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F�r die Behandlung postoperativer Entz�ndungen w�re eine
Hemmung der Infiltration von Leukozyten in das entz�ndete
Gewebe w�nschenswert. Bei der Rekrutierung der Leuko-
zyten spielen Adh�sionsprozesse auf den Endothelzellen der
Blutgef�ße eine große Rolle, an deren Beginn die Kohlen-
hydrat erkennenden Rezeptoren P- und E-Selektin in
Wechselwirkung mit ihren Liganden auf den Leukozyten
treten.[1] Es ist daher erstrebenswert, die Bindung des P-Se-
lektins an seinen Liganden P-Selektin-Glycoprotein-Ligand 1
(PSGL-1)[2] und des E-Selektins an dessen Liganden ESL-1[3]

zu inhibieren sowie die Struktur wirksamer Inhibitoren dieser
Selektine zu ermitteln. Dies gilt umso mehr, als Selektine bei
der Metastasierung von Tumorzellen eine �hnliche Rolle
spielen.[4] Das auf Leukozyten exprimierte PSGL-1[5] spielt
auch bei der bakteriell ausgel�sten Granulozytenplasmose
(Ehrlichiose)[6] und den akuten Phasen der Multiplen Skle-
rose[7] eine Rolle. Die Bindungsregion des humanen PSGL-
1[5] (Abbildung 1) wurde bereits chemoenzymatisch in Mi-

krogramm-Mengen hergestellt.[8] Eine hohe Affinit�t zum P-
Selektin zeigte das Glycopeptid nur, wenn die Tyrosinreste im
N-terminalen Peptidteil O-sulfatiert waren.[8]

Wir haben eine chemische Totalsynthese der Erken-
nungsregion von PSGL-1 entwickelt,[9] die das Glycopeptid 1
in Milligramm-Mengen liefert und so f�r weitere Untersu-
chungen zug�nglich macht. Der Wert der chemischen Total-
synthese liegt jedoch darin, dass auf diesem Weg auch Mi-
metika der nat�rlichen Struktur synthetisiert werden k�nnen,
die enzymatisch nicht zu gewinnen sind. In diesem Sinne
beschreiben wir hier die chemische Synthese der Mimetika 2
der PSGL-1-Bindungsregion (Abbildung 2), in denen die
enzymatisch abspaltbare N-Acetylneuramins�ure in 1 durch
das Mimetikum (S)-Cyclohexylmilchs�ure[10] ersetzt ist, und
erstmals auch die rein chemische Synthese O-sulfatierter
Glycopeptide dieser komplexen Art.

Grundlage ist die in der Totalsynthese[9] erprobte Strate-
gie f�r die Herstellung des Glycosylthreonin-Bausteins A

(Schema 1). Baustein A soll durch
Blockglycosylierung des aus Synthe-
sen tumorassoziierter Glycopeptide
bekannten T-Antigen-Threonin-Kon-
jugats III[11] mit dem Cyclohexyllac-
tyl-Lewisx-Trichloracetimidat B ge-
wonnen werden. Der Donor B wird
aus dem Lewisx-Trisaccharid 3[9] durch
SN

2-Reaktion mit dem O-Triflat des
(R)-Cyclohexylmilchs�ureesters[10]

erhalten. Das Lewisx-Trisaccharid 3
Abbildung 1. Erkennungsdom�ne des P-Selektin-Glycoprotein-Liganden 1.

Abbildung 2. Synthetische Glycopeptide aus der PSGL1-Bindungs-
region.
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wurde bereits hergestellt,[9] ist jedoch an der anomeren OH-
Gruppe nicht als tert-Butyldiphenylsilyl-, sondern als Allyl-
ether[12] gesch�tzt. Die N-Trichlorethoxycarbonyl(Troc)-
Gruppe erm�glicht durch den Nachbargruppeneffekt die
stereoselektive Kn�pfung der b-Glycosidbindung in A. Zu-
n�chst wurde 3 mit dem O-Triflat 4 des (R)-Cyc-
lohexylmilchs�uremethylesters 4[14] nach dem
Stannylenverfahren[13] zum gesch�tzten Sialyl-
Lewisx-Mimetikum 5 umgesetzt (Schema 2). Nach
Acetylierung der 2- und 4-OH-Gruppen im Ga-
lactoseteil wurde das Allylglycosid 6 durch Iridi-
um-katalysierte[15] Isomerisierung[16] zum Prope-
nylglycosid und dessen Oxidation mit Iod gespal-
ten. Reaktion des so erhaltenen 7 mit Trichlor-
acetonitril ergab das Trichloracetimidat[17] 8 f�r die
Blockglycosylierung.[9]

Die Blockglycosylierung des partiell deblo-
ckierten Konjugats III[11] mit dem Sialyl-Lewisx-
Mimetikum 8 ist der Schl�sselprozess der gesam-
ten Synthese. Nach Aktivierung von 8 mit Trime-
thylsilyltriflat bei �40 8C entstanden, wie bei der
Synthese des Sialyl-Lewisx-Analogons,[9] mit hoher
b-Selektivit�t beide regioisomeren Mimetika der
Hexasaccharid-Threonin-Konjugate 9 und 10 in
hoher Ausbeute von 88% (Schema 3). Wieder
gelang die flash-chromatographische Trennung der
beiden �hnlichen Verbindungen. Anders als bei
der Synthese des Sialyl-Lewisx-Core2-Threonin-
Bausteins[9] ist das Hauptprodukt (55 % Ausbeute)
laut C-6-GalNAc-Signal im HSQC-NMR-Spektrum (d =

69.5 ppm) das gew�nschte Regioisomer 9. Dennoch ist auch
hier der Anteil (33%) des unerwarteten Regioisomers 10
(d = 59.2 ppm) erstaunlich hoch, wenn man ihn mit den Ver-
h�ltnissen bei Reaktionspartnern geringerer Komplexit�t[18]

vergleicht. Die Umwandlung von 9 in einen Baustein mit

ausreichender S�urestabilit�t f�r die Festphasensynthese er-
forderte nach reduktiver Eliminierung der N-Troc-Gruppe
und N-Acetylierung die Hydrogenolyse der O-Benzyl-
schutzgruppen (Schema 4) und, nach Wiedereinf�hrung der
N-Fmoc-Gruppe, deren Ersatz durch O-Acetylgruppen. Da-
durch wird die a-Fucosidbindung gegen S�uren stabilisiert.

Schema 1. Retrosynthese des (S)-Cyclohexyllactyl-Lewisx-Threonin-Bau-
steins A. Bn= Benzyl, Fmoc =9-Fluorenylmethoxycarbonyl, Troc = Tri-
chlorethoxycarbonyl.

Schema 2. Synthese des Sialyl-Lewisx-Tetrasaccharid-Mimetikums.
cod = 1,5-Cyclooctadien, DMAP= 4-Dimethylaminopyridin,
DME= 1,2-Dimethoxyethan, DBU = 1,8-Diazabicycloundecen-7.

Schema 3. Blockglycosylierung des T-Antigen-Threonin-Kojugats mit dem Tetra-
saccharid-Mimetikum.
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Der tert-Butylester 11 konnte mit Trifluoressig-
s�ure zum Pseudo-Hexasaccharid-Threonin-
Baustein 12 gespalten werden.

Die Festphasensynthesen der Glycopeptide 2
aus der Bindungsregion von PSGL-1 wurden
nach Fmoc-Strategie an �ber den Barlos-
Anker[19] an Polystyrolharz[20]-gebundenem
Prolin 13 nach der beschriebenen Vorschrift[9]

ausgef�hrt (Schema 5). Abschließend wurde der
Anker mit Essigs�ure in Trifluorethanol/Di-
chlormethan gespalten. Die tert-Butylschutz-
gruppen der gewonnenen Glycopeptide wurden
mit Trifluoressigs�ure entfernt. Das in der Koh-
lenhydrateinheit noch gesch�tzte Glycopeptid
14a wurde nach Abtrennung von Abbruchse-
quenzen durch pr�parative HPLC an reverser
Phase (RP-HPLC) in einer Ausbeute von 24%
isoliert. Bei dem N-terminal um Glu-Tyr-Glu
verl�ngerten, alle drei Tyrosine enthaltenden
PSGL-1-Glycopeptid 14b lag die Gesamtaus-
beute bei 32%. Zur Entfernung der O-Acetyl-
gruppen wurde 14a bei pH 9 in Methanol mit
katalytischen Mengen an NaOMe umgesetzt.
Verbliebene O-Acetate und der Methylester
wurden mit w�ssriger NaOH bei pH 10–10.5[21]

binnen 36 h hydrolysiert. Der pH-Wert muss
sorgf�ltig eingehalten werden, um eine b-Elimi-
nierung des Glycans zu vermeiden. Eine Neu-
tralisation mit Essigs�ure und Isolierung durch
pr�parative RP-HPLC ergaben das reine Glyco-
peptid 2a[22] aus der Bindungsregion des PSGL-1
mit mimetisch abgewandelter Sialyl-Lewisx-
Struktur (45 mg).

Um Glycopeptide wie 1[9] selektiv an den OH-
Gruppen der Tyrosine zu sulfatieren, m�ssen

enzymatische Verfahren angewendet werden.[8] In diesem
Sinne wurde das Sialyl-Lewisx-PSGL-1-Peptid 1 sechs Tage
bei 30 8C und pH 6 in Gegenwart einer rekombinanten Ty-
rosin-Sulfotransferase[23] als Katalysator mit Phosphoadeno-
sylphosphosulfat (PAPS, 15) umgesetzt (Schema 6). Das
Problem bei der enzymatischen Sulfatierung ist, dass die
Sulfotransferase und auch PAPS in Wasser oberhalb von 20 8C
instabil sind, die Reaktion aber bei 30 8C ausgef�hrt werden
soll. Zudem ist PAPS ausgesprochen teuer, nur in kleinen
Ans�tzen (3 mg 1) und kaum im �berschuss (5 mg 15, 60-
proz.) einsetzbar. Dennoch gelang es, das an beiden Tyrosinen
O-sulfatierte PSGL-1-Sialyl-Lewisx-Glycopeptid 16[24] (3 mg)
durch RP-HPLC zu isolieren.

Schema 4. Schutzgruppenaustausch zur Gewinnung des Fmoc-Gly-
cosyl-Threonin-Bausteins. DIPEA= N,N-Diisopropylethylamin,
TFA = Trifluoressigs�ure.

Schema 5. Festphasensynthese: Zyklus: 1) Fmoc-Abspaltung: Piperidin/NMP (1:4);
Aminos�ure-Kupplung: Fmoc-Xaa-OH, HBTU,HOBt, NMM, NMP; bei 12 HATU,
HOAt, NMM, NMP; 3) Capping: Ac2O, DIPEA, HOBt, NMP. HATU = O-(7-Azobenzo-
triazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetramethyluronium-tetrafluorophosphat, HOAt = 7-Aza-1-hydro-
xy-1H-benzotriazol, HOBt = 1-Hydroxy-1H-benzotriazol, NMM = N-Methylmorpholin,
NMP = N-Methylpyrrolidin.
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Der pr�parative Aufwand und die Unsicherheit dieses
enzymatischen Verfahrens gaben Anlass, als Alternative ein
chemisches Verfahren zu pr�fen. Daf�r kommen allerdings
keine Glycopeptide wie 1 oder 2a mit deblockiertem Koh-
lenhydratteil in Betracht. Deshalb wurde das im Kohlenhy-
dratteil gesch�tzte Glycopentadecapeptid 14b vorsichtig mit
Pyridin-SO3-Komplex in Pyridin/DMF umgesetzt.[25] Nach
18 h unter sorgf�ltiger Kontrolle durch analytische HPLC, die
die zwischenzeitliche Bildung zweier polarer Produkte an-
zeigte, und Aufarbeitung nach Zugabe von Natriumcarbonat-
L�sung (pH 6.5) wurde das Sulfatierungsprodukt erhalten.
Das Produkt wurde vorsichtig mit katalytischem NaOMe in
Methanol (pH 9) und danach mit w�ssrigem NaOH bei
pH 10.5[21] (42 h) umgesetzt. Nach Neutralisieren mit Essig-
s�ure wurde durch pr�parative RP-HPLC das PSGL-1-Sul-
foglycopentadecapeptid-Mimetikum 17 rein isoliert (6 mg),
in dem alle drei Tyrosine selektiv O-sulfatiert sind
(Schema 7).[26] Indikativ f�r die O-Sulfatierung sind im 1H-
NMR-Spektrum von 17 die Signale der Tyrosin-Arylprotonen
(d = 7.12 ppm), die gegen�ber den Aryl-2,6- (d = 6.95 ppm)
und Aryl-3,5-Protonen (d = 6.65 ppm) der Tyrosinreste in 2a
markant nach tiefem Feld verschoben sind.

Mit dem Sialyl-Lewisx-Glycopeptid 1, seinem an den Ty-
rosinen sulfatierten Derivat 16, dem Cyclohexyl-Lewisx-Gly-
copeptid 2a und dessen an drei Tyrosinen O-sulfatiertem
Analogon 17 wurde die Inhibierung der Leukozytenadh�sion
�ber P-Selektin untersucht. Durchflusszytometrische Mes-
sungen[3d, 27] zeigten bis zur Konzentration von 1 mm keine
Inhibierung der Adh�sion von Maus-Neutrophilen (32DCl3-

Zell-Linie) und aus M�usen frisch isolierten Granulozyten an
ein murines P-Selektin-IgG-Konstrukt durch das Sialyl-
Lewisx-PSGL-1-Glycopeptid 1, dessen Cyclohexylmilchs�u-
re-Mimetikum sowie das Sialyl-Lewisx-Sulfo-Glycopeptid 16.
Die Glycopeptide 1 und 2a unterbinden auch nicht die Ad-
h�sion humaner Granulozyten an das P-Selektin-IgG-Kon-
strukt. Ebenso verh�lt sich das Sialyl-Lewisx-Tetrasaccharid
als Standard. Das zweifach O-sulfatierte Sialyl-Lewisx-PSGL-
1-Glycopeptid 16 hemmt die Adh�sion von humanen Gra-
nulozyten an das murine P-Selektin-Ig-G-Konstrukt schwach
(IC20 = 0.75 mm). Die geringe Wirkung der Glycopeptide in
diesen Experimenten mag darauf zur�ckzuf�hren sein, dass
sich die Bindungsregion von humanem PSGL-1 von der des
murinen PSGL-1 in der Aminos�uresequenz[28] unterscheidet.
Erstaunlicherweise inhibiert das rein chemisch hergestellte
PSGL-1-Sulfoglycopeptid 17, mit drei O-sulfatierten Tyrosi-
nen und dem (S)-Cyclohexylmilchs�urerest anstelle des Sial-
ins�urerestes, die Bindung der 32Dcl3-Neutrophile (IC50 =

39 mm), der murinen Granulozyten (IC50 = 20 mm) wie auch
der humanen Granulozyten, letztere besonders stark (IC50 =

5 mm).
Die Wirkung der PSGL-1-Glycopeptide auf die Bindung

von murinen Granulozyten an ein E-Selektin-IgG-Kon-
strukt[27] wurde ebenfalls gepr�ft. Das nicht sulfatierte Sialyl-
Lewisx-PSGL-1-Glycopeptid 1 erwies sich als starker Inhibi-
tor des E-Selektins (IC50 = 40 mm). Sialyl-Lewisx wirkt ca. 25-
mal schw�cher (IC50� 1 mm). Noch st�rker inhibiert jedoch
das PSGL-1-Glycopeptid 2a mit dem Cyclohexylmilchs�ure-
Mimetikum die E-Selektin-Bindung (IC50 = 10 mm), das die

Potenz der nach dem nat�rli-
chen E-Selektin-Liganden
ESL-1 konstruierten Sialyl-
Lewisx-Glycopeptide[3d] er-
reicht. Dessen Affinit�t zu E-
Selektin wird durch O-Sulfatie-
rung der Tyrosine nicht erh�ht,
aber auch kaum gemindert, wie
die hohe Inhibitorwirkung des
PSGL-1-Sulfoglycopeptids 17
(IC50 = 15 mm) belegt.

Diese Experimente mit
vollsynthetischen Selektin-Gly-
copeptidliganden geben detail-
lierte Einblicke in die Rolle von

Schema 6. Enzymatische Tyrosin-O-Sulfatierung des PSGL1-Glycopeptids 1.

Schema 7. Chemische Tyrosin-O-Sulfatierung des PSGL-1-Glycopeptid-Mimetikums.
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Glycan, Aminos�uresequenz und Sulfatierung bei der Bin-
dung und Selektivit�t der Selektinliganden. Sie erm�glichen
es, hochaffine Mimetika und Unterschiede in den Erken-
nungsprozessen bei den verschiedenen Spezies zu finden und
sollen nun auf Bindungsstudien an humanem P- und E-Se-
lektin ausgedehnt werden.

Eingegangen am 9. Dezember 2008
Online ver�ffentlicht am 25. M�rz 2009
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