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Synthese des ersten Biokonjugats aus einem
chelatisierenden Bisphosphan und einem
Peptid ausgehend von einem neuartigen
funktionalisierten Phosphor@-hydrid-
Synthon**

Hariprasad Gali, Srinivasa R. Karra,
V. Sreenivasa Reddy und Kattesh V. Katti*

Professor S. S. Krishnamurthy zum 60. Geburtstag gewidmet

Der Einbau von Metall-chelatisierenden Einheiten in
Peptidriickgrate (und in verwandte Biomolekiile) ist ein
Forschungsgebiet, das wegen seiner moglichen Anwendungen
bei der Katalyse!! und in der Biomedizin® groBes Interesse
findet. Unter den verschiedenen zur Verfiigung stehenden
Liganden sind die Phosphane besonders geeignet, da sie mit
Ubergangsmetallen vielseitige Koordinationsverbindungen
bilden konnen.’! Kniipft man sie an Peptide, so kénnten
deren Sekundédr- und Tertidrstrukturen spéter helfen, die
Reaktivitit der phosphangebundenen Ubergangsmetalle zu
steuern. Insbesondere konnten die Chiralitdt und andere
wichtige stereochemischen Eigenschaften der Biomolekiile
(wie Peptide und Proteine) auf die Ubergangsmetalle iiber-
tragen werden, wenn an die Peptide chelatisierende Einheiten
gekniipft werden, die in der Lage sind, Ubergangsmetalle zu
koordinieren.*! Dieser Ansatz, katalytisch aktive Ubergangs-
metalle mit chiralen Biomolekiilen zu verkniipfen, ist ein
direkter Zugang zu chiralen Verbindungen, die Anwendung
in der enantioselektiven Katalyse finden konnten. Der
Einbau von Phosphanen in Peptide (und Proteine) wird auch
dabei helfen, Metallbindungsstellen zu entwickeln, die kon-
formative Stabilitdt, Biospezifitit sowie erhohte enzymati-
sche Aktivitit bewirken konnten.P!

Die Biokonjugation cytotoxischer Ubergangsmetalle an
rezeptoraktive Peptide konnte sogar effektive Vehikel liefern,
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mit denen man iiber rezeptorvermittelte Wechselwirkungen
mit Agonisten oder Antagonisten cytotoxische Verbindungen
gezielt in Tumore einbringen kann.l! In diesem Zusammen-
hang sind Peptide (oder an Rezeptoren bindende Biomole-
kiile), die Phosphansubstituenten enthalten, fiir das Design
und die Entwicklung tumorspezifischer Radiopharmaka
wichtig.’®1 Trotz der bedeutenden katalytischen und bio-
medizinischen Anwendungen, die durch solche Peptide (und
Proteine) offenstiinden, stecken die Synthesemethoden zur
Herstellung solcher Biokonjugate noch in den Kinderschu-
hen. Die elegante Arbeit von Gilbertson und Mitarbeitern
iiber den Einbau von Aryl- und Cyclohexylphosphanen in
bestimmte Peptide lieferte entscheidende Impulse in diesem
Bereich, in dem die chemische und biomedizinische Wissen-
schaft eine Bliitezeit erleben konnte.)

Im Rahmen unserer Untersuchungen zur Entwicklung
funktionalisierter Phosphane fiir Anwendungen in Biomedi-
zin und Katalysel' haben wir kiirzlich eine neuartige
Strategie entwickelt, die es uns ermdglicht, unter milden
Bedingungen Bisphosphane mit Heteroatomen und chelati-
sierenden Gruppen direkt in Peptidriickgrate einzubauen.
Dabei entstanden die ersten Biomolekiile, die mit hydrophi-
len chelatisierenden Phosphaneinheiten funktionalisiert sind.
Hier berichten wir tiber die Verwendung von 3-Brompropyl-
phosphan 1 zur Synthese eines funktionalisierten, wasser-
16slichen Phosphans, das auf dem Dithiobisphosphan-Grund-
geriist (P,S,) von 6,8-Bis[ (3-phosphanylpropyl)thio]octansidu-
re 2 basiert. Wir zeigen auch, da3 die COOH-Gruppe von 2
effizient an Peptide gebunden werden kann, wobei die
Phosphaneinheiten erhalten bleiben.

Schema 1 zeigt unseren Ansatz zur Synthese des Liganden-
geriists von 2. Er beinhaltet die Verwendung von 1 als
Schliisselsynthon, das wir vor kurzem bei der Reduktion von
Diethyl-3-brompropylphosphonat mit AIHCL!" erhielten.
Die Reaktion von 1 mit dem Dianion von D,L-6,8-Thioctsédure
(D,L-a-Liponsiure) lieferte das COOH-funktionalisierte P,S,-
Geriist 2. Das protonengekoppelte 3¥P-NMR-Spektrum von 2
wies zwei iiberlagerte Tripletts auf ("Jpy=193.2 Hz), die das
Vorhandensein zweier unterschiedlicher Phosphanylgruppen
bestiitigen. Das thermisch stabile P!-Hydrid 2 wurde dann
mit 37proz. Formaldehydlosung in Ethanol formyliert, wobei
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Schema 1. a) NaBH, (3.0 Aquiv.), H,O, EtOH, 25°C, 5h; b) P(OEt);
(0.2 Aquiv.), 2, 1 h; ¢) LiAIH, (1.5 Aquiv.), AICI, (4.6 Aquiv.), Tetraglyme,
0—25°C, 12 h; d) NaH (4.1 Aquiv.), THE, 2, 12 h; ¢) HCHO (4.0 Aquiv.),
EtOH, 25°C, 15 min.
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das entsprechende wasserlosliche Phosphan 3 in einer Aus-
beute von mehr als 95 % entstand (Schema 1). 2 und 3 wurden
'H-, 3C- und 3'P-NMR-spektroskopisch sowie durch HR-
FAB-Massenspektrometrie charakterisiert.

Es ist schwierig, ein Molekiil zu synthetisieren, das gleich-
zeitig Phosphanyl- und Carboxygruppen trégt, da unter den
Reaktionsbedingungen, unter denen P(O)(OEt),-Gruppen zu
PH,-Gruppen reduziert werden, auch COOH-Gruppen redu-
ziert werden konnen. Daher kann 1 als vielseitig verwendba-
res Synthon genutzt werden, um Verbindungen herzustellen,
in denen eine funktionelle Gruppe, die gegeniiber Reduktion
empfindlich ist (z.B. eine Carboxy- oder eine Amidgruppe),
und eine reduzierte Phosphanylgruppe gemeinsam vorliegen.

Generell neigen primire Phosphane dazu, oxidationsemp-
findlich zu sein. Zum Beispiel werden PH; und RPH, (R =
Me, Et) bei Kontakt mit Luftsauerstoff und Wasser oder bei
Reaktionen in verschiedenen organischen Losungsmitteln
sofort oxidiert. Im Unterschied dazu hat das neue primire
Phosphan 2 wesentlich bessere Stabilitédtseigenschaften unter
einer Vielzahl chemischer Bedingungen. Weiterhin war die
Reaktivitdt der PH,-Gruppen in diesen Verbindungen gegen-
iiber Molekiilen, die ein breites Spektrum funktioneller
Gruppen tragen (einschlieBlich Carbonsduren, Aminen, Thio-
len und Proteinen), bemerkenswert niedrig oder nicht fest-
stellbar. Unseres Wissens ist dies der erste Bericht iiber
Verbindungen mit Phosphanylgruppen, die derartig oxida-
tionsstabil sind und eine so geringe Reaktivitit gegeniiber
Losungsmitteln und funktionellen Gruppen aufweisen. Vor-
laufige Rechnungen (AM1) an 2 und verwandten Molekiilen
mit dem MOPAC-Programmpaket['??] lassen vermuten, dafl
hier die Atomorbitale der Heteroatome (z.B. von S in 2) zu
den Grenzorbitalen des Molekiils beitragen. Man kann sich
daher vorstellen, daf3 in 2 eine negative Hyperkonjugation
besteht, an der bestimmte Orbitale der S- und der P"-Zentren
beteiligt sind. Dieser elektronische Effekt konnte die unge-
wohnliche Stabilitidt von 2 und verwandten Molekiilen, die
Heteroatome in ihrem Riickgrat aufweisen, gegeniiber Oxi-
dantien erkliren.'”! Genauere Rechnungen werden zur Zeit
durchgefiihrt. Dieser elektronische Effekt scheint sogar beim
hydroxymethylierten Phosphan 3 von Bedeutung zu sein.
Zum Beispiel wird 3 in wiBrigen Losungen iiber mehrere
Tage nicht oxidiert (Abbildung 1). Diese Stabilitdt eines
alkylsubstituierten Phosphans ist bemerkenswert.

4d

60 40 20 0 -20 -40 -60

Abbildung 1. 3'P-NMR-Spektren von 3 (in wiBriger Natriumhydrogen-
carbonatlosung, pH 8.5) zu verschiedenen Zeitpunkten. Signale bei ¢ =
—23.5 und 55.4 beziehen sich jeweils auf 3 bzw. das entsprechende
Phosphanoxid.
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Um zu untersuchen, wie leicht Verbindungen, die PH,-
Gruppen enthalten, mit Biomolekiilen verkniipft werden
konnen, wurde ein P,S,-D-Lys-Konjugat hergestellt. Mit
diesem wurde in einer automatisierten Peptidsynthese an
fester Phase das P,S,-Konjugat eines LHRH-Peptids
(LHRH = Luteinisierendes-Hormon-releasing-Hormon) syn-
thetisiert, das p-Lys*-"LHRH-Konjugat 4 (Schema 2). Diese

o
S S

Schema 2. a) 37proz. HCHO (aq.), 0.1 HC, 25°C, 5 min; b) 1M NaHCO;
(aq.), 25°C, 5 min.

Methode beinhaltet den wiederholten Gebrauch verschiede-
ner hochkonzentrierter Chemikalien (auch Trifluoressigsiure
(TFA) zur Ablosung der Peptide vom festen Triger). Das
Peptid 4 wurde mit HPLC gereinigt und ¥P-NMR-spektro-
skopisch und massenspektrometrisch analysiert (Abbil-
dung 2). Das abgebildete Spektrum beweist, daf3 das Peptid-
konjugat 4 in hohen Ausbeuten ohne Modifikation der PH,-
Gruppen gebildet wurde. Diese Ergebnisse bestédtigen auch,
daf3 die PH,-Gruppen in 2 stabil gegeniiber Oxidantien und
unreaktiv gegeniiber anderen funktionellen Gruppen des
LHRH-Peptids und den Reagentien, die bei der Peptidsyn-
these verwendet werden, sind. Man kann solche synthetischen
Biomolekiile, die PH,-Gruppen enthalten, zu hydrophilen
Alkylphosphanen derivatisieren. Formaldehyd reagierte
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Abbildung 2. Protonengekoppeltes 3'P-NMR-Spektrum des Peptid-Phos-
phan-Konjugates 4.

rasch mit den PH,-Gruppen von 4 unter Bildung des Peptid-
funktionalisierten Phosphans 5 (Schema 2), das nun zusitz-
liche P-C-Bindungen enthilt. Als Teil des chelatisierenden
Grundgeriists von Biomolekiilen konnten entweder die PH,-
Gruppen oder deren disubstituierte Analoga (PR,) verwendet
werden, um durch Komplexierung von Ubergangsmetallen
wohldefinierte metallierte Konjugate zu bilden.

Die in diesem Beitrag vorgestellten Verbindungen und
Reaktionen demonstrieren erstmals, dafl primdre Phosphane,
die Thioethergruppen enthalten, thermisch und gegeniiber
Oxidation sehr stabil sind. Weiterhin ermoglicht die COOH-
Gruppe dieser Phosphane deren eleganten Einbau in das
Riickgrat von Peptiden. Metallierte Analoga von 5 und
verwandte Biomolekiile konnten einen neuen Zugang fiir
den Entwurf chiraler Ubergangsmetallverbindungen fiir die
Katalyse erdffnen. Die Metallierung funktionalisierter Pepti-
de mit cytotoxischen Metallen wie Pt!! wird auch das Design
und die Entwicklung ortsspezifischer Medikamente ermogli-
chen, die tber Rezeptor-vermittelte Agonist-Antagonist-
Wechselwirkungen cytotoxische Wirkstoffe gezielt an von
Krebs befallene Stellen bringen. Daher gibt es fiir die
neuartige Chemie der Biokunjugate, iiber die hier berichtet
wurde, Anwendungen sowohl im Bereich der Katalyse als
auch in der Biomedizin.

Experimentelles

Diethyl-3-brompropylphosphonat wurde durch eine Arbuzov-Reaktion
synthetisiert.'*] Typischerweise wurde Triethylphosphit mit einem zehnfa-
chen Uberschuf von 1,3-Dibrompropan 1 h unter RiickfluB erhitzt. Nach
Destillation unter vermindertem Druck (85°C, 2 mmHg) erhielt man
3-Brompropylphosphonat in 95% Ausbeute. D,L-6,8-Dithiooctansdure
wurde nach einer literaturbekannten Vorschrift hergestellt.['!

1: Wasserfreies AlCl;-Pulver (55 g, 412 mmol) gab man iiber 15 min unter
starkem Riihren in eine kalte (0°C) Suspension von LiAlH,-Pulver (5 g,
135 mmol) in Tetraglyme (100mL). Nachdem die Reaktionsmischung
30min bei 0°C geriihrt worden war, wurde iiber 20 min Diethyl-3-
brompropylphosphonat (23 g, 8 mmol) tropfenweise hinzugegeben. Man
rithrte bei 25°C weitere 12 h und destillierte die Reaktionsmischung dann
im Vakuum (50°C, 2.5 mmHg), wobei man 1 (12 g, 77%) in einem auf
—77°C gekiihlten Kolben auffing. "H-NMR (300 MHz, CDCl;, 25°C): 6 =
1.99 (br.m, 2H), 2.32 (br.m, 2H), 2.98 (br.m, 2H), 3.32 (m, 2H); *C-NMR
(75 MHz, CDCly): 6 =12.59 (d, Jp =9.2 Hz), 33.72 (s), 35.81 (s); *'P-NMR
(121 MHz, CDCl;): 6 = —138.37 (s).
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2: Bei 0°C wurde eine Losung von D,L-6,8-Dithiooctansiure (7.8 g,
37.8 mmol) in wasserfreiem Tetrahydrofuran (25mL) unter starkem
Riihren in eine Suspension von 60% NaH (6.2 g, 155 mmol) in wasser-
freiem Tetrahydrofuran (200 mL) getropft. Nachdem das Reaktionsge-
misch 20 min bei 0°C geriihrt worden war, wurde eine Losung von 1 (11.8 g,
76.1 mmol) in wasserfreiem Tetrahydrofuran (25 mL) zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde dann unter Stickstoff 12 h unter Riickfluf} erhitzt.
Uberschiissiges NaH lieB man mit einem moglichst kleinen Volumen
10proz. HCI abreagieren, die Mischung wurde iiber Kieselgel filtriert und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde durch
Chromatographie an Kieselgel (Hexan/Essigester, 3:2) gereinigt, wobei
reines 2 (10.8 g, 80%) als farbloses, viskoses Ol erhalten wurde. "H-NMR
(300 MHz, CDCl;): 6 =1.44-1.61 (m, 6H), 1.69-1.78 (m, 6H), 2.29-2.34
(m, 2H), 2.46-2.66 (m, 12H), 2.93-2.99 (m, 4H), 11.45 (br.s, 1H); 13C-
NMR (75 MHz, CDCL): 6 =13.46 (t, Jpc=13.8 Hz), 24.9 (s), 26.62 (s),
29.72 (s), 31.23 (d, %/pc = 8.8 Hz), 33.05 (m), 33.38 (d, */pc =3 Hz), 34.34 (s),
35.02 (s), 35.08 (s), 44.1 (s), 180.34 (s); *'P-NMR (121 MHz, CDCL): d =
—136.38 (s), —136.34 (s); *'P-NMR (121 MHz, protonengekoppelt,
CDCL): 6 =—136.29 (t, Jpy; =193.2 Hz), —136.24 (t, Jp;; =193.2 Hz); IR
(NaCl): 7=2294 (P-H), 1723 (C=0) cm~!; HR-MS (FAB): m/z: ber. fiir
[M*+H]: 357.1240; gef.: 357.1237.

3: 37proz. wiBrige Formaldehydlosung (0.92 mL, 11.3 mmol) wurde bei
25°C in eine Losung von 2 (1 g, 2.8 mmol) in entgastem Ethanol (5 mL)
gegeben, und die Reaktionsmischung wurde 1 h unter Stickstoff geriihrt.
Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde 3 (1.3 g, 97 %) als
farbloses, viskoses Ol erhalten. 3'P-NMR (121 MHz, D,0): § = —25.16 (s),
—25.03 (s). Zur Charakterisierung und fiir alle anderen Untersuchungen
wurde 3 in sein Bisphosphoniumchlorid-Salz iiberfiihrt, indem man zu
einer Losung von 3 (1.3 g, 2.7 mmol) in entgastem Ethanol (5 mL) bei 25°C
5N Salzsdure (0.5 mL) und 37proz. wiBrige Formaldehydlosung (0.5 mL,
5.6 mmol) gab. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde das
Rohprodukt chromatographisch gereinigt (C-18 Sep-Pak Umkehrphasen-
Séule; Wasser/Ethanol, 3:2) und lieferte das reine Bisphosphoniumchlorid
(1.6 g, 94%) als farbloses, viskoses Ol. 'TH-NMR (300 MHz, D,0): 6 =
1.18-1.23 (m, 2H), 1.31-1.36 (m, 4H), 1.50-1.63 (m, 2H), 1.65-1.80 (m,
4H),2.10-2.31 (m, 6 H), 2.42-2.46 (m, 6 H), 2.55-2.60 (m, 1 H), 4.32 (br.s,
12H); BC-NMR (75 MHz, D,0): 6=12.0 (d, Jpc=10.56 Hz), 12.54 (d,
Jpc=10.5 Hz), 20.52 (s), 20.98 (s), 23.62 (s), 25.2 (s), 27.91 (s), 29.76 (d,
Upe =15.7 Hz), 31.32 (d, 3/pc = 15.8 Hz), 33.36 (s), 43.66 (s), 49.64 (d, Jpc =
54.4 Hz), 17827 (s); 3P-NMR (121 MHz, D,0): 6 =28.98 (s), 28.99(s);
HR-MS (FAB): m/z: ber. fir [M* — Cl]: 573.1641; gef.: 573.1649.

4: Das Konjugat 4 wurde mit einem Festphasen-Peptidsyntheseautomat
hergestellt. Fiir die Synthese wurden die iiblichen Fmoc-geschiitzten
Aminosduren (Fmoc =9-Fluorenylmethoxycarbonyl) verwendet. Das
Konjugat 4 wurde mit HPLC gereinigt und 3'P-NMR-spektroskopisch
und massenspektrometrisch  untersucht (Abbildung 1). 3'P-NMR
(121 MHz, D,0): 6 =—13791 (s); *P-NMR (121 MHz, protonengekop-
pelt, D,O) 0 =—137.90 (t, Jpy=190.2 Hz). LR-MS (FAB): m/z: ber. tiir
[M*+H]: 1591.9; gef.: 1592.0.

5: In eine Losung von 4 (0.5 mg) in Ethanol (400 uL) und DMF (100 pL)
gab man 0.1n HCI (25 pL) und 37proz. wiBrige Formaldehydlosung (25 uL)
und rithrte das Reaktionsgemisch 5 min bei 25°C. Die Bildung von P,S,-p-
Lys®-LHRH-hydroxymethylphosphoniumchlorid wurde durch das 3'P-
NMR-Signal bei 6 =31.39 (s) bestitigt. P,S,-p-Lys-LHRH-hydroxyme-
thylphosphoniumchlorid wurde durch Zugabe von 1m wéBriger Natrium-
hydrogencarbonatlésung (30 uL) nahezu quantitativ in 5 umgewandelt, was
anhand des Signals im 3'P-NMR-Spektrum bei einer chemischen Verschie-
bung von 0 = —24.23 nachgewiesen wurde.
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Eine Erklirung fiir die eigentiimliche
Elementstruktur von Indium**

Ulrich Haussermann,* Sergei 1. Simak, Rajeev Ahuja,
Borje Johansson und Sven Lidin

Indium gehort zu der kleinen Gruppe metallischer Ele-
mente, die nicht in einer der dichten Kugelpackungsstruktu-
ren fcc, hcp oder bec kristallisieren. Seine innenzentrierte
tetragonale (bct) Elementarzelle hat die Gitterkonstanten
a=3.2525 und ¢=4.9465 Al und enthilt zwei dquivalente
Atome auf den Ecken und im Zentrum der Zelle. Die
Struktur kann als verzerrte kubisch dichteste Kugelpackung
veranschaulicht werden (Abbildung1). Das c/a-Verhiltnis
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Abbildung 1. Die Struktur von tetragonalem Indium im Vergleich zur
kubisch dichtesten Kugelpackung von Aluminium.

betrdgt 1.5208 und ist damit groBer als in der fce-Struktur, in
der es den Wert v/2 hat, wenn man eine bet-Elementarzelle
verwendet. Wihrend jedes Atom in der fcc-Struktur regel-
miaBig kuboktaedrisch koordiniert ist, treten in der Struktur
von Indium zwei unterschiedliche Abstinde, d; und d,,
zwischen nichsten Nachbaratomen auf (siche Abbildung 1).
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