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Glycopeptid- und Oligosaccharidbibliotheken

Phaedria M. St. Hilaire und Morten Meldal*

-

Trotz zunehmenden Interesses an den

tat zwischen Kohlenhydratrezeptoren

glycosylierter ~Aminosdurebausteine

vielfiltigen biologischen Wirkungen
und dem daraus resultierenden thera-
peutischen Potential der zahlreichen
an Glycoproteinen und Zelloberfla-
chen natiirlich vorkommenden Oligo-
saccharide hat die Entwicklung der
kombinatorischen Kohlenhydratche-
mie nicht so rasche Fortschritte ge-
macht, wie man anfangs erwartet hatte.
Die Ursache dafiir liegt in der Schwie-
rigkeit, Oligosaccharide aufzubauen
und zu analysieren, was ihre kombina-
torische Synthese zu einer ziemlich
miithsamen Aufgabe macht. Daher ver-
wendete man héufig Parallelansitze,
mit denen eher Anordnungen analoger
Verbindungen als wirkliche Bibliothe-
ken hergestellt werden. Da die Affini-

und modifizierten Oligosacchariden,
die als Mimetika fiir natiirliche Koh-
lenhydratliganden entwickelt wurden,
im Allgemeinen niedrig ist, wurden
Glycopeptide als alternative Mimetika
untersucht. Diese erwiesen sich in
vielen Fillen als bessere Liganden
mit hoherer Affinitdt zum Rezeptor
als der natiirliche Kohlenhydratligand.
Fiir mehrere Rezeptortypen, darunter
E-, P- und L-Selectin, Toxine, Glyco-
hydrolasen, bakterielle Adhésine und
der  Mannose-6-phosphat-Rezeptor,
wurden hochaffine Glycopeptidligan-
den hergestellt. Zudem ist der Aufbau
von Glycopeptiden erheblich einfacher
als der von Oligosacchariden, und das
Verfahren kann durch Verwendung

oder durch direkte Glycosylierung
von Peptidtemplaten zur kombinatori-
schen Synthese erweitert werden. Die
»Split-and-mix“-Methode ermdoglichte
es, durch Stufensynthese eine sehr
gro3e Zahl von Verbindungen an fes-
ter Phase herzustellen, zu analysieren
und ihre Bindung an Rezeptoren zu
untersuchen. Dieses wirkungsvolle
Verfahren ldsst sich allgemein zum
Nachweis und zur Analyse der kom-
plizierten Wechselwirkung zwischen
Kohlenhydraten und ihren Rezeptoren
einsetzen.

Stichworter: Glycopeptide - Kohlen-
hydrate - Kombinatorische Chemie -
Oligosaccharide - Rezeptoren

%

1. Vergleich zwischen parallelen Verbindungsreihen
und Substanzbibliotheken

Kombinatorische Methoden haben vielen Forschungsge-
bieten Schwung verliehen und seit ihrer Einfithrung vor etwa
zehn Jahren betrichtlich an Boden gewonnen. Dieser Fort-
schritt spiegelte sich allerdings nicht auf dem Gebiet der
Oligosaccharide wider — hauptsédchlich wegen ihrer schwie-
rigen Synthese und Analyse. Dagegen wurden die leicht
zugdnglichen Glycopeptidbibliotheken als potentielle funk-
tionale Oligosaccharid-Mimetika genutzt. Diese Bibliotheken
konnen wichtige Hilfsmittel bei der Entwicklung von Thera-
peutika auf Kohlenhydratbasis sein, z.B. von Antitumor-
Impfstoffen,l'l Hilfsmitteln fiir xenogene Transplantationen
und Antiinfektiva. In einigen neueren Ubersichten sind
kombinatorisch hergestellte Bibliotheken und Parallelsyn-

[*] Prof. Dr. M. Meldal, Dr. P. M. St. Hilaire
Carlsberg Laboratory, Department of Chemistry
Gamle Carlsberg Vej 10, DK-2500 Valby (Danemark)
Fax: (+45)33-27-47-08
E-mail: mpm@crc.dk
pms@crc.dk
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thesen auf der Basis von Kohlenhydraten kurz beschrieben
worden.>

Wir geben hier einen umfassenden Uberblick iiber die
zahlreichen Aspekte beziiglich Design, Synthese, Analyse
und Screening von Kohlenhydratbibliotheken in Losung und
an der Festphase. In diesem Aufsatz sind kombinatorisch
hergestellte Substanzbibliotheken definiert als Zusammen-
stellungen von Verbindungen, die iiber einen realen kom-
binatorischen Reaktionsschritt erhalten wurden, der zu expo-
nentiellem Wachstum der Produkte verglichen mit der Zahl
der Reagentien fiihrt (Abbildung 1a). Diese gewaltige Zu-
nahme an Produkten lésst sich erreichen, indem entweder
Reagentienmischungen umgesetzt werden, wobei Produktge-
mische entstehen, oder aber Zwischenstufen, die in Losung
oder als Kompartimente an fester Phase vorliegen, zunéchst
gemischt werden, beispielsweise mit der , Teilen-und-Mi-
schen“-Methode (split and mix). Da dieses Verfahren an der
Festphase sehr leicht durchzufiihren ist, haben Festphasenbib-
liotheken bei weitem ein hoheres Potential als Bibliotheken in
Losung und bilden daher den Schwerpunkt dieses Aufsatzes.
Berticksichtigt werden auch kombinatorische Methoden, die
nur beispielhaft auf die Synthese von Bibliotheken mit
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wenigen Verbindungen angewendet wurden, aber das Poten-
tial zur Herstellung sehr vieler Substanzen haben. Die
Tatsache, dass es nur wenige Beispiele fiir echte kombinato-
risch hergestellte Oligosaccharidbibliotheken gibt, unter-
streicht die grofle Herausforderung, der Wissenschaftler auf
diesem Gebiet gegeniiberstehen.

Parallelsynthesen werden besonders fiir die Fille beschrie-
ben, bei denen die verwendete Strategie so erweitert werden
kann, dass eine wirkliche Bibliothek entsteht, oder bei denen
biologisch interessante Ergebnisse erhalten wurden. Diese
Beispiele sind aber durchdachte Erweiterungen der kon-
ventionellen Herstellung von Analoga und keine Bibliothe-
ken, da sie nicht einfach zu einer sehr groBen Zahl von
Verbindungen fiihren, d.h. das kombinatorische exponentiel-
le Wachstum von Produkten nutzen (Abbildung 1b).

2. Kohlenhydrat-bindende Proteine

Kohlenhydrat-bindende Proteine (carbohydrate binding
proteins, CBPs), die in Zellmembranen lokalisiert sind oder
sich im Cytosol oder Serum befinden, sind an zahlreichen
wichtigen biologischen Funktionen wie der Zell-Zell-Kom-
munikation und -Adhésion, der Adhésion von Bakterien und
Viren, der Aktivierung des angeborenen Immunsystems, dem
»Rollen“ von Leukocyten sowie dem Kldren gealterter
Serumproteine und dem Sortieren neu synthetisierter Glyco-
proteine in der Leber beteiligt.'> 11l Die CBPs von Sduge-

tieren werden nach der Art ihrer Bindung in drei Haupt-
gruppen unterteilt: die C-, S- und P-Lectine.['?

Zu den Calcium-abhingigen C-Lectinen gehoren die E-, L-
und P-Selectine, wihrend die Galectine Calcium-unabhingi-
ge S-Lectine sind. Diese haben eine fiir enge Wechselwirkun-
gen mit Di- oder Trisacchariden passende Bindungsstelle.
Selectine binden ihre Liganden hauptsédchlich durch Koor-
dinierung von zwei vicinalen Hydroxygruppen einer einzel-
nen Zuckereinheit an ein in der Kohlenhydraterkennungsre-
gion (carbohydrate recognition domain, CRD) gebundenes
Caclciumion, wihrend die umgebenden Zucker des Oligosac-
charids durch relativ schwache zusitzliche Wechselwirkungen
zur Bindungsspezifitit beitragen. Diese recht einfache Art
der Wechselwirkung ist der Grund dafiir, dass die Spezifitit
der Selectinbindung ziemlich breit ist und durch einfache
Monosaccharid-haltige Verbindungen nachgeahmt werden
kann.['> 14 Allerdings ist die biologische Wirkung von Ligan-
den strukturabhingig und wird durch eine Reihe von
Faktoren wie Polyvalenz und Clustering kompliziert.['> 1]

Zu den Calcium-unabhingigen Rezeptoren des P-Typs, die
am Kldren und Sortieren von Glycoproteinen beteiligt sind,
gehoren die Mannose-6-phosphat-Rezeptoren,['’] die hepati-
schen Gal/GalNAc-Rezeptoren!'s und die aus Leberextrak-
ten isolierten Man/GlcNAc-Rezeptoren.['”) Diese Rezeptoren
sind wirklich polyvalent und binden an die Enden N-ver-
kntipfter Oligosaccharide mit zwei, drei oder vier Armen. Die
meisten bekannten Rezeptoren erkennen zwar Gal/GalNAc
oder Man/GIcNAc, es gibt aber auch Rezeptoren wie den

-
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Teilen und Vereinen von Bibliotheken

a)

3. Die Kohlenhydratliganden

3

4
Reaktanten Reaktanten
—>

3
Produkte

4
PI_QdukteReaktanten Produkte

48 Glycoproteine von Sdugetieren beste-
hen zu 5-90% aus Glycanen, die sich in

mehrere Hauptgruppen gliedern. Zu

a1e1c1 @ atgzct
az1c1 @ a2B2c1
assic1 @ assaci

A1B3C1 A1 B4C1
A2B3C1 AZB4C1
A3B3C1 ASB4C1

den N-Glycosiden gehéren Mannose-
reiche, komplexe Oligosaccharide und

Hybridderivate, wiahrend Mucine, Blut-

Cc1

aisicz @ atB2c2
az1c2 @ azpoc2
assicz @ aspace

gruppendeterminanten und Proteogly-
cane O-Glycoside sind (Abbildung 2).
Glycolipide enthalten eine andere

ateacz @ a1Bacy)

azac2 @ azBaca
asgac2 @ asgaca

O A1B1

A2B1|| SA2B2
© AsB1||(H)AsB2

() A1B3

A2B3|
() A3B3

A1B1C3 A1BZC3
A2B1C3 A2B2C3
A3B1C3 A382C3

Gruppe von Oligosaccharid-Signalmo-
lekiilen. Die Mannose-reichen Oligosac-
charide beruhen auf der 1—2-a-Man-

A1B3C3 A1BAC3

A2B3C3 A234CS
A3B3C3 ASB4C3

nosylierung des Mannosepentasaccha-

A1B1C4 A1 B2C4
A2B1C4 A2B2C4
A3B1C4 ASBZC4

A1B3C4 A1B4AC4
A2B3C4 A2BAC4;

A3B3C4 ASB4C4

rid-Kerns  a-pD-Man-(1 —3)-{a-D-Man-
(1 —-3)-[a-D-Man-(1 —6)-]a-D-Man-

exponentielles Wachstum der Zahl an erzeugten Verbindungen

(1 —6-}5-D-Man-(1 —4)--D-GlcNAc-

(1 —4)-5-p-GIcNAc-(1 —N), und diese
Oligosaccharide liegen als Konforme-
rengemische um die 1—6-Bindungen
vor (Abbildung 3). Jedes dieser Kon-
formere kann das aktive beim Kontakt

b) Parallele Synthese von Verbindungsanordnungen
1 4 4
Reaktant 1 Reaktanten 4 Reaktanten
————p Produkt —p Produkte M

mit einem Rezeptor sein.
Komplexe Glycane mit Antennen-

4
Produkte

konstante Zahl von Verbindungen

Abbildung 1. Konzeptionen fiir die Synthese einer kombinatorisch hergestellten Bibliothek mit
exponentiellem Wachstum der Verbindungszahl (a) und fiir Synthesen von parallelen Anordnungen

getrennter Verbindungen (b).

Sialinsdurerezeptor von Makrophagen, die komplexe Sialyl-
glycane erkennen.l]

Die hauptsdchlich am angeborenen Immunsystem betei-
ligten Collectine! sind Proteine mit groBer Oberfliche oder
Serumproteine aus Biindeln von Strukturkollagenfasern,
deren trimere Kopfenden Calcium-abhidngige CRDs enthal-
ten und die wegen ihrer strukturellen Ahnlichkeit dem C-Typ
zugeordnet werden konnen. Die Bindung an einfache Man-
nose-Oligosaccharide ist verhdltnisméfBig schwach, und die
Aktivierung der komplementiren Kaskade wird nur durch
polyvalente Wechselwirkungen des Proteins mit grof3en Poly-
mannanen an fremden Zelloberflichen erreicht, was zur
Bildung eines Aktivierungstemplats fiir die komplementédren
Processing-Enzyme fiihrt.?? Da diese polyvalente Wechsel-
wirkung unspezifisch ist und zwischen den Wechselwirkungs-
stellen ein groBer Abstand liegt (53 A),? sind synthetische
polyvalente Liganden fiir diese Proteine schwer zu entwickeln
und herzustellen. Dagegen lésst sich jede CRD mit hoch-
affinen monovalenten Liganden erreichen.

Angew. Chem. 2000, 112, 1210-1228

struktur entstehen durch Ankniipfen
von f-(1 —4)-Lactosamin an die 2-, 4-
und 6-Positionen der terminalen Man-
nosen eines a-D-Man-(1 —3)-{a-D-Man-
(1 —6)-}3-pD-Man-(1 —4)-3-D-GlcNAc-
(1 —4)--D-GlcNAc-(1 —N)-Kernstiicks.
Die terminalen Galactosen tragen in 3-
oder 6-Stellung oft Sialylgruppen.

Das in Abbildung 2 gezeigte vier-
armige Oligosaccharid hat in einer der
Hauptkonformationen eine schirméhn-
liche Struktur.*?1 Der Abstand zwi-
schen den mit den Rezeptoren wechsel-
wirkenden terminalen Zuckerresten
kann ungefihr 8-30 A betragen. Bei
den phosphorylierten Mannose-reichen Liganden fiir den
Mannose-6-phosphat-Rezeptor (MPR) betrigt der Abstand
zwischen den Phosphatresten ca. 15 A0

Fiir Mucin-Oligosaccharide scheint es in Sdugetieren nicht
viele Rezeptoren zu geben. Dagegen verfiigen im Gastroin-
testinaltrakt vorkommende Bakterien oft iiber Rezeptoren,
die an den mit Mucin ausgekleideten Epithelien haften.?’l Die
Erkennung von anomal glycosylierten Formen, wie sie in
bosartigem Gewebe vorkommen, ist Voraussetzung fiir die
Bekdmpfung von Tumoren durch das Immunsystem.?$3% Die
am besten untersuchten Liganden sind Analoga des Sialyl-
Lewis*(SLe*)-Antigens!™® 3!, das am ,,Rollen* von Leukocy-
ten, der Adhédsion und der Abstoung durch Wechselwirkung
mit den E-, P- oder L-Selectinen beteiligt ist, fiir die noch
nach optimalen Liganden und der Art der Erkennung fiir die
biologische Wirkung gesucht wird. Entscheidend fiir die
Wechselwirkung sind der Fucoserest, eine Hydroxygruppe
der zentralen Galactose-Einheit und die Carboxygruppe der
Sialinsdure (Abbildung 4).
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Abbildung 2. Ausgewihlte Oligosaccharide der Glycoproteine und Gly-
colipide von Sédugetieren. Die komplexen Oligosaccharide konnen zwei,
drei oder vier Verzweigungen haben, die durch 1 —4-verkniipfte Lactos-
amineinheiten mehr oder weniger verldngert und an Sialinsduren gebun-
den sein konnen. Die Saccharide SLe*, Le* und Le® reprisentieren die
hiufig an Lipiden vorkommenden Blutgruppendeterminanten, und die
verlangerte Kernstruktur 2 ist ein Mucin-dhnliches Saccharid. Proteogly-
cane haben ein gemeisames Kernstiick, das mit verschiedenen linearen
sauren Polysacchariden verkniipft ist.

Strukturuntersuchungen an Rezeptoren und ihren Kohlen-
hydratliganden deuten darauf hin, dass die Bindung des
Liganden an den Rezeptor haufig nur iiber wenige terminale
Reste erfolgt. Es ist daher zu erwarten, dass diese Rezeptoren
auch an Kohlenhydrat-Mimetika binden, die die erforderli-
chen funktionellen Gruppen in optimaler Anordnung ent-
halten. Kombinatorisch hergestellte Kohlenhydratbibliothe-
ken, die entweder zufillig erhalten oder aufgrund des Wissens
iiber Rezeptor und/oder Ligand sorgfiltig geplant wurden,
werden die Entdeckung von Mimetika komplexer Oligosac-
charidliganden betrdchtlich erleichtern.
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4. Trager fiir Festphasenbibliotheken

Sowohl parallele Anordnungen als auch Bibliotheken von
Glycopeptiden und Oligosacchariden kénnen in Losung oder
an fester Phase synthetisiert werden. Die Vorteile von Fest-
phasenmethoden sind gut dokumentiert,??l und detaillierte
Beschreibungen wurden verdffentlicht.> 331 Die Wahl des
festen Trédgers ist entscheidend; sie hidngt sowohl von den
daran durchzufilhrenden Reaktionen als auch von den
verwendeten Screening-Methoden ab. Am gebrauchlichsten
sind feste Triager auf der Basis von Polystyrol (PS; z.B. das
Merrifield-HarzP?, das hiufig verwendete Wang-Harz,
TentaGel®!) oder Polyethylenglycol (PEG; z.B. PEGA,P
POEPOP/? POEPS-3,3 SPOCCP); Beispiele sind in
Abbildung 5 zu sehen.

Polystyrolharze bestehen hauptsédchlich aus mit 1-2%
Divinylbenzol vernetzten Geriisten mit kurzen Linkern (Ab-
bildung 5a). Wegen der Abnahme der Enzymaktivitit im
Polymer oder wegen ihrer geringen Quellfdhigkeit in polaren
Losungsmitteln, die den Ausschluss der Biomolekiile vom
hydrophoben Kern des Polymers zur Folge hat, eignen sich
Polystyrolgele im Allgemeinen nicht fiir ein direktes Scree-
ning am Tréager. Dies gilt auch fiir die mit langen PEG-Ketten
polymerisierten PS-Harze, beispielsweise ArgoGel und Ten-
taGel (Abbildung 5b),*! obwohl ihr Quellvermégen in
Wasser verbessert und so ein gewisser Zugang zu ihrem
Inneren erreicht wurde.[*" % AuBerdem absorbiert das Poly-
styrolmaterial Licht, so dass manche Fluoreszenz-Assays
gestort werden und der hydrophobe Kern zu unspezifischer
Proteinbindung fiihren kann.

PEG-Harze sind hingegen mit langkettigen PEG-Makro-
monomeren vernetzt, die zusdtzlich funktionelle Amino- oder
Hydroxygruppen aufweisen. Daher werden die mechanischen
und chemischen Eigenschaften der Harze stark von der Art
der PEG-Ketten beeinflusst.*! Zudem sind PEG-Ketten mit
den meisten Solventien unter Bildung eines quasi-homogenen
Reaktionsmediums sehr gut mischbar. PEG-Harze quellen in
wiassrigen Medien enorm und ermoglichen so den Biomole-
killen Zugang zum gesamten Harzkiigelchen.*>*! Diese
Harze eignen sich daher fiir die Proteinbindung,*! fiir
enzymatische Reaktionen und fiir das Screening auf Enzym-
aktivitdt und -inhibierung. 46->1]

Da PEG-Polymere als Tréger den Vorteil haben, sowohl fiir
die Synthese als auch fiir das Screening der Enzymaktivitét
und Proteinbindung geeignet zu sein, bemiihte man sich,
solche Polymere mit besseren Eigenschaften auf beiden
Gebieten herzustellen. Sie konnen durch radikalische Poly-
merisation von langkettigen PEG-Makromonomeren zum
PEG-Polyacrylamid-Copolymer* 1 (PEGA, Abbildung 5c¢)
oder zum PEG-vernetzten Oligostyrol®® (POEPS-3, Abbil-
dung 5d) erhalten werden. Zwei neuartige Geltrdger wurden
gebildet durch anionisch katalysierte Blockpolymerisation
von PEG, derivatisiert mit Epichlorhydrin®”l (POEPOP,
Abbildung 5e), und durch kationisch katalysierte Blockpoly-
merisation von PEG, derivatisiert mit Oxetan?®! (SPOCC,
Abbildung 5 f). Das inerte Verhalten der Polymere ermog-
licht organische Reaktionen auch unter drastischen Bedin-
gungen. Wegen ihres ausgezeichneten Quellvermdgens in
wissrigen Pufferlosungen wurden alle genannten Harze in

Angew. Chem. 2000, 112, 1210-1228
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Abbildung 3. Strukturmodelle von vier Konformeren (zwei fiir jede 1-—6-Verkniipfung) des dreiarmigen
Mannose-reichen Undecasaccharids M9. Terminale Mannosereste sind als Kalottenmodelle hervorgehoben.??!

nur von der Art der Reaktion
selbst abhingt.” Manche Re-
aktionen lassen sich besser an
hydrophoben, andere besser
an hydrophilen Harzen durch-
fiihren. Ein anderes Problem,
das besonders fiir die Synthe-
se von Oligosacchariden an
fester Phase Bedeutung hat,
ist der Einfluss des festen
Trédgers auf das stereochemi-
sche Ergebnis der Glycosylie-
rung. Hierzu gibt es nur we-
nige eingehende Untersu-
chungen, und die ersten
Ergebnisse sind widerspriich-
lich; einige lassen den Schluss
zu, dass das Anomerenver-
hiltnis stark von der Art des
Trdgerharzes sowie vom Lo-
sungsmittel, der C2-Gruppe
am Donor und der Tempera-
tur abhingt.>*% Bei manchen
Umsetzungen scheint sich die
Anomerenselektivitdt an der
festen Phase zu erhohen.P]
Gegenwirtig sind vier erfolg-
reiche Synthesen von Oligo-
saccharid- und Glycopeptid-

Sla Gheeopaptid-Mrmatikam bibliotheken bekannt, die an
WO TentaGel oder einem PEG-
1‘-..-'- ; Harz (PEGA und POEPOP)

Ty

0 [n]] ':1-..__:-:_.___

Lo

Abbildung 4. Bindungskonformationen des SLe*-Tetrasaccharids und eines wirksamen Fucosylglycopeptid-
Mimetikums.[''®! Fest gebundene Hydroxygruppen sind als Kugeln dargestellt.

Bioassays fiir Enzyme eingesetzt; weitergehende Untersu-
chungen ergaben fiir das PEGA-Harz keine unspezifische
Proteinbindung.[

Bei der Festphasensynthese von Glycopeptiden und Oligo-
sacchariden wurden sowohl Polystyrol- als auch PEG-Harze
erfolgreich eingesetzt. Untersuchungen der Reaktionsge-
schwindigkeit an mehreren Harzen haben ergeben, dass sie

Angew. Chem. 2000, 112, 1210-1228

hergestellt wurden und so das
O, rasche Festphasen-Screening
der Bibliothek ermoglich-
i ; ten (sieche Abschnitte 6.3 und
i 8.2).

5. Analysemethoden fiir
Oligosaccharid- und
Glycopeptidbibliotheken

Thr-0ER

Bei Substanzbibliotheken
in Losung, die aus Verbin-
dungsgemischen  bestehen,
Fuc steigt die Schwierigkeit der
Analyse mit zunehmender
Zahl der Verbindungen dras-
tisch an. Im Allgemeinen wer-
den sehr umfangreiche Ver-
bindungsgemische vor dem
Screening nicht analysiert, kleinere konnen hingegen durch
Massenspektrometrie, HPLC, NMR-Spektroskopie oder
Kombinationen dieser Methoden auf Vollstindigkeit der
Reaktion untersucht werden. Der Nachweis und die Analyse
wirksamer Verbindungen aus diesen Gemischen erfordert
Sorgfalt und Zeit, und die vollstindige Charakterisierung
ist nur nach Dekonvolutionsverfahren und Resyn-
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b) TentaGel
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&) POEPOP

Abbildung 5. Chemische Struktur von PS- und PEG-Harzen. Die offene
Struktur und das inerte Verhalten von PEG in biologischen Systemen
verleihen diesen Trigerharzen ideale Eigenschaften fiir Bioassays.*]

these der aktiven Verbindung moglich.’”) Die derzeit entwi-
ckelten Methoden fiir Festphasenbibliotheken werden im
Folgenden besprochen.

5.1. Markierungsverfahren bei Oligosaccharidbibliotheken

Fiir Nichtpeptidbibliotheken gibt es immer mehr Analyse-
verfahren, die sich allgemein in zwei Kategorien einteilen
lassen: Direkte Methoden beruhen meistens auf der Massen-
spektrometrie und der NMR-Spektroskopie, wihrend bei
indirekten Methoden chemische,’®% chemolumineszieren-
del®l oder andere Kodierungenl®%l verwendet werden. Viele
Verfahren zur chemischen Markierung sind nur eingeschrankt
anwendbar, weil zusidtzliche Syntheseschritte erforderlich
sind und fiir beide Synthesereihen orthogonale Reaktions-
bedingungen entwickelt werden miissen. Allerdings ist die
chemische Kodierung auch die einzige Methode, die bisher
erfolgreich zur Identifizierung von Verbindungen in einer
Oligosaccharidbibliothek eingesetzt worden ist.’”! Hierbei
werden lber eine Carbeninsertion polyhalogenierte aroma-
tische Markierungen angebracht, die photochemisch gespal-
ten und anschlieend durch GC-MS analysiert werden kon-
nen. [

5.2. Analyse durch Massenspektrometrie

Die Entwicklung von Oligosaccharid- und Glycopeptid-
bibliotheken mit der ,,Teilen-und-Mischen*“-Methode wird
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dadurch gehemmt, dass die gleichzeitige Entwicklung eines
allgemein anwendbaren, einfachen Trenn- und Charakterisie-
rungsverfahrens ausbleibt. Zwar brachte die chemische
Kodierung der Bibliotheken einen gewissen Fortschritt, aber
es gibt nur sehr wenige direkte Analysemethoden. Eine
viel versprechende Methode zur direkten Untersuchung
beider Substanzbibliotheken ist die Massenspektrometrie,
insbesondere die matrixgestiitzte Laserdesorptions/Ioni-
sations-Flugzeit(MALDI-TOF)-, die Electrospray-Tandem-
(ES-MS)- und die Fourier-Transform-Ionencyclotron-
Resonanz(FT-ICR)-Massenspektrometrie. ~ MALDI-TOF-
MS und ES-MS-MS wurden zur Charakterisierung von
Glycopeptiden®-¢71 und komplexen Oligosacchariden einge-
setzt.[05-72]

Besondere Schwierigkeiten bei der Analyse von Kohlen-
hydraten durch Massenspektrometrie bilden die Unterschei-
dung der Verzweigungspunkte, isobare Monosaccharide und
die Konfiguration am anomeren Zentrum der Glycosidbin-
dung. Hierfiir wurden mehrere Methoden mit MALDI-TOF-
MS entwickelt. Bei einem Verfahren wird das Oligosaccharid
nacheinander mit Glycosidasen behandelt, die Masse der
resultierenden Fragmente aufgezeichnet und das urspriing-
liche Oligosaccharid durch Deduktion bestimmt.’"7! Die
Oligosaccharidfragmente werden durch verschiedene Arten
der Ionisierung erzeugt: Zerfall hinter der Ionenquelle (PSD,
post-source decay), verzogerte Ausschleusung mit durch
energiereiche Kollision induziertem Zerfall (CID, collision-
induced decomposition), Framentierung in der Ionen-
quelle oder Tandem-MALDL %1 Bei allen Verfahren er-
folgt die Fragmentierung iiber die Glycosidbindung in einer
Weise, die zum Teil von der Art der Verkniipfung (d.h. 1 —6
oder 1—3), der anomeren Konfiguration und der Art des
Monosaccharids abhingt.> 74 Die Interpretation von PSD-
Spektren kann bei komplizierten Sacchariden etwas schwierig
sein, diirfte sich aber wesentlich vereinfachen, wenn die
Oligosaccharidbibliotheken auf 3-4 Monosaccharide be-
grenzt sind.

Auf dhnliche Weise wurden die Glycopeptide — haupt-
sdchlich durch MALDI-PSD - analysiert. Dabei wurden zwei
Strategien genutzt: Entweder wurde der Glycanteil zuerst
enzymatisch oder durch basenkatalysierte A-Eliminierung
abgespaltenl®» 7! und mit anderen Methoden (MS oder
NMR-Spektroskopie) getrennt charakterisiert, wahrend das
Peptid durch PSD sequenziert wurde, oder das komplette
Glycopeptid wurde mit PSD fragmentiert und die Spektren
analysiert.l® 97l Diese Analysen sind ebenfalls alle sehr zeit-
raubend und eignen sich nicht fiir ein effektives Screening
(High-Throughput-Screening, HTS). Das bisher einzige Bei-
spiel fiir eine einfache direkte Methode zur Charakterisierung
von Glycopeptidbibliotheken, die nach dem Bausteinverfah-
ren erhalten wurden, ist eine Kombination aus chemischer
Markierung (zur Bestimmung des Glycanteils) und Ab-
schlussschritten, mit der Bruchstiicke fiir die Massenanalyse
herstellt werden (Stufensynthese).’?) Ein Beispiel fiir das
Massenspektrum eines zweifach glycosylierten Peptids aus
einer solchen Bibliothek ist in Abbildung 6 wiedergegeben.
Das Prinzip dieser Methode und ihre Anwendung auf die
Synthese einer Glycopeptidbibliothek werden in Ab-
schnitt 8.2 ausfiihrlich behandelt.
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Abbildung 6. Représentatives Massenspektrum eines zweifach glycosy-
lierten Glycopeptids (in der Mitte ist die ,,Leiter* der Spezies gezeigt, die
sich um jeweils eine Einheit unterscheiden), erhalten beim Screening einer
Glycopeptidbibliothek. Phenylpropionsidure (Ppa) und Laurinsdure (Lau)
markieren Asn(GlcNAc) bzw. Thr(Man).?!

5.3. Strukturanalyse von Verbindungen an einzelnen
Harzkiigelchen durch MAS-NMR-Spektroskopie

Da leistungsfihige und wirksame Markierungsmethoden
fehlen, ist die Magic-Angle-Spinning(MAS)-NMR-Spektros-
kopie von Nanogramm-Proben das aussichtsreiche Analyse-
verfahren zur direkten Identifizierung einer Einzelverbin-
dung an einem Polymerteilchen. Auflerdem kann so die
Vollstandigkeit jedes Syntheseschritts zerstorungsfrei beur-
teilt werden. Die Gelphasen-NMR-Spektroskopie liefert von
zahlreichen trigergebundenen Verbindungen beachtliche 3C-
NMR-Spektren, aber eine solche Analyse einzelner Harzkii-
gelchen ist nicht moglich, und '"H-NMR-Spektren bieten
keine brauchbare Auflosung. Die Eigenschaften des Polymers
wirken sich erheblich auf die Qualitdt der aufgezeichneten
Spektren aus; allgemein gilt, dass die Auflosung der 'H-
NMR-Spektren umso besser ist, je mobiler und einer Fliissig-
keit dhnlicher das Polymergeriist ist. Das trifft auch fiir die
MAS-NMR-Spektroskopie bei Rotationsgeschwindigkeiten
von 2000-4000 Hz zu, wobei Verbindungen an PEG-Harzen
wesentlich besser aufgelost werden als an Polystyrol oder
sogar TentaGel.) Es ist sogar so, dass sich die Auflosung der
Festphasenspektren nicht von der unterscheidet, die man mit
Losungsspektren dieser Harze erhalten kann.[”’]

Die vollstdandige Strukturaufkldrung unbekannter Verbin-
dungen an einzelnen Harzkiigelchen bleibt eine Herausfor-
derung, und die meisten anderen Routineanalysen bendtigen
betrédchtliche Mengen von Harzkiigelchen — mit einer Aus-
nahme, bei der Makroperlen aus TentaGel verwendet wur-
den.® Die Analyse wurde normalerweise an Polystyrol-
Kiigelchen durchgefiihrt, und obwohl die 1D-'H-MAS-NMR-

Angew. Chem. 2000, 112, 1210-1228

Spektren im Allgemeinen keine oder nur geringe Auflosung
von Signalen fiir gekoppelte Spinsysteme zeigten, konnten
brauchbare 2D-MAS-NMR-Spektren erhalten werden.[”]
Bisher wurden lediglich bekannte Reaktionsprodukte und
bekannte Verbindungen an Polystyrol oder TentaGel analy-
siert.®-831 Vor kurzem gelang die einzige vollstandige Struk-
turaufkldrung eines unbekannten Peptids aus acht Amino-
sdureresten an einer einzelnen POEPOP-Perle (10 nmol).["]
Die fiir eine komplette Strukturaufkldrung erforderliche
Menge an tragergebundenem Material betrigt je nach Kom-
plexitdt der Struktur und des Tréigers bei 500 MHz fiir PEG-
Harze 2 -7 nmol der Verbindung.[””! Die zeitraubende Struk-
turanalyse durch NMR-Spektroskopie verlangt auch nach
einem unempfindlicheren (keine falsch-positiven Ergebnisse)
und quantitativen biologischen Assay, mit dem die Reihen-
folge der Aktivitdten von Verbindungen direkt quantifiziert
werden kann, um so die Zahl der notwendigen Struktur-
analysen einzuschrinken.’ Mit der MAS-NMR-Spektrosko-
pie wurden Glycosylierungen von Peptidtemplaten an fester
Phase mit dem Ziel kontrolliert, Glycopeptide an Einzel-
perlen aus aufeinander folgenden Glycosylierungen von
Peptidtemplatbibliotheken zu analysieren.[> 8¢

6. Synthese von Oligosacchariden in
Parallelanordnungen und Bibliotheken

6.1. Einleitende Betrachtungen

Wihrend bei der Herstellung von Substanzbibliotheken
kleiner Molekiile, Peptide oder Nucleotide gewaltige Fort-
schritte erzielt wurden, blieb die Synthese von Kohlenhy-
dratbibliotheken schwierig. Ihr Aufbau wird durch die
chemische Komplexitdt des Kohlenhydrats selbst und der
zugehorigen Reaktionen erschwert. Um eine stereoselektive
Glycosylierung mit hoher Ausbeute zu erreichen, miissen die
relevanten Hydroxygruppen mit einer sorgféltig geplanten
orthogonalen Schutzgruppenstrategie selektiv ge- und ent-
schiitzt werden. Drei Arten von Glycosyldonoren, die Thio-
glycoside,®” die Glycosylsulfoxide!®! und die Trichloracetimi-
date,®) erwiesen sich bei Verkniipfungsreaktionen als all-
gemein wirksam und lieferten hohe Ausbeuten und
angemessene Stereoselektivitit. Zwei Methoden bieten au-
Berdem homogene Reaktionsbedingungen und kénnen daher
fiir Glycosylierungen an der Festphase eingesetzt werden.
Dabei ist jedoch zu beriicksichtigen, dass es sogar in Losung
noch schwierig ist, wichtige Oligosaccharidbindungen wie die
B-Man-, die a-NeuSAc- und die a-Kdo-Bindung in mehr als
50% Ausbeute zu kniipfen. Bei Festphasenbibliotheken ist
die Ubertragung von Glycosylierungen, die in Losung glatt
verlaufen, auf die feste Phase oft schwierig. Trotz dieser
Probleme hat es bedeutende Durchbriiche bei der Herstel-
lung von Oligosaccharidbibliotheken kleiner bis mittlerer
Grofle gegeben.

6.2. Parallelsynthese von Oligosaccharidanordnungen

Strukturell unterschiedliche Oligosaccharide kénnen durch
Parallelsynthese in Losung aus einem gemeinsamen Kern-
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stiick hergestellt werden, das im ersten Syntheseschritt
umgesetzt wird. Mit einer kiirzlich beschriebenen eleganten
Synthese in Losung,® die vier orthogonale Schutzgruppen
fiir die Hydroxygruppen des Monosaccharids nutzt, wurden
durch parallele Glycosylierung des gemeinsamen Acceptors
mit sieben verschiedenen Glycosyldonoren 45 Oligosaccha-
ride (42 Trisaccharide, ein Tetrasaccharid und zwei Pentasac-
charide) erhalten (Schema 1). Der gemeinsame Monosaccha-
rid-Acceptor enthilt je eine Chloracetyl(CA)-, Léavulinoyl-
(Lev)-, p-Methoxybenzyl(PMBO)- und fert-Butyldiphenylsi-
lyl(TBDPS)-Schutzgruppe. Die Hydroxygruppen werden

1. selektive ( T
Abspaltt UGN
LevO -OTBDPS spaltung
Q — . .
PMBO&/OR = o 0
ocA 2. Glycosylierung _

v&ﬁISPhMe + DMTST
7 verschiedene Donoren

2 Pentasaccharide
1 Tetrasaccharid
42 Trisaccharide

Schema 1. Parallelsynthese von Oligosaccharidanordnungen in Ldsung.
Die Oligosaccharidausbeuten fiir zwei Glycosylierungs-/Entschiitzungs-
zyklen variierten zwischen 5 und 85%.) DMTST = (Dimethylthio)me-
thylsulfoniumtrifluormethansulfonat; CA = Chloracetyl.

nacheinander entschiitzt und nach Aktivierung durch
DMTST mit Thiokresyldonoren verkniipft, wobei die Aus-
beuten und die Stereoselektivitit stark variieren. Durch die
zunehmende Grofle des Oligosaccharids verringerten sich die
Selektivitit und die Ausbeute; die Gesamtausbeuten fiir zwei
Zyklen aus Entschiitzen und Kuppeln lagen zwischen 5 und
85 % . Die so hergestellten Verbindungen wurden vollstindig
entschiitzt und durch Massenspektrometrie und NMR-Spek-
troskopie charakterisiert. Diese fiir die fliissige Phase be-
schriebene Methode ist duBerst arbeitsaufwindig und wegen
der erforderlichen orthogonalen Schutzgruppenstrategie nur
begrenzt anwendbar.

Das in hohem Mal orthogonale Schutzgruppenschema
lasst sich umgehen, wenn man Enzyme mit der gewiinschten
Glycosylierungsspezifitét einsetzt. Insbesondere die Umkehr
von Glycohydrolase-Reaktionen erwies sich als zweckmafig;
mit dieser Methode konnten kleine Anordnungen von
Oligosacchariden, darunter die Mucin-Kernstrukturen 1 und
2, in niedrigen Ausbeuten synthetisiert werden.®] Durch
Verwendung hitzebestdndiger Glycosidasen bei erhohten
Temperaturen konnen die Produktausbeuten verbessert wer-
den.”l Auch Glycosyltransferasen lassen sich zur regio- und
anomerenselektiven Synthese von Glycosidbindungen ein-
setzen. Durch sequentielle Inkubation von nichtnatiirlichen
N-Acyldisacchariden mit a(2-3)-Sialyltransferase und Fuco-
se-III- oder Fucose-IV-Transferase wurden kleine Anordnun-
gen nichtnatiirlicher Analoga von SLe* (11 Verbindungen)
und SLe? (16 Verbindungen) synthetisiert.[”?!

Fiir die Parallelsynthese von Oligosacchariden wurden
auch Festphasenmethoden entwickelt.> % 8594971 Als ortho-
gonale Linker dienten die mit BF; - Et,O abspaltbare TMSET-
Schutzgruppe (TMSET = Trimethylsilylethyl),”! die mit Cer-
ammoniumnitrat zu entfernende p-Alkoxybenzylgruppe,®!
die Hydroxymethylbenzoesédure-Linker, die mit verdiinnter
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Base abgespalten werden, sowie photolabile Linker. Sdu-
reempfindliche Linker sind unter den sauren Glycosylierungs-
bedingungen manchmal problematisch. Die Glycosylierungen
miissen unter homogenen Bedingungen durchgefiihrt werden.
Hierfiir wurden das Trichloroacetimidat-Verfahren,55 %9 die
Sulfoxid/Tf,0-Methode,®! das Pentenylglycosid-Verfahren
mit Todoniumaktivierung®! (N-Iodsuccinimid/Triethylsilyltri-
fluormethansulfonat; NIS/TESOTf) sowie die Glycalmetho-
den eingesetzt, die entweder Iodoniumzwischenstufen oder
ein Epoxid® mit Lewis-Sdure-Aktivierung verwenden. Da
diese Methoden an fester Phase durchgefiihrt wurden, wiren
sie fiir die Synthese von Oligosaccharidbibliotheken beson-
ders geeignet.

6.3. Synthese von Oligosaccharidbibliotheken

Die Herstellung von Oligosaccharidbibliotheken gelang
sowohl in Losung als auch an fester Phase vor allem durch
chemische Synthese. Die Synthese von Kohlenhydratbiblio-
theken in Losung erfolgt nach zwei Hauptstrategien: Ein
geschiitzter Glycosyldonor wird entweder mit freien(®-1%]
oder mit geschiitzten Acceptoren umgesetzt.'”! Die erste
Strategie wurde entwickelt, um die erheblichen Synthesean-
forderungen beziiglich der fiir die Regioselektivitit benotig-
ten orthogonal geschiitzten Saccharidbausteine zu vermeiden
und dadurch Zeit und Kosten bei der Herstellung von
Oligosaccharidbibliotheken zu sparen. In einer zukunftswei-
senden Arbeit wurde eine Bibliothek aller sechs moglichen a-
verkniipften Trisaccharide (Scheme 2a) durch Kupplung von
perbenzyliertem Fucosyltrichloracetimidat an den freien
LacNAc-Acceptor synthetisiert.”®). Entscheidend fiir den
Erfolg dieser Methode ist der Einbau eines UV-aktiven
Fettsdure-,,Endstiicks“ in den Acceptor, um die Trennung und
den Nachweis der Produkte im Reaktionsgemisch zu er-
leichtern, sowie die Verwendung polarer Losungsmittel
(DMF) fiir die Glycosylierung und der Abbruch der Reaktion
nach 30% Umsatz, um eine Mehrfachglycosylierung zu
vermeiden. Interessanterweise entstanden die Regioisomere
in nahezu dquimolaren Mengen, obwohl vorherige Unter-
suchungen ergaben, dass sich die Reaktivitdt der Hydroxy-
gruppen bei einer Glycosylierung in unpolaren Solventien
sehr stark unterscheidet. Die Gemische wurden auf Aktivitét
gegeniiber Glycosyltransferasen untersucht.'®) Hauptproble-
me dieser Strategie sind die Trennung und Identifizierung der
Produkte; trotz des hydrophoben Endstiicks war die Isome-
rentrennung ziemlich schwierig. Die Anwendungsbreite der
Methode war aufgrund der mithsamen Identifizierung der
Produkte eingschrinkt, die nur durch Vergleich der NMR-
Spektren der Gemische mit denen der getrennt synthetisier-
ten Einzelverbindungen moglich war.

Auch wenn die Glycosylierung freier Acceptoren tatsich-
lich zufillig verlaufen kann, muss eine Mehrfachglycosylie-
rung verhindert werden, da sie die Dekonvolution und
Trennung der Bibliothekskomponenten noch erschweren
wiirde. Daher wihlten andere Wissenschaftler einen Zugang,
bei dem Donor und Acceptor geschiitzt sind und der so eine
vollstandige Umsetzung ermoglicht, ohne dass eine Mehr-
fachglycosylierung zu befiirchten ist. Beispielweise wurde mit
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) HC +IDCP H,Cu- droxygruppen wurden anschlieBend acetyliert
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sylierung der neu gebildeten Hydroxygrup-
pen wie zuvor ergab ein Gemisch aus vier
2-Iodtrisacchariden, das mit Tributylzinnhy-
drid reduziert wurde. Auch in diesem Fall
wurden die Produkte nicht getrennt, sondern
als Gemisch durch Massenspektrometrie und
NMR-Spektroskopie analysiert.

c} i . . . [
1. ?‘,{22:{,{'3::,?9 von B0 _OBN — Die meisten Oligosaccharidbibliotheken
o g E o o . o wurden zwar in Losung synthetisiert, es gibt
THPO, O skt 2. O-THP-Entschiitzung  BnO BOnO 0 aber auch zwei Beispiele fiir die Festphasen-
i OBn 3. Glycosylierung mit OBn OBn OMe

Donor

Schema 2. Beispiele fiir die Synthese von Oligosaccharidbibliotheken. a) Synthese in Losung
mit freien Acceptoren.”! b) Synthese in Losung mit geschiitzten Acceptoren.'?] ¢) Festphasen-
synthese.l'”! Alle Substanzbibliotheken wurden als Verbindungsgemische erhalten. Ac= Ace-
IDCP = Iodoniumdicollidinperchlorat, THP = Tetrahydropyranyl, TMS =

tyl, Bn=Benzyl,
Trimethylsilyl.

der ,,Latente/aktive-Vinylgruppen-Strategie* eine kleine Bib-
liothek aus 20 Trisacchariden (einschlieBlich a/f-Anomere)
hergestellt.!l Als gemeinsamer Baustein diente das 3-Me-
thylallylglycosid mit Benzylschutzgruppen und einem Acetyl-
rest, das durch Isomerisierung zum Vinylglycosid in den
Glycosyldonor oder durch Abspalten der Acetylgruppe in
den Acceptor iiberfithrt wurde. Glycosylierungen in Gegen-
wart von TMSOTT lieferten ein 1:1-Gemisch der a/fAnomere
in >70% Ausbeute. Dieses Verfahren ist in Wirklichkeit eine
Kombination aus Parallelsynthese und der Teilen-und-Mi-
schen-Methode. Weil ein gemeinsamer Monosaccharidbau-
stein mit nur zwei verschiedenen Schutzgruppen verwendet
wurde, war die mit dem Teilen-und-Mischen-Schritt einge-
fithrte Diversitdt sehr begrenzt. Nach Beendi-
gung der Synthese wurden die Einzelverbindun-
gen der Trisaccharidbibliothek nicht getrennt,
sondern einfach anhand der Trisaccharidmasse
und der Zusammensatzung aus Monosacchariden N3
analysiert. Die Vollstidndigkeit der Glycosylie-
rungen wurde ebenfalls massenspektrometrisch
analysiert.

Eine andere Synthese nutzt nur die Teilen-und-
Mischen-Methode, um eine kleine Bibliothek aus
vier 2,6-Didesoxytrisacchariden aus einem ge-

meinsamen geschiitzten Glycalbaustein herzu- 72Dk
stellen (Scheme 2b).1%2l Dazu wurde das Glycal
zunidchst mit Iodoniumdicollidinperchlorat -

(IDCP) zum 2-Iodglycosid aktiviert. Nach Ent-

synthese dieser Substanzbibliotheken. So
wurde an TentaGel-Harz mit Thioethylglyco-
sid als Donor eine kleine Bibliothek aus zwolf
Trisacchariden (darunter die o/f-Anomere)
mit der Teilen-und-Mischen-Methode synthe-
tisiert (Schema 2¢).['l Da nur eine Hydroxy-
gruppe als Acceptor verwendet wurde, war
die Diversitdt dieser Bibliothek stark limitiert. Das Thio-
ethylglycosid wurde iiber einen Bernsteinsdureester an C6 an
den festen Trdger gebunden und konnte so bei Glycosylie-
rungen als Donor oder als Acceptor verwendet werden.

In einer umfangreicheren Arbeit wurde mit der Teilen-und-
Mischen-Methode eine Substanzbibliothek aus ca. 1300 Di-
und Trisacchariden synthetisiert, bei der jede Trigerperle nur
eine Verbindung enthilt (,,One-Bead-one-Compound“-Bib-
liothek; Abbildung 7).5) Sechs geschiitzte, an TentaGel
gebundene Azidomonosaccharide wurden mit zwolf Mono-
und Disaccharidsulfoxid-Donoren zu 72 verschiedenen Ver-
bindungen glycosyliert. Die Reduktion der Azidgruppe und
Acylierung des Oligosaccharidamins mit 20 Carbonsiduren

Markieren
Eg?s%ﬂﬂt en ./WC HN@ Mischen
ron > und Teilen
Markieren HO A
+ 4@ Mischen und Teilen
HoN
m/soph
12 Donoren
Reduzieren
Acylieren (20 Reagentien) 0
Markieren
Mischen m/o/ 9.c- HN—é
3 Entschiitzen N-R
_—

, Trisaccharide

1269 Di-, Trisaccharide

colorimetrischer

- ——»  Markeranalyse ———  Dekodieren
Bindungsassay

fernen der Schutzgruppen in 3- und 4-Stellung
fiihrte die simultane Glycosylierung bei niedriger
Temperatur mit dquimolarer Donormenge ste-
reoselektiv zu einem 1:1-Gemisch der beiden a-
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Abbildung 7. Festphasen-Oligosaccharidbibliothek mit exponentieller Zunahme der Ver-
bindungszahl in jedem Reaktionsschritt. Die Substanzbibliothek wurde mit einem Fest-
phasen-Enzymbindungsassay auf aktive Verbindungen untersucht, und die Komponenten
wurden durch chemische Markierung identifiziert. Die neuen Liganden hatten dhnliche
Aktivitit wie der natiirliche Ligand.[]
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fiihrte zu weiterer Diversitdt. Die Analyse der mit den
Tragerperlen verkniipften Verbindungen erfolgte durch Mar-
kieren mit Halogenarylderivaten iiber Carbenkupplungen.[*!
Mit diesem Verfahren lieB sich zwar feststellen, welche
Kohlenhydrate an einer Trdgerperle miteinander verkniipft
wurden, aber die genaue Art der Glycosidbindung konnte
nicht endgiiltig bestimmt werden. Aufgrund fritherer Unter-
suchungen ging man davon aus, dass die Glycosylierungen
unter solchen Bedingungen vollig stereoselektiv verlaufen
waren. Die Substanzbibliothek wurde mit einem Festphasen-
enzym-Assay auf aktive Liganden fiir das Lectin aus Burhinia
purpurea untersucht.

Die Synthese von Oligosaccharidbibliotheken ist keines-
wegs trivial — weder in Losung noch an der Festphase. Die
Haupthindernisse fiir Fortschritte beim Aufbau von Kohlen-
hydratbibliotheken waren die Ausbeuten und Selektivitdten
der Glycosylierungen sowie Trenn- und Analysemethoden.
Kiirzlich wurde eine neue Festphasensynthese von S-ver-
kntipften Oligosacchariden durch nucleophile Substitution
von Zuckertriflaten mit Thioglycosiden beschrieben.l'*] Die-
se Methode wurde bisher zwar noch nicht fiir Substanzbiblio-
theken eingesetzt, sie konnte aber die selektive Bildung von
Glycosidbindungen an der Festphase und damit die Herstel-
lung von Oligosaccharidbibliotheken durch Teilen und Ver-
einen sowie ihre Analyse erleichtern. Mit einer Ausnahme
wurden die hier beschriebenen Oligosaccharidbibliotheken
weder getrennt, noch wurden die Einzelprodukte genau
identifiziert und charakterisiert. Die neue Methode, die
orthogonale Schutzgruppen fiir die Parallelsynthese in Lo-
sung verwendet (Schema 1),[!%1 hat unter der Voraussetzung,
dass die notwendigen Analyseverfahren entwickelt werden
konnen, ein grofles Potential fiir die Festphasensynthese von
Bibliotheken. Anzumerken ist auch, dass nur bei einer der
beschriebenen OligosaccharidbibliothekenP” die exponen-
tielle Zunahme der Verbindungszahl durch aufeinander
folgende Reaktionen in signifikantem Maf genutzt wurde.

7. Glycopeptide als Oligosaccharid-Mimetika

Bei der Suche nach Therapeutika auf der Basis von
Kohlenhydraten ist die Synthese zahlreicher Oligosaccharide
ein kostspieliger, préparativ anspruchsvoller und zeitrauben-
der Prozess. Auch wenn durch die Verwendung von Oligo-
saccharidbibliotheken bei Synthese und Screening Zeit ge-
spart wiirde, wéren die Kosten, die Syntheseaufgabe und die
Analyse von aktiven Verbindungen aus der Bibliothek wei-
terhin problematisch. AuSerdem bewirken kleine Verédnde-
rungen des natiirlichen Oligosaccharidliganden nur selten
eine Zunahme der Bindungseffizienz.'%%l Dieser Effekt
wurde auf die Enthalpie-Entropie-Kompensation zuriickge-
fiihrt, die oft bei der Wechselwirkung analoger Verbindungen
mit ihren Rezeptoren in wissrigem Milieu auftritt.'-1'] Die
Gibbs-Bindungsenergie eines Rezeptors mit Liganden &hnli-
cher Struktur korreliert mit der Priorganisation von Wasser-
molekiilen im Reaktionsmedium nahe der Bindungsstelle.[''?]
In diesem Fall sind signifikant andere Affinitdten als die des
natiirlichen Liganden nur fiir Verbindungen zu erwarten, die
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sowohl mit dem Rezeptor als auch mit der wiéssrigen
Umgebung deutlich andere Wechselwirkungen ermoglichen.

Als die Glycopeptide erstmals als Oligosaccharid-Mimetika
vorgestellt wurden,['"l ging man davon aus, dass die Saccha-
rideinheit fiir die Bindungsspezifitit sorgt, indem sie den
Liganden zur Oligosaccharid-Bindungsstelle lenkt, wihrend
das Peptid als Geriist fiir die optimale Orientierung des
Glycanteils dient. Da Peptidliganden aber allgemein mit
hoher Affinitdt an Peptidrezeptoren binden, ist auch zu
erwarten, dass das Glycopeptid auB3erdem bevorzugt mit dem
Kohlenhydrat-bindenden Rezeptor iiber das Peptidgeriist
wechselwirkt und so eine Zunahme der Bindungsaffinitit
bewirkt.?) Die Ursache fiir die erhdhte Affinitit von
Peptiden kann ihre Fahigkeit zur induzierten Anpassung an
die Bindungsstelle sein (induced fit), weil die relativ begrenz-
te Flexibilitdt um die Peptidbindungen hohe Geschwindig-
keiten bei der Hinreaktion der Bindung bewirkt. In der
Peptidstruktur wird diese Flexibilitdt durch Erhchung der
Mindestentropie erhalten. Umgekehrt liegen die konforma-
tiven Anordnungen von Kohlenhydraten normalerweise eng
um eine (oder ein Mehrfaches von zwei fiir jede zugehorige
1 —6-Verkniipfung, siche Abbildung 3) kugelférmige Kon-
formation mit Energieminimum. Im Unterschied zu Glyco-
peptiden haben die sehr flexiblen Neoglycokonjugate!''*!
wegen der groflen Entropiezunahme keine hohe Affini-
tat'[lli 116]

Bindungsuntersuchungen mit einer Reihe phosphorylierter
Glycopeptide und dem divalenten Mannose-6-phosphat-Re-
zeptor (MPR) bestitigten die Auffassung, dass Oligosaccha-
ride von Glycopeptiden nachgeahmt werden kénnen.?% Die
strukturelle Ahnlichkeit zwischen dem Oligosaccharid und
dem aktivsten Glycopeptidliganden wurde durch Molekiildy-
namik-Untersuchungen gestiitzt (Abbildung 8).

Ahnliche Ergebnisse wurden spiter mit Glycopeptiden
erhalten, die fiir die Bindung an Selectine entwickelt wur-
den.' Ein Glycopeptid-Mimetikum des SLe*-Tetrasaccha-
rids, das Fucose an einem Peptidgeriist enthilt, hatte eine
mehr als zehnmal hohere Bindungsaffinitit zu E-Selectin.[''7]
Wenn die Liganden in polymerer polyvalenter Anordnung in
Liposomen immobilisiert waren, trat keine weitere signifi-
kante Zunahme der Affinitéit auf."® In einer anderen Arbeit
wurde ein hochaffiner divalenter Adhésinligand fiir Strepto-
coccus suis hergestellt, der iiber Peptidbindungen mit einem
aromatischen Kern verkniipftes aGal(1 —4)aGal enthilt.
Der Assay mit strukturell dhnlichen tetravalenten Liganden
ergab keine signifikante Zunahme der Bindung, was darauf
schlieBen lasst, dass die Wechselwirkung tatsédchlich divalent
ist.?”l Glycopeptid-Mimetika von Galactose- oder GlcNAc-
haltigen Oligosacchariden lieferten Inhibitoren (Ky=1.7 pum)
von Galactosidase!"1 bzw. GleNAc-Transferase.['””] Bei einem
anderen Ansatz wurden Glycopeptid-dhnliche Azazucker-
Inhibitoren hergestellt; sie hatten jedoch geringere Inhibitor-
wirkung als die Azazucker ohne Peptideinheit.['?!]

Glycopeptide sind ausgezeichnete Mimetika fiir komplexe
Oligosaccharide und konnen in Form einer Bibliothek dazu
dienen, Liganden mit hoher Affinitt zu identifizieren.['”?l Da
Glycopeptide aus praaktivierten Aminosduren und glycosy-
lierten Aminosdurebausteinen leicht zu synthetisieren sind,
ist bei sorgfiltigem Aufbau einer Bibliothek davon auszuge-
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Abbildung 8. Durch Molekiildynamik-Rechnungen erhaltene Modelle von phosphoryliertem Mannose-reichem M7 und
einem Glycopeptid-Mimetikum mit #hnlichen Konformationen, vom Punkt der Wechselwirkung mit dem Mannose-6-
phosphat-Rezeptor aus gesehen. Disaccharidphosphate sind als Kugeln hervorgehoben.?]

hen, dass jede Trdgerperle nur eine einzige Verbindung
enthilt. Fiir die Synthese von Glycosylaminosidurebausteinen
hat sich die Glycosylierung von Fmoc-geschiitzten (Fmoc =
Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl) Aminosdure-OPfp-Estern
(Pfp = Pentafluorphenyl) oder Aminosduren als allgemeine
und zweckméfBige Methode bewéhrt, die zur Herstellung
komplexer Verbindungen fiir den direkten Einbau in Glyco-
peptidbibliotheken geeignet ist.'?1?1 Auch viele andere
Verfahren wurden erfolgreich fiir die Synthese von Glyco-
peptiden eingesetzt, sie erfordern aber alle weitere Verin-
derungen der glycosylierten Bausteine vor ihrer Verwendung
in Peptidsynthesen.'”! Glycopeptidbibliotheken sind nicht
nur wegen ihrer leichten Herstellung, sondern auch wegen der
einfachen Charakterisierung wirksamer Verbindungen attrak-
tive Alternativen zu Oligosaccharidbibliotheken.

8. Synthese von Glycopeptiden in
Parallelanordnungen und Bibliotheken

8.1. Parallelsynthese von Glycopeptidanordnungen

Wenn die Struktur einer Protein-Kohlenhydrat-Wechsel-
wirkung a priori gut bekannt ist, kann eine Reihe wirksamer
Glycopeptid-Analoga durch gezielte Synthese mit einer
Parallelmethode hergestellt werden. Dazu miissen haupt-
sdchlich die Art der an der Wechselwirkung beteiligten
Zucker und ihre rdumliche Orientierung beim Kontakt mit
dem Rezeptor bekannt sein. Mit solchen aus Kristallstruktur-
daten oder Transfer-NOE-NMR-Untersuchungen zugingli-
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chen Informationen wurde eine Reihe hochaffiner Glycopep-
tidliganden fiir mehrere Rezeptoren durch Parallelsynthese
entwickelt.

Die Parallelsynthese von zwanzig zweizédhnigen Glycopep-
tidliganden fiir den Mannose-6-phosphat-Rezeptor (MPR)
lieferte Verbindungen mit annéhernd 20-mal hoherer Affini-
tidt zum Rezeptor als der natiirliche Ligand.?" Die Reihe der
Analoga enthielt glycosylierte lineare Tri-, Tetra- und Pen-
tapeptide sowie cyclische Hexa-, Hepta- und Octapeptide.
Die Glycane waren phosphorylierte 1 —2- und 1—6-ver-
kniipfte Mannodisaccharide und phosphorylierte Mannoside.
Die Glycopeptide wurden durch Mehrfachsdulen-Peptidsyn-
thesel12 130 (MCPS, multiple column peptide synthesis) an
einem PEGA-Harz aus Fmoc-Aminosidure-OPfp-Estern her-
gestellt. Die glycosylierten Bausteine waren als Acetate oder
Benzoate, die Phosphate mit Trichlorethylgruppen geschiitzt.
Die freien Glycopeptide wurden in hoher Ausbeute und
Reinheit erhalten. Thre Untersuchung ergab, dass fir die
spezifische Wechselwirkung mit dem Rezeptor mindestens
zwei Disaccharide an einem Geriist sowie eine ausreichende,
aber nicht iiberméBige Beweglichkeit im Gertist erforderlich
sind. Die hochsten Affinitdten zum Rezeptor hatten zwei 6-P-
a-Man-(1 —2)-a-Man-Disaccharide an einem linearen Tri-
peptid. Versuche, die Affinitdt durch Cyclisieren des Peptids
zu erhohen, schlugen fehl.[3!

In einer Parallelsynthese durch basenkatalysierte Michael-
Addition von f-p-(C,H,;CO),Gal-SAc an vier ungesittigte
Ketone und ein a-Chlorketon und anschlieBende reduktive
Aminierung mit sechs Aminosduren wurden 120 Galactose-
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haltige Verbindungen (30 Gemische aus je vier Diastereome-
ren) hergestellt. Die 30 Produktgemische wurden durch
Feststoffextraktion gereinigt und als Galactosidase-Inhibito-
ren getestet. Galactose sorgte fiir die Enzymspezifitat, wih-
rend die Affinitdt durch Wechselwirkung mit dem Aglycon-
geriist erreicht wurde. Auf diese Weise wurden Inhibitoren
der Enzymaktivitit (K, = 1.7 um) erhalten.!"!

Durch MCPS wurde eine Reihe von Glycopeptidliganden
mit variierendem Glycanteil synthetisiert, die an MHC-
Klasse-II-E¥ binden und mit dem T-Zell-Rezeptor wechsel-
wirken (Abbildung 9a).[3>13] Die glycosylierten Synthese-
bausteine wurden durch Glycosylierung von Fmoc-Amino-
sdure-OPfp-Estern erhalten und direkt in Kupplungsreaktio-
nen eingesetzt. Zu den verwendeten Glycanen gehorten das
Tn-(a-pD-GalNAc)-Antigen, die Kernstrukturen 1-4 von Mu-
cin sowie zahlreiche, nicht mit Mucin verwandte Saccharide.
Die Untersuchung der in Abbildung 9a gezeigten Glycopep-
tide ergab, dass sie hauptsidchlich T- und Tn-Antigene
erkannten und ihre immunogene Wirkung erheblich groBer
war (sehr viel hohere T-Zell-Titer bei Médusen) als die anderer
Glycane (Abbildung 9b).2®! Aus diesen Ergebnissen wird
deutlich, dass es spezifisch gegen Tumor-assoziierte Antigene
gerichtete TCRs gibt und die Verldngerung mit GlcNAc (z.B.
Kernstrukturen 2 und 4) zu nicht immunogenen Verbindun-
gen fiihrt.

Die Parallelsynthese von 62 Fucosyltripeptiden ergab zwei
Liganden mit submikromolarer Affinitdt zu P-Selectin, aller-
dings konnte die gewiinschte Aktivitdt bei E-Selectin nicht
nachgewiesen werden.'* Die Selektivitdt fiir E-Selectin
verlangte den Einbau einer Hydroxygruppe, die die 4-Hy-
droxygruppe der zentralen Galactose in SLe* nachahmt,
sowie einen Fucosylrest und eine Carboxylatgruppe; auf
diese Weise wurden Liganden mit mehr als der zehnfachen
Aktivitdt des SLe*-Tetrasaccharids erhalten.''l Einer der
besten Liganden entstand aus Thr(a-Fuc)-OEt, das zuerst mit
einer Hydroxyaminosdure N-acyliert und danach mit einer
Dicarbonsdure zum sauren Mimetikum von Sialinsdurecar-
boxylat verldngert wurde (Abbildung 10). Dieses Verfahren
wurde zu einer Festphasenmethode weiterentwickelt, bei der
die Verbindungen iiber die unverdnderte Fucosyleinheit mit
dem festen Triger verbunden sind.!['33]

Bei einem anderen eleganten Zugang wurde eine Reihe
C-verkniipfter Glycopeptid-dhnlicher Mimetika von SLe*
iiber eine Ugi-Vierkomponentenreaktion parallel syntheti-
siert.’® Die Umsetzung anomerer, um zwei oder drei
Kohlenstoffatome verldngerter C-Glycosylaldehyde oder
-sduren mit tragergebundenen Aminen, Isonitrilen oder an-
deren Séduren und Aldehyden lieferte eine Reihe C-verkniipf-
ter Analoga. Diese Methode ist einfach und mit guten
Ausbeuten an der Festphase durchzufiihren. Allerdings sind
mit diesem Verfahren nur gemischte und keine ,,One-Bead-
one-Compound‘“-Bibliotheken zugénglich, da sie durch eine
Mehrkomponentenreaktion entstehen, bei der alle Reak-
tionskomponenten in einem einzigen Schritt zugefiigt werden.
Um die Verbindungen der Bibliothek zu identifizieren, sind
Dekonvolutionsstrategien wie Positionsscanning oder iterati-
ve Synthese erforderlich. Dagegen eignet sich die Dekon-
volution mit schnellem Screening, weil die Produkte rasch
hergestellt werden.
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Abbildung 9. a) Die zur Untersuchung der Glycanspezifitit der MHC/
TCR-Erkennung verwendeten Glycopeptide. Immunititstests mit den
Glycopeptiden bei Méusen und anschlieBende Bestimmung des Prolifera-
tionsindex von T-Zellen aus Lymphknoten ergaben nur fiir die Tn- und
T-Antigene starke immunogene Wirkung.?®! b) Glycopeptid/ MHC/TCR-
Wechselwirkung. Die beiden Glycopeptide lassen erkennen, dass bereits
eine geringfiigige Verdnderung — der Austausch von a-GalNAc gegen a-
GIcNAc, d.h. die Anderung einer axialen 4-Hydroxygruppe in eine
dquatoriale — zum volligen Verlust der Immunogenitt fiihrt.?*]

8.2. Synthese und Analyse von Glycopeptidbibliotheken
an der Festphase

Im Unterschied zur Parallelsynthese von Glycopeptid-
anordnungen, die mit der Bausteinmethode leicht gelingt!!?’]
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HO (Schema 3 a), muss die kombinato-
rische Synthese einer Glycopeptid-
bibliothek mit der Teilen-und-Mi-

HO O, schen-Methode erst noch ein
Ho\é\“.H\N J;/o\/ Routineverfahren werden. Die
N Hoo Schwierigkeit besteht in der Struk-

o .
turanalyse der riesigen Zahl von
o Verbindungen, die in Picomolmen-

gen an einem einzigen Tragerkiigel-
chen hergestellt werden. Wihrend
Peptide an Harzkiigelchen bequem
durch stufenweises Sequenzieren
an der Festphasel'™l oder durch
Edman-Abbau analysiert werden
konnen, sind diese Methoden we-
gen der Instabilitdt der Glycosid-
bindung unter den verwendeten
sauren oder basischen Bedingungen
fiir Glycopeptide nicht geeignet.
Eine frithe Arbeit beschreibt eine
Pentaglycopeptid-Bibiliothek = mit
drei Zufallspositionen und einem
Asn(GIcNAc)-Baustein  in  Posi-
tion 4.8 Allerdings wurden die Verbindungen der Biblio-
thek nicht charakterisiert und keine Sreening-Resultate
angegeben. Derzeit ist nur eine kombinatorisch hergestellte
Glycopeptidbibliothek bekannt, die sich fiir Screening und
Strukturanalyse eignet.’l Die Herstellung einer Bibliothek

HO

Abbildung 10. Ein Ligand
mit hoher Affinitit zu
E-Selectin. Die Wechsel-
wirkung mit dem Rezep-
tor erfolgt tiber die 2- und
3-Hydroxygruppen der
Fucose, vermutlich iiber
die Hydroxygruppen des
Dihydroxyprolinrings so-
wie mit dem Carboxylat.
In Abbildung 4 ist ein Li-
gand mit &hnlich hoher
Affinitédt der Struktur von
SLe* gegeniibergestellt.['18]
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Schema 3. Strategien fiir die Synthese von Glycopeptidbibliotheken.
a) Synthesebausteine (X=0, C, S, N). b) Chemische oder enzymatische
Glycosylierung eines Peptids oder Glycopeptids. Enzyme wurden bei der
Festphasensynthese von Glycopeptidbibliotheken bisher zwar noch nicht
eingesetzt, aber mehrere trigergebundene Glycopeptide wurden enzyma-
tisch glycosyliert.* 1481 g = Abgangsgruppe, Pg = Schutzgruppe.
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mit 300000 Verbindungen und ihre Analyse wurde teilweise
durch die Entwicklung eines massenspektrometrischen Ver-
fahrens zur Identifizierung der Sequenz einzelner Glycopep-
tide in der Substanzbibliothek ermoglicht. Bei dieser Metho-
de wird die Synthesegeschichte des Glycopeptids an den
Tréagerperlen festgehalten, indem in jedem Syntheseschritt ein
kleiner Teil der wachsenden Oligomerkette abgefangen
wird.'¥! Auf diese Weise entsteht an der Tréigerperle keine
Einzelverbindung, sondern eine Reihe verwandter Fragmente
(Abbildung 6). Schwierigkeiten treten aber auf, wenn das
Verfahren auf eine Glycopeptidbibliothek angewendet wird,
bei der die Aminonucleophile signifikante Reaktivitdtsunter-
schiede aufweisen. Um die unterschiedlichen Reaktivitidten
von Aminen zu beriicksichtigen, wurde eine In-situ-Abfang-
methode entwickelt, die Fmoc-Aminosduren im Gemisch mit
10% der Boc-geschiitzten Analoga verwendet (Boc=fert-
Butoxycarbonyl).l'”?l Die glycosylierten Fmoc-Aminoséure-
OPfp-Ester waren durch Reaktion mit bestimmten Carbon-
sdure-OPfp-Estern markiert. Da die Substanzbibliothek iiber
einen photolabilen Linker an den festen Tréger gebunden war
(Abbildung 6), konnten die aus den Harzkiigelchen an einer
MS-Elektrode durch 20-miniitiges Bestrahlen mit einer
Quecksilberlampe freigesetzten Verbindungen sofort analy-
siert werden. Die Reinheit der Substanzbibliothek wurde
durch Sammeln einiger Tragerperlen und Analysieren mit der
MALDI-TOF-Massenspektrometrie bestimmt. Die meisten
der gesammelten Harzkiigelchen lieferten Spektren der
,Leitern“ (siche Abbildung 6), die mit einem Computer-
programm zur Zuordnung der Massendifferenzen leicht
entschliisselt werden konnten.

Glycopeptidbibliotheken wurden auBer durch das Bau-
steinverfahren auch durch Glycosylierung eines vorverkniipf-
ten Glycans oder der hydroxylierten Aminosiureseitenkette
einer Peptidbibliothek hergestellt (Scheme 3b). Erste Arbei-
ten, bei denen ein bekanntes Glycopeptid mit 5—-8 Aquiva-
lenten des perbenzoylierten Glycosyltrichloracetimidat-Do-
nors glycosyliert wurden, ergaben gute Ausbeuten (ca. 35%
der urspriinglichen Trigerbeladung) an Glycopeptiden mit
Di- und Trisacchariden.’> %% Die Glycosylierung wurde an
den vier Tragerharzen Polyhipe, TentaGel, PEGA1900 und
Macrosorb-SPR250 untersucht, gelang aber nur an PEGA
und Polyhipe.

Erste Versuche zur direkten Festphasenglycosylierung
eines ldngeren Peptids waren nicht viel versprechend, auch
wenn ein Glycopeptidprodukt nachgewiesen werden konn-
te.l18: 141 Die direkte Glycosylierung der Hydroxygruppe an
einer Aminosiureseitenkette gelang zum Teil, allerdings mit
niedriger Ausbeute.”> 42 Das Versagen polarer Harze wie
PEGA konnte auf die vielen primdren Amide im Geriist
zuriickzufiihren sein, die mit der Carbokation-Zwischenstufe
interferieren. Die Amidbindungen von Peptiden scheinen
weniger zu storen. Da fiir Festphasen-Bioassays aber polare
Tréager benotigt werden, entwickelte man fiir die Festphasen-
Glycosylierung von Peptiden neue polare Harze, die nur
Etherbindungen enthalten. Die quantitative Glycosylierung
eines bekannten Peptids mit 5-8 Aquivalenten peracetylier-
tem oder perbenzoyliertem Trichloracetimidat gelang an
POEPOP, einem nur Etherbindungen enthaltenden PEG-
Harz.’? In einem ,,One-Bead-one-Compound“-Verfahren
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wurden zwei tridgergebundene Peptide mit geschiitzten und
freien Hydroxygruppen zuerst mit Galactose und nach
Entschiitzen der zweiten Hydroxygruppe mit Fucose zu einer
kleinen Bibliothek aus vier Glycopeptiden glycosyliert. Diese
wurden vom Triger abgespalten, getrennt und massenspek-
trometrisch charakterisiert.

Wihrend die Festphasen-Glycosylierung zweifellos eine
brauchbare Alternative zur Herstellung echter Glycopeptid-
Zufallsbibliotheken mit Diversitdt im Peptid- und im Glycan-
teil ist, erweist sich die Analyse derartiger Bibliotheken
gegenwirtig noch als ziemlich schwierig. Eine Moglichkeit ist
die Fragmentierung der Verbindungen durch Massenspektro-
metrie sowie die Anwendung der in Abschnitt 5 besproche-
nen MAS-NMR-Spektroskopie.

9. Screening von Oligosaccharid- und
Glycopeptidbibliotheken

Eine Hauptforderung fiir die erfolgreiche Anwendung
kombinatorisch hergestellter Substanzbibliotheken bei der
Entdeckung pharmazeutisch wirksamer Stoffe ist ihre Ver-
wendung in leistungsfdhigen Screenings (High-Throughput-
Screening, HTS). Bei Oligosaccharid- und Glycopeptidbib-
liotheken héngt das HTS von der Synthese ab, es kann mit
Substanzgemischen oder getrennten Verbindungen in Losung
und mit trigergebundenen Einzelverbindungen durchgefiihrt
werden. Das Screening von Verbindungsgemischen ist nicht
einfach; die fiir diesen Zweck brauchbaren Methoden wurden
in einer Ubersicht zusammengestellt.”! Eine der fiir das
Screening einer Oligosaccharid-,,Bibliothek“ verwendeten
Methoden beruht auf NMR-Transfer-NOEs (tr-NOEs).[143 144]
Beispielsweise wurde die Bindung von a-L-Fuc(1l —6)-3-D-
GIcNAc-OMe an das Agglutinin aus Aleuria aurantia in
Gegenwart von fiinf oder 14 anderen, nicht bindenden
Oligosacchariden nachgewiesen.'’] Die Methode ist aber
nur eingeschriankt anwendbar, weil die Zahl der gleichzeitig
zu untersuchenden Verbindungen in einem Gemisch begrenzt
ist, Liganden mit niedriger oder sehr hoher Affinitdt schwer
nachzuweisen sind und die Analyse der Spektren zeitauf-
windig ist.

Bei einer anderen Methode wurde das durch Zufallsglyco-
sylierung in Losung erhaltene Gemisch aus zwolf Trisaccha-
riden (Abschnitt 6.3) durch Messung von radioaktiv markier-
ter inkorporierter GDP-Fuc auf Fucosyltransferase- Aktivitit
untersucht.! Der Transfer wurde sogar noch bei Acceptoren
mit bis zu 5% Anteil am Gemisch nachgewiesen. Mit einer
kiirzlich durch Reaktion von p-Aminophenylpyranosid mit
Cyanurchlorid hergestellten Substanzbibliothek aus 640 Koh-
lenhydrat-Triazin-Derivaten wurde ein rasches Screening auf
Proteasen-Faktor-Xa- und Plasmin- Inhibitoren durchge-
fithrt.'*l Die Synthese der Substanzbibliotheken als parallele
Anordnungen getrennter Verbindungen in Platten mit 96
Vertiefungen erleichterte das HTS der Proteaseaktivitit in
diesen Platten durch spektrophotometrische Messung des
hydrolytisch freigesetzten p-Nitroanilinderivats. Dabei wur-
den keine Inhibitoren auf der Basis von Kohlenhydraten
nachgewiesen.
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Wie bereits erwidhnt wurde, erleichtert die Teilen-und-
Mischen-Methode die rasche Herstellung einer grolen Zahl
von Verbindungen. Diese wurden danach iiblicherweise vom
Trager abgespalten, getestet und in Losung analysiert. Auf-
grund der Entwicklung fester Tréger, die mit organischen und
wissrigen Solventien kompatibel sind, kann das Screening der
Substanzbibliothek seit kurzem auch am Tréger selbst erfol-
gen. Aktive Liganden werden mit Immunférbe- oder kolori-
metrischen Methoden oder — direkter — mit einem fluores-
zenzmarkierten Rezeptor nachgewiesen. So wurden an Ten-
taGel gebundene Kohlenhydratliganden in Parallelanord-
nungen an einem Digoxigenin-markierten Agglutinin (Sialin-
sdure-spezifisches Lectin) aus Maackia amurensis getestet.[140]
Harzkiigelchen mit gebundenem, fluoreszenzmarkiertem
Lectin wurden mit Durchflusscytometrie detektiert.'* Das
Festphasen-Screening der Kohlenhydratbibliothek mit
1300 Verbindungen (sieche Abschnitt 6.3) erfolgte mit einem
kolorimetrischen Assay an der Gesamtbibliothek. Nach
Inkubation der Tragerperlen mit einem Biotin-markierten
Lectin aus Burhinia purpurea wurde gebundenes Lectin durch
eine zweite Inkubation mit dem an Alkalische Phosphatase
gebundenen Streptavidin nachgewiesen. Das Screening ergab
mehrere nichtnatiirliche Oligosaccharidliganden fiir das Lec-
tin, liberraschenderweise wurde aber der bekannte natiirliche
Ligand, der ebenfalls in der Substanzbibliothek vorliegen
sollte, nicht nachgewiesen. Hierfiir gibt es zwei Griinde:
Entweder ist die Bindung des Lectins an diesen Liganden in
irgendeiner Form gehindert, oder gerade dieses Oligosaccha-
rid wurde nie synthestisiert. Mit Markierungsmethoden kann
der Ausfall eines Syntheseschritts nicht nachgewiesen werden,
dagegen lésst die Analyse der trigergebundenen Substanzen
durch Massenspektrometrie oder NMR-Spektroskopie Pro-
bleme wihrend der Synthese rasch erkennen. Bei spiteren
Assays in Losung hatten der natiirliche Ligand und die
Mimetika dhnliche Bindungsaffinitit.

Das Screening von Glycopeptidbibliotheken an der Fest-
phase wurde auch mit loslichen Rezeptoren durchgefiihrt.
Beispielsweise wurde die durch Stufensynthese an PEGA
hergestellte Substanzbibliothek (Abschnitt 8.2) mit dem fluo-
reszenzmarkierten Lectin aus Lathyrus odoratus inkubiert
(Abbildung 11a). Die am stédrksten fluoreszierenden Tréiger-
perlen wurden gesammelt und die Liganden durch MALDI-
TOF-Massenspektrometrie identifiziert. Die hochste Aktivi-
tat hatten die Glycopeptide, die nur Mannose enthielten
(T(a-p-Man)ALKPTHV, LHGGFT(a-pD-Man)HV, T(a-bD-
Man)EHKGSKYV, GT(a-pD-Man)-FPGLAV und T(a-D-
Man)-LFKGFHV): Thre Fluoreszenz war bis zu 25-mal so
hoch wie die der Lectinbindung an tragergebundene Manno-
se. Die Inhibierung der Lectinbindung an immobilisierte
Mannose durch die synthetischen aktiven Glycopeptide (Ab-
bildung 11b) l4sst darauf schlieBen, dass die Glycopeptide
und der natiirliche Kohlenhydratligand an die gleichen oder
an eng verwandte Bindungsstellen des Lectins binden.

Parallelanordnungen trégergebundener Glycopeptide und
immobilisierte Glycopeptidbibliotheken sind auch fiir das
HTS ganzer Zellen eingesetzt worden. Eine an Polystyrolharz
gebundene GlcNAc-haltige Pentapeptidbibliothek wurde mit
Erythrocyten inkubiert, die auftretende Adhésion wurde aber
nicht weiter untersucht.'*! Spéter verwendete man in Roset-
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in diese Vorgidngen eingreifen, bietet
ein wirkungsvolles Verfahren, um be-
stimmte biologische Wirkungen zu
verdndern oder zu verbessern. In den
letzten Jahren wurden neue Methoden
zur Synthese von Oligosaccharid- und
Glycopeptidbibliotheken beschrieben,
die einen raschen Zugang zu derar-
tigen Kohlenhydrat-Mimetika erméog-
lichen sollten. Bis zu einem gewissen

- Grad wurden auch Techniken entwi-
“m ckelt, mit denen aktive, aus Festpha-
,:f m““ senbibliotheken isolierte Oligosaccha-
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Abbildung 11. a) Screening einer Glycopeptidbibliothek mit einem fluoreszenzmarkierten Lectin und
an PEGA immobilisierten Liganden. Wirksame Verbindungen wurden durch Massenspektrometrie
analysiert. b) Die Bindung von FITC-markiertem Lectin an trigergebundene Mannose konnte durch
16sliche Glycopeptide, die durch Screening einer Substanzbibliothek erhalten wurden, inhibiert werden.
Die Inhibierung wurde durch Aufzeichnen der Lectinfluoreszenz quantifiziert. Nur jede zweite
Vertiefung der Mikrotiterplatte wurde verwendet; nichtfluoreszierende Harzkiigelchen zeigten gute

Inhibitoren an.’? FITC = Fluoresceinisothiocyanat.

tentests an TentaGel gebundene Glycopeptid-Dendrimere
mit dem Tn-Antigen und erhielt eine positive Reaktion mit
Anti-Tn-Antikérpern und Tn + -Erythrocyten.!'”] Die Immu-
nisierung von Tieren mit einem der aktivsten Glycopeptid-
Dendrimere fiihrte zu einem erstaunlichen Anstieg des Anti-
Tn-Spiegels.

10. Zusammenfassung und Ausblick
Protein-Kohlenhydrat-Wechselwirkungen spielen bei zahl-
reichen biologischen Vorgédngen zweifellos eine wesentliche

Rolle, und die Entwicklung von Kohlenhydrat-Mimetika, die

Angew. Chem. 2000, 112, 1210-1228
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rid- und Glycopeptidliganden fiir die-
se Kohlenhydrat-bindenden Proteine
identifiziert werden konnen. Trotz des
iiberzeugenden Konzepts gibt es er-
hebliche Einschrinkungen, die den
= Fortschritt bei Synthese, Charakteri-
sierung und Screening von Kohlen-
hydratbibliotheken hemmen. Dazu
gehoren unter anderem das Fehlen
geeigneter Methoden zur Miniatur-
isierung und Analyse von Verbindun-
gen an der Festphase. Aulerdem muss
die Wirkung des festen Tréigers auf die
Screening-Ergebnisse sorgfiltig unter-
sucht werden. Auch wenn die Syn-
these und Analyse von Oligosaccha-
ridbibliotheken eine Herausforderung
bleibt, so erfordert die alternative
Verwendung grofler Losungsbiblio-
theken eine schwierige Dekonvoluti-
onssynthese, die fiir Oligosaccharide
wegen ihrer Komplexitdt und Dauer
nicht praktikabel ist. Viel verspre-
chend sind hingegen Glycopeptide,
die leicht an der Festphase gebildet
und einfacher in hoher Reinheit er-
halten werden konnen und deren
Peptidteil zusétzlich fiir glinstige Bin-
dungaffinitét sorgt. Die derzeit zweck-
maBigste Synthesemethode fiir Glyco-
peptidbibliotheken nutzt ein In-situ-
Abfangverfahren mit einem Gemisch
aus Boc- und Fmoc-geschiitzten Ami-
nosduren, wihrend glycosylierte Aminosiduren getrennt durch
Reaktion mit Carbonséduren kodiert werden. Die Analyse der
Verbindungen wird durch direkte photolytische Abspaltung
vom PEG-Triger und anschlieBende MALDI-TOF-Massen-
spektrometrie erleichtert. Die Anwendung dieser Verfahren
liefert Liganden mit hoher Affinitdt zu Kohlenhydrat-bin-
denden Proteinen.
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