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Kohlenhydrat erkennende Rezeptoren (das P- und das E-
Selektin auf dem aktivierten Endothel in den Adern und das
L-Selektin auf den Leukozyten) spielen bei akuten und
chronischen Entz ndungen eine herausragende Rolle w#h-
rend der Rekrutierung von Leukozyten in das entz ndete
Gewebe.[1] )hnliches gilt f r die Metastasierung von Tumor-
zellen.[2] Das Eindringen von malignen T-Zellen in die Haut
ließ sich  ber den P-Selektin-Liganden leichter beeinflussen
als  ber den E-Selektin-Liganden, weshalb sich in diesem Fall
die Inhibierung von P-Selektin als die aussichtsreichere An-
titumor-Strategie erwies.[3] Anders als beim nat rlichen Li-
ganden des E-Selektins[4] bildet beim P-Selektin-Liganden
„P-Selektin-Glycoprotein-Ligand 1“ (PSGL-1) neben der
essenziellen Tetrasaccharid-Einheit Sialyl-Lewisx auch die N-
terminale Peptidsequenz einen wesentlichen Teil des Erken-
nungsepitops.[5] In biochemischen und molekularbiologischen
Untersuchungen ist die Bindungsstelle in PSGL-1 f r die
Bindung an P-Selektin identifiziert worden (Abbildung 1):
Sie liegt im N-Terminus, der nach Abspaltung eines Signal-

peptids mit Gln42 beginnt. Mindestens einer der Tyrosinreste
Tyr46, Tyr48 und Tyr51 soll O-sulfatiert sein. Das Threonin in
Position 57 tr#gt die O-Glycan-Seitenkette, die einer Kom-
bination aus dem Sialyl-Lewisx-Liganden und der core2-
Struktur entspricht.[5]

Chemoenzymatische Synthesen von Teilen[6] oder der
gesamten Bindungsregion des PSGL-1[7] wurden beschrieben.
Wong et al.[6] synthetisierten das Glycooctapeptid Tyr51–
Glu58, das an Thr57 das GlcNAcb(1–6)-aGalNAc-Disaccharid

tr#gt. Nach chemischer Sulfatierung des Tyrosins wurde en-
zymatisch am GlcNAc-Rest die Sialyl-Lewisx-Struktur auf-
gebaut. Cummings et al.[7] f hrten die chemische Festpha-
sensynthese des Glycopeptids Gly41–Leu63 mit einem aGal-
NAc-Rest aus und unternahmen alle Glycosylierungen und
die abschließende Sulfatierung enzymatisch. Sie berichten
 ber eine hohe Affinit#t des in einigen Mikrogramm erhal-
tenen Glycopeptid-Liganden gegen ber P-Selektin (Kd =

350 nm), die nahezu der des aus Neutrophilen isolierten
PSGL-1 (300 nm) entspricht. Diese Befunde weisen die
Erkennungsregion des PSGL-1 als eine interessante Struktur
f r gezielte Modelluntersuchungen von Zelladh#sionsph#-
nomenen aus. Das gilt umso mehr, als j ngst gefunden wurde,
dass das Bakterium Anaplasmosis phagocytophilum, das die
menschliche Granulozytenplasmose (Ehrlichiose) auslGst,
einen dem P-Selektin analogen Rezeptor exprimiert, der
PSGL-1 in der am Tyrosin nichtO-sulfatierten Form bindet.[8]

Auch wurde gezeigt, dass die getrennte Pr#sentation von
Strukturteilen des PSGL-1 (Sialyl-Lewisx und O-Sulfatylty-
rosin) in Polyacrylamid-Konjugaten eine starke Affinit#t ge-
gen ber L-Selektin bewirken kann.[9] Angesichts der Bedeu-
tung der Funktionen des nat rlichen Liganden von P-Selektin
bei der Regulierung der Zelladh#sion sowie ihrer aberranten
Formen bei schweren Erkrankungen ist eine chemische Syn-
these der Erkennungsregion des PSGL-1 in pr#parativen
Mengen erstrebenswert. Dies w rde gen gende Mengen f r
Modelluntersuchungen der Zelladh#sionsvorg#nge sowie des
enzymatischen Ausbaus, z.B. der Tyrosin-O-Sulfatierung, und
f r Strukturuntersuchungen liefern. Außerdem w rde die
chemische Synthese den Weg zur Gewinnung von Struk-
turmimetika bahnen, die resistenter gegen biologischen
Abbau sind, wie dies schon f r Glycopeptid-Liganden des E-
Selektins demonstriert wurde.[10]

Die anspruchsvollste Aufgabe bei einer solchen chemi-
schen Synthese der PSGL-1-Erkennungsregion ist es, den
gesch tzten Sialyl-Lewisx-core2-Threonin-Baustein I herzu-
stellen. Gem#ß der Retrosynthese (Schema 1) sollte dieser
aus dem Sialyl-Lewisx-Donor II und dem partiell deblo-
ckierten T-Antigen-Threonin-Konjugat III zu gewinnen sein.
III ist aus den Synthesen der tumorassoziierten Glycopeptid-
Antigene bekannt.[11]

Entscheidend f r die b-selektive Block-Glycosylierung
von III mit dem Donor II ist die N-Schutzgruppe am Glu-
cosamin. Ausgehend von fr heren Erfahrungen[12] wurde die
2,2,2-Trichlorethoxycarbonyl(Troc)-Gruppe gew#hlt; sie
sollte das Absinken der Reaktivit#t durch Oxazolin-Bildung
vermindern. F r gen gende Reaktivit#t des Donors sollte das
Trichloracetimidat nach Schmidt und Michel[13a] sorgen. Die
regioselektive Glycosylierung an 6-OH von III ist nach allen
bisherigen Erfahrungen[11,14] zu erwarten, da die axiale 4-OH-

Abbildung 1. Bindungsregion im P-Selektin-Glycoprotein-Liganden 1
f%r P-Selektin.
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Gruppe bei Molek len mit großen Substituenten an O-3
wenig reaktiv ist. Wichtig ist auch der Schutz des anomeren
Zentrums des Glucosamin-Bausteins IV1. Diese Gruppe muss
unter sauren (bei Glycosylierungen) und basischen Bedin-
gungen (bei Desacetylierungen) stabil bleiben, aber schluss-
endlich selektiv abzuspalten sein, um die Einf hrung des
Trichloracetimidats (zu II) zu ermGglichen. Die tert-Butyldi-
phenylsilyl-Gruppe[15] sollte diese Anforderungen erf llen.
Die anderen Monosaccharid-Bausteine IV2–IV4 wurden be-
reits bei Synthesen von Sialyl-Lewisx-Bausteinen einge-
setzt.[10]

Zum Aufbau des Sialyl-Lewisx-Donors II (Schema 2)
wurde das peracetylierte N-Trichlorethoxycarbonylglucos-
amin 1 mit Hydrazinacetat an der O-1-Position desacety-

liert[12,16] und mit tert-Butyldiphenylsilylchlorid (TBDPS-
Cl)[15] zu 2 silyliert. Nach Entfernung der O-Acetyl-Gruppen
durch milde Umesterung mit katalytischem NaOMe in Me-
thanol wurde die 4,6-O-Benzyliden-Schutzgruppe eingef hrt.
Das Produkt 3 diente als Glycosylakzeptor f r die Reaktion
mit dem Thiofucosid[17] 4 unter modifizierten In-situ-Ano-
merisierungsbedingungen.[18] Eine regioselektive AcetalGff-
nung an 5 erfolgte mit Triethylsilan/Trifluormethansulfon-
s#ure[19] zu 6, das mit dem Galactosyltrichloracetimidat[13] 7
zum Lewisx-Trisaccharid 8 verkn pft wurde.

Durch milde Umesterung in Methanol wurden die O-
Acetyl-Gruppen entfernt (siehe oben). In das so erhaltene
Lewisx-Derivat 9 wurde nach einem fr her beschriebenen
Verfahren[10,11,20] der Sialins#urerest  ber das Xanthogenat
10[21] regio- und stereoselektiv eingef hrt. Durch Acetylie-
rung der 2- und 4-OH-Gruppe am Galactoseteil entstand das
Sialyl-Lewisx-Tetrasaccharid 11. Die TBDPS-Gruppe blieb
w#hrend aller Reaktionsschritte stabil (Schema 2).

Zur Nberf hrung des Tetrasaccharids 11 in einen Gly-
cosyldonor wurde die TBDPS-Gruppe mit Tetrabutylammo-
niumfluorid (TBAF) in Tetrahydrofuran/Essigs#ure (100:1)
abgespalten und anschließend das Sialyl-Lewisx-Trichloracet-
imidat II durch Reaktion mit Trichloracetonitril[13] in Ge-
genwart von 1,8-Diazabicyclo[5,4,0]undec-7-en (DBU) ge-
bildet (Schema 3). Beide Reaktionen verliefen an dem an-
spruchsvollen Substrat langsam.

Die Block-Glycosylierung des partiell deblockierten
Galb(1–3)aGalNAc-Threonin-Derivats III,[11] das die Fmoc/
tert-Butylester-Schutzgruppenkombination tr#gt, mit dem
SLex-Trichloracetimidat II ist die Schl sselreaktion der Syn-
these. Sie ergab in einer Gesamtausbeute von  ber 80% die
beiden Produkte I und 12 von gleicher Molek lmasse, die
durch Flash-Chromatographie getrennt werden konnten.
Durch zweidimensionale NMR-Spektroskopie (HSQC- und
HMQC-Spektren) konnte, speziell anhand der Lage des je-
weiligen 13C-Signals von C-6 des GalNAc-Teils (d = 69.2 ppm
bei I, d = 59.2 ppm bei 12), nachgewiesen werden, dass das
Hauptprodukt 12 durch eine unerwartete Glycosylierung an
der axialen 4-OH-Gruppe des T-Antigen-Threonin-Derivats
III entstanden war. Diese allen bisherigen Erfahrungen[11,14,20]

widersprechende Regioselektivit#t zeigt, dass bei langsam

Schema 1. Retrosynthese des Sialyl-Lewisx-T-Antigen-Threonin-Bau-
steins I. Bn=Benzyl, Fmoc=9-Fluorenylmethoxycarbonyl, Troc=Tri-
chlorethoxycarbonyl, TBDPS= tert-Butyldiphenylsilyl.

Schema 3. Block-Glycosylierung eines T-Antigen-Threonin-Konjugats
mit einem Sialyl-Lewisx-Trichloracetimidat.

Schema 2. Synthese des Sialyl-Lewisx-Glycosyldonors. DMAP=4-Dime-
thylaminopyridin, TMSOTf=Trimethylsilyltrifluormethansulfonat.
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ablaufenden Glycosylierungen zwischen grGßeren BlGcken
unerwartete Effekte auftreten kGnnen. Gl cklicherweise ließ
sich die gew nschte Verbindung I in gen gender Menge iso-
lieren (0.66 g), sodass die Synthese des Glycopeptids aus der
Erkennungsregion (Abbildung 1) fortgesetzt werden konnte.

Aus I kann direkt kein Fmoc-gesch tzter Glycosylthreo-
nin-Baustein gewonnen werden, weil dessen a-Fucosid-
Struktur sehr empfindlich gegen verd nnte Trifluoressigs#ure
in Dichlormethan ist. Vielmehr muss durch Austausch der
Benzylether- gegen Acetyl-Schutzgruppen f r eine Stabili-
sierung dieser Struktur gegen S#uren gesorgt werden.[10,22]

Zuvor war jedoch die Entfernung der N-Troc-Gruppe durch
reduktive Eliminierung mit Zink[12] nGtig, da die Troc-Gruppe
bei der Hydrierung Chlor-Substituenten verloren h#tte. Nach
N-Acetylierung wurden am Produkt 13 die Benzylether hy-
drogenolytisch gespalten. Die Produktkontrolle zeigte jedoch
auch einen Verlust der Fmoc-Schutzgruppe an. Erst nach
selektiver Wiedereinf hrung der Fmoc-Gruppe mit Fmoc-O-
Hydroxysuccinimid (Fmoc-OSu) konnte die O-Acetylierung
zu 14[23] durchgef hrt werden (Schema 4).

Die Verbindung ist nun so s#urestabil, dass der tert-Bu-
tylester mit Trifluoressigs#ure (TFA) gespalten werden kann
und der Fmoc-(Sialyl-Lewisx-T-Antigen)-Threonin-Baustein
15 f r die Festphasen-Glycopeptidsynthese sauber erhalten
wird. Der Baustein 15 wurde in der Festphasensynthese der
Sequenz Tyr48 bis Pro59 des PSGL-1 eingesetzt, die nach
Fmoc-Strategie an Polystyrolharz 16 ausgef hrt wurde,[24] das
 ber den Barlos-Anker[25] gebundenes Prolin trug.

Als Kupplungsreagentien dienten f r Fmoc-Aminos#uren
O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetramethyluronium-hexa-
fluorophosphat (HBTU), 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt)[26]

und Diisopropylethylamin (DIPEA) in DMF, f r das an-
spruchsvolle Fmoc-Glycosylthreonin 15 das reaktivere O-(7-
Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetramethyluronium-hexa-
fluorophosphat (HATU)/7-Aza-1-hydroxybenzotriazol
(HOAt)[27] und N-Methylmorpholin (NMM) in N-Methyl-
pyrrolidinon (NMP) (Schema 5). Die Kupplung von 15 er-
forderte eine Reaktionszeit von acht Stunden. Die auf das
Glycosylthreonin folgenden Aminos#uren Glu, Pro und Leu
wurden in Doppelkupplungen angebunden. Nach Aufbau der

Glycopeptidsequenz und abschließender N-Acetylierung
wurde Essigs#ure/Trifluorethanol in Dichlormethan[25] zur
Spaltung des Ankers eingesetzt, wobei die tert-Butylester und
-ether erhalten blieben. Diese wurden nachfolgend mit Tri-
fluoressigs#ure entfernt, wodurch das Glycopeptid 17 ent-
stand. Durch pr#parative HPLC wurden das C-terminale
Dipeptid und das Glycosyltripeptid als Nebenprodukte ab-
getrennt und 17 als Hauptfraktion (23%) neben masseglei-
chen Verbindungen mit sehr #hnlichen Retentionszeiten
(17%) isoliert. Da letztere bei der Reinjektion in der analy-
tischen HPLC wieder ein #hnliches Profil ergaben, kGnnte es
sich um Konformere oder unterschiedliche Salzformen han-
deln. Die Hauptfraktion wurde mit katalytischem Natrium-
methanolat in Methanol (pH> 9) behandelt, was allerdings
nicht zur vollst#ndigen Abspaltung der O-Acetyl-Gruppen
f hrte. Bei der nachfolgenden Hydrolyse des Sialin-
s#uremethylesters mit NaOH in Wasser bei pH 10.5[20] (der
pH-Wert muss sorgf#ltig kontrolliert werden, weil sonst b-
Eliminierung des gesamten Glycans eintritt) wurden die
verbliebenen O-Acetyl-Gruppen abgelGst. Nach Neutralisie-
ren mit Essigs#ure wurde durch pr#parative HPLC an re-
verser Phase (RP-HPLC) das reine Sialyl-Lewisx-Antigen-
Glycopeptid 18[28] aus der Bindungsregion des P-Selektin-
Liganden PSGL-1 in einer Menge von 31 mg erhalten.

Bei der Totalsynthese des PSGL-1-Bindungsepitops 18
findet sich eine Reihe von Problemen, die die chemische
Glycopeptidsynthese erschweren. Zur Herstellung der a-Fu-
cosid-Struktur muss ein als Benzylether gesch tzter Fu-

Schema 4. Schutzgruppen-Austauschreaktionen zur Gewinnung eines
s4urestabilen Fmoc-Glycosylthreonin-Bausteins f%r die Festphasensyn-
these.

Schema 5. Festphasensynthese des O-Glycopeptids aus der P-Selektin-
Bindungsstelle des PSGL-1. [a] Festphasensynthese-Zyklus: 1) Fmoc-
Abspaltung: Piperidin/NMP (1:4); 2) Aminos4ure-Kupplung: Fmoc-AS-
OH, HBTU, HOBt, DIPEA, DMF; im Fall von 15 : HATU, HOAt, NMM,
NMP; 3) Sch%tzen: Ac2O, DIPEA, HOBt, NMP.
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cosyldonor eingesetzt werden. Die so eingef hrte Fucosid-
Bindung ist aber s#urelabil und nicht kompatibel mit Bedin-
gungen der Spaltung von tert-Butyl-Gruppen in der Fest-
phasensynthese. Der nGtige Austausch der O-Benzyl- gegen
O-Acetyl-Schutzgruppen ermGglicht es als Folge nicht, die
Sialins#ure, deren chemische Eigenschaften selbst schon viele
Probleme bereiten, als Benzylester[29] zu sch tzen. So muss
nach der langen Synthese der Sialins#uremethylester alka-
lisch hydrolysiert werden, ohne dass die b-Eliminierung des
gesamten Glycans[30] eintritt.

Der Nutzen der Synthese einer solch komplexen und
empfindlichen Verbindung wie 18 liegt nicht nur darin, dass so
deren Strukturermittlung und Einsatz in biologischen Mo-
delluntersuchungen mGglich wird – der Syntheseweg legt
auch die Strategie offen, nach der Strukturanaloga, die mo-
difizierte Wirkungen und hGhere biologische Stabilit#t haben
kGnnen, pr#parativ zug#nglich werden. Solche Optionen er-
Gffnen enzymatische Synthesen in der Regel nicht. In zu-
k nftigen Arbeiten wollen wir die PSGL-1-Bindungsregion
als Substrat f r Tyrosin-Sulfatyltransferasen einsetzen und sie
selbst wie auch die sulfatierten Produkte als P-Selektin-
Inhibitoren pr fen.

Eingegangen am 17. Dezember 2007
Online verGffentlicht am 20. M#rz 2008
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