ZUSCHRIFTEN

Tabelle 1. Ausgewdhlte spektroskopische Daten neuer Verbindungen (+ und —
stehen fiir positive (C, CH,) bzw. negative Phase (CH, CH;) in APT-!3C-NMR-
Spektren). Alle Verbindungen ergaben zufriedenstellende Elementaranalysen oder
korrekte hochaufgeloste Massenspektren.

3: '"H-NMR (200 MHz, C¢D¢): 8 =1.04 (s, 18 H), 1.27 (d, 18 H, *(P,H) =11 Hz),
2.08 (dt, 2H, 3J(P,H) =11 Hz, *J(H,H) = 6 Hz), 3.08 (m, 2H, *J(P,H) =13 Hz,
3J(H,H) = 6 Hz), 4.8 (m, 2H, 3/ = 4 Hz), 5.23 (m, 2H); *C-NMR (50 MHz,
C¢Dg): 6=237 (+, d, PCH,CH,, *J(P,C)=22Hz), 303 (-, PCCH,,
2J(P,C) =13.8 Hz), 31.5(—, t, P,CCCH,, *J(P,C) = 4.6 Hz), 31.6 (+, d, PCCH,,
'J(P,C) = 23 Hz), 34.5(+,t,P,CCCH,, 2J(P,C) = 6.9 Hz),40.6 (+,d, PCH,CH,,
1J(P,C) =17.6 Hz), 79.5 (— , Cyclopentadienyl-CH}), 81.1 (— , Cyclopentadienyl-
CH), 105.6 (+, d, Cyclopentadienyl-CCH,, J(C,P) =14 Hz), 108.5 (+, t,
1J(P,C) = 54.3 Hz); >'P-NMR (81 MHz, C,D,, ext. Standard H,PO,): & = 37.8
(P,CCCH,), 28.9 (PCCH,;). MS (70 eV): mjz 496 (M *, 3%)

4: '"H-NMR (400 MHz, C,D,): 5 =1.20 (d, 54H, PCCH,, *J(P,H) =10.7 Hz), 1.70
(m, 2H, PCH,CH,), 2.39 (m, 2H, PCH,, 2J(P.H) = 8.3 Hz), 2.45 (s, 9H,
Co;CCCH,), 442 (AA'BB’, 2H, Cyclopentadienyl-H, >J = 4 Hz), 4.96 (AA'BB’,
2H, Cyclopentadienyl-H); !3C-NMR (100 MHz, C;Dy): § = 24.2 (+, d, CH,),
243 (+, d, CH,), 29.9 (—, d, PCCH,, 2/(P,C) =13.5 Hz), 31.4 (+, d, PCCH,,
1J(P,C) = 24.5Hz), 37.3 (—, Co,CCCH,), 59.9 (+, Co,CCCHy), 67.9 (+, d,
Co,CCCH,, 2J(P,C) =10.1 Hz), 81.0 (—, Cyclopentadienyl-CH), 81.9 (—, d,
Cyclopentadienyl-CH, J(P,C) =1.9 Hz), 103.8 (+, d, Cyclopentadienyl-CCH,,
J(P,C) =15.2 Hz); >'P-NMR (162 MHz, C¢Ds, ext. Standard H,PO,): 6 = 27.0
(s), 189.9 (br.s). MS (CI ~ Methan): m/z 989.9 (M *, 10%)

5: 'H-NMR (200 MHz, CD,Cl,): 6 =1.63 (s, 45H), 2.29 (s, 9H). MS (70 eV): m/z
682 (M*, 100%)

6: TR (KBr): ¥ [em ™ '] =1262, 1099, 1025, 804, 735 (PS), 650 (CCo,). 'H-NMR
(200 MHz, CDCl,): d =1.33 (d, 54H, PCCH,, 3J(P,H) =15 Hz), 2.06 (m, 6H,
PCH,CH,), 2.28 (m, 6 H, PCH,), 2.33 (s, 9H, Co,CCCH,), 4.5 (m, 6 H, Cyclopen-
tadienyl-H), 4.72 (m, 6H, Cyclopentadienyl-H); !*C-NMR (50 MHz, CDCl,):
4 =238 (+, d, PCH,CH,, %J(P,C) =13.6 Hz), 24.2 (+, d, PCH,, 'J(P,C) =
26.2 Hz), 27.6 (— , PCCH,), 37.8 (+, d, PCCH,, "J(P,C) = 41.6 Hz), 62.2 (+,
Co,CCCH,), 65.8 (+, CosCCCHj;), 82.5 (—, Cyclopentadienyl-CH), 86.3 (—,
Cyclopentadienyl-CH), 102.4 (+, d, Cyclopentadienyl-CCH,, J(P,C) =15.4 Hz).
31P_.NMR (81 MHz, CDCl,, ext. Standard H,PO,): § =78.5 [C(tBu,),P=S], 578
(Co,P=S). MS [FAB (o-Nitrobenzylalkohol)}: m/z 1117 (M * +1, 15%)

7: IR (CHCl,): #[cm™'] = 2964, 2928, 1604, 1260, 1228, 1132; 'H-NMR
(200 MHz, CDCly): § =1.35 (d, 54H, PCCH;, *J(P,H) =15 Hz), 2.07 (m, 6H,
PCH,CH,),2.22(m, 6 H,PCH,), 2.31 (s, 9H, Co,CCCH,;), 4.53 (m, 6 H, Cyclopen-
tadienyl-CH), 4.98 (m, 6 H, Cyclopentadienyl-CH); **C-NMR (50 MHz, CDCl,):
d =251 (+, d, PCH,CH, oder PCH,CH,, J(P,C) = 20 Hz), 27.6 (- , PCCH,),
37.6 (—, Co,CCCH,), 37.9 (+,d, PCCH,), 62.5 (+, Co5CC), 81.8 (— , Cyclopen-
tadienyl-CH), 84.4 (—, Cyclopentadienyl-CH), 102.5 (+, d, Cyclopentadienyl-
CCH,, J(P,C) =16.3); Signal fiir Co,CC wurde wegen zu geringer Konzentration
nicht beobachtet. MS (70 eV): m/z 1100 (M *, 100%)

8: MS (70 eV, 300°C): m/z 1052 (M *, 18%), 1036 (21), 963 (37), 891 (17), 782 (18),
565 (21), 312 (CoCp'O, 71)

Stichworte: Cluster - Cobaltverbindungen -
Phosphorverbindungen

Phosphaalkine -
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Synthese von Glycopeptiden und Lipopeptiden
durch chemoselektive Verkniipfung**
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Ein wesentliches Merkmal natiirlicher Glycoproteine ist ihre
strukturelle Vielfalt. Die post-translationale Glycosidierung in
eukariotischen Zellen spielt eine Schliisselrolle bei unterschiedli-
chen Phinomenen wie der Proteinstabilisierung gegeniiber De-
naturierung, der interzelluliren Kommunikation und der Regu-
lation des Zellwachstums!'!, Zum besseren Verstindnis des
Beitrages des Kohlenhydratteils von Glycoproteinen in biologi-
schen Prozessen sind neuerdings viele Anstrengungen unter-
nommen worden, die chemische Synthese von Glycopeptiden
als Modelle fiir Glycoproteinen zu verbessern. Dariiber hinaus
dient die Glycosylierung von Peptiden als Werkzeug bei der
Entwicklung neuer Wirkstoffe zur Verdnderung der biologi-
schen Aktivitdt sowie zur Verbesserung der Bioverfitgbarkeit
und der Loslichkeit von natiirlichen Peptiden?!,

Der regiospezifische chemische Zugang zu Glycopeptiden
wird erschwert durch die Labilitit der glycosidischen Bindung
sowie der Notwendigkeit zum selektiven Schutz mehrerer funk-
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tioneller Gruppen!®!. Jiingste Entwicklungen zur Verkniipfung
von ungeschiitzten Peptidfragmenten durch chemoselektive Re-
aktionen! erdffnen nun Perspektiven zur Darstellung multi-
funktioneller Peptide und Proteine von hoher Komplexitit.
Zahlreiche Anwendungen dieses eleganten Konzepts sind daher
im Bereich des De-novo-designs von Proteinen!®!, z.B. Peptid-
dendrimeren®! und Proteinkonjugaten, vorgeschlagen wor-
den!l,

Wir stellen nun eine allgemeine Strategie zur regioselektiven
Verkniipfung von ungeschiitzten Peptiden mit Sacchariden und
Lipiden unter Bildung von Oximbindungen!®! vor. Im Gegen-
satz zu anderen Methoden fiir die Synthese von Glycopepti-
den'® bleibt in dieser die cyclische Natur der Saccharideinheit
erhalten' %%,

Wie in Schema 1 gezeigt, werden hierbei Aminosduren mit
selektiv zugdnglichen Amino-oxy-Funktionen in die Peptid-

%JNH{YJ ';Hz C;)'NH'(Y 2
Peptid

§ $
COH OH

Lipid a-Y,

Steroid

S, S,: Saccharid || P S1<HO
PEG e -Yp
Peptid d. 8,-CHO

Schema 1. Strategie zur regio-

selektiven Oximbildung. a)

und c): Selektive Abspaltung

EI der  Aminoxyacetyl-Schutz-

cH e gruppe (Y1, Y2: orthogonale

/ Schutzgruppen, z.B. fert-But-

'il oxycarbonyl (Boc) Allyloxy-

g carbonyl (Alloc); b) und d):

Oximbildung in Acetatpuffer

I (81, S2: Aldehydgruppe ent-

haltende Verbindung). PEG
= Polyethylenglycol.

Z
I
5
hwo—z%

I Peptid

COH OH

sequenz eingebaut; nach der sequentiellen Abspaltung der
Amino-oxy-Schutzgruppe wird durch Reaktion mit dem
Aldehyd die Oximbindung regioselektiv gebildet. Diese einfache
Methode ermoglicht die direkte Verkniipfung von ungeschiitz-
ten Peptiden mit freien Kohlenhydraten, Lipiden oder anderen
Substraten.

Beispielsweise werden orthogonal geschiitzte Peptide durch
Festphasensynthese gemifl Fmoc-Strategie (Fmoc = 9-Fluore-
nylmethoxycarbonyl) am siurelabilen Rink-Amid-Anker auf-
gebaut; anschliefend wird die N-terminale Aminogruppe des
Peptids und/oder die e-Aminogruppe von Lysin selektiv mit
unterschiedlich N-geschiitzten Amino-oxyacetyl-Derivaten um-
gesetzt!!!1, Nach Siurebehandlung wird z.B. das Amino-oxy-
acetyl-haltige Peptid mit den Aldehydgruppen der Zucker- oder
Lipidkomponente unter Bildung des entsprechenden Oxims in
einer Eintopfreaktion umgesetzt. Diese Raktion verlduft unab-
héngig von der Peptidsequenz unter milden Bedingungen selek-
tiv und in hohen Ausbeuten!!2.

Wie am Beispiel der Darstellung einer Reihe von Derivaten
des Somatostatin-Analogons RC-160"3! 1 (Tabelle1 und

T 1
NH,-O-CH,-CO-(p)Phe-Cys-Tyr-(p)Trp-Lys-Val-Cys-Trp-NH, 1

Schema 2) gezeigt, bietet dieses Verfahren eine Vielfalt von
Moglichkeiten zur Modifizierung der physikalischen, chemi-
schen und biologischen Eigenschaften von Peptiden.
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Schema 2. Oximbildung zwischen Maltotriose 6 und 1 (nur die cyclische Form ist
dargestellt) [10]. a) Acetatpuffer/Acetonitril, pH 3, 1, 120 h; priparative HPLC, 12:
70%, ES-MS: 1689.8.

Tabelle 1. Ausbeuten der Oximderivate von 1 und erforderliche Reaktionszeiten.

Aldehyd Derivat Reaktionszeit [h] {a] Ausb. [%] [b]
2 Glucoson [14] 8 5 65
3 Glucose 9 25 60
4 Gentobiose 10 75 70
5 Maltose 11 100 75
6 Maltotriose 12 120 70
7 Decanal 13 1 70

[a] Bestimmt durch analytische HPLC. [b] Ausbeute an isoliertem Produkt.

Als Vergleich haben wir z.B. das an Lys® 1-(4,4-Dimethy]-2,6-
dioxocyclohexyliden)ethyl)(Dde)-geschiitzte RC-160-Analogon
1a synthetisiert und unter Reduktion der Schiff-Base mit

H-(D)Phe-Cys-Tyr-(0)Trp-Lys(Dde)-Val-Cys-Trp-NH,  1a

NaBH,CN®P!an Glucoson 2, Gentobiose 4 oder Maltotriose 6
gebunden. Dabei verlief die reduktive Alkylierung zur Bildung
von 8a, 10a und 12 a deutlich langsamer als die entsprechende
Oximbildung zu Produkt 8, 10 und 12, insbesondere bei Anwe-
senheit ldngerer Saccharidketten. Interessanterweise verlduft die
Reaktion mit Lipidkomponenten erheblich schneller und in
hohen Ausbeuten (Tabelle 1). Die verminderte Reaktionsge-
schwindigkeit von Kohlenhydraten 148t sich durch die geringe
Gleichgewichtskonzentration der reaktiven Aldehydgruppe des
reduzierenden Zuckers in Losung erkliren, was in den unter-
schiedlichen Reaktionszeiten zwischen Glucoson 2 und Glucose
3 besonders deutlich wird.

Zur Demonstration der Flexibilitit der Methode wurden zwei
isomere Glyco-Lipo- (18) und Lipo-Glyco-Peptide (19) durch
Oxim-Verknilipfung dargestellt (Schema 3). Als Modell diente
dabei ein amphiphiles, multifunktionelles Peptid, das Losungs-
mittel-induzierte Konformationsiiberginge zeigt (,,Switch-Pep-

0044-8249/96/10811-1326 $ 15.00+ .25/0 Angew. Chem. 1996, 108, Nr. 11



ZUSCHRIFTEN
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Schema 3. Synthese der isomeren, Bis-Oximgruppen enthaltenden Peptide 18 und 19 (nur die cyclische Form ist dargestelit) [10]. a) NH,—NH,, 3proz. in DMF; b)
Alloc-NHOCH,CO,Su (Su = Succinimidyl) in DMF; ¢) 50proz. TFA in CH,Cl, (1:1); d) Gentobiose 4 in Acetatpuffer, pH 3; e) Decanal 7 in Acetatpuffer, pH 3; f)

[(Ph,P),PdCL,], nBuSaH in CH,Cl,/AcOH (96:4).

tid*“)!131, Die regioselektive Fixierung von Decanal (oder von
Gentobiose) an das Amino-oxyacetyl-haltige Peptid 15 via
Oximbildung zu Produkt 16 (oder 17) erfolgt nach Abspaltung
der Boc/rBu-Schutzgruppen und gleichzeitiger Tragerspaltung
von 14. Die Pd"-katalysierte Abspaltung der Alloc-Schutzgrup-
pe lieferte schlieBlich nach Umsetzung von 16 mit Decanal das
Glyco-Lip-Peptid 18 und nach Umsetzung von 17 mit Gento-
biose das Lipo-Glyco-Peptid 19 in 60 bzw. 65 % Ausbeute! ¢!

Die Beispiele zeigen, da3 durch die Kombination von chemo-
selektiver Oximbildung und orthogonaler Schutzgruppentech-
nik eine Vielzahl von Verbindungen wie Glycoside und Lipide
regioselektiv unter milden Bedingungen in wiBrigen Medien an
vollstindig ungeschiitzten Peptiden fixiert werden kénnen. Die
Methode 148t sich problemlos auf andere Aldehydgruppen-hal-
tige Verbindungen wie Liganden, Nucleinsduren oder Proteine
iibertragen und kann in Analogie zur posttranslationalen Gly-
cosylierung als regioselektive ,,postsynthetische’* Modifizierung
von Peptiden aufgefafit werden. Die aufgezeigte Variationsbrei-
te in der Funktionalisierung synthetischer Peptide er6ffnet den
Zugang zu komplexen Verbindungen von pharmakologischer
Bedeutung. Eine weitere interessante Anwendung dieser Ver-
kniipfungsstrategien liegt in der kombinatorischen Chemie,
wobei eine neue Klasse von Bibliotheken chimirer Peptide er-
schlossen werden kann.

Experimentelles

Die Festphasensynthese der Peptide wurde wie folgt durchgefiihrt: Die linearen
vollgeschiitzten Peptide wurden am Rinkamid-Harz stufenweise unter Verwendung
von 3.0 Aquiv. Na-Fmoc-Aminosduren (mit 3.0 Aquiv. Hydroxybenzotriazol und
3.0 Aquiv. N,N-Diisopropylcarbodiimid in DMF wihrend 15 min voraktiviert)
aufgebaut. Die Kupplungszeit in Gegenwart von 3.0 Aquiv. Diisopropylethylamin
in DMF betrug 45 min, Die Na-Fmoc-Schutzgruppe wird durch Behandlung mit
Piperidin (20% v/v in DMF, 20 min) abgespalten. Die Fixierung des Amino-oxy-
acetyl-Restes an den N-Terminus oder an die e-Aminogruppe des Lysinrestes gelang
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durch Kupplung der Nua-Boc- oder Na-Alloc-geschiitzten Derivate der Amino-
oxyessigsdure. AnschlieBend wurde das geschiitzte Peptid mit 50proz. Trifluoressig-
sdure (TFA) vom Triger abgespalten (in CH,Cl,), das Lésungsmittel im Vakuum
entfernt und das Peptid mit Diethylether ausgefallt. Die chemoselektive Verkniip-
fungsreaktion wurde wie folgt durchgefiihrt: 10 pmol Amino-oxyacetyliertes Peptid
wurde in 2 mL 0.1 M Acetatpuffer (pH 4.0)/CH,CN (1:1) gelost und tropfenweise
zu einer Losung der Kohlenhydrat- oder Lipidkomponenten (100 pmo! in identi-
scher Puffer-Losung) zugegeben. Die Mischung wurde durch Zugabe von 100 uL
Eisessig auf pH 3 eingestellt und die Kupplungsreaktion mit analytischer HPLC in
verschiedenen Zeitintervallen analysiert. Die Reinigung mit halbpriparativer
HPLC ergab nach Lyophilisierung das gewiinschte Glyco- bzw. Lipopeptid als
weiBles Pulver; die Charakterisierung erfolgte durch ES-MS.

Die Alloc-Abspaltung wurde wie folgt durchgefiihrt: Eine Losung des Peptids 16
oder 17 (15 mg, 0.008 mmol) und {(Ph,P),PdCl,] (2-3 mg) in CH,Cl,/4proz.
AcOH (2.5 mL) wurde mit nBu;SnH (10 uL, 0.035 mmol) behandelt und der Reak-
tionsverlauf mit HPLC verfolgt. Die orangefarbene Losung wurde filtdiert und im
Vakuum eingeengt ; nach Zugabe von Diethylether bildet sich ein Niederschlag, der
nach Zentrifugieren abdekantiert und mehrmals mit Ether gewaschen wurde. Nach
Trocknung wurden 13 mg (91 %) des Alloc-entschiitzten Peptids erhalten. Die re-
duktive Aminierung erfolgte nach einer modifizierten Variante {13]: Typischerweise
wurde das geschiitzte Peptid 1a (10 pmol) in 0.1 M Phosphatpuffer, pH 6/CH,CN
(10:1, 2mL) gelost. Zu dieser Losung wurde die Kohlenhydratkomponente
(200 pmol) als Festsubstanz zugegeben, die Mischung bei Raumtemperatur gerthrt
und die Kupplungsreaktion mit analytischer HPLC verfolgt. Nach beendeter Reak-
tion wurde das Glycopeptid durch halbpriparative HPLC gereinigt und mit Elec-
trospray(ES-MS)-Massenspektrometrie charakterisiert.
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Synthese und Einschluiverhalten neuer,
redoxaktiver dimerer Assoziate **

Xavier Garcias und Julius Rebek, Jr.*

Molekulare Assoziate bieten die Mdglichkeit, Erkennungs-
phénomene zu untersuchen, wobei selbstkomplementire Ver-
bindungen besonders geeignet sind. Diese Verbindungen kon-
nen iiber Wasserstoffbriicken dimerisieren!!!, wobei ein ge-
schlossener Hohlraum entsteht, in dem kleinere, komplemen-
tire Gastmolekiile eingeschlossen werden kénnen?). Wir be-
schreiben hier Systeme mit unterschiedlichem ,,Innenfutter
und die Konsequenzen daraus fiir ihr Bindungsverhalten.

Die neuen Systeme sind dem Original 1 strukturell dhnlich,
ihre inneren, dem Gast zugewandten Oberflichen sind jedoch
entweder durch Elektroneniiberschufl oder durch Elektronen-
mangel gekennzeichnet, und ihre Estergruppen fithren vor allem
bei 2 zu besserer Loslichkeit in organischen Medien!®!. Die Syn-
thesen verliefen auf schon beschriebenen Wegen : Das Hydrochi-
non 3 wurde durch Kondensation von 1,4-Bis(acetoxy)-2,3,5,6-

O R (e} [¢] o (e}
HI\HL Y\HL NH HN)L N)L NH

E E E E
HN\[( N\[( NH H NH
R N\“/ le) W
[¢] [¢] [¢] [¢]
1:R=H; E=CgHy 4: E = CO,(n-CyqHg)
2:R=H: E=COy(CsHg)
3:R=0OH; E= COpln-CasHg)
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Abb. 1. Links: Energieminimierte Struktur [8] des Heterodimers 3-4 (die Glycol-

urilester sind zur besseren Ubersicht nicht gezeigt). Rechts. 500-MHz-'H-NMR-
Spektren der dquimolaren Gemische aus 2 und 3 (oben) sowie 3 und 4 (unten).

-

tetrakis(brommethyl)benzol'*! mit dem passenden Glycoluril im
UberschuB erhalten. Das Chinon 4 erhielt man — ohne erkennba-
re Nebenreaktionen — durch NO,-Oxidation von 3 in CH,Cl,.

3 und 4 zeigen in organischen Lésungsmitteln wie Chloro-
form die spektroskopischen Merkmale gut definierter Assozia-
tel). Die Resonanzen der NH-Protonen bei tiefem Feld (5 ~ 9)
und die im allgemeinen scharfen NMR-Signale sprechen dafiir,
dal} in Losung die dimere Kapsel dominiert. 2, eine strukturver-
wandte Verbindung, liegt sogar im kristallinen Zustand als di-
mere Kapsel vor!®l,

Zusitzlich zur Selbstorganisation zu Homodimeren findet
man in Gemischen aus 3 und 4 oder aus einem von ihnen und 2
die Disproportionierung in Heterodimere!™ (Abb. 1). Dieses
Verhalten deckt sich mit Beobachtungen in unseren und anderen
Labors. Die Hohlraume der Heterodimere und die der Originale
1-1 oder 2-2, die durch Benzolringe als Abstandshalter charak-
terisiert sind, weisen nahezu identische Volumina auf. Die den
Gisten zugewandten n-Oberflichen der Heterodimere zeichnen
sich jedoch durch unterschiedliche Elektronendichten aus.

Der EinschluB von kleinen, komplementiren molekularen
Gisten konnte NMR-spektroskopisch direkt beobachtet wer-
den, und die Assoziationskonstanten fiir die Bildung der ver-
kapselten Komplexe wurden wie schon beschrieben!?) berech-
net. Die Werte sind in Tabelle 1 aufgefiihrt; die chemischen
Verschiebungen der eingeschlossenen Giiste zeigt Tabelle 2. Ne-
ben Methan' und Ethan wurden auch Methylfluorid (CH,F)
und Tetrafluormethan (CF,) als Giste eingesetzt, da nach jiing-
sten Berechnungen'?! CF, als Gast fiir diese Kapseln minde-
stens so geeignet sein sollte wie CH,. Es war uns jedoch weder
mit *H- noch mit ** F-NMR-Methoden méglich, den Einschlu
von CF, zu beobachten.

Tabelle 1. Die Assoziationskonstanten K, (M~ ', 298 K) fiir die Verkapselung von
Gisten in den Dimeren N-N, N =2, 3, 4 (X, ;05 = [N-Gast-N]/[N-N] x [freier
Gast]).

Wirt
Gast 2-2 33 44
CH, 33 70 10
C,H, 51 51 13
CH,F 10 17 <0.3
CF, 0.7 0.6 <0.2
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