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Anmerkungen:

Die im Text fettgedruckten Zahlen bezeichnen die zugehdrigen Strukturformeln und
werden auch anstelle der V erbindungsnamen verwendet. Hochgestellte Zahlen verweisen
auf Literaturzitate. Die vor dem linken Textrand in Klammern gesetzten Zahlen beziehen
sich auf die im Experimentellen Teil beschriebenen Versuche; teilweise werden diese

Versuchsnummern auch in Tabellen angegeben.

a = axial

Abb. = Abbildung

Ac = Acetyl

All = Allyl

Bn = Benzyl

BrAc = Bromacety!

Bu = Butyl

Bz = Benzoyl

CAN = Cerammoniumnitrat

CD = Cyclodextrin

CGal = Cyclogaactin

CGTase = Cyclodextringlucosyltransferase

Cp = Cyclopentadienyl

DBU = 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]lundec-7-en

DC = Dunnschichtchromatogramm

DDQ = 2,3-Dichlor-5,6-dicyan-1,4-benzochinon
DIBAL = Diisobutyla uminiumhydrid

DMAP = N,N-Dimethyl-4-aminopyridin

DMF = N,N-Dimethylformamid

DMTST = Dimethyl (methylthio)sul foniumtrifluor-

methansulfonat
dppp = 1,3-Di-(diphenyl phosphino)-propan
DTBMP = 2,6-Di-tert-butyl-4-methylpyridin
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Einleitung und Problemstellung 1

1 Natirliches Vorkommen oligomerer und polymerer Kohlenhydrate

Kohlenhydrate zeichnen sich durch ihre funktionelle Diversitdt und ihr ubiquitéres
Auftreten in der belebten Natur ausi®™ (Abbildung 1). So dient die Starke in Pflanzen
bzw. das Glycogen im tierischen Organismus als Energiereserve, wobei beide
Speicherformen gleichzeitig eine leicht mobilisierbare Kohlenstoffquelle fir den
Stoffwechsel darstellen.>® Eine zweite herausragende Funktion der Kohlenhydrate liegt
in ihrer Nutzung als Gerlstsubstanzen.!” Prominente Beispiele hierfir sind die in
Pflanzen vorkommende Cellulose und das von Krustentieren und Insekten verwendete
Chitin, welche zur Stabilisierung der Zellwand bzw. des Exoskeletts genutzt werden und

somit die Ausbildung dreidimensionaler Strukturen ermoglichen.

Oligo- und
Polysaccharide

N

Energiereserve | GerUstsubstanzen | Glycokonjugate
Starke, Cellulose, Glycoproteine,
Glycogen Chitin, Glycaolipide

Matrixpolysaccharide,
z.B. Pektine

Abb. 1. Verwendung oligomerer und polymerer Kohlenhydrate in der Natur.

Neben der Nutzung als Biopolymere sind Kohlenhydrate schliefdlich Bestandteil der
Glycokonjugate, in denen Oligosaccharide kovalent an Proteine (Glycoproteine) oder
Lipide (Glycolipide, Lipopolysaccharide) gebunden sind.#*® Zunachst beeinflul dies
die physikalischen Eigenschaften — so z.B. die Hydrophilie — der glycosylierten
K omponenten.!*¥ Des weiteren sind die oftmals exponiert an der Oberflache von Zellen

vorliegenden  Kohlenhydrat-Strukturen an  Erkennungsprozessen  beteiligt, &35!
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beispielsweise as Blutgruppendeterminanten oder in der Wechselwirkung mit
Pathogenen (Viren, Bakterien).

2 Zur Verwendung der D-Galactose in Biopolymeren

Fur den Aufbau der Oligo- und Polysaccharide nutzen Bioorganismen nahezu
ausschliefdlich Pentosen (Cs-Zucker) und Hexosen (Cg-Zucker), wobei im letzteren Fall
neben p-Glucose vor allem b-Mannose und b-Galactose verwendet werden.!*”) Obwohl
die D-Galactose als Bestandteil der Glycokonjugat-Oligosaccharide eine ausgepragte
Rolle spidt,*¥ kommt ihr in Kohlenhydrat-Biopolymeren nur geringere Bedeutung zu. In
diesem Bereich ist eindeutig die Nutzung der D-Glucose dominierend, aus der die bisher
angefuhrten polymeren Verbindungen wie Stérke, Glycogen, Cellulose und Chitin (in
Form des 2-N-Acetyl-Derivates) aufgebaut sind.

Ausschlieffdlich aus Galactose-Einheiten aufgebaute Polymere findet man beispielsweise
in Rotalgen, deren Gerustpolysaccharid ein strukturell heterogenes Galactan darstellt, das
als Agar oder Carrageenan bezeichnet wird.!*® Die Grundstruktur dieser Verbindungen
baut jeweils auf ener Wiederholungseinheit A-B auf (Abbildung2), die
postbiosynthetisch durch Sulfatisierung, Methylierung, 1,6-Anhydro-Bildung, etc.

modifiziert wird.

HO _oH HO _oH
(el :
3 1 3
Lo O on o Ao

HO B HO B
) Q 7 OH
HO Do HO Oy
HO —
oT, o],
—3)-B-p-Galp-(1—4)-0-p-Gal p-(1— —3)-B-p-Galp-(1—-4)-a-L.-Gap-(1—
A B A B

Abb. 2. Strukturmotive von Galactanen (Agar) aus Rotalgen.
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Die so erzeugten Strukturen, in denen abwechselnd helicale Bereiche neben ungeordneten
Domaénen vorliegen, bilden nach intermolekularer Assoziation der regelmafigen
Sequenzen Hohlraume aus. Durch Einlagerung von Wasser entstehen so stabile Gele, die

in idealer Weise fiir die Strukturbildung von Wasserpflanzen geeignet sind.*

D-Galactane mit einem gleichférmigen Verknipfungsmuster findet man als Seitenketten
der Pektin-Polysaccharide, die Bestandteil der Primérzellwand héherer Pflanzen sind.[*®
Diese B-(1—4)-verknupften Polymere sind an der Quervernetzung der in eine Matrix aus
Kohlenhydraten und Zellwandproteinen eingelagerten Cellulosefibrillen beteiligt und

tragen so zu einer mechanischen Stabilisierung der Zellwand bei (Abbildung 3).

~ Pektin-Polysaccharid
(Rhamnogal acturonan)

I BN e IR py S

Zellwandprotein
g % g — Typ-I1-Arabinogal actan
: : : : : : (3—6)-verkniipft
z O - - z - -
e

T = i : : = i l f Pektin-Seitenketten:

: : : : —— B-(1—4)-D-Galactan,
: : ; : ; : Typ-1-Arabinogalactan
H3 3T OBY OB IBEROBY OSB3 EPEE OB OHE Xylogluean

Cellulosefibrille

Abb. 3. Schematischer Aufbau der Primérzellwand nach Albersheim.”*
Die Abbildung zeigt einen Ausschnitt der Schichtstruktur, die sich nach oben

und unten in entsprechender Reihenfolge fortsetzt.

Obwohl der Anteil der D-Galactane — entweder unsubstituiert oder mit L-Arabinose
glycosyliert als Typ-I-Arabinogalactan — von Pflanze zu Pflanze variiert, werden diese

Polymere in einigen Fallen al's eine Hauptkomponente der Matrixpolysaccharide gebildet.
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Beispiele hierfir sind Samen verschiedener Lupinus-Arten,™! Flachs!? Karotte,*
Citrus-Pektin®  Tabak,®™  Tomaed® und verschiedene  Holzarten.[2%227
Untersuchungen an Keimbl&ttern von Lupinus angustifolius haben gezeigt, dal3 hier das
D-Galactan als Reservepolysaccharid Verwendung findet,!?® wohingegen in den anderen
Félen Uber ihre genaue Bedeutung — neben der Nutzung als Gerustsubstanz — wenig
bekannt ist.

Fur ein besseres Versténdnis der Pflanzenzellwand ist es notwendig, die Funktionen der
einzelnen Komponenten mit den reaisierten, dreidimensionalen Strukturen zu
korrelieren. Dies hat sich bisher allerdings as &aufferst schwierig erwiesen, da die
Isolierung von nativem Material ohne chemische Verénderung nahezu unméglich ist. Bis
heute ist daher Uber den exakten dreidimensionalen Aufbau der D-Galactane nur wenig
bekannt. Vergleicht man jedoch die in Abbildung 4 gezeigten schematischen Strukturen
eines B-(1—4)-verknipften b-Galactans und der Amylose, dem helicalen, aus a-(1—4)-
verknipften D-Glucose-Einheiten aufgebauten Bestandtell der Starke, so 1dt sich
durchaus ein dhnliches Erscheinungsbild vermuten. Diese Analogie beruht auf der in
beiden Fallen realisierten axial-equatorialen Verknipfung der Positionen 1 und 4, die fur

die interglycosidischen Bindungen zu einer vergleichbaren lokalen Geometrie fihrt.

OH HO
HO la e)
OH
o) a(1—4) HO 0
Amylose 4e H
Y HO oy B1—4)-D-Galactan 3 ©
a-(1—4)-D-Glucan
@] HO
HO OH
~
o oH P O —OH i
HO OHO
OH Q
HO 0] OH
@) o HO le 4%
OHO OH HO
HO B(1—4)

Abb. 4. Strukturelle Motive von Amylose und dem (3-(1—4)-verknipften D-Galactan.

a=axia, e = equatorial.
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Existieren wie im vorliegenden Fall keine Untersuchungen beziglich der Gestalt eines
Polysaccharids, die auf physikalischen Methoden beruhen (NMR, ROntgen-
strukturanalyse), so sind dennoch Aussagen Uber die dreidimensionale Struktur des
Polymers durch computergestiitzte Modellierungen moglich.!®! Im Falle der B-(1—4)-
verknupften D-Galactane ergaben die nach unterschiedlichen Methoden durchgefiihrten
Konformationsanalysen®3¥  ausnahmslos, da ein derart aufgebautes Polymer
tatséchlich eine Helix ausbilden sollte und somit der allgemeine Vergleich mit der
Amylose zuldssig ist. Hierbel weisen die berechneten Parameter der Helix jedoch
verstandlicherweise  deutliche Abweichungen auf, die letztendlich auf der
unterschiedlichen Orientierung der glycosidischen Bindungen beruhen. So wurde fur das
D-Galactan eine Rechtsgangigkeit der Helix (61) berechnet,®™ wohingegen z.B. eine
kristalline Modifikation der Amylose (V-Amylose) eine linkshandige 6s-Helix

einnimmt.[°)

Auch wenn die Ergebnisse der computergestiitzten Berechnungen weithin
Ubereinstimmen, so bleibt anzumerken, dai es sich hierbei um recht weit zurtickliegende
Arbeiten Uber die Struktur der B-(1—4)-verknipften D-Galactane handelt, die zudem
nicht auf Kristallstrukturdaten hoherer Oligomere beruhen. Daher wéare es
wunschenswert, zumindest -(1—4)-verknupfte Galactooligosaccharide in Reinform zu
erhalten, wobei auf Grund der schwierigen Isolierung aus nattrlichen Quellen hierfir
allerdings zundchst die Entwicklung einer chemischen Synthese dieser
Modellverbindungen notwendig ist. Daran anschlief3end konnten Untersuchungen ihrer
physikalischen Eigenschaften sowohl im Festkorper als auch in Losung und darauf
basierende, aktuelle computergestiitzte Berechnungen die Grundlage fir ein besseres
Verstdndnis der Struktur und der Funktion dieser Biopolymere innerhalb der

Pflanzenzellwand bilden.
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3 Cyclodextrine und verwandte Analoga

Cyclodextrine sind eine Klasse von cyclischen Oligosacchariden, die beim enzymatischen
Abbau des helicalen Starkebestandteils Amylose durch Cyclodextringlucosyltransferasen
(CGTasen) bakteriellen Ursprungs, z. B. aus Bacillus macerans, gebildet werden.*® Die
CGTasen entfernen dabei aus der aus a-(1—4)-verkipften D-Glucopyranosyl-Einheiten
aufgebauten Amylose langere Fragmente, deren Enden anschlief3end kondensiert werden.
Hauptprodukte sind Molekile, die aus sechs (2, a-CD), sieben (3, -CD) und acht (4,
v-CD) D-Glucose-Einheiten aufgebaut sind, wahrend kleinere Ringe wie das Pentamer 1
nicht gebildet werden (Abbildung 5).

OH
OH O

OH

HO
o HO 7 Ol s

OH HO

I0

HO o HO O
HO OH HO

0 o
I'n HO OH
OH
HO
0 o
HO OHO

cyclo[—4)-a-D-Glcp-(1-]s

>
I

1
a-CD 2
B-CD 3
v-CD 4

cyclo[—4)-a-D-Glcp-(1—]s

>
I

cyclo[—4)-a-D-Glcp-(1-]7

=]
I

n cyclo[—4)-a-D-Glcp-(1—]s

Abb. 5. Strukturen der Cyclodextrine.

Diese cyclischen Molekile &hneln einem hohlen Kegelstumpf (Torus), wobe der

Hohlraum (Kavitédt) im Gegensatz zu der hydrophilen AulRenseite einen vergleichsweise
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hydrophoben Charakter besitzt. Die hierauf beruhende Fahigkeit, EinschlufRverbindungen
mit einer Vielzahl organischer Molekiile auszubilden,® ist Ursache fiir das groRe
Interesse, das den Cyclodextrinen entgegengebracht wird. Beispiele fur die vielfatigen
Anwendungsgebiete® umfassen zum Einen den Bereich der Grundlagenforschung, in
dem Cyclodextrine bzw. modifizierte Derivate in Untersuchungen Uber die Wirt-Gast-
K atalyse!®*3¥ oder zum Aufbau supramolekularer Strukturen!®4% (Catenane, Rotaxane)
eingesetzt werden. DarUber hinaus existiert eine umfangreiche industrielle Nutzung, die
von polymer gebundenen Cyclodextrinen als stationdre Phase bel chromatographischen
Trennungent®! Giber die Solubilisierung und Stabilisierung von Arzneimitteln und

K osmetika bis hin zur Maskierung von Geruchsstoffen reicht.[*®

Die breite Nutzung cyclischer Oligosaccharide hat dazu gefihrt, da? mittlerweile eine
groBe Anzahl chemisch modifizierter Derivate der Cyclodextrind®®* existieren.
Dariiber hinaus wurden neben den natiirlich vorkommenden a-CD 2!*! und y-CD 44
auch eine Reihe nicht-natiirlicher Cyclooligosaccharide synthetisiert® (bzgl. der
Strategien zum Aufbau: siehe Kapitedl 4.3). So konnten neben dem aus
Spannungsgrinden beim enzymatischen Stérkeabbau nicht entstehenden Cyclo-a(1—4)-
glucopentaosid (1)1 unter anderem entsprechende manno- (Cyclomannine)*” und
altro-Analoga® (Cycloaltrine, bzgl. Nomenklatur: Lit.[**¥) erhalten werden.

Fur die Synthese weiterer Cyclodextrin-Analoga, die sich in der Konfiguration des
Kohlenhydrat-Monomeren und/oder der Art ihrer Verknipfung unterscheiden kdnnen,
sollten vorzugsweise solche Verbindungen gewahlt werden, deren interessante
Eigenschaften die nachfolgende, arbeitsaufwendige Total synthese rechtfertigen. Ein Weg
zu einer gezielten Modifizierung der Kavitét 183 die in Kapitel 2 vorgestellte, berechnete
helicale Struktur der B-(1—4)-verknipften D-Galactane erkennen. In Analogie zur
Amylose wirde dessen Abbau durch ein hypothetisches Enzym zu den bisher
unbekannten Cyclogalactinen fuhren (Abbildung 6), die auf Grund der entgegengesetzten

Orientierung der interglycosidischen Bindung (equatoriale 3-Verkniipfung zu der axialen
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4-OH-Gruppe) im Vergleich zu den Cyclodextrinen eine invertierte Ausrichtung der

Pyranose-Einheiten aufweisen sollten.

OH O
HO oy OH
7 O OH o
5\0 o) . HO™ o0 |ns
OH HO OH
. e} OOH d
1
HO 0 HO
AN
HO B ¥ HO H
n

O
O oH O
o) OH O
HO o OH
HO HO
o-CGal 5 n=6: cyclo[—4)-B-D-Gap-(1—]e
B-CGa 6 n=7:. cyclo[—4)-B-D-Gap-(1-]s

ADbb. 6. Struktur der bisher noch unbekannten -(1—4)-verknupften Cyclogalactine.

Die Auswirkungen dieses "Umstillpens' des Cyclodextrin-Molekils verdeutlichen die
Ergebnisse der computergestiitzten Modellierung dieser Verbindungen.*®? Die in
Abbildung 7 (oben) gezeigten Minimumsenergie-Strukturen des o-CDs 2 und des
a-Cyclogalactins 5 sowie deren molekulare Kontaktoberflachen® in punktierter Form
lassen die konische Gestalt beider Molekile erkennen. An der engeren Seite befinden
sich die primédren 6-OH-Gruppen, wogegen die sekundaren 2-OH-/3-OH-Gruppen der
D-Glucose- bzw. D-Gal actose-Einheiten entlang der weitgetffneten Seite liegen.

Die fur die Bildung von EinschluRverbindungen wichtige Gestalt des Hohlraumes
veranschaulichen die Uberlagerten Querschnitte durch die Kontaktoberflache der beiden
Moleklle (Abbildung 7, unten).
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2-OH
3-OH

8.0A

6-OH

i
0123 435A

Abb. 7. Oben: Minimumsenergie-Struktur (Kugel-Stab-Modell) und Kontaktoberfléache
in punktierter Form von 2 (a-CD, links) und 5 (a-CGal, rechts).* Die groRere
Offnung des Torus (2-OH/3-OH-Seite) weist auf den Betrachter.
Unten: Uberlagerte Querschnitte durch die Kontaktoberflache von 2 (a-CD,
links) und 5 (a-CGal, rechts).” Die 2-OH/3-OH-Seite zeigt nach oben, die
schmalere Seite mit den CH,OH-Gruppen nach unten.

Im a-CD 2 sind die Pyranoseringe derart orientiert, dal3 die axialen Wasserstoffatome
3-H und 5-H in Richtung des Hohlraumes zeigen, wobei die deutlich zu erkennende
Auswolbung in der Mitte auf die 5-H-Atome zurickzufiihren ist. Dagegen bewirkt die
Inversion des Grundgeriistes im analogen o-CGal 5 eine umgekehrte Orientierung der
Kohlenhydrat-Einheiten, so dafd sich nun im Inneren des Torus das H-2-Atom und der
Ringsauerstoff befinden. Als Folge nimmt die Kavitd des a-Cyclogalactins 5 eine

zylinderférmige Gestalt an und ist zudem etwa 20 % grof3er alsim nattrlichen a-CD 2.
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Neben diesen strukturellen Anderungen wirkt sich die Inversion nach den Berechnungen
auch auf die HydrophilieVertelung aus!* Ist die AuRenseite des a-CDs 2
bekanntermal3en hydrophil, so dehnt sich im Falle des «a-Cyclogalactins 5 ein
hydrophober Bereich vom inneren Rand des Hohlraumes bis weit auf die aul3ere
Oberflache des Molekils hinaus. Dagegen sollte der Innenraum von 5 in Relation zu dem

des analogen a-CD 2 einen deutlich weniger hydrophoben Charakter aufwei sen.

Die computergestiitzte Modellierung der Cyclogalactine deutet in vielerlei Hinsicht auf
eine interessante Ausweitung des Anwendungsprofils cyclischer Oligosaccharide hin. So
sollte beispielsweise das a-CGal 5 im Vergleich zum a-CD 2 Einschluf3verbindungen
mit grofderen Gastmol ekilen ausbilden kdnnen, die zudem einen hydrophileren Charakter
besitzen diirfen. Zur Uberpriifung und Bestétigung dieser Aussagen ist es daher im
folgenden notwendig, eine effiziente chemische Synthese fur diese Substanzklasse zu
entwickeln, da geeignete Enzyme, die B-(1—4)-D-Galactane in Richtung cyclischer

Molekllen abbauen, bisher nicht zur Verfligung stehen.
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4 Synthese von Oligosacchariden

41 Grundlegende Prinzipien®¥

Fur den Aufbau von Oligosacchariden definierter Struktur ist es auf Grund der
unterschiedlichen Verknipfungsmoglichkeiten notwendig, sowohl die Regio- als auch
die Stereoselektivitat der Bildung interglycosidischer Bindungen zu kontrollieren. Um die
gewlnschte Regioselektivitdt zu erreichen, verwendet man im Normalfall as
Hydroxylkomponente einen Glycosyl-Akzeptor, der lediglich eine freie Hydroxylgruppe
(HOR) besitzt. Die Umsetzung mit einem Glycosyl-Donor A — unter Austritt der
anomeren Abgangsgruppe L des Donors — fihrt so zu dem Glycosid B (Schema 1).
Hierbei wird L durch einen Aktivator in eine reaktive Austrittsgruppe transformiert,
wobei die Aktivierung entweder katalytisch oder durch Zugabe zumindest equimolarer
Mengen erreicht werden kann.

op OP oP
0 0 Aktivator PO QR PO ]
* HOR ———>  po * PO OR
PO -LH o
PO pO B
L OR

PO

A ao-B B-B

P = Schutzgruppe L = Abgangsgruppe R = glycosidischer
(Protecting group) (Leaving group) Rest

Schemal. Prinzip der Glycosid-Synthese.

Das Problem der Stereoselektivitat einer Glycosylierung resultiert aus der Tatsache, dal3
im Verlauf der Reaktion am anomeren C-Atom des Glycosyl-Donors ein neues,
asymmetrisches Zentrum generiert wird. In Schema 1 wird dies durch die beiden
maoglichen Produkte a-B und B-B verdeutlicht. Fir den relativen Anteil ihrer Bildung ist
hierbei die Substitution in 2-Stellung von entscheidender Bedeutung, wobei im Falle
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einer 2-O-Alkyl-Substitution (z. B. Benzyl, Allyl) auf Grund des anomeren Effektes das

thermodynamisch stabilere a-B oftmal's bevorzugt entsteht.>

Selektiv zu einem B-Produkt E gelangt man, wenn zum Schutz von O-2 eine Estergruppe
eingesetzt wird (Schema 2).!*" Diese vermag das nach Aktivierung von Donor C
entstehende Carbokation durch Nachbargruppenbeteiligung zu stabilisieren, so dal3 ein
cyclisches Carboxoniumion D resultiert. Der Alkohol kann nun nur von der Oberseite in
Richtung des B-Produktes E angreifen (Weg a), wohingegen die a-Seite nicht zuganglich
ist. Auf Grund des ambidenten Charakters der cyclischen Zwischenstufe D kann
alerdings der durch Angriff des Alkohols auf das verbriickende C-Atom entstehende
Orthoester F resultieren (Weg b).

PO PO
ﬁ . O‘\:/OW }* oP
R— =0 y PO 0O
R b PO
C D o)
ko
R
OR
F
Orthoester

Schema 2. Einfluld der Nachbargruppenbeteiligung auf die Glycosylierung.
R' = Me, Ph, tBu, etc.

Das bis heute noch ungeléste Problem, allgemein glltige Reaktionsbedingungen fur
Oligosaccharid-Synthesen zu finden, ist vor allem auf die schwer einzuschédtzende
Reaktivitédt der Glycosylierungspartner zurtickzufihren, die durch die verwendeten
Schutzgruppen sowie durch konformative und sterische Faktoren beeinfluf3t wird.

Deshalb wurden im Verlauf der letzten Jahre eine grof3e Anzahl an Glycosylierungs-
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varianten entwickelt, die sich im Normalfall durch die Abgangsgruppe L und den
verwendeten Aktivator unterscheiden.®*¥ Eine Ubersicht der Kombinationen, mit denen
in vielen Falen gute und vor allem reproduzierbare Ergebnisse erzielt wurden, ist in
Tabelle 1 zusammengefalit.

Tab. 1. Beispiele fur Donor/Aktivator-Systeme in der Glycosid-Synthese.

Anomere Abgangs- Aktivierung Literatur
gruppe L des
Glycosyl-Donors

Cl, Br Ag(l)-Salze, Hg(I1)-Salze, BusNBr [53-58]
F SnCl,/AgClO, bzw. AgOTT, [43],[59]
CpzHfCly/ AgClO4 bzw. AgOTf [60]
OC(NH)CCl3 BF3-OEt,, TMSOTf [61],[62]
OAc BF;-OEt,, SnCl,, TMSOTf [63-65]
SR MeOTf, DMTST, NIS'TfOH [66-70]
S(O)Ph Tf,0, TfOH [71],[72]

Weliterhin haben in den letzten Jahren enzymatische Synthesen an Bedeutung
gewonnen.!™ Hierbei werden im Normalfall vollstandig ungeschiitzte Akzeptoren
eingesetzt, die entweder durch Glycosidasen oder Glycosyltransferasen glycosyliert
werden, wobel die Regio- und Stereoselektivitét der Verknipfung von den eingesetzten
Enzymen abhangig ist. Die Moglichkeit, auf eine aufwendige Schutzgruppenchemie
verzichten zu kénnen, ist somit als grofdter Vortell der enzymatischen Umsetzungen
anzusehen. Nachteilige Faktoren sind dagegen die oftmals schwierige Zugéanglichkeit und
die hohen Kosten der bendtigten Enzyme sowie Probleme bei der Verwendung von
Oligosaccharid-Donoren bzw. -Akzeptoren. Vielversprechender ist dagegen der
chemoenzymatische Syntheseansatz,!”**™ bei dem in Fallen, in denen durch "klassische"
Methoden nur unbefriedigende Ergebnisse erzielt werden konnen, enzymatische

Glycosylierungen von auf chemischen Wege hergestellte Substraten Anwendung finden.
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4.2 Bisherige Synthesen B-(1—4)-verkntpfter Galactooligosaccharide

Priméres Ziel einer Vielzahl der bisher durchgefiihrten Synthesen war vor allem das
B-D-Galp-(1—»4)-D-Galp-Disaccharid, da dieses Strukturelement sowohl im Bereich der
von Pflanzen verwendeten Biopolymere (Agar, D-Galactane, siehe Kapitel 2) alsauch in
Glycokonjugaten!™ verbreitet ist. Nachdem derart verkniipfte Disaccharide oftmals als
K omponenten einer Mischung aus Regioisomeren'”® bzw. Anomeren'”” anfielen, wurden
dartiber hinaus auch verschiedene stereoselektive”® — darunter auch enzymatische™ —
Synthesen entwickelt. Die auf diesen Wegen zuganglichen Verbindungen sind allerdings
im Normalfal auf Grund ihres Schutzgruppenmusters nicht fir den Aufbau hoherer
Galactooligosaccharide geeignet, da dieser einen selektiven Schutz der terminalen 4-OH-

Gruppe zur Kettenverlangerung erfordert.

Ein Verfahren zur Synthese eines Trisaccharids wurde zuerst von Schuerch entwickelt.®”
Der hier verwendete Akzeptor 7 (Schema 3) zeichnet sich durch den Einsatz von
Benzylgruppen in den Positionen 3 und 6 aus, um auf diese Art den
reaktivitdtssteigernden  EinfluB  von  Alkylsubstituenten™@®  zu nutzen. Die
anschlielfende Kopplung mit dem Galactosyl-Chlorid 8 unter Aktivierung mit
Silbertresylat (AgOTres, AQOSO,CH,CF3) verlief in befriedigenden Ausbeuten (62%)
zum Disaccharid 9. Fir die Synthese des Trisaccharids 11 wurde daraufhin 9 zu dem
Disaccharid-Donor 10 umgesetzt, da ein selektives Freisetzen der 4-OH-Gruppe
scheiterte. Die Glycosylierung von 7 lieferte schliefdlich das Trisaccharid 15 in 85%
Ausbeute. Dieser Uberraschend hohen Ausbeute stehen allerdings einige gravierende
Nachteile des Synthesekonzeptes entgegen. Neben der gescheiterten Abspaltung der
terminalen 4-OH-Gruppe, die fur weitere Umsetzungen jeweils die Generierung von
Donoren aus synthetisch wertvollen Oligosacchariden zur Folge hétte, sind weiterhin
aulBerst aufwendige Schutzgruppenoperationen und insgesamt ein hoher préparativer
Aufwand erforderlich, so dald3 dieser Weg insgesamt zeitaufwendig und unergiebig

erscheint.
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HO OH BzO BzO
OAll Cl
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85%
BnO @) OBn BnO
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Schema3. Generierung des Trisaccharids 11 nach Schuerch.'®

Basierend auf diesen Erfahrung stellte deshalb Kovac!®™ einen alternatives Konzept vor,
das unter Verwendung eines moglichst einheitlichen Schutzgruppenprofils durch
konsequenten Einsatz von Benzoylgruppen einen einfacheren Zugang ermoglichen sollte.
Dazu wurde Akzeptor 12, der in lediglich zwei Stufen aus b-Galactose zuganglich ist,
durch zwel weitere Umwandlungen in das Chlorid 13 tberfihrt (Schema 4). Zum Schutz
der 4-Position wurde in diesem Fall die Bromacetylgruppe (BrCH,CO) gewahlt, die sich
in Gegenwart anderer Estergruppen selektiv durch Thioharnstoff entfernen |41t
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Schema4. Synthese von Trisaccharid 16 nach Kovéc.®@

Die Kondensation der beiden Verbindungen unter Aktivierung mit Silbertriflat (AgOTf)
ergab das gewinschte B-(1—4)-verknupfte Disaccharid 14 in guter Ausbeute (74%,
Schemad4). Die nachfolgende Glycosylierung des nach der Abspatung der
Bromacetylgruppe erhaltenen Akzeptors 15 mit Donor 13 offenbarte jedoch den
negativen elektronische Einflu® der Esterschutzgruppen, so dald Trisaccharid 16 in
lediglich 35% Ausbeute erhalten werden konnte.

Die hier vorgestellten Synthesen der Trisaccharide 11 und 16 verdeutlichen
eindrucksvoll, dal3 keines der Konzepte zufriedenstellend auf die Generierung hoherer
B-(1—4)-verknupfter Galactooligosaccharide anwendbar ist. Somit steht die Entwicklung
eines moglichst kurzen Zuganges zu diesen Verbindungen durch Minimierung der
Schutzgruppenmanipulationen und Verwendung effizienter Glycosylierungsverfahren

noch aus.
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4.3 Konzepte zur Generierung neuer cyclischer Oligosaccharide

Das grof3e Interesse, dal? den cyclischen Oligosacchariden entgegengebracht wird, hat zu
einer Vielzahl erfolgreicher Synthesen von neuen Vertretern dieser Verbindungsklasse
gefihrt.!** Nach den Pionierarbeiten von Ogawa, die in der Totalsynthese des
a-Cyclodextrins 2% ihren ersten Hohepunkt erlebten, wurden im Verlauf der letzten
Jahre eine stetig wachsende Anzahl nicht-nattrlicher Analoga zugéanglich gemacht. Fir

deren chemische Synthese fanden verschiedene Konzepte Anwendung:

a) ausgehend von den naturlichen Cyclodextrinen:

a-(1—4)-verknupfte Cyclodextrin-Analoga, deren Kohlenhydrat-Einheiten eine
abweichende Konfiguration aufweisen, lassen sich in manchen Féllen direkt aus den
Cyclodextrinen gewinnen. Die Gruppe um Fujita entwickelte beispielsweise eine
Synthese des a-Cycloaltrins 18,1 in der das all-manno-Epoxid 17 in einer vierstufigen
Reaktionsfolge aus dem a-CD 2 generiert wurde (Schema 5). Die Offnung aller
Epoxidgruppen von 17 durch Kochen in Wasser verlief anschlief3end auflerst selektiv in
Richtung das altro-konfigurierten 18, das zudem in einer ausgezeichneten Ausbeute

(73%) erhaten werden konnte.

OH OH HO
; q i Q ot

0 a-c %"\ o 0 i

H,0
HO — — >
53% 73%
HO
= > O O
l6 6 16
2 17 18
(gluco) (manno) (altro)

Schema5. Generierung des a-Cycloaltrins 18.

(@) tBuMe,SICI; (b) 1. NaH, 2. PhSO,Cl; (c) BusNF.
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b) Cyclisierung linearer Vorléufer

Im Normalfall besteht leider keine Méglichkeit, fir die Synthese eines Zielmolekils auf
die natirlichen Cyclodextrine zurtickgreifen zu konnen. So existieren selbst fur o-(1—4)-
verknipfte Analoga oftmals keine Methoden, die Konfiguration gezielt zu modifizieren.
Zudem mussen Cyclooligosaccharide mit abweichendem Verknupfungsmuster, wie z.B.
das a-Cyclogalactin 5, grundsdtzlich aus linearen Vorldufern aufgebaut werden, die
sowohl eine freie OH-Funktion als auch eine anomere Abgangsgruppe aufweisen. Zu
deren Cyclisierung wurden bisher zwei Strategien erfolgreich verwendet (Schema 6):
I.) Verwendung eines linearen Oligosaccharids entsprechender Léange und 11.) Nutzung

von kirzeren Monomeren, die in situ zunéchst kondensieren und nachfolgend cyclisieren.

(@]
Hoﬁ Cyclisierung © e
fe) (e}
—
O (@]
n-4 (0] O
: Y
] -
(6]

Blocksynthese T Cyclisierung

L
O
(0]
(0]
(@]
(0]
& o
o O
O
n-5

Schema6. Strategien zum Aufbau cyclischer Oligosaccharide aus linearen Vorstufen.

HO\ND/&\L Selbstkondensation
(@) O 3 (0]
sty —

L

n = Anzahl der Kohlenhydrat-Einheiten.
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Eine Vielzahl der Cyclodextrin-Analoga konnten nach dem ersten Ansatz synthetisiert
werden, wobel die benétigten linearen Oligosaccharide zunachst blockweise aus Di- bzw.
Trisaccharid-Einheiten aufgebaut wurden. Beispiele hierfir sind vor alem die Arbeiten
von Ogawa, der nach der schon erwdhnten Synthese der natrlichen Cyclodextrine
(n=6und8)**  auch ihre manno-lsomere  unterschiedlicher  RinggroRe
(n=5, 6, 7und 8)!*" zuganglich machte. Weiterhin wurden auf diesem Wege auch
verschiedene Analoga mit abweichendem Verknupfungsmuster erhalten. Diese
beinhalten beispielsweise neben den aus D-Glucose aufgebauten, B-(1—3)-4 bzw.
B-(1—6)-verkniipften Verbindungen'® auch cyclische Oligosaccharide, in denen

a-(1->4)-verkniipfte L-Rhamnose-Einheiten!® vorliegen.

Die Kondensations/Cyclisierungs-Methode wurde bisher vor allem von der Gruppe um
Stoddard genutzt. Durch Verwendung von Disaccharid-Monomeren konnten so
verschiedene, o-(1—4)-verknipfte Cyclooligosaccharide erhalten werden, die
alternierend aus b- und L-Mannose,®” p- und L-Rhamnose®” bzw. p-Mannose und
L-Rhamnose®®! aufgebaut sind. Weiterhin wurde die Cyclooligomerisierung von Di- und
Trisacchariden dazu genutzt, neben den schon erwéhnten, aus B-(1—3)-verknupften
D-Glucose-Einheiten aufgebauten  Cyclooligosacchariden'®  auch die  o-(1-6)-
verkniipften Analoga zu erhalten.!®™ Schlieflich sind cyclische Verbindungen, die aus
B-verknupften D-Galactofuranosen bestehen, unter Verwendung von Mono-, Di- und

Trisaccharid-Monomeren zuganglich gemacht worden.!®!
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5 Problemstellung

B-(1—>4)-verknupfte Galactooligosaccharide sind in vielerle Hinsicht interessante
Syntheseziele. So ist Uber die dreidimensionale Struktur der B-(1—4)-pD-Galactane nur
wenig bekannt, obwohl diese Polymere von einigen Pflanzen als Hauptkomponente der
Zellwand genutzt werden. Da diese Biomolekile nur schwierig in Reinform und
definierter Grofe zu isolieren sind, konnte eine synthetische Generierung von
entsprechenden Oligosacchariden die Basis fir eine eingehende Untersuchung ihrer
physikalischen und strukturellen Eigenschaften bilden.

Weiterhin lassen die aus B-(1—4)-verknipften D-Galactose-Einheiten aufgebauten
Analoga der Cyclodextrine interessante  Eigenschaften  hinsichtlich  ihres
Komplexierungsverhaltens erwarten. Fir eine angestrebte Totalsynthese dieser neuen
Cyclooligosaccharide werden deshalb geeignete lineare Monomere benttigt, die eine

anschlieffende Cyclisierung erméglichen.

Bisher existieren allerdings keine tragféhigen Konzepte zum Aufbau p-(1—4)-
verknupfter Galactooligosaccharide, die diese Verbindungen einfach und effektiv

zuganglich machen. Als Zielsetzungen der vorliegenden Arbeit sind deshalb zu nennen:

e Entwicklung von effizienten Kopplungsbedingungen fir die Glycosylierung der
bekanntermal3en inreaktiven 4-OH-Gruppe der D-Gal actose zunéchst auf Disaccharid-

Ebene.

e Uberprifung der Leistungsfahigkeit der erarbeiteten Methoden hinsichtlich des
Aufbaus B-(1—4)-verknipfter Galactooligosaccharide.

e Generierung von 4-OH-freien Oligosacchariden mit anomerer Donorfunktion as

Ausgangspunkt fur die Synthese cyclischer Derivate.

e Freisetzen der ungeschitzten Stammverbindungen als Modellsubstanzen fur -(1—4)-

verknupfte b-Galactane.



