ZUSCHRIFTEN

1 Hz, 4H, "CH), 4.11 (s, 8H, ‘CH,), 5.64 (t,°J =1 Hz, 2H, °CH), 7.05-7.30
(m, 20H, *C¢Hjy), 8.20-8.31 (m, 8 H, 'CH), 9.52-9.62 (m, 8H, "CH); UV/
Vis (Toluol): A.(¢) =678 nm (250000); MS (FAB): m/z: 1178 [M*].

2: Ausbeute 46%; Schmp. 168°C (Toluol/Diethylether); T,: 124°C;
Elementaranalyse: ber. fiir Cj3H;4,0,,NgSi: C 76.98, H 5.07, N 5.52; gef.:
C 76.60, H 4.82, N, 5.62; 'H-NMR (500 MHz, CDCl;, 60°C): 6 = —0.69 (s,
4H, *CH,), 3.54 (d, 3/ =1 Hz, 4H, "CH), 4.02 (s, 8H, ‘CH,), 4.96 (s, 16H,
¢CH,), 5.64 (t, ’J=1Hz, 2H, °CH), 6.32 (d, /=1 Hz, 8H, °CH), 6.46 (t,
3J=1Hz, 4H, ‘CH), 720-7.32 (m, 40H, *C,H;), 8.12-8.14 (m, 8 H, 'CH),
9.49-9.52 (m, 8H, ™CH); UV/Vis (Toluol): 4, (¢) =680 nm (250000); MS
(FAB): m/z: 2028 [M~].

3: Ausbeute 54%; T,: 110°C; Elementaranalyse: ber. fiir C,y,H;9303)N;Si:
C 78.00, H 5.36, N 3.00; gef. C 78.06, H 5.55, N 2.93; 'H-NMR (500 MHz,
CDCl;, 60°C): 6 =—0.71 (s, 4H, *CH,), 3.50 (d, 3/ =1 Hz, 4H, "CH), 3.97
(s, 8H, 9CH,), 4.87-5.00 (m, 48H, ¢CH,, ICH,), 5.65 (t, /=1Hz, 2H,
°CH), 6.30 (d, 8H, °*CH), 6.44 (t,%/ =1 Hz,4H, 'CH), 6.54 (t,3/=1 Hz, 8H,
iCH), 6.65 (d, 3J =1 Hz, 16 H, "CH), 7.24-7.38 (m, 80H, *C,Hj;), 8.12-8.14
(m,8H,'CH), 9.49-9.52 (m, 8H, ™"CH); UV/Vis (Toluol): 4,,,, (¢) = 680 nm
(250000), MS (FAB): m/z: 3726 [M*].

Kristallstrukturanalyse von 2 (C,3,H;(,NgO,Si): M,=2028.37, griine Pris-
men (0.07 x 0.3 x 0.4 mm); triklin, Raumgruppe P1 (Nr.2), a=14.079(3),
b=16.291(5), c=12.7103) A, a =103.62(2), $=109.30(2), y =71.83(2)°;
V=2585(1) A3 Z=1; pper. =1303 gem3; £ =0.9 cm™!; Rigaku-AFC5R-
Diffraktometer, monochromatische Moy,-Strahlung (4 =0.71069 A),
20°C, w —26-Scanmodus; 26,,,=50.1°; 9709 gemessene Reflexe; 9175
unabhingig (R;,, = 0.102); Verfeinerung mit 691 Parametern; 4023 Reflexe
einbezogen; Lorentz-, Polarisations-, Absorptionskorrektur (Trans-
missionsfaktoren =0.9331-1.0000; x=0.9 cm™'); empirische Korrektur
auf der Basis von 4.5% Intensitidtsabnahme von drei Standardreflexen,
Strukturlosung mit Direkten Methoden (SHELXS86), Erweiterung durch
Fouriertechniken (DIRDIF94); anisotrope Verfeinerung der Nicht-H-
Atome, H-Atome auf idealisierten Lagen einbezogen, aber nicht verfei-
nert; Verfeinerung nach Vollmatrixverfahren der kleinsten Fehlerquadrate
auf der Basis von 4023 beobachteten Reflexen (I>2.500()) und 691
variablen Parametern; R=0.067; R,=0.052; die Peakmaxima und
-minima der endgiiltigen Fourierdarstellung entsprachen 0.29 bzw.
—0.24 ¢ A3 Die kristallographischen Daten (ohne Strukturfaktoren) der
in dieser Veroffentlichung beschrieben Struktur wurden als ,,supplemen-
tary publication no. CCDC-100742% beim Cambridge Crystallographic
Data Centre hinterlegt. Kopien der Daten konnen kostenlos bei folgender
Adresse in Grof3britannien angefordert werden: CCDC, 12 Union Road,
Cambridge CB21EZ (Fax: (+44)1223-336-033; E-mail: deposit@ccdc.
cam.ac.uk).
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Eine enzymlabile Ankergruppe fiir organische
Synthesen an polymeren Trigern**

Bernd Sauerbrei, Volker Jungmann und
Herbert Waldmann*

Die kombinatorische Chemie hat sich als neue, wertvolle
Methode fiir die rasche Auffindung und Weiterentwicklung
von Verbindungen mit einem vorgegebenen Eigenschafts-
profil besonders fiir die Wirkstofforschung, aber auch fiir die
asymmetrische Katalyse erwiesen.! In der iiberwiegenden
Zahl der Fille werden kombinatorische Synthesen an poly-
meren Tragern durchgefiihrt. Nach erfolgreicher Herstellung
der gewiinschten Verbindungen miissen diese selektiv und
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ohne Angriff auf das aufgebaute Molekiilgeriist durch Spalten
einer geeigneten Ankergruppe (Linker) von den Trigerma-
terialien abgelost werden. Angesichts der Vielzahl unter-
schiedlicher, durch kombinatorische Synthese zuginglicher
Verbindungsklassen und deren naturgeméf sehr stark variie-
renden Stabilitdt unter den Bedingungen der Abspaltung
kommt der Entwicklung von breit einsetzbaren Linkern, die
eine selektive Ablosung der Syntheseprodukte vom poly-
meren Trager unter sehr milden Bedingungen (moglichst bei
pH 7 und Raumtemperatur) ermdglichen, groe Bedeutung
zu. Biokatalysierte Umsetzungen haben in vielen Fillen
vorteilhafte Alternativen zu klassisch-chemischen Verfahren
eroffnet, da enzymatische Reaktionen oft sehr schonend und
mit ausgesprochener Chemo-, Regio- und Stereoselektivitét
ablaufen.’l Die Verwendung enzymlabiler Ankergruppen
konnte daher neue Moglichkeiten fiir die kombinatorische
Chemie und die Festphasensynthese eroffnen. Ein breit
einsetzbarer enzymlabiler Linker ist bislang jedoch noch
nicht entwickelt worden.’l Wir berichten hier iiber den
Einsatz der 4-Acyloxy-3-carboxybenzyl-Gruppe als enzymla-
bilen Linker fiir die Festphasensynthese. Die Ablosung der an
dieser Ankergruppe aufgebauten Verbindungen gelingt unter
milden Bedingungen durch enzyminitiierte Fragmentierung.

Beim Entwurf eines enzymlabilen Linkers haben wir auf
unsere Erfahrung bei der Entwicklung enzymatisch abspalt-
barer Schutzgruppen zuriickgegriffen.!. Die Ankergruppe
wurde daher so konstruiert, daB3 sie a) eine funktionelle
Gruppe enthilt, die der Biokatalysator erkennt und angreift,
daB b) nach Spaltung der enzymlabilen Bindung ein Inter-
mediat entsteht, das eine spontane Fragmentierung unter
Freisetzung der gewiinschten Verbindung eingeht,’) und daf3
¢) eine weitere funktionelle Gruppe fiir die Ankniipfung des
Linkers an die feste Phase vorhanden ist. In Schema 1 ist die
Verwirklichung dieses Prinzips gezeigt. Der Linker wird tiber
eine Carboxygruppe als Amid an die feste Phase gekniipft
(—1). Er enthilt eine Acylgruppe, z. B. eine Acetylgruppe, die
von Lipasen oder Esterasen gespalten werden kann. Dabei
wird ein Phenolation gebildet (—2), das unter Freisetzung der
gewiinschten, z.B. durch kombinatorische Synthese aufge-
bauten Verbindung 4 zu einem Chinonmethid 3 fragmentiert,
welches an die feste Phase gebunden bleibt und dort von
Wasser oder einem anderen Nucleophil abgefangen wird. Auf
diese Weise konnen z.B. Amine (Ankniipfung als Urethan),
Alkohole (Ankniipfung als Carbonat) und Carbonsduren
(Ankntipfung als Ester) vom polymeren Triager abgelost
werden. Die Substratspezifitit des Enzyms gewdhrleistet
dabei, daB nur die Estergruppe des Linkers gespalten wird,
und die schonenden Bedingungen, unter denen die biokata-
lysierten Reaktionen ablaufen, garantieren, dafl die an der
festen Phase aufgebauten Verbindungen bei dieser Abspal-
tung nicht reagieren. Der Linker ist dariiber hinaus so
aufgebaut, daB3 der variable Teil der Substrate rdumlich weit
von der Stelle entfernt ist, an der der Biokatalysator angreift.
Dadurch wird gewdhrleistet, dal die Substrattoleranz des
Enzyms bei der Ablosung nicht durch elektronische oder
sterische Wechselwirkungen mit den durch kombinatorische
Synthese erhaltenen Substraten eingeschréankt wird.

Fiir die Synthese des Linkerbausteins wurde 5-Methylsali-
cylsdure 5§ zundchst O-acetyliert, dann durch Bromierung der
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Schema 1. Anwendungsprinzip der enzymlabilen 4-Acyloxybenzyloxy-
Ankergruppe. Die feste Triagerphase ist durch eine Kugel symbolisiert,
die durch kombinatorische Synthese aufgebauten Zielverbindungen sind
schematisch dargestellt (Rechtecke, Kreise, Stébe, Ellipsen).

Methylgruppe mit N-Bromsuccinimid (NBS) in das Benzyl-
bromid tiberfiihrt und dieses schlieBlich durch Behandeln mit
AgNO;-Losung zum Benzylalkohol 6 hydrolysiert (Sche-
ma 2).

Als polymerer Trager fiir die nachfolgenden Umsetzungen
an fester Phase wurde TentaGelS-NH, gewihlt, ein Poly-
styrolharz, auf das terminal NH,-funktionalisierte Oligoethy-
lenglycol-Einheiten aufgepfropft wurden.”! Die polare Ober-
flache dieser Matrix und ihre Eigenschaft, in wiaBriger Losung
gut solvatisiert zu werden, bieten giinstige Voraussetzungen
fiir die enzymatische Spaltung des Linkers. Nach der Aktivie-
rung mit DIC wurde 6 iiber die Carboxyfunktion an das
Polymer gekuppelt und die benzylische Alkoholgruppe dann
mit Phosgen unter Bildung des Chlorameisensdureesters 7
umgesetzt. Damit liegt der Linker in aktivierter Form vor, an
die eine breite Palette z.B. von Aminen und Alkoholen
angekniipft werden kann. Carbonsduren konnen bereits mit
dem entsprechenden polymerfixierten Benzylalkohol 9 kon-
densiert werden (siehe Schema 3). Um die besten Bedingun-
gen fiir die enzyminduzierte Fragmentierung der Ankergrup-
pe zu bestimmen, wurde als Modellverbindung Leucin-tert-
butylester an 7 unter Bildung des Urethans 871 angekniipft
(Schema 2). Fiir die enzyminitiierte Fragmentierung des
Linkers wurden mehrere kommerziell erhiltliche Lipasen
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Schema 2. Synthese der Ankergruppe 6 und deren Ankniipfung an den
polymeren Triger TentaGel-S-NH,. AIBN =2,2'-Azobisisobutyronitril,
DIC = Diisopropylcarbodiimid, Leu = Leucin.

und Esterasen gepriift. Die weitaus besten Resultate konnten
dabei mit der Lipase RB001-05 (Recombinant Biocatalysis,
Diversa, San Diego, USA) erzielt werden. Dieser Biokataly-
sator spaltet den Leucin-tert-butylester bei pH 5.8 und 40°C
in 0.05M pB-Morpholinoethansulfonsiure(MES)-Puffer/
Methanol (60/40), d.h. unter sehr milden Bedingungen ab.
Der Aminosédureester wurde in 73 % Ausbeute isoliert. Auch
die Lipase aus Mucor miehei vermag diese Reaktion unter
dhnlich schonenden Bedingungen (0.1m NaH,PO,-Puffer,
pH 6, 37°C) zu katalysieren, das Produkt wurde jedoch in
niedrigerer Ausbeute (50 %) erhalten.

Die Anwendbarkeit der neuen enzymlabilen Ankergruppe
in mehrstufigen Umsetzungen an der Festphase, die z. B. fiir
den Aufbau von Bibliotheken bei der Wirkstofforschung
relevant sind, wurde durch die Synthese von Tetrahydro-f-
carbolinen durch Pictet-Spengler-Reaktion!® und deren en-
zymvermittelte Ablosung belegt (Schema 3). Dafiir wurde die
benzylische OH-Gruppe des an TentaGel S-NH, gebundenen
Linkers 9 zunichst mit Boc-L-Tryptophan verestert und die
Boc-Gruppe dann durch Behandeln mit Trifluoressigsdure
abgespalten. Das an den Trdger gebundene Tryptophan 10
wurde dann in Gegenwart von Molekularsieb bei 50 °C mit
aliphatischen und aromatischen Aldehyden zu den Iminen 11
kondensiert, die unter den Reaktionsbedingungen sofort zu
den Tetrahydro-f-carbolinen 12 cyclisieren. Diese heterocy-
clischen Amine entstanden dabei, ausgehend von 9, in
55-85% Ausbeute.! Auch die Ablosung der Pictet-Speng-
ler-Addukte vom polymeren Triger gelang durch lipaseini-
tilerte Fragmentierung der Ankergruppe unter sehr milden
Bedingungen. Beim Behandeln von 12 mit der Lipase RB 001-
05 bei pH 5.8 in einem MES-Puffer/Methanol-Gemisch (60/
40) griff das Enzym selektiv das in den Linker inkorporierte
Acetat an und iiberfiihrte es in das zugehorige Phenolat
(—13), das dann spontan fragmentierte. Durch diese enzym-
vermittelte Spaltung der Ankergruppe wurden die gewiinsch-
ten Tetrahydro-f-carboline 14 in 70-80% Ausbeute frei-
gesetzt.'l Der Befund, daB3 die Fragmentierung des Linkers
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Schema 3. Festphasensynthese von Tetrahydro-f-carbolinen und deren
nachfolgende Ablosung (—14) durch enzyminitiierte Fragmentierung der
Ankergruppe. Boc =tert-Butoxycarbonyl, Trp =Tryptophan, DMAP =4-
Dimethylaminopyridin.

bereits bei pH 5.8 eintritt, ist nicht selbstverstandlich, da bei
der nichtenzymatischen Spaltung von 4-Acyloxybenzyloxy-
Gruppen der pH-Wert auf mindestens 10—11 angehoben
werden muf3, um das entsprechende Phenol zu deprotonieren
und damit seine Umwandlung in das Chinonmethid ein-
zuleiten.l'> 11l Eine aktive Beteiligung des Enzyms an der
Fragmentierung, z. B. durch basische Aminosédureseitenketten
im aktiven Zentrum oder in dessen Nihe, ist daher sehr
wahrscheinlich.

Als weiteres Beispiel, mit dem die breite Einsetzbarkeit der
enzymlabilen Ankergruppe unter Beweis gestellt werden
sollte, wurde der polymergebundene Chlorameisensdureester
7 mit dem sehr sidurelabilen 5-O-Dimethoxytrityl(DMTr)-
geschiitzten Thymidin verkniipft (NaH, THF). Durch Behan-
deln des dabei gebildeten immobilisierten Nucleosids 15
(Schema 4) mit der Lipase RB001-05 bei pH 6.5 konnte die
Fragmentierung des Linkers auch hier ausgel6st werden, und
das DMTr-geschiitzte Thymidin 16 wurde unter schonenden
Bedingungen von der Festphase abgespalten.

Die vorgestellten Ergebnisse belegen, daf3 der 4-Acetyl-
oxybenzyloxy-Anker die biokatalysierte Ablosung von Ami-
nen (wie Leucin-fert-butylester), Carbonsduren (wie den
Tetrahydro-S-carbolinen 14) und Alkoholen (wie dem ge-
schiitzten Nucleosid 16) vom polymeren Triger unter sehr
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Schema 4. Ablésung von DMTr-geschiitztem Thymidin vom polymeren
Trager durch enzyminitiierte Fragmentierung der Ankergruppe.

milden Bedingungen (pH 6-7, Raumtemperatur) und mit
vollstandiger Selektivitidt ermdoglicht. Diese Befunde sind
nicht nur fiir die kombinatorische Chemie von Bedeutung, sie
legen dariiber hinaus nahe, dal Enzyme auch generell
wertvolle Reagentien fiir Umsetzungen an festen Phasen sein
koénnen.[2]

Eingegangen am 12. November 1997 [Z11151]
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Totalsynthese von Spirotryprostatin A**
Scott D. Edmondson und Samuel J. Danishefsky*

Immer mehr formal aus L-Tryptophan abgeleitete Alka-
loide, die einen Pyrrolring in Verbindung mit einem Diketo-
piperazinsystem enthalten, wirken als Modulatoren des
Zellcyclus.'! Unsere Gruppe beschiftigt sich besonders mit
Mitgliedern dieser Klasse, die zusitzlich noch einen 3-
Methylbut-2-enyl- oder einen 2-Methylprop-1-enyl-Rest ent-
halten. Als Auftakt zu multidisziplindren Untersuchungen
tiber Struktur-Wirkungs-Beziehungen (SAR) und Wirkme-
chanismen widmen wir uns der Totalsynthese dieser Verbin-
dungen. Bisher beschrieben wir die Totalsynthesen von
Amauramin, den Ardeeminen, Gypsetin und Tryprostatin B.[2
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