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Soluissa glykosylaatio tapahtuu entsyymien avustamana veden ldsnd ollessa. Témén takia my0s
kemiallisesti suoritettavaa glykosylaatiota vesiliuoksessa halutaan kehittdd. Tdma vihentdd orgaanisten
livottimien kéyttod ja tekee menetelmédstd ympéristoystivillisemmén vaihtoehdon. Veteen puhtaana
reaktiolivottimena liittyy kuitenkin paljon haasteita. Glykosyylidonori on altis hydrolyysille ja
keskeisend kysymyksend onkin, miten glykosyyliakseptorin (alkoholi, tioli tai amiini) nukleofiilisyyttd
voidaan kasvattaa liuottimena olevaa vesimolekyylid tehokkaammaksi.

Useita menetelmid glykosylaatiolle veden lasné ollessa on kehitetty. Hiilihydraatin anomeerista ryhméaa
voidaan muokata elektronegatiivisemmaksi, jolloin elektrofiilisen promoottorin lisdys reaktioliuokseen
edesauttaa reaktiota. Elektrofiiliseksi promoottoriksi valitaan yhdiste, jolla on korkea affiniteetti
hiilihydraatin muokattua anomeerista substituenttia kohtaan, ja se voi olla esimerkiksi happo tai emas.
Hiilihydraatti voidaan muuntaa myds nukleofiiliksi emiksen avulla, jolloin se voi itse hyokéta
elektrofiiliseen yhdisteeseen. Glykosylaatio voidaan suorittaa myds esimerkiksi dehydraatiolla, jolloin
veden lohkeaminen reaktiossa saa aikaan uuden glykosidisen sidoksen.

Olemassa olevia menetelmié voidaan soveltaa aina oligosakkaridien muodostuksesta nukleosidien ja
glykoproteiinien muodostukseen. Melkein kaikissa menetelmissd veden lisdksi reaktioliuokseen
tarvitaan my0s orgaaninen apuliuotin. Puhtaassa vedessd tapahtuvia reaktioita on huomattavasti
vihemmaén. Tutkielmassa kisitelld&in O-, N- ja S-glykosidisten sidosten muodostamista eri menetelmin
veden ldsna ollessa.

Avainsanat: Glykosylaatio, vesiliuos
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Lyhenteet
DBSA

BSA
DMF
Cbz
THF
Fmoc

SPPS

dodekyylibentseenisulfonihappo

naudan seerumin albumiini (engl. bovine serum albumin)
dimetyyliformamidi

bentsyylioksikarbonyyli

tetrahydrofuraani

fluorenyylimetoksikarbonyyli

kiintedn faasin peptidisynteesi (engl. solid phase peptide synthesis)



1 Johdanto

Hiilihydraattien muodostamat glykosidiset sidokset ovat tirkedssd roolissa esimerkiksi solujen
rakenteissa ja solusignaloinnissa.!> Solusta yli 70 prosenttia on vetti? ja solun entsyymit ohjaavat
glykosylaatioreaktiota tissd vesiympiristdssd.” Kemiallinen glykosylaatio vesiliuoksessa ilman
ohjaavia entsyymejéd on kuitenkin haastavaa. Talloin vesi toimii nukleofiilisené kilpailijana, joka voi
hyokatd hiilihydraattiin halutun rakenteen sijasta. Tdmén takia kemiallinen glykosylaatio on ollut

pitkiiin suositumpaa suorittaa orgaanisessa liuottimessa.>

Kemiallista glykosylaatiota vesiliuoksessa halutaan kuitenkin kehittdd monesta syystd. Koska
glykosylaatio tapahtuu luonnossa veden l4snd ollessa, on vesiliuos tutkimusympéristoni
mielenkiintoinen. Orgaaniset liuottimet ovat usein haitallisia tai myrkyllisid, joten niiden
viahentdminen tai korvaaminen on ympdristOystavéllistd ja noudattaa kestdvin kemian mukaisia
tavoitteita.” Hiilihydraattien rooli liikekehityksessd on my®ds selvisti kasvussa!, minki takia niiden

kayttomahdollisuuksia luontaisessa liuottimessa on tirkeééa tutkia.

Usein hiilihydraattien hydroksyyliryhmié joudutaan suojaamaan suojaryhmillé, jotta reaktio saadaan
tapahtumaan halutusta kohdasta.* Kiytetyt suojaryhmit ovat usein hydrofobisia, miki vaatii

vihemmin polaarisen liuottimen ts. orgaanisen liuottimen lisnéoloa.>

Mahdollisuus pysyvén
karbokationin muodostumiseen tekee anomeerisesta asemasta kuitenkin erityislaatuisen muihin
asemiin verrattuna. Tamid mahdollistaa sithen kohdistuvat reaktiot selektiivisesti, jolloin

suojaryhmien kiytto ei ole vilttimitonti.*

Tutkielmassa keskitytddn O-, N- ja S-glykosidisten sidosten muodostumiseen erilaisin menetelmin

vesiliuoksessa. [Imi tulevien menetelmien lisdksi my0s useita muita vaihtoehtoja on kehitetty.

2 Glykosylaation perusperiaate

Kemiallisessa glykosylaatioreaktiossa muodostuu glykosidinen sidos sokerirenkaan ja nukleofiilin
vélille.> Nukleofiilind voi toimia toinen sokeriyksikk®, tai hiilihydraatista poikkeava rakenne eli

aglykoni.®

Elektrofiilind toimivan sokeriyksikon osalta glykosidinen sidos muodostuu sen
anomeeriseen hiileen. Anomeerinen hydroksyyliryhmd on happamampi kuin sokerin muut
hydroksyyliryhmét, mikd mahdollistaa sen kdyton selektiivisend nukleofiilin tai aktivoinnin muiden

OH-ryhmien lidsni ollessa.” Reaktiossa on otettava huomioon myds anomeerisen hiilen stereokemia:



anomeerinen hiili on stereogeeninen keskus, jolloin reaktiossa voi muodostua kaksi eri

diastercomeerii.®
O-glykosidinen sidos

anomeerinen hiili
OH,OH / OHOH OH,OH
o)
HO 2 HO 0 %
OH OH
OH OH

Kuva 1. Glukoosiyksikon rakenne ja esimerkki glykosidisesta sidoksesta.

Anomeerisen Cl-aseman mahdollisia konformaatioita ovat aksiaalinen o-anomeeri, seké
ekvatoriaalinen B-anomeeri. Aksiaalisessa asemassa anomeerisen hiilen substituentti sijoittuu
kohtisuoraan keskiméérdiseen rengastasoon ndhden, kun taas ekvatoriaalisessa asemassa oleva

substituentti sijoittuu enemmain renkaan tasoisesti.

Edward ja Lemieux miirittivdt anomeerisen efektin vuosina 1955-1958, joka perustuu sokerirenkaan
anomeerisen substituentin stereokemiaan. Maééritelmin perusteella anomeeriseen a-asemassa
sijaitsevaan elektronegatiiviseen substituenttiin kohdistuu stabiloiva anomeerinen efekti. Téatd voi
perustella molekyyliorbitaalien asettumisella: rengashapen aksiaalinen vapaa elektronipari, sekd
glykosidisen sigma-sidoksen “antibonding” orbitaali asettuvat aksiaalisessa a-anomeerissa saman
suuntaisesti. Seurauksena on elektroninen delokalisaatio, joka stabiloi a-anomeeria. Ekvatoriaalisessa

B-asemassa kyseisti stabilisaatiota ei esiinny (Kaavio 1).°

D
= — Sy

o* OH o H

Kaavio 1. Anomeerinen efekti molekyyliorbitaaleilla perusteltuna ¢

Ennen glykosidisen sidoksen muodostusta sokerin anomeerisen hiilen substituentti voidaan muokata

hyviksi lihteviksi ryhmiksi.°

Elektronegatiivisuutensa ansiosta hyvid ldhtevid ryhmid ovat
esimerkiksi halogeenit. Lihtevin ryhmaén irrotessa voi muodostua litistyneessé tuolikonformaatiossa
oleva oksokarbeeniumkationi-intermediaatti.® Nukleofiilind toimiva aglykoni tai toinen
sokeriyksikkd hyokkéd tahdn kationiin Sn1-mekanismilla, jolloin muodostuu haluttu glykosidinen

sidos. Sidos voi muodostua my0s Snx2-mekanismilla, jolloin oksokarbeeniumkationi-intermediaattia



ei synny. Erds esimerkki téstd on ldhtevin ryhmén koordinoituminen promoottorina toimivaan
metallisuolaan’, jolloin nukleofiilin hydkkiys ja lihtevin ryhmin poistuminen tapahtuvat saman

aikaisesti.

Nukleofiilin hyokkdys voi johtaa o- tai B-muotoisen tuotteen muodostumiseen riippuen siitd,
hyokkiiakd nukleofiili sokerirenkaan yli- vai alapuolelta.® Kun hydkkiys tapahtuu sokerirenkaan
alapuolelta, syntyy a-anomeeri. Kun hyokkédys tapahtuu sokerirenkaan yldpuolelta, syntyy B-

anomeeri.®

Elektrofiilinen

o promoottori N +
~— > >0 > NO\/\. Nu
HO\ L HO ~ S v L HO"\ \\

A

Nu = nukleofiili

NO NO
HO v _-Nu HO/\/ﬁ
Nu
B-anomeeri a-anomeeri

Kaavio 2. Glykosylaation mekanistinen reitti Sx1-reaktion kautta ©

3 O-glykosylaatio vesiliuoksessa

O-glykosylaatiossa suurena haasteena on veden Kkilpaileva nukleofiilisyys ja tdtd kautta
hydrolysoitumisen mahdollisuus. Glykosyyliakseptorin nukleofiilisyyttd voidaan kuitenkin kasvattaa

hydrolyysin hallitsemiseksi esimerkiksi hydroksyyliryhméén koordinoituvan metalli-ionin avulla.

3.1 Koenigs-Knorr glykosylaatio

Koenigs ja Knorr suorittivat ensimméisen O-glykosylaation vesiliuoksessa vuonna 1901. Kyseisessé
menetelmaissé hiilihydraatin anomeeriseen hiileen on liitetty halogeeni, joka reagoi alkoholin kanssa

hopeasuolan lidsni ollessa.



AcO o AgNO,4 AcO
AcO . ¢}
AcO o oMeOH (118 Aﬁ&/we
OAc 2 eOH (1:8) OAc

saanto 57 %

Kaavio 3. Alkuperiinen Koenigs-Knorr glykosylaatio 2

Vesi toimii reaktiossa nukleofiilisend kilpailijana alkoholia vastaan, minkd takia reaktio suosii
vedettomii olosuhteita. Reaktio on kuitenkin onnistunut myos veden ldsni ollessa, mutta sitd on ollut
selkedsti vihemmain kuin reagoivaa metanolia (1:8). Myds suojaryhmisté johtuva rasvaliukoisuuden
kasvu vaatii orgaanisen liuottimen ldsniioloa.> Hopeaioni toimii elektrofiiliseni promoottorina
(Lewisin happo) ja koordinoituu halogeeniatomiin tehden siitd paremman poistuvan ryhmén.

Sivutuotteena muodostuu saostuva hopeahalidi.

Kun glykosyylihalidin hydroksyyliryhmét suojataan asetyyliryhmilld, oksoniumkationi stabiloituu
asyylioksokarbeeniumkationin muodostumisen kautta. 2-aseman asyylisubstituentti ohjaa
hyokkaystd niin, ettd muodostuva O-glykosidinen sidos tuottaa transglykosidisen sidoksen. Anomeria

riippuu 2-aseman asyylisubstituentin suunnasta (Kaavio 4).°

HOMe
AcO O) AcO o +) AcO o - AcO
AcO AcO AcO J AcO %
Ac(&/\?r — >  AcO DA ———= A0 ™ A0 OMe
0 o 0O 0% OAc
O/A/ \( ®
R R R
R R

BN BN )
Q™ 70 o™ ~o * ’j\ AcO OAc
AcO . ) AcO . AcO o) /( fo) 0
AcO -0 B —>  ACO —O\ D) —_— Acoﬁ/ —_— A(;\C;O
AcO (V] AcO AcO
‘> OMe
HOMe

Kaavio 4. C2-asyylisubstituentin vaikutus glykosidisen sidoksen stereokemiaan °

Alkuperdisessd julkaisussa glykosyylihalidina kiytettiin tetra-O-asetyloitua glykosyylibromidia,

jolloin saatiin muodostettua tetra-O-asetyloitu metyyli-B-D-glykosidi. Saannoksi saatiin 57 %.?

3.2 O-glykosylaatio dehydraatiolla

O-glykosylaatio voidaan tehdd myos dehydraatiolla, jossa sokerin anomeerista hydroksyyliryhmaa ei

ole muokattu paremmaksi lihteviksi ryhmiksi, vaan se toimii suoraan glykosyylidonorina.!® Tami



on ympdristoystévillisempi ratkaisu, silld sivutuotteena muodostuu vain vettd. Tétd ldhestymistapaa
on kéytetty sokerien glykosylaatiossa kayttdmalld ylimdédrdd sokeriin hyokkéavad nukleofiilia ROH
(Kaavio 5) ja stoikiometristd maardd Bronstedin happoa elektrofiilisend promoottorina. Menetelmaa

kutsutaan Fischerin glykosidaatioksi.'!

H+
0 0

F>o/\N//Q,11 PO%H + H,0

OH ROH OR

P = suojaryhma
R = alkyyliryhma

Kaavio 5. O-glykosylaatio Fischerin glykosidaatiolla.'!

Monet dehydratiiviset menetelmédt ovat rajoittuneet yksinkertaisten glykosidien tai 2-
deoksisokereiden valmistukseen, ja menetelmén soveltaminen monimutkaisempien oligosakkaridien
synteesiin on edelleen haastavaa esimerkiksi prosessin kiinteisyyden vuoksi.'®!! Usein tarvitaan

myds ylimiiri Bronstedin happoa.'?

Aoyama ja Kobayashi suorittivat O-glykosylaation vesiliuoksessa kayttden katalyyttind Bronstedin
hapon ja pinta-aktiivisen aineen yhdistelmikatalyyttii, dodekyylibentseenisulfonihappoa (DBSA).!?
Sokereihin liitettiin alkoholeja, joilla oli pitkd hydrofobinen hiiliketju. DBSA ja hydrofobinen
alkoholi muodostivat emulsiopisaroita, joiden vettd hylkivd sisdosa sulki pois ympédrdivin
vesiliuoksen, sekd reaktion aikana muodostuvan veden. Myds sokerin muut hydroksyyliryhmét
suojattiin hydrofobisilla bentsyylisuojauksilla. Mitd hydrofobisempi substraatti, sitd parempi saanto

reaktiosta saatiin.'?

BnO BnO
(0] DBSA (10 19
OH (10 mol%) O~ 0C 1 Hys
+ "C12H250H I
H,O
OBn R (1,5 ekv.) 2 OBn R

Bn = bentsyylisuojaryhma
R = H tai OBn

Kaavio 6. DBSA-katalysoitu dehydratiivinen O-glykosylaatio '?

Kun reaktio suoritettiin O-bentsyylisuojatulla 2-deoksi-ribofuranoosilla, suurta a- ja f-anomeerien
selektiivisyyttd ei esiintynyt. Kun sama reaktio suoritettiin O-bentsyylisuojatulla ribofuranoosilla,

anomeerisen hiilen viereinen substituentti ohjasi reaktiota kohti P-anomeerin muodostumista'?



samaan tapaan kuin Koenigs-Knorr -reaktiossa. Sokerin 2-aseman substituentin vaikutus nékyi myds

reaktioajassa sekd saannossa (Taulukko 1).

Taulukko 1. Hiilihydraatin 2-aseman substituentin vaikutus glykosidisen sidoksen stereokemiaan,

reaktionopeuteen ja saantoon '

R Olosuhteet Saanto-% a/B
H 40°C,3 h 88 36/64
OBn 40°C,12h | 83 9/91

Kun sokerin anomeerinen hydroksyyliryhmé protonoidaan, siitdi muodostuu hyvé ldhtevd ryhma
(H20). Vesi lohkeaa pois ja pitkdketjuinen alkoholi hyokk&d anomeeriseen hiileen. Ndin saadaan
muodostettua glykosidinen sidos ilman vilituotteita.'* Dehydratiiviset reaktiot vesiliuoksessa ovat
kuitenkin haastavimpia suoritettavia glykosylaatioreaktioita'?, ja usein joudutaankin turvautumaan

hydrofobisiin emulsiomenetelmiin.

3.3 Glykosyylifluoridit

Glykosyylifluorideissa anomeeriseen hiileen on liitetty fluori. Niiden monipuolisuus perustuu
parempaan limpd- ja kemialliseen stabiilisuuteen verrattuna muihin glykosyylihalideihin:® fluori on
halogeeneistd kooltaan pienin, minkd ansiosta hiilen ja fluorin orbitaalit pdédsevit tehokkaasti
paillekkain. Talloin niiden vélinen sidosenergia on suurempi ja sidoksen katkaiseminen vaikeampaa.

Sidoksen vahvuuden ansiosta ne ovat vihemmin alttiita hydrolyysille.?

Suuren sidosenergian takia fluori on huono ldhtevd ryhmé proottisissa liuottimissa, ja se vaatii
erillisen aktivoinnin esimerkiksi Lewisin hapolla. Vakautensa ansiosta glykosyylifluoridit ovatkin

hyvi lihtdaine vesiympiristdssi tapahtuvalle glykosylaatioreaktiolle.”

Vuonna 2016 Miller tydryhmineen demonstroi glykosyylifluoridien kédyton glykosylaatioreaktiossa
vesiliuoksessa.” Sekd glykosyylidonori ettdi glykosyyliakseptori olivat suojaamattomia.’
Kalsiumsuolan ja tertiddrisen emdéksisen amiinin todettiin edistdvdn reaktiota korkealla
paikkaselektiivisyydelld vastaanottavan sokerin 3-asemaan. Luovuttavan o-D-glykosyylifluoridin

stereokemia muuttui a-anomeerista p-anomeeriksi.’



Reaktio toteutettiin kéyttden 45-prosenttista trimetyyliamiinin vesiliuosta, johon oli lisdtty
kalsiumtriflaattia (Ca(OTf),).” Kalsiumionit toimivat reaktiossa Lewisin happona. Fluoridi-ioni

koordinoituu kalsiumin kanssa, ja glykosylaatioreaktio tapahtuu Sn2-mekanismilla.

Muutoin vesiliuoksessa epdvakaa Lewisin happo toimii emiksiseen ligandiin koordinoitumisen
ansiosta myods vesiliuoksessa.'* Lisdksi sokereilla on korkea affiniteetti kalsiumionille niiden
hydroksyyliryhmien ansiosta, joiden kanssa kalsiumioni muodostaa kelaattikompleksin. Témén
kelaattikompleksin muodostuminen on suotuisampaa kuin kalsiumionin koordinoituminen moneen
eri vesimolekyyliin. Kelaattikompleksin ansiosta hyokkédva sokeri saadaan houkuteltua kohti
luovuttavaa sokeria. Poistuva fluori reagoi veden kanssa muodostaen happaman ympériston, jonka

trimetyyliamiini neutraloi.

HO
oHOH A/O OR OH HO
N (@]
o HO ‘ﬂA/OR Ca(OTf)z / g/
HO + HO O /‘ﬂ&/oR

HO O

HO £ 45 % NMe3z/H,0 l/2 - HO HO

C +

saanto 80 %
Kaavio 7. O-glykosidisen sidoksen muodostuminen glykosyylifluoridista Lewisin hapon avulla.

Olosuhteet: 30 °C, 48 h*®

Erona Koenigs-Knorr-reaktioon, asyylisuojaryhmid ei vaadita, silli sekd luovuttava ettd

vastaanottava sokeri reagoivat kalsiumionin ohjauksen avulla.

3.4 Nukleofiilinen hyokkays alkyylihalidiin

Anomeerinen OH-ryhmi on happamampi kuin muut hiilihydraatin OH-ryhmit.? Timin ansiosta se
voidaan deprotonoida selektiivisesti, jonka jilkeen se toimii itse nukleofiilind. Promoottorina voidaan
kayttdd eméstd, joka deprotonoi anomeerisen OH-ryhmin. Erds téllainen reaktio on alkyylihalidin

reaktio sokerin hydroksyyliryhmén kanssa.

Vuonna 2022 Dey ja Jayaraman raportoivat pyridoni-imiinin toimivan hyvéni emdksend edistden
selektiivistd Sn2-reaktiota sokerin anomeerisen OH-ryhmiin ja alkyylibromidin vililli.” Sokeri on
reaktiossa suojaamaton ja vesiliuoksessa.? Ylivoimaisesti tehokkaimmaksi pyridoni-imiiniksi
todettiin ~ 4-pyridoni-imiini sen imiini- ja pyridiinityppien mahdollistaman elektronien

delokalisoitumisen ansiosta.’



A ©
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Kaavio 8. 4-Pyridoni-imiinin resonanssirakenteita

Pyridoni-imiini deprotonoi tehokkaasti anomeerisen hydroksyyliryhmén, jolloin hiilihydraatista
saadaan nukleofiilinen ja se hydkkéi alkyylibromidiin.” Reaktio suoritettiin veden ja asetonitriilin 1:1

7 Saaduissa

liuoksessa.> Asetonitriilid tarvittiin apuliuottimena alkyylibromidin liuottamiseksi.
tuotteissa B-anomeeri oli suurimmassa osassa suotuisampi, minkd voidaan ajatella johtuvan veden
midristd liuottimessa, joka on jopa puolet.”’ Veden lisniolo vihentii anomeerisen efektin

vaikutusta. T4mi johtuu muun muassa veden muodostamista vetysidoksista.

OH,OH To\= OH,OH
0 Vj N 0
HO OH T HO OR

OH L H,O/MeCN (1:1) OH

saanto 50-80 %

OH,OH
O
R = Allyyli, Bentsyyli, Propargyyli

Kaavio 9. Nukleofiilinen hyokkays alkyylihalidiin emdspromoottorin avulla. Kaavio on muokattu

versio lahteestd ’

4 N-glykosylaatio vesiliuoksessa

O-glykosylaation lisdksi N-glykosylaatio on yleinen luonnossa tapahtuva reaktio. Tarkedn ryhmén
muodostavat esimerkiksi nukleosidit, joissa sokeri- ja emidsosa ovat liittyneet toisiinsa N-

glykosidisella sidoksella (Kuva 2).?

NH,
¢
HO Y I N/)
o
OH OH

Kuva 2. Nukleosideilla, kuten adenosiinilla, sokeri- ja emidsosa ovat liittyneet toisiinsa N-

glykosidisella sidoksella.
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Luonnossa esiintyvit N-glykosidit ovat pddasiassa ekvatoriaalisessa f-muodossa. Tamé johtuu muun
muassa steerisestd esteestd, jota esiintyisi aksiaalisessa asemassa 1,3-diaksiaalisten vuorovaikutusten
vuoksi? (Kaavio 10). Happi on elektronegatiivisempi kuin typpi, minki vuoksi anomeerinen efekti on

O-glykosideilla merkittdvampi.

o
o) 0 N/
H @ =—— ~
W W -
R' 7 N \R" H H

Kaavio 10. N-glykosidi hakeutuu B-konformaatioon 1,3-diaksiaalisten vuorovaikutusten

aiheuttaman steerisen esteen takia

4.1 N-glykosylaatio dehydraatiolla

Erds dehydratiolla valmistettava orgaanisten yhdisteiden ryhméa ovat Schiffin emékset. Schiffin
eméksen tunnistaa hiilen ja typen viélisestd kaksoissidoksesta, jossa liséksi kaksoissidoksen typpi on
sitoutunut alkyyli- tai aryyliryhméén. Schiffin eméksid kutsutaan myds imiineiksi, ja niitd kdytetdin

laajasti esimerkiksi ldiketieteessi niiden hyviin biologisen aktiivisuuden vuoksi.'?

R2
>:N\
R3 Ry R = alkyyli- tai aryyliryhma

Kuva 3. Schiffin emiksen rakenne °

Kun primédérinen tai sekunddirinen amiini reagoi sokerin asyklisen aldehydimuodon kanssa, saadaan
vilivaiheiden kautta Schiffin emés. Reaktio voidaan jakaa kahteen eri osaan. Ensin amiini hyokkai
nukleofiilisesti karbonyylihiileen, jolloin muodostuu hemiaminaali-intermediaatti (Kaavio 11).!°
Reagoivaa amiinia on oltava ylimiéra liuoksessa, jotta se kykenee kilpailemaan nukleofiilisen veden
kanssa.'® Reaktion nopeutta rajoittavassa vaiheessa hemiaminaalista lohkeaa vesi happokatalyysin
avulla. Happokonsentraatio ei saa kuitenkaan olla liian suuri, jotta nukleofiilinen amiini ei
protonoidu.'> Dehydraation jilkeen on muodostunut Schiffin emis. Asyklisen hiilihydraattiketjun
oma hydroksyyliryhma pédédsee hyokkddmaédn intramolekulaarisesti nopeammin kuin ulkopuolinen

vesi sp>-hybridisoituneeseen hiileen, jolloin muodostuu vakaampi syklinen N-glykosidi.
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R = alkyyli- tai aryyliryhméa hemiaminaali l

Schiffin eméas
Kaavio 11. N-glykosidisen sidoksen muodostuminen dehydraatiolla Schiffin emdksen kautta. Kaavio

on muokattu ldhteestd !>

Schiffin emdksen muodostuminen on kéénteinen reaktio, ja monet ndistd emdiksistd voivat
hydrolysoitua takaisin lihtdaineikseen happamista olosuhteista.!> Priméiristen ja alifaattisten
sekundédristen amiinien N-glykosidit kdyvit ldpi mutarotaation liuoksessa. Tédmidn ajatellaan
tapahtuvan Schiffin eméksen kautta. Aromaattiset sekundéiriset amiinit eivit kuitenkaan kdy lipi
mutarotaatiota. Tadm&d johtuu NH-ryhmén alhaisemmasta eméksisyydestd, jolloin taipumus

muodostaa iminiumioni on alhaisempi.?

4.2 Pelkistiava aminaatio

Dehydratiivisissa olosuhteissa Schiffin eméksistd voi muodostua syklisid N-glykosideja. Jos timéa
halutaan kuitenkin estdd, voidaan asyklinen imiini pelkistdd amiiniksi, jolloin rengastautomeerié ei
pddse muodostumaan. Pelkistimend kéytetddn yleensd natriumsyanoboorihydridida (NaBH3CN) ja
menetelmdi  kutsutaan  Borchin  pelkistiviksi ~ aminaatioksi.?  Menetelmid  perustuu

syanoboorihydridianionin kykyyn pelkistii Schiffin emés.!’

Vuonna 1976 Schwartz ja Gray kokeilivat erilaisten sokerien reaktiota naudan seerumin albumiinin
(BSA) lysiinitihteisiin fosfaattipuskuriliuoksessa.!” BSA on stabiili proteiini, jota keritiéin naudan
veresti.'® Siti kilytetéin esimerkiksi entsyymien stabilointiin, ja se toimii my®s hyvini kuljettajana. '
Lysiinitdhde siséltdd primairisen amiinin, joka toimii nukleofiilind reagoiden sokerialdehydin kanssa

ja muodostaen Schiffin eméksen (Kaavio 12).
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Schwartz ja Gray huomasivat, ettd syanoboorihydridianioni kykeni pelkistimééan Schiffin emdksen
pH:n ollessa yli 5. Pelkistdvin aminaation nopeuden huomattiin kasvavan korkeammilla pH-arvoilla
aina arvoon 9 saakka. Borch et al. olivat todenneet aiemmin, ettid vedettomassid metanolissa pelkistava
aminaatio tapahtuu nopeimmin pH:n ollessa 7.!7 Tilldin Schiffin emiksen muodostuminen on
kyseisissd olosuhteissa optimaalista. Schwartzin ja Grayn saamat tulokset viittaavat siihen, ettd veden

lasnd ollessa Schiffin emédksen muodostuminen ei olisi nopeutta rajoittava tekija pelkistdvissa
17

aminaatiossa.
©
I
H—B—CN
( lysiinitahde |
AR . H
OH OH ! OH OH ’ OH OH
o I/ H. : ®N NaCNBH; @
I : \ 1 ~ZNJ /N
HO + o0 H/N,".: HO H HO 4 H
OH OH H ) !
AN | OH OH H OH OH H
l ----------- 1
BSA-proteiini Schiffin emés l
OH OH .
N
HO/\)\/H/ \H
OH OH H

Kaavio 12. BSA-proteiinin liittiminen sokeritdhteeseen N-glykosidisella sidoksella pelkistidvin

aminaation avulla. Olosuhteet: fosfaattipuskuriliuos, pH 6-9, 37 °C. Kaavio on muokattu lihteesti?

Dehydratiivisessa N-glykosylaatiossa siis hydroksyyliryhma hyokkéa intramolekulaarisesti imiinin
karbonyylihiileen, jolloin muodostuu syklinen N-glykosidinen rakenne. Pelkistdvin aminaation
tapauksessa  lisdtty  syanoboorihydridianioni ~ toimii ~ hydroksyyliryhmdd  parempana
elektroninluovuttajana pelkistien imiinin, jolloin hydroksyyliryhmd ei péddse hyokkdamiian ja

rengasrakennetta et muodostu.

4.3 Glykosyylihalidit

Glykosyylihalideista muodostetaan N-glykosideja amiinien nukleofiiliselld hyokkaykselld
glykosyylihalidiin. Reaktiota kutsutaan aza-Koenigs-Knorr-reaktioksi, silld idea on sama kuin
Koenigs-Knorr-reaktiossa - nyt glykosyylihalidin kanssa reagoiva nukleofiili on amiini alkoholin
sijaan. Glykosyylihalideista vain glykosyyliklorideja sekd glykosyylibromideja on kéytetty N-

glykosylaatioreaktioissa vesiliuoksessa.>
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Ensimmaéinen N-glykosylaatio vesiliuoksessa glykosyylihalideja kdyttden suoritettiin vuonna 1960
Bognarin ja Wieniawskin toimesta.> Toisin kuin dehydratiivisessa N-glykosylaatiossa ja
pelkistdvéssd aminaatiossa, tdssd reaktiossa sokeri suojattiin asetyylisuojaksilla.

Bognar ja Wieniawski kéyttivdt sokerina asetyloitua glykosyylibromidia ja nukleofiilind
rodaniinijohdannaisia.”> Reaktio suoritettiin asetonin vesiliuoksessa natriumhydroksidin 1isni
tiokarbonyyli- ja karbonyyliryhmé (Kuva 4). Rodaniinirengas on reaktiivinen, ja sithen voidaan liittda
erilaisia sivuketjuja renkaan nukleofiilisen NH-ryhman tai tiolin kautta. Bognar ja Wieniawski eivét
havainneet tiolitautomeerin aiheuttamaa kilpailevaa S-glykosylaatiota. Tdma johtuu luultavasti siité,

ettd karbonyyliryhmi osallistuu resonanssiin, miki aiheuttaa vihemmin elektronitiheytti rikille.?

e S

I o [ = =
/0 «  » O e » (0]
S)\ N IS N ) s /IQ N

©
Kaavio 13. Rodaniinin rakenne sekd resonanssirakenteita

Hieman myohemmin Nuhn ja Wagner tutkivat glykosylaatiota asetyloidun glykosyylibromidin ja
useiden N-heterosyklisten yhdisteiden vililli asetonin vesiliuoksessa.> He havaitsivat, etti N-
heterosykliset yhdisteet, joissa oli hydroksi- tai tioliryhmai 2- tai 4-asemassa rengastyppeen nahden,
muodostivat N-glykosidien, sekd O- tai S-glykosidien seoksia tautomerisaation johdosta.?
Tautomerisaatio on suotuisampaa verrattuna rodaniinijohdannaisiin, silld ndissd yhdisteissd ei ole
karbonyyliryhméd. Lidhempidén tarkkailuun Nuhn ja Wagner ottivat imidatsoli-, oksatsoli-, ja
tiatsolitionit. Kévi ilmi, ettd liuoksen poolisuus vaikuttaa sithen, minkd tautomeerin kautta
glykosidinen sidos muodostuu. Asetonin vesiliuoksessa nukleofiili reagoi ensisijaisesti rikkiatomin
kautta tiolitautomeerina muodostaen S-glykosidisen sidoksen Sx2-mekanismin kautta (Kaavio 14a).
Poolittomassa liuottimessa nukleofiili suosi N-glykosylaatiota Sn1-mekanismilla (Kaavio 14b).
Koska poolisissa olosuhteissa tiolitautomeeri on suotuisampi, N-glykosidisen sidoksen

muodostaminen vesiliuoksessa tiallda menetelmalla on hankalaa.
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Kaavio 14. Liuoksen poolisuuden vaikutus tautomerisaatioon ja muodostuvaan glykosidiseen
sidokseen. Reagenssit: a) HO/asetoni (1:3), KOH. b) DMF, Hg-suola.? Asyylisuojaus ohjaa tuotteita

kohti B-anomeerid (ks. Kaavio 4).

4.4 Anomeerisen NH2-ryhman asylaatio

Sokereiden reaktiot ammoniakin tai primééristen amiinien kanssa saavat aikaan glykosyyliamiineja.
Ne eivit kuitenkaan ole stabiileja, vaan ovat alttiita hydrolyysille neutraalissa sekd lievésti
happamassa vesiliuoksessa ilman pelkistysti tai muita jatkotoimenpiteitd. Niiden asyylijohdannaiset
ovat kuitenkin vakaita.?’ Kuten aiemmissa tapauksissa on kdynyt ilmi, asyyliryhmii kiytetin laajasti
suojaryhmind  hiilihydraattikemiassa. ~ Asyyliryhmid  voidaan  liittdd  hiilihydraattien
hydroksyyliryhmien lisdksi myds amiineihin. Tyypillisesti glykosyyliamiinien asylointiin on kéytetty
anhydrideji, asyyliklorideja tai aktivoituja estereiti.? Hiilihydraatin anomeerisessa asemassa oleva

amiini toimii hyvana nukleofiilin.

Okai et al. suorittivat ensimmiisen glykosyyliamiinin asylaation vuonna 1984.%2 Reaktio oli additio-
eliminaatioreaktio N-Cbz-L-asparagiinihappoanhydridin kanssa. Asyylikloridit ovat kuitenkin
elektrofiilisempii kuin anhydridit’ ja téten niiden reaktio amiinien kanssa tapahtuu tehokkaammin.

Lubinenau ef al. muunsivat hiilihydraateista niitd vastaavia glykosyyliamiineja ammoniakin
vesiliuoksessa ammoniumvetykarbonaatin ldsnd ollessa. Myos vastaavia glykosyylikarbamaatteja
muodostui vidhdn (< 8 %). Tamidn jilkeen glykosyyliamiinit liuotettiin etanolin vesiliuokseen ja
lisattiin asyylikloridi, jolloin saatiin N-asyyliglykosyyliamiineja. Kun kéytettiin 3:1 EtOH/ H.O

livosta, asyylikloridia oli ylimddrd natriumkarbonaatin 1dsnd ollessa. 2:1 EtOH/ H>O liuoksessa
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glykosyyliamiinia oli ylimééara, eikd natriumkarbonaattia tarvittu glykosyyliamiinin toimiessa myos

emiksend.?’

cl
n

HO o HO o} HO

HO n

HO OH a HO b HO i

n=1,23,.

Kaavio 15. Anomeerisen NH>-ryhmén asylaatio. Olosuhteet ja reagenssit: a) 0,2 M glukoosi, 0,2 M

NH4HCO3, 16 M NH3 vesiliuos, 42°C, 36 h. b) 3:1 tai 2:1 EtOH/H>0, NaxCO3, 0°C, saanto 45-56
0,220

Anhydridien ja asyylikloridien lisdksi glykosyyliamiineja voidaan asyloida aktiivisten estereiden
avulla vesiliuoksessa. Tatd menetelmdd on kiytetty muodostamaan esimerkiksi Fmoc-suojattuja

asparagiini-N-glykosideja glykopeptidien kiinteéin faasin synteesii varten.’

5 S-glykosylaatio vesiliuoksessa

Anomeerisen rikin omaavia hiilihydraattijohdannaisia ei juurikaan esiinny luonnossa.?! Niiti
rikkivélitteisid sokeriketjuja halutaan kuitenkin kehittdd, silld ne kestdvédt paremmin kemiallista
hydrolyysid, kuin O-vilitteiset sokeriketjut. Happi- ja rikkiatomit ovat my0s rakenteellisesti
samankaltaisia®> muodostaen tyypillisesti kaksi kovalenttisti sidosta. Tamin vuoksi rikkivilitteisti

sidosta voisi hyddyntdd yleisemmén O-glykosidisen sidoksen jéljittelyssé.

Tioglykosidisen sidoksen on havaittu tehostavan biologisia aktiivisuuksia, kuten kasvaimia tuhoavia

vaikutuksia. Tioglykosidit ovat siis potentiaalisia kehityskohteita liéiketeollisuudessa.?’

5.1 S-glykosylaatio dehydraatiolla

Hiilihydraatin reaktio tiolin kanssa vesiliuoksessa kdyttden vahvaa happokatalyyttid voi johtaa
tioglykosidiin (Kaavio 16a) tai asykliseen etyylitioasetaaliin eli merkaptaaliin, (Kaavio 16b). Pacsu
et al. osoittivat, ettd etyylitioasetaali muuttuu elohopeakloridikésittelylld vilivaiheen kautta joko
tioglykosidiksi tai hydrolysoituu takaisin glukoosiksi. Sopivien olosuhteiden 16ytdminen
tioglykosidin muodostukselle etyylitioasetaalin sijaan on ollut haastavaa, ja riippuu paljon kyseessi

olevasta hiilihydraatista.
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Kaavio 16. Happokatalysoitu S-glykosylaatio dehydraatiolla. Olosuhteet ja reagenssit: 22 % HCl:n

vesiliuos. a) reaktioaika tunteja b) reaktioaika minuutteja.’

5.2 Glykosyylihalidit

Zhang et al. ovat tutkineet S-glykosylaatiota vesiliuoksessa glykosyylifluoridin seki tioliakseptorin
vililli emiksisissi olosuhteissa.?® O-glykosylaatiota kisitellessi kivi ilmi, kuinka Miller ef al. ovat
tutkineet regioselektiivistd O-glykosylaatiota suojaamattomasta fluoridisokerista vesiliuoksessa
(Kaavio 7). Menetelmissi kéytettiin kalsiumtriflaattia, sekd 45 % natriumatsidin vesiliuosta.” Zhang
et al. yrittivit soveltaa samoja olosuhteita S-glykosidisen sidoksen muodostamiseen
glukopyranosyylifluoridin sekd 6-SH-modifioidun metyyliglukopyranosidin vélille. Tami ei

kuitenkaan tuottanut tulosta.>

Wadzinski et al. raportoivat, ettd glykosyylifluoridit voivat reagoida fenolien kanssa
kalsiumhydroksidin 14sni ollessa vesiliuoksessa.?* Tdmin perusteella Zhang et al. kokeilivat kiytt4a
kalsiumhydroksia tehostavana eméksend, jolloin S-glykosidinen disakkaridi saatiin 98 % saannolla
puolessa tunnissa. Korkeaan saantoon sekd reaktionopeuteen vaikuttavat sekd tiolin vahva

nukleofiilisyys verrattuna happeen, etti kalsiumfluoridisaostuman muodostuminen.?’

OH

o 0 o Ca(OH)  HO S

HO + HO - > OH 0
HO HO

OH H,O HO

F OH Gpe o
OMe
1 2

Kaavio 17. S-glykosidisen sidoksen muodostuminen glykosyylifluoridista emiskatalyysin avulla.

Olosuhteet ja reagenssit: 3 ekv. Ca(OH),, 0,5 h, rt. 1: 3 ekv. 2: 0,5 M.%

Reaktiossa glykosyylidonorin fluoridi koordinoituu kalsiumionin kanssa. Glykosyylifluorididonorin
2-OH-ryhmén  konfiguraatio  kuitenkin  vaikuttaa  tuotteen  stereokemiaan. 1,2-cis-a-

fluoridiglykosideilla tioli hyokkdd anomeeriseen hiileen vastakkaiselta puolelta (yldpuolelta) Sn2-
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mekanismilla. Tilloin syntyy p-tioglykosidi. 1,2-trans-a-fluoridiglykosideilla 2-OH péésee
hyokkdaamédn anomeeriseen hiileen intramolekulaarisesti renkaan yldpuolelta, jolloin muodostuu
epoksidi-intermediaatti. Tioli hyokkdd intermediaatin anomeeriseen hiileen vastakkaiselta eli a-

puolelta, jolloin saadaan a-tioglykosidi.?

SH ‘SH o
—
Ca(OH), Q HOWS
(0] é/o o] (o]
HOD/‘T; T HON S HOD/,,'Q HOo o ——— OH 0
- HO—
OH vesiliuos OH \/ﬁ

F OMe NS OMe

1,2-cis-a B-tioglykosidi

-0
HO HO* HOSZ
—_\-0 Ca(OH), ‘o o
HO~S — = HOS Y HOU) - -
vesiliuos
N k 0

1,2-trans-a “ca?*
HO—\/ﬁ a-tioglykosidi

Kaavio 18. Glykosyylifluoridin 2-OH-ryhmiin konfiguraation vaikutus tuotteen stereokemiaan®’

5.3 Anomeerisen SH-ryhman reaktiot

1-tioglukosidit ovat tirkeitd sokerijohdannaisia, silld ne ovat stabiileja glykosyylidonoreita. Tamén

ansiosta niitd kdytetdin yhd enemmin esimerkiksi oligosakkaridien synteesissi.?

5.3.1 Tio-Michaelin additio

Tio-Michaelin additioreaktiossa tioli reagoi aktivoituun alkeeniin eli Michael-akseptoriin.?®

Luonnolliset peptidit sisdltavdat nukleofiilisid, happamia tai emdksisid aminohappotihteita.
Fenyyliselenokysteiinistd voidaan kuitenkin muokata dehydroalaniinin sisdltavé peptidi, joka tekee
rakenteesta elektrofiilisen. Zhu et al. ovat kehittédneet kemoselektiivisen ligaatiomenetelmén tiolien

ja elektrofiiliseksi muokatun suojaamattoman peptidin vilille.?’

Dehydroalaniini on aminohappotéhde, joka sisdltdd alkeeniosan. Témén takia sitd voidaan hyodyntaa
peptidien muokkauksessa elektrofiiliseksi. Fenyyliselenokysteiini voidaan liittdd peptideihin kiinteédn
faasin peptidisynteesissd (SPPS). Suojaryhmien poiston sekd kiintedstd faasista irrotuksen jilkeen
tapahtuu oksidatiivinen eliminaatio, jolloin saadaan elektrofiilinen dehydroalaniini (Kaavio 19).

T4m4 tarjoaa keinon nukleofiilin kemoselektiiviselle konjugoinnille.?’
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Kaavio 19. Dehydroalaniinin muodostaminen fenyyliselenokysteiinisti.?’

Zhu et al. havaitsivat, ettd suojaamattoman B-tioglukoosin liittiminen dehydroalaniinin siséltdvain
tripeptidiin vesiliuoksessa sai aikaan halutun glykopeptidin 74 % saannolla. Tama oli parempi tulos

kuin asetyloidulla tai N-asetyloidulla B-tioglukoosilla (62 %).?”

R' & R" =aminohappo
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saanto 74 %
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Kaavio 20. S-glykosidisen sidoksen muodostuminen tioglukoosin ja peptidin vilille Tio-Michaelin

additiolla vesiliuoksessa.?’

5.3.2 Nukleofiilinen aromaattinen substituutio

Nukleofiilisessd aromaattisessa substituutiossa (SnAr) nukleofiili reagoi aromaattiseen renkaaseen,
joka siséltdd hyvin lahtevin ryhmén. Mitd polaarisempi ja kooltaan suurempi ldhtevd ryhma on, sité
helpommin se irtoaa. Reaktiossa tdytyy ottaa huomioon myos nukleofiilin koko seka sen emiksisyys.
Lisdksi tarvitaan usein vedettdmit reaktio-olosuhteet tai vahva emis promoottoriksi.?® Reaktion
edellytyksend on resonanssin stabiloima negatiivisesti varautunut intermediaatti. Tamin
mahdollistavat aromaattisessa renkaassa olevat elektroneja puoleensa vetévit substituentit, jotka ovat

sijoittuneet orto- ja para-asemiin.?®

Aza-Koenigs-Knorr-glykosylaatiosta puhuttaessa kévi ilmi, kuinka N-heterosykliset yhdisteet, joissa
on hydroksi- tai tioliryhmé 2- tai 4-asemassa rengastyppeen nidhden, muodostavat N-glykosidien,
sekd O- tai S-glykosidien seoksia. Jotta S-glykosidinen sidos saatiin todettua, valmistettiin
vertailuyhdiste aromaattisen substituution avulla.> Niin kuin Koenigs-Knorr-reaktiossa, myds téssi

tapauksessa kiytettiin asetyylisuojattua glukoosia. Tetra-asetyylitioglukoosi toimii nukleofiilind
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aromaattisessa substituutiossa 4-klooripyrimidiiniin. Kaliumhydroksidi on vahva emés ja toimii
reaktiossa promoottorina deprotonoiden tetra-asetyylitioglukoosin tioliryhmén, jolloin siitd saadaan
nukleofiilisempi. Tamidn myd6td se padsee hyokkdamidn 4-klooripyrimidiinin hiileen numero nelja,
joka on elektrofiilisin siind kiinni olevan kloorin myo6tid. Kaliumionit stabiloivat negatiivisesti

varautuneesta intermediaatista poistuvan kloridi-ionin.
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@ .o

saanto 70 %

Kaavio 21. Tioglukoosin nukleofiilinen aromaattinen substituutio.>**

6 Yhteenveto

Glykosidisen sidoksen muodostuminen on edellytys monelle luonnolliselle rakenteelle aina
oligosakkarideista nukleosideihin ja glykopeptideihin. Tdmén wvuoksi erilaisten kemiallisten
reaktioreittien kehittdminen on tirked tutkimuskohde, jota voidaan mahdollisesti hyodyntidd
esimerkiksi lddkekehityksessd. Kehittyneimmét glykosylaatioreaktiot vesiliuoksessa vaativat vetti
nukleofiilisemman nukleofiilin, kuten amiinin tai sulfidin.’> Lisdksi voidaan kiyttdi esimerkiksi
koordinoivia happoja tai emdksid, jotka ohjaavat uuden glykosidisen sidoksen muodostumista
katalyyttisesti.” Sokeri voidaan muuntaa my&s nukleofiiliksi emiksen avulla, jolloin se voi hyokiti

elektrofiiliin.’

Vesi voidaan myods mahdollisesti eristdd reaktiokeskuksesta muodostamalla
hydrofobisia emulsiopisaroita.'? Glykosylaation kehittdiminen luonnollisessa ja
ympéristoystivillisessd vesiliuoksessa on ajankohtainen tutkimuskohde, ja uusia menetelmié
kehitetddn jatkuvasti. Suurena motiivina menetelmien kehittdmiselle onkin haitallisten orgaanisten
livottimien vdhentdminen. Puhtaassa vedessd tapahtuvia glykosylaatioreaktioita on edelleen

kuitenkin vain harvoja, ja suurin osa esitellyistd reaktioreiteistd vaatii orgaanisen apuliuottimen veden

rinnalle.?
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