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Ein Zugang zu Glycokonjugat-Bibliotheken
durch Mehrkomponentenreaktionen

Oswald Lockhoff*

Die kombinatorische Synthese von Substanzbibliotheken
und deren breite biologische Untersuchung im Hochdurch-
satz-Screening ist ein Ansatz, um Leitstrukturen fiir die
Entwicklung neuer Wirkstoffe zu identifizieren. Auf diese
Weise sind groBe Substanzbibliotheken von Peptiden,!
Oligonucleotiden? und niedermolekularen organischen Ver-
bindungenl® aufgebaut und untersucht worden. Trotz ihrer
groBBen biologischen Bedeutung¥ entzogen sich jedoch die
Oligosaccharide bisher weitgehend einem solchen Zugang
und dadurch auch dem Hochdurchsatz-Screening. Nur in
wenigen Fillen sind die heute verfiigbaren Methoden zur
Kniipfung glycosidischer Bindungenl® mit den Anforderun-
gen einer automatisierbaren Synthese kompatibel. In jiingster
Zeit hat dieses Gebiet jedoch an Dynamik gewonnen!® und
wird in Zukunft zu neuen Losungen fiihren.

Interessanterweise sind aber fiir biologische Wechselwir-
kungen mit Proteinen nicht die kompletten Oligosaccharid-
strukturen notwendig. Untersuchungen von Kohlenhydrat-
Protein-Wechselwirkungen zufolge werden haufig nur ausge-
wihlte funktionelle Gruppen vom Receptor erkannt, die
rdumlich benachbart auf verschiedenen Monosaccharidbau-
steinen eines Oligosaccharids lokalisiert sein konnen.” Daher
ist die Synthese von Kohlenhydrat-Mimetika von Interesse,
die die fiir eine spezifische Erkennung essentiellen funk-
tionellen Gruppen in der richtigen rdumlichen Anordnung
tragen.® Das heiB3t aber auch, daB die verschiedenen Kohlen-
hydratbausteine nicht zwingend tiber die schwierig aufzubau-
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enden glycosidischen Bindungen verkniipft sein miissen,
sondern auch auf andere Art gebunden sein kénnen.

Eine geeignete Methode zur Herstellung von Bibliotheken
niedermolekularer Verbindungen in Loésung sind Mehrkom-
ponentenreaktionen.”) Solche kombinatorisch einsetzbaren
Reaktionen wie die Ugi-Reaktion!'” sollten sich auch zum
Aufbau von Glycokonjugat-Bibliotheken heranziehen lassen,
wenn entsprechende Kohlenhydrate mit Aldehyd-, Amin-,
Carboxyl- und Isonitrilgruppen eingesetzt werden. Auf diese
Weise sollten Bibliotheken aus Glycomimetika und Glyco-
konjugaten zu erstellen sein. Im folgenden beschreiben wir
diesen Ansatz.'"! ITnzwischen wurden auch Ugi-Reaktionen an
festen Phasen mit C-glycosidischen Aldehyden beschrie-
ben.[1?]

Fiir erste Studien wurden als Kohlenhydratbausteine zu-
nichst per-O-benzylierte C-Glycoside mit $-D-gluco-Konfi-
guration eingesetzt (Schema 1). Ausgangsverbindung war der

Schema 1. Synthese der C-glycosidischen Bausteine 1, 2, 4 und 5 fiir die
Vierkomponentenreaktionen. a) KMnO,, tBuOH, H,0, NaH,PO,, pH4.5,
81%; b) LiBH,, THF, 95 %; c) TsCl, Pyridin; d) NaN;, DMF; ¢) NaBH,,
NiCl,, EtOH/14-Dioxan, 71% (drei Stufen); f) HCO,Me, 40°C, 87 %;
2) (C1;,CO),CO, DABCO, CH,Cl,, 60%. — Bn=Benzyl, DABCO = 14-
Diazabicyclo[2.2.2]octan, Ts = Toluol-4-sulfonyl.

Glycosylaldehyd 1, der in guten Ausbeuten aus Tetra-O-
benzyl-p-gluconolacton durch Dithianaddition zugénglich!"!
ist. Die Oxidation von 1 unter Masamune-Bedingungen!'¥
lieferte die Glycosylcarbonsédure 2. Eine reduktive Aminie-
rung von 1 zum Glycosylmethylamin 4] verlief nicht selektiv,
sondern lieferte 4 im Gemisch mit dem Alkohol 3. Deshalb
wurde 1 vollstdndig zu 3 reduziert und iiber das entsprechen-
de Tosylat und Azid in das Amin 4 tberfiithrt, das nach
N-Formylierung und Wasserabspaltung in das Isonitril §
umgewandelt wurde. Damit standen alle vier Kohlenhydrat-
komponenten fiir die Ugi-Reaktion zur Verfiigung. Sie sollten
exemplarisch in Modellreaktionen eingesetzt werden (Sche-
ma 2). Als solche diente die Umsetzung von Benzaldehyd 6,
4-Methoxybenzylamin 7, Essigsdure 8 und Cyclohexylisonitril
9 zum Diamid 10,'! von der ausgehend nacheinander die
einzelnen Komponenten gegen einen oder mehrere glycosy-
lierte Bausteine ausgetauscht werden sollten (Tabelle 1). Die
Umsetzung des Glycosylaldehyds 1 mit 7-9 lieferte die
diastereomeren Kondensationsprodukte 11h und 11117 die
chromatographisch getrennt wurden. Das glycosylierte Amin
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Schema 2. Die Ugi-Reaktion, bei der vier Komponenten zu einem Diamid
reagieren; fiir R'—R* siche Tabelle 1.

4 gab das Diasteromerenpaar 12, das sich jedoch nicht
auftrennen lie. Mit der Carbonsdure 2 wurden die Amide
13h und 131 erhalten. Die Ausbeuten dieser nicht optimierten
Reaktionen lagen im Bereich von 70 bis 85 %. Die Diaste-
reomerenpaare entstanden jeweils im Verhiltnis 1:1. Unter
diesen Bedingungen wurde jedoch bei der Umsetzung des
Glycosylisonitrils 5 auch nach mehreren Tagen bei Raum-
temperatur keine Reaktion festgestellt. Erst nach Zugabe von
Zinkchlorid erfolgte ein miBiger Umsatz zum Konjugat 14.
Offenbar ist das hier eingesetzte primire Isonitril 5 nicht
nucleophil genug. Trotzdem bleibt festzuhalten, daf alle
Glycosylkomponenten erwartungsgemal reagiert haben und
somit zumindest prinzipiell zum Aufbau einer Glycokonjugat-
Bibliothek geeignet scheinen.

Als néichstes war zu untersuchen, ob die Kombination aus
mehreren Kohlenhydratbausteinen in der Ugi-Reaktion zu
hoher glycosylierten Aminosidurederivaten fiihrt. Dazu sollte
zuerst die Synthese der sechs moglichen
diglycosylierten Verbindungen 15-20 unter-

OBn 0]
o. [ sucht werden. Aus den Glycosylverbindun-
| gen 1 und 4 sowie 8 und 9 entstanden die
BnO™ Diastereomeren 15h und 151 Als Neben-
Bn produkt wurde der ungeséttigte Aldehyd 32
32 identifiziert, der aus 1 durch a.3-Eliminie-

rung entstanden war. Die Reaktion von 1 mit der Sdure 2
sowie 7 und 9 verlief einheitlich zu 16 h und 161. Mit &hnlich
guter Ausbeute wurden die nicht voneinander trennbaren
Diastereomere 18 aus den Glycosylbausteinen 2 und 4
gebildet. Bei den drei folgenden Kombinationen mit dem
Isonitril 5 fiel wieder dessen geringe Nucleophilie auf. Mit 1
entstand das Kondensationsprodukt 17 nach Zugabe von
Zinkchlorid in nur 8% Ausbeute, Hauptprodukt der Reak-
tion war 32. Das Diastereomerenpaar 19 wurde in nur 11 %
Gesamtausbeute und 20 mit 18 % Ausbeute erhalten.

Die Synthese des dreifach glycosylierten Aminosédurederi-
vats 21 aus 1, 4 und 2 sowie 9 verlief wiederum erwar-
tungsgemif} mit guter Ausbeute. Dagegen liefen sich bei den
beiden folgenden Reaktionen, in denen 1 mit 5 kombiniert
wurden, die Zielverbindungen 22 bzw. 23 nur massenspek-
trometrisch im Reaktionsansatz nachweisen. Das Hauptpro-
dukt war 32. In wigbarer Ausbeute (3 % ) wurde dagegen das
vierte triglycosylierte Aminosdurederivat 24 isoliert. Die
Synthese der vierfach glycosylierten Aminosidure 25 gelang
erwartungsgemaif bisher nicht. Das einzige isolierte Produkt
aus der Reaktion der vier Kohlenhydratbausteine 1,2,4 und 5
war der bekannte ungesittigte Aldehyd 32. Diese Ergebnisse
bestétigen, daB3 eine breite Anwendbarkeit der Ugi-Reaktion
durch eine hohe Nucleophilie des eingesetzten Isonitrils
begiinstigt wird.["]

Der Bildung von Eliminierungsprodukten in den oben
genannten Fillen sollte dadurch zu begegnen sein, daf
Aldehyde eingesetzt werden, die keine Moglichkeit zur
Eliminierung haben. Es wurde deshalb der Glycosylaldehyd
34 eingesetzt, der aus dem Allylglycosid 33081 durch Ozono-
lyse erhiltlich ist (Schema 3). In der Tat reagierte 34 mit den
anderen drei Kohlenhydratbausteinen 2, 4 und § in Gegen-
wart von Zinkchlorid zum vierfach glycosylierten Aminosau-
rederivat 26 in iiber 60 % Gesamtausbeute.

Tabelle 1. Kondensationsprodukte der Ugi-Reaktionen mit Kohlenhydratbausteinen. A =2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-3-p-glucopyranosyl, B =2,3.4,6-Tetra-O-
benzyl-3-p-glucopyranosyloxymethyl, PMB =4-Methoxybenzyl, h,l=Diasteromere, chromatographisch in das hoéher (h) und tiefer (1) laufende

Stereoisomer getrennt, n.b. =nicht bestimmt.

Alde- Amin Séiure Isoni- Pro- R! R? R3 R* Summen- M, MS BC-NMR [0] Ausbeute
hyd tril  dukt formel [miz] NCH,R!CO [%]
6 7 8 9 10 CH, PMB CH, CH, CyuHyN,0; 39452 CI: 395 [M +H] 63.0 74
1 7 8 9  1lhl A PMB  CH, CH,  CyHgN,Os 841.07  CI: 841 [M +H] 62.0,621 41437
6 4 8 9 12 CH; A<CH, CH, CH, CyHN,0, 811.04  CI: 811 [M +H] 64.4,642 T4
6 7 2 9 1wl CH;, PMB A  CH,; CyHuN,O; 903.14  CI: 903 [M + H] 636,639  36+33
6 7 8 5 14 CH; PMB CH, A—CH, CyHN,O; 849.05  CI: 849 [M + H] 632 23
1 4 8 9  15h1 A A—CH, CH; GCH, GCuHgN,O,, 125759  CI: 1257 [M +H] 623,623 33430
1 7 2 9  16h] A PMB A  CH, CgHoN,O;; 134969  CI: 1349 [M + H] 622,624 46441
1 7 8 5 17 A PMB  CH;, A—CH, CygHgN,O,, 129559 FAB: 1317 [M+Na]  nb. 8
6 4 2 9 18 CH, A<CH, A CH, CyHyN,0,, 131966 CI: 1319 [M +H] 638,63.1 T2
6 4 8 5 19 CH, A-CH, CH A-CH, CyuHgN,0,, 126557 FAB:1287[M+Na]  nb. 11
6 7 2 5 20 CH, PMB A  A-CH, CgHgN,O,, 135767 FAB:1379[M+Na]  nb. 18
1 4 2 9 21 A ACH, A CH, CpHyN,O, 176621 FAB:1787[M+Na]  nb. 61
1 4 8 5 2 A A-CH, CH; A—CH, CusH,:N,0,, 171212  ESI: 1735 [M + Na] nb. Spur
1 7 2 5 23 A PMB A  ACH, C,HN,Oy 180421 ESI: 1827 [M + Na] nb. Spur
6 4 2 5 24 CH, A<CH A A<CH CpHN,O, 177419 ESI: 1797 [M + Na] nb. 3
1 4 2 5 25 A ACH, A  A-CH, C,H.,N,0, 222074 nb. nb. 0
34 4 2 5 2 B ACH, A A<CH, CupoHuNOy 225076 ESI: 2274 [M + Na] nb. 61
34 7 8 9 27 B PMB  CH; GCH,  CsHuN,O, 871.09  CI: 871 [M +H] 59.3;57.8 75
6 37 8 9 28 CHs; B-CH, CH, CH, CyHgN,O; 841.07  CI: 841 [M +H] 623,617 71
6 7 36 9 29 CH; PMB B  CH, CsHuN,O, 933.16  CI: 933 [M + H] 639,637 74
6 7 8 39 30 CH; PMB CH, B-CH, CHuN,O, 879.07  CI: 879 [M + H] 62.6,621 78
34 37 3 39 31 B B-CH, B  B-CH, CuHyuN,Os 234084 MALDI: 2361 [M +Na] n.b. 72
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Schema 3. Synthese der O-glycosidischen Bausteine 34, 36, 37 und 39 fiir
die Vierkomponentenreaktionen. a) O;, CH,Cl,, Me,S, —20°C, 77 %;
b) HOCH,CO,Et, BF;-Et,0, THF, 82%; c) NaOH, MeOH/THF, 72%;
d) HOCH,CH,NHCHO, BF;-Et,0, THF, 68%; ¢) NaOH, MeOH/THF,
66 % f) (CL,CO),CO, DABCO, CH,Cl,, 52%.

In einer zweiten Serie von Experimenten sollten neben 34
weitere O-glycosidische Bausteine eingesetzt werden, um die
Diversitdt der Glycokonjugat-Bibliotheken zu erhchen. Die
Carbonsiure 36 wurde durch Glycosylierung von Hydroxyes-
sigsdureethylester mit 350" und Verseifung gewonnen. Die
entsprechende Glycosylierung von N-(2-Hydroxyethyl)form-
amid mit 35 fiihrte zu 38. Dessen Verseifung lieferte das Amin
37 Die Dehydratisierung von 38 fiihrte zum Isonitril 39 in
kristalliner Form.

Die vier Ugi-Reaktionen dieser Bausteine mit den jeweils
drei zuckerfreien Partnern lieferten die monoglycosylierten
Aminosdurederivaten 27-30 in durchweg guten Ausbeuten.
Nebenreaktionen traten nicht auf. Die einzelnen Diastereo-
mere waren zwar im Diinnschichtchromatogramm und im
HPLC zu erkennen, jedoch gelang deren préparative Tren-
nung durch Chromatographie an Kieselgel nicht, weshalb sie
als 1:1-Gemisch isoliert wurden. SchlieBlich verlief auch die
Kondensation von 34, 36, 37 und 39 einheitlich zum vierfach
O-glycosylierten Aminosédurederivat 31.

Es bleibt anzumerken, da3 mit den oben beschriebenen
Bausteinen auch die verwandten Passerini-Reaktionen, die
auf der Umsetzung von Carbonylverbindungen, Carbonsiu-
ren und Isonitrilen basieren, in analoger Weise zu den
jeweiligen einfach bis dreifach glycosylierten Hydroxyessig-
sduren fiithrten. Weiteren Untersuchungen zufolge fiihrten
entsprechende Reaktionen mit ungeschiitzten Kohlenhydrat-
bausteinen nur mit deutlich geringeren Ausbeuten zu den
Kondensationsprodukten, da Konkurrenzreaktionen der Al-
dehyde zu cyclischen Acetalen oder Aminalen ablaufen.
O-acetylierte Bausteine fiihrten zur partiellen N-Acetylie-
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rung der eingesetzten Aminkomponenten. Die Hydrogenoly-
se der verschiedenen per-O-benzylierten Kondensationspro-
dukte in Gegenwart von Palladium/Kohle gelang problemlos
und lieferte die vollstdndig entschiitzten einfach bis vierfach
glycosylierten Amino- bzw. Hydroxysédurederivate wie 40 und
412% (Abb. 1). Alle Produkte gaben eindeutige Massenspek-
tren.

40 41
Abb. 1. Strukturen der entschiitzten Tetrasaccharid-Mimetika.

Mit diesen Reaktionen scheint ein breiter Zugang zu
Bibliotheken von diversen Glycokonjugaten erdffnet worden
zu sein. Durch Kombination unterschiedlicher Kohlenhydrat-
komponenten (mit verschiedenen Konfigurationen, C-, O-
oder N-glycosidischen Bindungen, verschiedenen Linkern
zwischen Zucker und funktioneller Gruppe, nichtanomeren
Verkniipfungen der funktionellen Gruppen), die jeweils
Aldehyd-, Carboxyl-, Amin- und Isonitrilgruppen tragen,
sollte sich eine Vielzahl von verzweigten Glycokonjugaten
erhalten lassen. Fiir Screening-Zwecke &dhnlich interessant
wie die hochglycosylierten Kondensationsprodukte, die als
Tri- oder Tetrasaccharid-Mimetika aufgefaf3t werden konnen,
sind die einfach oder zweifach glycosylierten Verbindungen,
die als weitere Substituenten die breite Diversitit der
organischen Reste aufweisen konnen. Wie mit diesen Reak-
tionen gezeigt, lassen sich unter weitgehend dhnlichen Reak-
tionsbedingungen verschiedene Bausteine miteinander um-
setzen, so daf sich auch die Automatisierung dieser Reak-
tionen, die hier noch manuell durchgefithrt worden sind,
vorantreiben 146t. Es ist abzusehen, daf3 die biologische
Priifung solcher Saccharid-Bibliotheken erhebliches Interesse
finden wird.

Experimentelles

Aldehyd (0.05 mmol), Amin (0.05 mmol), Carbonsdure (0.05 mmol) und
Isonitril (0.05 mmol) werden in Ethanol (1 mL) und Tetrahydrofuran
(1mL) gelost und 14 h geriihrt. Die Mischung wird mit 1IN Salzsdure
(0.1 mL) versetzt, 30 min geriihrt und eingeengt. Der Riickstand wird in
Dichlormethan (5 mL) aufgenommen, mit Wasser (2 mL) gewaschen, iiber
Magnesiumsulfat getrocknet und an Kieselgel chromatographisch gereinigt
(Eluent: Hexan/Essigester, 7/1 —3/1).

Eingegangen am 25. Juni 1998 [Z12050]
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