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Ein neuer Zugang zu Glycopeptiden**

Klaus Burger,* Michael Kluge, Susanna Fehn,
Beate Koksch, Lothar Hennig und Gerhard Miiller*

Die Bedeutung der Kohlenhydrate fiir den lebenden Orga-
nismus geht weit iiber die Funktion des bloBen Energie-
speichers hinaus.'! Kohlenhydrate sind elementare Bausteine
von Ribonucleinsduren und von Glycokonjugaten, wie Gly-
coproteinen, -lipiden, und -phospholipiden,? wobei in den
meisten Fillen vor allem der Kohlenhydratteil Trdger der
biologischen Information ist.’] Als Bestandteil der Zellmem-
bran erfiillen Glycokonjugate wichtige Funktionen>* bei der
Zell-Zell-Erkennung, der Zell-Matrix-Wechselwirkung und
bei der Zellwachstumskontrolle und damit auch bei der
Entstehung von Tumoren.’! Ferner spielen sie eine entschei-
dende Rolle bei der Wechselwirkung mit biologisch aktiven
Faktoren wie Enzymen, Hormonen, Bakteriotoxinen und
Viren.[h 4

Die Kohlenhydratsubstruktur beeinflu3t die biologischen
Eigenschaften von Peptiden und Proteinen!!l und erfihrt
iiberdies im Lebenscyclus einer Zelle eine permanente Ver-
dnderung.’! Sie erhoht die proteolytische Stabilitét,”) ver-
bessert die Loslichkeit und die Eigenschaften fiir den trans-
membranen Transport, vermindert die Ausscheidungsge-
schwindigkeit® und erhoht damit die Bioverfiigbarkeit. Eine
Glycosylierung von Peptiden kann eine Einschrinkung der
konformativen Flexibilitdt verursachen und spielt somit bei
Peptidfaltungsprozessen eine entscheidende Rolle.”!

Die nachtrégliche Glycosylierung natiirlich vorkommender
und nichtnatiirlicher Peptide fiihrt in vielen Fillen zu einer
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Verdnderung des Wirkungsprofils. So konnte die analgetische
Wirksamkeit von Enkephalinen durch Glycosylierung erhoht
werden,'”) was unter anderem auf eine verbesserte Uber-
windung der Blut/Hirn-Schranke zuriickgefiihrt wird.!""

Die konvergente Synthese von O-Glycosiden durch Kniip-
fung an der Schnittstelle Kohlenhydrat/Peptid ist wegen der in
der Regel mangelnden Loslichkeit der Peptide unter den
Bedingungen der Glycosylierung sowie unter regio- und
stereochemischen Aspekten problematisch.l 2l Daher ist
die alternative Synthesestrategie, der schrittweise Aufbau
ausgehend von O-glycosylierten Aminosdurederivaten sowie
kleinen O-glycosylierten Peptidfragmenten, die Methode der
Wahl,”l zumal die weitere Verkniipfung auch enzymatisch('?!
und an fester Phase moglich ist.['4]

Die konventionelle Synthese von Glycosylaminosduren und
-peptiden verlangt den orthogonalen Schutz der a-Amino-
und der a-Carboxyfunktion. Nach Glycosylierung der freien
Hydroxyfunktion wird die Carboxyfunktion entschiitzt, ak-
tiviert und C-terminal mit einem Aminosdureester verkntipft.

Die hier vorgestellte neue Schutzgruppen/Aktivierungs-
Strategie bietet erhebliche Vorteile: Die Einfiihrung sowie die
Abspaltung der Schutzgruppe erfolgt unter milden Bedingun-
gen. Sie trigt damit der Sdurelabilitdt der O-Glycosidbindung
sowie der Tendenz von O-glycosylierten Serin- und Threonin-
Derivaten, in Gegenwart starker Basen einer S-Eliminierung
zu unterliegen, Rechnung und bietet iiberdies die Moglichkeit
einer verkiirzten Reaktionssequenz. Dariiber hinaus ermog-
licht sie eine einfache und schnelle F-NMR-spektroskopi-
sche Kontrolle des Reaktionsverlaufs ohne Substanzverlust.

Mehrfunktionelle a-Aminosduren wie Serin, Threonin,
4-Hydroxyprolin und Tyrosin reagieren mit Hexafluoraceton
in sehr guten Ausbeuten unter Bildung von 2,2-Bis(trifluor-
methyl)-1,3-oxazolidin-5-onen. Der im Falle von Serin und
Threonin regioselektiv verlaufende Heterocyclisierungspro-
zef ermoglicht nicht nur den Schutz der a-Amino- und der a-
Carboxyfunktion in einem Schritt, sondern gleichzeitig eine
zusétzliche Aktivierung der Carboxyfunktion. Da in der
Regel mit Hexafluoraceton im UberschuB gearbeitet wird,
liegt die Hydroxygruppe von Serin, Threonin und 4-Hydro-
xyprolin im Rohprodukt zumindest teilweise als Halbketal
vor. Die Abspaltung des Hexafluoracetons gelingt durch Riih-
ren einer Dichlormethanlosung des entsprechenden Halbke-
tals in Gegenwart von Kieselgel bei Raumtemperatur; der
Fortgang der Abspaltung kann in einfacher Weise YF-NMR-
spektroskopisch verfolgt werden. Die auf diesem Wege erhal-
tenen 2,2-Bis(trifluormethyl)-1,3-oxazolidin-5-one sind unter
Feuchtigkeitsausschluf im Kiihlschrank tiber Monate lager-
bar.['’]

Die Hexafluoraceton(HFA)-geschiitzten Aminosiuren 5-
8 wurden mit 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosylbro-
mid/Hg(CN), nach Helferich,[') mit Penta-O-acetyl-3-p-glu-
copyranose/BF; nach Paulsen'’ und mit 2,3,4,6-Tetra-O-
acetyl-f-p-glucopyranosyltrichloracetimidat nach Schmidt*®l
umgesetzt. Die guten Ausbeuten an [-D-Glc-(HFA)-Xaa
(Tabelle 1) deuten darauf hin, daBl die neue Schutzgruppen-
strategie fiir alle drei Glycosylierungsverfahren erfolgreich
eingesetzt werden kann. Verglichen mit der Glycosylierung
von HFA-Ser 5 und HFA-Thr 6 ist die Ausbeute im Falle von
HFA-Hyp (7 —11) selbst nach der Imidatmethode mit 27 %
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Tabelle 1. Glycosylierung von HFA-geschiitzten Aminosduren nach ver-
schiedenen Methoden.

Verbindung Methodel®/Ausb. [% ] Schmp. [°C]
A B C

HFA-Ser(Glc) 57 61 78 173-174

HFA-Thr(Glc) 86 70 82 111-112

HFA-Hyp(Glc) 21 4o 27 106-107

HFA-Tyr(Glc) - 83 93 105-106

[a] Methode A: Helferich-Variante der Koenigs-Knorr-Reaktion; Metho-
de B: Verfahren nach Paulsen; Methode C: Verfahren nach Schmidt.
[b] Ausbeute F-NMR-spektroskopisch bestimmt.

iberraschend niedrig. Hauptprodukt (55 %) ist 4-Ac-(HFA)-
Hyp; dies spricht fiir das Auftreten einer Orthoesterzwi-
schenstufe.['?]

Nur wenige Glycosyl-Tyr enthaltende Glycopeptide wur-
den bislang aus natiirlichen Quellen isoliert.'?! 8-p-Glycosyl-
O-tyrosin selbst wurde als Tyrosinmetabolit in Lepidoptera
nachgewiesen.'”] MiBige Ausbeuten (ca. 40%) bei der
Glycosylierung von 9-Fmoc-Tyr-OPfp (9-Fluorenylmethoxy-
carbonyl-tyrosin-O-pentafluorphenyl) werden auf die geringe
Nucleophilie der phenolischen Hydroxyfunktion zuriickge-
fithrt.??) Nach der Imidatmethode gelingt die Glycosylierung
von HFA-Tyr (8§ —12) in 93 %.

Die O-glycosylierten Oxazolidin-5-one 9-12 konnen als
aktivierte Ester direkt in Peptidsynthesen eingesetzt werden.
Offnet man den Lactonring mit Aminosiureamiden, so fallen
die glycosylierten Dipeptide in sehr guten Ausbeuten als
Feststoffe an. Tyr(f-p-Glc)-Phe-NH, ist aus Tyr nach der
neuen Strategie in lediglich drei Stufen mit einer Gesamtaus-
beute von 70 % zugénglich. Mit der Bildung der Amidbindung
ist die Entschiitzung der Aminofunktion gekoppelt, so daf3
ohne einen weiteren Zwischenschritt eine Verldngerung der
Peptidkette am N-Terminus erfolgen kann.
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Die Synthese des glycosylierten Tripeptids Z-Ala-Thr-
(TAcGlc)-Phe-NH, 17 (Z =Benzyloxycarbonyl) ausgehend
von 14, gelingt mit Diisopropylcarbodiimid(DIC)/7-Aza-1-
hydroxy-1H-benzotriazol(HOALt) in 87 % Ausbeute.

FiC CF,
16

Z-Ala-OH

—_——

Dic, HOAt

AcO
AcO OAc
AcO

Das vorgestellte Schutzgruppen-/Aktivierungs-Konzept er-
moglicht den Aufbau glycosylierter Dipeptid- sowie Tripep-
tidfragmente ausgehend von Hydroxyaminosduren in ledig-
lich drei bzw. vier Syntheseschritten und ist damit selbst der
Pentafluorphenylester-Methode?! iberlegen.

Experimentelles

Als Beispiele werden hier nur die experimentellen Daten der Threonin-
Derivate 10, 14 und 17 aufgefiihrt. Die Zuordnung der NMR-Daten
erfolgte aus 'H-, °C-, APT-, H,H-COSY- und HMQC-Spektren.

10: 2 mmol (534 mg) HFA-Thr 6, 2 mmol (984 mg) 2,3,4,6-Tetra-O-
acetyl-f3-p-glucopyranosyltrichloracetimidat und 1 mmol (142 mg, 125 pL)

BF; - Et,0 werden in 20 mL wasserfreiem CH,Cl, 1 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Man gibt 10 mL H,O und 20 mL CH,Cl, zu und riihrt weitere
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5 min intensiv. Die organische Phase wird abgetrennt, getrocknet (MgSO,)
und im Vakuum eingeengt. Der verbleibende Riickstand wird durch Flash-
Chromatographie an Kieselgel (Toluol/Ethylacetat, 5/1) gereinigt. Aus-
beute: 1 g (68 %), amorpher Feststoff; Schmp. 112-113°C; IR (KBr): 7=
1830, 1750 cm~!; MS (70 eV): m/z: 597.42 [M*]; 'H-NMR (CDCl,): 6 =1.38
(d, J=6.5Hz, 3H), 2.01 (s, 3H), 2.02 (s, 3H), 2.06 (s, 3H), 2.07 (s, 3H),
3.66-3.76 (m, 3H), 4.06-4.13 (m, 2H), 4.22 (dd, J=12.5 Hz, 42 Hz, 1 H),
4.57 (d, J=8.0 Hz, 1H), 4.95 (dd, /=9.6 Hz, 8.0 Hz, 1 H), 5.09 (dd, / =9.7,
9.7 Hz, 1H), 5.20 (dd, J=9.7, 9.6 Hz, 1H); “C-NMR (CDClL): 6 =18.1,
20.4,20.5,20.8,59.9, 61.3,68.0,71.2,72.2,72.6,75.7,89.3 (qq, J = 34, 34 Hz),
100.2, 120.2 (q, J =286 Hz), 121.1 (q, J =287 Hz), 169.2, 169.3, 169.4, 170.2,
170.7; YF-NMR (CDCL): 6=-0.94 (q, J=8.6 Hz, 3F), —2.89 (q, /=
8.6 Hz, 3F).

14: 1 mmol (597 mg) HFA-Thr(TAcGlc) 10 und 1 mmol (164 mg) L-
Phenylalaninamid werden in 20 mL wasserfreiem Ethylacetat 3d bei
Raumtemperatur gerithrt (Reaktionskontrolle durch “F-NMR). Man
destilliert das Losungsmittel im Vakuum ab und reinigt den Riickstand
durch Flash-Chromatographie an Kieselgel (CHClL;/MeOH, 8/1). Aus-
beute: 403 mg (68%), amorpher Feststoff; Schmp. 75-78°C; M., =
595.56, MS (MALDI-TOF): m/z: 618.19 [M*+Na], 635.25 [M*+K]; 'H-
NMR (CD;0D): 6 =1.12 (d, /= 6.5 Hz, 3H), 1.96 (s, 3H), 1.97 (s, 3H), 1.99
(s, 3H), 2.02 (s, 3H), 3.00 (ddapx, /=14, 7.6 Hz, 1H), 3.13 (ddspx, /=14,
5.8 Hz,1H),3.28 (d,/=6.5 Hz, 1H), 3.86 (m, 1 H), 3.99 (dq, /= 5.0, 6.5 Hz,
1H), 4.09 (ddapx, /=123, 4.8 Hz, 1H), 4.28 (ddspx, /=123, 2.2 Hz, 1H),
4.61 (dd, /=6.0, 8.0 Hz, 1H), 4.73 (d, J=8.0 Hz, 1H), 4.84 (dd, J=8.0,
9.6 Hz, 1H), 4.98 (dd, /=9.6, 9.9 Hz, 1H), 5.26 (dd, /=9.6, 9.6 Hz, 1H),
721-733 (m, 5H); BC-NMR (CD;OD): 6=16.81, 20.52, 20.53, 20.63,
20.65, 38.93, 55.47, 60.25, 63.01, 69.80, 72.83, 72.95, 74.11, 78.91, 100.57,
127.94, 129.54, 130.55, 138.20, 171.17, 171.25, 171.59, 172.37, 174.19, 175.72.

17: Zu einer Losung von 0.34 mmol (76.7 mg) Z-Ala-OH in CH,Cl, werden
unter Rithren bei Raumtemperatur nacheinander jeweils 0.34 mmol
(46.8 mg) HOAt und 0.34 mmol (53.3 pL) DIC gegeben. AnschlieBend
wird eine Losung von 0.17 mmol (100 mg) O-(2,3,4,5-Tetra-O-acetyl-$3-D-
glucopyranosyl)-L-threonyl-L-phenylalaninamid 14 in 1 mL DMF dem
Reaktionsgemisch zugesetzt. Nach 2 h wird die Reaktionsmischung einge-
engt, der Riickstand in Ethylacetat aufgenommen und nacheinander
jeweils dreimal mit Zitronensédure, gesittigter NaHCO;-Losung und
Wasser gewaschen. Die organische Phase wird iiber Na,SO, getrocknet
und eingeengt. Das Rohprodukt wird durch Flash-Chromatographie an
Kieselgel (Eluent: CHCIl/CH;0H, 10/1) gereinigt. Ausbeute: 101 mg
(73 %), kristalliner Feststoff; Schmp. 190°C, M,., =800.81, MS (MALDI-
TOF): m/z: 823.23 [M*+Na], 839.12 [M*+K]; 'H-NMR (CD;0OD): d =1.12
(d, /J=6.2Hz, 3H), 1.30 (d, /=72 Hz, 3H), 1.93 (s, 3H), 1.98 (s, 3H), 2.00
(s, 3H), 2.03 (s, 3H), 3.04 (ddspx, /=14, 7.7 Hz 1H), 3.17 (ddspx, /=14,
5.5Hz, 1H), 3.90 (m, 1H), 4.07 (ddapx J =12.3,5.3 Hz, 1H), 4.14 (m, 1 H),
4.16 (m, 1H), 4.28 (ddapx J=12.3, 5.3 Hz, 1H), 4.45 (d, J=6.2 Hz, 1H),
4.60 (m, 1H), 4.77 (d, J=8.0 Hz, 1H), 4.85 (dd, J=9.6, 9.6 Hz, 1 H), 5.01
(dd,/=9.6,9.6 Hz, 1H), 5.05/5.10 (dd, J =12.5,12.5 Hz, 2H), 5.27 (dd, J =
9.6, 9.6 Hz, 1H), 7.15-7.35 (m, 10H); ®*C-NMR (CD;0D): 6 =16.47,17.82,
20.53,20.55, 20.65, 20.70, 38.62, 52.28, 55.75, 58.58, 63.08, 67.81, 69.80, 72.83,
73.17, 74.06, 76.44, 100.84, 127.98, 128.89, 129.03, 129.50, 129.60, 130.49,
138.25, 138.27, 158.50, 171.26, 171.40, 171.58, 172.42, 175.49, 175.87, 176.86.
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Tetrathiafulvalen-Giirtel mit groen
Hohlriumen™**
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Die Féhigkeit des Organikers, Wirtmolekiile mit spezifi-
schen Eigenschaften mafzuschneidern, hat eine enorme
Auswirkung auf die Entwicklung der supramolekularen
Chemie gehabt und zu einem tieferen Verstdndnis von
EinschluB-Wechselwirkungen beigetragen.l! Diesbeziiglich
sind die Cyclophane eine wichtige Verbindungsklasse.? Diese
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