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Bei der Rekrutierung und Lenkung von Leukocyten in ent-
z�ndetes Gewebe spielen die Kohlenhydrate erkennenden
Rezeptoren P- und E-Selektin entscheidende Rollen am
Beginn einer Zelladh"sionskaskade.[1] Die Inhibierung von E-
Selektin w"re bei der Therapie von akuten oder chronischen
Entz�ndungen[2,3] oder bei der Blockierung metastasierender
Tumorzellen[4] von großem Vorteil. Als Ligand von P- und E-
Selektin wurde das Tetrasaccharid Sialyl-Lewisx (1) erkannt,[1]

das daher als Leitstruktur f�r die Entwicklung von Selektin-
Inhibitoren dient.[1e–h] Durch Bindungsstudien mit Varianten
von 1,[5–7] Transfer-NOE-NMR-Experimente[8] und R<ntgen-
strukturanalyse[9] wurde gezeigt, dass die Hydroxygruppen
der Fucose,[5] die 4- und 6-Hydroxygruppen[6] der Galactose
und die Carboxyfunktion der Neuramins"ure[7,9] f�r die ef-
fektive Bindung an E-Selektin unerl"sslich sind. Das Glu-
cosamin dient zur optimalen Orientierung von Fucose und
Galactose.[10]

Anhand synthetischer Glycopeptide mit Sialyl-Lewisx-
Einheit wurde nachgewiesen, dass die Affinit"t und Selekti-
vit"t der Bindung an P- und E-Selektin auch vom Peptidteil
beeinflusst wird.[11] Der nat�rliche Ligand E-Selektin-
Ligand 1 (ESL-1)[12] pr"sentiert 1 an mehreren Positionen.
Die Aminos"uresequenz 672–681 2 von ESL-1, in der eine der
f�nf potenziellen N-Glycosylierungsstellen liegt,[13] ist in E-
Selektin-Liganden verschiedener Spezies (MG160/Ratte/
Mensch; CFR/Huhn) hochkonserviert.[14] Ein Glycopeptid
mit dieser Sequenz hatte eine h<here Affinit"t zu E-Selektin
gezeigt,[11c] weshalb diese Aminos"uresequenz als g�nstige

Ankerstruktur f�r systematisch variierte Sialyl-Lewisx-Inhi-
bitoren gelten kann.

G672N*LTELESED681 2

Varianten des Saccharids, insbesondere in den f�r Fuco-
sidasen und Sialidasen anf"lligen Fucosid- und N-Acetyl-
neuramins"ure-Teilen, w"ren f�r die Verwendung als ent-

Schema 1. a) Trimethylsilyltrifluormethansulfonat, CH2Cl2, Molekular-
sieb (4 %), �50 8C!20 8C, 70%; b) 1. [IrI(cod)(PMePh2)2]PF6, THF, H2;
2. 4-Toluolsulfons0ure, MeOH, 85%; c) CuBr2, nBu4NBr, Molekularsieb
(4 %), CH2Cl2/DMF (1:1); d) NaOMe, MeOH; e) MeSBr, AgOTf, Mole-
kularsieb (4 %), CH2Cl2/CH3CN (1:2), �50!�30 8C; f) Ac2O, Dime-
thylaminopyridin (DMAP), Pyridin; g) Bu2SnO, MeOH, Siedehitze;
h) Ac2O, DMAP, Pyridin.
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z�ndungshemmende Mittel von Wert. Die biologische Halb-
wertszeit der Liganden sollte sich durch Ersatz der l-Fucose
durch im Warmbl�ter nicht vorkommende d-Arabinopyra-
nose[5a,11c] oder l-Galactose[15] erh<hen lassen. Gleiches tr"fe
auf den Austausch der Sialins"ure gegen die von der Gruppe
von Ernst eingef�hrte (S)-Cyclohexylmilchs"ure[16] zu. Bei
der Synthese eines solchen Satzes von Sialyl-Lewisx-Glyco-
peptid-Selektin-Liganden sollten zugleich Probleme gel<st
werden, die vor allem in der hohen S"ureempfindlichkeit der
fucosidischen Bindung begr�ndet liegen. Wegen dieser La-
bilit"t konnte bei bisherigen Festphasensynthesen solcher
Glycopeptide nicht auf die �blichen s"urelabilen Anker und
Seitenketten-Schutzgruppen zur�ckgegriffen werden.[11c,17]

Benzylschutzgruppen bereiten aber Schwierigkeiten bei der
schlussendlichen Entfernung und wegen gravierender Ne-
benreaktionen (z.B. Aspartimid-Bil-
dung). Wir beschreiben hier L<sun-
gen f�r diese Probleme und wie man
Sialyl-Lewisx-Asparagin-Bausteine
gewinnt, die in Festphasensynthesen
nach Fmoc-Strategie an s"urelabilen
Ankern eingesetzt werden k<nnen.
Bei der Synthese der Sialyl-

Lewisx-Glycopeptide und Sialyl-
Lewisx-Glycopeptid-Mimetika wur-
de der Glucosamin-Baustein 3 mit
der Azidogruppe als anomerer
Schutzgruppe verwendet.[11] Er
wurde nicht zuerst mit Fucose, son-
dern mithilfe des Trichloracetimidats
4[18, 19] zun"chst mit dem b-Galacto-
syl-Rest verkn�pft (Schema 1). Man
erh"lt so das Lactosamin-R�ckgrat 5
f�r alle geplanten Sialyl-Lewisx-Va-
rianten und vermeidet die sterische
Hinderung an der 4-Position des
Acceptors sowie dessen aus der a-
Fucosid-Bindung resultierende S"u-
relabilit"t.[11]

In einem einheitlichen Vorgehen
wurden nach Abspaltung des Al-
lyletherteils von 5[20] entweder der l-
Fucose- 7,[21] der d-Arabinose- 8[11c]

oder der L-Galactose-Baustein 9
unter In-situ-Anomerisierungsbe-
dingungen[22,23] in 6 eingef�hrt. Nach
dem Entfernen der O-Acetylgrup-
pen wurden die drei Trisaccharide
10–12 mit dem Sialins"ure-Xantho-
genat 13[24] umgesetzt und nach
Acetylierung der noch freien OH-
Gruppen die im Fucose-Teil variier-
ten Tetrasaccharide 14–16 erhalten.
Dabei wurde das Xanthogenat 13mit
Methylsulfenyltriflat[25] unter Nut-
zung des Nitrileffekts[26] aktiviert,
was die regio- und stereoselektive
Sialylierung erm<glichte. Die Tetra-
saccharid-Mimetika 17–19 wurden in

zwei Schritten aus den Lewisx-Aziden 10–12 und O-Tri-
fluorsulfonylcyclohexylmilchs"ureester 20[1g,28] gewonnen:
Stannylen-Methode[27] und Acetylierung.
Die Reduktion der Glycosylazide 14–19 zu den Glyco-

sylaminen gelang durch Hydrierung �ber neutral gewasche-
nem Raney-Nickel.[29] Sofortige Kupplung der Glycosylamine
mit N-tert-Butyloxycarbonyl(Boc)[30]-asparagins"ure-tert-bu-
tylester (21)[31] ergab die gesch�tzten Glycosylaminos"uren
22–27[32] (Schema 2). Analytische Proben der reinen b-Ano-
mere wurden durch HPLC isoliert. Nur bei 24 konnten die
Anomere flashchromatographisch getrennt werden. Auf eine
Trennung durch pr"parative Umkehrphasen-HPLC wurde
verzichtet, weil zur Stabilisierung der Verbindungen gegen
S"uren ohnehin ein Schutzgruppenaustausch vorgenommen
wurde. Dazu wurden die Benzylether �ber Palladium auf

Schema 2. a) Raney-Nickel, pH 7.0, Isopropylalkohol/H2O (9:1), H2; b) TBTU, HOBt, DMF,
iPr2NEt, pH 6.5–7.5; c) Pd/C (10%), H2, MeOH/AcOH (95:5); d) Ac2O, DMAP, Pyridin; e) TFA/
CH2Cl2 (1:2), Triethylsilan; f) FmocOSu, CH2Cl2, iPr2NEt, pH 9.0–9.5. TBTU: Benzotriazol-1-yl-tetra-
methyluronium-tetrafluoroborat, HOBt: 1-Hydroxybenzotriazol, TFA: Trifluoressigs0ure, FmocOSu:
N-(Fluoren-9-ylmethoxycarbonyloxy)succinimid.
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Kohle hydrogenolysiert und die freien Hydroxygruppen zur
Stabilisierung der glycosidischen Bindungen acetyliert.[29]

Danach wurden die Boc- und die tert-Butylschutzgruppen mit
Trifluoressigs"ure abgespalten, ohne dass eine der glycosidi-
schen Bindungen angegriffen wurde. Selektive N-Acylierung
mit FmocOSu[33] ergab das Fmoc-(Sialyl-Lewisx)-Asparagin-
Derivat 28 und seine Varianten 29–33. Die Bausteine 28 und
31–33 konnten durch pr"parative Umkehrphasen-HPLC und
die Verbindungen 29 und 30 durch Flashchromatographie als
reine b-Anomere isoliert[34] und in Festphasensynthesen ein-
gesetzt werden.
Die automatisierten Synthesen wurden nach der Fmoc-

Strategie an mit Asparagins"ure vorbeladenem TentaGel-
Harz[35] durchgef�hrt (Schema 3). Die Fmoc-Aminos"uren
wurden mit HBTU[36] und HOBt[37] und die Glycosylamino-
s"uren 28–33 mit HATU[38] und HOAt aktiviert.[39] Die Gly-
copeptide wurden unter Zusatz von TIS in Trifluoressigs"ure/
Dichlormethan vom Harz abgespalten, wobei auch alle tert-
Butylschutzgruppen der Seitenkettenfunktionen entfernt
wurden. Die O-Acetylgruppen der Saccharidseitenketten

ließen sich unter ZemplJn-Bedingungen[40] entfernen. Die
Methylester der Sialin- oder der Cyclohexylmilchs"ure
wurden mit w"ssriger NaOH verseift; danach wurde mit Es-
sigs"ure neutralisiert. Die Zielverbindungen 34–39 fielen
nach pr"parativer Umkehrphasen-HPLC in Gesamtausbeu-
ten von 22–41% bezogen auf die Menge der am Harz ge-
bundenen Start-Aminos"ure an. Die Strukturen der Glyco-
peptide wurden durch hochaufl<sende Massenspektrometrie
und ein- und zweidimensionale NMR-Spektroskopie
belegt.[41]

Die inhibitorischen Eigenschaften der Glycopeptide be-
z�glich E-Selektin wurden in Durchflusszytometrie-Experi-
menten als IC50-Werte der Inhibierung der Bindung eines E-
Selektin-IgG-Konstrukts[42] an die neutrophile Maus-Zell-
Linie 32Dcl3 ermittelt.[43] Die IC50-Werte sind in Schema 3
aufgef�hrt. Der Wert des Sialyl-Lewisx enthaltenden Glyco-
peptids 34 war mit 0.21 mm 13-mal niedriger als der von
Sialyl-Lewisx (1) als Standard. Der Ersatz der enzymatisch
anf"lligen Fucose durch im S"ugetierorganismus stabilere l-
Galactose (36) beeinflusst die Affinit"t kaum negativ (IC50=

0.26 mm). Wird die l-Fucose durch d-
Arabinose ersetzt (35), so sinkt die
Inhibitorwirkung um einen Faktor 2
(IC50= 0.59 mm). Durch Austausch
der Sialins"ure gegen (S)-Cyclo-
hexylmilchs"ure (vgl. 34–36 mit 37–
39) wurden die IC50-Werte um einen
Faktor 10 erniedrigt (37: IC50= 20; 38 :
IC50= 56; 39 : IC50= 25 mm). Das Gly-
copeptid 39 inhibiert also die Adh"-
sion der E-Selektin-Liganden expri-
mierenden neutrophilen Maus-Zell-
Linie 32Dc13[42] an E-Selektin mehr
als einhundertmal st"rker als Sialyl-
Lewisx (1), obwohl es statt der als es-
senziell geltenden Fucose[5,8,9] den
metabolisch stabileren l-Galactose-
Rest enth"lt.
Diese Eigenschaften sind f�r die

Entwicklung praktisch anwendbarer
Inhibitoren entz�ndlicher Prozesse
und metastasierender Tumorzellen
von Interesse. Zugleich wurden f�r
die Sialyl-Lewisx-Aminos"uren <ko-
nomischere Synthesen �ber das ge-
meinsame Lactosamin-R�ckgrat und
durch Austausch der Benzyl- gegen
Acetylschutzgruppen gen�gend s"u-
restabile Bausteine entwickelt, die in
Festphasensynthesen nach Fmoc-
Strategie allgemein eingesetzt werden
k<nnen.

Eingegangen am 30. Oktober 2006
Online ver<ffentlicht am 13. Februar 2007

.Stichw�rter: E-Selektin-Inhibitoren ·
Festphasensynthesen · Glycopeptide ·
Schutzgruppen · Sialyl-Lewisx

Schema 3. a) Piperidin/NMP (1:4); b) HBTU, HOBt, DMF, iPr2NEt; c) Ac2O, iPr2NEt, kat. HOBt,
NMP; d) HATU, HOAt, NMM, NMP; e) TFA/CH2Cl2 (1:1), TIS (2.5%), H2O (2.5%); f) NaOMe,
MeOH, pH 8.5–9.5; g) 1. NaOHaq, pH 9.5–10.5; 2. AcOHaq. HBTU: O-(Benzotriazolyl)-N,N,N’,N’-
tetramethyluronium-hexafluorophosphat, HATU: O-(7-Azabenzotriazolyl)-N,N,N’,N’-tetramethyl-
uronium-hexafluorophosphat, HOAt: 7-Aza-1-hydroxybenzotriazol, TIS: Triisopropylsilan,
NMP=N-Methylpyrrolidin-2-on, NMM=N-Methylmorpholin.
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[41] Angaben f�r die Glycopeptide 34–39 : Menge, [a]23D
[degcm3g�1dm�1] (c= 0.5 gcm�3 in H2O), HR-ESI-MS (mit 0.1-
proz. TFA) [M+Na]+ (ber.): 34 : 42 mg, �54, 1972.7614
(1972.7634); 35 : 46 mg, �47, 1958.7511 (1958.7477); 36 : 49 mg,
�45, 1988.7568 (1988.7583); 37: 75 mg, �60, 1835.7638
(1835.7673); 38 : 70 mg, �29, 1799.7725 (1799.7698, [M+H]+);
39 : 67 mg,�28 (inMeOH), 1829.7859 (1829.7803, [M+H]+). Die
600-MHz-1H-NMR- und 150.9-MHz-13C-NMR-Spektren bele-
gen die angegebenen Strukturen.

[42] M. Hahne, U. J"ger, S. Isenmann, R. Hallmann, D. Vestweber, J.
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[43] Das E-Selektin-IgG-Konstrukt[42] (25 mgmL�1) wurde im Kul-
turmedium (pH 7.4, 4 8C) 1 h mit den Glycopeptiden (Verd�n-
nungsreihe 0–6 mm) inkubiert. Diese L<sung wurde zur Maus-
Zell-Linie 32Dcl3 gegeben. Nach 1 h bei 4 8C wurden die Zellen
zur Bestimmung des gebundenen E-Selektin-IgG mit einem
Phycoerythrin-anti-IgG-Antik<rper inkubiert (30 min, 4 8C),
und ihre Menge wurde im Durchflusszytometer anhand der
Phycoerythrin-Fluoreszenz bestimmt.
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