ZUSCHRIFTEN

in geringem Uberschuf zugetropft, bis die Blaufirbung wieder vollstéindig

hergestellt war. Die Losung wurde erneut mit Wasser auf ein definiertes

Volumen aufgefiillt. Bei der Ermittlung der quadratischen Koeffizienten

wurden die nach jeder Oxidation/Reduktion erfolgten Verdiinnungsschrit-
te berticksichtigt.
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oxidierte Form von [1]Cl;, 35 x 10~ esu fiir die oxidierte Form von
[2]Cl; und 62 x 10~ esu fiir die oxidierte Form von [3]Cl; (bezogen
auf pNA in Methanol). Die UV-Absorption von H,0, verhinderte die
Aufnahme der Spektren der Ru'-Komplexe, so daB keine f,-Werte
abgeschitzt werden konnten.

Amphiphile p-rert-Butylcalix[4]arengeriiste
mit Kohlenhydratkopfgruppen-haltigen
Dendronen™*

René Roy* und Jin Mi Kim

Calixarene sind cyclische Molekiile mit Hohlrdumen, die
Gastmolekiile aufnehmen konnen.!! Sie sind als amphiphile
Verbindungen ideal zum Aufbau von Monoschichten geeig-
net, die mit Wasser wechselwirken, und iibertreffen in dieser
Hinsicht die Cyclodextrine.?! Trotz dieser interessanten
Eigenschaften und der Moglichkeit, die Konformationen,
die Substituenten am oberen und unteren Rand des Hohl-
raums sowie ihre Form und Grofe zu variieren, gab es nur
wenige Versuche, biologisch relevante Calixarene mit Koh-
lenhydratgruppen herzustellen.™ 4 Es wurde bereits iiber die
Synthese nichtdendritischer Galactoseoctamere berichtet, die
an Calix[4]resorcarengeriiste mit lipophilen Seitenketten
gebunden sind. Anders als in der vorliegenden Arbeit dienten
die hydrophilen Kohlenhydratreste jedoch zur Verankerung
an polare Quarzoberflichen.P!

Wir beschreiben hier erstmals die Synthese dendritischer,
wasserloslicher, Kohlenhydrat-haltiger p-fert-Butylcalix[4]-
arene und deren Lectinbindungseigenschaften. Diese Calix-
arene konnen als Modelle zur Untersuchung des Einflusses
mehrfacher Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen auf mole-
kularer Ebene dienen. Die lipophilen p-tert-Butylsubstituen-
ten dienen als hydrophobe Einheiten, die das Zusammenla-
gern zu fest haftenden Monoschichten ermdglichen sollten.
Die hydrophilen Kohlenhydratsubstituenten wurden zur Nach-
ahmung der Kohlenhydrat-reichen Oberfldchen von Zellen
verwendet. Diese neuartigen Hybridmolekiile konnen fiir die
Kohlenhydratschicht bei Festphasen-Immunoassays unter
Konkurrenzbedingungen verwendet werden (Abbildung 1).
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Abbildung 1. Glycocalix[4]arene, die als Antigenschicht auf einer Poly-
styroloberfldche dienen.

[*] Prof. R. Roy, J. M. Kim

Department of Chemistry, University of Ottawa
10 Marie Curie, Ottawa, Ontario KIN 6N5 (Kanada)
Fax: (+1)613-562-5170
E-mail: rroy@science.uottawa.ca

[**] Diese Arbeit wurde vom National Science and Engineering Research
Council (Kanada) unterstiitzt. Wir danken Dr. P. Thibault (National
Research Council of Ottawa) fiir die Aufnahme der MALDI-TOF-
Massenspektren.

0044-8249/99/11103-0380 $ 17.50+.50/0 Angew. Chem. 1999, 111, Nr. 3



ZUSCHRIFTEN

Das von uns als Modell verwendete Kohlenhydrat ist das
Tx-Antigen (GalNAcal —O-Ser/Thr), das einem der immun-
dominanten Epitope von Mucinen humaner Adenocarcinome
entspricht.”l Die Tumormarker dieser Familie sind in ge-
wohnlichen Zellen normalerweise verborgen. Wir konnten
vor kurzem zeigen, daf3 Sauerstoff-gebundene Ser/Thr-Reste
im analogen T-Antigen (Gal($1-3)-GalNAc(al —O-Ser/Thr))
bei Méausen zur Generierung monoklonaler Antikorper, die
Tumorgewebe erkennen, nicht unbedingt erforderlich sind.[®!
Dementsprechend enthielten die hier beschriebenen a-ver-
kntipften GalNAc-Einheiten nicht das O-Ser/Thr-Aglycon.

Die Strategie zur Herstellung von Glycocalix[4]arenen war
das Anbringen geeigneter, mit Spacern versehener a-Gal-
NAc-Einheiten am Calix[4]arenkern durch konvergente und
divergente Synthesen. Die Schliisselverbindung, das a-b-
GalNAc-Derivat 3, wurde in vier Schritten aus N-Acetyl-D-
galactosamin 1 hergestellt (Schema 1). Das benétigte Calix[4]-
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Schema 1. Synthese von 3 und 5b. a) HOCH,CH,Cl, BF; - OEt,, Riickflu8,
4h, 25°C, 48 h; b) NaNj; (10 Aquiv.), Nal (1 Aquiv.), CH;CN, RiickfluB,
48 h, 85 % iiber 2 Stufen; c) Ac,O, Pyridin, 25°C, 16 h, 80 %; d) 1. H,-Pd/C,
AcOH, MeOH, 16h, 2. Amberlite-IRA-400(Cl)-Harz, MeOH, 16 h,
quant.; ) HO,C(CH,)sNHBoc (1.2 Aquiv.), DIPEA (2.5 Aquiv.), TBTU
(1.2 Aquiv.), CH,Cl,, 0°C, 30 min, 76 %; f) 1.20% TFA in CH,Cl,, 25°C,
2h, 2.CICOCH,Br (1.2 Aquiv.), DIPEA (2.5 Aquiv.), CH,Cl,, 0°C,
30 min, 85%; g) H,N(CH,),;NHBoc (0.9 Aquiv.), DIPEA (1.2 Aquiv.),
CH;CN, RiickfluB, 48 h, 73%; h) 1. 1m NaOMe, MeOH, pH 9, 25°C, 3 h,
2.20% TFA in CH,Cl,, 25°C, 2h, 83% iiber 2 Stufen. Boc=tert-
Butoxycarbonyl, DIPEA = Diisopropylethylamin, TBTU = O-Benzotri-
azol-1-yl-N,N,N',N'-tetramethyluronium-tetrafluoroborat, TFA = Trifluor-
essigsdure.

aren 7 wurde durch Umsetzen von kommerziell erhéltlichem
p-tert-Butylcalix[4]aren 6 zum Tetraethylester!” hergestellt,
der hydrolysiert und mit Thionylchlorid umgesetzt wurde
(Schema 2). Durch direkte Amidierung von 7 mit 3 und
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Schema 2. Synthese von 8. a)BrCH,CO,Et (20 Aquiv.), K,CO,

(20 Aquiv.), Aceton, MS (4 A), RiickfluB, 24 h, 84 %; b) Im KOH, EtOH
(1:1.1), RickfluB, 9h, 90%; c)SOCI,, RiickfluB, 2h, quant.; d)3
(6 Aquiv.), Et;N (12 Aquiv.), CH,Cl,, 0—25°C, 2h, 74%; e¢) NaOMe,
MeOH, pH 9, 25°C, 2h, 94 %.

anschlieBende Abspaltung der Acetylgruppen wurde das
vierfach substituierte Glycocalix[4]aren 8 erhalten.

Die hohersubstituierten Glycocalix[4]arene wurden durch
halbkonvergente Synthesen hergestellt. Die zweifach substi-
tuierte a-D-GalNAc-Vorstufe Sa und deren entschiitzte Form
5b wurden wie folgt erhalten: 3 wurde mit N-Boc-6-Amino-
hexansdure, dann mit Trifluoressigsdaure und schlieBlich
Bromessigsdurechlorid in 85% Ausbeute zu 4 umgesetzt
(Schema 1). Eine doppelte N-Alkylierung von Mono-N-Boc-
1,4-diaminobutan mit 4 (DIPEA, CH;CN, RiickfluB, 48 h)
lieferte in 73% Ausbeute Sa, das durch Abspalten der
Schutzgruppen in Sb {iiberfithrt wurde. Man setzte das
Saurechlorid 7 mit Mono-N-Boc-1,4-diaminobutan in 63 %
Ausbeute zu 9 um und dieses mit Trifluoressigsdure zu 10, das
mit 4 zweifach N-alkyliert wurde, wobei nach dem Entschiit-
zen das acht Saccharideinheiten aufweisende Gycocalix[4]-
aren 11 in 64% Ausbeute erhalten wurde (Schema 3). Das
Tetraaminderivat 13 wurde analog durch zweifache N-Alky-
lierung von 10 mit 4-Bromacetamido-1-boc-butandiamin in
51% Ausbeute erhalten (Schema 4). SchlieBlich konnte das
Glycocalix[4]aren 14 durch Umsetzen von 13 mit dem
Bromacetamido-GalNAc-Derivat 4 (DIPEA, CH;CN, Raum-
temperatur, 16 h) und Abspalten der Acetylgruppen (69 %
iber zwei Stufen) synthetisiert werden.
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Schema 3. Synthese von 11. a) BocHN(CH,),NH, (6 Aquiv.), DIPEA
(12 Aquiv.), CH,Cl,, 0°C, 3h, 63%; b) 20% TFA in CH,Cl,, 25°C, 2 h;
c) 4 (10 Aquiv.), DIPEA, CH;CN, 60°C, 48 h; d) 1M NaOMe, MeOH,
25°C, 16 h, 64 % tiber 2 Stufen.

Die Liganden 5b, 8, 11 und 14 wurden durch Ausschluf3-
chromatographie gereinigt (Sephadex-LH20, MeOH). 'H-
NMR-Spektren (D,0) zufolge liegen die wasserloslichen

Glycocalix[4]arene 8, 11 und 14 in der cone-Konformation
vor, wie sich aus den Singuletts fiir die Arenprotonen (6 = 6.8)
sowie den Signalen fiir die tert--Butylgruppen (6 =1.1) schlie-
Ben 148t (Tabelle 1). Anhand der Verhiltnisse der Signale der
anomeren (0=4.9) und der fert-Butylprotonen (6=1.1)
wurde die Vollstiandigkeit der Glycosylierung iiberpriift.

Die Liganden wurden dann hinsichtlich ihres relativen
Bindungsvermdgens fiir das Lectin aus Vicia villosa (VVA fiir
Vicia villosa agglutinin) untersucht. Dieses Plfanzenlectin ist
bereits bei Bindungsstudien mit a-D-GalNAc-Derivaten ver-
wendet worden.['”) Die Fihigkeit zur direkten Bindung sowie
das Verhalten bei der Quervernetzung der zwei (5b), vier (8),
acht (11) und sechzehn (14) Saccharideinheiten aufweisenden
Liganden gegeniiber VVA-Lectin wurden durch Turbidime-
trie bestimmt. Die hochsubstituierten Glycocalix[4]arenden-
drimere banden direkt an VVA und bildeten schnell unlos-
liche Niederschlidge (Abbildung 2). Allyl-2-acetamido-2-des-
oxy-a-D-galactopyranosid (Allyl-a-D-GalNAc) wurde als
Inhibitor bei der Quervernetzung von 11 mit VVA verwendet,
was das spezifische Bindevermogen fiir Zucker belegt. Die
Wechselwirkung zwischen 11 und VVA war so stark, daf
Allyl-a-p-GalNAc in 250fachem Uberschul nétig war, um
die Quervernetzung zu unterbrechen.

Die Effizienz, mit der die Glycocalixarene das Binden von
Asialoglycophorin (einem natiirlichen Glycoprotein aus hu-
manen Erythrocyten) an VVA inhibieren, wurde durch einen
Enzyme-linked-Lectin-Assay (ELLA) bestimmt. Asialogly-
cophorin (MN) wurde als Beschichtungsantigen bei Festpha-
senexperimenten unter Konkurrenzbedingungen verwendet
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Schema 4. Synthese von 14. a) BocHN-
(CH,),NHCOCH,Br (10 Aquiv.), DIPEA
(14 Aquiv.), CH,CN, 60°C, 48 h, 51%:
b)20% TFA in CH,CL,, 25°C, 2h; c) 4
(20 Aquiv.), DIPEA, CH,CN, 60°C, 48 h;
d) 1Im NaOMe, MeOH, 25°C, 16 h, 69 %
iiber 2 Stufen.
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Tabelle 1. Ausgewihlte physikalische Daten der neuen Verbindungen.

5a: [a]¥=+59.1 (¢c=1.0 in CHCL); 'H-NMR (500 MHz, CDCl;) 6 =
1.24-1.32 (q, T=74Hz, 4H; 2 x CH,), 1.39 (s, 9H; /Bu), 1.47-1.53 (m,
8H; 4 x CH,), 1.93, 1.96, 2.00, 2.11 (4 s, 24H; OAc), 2.13-2.17 (t, J=
7.4 Hz, 4H; CH,CONH), 3.02-3.33 (m, 14H; CH,, CHH), 3.45-3.52 (m,
2H; CHH), 3.55-3.66 (m, 2H; CH,), 3.68-3.75 (m, 2H; CHH), 4.02-4.10
(m, 4H; CH,), 3.70-3.76 (m, 2H; CHH), 4.02-4.10 (m, 4H; H-6), 4.12—
4.16 (m, 2H; H-5), 4.54 (ddd, J,5=11.4 Hz, Jyu,=9.5 Hz, 2H; H-2), 4.84
(d, J;,=3.6Hz, 2H; H-1), 493-4.99 (m, 1H; NHBoc), 5.10 (dd, J;,=
3.3 Hz,2H; H-3), 5.32 (m, 2H; H-4), 6.90-7.05 (br., 4H; NH), 7.50-7.65
(br., 2H; NH); C-NMR (125.8 MHz, CDCl;): 6 =20.7 (CH;CO,), 23.0
(NHCOCH;), 25.0, 26.1, 27.0 (3 x CH,), 28.4 (1Bu), 29.0, 36.2, 38.6, 39.0,
39.7,42.0 (6 x CH,), 47.4 (C2), 58.8 (CH,), 62.0 (C6), 66.7 (C5), 67.3 (C4),
68.1 (CH,), 68.5 (C3), 98.4 (C1), 156.6 (Ar), 170.4,170.5, 170.6, 170.7, 173.5
(C=0); Positivionen-FAB-MS: m/z (%): 1275.6 (10.2) [M*+1]

8: Positivionen-FAB-MS: m/z(%): 1865.8 (2.4) [M™+1]

11: [a]f=+53.6 (c=0.5 in DMSO); MALDI-TOF-MS: ber. fiir
C,1,H350N3,05, 4498, gef.: 4499 [M+1]

12: Positivionen-FAB-MS: ber. fiir C;5¢H,54N,,03,: 2985, gef.: 2986 (0.2 %)
[M+1]

14: [a]y =+66.4 (c=1.0 in MeOH); 'H-NMR (D,0): 6 =1.11 (br.s, 9H,
Bu), 1.32-1.43, 1.45-1.70 (m, 32H; int. CH,), 2.11 (s, 48H; NAc), 2.25—
2.37 (m, 32H; CH,CONH), 2.50-2.66 (m, 24H; CH,N), 3.14-3.44 (m,
124H; CONHCH,, NCH,CO, ArCHH, CHHO), 3.54-3.64 (m, 32H;
NCHH, CHHO), 3.76-3.87 (m, 52H; H-6, 4ArCHH, NCHH), 3.92-4.00
(m, 32H; H-2, H-5), 4.04 (dd, J;,=2.8 Hz, 16H; H-4), 425 (dd, J,5=
11.0 Hz, 16 H; H-3), 4.94 (d, J,,=3.4 Hz, 16H; H-1), 6.92 (br. s, 8H; Ar);
BC-NMR (D,0): 6 =21.7 (NAc), 23.4,24.7,25.4,27.9,30.8 (1Bu), 35.4, 38.5,
49.4 (C2), 54.8, 57.9, 60.7 (C6), 66.0, 67.4 (C3), 68.1 (C4), 70.6 (CS5), 96.8
(C1), 128.4 (Ar), 172.4, 173.7, 174.0, 175.9, 176.3 (C=0)

0571

0 + + + + t {
0 20 40 60 80 100 120

t/min ——

Abbildung 2. Turbidimetrische Analyse der Bindung von Glycocalix[4]-
arenen an VVA; e: 5b, m: 8, ¢: 11, 0: 14, 0: 11 mit Allyl-a-D-GalNAc als
Inhibitor. OD = Optische Dichte bei 410 nm.

(MN ist ein Blutgruppenserotyp). Mit Meerretich-Peroxidase
markiertes VVA (VVA-HRP) wurde zur quantitativen Be-
stimmung der Inhibierung durch Messung der optischen
Dichte verwendet. Die Ergebnisse der Inhibierung der
Bindung von Asialoglycophorin an VVA sind in Abbildung 3
gezeigt. Das beste Ergebnis wurde mit 14 erhalten (ICs,=
13.4um), also eine etwa zwolffach stirkere Wirkung als mit
dem Allyl-a-D-GalNAc-Monomer (ICs,=158.3 um).

Am bedeutendsten ist, daB die GalNAc-enthaltenden
Calix[4]arene auch zur Bildung von Monoschichten verwend-
bar sind. Die Glycocalix[4]arene 8 und 14 wurden in
Losungen verschiedener Konzentration auf Polystyrol-Mikro-

Angew. Chem. 1999, 111, Nr. 3
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Abbildung 3. Ergebnisse des Enzyme-linked-Lectin-Assays (ELLA): re-
lative Inhibierung der Bindung von Asialoglycophorin an Meerrettich-
Peroxidase-markiertes VVA B, (Isolectin, bestehend aus vier B-Unterein-
heiten) durch die Liganden 5b, 8, 11 und 14.

titerplatten inkubiert (0.1-2.5 pg pro Vertiefung, PBS-Puf-
fer), und VVA-HRP wurde verwendet, um die Direktbin-
dungseigenschaften zu bestimmen. Wie in Abbildung 4 ge-
zeigt ist, kann 14 auf der Oberfldche der Mikrotiterplatte iiber

07 71
06 T
051

041

oD
0.3 1

4

0.1 1

0 t t + t {
0 0.5 1 1.5 2 25
Glycocalix[4]aren/ g pro Vertiefung

Abbildung 4. Ergebnisse des unter Verwendung einer Polystyrolplatte
durchgefiihrten ELLA. Man erkennt, daB die Gycocalix[4]arene auf der
Oberfliche adsorbiert werden: m: 14, @: 8.

hydrophobe Wechselwirkungen adsorbiert werden, wobei nur
0.2 ug Material pro Vertiefung benétigt werden. Dartiber
hinaus konnte auch diese Bindung durch Zugabe von Allyl-a-
D-GalNAc-Monomer im Uberschu inhibiert werden (in
Abbildung 4 nicht gezeigt).

Amphiphile a-GalNAc-enthaltende p-tert-Butylcalix[4]-
arene mit bis zu 16 Kohlenhydratresten konnten effizient
durch eine zweifache N-Alkylierung synthetisiert werden. Bei
diesen neuartigen Verbindungen ragen die Kohlenhydratreste
in das wilrige Medium, wie anhand der Lectinbindung
gezeigt werden konnte. Weiterhin konnen diese Materialien
direkt auf die liphophilen Oberflichen von Polystyrol-Mikro-
titerplatten adsorbiert werden und sollten deshalb zu Analy-
sezwecken verwendbar sein.
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Ein Ti"/Ti"-Phosphat mit einem offenen,
ein organisches Templat enthaltenden
Oktaeder-Tetraeder-Geriist**

Sambandan Ekambaram und Slavi C. Sevov*

Die zeolithischen Aluminiumsilicate sowie die neueren
mikroporésen Aluminiumphosphate haben wegen ihrer An-
wendungen als Katalysatoren, Ionenaustauscher und Mole-
kularsiebe — um nur einige zu nennen — in vielen technolo-
gisch bedeutenden Verfahren eine enorm grofle Aufmerk-
samkeit erregt. Da sie nur aus Hauptgruppenelementen
bestehen, sind diese Materialien allerdings fiir Redoxreak-
tionen und als Redoxkatalysatoren nicht verwendbar. Dem-
zufolge ist es sehr wiinschenswert, mikropordse Verbindun-
gen herzustellen, die d-Block-Metallzentren als Geriistbe-
standteile in der Nihe der Offnungen enthalten. Titanzentren
sind als Ersatz fiir Siliciumzentren besonders interessant, da
sie in der Oxidationsstufe vier vorliegen konnen und eine
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geeignete GroBe aufweisen. Substitutionen von tetraedrisch
umgebenen Siliciumzentren durch Titanzentren waren mit
sehr geringen Titanmengen (Dotierungen) moglich.l! Trotz-
dem wiesen die erhaltenen Materialien wesentlich bessere
Katalysatoreigenschaften auf.’) Vor kurzem wurden die als
ETS-4 und ETS-10 bezeichneten mikropordsen Titan(iv)-
silicate sowie andere, die substantielle Titanmengen enthal-
ten, hergestellt.’] Auch diese Materialien wiesen gute Kata-
lysatoreigenschaften auf*! und bestehen aus Oktaeder-Te-
traeder-Geriisten, die denen einiger Ubergangsmetallphos-
phate #hneln.’! Von noch groBerem Interesse sind auf Titan
basierende mikropordse Verbindungen, die dreiwertige oder
in verschiedenen Oxidationsstufen vorliegende Titanzentren
enthalten. Derartige Verbindungen mit offenen Gertisten und
reduzierten Metallzentren kennt man z.B. von Molybdin,
Vanadium und Eisen, nicht aber von Titan. Wir berichten hier
iiber die Synthese und Struktur des ersten gemischtvalenten
Titan(im)/Titan(iv)-Phosphats mit offener Geriiststruktur, das
wir TPO-1 nennen. Die neue Verbindung Ti''"Ti%V(PO,)-
(HPO,),-0.5NH,CH,CH,CH,NH, wurde hydrothermal un-
ter Verwendung einer recht ungewohnlichen Titanquelle,
ndmlich elementaren Titans, hergestellt.

Die Verbindung wurde erstmals beim Versuch erhalten, ein
Titanborphosphat mit einem organischen Templat durch
Hydrothermalsynthese, wie sie zur Synthese anderer Uber-
gangsmetallborphosphate bereits verwendet wurde,® herzu-
stellen, weshalb die Reaktionsmischung Borsdure enthielt.
Die Reaktionsbedingungen wurden dann optimiert, um hohe
Ausbeuten zu erhalten, und die Reaktionsmischung enthielt
nur Titanmetall, Phosphorsdure sowie 1,3-Diaminopropan.
Interessanterweise verlduft die Synthese nur dann erfolgreich,
wenn elementares Titan verwendet wird — bei Synthesen mit
TiF; und Ti,O; als Titanquellen entstand das Produkt nicht.
TPO-1 kristallisiert in Form quadratischer, tiefblauvioletter
Prismen und Kuben. Die Farbe ist der erste Hinweis auf das
Vorhandensein von Ti'"-Zentren.

Die Struktur von TPO-1 wurde rontgenographisch be-
stimmt. Sie besteht aus oktaedrisch koordinierten Titan- und
tetraedrisch koordinierten Phosphorzentren (Abbildung 1
und 2). Obwohl es sich um eine phosphorreiche Verbindung
handelt (Ti:P =2:3), sind keine P-O-P-Bindungen vorhanden.

Abbildung 1. Polyederdarstellung der Struktur von TPO-1. Die Ti'™VO4
und die PO,-Polyeder sind dunkler, die Ti"O,(H,0),- und die PO;(OH)-
Polyeder heller dargestellt. Die 1,3-Diaminopropanmolekiile in den
Kanilen sind in Kugel-Stab-Darstellung gezeigt.
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