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Synthese von D-(+ )-Biotin durch selektiven
Ringschlufl von N-Acyliminium-Silylenolethern**
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Seit vielen Jahren sind sowohl Synthese-!1 als auch Biosyn-
thesewege!?! des mit der Nahrung aufzunehmenden Cofaktors
D-(+)-Biotin 11 * yon stetem Interesse. Wegen der kommer-
ziellen Bedeutung und der zunehmenden Verwendung dieser
Substanz im medizinischen Bereich!®! werden stindig neue Syn-

thesen publiziert'®], von denen
o} einige die gute Verfiigbarkeit

N von L-Cystein oder L-Cystin

HN® SNH als chiraler Ausgangsverbin-

3 1 -
Hﬁ'” dung nutzen!!®64-Lr il
s b ™"co,H Die Kondensation von Silyl-
H

enolethern mit N-Acylimi-
nium-Zwischenstufen ist nicht
nur als inter-'"!, sondern auch als intramolekulare Reaktion
effizient, was sich beispielhaft an unserer Totalsynthese von Gel-
semin'®! belegen 1dBt, in der sie der Schliisselschritt ist. Die
Ubertragung dieser Strategie auf die Synthese von (+)-Biotin 1
fithrt zu der in Schema 1 gezeigten Retrosynthese, in der die
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Schema 1. Retrosynthese von D-(+)-Biotin 1. R* = Schutzgruppe.

notwendige C-C-Verknitpfung durch die Cyclisierung der Zwi-
schenstufe 3¢ (R = (CH,);CO,Me) erreicht wird. Diese Verbin-
dung sollte in wenigen Stufen aus dem bekannten Imidazolidi-
non 5[%%-°1 herstellbar sein. Voraussetzungen fiir einen mit
maximaler Effizienz verlaufenden Cyclisierungsschritt sind 1)
die vollstindige Unterdriickung der konkurrierenden Deproto-
nierung der Zwischenstufe 3¢, 2) die regioselektive Bildung des
Silylenolethers aus dem entsprechenden Keton und 3) die durch
das benachbarte stereogene Zentrum gesteuerte Bildung des ge-
winschten (3aS,4R,6aR)-Isomers iiber den abgebildeten sessel-
formigen Ubergangszustand. Um Aussagen iiber die Durch-
fiihrbarkeit eines solchen Ringschlusses der Iminiumverbin-
dung 3¢ machen zu kénnen, wurde zundchst das Verhalten der
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analogen Verbindungen 3a (R = Ph) und 3b (R = Me) unter-
sucht.

Die Darstellung der Cyclisierungsvorstufen 4a—c¢ geht aus
von dem kommerziell erhéltlichen Imidazolidinon 5 (Sche-
ma 2). Reduktion mit Diisobutylaluminiumhydrid (DIBALH)
in THF fithrte zum entsprechenden Hydroxyimidazolidinon 6
in quantitativer Ausbeute (cis:trans ~10:1 gemifl 'H-NMR).
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Schema 2. a) 2.2 Aquiv. DIBALH, —70°C, THF, 1h, 99%; b) 1.05 Aquiv.
RC(O)CH,CL, 1.5 Aquiv. Et,N, 0 — 25°C, 4 h; ¢) H,SO,/ELOH, Methylorange,
pH = 31,0°C, 2h.

Dieses wurde nach Umsetzung mit geeigneten a-Chlorketonen
in die Thioether 7a—c in 85-90% Ausbeute iiberfiihrt. Unter
sorgfiltiger Kontrolle der Reaktionsbedingungen wurden diese
Verbindungen zu den entsprechenden Ethoxyverbindungen
4a-c in 78-91% Ausbeute umgesetzt. Das Gelingen dieser
Reaktion deutet bereits darauf hin, daf} es mdglich ist, eine
kationische Zwischenstufe zu bilden, ohne die Konfiguration
des dem kationischen Zentrum benachbarten, empfindlichen
Chiralitdtszentrums zu beeinflussen!!l,

Der stabile Triisopropylsilyl(TIPS)-Enolether 8 (Schema 3)
konnte durch Umsetzung von 4a mit einem Uberschufl
TIPSOTf in 81 % Ausbeute als 46: 54-Gemisch der E/Z-Isomere
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Schema 3. a) 5.5 Aquiv. TIPSOTY, 6.0 Aquiv. Et;N, CH,Cl,, 25°C, 18 h, 81%
(E:Z = 46:54); b) 1.5 Aquiv. TMSOTY, CH,Cl,, —78°C, 1 h, 91%.

erhalten werden (Tf = SO,CF;). Die leicht trennbaren Isomere
dieses Gemisches wurden einzeln den Cyclisierungsbedingungen
unterworfen und fithrten beide in 91 % Ausbeute zu kristallinem
2a (Schmp. 143-144°C, [a]2° = —77.6 (¢ =1.1 in CHCl,)) als
einzigem Reaktionsprodukt, dessen Konfiguration nach 'H-
NMR-spektroskopischer Analyse (NOE-Differenz, COSY,
NOESY) der des pD-(+ )-Biotins 1 entspricht. Die Bildung von
nur einem Diastereomer 148t sich dadurch erkldren, da3 beide
[somere unabhingig von der Konfiguration der Doppelbindung
itber den bereits erwihnten, sesselfsrmigen Ubergangszustand
cyclisieren.

Diese ermutigenden Ergebnisse veranlaBten uns, das Methyl-
derivat 4b zu untersuchen (Schema 4), um an dieser Verbindung
den Einfluf} enolisierbarer Methylprotonen auf die Bildung der
Enolether zu untersuchen. Dabei stellte sich heraus, daf3 sowohl
die Regio- als auch die Stereoselektivitit der Enoletherbildung
maBgeblich durch geringste Anderungen der Versuchsbedin-
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Schema 4. a) 3.0 Aquiv. TIPSOTE, 3.3 Aquiv. Et;N, CH,Cl,, 25°C, 18 h; b)
1.5 Aquiv. TMSOTS, CH,Cl,, —78°C, 1h; c) 2.2 Aquiv. TMSOTY, 2.5 Aquiv.
EN, CH,Cl,, —20 > 10°C, 2 h.

gungen beeinfluft wird und die Umsetzungen stets zu E/Z-Ge-
mischen von 9 und dessen Regioisomer 10 fithren, deren relati-
ves Verhéltnis nicht hinreichend kontrolliert werden konnte.
Dartiber hinaus ergab die Cyclisierung des reinen (Z)-TIPS-
Enolethers 9 wie auch der RingschluB des in situ hergestellten,
entsprechenden Trimethylsilyl(TMS)-Enolethers unweigerlich
Produktgemische aus 2b und 11, so daB wir uns der Cyclisierung
von 4¢ und der Synthese von D-(+ )-Biotin 1 zuwendeten.

Es war zu erwarten, daB die Gegenwart der Esterseiten-
kette wegen der verringerten Aciditit der a-Methylenproto-
nen vorzugsweise zur Bildung des erwiinschten Silylenol-
ethers fiithren sollte. Erfreulicherweise gab die Ums3etzung von
d4¢ mit TMSOTf (1.0 Aquiv., 1.05 Aquiv. Et,N, CH,Cl,,
—20 - 10°C, 2h) unter Bildung des Enolethers in situ und
dessen Reaktion mit einem zweiten Aquivalent TMSOTf
(CH,Cl,, —70°C, 1 h) die Produkte (4 R)-2¢ und das (45)-Dia-
stereomer im Verhaltnis 2:1 in 69 % Ausbeute (Schema 5). Eine
Optimierung der Reaktionsbedingungen fithrte zu keinem bes-
seren Produktverhiltnis, doch mit TMSCH,CO,Et/Tetra-n-
butylammoniumfluorid(TBAF)!' ! zur In-situ-Darstellung des
Enolethers und Cyclisierung durch nachfolgende Zugabe von
TMSOTS wurden (4R)-2¢ und das (45)-Diastereomer in einer
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Schema 5. a) 2.1 Aquiv. TMSCH,CO,Et, 0.03 Aquiv. TBAF, THF, —78°C, 18 h,
dann 1.5 Aquiv. TMSOTf, CH,Cl,, —78°C, 1h, 78% (3:2-Diastercomeren-
gemisch 4R:4S5).
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leicht verbesserten Ausbeute (78 %) im Verhiltnis 3:2 erhalten.
Offensichtlich verlduft diese Cyclisierung zum Teil auch iiber
einen wannenférmigen Ubergangszustand zum (48)-Diastereo-
mer. Durch lediglich eine Kristallisation wurde reines (4R)-2¢
(Schmp. 101.5-102.5°C, [a]3% = —10.7 (¢ = 0.2 in CHCL,)) er-
halten, dessen Konformation 'H-NMR-spektroskopisch besti-
tigt wurde. Dieses zweistufige Eintopfverfahren ist eine neuarti-
ge Anwendung der bereits bewihrten N-Acyliminium-Zwi-
schenstufen in der Naturstoffsynthese!! 2!,

Der Verlust an Kontrolle iiber die Konfiguration an C-4 hatte
keinen EinfluB auf die Uberfithrung des Diastereomerengemi-
sches 2¢ in D-(+)-Biotin 1 (Schema 6). Diese Sequenz wurde
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Schema 6. a) 1.0 Aquiv. NaBH,, MeOH, 25°C, 1h; b) 5.0 Aquiv. MeSO,Cl,
Et,N/CH,C1,1/1,0 — 35°C, 1.5 h;¢) DBU, 60°C, 2 h;d) KOH/MeOH, 2 h, 87%
(vier Stufen); e) H, (10 bar), 10% Pd/C, 2-Propanol, 50 °C, 18 h; ) 48% HBr,
100°C, 2 h, 85% (zwei Stufen).

durch Standardreaktionen realisiert: 1) Reduktion des Ketons
mit NaBH, zum Alkohol 12; 2) Bildung des Mesylats 13; 3)
Eliminierung des Mesylats mit 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-
7-en (DBU) zum Olefin 14; 4) Verseifung des Methylesters;
5) Hydrierung der Doppelbindung der Carbonsdure 15 und
schlieBlich 6) Entschiitzen der Imidazolidinon-Einheit. D-(+)-
Biotin 1 wurde {iber die sechs Stufen in 74 % Gesamtausbeute
erhalten.

In dieser Mitteilung haben wir eine neue, elfstufige Totalsyn-
these des Vitamins D-( + )-Biotin 1 in einer Gesamtausbeute von
42% ausgehend vom Imidazolidinon 5!°%! beschrieben. Bemer-
kenswert ist die regioselektive In-situ-Bildung des Enolethers,
an die sich der Ringschluf} iiber ein N-Acyliminium-lon unter
Bildung des erwiinschten cis-anellierten Bicyclus anschlieft.
Trotz einer unvollstindigen Selektivititskontrolle am stereoge-
nen Zentrum C-4 ist die Effizienz der Gesamtsequenz nicht be-
eintrichtigt.

Experimentelles

6: Eine Losung von 5 (9.80 g, 30.0 mmol) in THF (200 mL) wurde bei —70°C
tropfenweise mit DIBALH (66.0 mL einer 1.0M Losung in CH,Cl,, 66.0 mmol)
versetzt. Nach 1 h Riihren bei —70 °C wurden tropfenweise H,O (50 mL), 10proz.
wiiBrige NaOH (50 mL) und nochmals H,O (150 mL) zugegeben und das Reak-
tionsgemisch 1 h bei 25°C geriihrt. Die organische Phase wurde abgetrennt, mit
wiBriger, gesittigter NaCl-Losung (3 x 100 mL) extrahiert, iiber Na,SO, getrock-
net, filtriert und eingeengt. Das Hydroxyimidazolidinon 6 (9.82 g, 99%) wurde
als zihes, farbloses Ol erhalten. R;= 0.40 (Ethylacetat/Petrolether 50/50).
{a]3% = ~14.8 (c = 0.87 in CHCl,); "H-NMR (250 MHz, CDCl,): § =7.40-7.10
(m, 10H, ArH), 5.00 (d, J = 6.2 Hz, 1H, CHOH), 4.86 (d, /=150Hz2, 1H,
CH,Ph),4.82(d,J =15.4 Hz, 1H, CH,Ph), 4.23(d, J =15.0 Hz, 1 H, CH,Ph), 4.04
(d, J =15.3 Hz, 1H, CH,Ph), 3.43-3.33 (m, 1 H, CHCH,), 2.85 (br.t, / = 10.0 Hz,
1H, CH,SH), 2.64 (br.d, J =10.5 Hz, 1 H, CH,SH), 2.37 (s, 1 H, SH); IR (CHCl,):
¥ =3520-3170, 1690 cm ™.

7c: Eine Losung von 6 (2.30 g, 7.00 mmol) in THF (15 mL) wurde bei 0 °C zunichst
mit Et;N (1.4 mL, 10.0 mmol), dann mit 6-Chlor-5-oxo-hexancarbonsiuremethyl-
ester (1.31 g, 7.35 mmol) versetzt und das Reaktionsgemisch 2 h bei 0°C geriihrt.
Nach 2 h Rithren bei 25 °C wurde das Gemisch filtriert, eingeengt und durch Kiesel-
gel (vorbehandelt mit Ammoniak, Ethylacetat/Petrolether 60/40) filtriert. Man iso-
lierte 7¢ (2.79 g, 85%) als ziihes, farbloses Ol, das direkt in der nichsten Stufe
eingesetzt wurde.
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4¢: Eine Lésung von 7e {4.70 g, 10.0 mmol) in EtOH (200 mL) wurde bei 0“C mit
einer H,S0,(2 N)/EtOH-Losung tropfenweise bis pH 3.1 (gegen Methylorange) an-
gesduert. Nach 2 h Rithren bei 0 °C wurde der pH-Wert der Lésung vorsichtig durch
Zugabe einer 2proz. KOH-Losung in EtOH bis pH 5.5 erhéht und das Reaktionsge-
misch eingeengt. Der Rickstand wurde in Ethylacetat (100 mL) aufgenommen, mit
H,O0 (100 mL) gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet, eingeengt und Flash-chroma-
tographisch (mit Ammoniak vorbehandeltes Kieselgel, Ethylacetat/Petrolether 50/
50) gereinigt. Man isolierte 4¢ (4.24 g, 85%, trans:cis = 9:1) als zihes, farbloses Ol.
trans-4¢: R = 0.62 {(50% Ethylacetat/Petrolether 50/50); *H-NMR (250 MHz,
CDCl,): 6 =7.32-7.22 (m, 10H, ArH), 4.92 (d, J =15.0 Hz, 1H, CH,Ph), 4.88 (d,
J =149 Hz, 1H, CH,Ph), 4.50 (s, 1H, CHOEt).4.12 (d, J =15.0 Hz, 2H, CH,Ph),
3.65(s,3H, OCH,), 3.50-3.10 (m, 3H, CHCH,S, OCH,), 3.07 (s, 2H, SCH,C(0)),
2.75-2.25 (m, 6H, CH,CO,CH;, CH,C(0O), CH,S), 1.85 (Quintett, J =7.5 Hz,
2H, CH,CH,CH,), 1.05 (t, /=7.5Hz, 3H, CH,CH;); IR (CHCl,): v =1725,
1700 cm ™',

2¢: Ein Gemisch aus 4¢ (249 mg, 0.500 mmol) und Ethyl(trimethylsilyl)acetat
(189 uL, 1.05 mmol) in THF (1 mL) wurde tropfenweise bei —78°C in 20 min mit
TBAF (150 uL einer 0.1 M Losung in THF, 15 pmol) versetzt. Nach 20 min Riihren
bei ~78°C und 18 h Rijhren bei 25°C, wurde das Gemisch eingeengt und der
Riickstand in CH,Cl, (2 mL) aufgenommen. Die Lésung wurde auf —78 °C ge-
kiihlt, tropfenweise mit TMSOT (135 uL, 0.750 mmol) versetzt und das Gemisch
1h bei —78°C gerithrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit gesittigter, wéBriger
NH,CI-Losung (5 mL) hydrolysiert und mit CH,Cl, (50 mL) verdiinnt. Die organi-
sche Phase wurde mit H,O (40 mL) und geséttigter, wiBriger NaCl-Losung (40 mL)
gewaschen, iiber MgSO, getrocknet, eingeengt und durch Flashchromatographie
(Ethylacetat/Petrolether 80/20) gereinigt. Man erhielt das Imidazolidinon 2¢
(175 mg, 78%) als 3:2-Isomerengemisch. Beide [somere konnten in reiner Form
durch Umkristallisation aus Ethylacetat/Hexan erhalten werden.

(4R)-2¢: R, =0.65 (Ethylacetat/Petrolether 60/40); Schmp. 101.5-102.5°C:
[2]3° = —10.7 (¢ = 0.2 in CHCl,); "H-NMR (250 MHz, CDCl,): 6 =7.32-7.22 (m,
10H. ArH), 4.78 (d, J =15.2 Hz, 1H, CH,Ph), 4.57 (d, J/ =15.0 Hz, 1 H, CH,Ph),
4.22(d,J =152 Hz, 1t H, CH,Ph),4.05(d,J =15.0 Hz, { H, CH,Ph), 4.04-4.02 (m,
2H, H-6a, H-3a), 3.65 (s, 3H, CH,), 3.59 (d, J = 5.7 Hz, 1H, H-4), 2.82-2.71 (m,
2H, H-6), 2.56 (dt, J =17.5, 7.5 Hz, 1H, CH,C(0)), 2.25 (dt, J =1.7, 7.5 Hz, 2H,
CH,C(O)), 1.95 (dt, J =17.5, 7.5 Hz, 1 H, CH,C(0)), 1.78 (Quintett, J =7.5 Hz,
2H, CH,CH,CH,); IR (CHCl,): ¥ =1725, 1700, 1680 cm™'; HR-MS (EI, 70 eV):
ber. fir C,sH,N,0,5:452.1770; gef.: 452.1766. - (45)-2¢: R; = 0.70 (Ethylacetat/
Petrolether 60/40); Schmp. 82.5-83°C; [2]3° = — 21.2 (¢ =1.3 in CHCL;); 'H-
NMR (400 MHz, CDCl,): § =7.35-7.25 (m, 10H, ArH),4.75(d, J =15.4 Hz, 1 H,
CH,Ph),4.50 (d,J =15.2 Hz, 1 H, CH,Ph), 4.45(d.J =152 Hz, 1H, CH,Ph), 4.29
(d, J=7.9Hz, 1H, H-3a), 4.21 (d, J =15.4 Hz, 1 H, CH,Ph), 4.20 (dd. J = 4.6,
7.9 Hz, 1H, H-6a), 3.65 (s, 3H. CH,), 3.58 (s, 1H, H-4), 2.75(d, / =129 Hz, 1 H,
H-6), 2.69 (dt, J =7.5. 17.3Hz, 1H, CH,C(0)), 2.56 (dd, J =4.8, 129 Hz, 1H,
H-6), 2.26-219 (m, 3H., CH,CO)), 1.78 (Quintett, J=73Hz, 2H,
CH,CH,CH,); IR (CHCI,): ¥ =1725, 1700, 1680 cm™'; HR-MS (EI, 70 eV): ber.
fiir C;5H,,N,0,S: 452.1770; gef.: 452.1760.
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Phosphorothioate: S-Fragmentierung gegen
B-Silicium-Effekt **

Achim H. Krotz*, Patrick Wheeler und
Vasulinga T. Ravikumar

Modifizierte Oligonucleotide kdnnen als Antisense-Therapeu-
tica wirken!*1. Unter den bisher berichteten DNA-Modifikatio-
nen waren Phosphorothioate die erste Verbindungsklasse, die zu
klinischen Versuchen am Menschen herangezogen wurde!®. Um
im groffen MaBstab durchgefithrte Oligonucleotidsynthesen zu
optimieren, untersuchen wir neue Phosphor-haltige Schutz-
gruppen!®*l. Bei der automatischen DNA-Synthese werden
meist  f-Cyanethyl-3'-phosphoramidite  eingesetzt!®}, Die
Schutzgruppen werden dabei selektiv durch f-Eliminierung
entfernt!®l. Die Moéglichkeit, f-Silylethyl-geschiitzte Oligo-
nucleotide mit Nucleophilen selektiv durch p-Fragmentierung
zu spalten™ 71 (Schema 1), veranlate uns, eine Reihe von

5'c§ Base 56' Base
el el
‘Nu
? B-Fragmentierung ? — S[R-
4
X=p—0' ps——— X=F|’-Oj\/ :
[e] Base (o} Base
R R
) "
O Py
X = 0: DNA

X = §8: Phosphorothioat

Schema 1. Selektive Abspaltung der Schutzgruppen der f-Silylethyl-geschitzten
Oligonucleotide durch f-Fragmentierung.

[*] Dr. A. H. Krotz, P. Wheeler, Dr. V. T. Ravikumar
Isis Pharmaceuticals
2292 Faraday Avenue, Carlsbad, CA 92008 (USA)
Telefax: Int. + 6 19/9 29-05 28
E-mail: achim_krotz@isisph.com
[**] Die Autoren danken Dr. T. K. Wyrzykiewicz und Dr. D. L. Cole fiir hilfreiche
Diskussionen.
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