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Schema 4. (5) MSA-Schmelze. lOO"C, 15 min, 22% 3, S0-60% 16; (6) KOH, Me- 
thanol/H,O (1 :l), RiickfluB, 1 h, 100%; (7) Cu,O, 2,2'-Bipyridyl, Chinolin 
a) Raumtemperatur. 7 d, b) 38S'C. 17 h72% 17; (QBH,. THF, 25 "C.4 h;NaOH, 
H,O,. 2 5 ° C  18 h. 100% Rohprodukt: (9)CrOj;Aceton, H,SO,, 25°C. 1 h. 56%; 
(10) NaH, THF. HC02CH,, Methanol (kat.), 25°C. 22 h; Eisessig. 4-Methylphe- 
nylsulfonylazid, Triethylamin. CH,C12. 25 -C, 30 h, 52% ; (11) Methanol:CH,CI, 
(lO:l), Hg-Hochdruckbrenner, Duran-Filter, 25 'C. 45 min. 98% 18; (12) KOH, 
Ethanol, H20 ,  RuckfluB, 3 h. 72%; (13) Oxalylchlorid. Dimethylformamid 
(DMF). Toluol. 100%, ; (14) Mercaptopyridin-I-oxid Na-Salz. 4-Dimethylamino- 
pyridin (DMAP). lerr-Butylthiol, Toluol, RuckfluW, 3 h, 6X % 1. - Die Zahlen an 
den Geriisten von 1 und 2 sind die 'H- und L'C-NMR-chemischen Verschiebungen 
(8-Werte). 

Die sehr subtile Strukturabhangigkeit der f i r  die Pagodan- 
Synthese zentralen Photo-BenzojBenzo-Cycloaddition macht 
fur den analog konzipierten Aufbau der Isopagodane einen 
Umweg notwendig. Die hier prasentierte Reaktionsfolge von 3 
(letztlich von Isodrin) zu den [2.2.1.1]- und [1.1.1.1]Isopagodan- 
Grundgerusten ist auch fur die Herstellung funktionalisierter 
Derivate (D) brauchbar. Stimulierend sind erste elektrochemi- 
sche und ESR-Befunde: Als eine der frappierenden, letztlich 
aber durch die Rechnungent6] belegten Besonderheiten der 
Isopagodan-Reihe wird z.B. 2 uber das direkt nachweisbare, 
cyclisch delokalisierte Radikalkation (E) zu einem Dikation (F) 
oxidiert, welches ausreichend persistent ist, um auch die 2-Elek- 
tronen-Reduktion observierbar zu machenL5* ''1. 
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Synthese von N-Glycopeptid-Clustern mit 
Lewisx-Antigen-Seitenketten und deren Bindung 
an Tragerproteine ** 
Karsten von dem Bruch und Horst Kunz * 
Professor Erich Wiinsch zum 70. Geburfsfag gewidmet 

Die Trisaccharid-Determinante 3-0-a-Fucosyl-N-acetyllac- 
tosamin 1 ~ das Lewisx-Antigen ~ ist sowohl in Glycoproteinen 
als auch in Glycolipiden der Membranen von Saugetierzellen 
gefunden worden"]. Sie wird wahrend der Embryonalentwick- 
lung und Zelldifferenzierung mit Beginn des 8-Zell-Stadiums 
durch a-1-3-Fucosylierung der I-Determinante als SSEA-1-An- 
tigen (SSEA = stage-specific embryonic antigen) gebildet und 
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spater durch weitere Fucosylierung (Lewisy-Antigen) undjoder 
Sialylierung nahezu komplett maskiert". 'I. Das an der Galac- 
toseeinheit cc(2-3)-oder cc(2-6)-sialylierte Glycan (Sialyl-Lewis") 
ist weit verbreitet und in der 211-Zell-Erkennung ein wichtiges 
Signal fur die Zelladhisions-Lectine (E-Selectin, ELAM-1). 

Die Erkennung von Sialyl-Lewis" durch E-Selectin steuert, 
z.B. bei Entzundungen, die Rekrutierung der neutrophilen 
Granzulozyten und deren Invasion in den Ent~undungsherd[~]. 
Tm Gegensatz zu Sialyl-Lewis" tritt das Lewis"-Antigen im ge- 
sunden Erwachsenen nur in wohldefinierter Verteilung auf, und 
zwar auf Granulozyten, in den Nierentubuli, auf gastrointesti- 
nalen Epithelzellen sowie auf Zellen der Milz und des Ge- 
hirnsL4. ']].Ganz anders ist die Verteilung des Lewis"-Antigens bei 
der Turnorenentwicklung, bei der in dein MaDe, in dem die das 
Zellwdchstum kontrollierenden Zell-Zell-Erkennungen verlo- 
rengehen, das Lewisx-Antigen in der Zellmembrdn akkumuliert. 
Glycokonjugate mit Lewis"-Antigen-Struktur sind daher als tu- 
morassoziierte Antigene von besonderem Interesse. Da Cluster- 
Strukturen stark erhiihte Antigenitat zeigen[61 und in naturli- 
chen Glycoproteinen die antennaren Oligosaccharidseiten- 
ketten eine mehrfache Prasentation der Saccharid-Determina- 
ten bewirken, haben wir das Ziel verfolgt, Glycopeptide rnit zwei 
Lewis"-Antigen-Seitenketten aufzubauen, die eine biantennare 
Lewis"-Antigen-Struktur simulieren konnen. 

Bei der Synthese des Lewis"-Trisaccharids haben wir zwei me- 
thodische Prinzipien angewandt : a) Die Azidfunktion diente als 
anomere Schutzgruppe des Glucosamin-Bausteins und gleich- 
zeitig als Vorlaufer der anomeren Aminogruppe, die spater fur 
die N-glycosidische Bindung zum Peptid benotigt wird. b) Um 
die fur die Glycopeptidsynthese erforderliche Saurestabilitat der 
glycosidischen Bindungen zu ge~lhrleisten"~ wurde die a-Fu- 
cose in 4-Methoxyphenylmethyl(Mpm)-geschiitzter Form ein- 
gefuhrt. Die Mpm-Gruppen lassen sich in Gegenwart der Azid- 
funktion selektiv entfernen und durh Acetylgruppen er- 
setzen 1'- *I.  

Das 4,6-(4-Methoxybenzyliden)-geschiitzte N-Acetylglucosa- 
minylazid 21'-sl wurde mit Allylbromid in Gegenwart von Ba- 
riumhydroxid[9] in Dimethylformamid (DMF) in den entspre- 
chenden 3-0-Allylether uberfiihrt und dieser durch regio- 
selektive reduktive Acetdloffnung"O' mit Ndtriumcyanobor- 
hydrid/Trifluoressigsaure zum Glucosaminazid 3 mit selektiv 
deblockierter 4-OH-Funktion umgesetzt (Schema 1). Ange- 
sichts der saurelabilen 6-0-Mpm-Gruppe erfordert die Glycosy- 
lierung von 3 sorgfaltig gewahlte Reaktionsbedingungen. Die 
Umsetzung mit 2,3,4,6-Tetra-0-acetyl-gdlactopyranosylbromid 
4'"l (1.2 Aquiv.) gelang mit Silbertrifluormethansulfonat 
(2.3 Aquiv.) in Gegenwart von 2,6-Di-tert-butylpyridin 
(1 Aquiv.) und fuhrte selektiv zum 8-Glycosid 5. Eine alternati- 
ve Reaktionsfuhrung in Gegenwart von Quecksilbercyanid, die 
bei der Synthese der Lewisa-GlycopeptideL'21 erfolgreich war, 
ergab ausschlieRlich den unenvunschten Orthoester. Die Allyl- 
etherspaltung in 5 erfolgte durch Isomerisierung mit Palla- 
diumchlorid/Natriumacetat[l 3 j  in Essigslure. Die Azidfunktion 
war unter diesen Bedingungen stabil, allerdings beeintrachtigte 
die Saurelabilitat der Mpm-Gruppe die Ausbeute an 6. Die Al- 
lylspaltung kann an einem zu 5 analogen Lactosamin, das in 
6-Position eine Benzoyl- statt der Mpm-Gruppe tragt, optimiert 
werden, doch erfordert die Synthese dieses Derivats zwei zusatz- 
liche Schritte. Zur Einfuhrung der cc-Fucosid-Einheit diente 
Mpm-geschutztes Fucopyranosylbromid 7[l das mit dem Ac- 
ceptor 6 nach dem in-~itu-Anomerisierungs-Verfahren['~] stere- 
oselektiv zum geschutzten Lewis"-Trisaccharid 8 umgesetzt 
wurde. 

Mit Cerammoniumnitrat['obl IielJen sich aus 8 die Mpm- 
Gruppen ohne Angriff auf die Azidfunktion entfernen['* l21. 

3 79 9% 

4 -. OMpm ' AcO 

A c 0 p 0 R * N 3  AcNH 

AcO OAc 
7 5 R = A U  78% 

8 9 0 %  

Schema 1. a) CH,=CH-CI1,Br. Ba(OH),/DMF; b) NaCNBH,, CFJOOH, 
DMF: c) AgOTf, 2,6-1Bu-Pyridin, CH,CI,, Toluol 1 :1) d) PdCI,, NaOAc, AcOH. 
50°C; e) Et,NBr, 2,6-tBu-Pyridin. CH,CI,/DMF 1 :1: f )  (NH,),Ce(NO,),, 
CH,CN/H,O 9: 3 : g) Ac,O, Pyridin; h) HJRaney-Ni> iPrOH. 2WC. 

Acetylierung der freigesetzten OH-Gruppen ergab das O-Ace- 
tyl-geschutzte Lewis"-Azid 9. Dessen katalytische Hydrierung 
zum Trisaccharidamin 10 gelang uber neutral gewaschenem Ra- 
ney-Nickel in Isopropylalkohol~'51. Unter diesen Bedingungen 
wird ei 0 + N-Acylverschiebung vermieden. 

Das geschiitzte Trisaccharidamin wurde rnit Boc-Asparagin- 
saure-cc-allylester 11 61 zum N-Glycosylasparagin-Konjugat 12 
verknupft, wobei sich Isobutyl-2-isobutoxy-1,2-dihydrochino- 
lin-1-carboxylat (IIDQ)L1'l als Kondensationsmittel bewahrte. 
Die durch die 0-Acetyl-Schutzgruppen induzierte Stabilisie- 
rung der 0-glycosidischen Bindungen gegen SaurenL7] wird dar- 
in deutlich, daD die Boc-Gruppe aus 12 mit HCl/Diethylether 
vollig selektiv und ohne Saccharidspaltung entfernt werden 
kann. Kettenverlangerung des Produkts 13 und erneute Entfer- 
nung der Boc-Gruppe ergab den N-deblockierten Lewis"-Di- 
peptidallylester 14 in einer Gesamtausbeute von 86 %,. Alterna- 
tiv wurde der Allylester 12 selektiv durch Rh'-katalyierte 
Isomerisierung gespalten['61. Kondensation von 15 und 14 unter 
der Einwirkung des wasserloslichen 1 -Ethyl-3-(3-dimethylami- 
no)propyl-carbodiimids (EDC) in Gegenwart von I-Hydrox- 
ybenzotriazol (HOBt)[lB1 lieferte das mit zwei Lewis"-Einheiten 
verkniipfte Tripeptid 16. 

Ersatz der Boc-Gruppe durch die biologisch vertragliche N- 
Acetylgruppe, erneute Rh'-katalysierte Allylesterspaltung an 17 
und Kondensation des Produkts mit einem Spacer-Tripep- 
tidester unter Einwirkung von 0-(1H-Benzotriazol-1-y1)- 
N,N,N',N'-tetramethyluronium-tetrafluoroborat (TBTU)[19] 
fuhrte zum Glycohexapeptid 18, das zwei Lewis"-Seitenketten in 
einer Form enthalt, die zur Simulierung einer biantennaren Pra- 
sentation geeignet ist. 
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Schemd 2 d) IIDQ. CH,CI,. b) HCI:Et,O, c) Et(rPr,)N, BwGly-OH, 
IIDQ, CH,Cl,, d) [(Ph,P),RhCI]. EtOH/H,O 9 1. 70 'C, ej Et(iPr,)N, 
EtN=C=N(CH,),NMe, (EDC), HOBt, CH,CI,, f )  Ac,O:Pyridin, g) TBTU, 
HOBt. H-Ala-Ser-Ala-OrBu, CH,CN 

Zur Deblockierung wurde zunachst der C-terminale tert-Bu- 
tylester von 18 mit Ameisensiure gespalten. Die O-Acetylgrup- 
pen wurden durch Zemplkn-Umesterung mit einer sehr ver- 
diinnten Na-Methanolat-Losung in Methanol[2o1, die auf 
feuchtem pH-Papier einen pH-Wert von 8.5 anzeigt, entfernt. 
Das erhaltene Glycohexapeptid 19 mit zwei Lewis"-Antigen-Sei- 

18 

a, b 

19 X = O H  87% 

20 

21 

X = BSA (28 Molekiile 19 prn Makromnlekiil) 
d 

X = KLH (29 Molekule 19 pro Makromolekul) 

Schema 3. a) HCOOH, 20 "C; b) MeOHlNaOMe, pH 8.5 auf luftfeuchtem pH-Pa- 
pier; c) Rinderserumalhumin (BSA), EDC, N-Hydroxysuccinimid, Wasser, pH 5.7; 
d) KLH. EDC. N-Hydroxysuccinimid, Wasser, pH 5.7. 

tenketten wurde durch Gelpermeationschromatographie an Se- 
phadex GI 5 gereinigt und durch Hochfeld-NMR- sowie Fast- 
Atom-Bombardment(FAB)-Massensprektren charakterisiert ["]. 

Die Ankupplung des Lewis"-Glycopeptides 19 an Rinderse- 
rumalbumin (BSA) zum synthetischen Glycoprotein-Antigen 
20 erfolgte analog einem schon bei T-Antigen-Glycopepti- 
den[221 erprobten Verfahren mit Hilfe von wasserloslichem Car- 
bodiimid/N-Hydroxysuccinimid~z31 in Wasser bei pH 5.7. Zur 
Priifung der zu induzierenden Antikorper gegen 20 wurde ein 
zweites Neoglycoprotein 21 aus 19 und dem Hamocyanin aus 
Meguthum crenuluta (KLH, keyhole limpet haemocyanin) her- 
gestellt. Der Gehalt der Glycoproteine an synthetischem Lewis"- 
Antigen-Glycopeptid 19 wurde photometrisch nach der Phenol- 
Sch~efelsiure-Methode[~~~ ermittelt, wobei vollig deblockiertes 
Lewis"-Trisaccharidazid aus 9 als Standard zur Eichung diente. 
Fur beide Glycoproteine ergibt sich eine Belegung von ca. 
30 Molekulen synthetischem Lewis"-Antigen-Glycopeptid pro 
Proteinmolekiil. Damit stehen klar definierte Glycokonjugate, 
die Glycoproteine mit biantenlrer Lewis"-Determinantenstruk- 
tur imitieren, fur immunologische Modellversuche mit diesen 
tumorassoziierten Erkennungssignalen zur Verfiigung. 
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