ZUSCHRIFTEN

Die maximale Anderung der Fluoreszenz, die man bei der
Verbindung 2 beobachten kann, liegt in einem Bereich, der zur
Erfassung physiologischer Glucosespiegel geeignet ist. Drei Mo-
nosaccharide sind im wesentlichen in Blut vorhanden: p-Gluco-
se (0.3-1.0mm), D-Fructose (< 0.1 mM) und D-Galactose
(< 0.1 mm). Titriert man b-Glucose in Anwesenheit von 0.1 mm
D-Fructose oder D-Galactose, dann beobachtet man hierbei die
gleiche Stabilitit wic mit D-Glucose allein (Abb. 3).
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Abb. 3. Relative Fluoreszenzintensitdt I, von 2 in Abhingigkeit von der Glucose-
konzentration log ¢ mit und ohne 0.1 mM D-Galactose oder p-Fructose bei 25°C;
1.0x107 %M von 2 in 33.3% MeOH/H,O-Puffer bei pH 7.77, i, = 370 nm,
Jem = 423 nm. ® D-Galactose/n-Glucose, m D-Fructose/b-Glucose, o p-Glucose, o
Glykol.

Esist also moglich, einen PET-Sensor zu konstruieren, der fur
Glucose spezifisch ist. Wir sind der Ansicht, daB man andere
kohlenhydratspezifische Sensoren entwickeln kann, wenn man
die beiden Boronsduregruppen passend fiir die Hydroxygrup-
pen der Zielverbindungen anordnet.
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Synthese eines GPI-Ankers der Hefe
(Saccharomyces cerevisiae)**

Thomas G. Mayer, Bernd Kratzer
und Richard R. Schmidt*

Glycosylphosphatidylinosite (GPIs) sind eine vor ca. zehn
Jahren'"! entdeckte Naturstoffklasse von Glycophospholipiden,
die Proteine und Glycoproteine C-terminal in den Membranen
eukaryontischer Zellen verankern!!). Analysen der GPI-
Anker des Trypanosoma-brucei-,,Variant-surface-Glycoproteins
(VSG) 2, von ,,Rat-brain*“-Thy-13L, der Leishmania-major-
,,Promastigate-surface*‘-Protease!*), des Trypanosoma-cruzi-
1G7-Antigens'™ und der menschlichen Erythrocyten-Acetyl-
cholinesteraset®! lieferten die in Schema 1 gezeigte allgemeine
Struktur (eingerahmt).
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Schema 1. Struktur von GPI-Ankern.

Das Auftreten von zusitzlichen Kohlenhydrat- (R*—R®) oder
Ethanolaminphosphat-Seitenketten (R3) ist artspezifisch!”, und
die Membran-verankernden Lipidstrukturen unterscheiden sich
je nach Spezies und Zelltyp deutlich. Sie bestehen bei Glycerinli-
piden (Variation von R* und R?) aus sn-1,2-Dimyristoylglycerin
in T-brucei-VSGs!®l, sn-1-Stearoyl-2-lyso-glycerin beim T.-bru-
cei-,,Procyclic-acidic-repititive**-Protein'®!,  sn-1-Alkyl-2-acyl-
glycerin in Rinder- und Menschen-Erythrocyten-Acetylcholin-
esterase!'®! und in menschlichem Folat-Bindeprotein!!!! sowie
aus sn-1,2-Diacylglycerin in der Torpedo-Acetylcholinestera-
sef*?! Des weiteren kann der Inositrest zusitzlich palmitoyliert
sein. Statt Glycerinlipiden wurden bei GPI-Ankern von Hefen
(Saccharomyces cerevisiae) auch Ceramide aus Phytosphingosin
als Membrananker gefunden!! '), Die typische Struktur eines
solchen GPI-Ankers ist in Schema 2 dargestellt (1).
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Schema 2. Retrosynthese des GPl-Ankers 1.

In der Zwischenzeit wurden fiir GPI-verankerte Proteine
Funktionen in der Zell-Zell-Erkennung, in der Wechselwirkung
mit bioaktiven Faktoren und als Enzyme diskutiert!*!. AuBer-
dem mehren sich die Hinweise, daf der durch Insulin ausgeloste
intrazelluldre Signaltransfer durch Verbindungen erfolgt, wel-
che strukturell mit Glycosylphosphatidylinositen verwandt
sind*°1, Somit gewinnt auch der GPI-Anker selbst — oder Teil-
strukturen daraus — Bedeutung als Mediator von regula-
torischen Prozessen. Dadurch wird die chemische Synthese
von struktureinheitlichen GPI-Ankern und von Derivaten
fiir biologische Untersuchungen zu einem wichtigen Anlie-
gen, Die erforderliche Kombination aus Lipid-, Phosphat-,
Kohlenhydrat- und gegebenenfalls Peptidchemie wurde fiir
die Synthese von Teilstrukturen!*®~ 2% sowic dem Diacyl-
glycerin-stindigen GPI-Anker von Trypanosoma cruceil*!
erfolgreich eingesetzt. Wir berichten hier itber ein varia-
bles Konzept fir die erste Totalsynthese des Ceramid-stindi-
gen GPI-Ankers 1 (Schema?2) aus Hefe (Saccharomyces
cerevisiae).

Die von uns verfolgte Strategie zur Synthese von 1 ist konver-
gent und variabel. Das Gesamtmolekiil wurde durch Spaltung
bei ® —© in die Bausteine 2A -2 D zerlegt (Schema 2), die di-
rekt oder nach strukturellen Modifikationen (insbesondere an
0O-3 und O-4 des Mannosebausteins c) in der Synthese ganz unter-
schiedlicher GPI-Anker vielseitig einsetzbar sein sollten. Die Effi-
zienz dieser Strategie in der Synthese der Einzelbausteine und
im Zusammenfiigen zum Gesamtmolekiil soll dokumentiert wer-
den. Dabei beruht die Bildung der wichtigen Glycosidbindun-
gen auf hoch anomerselektiven Reaktionen mit O-Glycosyl-
trichloracetimidaten als Glycosyldonoren'?®! und die Phos-
phorylierung auf der Phosphitamid-Methode!?2-2¢1, Die Wahl
der Schutzgruppen ermoglicht schluBendlich deren Abspaltung
in zwei einfachen, mit hoher Ausbeute verlaufenden Reaktions-
schritten.

Der Ceramidbaustein 2 A mit Phytosphingosin als Stickstoff-
base wurde ausgehend vom einfach erhdltlichen Azidderivat 3127
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hergestellt (Schema 3). Reaktion mit Dimethoxypropan in Ge-
genwart von p-Toluolsulfonsaure (p-TsOH) als Katalysator lie-
ferte regioselektiv das 3,4-O-geschiitzte Derivat; Azidreduktion
nach Staudinger et al.”?® und N-Acylierung mit Cerotinsdure
(Hexacosansdure) in Gegenwart von 2-Ethoxy-1-ethoxycarbo-
nyl-1,2-dihydrochinolin (EEDQ) als Kondensationsmittel licferte
das 1-O-ungeschiitzte Ceramid 4 in hoher Gesamtausbeute.
Durch Umsetzung mit dem difunktionellen Phosphitylierungs-
reagens Cyanethoxybis(diisopropylamino)phosphan in Gegen-
wart von Tetrazol als Aktivator wurde der gewiinschte Bau-
stein 2 A (Tabelle 1) erhalten.
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Schema 3. Synthese von 2 A.

Fiir die Synthese des x-Glucosaminyl-(1-4)inosit-Bausteins 2B
wurden das einfach erhéltliche Trichloracetimidat 5% und das
p-myo-Inosit-Derivat 6'22), fiir das eine ergiebige Synthese ent-
wickelt werden konnte!?%! als Bdukte eingesetzt (Schema 4).
Die 6-O-Glycosylierung von 6 als Acceptor mit § als Glycosyl-
donor fithrte in Ether als Losungsmittel bei Raumtemperatur in
Gegenwart von Trifluormethansulfonsiuretrimethylsilylester
(TMSOTS) als Katalysator ausschlieBlich und in hoher Aus-
beute zum a-verkniipften Produkt?7. Durch die Wahl der
Schutzgruppen an den Edukten und der Reaktionsbedingungen
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Tabelle 1. Ausgewihlte physikalische Daten von 2A, 7,28, 13, 14, 2C, 16, 17, 18,
20 und 1 fa].

2A: 6, (250 MHz) = 0.82-0.87 (t, J = 6.3 Hz, 6H, 2 CH,), 1.12-1.66 (m, 90H,
2 CH(CH,),, C(CH,),, 36 CH,), 2.07-2.16 (m, 2H, CH,- CO), 2.58-2.64 (1,
J = 6.3Hz, 2H, CH,CN), 3.50~ 4.18 (m, 9H, CH,CH,CN, 2 x 1-H, 2-H, 3-H, 4-H,
2x CH(CH,),), 5.84-5.88 (d, J(-H,NH) = 9.0 Hz, 1H, NH); 6, (161.7 MHz) =
148.57, 148.67 (10:7)

7: 8, (250 MHz) = 3.37 (dd, J = 3.6, 10.6 Hz, 2b-H), 4.93 (dd, J = 3.9 Hz, 1a-H),
5.38 (d, J = 3.6 Hz, 1b-H)

2B: 4, (400 MHz) = 3.27 (dd, J = 3.7, 10.3 Hz, 2b-H), 4.51 (dd, J = 4.2, 6.6 Hz,
2a-H), 4.91 (dd, J = 2.9 Hz, 1a-H), 524 (d, J = 3.7 Hz, 1b-H)

13: 8, (250 MHz) = 4.86(d, J =1.8 Hz, 1¢-H),4.95(d, J =1.7 Hz, 1 d-H}, 5.47 (dd,
J =19, 2.9 Hz, 2d-H)

14: 8y (250 MHz) = 4.78 (d, J =1.2 He, 1c-H), 4.86 (d, J <1 Hz, 1d-H), 5.22 (d,
J <1 Hz, 1e-H), 5.53 (dd, J <1 Hg, 2e-H)

2C: §y (250 MHz) = 4.85 (d, J <1 Hz, 1d-H), 5.09 (d, J <1 Hz, 1{-H), 5.37 {d,
J <1Hz, 1e-H), 5.48 (dd, J = 2.9 Hz, 2¢-H), 5.58 (dd, J <1 Hz, 2f-H), 6.14 (4,
J=1.4Hz, 1c-H), 8.63 (s, NH)

16: Jy (250 MHz, CDCl,/CD,0OD/D,0 (9/7/1), CHCl, als interner Standard
(6 =7.23)) = 2.86 (dd, J = 4.0, 9.2 Hz, 2b-H), 519 (d, J = 3.9 Hz, 1b-H); J,
{161.7 MHz, CDC1,/CD,0D/D,0 (3/7/1)) = 0.989; FAB-MS (Matrix: Glycerin/3-
Nitrobenzylalkohol (1/1), Positiv-Tonen-Modus}: m/z (%): 1100 (42) (M * + H],
678 (100), 422 (64)

17: 8y (400 MHz) = 4.58(s, 1d-H)}, 4.96 (s. 1a-H), 5.09 (s, 1f-H), 5.30 (d,
J=29Hz 1b-H), 5.36 (s, 1e-H), 5.41 (d, J <1 Hz, 1¢-H), 5.53 (br. s, 2¢-H), 5.58
(br. s., 2f-H); &, (100.4 MHz) = 96.55 (J(C.H) =177.30 Hz, C-1b), 99.22 (J(C,H)
=170.86 Hz, C-1d), 99.60 (ACH)=175.69Hz, C-1¢), 11012 (J(C.H)=
172.74 Hz, C-11), 100.24 (J(C.H} =169.51 Hz, C-1¢)

18: §,; (250 MHz) = 3.31 (dd, J = 3.5, 9.5 Hz, 2b-H), 4.92, 5.10, 5.21, 5.29 (alle br,
s, 1c,d, ¢, f-H), 5.14 (dd, J = 3.6 Hz, 1a-H), 5.26 (d, J = 3.5 Hz, 1b-H)

20: 6, (400 MHe, CDCL/CD,0D (3/1)) = 4.71,4.93, 5.02, 5.3 (s, br. s, br. 5,3, 1c,
d, e, f-H), 548 (d, J ~ 3Hz, 1b-H); &, (161.7 MHz, CDCI,/CD,0OD (3/1)) =
—0.356, —3.895 (8:10). FAB-MS (Matrix: 3-Nitrobenzylalkohol mit Nal, Nega-
tiv-Ionen-Modus): m/z (%): 3664 (46) [M>~ + Na' + Nal], 3514 (100)
[M2~ + Na*], 1137 (90)

1: &, (250 MHz, [D,]DMSO/D,0 (40/1), T = 60"C) = 4.86, 4.91, 5.02, 5.16 {d,
J<1Hz,ss,d,J<1Hz lc, d, e {-H), 542 (d, J =~ 3 Hz, 1b-H); &, (161.7 MHz,
[D]DMSO/D,0 (40/1, T =60°C) = 0.788, 1.407 (84:100); FAB-MS (Matrix:
Gilycerin/3-Nitrobenzylalk ohol (1/1), Positiv-Jonen-Modus): m/z: 1872 [M + H*);
Negativ-lonen-Modus: m/z: 1868 [M?~ + H*]

[a] *H-, 3C- und *'P-NMR-Spektren in CDCly, sofern nicht auders verzeichnet.

konnten somit frithere unbefriedigende a-Selektivitdten und/oder
Ausbeuten bei der Kniipfung dieser Bindung''¢ 21 24! {tberwun-
den werden. Selektive Abspaltung der Acetylschutzgruppen mit
NaOMe/MeOH, O-Benzylierung mit NaH/Benzylbromid in
Gegenwart von Tetra-n-butylammoniumiodid (TBAI) und Ab-
spaltung des Carbonatrestes mit K,CO,/MeOH bei erhdhter
Temperatur lieferten die 1a-O-ungeschiitzte Verbindung 8. Fiir
die Synthese des Bausteins 2B wurde zuerst ebenfalls selektiv
desacetyliert. Dann wurde mit Benzoylcyanid bei — 70 °C regio-
selektiv 6b-O-benzoyliert und anschlieBend mit Benzylbromid
in Gegenwart von Ag,0 regioselektiv 3b-O-benzyliert. Dadurch
konnte der 4b-O-ungeschiitzte Acceptor 2B ohne komplexe
Schutzgruppenmanipulation direkt aus 7 in guter Gesamtaus-
beute erhalten werden. Die Struktur von 2B wurde durch 'H-
NMR-Daten gesichert (Tabelle 1).

Die Synthese des Tetramannose-Bausteins 2C wurde auf dem
Orthoester 9 aufgebaut (Schema 5), der einfach aus p-Mannose
zuginglich ist®**1. Durch die Reaktionsfolge Benzylierung mit
Benzylbromid/NaH, Offnung des Orthoesters mit Eisessig, Ace-
tylierung, selektive 1-O-Desacetylierung mit Ammoniumcarbo-
nat in Dimethylformamid (DMF) und Umwandlung in das
Trichloracetimidat mit Trichloracetonitril in Gegenwart von
Diazabicycloundecan (DBU) als Base wird der erste Monomer-
baustein (10) erhalten; 10 begiinstigt durch die 2-0-Acetylgrup-
pe a-sclektive Glycosylierungen und enthiilt zugleich das
Schutzgruppenmuster fiir die Monomerbausteine d und f von
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Schema 4. Synthese von 2B und 8. MS = Molekularsieb, gqu = quantitativ,
R = Ac, Mnt = Menthyl.

2C (siehe Schema 2). Durch regioselektive 6-O-Silylierung von
9 mit tert-Butyldiphenylsilylchlorid (TBDPS-C1) in Gegenwart
von Imidazol, Benzylierung, Offnung des Orthoesters, Acetylie-
rung, selektive 1-O-Desacetylierung und Umwandlung in das
Trichloracetimidat wurde der e-Monomerbaustein 12 und dar-
aus durch einfache Folgereaktionen der c-Monomerbaustein
des Tetrasaccharids 2 C erhalten. Dazu wurde aus 12 mit Allyl-
alkohol unter Standardbedingungen das Allyl-a-glycosid nahe-
Zu quantitativ erzeugt; durch Abspaltung der 2-O-Acetylgruppe,
2-O-Allylierung mit Allylbromid/NaH in DMF und Entfernung
der 6-O-Silylgruppe mit TBAF in Eisessig/THF wurde das 6-O-
ungeschiitzte Derivat 11 hergestelit.

Reaktion des Mannosyldonors 10 mit 11 als Acceptor in
Ether bei Raumtemperatur und mit TMSOT( als Katalysator
lieferte das «(1-6)-verkniipfte Disaccharid 13 in hoher Ausbeu-
te. Abspaltung der 2d-0O-Acetylgruppe mit NaOMe/MeOH und
Glycosylierung mit dem Mannosyldonor 12 unter den gleichen
Bedingungen fithrte zum a(1-2)-0:(1-6)-verkniipften Trisaccha-
rid 14, wiederum in hoher Ausbeute. Abspaltung der 2e-O-Ace-
tylgruppe und Glycosylierung mit dem Mannosyldonor 10 un-
ter den bekannten Bedingungen lieferte das erwinschte
2(1-2)-0(1-2)-a(1-6)-verkniipfte Tetrasaccharid nahezu quanti-
tativ. AnschlieBend wurden die 1¢- und 2¢c-O-Allylgruppen durch
Behandeln mit dem Wilkinson-Katalysator und Hydrolyse ent-
fernt und die Hydroxygruppen mit Acetanhydrid/Pyridin acety-
liert. Regioselektive Abspaltung der 1c-O-Acetylgruppe und
Umwandlung in das Trichloracetimidat lieferten den Baustein
2C; dieser wurde somit, ausgehend von den Mannosebaustei-
nen 10-12 a-spezifisch in hoher Gesamtausbeute erhalten. Die
Struktur von 2C wurde durch 'H-NMR-Daten gesichert (Ta-
belie 1).

Der N-Benzyloxycarbonyl(Z)-geschiitzte Aminogethylphos-
phit-Baustein 2D wurde auf literaturbekannte Weise herge-
stelltt?4),
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Schema 5. Synthese von 2C. RT = Raumtemperatur, All = Allyl, R = Ac.

Zur Erprobung der Gesamtsynthesestrategie, bei der die Ver-
kniipfung des 2DBC-Teils mit dem 2 A-Teil im letzten Schritt
vorgesehen war, wurde zunichst der Baustein 8 mit dem Cer-
amidphosphit 2A verbunden (Schema 6). Die erforderliche
Phosphitdiesterbildung wurde durch Aktivierung mit Tetrazol
erreicht; anschlieBende Oxidation mit fert-Butylhydroperoxid
zum Phosphat und Abspaltung der Cyanethylgruppe durch Be-
handeln mit Dimethylamin lieferte das Ceramid-1-phosphat 15
in 70% Gesamtausbeute. Camphersulfonsidure(CSA)-katalysier-
te Abspaltung der O-Cyclohexyliden- und O-Isopropylidengrup-

Tetrazol; tBuO,H;
Ma,NH

(70%)

Qw
zﬁ

H49C24

8+ 2A
oM i HO OH
H3N
HO
OH
1, HO/\/ HO
_CsA0%) 0

2 PaoHC PA{OH),/C, HO

H, (80%)
>{Me
ey o

HaeCis 16

Schema 6. Verkniipfung von 8 mit 2A. R = Ac.
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pen in Gegenwart von Glycol und anschlieBende gleichzeitige
Hydrogenolyse der Benzylgruppen und der Azidgruppe liefer-
ten problemlos das GPI-Derivat 16, das NMR-spektroskopisch
und massenspektrometrisch charakterisiert wurde (Tabelle 1).

Durch dieses Ergebnis ermutigt, wurde die Synthese von 1 in
Angriff genommen (Schema 7). Zuerst wurde der Glycosyldo-
nor 2C mit dem Acceptor 2B in Ether bei Raumtemperatur in
Gegenwart von TMSOTTS als Katalysator umgesetzt (—17) und
dabei a-selektiv die (1-4)-Verknipfung zwischen diesen beiden
Bausteinen in hoher Ausbeute erreicht. Die a-Verkniipfungen
folgen aus den C-H-Kopplungskonstanten (INEPT): 169.51 >
Je.w >177.30 Hz. AnschlieBend wurden alle Acylgruppen mit
KCN als Base abgespalten und die freien Hydroxygruppen mit
Benzylbromid und NaH benzyliert. Als nichstes wurde die 1 a-
Carbonatgruppe abgespalten und die 1 a-OH-Gruppe acetyliert.
Erst dann wurde mit TBAF in THF die 6e-OH-Gruppe freige-
legt und damit der Baustein 18 gewonnen, der fiir die Umset-
zung mit 2D eingesetzt wurde. Durch Aktivierung von 2D mit
Tetrazol und Oxidation des Kondensationsproduktes mit fer:-
Butylhydroperoxid wurde der Z-geschiitzte Aminoethylphos-
phat-Rest in die 6e-O-Position von 18 in 75% Ausbeute einge-
fiihrt. Abspaltung der Cyanethylgruppe und der 1a-0-Acetyl-
gruppe lieferte den Baustein 19, der nun, wie fiir die Synthese
von 16 beschrieben, zu 1 umgesetzt wurde. Die Verkniipfung mit
2 A erfolgte unter Aktivierung durch Tetrazol, Oxidation und
Abspaltung der Cyanethylgruppe mit Dimethylamin. Das Pro-
dukt wurde sdulenchromatographisch (CC) mit CHCl;/MeOH/
Et,N (100/3/1) gereinigt, als Bis(triethylammonium)salz 20 iso-
liert und dann durch NMR- (‘H, 3'P) und MS-Daten
strukturell gesichert (Tabelle 1). Gleichzeitige Abspaltung der
O-Isopropyliden- und O-Cyclohexylidengruppen mit Glycol in
Gegenwart von CSA als Katalysator sowie Hydrogenolyse der
Z-Gruppe, der O-Benzylschutzgruppen und der Azidgruppe lie-
ferten den erwiinschten GPI-Anker 1 (10 mg), der durch NMR-
und MS-Daten charakterisiert werden konnte (Tabelle 1).
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ZUSCHRIFTEN

1. TMSOTY, Et,0, RT
(91%)—17

2. KCN, MeOH, Et;0,
35°C (45%)

3. NaH, Bner, DMF (86%)

4, K,GOj,, MeOH, 40°C;
Ac,0, Py (80%) R

5. TBAF, THF, 50°C (89%)

2C +2B

o 18
OR
@
EtgNH O
1. Ho O, CsA (s3%)

-—
2. PA(OH}/C, H,, (70%)

Schema 7. Totalsynthese von 1. R = Ac.

Die einfache Zuginglichkeit aller Ausgangsverbindungen, die
erzielten hohen Regio- und Diastereoselektivititen sowie Aus-
beuten in allen Reaktionsschritten und die einfache Schutzgrup-
penabspaltung bilden eine ausgezeichnete Basis fiir weitere Er-
folgreiche chemische Synthesen auf diesem Gebiet.
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