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In der modernen medizinischen und pharmazeutischen For-
schung sind hdufig modulare Konjugationsstrategien not-
wendig, um Isotopenmarkierungen, biologisch aktive Ligan-
den oder funktionelle Module zur Fluoreszenzmarkierung,
Reinigung oder Erhohung der Loslichkeit in molekulare
Systeme einzufithren. Dies ermoglicht meistens eine verein-
fachte Funktionsanalyse oder Verfolgung des modifizierten
Molekiils in komplexer Umgebung. Grofle und Komplexitat
solch molekularer Systeme reichen von kleinen Molekiilen
und Naturstoffen iiber Polymere, Partikel und Oberflichen
bis hin zu lebenden Organismen.!"! Ublicherweise wird die
Funktionalisierung durch eine einfache chemische oder bio-
chemische Einfithrung von reaktiven funktionellen Gruppen
erreicht.”! Diese Gruppen sollten gegeniiber anderen funk-
tionellen Einheiten inert sein, aber gleichzeitig eine hohe
intrinsische Reaktivitét besitzen. Auflerdem sollten sie in der
Lage sein, verldsslich neue chemische Bindungen in hohen
Ausbeuten (wie fiir Klick-Reaktionen definiert)®! und mit
exzellenter Chemoselektivitit zu bilden.™

Die in diesem Kontext am hiufigsten genutzte funktio-
nelle Gruppe ist die Azidgruppe, die sich durch eine grof3e
Anwendungsbreite auszeichnet und sowohl mit Alkinen in
einer 1,3-dipolaren Cycloaddition zu Triazolen® als auch mit
P"Reagentien in Staudinger-Ligationen reagieren kann. Die
Entwicklung der Kupfer-katalysierten (CuAAC)® und der
spannungsinduzierten Azid-Alkin-Cycloadditionen” sowie
die Verwendung von Phosphinen®™ und Phosphiten® in
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Staudinger-Ligationen hat in den letzten Jahren zu zahlrei-
chen Anwendungen in Markierungs- und Konjugationsexpe-
rimenten gefiihrt."") Azidgruppen kénnen leicht mittels or-
ganischer Synthese in kleine Molekiile, Polymere und Mate-
rialien eingefiihrt werden."!! Thre geringe Anfilligkeit ge-
geniiber anderen organischen Reaktionen, bei dennoch hoher
Reaktivitit, hat zu einer breiten Anwendung der CuA AC!'?
beigetragen sowie zu einer weitreichenden Kommerzialisie-
rung von Aziden gefiihrt.

Hier stellen wir ein neues Syntheseprotokoll vor, das die
sequenzielle Kupplung von zwei unterschiedlichen Azidver-
bindungen in polaren, apolaren und wéssrigen Losungsmit-
teln in einer kurzen Reaktionssequenz erlaubt. Dieser Ansatz
ermoglicht die modulare Kupplung von einfach zugénglichen
Azidverbindungen in zwei Schritten, wobei die finale Kon-
jugation metallfrei ablduft. Um diese formale Azid-Azid-
Kupplung zu erreichen, haben wir die CuAAC mit einer in
unserer Arbeitsgruppe weiterentwickelten, metallfreien
Staudinger-Phosphonit-Reaktion verbunden.™ Entschei-
dend fiir den Erfolg dieser Strategie war die Verwendung
eines Boran-geschiitzten Phosphonits, welches eine Alkin-
gruppe triagt (Schema 1). Die Boran-Schutzgruppe erfiillt

metallfreie
Staudinger-Phosphonit-Reaktion
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Schema 1. Boran-geschiitzte Alkinphosphonite fiir die sequenzielle
Kupplung von zwei unterschiedlichen Aziden.

mehrere Aufgaben; zum einen verhindert sie die Homo-
kupplung der Alkine im ersten CuAAC-Schritt und dient
auBlerdem als Schutzgruppe fiir den Phosphor wihrend der
Kupferentfernung. Der Alkinphosphonitrest kommt ohne
zusdtzlich Abstandhalter zwischen den Konjugaten aus. Dar-
iiber hinaus stabilisiert die Bildung einer sp?>-P-Bindung nach
der CuAAC das entstehende Phosphonit gegeniiber Oxida-
tion.["?!

Unser Projekt begann mit der bereits veroffentlichten
Synthese des Boran-geschiitzten Alkinphosphonits 1. Dafiir
wurde ein Diethylchlorophosphit mit einem Alkin-Grignard-
Reagens umgesetzt und das Produkt anschlieBend mit Boran
geschiitzt (Schema 2).'! Eine Optimierung der Reaktions-

Angew. Chem. 2013, 125, 9682-9686


http://dx.doi.org/10.1002/ange.201302462

OFEt _ H3B
MgBr H3B-. 5 R-N; g 3= OEt
= “P N 5
74 a), b) > c) oderd N—P
R = Ot 9 ) N;?/ oEt
OFt 1 2.7

_P<

Cl” "OEt 92% iiber zwei Stufen 99% (3'P-NMR)

Schema 2. Synthese der Boran-geschiitzten Triazolphosphonite 2-7.

a) THF, —96°C, 30 min, dann RT, 1 h. b) BH;, 0°C bis RT, 1.5 h. c) [Cu-
(CH;CN),JPF,, THF, 16 h, 40°C. d) CuSO,, THPTA, Natriumascorbat,
H,0/tBuOH 1:1, RT, 14 h. THPTA =Tris(3-hydroxypropyltriazolyl-
methyl)amin.

bedingungen, in der Reaktionszeit und Temperatur leicht
erhOht wurden, resultierte in einer exzellenten Ausbeute von
92 % fiir Baustein 1. Das erhaltene Alkinphosphonit 1 wurde
dann in einer CuAAC-Reaktion mit verschiedenen Aziden
gekuppelt, was zu den verschiedenen Triazolen 2-7 fiihrte, die
mit Alkyl-, PEG-, Coumarin- sowie mit geschiitzten und un-
geschiitzten Kohlenhydratsubstituenten ausgestattet waren
(Tabelle 1). Die Cycloaddition war unter CuA AC-Standard-

Tabelle 1: Reaktionen mit Boran-geschiitzten Phosphoniten.

Nr. Boran- R Ausb.
phosphonit [%]
1 2 Ph~_% 930
2 3 (‘o/\}fH 89!
LCCG
3 4 )N o o 96
OAc
4 5 Acoég/aa 748
AcO
NAc
OAc
OAc o
3 6 A= a0 Oy 77"
AcO “opac ¢
OH
OH o
6 7 HO?%FSO Oy 750
OH
OFoH

[a] [Cu(CH;CN),]PFs, THF, 16 h, 40°C. [b] CuSO,, THPTA, Natrium-
ascorbat, H,O/tBuOH 1:1, RT, 14 h.

bedingungen in allen Fillen quantitativ (bestimmt durch *'P-
NMR-Spektroskopie), und die Ausbeuten waren auch nach
Isolierung hervorragend (Schema 2).! Je nach Loslichkeit
des Azids wurde die 1,3-dipolare Cycloaddition entweder
unter wissrigen Bedingungen mit Kupfer(Il)-sulfat als
Kupferquelle und Natriumascorbat als Reduktionsmittel oder
in THF mit Tetrakis(acetonitril)kupfer(I)-hexafluorophos-
phat durchgefiihrt. Hiernach wurden mehr als 99.98% des
Kupfers durch chromatographische Aufreinigung entfernt,
was mittels ICP-MS fiir die Produkte 2, 5 und 7 bestimmt
wurde. So werden metallfreie Reaktionsbedindungen fiir die
anschliefende Staudinger-Phosphonit-Reaktion geschaffen.
Dies ist von groBer Bedeutung wenn sich die finalen Konju-
gate nur schwer oder gar nicht aufreinigen lassen, besonders
wenn Azid-(Bio-)Polymere im zweiten Kupplungsschritt
eingesetzt werden.
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Um die Phosphonite fiir die zweite Azidreaktion zu ak-
tivieren, wurden die Triazolphosphonite 2-6 entschiitzt,
indem sie 22h bei 50°C mit 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan
(DABCO) in Benzol erhitzt wurden. Die *'P-NMR-Analysen
ergaben fiir die Molekiile 8-13 Umsetzungen von iiber 96 %
(sieche Hintergrundinformationen). Die Entschiitzung wurde
fiir die Boran-Phosphonite 2 und 3 auBerdem auch in Toluol
mit Umsetzungen von bis zu 94% durchgefiihrt. Anschlie-
Bend wurden in polareren Losungsmitteln die Triazolphos-
phonite 8-12 mit dem zweiten Azid {iber eine Staudinger-
Phosphonit-Reaktion konjugiert und die gewiinschten Phos-
phonamidate 14-23 in sehr guten Ausbeuten von 69-94 %
isoliert (Schema 3). Ein Einfluss des Substituenten am Triazol
konnte nicht beobachtet werden (Tabelle 2, Eintrage 1-10).

HsB R'—N; o R
R \ OEt R. OFEt R. w R
NN_p a)oderb) TNN\__p c) N/\B'P‘NH
N:,\?/ "OEt r‘\l:,}, “OEt ~ N=N Omt
2-7 8-13 14-25

Schema 3. Synthese der Phosphonamidate 14-25. a) DABCO, Benzol,
50°C, 20 h, >96%. b) DABCO, DMSO, 70°C, 20 h, 81%. c) MeCN,
CH,Cl,, DMSO, RT, 10-24 h, dann H,0O, 24 h; oder Wasser (15%
DMSO), RT, 20 h.

Tabelle 2: Phosphonamidate (14-25), erhalten durch die Staudinger-
Phosphonit-Reaktion.

Nr.  Phos-  Phosphon- R R’ Ausb.
phonit  amidat [%]
108 14 Ph o~ Pl 744
2 8 15 Ph A~ % Ph 8g®
8 16 Ph o~ Y "Ph g1
4 8 17 Ph~ . /O 8404
5 9 18 fo~J P 78
6 9 19 fo~y B "pn g3

N
7 10 20 meo % Ph 69t
)
N

8 10 21 %TNPh gqll
OAc
9 n 22 Aco/g\&/% WN"pp gl
AcO
NAc
OAc
OAc
10 12 23 Aw;;ﬂa§3wwf BT"Ph gl
A0 Sope OAc
OH
OH
1113 24 “°‘@“ﬂ§€v°w; Y "Ph 5
ol oH OH
LLZE/\©
12 9 25 (‘o“)f‘ﬁ 744

foP

[a] In Acetonitril. [b] In Dichlormethan. [c] In Dimethylsulfoxid. [d] In
Wasser (15% DMSO); 98 % Umsetzung nach HPLC-MS.
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Da das Boran-geschiitzte Laktose-Phosphonit 7 in apo-
laren Losungsmitteln nur schwer 16slich ist, war die Ent-
schiitzung darin nicht moglich. Darum verwendeten wir in
diesem Fall Dimethylsulfoxid, welches geringfiigig hohere
Temperaturen fiir die vollstindige Umsetzung benétigte. Das
ungeschiitzte Phosphonit 13 entstand in einer Ausbeute von
81% (bestimmt durch *'P-NMR) und konnte anschlieBend
mit der Staudinger-Phosphonit-Reaktion weiter zum Tri-
azollaktosephosphonit 24 in 51% Ausbeute nach HPLC
umgesetzt werden (Tabelle 2, Eintrag 11). Die Staudinger-
Phosphonit-Reaktion wurde in einem Fall auch in wissriger
Losung durchgefiihrt, indem ein wasserlosliches, PEG-sub-
stituiertes Benzylazid"™' (25) mit einem Uberschuss an
Phosphonit 3 umgesetzt wurde (Tabelle 2, Eintrag 12). Die
HPLC-Analyse des Reaktionsgemischs zeigte 98 % Umsatz
des Azides sowie keinerlei Bildung von Nebenprodukten.
Das entstandene Phosphonamidat konnte in einer Ausbeute
von 74 % isoliert werden.

Obwohl die Staudinger-Phosphonit-Reaktion grundsétz-
lich in guten Ausbeuten verlief, waren wir von den niedrige-
ren Ausbeuten von ca. 70% bei den Reaktionen der Tri-
azolphosphonite 8 und 10 mit Phenylazid iiberrascht (Tabel-
le 2). Bei einer Analyse der zu den Produkten 14 und 20
filhrenden Reaktionen konnte als Nebenprodukt etwa 18 %
PY-Phosphonat — das Oxidationsprodukt des Phosphonit-
Ausgangsmaterials — nachgewiesen werden. Da das Neben-
produkt aber nur bei der Staudinger-Reaktion mit Phenyl-
aziden zu beobachten war, nahmen wir an, dass die Oxidation
mit molekularem Sauerstoff nicht fiir dessen Bildung ver-
antwortlich ist. Eine andere Uberlegung war stattdessen, dass
das Phosphonat wéihrend der Hydrolyse des Phosphonimidats
gebildet wird, wobei das Arylamin anstelle der Alkoxygruppe
als Abgangsgruppe fungiert. Um den Mechanismus genauer
zu analysieren, haben wir die Hydrolyse von Phosphonimi-
daten mit '*O-markiertem Wasser durchgefiihrt. NMR- und
massenspektrometrische Analysen des Reaktionsgemischs
offenbarten die Bildung von 17.2% '®O-markiertem Phos-
phonat 26b, 3.3% nichtmarkiertem Phosphonat 26a und
79.5% '®O-markiertem Phosphonamidat 14b (Schema 4).
Daraus ldsst sich schlieBen, dass 84 % des Phosphonats 26
wihrend der Hydrolyse von Phosponimidat gebildet wird,
wobei Anilin als Abgangsgruppe dient (Schema 4). Der
Austausch von Acetonitril gegen ein polareres Losungsmittel

OEt i, om LNePM om oet
R—IID=O i R—P\ EEEE—" R_péso + R—|I3=o
OEt OEt 2 H,'80 OEt HN.
3.3% 17.2% 79.5%
14 1N3_Ph 26b 14b
T- PhNH; T EtOH
Et 18 18
10,7 ™\ Ph COH ph COH ph
R-P-N=N-N EIOT . < ElOJ7 . s
. m-RINH “R-NH
OEt 1L OEt (OEt
R. IOEt,Ph (l)Et Ph H 180 |:’4|— J
oy — RN —S—J
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Schema 4. "*O-Markierungsexperimente zur Analyse der Phosphonat-
bildung in der Staudinger-Phosphonit-Reaktion.
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wie DMSO oder Wasser, oder gegen ein weniger polares
Losungsmittel wie Dichlormethan verdnderte das Phospho-
nat/Phosphonamidat-Verhiltnis nicht. Bei der Verwendung
von Alkyl- oder Benzylaziden anstelle von Phenylaziden
wurde die Bildung des Amin-Nebenprodukts nicht beobach-
tet. Diese Experimente lassen vermuten, dass die Phospho-
natbildung von den besseren Abgangseigenschaften der
Arylamine im Vergleich zu den Alkylaminen abhingt.

Als nichstes wollten wir herausfinden, welchen Einfluss
die elektronischen Eigenschaften der Azide auf die Staudin-
ger-Phosphonit-Reaktion haben. Dafiir verringerten wir die
Konzentrationen beider Reagentien auf 0.15 mm und analy-
sierten die Umsetzungen von Phosphonit 2 nach 8 h mit ver-
schiedenen Phenyl- und Alkylaziden. Bei dieser Konzentra-
tion und Zeit war nur das Phenylazid vollstindig umgesetzt
worden. Im Vergleich dazu waren die Alkylazide auch nach
42 h bei Raumtemperatur noch nicht vollstdndig umgesetzt,
und es waren noch jeweils 17 % Benzyl-, 28 % priméres und
58 % sekundires Azid im Reaktionsgemisch vorhanden. Dies
deutet darauf hin, dass sowohl elektronische als auch steri-
sche Effekte FEinfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit
haben. Die Benzyl- und priméren Azide waren nach weiteren
48 h bei 40°C vollstandig umgesetzt, wihrend das sekundére
Azid 9 Tage und eine stufenweise Erhohung der Reaktions-
temperatur auf 60°C fiir einen vollstandigen Umsatz beno-
tigte. Es sollte jedoch betont werden, dass bei einer normalen
Konzentration von 1M alle Reaktionen innerhalb von 24 h
vollstdndig abliefen.

Zum Abschluss wollten wir die CuA AC-Staudinger-Azid-
Azid-Kupplung auf die metallfreie Glykosylierung von Poly-
glycerinen anwenden, die in vorherigen Studien als gute
multivalente Geriiste fiir die Pridsentation von Kohlenhydrat-
liganden in Lektinbindungsstudien beschrieben wurden.!
Da Polyglycerine viele nucleophile Seitenketten als Chelat-
bildner fiir Kupferionen aufweisen, ist eine metallfreie
Funktionalisierung von hohem Interesse. Fiir diese Reaktion
wihlten wir Azidopolyglycerin (Azido PG; 27) mit einem
durchschnittlichen Molekulargewicht von 10 kDa und 68 %
Azidfunktionalisierung als Substrat fiir die Staudinger-Phos-
phonit-Reaktion. Das Azido-Polymer wurde mit unge-
schiitztem Triazollaktosephosphonit 13 zum Phosphonamidat
28 umgesetzt (Abbildung 1a). Nach anschlieBender Reini-
gung des Reaktionsgemischs mittels Dialyse konnte das gly-
kosylierte Polyglycerin 28 mit 78 % Ausbeute und guter
Reinheit (>94%; "H-NMR) isoliert werden. Des Weiteren
war es auch moglich, das geschiitzte Kohlenhydrat 12 mit
Azido PG 27 zu kuppeln und es erst im Anschluss zu ent-
schiitzen. In unserem Fall fiihrte dieser Syntheseweg aller-
dings zu niedrigeren Ausbeuten und wurde daher nicht weiter
verfolgt.

Die Bindungsstarke zwischen dem glykolysierten Poly-
glycerin 28 und immobilisiertem Peanut-Agglutinin (PNA)
wurde mittels Oberflichenplasmonenresonanz(SPR)-Spek-
troskopie analysiert (Abbildung 1). Als positive Kontrolle
wurde das kommerziell erhiltliche Thomsen-Frieden-
reich(TF)-Antigen (Galp1-3GalNAc, Abbildung 1b) im
Konjugat mit Polyacrylamid (PAA) verwendet. PNA ist dafiir
bekannt, die terminalen Galaktosereste von Glycanen spezi-
fisch zu binden, sodass auch eine Bindung an Laktose er-
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Abbildung 1. a) Konjugation des ungeschiitzten Triazollaktosephosphonits 13 an Azidopolyglycerin 27. b) Glycopolymerbindung mit Peanut-Agglu-
tinin (PNA), evaluiert mittels SPR. c) Konzentrationsabhingige Bindung von Laktose-funktionalisiertem PG 28 (blaue Linie), PG-N; (negative Kon-

trolle, rote Linie) und TF-AA (positive Kontrolle, griine Linie) mit PNA

wartet wurde.'! Als Test auf mogliche unspezifische Inter-
aktionen mit dem Polyglycerinkern wurde unmodifiziertes
Polyglycerinazid (PG-N3) als negative Kontrolle verwendet,
fiir welches keinerlei Bindung gemessen wurde. Dies steht im
Kontrast zu dem Laktose-modifizierten Polyglycerin 28, bei
dem Konzentration von 0.1-10 pm teilweise sogar eine stér-
kere Bindung als zum TF-Antigen beobachtet werden konnte
(Abbildung 1¢). Dieses Resultat stimmt mit fritheren Er-
gebnissen der CuAAC-konjugierten Kohlenhydrat-PGs
tiberein, in denen gezeigt wurde, dass modifizierte Poly-
glycerine eine ausgesprochen starke, multivalente Bindung
mit Lektinen eingehen.['”)

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass Alkinphos-
phonite sehr vielfédltige Reagentien darstellen, welche die
selektive, schrittweise Kupplung von zwei unterschiedlichen
Aziden durch eine Kombination aus CuAAC und metallfreier
Staudinger-Reaktion ermoglichen. Eine Vielfalt von Azid-
bausteinen mit PEG, geschiitzten und ungeschiitzten Koh-
lenhydraten sowie einem Coumarinfluorophor konnten in
guten bis exzellenten Ausbeuten sowohl in organischen als
auch in wissrigen Losungen zu 1,3-Triazolphosphonamidat-
Konjugaten umgesetzt werden. Unsere Methode bietet An-
wendungsmoglichkeiten auf vielen Gebieten, da die Funk-
tionalitdten nicht auf hydrophile oder hydrophobe Azidbau-
steine limitiert sind. AbschlieBend konnten wir unser Azid-
Azid-Kupplungsprotokoll verwenden, um unter metallfreien
Bedingungen ein ungeschiitztes Kohlenhydratderivat an ein
Azidopolyglycerin zu binden. Unser Protokoll bendétigte
keine zusitzliche Schutzgruppenmanipulation nach der Re-
aktion und fiithrte zu Kohlenhydrat-Polymer-Konjugaten,
welche exzellente multivalente Bindungen an Peanut-Ag-
glutinin in einem SPR-Assay zeigten. Wir sind iiberzeugt,
dass dieses Azid-Azid-Kupplungsprotokoll grofies Potential
als modulare Konjugationsmethode in der organischen Syn-
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these hat, vor allem da im letzten Konjugationsschritt keine
zytotoxischen Metalle eingesetzt werden. Momentan entwi-
ckeln wir diese Methode weiter, um die Anwendung dieser
Bausteine in bioorganischen Markierungsreaktionen zu er-
moglichen.
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