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Quantitative Verfolgung der Festphasensyn-
these des Sialyl-Lewis-X-Tetrasaccharids durch
Gated-decoupling-*C-NMR-Spektroskopie
nach BC-Anreicherung**

Takuya Kanemitsu, Osamu Kanie* und
Chi-Huey Wong*

Die festphasengebundene organische Synthese erfreut sich
in Verbindung mit der kombinatorischen Chemie wachsender
Aufmerksamkeit. Trotz der jiingsten Erfolge bei der poly-
mergestiitzten Oligosaccharidsynthese blieb das Problem
bislang ungelost, wie die Reaktionen zerstorungsfrei qualita-
tiv und quantitativ verfolgt werden konnen. Unter den
Losungsansétzen sind wohl jene, die NMR-spektroskopische
Methoden beinhalten,!! am erfolgreichsten. Wir sind beson-
ders an der Anwendung der BC-NMR-Spektroskopie fiir
diese Aufgabe interessiert, da diese mit gewdhnlichen Hoch-
feld-NMR-Geriten durchgefiihrt werden kann.! Die iibliche
Vorgehensweise ist allerdings aufgrund der niedrigen Signal-
intensitdten und des Fehlens quantitativer Informationen
nicht realistisch, ganz besonders dann, wenn nur geringe
Substanzmengen fiir das Screening synthetisiert werden. Um
diese Schwierigkeiten zu tiberwinden, wurden von Look et al.
13C-angereicherte Bausteine in der organischen Synthese an
fester Phase eingesetzt und iiber ihre potentielle Anwendung
in der kombinatorischen Chemie berichtet.? Diese Methode
ist fraglos von grofler Bedeutung, ihre Anwendbarkeit wird
allerdings wesentlich vom Einfithren von *C-Kernen in die
Synthone bestimmt. Der Kern-Overhauser-Effekt (NOE)
direkt daran gebundener Protonen kann dariiber hinaus die
Integration beeintrachtigen. Um die erfolgreiche Anwendung
dieses Verfahrens in der Oligosaccharidsynthese zu demon-
strieren, haben wir '*C-angereicherte Schutzgruppen fiir die
Glycosidierungsreagentien zusammen mit einem ebenfalls
3C-angereicherten internen Standard eingesetzt. AuBerdem
wird das Gated-decoupling-*C-NMR-Experiment? in Ge-
genwart eines Relaxationsreagens durchgefiihrt, um durch
NOEs verursachte Komplikationen bei der quantitativen
Verfolgung der Reaktion zu umgehen. Auf diese Weise kann
das Fortschreiten der Reaktion durch Integration des C-
Signals der Schutzgruppe im Vergleich zum internen Standard
bestimmt werden. Wir berichten hier iiber die erste, unter
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Verwendung dieser Strategie durchgefiihrte chemische Fest-
phasensynthese des Sialyl-Lewis-X-Tetrasaccharids (sLeX),
das ein Ligand der bei entziindlichen Prozessen beteiligten
Selectine ist.* 3 Unsere Strategie ist in Schema 1 dargestellt.
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Schema 1. Die Strategie zur quantitativen Verfolgung des Fortschreitens
einer Oligosaccharidsynthese an fester Phase durch Gated-decoupling-'*C-
NMR-Spektroskopie unter Verwendung von *C-angereicherten Schutz-
gruppen (o) und eines *C-markierten internen Standards (*) in Gegenwart
eines Relaxationsreagens.

Ein BC-angereichertes Verbindungsglied (Linker; *) wird an
den Triger gekniipft und dient als Satellit der 3C-angerei-
cherten Schutzgruppe () des wachsenden Molekiils. Das 1*C-
NMR-Signal der Schutzgruppe am wachsenden Ende kann
wihrend der Kupplungsreaktion so mit dem des Satelliten
verglichen werden, um die Vollstindigkeit der Umsetzung zu
bestimmen.

Um die Anwendbarkeit dieser Strategie zu untersuchen,
wurde eine Reihe von Entscheidungen vor der Durchfithrung
der Synthesen getroffen: 1) Mindestens drei Glycosidie-
rungsreaktionen werden an der Festphase ausgefiihrt, um
mindestens ein Tetrasaccharid zu erhalten, was der Molekiil-
grofe der an Erkennungsphinomenen beteiligten Kohlen-
hydrateinheiten entpricht. 2) Lediglich zwei Arten von
Schutzgruppen, nidmlich Benzylgruppen als ,,permanente*
und BC-angereicherte Acetylgruppen (e) als ,temporire®
Schutzgruppen werden verwendet, um Komplikationen zu
vermeiden; lediglich der zuletzt angefiigte Zuckerrest trigt
andere Schutzgruppen. 3) Die Stereospezifitit wird durch
Losungsmitteleffekte oder durch Nachbargruppeneffekte
kontrolliert. 4) 3C-angereichertes Glycin (*) als Teil
des Linkers wird als interner Integrationsstandard ver-
wendet. 5) Alle Glycosiddonoren liegen als Thioglycoside
VOr.

Wir begannen unsere Synthese mit der Ankniipfung von
[1-3C]Glycin 1 an die Amingruppen eines Tentagel-Tréigers
(0.26 mmol Amin pro g Polymer) (A —B; Schema 2). ¢ Der
zweite Schritt — nach der Entfernung der Fmoc-Schutzgruppe
(—C) - war die Einfithrung des Linkers 2, einer Hydroxyhe-
xansdure, deren Hydroxygruppe mit einer [1-*C]-markierten
Acetylgruppe (eAc) geschiitzt war (—D). Die Ausbeute
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Schema 2. a) HBTU (3 Aquiv.), HOBt (0.2 Aquiv.)/CH,Cl,, 25°C, 3 h; b) Piperidin/DMF (1/1), 25°C, 3 h;
0.05M NaOMe in MeOH/DMF (1/1), 25°C, 24h; d) DMTST (8 Aquiv.), Molekularsicb (3 A), weitere
Bedingungen sind im Schema angegeben; ¢) TBDMSCI, Imidazol, CH,Cl,, 25°C, 24 h; f) 1IN NaOH in EtOH/
H,O0 (1/1), 100°C, 12 h. — Bn=Benzyl; DMF = Dimethylformamid; DMTST = (Dimethylthio)methylsulfo-
niumtrifluormethansulfonat; Fmoc = 9-Fluorenylmethoxycarbonyl; HBTU = 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluroniumhexafluorophosphat; HOBt = 1-Hydroxy-1H-benzotriazol; () = Tentagel-Triger; PEG =
Polyethylenglycol; Phth = Phthaloyl; TBDMS = tert-Butyldimethylsilyl.

konnte durch Integration der
I3C-NMR-Signale bestimmt wer-
den (972% Ausbeute, siche
Abb. 1). Wir hitten den ersten
Zuckerrest auch als Glycosid
des Linkers einfiihren konnen,
zogen es aber vor, zunédchst den
freien Linker anzubringen, um
das Synthesepotential dieser
Strategie deutlich zu machen
und um die Glycosidierungsrea-
gentien (die Glycosiddonoren)
universell zu halten. Die Ab-
spaltung der e Ac-Schutzgruppe
mit MeONa in MeOH/DMF
fiihrte zum volligen Verschwin-
den des zugehorigen *C-Signals,
was auf eine quantitative Ab-
spaltung hindeutete. Als néch-
stes wurde die erste Glycosidie-
rungsreaktion unter Verwen-
dung des Glycosiddonors 3
durchgefiihrt, dessen 4-OH-
Gruppe eAc-geschiitzt war.
Die Reaktion wurde zweimal in
Gegenwart von DMTSTE! in
CH,CI, bei 30°C durchgefiihrt
und lieferte F (99.3%). Um die
Bildung unvollstindiger Pro-
dukte zu vermeiden, wurden
nichtumgesetzte Hydroxygrup-
pen mit der TBDMS-Gruppe
maskiert. Nach Entfernen der
& Ac-Schutzgruppe (—G) wurde
die Kupplung mit dem Glycosid-
donor 4! unter dhnlichen Gly-
cosidierungsbedingungen voll-
zogen und die nichtumgesetzten
Hydroxygruppen wiederum
maskiert, so da3 man das
Lewis-X-Trisaccharid H in
72.6% Ausbeute erhielt. Ab-
spalten der Schutzgruppen ge-
folgt von Sialylierung mit dem
Donor 5,11 dessen Carbonsiure-
funktion als [*C]Methylester ge-
schiitzt war, in CH;CN[' lieferte
das tragergebundene Tetrasac-
charid J in 68.4% Ausbeute
(Gesamtausbeute 48.1%).
Wihrend der gesamten Syn-
these benutzten wir *C-angerei-
cherte Carbonyl-C-Atome (e Ac
und *Glycin) als Sonden, auBler
bei der terminalen Sialinséure.
Damit stellt sich die Frage nach
der VerlaBlichkeit der Integra-
tion, da das Signal des Methyl-
kohlenstoffatoms durch den
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Abb. 1. BC-NMR-Spektren der Polymere C, D, F, H und J. Lediglich
ausgewihlte Bereiche sind abgebildet. Die aus der Integration berechneten
Ausbeuten zusammen mit den Ausbeuten an isoliertem Produkt (in
Klammern) sind angegeben. * = Signale des Linkers (‘*C-markierte Glycin-
Carbonylgruppen); o =Signale der '*C-markierten Schutzgruppe im
wachsenden Molekiil. Die Hohe des Signals * von D erscheint aufgrund
einer Linienverbreiterung kleiner.

NOE der direkt daran gebundenen Protonen beeinfluf3t
werden konnte. Wir behandelten schlielich das J enthaltende
Harz mit waBriger NaOH, um sowohl das Tetrasaccharid als
auch das BC-markierte Methanol sowie Glycin in einem
verschlossenen Gefif3 abzuspalten. Die freigesetzten Verbin-
dungen wurden direkt in Losung *C-NMR-spektroskopisch
untersucht. Die Integration des MeOH-Signals ergab einen
Wert von 45 % (etwa 6 % Abweichung zu den an fester Phase
gemessenen NMR-Daten) beziiglich der des Glycinsignals.
Dies zeigt den Nutzen der Gated-decoupling-Methode fiir die
quantitative Verfolgung von Synthesen an fester Phase. Die
Bestitigung der Struktur des synthetisierten Tetrasaccharids
durch Matrix-assistierte-Laser-Desorptions/lonisations-Flug-
zeit(MALDI-TOF)-Massenspektrometrie des erhaltenen Ge-
mischs zeigte die Anwesenheit des teilweise geschiitzten
Sialyl-LeX-Derivats 6 (m/z 1481.8 [M+H]").

Wir haben zwei '3C-angereicherte Sonden, als internen
Standard und als Schutzgruppe am wachsenden Zielmolekiil,
zur einfachen, zerstorungsfreien und quantitativen Reak-
tionsverfolgung bei der chemischen Oligosaccharidsynthese
an fester Phase genutzt. Da die beiden Sonden nicht direkt in
die Zielverbindung eingebaut werden, konnen hierfiir auch
andere Kerne als *C verwendet werden. Prinzipiell kénnen
fiir unterschiedliche orthogonale Strategien auch unterschied-
liche *C-markierte Schutzgruppen eingesetzt werden. Ob-
wohl die Anomerenreinheit an jeder Glycosidbindung noch
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bestimmt werden muf, sollte diese Strategie auf die Fest-
phasensynthese kleiner Mengen von Oligosacchariden an-
wendbar sein, vielleicht auch fiir die kombinatorische Syn-
these anderer Molekiile.

Experimentelles

Typische Kupplungsreaktion: Eine Suspension aus hydroxygruppenhalti-
gem Harz (ca. 0.25mmol pro g Harz, 500 mg), Phenylthioglycosid
(0.25 mmol) und Molekularsieb (3 A; 500 mg) in trockenem CH,CI,
(10 mL) wurde 12 h bei Raumtemperatur geriihrt. Zu diesem Gemisch
wurde unterhalb der jeweils in Schema?2 angegebenen Temperatur
DMTST (1 mmol) gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde bei der angege-
benen Temperatur 24 h mit einem Vortex-Mischer geschiittelt. Zur
Verfolgung des Reaktionsfortschritts wurde dem Reaktionsgemisch nun
ein Aliquot des Harzes entnommen. Dieses konnte nach der Messung und
nach Waschen mit CHCI; wieder zum Reaktionsgemisch gegeben werden.
Nach aufeinanderfolgendem Waschen des Harzes mit CHCI;, MeOH,
Wasser, DMF und CHCl; wurde die Glycosidierungsreaktion unter den
gleichen Bedingungen wiederholt. Um nichtumgesetzte Hydroxygruppen
zu maskieren, wurde das Harz nach dem letzten Waschschritt bei Raum-
temperatur 24 h mit fBuMe,SiCl und Imidazol behandelt.

Gated-decoupling-*C-NMR-Messungen: Das getrocknete Harz (ca.
60 mg) wurde in CDCl; aufgeschlimmt und mit dem Relaxationsreagens,
Chrom(111)-2,4-pentandionat ([Cr(acac);] 0.1M), in ein gewohnliches 5-mm-
NMR-Réhrchen iiberfithrt. Das C-NMR-Spektrum wurde mit einem
JEOL-EX-270-Spektrometer bei 68 MHz aufgenommen, wobei ein Rela-
xations-Delay von 9s und ein Gated-decoupling-Modus ohne NOE
eingestellt waren (160 Transienten, 0.6 s Aquisitionszeit). Die Spektren
wurden auf TMS als internen Standard bezogen. Die '*C-NMR-Spin-
Gitter-Relaxationszeiten (7;) wurden mit der Inversion-recovery-Methode
bei 298 K gemessen (16 Datenpunkte, 16 Scans pro Punkt). Die 7)-Werte
fiir die Methyl- und Carbonylgruppen am Harz waren in Gegenwart von
[Cr(acac);] kiirzer als 1's oder betrugen 12 s und 29 s in Abwesenheit des
Relaxationsreagens.
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Ungewohnliche faciale Diastereoselektivitat
in der Paterno-Biichi-Reaktion eines chiralen
Dihydropyrrols — eine kurze Totalsynthese
von (+)-Preussin**

Thorsten Bach* und Harm Brummerhop

Durch die Paterno-Biichi-Reaktion'l von aromatischen
Aldehyden mit Enol- und Enaminderivaten sind diastereo-
merenreine 3-Heteroatom-substituierte 2-Aryloxetane in gu-
ten Ausbeuten zuginglich.?! Die anschlieBende Pd-kataly-
sierte Hydrogenolyse dieser Produkte liefert unter Spaltung
der Bindung zwischen dem O-Atom und C2 des Oxetans das
Produkt einer formalen Carbohydroxylierung.”! Als Zugang
zum antifungal wirksamen Pyrrolidinol (4)-Preussin 1
erschien uns die Carbohydroxylierung des N-Acceptor-sub-
stituierten 2,3-Dihydropyrrols 2 interessant, um ausgehend
von kiuflichem (§)-Pyroglutaminol 3 eine einfache Synthese
dieses Naturstoffst! zu erreichen (Schema 1).

HO,

phM (+)-Preussin 1
Me I
Ph‘(o + A/_>\ e [>\/OH
H N" "CoHi o)

N
COOMe
2 3

Schema 1. Retrosynthese von (+)-Preussin 1.
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Wir berichten im folgenden iiber die Realisierung dieses
Ziels, wobei die Paterno-Biichi-Reaktion von 2 mit einer
bislang bei Photocycloadditionen nicht aufgetretenen sub-
stratinduzierten facialen Diastereoselektivitdt verlief. In der
Tat lenkt bei entsprechenden Additionen ein stereogenes
Zentrum innerhalb eines Fiinfrings den Angriff auf die dem
sterisch anspruchsvolleren Substituenten gegeniiberliegende
Seite (anti-Angriff). Beispiele finden sich bei der Paterno-
Biichi-Reaktionl® und der intermolekularen [2+2]-Photocy-
cloaddition.! Mit zu 2 analogen Dihydropyrrolen ist die
thermische Ketenaddition eingehend untersucht worden, die
ebenfalls anti zum bestehenden Rest verlduft.®l DaB wir
dennoch Hoffnung auf einen syn-Angriff geméf Schema 1
hatten, begriindet sich in einer Arbeit von Beckwith und
Chai:P! Bei Radikalreaktionen an N-Acceptor-substitierten
Fiinfringen, die in 2-Stellung ein stereogenes Zentrum auf-
weisen, wird ein Radikalzentrum in 5-Stellung von derselben
Seite angegriffen, auf der sich der grofe Substituent in
2-Stellung befindet. Da auch bei Paterno-Biichi-Reaktionen
Radikalzwischenstufen(" 1% gebildet werden und eine Selek-
tion auf der Stufe eines Triplett-1,4-Diradikals!!l moglich
erschien, wandten wir uns der Synthese des Dihydropyrrols 2
zu (Schema 2). Ausgehend von (S)-Pyroglutaminol 312l wurde

s . Ao o AN o

54% h 2w © N Cotho 5700~
4 5
ﬂ\ d).e) f)
(o) ZOO;:Hw 8% MeO' EOO'\C/‘:Hw 9%
6 7

Schema 2. Synthese des Dihydropyrrols 2. a) TsCl, Pyridin, 25°C, 5 h;
b) Li,Cu(nCgH,;),CN, THF/Hexan (2/1), —78°C—25°C, 16 h; c) BuLi,
THF/Hexan (4/1), —78°C, 1 h; CICOOMe, —78°C—0°C, 3 h; d) LiBEt;H,
THF, —78°C—0°C, 3h; e) Me,C(OMe),, CSA, CH,CL,, 0°C, 0.5h;
f) TMSOTY, EtNiPr,, CH,Cl,, 0°C, 0.5 h. — CSA = Camphersulfonséure,
Tf = Trifluormethansulfonyl, TMS = Trimethylsilyl, Ts = Toluol-4-sulfonyl.

nach Tosylierung des primédren Alkohols zum bekannten
Tosylat 4131 die n-Nonylseitenkette durch eine nucleophile
Substitution mit einem Di-n-octylcuprat aufgebaut.' Die
endocyclische Doppelbindung wurde nach Acylierung des
Pyrrolidinons 5§ mit Chlorameisenséduremethylester gebildet.
Hierzu reduzierten wir zunédchst das Pyrrolidinon 6 mit
LiBEt;H zum Halbaminal, das nicht isoliert, sondern direkt
mit Dimethoxypropan in Gegenwart von Camphersulfonsidu-
re zum N,0O-Acetal 7 umacetalisiert wurde. Dieses wurde nach
einer bislang hierfiir nicht verwendeten Eliminierungsmetho-
del™ mit EtNiPr,/TMSOTT in die Zielverbindung iiberfiihrt.

Die Paterno-Biichi-Reaktion des Dihydropyrrols 2 mit
Benzaldehyd verlief glatt und lieferte drei Produkte (Sche-
ma 3). Bei einem der Produkte handelte es sich den NMR-
Spektren zufolge um ein 2-Aminooxetan, das wegen seiner
Saurelabilitdt nicht isoliert werden konnte. Die beiden an-
deren Produkte waren zueinander diastereomere 3-Amino-
oxetane und wurden in 53 und 12% Ausbeute erhalten.
Gemifl NOESY-NMR-Studien sind diese beiden Produkte
(8a und 8b) am Oxetanring all-cis-substitutiert, was laut
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