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Automatisierte Polysaccharidsynthese: Herstellung eines Mannosyl-

triakontamers (30-mer)**
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Kohlenhydrate sind strukturell hochkomplexe und diverse
Biopolymere!! mit einer Vielzahl an biologischen Funktio-
nen.”! Da die Isolation von Kohlenhydraten aus natiirlichen
Quellen schwer, teilweise sogar unmoglich ist, stellt die che-
mische Synthese eine gute Alternative fiir den Zugang zu
reinen Oligosacchariden dar. Wihrend Peptide® und Oligo-
nucleotide® mittlerweile routinemiBig durch die automati-
sierte Festphasensynthese gewonnen werden kénnen, entwi-
ckelt sich diese Methode fiir die Synthese von Oligosaccha-
riden nur langsam. Dies liegt auch daran, dass die Notwen-
digkeit der Regio- und Stereoselektivitédt bei der Ausbildung
einer glycosidischen Bindung eine deutlich groBere prépara-
tive Herausforderung darstellt. Dennoch hat die automati-
sierte Oligosaccharidsynthese die Herstellung komplexer
Kohlenhydrate beschleunigt.’! Wihrend Polysaccharide in
der Natur sehr haufig vorkommen, werden synthetische Oli-
gosaccharide mit mehr als 20 Bausteinen kaum hergestellt.
Die automatisierte Oligonucleotidsynthese, die routineméBig
ganze Gene mit bis zu 200 Bausteinen herstellen kann, dient
als Inspiration fiir die Herstellung langkettiger Polysacchari-
de.l

Wir beschreiben hier die Herstellung eines a-(1,6)-Oli-
gomannosyltriakontamers (30-mer) als eine beispielhafte
Machbarkeitsstudie fiir die Synthese langer Kohlenhydrat-
ketten durch die automatisierte Kohlenhydratsynthese. Um
die Reinigung der Zielmolekiile zu ermoglichen, wurde eine
Catch-Release-Strategie entwickelt, bei der das Vollldngen-
saccharid mit einer Markierung versehen wird, mit der es an
magnetische Partikel gebunden werden kann. Nach der Ab-
trennung von den Deletionssequenzen durch Waschen der
Partikel und magnetunterstiitztes Dekantieren kann das
Zielmolekiil wieder von diesen abgespalten werden.

Als permanente Schutzgruppen fiir den Phosphatbaustein
1 wurden Benzoylester gewéhlt, da diese zum einen durch die
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Nachbargruppenbeteiligung die Bildung der transglycosidi-
schen Bindung sicherstellen und zum anderen sich einfach
durch basische Bedingungen entfernen lassen. Fiir die Ket-
tenverldngerung wurde die C6-Hydroxygruppe mit Fluore-
nylmethoxycarbonyl (Fmoc) geschiitzt, da sich diese Schutz-
gruppe selektiv und schnell mit Piperidin entfernen lisst.
Dibutylphopsphat als Abgangsgruppe ermoglicht eine
schnelle und effektive Glycosylierungen von 1 nach Aktivie-
rung mit Lewis-Saure.”! Das mit einem photolabilen o-Ni-
trobenzyl-Linker!® funktionalisierte Merrifield-Harz 2 diente
als Festphase fiir die automatisierte Synthese (Schema 1).
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Schema 1. Automatisierte Synthese von a-(1,6)-Polysacchariden. Reak-
tionen und Bedingungen: a) Glycosylierung: 1, TMSOTf, CH,Cl,,
—15°C (45 min) — 0°C (15 min); b) Fmoc-Abspaltung: Piperidin,
DMF, 25°C (5 min); c) Abspaltung von der Festphase: hv, CH,Cl,;

d) NaOMe, MeOH; e) Pd/C, H,, H,0O. Bu=Butyl, Bz=Benzoyl,

Cbz = Benzyloxycarbonyl, DMF = Dimethylformamid, Fmoc=Fluorenyl-
methyloxycarbonyl, TMSOTf = Trifluormethansulfonsiuretrimethylsilyl-
ester.

Mit dem Mannosephosphat 1 und dem funktionalisierten
Merrifield-Harz 2 wurden im automatisierten Kohlen-
hydratsynthesizer™ verschiedene a-(1,6)-Oligomannoside
hergestellt (Schema 1). Fiir die Dreifachglycosylierungen, die
mit drei Aquivalenten des Bausteins 1 bei —15°C durchge-
fiihrt wurden, diente TMSOTI{ als Aktivator. Die nachfol-
gende Entfernung der temporiren Fmoc-Schutzgruppe an C6
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mit Piperidin setzte das Nucleophil fiir den néchsten Ket-
tenverldngerungsschritt frei. Das hierbei entstandene Pipe-
ridindibenzofulven-Addukt diente zur Quantifizierung der
vorangegangenen Kupplungsausbeute durch Messung der
UV-Absorption.”!  Unter Verwendung dieser Methode
konnten a-(1,6)-Oligomannoside mit Kettenlédngen zwischen
einem Disaccharid (3) bis zum 30-mer (8) hergestellt werden.

Disaccharid 3 und Hexasaccharid 4 konnten einfach durch
Reinigung mittels Chromatographie auf Kieselgel von den
Deletionssequenzen abgetrennt werden. Im folgenden Schritt
wurden die Benzoate basisch und die Cbz-Schutzgruppe
durch Hydrierung auf Pd/C entfernt und das vollstindig
entschiitzte Hexasaccharid 9 in 25 % Ausbeute nach 15 Stufen
isoliert.

Aufgrund der verdnderten Loslichkeiten gestaltete sich
die Reinigung der Oligomannoside mit grof3eren Kettenlin-
gen als zwolf Resten (5, 6, 7 und 8) schwierig. Die Tatsache,
dass sich die Reaktionsrohprodukte nur in chlorierten Lo-
sungsmitteln 16sen, machte die Reinigung und die Abtren-
nung der Deletionssequenzen sowohl durch Normal- und
Umkehrphasenchromatographie als auch mittels Grofen-
ausschlusschromatographie unmaoglich.

Deshalb wurde eine Catch-Release-Strategie eingesetzt,
um die Reinigung zu ermoglichen. Peptide, Oligonucleotide
und Oligosaccharide kénnen durch Affinitdtschromatogra-
phie gereinigt werden, wenn diese mithilfe einer Markierung,
wie Biotin!"! oder Oligohistidin,""! an die stationire Phase
gebunden werden konnen. Diese Methoden setzen den Ein-
satz wassriger Losungsmittelgemische voraus und konnen
deshalb nicht fiir die Reinigung der geschiitzten Oligoman-
noside herangezogen werden. Uberdies kénnen Fluor-Tags
die Tsolation von Oligosacchariden bis zu 100-meren!" durch
Fliissig-Fliissig- oder Festphasenextraktionen ermoglichen.™!
Doch auch diese Methode musste fiir die Reinigung der
langeren geschiitzten o-(1,6)-Oligomannoside aufgrund von
Loslichkeitsproblemen ausgeschlossen werden. Deshalb
wurde der Fokus auf Catch-Release-Techniken gelegt,['¥ bei
denen ausschlieflich das Zielmolekiil kovalent an eine feste
Phase gebunden wird. Deletionsequenzen und Nebenpro-
dukte konnen anschlieBend durch einfaches Waschen abge-
trennt werden. Um nur das Zielmolekiil an die feste Phase zu
binden, miissen die nicht umgesetzten Hydroxygruppen nach
jeder Glycosylierung fiir die Folgekupplungsschritte blockiert
werden (Capping-Schritt). So besitzt am Ende der Synthese
dann ausschlieBlich die Volllingensequenz eine freie Hydro-
xygruppe, die selektiv mit einer Markierung versehen werden
kann, um so das Zielmolekiil von den Deletionssequenzen
und Nebenprodukten abtrennen zu kénnen.

Um die Catch-Release-Strategie erfolgreich fiir die au-
tomatisierte Synthese anwenden zu konnen, ist ein moglichst
kurzer und effektiver Capping-Schritt notig. Die resultieren-
de Capping-Gruppe muss dabei wéhrend der restlichen Syn-
these stabil sein, und die final eingefiihrte Markierung muss
fiir die Produktisolierung eine einzigartige Funktionalitét
aufweisen. Diese Fakten beriicksichtigend wurde die Ace-
tatgruppe fiir das Capping und ein 6-Aminohexansidureester
als Markierung verwendet. Die einzig freie Aminogruppe an
der Volllingensequenz sollte dann die selektive Anbindung
der Zielverbindung an die magnetischen Partikel, die auf der
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Oberflache mit Carboxylsdureresten funktionalisiert waren,
ermoglichen.

Die Catch-Release-Strategie wurde zunéichst fiir die Iso-
lierung des Dimannosids 13 evaluiert (Schema 2). Das Pro-
tokoll fiir die automatisierte Synthese wurde um die Capping-
Schritte mit Essigsdureanhydrid in Pyridin erweitert und die
Markierung wurde mittels Baustein 10, der an C6 einen
Aminohexansdureester trug, eingefithrt. Das Disaccharid
wurde von der Festphase durch Bestrahlung mit UV-Licht in
einem Durchflussreaktor abgespalten und das Rohprodukt
mit magnetischen Partikeln, deren Oberfliche mit N-Hy-
droxysuccinimid (NHS) aktiviert war, inkubiert.l'”]
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Schema 2. Anwendung der Catch-Release-Reinigung auf die automati-
sierte Festphasensynthese des Dimannosids 13. Reaktionen und Be-
dingungen: a) Glycosylierung: 1 oder 10, TMSOTf, CH,Cl,, —15°C
(45 min) — 0°C (15 min); b) Capping: Ac,O, Pyridin 25°C (60 min);
c) Fmoc-Abspaltung: Piperidin, DMF, 25°C (5 min); d) Abspaltung von
der Festphase: hv, CH,Cl,; e) Immobilisierung auf magnetischen Parti-
keln: 1. NEt;, CH,Cl,, 25°C; 2. Wegwaschen der Deletionssequenzen X

und Y mit CH,Cl,; f) Abspaltung von den magnetischen Partikel:
NaOMe, MeOH; g) Pd/C, H,, H,0O. Ac=Acetyl.
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Mit der einzigen freien Aminogruppe des Disaccharids
konnte dieses kovalent an die magnetischen Partikel gebun-
den werden. AnschlieBend wurden alle Nebenprodukte durch
Waschen der magnetischen Partikel mit Dichlormethan und
Methanol entfernt. Nach Behandlung der Partikel mit Na-
triummethanolat in Methanol wurde das abgespaltene Di-
saccharid 12 durch Gelfiltration gereinigt und in 22% Aus-
beute nach neun Stufen erhalten. Die Benzylcarbamatgruppe
wurde durch Hydrierung entfernt und das Disaccharid 13 in
74 % Ausbeute isoliert.

Um die Kupplungsrate des Zielmolekiils an die Partikel
und somit die Gesamtausbeute zu erh6hen, wurde ein zweiter
Immobilisierungsschritt durchgefiihrt. Verbleibendes Oligo-
saccharid wurde so an die zuriickgewonnenen Partikel des
ersten Reinigungszyklus in Gegenwart von PyBOP und
DIPEA gekuppelt (Schema 3).

Die automatisierte Synthese des Dodecamannosids lie-
ferte so nach Gelfiltration das debenzoylierte 12-mer 16 in
13% Gesamtausbeute ohne die Notwendigkeit eines weite-
ren HPLC-Reinigungsschrittes. Die Entfernung der Cbz-
Gruppe durch Hydrierung auf Pd/C in Wasser lieferte das
Dodecamannosid 18 in 62 % Ausbeute.
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Schema 3. Anwendung der Catch-Release-Reinigung auf die automati-
sierte Festphasensynthese der Oligomannoside 16 und 17. Reaktionen
und Bedingungen: a) Automatisierte Synthese; b) Immobilisierung auf
magnetischen Partikeln: 1. NEt;, CH,Cl,, 25°C; 2. Wegwaschen der
Deletionssequenzen mit CH,Cl,; c) Abspaltung von den magnetischen
Partikeln: NaOMe, MeOH, H,0; d) Wiederverwendung der magneti-
schen Partikel: 14, 15, PyBOP, DIPEA, CH,Cl,, 25°C; e) Pd/C, H,, H,0.
DIPEA = N,N-Diisopropylethylamin, PyBOP = Benzotriazol-1-yl-N-oxy-
tris (pyrrolidino)-phosphoniumhexafluorophosphat.
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Der nichste Schritt war die Synthese des Mannosyltria-
kontamers, dem bis jetzt groBten Polysaccharid, das durch
automatisierte oder manuelle Synthese hergestellt wurde.
Das geschiitzte 30-mer 15 konnte in weniger als einer Woche
nach der oben beschriebenen Methode erhalten werden. Die
Existenz des Molekiils wurde durch Analyse des Rohpro-
dukts nach der Abspaltung von der Festphase durch MALDI-
Massenspektrometrie nachgewiesen. Das teilentschiitzte 30-
mer 17 wurde durch die Catch-Release-Methode von Dele-
tionssequenzen und Nebenprodukten getrennt und nach
Gelfiltration in 1% Gesamtausbeute isoliert (96 % durch-
schnittlich pro Stufe). Die Identitit des Zielmolekiils!"

wurde durch NMR-Spetroskopie (Abbildung 1) und
MALDI-Massenspektrometrie nachgewiesen.
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Abbildung 1. Charakterisierung des Polymannosids 17. HSQC-NMR-
Spektrum (D,0O, 600 MHz) des a-(1,6)-30-mer 17.

Die erste automatisierte Synthese eines Polysaccharids
einschlieBlich der Produktreinigung gelang durch die An-
wendung einer Catch-Release-Technik. Diese Strategie ge-
wiahrt zum ersten Mal den schnellen Zugang zu langen Po-
lysacchariden. Biologische Anwendungen dieser Polysaccha-
ride mit definierter Lédnge oder die mogliche Verwendung fiir
die Herstellung neuer Materialien werden derzeit untersucht.
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