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Kohlenhydrate sind strukturell hochkomplexe und diverse
Biopolymere[1] mit einer Vielzahl an biologischen Funktio-
nen.[2] Da die Isolation von Kohlenhydraten aus nat�rlichen
Quellen schwer, teilweise sogar unmçglich ist, stellt die che-
mische Synthese eine gute Alternative f�r den Zugang zu
reinen Oligosacchariden dar. W�hrend Peptide[3] und Oligo-
nucleotide[4] mittlerweile routinem�ßig durch die automati-
sierte Festphasensynthese gewonnen werden kçnnen, entwi-
ckelt sich diese Methode f�r die Synthese von Oligosaccha-
riden nur langsam. Dies liegt auch daran, dass die Notwen-
digkeit der Regio- und Stereoselektivit�t bei der Ausbildung
einer glycosidischen Bindung eine deutlich grçßere pr�para-
tive Herausforderung darstellt. Dennoch hat die automati-
sierte Oligosaccharidsynthese die Herstellung komplexer
Kohlenhydrate beschleunigt.[5] W�hrend Polysaccharide in
der Natur sehr h�ufig vorkommen, werden synthetische Oli-
gosaccharide mit mehr als 20 Bausteinen kaum hergestellt.
Die automatisierte Oligonucleotidsynthese, die routinem�ßig
ganze Gene mit bis zu 200 Bausteinen herstellen kann, dient
als Inspiration f�r die Herstellung langkettiger Polysacchari-
de.[6]

Wir beschreiben hier die Herstellung eines a-(1,6)-Oli-
gomannosyltriakontamers (30-mer) als eine beispielhafte
Machbarkeitsstudie f�r die Synthese langer Kohlenhydrat-
ketten durch die automatisierte Kohlenhydratsynthese. Um
die Reinigung der Zielmolek�le zu ermçglichen, wurde eine
Catch-Release-Strategie entwickelt, bei der das Volll�ngen-
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 magnetunterst�tztes Dekantieren kann das
Zielmolek�l wieder von diesen abgespalten werden.

Als permanente Schutzgruppen f�r den Phosphatbaustein
1 wurden Benzoylester gew�hlt, da diese zum einen durch die

Nachbargruppenbeteiligung die Bildung der transglycosidi-
schen Bindung sicherstellen und zum anderen sich einfach
durch basische Bedingungen entfernen lassen. F�r die Ket-
tenverl�ngerung wurde die C6-Hydroxygruppe mit Fluore-
nylmethoxycarbonyl (Fmoc) gesch�tzt, da sich diese Schutz-
gruppe selektiv und schnell mit Piperidin entfernen l�sst.
Dibutylphopsphat als Abgangsgruppe ermçglicht eine
schnelle und effektive Glycosylierungen von 1 nach Aktivie-
rung mit Lewis-S�ure.[7] Das mit einem photolabilen o-Ni-
trobenzyl-Linker[8] funktionalisierte Merrifield-Harz 2 diente
als Festphase f�r die automatisierte Synthese (Schema 1).

Mit dem Mannosephosphat 1 und dem funktionalisierten
Merrifield-Harz 2 wurden im automatisierten Kohlen-
hydratsynthesizer[5b] verschiedene a-(1,6)-Oligomannoside
hergestellt (Schema 1). F�r die Dreifachglycosylierungen, die
mit drei �quivalenten des Bausteins 1 bei �15 8C durchge-
f�hrt wurden, diente TMSOTf als Aktivator. Die nachfol-
gende Entfernung der tempor�ren Fmoc-Schutzgruppe an C6

Schema 1. Automatisierte Synthese von a-(1,6)-Polysacchariden. Reak-
tionen und Bedingungen: a) Glycosylierung: 1, TMSOTf, CH2Cl2,
�15 8C (45 min)! 0 8C (15 min); b) Fmoc-Abspaltung: Piperidin,
DMF, 25 8C (5 min); c) Abspaltung von der Festphase: hn, CH2Cl2;
d) NaOMe, MeOH; e) Pd/C, H2, H2O. Bu = Butyl, Bz = Benzoyl,
Cbz= Benzyloxycarbonyl, DMF= Dimethylformamid, Fmoc = Fluorenyl-
methyloxycarbonyl, TMSOTf= Trifluormethansulfons�uretrimethylsilyl-
ester.
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mit Piperidin setzte das Nucleophil f�r den n�chsten Ket-
tenverl�ngerungsschritt frei. Das hierbei entstandene Pipe-
ridindibenzofulven-Addukt diente zur Quantifizierung der
vorangegangenen Kupplungsausbeute durch Messung der
UV-Absorption.[9] Unter Verwendung dieser Methode
konnten a-(1,6)-Oligomannoside mit Kettenl�ngen 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 vollst�ndig
entsch�tzte Hexasaccharid 9 in 25 % Ausbeute nach 15 Stufen
isoliert.

Aufgrund der ver�nderten Lçslichkeiten gestaltete sich
die Reinigung der Oligomannoside mit grçßeren Kettenl�n-
gen als zwçlf Resten (5, 6, 7 und 8) schwierig. Die Tatsache,
dass sich die Reaktionsrohprodukte nur in chlorierten Lç-
sungsmitteln lçsen, machte die Reinigung und die Abtren-
nung der Deletionssequenzen sowohl durch Normal- und
Umkehrphasenchromatographie als auch mittels Grçßen-
ausschlusschromatographie unmçglich.

Deshalb wurde eine Catch-Release-Strategie eingesetzt,
um die Reinigung zu ermçglichen. Peptide, Oligonucleotide
und Oligosaccharide kçnnen durch Affinit�tschromatogra-
phie gereinigt werden, wenn diese mithilfe einer Markierung,
wie Biotin[10] oder Oligohistidin,[11] an die station�re Phase
gebunden werden kçnnen. Diese Methoden setzen den Ein-
satz w�ssriger Lçsungsmittelgemische voraus und kçnnen
deshalb nicht f�r die Reinigung der gesch�tzten Oligoman-
noside herangezogen werden. �berdies kçnnen Fluor-Tags
die Isolation von Oligosacchariden bis zu 100-meren[12] durch
Fl�ssig-Fl�ssig- oder Festphasenextraktionen ermçglichen.[13]

Doch auch diese Methode musste f�r die Reinigung der
l�ngeren gesch�tzten a-(1,6)-Oligomannoside aufgrund von
Lçslichkeitsproblemen ausgeschlossen werden. Deshalb
wurde der Fokus auf Catch-Release-Techniken gelegt,[14] bei
denen ausschließlich das Zielmolek�l kovalent an eine feste
Phase gebunden wird. Deletionsequenzen und Nebenpro-
dukte kçnnen anschließend durch einfaches Waschen abge-
trennt werden. Um nur das Zielmolek�l an die feste Phase zu
binden, m�ssen die nicht umgesetzten Hydroxygruppen nach
jeder Glycosylierung f�r die Folgekupplungsschritte blockiert
werden (Capping-Schritt). So besitzt am Ende der Synthese
dann ausschließlich die Volll�ngensequenz eine freie Hydro-
xygruppe, die selektiv mit einer Markierung versehen werden
kann, um so das Zielmolek�l von den Deletionssequenzen
und Nebenprodukten abtrennen zu kçnnen.

Um die Catch-Release-Strategie erfolgreich f�r die au-
tomatisierte Synthese anwenden zu kçnnen, ist ein mçglichst
kurzer und effektiver Capping-Schritt nçtig. Die resultieren-
de Capping-Gruppe muss dabei w�hrend der restlichen Syn-
these stabil sein, und die final eingef�hrte Markierung muss
f�r die Produktisolierung eine einzigartige Funktionalit�t
aufweisen. Diese Fakten ber�cksichtigend wurde die Ace-
tatgruppe f�r das Capping und ein 6-Aminohexans�ureester
als Markierung verwendet. Die einzig freie Aminogruppe an
der Volll�ngensequenz sollte dann die selektive Anbindung
der Zielverbindung an die magnetischen Partikel, die auf der

Oberfl�che mit Carboxyls�ureresten funktionalisiert waren,
ermçglichen.

Die Catch-Release-Strategie wurde zun�chst f�r die Iso-
lierung des Dimannosids 13 evaluiert (Schema 2). Das Pro-
tokoll f�r die automatisierte Synthese wurde um die Capping-
Schritte mit Essigs�ureanhydrid in Pyridin erweitert und die
Markierung wurde mittels Baustein 10, der an C6 einen
Aminohexans�ureester trug, eingef�hrt. Das Disaccharid
wurde von der Festphase durch Bestrahlung mit UV-Licht in
einem Durchflussreaktor abgespalten und das Rohprodukt
mit magnetischen Partikeln, deren Oberfl�che mit N-Hy-
droxysuccinimid (NHS) aktiviert war, inkubiert.[15]

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, CH2Cl2, �15 8C
(45 min)! 0 8C (15 min); b) Capping: Ac2O, Pyridin 25 8C (60 min);
c) Fmoc-Abspaltung: Piperidin, DMF, 25 8C (5 min); d) Abspaltung von
der Festphase: hn, CH2Cl2; e) Immobilisierung auf magnetischen Parti-
keln: 1. NEt3, CH2Cl2, 25 8C; 2. Wegwaschen der Deletionssequenzen X
und Y mit CH2Cl2; f) Abspaltung von den magnetischen Partikel:
NaOMe, MeOH; g) Pd/C, H2, H2O. Ac = Acetyl.
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Mit der einzigen freien Aminogruppe des Disaccharids
konnte dieses kovalent an die magnetischen Partikel gebun-
den werden. Anschließend 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 Zielmolek�ls an die Partikel
und somit die Gesamtausbeute zu erhçhen, wurde ein zweiter
Immobilisierungsschritt durchgef�hrt. Verbleibendes Oligo-
saccharid wurde so an die zur�ckgewonnenen 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.

Der n�chste Schritt war die Synthese des Mannosyltria-
kontamers, dem bis jetzt grçßten Polysaccharid, das durch
automatisierte oder manuelle Synthese hergestellt wurde.
Das gesch�tzte 30-mer 15 konnte in weniger als einer Woche
nach der oben beschriebenen Methode erhalten werden. Die
Existenz des Molek�ls wurde durch Analyse des Rohpro-
dukts nach der Abspaltung von der Festphase durch MALDI-
Massenspektrometrie nachgewiesen. Das teilentsch�tzte 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 Identit�t des Zielmolek�ls[16]

wurde durch NMR-Spetroskopie (Abbildung 1) und
MALDI-Massenspektrometrie nachgewiesen.

Die erste automatisierte Synthese eines Polysaccharids
einschließlich der Produktreinigung gelang durch die An-
wendung einer Catch-Release-Technik. Diese Strategie ge-
w�hrt zum ersten Mal den schnellen Zugang zu langen Po-
lysacchariden. Biologische Anwendungen dieser Polysaccha-
ride mit definierter L�nge oder die mçgliche Verwendung f�r
die Herstellung neuer Materialien werden derzeit untersucht.
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Abbildung 1. Charakterisierung des Polymannosids 17. HSQC-NMR-
Spektrum (D2O, 600 MHz) des a-(1,6)-30-mer 17.

.Angewandte
Zuschriften

5976 www.angewandte.de � 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2013, 125, 5974 –5977

http://dx.doi.org/10.1038/nchem.399
http://dx.doi.org/10.1038/nchem.399
http://dx.doi.org/10.1038/nature05819
http://dx.doi.org/10.1038/nature05819
http://dx.doi.org/10.1093/glycob/3.2.97
http://dx.doi.org/10.1126/science.3863253
http://www.angewandte.de


[5] Automatisierte Festphasensynthese von Oligosacchariden:
a) O. J. Plante, E. R. Palmacci, P. H. Seeberger, Science 2001,
291, 1523 – 1527; b) L. Krçck, D. Esposito, B. Castagner, C.-C.
Wang, P. Bindsch�dler, P. H. Seeberger, Chem. Sci. 2012, 3,
1617 – 1622; c) M. T. C. Walvoort, H. van den Elst, O. J. Plante,
L. Krçck, P. H. Seeberger, H. S. Overkleeft, G. A. van der Ma-
rel, J. D. C. Cod�e, Angew. Chem. 2012, 124, 4469 – 4472; Angew.
Chem. Int. Ed. 2012, 51, 4393 – 4396; d) P. H. Seeberger, Chem.
Soc. Rev. 2008, 37, 19 – 28.

[6] R. B. Ciccarelli, P. Gunyuzlu, J. Huang, C. Scott, F. T. Oakes,
Nucleic Acids Res. 1991, 19, 6007 – 6013.

[7] O. J. Plante, E. R. Palmacci, R. B. Andrade, P. H. Seeberger, J.
Am. Chem. Soc. 2001, 123, 9545 – 9554.

[8] Photolabile Linker und Abspaltung: a) C. G. Brochet, J. Chem.
Soc. Perkin Trans. 1 2002, 125 – 142; b) F. Guillier, D. Orain, M.
Bradley, Chem. Rev. 2000, 100, 2091 – 2157; c) B. D. A. Hook, W.
Dohle, P. R. Hirst, M. Pickworth, M. B. Berry, K. I. Booker-
Milburn, J. Org. Chem. 2005, 70, 7558 – 7564.

[9] Quantifizierung des Piperidindibenzofulven-Addukts durch
Messung der Absorption bei 301 nm in DMF/Piperidin (4:1,
v/v); a) J. Niggemann, K. Michaelis, R. Frank, N, Zander, G.

Hçfle, J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 2002, 2490 – 2503; b) M.
Gude, J. Ryf, P. D. White, Lett. Pept. Sci. 2002, 9, 203 – 206.

[10] R. T. Pon, Tetrahedron Lett. 1991, 32, 1715 – 1718.
[11] E. Hochuli, W. Bannwarth, H. Dçbeli, R. Gentz, D. St�ber, Nat.

Biotechnol. 1988, 6, 1321 – 1325.
[12] W. H. Pearson, D. A. Berry, P. Stoy, K.-Y. Jung, A. D. Sercel, J.

Org. Chem. 2005, 70, 7114 – 7122.
[13] a) E. R. Palmacci, M. C. Hewitt, P. H. Seeberger, Angew. Chem.

2001, 113, 4565 – 4569; Angew. Chem. Int. Ed. 2001, 40, 4433 –
4436; b) F. R. Carrel, P. H. Seeberger, J. Org. Chem. 2008, 73,
2058 – 2065.

[14] a) K. Egusa, S. Kusumoto, K. Fukase, Eur. J. Org. Chem. 2003,
3435 – 3445; b) H. Ando, S. Manabe, Y. Nakahara, Y. Ito, Angew.
Chem. 2001, 113, 4861 – 4864; Angew. Chem. Int. Ed. 2001, 40,
4725 – 4728; c) S. Hanashima, S. Manabe, Y. Ito, Angew. Chem.
2005, 117, 4290 – 4296; Angew. Chem. Int. Ed. 2005, 44, 4218 –
4224; d) J. Wu, Z. Guo, J. Org. Chem. 2006, 71, 7067 – 7070.

[15] Die magnetischen Partikel wurden von der PerkinElmer che-
magen Technologie GmbH (Baesweiler, Deutschland) zur Ver-
f�gung gestellt.

[16] Aufgrund der kleinen Menge an 30-mer 17 wurde die Ent-
sch�tzung der Cbz-Gruppe nicht durchgef�hrt.

5977Angew. Chem. 2013, 125, 5974 –5977 � 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://dx.doi.org/10.1126/science.1057324
http://dx.doi.org/10.1126/science.1057324
http://dx.doi.org/10.1039/c2sc00940d
http://dx.doi.org/10.1039/c2sc00940d
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201108744
http://dx.doi.org/10.1002/anie.201108744
http://dx.doi.org/10.1002/anie.201108744
http://dx.doi.org/10.1039/b511197h
http://dx.doi.org/10.1039/b511197h
http://dx.doi.org/10.1093/nar/19.21.6007
http://dx.doi.org/10.1021/ja016227r
http://dx.doi.org/10.1021/ja016227r
http://dx.doi.org/10.1021/cr980040+
http://dx.doi.org/10.1021/jo050705p
http://dx.doi.org/10.1039/b206953a
http://dx.doi.org/10.1016/S0040-4039(00)74311-5
http://dx.doi.org/10.1038/nbt1188-1321
http://dx.doi.org/10.1038/nbt1188-1321
http://dx.doi.org/10.1021/jo050795y
http://dx.doi.org/10.1021/jo050795y
http://dx.doi.org/10.1002/1521-3757(20011203)113:23%3C4565::AID-ANGE4565%3E3.0.CO;2-2
http://dx.doi.org/10.1002/1521-3757(20011203)113:23%3C4565::AID-ANGE4565%3E3.0.CO;2-2
http://dx.doi.org/10.1002/1521-3773(20011203)40:23%3C4433::AID-ANIE4433%3E3.0.CO;2-8
http://dx.doi.org/10.1002/1521-3773(20011203)40:23%3C4433::AID-ANIE4433%3E3.0.CO;2-8
http://dx.doi.org/10.1021/jo701349c
http://dx.doi.org/10.1021/jo701349c
http://dx.doi.org/10.1002/ejoc.200300248
http://dx.doi.org/10.1002/ejoc.200300248
http://dx.doi.org/10.1002/1521-3757(20011217)113:24%3C4861::AID-ANGE4861%3E3.0.CO;2-V
http://dx.doi.org/10.1002/1521-3757(20011217)113:24%3C4861::AID-ANGE4861%3E3.0.CO;2-V
http://dx.doi.org/10.1002/1521-3773(20011217)40:24%3C4725::AID-ANIE4725%3E3.0.CO;2-9
http://dx.doi.org/10.1002/1521-3773(20011217)40:24%3C4725::AID-ANIE4725%3E3.0.CO;2-9
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200500777
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200500777
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200500777
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200500777
http://dx.doi.org/10.1021/jo060255g
http://www.angewandte.de

