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Effiziente Synthese von Nucleosiddiphosphat-Glycopyranosen**
Silke Wendicke, Svenja Warnecke und Chris Meier*

Nucleosiddiphosphat-Pyranosen I (NDP-Zucker; siche
Schema 1) spielen als Glycosyldonoren eine Schliisselrolle bei
der Synthese von Oligo- und Polysacchariden."? Dariiber
hinaus wirken sie als Vorstufen fiir die Synthese von Des-
oxyzuckern, Aminozuckern, kettenverzweigten Zuckern,
Uronsduren und Glycokonjugaten. Bei biosynthetischen,
enzymkatalysierten Prozessen wird die energiereiche Bin-
dung zwischen dem Cl-Atom des Glycosylrests und dem f3-
Phosphatrest gespalten, wodurch der Glycosylrest unter
Freisetzung von Nucleosiddiphosphat (NDP) auf eine Oli-
gosaccharidkette tibertragen wird. Fiir Biosynthesestudien
von Oligosacchariden (z.B. Lipopolysacchariden)® ist ein
effizienter Zugang zu dieser wichtigen Substanzklasse unab-
dingbar. Die klassische Methode ist die Kupplung von Gly-
cosyl-1-phosphaten mit Nucleotidmorpholidaten nach
Moffat, Khorana et al.*’! Dieses Verfahren liefert die Pro-
dukte allerdings nur in sehr geringen Ausbeuten (5-25%),
und dies auch nur nach langen Reaktionszeiten. Versuche, die
Ausbeuten durch Zusatz von Aktivatoren wie 1H-Tetrazol®
zu verbessern, waren bisher selten erfolgreich und fiihrten
auch bei uns nicht zum Erfolg. Aufler den Morpholidaten
wurden auch Imidazolidate verwendet, allerdings auch hier
ohne die gewiinschte Verbesserung der chemischen Ausbeu-
ten.""!? Hindsgaul und Jakeman beschrieben eine alternative
Methode, bei der Nucleosiddiphosphate mit Glycosyl-1-bro-
miden umgesetzt werden.!">!¥ Wie bei der Morpholidat-Me-
thode waren auch hier die Ausbeuten insgesamt nicht be-
friedigend, und auBlerdem lie} sich die Konfiguration am
anomeren Zentrum nicht kontrollieren. Thiem und Mitar-
beiter berichteten iiber eine enzymatische Synthese ausge-
hend von ungeschiitzten Zuckern, die zundchst phosphory-
liert und anschlieBend mit einem Nucleosidtriphosphat um-
gesetzt wurden.!°! Diese Syntheseroute, die iiber drei auf-
einander folgende enzymkatalysierte Schritte verlduft, hingt
entscheidend von der Verfiigbarkeit der notigen Kinasen und
NDP-Zucker-Pyrophosphorylasen sowie von den zum Teil
teuren Nucleosidtriphosphaten ab. Zudem iibertrafen die
beschriebenen Ausbeuten auch bei dieser Methode selten
30%. Wir berichten hier iiber eine konzeptionell neue Me-
thode zur chemischen Synthese von NDP-Zuckern ausgehend
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von  cyclo-Saligenyl(cycloSal)-Nucleosidphosphattriestern
des Typs II (Schema 1), die als Aktivester eingesetzt wurden.

Urspriinglich wurde das cycloSal-Konzept zur intrazellu-
laren Freisetzung von biologisch aktiven Nucleotiden entwi-
ckelt."” Die hochselektive Spaltung beruht auf einem nuc-
leophilen Angriff auf den neutralen Phosphattriester durch
Wasser oder Hydroxidionen, wodurch ein selektiver Hydro-
lyseweg eingeleitet wird, der zur Freisetzung des Nucleotids
fithrt (Weg a—c; Schema 1). Dieses Verfahren wurde auf eine
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Schema 1. Prinzip der Spaltung der cycloSal-Phosphattriester mit
Wasser/Hydroxid oder Pyranose-1-phosphaten.

Vielzahl von Nucleosidanaloga angewendet und liefert zum
Teil eine erhebliche hohere antivirale Aktivitit als jene des
Stammnucleosids.'*?” Im Prinzip sollte sich der gleiche
Verbindungstyp auch als Aktivester zur Anwendung bei
Synthesen eignen. Beispielhaft wurde versucht, cycloSal-
Nucleotide wie II mit Salzen der nucleophilen Glycopyrano-
syl-1-phosphate III-VI unter Bildung der Pyrophosphat-
bindung in den entsprechenden NDP-Zuckern umzusetzen
(Weg d,e; Schema 1).

Ausgangsmaterialien waren 5-Nitro-cycloSal-3'-O-acetyl-
thymidin 2 sowie die per-acetylierten Glycopyranosyl-1-
phosphate 3-6 (siche Schema 3). Zur Synthese dieser Ver-
bindungen wurde wie folgt vorgegangen: Thymidin wurde
durch  Silylierung mit  tert-Butyldimethylsilylchlorid
(TBDMS-CI) an der 5'-Position geschiitzt. Das Produkt
wurde mit Acetanhydrid zum vollgeschiitzten Thymidin in
92 % Ausbeute umgesetzt. Anschlieend wurde die TBDMS-
Gruppe selektiv  mit  Tetra-n-butylammoniumfluorid
[(nBu),NF] abgespalten und 3'-O-Acetylthymidin (3'-OAcT)
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in 96% Ausbeute isoliert. Diese Verbindung wurde an-
schlieBend durch Reaktion mit 5-Nitro-cycloSal-phosphor-
chloridit 7 in den Phosphattriester 2 iiberfiihrt. 7 war ausge-
hend von 2-Hydroxymethyl-4-nitrophenol 8 hergestellt
worden,”'! das wiederum durch Reduktion aus dem Salicyl-
sdurederivat 9 mit Boran in THF synthetisiert worden war
(86 % Ausbeute). Das zunichst gebildete Phosphit-Interme-
diat wurde durch Oxidation mit Oxone
(2KHSO5-KHSO,K,S0O,) in den cycloSal-Phosphattriester 2
iberfithrt (>90% Ausbeute; Schema?2). Das erhaltene
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Schema 2. Synthese von 5-Nitro-cycloSal-(3'-OAc)-thymidinmonophos-
phat.

Rohprodukt war bereits ausreichend rein fiir die Verwendung
in der Reaktion mit den Glycosyl-1-phosphaten. Wird das
Oxone durch das in unseren fritheren Arbeiten verwendete
tert-Butylhydroperoxid ersetzt, sind die Ausbeuten deutlich
niedriger, manchmal scheiterte die Reaktion sogar. Auller
Oxone kann auch die aus der automatisierten DNA-Synthese
bekannte  Iod/Pyridin/THF/Wasser-Losung  verwendet
werden.

D-Glucose, D-Mannose, D-Galactose und 6-Desoxy-D-
gulose® wurden mit Standardverfahren per-acetyliert und
anschliefend mithilfe zweier Methoden in die entsprechen-
den 1-Phosphate iiberfiihrt. Im Fall der a-konfigurierten Py-
ranosyl-1-phosphate ~ 3(a)-6(e) wurden die Penta-
acetylglycopyranosen am anomeren Zentrum durch Reaktion
mit Hydraziniumacetat™ entschiitzt und anschlieBend mit
Dibenzyl(diisopropylamino)phosphin und 1H-Tetrazol um-
gesetzt.?*! Das dabei entstehende Phosphit wurde mit m-
Chlorperbenzoesdure bei 0°C oxidiert, wobei die Di-
benzylphosphattriester in 31-70% Ausbeute gebildet
wurden. Zur Synthese der $-konfigurierten Varianten wurden
die Pentaacetylglycopyranosen in Bromide (HBr, HOAc)
tiberfiihrt, die anschlieBend mit Dibenzylphosphit in Gegen-
wart von Ag,CO; bei 0°C umgesetzt wurden.” Diese Re-
aktion lieferte ausschlieBlich p-p-Glycopyranosylphosphate
in 81-98% Ausbeute. Allerdings lieferte im Fall von D-
Mannose auch die letztgenannte Reaktionsfolge ausschlieB3-
lich die o-konfigurierten Phosphattriester. Die Phosphat-
gruppe wurde durch Hydrogenolyse mit Pd/C, H, und NEt;
debenzyliert, wobei die a- bzw. B-konfigurierten p-Glucose-
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(3(a) und 3(p)), p-Galactose- (4(a) und 4(f)), p-Mannose-
(5(a)) und p-6-Desoxygulosephosphate (6(a) und 6(p)) als
Triethylammonium-Salze in 73-95% Ausbeute entstanden.

Bei der Reaktion des 5-Nitro-cycloSal-Nucleotids 2 mit
den Pyranosyl-1-phosphaten 3-6 wurden die hochsten Aus-
beuten mit DMF als Losungsmittel erhalten. Bereits nach drei
bis fiinf Stunden bei Raumtemperatur waren die cycloSal-
Phosphattriester vollstindig umgesetzt, und in allen Féllen
hatte sich stereospezifisch ein einziges Produkt gebildet
(Schema 3). Die gleiche Reaktion in Pyridin benétigte hin-
gegen erheblich lingere Reaktionszeiten, wahrend derer sich
der cycloSal-Triester 2 zudem langsam zersetzte.
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Schema 3. Synthese der NDP-Zucker ausgehend von cycloSal-Phos-
phattriestern.

Vor der Reinigung wurden die Acetylgruppen im Roh-
produkt mit einer 1:7:3-Mischung von NEt;/MeOH/H,O ab-
gespalten. Diese Schutzgruppenentfernung vor der Reinigung
erleichtert die chromatographische Isolierung entscheidend.
Die TDP-Zucker 1a—-d wurden an einer mit RP-18-Kieselgel
gefiillten Glassiule gereinigt. Ublicherweise reichen zwei
Passagen, um hochreine Produkte zu isolieren. Die Ausbeu-
ten der NDP-Zucker betrugen zwischen 46 und 60% (Ta-
belle 1). Wie erwartet bestdtigte die spektroskopische Cha-
rakterisierung, dass die Anomerenkonfiguration homogen
sowie identisch mit der Konfiguration der eingesetzten Gly-
copyranosyl-1-phosphate war.

Tabelle 1: Ausbeuten an dTDP-Pyranosen.

p-Glc D-Man p-Gal 6d-p-Gul
la(@) Ta(f) Tb(a) 1b(B) Tc(o) Tc(B) Td(a) Td(p)
Ausb. [%] 60 40 49 - 58 46 - 57

Anstelle der Triethylammonium-Salze der Zuckerphos-
phate wurden auch die entsprechenden Salze mit lipophileren
Gegenionen untersucht, z. B. (nBu),N*. Zwar verbesserte sich
die Loslichkeit wie erwartet, es stellte sich jedoch heraus, dass
die Reinigung der NDP-Zucker viel schwieriger wurde, was
letztlich zu merklich geringeren Ausbeuten fiihrte.
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Fiir den Vergleich unserer neuen mit der klassischen
Methode wurden die Synthesen von TDP-pD-Glucose 1a(a)
und 1a(f) nach dem Morpholidat-Verfahren in Pyridin oder
DMF wiederholt. Noch beim Abbruch der Reaktion nach
finf Tagen konnte das als Ausgangsmaterial verwendete
Nucleotidmorpholidat im Reaktionsgemisch nachgewiesen
werden. Nach Entschiitzung und Reinigung wurden die
Zielverbindungen la(e,) in nur 10% Ausbeute isoliert.
Dieser Befund zeigt, dass mit unserer neuen Methode sehr
effizient und schnell anomerenreine NDP-Glycopyranosen
zuganglich sind.

Die neue Methode wurde anschlieend zur Synthese der
bislang unbekannten TDP-D-6-Desoxygulopyranose (1d(f3))
eingesetzt, die nun fiir Biosynthesestudien von Lipopolysac-
chariden zur Verfiigung steht. Dariiber hinaus wurde die
vorgestellte Methode bereits zur Synthese von NDP-Zuckern
mit den Nucleosiden Uridin, 2'-Desoxyguanosin und Cytidin
eingesetzt.””! Offensichtlich hat die neue Methode ein sehr
breites Anwendungsspektrum.

Die cycloSal-Technik kann also nicht nur erfolgreich als
Pronucleotid-System verwendet werden — sie wurde hier
erstmals auch als neue Methode zur Synthese von Biokon-
jugaten eingesetzt, die durch eine Pyrophosphat-Gruppierung
verkniipft sind.

Experimentelles

Der cycloSal-Triester 2 (100 mg, 0.2 mmol) und die entsprechenden
Glycopyranosyl-1-phosphate 3-6 (1.2 Aquiv.) wurden in wasserfrei-
em DMF (5 mL) gelost, und diese Losung wurde 3-5 h bei Raum-
temperatur geriihrt. Der Umsatz wurde durch Diinnschichtchroma-
tographie tiberpriift. AnschlieBend wurde das Losungsmittel unter
reduzierten Druck entfernt, der Riickstand in Wasser aufgenommen
und mit CH,Cl, extrahiert. Die wissrige Phase wurde lyophilisiert,
und der Riickstand wurde anschlieBend mit einer Mischung aus NEt;
(0.7 mL), MeOH (5 mL) und H,O (2 mL) bei Raumtemperatur 12 h
behandelt. Nach erneuter Lyophilisation wurde das Rohgemisch an
einer mit RP-18-Kieselgel gefiillten Glassdule mit Wasser oder einem
Wasser/Acetonitril-Gradienten als Eluent gereinigt. Beispielhaft ist
hier die Charakterisierung fiir 1¢(a) und 1le(f) zusammengefasst.
1c(er): 'H-NMR (400 MHz, D,0): 6 =1.29 (t, 18 H, *J;; = 7.4 Hz, 2 x
CH;-NEt), 1.94 (d, 3H, “Jyy = 1.0 Hz, Thymin-CHj;), 2.37-2.44 (m,
2H, H-2), 3.21 (q, 12H, *Jyy ="7.4 Hz, 2 x CH,-NEt;), 3.71-3.83 (m,
3H, H-5, H-6), 3.93 (dd, 1 H, *J;;; = 10.3 Hz, *J;3;; = 3.0 Hz, H-3), 4.04
(d, 1H, *Jyy =3.0 Hz, H-4), 4.19-4.20 (m, 4H, H-2, H-4, H-5), 4.63
(m, 1H, H-3'), 5.65 (dd, 1H, *Jyp=7.3 Hz, *Jyy; = 3.8 Hz, H-1), 6.36
(dd, 1H, *Jyy; = 6.5 Hz, *Jyy; = 6.5 Hz, H-1"), 7.76 ppm (d, 1H, Yy =
1.0 Hz, Thymin-CH;); *P-NMR (162 MHz, D,0): 6 =-11.20 (d,
Jpp =20.9 Hz, Py), —12.66 ppm (d, Jpp» =20.9 Hz, P,); HR-MS (ESI)
ber. fiir C;sH,sN,O,4P, [M+H]: 563.0685, gef.: 563.0671. 1¢(B): 'H-
NMR (400 MHz, D,0): 6=123 (t, 18H, *J,;;;=7.3 Hz, 2x CH;-
NE), 1.88 (s, 3H, “/yg; = 1.0 Hz, Thymin-CH3), 2.27-2.39 (m, 2 H, H-
2, 3.15 (q, 12H, /=73 Hz, 2 x CH,-NEt,), 3.57 (dd, 1H, *Jyy; =
7.6 Hz, “Jy = 10.3 Hz, H-6), 3.63-3.67 (m, 1H, H-4), 3.70 (dd, 1H,
*Jun = 3.0 Hz, 2Jyy = 10.3 Hz, H-6), 3.74-3.80 (m, 2 H, H-3, H-5), 3.87
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(d, 1H, 3Jyy =3.3 Hz, H-2), 4.13-4.14 (m, 3H, H-4, H-5), 4.58-4.60
(m, 1H, H-3), 491 (dd, 1H, 3J;p=7.6 Hz, *Ji; = 7.6 Hz, H-1), 6.31
(dd, 1H, *Jyy = 6.6 Hz, *Jyy = 6.6 Hz, H-1'), 7.71 ppm (d, 1H, *Jyyy =
1.0 Hz, Thymin-CH;); *P-NMR (162 MHz, D,0): 6 =-11.75 (d,
Jep=20.7 Hz, Py), —13.24 ppm (d, Jpp =20.7 Hz, P,); HR-MS (ESI):
ber. fiir C;¢H,sN,O,4P, [M+H]: 563.0685, gef.: 563.0673.
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