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Chemo-enzymatische Synthese von
Sialyl-Lewis*-Glycopeptiden**
Gabi Baisch und Reinhold Ohrlein*

Bei akuten und chronischen Entzlindungen spielen invasive
Leukozyten eine entscheidende Rollef!l. Sie gelangen in einem
mehrstufigen ProzeB, der durch das ,,Leukozyten-Rolling*!?:3!
eingeleitet wird, an den Ort der Entziindung. Das ,,Rolling*
beruht auf der Wechselwirkung von Glycoproteinen, den E- und
P-Selectinen, welche auf der Oberfliche von aktivierten Endo-
thelzellen exprimiert werden, mit Kohlenhydrat-Liganden auf
der Leukozytenoberfliche!!. Ein eleganter therapeutischer An-
satz beruht darauf, diese Interaktionen zu blockieren!!.

Als Ligand fiir die Selektine wurde unter anderem das Tetra-
saccharid Sialyl-Lewis* (SLe) identifiziert'®. Monovalentes
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SLe* zeigt in vitro allerdings nur eine relativ schwache Wechsel-
wirkung mit E-Selectin (IC5, = 0.75 mm)!”. Man vermutet
deshalb, daB3 die E-Selectin-SLe*-Interaktion in vivo durch
,,Clustering** (Multivalenz) zwischen E-Selectin und SLe* ver-
stirkt wird®!. Um diese Hypothese zu verifizieren, wurden zu-
nidchst bis zu 18 chemisch vorgefertigte SLe*-Einheiten iiber
einen Spacer mit Rinderserumalbumin'®! verkniipft. Die positi-
ven Assay-Daten dieser kiinstlichen Glycoproteine stimulierten
die Suche nach Methoden zur definierteren Synthese oligovalen-
ter SLe*-Konjugate. So verkniipfte man drei chemisch vorgefer-
tigte SLe*-Einheiten mit Nitromethantricarbonsduren''®! oder
Cyclopeptidtemplaten!! *1. Relativ starre, divalente SLe*-Konju-
gate erhielt man chemo-enzymatisch mit Trisaccharidtempla-
tenI2],

Bislang ist aber weder die GréB8e noch die rdumliche Anord-
nung der E-Selectin-SLe*-Cluster bekannt. Eine rasche Bestim-
mung dieser Parameter ermoglicht die folgende Strategie zur
Synthese oligovalenter SLe*-Konjugate. Als Kohlenhydrat-tra-
gendes Riickgrat wihlten wir Oligopeptidketten. Je nach Wahl
der monomeren Bausteine kann durch Rigidisierung oder Flexi-
bilisierung der Kette die Prisentation der SLe*-Einheiten beein-
flufit werden. Zusétzlich kann die Peptidkette nach ausgearbei-
teten Synthesetechniken!'3! optimiert werdent#!.

Als Methode der Wahl zum Aufbau solcher Kohlenhydrat-
Cluster mit natiirlichen Zuckerbausteinen erweist sich die enzy-
matische Glycosylierung. Glycosyltransferasen haben folgende
Vorteile: a) Die Glycosylierungen verlaufen auf vorhersagbare
Weise mit exzellenter Stereo- und Regioselektivitit!!s!, wobei
man die duBerst anspruchsvolle chemische Synthese des SLe*-
Tetrasaccharids!!® umgeht. b) Man vermeidet weitgehend auf-
wendige Schutzgruppenmanipulationen, wie sie liblicherweise
in der chemischen Glycopeptidsynthese notwendig sind!'”\
¢) Man kann in wiBrigen Puffersystemen ohne organische Lo-
sungsmittel arbeiten. d) Es fallen keine giftigen Schwermetali-
salzabfille an, wie sie bei chemischen Glycosylierungen ent-
stehen.

Eingeschrankt wird die enzymatische Methode durch die
noch limitierte Zuginglichkeit der Glycosyltransferasen!!®. Die
benotigten aktivierten Zuckermonomere sind zwar prinzipiell
kommerziell erhiltlich, ein gréBerer Bedarf jedoch muf3 durch
Synthese!'?! gedeckt werden; alternativ lassen sich bestimmte
aktivierte Donoren in situ generieren*,

Ausgangspunkt unserer Synthesen waren die N-Acetylglucos-
amin-Asparagin-Bausteine 2 und 3 (Schema 1). Aus dem N-
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Schema 1. a) Morpholin, 77%:; b) CH,Cl;, Ac,0. py, 96% ¢) CF;COOH, 94%;
d) MeOH, MeONa, 76 %; Fmoc = 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl, Z = Benzyl-
oxycarbonyl.
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Glycosid 1211 wird durch Abspaltung der Aminoschutzgruppe
mit Morpholin?! der Aminobaustein 2 gewonnen, aus wel-
chem wiederum nach N-Acetylierung, Entschiitzen der Sdure-
funktion mit Trifluoressigsdure und Behandlung mit Natrium-
methanolat der Sdurebaustein 3 zuginglich wird.

Die in der Linge variablen Aminosduren 4 - flexible Ab-
standshalter — lassen sich unter Schotten-Baumann-Bedingun-
gen aus den entsprechenden freien Aminosduren und Benzyl-
oxycarbonylchlorid in fast quantitativer Ausbeute herstel-
len!'®!. Die Bausteine 2 und 4 werden mittels EDCI konden-
siert’®¥! und anschlieBend desacetyliert und hydriert (Sche-
ma 2). Die resultierenden Verbindungen S werden wiederum mit
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Schema 2. a) THF, EDCL 62-94%: b) 1% NaOMe in Methanol, dann MeOH,
H,/Pd;C. 93-97%; ¢} DMF. 3 + DCC/HOBt oder 3 + BBC (56% (n =1), 47%
(2). 54% (3). 80% (4), 67% (5). 84% (6}, 97% (7). d) gilt fir n =4-7:
CF;COOH, 0°C (43% (n = 4), 82% (5). 33% (6), 55% (7)), e} DMF, 5 + DC(/
HOBt oder 5 + BBC, 43-53%; EDCI = 3-[3-(Dimethylamino)propyl]-1-ethylcar-
bodiimid-hydrochlorid, DCC = Dicyclohexylearbodiimid, HOBt = Hydroxy-
benzotriazol, BBC = Benzotriazolyloxybis(pyrrolidino)carbonium-hexatluoro-
phosphat.

dem Baustein 3 kondensiert, wobei sich DDC in Verbindung mit
HOBt oder BBC als Hilfsreagentien bewihrte?#. Erneutes Ent-
schiitzen der Saurefunktion in 6 und Kondensation mit den
Bausteinen 5 ergibt die trimeren Strukturen 7291, Die Flexibili-
tit der Synthesestrategie zeigt sich darin, dafl durch Wiederho-
lung der Schritte (d) und (e) von Schema 2 gezielt auch
tetravalente’” und hohere Strukturen gewonnen werden kon-
nen.

Die Substrate 6 und 7 werden zunédchst mit Uridindiphospho-
Galactose (UDP-gal)?! als Donorsubstrat und kiuflicher Ga-
lactosyltransferase (EC 2.4.1.22)1271 in einem Natriumcacody-
latpuffer (pH 7.5) in Gegenwart von alkalischer Phosphatase
aus Rinderdarm (CIAP, EC 3.1.3.1)128) zur Zerstérung des in-
hibierenden Nebenproduktes Uridindiphosphat, inkubiert!?®!
(Schema 3). Die volistindige Umsetzung kann auf dieser Stufe
dinnschichtchromatographisch oder besser durch MALDI-
TOF(matrix-assisted faser desorption jonization fime of flight)-
Massenspektrometrie einer kleinen Probe des Reaktionsgemi-
sches ermittelt werden (sieche Abb. 1).
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Schema 3. a) 2.2 bzw. 3.3 Aquiv. UDP-gal, gal-t. fiir 8 (75%. 85%. 92%, 70%,
81%., 96 %, 64%). fir 9 (88 %, 75%); b) 2.2 bzw. 3.3 Aquiv. CMP-sia, 2(2 - 3)sia-t.
fiir 8 (73 %, 97%. 73 %, 99 %, 64 %, 77%, 77%). fur 9 (85%. 99%); c) 2.2 bzw.
3.3 Aquiv. GDP-fuc, fuc-t VI, fiir 8 (99%. 85%. 95 %, 77%. 73 %. 74%. 67 %). fir
9 (68 %, 67%).

Die galactosylierten Zwischenstufen werden durch Filtration
iber Sephadex (G-25 superfine (Pharmacia)) gereinigt sowie
'H- und '*C-NMR-spektroskopisch charakterisiert. Die Sialin-
sdure wird anschlieBend mit Cytidinmonophosphosialinsdure
(CMP-sia) als Sialinsduredonor®! und molekularbiologisch
erzeugter o(2~3)Sialyltransferase (EC 2.4.99.6)13!! ebenfalls in
Gegenwart von CIAP (pH 6.5) eingefithrt!??), Filtration der Re-
aktionsgemische tber Sephadex ergibt die sialidierten Ziel-
strukturen, die erneut 'H-NMR-spektroskopisch und MALDI-
TOF-massenspektrometrisch charakterisiert werden. Das SLe*-
Tetrasaccharid wird schlieBlich mit Guanosindiphosphofucose
(GDP-fuc)?! als Fucosedonor und ebenfalls biotechnologisch
amplifizierter Fucosyltransferase VI'*3 in einem Cacodylatpuf-
fer (pH 6.5) in Gegenwart von CIAP vervollstindigt!?®). Die
Endstufen 8 und 9 standen so in 6—20 mg Mengen fiir biologi-
sche Assays** zur Verfligung.

Alle IC,,-Werte wurden auf eine SLe*-Einheit normiert. Die
divalenten Verbindungen 8 zeigen zwar untereinander Abwei-
chungen der Bindungsaffinititen um den Faktor drei, weisen
aber keine hoheren Bindungsaffinititen zu E-Selectin auf als
monomeres SLe*, welches analog S-N-glycosidisch an das Agly-
con (N-acetylierte, O-tert-butyl-geschiitzte Asparaginsiure) ge-
bunden ist. Demgegeniiber zeigt das Trimer 9 (n = 4) eine vier-
mal hohere Affinitit zu E-Selectin als das Monomer und eine
fast neunmal hohere Affinitdt als das entsprechende Dimer 8
(n = 4) (Tabelle 1).

Tabelle 1. 1C4,-Werte der Octa- und Dodecasaccharide 8 bzw. 9 [34].

Verbindung 1C 5, {mm}
SLe*-Aglycon 0.60
8(n=1) 0.46
8(n=2) -
8(n=3) 0.64
8(n=4) 1.20
8(n=7) 0.47

8 (n=106) 0.80
=T 0.48
9(n=4) 0.14
9(n=23) 0.39
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Abb. 1. MALDI-TOF-Massenspektrum der Reaktionslosung der Fucosylicrung von 6 (n = 4); Matrix: 0.1 M 2,4,6-Trihydroxyacetophenon in Ethanol.

Wihrend der Synthese der komplexen Endstufen zeigte sich
die hohe Effizienz der MALDI-TOF-Massenspektrometrie!?3!
als analytische Methode zur Kontrolle des Reaktionsverlaufs.
Abbildung 1 zeigt exemplarisch das Spektrum einer Probe der
Reaktionslosung aus der Fucosylierung von 6 (n =4). Alle
Endstufen wurden zusétzlich 'H-NMR-spektroskopisch cha-
rakterisiert 351,

Die Signale 2—4 stammen von nichtfucosyliertem Ausgangs-
material (M =1756.7) als Addukt mit Na*, 2Na* und 3Na*,
die Signale 57 von monofucosylierten Zwischenstufen (M =
1902.8) ebenfalls als Na*-Assoziat und die Signale 9 und 10
schlieBlich vom difucosylierten Endprodukt (M = 2047.0), wie-
derum als Na*-Addukt. Wenn sich keine Stgnale von Ausgangs-
material oder Zwischenstufen mehr nachweisen lassen, wird die
Reaktion abgebrochen, und die Produkte werden {iber Sepha-
dex aufgereinigt. Gleichzeitig ist das MALDI-TOF-Massen-
spektrum ein erstes Reinheitskriterium der Endstufe.

Die Verfiigbarkeit der Transferasen und der aktivierten Zuk-
ker vorausgesetzt, ermdglicht die vorgestellte Methode eine ra-
sche Herstellung von oligovalenten SLe*-Konjugaten. Die Rigi-
ditét des Peptidriickgrats (— Présentation der SLe*-Einheiten)
und die individuellen Abstinde der einzelnen SLe*-Einheiten
konnen durch geeignete Aminosduremonomere beeinfluBBt wer-
den. Der sequentielle Aufbau hohervalenter SLe*-Analoga ist
iiber die Peptidchemie moglich.

Die enzymatische Methodik ist nicht auf den Aufbau der
natirlichen SLe*-Struktur beschrinkt!®”; so zeigten mehrere
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Untersuchungen, daf3 selbst stark entfremdete Substrate (Dono-
ren wie Acceptoren) von einigen Glycosyltransferasen hoch re-
gio- und stereoselektiv fibertragen werden!*®!. Die Substrat-
breite der Transferasen ist bei weitem noch nicht ausgelotet.
Selbst Pseudozucker lassen sich mit Transferasen stereospezi-
fisch und ohne Schutzgruppenmanipulationen effizient darstel-
len3®: 3?1 50 daB auch SLe*-Mimetical®™), von denen einige er-
staunliche Affinititen zu E-Selectin aufweisen!*®!, auf diese
Weise hergestellt werden konnen.

Eingegangen am 7. Dezember 1995,
verdnderte Fassung am 4. Mirz 1996 [Z 8621]
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LeNarvor, D. P. Dumas, G. C. Look, J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 8137; R.
Ohrlein, noch unversffentlicht.
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Eine neue Diradikal-Cyclisierung als Alternative
zur Myers-Saito-Cycloaromatisierung bei
der thermischen Umsetzung von Eninallenen**

Michael Schmittel*, Marc Strittmatter und
Susanne Kiau

Professor Horst Prinzbach zum 65. Geburtstag gewidmet

Seit einigen Jahren kann eine rege Forschungsaktivitdt auf
dem Gebiet der thermischen Diradikal-Cyclisierungen!! von
Endiinen, Enincumulenen und Eninallenen verzeichnet werden.
Inspiriert wurde diese Entwicklung einerseits durch die faszinie-
renden Wirkmechanismen solcher Systeme in tumorhemmen-
den Naturstoffen'®!, andererseits durch das Potential, das fiir
die Synthese carbocyclischer Systeme!®! gegeben ist. Folgerich-
tig wurden auch bei Eninallenen, deren thermische Reaktion
im allgemeinen zu den erwarteten Myers-Saito-Cyclisierungs-
produkten fiihrt™*™ 4, bereits unterschiedlichst substituierte
Verbindungen untersucht. Vollig unerwartet tritt jedoch, wie
wir kiirzlich zeigen konnten, bei Anwesenheit einer Arylgruppe
am Alkinterminus der Eninallene (Schema 1) ein Reaktions-
wechsel zu einer C2-C8-Cyclisierung auf, die zur Bildung der
formalen En-*1 und Diels-Alder-Reaktionsprodukte!® fithrt.

Um die tiberraschende C2-C®-Cyclisierung in 1a, ¢, d zu er-
kldren, postulierten wir®> 1 die Diradikalzwischenstufe B2 ¢
(Schema 2), obwohl die Bildung von 2a, 4 (R = CH,) und §
prinzipiell auch iiber eine konzertierte Reaktion mdglich wire.
Da aber die Stabilisierung von Vinylradikalen durch Arylgrup-
pen hinlinglich bekannt ist!™, wurde vorgeschlagen, daB die

Tol
P H
/ H
A, 14-CHD _ O /
1a: R' = pTol, R?= nB Q
prol RTamu POPh;
2a (76 %)

H PoPh,

3(57 %)
A, 1,4-CHD pTol O
-
1 POPh,
1¢: R = pTol
Rf =Ph
1¢:R = pTol [4(R = H)] 5(63 %)
R = Mes [4 (R = CHs)](82 %)

Schema 1. Wechsel der thermischen Reaktion von Eninallenen von der Myers-Sai-
to- zu einer C2-C®-Cyelisierung (1.4-CHD =1.4-Cyclohexadien, Mes = 2,4.6-Tri-
methylphenyl).

[*] Prof. Dr. M. Schmittel, Dipl.-Chem. M. Strittmatter, Dipl.-Chem. S. Kiau

Institut fiir Organische Chemie der Universitit
Am Hubland, D-97074 Wiirzburg
Telefax: Int. + 931/888-4606
E-mail: mjls@chemie.uni-wuerzburg.de

[**] Thermische und elektronentransferinduzierte Reaktionen von Endiinen und
Eninallenen, 4. Mitteilung. Diese Arbeit wurde von der Volkswagen-Stiftung
und dem Fonds der chemischen Industrie geférdert. Prof. Dr. C. Riichardt und
E. Hickl (Freiburg) danken wir fiir ihre groB3e Hilfe bei den DSC-Experimen-
ten. — 3. Mitteilung: [6].
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