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22.336(5) A, = 106.41(2)", V = 6488(2) A,, 2 = 4, ebFr = 1.90 gcm-', 
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Die Totalsynthese der Kohlenhydratbausteine 
von Esperamicin Al** 
Von K. C. Nicolaou* und David Clark 

Esperamicin A, 1[11 ist eines der bekanntesten in der Na- 
tur vorkommenden Endiin-Cytostatica/Antibiotica['I. Wir 
berichten hier iiber die Totalsynthese der Kohlenhydratket- 
ten 2 und 3 (Schema l ) I 3 I  in optisch aktiver Form und mit 
Schutzgruppen, die sie fur eine Totalsynthese des Naturstoffs 
geeignet machen sollten. 

[*I Prof. Dr. K. C. Nicolaou, D. Clark 
Department of Chemistry, The Scripps Research Institute 
10666 N. Torrey Pines Road, La Jolla, CA 92037 (USA) 
und 
Department of Chemistry, University of California 
San Diego, La Jolla, CA 92093 (USA) 

[**I Diese Arbeit wurde von den National Institutes of Health und dem Scripps 
Research Institute gefordert. Unser besonderer Dank gilt Dr. Dee Huang 
und Dr. Gary Siuzdak vom Scripps Research Institute fur ihre hervorra- 
gende Hilfe bei der Aufnahme und Auswertung der NMR- und Massen 
spektren. 
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Schema 1. Die Strukturen von Esperamicin A, 1 und den Kohlenhydratbau- 
steinen 2 und 3. 

Schema 2 stellt die Synthese von 2 aus den leicht zugangli- 
chen Verbindungen 4 und 7 dar. Methyl-a-L-fucopyranosid 
4r41 wurde regioselektiv durch Reaktion mit Carbonyldiimi- 
dazol und mit Thiocarbonyldiimidazol zu 5''' umgesetzt. 
Diese geschiitzte Verbindung wurde in 2-Stellung desoxyge- 
niert und anschliel3end durch Phenylthioglycosidierung 
(nach Hanessian et a1.16]) und baseninduzierte Carbonatab- 
spaltung in 6 iibergefuhrt. Der zur Kupplung erforderliche 
zweite Baustein, 8, wurde aus 4,5-Dimethoxyanthranilsaure 
7, Phthaloylchlorid und Oxalylchlorid erhalten. Zur Kupp- 
lung der Komponenten 6 und 8 wurde zunachst ein cycli- 
sches Dialkoxyzinnderivat von 6 hergestellt und dann 8 in 
Gegenwart von Et,N zugegeben. Nach Silylierung der ver- 

on 
4 

).-o 
5 

0 
OH 

6 

-ti Im= N& 

0 

Phth = 3 
0 

Schema 2. Synthese der Esperamicin-A,-Kohlenhydratkette 2. Reagentien und 
Reaktionsbedingungen: a) 2.5 Aquiv. 1,l'-Carbonyldiimidazol, CH,CN, 
RuckfluO, 2 h, 76%; b) 1.3 Aquiv. 1,l'-Thiocarbonyldiimidazol, CH,CN, 
25"C, 2 h, 80%; c) 2.0 Xquiv. nBu,SnH, Azobisisobutyronitril (AIBN, 
Kat.), Toluol/Dimethoxyethan(DME) l j l ,  llO"C, 1 h, 84%; d) 5.0 Aquiv. 
PhSSiMe,, 3.0 Aquiv. ZnI,, 1.2 Aquiv. nBu,NI, 1,2-Dichlorethan, 2.5 h, 
70 "C; e) 0.05 Aquiv. NaH, THF/Ethylenglycol20/1,25 "C, 2 h, 63% fur d + e; 
f) 1.2 Aquiv. nBu,SnO, MeOH, 65 "C, 1.5 h, danach Austausch des Losungs- 
mittels gegen wasserfreies THF; g) 1 .I Aquiv. Phthaloylchlorid, 2 Aquiv. Et,N, 
THF, 25"C, 2 h, 50%; h) 1.2 Aquiv. Oxalylchlorid, CH,Cl,/Dimethylform- 
amid(DMF) lOO/l, 25 "C, 0.5 h; i) 1.5 Aquiv. 8, 2.0 Aquiv. Et3N, THF, 25 "C, 
0.75 h, 65% fur h + i; j) 1.2 Aquiv. Et,SiOTf, 1.5 Aquiv. 2,6-Lutidin. CH,CI,, 
O T ,  0.2 h, 100%; k) 2.0 Aquiv. Hydrazin, 1.0 Aquiv. AcOH, MeOH/CH,CI, 
5/1,25"C, 5h,83%;1)3,OAquiv. 11[7],5.0Aquiv.Et,N,THF,25"C, 85%.  
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bliebenen 4-Hydroxygruppe wurde regioselektiv gebildetes 9 
erhalten. Die schonende Entfernung der Phthalsauregruppe 
mit Hydrazin lieferte das freie Amin 10. Dieses wurde rnit 
dem Saurechlorid ll['] in Gegenwart von Et,N zum ge- 
wunschten Zielmolekiil 2 (Tabelle l) umgesetzt. 

Tabelle 1. Ausgewahlte physikalische Eigenschaften und spektroskopische 
Daten von 2 und 3. 

2: R, = 0.35 (Kieselgel, 5 %  Ethylacetat in Benzol); [a];6 = -166 (c = 0.42, 

aromatisches H), 7.50-7.48 (rn, 2H, SPh), 7.47 (s, 1 H, aromatisches H), 7.32- 
7.28(m,2H,SPh),7.26-7.22(m,lH,SPh),5.77(d,J=5.4Hz,lH,anC-l), 
5.49(d,J=2.5Hz,lH,Vinyl-H),5.40(ddd,J=12.6,4.5,2.5Hz,lH,anC-3), 
4.58(d,J=2.5Hz,lH,Vinyl-H),4.45(q,J=6.5Hz,lH,anC-5)4.11(br.m, 
IH ,  an C-4),3.99 (s,3H,0CH3),3.87 (s,3H,0CH3),3.83 (s,3H,0CH3),2.81 
(pst,d,J=12.6,12.6,5.4Hz,lH,H,,anC-2),2.03(dd,J=12.6,4.5Hz,lH, 
H,,,, an C-2), 1.24 (d, J = 6.5 Hz, 3H, an C-6), 0.90 (t, J =7.9 Hz, 9H, 
SiCH,CH,), 0.58-0.52 (m, 6H, SiCH,CH,); ',C-NMR (125 MHz, C,D,): 
S =167.0, 161.0, 154.5, 154.0, 144.0, 137.2, 135.1, 128.9, 126.9, 112.3, 107.4, 
103.8, 90.6, 83.9, 71.5, 70.5, 67.9, 56.1, 56.0, 30.2, 17.1, 6.9, 5.2; IR (CDCI,): 
;,,,ax = 3262,2955,2875,1682,1594,1518,1464,1308, 1252,1212,1155, 1088, 
1057,1037, 1006,734 cm-'; hochaufgelostes MS: m/z ber. fur C,,H,,O,NSSi 
(M'Cs') 750.1533, gef. 750.1536; passende C,H,N,S,Si-Analyse 
3: R, = 0.20 (Kieselgel, 50% Aceton in Dichlormethan); = - 42.3 
(c = 0.104, CHCI,); 'H-NMR (500 MHz, C6DJ [a]: 6 = 8.12 (d, J =7.8 Hz, 
1 H, aromatisches H), 7.71 (d, J =  8.1 Hz, l H ,  aromatisches H), 7.20 (dd, 
J = 7.8, 7.5 Hz, 1 H, aromatisches H), 6.70 (dd, J = 8.1, 7.5 Hz, 1 H, aromati- 
sches H), 6.01 (br., 1 H, E-I), 5.78 (br., 1 H, ONH) (des Signal der zweiten 
NH-Gruppe wurde nicht beobachtet), 5.36 (d. J = 15.5 Hz, 1 H, Nitrobenzyl- 
CH,), 5.08 (d, J=15.5 Hz, I H ,  Nitrobenzyl-CH,), 5.03 (dd, J=10.1, 1.8 Hz, 

CHCI,); 'H-NMR (500MH2, C6D,): 6 =11.96 (s, l H ,  NH), 8.63 (s, I H ,  

lH,B-l),4.49(d,J=7.XHZ,1H,A-l),4.26(dd,J=9.7,9.3H~,IH,A-3), 
4.08 (dd, J ~ 9 . 3 ,  7.8H2, I H ,  A-2), 4.04 (dd,J=11.2, 9.4Hz, I H ,  E-5), 3.83 
(dd,J=11.2,4.7H~,lH,E-5),3.70(ddd,J=9.5,9.3,4.2H~,lH,E-3),3.63 
(q ,J  = 6.3 Hz, 1 H, B-5), 3.61 (m, 1 H, B-3), 3.56 (dq,J  = 9.5,6.2 Hz, 1H,A-5), 
3.14 (s, 3H, OCH,), 2.89 (ddd, J =  9.4, 9.3, 4.7 Hz, l H ,  E-4), 2.65 (Septett, 
J = 6.3 Hz, 1 H, NCHMe,), 2.49 (ddd, J = 12.5, 4.2, 2.2 Hz, 1 H, E-Zeq), 2.20 
(dd , J=  9.7,9.5 Hz, 1H,A-4), Z.lO(ddd,J =13.1,3.2,1.8 Hz, IH,B-2eq), 2.00 
(dd,J=10.5,2.4Hz, 1H,B-4), 1.70(ddd,J=12.5, 9.5, 3.5Hz, I H ,  E-2ax), 
1.44 (s, 3H, SCH,), 1.39 (ddd, J=13.1, 10.1, 3.2Hz, I H ,  B-2ax), 1.36 (d, 
J = 6.2 Hz, 1 H, B-3-0H), 1.10 (d, J = 6.3 Hz, 3 H, B-6), 1.07 (d, J = 6.2 Hz, 
3H,A-6),0.91(d,J=6.3Hz,3H,CHMeZ),0.85(d,J= 6.3Hz,3H,CHMeZ); 
'T -NMR (125 MHz, C6D6): 6 =147.3, 135.5, 133.4, 129.4, 127.5, 124.6, 
101.9, 100.0.98.9, 78.1, 77.8, 72.1, 69.5, 68.9, 68.8, 67.5, 64.9,63.8, 57.0, 55.9, 
55.7,46.8,35.8,34.5,24.7,23.0,20.0, 17.6, 13.3;IR(CHC13): Cmax = 3444,2966, 
2925,1526,1446,1341,1305,1154,1064,1015,990,960 cm-I; hochaufgelostes 
MS: m/z ber. fur C,,H,,O,,N,S (M+Cs+)  778.1986, gef. 778.1986 

[a] A, B, E bezeichnen die Ringe in 3; E-2eq beispielsweise steht fur das aquato- 
riale H an C-2 im Ring E. 

Schema 3 faDt den Aufbau des Trisaccharids 3 zusammen. 
Zunachst wurde das o-Nitrobenzylglucosid 1218] rnit dem 
Glycosylfluorid 13['] stereoselektiv zum Disaccharid 14 ver- 
knupft, aus dem das Dioll5 durch selektive Abspaltung des 
Carbonatrestes unter basischen Bedingungen erhalten wur- 
de. Dieses wurde in das Hydroxyketon 16 iibergefiihrt[l0], 
das mit dem Hydroxylaminderivat 17" unter sauren Be- 
dingungen kondensiert wurde. AnschlieDende Silylierung er- 
gab das Trisaccharid 18" 'I. Mit Diisobutylaluminiumhydrid 
wurde die Arylesterbindung in 18 gespalten und 19 erhalten, 
das rnit Thiocarbonyldiimidazol in die Thioxoverbindung 20 
umgewandelt wurde. Wie vorhergesagt" 'I, fiihrte die Ther- 
molyse von 20 uber eine [3,3]-sigmatrope Umlagerung zur 
Thioverbindung 21, aus der das Thiol22 durch Behandlung 
rnit NaSEt freigesetzt wurde. Durch anschlieoende Reaktion 
rnit Methyliodid im UberschuB konnte das Methylthioderi- 
vat 23 erhalten werden. Selektive Entfernung des Silylrestes 
an der Enolgruppe ergab die entsprechende Carbonylverbin- 
dung, die stereoselektiv mit K-Selectride zur gewunschten 
Hydroxyverbindung 24 reduziert wurde. Deren Desilylie- 
rung rnit HF  . py fiihrte zum Hydroxyoxim 25, dessen C=N- 
Bindung rnit NaBH,CN reduziert wurde. Dabei entstand 
das gewiinschte Produkt 26 zusammen rnit seinem C4-Epi- 
mer[13]. AbschlieBend wurden nach chromatographischer 

13 

6H t 

OM. FMOC 

Schema 3. Totalsynthese des Esperamicin-A,-Kohlenhydratbausteins 3. Red- 
gentien und Reaktionsbedingungen: a) 1.35 Aquiv. 13, 1.0 Aquiv. 12 [8], 
2.5 Aquiv. AgCIO,, 2.5 Aquiv. SnCI,, Molekularsieb 4 8, THF, -78 + 

-2O"C, 7 h, (a :P  % 3:l); b)0.04 Aquiv. NaH, THF/EthylengIycol20/1,25"C, 
0.5 h, 60% fur a + b; c) 1.0 Aquiv. nBu,SnO, MeOH, Ruckflua, 1.2 h, dann 
1.OAquiv. nBu,SnOMe, 1.OAquiv. Br, [lo], CH,CI,, 25"C, 76%; d) 
0.1 Aquiv. Pyridinium-para-toluolsulfonat, 1.5 Aquiv. 17 [Ill, Benzol, 25 "C, 
3 h, 70%; e) 1.2 Aquiv. Et,SiOTf, 1.5 Aquiv. 2,6-Lutidin, CH,CI,, 0 + 25 "C, 

3.0 Aquiv. 1,l'-Thiocarbonyldiimidazol, CH,CN, 25 "C, 1.5 h, 86%; h) Toluol, 
IOOT, 1 h, 100%; i) 1.OAquiv. NaSMe, 40Aquiv. EtSH, CH,CI,, 25"C, 
1.5 h, 95%;J)50 Aquiv. MeI,2.5 Aquiv. Pr,EtN,CH,CI,, 2 5 T ,  1 h,90%; k) 
5.0 Aquiv. AcOH, 1.0 Aquiv. nBu,NF, THF, -40 + O T ,  dann 3.0 Aquiv. K- 
Selectride, DME/THF 7/1, -78"C, 0.7 h, 67%; 1) Uberschua an HF 'py ,  
CH,CI,/THF 7/1, -20 + O T ,  3 h, 8 5 % ;  m) 13 Aquiv. NaBH,CN, 13 Aquiv. 
OEt,. BF,, CH,CI,/THF/Et,O 2/1/1, -60 + -4O"C, 2 h, 90% (26:epi-26ca. 
2:l); n) THF/Et,NH l j l .  2 5 T ,  2 h, 81 %. FMOC = Fluorenyl- 
methoxycarbonyl, TBS = tBuMe,Si. 

0.5h. 100%; f )  3.OAquiv. iBu,AlH, CHZCI,, -78"C, 0.5h, 95%; g) 

Reinigung die Schutzgruppen entfernt, wodurch die Zielver- 
bindung 3 (Tabelle 1) erhalten werden konnte. 

Eingegangen am 31. Januar 1992 [Z 51621 

Angew. Chem. 1992, 104, Nr .  7 0 VCH Verlagsgesellschaft mbH, W-6940 Weinheim, 1992 0044-8249/92/0707-0927 $3.50 + .25/0 921 



CAS-Registry-Nummern : 
1,99674-26-7;2,141805-51-8;3,141805-52-9~4,14687-15-1;5,141805-53-0; 6, 
141805-54-1; 7,5653-40-7; 8,141805-55-2; 9,141805-56-3; 10.141805-57-4; 11, 
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Molekuldynamiksimulation fur ein allelspezifisches 
virales Nonapeptid aus dem Influenza-Matrix- 
protein in der Bindungstasche eines menschlichen 
MHC-Klasse-I-Proteins"" 
Von Norbert Zimmermann, Olaf Rotzschke, Kirsten Falk, 
Didier Rognan, Gerd Folkers, Hans-Georg Rammensee 
und Giinther Jung* 

Professor Dietrich Brandenburg zum 60. Geburtstag gewidmet 

MHC-Klasse-I-Proteine (Major Histocompatibility Com- 
plex = Gewebevertraglichkeitskomplex) befinden sich auf 
den Oberflachen der meisten menschlichen Zellen. Ihre Auf- 
gabe im Immunsystem ist es, dem Killerzellrezeptor Bruch- 
stucke von Proteinen des Zellinneren in einer Antigenbin- 
dungstasche zu prasentieren. 1st die Korperzelle gesund, 

[*] Prof. Dr. G. Jung, Dip1.-Chem. N. Zimmermann 
Institut fur Organische Chemie der Universitat 
Auf der Morgenstelle 18, W-7400 Tubingen 
0. Rotzschke, K. Falk, Priv.-Doa. Dr. H . G .  Rammensee 
Max-Planck-Institut fur Biologie, Abteilung fur Immungenetik 
CorrenstraBe 42, W-7400 Tubingen 
Dr. D. Rognan, Prof. Dr. G. Folkers 
Departement Pbarmazie der Eidgenossischen Technischen Hochschule 
ETH-Zentrum 
ClausiusstraBe 25, CH-8092 Zurich (Schweiz) 

(SFB 323 und 120). 
[**I Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft gefordert 
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werden ausschlieBlich Fragmente korpereigener Proteine, 
sogenannte Selbstpeptide, prozessiert und prisentiert. Wird 
die Zelle von Viren befallen, so erkennen die cytotoxischen 
T-Lymphozyten (CTL) die Bruchstucke viraler Fremdpro- 
teine (CTL-Epitope) in der MHC-Antigenbindungstasche 
und lysieren die erkrankte Zelle durch Ausschiittung von 
Perforinen. 

Die hochauflosende Rontgenstrukturanalyse des mensch- 
lichen HLA-A2.1-Protein~[~] ergab fur die Antigenbin- 
dungstasche zwei parallele a-helicale Domanen, die durch 
ein zentrales antiparalleles P-Faltblatt verbunden sind. In 
der Bindungsregion befinden sich sechs ausgepragte Ta- 
schen, von denen angenommen wird, daIj sic Aminosaure- 
seitenketten der prasentierten antigenen Peptide aufnehmen 
konnen. Die nicht zu Bindungen zwischen HLA-A2-Atomen 
gehorende Restelektronendichte wurde einem Peptidge- 
misch zugeordnet, das mit den MHC-Molekiilen cokristalli- 
siert ist. 

Durch Poolsequenzierung von Selbstpeptiden, die in unse- 
ren Laboratorien durch eine spezielle Saureelutionstechnik 
aus MHC-Proteinen isoliert wurden['], konnten allelspezifi- 
sche Oligopeptidmotive ermittelt werden (Tabelle I ) ,  die irn 
Falle des HLA-A2-Proteins hauptsachlich aus Nonapepti- 
den mit konservierten hydrophoben Seitenketten an den Po- 
sitionen zwei und neun (Ankerpositionen[']) bestehen. Ein 
Alignment mit der Sequenz des Influenza-Matrixproteins er- 
gab das Nonapeptid GILGFVFTL als potentiellen Kandi- 
daten fur ein naturlich prozessiertes antigenes Peptid, was 
zusammen mit den Ergebnissen der Rontgenstrukturanalyse 
dazu diente, ein Modell fur die Bindung zwischen HLA-A2 
und Antigen aufzustellen. 

Tabelle 1. Peptidbindungsmotiv von HLA-A2, ermittelt dnrch Seqnenzierung von 
Selbstpeptiden [2]. Nonapeptide aus viralen Proteinsequenzen sind zum Vergleich aufge- 
Met .  Das Influenza-Matrixproteinmotiv stellt hochstwahrscheinlich das naturliche Epi- 
top dar und wurde deshalb fur die Modeling-Studien ausgewahlt. 

Aminosau- 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
reposition 

entsprechende ,,B" .,D" ,,F" 
HLA-A2- 
TaschenIa] 
dominante An- L V 
kerposition 
stark M E V K L  

schwach 1 A G I I A E  
L Y P K L Y S  
F F D Y T H  
K P T N  
M M G  
Y S F  
V R V  

H 

K 

Sequenzvergleich mit bekannten CTL-Epitopen [b] Proteinquelle Lit. 
I L K E P V H G V HIV-Reverse- ~91 

Transkriptase 476 - 484 

58-66 
G I L G F V F T L Influenza-Matrixprotein [lo] 

[a] Taschen ,,A"-,,F" siehe Abbildnng 1. [b] Sequenzvergleich an Ankerposition 2 (Ile, 
Leu, Met). 

Wir fiihrten dann eine Molekiildynamiksimulation uber 
28 ps in waBriger Umgebung durch, um die Stabilitat und 
Mobilitat des konstruierten Modells zu iiberprufen und um 
potentielle T-Zell-Erkennungsregionen zu ermittelnr3 - 'I. 

Ausgehend von einer minimierten b-Faltblattkonforma- 
tion des Antigens wurden zunachst die hydrophoben Wech- 
selwirkungen der dominanten Ankerpositionen an die ent- 
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