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Effiziente Sialyltransferase-Inhibitoren auf der
Basis von Ubergangszustandsanaloga des
Sialyldonors**

Bernd Miiller, Christoph Schaub und
Richard R. Schmidt*

Neuraminsdure enthaltende Epitope sind an der Zell-
Adhision, an Entziindungen und anderen wichtigen bio-
logischen Prozessen beteiligt.l! So gibt es einen Zusammen-
hang zwischen der Sialylierung von Glycokonjugaten und der
Bosartigkeit von Tumorzellen.”) AuBerdem unterscheiden
sich Tumorzellen und normale Zellen in der Art der Sialylie-
rung:B 4 Beispielsweise wurde N-Glycolylneuraminséure auf
der Oberfliche von normalen menschlichen Zellen bisher
nicht nachgewiesen, wihrend 30-50% von Tumorzellen
unterschiedlicher Herkunft diese Verbindung in kleinen
Mengen enthalten.l! Kiirzlich wurde iiber eine medizinisch
interessante Beziehung zwischen der a(2-6)-Sialylierung von
N-Acetyllactosamin, der Aktivierung von B-Lymphocyten
und der Funktion des Immunsystems berichtet.’] Um den
EinfluB von Sialinsdureresten in biologischen Prozessen
untersuchen zu konnen, ist die Entwicklung leistungsfihiger
Inhibitoren fiir Sialyltransferasen duBerst wiinschenswert.
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Sialyltransferasen verwenden unabhingig von ihrem Ur-
sprung und ihrer Acceptorspezifitét als Sialyldonor Cytidin-
monophosphat-N-acetylneuraminsdure (CMP-NeuSAc, Sche-
ma 1).1 Die vom mutmaBlichen Reaktionsverlauf abgeleiteten
Analoga des Ubergangszustands (CMP-NeuSAc* in Sche-
ma 1) 8 konnten eine hohe Enzymaffinitit aufweisen und
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Schema 1. Mechanismus der Sialylierung.

daher besonders effiziente Inhibitoren sein. Bisher wurden
nur wenige Donor- und Acceptoranaloga (= Substratana-
loga) als Inhibitoren fiir Sialyltransferase beschrieben.
Ihre Wirksamkeit liegt jedoch nur im mikromolaren Bereich
und entspricht damit der des Substrats CMP-Neu5Ac, das an
a(2-6)-Sialyltransferase aus Rattenleber (EC2.4.99.1) mit
Ky =46 uM bindet (Tabelle 1).1 Dies veranlaBte uns, Analoga
des Ubergangszustands als Inhibitoren zu synthetisieren.” 4l
Die Verbindungen 1 und 2 basieren auf dem Modell des

Tabelle 1. Affinitit von CMP-Neu5Ac (Ky) zu a(2-6)-Sialyltransferase
aus Rattenleber und Inhibierungskonstanten (K;) der Ubergangszustands-
analoga (R)-2, 3h,, 4h.1, (R)-6, (S5)-6, (R)-7, (S)-7, (E)-8 und (Z)-9.1

Ky [pM] K; [um] Lit.
CMP-NeuSAc 46 +7 - [71
(R)-2 - 0.35+0.05 [8]
3h - 0.20 +0.05 -
31 - 1.0+02 -
4h - 0.28 +0.06 -
41 - 1.0+0.3 -
(R)-6 - 10+£2 -
(5)-6 - 742 -
(R)-7 - 1543 -
()7 - 2345 -
(E)-8 - 6.0+0.5 [8]
(Z2)9 - 0.04 +0.008 -
[a] Einzelheiten siehe Lit. [7a].
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Ubergangszustands CMP-Neu5Ac* (Schema 1), das aus dem

kiirzlich bestiitigten Syl-Mechanismus abgeleitet wird.[® 19

Sie wurden als potentielle Inhibitoren angesehen, da der

Abstand zwischen dem anomeren Zentrum (C-2 des Neu5Ac-

Restes) und der Abgangsgruppe (CMP) groBer ist und damit
NH,

HO (o]

dem Abstand im Ubergangszustandsmodell (CMP-Neu5Ac¥)
gleicht. Besonders interessant war die Verbindung 2,1¥ weil sie
wie CMP-NeuSAc zwei durch fiinf Bindungen voneinander
getrennte negative Ladungen hat. Aulerdem ist das anomere
Zentrum in 2 trigonal-planar und hat damit eine Konformation,
wie sie auch fiir den Ubergangszustand einer Syl-dhnlichen
Reaktion angenommen wird. Dieses Konzept erwies sich als
sehr erfolgreich, denn (R)-2 ist ein sehr wirksamer Inhibitor,
der im nanomolaren Bereich an a(2-6)-Sialyltransferase
bindet (Tabelle 1).8] Aus diesem Ergebnis resultierten zwei
Fragen, die hier diskutiert werden: 1. Ist der Neuraminylrest
in der Verbindung (R)-2 tiberhaupt erforderlich, oder kann er
durch einfache Aryl-, Hetaryl- oder dhnliche Substituenten
ersetzt werden, so dal3 derartige Verbindungen leichter
zugénglich sind? 2. Wiirde eine andere Substituentenanord-
nung am anomeren Zentrum die Affinitdt vergro3ern?

Um die erste Frage kldren zu konnen, wurden die Verbin-
dungen 3 und 4 hergestellt (Schema 2). Dazu wurde Benz-
aldehyd bzw. Furfural zunédchst mit Dibenzylphosphonat in
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Schema 2. Synthese von 3 und 4. Bn = Benzyl.
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die entsprechenden a-Hydroxyphosphonate (racemische Mi-
schungen) iiberfiihrt.'! Thre Kondensation mit dem Cytidin-
phosphitamid 5! in Gegenwart von Tetrazol und die nach-
folgende Oxidation mit fert-Butylhydroperoxid lieferte nach
basenkatalysierter Abspaltung der Cyanethylschutzgruppe,
Hydrogenolyse der Benzylgruppen und Desacetylierung die
gewiinschten Verbindungen. Die Diastereomerentrennung
von 3h] und 4h, (high, low R;) gelang durch Chromatogra-
phie an RP-18-Kieselgel (Et;NH-HCO;-Puffer als Eluens)
und anschlieBenden Ionenaustausch mit IR-120 (Na*) (Ta-
belle 2). Die Konfiguration des neuen Stereozentrums wurde

Tabelle 2. Ausgewihlte physikalische Daten von 3h1, 4h,l, (R)-6, (5)-6,
(R)-7, (S)-7 und (2)-9.12

3h: HPLC (2proz. CH;CN, 10 mLmin!): t =10.1 min; [a]¥ = —37.9 (c=
0.8, H,0); 'H-NMR: 6 =3.38 (br.d, 1 H; 4-H), 3.60 (m, 1 H; 5a"-H), 3.81 -
3.95 (m, 3H; 2'-3, Sb-H), 5.04 (dd, J(1",P) = 13.0 Hz, >/(1",P) = 11.0 Hz,
1H; 17-H); MS: m/z =494 [M —3Na+2H]", 559.30 fiir C,H,;N;Na,0,,P,
31: HPLC (2proz. CH;CN, 10 mLmin!): tg =12.5 min; [a]d =+23.3 (c=
0.8, H,0); '"H-NMR: 0 =3.66-3.95 (m, 5H; 2"-3"-, 4-, 5a,b’-H), 5.02 (dd,
3J(1”,P) =14.0 Hz, 2J(1",P)=10.0 Hz, 1H; 1"-H); MS: m/z =494 [M —
3Na+2H]-, 559.30 fiir C,¢H;sN;Na;0,,P,

4h: HPLC (1proz. CH;CN, 8 mLmin~!): tg =15.7 min; 'H-NMR: 6 =3.5-
4.0 (m, 5H; 2-, 3-, 4-, 5a,b"-H), 5.04 (dd, 3/(1",P)=15 Hz, 2/(1",P) =
92 Hz, 1H; 1”-H); ¥P-NMR: 6=0.73 (d, 3/(P,P) =33.4 Hz; Phosphat),
12.56 (d; Phosphonat); MS: m/z =486 [M —2Na+H — H,O]~, 504 [M —
2Na+HJ, 525 [M — Nal-, 549.2 fiir C;,;H,N;Na;O,P

41: HPLC (1proz. CH;CN, 8 mLmin™!): g = 19.9 min; '"H-NMR: 6 =3.65—
3.82 (m, 2H: Sa,b’-H), 3.9-4.0 (m, 3H; 2-, 3-, 4-H), 5.03 (dd, J(1",P) =
15.1 Hz, 2/(1",P)=9.5 Hz, 1H; 1"-H); ¥P-NMR: 6 =1.07 (d, 3J(PP) =
33.4 Hz; Phosphat), 12.49 (d; Phosphonat); MS: m/z=486 [M —
2Na+H-H,0]", 504 [M-2Na+H]~, 525 [M—Na]-, 5492 firr
C4,HisN3Na;O,P

(R)-6: HPLC (3proz. CH;CN, 8 mLmin™'): #; =13.67 min; [a]} =—41
(¢=1.09, H,0); '"H-NMR: 6 =3.55-3.64 (m, 2H; 5a,b’-H), 3.80-3.92 (m,
3H; 2'-, 3"-, 4-H), 5.19 (d, 3J(1",P)=8.9 Hz, 1H; 1”-H); 3'P-NMR: 0 =
—0.13 (s; Phosphat); MS: m/z=455 [M —2Na+H]-, 5013 fiir
Ci7H,5N3Na,0,0P

(8)-6: HPLC (3proz. CH;CN, 8 mLmin'): tg =21.32 min; [a]} = +37.6
(¢=0.5, H,0); '"H-NMR: § =3.70-3.91 (m, 5H; 2'-, 3-, 4- 5a,b’-H), 5.16
(d, 3/(1",P)=9.1 Hz, 1H; 1”-H); 3P-NMR: 0 =0.20 (s; Phosphat); MS:
miz =455 [M —2Na+H]", 501.3 fiir C;;H,N,Na,O,,P

(R)-7: DC: Ry=081; [a]¥ =+5.5 (c=1, H,0); 'H-NMR: 6 =2.80-2.97
(m, 2H; 2a,b"-H), 3.50—3.58 (m, 1 H; 5a"-H), 3.80-3.94 (m, 4H; 2"-, 3, 4",
5b'-H), 4.38-4.48 (m, 1H; 1”-H); 3'P-NMR: 6 =0.07 (s; Phosphat); MS:
miz =470 [M —2Na+H]-, 515.07 fiir C,sH,)N;Na,0,,P

(8)-7: DC: R;=0.81; [a]¥=-9.4 (¢c=1, H,0); '"H-NMR: 6=2.81 (dd;
J(2a"2b") =142 Hz, J(2a”,1") =7.0 Hz, 1 H; 2a"-H), 2.89 (dd, J(2b",1") =
5.3 Hz, 1H; 2b"-H), 3.60-3.74 (m, 2H; 5a,b’-H), 3.88-3.96 (m, 2H; 2"-,3'-
H), 4.00 (dd, J(4'3) =J(4,52) =45 Hz, 1H; 4-H), 4.38 (ddd, J(1",P) =
8.4 Hz, 1H; 1”-H); 3P-NMR: 6= —0.04 (s; Phosphat); MS: m/z =470
[M —2Na+H]", 515.07 fiir C,H,N;Na,0,P

(2)-9: HPLC (2proz. CH;CN, 10 mLmin™'): tz=14.4 min; 'H-NMR
(600 MHz, D,O): 6=1.89 (s, 3H; NHAc), 3.42 (dd, J(7".8")=9.1 Hz,
J(7",6")=1.9 Hz, 1H; 7"-H), 3.51 (dd, 2J(9a",9b") = 11.9 Hz, J(92",8") =
7.0 Hz, 1H; 9a"-H), 3.75 (dd, J(9b",8")=2.8 Hz, 1H; 9"b-H), 3.84 (dd,
J(6"5")=9.8 Hz, 1H; 6"-H), 3.91 (m, 1 H; 8"-H), 4.13 (m, 2H; 3'4"-H),
4.15-4.20 (m, 3H; 2, 5a,b’-H), 4.73 (ddd, J(5" 4") =J(5",3") = 1.9 Hz, 1 H;
57-H), 5.76 (ddd, J(4"3")=10.4 Hz, J(4",P)=2 Hz, 1H; 4"-H), 5.85 (d,
J(I'2)=42Hz, 1H; 1-H), 6.50 (ddd, J(3",P)=2.8 Hz, 1 H; 3"-H); JP-
NMR (242.5 MHz, D,0): 6 = —3.6 (br.s; Phosphat), 3.6 (br.s; Phospho-
nat); MS: m/z = 644 [M —3Na+2H]-, 710.42 fiir CoyHyN, NasO,P,

[a] 'TH-NMR: 250 MHz, D,0, sofern nicht anders angegeben. 3P-NMR:
161.7 MHz, D,0, sofern nicht anders angegeben. MS: MALDI, negativer
Modus, Matrix ATT. HPLC: RP-18, 1-3proz. CH;CN, 0.05m Et;NH-
HCO;. DC: Ethylacetat/Methanol/1lm CH;CO,NH, 1/1/1.
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nicht bestimmt. Die Verbindungen 6 und 7, die

NH,

AcNH

anstelle des Phosphonatrestes eine Carboxylat-
gruppe enthalten, konnen auf dhnliche Weise aus
(R)- und (S)-Mandelsduremethylester bzw. (R)-
und (S)-Phenylmilchsiuremethylester erhalten
werden (Schema 3, Tabelle 2).

Wie aus Tabelle 1 hervorgeht, ist die Bindungs-
affinitdt des Phenylderivats 3h fiir a(2-6)-Sialyl-
transferase sogar noch hoher als die des Neu-
raminylderivats (R)-2, und auch das Furylderivat
4h ist ein sehr guter kompetitiver Inhibitor.['*!
Offenbar hat die Konfiguration des mit dem
CMP-Rest verkniipften Kohlenstoffatoms keinen
groBen Einfluf auf die Inhibierung (K;-Werte:
3h:31~1:5,4h:41~ 1:4). Der Austausch des Phos-
phonatrestes durch eine Carboxylatgruppe in (R)-
und (S)-6 sowie in (R)- und (S)-7 vermindert die
Bindungsaffinitdt um etwa eine GroB3enordnung,
und auch in diesem Fall wirkt sich die Konfigura-
tion des mit dem CMP-Rest verkniipften Kohlen-
stoffatoms kaum auf die K;-Werte aus. Man kann
daher annehmen, daf} die Bindung unter Anpas-
sung an die Konfiguration erfolgt, wie Schema 4
am Beispiel von (R)- und (S)-6 zeigt.
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Schema 3. Synthese von 6 und 7.

Die hohe Affinitdt der Verbindung 3h mit flachem Ben-
zolring, der geringe Einflufl der Konfiguration des mit dem
CMP-Rest verkniipften Kohlenstoffatoms sowie die unerwartet
hohe Affinitdt des Eliminierungsprodukts (£)-8 (Schema 5),

e

Schema 4. Bindung von 6 unter Anpassung an die Konfiguration.
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Schema 5. Synthese von 12. All = Allyl, DBU = 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en.
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das bei der Synthese von (R)-2 durch Desacetoxyphosphony-
lierung entstanden war,®! veranlaBte uns, die positiven
Effekte von (R)-2,3h und (E)-8 zu kombinieren, indem wir
an der Methylengruppe in 8 eine Phosphonatgruppe ein-
fiihrten. In der so abgeleiteten Verbindung (Z)-9 haben die
beiden entscheidenden Gruppierungen — die Phosphonat-
und die CMP-Einheit — die gewiinschte Geometrie, und der
aus dem Neuraminylrest gebildete Pyranring ist flacher als in
(R)-2 und gleicht somit dem Benzolring in 3h. Die Synthese
von (Z)-9 war unproblematisch (Schema 5): Die Reaktion des
Aldehyds 10! mit Diallylphosphonat!"! lieferte das a-Hydro-
xyphosphonat als Diastereomerengemisch (R,S)-11, das wie
oben beschrieben mit 5 zu den Diastereomeren (R,S)-12
umgesetzt wurde. Basische Eliminierung von Essigsdure,
anschlieBende Desallylierung mit [(Ph;P),Pd] in Gegenwart
von Dimedon und basenkatalysierte Abspaltung der Acetyl-
gruppen lieferten ausschlieBlich (Z)-9 (Tabelle 2). Diese
Verbindung ist mit K;=40nM (Tabelle 1) ein sehr starker
kompetitiver Inhibitor von a(2-6)-Sialyltransferase. Die Affi-
nitdt von (Z)-9 zu a(2-6)-Sialyltransferase” ist um drei
Zehnerpotenzen hoher als die des natiirlichen Substrats
CMP-Neu5Ac und bestétigt eindrucksvoll das hier diskutierte
Konzept.

Wie die Verbindungen 1, (R)-2,3h, (E)-8 und (Z)-9 belegen,
basiert die Struktur hochwirksamer Sialyltransferase-Inhibi-
toren auf flachen Ringen, die iiber ein Methyl- oder Methy-
lenkohlenstoffatom mit einem Phosphonat- und einem CMP-
Rest verkniipft sind. Aus diesen Ergebnissen kann auf weitere
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Einzelheiten zur Geometrie des Ubergangszustands bei der
enzymatischen Neuraminsdureiibertragung geschlossen wer-
den, die eine Fortsetzung dieser Arbeiten erméglichen.

Experimentelles

A) Vorschrift zur Synthese von a-Hydroxyphosphonaten: Ein Aquivalent
des Aldehyds wurde in wenig CH,Cl, gelost und mit zwei Aquivalenten des
Phosphonsidurediesters und einigen Tropfen Triethylamin versetzt. Die
Losung wurde 18 h geriihrt, eingeengt und durch Chromatographie an
Kieselgel gereinigt.

B) Vorschrift fiir die Kondensation mit 5: 1.5 Aquivalente 5 und
1 Aquivalent a-Hydroxyphosphonat wurden in CH,Cl, gelost und zur
Trockne eingeengt. Der verbliebene Schaum wurde unter Stickstoff in
wasserfreiem CH,Cl, gel6st und mit 1H-Tetrazol (2 Aquiv.) versetzt. Nach
3 h Riihren wurde wasserfreie tert-Butylhydroperoxidlosung (1.5 Aquiv.)
und nach 1h Triethylamin (50 Aquiv.) zugegeben. Nach 18 h Riihren
wurde das Reaktionsgemisch bei 20°C eingeengt und durch Chromato-
graphie an Kieselgel gereinigt (Ethylacetat/Methanol 5/1, 1% NE;).

O-Debenzylierungen und/oder ON-Desacetylierungen wurden nach
Lit. [8] durchgefiihrt und lieferten 3h,l, 4h1, (R)-, (5)-6, und (R)-, (5)-7.

C) Synthese von (Z)-9: (R,S)-11 und (R,S)-12 wurden wie unter A bzw. B
beschrieben synthetisiert. (R,S)-12 (180 mg, 0.16 mmol) und 1,8-Diazabi-
cyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU, 70 pL, 0.48 mmol) wurden in 2 mL wasser-
freiem THF gelost und auf 60°C erhitzt. Nach 2 h wurde nochmals DBU
(50 uL, 0.33 mmol) zugegeben und weitere 3 h bei 60°C geriihrt. An-
schlieBend wurde bei Raumtemperatur mit 2 mL Acetanhydrid und 4 mL
Pyridin versetzt und nach 15h eingeengt. Chromatographie des Riick-
stands an Kieselgel (Ethylacetat/Methanol 5/1, 1% NEt;) lieferte ge-
schiitztes (Z)-9 (120 mg, 70%); R;=0.10 (Ethylacetat/Methanol 4/1, 1%
NEt;). — Zur Abspaltung der Schutzgruppen wurden 40 mg geschiitztes
(Z)-9 unter Stickstoff in 2 mL THF gelost und mit [(Ph;P),Pd] (4.2 mg,
4 umol) und Dimedon (21 mg, 0.15 mmol) versetzt; die Mischung wurde
30 min unter Lichtausschlu3 geriihrt. Nach Chromatographie des Reak-
tionsgemischs an RP-18-Kieselgel (Wasser/Ethanol 3/1) und Einengen im
Vakuum wurden die Acetylgruppen durch Aufnehmen des Riickstands in
wiBriger Ammoniaklosung (30proz., 3mL) abgespalten. Die Losung
wurde im Vakuum eingeengt, in 1 mL Wasser aufgenommen und mit IR-
120 (Na*) geriihrt. Filtrieren und anschlieBendes Ausfillen mit 8 mL
Ethanol ergab (Z)-9 (Ausbeute 24 mg, 80 %).
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Die erste Anti-Markownikow-Hydratisierung
terminaler Alkine: Ruthenium i)/
Phosphan-katalysierte Bildung von Aldehyden

Makoto Tokunaga und Yasuo Wakatsuki*

In Hinblick auf Wirtschaftlichkeit, Sicherheit und Umwelt
spielt Wasser in organischen Synthesen als Reagens eine
wichtige Rolle.!! So wurde eine Reihe metallkatalysierter
Hydratisierungen entwickelt, die ausgehend von Alkinen
einen wichtigen Weg zu Carbonylverbindungen eroffnen. Da
die Regiochemie aller bekannten Additionen von Wasser an
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