
ZUSCHRIFTEN 

Thymidindiphospho-6-desoxy-a-~-ribo-3-hexulose 
- Synthese einer zentralen Zwischenstufe der 
Biosynthese von Di- und Tridesoxyzuckern ** 
Thomas Miiller und Richard R. Schmidt* 

Zahlreiche Antibiotica enthalten Desoxy-, Aminodesoxy- und 
C-vermeigte Desoxyzucker als Bausteine. Nur sehr unvollstandig 
ist ihre Biosynthese aufgeklart['. 'I. Eine erste wichtige Zwischen- 
stufe auf diesem Wege ist die aus dTDP-Glucose (Schema 1) mit 
NAD-abhangiger dTDP-Glucose-4,6-Dehydratase (z.B. von E. 
coli) erzeugte dTPD-6-Desoxy-~-x~v~o-4-hexulose 1, die u.a. Vor- 
stufe fur die haufig vorkommenden 6-Desoxyzucker ist" -,I. 
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Eine Isomerase iiberfuhrt 1 vermutlich in die entsprechende 3- 
Hexulose 2, die Titelverbindung"], die als nachste zentrale Zwi- 
schenstufe (mit Pyridoxaminphosphat als Cofaktor) fur die Be- 
reitstellung der wichtigen Didesoxy-, Aminodesoxy- und 
C-verzweigten Zucker fungiert''. 'I. Die 6-Desoxy-3-hexulose- 
Zwischenstufe 2 konnte bislang nicht isoliert werdenL2] ; deshalb 
ist die Synthese von 2 fur die Aufklarung der Biosynthese von 
Di- und Tridesoxyzuckern (2.B. rnit 4,6-Dehydratase- oder Iso- 
merase-defizienten Mutanten) von groIjer Bedeutung[']. Wegen 
der hydrolytischen Instabilitit von Nucleosiddiphosphaten von 
Desoxyzuckern und der groBen Neigung zur p-Eliminierung 
des Nucleosiddiphosphatrestes bei 3-Ulo~iden[~I ist die Synthe- 
se von Verbindung 2 besonders schwierig. Wir stellen hier eine 
erste, effiziente Synthese vor['], die - nach Abspaltung aller 
Schutzgruppen (im zweitletzten oder im letzten Reaktions- 
schritt) - auf einer spiiten Einfuhrung der 3-Oxofunktion durch 
Ozonolyse der entsprechenden Methylenverbindung basiert. 

Zunachst wurde D-Glucose auf bekanntem Wege in das 
1,2 : 5,6-Di-O-isopropyliden-3-rnethylen-Derivat ubergefuhrt ['I ; 
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selektive Abspaltung der 5,6-0-Isopropylidengruppe mit 50proz. 
Essigsaure und anschlieBende regioselektive 6-0-Tosylierung 
ergab Verbindung 3 (Schema 2). Durch Reaktion rnit LiAIH, in 
Ether bei Raumtemperatur wurde daraus die 6-Desoxyverbin- 
dung 4 in 83 % Ausbeute hergestellt. Behandeln rnit 80proz. 
Essigsaure bei 60 "C fiihrte zur Abspaltung der Isopropyliden- 
gruppe; anschlieBende Acetylierung rnit Acetanhydrid in Pyri- 
din und selektive Abspaltung der 1 -0-Acetylgruppe rnit Hydra- 
~ inace ta t '~]  in DMF bei 40 "C lieferte das Pyranosederivat 5 in 
hoher Gesamtausbeute. Durch Reaktion rnit dem monofunktio- 
nellen Phosphitylierungsreagens Bis(benzy1oxy)diisopropylami- 
nophosphan"'] in Anwesenheit von Tetrazol wurde das Phos- 
phit 6 als ein 1 : 1 -a/b-Gemisch erhalten" 'I, das sich als hinrei- 
chend stabil fur eine Trennung durch Flash-Chromatographie 
an Kieselgel (PE/EtOAc = 10: 3 + 1 YO NEt,) envies. Die so er- 
haltene Verbindung a-6 (Tabelle 1) wurde durch Oxidation mit 
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ZUSCHRIFTEN 
Tahelle 1. Ausgewlhlte physikalische Daten von 2, a-6,7,8 und 9. Kopplungskon- 
stanten in Hz. 

2: 'H-NMR (250MH2, DIO): 6 ~ 1 . 0 5  (d, J5..,6..= 5.8, 3 H ,  6 - H ) ,  1.73 (s, 3H,  
CH,), 2.14-2.18 (m, 2H, 2,-H, 21-H), 3.93-4.07 (m, 5H,  4-H,  5,-H, 5,-H, 4 - H ,  
5"-H).4.41-4.56(m,2H,3'-H,Z-H),5.67(dd,J ,=7.1,J1..,,. = 4 , 3 , 1 H , l " - H ) ,  
6.13 (dd, J1 . ,2 .a  = 6.6, JI,,2,1 = 6.9, 1 H, 1'-H), 7.55 ( s ,  1 H, 6-H); "P-NMR 
( 1 6 1 . 7 M H ~ , D ~ O ) : 6 = - 1 0 . 6 4 ( d , J ~ , ~  =22.5 ,1P) ,  -6.02(d,Jp, , .=22.5,1P);  
Negativ-Ionen-FAB-MS (70 eV): m/z (%): 545 (27) [M-H+]- 
u-~:~H-NMR(~~~MHz,CDCI,):~=I.~~(~, Js,,=6.2,3H,6-H),1.97,2.17(2s, 
6H. 2xOAc). 3.99 (dq, J4 . ,=9 .8 ,  J , , ,=6 .2 ,  I H ,  5-H), 4.86-4.94 (m, 4H,  
2xCH2Ph),4.95-5.11 (m, 3H.4-H, Methylen-H). 5.41 (dd, J1,z = 3.5, J2,4 =1.1, 
1H,2-H) ,5 .6X(dd,J l . ,=8 .3 , J , , ,=3 .5 , lH,1~H) ,7 .24- -7 .38(m,I0H,2xPh) ;  
31P-NMR (161.7MHz. CDCI,): 6 =138.85 ( s ,  P) 
7: 'H-NMR (250 MHz, DZO): 6 =1.05 (t. 5 ~ 7 . 3 ,  9 H ,  N(CH,CH,),). 1.07 (d, 
Js,,=5.4,3H,6-H),2.97(q,J=7.3,6H,N(CH,CH,),),3.52-3.62(m,2H,4-H, 
5-H), 4.08 (m. 1H. 2-H), 4.83-5.01 (m, 2H. Methylen-H), 5.24 (dd, J,,p = 6.5, 
J1.z = 3.7,l H, 1-H); I3C-NMR (62.9 MHz, D 2 0 ) :  6 = 9.16 ( s ,  3C. N(CH,CH,),), 
18.11 ( s ,  I C ,  6-C), 47.61 (s, 3C, N(CH2CH3),), 70.89 (d, Jz,, = 8.9, I C ,  2-C), 
71.80-73.40(2~,2C,4-C,S-C),95.48(d, JI,p=6.3,1C,l-C),105.58(~,1C,3-C),  
146.30(s. 1 C, Methylen-C); "P-NMR (161.7 MHz, D,O): 6 = 3.97 (s. P); Negdtiv- 
lonen-FAB-MS (70eV): m / z  (%): 239 (100) [M-H+]- 
8:'H-NMR(250MHz,D,O):6=1.05(d,J,~,,.=5.X,3H,6"-H),1.07(t,J=7.3, 
18H, 2 x N(CH,CH,),), 1.73 (s. 3H,  CH,), 2.13-2.18 (m, 2H, 2'a-H, 2'e-H), 2.97 
(q,J=7.3 Hz, 12H,2xN(CH2CH,),),3.61-3.63(m,2H,4-H,5"-H).3.95-3.97 
(m. 3H.  4-H,  5'-H, 5"-H).4.08 (m. 1H.  2"-H),4.42(m, I H ,  3'-H), 4.97-5.04(m, 
2H,  Methylen-H), 5.37 (dd, J ,I, ,=7.0,  JI..,,..=3.7, l H ,  1"-H), 6.16 (dd, 
JI . 2  .I 6.8, JI,.2., =7.1, 1 H, 1'-H), 7.52 (d, J =  0.9, l H ,  6-H); I3C-NMR 
(62.9 MHz, D,O), 6 = 9.17 ( s ,  6 C. 2 x N(CH,CH,),), 12.59 ( s ,  1 C, CH,), 18.20 (s. 
1 C,6-C),39.56(~,1C,2'-C).47.63(~,6C,ZXN(CH,CH,),),66.32(d,J~.,,= 5.2, 
1 C. 5'-C),  71.07 (d, J2..,p = 9.1, 1 C, 2"-C), 71.82-73.44 (m, 3 C, 3'-C, 4 - C ,  5"-C), 
85.92(~.1 C.l'-C),86.35(d.J~~p=9.l.1C.4-C),96.25(d,J,..,~~6.4,1C,6-C), 
105.62 (s, 1 C, 3"-C), 112.62 (s, 1 C, 5-C), 138.33 (s, 1 C, 6 4 3 ,  164.54 (s, 1 C, 
Methylen-C), 152.60 (s, 1 C. 2-C), 167.40 (s, 1 C, 4-C); "P-NMR (161.7 MHz, 
D,O): 6 = -12.35 (d, Jp,p- = 22.5, 1 P), -10.81 (d. Jp,p. = 22.5, 1 P); Negdtiv-10- 
nen-FAB-MS (70 eV): m/z  (%): 543 (31) [M-H+]- 

Js., = 5.8. 3H,  6-H), 3.00 (q, J =7.3, 6H.  N(CH,CH,),), 3.86-3.99 (m, 2H, 4-H, 
5-H). 4.44 (m, 1 H. 2-H), 5.58 (dd, J1.p = 6.7. J, ,2 = 4.3, 1 H,  1-H); "C-NMR 
(62.9 MHr, D,O): 6 =13.82 (s, 3 C, N(CH,CH,),), 23.98 ( s ,  1 C, 6-C), 51.16 (s, 
3 C. N(CH2CHJ3), 77.70-83.52 ( 2 ~ ,  2 C, 4-C, 5-C), 81.71 (d, J2,p = 5.2, I C, 2-C), 
103.06 (d, J I , ~  = 4.3.1 C, I-C), 199.54 (s, 1 C, 3-C); 3'P-NMR (161.7 MHz, D,O): 

9: 'H-NMR (250MH2, D 2 0 ) :  6 =1.09 (t, J = 7 . 3 ,  9H. N(CHzCH,),), 1.23 (d, 

6 = -1.44 (s, P); Negativ-lonen-FAB-MS (70eV): m/z  (%): 241 (100) [M-H+]- 

tert-Butylhydroperoxid praktisch quantitativ in das entspre- 
chende Phosphat iibergefuhrt, das wesentlich weniger stabil als 
das Phosphit a-6 ist. Durch kurzzeitiges Hydrieren mit Palla- 
dium auf Kohle als Katalysator konnte das Phosphat chemose- 
lektiv debenzyliert werden, ohne die Methylengruppe zu entfer- 
nen. Mit NEt, in Methanol/Wdsser wurde dann desacetyliert 
und so die vollig entschiitzte wichtige Zwischenstufe 7 als Tri- 
ethylammoniumsalz in hoher Gesamtausbeute erhalten. 

Zur Herstellung des Zielmolekuls 2 aus 7 wurden zwei Wege 
beschritten. Zunachst wurde aus 7 mit Thymidinphosphomor- 
pholidat['21 in Pyridin und Molekularsieb (4 A) das Thymidin- 
diphospho-Derivat 8 synthetisiert. 8 wurde durch praparative 
HPLC ( 5  % CH,CN in 0.5 M HNEt: HCO;) in 51 YO Ausbeute 
als Bis(triethy1ammonium)-Salz erhalten; es ist erwartungsge- 
mi0  bei pH =7 stabil und als Methylen-Analogon von 2 fur 
biologische Untersuchungen ebenfalls von Interesse. Zur Erzeu- 
gung der 3-Ulose-Struktur wurde eine Methanollosung von 8 
bei - 78 "C mit einer bei - 78 "C gesattigten Losung von Ozon 
in Dichlormethan versetzt und das Reaktionsgemisch anschlie- 
Bend durch Reversed-Phase-HPLC an RP-18(3 % CH,CN in 
0.5 M HNEt: HCO;) getrennt; dabei wurde neben dem Edukt 
das Zielmolekiil 2 als Bis(triethy1ammonium)-Salz nach Lyo- 
phihsdtion in 22 % Ausbeute erhalten. Wegen der geringen Hy- 
drolysestabilitat dieses Salzes (Halbwertszeit bei pH 7 ca. 1 h) 
wurde durch Ionenaustausch (Amberlite IR-120, Na+-Form) 
das Dinatriumsalz von 2 hergestellt, das wie erwartet[l31 erheb- 
lich stabiler ist. Durch Anderung der Reihenfolge der Reak- 
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tionsschritte bei der Synthese von 2 aus 7 konnte iiberraschen- 
derweise eine hohere Gesamtausbeute erzielt werden. Durch di- 
rekte Ozonolyse von 7 bei -78 "C lien sich das 3-Ulose-phos- 
phat 9 in praktisch quantitativer Ausbeute erzeugen. Trotz 
hoher Instabilitat von 9 lieferte die Morpholidatmethode['21 das 
Zielmolekiil2 in 30 % Ausbeute, wobei zur Reinigung das oben 
aufgefiihrte Verfahren eingesetzt ~ u r d e ~ ' ~ ] .  Das Zielmolekul2 
konnte so in reiner Form isoliert (30 mg) und strukturell - eben- 
so wie die Zwischenverbindungen3-9 - durch NMR- ('H, 
13C, 31P) und FAB-MS-Daten gesichert werden (2, a-6, 7-9 
siehe Tabelle 1). Das hier vorgestellte Synthesekonzept ist offen- 
sichtlich variabel und fur die Herstellung weiterer interessanter 
Nucleosidderivate von Desoxyzuckern geeignet"] ; es sollte des- 
halb einen wichtigen Beitrag zur Aufklarung ihrer Biosynthese 
leisten konnen. 
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