
n n 
- 4 d  

f l  
7d 

3d 

E 8 E 

tt- 

8d  

Schema 4. 7d' 8d' 

native uber 7 d  wurde zu einem nicht stabilen [4]Meta- 
cyclophan 8d fuhren. Ein sterischer Faktor (Verkettung der 
benachbarten Zentren) ist notwendig, da sich die Stammver- 
bindung Phthalsauremethylester durch Photolyse nicht ge- 
maD Schema 3 isomerisieren la&. Zusammenfassend la& 
sich feststellen, daB ein abgestimmtes Zusammenspiel von 
sterischen und elektronischen Effekten fur das Entstehen 
von doppelt uberbruckten Prismanen rnit C,-Symmetrie aus 
tricyclischen Phthalsaurederivaten verantwortlich ist. Zur 
Zeit werden noch Experimente durchgefuhrt, bei denen die 
Esterfunktionen durch andere Gruppen ersetzt wurden, um 
das elektronische Argument zu bestatigen. 
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Eine neue Strategie zur Festphasensynthese von 
0-Glycopeptiden ** 
Von Tim Bielfeldt, Stefan Peters, Morten Meldal, 
Klaus Bock und Hans Paulsen* 

Glycoproteine riicken wegen ihrer vielfaltigen biochemi- 
schen Wirkungen in den letzten Jahren immer starker in den 
Mittelpunkt des Interesses"]. Sie sind in hohem MaBe an 
Erkennungs- und Abwehrprozessen der Zelle beteiligt['I. Als 
neuerer Befund sei die Wechselwirkung von Leukozyten 
mit Endothelzellen unter Mitwirkung der Rezeptoren 
der Lectin-Zelladhasionsmolekul(LEC-CAM)-Familie ge- 
nannt L3] .  Teile von Glycoproteinen, die Saccharid- und Pep- 
tidreste enthalten, sind im Hinblick auf die Funktion dieser 
Segmente und die Spezifitat der weiteren Biosynthese von 
Glycoproteinen von InteresseL41. Die Isolierung derartiger 
Glycopeptide aus naturlichen Quellen ist oft schwierig, und 
in der Regel sind sie besser durch eine chemische Synthese 
zuganglich. Bei einer 0-Glycopeptidsynthese wird sowohl 
fur das Verfahren in Losung als auch das Festphasenverfah- 
renf5] zunachst ein Baustein synthetisiert, der a-glycosidisch 
an der Hydroxygruppe des Threonins (Thr) oder Serins (Ser) 
einen acetylierten 2-Acetamido-2-desoxy-~-ga1actopyranose- 
(Ga1NAc)-Rest enthalt. Die Aminosaure enthalt bevorzugt 
das orthogonale Schutzgruppenmuster Fluoren-9-ylmethoxy- 
carbonyl (Fmoc)/tert-Butyl (tBu)[61 oder Fmoc/Pentafluor- 
phenyl (Pfp)"]. Dieser Baustein mit Saccharidrest kann in 
einer normalen Festphasen-Peptidsynthese an beliebiger 
Stelle in eine Peptidkette eingeschleust werden'']. 

Die Gewinnung der glycosidischen Aminosaure erfordert 
jedoch eine Reihe von Syntheseschritten. Die Herstellung 
der a-glycosidischen Bindung von GalNAc mit Thr oder Ser 
ist nur mit 2-Azido-2-desoxy-~-galactose als Glycosyldonor 
rnogli~h[~'. Es folgt dann nach Reduktion und weiteren 
Schritten die Uberfuhrung in den aktivierten Ester der Ami- 
nosaure. Wir haben jetzt eine neue Strategie entwickelt, die 
den Syntheseweg zu 0-Glycopeptiden drastisch verkurzt. 
Die Glycosidsynthese rnit dem 2-Azido-2-desoxy-~-galacto- 
se-Donor wird direkt mit dem aktivierten Ester der Amino- 
saure durchgefuhrt. So erhalt man in einer Stufe einen geeig- 
neten Baustein, der 2-Azido-2-desoxy-~-galactose enthalt 
und der direkt fur die Peptidsynthese an der Festphase einge- 
setzt werden kann. Auf diesem Wege lassen sich Peptide ge- 
winnen, die an beliebiger Stelle 2-Azido-2-desoxy-~-galacto- 
se-Reste a-glycosidisch gebunden enthalten. Die Uberfuh- 
rung der Azidogruppen in die Acetamidofunktionen kann 
nach Fertigstellung der Peptidkette am festen Trager erfol- 
gen. Auch die Entacetylierung aller Zuckerreste ist am poly- 
mer gebundenen Peptid moglich. Im abschlieflenden Schritt 
wird das fertige Glycopeptid vom Harz abgespalten. 

Das neue Verfahren la& sich wie folgt realisieren: Mit dem 
Halogenid l[lol lassen sich die Aminosaurederivate 2 und 
3["' in Gegenwart von Ag,CO,/AgCIO, zu 4 und 5 glycosi- 
dieren. Die Stereoselektivitat a : p  betragt 14: 1 fur Thr und 
6 :  1 fur Ser und ist hoher als bei anderen Aminosaurederiva- 
ten[6]. Obwohl die Saurefunktion der Glycosylaminosauren 
durch den Pfp-Rest stark aktiviert ist, lassen sich die Pro- 
dukte durch praparative Umkehrphasen(RP)-HPLC mit 
Acetonitril/Wasser (RP-18, 7 pm) auch in Grammengen 

[*I Prof. Dr. H. Paulsen, Dip].-Chem. T. Bielfeldt, Dipl.-Chem. S. Peters 
Institut fur Organische Chemie der Universitdt 
Martin-Luther-King-Platz 6, W-2000 Hamburg 1 3  

Dr. M. Meldal, Prof. Dr. K. Bock 
Department of Chemistry, Carlsberg Laboratory 
Gamle Carlsberg Vej 10, DK-2500 Copenhagen Valby (Danemark) 

[**I Diese Arbeit wurde von der Studienstiftung des Deutschen Volkes und der 
Stiftung Stipendien-Fonds des Verbandes der Chemischen Industrie gefor- 
dert. 
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ohne Hydrolyse reinigen (Ausbeute 78 YO fur Thr, 70 YO fur 
Ser). Die Charakterisierung von 4 und 5 erfolgt durch 'H- 
NMR-Spektroskopie und FAB-Massenspektrometfie['']. 
Die Verbindungen 4 und 5 sind als feste Substanzen bei 
-20°C stabil und daher gut lagerbar. 

Ac? ,OAc 

HoYR 

2 R = CH3 
3 R - H  

U 

4 R CH3 
5 R = H  

Die aktivierten Ester 4 und 5 konnen direkt in der Fest- 
phasensynthese eingesetzt werden. Als Harz wird ein Polydi- 
methylacrylamid-Harz (P)[I3] verwendet, an das Norleucin 
(Nle) als interner Standard und 5-(4-Aminomethyl-3,4-di- 
methoxypheno~y)valeriansaure[~~~ ', 14] als saurelabiler Pep- 
tid-Amid-Linker (PAL) geknupft werden. Hieran erfolgt der 
schrittweise Aufbau der Peptidkette. Die Fmoc-Abspaltun- 
gen werden stets rnit 50 O h  Morpholin in DMF (N,N-Dime- 
thylformamid) d~rchgefiihrt['~]. Alle nicht-glycosylierten 
Aminosauren werden als 3,4-Dihydro-4-oxo-l,2,3-benzo- 
triazin-3-yl(Dhbt)-ester gekuppelt[''I. Werden die glycosy- 
lierten Bausteine 4 oder 5 rnit dem Pfp-Rest eingesetzt, so 
wird bei der Kupplung 3,4-Dihydr0-3-hydroxy-4-0~0-1,2,3- 
benzotriazin (Dhbt-OH) zugefiigt, wodurch die Reaktions- 
geschwindigkeit der Kupplung wahrscheinlich durch Um- 
acylierung zu den entsprechenden Dhbt-Aktivestern ge- 
steigert wird. Dieser Zusatz hat ferner den Vorteil, daR eine 
gelbe Farbreaktion"', "1, die durch Ionenpaarbildung von 
Dhbt-OH und freien Aminogruppen des Harzes hervorgeru- 
fen wird, den Fortgang der Kupplungsreaktion anzeigt. So- 
bald die gelbe Farbe verschwunden ist, ist die Kupplung 
vollstandig. Die Hydroxygruppen der nicht-glycosidierten 
Thr- oder Ser-Reste werden als tert-Butylether geschiitzt. Im 
letzten Schritt der Glycopeptidsynthese wird der N-Termi- 
nus rnit Acetanhydrid (Ac,O) in DMF (1 :7) acetyliert, da 
N-Acetylglycopeptidamide gewiinscht werden. Auf diesem 
Wege lassen sich die polymer gebundenen Glycopeptide 6 
und 7 aufbauen. 

An den Harzen 6 und 7 werden jetzt gleichzeitig rnit 
Thioessigsaure in einem Schritt, wie in Schema 1 gezeigt, alle 
vorhandenen Azidogruppen reduziert und in N-Acetyl- 
Gruppen iiberfiihrt. Entscheidend ist, daR eine mehrfach de- 
stillierte Thioessigsaure von hoher Reinheit (GC > 99 %) 
verwendet wird. Damit verlauft die Reaktion einheitlich und 
ist nach 48 h abgeschlossen. Die Reaktion 1aRt sich einfach 
IR-spektroskopisch an dem vollstandigen Verschwinden der 
Azido-Absorptionsbande bei 3 = 21 17 cm- ' (KBr-Fenster) 
beobachten. Im AnschluD werden die Harze 8 und 9 mit 
Hydrazinhydrat in Methanol (1 :7) etwa 6 h behan- 
delt[5d-r,17,181, wobei alle Zuckerreste zu 10 und 11 entace- 
tyliert werden. Die Abspaltung der fertigen Glycopeptide 
erfolgt rnit 95 proz. waRriger Trifluoressigsaure (TFA) in 2 h. 
Die erhaltenen N-Acetylglycopeptidamide 12 und 13 werden 
dann durch RP-HPLC gereinigt und sind mit denen auf an- 
derem Wege dargestellten identisch" ']. 

Das neue Verfahren laBt sich wahlweise in einem 
,,Multiple-column"-Peptidsynthesizer oder einem vollauto- 
matischen Peptidsynthesizer d u r ~ h f i i h r e n [ ' ~ , ~ ~ ] .  Werden 
mehrere variable Peptidsequenzen rnit wenig Zuckerresten 
benotigt, so ist das Multiple-column-Verfahren zu bevorzu- 
gen. Hiermit wurden z.B. die Glycopeptide 12 und 13 neben 
anderen Glycopeptiden synthetisiert". 191. 12 und 13 sind in 
hohen Ausbeuten von 77 und 72Y0[~'] rein zu erhalten. An 
einem vollautomatischen Peptidsynthesizer wurde die kom- 
plexe Struktur 14 mit fiinf vicinalen Zuckerresten syntheti- 
siert. Hierzu ist zu bemerken, daR hier die Peptidsynthese 

6 Xxx - Thr 
7 Xxx - Ser 

8 Xxx - Thr 
9 Xxx - Ser 

10 Xxx - Thr 
1 1  Xxx = Ser 

:::q 
A c - X x x q P A L H N l e m  

CHICOSH I 
::? AcNH 

Ac - X x x d  PAL H N l e m  

N,H,+~~O/Y~OH 1 

Ac-Xxx+PALHNlem 

12 Xxx = Thr 
1 3  Xxx = Ser 

Hoq I 
Ac-Pro-Thr-Xxx-Thr-Pro-Ile-Ser-Thr-NH2 

HO 1 .TFA/HzC 
2.HPLC 

/ HO 
AcNH 

Ac- Ik -Thr  - Thr - Thr - Thr - Thr-Vol-Thr-NH, 

1 4  H O d  1 8  
HO 

Schema 1. Glycopeptid-Festphasensynthese der Verbindungen 12, 13 und 14. 
vy= Peptidkette, die iibrigen Abkiirzungen sind im Text erklart. 

durch das Verschwinden der gelben Farbreaktion des Dhbt- 
OH-Salzes photometrisch beobachtet und gesteuert werden 
kann[l7, 201. Auch bei der Synthese des penta-glycosidierten 
Octapeptides 14 gelingt die Reduktion der Azidogruppen 
und die Entacetylierung der Kohlenhydrate ohne Schwierig- 
keiten, und 14 wird in Ausbeuten von 40%t2'1 rein isoliert. 
Die 'H-NMR- und FAB-MS-Daten sowie Aminosaureana- 
lyse stimmen mit der Struktur iiberein[22]. Dieses Beispiel 
diirfte die Leistungsfahigkeit der neuen Methode demon- 
strieren. Sowohll2 und 13 als auch 14 sind Partialstrukturen 
der Wiederholungseinheit des Human-Inte~tinal-Mucins[~~~ 
und sollen hinsichtlich der Spezifitat von Glycosyl-Trans- 
ferasen getestet werden. 
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Die Kristallstruktur von 
[ (Pyren*-)(Na + I( C,H,),O])] : ein Modell fur 
stapelformige Radikalanionensalze ** 
Von Wolfgang Jost, Martin Adam, Volker Enkelmann 
und Klaus Miillen * 

Die Beschreibung der durch Reduktion von aromatischen 
Kohlenwasserstoffen entstehenden Ionen anhand ihrer 
Kristallstrukturen beschrankt sich zumeist auf diamagne- 
tische Speziest'-31. Strukturen paramagnetischer Radikal- 
a n i ~ n e n [ ~ - ~ '  sind kaum bekannt, intensiv untersucht wur- 
den dagegen die durch Elektrokristallisation leicht zugangli- 
chen Radikalkati~nensalze['~ aromatischer Kohlenwasser- 
stoffe. Letztere bilden elektrisch leitfahige Einkristalle mit 
Stapelstrukturen und dienen, weil der Ladungstransport in 
Richtung der Stapelachse erfolgt, als Modelle fur eindimen- 
sionale elektrische Leiter. Bei unserer Suche nach entspre- 
chenden Radikalanionsalzen haben wir nun die Titelverbin- 
dung hergestellt und ihre Kristallstruktur aufgeklart. 

mol) in 20 mL Ether 
mit Natrium, so erhalt man bei 193 K nach zwolf Stunden 
eine tiefrote Losung, die nadelformige Kristalle enthalt. Die- 
se Losung wird auf 298 K erwarmt und dann uber einen 
Zeitraum von 24 Stunden auf 253 K abgekiihlt. Dabei bilden 
sich dunkle, metallisch-glanzende Kristalle, die unter Inert- 
bedingungen bei Raumtemperatur stabil sind. 

Die Kristallstrukturanalyse beweist die Formel lLS1. Wie 
in Abbildung 1 gezeigt, bildet sich eine Stapelstruktur, in der 

Reduziert man 202 mg Pyren 

die Pyreneinheiten entlang der a-Achse in einem Winkel von 
59.6(3)" gegeneinander verkippt sind. In dem dadurch gebil- 

a 

i Abb. 1. Ausschnitt aus der polymeren 
Struktur von 1. Gezeigt ist die Stape- 
lung der Pyreneinheiten entlang der a- 
Achse. Natrium-Ionen als schwarze, 
0-Atome als punktierte und C-Atome 
als weilk Kugeln dargestellt. Abstande 
und Winkel siehe Text. 

[*I Prof. Dr. K. Mullen, Dipl.-Chem. W. Jost, Dipl.-Chem. M. Adam, 
Priv.-Doz. Dr. V. Enkelmann 
Max-Planck-Institut fur Polymerforschung 
Ackermannweg 10, W-6500 Mainz 

dert. 
[**) Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft gefor- 
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