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Kohlenhydrate bilden die Stoffklasse,
die den grofiten Anteil an allen Bio-
molekiilen auf der Erde ausmacht. Ge-
bunden an Proteine und Lipide bilden
Kohlenhydrate vier Glycoconjugatklas-
sen mit charakteristischen strukturellen
und biologischen FEigenschaften: Gly-
coproteine, Glycolipide, Glycosylphos-
phatidylinositol(GPI)-Anker und Gly-
cosaminoglycane  (GAGs;  Abbil-
dung 1). Diese strukturell sehr unter-
schiedlichen Makromolekiile kommen
in der extrazelluldren Matrix vor und
sind dort fiir viele essentielle biologi-
sche Prozesse zustindig."!

GAGs sind negativ geladene Poly-
saccharide mit Carbonsdurefunktionen.
Lokalisiert in der extrazelluldren Matrix
durch die Bindung an membrandurch-
spannende Proteine leiten sie als Pro-
teoglycane Signale ins Zellinnere (Ab-
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Abbildung 1. Glycoconjugate in der extrazelluliren Matrix. O- und N-Glycane sind uiber die Sei-
tenketten von Serin, Threonin oder Asparagin mit Proteinen verkniipft. Glycolipide bestehen aus
Kohlenhydraten und Lipiden und spielen eine wichtige Rolle in zelluliren Erkennungsprozessen.

bildung 1).?! GAGs variieren in der
Liange der Kohlenhydratkette (zwischen
20 und 200 Disaccharideinheiten) und
deren Zusammensetzung. AuBerdem
sorgen verschiedene Sulfatierungsmuster und -grade fiir eine
sehr groBe Vielfalt dieser Biomolekiile.? Chondroitinsulfat
besteht aus abwechselnd miteinander verkniipften N-Acetyl-
B-p-galactosamin- und (-pD-Glucuronsiureresten, die sich
zusdtzlich durch Sulfatierung bestimmter Hydroxygruppen
unterscheiden. Diese Modifikationen beeinflussen die biolo-
gische Aktivitdt und erschweren die Erforschung von Struk-
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Glycosylphosphatidylinositole (GPI) verankern Proteine iiber zwei Fettsiuren in der Zellmem-
bran. Glycosaminoglycane treten als Seitenketten von Proteoglycanen auf.

tur-Wirkungs-Zusammenhiangen durch den limitierten
Zugang zu diesen Molekiilen mit definierten Sulfatierungs-
mustern.”?

MafBgeschneiderte GAG-Oligosaccharide konnen che-
misch®! oder enzymatisch!® hergestellt werden und stellen
wertvolle Instrumente dar, um deren genaue biologische
Funktion analysieren zu konnen. Allerdings erhoht die re-
gioselektive Einfilhrung von Sulfatgruppen zusétzlich die
Komplexitdt der Synthese. Deshalb lassen viele derzeitige
Synthesemethoden einen generellen Zugang zu den ver-
schiedenen Verbindungen dieser Stoffklasse vermissen, sind
sehr zeitaufwendig und beinhalten viele sequenztypische
Schwierigkeiten.

Hier beschreiben wir einen neuen Ansatz fiir die auto-
matisierte Festphasensynthese von GAG-Oligosacchariden,
basierend auf der bereits etablierten Synthese der Kohlen-
hydrateinheiten von Glycoproteinen und -lipiden.! Es wurde
eine Strategie entwickelt, die die Synthese unter der Ver-
wendung orthogonal geschiitzter Bausteine und eines stabi-
len, aber dennoch einfach abspaltbaren Linkers fiir die An-
bindung der wachsenden Zuckerkette an die Festphase!® er-
moglicht. Fiir diese Synthese wurde ein Kohlenhydratsyn-
thesizer, der Glycosylierungszyklen vollstdndig automatisiert
ausfithren kann,” fiir die Einfiihrung der Sulfatgruppen an
der Festphase weiterentwickelt.
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Schema 1. A) Retrosynthese der Chondroitinoligosaccharide mit verschiedenen Sulfatierungsmustern.
B) Automatisierte Synthese von Chondroitinhexasacchariden. Reaktionen und Bedingungen:
a) 3x3 Aquiv. Baustein, TMSOTf, CH,Cl,, —15°C (45 min) — 0°C (15 min); b) 3x20% Piperidin in
DMF, 25°C (5 min); c) 3xAc,O, Pyridin 25°C (30 min); d) 3xH,NNH,-H,O, Pyridin, AcOH, CH,Cl,,
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(Bn) versehen, wohingegen Posi-
tionen fiir die spétere Sulfatierung
orthogonal mit Lévulinsdureestern
(Lev) geschiitzt wurden, da diese
unter milden Reaktionsbedingun-
gen selektiv entfernbar sind. Die
Hydroxygruppen, die wihrend der
Kettenverldngerung als Nucleophil
dienen sollten, wurden mit Fluore-
nylmethyloxycarbonyl (Fmoc) ge-
schiitzt, da sich diese selektiv mit
Piperidin entfernen lassen. Unter
Beriicksichtigung dieser Strategie
wurden die beiden funktionalisier-
ten Galactosaminphosphate (2 und
3) und der Glucuronsidurebaustein
(4) entworfen und aus kommerziell
erhiltlicher Galactose und Glucose
im Multigrammma@Bstab hergestellt
(Schema 1 A sowie Abbildungen S2
und S3 in den Hintergrundinfor-
mationen).

Bei der Auswahl des Linkers
mussten die breiten Reaktionsbe-
dingungen wihrend der GAG-Syn-
these berticksichtigt werden. Der
ideale Linker kann nach der Syn-
these einfach von der Festphase
abgespalten werden und enthélt
eine funktionelle Gruppe fiir die
chemoselektive Synthese von Gly-
coarrays oder Glycokonjugaten.®!
Zusitzlich muss der Linker neben
den stark basischen Reaktionsbe-
dingungen, die fiir die Entfernung
der Fmoc-, Lev- und Bz-Schutz-
gruppen notwendig sind, auch den
sauren Bedingungen in den Gly-
cosylierungen standhalten. Die
stark sauren Reaktionsbedingun-
gen fiir die Phophatkupplungen

25°C (60 min); e) 3xSO;-Pyridin, Pyridin, DMF, 50°C (3 h); f) hv, CH,Cl,, 25°C (5: 13% tiber 16

Stufen; 6: 8% uber 16 Stufen). TCA=Trichloracetyl.

Aufgrund ihrer biologischen Rolle bei der Infektion durch
Plasmodium falciparum' wurden die beiden Chondroitin-
sulfathexasaccharide CS-C und CS-A (Schema 1 A) als Ziel-
verbindungen fiir die automatisierte Festphasensynthese ge-
wihlt. Zusitzlich stellt die hohe negative Ladung dieser He-
xasaccharide eine grofle préparative Herausforderung dar.
Die retrosynthetische Analyse zeigte, dass die Kohlen-
hydratkette der Hexasaccharide § und 6 aus zwei selektiv
geschiitzten Galactosamin- (GalNAc) und einem Glucuron-
sdurebaustein (GlcA) aufgebaut werden kann (Schema 1).

Es wurde eine Schutzgruppenstrategie entwickelt, die
bereits in der Synthese von Heparin erfolgreich eingesetzt
wurde P Hydroxygruppen, die wihrend der Synthese nicht
modifiziert werden, wurden permanent mit Benzylethern
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wiirden den bifunktionellen Lin-
ker,” der fiir die automatisierte
Synthese fiir N- und O-gebundene
Kohlenhydrate erfolgreich verwen-
det wurde, abspalten. Auflerdem konnen die stark basischen
Abspaltungsbedingungen fiir diesen Linker zu B-Eliminie-
rungen in den Glucuronsidureresten und somit zu verkiirzten
Ketten fiithren. Der fiir die Festphasensynthese von Kohlen-
hydraten bereits verwendete Octendiol-Linker macht nach
der Abspaltung durch Olefinmetathese weitere Modifikati-
onsschritte in Losung notig und wurde deshalb fiir die labilen
Sulfatgruppen ausgeschlossen.?!

Dementsprechend wurde ein neuer orthogonaler Linker
entworfen. Ein photolabiler Nitrobenzylether-basierender
Linker wurde hierfiir an die Festphase (1, Schema 1B) ge-
kniipft und in einer Modellstudie mit verschiedenen Zu-
ckerbausteinen getestet. Licht wurde bereits als sehr selekti-
ves ,,Reagens” fiir die Abspaltung von Oligosacchariden und
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Oligopeptiden von der Festphase erfolgreich eingesetzt.
Allerdings wird die Intensitit des Lichts durch Losungsmittel
mit wachsender Distanz von der Lichtquelle durch Absorp-
tion stark vermindert, was die Effektivitit der Photoreaktion
zur Abspaltung in herkémmlichen ReaktionsgefdBen stark
beeintrichtigt (Abbildung 2 A).1"
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Abbildung 2. Photoabspaltung von der Festphase. A) In Suspensionen
nimmt die Lichtintensitit mit wachsender Entfernung von der Licht-
quelle ab. Zusitzlich mindert Lichtstreuung die Effektivitit bei der Ab-
spaltungsreaktion in einem normalen Reaktionsgefif3. B) Photoabspal-
tung in einem Durchflussreaktor: Die festphasengebundenen Hexasac-
charide werden nahe der Lichtquelle durch einen Schlauch transpor-
tiert und somit effektiv bestrahlt, was eine hohe Abspaltungsrate zur
Folge hat.

Dieser Effekt wird zusétzlich durch Lichtstreuungseffekte
durch das suspendierte Harz der Festphase verstédrkt. Deshalb
wurde die Abspaltung nach der Festphasensynthese in einem
separaten Schritt in einem Durchflussphotoreaktor durchge-
fiihrt. Hier erfolgt die Reaktion in einem Schlauch mit engem
Durchmesser, der eine hohe Bestrahlungseffektivitit sichert
(Abbildung 2B).!" Dieser Reaktor enthilt eine Quecksil-
berlampe mit einem UV-Filter (Pyrex, 50 % Durchlissigkeit
bei 305 nm), die von einem Kiihlsystem umgeben ist. Die
Abspaltung findet in einem Schlauch aus fluoriertem Ethy-
lenpropylen (FEP) statt, der um die Lichtquelle gewickelt ist.
Die festphasengebundenen Produkte wurden aus dem Re-
aktor des Synthesizers entnommen und mithilfe von Ein-
wegspritzen und einer Spritzenpumpe durch den Durch-
flussreaktor gepumpt.

Die in der austretenden Suspension gelosten Produkte
wurden nach der Abspaltung durch Filtration vom Harz ge-
trennt und werden nach Entfernung des Losungsmittels ohne
weitere Aufarbeitungsschritte erhalten. Dies stellt nach un-
serem Wissen erstmals die Kombination einer hocheffektiven
Photoreaktion an der Festphase in einem kontinuierlichen
Flussreaktor dar.
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Mit dem neuen Linkersystem und verschiedenen Bau-
steinen wurden verschiedene Polymertriagerharze untersucht.
Fiir die Glycosylierungen zeigte sich Polystyrol als effektivste
Festphase und wurde deshalb fiir die Synthese der Chon-
droitinhexasaccharide gewdihlt. Zusétzlich wurden verschie-
dene Abgangsgruppen fiir die Zuckerbausteine untersucht,
wobei die Phosphatgruppe im Vergleich zu Seleno- und
Thioglycosiden oder Trichloracetimidatbausteinen zu hohe-
ren Kupplungsausbeuten fiihrte.

Nach diesen vorldufigen Untersuchungen sollten die
Chondroitinoligosaccharide 5 und 6 hergestellt werden
(Schema 1B). Hierzu wurde die Festphase mit dem Linker
funktionalisiert? (Schema 1B) und mit einer Beladung!"
von 0.47 mmolg ' erhalten. Das Chondroitin-6-sulfathexa-
saccharid 5 wurde mit den Bausteinen 2 und 4 in 16 Stufen
nach drei Tagen in einer Ausbeute von 13% (88% durch-
schnittliche Ausbeute pro Stufe) erhalten. Durch Verwen-
dung der Bausteine 3 und 4 wurde Chondroitin-4-sulfathe-
xasaccharid 6 mit einer Ausbeute von 8% (86% durch-
schnittliche Ausbeute pro Stufe) hergestellt. Fiir die Synthese
der Zuckerketten von 5 und 6 wurden fiir jeden Zyklus
Dreifachglycosylierungen mit drei Aquivalenten Baustein
und einer &dquimolaren Menge des Aktivators Tri-
fluormethansulfonséuretrisilylmethylester (TMSOTf) bei
—15°C durchgefiihrt. Fiir die Kettenverldngerung wurde die
Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin entfernt und die Kupp-
lungsausbeute der vorangegangenen Glycosylierung anhand
der UV-Absorption des Piperidindibenzofulven-Addukts
quantifiziert. Um ungewollte Nebenreaktionen zu vermeiden,
wurde vor der Sulfatierung die terminale Fmoc-Gruppe durch
ein stabiles Acetat ersetzt. Im Anschluss wurden in gepuf-
ferter Hydrazinlosung alle Lev-Ester selektiv entfernt und die
somit erhaltenen Hydroxygruppen mit Schwefeltrioxidpyri-
diniumkomplex in DMF und Pyridin bei 50°C sulfatiert.

Die festphasengebundenen Hexasaccharide wurden ma-
nuell aus dem Reaktionsgefdl des Synthesizers entfernt, in
Dichlormethan gequollen und anschlieend im Photoreaktor
abgespalten. Wahrend des Abspaltungsprozesses wurde das
Losungsmittel durch MeOH ersetzt, um die Loslichkeit der
negativ geladenen Hexasaccharide zu gewdihrleisten. Die
Rohprodukte wurden mittels Umkehrphasen-HPLC und
Massenspektrometrie analysiert (RP-LCMS) und anschlie-
Bend mittels priaparativer HPLC gereinigt (Abbildung 3 A).
Hierbei dienten die Carboxybenzyl(Cbz)-Schutzgruppe am
Linker und die verbleibenden Benzylether als Chromophor
fiir die UV-Detektion der Zielverbindungen wihrend der
HPLC-Reinigung. Die teilweise entschiitzten Chondroitin-
hexasaccharide 5 und 6 wurden vollstindig durch NMR-
Spektroskopie (Abbildung 3B) und hochauflosende Mas-
senspektrometrie (HR-ESI-MS) charakterisiert.

Die endgiiltige Entfernung der Benzylether, Trichlor-
acetamide und Benzoyl- und Acetylester sollte durch Hy-
drierung und Esterverseifung realisiert werden. Diese
Schritte fithren zu einer einzigen Aminogruppe am Linker,
die zur selektiven Kupplung der Chondroitinhexasaccharide
auf Glycochips oder Nanopartikel verwendet werden kann.
Durch die erschwerte Charakterisierung der hoch negativ
geladenen Reaktionszwischenprodukte durch Massenspek-
trometrie und Diinnschichtchromatographie ist die Uber-
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Abbildung 3. Reinigung und Charakterisierung des Chondroitinhexa-
saccharids 5. A) Produktreinigung durch priparative HPLC. Nach
24.22 min eluiert Produkt 5 und nach 27.32 min eine Deletions-
sequenz, der ein GlcA- und ein GalNAc-Rest fehlen. Die Peaks zwi-
schen 38 und 44 min kénnen auf Polystyrolverbindungen aus dem
Merrifield-Harz zuriickgefiihrt werden. Bedingungen: Siule: C18-Nuc-
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