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Multiple Sialyl-LewisX-N-Glycopeptide: 
Effektive Liganden fur E-Selectin** 
Ulrich Sprengard, Manfrsd Schudok, Wolfgang 
Schmidt, Gerhard Kretzschmar und Horst Kunz* 
Professor Albert Eschenmoser zum 70. Geburtstag gewidmet 

Selectine (E- und P-Selectin), eine Gruppe von Zelladhasions- 
molekulen, spielen in der Anfangsphase der Leukozytenadha- 
sion eine zentrale Rolle als Transmembranglycoproteine auf 
Blutplattchen (P-Selectin) und Endothelzellen (E- und P-Selec- 
tin)"]. Die vorubergehende Bindung der Selectine an Oligo- 
saccharidliganden leitet das ,,Rolling" (das Abbremsen) der 
Leukozyten auf dem vaskularen Endothelgewebe ein und fuhrt 
bei entzundlichen Prozessen iiber eine komplexe Kaskade ma- 
kromolekularer Wechselwirkungen rnit anderen Adhasionsmo- 
lekulen schlieljlich zur Auswanderung der Leukozyten (Diape- 
dese) in das umliegende Gewebe. Komplexe Glycoproteine mit 
dem Sialyl-LewisX-Epitop und eng verwandten Saccharidein- 
heiten wurden als hochaffine Liganden der Selectine identifi- 
ziert1" '1. 

So gehoren die Mucine zu einer Gruppe endogener Selectin- 
liganden mit multiplen Oligosaccharideinheiten groBer Oberfla- 
chendichteL41. Die potentiell hohere Aviditat multivalenter 
Wechselwirkungen kann fur die Effzienz der Selectin-GIyco- 
proteinbindung von entscheidender Bedeutung sein. 

Als einfache, artifizielle Modellverbindungen wurden z.B. 
iiber Diole verbruckte divalente Sialyl-LewisX-Analoga und 
trivalente Sialyl-LewisX-Konjugate[61 ausgehend von Nitrome- 
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[**I Die Autoren danken Herrn Dr. Kogler (Allgemeine Pharma-Forschung der 
Hoechst AG) fur die Durchfuhrung wichtiger NMR-Experimente. In dieser 
Arbeit werden folgende Abkiirzungen verwendet : Asp = Aspardginsdure, 
COSY = correlated spectroscopy. DIPEA = Ethyldiisosopropylamin, EEDQ 
= N-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydrochinolin, ESI = Electrospray- 
Ionisation, Fmoc = (9H-Fluoren-9-ylmethoxy)carbonyl, Fuc = fucosyl, Gal 
= D-Galactose, Glc = D-GhIcOSe, Gly = Glycin, HATU = 0-(7-Azabenzo- 
triazol-l-yl)-l,l,3,3,-tetramethyluroniumhexafluorophosphat, HMBC = H- 
detected multiple-bond correlation, HMQC = heteronuclear multiple-quan- 
tum coherence (NMR), HOAT = l-Hydroxy-7-azabenzotriazol, HOBt = 1- 
Hydroxy-I H-benzotriazol, HSQC = heteronuclear single-quantum coherence 
(NMR), PHDQF = phase sensitive double quantum filtered, Ser = Serin, 
TBTU = (1H-Benzotriazol-l-yloxy)bis(dimethylamin)methy~umtetra~uoro- 
borat, TCP = Chlortritylpolystyrol, TFA = Trifluoressigsaure, TOCSY = 
total correlation spectroscopy (2D-NMR) 
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thantricarbonsaure als Templat synthetisiert. Nach dem Vorbild 
der endogenen Liganden haben wir die trivalenten N-Glycopep- 
tide 7 a, b des Sialyl-LewisX-Bausteins aufgebaut, die im Zellad- 
hasions-Assay effektive Liganden von E-Selectin sind. Zur Syn- 
these dieser cyclischen N-Glycopeptide rnit drei asparaginver- 
kniipften Sialyl-LewisX-Tetrasacchariden wahlten wir eine Stra- 
tegie mit orthogonal stabilen Schutzgruppen in der Peptid- und 
Oligosaccharidsynthese. Alternativ konnte die Synthese des 
Glycopeptids auch an der festen Phase durch sequentielle Ein- 
fiihrung glycosylierter, vorgefertigter Aminosaurebausteine er- 
folgen[']. Hierbei miissen jedoch erhebliche Uberschiisse an 
temporar geschutzten Glycoaminosaurebausteinen und Kupp- 
lungsreagentien eingesetzt werden, was eine Riickgewinnung 
der wertvolien Bausteine erschwert. AuBerdem schrankt die 
Saurelabilitat der Fucose die Verwendung von Trifluoressig- 
saure sowie anderer in der Festphasenpeptidsynthese iiblicher 
Reagentien einC8, 'I. 

Die Synthese der trivalenten Sialyl-LewisX-Glycopeptide ge- 
lingt mittels einer kombinierten Strategie aus Festphasenpeptid- 
synthese und Fragmentkondensation in Losung: a) Die cycli- 
schen Peptide 4a, b werden als funktionalisierbare Template in 
einer kombinierten Synthese an der festen Phase und in Losung 
in hoher Reinheit hergestellt. b) Das 4-Lacton der Neuramin- 
saure maskiert die Carboxyfunktion des partiell blockierten 
Sialyl-LewisX-Bausteins 1 [''I wahrend der Synthese. c) Durch 
dreifache Fragmentkondensation von partiell blockierten 
Sialyl-LewisX-Bausteinen 1 rnit den Cycloheptapeptiden 4 a und 
4 b werden die N-glycosidisch verkniipften Sialyl-LewisX-Glyco- 
peptide 5 a bzw. 5 b gewonnen. d) Das Schutzgruppenkonzept 
erlaubt die schonende Deblockierung der glycosylierten Cyclo- 
peptide durch hydrogenolytische Abspaltung der insgesamt 15 
Benzyletherschutzgruppen. 

Die Synthese des linearen Heptapeptids, das D-Alanin zur 
leichteren Cyclisierung enthalt, erfolgt an saurelabilem Sasrin- 
Harz["I nach der Fmoc-Strategie. Schonende Abspaltung (1 O h  

TFA in CH,Cl,) des partiell blockierten Heptapeptids 2 a vom 
Harz gelingt unter Erhaltung der orthogonal stabilen Schutz- 
gruppen in 62 % Ausbeute" 'I. Nachfolgende Cyclisierung des 
linearen, N- und C-terminal deblockierten Peptids rnit HATU/ 
HOAT/DIPEA['21 in verdiinnter Losung (cpeptid: 0.001 molL- ') 
fiihrt in 50 YO Ausbeute zu 3 a (Schema 1). Versuche zur Cyclisie- 
rung rnit EEDQ iiber in-situ gebildete, gemischte Anhydride 
fiihren dagegen zu komplexen Produktgemischen, was auf 
Aspartimidbildung in Folge der Aktivierung der p-Carboxy- 
gruppe zuriickzufiihren sein konnte. Die Abspaltung der tert- 
Butylschutzgruppen von 3 a  mit Trifluoressigsaure (5 % Wasser) 
liefert 4 a in 96 YO Ausbeute. 

Asparaginsaurehaltige Peptide gehen gelegentlich in einer 
slure- oder basekatalysierten Reaktion unter Bildung des 
Aspartimids und nachfolgender Transpeptidierung iso-Asp- 
Umlagerungen ein['31. Dies ist insbesondere im Falle von Asp- 
Gly- und Asp-Ser-Sequenzen beobachtet worden. Hier konnte 
jedoch die sequentielle Integritat des konformativ eingeschrank- 
ten Cyclopeptids durch HSQC- und PHDQF-COSY-NMR-Ex- 
perimente bestatigt werden. HMBC-Experimente erlaubten 
iiber die Analyse der Fernkopplungen ('J-, J- und 4J-Kopplun- 
gen) eine Strukturabsicherung auch im Falle der Heteroatome 
und nicht protonierter Carbonyle, welche die Protonen-Spin- 
systeme unterbrechen (Tabelle 

Die Fragmentkondensation des Sialyl-LewisX-Aminbau- 
steins 1 und des Cyclopeptids 4 a  fiihrt unter dem Einflulj von 
HATU/HOAT/DIPEA in 48 YO Ausbeute zum partiell blockier- 
ten Sialyl-LewisX-Cyclopeptid 5 a, das die Sialinsaure in lactoni- 
sierter Form enthalt (Schema 2). Hydrogenolytische Spaltung 
der Benzylethergruppen mit Pd/C in Methanol/Essigsaure/ 

OtBu OtBu OtBu Za 

Ala(l)-Asp(OtBu)(j)-Ser-Asp(OtBu)(2)-D-Ala(~~-Asp(OCBu)(,~-Gly-OH 

Ala-Asp(OfBu)-o-Ala-Asp(OtBu)-Gly-Phe-Asp(OtBu)-OH 

Schema 1. Synthese von 4a, b. Die tiefgestellten Zahlen erleichtern die Zuordnung 
der Aminoslure-Positionen im linearen und cyclischen Peptid 2 a  bzw. 4a.  Zur 
besseren Ubersicht werden mitunter NH-Wasserstoffatome weggelassen. Diese An- 
merkungen gelten auch fur Schema 2 und 3. a) 2a (1 mmol t-'), HATU/HOAT/ 
DIPEA (jeweils 3 Aquiv.), 3a:  50%; b) TFA (mit 5% Wasser), 4a:  96%; c) 2b 
(1 mmol L-'), HATU/HOAT/DIPEA (jeweils 1.6 Aquiv.), nach 1 h nochmals 
HATU/HOAT/DIPEA (jeweils 0.8 Aquiv.), 3 b: 83%; d) TFA (mit 5% Wasser). 
4b:  81%. 

Tabelle 1. 'H- und '3C-NMR-chemische Verschiebungen von 4 a  in D,O rnit Am- 
moniumformiat als Puffer. 

6 
Alal Asp' Ser Asp* D-Ala' Asp' Gly 

I-C 174.8 173.5 171.1 173.0 174.5 173.6 171.2 
2-c  49.9 52.4 56.3 51.7 50.1 51.5 43.0 
3-c 16.7 38.5 60.9 38.5 16.7 38.5 
4 - c  117.7 177.4 171.6 

a-H 4.34 4.51 4.31 4.60 4.33 4.66 3.92 
Pi-H 1.35 2.76 3.88 2.67 1.37 2.70 
82-H 2.71 3.84 2.61 2.53 

Dioxan (5/1/1) fiihrt in 88 YO Ausbeute zu 6a, wobei das 4-Lac- 
ton als interne Schutzgruppe erhalten bleibt. Die Lactonoffnung 
gelingt in 96 % Ausbeute durch schonende, alkalische Versei- 
fung. Das cyclische Sialyl-Lewis'-Glycopeptid 7 a  wurde mit 
Gelpermeationschromatographie (Biogel-P2-Saulenmaterial) 
gereinigt, die Molekiilmasse iiber ESI-Massenspektren bestatigt 
und die Struktur durch HSQC-, HMBC-, HSQC-TOCSY und 
HMQC-COSY-NMR-Experimente abgesichert. Das PHDQF- 
COSY-NMR-Spektrum (Tabelle 2) zeigt die nahezu vollstandi- 
ge Koinzidenz der Resonanzen aller drei GlcNAc-, Fuc-, Gal- 
und Ne~NAc-Bausteine~"~. Demnach schrankt das trivalente 
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OH 
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Schema 2. Synthese von 7a. a) HATU/HOAT/DIPEA Cjeweils 3 Aquiv.) in DMF, 5a: 48%; h) H,, Pd-Aktivkohle, CH,OH/Dioxan/CH,COOH (5/1/1), 6 a :  88%; 
c) NaOH in H,O/CH,OH, pH = 10.4,7a: 96% 

Tabelle 2. 'H- und "C-NMR-chemische Verschiebungen von 7a  in D,O mit Am- 
moniumfomiat als Puffer [a]. 

6 
GlcNAc Fuc Gdl NANA 

H C  H C  H C  H C  

1 5.07 77.13 5.07 98.2 4.50 101.12 173.44 

2 4.0 54.08 3.66 67.17 3.5 68.77 99.19 

3 3.88 74.89 3.86 68.77 4.05 75.15 1.76 39.3 

4 3.93 72.4 3.75 71.4 3.89 66.85 3.65 67.86 
5 3.61 76.53 4.79 66.25 3.54 74.45 3.81 51.22 
6 3.89 59.03 1.14 14.82 3.66 61.06 3.62 72.4 
I 3.55 67.65 
8 3.86 71.4 
9 3.60 62.13 

CH, 1.95 21.75 1.99 21.57 

c=o 113.73 174.53 

5.08 77.61 

3.98 

2.72 

3.83 

1.96 21.73 

173.81 

[a] Aufgrund der nahezu vollstandigen Koinzidenz der 'H- und '3C-Signale wird 
fur die einzelnen Atome his auf wenige Ausnahmen nur ein Signal angegeben. 

Cyclopeptid die Flexibilitat der drei Sialyl-LewisX-Liganden im 
Vergleich zum monomeren Tetrasaccharid kaum ein. 

Das partiell geschiitzte, lineare Heptapeptid 2 b  mit variierter 
Peptidsequenz wurde in Analogie zu 2 a mittels Fmoc-Festpha- 
senstrategie aufgebaut, wobei die Abspaltung vom extrem sau- 
relabilen TCP-Harzt ' 6 ]  unter wesentlich milderen Bedingungen 
mit Essigsaure/Methanol/Dichlormethan (5/1/4) unter Erhal- 
tung der tert-Butylester der Asparaginsaureseitenketten mog- 
lich ist["]. Diese Abspaltungsbedingungen sind prinzipiell rnit 
der Festphasen-Glycopeptidsynthese fucosylierter Strukturen 
kompatibel, da ein Verlust der saurelabilen Fucose unter diesen 

Bedingungen nicht zu erwarten ist['']. Die Cyclisierung von 2b 
rnit HATU/HOAT/DIPEA (3b: 83 % Ausbeute), Deblockie- 
rung der tevt-Butylester rnit waariger Trifluoressigsaure (4 b: 
81 % Ausbeute), Fragmentkondensation in Gegenwart von 
HATU/HOAT/DIPEA zu 5 b und schlieBlich terminale hydro- 
genolytische Spaltung der Benzylethergruppen sowie Hydrolyse 
des Lactons in 6b fuhrt in 80% Ausbeute zum Sialyl-LewisX- 
Glycopeptid 7b (Schema 3). 

Die Verkniipfung der Asparaginsaure rnit dem Sialyl-LewisX- 
Amin 1 zum N-Glycosid in Nachbarschaft des sterisch an- 
spruchsvollen Phenylalanins erfordert eine effiziente Fragment- 
kondensation. Die angewandten Bedingungen erlauben offen- 
bar eine vollstandige N-Glycosid-Bildung an der sterisch abge- 
schirmten Asparaginsaure mit dem komplexen Oligosaccharid. 

Die Synthese topologisch funktionalisierbarer Cyclopeptid- 
Template rnit orthogonal deblockierbaren Seitenkettenschutz- 
gruppen eroffnet die Moglichkeit einer N-glycosidischen An- 
knupfung unterschiedlicher Oligosaccharide. Dieses Ziel lie13 
sich bisher nur durch Festphasen-Glycopeptidsynthese oder 
Synthese in Losung rnit den vorgefertigten Glycoaminosaure- 
bausteinen erreichen"]. Die gute Loslichkeit des partiell blok- 
kierten Tetrasaccharidbausteins 1 erlaubt den Einsatz vieler or- 
ganischer Losungsmittel (Dichlormethan, DMF und Methanol) 
fur die N-Glycosid-Bildung sowohl von lipophilen als auch von 
hydrophilen Bausteinen. Der partiell geschutzte Sialyl-LewisX- 
Baustein hat sich fur multiple Bildungen von N-Glycosiden an 
trivalenten Templaten bewahrt[26, ''1 und insbesondere die Syn- 
these von oligovalenten Glycopeptidstrukturen mit repetitiven 
Saccharideinheiten durch die konvergente Synthesestrategie er- 
moglicht. Ahnliche Strategien wurden bisher nur auf einfachere 
Glycopeptide erfolgreich ange~ende t~ '~ ] .  

In einem Zelladhasionstest, bei dem die kompetitive Bindung 
von 7 b an rekombinante, humane E-Selectin-Immunglobulin- 
Fusionsproteine (E-Selectin-IgG[201) gegeniiber Sialyl-LewisX- 
Liganden tragenden Tumorzellen (Zellinie HL-60) gemessen 
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Schemd 3 Synthese von 7b d) HATU/HOAT/DIPEA Ueweils 1 5 Aquiv ) in  DMF, ndch 4 h nochmals HATUIHOATI 
DIPEA Oeweils 0 5 Aquiv ), dann H, Pd-Aktivkohle, CH,OH/Dioxan/CH,COOH (l / l / l ) ,  6b 92%, b) NdOH in 
H,O CH,OH (411) pH = 10 6, 7b 87% 

wird, erweist sich 7 b als wirksamer synthetischer Ligand. Mit 
IC,, = 0.35-0.6 mM inhibiert das trivalente Glycopeptid die 
Adhasion der HL-60-Zellen 2-3 ma1 starker als monomere 
Sialyl-LewisX-Bausteine. In Erweiterung des hier vorgestellten 
Konzepts fiihrte die mehrfache Konjugation von Sialyl-LewisX- 
Bausteinen mit biokompatiblen, peptidischen Polymertragern 
zu multivalenten Saccharid-Clustern, mit denen sich eine wirk- 
same Hemmung der Leukozytenadhasion erreichen la13tr2 ', 221. 

Neben hoheraffinen, monovalenten Mimeticd[23-271 von Sia- 
lyl-Lewis'-Bausteinen konnen somit auch multivalente Antago- 
nisten der durch Selectin vermittelten Leukozytenadhiision als 
potentiell entziindungshemmende Wirkstoffe gepriift werden. 

Eingegangen am 15. September 1995 [28403] 
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