ZUSCHRIFTEN

[1] J. D. Dunitz, X-Ray analysis and the Structure of Organic Molecules, Cornell
University Press, Ithaca, London, 1979, Teil 2; J. M. Lehn, Angew. Chem. 1990,
102, 1347 Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1990, 29, 1304; A.I. Kitaigorodsky,
Molecular Crystals and Molecules, Academic Press, New York, London, 1973,
Kap. 2.

[2] M. C. Etter, Acc. Chem. Res. 1990, 23,120; J. Phys. Chem. 1991, 95, 4601; J. A.
Zerkowski, G. M. Whitesides, J. Am. Chem. Soc. 1994, {16, 4298; S. Subrama-
nian, M. Zaworotko, Can. J. Chem. 1995, 73, 414; J. Bernstein, R. E. Davis, L.
Shimoni, N. L. Chang, Angew. Chem. 1995, 107, 1689; Angew. Chem. Int. Ed.
Engl. 1995, 34, 1555.

[3] G. R. Desiraju, Angew. Chem. 1995, 107, 2541; Angew. Chem. Int. Ed. Engl.
1995, 34, 2311.

4] O. Navon, J. Bernstein, Struct. Chem., eingereicht, zit. Lit.

[5] F H. Allen, S. Bellard, M. D. Brice, B. A. Cartwright, A. Doubleday, H. Higgs,
T. Hummlink, B. G. Hummlink-Peters, O. Kennard, W. D. S. Motherwell, J. R.
Rodgers, D. G. Watson, Acta Crystallogr. Sect. B1979, 35,2331 F. H. Allen, O.
Kennard, R. Taylor, Acc. Chem. Res. 1983, 16, 146.

[6] F. H. Allen, O. Kennard, D. G. Watson, L. Brammer, A. G. Orpen. R. Taylor,
J. Chem. Soc. Perkin Trans. 2 1987, S1.

[71 GAMESS: M. W. Schmidt, K. K. Baldridge, J. A. Boatz, S. T. Elbert, M. S.
Gordon, J. H. Jensen, S. Koseki, N. Matsunaga, K. A. Nguyen, S. Su, T. L.
Windus, M. Dupuis, J. A. Montgomery, J. Comput. Chem. 1993, 14, 1347.

Die Phenylacetyl-Gruppe — die erste
enzymatisch abspaltbare Aminoschutzgruppe in
Losung und an fester Phase **

Herbert Waldmann* und Armin Reidel

Ein zentrales Problem bei der chemischen Festphasensyn-
these von Oligodesoxynucleotiden ist das Schiitzen und Ent-
schiitzen der Nucleobasen.!'! So kann die Abspaltung der eta-
blierten Schutzgruppen unter stark basischen Bedingungen nur
unvolistindig!?' und begleitet von unerwiinschten Nebenreak-
tionen wie der Bildung von 2,6-Diaminopurinen aus 6-O-alky-
lierten Guaninresten verlaufen.!® Dariiber hinaus werden z. B.
fiir die Synthese komplexer und empfindlicher Nucleopeptide,*!
nichtradioaktiver DNA-Sonden,’® aminoacylmodifizierter
tRNAs!® und fiir die Herstellung festphasengebundener DNA-
Fragmente!”® neue Schutzgruppen bendétigt. Die Entwicklung
neuer Methoden, mit denen das selektive Schiitzen und Ent-
schiitzen der Aminogruppen von Nucleobasen unter alternati-
ven und milden Bedingungen in Ldsung und an fester Phase
gelingt, ist daher von besonderem Interesse fiir die Naturstoff-
synthese.I'-

Enzymatische Schutzgruppentechniken!®! haben ihre Lei-
stungsfahigkeit (vollkommen selektive Abspaltung unter milden
Bedingungen, z. B. bei pH =7 und Raumtemperatur) besonders
bei der Herstellung von multifunktionellen sdure- und basen-
labilen Peptidkonjugaten wie Lipo-,”°! Glyco-!'% "1 und Phos-
phopeptiden!! !+ 12! unter Beweis gestellt und koénnten auch fir
die Oligonucleotidchemie in Losung und an fester Phase vorteil-
hafte Alternativen zu etablierten klassisch-chemischen Metho-
den erdffnen. Wegen des groBen aktuellen Interesses an der
kombinatorischen Chemie!*® ist die erfolgreiche Entwicklung
enzymatischer Umsetzungen an fester Phase! * von allgemeiner
Bedeutung. Die Einflihrung von Biokatalysatoren, mit denen
das beschriebene, anspruchsvolle Problem erfolgreich geldst
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werden kann, wiirde das Methodenarsenal der kombinatori-
schen Chemie erheblich erweitern. Wir berichten hier tiber die
enzymlabile Phenylacetyl(PhAc)-Gruppe,!'*! die mit der Peni-
cillin-G-Acylase unter sehr milden Bedingungen (pH =7,
Raumtemperatur) aus Oligonucleotiden sowohl in Lsung als
auch an fester Phase abspaltbar ist.

In Schema 1 ist die Synthese der selektiv geschiitzten Phos-
phoramidit-Bausteine 6 dargestellt, die fiir die Festphasensyn-
these PhAc-maskierter Oligonucleotide bendtigt werden. Die
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Schema 1. Synthese der PhAc-geschiitzten Nucleosidphosphoramidite 6; a) Trime-
thylsilylchlorid (TMSCI, 5 Aquiv.), Py, RT, 30 min; b) PhCH,C(O)Cl (1.5 Aquiv.),
N-Hydroxybenzotriazol (HOBt, 1.5 Aquiv.), CH;CN/Py 2/1,0°C — RT; Ausbeu-
ten: 2a 71, 2b 51, 2¢ 63%; b) 1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diylchlorid
(TIPDSCI, 1.1 Aquiv.), Py, RT; Ausbeuten: 3a 96, 3b 95, 3¢ 97%; c) (PhAc),0
4 Aquiv.), Py, 120°C, 30 min; Ausbeuten: 4a 87. 4b 77, 4¢ 85%; d) (nBu)},NF
(5 Aquiv.), THE, RT, 1 h; Ausbeuten: 2a 60, 2b 88, 2¢ 86 % ; ¢) 4,4'-Dimethoxytri-
phenylmethylchlorid (DMTrCl, 1.4 Aquiv.), 4-Dimethylaminopyridin (DMAP,
kat.), Py, RT, 3-5h; Ausbeuten: 5a 83, 5b 82. 5¢ 81%; ) NC(CH,),-
OP(CI)N(iPr), (2 Aquiv.), (iPr),NEt (3 Aquiv.), THF, RT, 20 min; Ausbeuten: 6a
90, 6b 80, 6¢ 55% ; Py = Pyridin, RT = Raumtemperatur, B = Adenin (a), Guanin
(b), Cytosin (c).

ungeschiitzten 2'-Desoxynucleoside 1 konnten einerseits di-
rekt!'®) durch simultane O- und N-Silylierung und nachfol-
gende Umsetzung der silylierten Nucleoside mit Phenylacetyl-
chlorid und N-Hydroxybenzotriazol (HOBt) in Ausbeuten von
51 bis 71 % N-acyliert werden. Alternativ wurden die OH-Grup-
pen von la-¢ gleichzeitig mit der TIPDS-Gruppe maskiert!*”
und die in 95 bis 97% Ausbeute erhaltenen TIPDS-Ether 3
durch N-Acylierung mit Phenylessigsdureanhydrid in die Amide
4 iberfiihrt, die nach Desilylierung die gewiinschten N-ge-
schiitzten Nucleoside 2 ergaben. Nach Maskierung der prima-
ren OH-Gruppe in 2a-c als DMTr-Ether durch Alkylierung mit
DMTrCl in Gegenwart von DMAP wurden die sekundéren
OH-Gruppen mit Chloro(f-cyanoethoxy)-N,N-diisopropyl-
aminophosphan zu den gewlinschten Phosphoramiditen 6 um-
gesetzt. Diese wurden mit kaltem Hexan ausgefillt und ohne
weitere Reinigung fiir die Festphasensynthese der Oligonucleo-
tide 7-11 eingesetzt (Tabelle 1).118

Um zu priifen, ob die PhAc-Gruppe enzymatisch unter mil-
den Bedingungen aus Oligonucleotiden abspaltbar ist, wurde
das Pentanucleotid 8 mit konzentriertem Ammoniak von der
festen Phase abgelost; gleichzeitig wurden die Internucleotid-
bindungen entschiitzt. Das so erhaltene PhAc-geschiitzte Inter-
mediat wurde 2 h mit Penicillin-G-Acylase bei Raumtemperatur
inkubiert (Schema 2), das entschiitzte Oligonucleotid durch
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Tabelle 1. Ausbeuten der Oligonucleotide 7-11 in der Festphasensynthese [a].

Pentanucleotid d(5-AAA AT-3) 7(77)
d(5'-GGG GT-3) 8 (935)
d(5-CCC CT-3) 9 (91)
Dodecanucleotid d(5-AAT TCC GGA ATT-3) 10 (86)

Hexadecanucieotid d(5-GTC ATA GCT GTT TCCT-3) 11 (95)

[a] Alle A-, G- und C-Basen sind PhAc-geschiitzt; in Klammern sind die durch-
schnittlichen Kupplungsausbeuten (in %) angegeben.
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Schema 2. Penicillin-G-Acylase-katalysierte Abspaltung der PhAc-Gruppe aus den
Oligonucleotiden 8 und 11 in Losung; a) konz. NH; (8: RT, 45 min; 11: 10°C,
10 min); b) Penicillin-G-Acylase, pH =7, RT, 2 h; ¢) Phosphodiesterase aus Croia-
lus duriscus, alkalische Phosphatase aus E. coli, Tris(hydroxymethyl)amino-
methan(TRIS)-Puffer, MgCl,, 37 °C, 12 h; die Kugeln stellen controlled pore glass
(CPG) dar.

sukzessive Umsetzung mit Phosphodiesterase aus Crotalus du-
riscus und alkalischer Phosphatase aus E. coli abgebaut und das
resultierende Nucleosidgemisch durch HPLC analysiert (Siule:
Spherisorb ODSII RP18, 250 x 4 mm, 5 um; Methanol/Wasser
30/70 (v/v), FluBrate: 0.6 mL min~!; Detektion bei 260 nm).
Parallel dazu wurde eine Probe von 8 dem gleichen Verfahren,
jedoch ohne Entschiitzen der Nucleobasen mit Penicillin-G-
Acylase, unterworfen.[*®! Wihrend fiir 8 nach der Penicillin-G-
Acylase-katalysierten Umsetzung nur dG (Retentionszeit R, =
4.75min) und T (R, = 5.01 min) aber kein PhAc-geschiitztes
Nucleosid chromatographisch detektiert werden konnte, ent-
standen ohne enzymatisches Entschiitzen phenylacetyliertes dG
(R, = 56.07 min) und T. Somit wurden durch die Penicillin-G-
Acylase quantitativ alle fiinf PhAc-Schutzgruppen in 8 entfernt.

Um zu priifen, ob Penicillin-G-Acylase auch aus gr6Beren
Nucleotiden alle PhAc-Gruppen abspalten kann, wurde das He-
xadecanucleotid 11 durch zehnminiitige Umsetzung mit Ammo-
niak bei Raumtemperatur vom Glastriger abgespalten und
dann enzymatisch entschiitzt. Das Ergebnis der biokatalysierten
Umsetzung wurde wie beschrieben durch enzymatischen Abbau
und HPLC-Analyse sowie durch Vergleich mit den Befunden fiir
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eine Referenzprobe ermittelt, bei der die PhAc-Gruppen nicht
mit Penicillin-G-Acylase abgespalten wurden. Nach Acylase-
katalysierter Umsetzung von 11 konnten nur die vollstindig
entschiitzten Desoxynucleoside dA, dG, dC und T nachge-
wiesen werden, wihrend das Kontrollexperiment die entspre-
chenden PhAc-geschiitzten Nucleoside lieferte. Folglich wurden
in der biokatalysierten Reaktion alle neun im Hexadecanucleo-
tid 11 vorhandenen Aminoschutzgruppen entfernt. Fiir 7,9 und
10 wurden analoge Resultate erhalten. Die PhAc-Gruppe kann
somit vorteilhaft zur Synthese und Demaskierung von Oligo-
nucleotiden unter milden Bedingungen eingesetzt werden. Ihre
enzymatische Abspaltung ist eine leistungsfihige Alternative
zum klassisch-chemischen Entschiitzen der Nucleobasen durch
mehrstiindiges Erhitzen mit konzentriertem Ammoniak.

Wir haben dariiber hinaus gepriift, ob Penicillin-G-Acylase
die Aminoschutzgruppen von einem festphasengebundenen Oli-
gonucleotid ablésen kann. Dafiir wurde an CPG-Kiigelchen
gebundenes 8 zunichst mit dem Enzym umgesetzt und so in das
immobilisierte, aber entschitzte Pentanucleotid 12 tiberfihrt
(Schema 3). Das Oligonucleotid wurde gewaschen, mit konzen-
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Schema 3. Penicillin-G-Acylase-katalysierte Abspaltung der PhAc-Gruppe aus
dem Oligonucleotid 8 am festen Trager; a) Penicillin-G-Acylase, pH =7, RT, 72 h;
b) konz. NH;, RT, 45 min; ¢) Phosphodiesterase aus Crotalus duriscus, alkalische
Phosphatase aus E. coli, TRIS-Puffer, MgCl,, 37°C, 12 h; die Kugeln stellen
controlled pore glass dar.

triertem Ammoniak von der festen Phase abgelost und wie be-
schrieben durch enzymatischen Abbau und HPLC analysiert.
Ahnlich wie beim enzymatischen Entschiitzen von 8 in Lésung
ergab die HPLC-Analyse, dal nur entschiitztes dG und T gebil-
det worden waren. Penicillin-G-Acylase ist also sowohl bei gelo-
sten als auch bei an geeignete feste Phasen gebundenen, PhAc-
geschiitzten Oligonucleotiden katalytisch aktiv.

Das sehr stabile, leicht verfiigbare Enzym mit seiner brei-
ten Substrattoleranz akzeptiert, z. B. Ester und Amide chiraler
Alkohole und Amine, »- und fB-Aminosiduren, Aminophos-
phonsduren sowie f-Lactame als Substrate.[2?! Daher ist die-
ses Ergebnis nicht nur fiir die Oligonucleotidsynthese im be-
sonderen, sondern auch fiir die Festphasenchemic im allge-
meinen von groflem Interesse. So konnte ein neuer, vorteil-
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hafter Weg zur Entwicklung enzymatischer Umsetzungen fiir
die Festphasen- und die kombinatorische Chemie erdffnet
werden.

Eingegangen am 13. September 1996 [Z9550]
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Uber die Reaktion primirer und sekundirer
Amine mit LiAlH, und Na(AIHEt;)**
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1988 berichteten N&th et al. iiber die Reaktion sekundérer
aliphatischer Amine mit LiAlH,.'"! Stalke etal. gelang es
1992, die Zwischenprodukte [(Me,Si),NAIH,Li(Et,0),], und
[{(Me,Si),N},AIH,Li(Et,0),] zu isolieren.!*] Entsprechende
Untersuchungen mit priméren aromatischen Aminen sowie mit
Natriumorganoaluminiumhydriden liegen bisher nicht vor. Re-
aktionen mit LiAlIH, werden seit fast fliinfzig Jahren intensiv
genutzt.®* Wihrend des letzten Jahrzehnts wurden auch Or-
ganoaluminiumhydride als Reduktionsmittel verstdrkt einge-
setzt, weil man mit ihnen sicher und leichter umgehen kann.[5!

Mit dem Ziel, eine Zwischenstufe der Reaktion von LiAIH,
mit einem primiren Amin zu isolieren, wurde LiAIH, in THF
mit 2,6-Diisopropylanilin (DippNH,) 1 im Molverhéltnis 1:2
und 2:5 versetzt. Unter Wasserstoffeliminierung entstanden die
Verbindungen 2 bzw. 3.

I‘Dipp
NH  Li(thf)s
th... H_ | /
T L~ A—H
4DippNH2+2LiAIH4—Tb H | 'h
-5H,
1 Dipp” jt‘\l/ “Dipp
H N
|
Dipp
2
H Di
\ Diep
N
| H
H/A'\N//Dlpp
THF/Toluol \
51+ 2 LiAIH, i thf--—Li,  DippN Li~th
6 H,
N H
Dipp// \T‘I/
N
SN
Dipp H
3

Verbindung 2! enthilt als zentrale Einheit einen sechsgliedri-
gen ALLHLIN,-Ring, wobei ein N-Atom zu einem zweifach de-
protonierten, u,-verbriickenden Diisopropylanilinmolekiil ge-
hort (Abb. 1). Das Aluminiumatom Al(1) trdgt neben einem
endstandigen DippNH-Liganden zwei zusitzlich Lithiumatome
koordinierende Wasserstoffatome (H(1) und H(2)). Zwei Dipp-
NH-Liganden und ein endstindiges Wasserstoffatom (H(3))
vervollstandigen die Koordinationssphire von Al(2). Zusétzlich
sind ein THF-Molekil an Li(1) und drei THF-Molekiile an
Li(2) gebunden. Al(1) ist stark verzerrt tetraedrisch umgeben
(Bindungswinkel von 102.1 bis 119.4°). Bei Al(2) ist die Verzer-
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