ZUSCHRIFTEN

Lorentz-, Polarisations- und Absorptionseffekten korrigiert (empi-
rische Absorption SADABS,I'Y Transmissionsfaktoren 0.398-0.696).
Die Struktur wurde mit Direkten Methoden gelost (SIR97'3) und
mit der Volle-Matrix-kleinste-Fehlerquadrate-Methode verfeinert
(SHELX93,!Y 7948 unabhéingige Reflexe mit 7> 20(I)). Alle Atome
des Anions wurden anisotrop verfeinert. Aufgrund hoher thermischer
Auslenkungen sind einige C-C-Abstiande der Tetrabutylammonium-
kationen ungewohnlich kurz. Der abschlieBende R-Wert betrug
0.0575 (wR=0.1545). Max. Restelektronendichte —1.19 e A-3. Die
kristallographischen Daten (ohne Strukturfaktoren) der in dieser
Veroffentlichung beschriebenen Struktur wurden als ,,supplementary
publication no. CCDC-134987“ beim Cambridge Crystallographic
Data Centre hinterlegt. Kopien der Daten konnen kostenlos bei
folgender Adresse in Grof3britannien angefordert werden: CCDC, 12
Union Road, Cambridge CB2 1EZ (Fax: (+44)1223-336-033; E-mail:
deposit@ccdc.cam.ac.uk)..
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Festphasensynthese ungeschiitzter
N-Glycopeptidbausteine fiir die
SPOT-Synthese von N-Glycopeptiden

Laurence Jobron und Gerd Hummel*

Fir die chemische Synthese von N-Glycopeptiden sind
bereits zahlreiche Methoden bekannt.l'! Hauptsédchlich wer-
den dazu geschiitzte Glycosylamine eingesetzt,>3 da die
Verwendung ungeschiitzter Glycosylamine im Allgemeinen
geringe Ausbeuten mit sich bringt™ > und die erhaltenen
Verbindungen aufwindig chromatographisch gereinigt wer-
den miissen. Wir stellen hier eine neue, effiziente Methode fiir
die Festphasensynthese ungeschiitzter N-Glyopeptidbaustei-
ne und deren Einsatz in der Synthese von N-Glycopeptidbib-
liotheken auf kontinuierlichen Oberflichen (SPOT-Synthese)
vor. Die SPOT-Synthese auf Cellulose ist eine hocheffiziente
Methode zur schnellen, ortlich gerichteten Synthese von
Peptiden.l®!

D-Glucose, p-Mannose, D-Galactose, D-Lactose sowie N-
Acetyl-D-Glucosamin wurden nach bekannten Verfahren zu
den entsprechenden B-D-Glycosylaminen umgesetzt.* 710
Zur temporiren Blockierung der Aminofunktion wurden sie
mit 9-Fluorenylmethyl-N-succinimidylcarbonat (Fmoc-OSu)
in Pyridin umgesetzt. Die entsprechenden Fmoc-geschiitzten
Derivate lieBen sich nach Riihren in einem Gemisch aus
Wasser und Dichlormethan als Feststoffe isolieren und
wurden an mit Triphenylmethyl(Trityl)-chlorid funktionali-
siertem Polystyrol-Harz (1.6 mmolg™') immobilisiert (in
Schema 1 fiir GIcNAc gezeigt)."! Die chemische Beladung
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Schema 1. a) Fmoc-OSu, Pyridin, 20°C, 18 h; b) Tritylchlorid-Harz, Pyri-
din, 60°C, 8 h; c¢) 20-proz. Piperidin, DMF, 20°C, 30 min.
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der einzelnen Fmoc-geschiitzten Glycosylamine an der Fest-
phase wurde durch UV-Absorption der 9-Fluorenylmethyl-
Piperidin-Addukte bestimmt und lag zwischen 0.4 und
0.8 mmolg~!, abhingig vom jeweiligen Glycosylamin. Nach
Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin in DMF
lieBen sich die Verbindungen 4 -8 erhalten.

Fiir die Synthese glycosylierter Asparagin-Bausteine an der
Festphase setzten wir das bereits von Bock et al. beschriebene
Sédurechlorid N“Fmoc-Asp(Cl)-OPfp 9 (Pfp=Pentafluor-
phenyl) ein.l'> 13l Die Reaktion der ungeschiitzten Glycosyl-
amine 4 und 7 mit 9 lieferte die Verbindungen 10 und 12,
wobei keine Reaktion mit dem Pfp-Ester beobachtet werden
konnte (Schema 2). Die Durchfithrung dieser Reaktion in
Losung gelingt nur unter Verwendung Hydroxy-geschiitzter
Glycosylamine. Nach Abspaltung vom Harz mit 2-proz.
Trifluoressigsdure(TFA)-Losung in CH,Cl, erhilt man die
beiden glycosylierten Asparagin-Bausteine 11 und 13 in guter
Ausbeute (70-80% ) und Reinheit (>90%; NMR- und MS-
Daten siche Tabelle 1).

Um Diversitdt in der Prédsentation von Sacchariden ein-
zufithren wurden zusétzlich glycosylierte Glutamin-Bausteine
synthetisiert (in Schema 3 fiir GIcNAc gezeigt). Die Glyco-
sylamine 4-8 wurden mit kommerziell erhéltlichem N*-
Fmoc-Gly-OPfp in DMF kondensiert. Nach 3 h wurde das
Harz gewaschen und durch Umsetzung mit Piperidin in DMF
wurden die entsprechenden Amine erhalten. Nach Kupplung
der zweiten Aminosdure mit N*-Fmoc-Glu(OrBu)OPfp, Ab-
spaltung vom Harz, sowie Spaltung des tBu-Esters erhilt man
die Derivate 16 —20 in guter Ausbeute (75-90 % ) sowie hoher
Reinheit (> 95 %; NMR- und MS-Daten siche Tabelle 1).

Um die Eignung der neuen Bausteine zu erproben wurde
eine Bibliothek von N-Glycopeptiden durch SPOT-Synthese
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Schema 2. a) N-Ethylmorpholin, THF, 0°C-20° C, 2h; b) 2-proz. TFA, CH,Cl,, 20°C,

© WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 2000

Tabelle 1. Ausgewihlte 'H-NMR-Signale (300 MHz, CD;0D) und Elek-
trosprayionisierungs(ESI)-MS-Daten.

11: '"H-NMR: 6 =1.93 (s, 3H, CH3), 2.05 (m, 2H, Asp-Hj, -Hy), 3.63 (m,
1H, Fmoc-CH), 3.80 (m, 2H, Fmoc-CH,), 4.19 (m, 1H, 6-H), 4.37 (m, 1H,
Asp-H,), 446 (d, 1H, J,,=9.3 Hz, 1-H), 7.33, 7.65, 7.78 (m, 8H, Fmoc,
arom. H); MS: m/z: 723.9 [M*]

13: 'TH-NMR: 6 =1.85 (m, 2H, Asp-Hj, -Hy), 3.60 (m, 1H, Fmoc-CH), 3.87
(m, 2H, Fmoc-CH,), 4.20 (m, 1 H, 6-H), 4.38 (m, 1 H, Asp-H,,), 4.40 (d, 1 H,
Ji,=74Hz, 1-H), 7.34, 7.65, 7.78 (m, 8H, Fmoc, arom. H); MS: m/z:
682.8 [M*]

16: '"H-NMR: 6 =1.95 (s, 3H, CH;), 2.04 (m, 2H, Glu-H, -Hy), 2.39 (m,
2H, Glu-H,, -H,)), 3.65 (m, 1H, Fmoc-CH), 3.81 (m, 2H, Fmoc-CH,), 4.19
(m, 1H, 6-H), 4.24 (m, 1H, Gly-H,), 4.40-4.48 (m, 2H, Gly-H,, Glu-H,),
4.96 (d, 1H, J,,=9.7Hz, 1-H), 7.35, 7.68, 7.79 (m, 8H, Fmoc, arom. H);
MS: m/z: 629.0 [M*]

17: '"H-NMR: 6 =1.96 (m, 1H, Glu-Hy), 2.06 (m, 1H, Glu-Hy), 2.40 (m,
2H, Glu-H,, -H,)), 3.60 (m, 1H, Fmoc-CH), 3.80 (m, 2H, Fmoc-CH,), 4.09
(m, 1H, 6-H), 4.23 (m, 1H, Gly-H,,), 4.37-4.50 (m, 2H, Gly-H,, Glu-H,),
4.90 (d, 1H, J;,=83 Hz, 1-H), 7.35, 7.69, 7.79 (m, 8 H, Fmoc, arom. H);
MS: m/z: 587.9 [M*]

18: '"H-NMR: 6 =2.00 (m, 1H, Glu-Hy), 2.06 (m, 1H, Glu-Hy), 2.32 (m,
2H, Glu-H,, -H,)), 3.68 (m, 1H, Fmoc-CH), 4.00 (m, 2H, Fmoc-CH,), 4.18
(m, 1H, 6-H), 422 (m, 1H, Gly-H,,), 4.34-4.44 (m, 2H, Gly-H,, Glu-H,),
4.42 (d, 1H, J,,=8.0 Hz, 1-H), 7.34, 7.66, 7.79 (m, 8 H, Fmoc, arom. H);
MS: m/z: 587.9 [M*]

19: 'H-NMR: 6=1.96 (m, 1H, Glu-Hp), 2.07 (m, 1H, Glu-Hp), 2.40 (m,
2H, Glu-H,, -H,), 3.30 (m, 1H, Fmoc-CH), 3.90 (m, 2H, Fmoc-CH,), 4.14
(m, 1H, 6-H), 4.22 (m, 1H, Gly-H,), 4.34-4.44 (m, 2H, Gly-H,, Glu-H,),
474 (d, 1H, J,,=1.0 Hz, 1-H), 7.35, 7.69, 7.79 (m, 8 H, Fmoc, arom. H);
MS: m/z: 587.9 [M"]

20: 'H-NMR: 6 =1.98 (m, 1H, Glu-Hy), 2.08 (m, 1H, Glu-Hy), 2.40 (m,
2H, Glu-H,, -H,/), 3.50 (m, 1H, Fmoc-CH), 3.90 (m, 2H, Fmoc-CH,), 4.08
(m, 1H, 6-H), 4.23 (m, 1H, Gly-H,,), 4.34 (d, 1H, J,,=7.3 Hz, 1-H,)), 4.38 -
447 (m, 2H, Gly-H,, Glu-H,), 492 (d, 1H, J,,=8.8 Hz, 1-H), 7.36, 7.70,
7.79 (m, 8H, Fmoc, arom. H); MS: m/z: 749.9 [M*]

auf Cellulose synthetisiert. Hierzu wurden Cellu-
lose-Membranen (Whatman 50) mit Epibrom-
hydrin und 4,7,10-Trioxa-1,13-tridecandiamin de-
rivatisiert (22, Schema 4).'] Zu analytischen
Zwecken wurde das photolabile Linkersystem
4-[4-(1-Fmoc-Aminoethyl)-2-methoxy-5-nitro-
phenoxyl]butansidure, nach Aktivierung mit N-
[ (Dimethylamino)-1H-1,2,3-triazol[4,5-b]pyri-
din-1-ylmethylen]-N-methylmethanaminium-he-
xafluorophosphat-N-oxid (HATU) und N-Me-
thyl-imidazol (NMI), in N-Methyl-2-pyrrolidon
(NMP) eingefiigt. Nach Acetylieren der verblie-
benen Aminofunktionen wurde mit Piperidin in
DMF die Verbindung 23 erhalten.

Als erste Aminosdure wurde N“Fmoc-Gly-
OPfp in NMP an die Celluloseoberfliche gekup-
pelt (Schema 5). Nach Acetylierung der verblie-
benen Aminofunktionen mit 10-proz. Essigsédu-
reanhydrid in Methanol und Abspaltung der
Fmoc-Schutzgruppe erhilt man 24. Im zweiten
Kupplungsschritt wurden die sieben beschriebe-
nen Zuckerbausteine eingesetzt. Die beiden Pfp-
aktivierten Zuckerbausteine 11 und 13 wurden
direkt in NMP gekuppelt. Die Sduren 16-20
wurden in Gegenwart von PfpOH und Diisopro-
pylcarbodiimid (DIC) in NMP eingesetzt. Nach
Acetylierung und Apspaltung der Fmoc-Schutz
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Schema 3. a) N*-Fmoc-Gly-OPfp, DMF, 20°C, 3 h; b) 20-proz. Piperidin, DMF,
20°C, 30 min; c¢) N“-Fmoc-Glu(OrBu)OPfp, DMF, 20°C, 3 h; d) 2-proz. TFA,
CH,(Cl,, 20°C, 10 min; e) 50-proz. TFA, CH,Cl,, 20°C, 30 min.
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Schema 4. a) Epibromhydrin, 20°C; b)4,7,10-Trioxa-1,13-tridecandi-
amin, 20°C; c¢) Photolinker 0.5m in NMP, HATU, NMI, 20°C, 2 x 15 min;
d) 10-proz. Ac,0, 20-proz. DIPEA, DMF, 20°C, 30 min; e) 20-proz.
Piperidin, DMF, RT, 2 x 10 min. — DIPEA = N,N'-Diisopropylethylamin.

gruppen wurden die Verbindungen 25a—g (a—g entsprechen
den Derivaten der Verbindungen 11, 13 sowie 16-20)
erhalten. Nach Kupplung der letzten Aminosdure wurden
die Seitenkettenschutzgruppen mit TFA in CH,CI, abgespal-
ten. Zu analytischen Zwecken wurden die Verbindungen
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Schema 5. a) N*“-Fmoc-Gly-OPfp, 0.6M in NMP, 20°C, 2 x 15 min;
b) 10-proz. Ac,0, MeOH, 20°C, 1h; c)20-proz. Piperidin, DMF,
20°C, 2 x 10 min; d) Kupplung der Zuckerbausteine: 1) als Pfp-Ester:
0.6M in NMP, RT, 2 x 15 min; 2) als Sdure: 0.6M in NMP, PfpOH,
DIC, 20°C, 2 x 15 min; e) 10-proz. Ac,0, MeOH, 20°C, 1 h; f) 20-
proz Piperidin, DMF, 20°C, 2 x 10 min; g) N“-Fmoc-AA-OPfp, 0.6 M
in NMP, 20°C, 2 x 15 min; h) TFA, CH,Cl,, 20°C, 2 h30; i) UV-Licht
365 nm, 2h. — X=Zuckerbausteine 11, 13, 16-20; AA =unter-
schiedliche Aminosduren N“Fmoc-Glu(OH) 27a-g, N“Fmoc-
Thr(OH) 28a-g, N*-Fmoc-Tyr(OH) 29a-g.

g h

—_—

27a-g, 28a-g sowie 29a—g durch UV-Bestrahlung von
der Oberfliche abgespalten und in hoher Reinheit
erhalten (> 90 %; MS-Daten siche Tabelle 2).

Tabelle 2. ESI-MS-Daten.

Verb. mlz [M*] Verb. mlz [M*] Verb. mlz [M*]
27a 743.1 28a 715.1 29a 777.1
27b 702.0 28b 674.1 29b 736.1
27¢ 841.1 28¢ 786.1 29¢ 848.1
27d 773.0 28d 745.0 29d 807.0
27e 773.0 28e 745.0 29e 807.0
27f 773.0 28f 745.0 29f 807.0
27¢g 935.1 28¢ 907.1 29¢g 969.1

Es wurde ein effizientes Verfahren zur stereoselektiven
Synthese von ungeschiitzten N-Glycopeptid-Bausteinen
entwickelt. Die SPOT-Synthese auf planaren Oberfldchen
ermoglicht eine schnelle nanomolare Synthese von Ortlich
definierten N-Glycopeptid-Bibliotheken, die sowohl in Fest-
phasen- als auch in Fliissigphasen-Assays eingesetzt werden
konnen.

Eingegangen am 4. November 1999 [Z14224]
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Lithiumamide: Intra-Aggregat-Komplexierung
von Lithium und Entropieabhingigkeit der
Basizitat

Gerbert L. J. van Vliet, Henri Luitjes, Marius Schakel
und Gerhard W. Klumpp*

Lithiumamide (LiNR,, LiA) sind die am héaufigsten ver-
wendeten Reagentien zur Erzeugung von Enolaten und
dhnlichen Spezies aus Carbonylverbindungen und verwand-
ten CH-Séuren.ll Diese groBe praktische Bedeutung hat zur
Aufstellung umfangreicher Listen von pK-Werten sekundérer
Amine gefiihrt.’) Doch unterliegt die Interpretation von pK-
Differenzen im Sinne von Enthalpie- und Entropieunter-
schieden — und damit das Verstdndnis spezifischer Grund-
lagen von LiA-Basizititen — einer schwerwiegenden Ein-
schrinkung: Da pK-Werte im allgemeinen nur bei einer
einzigen Temperatur (um 25 °C) ermittelt werden, kann ApK
nur Differenzen relativer Gibbs-Energien , AG (LiA(2),
LiA(1)), bei dieser Temperatur zugeordnet werden.’] Wir
berichten nun iiber den mafigebenden Einfluss, den die
Entropie auf die Basizitit von Lithium-N-(3,6-diaza-3,6-
dimethyl)-N-methylheptylamid 1-Li, Lithium-bis(N,N-dime-
thyl-2-aminoethyl)amid 2-Li und Lithium-N-(N,N-dimethyl-
2-aminoethyl)-N-methylamid 3-Li gegeniiber Triphenylme-
than (TPMH) in THF hat.™ Trotz der etwas ungewohnlichen
Strukturen von 1-Li-3-Li sind unsere Resultate in gewissem
Sinn von allgemeiner Bedeutung fiir die Thermodynamik von
Lithiumamiden.

| Li |
\’T‘/\/N\/\t‘-/ \’T‘/\/N\/\'i‘/ /N\/\N/
i Li
1-Li 2-Li 3-Li
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1081 HV Amsterdam (The Netherlands)
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Von 1-Li und 2-Li haben wir gezeigt,[ dass sie sowohl in
Toluol als auch in THF ausschlieBlich als Dimere (1-Li), bzw.
(2-Li), mit erschopfender Komplexierung ihrer Lithiumato-
me durch aggregateigene Aminogruppen vorliegen. Das
verwandte Amid 3-Li enthélt eine Aminogruppe weniger als
1-Li und 2-Li und bildet daher ein Gleichgewichtsgemisch
(THF, —108°C: 2.3:1) eines Monomers und eines Dimers, fiir
die aufgrund der Resultate von Titrationen mit THFX
MNDO-BerechnungenP! und reaktionskinetischen Studien!®!
die Strukturen 3-Li-2THF und (3-Li),: THF vorgeschlagen
werden.

Die Gleichgewichte von 1-Li, 2-Li und 3-Li mit Triphenyl-
methan [TPMH, Gl. (1a)] in THF wurden zwischen — 20 und

TPMH + 1-Li (2-Li, 3-Li) = Ph,CLi + 1-H (2-H, 3-H) (1a)

15°C bestimmt.[l Werte des auf TPMH bezogenen pK der
konjugierten Sduren 1-H-3-H bei 30°C [der Tempera-
tur, bei der zahlreiche pK-Werte ermittelt wurden;?
PKyirurso-e, Gl (1b); 30.4 = pKy; rso-«( TPMH)P]  sowie
von AH[GI. (1a)] und AS[GIL. (1a)] finden sich in Tabelle 1
(Eintrige 1-3).

PKyimrs-c(1-H (2°H, 3-H)) = 304 + Igk(1-H (2-H, 3-H), 30°C) (1b)

Tabelle 1. pKj;turs-c-Werte der konjugierten Siduren von 1-Li-3-Li
[GL (1b)]; AH[GL (1a)] [kImol~!] und AS[GI. (1a)] [JK'mol~'].l2

Eintrag PKiimrsoc AH[GL (1a)] AS[GL (1a)]
1 1-Lil! 254+03 —369+3 —220+£20
2 2-Ljl! 23.8+0.6 —357+10 —240+£40
3 3-Lild 27.9+0.1 —338+6 —160+£20
4 1-Li+1 Aquiv. 1-HE 277404 —20.7+3 —120+£20
5 1-Li+2 Aquiv. 1-H 279+04 —226+3 —120+£20

[a] [1-LiJ;-[3-Li];~[TPMH] ~0.03m, THF. [b] Mittelwert aus drei Be-
stimmungen. [c] Mittelwert aus zwei Bestimmungen. [d] Einzelexperiment.

Ohne Beriicksichtigung moglicher Effekte der Intra-Ag-
gregat-Komplexierung von Lithium durch die Dimethylami-
nogruppen von 2-Li und 3-Li wiirde man fiir 2-H, 3-H und
Dimethylamin die gleiche Reihenfolge der pK-Werte erwar-
ten wie fir Et,NH (31.7), EtMeNH (30.9) und Me,NH
(29.7), bei denen die Effekte des sukzessiven Ersatzes von
Ethyl- durch Methylgruppen anndhernd additiv sind
(ApKytur=—0.8, —1.2). Tatséchlich aber sind die Werte
von pKj; rur3-c von 2-H und 3-H betréchtlich niedriger als die
von Et,NH und EtMeNH, und ihre Reihenfolge ist der der
einfachen Dialkylamine entgegengesetzt. Der Ersatz von
CH,CH,N(Me), durch Methyl hat auf den pKj; rys-Wert den
umgekehrten Effekt, und die GroBe des Effekts ist fiir die
beiden Schritte verschieden (ApK(y; tups0-c = 4.1, 1.811%).

Die Werte von AH[GI. (1a)] und AS[GI. (1a)] deuten an,
auf welche Art die Intra-Aggregat-Komplexierung von Li-
thium durch (Alkyl)(methyl)aminogruppen den Wert von
pKyitur beeinflusst.!"l Die stark negativen Reaktionsentro-
pien sind am aufschlussreichsten. Sie zeigen, dass die Reak-
tionen von 1-Li-3-Li mit TPMH in THF mit der Immobili-
sierung einer betréchtlichen Zahl von THF-Molekiilen ein-
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