mittelwert :Standardabwei-
chung an. MFI = mittlere Fluoreszenzintensit-t.
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sid nicht von der Reaktivit-t des Nucleophils beeinflusst. Die
Anwendbarkeit des difluorierten Linkers 1 wird dadurch
jedoch nicht beeintr-chtigt, da in Mannose grunds-tzlich die
Mçglichkeit des Nachbargruppeneffektes zur Induktion von
a-Stereoselektivit-t besteht.[14a,22] Difluorierung beeintr-ch-
tigt die Reaktivit-t eines entschgtzten Glykans gegengber
Aktivestern nicht, was eine wichtige Voraussetzung fgr die
Verwendung von Linker 1 bei der Synthese biologisch aktiver
Glykane ist.

Um den Mechanismus der Nucleophil-dirigierten Ste-
reoselektivit-t zu erkl-ren, wurde von Woerpel und Beaver
ein Modell entworfen, das auf der Stabilit-t des Oxocarbe-
niumions als Zwischenprodukt der Glykosylierung basiert.
Demnach wgrde ein hoch nucleophiler Alkohol eine Aufhe-
bung von Stereoselektivit-t bewirken.[5a] Mit diesem Modell
l-sst sich nicht erkl-ren, warum der nicht-fluorierte Alkohol 2
b-Selektivit-ten bei den meisten von uns durchgefghrten
Glykosylierungen verursacht. Das Konzept eines „kineti-
schen anomeren Effektes“ wurde entworfen und danach
kontrovers diskutiert.[23] d-Mannose, ein Monosaccharid mit
einem ausgepr-gten anomeren und einem D-2-Effekt, die
zusammen zu einer Stabilisierung des a-Anomers fghren
sollten,[24] wurde nicht von der Nucleophilie des Reaktions-
partners beeinflusst. Ein anomerer Effekt kann daher als
Ursache fgr Nucleophil-dirigierte Stereokontrolle ausge-
schlossen werden.[25]

Erste Dichtefunktionaltheorie(DFT)-basierte Modellie-
rungen (B3LYP6-31G(d,p)-Niveau) ergaben, dass die Kon-
formationen der Nucleophile 1 und 2 im Grundzustand -hn-
lich sind, was sterische Effekte bei Glykosylierungen aus-
schließt (Hintergrundinformationen). Im Unterschied dazu
ist durch Difluorierung die Alkohol-Acidit-t stark erhçht und
die Ladungsdichte stark reduziert. Die Berechnung der
Grundzustandsenergien von difluorierten und nicht-fluorier-
ten Glykosiden ergab eine -hnlich große Stabilisierung beider
a-konfigurierter Reaktionsprodukte. Auch wenn ein ther-
modynamischer Einfluss bei hçheren Reaktionstemperaturen
nicht g-nzlich ausgeschlossen werden kann, weisen die ver-
fggbaren Daten somit auf kinetische anstatt thermodynami-
scher Kontrolle Nucleophil-dirigierter Stereoselektivit-t hin.
Glykosylierungen mit unterschiedlich stark fluorierten Al-
koholen als Nucleophile ergaben ein Kontinuum von Ste-
reoselektivit-ten, die mit der Nucleophilie korrelierten
(Hintergrundinformationen). Weiterfghrende Computer-ge-
stgtzte Rechnungen werden Aufschluss gber den Einfluss von
Nucleophilie auf die konkurrierenden kinetischen Reakti-
onswege von Glykosylierungen sowie den Grund fgr die
fehlende Empfindlichkeit von d-Mannose fgr Nucleophil-di-
rigierte Stereoselektivit-t geben. Diese Studien sowie die
Anwendung von Linker 1 bei der Synthese von Oligosac-
chariden sind in Bearbeitung.
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