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Synthese von hochverzweigten
Aminopolysacchariden

Jun-ichi Kadokawa,* Mitsuru Sato, Masa Karasu,
Hideyuki Tagaya und Koji Chiba

Dendritische Polymere wie Dendrimere und hochverzweig-
te (hyperbranched) Polymere haben ein stark verzweigtes
Grundgeriist und weisen deutlich andere Eigenschaften als
ihre linearen Analoga auf. Dendrimere mit perfekt ver-
zweigter und monodisperser Struktur werden entweder durch
eine divergente oder eine konvergente Synthese hergestellt.[']
Gewohnlich erfordert die Herstellung von Dendrimeren
allerdings zahlreiche Schritte zur Einfithrung und Abspaltung
von Schutzgruppen sowie zur Reinigung.

Einfacher als Dendrimere konnen hochverzweigte Poly-
mere, die nicht quervernetzt sind, aus Monomeren vom AB,-
Typ mit x=2 oder 3 hergestellt werden. Zwar wurde das
Konzept fiir Verbindungen dieses Polymertyps schon 1952
von Flory beschrieben,? doch wurden sie erst in den letzten
Jahren synthetisiert und charakterisiert.’] Seitdem hat das
Interesse an diesen Verbindungen stark zugenommen, und
viele Arbeiten iiber neuartige, hochverzweigte Polymere sind
erschienen.”! So wurden mehrfachverzweigte Glycopolymere
und Glycodendrimere hergestellt, die Zuckerreste als end-
stindige Gruppen tragen.l’) Uber die Synthese eines hoch-
verzweigten Polysaccharids wurde bisher nicht berichtet.

In Glycoproteinen an Zelloberfldchen und in interzelluld-
ren Systemen wurden verschiedenste Oligosaccharide mit
verzweigten Ketten gefunden.¥) Beispiele hierfiir sind Oligo-
saccharide, die aus Kalbsthyroglobulin,”l Immunoglobulin-
glycopeptid!® und Ovalbumin® isoliert wurden. Diese Oligo-
saccharide wurden bereits synthetisiert, so dal3 weitere
Untersuchungen zu ihren ungewohnlichen Strukturen und
biologischen Funktionen durchgefiihrt werden koénnen.!']
Auch die Synthese hochverzweigter Polysaccharide ist von
Interesse, denn diese sollten aulergewohnliche Eigenschaften
aufweisen.

Wir berichteten kiirzlich iiber die sdaurekatalysierte Poly-
merisation von benzylgeschiitzten Zucker-Dihydrooxazolmo-
nomeren, die an Position 4 oder 6 eine freie Hydroxygruppe
tragen, zu Aminopolysacchariden.'l Die Polymerisation
verlauft iiber die stereoreguldre Glycosylierung einer Alko-
holfunktion mit dem Dihydrooxazolring['?l und liefert Ami-
nopolysaccharide des natiirlich vorkommenden Dibenzylchi-
tintyps und des nichtnatiirlich vorkommenden Typs. Diese
Polymerisation ist nicht auf die Synthese von linearen Poly-
sacchariden beschrénkt, sondern kann unter Verwendung
eines Saccharidmonomers vom AB,-Typ auf die Bildung von
hochverzweigten Verbindungen ausgeweitet werden. Wir
berichten im folgenden iiber die Synthese der hochverzweig-
ten Aminopolysaccharide 2 durch die sdurekatalysierte Poly-
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Department of Materials Science and Engineering
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Fax: (481)238-26-3413
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Schema 1. Synthese von hochverzweigten Aminopolysacchariden.

merisation des Zucker-Dihydrooxazolmonomers 2-Methyl-
(6-O-tosyl-1,2-didesoxy-a-D-glucopyrano)-[2,1-d]-4,5-dihy-
drooxazol 1 (Tosyl =4-Toluolsulfonyl), das zwei Hydroxy-
gruppen an Position 3 und 4 des Zuckerteils aufweist
(Schema 1) und daher als AB,-Monomer betrachtet werden
kann.

Die Polymerisation von 1 wurde mit Campher-10-sulfon-
sdure (CSA)! (10 Mol-% bezogen auf 1) als Siurekatalysa-
tor in 1,2-Dichlorethan unter RiickfluB durchgefiihrt.') Das
geschiitzte Polysaccharid 2 wurde als in Diethylether unlos-
liche Verbindung erhalten. Es war in stark polaren Losungs-
mitteln wie N,N-Dimethylformamid (DMF), Dimethylsulf-
oxid und Pyridin 16slich, aber unloslich in wenig polaren
Losungsmitteln und Wasser. Die 'H- und *C-NMR-spektro-
skopischen Daten des Produkts deuten darauf hin, da} jede
Einheit eine B-p-Glucopyranstruktur hat.[™] Im C-NMR-
Spektrum konnte zwischen ¢ =90 und 95 kein Signal dem C1-
Atom eines a-Glycosids zugeordnet werden, womit die j3-
Konfiguration innerhalb der Empfindlichkeit der Messung
bestétigt wurde.

Fiir das Zahlenmittel der Molekiilmasse (M,) nach einer
Reaktionszeit von 3 h wurde durch Gelpermeationschroma-
tographie (GPC) mit Polystyrol als Standard in DMF als
Eluent ein Wert von 6300 ermittelt, was einem Polymerisa-
tionsgrad von ca. 17.6 entspricht. Dagegen ergab die Licht-
streuungsmethode mit RI-Detektor und DMF fiir das gleiche
Produkt ein Gewichtsmittel der Molekiilmasse (M,) von
4.5 x 10°. Es ist bekannt, daB verzweigte Polymere in Losung
eine sphirische Konformation haben.l'”) Man kann daher
annehmen, daf} der tatsachliche Wert fiir M, des gegebenen
Polysaccharids grof3er ist als der mit GPC erhaltene Wert.

Der Verzweigungsgrad (degree of branching, DB) kann als
die Zahl der Verzweigungseinheiten im Verhéltnis zur Zahl
aller Einheiten definiert werden. Fiir Polymere mit hoher
Molekiilmasse stimmt die Zahl der Verzweigungen nahezu
mit der Zahl der endsténdigen Einheiten iiberein. Daher kann
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das molare Verhiltnis y der endstdndigen

Einheiten zur Gesamtzahl der Einheiten als

gute Niherung fiir den DB-Wert angesehen
OH werden. Dazu wurde 2 mit 1,3-Dichlor-1,1,3,3-
tetraisopropyldisiloxan (TIPDSCl,) umge-
setzt, das ein bekanntes Reagens zum Schutz
zweier benachbarter Hydroxygruppen in ei-
nem Saccharid ist.'’l Im Fall des Polymers 2
weist jede endstdndige Einheit zwei Hydroxy-
gruppen auf, wogegen in einer linearen Einheit
nur eine Hydroxygruppe vorliegt. Um die
Reaktivitit von TIPDSCI, gegeniiber den
endstdndigen und den linearen Einheiten zu
bestitigen, wurden die Reaktionen von Me-
thyl-2-acetamido-2-desoxy-6-O-trityl-p-gluco-
pyranosid 3 und Methyl-2-acetamido-4,6-O-
benzyliden-2-desoxy-D-glucopyranosid 5§ mit
TIPDSCI, durchgefiihrt (Schema 2 und 3); 3
und 5 dienen als Modellverbindungen fiir die
endsténdigen bzw. linearen Einheiten.

Tro TIPDSCI, TrO
HO OCHs Pyridin R_O OCHs

NHAc

NHAc NHAC
3 4

HsC. CHa CH,
HC, .cH

ci-St_cH

y 3

Tr = C(CgHs)3 TIPDSCl, = O R = TIPDS

CI\Si ,CHS

HCe CH

HsC' CH, CHs
Schema 2. Modellreaktion von 3 mit TIPDSCI,.

Ph"\ O o
%o OCH;
5

TIPDSCI,

keine Umsetzung
Pyridin
NHACc

Schema 3. Modellreaktion von 5 mit TIPDSCI,.

Die Ergebnisse der Modellreaktionen deuten darauf hin,
daB die endstidndigen Einheiten in 2 mit TIPDSCI, quantitativ
reagieren sollten und so Disiloxan-verbriickte Derivate
entstehen. Dagegen sollten die linearen und die verzweigten
Einheiten nicht mit TIPDSCI, reagieren.'! AnschlieBend
wurde die Reaktion von 2 mit TIPDSCI, in Pyridin durch-
gefiihrt und das Produkt als in Hexan unlosliche Verbindung
isoliert.

Das 'H-NMR-Spektrum (CDCl;) des Reaktionsprodukts in
Abbildung 1 zeigt im Vergleich zu dem von 2 ein zusitzliches
Signal zwischen 0 = 0.7 und 1.4 fiir die Isopropylgruppen. Aus
dem Integrationsverhéltnis zwischen diesem Signal und denen
fiir die Methylreste der Acetamido- und Tosylgruppen konnte
der Anteil an endstdndigen Einheiten im Polymer zu 0.51
berechnet werden. Wenn die Molekiilmasse des Polymers
hoch ist, betrédgt die Zahl der endstdndigen Einheiten nahezu
die Hélfte der Zahl aller Einheiten. Deshalb kann der DB-
Wert von der hier synthetisierten Verbindung 2 als nahezu
ideal angesehen werden.["]

0044-8249/98/11017-2541 $ 17.50+.50/0 2541



ZUSCHRIFTEN

pr Ts o Pr
IPr“Sli/ O OJ"J

] O

O’ NHAC
Pr—>5i

lPr/

Ts, NH o o ™S
endstandige Einheit

Zuckerprotonen

4
4
4

- )

Abb. 1. 'H-NMR-Spektrum (CDCl;) des Reaktionsprodukts von 2 mit
TIPDSC,.

Tabelle 1 zeigt die Ergebnisse der Polymerisation nach
verschiedenen Reaktionszeiten. Die DB-Werte der Polymere,
die nach einer Reaktionszeit von 3 und 5 h erhalten wurden,
waren nahezu maximal; der Anteil y der endstidndigen
Einheiten an allen Einheiten, der nach der Reaktion mit
TIPDSCI, 'H-NMR-spektroskopisch ermittelt wurde, betrug

Tabelle 1. Polymerisation von 1.12]

Nr. t Ausb.Pl M 10730 Ml MM,y
(h] (%]

1 1 57.3 2.3 5500 1.44 0.45

2 2 48.5 2.9 4800 1.23 0.44

3 3 49.4 4.5 6300 1.31 0.51

4 5 57.5 7.6 6600 1.93 0.49

[a] Die Polymerisation wurde mit 0.20 mmol 1in 1,2-Dichlorethan (2.0 mL)
und Campher-10-sulfonsidure (10 Mol-% bezogen auf 1) durch Erhitzen
unter RiickfluB durchgefiihrt. [b] In Diethylether unlosliche Produkte.
[c]Mit der Lichtstreuungsmethode mit DMF als Eluent ermittelt.
[d] Durch GPC mit DMF, das 0.02 molL~! Lithiumchlorid und Polystyrol-
standards enthielt, als Eluent bestimmt. [e] 'H-NMR-spektroskopisch
bestimmter Anteil y an endstédndigen Einheiten bezogen auf die Zahl aller
Einheiten.

ca. 0.5 (Nr.3 und 4). Nach Reaktionszeiten von 1 und 2 h
betrug dieser Anteil nur 0.44-0.45, was auf eine unvollstidn-
dige Verzweigung in diesen Polymeren hinweist(Nr. 1 und 2).

Man kann davon ausgehen, daB3 das Polysaccharid 2
aufgrund der hochverzweigten Struktur ungewohnliche FEi-
genschaften aufweist. Die thermischen Eigenschaften von 2
wurden durch eine thermogravimetrische Analyse (TGA)
untersucht. Bei 166 °C setzt die Zersetzung der Tosylgruppen
ein, bis 337 °C wurde ein Gewichtsverlust von 45 % registriert.
Oberhalb von 337 °C verhielt sich der verbliebene Riickstand
thermisch resistent, erst bei 510°C setzte ein zweiter Ge-
wichtsverlust ein. Bei 600°C war die Zersetzung beendet.
Dieser TGA-Verlauf zeigt, daf} die thermische Stabilitdt von 2
viel groBer ist als die gewohnlicher, linearer Polysaccharide.
So erfdhrt Chitin einen signifikanten Gewichtsverlust bei
275-428°C.
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SchlieBlich wurde 2 unter alkalischen Bedingungen (Na-
triumhydroxid) in Ethanol/Wasser unter Riickflu3 detosy-
liert, um das freie hochverzweigte Aminopolysaccharid zu
erhalten. Das Produkt wurde als in Methanol unldsliche
Verbindung erhalten und war unloslich in herkémmlichen
organischen Losungsmitteln und Wasser, aber 16slich in
Ameisensdure. Im IR-Spektrum des Produkts waren die
Absorptionsbanden bei 1358 und 1176 cm™! fiir die S=O-
Funktion der Tosylgruppe nicht mehr zu sehen. Die IR-Daten
belegen also, daf3 eine vollstindige Detosylierung zum freien
hochverzweigten Aminopolysaccharid erreicht worden ist. In
den Acetamidogruppen von 2 kann es mdoglicherweise zu
einer vereinzelten Desacetylierung kommen, auch wenn die
Absorptionsbande bei 1647 cm™! fiir die C=O-Funktion der
Acetamidogruppe im IR-Spektrum des Produkts erscheint.
Eine detailliertere Untersuchung zur Detosylierung unter
optimalen Bedingungen ist zur Zeit in Arbeit.

Wir haben das hochverzweigte Aminopolysaccharid 2
durch sédurekatalysierte Polymerisation des Saccharidmono-
mers 1 vom AB,-Typ synthetisiert. Die beschriebene Poly-
merisation ist das erste Beispiel fiir die Synthese eines
hochverzweigten Polysaccharids.

Experimentelles

Synthese des Monomers 1 aus N-Acetyl-pD-glucosamin: Eine Losung von
N-Acetyl-D-glucosamin (8.80 g, 40.0 mmol) in Pyridin (60 mL) wurde
unter Argon mit einer Losung von p-Toluolsulfonylchlorid (7.56 g,
40.0 mmol) in Pyridin (24 mL) versetzt, und das Reaktionsgemisch wurde
14h bei 40°C gerithrt. Nach Abkithlen auf Raumtemperatur wurde
Acetanhydrid (40 mL) zugegeben und die Mischung weitere 4 h geriihrt.
Dann wurde das Pyridin im Vakuum entfernt und die konzentrierte Losung
in eine groBe Menge Eiswasser gegossen. Der ausgefallene Feststoff wurde
durch Dekantieren der iiberstehenden Losung isoliert, mehrmals mit
Wasser gewaschen und dann in Chloroform gelost. Die Chloroformlosung
wurde mit 1M Schwefelsdure, wéBriger Natriumhydrogencarbonat-Losung
und Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde iiber wasserfreiem
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und eingeengt. Der Riickstand wurde im
Vakuum getrocknet und lieferte 2-Acetamido-1,3,4-tri-O-acetyl-6-O-tosyl-
2-desoxy-D-glucopyranose (7.73 g, 14.6 mmol, 36.5% ). 'H-NMR (CDCl,):
0=1.98,2.03, 2.19 (s, 12H; CH;C=0), 2.46 (s, 3H; CH,C¢H,), 4.03-4.39
(m, 4H; H2, HS, H6), 5.02-5.53 (m, 3H; H3, H4, NH), 5.64 und 6.04 (d,
1H; J=2.07, 8.92 Hz, H1 (8 bzw. a)), 7.36 und 7.77 (d, 4H; J=8.11 Hz,
C¢H,). — 2-Acetamido-1,3,4-tri-O-acetyl-6-O-tosyl-2-desoxy-D-glucopyra-
nose (2.81 g, 5.63 mmol) wurde unter Argon in 1,2-Dichlorethan (20.0 mL)
gelost und bei Raumtemperatur mit Trifluormethansulfonsédure (0.900 g,
6.00 mmol) versetzt. Die Reaktionsmischung wurde 14 h bei 50 °C geriihrt,
und dann wurde unter Riihren tropfenweise Triethylamin (4.0 mL)
zugegeben. Nachdem die Mischung fiir weitere 20 min bei dieser Tempe-
ratur geriithrt wurde, wurde sie abgekiihlt, mit Chloroform verdiinnt, mit
Wasser gewaschen, iiber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und
eingeengt. Die Chromatographie des sirupartigen Riickstands an Kieselgel
mit Ethylacetat/Hexan/Triethylamin (100/50/1, v/v/v) lieferte 2-Methyl-
(3,4-di-O-acetyl-6-O-tosyl-1,2-didesoxy-a-D-glucopyrano)-[2,1-d]-4,5-dihy-
drooxazol (0.895 g, 2.03 mmol, 39.5% ). 'H-NMR (CDCL;): d =1.99 (s, 3H;
CH;C=N), 2.03, 2.08 (s, 6H; CH;C=0), 2.44 (s, 3H; CH;C.H,), 3.60-4.12
(m,4H; H2, H5, H6),4.78-5.22 (m, 2H; H3, H4), 5.90 (d, 1H;J =7.30 Hz,
H1),7.35,7.78 (d,4H;J =8.11 Hz, C;H,). — Zu einer Losung von 2-Methyl-
(3,4-di-O-acetyl-6-O-tosyl-1,2-didesoxy-a-D-glucopyrano)-[2,1-d]-4,5-dihy-
drooxazol (0.895 g, 2.03 mmol) in wasserfreiem Methanol (3.0 mL) wurde
bei Raumtemperatur unter Argon Natriummethanolat (10.0 mg,
0.185 mmol) zugegeben und die Reaktionsmischung bei Raumtemperatur
geriihrt. Es wurde weiterhin jede Stunde Natriummethanolat (10.0 mg,
0.185 mmol) in wasserfreiem Methanol (3.0 mL) zugegeben, bis das
Diinnschichtchromatogramm (DC) die vollstindige Umsetzung der Aus-
gangsverbindung anzeigte. Dann wurde die Mischung in eine gro3e Menge
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Eiswasser gegossen und die wéBrige Phase dreimal mit Chloroform
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber wasserfreiem
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und bei Raumtemperatur eingeengt. Der
Riickstand wurde im Vakuum getrocknet und lieferte 1 (0.600 g, 1.68 mmol,
82.6%). 'H-NMR (CDCLy): 6=199 (s, 3H; CH;C=N), 243 (s, 3H;
CH,C¢H,), 3.62-3.90 (m, SH; H3-H6), 4.08—4.28 (m, 1H; H2), 5.89 (d,
1H; J=7.02Hz, H1), 734, 779 (d, 4H; J=8.11 Hz, CH,); “C-NMR
(CDClL): 6=13.6 (CH;C¢H,), 21.1 (CH;C=N), 68.2 (C2), 69.0 (C6), 70.2,
70.6, 72.4 (C3, C4, C5), 99.7 (C1), 1277, 130.3, 132.1, 145.1 (C4H,), 163.9
(N=C-0).

Polymerisation von 1 (Tabelle 1, Nr.3): Das Monomer 1 (0.0715g,
0.20 mmol) und Campher-10-sulfonsidure (0.00465 g, 0.020 mmol) wurden
bei Raumtemperatur unter Argon in 1,2-Dichlorethan (1.0 mL) gelost, und
die Mischung wurde 3 h unter Riickflu erhitzt. Nach Abkiihlen auf
Raumtemperatur wurde die Reaktionsmischung mit Pyridin neutralisiert
und in eine groBe Menge Diethylether gegossen. Der ausgefallene Feststoff
wurde abfiltriert, mit Wasser gewaschen, im Vakuum getrocknet und in
Methanol aufgenommen. Diese Losung wurde in eine groBe Menge
Diethylether gegossen, das ausgefallene Produkt abfiltriert und im
Vakuum getrocknet (2, 0.0353 g, 49.4%).

Reaktion von 2 mit TIPDSCI,: Das Polymer 2 (0.100 g, 0.280 mmol) wurde
unter Argon in Pyridin (2.2 mL) geldst und die Losung bei Raumtempe-
ratur mit TIPDSCl, (0.0397 g, 0.126 mmol) versetzt. Nach 14 h Riihren
wurde Methanol zugegeben und die Losung in eine grofe Menge Wasser
gegossen. Die wiBrige Losung wurde zweimal mit 2-Butanon extrahiert
und der Extrakt iiber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert,
eingedampft und im Vakuum getrocknet. Der Riickstand wurde mit Hexan
versetzt und das unlosliche Pulver abfiltriert. Nach dem Trocknen im
Vakuum wog das Reaktionsprodukt 0.125 g.

Detosylierung von 2: Verbindung 2 (0.103 g) und Natriumhydroxid
(0.300 g) wurden in Ethanol/Wasser (5.0 mL/5.0 mL) gelost. Die Losung
wurde 5 h unter Riickfluf} erhitzt. Dann wurde die Losung abgekiihlt, mit
Essigsdure neutralisiert und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wurde
mit Methanol versetzt und das unlosliche Material abfiltriert. Nach dem
Trocknen im Vakuum wog das detosylierte Produkt 0.0426 g.

Eingegangen am 9. Januar,
verdnderte Fassung am 18. Mai 1998 [Z11348]
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