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Synthese von Fucopeptiden als Sialyl-Lewis*-
Mimetica**
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Die Ca?*-abhingige Wechselwirkung zwischen E-Selectin in
Endothelzellen und Sialyl-Lewis* (SLe*) von Neutrophilen ist
eine entscheidende Kohlenhydrat-Protein-Erkennung in der
frithen Phase nach Gewebeverletzungen und fithrt zu akuten
oder chronischen Entziindungen'!. Die Expression von E-Se-
lectin wird als Reaktion auf Entziindungsfaktoren wie Tumor-
nekrosefaktor (TNF), Interleukin-1p, Leukotrien B, , Neuroto-
xine und Endotoxine induziert, wihrend SLe* ein Bestandteil
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von Glycoproteinen und/oder Glycolipiden auf der Oberfliche
der Neutrophile ist. Die Unterdriickung der Wechselwirkung
zwischen SLe* und E-Selectin wird als ein effizienter Weg zur
Behandlung von Entziindungskrankheiten betrachtet, die von
Neutrophilen vermittelt werden™!. SLe* ist als Entziindungs-
hemmer vorgeschlagen worden. Das Tetrasaccharid kann aller-
dings nur bei akuten Symptomen angewendet werden, da es im
Blut instabil und bei oraler Applikation inaktiv ist. Auflerdem
ist es grundsatzlich schwierig, Tetrasaccharide in groBem Ma@-
stab zu synthetisieren. Es ist deshalb von grofBem Interesse, Oli-
gosaccharid-Mimetica zu entwickeln, die stabiler und aktiver
sind, eine hohere Bioverfiigbarkeit aufweisen und leichter herge-
stellt werden konnen.

Die Konformation von SLe* in Lésung!®! und die dreidimen-
sionale Struktur des humanen E-Selectins! sind bekannt. Auch
die fiir die Erkennung durch E-Selectin entscheidenden Struk-
turmerkmale von SLe* wurden bestimmt!®!. Wesentlich sind der
L-Fucose-, der D-Galactose- (Gal) und der Sialinsdurerest von
SLe*, wihrend die Funktion der N-Acetylglucosamineinheit nur
darin besteht, L-Fucose und Sialylgalactose zu verbinden. Sechs
funktionelle Gruppen des SLe*-Molekills, die 2-, 3- und 4-Hy-
droxygruppen von L-Fucose, die 4- und 6-Hydroxygruppen von
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Galactose und die Carboxylatgruppe der Sialinsdure, sind fiir
die Erkennung von E-Selectin notwendig. Verbindungen, die
diese funktionellen Gruppen in einer rdumlichen Anordnung
enthalten, die der der aktiven Konformation von SLe* ent-
spricht, wurden bereits entworfen und synthetisiert!s), Zwei da-
von weisen in Bindungsstudien mit E-Selectin &hnliche Aktivita-
ten wie SLe* aufl®d. So weist das C-verkniipfte Fucopeptid!®¥
eine hohe Aktivitit auf, doch scheinen sich'hier die Fucose- und
die Galactoseeinheit nicht in der gleichen rdumlichen Position
zu befinden wie die in SLe*. Wir stellen hier den Entwurf und die
Synthese eines einfachen Fucopeptids als SLe*-Mimeticum vor,
das im E-Selectin-Bindungstest die gleiche Aktivitit aufweist
wie SLe*, und vergleichen die Bindungsaktivitit dieses Mimeti-
cums mit den Aktivititen von Verbindungen mit dhnlichen
Strukturen. Das Fucopeptid 1a enthilt einen L-Fucoserest,
zwel Hydroxygruppen von (25,3 R)-2-Amino-3,4-di-
hydroxybuttersdure, die den 4- und 6-Hydroxygrup-
pen des Galactoserestes entsprechen, und die Carboxy-
latgruppe eines Glutarats als Aquivalent fiir die ne-
gativ geladene Gruppe der Sialinsdureeinheit. Mit
L-Threonin statt N-Acetylglucosamin sollte die Orien-
tierung der Glycosidbindungen imitiert werden kon-
nen. Tatséchlich ergaben Molecular-Modeling-Rech-
nungen, daf die rdumliche Anordnung der sechs
funktionellen Gruppen von 1a mit der bei SLe* {iber-
einstimmt. Die Verbindungen 2 und 3 wurden auf-
grund dhnlicher Uberlegungen entworfen, wobei hier
die Dihydroxyaminosdure durch andere Aminosdu-
ren ersetzt wurde, um deren Rolle bei der Erkennung
zu untersuchen.
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Die Synthese von 1a ist in Schema 1 gezeigt. L-Fucose wurde
zunichst nach einer bekannten Methode!”! in das Tribenzyl-
fucosylphosphit tberfithrt und mit Trifluormethansulfonsiure
(TfOH) oder Trimethylsilyltrifluormethansulfonat (TMSOTY)
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Schema 1. a) TfOH, CH,Cl,, —15°C, 1 h, 84%; b) 1. 30proz. TFA in CH,Cl,,
25°C, 30 min; 2. 1.5 Aquiv. HOBt, 1.5 Aquiv. EDCI, CH,Cl,, 0°C, 30 h, 60%; c)
1. 30proz. TFA in CH,Cl,, 25°C, 30 min; 2. Monobenzylglutarat, 1.5 Aquiv.
HOBL, 1.5 Aquiv. EDCI, CH,Cl,, 25°C, 20 h, 70%; d) H, (1 atm), 20 % Pd(OH),/
C., MeOH, 241, 50%; e) 1. Threonin-Aldolase, 86%; 2. BocN;, 90%. Bn
= PhCH,; Boc = rert-Butoxycarbonyl; Tf = CF;SO,; TFA = Trifluoressigsiure;
HOBt = Hydroxybenzotriazol; EDCI = N-Ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl)-
carbodiimid.

als Katalysator an Boc-L-Thr-OEt zu Boc-(¢Fuc3,4,5Bn,)-L-
Thr-OEt 4 gekuppelt (80% Ausbeute). Die Boc-Schutzgruppe
von 4 wurde ohne Spaltung der fucosidischen Bindung mit
30proz. TFA in CH,Cl, entfernt und das entstandene Amin mit
(25,3 R)- N-Boc-2-amino-4-benzyloxy-3-hydroxybuttersiure!®!
zu 5 umgesetzt. Nach Abspaltung der Boc-Schutzgruppe wurde
durch Kupplung an Monobenzylglutarat Verbindung 6 erhal-
ten. Die Benzylgruppen von 6 wurden durch Hydrierung an
20% Pd(OH),/C in MeOH entfernt, und 1a aus dem Rohpro-
dukt durch Chromatographie an Biogel P-2 in 54% Ausbeute
isoliert. Verbindung 1a und andere Schliisselintermediate wur-
den durch *H-NMR-Spektroskopie und hochauflésende Mas-
senspektrometrie charakterisiert (Tabelle 1). Die Verbindungen
2 und 3 wurden analog aus 4 dargestellt (Tabelle 1).

Bei einem E-Selectin-Inhibierungsassay wurden folgende
IC,,-Werte bestimmt: 1a: 0.55 mM; 2: 1.0 mM; 3: 1.3 mm™®]. Die
freie Sdure 1b weist eine geringere Aktivitit (IC;, =1.0 mm) als
der Ester 1a auf. Da sich die biologischen Aktivitdten von 1a
und SLe* nicht deutlich unterscheiden, sollten alle funktionellen
Gruppen, die fiir die SLe*-E-Selectin-Wechselwirkung notwen-
dig sind, in 1a vorhanden sein. Die etwas geringeren Aktivitdten
von 1b und 2 lassen sich vermutlich auf die Anwesenheit der
freien Carboxygruppe in der Threonineinheit zuriickfiihren. Die
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Tabelle 1. NMR-spektroskopische und massenspektrometrische Daten von 1-6.

1 (amorph); *H-NMR (400 MHz, D,0): 6 =4.98 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 4.61 (d, J
= 2.2 Hz, 1H), 4.56 (d, J =7.2 Hz, 1H), 4.46-4.44 (dd, J = 2.2, 6.4 Hz, 1H),
4.28-4.13 (m, 3H), 4.02-3.98 (m, 1H), 3.86—3.59 (m, 5H), 2.42-2.22 (m, 4H),
1.90-1.79 (m, 2H), 1.30-1.18 (m, 9 H); Negativ-Ionen-ES-MS (— 80 eV): m/z: 523
[(M — H)~; ber. fiir C,;H,(N,0,,: 524].

2 (amorph): 'H-NMR (400 MHz, D,0): § = 4.96 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 4.68-4.37
(m, 3H),4.07-3.63 (m, 7TH),2.43-2.37(m,4H),1.85-1.75(m, 2H), 1.23-1.13 (m,
6H), Negativ-Ionen-ES-MS (—80eV): m/z: 495 [(M —H)"; ber. fir
C H;3,N,0,;: 496].

3 (amorph): "H-NMR (500 MHz, D,0): § =7.02 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.69 (d, J
= 8.3 Hz,1H),4.81(d,J = 4.0 Hz, 1H),4.57(dd, J = 4.8,9.0 Hz, 1 H), 4.29-4.07
(m, 3H), 3.85(q, J = 6.5Hz, 1H), 3.74-3.55 (m, 3H), 3.05-2.99 (m, 1H), 2.81-
2.72 (m, 2H), 2.58-2.50 (m, 1H), 1.01 (d, J = 6.5Hz, 3H), 0.97 (d, J = 6.0 Hz,
3H); Negativ-lonen-ES-MS (— 80eV): mjz: 542 [(M —H)™; ber. fir
C;3H13N;0,,: 5431

4: '"H-NMR (400 MHz, CDCl,, TMS): § =7.25-7.40 (m, 15H; 3 x Ph), 5.34 (d, J
=9.6Hz, 1H; NH), 492 (d, J =11.6 Hz, 1 H; PhCH), 4.84 (d, / = 3.8 Hz, 1 H;
Fuc-1-H),4.79(d, J =11.4 Hz, 1H; PhCH), 4.76 (d, J =11.5 Hz, 1 H; PhCH), 4.67
(d,J =11.7 Hz, 1H; PhCH), 4.62 (d, J =11.9 Hz,1 H,PhCH), 4.60 (d, J =11.6 Hz,
1H; PhCH), 4.32—4.28 (m, 2H; Thr-a- und -§-H), 4.18 (dd, J =7.2, 10.8 Hz, 1 H;
Fuc-2-H}), 4.10-3.99 (m, 1 H; Fuc-5-H}), 3.80 (dd, J = 2.8, 10.1 Hz, 1 H; Fuc-3-H),
3.69 (q. J =7.0Hz, 2H; CH,CH,0), 3.60 (d, / = 2.4 Hz, 1H; Fuc-4-H}), 1.48 (s,
SH; tBu), 1.24 (t, J =7.2Hz, 3H; CH,CH,0) 1.21 (d, J = 6.5 Hz, 3H; Thr-Me),
1.06 (d, J = 6.4 Hz, 3H; Fuc-6-H); HR-MS fiir (C33H,,NO, + Cs)* [M + Cs*]:
ber. 796.2462, gef. 796.2485.

5: *H-NMR (400 MHz, CDCl,, TMS): § =7.21-7.50 (m, 20H; 4 x Ph), 5.38 (d, J
= 9.4 Hz, 1H; NH), 4.95-4.57 (m, 9H; 4 x PhCH,), 4.35-3.99 (m, SH; Thr-z-
und -g-H, CH(OH)CH,OBn, Fuc-2- und -5-H), 3.80-3.60 (m, 7H; CH,CH,0,
NHCH(CH(OH)CH,0Bn), Fuc-3- und -4-H), 1.48 (s, 9H; Bu), 1.24 (t, J
=72Hz 3H; CH,CH,0),1.21 (d,J = 6.5 Hz, 3H; Thr-Me), 1.06 (d, J = 6.4 Hz,
3H; Fuc-6-H); HR-MS fiir (C,oH4,N,0,, + Cs)* [M + Cs*]: ber. 1003.3357, gef.
1003.3315.

6: 'H-NMR (400 MHz, CDCl,, TMS): 6 =7.28-7.64 (m, 25H; 5 x Ph), 5.09 (s,
2H; COOCH,Ph), 4.97-4.54 (m, 9H; 4 x PhCH,, Fuc-1-H), 4.27-4.15 (m, 3H;
Thr-a- und -§-H, CH(OH)CH,0Bn), 4.05-3.98 (m, 2H, Fuc-2- und -5-H), 3.80
(dd, J =28, 10.2Hz, 1H; Fuc-3-H), 3.67-3.52 (m, 6H; NHCH{CH(OH)-
CH,0Bn), CH,CH,0, Fuc-4-H),2.47-2.33 (m, 4H; OCH,CH,CH,0), 2.01-1.91
(m, 2H; OCH,CH,CH,0), 1.24 (t, J =7.2Hz, 3H; CH,CH,0), 1.21 d, J
=6.5Hz, 3H; Thr-Me), 1.07 (d, J =6.5Hz, 3H; Fuc-6-H); HR-MS fiir
(Cs6HggN,O,3 + Cs)* [M + Cs*1: ber. 1107.3614, gef. 1107.3667.

Aktivitdt von 3 ist allerdings tiberraschend, da die raumliche
Orientierung der Hydroxygruppe des Tyrosinrestes in 3 nicht
genau der der essentiellen Hydroxygruppe des Galactoserestes
von SLe* entspricht. Es ist unklar, ob die hydrophobe Arylgrup-
pe oder die zusitzliche Aminosidure zur Bindung beitrigt. Ein
Austausch der Dihydroxyaminosdure durch L-Thr, L-Ser, Phe,
Ala oder Gly flihrte zu einem fast vollstindigen Verlust der
Aktivitdt (IC,, > 10 mm). Damit bestétigt diese Untersuchung,
welche Strukturelemente fiir die Erkennung von E-Selectin mi-
nimal erforderlich sind, und bietet eine neue Perspektive zur
Entwicklung von SLe*Mimetica. Im Vergleich zur Synthese
von SLe* ist die von 1 a sehr einfach und kann leicht in groBerem
MapBstab durchgefiihrt werden. Es wird bereits versucht, ein
Arg-Gly-Asp(RGD)-enthaltendes Peptid an die Carboxygrup-
pe des Threoninrestes von 1b zu koppeln, um so zu moglichen
Inhibitoren von P- und L-Selectin zu gelangen!!°l,
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Bildung eines Zirconocen-Betain-Systems durch
elektrophile Substitutionsreaktion mit B(C¢F;),
am Cyclopentadienylliganden**

Johannes Ruwwe, Gerhard Erker*
und Roland Frohlich

Cyclopentadienylkomplexe von Metallen der rechten Seite
des Periodensystems gehen oft sehr leicht Reaktionen an den
Cp-Ringen analog der elektrophilen aromatischen Substitution
ein. Die Substitutionsreaktionen des Ferrocens sind dafiir das
bekannteste allgemeine Beispiel!™. Entsprechende Reaktionen
an den gewinkelten Metallocenen des Titans, Zirconiums und
Hafniums sind unseres Wissens bisher wenig bekannt, so daf3
die gewinkelten Metallocene dieser Metalle mit Substituenten
und funktionellen Gruppen am Cp-Liganden auf anderen We-
gen — meist liber bereits entsprechend funktionalisierte Ligand-
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vorstufen — hergestellt werden miissen'®!, Dabei wire die
ErschlieBung synthetischer Zuginge zu Cp-funktionalisierten
Derivaten aus den einfachen Metallocenen wegen des Katalysa-
torpotentials dieser Gruppe-4-Metallkomplexe!® von groBer
Bedeutung. Wir haben jetzt ein Beispiel fur eine Reaktion eines
Zirconocenkomplexes gefunden, die man als eine Funktionali-
sierung eines Cp-Liganden im Sinne einer elektrophilen aroma-
tischen Substitution, &hnlich der elektrophilen Funktionalisie-
rung des Ferrocens, auffassen kann. Dabei entstehen neuartige
Metallocen-Betain-Komplexe, die fiir Katalysatorentwicklun-
gen interessant sein konnten*,

Wir haben 1,1-Bis(cyclopentadienyl)-2,3,4,5-tetramethylzir-
conacyclopentadien 1 mit Tris(pentafluorphenyl)boran bei
Raumtemperatur in Toluol umgesetzt. Dabei entsteht in glatter
Reaktion das Produkt 3, das als hellgelber Feststoff in 78 %
Ausbeute isoliert wurde. Aus Ether wurden Einkristalle von 3
fir die Kristallstrukturanalyse erhalten.
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Die Rontgenstrukturanalyse zeigt, daf3 bei der Reaktion von
1 mit B(C¢F;), eine Zirconium-Kohlenstoff-o-Bindung gespal-
ten wurde (Abb. 1). Der Komplex 3 enthdlt jetzt einen o-gebun-
denen Trimethylpentadienyl-Liganden am Zirconium. Die C1-
C2-Doppelbindung (Numerierung siche Abb. 1) befindet sich in
der o-Bindungsebene des Metallocens (Diederwinkel Zr-Ci-
C2-C3 —8.6(5)°). Die C3-C4-Doppelbindung ist dagegen fast
vollstindig aus dieser Ebene herausgedreht (Diederwinkel C1-
C2-C3-C4 —66.9(5)°, C6-C2-C3-C7 —61.0(5)°). Trotzdem wird
die C3-C4-Doppelbindung vermutlich hochstens sehr schwach
an das sehr elektrophile Zirconiumatom koordiniert sein (Ab-
stinde C3-Zr 2.932(4) A, C4-Zr 3.040(4) A)'8). Daneben enthilt
Verbindung 3 noch einen #°-gebundenen Cp-Liganden [5°-
C;H;] am Zirconium und als charakteristisches Merkmal ein
Tris(pentafluorphenyl)boran-substituiertes Cyclopentadienyl-
system [°-C,H,B(CF;),]'* 7). Somit liegt bei 3 formal eine
Betain-Struktur vor, mit positiver Partialladung am Zirconium
und negativer Partialladung am Bor. Das so resultierende Elek-
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