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Glycale in der organischen Synthese: die Entwicklung umfassender Strategien
zum Aufbau von Oligosacchariden und Glycokonjugaten mit biologischer

Bedeutung

Samuel J. Danishefsky* und Mark T. Bilodeau

Der vorliegende Aufsatz ist ein personli-
cher Uberblick iiber die Forschungsak-
tivititen einer einzelnen Arbeitsgruppe
zum Aufbau von Oligosacchariden und
Glycokonjugaten. Diese Forschung be-
gann vor zwanzig Jahren mit der Unter-
suchung von Diels-Alder-Reaktionen
mit komplexen Dienen. Durch Auswei-
tung auf aldehydartige Heterodieno-
phil-Aquivalente wurde ein Zugang zu
nichtnatiirlichen Glycalen gefunden
(LACDAC-Reaktion). Diese Entdek-
kung war der Ausléser fiir eine umfas-
sende Untersuchung liber die Verwen-
dung von Glycalen zur Synthese von

Oligosacchariden und anderen Glyco-
konjugaten. Die Nutzung von Glycalen
als Glycosyldonoren und als Glycosyl-
acceptoren fiihrte zur Strategie der Ver-
kniipfung von Glycalen, deren Anwend-
barkeit durch die Entwicklung von meh-
reren neuen Glycosylierungsverfahren
verbessert wurde. Es zeigte sich, daB auf
Glycalen basierende Reaktionen gut als
Festphasensynthesen durchgefiihrt wer-
den konnen. Ferner ist das Prinzip des
Glycalzusammenbaus — sowohl in Lo-
sung als auch am festen Triger — dazu
verwendet worden, einen relativ kurzen
und effizienten Zugang zu einer Vielzahl

von biologisch interessanten und mogli-
cherweise wertvollen Verbindungen zu
erdffnen. Einige dieser Synthesen, be-
sonders solche auf dem Gebiet der Tu-
mor-Antigene, haben zu neuartigen Ver-
bindungen gefiihrt, die sich derzeit in
einem fortgeschrittenen Stadium vorkli-
nischer Untersuchung befinden. Dieser
Aufsatz gibt einen ausfiihrlichen Uber-
blick iiber die chemischen Aspekte die-
ser Projekte.

Stichworte: Glycale - Glycokonjugate -
Glycosylierungen - Oligosaccharide -
Synthesemethoden

1. Hintergrund und Einfiihrung

Die Synthese von Kohlenhydraten ist auf dem Weg, sich zu
einem wichtigen Grenzgebiet der Organischen Chemie zu ent-
wickeln. Neben ihren bewédhrten Funktionen als tragendes Ge-
riistmaterial, als Energiespeicher und als biosynthetische Aus-
gangsverbindungen spielen Kohlenhydrate als Glycokonjugate
bei vielen interessanten Vorgingen eine wichtige Rolle (z.B.
als Antibioticat!, Antitumor-Wirkstoffe!?! und cardiotonische
Glycoside)!®!. Die Ganglioside werden zunehmend als Tumor-
Antigene und als Marker zur Zelldifferenzierung!'*' verstanden.
Die Bedeutung der Kohlenhydratbereiche in Glycoproteinen
und -lipiden als Erkennungselemente an Zelloberflichen be-
stétigte sich durch ihre Funktion bei der Zelladhision!: ! und
als Blutgruppendeterminantent”. Ein weiterer Anreiz, sich mit
Kohlenhydraten zu befassen, ist ihre Verwendbarkeit als enan-
tiomerenreine Ausgangsverbindungen zur Synthese von Natur-
stoffen und anderer chiraler Zielverbindungen'®,
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Unsere erste Begegnung mit der Kohlenhydrat-Chemie war
eher zufillig als geplant. Von 1974 bis 1981 untersuchten wir das
Synthesepotential der unkatalysierten Diels-Alder-Reaktion
von Siloxydienen mit elektrophilen Dienophilen!®: %!, Das Pro-
blem, das diese Untersuchungen ausléste, war ein Syntheseplan
fiir Vernolepin!'', In diesem Zusammenhang erschien uns 4
(Schema 1) als ein geeignetes Zwischenprodukt, da es genau die
fiir einen erfolgversprechenden Weg zur Zielverbindung erfor-
derliche Funktionalitit aufwies (gestrichelte Pfeile kennzeich-
nen Umsetzungen, die schlieBlich auch verwirklicht wurden).
Zu der Zeit war allerdings noch kein Weg beschrieben, um aus-
gehend vom gesittigten 3-Keton die A'*>-konjugierte Doppel-
bindung in der cis-verkniipften Verbindungsreihe auf effiziente
Weise einzufithren. Dieses Syntheseproblem brachte uns auf die
Idee, die Grundform des Diens 1 (R?, R? = H) in einer Diels-Al-
der-Reaktion mit dem Dienophil 3 umzusetzen, das selbst das
Produkt der Diels-Alder-Reaktion von 1,3-Butadien mit Me-
thylpropiolat ist. Durch das Zusammenwirken der 1,3-Substi-
tuenten in 1 (R!, R? = H) konnte das triige Dienophil 3 addiert
werden. Das Diels-Alder-Addukt lieB sich dariiber hinaus auf
einfache Weise in das gewiinschte Produkt 4 umwandeln.

Das Zusammenbringen elektronisch komplementérer Diels-
Alder-Komponenten begiinstigte in der Tat viele, ansonsten
schwierige Cycloadditionen. Durch Nutzung der Funktionaliti-
ten an den Verkniipfungsstellen in den Cycloaddukten (z.B.in 3,
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Schema 1. Diels-Alder-Reaktionen von Siloxydienen mit elektrophilen Dienophilen (A = elektronenzichender Substituent, E* =

Elektrophil, einschliefilich H™). 9-BBN = 9-Borabicyclo[3.3.1lnonan.

Schema 1) gelang uns die Totalsynthese einer Vielzahl von Na-
turstoffen einschlie8lich Vernolepin. Auch einige der anderen
Zielverbindungen bedeuteten eine Herausforderung, und ihre
Totalsynthesen (z.B. die von Prephensiure, Schema 1, Pentale-
nolacton und Griseofulvin) waren sehr lehrreich.

Der vielleicht folgenreichste Aspekt dieser frithen Arbeit in
Pittsburgh war das vom Dien 1 ausgehende und liber die ausge-
dehnte Klasse der Siloxydiene fortpflanzende Interesse an der

Verwendung von hoch funktionalisierten Dienen in der Diels-
Alder-Reaktion. Obwohl diese Diels-Alder-Varianten mittler-
weile allgemein anerkannt sind und angewendet werden(2],
waren viele Untersuchungen erforderlich, um ihnen zum Durch-
bruch zu verhelfen.

Als die Anwendung von funktionalisierten Dienen in Kohlen-
stoff-Diels-Alder-Reaktionen in vielen anderen Arbeitsgruppen
weiterentwickelt wurde!*3! wandten wir unsere Aufmerksam-

-

Chemistry 1996.

tdtig.

Samuel J. Danishefsky erhielt seinen BS an der Yeshiva University,
New York, NY (USA), und promovierte bei Peter Yates an der
Harvard University, Cambridge, MA (USA). Als NIH-Stipendiat
war er Postdoktorand bei Gilbert Stork an der Columbia Universi-
ty, New York, NY (USA). 1964 bis 1979 war er an der University
of Pittsburgh, Pittshurgh, PA (USA), tdtig und war von 1980 bis
1993 Professor fiir Chemie an der Yale University, New Haven, CY
(USA), woervon 1981 bis 1987 auch Chairman of the Department
war. 1990 wurde er zum Sterling-Professor ernannt. Er ist gegen-
wdrtig Director of the Laboratory for Bioorganic Chemistry am
Sloan-Kettering Institute for Cancer Research. 1993 erhielt er eine
Professur an der Columbia University. Er ist Mitglied der National
Academy of Science und einer der Preistriger des Wolf Prize in

Mark T. Bilodeau erhielt 1988 seinen BS in Chemie am Boston College, Chestnut Hill, MA (USA), wo er im Labor von T. Ross
Kelly arbeitete. 1993 promovierte er in Organischer Chemie bei David A. Evans an der Harvard University und ging danach als
NIH-Stipendiat als Postdoktorand zu Samuel J. Danishefsky an das Sloan-Kettering Institute for Cancer Research. Dort
beschdftigte er sich mit der Synthese eines menschlichen Brusttumor-Antigens und des Kohlenhydratbereichs Asparagin-gebun-
dener Glycopeptide. Seit kurzem ist er in der Abteilung fiir medizinische Chemie bei Merck & Co. in West Point, PA (USA),

o

S. J. Danishefsky

M. T. Bilodeau

J

1484

Angew. Chem. 1996, 108, 1482-1522



Oligosaccharidsynthesen

AUFSATZE

keit einem neuen Ziel zu: der Cycloaddition von Siloxydienen
mit Aldehyden. Uber die frithen Entwicklungen dieser Reaktion
haben wir bereits an anderer Stelle berichtet!!*), Zwar war be-
kannt, daB3 Aldehyde, die durch benachbarte, elektronenziehen-
de Gruppen besonders aktiviert waren (z.B. a-Dicarbonyl- oder
a-Polyhalogenaldehyde), mit ,,nucleophilen* Dienen!*s! Cy-
cloadditionen eingingen, doch lieBen sich analoge Reaktionen
mit typischen Aldehyden unter thermischen Reaktionsbedin-
gungen nicht realisieren. Kerwin, damals Graduate-Student in
unserem Arbeitskreis an der Yale-University, entdeckte, daB} die
Cyclokondensation zwischen geeigneten Siloxydienen und Al-
dehyden unter Lewis-Sdure-Katalyse tatsichlich eine allgemein
anwendbare und verldBliche Reaktion ist!*®!. Nach einigen Jah-
ren Forschungsarbeit erwies sich diese Cyclokondensation als
zentrales Element einer neuen Strategie zur Synthese von poly-
oxygenierten Naturstoffen7],

2. Die Synthese von enantiomerenangereicherten,
kiinstlichen Glycalen und deren Anwendung in
Totalsynthesen

Die Lewis-Sdure-katalysierte Dien-Aldehyd-Cyclokonden-
sation (Lewis Acid Catalyzed Diene-Aldehyde Cycloconden-
sation, LACDAC) lieferte einen schnellen Zugang zu neuartigen
Dihydropyronen vom Typ 5 (Schema 2). Von Sommer wurde

MeQ MeQ
R =Y -
/
(|)|\ Lewis-Séure l 0
Riso” N R risio-” R
1 R R?
R2
3 Rt
NaBH 4 Z ™o
HO. -—
= CeClg 0PN R
1
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Schema 2. Synthese von Glycalen durch die LACDAC-Reaktion (8-R?: Gluco-
Reihe; a-R?: Galacto-Reihe).

erstmals gezeigt, daB die 1,2-Reduktion von derartigen Di-
hydropyronen mit Natriumborhydrid und Cer(tir)-chlorid als
Katalysator die Alkohole mit dquatorialer Hydroxygruppe in
hohen Ausbeuten lieferte (6, Schema 2)'8!, Wir gingen dazu
iiber, solche Verbindungen als ,,Glycale** zu bezeichnen. Dieser
Begriff war bis dahin Kohlenhydrat-Chemikern als Bezeich-
nung fiir natiirlich vorkommende Pyranosen und Furanosen
mit einer C1-C2-Doppelbindung vorbehalten gewesen. Die
Uberlegung, rein synthetisch erhaltene, racemische Verbindun-
gen wie 6 als ,,Glycale‘“ zu bezeichnen, wurde von einigen der
traditionellen Kohlenhydrat-Chemiker erwartungsgemil mit
Zurickhaltung aufgenommen, wihrend uns ein derartiger Zu-
sammenhang durchaus einleuchtend erschien.

Wir haben danach vier Wege verfolgt, um mit der LACDAC-
Reaktion enantiomerenangereicherte oder gar -reine Dihydro-
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pyrone und Glycale zu erhalten**), Wir wollen diese Reaktions-
wege in chronologischer Reihenfolge vorstellen.

Friihe, allerdings nur méBige Erfolge wurden mit enantiome-
renreinen, oxophilen Lanthanidkomplexen als Lewis-Sdure-Ka-
talysatoren in der Cyclokondensation erzielt!!®). Lanthanide
mit chiralen Liganden waren bereits als chemische Verschie-
bungsreagentien eingesetzt worden. Es ist vielfach iibersehen
worden, aber vielleicht der Erinnerung wert, dall die Arbeiten
von Bednarski iiber [Eu(hfc),]-induzierte Enantioselektivitat bei
der LACDAC-Reaktion eines der ersten Beispiele fiir eine ver-
laBliche enantiotope Induktion bei einer metallkatalysierten
C-C-Verkniipfung  waren  (hfc = 3-(Heptafluorpropylhy-
droxymethylen)-D-camphorat).

In der nichsten Phase unserer Bemithungen untersuchten wir
die Auswirkungen des Einbaus einer enantiomerenreinen Hilfs-
gruppe in die Dien-Komponente. Diese MaBnahme fiihrte nur
zu klidglichen Selektivititen. Durch die Kombination einer
chiralen Hilfsgruppe mit einem enantiomerenreinen Lanthanid-
komplex lieBen sich hingegen hohe Diastereomereniiberschiisse
erzielent2%). Nach Trennung der Diastereomere waren enantio-
merenreine Dihydropyrone erhiltlich. Diese Strategie wurde
zur Synthese von L-Glucose 7 (Schema 3)/2! sowie bei der Her-

oTBS OTBS
)\L [Euthfe)z] N
17X 2
R 0 OR R 0
R' = Ph QM=
OAc
HO
(6]
HO 7 l
L-Glucose Avermectin-A,-
Glycosyldonor

Schema 3. Enantioselektive LACDAC-Reaktion (R? = L-8-Phenylmenthyl).

stellung des Kohlenhydrat-Fragments von Avermectin A,,, 8
angewendet (Schema 3)[22). Interessanterweise sind die Effekte
von Katalysator und Hilfsgruppe nicht multiplikativ. Bednarski
erzielte die besten Ergebnisse vielmehr dann, wenn die durch die
Hilfsgruppe und den Katalysator induzierten Enantioselektivi-
titen einander entgegengesetzt waren.

Yamamoto und Mitarbeiter haben die Verwendung von Le-
wis-Sdure-Katalysatoren auf Basis von enantiomerenreinem
1,1’-Binaphthalin-2,2’-diylbis(diphenylphosphan) (BINAP) er-
forscht, mit denen die LACDAC-Reaktion noch enantioselektiv
gestaltet werden kann!!# 231, Diese Chemie, in Verbindung mit
der stereoselektiven Reduktion von Dihydropyronen mit dem
Luche-System (NaBH,/CeCl,), ist ein ausgezeichneter Weg zur
Herstellung von neuartigen enantiomerenreinen, kiinstlichen
Glycalen.

Im Unterschied zu diesen Methoden, bei denen versucht wur-
de, eine De-novo-Induktion von Chiralitdt in das Dihydropy-
ron zu erreichen, geht der dritte Ansatz von enantiomerenreinen
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Schema 4. Anwendungen der LACDAC-Reaktion in Totalsynthesen.

Aldehyden aus. Das benachbarte stereogene Zentrum in diesen
Aldehyd-Heterodienophilen bewirkt eine Seitendifferenzierung
bei der LACDAC-Reaktion. So wurden unterschiedliche, kom-
plexe, optisch reine Glycale aus Vorstufen erhalten, die sich mit
hohen Diastereomereniiberschiissen bildeten. Diese Chemie er-
Offnete uns Synthesewege zu den Monosacchariden hoherer
Ordnung®#, zu denen Lincosamin!?%! N-Acetylneuraminsiu-
re!2%1, rac-3-Desoxy-manno-2-octulosonsiure (KDOQ)?¢! Hi-
kosamint?™ und Octosylsiiure A28 zihlen. In einigen Fillen
(11 - a-Methylhikosanamid und 14 — Octosylsdure, Sche-
ma 4) wird durch die Pyron-Teilstruktur der Aufbau der ge-
wiinschten Konfigurationen bei der Ring6ffnung induziert.
Bei Verbindungen mit vorgegebener Chiralitit wurden die
besten Erfolge mit Aldehyden erzielt, die stereogene Zentren mit
elektronenziehenden Gruppen in o-Stellung zur Formylfunk-
tion aufweisen (9 +10 — 11, 12 +13 — 14, Schema 4). Aller-
dings konnten auch bei einem gréBeren Abstand zwischen vor-
gegebener Chiralitit und Induktionsstelle einige beachtliche
Erfolge erzielt werden. In unseren Synthesen von Tunicaminyl-
uracil (Schema 4)12°1 und Compactin (Schema 5)03°! wurden si-
gnifikante Diastereoselektivititen ohne eine dirigierende Funk-
tion in a-Position erhalten. Ein weiteres wichtiges Beispiel fiir v
eine hohe Selektivitit, an der ein vorhandenes Chiralititszen- Me""
trum in einiger Entfernung vom Ort der Bindungsbildung betei-
ligt war, ist die LACDAC-Reaktion von 12 und 15, die ein

HO..,,

Me

Avermectin-Aqa- PivO

entscheidender Schritt auf dem Weg zu unserer Totalsynthese Aglyeon

des Aglycons von Avermectin A, war (Schema 5)?%, Ein ande- o

res, besonders eindrucksvolles Beispiel trat wahrend unserer

Synthese von 6-Desoxyerythronolid B (16 +17 — 18, Sche- OMe

ma 6) auf. In diesem Fall schien die Stereoselektivitat durch von Schema 5. Anwendungen der LACDAC-Reaktion in Totalsynthesen.
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Schema 6. Anwendung der LACDAC-Reaktion in der Synthese von 6-Desoxyery-
thronolid.

TBOPSO

der Aldehydfunktion entfernt liegende Stereozentren verbessert
zu werden[31), Es ist anzunehmen, daB fiir die Seitendifferenzie-
rung in der LACDAC-Reaktion noch neue Mdéglichkeiten ent-
deckt und erarbeitet werden.

Wie erwdhnt, konnte Sommer zeigen, daBl die Reduktion von
Dihydropyronen mit dem Luche-Reagens (NaBH,/CeCl,)
recht selektiv zur Bildung von Alkoholen mit dquatorialer Hy-
droxygruppe an C3 fiihrt und nicht nennenswert durch eine
1,4-Addition erschwert wird!"'®, Diese Chemie bereitete den
Weg fiir den vierten und allgemeingiiltigsten Ansatz zur Herstel-
lung von enantiomerenreinen, kiinstlichen Glycalen!®*?- 331, So
fand Berkowitz heraus, dal Racemate vom Typ 19 gut durch
enzymatische enantioselektive Acetylierung nach der Wong-
Methode (Lipase PS-30 und Vinylacetat als Acylierungsmittel,
Schema 7) in ihre Enantiomere getrennt werden kénnen®4,

Ph, _O , Ph, _O Ph
Q\ Lipase PS-30 - l
P
OAc
Me' Y Me Me ; Me  Me"

OH HO OAc
rac-19

Schema 7. Enzymatische Racematspaltung eines racemischen Glycals.

Ungeachtet unserer Begeisterung fiir das LACDAC-Verfah-
ren 4Bt es sich nicht leugnen, daB fiir Glycale mit einer norma-
len Hexose-Funktionalitdt an C3, C4 und C6 natiirlich vorkom-
mende Zucker noch immer die beste Quelle sind. Besonders
Glycale, die nahe verwandt sind mit p-Glucal, p-Galactal und
D- oder L-Fucal sind aus kéduflichen Vorstufen leicht erhéltlich.
Nur dann, wenn die erforderliche Funktionalitét der angestreb-
ten Glycale nicht auf einfache Weise aus Kohlenhydraten zu-
ginglich ist, kann die Totalsynthese mit der LACDAC-Chemie
der Partialsynthese liberlegen sein.

Die Synthese von Glycalen aus Kohlenhydratvorstufen mit
einer axialen Hydroxygruppe an C3 (z.B. p-Allal und p-Gulal)
kann durch reduktive Eliminierung von Heterogruppen an C1
und C2 erreicht werden™>., In einigen wichtigen Féllen waren
allerdings bereits die Ausgangshexosen mit der axialen Hydroxy-
gruppe an C3 nur sehr schwer zuginglich. Wir haben einen
Weg gefunden, um mit einer derartigen Situation umzugehen.
Unsere Methode macht sich eine Ferrier-artige Umwandlung
der Glycale zunutze!3% 371, Wie wir sehen werden, war die klas-
sische Ferrier-Umlagerung zu Pseudoglycalen fiir unsere Vorge-
hensweise von Bedeutung (Schema 8). So fithrt die Reaktion

Angew. Chem. 1996, 108, 14821522
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Schema 8. Ferrier-Umlagerungen von Glycalen and Nutzung anschlieBender Sulf-
oxid-Umlagerungen (LO = Abgangsgruppe; Y = a-OR: Allal-Reihe; Y = f-OR:
Guial-Reihe).

eines C3-dquatorialen Glycals mit Thiophenol zu einem axialen
Thiophenyl-,,Pseudoglycal”, das zu einem C3-axialen Glycal
oxidiert wird. Diese Reaktion findet vermutlich iiber eine Umla-
gerung des Sulfoxids statt!8-39, Obwohl diese Reaktion hin-
sichtlich ihrer Anwendungsbreite, ihrer Grenzen und ihres Me-
chanismus noch nicht vollstdndig verstanden ist, haben wir sie
bereits in unseren Totalsynthesen der Trisaccharid-Teilstruktur
von Esperamicin und der Aryltetrasaccharid-Teilstruktur von
Calicheamicin eingesetzt (siche Schema 58 bzw. 60).

Da sich der Zugang zu Glycalen deutlich verbessert hatte und
unsere Synthesen zu vielen Monosacchariden hoherer Ordnung
erfolgreich abgeschlossen worden waren, begannen wir mit der
Erforschung neuer Anwendungsmoglichkeiten fiir Glycale als
Synthesebausteine zum Aufbau von unterschiedlichen Glyco-
konjugaten. Bevor wir uns dem Hauptthema dieses Beitrags
zuwenden, wollen wir uns der Nutzung von Glycalen in der
stereoselektiven Synthese von C-Glycosiden widmen. Eine von
uns entwickelte Schliisselreaktion kann als eine Lewis-Sdure-
katalysierte ,,Kohlenstoff-Ferrier“-Reaktion betrachtet wer-
den? Umsetzungen von Allyltrimethylsilan mit aktivierten
Glucal- oder Galactal-Derivaten fithrten zu C-Glycosiden mit
axialen Allylfunktionen (20, Schema 9).

L
1
R Lewis-Saure
| —
( 0] CH, OR2
SiA3
QCOCHCI
L oMe e
O .. -
l
Me "“COMe
07" "coMe 2
l 21
e wMe
‘COMe "';cone
BnO ) HO,C
Indanomycin-
Zwischenprodukt

Schema 9. Verwendung von Allylsilanen bei der Ferrier-Umlagerung (OL =
Abgangsgruppe; «-OR’: Gluco-Reihe; §-OR*: Galacto-Reihe).
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Spiter entdeckten wir, dafl durch die Umsetzung von Glyca-
len mit ¢is- und trans-Crotylsilanen Methallylglycoside mit gu-
ter Stereoselektivitdt an C, hergestellt werden kénnen. Die Kon-
figuration des Produkts wird durch die Doppelbindungs-
konfiguration des Crotylrestes festgelegt. Dieser Reaktionstyp
konnte in unseren Synthesen von Indanomycin#!), Zincopho-
rin™? und Avermectin A,,??) mit gutem Erfolg eingesetzt wer-
den: Die Reaktion von trans-Crotylsilan mit den Glycalen 21
und 23 (Schema 9 bzw. 10) lieferte als Hauptprodukte die Ver-
bindungen 22 bzw. 24, wohingegen Triphenyl-cis-crotylsilan mit
dem Glycal 25 zu 26 reagierte (Schema 10). Dieses wurde durch
Reduktion und anschliefende Umsetzung mit Lithiumdime-
thylcuprat in 27 iiberfithrt, von dem wir iiber 15 zum Avermec-
tin-Aglycon gelangten.

Zincophorin
PvQ
PvO. ; BF 4
pvoﬁ! 90%
6] (dr. =451)

T
( S

SiPhy

1. PdfC 2. MeoCuli
90% 78%

Avermectin-A+y-
Aglycon

Schema 10. Nutzung der Allylsilan-Ferrier-Umlagerung in Totalsynthesen.

3. Glycale in der Oligosaccharidsynthese — einige erste
Ergebnisse

Wir wollen uns nun der Anwedung von Glycalen zum Aufbau
von Oligosacchariden und anderen Glycokonjugaten zuwen-
den. Die beiden Komponenten einer Glycosylierung werden un-
terschiedlich bezeichnet: Die Komponente, die das anomere
Kohlenstoffatom zum entstehenden Glycosid beisteuert, wird
als Glycosyldonor bezeichnet (Schema 11), der mit einem Gly-
cosylacceptor zum Glycosid reagiert. In der iiberwiegenden
Mehrzahl der Glycosylierungen ist der Acceptor ein Nucleophil,
das durch Austausch einer Abgangsgruppe am anomeren Koh-
lenstoffatom des elektrophilen Glycosyldonors das Sauerstoff-
atom der entstehenden Glycosidbindung liefert. Mit Blick auf
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Schema 11. Glycale als Glycosyldonoren.

die neuartigen Glycosylierungsverfahren von Schmidt!*31, Da-
vid und Lubineau™*, Vasella™* und Kahne*®list es allerdings
erforderlich, die Bezeichnungen ,,Glycosyldonor** und ,,Glyco-
sylacceptor” unabhingig von mechanistischen Umschreibun-
gen wie ,,Nucleophil** oder ,,Elektrophil** zu verwenden.

Es ist auBlerdem sinnvoll, zwischen zwei Reaktionsmoglich-
keiten zu unterscheiden, iber die Glycale als Glycosyldonoren
fungieren kdnnen (Schema 11). Im ersten Fall wird das Glycal
zundchst durch eine Reaktion oder eine Reaktionssequenz (bei-
spielsweise durch Epoxidierung, Azidonitrierung!*™ oder Sul-
fonamidglycosylierung) in einen isolierbaren oder zumindest
nachweisbaren Glycosyldonor iiberfiihrt, d. h. das Glycal ist die
Vorstufe fiir einen Glycosyldonor mit definierter Struktur. Im
anderen Fall wird das Glycal in situ elektrophil aktiviert und
fungiert dann in Form eines substochiometrisch vorliegenden,
nicht isolierbaren Intermediats als Donor.

Die Méglichkeit, Glycale als Glycosyldonoren in Disaccha-
ridsynthesen einzusetzen, ist in den wegweisenden Arbeiten von
Lemieux™8! und Thiem™®! durch eine haloniumvermittelte
Kupplung an geeignete Acceptoren bestitigt worden. Thiem 4]
konnte zeigen, dal} diese Reaktionen eine starke Neigung zu
trans-diaxialer Addition aufweisen und daf} sie einen entschei-
denden Weg zu a-verkniipften Disacchariden mit einer axialen
2-Todfunktion am nichtreduzierenden Ende lieferten. Wegen der
Schwierigkeit, in derartigen Systemen!*°! das Todatom nucleo-
phil zu substituieren, hat diese Chemie ihre bisher niitzlichste
Anwendung in der Synthese von 2-Desoxyglycosiden gefun-
denl49-511

Unsere, auf den Aufbau von Glycokonjugaten und Oligosac-
chariden ausgerichtete Chemie, gruppierte sich um vier Fragen:
1) Konnte eine Glycalbindung am Ende eines Di- oder Oligosac-
charids als brauchbarer Glycosyldonor (im Sinne ciner der oben
beschriebenen Moglichkeiten) dienen? 2) Kénnten Glycale auch
als Glycosylacceptoren verwendet werden? 3) Ist es moglich, die
durch LACDAC-Reaktion zugénglichen, nichtnatiirlichen Gly-
cale als Glycosyldonoren und -acceptoren stereoselektiv umzu-
setzen? 4) Ist das auf Glycalen basierende Verfahren fiir eine
sinnvolle Anwendung in der Totalsynthese von komplexen,
multifunktionellen Zielverbindungen ausreichend flexibel? Die
Ubertragung des Fortschritts von der behiiteten Welt der
,.Synthesebeispiele* auf die oftmals rauhe Wirklichkeit der To-
talsynthese von komplexen Verbindungen darf keinesfalls fiir
selbstverstindlich gehalten werden!

Angew. Chem. 1996, 108, 14821522
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Sollten Glycale tatsdchlich in unterschiedlichen Kupplungen
als Glycosyldonoren und als Glycosylacceptoren einsetzbar
sein, konnte man zum Aufbau von komplexen Glycokonjuga-
ten, einschlieBlich Oligosacchariden, eine Wiederholungsstrate-
gie anstreben. Auf Glycalen basierende Glycosylierungen héit-
ten den bedeutenden Vorteil, daB} ein differenzierter Schutz der
Hydroxygruppen und deren Freisetzung vereinfacht wiirden.
Dies 148t sich anhand eines Vergleichs der Schemata 12 und 13
verdeutlichen.

Schema 12 beschreibt die klassische Glycosylierungsstrate-
gie'32] mit vollstindig oxygenierten Pyranosedonoren und -ac-
ceptoren. Fir den schr einfachen Fall der Kupplung der
Hexosen D (Donor) und A (Acceptor) zum geschiitzten DA-
Disaccharid miissen mehrere Schwierigkeiten iiberwunden wer-

HO

PO

PO D

PO PO PO A o
0
PO PO PO A oP
PO oP

Schema 12. Trisaccharid(DAA’)-Synthese nach herkémmlichen Methoden (die
Konfiguration an den glycosidischen Bindungen ist nicht beriicksichtigt).
A, A’ = Acceptorbaustein; D = Donorbaustein; P = Schutzgruppe; X = Ab-
gangsgruppe.

den. Die anomere Hydroxyfunktion im gebildeten Donorzucker
mubB als Abgangsgruppe von den vier anderen Hydroxyfunktio-
nen unterschieden werden. Im entsprechenden Acceptor muf3
eine von fiinf freien Hydroxygruppen bei der Glycosylierung
erkannt werden, wihrend der ,,Acceptor’ am anomeren Zen-
trum geschiitzt sein muB. Zur Synthese des DAA'-Trisaccharids
mufl man die ,,exo"- und die ,,endo*‘-Glycosid-Einheit des DA-
Disaccharids unterschiedlich gestalten. Hat man dies erreicht,
wird eine Abgangsgruppe am ehemaligen A-Zucker angefiigt.
Der resultierende Glycosyldonor muBl mit einem Glycosylac-
ceptor A’ verkniipft werden, in dem eine der fiinf Hydroxygrup-
pen als Acceptor fiir die Glycosylierung spezifiziert wurde.

Angew. Chem. 1996, 108, 14821522

Wir wollen diese Strategie mit dem Syntheseplan fiir ein
DAA'-Trisaccharid durch wiederholende Kupplung von Glyca-
len vergleichen (Schema 13). In diesem Fall fungiert die akti-
vierbare, olefinische Bindung der einheitlich geschiitzten Ver-
bindung D als Glycosyldonor. Eine der drei Hydroxygruppen

PO PO
O,
PO D PO D
/o :ij
PO PO E PO A /
PO

PO HO

PO

. o+
PO D PO A / E

P
PO E PO A O ©

pd B Po—{ A
/

PO

femaees + Qligosaccharid

Schema 13. Trisaccharid(DAA')-Synthese nach der Glycalstrategie (die Konfigura-
tion an den glycosidischen Bindungen ist nicht beriicksichtigt). Die Wiederholung
der Glycosylierungssequenz fiihrt zu Oligosacchariden.

des Acceptorglycals A muB fiir die Glycosylierung zum DA-
Disaccharid in freier Form vorliegen. Im Anschlul an die
Kupplung wird die Glycalbindung von DA in situ oder in einer
gesonderten Umsetzung aktiviert, so daBl ein DA-Donor als
Reaktionspartner fiir ein neues Acceptorglycal A’ entsteht. So
gelangt man zum Trisaccharid DAA’, das durch Aktivierung der
Glycalfunktion in der A’-Einheit fiir eine Verldngerung zum
Tetrasaccharid und hoheren Oligosacchariden geriistet ist.

Damit das in Schema 13 beschriebene Wiederholungsverfah-
ren durchfithrbar und breit anwendbar ist, miissen Glycale auch
als Glycosylacceptoren fungieren. Fiir die von uns angestrebten,
weitergehenden Anwendungen ist es daritber hinaus erforder-
lich, daB die Glycalbindungen am reduzierenden Ende groBerer
Oligosaccharide ebenfalls Donoreigenschaften aufweisen. Fiir
eine moglichst breite Anwendbarkeit sollte ein Satz von Kupp-
lungsmethoden zur Verfiigung stehen, in denen Glycale verwen-
det werden, die sowohl als Donor als auch als Acceptor
fungieren kdnnen. Fiir dieses Konzept zum Aufbau von nicht-
natiirlichen Glycokonjugaten und Oligosacchariden miissen
entsprechende nichtnatiirliche, durch Synthese herzustellende
Glycale entworfen werden.

4. Halogenglycosylierung

Die von Lemieux™®! und Thiem™*! entwickelte Todglycosy-
lierung erschien uns als besonders schwierige Herausforderung
fiir die gleichzeitige Anwendung von Glycalen als Acceptoren

und Donoren. Im klassischen Sinn wurde die Iodglycosylierung
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mit Glycalen als Donoren durchgefiihrt, wobei die Glycalbin-
dung durch ein 1"-Reagens (z.B. N-lodsuccinimid oder sym-
Collidiniodoniumperchlorat) angegriffen wird. Im Normalfall
wird das dabei vermutlich entstehende, substéchiometrisch vor-
liegende Intermediat 28 durch einen gleichzeitig vorhandenen
Nicht-Glycal-Acceptor mit geschiitztem reduzierendem Ende
angegriffen (Schema 14). Der stereochemische Verlauf der Gly-
cosylierung wird durch die trans-diaxiale Addition gewéihrlei-
stet, und es bildet sich das a-verkniipfte Disaccharid 29.

Als erstes haben wir uns der Kupplung von zwei Glycalen
durch lodglycosylierung zugewandt. Eine derartige Kupplung
war zuvor offensichtlich noch nicht versucht worden. Das Pro-
blem besteht darin, die Funktion der Glycale zu kontrollieren.
Da 28 ein kurzlebiges Zwischenprodukt ist, erschien es sehr
unwahrscheinlich, da die Reihenfolge der Zugabe der beiden
nichtidentischen Glycale A und B (Schema 14) und des lodie-
rungsreagens das Ergebnis beeinflussen konnte. Tatséchlich be-
stimmt die Reihenfolge der Glycaladdition nicht, welches der
Glycale auf dem Weg zum AB-Glycal als Donor und welches als
Acceptor fungiert.

PO
OH 28 RO O OR
RO 0 OR 0
RO 29 QOR
OR

o
PO o
A ? PO °
B PO =

AB

Schema 14. lodoniumsalz-katalysierte Kupplung von Glycalen.

Im Falle unterschiedlicher Glycale kann durch Schiitzen
sdmtlicher Hydroxygruppen eines der beiden Glycale erreicht
werden, dal} dieses nicht mehr als Acceptor reagieren kann.
Wegen der Glycalfunktion im vorgesehenen Acceptor kann die-
ser allerdings auch als Glycosyldonor reagieren (Schema 14),
weshalb man auch dann, wenn eines der beiden Glycale als
Glycosylacceptor untauglich ist, mit beachtlichen Schwierigkei-
ten (symmetrische Kupplung, Polymerisation) rechnen muB.

Eine interessante Losung lag auf der Hand. Die Uberlegung
war, daB die Art der Schutzgruppen des Glycals den Reaktions-
verlauf lenken konnte. Obwohl schon lange bekannt war, daB
Acylschutzgruppen die Reaktivitit von Glycosyldonoren her-
absetzen***, ist die Idee, diesen Effekt fiir die Kupplung von
zwei Glycosyldonoren zu nutzen, erst in den zukunftstrichtigen
Experimenten von Fraser-Reid und dessen Mitarbeitern aufge-
griffen worden!®3®°#! Hier wollen wir die Reaktion mit dem
Donor 30 und dem Acceptor 32 niher betrachten (Schema 15).
Die Hydroxygruppen von 32 sind acyliert und die von 30 bis auf
eine alkyliert (oder silyliert). Da 30 gegeniiber dem Iodonium-
Elektrophil nucleophiler ist als 32, wird 1* das Glycal 30 unter
Bildung des Glycosyldonors 31 angreifen. Dariiber hinaus weist
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Schema 15. Die Verwendung von Glycaldonoren und -acceptoren in Lodglycosylie-
rungen (R = Atkyl).

30 keine freie Hydroxygruppe auf und kann deshalb nicht als
Acceptor fungieren. Das Glycal 32, das eine freie Hydroxygrup-
pe trigt, kann als Glycosylacceptor zum lodglycosid 33 reagie-
ren. Um dieses Konzept in die Praxis umzusetzen, ist es erforder-
lich, daBl die Bildungsgeschwindigkeit und die -effektive
Konzentration von 31 sehr viel groBer sind als die der entspre-
chenden Spezies, die sich von 32 oder vom Disaccharid 33 ablei-
ten.

Die Realisierung dieser Reaktion gelang Friesen (34 + 35 —
36, Schema 16)5%1. Zur Wiederholung der Reaktionsfolge
mufte die Nucleophilie des Disaccharid-Glycals gegeniiber 1*
erhoht werden, damit es als Glycosyldonor mit dem néichsten
Acceptor, dem Hydroxydiester 35, reagieren konnte. Zu diesem
Zweck wurde 362 in 36b Uberfihrt, und die Iodonium-vermit-

" BnO
BnO:

58%
36a R=Bz

Diisopropyliden \
galactose/ 36b R =TBS
79% i*

BnO 59%
BnO 35

BZO BnO
BnO
38 TBSO
O
BzO

O

z
E f " Br\O
B8nO + BzO
BnO 76%

39 40aR =Bz — 40bR =TBS
galactose

l , %Ag
BnO 72%
BnO
TBSO’
BzO
42 g

Schema 16. Polysaccharid-Aufbau durch Iodglycosylierung.

Diisopropyliden-
propy 64%
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telte Kupplung von 36b mit 35 fiihrte tatsdchlich zu 37. Die
analoge Kupplung von 36 a mit dem geschiitzten Nicht-Glycal-
Accetor Diisopropylidengalactose zu 38 zeigte (wie bereits aus
fritheren Untersuchungen bekannt war), daB3 Glycale mit Acyl-
schutzgruppen in Jodglycosylierungen mit Nicht-Glycal-Accep-
toren brauchbare Glycosyldonoren sind. Das Wesentliche dieser
Arbeit war die Erkenntnis, daB die sonst sehr reaktive 1,2-Dop-
pelbindung des als Diester geschiitzten Glycalsubstrats nicht
mit der analogen Bindung des Triethers um den Angriff der
Iodonium-Spezies konkurriert.

Den Einflull der Substituenten auf die lodonium-vermittelte
Kupplung von zwei Glycalen haben wir noch nicht im einzelnen
gekldrt. Man sollte erwarten, daB der elektronische Unterschied
zwischen einer Acyloxy- und einer Alkoxygruppe am allylisch
zur Doppelbindung angeordneten C3-Zentrum ausschlagge-
bend sein sollte. Die einheitliche und erfolgreiche Kupplung von
34 und 39 unter Bildung von 40 a (Schema 16) zeigt jedoch, daBl
auch ohne eine Acyloxygruppe an C3 eine geordnet ver-
laufende Glycosylierung erreicht werden kann. Das so erhaltene
Disaccharid wurde zum Trisaccharid-Glycal 41 umgesetzt, des-
sen Kupplung mit Diisopropylidengalactose das Tetrasaccharid
42 lieferte.

Wir waren jetzt in der Lage, diese Steuerung der Glycal-Gly-
cal-Kupplung in einer Synthese von Ciclamycin 0 zu nut-
zen'5% 371, Die Schliisselkupplungen zur Herstellung des Trisac-
charid-Glycals 48 sind in Schema 17 abgebildet. Glicklicher-
weise konnte 48 erfolgreich zur lodglycosylierung des Ciclamy-
cin-0-Aglycons e-Pyrromycinon eingesetzt werden, und nach

7

0Bz It OR
OH —_— 0

" ?
—
43 Acceptor 43 Me (o]
Me 0
w7297 BnO oTMS
BnO i
@

weiteren Stufen wurde der Naturstoff 49 erhalten. Durch die
Todonium-vermittelte Kupplung von 48 mit Daunomycinon
und anschlieBende Desiodierung wurde analog das Anthracycli-
non 50 erhalten.

Die Synthese von neuartigen Anthracyclinen aus den nicht-
natiirlichen Glycalen 51 und 52 (iber die LACDAC-Reaktion)
ist weiterentwickelt worden (Schema 18)133!, Die Chiralitit des
Zuckerbausteins (z.B. in 53 und 54) hat eine starke Wirkung auf
die DNA-bindenden Eigenschaften der modifizierten Dauno-
mycinone. Dieser Befund vermittelte uns einen ersten Eindruck
von der moglicherweise wichtigen Rolle des Kohlenhydratbe-
reichs zur Steuerung der Wechselwirkungen zwischen DNA und
dem Wirkstoff. Bei unseren Arbeiten auf dem Calicheamicin-
Gebiet kam uns diese Erkenntnis zugute (siehe Abschnitt 9).

Wegen der Zuginglichkeit nichtnatiirlicher Glycale in optisch
reiner Form (in beiden Enantiomerenreihen) und der Leistungs-
fahigkeit der Jodglycosylierung ist es nun méglich, die Bedeu-
tung des Kohlenhydratbereichs fiir die DNA-Erkennung und
fiir die Cytotoxizitdt von Anthracyclin-Antitumor-Wirkstoffen
im einzelnen zu erforschen, womit wir uns derzeit beschéftigen.

5. Azaglycosylierung von Glycalen

Angesichts der ausgezeichneten Zuginglichkeit natiirlicher
und nichtnatiirlicher Glycale durch Total- oder partielle Synthe-
se (Abschnitt 2) lag es nahe, ihre Verwendungsméglichkeiten als
Vorstufen fiir Glycoside von 2-Acylaminozuckern zu untersu-

Me o 7 Me 07
07 Me 07 OBz oTMs

w 0
OTMS

44 Donor 1 48
45 R=Bz v o Me o
46 R =TMS {Donor) BnO o
1
Daunomycin-Aglycon
I+ : I*
&-Pyro- Me o : Dauno- ~  TTTTTTTITTTmmmmemmmmmAmmmmmeees
mycinon ; 8 mycinon Me (8]
48 o ;
o OH
[e] 50
o]
Me Ve o
OH : :
)\ Ciclamycin 0 49 OH
o Ciclamycin-Kohlenhydratbereich
Me o Ve
/ O
o 4

Schema 17. Synthese von Ciclamycin 0.
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Lewis-Saure (LACDAC-Reaktion)
enzymatische Racematspaltung

| |
| !

Ph..,, @ Ph o)
™SO ™SO
TMSO TMSO
51 (L-Glycal) 52 (D-Glycal)
4-Daunomycinon, 1* 4-Daunomycinon, I*
HF-Py HF-Py

Schema 18. Bindung von durch enzymatische Racematspaltung erhaltenen Glyca-
len an das Daunomycin-Aglycon. Der Kohlenhydratbereich von 53 weist die
..natiirliche” Konfiguration auf und wird von DNA stark gebunden, der von 54
weist die entgegengesetzte Konfiguration auf und wird von DNA schwach gebun-
den. Py = Pyridin.

chen. Mit Blick auf die in Abschnitt 4 beschriebene Iodglycosy-
lierungschemie bietet sich der Austausch des axialen Iodsubsti-
tuenten (55 — 56, Schema 19) zur Einfiihrung eines dquatorial
angeordneten Stickstoffatoms an C2 an. Sy2-Reaktionen an
Zentren mit axialen Abgangsgruppen, die zu einer axialen-
Glycosidbindung 1,2-anti-stindig sind, liefern die Substitu-
tionsprodukte meist nur in geringen Ausbeuten. Fiir den Fall
eines N-Acetylmannosaminglycosids haben wir einen alternati-
ven Ansatz entwickelt, bei dem die intramolekulare Reak-
tion mit einem Hydroxynucleophil an C3 genutzt wird
(57 — 58)15%1. Dieses Verfahren ist zwar interessant, aber recht
umstindlich und nicht auf Verbindungen aus der Klasse der
N-Acetylglucosamin-Glycoside ausgerichtet, wie sie beispiels-

OP OP
I RN
PO .0 2 PO O
PO niegrige PO
Ausbeute RN
55 OR " OR
56
PO Ph~~0 ! Ph~0
o o s /: O NaOMe o o}
= —
ZuckerOH 98%
AcO 68% AcO 57 OZucker 58 O  OZucker
PO N% PhX0 Na
NaN3 o] - é)zo -O,
9% HO OZucker OZucker

Schema 19. Synthese eines a-Mannosamins aus einem Glycal.

1492

weise in Asparagin-ver-kniipften Glycoproteinen vorkommen
(siche Abschnitt 10)[58],

Zwel Wege, um lber ein Glycal ein Stickstoffatom an C2
einzuflihren, waren bereits von Lemieux untersucht worden. Ein
wichtiger erster Fortschritt wurde durch die Nitrosochlorierung
von Glycalen erzielt!>®, Dieser Weg war zum damaligen Zeit-
punkt ein beachtlicher Erfolg, doch gab es keine hinsichtlich
Ausbeute und Stereoselektivitit zufriedenstellenden Methoden
zur Umwandlung des Oximinoprodukts zu den Zielverbindun-
gen. Bessere Ergebnisse wurden durch Azidonitrierung erzielt
(59 — 60, Schema 20)™7). Dieses Verfahren ermoglichte in der
Tat die Synthese von vielen Zielverbindungen. So haben wir in
unserer ersten Synthese von Tunicaminyluracil auf die Azidoni-
trierung des durch LACDAC-Reaktion erhaltenen Glycals 61
zuriickgegriffen {29,

R R R
OR CAN OR OR
= NO R
RO = NaN; RO 2 RO
R =Bn,Ac Ng NHAC
59 60

Peracetyltunicaminyluracil

Schema 20. Azidonitrierung von Glycalen. CAN = Cerammoniumnitrat.

Eine sehr interessante Losung des Problems, Glycale zu der-
artigen Zielverbindungen umzuwandeln, ist von Fitzsimmons,
Le Blanc und Mitarbeitern entwickelt worden!®®!. Deren Me-
thode beginnt mit der Cycloaddition von Azodicarboxylaten an
Glycale unter Bildung von 62 (Schema 21). Unter unterschiedli-

op RO,C-N=N-CO,R PO
PO PO
P = hv ROQCI\{ H*
N§()

Q
Zucker-OH

62 OR
op oP
PO .
o OZucker poP OZucker
TCOZR NHAc
53 HNCoR
Peracetyl-

tunicaminyluracil

Schema 21. Cycloaddition von Azodicarboxylaten mit Glycalen.
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chen Bedingungen saurer Katalyse konnen Verbindungen wie
62 als Glycosyldonoren fungieren (62 — 63). Es wurden mehre-
re Methoden erarbeitet, um die Hydrazodicarboxylat-Bindung
reduktiv zu spalten und die Produkte zu den gewiinschten 2-
Acetamiden umzusetzen. Wir haben diese Chemie in unserer
zweiten und effektiveren Synthese von Tunicaminyluracil ge-
nutzt (Schema 21)!2°%),

Im Zusammenhang mit unserer Totalsynthese von Allosami-
dinf®" suchten wir nach einer neuen Methode, um das Glycal 66
herzustellen (Schema 22). Dabei sollte die Produktbildung
durch stereoelektronische Faktoren und nicht durch die Folgen

OP PhSO sNH; p X
PQ&B i(sym<ollCIO, PO - Base
P = —— - P —_—
oder
1) BraNSOLPh 6a  NHSO.Ph
2) NHgl
X= l, Br
PO PO
Q PO o
PO Acceptor P
PO —_ PhSOgNH/g
N PO
SO,Ph )
65 66 PO
I
BnO:
" £ EtSH BnO
%o Bno SEt
n BnO
LHMBS, DMF NE50,Ph

67 NHSO,Ph  85%

Schema 22. Jodsulfonamidierung von Glycalen. P = Schutzgruppe, Zucker;
LHMDS = Lithiumhexamethyldisilazanid.

einer lokalen sterischen Hinderung gesteuert werden. Mit ande-
ren Worten, das zu entwickelnde Verfahren sollte sowohl ausge-
hend von Glucal- als auch von Allalverbindungen mit einer
axialen, freien oder geschiitzten Hydroxygruppe an C3 zum C2-
a-Acetamidoprodukt fiihren.

Die von Griffith entwickelte Schliisselreaktion zur Losung
dieses Problems war die Sulfonamidglycosylierung!®2l. Diese
Methode, bei der ein N-Halogenbenzolsulfonamid trans-diaxial
an ein Glycal addiert wird, fithrte zu 64. Unter geeigneten Reak-
tionsbedingungen konnen unterschiedliche Nucleophile mit 64
zu Glycosiden von 2-a-Benzolsulfonylglycosaminen reagieren.
Der eintretende Acceptor kann eine Pyranose mit geeignet diffe-
renzierter Hydroxygruppe sein oder auch ein Glycal (z.B. 66),
wodurch eine Wiederholung des Vorgangs méglich wird. Dar-
iiber hinaus kénnte der Donor fiir die Sulfonamidglycosylie-
rung ein Di- oder Oligosaccharid mit einer terminalen Glycal-
bindung sein.

Obwohl es uns bisher noch nicht gelungen ist, das Zwischen-
produkt der Reaktion von 2f-Halogen-1a-sulfonamidpyranosi-
den wie 64 zu 66 eindeutig zu charakterisieren, haben wir Grund
zu der Annahme, daB3 das 1,2-Sulfonylaziridin 65 die glycosylie-
rende Spezies ist. Es ist ein sehr starkes Elektrophil, das mit dem
Nucleophil am anomeren Kohlenstoffatom in einem S-Angriff
reagiert. Es wurden mehrere Verfahren entwickelt, um die Ami-
nogruppe aus dem 2-Sulfonamid freizusetzen (sieche Ab-
schnitt 10). AuBerdem kann ein Iodsulfonamid in das ent-
sprechende Ethylthioglycosid tUberfiihrt werden (67 — 68,
Schema 22), das dann als Azaglycosyldonor eingesetzt werden
kann. Diese Umwandlung erwies sich in einigen wichtigen Fil-
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len, in denen die direkte Glycosylierung der lodsulfonamide
miBlang, als sehr niitzlich (sieche Schema 53 und 54).

Im folgenden wollen wir drei frithe Anwendungen der Sul-
fonamidglycosylierung von Glycalen beschreiben. Das erste
Beispiel fiir diese neue Chemie war die Totalsynthese des duflerst
starken Chitinase-Inhibitors Allosamidin!®*!, bei der die Sul-
fonamidglycosylierung zweimal genutzt wird. Beim ersten Mal
wird das Allal-artige Glycal 70 eingesetzt (Schema 23), das ent-

OAC B \OEt, Ph/voo Q Ph/%%
el D 12% == — —=

69 SPh BnO 70

BnO
P 0 y HO
1. BraNSO,Ph h/vo - =
—_— OSEM 72
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530/1 1 Bro
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=] o} BnO:
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NHSOPh 2. NH,!
BnO 72 57%
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OBn © o
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BnO HSO2Ph GsEM NHSO,Ph
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75 BnO
KHMDS, DMF
e - HOw- —NMe; 30%
N 76
nO

B

HO HO HO |
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Schema 23. Synthese von Allosamidin. SEM = Trimethylsilylethoxymethyl.

weder aus Allose oder — was noch interessanter ist — durch
Umlagerung des a-Thiophenylderivats 69 zugénglich ist'*%). 69
kann durch eine Reaktionssequenz beginnend mit der Ferrier-
Umwandlung von D-Glucaltriacetat hergestellt werden. Die
Bromsulfonamidierung von 70 fihrte zu 71, das in Gegenwart
von Kaliumhexamethyldisilazanid (KHMDS) an das Glycal 72
gekuppelt wurde. Das Produkt 73 wurde als Azaglycosyldonor
eingesetzt: Die Bromsulfonamidierung von 73 lieferte 74, das
mit dem Aglycon 76 iiber mehrere Stufen zum Allosamidin um-
gesetzt wurde. 76 wurde durch enantioselektive Umsetzungen
aus der meso-Verbindung 75 erhalten!®3!, womit ein zufrieden-
stellend einfacher Weg zum natiirlichen Enantiomer von 77
moglich wurde.

Eine zweite frithe Anwendung ergab sich auf dem bedeuten-
den Gebiet der Sialyl-Le*-Glycoside!®*~%5). Die Sialyl-Le*-Teil-
struktur am nichtreduzierenden Ende von Zelloberflichen-Gly-
coproteinen ist das Haupterkennungsmerkmal bei der
E-Selectin- und P-Selectin-vermittelten Adhision(®”), Diese
Entdeckung hat das Interesse an der Sialyl-Le*-Chemie ge-
weckt!®®], Aus chemisch-biologischer Sicht war die Synthese
eines Zwischenprodukts wiinschenswert, das als Ausgangs-
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punkt fiir Sialyl-Le*-Glycoside dienen konnte, die dann auf ihre
Féhigkeit, den natiirlichen Liganden zu inhibieren, getestet wer-
den koénnen.

Das Sialyl-Le*-Glycal 85 ist eine fiir diesen Zweck geeignete
Zielverbindung (Schema 24). Aber auch die Eigenschaften des
davon abgeleiteten, vollstindig entschiitzten Glycals 86 hofften
wir in einem ELAM-Bindungstest untersuchen zu kdnnen. Falls
die oben beschriebene Azaglycosylierungschemie auf die ge-
schiitzte Verbindung 85 anwendbar wire, wire aullerdem ein
Zugang zu einer Reihe von lingeren Oligomeren ausgehend von
einer spiten Synthesestufe gefunden. So lieBe sich die Notwen-
digkeit umgehen, jede zu testende Verbindung in einer separa-
ten, langwierigen Synthese herzustellen.

In dieser Hinsicht war die Entdeckung von Gervay und Peter-
son wichtig, daB das Glycal 78, das nur an der priméaren (C6-)
Hydroxygruppe eine Silylschutzgruppe aufweist, mit 79 selektiv
an der allylischen Alkoholgruppe (C3) fucosyliert wird. Nach
der Fucosylierung stand die C4-Hydroxygruppe als Acceptor
fiir die Reaktion mit dem Galactosyltrichloracetimidat-Donor
81 zur Verfiigung, wodurch das Le*-Derivat 82 (und nach Ab-
spaltung der Schutzgruppen 83) entstand. Die Sialylierung von
83 mit dem bekannten Sialyldonor 84 und die anschlieBende
Acetylierung flthrten zum geschiitzten Produkt 85, das zum
Sialyl-Le*-Glycal 86 entschiitzt werden kann. Des weiteren wur-
de 85 zu 87 iodsulfonamidiert (Schema 24), das als N-Sulfonyl-
glucosaminyl-Donor mit Stannyl-aktivierten Glycosylaccepto-
ren reagiert (87 + 88 — 89). Die Mdglichkeit, die Glycal-
bindung fiir weitere Derivatisierungen zu verwenden, ist offen-
sichtlich. Eine weitere Vereinfachung beim Einstieg in die Klasse
der Le*-Glycale konnte durch die Verwendung eines 1,2-Anhy-
drogalactose-Derivats erzielt werden (siehe Schema 50)!3°!.

Die Moglichkeit, durch Sulfonamidglycosylierung von Gly-
calen Glycopeptide aufzubauen, lag auf der Hand. So wurde das
Iodsulfonamid 90 mit Natriumazid in einer glatten Reaktion
zum anomeren f-Azid 91 umgesetzt!®®], das in 92 iiberfiihrt
wurde (Schema 25). Das freie Amin konnte mit geeigneten
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" ?\i :
2go” den 80 B20
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86 R R, RZ R3=H (Sialy-Lewis X)

QYA/O cel ﬁi%”
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o ; PhSO,NH
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TESO — RO Y
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g NSOZPh
80 NHSO2Ph 91 R=TES, R=H, ¥ = N3
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OAc §er(t 2 er(1Bu)
eepa ¥ 2
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Acc/?\ o] N o] /ﬁ/k
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Schema 25. Synthese von N-verkniipften Glycopeptiden aus Iodsuifonamiden.
TES = Triethylsilyl.

Aspartat-Resten, einschlieSlich dem eines Tripeptids, mit 2-
Ethoxy-N-ethoxycarbonyl-1,2-dihydrochinolin (EEDQ) acy-
liert werden (— 93). Die Abspaltung der Schutzgruppen vom
Sulfonamid in Gegenwart der empfindlichen Glycopeptidbin-
dung war auf dieser Stufe — selbst im Falle eines Monosaccha-
rid-Tripeptids — problematisch. Angesichts der sich schnell ent-
wickelnden Verfahren fiir die Synthese von Oligosaccharid-
Glycalen (siehe Abschnitt 6) wurde die Moglichkeit, diese in
Asparagin gebundene Glycopeptide zu iiberfithren, zu einem
wichtigen Ziel bei der Synthese groBer, komplexer Oligo-
saccharidpeptide. Wir werden auf die stitrmische Entwicklung
auf diesem Gebiet zuriickkommen, nachdem wir uns mit der
Festphasen-Oligosaccharidsynthese befalt haben (siche Sche-
ma 73 und 74).

6. Anwendung von 1,2-Anhydrozuckern in der
Glycosidsynthese
Obwohl die Iodglycosylierung und die Sulfonamidglycosylie-

rung wertvolle Moglichkeiten liefern, um Glycale zu unter-
schiedlichen Glycosiden umzusetzen, bestand ein Bedarf nach

OTBDPS AcO

&M%
OR o ==

1. AgOTt
_ 2. Acp0, DMAP
l—— 82 R=Bz 209
—» 83 R=H
TBDPSO
Bn02
AcHN

NHSO »Ph

Bn0 OBn

oTBS OTBS
AcBO TBOPS QH OTBS
nBuasnO&/ 2 OTBS
HO
AcHN
oH HO

AgBF,, 4-A-Molekularsieb
42%

Schema 24. Synthese eines Sialyl-Le*-Glycals.
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einer sehr allgemein gehaltenen Methode, um aus Glycalen ge-
brauchliche Glycoside von Glucose, Galactose und Mannose
herzustellen. Im Idealfall wiirde dieses neue Verfahren sowohl «-
als auch B-Glycoside zuginglich machen. Auf der Suche nach
einem solchen Verfahren zogen wir die Moglichkeit einer direk-
ten Umwandlung von Glycalen 94 zu Glycalepoxiden 95 in Be-
tracht (Schema 26). Zu dem Zeitpunkt, als wir uns dieser

RCO3H
L

94 NuH

Schema 26. Direkte Epoxidierung von Glycalen.

Untersuchung zuwandten, bestanden zwei ernstzunehmende
Hindernisse fiir eine breite Anwendung von 1,2-Anhydrozuk-
kern. So war kein Verfahren beschrieben, mit dem ein Glycal
direkt in das entsprechende 1,2-Oxiran iiberfiihrt werden konn-
te. Obwohl diese bereits seit 60 Jahren bekannt waren (z.B.
Brigls Anhydrid)/’%, waren sie bis dahin ausschlieBlich nach
recht langwierigen Verfahren aus Hexosederivaten hergestellt
worden. So erwogen wir, derartige Epoxide direkt aus Glycalen
zu erhalten. Friithere Versuche, 1,2-Anhydroverbindungen
durch Umsetzung von Persduren mit Glycalen herzustellen,
fihrten nicht zu den gewiinschten 1,2-Oxiranen, sondern zu
deren Heterolyseprodukten (97 oder 98)!7!1. Die Anzeichen
sprachen eindeutig dafiir, dal Glycalepoxide im Hinblick auf
die Offnung des Oxiranrings durch einen nucleophilen Angriff
am anomeren Kohlenstoffatom auBerordentlich empfindlich
sind.

Die Berichte iiber die Verwendung von a-Epoxiden wie 95 als
stereoselektive B-Glycosylierungsmittel zur Herstellung von
Verbindungen wie 96 waren ebenfalls nicht allzu vielverspre-
chend!"?!. Friihere Versuche, Disaccharide aus 1,2-Oxiranen als
Glycosyldonoren und unterschiedlichen Acceptoren herzustel-
len, fiihrten oft zu einer nichtstereoselektiven Glycosidbildung.
Dennoch war die Verwendung eines derartigen Donors in der
historischen Herstellung von Sucrose durch Lemieux zweifels-
ohne ein Meilenstein in der Synthesechemie.

Angesichts der Schwierigkeiten, die mit der Synthese der 1,2-
Oxirane verbunden waren, enthielten die meisten der als Glyco-
sylierungsmittel eingesetzten Verbindungen Acylschutzgruppen
in den Positionen 2, 3 und 4. Wir fragten uns, ob derartige
Gruppen an der Epoxid-Ring6ffnung beteiligt sein konnten und
somit die Vollstindigkeit der Inversion bei der Glycosylierung
gefdhrden konnten. Diesbeziiglich erregten Veréffentlichungen
aus der Arbeitsgruppe von Schuerch!’# unsere Aufmerksam-
keit, in denen berichtet wurde, daB perbenzylierte 1,2-Anhydro-
glucose in Gegenwart protischer Sduren stereochemisch einheit-
lich polymerisiert. Es wurde erkannt, daB die Epoxypoly-
merisation eines 1,2-Anhydrozuckers im Grunde einer wieder-
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holten Glycosylierung entspricht. Falls das Polymer tatsichlich
stereochemisch definiert mit einheitlich f-konfigurierten Glyco-
sidbindungen gebildet wiirde, kénnte man — zumindest im Fall
der Polymerisation —davon ausgehen, daBl die Glycosylicrungen
stereospezifisch verlaufen.

Wir haben uns infolgedessen mit mehreren Aufgaben be-
schéftigt. Eine bestand darin, eine allgemein anwendbare Me-
thode zu finden, Glycale in 1,2-Anhydrozucker zu Giberfiihren.
Eine zweite war die Untersuchung, ob Glycale ohne Nachbar-
gruppen-Beteiligung durch vorhandene Funktionalititen mog-
licherweise als stereospezifischere und effizientere Donoren bei
der Herstellung von f-Glycosiden dienen kénnen. Des weiteren
wollten wir untersuchen, ob geeignet differenzierte Glycale in
Glycosylierungen mit Glycalepoxid-Donoren als Glycosylac-
ceptoren fungieren konnen. Sollte ein solcher Schritt gelingen,
wire das Produkt seinerseits ein Kandidat fiir die weitere Ver-
langerung durch eine Wiederholung der Sequenz aus Epoxidie-
rung und Kupplung.

Ein wichtiger Beitrag zur Weiterentwicklung unserer Metho-
de wurde von Halcomb geleistet, der herausfand, daB viele Gly-
cale glatt mit 2,2-Dimethyldioxiran (DMDO) 99 reagieren!”%1.
(DMDO kann nach der Arbeitsvorschrift von Murray!’®! als
Losung in Dichlormethan leicht hergestellt werden.) So rea-
gierte das Glucal 34 mit 99 zu 100 in nahezu quantitativer Aus-
beute (Schema 27). Die Solvolyse von 100 mit wasserfreiem Me-
thanol lieferte das Methylglycosid 101, dessen Struktur

OBn OBn OBn
BnO BnO MEOH BnO O OMe
BnO BnO BnO
OH
100 ° 101
a:f =201
TBSO __oTBS >< i T8SO __oTBS
F E :O 99 QG
T8SO = TBSO

102 ><oI 103 ©

PN O 0 9gC P N0
0 o .
D —
TBSO 104 TBSC 105
ph Ph
(e] o]
G
1
o > o
Q 99 o
e
TBSO 106 TBSO 1070
1:1-Gemisch

Schema 27. Epoxidierung von Glycalen mit 2,2-Dimethyldioxiran.

NMR-spektroskopisch aufgeklirt wurde. Anhand der Konfigu-
ration der Methanolyseprodukte wurde die Stereoselektivitat
der Epoxidierung zu a:f = 20:1 bestimmt. Die Stereoselektivi-
tat der Epoxidierung wird bei Verwendung von Acetylschutz-
gruppen allerdings stark verringert (siche Schema 46). Die
Epoxidierung des Galactals 102 fithrte zu 103.

Es war von besonderem Interesse, die Epoxidierung von Alla-
len zu untersuchen. So wird das Glycal 104 mit axialer 3-TBSO-
Gruppe recht selektiv auf der f-Seite unter Bildung von 105
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epoxidiert. Das Gulal 106, das auf beiden Seiten der Doppelbin-
dung sterisch anspruchsvolle Substituenten aufweist, reagiert
hingegen zu einem 1:1-Gemisch aus den diastereomeren Epoxi-
den 107.

Mit diesem Wissen gertistet, haben wir die Glycosyldonor-Ei-
genschaften dieser Epoxide, besonders die der Glucose- und
Galactose-Derivate, untersucht. Wir entdeckten bald, daf3 die
Glycosylierung von komplexeren Acceptoren als Methanol, die
in etwa stochiometrischen Mengen vorlagen, nur langsam ver-
lief und beschleunigt werden muflte. Einen universell anwend-
baren Katalysator haben wir nicht gefunden. Mit schwach sau-
ren Acceptoren (z.B. Phenolen!”” und Indolen!"®, siehe unten)
wurden die besten Ergebnisse unter basischen Bedingungen er-
zielt. Wahrscheinlich ist unter diesen Bedingungen das Alkoxid
die kinetisch aktive Form des Acceptors. Mit gewdhnlichen
Alkoholacceptoren, einschliefilich solchen, bei denen die Hy-
droxygruppe Teil eines Saccharids ist, war wasserfreies
Zinkchlorid der universellste Katalysator. Bei einigen speziellen
Anwendungen (z.B. bei Gangliosiden) wurden die besten Ergeb-
nisse mit in situ hergestellten Stannylderivaten erzielt (siehe un-
ten).

Unsere ersten Ergebnisse mit 100 als Donor sind in Sche-
ma 28 zusammengefal3t. Spiter fanden wir heraus, dall das in
den hier beschriebenen Versuchen eingesetzte Oxiran 100 zu den
schwichsten Donoren!7® 8% gehért und in einigen Fillen auch
zum o-Glycosid fithrt. Die Glycosylierungsausbeuten kdnnen
verbessert werden, indem man die C3- und C4- oder die C4- und
C6-Sauerstoff-Funktionen in einen Cyclus einbindet (siehe
Schema 37 und 80). Nichtsdestotrotz waren nach diesem Ver-
fahren viele f-Glycoside leicht in zwei Stufen aus Glucalen zu-
ginglich. Die Tatsache, daBl diese Produkte eine eindeutig
differenzierte, freie Hydroxygruppe in Nachbarschaft zur f-

0OBn
BnO O o
BnO
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ZnCly Diisopropyliden-

HO
O,
529, galactose
/ O
OBn ZnCl, 108
o 58%
BnO
BnO
[e}

Menthot o
100 Zncl, 88%
\ OBn
OH o Me
B0 Y
BrO o | znck B0 0 Me
BnO = 88% OH Me
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QOBn
ogn Bnoﬂ/o
BnO o BnO
BnO RO o
BRC()) _ BnO o
n o BnO
BRO = 3% HO o
Enza R=H 113 BnO P
112b A=Bn BnO

Schema 28. Kupplung des Anhydrozuckers 100 mit typischen Acceptoren.
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Glycosidbindung aufweisen, wurde zu einem wesentlichen Fak-
tor in unseren Synthesen von komplexen, verzweigten Saponi-
nen und von Blutgruppendeterminanten (siche unten). Ferner
bildete die Entdeckung, daB der Glycosylacceptor fiir das Gly-
calepoxid selbst ein Glycal sein kann (siehe Synthese von 112),
die Grundlage fiir eine Wiederholungsstrategie zur Synthese
von repetitiven f-Glycosiden wie 113. Diese Art von Wiederho-
lungsreaktion war ein zentraler Bestandteil fiir unseren Zugang
zu Oligosacchariden iiber Glycosyldonoren, die an eine Fest-
phase gebunden waren (sieche Abschnitt 10).

Die Glycalepoxidmethode kann auch fiir die Synthese von
2-Desoxy-fS-glycosiden verwendet werden!’”-#!2) In diesem
Fall nutzten wir die freie Hydroxygruppe an C2 als Angriffs-
punkt flir die Desoxygenierung, die durch radikalische Reduk-
tion des entsprechenden Pentafluorphenylthiocarbonats er-
reicht wurde (Schema 29)8'% Dieses Beispiel zeigt die Mog-

BnO _oBn

0 oen BMC_oBn
114 BnO o
——————  Bno =
2ZnCly X
o8N 42% "
5a X=0OH
77%
0 b X = OC(S)OPhF, = 77*
BnO ] e X=H 1 s0%
BnO
100 O
2,6-Xylenol OBn Me
* 8n0O O e}
KoCOz BnO
[18]Krone-6 X
68% Me

116a X = OH
59%

b X = OC(S)OPhFs ?

¢ X=H 40%

Schema 29, Kupplung von Epoxiden mit sekunddren Alkoholen und Phenolen als
Acceptoren.

lichkeit einer Barton-Desoxygenierung in Gegenwart einer
Glycalbindung. Damit sind die Voraussetzungen fiir die
Wiederholung der Reaktionssequenz geschaffen. Die Glyco-
sylierung von 2,6-Xylenol mit dem Donor 100 unter Bildung
von 116 a bereitete den Weg fiir die Synthese von f-Aryloxyglu-
cosiden und — nach anschlieBender Desoxygenierung — fiir die
Synthese der entsprechenden 2-Desoxyaryloxyglucoside wie
116c¢.

Die bei der Ringéffnung der 1,2-Epoxide entstehenden f-
Glucoside mit freier 2'-Hydroxygruppe kénnen iiber das Oxida-
tions/Reduktionsverfahren nach Garegg auch zu -Mannosi-
den umgesetzt werden (Schema 30)#2. Die Oxidation von 112 a

OBn Bno- Ac
BnO o 1.Ac20,DMSO  BnO " (o]
BnO _— BnO.

HO 2. NaBH,
8n0 3. Ac,0 BnO
n 17 n
M2a "o = 89% BnO ==

Schema 30. Bildung von fi-Mannosiden durch Oxidation/Reduktion.

mit Essigsdureanhydrid und DMSO und die nachfolgende Re-
duktion des ungereinigten Produkts mit NaBH, lieferten so se-
lektiv das f-Mannosid 117 in 89 % Ausbeute.

In einigen Féllen kann ein a-Glucosid direkt aus einem Glu-
calepoxid hergestellt werden (Schema 31)®31: Die durch AgBF,
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Schema 31. Direkte Bildung von a-verkniipften Glucosebindungen. Py = Pyridin,
DMDO = Dimethyldioxiran (99).

katalysierte Umsetzung des Epoxids 100 mit dem Stannylether
118 und eine anschlieBende Acetylierung fiihrten zum a-Glyco-
sid 119. Diese Reaktionsfolge lieB sich ohne weiteres wieder-
holen, wodurch das Trisaccharid 120 entstand. Umsetzungen
mit sekundédren Alkoholen verliefen mit niedrigeren Ausbeuten
und Stereoselektivititen. Diese Methode ist also gegenwartig
auf primére Alkohole als Acceptoren beschréinkt und somit si-
cherlich keine generelle Losung fiir das Problem der Synthese
von a-Glycosiden. Fiir die Umwandlung von Glucalen zu a-
Glucosiden wurde eine Losung gefunden, indem die a-Epoxide
in bekannte o-Glucosiddonoren umgewandelt werden (siche
Schema 40).

OBn OBn
BnO BnO
BnO BnO

100 Kz CO;3
[18]Krone-6
67%

BnO

TPon
NHBz 51% ﬁj
123
NHBz
Bz0
Me
HO HO QH
HgN*
L-Me
OH
o 10
o] o}

Vancomycin

Schema 32. Bildung eines verzweigten f-Aryldisaccharids. CSA =1-(S)-(+)-Cam-
phersulfonsiure.
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In Schema 32 zeigen wir die Nutzung der Glycalepoxidme-
thode fiir den einfachen Aufbau eines komplexen, in 2-Position
verzweigten B-Arylglycosids!®#). Urspriinglich beabsichtigten
wir, 123 durch lodglycosylierung von 121, das aus 1008 und
2,6-Dimethoxyphenol zuginglich ist, und 122 und anschlieBen-
de Reduktion herzustellen. Doch gelingt die stereoselektive
Kupplung von 121 und 122 bereits protonenkatalysiert in einem
Schritt. Das Produkt 123 weist die Hauptcharakteristika der
verzweigten Arylglycosideinheit des Antibioticums Vancomycin
auf.

Dushin griff die Idee, diese Methode auf die Synthese von
B-Glycosiden von Furanose-Derivaten auszuweiten, bei der er-
sten Totalsynthese des Calmodulin-abhingigen Phosphodieste-
rase-Inhibitors KS 502 127 auf (Schema 33)!8%1, Der leicht zu-

P nCshyy
8nC Z
n-CsHy
COo(CH ), TMS
HO
124 T
KGO COL{CH )2 TMS
.
[18]Krone-6
o 81%
o 126
[
BnO 125
HO. nCrHys
0]
CH
o] n-CyH4s
COLH

KS 502 127 OH

Schema 33. Synthese von KS 502.

gingliche Salicylat-Glycosylacceptor 124 und das aus b-Talon-
sdure liber das entsprechende Glycal hergestellte furanoide 1,2-
Glycalepoxid 125 wurden mit hoher Stereoselektivitit zu 126
gekuppelt. Die Reaktionsschritte von 126 zu KS 502 waren zwar
nicht trivial, aber handhabbar.

Die Moglichkeit, 1,2-Oxirane von furanoiden Epoxiden fiir
die Synthese von Nucleosiden zu verwenden, haben wir eben-
falls untersucht!6), Interessanterweise liefert die Epoxidierung
des furanoiden Glycals 128 mit Dimethyldioxiran mit einer Dia-
stereoselektivitdt von 9:1 das a-Epoxid 129 (Schema 34). Dem-

0SiMe 5 1%
NZ Me HN Me
OTBDPS OTBDPS )\ | )\
DMDO Me ,Si0 (0] N
9 0 o=t N"ja0 AcQ
/ E—— = o]
| 0 ZnCl,
& 3 36% N
HO 128 HO 129 -
AcO OAc
131
Schema 34. Synthese des Nucleosids 131 (d.r. = 4:1).
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nach scheint zumindest in der Reihe der furanoiden Glycale bei
der Epoxidierung eine ,,Hydroxysteuerung* wirksam zu sein. In
dieser Hinsicht ist die kiirzlich erschienene Veréffentlichung von
Murray interessant, in der gezeigt wird, daB3 2-Cyclohexen-1-o0l
mit 2,2-Dimethyldioxiran in unpolaren Losungsmitteln selektiv
epoxidiert wird®”). In unserem Fall wurde die labile Verbindung
129 als Glycosyldonor in einer Vorbriiggen-artigen Reaktion
mit dem Pyrimidin 130 umgesetzt, wobei stereospezifisch das
Nucleosid 131 entstand. Die Ausbeute von 36 % ist allerdings
enttduschend und konnte bis zum gegenwirtigen Zeitpunkt
nicht verbessert werden.

Ein weiteres Projekt befaBte sich mit der Moglichkeit, Glycal-
epoxide zur Glycosylierung von Indolen zu verwenden. Gallant
gelang es, durch Deprotonierung von 132 mit Natriumhydrid,
nachfolgende Glycosylierung mit 100 und Acetylierung die Mo-
dellverbindung 133 herzustellen (Schema 35)!78!. Unser Motiv

e}
o BrHN
| 1. NaH
NHBn Bn =
N 2. OBn
"o BnO N
BnO: BnO
BnO AcO
100 © 123
3. Ac0, DMAP
51%
H
OBn o N 0
135 O
—_—
N
H
Cl o Cl
OH
HO dn
MeO

Rebeccamycin 136

Schiema 35. Indolglycosylierung mit Anhydrozuckern. DMAP = 4-Dimethylami-
nopyridin.

fiir die Untersuchung der N-Glycosylierung von Indolen mit
derartigen Oxiranen war die mdgliche Anwendung solcher Re-
aktionen in Naturstoffsynthesen. Gallant und Link waren die
Ersten, die diese neue Reaktionsvariante anwendeten, um das
Antitumormittel Rebeccamycin 136 herzustellen, wobei sie das
differenzierte Secoimid 134 als Acceptor und das Oxiran 135 als
Donor verwendeten.

Ein etwas gewagteres, aber naheliegendes Ziel war eine Total-
synthese des Proteinkinase-C-Inhibitors Staurosporin. Link,
Raghavan und Gallant erkannten die M&glichkeit, Staurospo-
rin durch die Bildung von zwei Indolylglycosid-Bindungen auf-
zubauen. Dementsprechend wurden das Aglycon 137 und
das Glycosylierungsmittel 139 hergestellt (Schema 36)[8% 2%,
Ersteres wurde aus N-Benzyloxymethyl-3,4-dibrommaleinsdu-
reimid und Indolylmagnesiumbromid durch die schon bei der
Rebeccamycin-Synthese verwendete Vorgehensweise erhalten.
Die Synthese des Hexose-Abschnitts ging von einfach Triisopro-
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qOM
BOM 0] N (¢]
N 1. Indolyl-MgBr
2. NaH, SEMCI

——

3. Indolyl-MgBr O \ / O
N
| H

Staurosporin

Schema 36. Die Synthese von Staurosporin. BOM = Benzyloxymethyl.

pylsilyl(TIPS)-geschiitztem L-Glucal aus, das in das Bistrichlor-
acetimidat 138 umgewandelt wurde. Dann wurde eine recht in-
teressante vinyloge Schmidt-Glycosylierung durchgefiihrt, bei
der die Trichloracetimidat-Funktion am C3-,,Donor*-Koh-
lenstoffatom als ,,Abgangsgruppe‘ fungiert. Dies fiihrte schlieB-
lich zum 1,2-Epoxydonor 139, der mit dem Natriumsalz von 137
zu 140 gekuppelt wurde. Daraus wurde in wenigen Stufen 141
erhalten, dessen Kaliumsalz eine glatte, intramolekulare
,,Jndolo**-N-Glycosylierung zu 142 einging, so daB nach einer
Reihe weiterer Reaktionsschritte Staurosporin isoliert werden
konnte.

Wir haben auch die Mdéglichkeit untersucht, Glycalepoxide
fiir die Herstellung von Gangliosiden zu nutzen®!> °2!, Ein wich-
tiger Fortschritt war hierbei die Verwendung des von Galactal
abgeleiteten Epoxids 143 (Schema 37). Bis dahin hatten von
Galactal abgeleitete Epoxide in vielen Féllen nicht besonders
gut als stereospezifische f-Galactosid-Donoren gewirkt. Durch
Schutz der C3- und C4-Sauerstoffunktionen in Form eines cycli-
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Na
HO\/:\l/\/(CHz)mME
OH 144 H
o. O _oTBDPS OTBDPS Ny
X 1. ZnCl, o
Y 62%  HO. 0\/Y\/<CH2)12M6
0 2. NaOMe OH
143 MeOH 145  OH
100%
84
s AgOTi
48%
H
OH HQ —oTBDPS
HO- OCer Q
HO O\/\(\/(CHz)mME
BnO,C OH
146
o)
AcO,, | A
ACO NHAc
AcO
Na-iso-GMg4 ©
Na-147

Schema 37. Synthese von ,,iso-GM . Cer = Ceramidyl.

schen Carbonats wie in 143 wurde die f-Galactosylierung in
vielen Fillen beglinstigt. So reagierten 143 und der Schmidt-
Baustein 144 regioselektiv zum f-Glycosid des priméren Alko-
hols. Durch Spaltung des Carbonats entstand das Tetraol 145.
Anders als in vielen vermeintlichen Prizedenzfillen wurde 145
an der C2- statt an der C3-Hydroxygruppe sialyliert. Dieses
Uberraschende Ergebnis wurde offenbar, nachdem 146 uber
mehrere Stufen in 147 iberfithrt worden war, dessen spektro-
skopischen Eigenschaften nicht mit denen von GM, iberein-
stimmen. Wir haben 147 demzufolge als ,,iso-GM,** bezeichnet.

Bis heute kdnnen wir uns diese bemerkenswerte Abweichung
von den von Hasegawa et al.!®3! beschriebenen Prizedenzfillen
und von den Ergebnissen unserer Untersuchungen der Sialyl-
Le*-Reihe (siche Schema 24, Bildung von 85)!%% nicht erkliren.
Die Prd-Ceramid-Seitenkette mufl einen besonderen EinfluB
ausiiben; welche der funktionellen Gruppe zur Aktivierung an
C2 fithrt, ist allerdings nicht klar.

Gervay und Peterson gelang die Sialylierung an C3 auf einfa-
che Weise: Die Kupplung des Glycals 148 mit 84 verlief glatt an
der allylischen Hydroxygruppe und lieferte ein 3-sialyliertes Ga-
lactal, das mit 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) zum
3,4-Spirolacton 149 reagierte (Schema 38). Epoxidierung mit
Dimethyldioxiran und Glycosylierung mit der Ceramid-Vorstu-
fe 144 lieferten das Glycosid 150, das sich in das Natriumsalz
von GM, 151 iberfiihren lieB.

Liu wandte eine Kombination chemischer und biologischer
Methoden an, um eine besonders einfache Synthese des wichti-
gen Gangliosids GM, 156 zu erreichen'!!. Lactal wurde voll-
stdndig mit Triethylsilylgruppen unter Bildung von 152 ge-
schiitzt (Schema 39), das epoxidiert und mit der stannylierten
Form des Schmidt-Diols 144 gekuppelt wurde. AnschlieBende
Desilylierung fithrte zu 154 in hoher Ausbeute und mit hoher
Spezifitit. Diese Verbindung wurde enzymatisch mit Cytidin-
monophosphat(CMP)-Sialinsdure 155 in Gegenwart von 2,3-
Sialyl-Transferase sialyliert. Nach Abspaltung aller Schutzgrup-
pen gelangte man zu GM, 156. Zwar wurden in unseren
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QOTBDPS
O, 1. 84, AgOTf AcO
HO == °
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1. DMDO 99
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AcO OH OH
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AcHN o \/Y\/ (CH2)1Me
Na- GM4
Na-151
Schema 38. Synthese von GM,.
TESO __oTES OTES
o)
TESO@&/O&
TESO TESO =
152
1. DMDO 3. TBAF
2.144, (BuzSn),0 | 4. Acy0, DMAP (44%)
Zn(OTf}2 5. NaOMe, MeOH (95%)

g@ /é@/ \/\I/\/@”MMe
e

OH o~ | I\ o «@-2,3-Sialyl-Transferase
HO. OH o) H 75%
AGHN o COH i
HO CH
HOC HO OH
GM; 156

Schema 39. Synthese von GM,.

Experimenten die Cofaktoren nicht regeneriert, doch ist dieser
chemoenzymatische Ansatz der bislang direkteste Weg zu GM ;.

Bisher haben wir uns mit der Verwendung von Glycalepoxi-
den zur Synthese von -Glycosiden beschiftigt. Es besteht auch
die Moglichkeit, derartige Epoxide in andere Glycosylierungs-
mittel umzuwandeln (Schema 40)!°4!, So entdeckte Gordon,
daB das Epoxid 100 in das Thiophenylglycosid 157, das Pente-
nylglycosid 158, das Benzylaminoglycosid 159 und das Fluor-
glycosid 160 iberfithrt werden kann. Verbindung 160a wurde
durch Benzylierung der freien Hydroxygruppe an C2 zu 160b
umgesetzt, das in einer herkémmlichen Mukaiyama-Reak-
tion®% zum a-Glycosid 161 als Glycosyldonor diente. Der Weg
von Glycalen zu a-Glycosiden fand eine wichtige Anwendung in
Gordons Synthese des cyanobakteriellen Sulfolipids, einer Ver-
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o

Schema 40. Umwandlung von Anhydrozuckern in andere Donoren sowie Synthese

eines cyanobacteriellen Sulfolipids.

bindung, von der man annimmt, daB sie anti-HIV-aktiv ist
(Schema 40)!°%1. Eine weitere Anwendung ergab sich in unserer

Synthese des Kohlenhydratbereichs von Acarbose!®7.

Zu diesem Zeitpunkt erkannten wir, daB wir von einer umfas-
senden Strategie zum Aufbau von Oligosacchariden auf der Ba-

m%

Ph—"\"O
BrO o © G OMDO
BnO B8n0O BnO G =
BnO ZnCI2 Bno
dr. = 4:1)
@ 59% OR
@r=41  NaH 164a R = H
BnBr
94% 164b R =Bn
OTIPS oTIPS RO _oBn
Tngogenln o
T|gogemn 8rO Tigogenin ——
chxz
OBn

89%

E 167a
BU SSn 20

167b
Schema 41. Synthese von Desgalactotigonin (Teil 1).

keine Reaktion

ZnCly
BnO OBn 1.168
BnO 8o o SnOThz2 4 wo
o,
TBAF BnO F 54% HO
_
OR 2.Entschitzen
9 R =
BzCl 16 H
170 R =Bz

57% (zwei Stufen)

Schema 42. Synthese von Desgalactotigonin (Teil 2).
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R=H

sis von Glycalacceptoren und -donoren nicht mehr weit entfernt
waren. Wir begannen, die Glycalstrategie zur Synthese von spe-
zifisch biologisch wirksamen und wichtigen Zielverbindungen
zu testen. Es besteht wohl kaum ein Zweifel daran, daBl die
Tauglichkeit neuer Synthesekonzepte und -verfahren am besten
anhand multifunktioneller Zielverbindungen (z.B. Naturstof-
fen) bewertet wird, bei denen unerwartete Schwierigkeiten auf-
treten konnen.

Ein Fortschritt hinsichtlich der Glycalstrategie konnte in un-
serer Synthese des komplexen Saponins Desgalactotigonin er-
zielt werden (Schema 41 und 42)!% 991, Randolph befaBte sich
mit der Bildung der f-Glycosidbindungen in diesem Zielmole-
kiil und konzentrierte sich besonders auf die Verzweigung am
Glucosebaustein, der mit der Galactose f-1,4-verkniipft ist. Ei-
ne Herausforderung fiir die Synthese war diese Verzweigung
durch eine §-1,2-Verkniipfung zu einer weiteren Glucoseeinheit
und eine f-1,3-Verkniipfung zu einem Xyloserest. Die Einfiih-
rung dieses zentralen Glucoserings in Form des Glycals 163 fiihrte
zu einer deutlichen Vereinfachung der Schutzgruppenstrategie.
Die freie Hydroxygruppe an C3 diente als Acceptor fiir das aus
Xylal hervorgehende Epoxid 162, so daB nach Benzylierung
164b erhalten wurde. Der Acceptor fir die Kupplung mit die-
sem Donor wurde aus dem cyclischen Carbonat des Galactals,
165, aufgebaut. Die Epoxidierung zu 165 und die nachfolgende
Kupplung an das Tigogenin-Aglycon lieferten 166. Wiederum
hatte uns ein carbonatgeschiitztes Epoxid gute Dienste als -
Glycosylierungsmittel erwiesen (siche Schema 37). Es waren
noch einige, weitere Stufen erforderlich, um das gewunschte
Zielglycosid zu erhalten: 1) Spaltung des cyclischen Carbonats,
2) Schutz der C4- und C6-Hydroxygruppen mit einer Benzyli-
dengruppe, 3) Benzylierung an C2, 4) Spaltung der Benzyliden-

Zn(0Th2 gno
BnO

46%

Wﬁa

R = nBusSn

CHs
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bindungen und 5) Benzylierung an C6 sowie Stannylierung an
C4 zum Acceptor 167b. Die Kupplung von 167b mit dem Ep-
oxid von 164b in Gegenwart von Zinktriflat lieferte das Steroid-
Trisaccharid 168, allerdings in nur 46 % Ausbeute. Durch die
Methode der Glycalepoxid-Kupplung gelang es, die fiir die Ver-
zweigung erforderliche freie Hydroxygruppe an C2 der zentra-
len Glucoseeinheit gezielt aufzubauen.

Auf dieser Stufe gelang es uns allerdings nicht, die freie, von
zwei glycosidischen Bindungen an C1 und C3 flankierte Hy-
droxygruppe mit Epoxid-Donoren (z.B. mit 100, Schema 42) zu
glycosylieren. Es war jedoch kein Problem, ausgehend von 100,
einen reaktiven Donor herzustellen. Durch Fluoridolyse!®*! ent-
stand 169, das in das Benzoat 170 {iberfiihrt wurde. Dieses rea-
gierte unter Beteiligung der a-Seite bevorzugt zum f-Glycosid.
Die Kupplung von 170 mit 168 gelang ohne Schwierigkeiten und
lieferte nach Abspaltung der Schutzgruppen Desgalactotigonin
171.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daB durch die
Verkniipfung von Glycalen das komplexe, verzweigte Zielsy-
stem hochkonvergent aufgebaut werden konnte. Die Glycalep-
oxid-Offnung diente einerseits dazu, eine einzelne freie Hydroxy-
gruppe gezielt aufzubauen, die als Glycosylacceptor fungieren
konnte (siehe 169), und andererseits dazu, eine Nachbargruppe
regiospezifisch einzufiihren, die die Bildung eines f-Glycosids
mit einem Fluorglycosyldonor (— 171) steuert.

7. Lewis-Determinanten, Blutgruppen-Determinanten
und Tumor-Antigene

Die Grundlagen schienen uns hinreichend gesichert, um die
Glycalstrategie auf die Synthese von Lewis- und Blutgruppen-
Determinanten anzuwenden. Dabei wollten wir in einer Synthe-
se sowohl von den Vorziigen der Glycalepoxide und der Halo-
gensulfonamide profitieren. Die Glycalepoxidmethode sollte
genutzt werden, um S-Glycosidbindungen selektiv aufzubauen,
und mit der Azaglycosylierung wollten wir die N-Acetylglucosa-
min-Teilstruktur einbauen. Randolph und Behar beschiftigten
sich diesbeziiglich mit der Synthese der Le’-Determinan-
tel109-1011 Das Problem bestand hierbei nicht nur in der Syn-
these des Kohlenhydratteils, sondern auch in dessen Bindung an
ein Trigerprotein zur Anpassung an die Gegebenheiten in biolo-
gischen Systemen. Die Le’-Determinante war fir uns von be-
sonderem Interesse, da sie kurz zuvor als ein wichtiges Epitop
bei der Bildung von Antikdrpern gegen Dickdarm- und Leber-
Adenocarcinom-Zellstimme erkannt worden warl'°?, Sie wur-
de dariiber hinaus kiirzlich als Marker bei metastatischem Pro-
statakrebs diskutiert!!°3, Wir hofften, die Eigenschaften der
Le?-Determinante mit dem volistindig synthetisch hergestellten
Antigen simulieren zu kénnen. Dazu war es erforderlich, das
Syntheseprodukt an einen Triger des Typs zu binden, der die
Immunantwort stimuliert. Um die Integritit des Epitops zu be-
wahren, sollte dieser Bereich durch einen Spacer vom Triger-
protein getrennt sein.

Anhand der Le’-Struktur wird deutlich, daB dieses Ziel ausge-
hend von einem zentralen Lactose-Baustein angegangen werden
kann. Mit Blick auf unsere Glycalchemie wurde das Lactal 172
als geeignetes Lactose-Aquivalent entworfen (Schema 43). Die
beiden primdren Hydroxygruppen wurden zum Bis-TBDPS-
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Schema 43. Synthese des Le’-Glycals 178.

Derivat 173 silyliert (TBDPS = ters-Butyldiphenylsilyl). Die
cis-angeordneten C3'- und C4'-Hydroxysubstituenten wurden
als cyclisches Carbonat (174) geschiitzt. Nach diesen zwei Stu-
fen standen somit, wie gewiinscht, lediglich die beiden Hydroxy-
gruppen an C3 und an C2' des Galactose-Bausteins als Glycosy-
lacceptorstellen zur Verfiigung. Als Glycosyldonor diente der
Fluorzucker 79, der eine unbeteiligte Benzylethergruppe an C2
und eine moglicherweise EinfluB nehmende Benzoylgruppe an
C4 aufweist. Die Umsetzung von 174 mit 79 fiihrte unter geeig-
neten Reaktionsbedingungen zu einem glatten Einbau von zwei
Fucoseresten unter Bildung von 175. Die Glycaldoppelbindung
wurde dann unter den iiblichen Bedingungen zu 176 iodsulfon-
amidiert. Dieses wurde ’als maskierter Azaglycosyldonor mit
dem stannylierten Mono-TIPS-galactal 177 umgesetzt, und gab
in der entscheidenden Kupplung die bisfucosylierte Verbindung
178 in 75% Ausbeute. Die Tetrasaccharid-Determinante war
somit iiber einen sehr effizienten Weg aufgebaut worden, und
enthielt noch eine fiir die Anbindung an ein Protein nutzbare
Doppelbindung.

Vor der abschlieBenden Glycosylierung wurden aus strategi-
schen Griinden die Benzolsulfonamid-Funktion in eine Acet-
amidogruppe umgewandelt sowie alle Schutzgruppen durch
Acetylgruppen ersetzt (Schema 44). Die erhaltene Verbindung
179 wurde mit Dimethyldioxiran epoxidiert. Der entstandene
Epoxiddonor reagierte mit dem Acceptor Allylalkohol zu 180,
dessen Acetylschutzgruppen mit Natriummethanolat unter Bil-
dung von 181 abgespalten wurden. Somit war iber die Glycal-
strategie in Verbindung mit den leistungsfahigen Methoden der
Azaglycosylierung und der Glycosylierung von aus Glycalen
erhaltenen 1,2-Anhydrozuckern eine sehr kurze und kon-
vergente Synthese von 181 gelungen.
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Wir waren nun bereit fiir die Proteinanbindung durch die von
Bernstein und Hall in einem einfacheren Fall entwickelte reduk-
tive Aminierung!*°#!; Die Allylgruppe in 181 wurde unter Bil-
dung des nicht charakterisierten Aldehyds 182 gespalten, der
mit Natriumcyanoborhydrid an Rinderserumalbumin (BSA)
gebunden wurde. Die Aminosidure- und die Kohlenhydratanaly-
se des resultierenden Pseudoglycoproteins ergaben, dal etwa 15
Pentasaccharid-Reste an die insgesamt 38 zur Verfiigung stehen-
den Lysinreste angebunden wurden. Mit den Konjugaten von
182 werden derzeit Immunisierungsversuche mit Mausmodellen
durchgefithrt, und die neuesten Ergebnisse sind recht vielver-
sprechend.

OAc AcO OAc

% 2

NHAc
1. DMDO 99
2. CHa=CHCH,OH
3. NaOMe
72%
NHAc
o 180 P=Ac; X=CH,
OH 181 P=H, X=CH;
OH 182 P=H; X=0
HO
BSA
HO NaCNBHg
OH
OH
O\/\
HO N BSA
NHAc
O
ﬁOH LeY-BSA
OH
HO

Schema 44. Anbindung von Le? an ein Trigerprotein.

Moglicherweise konnen auch Oligosaccharid-Doménen eines
Tages aus Nicht-Kohlenhydrat-Bauteinen hergestellt werden.
Derzeit ist dies allerdings utopisch. Die grundlegenden Aufga-
ben des Synthesedesigns bestehen hierbei darin, die Molekiil-
bausteine fiir die Synthese so auszuwahlen, daB ihr Zusammen-
bau in der gewiinschten Weise mdglichst einfach ist. Dazu
miissen die unterschiedlichen Funktionalitdten moglichst prig-
nant aufeinander abgestimmt und die, die in den Kupplungs-
schritten als Glycosylacceptoren und -donoren dienen sollen,
chemisch jeweils eindeutig aktiviert werden. Die Synthesen von
171 und 181 haben die Niitzlichkeit von Glycalen fiir solche
Vorhaben bereits eindrucksvoll demonstriert.

Randolph befate sich mit der Synthese einer an Bio-
molekille ankniipfbaren Form der Le®-Determinante!1°!-105],

1502

Diese Determinante ist in Hinblick auf die Synthese anspruchs-
voller als die Le’-Determinante, weil das Lactal 172, das auf
einfache Weise aus Lactose zuginglich ist, nicht als Ausgangs-
verbindung verwendet werden kann. Wir sind wie folgt vorge-
gangen: Das Triisopropylsilyl(TIPS)-Galactal 165 wurde mit
Dimethyldioxiran in das entsprechende Epoxid tberfiihrt
(Schema 45). Der Acceptor 183 wurde ohne Schwierigkeiten aus
1. DMDO

o OTIPS OTIPS
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OTIPS _
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O F
/o
ZnCl, 8n{OTf), Bn
94% 70% OBn 485

O _OTIPS

=y

BnO
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PhSOzNHz

PhSO,NH  66%
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(e}
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R2 OR3 E g E ?
R5
R2 4 R®
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0
ﬁioa‘
Ao OR! r 189 R'=Bn,R%=CO,R¥=TIPS,R*=S0,Ph, RS =H

- 190 R'.R? R3RI RS =Ac
Schema 45. Synthese des Le™Glycals 190.

Glucal aufgebaut. An dieser Stelle konnten wir eine weitere
enorme Vereinfachung durch die Anwendung der Glycalmetho-
de nutzen: Die Kupplung von 183 mit dem Epoxid von 165 fand
ausschlieBlich an der C3-Hydroxygruppe statt und lieferte 184,
dessen freie Hydroxygruppen (d.h. die C4-Hydroxygruppe der
Glucose und die C2'-Hydroxygruppe der Galactose, die sich
deutlich von den anderen Funktionen unterschieden) fucosyliert
werden muBten. Die zweifache Fucosylierung gelang unter Ver-
wendung des leicht zugidnglichen Donors 185 und lieferte auf
effiziente Weise das Tetrasaccharid-Glycal 186. Dieses wurde
durch Iodbenzolsulfonamidierung zu 187 fiir eine Azaglycosy-
lierung vorbereitet. Mit dem in zwei Schritten aus 172 erhalte-
nen Lactal-Derivat 188 reagierte 187 zu 189. Mit dieser Verbin-
dung war der entscheidende Tetrasaccharid-Erkennungsbereich
der Le®-Determinante iiber ein duBerst konvergentes Verfahren
aufgebaut und mit einem Disaccharid-Spacer fiir die Anbin-
dung an ein Protein ausgestattet worden. Die Silylschutzgrup-
pen wurden mit TBAF und die Benzylschutzgruppen mit Na-
trium in Ammoniak abgespalten. Das Rohprodukt wurde
vollstindig unter Bildung von 190 acyliert. 190 wurde in ein
Isomerengemisch aus den entsprechenden 1,2-Anhydroderiva-
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ten Gberfihrt, die zu den entsprechenden Allylglycosiden umge-
setzt wurden (Schema 46). Der wenig spezifische stereochemi-
sche Verlauf der Epoxidierung war auf eine im terminalen Glu-
coserest vorhandene Acetylschutzgruppe zurlickzufithren. Wie
bereits beschrieben (siche Schema 26), ist Triacetylglucal eben-
falls ein schlechtes Substrat fiir eine stereoselektive Epoxidie-
rung. Da die Anbindung in einigem Abstand vom Epitop-Be-
reich stattfindet, ist nicht sicher, ob die Konfiguration an der
Glycosidbindung zum Tragermolekil in biologischer Hinsicht
von Bedeutung ist.

1.99 H
_CHCp
150
2. AlIOH O

3. NaOMe 0
192 \/\
1.03 MesS 1.0z MeoS
2. NaCNBHj3, 2. NaCNBHj3,
HSA, pH 8.5 HSA, pH 8.5
H HN—HSA H
H
RO RO
HO ° + o
OH fo}
2> T N—HsA
H
H H
OH " H
HO H
H =R
Oo o =
HO. H
o NHAc
OH
HO OH

Schema 46. Anbindung von Le® an ein Triigerprotein. All = Allyl.

Die durch Abspaltung aller Acetylgruppen erhaltenen Oligo-
saccharide 191 und 192 wurden getrennt ozonolysiert und die
dabei entstehenden Glycolaldehyde nach dem Bernstein-Hall-
Verfahren'%¥ reduktiv an menschliches Serumalbumin (HSA)
zu den Addukten 193 bzw. 194 gekuppelt.

Etwa 33 Kohlenhydrat-Hexamer-Einheiten wurden — wahr-
scheinlich an den Seitenketten-Aminogruppen der Lysinreste —
eingebaut. Dieses Konjugat ist von besonderem Interesse, da es
die Erkennungsregion enthdlt, die vermutlich bei der Bindung
von Helicobacter pylori an Magenephitelzellen eine Rolle
spielt!?°®. Vermutlich ist diese Art von Infektion einer der
Hauptfaktoren fiir die Bildung von Magengeschwiiren und
moéglicherweise auch von Magenkrebs. Die Fihigkeit, 13sliche,
H. pylori bindende Konjugate herstellen zu kénnen, ist ein reiz-
volles Ziel fiir die Glycalmethode.

Die hier beschriebene Chemie kann ohne Schwierigkeiten
auch fir die Synthese eines H-Typ-I-Tetrasaccharids verwendet
werden!'?). So liefert die selektive a-Fucosylierung des Disac-
charids 184 (Schema 47) mit dem Donor 185 die Verbindung
195. Die Selektivitdt fiir die Reaktion an der 2'- gegeniiber der
an der 4-Hydroxygruppe betrug 5.5:1. Ferner haben wir ein
H-Typ-1I-Tetrasaccharid synthetisiert (Schema 48)!1°!1, Die Re-
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AUFSATZE
o - O _otBs oTBs
OBn Y AO 0o
Bro OBn 185 e} 0] .
184 %
1.8nCl;
AgClO4
2. Ac,0, Py WO&» 195
% oBn

Schema 47. Synthese des H-Typ-1-Glycals 195.
OTIPS HO
% BnO

o \/O OTIPS 0Bn
é : Bng&)
ZnCiy
81%
0
Sn(OTH)» OBn
67% OBn

O OTIPS
0O OTIPS

OBn
o\/
Bn
o PhSOzNH .
PhSONH  82%
2 ° OBn 199
200 OBn

BnO
BnO

O _OTIPS oBn HO _oTIPS
Ho \/&:
onps AgBF, Bn&/ %}
BuaSnO 77% NHSO ,Ph
?\ioen
OBn 201

BnO
Schema 48. Synthese des H-Typ-11-Glycals 201.

I(coll)z 0104

aktion des Epoxids 196 (hergestellt aus 165) mit dem Glucal 197
lieferte das Lactal 198, dessen neu entstandenen C2'-Hydroxy-
gruppe fir die Fucosylierung zur Verfiigung steht. Durch
Sn(OTf), vermittelt wurde das Trisaccharid 199 erhalten, das
den H-Typ-11-Bereich enthilt. Wir zeigten auBerdem, da3 199
durch Standard-Iodsulfonamidierung zu 200 und dessen Um-
setzung mit 177 zum Tetrasaccharid 201 ausgebaut werden
kann.

Wir haben die Glycalchemie auch auf die Synthese der
menschlichen Blutgruppen-Determinanten A und B angewen-
det, die das ABO-Typensystem kennzeichnen. Die Synthese des
zentralen Bereichs der Determinante B ist in Schema 49 darge-
stellt!* %71, Hierbei wurde die H-Typ-II-Verbindung 199 als Aus-
gangsverbindung verwendet. Zunichst wurde das Carbonat ge-
spalten und das entstandene Diol mit dem Fluorzucker 202 zum
Tetrasaccharid 203 glycosyliert, das den Kohlenhydratbereich
des B-Typs enthdlt. Nach Acetylierung wurde durch Standard-
Todsulfonamidierung 205 erhalten. Diese B-Typ-II-Struktur
wurde durch Standard-Kupplung mit dem Acceptor 177 zum
Pentasaccharid 206 erweitert. Die Abspaltung aller Schutzgrup-
pen von 206 gelang problemlos. In der Verbindungsreihe des
A-Typs sind ebenfalls beachtliche Fortschritte erzielt worden,
aber das Projekt ist noch nicht abgeschlossen (siche Ab-
schnitt 11)1107],

Wir wollen zur Verbindungsklasse der Lewis-Determinanten
zuriickkehren. Unsere in Schema 24 beschriebene Synthese des
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BnO

Bno% TIPS

1. NaOMe
199
2. BnQ  ~py

ol dan 204 R=Ac
n I{col)pClO,4
SnCly, AgCIO, PhSO,NH

DTBP 62%

53% Bn
BnO g OTIPS
H TIPS
AgBF,
Bugsn P ) PhSONH
205
177 OBn
BnO
Bn
B _oips ogn ] OTPS
0
Bn © =
NHSO »Ph
2 OBn 206
OBn
BnO

Schema 49. Synthese des B-Typ-11-Glycals 206. DTBP = Di-zert-butylperoxid.

Le*-Bereichs konnte durch die Verwendung eines 1,2-Anhydro-
zucker-Donors erheblich vereinfacht werden (Schema 50)1%9).
Die Fucosylierung des einfach geschiitzten Glucals 207 lieferte
das Disaccharid 208, das dem in der fritheren Synthese einge-
setzten Acceptor 80 dhnelt (sieche Schema 24). Unter optimier-
ten Bedingungen reagierte 208 mit 196 zum Le*-Trisaccharid
209 in 81% Ausbeute. Das Epoxid 196 ist librigens sehr viel
besser zuginglich als der in der fritheren Arbeit verwendete
Donor 81.

OTBS
AgOTY, SnCl,,
HO = 4-A-Molekutarsieb

DTBP

%BH 55%
B
820 OB 79

OTIPS
O OTBS OTBS
196 O
ZnBry
81%

Schema 50. Eine kurze Synthese der Le*-Region (siche auch Schema 24, 82).

8. Totalsynthese des Brusttumor-Antigens:
Herausforderungen und Losungen

Ein Hohepunkt der Glycalmethode ist die kiirzlich abge-
schlossene Synthese eines Hexasaccharid-Glycosphingolipids,
das ein bei Brusttumoren auftretendes Antigen mit moglicher-
weise klinischer Bedeutung ist. Die Verbindung 210 (Schema 51)

1504

HO _OH
o o o
HO 0 0
o NHAC HO
Q OH OH
O
HO OCer
210
HO OH OH HO

OH
Schema 51. Struktur des MBr1-Kohlenhydrat-Antigens.

wurde aus dem Brustkrebs-Zellstamm MCF-7 isoliert und
durch den monoklonalen Antikérper MBr! immunologisch
charakterisiert[1°8],

Unsere Synthese von 210 beruhte auf dem Aufbau von zwei
Trisaccharideinheiten, die unter Bildung des Hexasaccharids
verkniipft werden sollten!*°?). Dazu wurde das Galactal 211 in
den Fluorzucker 212 iberfiihrt (Schema 52) und der Acceptor

BnO _0Bn 1.99
@ 2. TBAF
Y ~  PMBO
67% BO 3. NaH, BnBr B

40%
O%O oTiPS oBn
o@é/o /&l
OH BnO = BnO
SnClp, AgCIO, RO

HO OH

HO P

BnQ _.OBn

212+ 213
DT8P

BnO
0%« § o8 OBn
(@:p=451) B”Oggo/ii
24, R-pMB OO oo =

E— 215 R=H

Schema 52. Synthese des Trisaccharid-Acceptors 215.

213 wurde aus dem Disaccharid 198 (welches selbst aus einer
Glycalkupplung stammte, siche Schema 49) durch Schutzgrup-
penmanipulationen aufgebaut. Die Kupplung von 212 und 213
lieferte das Trisaccharid 214, das durch Spaltung des PMB-Et-
hers die Verbindung 215 gab, die so fiir eine Kupplung an einen
geeigneten Trisaccharid-Donor geriistet war. Dessen Aufbau
begann mit 196, das mit dem Acceptor 216 mit ausgezeichneter
Selektivitait zum Disaccharid 217 glycosyliert wurde (Sche-
ma 53). Die regioselektive Fucosylierung der dquatorialen Hy-
droxygruppe von 217 mit dem Donor 185 lieferte das Trisaccha-
rid 218, das zu 219 acetyliert und anschlieBend durch
Umsetzungen in das Todsulfonamid 221 umgewandelt wurde.
Leider waren die Iodsulfonamid-Donoren dieses Typs fiir die
gewiinschte direkte Kupplung mit unterschiedlichen Trisaccha-
rid-Acceptoren (siehe Schema 22) nicht geeignet, so daB ein
groBer UberschuB an schwer zuginglichem Acceptor erforder-
lich wire, was selbstverstindlich nicht wiinschenswert ist. Wir
haben deshalb die Umwandlung von 221 in Thioglycosid-Do-
noren untersucht (siche Schema 22) und festgestellt, daB die
Umsetzung des [odsulfonamids 221 mit Lithiumthioethanolat
tatséchlich ausschlieBlich das f-Ethylthioglycosid 223 lieferte.
Derartige Verbindungen kénnen in Gegenwart von Methyltri-
flat auch mit komplexen Acceptoren als Azaglycosyldonoren

Angew. Chem. 1996, 108, 1482—-1522
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OTIPS
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87%
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PhSO,NH, §< o)
-— o] 0 =
g/ 0
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47%
PhSO,NH
?\iOBn 220 R=H F&i%n r 218 R=H
0B - L. -
B0 n 221 R=Ac BnO 0OBn 219 R=Ac
RO
ESH 0w O _-OTiPS OTIPS
LiHMDS §< o) 0
75% o 0 SEt
o) NHSO,Ph
?ﬁosn 222 R=H
223 R=Ac
BrO OBn

Schema 53. Synthese des Trisaccharid-Donors 223. LiHMDS = Lithiumhexa-
methyldisilazanid.

gekuppelt werden. (In Abschnitt 11 berichten wir iiber einige
Einschrdnkungen bei der Kupplung von sterisch anspruchsvol-
len Reaktionspartnern.)

Einige unserer Untersuchungen hatten ergeben, daB Donoren
dieses Typs — wahrscheinlich durch Beteiligung der Sulfonamid-
gruppe zu f-konfigurierten Produkten gekuppelt werden !0,
Der Donor 223 reagierte allerdings mit dem Acceptor 215 unter
Bildung eines Hexasaccharids, das weiter zu 226 umgesetzt wur-
de (Schema 54). Dessen spektroskopische Eigenschaften stimm-
ten nicht mit den von Hakomori fiir das natiirliche Antigen
beschriebenen liberein, das vermutlich mit der Struktur 210 kor-
rekt beschrieben wird. Die bei der Kupplung der beiden Trisac-
charide erhaltene Verbindung 226 war wahrscheinlich durch
selektive Bildung des unerwarteten (und unerwiinschten) a-ver-
kniipften Produkts 224 entstanden. Spéter fanden wir heraus,
dafl mit dem Trisaccharid-Donor 222, der aus 218 iiber 220
hergestellt worden war, das gewiinschte 8-Produkt 225 mit ho-
her Selektivitit entsteht. Die Bildung des a-Produkts wird somit
méglicherweise durch einen un-
erwarteten elektronischen oder
Nachbargruppeneffekt begiin- 0§ OTIPS
stigt, wenn die 4-Hydroxygrup- ogé&/
pe substituiert ist. Alternativ
konnte die freie 4-Hydroxy-
gruppe des Donors fS-dirigie-
rend sein. Das Auftreten der «-
Glycosylierung und die damit

OTiPS BnQ
OTIPS

verbundene, bemerkenswerte %

Selektivitdtsumkehr lassen sich

noch nicht verallgemeinern,

doch wurden sie bereits in eini-
gen anderen Fillen festgestellt
(siche Asialo-GM,-Synthese in
Abschnitt 11). Die a-Selektivi-

o
Woan
BrO OBn
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2 OBn 223 R=Ac
BnO OBn 222 R=H
NHSOzPh BnO
o OBn OBn
0Bn 224 (o) /ie)
BnO.
Bno 8" 225 () OB BNO -
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OH
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Schema 54. Synthese des Hexasaccharidglycals 226.

tit wird derzeit untersucht und sollte bald aufgeklirt werden
konnen. Durch diese Ergebnisse wird das Konfigurationspro-
blem bei der Glycosylierung einmal mehr verdeutlicht. Der Re-
aktionsverlauf hdngt nicht nur von der Art des Donors und den
Reaktionsbedingungen ab, in komplizierten Féillen kann die
Konfiguration auch durch spezifische Molekiilwechselwirkun-
gen zwischen Donor und Acceptor stark beeinflufit werden.
Das fiir die Synthese von 210 konfigurierte Hexasaccharid
225 wurde epoxidiert und mit der Ceramid-Vorstufe 227 zu 228
gekuppelt (Schema 55). Sehr viel effizienter kann 227 allerdings
an das Trisaccharid 214 angekniipft werden. Aus bisher noch
unerklérlichen Griinden gibt dieser zur Zeit untersuchte, alter-
native Weg gegenwirtig ein niedrigeres f/x-Verhiltnis fiir die
(3+3)-Kupplung, wenn der Acceptor am reduzierenden Ende
bereits das Lipidfragment enthilt. Verbindung 228 wurde in
weiteren Stufen zum Naturstoff 210 umgesetzt. Das vollstindig

1. DMDO 98, 4-A-Molekularsieb

Bn 2. ZnClp N3

Bnoéé/o ° H : X~ (CHa)12Me
oBn BnO =

53% OBn 227

OBn

NHSOPh BnO |

éé/ &/ \/Y\vxcmmw — 20

Schema 55. Abschiuf} der Synthese des M Bri-Antigens 210.
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synthetisch hergestellte Antigen 210 wurde im ELISA-Test
(ELISA = enzyme J/inked immunosorbent assay) und im Im-
mun-Diinnschichtchromatographie-Test an den monoklonalen
Antikorper MBr! gebunden, wihrend das nichtnatiirliche Iso-
mer 226 in diesen Tests nur sehr schwach gebunden wurde. Die
durch DurchfluB-Cytometrie festgestellte, starke Wechselwir-
kung zwischen dem menschlichen Brustkrebs-Zellstamm MCF-
7 und MBr1 wird durch dessen Vorinkubation mit dem Glyco-
sphingolipid 210 vollstindig gehemmt.

Das Hexasaccharid 225 wurde auch in das entsprechende Al-
lylglycosid, 229, umgewandelt (Schema 56) und iiber dieses —
wie flir Le® und Le' gezeigt — in Proteinkonjugate iiberfiihrt.
Erste Untersuchungen weisen darauf hin, daB unsere syntheti-
schen Verbindungen in vivo immunogen sind. Die Anwendbar-
keit der auf diese Weise produzierten Antikorper gegen Krebs-
zellen wird zur Zeit ausgewertet (siche Abschnitt 11). Das
Endziel ist die Entwicklung von Verbindungen, die als Impfstof-
fe in der Krebstherapie angewendet werden kénnten.

225

\/\

Schema 56. Bildung des MBri-Allylglycosids 229 zur Protemdnbmdung

9. Das Calicheamicin-Problem

In den bisher erorterten Beispielen wurden Verbindungen aus
bekannten Kohlenhydrat-Bausteinen zusammengesetzt. Ein
grofBer Vorteil der Glycalmethode ist die Tatsache, daB3 die Zahl
der Schutzgruppenmanipulationen die fiir die Synthese komple-

xer Molekiile notwendig ist, stark verringert ist. Eine herausfor-
dernde Ausweitung der Glycalstrategie, bei der einige sehr un-
iibliche Bausteine verwendet wurden, war die Herstellung der
Kohlenhydratbereiche der Endiin-Antibiotica Calicheamicin
230 (Schema 57) und Esperamicin 2314111151,

Mit diesen Untersuchungen wurden mehrere Ziele verfolgt.
So wollten wir diese Zuckerbereiche synthetisieren, um ihre bio-
logischen Eigenschaften ohne die Effektor-Eigenschaft des
Wirkstoffs zu untersuchen. Da die intakten Kohlenhydratberei-
che nicht durch Abbau der Wirkstoffe erhalten werden konnten,
schien dieses Ziel nur durch Synthese erreichbar zu sein. Die
Realisierung einer solchen Synthese durch die Glycalmethode
wiirde uns mit einigen neuen Herausforderungen konfrontieren,
denen wir bei Synthesen mit traditionellen Kohlenhydratbau-
steinen noch nicht begegnet waren.

Auflerdem hofften wir, da8 uns eine Totalsynthese von Cali-
cheamicin ) gelingen wiirde. Wir hatten zuvor den Aglyconbe-
reich, das Calicheamicinon, sowohl in racemischer als auch in
enantiomerenreiner Form hergestellt™ ¢!, In Hinblick auf eine
Totalsynthese war es unser Ziel, ein vollstindig synthetisch er-
haltenes Kohlenhydrat als Glycosyldonor mit einem geeigneten,
als Acceptor fungierenden Aglycon zu verkniipfen. Es war zu
vermuten, dafl im Hinblick auf die Stabilitdt des Glycosyldo-
nors viele Manipulationen zum Schutz der Hydroxy-, Alkylami-
no- und Hydroxyaminofunktionen erforderlich sein wiirde. Es
wire somit entscheidend, daB sich die Schutzgruppen vom Koh-
lenhydratbereich abspalten lieBen, ohne den Kohlenhydrat- und
den Aglycon-Bereich zu zerstéren. Das Aglycon sollte demzu-
folge in einem moglichst fortgeschrittenen Stadium als Acceptor
eingesetzt werden. So kdnnte man vermeiden, nach der Kupp-
lung mit dieser groen Zahl an empfindlichen funktionellen
Gruppen umgehen zu miissen.

Mit Blick auf diese Ziele wandten wir uns zunéchst dem Koh-
lenhydratbereich von Esperamicin 231 zu. Chemiker bei Bristol-
Myers Squibb hatten herausgefunden, daB3 die Umsetzung von
231 mit Natriumborhydrid —auller einem nichtcharakterisierten
Aglycon — 233 a lieferte!! ! 7). Dies lief} darauf schlieBen, daB die

0
NHCO,CH3

OCH3 B

Calicheamicin v} 240

CH4SSS
o CH
0} H 3
CHss/%/O__N Q o
HO 0 [ S~NHCO,CH;
HO [o) / fo} o
H
N\M
Y OCH,
HaC

HN

HO
#\H/OCHS

Esperamicin 231

OCH,4

Q
CHgS A Hy
NaBHq ’m/ N OR

—_—

QCH
’ H\M
\( N

o @J
232

OCHg

E 233a R=H
233b R=Me

Schema §7. Strukturen von Calicheamicin und Esperamicin sowie dessen reduktive Spaltung mit NaBH, .
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Reduktion des Wirkstoffs itber 232 zu 233 a fiihrte, das als Me-
thylglycosid 233 b charakterisiert wurde. Eine Vorstellung iiber
die Geschwindigkeit dieser Umlagerung war fiir uns von
grofem Interesse. Wahrscheinlich konnte ein Kohlenhydrat-
Glycosyldonor (in der Calicheamicin-Reihe) durch Manipula-
tionen an der freien Hydroxygruppe am anomeren Kohlenstoff-
atom des reduzierenden Endes von 233 a erhalten werden. Das
Ergebnis der Reaktion von 231 mit NaBH, legte die Vermutung
nahe, daB ein reduzierendes Ende und eine NH-Gruppe am
Hydroxylamino-Spacer nicht gleichzeitig frei vorliegen diirfen.
Falls diese Einschrankung tatsdchlich zutrife, miiBte die NH-
Funktion geschiitzt werden, um beim Zusammenbau das freie
reduzierende Ende nutzen zu k6nnen.

Fiir die Synthese des Esperamicin-Bereichs wurden drei Gly-
cale hergestellt (Schema 58). p-Fucal 234 wurde ohne Schwie-
rigkeiten in 235 {iberfithrt. Das zweite Glycal, 240, wurde
ausgehend von dem beschriebenen Methylglycosid 238 {iber die
anomere Thiophenylverbindung 239 wund anschlieBende
Pyrolyse des davon abgeleiteten Sulfoxids erhalten,

~emeo 2. ROH PMBO

236 R=Me
237 R = PMB
PhtN wx - MCPBA PmnNW
OMe 2.4 OCHa
PhSH [:; 238 X = OMe 83% 240
BFFOEtaL . 239 X=8Ph
AcO
F’hSH 1. MSCI Me O
AcO SnCI4 2. KSAC
B1% 89%
241 SPh
E.242 R= Ac,R OAc E.MG P =Ac
E243 R=H,R'=CH 247 P = DNP
244 R=H,R =0Ts 1. MCPBA
L_>245 R=H,R'=H 2. EtoNH
87%
CHs
as o H TEOG-NHOH Me
0—N-TEOC PhaPeHBr o\ pg Q
S -
OTBS 250 A-DNP 52% e
251 R=H
’:252 RoM E 248 R=H
e
249 R=TBS

Schema 58. Synthese des Esperamicin-Kohlenhydratbereichs (Teil 1). MCPBA =
m-Chlorperbenzoesiaure, Ms = Methansulfonyl, Phth = Phthaloyl, Ts = Toluol-
sulfonyl.

Der Aufbau des bendétigten Thioglycals war anspruchsvoll.
Das p-Galactaltriacetat 241 wurde durch Thiophenyl-Ferrier-
Umlagerung in 242 umgewandelt!®®], Nach Bildung des Diols
243 und des Tosylats 244 wurde durch Reduktion 245 und dar-
aus in wenigen Stufen 246 und 247 erhalten. Die anschlieBende
Unmlagerung des aus 247 hergestellten Sulfoxids und die Einfiih-
rung einer geeigneten Schutzgruppe filhrten zu 249, Diese Ver-
bindung reagierte als Donor mit N-Trimethylsilylethyloxycar-
bonyl(TEOC)-hydroxylamin zu 250. Die Chemoselektivitit
dieser Addition betrug nur 1.5:1, als Nebenprodukt entstand
das N-Glycosid. Die Stereoselektivitit dieser Reaktion war hin-
gegen sehr hoch zugunsten des f-Glycosids. Dieser ausschlieBli-

Angew. Chem. 1996, 108, 14821522

che Angriff von der §-Seite ist vermutlich eine Folge der «-axial
angeordneten TBSO-Gruppe (TBS = ferr-Butyldimethylsilyl),
Abspaltung der Dinitrophenyl(DNP)-Gruppe und Methylie-
rung lieferten 252.

Der Zusammenbau der Glycale begann auf herkdmmliche
Weise mit der Epoxidierung von 235. Die Umsetzung des resul-
tierenden Anhydrozuckers mit Methanol oder p-Methoxyben-
zyl(PMB)-Alkohol fiihrte zu 236 bzw. 237 (Schema 58). Die
Todglycosylierung von 240 mit 236 sowie 237 fand recht selektiv
an der (dquatorialen) C2-Hydroxygruppe statt und lieferte nach
Deiodierung das Disaccharid 253 bzw. 255 (Schema 59). Die
Epoxidoffnung und lodglycosylierung waren dabei so aufein-
ander abgestimmt, daB die ungewd6hnlichen Disaccharide 253
und 255 moglichst schnell zuginglich waren.

PhthN Q7 RO g
HO 0
o »o PMBO OR
PMBO OR 0
1.1%, 49%

o ,
26 Reve  2PRaSnHABN PN \g&%
95%

237, R=PMB HyCO
l: 253 R=Me, R'=H
254 R = Me, R' =0Tt
E. 255 R=PMB, R'=H

256 R = PMB, R'=OT!
CH3 N-TEOC
0 |

MeS 5 CHs TEOC
Q CHs
MeS o
oTBS 252 O—N oR
PMBO
NaH TBSO o
78%
o)
257 R=Me PhthN
258 R=PMB OCHj,

Schema 59. Synthese des Esperamicin-Kohlenhydratbereichs (Teil 2). AIBN =
o2’ -Azobisisobytyronitril, Tf = Trifluormethansulfonyl.

Diese Verbindungen wurden in die Triflate 254 bzw. 256 um-
gewandelt, die mit deprotoniertem 252 zu den tricyclischen Ver-
bindungen 257 bzw. 258 gekuppelt wurden!! 8],

In der Methylglycosid-Reihe (257) wurde die Phthalimidbin-
dung gespalten und durch reduktive Aminierung mit Aceton ein
N-Isopropylaminrest eingefithrt. Die Abspaltung der TEOC-
und TBS-Schutzgruppen lieferte das Methylglycosid 259 (Sche-
ma 60).

Analog wurde die p-Methoxybenzyl(PMB)-Verbindung 258
N-Isopropyl-geschiitzt. Als ndchstes setzten wir das freie, redu-
zierende Ende durch Abspaltung der PMB-Gruppe frei, wo-
durch wir 260 erhielten. Die N-TEOC-Gruppe am Hydroxyl-
amin schiitzte die Verbindung vor der Umlagerung zu einer
Azafuranose. Mit Tetra-n-butylammoniumfluorid (TBAF)
wurden zwar alle Silylschutzgruppen in 260 abgespalten, Ver-
bindung 232, die dem vollkommen freigelegten Trisaccharid-Be-
reich von Esperamicin entspricht, konnte allerdings weder nach-
gewiesen noch isoliert werden. Bei dem isolierten Produkt
handelte es sich um die Azafuranose 233a, die am besten als
Methylglycosid 233b charakterisiert werden konnte. Diese Ver-
bindung hatten bereits die Chemiker bei Bristol-Myers Squibb
bei der NaBH,-Reduktion von Esperamicin erhalten.

Zu diesem Zeitpunkt war klar, daB entweder die Hy-
droxylaminfunktion des Spacers oder das anomere Zentrum am
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Schema 60. Synthese des Esperamicin-Kohlenhydratbereichs (Teil 3).

reduzierenden Ende geschiitzt werden muBten, um das Tri-
saccharid zu stabilisieren. Da fiir die Herstellung eines Glycosyl-
donors als Baustein in einer Calicheamicin-Synthese ein Zwi-
schenprodukt mit einem freien, reduzierenden Ende erforderlich
sein wiirde, sollte die NH-Gruppe des Hydroxylamins wihrend
des Zusammenbaus geschiitzt bleiben.

Als nichstes haben wir uns dem Aryltetrasaccharid-Bereich
von Calicheamicin 230 zugewandt. Die Synthese des ABC-Ab-
schnitts von 230 wurde angelehnt an den in der Esperamycin-
Reihe verfolgten Syntheseplan realisiert. Wir haben uns deshalb
auf den CD-Abschnitt konzentriert (Schema 61). Ausgehend
vom Glycal 261, das problemlos aus L-Rhamnal zugéinglich
war, wurde durch Ferrier-Umlagerung mit Benzylalkohol 262
erhalten, das durch Osmylierung, Monomethylierung (des ent-
sprechenden Stannylderivats) und Silylierung zu 263 umgesetzt
wurde. Nach Debenzylierung wurde die Trichloracetimidat-Do-
norfunktion unter Bildung von 264 eingefiihrt. Durch Schmidt-
Kupplung wurde aus 264 und 2,4-Diiod-5,6-dimethoxy-3-me-
thylphenol die Verbindung 265 erhalten, die palladium-
katalysiert regioselektiv zu 266 carbonyliert wurde. Dessen Re-
duktion zu 267, anschlieBende Oxidation und Sdurechlorid-Bil-
dung lieferten 268!''°) das mit dem beschriebenen C-Ring-
Thiol-Glycal 251 zum Aryldisaccharid 269 acyliert wurde.

Durch Kahne-Kupplung!!® des Anions von 269 mit dem
Triflat 254 entstand das Aryltetrasaccharid 270 (Schema 62).
Durch Spaltung des Phthalimids in 270, anschlieBende redukti-
ve Ethylierung und Entfernen aller Silyl- sowie der PMB-
Schutzgruppen wurde 272 erhalten. Mehrere voneinander unab-
hingige Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe!!?°~1221 ynd
der von Nicolaou!*?3:124] die den Kohlenhydratbereich von
Calicheamicin schon vorher synthetisiert hatten! 231 ergaben,
daB die Erkennungsdoméne von Calicheamicin tatsdchlich im
Aryltetrasaccharid-Bereich von 272 enthalten ist.

Unser nichstes Ziel bestand darin, zu zeigen, daB3 aus 272 ein
geeigneter Glycosyldonor erhalten werden kann und - vor allem
— daB dieser mit einer fortgeschrittenen Vorstufe des Aglycons
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Schema 61. Synthese des Calicheamicin-Kohlenhydratbereichs (Teil 1).
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Schema 62. Synthese des Calicheamicin-Kohlenhydratbereichs (Teil 2).

reagiert. Dazu wurde durch Kuplung von 269 und 256 das Aryl-
tetrasaccharid 271 hergestellt (Schema 62). Die Abspaltung der
PMB-Schutzgruppen von 271 mit 2,3-Dichlor-5,6-dicyanbenzo-
chinon (DDQ) lieferte 273, das zum Trichloracetimidat-Donor
274 umgesetzt wurde (Schema 63). Einer der getesteten Agly-
con-Acceptoren war 275. Die Schmidt-Kupplung von 274 mit
275 fiihrte zu einem gut trennbaren 3:1-Gemisch aus 276 und
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Schema 63. Erste Kupplung eines komplexen Kohlenhydratbereichs an ein Endiin.

dem entsprechenden o-Glycosid. Dies war die erste derartige
Glycosidkupplung von zwei vollkommen synthetisch hergestell-
te Teilstrukturen in der Klasse der Calicheamicinet!26!,

Obwohl dies Ergebnis durchaus erfreulich war, stellte sich
bald heraus, daf3 276 fiir eine Synthese von Calicheamicin nicht
geeignet war. Doch wurden in dieser Phase des Synthesepro-
gramms einige wertvolle Erkenntnisse gewonnen: Eine wichtige
Entdeckung war der Befund, daB die Hydrazin-induzierte Spal-
tung der Phthalimidgruppe in Gegenwart der Endiin-Funktio-
nalitdt nicht moglich war. Unter den unterschiedlichsten Reak-
tionsbedingungen war die unspezifisch verlaufende Zerstérung
des Endiins sehr viel schneller als die Freisetzung des Amins aus
dem Phthalimid. Ebenso ist zu beriicksichtigen, daB die Abspal-
tung der TBS-Schutzgruppen an den axialen Positionen mit
TBAF ein problematischer Schritt ist. Bei der endgiiltigen Ab-
spaltung der Schutzgruppen traten bei unterschiedlichen Ver-
bindungen mit diesen Schutzgruppen schwerwiegende Schiden
am Rhamnose-D-Ring auf. Unter Bedingungen, unter denen
diese Schiden am geringsten waren (— 10 °C), dauerte die Ab-
spaltung der TBS-Schutzgruppen sieben Tage. Auf der Grund-
lage der Ergebnisse von Konkurrenzexperimenten zur Lebens-
dauer der funktionellen Gruppen erschien es unwahrscheinlich,
daB eine Endiingruppe diese Reaktionsbedingungen iiber einen
Zeitraum unbeschadet iiberstehen wiirde, der zur Freisetzung
des Alkohols aus dem TBS-Derivat erforderlich ist.

Zur Losung dieses Problems haben wir mit Blick auf die erste
Totalsynthese von Calicheamicin von Nicolaou und Mitarbei-
tern''**) unsere Schutzgruppenstrategie geindert (Schema 64).
In Vorbereitung auf den letzten Schritt zum Calicheamicin y}
wurden einige Verbesserungen vorgenommen: Der Zugang zum
Aren wurde komplett erneuert und geradliniger gestaltet. Olson
machte dabei eine wichtige Entdeckung, die an sich keinen di-
rekten Bezug zur Kohlenhydrat-Chemie hat: Er fand heraus,
daB Mono-TMS-cyanhydrin-Derivate von Chinonen (z.B. 278)

Angew. Chem. 1996, 108, 14821522

28% /ﬁ

1. Smly, 82% OSiMe
2.1C1, 93%
CN
l (¢] OMe
Me AcO OAc AcO

OMe
I CN
278 ACO A

Me
Me
{ T{EOC Ve
s
O—N
o
Q OMe  OTES o
Me ) OMe Et\ o
TESO ot C 287 R = PMB N
FMOC
OTES 288 R=H OMe
E 289 R = C(NH)CClg J

Et
Me 0 OMe \
ACO ey O FMOC OMe236
OMe

" T

280 R=0H
Et
281 R=0Ms % \vasph
- v

282 R=Nj :‘ FMOC OMe 285
283 R = NHAc
284 R =NHEt ‘__l T

Schema 64. Verbesserte Synthese des
FMOC = 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl.

Calicheamicin-Kohlenhydratbereichs.

mit Samarium(in)-iodid zu p-Hydroxybenzonitrilen (z.B. 279)
reagieren!!27), Als Bausteine fiir die A-, C- und D-Ringe wurden
—im wesentlichen wie zuvor — D-Fucal 234, p-Galactaltriacetat
241 und r-Rhamnaldiacetat 261 verwendet, wobei die Hy-
droxygruppen allerdings nicht TBS-, sondern Triethylsilyl-
(TES)-geschiitzt wurden.

Ausgangsverbindung fiir das 9-Fluorenylmethyloxycarbo-
nyl(FMOC)-substituierte Glycal 286 war das Mesylat 281, das
aus dem differenzierten Methylglycosid 280 erhalten wurde.
Boyer entdeckte, daf durch Substitution von 281 mit Azid Ver-
bindung 282 entstand und daraus nacheinander das Acetamid
283 und das N-Ethylderivat 284 aufgebaut werden konnten.
Durch Thiophenol-Substitution am anomeren Zentrum gelang-
te man zu 285 und durch anschlielende Oxidation sowie Ther-
molyse zu 286. Das AB-Segment wurde mit dem D-Fucal 237
durch Iodglycosylierung von 286 aufgebaut. Die Fortsetzung
der Reaktionssequenz fithrte wie beschrieben iiber die Tetra-
saccharide 287 und 288 zu 289.

An dieser Stelle konnte Hitchcock eine dulerst aufregende
Entdeckung machen: Durch die Verwendung des Donors 289
ergab sich die Moglichkeit, in der Glycosylierung einen solch
komplexen Acceptor wie 290 einzusetzen (Schema 65). Da we-
der Oxidations- noch Reduktionsschritte erforderlich sein wiir-
den, um das angestrebte Produkt in die fiir den Wirkstoff beno-
tigte Form zu iiberfiihren, konnte man hoffen, den ansonsten
empfindlichen Acceptor 290 einsetzen zu kénnen, in dem die
allylische Trisulfid-Funktion bereits vorhanden ist. Gliicklicher-
weise gelang die Glycosylierung zudem unter besonders milden
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Schema 635. Die endgiiltige, konvergente Synthese von Calicheamicin.

Bedingungen (AgOTf, 4-A-Molekularsieb)*28], und nach Ab-
spaltung aller Schutzgruppen in zwei Stufen wurde Calicheami-
cin 7} 230 erhalten, womit uns eine sehr konvergente Synthese
gelungen war.

10. Oligosaccharid-Festphasensynthesen

Die Bedeutung der oben beschriebenen Methoden in Losung
besteht nicht nur darin, dafl mit ihnen beachtliche Fortschritte
bei der Synthese von Oligosacchariden und Glycokonjugaten
erzielt wurden, sondern daf} mit ihnen weitere Vereinfachungen
und Effizienzsteigerungen mdoglich waren. Bs war duBerst auf-
schluBreich, diese Problematik im Zusammenhang mit der Syn-
these von Biooligomeren zu betrachten und Analogien zwischen
der Oligosaccharidsynthese und der Synthese von Oligonucleo-
tiden und Peptiden heranzuziehen. Sicherlich waren auch bei
der Synthese dieser Biooligomere in Losung beachtliche Erfolge
erzielt worden, ihren groBten Aufschwung haben diese Synthe-
sen allerdings zweifelsohne erst erfahren, als die Kupplungsme-
thoden in Losung auf die Festphase zugeschnitten worden wa-
ren. Auch wenn die Festphasensynthese von Oligopeptiden!!29!
und Oligonucleotiden!! *® nicht in jedem Fall geeignet ist, fithrt
sie doch hiufig zu besseren Ausbeuten und einfacher durchfithr-
baren Verfahren. Dariiber hinaus entfillt die Notwendigkeit,
das Produkt nach jedem Reaktionsschritt zu reinigen. Selbstver-
standlich geht mit der Arbeitsweise am festen Tridger auch der
mdgliche Vorteil einer Reinigung nach jeder Kettenverldnge-
rung verloren. Die Chemie der Wiederholungsschritte mul} des-
wegen so beschaffen sein, dal3 der Reinigungsschritt am Ende
der Synthese ausreicht, um das gewiinschte Produkt mit der
erforderlichen Reinheit zu erhalten.

Bei der Polypeptid- und Oligonucleotidsynthese ist durch die
hohen Ausbeuten der einzelnen Kupplungsschritte gewahrlei-
stet, daB die Strategie der Reinigung auf der letzten Stufe prakti-
kabel ist. Die ausgezeichneten Ausbeuten ergeben sich aus der
Qualitdt der verwendeten Kupplungsreaktionen und koénnen
noch dadurch verbessert werden, dafl man den in Losung be-
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findlichen Kupplungspartner,
der durch Filtration leicht von
der Festphase getrennt wer-
den kann, im UberschuB ver-
wendet.

Die  Festphasensynthese
von Oligosacchariden ist ver-
gleichsweise sehr viel weniger
weit entwickelt!!3]. Diese Be-
merkung ist nicht als Kritik
an den Praktikern auf diesem
Gebiet zu verstehen, sondern
spiegelt vielmehr die Tatsache
wider, dafl das Problem der
Oligosaccharidsynthese sehr
viel komplexer ist als das der
Synthese von Oligonucleoti-
den und Oligopeptiden.

Wir wollen die Synthese
von Oligonucleotiden, beson-
ders von Oligo-2-desoxynucleotiden betrachten (Schema 66).
Setzt man die gute Zugénglichkeit der Nucleoside voraus, so
besteht jede Verlingerung in der Verkniipfung durch eine
Phosphatbriicke. Dazu ist es notwendig, zwischen den 5'- und
3’-Hydroxygruppen zu unterscheiden und eine effiziente Kupp-
lungsreaktion zu finden. Beim Aufbau der Internucleotidbin-
dungen entsteht kein neues Chiralitidtszentrum. In dhnlicher
Weise miissen beim Aufbau von Peptiden die a-Amino- und

a) Oligonucleotide b) Oligopeptide

| R 4 9
N
0 B2 H'I\N/k”/ \)LO—@
0] H o \ R
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Schema 66. Festphasensynthese von Biopolymeren. B?, B2 = Nucleinsiiurebase.
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a-Carboxygruppen von allen anderen derartigen oder dhnlichen
funktionellen Gruppen (z.B. -SH und -OH) an den Seitenketten
unterschieden werden. Man bendétigt aulerdem eine effiziente
Reaktion zur Bildung der Amidbindung. Auch bei der Verlinge-
rung des Oligopeptids wird kein neues Chiralitdtszentrum auf-
gebaut. Die beiden Strategien zur Kettenverldngerung bei der
Synthese am festen Triger ist in Schema 66 anhand der Struktu-
ren 291 bzw. 292 angedeutet. Bei der analogen Synthese eines
Oligosaccharids (siehe 293) an einem festen Tréger erhoht sich
das Maf} an Komplexitét erheblich.

So mufBl man beim Aufbau eines Oligosaccharids aus einer
Aldohexose den anomeren Bereich einer der Komponenten so
unterscheiden, daB er als Donor (siehe 294) fungieren kann, und
eine der fiinf sehr Zhnlichen Hydroxygruppen der Hexoseeinhei-
ten so differenzieren, daB sie als Glycosylacceptor dienen kann
(siche 296). Die wichtigste Forderung ist die Steuerung der Kon-
figuration bei jeder neu gebildeten Glycosidbindung. Anders als
bei den anderen Biooligomeren hat die Verkniipfung der Mono-
merbausteine bei der Glycosylierung stereochemische Konse-
quenzen. Angesichts der sehr viel komplizierteren Problemstel-
lung bei der Oligosaccharidsynthese am festen Trdger ist der
erzielte Fortschritt in der Tat erstaunlich und spricht deutlich
fiir die Kreativitdt und die Beharrlichkeit der Forscher.

Bei Oligosaccharidsynthesen an einem festen Triger kann
man grundsatzlich zwei Strategien verfolgen. Im einen Fall
(Fall A) wird ein Glycosylacceptor an den Trdger gebunden,
und sowohl der in Losung befindliche Donor (294) als auch der
Katalysator werden fiir den Kupplungsschritt zugegeben
(— 295). Fiir eine Wiederholung des Prozesses muB3 am festen
Tridger ein neuer Acceptor gebildet werden. Um an der ge-
wiinschten Position eine Acceptorstelle zu erhalten, ist im allge-
meinen eine spezifische Schutzgruppe (P) abzuspalten.

Bei der zweiten Strategie (Fall B) setzt man einen polymerge-
bundenen Glycosyldonor ein, der mit einem in Ldsung vorlie-
genden Acceptor (296) reagiert. Fiir eine Wiederholung des Pro-
zesses muB die Donor-Funktionalitit aus der funktionellen
Gruppe Y am anomeren Zentrum in der trdgergebundenen Ver-
bindung 297 freigesetzt werden. AuBerdem miissen fiir jeden
Wiederholungsschritt definierte Glycosylacceptoren hergestellt
werden, in denen nur eine Hydroxygruppe als Acceptor fungie-
ren und nach der Glycosylierung am anomeren Zentrum des
Produkts eine neue Donorfunktion gebildet werden kann. An-
hand dieser Erfordernisse wird der Zuwachs an Komplexitit bei
der Oligosaccharidsynthese am festen Trdger im Vergleich zur
Festphasensynthese von anderen Biooligomeren besonders
deutlich.

Erst als wir uns mit dem Problem der Festphasen-Kohlenhy-
dratsynthese befaf3ten, erkannten wir, daB sich der auf Glycalen
basierende Aufbau von Kohlenhydraten als besonders wertvoll
erweisen konntel'3?-133] Die geplante Vorgehensweise ist in
Schema 67 gezeigt. Das polymergebundene Glycal 298 sollte
durch Anbindung des entsprechenden Glycals an einen geeigne-
ten festen Triger hergestellt und durch ein Elektrophil E* unter
Bildung des polymergebundenen Donors 299 aktiviert werden.
Im Prinzip kann 299 entweder ein substéchiometrisches Zwi-
schenprodukt (siehe Iodglycosylierung) oder eine charakteri-
sierbare, chemische Verbindung sein (siehe 1,2-Epoxide). Die
Kupplung von 299 mit dem in Ldsung vorliegenden Glycalac-
ceptor 300 sollte zum verldngerten polymergebundenen Glycal
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Schema 67. Festphasen-Kohlenhydratsynthese mit Glycalen. PP’ = Schutz-
gruppe; E*, E'* = Elektrophil.

301 fithren. Die Wiederholung der Reaktionsfolge mit dem neu-
en polymergebundenen Donor 302 und dem in Ldsung befindli-
chen Acceptor 303 (der auch 300 sein kann) liefert 304.

Als Anbindung des wachsenden Kohlenhydrats an den festen
Trager wihlten wir eine Siliciumbriicke und als Trager kaufli-
ches Polystyrol (quervernetzt mit 1% Divinylbenzol). Dabei
konnten wir die in einem anderen Zusammenhang von
Chan!!34 erhaltenen Befunde nutzen, denen zufolge das Poly-
mer unter Bildung von Aryllithium-Spezies metalliert werden
kann. Durch anschlieBende Silylierung mit difunktionellen Sila-
nen des Typs R,SiCl, erhilt man ein silylchloridfunktionalisier-
tes Harz (Schema 68).

9 1) BulLi

O _OH
o\c/) %; O§(@©
307 ] =

TMEDA
C6H12 l
DRSC, SO iProNEt 308: R = Ph
CeHs SiRzCl CH,Cl 309: R = iPr
1% DVB-PS 305:R=FPh DMAP
306: R = /Pr
Schema 68. Herstellung eines polymergebundenen  Glycals. TMEDA =

Tetramethylethylendiamin, 1% DVB-PS = Polystyrol, quervernetzt mit 1% Divi-
nylbenzol.

Bei unseren ersten Untersuchungen! 2 haben wir mit Diphe-
nyldichlorsilan silyliert und als erstes Glycal 307 durch eine
herkdmmliche Reaktion zur Bildung von Silylethern gebunden,
wodurch 308 erhalten wurde. Es zeigte sich allerdings, daB der
Spacer in den durch Verlingerung von 308 entstandenen Pro-
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dukte nicht ausreichend hydrolytisch stabil war. Demzufolge
verwendeten wir Diisopropyldichlorsilan als Silylierungsmittel,
und 309 wurde zum festphasengebundenen Donor unserer
Wahl. Die Beladung mit Kohlenhydrat sollte > 0.9 mmol 307
pro Gramm Festphase betragen. Als Aktivierungsmethode ent-
wickelten wir als erstes die Glycalepoxidierung mit 2,2-Dime-
thyldioxiran als Oxidationsmittel. Die hierbei gebildeten Ver-
bindungen, wie 310, sind in der Regel nicht vollstindig
charakterisierbar (Schema 69). Die Umsetzung von 310 mit

\/ Sn(/Pr)g@ >< \/o siipra(S)
307

ZnCly
309 a0 ©
o Si(/Pr)z@
o Q R \/
o)
HO o
HO 0
\( o] 0
HO
313 o
TBAF 311:R=Si /Pr)g ¥ Q
AcOH o =

312:R=H 90%

o OR
o
1) 99 HO
o
2)ZnCl, _OH \/ 5
B"O’&B °
BnO = HO
111 0
o
HO
TBAF 314: R = Si(iPr) @ B0 o
AcOH n
315:R=H BnO =

74% Gesamtausbeute

Schema 69. Festphasensynthese von 1.6-verkniipften Polysaccharidresten.

dem Glycalacceptor 307 in Gegenwart von Zinkchlorid lieferte
311, dessen Bildung indirekt iiber die mit Tetra-n-butylammo-
niumfluorid (TBAF) freigesetzte Verbindung 312 (90% Aus-
beute) nachgewiesen wurde. Eine zweimalige Wiederholung der
Sequenz mit den Acceptoren 307 bzw. 111 und die anschlieBen-
de Abspaltung vom Polymer mit TBAF fiihrten zum Tetrasac-
charid 315 in einer Gesamtausbeute von 74 % (was einer durch-
schnittlichen Ausbeute von 90% pro Kupplungssequenz
entspricht). Wir setzten bei diesen ersten Streifziigen grof3es Ver-
trauen in Galactoseepoxid-Donoren des Typs 310, da diese die
bevorzugte Bildung des f-Produkts gewihrleisten (siehe Sche-
ma 37). Daritber hinaus bietet die Galactosylierung bedeutende
Méglichkeiten zum Aufbau von biologisch wichtigen Oligosac-
chariden.

Einige Besonderheiten der Methode sollen hervorgehoben
werden. So sind die polymergebundenen Donoren, bei denen die
C3- und C4-Hydroxygruppen als cyclisches Carbonat geschiitzt
sind, in der Tat duBerst stereoselektiv reagierendes Galactosylie-
rungsmittel. Auch bereitete die Reinigung nur auf der Tetra-

1512

saccharidstufe keine Schwierigkeiten. Eine weitere Besonderheit
war die ,,Selbstkontrolle” bei fehlgeschlagenen Kupplungen:
Die durchschnittlichen Kupplungsausbeuten liegen zwar nur bei
etwa 90%, doch wird nicht gekuppeltes Epoxid offensichtlich
hydrolysiert, so dal} wir keine Produkte mit Fehlstellen im Inne-
ren der Kette feststellen konnten.

Glycosylacceptoren mit sekunddren Hydroxygruppen kon-
nen ebenfalls eingesetzt werden (Schema 70). So reagierte 313

0. 0 Si(iPr)z@

HO
2) ZnCl.
OXO &3

e

2) 111, ZnCl,

TBAF |— 316: R = Si(iPr)2©

AcOH 317: R=H, 66% Gesamtausbeute
o O OR
Xégjro
HO o\/

TBAF l—— 318:R = Si(iPr)g@
AcOH |+ 318: R = H, 39% Gesamtausbeute

HO
BnO
BnO: =

Schema 70. Synthese des Pentasaccharids 319 am festen Triger.

nach Epoxidierung mit 99 mit dem D-Glucal 163 zu 316. Das
Tetrasaccharid 317 wurde nach Abspaltung vom Triger mit
TBAF in einer Gesamtausbeute von 66 % bezogen auf 309 er-
halten. Nimmt man eine Ausbeute von 90 % pro Kupplungsstu-
fe bei der Synthese von 313 an, so ergibt sich fiir die Glycosylie-
rung von 163 cine Ausbeute von etwa 80%. Ein weiteres
Beispiel, das die Verwendung Glycalen mit sekundiren
Hydroxygruppen demonstriert, ist die Umsetzung von 310 mit
geldstem 3,6-Dibenzylglucal zum entsprechenden 1,4-verkniipf-
ten Disaccharid.

Verbindung 316 wurde mit 99 unter Bildung eines polymerge-
bundenen Glucosyldonors oxidiert. Dieses Epoxid reagierte mit
einer Losung von 111 und ZnCl, in Tetrahydrofuran zu 318,
woraus das Pentasaccharid 319 in einer Gesamtausbeute von
39% bezogen auf 309 erhalten wurde. Diese Glycosylierung
verlduft mit einer Ausbeute von etwa 60 % bezogen auf 316 und
auflerdem mit hoher Stereoselektivitit. Dennoch wurde in die-
sem Fall im 'H-NMR-Spektrum als Nebenprodukt vermutlich
das a-Glycosid nachgewiesen. Das Verhiltnis des gewiinschten,
einheitlich f-konfigurierten Produkts zu dieser unbekannten
Verbindung betrug >10:1. Diese maBige f-Selektivitit mit die-
sem von Glucal abgeleiteten Donor kann moéglicherweise durch
Optimierung der Reaktionsbedingungen verbessert werden.
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Die Synthese kann durch die Verwendung von Disaccharid-
oder Oligosaccharid-Acceptoren noch konvergenter gestaltet
werden (Schema 71). So gelangten wir durch Epoxidierung des
polymergebundenen Tetrasaccharid-Glycals 316, anschlieBende
ZnCl,-katalysierte Kupplung mit dem Disaccharid-Acceptor-
glycal 320 und Freisetzung vom Triger (TBAF) zu 322 in einer
Gesamtausbeute von 58 % (29 % Gesamtausbeute bezogen auf
309, 45% bezogen auf 316).

316
1.99 | 2.ZnCh

o\\/O OH OBn
O&/ BnO =
OH
. 320
5 A o
0
HO
0§ OBn
2 X
2 O&B
TBAF l:am:n:smpr)z@ 0 BrO =

AcOH OH
THF 322:R=H, 29%

Schema 71. Synthese des Hexasaccharids 322 am festen Triger.

Bei dieser letzten Kupplung wird interessanterweise ein Diol-
acceptor regioselektiv glycosyliert. Diese Selektivitit bei der
Verwendung von polymergebundenen Donoren und in Losung
vorliegenden Acceptoren kann von erheblichem Vorteil sein, da
dadurch die Notwendigkeit entfallen kann, diese zu schiitzen.

Die Festphasensynthese kann auch auf die bereits beschrie-
bene Herstellung von verzweigten Oligosacchariden mit der
Glycalmethode (siehe Schema 41 und 42) angewendet werden.
Wir zeigten dies anhand des trigergebundenen Glycals 309, das
epoxidiert und an den Acceptor 183 zum Disaccharid 323 ge-
kuppelt wurde (Schema 72). Dieses ist in Gegenwart von Zinn-
triflat ein polymergebundener Glycosylacceptor gegeniiber dem
Fluorzucker 185. Die Abspaltung des so erhaltenen Tetra-
saccharids 324 vom Polymer mit TBAF fiihrte zur Lewis-b-Gly-

osigpy, (8) _omes

1) 99 o 02 Ho o
309 \/ Q o 2

2) ZnClp oTIPS (¢}
HO (o) HO
HO = 323
BnC
183 it 0Bn
£ ° 0Bn

, OR
p&ﬂmn o
o E 0
Bno OB 185 \/ o ©
O —

Sn(OTf),, DTBP o »
?&iosn
BnO 0OBn
TBAF 324:R = TIPS, A = 5P S)
AcOH

325: R=R'=H, 40% Gesamtausbeute

Schema 72. Synthese des verzweigten Zuckers 325 am festen Trager. DTBP = Di-
tert-butylperoxid.
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calvorstufe 325. In einer wachsenden Kette kann also eine Ver-
zweigung an der C2-Hydroxygruppe durch Nutzung der unge-
schiitzten Hydroxygruppe, die bei der auf Epoxiddonoren ba-
sierenden Glycosylierung freigesetzt wird, erreicht werden.
Allerdings war es durch dieses Verfahren nicht méglich, einen
geldsten Acceptor mit polymergebundenen Donoren iiber den
in Schema 22 dargestellten Weg direkt in einer Sulfonamidgly-
cosylierung umzusetzen. Zwar wird das Halogensulfonamid-
Addukt am festen Triger gebildet, doch versagt die Glycosylie-
rung. Wir waren daher nicht in der Lage, aus der polymer-
gebundenen Verbindung 324 die vollstindige Lewis-b-Deter-
minante herzustellen, sondern muBten dazu auf die Reaktionen
in Losung zuriickgreifen (sieche 325). Vor kurzem haben wir ein
zweistufiges Verfahren entwickelt, mit dem die Sulfonamidgly-
cosylierung am festen Tridger durchgefithrt werden kann (siche
Schema 81).

Ein weiteres Ziel war die Anwendung der Glycalstrategie zur
Synthese von Glycopeptiden. Als erstes wandten wir uns der
Herstellung von Asparagin-gebundenen Glycopeptiden zu. Vie-
1e1*351 unter anderem Paulsen, Kunz!!35¢) Meldal und Lansbu-
ry!*33 haben aufsehenerregende Fortschritte auf dem Gebiet
der Glycopeptidsynthese erzielt. Die von uns angestrebte Strate-
gie wiirde sich von den bekannten Syntheseverfahren allerdings
radikal unterscheiden und hoch konvergent sein.

Unser Konzept beinhaltete, ein terminales Glycal in einem
synthetischen Oligosaccharid zu iodsulfonamidieren. Wie be-
reits mit einfacheren Modellverbindungen gezeigt wurde (siehe
90 — 91, Schema 25), lieferte die Umsetzung eines derartigen
Zwischenprodukts mit Azid unter suprafacialer Verschiebung
des a-Sulfonamids von C1 nach C2 das -Azid. Dessen Reduk-
tion und anschlieBende Acylierung des entstandenen anomeren-
reinen f-Aminozuckers lieferten das geschiitzte Glycopeptid 93
(sieche Schema 25). Gliicklicherweise lieB sich diese Reaktions-
folge auch an der Festphase durchfiithren (siehe unten).

Auf dieser Grundlage hofften wir, unsere Synthesestrategie
aufzubauen, wobei uns allerdings klar war, daf der schwierigste
Schritt in der Synthese von Glycopeptiden die endgiiltige Ab-
spaltung aller Schutzgruppen sein wiirde. Da N-Asparagin-ver-
kniipfte Glycopeptide sehr empfindliche Verbindungen sein
koénnen, muBl die Synthese dementsprechend sorgfiltig geplant
und geeignete Vorkehrungen getroffen werden.

Roberge und Beebe befaften sich eingehend mit diesem Pro-
blem. Wir wollen dem Leser die Beschreibung der vielen Riick-
schritte ersparen, die bei der Durchfithrung dieses scheinbar
geradlinigen Syntheseplans mit der Vorkehrung fiir eine voll-
stindige Abspaltung der Schutzgruppen verbunden waren, und
zunichst das Verfahren zur Herstellung von Glycopeptiden in
Loésung!t3*%1 ynd anschiieBend dessen Ubertragung auf eine ent-
sprechende Festphasensynthese vorstellen.

Bei der Synthese des Kohlenhydratbereichs des Glycopeptids
konzentrierten wir uns auf eine Zielverbindung, die liber das
geradlinigste, von uns entwickelte Verfahren zugénglich war. So
wurde das Galactal-Epoxid 196 mit 307 umgesetzt und das
Kupplungsprodukt zum Disaccharid 326 acetyliert (Sche-
ma 73). Die Epoxidierung von 326 und die nachfolgende Um-
setzung mit dem Acceptor 111 fiihrten nach Acetylierung zum
Trisaccharidglycal 327. Somit waren die Voraussetzungen fiir
eine Funktionalisierung der Glycalbindung fiir die Bildung
des Glycopeptids geschaffen. In der Iodsulfonamid-Reaktion
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Schema 73. Synthese des N-verkniipften Glycopeptids 332. Ail = Allyl, Anthr = Anthracenyl, Troc = Trichlorethoxycarbonyl, [IDQ = 2-Isobutoxy-1-isobutoxycarbonyl-

1,2-dihydrochinolin.

setzten wir 9-Anthracenylsulfonamid 328 ein, da die entspre-
chende Schutzgruppe unter einer Vielzahl milder Reduktionsbe-
dingungen leicht abgespalten werden kann. Die Umsetzung von
327 mit 328 und Di-sym-collidiniodoniumperchlorat (I(sym-
coll),ClO,) lieferte 329. Dessen Reaktion mit Tetra-n-butyl-
ammoniumazid fithrte erwartungsgemaf zur Verschiebung der
Sulfonamidgruppe, und das resultierende Azidotrisaccharid
wurde acetyliert. Die Reduktion der Azidgruppe und die reduk-
tive Spaltung des Sulfonamids gelangen mit Aluminiumamal-
gam und lieferten 330. Die f-Amingruppe wurde mit der o-Car-
boxygruppe des Tripeptids TrocAspLeuThrOAll in Gegenwart
von IIDQ zu 331 acyliert. Nach Desilylierung, Entfernen der
Allylgruppe, reduktiver Abspaltung der Troc-Gruppe und Hy-
drogenolyse der Benzylgruppen wurde das cyclische Carbonat
mit KCN/Methanol gespalten und das freie, N-verkniipfte
Glycopeptid 332 erhalten. Die Synthese dieses Trisaccharid-Tri-
peptids ist ein wichtiges Teilziel bei unseren Bemithungen um
eine allgemein anwendbare Synthese von Glycopeptiden.

Diese in Losung durchgefiihrte Synthese wurde zu einer Fest-
phasenvariante entwickelt (Schema 74)11*71, Das polymerge-
bundene Disaccharid 311 wurde durch Epoxidierung, Reaktion
mit 111 und Acetylierung zum Trisaccharid 333 erweitert. Des-
sen Umsetzung mit Anthracensulfonamid und I(sym-coll),ClO,
lieferte, wie die nachfolgenden Stufen ergaben, in glatter Reak-
tion 334. Durch Umsetzung mit Tetra-n-butylammoniumazid
und anschlieBende Acetylierung wurde das anomerenreine Azid
335 erhalten. Dieser Erfolg steht im Widerspruch zu unseren
fritheren, fehlgeschlagenen Versuchen zur Sulfonamidglycosy-
lierung von Kohlenhydratacceptoren am festen Trdger (siche
Schema 71).

Der wesentliche Vorteil der Anthracensulfonamid-Bindung
ist deren Spaltbarkeit unter milden Reaktionsbedingungen. So
konnte die Anthracensulfonylgruppe mit Thiophenol oder 1,3-
Propandithiol und der Hiinig-Base abgespalten werden. Diese
Reaktionsbedingungen sind fiir die Durchfithrung als Festpha-
sensynthese geeignet. Auflerdem ist das Anthracensulfonamid
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in THF, das ein gut quellendes Losungsmittel fiir feste Trager
ist, besser 16slich als das Benzolsulfonamid, so daB mit Anthra-
cen-Reagentien eine effizientere und vollstindigere Iodsulfon-
amidierung moglich ist. Durch die Umsetzung von 335 mit 1,3-
Propandithiol und i/Pr,NEt wurde sowohl das Azid reduziert als
auch das Sulfonamid gespalten. Das resultierende Amin wurde
in Gegenwart von IIDQ mit dem Tripeptid 336 oder dem Penta-
peptid 337 gekuppelt, wodurch die geschiitzten Glycopeptide
338 bzw. 339 erhalten wurden. Die Abspaltung vom festen Tri-
ger mit HF - Pyridin fiihrte zu den Glycopeptiden 340 und 341
in Gesamtausbeuten von 30 bzw. 37%. Fiir 341 bedeutet dies
eine durchschnittliche Ausbeute von 90 % fiir jede der vom poly-
mergebundenen Glycal ausgehenden zehn Stufen. Die sdulen-
chromatographische Trennung an einer kurzen Umkehrphasen-
Kieselgelsdule (C18) war ausreichend, um 340 und 341 in reiner
Form zu erhalten. Diese problemlose Reinigung des Endpro-
dukts ergibt sich aus der oben beschriebenen Eigenschaft der
,.Selbstkontrolle” bei der Kupplung von Glycalen am festen
Tréger (siehe Schema 70) und illustriert die Effizienz der Umset-
zung des terminalen Glycals zum Glucosylamin.

Sowohl von 340 als auch von 341 wurden die verbleibenden
Schutzgruppen unter Standardbedingungen abgespalten und so
die freien Glycopeptide 342 und 343 in 61 bzw. 48 % Gesamt-
ausbeute erhalten. NMR-Spektroskopisch wurde nachge-
wiesen, daf} alle Glycosidbindungen an den anomeren Zentren
p-konfiguriert sind. Die Strukturen wurden massenspektromet-
risch abgesichert.

Das Vorhandensein orthogonaler Schutzgruppen an den C-
und N-Enden des Peptids bietet die Méglichkeit, die Peptidkette
am festen Trager zu verlingern. Alternativ kann das bei der
Abspaltung von der Festphase freigesetzte Peptidende fiir die
Anbindung an eine ,,Carrier*-Verbindung dienen, wodurch an-
dere Glycokonjugate zuginglich werden. Schema 75 zeigt, wie
der Peptidbereich des noch an die Festphase gebundenen Glyco-
peptids erweitert werden konnte. Das festphasengebundene Tri-
saccharid-Pentapeptid 345 wurde — wie oben beschrieben -

Angew. Chem. 1996, 108, 1482-1522
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Schema 74. Synthese der N-verkniipften Glycopeptide 342 und 343 am festen Triger. Cbz = Benzyloxycarbonyl.
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Schema 75. Synthese des N-verkniipften Glycopeptids 349 am festen Triiger.

durch Kupplung von 335 mit dem Pentapeptid 344 erhalten.
Das C-terminale Ende von 345 wurde unter Bildung der triger-
gebundenen Sidure 346 entschiitzt, die dann an das Tripeptid
347, das ein freies N-terminales Ende aufweist, zam Glycopep-
tid 348 gekuppelt wurde. Nach Abspaltung vom festen Trager
wurde das Trisaccharid-Octapeptid 349 in einer Gesamtausbeu-
te von 18 % bezogen auf das polymergebundene Galactalcarbo-
nat erhalten.
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CbzAlaLeuAsnleuSer(OBn)AspLeuThr(OBn)OAll

Fir die weitere Ent-
wicklung der Glycopeptid-
Synthese  sollte  man
besonders der Methode
von Wong!!3%! Beachtung
schenken. Bei diesem Ver-

i fahren wird festphasenge-
NH bundenes, glycosyliertes
NHAC Peptid enzymatisch (Gly-

cosyl - Transferase - ) kata-

lysiert mit ungeschiitzten,
Nucleosidphosphat-aktivierten Monosacchariden verkniipft.
Die Ablosung der Konjugate vom festen Trdger wird durch Pro-
teasen katalysiert. Durch die Enzymkatalyse kann die Schutz-
gruppenproblematik erheblich vereinfacht werden. Sowohl bei
Wongs Methode als auch bei dem von uns vorgestellten Verfah-
ren kdnnen zudem nichtnatiirliche Aminosduren und andere
Sduren verwendet werden. Die hier gezeigte Glycalstrategie ist
allerdings vollkommen allgemein gehalten, d.h. es ist keine
Transferase oder Nucleosid-aktivierte Hexose erforderlich.
Dariiber hinaus konnen mit unserer Methode auch mnicht-
natiirliche Zucker eingebaut werden. Solche kiinstlichen Bau-
steine konnen iiber die in Schema 2 gezeigten Lewis-Sdure-kata-
lysierte Dien-Aldehyd-Cyclokondensation erhalten werden.
Unabhéngig davon, ob die Verfahren ausschlieSlich chemisch
oder chemoenzymatisch ausgelegt sind, ist das gemeinsame Ziel
all dieser Synthesebemiihungen, Glycopeptide gezielt vollkom-
men synthetisch herzustellen.
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11. Derzeit bearbeitete Projekte

Bis hierher haben wir ausschlieilich liber bereits abgeschlos-
sene und verdffentlichte Projekte berichtet, doch ist es ange-
bracht, iiber den aktuellen Stand der Forschungsarbeiten in
unserem Labor zur Losung chemischer und biologischer Proble-
me mit der Glycalstrategie zu informieren.

11.1. Synthese der Blutgruppen-Determinante A (Typ 2)

In Fortfithrung unserer Arbeiten zur Totalsynthese der
menschlichen Blutgruppen-Determinante mit der Glycalstrate-
gie haben wir uns mit einer wichtigen, neueren Zielverbindung,
der Blutgruppen-Determinante A (Typ 2) beschiiftigt!”. Zwar
haben wir dieses Ziel im Sinne der Herstellung einer von allen
Schutzgruppen befreiten, geeignet angebundenen Teilstruktur
des Faktors A noch nicht erreicht, doch stimmen uns die bislang
erzielten erheblichen Fortschritte!' 31 zuversichtlich, daB dieses
Projekt in Kiirze erfolgreich abgeschlossen werden wird. Die
Synthese begann mit der in Abschnitt 7 beschriebenen Verbin-
dung 199 (Schema 76), die so in das Glycal 350 iiberfiithrt wur-
de, daB die C3'-Hydroxygruppe des Galactose-Rings freigesetzt
wurde, um als Glycosylacceptor zu fungieren. Gliicklicherweise
konnte die Kupplung — gemiB den Arbeiten von Paulsen!!4%1 -
mit dem anomeren reinen C2-Azido-Chlorid 351 durchgefithrt
werden und fihrte auf effiziente Weise zu 352, das iiber bekann-
te Wege in das pentacyclische Glycal 353 umgewandelt wurde.
Dieses Glycal ist bereit fiir die Uberfithrung in eine fiir immuno-
logische Untersuchungen geeignete synthetische menschliche
Blutgruppen-Determinante vom Typ A.

11.2. Ein Syntheseweg zum N3-Antigen

Unsere Synthese des N3-Antigens ist mittlerweile fast abge-
schlossen. Ebenso wie andere!!*!) sind wir sehr zuversichtlich,
dal3 eine passend angebundene Version dieses Antigens dazu
verwendet werden kann, kleinste Mengen an N3-Antikorper
nachzuweisen, der — so wird vermutet — spezifisch als Immun-
antwort bei Magen-Darm-Krebs gebildet wird.

Dieses Syntheseziel itber die Glycalmethode zu erreichen war
schwieriger als erwartet. Dabei wurden einige Einschrankungen
des Verfahrens deutlich, auf die wir bereits hingewiesen haben.
Es stellte sich heraus, daf die Sulfonamidglycosylierung — unab-
héngig davon, ob sie iber den direkten Weg (siche Schema 22)
oder iiber das zweistufige Verfahren mit einem am anomeren
Zentrum Ethylsulfanyl-substituierten Zucker durchgefiihrt
wird (siche Schema 54) — durch eine Donor/Acceptor-Kombina-
tion mit starker sterischer Hinderung erschwert wird. Obwohl
wir ein Gespiir dafiir entwickelt haben, wann derartige Kupp-
lungen mifBllingen kdnnten, kénnen wir noch nicht eindeutig
vorhersagen, welches Mal an sterischer Belastung bei spezifi-
schen Donor/Acceptor-Kombinationen toleriert wird. Selbst-
verstandlich ist eine solche Abschédtzung bei komplexen Syste-
men unerldBlich, wenn das schon jetzt leistungsfihige
Glycalverfahren zur vollen Reife weiterentwickelt werden soll.

Unser Vorgehen bei der Synthese des N3-Antigens ist in den
Schemata 77 und 78 erldutert!**?). Aus dem Glycal 355 wurde
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Schema 76. Synthese eines Glycals der Blutgruppen-Determinante A (Typ 2).

der Schliisselbaustein 356 aufgebaut, {iber den der komplexe
Azaglycosylierungsdonor 357 — synthetisiert wurde. Das Livuli-
noyl-geschiitzte Acceptor-Triol 358 wurde aus Glucal und Ga-
lactal hergestellt. Gliicklicherweise ist die 3',4',5-Triol-Anord-
nung sterisch nicht zu anspruchsvoll, so daB die Kupplung mit
357 unter Verschiebung der Sulfonamidgruppe moglich war.
Die Freisetzung der primiren Hydroxyfunktion durch Hydra-
zin-induzierte Abspaltung der Lavulinoyl-Schutzgruppe lieferte
359. Ausgehend von D-Glucal wurde analog der Donor 360
aufgebaut, der eine strategisch wichtige p-Methoxybenzyl-
Schutzgruppe an der C4-Hydroxygruppe des GlcNAc-Rings
tragt (Schema 78). Die Voraussetzungen waren nun geschaffen,
um die sterisch relativ wenig gehinderte primire Hydroxyfunk-
tion in 359 als Acceptorstelle zu nutzen, die von einer freien
Hydroxygruppe an C4’ flankiert wird. Nach der Kupplung wur-
de diese axiale C4'-Hydroxygruppe am Galactosering acetyliert.
Danach setzten wir durch Abspaltung der PMB-Gruppe selek-
tiv eine Acceptorstelle frei (siehe Sternchen in der Darstellung

Angew. Chem. 1996, 108, 1482--1522
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Schema 78. Synthese des N3-Antigens (Teil 2).

von 361). Angesichts des sterischen Anspruchs der Umgebung
dieser Acceptorstelle haben wir die Anforderungen an die
Kupplung durch Verwendung eines reaktiveren Thioethyl-
donors verringert. Erfreulicherweise gelang aber die Kupplung
des aus D-Galactal aufgebauten Donors 362 mit 361 zur N3-Gly-
cal-Vorstufe 363 in 95 % Ausbeute. Wir beschiftigen uns zur Zeit
damit, die Totalsynthese des N3-Antigens abzuschlieBen und N3-
Konjugate herzustellen, die moglicherweise als Immunostimulan-
tien oder zu diagnostischen Zwecken verwendet werden kdnnten.

Die gelungene Synthese des geschiitzten N3-Glycals 363 hebt
einen wichtigen Aspekt komplexer Oligosaccharidsynthesen her-
vor: Obwohl die Grundbausteine hierbei im weitesten Sinne mei-
stens schon im voraus festliegen, ist viel Geschick und Einfalls-
reichtum erforderlich, um herauszufinden, wie diese Bausteine
verkniipft werden konnen. Eine besondere Herausforderung sind
die Synthesen von stark verzweigten Verbindungen.
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Man beachte, dafl in 361 nur eine von 19 Hydroxygrup-
pen'*3! als Acceptorstelle freigesetzt worden ist. Diese Stelle
befindet sich zwar in einem schwer zuginglichen Bereich des
Molekiils, doch gelingt die Kupplung ohne Schwierigkeiten,
wenn sie mit einem sehr reaktiven Donor (362) durchgefithrt
wird. Beherrscht man insofern die ,,Grammatik** der Synthese
von komplexen Oligosacchariden, ist man in der Lage, eine
neue, umfangreiche ,,Literatur* zu verfassen.

11.3. Synthese von Asialo-GM,

Unsere Totalsynthese von Asialo-GM, konnten wir kiirzlich
erfolgreich abschlieBen'**!. Hintergrund fiir die Bearbeitung
dieses Projekts war die Entdeckung von Al-Awqati und Mitar-
beitern, daBl membrangebundenes Asialo-GM, die primire In-
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Schema 79. Synthese von Asialo-GM,. Im = Imidazol.
fektionsstelle fiir Krankheitserreger bei zystischer Fibrose (Bin- 1. DMSO, Ac,O

degewebsvermehrung) ist!'#%. Das in Asalio-GM, enthaltene
GalNAc-Gal-Strukturelement war in der Tat schon als allge-
meiner Kohlenhydrat-Bioligand fiir die Anbindung von Patho-
genen bei einer Vielzah! anderer Infektionen erkannt wor-
den!#®) Unsere Absicht ist es, 16sliche, zellmembrandurch-
dringende Formen dieser Teilstruktur zu synthetisieren, um ihre
Wirksamkeit als Infektionshemmer zu untersuchen.

Bei dieser Synthese wurde die Leistungsfihigkeit der Azagly-
cosylierungsmethode deutlich4”, Das bekannte Glycal 217
wurde zundchst zum Azaglycosyldonor 365 umgesetzt, der eine
freie axiale Hydroxygruppe im Donorring aufweist (Sche-
ma 79).

Wie bereits bei der Synthese des menschlichen Brusttumor-
Antigens erwihnt wurde (sieche Schema 54), wird durch diese
Anordnung die Bildung des 5-Glycosids bei der Sulfonamidgly-
cosylierung stark begiinstigt. So wurde 365 an den entsprechend
differenzierten Glycosylacceptor 213 unter Bildung von 366 ge-
kuppelt. Diese Reaktion war eine grofle Herausforderung fiir
unsere Methode, da die Verkniipfung an der sterisch stark ge-
hinderten axialen Position des Lactal-Derivats stattfinden
mufite. Die weiteren Reaktionen zu Asialo-GM, 368 wurden
nach den in fritheren Synthesen gut ausgearbeiteten Ver-
fahren durchgefiihrt. Die synthetische Verbindung 368 bindet
ebenso wie andere Konjugate mit diesem Glycosidbereich an
Pathogene, die zystische Fibrose auslosen 48],

11.4. Synthese des Polysaccharidbereichs eines Glycopeptids

Bei unserem langfristig angelegten Vorhaben, ein Naturstof-
fen dhnelndes (stark Mannose-haltiges), von allen Schutzgrup-
pen befreites, Asparagin-verbriicktes Glycopeptid mit biologi-
scher Wirkung herzustellen, sind wir ein gutes Stiick
vorangekommen (Schema 80)!4%!, So wurden der Mannosyl-
donor 370 aus dem Dibenzylglucalepoxid 34 iiber 369 (siche
Schema 30) und das Glycal 373 aus dem aus 371 hergestellten
Azaglycosyldonor 372 und 197 erhalten.
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Schema 80. Synthese des Polysaccharidbereichs eines Glycopeptids. LAH =

Lithiumaluminiumhydrid, DIBAL = Diisobutylaluminiumhydrid.

Ein Schliisselelement unserer Strategie war die Verwendung
des Epoxids des an C4 und C6 p-Methoxybenzyliden-geschiitz-
ten D-Glucals 374. Die Kupplung von 373 und des aus diesem

Angew. Chem. 1996, 108, 1482-1522
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Epoxid hergestellten Ethylsulfanylglycosid 375 verlief glatt und
fithrte zu 376. Durch reduktive Abspaltung der Benzyliden-
schutzgruppe und Desilylierung wurden die -Mannosyl-Accep-
torstellen fiir die Kupplung mit 370 zum stark Mannose-halti-
gen Glycal 377 freigesetzt. Der Aufbau des vollstindigen
Mannosebereichs mit einer ausbaufihigen Glycalfunktion ist
ein bedeutender Schritt auf dem Weg zu unserem Ziel. Nach
einer Verfeinerung dieses Verfahrens sind die Voraussetzungen
fiir die Einfihrung des iiber Asparagin gebundenen Peptids mit
der in Abschnitt 10 beschriebenen Methode geschaffen (siehe
Schema 75).

11.5. Festphasensynthese eines 2-Sulfonamid-2-
desoxyglycosids

Unser langfristiges Ziel besteht darin, ein Glycopeptid ein-
schlieBlich der stark Mannose-haltigen Bereiche vollstindig am
festen Trager zu synthetisieren, was uns schlieBlich auch in die
Lage versetzen sollte, die Blutgruppen- und Tumor-Antigen-
Epitope am nichtreduzierten Ende des Glycopeptids auf diese
Weise aufbauen zu konnen.

Wir haben bereits in Abschnitt 10 erwihnt, daB die Azaglyco-
sylierung am festen Tréger — abgesehen von der Méglichkeit, die
Azidgruppe am anomeren Zentrum einzufithren — nicht erfolg-
reich war (sieche Anmerkungen zu Schema 72 und 73). Ein be-
deutender Fortschritt ist mittlerweile dadurch erzielt worden,
daB polymergebundenes 378, das auf {ibliche Weise aus der be-
schriebenen Verbindung 309 hergestellt wurde, als Azaglycosyl-
donor-Vorstufe geeignet ist (Schema 81)!'3%, So wurde 378 am

1.99 o _OSi(iPr)4
2.197, ZnClp o\/ @ OBn
09 @ — o
3. Ac,0, DMAF 0 o~ 2

AcO
378
1. l(coll)aClO, O _OSi(iPr),
PhSOsNH 0\/ @ OBn
O SEt
2. EtSH, LHMDS 0 BnO
AcO NHSO,Ph
379
o\/o Si(iPr)2© oBn
Diisopropyliden- o Bgo Q
galactose AcO PhSO,NH
MeOTS
380

o} \20

Schema 81. Lactosamin-Synthese am festen Trager.

festen Trdger in den polymergebundenen Donor 379 iiberfiihrt,
der mit geldster Diisopropyliden-Galactose zu 380 reagierte.
Auch wenn die Allgemeingiiltigkeit der Azaglycosylierung von
polymergebundenen Donoren noch geklirt werden mufl, sind
die Aussichten auf eine durchgehend an fester Phase durchge-
filhrte Synthese von Glycopeptid-verkniipften Tumor-Antige-
nen recht vielversprechend.

Angew. Chem. 1996, 108, 14821522

11.6. Vorklinische Untersuchungen

Derzeit konzentrieren wir uns auf Proteinkonjugate von
menschlichen Brusttumor- (MBr1) und Le’-Antigenen. In allen
bisher untersuchten Fillen binden die synthetischen Konjugate
an entsprechende Antikérper. Diese Untersuchungen sind ein
deutlicher Hinweis darauf, daB die Kohlenhydratbereiche die
entscheidenden immunologischen Erkennungsstellen sind.
Durch Kartierungsversuche werden zur Zeit die wesentlichen
Bindungsbeitrige bei der Erkennung des Kohlenhydratbereichs
untersucht.

Die groBte Ermutigung ist die Tatsache, daBl unsere syntheti-
schen Verbindungen beider Strukturklassen in Mausmodellen
die Bildung von Antikérpern auslosen, die in vitro an Tumorzel-
len gebunden werden (Schema 82). Diese vielversprechenden
Befunde werfen die Frage auf, ob solche Verbindungen auch
beim Menschen einen klinisch nutzbaren immunologischen
Schutz bieten oder sogar die Riickentwicklung von Tumoren
begiinstigen. Die Verfahren, die bendtigt werden, um Antwor-
ten auf solche Fragen zu finden, werden derzeit erarbeitet.

c -0 ,r—Q
Gy & (¥

Glycale
Glycalverknipfung

Determinante Spacer Carrier
synthetisches Antigen
+ Tumorzelloberfidchen-
. Glycokonjugate
Maus 4

Schema 82. Impfung von Miusen mit synthetischen Antigenen. Die Maus-Anti-
kbrper werden an Tumor-transformierte Zellen gebunden.

12. SchluBbemerkungen und Ausblick

In diesem Beitrag haben wir anhand von Beispielen die Lei-
stungsfihigkeit unserer Glycalstrategie demonstriert. Doch ist
unsere Arbeitsgruppe nur eine unter mehreren, die sich mit der
Synthese von komplexen Oligosacchariden beschéftigen. Unse-
re Methoden sind sicherlich nicht unentbehrlich, und alle in
diesem Ubersichtsartikel genannten Zielverbindungen kénnen
vermutlich auch iiber andere Kupplungsmethoden und -strate-
gien hergestellt werden. Eine groBere Zahl der hier gezeigten
Synthesen sind in der Tat mit konventionelleren Methoden der
Kohlenhydratchemie erfolgreich durchgefiihrt worden. Wir
sind jedoch der Ansicht, daB die Glycalmethode groBe Vorteile
bietet, da durch sie die Synthesewege deutlich verkiirzt werden.
So entfallen viele der ldstigen Schutzgruppenmanipulationen,
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die die Oligosaccharidsynthese lange beherrscht haben. Die
Glycalmethode hat dariiber hinaus zur Entwicklung von neuen
Kupplungsverfahren gefithrt und wird so stdndig verbessert.
Jene, die der Kohlenhydrat-Chemie unvoreingenommen gegen-
tiberstehen, sind also gut beraten, Wege in Betracht zu ziehen,
bei denen die Glycale fiir ihre Zwecke nutzen kdnnen.

Wir sind davon iiberzeugt, daB3 die Oligosaccharid-Festpha-
sensynthese - wie sie von uns und anderen!'*®! entwickelt wor-
den ist — zu beachtlichen Fortschritten fithren wird. Bei der
Glycopeptidsynthese sind weitere Erfolge durch Anwendung
der hier beschriebenen sowie anderer chemischer und enzymati-
scher Methoden zu erwarten. Eines unserer ndchsten Ziele ist es,
die Festphasenmethode auch auf die Synthese von stark Man-
nose-haltigen Glycopeptiden anzuwenden.

Der Erfolg der chemischen Methoden wird letztlich davon
abhingen, ob sie auch von Nichtspezialisten zur Synthese von
komplexen Oligosacchariden und Glycokonjugaten angewen-
det werden. Trotz der hier beschriebenen Erfolge sind wir davon
aber noch weit entfernt, und die Weiterentwicklung der Verfah-
ren ist somit dringend erforderlich. Die grofen Herausforderun-
gen und weitreichenden Perspektiven sind Anlafl genug, zahlrei-
che Losungsansitze zu erarbeiten und zu priifen.

Die Bewertungskriterien kdnnen sich allerdings dndern, auch
und gerade dann, wenn die Lésung chemischer Problemstellun-
gen niher riickt. Bis heute haben Chemiker viel Zeit und Energie
darauf verwendet, eine Vielzahl von Glycosylierungsmethoden
und -strategien zu entwickeln, so dal heute das Auffinden von
lohnenswerten Zielverbindungen die eigentliche Herausforde-
rung ist. In chemischer Hinsicht mull noch viel getan werden,
doch koénnen bereits heute neuartige Verbindungen hergestellt
werden, mit denen wichtige Fragestellungen aus der Struktur-
biologie, der Immunologie und der Medizin untersucht werden
kdnnen. Was unsere Methode betrifft, konnten wir erst im letz-
ten Jahr Tumor-Antigene auf der Grundlage von Carrierpro-
tein-gebundenen Kohlenhydraten in ausreichender Menge fiir
eine vorklinische und hoffentlich auch eine klinische Prisfung
herstellen. Niemand kann heute mit GewiBheit voraussagen,
welche Bedeutung derartigen Kohlenhydrat-Protein-Konjuga-
ten fiir die Diagnose oder die Behandlung von Krebs beizumes-
sen ist. Sicher ist nur, dall diese Frage in allen Einzelheiten
untersucht werden wird. Die gréBten Herausforderungen liegen
deshalb zur Zeit im Entwurf von Zielsetzungen und in der Orga-
nisation der multidisziplindren Anstrengungen, um die Ergeb-
nisse systematisch auszuwerten.

Wir wollen diesen Aufsatz mit einigen Anmerkungen iiber die
Arbeit an der Grenze zwischen Chemie und Biologie beenden.
Wir haben hier anhand der historischen Entwicklung gezeigt,
wie wir, die wir uns zundchst mit faszinierenden Fragestellungen
auf dem Gebiet niedermolekularer Naturstoffe beschiftigt ha-
ben, zunehmend mit Themen aus den Bereichen Tumorexpres-
sion und Tumorimmunologie konfrontiert worden sind. Was
wir und andere Arbeitsgruppen, die dhnliche Gebiete bearbei-
ten, hier einbringen, ist ein Feingefith! fir Einzelheiten der
Strukturen. Bei der Zusammenarbeit mit Biologen, neuartige
Wirkstoffe zu identifizieren und zu untersuchen, legen Chemi-
ker besonderen Wert darauf, daf} die in Frage kommenden Ver-
bindungen nachweisbar in reiner Form vorliegen und ihre
Strukturen, einschlieBlich der Konfiguration an jedem stereoge-
nen Zentrum, eindeutig aufgeklirt sind. Aber die Chemie
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steuert mehr bei als die Beschrankungen, die sich aus dem Be-
harren auf Sorgfalt und Genauigkeit ergeben. Durch systemati-
sches Aufbauen auf den Grundlagen unserer Wissenschaft ent-
faltet sich der Zauber der Synthese mit ihrer einzigartigen
Fihigkeit, Verbindungen mit nahezu jeder erdenklichen Gestalt
und Anordnung von funktionellen Gruppen herzustellen. Die
Kreativitat bei der Synthese ist ein unentbehrliches Talent, das
der Chemiker zu vielen aufregenden Arbeiten und Entwicklun-
gen auch in Zukunft beitragen wird.

Die in diesem Ubersichisartikel beschriebenen Ergebnisse
konnten nur durch das Engagement, die Begeisterung und die
Kreativitit vieler Mitarbeiter erzielt werden, deren Namen in den
hier zitierten Verdffentlichungen unserer Arbeitsgruppe aufge-
Siihrt sind. Wir danken besonders den im Text namentlich erwdhn-
ten Mitarbeitern, die an entscheidenden Punkten des Projekts
beteiligt waren. Dariiber hinaus gilt unser Dank allen Mitarbei-
tern fiir anregende und hilfreiche Diskussionen. Unsere Arbeiten
wurden von den National Institutes of Health gefirdert
(AT 16943, CA 28824, HL 25848). M. T. B. wurde von den NIH
durch ein Postdoctoral-Research-Fellowship unterstiitzt. Wir be-
danken uns auflerdem fiir die im Verlauf dieser zwanzig Jahre
erhaltene grofiziigige Unterstiitzung von Unternehmen der phar-
mazeutischen Industrie, besonders von der Merck Corporation
und in neuerer Zeit von der Pfizer Foundation.

Eingegangen am 14. August 1995 [A 130}
Ubersetzt von Dr. Sabine Toteberg-Kaulen, Boffzen
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