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Saccharid-Ummantelung oligovalenter Amine:
Synthese Thioharnstoff-verbriickter
Cluster-Glycoside aus Glycosylisothiocyanaten**

Thisbe K. Lindhorst* und Christoffer Kieburg

Die spezifische Wechselwirkung zwischen Kohlenhydraten
und Proteinen ist fiir viele Zelladhidsionsphdnomene von grund-
legender Bedeutung!'). So wird die Rekrutierung von Leukozy-
ten an den Ort chronischer oder akuter Entziindungen durch die
Wechselwirkung zwischen Selectinen und dem Sialyl-Lewis*-Te-
trasaccharid eingeleitet'). Die Phagozytose von Bakterien wird
durch Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen vermittelttl.
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Auch die Adhdsion von Mikroben an ihre Wirtzellen hdngt in
vielen Fillen von der Interaktion bakterieller und viraler Lekti-
ne mit den Oberflichensacchariden des Wirtes ab!™®, und das
Mannose-bindende Protein (MBP)!), ein Produkt der priméren
Immunantwort, erkennt Oligosaccharide auf der Oberfliche
von Bakterien, die es von eigenen Zuckerepitopen unterscheiden
kann'®), Es gibt sogar Hinweise darauf, da Kohlenhydrat-Pro-
tein-Wechselwirkungen bei der Steuerung des Auswachsens von
Neuriten eine Rolle spielen!”..

Fiir die Untersuchung und die Manipulation von Kohlenhy-
drat-Protein-Wechselwirkungen werden geeignete Glycomime-
tica bendtigt, die mit den natiirlichen Kohlenhydrat-Liganden
konkurrieren kdnnen!®. Dafiir hat sich in vielen Fillen das
,.Clustern* von Sacchariden als giinstig erwiesen, weil die Ver-
vielfachung spezifischer Zuckerepitope in einem Molekill zu
teilweise stark erhéhten Aviditdten bei den untersuchten Adha-
sionsvorgingen fithrt'®!, Dieses Phiinomen wird als ,,Cluster-Ef-
fekt* bezeichnet und wurde zuerst fiir das Galectin auf Hepato-
zyten nachgewiesen!! 9. Seitdem wurde das Clustern von Glyco-
siden vor allem im Zusammenhang mit der Inhibierung des
Himagglutinins des Influenza-Virus untersucht™!), Hiufig
wurden fiir den mehrfachen Einbau von Sacchariden in ein Mo-
lekiil Copolymerisationen!!?) oder Telomerisationen'?! ver-
wendet, wihrend inzwischen zunehmend Dendrimere als Kern-
Bausteine flir die Synthese von Cluster-Glycosiden mit exakt
definierter Struktur eingesetzt werden!'*!. In jiingster Zeit ist
auch das Clustern von Sialyl-Lewis*-Tetrasacchariden im Zu-
sammenhang mit der Kontrolle der Leukozytenrekrutierung bei
entziindlichen Prozessen untersucht worden!*1,

Kirzlich haben wir eine praktische Methode zur Herstellung
von Glycosylisothiocyanaten beschrieben! ¢!, welche diese viel-
seitigen Kohlenhydratderivate leicht im GrammaBstab zuging-
lich macht. Wir zeigen, daf Glycosylisothiocyanate zur Her-
stellung von Cluster-Glycosiden ideal geeignet sind. Die leicht
ablaufende Reaktion von Isothiocyanaten und Aminen zu
Thioharnstoffen 148t sich allgemein auf die Umsetzung von
Glycosylisothiocyanaten mit oligovalenten Aminen iibertragen
und liefert sofort die entsprechenden mehrarmigen, Thioharn-
stoff-verbriickten Glycokonjugate.

Wir haben die Reaktion mit dem trivalenten Tris(2-amino-
ethyl)amin 1 und unterschiedlich konfigurierten, sowohl Mono-
als auch Disaccharid-Glycosylisothiocyanaten durchgefiihrt
und die entsprechenden, dreifach zuckerfunktionalisierten Pro-
dukte in sehr guten Ausbeuten erhalten. Die Zuckereinheiten
lassen sich nach Zémplen problemlos mit Natriummethanolat
in Methanol entschiitzen, ohne daB die Thioharnstoffgruppe
angegriffen wird (Schema 1). So lieferten die acetylierten Glyco-
sylisothiocyanate der gluco-, manno-, galacto-, cellobio- und lac-
to-Reihe die Tris(2-glycosylthioharnstoffethyl)amine 2-6 in
Ausbeuten zwischen 70 und 85% iiber zwei Stufen! 7},

Die Konfiguration am anomeren Zentrum der Zuckerreste
wird durch die Konfiguration des eingesetzten Glycosylisothio-
cyanates festgelegt und bleibt wihrend der Reaktion unangeta-
stet. Es besteht allerdings die Gefahr der basenkatalysierten
O — N-Acylgruppenwanderung aus den acetylgeschiitzten
Glycosylisothiocyanaten auf die endstindigen Aminogruppen
der Kern-Molekiile: Beij falscher Reaktionsfiithrung bildet sich
lediglich der Bis(glycosylthioharnstoft)-Cluster, wihrend die
dritte Aminogruppe acetyliert und damit blockiert wird, was
zu niedrigeren Ausbeuten und Strukturdefekten in der Peri-
pherie des Clusters fithrt. Diese unerwiinschte Reaktion kann
dadurch unterdriickt werden, daB man das oligovalente
Kern-Molekiil in stark verdiinnter Losung zu einer siedenden
Losung des jeweiligen Glycosylisothiocyantes in Dichlormethan
tropft.
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HO OH Aus-beuten von 76, 69 bzw.
0o 55%. Die Reaktionsbedin-

Ny L 2w, gungen sind in allen drei Fal-

len gleich, abgesehen davon,
daB man bei den gréferen
Clustern DMF statt Dichlor-

2 methan als Losungsmittel ver-
R=H, wendet und die Reaktionszei-

S§<NH Hexose ten verldngert. Die vorgestell-

) Glycosid  [%] NH ten Produkte konnten chro-
Konfig. R1 R2 R3 R4 matographisch an Kieselgel
“frgluco SA aAC n 8?0 g gg OH gereinigt werden. Die acety-
a-manno C C lierten Verbindungen werden
Bgalacto H OAc OAc H 4 A ) .. .

facto I 6 76 N
s H OAc H A(1.4)Gal0AS) 4 RO Cluster-Glycoside fallen nach
Schema 1. Reaktion von 1 mit Glycosylisothiocyanaten zu den Thioharnstoff-verbriickten Cluster-Glycosiden 2--6. Gefriertrocknung als  weille

Die Methode 148t sich auch auf die Synthese mehrfach zuk-
kerfunktionalisierter Cluster anwenden, wobei sich dendritische
Polyamine als Kern-Molekiile anbieten. Sie werden leicht durch
erschopfende Michael-Addition der Initiatorkern-Amine an
Methylacrylat und nachfolgende Aminolyse der Ester mit Ethy-
lendiamin zum Amidoamin erhalten. Dabei wird die Zahl der
Aminofunktionalititen in jeder Generation verdoppelt, ein
Wachstumsprinzip, das nach Tomalia et al. zu den Polyami-
doamin(PAMAM)-Dendrimeren fithrt!'®, So kann aus 1 der
hexavalente PAMAM-Kern 8 sowie aus Ethylendiamin das te-
travalente Amin 7 und — in der nichsten Generation — der acht-
armige Kern 9 hergestellt werden.

Fir die Synthese groflerer Cluster haben wir Mannosyliso-
thiocyanat als Kupplungspartner verwendet, weil uns Cluster-
Mannoside fiir die Untersuchung der Mannose-spezifischen
Adhésion besonders interessieren!!®!. Tatsichlich reagiert
2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosylisothiocyanat  mit
7-9 leicht zu den vier-, sechs- bzw. achtfach zuckerfunktiona-

N

HN NH, H 0
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Pulver an.

Alle Produkte wurden 'H-
und !'*C-NMR-spektroskopisch sowie massenspektrometrisch
charakterisiert. Die NMR-Spektren zeigen jeweils fur die Zuk-
kereinheiten nur einen Signalsatz; das Verhéltnis der Integrale
itber diese Signale und iiber die Kern-Methylenprotonen ist bei
allen Produkten richtig. Die NMR-Spektren der acetylierten
Cluster in DMSO weisen jeweils die korrekte Zahl von NH-Si-
gnalen im Bereich von 6 =7.2-9.5 auf,

Die Dynamik der aliphatischen Ketten des Kerns fithrt bei
den Cluster-Glycosiden 10—12 zu breiten Signalen in den 'H-
NMR-Spektren, wovon vor allem die anomeren Protonen der
Zuckereinheiten sowie die Thioamid- und die Methylen-Proto-
nen des Kern-Bereiches betroffen sind. Aus dem gleichen Grund
sind in den '*C-NMR-Spektren der Verbindungen einige Si-
gnale, besonders die der Methylenkohlenstoffatome, bei Raum-
temperatur nur wenig intensiv oder gar nicht vorhanden. Diese
Signalverbreiterungen treten bei den entschiitzten Verbindun-
gen mit D,0O als Losungsmittel nur in geringerem MaBe auf.
Messungen bei hoherer Temperatur flihrten zu einer besseren

NH

NH,
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Tabelle 1. Ausgewiihlte 'H- und '*C-NMR-spektroskopische
chemische Verschiebungen von 10-12 in D,0.
H Q Q, NH
10 1 12
[o] i N, N, N, HN\/\uj\ o i i ’
HQ HQ N
d NN \g/\/ \L I ~Y NN\ . 'H-NMR (400 MHz):
NH HN Saccharid-H-1 537 (4H) 537(6H) 537 8H)
ud oM OH
o ° H CH,-Gruppen 3.62(8H) 3.66 (6H) 3.65(16H)
der Kern-Region 332 (8H) 3.30(6H) 3.31(24H)
286 (8H) 2.75(OH) 299 (12H)
2.72(4H) 2.62(3H) 2.90 (16H)
243 (8H) 223(6H) 2.73(8H)
2.51 (8H)
HO
o ° 0 oH 2.41 (16H)
o ) j\/\ INH ““1 /\i .y o C-NMR (69.89 MHz):
fe] H
N N, N, N C=S 182.62 182.67 182.60
N
" i N N N ' d o c=0 174.75 175.28 175.01
s r i Saccharid-C-1 82.70 82.78 82.72
HN™ “o o7 “NH CH,-Gruppen 50.11 51.35 51.89
H H der Kern-Region 49.28 49.70 4997
44.41 4945 49.60
r ””‘YS 39.32 44.47 49.19
NH H 32.33 39.34 44.43
33.03 39.26
o (] 37.04
S, CH
HO! 32.69
H o 12 rogh? " 31.97

Aufldsung der Signale in den 'H-NMR- und zur Detektion der
vollstindigen Signalsitze in den '*C-NMR-Spektren (Tabel-
le 1). Die *3C-NMR-Signale der Methylengruppen der zentra-
len Ethylendiamin-Einheit von 12 kénnen nur bei sehr hoher
Konzentration der Probe detektiert werden.

Angew. Chem. 1996, 108, Nr. 17
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Fir die Massenanalyse des gréf8ten Clusters 12 (M =
3199.69 gmol ') ist die matrixunterstiitzte Laserdesorptions-/
ionisations-Flugzeit(MALDI-TOF)-Massenspektrometrie ge-
eignet. Das MALDI-TOF-Massenspektrum von 12 zeigt aus-
schlieBlich das Signal fiir das protonierte Molekiilion.
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Wir konnten zeigen, daB sich Glycosylisothiocyanate mit
dendritischen Polyaminen zu Thioharnstoff-verbriickten Clu-
ster-Glycosiden mit definierter Struktur verkniipfen lassen.
Ausgehend von einfachsten Edukten kénnen so in lediglich zwei
Reaktionsschritten unterschiedlichste Cluster-Glycoside — auch
im Grammalstab — ziigig bereitgestellt werden, deren Kohlen-
hydratepitope hinsichtlich Zahl und Art ohne weiteres variiert
werden konnen.

Experimentelles

12: Eine L3sung von 40 mg (0.028 mmol) 9 (G =1.0) in 10 mL DMF wird langsam
zu einer siedenden Losung von 122 mg (0.31 mmol, 11.2 Aquiv.) 2,3,4,6-Tetra-0-
acetyl-u-D-mannopyranosylisothiocyanat in 50 mL Dichlormethan getropft. Das
Reaktionsgemisch wird 6 h unter Riick{iuf} erhitzt, dus Losungsmittel anschlieBBend
abdestilliert und der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel
0.04-0.063 mm; CH,Cl,/MeOH, 9/1). Das acetylierte Produkt wird in 80 mL abso-
futem Methanol gelost und der pH-Wert der Lsung mit einer frisch bereiteten 1N
Natriummethanolat-Losung auf 8-9 ecingestellt. Das Reaktionsgemisch wird bei
40" C geriihrt bis dic Reaktion beendet ist, dann wird mit Ionenaustauscher (Dowex,
H* W50 x 8) neutralisiert, vom Ionentauscher abflitriert, mit Wasser gewaschen
und das Methano! abdestilliert. Der verbleibende Riickstand wird gefriergetrock-
net. Man erhdlt 49 mg (0.015 mmol, 55%) 12 als weiBes Lyophilisat. MALDI-TOF-
MS (Matrix: 2.5-Dihydroxybenzoesiiure): m/z: 3192 (ber. (C,,3H;;¢N;,05,S,):
3198.31 [(M + H)*)).
Eingegangen am 21. Mirz,
verdnderte Fassung am 21. Mai 1996 [Z8961]

Stichworte: Dendrimere + Glycokonjugate - Glycosylthioharn-
stoffe
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J = 5.55(br. s, 3H, H-1), 4.08 (br. s, 3H, H-2), 3.89-3.86 (m. 6 H, H-3. H-6),
3.78 (dd. 3H, H-6'), 3.74-3.69 (m. 9H, H-4. CH,NH), 3.57 (ddd, 3H. H-5).
2.87 {t, 6H, CH,N); J(3.4) = 9.1, J(4,5) =9.1, J(5.6) = 2.1, J(5.6") = 6.4,
J(6,6') =12.2 Hz; 13C-NMR (62.89 MHz, D,0): 6 =181.94 (C=S), 82.84 (C-
1), 74.02, 70.94, 69.95, 67.72 (C-2, C-3, C-4, C-5). 61.27 (C-6), 52.78 (CH,N),
43.11 (CH,NH); J(H1.C1) =165 Hz.

[18] D. A. Tomalia, A. M. Naylor. W. A. Goddard 111, Angew. Chem. 1990, 102.
119-157, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1990, 29, 113—151.

[19] In Zusammenarbeit mit dem Forschungszentrum Borstel testen wir derzeit die
Eigenschaften von Cluster-Mannosiden als Inhibitoren der Agglutination von
Typ-1-Fimbrien aus Escherichia coli mit Hefezellen in Abhéngigkeit von Struk-
tur und Zahl der mit Zuckerbausteinen funktionalisierten Arme der Cluster-
Mannoside (N. Firon, S. Ashkenazi, D. Mirelman, 1. Ofek. N. Sharon, Infect.
Irmmun. 1987, 55, 472--476). Fir die Untersuchung der biologischen Funktio-
nen von Glycoproteinen des CD66-Clusters werden ebenfalls Cluster-Manno-
side bendtigt (S. L. Sauter, S. M. Rutherford, C. Wagener, J. E. Shively, S. A.
Hefta, J. Biol. Chem. 1993, 268, 15510-15516).

Hervorragende Gelbildung durch und
chirale Aggregate aus Alkylamiden, die aus
trans-1,2-Diaminocyclohexan erhalten wurden

Kenji Hanabusa*, Manabu Yamada, Mutsumi Kimura
und Hirofusa Shirai

Der Entwicklung von Bausteinen, die sich zu Supermolekiilen
im Nanomaf@stab organisieren kénnen, wird sehr viel Interesse
entgegengebracht!! 2l Wir untersuchen Gelbildner zum Hirten
organischer Fliissigkeiten und interessieren uns besonders fiir
selbstkomplementire Molekiile, in denen funktionelle Gruppen
eines Molekiils mit komplementédren Gruppen eines Nachbar-
molekiils wechselwirken!>~®), da unsere bisherigen Ergebnisse
zeigen, daB} derartige Wechselwirkungen, die zu makromolekiil-
artigen Aggregaten fiihren, fiir die Gelbildung notwendig sind.
Hier berichten wir iiber die bemerkenswerte Fihigkeit von Al-
kylamiden, die aus frans-1,2-Diaminocyclohexan erhalten wur-
den, zur Gelbildung und iiber die in organischen Losungsmit-
teln resultierenden chiralen Aggregate.

In jiingster Zeit gab es mehrere Berichte tiber eine thermore-
versible Gelbildung durch niedermolekulare organische Verbin-
dungen" 7131 Wir haben Verbindungen, die thermoreversible
physikalische Gele bilden, untersucht, wobei intermolekulare
Wasserstoffbriickenbindungen und van-der-Waals-Wechselwir-
kungen die wichtigsten Triebkrifte sind. Drei Hauptbedingun-
gen miissen gute Gelbildner erfiillen: 1) Sie miissen durch inter-
molekulare Wechselwirkungen zu makromolekiilartigen Aggre-
gaten fiihren. 2) Diese Aggregate miissen sich verflechten. 3) Es
darf zu keiner Kristallisation des metastabilen Gels kommen.
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