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Eine Strategie zur Glycosylierung in zwei
Richtungen fiir die Festphasensynthese von
Trisaccharidbibliotheken

Tong Zhu und Geert-Jan Boons*

In den letzten Jahren konzentriete man sich bei der Suche
nach neuartigen pharmakologischen Wirkstoffen zunehmend
auf die Herstellung von ,chemischen Bibliotheken“ als
mogliche Quellen fiir neue Leitstrukturen.['**l Die kombina-
torische Chemie wurde in erster Linie fiir die Herstellung von
Substanzbibliotheken aus Peptiden, Nucleinsduren und eini-
gen weiteren kleinen Molekiilen entwickelt,!'!] und nur sehr
wenige Publikationen befassen sich mit kombinatorischer
Kohlenhydratchemie.” Wir berichten hier iiber die Synthese
einer kombinatorischen Saccharidbibliothek an einem festen
Tréager, wobei alle erhaltenen Glycoside gezielt in Form von
Anomerengemischen anfielen. Dieser Ansatz beriicksichtigt
auch solche Probleme, die mit der klassischen Festphasen-
Oligosaccharidsynthese zusammenhéngen.Pl AuBerdem wird
eine neuartige Strategie zur Glycosylierung in zwei Richtun-
gen® zum Aufbau der Oligosaccharide an fester Phase
eingesetzt, bei dem das immobilisierte Saccharid sowohl als
Glycosyldonor als auch als -acceptor dienen kann.

Die strategischen Uberlegungen fiir die Herstellung von
Trisaccharidbibliotheken sind in Schema 1 zusammengefaft.
Thioglycosylbausteine 1 werden auf einem festen Trager

[*] Prof. G.-J. Boons, T. Zhu
School of Chemistry, The University of Birmingham
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durch die Kniipfung einer Amidbindung zwischen der Car-
bonsdurefunktion eines Bernsteinsdurefragments und der
Aminogruppe eines Glycin-modifizierten Polymers immobi-
lisiert. Dabei gingen wir davon aus, da3 die Bildung einer
Amidbindung zu einer sehr zuverldssigen Immobilisierung
fithren wiirde. Dennoch kann ein Produkt spéter leicht vom
festen Tréger freigesetzt werden, indem man unter basischen
Bedingungen die Esterbindung zwischen dem Kohlenhydrat-
rest und der Bernsteinsduregruppe spaltet. Als fester Trager
wurde mit Glycin derivatisiertes TentaGel(TG)-Hydroxyharz
2 gewihlt, um die groBe Flexibilitdt und Beweglichkeit seiner
Polyethylenglycoleinheiten zu nutzen und so eine hohe
Reaktivitdt der immobilisierten Verbindungen sicherzustel-
len.P!l Ein polymergebundenes Saccharid 3 kann zunichst als
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Schema 1. Eine Zweiwege-Strategie fiir die Synthese von Trisaccharidbi-
bliotheken.

Glycosyldonor, mit einem geldsten Glycosylacceptor 4 zu
einem Disaccharid § reagieren. Dabei soll eine Oligomerisie-
rung durch einen ausreichenden Abstand zwischen den
immobilisierten Substrateinheiten verhindert werden. Das
erhaltene Disaccharid kann sofort in einem néchsten Schritt
als Glycosylacceptor mit einem Thioglycosid 6 in Losung zu
einem polymergebundenen Trisaccharid 7 umgesetzt werden.
Eine Substanzbibliothek erhilt man durch ,,Mischen und
Teilen“ (mix and split). So kann 3 in einzelnen Glycosylie-
rungsreaktionen an eine Reihe von Acceptoren gekuppelt
werden, die Produkte werden dann gemischt und in gleiche
Portionen von polymergebundenen Acceptorgemischen auf-
geteilt. Diese Gemische werden dann jeweils mit einem
Donor glycosyliert und ergeben nach Abspaltung von der
Festphase und Entfernen der Schutzgruppen eine Substanz-
bibliothek mit jeweils bekannter Untereinheit am nichtredu-
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zierenden Ende (Methode A). Alternativ kann 3 als Acceptor
agieren: Die Kupplung mit einem Donor 8 (X =F, SOPh oder
OCNHCCI,) liefert einen polymergebundenen Glycosyldo-
nor 9, der anschlieBend mit einem Acceptor 4 zu einem
Trisaccharid gekuppelt wird. Durch Mischen und Teilen wird
eine Trisaccharidbibliothek mit jeweils bekannter Unterein-
heit am reduzierenden Ende der Saccharide erhalten (Me-
thode B). Ein wesentliches Prinzip ist dabei, daB jede
Glycosylierung unter Bedingungen stattfindet, unter denen
Anomerengemische entstehen. Wir entwickelten dazu vor
kurzem!®! eine durch N-Iodsuccinimid/Trimethylsilyltrifluor-
methansulfonat (NIS/TMSOTT) vermittelte Glycosylierung!”!
von Thioglycosiden bei Raumtemperatur in Dichlormethan,
die zuverldssig zu Anomerengemischen fiihrt.

Die Umsetzung des Dibutylzinnacetals des Diols 11 mit
Bernsteinsdureanhydrid lieferte 12 in der sehr guten Aus-
beute von 85% (Schema?2). Durch Anbindung von 9-
Fluorenyloxycarbonyl(Fmoc)-geschiitztem Glycin an Tenta-
Gel-Hydroxyharz 13 (0.37 mmol pro Gramm Harz) unter
Standardbedingungen® und anschlieBende Entfernung der
Fmoc-Gruppen mit Piperidin erhielt man das Polymer 2. An
diesem wurde 12 durch Kniipfung einer Amidbindung in
Gegenwart von Benzotriazol-1-yloxytris(N-pyrrolidinyl)-
phosphonium-hexafluorophosphat (PyBOP) immobilisiert,
so daf} das polymergebundene Monosaccharid 15 erhalten
wurdel® (Schema 2). Dieses wurde mit 16 in Gegenwart von
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Schema 2. Synthese des polymergebundenen Thioglycosids 15. a) Trifluor-
essigsdure (TFA), CH,Cl,, 95%; b) Bu,Sn(OMe),, Benzol, Dean-Stark-
Bedingungen, dann Bernsteinsdureanhydrid, Pyridin, 85%; c¢) N,N'-Diiso-
propylcarbodiimid (DIC), 4-Dimethylaminopyridin (DMAP), Fmoc-
GlyOH, DMF; d) Piperidin (20% in DMF), >90% Gesamtausbeute;
e) PyBOP, Diisopropylethylamin (DIPEA), DMF.

\

2 + 12

NIS/TMSOTf zum gewiinschten Disaccharid 17 gekuppelt,
welches nach dem Waschen als Acceptor mit dem perben-
zylierten Thioglycosyldonor 18 unter Bildung des Trisaccha-
rids 19 glycosyliert wurde (Schema 3). Wegen der Unvoll-
stiandigkeit der Reaktion (die 4'-OH-Gruppe von 17 ist nicht
ausreichend reaktiv) wurde der letzte Kupplungsschritt wie-
derholt. Die Vollstindigkeit jedes Reaktionsschritts wurde
diinnschichtchromatographisch und durch matrixunterstiitzte
Laserdesorptions/ionisations-Flugzeit(MALDI-TOF)-MS-A-
nalyse der Rohprodukte abgesichert, die dafiir jeweils durch
basische Bahandlung von einigen Polymerperlen (3-5 mg)
freigesetzt wurden. Durch Umsetzung von 19 mit MeONa/
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Schema 3. Synthese des Trisaccharids 20 (Methode A). a) NIS/TMSOTH,
CH,(Cl,, 4A-Molekularsieb; b) MeONa, MeOH, 14-Dioxan, dann
DOWEXS50(H*)-Ionenaustauscherharz.

MeOH in 1,4-Dioxan erhielt man schlieBlich das Trisaccharid
20 (ca. 65% Gesamtausbeute bezogen auf die Beladung des
Harzes; Schema 3). Das NMR- und das MS-Spektrum zeigten
klar, daf keine Oligomerisierung stattgefunden hatte und daf3
alle Glycoside in Form von Anomerengemischen gebildet
worden waren (Glc(1-4)Glc: a:f~2:1; Glc(1-6)Gal: a:f=
1:1). Die NIS/TMSOTf{-vermittelte Glycosylierung von Thio-
glycosiden in Dichlormethan harmoniert demnach bestens
mit der verwendeten Festphase und der eingesetzten An-
kergruppe. Bemerkenswerterweise sind die Glycosylierungs-
geschwindigkeiten im Vergleich zu denen der entsprechenden
Reaktionen in Losung (Reaktionszeit 5—10 min) deutlich
herabgesetzt (Reaktionszeit 4 h). Dies beeintriachtigt die
Zuverlassigkeit dieser Glycosylierungsmethode jedoch nicht.

Ermutigt durch diese Ergebnisse untersuchten wir den
Glycosylacceptor 22, der eine unreaktive 4-Hydroxygruppe
aufweist. Leider lieferte die Kupplung von 15 mit 22 in
Gegenwart von NIS/TMSOTT das mit geringen Mengen (5-
10 %) oligomerer Nebenprodukte verunreinigte Produkt 23
(Schema 4). Ein dhnliches Ergebnis wurde bei Verwendung
des weniger flexiblen Merrifield-Harzes (1% vernetzt) als
Festphase erhalten. Daher haben wir die Hydroxygruppe von
15 als Tetrahydrpyranyl(THP)-Ether geschiitzt, um eine
Oligomerisierung zu verhindern. Die entsprechende Umset-
zung von 15 mit 3,4-Dihydro-2-pyran (DHP) in Gegenwart
von Pyridinium-p-toluolsulfonat (PPTS)! lieferte 21 in
nahezu quantitativer Ausbeute; dieses wurde erfolgreich mit
22 zum Disaccharid 24 umgesetzt (Schema4). Die THP-
Schutzgruppe von 24 wurde leicht mit Essigsdure/Wasser
unter Bildung von 23 abgespalten.
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Schema 4. Synthese des polymergebundenen Trisaccharids 23. a) NIS/
TMSOT{, CH,Cl,, 4A-Molekularsieb; b) DHP, PPTS; c) AcOH, THF,
H,O0.

Immobilisiertes 12 war bei der Kupplung mit einem
perbenzylierten Trichloracetimidatdonor ebenfalls ein guter
Glycosylacceptor. So lieferte die TMSOTf-vermittelte Kupp-
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lung von 15 mit einem UberschuB an 25 das polymerge-
bundene 26, das weiter mit dem Acceptor 16 zum Trisaccharid
19 gekuppelt wurde (60 % Gesamtausbeute, bezogen auf die
Beladung des Polymers; Schema 5).
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Schema 5. Synthese des polymergebundenen Trisaccharids 19 (Metho-
de B). a) TMSOTY, CH,Cl,, 4A-Molekularsieb; b) NIS/TMSOTf, CH,Cl,,
4A-Molekularsieb.

Um die hier vorgeschlagene Strategie zu {iiberpriifen,
synthetisierten wir eine relativ kleine Bibliothek aus 12
Trisacchariden (Schema 6). Die drei Glycosylacceptoren 22,
27 und 28 wurden in separaten Reaktionen unter Verwendung
von NIS/TMSOT( mit 21 zu den drei, als Anomerengemische
anfallenden Disacchariden 24, 29 bzw. 30 gekuppelt. Die
Harzperlen der drei Ansdtze wurden vereinigt, die THP-
Gruppen mit HOAc/THF/H,O (4/2/1)["!! entfernt, und die
Mischung dieser Disaccharidacceptoren wurde mit dem
Glycosyldonor 33 unter erneuter Verwendung von NIS/
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Schema 6. Synthese der Trisaccharidbibliothek 36. a)NIS/TMSOTH,
CH,Cl,, 4A-Molekularsieb; b) AcOH/THF/H,0 (4/2/1), 50°C; c) MeONa,
MeOH, 14-Dioxan, dann DOWEXS50(H")-Ionenaustauscherharz;
d) Pd(OAc),, H,, EtOH.

TMSOTI! gekuppelt. Die Trisaccharidbibliothek wurde vom
Polymer abgespalten, nachdem die Disaccharide laut Diinn-
schichtchromatogramm und MALDI-TOF-MS vollstindig
umgesetzt worden waren. Die Bibliothek wurde durch Aus-
schluB-Siulenchromatographie (LH-20; CH,Cl,/MeOH, 1/1
(v/v)) gereinigt, und die Benzylgruppen wurden durch Hy-
drierung an Pd(OAc), entfernt. Man erhielt die entschiitzte
Bibliothek 36 (Gesamtausbeute 55 %, bezogen auf die Bela-
dung des Harzes).["?l
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Die Zusammensetzung dieser Verbindungsbibliothek wur-
de in bezug auf die enthaltenen Monosaccharide analysiert.
Ein Teil der Trisaccharidbibliothek wurde dazu mit wiBriger
Trifluoressigsdure (2Mm) 4 h bei 100°C behandelt. Die HPLC-
Analyse (Dionex, PA1-Siule, gepulste amperometrische
Detektion) des entstandenen Monosaccharidgemisches er-
gab, da Galactose, Glucose und Mannose ungefihr im
erwarteten Verhiltnis vorlagen.['3]

Wir haben hier eine hocheffiziente Methode zur Synthese
von Oligosaccharid- und Saccharidbibliotheken an fester
Phase beschrieben. Saccharide konnen zuverlédssig durch
Kniipfung einer Amidbindung zwischen einer Succinimid-
Ankergruppe und einem Glycin-modifizierten TentaGel-
Hydroxyharz immobilisiert werden. Die Produkte jedes
Reaktionsschritts konnen nach Spaltung der basenlabilen
Esterfunktion der Ankergruppe einer kleinen Harzmenge
durch MALDI-TOF-MS und Diinnschichtchromatographie
analysiert werden. Die Glycosylierungen erfolgen in zwei
Richtungen: Das immobilisierte Thioglycosid reagiert zu-
nichst als Donor; das Produkt, das eine freie Hydroxygruppe
enthilt, wird in einer anschlieBenden Glycosylierung als
Acceptor verwendet und mit einem Thioglycosyldonor gly-
cosyliert. Durch Anwendung der Mischen-und-Teilen-Strate-
gie erhielt man eine Substanzbibliothek mit einem bekannten
Monosaccharid am nichtreduzierenden Ende. Immobilisiertes
12 kann ebenso als Glycosylacceptor eingesetzt werden; die
erhaltenen Disaccharide sind geeignete Glycosyldonoren.

Experimentelles

Allgemeine Arbeitsvorschrift fiir die NIS/TMSOTf-vermittelte Glycosy-
lierung an fester Phase: Der polymergebundene Thioglycosyldonor
(0.1 mmol) wurde in einem Rundkolben mit Dichlormethan gerade eben
bedeckt und 15 min gequollen. Der Glycosyldonor (0.5 mmol) in Dichlor-
methan sowie 4A-Molekularsieb (200 mg, Perlen) wurden zugegeben, und
die Suspension wurde bei Raumtemperatur 15 min geschiittelt. Anschlie-
Bend wurden NIS (0.5 mmol) und TMSOTS (0.05 mmol) zugegeben, und
das Reaktionsgemisch wurde bei Raumtemperatur 2—4h geschiittelt.
Nach dem Abdekantieren des Molekularsiebs wurde das Harz nacheinan-
der mit DMF (3 x 20 mL), Dichlormethan (3 x 20 mL) und Methanol (3 x
20 mL) gewaschen und 24 h bei vermindertem Druck iiber P,O5 getrock-
net.

Fingegangen am 27. Februar 1998 [Z11529]
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Verringerung des NO,-Gehalts in Abgasen aus
Magermixmotoren durch NO,-Reduktion an
silberhaltigen Zeolithkatalysatoren**

Johan A. Martens,* Anne Cauvel, Agna Francis,
Chris Hermans, Frangois Jayat, Marc Remy,
Michael Keung, Jan Lievens und Pierre A. Jacobs

Benzin- und Dieselmotoren, die Treibstoffe in denen in
Gegenwart von Luft im UberschuB verbrannt werden, sind
heutzutage die bedeutendsten Fahrzeugmotoren,!! doch sind
die Emissionen an Stickstoffoxiden (NO,=NO +NO,) un-
vertretbar hoch.l Obwohl die katalytische, selektive NO,-
Reduktion mit Kohlenwasserstoffen im Abgas oder im
Brennstoff unter oxidierenden Bedingungen (Lean DeNOx)
intensiv untersucht wurde,>7! stehen dem Durchbruch dieser
interessanten Technologie die niedrigen Aktivitdten, der
schmale Temperaturbereich und die ungeniigende Bestdndig-
keit der Katalysatoren entgegen.®l Wir berichten hier dar-
iiber, daf} durch den partiellen Austausch von Protonen gegen
Silberionen erhaltene Zeolithe einzigartige Redoxsysteme
sind, die die bekannten Katalysatoren zur NO,-Reduktion
iibertreffen, ohne deren Nachteile aufweisen. In Gegenwart
von Sauerstoff im UberschuB sind Silberionen die einzigen
Ubergangsmetallionen, die sich nicht vom Zeolith ablosen,)
so daBl die Katalysatorstabilitdt ausschlieflich von der
Dampfstabilitdt des H-Zeoliths abhédngt. Das Zeolithgeriist,
dessen Brgnsted-Aciditdt sowie das spezifische, durch den
Zeolith bedingte Redoxverhalten der Silberionen sind die
drei Hauptfunktionen des Katalysators, die bei der Stickstoff-
bildung zusammenspielen. Dabei werden die Stickstoffatome
von NO,-Molekiilen iiber intermedidre Nitro-, Amino- und
Diazoniumverbindungen zusammengefiihrt.

Unterhalb von 400 °C sind Silberkatalysatoren zur Reduk-
tion von NO in Abgasen aus Magermixmotoren recht inaktiv,
wenn keine sauerstoffhaltigen Kohlenwasserstoffe als Reduk-
tionsmittel zugesetzt werden.'’”l Bei der Reduktion von NO
mit Kohlenwasserstoffen weisen Silberzeolithe gegeniiber
Kupfer- und Cobaltzeolithen keine Vorteile auf.l'l Wir
verwendeten eine synthetische Gasmischung, die zur Nach-
ahmung der realen Abgaszusammensetzung als NO,-Kom-
ponente NO, enthielt, und setzten diese an einem Festbett-
katalysator bei hohem Gasstrom um. In Abbildung 1 sind die
an Ubergangsmetallionen-beladenen Ferrierit(FER)- und
Mordenit(MOR)-Zeolithen erhaltenen Kurven der Reduk-
tionen von NO, zu N, bei verschiedenen Temperaturen
gezeigt. Bei allen Temperaturen sind die Silberzeolithe
superaktiv. Der Ag/H-FER-Katalysator setzt zwischen 250
und 450°C sogar mehr als 60 % NO, zu N, um.
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