H3CO

Kurze Synthese eines biologisch aktiven,
Heparin-ihnlichen Pentasaccharids mit
pseudo-alternierender Sequenz **

Von Hans Lucas, Jan E. M. Basten, Peter Konradsson
und Constant A. A. van Boeckel*

Es gilt heute als sicher, dall nur ein kleiner heterogener
Pentasaccharid-Teilbereich! ?1 des gerinnungshemmenden
Wirkstoffes Heparin (ein Glycosaminoglycan) die Anti-
thrombin-III(AT IIT)-vermittelte Inaktivierung des Blutge-
rinnungsfaktors Xa (aXa-Aktivitit) bewirkt. Das syntheti-
sche Pentasaccharid 15a, das in 3-Stellung einen zusitzliche
Sulfatrest in der Einheit H®¥enthilt (Abb. 1), erwies sich mit
einer aXa-Aktivitit von 1250 Umg ™! als eines der aktivsten
Gegenstiicke dieses ungewohnlichen Heparinteilbereichs.

dall man auf die fiir die Synthese von Heparinfragmenten
erforderliche Schutzgruppenchemie verzichten kann, da es
nicht notwendig ist, zwischen sulfatierten (Acylestern) und
nicht-sulfatierten (Benzylethern) Hydroxygruppen zu unter-
scheiden; b) keine ¢-verkniipften Glucosamine vorliegen, fiir
die komplizierte Synthesewege zu Azid-haltigen Bausteinen
erforderlich sind; ¢) am Ende der Synthese keine selektive
N-Sulfatierung durchgefiihrt werden mu8.

Mit dem vereinfachten Derivat 15b in Hinden fragten wir
uns, ob es zu dieser Verbindung oder zu eng verwandten
Analoga sogar noch kiirzere Synthesewege gibt. Im Hinblick
darauf planten wir das Analogon 15¢ (Abb. 1) mit einer
pseudo-alternierenden Sequenz, d. h. mit dem 2-Sulfatrest in
der Einheit E haben die Disaccharidfragmente EF und GH
das gleiche Substitutionsmuster.

Der einzige noch verbleibende Unterschied zwischen den
Disaccharidfragmenten EF und GH in 15¢ ist die entgegen-
gesetzte Konfiguration an CS der Uronsdure-Einheiten. Da-
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Schema 1. Retrosynthetische Analyse des Pentasaccharids 15¢. Dessen Darstel-
lung basiert auf der Epimerisierung (1.) und Acetolyse (2.) des Iduronsiiure-
GH-Disaccharidacceptors 6 zu einem EF-Donor.
Abb. 1. Der Ersatz aller N-Sulfatreste in 15a durch Sulfatreste und Methylic-
rung aller freien OH-Gruppen fiihrt zu dem aktiven Nicht-Glycosaminoglycan-
Analogon 15b. Im Analogon 15¢ wurde in das Teilstiick E eine zusatzliche
Sulfatgruppe in 2-Stellung eingefiihrt (siche Pfeil), um eine pseudo-alternieren- Die Schliisselverbindung bei der Synthese des Pentasac-
de Sequeqz 7u 'schatte.rL Die Dlsilcchar.ldtragmenle zwmch?n den-Kla_mmcrn charids 15 ¢ ist der geeignet geschiitzte Iduronsiure-Baustein
unterscheiden sich nur in der Konfiguration an C5 der Uronséure-Einhciten (*). . p . .. .
6. Da die erforderliche Epimerisierung unter stark basischen
Bedingungen durchgefiihrt wird, muBten wir den GH-Bau-
stein 6 ausschlieBlich mit Benzylgruppen schittzen. Dies ist
Kirzlich entdeckte man, dafl der Austausch aller N-Sulfat- bei dieser neuen Reihe von Pentasacchariden gliicklicherwei-
reste in 15Sa durch Sulfatreste und die Methylierung aller se kein Problem (im Gegensatz zur Synthese der natiirlichen
freien Hydroxygruppen®! zum hochmodifizierten ,,Nicht- Fragmente), da wir fiir alle zu sulfatierenden Hydroxygrup-
Glycosamino“glycan-Analogon 15b die biologische Aktivi- pen Ether- oder Esterschutzgruppen wihlen konnen. Die
tit sogar noch steigerte (Verbindung 15b hat eine aXa-Akti- Glycosylierung des Glycosylacceptors 217! mit dem bekann-
vitdit von 1323 Umg~"). Verglichen mit Synthesen von ten 3-0-Methylidopyranosylfluorid 1% in Gegenwart von
Pentasacchariden, die dem Heparinteilbereich entsprechen, Et,O - BF, und Molekularsieb 4 A in Dichlormethan bei
ist die Herstellung des Nicht-Glycosaminoglycan-Analo- 0°C ergab das Disaccharid 3 in 90 % Ausbeute (Schema 2).
gons wesentlich einfacher, weil a) die freien Hydroxygrup- Verseifung der Estergruppen in 3 und nachfolgende Acetali-
pen permanent als Methylether blockiert sind, was bedeutet, sierung lieferte die Zwischenstufe 4 in einer Gesamtausbeute
von 64 %. AnschlieBend wurde die freie Hydroxygruppe der
[*] Dr. C. A. A. van Boceckel, H. Lucas, J. E. M. Basten, Dr. P. Konradsson Verbm.dung 4. quantltd.tlv unter Blldung von kristallinem 5
AKZO Pharma Division benzyliert. Dlese Verbindung konnte nach bekannten V.er-
Organon Scientific Development Group fahren™® 8! in 41% Gesamtausbeute zur Schliisselverbin-
P.O. Box 20, NL-5340 BH Oss (Nicderlande) dung 6 umgesetzt werden. Zur Epimerisierung an C5' wurde
[**} Diese Arbeit wurde vom Eureka-Programm der Europiischen Gemein- 6 mit Natriummethanolat in siedendem Methanol 16 h be-
~hs i) 2 Srde ir da 1 _ . ~ . .
schaft (BU 237) gefordert. Wir danken der SANOFI Recherche Carbo handelt. Trotz der strikt wasserfreien Bedingungen konnte
hydrate Chemistry Group (Maurice Petitou) fir hilfreiche Diskussionen . .. . ..
und T. van Dinther vom Department of Vascular Pharmacology fiir die einc Hydrolyse .des Methylesters wihrend d?r Eplmerlsw-
Bestimmung der aXa-Aktivititen. rung nicht vermieden werden. Daher wurde die freie Carbo-
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xygruppe nach Neutralisation des Reaktionsgemisches mit
DOWEXH™ mit Methyliodid in N,N’-Dimethylformamid
(DMF) in Gegenwart von KHCO,; zu einem Gemisch aus 7
und 6 (Verhiltnis 10:1) methyliert. Nach Reinigung iiber
Kieselgel konnte das Glucuronsidure-Fragment 7 in etwa
73% Ausbeute zusammen mit zuriickgewonnenem 6 (7 %)
isoliert werden. Blockieren der freien 4'-Hydroxygruppe in 7
durch Veresterung mit Lavulinsdure ergab Verbindung 8, die
mit einem Gemisch aus Trifluoressigsdure, Acetanhydrid
und Essigsdure (3.5/25/1, v/v/v) acetolysiert wurde. Unter
den angegebenen Bedingungen bcobachteten wir nicht nur
die Acetolyse des anomeren Zentrums, sondern auch der 3-
und 6-Benzylether!® 1%, Gliicklicherweise wurde der 2-Ben-
zylether, der fiir die spétere Bildung der a-Glycosidbindung
essentiell ist, nicht angegriffen. Nach zwei Tagen bei Raum-
temperatur hatte sich das Disaccharid 9 nahezu quantitativ
gebildet. Das anomere Acetat der Verbindung 9 wurde selek-
tiv durch Piperidin in THF entfernt; die anschlieBende Ein-
fiihrung der Trichloracetimidatgruppe in einem Gemisch aus
Dichlormethan und Trichloracetonitril in Gegenwart von
Caesiumcarbonat!!!! lieferte den gewiinschten EF-Glycosyl-
donor 10 in 75% Gesamtausbeute.

Schema 2. a) BF, - OEt,. CH,Cl,. Molekularsieb (MS) 4 A, 0°C, 1 h (90%);
b) KO/Bu, MeOH, Dioxan, Raumtemperatur (RT), 1h (92%);
¢) C,H;CH(OCH,),, p-TsOH, RT, 1.5 h (70%): d) BnBr, NaH, DMF, RT,2 h
(100%); e) 70% Trifluoressigsidure (TFA), CH,Cl,, RT, 1 h (82%); f) tert-
Butyldimethylsilylchlorid (TBDMSICI), Pyridin, RT, 16 h; g) Livulinsiure,
N,N-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) Dioxan, 4-Dimethylaminopyridin
(DMAP)., RT 2 h; h) CrO;, H,0, H,SO,, Aceton, RT, 3 h; i) KCHO,, CH,I,
DMF, MS 4 A, RT, 3 h: j) H,NNH, - H,0, HOAc, Pyridin, RT, 6 min. (50 %,
Stufen f—j): k) NaOMe, MeOH. RiickfluB, 16 h; I) KHCO;, CH,I, DMF, MS
4 A, RT, 3h (73%., Stufen k-1); m) Liavulinsdure, DCC, Dioxan, DMAP, RT,
2h (97%); n) HOAc/Ac,O/TFA 1/25/3.5. RT, 2 d; o) Piperidin, THF, RT,
16h; p)Cs,CO;, NCCCl,, CH,Cl,, RT, 0.5h (75%, Stufenn-p).
Lev = OC(O)CH,CH,C(O)CH,.

Die Verkniipfung des Disacchariddonors EF (Verbin-
dung 10, 1.2 Aquiv.) mit dem Acceptor GH (Verbindung 6)
in Dichlormethan mit Trimethylsilyltriflat als Katalysator in
Gegenwart von Molekularsieb 4 A bei —15°C ergab das
Tetrasaccharid 11 in 75 % Ausbeute (Schema 3). Die selekti-
ve Abspaltung des Livulinoylrestes in 11 fihrte zum Accep-
tor 12, der dann mit dem bekannten Glycosyldonor 131#<I bei
niedriger Temperatur unter den gleichen Bedingungen wie
fur die Darstellung von 11 beschrieben glycosyliert wurde.
Das vollstindig geschiitzte Pentasaccharid 14 wurde nach
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Chromatographie in 65% Ausbeute erhalten. Stufenweise
Verseifung, Hydrierung und Sulfatierung der Verbindung 14
nach bekannten Methoden!!2: 13! ergab das O-methylierte/
sulfatierte Derivat 15¢ in ca. 76% Gesamtausbeute. Das
Pentasaccharid 15¢!# zeigte im Amidolyse-Assay eine hohe
aXa-Aktivitdt von 1025 Umg™!.
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Schema 3. q) Me,SiO,SCF,(TMSOTf), CH,Cl,, MS 4 A, —15°C, 1 h (75%):
r) H,NNH, - H,0, HOAc, Pyridin, RT, 6 min. (90%); s) TMSOTY, CH,Cl,,
MS 4 A, —20°C, 1 h (65%); t) LIOOH, THF, 0°C, 16 h, NaOH, MeOH, RT,
16h (90%); u) Pd/C, H,, RT, 16 h (94%); v) Et;N - SO,;-Komplex, DMF,
55°C, 16 h, G-25 Sephadex-Chromatagraphie (90%).

Im Vergleich zur Synthese von Naturstoffanaloga (z.B.
Verbindung 15 a), die 60 oder mehr Stufen erfordert, konnen
wir nun ein biologisch aktives Pentasaccharid sehr viel effi-
zienter herstellen und erdffnen damit neue Perspektiven fiir
die Entwicklung biologisch aktiver Heparin-dhnlicher Wirk-
stoffe.
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DBU und DBN als starke Nucleophile:
Kristallstrukturen onio- und dioniosubstituierter
Phosphane**

Von Robert Reed, Régis Réau, Frangoise Dahan
und Guy Bertrand*

Baseninduzierte intra- und intermolekulare Dehydrohalo-
genierungen sind Schliisselreaktionen in der Organischen
und in der Anorganischen Chemie. Seit den siebziger Jahren
wurde die Niitzlichkeit von DBU (1.8-Diazabicyclo[5.4.0]-
undec-7-en) und DBN (1,5-Diazabicyclo[4.3.0]non-5-en) bei
diesen Reaktionen immer wieder unter Beweis gestellt!!), ob-
wohl dabei oftmals Beobachtungen gemacht wurden, die
nicht erklirt werden konnten®?!. In dieser Arbeit zeigen wir,
daB diese auch als ,,nicht-nucleophile starke Basen** bekann-
ten!'- ¥ bicyclischen Amidine wie starke Nucleophile reagie-
ren konnen; hierzu werden Roéntgenstrukturanalysen von
onio- und dioniosubstituierten Phosphanen (,, Weil3-Verbin-
dungen‘*) vorgestellt),

+
{ N { N—P(NRy -
/) _( 272 ol

(R2N),PCl + N _— N
{_cmy, {_ ‘cta,
1 n=1DBN 2a
R=iPr n=2DBU 3a
+
KPF { N—P®NR,),
—— | N PFs
{_cHa,
2b
Schema 1. 3b

In Dichlormethan stehen Chlorbis(diisopropylamino)-
phosphan 1 und DBN oder DBU mit den Salzen 2a bzw. 3a

{*] Dr. G. Bertrand, Dr. R. Reed, Dr. R. Réau, Dr. F. Dahan
Laboratoire de Chimie de Coordination du CNRS
205, route de Narbonne, F-31077 Toulouse Cédex (Frankreich)

[**] Diese Arbeit wurde vom Centre National de la Recherche Scientifigue
gefordert.
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im Gleichgewicht, die kationische Phosphane enthalten.
Dieses Gleichgewicht wird in Acetonitril oder durch Aus-
tausch von Chlorid gegen Hexafluorophosphat zu den Sal-
zen 2b bzw. 3b verschoben (Schema 1)1,

Die ' P-NMR-chemischen Verschiebungen in diesen Ver-
bindungen (2b: 6 = +108 und 3b: 6 = +107) sprechen fiir
Triaminophosphane; aullerdem sind die NMR-Signale der
Briickenkopf-C-Atome aufgrund einer Kopplung mit dem
Phosphoratom (%J. p = 31.1 bzw. 21.1 Hz) aufgespalten,
was beweist, daB die bicyclischen Amidine an Phosphor ge-
bunden sind. Um die Art der Wechselwirkung zwischen der
Amidineinheit und dem Phosphoratom nun genauer zu er-
griilnden, wurde eine Einkristall-Rontgenstrukturanalyse an
2b durchgefiihrt[®l. Wie in Abbildung 1 zu erkennen, ist das
Phosphoratom pyramidal umgeben, und die drei Substituen-
ten sind propellerartig angeordnet, wodurch die sterische
Wechselwirkung minimiert wird. Die Abstinde P1-N3 und
P1-N4 sind im erwarteten Bereich und mit 1.666(4) bzw.
1.661(4) A linger als P-N-Abstinde entsprechender Phos-
phanylium-Ionen, wo eine 2pmn-3pn-Wechselwirkung zwi-
schen dem Phosphor- und den Stickstoffatomen vorliegt!”!.
Besonders bemerkenswert sind der sehr lange Abstand P1-
N1 (1.796(3) A) sowie die fast vollige Ubereinstimmung zwi-
schen den Abstinden C1-N1 (1.322(5)A) und C1-N2
(1.298(5) A). Die Struktur dieses kationischen Phosphans
dhnelt der von Borylium-Ionen, bei denen das zweiwertige
kationische Boratom durch cinen Elektronenpaardonor sta-
bilisiert und die positive Ladung delokalisiert wird!®!.

cé C7 N3 A
C5 C/('-\) (_/——'\J\o
[ v
N2/ S

Abb. 1. Struktur des Kations von 2b im Kristall (ORTEP). Ausgewiihlte Bin-
dungslingen [A] und Winkel []: P1-N1 1.796(3), P1-N3 1.661(4), P1-N4
1.666(4), N1-C1 1.322(5), C1-N2 1.298(5): N1-P1-N3 101.6(2), N1-Pt-N4
99.1(2), N3-P1-N4 109.3(2), P1-N1-C1 120.3(3), P1-N1-C7 124.0(3), C7-N1-Ct
114.9(3), N1-C1-C2 123.7(4), N2-C1-C2 110.0(4), N1-C1-N2 126.2(4), C1-N2-
C5123.7(4), C1-N2-C4 115.3(3), C4-N2-C5 120.9(4).

Erwartungsgemd erhdlt man durch Umsetzung von Bis-
(diisopropylamino)phosphanyliumtetrachloroaluminat!®!
mit DBN ein dhnlich aufgebautes Addukt 2e. Dariiber
hinaus kann man das freie Bis(diisopropylamino)phos-
phanylium-Salz durch Zugabe von einem Aquivalent Bortri-
fluorid-Ether zu 2b rein zuriickgewinnen.

Am wichtigsten ist jedoch, daf3 sich DBU und DBN allge-
mein als Nucleophile verhalten konnen (Tabelle 1) und somit
die Darstellung der dioniosubstituierten Phosphane 6—9
moglich wird, die formal betrachtet Produkte der Umset-
zung von zwei Molekillen DBU oder DBN mit Dikationen
RP?7 sind, die einfach koordinierten Phosphor enthalten.
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