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Antenndre Oligosaccharide

Hochverzweigte Oligosaccharide: eine allgemeine
Synthesestrategie fiir multiantenniire N-Glycane
vom ,,Bisecting‘‘-Typ**

Harald Weiss und Carlo Unverzagt*

Professor Peter Welzel
zum 65. Geburtstag gewidmet

Ein GroBteil der eukaryotischen Proteine auf Zelloberfld-
chen und im Blutserum liegt glycosyliert vor, am haufigsten in
Form Asparagin-gebundener Oligosaccharide.l' Diese N-
Glycane beeinflussen die Funktion von Glycoproteinen in
besonderem Malle; allerdings gibt es nur wenige aussage-
kriftige Struktur-Wirkungs-Untersuchungen.!’ Da N-Gly-
cane, deren Homogenitit fiir biologische Studien ausreicht,
aus natiirlichen Quellen meist nur in kleinen Mengen
verfiigbar sind, haben verschiedene Arbeitsgruppen Synthe-
semethoden fiir diese wichtige Verbindungsklasse entwi-
ckelt.”] Am schwierigsten ist die Synthese von N-Glycanen,
die iiber eine B-1,4-verkniipfte GlcNAc-Einheit*” an ein
sterisch stark iiberfrachtetes zentrales f-Mannosid gebunden
sind. N-Glycane vom ,Bisecting“-Typ sind nachweislich
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Schema 1. Regioselektive Verkniipfung der Bausteine A-D zur Synthese von N-Glycanen vom ,Bisec-
ting“-Typ. Benzyl, Pht=
Phthaloyl.
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beteiligt an der Tumorprogression, AcO-
der Zellentwicklung!'! und der Wirkung 2 e

von Rezeptoren.['”! Wir haben ein System
von Synthesebausteinen entwickelt, das
einen allgemeinen Zugang zu diesen N-
Glycanen eroffnet. Mit dieser Strategie
ist auch die Synthese von bisher nicht
zugéanglichen tri- und tetraantenniren
Verbindungen moglich.

Der Trisaccharidbaustein D" enthalt
eine B-Mannosid-Einheit mit nur einer
Benzyliden-Schutzgruppe. Durch eine
Sequenz von zwei regio- und stereoselek-
tiven Glycosylierungen konnen multian-
tennire N-Glycane an diesem zentralen
Baustein direkt zusammengefiigt werden
(Schema 1)."! Die Synthese von N-Gly-
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Baustein B dient zur Einfiihrung der ,Bisecting“-GlcNAc-Einheit. Bzl =

canen vom ,,Bisecting“-Typ nach dieser Strategie erfordert
eine effiziente Kupplung der drei Substituenten A—C an die 8-
Mannosid-Einheit des Acceptors D. Je nach der Reihenfolge,
in der die Substituenten eingefithrt werden, sind sechs
verschiedene Wege denkbar.

Bei unseren ersten Versuchen zur Synthese multianten-
narer N-Glycane sollte der ,,Bisecting“-GIcNAc-Baustein 2
im abschlieBenden Schritt an das triantenndre N-Glycan 1c¢
gekuppelt werden, das aus den Vorstufen A, C und D erhalten
werden kann (Schema 2).* Diese Strategie konnte zuvor bei
biantenniren Verbindungen erfolgreich angewandt werden.”
Der triantennire Acceptor 1¢ enthélt bereits die freie OH-4’-
Gruppe, die fiir die Reaktion mit 2 erforderlich ist. Bei der
Umsetzung mit 10 Aquivalenten des Donors 2 verlief die
Reaktion an OH-4* jedoch sehr langsam und in niedrigen
Ausbeuten; das Produktgemisch konnte iiberdies nicht chro-
matographisch aufgetrennt werden. Ein dhnliches Ergebnis
wurde bei der Umsetzung der tri- bzw. tetraantenndren N-
Glycane 1b und 1d erhalten.
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Schema 2. Nur am biantenniren Acceptor 1a konnte ein ,,Bisecting“-Substituent durch Umset-
zung mit 2 im letzten Reaktionsschritt eingefithrt werden (Ausbeute an 8c: 56 %).

Um diese Probleme bei der spiten Ein-
fithrung eines ,,Bisecting“-GIcNAc-Restes zu
tiberwinden, wurde die Reaktivitit des
Donors 2 erhoht und der sterische Anspruch
verringert; aulerdem wurde der biantennére
Acceptor 1a anstelle von 1c eingesetzt. Der
Austausch der Phthaloylgruppe des Donors
gegen eine Succinyl- oder 2,2,2-Trichlor-
ethoxycarbonyl-Gruppe!" sowie von Aceta-
ten gegen Benzylether steigerte die Ausbeute
nicht iiber 56 %, den Wert, der bereits mit
dem Donor 2 erhalten wurde.["! Die Einfiih-
rung des ,,Bisecting“-Substituenten in einem
spdten Syntheseschritt ist demnach wenig
erfolgversprechend.

Wir fiihrten im néichsten Syntheseversuch
den ,,Bisecting“-Substituenten vor dem a-1,3-
Arm ein, um so die sterische Hinderung zu
verringern. Bei dieser Strategie muss jedoch
nach Entfernen der Benzylidenacetal-Funk-
tion temporir eine Schutzgruppe selektiv an der priméren
OH-6>-Gruppe eingefiihrt werden. Die erforderlichen Reak-
tionen wurden mit dem Pentasacchariddiol 3 als Modell-
verbindung durchgefiihrt (Schema 3), das durch eine Sequenz
aus regioselektiver a-1,3-Glycosylierung des zentralen Tri-
saccharids D mit dem Donor A, Acetylierung und Entfernen
der Benzylidenacetal-Funktion erhalten wurde."® Zunichst
wurde die primidre Hydroxyfunktion von 3 mit einer tert-
Butyldimethylsilylgruppe  geschiitzt. Diese Verbindung
konnte in Reaktionen mit den Donoren 2 oder 6 jedoch
nicht mit einem ,,Bisecting““-GlcNAc-Substituenten versehen
werden, vermutlich aufgrund der sterischen Hinderung durch
die sperrige Schutzgruppe. Die wesentlich kleinere Chlor-
acetyl-Schutzgruppe!"” kann leicht regioselektiv eingefiihrt
werden; die Reaktion von 3 mit einem geringen Uberschuss
an Chloressigsdureanhydrid bei 0°C unter starker Verdiin-
nung liefert 4 in 98% Ausbeute. Die Einfilhrung des
,Bisecting“-GIcNAc-Substituenten erfolgte anschlieend
mit mehreren Donoren mit unterschiedlichen Schutzgruppen
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Schema 3. a) Chloressigsaureanhydrid, Pyridin, CH,Cl,, 98 %; b) 4, 2
CH,Cl,, BF;-OEt,, 79%; c) 4, 6, CH,Cl,, N-lodsuccinimid, Trifluorme-
thansulfonsiure, 71%; d) 4, 5, CH,Cl,, BF;-OEt,, 55%,; €) K,COs,
MeOH/CH,Cl, (1:10); 7b 70%; 7d 74%; 7 f 83 %,; f) A, CH,Cl,,
BF,-OFt,, 43%; g) A, CH,Cl,, BF,-OFt,, 76%; h) C, CH,Cl,, BF,-OEt,,
16%; i) 1. D, CH,Cl,, BF;-OEt,; 2. Essigsaureanhydrid, Pyridin; 3. p-
TosOH, CH;CN (75%, Schritte 1-3); k) Chloressigsiureanhydrid, Pyri-
din, CH,Cl,, 85%; 1) 6, CH,Cl,, N-lodsuccinimid, Trifluormethansulfon-
saure 34%; m) K,CO;, MeOH/CH,Cl, (1:10), 87%: n) A, CH,Cl,
BF;-OEt,, 20%,; o) 1. Ethylendiamin, nBuOH, 80°C; 2. Essigséureanhy-

drid, Pyridin; 3. MeNH, (41%) in H,O (75 %, Schritte 1-3). CA=Chlor-

acetyl, NSu=Succinimido, TFAc=Trifluoracetyl.
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an der Aminofunktion. Mit dem Donor 2 wurde die beste
Ausbeute (79 %) erzielt, gefolgt vom Trifluoracetyl-geschiitz-
ten™® Thioglycosid 6 (70%) und dem Succinimidoderivat 5
(55%). Selektives Entfernen der Chloracetyl-Schutzgruppe
der Hexasaccharide 7a, 7¢ und 7e durch Verseifung mit
K,CO; in MeOH/CH,(l, lieferte unter milden Bedingungen
die Acceptoren 7b, 7d bzw. 7f.

Die Einfithrung des a-1,6-Arms durch Glycosylierung
dieser Acceptoren mit dem Disacchariddonor A wurde
untersucht. Die Ausbeuten dieser Reaktionen waren stark
abhéngig von der Schutzgruppe an der Aminofunktion des
»Bisecting“-Substituenten. Mit dem Phthalimidoderivat 7b
erfolgte keine Reaktion, wohingegen 7f mit der kleineren
Succinimidfunktion und das Trifluoracetamid 7d die entspre-
chenden Octasaccharide 8a (43 %) bzw. 8b (76 %) ergaben.
Dies bestiitigt friihere Ergebnisse von Paulsen et al.! zur
blockierenden Wirkung einer Phthalimidofunktion in 2-Posi-
tion des ,,Bisecting““-Substituenten. Um dieses sterische Prob-
lem beheben und schlieflich den a-1,6-Arm anbringen zu
konnen, mussten die Phthalimidogruppen frither in einer
Reihe von Reaktionen in Acetamidogruppen umgewandelt
werden.’) Diese Schutzgruppentransformation wird durch
Verwendung des trifluoracetylierten Donors 6 vermieden,
und die iiblicherweise bei Glucosamin verwendeten Phthal-
oyl-Schutzgruppen konnen beibehalten werden. Dies ist
vorteilhaft, denn Phthaloyl-geschiitzte N-Glycan-Bausteine
liefern hohere Glycosylierungsausbeuten und gehen weniger
Nebenreaktionen ein als N-acetylierte Derivate.?

Die Reaktion des Acceptors 7d mit dem verzweigten
Donor C zeigt, dass die neue Methode auch zum Aufbau
triantenndrer Verbindungen vom ,Bisecting“-Typ geeignet
ist: Es gelang uns, das triantennidre N-Glycan 9 rein zu
erhalten (16 % Ausbeute).!” Die Struktur von 9 wurde durch
2D-NMR-Experimente!®! (COSY, NOESY, HMQC, HMQC-
COSY"™!y und durch Elektrospray-Ionisations-Massenspek-
trometrie bestdtigt. Mit dieser Glycosylierungsstrategie
wurde ein weiteres triantennidres N-Glycan vom ,,Bisec-
ting“-Typ erhalten. Das Nonasaccharid 10 wurde schrittweise
aus den Bausteinen D und E, dem ,Bisecting“-GlcNAc-
Donor 6 (34% Ausbeute) sowie dem Baustein A aufgebaut
(20% Ausbeute, Schema 3). Setzt man im letzten Glycosylie-
rungsschritt den Donor C anstelle von A ein, so erhélt man
die tetraantenndre Verbindung 11 in 12% Ausbeute. Die
Ausbeuten bei der Einfithrung des o-1,6-Arms in multian-
tenndre N-Glycane vom ,,Bisecting“-Typ sind deutlich gerin-
ger als bei analogen Verbindungen (70-90%).'*) In der
starken Beeintrichtigung, die dieser abschlieende Glycosy-
lierungsschritt durch sterische Hinderung erfihrt, zeigen sich
die Einschrankungen der chemischen Oligosaccharidsynthese
mit extensiver Verwendung von Schutzgruppen.

Die N-Glycane vom ,,Bisecting“-Typ mit N-Trifluorace-
tylgruppe konnen in einer dreistufigen Eintopfreaktion ent-
schiitzt werden: Umsetzung von 9 mit Ethylendiamin,
Peracetylierung und abschlieBende O-Desacetylierung fiihr-
ten zu 12, das nach Festphasenextraktion rein in 75%
Ausbeute erhalten wurde.

Durch unsere vielseitige Baukasten-Strategie konnten wir
erstmals N-Glycane erhalten, deren ,,Bisecting®“-Substituen-
ten von drei oder vier Antennen-Einheiten flankiert sind. Der
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sterische Anspruch der einzelnen Synthesebausteine und die
Reihenfolge ihrer Einfithrung sind entscheidend fiir die
Synthese dieser hoch substituierten Oligosaccharide. Nur
die Kombination aus einer kleinen Schutzgruppe an der
Aminofunktion des ,,Bisecting“-Substituenten und der Ein-
fithrung des o-1,6-Arms im abschlieBenden Schritt ermog-
lichte die Synthese dieser komplexen Oligosaccharide.

Eingegangen am 10. April 2003 [Z51625]

Stichworter: Glycosylierungen - Kohlenhydrate - N-Glycane -
Polysaccharide
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