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Isonitrile

ln diesem Aufsatz berichten wir iiber unsere jiingsten Forschungen

Angewandte

auf dem Gebiet der Isonitrile, die zur Entwicklung mehrerer breit

anwendbarer Kupplungsmethoden zur Bildung von Peptidyl- und
Glycopeptidyl-Amidbindungen gefiihrt haben. Weiterhin be-
schreiben wir die Anwendung dieser Methoden auf die Synthesen

komplexer Verbindungen, darunter das cyclische Peptid Cyclo-

sporin A, konformativ gehinderte Peptide und Heterocyclen.

1. Einleitung

In den vergangenen Jahren haben wir an der Entwicklung
verbesserter Synthesemethoden fiir biologisch wichtige Poly-
peptide und Glycopeptide gearbeitet. Durch die von ver-
schiedenen Seiten'! und auch von uns®? beschriebenen Fort-
schritte bei den Methoden sind komplexe Glycopeptide und
sogar mittelgrof3e Glycoproteine inzwischen auf rein synthe-
tischem Weg zuginglich. Inspiriert von Erkenntnissen aus
bekannten Grundlagen der mechanistischen Chemie wollten
wir weiterhin neuen Ideen und Strategien zur effizienten
Bildung von Amidbindungen in komplexen ,,biologischen®
Anordnungen nachgehen. In diesem Zusammenhang entwi-
ckelten wir vor kurzem eine neue mechanistische Basis mit
moglicherweise weitreichenden Anwendungen, die auf der
einzigartigen Reaktivitdt der funktionellen Isonitrilgruppe
beruht.”! Dieser Aufsatz bietet eine Zusammenfassung der
wesentlichen Fortschritte, die dank einer abermaligen Be-
trachtung der Chemie von Isonitrilen erzielt werden konnten.

Wir beginnen mit einigen einleitenden Betrachtungen.
Die eindrucksvoll gewachsene Féhigkeit von Chemikern,
komplexe Verbindungen zu synthetisieren, beruht weniger
auf ungewohnlichen neuen Erkenntnissen bei Fragen der
theoretischen Strategie als vielmehr auf den explosionsarti-
gen Entwicklungen in den Synthesemethodiken. Es ist kaum
zu bestreiten, dass die wichtigste treibende Kraft fiir die
Entwicklung immer leistungsfiahigerer Reaktionen in der
Synthese die Erkenntnis war, dass die mechanistisch inspi-
rierte Organometallchemie Bindungsbildungen ermoglicht,
die vorher nur schwer zu erreichen waren. In diesem Aufsatz
diskutieren wir einen aus unserer Sicht signifikanten Fort-
schritt in der Syntheseplanung, der aus einer génzlich an-
dersartigen Perspektive heraus erzielt wurde. Der Erkennt-
nisprozess, den wir im Folgenden beschreiben, war anfangs
dazu gedacht, unsere kollektive Neugier iiber eine Verbin-
dungsklasse zu stillen, die auf die Anfidnge der systemati-
sierten organischen Chemie zuriickgeht — die Isonitrile.!

Wie nachstehend erlidutert wird, ist das Gebiet der Isoni-
trile in der organischen und der Organometallchemie schon
sehr alt. Dariiber hinaus sind Isonitrile auch heute besonders
interessant, weil sie Cycloadditions- und Einschubreaktionen
sowie Reaktionen mit verschiedenen ,,unabhéngigen* oder
durch Lewis-Sdure aktivierten Elektrophilen eingehen
konnen. Dieser Aufsatz soll keine Ubersicht iiber die Chemie
der Isonitrile sein,m vielmehr wollen wir dem Leser einen
Blick darauf bieten, wie das Interesse unserer Forschungs-
gruppe an Isonitrilen geweckt wurde, und unsere personliche
Wegbeschreibung geben. AuB3erdem beschrianken wir uns hier
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strikt auf die kiirzlich beschriebenen Anwendungen der Iso-
nitrilchemie zur Bildung von Amidbindungen. Diese nun
folgerichtigen Reaktionen hitten durchaus schon vor hundert
Jahren entdeckt werden konnen, tatsdchlich wurden sie es
aber nicht (zumindest den veroffentlichten Informationen
zufolge, die genau gepriift wurden). Dass diese Fortschritte
noch 2006 entdeckt werden konnten, beruht auf dem Ver-
sdumnis, in fritheren Arbeiten auf einige einfache Kernfragen
einzugehen. Seltsamerweise wurde die frithere Chemie auf
diesem Teilgebiet komplexer dargestellt. Riickblickend
scheint die im Folgenden beschriebene, nun offensichtliche
Chemie durch die hohere Komplexitdt der Fragestellung
(sowie durch einige schwerwiegende, wenn auch gut gemeinte
Strukturfehler) verschleiert worden zu sein. Zur Epistemo-
logie, die diese Entdeckungen iiber Isonitrile und Amidbin-
dungen geleitet hat, sollte der Leser unsere hier zitierten
Primérpublikationen durchsehen.

Bevor wir auf unsere Untersuchungen zu Isonitrilen ein-
gehen, sollte vielleicht angemerkt werden, dass die dem
Acylium-Ton entsprechende Stickstoffverbindung als Nitrili-
um-Ion bezeichnet wird. Prinzipiell gibt es zwei naheliegende
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Wege zur Bildung von Nitrilium-Ionen. Der eine beginnt mit
der N-Protonierung (oder N-Alkylierung) eines Nitrils. Die
gingigste Reaktion dieser Art ist die Ritter-Reaktion, die die
in hohem Maf nutzbare Elektrophilie von Nitrilium-Ionen
belegt.”! Ein weiterer offenbar moglicher, aber weit weniger
geschitzter Weg zu Nitrilium-Ionen beginnt mit dem Angriff
des Isonitril-Kohlenstoffatoms auf ein Elektrophil. Zwei be-
merkenswerte Beispiele fiir diese Art der Reaktivitit entwi-
ckelten Passerini® und Ugi (Schema 1)."? Durch elektrophile

S. J. Danishefsky et al.

Funktionalisierung des Isonitril-Kohlenstoffatoms bieten
beide Reaktionen Zugang zum mechanistischen Aquivalent
eines Nitrilium-Ions. Der Vollstdandigkeit halber sei auch die
Entstehung von Nitrilium-dhnlichen Eigenschaften bei der
Beckmann-Umlagerung aktivierter Oxime erwihnt.®! Hier-
auf sind wir bei unseren Untersuchung jedoch nicht einge-
gangen.
Bei der Durchsicht der einschlédgigen Literatur zur Ver-
wendbarkeit von Isonitrilen als Vorstufen fiir Nitrilium-Ionen
stellten wir iiberrascht fest, dass es kaum
Hinweise auf eine offensichtliche Mog-

Riesd lichkeit gibt, ndmlich eine einfache Zwei-

Acylium-lon komponentenreaktion von Isonitrilen mit

acimtiog B [piemng] B SR Carbpnséiuren. Mit .Ausnahme. weniger

Nt ™ i o (i vereinzelter und scheinbar kurioser Ein-

trage (sieche unten) wurde auf dieses of-

T fenkundige Thema nicht adidquat einge-

Rg;u LL gangen. Wir vermuteten von vornherein,

R\ dass eine Carbonsiure (5) mit einem Iso-

de”";:_‘s;f“es nitril (6) auch ohne Katalysator oder Ba-

Passerini-Reaktion: senzusatz zunichst zu einem energierei-

o} R2 chen gemischten Formimidatcarboxylat-

R RzJ'Lo—\ G A 0 14050 0 RZ\(O anhyfirld (FCMA, formlmlda.te carboxyla-

p=0 Lr ¥ PH o o ",/J\I‘\/OH = RL )K(O te mixed anhydride, 7) reagieren konnte.

rinze- " “NhC~<R3 \E‘/' : ARSI ﬁ 3 Die FCMA-Zwischenstufe 7 konnte
H* R* 1 R* 2 . . . .

o schrittweise gebildet werden, wobei zu-
UE"V'GT"":N"““"kupptung: nédchst das Isonitril durch die Carbonsédure
REH0 J e ﬁ Rz &2 o protoniert wird (sieche Schema 1), oder

LT R27TO™ H (E) ¥ H 405N g o] \f aber l'ib.er einen.Alder-En-Meche%ni.smgs
LN — R N c _< /L\( Ra rr——— “HJ\( R* durch direkten Einschub des Isonitrils in
R‘—ﬁs‘“c- . R 4 die O-H-Bindung der Carboxygruppe ent-
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stehen.”’ In jedem Fall gingen wir davon

5 5 aus, dass sich diese FCMA-Zwischenstufe

o} Mikro- 0 . .

A T JJ\O- wellen _ J\'{ J-L 1,30-N Mg ans.chheBend spontan zu einem N-Formyl-

R™ "OH o Lt & (07 H Acyltransfer  R™ "N amid-Addukt des Typs 8 umlagern
5 6 7, FOMA 8 MO | konnte" Natiirlich haben wir uns an dem

Schema 1. Synthese des Nitrilium-lons; Passerini-Reaktion und Ugi-Reaktion; Typ-la-Kupp-

lung von Isonitrilen und Carbonsauren.
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[1,4]-O —O-Transferschritt in der Passeri-
ni-Reaktion (1—2) und dem [1,4]-O—N-
Acyltransferschritt in der Ugi-Sequenz
(3—4) orientiert. Allerdings {iiberlegten
wir uns etwas viel Gewagteres, namlich
einen [1,3]-O —N-Acyltransferschritt (7—8). Da in unserer
geplanten Reaktion externe saure oder basische Stoffe
fehlen, konnten sich zudem Probleme im Zusammenhang mit
einer Epimerisierung, die den Wert von Reaktionen zur Bil-
dung von Amidbindungen hiufig beeintrichtigt, verringern.

Diese Konzepte lieBen sich erfolgreich in die Praxis um-
setzen. Durch Erweiterung der urspriinglichen Vorausset-
zungen wurde eine Reihe breit anwendbarer Verkniipfungs-
methoden zur Bildung von Peptidyl- und Glycopeptidyl-
Amidbindungen entwickelt. Wir geben hier einen Uberblick
iiber diese jiingsten Entwicklungen und stellen Anwendungen
der neuen Methoden vor, die zur Losung schwieriger Syn-
theseaufgaben beitragen.

Angew. Chem. 2012, 124, 2888 —2902



Isonitrile

2. Isonitrile und Carbonsduren: Kupplungstypen
2.1. Typ-la-Kupplung von Isonitrilen und Carbonsiiuren

Wir haben zuerst die 1:1-Verkniipfung eines Isonitrils mit
einer Carbonsiure am Beispiel von Benzoesdure (9) und
Benzylisonitril (10) untersucht. Bei Raumtemperatur ent-
stand zwar kein Produkt, doch unter thermischer Induktion
mit Mikrowellenbestrahlung (ca. 130°C) verlief die ge-
wiinschte Kupplung mit 83 % Ausbeute zum N-Formylamid
11 (Schema 2). Zur Klassifizierung der im Folgenden entwi-
ckelten Kupplungsreaktionen mit Isonitrilen bezeichnen wir
die urspriingliche Carbonsdure/Isonitril-Variante der Um-
wandlung allgemein als ,, Typ Ia“.''! Danach konnten wir
zeigen, dass die Typ-Ia-Kupplung den Aufbau von Asparagin-
verkniipften Glycosylaminosduren ermoglicht. Auf diese
Weise gelang die Verkniipfung einer Reihe von Glycosyliso-
nitrilen (12-14) mit dem Aspartat 15 zu N-Formylglycosyl-
aminosiuren (16-18) (Schema 2).

Angewandte

O NaOMe 0 o . )OJ\
MeOH 1. NaBH,, MeOH, 0 *
Ph > N" “ph = ph/\NJ\ph T e N PR
D 0°C o 2. TFA, Allyl-SiMe;
19 quant. 1 64% =
NaBH,
MeOH
0°C, 80%
0 TFA, Et;SiH 0
CH,Cl
P N"Ph 22 Ph/\lTl)J\Ph
OH 21 Me
o
Ph.__O i
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Schema 3. Methoden zur selektiven Derivatisierung der durch Typ-la-
Kupplung erhaltenen N-Formylgruppe.

2.2. Typ-la-Kupplung: mechanistische Studien

0 —— o} Nachdem wir die Durchfiihrbarkeit der Typ-
PHAOH * eNTph %ﬁn Ph)J\NAPh Ia-Kupplu.ngss.equenz nachgewiesen hatten,
CHO wollten wir die Art der Umwandlung mecha-
9 10 83% 1 . .
nistisch untersuchen. Als Zwischenstufe der
Reaktion hatten wir eine hoch reaktive FCMA-
Bno QBN 8n0 O o Spezies postuliert, aus der durch spontanen
- %0: NG * Ho\n/\rCOZ'B” s 5 éo} r'\l\r(\[,cozrau M [1,3]-O—N-Acyltransfer N-Formylamide (5+
0Bn O  NHFmoc M“l;?v;ﬂ"len OBN §  NHEmoc 6—7—8, Schema 4) entstehen. Zudem_ traten in
12 15 a5% 16 Gegenwart von externen nucleophilen Ab-
fangreagentien (RXH) auch Produkte des Typs
Bno OB Bno O 23 auf, in denen die vermutete FCMA-Zwi-
En()%% + Ho\n/\(co’-’m“ CHCly Bnoégﬁ 20 schenstufe wahrscheinlich vor der Umlagerung
BnOye O NHFmoc  150°C BnOy CO,tBu durch das Nucleophil abgefangen wurde. All-
Mikrowellen OHC™ % . c . .

13 i a5% 2 G NiEmse gemein betrachten wir die Produkte dle.ser. ab-
gebrochenen Kupplung als das Ergebnis einer
Aigo 5 , HO WCOszU CHOR AA-E)O " CHO Reaktlon, .dle wir als ,, Typ-Ila-Kupplungsreak-

Acokﬂ‘lc LG = y¥ee] N\n/\]/COZfBU (3) tion“ bezeichnen.

moc o . .

1:!3 s Mikrowellen 18 N3 0 NHFmoc Angesichts unserer Erfahrungen mit den
82% energiereichen FCMA-Spezies betrachteten wir

Schema 2. Aufbau von Glycosylaminosauren durch Typ-la-Kupplung.

Die Typ-la-Kupplung liefert eine N-Formyleinheit am
Stickstoffatom der entstandenen Amidbindung. Wir erwar-
teten, die N-Formylbindung selektiv deformylieren zu
konnen, da sie wegen ihrer Ahnlichkeit mit einem gemischten
Imid besonders empfindlich gegeniiber einer nucleophilen
Spaltung sein sollte. Tatsdchlich konnten wir in einfachen
Modellreihen die selektive Umwandlung der N-Formylver-
bindung 11 in eine Reihe potenziell niitzlicher funktioneller
Derivate nachweisen, darunter die N-H- (19), die N-Homo-
allyl- (20) und die N-Me-Verbindung (21). Ein anderes durch
Typ-lIa-Kupplung erhaltenes N-Formylamidaddukt wurde
glatt zum cyclischen vinylogen Imid 22 cyclisiert (Schema 3).
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eine Reihe von Berichten anderer Arbeits-
gruppen, die die Isolierung solcher Zwischen-
verbindungen als kristalline Produkte unter
Standardbedingungen beschreiben,™ mit Skepsis. Besonders
merkwiirdig war fiir uns eine Arbeit, in der die Isolierung

— — (o]
R! Ie) a) 1,3-O-N
\n/\m Acyltransfer R J\ N~ R?
ONUiNwgz | Typla g CHO
7a
(¢]
R1J\OH + 7CE;I—R2_ “
5 6 I;l
el 2
R'.».O b) Acylierung +R2
\ﬂ/\/m R >XR R N CHO
O N:| Twla 23 H 24
7s R

Schema 4. Typ-la- und Typ-lla-Kupplung: Mechanistische Betrachtun-
gen.
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angeblicher FCMA-Spezies durch Umsetzung verschiedener
Benzoesduren und Isonitrile in Gegenwart von Methanol bei
Raumtemperatur mitgeteilt wurde.'® Nach unseren Erfah-
rungen wiirde eine solche FCMA-Spezies, selbst wenn sie
entstehen wiirde, unter diesen Bedingungen sofort nucleophil
solvolysiert werden. Wir begannen daher, diese Behauptung
zu untersuchen, und stellten fest, dass das erhaltene Produkt
in jedem Fall filschlich als FCMA zugeordnet wurde.!™!
Demnach wurde unseres Wissens bisher kein FCMA unter
den iiblichen Reaktionsbedingungen isoliert.!!

Die Bildung der erhaltenen Produkte ist in Einklang mit
einem hoch reaktiven FCMA-Intermediat (7), das entweder
sofort unter [1,3]-O—N-Acyltransfer zu einem N-Formyl-
amid 8 reagiert (Typ Ia) oder mit einem externen Nucleophil
eine Acylierung zu 23 und 24 eingeht (Typl IIa)."”! Mecha-
nistisch interessant war fiir uns die Produktverteilung, die
erhalten wird, wenn das FCMA in Gegenwart eines exogenen
Nucleophils (RXH) gebildet wird. Unter diesen Bedingungen
entsteht ein Gemisch der Typ-Ia- (Umlagerungs-) und Typ-
Ila- (Acylierungs-)Produkte. Moglicherweise entsteht nur
eine FCMA-Zwischenstufe, die sowohl eine Umlagerung zu
(8) als auch eine nucleophile Abfangreaktion zu (23) einge-
hen kann. Das entstehende Produktverhiltnis konnte aber
auch die Folge einer gleichzeitigen Bildung von FCMA-Iso-
meren sein, des anti- (7a) und des syn-Isomers (7s). Das anti-
Isomer wire in der geeigneten Position fiir einen raschen
[1,3]-O —N-Acyltransfer und konnte bereits auf die Bildung
von 8 ,festgelegt” sein. Das dazu nicht fiahige syn-Isomer
wire dagegen empfindlich gegeniiber dem Angriff durch ein
passendes Nucleophil. Vermutlich wiirde sich das nicht um-
lagernde 7s-Isomer bei Fehlen eines passenden Acylakzep-
tors wieder in die umlagernde Form 7a umwandeln. Fiir diese
Annahme sprechen einige Hinweise. In Gegenwart eines
externen Nucleophils (1 oder 5 Aquivalente MeOH) erhiel-
ten wir unter Standardkupplungsbedingungen umgelagerte
und Abfangprodukte. Interessanterweise fiihrte eine deutli-
che Steigerung der Methanolmenge nicht zu einer signifi-
kanten Zunahme des Typ-Ila-Methylesters (ca. 40 % ). Diese
Ergebnisse lassen sich am besten mit der Bildung von zwei
geometrisch isomeren FCMA-Zwischenstufen interpretie-
ren: 7s, das gegeniiber einer Methanolyse sehr empfindlich
ist, und 7a, das auch in Gegenwart eines Nucleophils im
Uberschuss zwangsliufig eine intramolekulare Umlagerung
eingeht.

Bei den Versuchen, die mechanistischen Einzelheiten der
Typ-Ia-Kupplungsreaktion aufzukldren, erkannten wir, dass
die FCMA-Zwischenstufe auch einen anderen Reaktionsweg
als die [1,3]-O—N-Acylumlagerung zu N-Formylamiden
eingehen kann. Wie in Schema 5 skizziert ist, wiirde das
FCMA 7 dabei von der Carbonséure 1 angegriffen und zum
symmetrischen Anhydrid 25 und Formamid 24 reagieren.
Durch N-Acylierung von 24 mit 25 wiirde schlieBlich das
Produkt 8 gebildet. Dieser mégliche Reaktionsweg wurde an
dem N-Formylamid-Addukt 28 untersucht, das sich unter den
Kupplungsbedingungen leicht bildet. Wenn der Mechanismus
iiber das symmetrische Anhydrid verlauft, sollten die Zwi-
schenstufen 26 und 27, die durch Addition der Sidure an das
FCMA entstehen, unter den Standardbedingungen der
Kupplung das Amid 28 bilden. Tatsichlich lieferte die

www.angewandte.de
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(o] 0]
RZ RIJJ\DJLRI
ST T S B
R gy o | e s
"\h_/} N o] 8 R2
5 7 (FCMA) R{HJ\H
24
Ph
0. _.o_.09 r
(0] Mikrowellen O, N.
JJ\ 150 °C CHO
+ o~ oot A
Ph N H o
H 16%
02N NO.
2 26 2 27 NO, 28

Schema 5. Prifung eines méglichen Reaktionswegs iber ein Form-
amid und ein symmetrisches Anhydrid.

Kupplung von 26 und 27 unter Mikrowellenbestrahlung aber
nur 16 % des Amids 28. Dies ldasst darauf schlieBen, dass der
Weg iiber das symmetrische Anhydrid unter den genannten
Bedingungen sicher nicht tiberwiegt.

SchlieBlich wollten wir die Reaktivitdt der FCMA-Inter-
mediate anhand der Frage untersuchen, ob ein schwach
nucleophiles Formamid eine FCMA-Zwischenstufe nucleo-
phil angreifen kann. Wir hatten bereits nachgewiesen, dass
die Nucleophilie eines intermedidren Formamids nicht aus-
reicht, um ein symmetrisches Anhydrid effizient abzufangen
(Schema 5, 26 + 27—28). Die Umsetzung der Carbonsiure 29
mit dem Isonitril 30 und dem Formamid 31 unter Standard-
bedingungen fiithrte nach 30 min mit 50 % Ausbeute zum N-
Formylamid 33, das durch [1,3]-O —N-Acyltransfer der mut-
maBlichen FCMA-Zwischenstufe 32 entsteht (Schema 6).
Wir erhielten aber auch betrichtliche Mengen (20%) des
Kreuzprodukts 34, das vermutlich aus einer Abfangreaktion
des Intermediats mit dem Formamid 31 resultiert. Diese Er-
gebnisse sprechen fiir die Annahme, dass im Verlauf der
Reaktion eine Verbindung entsteht, die ein stdrkeres Acy-
lierungsmittel als das Anhydrid ist (vermutlich das FCMA
32).

Boc
29

Ne  HeyCHO
BnO,C O
HN)\)J\OH + + @
30 Me 31

160 °C

\ Mikrowellen
30 min

1,3-05N  BnO,C

(0]
Acyltransf /O
cyltransfer HN/\)J\N

O Typla  goc CHO
80 U J\ 33 (60%)
Me
BnO,C O
S wimg T8 § Y
Boc  FCMA (32) @) N N
- 1 1
Typ lla Boc CHO

34 (20%)

Schema 6. Hinweis auf die Existenz der hoch reaktiven FCMA-Zwi-
schenstufe 32.
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2.3. Entwicklung einer modifizierten Typ-la-Kupplungsmethode

Eine breite Anwendung dieser Methode auf komplexe
biologische Zielverbindungen erforderte die Entwicklung
von Reaktionsbedingungen, die eine Umsetzung bei Raum-
temperatur ermoglichen. Die fiir die Kupplung notwendigen
hohen Temperatur (150°C) konnten bei den hiufig emp-
findlichen, aber biologisch wichtigen Produkten wie vielen
Peptiden und Glycanen problematisch sein. In diesem Zu-
sammenhang nutzten wir einen unserer fritheren Befunde,
wonach sich Typ-1I-Produkte (wie 23) bei Raumtemperatur
erhalten lassen. Es scheint, dass die FCMA-Zwischenstufe
zwar tatsdchlich bei Raumtemperatur gebildet wird, dass aber
die [1,3]-O —N-Acylumlagerung zum gewiinschten Produkt
offenbar eine Thermolyse erfordert. Unabhéngig davon
hatten wir beobachtet, dass das von Serin abgeleitete Isonitril
35 mit einer freien Hydroxygruppe mit der Carbonsidure 36
bei Raumtemperatur zum umgelagerten Produkt 37 reagier-
te, bei dem die Formylgruppe vom Stickstoffatom auf die
Hydroxygruppe iibertragen wurde (Schema 7). Interes-
santerweise wurde das umgela-
gerte Produkt nicht erhalten,

Angewandte

COZBn
Nsc- CO,Bn

OH BnO,C (o]
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BocHN R
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R, 7 TsOH 40, R = CH(SPh); (50%)
j’\ HN 88% ™ 41, R = CHO (20%)
R” \O7 “SPh
39 magliche

Zwischenstufe

Schema 7. Milde Bedingungen fiir die Typ-la-Kupplung.

wenn der proximale Alkohol Me Me CN\)OL CHCI3 ( "125’?5" MeIh:HjL
geschiitzt war. Offenbar hatte Eant SH + I OB ———*= £ OBn NaHCO EmocHN N - ~08Bn (1
die vorhandene freie Hydroxy- 2 0 Me” Me 43 50% /\Me 0°C 45 OMe Aite
gruppe die Bildung oder Akti- - 75%

vierung der FCMA-Spezies Me i

unterstiitzt — moglicherweise OAc AcO SY H

iiber eine aktivierte cyclische A% R NG+ Hs\n/\(w?B“ Aﬁ%&%&/”wcozﬁn (2)
Zwischenstufe wie in Schema 7. 46 "\Phth O NHBoc 47 RT, DCE as NPPIh 5 NpBoc

Angesichts dieser Ergeb-
nisse wollten wir untersuchen,
welche Wirkungen die Zugabe
eines externen Nucleophils zur
Reaktion hat, in der Hoffnung, mit einem generischen Sub-
strat ein @hnliches Resultat zu erzielen. Erfreulicherweise
reagierte die Carbonsdure 38 tatsidchlich in Gegenwart von
Thiophenol bei 50°C mit Cyclohexylisonitril unter Typ-Ia-
Kupplung zu einem Gemisch des Thioacetals 40 und des N-
Formylamids 41. Das Thioacetal kann in nur einem Schritt
mit hoher Ausbeute (88%) in 41 iberfiihrt werden. Die
Aufgabe von Thiophenol bei der Unterstiitzung der Umla-
gerung ist noch ungeklirt. Prinzipiell konnte die Umwand-
lung gut iiber eine tetraedrische FCMA-Zwischenstufe 39
verlaufen, deren intramolekularer Acyltransfer unter Bildung
der Produkte schneller ablaufen konnte als bei dem nicht
modifizierten FCMA (Schema 7).

2.4. Typ-1b-Kupplung: Isonitrile und Thiosduren

Ein weiterer Fortschritt in der Entwicklung einer milden
und allgemeinen Methode zum Kniipfen von Amidbindungen
war die Entdeckung, dass sich Thiosduren, ganz im Unter-
schied zu Carbonsiduren, mit Isonitrilen schnell bei Raum-
temperatur verkniipfen lassen [Schema 8, Gl (1)].'"! Die
Verkniipfung von Isonitrilen und Thiosduren wird als ,, Typ-
Ib-Kupplung® bezeichnet.'!! Eine Reihe von Aminothiosiu-
ren reagierte mit Aminosaureisonitrilen mit guten Ausbeuten
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88%

Schema 8. Typ-Ib-Kupplung von Thiosduren und Isonitrilen.

zu Dipeptiden. Interessanterweise korrelierten die Produkt-
ausbeuten im Allgemeinen eindeutig mit der sterischen
Hinderung des Isonitrils. Dies konnte darauf zuriickzufiihren
sein, dass die Spaltung gehinderter Thio-FCMA-Derivate
unterdriickt wird. Moglicherweise neigen die sterisch an-
spruchsvollen Thio-FCMA-Zwischenstufen auch mehr zu
rascher syn—anti-Isomerisierung, sodass die Geschwindig-
keit des [1,3]-S—N-Acyltransfers steigt. Die Abspaltung der
Thioformylgruppen in den Dipeptidprodukten gelang in zwei
Schritten durch Umsetzung mit m-Chlorperbenzoesidure und
danach mit NaHCO; (44—45, Schema 8).

Thiosduren sind auch geeignete Substrate fiir Kupplungen
mit Glycanisonitrilen." So reagierte die Thioséure 47 mit
dem Isonitril 46 bei Raumtemperatur in Gegenwart des Ak-
tivators 2,6-Dimethylthiophenol glatt mit 88 % Ausbeute zur
gewiinschten Glycosylaminosaure 48 [Schema 8, Gl. (2)].

Unsere Versuche, Typ-Ia- und Typ-Ib-Kupplungen auf
stark gehinderte Substrate anzuwenden, blieben erfolglos.
Ein gutes Beispiel hierfiir ist die thermische Umsetzung von
Pivalinsdure 49 mit dem sterisch gehinderten Isonitril 50
unter Mikrowellenbestrahlung, die nicht zum erwarteten
umgelagerten Produkt fiihrte (Schema 9)."! Die Neopentyl-
Kupplungspartner scheinen entweder kein FCMA-Interme-
diat bilden konnen, oder ein eventuell entstandenes FCMA
konnte — vermutlich wegen der ausgedehnten sterischen
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49 50 54 OMe
OMe 55, 36% Ausbeute 56

Schema 9. Kupplung sterisch gehinderter Isonitrile.

Hinderung — keine [1,3]-O—N-Wanderung eingehen. Bei
Zugabe eines externen Nucleophils 54 zur Reaktion wurde
aber das Amid 55 erhalten, das durch Abfangreaktion einer
FCMA-Zwischenstufe entsteht. Dieses Ergebnis scheint
dafiir zu sprechen, dass das Neopentyl-FCMA unter den
Reaktionsbedingungen zwar gebildet wird, dann aber nicht
den notwendigen [1,3]-O—N-Acyltransfer zu den Typ-Ia-
Addukten eingehen kann. Typ-Ib-Umsetzungen lieferten ein
dhnliches Ergebnis. Die wichtige Beobachtung, dass sterisch
stark gehinderte Isonitrilsubstrate FCMA-Zwischenstufen
bilden, die sich zwar nicht umlagern, aber empfindlich ge-
geniiber einem duflleren Angriff sind, veranlasste uns, eine
neue Acylierung auf der Basis von Isonitrilen zu untersuchen.

2.5. Typ-1lb-Kupplung: Verwendung von Thio-FCMA-
Zwischenstufen als besonders starke Acyldonoren

Wie oben beschrieben wurde, konnen FCMA- und Thio-
FCMA-Zwischenstufen in Gegenwart eines Nucleophils tiber
zwei konkurrierende Mechanismen reagieren: die intramo-
lekulare Acylwanderung (Typ Ia oder Ib) oder die bimole-
kulare Reaktion mit einem Acylakzeptor (Typ IIa oder
I1b).”%1 Zunichst konzentrierten wir uns vor allem darauf,
den Mechanismus der Acylwanderung zu untersuchen,
dessen Endprodukt 61 beide Substrate, d.h. die Thiosdure 57
und das Isonitril 6, enthilt (Schema 10). Trotz der von uns

S. J. Danishefsky et al.

entwickelten effizienten Synthesemethoden fiir verschiedene
komplexe Isonitrile®! erkannten wir, dass sich die Notwen-
digkeit einer Prasynthese komplexer Isonitrilsubstrate vor
allem bei groBlen Peptid- oder Glycansubstraten nachteilig
auf die breite Anwendbarkeit dieser Methode auswirken
konnte.

Der Umstand, dass sterisch gehinderte Isonitrile keinen
[1,3]-Acyltransfer eingehen, bietet eine vielversprechende
Variante. Wir untersuchten die Moglichkeit, mit solchen ge-
hinderten Isonitrilen die [1,3]-S —N-Acylwanderung (Typ Ib)
der Thio-FCMA-Zwischenstufen 58 effizient zu unterdriicken
und dadurch ihre bimolekulare Acylierung (Typ 1Ib) zu be-
giinstigen. Wenn das Ausbleiben des intramolekularen Acyl-
transfers bei sterisch gehinderten Isonitrilen nicht dadurch
bedingt ist, dass der Thiosdure-Kupplungspartner ebenfalls
sterisch gehindert ist, sollte die direkte Kupplung von Sub-
straten wie 57 mit externen Nucleophilen (NuH) zu Adduk-
ten des Typs 59 moglich sein. Diesem Plan zufolge wire das
gehinderte Isonitril 6 ein einfaches (aber wiederverwendba-
res!) ,,Wegwerf-Reagens“, und die Abfangreaktion mit dem
Amin-Nucleophil wiirde zusammen mit dem Produkt ein vom
Isonitril abgeleitetes wiederverwendbares Abfallprodukt 60
liefern. Der Vorteil einer solchen Vorgehensweise wire na-
tiirlich, dass das Aminsubstrat direkt in der Kupplung ein-
gesetzt werden konnte, ohne dass vorher ein komplexes Iso-
nitril aufgebaut werden miisste.

Wie aufgrund unserer vorherigen Ergebnisse erwartet,
verlief die Umsetzung der Thiosdure 62 mit dem sterisch
anspruchsvollen tert-Butylisonitril (50) und Anilin bei
Raumtemperatur leicht mit 77 % Ausbeute zum Amidaddukt
63.

Diese effiziente neue Acylierungsmethode lésst sich gut
mit einer Reihe von Substraten vereinbaren, darunter sper-
rigen Thiosduren und Aminen [Schema 11, GL (2) und (3)],
sekunddren Aminen [Gl. (4) und (5)] und sogar Alkohol-
Nucleophilen [Gl. (6)]. Besonders beachtenswert ist die
glatte Bildung von Produkten, in denen beide Seiten der er-
haltenen Amidbindung sterisch stark gehindert sind. Sicher-
lich ist die Bildung des Isopropylesters 74 unter diesen Be-
dingungen ein besonders iiberzeugender Beleg fiir die hohe
Reaktivitdt des intermedidren Acyldonors (vermutlich das
entsprechende Thio-FCMA).

3. Cyclosporin

i o Das Potenzial dieser Isonitrilreaktionen zum

i Ty 1 R,}LNU + R2 ,U\H A.ufbau komplexer Ve.rbindungen unter ,realen Be-

o N - G N,Rz 59 H 60 d'mgungen“ wollten wir anhand der prendung auf
R1J-LSH + —C=N-RZ? —= AL — eine Totalsynthese von Cyclosporin A untersu-
57 6 | :3. ThiSO_FCn A o s chen.” Der aus dem Pilz Tolypocladium inflatum
" i gams isolierte™! Wirkstoff besitzt starke immun-

61 R? suppressive Figenschaften und wird daher bei Or-

5 gantransplantationen sowie zur Behandlung von
FmochH . Me C'gz_‘r:'z S 0 o i Immunerkrankungen wie PS’O'I'IaS‘IS (Schuppenflech-
+ _CEN—Me —— sy PN Bug SN te) und rheumatoider Arthritis eingesetzt.” Cyclo-

Al 62 50 Me P?;;Hz allozcj\ H 63 H 64 sporin A ist ein cyclisches Peptid mit sieben N-Me-

Schema 10. Typ-1Ib-Kupplung: Thio-FCMA-Zwischenstufen als starke Acyldonoren.
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thylgruppen, die fiir die biologische Wirkung offen-
bar essenziell sind. Die hier beschriebenen Reak-
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fasste den Aufbau der beiden Peptidteilstiicke 81 und 91 unter
+ HoN-Ph _C_N s (1) Verwendung der neu entdeckten Isonitrilreaktionen
CH;%E, ¥ (Schema 12 and 13). In den abschlieBenden Synthesestufen

sollten die Teilstiicke 81 und 91 verkniipft und schlieBlich in
einem spédten Makrolactamisierungsschritt cyclisiert werden.

-C N tBu
SH *+ HaN-Ph - o™ @ Tatsichlich hofften wir, auch die Cycloamidierung mit unse-
0O 67 85% rer Typ-ITa-Acylierungsmethode durchfiihren zu konnen.

Die Synthese des Peptidfragments 81 gelang iiber eine

—C-N tBu Sequenz mit zwei Typ-Ib-Kupplungsreaktionen zwischen

SH * HN-BU o RT @\n’ " Thiosiuren und Isonitrilaminosiuren (Schema 12). Auf ihn-
liche Weise wurde das Teilstiick 91, das den Hauptteil des
Peptidgeriists bildet, durch Typ-IIb-Acylierung der Zwi-
Z)\ NN schenstufen 85 und 89 aufgebaut, die ebenfalls mit Typ-Ila-
NP

67 72%

o}

o
>[/‘k ~C=N—tBu N—Bu
CH;C!Z RT

® und Typ-IIb-Methoden hergestellt wurden (Schema 13).
19% Im Anschluss an diese Synthesen sollten die Teilstiicke 81
und 91 durch die entscheidende Makrolactamisierung ver-
— HN "C'N U (5) kniipft werden. Tatséchlich reagierten die beiden Teilpeptide
CHZ;;E;) BE nach Abspaltung des Benzylesters in 81 zum Polypeptid 92.
Wie aus Schema 14 hervorgeht, konnten wir das Konzept der
o . 0 Me FCMA-Acylierung erfolgreich auf die Makrolactamisierung
FmOcHN,, HI\SH . /cl)\H —C=EN—Bu  prochn,, !)J\o*rwe (6) i.ib.ertragen. So reagierte die.aus.92‘ freigesetzte Carbonsé.iu.re
Me 7 Me™ “Me CHiiE{l RT Me 1 mit HOBt und Cyclohexylisonitril unter Makrolactamisie-
rung zum Naturstoff Cyclosporin A, der in 54 % Ausbeute aus
Schema 11. Anwendungsbereich der Typ-l1b-Kupplung. 92 erhalten wurde. Die erfolgreiche Makrolactamisierung

. . 0

tionen von Isonitrilen Me O

. . BocHN 1) CHCI BocHN e

die an der Verkniip- \g)j\s’h & ogn NG \)L L HN\)\N 0Bn

Me. 2) BuySnH, AIBN ‘' Me O
fungsstelle zu N Me \l/ . 40 oo ) i Y i
th”ylgruppen‘ fihren . (62% Ausbeute, 2 Stufen) 6
konnen, schienen d%e Typ Ib
Anforderungen an die
Synthese von Cyclo- : g :
x O
. " : CN 1) CHCI
sporin A gut erfiillen BocHN/\H’SH + \E)LOBH ) 3 BocHN’\n’ \.)'LOBn — BocHN\]/U\ OBn
5 0 h 2) Bu,SnH, AIBN
zZu k{c;nnenk . . ?g\( )10300 gl ’ Y Me 0 Me o]
nser Konzept tur (59% Ausbeute, 2 Stufen)

die Totalsynthese von

’ Typ Ib
Cyclosporin A um-

Schema 12. Synthese des Tetrapeptids 81 als Zwischenstufe von Cyclosporin A.

0]
Ny I DCE, 155 °C
: OH Mikrowellen N OBy — =
P v NN ——— \/“\ —  TFAW \)‘ \/u\oan
(o]

(85% Ausbeute)  _~_ CHOO Me O A_Me O °:
82 83 Typla 84
1) c-(CgHy1}-NC
Me O Me O
c-(CgHq4)-NC ! i CHCl5, 85
SH N —_— N _— -
BWHN’Q( +TsOH-HN\)-LOB BocHN’gT \)Loan — BocHN/Q( \)J\SH
3 N CHCly o 2) TFA, CH.Cl,
i 87 (80% Ausbeute) 88 89 (63% Ausbeute, 2 Stufen)
Typ lib Typ b

0
TFA.HZN/[“/ N\)J\ H\)LOBn_—- HN.., J:“/ \)J\ N\)‘ /¢\)L08n

Schema 13. Synthese der Zwischenverbindung 91 auf dem Weg zu Cyclosporin A.
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1) Hp, 10% Pd/C, MeOH
2) 91, PyBOP, NMM, CH,Cl,
(52% Ausbeute, 2 Stufen)

}NaOH (aq), EtOH, 0 °C

2) TFA, CH,Clp, 20 °C

3) c-(CgH44-NC, HOBt
CH,Cl, 70 °C, Mikrowellen
(54% Ausbeute, 3 Stufen)

Typ-lla-
Makrolactamisierung

Cyclosporin A

Schema 14. Abschluss der Totalsynthese von Cyclosporin A.

dieser hoch komplexen Verbindung ist vermutlich zumindest
teilweise auf eine Prdorganisation des Substrats durch Was-
serstoffbriicken innerhalb des Peptidstrangs zuriickzufiihren.

Ein weiterer Beweis fiir die breite Anwendbarkeit der neu
entwickelten Isonitrilmethode zum Kniipfen von Amidbin-
dungen ist die kiirzlich beendete Cyclosporin-A-Synthese der
zweiten Generation.” Bei der Planung dieser Synthese
griffen wir auf eine dhnliche Strategie der Bindungstrennung
zuriick wie in der ersten Synthese. Wie Schema 15 zeigt,
konnte das Dipeptid 76 (siche Schema 12) durch wiederholte
Typ-IIb-Kupplungen leicht in das Tetrapeptid 81 iiberfiihrt
werden. Dessen Hydrogenolyse lieferte die Zwischenverbin-
dung 94 in ausgezeichneter Gesamtausbeute.

Die Synthese des Heptapeptidsubstrats 91 ist in
Schema 16 skizziert. Durch eine Reihe effizienter iterativer
Typ-IIb-Kupplungen und Schutzgruppenabspaltungen wurde
das Hexapeptid 101b erhalten. Es wurde in der entschei-
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o} : Me O
1) HCI, Dioxan i
BocHN OoBn — @ . N
\)L"ﬂ BocN J\I\I‘/OBH
0 2) Boc-MelLeu-SH ! i

5 M ; Me O
{BUNC, CHCl, 9 ¢
(64% Ausbeute, 2 Stufen) 93

Typ lIb
2) Boc-D-Ala-SH

BocHN \HL \)L
Me 0
tBUNC, CHCl,

(80% Ausbeute, 2 Stufen)
Typ llb

1} HCI, Dioxan

E

PAIC, Hy 31, R=Bn

95% N g4 R=H

Schema 15. Cyclosporin-A-Synthese der zweiten Generation: Synthese
des Tetrapeptids 94.

denden Typ-Ila-Kupplung mit der nichtnatiirlichen Amino-
sdure 102, die eine freie Hydroxygruppe trigt, mit guter
Ausbeute und ohne erkennbare Epimerisierung zum Hepta-
peptid 91 umgesetzt.

Nach der Synthese der beiden Schliisselfragmente 94 und
91 planten wir ihre Typ-II-Kupplung. Interessanterweise er-
hielten wir unter den Bedingungen der Typ-II-Isonitrilakti-
vierung 71 % epi-92 mit vollstdndiger Inversion am o-Koh-
lenstoffatom von MeVal (mit Stern markiert) (Schema 17).
Aufgrund dieses Resultats wurde die benétigte Kondensation
der Teilstiicke 94 und 91 stattdessen wie bereits beschrieben
mit PyBOP und NMM durchgefiihrt.”” An dem so erhaltenen
Undecapeptid 92 untersuchten wir als néchstes die Moglich-
keit, die Effizienz der Typ-II-Makrolactamisierung zu erho-
hen, indem die Carbonsdure in der Cyclisierungsposition
durch eine C-terminale Thiosédure ersetzt wurde. Bei unserer
Synthese der ersten Generation hatten wir eine Typ-Ila-
Cyclisierung auf Carbonsiurebasis genutzt, aber die dafiir
erforderlichen erhohten Temperaturen fithrten vermutlich
durch die Zersetzung der Ausgangsverbindung und Bildung
von Nebenprodukten zu einer Senkung der Ausbeute. Wir
gingen davon aus, dass eine Typ-IIb-Makrolactamisierung auf
Thiosdurebasis bei Raumtemperatur ablaufen wiirde, sodass
mogliche konkurrierende Nebenreaktionen verringert
wiirden. Dementsprechend wurde 92 mit 68 % Gesamtaus-
beute in 103 iiberfithrt. Nach Abspaltung der Boc-Schutz-
gruppe fiihrte die anschlieBende Umsetzung mit Cyclo-
hexylisonitril in Gegenwart von HOBt bei Raumtemperatur
in 10 h nahezu quantitativ und mit minimaler Bildung von
Nebenprodukten zu Cyclosporin A.

4. Synthese gespannter Peptide

Peptide haben oft hohe Affinitdt und Selektivitdt gegen-
iiber wichtigen biologischen Angriffsorten und sind daher
zumindest prinzipiell eine wichtige Klasse von Leitverbin-
dungen in der Wirkstoff-Forschung. Ihre hohe Empfindlich-
keit gegeniiber einem Protease-induzierten Abbau ist jedoch
ein betriachtliches Hindernis fiir die breite Anwendung von
Peptiden als klinische Wirkstoffe.”! Im Zusammenhang mit
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Schema 16. Cyclosporin-A-Synthese der zweiten Generation: Synthese des Hexapeptids 91.

einer Reihe von Bestrebungen, diese Probleme zu 16sen,
entdeckte man, dass die Einfiihrung konformativ gespannter
Abschnitte in diese Peptidgeriiste dazu beitragen kann, die
Pharmakostabilitdt wie auch die biologische Wirkung zu er-
hohen.””” Wir nahmen an, dass mit unseren Typ-I-Kupp-
lungsmethoden, die an der Verkniipfungsstelle ein N-Form-
ylamid liefern, biologisch aktive Peptidbausteine mit kon-
formativen FEinschriankungen zugénglich gemacht werden
konnten. Wir wollten mit der partiellen konformativen Im-
mobilisierung nicht nur die Affinitdten von Liganden zu ihren
Rezeptoren beeinflussen, sondern gingen auch davon aus,
dass die bei ungefalteten Polypeptiden hédufig vorkommende
Neigung zur Aggregation durch eine voriibergehende Mole-
kiilspannung abgeschwicht werden konnte. Natiirlich wollten
wir auch sicherstellen, dass sich die konformative Ein-
schrinkung leicht wieder entfernen und die natiirliche Pep-
tidsequenz wiederherstellen lasst.*! Auf diese Weise konnte
eine temporire Molekiilspannung in einer Totalsynthese ge-
nutzt werden, um zu Aggregation neigende Peptide im Ver-
lauf der Umwandlung in die letztlich stabilere Zielverbindung
zu stabilisieren. Im Einzelnen wollten wir durch iterative Typ-
Ia-Kupplungen ein Polypeptid des Typs 108 mit N-Formyl-
gruppen an benachbarten ,, Imid-&hnlichen Stickstoffatomen
herstellen (Schema 18). AuBlerdem planten wir, durch zwei-
fache Reduktion der proximalen Formylgruppen das kon-
formativ eingeschrankte Tripeptid 109 zu erhalten. Die N-
und C-terminale Verlidngerung des Peptids wiirde ein Poly-
peptid 110 liefern, das eine ortspezifische cyclische Ein-
schrinkung tragt. Durch Entfernen der CH,-O-CH,-Briicke
wiirde schlieflich das natiirliche Peptid 111 auf einer strate-
gisch giinstigen Stufe freigesetzt werden.

Die Verwirklichung dieses Plans ist in Schema 19 an
einem représentativen Beispiel gezeigt. Demnach ergab die
Typ-Ia-Kupplung der Carbonsidure 82 mit dem Isonitril 83
nach Abspaltung des tert-Butylesters das Dipeptid 112 in
82 % Ausbeute. Eine zweite Typ-la-Reaktion mit dem Isoni-
tril 43 fithrte zum Tripeptid 113 mit proximalen N-Formyl-
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gruppen. Interessanterweise war die in 112 vorliegende N-
Formylgruppe entscheidend fiir den Erfolg dieser zweiten
Kupplungsreaktion, indem sie das intermedidire FCMA ge-
geniiber der unproduktiven Oxazolonbildung stabilisierte.
Die anschlieSende Umsetzung von 113 mit LiBH, und danach
mit TFA lieferte das konformativ eingeschriankte Tripeptid
114. Die Azidgruppe wurde anschlieBend zum N-terminalen
Amin reduziert, und durch Verldngern der N- und C-Termini
wurde 115 erhalten. Dieses wurde schlieBlich mit 0.1m HCl
und 1,3-Propandithiol in 95% Ausbeute zum gewiinschten
linearen Heptapeptid 116 umgesetzt. Im Verlauf dieser Ar-
beiten stellten wir fest, dass sich gespannte Peptide (vgl. 110)
im Allgemeinen wesentlich besser solubilisieren lassen und
weniger zu Aggregation neigen als die entsprechenden li-
nearen Verbindungen (vgl. 111).

5. Jenseits der Isonitrile: eine allgemeine
Verkniipfungsmethode fiir Peptide

Trotz der breiten Anwendbarkeit der oben beschriebenen
Typ-I- und Typ-II-Kupplungen auf der Basis von Isonitrilen
erkannten wir auch die Schwierigkeiten, diese Peptidver-
kniipfung auf kompliziertere Verbindungen anzuwenden. So
verlduft sogar die Typ-II-Kupplung von Dipeptidylthiosduren
oft mit niedriger Ausbeute, was offenbar auf der raschen
Umwandlung der Dipeptid-Thio-FCMA-Zwischenstufe in
das unproduktive Oxazolon-Intermediat beruht (Schema 20).
Bei der Suche nach Losungen fiir dieses Problem stiefen wir
auf die Moglichkeit, die aktivierte Thio-FCMA-Zwischen-
stufe in situ in einen noch produktiveren Acyldonor umzu-
wandeln. Da iiber intermedidre HOBt-Ester gebildete Pep-
tidbindungen eine deutlich geringere Tendenz zu C-termina-
ler, Oxazolon-induzierter Epimerisierung haben,?” planten
wir einen Reaktionsablauf, bei dem ein intermediires Thio-
FCMA, das aus einem Peptidylthioester und einem ,,Weg-
werf-Isonitril“ (d.h. Cyclohexylisonitril) entsteht, weiter zu
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Schema 17. Cyclosporin-A-Totalsynthese der zweiten Generation.

einem HOBt-Ester umgesetzt wird, der dann, so hofften wir,
mit dem N-terminalen Kupplungspartner verkniipft werden
konnte.

Wie Schema 21 zeigt, erwies sich dieser Losungsvorschlag
tatsichlich als durchfiihrbar.®” So wurden das Thiosiure-
peptid 117 und das Peptid 118 in Gegenwart von HOBt und
Cyclohexylisonitril in 20h und mit 60% Ausbeute zum
Addukt 119 verkniipft [Gl. (1)]. Zwischenstufen dieser Re-
aktion waren vermutlich sowohl das Thio-FCMA als auch der
HOBt-Ester (Schema 20). Uberraschenderweise ergab ein
Kontrollversuch jedoch, dass die Verkniipfung von 117 und
118 in Gegenwart von HOBt ohne das Isonitril in nur 12 h und
mit 82 % Ausbeute verlief [Gl. (2)]. Diese Bedingungen (nur
HOBY) eigneten sich auBerdem zur effizienten Verkniipfung
einer Reihe von Peptidylsubstraten, darunter auch solche mit
epimerisierbaren C-terminalen Aminosiureresten. Mehrere
direkte Vergleiche ergaben, dass nur mit HOBt durchge-
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Schema 18. Synthese gespannter Peptide durch Isonitrilkupplung.
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Schema 19. Anwendung der Typ-la-Kupplung auf die Synthese eines
temporidr gespannten Peptids.

fithrte Verkniipfungen tatsichlich schneller und mit héheren
Ausbeuten verliefen als die entsprechenden Reaktionen mit
Isonitril/HOBt. Dariiber hinaus lie3 sich die HOBt-vermit-
telte Reaktion auf die Verkniipfung von Glycopeptid-
substraten zu diglycosylierten Peptidaddukten anwenden
(Schema 22, 120 + 121—-122).

Diese Ergebnisse sind sehr mechanistisch interessant, ihre
Erklarung steht aber noch aus. Auch wenn das Isonitril fiir die
Verkniipfung nicht benotigt wird, ist natiirlich nicht ausge-
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Schema 20. Thio-FCMA-Verkniipfung: die Planung.
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Schema 21. Typ-lb- (1) und oxidative (2) Verkniipfung von Peptiden.
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Schema 22. Oxidative Verkniipfung von Glycopeptiden.

schlossen, dass der oben vorgeschlagene Mechanismus
(Schema 20) in Gegenwart von Isonitril tatsdchlich ablaufen
kann. Die effiziente Bildung des Produkts ohne das Isonitril
spricht aber fiir einen Verkniipfungsmechanismus von Thio-
sdure und Amin, der nicht von der Bildung einer FCMA-
Zwischenstufe abhingt. Grundsitzlich besteht die Moglich-
keit, dass das Thiosdurepeptid von sich aus eine direkte
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Verkniipfung mit einem Amin als Kupplungspartner einge-
hen kann, oder anders ausgedriickt: SH ist als Abgangs-
gruppe stark genug, um die Acylierung zu ermoglichen.
Wahrscheinlicher ist vielleicht aber, dass diese HOBt-ver-
mittelten Verkniipfungen iiber einen noch nicht bestimmten
oxidativen Mechanismus verlaufen. Dafiir sprechen auch die
Ergebnisse von Sheehan und Johnson®! und spiter von Orgel
und LiuP? sowie verschiedene mechanistische Untersuchun-
gen. Beispielsweise sank die Ausbeute an Amid betréchtlich,
wenn die Moglichkeiten einer zufilligen Oxidation minimiert
wurden (z.B. indem die Reaktion unter Argon durchgefiihrt
wurde). Umgekehrt verliefen die Verkniipfungen in Gegen-
wart von lod rascher als ohne dieses Oxidationsmittel. Auch
wenn die genaue Art der Umwandlung noch nicht geklért ist,
konnte ein Reaktionsweg infrage kommen, der durch eine
niedrige Oxidationsrate der Thiosédure initiiert wird und unter
Riickbildung des C-terminalen Acyldonors verlduft. Ein ef-
fizienter und durch Oxidation eingeleiteter Reaktionsweg
lasst sich aber durchaus auch mit vielen anderen plausiblen
Mechanismen erkldren. Dazu gehort das in Schema 23 skiz-
zierte Modell, bei dem sehr geringe Mengen eines interme-
didren Diacyldisulfids (124) entstehen. Allerdings ist nicht
mit Sicherheit ausgeschlossen, dass der oxidative Teil des
Reaktionswegs in Wirklichkeit tiber ,,stochiometrische® und
nicht iiber katalytische Mengen des umsatzstarken Oxida-
tionsmittels verlauft.

6. Ein effizienter Weg zu N-Glycosylasparagin-
Glycopeptiden

Wir haben an der Entwicklung verbesserter Methoden fiir
die Verkniipfung von Oligosaccharid- und Peptiddoménen
gearbeitet. Beim derzeitigen Standardverfahren zum Aufbau
von Glycopeptiden wird ein anomeres 3-
Glycosylamin durch Lansbury-Asparty-
lierung an einen passend geschiitzten
Aspartat-Acyldonor angehingt, der in
das gewiinschte Peptidfragment einge-
baut ist.”’! Die Effizienz der Lansbury-
Aspartylierung wird durch mehrere
Faktoren erschwert, dazu gehort zu-
néchst die schwache Nucleophilie des
Glycanamins am reduzierenden Ende
des Glycans. Zudem konkurriert die
Aspartylierung mit einem basenindu-
zierten Zerfallsweg, bei dem der mut-
maBliche Aspartyldonor mit der NH-
Gruppe der benachbarten Aminosiure
zu einem Aspartimid-Nebenprodukt
cyclisiert (Schema 24). Bei bestimmten
Peptidsubstraten, vor allem solchen mit
Glycin-, Serin- oder Alaninresten am C-Terminus des As-
partats, kann die Tendenz zur Bildung des Asparaginimids
hinderlich werden.”!

Wir erkannten, dass die oben beschriebenen milden, ba-
senfreien Acylierungsmethoden fiir die hohen Anforderun-
gen der Aspartylierung von Glycanen gut geeignet sein
konnten. Tatsdchlich lieB sich die konvergente Aspartylie-
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Schema 23. Vorgeschlagener Mechanismus der oxidativen Peptid-
verkniipfung.

rung unter den Bedingungen der Typ-IIb-Kupplung durch-
fithren (Schema 25). So wurden die Peptidthiosdure 128 und
das Glycosylamin 129 in Gegenwart des ,, Wegwerf-Reagens*
Cyclohexylisonitril zum Glycopeptid 130 verkniipft, das in
70% Ausbeute erhalten wurde. Daneben entstanden in ge-
ringen Mengen die Peptidcarbonéure, das Aspartimid und
Produkte, die wahrscheinlich aus der intramolekularen Typ-
Ib-S—N-Umlagerung der Thio-FCMA-Zwischenstufe resul-
tieren. Unsere Entdeckung, dass HOBt die Thiosdurever-
kniipfung — vermutlich iiber den oben beschriebenen oxida-
tiven Mechanismus — vermitteln kann, veranlasste uns, die
Reaktion von 128 und 129 in Gegenwart von HOBt und ohne
das Isonitril als Vermittler zu untersuchen. Die Aspartylie-
rung verlief erfreulicherweise schneller und lieferte das Gly-
copeptid 130 in 85 % Ausbeute zusammen mit sehr geringen
Mengen der Carbonsdure- und Aspartimid-Nebenprodukte.
Moglicherweise verlduft auch diese Reaktion iiber einen
oxidativen Mechanismus dhnlich dem oben vorgeschlagenen
(sieche Schema 23, R = Glycan).™

7. Bildung chiraler Heterocyclen

Die biologische und pharmazeutische Bedeutung hetero-
cyclischer Verbindungen fiir die medizinische Chemie bedarf
kaum einer Erlduterung. Wir haben vor kurzem damit be-
gonnen, ausgehend von den N-Formylamidprodukten der
Typ-lTa-Kupplungsreaktionen Synthesemethoden fiir phar-

oP
oo
PO 1

S. J. Danishefsky et al.

mazeutisch relevante Heterocyclen mit angehidngter enan-
tiodefinierter Chiralitit zu entwickeln. Diese Arbeit entstand
aus einem fundamentalen Interesse an der Reaktivitdt der
vorher kaum bekannten funktionellen N-Formylamidgruppe,
die nun durch die Typ-I-Reaktion zuginglich ist. Wir ent-
deckten, dass die Azideinheit in diesen Produkten ein aus-
gezeichneter Ausgangspunkt fiir die selektive Funktionali-
sierung der Formylcarbonylgruppe ist (Schema 26). Unter
Beriicksichtigung der besonderen Reaktivitdt der Imid-dhn-
lichen N-Formylgruppe liegt die Moglichkeit einer Staudin-
ger-Reaktion der vorhandenen Azidgruppe mit anschlieBen-
der Aza-Wittig-Reaktion nahe. So fiihrte die Umsetzung von
131 (das durch Kupplung der Azidosdure mit Glycinisonitri-
len erhalten wurde) mit Trimethylphosphan in Benzol mit
guten Ausbeuten zur Bildung von Imidazolinonen wie 132.
Alternativ konnte die Aktivierung des Azids fiir die Reaktion
durch eine radikalische Reduktion der Azidgruppe eingelei-
tet werden. So reagierte 133 mit #n-SnBu;H zum Hydantoin
134, das in guter Ausbeute als offenbar einziges Stereoisomer
erhalten wurde. Die dhnliche Umwandlung von 135 in 136
belegt die Anwendbarkeit der Reaktion auf eine Methionin-
Seitenkette. Wir untersuchen derzeit den Anwendungsbe-
reich der Reaktion sowie ihren unklaren Mechanismus. Die
hier vorgestellten Ergebnisse lassen darauf schlieen, dass
eine breite Untersuchung von Peptidyl-N-Formylamiden
durchaus erfolgreich sein konnte.

8. Schlussfolgerungen

In diesem Aufsatz haben wir unsere jiingsten Fortschritte
auf dem Gebiet der Acylierungen beschrieben, die auf der
Wiederaufnahme einer klassischen funktionellen Gruppe der
organischen Chemie sowie aktuellen mechanistischen Er-
kenntnissen beruhen. Dadurch sind wir auf neue Verkniip-
fungsmethoden auf der Basis von Isonitrilen gestoen und
haben sie auf die Synthesen komplexer ,,biologischer” Ziel-
verbindungen mit potenzieller therapeutischer Bedeutung
angewendet. SchlieBlich haben diese Untersuchungen zu der
etwas zufilligen Entdeckung einer weitgehend allgemeinen
oxidativen Kupplung zwischen Thiosdure- und Aminsub-
straten gefiihrt, zu der auch die Aspartylierung hoch kom-
plexer Glycosylamine mit ,,reduzierendem Ende* gehort. Wir
erwarten, dass kontinuierliche Forschungen in diese neuen
Richtungen zu weiteren, fiir die chemische Synthese wert-
vollen Entdeckungen fithren konnten.

NHR o opP
0 ¥ \OF'O A NH
Aspartimid- fo} ks HATU, DIPEA NHR
N-Peptid 2 Bitdung Peptid 1- N, DMSO 0 T
Peptid 1 H Peptid 2 Aspartylierung Peptid 1~ N‘P )
0 eptid 2
H (0] H

(o]

Schema 24. Verkniipfung von Glycan- und Peptiddominen durch Aspartylierung; unerwiinschte baseninduzierte Bildung von Aspartimid.
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