ZUSCHRIFTEN

stem kein Ketimin mehr nachgewiesen werden. Ganz dhnlich
verlduft die Reaktion von 2a mit Fumarsiuredinitril. Bei der
Umsetzung im dquimolaren Verhiltnis wird sauber das metall-
organische 1:1-Addukt 3d gebildet. Nachfolgende Hydrolyse
liefert unter kinetischer Kontrolle ein 3:2-Gemisch der Ketimi-
ne (E)-4d und (Z)-4d, aus dem sich unter Gleichgewichtsbedin-
gungen als einziges Produkt das funktionalisierte Aminohexa-
trien (2E,4Z 6 E)-4- Amino-9-hydroxy-9,9-diphenyl-2,4,6-nonatri-
ennitril (Z)-5d bildet.

Es lassen sich auch aliphatische Ketone (Cyclopentanon 2b,
Aceton 2c¢) als Bausteine bei dieser Templatsynthese verwenden
(siehe Tabelle 1, 5f—h). Wie erwartet!*! ist das primire Enamin
auch mit einem aliphatischen Substituenten in a-Stellung unter
Gleichgewichtsbedingungen energetisch giinstiger als das Imin-
Tautomer (5g). Auch in diesem Fall entsteht unter kinetischer
Kontrolle zunichst das Imin.

Diese Experimente haben gezeigt, daB die thermochemische
Konjugationsenergie einer zusitzlichen C-C-Doppelbindung
ausreicht, um einfache konjugierte primire Enamine unter
Gleichgewichtsbedingungen energetisch deutlich gegeniiber ih-
ren Ketimin-Tautomeren zu begiinstigen. Auf diese Weise sind
1-Aminobutadiene und verwandte Verbindungen unter thermo-
dynamischer Reaktionskontrolle zugénglich geworden. Wir ha-
ben begonnen, auf dieser Basis einfache neue Zugénge zu diesen
interessanten Synthesebausteinen und priparativen Anwendun-
gen fiir sie zu entwickeln!'!),
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Synthese eines verzweigten Heptasaccharids
durch regioselektive Glycosylierungen **

Carlo Unverzagt *

Die Oligosaccharide von Glycoproteinen und Glycolipiden
werden zunehmend als Tréger biologischer Information er-
kannt!!!; von besonderem Interesse sind dabei die Phiinomene
der zelluldren Erkennung. Allerdings stehen die Untersuchun-
gen iiber die Funktion der einzelnen Oligosaccharide von Gly-
coproteinen erst am Anfang. Es wurde gefunden, daB der Ver-
zweigungsgrad der an Asparagin gebundenen Kohlenhydrate
(¥-Glycane) von rekombinantem Erythropoietin einen groBen
EinfluB auf dessen Wirksamkeit und Stabilitit hat!?), In Krebs-
zellen korreliert das Auftreten einer zusétzlichen f-(1 — 6)-Ver-
zweigung der N-Glycane mit der Fihigkeit zur Bildung von
Metastasen!®, Um die Funktionen von N-Glycanen in Peptiden
und Proteinen genauer untersuchen zu kénnen, werden Modell-
verbindungen wie das Undecasaccharid-asparagin 1 in ausrei-
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chender Menge benétigt. Verbindung 1 représentiert die ein-
fachste vollstindige Struktur der N-Glycane des komplexen
Typs, die besonders hiufig in Serum- und Zelloberflichenglyco-
proteinen vorkommen. Die Isolierung reiner N-Glycane aus
Glycoproteinen ist nur im Milligrambereich praktikabel und
wegen der Mikroheterogenitdt des natiirlichen Materials sehr
schwierig. Daher bietet sich die Synthese von N-Glycanen mit
definierter Zusammensetzung an. Die vorliegende Arbeit be-
schreibt den Aufbau des verzweigten Core-Heptasaccharids A
als Vorstufe zu 1 durch zwei regioselektive Glycosylierungen am
p-Mannosylrest des Trisaccharids B mit den Disacchariddono-
ren C und D (Schema 1).

Die Synthese von N-Glycanen und deren Teilstrukturen!*: *!
ist eine besondere Herausforderung. Bereits in der Mitte der
achtziger Jahre synthetisierten Ogawa et al. das Undecasaccha-
rid 1 ohne den Asparaginrest auf rein chemischem Weg®!. Folgt
man den bekannten Methoden, so ist eine hohe Stufenzahl mit
der Aussicht auf geringe Mengen an Endprodukt zu bewiiltigen.
Als Alternative zu den klassisch-chemischen Verfahren haben
sich in der Oligosaccharidsynthese enzymatische Methoden be-
wihrt!®). Um das verzweigte Undecasaccharid-asparagin 1
moglichst effizient herzustellen, wurde eine neue Strategie ent-
wickelt, die durch eine Kombination aus chemischen und enzy-
matischen Glycosylierungen die Zahl der Syntheseschritte ver-
ringert. Zundchst wird das Heptasaccharid A chemisch
aufgebaut. Das verwendete Schutzgruppenmuster ist auf eine
spdtere chemo-enzymatische Verlangerung von A zum Undeca-
saccharid-asparagin 1 ausgelegt. Die beiden terminalen N-Ace-
tylglucosaminreste in A kdnnen als Acceptoren fiir Glycosyl-
Transferasen dienen!”. So wurde an N-Acetylglucosamingly-
cosiden (GIcNAcB-R) in einer enzymatischen ,Eintopf-
reaktion™ die Trisaccharidstuktur (Sialyl-N-acetyllactosamin
(NeuSAca-(2 — 6)-Galp-(1 — 4)-GlcNAcp-R) in hohen Ausbeu-
ten aufgebaut!®). Eine retrosynthetische Betrachtung des Hepta-
saccharids A legt eine Unterteilung in den trisaccharidischen
Acceptor B und die Donoren C oder D nahe. Als besonders
kritisch gilt dabei die Knipfung der B-mannosidischen Bindung
in B. Diese Reaktion gelingt mit dem von Kunz et al. eingefiihr-
ten eleganten Verfahren zur intramolekularen Inversion!®! von
B-Glucosiden an C-2. Um die spédtere Anbindung von Aspara-
ginsdure an das Heptasaccharid A zu erleichtern, wurde dessen

Vorstufe B mit einer Azidfunktion am reduzierenden Ende ver-
sehen. Die Azidgruppe dient als Schutz des anomeren Zen-
trums! %! und kann durch selektive Reduktion mit Raney-Nik-
kel zum Amin umgewandelt werden.

Das Trisaccharid B 14Bt sich, beginnend mit dem reduzieren-
den Ende, aus Monosaccharideinheiten aufbauen. In der Syn-
these des Chitobiosylazids 7 nimmt das Fluorid 4 eine zentrale
Stellung ein, da es als Glycosyldonor und als Vorstufe fiir den
Acceptor 6 dient. Aus dem Thioglycosid 2, das in sechs Schrit-
ten aus D-Glucosaminhydrochlorid zuginglich ist!'!]) kann
nach Acetylierung zu 3 das Fluorid 4 erhalten werden. Die Akti-
vierung des Thioglycosids 3 mit N-Bromsuccinimid in Gegen-
wart des HF-Pyridin-Komplexes!'?! liefert in hoher Ausbeute
das kristalline B-Fluorid 4. Dieses reagiert mit Trimethylsilyl-
azid und katalytischen Mengen Bortrifluorid-Ether zum f-Azid
5, dessen Desacetylierung zum gewiinschten Acceptor 6 fiihrt.
Glycosylierung des Azids 6 mit dem Fluorid 4 ergibt das Chito-
biosylazid 7 in 83% Ausbeute. Durch Abspaltung der Acetyl-
gruppe erhilt man den disaccharidischen Acceptor 8, dessen
Benzylether- und Phthalimidogruppen besonders giinstig fiir die
Reaktionssequenz zum Aufbau des f-Mannosids sind. Als Do-
nor hierfiir wurde das Fluorid 10 gewihlt, das aus peracetylier-
ter 3-Phenylcarbamoylglucose 911! durch Umsetzung mit dem
HF-Pyridin-Komplex zuginglich ist. Die Glycosylierung des
Disaccharids 8 mit 10 fiihrt zum B-gluco-konfigurierten Trisac-
charid 11 (85%). Um daran die intramolekulare Inversion
durchfiihren zu kénnen, muf} die 2”-OH-Funktion der Glucose
freigesetzt werden!®!. Die basische Abspaltung der Acetylgrup-
pen in 11 erweist sich jedoch als problematisch, besonders fiir
das Acetat in Position 2”. Wihrend der langen Reaktionszeit
wird der Phthalimidorest ebenfalls angegriffen, was die niedrige
Ausbeute erklirt. Acylgruppen, die von sperrigen Resten flan-
kiert sind, sind oft schwer zu entfernen! . Benzylidenierung des
Triols 12 mit (Dimethoxymethyl)benzol (o,2-Dimethoxytoluol)
liefert 13, das mit Trifluormethansulfonsiureanhydrid-Pyridin
zum Triflat umgesetzt wird. Das rohe p-gluco-Triflat 14 wird in
Dimethylformamid-Pyridin auf 60 °C erhitzt und invertiert da-
bei zu einem B-manno-konfigurierten Imidocarbonat!®), das un-
ter schonenden Bedingungen zum Carbonat 15 hydrolysiert
wird. Durch schwach basische Methanolyse der Carbonatgrup-
pe entsteht daraus der trisaccharidische Acceptor B. Simtliche

[ Enzymatische Glycosylierung L ‘Chemische Glycosylierung
' NeuSAce-(2,6)-Galf-(1,4): -| GIcNAcB-(1,2)-Mana-(1,6)
1 —— Manp-(1,4)-GIcNAcp-(1,4)-GIcNAcB |- Asn
NeuSAca—(Q,G)-GaIB—(1,4)§- GleNACB-(1,2)-Mana-(1,3) A
AcO
Schema 1. Das Undeca-
AcO Q 0 saccharid-asparagin 1 als
AcO Modellverbindung fur ~-
R Glycane des komplexen
C R=NHAc AcO BzIO B Typs. Aist das verzweigte

D R=NPht

O-(C=NH)-GCly
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Core-Heptasaccharid, das
iber die Schliisselverbin-
dungen B, C und D in ge-
schitzter Form syntheti-
siert wurde.

NPht
BzlO
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Reaktionen dieser Inversionssequenz lassen sich durch Diinn-
schichtchromatographie verfolgen. Bezogen auf eingesetztes
Trisaccharid 13 gewinnt man in fiinf Schritten das f-Mannosid
B in 70% Ausbeute. Nach diesem Verfahren wurden iiber 10 g
des Trisacharids B erhalten (Schema 2).

2 R'=H;RZ=SEt
BzIO al . 3 R'=Ac;R%=SE
b 4 R'=AG R =F
R'O Q c =AGH =
BzIO AN 5 R-AGRioN,
— L~ 6 R-HiR-N,
4+6
e ‘
AcO BzIO
NPht
AcO Q BzIO 0O Q
o] : RO BziO
HN-< oae™ R NPht
b BzIO
R= OAC t 7 R=Ac
g : 10 R=F — 8 R=H
8+ 10
BzlO
NPht
BzIO
BziO
NPht
BzIO
1 2
i : 11 R1=R=R‘:=Ac
Kk : 12 R'=R?=R%=H
' 13 R'-R®=-CHPh;R’=H
m 14 R'-R?=-CHPh-;R®=Tf
BzIO
OR? NPht
Q 820 o Q
R‘O BzIO N
NPht
BzIO
N — 15 R'-R%= -{0=C)-

B R'=R’=H

Schema 2. a) Ac,O, Pyridin (99%); b) N-Bromsuccinimid, HF/Pyridin, CH,Cl,,
0°C (93%); ¢) Trimethylsitylazid, BF,/OEt,, CH,Cl, (91 %); d) K,CO;, MeOH,
0°C (65%); ¢) BF,/OEt,, Molekularsieb 4 A, CH,Cl, (83%); f) K,CO,, MeOH,
0°C (79%); g) HF/Pyridin, (56%); h) BF,/OEt,, Molekularsieb 4 A, CH,Cl,
(85%); 1) K,CO,/MeOH, 0°C; k) a,a-Dimethoxytoluol, TosOH, CH,CN (44%
bez. auf 11); 1) Tf,O, Pyridin, CH,Cl,, —20°C; m) 1. Dimethylformamid, Pyridin,
60°C; 2. AcOH, Dioxan, H,0, 0°C; n) NaOMe, MeOH, CH,ClL, (70% bez. auf
13). - Tf = F,C-80,.

Zur Verlidngerung des Trisaccharids B mit seinen beiden freien
Hydroxygruppen wurden die Disaccharidimidate!!* C und D
hergestellt. Der Donor C hat sich in der Gruppe von Paulsen!! 5!
bewiéhrt und wurde durch eine modifizierte Synthese erhalten!®!.
Wesentlich einfacher gelangt man zum Donor D!, der in drei
Stufen aus dem Imidat 16! und der Tetraacetylmannose 17!'#!
zuginglich ist.

Um eine selektive Weiterreaktion an der 3”-Hydroxygruppe
des Diols B zu erzielen, kann iiber die Isomerisierung eines cycli-
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schen 2”,3"-Orthoesters ein Acetylrest an 2”-O eingefiihrt wer-
den!'!], Diese Strategie zum Schutz von 2"-OH ldBt sich jedoch
umgehen: Das 2”,3"-Diol B reagiert mit dem Disaccharidimidat
C regioselektiv an der gewlnschten 3"-OH-Gruppe. Das Pentasa-
charid 18 entsteht dabei in 62 % Ausbeute. Andere Stereoisomere
konnten nicht isoliert werden. Die ohne Nachbargruppenbetei-
ligung gebildete a-(1 — 3)-mannosidische Verkniipfung wurde
durch 2D-NMR-Spektroskopie bestitigt. So liegt die durch ein
Protonen-gekoppeltes HMQC-Spektrum ermittelte C-1/H-1-
Kopplungskonstante des a-Mannosylrestes bei 177.7 Hz, wih-
rend das p-Mannosid mit 163.6 Hz erwartungsgemal einen nied-
rigeren Wert hat!'?). Offenbar ist die 4quatoriale 3"-OH-Funk-
tion in B deutlich reaktiver als die axiale 2”-OH-Funktion. Die
beobachtete Reaktivitit des f-mannosidischen Acceptors B ent-
spricht der Bevorzugung der dquatorialen 3-OH-Gruppe beim
Glycosylieren von Galaktosiden mit mehreren freien Hydroxy-
funktionen2?,

Aus dem Pentasacharid 18 kann durch saure Abspaltung des
Benzylidenrestes das Triol 19 gewonnen werden. Es wurde ge-
pruft, ob eine selektive Reaktion an der priméren 6”-OH-Gruppe
moglich ist. Die Glycosylierung des Pentasacharids 19 mit
1.7 Aquivalenten des Disachariddonors C bei — 10 °C ergab je-
doch nur 20% a-~(1 — 6)-verkniipftes Heptasaccharid neben
15 % mehrfach glycosyliertem Produkt und 55% zuriickgewon-
nenem Acceptor 19. Unter dhnlichen Bedingungen entstanden bei
Verwendung des phthalimidogeschiitzten Donors D (1.5 Aq.)
27% Heptasaccharid und 28 % einer mehrfach glycosylierten
Verbindung. Wesentlich selektiver reagiert der Donor D (1.2 Aq.)
bei tieferer Temperatur (— 40 °C) und groBerer Verdiinnung des
Reaktionsansatzes mit 19 zum gewiinschten Heptasaccharid 20
(52%), etner geschiitzien Form des Zielmolekiils A. Die Struktur
von 200! wird durch 2D-NMR-Spektren sowie FAB-Massen-
spektren eindeutig belegt. Gegenwirtig wird 20 auf die Ankniip-
fung von Asparaginsiure und die enzymatische Glycosylierung
zu 1 untersucht. Eine Abspaltung der Phthalimidoschutzgruppen
aus 20 gelingt nach dem iiblichen Verfahren mit Hydrazinhydrat
in Ethanol (Schema 3, siche nachste Seite).

Kernstiick der Synthese des verzweigten Heptasaccharids 20
ist die gezielte Verldngerung des Trisaccharidbausteins B. Zur
Lenkung der Glycosylierung in Position 3” geniigt €in tempori-
rer Schutz des B-Mannosids mit einem Benzylidenacetal. Ein
Vorzug dieser Minimalschutzstrategie ist, daB nach der Reak-
tion der priméren 6”-OH-Gruppe die OH-Funktionen 2” und 4"
an der Verzweigungsstelle fiir weitere, in der Natur bekannte
Verldngerungen zur Verfiigung stehen.

Eingegangen am 20. Dezember 1993  [Z 6571]

11} A. Varki, Glycobiology 1993, 3, 97-130.

, 1994

2] M. Takeuchi, N. Inoue, T. W. Strickland, M. Kobuta, M. Wada, R. Shimizu, S.
Hoshi, H. Kozutsumi, S. Takasaki, A. Kobata, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
1989, 86, 7819-7822.

[3}] J. W. Dennis, S. Laferte, Cancer Res. 1989, 49, 945.

[4] Ubersicht: H. Paulsen, Angew. Chem. 1990, 102, 851-857; Angew. Chem. Int.
Ed. Engl. 1990, 29, 823.-839.

[5] T. Ogawa, M. Sugimoto, T. Kitajma, K. K. Sadozai, T. Nukada, Tetrahedron
Lert. 1986, 27, 5739-5742.

16} Ubersicht: Y. Ichikawa, G. C. Look, C. H. Wong, Anal. Biochem. 1992, 202,
215-238.

[71 C. Augé, R. Fernandez-Fernandez, C. Gautheron, Carbohydr. Res. 1990, 200,
257-268.

[8] a) C. Unverzagt, H. Kunz, J. C. Paulson, J. Am. Chem. Soc. 1990, 112, 9308 -
9309; b) C. Unverzagt, S. Kelm, I. C. Paulson, Carbohydr. Res., 1994, 251,
285-301.

[91 H. Kunz, W. Glnther, Angew. Chem. 1988, 100, 1118 —-1119; Angew. Chem. Int.
Ed. Engl. 1988, 27, 1086-1087.

{10} a) H. Kunz, C. Unverzagt, Angew. Chem. 1988, 100, 1763-1765; Angew.
Chem. Int. Ed. Engl. 1988, 27, 1697-1699; b) C. Unverzagt, H. Kunz, J. Prak:.
Chem. 1992, 334, 570-578.

0044-8240/94/1010-1172 $ 10.00 + .25/0 Angew. Chem. 1994, 106, Nr. 10



ZUSCHRIFTEN

AcO

AcO

AcO C=NH)-CClI
Acg&/ -t N

C+B

Ac
NPht NHA ACO
16
AcO OH ACO oH BzIO
e} R'O NPht
0 e) zI0. Na
NPht
17 BzIO
1 2
AcO AcO 18 R -R"=-CHPh-
p [:: 19 R'=R2=H
AcO ACO
AcO
AcO NPht
AcO
ACO AcO AcO D+ 19
AcO
NHA AcO
O-(C=NH}-GCl,
C R=NHAc AcO &/ NPht BzIO
D R=NPht -Q BzlO Q
0
NPht

Schema 3. 0) BF,/OEt,, Molekularsieb 4 A, CH,Cl,, 0°C (62%): p) 80% AcOH, 80°C (70%); q) BF,/OELt,, Molekularsieb 4 &, CH,Cl,

[11] W. Giinther, H. Kunz, Carbohydr. Res. 1992, 228, 217-241.

[12] K. C. Nicolaou, R. E. Dolle, D. P. Papahatjis, J. L. Randall, J. 4. Chem. Soc.
1984, 106, 4189-4192.

[13] Z. Szurmai, J. Kerekgyarto, J. Harangi, A. Liptak, Carbohydr. Res.
313-325.

[14] Ubersichi: R. R. Schmidt, drgew. Chem. 1986, 98, 213-236; Angew. Chem.
Int. Ed. Engl. 1986, 25, 212-235.

[15] H. Paulsen, B. Helpap, Carbohydr. Res. 1991, 216, 289-313.

[16] Details der Synthese werden an anderer Stelle verdffentlicht.

{17] G. Grundler, R. R. Schmidt, Carbohydr. Res. 1985, 135, 203-218.

[18] J. Deferari, E. G. Gros, I. O. Mastronardi, Carbohydr. Res. 1967, 4, 432-434.

[19] a) K. Bock, C. Pedersen, J. Chem. Soc. Perkin Trans. 2 1974, 293-297; b) S.
Wolfe, B. M. Pinto, V. Varma, R. Y. N. Leung, Can. J. Chem. 1999, 68, 1051
1062.

[20] T. Murase, H. Ishida, M. Kiso, A. Hasegawu, Carbohydr. Res. 1988, 184,
cl-c4.

{21] FAB-MS [o-Nitrobenzylalkohol]: C ;,H,;,N,O4, M, (ber.) 2469.8; M, (gef.)
2478.2 (M + Li); 2494.5 (M + Na).

1987, 164,

Synthese von Endiinen durch
Diels-Alder-Addition**

Henning Hopf* und Marcus Theurig

Professor Maximillian Zander zum 65. Geburtstag gewidmet

Das 3-Hexen-1,5-diin-System bildet den Kernbestandteil und
das reaktionsauslosende Prinzip der Endiin-Antibiotica - Ver-
bindungen, die wegen ihrer DNA-spaltenden Eigenschaften
rasch auf grofles Interesse gestoBen sind[!l. Bislang erfolgte die

[*] Prof. Dr. H. Hopf, Dipl.-Chem. M. Theurig
Tnstitut fiir Organische Chemie der Technischen Universitit
Hagenring 30, D-38106 Braunschweig
Telefax: Int. + 531/391-5388
[**] Neue Diene und Dienophile, 5. Mitteilung. Diese Arbeit wurde vom Fonds der
Chemischen Industrie gefordert. — 4. Mitteilung: H. Hopf, B. Witulski, Nachr.
Chem. Techn. Lah. 1991, 39, 286.

Angew. Chem. 1994, 106, Nr. 10

© VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-69451 Weinheim, 1994

BzIO

20
, —40°C (52%).

Synthese von Endiinen entweder durch Eliminierungsreak-
tionen (Erzeugen der zentralen Doppelbindung bei bereits vor-
handenen Ethinylgruppen') oder durch Kupplungsreaktionen
(Kniipfen der Dreifachbindungen an ein vorhandenes, meistens
halogeniertes Olefin!3}),

‘Wir stellen nun einen prinzipiell neuen Weg zu Endiinen vor,
der das hochungesittigte System auf einfache Weise durch eine
[2 +4]-Cycloaddition erzeugt und den Einbau von (unterschied-
lichen) Substituenten in allen vier Positionen des Stammkohlen-
wasserstoffs ermdglicht.

Kupplung von 2,3-Dichlor-1,3-butadien 1 mit den terminalen
Alkinen 2 in Gegenwart von [1,3-Bis(diphenylphosphinopro-

R
R
“ [NICL,(dppp) | I
!
i + 2BiMg—=—TR Chkly LA +
THE, - 78+ 20°C, 6 h
cal “
1 2 3
4
R | (CH)CH  SiCH),
2 2 b R = (CHy),CH,
0
& | ot
¢ |a8h )
6 7
o R
q
R
5
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