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als terminale Gruppe vieler Oligosaccharidketten von Gly-
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Sialinsduren sind eine Familie von o-Ketosduren mit einem
Grundgertist aus neun Kohlenstoffatomen. Die am héufigsten
vorkommende Sialinsdure ist die N-Acetylneuraminsiure
(NeuSAc oder NANA; siche Schema 1). Sie ist eine biosyn-
thetische Vorstufe nahezu aller 50 natiirlich vorkommender
Sialinsduren."! Diese tragen wegen ihrer exponierten Position

cokonjugaten mafigeblich zu deren biologischen Eigenschaf-
ten bei. So spielen sialinsdurehaltige Glycokonjugate bei
einer Reihe fundamentaler physiologischer und pathologi-
scher Vorginge eine entscheidende Rolle (z.B. bei Embryo-
genese, Organbildung, Immmunabwehr, Migration und
Homing von Leukozyten, Metastasierung neoplastischer
Zellen sowie Entziindungsprozessen, aber auch beim Ein-
dringen von Pathogenen in Zellen).”! Zahlreiche Tumoren
tragen grofle Mengen an Sialinsduren wie einen Schutzschild
auf ihrer Oberflache. Die Influenzainfektion ist das bedeu-
tendste Beispiel fiir eine sialinsdurevermittelte Zell-Virus-
Interaktion. Sowohl das Eindringen in die Zelle als auch das
Freisetzen neugebildeter Viren verlaufen iiber sialinsdure-
haltige Verbindungen. Inhibitoren des virusfreisetzenden
Enzyms, der Influenza-Sialindase, werden bereits therapeu-
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Schema 1. Biosynthese von Neu5Ac und ihr Einbau in Glycokonjugate der Zelloberfliche.
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tisch eingesetzt (Zanamivir, Oseltamivir).’) Zwar sind die
einzelnen Schritte der Neu5Ac-Synthese seit lingerem be-
kannt,! jedoch sind erst wenige Inhibitoren entwickelt
worden.™®! Wir berichten hier iiber Entwurf, Synthese und
biochemische Eigenschaften eines potenten reversiblen Inhi-
bitors der UDP-GIcNAc-2-Epimerase (UDP = Uridindi-
phosphat, GIcNAc= N-Acetylglucosamin), des Schliissel-
enzyms der Neu5Ac-Biosynthese.

Die Biosynthese von Neu5SAc beginnt mit der Epimeri-
sierung von UDP-GlcNAc unter Freisetzung von UDP. Das
entstehende N-Acetylmannosamin (ManNAc) wird dann an
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der OH-6-Position phosphoryliert. Diese beiden Schritte
werden von einem bifunktionellen Enzym, der UDP-
GlcNAc-2-Epimerase/ManNAc-Kinase, katalysiert (siche
Schema 1).7% Dieses Schliisselenzym wird komplex regu-
liert."' Lymphozyten ohne dieses Enzym sind nicht mehr in
der Lage, eigenstindig Sialinsduren zu bilden und weisen
Defekte bei sialinsiureabhingigen Funktionen auf."'! Wird
bei Médusen das Enzym durch gezielte Mutagenese ausge-
schaltet, zeigen ihre Embryonen eine deutliche Hyposialylie-
rung und sterben spitestens am Tag 8.5 der Embryonalent-
wicklung."?! Diese Ergebnisse unterstreichen die zentrale
Bedeutung der UDP-GIcNAc-2-Epimerase bei der N-Ace-
tylneuraminséure-Biosynthese und machen dieses Enzym zu
einem interessanten Target fiir die Entwicklung effektiver
Inhibitoren.

Die seit kurzem in rekombinanter Form zugingliche
UDP-GIcNAc-2-Epimerase von Sdugern unterscheidet sich
in ihrer Funktionsweise'¥ kaum vom bakteriellen!" Enzym:
Bei beiden Enzymen entsteht nach der anti-Eliminierung von
UDP zunichst das Intermediat 2-Acetamidoglucal. Positio-
nal-Isotope-Exchange-Experimente zeigten einen Bindungs-
bruch der C-O-Bindung am anomeren Zentrum. Gekoppelte
NMR-Spektren belegten, dass Wasser nachfolgend an die
Unterseite des Acetamidoglucals addiert, sodass es sich bei
dem freigesetzten ManNAc um das o-Anomer handelt
(Schema 2). Im Ubergangszustand der Addition von Wasser
an das Acetamidoglucal konnte eine Oxocarbeniumspezies
vorliegen.
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Schema 2. Vorgeschlagener Reaktionsmechanismus der UDP-GlcNAc-
2-Epimerase von Sdugern und postulierter Ubergangszustand fiir die
syn-Addition von Wasser an das 2-Acetamidoglucal.

Die — bei physiologischen pH-Werten protonierten —
Iminozucker 2-4 (Abbildung 1), deren Synthese wir hier
vorstellen, sind mogliche Inhibitoren der UDP-GIcNAc-2-

Epimerase, denn bekanntlich binden

oH stabile Analoga des Ubergangszu-

NHAc stands stidrker an das aktive Zentrum

H%gé‘&'? des Enzyms als Analoga des Substrats

im Grundzustand.™™ Als zentraler chi-

Abbildung 1. Analoga  11or Baustein fiir die Synthese eines

des Ubergangszu- 1-Desoxyiminozuckers diente das bi-
stands der UDP- .

GlcNAc-2-Epimerase; cyclische Geriist des Typs 9

2:R=H, 3: R=nBu (Schema 3). In Anlehnung an die

und 4: R=CH,CH,Ph.  Arbeit von Martin et al.'! wurde der
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Schema 3. Synthese des geschiitzten Iminozuckers 15: a) Ti(OiPr),,
L-(+)-DIPT, tBuOOH, CH,Cl,, 3 A Molekularsieb, —15°C, 57 %;
b) BzNCO, Et,0, RT, 84%; c) K,COs, (CgHi)sCH;NCI, CH,Clo/H,0, RT,
84%; d) NaH, Allylbromid, DMF, 0°C—RT, 81%,; e) Grubbs-Katalysa-
tor, Toluol, RT, 99%,; f) K,CO;, MeOH, RT, 85%,; g) NaH, BnBr, DMF,
0°C—RT, 91%; h) (DHQD),Phal, K,0s0,, K,CO,, K;[Fe(CN)],
CH;3SO,NH,, tBuOH/H,O, RT, 90%; i) 1. nBu,SnO, Toluol, Riickfluss;
2. BnBr, Bu,NBr, 100°C, 69%; j) DMSO, (COCI),, DIPEA, CH,Cl,,
—70°C—RT, 86 %; k) p-Methoxybenzylamin, AcOH, Na(OAc);BH,
1,2-Dichlorethan, RT, 78 %; I) Pyridin, DMAP, AcCl, 0°C—RT, 86 %;
m) 1. CAN, CH,CN/H,O, RT; 2. Ba(OH),-8 H,0, EtOH/H,O, Riick-
fluss, 63 %. DIPT = Diisopropyltartrat, Bz=Benzoyl, Bn = Benzyl,
(DHQD),Phal = Hydrochinidin-1,4-phthalazindiylether, DIPEA= N,N-
Diisopropylethylamin, PMB = p-Methoxybenzyl, DMAP = 4-(Dimethyl-
amino)pyridin, CAN = Cer(1v)-ammoniumnitrat.
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doppelt ungesittigte Alkohol 5 unter Sharpless-Bedingungen
epoxidiert.””’ Die anschlieBende Umsetzung des (25,35)-
Epoxyalkohols 6 mit Benzoylisocyanat lieferte das Benzoyl-
carbamat 7. Unter milden Bedingungen in einem Zweipha-
sensystem fiihrte die regioselektive Offnung des Epoxids zu
einer intramolekularen Wanderung der Benzoylgruppe unter
Bildung des substituierten Oxazolidinons 8. AnschlieBend
wurde der Ringstickstoff allyliert. Nach einer Ringschluss-
metathese wurde 9a in nahezu quantitativer Ausbeute erhal-
ten. Zur Vorbereitung der weiteren Syntheseschritte musste
die Benzoylesterfunktion des Piperidinrings in eine Benzyl-
etherfunktion transformiert werden. Die entsprechende Ver-
bindung 9¢ war aus 9a in zwei Stufen zugénglich. 9¢ wurde
mit katalytischen Mengen Kaliumosmat und N-Methylmor-
pholin-N-oxid (NMMO) als Reoxidans in einem fBuOH/
Wasser-Gemisch zum Diol umgesetzt. Dabei konnte aller-
dings kein ausreichender Diastereomereniiberschuss erzielt
werden. Bei der Bishydroxylierung mit (DHQD),Phal als
chiralem Auxiliar!"™ und K;[Fe(CN),] als Reoxidans wurde 10
hingegen mit nahezu vollstdndiger Diastereoselektivitit in
sehr guten Ausbeuten erhalten. Die Struktur von 10 konnte
mit NOE- und COSY-Experimenten belegt werden.
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Die Umsetzung von 10 mit Dibutylzinnoxid liefert als
Intermediat ein Dibutylzinnketal, das mithilfe von Benzyl-
bromid und Tetrabutylammoniumbromid!'! mit einer Regio-
selektivitdt von 3.5:1 zu Verbindung 11 umgesetzt wurde. Die
nachfolgende Swern-Oxidation ergab 12; die reduktive Ami-
nierung mit p-Methoxybenzylamin und Natriumtriacetoxy-
borhydrid fiihrte zu 13. Die anschlieBende Acetylierung von
13 lieferte 14 in guter Ausbeute. Oxidative Entfernung der p-
Methoxybenzylgruppe  durch  Cer(1v)-ammoniumnitrat
(CAN) und Offnung des Oxazolidinonrings durch Barium-
hydroxid ergab 15. Nach Abspaltung der Schutzgruppen
durch Hydrogenolyse wurde die Zielverbindung 2 erhalten
(Schema 4).2" Die lipophileren N-alkylierten Derivate 3 und
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Schema 4. Derivatisierung und Entschiitzung: a) Butyraldehyd, AcOH,
Na(OAc);BH, 1,2-Dichlorethan, RT, 95%,; b) Phenylacetaldeyd, AcOH,

NaCNBH;, CH;CN, RT, 85%,; c) H,, Pd/C, HCl, EtOH, RT, 2: 87%, 3:

90%, 4: 90%.

4 kamen als mogliche Inhibitoren in Zellsystemen und fiir die
Untersuchung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen infrage.
Ihre Synthese gelang problemlos durch reduktive Aminie-
rung von 15 unter Zusatz von Butyraldehyd bzw. Phenylacet-
aldehyd. Die Zwischenprodukte 16 und 17 ergaben nach
Hydrogenolyse die Zielverbindungen 3 bzw. 4 (Schema 4).

Die Aktivitdt der durch eine Standardpriparation
erhaltenen UDP-GIcNAc-2-Epimerase wurde von 2—4 nicht
gehemmt — weder in dquimolaren Konzentrationen (1 mm)
noch im Verhiltnis 4:1 zu UDP-GIcNAc. Moglicherweise
waren 2—4 nicht in der Lage, das aktive Zentrum der UDP-
GlcNAc-2-Epimerase zu erreichen, weil dieses durch UDP-
GIcNAc oder durch (zur Enzymstabilisierung zugesetztes)
UDP blockiert war. In einer weiteren Versuchsreihe wurde
daher eine Enzympriparation ohne UDP durchgefiihrt.”!
Nach Vorinkubation dieser Proben mit 2-4 war die Enzym-
aktivitiat deutlich gehemmt (bis zu 70 % ). Wurde den Enzym-
proben vor der Inhibitorzugabe 0.1 mm UDP zugesetzt und
dann erst die Vorinkubation gestartet, war wiederum nur eine
geringe Inhibition (weniger als 10 %) zu detektieren. AuBer-
dem wurde keine Inhibition erreicht, wenn UDP-freie En-
zympréparationen ohne Vorinkubation gleich in den Enzym-
aktivitdtstest eingesetzt wurden (d.h., wenn das Enzym
zeitgleich mit dem Substrat UDP-GIcNAc und den Inhibito-
ren versetzt wurde). Die synthetisierten Verbindungen waren
also durchaus in der Lage, an das aktive Zentrum der UDP-

[21]
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GlcNAc-2-Epimerase zu binden, sofern es nicht durch UDP
und/oder UDP-GIcNAc blockiert war.

Die Inhibitoren wurden zur Untersuchung ihrer Wir-
kungsweise in unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt
(Abbildung 2): Alle inhibierten die UDP-GlcNAc-2-Epime-
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Abbildung 2. Inhibition der UDP-GlcNAc-2-Epimerase durch die Ver-
bindungen 2-4; ¢:2, ©:2 + UDP, m:3, 0: 3 + UDP, @: 4, 0: 4 +
UDP. Das Enzym wurde mit den Inhibitoren 20 min bei 37°C in Abwe-
senheit oder Gegenwart von 0.1 mm UDP vorinkubiert und anschlie-
Rend auf seine Aktivitit getestet. Die angegebenen Konzentrationen
beziehen sich auf das Volumen beim Aktivititstest. Die gezeigten
Werte sind die Mittelwerte (== Standardabweichung) aus drei unabhin-
gigen Experimenten. a,y= relative UDP-GIcNAc-2-Epimerase-Aktivitit.

raseaktivitdt konzentrationsabhéngig. Eine 50-prozentige In-
hibition wurde bei 0.5 mM beobachtet. 2 und 3 erreichten mit
einer Konzentration von 2 mM im Vorinkubationsansatz eine
nahezu vollstidndige Inhibition, bei 4 wurde noch eine Akti-
vitdt von etwa 10% gemessen. Durch UDP im Vorinkuba-
tionsansatz konnte die Inhibition bei allen Ansidtzen fast
vollstdndig unterdriickt werden. Wurden UDP oder UDP-
GIcNACc erst nach der 20-miniitigen Vorinkubation zugege-
ben, so hatten sie nahezu keine Auswirkung mehr auf die
inhibitorische Wirkung von 2, 3 und 4. Dies deutet darauf hin,
dass die Inhibitoren sehr fest an das Enzym gebunden
werden, sobald sie das aktive Zentrum erreicht haben. Dies
entspricht der Vorhersage, dass Ubergangszustandsanaloga
besser an das Enzym binden als die eigentlichen Substrate.
Zwar lassen sich durch die hier beschriebenen Versuche keine
exakten Bindungskonstanten fiir die Inhibitoren bestimmen,
doch miissen sie deutlich unter den Bindungskonstanten von
UDP und UDP-GIcNAc liegen, weil die nachtréglich zuge-
gebenen Substrate die Inhibitoren nicht mehr verdréngen
konnen.™ Die K, -Werte von UDP-GlcNAc und UDP liegen
bei ca. 10 um,” die K-Werte der Inhibitoren sollten also
deutlich kleiner als dieser Wert sein.

Die spezifische Hemmwirkung der Inhibitoren wurde
durch die fehlende Inhibitoreigenschaft der natiirlichen
Zucker ManNAc und GlcNAc, die in gleicher Weise wie die
Inhibitoren auf die UDP-GIcNAc-2-Epimerase einwirken,

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

4469


http://www.angewandte.de

Zuschriften

4470

nachgewiesen. Die ManNAc-Kinase-Aktivitidt der bifunktio-
nellen UDP-GIcNAc-2-Epimerase/ManNAc-Kinase wurde
durch die Inhibitoren genausowenig beeinflusst wie dessen
hexamere oligomere Struktur, die als Indikator fiir die
Strukturintegritit fungiert.”! Bemerkenswert ist, dass das
Ringstickstoffatom der Inhibitoren mit hydrophoben Resten
versehen werden kann, ohne dass die Hemmwirkung beein-
trachtigt wird. Dies kann fiir eine spidtere Applikation in
zelluldren Systemen wichtig sein, da hydrophobe Substanzen
bekanntlich leichter die Plasmamembran permeieren. Diese
Inhibitoren, fiir die wir den Namen Nanastatine vorschlagen,
sollten ein besseres Verstidndnis der Funktion von N-Acetyl-
neuraminsidure-haltigen Konjugaten in physiologischen und
pathologischen Prozessen ermoglichen.

Eingegangen am 27. Januar 2004,
veridnderte Fassung am 19. Mai 2004 [Z53863]
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