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Festphasensynthese von
Thiooligosacchariden**
Gerd Hummel und Ole Hindsgaul*

Thioglycoside sind von besonderer Bedeutung für Unter-
suchungen zur Enzyminhibierung, denn sie sind gegenüber
Glycosidasen viel stabiler als O-Glycoside und können somit
enzymatische Hydrolyse inhibieren.[1] Thiooligosaccharide
können durch eine Vielzahl von Methoden synthetisiert werden,
z. B. durch anomere S-Alkylierung,[2] SN2-Reaktion von Halo-
genosen mit Thiolaten,[3] Glycosylierung von Glycosyldono-
ren mit Thiolen unter Säure- oder Lewis-Säure-Katalyse[4]

oder Michael-Addition von 1-Thioaldosen an a,b-ungesättig-
te Verbindungen.[5] Alle bisherigen Methoden sind jedoch
mehrstufige Synthesen mit geringen Gesamtausbeuten. Dar-
über hinaus erschweren ungesättigte Nebenprodukte, Anome-
risierung und Thiol-Oxidationsprodukte die Produktisolie-
rung.[6] Wir stellen hier eine neue, äuûerst effiziente Methode
für die Festphasensynthese von Thiooligosacchariden vor.
Hierzu dient als Nucleophil ein hochreaktives, ungeschütztes
Zucker-1-Thiolat, das mit Trifluormethansulfonat(Triflat)-
aktivierten Glycosiden umgesetzt wird. Die benötigten Thio-
late werden auf der Festphase aus den entsprechenden
unsymmetrischen Ethyldisulfiden hergestellt.

Schema 1. a) CH2Cl2, 20 8C, 2 h, 75 %; b) für R�Ac: CH2Cl2, THF oder
CH3CN; für R�H: MeOH oder MeOH/H2O, 20 8C, 5 min, 100 %. Ac�
Acetyl.

Das verwendete Diethyl-N-(ethylsulfanyl)hydrazodicarbo-
xylat 3 ist durch Reaktion von Diethylazodicarboxylat 1 mit
Ethanthiol 2 in Dichlormethan einfach zugänglich (Sche-
ma 1).[7] 3 läût sich nach Säulenchromatographie als farbloses
Öl in 76 % Ausbeute isolieren. Die freien Thiolfunktionen der
leicht zugänglichen geschützten und ungeschützten 1-Thioal-
dosen (Glc, GlcNAc, Gal, Neu5Ac)[8] wurden selektiv mit 3
entweder in Dichlormethan (4 a, 5 a, 6 a, 7) oder in Methanol
(4 b, 5 b, 6 b) geschützt. Die entsprechenden Zuckerdisulfide
konnten in quantitativer Ausbeute erhalten werden. Die
direkt erhältlichen Disulfide 4 b ± 6 b sowie die durch Des-
acetylierung mit Natriummethanolat in Methanol erhaltenen
Disulfide 8 a ± 11 a wurden direkt für die Immobilisierung an
der Festphase verwendet.

Zur Synthese gröûerer Mengen von 1-Dithioethylglycosi-
den wurde eine alternative Synthesesequenz entwickelt
(Schema 2, gezeigt für GlcNAc). Hierzu wurde 2-Acetami-

Schema 2. a) SC(NH2)2, Aceton, Rückfluû, 15 min, 82 %; b) EtSSEt,
MeOH, NEt3, 20 8C, 2 h, 89 %; c) NaOMe, MeOH, 20 8C, 2 h, dann H�,
IR-120, 96 %.

do-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-d-glucopyranosylchlorid[9]

12 mit Thioharnstoff in Aceton unter Rückfluû erhitzt. Nach
15 min erhielt man 13 in 89 % Ausbeute. Durch Umsetzung
von 13 mit Diethyldisulfid in Methanol und Triethylamin und
anschlieûende Desacetylierung wurde das ungeschützte Di-
sulfid 9 b in 85 % Ausbeute erhalten.

Alle ungeschützten Disulfide (8 b ± 10 b und 11 b) konnten
an mit Tritylchlorid funktionalisiertem Polystyrol-Harz
(0.95 mmol gÿ1) immobilisiert werden (gezeigt für Gal, Sche-
ma 3).[10] Die chemische Beladung der einzelnen Disulfide an
der Festphase wurde durch Elementaranalyse (Schwefelge-
halt) bestimmt und lag zwischen 0.56 und 0.70 mmol gÿ1,
abhängig vom jeweiligen Glycosid. Durch Reduktion mit
Dithiothreit (DTT) in einem Gemisch aus THF, MeOH und
Et3N (10:2:1) konnten die freien Thiole erhalten werden.
Dabei läût sich die Reaktion leicht durch IR-Spektroskopie
an pulverisierten Harzkügelchen (nÄ(SÿH)� 2555 cmÿ1) ver-
folgen. Die anschlieûende Reaktion des immobilisierten
Thiols 14 mit dem Triflat 19 (Schema 4) führte zunächst
jedoch nicht zum gewünschten Thioglycosid, daher wurde die
Nucleophilie von 14 durch Deprotonierung mit NaOMe in
THF weiter erhöht (Schema 3).

Das so erhaltene Thiolat 15 wurde unter Zusatz von
Kronenether mit dem Triflat 19 ([15]Krone-5 oder Krypto-
fix 221) in THF umgesetzt (Schema 4, gezeigt für Galactose).
Nach 16 h wurde das Harz gewaschen und das Thioglycosid 20
nach Abspaltung mit 2proz. TFA in CH2Cl2 erhalten (76 %
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Ausbeute; für NMR- und MS-Daten siehe
Tabelle 1).[11] Die gleiche Reaktion mit dem
Triflat 21 lieferte das entsprechende Thiogly-
cosid 22 in 64 % Ausbeute;[11] Reaktionen der
Triflate 19 und 21 mit den Thiolaten 16 ± 18
führten zu den entsprechenden Glc-, GlcNAc-
und Neu5Ac-Thioglycosiden 23 ± 28 in ähnli-
chen Ausbeuten. Die Strukturen aller Thio-
glycoside konnten nach Adsorption an RP18-
Kieselgel, Waschen mit Wasser und Eluieren
mit Methanol 1H-NMR-spektroskopisch und
massenspektrometrisch bestätigt werden.[11]

Um die Eignung dieser Methode für den
Aufbau gröûerer Thiooligosaccharide zu prü-
fen, wurde 29 in fünf Stufen ausgehend von
10 b hergestellt. Die Glycosylierung wurde
unter gleichen Bedingungen, wie in Schema 4
bereits gezeigt, mit dem Triflat 29 und dem
immobilisierten Thiolat 16 durchgeführt
(Schema 5). Das erhaltene immobilisierte Di-
saccharid 30 wurde nach Abspaltung der
Benzoylschutzgruppen mit Natriummethano-
lat in THF mit DTT reduziert, deprotoniert
(NaOMe/THF) und erneut mit dem Triflat 29
in Gegenwart von [15]Krone-5 umgesetzt.
Nach Debenzoylierung mit Natriummethano-
lat in THF und Abspaltung vom Harz konnte
das Trisaccharid 32 in 92 % Ausbeute bezogen
auf 16 erhalten werden (NMR- und MS-Daten
siehe Tabelle 1). Die hohe Ausbeute bestätigt,

Schema 3. a) NaOMe, MeOH, 20 8C, 2 h; b) Tritylchlorid-Harz, Pyridin, 4-Dimethylami-
nopyridin (DMAP), 60 8C, 48 h; c) DTT, THF, MeOH, Et3N, 20 8C, 18 h; d) NaOMe, THF,
20 8C, 2 h. Tr�Trityl�Triphenylmethyl.

Schema 4. a) [15]Krone-5, THF, 20 8C, 16 h; b) NaOMe, MeOH, THF; c) Trifluoressigsäure
(TFA), CH2Cl2, 20 8C. 21, 22, 24, 26, 28 : R�Octyl. Bz�Benzoyl, Tf�Trifluormethylsulfonyl.

Tabelle 1. Ausgewählte 1H-NMR-Signale (360 MHz,
CD3OD) und MS-Daten von 20, 22 ± 28 und 32.

20 : d� 4.35 (d, 1H, J1,2� 9.7 Hz; 1b-H, 1c-H), 5.45 (d,
1H, J1,2� 5.0 Hz; 1a-H); MS: m/z : 461.2 [M�ÿNa]

22 : d� 4.18 (d, 1 H, J1,2� 7.6 Hz; 1b-H), 4.42 (d, 1H,
J1,2� 9.6 Hz; 1a-H); MS: m/z : 493.2 [M�ÿNa]

23 : d� 4.40 (d, 1 H, J1,2� 9.6 Hz; 1b-H), 5.45 (d, 1H,
J1,2� 5.0 Hz; 1a-H); MS: m/z : 461 [M�ÿNa]

24 : d� 4.18 (d, 1H, J1,2� 7.6 Hz; 1a-H), 4.48 (d, 1H,
J1,2� 9.7 Hz; 1b-H); MS: m/z : 493.2 [M�ÿNa]

25 : d� 4.55 (d, 1 H, J1,2� 10.3 Hz; 1b-H), 5.45 (d, 1H,
J1,2� 5.0 Hz; 1a-H); MS: m/z : 502.2 [M�ÿNa]

26 : d� 4.16 (d, 1H, J1,2� 7.6 Hz; 1a-H), 4.70 (d, 1H,
J1,2� 10.4 Hz; 1b-H); MS: m/z : 534.3 [M�ÿNa]

27 : d� 1.31, 1.33, 1.39, 1.49 (4� s, 12H; CH3), 1.80 (dd,
1H, J3a,4� 11.3, J3a,3e� 12.8 Hz; 3b-Ha), 1.98 (s, 3H;
NCOCH3), 2.75 (dd, 1H, J3e,4� 4.6, J3e,3a� 12.8 Hz; 3b-
He), 3.67 (s, 3H; COOCH3), 4.31 (dd, 1H, J1,2� 5.0, J2,3�
2.4 Hz; 2a-H), 4.61 (dd, 1H, J2,3� 2.4, J3,4� 7.9 Hz; 3a-
H), 5.42 (d, 1H, J1,2� 5.0 Hz; 1a-H); MS: m/z : 604.2
[M�ÿNa]

28 : d� 0.88 (m, 3H; CH3), 1.28 (m, 10H; Octyl), 1.56 (m,
2H; OCH2CH2), 1.99 (s, 3H; NCOCH3), 1.79 (dd, 1H,
J3a,4� 11.3, J3a,3e� 12.8 Hz; 3b-Ha), 1.97 (s, 3 H;
NCOCH3), 2.75 (dd, 1H, J3e,4� 4.6, J3e,3a� 12.8 Hz; 3b-
He), 3.67 (s, 3 H; COOCH3), 4.20 (d, 1H, J1,2� 7.6 Hz; 1a-
H); MS: m/z : 636.3 [M�ÿNa]

32 : d� 1.30 (t, 3H, J� 7.4 Hz; CH3), 2.83 (q, 2H, J�
7.4 Hz; SCH2), 4.31 (d, 2H, J1,2� 9.3 Hz; 1b-H, 1c-H),
4.40 (d, 1H, J1,2� 9.5 Hz; 1a-H); MS: m/z : 635.1 [M�ÿ
Na]
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Charakterisierung von Ligandenbindung
durch Sättigungstransfer-Differenz-NMR-
Spektroskopie**
Moriz Mayer und Bernd Meyer*

Die hier vorgestellte Differenzbildung zwischen Sättigungs-
transfer- und normalem NMR-Spektrum (STD-Methode)
ermöglicht das schnelle Testen von Substanzbibliotheken
auf Bindungsaktivität gegenüber makromolekularen Rezep-
toren. Mit dieser Methode erhält man 1D- und 2D-Spektren,
die nur Signale bindender Moleküle enthalten. Die hohe
Empfindlichkeit des Verfahrens macht die Aufnahme von
STD-Spektren ab 1 nmol Protein möglich. Zudem läût sich
das Bindungsepitop des Liganden leicht bestimmen, da mit
dem Protein in direktem Kontakt stehende Ligandenreste
intensivere STD-Signale liefern. Beispielsweise konnten wir
zeigen, daû die beiden Fucosereste des Lewisb-Hexasaccha-
rids für die Bindung an das Aleuria-aurantia-Agglutinin
(AAA) verantwortlich sind.

Identifizierung von Bindungsaktivität und Charakterisie-
rung des Bindungsepitops von Liganden sind für die bio-
chemische und pharmazeutische Industrie von entscheiden-
der Bedeutung. Anders als bei Screening-Methoden wie
ELISA, RIA, Biacore oder Immunoblotting besteht bei auf
der NMR-Spektroskopie basierenden Techniken die Mög-
lichkeit, bindende Substanzen direkt in einem Gemisch
potentieller Liganden zu identifizieren. Kleine Moleküle,

Schema 5. a) [15]Krone-5, THF, 20 8C, 16 h; b) NaOMe, MeOH, THF;
c) DTT, THF, MeOH, Et3N; d) TFA, CH2Cl2, 20 8C.

daû eine teilweise Spaltung der O-glycosidischen Bindung für
die geringere Ausbeute von ca. 70 % bei den Verbindungen
20 ± 28 verantwortlich war.

Wir haben hiermit eine hocheffiziente Methode zur Syn-
these von Schwefel-verknüpften Oligosacchariden an fester
Phase beschrieben. Alle Glycoside konnten stereoselektiv
und in hohen Ausbeuten erhalten werden. Nebenprodukte,
die von Eliminierungsreaktionen der Triflate herrühren,
konnten durch Waschen des Harzes nach erfolgter Glycosy-
lierung vollständig entfernt werden. Weiterhin erwies sich die
Verwendung unsymmetrischer Disulfide als Schutzgruppe der
anomeren Thiolfunktion als kompatibel mit allgemein übli-
chen Reaktionsbedingungen in der Kohlenhydratchemie.
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