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Abstract: P-Amidite konnen verwendet werden, um in einer
iterativen Kupplung selektiv gemischte P™-P'-Anhydride her-
zustellen. Diese Intermediate konnen oxidiert und die termi-
nalen Fluorenylmethylgruppen darauffolgend abgespalten
werden. Eine iterative Synthese (Kupplung, Oxidation, Ent-
schiitzung) von Nukleosidoligophosphaten kann sowohl in
Losung als auch auf einer festen Phase durchgefiihrt werden.
Die Geschwindigkeiten und Ausbeuten der einzelnen Schritte
sind hoch, das Vorgehen einfach (keine wasserfreien Reagen-
tien und Losungsmittel, atmosphdrische Bedingungen, keine
Schutzgruppen am Nukleotid), und die Reinigung ist sehr
einfach. Die Methode kann bei allen kanonischen Nukleosiden
angewendet werden und verspricht eine signifikante Vereinfa-
chung des sonst miihsamen Prozesses der P-Anhydrid-Syn-
these.

I n der Natur enthalten viele wichtige Molekiile Phosphor-
anhydrid-Bindungen.!'! Eines der hiufigsten Ziele der P-
Anhydrid-Synthese sind Nukleosidtriphosphate (NTP). Die
effiziente Bildung der P-Anhydrid-Bindung und die darauf-
folgende Reinigung des Zielmolekiils sind immer noch we-
sentliche Herausforderungen.”! Fiir die Synthese von Nu-
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Schema 1. Die direkte Synthese von Nukleosidtriphosphaten (NTP)
und ein neuer Ansatz, der auf einer iterativen Kupplungsstrategie ba-
siert und tiber Nukleosidmonophosphat (NMP) und Nukleosiddiphos-
phat (NDP) erfolgt.
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kleosidtriphosphaten gibt es generell zwei Strategien (siche
Schema 1). In einer fragmentorientierten Strategie wird die
Triphosphatgruppe direkt mit dem 5-OH des Nukleosids
verbunden. Alternativ kann ein Diphosphat-Nucleophil mit
einem aktivierten Nukleosidmonophosphat (NMP) konden-
siert werden.”* Eine bisher nicht verwendete Strategie ist die
iterative Kupplung ausgehend vom Nukleosid und dem
Durchlaufen samtlicher Phosphorylierungsstadien (vom
NMP iiber NDP zu NTP). Ein wesentlicher Vorteil dieser
Strategie ist, dass sdamtliche Zwischenstufen isoliert werden
konnen, welche auch in der enzymatischen Synthese von
NTPs vorkommen.P! Zusitzlich wiirde ein iterativer Ansatz
die Synthese von monodispersen Polyphosphatketten mit
definierter Lénge vereinfachen.

Eine iterative Synthese konnte auf P¥- oder P™-Chemie
basieren. Es ist bekannt, dass die Kondensation einer akti-
vierten P“-Spezies mit Phosphaten ohne Schutzgruppen
durchgefiihrt werden kann, ein solches Beispiel existiert
jedoch nicht fiir P™-basierte Kupplungen. Auf der anderen
Seite leidet die P¥-Chemie oft an langen Reaktionszeiten, der
Verwendung eines groBen Uberschusses an Reagentien,
niedrigen bis moderaten Ausbeuten und zeitaufwendigen
Reinigungen.”! Im Vergleich kénnen in der PM"-Chemie fast
dquimolare Mengen an Ausgangsstoffen verwendet werden,
zudem sind die hohe Effizienz und Geschwindigkeit der
Kupplungen aus der Oligonukleotidsynthese bestens be-
kannt.’! Deshalb wiirde eine auf P"'-Chemie beruhende ite-
rative Synthese theoretisch Zugang zu NTPs in hohen Aus-
beuten erlauben, mit einfacher Reinigung und effizienten
Kupplungsgeschwindigkeiten.

Um den iterativen Prozess zu kontrollieren, sind zwei
Schutzgruppen am terminalen Phosphat notig. Im besten Fall
lassen sich diese schnell und quantitativ ohne Hydrolyse der
P-Anhydrid-Bindung abspalten, um das terminale Phosphat
fiir eine erneute Kupplung freizugeben. Ublicherweise ist es
einfach, eine Schutzgruppe vom terminalen Phosphat abzu-
spalten, die zweite ist jedoch nicht einfach zu entfernen.” Es
wurde gezeigt, dass die Fluorenylmethylgruppe (Fm) sich von
Phophotriestern zweimal abspalten lésst. Jedoch variieren die
angegebenen Reaktionszeiten (von 5 min bis 18 h),® und im
Zusammenhang mit P-Anhydriden wurde die Fm-Gruppe
noch nicht studiert.

Um die P"™-basierte Kupplung erheblich zu verbessern, ist
es notig, Schutzgruppen am Nukleosid zu vermeiden. In
dieser Arbeit waren P-Amidite (z.B. 1, Schema 2) die Rea-
gentien erster Wahl, besonders aufgrund ihrer Stabilitat, ihrer
Vielseitigkeit und der Moglichkeit, sie durch saure Reagen-
tien zu aktivieren. Man ist der Ansicht, dass die Aktivierung
erst durch N-Protonierung und dann durch Substitution des
Amins durch den deprotonierten Aktivator erfolgt. Das
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Schema 2. Reagentien, Zwischenstufen und Produkte, die wihrend der
P-Amidit-basierten Umsetzung von NMPs zu NDPs auftreten.

freigewordene Amin wirkt anschlieend als Base, sobald die
OH-Gruppe des Zielmolekiils phosphityliert wurde.”) Bei der
Bildung von P-Anhydrid-Bindungen kénnte auch Phosphor-
sdure als saurer Aktivator wirken, und die Substitution des
Amins wiirde direkt in einem gemischten P™-PY-Anhydrid
resultieren und somit Nebenreaktionen an freien OH-Grup-
pen verhindern. Das freigewordene Amin wiirde dann das
zweite Proton an der Phosphorsidure neutralisieren (nicht
gezeigt).

Um die Durchfiihrbarkeit dieses Ansatzes zu iiberpriifen,
wurden kommerziell erhiltliche NMPs, als Disduren vorlie-
gend, mit P-Amiditen gekuppelt, und die Reaktion wurde
mittels *'P-NMR-Spektroskopie verfolgt. Die Reaktion er-
folgte reibungslos und fiihrte selektiv zur Bildung der P-An-
hydrid-Bindung innerhalb weniger Minuten. Jedoch ver-
langsamte sich die Reaktion nach ca. 50 % Umsatz merklich,
was auf den grofien Unterschied der pK,-Werte der di- und
monoprotonierten Phosphate zuriickzufiihren ist. Die Reak-
tion verlief auch in Methanol ohne signifikante Zersetzung
des aktivierten P-Amidits und tolerierte einen Wassergehalt
von bis zu 5% v/v. Das Hinzufiigen einer externen Proto-
nenquelle, wie Pyridiniumchlorid, trieb die Reaktion bis zur
Vollstindigkeit; jedoch fiihrte ein kleiner Uberschuss von
Aktivator direkt zur Zersetzung der gemischten P™-PY-Bin-
dung, und somit war die Reaktion schwer zu handhaben. Ein
Ziel dieser Studie war die komplette Umsetzung des Start-
materials, um die Reinigung zu vereinfachen, deshalb wurde,
von diesen Beobachtungen ausgehend, ein anderer Ansatz
entwickelt.

Die NMPs wurden nun in monoazider Form mit einem
lipophilen Gegenion wie Trihexylammonium (THA) oder
Tetra-N-butylammonium (TBA) in DMSO oder DMF unter
atmosphirischen Bedingungen gelost (Schema 2). Weder die
Reagentien noch das Losungsmittel wurden vor dem Ge-
brauch getrocknet. Ein Screening von Aktivatoren zeigte,
dass 1H-Phenyltetrazol und 5-(Ethylthio)tetrazol gute Rea-
gentien fiir die Aktivierung von P-amidit 1 sind, ohne ge-
geniiber OH-Gruppen, wie in Adenosin-5'-monophosphat
(5'-AMP), eine Reaktivitit zu erzeugen. Die Kupplungen
waren so mit einen kleinen Uberschuss von 1.1 Aquiv. Phos-
phoramidit durchzufiihren und ergaben nach einer Oxidation
mit mCPBA oder fBuOOH, bis-Fm-geschiitzte P¥-P"-Anhy-
dride (Schema 2). Keine Phosphitylierungen an den OH-
Gruppen wurden beobachtet. Zudem wurden auch primére
OH-Gruppen wie in 3'-AMP unter diesen Bedingungen nicht
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Tabelle 1: Kupplung der Nukleosidmonophosphate (NMP) zu den ent-
sprechenden Nukleosiddiphosphaten (NDP).

1) Aktivierung
FmO >\ 2) Oxidation
PN + NMPZ  ———» NDP*
J 3) Entschiutzung
FmO 7/ 2 Kat* 3 Kat*
4) Kristallisation
Eintrag NMP®  Bedingungen® Zeit! Ausb !
[min] %]
1 5-AMP  DMSO/1.4/5 tBuOOH/5 10/10/10  >95/75
2 5-GMP  DMSO/1.2/10 tBUOOH/5  30/2/10  >95/75
3 5-UMP  DMF/1.2/1.5 mCPBA/5 20/2/10  >95/93
4 5.CMP  DMF/1.1/1.5 mCPBA/5 10/2/5 >95/77
5 3-AMP  DMF/1.2/1.5 mCPBA/10  30/5/10  >95/87
6 5. TMP  DMF/1.2/1.5 mCPBA/10  30/2/10  >95/80

[a] Gefriergetrocknete NMPs wurden ohne weiteres Trocknen verwendet.
[b] Alle Reaktionen wurden in DMF oder DMSO mit 5-Phenyl-1H-tetrazol
oder 5-(Ethylthio)-1H-tetrazol als Aktivator durchgefiihrt (1.1

2.5 Aquiv.), die Daten betreffen: Lésungsmittel/Aquiv. P-Amidit/Aquiv.
Oxidationsmittel, (v/v) % Piperidin fiir die Entschiitzung. [c] Die Daten
betreffen: Kupplungszeit in Minuten/Oxidationszeit in Minuten/Ent-
schiitzungszeit in Minuten. [d] die Daten betreffen: Umsetzung des
NMP gemif *'P-NMR-Spektroskopie/isolierte Ausbeute als Piperidini-
um-Salz. Abkiirzungen: A: Adenosin, G: Guanosin, U: Uridin, C: Cytidin,
T: Thymidin, DP: Diphosphat, TP: Triphosphat, Fm: Fluorenylmethyl,
mCPBA: meta-Chlorperbenzoeséure, tBUOOH: tert-Butylhydroperoxid.

modifiziert (siehe Hintergrundinformationen), wie mit *'P-
NMR-Spektroskopie gezeigt wurde. Bei der Entschiitzung
dieser Verbindung wurden nur 5% 2'-3'-cyclisiertes AMP
detektiert.

Die etablierten Reaktionsbedingungen wurden auf ver-
schiedene NMPs angewendet (Tabelle 1) und sogar mit Cy-
tidin-5’-monophosphat (CMP) konnten keine nennenswerten
Nebenreaktionen beobachtet werden (Abbildung1 und
Hintergrundinformationen). Die Reaktionen liefen in weni-
ger als 30 min ab, und die darauffolgende Oxidation ohne
Isolierung war innerhalb von 5 min abgeschlossen. 2'-De-
oxynukleotide wie Thymidin-5'-monophosphat (TMP) waren
auch ausgezeichnete Substrate fiir die angegebenen Bedin-
gungen.

Die endstidndig Fm-geschiitzten Zwischenstufen wurden —
mit oder ohne vorangehende Kristallisation — durch Zugabe
von 5% v/v Piperidin entschiitzt. Diese Entschiitzungen ver-
liefen rasch sowohl in DMF als auch in DMSO (5 min), was
die Abhingigkeit der Abspaltungsgeschwindigkeit vom Lo6-
sungsmittel aufzeigt.

Das Nukleosiddiphosphat féllt nach kompletter Ent-
schiitzung iiblicherweise in beinahe reiner Form und ohne
Kupplungs- oder Oxidationsreagentien aus der Reaktions-
mischung aus. Das wesentliche Nebenprodukt der Reaktion
war Phosphat, das durch Oxidation und anschlieendes Ent-
schiitzen vom Uberschuss an P-Amidit entsteht und einfach
zu entfernen ist.

Die Kupplungseffizienz bezogen auf die Umsetzung vom
NMP war in jedem Fall >95%, und ein Beispiel des Kupp-
lungsverlaufes von CMP (als Salz von 1.3 TBA) zu Cytidin-5'-
diphosphat (CDP), verfolgt mittels *'P-NMR-Spektroskopie,
ist in Abbildung 1 gegeben. Das CDP, welches in dieser Weise
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Abbildung 1. *'P-NMR-Studie ('H-gekoppelt), die die Bildung von CDP aus CMP in [D,]DMF unter Standardbedingungen aufzeigt (siehe Schema 2
fur die Zuweisung der Zwischenstufen). A) Das Bis-Fm-P-Amidit 1 (1.1 Aquiv.) und CMP (1.0 Aquiv., 1.3 TBA-Salz) wurden in [D;]DMF gelést, und
2.5 Aquiv. 5-(Ethylthio)-1H-tetrazol wurden dazugegeben. Die Umsetzung von CMP und dem P-Amidit geht einher mit dem Wachstum eines
gekoppelten Signals des gemischten P"- und PY-Anhydrids. B) Die Kupplungsreaktion war innerhalb von 10 min abgeschlossen. Der Uberschuss
an P-Amidit wurde zum H-Phosphonat hydrolysiert. C) Die Oxidation mit 1.5 Aquiv. mCPBA war nach 1 min vollstindig, und es entstand das
asymmetrische P'-P'-Anhydrid. D) Die Zugabe von 5% Piperidin v/v fiihrte zur Entschiitzung des entstindigen Fm-geschiitzten Phosphat inner-
halb von 5 min. CDP fiel aus, wurde aufgefangen und fiir die NMR-Analyse in MeOD gel6st.

hergestellt wurde, enthielt weniger als 10 % Verunreinigung,
hervorgehend durch Uberschuss an eingesetztem P-Amidit,
und die Kristallisation der geschiitzten Zwischenstufe (Die-
thylether/Hexane) entfernte die Verunreinigungen vollstdn-
dig (siehe Hintergrundinformationen). Die isolierte Ausbeute
an reinem CDP betrug 77 %, es bestand kein Bedarf an
Chromatographie, und die gesamte Reaktionszeit fiir alle
Umwandlungen lag unter 30 min.

Die gleiche Methode wurde angewendet, um das P-
Amidit 1 mit verschiedenen ungeschiitzten Nukleosid-
diphosphaten zu kuppeln, was zu endstdndig blockierten
Triphosphaten fiihrte (Abbildung 2). Erneut erwiesen sich die
Reaktionen mit durchschnittlich 1.6 Aquivalenten an P-
Amidit 1 als selektiv. Unter diesen Bedingungen liefen die
Kupplungen laut *P-NMR-Spektroskopie fast quantitativ ab,
gefolgt von der langsamen Hydrolyse der neu gebildeten
Bindung, was die Synthese im Vergleich zur NDP-Herstellung
erschwerte. Das Ausfillen nach der Oxidation ergab ge-
schiitzte NTPs, die aufgrund von Hydrolyse wihrend der
Oxidation 4-12% NDP, aber keine andere Verunreinigung
enthielten (Tabelle 2).

Die Entschiitzung wurde in DMSO durchgefiihrt, und die
entschiitzten NTPs kristallisierten nach Zugabe von Et,O.
Die Reinheit dieses Materials war hoch und nur durch das
Vorhandensein von kleinen Mengen NDP (4-12%) beein-
triachtigt, welche mit Umkehrphasen- oder starker Anionen-
austauschchromatographie einfach entfernt werden konnen
(sieche Abbildung 2, Linie D, fiir ein Beispiel der Qualitit des
Rohprodukts). Die generelle Anwendbarkeit dieses Kupp-
lungsverfahrens hervorhebend war es auch moglich, ATP zum
reinen Tetraphosphat (AP,) in 50% isolierter Ausbeute zu
homologieren.!”

Die beobachtete Selektivitdt ist die Folge einer Ab-
schwichung der Nukleophilie von Alkoholen im Vergleich zu
Phosphaten und Wasser in DMSO oder DMF. Beim Verfol-
gen der Reaktionen wurde ersichtlich, dass zuerst das Phos-
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Abbildung 2. Partielle *'P-NMR-Spektren ('H-gekoppelt), die die Bil-
dung von ATP aus ADP in [D,]DMF unter Standardbedingungen aufzei-
gen. A) Das Bis-Fm-P-Amidit 1 (1.5 Aquiv.) und ADP (1.0 Aquiv.,

1.2 TBA-Salz) wurden in [D;]DMF gelést, und 2.0 Aquiv. 5-(Ethylthio)-
1H-tetrazol wurden dazugegeben. B) Die Kupplungsreaktion war inner-
halb von 10 min abgeschlossen. Die Umsetzung von ADP wurde beob-
achtet, und ein neuer Satz an Signalen entstand (0 =—21 ppm ent-
spricht dem f-Phosphat im P'-P'-P"-Anhydrid, d = —12 ppm entpricht
dem a-Phosphat). C) Die Oxidation mit 1.9 Aquiv. mCPBA war nach

1 min vollstandig, und es entstand das asymmetrische P'-P¥-PY-Anhy-
drid. Das Produkt wurde kristallisiert, um Verunreinigungen zu entfer-
nen, und danach in [Dg]DMSO gel6st. D) Die Zugabe von 5% Piperi-
din in [Dg]DMSO fiihrte zur Entschiitzung des entstindigen Fm-ge-
schiitzten Phosphats innerhalb von 5 min. ATP fiel nach Zugabe von
Diethylether aus, wurde aufgefangen und fir die NMR-Analyse in
MeOD gelost.

phat beinahe vollstindig reagierte, gefolgt von der Hydrolyse
des Uberschusses an P-Amidit. Unter wasserfreien Bedin-
gungen und mit Uberschuss an P-Amidit wurden signifikante
Nebenreaktionen an den OH-Gruppen beobachtet. Demnach
fingt Wasser den Uberschuss and P-Amidit ab und schiitzt

Angew. Chem. 2014, 126, 290—294


http://www.angewandte.de

Tabelle 2: Kupplung von NDPs zu den entsprechenden NTPs.

1) Aktivierung
Fmo )\ 2) Oxidation
PN + NDP> ——»  NTP*
q 3) Entschiitzung
FmO 7/ 3 Kat" 4 Kat*
4) Kristallisation
Eintrag NDPH Bedingungen®®! Zeit" Ausb.
[min] (%]
1 5'-GDP DMF/1.6/2 mCPBA/5 5/2/10 >95/75
2 5'-ADP DMF/1.7/2 mCPBA/5 10/2/5 >95/76
3 5-UDP DMF/1.6/2 mCPBA/5 20/2/5 >95/68
4 5'-CDP DMF/1.6/2 mCPBA/5 20/1/5 >95/79

[a] Gefriergetrocknete NDPs wurden ohne weiteres Trocknen verwendet.
[b] Alle Reaktionen wurden in DMF oder DMSO mit 2 Aquiv. 5-Phenyl-
1H-tetrazol oder 5-(Ethylthio)-1H-tetrazol als Aktivator durchgefiihrt.
[c] Die Daten betreffen: Kupplungszeit in Minuten/Oxidationszeit in
Minuten/Entschiitzungszeit in Minuten. [d] Die Daten betreffen: Um-
setzung des NDP gemifR *'P-NMR-Spektroskopie/isolierte Ausbeute als
Piperidinium-Salz (mit 4-12% NDP). Abkiirzungen: A: Adenosin, G:
Guanosin, U: Uridin, C: Cytidin, DP: Diphosphat, TP: Triphosphat, Fm:
Fluorenylmethyl, mCPBA: meta-Chlorperbenzoesiure.

wihrend der Reaktion die Hydroxygruppen vor der Phos-
phitylierung.

Neben der Tatsache, dass P-Amidite in schutzgruppen-
freien Kupplungsreaktionen verwendet werden konnen, wére
die Einfithrung von P-Anhydriden in an fester Phase gebun-
dene (Oligo)Nukleotide eine interessante Anwendung der
iterativen Nukleosidoligophosphat-Synthese.**!! In diesem
Fall wire die Methode auch geeignet fiir die Synthese von
RNA- oder DNA-Stréangen mit endstdndigem Oligophosphat,
und solche Verbingungen sind z. B. in wichtigen biologischen
Prozessen wie der angeborenen Immunantwort von Interes-
se.”! Eine iterative P-Amidit-Kupplungsstrategie wiirde die
Verwendung von handelsiiblichen Synthesizern erlauben,
welche fiir die Anwendung dieser Reagentien optimiert
wurden.

Als Machbarkeitsnachweis wurde an pordses Glas (con-
trolled-pore glass, CP-Glas) gebundenes, geschiitztes 2'-De-
oxyguanosin (dG) 5'-detrityliert und anschlieend mit dem P-
Amidit 1 phosphityliert, oxidiert und entschiitzt, um an CP-
Glas gebundenes dG-5-Monophosphat zu erhalten. Die Ite-
ration dieser Sequenz fiihrte direkt zu dG-5-Diphosphat und
dG-5'-Triphosphat (Abbildung 3). Alle an der P-Anhydrid-
Bildung beteiligten Schritte liefen innerhalb von 10 bis 20 min
und unter Standardbedingungen ab. Die Abspaltung der
Kupplungsprodukte vom CP-Glas ergab dG-Oligophosphate
in akzeptabler Reinheit.

Zusammenfassend beweist diese Studie, dass P-Amidite
in schutzgruppenfreien iterativen Kupplungen verwendet
werden konnen, um selektiv gemischte P*-PY-Anhydride zu
erhalten. Diese Zwischenprodukte konnen oxidiert und die
Fluorenylmethylgruppen anschlieBend schnell abgespalten
werden. Das Konzept ermdglicht eine iterative Synthese von
Nukleosidoligophosphaten in Losung und an fester Phase.
Die Kupplungsgeschwindigkeiten und Ausbeuten sind hoch,
die Verfahren praktisch (ungetrocknete Reagentien und Lo-
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Abbildung 3. Iterative Festphasensynthese von dG-5-Oligophosphaten.
1) TFA/DCM; 2) a: Amidit 1, MeCN, 1H-Tetrazol; b: mCPBA; c: Wa-
schen mit DMF, 5% Piperidin; d: Waschen mit MeCN; 3) NH,OH.
*'P-NMR-Spektren in D,0 ('"H-entkoppelt) beweisen die Bildung von
dGDP und dGTP (das ca. 20% dGDP enthilt) nach Abspaltung von
der festen Phase. CPG: Controlled-Pore-Glas, DMT: Dimethoxytrityl,
MP: Monophosphat, DP: Diphosphat, TP: Triphosphat, tac: tert-Butyl-
phenoxyacetyl.

sungsmittel, Standardbedingungen) und die Reinigung ist
sehr einfach. Diese Methode verspricht eine signifikante
Vereinfachung des {iiblicherweise umstidndlichen Prozesses
zur Herstellung von P-Anhydrid-Bindungen.
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