ZUSCHRIFTEN

lieferte das Keton 3, das in der zweiten, mit Fluoridionen 4
beladenen Sédule unter Bildung des Alkohols § desilyliert
wurde. Im letzten Reaktionsschritt wurde 5 durch reduktive
Aminierung in 7 tberfiihrt. Hierbei bildete sich aus § und
Benzylamin zunéchst eine Schiff-Base, die in dem Borhydrid-
beladenen Reaktor, unter Bildung geringer Mengen des
entsprechenden Diols, zum Amin 7 reduziert wurde.

Wir haben einen Mikroreaktor entwickelt, der sich an jede
gingige HPLC-Anlage anschlieen ldsst und der im Kern aus
einem neuartigen Kompositmaterial aus hochporésem Glas
und einer funktionalisierten Polymerphase besteht. Die
Funktionalisierung der Polymerphase ermoglicht die sehr
effiziente Durchfithrung von Reaktionen. Hieraus resultiert
eine kostengiinstige Laborsynthesetechnik, mit der ein PASS-
flow-Betrieb realisiert werden kann und die damit grofes
Potential fiir die automatisierte Synthese in Losung auf-
weist.[12 131

Experimentelles

Préparation der Polymer/Glas-Monolithen und Einsatz in der organischen
Synthese:

Polymerisation: 45 g Vinylbenzylchlorid und 3.9 g Divinylbenzol (65 % in
Ethylbenzol) werden in 300 mL n-Paraffin (Kettenlidnge C;,—C,;) gelost.
Nach Losen von 300 mg Azoisobutyronitril werden pordse Glasstdbe von
5.3 mm Durchmesser und 110 mm Linge in die Losung getaucht. Durch
kurzes Anlegen von Vakuum wird die Luft aus dem Porenraum der
Tréagerstdbe entfernt. Nach Erwédrmen der Reaktionsmischung auf 70°C
iiber Nacht werden die Stdbe von duf3erlich anhaftendem Polymer gereinigt
und mit Trichlormethan gespiilt.

Aminierung: Die polymerbeladenen Stibe werden mit wasserfreiem
Toluol bedeckt, und ein kontinuierlicher Strom von Trimethylamin wird
durch die Losung geleitet. Nach vier Tagen wird das mit Trimethylamin
gesittigte Toluol abgesaugt, und die Stdbe werden im Vakuum getrocknet.
Die so erhaltenen ,,quaternisierten” Stibe werden mit einem Gehéuse
ausgestattet und konnen als Mikroreaktoren eingesetzt werden.

Beladung mit Bromat(1)-Ionen 2 und Oxidation von 1: Der Mikroreaktor
(ClI=-Form) wird in der angegebenen Reihenfolge mit jeweils 10 mL
entionisiertem Wasser, 1M Natronlauge, entionisiertem Wasser, 2M Brom-
wasserstoffsidure, entionisiertem Wasser, Methanol und 25 mL wasserfrei-
em Dichlormethan gespiilt. AnschlieBend wird eine Losung von 1.5 mmol
Diacetoxyiodbenzol in 10 mL wasserfreiem Dichlormethan iiber Nacht
unter Argon im Kreislauf durch den Mikroreaktor gepumpt. Nach
Waschen mit 10 mL wasserfreiem Dichlormethan werden 0.125 mmol 1
und eine katalytische Menge TEMPO (0.1 Mol-% ) in 10 mL wasserfreiem
Dichlormethan unter Argon sechs Stunden im Kreislauf durch den
Mikroreaktor gepumpt. Zur Aufarbeitung wird das System mit 10 mL
Dichlormethan gespiilt. Die organische Phase wird im Vakuum eingeengt
und der Riickstand kann ohne zusitzliche Reinigung fiir weitere Reak-
tionen eingesetzt werden.
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Hemmung von a(1-3)-Galactosyltransferase
durch ein neuartiges Disubstratanalogon**
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Oligosaccharide spielen eine bedeutende Rolle in Zeller-
kennungsprozessen und in der Signaltransduktion.!'! Deshalb
ist fiir biologische Studien die gezielte Beeinflussung ihrer
Biosynthese von groem Interesse. Ein wichtiger Kontroll-
mechanismus ist die spezifische Hemmung von Glycosyl-
transferasen.””! In der enzymatischen Oligosaccharidsynthese
werden im Allgemeinen ein Glycosyldonor (iiblicherweise ein
Nucleosidmono- oder -diphosphat) und ein Glycosylacceptor
unter Verlust des nucleosidischen Phosphatrests verkniipft.
Substratanaloga des Donors wie des Acceptors sind als
Inhibitoren untersucht worden, jedoch meist mit méBigem
Erfolg.’! Auch Ubergangszustandsanaloga des Donors wur-
den erzeugt.!l Sie wurden meist von den entsprechenden
Glycalen abgeleitet, weil man annimmt, dass ein Oxocarben-
ium-Ion strukturell eng verwandt mit dem Ubergangszustand
ist (Schema 1).[+° Disubstratanaloga,’” 8 die den Glycosyldo-
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UDP-Gal Gala(1-3)Gal-OR!

l Gala(1-3)-Galactosyltransferase
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Schema 1. Vorschlag fiir den Verlauf des Galactosyltransfers (B oder UDP sind die katalytisch wirkenden Nucleophile, A—H = Séure).

nor und den Glycosylacceptor in einer sterischen Anordnung
enthalten, welche den Ubergangszustand simuliert (fiir eine
a(1-3)-Galactosyltransferase-Reaktion sieche Schema 1),
sind hierbei von besonderem Interesse. Man geht davon aus,
dass solche Verbindungen eine hohe Affinitdt zum aktiven
Zentrum haben und zu hoher Selektivitét fithren.

Mogliche in Frage kommende Disubstratanaloga sind in
Schema 2 gezeigt. In den Zielmolekiilen sind sowohl die
Abgangsgruppe als auch der Acceptor durch hydrolytisch
stabile Bindungen mit dem Glycosylrest verbunden. Somit ist
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X = CH,, CH,0, Y = CH,, CH,0, o RO n
CH,CH,, (CH,),0 CH,CH,, CH=CH, RO - o
c=c RO OTBDMS  + OMe
Schema 2. Vorgeschlagene Disubstratanaloga. c CTO Li f OR B
die Synthese von C-Ketosiden!'"”! von Interesse. Die Hem- ﬂ ﬂ
mung von «(1-3)-Galactosyltransferase ist zur Vermeidung RO
hyperakuter AbstoBungsreaktionen bei der Xenotransplanta- OR
: . OH RO -OR
tion von Schweineorganen auf den Menschen von Bedeu- OH o
tung.ll Des Gleichen sind Inhibitoren von Galactosyltrans- RO OMe
. . . S 4 RO |=— OTBDMS
ferasen, die fiir die Synthese des Glycosylphosphatidylino- = He . OR
sit(GPI)-Membranankers von Trypanosomen!>'¥ verant- 0 Ph : G
wortlich sind, interessante pharmakologische Ziele. Wir kon-
zentrierten uns auf die Synthese der Verbindungen 1 und 1
(in Schema 2: X = CH,O, Y = CH,CH,).['> 10l
RO _-OR

Die Retrosynthese der Zielmolekiille 1 und 18 ist in o l RO _OR RO _OR
Schema 3 dargestellt. Abspalten von UMP fiihrt zu A, daraus — 0 o}
3 : RO TBDM —
werden durch Entfernen der Phosphatgruppe die beiden RO 0 S RO —0  Ho OMe
Galactose-Einheiten B und C erhalten. Ring6ffnung von C E OH F OR RO 4
und Installieren einer latenten C;-Funktionalitit (—D) sowie Schema 3. Retrosyntheseschema fiir die Synthese der Disubstratanaloga 1.
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abschlieendes Freisetzen der beiden C;-Synthesedquivalente
fiihren iiber E zum Galactonolacton F (R=H). Das 3-C-
Lithiomethylgalactosid-Derivat B sollte iiber das 3-C-Methy-
len-Derivat G verfiigbar sein, das man aus 3-O-ungeschiitz-
tem Galactopyranosid H erhalten kann.

Als Vorstufe fiir die Synthese von 1 und 18 (und anderer
UDP-Gal-Mimetika, siche unten) wurde O-Benzyl-geschiitz-
tes Galactonolacton 2 (Schema 4)!'7! ausgewihlt. Die erfor-
derliche Ankniipfung von zwei funktionellen C,-Nucleophi-
len wurde durch Tebbe-Methylenierung von 2, Dihydroxylie-
rung der C-C-Doppelbindung und selektiven Schutz der
primdren Hydroxygruppe mit fert-Butyldimethylsilyl-
(TBDMS)-chlorid (—2-Heptulose 3) erreicht. Der Zusatz
von Styrylmagnesiumbromid als latente C,-Funktionalitit zu
3 und der Ersatz der TBDMS-Gruppe durch die Benzoyl-
gruppe lieferten den Alkohol 4 als 1:1-Diastereomerenge-
misch. Mit diesem Schutzgruppenmuster konnte 4 schlieflich
unter Sdurekatalyse aufgrund der vorhandenen Styrylgruppe
cyclisiert werden; dies fiihrte zu einem 1:1-Gemisch von
diastereomeren Tetrahydropyran-Derivaten; Entfernen der
O-Benzoylgruppe ergab die wichtigen Zwischenstufen S und
56 in hoher Ausbeute. Diese Verbindungen wurden durch
O-Benzylierung, Ozonolyse der C-C-Doppelbindung und
Reduktion der freigesetzten Formylgruppe in Hydroxyme-
thylderivate umgewandelt; Phosphorylierung der priméren
Hydroxygruppe, vollstdndige hydrierende O-Debenzylierung,
Ankniipfung von UMP mithilfe der aktivierten Zwischenstufe
6 und Ionenaustausch ergaben die UDP-Gal-Mimetika als
Dinatriumsalze 7a und 7. Als Donorsubstratanaloga sind
sie auch potentielle Galactosyltransferase-Inhibitoren; das

Gleiche gilt fiir die UDP-Homologen 8« und 8, die ebenfalls
auf diesem Weg erhalten werden konnten. 1'% Alle vier
Verbindungen wurden in biologischen Studien untersucht.

Um die Zielmolekiile 1e und 1f herzustellen, wurden die
primédren Hydroxygruppen von 5 durch die TBDMS-Gruppe
geschiitzt (Schema 5) und die Formylgruppen durch Ozono-
lyse der Styrylgruppen erzeugt (—9); die Aldehydgruppen
wurden fiir die Anbindung des Galactosylrests, des Acceptor-
teils der Disubstratanaloga 1, verwendet. Dazu wurde das
3-C-(Iodmethyl)galactosid 10, das aus Methyl-2,3,6-tri-O-
benzyl-B-D-galactopyranosid hergestellt wurde,[”) mithilfe
von tert-Butyllithium in das 3-C-Lithiomethylderivat umge-
wandelt, welches dann mit 9a und 96 zu den C-Disacchariden
11 bzw. 11§ reagierte, die beide als Diastereomerengemisch
anfielen. Entfernen der Hydroxygruppe unter Barton-Bedin-
gungen fithrte zu den stereochemisch einheitlichen Isomeren
12¢ und 128. Der Ersatz der TBDMS-Schutzgruppe durch die
Phosphatgruppe gelang unter Standardbedingungen in guter
Ausbeute und lieferte die O-Benzyl-geschiitzten Phosphate
13¢ und 13p. Hydrierung bewirkte vollstindige O-Debenzy-
lierung; Reaktion mit dem aktivierten UMP-Derivat 6 und
Ionenaustausch ergaben die Zielmolekiile als Dinatriumsalze.
Zur strukturellen Charakterisierung von 1e und 1f sowie von
allen Zwischenstufen diente die NMR-Spektroskopie (Ta-
belle 1).

Die Hemmwirkung der Verbindungen 1e, 18, 7e, 76, 8a
und 8f wurde in vitro an gereinigter rekombinanter a(1-3)-
Galactosyltransferase (pa(1-3)GalT) mit radioaktiv markier-
ter UDP-Galactose als Donor und LacNAcR als Acceptor
untersucht (fiir Einzelheiten siehe Experimentelles). Bei einer

X MgBr
RO _OR 1. Tebbe RO _oRr ; ©/\/ R on OBz
2. 0sO, o .
o] S — .
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—  N-CGH, 6 2. (67%) 2. 0, CH,Cl,/MeOH; NaBH, 1. (quant)
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Schema 4. Synthese der UDP-Gal-Homologen 7 und 8. R= PhCH, (Bn),
120(Na*) = Ionenaustauscher in der Na*-Form.
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TBAF =Bu,NF, Bz=PhCO, Ts= para-Toluolsulfonyl, py=Pyridin, IR-
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RO

Schema 5. Synthese der Zielmolekiile 1. R=Bn, Tf =F,;CSO,, Im = Imi-
dazol, AIBN = Azobisisobutyronitril, mCPBA = meta-Chlorperbenzoe-
sdure.

Konzentration von 50 um hemmte nur 18 das Enzym. Wie in
Abbildung 1 gezeigt, wurde ein ICsy von etwa 5 pum fir 14
erhalten.

Zusammenfassend kann man sagen, dass das Disubstrat-
analogon 1f ein guter Inhibitor der retentiven Schweine-a(1-
3)-Galactosyltransferase ist. UDP auf der -Seite des Galac-
toserests fiithrt zu hoherer Affinitdt zum Enzym als UDP auf
der a-Seite, wie es in dem natiirlichen Galactosyldonor
vorhanden und im Disubstratanalogon le vorgesehen ist.
Dieses auf den ersten Blick iiberraschende Ergebnis weist auf
das katalytisch wirkende Nucleophil innerhalb des aktiven
Zentrums hin, das fiir retentive Glycosyltransferasen erfor-
derlich ist, fiir die Galactosyltransferase LgtC von Neisseria

Angew. Chem. 2001, 113, Nr. 21
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Tabelle 1. Physikalische Daten von 1«, 18, 7& und 7.8

1la: 'H-NMR: 6 =1.39-1.44 (m, 2H; 7a-H, 8a-H), 1.52 (m, 1H; 3-H), 1.59
(m, 1H; 8a’-H), 1.86 (m, 1H; 7a’-H), 3.24 (dd, */,, =8.0,%/,;=10.8 Hz, 1 H;
2-H), 3.49 (s, 3H; OCH3;), 3.60-3.67 (m, 6H; 1a-H, 1a’-H, 2a-H, 5-H, 6-H,
6'-H), 3.77 (dd, 3J,,5,=10.3, 3/ 4,5, = 3.4 Hz, 1H; 4a-H), 3.79 (d, /,3~2.1,
3],5<1Hz, 1H; 4-H), 3.86 (d, 3/3,4,=3.4, /3,0, <1 Hz, 1H; 3a-H), 3.97 -
4.00 (m, 3H; 1b-H, 1b’-H, 5a-H), 4.10-4.20 (m, 3H; 4c-H, 5¢c-H, 5¢-H),
424 (d, %J,,=8.0Hz, 1H; 1-H), 4.25-4.30 (m, 2H; 2c-H, 3¢c-H), 5.82 (d,
3Jsaea="7.7Hz, 1H; 5d-H), 5.94 (d, 3/,.,.=5.0Hz, 1H; 1c-H), 7.76 (d,
3easa=7.7, 1H; 6d-H); 3P-NMR: 6=—-1231-—-12.90 (2xd, 3Jpp~
21 Hz; 2P)

14: 'H-NMR: 6 =1.46 (m, 3H; 3-H, 7a-H, 8a-H), 1.74 (pt, J~9.0 Hz, 1H;
8a'-H), 1.89 (pt, J~9.4 Hz, 1H; 7a’-H), 3.24 (pt, °/,, ~3/,3=9.0 Hz, 1H;
2-H), 3.49 (s,3H; OCHs), 3.59-3.62 (m, 4H; 1a-H, 1a’-H, 5-H, 6-H), 3.67 -
3.68 (m, 1H; 6'-H), 3.75 (d, 3/5,4,,=10.0 Hz, 1H; 5a-H), 3.84 (br.s, 1H;
4-H), 3.89-3.93 (m, 4H; 1b-H, 2a-H, 3a-H, 4a-H), 4.10 (m, 1 H; 5¢c-H), 4.16
(m, 1H; 5¢'-H), 4.18 (m, 1H; 4c-H), 4.22 (d,*/,,=7.9 Hz, 1H; 1-H), 4.26 -
4.67 (m,3H; 1b’-H, 2¢-H, 3¢-H), 5.85 (d, 3/546¢ = 7.8 Hz, 1 H; 5d-H), 5.93 (d,
31e2c=4.7Hz, 1H; 1c-H), 7.81 (d, *Je454="7.8 Hz, 1H; 6d-H); “P-NMR:
0=—-11.86- —12.33 (2 x d, 3Jpp~21 Hz; 2P)

7a: 'H-NMR: 6 =3.40-3.70 (m, 6H; 1-H, 4-H, 5-H, 6-H, 7-H, 7'-H), 3.71 -
4.03 (m,4H; 1a-H, 1a’-H, 1’-H, 3-H), 4.04 - 4.25 (m, 5H; 2b-H, 3b-H, 4b-H,
5b-H, 5b’-H), 5.89 (d, 3/s.s.=8.1 Hz, 1H; 5¢-H), 5.91 (d, */,,,=3.9Hz,
1H; 1b-H), 7.87 (d, 3Js.s5. = 8.1 Hz, 1H; 6¢-H)

7B: '"H-NMR: 6 =3.60 (dd, 2J;;, =11.6, 3J,,=4.7 Hz, 1H; 7-H), 3.65-3.69
(m, 2H; 1-H, 7-H), 3.71 (dd, 3/,5=10.4, 3J,5=3.3 Hz, 1H; 4-H), 3.79 (pt,
377307~ 6.0 Hz, 1H; 6-H), 3.85 (d, %/5,=3.3, %5, <1Hz, 1H; 5-H),
393 (d, %, =129 Hz, 1H; 1"-H), 3.95 (d, 3J;,=3/,;=10.4 Hz, 1H; 3-H),
3.98 (dd, %y, 1, =10.8, % ,p=4.2 Hz, 1H; 1a-H), 4.02 (dd, %1, 1. = 1010 =
10.8 Hz, 3/, p = 5.9 Hz, 1 H; 1a'-H), 4.05-4.19 (m, 3H; 4b-H, 5b-H, 5b'"-H),
4.23-4.27 (m, 2H; 2b-H, 3b-H), 5.82 (d, */5.¢. = 7.9 Hz, 1H; 5¢-H), 5.90 (d,
3o =4.8 Hz, 1H; 1b-H), 7.77 (d, 3/4.5.=7.9 Hz, 1H; 6¢c-H); *P-NMR:
0=—1213- —12.60 (2 x d, *Jpp~21 Hz, 2P)

[a] 600-MHz-'H- in

Pseudotriplett.

und 242-MHz-3'P-NMR-Spektren D,0; pt=

100+

a8
80+

t 60-
1 %
40

204

o

0.1 1 10 100
c/pm  —

Abbildung 1. Hemmung von pa(1-3)GalT durch 1f: Das Assay-System

wurde mit 1 (200-0 um), UDP-Galactose (50 um) und LacNAcR

(360 um) durchgetiihrt. 7 =Inhibierung, ¢; = Konzentration des Inhibitors.

meningitidis jedoch nicht gefunden werden konnte:! Offen-
sichtlich ist UDP nicht nur die Ausgangsgruppe, sondern auch
das ,katalytisch wirkende Nucleophil“, d.h. bei retentiven
Glycosyltransferasen findet zunédchst die Umwandlung von
UDP-Gal in das f-Anomer oder das entsprechende enge
Ionenpaar statt und darauf folgt die Glycosylierung des
Acceptors auf der a-Seite. Somit wird vorgeschlagen, dass das
willkiirlich gewéhlte Nucleophil B in Schema 1 UDP ist.

Experimentelles

Schweine-a(1-3)-Galactosyltransferase (pa(1-3)GalT) und die Aktivitits-
priifung: Die pa(1-3)GalT wurde geklont und als 16sliche Transferase in
Baculovirus-infizierten Sf9-Insektenzellen exprimiert. Das Enzym wurde
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durch Ionenaustausch und Affinitdtschromatographie gereinigt. Das
Assay-System zur Beurteilung der Hemmeigenschaften der Verbindungen
basierte auf der Ubertragung von radioaktiv markierter [*H]Galactose vom
Donor UDP-Galactose (50 um) auf das Acceptormolekiil LacNAc(CH,)s-
CO,CH; (0.36 mm) durch pa(1-3)GalT (10 um) im Puffersystem aus
100 mm Natriumcacodylat (pH 6.5), 15 mM MnCl, und 50 pgmL~' BSA
(Rinderserumalbumin) bei 37 °C wihrend 30 min. Das radioaktiv markier-
te Produkt [*H]Gala(1-3)LacNAc(CH,);COOCH; wurde vom nichtradio-
aktiven Material durch Adsorption an eine SepPac-C,s-Séule getrennt, wie
in Lit. [20] beschrieben ist. Das Verhiltnis von inkorporierter zu totaler
Radioaktivitit ist proportional zur Aktivitit von pa(1-3)GalT. Es wurden
VorsichtsmaBnahmen ergriffen, um sicherzustellen, dass das Enzym limi-
tierend ist und die Konzentrationen aller anderen Cofaktoren nahe am
Sattigungswert sind. Genau genommen ist die berichtete Hemmung ein
ICs-Wert, weil nicht mit unterschiedlichen Cofaktor-Konzentrationen
gepriift wurde.
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Polyphenylen-Dendrimere als empfindliche
und selektive Sensorschichten**
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Polyphenylen-Dendrimere sind monodisperse Makromole-
kiile, die auf Grund ihres starren Grundgeriists stabile
Hohlrdume im Inneren bilden. Diese Eigenschaft unterschei-
det sie von Dendrimeren, die aus flexiblen, aliphatischen
Gruppen bestehen, und empfiehlt sie als attraktive Werkstof-
fe fiir die sensorische Uberwachung fliichtiger Verbindungen
mit Hilfe von massenempfindlichen Resonatoren, z.B. auf
Basis von Quarz-Mikrowaagen (quartz microbalance,
QMB).["l Diese Form der Sensorik gewinnt in vielen Berei-
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