Ersch.zuerstin: Angewandt€Chemiel17(2005),pp.2133-2136

Kohlenhydratmimetika

Orthogonal geschiitzte Zuckerdiaminosiuren als
Bausteine fiir lineare und verzweigte Oligo-
saccharidmimetika**

Frank Sicherl und Valentin Wittmann*

Zuckeraminosiuren (sugar amino acids, SAAs)!' sind Koh-
lenhydratderivate mit dirckt an das Kohlenhydratgeriist
gekniipften Amino- und Carboxygruppen. Sie haben breite
Anwendung als Bausteine von Oligosaccharid-** und Pep-
tidmimetika**' als Sekundrstruktur-induzierende Elementc
und als Geriiste zur Pharmakophor-Prisentation!® bei der
Erzeugung kombinatorischer Bibliotheken!”! gefunden. Auf-
bauend auf den richtungsweisenden Arbeiten von Hirsch-
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Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft
(SFB579, ,,RNA-Liganden-Wechselwirkungen“) unterstiitzt. Wir
danken dem Sprecher des SFB579, Prof. Joachim W. Engels, fiir
seine Unterstiitzung und der Aventis AG fiir die Uberlassung einer
HPLC-Anlage.

i‘;é_j Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
= http://www.angewandte.de zu finden oder kénnen beim Autor
angefordert werden.

mann et al!™ eignen sich monomere SAAs mit rigidem
Pyranring zur Positionierung funktioneller Pharmakophore
in einer gewiinschten rdumlichen Anordnung durch Ankniip-
fung an Hydroxy-, Amino- und Carboxygruppen. Lineare und
cyclische Oligomere von SAAs wurden unter Anwendung
etablierter Methoden der Peptidchemie synthetisiert und
bilden in bestimmten Fillen definierte Sekundarstrukturen
aus™ Zuckeraminosduren mit einer zusitzlichen Amino-
gruppe. d.h. Zuckerdiaminosduren, wiren cine attraktive
Erwcitcrung dieses Konzepts und ermdéglichten den Zugang
7u neuartigen verzweigten oligomeren Strukturen.!” Thre
Synthesc wurde bisher jedoch noch nicht beschrieben.

Wir berichten hier tiber die geschiitzten Derivate 1 und 2
der 2.6-Diamino-2.6-didesoxy-B-n-glucopyranosylcarbonsiu-
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re als erste Beispiele fiir Zuckerdiaminosauren (sugar diami-
no acids, SDAs), die sich zur Peptidsynthese nach konven-
tioneller Fmoc-Strategie (Fmoc = 9-Fluorenylmethoxycarbo-
nyl) in Losung und an fester Phase eignen. Im Vergleich zu
SAAs kann die zusétzliche Aminogruppe zur Bildung ver-
zweigter amidverkniipfter Oligosaccharidmimetika herange-
zogen werden. Dariiber hinaus bilden oligomere SDAs mit
ungeschiitzten Aminogruppen eine neue Klasse potenzieller
Aminoglycosidmimetika.'"" Derartige Strukturen sind von
groBlem Interesse als mogliche Liganden neuer RNA-Targets
des Post-Genom-Zeitalters.!"

Wihrend das Schutzgruppenmuster der SDA 1 fiir den
Aufbau linearer Oligomere iiber die Aminogruppe in der 6-
Position'"?! nach der Fmoc-Strategie konzipiert wurde, kann
die SDA 2 zur Synthese verzweigter Strukturen herangezogen
werden, da beide Aminogruppen mit der Fmoc-Gruppe bzw.
als Azid orthogonal geschiitzt sind. Zum Schutz der Alkohole
entschieden wir uns fiir Methoxymethyl(MOM)-Gruppen, da
diese klein und zusammen mit Boc-Gruppen unter sauren
Bedingungen einfach abzuspalten sind und dariiber hinaus
benachbarte Nucleophile nicht desaktivieren, wie dies von
elektronenziehenden Acyl- oder sterisch anspruchsvollen
Benzylschutzgruppen'! bekannt ist. AuBerdem ermoglichen
geschiitzte Hydroxygruppen bei Peptidkupplungen den Ein-
satz eines groBen Uberschusses an aktivierter Aminosiure —
einer typischen Vorgehensweise bei der Festphasenpeptid-
synthese.

Dije SDA 1 wurde ausgehend von literaturbekanntem
Glycosyleyanid 3" synthetisiert (Sehema 1). Nach O-Des-
acetylierung wurde das Triol 4 rcgioselcktiv an der 6-Position
tosyliert. Nucleophile Substitution mit Natriumazid ergab 5 in
einer Ausbeute von 86 % iiber drei Schritte. Einfiihrung der
MOM-Gruppen durch Behandlung mit Dimethoxymethan
und P,O,'" (um toxisches MOM-CI zu vermeiden) fiihrte zu
6. Die urspriinglich geplante simultane Hydrolyse von Nitril
und Acetamid unter basischen Bedingungen mit wéssrigem
Ba(OH), war nicht moglich. Unter diesen Bedingungen
stoppte die Reaktion auf der Stufe des Acetamidocarboxylats
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Schema 1. Synthese der SDA 1; Rfl. =Ruickfluss.

8. Die Verwendung anderer Basen wie methanolischer KOH
oder wissriger NaOH fiihrte entweder zum selben Ergebnis
oder aber zu kompletter Zersetzung. SchlieBlich gelang die
erfolgreiche Hydrolyse von Amid und Nitril durch Riick-
flusserhitizen von § in 2N wissriger HCI unter Bildung der
freien Aminosdure 9. Um deren Reinigung zu erleichtern,
wurde der Methylester 10 durch Behandlung mit Dimeth-
oxypropan und HCI gebildet. Die Schiitzung der Amino-
funktion von 10 mit der Boc-Gruppe erfolgte unter gleich-
zeitiger Spaltung des Methylesters. Installation der MOM-
Schutzgruppen unter den oben erwihnten Bedingungen
fihrte zu 11, dessen MOM-Ester mit NaOH gespalien
wurde. Hydrogenolyse des Azids und Schiitzen des entste-
henden Amins mit der Fmoc-Gruppe crgab schlieBlich den
SDA-Baustein 1 (Tabelle 1).

Tabelle 1: Ausgewihlte physikalische Eigenschaften der Verbindungen 1,
2,19 und 20.

1: Weifler amorpher Feststoff; R;:- 0.24 (Silica, MeOH/CH,Cl, 9:1}; "H-
NMR (600 MHz, DMSO, 300 K, TMS) (Hauptkonformation): ¢ = 7.87
(d,J==7.4 Hz, 2H, Arene), 7.68 (m, 2H, Arene), 7.38-7.40 (m, 3H.
Arene, NH-Fmoc), 7.29-7.32 (m, 2H, Arene), 6.86 (br.s, 1 H, NH-Boc),
475 (d, J=6.4 Hz, TH, O-CH,-0), 462-4 65 (m, 3H, O-CH,-0), 4.11-
424 (m, 3H, H-9" CH,™™) 3.64 (m, TH, H-1), 3.55 (m, 1H. H-2),
355 (m, 1H, H-3), 3.51 (m, TH, H-6), 3.30 (s, 3H, O-CH,), 3.26 (s, 3 H,
O-CH;), 3.24 (m, 1H, H-5), 3.23 (m, 1H, H-4), 3.00 (m, 1H, H-6),
133 ppm (s, 9H, C(CH,);); *C-NMR (150 MHz, DMSO, 300 K, TMS):
0=171.1 (COOH), 156.4 {C=0), 155.0 (C=0), 143.9, 140.8, 127.7,
127.2,125.3, 120.2 (Arene), 97.9 (O-CH,-0), 97.3 (O-CH,-0), 81.3 (C-3),
79.2 (CMey), 78.3 (C-1), 77.8 (C-5), 77.1 (C-4), 65.6 (CH,™), 56.0 (O-
CH,), 55.5 (O-CH5), 53.8 (C-2), 46.7 (CH'™<), 42.0 (C-6), 28.3 ppm
(C(CH5)5); MS (MALDI-TOF), ber. fiir Cs,H,oN,NaO;; [M+Na*]: 639.25,
gef.: 639.5.

2: Weifler amorpher Feststoff; R;=0.63 (Silica, H;O/MeCN 1:4); 'H-
NMR (600 MHz, DMSO, 300 K, TMS): ¢ =7.86 (m, 2H, Arene), 7.69 (d,
J=7.4Hz 1H, Arene), 7.66 (d, /= 7.4 Hz, 1 H, Arene), 7.46 (d, 1 H, NH),
7.39 (m, 2H, Arene), 7.30 (m, 2H, Arene), 4.72 (d, /= 6.5 Hz, 1H, O-
CH,-0), 4.59 (d, /=6.5 Hz, 1H, O-CH,-0), 4.57 (d, J = 6.5 Hz,'TH, O-
CH,-0), 4.53 (d, J = 6.5 Hz, 1H, O-CH,-O), 4.29 und 4.20 2m, 2H,
CH,F™), 415 (m, TH, H-97°9, 3.73 (d, J=10.0 Hz, TH, H-1), 3.61 (m,
TH, H-2), 3.55 (m, 14, H-3), 3.54 und 3.45 (2m, 2H, 2 H-6), 3.38 (m,
1H, H-4), 3.33 (m, 1H, H-5), 3.27 (s, 3H, O-CHj;), 3.09 ppm (s, 3H, O-
CH;); *C-NMR (150 MHz, DMSO, 300 K, TMS): 6=170.9 (COOH},
155.8 (C=0™), 144.0, 143.8, 140.8, 127.6, 127.1, 125.3, 120.1 {Arene),
97.9 (O-CH,-0), 97.3 (O-CH,-0), 81.3 (C-3), 79.2 (C-1), 77.5 (C-5), 76.9
(C-4), 65.4 (CH,"™), 55.9 (O-CH,), 55.4 (0-CH,), 54.2 (C-2), 51.0 (C-6),
46.7 ppm (CH™™<); MS (MALDI-TOF), ber. fiir C,sH3N,NaO, [M+Na™}:
565.19, gef.: 565.4.

19: HRMS (MALDI-FTICR), ber. fiir CgsHy1oNgOsy: 1673.73730 [M+Na™],
gef.: 1673.73587, Am=0.8 ppm.

20: HRMS (ESK-FTICR, MeCN/H,0}, ber. fiir C;,H;oN;O13: 743.35696
[M+H"], gef.: 743.35563, Am =1.8 ppm.

SDA 2 wurde ausgehend von Methylester 10 synthetisiert
(Schema 2). Temporidre Maskierung der 2-Aminofunktion
und anschlieBende Einfithrung der MOM-Gruppen ergab 12,
das mit NaOH behandelt wurde. Wicdermaskierung der 2-
Aminofunktion fithrte zu Baustein 2.

Schema 3 zcigt die Anwendung des SDA-Bausteins 1 in
der Peptidsynthese des Aminoglycosidmimetikums 16 nach
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Schema 2. Synthese der SDA 2.



[®]
FmocHN/\)kNHBn

13

1. Piperidin, DMF

68% 2.1 (0.8 Aquiv.). HBTU,

HOB, Pr,NEt,
DMF, CHCIy
NHFmoc
MOMO < O P i
MOMO N~ NHBn
NHBoc H
14
1. Piperidin, DMF
o, | 2.1(2Aquiv.), HBTU.
95% HOBY, Pr,NEt,
DMF, CHCI,
NHFmoc
0O
MOMO O
MOMO NH
NHBoc
o O
MOMO
MO N/\)J\NHBn
NHBoc H
15
1. Piperidin, DMF
89% | 2-1(1.4 Aquiv.), HBTU,
HOB, PrNEL,
DMF, CHCI,
NHFmoc
0
MOMO O
MOMO H

Schema 3. Synthese des linearen Oligomers 16; Bn = Benzyl.

Standard-Fmoc-Protokoll. Wir fiihrten die Synthese in
TL.osung aus, um den Verlauf jedes Schritts verfolgen zu
konnen. Ausgehend von f-Alaninamid 13 ergab die schritt-
weise Kupplung von 1 unter Verwendung von 2-(1H-Benzo-
triazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-hexafluorphosphat
(HBTU) und 1-Hydroxy-1H-benzotriazol (HOBt) als Kupp-
lungsreagentien in sechs Schritten das lineare Pseudotrisac-
charid 16. Bei Einsatz eines Uberschusses an SDA-Baustein 1
verliefen die Peptidkupplungen glatt ohne erkennbare Ne-
benprodukte gemifl DC-Kontrolle in Ausbeuten bis zu 95 %
nach Saulcnchromatographie. Die Integritét der Chiralitédt an
C-a der Zuckerdiaminosiuren wurde durch '"H-NMR-Spek-
troskopie (z.B. 14: 8y, =3.56 ppm, V112 = 9.8 Hz) verifi-
7iert.

Die Verwendung der orthogonal geschiitzten SDA 2 zur
Synthese des verzweigten Oligomers 20 wird in Schema 4
beschrieben. Nach Kupplung von 2 an B-Alaninamid 13
wurde die 2-Aminogruppe durch Behandlung mit Piperidin
freigelegt. Kupplung der SDA 1 an dieses sterisch gehinderte
Amin erfolgte mit einer Ausbeute von 79 % nach Séulen-
chromatographie an Kicselgel unter Bildung von 18. In
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Schema 4. Synthese des verzweigten Oligomers 20.

diesem Fall wurden O-(7-Azabenzotriazol-1-y1)-1,1,3,3-tetra-
methyluronium-hexafluorphosphat (HATU) und 1- Hydroxy—
7-aza-1H-benzotriazol (HOAt) als Kupplungsreagentien ein-
gesetzt. Reduktion des Azids in Gegenwart der hydrogeno-
lytisch labilen Fmoc-Gruppe gelang unter Staudinger-Bedin-
gungen.”! AnschlieBende Kupplung mit 1 fiihrte zum ver
zweigten Oligomer 19 in einer Ausbeute von 73 % iiber zwei
Schritte. Die Totalentschiitzung von 19 wurde in drei Schrit-
ten ausgefiihrt. Behandiung mit TFA/CHCI, (1:1) bewirkte
komplette Boc-Entfernung und partielle Spaltung der MOM-
Gruppen, die durch Zugabe einer kleinen Menge Wasser
vervollstédndigt werden konnte. Ein einheitlicheres Produkt
wurde jedoch durch Entfernung der MOM-Gruppen mit
konz. HCl in Methano! erhalten. Schliefllich wurden die
Fmoc-Gruppen durch Behandlung mit Piperidin in DMF
entfernt und das gebildete 20 durch RP-HPLC mit zugesetz-
tem lonenpaar-Reagens Pentafluorpropionsiure gereinigt.''®!
20 ist das erste Zuckeraminosdure-Oligomer, in dem eine
Verzweigung tiber zwei Amidbindungen erreicht wird.
Zusammenfassend haben wir die divergente Synthcse der
SDA-Bausteine 1 und 2 und ihre Anwendung zum effizientcn
Aufbau der Oligosaccharidmimetika 16 und 20 vorgestellt,
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die crste Beispiele ciner neuen Klasse von Aminoglycosidmi-
metika sind. Das Schutzgruppenmuster von 1 und 2 ist mit
konventioneller Fmoc-Festphasenpeptidsynthese kompatibel
und beinhaltet die Option, verzweigte Strukturen zu erzeu-
gen. Zukiinftige Anwendungen schlieBen den Einsatz von
SDA-Bausteinen zum Aufbau kombinatorischer Bibliothe-
ken von Aminoglycosidmimetika ein. Da sich SDAs auf
unterschiedliche Weisen miteinander verkniipfen lassen, ldsst
sich bereits mit einem kleinen Satz unterschiedlicher Zucker-
diaminosduren cin hohes Maf} an Diversitit erzeugen.
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