
CPh, 
14 ___) 

EDCI, HOBt 
68% LiOH 19R=Me kE/ 

98% = 2 0 R = H 7  CPh, 

Me 

Me' 

21 R=BOC 
99% 22 R = H-HCI 

23 R = BOC, R1 = CPh, 
1 R = R ' = H  

R1 60% 
Schema 2. Synthese von Deglycobleomycin A,. 

LiOH, THF/CH,OH/H,O 3 : 1 : 1 ; 0 "C, 1.5 h, 98 %) zu 20 
und anschliel3ende direkte Verknupfung mit synthetisch her- 
gestelltem Tetrapeptid S 22 zu 23 [ '* ]  (3 Aquiv. Dicyclo- 
hexylcarbodiimid (DDC), 1 .O Aquiv.HOBt, 2.5 Aquiv. 
NaHCO,, DMF, 25 "C, 72 h, 64%) verlief ohne Einfiihrung 
weiterer Schutzgruppen. Die abschliel3ende Deblockierung 
von 23 (Trifluoressigsaure (TFA), 25 "C, 45 min, 60 W) ergab 
Deglycobleomycin A, 1 das nach den Ergebnissen von 
'H-NMR- und IR-Spektroskopie sowie normaler und hoch- 
auflosender Massenspektrometrie, aber auch von Diinn- 
schichtchromatographie und HPLC mit authentischem Ma- 
terial ["] identisch war. 
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S-glycosylierte Cyclopeptide ** 
Von Munfrrd Gerz, Huns Mutter und Horst Kessler* 

Die immense biologische Bedeutung natiirlicher Glyco- 
peptide legt den Gedanken nahe, Modifikationen der- 
selben zu pharmazeutischen Zwecken einzusetzen. Ein Ziel 
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ist dabei die Erhohung der Stabilitat einer solchen Substanz 
unter physiologischen Bedingungen. Wahrend der Peptidteil 
durch Cyclisierung vor der Proteolyse durch Exopeptidasen 
geschiitzt werden kann, bietet sich fur die Stabilisierung der 
Glycosidbindung des Saccharidteils der Ersatz von Sauer- 
stoff durch Schwefel an. Die hohere chemische Stabilitat von 
S-Glycosylaminosauren ist durch Untersuchungen von Ba- 
ran und Drabarek belegt [41. Cyclische S-Glycopeptide wer- 
den zweckmaI3igerweise durch Peptidsynthese mit glycosy- 
lierten Aminosaurebausteinen hergestellt, da eine nachtrag- 
liche Glycosylierung cyclischer Peptide aufgrund ihrer Kon- 
formation unter Umstanden nicht moglich ist. Durch den 
Vergleich der Raumstruktur eines cyclischen S-Glycopepti- 
des als Modellverbindung rnit analogen cyclischen Glyco- 
peptiden ist ein Studium von Peptid-Kohlenhydrat-Wechsel- 
wirkungen moglich. 

Wir beschreiben nun einen neuen Zugang zu S-glycosy- 
lierten Cysteinderivaten (siehe Tabelle 1 )  und deren Verwen- 
dung zur Synthese des cyclischen glycosylierten Hexapeptids 
cyc~o-(~-Pro ' -Phe~-A~a~-Cys~(~-D-gd~actopy~dnosy~)-Phe~-  
Phe6-). Dessen Struktur in [DJDMSO wurde durch 
Kombination von 2D-NMR-Spektroskopie und Molekiil- 
dynamik(MD)-Simulationen bestimmt und mit den Struktu- 
ren analoger Hexapeptide verglichen. 

Die bisherigen Synthesen von S-Glycosylcysteinbaustei- 
nen [4 -  61 lieferten S-glycosylierte Aminosaurederivate, de- 
ren Amino-, Carboxy- und Hydroxyfunktionen nicht ortho- 
gonal geschiitzt waren und die sich damit fur die Peptidsyn- 
these nicht eigneten. Eine Ausnahme bildet die kiirzlich von 
Eloffson et al. vorgestellte S-Glycosylierung C-terminal un- 
geschiitzter Fmoc-Aminosauren unter Lewis-Saure-Kataly- 
se, deren Produkte zur Festphasensynthese hearer  S-Glyco- 
peptide eingesetzt wurden 17]. 

Zur Darstellung eines tert-Butoxycarbonyl(B0C)-geschiitz- 
ten Glycosylcysteinderivates mit freier Carboxyfunktion wird 
N,N'-Bis(tert-butoxycarbony1)cystin zunachst rnit Triethyl- 
phosphan [*I reduziert (92 %), und das erhaltene Cysteinderi- 
vat mit Natriumhydrid in das Dianion iiberfiihrt, welches 
rnit 2,3,4,6-Tetra-0-acetyl-cl-~-galactopyranosylbromid (Ace- 
tobromgalactose) in 66 % Ausbeute zur S-Glycosylamino- 
saure umgesetzt werden kann (Weg A). Eine hohere Ausbeute 
erzielen wir durch Reduktion und Deprotonierung in einem 
Schritt (Weg B) : Reduktion von N,N'-Bis(tert-butoxycarbo- 
ny1)cystin rnit Natrium in fliissigem Ammoniak liefert direkt 
das S,O-Dianion, das nach Entfernen des Ammoniaks in 
wasserfreiem THF aufgenommen wird und nach Umsetzung 
rnit Acetobromgalactose in 75 YO Ausbeute das gewiinschte 
/l-Thiogalactosid ergibt (Schema 1). 

Aufgrund von Reinigungsproblemen bei Produkten mit 
freier Carboxyfunktion werden auch die S-glycosylierten, C- 
und N-terminal geschutzten Cysteinderivate dargestellt, die 
im Gegensatz zu den erstgenannten gut durch Chromatogra- 
phie an Kieselgel zu reinigen waren. Ogawa et al. setzten 

s, 
yH2 

.C,OH k 5 %  

OAc yH2 
C ,OH 

C 75% 
B) 

Schema 1. a) Triethylphosphan, THF/Wasser (9: 1); b) 1. NaH, THF, 2. Aceto- 
bromgalactose; c) 1. Na, NH, fltissig, 2.  Acetobromgalactose, THE 

/3-konfigurierte Peracetylzucker zu Methyl-j-thioglycosiden 
um C91.  Z-Cys(Bu,Sn)-OBzl (Z = Benzyloxycarbonyl), das 
durch azeotrope Stannylierung von Z-Cys-OBzl mit 
(Bu,Sn),O in Toluol am Wasserabscheider dargestellt wur- 
de [''I? ergibt bei der Umsetzung rnit Pentaacetyl-j-D-galac- 
tose unter SnC1,-Katalyse das 8-konfigurierte Produkt in 
51 Yo Ausbeute. Unter Koenigs-Knorr-Bedingungen 
gelingt die S-Glycosylierung des gleichen Aminosaurederi- 
vats rnit Acetobromgalactose und HgBr, in 60 % Ausbeute. 
Die Glycosylierungsausbeute hangt deutlich vom Raumbe- 
darf der Schutzgruppe der Aminofunktion ab: Die BOC- 
Schutzgruppe verhindert die Glycosylierung vollstandig, 
auch bei gleichzeitigem Schutz der Carboxyfunktion durch 
die sterisch anspruchslose Allylgruppe (auf Schwierigkeiten 
bei der Glycosylierung von BOC-geschiitzten Aminosauren 
stieI3en bereits Paulsen et a1.['21). Mit der Benzyloxycarbo- 
nyl-Schutzgruppe hingegen gellngt die Glycosylierung der 
Thiolfunktion in guten Ausbeuten, insbesondere bei gleich- 
zeitigem Schutz der Saurefunktion als Allylester. Die Allyl- 
ester wurden durch Veresterung der N,N'-geschutzten 
Cystinderivate mit Allylbromid nach dem Caesiumcar- 
bonat-Verfahren hergestellt [l 31 und die Disulfidbrucke an- 
schliehend rnit Triethylphosphan gespalten. Der Einsatz ei- 
nes Disaccharids als Glycosyldonor vermindert die Aus- 
beute nicht, wie die in 85  % Ausbeute verlaufende Thiogly- 
cosidierung von Acetobromcellobiose mit Z-Cys-OAll be- 
weist. Das Tripeptid BOC-Phe-Cys-Ala-OBzl ist jedoch un- 
ter den genannten Bedingungen nicht glycosylierbar ; 
moglicherweise ist die Thiolfunktion in eine Wasserstoff- 
briicke eingebunden und damit zur Bildung des Thioglyco- 
sids nicht mehr reaktiv genug. In allen Fallen werden nur die 
p-Thioglycoside isoliert, wie von Zuckern rnit einer Acetat- 
funktion in 2-Stellung zu erwarten. Tabelle 1 fafit die Ergeb- 
nisse der Glycosylierungsversuche zusammen. 

Tabelle 1, Ausbeuten der Glycosylierungsversuche verschiedener Thiolamino- 
siurederivate unter Koenigs-Knorr-Bedingungen rnit HgBr, als Promotor. 

Acceptor Donor Ausb. [Yo] 

Z-Cys(Bu,Sn)-OBzl 
2-Cys(Bu,Sn)-OBzl 
Z-Cys-OBzl 
BOC-Cys-OBzl 
BOC-Cys-OAII 
BOC-u-Pen-OAll [b] 
BOC-Phe-Cys-Aka-OBzl 
Z-Cys-OAll 
Z-Cys-OAll 

Pentaacetyl-fl-D-galactose 51 [a1 
Acetobromgalactose 60 
Acetobromgalactose 71 
Acetobromgalactose 
Acetobromgalactose 
Acetobromgalactose 
Acetobromgalactose 

Acetobromcellobiose 85 
Acetobromgalactose I 1  

[a] SnC1, als Promotor; [b] u-Pen = o-Penicillamin [fl,fl-Dimethylcystein). 
Z = Benzyloxycarbonyl. 

Diese S-Glycosylcysteinderivate werden weiterhin zur 
Synthese des cyclischen Glyco-Hexapeptids CyCb(D-Pr0'- 
PheZ-Ala3-Cys4(~-~-galactopyranosyl)-Phe5-Phe6-) einge- 
setzt. Wie in Schema 2 dargestellt, erhalt man durch eine 
[3 + 31-Fragmentkondensation das lineare Hexapeptid, das 
nach Cyclisierung (Azidodiphenylphosphat, NaHCO,) und 
Desacetylierung (NaOCHJMethanol) das gewunschte Pro- 
dukt liefert. Diese Verbindung erganzt die bereits beschrie- 

clo-(o-Pro'-Phe2-AIa3-Xaa4-Phe5-Phe6-) [mit Xaa = Gln(N- 
2-acetamido-2-desoxy-/3-~-glucopyranosyl) oder Ser(0-/3- 
lactopyranosyl)]. 

Zur Strukturaufklarung des vollstandig deblockierten cy- 
clischen Glycopeptids wurden alle 'H- und 13C-Kerne NMR- 

Als experimentelle Parameter wurden sowohl homo- und 

benen sequenzhomologen N- und 0-Glycopeptide [14, 15] CY- 

spektroskopisch zugeordnet (zur Methodik siehe Lit.[',- ). 
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BOC --OH H -- OMe BOC --OH H -- 
BOC a OMe BOC 

Z--OH H OMe BOC--OH H 

z o  OMe BOC 

z c  OH H 

Z I 

b 

a 

OBZI 

OBzl 

OBzl 

OBzl 

OBzl 

OBzl 

AcO ,OAc 

e 

R =  AcO % 
Schema 2. Synthese des cyclischen Glycopeptids cyclo-(o-Pro'-Phe2-Ala3- 
Cys4(~-tetra-O-acetyI-galactopyranosyl)-Phes-Phe6-). a) EtN=C=N(CH,),- 
NMe, . HCI (EDCI), 1-Hydroxy-1 H-benzotriazol (HOBt), THF/Dimethyl- 
acetamid (2:l); b) Trifluoressigsiure (TFA), Dichlormethan; c) 1 N NaOH, 
2-Propanol. d) H,, Pd/C. Methanol; e) Azidodiphenylphosphat, NaHCO,, Di- 
methylformamid (DMF), Z = Benzyloxycdrbonyl. 

heteronucleare Kopplungskonstanten als auch 4 3  NOE- 
Werte aus den Spektren extrahiert. Die aus der quantitativen 
Analyse der NOES erhaltenen Abstande wurden bei den dar- 
auffolgenden MD-Simulationen zur Konformationsanalyse 
als Distanzbeschrankungen mit einbezogen. Im GROMOS- 
Kraftfeld wurden zusatzliche Parameter fur die thioglycosi- 
dische Bindung eingefiihrt: Der C-S-Abstand von 181 pm 
und der C-S-C-Winkel von 100.2" wurden nach rontgenkri- 
stallographischen Daten fur /3-Thiogiycoside gewahlt 1' ' 1 .  
Die Kraftkonstanten wurden gegeniiber 0-Glycosiden nicht 
verandert. 

als Solvens 
erhaltene gemittelte Struktur (mit einer zusatzlichen Ener- 
gieminimierung, um physikalisch unrealistische Artefakte zu 

Die aus einer MD-Simulation in DMSO 

Abb. 1. Stereodarstellung der iiberwiegend populierten Konformation des cy- 
clischen Glycopeptides c)clo-(-~-Pro'-Phe~-A~a'-Cys~(~-D-galactopyranosyl)- 
Phes-Pheh-) in [DJDMSO. Diese Struktur entspricht der Mittelung iiber die 
letzten 70 ps einer 100-ps-MD-Simulation in DMSO mit dem Programmpaket 
GROiMOS [18]. Die experimentellen Daten wurden aus 600 MHz-NOESY- 
Messungen abgeleitet. Sie wurden als Distanzbeschrdnkungen bei den MD-Si- 
mulationen verwendet. Die Vorgehensweise der Rechnungen entspricht einem 
bereits beschriebenen Standardprotokoll [lo]. Die Seitenkettenkonformationen 
entsprechen denen der NMR-spektroskopisch bestimmten vorwiegend popu- 

eliminieren) ist in Abbildung 1 als Stereodarstellung wieder- 
gegeben. Zwei transanulare Wasserstoffbrucken (Ala3- 
NH . . . OC-Phe6 und Phe6-NH. . OC-Ala3) schlieRen zwei 
Standard-/3-Schleifen ein: Im ,,unteren" Molekiilteil wird ei- 
ne sehr starre jII'-Schleife mit D-Pro' in der i + 1 -Position 
gefunden, in der entgegengesetzten Halfte resultiert aus den 
MD-Simulationen eine PI-Schleife. Eine detaillierte Analyse 
der NOES in diesem Strukturelement fiihrt allerdings - wie 
auch bei einer Reihe analoger Peptide - zu der Annahme, 
daR aufgrund innerer Dynamik zwei oder mehrere Schleifen- 
strukturen (/3I,PII) im Gleichgewicht vorliegen [14, "I. Das 
Muster der Peptid-Wasserstoffbriickenbindungen wird durch 
die Glycosylierung einer Aminosaure in i + I-Position einer 
P-Schleife nicht beeinflufit. Dies legen Vergleiche der Kon- 
formation des Thioglycopeptids rnit der Struktur des analo- 
gen, unglycosylierten Peptides cyclo-(~-Pro'-Phe~-Ala~-Ser~- 
Phe5-Phe6-) im Kristall und in Losung nahe [151. 

Zusammenfassend kann man feststellen, dal3 eine N-, 0- 
oder S-Glycosylierung in der i + I-Position einer /I-Schleife 
keinen dirigierenden Einflul3 auf Struktur oder Dynamik des 
Peptidgerusts ausubt. Vergleichende Konformationsstudien 
einer Reihe von glycosylierten Hexapeptiden legen den 
SchluR nahe, dal3 es moglich sein sollte, ein in vitro wirksa- 
mes Peptid durch Einbau von Glycosylarninosauren an ge- 
eigneter Position in seinen pharmakokinetischen und phar- 
makodynamischen Eigenschaften zu modifizieren, ohne die 
biologische Wirksamkeit der Stammverbindung zu verlieren. 
Man kann daher Saccharidsubstituenten mit ihren ,,Erken- 
nungsfunktionen" in gewissem Umfang an biologisch aktive 
Molekiile kuppeln, urn der pharmakologischen Wirkung ei- 
ne physiologische Adresse hinzuzufiigen (Wechselwirkung 
rnit Kohienhydrat-bindenden Rezeptoren) und so wirkort- 
spezifische Medikamente zu erzeugen. Die chemische und 
enzymatische Stabilitat der vorgestellten Thioglycopeptide 
diirfte bei der Verwirklichung eines solchen Konzeptes eine 
wichtige Rolle spielen. 
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