ZUSCHRIFTEN

Einfache Festphasensynthese von Oligosaccha-
riden — Herstellung eines Dodecasaccharids**

Kyriacos C. Nicolaou,* Nobuhide Watanabe, Jim Li,
Joaquin Pastor und Nicolas Winssinger

Die Synthese von kombinatorischen Bibliotheken!'l orga-
nischer Verbindungen fiir das biologische Screening ist und
bleibt einer der bedeutendsten Engpésse bei der Entwicklung
von Arzneimitteln. Kiirzlich stellten wir einen repetitiven
Ansatz? fiir die Festphasensynthese von Oligosacchariden
vor.Bl Wir nutzten darin Thioglycoside als Kohlenhydratdo-
noren sowie einen photolabilen Linker® und fiihrten so die
Totalsynthese eines Heptasaccharid-Phytoalexin-Elicitors
(HPE) durch. Trotz ihrer Effizienz hat diese Methode einige
Nachteile. So treten bei jedem Spaltungsschritt sowohl a- als
auch S-Anomere auf, und das Spaltungsprodukt muf3 erneut
aktiviert werden, bevor es auf der Festphase in die wachsende
Oligosaccharidkette eingefiihrt werden kann. Wir berichten
hier iiber eine neue Festphasensynthese-Technik, bei der
diese beiden Probleme gelost sind, indem ein Spacer zwischen
dem photolabilen Linker und der anomeren Position des
ersten Glycosids eingefiihrt wird; diese Technik scheint fiir
eine Oligosaccharid-Synthese nach dem Baukastenprinzip
ideal (Abb. 1). Wir konnten auf diese Weise das stereoche-
misch homogene Dodecasaccharid 1 herstellen (siche Sche-
ma 2), das unseres Wissens das groBite Oligosaccharid ist, das
bislang an einer Festphase synthetisiert wurde. Da die
beschriebene Methode allgemein anwendbar ist, konnte sie
bei der Herstellung umfangreicher und vielfiltiger Oligosac-
charid-Bibliotheken von gro3em Nutzen sein.

Schema 1 zeigt die Schliisselelemente dieser neuen Syn-
thesetechnik. Zunéchst wurde ein Merrifield-Harz in Gegen-
wart von Cs,CO; und nBu,NI mit 5-Hydroxy-2-nitrobenzal-
dehyd beladen und das Produkt mit NaBH, zum Harz 6
reduziert (98 % Ausbeute iiber 2 Schritte).! Die Umsetzung
des Thioglycosids Al*l mit 4-Benzyloxybenzoeséure in Gegen-
wart von NISUI (84%), gefolgt von der Abspaltung der
Benzylschutzgruppe durch Hydrierung (72 %) lieferte den j-
Glycosyl-(4-hydroxybenzoesdure)ester 7 (fiir Abkiirzungen
siche Schemalegenden). Danach wurde 7 mit der Festphase 6
durch eine Mitsunobu-Reaktion!®! verkniipft (—8, 100 % )P !
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Abb. 1. Allgemeine Festphasensynthese-Strategie nach dem Baukasten-
prinzip zur Herstellung komplexer Oligosaccharide unter Einsatz eines
photolabilen Linkers und Thioglycosid-Donoren. Die Anbindung an das
Polymer ist als grauer Kreis gezeigt.
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Schema 1. Synthese des photolabilen Linkers, Beladung und Abspaltung
vom Harz. a)4-Benzyloxybenzoesiure (1.3 Aquiv.), NIS (1.2 Aquiv.),
TfOH (Kat.), CH,Cl,, 25°C, 2h, 84%; HCO,NH, (10.0 Aquiv.), 10%
Pd-C, MeOH/THF (1/1), 25°C, 2.5 h, 72%; b) 5-Hydroxy-2-nitrobenzal-
dehyd (4.0 Aquiv.), Cs,CO; (4.0 Aquiv.), nBu,NI (0.1 Aquiv.), DMF, 80°C,
12h; c¢)NaBH, (5.0 Aquiv.), THF/EtOH (95/5), 0°C, 4h, 98%; d)7
(3.0 Aquiv.), nBu;P (3.0 Aquiv.), DIAD (3.0 Aquiv.), iPr,NEt (3.0 Aquiv.),
THF, 25°C, 6h, 100%; e) HF-py, THF, 25°C, 15h; f)PhSSiMe;
(6.0 Aquiv.), Znl, (2.5 Aquiv.), nBu,NI (1.0 Aquiv.), CICH,CH,CI, 40—
45°C, 3 h, 92%; g) hv, THF, 25°C, 6 h, 95%. Bn =Benzyl; Bz = Benzoyl;
DIAD = Diisopropylazodicarboxylat; NIS = N-Iodsuccinimid; py = Pyri-
din; TBDPS = t-Butyldiphenylsilyl; TFOH = Trifluormethansulfonsaure.

und die Silylgruppe mit HF - py abgespalten (—9, 100 % ). Die
Verbindung 8 weist aufgrund ihrer Struktur folgende Vorteile
auf: a) Das anomere Zentrum liegt ausschlieBlich in der -
Konfiguration vor, die wihrend der gesamten Synthese
erhalten bleibt. b) Eine Spaltung zum stereochemisch homo-
genen Produkt 7 ist moglich (ideal fiir die Analytik und
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weitere Untersuchungen). c) Bei
der Abspaltung vom Harz kann
gleichzeitig eine Aktivierung'!
durch Bildung eines Thioglyco-
sids stattfinden. Dies entspricht
der ersten Stufe einer moglichen
weiteren Reaktionssequenz. Die
beiden letztgenannten Reaktio-
nen wurden wie in Schema 1 ge-
zeigt durchgefithrt und lieferten
die Verbindungen 7 (hv, THE,
25°C, 95%) bzw. A’ (PhSSi-
Me,, Znl,, nBu,NI, 92 %).l2

Da damit der Beweis erbracht
war, daf} dieses Prinzip funktio-
niert, untersuchten wir, ob die
Methode auch auf komplizierter
gebaute Verbindungen anwend-
bar ist. Wir wihlten dazu das mit
Phytoalexin-Elicitoren!*! ver-
wandte Dodecasaccharid 1 als
Zielmolekiil, dessen erfolgreiche
Synthese in Schema 2 gezeigt ist.
Zunichst wurde 9 mit dem Donor
B in Gegenwart des Aktivators
DMTSTI!M  gekuppelt und die
Fmoc-Gruppe durch Et;N ent-
fernt (—10, 90% ausgehend von
9).I51 Danach wurde der dritte
Baustein, das Thioglycosid C, mit
Hilfe von DMTST und Tetrame-
thylharnstoff mit dem an das Harz
gebundenen Disaccharid ver-
kniipft (—11, 78%); durch Ent-
fernen der Silylgruppe mit HF - py
in THF entstand 12. Die photoly-
tische Abspaltung des Glycosyl-
(4-hydroxybenzoesdure)esters
vom Polymer 11 (hv, THF, 25°C)
lieferte ausschlieBlich das 3-Ano-
mer von 11b (63% Gesamtaus-
beute aus 8, Schema 1 und 2). In
Gegenwart von PhSSiMe;, Znl,
und nBu,NI wurde bei 40-45°C
das Trisaccharid vom Polymer 11
abgespalten, wobei gleichzeitig
eine Aktivierung unter Bildung
des  Phenylthioglycosid-Donors
11a stattfand (76 % ). Durch Gly-
cosylierung nach der DMTST-
Methode wurde das Polymer 12
mit dem Baustein 11a beladen,
wobei das polymergebundene
Hexasaccharid 13 entstand (61 %
aus 11). Die zweimalige Wieder-
holung des Prozesses aus Desily-

lierung und Beladung mit dem Trisaccharid 11a fiihrte {iber
die Verbindung 14 zum polymergebundenen Dodecasaccha-
rid 15. Die photolytische Abspaltung vom Harz (hv, THF,
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Schema 2. Festphasensynthese des Dodecasaccharids 1 mit den Schliissel-Thioglycosid-Donoren A - C.I! a) B
(3.0 Aquiv.), DMTST (12.0 Aquiv.), Molekularsieb (4 A), CH,Cl,, 25°C, 12 h; b) Et;N/THF (1/4), 25°C, 1 h,
90% iiber 2 Stufen; c) C (3.0 Aquiv.), DMTST (12.0 Aquiv.), TMU (12.0 Aquiv.), Molekularsieb (4 A),
CH,Cl,, 25°C, 12 h, 78 %; d) PhSSiMe; (6.0 Aquiv.), Znl, (2.5 Aquiv.), nBu,NI (1.0 Aquiv.), CICH,CH,CI, 40 -
45°C,2h, 76%; e) hv, THF, 25°C, 15 h, 63% aus 8; f) HF - py, THF, 25°C, 15 h; g) 11a (3.0 Aquiv.), DMTST
(12.0 Aquiv.), Molekularsieb (4 A), CH,Cl,, 25°C, 12 h, 61 % iiber 2 Stufen; h) HF - py, THF, 25°C, 15 h; i) 11a
(3.0 Aquiv.), DMTST (12.0 Aquiv.), Molekularsieb (4 A), CH,Cl,, 25°C, 12 h, 56 % iiber 2 Stufen; j) HF - py,
THF, 25°C, 15 h; k) 11a (3.0 Aquiv.), DMTST (12.0 Aquiv.), Molekularsieb (4 A), CH,Cl,, 25°C, 12 h, 54%
iiber 2 Stufen; 1) Av, THF, 25°C, 20 h, 10% Gesamtausbeute aus 8. Bn =Benzyl; Bz=Benzoyl; DMTST =
(Dimethylthio)methylsulfoniumtrifluormethansulfonat; Fmoc = 9-Fluorenylmethoxycarbonyl; py=Pyridin;
TBDPS = tert-Butyldiphenylsilyl; TMU = Tetramethylharnstoff.

25°C) lieferte schlieBlich die Zielverbindung, das freie
Dodecasaccharid 1 (Tabelle 1),['%1 als alleiniges Stereoisomer
(ca. 10% Gesamtausbeute an isoliertem Produkt!!”) aus 8).
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Tabelle 1. Ausgewihlte physikalische Eigenschaften von 1, 11a und 11b.

11a (B-Anomer): R;=0.49 (Kieselgel, Essigester/n-Pentan 1/2); [a]¥ =
+29.8 (¢=1.00, CHCL); IR (Film): #=2926, 2857, 1732, 1602, 1453,
1364, 1264, 1094, 1070, 1027, 847, 748, 709 cm~'; 'H-NMR (500 MHz,
CDCl;): 6 =7.96-7.00 (m, 60H, Ar-H), 5.66 (t,/=9.0 Hz, 1 H), 5.28 -5.21
(m, 2H), 5.15-5.09 (m, 3H), 4.86 (d, J=8.0 Hz, 1H), 4.73 (d, /] =10.5 Hz,
1H), 4.65 (d, /=10.0 Hz, 1 H), 4.59-4.39 (m, 7H), 4.25 (t,/ =8.5 Hz, 1H),
3.83-3.76 (m, SH), 3.72-3.66 (m, 3H), 3.59-3.55 (m, 2H), 3.52-3.50 (m,
1H), 3.38-3.36 (m, 1H), 0.98 (s, 9H, C(CHj;);); PC-NMR (125.7 MHz,
CDCly): 6 =165.8,165.4,165.1,164.5,136.9, 138.6, 138.0, 137.7, 137.5, 135.8,
135.5,133.7,133.4,133.1,132.9,132.8,132.6,132.1,129.9, 129.8, 129.8, 129.7,
129.6,129.6,129.4,129.0, 128.8,128.7,128.5, 128.4,128.3,128.3,128.2, 128.1,
128.1,128.1, 128.0, 127.9, 127.6, 127.6, 127.5, 127.4, 127.3, 100.9, 100.1, 85.5,
83.0, 79.5, 78.5, 78.3, 75.9, 75.7, 75.6, 75.1, 75.0, 74.9, 74.1, 74.0, 73.9, 73.5,
70.8, 69.2, 68.7, 67.9, 62.5, 26.8, 19.8; ES*-MS: ber. fiir C,;;Hy0,,SSiNa
[M+NaT]: 1739, gef.: 1739.

11b (B-Anomer): R;=0.23 (Kieselgel, Essigester/n-Pentan 1/2); [a]F =
+10.1 (¢=1.00, CHCL;); IR (Film): #=23387, 3068, 2931, 1735, 1606,
1452, 1265, 1092, 1070, 1026, 744, 706 cm~'; 'TH-NMR (500 MHz, CDCl,):
0=28.04-7.00 (m, 57H, Ar-H), 6.61 (d, 2H, J =9.0 Hz, Ar-H), 6.43 (breites
s, 1H), 6.00 (d,/=7.5Hz, 1H, H,-1),5.82 (t,/=9.0Hz, 1 H), 5.65 (t, /=
9.0 Hz, 1H), 5.36 (t,J =9.5 Hz, 1H), 5.25 (t,/ = 9.5 Hz, 1 H), 5.14-5.07 (m,
2H),4.88 (d,/=8.0 Hz, 1H), 4.74 (d,/ =11.0 Hz, 1H), 4.58 -4.38 (m, 7H),
4.24 (t,J=8.0,1H), 4.00-3.94 (m, 2H), 3.85-3.78 (m, 3H), 3.69-3.50 (m,
6H), 330 (d, J=10.0Hz, 1H), 095 (s, 9H, C(CHs);); "*C-NMR
(100.0 MHz, CDCl;): 6 =165.6, 165.5, 165.1, 164.9, 164.7, 164.6, 164.0,
163.7,160.8, 138.6,138.1, 137.7,137.5,135.7,135.5, 133.5,133.3,133.2, 133.1,
133.0,133.0, 132.6,132.3,129.9,129.8,129.7, 129.6, 129.5, 128.8, 128.7, 128.7,
128.4,128.4,128.3,128.2,128.1,127.9,127.6,127.6,127.5,127.3,121.1, 120.6,
115.5, 115.2, 100.5, 100.2, 92.5, 83.0, 79.5, 78.1, 75.8, 75.7, 75.4, 75.2, 75.0,
74.9,74.2,73.9, 73.6, 72.7,71.7, 71.0, 70.5, 69.3, 69.2, 66.6, 62.7, 26.7, 19.1;
ES*-MS: ber. fiir C,,Hy0,;SiNa [M+Na*]: 1766, gef.: 1765; ES~-MS: ber.
fiir Co4Hy;0Si [M — H]™: 1741, gef.: 1741.

1: R;=0.42 (Kieselgel, Essigester/n-Pentan 1/1); [a]¥ =—7.50 (c¢=0.20,
CHCL,); IR (Film): 7= 3404, 3064, 2922, 2855, 1731, 1602, 1453, 1366, 1264,
1096, 1067, 1028, 746, 708 cm~!; 'H-NMR (500 MHz, CDCl;): 6 =7.97 -
6.96 (m, 192H, Ar-H), 6.62 (d, /=8.5Hz, 2H, Ar-H), 6.11 (d, J=7.5 Hz,
1H, Hy,-1), 5.85-5.76 (m, 4H), 5.69 (dd, J=8.5, 7.0 Hz, 1H), 5.47 (t,J =
9.5Hz, 1H), 5.34-5.28 (m, 4H), 5.25-5.03 (m, 12H), 4.90-4.67 (m, 12H),
4.57-4.23 (m, 25H), 4.17-3.92 (m, 12H), 3.86-3.36 (m, 32H), 3.30-2.83
(m, 12H), 0.87 (s, 9H, C(CHj;);); MALDI-MS: ber. fiir C;,;Hz3,,Og,SiNa
[M+Nat]: 5869, gef.: 5869.

Die Vorteile dieser neuen Technik liegen in der Kon-
vergenz bei Synthesen nach dem Baukastenprinzip, in den
hohen Ausbeuten der Glycosylierungen, in der Erhaltung der
stereochemischen Integritdt wihrend des Beladens und des
Abspaltens sowie in der Flexibilitdt der Methode. Es konnen
nun Strategien zur Herstellung umfassender kombinatori-
scher Oligosaccharid-Bibliotheken fiir chemisch-biologische
und andere Untersuchungen entwickelt und angewendet
werden.

Eingegangen am 8. Januar 1998 [Z11345]
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