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Die Trennung der Enantiomere wurde durch Einzelinjektionen der reinen Enantio-
mere liberpriift und die Abfolge der eluierten Enuntiomere wurde durch Spiking des
Racemats mit den einzelnen Enantiomeren bestimmt. Der Trennfaktor  ergibt sich
aus A = Iy,/t'y,. Wobel 1y, die Migrationszeit des ersten und fy, die des zweiteluierten
Enantiomers ist. Wasser wurde zur Bestimmung der Totzeit injiziert.
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Seit einiger Zeit beschéftigen wir uns mit der Synthese ein-
facher, nicht-peptidischer Molekiile, die strukturelle und funk-
tionelle Aspekte der Staphylokokken-Nuclease modellieren sol-
len™ ~2). Das aktive Zentrum dieses Enzyms enthdlt zwei Argi-
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nin-Einheiten, die zusammen mit einem Calcium-Ion die elek-
trophile Aktivierung von Phosphodiester-Substraten fiir eine
Hydrolyse bewirken!, Wichtig ist hierbei vor allem die optima-
le Komplexierung der Substrate in den trigonal-bipyramidalen
Ubergangszustinden durch die Guanidinium-Gruppen!*.
Schema 1 zeigt als Arbeitshypothese, wie sich metallfreie
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a) Nucleophil; b) Guanidinium- '—Ja) O/f)P\O- N )
Ionen zur elektrostatischen Sta- ) H +J\ u
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der Abgangsgruppe: c) verkniip- b) H” Y “H
fendes Molekiilgeriist; d) Base N
zur Aktivierung des Nucleophils r H
(noch nicht realisiert).

,,synthetische Phosphodiesterasen'® ~¢* nach dem Vorbild der
Staphylokokken-Nuclease konstruieren lassen sollten.

Da eine Ubersetzung von Schema 1 in konkrete chemische
Strukturen nicht einfach ist, haben wir uns dem Problem in
Teilschritten gendhert und zu Beginn die Phosphorylierung mo-
nokationischer Alkohole vom Typ 1 untersucht!?:-% ¢l 1 asso-
ziiert reversibel mit Phosphodiestern zu Ionenpaarkomplexen,
in denen eine rasche Phosphoryl-Ubertragung auf die Hydroxy-
gruppe erfolgt. 1 wird durch das Cyclophosphat 2 2700mal
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schneller phosphoryliert als der ungeladene Alkohol 312* 9. Die
Beschleunigung erklart sich nicht allein aus der rdumlichen
Nihe von Nucleophil und Substrat im Ionenpaar (1 - 2). Hinzu
kommt eine elektrophile Aktivierung durch die Koordination

0044-8249/96/10818-2263 $ 15.00+.25/0 2263



ZUSCHRIFTEN

des Phosphodiesters an das Amidinium-Ion. Dieser Effekt ist
auch bei einer Reihe von Mono-, Bis- und Tris(guanidinium)-
Verbindungen zu beobachten!?® 1. So erhéht sich die Geschwin-
digkeit der Phosphorylierung von 3 durch 2 in Gegenwart des
Bis(guanidinium)-Ions 4 nahezu um den Faktor 5000. 4 und
verwandte Verbindungen sind auch als Katalysatoren anderer
Phosphoryl-Ubertragungen wirksam!”-®.. In einem Versuch, die
Strukturmerkmale des Alkohols 1 und des Dikations 4 zu kom-
binieren, haben wir nun die Verbindungen 5 und 6 hergestellt
und ihre Reaktion mit dem Cyclophosphat 2 untersucht.

In Schema 2 sind die Synthesen von 5 und 6 skizziert.
Der Einbau des zweiten Kations erwies sich als folgenreich
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Schema 2. Synthese der Bis(guanidinium)-Alkohole § und 6. a) N-Bromsuccinimid
(NBS), HCO,Me, Azoisobuttersdurenitril (AIBN), A, hv, 3 h, 69%. b) 1. NaN-
(CHO),, N,N-Dimethylformamid (DMF), 80°C, 3h; 2. 3m HCIL, A, 7h; 3.
(BOC),0 (BOC = tert-Butoxycarbonyl), Dioxan, wiBrige NaOH, Raumtempera-
tur (RT), 16 h, 80 °C. ¢) Allylbromid, Cs,CO;, DMF, 80°C,2 h, > 95%. d) 1. O,
MeOH, —90°C; 2. NaBH,, RT, 16 h. 75%. ¢) 1. HC1, MeOH, RT., 2 h; 2. 7 [11],
MeOH. H,0, NEt,. RT, 16 h: 3. Pikrinsiure, > 95%. f) 1. HCl, MeOH, RT, 2 h;
2. 8[12], MeOH, H,0, NEt,, RT, 16 h: 3. Pikrinsdure, 70 %.

HoN

fiir die Kinetik (siche unten) und ebenso fiir die Stirke der
Substratbindung: So ergab die *'P-NMR-Titration von 2 mit 5
in Abwesenheit von Base eine Assoziationskonstante K, von
2900 (4 800) m~ ! (DMF/[D,IDMF = 2:1, 30°C). Fiir das Io-
nenpaar (1 - 2) betrigt dieser Wert lediglich 190 M~ !. Gibt man
Base zu einem Gemisch aus 2 und 5, wird die Hydroxygruppe
rasch und in hoher Ausbeute unter Bildung von 9 (Schema 3)
phosphoryliert (DMF, 0.25 M Diisopropylethylamin, 30 °C). 9,
als Monopikrat isolierbar, wurde durch 'H-, *'P-NMR-Spek-
troskopie, ESI-MS sowie durch Elementaranalyse charakteri-
siert. Im Gegensatz zur Phosphorylierung von 1 ist die Bildung
von 9 reversibel: Mit verschiedenen Anfangskonzentrationen
durchgefiihrte Experimente erreichten bei Umsiitzen zwischen
60 und 94 % jeweils ein Gleichgewicht (Tabelle 1, Abb. 1), des-
sen Konstante etwa 150 M~ ! betrigt. Im 3'P-NMR-Spektrum
kann die Riickreaktion von 9 unter Bildung des Cyclophosphats
2 auch direkt beobachtet werden.

Die Kinetik der Hinreaktion wurde durch *'P-NMR-Spek-
troskopie und durch HPLC bestimmt (Tabelle 1). Fiir ¢,(5) =
0.05 M und ¢4(2) = 0.15 ™ ibertrifft die Geschwindigkeitskon-
stante pseudoerster Ordnung der Bis(guanidinium)-Verbindung
5 (ko = 8.0(£1)x 107 min~!) die Werte aller von uns bisher
untersuchten Alkohole bei weitem. So wird 5 800mal schneller
phosphoryliert als das Monokation 1 (k,,, = 9.9 x 1074 min™').
Zum Vergleich von 5 mit dem ungeladenen Alkohol 3
(k, =24x107"M *min~?!) kann aus k,,, eine formale Ge-
schwindigkeitskonstante zweiter Ordnung abgeleitet werden
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Schema 3. Phosphorylierung von 5 zu 9 mit dem lonenpaar (2 - 5) als Zwischen-
stufe. Verwendete Gegenionen: Pikrat, Tetramethylguanidinium.
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Abb. 1. Zeitlicher Verlauf der Phosphorylierung von 5 zu 9 (¢o(2) =0.15M,
¢¢(5) = 0.05 m, DMF, 0.25 m Diisopropylethylamin, 30 °C). Die Reaktion fithrt in
ein Gleichgewicht.

Tabelle 1. Phosphorylierung des Bis(guanidinium)-Alkohols 5 zu 9: Gleichge-
wichtskonzentration von 9 und Geschwindigkeitskonstanten pseudoerster Ordnung
in Abhdngigkeit von den Anfangskonzentrationen cy(2) und co(5) (DMF, 0.25 M
Diisopropylethylamin, 30 °C; Gegenionen: Pikrat, Tetramethylguanidinium).

co(2) co(5) o(9) Kons

0.025 0.025 M 0.015 M

0.075 m 0.025 M 0.022 M

0.05 m 0.05M 0.033 M 4.6x107% min~!
0.15m 0.05m 0.047 M 8.0x 107 *min™!
(K 2005 = kopsfCo(2)). Im Experiment mit ¢4(2) = ¢(5) = 0.05 M

ist die Phosphorylierung von 5 gegeniiber Phenylethanol dem-
nach um den Faktor 380000 schneller. Bei hoher Verdiinnung
wird der Grenzwert von k,,,. durch das Produkt K k, bestimmt.
Der maximale Beschleunigungsfaktor von 102, der sich im Fall
der Identitdt von k., und &, errechnen lieBe, ist jedoch zu hoch,
da k&, noch deutlich von der Anfangskonzentration des Alko-
hols 5 abhidngt™®. Ein Faktor von 10° bis 107 kann als realistisch
angesehen werden.

Wie bereits bei Verbindung 4 beobachtet!?"], hat der Aus-
tausch der heterocyclischen Kationen durch unsubstituierte
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Guanidinium-Gruppen (5 — 6) auch bei den dikationischen Al-
koholen einen deutlichen Verlust an Reaktivitit zur Folge. So
wurde fiir 6 nur noch ein Wert von k,,, =7.5(%£1)x 10~ * min ™!
gemessen (cq(6) = 0.05 M, ¢,(2) = 0.15 M, DMF, 0.25 M Diiso-
propylethylamin, 30 °C). Die Uberlegenheit der 2-Aminoimida-
zolinium-Ionen héingt wahrscheinlich mit ihrer im Vergleich zu
der von Guanidinium-Ionen erhéhten Aciditit zusammen, wie
potentiometrische Titrationen von 5 und 6 zeigen. Dies kénnte
die Reaktionsgeschwindigkeit auf zweifache Weise beeinflussen:
a) Im Additionsschritt durch eine bessere Stabilisierung des
Ubergangszustands infolge stirkerer Wasserstoffbriicken (oder
gar Protonierung?). b) Wihrend der Eliminierung durch die
erleichterte Protonierung der Abgangsgruppe.

Weiterhin scheinen Basenkonzentrationen von 0.25 M fiir eine
beginnende Deprotonierung der Kationen von 5 bereits auszu-
reichen. Dies ist NMR-spektroskopisch an leichten Signal-
verschiebungen zu erkennen. Eine Funktion der Heterocyclen
als generelle Base kann daher ebenfalls nicht ausgeschlossen
werden. N-phosphorylierte Zwischenstufen, Hauptprodukte
der Umsetzung mit Phosphorsiurebis(4-nitrophenyl)ester, sind
in den *'P-NMR-Spektren der Reaktionsgemische von 2 und 5
auch nicht in Spuren zu erkennen. Falls sie iberhaupt existieren,
milssen sie kurzlebig sein.

In Anbetracht der gespannten Struktur des Cyclophosphats 2
ist die Reversibilitdt seiner Umsetzung mit 5 erstaunlich. Als
Ursache kommt neben der héheren Sdurestirke der glycoli-
schen Hydroxygruppe auch ein strukturelles Problem in Frage.
Laut Molekilmodell ist im Komplex zwischen 2 und 5 eine
ideale Anordnung von Kationen und Anion (vier NH:--O-
Wasserstoftbriicken) bei giinstiger Orientierung des Nucleophils
mdglich. Die hydroxylierte Seitenkette ist jedoch so kurz, daB3
im Reaktionsprodukt 9 die Phosphorylgruppe aus der optima-
len Position herausgezogen wird: Eine thermodynamische De-
stabilisierung des Grundzustandes von 9 resultiert, so daB nur
energiereiche Substrate reagieren konnen ! 1. Um die mit Cyclo-
phosphat 2 erzielten enormen Beschleunigungseffekte auch bei
nichtaktivierten Phosphodiestern zu erreichen, wird die Opti-
mierung der Seitenketten-Struktur von 5 daher zu den wichtig-
sten MaBnahmen zihlen.

Experimentelles

4,5-Dihydro-1 H-imidazolinm-2-sulfonat 7 (vgl. [11]): 2.5 ¢ N, N'-Ethylenthioharn-
stoff (24.5 mmol) wurden in 30 mL Wasser suspendiert, mit 18 mg Natriummolyb-
dat-Dihydrat (0.075 mmol, 0.003 Aquiv.) versetzt und im Eisbad auf 0°C gekiihlt.
Zu der Suspension fropfte man sehr langsam (Temperatur < 5°C) 16.8 mL 15proz.
Wasserstoffperoxididsung (74 mmol, 3 Aquiv.). Nach der volistindigen Zugabe
entfernte man das Eisbad und erwdrmte langsam auf etwa 20°C. Nach weiteren
90 min wurde die Reaktionsmischung mit 50 mL Methanol versetzt und ca. 12 him
Kilhlschrank aufbewahrt. Aus der Losung kristallisierten 1.56 g (42%) 7. Schmp.
142°C, Zers. (Wasser/Methanol). '"H-NMR: (270 MHz, [D,JDMSO0): § = 3.86
(s, 4H, Ethylen-CH,), 10.38 (br.s, 2H, NH). C;H,N,0,S (150.16): ber. C 24.00,
H 4.03, N 18.66; gef. C 24.10, H 4.19, N 18.46.

5: 306 mg des BOC-geschiitzten Alkohols (0.77 mmol) wurden in 2 mL Methanol
geldst und mit 2 mL methanolischer Salzsdure versetzt. Nach 2 h engte man im
Vakuum ein und trocknete den farblosen Feststoff im Hochvakuum. Man I6ste den
Riickstand in 6 ml Methanol/Wasser/Triethylamin (1:1:1}, gab 255mg 7
(1.7 mmol, 2.2 Aquiv.) hinzu und riihrte ca. 12 h bei etwa 20 °C. Der Ansatz wurde
mit4 mL 1 M Natronlauge versetzt und zweimal mit CH,Cl, extrahiert. Die wiilrige
Phase engte man im Vakuum bis zur Hilfte ein, sduerte mit 2 M Salzsiure an
(pH 3-4) und engte vollstindig ein, Der getrocknete feste Riickstand wurde mit
5 mL Methanol ansgekocht und das abgekihite Gemisch filtriert. Dieser Vorgang
wurde noch zweimal wiederholt. Nun wurden die vereinigten Filtrate mit Wasser
versetzt, bis sich eine klare Losung bildete. AnschlieBend gab man 2 Aquiv. einer
methanolischen Pikrinsdnrelésung hinzu und versetzte bis zur Tritbung mit Wasser.
Das ausfallende Produkt wurde durch Erhitzen wieder gel6st. Beim Abkiihlen kri-
stallisierten 590 mg (97%) von 5 (Bispikrat). Schmp. 196 °C (Methanol/Wasser).
'"H-NMR (270 MHz, [D;JDMSO): § = 3.62 (s, 8H, Ethylen-CH,), 3.76 (m, 2H,
CH,), 3.89 (t, J = 4.4 Hz, 2H, CH,), 4.45 (d, J = 6.0 Hz, 4 H, benzyl. CH,), 5.28
(brs. 1H, OH), 7.23 (m, 3H, aromat. H), 7.45-8.45 (br.s, 4 H, Guanidin-H). 8.51
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(t. J = 6.0 Hz, 2H, Benzyl-NH), 8.60 (s, 4H, Pikrat-H). C,,H,,N,,0,, (790.62):
ber. C 42.54, H 3.82, N 21.26; gef. C 42.58, H 4.06, N 21.49.
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