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Schema 4. (5) MSA-Schmelze, 100°C, 15 min, 22% 3, 50-60% 16; (6) KOH, Me-
thanol/H,O (1:1), RickfluB, 1h, 100%; (7) Cu,O, 2,2-Bipyridy!, Chinolin
a) Raumtemperatur, 7 d, b) 185°C, 17 h 72% 17; (8} BH, - THE 25°C, 4 h; NaOH,
H,0,.25°C, 18 h, 100 % Rohprodukt: (9) CrO;; Aceton, H,30,,25°C, 1 h, 56 %;
(10) NaH, THF, HCO,CH, Methano! (kat.), 25°C, 22 h; Eisessig, 4-Methylphe-
nylsulfonylazid, Triethylamin, CH,Cl,, 25°C, 30 h, 52%; (11) Methanol/CH,ClI,
(10:1), Hg-Hochdruckbrenner, Duran-Filter, 25°C. 45 min, 98% 18; (12) KOH,
Ethanol, H,0, RiickfluB, 3 h, 72%; (13) Oxalylchlorid, Dimethylformamid
(DMF), Toluol, 100% ; (14) Mercaptopyridin-1-oxid Na-Salz, 4-Dimethylamino-
pyridin (DMAP), terz-Butylthiol, Toluol, RiickfluB, 3 h, 68 % 1. — Die Zahlen an
den Geriisten von 1 und 2 sind die 'H- und '3C-NMR-chemischen Verschiebungen
(d-Werte).

Die sehr subtile Strukturabhingigkeit der fiir die Pagodan-
Synthese zentralen Photo-Benzo/Benzo-Cycloaddition macht
fiir den analog konzipierten Autbau der Isopagodane einen
Umweg notwendig. Die hier prisentierte Reaktionsfolge von 3
(letztlich von Isodrin) zu den [2.2.1.1]- und [1.1.1.1]Isopagodan-
Grundgeriisten ist auch fiir die Herstellung funktionalisierter
Derivate (D) brauchbar. Stimulierend sind erste elektrochemi-
sche und ESR-Befunde: Als eine der frappierenden, letztlich
aber durch die Rechnungen!®! belegten Besonderheiten der
Isopagodan-Reihe wird z.B. 2 iiber 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 machen!® 171,
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Synthese von N-Glycopeptid-Clustern mit
Lewis*-Antigen-Seitenketten und deren Bindung
an Triigerproteine **

Karsten von dem Bruch und Horst Kunz*

Professor Erich Wiinsch zum 70. Geburtstag gewidmet

Die Trisaccharid-Determinante 3-0-x-Fucosyl-N-acetyllac-
tosamin 1 — das Lewis*-Antigen — ist sowohl in Glycoproteinen
als auch in Glycolipiden der Membranen von Sdugetierzellen
gefunden worden!!). Sie wird wihrend 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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Hoechst AG fiir einen Doktoranden-Fortbildungspreis.
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spater durch weitere Fucosylierung (Lewis’-Antigen) und/oder
Sialylierung nahezu komplett maskiert!" %, Das an der Galac-
toseeinheit o(2-3)-oder «(2-6)-sialylierte Glycan (Sialyl-Lewis*)
ist weit verbreitet und in der Zell-Zell-Erkennung ein wichtiges
Signal fiir die Zelladhisions-Lectine (E-Selectin, ELAM-1).

Die Erkennung von Sialyl-Lewis* durch E-Selectin steuert,
z.B. bei Entziindungen, die Rekrutierung der neutrophilen
Granzulozyten und deren Tnvasion in den Entziindungsherd B!,
Im 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-
hirns'* . Ganz anders ist die Verteilung des Lewis*-Antigens bei
der Tumorenentwicklung, bei der in dem Male, in dem die das
Zellwachstum kontrollierenden Zell-Zell-Erkennungen verlo-
rengehen, das Lewis*-Antigen in der Zellmembran akkumuliert.
Glycokonjugate mit Lewis*-Antigen-Struktur sind daher als tu-
morassoziierte Antigene von besonderem Interesse. Da Cluster-
Strukturen stark erhohte Antigenitiit zeigen!®! und in natiirli-
chen Glycoproteinen die antenndren Oligosaccharidseiten-
ketten eine mehrfache Prasentation der Saccharid-Determina-
ten bewirken, haben wir das Ziel verfolgt, Glycopeptide mit zwei
Lewis*-Antigen-Seitenketten aufzubauen, die eine biantennire
Lewis*-Antigen-Struktur simulieren kdnnen.

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 Vorldufer der anomeren Aminogruppe, die spéter fir
die N-glycosidische Bindung zum Peptid bendtigt wird. b) Um
die fiir die Glycopeptidsynthese erforderliche Sdurestabilitit der
glycosidischen Bindungen zu gewéhrleisten!” wurde die a-Fu-
cose in 4-Methoxyphenylmethyl(Mpm)-geschiitzter Form ein-
gefiihrt. Die Mpm-Gruppen lassen sich in Gegenwart der Azid-
funktion selektiv entfernen und durh Acetylgruppen er-
setzen!” 81,

Das 4,6-(4-Methoxybenzyliden)-geschiitzte N-Acetylglucosa-
minylazid 21781 wurde mit Allylbromid in Gegenwart von Ba-
riumhydroxid'®! in Dimethylformamid (DMF) in den entspre-
chenden 3-O-Allylether iiberfiihrt und dieser durch regio-
selektive reduktive Acetaloffnung!'®! mit Natriumcyanobor-
hydrid/Trifluoressigsaure zum Glucosaminazid 3 mit selektiv
deblockierter 4-OH-Funktion umgesetzt (Schema 1). Ange-
sichts der sdurelabilen 6-0O-Mpm-Gruppe erfordert die Glycosy-
lierung von 3 sorgfiltig gewihlte Reaktionsbedingungen. Die
Umsetzung mit 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-galactopyranosylbromid
41190 (1.2 Aquiv.) gelang mit Silbertrifluormethansulfonat
(2.3 Aquiv.) in Gegenwart von 2,6-Di-terr-butylpyridin
(1 Aquiv.) und fiihrte selektiv zum f-Glycosid 5. Eine alternati-
ve Reaktionsfithrung in Gegenwart von Quecksilbercyanid, die
bei der Synthese der Lewis*-Glycopeptide!'?! erfolgreich war,
ergab ausschlieBlich den unerwiinschten Orthoester. Die Allyl-
etherspaltung in 5 erfolgte durch Isomerisierung mit Palla-
diumchlorid/Natriumacetat!! ! in Essigsiure. Die Azidfunktion
war unter diesen Bedingungen stabil, allerdings beeintrichtigte
die Sdurelabilitdt 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 tréigt, optimiert
werden, doch erfordert die Synthese dieses Derivats zwei zusitz-
liche Schritte. Zur Einfiithrung der a-Fucosid-Einheit diente
Mpm-geschiitztes Fucopyranosylbromid 7', das mit dem Ac-
ceptor 6 nach dem in-situ-Anomerisierungs-Verfahren**! stere-
oselektiv zum geschiitzten Lewis*-Trisaccharid 8 umgesetzt
wurde.

Mit Cerammoniumnitrat™*°® lieBen sich aus 8 die Mpm-
Gruppen ohne Angriff auf die Azidfunktion entfernen!” 12,
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Schema 1. a) CH,=CH-CH,Br, Ba(OH),/DMF; b)NaCNBH,, CF,COOH,

DMF; ¢) AgOTTf, 2,6-tBu-Pyridin, CH,Cl,, Toluol 1:1) d) PdCl,, NaOAc, AcOH,
50°C; e) Et,NBr, 2,6-tBu-Pyridin, CH,CL/DMF 1:1; f){NH,),Ce(NO,),,
CH,CN/H,0 9:1; g) Ac,0, Pyridin; h) H,/Raney-Ni, /PrOH, 20°C.

Acetylierung der freigesetzten OH-Gruppen ergab das O-Ace-
tyl-geschiitzte Lewis®-Azid 9. Dessen katalytische Hydrierung
zum Trisaccharidamin 10 gelang iiber neutral gewaschenem Ra-
ney-Nickel in Tsopropylalkohol!*, Unter diesen Bedingungen
wird ei O — N-Acylverschiebung vermieden.

Das geschiitzte Trisaccharidamin wurde mit Boc-Asparagin-
saure-g-allylester 11119 zum N-Glycosylasparagin-Konjugat 12
verkniipft, wobei sich Isobutyl-2-isobutoxy-1,2-dihydrochino-
lin-1-carboxylat (ITDQ)!' 7 als Kondensationsmittel bewihrte,
Die durch die O-Acetyl-Schutzgruppen induzierte Stabilisie-
rung der O-glycosidischen Bindungen gegen Sauren!” wird dar-
in deutlich, daB die Boc-Gruppe aus 12 mit HCl/Diethylether
vollig selektiv und ohne Saccharidspaltung entfernt werden
kann. Kettenverldngerung 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!!®!, Kondensation von 15 und 14 unter
der Einwirkung des wasserloslichen 1-Ethyl-3-(3-dimethylami-
no)propyl-carbodiimids (EDC) in Gegenwart von 1-Hydrox-
ybenzotriazol (HOBt)!® lieferte das mit zwei Lewis*-Finheiten
verkniipfte Tripeptid 16.

Ersatz der Boc-Gruppe durch die biologisch vertriagliche N-
Acetylgruppe, erneute Rh'-katalysierte Allylesterspaltung an 17
und Kondensation des Produkts mit einem Spacer-Tripep-
tidester unter Einwirkung von O-(1H-Benzotriazol-1-yl)-
N,N,N',N -tetramethyluronium-tetrafluoroborat  (TBTU)!®
filhrte zum Glycohexapeptid 18, das zwei Lewis*-Seitenketten in
einer Form enthilt, die zur Simulierung einer biantenniren Pri-
sentation geeignet ist.
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Schema 2. ) 1TDQ, CH,Cl;; b)HCIEL,O; ) Et(iPr,)N, Boce-Gly-OH,
nDQ, CH,Cl,;; &) [(Ph;P);RhCl. EtOH/H,O 9:1, 70°C; e¢) Ew(/iPr,)N,
EtN=C=N(CH,);NMe, (EDC), HOBt, CH,Cl,; f)Ac,0/Pyridin; g} TBTU,

HOBt, H-Ala-Ser-Ala-OrBu, CH,CN.

Zur Deblockierung wurde zunichst der C-terminale zert-Bu-
tylester von 18 mit Ameisensiure gespalten. Die O-Acetylgrup-
pen wurden durch Zemplén-Umesterung mit einer sehr ver-
diinnten Na-Methanolat-Lésung in Methanol®®! die auf
feuchtem pH-Papier einen pH-Wert von 8.5 anzeigt, entfernt.
Das erhaltene Glycohexapeptid 19 mit zwei Lewis*-Antigen-Sei-

18

Ac— o o] 0
e ey

HO OH

\/ 0 N
HO O,Y\;‘&/NH HO on Y OH
=3 % HOWO’%NH
0 o
HO

E 19 X=0H 81%
¢ 20 X =BSA (28 Molekiile 19 pro Makromolekiil)

—= 21 X =KLH (29 Molekiile 19 pro Makromolekiil)

Schema 3. a) HCOOH, 20°C; b) MeOH/NaOMe, pH 8.5 auf luftfeuchtem pH-Pa-
pier; ¢) Rinderserumalbumin (BSA), EDC, N-Hydroxysuccinimid, Wasser, pH 5.7;

d) KLH. EDC, N-Hydroxysuccinimid, Wasser, pH 5.7.
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tenketten wurde durch Gelpermeationschromatographie an Se-
phadex G135 gereinigt und durch Hochfeld-NMR- sowie Fast-
Atom-Bombardment(FAB)-Massensprektren charakterisiert!2*1,
Die Ankupplung des Lewis*Glycopeptides 19 an Rinderse-
rumalbumin (BSA) zum synthetischen Glycoprotein-Antigen
20 erfolgte analog einem schon bei T-Antigen-Glycopepti-
den!??! erprobten Verfahren mit Hilfe von wasserlGslichem Car-
bodiimid/N-Hydroxysuccinimid** in Wasser bei pH 5.7. Zur
Priifung der zu induzierenden Antikorper gegen 20 wurde ein
zweites Neoglycoprotein 21 aus 19 und dem Hidmocyanin aus
Megathura crenulata (KLH, keyhole limpet haemocyanin) her-
gestellt. Der Gehalt der Glycoproteine an synthetischem Lewis*-
Antigen-Glycopeptid 19 wurde photometrisch nach der Phenol-
Schwefelsiure-Methode?*! ermittelt, wobei vollig deblockiertes
Lewis*-Trisaccharidazid aus 9 als Standard zur Eichung diente.
Fiir beide Glycoproteine ergibt sich eine Belegung von ca.
30 Molekiilen synthetischem Lewis*-Antigen-Glycopeptid pro
Proteinmolekiil. Damit stehen klar definierte Glycokonjugate,
die Glycoproteine mit biantenirer Lewis*-Determinantenstruk-
tur imitieren, fiir immunologische Modellversuche mit diesen
tumorassoziierten Erkennungssignalen zur Verfiigung.
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