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SYNTHESEBLOCK B-D-Gal {1-#3)-D-GalNAc ZUR SELEKTIV~SIMULTANEN ANKNUPFUNG

AN PEPTIDE ZU O—GLYCOPEPTIDEN1)

Hans Paulsen, Michael Paal und Michael Schultz

Institut fiir Organische Chemie und Biochemie der Universitdt Hamburg
D-2000 Hamburg 13, Bundesrepublik Deutschland

The development of a block of ®-D-Gal(1#3)-D-GalNAc is described which
allows a simultaneously selective ®-glycosidic coupling of some units to the
OH-groupsof hydroxy amino acids containing peptides to O-glycopeptides.

Die Einheit B-D-Gal{1—*3)-a-D-GalNAc (1-»0)-L-Ser oder -L-Thr stellt die
2)

Fundamentalstruktur der O-Glycoproteine dar™’ . Die Saccharid-Reste sind zu-
sdtzlich mit N-Acetylneuraminsdure besetztz). Wir haben neben anderen seit
ldngerem die Synthese dieser Einheit bearbeitet und synthetische Antigene her-
gestellt, die B-D-Gal(1-*3)-o-D-GalNAc als Determinante (T-Receptor) {liber ver-
schiedene Spacer gebunden enthalten und immunologisch getestet3'4'5). Auch
die beiden Grundeinheiten wurden von uns nach der step-by-step-Methode syn-

thetisierts)

. Um die Disaccharid-Einheit vielseitiger, m&glichst in einem
Syntheseschritt, mehrfach synchron an Peptide anknilipfen zu kdnnen, wire ein
entsprechender Disaccharid-Syntheseblock von Interesse, mit dem die Glycosid-
synthese mit hoher Stereoselektivitdt mdglich ist. Hierflir kBnnen wir jetzt
eine iberzeugende L&sung vorlegen.

Das Problem der Verknipfung des Azido-Halogenids ¢ oder 7 mit dem Serin-
Derivat 16 lieqt darin, daB die Hydroxylgruppe des Serins HuBerst reaktiv
ist. Dies fiihrt, wie wir eingehend diskutiert haben7), dazu, daB bei einer o
Glycosidsynthese die Selektivit&dt erheblich nachl&Bt. Die Umsetzung des a-
Bromids & mit 16 nach dem in situ—Anomerisierungsverfahren7) liefert ein
Anomerengemisch. Auch die Umsetzung des B-Halogenids 7 mit 16 verlauft nicht

8)

stereoselektiv ' . Erst bei Toluol-Zusatz, der die Reanomerisierung verlang-

samt, erhdlt man in hoher Selektivitédt das a—Produkt6). Um also mit einem
Disaccharid-Syntheseblock die notwendiqge gute Stereoselektivitdt zu erzielen,
miiBte nach unseren Regeln7) die Reaktivitdt des Disaccharid-Halogenids gegen-
dber 6 und 7 erheblich abgesenkt werden.

Die Schwierigkeiten in der Herstellung des gewilinschten Blockes liegen dar-
in, daB im leicht zugdnglichen 12 die 3-OH-Gruppe HuBerst wenig reaktiv istﬂ
und nicht mit befriedigender Ausbeute und Selektivit#t glycosidiert werden
kann. In drei neuartigen Syntheseschritten haben wir das Problem mit Erfolg
geldst.

Das Nitrat ], das bei entsprechender Lenkung der Azidonitratisierungs-
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Reaktiong) nahezu ausschliefflich anf&llt, 1&8t sich mit Natriummethylat in
nahezu quantitativer Ausbeute ins B-Glycosid 2 Uberfihren. Diese Reaktion ist
auch auf weitere Alkohole, wie Allylalkohol, Benzylalkohol und andere, an-
wendbar. Wir benutzen sie auch mit gutem Erfolg zur Glycosidierung von Azido-
nitraten der 2-Azido-2-desoxy-lactose. Eine selektive Benzoylierung von 2
(Benzoylcyanid, 0° ¢) 14Bt sich so lenken, daB aus 2 in 75% Ausbeute das
Dibenzoat 3 erhalten werden kann. Die Nebenprodukte 4 (10%) und 3 (5%)

sind leicht chromatographisch abzutrennen.
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10) zur Um-

Es wurde jetzt gefunden, daB die Trimethylsilyltriflat-Methode
setzung mit wenig reaktiven OH-Gruppen gut geeignet ist. Voraussetzung ist
allerdings ein geeignetes Substitutionsmuster in beiden Komponenten. Es sol-
len vorzugsweise Acyl-Substituenten vorliegen. So 1ld8t sich 3-OH in 3 bei
Gegenwart von Trimethylsilyltriflat (Dichlormethan, 4 %) mit dem B-Acetat 8
in 85% selektiv zum B-glycosidisch verknilipften Disaccharid 3 ([o.]g6 - 52.0
c = 0.1 CHC13) umsetzen. Die hohe Effektivitdt des Trimethylsilyltriflat-
Verfahrens bei wenig reaktiven OH-Gruppen zeigt sich auch an anderen Bei-
spielen. So ist nach diesem Verfahren durch Umsetzung von 13 mit 14 das
Chitobiose-Derivat 13 ([o,]g6 + 13.8, ¢ = 0.25 CHCl3) in der bisher uner-
reichten Ausbeute von 71% zu erhalten. Ferner sei erwdhnt, daB man durch
Umsetzung von 4 mit 2 Aquivalenten des B-Acetats 8 bei Gegenwart von Tri-
methylsilyltriflat in einem synchronen Schritt zu dem entsprechenden Tri-
saccharid unter Ankniipfung zweier f-glycosidisch verkniipfter Galactose-Reste
an 3~0H und 4-OH zu einem Trisaccharid gelangt. Fiir die Darstellung einer
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3)

entsprechenden Verbindung bendtigten wir frilher eine step-by-step-Methode™’.
Das Methylglycosid § ist leicht mit Acetanhydrid/Schwefelsdure (100 : 1,

- 20° ¢) zum Acetat 10 ([a]g6 + 41.0, ¢ = 0.1, CHC13) (93%) zu acetolysieren,

das mit Titantetrabromid das gewlinschte a-Bromid 11 (89%) liefert. Um die

Reaktivitdt des Disaccharid-Halogenids 11 zu priifen, wurde dieses zundchst

mit den L-Serin-und L-Threonin-Derivaten 16 und 17 umgesetzt.
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Bei der Reaktion von 11 mit 16 unter Zusatz von Silbercarbonat/Silberper-
chlorat (Dichlormethan/Toluol) ist in 81% das Glycosid 18 ([a]26 + 65.2,
c = 0.5, CHC1 ) zu erhalten. In elner entsprechenden Reaktion llefert 11 mit
17 in 85% das Glycopeptld 19 ([a] + 43.0, ¢ = 0.5, CHC13). In beiden F&l-
len verl&uft die Reaktion vollstandlg stereoselektiv zum gewlinschten a-Pro-
dukt. Ein Anteil an B-Produkt ist nicht nachzuweisen. Die Reaktivit#t in 11
ist somit gegeniiber der von 6 in gewlinschter Weise drastisch herabgesetzt,
wodurch die bessere Selektivit8t bedingt ist., Dieses ist nicht nur auf die
Wirkung des angekniipften Saccharid-Restes, sondern auch auf die Anwesenheit
von zwei Benzoatgruppen zurlickzufithren. Die Reaktivitit wvon 11 ist durch die
Substituenten-Wahl 7) so glinstig eingestellt, daB man beim Glycosidierungs-

schritt vom a-Bromid ausgehen kann und die in situ-Anomerisierungs~Methode
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hier mit bester Ausbeute das a-Glycosid liefert. Ein Einsatz des entsprechen-
den B-Halogenids ist somit hier nicht notwendig. Ein weiterer Vorteil dieser
Blocksynthese ist die problemlose Entblockierbarkeit (Reduktion, N-Acetylie-
rung, Hydrierung, De-O-acylierung), die in guten Ausbeuten gelingt.

Um den neuen Syntheseblock unter schwierigsten Bedingungen zu priifen,
wurden insbesondere weitere Serin-Peptide eingesetzt. Es ist bekannt, daB die
Selektivitdt am ehesten beim Serin Schwierigkeiten bereitetG). Daher ist
dann, wenn man eine gute Selektivitdt beim Serin erreicht, ganz sicher eine
entsprechend selektive Reaktion beim Threonin zu erwarten. Das Dipeptid-
Derivat von L-Leu-L-Ser 20 wurde analog wie 16 mit 11 zur Reaktion gebracht.
Man erhielt in tiber 70% das Glycopeptid 2] ([o.]rz)6 + 70.3, c = 0.65, CHC13).
Wiederum verlief die Reaktion vollstdndig stereoselektiv. Es wurde nur das
a~Produkt und kein Anteil an B-~Produkt gefunden, womit die Leistungsfdhigkeit
des Blockes 11 bestdtigt werden konnte.

Am interessantesten ist das Derivat von L-Ser-L-~Ser 22. Unter analogen Be-
dingungen 1&Bt sich gut in lber 50% das Produkt 23 ([a]gg + 86.5, c- = 0.58,
CHC13) darstellen, in dem zwei Disaccharid-Ketten an beide L-Serin-Reste
synchron angekniipft wurden. Eine sehr sorgfdltige NMR~spektroskopische Unter-
suchung (auch 2D-Spektren) zeigt, daB auch hier die Reaktion vollsténdig
stereoselektiv ablduft und entsprechende B-glycosidisch verkniipfte Produkte
nicht nachzuweisen sind. Damit ist gezeigt, daB8 11 auch fiir eine gleichzei-
tige selektive Ankniipfung mehrerer Disaccharid-Reste geeignet ist. In einer

kiirzlich erschienenen Veréffentlichung11)

wird lber einen &hnlichen Synthese-
block berichtet, der aufwendiger darzustellen ist und der mit L-Serin nicht
stereoselektiv reagiert und somit flir selektiv-simultane Glycopeptidsynthesen
nicht geeignet ist,

Mit den hier durchgefiihrten Untersuchungen ist somit die Basis fir die
Synthese von Segmenten des Glycophorins, des Hauptglycoproteins der Erythro-

zyten, sowie von weiteren O-Glycoproteinen gelegt.
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