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Synthese neuartiger 6-Amido-6-desoxy-~-galactose- 
Derivate als potente Sialyl-Lewis"-Mimetica** 
Michael W. Cappi ,  Wi lna  J. Moree ,  Lei Qiao ,  
Thomas G. M a r r o n ,  Gabriele  Weitz-Schmidt und 
Chi-Huey Wong" 

Auf Zelloberfliichen befindliche Oligosaccharide sind hin- 
sichlich ihrer Strukturen hoch diversifiziert und an vielen Zell- 
funktionen beteiligt. Das terminale Fragment einiger Glycopro- 
teine und -lipide, Sialyl-Lewis" (SLe', Schema I ) ,  ist eines dieser 
Kohlenhydrate. SLe" fungiert als Ligand fur mehrere Selectine, 
besonders fur E-, L- und P-Selectin[']. Diese Adhasionsrezepto- 
ren spielen bei der fruhen Wechselwirkung zwischen Leukozyten 
und dem vaskularen Endothelium eine Rolle[21. Die Bindung 
zwischen dem Selectin und dem zugehorigen Kohlenhydratli- 
ganden scheint eine Voraussetzung fur die Extravasation von 
Neutrophilen zu sein und hat einen entscheidenden EinflulJ so- 
wohl auf die Rezirkulation von Lymphozyten als auch auf die 
Plattchenadhlsion. 

Zwar ist die Bindung zwischen SLe" und den Selectinen unter 
Gleichgewichtsbedingungen sehr schwach, doch ist SLe" in vie- 
len Modellen fur akute Krankheiten ein effektiver Entzun- 
dungshemmer und befindet sich zur Zeit in der zweiten klini- 
schen Unters~chungsphase[~]. Trotz der kiirzlich durch einen 
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chemoenzymatischen Ansatz vereinfachten Synthese von SLexc4I 
bleiben die Nachteile der hohen Produktionskosten und der 
geringen oralen Bioverfugbarkeit bestehen, weshalb weiterhin 
und intensiver denn je nach einfacheren und gunstigeren Mime- 
tica gesucht wird. Wegen der schwachen Rezeptor-Ligand-Bin- 
dung konnte die Struktur dieser Komplexe nicht untersucht 
werden; lediglich die Kristallstruktur des freien E-Selectins wur- 
de a~fgeklar t [~I .  Daher wurden die fur die Bindung zwischen 
SLe' und den Selectinen notwendigen funktionellen Gruppen 
der SLe"-Einheit anhand vieler einfacherer Struktur-Aktivitats- 
Modelle bestimmt. Die 2-, 3- und 4-Hydroxygruppen der Fuco- 
se, die 4- und 6-Hydroxygruppen der Galactose sowie die nega- 
tive Ladung des Carboxylatrestes der Sialylsiure von 1 haben 
sich als essentiell herausgestellt (Schema 1)[61. Anhand der Er- 
gebnisse von Molekulmechanik-Rechnungen und analytischer 
Daten wurde fur SLe" die in Schema 1 gezeigt aktive Bindungs- 
konformation vorgeschlagen['], welche als Grundlage fur die 
Synthese von SLe"-Mimetica dientLsl, und es gibt bereits mehre- 
re Verbindungen, deren In-vitro-Aktivitit der von SLe" gleich- 
kommt oder diese ubersteigt. 

E-Selectin- 
Bindung ,-'--I 

Glyco rotein P "eutrophill 
'OH 

Schema 1. Sialyl-Lewis'; die fur  die Bindung erforderlichen funktionellen Gruppen 
sind hervorgehoben. 

Unter Verwendung der genannten Struktur-Aktivitats-Bezie- 
hungen haben wir mehrere SLe"-Mimetica entworfen, von de- 
nen die meisten eine L-Fucoseeinheit enthielten, die am anome- 
ren Zentrum mit einem geeigneten Spacer verknupft war[8h% 'I. 
In der hier beschriebenen Reihe ist die L-Fucose durch L-Galac- 
tose ersetzt worden, um geeignete Dihydroxy-a-aminosauren 
(3-7) an C6 anbinden zu konnen. Die Dihydroxyeinheiten die- 
nen hierbei als Ersatz der 4- und 6-Hydroxygruppen der Galac- 
tose in SLe". Durch Anknupfung einer passenden Alkylseiten- 
kette mit einem terminalen Carboxylatrest wird die negative 
Ladung eingefuhrt, und es resultieren Verbindungen vom Typ I 
oder IT (Schema 2 ) .  

Das Galactosamin 2 dient als zentrale Glycosideinheit in allen 
Mimetica und konnte einfach und in hoher Ausbeute aus L-Ga- 
lactose hergestellt werden (Tabelle I)[''. Die Aniinosauren 3-5 
wurden mit Threonin-Aldolase nach einer von uns entwickelten 

Fucose- 
Galactose- 

HO 
H OH H OH 

O Y " H  O Y N ' H  

m= TYP 1,2  11 - Ho2c+x ;'PA, rn=1 ,2 ,3  NH2 n=1 ,2  
n=  1 ,2  Sialylsaure- 

analog 

Schema 2 .  Zwei Typen der entwickelten Glycopeptidmimetica 
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Tabelle 1.  Kupplung der Aininosduren 3-7 a n  das Galactosamin 2 

Me 

Tabelle 2. Synthese der Glycopeptidmimetica 13-25. 

Me 

HO 
L-Galactose OH 2 Me 

Me 

1 )  3-7, DMF, EDCI, -20°C HOBt + 2 P C R 4 N & g M e  h e  

2) 10% TFA, CH2CI, 
HzN H Me 

8-12 

Aminosdure Produkt Aush [Yo] 

HO 
3 BnO.--. COZH i 

NHBoc 

HO 
4 BnO,);)iL;C02H 

NHBoc 

HO 
5 B n O e 7 H  

6 B n o G C 0 2 H  

NHBoc 

BnO 

NHBoc 

59 

75 

74 

5 1  

57 

[a] a )  CuSO,. Aceton. H,SO,. X X % ;  b) TsCI. Pyridin. 90%; c) NaN, ,  DMF, 
115 C, 91 %; d) H 2  (2.4 aim). Pd!C, McOH. 100%; Boc = rerr-Butoxycarbonyl. 
EDCI = N-Etliyl-N'-(3-diiiietIiylaininopropyl)carhodiimid: HOBt = Hydroxy- 
beiirotriarol. Ts = MeC,,H,SO,. 

Methode synthetisiert und als N-[cut-Butoxycarbonyl(Boc)- 
Derivdte eingesetzt'"'. Die Aminosauren 6 und 7 wurden je- 
weils in vier Stufen aus Serin" 'I  bzw. I-Hydroxy-4-benzyloxy- 
2-butanon" 21 hergestellt. 

Die zentrale Amidbindung des Glycosylpeptids wurde effi- 
zient durch EDCI/HOBt-Kupplung gekniipft (Tabelle 1).  Nach 
der Abspaltung der Boc-Gruppe konnte die Alkylseitenkette 
mit dem Carboxylatrest als Ersatz fur die Sialylsaure eingefiihrt 
werden. Dazu wurden die Aminoglycoside 8-12 mit aktivierten 
Carbonsiuren zu den geschutzten Mimetica in hohen Ausbeu- 
ten umgesetzt (Tabelle 2). Die saure Hydrolyse der Acetonide 
und die Hydrogenolyse der Benzylether lieferten die vollstandig 
entschiitzten Mimetica 13--25, die chromatographisch an Bio- 
gel P2 mit Wasser als Eluens gereinigt und 'H-NMR-spektro- 
skopisch sowie durch hochauflosende Massenspektrometrie 
vollstandig charakterisiert wurden (Tabelle 3). 

Die Mimetica wurden in einem SLe"-Glycokonjugat-Assay 
hinsichtlich ihrer Bindung an immobilisiertes, rekombinantes 
E-Selectin getestet'l 'I. Die IC,,-Werte deuten darauf hin, da13 
die Aktivitlt von zwei voneinander unabhangigen Faktoren ab- 
hlngt: von der als Galactosemimeticum verwendeten Amino- 
siure 3-7 und von der Alkylseitenkette mit dem Carboxylat- 
rest. Die geringen Aktivitlten der Mimekia 13-15 sind ein Min-  
weis darauf, dalj 3 ein ungeeigneter Ersatz fur den Galactoserest 
ist. In fast allen Fallen erwies sich die Linge der Alkylseitenkette 
als entscheidend, wie anhand eines Vergleichs von 16, 22 und 24 
mit 17, 23 bzw 25 deutlich wird. Einige dieser Verbindungen 
sind inindestens ebenso aktiv wie SLe" (19,23-25); die Aktivitlt 
des Mimeticums 25 ist sogar doppelt so hoch wie die von SLe". 

Eingegangen a m  12. April I996 [Z9026] 

Stichworte: Glycopeptide * Selectine Sialyl-Lewisx 

10% PdiC 
80% HOAdH20 

Amin Kupplungs- R ti  X Produkt Au\h. [%]  IC,,, [ n i ~ ]  
(P = Bn) methode [,1] (P = H) 

8 A 
8 B 
8 C 

9 A 
9 B 
9 C 

1u A 
B 10 

I0  c 
I I  D 

E I I  

12 F 
c, 12 

HO 1 

T 
H 13 52 
H 14 50 
NH, I5 65 

H 16 49 
H 17 56 
NH, 18 49 

H 19 65 
H 21) 67 
NH 21 i( I 

h 22 hb 
H 23 i? 

H 24 45 
H 25 29 

[ii] A) Bersteins~urcanhydrid, MeOH: 8) Glutars~ureanhydrtd. MeOH; C)  EDC'I. 
HOB(, DMF. Y-Cbz-Benzyloxyasparaginsiiure: D) BnO,CiCH,),COC'I. CH,Cl2. 
Et,N: E) BnO,C(CH,),COCI. CH,CI,. Et,3N: F) EDCI, HOBt. DMF. 
BnO,C(CH,),CO,H: G) EDCI. HOBt. DMF. BnO,C(CH,),C'O,H. [b] Akti\itlit 
des Aininos~ure-3-Epimers. [cl Aktibitiir eines Epiiners nach DiastercoiiiercnLreii- 
nun& uher Camphansiiureester uiid anschlieliender Hydrolysc. IC'<,, (Sle') = 

0.5 mM. Cbz = Benzyloxycarbnnyl. 

Tabelle 3. Spektroskopische Daten von 13, 16, 19, 22 und 24. 

13: 'H-NMR(~~~MHz,D,O.~~'C.TMS./~:~ =1:1.3):6 = 5.18(d. J = ~ . ~ H L ;  
H I  z),4.S0(d. J =7.8 Hz; H1 f i ) ,  4.38-4.35 (m; H?' r+/ f ) .  4.05 -4.02 (m: H 5  2, 

H 3 ' x ) . 3 . 9 6 - 3 . 9 3 ( m ; H 3 ' / + ) . 3 . 8 X ( b r . d , . I = 3 . 4 H ~ : H 4 r ) . 3 . 8 1  ( d . J = 3 . 1  Hz: 
H 4  /+), 3.80-3 77 (m: H 3 a) .  3.75 (dd. J = 1 1  .5. 3.6 Hz; H 2  x ) ,  3.68 3.54 (m, H 3  
[3. H 5  if, C 4 - H ,  a+/$) .  3.57-3.49 (m: H 2  /i, C6-H, %+if). 3.40 ~ 3 . 3 0  im:  C6-H2 
r+B),2.53(m:C2"-H,a+B, C3"-H, %+/ j ) :  HR-MS(-  XOeV): ni';:pef. 397.1446 
( M +  H'), her. 397.1458 

16: 'H-NMR (400 MHz: D,O, 23 'C. TMS. r;/l-Gemisch): 6 = 5.23 (d, J = 3.5 Hz: 
H1 x), 4.55 (dd. J =7.9, 4.6 Hz: H 1 I ) ,  4.40- 4.35 (in; H2'  x + / + ) ,  4.30 4.27 (rn: 
H3' b) ,  4.11--4.05 (m; H5 u. H3' a). 3.92 (hr. d. J =2.XHz. H 4  a).  3.86 
( d , J = 3 . 4 : H 4 / ~ ) , 3 . 8 3 ( d d , J = 1 0 . 4 , 3 . 2 H z ; H 3 a ) , 3 . 7 7 ( d d , J = l 0 . 4 , 3 . 7 H z :  
H 2  a) .  3.76-3.68 (m; H 5  8. C4-H, a+/+).  3.62 (dd, .I =10.0. 3.4 Hz; H 3  /I). 
3.56-3.34 (m: H 2  I{. C6-H2 x+/ i ) .  2.61- 2.40 (m; C2"-HL a+/ { ,  C3"-H2 a + / { )  
1.82-1.69 (m; C 4 - H ,  r + p ) ;  HR-MS ( -  80eV). n?/z:  gef. 433.1447 ( M + N a + ) .  
her. 433.1434 

19: 'H-NMR (400 MHz: DZO. 23'C. TMS): B = 5.20 (d. J = 3.6 Hz: H 1 1). 
4.53-4.51 (m: H I  /+). 4.35-4.33 (m;  H2 'z+/ i ) .4 .12-4 .04(m:  H 5  x .  H3'z+/ i ) .  
3 . 8 9 ( h r . s : H 4 n ) . 3 . 8 5 - 3 . 7 8 ( b r . s ; H 3 r , H 4 / ~ ) , 3 . 7 7 ~ 3 . 5 7 ( i n : H 2 r . H 3 / $ . 1 - 1 5  

6-H, ~ + / j ) ,  3.51 --3.33 (in: H 2  [j. C6-H, a + / j ) .  2.59 2.52 (in; CZ"-H, ^I+/$. 

-H,a+/I), 1.65-1.52(m; C4-H, x+/+.CS'-H,a+/j);  H R - M S ( -  XOeV):nl,:: 
gef. 447.1607 ( M + N a ' ) .  ber. 447.1591 

12: 'H-IUMR (430 M H r .  D 2 0 ,  23 C. TidS) (5 = ;.21J(d .I .-  J.J H , .  i I  I ;.I ~:.51 
(d. J =7.8 Hz: H 1 /+). 4.06 4.03 (m: H 5  7). 3.96 3.88 (in: H 4  1. 2xC//,H,OH 

H 7 r ) , 3 . 6 6  3 6 3 ( i n : H 5 / ~ ) . 3 . 5 9 ( d t l . . l = 9 . 9 , 3 . 2 H ~ ; H 3 / 1 ) . 3 . 4 X ~ 3 . 3 9  
/I, C6-H, ~ + / j l .  3.36 '3.29 (ni: Ch-H, 9 + p). 1.52 ihr .  s: C2"-H, r + / i  
n + / i ) :  MS ( -  XileVl: m,: :  g d  419 ( .V+N: i+ ) .  her. 410 

24: ' H - N M R  (400 M H / ;  D,O. 23 C. TMS): (5 = 5.20 (d. J = 3 3 Hz: H I  7). 

%+[i). 3.X2 3 79 (m: H 3 %. H 4  /I. 2 X CH,H,&>H r + / j ) ,  3.77 (dd. J = 10.2, 3.6 Hz: 

4.60 4.46 (111: H 1 /I. CC-H, r + / i ) ,  4.10-3.30 (m: H2  x+/{. H 3 ,%+/I, H 4 a+p .  H 5 
? + i f .  C'6-H, x+/+, CH,OH r + / j ) .  2.69-2.50 (in; C2"-H, x + / + .  C3"-H, ~+ /1 ) .  
2.19-1.98 (m;  C3'-H, r + / { ) :  HR-MS ( -  XOeV): 111 :: gef. 433.1448 ( . l f + N a + ) .  
her. 433.1434 
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ZUSCHRIFTEN 

Eine praktikable Synthese von N-Acetyl- 
u-lactosamin mit Galactose-Oxidase 
und fl-Galactosidase * * 
Teiji K i m u r a ,  Shuichi Takayama,  Hongmei H u a n g  und 
Chi -Huey Wong* 

Mit unserem wachsenden Verstandnis der biologischen Rolle 
von Glycokoiijugaten['l steigt auch das Bediirfnis fur einen 
preiswerten Zugang zu synthetischen Oligosacchariden in 
groBeren Mengen. N-Acetyl-D-lactosamin (Cal~1,4GlcNAc, 
LacNAc) und dessen Derivate sind besonders niitzlich fur das 
Studium von biologischen Erkennungsprozessen['] und waren 
das Ziel zahlreicher Synthese-Anstrengungen unter Einsatz von 
k l ~ ~ s s i s c h - ~ h e m i s c l i e n ~ ~ ~  sowie von enzymatischen M e t h ~ d e n ~ ~ ' .  
Chemische Synthesen sind zwar bekannt, doch sind sie ineist 
mehrstufig und komplex. Eine /l-1,4-Galactosyl-Transferase- 
katalysierte, hoch regioselektive und effiziente Reaktion mit In- 
situ-Regenerierung von UDP-Galactose ist fur die Synthese von 
LacNAc in grol3em MaBstab entwickelt ~ o r d e n ' ~ ] .  Allerdings 
behindern die begrenzte Verfiigbarkeit der Enzyme sowie deren 
hoher Preis und Instabilitlt den Einsatz dieser MethodeC6]. Die 
p-D-Galactosidase von Bacillus circdans ist ebenfalls zur 
Galfll,4-Verkniipfung durch umgekehrte Hydrolyse und Trans- 
glycosylierung eingesetzt worden[']. Die Vorteile dieser Reak- 
tion sind der geringe Preis des Enzyms, dessen hohe Stabilitat 
und die einfachen Reaktionsbedingungen (Zuckernucleotide 
miissen nicht verwendet werden)[*]. Die Nachteile bestehen dar- 
in, daB wegen der hydrolysierenden Wirkung des Enzyms die 
bisher erhaltenen Ausbeuten niedrig sind und die Zielverbin- 
dung nur schwer aus dem Reaktionsgemisch isoliert werden 
kann, das weitere, sehr lhnliche Verbindungen enthalt[7-91. 
Hier berichten wir, daB das p-Nitrophenylglycosid von 6-0x0- 
D-galactose (in der die primare OH-Gruppe der Galactose zur 
Aldehydfunktion oxidiert wurde) in der fi-Galactosidase-kata- 
lysierten Reaktion als Donor verwendet werden kann und daB 
unter diesen Bedingungen die Transglycosylierung gegeniiber 
der Hydrolyse kinetisch bevorzugt ist. 

Schema 1 zeigt die durch /I-Galactosidase katalysierte Reak- 
tion. BekanntermaBenl'ol werden rnit Glycosyldonoren, die 
schlechte Abgangsgruppen aufweisen (z. B. Lactose). oft kom- 
plexe Produktgemische aus Mono-, Di- und Trisacchariden er- 
halten. Substrate mit guten Abgangsgruppen (z. B. p-Nitrophe- 
nylgalactosid) reagieren mit Glycosylacceptoren im UberschuB 
irreversibel, wobei die Sekundarhydrolyse und die weitere Gly- 
cosylierung des Transglycosylierungs- sowie des Hydrolysepro- 
duktes und des Donors zuriickgedriingt wird. Um herauszufin- 
den, welcher Schritt der kinetisch kontrollierte ist, wurde der 
EinfluB des Acceptors auf die Anfangsgeschwindigkeit der 
Reaktion, u o ,  untersucht (Schema 2, Tabelle 1 ) .  Im Fall von 
p-Nitrophenylgalactosid, GaljOpNP 1, erhohte sich die anhand 

tions- des freigesetzten p-Nitrophenols gemessene Anfangsre, k ' 

geschwindigkeit durch den Zusatz von Acceptor nicht (Xr. 1-31, 
obwohl die Transglycosylierungsausbeute i o n  14 auf 30% stieg. 
Dies legt nahe, daB der geschwindigkeitsbestimmende Schritt 
die Bildung des Enzym-Substrat-Komplexes ist und daB das 
Verhaltnis von Transglycosylierung zu Hydrolyse hauptsachlich 
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