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Molekulare Erkennung von Kohlenhydraten
durch kiinstliche Polypyridin- und
Polypyrimidinrezeptoren**

Monika Mazik,* Heinz Bandmann und Willi Sicking

Die molekulare Erkennung von Kohlenhydraten ist eine
besondere Herausforderung fiir die supramolekulare Che-
mie.l'] Dies liegt einerseits an der dreidimensionalen Kom-
plexitét der Kohlenhydrat-Strukturen und andererseits an der
Schliisselrolle, die die Kohlenhydrate in einer Vielzahl von
biologischen Prozessen spielen.'®! Rontgenstrukturanalysen
von Kohlenhydrat-Protein-Komplexen ergaben, dass die
Wasserstoffbriicken zwischen den Hydroxygruppen sowie
zwischen dem Ring-Sauerstoffatom der Zuckermolekiile
und polaren Gruppen der Proteine die Hauptfaktoren sind,
die die Spezifitdt und die Affinitdt der Protein-Kohlenhydrat-
Wechselwirkungen bestimmen.?! Weiterhin beeinflussen die
Stapelwechselwirkungen zwischen CH-Einheiten des Zuckers
und den Seitenketten von aromatischen Aminosiuren, z.B.
die Indol- oder Phenolringe von Trp bzw. Tyr, die Stabilitét
von Protein-Kohlenhydrat-Komplexen.

Die Nachahmung dieser Wechselwirkungen konnte zu
effektiven kiinstlichen Rezeptoren fiihren, die eine entschei-
dende Rolle bei der Entwicklung von biorelevanten Materia-
lien spielen sollten. Systematische biomimetische Studien mit
synthetischen Rezeptoren sollten zu einem besseren Ver-
standnis der Erkennung von Kohlenhydraten in biologischen
Prozessen fiihren. Trotz intensiver Bemiithungen zur Entwick-
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lung von kiinstlichen KohlenhydratrezeptorenB-! gibt es
bisher nur wenige iiber Wasserstoffbriicken bindende Wirt-
molekiile fiir Kohlenhydrate, die in organischen Losungs-
mitteln wirksam sind. Die meisten der beschriebenen Kohlen-
hydratrezeptoren haben eine makrocyclische Struktur, sind
nur durch mehrstufige Synthesen zugénglich und weisen oft,
obwohl sie iiber mehrere Bindungsstellen verfiigen, nur eine
zweidimensionale Erkennung des Substrats auf.[®!

Wir beschreiben hier die Erkennung und Bindung von
Monosacchariden durch die einfachen acyclischen Rezepto-
ren 1 und 2. Diese enthalten drei Pyridinamid- oder Pyrimi-
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dinamid-Untereinheiten, die iiber einen Phenylspacer ver-
bunden sind. Trotz der acyclischen Struktur dieser Wirtmo-
lekiile konnen sie Monosaccharide effektiv binden. Dieser
Typ von Wirtmolekiil enthélt sowohl Positionen, die Wasser-
stoffbriicken bilden konnen, als auch mn-Bindungen, die
Stapelwechselwirkungen ermoglichen. Dadurch sollten diese
Rezeptorverbindungen zur dreidimensionalen Erkennung
von Zuckermolekiilen beféahigt sein.

Als Ausgangpunkt fiir das Design von Monosaccharidre-
zeptoren haben wir die Eignung von Polypyridin- und Poly-
pyrimidinrezeptoren fiir die Erkennung von Glucopyranosi-
den untersucht. Zusitzlich wurden vergleichende Komplexie-
rungstudien mit den Wirten 3 und 4 durchgefiihrt. Um die
Erkennungsfahigkeit dieser Rezeptoren gegeniiber Glucopy-
ranosiden in aprotischen Losungsmitteln wie Chloroform zu
bestimmen, wurden die Octylderivate 5 und 6 ausgewéhlt. Die
Verbindungen 1-3 wurden aus Benzol-1,3,5-tricarbonsiure-
trichlorid und 2-Amino-6-methyl-pyridin,” 2-Amino-4,6-di-
methyl-pyrimidin bzw. p-Toluidin hergestellt; 4 wurde durch
Umsetzung von Isophthalsduredichlorid mit 2-Amino-6-me-
thylpyridin synthetisiert.[® ]
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Die Wechselwirkungen zwischen den Wirten 1-4 und
Glucopyranosiden wurden 'H-NMR-spektroskopisch unter-
sucht. Die Komplexierung von Glucopyranosiden durch die
Rezeptoren 1 und 2 (ausgewéhlte Daten siche Tabelle 1) war
in den NMR-Spektren durch eine deutliche Tieffeldverschie-
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bung der Amidprotonensignale des Rezeptors (Ad =0.7) und
durch eine Hochfeldverschiebung der Arensignale zu erken-
nen. Die Tieffeldverschiebung spiegelt die Bildung eines iiber
Wasserstoffbriicken gebundenen Komplexes wider, und die
Hochfeldverschiebung kann man den Stapelwechselwirkun-

Tabelle 1. Ausgewdhlte physikalische und spektroskopische Daten von 1
und 2.

1: Schmp. 253°C; '"H-NMR (500 MHz, CDCl;): 6 =2.48 (s, 9H; 3 x CHj),
6.95 (d, J=7.5Hz; 3H,,n), 7.66 (m; 3H,,,n), 8.17 (d, J=7.9 Hz; 3H,,,),
8.73 (85 3Harom)> 891 (s, 3H; 3 x NH); *C-NMR (125 MHz): 163.36 (C=0),
157.07, 150.39, 138.87, 135.69, 129.24, 119.84, 111.09, 23.97 (CH;); HR-MS:
ber. fiir C,;H,,N4O5: 480.1910, gef.: 480.1903

2: Schmp. 188°C; '"H-NMR (500 MHz, CDCl;): 6 =2.40 (s, 18 H; 6 x CHj),
6.76 (s, 3H,r0m)» 8-75 (8, 3H,rom)> 9:34 (s, 3H; 3 x NH); PC-NMR

(125 MHz): 168.41 (C=0), 163.72, 157.10, 135.55, 130.22, 116.37, 23.87
(CH;); HR-MS: ber. fiir C,;H,,NyO5: 5252237, gef.: 525.2229
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gen zwischen aromatischen Gruppen des Rezeptors und dem
Glucopyranosidring zuordnen. Die Bildung eines Komplexes
von 5 und 1 wird auch wihrend der Zugabe von festem n-
Octyl-f-p-glucopyranosid in eine Suspension von 1 in CDCl,4
sichtbar, da die Zugabe des Zuckers zu einer schnellen
Auflosung des Rezeptors unter Bildung einer klaren Losung
fiihrt.

Die Bindungskonstanten wurden in Chloroform bei 25°C
durch NMR-Titrationsexperimente bestimmt. Die Analyse
der Titrationsdaten erfolgte durch nichtlineare Regression
mit dem Programm Hostest 5.6.' Alle Bindungsexperimente
weisen unter Verwendung der Ratio-Methode auf eine 1:1-
Stochiometrie hin."' Das a-Glucopyranosid 6 zeigt eine
kleinere Affinitdt gegeniiber 1 als das 5-Anomer 5.

Eine mogliche Struktur des Komplexes von 1 und 5 liefern
Molecular-Modeling-Studien, die zum einen auf die Bildung
von sechs Wasserstoffbriicken (drei Amid-NH-OH- und drei
Pyr-N-HO-Wasserstoffbriicken) und zum anderen auf Stapel-
wechselwirkungen zwischen dem Pyranosidring und dem
zentralen Phenylring hinweisen. Alle OH-Gruppen von 5
nehmen an der Bildung von Wasserstoffbriicken teil, die
CH,0OH-Gruppe an kooperativen Wasserstoffbriicken (Ab-
bildung 1).

Die Existenz dieser Wasserstoffbriicken und Stapelwech-
selwirkungen wurde auch durch die NMR-Daten bestitigt
(Tieffeldverschiebung von NH-Signalen, Hochfeldverschie-
bung von Arensignalen des Rezeptors). Die Bindungskon-
stante fiir den Komplex von 5 und 1 wurde zu 8700M~!
(= AGLg=22.47 kJmol™') bestimmt, die fiir den Komplex
von 6 und 1 zu 4000M~! (— AG,95 =20.54 kI mol~1).

Der Ersatz der Pyridin- durch eine Pyrimidingruppe in der
Rezeptorstruktur fiihrt zu groeren Bindungskonstanten so-
wohl fiir das $3- als auch fiir das a-Anomer. Dabei ist anders
als bei 1 eine dhnliche Affinitdt des Wirtes 2 gegentiber den
beiden Anomeren zu beobachten.

Der Rezeptor 2 bindet 5§ und 6 mit einem K,-Wert
von 13700M~! (—AG,=23.60 kImol~!) bzw. 12500m!
(= AGL=23.37 kJmol™!). Um die Bedeutung der Anwesen-
heit der Pyridin-Stickstoffatome in der Rezeptorstruktur zu
testen, wurde die Verbindung 3 hergestellt. Diese Verbindung
ist im Unterschied zu 1 wenig 16slich in Chloroform und
konnte auch nicht in Gegenwart von hoheren Konzentratio-
nen des Octylglucopyranosids in Losung gebracht werden.
Dies spricht fiir eine schwache Bindung zwischen 5 und 3.

Diese Ergebnisse weisen auf den groflen Einfluss der
Stickstoffatome in der Struktur 1 auf die Bindungsaffinitét
hin. Die Resultate zeigen zudem, dass die Wasserstoffbriicken
zwischen Amid-NH/Pyridin-N oder Pyrimidin-N des Rezep-
tors und den OH-Gruppen von 5 bzw. 6 in erster Linie fiir die
Komplexierung in Chloroform verantwortlich sind. Da die
Lage der '"H-NMR-Signale der Methylprotonen von 1 und 2
und der Octylprotonen von 5 und 6 nahezu unverdndert
bleibt, ist es sehr unwahrscheinlich, dass diese Untereinheiten
an der Stabilisierung der sich bildenden Komplexe teilneh-
men.

Um die Bedeutung der Anwesenheit der drei Pyridinamid-
Untereinheiten in dem Rezeptor zu testen, wurde die
Verbindung 4 synthetisiert und deren Komplexierungsaffini-
tiat bestimmt. In CDCI; bildet der Rezeptor 4 einen 1:1-
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Komplex mit Octylglucopyranosid. Dies wurde mit der Ratio-
Methode ermittelt. Die Komplexierung von 4 und S bzw. 6
kann auch 'H-NMR-spektroskopisch verfolgt werden. Die
Amid-NH-Protonen weisen eine Tieffeldverschiebung nach
Bindung der Giste auf. Die Bindungskonstanten liegen bei
1100 und 460M~' (—AGys=1735kImol™! und —AG,s=
15.19 kI mol™') fiir 5 bzw. 6, d.h., die Wechselwirkungen iiber

Abbildung 1. Energieminimierte Struktur des Komplexes von 1 und n-
Octyl-3-p-glucopyranosid (Molecular Modeling mit MacroModel 5.0,
Amber*-Kraftfeld). Gezeigt sind die intermolekularen Amid-NH-OH-
und Pyr-N-HO-Wasserstoffbriicken (1.87-1.94 A) und Stapelwechselwir-
kungen im Komplex. a) Ansicht von oben, b) dito als Kalottenmodell,
c) Seitenansicht.
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Wasserstoffbriicken mit dem Wirt 4, der mehrere, aber
dennoch zweidimensional aufgebaute Bindungsstellen bildet,
sind weniger giinstig als mit dem Wirt 1.

Die besseren Rezeptoreigenschaften von 1 gegeniiber
Glucopyranosiden in Chloroform im Vergleich mit dem Wirt
4 werden zudem durch die stdrkere Tieffeldverschiebung der
untersuchten Amidprotonen von 1 wihrend der Komplexie-
rung mit Pyranosiden gestiitzt (Ad=0.7 gegeniiber 0.2 fiir
den Komplex mit 4). Die kleineren Bindungskonstanten und
die beobachteten "H-NMR-Verschiebungen spiegeln die Be-
deutung der dreidimensionalen Erkennung wider.

Wir haben hiermit iiber Wasserstoffbriicken bindende
Rezeptoren beschrieben, die effektiv fiir die Erkennung von
Pyranosiden genutzt werden konnen. Die Ergebnisse demon-
strieren, dass die Pyridinamid- und Pyrimidinamid-Einheiten
als Wasserstoffbriicken-Motive fiir Monosaccharide geeignet
sind.

Die Vorteile dieser Systeme sind a) die einfache und
schnelle Synthese von kleinen Untereinheiten (uneffektive
Makrocyclisierung ist nicht notwendig), b) die mogliche
leichte Variierbarkeit der Struktur (Variation sowohl des
Spacers als auch der heteroaromatischen FEinheiten zur
Beeinflussung der Selektivitit des Rezeptors), ¢) die einfache
Konstruktion von wasserloslichen Wirtmolekiilen (Einbau
geeigneter Substituenten in den Spacer oder in die hetero-
aromatischen Einheiten) und d) die Eignung fiir die drei-
dimensionale Erkennung von Gastmolekiilen.
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Sequentielle nucleophile Substitution:
eine effiziente Strategie zur Synthese von
Substanzbibliotheken hoher Diversitit an
festen Trigern

Florencio Zaragoza* und Henrik Stephensen

Die Festphasensynthese ermoglicht die automatisierte
Paralleldurchfiihrung mehrstufiger Synthesen und spielt da-
her in der Pharmaforschung eine herausragende Rolle.l'l Wir
berichten hier iiber eine neue Synthesestrategie, die es
ermoglicht, in jeder Synthesestufe ein neues Diversitétsele-
ment einzufithren und ungeschiitzte, polyfunktionelle Rea-
gentien direkt zu verwenden.

Festphasensynthesen sind nur dann fiir die Herstellung von
Substanzbibliotheken geeignet, wenn sie auf Reagentien
beruhen, die in grofler Menge und mit einer Vielzahl
verschiedener Strukturelemente leicht zugéinglich sind. Fiir
die Entdeckung neuer Wirkstoffe ist es besonders wichtig,
dass die Produkte Strukturelemente enthalten, die zur rever-
siblen Bindung an Proteinen beitragen konnen (z.B. durch
Wasserstoffbriickenbindungen, durch ionische Wechselwir-
kungen oder durch lipophile Wechselwirkungen).?l Zur
effizienten Entwicklung neuer Synthesen fiir die Herstellung
von Substanzbibliotheken muss zunichst gepriift werden,
welche Typen von Reagentien kiuflich sind und welche
Reaktionen an nicht l6slichen Trdgern moglich sind. Eine
solche Analyse ergibt, dass nur wenige Reagenstypen in
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Novo Nordisk Park, DK-2760 Malgv, Didnemark
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a)

(Nu")—(Pol)

grofBer Vielfalt erhiltlich sind und somit die Herstellung von
Substanzbibliotheken hoher Diversitidt erlauben. Das grof3te
Potential bieten Amine, Alkohole, Carbonsduren und Thiole;
weniger geeignet sind Reagentien mit zwei erforderlichen
reaktiven Gruppen (Aminosduren, Aminoalkohole, Halogen-
ketone, Anthranilsduren, 2-Iodphenole usw.), da nur relativ
wenige dieser Reagenstypen kéuflich sind.

Eine Analyse géngiger Reaktionen zeigt, dass Acylierun-
gen oder andere elektrophile Umwandlungen trigergebun-
dener Zwischenprodukte die Zahl moglicher Strukturele-
mente im Endprodukt stark einschrinken. Amino- oder
Hydroxygruppen miissen z. B. in der Regel geschiitzt werden,
um deren Acylierung zu vermeiden (Schema 1). Partiell

E?) Entschiitzen

(B9)
—= (E)—(Nu")—(Pol) ——— (Nu2)—(Nu')—(Pol)

—_—
—-

1
Ez PG'HN._COH

~

PG’X
b) (Nu2)
(Nu? Nu2 | (Nu3)
(E")—(Pol) — (Nuh)—(E*)—(Pol) —  (Nu®)—(E*)—(Pol) ——>
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Schema 1. a) Traditionelle Oligomersynthese (z.B. von Peptiden) durch
sequentielle Acylierungen/Entschiitzungen. Seitenkettenschutz ist erfor-
derlich; wenige Bausteine sind kéuflich. b) Sequentielle nucleophile
Substitution an einem trigergebundenen Polyelektrophil. Seitenketten-
schutz ist nicht erforderlich; viele Bausteine sind kduflich. Nu: Nucleophil,
E: Elektrophil, E*: Polyelektrophil, Pol: polymerer Trdger, PG: Schutz-

gruppe.

geschiitzte, polyfunktionelle Reagentien sind jedoch teuer
und nicht immer leicht zugénglich. Andererseits erfordert die
Umsetzung von tragergebundenen Substraten mit nucleophi-
len Reagentien meistens keinen Schutz weiterer funktioneller
Gruppen, und es ist daher méglich, nucleophile, polyfunk-
tionelle Reagentien direkt in ungeschiitzter Form zu verwen-
den. Da die meisten unserer bevorzugten Reagentien (siche
oben) Nucleophile sind, erscheinen uns nucleophile Substitu-
tionen fiir die Herstellung groBer Substanzbibliotheken hoher
Diversitit als besonders geeignet. Optimal sollten sequentiel-
le nucleophile Substitutionen an einem trigergebundenen
Polyelektrophil sein, da dies die Einfithrung eines neuen
Diversititselementes auf jeder Synthesestufe erlaubt (Sche-
ma 1).B!

Zur Veranschaulichung des Konzeptes der sequentiellen
nucleophilen Substitution stellen wir hier eine Festphasen-
synthese von 2-Thio-3-aminopropionsdurederivaten vor
(Schema 2). Als Polyelektrophil verwendeten wir 2,3-Di-
chlorpropionsédure, mit der zunichst entweder Wang-Harz
oder ein trigergebundenes Amin acyliert wurde.! Die Be-
handlung des so erhaltenen Harzes 1 mit einem Uberschuss
des Thiols R!SH in Gegenwart von DIPEA fiihrte nach
glatter, zweifacher nucleophiler Substitution zur Zwischen-
verbindung 2.1 Die Umsetzung von 2 mit einem Amin in
Gegenwart von DBU fiihrte zur Eliminierung eines Thiols
und anschlieBender Michael-Addition des Amins.[!

Sowohl aromatische als auch aliphatische Thiole konnten
mit Erfolg in dieser neuen Synthese verwendet werden.
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