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Mo(K,)-Strahlung  (1=0.71073 A) mit Graphitmonochromator,
Omega-Scans mit 0.3°-Inkrementen. Absorptionskorrektur mit SA-
DABS (G. M. Sheldrick, Universitdt Gottingen, 1998). Strukturlésung
und -verfeinerung mit SHELXTL 5.10 (Bruker AXS, Inc., Madison,
WI, 1997) gegen F? (177 Parameter fiir 1, 173 Parameter fiir 2). Alle
Nichtwassertoffatome wurden mit anisotropen Temperaturparame-
tern verfeinert, wihrend Wasserstoffatome (auBer dem Deuterium-
atom von CDCl; im Fall von 1) in berechneten Positionen platziert
und isotrop verfeinert wurden. Das CDCl;-Deuteriumatom wurde in
der Fourier-Differenzkarte lokalisiert und isotrop verfeinert. Die
kristallographischen Daten (ohne Strukturfaktoren) der in dieser
Veroffentlichung beschriebenen Strukturen wurden als ,,supplemen-
tary publication no.“ CCDC-137694 und -137693 beim Cambridge
Crystallographic Data Centre hinterlegt. Kopien der Daten koénnen
kostenlos bei folgender Adresse in GroBbritannien angefordert
werden: CCDC, 12 Union Road, Cambridge CB21EZ (Fax:
(+44)1223-336-033; E-mail: deposit@ccdc.cam.ac.uk).
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Ein allgemeiner Syntheseweg fiir die
Herstellung von Glycopeptid-,,Dendrons***

Kashinath Sadalapure und Thisbe K. Lindhorst*

Professor Giinter Wulff zum 65. Geburtstag gewidmet

Fiir die Untersuchung und Manipulation von Kohlenhy-
drat-Protein-Wechselwirkungen hat man Kohlenhydrat- und
Dendrimerchemie auf vielfiltige Weise kombiniert, um Mime-
tika multivalenter Glycokonjugate herzustellen.['! Kohlenhydrat-
Dendrimere, wie man diese Verbindungen zusammenfassend
nennen kann, haben prinzipiell das Potential, in Kohlenhydrat-
Protein-Wechselwirkungen aufgrund des héufig auftretenden
Multivalenz- oder Cluster-Effekts? mit hoher Aviditit ein-
zugreifen.’] Dariiber hinaus bergen sie die Moglichkeit,
Wirkstoffe zu binden und zielgerichtet zu transportieren,
Eigenschaften, die mit anderen, noch ungekannten Vorteilen
dieser synthetischen Biomaterialien kombiniert werden
konnten. Bisher wurden zwei Arten von Zugingen fiir die
Synthese von Kohlenhydrat-Dendrimeren genutzt; einerseits
wurde die Zucker-Ummantelung von Nicht-Kohlenhydrat-
Dendrimeren fiir die Herstellung sogenannter Glycodendri-
mere verfolgt;® andererseits hat man molekulare Keile,
,Dendrons®, die von Cluster-Glycosiden P! abgeleitet wurden,
konvergent kombiniert, wobei Kohlenhydrat-Dendrimere
unterschiedlichen Baus erhalten wurden.[! Beide Strategien
erlauben allerdings nicht das generationsweise Wachstum der
hochverzweigten Kohlenhydrat-haltigen Molekiile wie es fiir
klassische Dendrimersynthesen charakteristisch ist,l’) wenn-
gleich auch einige der publizierten Kohlenhydrat-Dendrimere
trotzdem eine relativ hohe Zuckerdichte aufweisen.

Wir berichten nun iiber die Synthese von Glycopeptid-
Dendrons, wobei die Peptidkupplung orthogonal geschiitzter
Kohlenhydratbausteine vom AB,-Typ die Grundlage einer
iterativ anwendbaren Synthesesequenz bildet, mit der sich
generationsweise Kohlenhydrat-haltige Dendrons in diver-
genter oder konvergenter Weise aufbauen lassen (Schema 1).
Dabei erlaubt es die Verwendung der Peptid- anstelle der
Glycosidsynthese im Verkniipfungsschritt auf die Optimie-
rung der Glycosylierungsreaktion, die typischerweise fiir
jeden individuellen Zuckerbaustein notig ist, zu verzichten.
AuBlerdem fiel die Wahl auf die Peptidkupplung, um die
Ubertragung des erarbeiteten Syntheseweges auf eine fest-
phasengestiitzte Alternative im Zusammenhang mit auto-
matisierten Glycopeptid-Dendron-Synthesen sowie kombina-
torischen Herstellungsvarianten zu ermoglichen.
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[**] Diese Arbeit wurde vom Bundesministerium fiir Bildung und
Forschung (BMBF) im Rahmen des Glycobiotechnologie-Programms
gefordert. Wir danken Herrn Dr. V. Sinnwell fiir die vielen schwie-
rigen NMR-Experimente und Herrn Dipl.-Chem. M. Dubber fiir die
MALDI-TOF-Messungen.
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Schema 1. Der allgemeine Zugang zu Glycopeptid-Dendrons, ausgehend von orthogonal geschiitzten Kohlenhydrat-Bausteinen vom AB,-Typ wie 1 (sieche
Schema 2). Dabei steht B fiir eine Carboxylgruppe und A fiir eine Aminofunktion und die entsprechenden geschiitzten Gruppen sind mit einem Kasten
gekennzeichnet. Dieser Entwurf gestattet eine iterative Synthesesequenz aus Entschiitzung und Peptidkupplung, die zu generationsweisem dendritischen
Wachstum fiihrt. Das Glycopeptid-Dendron der ersten Generation (4) kann auf einer divergenten oder konvergenten Syntheseroute vergrofert werden. Der
konvergente Weg fiihrte zu den Dendrons der zweiten und dritten Generation 7 und 8 (siche Schema 3 bzw. 4). Ein graues Sechseck reprisentiert einen

!/ !(l 1. Entschitz. divergentes
Q 0 von B Wachstum
2. Kuppl. mit3 ¥
1. Entschitz. 'Y

von A konvergentes
2. Kuppl. mit 2 Wachstum

Monosaccharid-Ring, Peptidbindungen sind als schwarze Kugeln wiedergegeben.

Der Glucosid-Baustein 1 vom AB,-Typl®l bildete die
molekulare Grundlage der Herstellung der Glycopeptid-
Dendrons 5, 7 und 8. Milde basische Hydrolyse der Methyl-
estergruppen in 1 mit LiOH - H,O in MeOH/H,O (1/1) fiihrte
zur OH-freien Dicarbonsdure 2. Die Entfernung der tert-
Butoxycarbonyl(Boc)-Schutzgruppe in 1 mit Trifluoressigsdu-
re in Gegenwart von Dimethylsulfid® lieferte das Amino-
funktionalisierte Glucosid 3 (Schema 2). So konnten die
komplementdren Bausteine 2 und 3 beide aus dem Glucosid
1 erhalten und in der Peptidkupplungsreaktion eingesetzt
werden.

Fiir die Peptidkupplung erwies sich das Isoharnstoffderivat
HATUM in Gegenwart von DIPEAN® ! als geeigneter
Promotor und ermoglichte die Herstellung des Glycopeptid-
Dendrons der ersten Generation (4) in 79 % Aubeute. Die
Reinigung von Dendron 4 erfolgte durch Grof3enausschluss-
chromatographie (GPC) auf einer Sephadex-LH-20-S4ule mit
Methanol als Elutionsmittel. Das 'H- sowie das *C-NMR-
Spektrum von 4 zeigten einen Signalsatz fiir die acetylierten
Glucosereste und einen weiteren fiir die Kern-Glucoseeinheit
(Tabelle 1).

Die Deacetylierung von 4 mit einer gesittigter Losung von
Ammoniak in Methanol lieferte quantitativ den OH-freien
Tetramethylester 5, der durch GPC an BiogelP-6 mit
Ammoniumhydrogencarbonat-Losung als Elutionsmittel ge-
reinigt wurde. Glycopeptid-Dendrons hoherer Generationen
wurden auf einem konvergenten Weg durch Wiederholung
einer Synthesesequenz aus Freisetzung der Boc-geschiitzen
Aminogruppe und Peptidkupplung hergestellt. Entsprechend
wurde das Amin, das nach Abspaltung der Boc-Schutzgruppe
des Glycopeptid-Dendrons der ersten Generation (4) erhal-
ten wurde, mit 2 zum Dendron der zweiten Generation (6) in
60% Ausbeute gekuppelt (Schema 3). Dessen Reinigung
gelang per GPC an Sephadex LH-20 mit Methanol als
Elutionsmittel. Die NMR-Spektren von 6 zeigten wieder
zwei Signalsitze fiir die Kohlenhydrateinheiten (Tabelle 1).
Die Deacetylierung von 6 gelang jedoch, anders als im Fall
von 4, aufgrund von Loslichkeitsproblemen nicht vollstdndig
mit einer geséttigten Ammoniaklosung in Methanol. Die
Verwendung von wissriger Ammioniaklosung fiihrte gleich-
zeitig mit der Deacetylierung zur Verseifung der Methyl-
estergruppen unter Bildung der Octacarbonsdure 7, die an
Biogel P-6 gereinigt werden konnte.
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Analog zur Herstellung von 6 wurde auch das Dendron der
dritten Generation (8), das 15 Zuckereinheiten enthélt, nach
Entfernung der Boc-Schutzgruppe in 6 und Peptidkupplung
des intermedidren Amins mit der Dicarbonsédure 2 erhalten
(Schema 4). Dieses groBe Glycopeptid-Mimetikum war je-

OCH;
o OCH;
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N
0
AcO (S | G
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OAc H

LiOH
MeOH /H 0 (1/1)
0°C, 12 h, quant.

F3CCOH/SMe (2/1)
0°C,3h,85%

HATU, DIPEA
RT,12h
79 %

NHg / MeOH 4 R=Ac
0°C, 12 h, quant. § R-H

Schema 2. Synthese eines Glycopeptid-Dendrons der ersten Generation.
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Tabelle 1. Ausgewihlte "H-NMR- (500 MHz) und *C-NMR-Daten (125.75 MHz) von 4-8.

0(4) o(5) 0(6) o(7) o(8)
in [D4)MeOH in D,O in [D4]JMeOH in D,O in D,O
'H-NMR:
H-1[ 4.40 (d, 1H) 4.44 (m., 3H) 421 (m., 3H) 4.51-4.38 (m, 7H) 4.41 (m., 15H)
H-1 4.65 (d, 2H) - 4.56 (d, 4H) - -
NCH, 2.89 (m,, 12H) 3.43 (m,, 2H), 2.80 (m, 12H), 3.48 (m,, 6H), 3.53-3.10 (m, 60H)
3.28 (m, 2H), 2.76 (m, 16 H) 327 (m,, 6H),
3.17-2.96 (m, 8H) 3.16-2.92 (m, 16H)
CH,C(0) 2.48 (m, 12H) 2.64-2.46 (m, 12H) 2.37 (m, 16 H), 2.67-2.45 (m, 28H) 2.76-2.44 (m, 60 H)
2.35 (m, 12H)
H;COC(0O) 3.68 (s, 6H) 3.29 (s, 12H) 3.56 (s, 24H) - -
H;CC(0)O 2.05 (s, 6H), 1.95 (s, 12H), - -
2.03 (s, 6H), 1.93 (s, 12H),
1.95 (s, 6H) 1.86 (s, 12H)
Bu 1.44 (s, 9H) 1.38 (s, 9H) 1.34 (s, 9H) 1.37 (s, 9H) 1.31 (s, 9H)
BC-NMR:
C-1 104.35, 101.94 102.94, 102.84 104.54, 101.94 102.39, 102.30 102.41, 102.27

[a] H-1 der OH-freien Glucose-Einheiten. [b] H-1 der acetylierten Glucose-Einheiten.

1. F3CCO,H/ SMe; (2/1)

60 % 0°C,3h

2. Diséure 2
HATU, DIPEA,RT, 12 h

N 0 o

o}
HO 0
&O\/\NAOK
H

OH
6 R1=Ac, R2=CH3

NH, /H20
0°C, 12 h, quant.

7 R1=H R2=H

Schema 3. Synthese eines Glycopeptid-Dendrons der zweiten Generation.

doch nur schwach in Methanol l6slich, sodass wéssriger
Carbonatpuffer als Elutionsmittel fiir die Gelfiltration an
BiogelP-6 verwendet werden musste. Dabei zeigte sich
allerdings, dass wihrend der Trennnung teilweise die O-
Acetylgruppen abgespalten wurden, wie aus dem 'H-NMR-
Spektrum ersichtlich war. Deshalb wurde der GPC-Reinigung
ein Deblockierungsschritt mit gesattigter wissriger Am-
moniaklosung vorgeschaltet, der, wie im Fall der De-
blockierung von 6, zur Verseifung der Methylester-
gruppen und zur Deacetylierung fithrte. Die Hexadeca-
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carbonsdure 8 wurde so als Ammo-
niumsalz isoliert.

Zusétzlich zur NMR-spektrosko-
pischen Untersuchung wurden die
Strukturen aller beschriebenen Ver-
bindungen durch matrixassistierte
Laserdesorptions/ionisations-Flug-

o zeit(MALDI-TOF)-Massenspek-

trometrie bestitigt (Tabelle 2) und

meistens wurden sogar korrekte

Elementaranalysen erhalten. Alle

hier berichteten Glycopeptid-Den-

drons konnten so als streng mono-
disperse Verbindungen ohne Struk-
turdefekte charakterisiert werden.

Dabei war die beschriebene Syn-

theseroute die beste unter den alter-

N nativen Aufbaumoglichkeiten inklu-

j/( \\\(0 sive der divergenten Route.

° OR2 Die Stabilitdt dieses neuen Typs
multivalenter Neoglycokonjugate
gegeniiber Glycosidasen wurde am
Glycopeptid-Dendron 5 getestet.
Laut HPLC fand bei der mehrstiin-
digen Inkubation mit S-Glucosidase
aus Mandeln kein Abbau statt.

Wir haben mit dieser Arbeit ei-

nen allgemein anwendbaren Zu-

gang zu neuartigen hyperverzweigten Kohlenhydrat-enthal-
tenden Molekiilen gezeigt, die sich generationsweise als

Glycopeptid-Dendrons vergroern lassen. Die synthetisierten

dendritischen Verbindungen konnten dreidimensionale

Strukturelemente enthalten, wie sie auch in den natiirlich

vorkommenden Glycopeptiden vorkommen, und sich folglich

als Kanditaten fiir die Entwicklung einer neuen Klasse von

Glycocalix-Mimetika eignen.

Eingegangen am 21. Dezember 1999 [Z14443]
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Schema 4. Synthese eines Glycopeptid-Dendrons der dritten Generation.

Tabelle 2. Massenpeaks in den MALDI-TOF-Massenspektrenl® der Glycopeptid-Dendrons 4-8.

Verb. Summenformel ber. Molekular- beobachtete Massenpeaks

gew.l’l [gmol ]
4 Cg3H,,NO33 1470.65 1471.58 [M+H]*, 1494.60 [M+Na]*, 1509.53 [M+K]*
5 Cs5HgoNO,; 1218.58 1219.63 [M+H]*, 1243.61 [M+Na]*
6 C35H,15N 1,04 3171.38 3172.14 [M+H]", 3195.11 [M+Na]*, 3208.10 [M+K]*
7 C3H;75N 14,059 2555.13 2556.45 [M+H], 2670.08 [M+6NH,;+3 H]*
8 Cy15H370N30, 3 5340.36 5341.24 [M+H]*, 5606.15 [M+16NH; — 6 H]*

[a] Dihydroxybenzoesdure (DHB) in Acetonitril/Wasser/TFA (2/1/0.1) wurde als Matrix fiir die Co-Kristallisation der Verbindungen 4-8 verwendet.
4-Cyanzimtsdure (190.05 [M+H]*), Angiotensin II (1046.54 [M+H]"), Bombesin (1619.82 [M+H]*) und Rinderinsulin (5734.56 [M+H]*) wurden fiir die
Kalibrierung der Massenpeaks im linearen Modus verwendet. [b] Fiir die Berechnung der Molekulargewichte wurden die Massen die Hauptisotope
verwendet.
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Verwendete Abkiirzungen: HATU = O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-
N,N,N',N'-tetramethyluroniumhexafluorophosphat; DIPEA = Diiso-
propylethylamin.
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