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Synthese von mallgeschneiderten Glycokonjuga- 
ten, die AT-111-vermittelt die Blutgerinnungs- 
faktoren Xa und Thrombin inhibieren ** 
Pieter Westerduin, Jan E. M. Basten, Marc A. 
Broekhoven, Vera de Kimpe, Will H. A. Kuijpers und 
Constant A. A. van Boeckel" 

Das sulfatierte Glycosaminoglycan Heparin bindet mit hoher 
Affinitat an das Plasmaprotein Antithrombin 111 (AT 111) und 
erhoht dadurch dessen Inhibitoraktivitat gegeniiber Faktor Xa 
und Thrombin, zwei an der Blutgerinnung beteiligten Serin-Pro- 
teasen", 'I. Die AT-111-bindende Region des Heparins besteht 
aus einer besonderen Penta~accharid(PS)-Domane[~~ 41. deren 
synthetisches Aquivalent zwar ebenfalls die AT-111-vermittelte 
Inhibierung von Faktor Xa fordert, nicht jedoch die von 
Thrombin['. 'I. Im Rahmen eines Programms zur Herstellung 
von PS-Analoga['* *I wurden die molekularen Grundlagen der 
spezifischen Bindung von PS an AT I11 aufgeklart und ein raum- 
liches Model1 der Wechselwirkungen zwischen PS und AT 111 
entw~rfen[~. lo]. Dariiber hinaus wurden leicht zugangliche, sehr 
wirksame 0-sulfatierte/O-methylierte PS-Analoga wie 1 identi- 

osog coo- ,osog osog 

H3CO @ o ~ o * o c H 3  

OCH3 OCH3 osog OCH3 osog 
1 

fiziert" - l3 l .  Als nachstes war das Konzept der AT-III-vermit- 
telten Inhibierung von Faktor Xa durch PS hinsichtlich der 
Synthese von Derivaten mit sowohl Anti-Faktor-Xa- als auch 
Anti-Thrombin-Aktivitat zu erweitern. 

Fur die AT-111-vermittelte Inhibierung von Thrombin wird 
ein Heparinfragment rnit einer Lange von mindestens 18 Sac- 
charidresten benOtigt[l4], das AT I11 und Thrombin an der- 
selben Polysaccharidkette binden kann (,,Brucken"- oder 
,,Templat"-Mechanisrnu~)~~~~ (Abb. 1 ) .  Fur die Bildung des ter- 

I nichtreduzierendes Ende 

ABD (PS 1) 

Glycokonjugat 

TBD neutraler Spacer 

Abb. 1. Schematische Darstellung des Heparin/AT-III/Thrombin-Komplexes; die zum 
Konzept der synthetischen Heparin-Analoga wie der Glycokonjugate I-VI fuhrte. 
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0Bn OCY OBn 

naren Heparin/AT III/Thrombin-Komplexes mul3 jene beson- 
dere PS-Sequenz spezifisch mit AT 111 sowie ein anderes belie- 
biges sulfatiertes Oligosaccharidfragment der Heparinkette 
weniger spezifisch rnit Thrombin wechselwirken" '3 ' 'I. Nach 

Heparin, AT I11 und Thrombin konnen Heparin-Analoga mog- 
unserem gegenwirtigen Modell fur den ternaren Komplex aus 3 

OAc OBn r- OAC COOBn 

I b  
t 

roH COOH f OH f OH 

licherweise dadurch erhalten werden, dal3 ein Thrombin-bin- 
dendes Oligosaccharid iiber einen Spacer aus ca. 50 Atomen mit 
dem nichtreduzierenden Ende des AT-111-bindenden Pentasac- 
charids verkniipft wird (Abb. I)["]. Dementsprechend wurde 
das Glycokonjugat I (siehe Schema 3) synthetisiert, das aus dem 
AT-111-bindenden PS 1 (AT-111-bindende Domane, ABD), ei- 
nem linearen Spacer und einem persulfatierten Maltotriosid- 
Rest besteht (Thrombin-bindende Domane, TBD). Um ein 
Pentasaccharid (ABD) rnit einem funktionalisierten molekula- 
ren Spacer am nichtreduzierenden Ende zu erhalten, miissen im 
wesentlichen die folgenden Syntheseschritte durchgefuhrt wer- 
den (Schema 1) : a) Glycosylierung des Tetrasaccharid-Accep- 
tors 3 mit 6-0-Acetyl-4-0-(11 -azido-3,6,9-trioxaundecan)- 
2,3-di-O-methyl-r~-glucopyranosyl-trichloracetimidat 2 zum 
1 -Azidotetraethylenglycol-substituierten, geschiitzten Pentasac- 
charid 4["] und b) Verkniipfung der Aminogruppe in 5 rnit dem 
thioacetylsubstituierten bifunktionellen Spacer 6 sowie an- 
schliefiende 0-Sulfatierung. 

Zur Synthese des Donors 2 wurde Methyl-6-O-benzyl-2,3-di- 
O-methyl-a-D-glucopyranosid['gl rnit Tetraethylenglycolditosy- 
lat bei 40 "C in DMF in Gegenwart von Natriumhydrid umge- 
setzt. AnschlieBend wurde Natriumazid zu der Reaktions- 
mischung gegeben und diese auf 70 'C erwlrmt. Durch nachfol- 
gende Acetolyse mit 1 proz. schwefeliger Saure in Essigsaure- 
anhydrid bei - 20°C sowie Behandlung rnit Piperidin und 
Trichloracetonitril/Caesiumcarbonat wurde der Glycosyl-Do- 
nor 2 in einer Gesamtausbeute von 30% gebildet. 

Die Kupplung von 2 an 3 rnit Trimethylsilyltrifluormethan- 
sulfonat (TMSOTf) bei - 20 "C lieferte nach Reinigung das 
a-verknupfte Pentasaccharid 4 in 65 % Ausbeute (Schema 1). 
Durch gleichzeitige Hydrierung der Benzylester, Benzylether 
und der Azidgruppe von 4 sowie anschlieBende Verseifung er- 
hielt man das Pentasaccharid 5 (75 YO Gesamtausbeute), uber 
dessen Aminofunktion der bifunktionelle Spacer 6 angebunden 
werden kann. Dieser wurde ausgehend von Tetraethylenglycol 
in einer siebenstufigen Synthese erhalten : 1) Monosilylierung 
(tert-Butyldimethylsilylchlorid/NaH in DMF) ,  2) Einfiihrung 
eines Methylencarbonsiureesters (NaHlterl-Butylbromacetat 
in DMF), 3) Desilylierung (Tetrabutylamnioniuinfluorid), 4) 
Tosylierung (Tosylchlorid, Pyridin, 20 h, Raumtemperatur), 5) 
Substitution des Tosylats durch Thioacetat (KSAc/Aceton, 
18 h, Raumtemperatur), 6) Spaltung des teut-Butylesters (Tri- 
fluoressigslure in Dichlormethan) und 7) Aktivierung der Carb- 
oxygruppe (Diisopropylcarbodiimid/N-Hydroxysuccinimid) 
lieferten 6 in 20% Gesamtausbeute. Durch Kupplung von 5 an 
6 wurde nach Sulfatierung rnit dem Triethylamin/Schwefeltri- 
oxid-Komplex in DMF bei 50 "C eine Mischung aus 7 a und 7 b 
erhalten. HPL-chromatographisch und massenspektrometrisch 
wurde nachgewiesen, da13 die Amidgruppe im Spacer zu ca. 
65% unter Bildung von 7a sulfatiert worden war. Dieses Pro- 
blem lie13 sich leicht beheben: Mit 0.2 N Salzsaure wurde bei 0 "C 
die Amidsulfatgruppe (ohne Spaltung einer 0-SO; -Bindung) 
selektiv und quantitativ desulfatiert und so das Produktgemisch 
quantitativ zum gewiinschten ABD-Rest 7 b umgesetzt. 

Damit der Spacer des Glycokonjugats insgesamt aus einer 
Kette von ca. 50 Atomen besteht, sollte das polysulfatierte Mal- 
totriosid-Fragment (TBD) einen Spacer aus ca. 25 Atome auf- 
weisen. Dieser sollte eine thiophile Gruppe zur Kupplung an die 
Thiolfunktion in 7 b nach Entfernung der Acetylschutzgruppe 

Schema 1. a) TMSOTf, CH,CI,, 4-.&-Molekularsieb, 1 h, - 20 "C (65 %); b) Pd/C, 
H2,  DMF, H,O, HOAc, 24 11 und 0 . 3 ~  NaOH, CH,OH/H,O l j l .  4 h (75%); c) 
H,O, DMF, N-Methylmorphohn, 15 min (SO%), Et,N.SO,. DMF. SO-C. 16 h; d) 
0.2NHCI,24h,O"C(100%). 

enthalten. Dementsprechend wurde peracetyliertes Maltotriose- 
Trichloracetimidat['ol TMSOTf-unterstutzt an l-Azido-17- 
hydroxy-3,6,9,12,35-pentaoxaheptade~an[~~' unter Bildung des 
I-Azidohexaethylenglycolglycosids 8 gekuppelt. Verseifung, 
Sulfatierung und katalytische Hydrierung lieferten das polysul- 
fatierte Maltotrisaccharid-l-Aminohexaethylenglycolderivat 9 
in 55 % Ausbeute (Schema 2), aus dem durch Kondensation mit 

6 OAc & OAc + P o ) y N s  OAc 

OAc 
0 0 

8 OAc OAc OAc 

1. 6 osog & 4 * o b N H z  osog osog 

0 0 
-03SO 

9 (TED) oso; osog oso; 

Schema 2. a) KOrBu, MeOH, 6 h; Et,N SO,, DMF, 50 'C, 16 h; Pd:C. H,, H,O, 
HOAc, 2 4 h  ( 5 5 % ) .  
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Sulfosuccinimidyl(4-iodacetylamino)benzoat 10 (Sulfo-SIAB) Tabelle 1. AT-111-vermittelte Anti-Xa- und Anti-Thrombin-in-vitro-Aktivitaten 
der TBD-Rest 11 in 70% Ausbeute nach Reinigung durch G-15- 

GelausschluB-Chromatographie erhalten wurde (Schema 3). Verbindung TBD-Einheit[a] Anti-Xa- Anti-Thrombin- Anti-Xa-/Anti- 
Die ABD- und TBD-Komponente wurden in einem Schritt Aktivitat Aktivitat Thrombin- 

verkniipft (Schema3): Eine Losung von 7 b  (ABD) und 11 [Umg-'1 [Umg-'1 Aktivitit 

der Glycokonjugate I-VI sowie die von PS 1 und Heparin. 

I Maltotriose (10) 490 64 7.6 
I1 Cellobiose (7) 740 10 74 
111 Maltopentaose (16) 280 330 0.9 
IV TBD = ABD (7) 770 14 55 
V TBD = ABD (9) 640 36 18 
v1 TBD = ABD (11) 280 160 1.15 

Heparin Oligosaccharid 160 160 1 
- - PS 1 1600 m 

(ABD) [a] In Klammern ist jeweils die Zahl der Sulfatgruppen an der TBD-Einheit angege- 
hen. 

a) Bildung von 11 b) Bildung von I ( T W  

sche Pentasaccharid-Konjugate (z.B. IV) geeignet sein, die sich 
durch oxidative Kupplung eines Thiols wie 7 b nach Entfernen 
der Acetylschutzgruppe herstellen lassen sollten. 

Tatsachlich gelang die Dimerisierung des funktionalisierten 
Pentasaccharids 7 b zum symmetrischen Konjugat IV in einem 
Schritt rnit Hydroxylamin in Gegenwart von Sauerstoff (Sche- 
ma 4). Die Ausbeute nach G-50-GelausschluB-Chromatogra- 

(ABD) 

0 

I 0 

Q 
' NH 

/ 

Schema 3. a) sulfo-SIAB (lo), DMF/H,O (70%); b) 7 b  und 11, 0.1 M waDrige 
Na,HPO,-Losung (pH =7.5), 0 . 0 5 ~  NH,OH.HCI-Losung, 4 h (65%). 

(TBD) in 0.1 M Natriumhydrogenphosphat-Puffer (pH 7.5) 
wurde rnit 0.05 M Hydroxylamin unter Argon behandelt und 
nach G-50-GelausschluB-Chromatographie das Konjugat I in 
65% Ausbeute und in exzellenter Reinheit erhalten, wie rnit 
'H-NMR-SpektroskopieiZZ1 und Umkehr-UV-Kapillar-Elek- 
trophorese ([a]:'(I) = 40.1 (c = 1 in Wasser)) bestatigt wurde. 
Zusitzlich wurde die Identitat von I eindeutig durch matrixun- 
terstutzte Laserdesorptions/ionisations(MALDI)-Massenspek- 
trometrie belegtiZ3* 241. 

Die ABD- und TBD-Fragmente des Glycokonjugats I sind 
iiber einen 53 Atome langer Spacer verkniipft, wodurch sie im 
Hinblick auf die Lange einem Heparinfragment mit ca. 18 Sac- 
charid-Einheiten ahneln. Tatsachlich weist I eine betracht- 
liche Anti-Thrombin-Aktivitat auf (Tabelle I), wodurch belegt 
wird, daB die Synthese von groBen, komplexen Heparin-analo- 
gen Oligosacchariden durch Anwendung der hier vorgestellten 
Spacer-Methode elegant und effizient umgangen werden kann. 
Um die Voraussetzungen fur die Bindung von TDB an Throm- 
bin zu untersuchen, wurden auch ein Disaccharid und ein Penta- 
saccharid (Cellobioseheptasulfat und Maltopentaosehexadeca- 
sulfat) synthetisiert und wie fur I beschrieben an ABD 7 b  
gebunden, wodurch die ABD-TBD-Konjugate I1 ([a]:' = 24.8 
(c = I  in Wasser)) bzw. 111 ([a];' = 30.6 (c = 0.4 in Wasser)) 
erhalten wurden. 

Als weiteres stellte sich uns die Frage, ob das AT-111-bindende 
Pentasaccharid auch als Thrombin-bindende Domane fungie- 
ren kann. Fur diesbezugliche Untersuchungen sollten symmetri- 

r 

7b 

& + + o ~ o c h  p OR2 o s q  OR2 o s q  

H 

L 0 w: R'=R~=CH 

VI: R'=R~=SO; 
V: R'=SOT. R'=CH3 

Schema 4. a) 0.1 M wdDrige Na,HPO,-Losuug @H =7.5), 0 . 0 5 ~  NH,OH,HCI- 
Losung, 0,-Strom, 16 h (90%). 

phie betrug dabei 90 %. Die Identitat von IV ([a];' = 46.9 (c = 1 
in Wasser)) konnte 'H-NMR-spektroskopisch und MALDI- 
massenspektrometrisch zweifelsfrei belegt werdenfZ5I. Die Kon- 
jugate V ([a]:' = 42.9 (c =1 in Wasser)) und VI ([a];' = 31.6 
(c = 0.82 in Wasser)) wurden wie fur IV beschrieben syntheti- 
siert. 

Die Konjugate I-VI wurden in vitro auf AT-111-vermittelte 
Anti-Xa- und Anti-Thrombin-Aktivitat getestet und die Ergeb- 
nisse mit denen mit Heparin und PS 1 verglichen (Tabelle 1). Die 
Konjugate weisen gute bis starke AT-111-vermittelte Anti-Xa- 
und Anti-Thrombin-Aktivitaten auf. 

Es zeigt sich eindeutig, daB eine Erhohung der Ladung im 
TBD-Rest zu einer hoheren Anti-Thrombin-Aktivitat fiihrt. Es 
steht also nun eine chemische Methode zur Verfugung, um Anti- 
Xa- und Anti-Thrombin-Aktivitat in ein synthetisches Glyco- 
konjugat einzufiihren, d. h. es sollten so maBgeschneiderte Anti- 
thrombotica hergestellt werden konnen. 

Eingegangen am 4. September 1995 [28366] 

Stichworte: Antithrombotica . Enzyminhibitoren . Heparin 
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,4.20 (m, H-2). 4.69 (m, H-3), 4.01 (m. H-4), 4.08 (m, H-5), 4.4 
ABD-Einheit 2: 5.39 (br. s. 1 H, H-11, 3.56 (m. H-2), 3.85 (m, 

H-3), 4.19 (m. H-4), 4.87 (d, 1 H, JJ, = 3 Hz, H-5); ABD-Einheit 3: 5.44 (d, 
1 H. d. J l . 2  = 4.0 Hz, H-lj. 4.62 (t. 1 H, JL.,, = 9.0 Hz, H-3), 4.06 (m, H-41, 
4.21 (m. H-5); ABD-Einheit 4: 4.71 (d, 1 H. J , , 2  = 6.0 Hz, H-l), 3.29 (dd, 1 H, 
J, .2  = 6.0 Hz, J 2 , 3  =7.0 Hz, H-2), 3.57 (m, H-4), 3.75 (m, H-5); ABD-Einheit 
5 (nichtreduzierendes Ende): 5.49 (d ,  1 H, Jl.2 = 3.0 Hz, H-I), 3.35 (dd, l H ,  
JI. = 3.0 Hz. J2, =7.0 Hz. H-2), 3.57 (m, H-3). 3.48 (t. 1 H, J =7  Hz, H-4), 
3.89 (m, H-5); TBD-Einheit 1 (reduzierendes Ende): 4.99 (d, l H ,  J l , 2  
= 5.0 Hz. H-lj ,  4.54 (t. 1 H, J = 5 Hz. H-2). 4.18 (m, H-4), 4.62 (m, H-5); 
TBD-Einheit 2: 5.57 (d, 1 H. = 4.0 Hz, H-l) ,  4.69 (m, H-2), 4.95 (dd, 3 H, 
J = 6, 7 Hz, H-3). 4.18 (m. H-4); TBD-Einheit 3: 5.67 Id, 1 H, J , . 2  = 4.0 Hz, 
H-l), 4.95 (m, H-3), 4.63 (m, H-4); Spacer: 2.63 (AB, 2H, J = 40, 16 Hz, 

1231 Zur MALDI-mdssenspektrometrischen Untersuchung VOII Heparin-analogen 
Oligosacchariden siehe : P. Jnhasz, K. Biemann, Curhohyrlr. Res. 1995, 270, 
131. 

[24] MALDI-Massenspektrum des gemischten Konjugats I (Vision-2000-Spektro- 
meter, (Arg-Gly),, als bdsisches Peptid fur die Bildung des ionischen Komple- 
xes, 3-Hydroxypicolinsiure als Matrix): ber. fur (I + 2(Arg-Gly),, + Hi):  
7971. gef. 7972 [(M + Z(Arg-Gly),, + H+)]. 

[25] DdS 'H-NMR-Spektrum des symmetrischen Konjugats IV ist nahezu identisch 
zu dem der Vorstufe 7b (und dem des ABD-Kohlenhydrat-TeiIs von I [22]), mit 
Ausnahme des Tripletts fur CH2S: 6(7b) = 3.26 (t, CH,SAc); 6(IVj = 2.79 (t, 
CH,SSCH,  (Bruker-BRX-400-Spektrometer, 400 MHz, D,O. 300 K, 6(HOD) 
= 4.76); MALDI-Massenspektrum des symmetrischen Konjugats IV (Vision- 
2000-Spektrometer, (Arg-Gly),, als basisches Peptid fur die Bildung des ioni- 
schen Komplexes, 3-HydroxypicolinsLure als Matrix): MH+ (1V + 2(Arg- 
Gly),, + H'): gef. 8180, ber. 8181.2. 

D. A. Lane. U. Lindahl). Edward Arnold, London, 1989. 

1981,370. 644. 

Boeckel, Nut. Strrrcr. Bid. 1995, 2. 736. 

98. 213: Angew. Cheni. Inr. Ed. E q I .  1986, 25, 212. 

SCH,C(O)). 2.92 (t. 2H. J = 6.0 Hz. CH,CH,S). 

Stabile, hochungesattigte Glyceride - enzymatische 
Synthese rnit einer Carotinoidsaure** 
Vassilia Partali, Lise Kvittingen, Hans-Richard Sliwka* 
und Thorleif Anthonsen 

Das groRe Interesse an hochungesattigten langkettigen Gly- 
ceriden in der Medizin und Nahrungsmittelindustrie fuhrte zur 
Entwicklung mehrerer Anreicherungs- und Synthesemetho- 
den" -41. Die Glyceridester ungesattigter Fettsauren wie Icosa- 
pentaensaure (C20 : 5), Docosahexaensaure (C22: 6) und der 
konjugierten Ajenonsauren (C12: 5, C14: 5) sind allerdings min- 
destens ebenso instabil wie ihre Fettsauren und konnen deshalb 
allenfalls bei tiefen Temperaturen unter Schutzgas oder mit Sta- 
bilisatoren, z.B. Carotinoiden, gehandhabt ~ e r d e n [ ~ - ~ ] .  

Die Synthese stabiler, hochungesattigter Glyceride murj da- 
her aufbauen auf stabilen, hochungesattigten Fettsauren. Die 
etwa 25 in geringer Konzentration natiirlich vorkommenden 
Carotinoidsauren erfullen beide Anforder~ngen[~I. Eine dieser 
Sauren, 8'-Apo-fl-carotinsaure (C30: 9), ist ein stabiles, Vit- 
amin-A-aktives Carotinoid, das als Ethylester (C30-Ester) 2 
(siehe Schema 1) auch kommerziell erhaltlich istf', '1. 

Glyceride rnit Carotinoiden als Fettsaure sind bisher in der 
Natur nicht gefunden worden, obwohl man die naturlich vor- 
kommende Saure des Esters 2 als eine dehydrogenierte Form 
der ebenfalls natiirlich vorkommenden verzweigten Fettsauren 
betrachten kann['- lo]. 

Wir erwarten, daD die Carotinoidglyceride 3, 4, 6, 7 die viel- 
faltigen physiologischen Wirkungen der Fettsauren und der Ca- 
rotinoide vereinen" ' -I3]. Carotinoidglyceride diirften besser 
absorbiert werden und daher erhohte pharmakologische Wir- 
kungen zeigen als freie Carotinoide, die selbst mit Fettsauren 
verestert nur unvollkommen von Mensch und Tier aufgenom- 
men ~ e r d e n [ ' ~ - ' ~ ]  . Di e Carotinoidfette 6, 7 sind polyfunktio- 
nelle Glyceridderivate, in denen der antioxidative Carotinoidteil 
als intramolekularer Stabilisator fur die ungesattigten Fett- 
siureacylgruppen im Molekul wirken kann, wahrend gleichzei- 
tig die Fettsaureacylgruppen die Absorption des Carotinoids 
erleichtern" 71. Wir berichten hier uber die Synthese der ersten 
stabilen hochungesattigten, konjugierten Glyceride. 

Konventionelle Glyceridsynthesen (Umesterung, direkte Syn- 
these) erschienen als Zugang zu diesen Verbindungen weniger 
geeignet, da der Carotinoidester 2, wie allgemein Carotinoide, 
unter den Reaktionsbedingungen (hohe Temperatur oder Sau- 
ren) zerstort wird[18, ''I. Die konjugierten Mono-, Di- und Tri- 
nonaenoylglycerin-Derivate 3,4,  6, 7 wurden deshalb rnit Hilfe 
enzymatischer Katalyse hergestellt (Schema l ) ,  einer Methode, 
die bisher in der Carotinoidchemie noch wenig Anwendung ge- 
funden hatLz0 - 221. 

Die Verbindungen 3 und 4 wurden durch Veresterung, die 
Fette 6 und 7 durch Umesterung erhalten. Glycerin 1 und der 
C30-Ester 2 reagierten in Decalin bei 30-37°C rnit Cundida- 
Antautica-B(CAB)-Lipase bei reduziertem Druck in 43 YO Aus- 
beute zu den Mono- und Diglyceriden 3 und 4 in etwa gleichen 

[*I Dr. H.-R. Sliwka 
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Dr. V. Partali, Dr. L. Kvittingen. Dr. T. Anthonsen 
Norges Teknisk Naturvitenskapelige Universitet 
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[**I Wir bedanken uns fur Diskussionen zur Enzymkatalyse, fur NMR- und Mas- 
senspektren sowie fur technische Unterstutzung hei P. Halling. H. Anthonsen. 
B. Olsrcld, A. Melbye und S. Liaaen-Jensen. 
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