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Im Nebel

Seltsam, im Nebel zu wandern!
Einsam ist jeder Busch und Stein,
Kein Baum sieht den andern,

Jeder ist allein.

Voll von Freunden war mir die Welt,
Als noch mein Leben licht war;
Nun, da der Nebel fdllt,

Ist keiner mehr sichtbar.

Wahrlich, keiner ist weise,
Der nicht das Dunkel kennt,
Das unenntrinnbar und leise

Von allen ihn trennt.

Seltsam, im Nebel zu wandern!
Leben ist Finsamsein.
Kein Mensch kennt den andern,

Jeder ist allein.

(Hermann Hesse)
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Zusammenfassung

Der erste Teil der vorliegenden Arbeit beschéftigt sich mit der Entwicklung eines
ionischen 7Tags, welcher iiber einen basenlabilen Linker an ein in Wasser schwerlos-
liches Peptid auf der festen Phase gekuppelt werden kann. Die hohe Polaritat des
Tags soll die Wasserloslichkeit des Peptids erhohen, um dessen Reinigung mittels
praparativer RP-HPLC zu erméglichen. Die Tags wurden direkt an ein schwerlos-
liches, festphasengebundenes Modellpeptid gekuppelt. Die Loslichkeit von Peptiden
mit verschiedenen Tags wurde experimentell bestimmt und der Einfluss des Anions
untersucht. Dabei zeigte sich, dass Peptide mit einfach geladenem Tag besser 16slich
als das Modellpeptid sind. Dariiber hinaus konnte ein Einfluss des Anions beobach-
tet werden. Ein dreifach geladenen Tag erhdhte die Loslichkeit des Modellpeptids so
stark, dass mit der vorhandenen Substanzmenge keine gesattigte Losung hergestellt
werden konnte.

In weiteren Experimenten wurde gezeigt, dass die Spaltung des Tags vom Peptid

moglich ist und der ionische Tag einfach vom Peptid abgetrennt werden kann.

Der zweite Teil der Arbeit befasst sich mit der Entwicklung einer funktionellen
ionischen Schutzgruppe. Der Unterschied zu dem im ersten Teil vorgestellten Tag-
Ansatz ist, dass in diesem Fall die Schutzgruppe an die zu kuppelnde Aminoséiure
gebunden wird. Sie wirkt in diesem Fall tatséchlich als Schutzgruppe wéhrend der
Peptidsynthese. Es wurden unterschiedliche Routen fiir die Synthese der Aminoséu-
rederivate entwickelt. Die hergestellten Derivate wurden erfolgreich fiir die Peptid-
synthese verwendet.

Dartiber hinaus zeigten sie eine grofe Loslichkeit in Wasser. Dies ermoglicht eventu-
ell die Peptidsynthese in wéssriger Losung. Es gelang, das mit der ionischen Schutz-

gruppe versehene Glycinderivat an zwei verschiedenen Harzen zu kuppeln.

Im dritte Teil wird die Synthese sdurelabiler ionischer Schutzgruppen fiir die
Seitenketten von Aminosduren behandelt. Diese sollen wiahrend der Synthese von
Peptiden mit schwierigen Sequenzen die Bildung von Aggregaten verhindern, die
Loslichkeit der wachsenden Peptidkette erhohen und so deren Synthese erleichtern.
Es wurden von t-Buthylether und -ester abgeleitete ionische Schutzgruppe sowie
je ein ionisches Analogon zur Boc- und der Cbz-Gruppe entwickelt. Die einzelnen
Schutzgruppen konnten synthetisiert und charakterisiert werden. Erste Versuche zur
Schiitzung verschiedener Aminoséurederivate wurden unternommen und zeigten er-
mutigende Ergebnisse. Die endgiiltige Charakterisierung der fertigen Aminosiure-

derivate steht noch aus.
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Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten ionischen Verbindungen stellten er-
hebliche Anforderungen an die Entwicklung geeigneter Analyse- und Trennverfah-
ren. Die Erfahrungen aus diesem Bereich werden im vierten Teil dargestellt. Diese
Techniken stellten die Grundlage fiir alle, in den ersten drei Teilen beschriebenen,

synthetischen Arbeiten dar.

Im letzten Abschnitt werden die Ergebnisse der Untersuchung eines Nicotinséu-
rederivats beschrieben. Die Kupplung dieses Derivats an die feste Phase bereitete
unerwartete Schwierigkeiten. Durch verschiedene Untersuchungen konnten Hinweise
auf die Ursache der ungewohnlich niedrigen Loslichkeit des gereinigten Nicotinséu-

rederivats erhalten werden.
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Teil 1.

Einleitung






1. Einleitung

1.1. Peptidchemie: lhre Entwicklung und Bedeutung

Peptide und Proteine spielen in der Natur eine Schliisselrolle. Sie fungieren in Le-
bewesen unter anderem als Stiitzsubstanzen (z.B. Kollagen), Botenstoffe (z.B. Leu-
Enkephalin) und als Katalysatoren (z.B. Carboanhydrase). 1902 erkannten F. Hoff-
meister und E. Fischer unabhéngig voneinander, dass Proteine aus Aminosduren
aufgebaut sind.!? Vor Entwicklung moderner Trenn- und Analysetechniken war der
experimentelle Nachweis dieser Tatsache sehr miihsam. Die Proteine mussten erst
isoliert und vollstédndig hydrolysiert werden. Dann wurden die Aminosduren veres-
tert und durch fraktionierende Destillation getrennt. Anschliefend wurden die Ester
verseift und die freien Aminoséduren anhand ihres Schmelzpunktes und der Elemen-
taranalysen identifiziert.

Auch die Entwicklung der fiir die Peptidchemie extrem wichtigen Schutzgruppen
geht auf E. Fischer zuriick. Die von ihm eingefiihrte Ethoxycarbonylgruppe konnte
durch Basen allerdings nicht abgespalten werden (Abb. 1.1). Statt dessen kam es zu

einer Umlagerungsreaktion bei der eine Uridosdure gebildet wurde:

(0] R H (0] ) R o Ri
/\ )I\ N \)I\ —»OH HN ° —_— H )J\ R
@) N Rz - EtOH N O HOOC/\N H 2

"0 '2?1 0)_3’4 H o)

Ethoxycarbonylgeschiitztes Peptid Hydantoin Uridosaure

Abbildung 1.1.: Die basenkatalysierte Umlagerung der Ethoxycarbonylgruppe

Trotz allem gelang E. Fischer schon 1907 die Synthese eines Peptids mit 18 Amino-
sduren.?® Erst 1931 stellten M. Bergmann und L. Zervas mit der Benzyloxycarbonyl-
Schutzgruppe die erste fiir die Peptidsynthese wirklich brauchbare Schutzgruppe
vor.4 1939 fasste O. Diels das Wissen iiber die Struktur und den Aufbau der Pepti-
de und Proteine in seinem Lehrbuch ,Organische Chemie* zusammen:®

., Die Hoffnung, das ,Fiweissproblem* durch einen systematischen Aufbau der Poly-
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Einleitung Kapitel 1

peptide und durch das Studium der bei der vorsichtigen Spaltung der Proteine beob-
achteten Vorginge zu l0sen ist bis jetzt nicht in Erfillung gegangen.

Ob es sich hierbei um Diketopiperazine (E. Aberhalden), Ozazoline (M. Bergmann)
oder andere Ringformige Systeme handelt, hat sich bis jetzt nicht entscheiden lassen.
Hier Aufklarung zu schaffen, ist eine fir den Chemiker, Physiologen und Biologen
gleich wichtige Aufgabe. Denn zu den Proteinen stehen in naher Beziehung die Fer-
mente, Toxine und Antitoxine, iber die wir kaum die bescheidensten Vorstellungen
haben. Fiir ihre Erkenntnis wird ein klarer Blick in den Bau der Eiweisstoffe eine
unerldssliche Vorbediengung sein.”.

1963 wurde die Peptidsynthese von B. Merrifield durch die Entwicklung der Fest-
phasensynthese drastisch vereinfacht.®” Fiir seine damals vorgestellte Synthese des
Tetrapeptids H-Leu-Ala-Gly-Val-OH (und darauf aufbauende Arbeiten) wurde er
1984 mit dem Nobelpreis fiir Chemie ausgezeichnet. Dies unterstreicht die enorme
Bedeutung dieser Technik fiir die Wissenschaft. Sie beschleunigte die Synthese von
Peptiden sehr stark und forderte so die Entwicklung der Peptidchemie ungemein.
Auch in anderen Bereichen der organischen Chemie wurden durch die Festphasen-
synthese neue Moglichkeiten geschaffen. Als Beispiele seien neben der Peptidsynthe-
se die Entwicklung festphasengebundener Reagenzien, die automatische Synthese
grofser Bibliotheken und die Split-und Mix-Technik im Bereich der kombinatori-
schen Chemie angefiihrt. Da diese Technik die Peptidsynthese revolutioniert hat,
soll ihr Konzept kurz beschrieben werden (Abb. 1.1).

Die feste Phase besteht oft (z.B. bei dem von B. Merrifield beschriebenen Verfahren)
aus mit 2% Divinylbenzol quervernetztem Polystyrol. Dadurch ist das Polymer nicht
mehr in den verwendeten Loésungsmitteln 16slich, sondern wird nur noch gequollen.
Durch dieses Quellen konnen die Reagenzien an die Beladungsstellen diffundieren.
Zudem wird die Reinigung erhelich erleichtert, da die Harzkiigelchen von einem
Filter oder einer Fritte zuriickgehalten werden, wiahrend mit dem gewiinschten Lo-
sungsmittel gewaschen wird. Dies erlaubt den Einsatz grofer Reagenzieniiberschiisse
und damit hohe Umsatze. Die einfache Reinigung ist dariiber hinaus ein wichtiger
Aspekt fiir die Automatisierung der Festphasensynthese.

Bei der Festphasensynthese von Peptiden wird zuerst eine am Amin geschiitzte Ami-
nosaure iiber einen spaltbaren Linker iiber die Carbonsédure kovalent an die feste
Phase gebunden. Dann erfolgt die Entfernung iiberschiissiger Reagenzien durch wa-
schen des Harzes. Im Anschluss wird, &hnlich wie bei der Peptidsynthese in Losung,
die Schutzgruppe am Amin abgespalten. Nach einer weiteren Reinigung durch mehr-
maliges waschen des Harzes mit den gewilinschten Losungsmitteln wird die néchste

Aminoséure gekuppelt. Dies wird so lange fortgesetzt, bis die gewiinschte Sequenz
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Peptidlosung

vor- ab-
quellen spalten
Harz
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M ast ast
1) entschiitzen
2) waschen
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Abbildung 1.2.: Schematische Darstellung der Festphasensynthese von Peptiden

synthetisiert ist. Das Peptid wird durch behandeln des Harzes mit einer Spaltlosung
von der festen Phase entfernt, gereinigt und weiterverwendet.

Die hier kurz skizzierten und weitere Arbeiten zur Peptidsynthese im Allgemeinen
und zur Festphasensynthese im Besonderen legten den Grundstein fiir die enormen
Fortschritte im Bereich der Peptid- und Proteinchemie. Peptide dienen heute unter
anderem als Leitstrukturen fiir die Entwicklung von Wirkstoffen.®? Trotz der ne-
gativen pharmakokinetischen Eigenschaften vieler Peptide wird versucht, sie in der
Therapie intensiver zu nutzen.'® Auch auferhalb der Medizin werden Peptide auf
Ihre Anwendbarkeit fiir vielfaltige Aufgaben untersucht. Fiir den Einsatz im Bereich
der Materialwissenschaften (z.B. Bildung von Nanopartikeln, kiinstliche Rezeptoren
und Molekulare Erkennung), der Katalyse und als Modelle fiir Elektronentransport-
prozesse werden Peptide ebenfalls getestet. Die 6konomische Bedeutung von Pep-
tiden wird durch den wirtschaftlichen Aufschwung in diesem Bereich verdeutlicht.
Dies zeigt sich eindrucksvoll am Erfolg von Firmen wie beispielsweise Bachem, No-

vabiochem, Alltech und vielen anderen.
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Trotz aller Fortschritte ergeben sich bei der Herstellung scheinbar trivialer Peptide

aber auch heute noch unerwartete Probleme wihrend der Synthese und Reinigung.
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1.2. Probleme bei der Synthese von Peptiden an der festen
Phase

1.2.1. Schwierige Sequenzen

Bald nach der erfolgreichen Einfiihrung der Festphasensynthese gab es unerwarte-
te Probleme bei der Herstellung scheinbar einfacher Sequenzen. 1967 zeigte sich bei
der Synthese von Angiotensylbradykinin im Labor von B. Merrifield, dass die Kupp-
lungseffizienz nach der elften Aminosiure deutlich geringer wurde.? Dieses Problem
wurde auf zwei verschiedene Arten angegangen. B. Merrifield nahm an, dass die
Quellfahigkeit des Harzes zu gering ist. Durch Verwendung eines weniger stark quer-
vernetzten Polystyrolharzes und stérker quellender Losungsmittel (z.B. durch Ein-
satz von DMF oder Mischungen davon) konnten die Probleme teilweise iiberwunden
werden. ! Nach R. Sheppard dagegen beruhten die Probleme auf der Inkompatibi-
litdt von unpolarem Triagermaterial (Polystyrol) und dem eher polaren Peptid.? Er
fithrte deshalb quervernetztes Polydimethylacrylamid als Harz ein. Dieses Polymer
ist deutlich polarer als Polystyrol. Mit diesem Material gelang ihm dann auch die
Synthese der bis dahin schwierigen Sequenzen.

Im Laufe der Zeit wuchs das Wissen iiber diese Probleme stetig an. Es stellte sich
heraus, dass die Schwierigkeiten nicht immer mit den beiden oben dargestellten An-
sitzen gelost werden konnten. Mit wachsender Erfahrung in der Festphasensynthese
von Peptiden zeigten sich Muster, wann Probleme bei der Synthese gehduft auftre-

ten oder eher unwahrscheinlich sind:!'?

e Die Probleme treten plotzlich zwischen der sechsten und zwolften Aminoséduren

auf.

e Besonders haufig treten Schwierigkeiten mit Alanin, Isoleucin, Methionin und

Lysin auf.

e Selten gibt es Probleme bei Prolin, Arginin und Histidin enthaltenden Sequen-

zen.

Die wachsende Zahl an bekanntermafien schwierigen Sequenzen ermoglichte auch
die genauere experimentelle Untersuchung des Phanomens. Damit konnte schon wéh-
rend der Synthese das Auftreten von Problemen erkannt werden. Es ergaben sich

aber auch Hinweise, welche Prozesse an den Problemen beteiligt sind.

e Sowohl Entschiitzungs- als auch Acetylierungsreaktionen verlaufen deutlich

langsamer.
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e Das Volumen des gequollenen Harzes verringert sich um bis zu 50%.
e Die Signale im *C-NMR Spektrum sind verbreitert.

e Im IR-Spektrum zeigen sich fiir S-Faltblattstrukturen typische Schwingungen
der Amidbindungen

Diese experimentellen Ergebnisse lassen vermuten, dass es zur Aggregation der
wachsenden Peptidketten im Inneren des Harzes kommt. Dabei bilden sich entweder
intra- oder intermolekulare [(-Faltblattstrukturen (fiir eine schematische Darstel-
lung von [-Faltblattstrukturen siche Abb. 1.3, fiir eine Skizze der aufgrund von
[-Faltblattstrukturen entstehenden Aggregate siche Abb. 1.4).

Rs )o H  Rs H O Rs H O
R A N ~ .R R N N _R
C\"/\N H/ \"/\N N NY \)I\N/H/ \:)J\N C
I I | : I | : I
O H Rs O H O Rs H O Rs H

|;4 O Rg ﬁ' o) ‘I;i O Rs ‘||4 o]
N N N N
Rs H O Rg Rs H O Rs

antiparallel parallel

Rs : Aminoséurenseitenkette
Ry : N-terminaler Strang
R¢ : C-terminaler Strang

Abbildung 1.3.: Antiparallele und parallele 5-Faltblattstrukturen

—_— Peptidriickgrad

H-Brticken

Q Harz

intramolekulares intermolekulares
B-Faltblatt B-Faltblatt

Abbildung 1.4.: Schematische Darstellung der Aggregation aufgrund von intra- und

intermolekularen g-Faltblattstrukturen

Die Deutung der Ergebnisse ist allerdings unterschiedlich. Im Prinzip handelt es

sich um ein ,,Henne und Ei“ Problem: was ist die Ursache der Probleme und was die

8
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Folge. Die beiden verschiedenen Ansétze und die daraus resultierenden Losungsvor-

schldge werden nachfolgend getrennt besprochen.

1.2.2. Deutung der experimentellen Ergebnisse und daraus entwickelte

Losungsansatze

1.2.2.1. (-Faltblattstrukturen fiihren zur Aggregation und damit zu einer

Verringerung der Loslichkeit

Eine Gruppe von Wissenschaftlern (z.B. R. Sheppard et al. und M. Mutter et al.),
nimmt als Ursache der Schwierigkeiten bei der Synthese mancher Peptide die Bil-
dung von inter- oder intramolekularen 3-Faltblattstrukturen an.'®'* Diese stellen
stabile Strukturen dar, sind schwer loslich (dhnlich den Prionen) und erschweren
die weitere Kupplung von Aminosiuren.'® Diese Forscher versuchten als Losung des
Problems die Bildung von (-Faltblattern zu verhindern. Aus dieser Betrachtung ent-

wickelten sich sehr erfolgreiche Ansétze.

e Wenn sich Prolin im C-terminalen Bereich der Peptidkette befindet, kommt es
sehr selten zu Problemen bei der weiteren Synthese. Dieses Phénomen wird mit
der destabilisierenden Wirkung des Prolins auf -Faltblattstrukturen erklart.
Prolin kann nicht beliebig in eine Peptidsequenz eingebaut werden, dies wiirde
ein vollig anderes Molekiil ergeben. Deshalb entwickelte M. Mutter die Pseudo-
proline.® Dabei handelt es sich um Oxazolidinone des Serins und Threonins.
Diese Fiinfringe haben eine dem Prolin dhnliche Geometrie und stéren ebenso
wie dieses die Bildung von g-Faltblattstrukturen. Die kommerziell erhéltlichen
Bausteine bestehen immer aus zwei Aminosduren und kénnen bequem fiir die
Peptidsynthese verwendet werden. Ein weiterer Vorteil der Dipeptide ist, dass
die Kette gleich um zwei Aminosduren verlangert wird. Am Ende muss der
Fiinfring wieder zerstort werden, um das gewiinschte Peptid zu erhalten. Der
Ring stellt im Prinzip ein O,N-Acetal dar und ist sédurelabil. Die Spaltung
geschieht daher sehr effizient durch Behandlung mit TFA (Abb. 1.5)

Dieses Verfahren kann nur angwendet werden, wenn sich entweder Serin oder
Threonin im C-terminalen Bereich des Peptids befindet. Ein weiterer Nachteil
sind die hoheren Kosten fiir die Bausteine, wenn man diese mit den einzelnen
Aminosauren vergleicht. Der Preis den man fiir eine Sache zu zahlen bereit ist,
héngt von der Wichtigkeit der Sache und der Wahrscheinlichkeit des Erfolgs ab.
Um die Bedeutung des Problems der Aggregation zu verdeutlichen wird daher

9
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Abbildung 1.5.: Schema des Pseudoprolins am Beispiel R!-Ala-Ser(1Pro)-R?

der konkrete Preis fiir die Losung dieses Problems angegeben. Diese Preise
mogen sich mit der Zeit dndern, auch kann es eine Verschiebung zwischen
dem Aufwand fiir die einzelnen Methoden geben. Er ermoglicht jedoch eine
ungefdhre Einschitzung der Probleme aufgrund von schwierigen Sequenzen.
Je ein mmol Fmoc-Ala-OH und Fmoc-Ser(tBu)-OH kosteten 2010 zusammen
3 €. Ein mmol des fertigen Synthesebausteins Fmoc-Ala-Ser(¢M¢M¢pro)-OH
kostete zum gleichen Zeitpunkt jedoch 36 €.11

M. Mutter und Y. Kiso stellten unabhéngig voneinander einen anderen An-
satz vor, der ebenfalls die Ausbildung einer stabilen Sekundérstruktur (/-
Faltblattstruktur) verhindert.!”2? Fiir diesen Ansatz ist es ebenfalls notwen-
dig, dass in der Sequenz ein Serin vorhanden ist. Dieses wird als Boc-geschiitzte
Variante eingesetzt und iiber die freie Hydroxyfunktion der Seitenkette mit der

nachfolgenden Aminoséure verestert.

0
Boc’H\)l\Rz HaN \:)LF@

0
: H
1) TFA R'. N
I m o rFT e IR
o 2)pH=74 o H -
oH

R? R?

Fmoc OH = Isoacyldipeptid
N-Terminus  C-Terminus = O-Acyl-Isopeptid / Switchpeptid

Abbildung 1.6.: Schema des O-Acyl-Isopeptid / Switchpeptid Ansatzes am Beispiel

10

R'-Ala-Ser-R?

Diese Esterbindung bietet eine grofsere Flexibilitat, was die Bildung von stabi-
len Sekundérstrukturen energetisch benachteiligt. Beim Abspalten des Peptids
vom Harz wird gleichzeitig die Boc-Gruppe vom Serin entfernt. Unter neutra-
len oder milden basischen Bedingungen lagert sich die Esterbindung zu einer

Amidbindung um, wodurch das gewiinschte Peptid erhalten wird. Ein Nachteil
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in der Praxis ist, dass es bei der Aktivierung teilweise zum Verlust des Serin-
derivats kommt.?* Der Preis fiir 1 mmol des Boc-Ser(Fmoc-Ala)-OH Bausteins
betrug 2010 74 €.

e R. Sheppard und seine Mitarbeiter entwickelten einen anderen Ansatz um die
Bildung von Wasserstoftbriicken zwischen den Peptidketten zu verhindern. Sie
schiitzten das Peptidriickgrat mit der N-2-hydroxy-4-methoxybenzyl (Hmb)
Gruppe am Amidstickstoff. Ein Beispiel fiir die Anwendung dieser Schutz-
gruppe ist in Abbildung 1.7 dargestellt.

MeO
OH
(0]
R. N
O =
o

Abbildung 1.7.: Schema der Hmb-Schiitzung am Beispiel von R-Ala-Ser(tBu)-R’

Durch die Hmb-Gruppe wird der Amid-Wasserstoff ersetzt. Die Ausbildung
von Sekundérstrukturen wird so effektiv verhindert. Die Schutzgruppe wird
nach der Synthese durch Behandlung mit TFA entfernt.??* Ein Nachteil dieser
Strategie ist die manchmal geringe Effizienz bei der Kupplung der folgenden
Aminosdure. Dariiber hinaus ist der Preis der Synthesebausteine hoch, 2010
kostete ein mmol Fmoc-(FmocHmb)Ala-OH 269 €. Auferdem sind nur wenige
derart geschiitzte Aminoséurederivate kommerziel erhéltlich (2010 waren dies

die Derivate von Alanin, Glycin, Leucin, Lysin, Phenylalanin und Valin).!?

1.2.2.2. Aufgrund der geringen Loslichkeit der Peptide kommt es zur
Bildung von [-Faltblattstrukturen

Im Gegensatz zu der Ansicht, dass die Ausbildung von (-Faltblattstrukturen der
Grund fiir die Schwierigkeiten bei der Synthese mancher Sequenzen ist, sahen ande-
re Wissenschaftler (z.B. B. Merrifield et al.) die geringe Loslichkeit der Peptide als
Ursache an. Dies, so die Vermutung, fiihrt dazu, dass sich die Aggregate zwischen den
Peptidketten bilden.? Nach dieser Annahme sollten Mafnahmen, welche die Loslich-
keit der Peptide auf der festen Phase erhohen, die Bildung von -Faltblattstrukturen
vermeiden konnen. Da die Loslichkeit einer Substanz von vielen unterschiedlichen

Parametern abhéngt, wurde auch eine Vielzahl verschiedener Ansétze entwickelt:

11
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14,27

Verwendung polarer Harze

e Einsatz weniger stark quervernetzter Festphasen?®

e Geringere und gleichmiissigere Beladung der Harze®

e Verwendung des dipolar aprotischen Losungsmittels Dimethylformamid!!

e Zusatz von speziellen Losungsmitteln wie Trifluorethanol, Hexafluorisopropa-

nol oder Dimethylsulfoxid !
e Beimischung chaotroper Salze wie Kaliumthiocyanat oder Lithiumchlorid?®

e Verwendung der 4-(3,6,9-trioxadecyl)oxabenzyl (TEGBz) Schutzgruppe fiir die
Schiitzung der Seitenkette, um die Loslichkeit der wachsenden Peptidkette zu
erhéhen (Abb. 1.8).%°

@)
H
RNHJ\(N%R
@) -\O
ol
OO N

Abbildung 1.8.: Schema der Seitenketten-Schiitzung mit TEGBz am Beispiel von
R-Ala-Ser-R’

Der letzte Ansatz kann eventuell auch verwendet werden, um die Léoslichkeit von

Peptiden bzw. Peptidfragmenten zu erhéhen.3°

Diese Auswahl zeigt, dass es schon viele verschiedene Ansétze zur Losung des
Problems der schwierigen Sequenzen gibt. Allerdings ist keiner dieser im Moment
verfiigbaren Losungen allgemein anwendbar, manche haben auch spezifische Nach-
teile. Die Ansétze, welche auf einer Erh6hung der Loslichkeit beruhen, sind oft leicht
umzusetzen, dafiir aber nicht so effektiv wie die auf dem Verhindern der Aggregation
beruhenden Vorschlédge. Letztere sind aber im Allgemeinen teurer und stark von der
Sequenz abhéngig. Deshalb muss in jedem Fall individuell entschieden werden, wel-
cher Ansatz am besten geeignet ist. Dies kann unter Umsténden einen erheblichen

experimentellen Aufwand erforderlich machen.

12
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1.3. Okonomische und Okologische Probleme der
Peptidsynthese

1.3.1. Darstellung der (méglichen) Probleme

Die Peptidsynthese an der festen Phase ist eine im Labormafistab akzeptierte und
vielseitige Technik. Im industriellen Mafsstab ergeben sich jedoch Probleme, die bei
kleinen AnsatzgroRen nicht besonders ins Gewicht fallen.3! Zum einen werden bei der
Festphasensynthese die Reagenzien im grofen Uberschuss verwendet, um eine voll-
standige Reaktion in moglichst kurzer Zeit zu erreichen. Ein weiteres Problem sind
die oft giftigen und als Sondermiill zu entsorgenden Reagenzien und Losungsmittel.
Insbesondere die Losungsmittel werden in groffen Mengen bendtigt. Dies kann fiir

Betriebe Probleme in drei Bereichen darstellen:

1.3.1.1. Kosten aufgrund gesetzlicher Vorschriften

Grofe Mengen Gefahrstoffe erhohen die notigen Sicherheitsmafknahmen fiir Lage-
rung und Produktion. Giftige Stoffe erfordern aufgrund geringer Expositionsgrenz-
werte umfangreiche technische und betriebliche Sicherheitsmafnahmen (z.B. Ab-
saugung, Verbot gewisse Stoffe zusammen zu lagern, Beschéftigungsverbote, Brand-
schutzvorschriften, ...). Diese stellen fiir die betroffenen Betriebe erhebliche Kos-
tenfaktoren da. Aufgrund der zunehmenden Regulierung ist in Zukunft {iberdies mit

restriktiveren Vorschriften zu rechnen, was diese Kosten noch erhéhen wird.

1.3.1.2. Maogliche Imageschiaden

Die ,,griine Chemie” ist ein zunehmend wichtiger werdendes Thema fiir viele Betrie-
be. Durch publikumswirksame Kampagnen konnen auch 6kologisch und 6konomisch
korrekte Entscheidungen zu einem schweren Imageschaden fithren. Dies hat fiir die
betroffenen Betriebe zum Teil erhebliche wirtschaftliche Folgen.

Ein Beispiel dafiir ist der Umgang von Presse und Offentlichkeit mit der Shell AG,
nachdem diese sich fiir die Versenkung der ausgedienten Olplattform Brent Spar
entschied. Eine von einer Umweltschutzorganisation entfachte, immer aggressive-
re Berichterstattung fithrte zu einem Kundenboykott und sogar zu Anschlidgen auf
Shell Tankstellen. Shell entschied sich aufgrund dieses 6ffentlichen Drucks die Platt-
form an Land zu entsorgen. Riickblickend musste die damals federfiihrende Umwelt-
schutzorganisation jedoch einrdumen, dass die Vorwiirfe iibertrieben waren und eine
Entsorgung an Land mehr dkologische Nachteile nach sich zog.3? Die Lehre aus die-

sem Ereignis ist, dass es am besten ist, offentlichen Angriffen keinen Ansatzpunkt

13



Einleitung Kapitel 1

zu geben.

Eine Orientierung an den Zielsetzungen der ,griinen Chemie* bietet eine Moglich-
keit, das Risiko von Imageschéden zu verringern. Jedoch erfiillt die nach heutigen
Standards durchgefiihrte Peptidsynthese fast keine Forderungen der ,griinen Che-

mie®. 33

1.3.1.3. Kosten der eingesetzten Chemikalien

Das Erfiillen von Forderungen der ,griinen Chemie”“ bietet nicht nur Vorteile fiir
die Offentlichkeitsarbeit sondern sollte sich fiir den betreffenden Betrieb auch wirt-
schaftlich rentieren. Jede Substanz, die weggeworfen wird, muss doppelt bezahlt
werden: sowohl im Einkauf als auch bei der Entsorgung. Uber die Verfiigharkeit von
Losungsmitteln machte man sich lange Zeit keine Gedanken. Erst der Engpass bei
der Versorgung mit Acetonitril 2009 fiihrte zu einem Umdenken. Selbst fithrende
Héndler fiir Laborbedarf konnten die Nachfrage nicht mehr befriedigen, und der

Preis fiir dieses Losungsmittel stieg stark an.

1.3.2. Alternative Konzepte fiir die Peptidsynthese
1.3.2.1. Verwendung weniger gefahrlicher Lésungsmittel

In der konventionellen Peptidsynthese werden grofe Mengen potentiell gefahrlicher
Losungsmittel wie DMF oder DCM verwendet. Schon seit 1975 gab es deswegen
immer wieder Uberlegungen, die Peptidsynthese in Wasser durchzufithren.?* Dies
wiirde den E-Faktor nicht verdndern (der E-Faktor ist eine 1994 von R. Sheldon
eingefithrte Mafzahl, um Prozesse hinsichtlich ihres Einflusses auf die Umwelt zu
vergleichen).?> Der Wechsel zu Wasser wiirde jedoch die Kosten fiir den Kauf der
Losungsmittel reduzieren, eine deutlich reduzierte Toxizitét sollte Einsparungen bei
den Schutzmafnahmen ermdéglichen und die Entsorgung sollte einfacher und giinsti-
ger sein. Um tatséchlich Peptide an der festen Phase in Wasser herstellen zu konnen,

miissen drei Bedingungen erfiillt sein:

1. Ein in Wasser ausreichend quellendes Harz
Soll die Synthese an der festen Phase erfolgen, so ist es erforderlich, ein in Was-
ser ausreichend quellendes Harz zu verwenden. Das von Merrifield eingefiihrte,
quervernetzte Polystyrolharz quillt in polaren Losungsmitteln und daher auch
in Wasser nicht ausreichend gut. Da aber polare Medien fiir verschiedene An-
wendungen von Interesse sind, wurden viele Versuche unternommen, Harze

zu entwickeln, welche auch in Wasser gut quellen. Einer der ersten Ansétze
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in dieser Richtung, der kommerziellen Erfolg hatte, war das Tentagel-Harz.
Dieses besitzt einen Kern aus Polystyrol, an welchen Polyethylenglykolketten
kovalent gebunden sind. In der Literatur sind Versuche beschrieben, in denen
dieses Harz fiir die Peptidsynthese in Wasser eingesetzt wurde.?® Sein Quell-
vermoégen in Wasser war aber nicht ausreichend, um eine zuverlassige Peptid-
kupplung zu erzielen.?® Inzwischen sind neue Harze entwickelt worden, welche
in Wasser starker quellen. Diese bestehen entweder aus quervernetzten Poly-
etylenglykolketten, die aufgrund ihrer hydrophilen Struktur deutlich starker in
Wasser quellen.®” Ein anderer Ansatz ist die Verwendung von Polyacrylamid,
welches durch Polyethylenglykolketten quervernetzt wurde. Diese Harze zeigen
hervorragende Quelleigenschaften in Wasser. So konnen Proteine mit bis zu 35
kDa fiir Enzymreaktionen an dieser festen Phase verwendet werden.!! Ob die
Stabilitdt und Quellbarkeit in Wasser fiir die Peptidsynthese ausreichen, ist
jedoch noch nicht hinreichend geklart.

2. In Wasser ausreichend stabile Kupplungsreagenzien und Additive
Ein Beispiel fiir solche Kupplungsreagenzien ist 1-Ethyl-3--(3-dimethylamino-
propyl)-carbodiimid Hydrochlorid, welches gut wasserloslich ist und fir die
Synthese von Amidbindungen in Wasser erfolgreich eingesetzt wurde. Mit N-
hydroxy-5-norbonen-2,3-dicarboximide steht zudem ein wasserlosliches Rea-

genz als Ersatz fiir Hydroxybenzotriazol zur Verfiigung.

Cl ,OH
\ N
~NTNSL Lb,CONHZ
Ill \C\\N/\ CONH,
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)- N-hydroxy-5-norbonen-
carbodiimid Hydrochlorid (EDC) 2,3-dicarboximide (NHNDCI)

Abbildung 1.9.: Wasserlosliches Kupplungsreagenz und Additiv

3. In Wasser 16sliche, geschiitzte Aminosidurederivate
Obwohl es in der Literatur einige Beispiele fiir wasserlosliche Aminosadurede-
rivate gibt, sind die bisherigen Ansétze nicht iiberzeugend (Abb. 1.10). Zum
Teil sind die Derivate nicht ausreichend stabil oder die Loslichkeit in Wasser
ist nicht fiir alle Aminosduren (insbesondere bei Seitenkettengeschiitzten De-
rivaten) ausreichend hoch. Auch das Entfernen der Schutzgruppe ist teilweise

schwierig. 34363844
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A\ +
S .AS Ph)s™P. .AS S .AS
- \/\O N (Ph)s \/\O N Ph” \/\O N
H H H
Methylsulfonylethoxy- 2-(Triphenylphosphino)- 2-[Phenyl(methyl)sulfino]-
carbonyl ethoxycarbonyl ethoxycarbonyl

Abbildung 1.10.: Beispiele fiir wasserlosliche, geschiitzte Aminosdurederivate

1.3.2.2. Verwendung l6slicher Tags

Mehrere Gruppen versuchten die Probleme der Festphasensynthese zu umgehen,
ohne die Vorteile aufgeben zu miissen. Generell wurde dabei mit einem Tag gear-
beitet, welcher im fiir die Kupplung verwendeten Losungsmittel gut 16slich war. 446
Anschliefsend wurde das Produkt von den iiberschiissigen Edukten und Reagenzien
durch Wechsel zu einem Losungsmittel, in dem der Tag nicht 16slich ist, abgetrennt.
Es wurden bis jetzt vor allem drei verschiedene Arten von Tags eingesetzt. Zum einen
wurden l6sliche Polymere verwendet, auch der Einsatz von polyfluorierten Phasen
ist in der Literatur dokumentiert.*”® Als dritte Alternative wurden ionische Tags
fiir die organische Synthese verwendet.*?°® Diese sind von Ionischen Fliissigkeiten

(IF) abgeleitet, und werden im néchsten Abschnitt detailliert besprochen.
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1.4. Peptide mit geringer Loslichkeit

1.4.1. Loslichkeit und Losungsvorgange
1.4.1.1. Physikalische Betrachtung von Ldsungen

Das Auflosen eines Stoffes ist ein alltdglicher Vorgang, er kann leicht makrosko-
pisch beobachtet werden. Ein vorher heterogenes Mehrstoffsystem (z.B. fester Zu-
cker in einem Glas Tee) wandelt sich nach einer gewissen Zeit in ein homogenes
Mehrstoffsystem um. Im gegebenen Beispiel ist Zucker der geloste Stoff und Was-
ser das Losungsmittel. Die Einteilung in gelosten Stoff und Losungsmittel ist nicht
fest vorgegeben, sondern hingt von den Mengenverhéltnissen in der Losung ab: der
im homogenen Gemisch iiberwiegend vorhandene Stoff wird als Losungsmittel be-
zeichnet.®! Bei einem sehr konzentrierten Sirup kann dementsprechend Zucker das
Losungsmittel und Wasser der geloste Stoff sein.

Auf mikroskopischer Ebene stellt eine Losung eine sehr feine Verteilung des geldsten
Stoffes dar. Man bezeichnet Losungen daher als disperse Systeme. Dabei unter-
scheidet man zwischen echten und kolloiden Losungen. Die Unterscheidung erfolgt
aufgrund der Grofe der dispergierten Phase (= des gelosten Stoffs). In echten Lo-
sungen ist der geloste Stoff praktisch nicht aggregiert. Seine einzelnen Bestandteile
(Molekiile, Tonen) sind molekular verteilt. Die Grofe der dispergierten Teilchen ist
hier durch die molekulare Dimensionen der gelosten Substanz vorgegeben, sie liegt
im Bereich von ungefdhr 0,1 bis 1 nm. Diese Losungen werden auch als molekular-
dispers bezeichnet. %!

Sind die dispergierten Teilchen aufgrund von z.B. Aggregation grofier, so bezeichnet
man die Losung als kolloiddispers oder den gelosten Stoff als Kolloid. Kolloide sind
keine speziellen Stoffe, der Begriff bezeichnet nur einen bestimmten Verteilungsgrad
eines beliebigen Stoffs in einem beliebigen Losungsmittel. Dabei kénnen die Stof-
feigenschaften aber aufgrund des groferen Oberfliche / Masse Verhéltnis deutlich
verdndert werden. Die obere Grenze von kolloiddispersen Teilchen ist nicht genau
definiert. Sie schwankt zwischen 100 und 500 nm und kann im Fall von Emulsionen
auch tiber 1 pum liegen. Diese kolloiden Losungen sind normalerweise durch bloften
Augenschein nicht von echten Losungen zu unterscheiden, dies gelingt aber mit ei-
nem einfachen Experiment. Kolloide Losungen zeigen den Tyndall-Effekt.®! Wird
die zu untersuchende Losung von der Seite beleuchtet, so sieht der Beobachter in ei-
ner kolloiden Losung den Verlauf des Lichtstrahls. Dieses Phanomen beruht auf der
Streuung des einfallenden Lichts an den dispergierten Teilchen. Ein solches Verhalten
kann bei echten Losungen nicht beobachtet werden, da die Groéfse der dispergierten

Teilchen in diesem Fall zu klein ist.
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Ob und in welchem Umfang sich ein Stoff im Losungsmittel 16st, wird von der
Anderung der freien Enthalpie AG des Vorgangs bestimmt. Wenn diese negativ ist,
erfolgt die Losung des Stoffes spontan. Ist sie positiv, so féllt der vorher geloste Stoff

aus. Dies kann z.B. durch Abkiihlen der Lésung geschehen.
AG=AH-TAS

In festen, polaren Substanzen bestehen starke Wechselwirkungen zwischen den
verschiedenen Molekiilen aufgrund von Coulomb oder Dipol-Dipol Wechselwirkun-
gen. Diese miissen fiir den Losungsprozess aufgebrochen werden. Bei Kristallen ent-
spricht dieser Energiebetrag der Gitterenergie. Durch das Anlagern der Losungs-
mittelmolekiile an den gelosten Stoff bilden sich neue, intermolekulare Wechselwir-
kungen aus. Bei diesem als Solvatation bezeichneten Vorgang wird Energie frei. Ob
AH positiv oder negativ ist, hingt von der Grofe der Energiebeitrige dieser beiden
Prozesse ab.

Auch ein endothermer Prozess kann freiwillig ablaufen. Dazu muss die Entropiezu-
nahme grofs genug sein, um die Zunahme der Enthalpie des Systems zu kompensieren
(ein Beispiel ist Ammoniumchlorid, welches sich spontan unter Abkiihlen der Um-
gebung 16st).

Ein interessantes Phénomen tritt bei Ionenverbindungen auf. Kleine, hoch gelade-
ne Tonen konnen Wassermolekiile so stark koordinieren, dass die Entropieinderung
beim Losungsvorgang negativ ist (TAS bei 25 °C betriagt z.B. fir BaSO, -30,6
kJ/mol, fiir MgCl, -29,0 kJ/mol und fiir AgF -5,8 kJ/mol).?! Trotzdem l3sen sich
MgCl, (542 g/1 bei 20 °C) und AgF (2000 g/1 bei 100 °C) in Wasser.5? In diesem
Fall kompensiert die Enthalpieinderung die Abnahme der Entropie.

Da der Loslichkeit so grofte Bedeutung zukommt, wurde sie und die sie bestim-
menden Parameter schon lange und eingehend untersucht. Aufgrund dieser umfang-
reichen Arbeiten ist die thermodynamische Beschreibung von Losungen schon sehr
fortgeschritten. Die statistische Thermodynamik ist in diesem Bereich viel weniger
entwickelt.® Zur Zeit ist es daher noch nicht moglich, die Loslichkeit einer Substanz
nur aus den Eigenschaften ihrer Molekiile und deren Wechselwirkungen ab initio zu

berechnen.

1.4.1.2. Bestimmung der Loslichkeit

Grundlegende Definitionen Fiir die Messung der Loslichkeit ist es notwendig,

diese Eigenschaft zu definieren.
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Definition 1: Die Loslichkeit einer Substanz ist die Konzentration ihrer gesittig-
ten Losung.
Definition 2: Eine Losung ist dann geséttigt, wenn sich die geloste Substanz mit der

ungelosten im thermodynamischen Gleichgewicht befindet.

Definition 1 bestimmt, wie die Loslichkeit experimentell bestimmt wird (ndmlich
durch die Messung der Konzentration der gelosten Substanz). Definition 2 verdeut-
licht, dass es sich bei diesem Phédnomen um ein Gleichgewicht handelt, welches auch
thermodynamisch beschrieben werden kann. Das bedeutet bei der experimentellen
Bestimmung aber auch, dass durch die Wahl einer ausreichend grofsen Wartezeit
zwischen ansetzen der Losung und Messung der Konzentration des gelosten Stoffs
(im Allgemeinen 24 h) die Einstellung des Gleichgewichts sichergestellt werden muss.
Auferdem ist vor der Messung der Konzentration eine Trennung des geldsten vom
ungelosten Stoff notwendig. Trennungen sind stets willkiirlich, so dass es in der Pra-
xis weitere Definitionen gibt, ab welchem Verteilungsgrad eine Substanz als gelost

oder nicht gelost gilt.

Definition 3: Es ist alles gelost, was bei einstiindiger Zentrifugation mit 100.000
g im Uberstand verbleibt.

oder

Definition 4: Es gilt als gelost, was sich bei einer Filtration mit einem Filter der
Porengrofe 0,45 pm im Filtrat befindet.

In der Literatur gibt es noch andere Vorschlage, die aber nicht so streng wie die
bereits angefiihrten sind. So stellen die nach Definition 3 oder 4 bestimmten Los-
lichkeiten untere Grenzwerte dar. Ohne Trennung kann nicht zwischen tatséchlich
geloster und ,nur” suspendierter Substanz unterschieden werden. Bei der Konzen-
trationsbestimmung wiirden zu hohe Werte gemessen. Die so berechnete Loslichkeit

wiirde einen unterschiedlich grofsen systematischen Fehler aufweisen.

Experimentelle Methoden Fiir die Konzentrationsbestimmung ist prinzipiell je-
des quantitative Verfahren geeignet. Bei ionischen Substanzen kann es ausreichend
sein, nur ein lon quantitativ zu bestimmen. Voraussetzung ist, dass die Stochiome-
trie der Verbindung eindeutig ist und keine Verunreinigungen durch andere Salze mit

dem gleichen Ton vorhanden sind. Hauptséchlich werden zur Messung gravimetrische
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und chromatographische Verfahren verwende

20

t 54-57

e Gravimetrische Verfahren

Wenn die Loslichkeit hoch ist und die Substanz in ausreichender Menge zur
Verfligung steht, eignen sich die gravimetrischen Verfahren am besten. Diese
sind durch die direkte Bestimmung im Allgemeinen sehr schnell und einfach
durchfiihrbar. Die vorgeschlagene EU-Richtline beruht auf zwei verschiedenen
gravimetrischen Verfahren.®” Ist die Loslichkeit der betreffenden Substanz ge-
ring, so sind die gravimetrischen Verfahren allerdings nicht mehr sehr genau.
Dies beruht auf den kleinen Massen die in diesem Fall ausgewogen werden
miissen. Dies wird auch durch die Anforderung an Methoden fiir die Bestim-
mung der Loslichkeit schwerloslicher Substanzen nach REACH deutlich. Im
Rahmen von REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and Restricti-
on of Chemicals) wird dafiir die Sduleneluationsmethode empfohlen, der Fehler

sollte dabei unter 30% liegen.

— Direkte gravimetrische Verfahren:** Dies sind die éltesten Verfahren zur
Bestimmung der Loslichkeit. Es wird eine gesattigte Losung der zu un-
tersuchenden Substanz im betreffenden Losungsmittel hergestellt. Dann
wird der ungeloste Feststoff durch Zentrifugation oder Filtration abge-
trennt. Genau abgemessene Mengen des Filtrats werden eingedampft und
durch Wégen des Riickstands die geloste Substanzmenge bestimmt. Aus
dem bekannten Volumen der Losung kann die Sattigungkonzentration
(= Loslichkeit) berechnet werden. Wenn die Probe vor dem eindampfen
gewogen wurde, kann auch die Menge Substanz, welche sich in einer ge-
wissen Menge Losungsmittel gerade noch 16st berechnet werden. Diese
Angabe in g/100 ml Losungsmittel ist bei leicht 16slichen Substanzen die
iibliche Angabe der Loslichkeit.

Verunreinigungen kénnen mit diesem Verfahren nicht ohne weitere Ana-
lysen erkannt werden und fiithren zu einem Fehler. Die gemessenen Werte
sind in diesem Fall zu hoch. Wichtig ist auch, dass die Trocknung defi-
niert erfolgt. Die Messung ist umso genauer, je harscher die Bedingung

der Trocknung sind, ohne das jedoch Zersetzung auftreten darf.

— Indirekte gravimetrische Verfahren:*® Dieses Verfahren kann bei ioni-
schen Substanzen angewendet werden. Entweder das Anion oder das Ka-
tion miissen eine schwerlosliche Verbindung bilden kénnen (z.B. ergeben

losliche Ag™-Tonen bei Zusatz von Chloridionen einen Niederschlag von
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schwerloslichem Silberchlorid). Es wird eine geséttigte Losung der zu un-
tersuchenden Substanz hergestellt und mit dem Fallungsreagenz versetzt.
Der entstehende Niederschlag wird abfiltriert und nach dem Trocknen
gewogen. Aus dieser Menge und der Stochiometrie ldsst sich die Menge
an urspriinglich gelostem Ion und damit die Menge der urspriinglichen
Substanz in der untersuchten Losung berechnen. Wichtig ist hierbei dass
sichergestellt wird, dass das Fallungreagenz im Uberschuss eingesetzt und
der Niederschlag gut gewaschen wird. Bei diesem Verfahren storen Ver-
unreinigungen nur, wenn sie mit dem Fallungsreagenz ebenfalls einen
Niederschlag bilden.?®

e Volumetrische Verfahren

Eine schnelle und sehr prazise Technik zur Bestimmung der Loslichkeit ist die
Titration. Ein groke Vielfalt chemischer Substanzen kann durch diese Tech-
nik erfasst und deren Konzentration bestimmt werden. Séuren (z.B. Carbon-
sduren) und Basen (z.B. Amine) lassen sich durch Sdure-Base Titration be-
stimmen. Die Konzentration vieler Metallionen kann durch komplexometrische
Titrationen ermittelt werden. Desweiteren gibt es noch Redox- und Fallungs-
titrationen. Diese Techniken sind oft sensitiver als gravimetrische Verfahren.®®
Sie sind fiir Substanzen mit einer hohen bis geringen Loslichkeit geeignet.
Liegt die Konzentration der gesittigten Losung tiber der oberen Grenze des
Arbeitsbereichs kann die Probenlésung verdiinnt werden. Fiir sehr verdiinnte
Losungen ist dieses Verfahren nicht mehr geeignet.

Nachteilig bei den volumetrischen Verfahren ist, dass die Probensubstanz auf
die eine oder andere Art mit der zugesetzten Maklosung reagiert. Je nach
Art der Reaktion kann die Substanz nicht mehr fiir andere Untersuchungen
verwendet werden. Da aus statistischen Griinden mehrere Proben untersucht

werden miissen, ist auferdem relativ viel Substanz notwendig.

e UV/VIS photometrische Verfahren

Diese Methode ist sehr empfindlich. Insbesondere bei sehr niedriger Loslichkeit,
und damit einhergehend sehr geringer Konzentration des Analyten, eignet sich
speziell die Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC) mit nachgeschalte-
tem DAD. Voraussetzung ist, dass der Analyt im Bereich zwischen 200 und
700 nm ein ausreichend starkes Absorbtionsmaximum aufweist. Die Verwen-
dung der HPLC zur Bestimmung der Konzentration des gelosten Stoffs hat
folgende Vorteile:
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— Es sind nur geringe Substanzmengen erforderlich.

— Durch verdiinnen hoch konzentrierter Proben ist diese Technik fiir einen

groken Konzentrationsbereich einsetzbar.

— Die Durchfithrung vieler Experimente ist aufgrund der Automation sehr

einfach.

— Es konnen auch verunreinigte Substanzen verwendet werden, falls die
Verunreinigung durch die chromatographische Trennung separiert werden

kann.

— Diese Technik ist unabhéngig vom Losungsmittel, in dem die Loslichkeit

der Substanz untersucht werden soll.

— Solange das Anion in dem Wellenldngenbereich, der zur Quantifizierung
des Analyten verwendet werden soll, keine Absorbtion zeigt, ist diese
Technik vom Anion unabhéngig. Dadurch kann der Einfluss des Anions

auf die Loslichkeit untersucht werden.

Der grofite Nachteil dieser Technik liegt im Aufwand fiir die Kalibrierung.
Wahrend durch gravimetrische Verfahren erhaltene Werte direkt und volume-
trisch bestimmte durch Multiplikation mit einem bekannten Faktor die Kon-
zentrationsbestimmung ermoglichen, ist dies bei der UV /VIS - Detektion nicht
moglich. In diesem Fall muss mit der verwendenten HPLC Anlage mit dem
rein vorliegenden Analyten eine Kalibrierkurve aufgenommen werden. Erst mit
dieser kann dann an reallen Proben die Konzentration der Substanz bestimmt

werden.

Einfluss von Verunreinigungen auf die Bestimmung der Loslichkeit Wie bei
den einzelnen Verfahren schon beschrieben, sind diese mehr oder weniger in der La-
ge Verunreinigungen zu tolerieren. Wahrend das direkte gravimetrische Verfahren
durch jede Art der Verunreinigung gestort wird, konnen bei ausreichend guter Tren-
nung mittels HPLC auch Proben geringer Reinheit mit hoher Genauigkeit vermessen
werden.

Neben dem stérenden Einfluss auf die Bestimmung der Konzentration kénnen Ver-
unreinigungen aber noch einen weiteren unerwiinschten Effekt haben. Insbesondere
grofsere Mengen an Verunreinigung konnen die Loslichkeit der zu untersuchenden
Substanz beeinflussen.®” So wurde gezeigt, dass die Loslichkeit mancher Pepide
durch Salzlésungen erhéht werden kann.?®%° Auch Detergenzien kénnen schon in
relativ geringer Konzentration die Loslichkeit von Stoffen stark erhohen. Darauf be-

ruht ihr Einsatz in Reinigungsmitteln. Bei der Bestimmung der Loslichkeit einer
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schlecht in Wasser 16slichen, unpolaren Substanz wiirden Detergenzien diese in (fir
die Messung) unerwiinschter Art erhohen.

Verunreinigungen konnen die Loslichkeit einer Substanz aber auch erniedrigen. Bei
ionischen Verbindung ist der Aussalzeffekt gut dokumentiert. Da bei der Sattigungs-
konzentration die durch das Loslichkeitsprodukt der Ionen gegebene obere Grenze
der Ionenkonzentrationen erreicht ist, fiihrt die zusétzliche Anwesenheit des sel-
ben Ions durch die Verunreinigung zu einer scheinbar geringeren Loslichkeit der
Substanz. Diese Beispiele zeigen, dass unterschiedliche Substanzen einen schwer ab-
schatzbaren Finfluss auf die Loslichkeit haben kénnen.

Manchmal ist es jedoch sogar wiinschenswert, die Loslichkeit einer Substanz in Ge-
genwart der bei der Synthese auftretenden Verunreinigungen zu bestimmen. Soll
zum Beispiel entschieden werden, ob eine betimmte Substanz mittels praperativer
HPLC gereinigt werden kann, so ist die thermodynamische Loslichkeit der reinen
Substanz nicht der entscheidende Parameter. In diesem Fall stellt sich die Frage,
wie hoch die Loslichkeit der Substanz in Gegenwart der bei der Synthese anfallen-
den Verunreinigungen in dem fiir die Trennung vorgesehenen Losungsmittelgemisch

ist.

1.4.1.3. Ansiatze zur Erhéhung der Wasserloslichkeit

Schon frith war die Tatsache bekannt, dass sich ein Stoff gut in chemisch dhnlichen
Substanzen 16st. Diese empirische Erkenntnis ist die Grundlage des bekannten la-
teinischen Ausspruchs: similia similibus solvuntur. Nach genau diesem Prinzip wird
auch heute noch vorgegangen, wenn die Loslichkeit einer Substanz gezielt verdndert
werden soll.?%56:61763 Um die Loslichkeit von unpolaren Substanzen in Wasser zu
erhohen werden polare Tags kovalent an das Molekiil gekniipft. Diese polaren Tags

gehoren hauptséchlich drei verschiedenen Gruppen an.

Verwendung von PEG-Ketten PEG-Ketten werden zur Erhohung der Loslich-
keit verschiedener Substanzklassen eingesetzt. PEG-Ketten erhéhen nicht nur die
Loslichkeit in Wasser, sondern auch in organischen Losungsmitteln. %46

Die PEG-Konjugate sind polarer als die freien Verbindungen, trotzdem lassen sie
sich im Allgemeinen mittels DC und préaperativer Flash-Chromatographie trennen.
Lange PEG-Ketten stellen inhomogene Mischungen mit unterschiedlicher Ketten-

lange dar, was zu einer in manchen Anwendungen unerwiinschten Polydispersitét
fiihrt.
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Verwendung von Zuckern In einigen Féllen wurden auch Zucker als Tag einge-
setzt. Diese sind zwar im Allgemeinen komplizierter in der Anwendung, dafiir ist die
Loslichkeit der entsprechenden Derivate in Wasser deutlich hoher als bei Verwen-
dung von PEG-Ketten. So wurden von T. Mitchell et al. Phosphinliganden mit PEG
und Zucker Tags hergestellt und deren Wasserloslichkeit verglichen.% Die Wasser-
l6slichkeit der Ethylenglykolderivate war nahezu null, wihrend das Zuckerderivat
eine Loslichkeit von 200 mM in Wasser hatte. Mit anderen Zuckerderivaten beob-

achteten die Autoren aber schwierig zu trennende Gemische.

HOH
Ho
thP/\/\O'e\/ O)"H HO
A PhaP O N S5 —OH
H H

a) b)

Abbildung 1.11.: Zwei modifizierte Phosphinliganden: a) mit einer Ethylenglykol-

kette; b) mit einem Glukosederivat

Verwendung von lonischen Tags Ilonische Tags wurden bisher nicht oft zur ge-
zielten Erhohung der Loslichkeit in Wasser verwendet. Eine Ausnahme stellen Pep-
tide und Proteine dar. Diese werden im néchsten Abschnitt gesondert besprochen.
Eine weitere Ausnahme sind saure oder basische Wirkstoffen, die manchmal als Salz
appliziert werden. Durch Sdure-Base Reaktion des Wirkstoffs liegen diese in ihrer
geladenen Form vor. Dadurch kann in vielen Fallen die Wasserloslichkeit und Biover-
fiigharkeit erhoht werden. Im Artikel von C. Bergstroem et al. wurde die Loslichkeit
von 25 basischen Wirkstoffen in Abhéngigkeit vom pH-Wert gemessen und graphisch
dargestellt(Abb. 1.12).5¢

Dabei handelt es sich aber nicht um Tags im engeren Wortsinn, die Ladung wird
an einer funktionellen Gruppe erzeugt, die selbst Bestandteil des Wirkstoffs und fiir
dessen Wirksamkeit notwendig ist.?>57% Der Ladungszustand dieser Verbindungen
héngt aber vom pH-Wert ab, da die Ladung durch eine Sdure-Base Reaktion gene-
riert wurde.

Metallorganische Katalysatoren sind in Wasser oft schlecht loslich. Beispielsweise
sollte Propen mit einem Rhodiumkatalysator in Wasser hydroformyliert werden. Da-
zu wurden dessen Liganden durch Einfiigen von Natriumsulfonatgruppen in Wasser
gut 16slich gemacht (Abb. 1.13).7

Diese Idee wurde im industriellen Mafstab umgesetzt. Die Effizienz dieses Verfah-
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Dipyridamol

log (L&slichkeit) / pg/ml

25 35 45 55 6.5 75 85
pH Wert

Abbildung 1.12.: Die Loslichkeit des Vasodilators Dipyridamol in Wasser in Abhén-
gigkeit des pH-Werts®

H,, CO, Katalysator -~ /\/CHO

Katalysator

wasserldslicher Ligand = L

Abbildung 1.13.: Der Ruhrchemie-Rhone-Poulenc Prozess™

rens ist enorm, bei der Produktion der ersten 2 Millionen Tonnen Butanal gingen
nur 2 kg Rhodium verloren, das entspricht 0,001 ppm!™

Die ionischen Tags werden auch oft eingesetzt, um spezielle Reinigungstechniken zu
ermoglichen. In diesem Fall steht die Erhéhung der Loslichkeit nicht im Vordergund,
der Tag dient lediglich als 16slicher Anker. Dieser Ansatz wird in Abschnitt 1.5.4 auf
Seite 37 genauer behandelt.

1.4.2. Schwerlosliche Peptide

Viele Peptide sind ausgesprochen hydrophob und in Wasser nur schlecht 16slich.
Insbesondere Peptide mit vielen unpolaren Seitenketten bieten nur wenige Ansatz-
punkte fiir eine giinstige Wechselwirkung mit Wassermolekiilen.™ In diesem Fall
miissten also die giinstigen Interaktionen zwischen den Peptidketten und den Was-

sermolekiilen untereinander aufgebrochen werden. Sie wiirden dann durch weniger
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starke Wechselwirkungen ersetzt. Auferdem sind Wassermolekiile in der Umgebung
von hydrophoben Molekiilen spezifisch orientiert. Daraus folgt auch noch ein entro-
pischer Nachteil fiir diesen Prozess.

Zwischen Peptidketten kann es zudem zur Ausbildung von stabilen -Faltblattstruk-
turen kommen (auch Abbildung 1.3 auf Seite 8). In diesem Fall wird der nétige
Energiebetrag fiir das Auflosen des Feststoffs noch weiter erhoht, der Prozess wird
noch ungiinstiger.

Die geringe Loslichkeit stellt eine grofe Herausforderung fiir die Reinigung solcher
Peptide dar, da diese im Allgemeinen durch RP-HPLC in wiéssrig-organischen Lo-
sungsmittelgemischen erfolgt.™ ™ Ein ungefihrer (6konomischer) Grenzwert der
minimal akzeptablen Loslichkeit liegt bei 5 mg Peptid / ml Losungsmittel (Abb.
1.14).™ Da die Kosten fiir die Reinigung exponentiell ansteigen, je geringer die Los-
lichkeit ist, kann eine zu geringe Loslichkeit die priaparative Reinigung finanziell
unmoglich machen.

Zudem kann die geringe Loslichkeit die Trennung an sich negativ beeinflussen, die

100 -L
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Anzahl HPLC-Laufe
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T T T T T u T u
1 2 3 4 5
Léslichkeit mg/ml

Abbildung 1.14.: Anstieg der Kosten fiir die Reinigung von Peptiden in Abhéngig-
keit der Loslichkeit (Zielmenge 5 mg Peptid) anhand der Anzahl
notwendiger HPLC-Léaufe

Peptide eluieren oft in breiten Banden. Diese Probleme fiithren dazu, dass manche
Peptide nicht, oder nur unter sehr hohem Aufwand zugénglich sind. Dies wirkt sich
negativ auf die weitere Forschung in dem entsprechenden Gebiet aus.™

Ein sehr bekanntes Peptid, dessen geringe Loslichkeit eine intensivere Untersuchung
der Struktur-Eigenschaftsbeziehungen behindert, ist die A-Kette des Peptidhormons
Insulin. Schon kurz nach der ersten erfolgreichen Synthese zeigte sich, dass die un-

giinstigen physikalisch-chemischen Eigenschaften die Reinigung und Handhabung
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des Peptids erheblich erschweren. 7078

Diese Probleme sind so grofs, dass J. Mayer et
al. 2007 feststellte: ,, Fin synthetischer Zugang um Insulinanaloge mit hoher Ausbeute
herzustellen ist von groffer Bedeutung. Dieses Problem wird von der Gemeinschaft
der Peptidchemiker anscheinend aber iibersehen..™

Ein anderes Beispiel stellen Peptide und Proteine dar, welche natiirlicherweise nicht

B-Kette

A-Kette

Unpolare Aminosil Polare Aminosi!
Isoleucin 2 Asparagin

Glutamat 2
Leucin 2 Cystein
Valin 1 Glutamin
Glycin
Serin
Threonin
Tyrosin
Summe: 5 Summe:

Ao Rr RO AN

[

Summe: 2

Abbildung 1.15.: Primérstruktur der Insulin A Kette

in wéssriger sondern in hydrophober Umgebung vorkommen. So gibt es Proteine,
die in der Lipiddoppelschicht der Zellhiille eingelagert sind.®%®! Diese Membranpro-
teine haben ausgesprochen hydrophobe Doménen und sind in Wasser unléslich. Die
Expression und Reinigung von Membranproteinen ist nicht ganz einfach. Insbeson-
dere komplexere Systeme wie die G-Protein gekoppelten Rezeptoren sind schwierig
in reiner Form zu erhalten. Dies ist einer der Griinde, warum die héufig vorkom-
menden Membranproteine in der Proteindatenbank unterreprisentiert sind.®? Um
dennoch die Struktur und Funktionsweise dieser wichtigen Klasse von Biomolekiilen
untersuchen zu konnen, werden kurze Peptide verwendet, welche von den Transmem-
brandoménen der Membranproteine abgeleitet sind. Diese sind ebenfalls schlecht in

Wasser 16slich, was ihre Reinigung behindert.

1.4.3. Bekannte Ansitze zur Erhohung der Léslichkeit von Peptiden
1.4.3.1. Einsatz tempordrer Tags

1.4.3.1.1. Loslichkeitserh6hende Schutzgruppen fiir die Seitenkette Loslich-
keitserhohende Tags konnen an Schutzgruppen fiir Seitenkettenfunktionen ange-
bracht werden. Die von L. Kocsis et al. vorgestellte, mit einer PEG-Kette modi-

fizierte, Chz-Schutzgruppe fillt in diese Kategorie (da sie hauptsichlich fiir den
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Einsatz bei der Synthese schwieriger Sequenzen entwickelt wurde, ist sie dort ge-
nauer beschrieben, siehe auch Abb. 1.8 auf Seite 12).

Die Arbeitsgruppe von A. Unden stellte kiirzlich verschiedene Schutzgruppen fiir
funktionelle Gruppen in den Seitenketten vor, welche durch ionische Gruppen die
Polaritét der Peptide erhéht (Abb. 1.16).7383

Diese Schutzgruppen bestehen aus zwei Teilen: einem Linker und einer spéter ioni-

N
|
= N
/©/ NJ\/\/ Boc
Boc (0]

1
N
NN /J\O
I
Fmoc-Tyr(Boc-N-methyl-N- Fmoc-Trp(4-(Boc-N-
[2-(methylamino)ethyl]carbamoyl)-OH methyl)aminobutanoyl)-OH

Abbildung 1.16.: Seitenkettenschutzgruppen zur Erhéhung der Loslichkeit

schen Gruppe. Der Linker hat zwei Aufgaben: Er blockiert einerseits die funktionelle
Gruppe in der Seitenkette der Aminosdure. Zum anderen ist er kovalent mit dem,
spater ionischen, Tag verbunden. Unter den Bedingungen der Peptidsynthese ist er
stabil, kann aber am Ende der Reinigung abgespalten werden. Der zweite Teil der
Schutzgruppe ist der Tag. Er besteht aus einem Boc-geschiitzten sekundaren Amin.
Wahrend der Synthese des Peptids ist er nicht geladen. Beim Abspalten des Peptids
vom Harz wird auch die Boc-Gruppe in der Schutzgruppe entfernt und das Amin
protoniert, dieser Vorgang ist in Abbildung 1.16 schematisch dargestellt.

Bei einem saurem pH-Wert ist das Peptid jetzt an eine polare Gruppe gekniipft.
Der tatséchliche Effekt auf die Wasserloslichkeit wurde nicht gemessen, die Autoren
gehen jedoch davon aus, dass diese erhoht wird. 33

Ein Nachteil dieser Schutzgruppe ist die relativ schwierige Entschiitzung im Fall des
Tyrosinderivats (Abb. 1.17).

Mit 10 Aquivalenten N-Methylmorpholin konnte die Schutzgruppe innerhalb von

vier Stunden abgespalten werden.

1.4.3.1.2. Loslichkeitserh6hende Schutzgruppen fiir den N- oder C-Terminus
Schon seit 1984 ist bekannt, dass polykationische Peptide die Loslichkeit daran
gebundener schwerloslicher Peptide erhohen.® Darauf aufbauend schlugen Eng-

lebretsen et al. anstatt geladener Seitenkettenschutzgruppen die Verkniipfung des
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(0]
H
,N\)I\ _C - Terminus—COOH (0]
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H _N _C - Terminus—COOH
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H
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Abbildung 1.17.: Abspaltung der ionischen Schutzgruppe unter basischen
Bedingungen

Tags mit dem N- oder C-terminus des schwerloslichen Peptids vor.®*® Es wurden

verschiedene Tags verwendet, die jeweils liber einen Linker mit dem Peptid verbun-
den waren (Tab. 1.1).

Tabelle 1.1.: Fiir die Solubilisierung von schwerléslichen Peptiden verwendete Tags

Tag Terminus | Anzahl AS des Peptids
(RGG)3 N- 14
G(RGG); C- 12
(KG)g C- 12
G(KG)g C- 32
G(KG)g C- 48

Offensichtlich reichen relativ wenige positve Ladungen aus, um auch sehr lange
Peptide zu solubilisieren. Der Linker kann nach der Reinigung unter milden Bedin-
gungen abgespalten und das Peptid vom abgespaltenen Linker durch Zentrifugation
getrennt werden. Im Uberstand befindet sich nur der an den Linker gebundene Tag,
der Niederschlag besteht nur aus dem Peptid. Dieser Ansatz wurde auch von der BA-
CHEM AG aufgegriffen (Abb.1.18). Seine Niitzlichkeit konnte anhand der Synthese
des Peptids HCV NS5B (407-419, H-SMSYTWTGALITP-OH) gezeigt werden.

o o o OtBu
¢ v
Boc-((Boc)Lys—Pro)4\N/\/S S\/\O N OH
H H o

Abbildung 1.18.: Beispiel fir die Verwendung einer Tetra(lysinprolin)sequenz als

Loslichkeitserhohender Tag an der Aminosiure Serin®

Ein Problem ist, dass die Abspaltung des Tags offensichtlich von der Sequenz
des Peptids beeinflusst wird. In einem anderen von der BACHEM AG verwendeten
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Testsystem konnte der 16slichkeitsverbessernde Tag nicht abgespalten werden, ohne
das Zielpeptid zu zerstoren. Zudem muss im Prinzip jede bendtigte Aminosédure
auf diese Art funktionalisiert werden und ein Einfiigen dieses Tags ist nach der
Synthese nicht mehr moglich. Auierdem ist die Synthese des Tags aufwendig, bei
den von Englebretsen et al. vorgestellten Tags handelt es sich um Peptide mit 9 -
13 Aminoséuren, die selbst erst hergestellt werden miissen. Dass dieser Aufwand die
Firma BACHEM AG nicht abschreckte, zeigt wie grofs das Problem der Reinigung
schwerloslicher Peptide in der industriellen Praxis ist. Auch andere Gruppen griffen
diesen Ansatz immer wieder auf. Insbesondere konnte gezeigt werden, dass der Tag

am C-Terminus einen gréferen Einfluss als am N-Terminus hat.

1.4.3.2. Einsatz permanenter Tags

Die Erhohung der Loslichkeit von Membranproteinen oder davon abgeleiteten Pep-
tiden soll sowohl fiir die Reinigung als auch fiir die experimentelle Untersuchung der
Peptide erfolgen. In diesem Fall soll also der 16slichlichkeitserh6hende Tag nicht nach
der Reinigung abgespalten werden.?? Fiir diesen Einsatz sind die im vorhergehen-
den Abschnitt besprochenen Ansétze geeignet, wenn die zur Spaltung des Linkers
fiihrenden Bedingungen vermieden werden kénnen. Ansonsten bietet sich die irre-
versible kovalente Verkniipfung des Tags mit dem Protein oder Peptid an.”

J. Xiao et al. schlugen als einfach geladenen Tag das Molekiil Betain vor (Abb. 1.19),
dass sie durch native Ligation an das Zielprotein anfiigten.?* Sie konnten damit die
Loslichkeit des bakteriellen Enzyms Xanthine-Guanine Phosphoribosyltransferase
und des HIV Inhibitorpeptides CG-T20 in Abhéngigkeit des pH-Wertes erhohen.
Erstaunlich an dieser Arbeit ist, dass schon eine einzelne Ladung eine Erhéhung der
Loslichkeit um einen Faktor 5 - 6 bewirkt. Der absolute Effekt ist mit + 0,4 mg/ml

bzw. + 0,7 mg/ml eher gering.

H

Me3+N/\ﬂ/S\/\ﬂ/o\/ Me3+N/\[|/N‘R

o) o) 5
a) b)

Abbildung 1.19.: Einsatz von Betain als 16slichkeitserhohender Tag: a) Betainthioes-

ter fiir die native Ligation, b) Betain an ein Peptid gebunden®

Eine sehr griindliche Studie des Einflusses mehrfach geladener Tags wurde von J.
Tomich et al. 1998 vorgestellt.” Dabei wurde das M2 Transmembransegment des
Glycinrezeptorproteins (M2GlyR) mit verschiedenen Tags sowohl am C- als auch

am N-Terminus modifiziert und jeweils die Loslichkeit gemessen.? Im Allgemeinen
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ist der Effekt des Tags am C-Terminus des Peptids ausgepragter, als wenn der gleich
Tag am N-Terminus angebracht wird. Dies stimmt mit den Ergebnissen {iberein, die
bei der Untersuchung anderer Peptide mit irreversibel gebundenen Tags gefunden
wurden. %3

Eine weitere Beobachtung betraf den Einfluss funktioneller Gruppen am C-Terminus.
Befindet sich am C-terminalen Lysin anstatt einer freien Sdure ein priméres Amid,
so wird die Loslichkeit von 27,5 mM auf 56,1 mM verdoppelt.”™ Die Nettoladung
des Amids ist zwar um eins angestiegen (die deprotonierte Carbonséure ziahlt -1),
andererseits ist eine deprotonierte Carbonséure sehr polar und sollte selbst die Los-
lichkeit des Peptids erhohen. Auch im Vergleich mit dem um ein Lysin verldngerten
homologen Tag ist die Loslichkeit immer noch um 6,2 mM erhsht (Abb. 1.20).7

In dieser Puplikation wurde auch gezeigt, dass die Loslichkeit eines Peptids von

Peptid Nettoladung” Loslichkeit
M2GlyR—K—K—K—K—COO" +4 27,5 mM
M2GlyR —K—K—K—K—CONH, +5 56,1 mM
M2GlyR —K—K—K—K—K—=COO" +5 49,9 mM

" Der N-Terminus ist ebenfalls protoniert (= + 1)

Abbildung 1.20.: Einfluss des C-terminalen funktionellen Gruppen auf die Loslich-

keit 7

der Sequenz abhingt. Werden die im M2GIlyR-Transmembransegment vorhanden
Aminosauren zufillig verkniipft, so ist die Loslichkeit um den Faktor 47 erhéht. Of-
fensichtlich sind die Wechselwirkungen der Aminoséuren und die Sekundérstruktur
des Peptids fiir dessen Loslichkeit ausschlaggebend.

Aufféllig an den Daten ist zudem, dass es ab einer gewissen Anzahl Ladungen im
Tag zu einem sprunghaften Anstieg der Loslichkeit kommt. Dafiir wurde auch die
Loslichkeit eines vom fiir die Ausbildung von Cystischer Fibrose wichtigen Mem-
branproteins (M1ICFTR) abgeleiteten Peptids (M1) untersucht. Bei diesem wurde
derselbe Effekt beobachtet (Abb. 1.21).9
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Abbildung 1.21.:
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1.5. lonische Fliissigkeiten

1.5.1. Definition und Strukturmerkmale

Tonische Fliissigkeiten (IF) sind eine Gruppe von Verbindungen, die in der letz-
ten Zeit grokes Forschungsinteresse auf sich gezogen hat. " Es handelt sich dabei
um ionische Substanzen mit einem Schmelzpunkt von unter 100 °C.%® Aufgrund
der Definiton iiber den Schmelzpunkt handelt es sich dabei um eine chemisch sehr
inhomogene Gruppe von Verbindungen, bei denen der molekulare Aufbau der Ilo-
nen keine Rolle fiir die Einordnung spielt. Meistens wird ein organisches Kation
mit einem anorganischen Anion kombiniert. Die Kationen sind héufig von den vier
Grundmotiven Dialkylimidazol, N-Alkylpyridin, quaternidres Amin und quaternéres
Phosphin abgeleitet (Abbildung 1.22).%

x

< Ry x R x
Ve N z . -
R1\N \N¢R2 N+ X Rs ‘Nsz Rg ‘P\Rz
\—/ & Rs R3

Dialkylimidazolium  N-Alkylpyridin Tetraalkyammonium Tetraalkyphosphonium

Abbildung 1.22.: Die haufigsten Grundmotive der Kationen ionischer Fliissigkeiten

Das Anion ist in Abbildung 1.22 immer mit X~ abgekiirzt. Die Eigenschaften der
IF sind, wie bei anorganischen Salzen auch, sowohl vom Kation als auch vom An-
ion abhéngig. Durch die nahezu unbegrenzte Vielzahl an denkbaren Kombinationen
ergibt sich eine grofie Vielfalt von IF.'% Das Anion ist dabei ein essentieller Be-

t.191 Der Austausch der Anio-

standteil, der die Eigenschaften mafsgeblich beinfluss
nen fithrt immer zu einer neuen Verbindung mit teilweise deutlich unterschiedlichen

physikalischen Eigenschaften.!0?

1.5.2. Eigenschaften von lonischen Fliissigkeiten und deren gezielte

Manipulation
1.5.2.1. Stabilitat

Die Stabilitat der IF gegeniiber Licht ist sehr gut. Nur iiblicherweise lichtempfindli-
che Strukturelemente des Kations oder lodide zeigen in dieser Hinsicht eine gewisse
Labilitat.

Gegeniiber thermischen Belastungen sind IF oft ausgesprochen widerstandsfihig.
Da der Dampfdruck der ionischen Fliissigkeiten aufgrund ihres Salzcharakters im

Allgemeinen nicht messbar ist, stellt der Zersetzungspunkt die obere Grenze der
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thermischen Belastbarkeit dar. Dieser wird durch das Anion mafgeblich beeinflusst.
Schwach koordinierende Anionen wie z.B. Bis(trifluormethylsulfonyl)imid ergeben
einen hoheren Zersetzungspunkt als stiarker koordinierende Anionen wie z.B. Chlo-
rid. Nucleophile Anionen kénnen auch durch Umkehr der Bildungsreaktion die Zer-
setzung von ionischen Fliissigkeiten bei hoheren Temperaturen bewirken.

Die ausgezeichnete Stabilitat der IF gegeniiber elektrochemischen Prozessen war der
urspriingliche Ansatzpunkt fiir das Interesse an dieser Substanzklasse.”® Die Luft-
waffe der Vereinigten Staaten von Amerika war an Elektrolyten fiir neue Batterien
interessiert. Im Laufe der Zeit wurden dabei Salze mit immer niedrigerem Schmelz-
punkt und zunehmender Wasserstabilitat entwickelt. Das elektrochemische Fenster
betrigt fiir trockenes 1-Butyl-3-methylimidazoliumtetrafluoroborat ([BMIM|[BFy])
4,10 V (die Struktur ist in Abb. 1.23 dargestellt).%

BF4
ALY
NN

Abbildung 1.23.: Die Struktur der IF [BMIM|[BF,]

1.5.2.2. Schmelzpunkt

Der Schmelzpunkt ist fiir diese Gruppe von Substanzen das verbindenden Merk-
mal. Der fliissige Zustand ist durch kurzreichende Ordnung, aber das Fehlen einer

Organisation mit langer Reichweite charakterisiert.?

Die Orientierung im Nahbe-
reich erfolgt durch die Coulomb-Wechselwirkung zwischen den Ionen. Die inneren
Freiheitsgrade (Rotation und Vibration) der Ionen bilden hierzu ein Gegengewicht,
welches den Aufbau eines stabilen Kristallgitters stort. Daher sinkt der Schmelz-
punkt ionischer Fliissigkeiten (bei gleichem Anion) mit steigender Kettenldnge. Ab
ca. 8 Methyleneinheiten steigt der Schmelzpunkt wieder an, da dann die Van-
der-Waals-Wechselwirkungen zwischen den Ketten zunehmen (Abb. 1.24).7 Auch
die Wahl des Anions beeinflusst den Schmelzpunkt stark. So liegt der Schmelz-
punkt von 1-Ethyl-3-methylimidazolhexafluorophosphat bei 58 °C, der von 1-Ethyl-
3-methylimidazoltetrafluoroborat bei -15 °C. Auch die Symmetrie des Kations kann
den Schmelzpunkt beeinflussen, wobei dieser mit zunehmender Symmetrie steigt.

Der Schmelzpunkt von Ionischen Fliissigkeiten beeinflusst selbst die Loslichkeit von

IF in anderen Losungsmitteln und die Loslichkeit anderer Stoffe in der IF.
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R Schmelzpunkt / C°
-CHj3 103
BF4 -CoHs 6
- N/%I\T‘ R -(CH3)3CH3 -81
\—/ -(CH2)sCH3 -82
-(CH2);CH3 -78
-(CH2)gCH3 -4

Abbildung 1.24.: Einfluss der Kettenlinge auf den Schmelzpunkt ionischer Fliissig-

keiten mit dem Methylimidazolmotiv ™

1.5.2.3. Loslichkeit

Die Loslichkeit einer Substanz wird, wie schon weiter oben ausgefiihrt, zum einen von
der Stabilitéit des Feststoffs bestimmt. Der zweite Faktor ist die Wechselwirkung des
Losungsmittels mit dem zu losenden Stoff. Tonische Fliissigkeiten sind aus Ionen auf-
gebaut, welche im Allgemeinen energetisch giinstige Wechselwirkungen mit polaren
Losungsmitteln wie Wasser eingehen. Dennoch sind nicht alle IF in Wasser 16slich, es
gibt sogar ausgesprochen unlosliche IF.10371% Die Begriindung fiir dieses Verhalten
liegt in der von T. Koddermann et al. gemachten Beobachtung, dass die Wechsel-
wirkung des Wassers hauptsiichlich mit dem Anion stattfindet.!%! Als Modellverbin-
dungen benutzten sie 1-Ethyl-3-methylimidazoliumethylsulfat [CoMIM][EtSO4], eine
mit Wasser vollstandig mischbare IF und 1-Ethyl-3-methylimidazoliumbis(trifluor-
methylsulfonyl)imid [CoMIM][NTf,|, eine mit Wasser nur sehr wenig (ca. 1,8%)
mischbare IF. Sie untersuchten das in den IF geldste Wasser mit FT-IR. Dabei konnte
eindeutig nachgewiesen werden, dass die Wechselwirkung des Wassers ausschlieklich
mit dem Anion erfolgt. Das erklart, warum IF mit gleichem Kation und verschiede-
nen Anionen so unterschiedliche Loslichkeiten in Wasser zeigen. Gut wasserlosliche
IF werden mit Anionen wie dem Chlorid, Bromid oder Trifluormethansulfonat er-
halten. IF mit dem Hexafluorophosphat- oder Bis(trifluormethylsulfonyl)imidanion
sind in Wasser wenig oder gar nicht loslich.

Das Kation kann die Loslichkeit ebenfalls beeinflussen. Durch den Einsatz von lan-
geren hydrophoben Alkylketten wird die Loslichkeit von IF in Wasser reduziert.
Von der Loslichkeit in Wasser ist die Hygroskopizitéat der IF zu unterscheiden. Alle
IF sind hygroskopisch und enthalten mehr oder weniger Wasser, auch wenn die IF in
Wasser schlecht 16slich ist.'%! Die Hygroskopizitit ist nicht mit der Wasserloslichkeit

korreliert.
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1.5.3. Synthese und Reinigung von lonischen Fliissigkeiten
1.5.3.1. Synthese

Die Erzeugung des Kations kann durch die Protonierung einer Base oder durch die
Quaternisierung eines Amins oder Phosphins erfolgen. Wahrend die nach der ers-
ten Methode hergestellten IF je nach pH-Wert wieder deprotoniert werden kénnen,
erzeugt die Quaternisierung eine IF, die iiber den ganzen pH-Bereich ionisch ist
(ausreichende Stabilitdt gegeniiber Sduren und Basen vorausgesetzt).

Die Quaternisierung erfolgt durch nucleophile Substitution von Elektrophilen mit
guten Abgangsgruppen (z.B. Chlorid, Bromid, Tosylat) durch das Amin.1% 1% Da-
bei gelten die {iblichen Erfahrung mit nucleophilen Substitutionen, d.h. je besser
die Abgangsgruppe und je besser das Nucleophil, desto schneller 1auft die Reakti-
on ab und umso geringere Temperaturen sind fiir die Reaktion néotig.!% So wird
fiir Chloride eine Temperatur von 80 °C wahrend 2-3 Tagen empfohlen, wahrend
Bromide innerhalb von 24 h bei 60 °C vollstindig reagieren.” Diese Faustregeln
gelten aber nur fiir einfachere Halogenalkane, kompliziertere Substrate konnen zu
Abweichungen zwingen. Dabei sollte auch beriicksichtigt werden, dass diese Reak-
tionen oft exotherm sind. Insbesondere mit reaktiven Verbindungen und groferen
Ansétzen kann das zu einem nicht mehr kontrollierbaren Reaktionsverlauf fithren.
Es wurden auch alternative Methoden zur Synthese von IF entwickelt, insbesondere
die erfolgreiche Verwendung von Mikrowellenéfen oder Ultraschall wurden publi-
ziert. 10111 Auf die Verwendung von Losungsmitteln kann oft verzichtet werden. Es
kann auch das iiberschiissige Halogenalkan als Losungsmittel dienen, in diesem Fall

scheidet sich das Produkt als seperate Phase ab.

1.5.3.2. Reinigung

Die Reinigung der IF bereitet teilweise immer noch Schwierigkeiten, auch kommer-
zielle Produkte sind oft verunreinigt. Aufgrund dieser Probleme gilt die allgemeine
Regel, die Ausgangsverbindungen der Synthesen so gut wie irgend moglich zu reini-
gen.” Insbesondere Wasser und Sauerstoff sollen wihrend der Synthese ausgeschlos-
sen werden. Die beste Methode zur Reinigung ionischer Fliissigkeiten ist, wo immer
dies moglich ist, die Kristallisation. Wasserunlosliche ITF kénnen von wasserloslichen
Verunreinigungen durch fliissig-fliissig Extraktion abgetrennt werden. Im Allgemei-
nen ist die Reinigung wasserloslicher IF deutlich schwieriger, da weniger geeignete

Methoden zur Verfiigung stehen. %112
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1.5.4. Anwendung von lonischen Fliissigkeiten
1.5.4.1. IF als Lésungsmittel

IF haben als Losungsmittel einen weiten Anwendungsbereich. %113 Von Ubergangs-
metallen oder Organokatalysatoren katalysierte Reaktionen wurden in IF durchge-
fiihrt. ''* Dabei wird der Katalysator in der ionischen Phase gelost und die Produkte
durch waschen mit in dieser Phase nicht mischbaren Losungsmitteln extrahiert. !
Die ionische Phase kann dabei auch auf einen festen Trager aufgebracht werden,
was die Abtrennung des Katalysators deutlich vereinfacht und zudem kontinuierli-
che Prozesse ermoglicht.

Viele verschiedene organisch-chemische Reaktionen konnen in IF durchgefiihrt wer-
den, wie zum Beispiel Diels-Alder Reaktionen, nucleophile und elektrophile Sub-
stitutionen, Friedel-Crafts Reaktionen und Veresterungen. IF eignen sich dariiber
hinaus fiir Polymerisierungsreaktionen und als Losungsmittel fiir enzymatische Um-
setzungen. Auch die Synthese anorganischer Verbindungen in IF wurde beschrieben.
Dabei konnte gezeigt werden, dass IF Nanopartikel verschiedener Elemente stabili-
sieren kénnen. 116:117

Es wurde untersucht, ob chirale IF als Losungsmittel in der Lage sind, bei Reak-
tionen mit achiralen Reagenzien einen Enantiomereniiberschuss zu induzieren. 19%:11%
Erste Versuche wurden von Seebach 1975 unternommen, dabei konnten Enatiome-
reniiberschiisse von 23 % erzielt werden.!'® Lange Zeit waren die Ergebnisse eher
enttauschend, erst in jlingerer Zeit sind in diesem Bereich Fortschritte erzielt worden.
So konnte z.B. die Arbeitsgruppe um P. Wasserscheid zeigen, dass sich mit chiralen
ionischen Fliissigkeiten durch den Ionenpaarungseffekt deutlich héhere Enatiome-

reniiberschiisse (bis zu 94 % ee) erzielen lassen.'?>12! Die BASF AG entwickelte

. o) _ OH
9 9 M
—~N N 60 bar Hy, Ru/C, —~N N

N
60 °C, EtOH, 15 h o

503 94 % ee 503’
o) o)

Abbildung 1.25.: Chirale Induktion durch das Losungsmittel

aufbauend auf den Arbeiten von R. Rogers und seinen Mitarbeitern ein technisches
Verfahren zur Gewinnung von Viskose aus cellulosehaltigem Material. Die Cellulose
wird dabei mit einer ionischen Fliissigkeit gel6st, von anderen Bestandteilen abge-
trennt und dann in einem Spinnbad ausgeféllt. Aufgrund der grofen Bedeutung der

Cellulose als nachwachsender Rohstoff und der Viskose zur Erzeugung von Textilien
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hat dieser Prozess enormes Potential. 1227124

1.5.4.2. IF als ionischer Tag

Betrachtet man die Festphasensynthese von einem etwas anderen Standpunkt, so
handelt es sich bei dem Harz um einen Tag, der so grof ist, dass er mit blofem
Auge erkannt und mechanisch von den Edukten und Nebenprodukten abgetrennt
werden kann. Die Festphasensynthese hat neben ihren unbestrittenen Vorteilen auch
Nachteile. So werden z.B. grofse Mengen Losungsmittel benotigt, die Beladung der
Harze ist relativ gering, die Reaktion erfolgt nicht in Losung und die Analytik ist
auch nur eingeschrankt moglich.

Erste Versuche, diese Nachteile zu umgehen waren der Einsatz von loslichen Poly-
meren und perfluorierten Tags.*"*®125°134 Dabei konnten einige Fortschritte erzielt
werden, aber die Beladung der 16slichen Polymere war gering. Die Verwendung von
perfluorierten Tags ist in der Zwischenzeit etwas in den Hintergrund getreten. Zum
einen sind die benotigten Chemikalien teuer, zum anderen bereitet die Entsorgung
zunehmend Probleme. Mit den Fortschritten im Bereich der IF wurde die Idee ent-
wickelt, diese als ionischen Tag zu verwenden. Bis heute sind eine Fiille von Publi-
kationen zu diesem Thema erschienen, im Folgenden soll nur ein kurzer Uberblick
iiber den Einsatz von ionischen Tags im Bereich der organischen Synthese gegeben

werden.

1.5.4.2.1. IF als Ersatz der festen Phase zur Synthese kleiner Molekiile Der
Erfolg im Einsatz von IF als Ersatz der festen Phase ist inzwischen sehr oft doku-
mentiert. 7 In diesem Fall wird in der Literatur oft von , Task spezific ionic liquids
(TSIL)“ gesprochen. Ein Beispiel ist die Synthese von 25 verschiedenen Benzodia-

135 Die Aufarbeitung der

zepinderivaten an einer ionischen Fliissigkeit (Abb. 1.26).
Zwischenprodukte erfolgte durch einfaches waschen mit Diethylether. Die Zwischen-
produkte konnten jeweils durch NMR-Spektroskopie charakterisiert werden. Nur
die fertigen Produkte mussten durch Flash-Chromatographie gereinigt werden. Die
Ausbeuten iiber alle Schritte betrugen zwischen 61 - und 71 % (das entspricht einer
Ausbeute pro Stufe von 88 - 92 %). Die IF konnte in diesem Fall auch mit 92 % Aus-
beute zuriickgewonnen und wieder eingesetzt werden, ohne dass im Folgenden die
Ausbeute reduziert oder andere Probleme bemerkt worden wéren. In der Literatur

finden sich noch mehrere solcher Beispiele. 3:50:136-140

1.5.4.2.2. IF zum Immobilisieren von Katalysatoren Durch die kovalente Ver-

kniipfung von Katalysatoren mit ionischen Tags kann deren Abtrennung und Riick-
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Abbildung 1.26.: Verwendung von IF als Tag fiir die Synthese von Benzodiazepinen

gewinnung am Ende der Reaktion deutlich vereinfacht werden. 4142 So gelang es N.
Audic et al. und Q. Yao et al. unabhéngig voneinander einen Metathesekatalysator
mit einem ionischen Tag zu verkniipfen und so den Katalysator neunmal mit nur

geringen Aktivititsverlusten zu verwenden.#31%* Wihrend die Produkte in Diethy-

2,5 mol% Katalysator, Ts
'I's [BMIM][PF¢], 60 , 45 min r{l
AN Umsatz>91% (7

e

N PFg

Katalysator

Abbildung 1.27.: Mit ionischem Tag versehener Metathesekatalyse fiir die

Ringschlussmetathese

lether oder Alkanen gut 16slich sind, sind die Katalysatoren darin schlecht 16slich. So
kann durch einfaches Waschen mit diesen Losungsmitteln das Produkt abgetrennt

werden, wahrend der Katalysator zuriickbleibt und wiederverwendet werden kann.

1.5.4.2.3. IF fiir die DNA Synthese Die Synthese von Oligonucleotiden er-

folgt im Allgemeinen an der festen Phase. Auch in diesem Bereich wurde versucht,
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durch den Einsatz von IF eine Alternative zu der iiblicherweise eingesetzten CPG-
Festphase zu schaffen. Dabei gelang R. Donga et al. die Synthese des Tetramers
HO-TpTpTpT mit 57% Ausbeute tiber alle Schritte ohne aufwendige Reinigung der
Zwischenprodukte. !4’ Dazu wurde zuerst am 3’-Ende des Thymidins ein ionischer

Tag eingefiigt und anschlieffend das Tetramer aufgebaut. Die Reaktionsgemische

(e}
| NH
o
Ho—l 0 I
o (e}
BF,
\E”/O\/\NAI\I/
\—/

(0]

Abbildung 1.28.: Thymidin mit ionischem Tag fiir die DNA-Synthese in Losung

wurden nach jedem Schritt nur mit einer Mischung aus Essigsdureethylester und
Diethylether gewaschen und anschliefsend getrocknet. Die Reinheit des fertigen Pro-
dukts war nach dem Ende der Synthese und dem Abspalten vom ionischen Tag

vergleichbar mit der Reinheit des auf konventionelle Art hergestellten Tetramers.

1.5.4.2.4. IF als Ersatz der festen Phase in der Peptidchemie Auch im Be-
reich der Peptidsynthese wurden ionische Tags als Ersatz fiir die Festphasensynthese
eingesetzt. Mit diesem Ansatz konnte bemerkenswerterweise ein Peptid mit 15 (zum
Teil seitenkettengeschiitzten) Aminoséuren in hoher Ausbeute durch Fragmentkupp-
lungen synthetisiert werden.*® Auch dieses sehr hydrophobe Peptid wurde effizient
mit Diethylether aus der Losung geféllt, was eine schnelle und einfach Reinigung er-
laubte. In dieser Publikation wurde die erste Synthese eines mehrfach geladene Tags
vorgestellt, der nicht von Aminoséduren sondern von IF abgeleitet ist. Ein Nachteil
bei diesem Ansatz ist die Verwendung von DCC / DMAP fiir die Kupplung der
ersten Aminosaure an den Tag. DMAP kann bei der Veresterung von Aminoséuren

zur Racemesierung fiihren.
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1.6. Dissertationsprojekt

In der vorliegenden Dissertation wurden funktionelle, ionische Schutzgruppen fiir
verschiedene Zwecke entworfen und synthetisiert (Kapitel 2-5). Das 6. Kapitel befasst

sich mit der Herstellung und Charakterisierung von Nicotinsdurederivaten.

Kapitel 2: Die oft zu geringe Loslichkeit der synthetisierten Peptide in wéssrigen
Losungsmitteln stellt ein Problem fiir deren Reinigung dar. Die geringe Loslichkeit
erschwert die Reinigung mittels praparativer RP-HPLC oder macht sie schlicht un-
moglich.

Um die Loslichkeit von Peptiden in wéssrigen Losungsmitteln zu erhchen sollte eine
Methode entwickelt werden, die es gestattet, einen mit einem ionischen Tag versehe-
nen Linker an den N-Terminus eines festphasengebundenen Peptids zu kuppeln. Des
Weiteren sollte eine Methode zur Messung der Loslichkeit schwer 16slicher Peptide
etabliert und der Effekt verschiedener ionischer Tags auf die Loslichkeit untersucht
werden.

Eine weitere Aufgabe war es, dass Abspalten des Tags zu untersuchen. Dabei soll-
te nach milden Bedingungen gesucht werden, unter denen der Linker vollstéindig

gespalten wird.

Kapitel 3: In der konventionellen Peptidchemie werden groke Mengen potentiell
gefahrlicher Losungsmittel eingesetzt. Aufgrund verschiedener Faktoren wird deren
Verwendung in Zukunft vermutlich hohere Kosten verursachen. Daher wére es ein
grofser 6konomischer Vorteil, wenn die Synthese der Peptide in wéssrigen Losun-
gen durchgefiithrt werden konnte. Fiir die Peptidsynthese an der festen Phase mit
wassrigen Losungsmitteln ist eine ausreichende Loslichkeit der geschiitzten Amino-
sdurederivate in diesen Losungsmitteln notwendig. Traditionelle Schutzgruppen wie
die Fmoc- oder Boc-Gruppe sind sehr unpolar, die damit geschiitzten Aminoséure-
derivate sind daher oft nicht gut in Wasser 16slich. Ionische Schutzgruppen fiir den
N-Terminus von Aminosduren konnten hier eine erfolgsversprechende Alternative
sein. Im Rahmen dieser Arbeit sollten ionische Schutzgruppen fiir den N-Terminus
von Aminoséduren entwickelt werden, um deren ausreichende Loslichkeit in Wasser
sicherzustellen.

Die so hergestellten Derivate sollten sowohl unter konventionellen als auch mit Was-
ser als Losungsmittel fiir Peptidkupplungen eingesetzt werden. Durch die konven-
tionelle Kupplung an ein chirales Peptid sollte tiberpriift werden, ob es zur Racemi-

sierung der Aminosaurederivate gekommen ist.
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Kapitel 4: Wie in Abschnitt 1.2 auf Seite 7 der Einleitung beschrieben, gibt es im-
mer noch Peptidsequenzen, deren chemische Synthese an der festen Phase schwierig
oder unmoglich ist. Es liegen schon viele Untersuchungen zu diesem Problem und
Vorschldage zu seiner Losung vor, ein generell anwendbarer Ansatz ist allerdings bis
jetzt noch nicht entwickelt worden. Aufgrund der Sequenzabhéngigkeit des Problems
ist es auch nicht sicher, ob eine solche allgemein einsetzbare Losung moglich ist. Die
bis jetzt in der Literatur publizierten Ergebnisse zeigen in vielen Féllen eindrucks-
volle Verbesserungen. Aber alle diese Verfahren haben auch spezifische Nachteile
und Einschrankungen.

Im Rahmen dieser Dissertation sollten synthetische Zugénge zu Aminosidurederiva-
ten mit ionischen funktionellen Schutzgruppen fiir eine Auswahl an funktionellen
Gruppen proteinogener Aminosduren gefunden werden. Neben der Rolle als Schutz-
gruppe sollte durch den ionischen Tag die Synthese von Peptiden mit schwierigen

Sequenzen erleichtert werden.

Kapitel 5: Die meisten der im Rahmen dieser Arbeit herzustellenden Substan-
zen sind ionische Verbindungen. Substanzen mit hoher Polaritdt bringen zum Teil
erhebliche Einschrankungen bei der Auswahl der analytischen Methoden und den
Moglichkeiten zur praparativen Reinigung mit sich. Daher sollten allgemein anwend-
bare Methoden entwickelt werden, um eine zuverldssige und schnelle Analyse der
Reaktionsgemische zu erméglichen. Aufbauend darauf sollten Reinigungsverfahren
etabliert werden, die die Gewinnung der ionischen Verbindungen im préparativen
Mafsstab erlauben. Diese Arbeiten und Ergebnisse sind die Grundlage zum Gelingen
der Synthese ionischer Verbindungen. Die im Kapitel 5 vorgestellten Erfahrungen

und Ergebnisse sind die Grundlage der in Kapitel 2, 3 und 4 vorgestellten Arbeiten.

Kapitel 6 Fiir den Einsatz als Organokatalysator sollte ein Nicotinsdurederivat
synthetisiert werden. Dieses Derivat sollte dann an Peptide gekuppelt werden, um

damit die stereoselektive Reduktion von Ketonen zu katalysieren.
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2. Entwicklung von Tags zur Erhohung der
Loslichkeit von Peptiden

2.1. Konzeption des Tag-Ansatzes

2.1.1. Zielsetzung des Tag-Ansatzes

Es fehlt im Moment ein allgemeines Verfahren, um in Wasser schwerlosliche Peptide
fiir die Reinigung mittels praparativer HPLC ausreichend zu solubilisieren. Fiir die-
se Anwendung sollte eine funktionelle Schutzgruppe mit ionischem 7Tag entworfen

werden, welche die folgenden Anforderungen erfiillt:

e Der Tug soll am Ende der Synthese des Peptids iiber einen basenlabilen Linker

mit dem N-Terminus verkniipft werden kénnen.

e Es sollen einfach und mehrfach geladene Tags an den basenlabilen Linker ge-
kuppelt werden konnen, um den Einfluss der Ladungen auf die Loslichkeit zu

untersuchen.
e Der Tag soll die Wasserloslichkeit des Peptids auf mehr als 5 mg/ml erhéhen. ™

e Die Loslichkeit des vollstandig geschiitzten Peptids mit Tag soll ausreichend

grof fiir Fragmentkupplungen sein.

e Nach der Reinigung soll der Tag unter milden basischen Bedingungen vom

N-Terminus abgespalten und vom Peptid abgetrennt werden kénnen.

2.1.2. Allgemeines Design der funktionellen Schutzgruppe zur Erh6hung
der Loslichkeit von Peptiden

Die hier entworfene funktionelle Schutzgruppe besteht aus zwei Teilen. Einerseits
enthélt sie eine polare Gruppe (den Tag), andererseits einen Linker zur Verkniipfung

mit dem Peptid.

Der Tag Die polare Gruppe soll die Loslichkeit des gesamten Konstrukts und des
daran gebundenen Peptids in Wasser verbessern. In dieser Arbeit wurden von IF ab-

geleitete polare Gruppen untersucht. Aus 1-Methylimidazol durch Quaternisierung
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hergestellte IF zeigen eine hohe Stabilitat, sind sehr polar und durch die Wahl des
Anions kann die Wasserloslichkeit des Tags in einem weiten Bereich variiert werden.
So sind Halogenide, Acetate und Methansulfonate in Wasser gut, Hexafluorophos-
phate oder Bis(trifluormethylsulfonyl)imide hingegen schlecht 15slich. %101

Der ionische Tag soll eine oder mehrere positive Ladungen aufweisen. In dieser Ar-
beit wurde fiir einfach geladene Tags meistens das vom 1-Methylimidazol abgeleitete

Motiv verwendet.

cr

\N/%,\I/\/\S/\/OH
\—/ o’ Yo

Abbildung 2.1.: Design des oxidierten Linkers mit einfach geladenem Tag

Zur Verbesserung der Loslichkeit groferer Peptide ist wahrscheinlich ein mehrfach
geladener Tag notig. Fiir die mehrfach geladenen Tags wurden die Kationen linear

angeordnet. 4

@ +)Tag
A
4 A
TfO TfO" cr
\—/ \—/ \—/ oA

Abbildung 2.2.: Design des an den oxidierten Linker gekuppelten dreifach geladenen
Tag

Ein solcher Tag kann auf unterschiedliche Weise mit dem Peptid verkniipft werden.
Einserseits kann die letzte Aminosdure in der Peptidsynthes mit dem Tag geschiitzt
sein, andererseits kann der Tag auch nach der Synthese eingefiihrt werden. Das

kuppeln des ionischen Tags nach der Synthese des Peptids bietet mehrere Vorteile:

e Es muss nicht von jeder Aminosédure das entsprechende Derivat mit dem io-
nischen Tag synthetisiert werden. Dies bedeutet bei den vielfaltigen Moglich-
keiten (je 21 L- und D-Isomere der proteinogenen Aminoséuren plus alle ge-
wiinschten, nicht codierten und nicht natiirlichen Aminoséuren) eine erhebliche

Erleichterung.
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e Es besteht keine Gefahr der Racemisierung des Aminosédurederivats wihrend
der nucleophilen Substitution mit dem 7Tag. Auch koénnen fiir die Peptidsyn-

these die bewahrten Fmoc-Derivat verwendet werden.

e Wenn sich nach der Synthese an einer kleinen Probe herausstellt, dass ein neu
hergestelltes Peptid in Wasser zu schlecht 16slich ist um es mittels praparati-
ver HPLC reinigen zu konnen, so kann der Tag noch nachtraglich eingefiihrt
werden. Ist der Tag kovalent an eine Aminosiure gekuppelt, so wiirde in die-
sem Fall die Sequenz des Peptids verindert (oder das Peptid wird bis auf
die N-terminale Aminoséure neu synthetisiert und dann die entsprechenden

Aminosédure mit dem ionischen Tag gekuppelt).

e Auch schwerl6sliche Verbindungen, welche keine Aminosduren bzw. Peptide
sind, aber iiber ein freies Amin verfiigen, konnen mit dieser Methode solubili-

siert werden.

Der Linker Durch den Linker soll der Tag nach der Synthese an das festphasenge-
bundene Peptid gekuppelt und nach der Reinigung mittels RP-HPLC unter milden
Bedingungen wieder abgespalten werden. Die Wahl viel auf einen basenlabiler Lin-
ker, der zwischen der polaren Gruppe und der Aminosédure eingefiigt werden soll
und eine ausreichende Orthogonalitdt zu den bei der Fmoc-Strategie oft verwen-
deten siurelabilen Seitenkettenschutzgruppen bietet. Carbamate des Ethoxysulfons
kénnen im basischen Milieu abgespalten werden, da die Sulfongruppe die Aciditét
der Protonen an der benachbarten Methylengruppe erhéht. %146 Diese Protonen ha-
ben im Dimethylsulfon einen pKg-Wert von 23 und sind somit genauso sauer wie
die Protonen am C-9 in Fluoren.'*>!47 Vermutlich wird analog zur Abspaltung der
Fmoc-Gruppe der Linker nach einem E1.,-Mechanismus durch eine Base eliminiert
und das Anion einer Carbaminsiure freigesetzt.4® Diese ist unbestindig und zerfillt
entweder direkt oder nach Deprotonierung der Base irreversibel unter Freisetzung
von COy (Abb.2.3).

Das Sulfon kann iiber einen Aromaten oder eine Alkylkette mit dem ionischen Tag
verbunden werden. In der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass Alkylketten in
diesem Fall zu einer hoheren Wasserloslichkeit fithren.*3 So wurden Sulfone mit ei-
ner Methyl- oder Ethylgruppe in dieser Position als wasserlosliche Schutzgruppen
vorgeschlagen (Abb. 1.10 auf Seite 16).3%4 Ohne polare Gruppe war die Wasserlos-
lichkeit der so geschiitzten Derivate nicht in allen Féllen ausreichend (z.B. im Fall

des Phenylalaninderivats).?® Dies zeigt, dass ein ionischer Tag notwendig ist.
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Abbildung 2.3.: Grundlage der Verwendung des Ethoxysulfonmotivs fiir einen ba-

senlabilen Linker

Der Syntheseplan Die Synthese der mit dem ionischen Tag versehenen Schutz-
gruppen ist in Abbildung 2.4 skizziert. Zuerst wurde der Linker hergestellt und dann

zum Sulfon oxidiert. Anschliefsend wurden die verschiedenen Tags angefiigt.

J\TfO’ J\TfO'
= + + =
R ~N IS TN IS : R'=Me

Abbildung 2.4.: Darstellung der Synthese der mit einem basenlabilen Linker verse-

henen Tags

Nomenklatur des basenlabilen Linkers und davon abgeleiteter Derivate Fiir
die abkiirzende Bezeichnung der in den Kapiteln 2 und 3 vorgestellten Verbindungen

wurde eine selbst entwickelte Nomenklatur verwendet (Abb. 2.5).
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Abbildung 2.5.: Darstellung der verwendeten Nomenklatur
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2.2. Synthese des basenlabilen Linkers

2.2.1. Synthese des Linkers CI-B,.,-OH

Zuerst wurde der Linker in der reduzierten Form hergestellt. 4?10 Fiir die Synthe-
se des Linkers ist die Verwendung von 1-Brom-3-chlorpropan der von 1,3-Dibrom-
propan vorzuziehen. Zwar wéare die Reaktivitdt des Bromids 4 hoher, was mildere
Reaktionsbedingungen wahrend der Einfiihrung des Tags durch nucleophile Substi-
tution erlauben wiirde. Bei Verwendung von 1,3-Dibrompropan wurde ein Gemisch
aus dem gewilinschten Bromderivat des Linkers 4 und dem Diol 5 erhalten. Dieses
lies sich aufgrund der geringen Siedepunktsdifferenz der beiden Produkte (4 und 5)

durch Destillation nur schwer mit ausreichender Reinheit trennen.

KOH, MeOH, Reflux, 3h OH
C|/\/\Br + HS/\/OH 96 % > C|/\/\S/\/
° 3
OH
Br/\/\s/\/
4
KOH, MeOH, Reflux, 3h
Br/\/\Bl’ + HS/\/OH > +
HO OH
SN NN
5

Abbildung 2.6.: Synthese des Linkers CI-B,..;-OH

2.2.2. Selektive Oxidation des Thioethers zum Sulfon

Der Linker 3 musste selektiv vom Thioether zum Sulfon oxidiert werden, ohne da-
bei den Alkohol zum Aldehyd oder zur Sdure zu oxidieren. Thioether kénnen durch
Chrom(IV)-Verbindungen (+ 1,33 V als Chromat), Kaliumpermangant (+ 1,51 V)
oder Wasserstoffperoxid (+ 1,78 V) zum Sulfon oxidiert werden (in Klammern sind
die Standard-Reduktionspotentiale fiir diese Verbindungen bei 25 °C in Wasser an-
gegeben). ! Jedes dieser drei Oxidationsmittel wurde in der Literatur allerdings
auch dazu verwendet, um Alkohole zu oxidieren. Das Problem bestand also darin,
Bedingungen zu finden, unter denen die selektive Oxidation des Thioethers zum

Sulfon moglich war.
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2.2.2.1. Schiitzung des Alkohols, Oxidation des Thioethers und

abschliefende Entschiitzung

Eine Moglichkeit dieses Problem zu umgehen besteht darin, die Alkohlfunktion wah-
rend der Oxidationsreaktion zu schiitzen. Eine der am weitesten verbreiteten Vari-
anten zur Schiitzung von Alkohlen ist die Veresterung mit Essigsdureanhydrid oder

Essigsiaurechlorid, welche auch in diesem Fall erfolgreich war (Abb. 2.7).1%2

o o
A, T YT Y o s Y

47 % 0 90 % o O 0
6 7
a) 2 eq Ac,0, cat. NaOH, 150 °C (MW), 25 min
b) 2,2 eq HyO5, cat. NaWOy, H,O / EtOH, 70 °C, 60 min
Abbildung 2.7.: Schiitzung des Linkers 3 durch Acetylierung mit Essigsdureanhydrid

in der Mikrowelle und anschliessende Oxidation des Thioethers

Das geschiitzte Derivat wurde anschliefsend mit Wasserstoffperoxid und Natrium-
wolframat als Katalysator zum Sulfon oxidiert. Die Reaktion erfolgte in einem Was-
ser/Ethanol Losungsmittelgemisch mit sehr guter Ausbeute (Abb. 2.7). Es konnte
der Geruch von Acetaldehyd wahrgenommen werden, was darauf hindeutet, dass
unter diesen Bedingungen primére Alkohole zum Aldehyd oxidiert werden konnte.
Anschliefsend wurde versucht, die Schutzgruppe durch Verseifen des Esters mit einer
Mischung aus Natronlauge und Methanol abzuspalten. Dabei konnte in einer Aus-
beute von 42% nicht der oxidierte Linker, sondern der davon abgeleitete Methlyether
9 isoliert werden (Abb. 2.8). Dieser wurde durch Massen- und NMR-Spektroskopie
sowie Elementaranalyse zweifelsfrei identifiziert.

Interessant ist die Tatsache, dass das sehr schwache Nucleophil Methanol oder das in
sehr geringer Menge vorliegende Methanolat-Ion in der Lage ist, so effizient den Me-
thylether zu bilden. Der Mechanismus dafiir ist nicht bekannt. Im Gegensatz zum
Nachbargruppeneffekt in 3-Position von Thiolen oder Thioethern kann in diesem
Fall der Schwefel die Reaktion nicht durch freie Elektronenpaare beschleunigen. In
der Oxidationsstufe +II (Sulfon) befinden sich am Schwefel keine freien Elektronen-
paare mehr. Eventuell liegt in diesem Fall ein Elimierungs-Additionsmechanismus
vor. Die Verwendung des Acetats als Schutzgruppe erméoglicht somit nicht die Her-

stellung des oxidierten Linkers.
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Abbildung 2.8.: Darstellung des Ergebnisses der Verseifung des geschiitzten oxidier-
ten Linkers 7

2.2.2.2. Direkte, selektive Oxidation des Thioethers zum Sulfon in
Gegenwart der freien Hydroxylgruppe

Eine andere Moglichkeit stellt die direkte Oxidation ohne Schiitzung der Alkohol-
funktion dar. In der Literatur exisitiert ein Beispiel, in welchem die Oxidation von
Thioethern mit Hilfe von Wolframat- oder Vanadat-Katalysatoren mit Wasserstoff-
peroxid in Gegenwart von Hydroxylgruppen selektiv gelang. !5 Mit dieser Methode
konnte der Thioether im Linker 3 zum gewiinschten Sulfon 8 oxidiert werden, al-
lerdings mit wechselnder Ausbeute. Insbesondere die Herstellung des Katalysators
aus Wolframsaure war schlecht reproduzierbar. Durch die Verwendung von Natri-
umwolframat und den Einsatz einer Spritzenpumpe (um die Konzentration an Was-
serstoffperoxid im Reaktionsgemische niedrig zu halten) konnte die Ausbeute auf
56% gesteigert werden (Abb. 2.9).

2,2 eq Hy0,, cat. NaWOy,
H,O / EtOH, 70 °C, 85 min CI/\/\S/\/OH

7N

56 % O O
8

Abbildung 2.9.: Direkte Oxidation des Thioethers
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2.3. Mehrfach geladene Tags

Zur Verbesserung der Loslichkeit grofserer Peptide ist es wahrscheinlich notwendig,
mehrfach geladene Gruppen als Tag zu verwenden. Die Ladungen kénnen dabei
prinzipiell linear oder verzweigt angeordnet sein. Nach anfianglichen Versuchen mit
verzweigten Strukturen wurde der Fokus auf linear angeordnete, mehrfach geladene
Tags gelegt.*® Ein groRer Vorteil der linearen Anordnung ist der schrittweise Auf-
bau, der es relativ einfach ermdoglicht zweifach, dreifach oder auch hoher geladene,
polare Gruppen aufzubauen (Abb. 2.2 auf Seite 46). Entsprechend den Angaben in
der Literatur wurde die Synthese von Bausteinen fiir zweifach und dreifach geladene
Tags durchgefiihrt.*® Dabei konnte die in der Literatur angegebene Ausbeute nicht
bei jedem Schritt reproduziert werden. Insbesondere die erste Stufe ergab deutlich
mehr Nebenprodukt. Durch langsames zutropfen des gelosten 1,2-Dimethylimidazols
(DMIM) mit Hilfe einer Spritzenpumpe konnte eine Ausbeute von 53% 10 erzielt
werden. Daneben wurden 23% des unerwiinschten Nebenproduktes 11 erhalten, wel-

ches durch Umbkristallisation abgetrennt werden konnte (Abb. 2.10).

K

.
\—/
10
J\ 2,1 eq DBP, MeCN, Reflux, 24 h
~N"N > *
- A A
~N SN 3%
\—/ \—/
11

DBP: g "p;

Abbildung 2.10.: Erster Schritt des linearen Aufbaus der polaren Gruppe

Die weiteren Schritte zum Aufbau mehrfach geladener Tags sind in Abbildung
2.11 dargestellt. Verbindung 12 ist der Ausgangspunkt fiir zweifach geladene Tags,
Verbindung 15 der fiir dreifach geladene Tags. Die Produkte der einzelnen Reak-
tionen waren kristalline Feststoffe, welche durch Umkristallisation gereinigt werden
konnten. Von den Verbindungen 10, 11, 12, 13 und 14 konnten Einkristalle erhal-
ten werden, mit denen die Strukturen der ionischen Substanzen durch Réntgenbeu-
gungsexperimente bestatigt werden konnten. Auch fiir das Nebenprodukt 11 war

die Aufklarung der Struktur durch Réntgenstrukturanalyse erfolgreich.
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o4

Br
2,2 eq 2-Mimi, MeCN, Reflux, 17 h J\ J\
10 > ~nTXN A
57 % N TNT""N" °N
\—/ \—/
12
Br Br
10,6 eq DBP, MeCN, Reflux, 17 h J\ R J\ .
95 % > SN TN NN B
\—/ \—/
13
TfO" TfO"
2 eq AgOTf, MeOH / MeCN, RT, 1 h J\ R .
99 % > SN TN TN NN B
\—/ —
14
TfO" TfO"
3,25 eq 2-Mimi, MeCN, Reflux, 25 h J\ R .
78 % ' o \N \N/\/\N \N/\/\N \N
\—/ \—/ \—/
15

Abbildung 2.11.: Weiterer Aufbaus der linearen polaren Gruppe
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2.4. Kupplung der Tags an den basenlabilen Linker

2.4.1. Synthese des mit einem einfach geladenen Tag versehenen Linkers

Der oxidierte Linker 8 (Cl-B,,-OH) wurde mit 1-Methylimidazol in guter Ausbeute
zum gewiinschten Produkt 1 umgesetzt (Abb. 2.12).! Da in diesem Schritt die
geladene Gruppe generiert wird und die Edukte nicht geladen sind, kann der mit
dem ionischen Tag gekuppelte Linker durch Fallen mit Diethylether in sehr reiner

Form erhalten werden.

5 eq MIM, MeCN, cr
150 °C (MW), 10 min Nﬁ/\/\s/\/OH
—N

8 249N
94 % et o o

1

Abbildung 2.12.: Nucleophile Substitution mit 1-Methylimidazol am oxidierten Lin-
ker 8

2.4.2. Synthese des mit einem dreifach geladenen Tag versehenen Linkers

Der Basutein fiir den dreifach geladene Tag (15 (3+)) wurde mit dem oxidierten Lin-
ker 8 (Cl-B,,-OH) erfolgreich zur dreifach geladenen Schutzgruppe umgesetzt (Abb.
2.13). Dies steht im Gegensatz zu den erfolglosen Versuchen mit dem nichtoxidierten
Linker 3 ( 3.2.3.2 auf Seite 107).

3eq 8, MeCN, TfO" TfO" Ccr
150 °C (MW), 10 min J\ R . . oH
quant. > SNTOINTSNTNT NS \N/\/\s/\/
\—/ \—/ \__/ %

Abbildung 2.13.: Synthese der dreifach geladenen Schutzgruppe 2

Die beiden mit einfach beziehungsweise mit dreifach geladenem Tag versehenen
Linker standen damit fiir die Kupplung an den N-Terminus des Referenzpeptids zur

Verfiigung.
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2.5. Kupplung der Tags an
H-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-Chlorotrityl

2.5.1. Synthese des Referenzpeptids

Fiir den Tag-Ansatz ist es notwendig, das fertige Peptid mit freiem N-Terminus an
der festen Phase gebunden zu haben. Anders als beim Schutzgruppenansatz (Kapitel
3) wird beim Tag-Ansatz keine Aminosdure mehr zusétzlich eingefiigt. Das Design
des Referenzpeptids wird eingehend in Abschnitt 3.3 beschrieben. Die Herstellung
des Testpeptids erfolgte aufbauend auf die Synthese des festphasengebundenen Pep-
tids 16 (H-Phe-Trp(Boc)-Ala-Chlorotrityl) (Absch. 3.3). Nach dem Entfernen der
letzten Fmoc-Schutzgruppe blieb das Peptid am Harz gebunden.

1) Fmoc-Ser(tBu)-O OtBu x N\BOC
DIC, HOBt, DMF, RT, 1h
16 >
2) 20 % Piperidin in DMF \)I\ \)I\ J'O

gheh

17

Abbildung 2.14.: Synthese des Referenzpeptids H-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-
Chlorotrityl 17

2.5.2. Kupplung der Tags an das festphasengebundene Peptid

Die Kupplung der Tags iiber den Linker an das Referenzpeptid 17 erfolgte in zwei
Schritten. Zuerst wurde der Linker mit ionischem 7Tag mit Di- N-hydroxysuccinimid-
carbonat zu einem reaktiven Carbonat umgesetzt. Diese Reaktion erfolgte in Aceto-
nitril. Durch Fallen mit kaltem Diethylether wurde das Zwischenprodukt abgetrennt.
Anschliefend wurde es in DMF gelost und an das festphasengebundene Peptid 17
gekuppelt (Abb. 2.15). Dabei waren zwei Probleme zu 16sen.

2.5.2.1. Problem 1: Balance von Aktivierungsreagenz und Basenstidrke

Ein Problem bei der Aktivierung und Kupplung der fertigen Schutzgruppe ist die
Instabilitat des Zwischenprodukts. Bei der Aktivierung wird die Alkoholfunktion,
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OtBu ~ V"Boc

o) 0 0
/\ Oy ° H H Q
/N\¢N+\/\/S\/\O)I\N N\)I\” N\a)l\o
o = o ©

&

19

a) Aktivierung mit Di-N-hydroxysuccinimidcarbonat
b) Kupplung des aktivierten Carbonats an das festphasengebundene Peptid

Abbildung 2.15.: Schematische Darstellung des Tag-Ansatzes anhand des mit ein-

fach geladenem Tag versehenem Linkers und dem Referenzpeptid
17

welche eine schlechte Abgangsgruppe ist, in eine gute Abgangsgruppe iiberfiihrt.
Durch die fiir diese Reaktion bendtigten basischen Bedingungen kann es zur (-

Eliminierung kommen, wodurch die Ausbeute reduziert wird (Abb. 2.16).

Der kritische Punkt bei dieser Reaktion ist die Balance zwischen der Abgangsgrup-
pe und der Basenstirke. Wird fiir die Aktivierung eine Spezies verwendet, die eine
sehr gute Abgangsgruppe ist, oder werden zu starke Basen verwendet, so wird die
Eliminierungsreaktion begiinstigt. Bei dem hier verwendeten System ist die Kombi-
nation von Di- N-hydroxysuccinimidcarbonat als Aktivierungsreagenz und Pyridin
als Base erfolgreich. Andere Basen wie z.B. Triethylamin fithren zu deutlich mehr

Eliminierungsprodukt.
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Base X
/- H+ B H _ ~ /\ _
-M -base -
H H — = X _A_OU_R Oz O\"/R
X )Q/o R S hl
) Oz o)
ST 0
o}
Base pKs' R pKs
OV
NEts 10,9 | 7,15
7 NO,
?
Imidazol 7,0 oﬁéo 59
Pyridin 5,29 Cl -7
X= Tag” "

* Der konjugierten Saure

Abbildung 2.16.: Eliminierung an der aktivierten Schutzgruppe

2.5.2.2. Problem 2: Optimale Aktivierungsdauer

Durch eine einfache Etherfallung kann iiberschiissiges Di- N-hydroxysuccinimidcar-
bonat nach der Aktivierung nicht ausreichend gut abgetrennt werden. Wird das
Gemisch aus aktiviertem Linker und Di- N-hydroxysuccinimidcarbonat zum festpha-
sengebundenen Peptid gegeben, so reagiert bevorzugt das Aktivierungsreagenz mit
dem freien Amin des Peptids (Abb. 2.17). Das bei der Reaktion gebildete Carbamat
ist unter den gegebenen Bedingungen stabil und blockiert effizient die Peptidkette.

40 o OtBu ~/ " ~Boc
N )I\ N + 17 —_—> 2 H 2 H 2
"o” "o” N\O)I\N N\.)I\N N\.)I\o‘O
o o e} H o) : H ) H

20

Abbildung 2.17.: Reaktion von {iberschiissigen Di- N-hydroxysuccinimidcarbonat

mit dem N-Terminus des festphasengebundenen Referenzpeptids
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In Losung wird fiir die Aktivierung von Alkoholen Di- N-hydroxysuccinimidcarbonat
im deutlichen Uberschuss eingesetzt, daher kann unter den iiblichen Bedingungen
die Blockierung des Peptids quantitativ ablaufen. Wenn der aktivierte Alkohol an
ein festphasengebundenes Peptid gekuppelt werden soll, ist es notwendig, einen Un-
terschuss an Aktivierungsreagenz einzusetzen und dessen vollstidndigen Umsatz mit
dem Linker abzuwarten.

Auf der anderen Seite sollte die Aktivierung nicht zu lange daueren. Der aktivierte
Linker ist unter den Reaktionsbedingungen nicht stabil und bildet langsam das Eli-

minierungsprodukt.

Optimierung der Aktivierungsdauer anhand einer Modellreaktion Mit dem
Linker mit einfach positiv geladenem 7Tag 1 und Benzylamin wurde die optimale
Dauer der Aktivierung ermittelt. Fiir das Experiment wurde 1 (MIM-B,,-OH) mit
Di- N-hydroxysuccinimidcarbonat und Pyridin in DMF bei Raumtemperatur akti-
viert. Nach 1, 2,5, 5, 10, 15, 30 und 240 min wurden jeweils Proben genommen
und mit einem Uberschuss Benzylamin umgesetzt (Abb. 2.18). Das Reaktionsge-
misch wurde mit Hilfe der HPLC untersucht und die Intensitit der UV-Signale des
gewiinschten Carbamats 21 verwendet, um einen qualitativen Uberblick iiber den

Verlauf der Reaktion zu erhalten.

a). b) /\EI- o) H\/O
1 —> \N/\/\S/\/ \n/
228
o’ Yo o

21

a) 1 eq Di-N-hydroxysuccinimidcarbonat, 1 eq Pyridin, DMF, RT
b) 2 eq Benzylamin

Abbildung 2.18.: Darstellung der Modellreaktion des aktivierten Linkers mit einfach

geladenem Tag und Benzylamin

Die Bildung des Carbamats 21 erreichte nach ca. 60 min ihr Maximum (Abb. 2.19),

nach 30 min war die Reaktion vermutlich noch nicht vollstandig abgelaufen.

Das beim quenchen im Uberschuss zugesetzte Benzylamin erméglicht den Nachweis
von noch nicht umgesetztem Di- N-hydroxysuccinimidcarbonat. Benzylamin reagiert

bei Anwesenheit von Di- N-hydroxysuccinimidcarbonat zum N, N’-Dibenzylharnstoff
(Abb. 2.20).
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Abbildung 2.19.: Zeitlicher Verlauf der Produktbildung mit MIM-B,,-OH (1), Ben-

zylamin und Di- N-hydroxysuccinimidcarbonat

(Suc),CO, Pyridin, DMF, o)
NH, RT . i
> N~ TN
H H

Abbildung 2.20.: Reaktion von Benzylamin mit Di- N-hydroxysuccinimidcarbonat

Dieser ist leichter zu detektieren und erlaubt somit den indirekten Nachweis von noch
nicht umgesetztem Di- N-hydroxysuccinimidcarbonat. Wenn noch Di- N-hydroxysuc-
cinimidcarbonat vorhanden war, bedeutet dies zum einen, dass der Alkohol des Lin-
kers noch nicht vollstandig aktiviert wurde und andererseits bei der Kupplung des
Tags an die feste Phase die Gefahr der in Abbildung 2.17 dargestellten Nebenreak-
tion besteht.

Betrachtet man den zeitlichen Verlauf der gebildeten Menge des N,N’-Dibenzyl-
harnstoffs, so wird klar, dass nach 30 min noch immer nicht umgesetztes Di-N-
hydroxysuccinimidcarbonat in der Reaktionslosung vorhanden ist (Abb. 2.21). Dies
unterstiitzt die bei der Untersuchung der Produktbildung aufgestellte These, dass

die Reaktion nach 30 min noch nicht vollstdndig abgelaufen ist.

Die bei der Untersuchung der Modellreaktion erhaltenen Werte kénnen nicht direkt
auf die gewiinschte Reaktion tibertragen werden, liefern aber einen guten Ausgangs-
punkt fiir die Optimierung der Reaktion an der festen Phase. Mit einer Aktivierungs-

und Kupplungszeit von je 1 h wurden die geschiitzten Peptide 22 und 23 in guten
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Abbildung 2.21.: Zeitlicher Verlauf der Nebenproduktbildung mit 1, Benzylamin

und Di- N-hydroxysuccinimidcarbonat

Ausbeuten erhalten (Abb. 2.22).

Cl
cr e P G NG0)
X S
+ OH @ b)c) 7N
X/\/\/S\/\/ —_— O 0
7N
o O

a) 3 eq (SucO),CO, 6 eq Py, MeCN, RT, 1 h
b) 1 eq 16(H-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-Chlorotrityl), 3 eq Py, DMF, RT, 1 h
c) AcOH / TFE / DCM (1:1:3), RT, 3 * 5 min

X Edukt Produkt Ausbeute
MIM 1 22 quant.
@y 2 23 7%
Abbildung 2.22.: Kupplung von 1 (MIM-B,,-OH) und 2 ((3+)-B,,-OH) an das Re-

ferenzpeptid H-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-Chlorotriyl

Das Peptid 22 wurden mit NMR-Spektroskopie auf mogliche Epimere untersucht,
dabei ergaben sich keine Hinweise auf die Bildung von Epimeren (Abb. 2.23). Nach
dem Abspalten des Tags ergab sich bei der Untersuchung der Peptide 22 und 23 mit
HPLC-MS kein Hinweis auf eine Epimerisierung wihrend der Kupplung des Tags
(Beschreibung der Methode siehe Abschnitt 3.3).
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cr
~N SN AO
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Abbildung 2.23.: NMR-Spektrum des mit einem einfach positiv geladenen Tag ge-
kuppelten Testpeptids 22 (MIM-B,,-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-
OH) ohne weitere Reinigung nach dem Abspalten von der festen

Phase

62



Kapitel 2 Tag-Ansatz

2.6. Bestimmung der Loslichkeit der Peptide und des

Einflusses der Tags

Mit dem Anfiigen eines Tags, wie es in dem vorangehenden Abschnitt 2.5 beschrie-
ben wurde, sollte die Loslichkeit schwerléslicher Peptide auf iiber 5 mg/ml erhoht
werden. Um den Einfluss der verwendeten Tagszu testen, wurde die Loslichkeit des
Peptids H-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-OH allein, mit verschiedenen, einfach gelade-
nen Tags und mit dem dreifach geladenen Tag untersucht. Die Synthese der Peptide
mit einfach geladenem Tag ist in Abschnitt 3.3 beschrieben.

Um das Erreichen dieses Ziels zu kontrollieren, muss zuerst eine Methode etabliert
werden, mit der die Loslichkeit mit einer Genauigkeit von mindestens + 1 mg/ml
im Bereich von 1 - 10 mg/ml bestimmt werden kann. Wie in Abschnitt 1.4 erwdhnt,

gibt es mehrere Methoden, die Loslichkeit von Substanzen zu messen.

2.6.1. Diskussion der verschiedenen Methoden zur Quantifizierung der
Loslichkeit

2.6.1.1. Direktes Gravimetrisches Verfahren

Die Eignung dieser Methode im Hinblick auf die damit erzielbare Genauigkeit wurde
getestet, indem die Loslichkeiten der Modellsubstanzen NaCl und NH4Cl in Was-
ser bestimmt und mit den in der Literatur angegebenen Werten verglichen wurden.
Es wurden jeweils gesattigte wassrige Losungen hergestellt und 24 h bei 24 °C ge-
rithrt. Anschliefsend wurden die Losungen filtriert und mit Pipetten vier verschiedene
Volumina in je sechs tarierte Eppendorf-Cups iiberfiihrt. Die vollen Vials wurden
gewogen und dann das Losungsmittel wahrend 20 h im Speedvac abgezogen. Die
Vials wurden wieder gewogen und aus den entsprechenden Differenzen die Masse
des Losungsmittels und die Masse des gelosten Stoffs berechnet. Dabei wurde fiir
NaCl eine Loslichkeit von 36,5 g / 100 g Wasser und fiir NH4Cl eine Loslichkeit von
39,0 g / 100 g Wasser gemessen. Diese Werte stimmen gut mit den Literaturwer-
ten tiberein (36,3 g / 100 g bzw. 36,2 g / 100 g fiir NaCl und 38,8 g / 100 g und
38,9 g / 100 g fiir NH,C1).1541%5 Als Test, ob diese Methode die eingangs geforderte
Genauigkeit erreicht, wurde der experimentell erhaltene Fehler in mg/ml umgerech-
net. Dieser betrug 2 - 3 mg/ml. Die Standardabweichung der einzelnen Experimente
schwankte je nach Volumen zwischen 0,3 und 6,9 mg/ml. Fiir die Bestimmung der
Loslichkeit gut 16slicher Substanzen ist diese einfache Methode gut geeignet. Der

auftretende Fehler und die Standardabweichung der Experimente liegen aber im Be-
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reich der in dieser Arbeit zu bestimmenden Loslichkeiten. Daher ist diese Methode

zur Bestimmung der Loslichkeit schwerloslicher Substanzen nicht geeignet.

2.6.1.2. Indirektes Gravimetrisches und Volumetrisches Verfahren

Zur quantitativen Bestimmung der Loslichkeit kann in den Féllen, in denen die
Verbindungen als Chloride vorliegen, die gravimetrische Bestimmung des mit Sil-
bernitrat ausgefillten Silberchlorids verwendet werden.’® Um ausreichend genaue
Wiégungen durchfithren zu konnen ist eine Mindestmenge an ausgefallenem Silber-
chlorid noétig. Die untere Grenze liegt bei dieser Methode bei 0,5 mmol Silberchlo-
rid.®® Daraus folgt, dass fiir die verlissliche quantitative Bestimmung auch mindes-
tens 0,5 mmol des Analyten in der Losung vorhanden sein miissen.

Das Testpeptid 22 (MIM-B,,-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-OH) hat als Chlorid eine
molare Masse von 960,5 g/mol. Es sind in der zu untersuchenden Losung also min-
destens 480 mg des Peptids 22 erforderlich.® Die benotigte Menge ist viel zu groft
um praktikabel zu sein. Der Tag wiirde nach dieser Messung auch nicht mehr als
Chlorid vorliegen, sondern als Nitrat.

Auch die volumetrische Bestimmung des Chlorids nach Vollhard ist nicht empfind-
lich genug.”® Es wiirde eine Stoffmenge von 0,1 mmol benétigt, also immer noch
96 mg 22 fiir eine Analyse. Aulkerdem sind beide Methoden fiir die Bestimmung der

Loslichkeit anderer Anionen wie Hexafluorophosphat oder Acetat ungeeignet.

2.6.1.3. Korrelation der Retentionszeit einer Verbindung mit ihrer

Wasserloslichkeit

Intuitiv scheint es einen Zusammenhang zwischen Wasserloslichkeit und Retenti-
onszeit in der RP-HPLC zu geben.”! Je geringer die Retentionszeit unter RP-
Bedingungen ist, desto hoher sollte die Loslichkeit der betreffenden Substanz in
Wasser sein. Daher werden zum Teil HPLC-Chromatogramme publiziert, um die
Erhohung der Wasserloslichkeit von Peptiden durch ionische Schutzgruppen zu de-
monstrieren. "8 Dieses Verfahren ist aber nicht zur Bestimmung der Loslichkeit
einer Substanz, auch nicht fiir eine qualitative Abschétzung, geeignet. Dies soll hier

genauer diskutiert werden.

Quantitative Bestimmung der Lo6slichkeit aus der Retentionszeit einer Sub-
stanz In der Literatur konnte keine Korrelation der Retentionszeit mit einer Los-
lichkeitsangabe (z.B. tg = 3,5 min = Loslichkeit = 7 mg/ml bei gegebener Trenn-

sdule und Gradient) gefunden werden. Ohne eine solche Korrelation ist es nicht
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moglich, die Loslichkeit einer Verbindung in Wasser mit Hilfe der Retentionszeit zu

bestimmen.

Qualitative Bestimmung der Loslichkeit aus der Retentionszeit einer Substanz
Es konnte aber auch ohne exakte Korrelation zwischen der Retentionszeit und der
Loslichkeit eventuell eine Aussage zur relativen Loslichkeit verschiedener Verbin-
dungen gemacht werden. In diesem Fall miisste die Reihenfolge der Elution in der
Folge abnehmender Léslichkeit in Wasser erfolgen. Um iiber die Retentionszeit eine
qualitative Aussage beziiglich der Loslichkeit treffen zu konnen, ist es notwendig,

dass beide der folgenden Voraussetzungen erfiillt sind.

1. Die Reihenfolge der Elution muss fiir jedes beliebige Substanzpaar immer
gleich sein. Bei Wechsel des Sdulenmaterials oder Anderung des Gradienten
darf sich in keinem Fall die Reihenfolge der Elution &ndern (die Retentionszei-
ten diirfen sich natiirlich verschieben). Wiirde sich die Reihenfolge der Elution
anderen wiirde dies bedeuten, dass die Loslichkeiten der beiden Substanzen von
dem fiir die Messung verwendetem Séulenmaterial abhéngig ist. Dies ist physi-
kalisch unsinnig. In Beispielen zur Trennung verschiedener Substanzen mittels
unterschiedlicher HPLC-Bedingungen finden sich immer wieder Beispiele, in
denen sich die Elutionsreihenfolge zweier Verbindungen bei einem Wechsel der
Trennbedingungen (Saulenmaterial, Gradient ...) verdndert.'*® Ein Beispiel ist
in Abbildung 2.24 zu sehen (es wurde freundlicherweise von der Firma Supelco

zur Verfligung gestellt). In den hier gezeigten Féllen wire die Loslichkeit von

Ascentis Express RP-Amide, 2.7 um Ascentis Express C18, 2.7 um Waters BEH Shield RP18, 1.7 um
pressure: 4400 psi pressure: 4400 psi pressure: 8250 psi

12 12

e o e ey e L R S S
1) Resorcinol, 2) Catechol, 3) 2-Methylresorcinol, 4) 4-Methylcatechol, 5) 2,5-Dimethylresorcinol, 6) 3-Methylcatechol, 7) 4-Nitrocatechol
Abbildung 2.24.: Beispiele fiir Anderung der Eluationsreihenfolge bei Verwendung
unterschiedlicher Sdulenmaterialen in der HPLC (Graphic publis-
hed in Supelco Analytical Catalogue 2009-2010. Supelco Analytical
Co., Inc. is a member of the Sigma-Aldrich Group. (©) 2010 Sigma-
Aldrich Co.)

Catechol bei Verwendung der Sdulen Ascentis Express RP-Amide und Wa-
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ters BEH Shield RP18 hoher als die von 2-Methylresorcinol. Bei Verwendung
der Ascentis Express C18 Sdule wire die Loslichkeit von 2-Methylresorcinol
hoher als die von Catechol. Da die Loslichkeit der beiden Verbindungen fest-
steht, beweist dieses Beispiel, dass die Retentionszeit nicht eindeutig mit der

Loslichkeit in Wasser korreliert ist.

. Es miisste experimentell gesichert sein, dass eine Substanz mit einer hohe-

ren Wasserloslichkeit vor einer Verbindung mit geringerer Wasserloslichkeit
eluiert. Dies ist aber nicht immer richtig. Ein Beispiel sind die beiden Amino-
sdurederivat H-Tyr(tBu)-OH (24) und das mit der einfach positiv geladenen
Schutzgruppe geschiitzte Tyrosinderivat 25 (die Synthese ist in Absch. 3.2 be-

schrieben).

@)
(0]
HZN\)I\ . H

\O\ \—/ o’ o o i
OtBu \©\
OtBu

24 25

Abbildung 2.25.: Zwei Tyrosinderivate mit unterschiedlicher Loslichkeit in Wasser

66

Tyrosin ist die am schlechtesten in Wasser 16sliche proteinogene Aminoséure
(Sattigungskonzentration bei 20 °C: 2 mM).'* Dagegen kann von dem mit
der ionischen Schutzgruppe versehenem Tyrosinderivat 25 ohne weiteres ei-
ne 0,2 M Losung in reinem Wasser hergestellt werden (die Loslichkeit des
Tyrosinderivats 25 wird durch den Tag im Vergleich zum freien Tyrosin um
mindestens den Faktor 100 erhoht). In der HPLC wird jedoch das weniger
16sliche Aminoséurederivat H-Tyr(tBu)-OH vor dem deutlich mehr wasserlos-
lichen Tyrosinderivat 25 eluiert.

Die weiter unten prasentierten Ergebnisse der quantitativen Bestimmung der
Loslichkeit verschiedener Peptiden im Vergleich mit deren Retentionszeiten le-
gen diesen Schluss ebenfalls nahe (Tab. 2.1).

Dieses Phdnomen konnte auch fiir die aus 21 Aminoséuren bestehende A-Kette
des Insulins beobachtet werden.”! In diesem Fall war ebenfalls durch einen Tag
die Loslichkeit des Peptids in Wasser erhoht worden. Trotz allem wurde das
in Wasser nahezu unlésliche Peptid (ohne Tag) vor dem deutlich besser was-

serloslichen Peptid-Tag Konstrukt eluiert. !
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Tabelle 2.1.: Retentionszeit des Testpeptids mit verschiedenen Tags

Peptid Retentionszeit / min
26 (H-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-OH) 6,0
22 (Mimi-Box-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-OH) 6,4
27 (Me3N-Box-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-OH) 6,9
28 (DMIM-Box-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-OH) 7,0
23 ((3+)-Box-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-OH) 47

Da beide Voraussetzungen zur Verwendung der Retentionszeit als qualitatives
Mak der Loslichkeit nicht erfiillt werden, ist diese Methode zur Bestimmung der
Loslichkeit bzw. zum Vergleich der Loslichkeit verschiedener Verbindungen, auch
fiir die grobe Abschétzung, nicht geeignet.

Trotzdem sollen hier die Retentionszeiten der getesteten Peptide angegeben werden.
Die Retentionszeiten wurden mit einer Reprosil-Pur 100 BASIC-C18 Séule der Di-

mension 5 ym 50 X 3 mm ermittelt und sind in Tabelle 2.1 wiedergegeben.

Aus den in Tabelle 2.1 angegebenen Daten wiirde man den Schluss ziehen, das nur
der dreifach geladene Tag in der Lage ist, Loslichkeit des Peptids zu erhchen. Alle
anderen Tags scheinen die Loslichkeit zu reduzieren. Ein Vergleich mit den durch
Bestimmung der Konzentration der Peptide in einer geséttigten Losung mit Hilfe
der HPLC erhaltenen Daten (Tab. 2.2) zeigt, dass diese Folgerung aus den Retenti-
onszeiten der Peptide in der RP-HPLC nicht zutrifft.

2.6.1.4. Grundlagen zur Bestimmung der L&slichkeit eines Analyten mittels
HPLC-UV

Eine andere Methode ist die Bestimmung der Konzentration einer gesattigten Lo-
sung mittels HPLC-UV. %7 Die Bestimmung der Konzentration von geldsten Sub-
stanzen mittels HPLC wird in der Wissenschaft und Praxis in grofsem Umfang durch-
gefiihrt. Aufgrund seiner Empfindlichkeit eignet sich dieses Verfahren gut fiir kleine
Analytkonzentrationen, dass heifst auch fiir Substanzen mit geringer Loslichkeit. Es
hat aufgrund der chromatographischen Trennung vor der eigentlichen Messung der
UV-Absorbtion den Vorteil, dass damit auch reelle, also verunreinigte Proben un-
tersucht werden kénnen.

Um diese Methode einsetzen zu konnen, ist eine Kalibrierung mit der reinen Ver-
bindung notwendig. Zur Kalibrierung der HPLC gibt es zwei unterschiedliche Mog-
lichkeiten.
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e Externe Kalibrierung

Dabei wird der Analyt vor der eigentlichen Messung in reiner Form in einer be-

kannten Konzentration injiziert und der Response-Faktor (RF) bestimmt.!*®
Besser ist es, die Kalibrierung mit mehreren Proben verschiedener Konzentra-
tionen des Analyten durchzufiihren. Dabei sollte nach Moglichkeit der gesamte
zu erwartende Konzentrationsbereich abgedeckt werden. Dieses relativ einfa-
che Verfahren hat aber einen erheblichen Nachteil, aufgrund von Fehlern, die
bei der Messung mit der HPLC selbst auftreten konnen. Der wichtigste ist
dabei die Abweichung des tatsdchlichen Injektionsvolumens von dem fiir die
Berechung und Auswertung zugrunde gelegten, eingestellten Wert. Auch kleine
Schwankungen im Injektionsvolumen fiihren zu einem nicht mehr abschatzba-
ren Fehler.'®® Wihrend bei fest eingebaute Injektionsschleifen mit definiertem
Volumen nur geringe Schwankungen auftreten, sind die Fehler bei variabel ein-
stellbaren Injektoren deutlich grofser. Aufserdem ist der Zusammenhang zwi-
schen dem am Gerit eingestellten und dem tatséchlichen Injektionsvolumen

bei kleinen Volumina nicht immer linear. %%

e Interner Standard
Dabei wird der Probe vor der Messung ein interner Standard zugesetzt. Dieser
sollte dem Analyten dhnlich sein, aber eine andere Retentionszeit als dieser
haben. Da die hier verwendete HPLC-Anlage iiber einen Injektor mit varia-
blen Injektionsvolumen verfiigt, wurde zur Kalibrierung ein interner Standard
verwendet. Als interner Standard wurde Salicylamid ausgewahlt. Salicylamid
absorbiert bei 254 nm ausreichend stark und wird basisliniengetrennt von den
untersuchten Peptiden eluiert. Das Injektionsvolumen von 10 ul war bei allen

Messungen gleich.

Wird die Kalibrierung bei einer Wellenldnge von 254 nm durchgefiihrt, so kann
das Ergebnis fiir die Bestimmung der Konzentration des gleichen Peptids mit ver-
schiedenen Tags angewendet werden, da die Tags und der Linker bei A = 254 nm
nicht absorbieren. Chromophore sind, wenn sie nicht konjugiert sind, in erster Na-
herung von der Umgebung im Molekiil unabhiingig.'®” Darauf beruht auch die Be-
stimmung der Protein und DNA Konzentration mittels UV-Spektroskopie. ¥ Die in
dieser Arbeit untersuchten Peptide sind alle vom Referenzpeptid 26 abgeleitet, sie
unterscheiden sich nur im verwendeten Tag. Da der Extinktionskoeffizient der Tags
bei A = 254 nm vernachlassighar ist, kann die fiir eines der Peptide aufgenommene
Kalibriergerade im Prinzip auch fiir die quantitative Bestimmung der anderen Pep-

tide verwendet werden. Es ist dabei jedoch zu beachten, dass in diesem Fall immer
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Stoffmengenkonzentrationen fiir die Berechnung verwendet werden miissen, da sich
die molaren Massen der Peptide aufgrund der unterschiedlichen Tags stark unter-

scheiden.

2.6.2. Kalibrierung der HPLC

Mit dem Peptid 26 (H-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-OH) Die erwartete Kon-
zentration des Analyten in der gesattigten Losung soll im Bereich der fiir die Ka-
libriergeraden verwendeten Stoffmengen liegen. Dies ist moglich, wenn fiir die Er-
stellung der Kalibriergerade ein Losungsmittel verwendet wird, in dem sich die zu
untersuchende Verbindung besser 16st, als in dem fiir die eigentliche Bestimmung
der Loslichkeit verwendeten. Die Peptide mit ionischem 7Tag weisen in Methanol
eine hohere Loslichkeit als in wassrigen Losungen auf. Mit dem Referenzpeptid 26
wurde daher die Kalibriergerade mit methanolischen Losungen erstellt. Das Refe-
renzpeptid 26 war selbst in Methanol so schwer 16slich, dass eine Konzentration von
10 mg/ml nicht erreicht werden konnte. Daher war abzusehen das die Loslichkeit in
wassrigen Losungsmittelgemischen noch deutlich niedriger ist. Deswegen wurde die
Kalibiriergerade mit diesem Peptid nur im Konzentrationsbereich von 0,05 - 1 mg/ml
erstellt (entspricht 75 nmol - 1,5 pmol). Der interne Standard wurde jeweils vor der
Messung zugesetzt. Die graphische Auswertung ist in Abbildung 2.26 zu sehen. Die
mathematische Auswertung mittels linearer Regression ergab folgende Gleichung fiir

die Kalibriergerade:

y=0,08 Xz

B Signalintensitét des Peptids (A = 254 nm)
V= Signalintensitét des internen Standards (A = 254 nm)

x = ¢(26) in pmol/ml

Mit dem Peptid 27 (Me;N-Box-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-OH) Da der von
der im vorangegegangen Abschnitt beschriebenen Kalibriergeraden abgedeckte Be-
reich deutlich kleiner als bendétigt ist, wurde eine weitere Kalibriergerade mit einem
l6slicheren Peptid erstellt. Das Peptid 27 ist zumindest in Methanol deutlich leich-

ter 16slich als das Referenzpeptid 26. Das Erstellen einer zweiten Kalibriergerade
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1.0

Sig. Peptid / Sig. interner Std.

0.2 I 04 I Ol.6 ‘ OI.8 I 1I.0 I 1.2 I 14 I 1.6
Konzentration / pmol/ml
Abbildung 2.26.: Graphische Darstellung der mit dem Testpeptid 26 (H-
Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-OH) durch lineare Regression erhal-

tene Kalibriergeraden

hat einen zusétzlichen Vorteil. Es kann iiberpriift werden, ob die Annahme isolier-
ter Chromophore prinzipiell zuldssig ist. Wiirde der Tag oder der Linker die UV-
Absorbtion der Chromophore bei A = 254 nm wesentlich beeinflussen, so sollte sich
fiir diese Kalibriergerade eine deutlich andere Steigung als im Fall des Testpeptids
26 ergeben.

Fiir die Messwerte zwischen 0 und 3,2 pmol wurden zwei unabhéngige Proben je-
weils dreimal gemessen. Da die Proben héherer Konzentration (6,4 und 12,8 pmol)
ein grofseres Gewicht bei der linearen Regression haben, wurden davon je vier unab-
hiingige Proben jeweils dreimal vermessen. Ahnlich der Kalibrierung mit 26 wurden
die erhaltenen Messwerte mittels linearer Regression ausgewertet. Die sich daraus

ergebende mathematische Funktion der Kalibrierigerade ist wie folgt:

y=0,62xz+0,11

B Signalintensitét des Peptids (A = 254 nm)
~ Signalintensitiit des internen Standards (A = 254 nm)

Y

x = ¢(27)in pmol/ml
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Die graphische Auswertung ist in Abbildung 2.27 gezeigt.

Der Achsenabschnitt sollte gleich null sein. Aus dem bei der linearen Regression er-

8- -~
OtBu N~Boc

Ww)k g( J\

Sig. Peptid / Sig. interner Std.

2I I 21 I é I é I 1IO l ‘II2 I 1I4
Konzentration / pmol/ml
Abbildung 2.27.: Graphische Darstellung der mit dem Peptid 27 (MesN-Box-
Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-OH) durch lineare Regression erhal-

tene Kalibriergeraden

mittelten Wert des Achsenabschnitts von 0,11 ergibt sich bei einer Konzentration von
5 mg/ml ein Fehler von 3%. Dies entspricht 0,15 mg. Diese Abweichung erscheint fiir
die Beantwortung der Frage, ob die Loslichkeit der modifizierten Peptide iiber oder
unter der ungefdhren 6konomischen Grenze von 5 mg/ml liegt, vernachlissigbar.
Vergleicht man den Fehler aufgrund des Achsenabschnitts mit der laut Verordnung
(EG) Nr. 440/2008 der Kommission zuldssigen Abweichung bei Loslichkeitsbestim-
mungen von 15 - 30%, so ist der gemessene Fehler gering.®” Erfreulich ist beim
Vergleich der beiden Kalibriergeraden, dass die Steigung sehr gut iibereinstimmt.
Dies zeigt, dass die Chromophore in guter Naherung vom (nichtkonjugierten) Rest

des Molekiils unabhéngig sind.

2.6.3. Bestimmung der Loslichkeit verschiedener Peptide mit Hilfe der
HPLC

Ermittlung der Lo&slichkeit des Peptids 26 (H-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-
OH) Die Wahl des Losungsmittels fiir die Bestimmung der Loslichkeit der Peptide
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héngt von der gewiinschten Anwendung ab. Da die Peptide durch den Tag fiir die
Reinigung mittels RP-HPLC ausreichend l6slich gemacht werden sollten, wurde hier
das Losungsmittelgemisch verwendet, welches den Anfangsbedingungen der HPLC-
Methode entsprach. Dadurch sollte das Ausfallen des Peptids wiahrend der Messung
verhindert werden. Mit Hilfe der Kalibriergeraden konnte die Loslichkeit verschiede-
ner Peptide bestimmt werden. Zur Bestimmung der Loslichkeit des Referenzpeptids
26 wurden 5 mg in 0,5 ml eines Wasser/Acetonitril Gemisches (85/15 v/v) suspen-
diert und 24 h bei 22 £+ 1 °C geschiittelt. Anschlieftend wurde die Probe filtriert und
mit dem gleichen Volumina der Stammlosung des internen Standards gemischt. Es
wurden je zwei unabhéngige Proben hergestellt und jede dreimal gemessen.

Die auf diese Art bestimmte Konzentration der gesittigten Losung betrug 0,1 mg/ml,
das Referenzpeptid 26 hat also tatsdchlich eine niedrige Loslichkeit. Deshalb ist es
hervorragend als Testsystem fiir die Bestimmung des Einflusses der ionischen Schutz-
gruppen auf die Loslichkeit geeignet. Dieses Peptid ist nur schwer mit praparativer
HPLC zu reinigen. Das soll an einem fiktivem Rechenbeispiel unter der Annahme,
dass die fiktiven Verunreinigungen die Loslichkeit des Peptids nicht verdndern und
die Ausbeute der Trenntechnik 100% betragt gezeigt werden. Um 50 mg des Peptids
26 durch RP-HPLC zu reinigen, miissten —22% _ — 500 ml der geséttigten Losung

0,1 mg / ml
injeziert werden, was offensichtlich sehr miihsam wéhre.

Bestimmung des Einflusses einfach geladener Tags auf die Loslichkeit Als
nachstes wurde der Einfluss der basenlabilen, einfach geladenen Schutzgruppen un-
tersucht. Dazu wurden die Peptide 22, 27 und 28 verwendet (Synthese Absch. 3.3
und Struktur Abb. 2.28).

Die Peptide mit dem Hexafluorophosphatanion enthielten das Epimer mit D-Serin
am N-Terminus in geringen Mengen (ca. 1-5%) (Absch. 3.3). So geringe Verunreini-
gungen sollten die Loslichkeit aber nicht wesentlich beeinflussen.

Die Bestimmung der Loslichkeit dieser Peptide wurde analog zu der des Referenz-
peptids 26 durchgefiihrt. Bei Peptiden mit einer hohen Loslichkeit in dem Wasser
/ Acetonitril Gemisch wurde solange weitere Substanz zugegeben bis eine stabi-
le Suspension erhalten wurde. Erst wenn 24 h nach der letzten Zugabe des Peptids
immer noch ungeloste Substanz vorlag, wurden Proben fiir die Bestimmung der Los-
lichkeit genommen. Die Chloride 16sten sich schneller und es wurde mehr Substanz
fiir die Herstellung der geséttigten Losung bendtigt, als im Fall der Hexafluoro-
phosphate. Dies deutete auf eine hohere Loslichkeit der Chloride hin. Die Proben
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Abbildung 2.28.: Darstellung der verwendeten Testpeptide

28

mit hoher Peptidkonzentration wurden vor der HPLC Untersuchung verdiinnt, um
eine Sattigung des Detektors zu vermeiden. Die mittels HPLC bestimmten Loslich-
keiten der verschiedenen Peptide werden in Tabelle 2.2 wiedergegeben. Es konnte
gezeigt werden, dass die Loslichkeit des Referenzpeptids durch die einfach geladenen
Tags erhoht wird. Der Anstieg der Loslichkeit ist fiir die Chloride deutlich grofser
als fiir die Hexafluorophosphate. Dieser Trend wurde erwartet. Verglichen mit dem
Referenzpeptid mit freiem N-Terminus erhéhen geladene Schutzgruppen mit einem
Hexafluorophosphat-Anion die Loslichkeit immerhin um den Faktor 10. Werden die
ionischen 7ags mit Chloridanion verwendet, ist dieser Effekt zum Teil bedeutend
grofer (bis zu einem Faktor 300). Aus diesen Daten lésst sich aber nicht sicher ab-
leiten, dass ein bestimmter Tag immer einen starkeren Einfluss auf die Loslichkeit
des Referenzpeptids, als die anderen Tags hat. Im Gegenteil dndert sich die Rei-

henfolge der Loslichkeiten bei Anderung der Anionen zum Teil. Da die Messungen
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Tabelle 2.2.: Untersuchung der Loslichkeit der Testpeptide 22, 27 und 28 in Ab-
hangigkeit des Gegenions

Peptid | Gegenion | Loslichkeit gmol/ml | Loslichkeit des Testpeptids (mg/ml)
22 PF; 1,9 1,3
22 Cl™ 6,0 4,0
27 PFg 1,8 1,2
27 Cl- 22,1 15
28 PF; 2.2 1.4
28 Cl™ 44,1 30

nur mit diesem Referenzpeptid mit nur drei Tags durchgefiihrt wurden, sollte die
Interpretation der Daten mit grofiter Vorsicht erfolgen. In anderen Féllen ist es gut
vorstellbar, dass sich die Ergebnisse anders darstellen.

Die Erhohung der Loslichkeit wird wahrscheinlich nicht nur durch den Tag erzielt,
auch der Linker diirfte einen positiven Einfluss haben. Wie in der Einleitung aus-
gefiihrt, wurden dem Linker sehr dhnliche Schutzgruppen schon zur Erhéhung der
Wasserloslichkeit geschiitzter Aminosiurederivate verwendet.?®4® Der Effekt wur-
de von den Autoren jedoch nicht quantifiziert. Teilweise war er grofs genug, um die
Loslichkeit der mit dieser Schutzgruppe geschiitzten Aminosaurederivate fiir Peptid-
kupplungen in wassrigen Losungen ausreichend zu erhchen. Dabei war jedoch der

Zusatz von Detergentien notwendig. *3

Bestimmung der Loslichkeit des Testpeptids mit dreifach geladenem Tag
((34+)-Box-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-OH) 23 Nachdem die einfach gelade-
nen Tags getestet wurden, sollte zum Vergleich die Loslichkeit des Testpeptids, ver-
kniipft mit dem dreifach geladenen Tag, ermittelt werden. In 3 min 16sten sich
20,2 mg des Peptids mit dreifach geladenem Tag in 100 pl eines Wasser / Acetoni-
tril Gemisches (85/15 v/v) klar auf. Dies zeigt, dass die Loslichkeit noch deutlich
hoher ist. Die so ermittelte minimale Loslichkeit betragt 133 pmol /ml, was 88 mg/ml
des Referenzpeptids entspricht.

Der ermittelte minimale Wert der Loslichkeit bedeutet also, dass die Loslichkeit des
Referenzpeptids durch den dreifach geladenen 7Tag um mindestens den Faktor 880
erhoht wird. Im Vergleich zu den einfach geladenen Tagswird die Loslichkeit mit
dem dreifach geladenen Tag zumindest um das drei bis 22-fache erhoht.

Durch diese Ergebnisse wird deutlich, dass das hier verwendete Referenzpeptid noch

nicht schwerloslich genug ist, um bei einem verniinftigen Materialeinsatz den Effekt
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des dreifach geladenen Tags prézise zu untersuchen.
Die Ergebnisse zeigen eindrucksvoll, dass die Loslichkeit schwerloslicher Peptide
durch ionische Tags stark erhoht werden kann (Abb. 2.29). Die 6konomisch wichtige,

ungefihre Grenze von 5 mg/ml wurde dabei zum Teil weit iibertroffen.
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Abbildung 2.29.: Graphischer Vergleich der Loslichkeiten der verschiedenen unter-

suchten Peptide (die graue Linie entspricht einer Loslichkeit von 5

mg/ml bezogen auf das Referenzpeptid)
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2.7. Untersuchung der Abspaltung des Tags

Nach der praparativen HPLC-Reinigung der Peptide mit dem 7ag am N-Terminus
soll dieser in den meisten Fallen durch Behandlung mit Basen entfernt werden.
Dabei soll das gereinigte Peptid nicht beschadigt und der abgespaltene Tag moglichst
einfach vom Peptid abgetrennt werden. Fiir alle in diesem Abschnitt behandelten
Experimente wurde das Testpeptid 22-Cl~ (MIM-Box-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-
OH) verwendet

2.7.1. Spaltung des Linkers durch verschiedene Basen

Die Spaltung des Linkers wurde zuerst mit einer 2%ige Losung von Piperidin in
Wasser (pH = 12,35) untersucht. 1 mg des Testpeptids 22-Cl~ wurde in 0,5 ml der
Spaltlosung im Ultraschallbad gelost und nach je 5, 10, 15, 30 und 60 min mittels
HPLC-MS/UV untersucht. Die Spaltung war nach 5 min vollstéandig, auch im Ex-
tracted Ion Chromatogram (EIC) konnte das mit dem Tag verbundene Testpeptids

22 -Cl™ nicht mehr nachgewiesen werden.

0
AL
N

\)ku COOH

T 0
OtBu !/ iN,Boc

a) 2% Piperidin in Wasser
FA

b) T

29

Abbildung 2.30.: Die Abspaltung des Linkers mit 2% Piperidin am Beispiel des mit

einem einfach geladenem 7Tag versehenen Testpeptids 22-C1~

Anschliefend wurde die Spaltung des Linkers mit 2%iger Natriumcarbonat- und

5%iger Morpholinlosung in Wasser wiederholt. Diese Losungen sind weniger basisch
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(= mildere Bedingungen) als die 2%ige Piperidinlésung, die Abspaltung der Schutz-
gruppe sollte mit diesen Spaltlosungen daher linger dauern. Es wurden wiederum
nach 5, 10, 15, 30 und 60 min Proben genommen und durch Zugabe von Trifluoressig-
saure die eventuell noch nicht vollstandige Spaltung gestoppt. Bei der Untersuchung
mit HPLC-MS/UV zeigte sich, dass die Spaltung langsamer ist, erst nach ca. 30 min
war sie vollstdndig. Durch Integration bei 254 nm konnte der prozentuale Anteil der
Spaltung zu jedem Zeitpunkt berechnet werden. Die graphische Auftragung der Fr-
gebnisse ist in Abbildung 2.31 dargestellt. Die Kurven verlaufen sehr dhnlich, wie
bei dem geringen Unterschied des pH-Wertes der beiden Losungen auch zu erwarten

1st.

a b
100 e ® ° ® 100 o ® ° ®
X 807 ® 801 ®
2 601 60-
2
;,_% 40 40-
20 20-
T 2I0 T 4'0 T 6IO T 2I0 T 4I0 T 6'0
Zeit / min Zeit / min

Abbildung 2.31.: Zeitlicher Verlauf der Spaltung von 22 mit 2% Natriumcarbonat
(pH = 11,17) (a) und 5% Morpholin (pH = 10,92) (b) in Wasser
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2.7.2. Abtrennung des abgespaltenen Linkers vom Peptid

Nach der vollstdndigen Spaltung des Linker mit dem 7ag vom Peptid sollte dieser
abgetrennt werden. Fiir die Trennung wurde versucht, die gute Wasserloslichkeit
des Tags zu nutzen (Abb. 2.32). Der Tag mit dem Linker verblieb in der wéssri-
gen Phase, das schwerltsliche Peptid fiel aus und konnte abzentrifugiert werden.
Der Niederschlag wurde dreimal im Ultraschallbad in 0,5 ml Wasser resuspendiert
und anschliefend wieder abzentrifugiert. Nach dem dritten Waschschritt konnte im
Niederschlag mit HPLC-MS keine Spur des Linkers mehr detektiert werden. Damit
konnte fiir das Peptid 22-CI~ gezeigt werden, dass der Tag nach dem abspalten im

basischen durch Zentrifugation vom Peptid abgetrennt werden kann.

zentrifugieren

/_\/ Uberstand
1) 2% Piperidin/

H,0 Acetonitril
—_— 3x —_—
2)TFA
\/ HPLC-MS
H,0 Analytik
resuspendieren

(Ultraschall)

Abbildung 2.32.: Schematische Darstellung der Abspaltung und Abtrennung des
Tags vom gereinigten Peptid
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2.8. Zusammenfassung und Ausblick

Die Synthese des oxidierten Linker konnte etabliert werden, dabei konnte eine auffal-
lige Nebenreaktion beim Einsatz des Essigsdureesters als Schutzgruppe beschrieben
werden. Es gelang weiterhin, den oxidierten Linker mit einem einfach beziehungs-
weise dreifach geladenen ionischen Tag zu verkniipfen.

Durch eine sorgfalltige Kombination von Aktivierungsreagenz und Base konnten die
mit einem Tag versehenen Linker 1 (MIM-B,,-OH) und 2 ((3+)-B,-OH) direkt an
ein festphasengebundenes schwerlosliches Referenzpeptid gekuppelt werden. Der er-
folgreiche Tag-Ansatz bietet zwei wichtige Vorteile. Es muss nicht jede N-terminale
Aminosaure mit dem loslichkeitserhohenden Tag versehen werden. Ausserdem kann
der Tag nach der Synthese des Peptids eingefiigt werden, falls sich nachtréglich
herausstellt, dass dieses Peptid nur wenig in Wasser 16slich ist. Es gelang, ein quan-
titatives Verfahren zur Bestimmung der Loslichkeit von schwer 16slichen Peptiden
zu etablieren. Dazu wurde die HPLC mit zwei verschiedenen Peptien kalibriert. Die
Ergebnisse rechtfertigen die Annahme isolierter Chromophore in den Peptiden mit
dem ionischen Tag. Mit der so erhaltenen Kalibriergerade wurde die Loslichkeit des
Referenzpeptids sowie der Peptide mit unterschiedlichen ionischen 7Tags in einem
Wasser / Acetonitril Gemisch gemessen.

Die Loslichkeit des schwerloslichen Testpeptids wird durch einfach geladene Tags
deutlich erhoht, falls das Anion Chlorid ist. Einfach geladene Tags mit dem He-
xafluorophosphatanion erhohen die Loslichkeit der Peptide um einen Faktor 10. Der
dreifach geladene Tag erhoht die Wasserloslichkeit des Testpeptids 23 ((3+)-Box-
Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-OH) deutlich stérker als die einfach geladenen Tags.
Das Ziel, die Loslichkeit eines schwer 16slichen Referenzpeptids auf tiber 5 mg/ml
zu erhohen wurde mit diesem Modell mit zwei einfach geladenen Tags erfiillt, der
Effekt des dreifach geladenen Tags war bei diesem Referenzpeptid zu grofs, um ihn
mit dem entwickelten Verfahren zur Ermittlung der Loslichkeit genau bestimmen zu
konnen. Die Loslichkeit bei Verwendung des dreifach geladenen Tag betrdgt min-
destens 88 mg/ml des Referenzpeptids.

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass der Linker tatsdchlich durch verdiinnte
wassrige Basen gespalten werden kann. Aufterdem gelang es mit dem Testpeptid
22 (MIM-Box-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-OH) die Abtrennbarkeit des Referenz-
peptids vom abgespaltenen Linker mit Tag durch Zentrifugation zu demonstrieren.
Durch den Einsatz dieser Technik an anderen, grofferen Peptiden muss nun die allge-
meine Anwendbarkeit demonstriert werden. Die Ergebnisse der bisherigen Versuche

sind sehr vielversprechend, so dass ein allgemein anwendbares Verfahren fiir die 6ko-
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nomische Reinigung in Wasser schwerloslicher Peptide mittels RP-HPLC moglich

erscheint.
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3. Synthese von wasserloslichen funktionellen

Schutzgruppen fiir Aminosauren

3.1. Entwurf einer N-terminalen wasserloslichen

Schutzgruppe

3.1.1. Konzeption der basenlabilen, ionischen Schutzgruppe

Die Verwendung von Wasser fiir die Peptidsynthese im technischen Mafstab bréch-
te viele 6konomische und Okologische Vorteile mit sich. Daher sind immer wieder
Versuche unternommen worden, die Peptidsynthese in diesem Loésungsmittel durch-
zufithren (siehe Abschnitt 1.3 auf Seite 13 der Einleitung), welche allerdings bis jetzt
fiir die Industrie nicht iberzeugend waren.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Aminosdurederivate mit einer ionischen Schutz-
gruppe am a-Amin geschiitzt werden. Diese funktionelle Schutzgruppe soll zum einen
stabil unter den Bedingungen der Peptidsynthese sein, um eine unerwiinschte Oli-
gomerisierung zu vermeiden. Aufserdem soll durch diese geladene Schutzgruppe die
Wasserloslichkeit der geschiitzten Aminosaurederivate fiir die Peptidsynthese ausrei-
chend erhoht werden. Es sollen auch mit konventionellen (unpolaren) Schutzgruppen
(z.B. t-Butylether oder Boc-Gruppen) an der Seitenkette geschiitzte Aminoséurede-
rivate in Wasser ausreichend 16slich gemacht werden. Die Schutzgruppe soll dariiber
hinaus stabil und lagerfahig sein.

Die so geschiitzten Aminosaurederivate sollten zuerst in konventionellen Losungs-
mitteln auf ihre Eignung fiir die Peptidsynthese getestet werden. Ein weiteres Ziel
ist die Kontrolle der stereochemischen Reinheit der hergestellten Verbindungen. Fiir

diesen Zweck sollte ein Testpeptid entworfen und synthetisiert werden.

3.1.2. Design der basenlabilen, ionischen Schutzgruppe

Das Design der Schutzgruppe erfolgte analog zu dem in Abschnitt 2.1.2 auf Seite 45
beschriebenen Entwurf des ionischen Tags (Verbindungen 1 und 2). In Abbildung

3.1 ist das allgemeine Zielmolekiil dieses Ansatzes skizziert.
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cr
H

R —~—
N\% 0 0

Polare Gruppe
Basenlabiler Linker

- Molekdil, dessen Loslichkeit erhéht werden soll

Abbildung 3.1.: Design der wasserloslichen Schutzgruppen

Es reicht aus, wenn der ionische Tag fiir die Peptidsynthese in Wasser einfach geladen
ist. Die Loslichkeit des Referenzpeptids wird durch einen einfach geladenen 7Tag,
wie in Abschnitt 2.6 gezeigt wurde, deutlich erhéht. Fiir die kleineren und polareren
Aminosaurederivate sollte also eine einfach geladene Schutzgruppe vollig ausreichend
sein, auch wenn sich in den Seitenketten unpolare Schutzgruppe befinden.

Abbildung 3.2 verdeutlicht den Unterschied zwischen Tag-Ansatz und Schutzgrup-

pen-Ansatz.
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H-ED— D,

Schutzgruppen-Ansatz Tag-Ansatz

Abbildung 3.2.: Unterschied zwischen dem Tag-Ansatz und dem Schutzgruppen-

Ansatz
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3.2. Schiitzung von Aminosdauren mit der ionischen

Schutzgruppe

3.2.1. Uberblick

Bei diesem Ansatz ist das Zielmolekiil ein mit der l6slichkeitsverbessernden Schutz-
gruppe N-terminal funktionalisiertes Aminosdurederivat. Es sind verschiedene Syn-
theserouten moglich, die jeweils unterschiedliche Vor- und Nachteile aufweisen. Bei
diesen Routen handelt sich im Grunde genommen um Variationen der gleichen

Transformationen in unterschiedlicher Abfolge. Die einzelnen Schritte sind:
e Aufbau des Linkers
e Anbinden der ionischen Gruppe an den Linker
e Kupplung des Linkers an das Aminosdurederivat
e Oxidation des Linkers

Bei Verwendung von Schutzgruppen fiir den C-Terminus wéhrend der Synthese der
Aminoséurederivate ergeben sich zusétzliche Schritte fiir deren Abspaltung (ggf.
muss die Schutzgruppe am C-Terminus auch erst angebracht werden). Abbildung
3.3 zeigt die wichtigsten Varianten zur Herstellung des Zielmolekiils. Im folgenden
Kapitel ist das Seitenkettengeschiitzte Serinderivat das exemplarische Zielmolekiil
(R = CH30tBu in Abb. 3.3). Ergebnisse aus Experimenten mit anderen Reagenzien

oder Aminoséurederivaten fliefsen aber auch mit in die Betrachtungen ein.
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Ansétze zur Synthese der wasserloslichen Schutzgruppe mit einfach

Abbildung 3.3.:

geladenem Tag
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3.2.2. Route 1: Kupplung des Linkers an die freie Aminosaure und

anschlielender Aufbau der Schutzgruppe
3.2.2.1. Aktivierung des Linkers

Der Linker 3 (Synthese siche Abschnitt 2.2.1) konnte mit Hilfe verschiedener Rea-
genzien in ein aktiviertes Carbonat iiberfiihrt werden.'® Die Ergebnisse der Re-
aktionen sind in Abbildung 3.4 dargestellt. Die p-Nitrophenolcarbonat- und N-
Hydroxysuccinimidcarbonat-Derivate waren hinreichend stabil, um sie mittels Sau-
lenchromatographie zu reinigen, wobei die Ausbeuten in beiden Féllen vergleichbar

war. 146,161-164

1 eq p-Nitrophenolchloroformat,

1'eq Pyridin, DCM, RT, 2 h c|/\/\s/\/o\"/0\©\
NO

83 % o)
2
30
OH —~
C|/\/\S/\/ —_
3 1,5 eq (Suc0),CO, 3 eq NEt, O
| MeCN, RT, 1 h . C|/\/\s/\/o\n/o‘N
82 % o
o
31

Abbildung 3.4.: Aktivierung des Linkers

3.2.2.2. Kupplung des aktivierten Linkers an verschiedene

Aminosaurederivate

Die aktivierten Linker 30 und 31 wurden mit H-Phe-OBn mit sehr guter Ausbeute
umgesetzt. Die Reaktion des Nitrophenolcarbonats 30 mit H-Phe-OBn war ungefahr
24 mal langsamer als die des N-Hydroxysuccinimidcarbonats 31. Auferdem gelang
die Abtrennung des bei der Reaktion entstehenden N-Hydroxysuccinimids leichter
als die des p-Nitrophenols. Daher wurde fiir die weiteren Reaktionen nur der als

N-Hydroxysucciniumdcarbonat aktivierte Linker 31 eingesetzt.

Nachdem die Kupplung des aktivierten Linkers 31 an H-Phe-OBn zum vollstén-
dig geschiitzten Aminoséurederivat 32 erfolgreich war, wurde versucht diese Re-
aktion auf Aminoséduren mit freier Carbonsdurefunktion {ibertragen. Dabei wurde

auch untersucht, ob die chromatographische Reinigung des aktivierten Linkers 31
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(0]

H
H-Phe-OBn, 2 eq NEt3, 0 N
MeCN, Rt., 2 h NN N \:)I\OBn
31 ? H
98 % 0 \@

32

Abbildung 3.5.: Kupplung des aktivierten Linkers an H-Phe-OBn

zu einer hoheren Ausbeute fiihrt, oder ob eine Extraktion mit Dichlormethan aus-
reichend ist. Dazu wurde eine Probe des aktivierten Linkers 31, nach Extraktion
mit Dichlormethan, durch Séulenchromatographie gereinigt (31 Ansatz a). Eine an-
dere Probe wurde nur mit Dichlormethan gegen Wasser extrahiert, getrocknet und
einrotiert (31 Ansatz b). Der durch unterschiedliche Reinigungen erhaltene, als N-
Hydroxysuccinimidcarbonat aktivierte Linker, wurde mit H-Ser(tBu)-OH umgesetzt
und das Produkt durch Chromatographie gereinigt. Dies ergab zwei Proben (a und
b), deren Reinheit vergleichbar war. Aus der Ausbeute fiir die einzelnen Schritte
wurde die Gesamtausbeute fiir die beiden verschiedenen Ansétze ausgehend vom
Linker 3 berechnet (Tab. 3.1).

Tabelle 3.1.: Ausbeute mit verschiedenen Aufarbeitungen

Reinigung Ausbeute
Extraktion und Chromatographie (a) 7%
Extraktion (b) 74%

Aus diesen Ergebnissen konnte geschlossen werden, dass die chromatographische
Reinigung nicht zwingend notwendig ist. Daher wurden die in Abbildung 3.6 dar-
gestellten Reaktionen nur mit durch Extraktion gereinigtem aktivierten Linker 31
durchgefiihrt. Die Aminosaurederivate 33-39 konnten mit guten Ausbeuten isoliert
werden. Fiir jedes Derivat wurde die Aktivierung des Linkers 3 (Cl-B,.4-OH) und
die Kupplung an die Aminosaure jeweils am gleichen Tag durchgefiihrt, da die Sta-
bilitdt des aktivierten Linkers 31 nicht zweifelsfrei feststand. Die Reinigung mittels
Saulenchromatographie war mdoglich, es wurde jedoch ein Zusatz an Essigsdure beno-
tigt. Diese konnte anschliefend durch mehrmalige azeotrope Destillation mit Toluol

vollsténdig entfernt werden.
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1 eqAS, 2 eq NaHCOs3, H O
MeCN / H,O, RT, 2 h
Cl S \ﬂ/ Y~ TOH
R

O
AS R Produkt Ausbeute / %

H-Gly-OH H 33 88
H-Ser(tBu)-OH CH,0OtBu 34 74
H-Phe-OH CH,Ph 35 56
H-Lys(Z)-OH  (CH2)4NHCbz 36 80
H-Tyr-OH CHy(Ph-4-OH) 37 71
H-GIn-OH (CH5),CONH, 38 65
H-Val-OH CH(CHj3)2 39 87

Abbildung 3.6.: Kupplung des aktivierten Linkers an  verschiedene

Aminosaurederivate

3.2.2.3. Nucleophile Substitution

Der néchste Schritt in dieser Route war die nucleophile Substitution des Chlora-
toms durch 1-Methylimidazol. Dabei wurde ein Nebenprodukt beobachtet, welches
mit Hilfe von HPLC-MS Untersuchungen als Dimerisierungsprodukt identifiziert
werden konnte (Abb. 3.7).

Cr O
: o _H_I
\NAN/\/\S/\/ \Ir ; OH
\% O R
5-20 eq MIM,
MeCN, 75 - 90 °C, Monomer
24 -72h
Edukt = +
Cl O O
(0] H\)I\ O N\)I\
- RN NN \n/ - O’@;S/\/ \n/ OH
\% 0 R (o) R
Dimer
Edukt Monomer Dimer
33 Cl-Beg-Gly-OH 40 41 R=H:
34  Cl-Beg-Ser(tBu)-OH 42 43 R = CH,OtBu:
35  Cl-Breg-Phe-OH 44 45 R = CHaPh:
36  Cl-Bjeg-Lys(Z)-OH 46 47 R = (CH3)4NHCbz:
37  Cl-Beg-Tyr-OH 48 49 R = CH,(Ph-4-OH):

Abbildung 3.7.: Ergebnisse der direkten nucleophilen Substitution an verschiedenen

Aminosaurederivaten

Bei der Bildung des Dimers fungierte das Carboxylation (durch Deprotonierung
der Carbonséure mit 1-Methylimidazol entstanden) als Nucleophil. Diese Neben-
reaktion trat bei allen verwendeten Aminosourederivaten auf. Auch ein 20-facher

Uberschuss an 1-Methylimidazol konnte die Dimerisierung nicht verhindern. Da die
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entstehenden Produkte ionisch sind, war die sdulenchromatographische Trennung
mit Kieselgel nicht moglich. Um die ionischen Aminodurederivate 40, 42, 44, 46
und 48 ausreichend rein zu erhalten, wurde versucht, die unerwiinschte Nebenreak-

tion durch Optimierung der Reaktionsbedingungen zu vermeiden.

Ansitze zur Optimierung der Reaktionsbedingungen Es wurde angenommen,
dass sowohl die Bildung des gewiinschten Produkts (des Monomers), als auch die
Reaktion des Carboxylats mit dem Chloratom eines anderen Eduktmolekiils iiber
einen Sy2-Mechanismus erfolgt. Dieser Mechanismus zahlt zu den am intensivsten
erforschten der organischen Chemie, so dass es viele Erkenntnisse gibt, wie diese Re-
aktionen beeinflusst werden konnen.!'% Die unerwiinschte Nebenreaktion sollte so
stark zu verlangsamen, dass sie nicht mehr ins Gewicht fallt, gleichzeitig sollte die
gewiinschte Reaktion nicht zu stark gebremst werden. Anderenfalls wiaren harschere
Reaktionsbedingungen notig gewesen, um ausreichenden Umsatz in angemessener
Zeit zu erzielen. Dadurch konnten Zersetzungsreaktionen auftreten oder das Pro-

dukt racemisieren.

R R
_ 1541 o 40
Nucleophil ~ + \‘)\ Nucleophil- JV-CI —_— =7
HH Cl H

H 41

A 0
Nucleophil: =N N o

oder
o A

Abbildung 3.8.: Skizze des Reaktionsmechanismus der Sy2-Reaktion welche zu dem
Gemisch aus 40 und 41 fiihrt

Im folgenden werden die Ergebnisse tiber den Einfluss des Losungsmittels, der Kon-
zentration von 1-Methylimidazol und von TMS-CI auf das Verhéltnis von monome-
ren zu dimeren Aminosaurederivat dargestellt. Ziel war es, den Anteil des monome-
ren Aminosdurederivats so weit wie moglich zu erhéhen. Als Masszahl zum Vergleich
verschiedener Reaktionsbedingungen wurde der Quotient ¢ eingefiihrt. Dieser ist de-
finiert als der Quotient aus der UV-Absorbtion des monomeren Aminosaurederivats
dividiert durch die UV-Absorbtion des dimeren Aminosdurederivats. Die Begriin-
dung des Quotienten ist im Anhang A1l (Absch. 8.1) dargestellt.
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Verwendung von polar-protischen Lésungsmitteln als Additiv Hydroxylhalti-
ge (polar-protische) Losungsmittel kénnen mit Nucleophilen teilweise Wasserstoff-
briicken ausbilden. Dadurch wird die Stiarke des Nucleophils reduziert. Nucleophile
sind in hydroxylhaltigen Losungsmitteln daher im Allgemeinen deutlich weniger re-
aktiv als in polar-aprotischen Losungsmitteln wie DMF, DMSO oder Aceton.
Nucleophile, welche starkere Wasserstoftbriicken ausbilden kénnen, werden durch
die Verwendung hydroxylhaltiger Losungsmittel stirker beeinflusst.!%” Das negativ
geladene Carboxylation kann mit hydroxylhaltigen Losungsmitteln stérkere Was-
serstoftbriicken ausbilden als das ungeladen Stickstoffatom des Methylimidazols.
Durch Zusatz polar-protischer Losungsmittel sollte das Produktverhéltnis zu dem
gewiinschten monomeren Produkt (z.B 40) verschoben werden.

Der Einfluss des Losungsmittels und der Konzentration auf das Ergebnis der Re-
aktion wurde mit dem Glycinderivat 33 untersucht. Dabei wurden jeweils 1 eq des
Aminosaurederivats 33 mit je 5 eq 1-Methylimidazol bei 65 °C in verschiedenen
Losungsmittelgemischen umgesetzt, die Analyse erfolgte mit HPLC-UV (Abb. 3.9).

cr 0}

H
A,:j/\/\s/\/o\"/N\)I\OH
~N
! )
y 0 40
CI/\/\S/\/O\"/N\)I\OH B +
o cr H o] H 0
33
\NAN'HES/\/ OTN\)I\o’(’\);s/\/ O\I]/N\)I\OH
=/ ) 0
41

a) 5eq MIM, LM, 65 °C, 24 h

Abbildung 3.9.: Reaktion des Glycinderivats 33 mit 1-Methylimidazol

Die Ergebnisse fiir verschiedene Losungsmittel sind in Tabelle 3.2 wiedergegeben. Es
ist deutlich sichtbar, dass mit steigendem Anteil an polar-protischem Losungsmittel
das Monomer /Dimer-Verhéltnis in die gewiinschte Richtung verschoben wird.
Diese Zahlenwerte zeigen nur an, dass der Anteil des gewiinschten monomeren, io-
nischen Glycinderivats im Reaktionsgemisch erhéht wurde. Fiir die Praxis stellt sich
die Frage, ob sich auf diese Art ein ausreichend reines Produkt ergibt. Zur Beantwor-
tung dieser Frage ist eine Abschitzung der Extinktionskoeffizienten des monomeren
Glycinderivats 40 und des dimeren Glycinderivats 41 nétig (siche Anhang A2).
Der mit dieser Naherung aus dem in Tabelle 3.2 angegebenen Quotienten q abge-
schitzte Stoffmengenanteil des gewiinschten monomeren Glycinderivats 40 betragt

im Falle des Isopropanol / Wasser Gemischs 86%), was nicht ausreichend ist.
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Tabelle 3.2.: Einfluss des Losungsmittels auf das Verhéltnis 40 zu 41 (Konzentration
33 0,2 M, 5 eq MIM, 65 °C, 24 h)
Losungsmittel q
iPrOH / Wasser 2:1 | 6,40
DMF / Wasser 2:1 | 2,39
Aceton / Wasser 2:1 | 2,35
DMF / Wasser 4:1 | 1,89

Verschiebung des Gleichgewichts unter Ausnutzung der Geschwindigkeitsge-
setze Ein weiterer Parameter der Reaktionen nach dem Sy2-Mechanismus variert
werden kann, ist die Konzentration der Edukte. Die Geschwindigkeitsgesetze fiir die

Bildung des monomeren und dimeren Aminosaurederivats lauten wie folgt:

v(Monomer) = % = k;1[33|[MIM] (3.1)

v(Dimer) = 441 = k,[33)(40] (3.2)

Da sich die Geschwindigkeitsgesetze der beiden Reaktionen unterscheiden, kann
durch Verdnderung der Ausgangskonzentrationen die gewiinschte Reaktion bevor-
zugt werden. Wahrend der Einfluss der Konzentration des Glycinderivats 33 in
beiden Geleichung gleich ist, kann durch die Erhoéhung der 1-Methylimidazolkon-
zentration das Verhéltnis der beiden Produkte in Richtung eines hoheren Anteil des
Monomers verschoben werden. Durch erniedrigen der Konzentration des monomeren
ionischen Glycinderivats 40 sollte der gleiche Effekt eintreten.

Der Effekt der Erhéhung der Konzentration von 1-Methylimidazol wurde ebenfalls
anhand des Glycinderivats 33 untersucht (schematische Darstellung siche Abb. 3.9).
Die Erhéhung der Methylimidazolkonzentration erhéht den Anteil des gewtiinschten
monomeren Glycinderivats. Allerdings ist der Effekt geringer als der durch die An-
derung der Losungsmittels erzielte und daher ebenfalls nicht ausreichend (Tab. 3.3).
Da die angestrebte Reinheit von > 95 % durch diese Ansétze nicht erreicht werden
konnte und zu dieser Zeit keine Mdéglichkeit bestand, das Monomer 40 vom Dimer
41 préaparativ zu trennen, wurde die direkte nucleophile Substitution am C-Terminal

ungeschiitzten Aminoséurederivaten mit 1-Methylimidazol aufgegeben.
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Tabelle 3.3.: Einfluss der Menge 1-Methylimidazol auf das Verhéltnis von monome-

ren zu dimeren Aminosdurederivat (Konzentration 33 1 M, 65 °C, 24

h)

Losungsmittel eq MIM | q
DMF / Wasser 4:1 5 1,32
DMF / Wasser 4:1 10 1,62

3.2.2.4. Verwendung von TMS-CI als temporadre Schutzgruppe

Eine Alternative zur direkten nucleophile Substitution ist der Einsatz einer tempo-
riaren Schutzgruppe fiir die Carbonsaurefunktion. Diese sollte einerseits ausreichend
stabil sein um wahrend der nucleophilen Substitution die Dimerisierung zu verhin-
dern. Auf der anderen Seite sollte sie am Ende der Reaktion einfach und moglichst
wahrend der Aufarbeitung ohne zusétzliche Schritte entfernt werden kénnen. Auf-
grund dieses Anforderungsprofils bot sich die Trimethylsilylschutzgruppe (TMS) an,
welche gegeniiber Siuren und Basen eine nur moderate Stabilitéit zeigt. 16°

Da die TMS-Gruppe nur als temporare Schutzgruppe dienen sollte, wurde die Carb-
onsdure im ersten Schritt einer Eintopfreaktion geschiitzt (d.h. das geschiitzte Ami-
noséurederivat wurde nicht isoliert). Normalerweise wird als Base fiir diese Reak-
tion Pyridin oder Triethylamin verwendet, in diesem Fall wurde 1-Methylimidazol
verwendet, um Konkurenzreaktionen bei der nucleophilen Substitution im zweiten

Schritt der Eintopfreaktion zu vermeiden. Der Einfluss der TMS-Gruppe wurde mit
dem Serinderivat 34 untersucht (Abb. 3.10).

Cl [0}
NA,:,/\/\S/\/O\"/“\)I\OH
= ° -\OtBu
o 42
CI/\/\S/\/O\"/H\E)I\OH L +
0O Nigu cr 4O e
34 \NAN%S/\/ O\"/ N \é)l\o’(")?s/\/ O\"/ N\;_)kOH
= ° Sowy ° Somy
43

a) 1,2 eq TMS-CI, X eq MIM, DMF, RT, 2 h
b) direkt anschliessend: 65 °C, 72 h

Abbildung 3.10.: Reaktion des Serinderivats 40 mit 1-Methylimidazol in Gegenwart
von TMS-C1

94



Kapitel 3 Schutzgruppen-Ansatz

Abhingigkeit des Quotienten g und des Umsatzes vom Verhiltnis TMS-CI /
Base Es wurden in jedem Experiment 1,2 eq TMS-CI (bezogen auf das Serinderivat
34 (Cl-B,.4-Ser(tBu)-OH) verwendet und die Menge 1-Methylimidazol variert. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 3.11 graphisch dargestellt.

@ Monomer / Dimer Verhaltnis
100 O Monomer / Edukt Verhéltnis e )
80
2
£ 601 o
€™
<
(
>
40 o
[}
20
.. .
T O © ©
0.5 1.0 1.5

TMS-CI / 1-Methylimidazol Verhaltnis

Abbildung 3.11.: Einfluss des TMS-Cl1 / 1-Methylimidazol Verhéltnis auf die Bildung
von 42 (MIM-B,.4-Ser(tBu)-OH) und 43 (MIM-B,.4-Ser(tBu)-
B, cq-Ser(tBu)-OH))

Die Auswertung erbrachte folgende Ergebnisse:

1. Bei einem Uberschuss an TMS-CI im Verhiltnis zu 1-Methylimidazol wur-
de die Bildung des Dimers 43 unterdriickt. Auch nach 72 h konnte es nicht
nachgewiesen werden. Die Reaktion war nach 72 h noch nicht vollstandig, das

Edukt 34 konnte noch nachgewiesen werden.

2. Bei einem Uberschuss an TMS-CI konnte die langsame Bildung des ionischen
Serinderivats 42 beobachtet werden. Dies bedeutet, dass protoniertes 1-Methyl-
imidazol entweder in der Lage war DMF (welches als Losungsmittel eingesetzt

wurde) zu protonieren, oder immer noch ein Nucleophil darstellte.

3. Die Menge an gebildetem Dimer 43 war indirekt proportional zu dem Verhalt-
nis von TMS-CI zu 1-Methylimidazol. Dies bedeutet, dass die ,,Schutzwirkung"
des TMS-CI mit steigender Menge desselben zu nahm. Das steht im Wider-

spruch zu der Vorstellung einer kovalent gebundenen Schutzgruppe.

4. Die noch vorhandene Menge Edukt 34 ist mit dem Verhéltnis von TMS-Cl zu
1-Methylimidazol direkt proportional korreliert.
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Untersuchung der Art des Einflusses von TMS-CI TMS-CI hat eindeutig einen
positiven Effekt auf das Monomer-Dimer Verhéltnis. Allerdings ist die Stabilitéit des
TMS-Esters nach den experimentellen Befunden fraglich. Aus der experimentellen
Feststellung, dass der positive Effekt des TMS-CI mit dessen Konzentration korre-
liert ist, ergibt sich die Frage, nach welchem Mechanismus dieser ,Schutz* erfolgt.

Eine mogliche Erkléarung ist eine Art Pufferwirkung des TMS-CI, bzw. der aus ihm
gebildeten Salzsdure. Die Reaktion von TMS-Cl mit Hydroxylgruppen (enthalten in
Alkoholen, Carbonsduren und Wasser) fithrt in jedem Fall zur Bildung von Salzséu-
re. Diese wird durch die zugesetzte Base neutralisiert, im oben beschriebenen Fall
wiirde Methylimidazolhydrochlorid entstehen. Dadurch wiirde die Basizitéat des noch
unprotonierten Methylimidazols herabgesetzt. Durch diese Pufferwirkung wiirde das
Gleichgewicht der in Abbildung 3.12 dargestellten Deprotonierung des Serinderivats

nach links verschoben.

| +HCI ,!l
(von TMS-CI)
N —_ 7 cr
W .
H

N

[ Ccr
L N i i
+
+ 42 _ g_/ + \N&N/\/\S/\/O\"/N\)I\O_
\ l\/l N\+ — 5
H \OtBu

42 (-HY

Abbildung 3.12.: Gleichgewicht zwischen protonierter und deprotonierter Form der
Serinderivats 42 und der Einfluss des aus dem TMS-CI HC1

Dadurch wére die Konzentration des Serinderivats 42 mit deprotonierter Carbonséu-
re geringer, was aufgrund des fiir die Sy2-Reaktion giiltigen Geschwindigkeitsgeset-
zes direkt die Geschwindigkeit der Dimerisierung verringern sollte. Dadurch wiirde
der Quotient q erhoht. Dies ist genau das, was experimentell festgestellt wurde. Fiir

diese Theorie sprechen zwei weitere experimentelle Befunde.

1. Betrachtet man die 'H-NMR-Spektren von 1-Methylimidazol mit steigender
Menge an zugesetzter Séure, so dnderte sich die chemische Verschiebung der
aromatischen Protonen des 1-Methylimidazol kontinuierlich, es wurde nur eine
Spezies detektiert. Dies bedeutet, dass die Gesamtheit der Methylimidazolmo-

lekiile durch den Zusatz an Séure beeinflusst wurde (schneller Austausch).
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2. Puffersysteme auf der Basis von Imidazol sind bekannt und werden im Labor
genutzt. Mit diesem System sind pH-Werte zwischen 6,0 und 7,8 in wéssrigen

Losungen einstellbar.

Wenn diese Uberlegungen zutreffen, so sollten andere Siuren einen dhnlichen Ein-
fluss auf den Quotienten g haben. Um dies zu iiberpriifen wurde eine weitere Serie
von Experimenten bei gleicher Temperatur durchgefiihrt. Bezogen auf das Serinde-
rivat 34 wurden 6 eq 1-Methylimidazol eingesetzt, auferdem wurden jeweils 1,2 eq
Schwefelsdure, Salzsdure, TMS-Cl oder TFA zugesetzt. Nach 24 und 72 h wurde
mittels HPLC-UV das Monomer - Dimer Verhéltnis bestimmt. Die Ergebnisse sind
in Abbildung 3.13 dargestellt.

[ 24h
301 W 72n

20+

Monomer / Dimer Verhéltnis

H2S04 HCI

Abbildung 3.13.: Einfluss verschiedener Séuren auf den Quotienten q

Aus dieser Darstellung ist ersichtlich, dass auch andere Sauren die Reaktion in der
gewiinschten Richtung beeinflussen. Die Art der Sdure scheint dabei zweitrangig.
Nur mit TFA wird deutlich weniger Dimer gebildet. In diesem Diagramm ist zusétz-
lich noch die Entwicklung des Verhéltnisses zwischen Monomer 42 und Dimer 43
iiber die Zeit wiedergegeben. Der Anteil des Dimers nimmt mit der Zeit zu. Nach 72
h dndert sich das Monomer - Dimer Verhéltnis bei Verwendung von TMS-CI nicht
mehr.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Sauren einen dem TMS-CI dhnlichen Einfluss
auf die Reaktion ausiiben kénnen, wurde der Einfluss der Sdurekonzentration auf
das Monomer - Dimer Verhéltnis untersucht. In Abbildung 3.14 sind die Ergebnisse
fiir TFA gezeigt. Der untersuchte Konzentrationsbereich ist kleiner als im Fall von
TMS-CI, der Trend ist aber eindeutig: Je grofer die zugesetzte Menge an TFA ist,

desto stiarker wird die Bildung des Dimers zuriickgedrangt.
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Monomer / Dimer Verhéltnis

0.1 ' 02 ' 03
TFA / 1-Methylimidazol Verhéaltnis
Abbildung 3.14.: Einfluss verschiedener Konzentrationen von TFA auf das Monomer

- Dimer Verhaltnis

Diese Experimente zeigen, dass durch Zugabe von Sauren die Selektivitat der Re-
aktion fiir die Bildung des gewiinschten Monomers 42 verbessert werden kann. Dies
spricht fiir eine Pufferwirkung der zugesetzten Saure bzw. des TMS-CI.

Es ist jedoch bei einer Abschéitzung offensichtlich, dass auf diese Art kein sehr rei-
nes Produkt erhalten werden kann (die Trennnung von 42 und 43 war (noch) nicht
moglich). Die Abschétzung ergab zum Beispiel, dass bei der Reaktion in DMF mit
1,2 eq TMS-CI und 6 eq 1-Methylimidazol nach 72 Stunden nur eine maximale Rein-
heit von 87% erreicht werden konnte. Diese ist nicht ausreichend fiir die industrielle
Anwendung. Hingegen geniigt diese Reinheit, um Tests hinsichtlich der Mo6glichkeit
der Oxidation und der prinzipiellen Eignung fiir die Peptidsynthese durchzufiihren.

3.2.2.5. Oxidation des Thioethers

Die Oxidation wurde mit dem Gemisch aus den monomeren 42 und dimeren Serinde-
rivat 43 durchgefiihrt.®® Diese Reaktion entspricht der Reaktion d in Abbildung 3.3.
Da die Zusammensetzung der zugrunde liegenden Mischung aus 42 und 43 nicht ge-
nau bekannt war, kann fiir diese Reaktion nur eine ungefihre Ausbeute angegeben

werden (Abb. 3.15). Die Vollstandigkeit der Reaktion wurde durch HPLC-MS Un-

tersuchungen iiberpriift.

Der Uberschuss an Wasserstoffperoxid wurde durch 30 miniitiges Riihren bei 50 °C
in Gegenwart von Braunstein katalytisch zersetzt. Die Analyse des erhaltenen Ge-

misches mit Hilfe der NMR-Spektroskopie war leider aufgrund der Linienbreite nicht
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a) 2,2 eq H,0,, 0,8 mol % Na,WO,, H,0, 70 °C, 1 h

Abbildung 3.15.: Oxidation des Serinderivats 42 zum Sulfon

moglich. Dieses Problem wird durch Mn?*-Ionen verursacht, welche sich bei der Zer-
setzung des Wasserstoffperoxids bilden, oder schon im Braunstein enthalten sind.
Durch Oxidation mit Ammoniumperoxodisulfat in schwefelsaurer Losung konnten
die Mn?*-Ionen in einer Substanzprobe qualitativ nachgewiesen werden.’® Durch
Zusatz definierter Mengen MnCly zu einer Losung des Edukts konnte eine dhnliche
Linienverbreiterung erzielt werden. Die Verbreiterung der Linien in der 'H-NMR-
Spektroskopie wird durch die paramagnetische Relaxationsverstirkung der Mn?*-
Ionen hervorgerufen und kann nur verhindert werden, indem die Mn?*-Ionen im
Zuge der weiteren Reinigung abgetrennt werden oder das tiberschiissige Wasserstoff-
peroxid auf andere Weise entfernt wird.

Um die prinzipielle Eignung des fertigen Serinderivats 51 fiir die Peptidsynthese zu
testen, wurde das bei der Oxidation erhaltene Gemisch des monomeren und dimeren
Aminosaurederivates an ein festphasengebundenes Peptid gekuppelt. Die Kupplung
war erfolgreich, die geringen Mengen Mn?* wirkten sich nicht negativ aus. Man
erhielt nach dem Abspalten des Peptids vom Harz eine Mischung der beiden erwar-
teten Peptide.

Es ist bekannt, dass Platin die Zersetzung von Wasserstoffperoxid ebenfalls kata-
lysiert. '3t Wie sich bei der Verwendung von Platin auf Aktivkohle zeigte, ist es
jedoch weniger aktiv als Braunstein. Es war eine Temperatur von 70 °C notwen-
dig, um Wasserstoffperoxidreste vollstdndig zu zersetzen. Unter diesen Bedigungen
wurde jedoch die N-terminal geschiitzte Aminosiure decarboxyliert.47:166:167 Dje-
se Reaktion trat nur zu einem geringen Maf wahrend der Oxidationsreaktion auf,
nach dem Quenchen des Wasserstoffperoxids mit Pt/C konnte dagegen nahezu voll-
standige Decarboxylierung beobachtet werden. Fiir Aminosdurederivate mit freier
Carbonséure ist diese Methode daher nicht geeignet. In diesem Fall muss das tiber-
schiissige Wasserstoffperoxid durch Festphasenextraktion (FPE, siche auch Absch.
5.2) oder Umsetzung mit Natriumhydrogensulfit und anschliefender Etherféllung

entfernt werden.
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Praparative Trennung mittels HPLC Die nach der Oxidation erhaltenen ge-
schiitzten Serinderivate konnten nur mittels praparativer HPLC getrennt werden.
Die Kapazitéit der Sdule war dabei sehr hoch. Mit einer analytischen Saule vom Typ
Reprosil-Pur 100 BASIC-C18 der Dimension 50 x 3 mm konnten bis zu 2 mg des
Produktgemisches pro Lauf getrennt werden. Wahrend der HPLC-Trennung kam es
zu einem Austausch des Chlorids gegen ein Triflat-Ion. Das Produkt zeigt bei Unter-
suchung mit F-NMR Spektroskopie ein deutliches Signal. Gleichzeitig ergab eine
salpetersaure Losung von Silbernitrat mit einer Probe des ionischen Aminosaurede-
rivats keinen Niederschlag, was die Abwesenheit von Chlorid belegt. Dieses Ergebnis
ist nicht unerwartet, in der Literatur ist die Verwendung der préaparativen HPLC
zum Anionenaustausch bei Peptiden dokumentiert.!%® Es zeigt, dass der Austausch
des Anions auch bei ionischen Tags wiahrend der préaparativen HPLC erfolgen kann.
Da Salze mit dem Triflat Anion im Allgemeinen in Wasser leicht 16slich sind, sollte
der Anionenaustausch fiir die Verwendung des Serinderivats 51 (MIM-B,,-Ser(tBu)-
OH) nicht hinderlich sein.

Zusammenfassend betrachtet war es iiber Route 1 moglich, das geschiitzte Serinde-
rivat 51 zum ersten Mal in reiner Form herzustellen. Untersuchungen mit NMR-
Spektroskopie und HPLC-MS zeigten die Identitdt und Reinheit des auf diese Art
gereinigten Serinderivats 51 (MIM-B,,-Ser(tBu)-OH).

Herstellung des Glycinderivats (MIM-B,,-Gly-OH) Bei der direkten nucleophi-
le Substitution ergeben sich immer mehr oder weniger grofse Mengen Dimer. Erst als
die FPE fiir die Reinigung verschiedener, ionischer Verbindungen eingesetzt wurde,
konnte das Monomer vom Dimer abgetrennt werden. Somit wire Route 1 wieder
eine attraktive Moglichkeit zur Synthese der mit einer ionischen Gruppe geschiitz-
ten Aminosdurederivat. In der Zwischenzeit wurden aber andere Wege zu den ge-
wiinschen geschiitzten Aminoséurederivaten gefunden (Abschnitte 3.2.4 und 3.2.5).
Diese sind schneller und deutlich milder als der hier vorgestellte Weg. Route 1 ist
prinzipiell nicht fiir die Herstellung der Cystein- und Methioninderivate geeignet.
Die lange Reaktionsdauer und relativ hohe Temperatur bei der nucleophilen Substi-
tution ist sind weitere Nachteile, insbesondere empfindliche Aminosduren konnten
racemisieren. Diese Punkte stellen fiir das Glycinderivat 52 kein Problem dar. Da
Route 3 und 4 beim Glycinderivat wegen der fehlenden Retardierung der entspre-
chenden ionischen Glycinderivate in der FPE nicht geeignet sind, stellt Route 1 den

im Moment besten Zugang zum geschiitzten Glycinderivat 52 dar (Abb. 3.16).
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Abbildung 3.16.: Struktur des geschiitzten Glycinderivats MIM-B,,-Gly-OH

3.2.3. Route 2: Kupplung des Linkers an die C-terminal geschiitzte

Aminosaure und anschlieRender Aufbau der Schutzgruppe

Nachdem alle Versuche, die unerwiinschte Dimerisierung durch Variation der Reak-
tionsbedingungen oder Verwendung temporarer Schutzgruppen zu vermeiden, nicht
ausreichend waren, und eine einfache Trennung des Gemisches aus monomeren und
dimeren Aminoséurederivat nicht moglich war, wurde ein neuer Ansatz gewahlt. In
diesem sollte der aktivierte Linker 31 an ein C-terminal geschiitztes Aminosaurederi-
vat gekuppelt werden, oder die im Rahmen der Route 1 hergestellten nicht ionischen
Aminosdurederivat (Abb. 3.6) vor der nucleophilen Substitution am C-Terminus ge-
schiitzt werden. Die verwendeten C-terminalen Schutzgruppen sollten stabiler als
die TMS-Gruppe sein.

Als Schutzgruppe kommen in erster Linie Benzyl- und Methylester in Frage. Bei die-
ser Variante ist jedoch zu berticksichtigen, dass im Fall der kommerziell erhiltlichen
Methylester ein zusétzlicher Reaktionsschritt fiir die Entschiitzung notwendig wird.
Da nicht alle Benzylester kommerziell erhéltlich sind (unter anderm das gewiinsch-
te Serinderivat) werden bei Verwendung von Benzylestern bis zu zwei zusétzliche
Schritte notwendig. Die Reaktionssequenzen fiir Benzylester und Methylester un-
terscheiden sich aufgrund der benétigten Bedingungen zur Abspaltung der Schutz-
gruppe (Abb. 3.3 auf Seite 87). Deswegen werden beide Wege in diesem Abschnitt
getrennt behandelt.

3.2.3.1. Verwendung des Benzylesters

Die Benzylester der Aminosduren Alanin, Arginin, Glycin, Isoleucin, Leucin, Lysin,
Phenylalanin, Prolin, Tyrosin und Valin sind kommerziell erhéltlich. In diesen Fallen
sind auch eventuell vorhandene funktionelle Gruppen in den Seitenketten geschiitzt.
Diese Aminosadurederivate konnten, bis auf Lysin, dessen kommerziell erhéltliches
Derivat in der Seitenkette mit der Z-Schutzgruppe geschiitzt ist, direkt in der Route
2 (Abb. 3.3) verwendet werden.
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Herstellung der Benzylester Aspartat, Glutamat, Serin und Threonin sind zwar
als C-terminale Benzylester kommerziell erhéltlich, die Seitenketten sind in diesen
Féllen jedoch nicht geschiitzt. Da diese im Fall von Aspartat und Glutamat die
Kupplung an das Peptid iiber die Seitenkette verhindern und im Fall von Serin
und Threonin die Hydroxyfunktion in der Seitenkette vor der Oxidation schiitzen,
miisste die Seitenkettenschutzgruppen erst eingefiigt werden. Da die am N-Terminus
geschiitzten Aminosidurederivate von Route 1 zur Verfligung standen, wurde ver-
sucht, deren freie Carbonséure zu verestern, es wurde nur das Serinderivat ndher
untersucht. Dabei wurde der Benzylester ausgehend vom Serinderivat 34 auf zwei

verschiedene Arten hergestellt.

Herstellung des Benzylesters durch nucleophile Substitution von Benzylbro-
mid Zuerst wurde die Carbonsidure mit CsyCO3 oder Triethylamin deprotoniert.
Das entstandene Carboxylat sollte dann mit Benzylbromid in einer nucleophilen
Substitution den gewiinschten Benzylester 53 ergeben (Abb. 3.17). Dabei war die
Verwendung von Triethylamin mit einer Ausbeute von 94% am erfolgreichsten (Tab.
3.4).

o) Benzylbromid, NEts )
H ’ ' H
e} N MeCN, Reflux, 1 h 0 N
NN Y \:)I\OH > N NN Y \_.)I\osn
H 94% ) H
\OtBu \OtBu
34 53

Abbildung 3.17.: Veresterung von 34 mit Benzylbromid

Tabelle 3.4.: Einfluss der Konzentration an Alkylierungsmittel und Base und deren

Art auf die Herstellung des Benzylesters 53

eq Benzylbromid Base | eq Base | Ausbeute
1,1 Cs2,CO4 1,6 67%
5,1 Cs9CO3 1,6 36%
1,1 NEt3 1,2 73%
0,9 NEt; 0,9 94%
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Herstellung des Benzylesters durch Einsatz von Benzoylchloroformat Eine
weitere Moglichkeit den Benzylester von Carbonsduren herzustellen ist die Verwen-
dung von Benzoylchloroformat in Gegenwart einer Base. Dabei wird als Katalysator
DMAP verwendet. % Es ist bekannt, dass Aminosiuren in Gegenwart von DMAP
racemisieren konnen. Das hier angewendete Verfahren ist speziell fiir die Schiitzung
von Aminosiuren entwickelt worden.'™ Dabei wurde jedoch nicht das in dieser Ar-
beit verwendete Serinderivat getestet (Abb. 3.18).

0
H
5 —2 5 CI/\/\S/\/O\"/N\)I\OBn

\OtBu
53

a) 1 eq Benzoylchloroformat, 1,05 eq NEt3, 0,1eq DMAP, DCM, 0 °C, 1 h

Abbildung 3.18.: Veresterung des Serinderivats 34 mit Benzylchloroformat

Der so erhaltene Benzylester war laut DC und HPLC-Analyse rein. Um sicherzustel-
len, dass bei dieser Reaktion trotz des Einsatzes von DMAP keine Racemisierung
auftrat, wurde das Aminoséduerderivat mittels chiraler HPLC untersucht. Der En-
antiomereniiberschuss der so hergestellten Serinderivats 53 betrug nur noch 97%.
Neben Histidin und Cystein ist Serin eine der Aminoséuren, die am leichtesten race-
misieren. Dies diirfte der Grund fiir die in diesem Experiment beobachtete, teilweise

Racemisierung sein.

Nucleophile Substitution am Benzylester mit 1-Methylimidazol Am als Ben-
zylester geschiitzten Serinderivat 53 wurde anschlieffend die nucleophile Substituti-
on mit 1-Methylimidazol durchgefiihrt (Reaktion g in Abbildung 3.3). Dabei wurde
das gewiinschte, mit einem ionischen Tag versehene, Serinderivat erhalten. Bei 75
°C wurde mit 1-Methylimidazol nach drei Tagen noch kein vollstéandiger Umsatz be-
obachtet. Auch mit 1,2-Dimethylimidazol (DMIM), einem stérkeren Nucleophil, war
der Umsatz nach dieser Zeit noch nicht vollstdndig. Die Ausbeuten waren dement-
sprechend mit 39% und 37% auch gering (Abb. 3.19).

In Acetonitril unter Riickfluss erhielt man mit dem mehrfach geladenen Tag 15
((3+))einen hoheren Umsatz. Unter diesen Bedingungen wurde allerdings wieder

die Dimerisierung als Nebenreaktion beobachtet, d.h. der Benzylester war unter die-
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a)5eq X, MeCN, 75°C, 72 h

X R Ausbeute / %  Produkt
MIM H 39 54
DIM Me 37 55

Abbildung 3.19.: Ergebnisse der nucleophilen Substitution am Benzylester unter

milden Bedingungen

sen Bedingungen nicht stabil.

Mechanistische Betrachtungen zur Esterspaltung

Esterspaltungen konnen im sauren oder basischen Milieu durch Hydrolyse erfolgen
(Route A in Abbildung 3.20). Unter den hier vorliegenden basischen Bedingungen
wiirde je 1 eq 1-Methylimidazol und 1 eq Wasser fiir die Verseifung eines Estermo-
lekiil benotigt. Da es sich bei der Base auch um das in der Reaktion eingesetzte
Nucleophil handelt, konnte dessen Anteil nicht reduziert werden. Um die mogli-
che Verseifung auszuschliefsen wurde die Reaktion von Anfang an unter mdoglichst
wasserfreien Bedingungen durchgefiihrt. Dazu gehorte auch, dass die eingesetzten
Chemikalien getrocknet wurden. Das 1-Methylimidazol wurde frisch iiber Natrium-
hydroxid destilliert. Die Reaktion wurde unter Argon als Schutzgas durchgefiihrt.
Durch ein Experiment unter anspruchsvolleren Bedingungen wurde ein Hinweis auf
den moglichen Ablauf der Esterspaltung erhalten. Bei Durchfithrung der Reaktion
in einem Mikrowellenreaktors wurde bei 170 °C nach 10 min Reaktionsdauer ei-
ne Zunahme der Nebenreaktion beobachtet.''*'"™" Fiir dic Hydrolyse des Esters
wiirden stochiometrische Mengen Wasser benotigt. Nachdem die Edukte wie oben
beschrieben sorgfiltig getrocknet wurden, erschien es zweifelhaft, dass noch immer
solch grofse Mengen Wasser vorhanden waren.

Ester kénnen auch durch einen anderen Mechanismus gespalten werden.!™'™ Da-
bei greift das Nucleophil am a-Kohlenstoffatom des Esteralkohols an. Dabei wird
wiederum ein Carboxylation gebildet. Dieses ist, wie schon durch die Experimente
mit der freien Saure in Route 1 gezeigt wurde, in der Lage, mit einem Eduktmolekiil
zum Dimer zu reagieren. Die Spaltung durch Nucleophile wird, katalysiert durch
Palladium, zur milden Spaltung von Allylestern eingesetzt. Weit weniger bekannt
ist, dass Spaltungen nach diesem Mechanismus auch mit Benzyl- und Methylestern
auftreten konnen. Diese Moglichkeit wird in Abbildung 3.20 als Route B bezeichnet.
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Abbildung 3.20.: Die zwei alternativen Routen zur Spaltung des Esters

Bei Esterspaltungen durch nucleophile Substitution entstehen neben dem Carboxy-
lation auch stochiometrische Mengen einer ionischen Verbindung. Bei Verwendung
von 1-Methylimidazol als Nucleophil bildet sich im Fall von Benzylestern das 1-
Benzyl-3-methylimidazolkation (das Gegenion ist das schon erwéhnte Carboxylat).
Der erfolgreiche Nachweis der entsprechenden ionischen Verbindung beim Auftre-
ten einer Esterspaltung ist ein Hinweis auf diesen Mechanismus. Um zu testen, ob
unter diesen Bedingungen eine Reaktion entsprechend Route B wirklich moglich
ist, wurde eine Modellreaktion durchgefiihrt. Als Ester wurden Essigsdurebenzyles-
ter und Essigsduremethylester eingesetzt. Diese sind im Gegensatz zum Serinderi-
vat 53 (Cl-B,.4-Ser(tBu)-OBn) kommerziell erhéltlich. Als Nucleophil wurde 1,2-
Dimethylimidazol verwendet.

Nach 10 Minuten bei 170 °C konnte das 1-Benzyl-2,3-dimethylimidazolkation mittels
ESI nachgewiesen werden. Damit erscheint es wahrscheinlich, dass die unerwiinsch-
te Nebenreaktion auf einer Esterspaltung entsprechend Route B in Abbildung 3.20

beruht, welche unter diesen Bedingungen nicht vermieden werden kann.

Oxidation des Thioethers in den Serinderivaten 54 und 55 Der Versuch, den
Benzylester 54 mit Palladium auf Aktivkohle und Wasserstoff zu spalten, war nicht
erfolgreich. Vermutlich wird der Palladiumkatalysator durch den Thioether in 54
deaktiviert. Deswegen wurden die vollstdndig geschiitzte Serinderivat 54 und 55,
dhnlich wie das Serinderivat mit freier Carbonsédure 42 (MIM-B,..4-Ser(tBu)-OH),
zuerst mit Wasserstoffperoxid zum Sulfon oxidiert. Die dabei erhaltenen Ausbeuten
waren gut (Abb. 3.21).
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a) 2,2 eq Hy03, 2 mol % NayWOy, H,0, 70 °C, 72 h
Edukt R Ausbeute / %  Produkt

54 H 86 56
55 Me 88 57

Abbildung 3.21.: Oxidation des Thioethers in den Serinderivaten 54 und 55 mit

Wasserstoffperoxid

Abspalten des Benzylesters aus den vollstindig geschiitzten Serinderivaten
56 und 57 Um aus dem vollstandig geschiitzten Serinderivat 56 das gewiinschte
Serinderivat mit freier Carbonséure 51 zu erhalten, muss der C-Terminus entschiitzt
werden. Eine sehr milde Variante ist die Hydrogenolyse mit Wasserstoff in Gegenwart
von Palladium auf Aktivkohle. Dabei entsteht neben dem gewiinschten Aminoséu-
rederivat mit freier Carbonséure als Nebenprodukt nur Toluol. Die Reaktion war
fiir beide einfach geladene Derivate erfolgreich (Abb. 3.22).

56 )R\ cr ¢ 0

a) +
oder —» \N/\/\S/\/ \"/ \)I\OH
57 —/ O O 0

OtBu

a) Hy, 2 % Pd/C, MeOH / H,O / AcOH, RT, 1 h
Edukt R Ausbeute / %  Produkt

56 H quant 51
57 Me quant 58

Abbildung 3.22.: Spaltung der Benzylester 56 und 57 durch Hydrogenolyse

Route 2 unter Verwendung von Benzylestern stellt eine weitere Moglichkeit, zu dem
geschiitzten Aminosdurederivat 51 (MIM-B,,-Ser(tBu)-OH) zu gelangen, dar. Die
unerwiinschte Bildung des dimeren Aminosédurederivats konnte mit diesem Weg nicht
vermieden werden, wenn ein hoher Umsatz angestrebt wurde. Jedoch konnte mit
diesem System die Verwendung der FPE zum Abtrennen des Dimers etabliert wer-
den. Die dabei gewonnenen Erkenntnisse konnten auf andere Substanzen iibertragen

werden, worin der besondere Wert dieses Ansatzes liegt.
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3.2.3.2. Verwendung des Methylesters

Eine Alternative zum Benzylester ist die Verwendung des Methylesters. Diese Route
hat den grofsen Vorteil, dass die Methylester der Aminosduren mit den gewiinschten

Seitenkettenschutzgruppen kommerziell verfiighar sind.

Kupplung des aktivierten Linkers an H-Ser(tBu)-OMe Im ersten Schritt dieser
Route wird der Linker 3 (Cl-B,s-OH) mit Di- N-hydroxysuccinimidcarbonat akti-
viert (Abb. 3.4) und an den Methylester der Aminoséure gekuppelt (Abb. 3.23).

O O
C|/\/\S/\/O\H/OSUC . \E)I\O’CHS A NN /\/o\n/ﬂ\i)'\o,gm

o)
31 R 0O R

a) 2 eq NaHCO3, MeCN / H,0, RT, 70 min

R = CH,OtBu: 59 86 %
R = CHzPh: 60 75 %

Abbildung 3.23.: Synthese der Methylester 59 und 60

Nach der chromatographischen Reinigung der Produkte wiirde die nucleophile Sub-
stitution des Chlors mit 1-Methylimidazol zu den ionischen Aminosdurederivaten
folgen. Wie im vorangehenden Abschnitt dargestellt, ist unter milden Reaktionsbe-
dingungen der Umsatz zu gering ist. Unter harscheren Bedingungen kann der Me-
thylester, analog zum Benzylester, gespalten werden. Daraus resultiert die Bildung
des unerwiinschten dimeren Aminosdurederivats auch bei Verwendung von Methyl-
und Benzylestern als Schutzgruppe. Daher wurde die nucleophile Substitution mit
1-Methylimidazol an den Methylestern der Aminosaurederivate 59 und 60 nicht
durchgefiihrt.

3.2.4. Route 3: Kupplung der ionischen, nichtoxidierten Schutzgruppe an

Aminosauren

Eine Alternative zur nucleophilen Substitution zur Einfithrung des ionischen Tags
am Aminosaurederivat bietet die Route 3 in Abbildung 3.3. In diesem Fall wird
erst der Linker mit dem 7Tagverkniipft und dieses ionische Produkt dann mit Di-

N-hydroxysuccinimidcarbonat aktiviert und an die freie oder C-terminal geschiitzte
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Aminosaure gekuppelt. Anschliefend erfolgt die Oxidation und eventuell die Spal-
tung des Esters.

Route 3 hat den Vorteil, dass die geladene Gruppe in Abwesenheit der Aminosédure
an den Linker gekuppelt wird. Dadurch kann sowohl die Dimerisierung als auch die
Racemisierung vollstéindig vermieden werden. Bei Verwendung der Aminoséurederi-
vate mit freier Carbonsdurefunktion fallen auch die Schritte fiir die Veresterung und
das Abspalten der C-terminalen Schutzgruppe weg.

Dieser Ansatz stellt den Ubergang zum Tag-Ansatz dar. Erst durch die Entwicklung
der FPE war es moglich, entsprechend Route 3 vorzugehen. Davor war die Abtren-
nung des Linkers mit dem geladenen Tag vom gewiinschten geschiitzten ionischen

Aminosaurederivat nicht moglich.

Kupplung des Tags an den nichtoxidierten Linker Der erste Schritt in Rou-
te 3 war die Kupplung des Tags an den Linker. Diese Sy2-Reaktion konnte unter
ahnlichen Bedingungen wie in den vorangegangenen Routen durchgefiihrt werden
(Absch. 2.4 auf Seite 55). Jedoch ergab die Synthese im Mikrowellenreaktor in kiir-
zerer Zeit ein saubereres Produkt. Fiir Vergleichszwecke wurde der Linker mit ver-

schiedenen, einfach geladenen Tags verkniipft (Abb. 3.24).

X, LM, T (MW), 10 min c
C|/\/\S/\/OH > + OH
N XN N
X LM T/°C Produkt Ausbeute / %
MIM Acetonitril 150 61 93
Me3sN Ethanol 140 62 81
DIM Acetonitril 150 63 90

Abbildung 3.24.: Synthese der mit einem einfach geladenen Tag versehenen Linker
61, 62 und 63

Aktivierung des mit ionischen Tag versehenen Linkers und Kupplung an H-
Ser(tBu)-OH Die cinfach positiv geladenen Derivate des Linkers 61, 62 und 63
sind, genauso wie die mit Di- N-hydroxysuccinimidcarbonat aktivierten Derivate,
nicht basenlabil. Der Schwefel befindet sich noch in der Oxidationsstufe -II, eine
(G-Eliminierung ist daher nicht moglich. Die Bedingungen und Ergebnisse der Kupp-
lung an die freie Aminosédure sind in Abbildung 3.25 dargestellt. Die geschiitzten

Serinderivate 65 und 66 wurden jeweils nur einmal hergestellt. Das Serinderivat 64
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wurde insgesamt viermal hergestellt, dabei wurde die Ausbeute von 42% auf 73%
gesteigert. Es ist wahrscheinlich, dass die Ausbeute der geschiitzten Serinderivate 65
und 66 durch Optimierung der Reaktionsbedingungen und der Aufarbeitung erhoht

werden konnte.

cl cr o
H
b
\N/%I\T/\/\S/\/OH 2, Dy \N/%I\I/\/\S/\/o N\)J\OH
—_ 73% \—/ jl/ H
\—/ o H
61 otBu
64
c” cl”
H
a) b)
\N+/\/\S/\/OH —_— e ' \,\]‘/\/\S/\/OTN\)I\OH
/ \ 26% / \ ) é
62 otBu
65

cl cl o
A ) b) A o NN
NSNS NSO —— —— NN Y Y CoH
\—/ 51% \—/
63 ° otBu

66

a) 1,5 eq (SucO),CO, 3 eq NEtz, MeCN, RT, 60 min
b) H-Ser(tBu)-OH, 2 eq NaHCO3, MeCN / H,O, RT, 60 min
Abbildung 3.25.: Synthese der mit einer einfach geladenen Schutzgruppe geschiitzten
Serinderivate 64, 65 und 66

Oxidation des Thioethers in den Serinderivaten 64, 65 und 66 zum Sul-
fon Der Thioether aller drei Serinderivate wurden mit Wasserstoffperoxid zum
Sulfon oxidiert. In diesem Fall wurde aber, um Decarboxylierungsreaktionen zu ver-
meiden, das iiberschiissige Wasserstoffperoxid nicht zersetzt. Stattdessen wurde es
durch Absorption der Aminosaurederivate an einer FPE-Kartusche und eluieren des
Wasserstoffperoxids mit destilliertem Wasser abgetrennt. Diese Methode war sehr
schonend, und es konnte kein Hinweis auf eine Decarboxylierung des Produkts gefun-
den werden. Dies ist also ein weiterer moglicher Weg, um zu dem mit einer ionischen

Schutzgruppe versehenen Serinderivat 51 (MIM-B,,-Ser(tBu)-OH) zu gelangen.
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cl cl
0 (¢}
H
+ a
\N/%N/\/\S/\/O N\)I\OH ) \N/\N/\/\S/\/O N\)I\OH
\—/ T 56% \—/ o o
\OtBu \OtBu
64 51
Cl H e} cl O
NN /\/O N\)l\ a) NN /\/O N\)I\
N S \"/ OH S N >S \[I/ v~ “OH
/' \ H 97% /\ o Yo i
\OtBu \OtBu
65 67

H H
+ a +
~N \N/\/\S/\/O\"/N\:)I\OH Tj/’ ~N \N/\/\/S\/\/O N\:)I\OH
H ° \=/ 7N =

0
SotBu SotBu
66 68

a) 2,2 eq Hy0,, cat. Na,WOy, H,0, 70 °C, 60 min

Abbildung 3.26.: Synthese der geschiitzten Serinderivate 51, 67 und 68

3.2.4.1. Herstellung dreifach geladener Schutzgruppen

Dazu musste erst der Tag 15 ((3+)) mit dem Linker verbunden werden. Versuche
analog zu der in Abbildung 3.24 gezeigten Reaktion gaben mit dem dreifach gelade-
nen Tag 15 ((3+)) anschliessender Aktivierung und Kupplung an H-Ser(tBu)-OMe
nur eine geringe Ausbeute von 15%. Da angenommen wurde, dass der Umsatz der
nucleophilen Substitution den limitierende Faktor darstellte, wurde versucht, diesen

Schritt zu optimieren.

Optimierung der nucleophilen Substitution durch Einsatz des lodderivats Ei-
ne Alternative zu obigem Vorgehen ist die Verwendung des Iod- anstelle des Chlor-
derivats des Linkers. Dieses sollte eine deutlich hohere Reaktivitit als 3 zeigen.
Die Synthese des Iodderivat ausgehend von 3 gelang mit guten Ausbeuten (Abb.
3.27).

Jedoch konnte das Produkt weder destilliert noch léngere Zeit gelagert werden,
da das Iodderivat des Linkers (69) instabil ist. Das Produkt der Zersetzung konn-
te nicht identifiziert werden, in wéssrigen Extrakten des schwerloslichen Materials
wurden durch Fallung mit salpetersaurer Silbernitratlosung lodid-Ionen nachgewie-

sen. Dies deutet darauf hin, dass unter diesen Bedingungen das Schwefelatom des
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5 eq Nal, MeCN, Reflux, 3 h
Cl S 87 % | S
3 69

Abbildung 3.27.: Synthese von des Iodderivat des Linkers (69 durch

Finkelsteinreaktion

Thioethers in der Lage, ist nucleophil am Iod anzugreifen. Da das Produkt der Zer-
setzung schwer 16slich war, konnte es nicht mit NMR oder MS analysiert werden,
um diese Moglichkeit zu verifizieren.

Wenn das Iodderivat des Linkers (69) direkt in einer Sy2 Reaktion mit dem drei-
fach geladenen Tag 15 ((3+)) umgesetzt wurde, konnte der mit einem dreifach
geladenem Tag versehene Linker 70 - 17 ((3+)-B,s-OH) in quantitativer Ausbeute
erhalten werden (Abbildung 3.28).

2 MeCN, Reflux, 24 h J\Tfo o *I
eq 69, MeCN, Reflux, 24 h R
15 quant o \NHN N ( ) N S/\/OH
\_/ \—/ \_/
70 =17

Abbildung 3.28.: Verkniipfung von 15 ((3+)) mit dem Linker 69

Der mit dem dreifach geladenem 7Tag versehene Linker konnte mit Di- N-hydroxy-
succinimidcarbonat aktiviert und mit H-Ser(tBu)-OMe zum vollstédndig geschiitzten
Serinderivat 71 ((34)-B,ca-Ser(tBu)-OMe) umgesetzt werden. Die Ausbeute wurde
dadurch auf 27% erhoht (Abb. 3.31).

TfO" TfO"
L A AR
70 1 T%> ~N \NHN NH AN \"/N\)I\ _CHj

7L OtBu

a) 1,5 eq (SucO),CO, 3 eq NEt3, MeCN, RT, 1 h
b) 1 eq H-Ser(tBu)-OMe, 2 eq NaHCOg3, H,O / MeCN, RT, 1 h

Abbildung 3.29.: Verkniipfung der dreifach geladenen Schutzgruppe 70-I7 an H-
Ser(tBu)-OMe

Erh6hung der Léslichkeit in Acetonitril durch Anionenaustausch Da der Lin-

ker mit dem dreifach geladenen Tag 70-I7 in dem zur Aktivierung verwendeten
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Losungsmittel Acetonitril nur wenig 16slich war, wurde versucht, seine Loslichkeit
zu erhohen. Eine Moglichkeit dazu ist der Austausch des Iodids gegen das Triflat-
Anion (Abb. 3.30).

1 eq AgOTf, MeCN / TfO" TfO" TfO
MeOH, RT, 1 h J\ J\
70 %1 > A NH oM

98 % NHN NHN

\_/\_/\_/

70 * Triflat

Abbildung 3.30.: Austausch des lodids gegen Triflat in (3+)-B,.q-OH

Nach Austausch des lodids war die Loslichkeit in Acetonitril deutlich hoéher, die
Ausbeute konnte jedoch dadurch nicht verbessert werden. Bei diesem Experiment
zeigte sich, dass der Linker mit dem dreifach geladenen Tag (70-TfO~) auch direkt
an H-Ser(tBu)-OH gekuppelt werden kann. Die Ausbeute war in diesem Fall sogar
geringfiigig grofser als mit dem Methylester.

TfO TfO 0
70 * Triflat ﬁ» -~ J\NHNJ\NHNJ\NHS/\/OWr \)I\
OtBu

a) 1,5 eq (Suc0),CO, 3 eq NEt3, MeCN, RT,

1h
b) 1 eq AS, 2 eq NaHCO3, H,O / MeCN, RT, 1 h

AS X R Produkt  Ausbeute

H-Ser(tBu)OMe TfO© Me  T71:Triflat 19 %
H-Ser(tBu)OH TfO- H 73« Triflat 22 %

Abbildung 3.31.: Verkniipfung der dreifach geladenen Schutzgruppe 70-TfO~ an H-
Ser(tBu)-OX

Der Austausch des Iodids gegen Triflat erhoht tatséchlich die Loslichkeit des Linkers
mit dreifach geladenen Tag in Acetonitril. Leider gelang es aber dadurch nicht, die

Ausbeute fiir die Kupplung der Schutzgruppe an die Aminosédure zu erhéhen.

Schrittweiser Aufbau des Linkers ausgehend vom mehrfach geladenen Tag
Eine Alternative zur Kupplung des dreifach geladenen Tags an ein reaktiveres De-
rivat des Linkers ist der stufenweise Aufbau des Linker ausgehend vom dreifach

geladenen Tag. Der erste Schritt entspricht, ausgehend vom dreifach geladenen Tag
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15, der in der Literatur bekannten Route zu einem vierfach geladenen Tag.%® Mit
dem dreifach geladenem Tag 15 ((3+)) wurde zuerst Verbindung 72 hergestellt.
Anschliefend wurde durch eine Sy2-Reaktion mit Mercaptoethanol der mit dem
dreifach geladenen Tag gekuppelte Linker 70-Br~ ((3+)-B,eq-OH) erhalten (Abb.
3.32).

2 €q , Me , ReTluX,

82 % Br

72

3 eq HSC,H,40OH, 1 eq KOH J\TfO /l\ TfO" J\Br'
MeOH, Reflux, 18 h .
~n Y HN AN NHN [ H;S/\/OH

100 % N

Abbildung 3.32.: Herstellung des mit dem dreifach geladenen Tag gekuppelten Lin-
kers 70-Br~ durch stufenweisen Aufbau, ausgehend von 15 ((3+))

Der mit dem dreifach geladenen Tag verbundene Linker konnte mit Di- N-hydroxy-
succinimidcarbonat aktiviert und an das Serinderivat H-Ser(tBu)-OMe mit einer
Ausbeute von 43% gekuppelt werden. Diese Variante brachte eine fast dreifach hohe-
re Ausbeute als der urspriingliche direkte Weg zur dreifach geladenen Schutzgruppe.
Die Loslichkeit von 70-Br~ in Acetonitril war, verglichen mit 70-17, deutlich héher.

TfO" TfO"
b ||
0BT % > TN NHN N‘H‘N NHS/\/Oer\)I\ ~CHs
71 % Br- oty

a) 1,5 eq (SucO),CO, 3 eq NEt3, MeCN, RT, 1 h
b) 1 eq H-Ser(tBu)-OMe, 2 eq NaHCO3, H20 / MeCN, RT, 1 h
Abbildung 3.33.: Kupplung des Linkers mit dreifach geladenem 7Tag 70-Br~ an H-
Ser(tBu)-OMe

Da der oxidierte Linker unter basischen Bedingungen nicht stabil ist, musste der
Methylester vor der Oxidation abgespalten werden. Die Verseifung erfolgte mit
wassriger Natronlauge. Diese Reaktion war mit den Methylestern 71-17((3+)-B,.cq-
Ser(tBu)-OMe) und 71-Br~ erfolgreich (Abb. 3.34).
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Y

TfO" fO" X e}
1,1 eq NaOH, J\ /L J\ H
MeOH, RT, 70 min + + +
Edukt ~N"N N \NHN \NHS/\/O N\)I\OH
A A \"/ ;
(0]

Edukt X  Produkt Ausbeute
71 I 73 90 %
71 Br 73 48 %

Abbildung 3.34.: Verseifung der Methylester 71-17 und 71-Br™

Oxidation des Linkers Die Oxidation des Thioethers wurde, wie schon bei Route
1 (Absch. 3.2.2.5) mit der C-terminal freien Aminoséure besprochen, durchgefiihrt.
Dabei trat auch in diesem Fall die Decarboxylierung als Nebenreaktion auf. Bei
den mit dem dreifach geladenen Tag versehenen Aminosdurederivaten 73-Triflat™
((3+)-Byea-Ser(tBu)-OH), 73-I7 und 73-Br~ betrug die Decarboxylierung je nach
den Bedingungen bis zu 100%. Da in der Zwischenzeit deutlich bessere Methoden
fiir die Herstellung von dreifach geladenen Aminoséurederivaten bzw. zur Kupplung
des Tags an Peptide entwickelt wurden (Kapitel 2 auf Seite 45), ist die Oxidati-
onsreaktion mit den Verbindungen 73-Triflat™ ((3+)-B,eq-Ser(tBu)-OH), 73-1~ und

73-Br~ nicht optimiert worden.

3.2.5. Route 4: Verwendung des Tag-Ansatzes zur Synthese geschiitzter

Aminosauren
3.2.5.1. Synthese der Aminosdurederivate

In Abbildung 3.3 ist mit der Route 4 ein sehr direkter Zugang zu den geschiitzten
Aminosaurederivaten skizziert. Dieser Weg ist aufgrund seiner Einfachheit sehr in-
teressant. Er entspricht im Prinzip dem Tag-Ansatz zur Erhohung der Loslichkeit
von Peptiden. Der einzige Unterschied ist, dass in diesem Fall die fertige und akti-
vierte Schutzgruppe statt an ein Peptid an eine Aminosédure gekuppelt wird.

Es ist notwendig eine Balance zwischen der Reaktivitdat des aktivierten Carbonats
und der Stirke der eingesetzten Base zu finden. Dieses Problem und seine Losung
wurde schon in Abschnitt 2.5 diskutiert, die dort gezogenen Schliisse und erzielten
Ergebnisse sind auch hier giiltig.

Nachdem die richtige Kombination von Base und Aktivierungsreagenz gefunden war,
konnte diese Reaktion zur Herstellung der einfach geladenen Aminoséaurederivate 51,
74, 75, 76 und 25 verwendet werden.
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cl ) ) c
a VoS
A > ~nTN O _AS
~N \N/\/\ /\/OH > N N/\/\//S\\/\/ \"/
\__/ 258 — o ©°
1
a) 1,5 eq (Suc0),CO, 3 eq Pyridin, MeCN, RT, 1 h
b) 1 eq AS, 1,3 eq NaHCO3, MeCN / H,O, RT, 1 h
AS Produkt  Ausbeute
H-Ser(tBu)-OH 51 63 %
H-Leu-OH 74 31 %
H-Pro-OH 75 34 %
H-Phe-OH 76 50 %
H-Tyr(tBu)-OH 25 27 %

Abbildung 3.35.: Direkte Kupplung von 1 an verschiedene Aminoséurederivate

Die Ausbeute an 51 betrug am Anfang nur 24% (das gleiche Verfahren wurde bei
der Synthese der Aminosiurederivate 74, 75 und 25 angewendet). Durch Optimie-
rungsversuche konnte herausgefunden werden, dass das Edukt 1 noch zuviel Wasser
enthielt. Wurde das Edukt vor der Reaktion durch Lyophilisieren getrocknet, so
konnten deutlich hohere Ausbeuten erhalten werden. Diese modifizierte Variante
wurde dann bei der Synthese von 76 angewendet. Dadurch wurde in diesem Fall
eine Ausbeute von 50% erzielt (Abb. 3.35).

3.2.5.2. Isolierung der Aminosaurederivate

Bei der Reaktion der aktivierten Schutzgruppe mit der Aminoséure ergibt sich nach
der Reaktion ein Gemisch aus der Schutzgruppe, der aktivierten Schutzgruppe, dem
Zersetzungsprodukt der aktivierten Schutzgruppe unter basischen Bedingungen, der
nicht umgesetzten Aminoséure und dem geschiitzten Aminosaurederivat (Abb. 3.36).
Die Reinigung des Gemisches ist nicht trivial. Jede der vier Verunreinigungen hat
unterschiedliche Auswirkungen. Das bei der Zersetzung der Schutzgruppe entste-
hende ionische Alken stort nur die Analytik, insbesondere die Untersuchungen mit
NMR-Spektroskopie. Dies trifft auch auf die anderen Verunreinigungen zu. Die freie
Schutzgruppe konnte dariiber hinaus noch je nach Bedingungen der Peptidkupplung
mit der eingesetzten Aminosédure zur Bildung von Estern fiihren. Dadurch wiirde ein
Teil der eingesetzten Aminosédure verbraucht. Die aktivierte Schutzgruppe kénnte, je
nach Bedingungen der Peptidsynthese, mit dem freien N-terminus des Peptids rea-
gieren. Das ergibe eine Abbruchsequenz, die nach dem Abspalten vom Harz mittels
praparativer HPLC abgetrennt werden miisste. Die im Reaktionsgemisch befindli-

che Aminoséure konnte bei der Peptidkupplung ebenfalls mit dem freien N-terminus
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cr cr
SN N \NNI\T/\/\S/\/OH

Zersetzungsprodukt der
aktivierten Schutzgruppe

—

Schutzgruppe

R

Cr 0]
+ OH
\NAN/\/\S/\/O\"/O\N HZN/k“/
\4’ 0 O
(@)
aktivierte Schutzgruppe freie Aminosaure

Abbildung 3.36.: Nach  der  Reaktion  moglicherweise  noch  vorhandene

Verunreinigungen

reagieren. Da aber in diesem Fall der N-Terminus der neuen Aminoséure nicht durch
eine Schutzgruppe blockiert wére, konnte es zu weiteren Kupplungen kommen.

In Abschnitt 3.2.4 wurde die Verwendung der FPE zur Reinigung von &hnlichen Re-
aktionsgemischen vorgestellt. Nur wenn die FPE auch fiir diese Aminosdurederivate
geeignet ist, kann die direkte Kupplung der aktivierten Schutzgruppe erfolgreich an-
gewendet werden. Mit verschiedenen Aminoséduren konnte gezeigt werden, dass die
Reinigung mit Hilfe der FPE-MPLC gelingt. Es gibt jedoch auch Félle, in denen die
Reinigung nach dieser Methode nicht oder nur eingeschréankt mdglich ist. Folgende

Schwierigkeiten konnen auftreten:

e Die Retention des geschiitzten Aminosdurederivats in der FPE ist zu gering.
In diesem Fall kann das Aminosaurederivat prinzipiell nicht mit dieser Technik
getrennt werden. Der Tag-Ansatz ist in diesem Fall ungeeignet. Dies trifft fiir

das Glycinderivat zu.

e Der Unterschied in der Retentionszeit zwischen dem geschiitzten Aminosiu-
rederivat und den Verunreinigungen ist im Prinzip grof genug. Die Kapazitét
der FPE-Kartusche ist jedoch klein. Dadurch ist die Reinigung miihsam, da
in einem Lauf nur kleine Mengen getrennt werden koénnen. Dies ist fiir das
Prolinderivat der Fall.

3.2.6. Direkte Kontrolle der Stereochemie der Aminosaurederivate

Die in diesem Abschnitt besprochenen ionischen Verbindungen wurden hauptséch-
lich durch NMR und HPLC-MS Untersuchungen charakterisiert. Diese analytischen
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Techniken geben allerdings keine Hinweise auf die Stereochemie der erhaltenen Ami-
nosaurederivate. Zur Bestimmung der Stereochemie kénnen die Rontgenstruktur-
analytik, die Circular Dichroismus (CD) Spektroskopie, chirale HPLC und die Be-
stimmung der optischen Rotation verwendet werden. Das geschiitzte Serinderivat 51
(MIM-B,,-Ser(tBu)-OH) wurde mit Hilfe eines CD-Spektrometers untersucht. Der
Effekt war aber zu klein, um eine Aussage iiber die Stereochemie der Aminoséurede-
rivate zu treffen. Fiir die Bestimmung stereochemische Reinheit wire in jedem Fall
auch ein CD-Spektrum einer Referenzsubstanz mit bekanntem Enantiomereniiber-
schuss notig.

Eine weitere Methode um Informationen iiber die optische Reinheit einer Substanz
zu erhalten ist die chirale HPLC. Dabei werden im Allgemeinen chirale stationére
Phasen im Normalphasenmodus verwendet. Die Wechselwirkungen der beiden En-
antiomere einer Substanz mit der stationdren Phase kdnnen sich unterscheiden. In
diesem Fall erfolgt eine Trennung der beiden optischen Antipoden. Da die Extink-
tionskoeffizienten der beiden Enantiomere gleich sind, kann der Enantiomereniiber-
schuss durch Integration der Peakflichen erhalten werden. Die in diesem Kapitel
vorgestellten Substanzen sind fast alle sehr polar. Daher steht zu befiirchten das
sie irreversibel an die stationdre Phase binden wiirden. Dadurch kénnten sie zum
einen nicht mehr detektiert werden. Zum anderen kénnten die empfindlichen und
teueren chiralen HPLC-Saulen beschidigt werden. Daher wurde nur das nicht io-
nische Serinderivat 53 (Cl-B,.4-Ser(tBu)-OBn) mit chiraler Normalphasen-HPLC

untersucht.

Bestimmung der Stereochemie mit Hilfe der Rontgenstrukturanalyse Fiir
die Bestimmung der Konfiguration mit Hilfe der Rontgenbeugung sind Einkristalle
notwendig. Bei den meisten der hier vorgestellten Aminosdurederivate, welche im
Allgemeinen als zihfliissige Ole erhalten wurden, gelang es nicht einen Einkristall von
ausreichender Qualtidt zu ziichten. Eine Ausnahme stellt Verbindung 51 dar. Von
dieser konnte ein Einkristall erhalten werden, der fiir die Rontgenstrukturanalyse

geeignet war. Die so bestimmte Struktur stimmt mit der erwarteten tiberein (Abb.

3.37).

Es kann vorkommen, dass enantiomerenreine Kristalle aus einem Racemat oder
einer teilweise racemisierten Verbindung erhalten werden. Daher ist diese Kristall-
struktur kein eindeutiger Beweis fiir die stereochemische Reinheit des mit der funk-
tionellen Schutzgruppe verkniipften Aminosédurederivats. Die im néchsten Abschnitt

beschriebenen Untersuchung iiber die Bildung von Epimeren bei der Kupplung die-
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Abbildung 3.37.: Struktur des geschiitzten Serinderivats 51 (MIM-B,,-Ser(tBu)-
OH) laut Kristallstrukturanalyse

ses und analog hergestellter Aminosdurederivate an ein Peptide bestétigen aber das

Ergebnis der Kristallstrukturanalyse.
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3.3. Peptidkupplung

Im Abschnitt 3.2 wurde die Synthese geschiitzter Aminosadurederivate beschrieben.
Diese wurden aus verschiedenen Griinden an festphasengebundene Peptide gekup-

pelt.

3.3.1. Verwendung der mit ionischen Tags versehenen Peptide

e Zum einen sollte bewiesen werden, dass die Kupplung von Aminosédurederivate
mit ionischen unter den normalen Bedingungen der Festphasenpeptidsynthese

moglich ist.

e Die so erhaltenen Peptide konnen, falls sie sinnvoll entworfen wurden, fiir die
Bestimmung des Einflusses des Tags auf die Loslichkeit verwendet werden. Die
Verwendung mit ionischen Schutzgruppen geschiitzter Aminosédurederivate war

eine Alternative, falls der Tag-Ansatz nicht erfolgreich gewesen wiére.

e Fiir die meisten der in Abschnitt 3.2 beschriebenen Verbindungen ist die direk-
te Bestimmung der Stereochemie nicht moglich. Falls die Kupplung der Amino-
saurederivate an chirale Peptide gelingt, ergibt sich eine indirekte Moglichkeit
deren optische Reinheit zu tiberpriifen. Nach der Kupplung, dem Abspalten
vom Harz und dem Entfernen der N-terminalen Schutzgruppe erhélt man das
vollstandig entschiitzte Peptid. Falls die selbst hergestellten Aminosdurederiva-
te wiahrend der Synthese oder Kupplung racemisiert sind, erhélt man ein Dia-
stereomerengemisch. Dieses kann eventuell mit Hilfe der RP-HPLC getrennt
werden. Die Integration der UV-Signale ermoglicht dann die Bestimmung der
stereochemischen Reinheit der urspriinglich eingesetzten Aminosdurederivate.
Ein Nachteil bei diesem indirekten Verfahren ist, dass nur eine Aussage moglich
ist, ob ein Teil des Aminosadurederivat racemisiert ist. Die Frage bei welchem
Schritt der Synthese dies geschehen ist, kann mit dieser Methode nur schwer
beantwortet werden. Dazu wére es notig die Synthese unter Konstanthaltung
aller Parameter, aufser dem zu untersuchenden, zu wiederholen. Kann anschlie-
fsend ein signifikanter Unterschied im Verhéltnis der Diastereomere gefunden
werden, so kann daraus geschlossen werden, dass es in diesem Schritt zur Ra-
cemisierung kam.

Am einfachsten kann mit dieser Technik die Racemisierung wihrend der Kupp-
lung des Aminosdurederivats festgestellt werden. Dazu wird das fertige, ge-
schiitzte Aminosaurederivat aliquotiert und fiir die verschiedenen Kupplungs-

bedingungen jeweils ein Aliquot eingesetzt. Unterschiede in der Konzentrati-
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on der entsprechenden Diastereomere zeigen eine Racemisierung wahrend der

Kupplung an.

e Die so hergestellten Peptide eignen sich auch fiir die Untersuchung der Ab-
spaltung der Schutzgruppe bzw. des Tags.

3.3.2. Anforderungen an das Testpeptid

Aus den oben genannten Verwendungszwecken ergeben sich gewisse Anforderungen

an das Testpeptid, die eine sorgfiltige Plannung notwendig machen.

e Die Synthese des Peptids soll einfach sein. Das vom Harz abgespaltene Peptid

soll ausreichend rein sein, um eine HPLC-Trennung zu vermeiden.

e Fiir die Untersuchung mit HPLC-UV ist eine ausreichend hohe UV-Absorbtion
des Peptids notwendig. Besonders vorteilhaft ist es, wenn eine oder mehrere
charakteristische Chromophore im Peptid vorkommen, z.B. fiir Absorption
bei 254 nm (Phenylalanin, Tyrosin oder Tryptophan) oder fiir Absorption bei
280 nm (Tryptophan). Dies erleichtert die Identifikation mittels UV. Deutlich
wichtiger ist, dass in diesem Fall die Konzentration des Peptids mit unter-
schiedlichen Tags durch die Absorption im UV bestimmt werden kann (falls

der Tag in diesem Bereich keine Absorption aufweist).

e Die Loslichkeit des Referenzpeptids in wéssrigen Losungsmittelgemischen soll
moglichst gering sein. Ist seine Loslichkeit geringer als 5 mg/ml, so stellt es ei-
ne reale Probe dar. Daher sollten vor allem hydrophobe oder geschiitzte Ami-
nosduren verwendet werden (z.B. Phenylalanin, Tyrosin oder Tryptophan).

Ungeschiitztes Histidin, Prolin und Glycin sollten vermieden werden.

e Um die Stereochemie der Aminoséurederivate kontrollieren zu kénnen, miissen
die entsprechenden Epimere leicht und schnell getrennt werden kénnen. Diese

Untersuchung ist der wichtigste Zweck des Peptids.

3.3.3. Herstellung der Testpeptide

Die Kupplung der Aminosdurederivate erfolgte zuerst an H-Gly-Ala-2-Chlorotrityl.
Die Kupplung war erfolgreich, dass so erhaltene Peptid erfiillte aber einige der An-
forderungen nicht. Das System H-Phe-Trp(Boc)-Ala-2-Chlorotrityl erfiillte hingegen
alle Anforderungen. Die Synthese war einfach und das fiir Testzwecke abgespaltene
Peptid zeigte eine Reinheit von >95 % (Abb. 3.38). Es wurde dabei schon mit H-Ala

beladenes Harz verwendet.
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_Ala- 1) Fmoc-Trp(Boc)-OH 1) Fmoc-Phe-OH i ~ Ala.
H-Ala-O DIC, HOBt, DMF, RT, 1h  DIC, HOBt, DMF, RT, 1h H-Phe-Trp(Boc)-Ala-O
O 2) 20 % Piperidin in DMF  2) 20 % Piperidin in DMF b
16

Abbildung 3.38.: Synthese des Peptides H-Phe-Trp(Boc)-Ala- an 2-Chlorotritylharz

Die beiden Epimere H-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-OH und H-(D)-Ser(tBu)-Phe-
Trp(Boc)-Ala-OH konnten einfach und mit hoher stereochemischer Reinheit herge-
stellt werden (Abb. 3.39).

1) Fmoc-Ser(tBu)-OH OtBu ~ /' "Boc
DIC, HOBt, DMF, RT, 1h b M
. >
2) 20 % Piperidin in DMF H,N N\_)I\N N\_)I\OH
3) 3 * 5 min AcOH, TFE, N
DCM 1:1:3 o} ~ 0 °
Y
16 26
—
1) Fmoc-D-Ser(tBu)-OH _OtBu ~ ' "Boc
| DiC, HOBt, DMF, RT, 1h

Y

3) 3 * 5 min AcOH, TFE,
DCM 1:1:3 SN

F
77

e (0] (¢}
H H H
2) 20 % Piperidin in DMF H2N/\n/N\:)I\N N\:)I\OH
O 3 o

Abbildung 3.39.: Synthese der beiden Epimere H-D/L-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-
OH

Mit einer Reprosil-Pur 100 BASIC-C18 Séule der Dimension 5um, 50 x 3 mm
wurde mit einem speziell fiir die Trennung der Epimere entwickelten Gradienten
eine ausreichend gute Separierung erzielt. Die Retentionszeit fiir 26 betrug 9,7 min,
die von 77 betrug 10,2 min. Die Epimere wurde mittels UV und MS detektiert.
Insbesondere das Extracted Ion Chromatogram (EIC) ist dafiir gut geeignet. Dabei
wird mit Hilfe der Software gezielt nach MS-Signalen mit vorher festgelegtem m/z
gesucht. Dadurch konnen auch geringste Mengen an Epimer detektiert werden. We-

der Verbindung 26 noch 77 waren mit dem jeweils anderen Epimer verunreinigt.
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3.3.4. Kupplung von 51 (MIM-B,,-Ser(tBu)-OH), 67
(Me;N-B,,-Ser(tBu)-OH) und 68 (DMIM-B,,-Ser(tBu)-OH) an das
Testpeptid 16 (H-Phe-Trp(Boc)-Ala-)

Die geschiitzten Serinderivate 51, 67 und 68 wurden entsprechend Route 3 in Ab-
schnitt 3.2 hergestellt und an das festphasengebundene Peptid 16 gekuppelt. Da
Serinderivate relativ leicht racemisieren, wurde die Kupplung mit PyBOP und Colli-
din durchgefiihrt.'™ Diese Reagenzien werden in der Literatur speziell fiir die Kupp-
lungen empfindlicher Aminosiurederivate empfohlen.!*'™ Die Peptide wurden unter
milden Bedingungen vollstandig geschiitzt von der festen Phase abgespalten. Die Er-
gebnisse sind in Abbildung 3.40 dargestellt.

OtBu ~ /" ~Boc

Cr
a), b) /7 \+ \\ // H
3 eq MIM-Byy-Ser(tBu)-OH ————» /N N )I\ J%‘/ \)I\ N\/COOH
o) H

96 %
51

22
- oBu ~ /' ~Boc
a), b \ /+ O, 0 H H
3 eq Me3N-B-Ser(tBu)-OH 8)5—"/)> /N\/\/\S,\/\O)I\N N\)I\N NvCOOH
67 ° H iOH
(0] \@ (0] -
27
OtBu ~ ' "Boc

cr
b / \+ \ / H
3 eq DMIM-Bo,-Ser(tBu)-OH ﬂ» N\/\/\ s? J\ /;( \)I\ N._ COOH

68 3% T i
\@ (6] =

28

a) leq 16, 2,5 eq PyBOP, 3 eq Collidin, DMF, RT, 1 h
b) ACOH / TFE / DCM (1:1:3), RT, 3 * 5 min

Abbildung 3.40.: Kupplung der Serinderivate 51, 67 und 68 an das festphasenge-
bundene Peptid 16 (H-Phe-Trp(Boc)-Ala-)
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Kontrolle der Stereochemie Je 1 mg der isolierten Peptide 22, 27 und 28 wurde
nach dem Trocknen in einer 2%igen wassrigen Losung von Piperidin gelost. Nach
15 min wurde die Reaktion durch Zugabe von TFA gequencht, und die erhalte-
ne Losung mit Hilfe der HPLC untersucht. Unter diesen Bedingungen wurde die
Schutzgruppe vollstéindig abgespalten. Dabei konnte die Anwesenheit des Epimers
77 (H-(D)Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-OH) festgestellt werden. Dies bedeutet, dass
entweder die Edukte wiahrend der Synthese oder der Kupplung teilweise racemisier-
ten oder an der festen Phase eine Epimerisierung stattfand. Da die Synthese der
Serinderivate 51, 67 und 68 unter sehr milden Bedingungen durchgefiihrt wurde,
erschien es am wahrscheinlichsten, dass die Racemisierung wahrend der Kupplung
erfolgte.

Um dies genauer zu untersuchen wurden die geschiitzten Serinderivate unter Ver-
wendung von DIC an dasselbe festphasengebundene Peptid 16 gekuppelt, zusatzlich
wurde HOBt als Additiv zugesetzt. Es ist bekannt, dass HOBt die Racemisierung
wahrend der Kupplung unterdriicken oder zumindest verringern kann. Die verwen-
deten Edukte stammten aus der gleichen Charge wie die fiir die vorher beschriebe-
nen Experimente verwendeten. Somit wurde sichergestellt, dass nicht Variationen
wahrend der Synthese der Edukte 51, 67 und 68 fiir eventuelle Abweichungen ver-
antwortlich sind. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.5 dargestellt.

Tabelle 3.5.: Einfluss der Kupplungsbedingungen auf die Racemisierung der Serinde-
rivate 51 (MIM-B,,-Ser(tBu)-OH), 67 (Me3N-B,,-Ser(tBu)-OH) und
68 (DMIM-B,,-Ser(tBu)-OH) wihrend der Kupplung

Edukt | Kupplungsreagenz | Anteil des Epimers 77 in %
51 PyBOP 5,2
51 DIC / HOBt 0
67 PyBOP 0,5
67 DIC / HOBt 0
68 PyBOP 0,7
68 DIC / HOBt 0

Durch diese Experimente konnte gezeigt werden, dass es nicht wihrend der Syn-
these oder an der festen Phase zur Racemisierung / Epimerisierung kommt. Dies
verdeutlicht, dass hier die Wahl der Kupplungsbedingungen fiir den Erfolg des Ex-

periments ausschlaggebend ist. 17417

Es kann jedoch noch eine weitere Eigenschaft der mit den ionischen Schutzgrup-

pen geschiitzten Serinderivate festgestellt werden. Die Serinderivate 51, 67 und 68
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waren bei der Aktivierung und Kupplung an die feste Phase empfindlicher als das
Fmoc-Ser(tBu)-OH Derivat. Offensichtlich trat bei dem Fmoc-Derivat unter Stan-
dardbedingungen keine Racemisierung auf, wiahrend dies bei den neu hergestellten
Serinderivaten 51, 67 und 68 unter deutlich milderen Bedingungen (schwéchere

174

Base und spezielles Kupplungsreagenz) der Fall war.'™ Es ist eine bekannte Tatsa-

che, dass mit verschiedenen Carbamaten geschiitzte Aminosduren unter ansonsten

gleichen Bedingungen in einem unterschiedlichen Ausmaf racemisieren konnen. '™

Austausch des Anions wihrend der Kupplung Eine ebenfalls wichtige Feststel-
lung ist, dass wihrend der Kupplung mit PyBOP das Anion ausgetauscht wurde. Die
geschiitzten Serinderivate 51, 67 und 68 lagen zuerst als Chlorid vor. Das zur Kupp-
lung verwendete PyBOP ist ein Salz mit einem Hexafluorophosphatanion. Nach der
Abspaltung vom Harz wurde das Peptid mit Silbernitratlosung auf das vorhanden
sein von Chlorid getestet, der Test war eindeutig negativ. Die Untersuchung mit
YF und *'P NMR-Spektroskopie ergab jedoch die Anwesenheit des Hexafluorophos-
phats. Aus der Untersuchung ionischer Fliissigkeiten ist bekannt, dass dieses Anion
die Wassserloslichkeit stark herabsetzt. Bei der Synthese der entsprechenden Peptide
durch Kupplung der Serinderivate 51, 67 und 68 mit DIC/HOB¢t an das Tripeptid
16 wurden keine anderen ionischen Verbindungen eingesetzt. Daher war die Mog-
lichkeit des Anionenaustausches nicht gegeben. Mit Silbernitratlosung wurde trotz-
dem die Anwesenheit von Chlorid iiberpriift, das Ergebnis war eindeutig positiv.
Diese Methoden stellen also einen Zugang zu den Hexafluorophosphaten und den
Chloriden der Peptide 22 (MIM-B,,-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-OH), 27 (Me3N-
B,.-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-OH) und 28 (DMIM-B,,-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-
Ala-OH) dar.
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3.4. Ansatze zur Peptidsynthese in Wasser

Die einfach geladenen Tags sind fiir grofsere und deutlich schwerer 16sliche Peptide
vermutlich nicht effizient genug, um die Loslichkeit fiir die préperative Reinigung
mit RP-HPLC ausreichend zu erhéhen (obwohl sie beim Einsatz am Referenzpeptid
26 zumindest teilweise den Anforderungen entsprachen). Sie konnen aber fiir eine
andere Anwendung niitztlich sein, namlich dann, wenn die Peptidsynthese in Was-
ser durchgefiihrt werden soll. Dafiir sind allerdings einige Grundvoraussetzungen
notwendig (Absch. 1.3). Als Harze fiir erste Versuche zur Peptidsynthese in Wasser
wurden Rinkamid-PEGA Harz und H-Leu-HMPB-NovaPEG Harz von Novabiochem

ausgewahlt. Diese Harze sind dafiir bekannt, gut in Wasser zu quellen.

3.4.1. Voruntersuchungen des Harzes und der N-terminal geschiitzten

Aminosaurederivate

Bestimmung des Trockengewichts des PEGA Harzes PEGA Harze werden
schon in Ethanol vorgequollen ohne Fmoc-Schutzgruppe am Amin geliefert. Die An-
gabe des Herstellers zur Beladung bezieht sich auf das Trockengewicht des mit Fmoc-
Nle-OH beladenen Harzes. Daher wurde zuerst die Masse des gelieferten, gequolle-
nen Harzes mit der Trockenmasse korreliert. Dazu wurde 150 mg des vorgequollenen
Harzes je dreimal in Wasser, Methanol, Acetonitril, DMF und abschlieftend Dichlor-
methan gewaschen. Das Harz wurde dann 7 Tage getrocknet und die Masse durch

Wiégen bestimmt. Die Trockenmasse betrug 30 mg.

Test der Aminosaurederivate auf ausreichende Loslichkeit  Fiir die Peptidsyn-
these in Wasser ist es notwendig, dass die Wasserloslichkeit der geschiitzten Amino-
sduren ausreichend hoch ist. Die in den vorangegangenen Abschnitt beschriebenen
Peptidsynthesen in DMF oder Dichlormethan wurden mit einer Aminosdurekonzen-
tration von 0,2 - 0,25 M erfolgreich durchgefiihrt. Eine Konzentration der Aminoséu-
relésung von 0,2 M wurde als minimal notwendige Konzentration fiir eine erfolgreich
Peptidsynthese festgelegt.

Daher wurde versucht Losungen der geschiitzten Aminosduren mit dieser Konzen-
tration in Wasser herzustelleb. Tatséchlich gelang es problemlos Losungen mit einer
Konzentration von 0,2 M der geschiitzten Aminosidurederivate 52 (MIM-B,,-Gly-
OH), 74 (MIM-B,,-Leu-OH), 75 (MIM-B,,-Pro-OH), 76 (MIM-B,,-Phe-OH) und
25 (MIM-B,,-Thy(tBu)-OH) in Wasser herzustellen. Dies zeigt, dass die ionische

Schutzgruppe die Wasserloslichkeit, auch seitenkettengeschiitzter, Aminosaurederi-

125



Schutzgruppen-Ansatz Kapitel 3

vate ausreichend stark erhoht, um fiir Peptidsynthese in Wasser eingesetzt werden
zu konnen. Im Gegensatz zu den in der Literatur bekannten Ansétzen ist bei diesen

Verbindungen kein Zusatz von Detergenzien notwendig.

3.4.2. Prinzipieller Test der Peptidkupplung in Wasser

Um die Peptidkupplung in Wasser grundsétzlich zu testen, wurde als Modellsys-
tem die Kupplung des geschiitzten Glycinderivats an PEGA und H-Leu-HMPB-
NovaPEG Harze untersucht. Es wurden jeweils 30 mg (Trockenmasse) der entspre-
chenden Harze in Spritzen eingewogen und 15 min mit Wasser vorgequollen. An-
schliefend wurden Losungen von 52 (MIM-B,,-Gly-OH), dem wasserloslischen Car-
bodiimid EDC und N-Hydroxy-5-norbonen-2,3-dicarbonsédureimid (je 5 eq bezogen
auf das Harz) in Wasser aufgezogen und fiir 2 h gekuppelt.?® Danach wurden die
Harze je fiinf mal mit Wasser, Methanol und DCM gewaschen.

Um zu testen, ob noch freies Amin am Harz vorhanden war, wurde anschliefsend ver-
sucht, Fmoc-Leu-OH in organischen Losungsmitteln zu kuppeln. Das Produkt dieser
Reaktion wiirde sich leicht mittels HPLC-MS detektieren lassen. Dadurch ist eine
indirekte Aussage moglich, ob die Kupplung vollstandig oder nur teilweise erfolgte.
Nach dieser Reaktion wurden die Proben je fiinf mal mit DMF und DCM gewaschen,
um sicher alle Edukte und Reagenzien abzutrennen. Anschliefsend wurden die Harze
mit einer 1:1 Mischung aus TFA und DCM behandelt. Die Spaltlésungen wurden mit
kaltem Diethylether versetzt und abzentrifugiert. Der Riickstand wurde mit Hilfe der
HPLC-MS untersucht, dabei wurde gezielt nach Fmoc-Leu-NH (im Fall des PEGA-
Harzes) und Fmoc-Leu-Leu-OH (im Fall des PEG-Harzes) gesucht. In beiden Féllen
konnte nur das gewiinschte Derivat, dass heift Verbindung 78 (MIM-B,,-Gly-NHy)
beziehungsweise 79 (MIM-B,,-Gly-Leu-OH), detektiert werden. Dies belegt, dass es
mit dem geschiitzten Glycinderivat 52 (MIM-B,,-Gly-OH) prinzipiell moglich ist,
eine Peptidkupplung in Wasser durchzufiihren.

Selbstverstandlich sind noch viele Versuche notwendig, um die Anwendbarkeit

dieser Methode genauer zu untersuchen. Das Ergebnis des Vorversuchs ist jedoch

ermutigend.
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7N
\J 0 0
) 78
5 eq MIM-By-Gly-OH
—
52
a’), b) cr L O
N O’/ \\O H
\J o) 0

79

a) PEGA, 5 eq EDC, 5 eq HONB, H,0, RT, 2h
a’) H-Leu-HMPB-NovaPEG, 5 eq EDC, 5 eq HONB, H,0, RT, 2h
b) 3 * 5 min TFA/DCM 1:1

Abbildung 3.41.: Erste Versuche zur Peptidsynthese in Wasser mit dem Aminosau-
rederivat 52 (MIM-B,,-Gly-OH)

127



Schutzgruppen-Ansatz Kapitel 3

3.5. Zusammenfassung und Ausblick

Es konnte eine basenlabile, funktionelle Schutzgruppe mit ionischem 7Tag fiir die
a-Aminofunktion von Aminoséuren hergestellt werden. Je nach Aminosdurederivat
sind unterschiedliche Methoden zur Synthese entwickelt worden. Glycin kann, da in
diesem Fall keine Gefahr der Racemisierung besteht, durch schrittweisen Aufbau der
Schutzgruppe an der Aminoséure hergestellt werden. Fiir andere Aminoséaurederiva-
te wurden zwei weitere Methoden entwickelt: die Kupplung der Aminoséaure mit dem
in der reduzierten Form vorliegenden Linker mit ionischem 7Tag und anschlieffende
Oxidation sowie die direkte Kupplung des an den oxidierten Linker gekuppelten
ionischen Tags an die Aminosdure. Letztere Variante entspricht dem in Kapitel 2
vorgestellten Ansatz zum Anbringen eines ionischen Tags an ein fertiges Peptid. Die-
se Methode ist schnell und elegant, kann aber bei sehr hydrophilen oder nur gering
mit hydrophoben Phasen wechselwirkenden Aminoséuren nicht oder nur beschrénkt
eingesetzt werden. Dies beruht auf dem zwingend notwendigen Einsatz der FPE fiir
die Reinigung der Produkte.

Wahrend der Synthese traten eine Reihe von unerwarteten Problemen auf. Diese
konnten letztlich alle gelost werden, jedoch war es notwendig Schritt fiir Schritt
jedes Problem zu identifizieren und eine Losung zu entwickeln. Nicht selten ver-
ursachte die Losung eines Problems ein anderes, welches vorher nicht beobachtet
werden konnte.

Die Wasserloslichkeit der geschiitzten Aminosiurederivate 52 (MIM-B,,-Gly-OH),
74 (MIM-B,,-Leu-OH), 75 (MIM-B,,-Pro-OH), 76 (MIM-B,,-Phe-OH) und 25
(MIM-B,,-Tyr(tBu)-OH) ist vermutlich ausreichend hoch fiir die Peptidsynthese
in Wasser. Verbindung 52 (MIM-B,,-Gly-OH) konnte in Wasser an zwei verschie-
denen Harze gekuppelt werden, der Erfolg wurde mit HPLC-MS nachgewiesen.

Es wurde auch ein schwer 16sliches Testpeptid 26 (H-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-
OH), entworfen und synthetisiert. An diesem Testpeptid konnten die Kupplungsbe-
dingungen fiir die neuen Aminosdurederivate optimiert werden. Es gelang, Bedin-
gungen zu finden, unter welchen es wihrend der Kupplung nicht zur Racemisierung
kommt. Dies zeigt, dass die Verwendung von ionischen Schutzgruppen eine Alterna-
tive zu dem in Kapitel 2 vorgestellten Tag-Ansatz darstellt.

Um den Nachweis antreten zu konnen, dass die Peptidsynthese in Wasser eine Al-
ternative zur Verwendung von organischen Losungsmitteln ist, miissen noch mehr
verschiedene Peptide mit unterschiedlichen Aminosdurederivaten hergestellt werden.
Auf dem Weg zu einer 6konomisch und 6kologisch giinstigeren Peptidsynthese an

der festen Phase sind noch viele weitere Probleme zu l6sen, wie zum Beispiel die
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Entwicklung einer milden Abspalttechnik. Mogliche Losungen fiir dieses Problemes

konnten der Einsatz von Enzymen oder photochemische Reaktionen sein.
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4. Funktionelle Schutzgruppen zur Vermeidung

von Aggregation

4.1. Entwurf der saurelabilen Schutzgruppen

In diesem Kapitel werden funktionelle Schutzgruppen fiir die Seitenketten verschie-
dener Aminoséuren beschrieben. Der ionische Tag soll iiber einen sdurelabilen Linker
kovalent mit der funktionellen Gruppe der Seitenkette verbunden sein. Dieser Tag

soll zwei Vorteile bringen:

1. Er soll die Synthese von Peptiden mit schwierigen Sequenzen erleichtern. Dieser
Effekt kann auf zwei verschiedene Arten zustande kommen, abhingig davon

welche Ursachen den Schwierigkeiten bei der Synthese zu Grunde liegen.

a) Ist die Synthese aufgrund der geringen Loslichkeit der wachsenden Pep-
tidketten schwierig, so kann der ionische Tag verwendet werden, um die
Loslichkeit des Peptids zu erhéhen. Aus dem Bereich der IF ist bekannt,
dass deren Loslichkeit sehr stark von der Wahl des Anions abhéngt. Die
Loslichkeit kann durch Variation des Anions fiir ein gegebenes Kation von
sehr gut bis zu nahezu unloslich in Wasser eingestellt werden. In diesem
Fall sollte durch die geschickte Wahl des Anions die Loslichkeit der fest-
phasengebundenen Peptidkette im fiir die Peptidkupplung verwendeten

Losungsmittel ausreichend erhéht werden.

b) Ist die Ursache fiir die Probleme wéhrend der Synthese die Bildung von
inter- oder intramolekularen Sekundarstrukturen in den wachsenden Pep-
tidketten, so soll der ionische Tag die oft hydrophobe Umgebung der Ag-
gregate destabilisieren. Dadurch sollte der N-terminus des Peptids wieder

leichter zugénglich sein.

2. In der Festphasensynthese von Peptiden werden die polaren funktionellen
Gruppen in den Seitenketten iiblicherweise mit sehr unpolaren Schutzgruppen
wie Boc-, t-Butylether- oder Cbz-Schutzgruppen blockiert. Daher sind voll-
standig geschiitzte Peptidfragmente in Wasser normalerweise sehr wenig 16s-
lich. Die ionischen Schutzgruppen sollen aufgrund ihrer grofen Polaritat und

durch Wahl eines gut wasserloslichen Anions die Loslichkeit von vollsténdig
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geschiitzten Peptidfragmenten in wéssrigen Losungsmitteln deutlich erhéhen.
Dadurch sollte deren Reinigung durch RP-HPLC erleichtert oder auch erst

ermoglicht werden.

Von den 12 Aminoséduren, deren Seitenketten wihrend der traditionellen Fmoc-
Peptidsynthese geschiitzt werden, wurden drei als Modellaminosduren fiir die ver-
schiedenen funktionellen Gruppen in den Seitenketten ausgewéhlt. Als Modell fiir
Aminosiuren mit einer Hydroxy-Gruppe wurde Serin ausgewihlt.'”™® Der Entwurf
der Schutzgruppe wurde von dem fiir die Schiitzung von Hydroxylgruppen oft ver-
wendeten t-Butylether abgeleitet. Aspartat diente als Modell fiir Aminosduren mit
einer Carbonsaurefunktion in der Seitenkette. In diesem Fall wurde der ¢-Butylester
als Vorbild gewéhlt. Von den vier Aminoséuren mit basischer Seitenkette wurde Ly-
sin als Modell verwendet. Fiir Amine sollten zwei Schutzgruppen entwickelt werden.
Eine wurde von der Struktur der Boc-Gruppe abgeleitet, fiir die zweite diente die
Chbz-Gruppe als Vorbild.

COOH

OH
HZN/Q(

0]

Asparaginsaure

Abbildung 4.1.: Strukturen der Aminoséduren, welche als Modelle fiir die Seitenket-

tenschiitzung dienten
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4.2. Synthese einer ionischen Schutzgruppe fiir

Hydroxy-Gruppen

4.2.1. Entwurf der Schutzgruppe fiir die Alkoholfunktion des Serins

Die Verkniipfung der Schutzgruppe sollte in einer Form &hnlich eines ¢-Butylethers
erfolgen. Diese sind unter den fiir die basische oder hydrogenolytische Spaltung iib-
lichen Bedingungen stabil. Von starken Sauren wie z.B. TFA wird der Ether unter
Riickbildung der Alkohlfunktion gespalten. Die Verkniipfung mit dem ionischen Tag
sollte so kurz wie moglich und so lang wie nétig sein. Da nucleophile Substitutionen
an Kohlenstoffatomen in a-Position zu einem quaternédren Kohlenstoff sehr schwierig

sind, wurde als minimale Kettenlinge zwei Methyleneinheiten angesehen.!™

Cl

\N/N\T(’\)ﬁ/
\—/

o)

Fmoc< j\

N COOH
H

Abbildung 4.2.: Design der Schutzgruppe fiir Serin

4.2.2. Uberblick iiber die Syntheserouten

Die Herstellung des gewiinschten Serinderivats ist auf verschiedene Arten denkbar.
Dabei gibt es verschiedene Schritte, deren Reihenfolge unterschiedlich gewahlt wer-

den kann:

Synthese der Vorlauferverbindungen fiir den tert-Ether

Aufbau des tert-Ethers

Einfiihrung der Ladung

Wechsel der Schutzgruppen / Umschiitzung (z.B. Abspalten der Cbz- und Bn-
Schutzgruppen, Einfiigen der Fmoc-Gruppe)

Dabei ist der Aufbau des tert-Ethers der wichtigste. Falls die Einfithrung der La-
dung wie in der Aufzdhlung nach der Synthese des Ethers erfolgt, hat dieser Schritt
Auswirkungen auf die Wahl der Schutzgruppen und damit auf deren Wechsel (z.B.

diirfte die Fmoc-Gruppe nicht mit den Bedingungen der nucleophilen Substitution
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durch 1-Methylimidazol kompatibel sein). Die in dieser Arbeit untersuchten Mog-
lichkeiten sind in Abbildung 4.3 dargestellt.

RO
cv@n\n/ o 4\)\"/ \n)Hn\C,
(0]

(0]
. ' \h
X‘H\%
b i
O
n B - X
B N o

Cbz .

Abbildung 4.3.: Ansétze zur Synthese des gewilinschten Serinderivats

4.2.3. Herstellung von tert-Butylethern

Da die Bildung des tert-Ethers der Schliisselschritt der in 4.2.2 vorgestellten Sequenz
ist, sollen die synthetischen Moglichkeiten zur Darstellung von tert-Ethern hier etwas

ausfiihrlicher besprochen werden.
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Ausgehend von Alkenen Diese Methode ist die in Labor und Technik gebréuch-
lichste Variante zur Herstellung von tert-Butylethern.!™ Isobuten wird durch ei-
ne Losung des zu verethernden Alkohols hindurchgeleitet, in diese einkondensiert
oder unter Druck zur Reaktion gebracht. Als Katalysatoren konnen Brgnsted- und
Lewis-Séuren dienen, z.B. konzentrierte Schwefelsdure oder Bortrifluorid. Eine an-
dere Moglichkeit sind Quecksilbersalze. Fiir dieses Verfahren werden grofe Mengen
Isobuten benétigt, je nach Prozessfithrung sind druckfeste Apparate notwendig.

Es gibt in der Literatur aber auch ein Beispiel, bei dem das bei Raumtemperatur

178

fliisssige Alken 2-Methyl-l-buten eingesetzt wurde. Dabei wurde dann ein tert-

Pentylether erhalten.

Ausgehend von Alkoholen Die Synthese von tert-Butylethern ausgehend von Iso-
buten hat einige Nachteile.!™180 Es gab daher immer wieder Anstrengungen eine
Methode zu entwickeln, bei der tertiire Alkohole oder ihre Derivate als Ausgangs-
materialen dienen kénnen. 79180

Theoretisch kénnte diese Reaktion analog zur Williamschen Ethersynthese erfolgen.
Insbesondere fiir die Schiitzung von chiralen Aminosduren, die im Rahmen dieser
Dissertation im Mittelpunkt standen, ist die Williamsche Ethersynthese nicht at-
traktiv. Es gibt zwei denkbare Kombinationen von Halogenid und Alkoholat. Zum
einen kénnen in den Aminoséurederivaten die Hydroxylfunktion durch ein Halogenid
ersetzt werden. Diese miissten dann durch das tertidre Alkoholat nucleophil substi-
tuiert werden. Insbesondere im Fall des Tyrosins diirfte dies nicht gelingen (Abb.

44).

OR' 77 OR!

R2HN R2HN
O o]
Abbildung 4.4.: Schwierigkeiten bei der Herstellung des tert-Ethers ausgehend vom

halogenierten Aminosaurederivat

In der anderen Variante werden die Aminosdurederivate mit einer starken Base de-
protoniert und dann mit den tertidren Halogeniden in einer Sy 1 Reaktion umgesetzt.
Dabei kann es zu Eliminierung von HX durch das stark basische Alkoholat kommen.
Unter basischen Bedingungen ist das dabei gebildete Alken nicht in der Lage mit

den Alkohol zu reagieren.
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Ganz prinzipiell ist die Notwendigkeit eine stochiometrische Menge einer starken
Base (Alkoholat) einzusetzen ein grofseres Problem. Das a-Kohlenstoffatom kénnte
durch die Base deprotoniert werden, was zur Racemisierung fithren wiirde.

Die Anwendung saurer Katalysatoren ist hingegen moglich. Bei der Verwendung von
tert-Butanol ergibt sich ein Cs-symmetrisches Carbokation (Abb. 4.5).

wy OH -H,O -H*
Abbildung 4.5.: Sdurekatalysierte Bildung von Isobuten aus tert-Butanol

Eine moglicherweise eintretende Eliminierung wiirde immer zu Isobuten fithren. Die-
ses ist unter den sauren Bedingungen in der Lage, zum gewiinschten Ether zu reagie-
ren. In zumindest zwei Publikationen, in denen tert-Butylether ausgehend von Al-
kohlen oder ihren Derivaten hergestellt wurden, wird die Bildung von Isobuten aus
dem verwendeten tert-Butanol als Zwischenschritt sogar explizit angenommen. 89181
Es ist auch moglich, den tertidren Alkohol zuerst als Trichloracetimidat zu aktvieren,

und dann mit einem priméren oder sekundiren Alkohol umzusetzen.®?

4.2.4. Synthese der Alkene

Wie in Abbildung 4.3 dargestellt, wurde versucht, den tert-Ether ausgehend von
Alkenen herzustellen, dies entspricht den Reaktionen b und g. Dazu wurden zuerst

die entsprechenden Alkene mit verschiedenen Methoden hergestellt.

4.2.4.1. Synthese des Alkens durch Wittig-Reaktion

Die Synthese des Alkens durch eine Wittigreaktion entspricht der Reaktion a’ in
Abbildung 4.3. 4-Chlorbutan-2-on ist kommerziell erhéltlich. Ausgehend von diesem
Keton wurde versucht, durch Reaktion mit dem aus Methyltriphenylphosphinbromid
und BuLi erhéltlichen Wittigreagenz das Alken 80 herzustellen (Abb. 4.6).183184

Br BuLi, DMSO,
RT, 15 min _ )I\/\/
- Cl
+ 5-Chlorpentan-2-on,
(Ph)sP™Me RT. 2 h

80

Abbildung 4.6.: Wittigreaktion zur Herstellung des Alkens

Dieser Weg war nicht erfolgreich. Zwar konnte das Alken hergestellt werden, wie
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durch 'H-NMR-Spektroskopie gezeigt werden konnte. Es war jedoch nicht méoglich,
dass so hergestellte Alken durch Destillation ausreichend zu reinigen. Die Nebenpro-
dukte konnten nur teilweise identifiziert werden. Erstaunlicherweise stellte Benzol
eine haufige Verunreinigung der Proben dar. Da dies in keinem Schritt der Reak-
tion oder Reinigung verwendet wurde, entstand es vermutlich aus dem Phosphoni-
umsalz. Die Reaktion wurde mit Cyclohexanon als Kontrolle durchgefiihrt. 8> Mit
diesem Edukt wurde eine Ausbeute von 86% an reinem Alken erhalten. Auch die
Umsetzung des 4-Pentanonsédureethylester und die Reinigung des daraus erhaltenen
Alkens gelang problemlos. '8

Da die Kontrollexperimente darauf hindeuteten, dass das Wittigreagenz korrekt her-
gestellt wurde, aber bei der Reaktion mit 5-Chlorpentan-2-on schlecht abtrennbare

Nebenprodukte entstanden, wurde dieser Ansatz nicht weiterverfolgt.

4.2.4.2. Synthese der Alkene durch Aktivierung und nucleophile
Substitution

Ein anderer Weg zum gewiinschten Alken ist in Abbildung 4.3 als Reaktion a skiz-
ziert. Dabei wurde die Hydroxylgruppe des kiduflichen 3-Methylbut-3-en-1-ol in eine
gute Abgangsgruppe (X) umgewandelt. Falls X = Mesylat oder Tosylat ist, erfolgte
die Bildung direkt durch Umsetzung des Alkohols mit dem entsprechenden Sulfon-
siaurechlorid. 18718 Wenn X = Cl war, erfolgte diese Reaktion durch nucleophile

Substitution des Tosylats mit Chloridionen.

Herstellung des Mesylats und Tosylats Beide Reaktionen gelangen problemlos,
die Ausbeuten waren gut (Abb. 4.7).

1,1 eq Mesylchlorid ,1,1 eq NEt3
DCM, 0 °C, 15 min

99 %

Y
O\m//o
/o

)I\/\ \
OH
81 1 eq Tosylchlorid, O\\ /,O

Y

90 %

Abbildung 4.7.: Aktivierung der -OH Gruppe von 3-Methylbut-3-en-1-ol als Mesylat
bzw. Tosylat

Das Mesylat hat aber zwei Nachteile. Zum einen war das Mesylat 82 bei Raum-
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temperatur nicht stabil, sondern zersetzte sich im Verlauf weniger Wochen. Zum
anderen reagierte das Mesylat 82 nach der Destillation explosionsartig. Dies deutet
darauf hin, dass eine stabilisierende Verunreinigung durch die Reinigung abgetrennt
wurde. Das Tosylat war in dieser Hinsicht weniger problematisch, es konnte durch

Saulenchromatographie gereinigt werden.

Herstellung des Chlorids durch nucleophile Substitution des Tosylats 83 Da
als Anion urspriinglich Chlorid gewiinscht war (IF mit Chloridionen sind gut was-
serloslich), wurde versucht, die entsprechende Halogenverbindung des Alkens her-
zustellen. Die erfolgreichste Methode ging vom Tosylat 83 aus. Dieses wurde mit
Pyridinhydrochlorid umgesetzt. Das Alken konnte direkt aus dem Reaktionsgemisch
abdestilliert werden. In diesem Fall wurde auf die Verwendung eines Losungsmittels
verzichtet, da DMF ein Azeotrop mit dem Produkt bildete und DMSO sich teilweise
unter Bildung eines sehr iibelriechenden und nicht abzutrennenden Nebenprodukts

zersetzte.

1 eq CsHgNCI,

g3 120145°C, 1h )I\/\
94 % Cl

84

Abbildung 4.8.: Umsetzung des Tosylats mit Pyridinhydrochlorid

Da diese Reaktion in der Literatur noch nicht bekannt war, wurde getestet, ob
mit diesem Ansatz auch die Synthese des dem Chlorid 84 entsprechenden Bromids
moglich ist.'® Die Reaktion fand tatsiichlich statt, jedoch wird in diesem Fall ne-
ben dem gewiinschten Bromderivat viel Eliminierungsprodukt (ca. 40%) gebildet,
welches durch Destillation nur schwer abgetrennt werden konnte. Als Base fungierte
vermutlich das wahrend der Reaktion in kleinen Mengen gebildete Pyridin. Die Bil-
dung des Eliminierungsprodukts wurde durch die Konjugation mit der schon beste-
henden Doppelbindung begiinstigt. Da Brom eine bessere Abgangsgruppe als Chlor
ist, ist verstandlich, warum in diesem Fall mehr Eliminierungsprodukt gebildet wur-
de. Diese Nebenreaktion kénnte eventuell durch den Einsatz von Bromid-Salzen mit
anderen Kationen vermieden werden. Wéare der Stickstoff des Kations vollstandig

quaternisiert, so wire die Bildung von Pyridin deutlich unwahrscheinlicher.

Synthese des ionischen Alkens 90 Die Synthese des tert-Ethers ausgehend von
cinem Alken mit ionischem 7Tag entspricht den Reaktionen f und g in der Uber-
sicht 4.3 auf Seite 134. Die nucleophile Substitution konnte sowohl am Mesylat 82
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als auch am Chlorid 84 erfolgen (Abb. 4.9). Beide Reaktionen waren erfolgreich.

OMes
82

Y eq MIM, LM, T, t )I\/
\N/\ .

Y

90
)I\/\
Cl
84
Edukt X Y LM T t Ausbeute
82 MesO- 3 LM-frei 80 °C 2d 93 %
84 Cr 5 MeCN Reflux 20 h 63 %

Abbildung 4.9.: Nucleophile Substitution mit 1-Methylimidazol an 82 und 84

4.2.5. Schiitzung von Z-Ser-OBn mit dem Alken 84

Das Alken 84 konnte andererseits auch direkt eingesetzt werden, um Z-Ser-OBn zu
schiitzen. Dies entspricht der Reaktion b in der Ubersicht 4.3 auf Seite 134. Fiir
diese Reaktion wurde BF3-Et,O als Katalysator verwendet. Das Ergebnis ist in Ab-
bildung 4.10 dargestellt. Da die Reaktion ist aber noch nicht vollstdndig optimiert

wurde, sollte sich die Ausbeute noch steigern lassen.

cl
OH 2 eq 84, 0,24 eq BF 3+ Et,O ﬁ/\/

. /g‘/o DCM, RT, 16 h o
bz Bn o
N 53 % Cbz \N/(n/osn

O
H
O
85

Y

Abbildung 4.10.: Schiitzung von Z-Ser-OBn mit Alken 84

Die Struktur des vollstdndig geschiitzten Serinderivats 85 wurde durch Rontgen-
strukturanalyse bestatigt (Abb. 4.11). Dieser Schliisselschritt ist also erfolgreich, es

konnte keine Racemisierung festgestellt werden.
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Abbildung 4.11.: Ergebnis der Kristallstrukturanalyse von des Serinderivats 85

Das geschiitzte Serinderivat 85 sollte durch nucleophile Substitution am Chloratom
mit beliebigen Molekiilen funktionalisiert werden konnen. Dies ermoglicht eventuell
die reversible Verkniipfung von Aminoséuren mit verschiedenen Substanzen (Farb-

stoffen, Katalysatoren und anderen Tags).

4.2.6. Nucleophile Substitution des Chlors im Serinderivat 85 durch
1-Methylimidazol (Einfiihrung des Tags)

Dieser Schritt entspricht der Reaktion ¢ in Ubersicht 4.3 auf Seite 134. Die in die-
sem Fall gewiinschte Art der Funktionalisierung ist die Substitution des Chlors durch
1-Methylimidazol. Dadurch wird in der Seitenkettenschutzgruppe eine positive La-
dung eingefiihrt. Um die Reaktion unter moglichst milden Bedingungen durchfiihren
zu konnen, wurde zur Reaktion Nal zugesetzt. Dieses reagiert in situ in einer Fin-
kelsteinreaktion mit dem Chlorderivat und wandelt es in das deutlich reaktivere
Iodderivat um. Das Ergebnis ist in Abbildung 4.12 auf der néchsten Seite darge-
stellt. Aufgrund der Zugabe von Nal ist nicht klar, ob es sich bei dem erhaltenem
geschiitzten Serinderivat um das Chlorid- oder das Iodidsalz handelt. Der niedrigere
Wert der Ausbeute ist fiir ein reines Iodid, der hohere Wert fiir ein reines Chlorid

berechnet.
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5 eq MIM, 1,5 eq Nal, N/
. MeCN,Reflux, 6 h X\/ ~7
5 o

55 - 64 % o o)

86

Abbildung 4.12.: Einfiihrung der Ladung mit 1-Methylimidazol in 85

4.2.7. Abspaltung der Cbz- und Benzylschutzgruppe

Diese Reaktion brachte unerwartete Schwierigkeiten. Die Hydrogenolyse mit Hy und
Pd / C bei Raumtemperatur war nicht erfolgreich, ebenso die Transferhydrogenolyse
mit Ammoniumformiat und Pd(OH), / C bei Raumtemperatur. Nur bei einer Tem-
peratur von 90 °C in rein wassriger Losung wurden beide Schutzgruppen vollstandig
abgespalten, es waren aber auch in diesem Fall 20 eq Ammoniumformiat notwendig.
Die Kontrolle erfolgte in allen Féllen mit HPLC-MS. Bei diesen Versuchen wur-
de immer zuerst der Benzylester, dann die Chz-Gruppe gespalten. Uberschiissiges
Ammoniumformiat kann normalerweise durch wéssrige Extraktion vom unpolaren
Produkt der Entschiitzung entfernt werden. Da das in diesem Fall erhaltene Serin-
derivat 87 sehr gut wasserloslich ist, konnte das Ammoniumformiat auf diese Art
nicht abgetrennt werden. Auch Versuche mit FPE und Chromatographie an Cellu-
lose scheiterten. Nachdem 87 nicht rein dargestellt werden konnte, ist auch keine
Ausbeuteberechnung méoglich. Die Bedingungen fiir die Entschiitzung sind in Abbil-
dung 4.13 dargestellt.

or
N\
20 eq NH,HCOO, cat. Pd(OH), / C NN
H,0, 90 °C, 90 min >
86 >
0
OH
HoN
0
87

Abbildung 4.13.: Abspaltung der Cbz- und Bn- Schutzgruppe von 86

Durch eine Modellreaktion von Ammoniumformiat mit dem in obiger Reaktionen
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verwendeten Pd(OH), konnte die vermutliche Ursache fiir die Probleme aufgeklért
werden. Wird Ammoniumformiat in Wasser gelost und mit Pd(OH), / C vermischt,
so setzt nach einer Induktionsperiode die Zersetzung des Ammoniumformiats ein
(erkennbar an der Gasentwicklung (diese Reaktion ist die Grundlage der Trans-
ferhydrierung)). Bei Zugabe von Nal stoppt die Gasentwicklung sofort. Damit wird
die Transferhydrogenolyse unmoglich. Der Grund hierfiir diirfte die Bildung von sehr
schwer 16slichem Pdl, sein.®! Da bei der nucleophilen Substitution Nal als Additiv
verwendet wurde, und damit gerechnet werden muss, dass es zumindest teilweise
zu einem Anionaustausch wihrend der Reaktion kam, ist auch das in der Hydroge-
nolyse eingesetzte Aminosdurederivat mit lodid verunreinigt. Das Iodid stellt unter
diesen Bedingungen ein Katalysatorgift fiir Palladium dar. Dies ist ein Beispiel da-
fiir, wie das wahrend der Reaktion kaum beriicksichtigte Anion das Ergebnis stark
beeinflussen kann.

Um die Probleme (hohe Temperatur, grofer Uberschuss an Ammoniumformiat) bei
der Transferhydrogenolyse zu vermeiden, konnte eventuell das Anion im ionischen

Serinderivat 86 mit Silbertrifluormethansulfonat ausgetauscht werden.

4.2.8. Schiitzung der Aminogruppe des Serinderivats 87 mit Fmoc-Cl

Diese Reaktion wurde mit dem durch Ammoniumformiat verunreinigten Serinderi-
vat nach der Entschiitzung durchgefiihrt, die Ausbeute war mit nur 7% sehr klein

und erfordert weitere Optimierung.

cl”
N\
1,1 eq Fmoc-Cl, 2 eq Na,COs, Nz \
H,0O / Dioxan 1:1, Rt, 1 h ﬁ/\/
87 >
7% (0]
Fmoc\H OH
(0]
88

Abbildung 4.14.: Schiitzung von 87 mit Fmoc-Cl

Die geringe Ausbeute wurde durch das noch in der Mischung enthaltene Ammo-
niumformiat verursacht. In wéssrigen Natriumcarbonatlosungen werden aufgrund
der Protolysereaktion des Carbonations mit Wasser Hydroxidionen gebildet. Diese
sind in der Lage, Ammoniumionen zu Ammoniak zu deprotonieren. Dieser kann

mit dem zugesetzten Fmoc-Cl zum Carbamat reagieren (Abb. 4.15). Aufgrund des
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grofien Uberschusses an Ammoniumformiat reagiert bevorzugt Ammoniak aus die-
ser Quelle mit dem Fmoc-Cl, nur ein sehr kleiner Anteil der Aminosédure wird in der

gewiinschten Weise umgesetzt.

Na,CO3; + H,O =——= NaHCOj3; + OH-

OH + NH4* + HCOO® ———= H,0 + HCOO" + NHj

NHs +  Fmoc-Cl

Abbildung 4.15.: Bildung von Ammoniak und dessen Reaktion mit Fmoc-Cl

Das bei dieser Reaktion gebildete Carbamat 89 konnte mittels HPLC-MS nachge-
wiesen werden (Abb. 4.15). Auferdem war noch viel nicht umgesetztes Edukt 87
vorhanden. Das gewiinschte Fmoc geschiitzte Serinderivat konnte jedoch durch FPE
abgetrennt werden. Auf diese Art ist es also moglich, das gewiinschte Aminoséure-

derivat zu erhalten, allerdings mit geringer Ausbeute.

4.2.8.1. Schiitzung von Z-Ser-OBn mit dem ionischen Alken 90-Cl~

Die Reaktion wurde analog wie die Umsetzung des Alkens 84 mit Z-Ser-OBn durch-
gefithrt (Abb. 4.10 auf Seite 139). Mit HPLC-MS konnten nur Spuren des geschiitz-
ten Serinderivats 86 detektiert werden (Abb. 4.16). Dies steht im scharfen Gegensatz
zur Reaktion des nicht ionischen Alkens 84 mit Z-Ser-OBn. Auch durch Reaktion
in der Mikrowelle konnte keine Steigerung des Umsatzes erzielt werden. Die genaue
Analyse der ganz am Anfang in der HPLC-MS Untersuchung eluierten polaren Ver-
bindungen erklérte dieses Ergebnis. Nach 6 h ist das Edukt 90-Cl™ noch vorhanden,
es haben sich aber aus dem ionischen Alken 90-Cl~ zwei Folgeprodukte gebildet.
Bei diesen Substanzen handelt es sich um den entsprechenden ionischen tertidren
Alkohol und das ionische tertidre Chlorid. Mit der Zeit verschiebt sich die Mischung
immer mehr zum tertidren Chlorid, nach 6 Tagen ist weder das Edukt 90-Cl~ noch
der Alkohol detektierbar. Die Identifikation des tertidren Chlorids wurde durch das

Isotopenmuster dieses Produkts untermauert.
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Abbildung 4.16.: Addition des Chlorid-Anions an das Alken 90-CI~

Eine analoge Reaktion mit 90-MesO™ scheiterte ebenfalls. In diesem Fall wurde nur
das Wasseraddukt als Nebenprodukt beobachtet.

Die Nebenreaktionen werden zum einen durch Wasser hervorgerufen, welches oft in
den sehr hygroskopischen Edukten vorhanden ist. Andererseits kann auch das Chlo-
ridanion an das Alken addiert werden. Interessanterweise wurde mit dem Mesylat
90-MesO™ keine Addition des Anions an das Alken beobachtet. Wenn die Reaktion
unter striktem Ausschluss von Wasser mit getrocknetem Alken 90-MesO~ durch-
gefiihrt wiirde, ergibe sich eine gewisse Erfolgschance. In diesem Fall konnte die
nucleophile Substitution mit 1-Methylimidazol in Abwesenheit der eventuell Race-

misierungsempfindlichen Aminosaure stattfinden.

4.2.9. Synthese des Ethers ausgehend von Alkoholen

Diese Alternative entspricht in der Ubersicht 4.3 den Reaktionen h und i.

4.2.9.1. Herstellung des tertiaren Alkohols durch Grignardreaktion

Diese gelingt sowohl mit 3-Chlorpropionsédureethylester als auch 3-Brompropion-
sdureethylester. % Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.17 zusammengefasst. Beide

Alkohole konnten durch Destillation gereinigt werden. !t
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o) 2,5 eq MeMgl, Et,0,

RT - Reflux, 2 h X/\
/\O)I\/\X HO X

X Produkt Ausbeute
Cl 92 52 %
Br 93 76 %

\

Abbildung 4.17.: Herstellung der tertidren Alkohole fiir die Ethersynthese

4.2.9.2. Synthese der tertidaren Ether ausgehend von 92 und 93

Die Umsetzung der Alkohole 92 und 93 mit Z-Ser-OBn gelang nicht. Im Gegensatz
zu der in der Literatur berichteten Beobachtung, dass eine Mischung von Schwe-
felsdure und Magnesiumsulfat die Bildung von tert-Ethern katalysierten, konnte in
diesem Fall kein Umsatz festgestellt werden. Da die Synthese des tert-Ethers ausge-

hend vom Alken gelang, wurde dieser Ansatz nicht weiterverfolgt.

4.2.10. Entwurf einer Silylschutzgruppe

Im Bereich der Peptidchemie werden Schutzgruppen auf Silylbasis relativ selten
eingesetzt. Dabei bieten diese neben einer sehr variablen Stabilitdt im sauren bzw.
basischen Milieu auch die Moglichkeit der orthogonalen Entschiitzung durch Behand-
lung mit Fluoridionen. Daher wurde versucht, eine Silylschutzgruppe zur Schiitzung
von Alkohlen zu entwickeln.1% Ausgehend vom kommerziell erhéltlichen Chlorsilan
Chlor(4-chlorbutyl)dimethylsilan wurde die nucleophile Substitution am C-¢ mit 1-
Methylimidazol durchgefiihrt. Es wurde nicht versucht, das ionische Chlorsilan zu
isolieren, sondern es wurde sofort mit Z-Ser-OBn weiter umgesetzt (das Uberschiis-
sige MIM wirkt in diesem Fall als Base).

Das mit der ionischen Silylschutzgruppe verkniipfte Aminosdurederivat 95 konnte
nach der Reaktion mittels HPLC-MS nachgewiesen werden. Auch konnte das durch
Hydrolyse des Chlorsilans entstehende Silanol 96 und das Dimerisierungsprodukt
aus einem Molekiil Silanol und einen Molekiil Chlorsilan (Verbindung 97) mittels
HPLC-MS identifiziert werden (Abb. 4.19).

Leider gelang es nicht, 95 zu isolieren. In Gegenwart von Wasser zersetzte sich 95
zu schnell, um es durch FPE im praparativen Mafistab isolieren zu konnen. Dies ist
insofern nicht verwunderlich, da die neu hergestellte Schutzgruppe im Prinzip einer
TMS- oder Dimethylethylsilyl-Schiitzung entspricht. Die TMS-Schutzgruppe ist eine

wenig stabile Silanolbasierte Schutzgruppe und wird leicht in wéssrigen Losungen
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5 eq MIM, MeCN, Cl
\ / 150 °C (MW), 10 min \/
C|/Si\/\/\C| > C|/SI\/\/\N/\ +’
\</
94
0,5 eq Z-Ser-OBn, MeCN, \ / .
04 RT, 24 h - O’Si\/\/\N/\I,

95

Abbildung 4.18.: Herstellung der Silylschutzgruppe und Kupplung an Z-Ser-OBn

\/
HOISI\/\/\D'\I/
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N/ \/
\N/%,\I/\/\/S“O’S'\/\/\N/\\,\I’

=/ </

97

Abbildung 4.19.: Nebenprodukte der Herstellung der Silylschutzgruppe 94

im basischen gespalten (der Uberschuss an MIM ist fiir die Basizitit der Losung
wihrend der Aufarbeitung verantwortlich).6?

Als Fazit bleibt, dass Silyl-Schutzgruppen eine interessante Orthogonalitéit aufweisen
wiirden. Durch die hier durchgefiihrten Reaktion konnte aufterdem gezeigt werden,
dass das Chlorsilan die anspruchsvollen Bedingungen der nucleophilen Substituti-
on mit 1-Methylimidazol toleriert. Dies bietet die Moglichkeit, andere Silylschutz-
gruppen zu entwickeln, welche einen stabileren Silylether bilden kénnen (z.B. durch

Ersatz der beiden Methylgruppen durch Phenyl- oder tert-Butylsubstituenten).
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4.3. Synthese einer ionischen Schutzgruppe fiir Carbonsaduren

4.3.1. Entwurf der Schutzgruppe

Die Schiitzung von Carbonsduren in der Seitenkette von Aminoséduren erfolgt oft
in Form von t-Butylestern. Diese kdnnen prinzipiell auf die gleiche Art wie die im
Abschnitt 4.2.2 beschriebenen tertidren Ether hergestellt werden. In diesem Fall
bieten sich als Ausgangsmaterial der Synthese tertidre Alkohole an. Diese sind leicht
in grofsen Mengen durch Grignardreaktion erhéltlich. Auferdem ist die Veresterung
eine relativ robuste Methode (im Gegensatz zu der im Abschnitt 4.2.5 auf Seite 139
dargestellten Methode der Veretherung mit Isobuten). Die Ubersicht der moglichen
Syntheserouten sind ist in Abbildung 4.20 dargestellt.

X

|

o
a
N OH
lb

c N/ﬁ‘)( f
NN
l NEUSNSon

+ N +
€ 9
1 - —_— - -~ 17
Fmoc., Fmoc (

H,N”~ ~COOH N" "COOH N° CooAl

Abbildung 4.20.: Ubersicht zur Schiitzung von Asparaginséure mit einer ionischen

Schutzgruppe

4.3.2. Synthese der Schutzgruppe

Die Synthese der tertiiren Alkohole ist zum einen iiber die im Abschnitt 4.2.9.1
auf Seite 144 beschriebene Grignardreaktion moglich (Abb. 4.17). Daran wiirde sich
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die nucleophile Substitution mit 1-Methylimidazol anschlieffen. Dabei werden aus
sterischen Griinden (wédhrend der nucleophilen Substitution) mindestens zwei Me-
thylengruppen zwischen quaternidrem Kohlenstoff und der Abgangsgruppe benétigt.
FEin eleganter Weg zu einem ahnlichen Derivat mit nur einer Methylengruppe wurde

192 Die zwei Stufen werden als Eintopfreaktion durch-

in der Literatur beschrieben.
gefithrt, die beschriebene Verwendung von druckfesten Apperaturen ist nicht nétig.

Die Reaktion kann auch bei Atmosphérendruck erfolgreich durchgefiihrt werden.

X Im, 50 °C,15h  Mel,80°C,4 h
' > —
o} 97 % ></ //\+\
HO

Abbildung 4.21.: Synthese des tertidren Alkohols 98

Der Erfolg der Synthese wurde durch die Rontgenstrukturanalyse eines Einkristalles
des tertidren Alkohols bestétigt (Abb. 4.22).

Abbildung 4.22.: Ergebnis der Kristallstrukturanalyse von des ionischen Alkohols
98

4.3.3. Veresterung der Schutzgruppe mit Z-Asp-OBn

Die Veresterung des Asparaginsdurederivats mit dem ionischen Alkohol 98 wurde
mit DCC durchgefiihrt. ' Durch Zusatz von DMAP konnte der Umsatz auf 100 %

gesteigert werden. Die Aufarbeitung muss aber noch optimiert werden.
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—\
Z-Asp-OBn, 1,1 eq DCC, ></N\¢ —
o}

0,2 eq DMAP, 0 °C, 14 h
57 %

98

Y

Cbz OBn

Abbildung 4.23.: Veresterung des tertidren Alkohols 98 mit Z-Asp-OBn

Trotz des laut HPLC-MS vollstéindigen Umsatzes, war die isolierte Ausbeute er-
staunlich niedrig. Ein Teil des Produkts befand sich in der grofsen Mischfraktion mit
dem bei der Reaktion aus dem DCC gebildeten 1,3-Dicyclohexylharnstoffs. Die Ver-
wendung anderer Carbodiimide (z.B. EDC) kénnte hier Verbesserungen bringen, da
in diesen Féllen andere Harnstoffe gebildet wiirden, die eventuell leichter abgetrennt

werden konnen.

4.3.4. Entschiitzung des Asperaginsaurederivats 99

Die Hydrogenolytische Entschiitzung von 99 gelang nur mit grofen Miihen. Die Er-
klarung konnte die gleiche wie fiir die Probleme mit dem Serinderivat 86 sein (Ab-
schnitt 4.2.7 auf Seite 141). Insgesamt wurde die Hydrogenolyse fiinf mal angesetzt
und das Edukt wieder isoliert, bis dann die Reaktion erfolgreich war. Es war sehr
erstaunlich, dass bei dieser Reaktion zuerst auch refluxieren keinen FErfolg brachte.
Nach mehrmaligen Versuchen war die Reaktion dann sehr schnell bei Raumtempe-
ratur vollstdandig. Dies deutet darauf hin, dass zuerst das Iodid gegen Formiat oder
ein anderes Anion ausgetauscht werden musste, um die Reaktion ablaufen zu lassen.

Die Verwendung von Methanol als Losungsmittel kann dabei zum Methylester fiih-

N\
4 eq NH4HCOO, 10 mol % Pd/C, ></N\¢ —
MeOH, Rt, 15 min o
99 >
o)
OH
H,N
0
100

Abbildung 4.24.: Hydrogenolyse von 99 mit Pd/C und Ammoniumformiat
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ren. Auch in diesem Fall konnte das iiberschiissige Ammoniumformiat nicht vom
teilweise entschiitzten Aminosdurederivats abgetrennt werden, dadurch war es nicht

moglich die Ausbeute zu bestimmen.

4.3.5. Schiitzung des Amins des Asparaginsaurederivats 100 mit Fmoc-Cl

Da das Asparaginsdurederivat 100 nicht gereinigt werden konnte, wurde das Re-
aktionsgemisch direkt fiir die Fmoc-Schiitzung eingesetzt. Diese wurde analog zu
der beim Serinderivat besprochenen unter Schotten-Baumann Bedingungen durch-
gefiihrt. Dabei war auch in diesem Fall der Anteil des gewiinschten Fmoc geschiitzten

Asparaginsdurederivats sehr gering.

N\
1,1 eq Fmoc-Cl, 2 eq Na,CO3, O></N\y -

H>O / Dioxan 1:1, Rt, 1 h

Y

100
O

Fmoc OH

Iz

0
101

Abbildung 4.25.: Schiitzung von 100 mit Fmoc-Cl

Da die Transferhydrogenolyse von 99 noch sehr viel schwieriger als die des Serinde-

rivats 86 war, wurde die Syntheseroute umgestellt.

4.3.6. Veresterung von Fmoc-Asp-OAll mit dem tertidren ionischen Alkohol
98

Diese Reaktion wurde analog zur Veresterung von Z-Asp-OBn durchgefiihrt. Auch in
diesem Fall war der Umsatz laut HPLC-MS vollsténdig, die Ausbeute war wiederum

nur durchschnittlich.

4.3.7. Spaltung des Allylesters des Asparaginsaurederivats 102

Diese Reaktion konnte mit Hilfe von Pd(PPhs), und Morpholin erfolgreich durchge-
fithrt werden. Die Entfernung des Allylesters erfolgt sehr schnell, nach 10 min ist die
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_ \
| Fmoc-Asp-OAll, 1,1 eq DCC, o></ NN

0,2 eq DMAP, 0 °C, 14 h
51 %

5
)
7
Y

o

Abbildung 4.26.: Veresterung von Fmoc-Asp-OAll mit 98

Reaktion laut HPLC-MS beendet. Dabei tritt die Spaltung der Fmoc-Schutzgruppe
durch das im Uberschuss eingesetzte Morpholin als Konkurrenzreaktion auf. Durch
quenchen mit TFA wurde versucht diese zu unterdriicken. Die Ergebnisse sind bis

jetzt noch nicht zufriedenstellend.

=\ +
10 eq Morpholin, 10 mol % Pd(PPhs), KD N—
MeCN, RT, 10 min o)
102 >
22 % o
Fmoc\H OH

o}

101

Abbildung 4.27.: Katalytische Allylesterspaltung von 102

Diese Reaktion kann sicherlich noch weiter optimiert werden. Ein Ansatz wére
die Optimierung des Quenchens (sicherstellen, dass alles Morpholin neutralisiert
ist) oder durch andere, nichtbasische Nucleophile bei der Spaltung des Allylesters
geschehen. '™ Das fiir diese Zwecke getestete Benzolmethylsulfinat entfernte zwar
nicht die Fmoc-Schutzgruppe, aber der Umsatz war nicht vollstdndig. Auferdem
bildete sich ein unbekanntes, nur schwer abzutrennendes Nebenprodukt. Eventuell
sind die in der Literatur empfohlenen Sulfinsduren oder Dimedon in diesem Fall

besser geeignet.
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4.4. Ansatze zur Synthese einer ionischen Schutzgruppe fiir

Amine vom Boc-Typ

In Abbildung 4.28 wird die Herstellung einer von der Boc-Gruppe abgeleiteten
Schutzgruppe skizziert. 214 Diese Schutzgruppe sollte durch starke Siuren irrever-
sibel gespalten werden. Als Ausgangspunkt wurde der tertidre Alkohol 98 verwendet.
Die Synthese dieses ionischen Alkohols wurde in Abschnitt 4.3.2 beschrieben. Dieser
ionische, tertidre Alkohol wurde gewahlt, da in diesem Fall der Linker zwischen dem

tertiiren Alkohol und der ionischen Gruppe so klein wie moglich ist. %

o) 14\.
J M N~
/N/ﬁ;)( a /N/ﬁ’X i > i ° ¥
N K e NN Kk )

1 1
Fmoc. y
H COOH

Abbildung 4.28.: Ubersicht iiber die Schiitzung von Lysin mit einer ionischen
Schutzgruppe

4.4.1. Aktivierung des ionischen Alkohols 98 als Carbonat

Die Aktivierung wurde mit p-Nitrochloroformat vorgenommen. Die Verwendung
von Di- N-hydroxysuccinimidcarbonat war in der Literatur nicht erfolgreich.6* Aus
tertidren Alkoholen sind mit Phosgen die entsprechenden Chloroformate zugéng-
lich.195:19 Die Verwendung von Phosgen ist in diesem Fall aber schwierig. Phosgen
ist ein sehr giftiges Gas. Im Chemikalienhandel sind daher Losungen von Phosgen in
verschiedenen inerten Losungsmitteln verfiighar, um den Umgang mit gasformigen
Phosgen zu vermeiden. Der ionische tertidre Alkohol 98 ist in den fiir Phosgenlo-
sungen iiblichen Losungsmitteln (aufgrund des ionischen Motivs) nicht 16slich, und
Phosgen ist in den Losungsmitteln in denen sich 98 gut 16st instabil (z.B. Wasser)
oder nicht als Losung in diesen Losungsmitteln (z.B. Dichlormethan) erhéltlich. Al-
so miisste in diesem Fall mit gasférmigem Phosgen gearbeitet werden. Wegen der
hohen Giftigkeit des Phosgens, sollte diese Moglichkeit als letzter Ausweg angesehen

werden, falls andere Methoden nicht zum Ziel fiihren.
Die als Carbonat aktivierte Schutzgruppe 103 ist in Acetonitril mindestens mehre-

re Stunden stabil und kann gut mit HPLC-MS detektiert werden. Bei -20 °C scheint

die aktivierte Schutzgruppe 103 mindestens fiir eine Woche stabil zu sein.
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1,1 eq p-Nitrochloroformat, |

Pyridin, RT, 3,5 h O5N 0 [/\
98 > \@\ =\ +
N/

o)l\oX/ ~

Abbildung 4.29.: Aktivierung des ionischen Alkohols 98 mit p-Nitrochloroformat

4.4.2. Schiitzung von Fmoc-Lys-OH mit dem aktivierten Carbonat 103

Der aktivierte Alkohol 103 aus der vorherigen Reaktion kann direkt fiir die Schiit-
zung des freien Amins von Fmoc-Lys-OH verwendet werden. Die Reaktion wurde
bisher nur im 0,1 mmol Mafstab (bezogen auf den Alkohol 98) durchgefiihrt, um
die prinzipielle Mdéglichkeit der Umsetzung zu testen. Die Reaktion war erfolgreich,
das mit der ionischen Schutzgruppe in der Seitenkette geschiitzte Fmoc-Lysinderivat
konnte mit Hilfe der HPLC-MS identifiziert werden, die Umsetzung war nach 4 h
vollstédndig. Die Retentionszeit bei der Untersuchung mittels HPLC-MS deutet dar-
auf hin, dass es moglich ist, das fertige Fmoc-Lysinderivat 104 durch FPE zu reini-

gen.

(0] /%\ +
Fmoc-Lys-OH, HNJ\OX/ N

2 eq Nay,CO3, RT, 4 h

103

Y

Fmoc OH

Iz

104

Abbildung 4.30.: Kupplung der als Carbonat aktivierten ionischen Boc-
Schutzgruppe an Fmoc-Lys-OH

Damit ist der Zugang zu den gewiinschten, mit ionischen Boc-artigen Schutzgrup-
pen geschiitzten Aminosdurederivaten im Prinzip erarbeitet. Es miissen noch die
Reaktionsbedingungen und die Aufarbeitung optimiert werden. Von den im klei-
nen Mafstab erhaltenen experimentellen Ergebnissen sind keine schwerwiegenden

Probleme zu erwarten.
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4.5. Ansatze zur Synthese einer ionischen Schutzgruppe fiir

Amine vom Cbz-Typ

Eine anderes Grundmotiv fiir die Schiitzung von Aminfunktionen ist die Z- oder
Cbz-Gruppe. Diese ist normalerweise gegen Sauren stabil und wird durch Hydro-
genolyse abgespalten. Um die Sédurelabilitdt zu erh6hen kann die Verkniipfung des
ionischen Tags iiber einen Phenolether in para-Position erfolgen. Diese Gruppe ist
ein starker Elektronendonor und stabilisiert die Bildung eines benzylischen Kations.
Dadurch wird die Spaltung durch Siuren (welche iiber Kationische Ubergangszu-
stinde fiihrt) erleichtert. Dieses Motiv ist an den Wang Linker angelehnt.'®” Die
Route zur Schutzgruppe, inklusive Aktivierung und Kupplung an die Aminoséure
ist in Abbildung 4.31 skizziert.

e .
/\©\ /\©\o/\/\0| O/V\N/\
T f l :
04\©\ e 0% R\O)LO/\©\ o
OH O/\/\CI o/\/\'J%\N’

%L ﬁoMNA

Fmoc <
COOH

Abbildung 4.31.: Ubersicht iiber die Schiitzung von Lysin mit einer von der
Cbz-Gruppe und dem Wang Linker abgeleiteten ionischen
Schutzgruppe

4.5.1. Synthese des Phenolethers
Der Phenolether ist gut aus kommerziell erhéltlichen p-Hydroxybenzylalkohol und
1-Brom-3-Chlorpropan zuginglich (Abb. 4.32). 195199

Die Reaktionssequenz e und f in Ubersicht 4.31 ist moglich, sie ist aber mithsamer

und ergibt eine geringere Gesamtausbeute. Daher wird dieser Ansatz nicht weiter
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1-Brom-3-Chlorpropan, KOH,

HO N MeOH, Reflux, 5 h HO/\©\
| 72 % o
> 0" N"¢

OH

105

Abbildung 4.32.: Synthese des Phenolethers 105

diskutiert.

4.5.2. Herstellung der Schutzgruppe

Durch nucleophile Substitution mit 1-Methylimidazol am Phenolether 105 wird die
fertige Schutzgruppe erhalten.

cl
. 3qMIM,65°C,3d HO/\O\
59 % G O/\/\N«,\]’,

\w/

106
Abbildung 4.33.: Einfiihrung des ionischen Tags durch nucleophile Substitution des
Chloratoms durch 1-Methylimidazol im Phenylether 105

Die ionische Schutzgruppe 106 kann in kristalliner Form erhalten werden, die

Rontgenkristallstruktur beweist den Erfolg der Synthese.

Abbildung 4.34.: Ergebnis der Kristallstrukturanalyse der ionischen Schutzgruppe
106
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4.5.3. Aktivierung mit p-Nitrophenolchloroformat und direkte Kupplung an
Fmoc-Lys-OH

Die Aktivierung erfolgte analog zu der des ionischen tertidaren Alkohols 98. Dabei ist
die Wahl des Losungsmittels schwierig. Pyridin ist das offensichtlich fiir die Reaktion
am besten geeignete Losungsmittel. Die ionische Schutzgruppe 106 ist darin jedoch
nicht gut 16slich. Auf der anderen Seite kann die ionische Schutzgruppe 106 in DMF
gelost werden. Dieses Losungsmittel ist fiir die Aktivierung mit dem Chloroformat
nicht geeignet. Es gelang trotz allem, die ionische Schutzgruppe 106 in Pyridin mit

p-Nitrochloroformat zumindest teilweise zur Reaktion zu bringen (Abb. 4.35).

o .
1,1 eq p-Nitrochloroformat, O (0]
Pyridin, RT, 3,5 h .
106 > N0

NO,

107

Abbildung 4.35.: Aktivierung der ionischen Schutzgruppe 106 mit p-

Nitrochloroformat

Mit HPLC-MS konnte die aktivierte ionische Schutzgruppe nachgewiesen werden.
Die Ausbeute beim Féllen mit Diethylether ist gering. Dabei wird auch ein Teil
des aktivierten Carbonats zersetzt (Kontrolle mit HPLC-MS). Dies liegt zumindest
teilweise an im Ether gelostem Wasser. Die als p-Nitrophenolcarbonat aktivierte
Schutzgruppe ist bei -20 °C nicht stabil, es fand teilweise Zersetzung statt (Kontrolle
mit HPLC-MS). Die aktivierte Schutzgruppe konnte mit der freien Aminogruppe von
Fmoc-Lys-OH zur Reaktion gebracht werden (Abb. 4.36). Der Umsatz war innerhalb
von vier Stunden vollstiandig (Kontrolle mit HPLC-MS, im EIC konnte keine Spur

des aktivierten Zwischenprodukts mehr gefunden werden).

Da die in dieser Reaktion verwendeten Mengen (Aktivierung von 0,1 mmol der
ionischen Schutzgruppe 106) sehr gering waren, wurde das Produkt nicht isoliert.
Die Ergebnisse der Aktivierung und Kupplung lassen vermuten, dass hiermit ein
Zugang zu dem mit der ionischen Schutzgruppe in der Seitenkette geschiitzten Fmoc-
Lysinderivat gefunden ist. Andererseits sind fiir die Synthese von 108 noch viele

Optimierungsmoglichkeiten gegeben.
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_ (0]
Cl
Fmoc-Lys-OH, \ O)I\ NH
2 eqNay,CO3, RT, 4 h |
107 > SN NN
\%

Fmoc\H OH

(0]

108

Abbildung 4.36.: Kupplung von der als Carbonat aktivierten Schutzgruppe 107 an
Fmoc-Lys-OH
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4.6. Zusammenfassung und Ausblick

Die Herstellung der in der Seitenkette geschiitzten Aminosdurederivate von Serin,
Aspartat und Lysin ist moglich. Die Ausgangsverbindungen fiir alle gewtinschten
Schutzgruppen konnten in ausreichend grofen Mengen mit im Allgemeinen guten
Ausbeuten hergestellt werden. Diese Verbindungen sind gut charakterisiert und stel-
len einen soliden Ausgangspunkt fiir weitere Arbeiten in diesem Gebiet dar.

Um 4-Chlor-2-methylbut-1-en 84 herzustellen wurde eine neue, einfache und sehr
milde Technik zur Synthese von chlororganischen Verbindungen ausgehend von Al-
koholen entwickelt.

Es gelang, die Schutzgruppen an die ausgewéhlten Modellaminosduren zu kuppeln.
Dabei wurde ein sdurelabiler Linker eingefiihrt, der vielseitige Funktionalisierungen
ermoglicht. Dieser ist orthogonal zur in der Peptidchemie iiblichen Fmoc-Strategie.
Auferdem konnte in allen Féllen die gewiinschte Zielverbindung nachgewiesen wer-
den.

Obwohl wichtige Ziele erreicht wurden, fehlen oft noch die letzten Schritte fiir die
Synthese der Zielverbindungen in grofseren Mengen. Die gereinigten, sowohl Fmoc
als auch mit den entsprechenden ionischen Schutzgruppen geschiitzten Derivate sind
fiir eine eingehende Charakterisierung notwendig. Erst dann kann der Effekt der io-
nischen Schutzgruppen durch Untersuchung ihres Einflusses auf die Ausbeuten und
Reinheit der mit ihnen hergestellten Peptide bestimmt werden. Daran anschlieffend
ware die Bestimmung des Einflusses der ionischen Schutzgruppen auf die Loslich-
keit der Peptide und der zur Abspaltung der Schutzgruppen nétigen Bedingungen
moglich.

Es ist bis jetzt noch nicht ganz klar, ob die nucleophile Substitution von Tosylaten
mit Pyridinsalzen eine allgemeine Methode zur Herstellung von Halogenderivaten
aus den den Tosylaten zugrunde liegenden Alkoholen darstellt. Die bei dieser Reak-
tion manchmal auftretende Eliminierung diirfte durch das in geringen Mengen gebil-
dete Pyridin erfolgen. Ob quaternisierte Pyridinderivate hier einen Vorteil bringen
(der Stickstoff ist in diesem Fall vollstéandig blockiert) und einen Zugang zu labi-
len Brom- und eventuell Iodderivaten ermoglichen bedarf weiterer Untersuchungen.
Auch der Einsatz von festphasengebundenen Reagenzien auf ionischer Basis konnte
hier Vorteile bringen, die Regeneration sollte an der festen Phase relativ leicht durch
Waschen mit wassrigen Saurelosungen moglich sein.

Generell kbnnen viele der in diesem Kapitel vorgestellten Reaktionen noch hinsicht-
lich der Ausbeute optimiert werden. Dies trifft insbesondere auf die Veretherung
von Z-Ser-OBn mit dem Alken 84, die Aufarbeitung der nucleophilen Substitution
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am Serinderivat 85, der Spaltung des Allylesters in im Fmoc geschiitzten Asparag-
insdurderivat 102 sowie die Aktivierung und Kupplung der ionischen Alkohole 98
und 106 zu. Hier sollten mit einfachen Mitteln grofte Fortschritte moglich sein, da
gezeigt wurde, dass all diese Reaktionen prinzipiell moglich sind. Auch die Ursachen
der Probleme wurden identifiziert, aus Zeitgriinden konnten die Losungsansitze je-
doch nicht mehr in Angriff genommen werden.

Ein sehr erfreuliches Resultat war die Stabilitdt der Cl-Si Bindung wéhrend der
nucleophilen Substitution mit 1-Methylimidazol. Leider war das Motiv der Schutz-
gruppe nicht optimal gewéahlt. In diesem Fall war die Schutzgruppe von der TMS-
Gruppe abgeleitet, diese ist jedoch die instabilste Silylschutzgruppe. Durch eine
Variation der Substituenten am Silicium sollte es moglich sein, die Stabilitdt der
O-Si Bindung in den geschiitzten Aminosdurederivaten zu erhéhen. Dies wiirde den
Zugang zu einer Vielzahl verschiedener Schutzgruppen und Linker ermdoglichen, die

eine gewisse Orthogonalitit gegeniiber Sduren und Basen bieten.
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5. Analytik und Reinigung ionischer Verbindungen

5.1. Analytik

Ionische Verbindungen stellen den organischen Chemiker immer wieder vor grofse
Herausforderungen. Die normalerweise in der organischen Chemie synthetisierten
Substanzen sind relativ unpolar und gut in verschiedenen organischen Losungsmit-
teln, jedoch schlecht in Wasser 16slich. Fiir diese Molekiile steht eine Vielzahl ver-
schiedener, bewédhrter Untersuchungstechniken zur Verfiigung. Im Laufe der Jahre
wurden sehr wirkungsvolle und vielseitige Trenntechniken entwickelt. Insbesonders
die chromatographischen Verfahren ermdglichen die schnelle und effiziente Unter-
suchung kleinster Mengen komplexer Gemische. Die Diinnschichtchromatographie
ist ein Paradebeispiel fiir eine einfache aber sehr effiziente Methode, die fiir die
verschiedensten Anwendungen abgewandelt werden kann. Unpolare Molekiile sind
nicht hygroskopisch, ihre Untersuchung mittels Elementaranalyse im Allgemeinen
problemlos. 177200

Im Rahmen dieser Arbeit wurden viele verschiedene ionische Verbindungen herge-
stellt. Fiir die Kontrolle der Reaktionen und die préaparative Trennung waren man-
che der iiblichen Techniken nicht oder nur eingeschrinkt geeignet.!2:201:202 Daher
war es zuerst notwendig, geeignete Methoden zur Analytik der Reaktionsgemische
zu entwickeln. Ohne die dadurch erhaltenen Informationen wére die Identifikation
von auftretenden Nebenprodukten, die darauf basierende Optimierung der Reakti-
onsbedingungen und die Entwicklung und Kontrolle von Reinigungsverfahren nicht
moglich gewesen. Auch wenn viele der hier beschriebenen analytischen Techniken zur
Charakterisierung von Reinsubstanzen verwendet werden, wird die Analytik wegen
ihrer iiberragenden Bedeutung bei der Entwicklung der Reinigungsverfahren hier

zuerst dargestellt.

Kristallstrukturanalyse Dies ist generell eine der vielseitigsten Analysentechni-
ken, dies trifft auch in Bezug auf IF und andere polare Substanzen zu. Mit dieser
Technik kann direkt die Konnektivitat des Kations sowie die Stéchiometrie und Art
der Anionen bestimmt werden. Das Problem liegt im ziichten der Kristalle, da viele
der Verbindungen als Ol erhalten werden. Deren Kristallisation ist schwierig und

nicht immer erfolgreich. Wenn Einkristalle ausreichender Qualitat erhalten wurden,
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konnten mit dieser Technik einige sehr iiberraschende Beobachtungen an den herge-

stellten Substanzen gemacht werden (sieche auch Kapitel 6 auf Seite 171).

Massenspektroskopie (MS) Ionische Verbindungen kénnen sehr gut mittels ESI-
MS detektiert werden. Dies ist daher auch eine der in dieser Arbeit am haufigsten
angewendeten Methoden. Der Grund fiir die gute Detektion liegt in der permanenten
Ladung des zu untersuchenden Molekiils und ihrer im Allgemeinen hohen Loslichkeit
in Wasser/Acetonitril Gemischen.

[onische Verbindungen lassen sich jedoch nicht mit MS-Methoden untersuchen, bei
welchen die Probe vorher verdampft werden muss. Dies ist z.B. bei FAB oder EI-
Techniken der Fall. Die Verwendung von MALDI sollte prinzipiell geeignet sein, es

liegen aber dazu keine Erfahrungen mit IF vor.

NMR-Spektroskopie Die NMR spektroskopischen Untersuchungen werden von
der ionischen Natur der zu untersuchenden Verbindungen nicht beeinflusst. Die
schwierige Reinigung der Substanzen fiihrt zu einem indirekten Problem fiir die
NMR-Spektroskopie: die verunreinigten Proben ergeben sehr komplizierte Spektren.
Die grofse Hygroskopizitit vieler IF fiihrt aufserdem zu starken Wassersignalen wo-
durch die Empfindlichkeit der Messungen etwas reduziert wird. Durch Lyophilisieren
mit D,O kann dieses Problem reduziert werden. Einige ionische Verbindungen sind
nur in hydroxylhaltigen Losungsmitteln (Deuteriumoxid, Methanol) 16slich. In die-

sen Fillen ist es nicht moglich, austauschbare Protonen zu detektieren.?%3

Elementaranlyse Da fast alle IF schwer zu reinigen und stark hygroskopisch sind,
konnte nur in seltenen Féllen eine sinnvolle Elementaranalyse von ionischen Ver-
bindungen erhalten werden. Dies traf auch auf Substanzen mit sauberem NMR-
Spektrum und ESI-MS-Signal zu.

UV-Spektroskopie Kationen mit dem Methylimidazolmotiv kénnen gut bei ei-
ner Wellenldnge von 210 nm detektiert werden. Die Detektion von Kationen mit
einem Tetraalkylammoniummotiv ist mittels UV-Spektroskopie nicht moglich. Was-
ser, welches aufgrund der Hygroskopizitdt der Proben aufgenommen wird, stort bei
A > 200 nm nicht.

Chromatographische Methoden Fiir die analytische Anwendung kommen vor-
allem DC, GC und HPLC in Frage.
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Diinnschichtchromatographie (DC) Diese Methode ist fiir ionische Verbindun-
gen nur eingeschriankt verwendbar. Die zu Beginn dieser Arbeit hergestellten, kleinen
und hochpolaren Verbindungen zeigten mit iiblichen Eluenten einen R;-Wert = 0
oder schmierten sehr stark, was den Einsatz der DC unmoglich machte. Die aus
der Kupplung dieser kleinen, sehr polaren Molekiile an grofere, unpolare Amino-
sdurederivate entstehenden Produkte konnen zum Teil mit gutem Erfolg mittels DC

getrennt werden.

Gaschromatographie (GC) Aufgrund des im Allgemeinen nicht messbaren Dampf-
drucks von IF ist diese Methode nicht fiir die Untersuchung dieser Substanzen ge-

cignet. %

Hochdruck Fliissigkeitschromatographie HPLC Da die IF auf Normalphasen-
material bei der DC manchmal vollstdndig retardiert werden, ist diese Methode fiir
IF nicht empfehlenswert. Einerseits sind die Trennséulen teuer, falls diese also durch
die IF blockiert wird, entsteht ein grofserer Schaden. Zum anderen konnen IF Kie-
selgel auflésen, was die Sdule beschiadigen und eventuell zu einem verstopfen von
Leitungen nach der Saule fithren kann. 2

Reversed Phase (RP) Chromatographie ist teilweise geeignet, um IF zu untersu-
chen.?®? Verfiigt das Kation selbst iiber ausreichend grofe und hydrophobe Berei-
che, so konnen die IF getrennt werden. Eine andere Moglichkeit ist die Verwendung
von lonenpaarreagenzien. Bei diesen werden hydrophobe Anionen zur mobilen Pha-
se der HPLC zugesetzt. Die mit dem polaren Kation entstehenden Ionenpaare sind
deutlich hydrophober und zeigen oft eine héhere Retention an der C-18 Phase.
Kleine, hochpolare Molekiile lassen sich mit RP-HPLC nur eingeschrénkt untersu-
chen. Fiir grofere Molekiile mit ausreichend grofsen unpolaren Bereichen ist dies die
Technik der Wahl.
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5.2. Reinigung

Destillation Destillation von IF ist aufgrund ihres normalerweise nicht messbar

kleinen Dampfdrucks im Regelfall nicht md&glich.

Extraktion Diese Methode ist je nach Art der Verunreinigungen gut fiir die Rei-
nigung von IF geeignet. Insbesondere in Wasser schlecht 16sliche IF werden oft so
gereinigt. In dieser Arbeit wurden ionische Verbindungen mit einer ausgepriagten
Wasserloslichkeit hergestellt. Diese Molekiile haben oft auch einen relativ unpolaren
Rest (z.B. Aminosdurederivate mit Schutzgruppen in der Seitenkette). Daher zei-
gen sie in beiden Phasen eine gewisse Loslichkeit, eine effiziente Trennung ist so oft
nicht moglich. Ein weiteres Problem ist die teilweise Wirkung der im Rahmen dieser
Arbeit hergestellten Verbindungen als Detergenz. In diesem Fall bilden sich stabile
Emulsionen und die Ausbeute wird deutlich reduziert. Daher wurde diese Technik in
der klassischen fliissig-fliissig Variante fiir die Aufarbeitung der Reaktionsgemische

mit polaren Produkten nicht eingesetzt.

Kristallisation Diese Technik war, wenn es gelang ein kristallines Produkt zu erhal-
ten, sehr effizient. Leider war das nur in wenigen Féllen moglich (siehe z.B. mehrfach
geladener Tag und die Nicotinsdurederivate). Insbesondere die Ergebnisse bei den
Nicotinsadurederivaten zeigen ein sehr schwer zu erkennendes Risiko der Umkristal-
lisation auf. Es kann dabei zu Umwandlungen der Substanzen kommen, welche mit
NMR und ESI-MS nicht detektiert werden kénnen (Kapitel 6 auf Seite 171).

Fillen mit kaltem Diethylether Diese Methode stellt eine allgemeine und sehr
effiziente Methode dar, um in Diethylether 16sliche, unpolare Verbindungen (Edukte)
von den polaren Produkten abzutrennen. Da sich die ionischen Verbindungen oft als
Ol abschieden, erfolgte die Abtrennung der Etherphase durch Zentrifugation und

anschliefendem abdekantieren des Uberstandes.

Sadulenchromatographie mit Kieselgel Manche Verbindungen, die in der DC
einen Ry von 0 zeigen, konnen trotzdem von Kieselgel eluiert werden. In Abhéngig-
keit der Verbindung gelingt dies entweder gar nicht, oder nur mit geringer Ausbeute
oder relativ gut. Es ist jedoch dabei zu beachten dass IF das Kieselgel teilweise
auflosen. 2 Diese ist dann in den IF kolloidal gelést und kann gegebenenfalls nur
schwer abgetrennt werden. Da diese Methode immer wieder sehr speziell angepasst

werden muss, wurde sie zur Trennung ionischer Verbindungen nicht eingesetzt.
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(Semi-)Praparative HPLC Diese Methode ist dann geeignet, wenn die Trennung
mittels analytischer RP-HPLC ausreichend gut ist. Dies konnte in zumindest ei-
nigen Fallen gezeigt werden. Erstaunlich ist in diesem Zusammenhang die hohe
Kapazitédt des Reprosil C18 Basic Sdulenmaterials fiir ionische Verbindungen. Die-
ses RP-Material stellt eine extrem unpolare stationdre Phase dar. Rational wiirde
erwartet, dass die Kapazitdat und Selektivitat bei dieser Kombination gering ist. Die
Wechselwirkung erfolgt in diesem Fall durch den hydrophoben Teil des Molekiils.
Insbesondere bei den Aminosédurederivaten ist es daher notwendig, einen sauren
Puffer zu verwenden, um die Carbonsaure zu protonieren.

Bei der Verwendung der praparativen HPLC ist zu beriicksichtigen, dass diese Me-
thode (je nach verwendeten Puffer) zu einem Anionenaustausch fithrt. Dies kann
problematisch sein, falls die zu trennende Substanz mit dem Anion des Puffers deut-
lich schlechter 16slich ist. Ist das Verhéltnis Puffer / Substanz zu gering, kann es sein,
dass der Anionenaustausch unvollstandig erfolgt und am Ende ein Produktgemisch

mit verschiedenen Anionen erhalten wird.

Festphasenextraktion Diese Technik ist eigentlich dazu gedacht, niedrig konzen-
trierte Analyte vor einer Messung aufzukonzentrieren (z.B. Anreicherung von Pes-
tiziden in Wasser fiir die Riickstandsanalytik). Erstaunlicherweise ist diese Technik
auch zur praparativen Trennung von ionischen Verbindungen geeignet. Vorausset-
zung ist, dass die Verbindungen ausreichnd von dem C-18 Sdulenmaterial absorbiert
werden.

In der einfachsten Form wird die praparative FPE wie eine normale analytische FPE
durchgefiihrt. Dabei wird zuerst die Kartusche durch Spiilen mit Methanol und an-
schlielend deionisiertem Wasser aktiviert. Das zu reinigende Produktgemisch wurde
zuerst durch Fallung mit Diethylether von tiberschiissigen 1-Methlyimidazol bzw.
1,2-Dimethylimidazol und nicht umgesetztem Edukt abgetrennt. Ausreichend was-
serlosliche Produkte wurden nach dem Entfernen des Diethylethers mit Wasser auf
die FPE-Kartusche aufgetragen. Anschliefflend wurde mit Wasser die erste Fraktion
eluiert. Durch Eluation mit einer 1:1 (v/v) Mischung von Acetonitril/Wasser wur-
de die zweite Fraktion gewonnen. Je nach Polaritéit befindet sich das Produkt in
einer der beiden Phasen. Die Kontrolle erfolgt am besten mit HPLC-MS. Auch in
Wasser unlosliche Verbindungen lassen sich so trennen, wenn sie vorher aus einer
Losung von Acetonitril auf Cellulosepulver aufgezogen wurden. In Abbildung 5.1
auf der nichsten Seite ist dieser Aufbau gezeigt. Obwohl vom Hersteller empfoh-
len wird, die Kartuschen nur einmal zu verwenden, konnten diese im Allgemeinen

wiederverwendet werden.
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c d e

MeCN /
H,0 (1:1)

Fraktion 1 Fraktion 2 Fraktion 3
(Produkt)

m polarere Verunreinigung
A Produkt
® unpolarere Verunreinigung

Abbildung 5.1.: Autbau der FPE fiir die Extraktion in wenigen (2-3) Fraktionen:
a) Konditionieren der Kartusche; b) Beladen der Kartusche mit der
Probe; ¢) Eluieren mit reinem Wasser, die polarere Verunreinigung
wird abgetrennt; d) Eluieren des Produkts; e) Regenerieren der Kar-

tusche, unpolarere Verunreinigungen werden eluiert

Je nach Trennleistung kann es notig sein, die Gréfe der einzelnen Fraktion zu ver-
andern, mehrere Fraktionen zu sammeln, andere Eluentenmischungen zu verwenden
oder die Trennung mit Hilfe von UV-Spektroskopie zu iiberwachen. Die FPE Kartu-
schen lassen sich gut in eine Mitteldruckchromatographieanlage (MPLC) integrieren,
wenn sie mit einem Stopfen verschlossen werden. Die Zufuhr des Losungsmittels er-
folgt dann durch eine Kaniile, welche durch den Stopfen gestochen wird. Dabei
handelt es sich im Prinzip um Umkehrphasen Chromatographie, die MPLC bietet
in dieser Anordnung zwei Vorteile. Zum einen ist eine kontinuierliche Analyse des
Eluats durch den integrierten UV-Detektor moglich. Der zweite Vorteil liegt in der
automatischen Sammlung auch kleinerer Fraktionen mit variabler Grofse. Durch die
Steuerungseinrichtung der Anlage kénnen auch je nach UV-Absorbitionsintensitét
die Fraktionen automatisch gewechselt werden. Diese Variante ist in Abbildung 5.2

dargestellt.
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Abbildung 5.2.: Kombination der FPE mit der MPLC. Gut ist die Cellulose iiber
der Fritte der Kartusche zu erkennen. Die Cellulose wurde zum auf-
tragen des in diesem Fall in Wasser nur wenig 16slichen Produkts

verwendet.
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5.3. Zusammenfassung und Ausblick

Zu Beginn dieser Arbeit war eines der Hauptprobleme verlassliche Methoden fiir die
Analytik der Reaktionsmischungen mit ionischen Produkten zu entwickeln. Durch
den Einsatz von ESI-MS und Ausarbeiten der Bedingungen fiir die RP-HPLC konn-
te dieses Problem grofitenteils gelost werden. Jedoch ist es immer noch nicht ohne
weiteres moglich, kleine und hochpolare Substanzen mittels RP-HPLC ausreichend
zu trennen. In jedem Fall war die Detektion der Produkte moglich, auch wenn sie
mit dem Injektionspeak eluierten. Im weiteren Verlauf énderten sich die analytischen
Anforderungen immer mehr, der unpolare Teil der Zielmolekiile wurde gréfer und
machte die Untersuchung mit RP-HPLC deutlich einfacher. Auch waren manche der
zum Schluss hergestellten Molekiile so unpolar, so dass ihre Trennung mittels DC
gelang. Da jedoch die HPLC-MS gegeniiber der DC hinsichtlich Identifikation und
Charakterisierung deutlich iiberlegen ist, ist diese Methode immer noch das Mit-
tel der Wahl fiir die Reaktionskontrolle. Im Rahmen dieser Arbeit wurden immer
wieder seltene oder bis jetzt nicht beschriebene Nebenreaktionen beobachtet. Ohne
den massiven Einsatz der HPLC-MS wire es nicht moglich gewesen, diese Prozesse
aufzuklaren und geeignete Losungsansétze zu entwickeln.

Mit den Erkenntnissen aus der analytischen RP-HPLC wurde die Trennung in den
praparativen Mafstab iibertragen. Selbst analytische Saulen zeigten eine auflerge-
wohnlich grofse Kapazitét fiir die Reinigung mancher dieser Verbindungen (wobei
jedoch eine ausreichend grofe Retentionszeit Voraussetzung ist). Dabei konnte auch
ein Nachteil der ionischen Natur der Produkte identifiziert werden, wahrend der
RP-HPLC Reinigung wurde das Anion ausgetauscht.

Aus den bei den Versuchen zur praparativen HPLC gewonnenen Erkenntnissen wur-
de die praparative Reinigung vieler der in Kapitel 2, 3 und 4 vorgestellten Produkte
mittels FPE entwickelt. Dieses Ergebnis war zu Beginn etwas iiberraschend, da diese
Technik eigentlich fiir die Anreicherung von in Spuren vorkommenden Analyten ent-
wickelt wurde. Bis auf wenige Ausnahmen gelang es mit diese Technik die Produkte
im praparativen Mafsstab zu reinigen. Dabei waren die Einfachheit der Durchfiih-
rung (es wurden nur zwei oder drei Fraktionen gewonnen, was fiir die Trennung in
vielen Féllen vollig ausreichte) und die milden Bedingungen grofte Vorteile. Durch
Kombination dieser Technik mit einer MPLC-Anlage konnte die Leistungsfahigkeit
noch erhéht werden.

Die Analyse und praparative Trennung kleiner, hochpolarer Molekiile war immer
schwierig. Insbesondere die Trennung im préaparativen Mafstab wére fiir die Lo-

sung mancher Probleme im Bereich der sdurelabilen Schutzgruppen von grofer Be-
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deutung (siehe auch 4.2 auf Seite 133). Eine Moglichkeit bietet hier vielleicht die
Trennung mit Cellulose als stationdrer Phase. Dafiir sind aber systematische Unter-
suchungen an verschiedenen Analyten notwendig. Teilweise konnten gute Ergebnisse
erzielt werden, in anderen Féllen kam es aus noch unbekannten Griinden zu volligen
Fehlschlagen. Ein anderer moglicher Ansatz zur Vereinfachung der Analytik kleiner
ionischer Substanzen ist die Verwendung von lonenpaarreagenzien fiir die HPLC.
Dazu liegen bis jetzt noch keine Erkenntnisse vor.

Ein Gebiet, welches auch noch systematisch bearbeitet werden sollte, ist die Bestim-
mung der Kapazitit der FPE-Kartuschen. Diese ist offensichtlich Substanzabhéngig,
fiir weitergehende Arbeiten mit polaren Verbindung wére die Kenntnis dieses Para-

meters sehr hilfreich, um unnotige Verluste bei der Reinigung zu vermeiden.

169






6. Untersuchungen an Nicotinsaurederivaten

6.1. Nicotinsdurederivate als Katalysator

6.1.1. Nicotinsdurederivate in enzymatischen Reaktionen

Nicotinsédureamid-Adenin-Dinukleotid (NADH) ist ein in der Natur héufig fiir Re-
duktionen und Oxidationen durch Dehydrogenasen verwendeter Cofaktor.?** Bei
diesen Redoxreaktionen handelt es sich zum Beispiel um die stereoselektive Reduk-
tion von Ketonen beziehungsweise die Oxidation chiraler Alkohole. Fiir diese Reak-
tionen muss der Cofaktor in stéchiometrischen Mengen eingesetzt werden, daher ist

ein effizientes Regenerationssystem essentiell.

H H o
] NH,
oy
'O—P:O * *
| OH OH
T NH,
-o—F|>=o </N | SN
(6] o N N)
OH OH

Abbildung 6.1.: Nicotinsdureamid-Adenin-Dinucleotid (NADH) in der reduzierten

Form, chirale Kohlenstoffatome sind mit einem Stern markiert

Wie aus Abbildung 6.1 ersichtlich, ist der Cofaktor aufgrund der Riboseeinheiten
chiral. Auch das fiir die Katalyse notwendige Enzym stellt eine chirale Umgebung
dar. Durch die Kombination der beiden Partner wird die chirale Information auf das

Substrat iibertragen.
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6.1.2. Nicotinsdurederivate als Organokatalysatoren

Die grofse biologische Bedeutung des Cofaktors NADH veranlasste viele Arbeitsgrup-
pen sich mit dieser Verbindung zu beschéftigen. Allgemein laufen die Reduktions-
und Oxidationsreaktionen des NADH nach dem in Abbildung 6.2 gezeigten Schema
ab.

Abbildung 6.2.: Mechanismus der stereoselektiven Reduktion und Oxidation von
NADH und dem Substrat

Wihrend zuerst die Aufklarung der Funktion und Mechanismen der Katalyse eine
grofe Rolle spielten, wurde in den letzten Jahren immer wieder versucht Enzymmi-
metika herzustellen.

Am Ende des 20. Jahrhunderts wurde die Aufmerksamkeit der Chemiker auf das Ge-
biet der Organokatalyse gelenkt. Unter anderem wurden verschiedene Coenzyme auf
ihre Verwendbarkeit als Organokatalysatoren untersucht.?*2% Ein grofer Durch-
bruch ist dabei noch nicht erzielt worden, in Einzelfdllen wurden aber schon sehr
beeindruckende Aktivtdten und Selektivitdten beobachtet. Im Allgemeinen wurde
versucht, dass achirale Coenzym kovalent an chirale Molekiile zu kniipfen. Dadurch
sollte eine stereoselektive Reaktion ermoglicht werden. So konnte z.B. mit einem
Konstrukt aus einem alkylierten Nicotinsdurederivat und verschiedenen Aminosau-
ren eine stereoselektive Reduktion von Ketonen erzielt werden (Abb. 6.3). Dabei
waren der Enantiomereniiberschuss noch nicht besonders hoch (33% ee, 99% Aus-
beute), es konnte aber gezeigt werden, dass die Aminsosédure einen Einfluss auf die
Reaktivitit und Selektivitit der Reaktion hat (Abb. 6.4).219

Da die Amidbindung der Nicotinsdure relativ leicht durch Basen gespalten werden

kann, ermoglicht dies eventuell die Verwendung von Nicotinsdurederivaten als Tag,
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Abbildung 6.3.: Die freie Nicotinsédure und ihr N-Alkylierungsprodukt an ein Amin

(Peptid) gekuppelt

(e} 1 eq NADH-Model, Mg(ClOy4),,
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Abbildung 6.4.: Reduktion von Phenylglyoxylsduremethylester mit einem NADH-

Model zu R-(-)-Mandelsduremethylester*'°

um die Loslichkeit von schwerltslichen Peptiden in Wasser zu erhéhen oder einzelne

Aminosauren fiir die Peptidsynthese in Wasser ausreichend 16slich zu machen.
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6.2. Synthese und Untersuchung von Nicotinsaurederivaten

6.2.1. Synthese der Nicotinsdurederivate

Um Nicotinséure fiir die Organokatalyse oder als ionischen Tag an Peptide kuppeln
zu kénnen, musste erst ein geeignetes N-Alkylderivat synthetisiert werden.?'212 Als
Startmaterial bot sich die Nicotinsdure an, die freie Carbonséiure konnte dann fiir
die Acylierungsreaktion mit dem Peptid verwendet werden.

Die Synthese des Nicotinsdurederivats 109 erfolgte mit guter Ausbeute (Abb. 6.5).
Diese Verbindung ist gut in DMF I6slich und lésst sich aus Methanol und Wasser

umkristallisieren.

o)
o BnBr, DMF, 50 °C, | Y~ ToH
14 h
N > 7
| OH 89 % N
P> Br
N | X
2
109+ Br-

Abbildung 6.5.: Synthese des Nicotinsdurederivats 109-Br~

Bei den anschliefsenden Versuchen, das Nicotinsdurederivat 109-Br~ an ein festpha-
sengebundenes Peptid zu kuppeln, gelang es nicht mehr, das Nicotinsdurederivat
in DMF zu 16sen. In der Regel erfolgt die Kupplung von Sduren an Amine an der
festen Phase in DMF oder Dichlormethan unter Zusatz von Kupplungsreagenzien.
Dazu ist eine ausreichende Loslichkeit der zu kuppelnden Saure in dem verwende-
ten Losungsmittel notwendig. Das sich das Nicotinsaurederivat 109-Br~ in DMF
nicht ausreichend l6ste, liberraschte, da es in einer homogenen Reaktion in DMF
gebildet wurde. Wéhrend der Reaktion und nach dem Abkiihlen blieb das Nicotin-
saurederivat 109 im DMF gel6st, es gab keinerlei Niederschlag oder Triibung. Die
Konzentration der Losung betrug dabei ca. 0,56 M, wie aus der eingesetzten Stoff-
menge und der Losungsmittelmenge berechnet werden kann. Solch eine Loslichkeit
in DMF sollte ausreichend fiir die Kupplung an das Peptid sein.

Um die Loslichkeit in DMF zu erhchen, wurde auf das Wissen iiber IF zuriickge-
griffen. Eine gute Loslichkeit in organischen Losungsmitteln kann durch die Kombi-
nation des organischen Kations mit dem Hexafluorophosphatanion erreicht werden.
Daher wurde die Anionenmetathese mit KPFg in Wasser durchgefiihrt (Abb. 6.6).
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o)
1,5 eq KPFg, Hy0, | N OH
Reflux, 30 min P
109+ Br- ~ > N
° PFs |
| N
7
109+ PFg~

Abbildung 6.6.: Anionenaustausch am Nicotinsdurederivat 109

Das Nicotinsédurederivat mit dem Hexafluorophosphatanion (109-PFg™) ist erstaun-
licherweise auch nicht ausreichend in DMF 16slich, um fiir die Kupplung an fest-
phasengebundene Peptide verwendet werden zu konnen. Da dies im Hinblick auf
die urspriingliche Synthese des Nicotinsdurederivats in einer homogenen Losung in
DMF sehr iiberraschend ist, wurden die erhaltenen Nicotinsédurederivate genauer

untersucht.

6.2.2. Analyse der umkristallisierten und nicht umkristallisierten

N-alkylierten Nicotinsdurederivate

Das direkt nach der Reaktion erhaltene Produkt 109-Br~ war laut Elementaranalyse
und Differential Scanning Calorimetry (DSC) eine reine Substanz.?” Der Schmelz-
punkt betrug 175,1 °C, die Schmelzenthalpie 85,1 J/g. Der mittels Thermogravime-
trie bestimmte Zersetzungspunkt lag bei ca. 190 °C.

Sowohl 109-Br~ als auch 109-PFg~ konnten in kristalliner Form erhalten werden.
Die zum Umbkristallisieren verwendete Losung war stark sauer (pH < 1) und mit
Silbernitrat konnten Bromid-Ionen nachgewiesen werden. Bei der Rontgenstruktur-
analyse wurde festgestellt, dass eine andere chemische Spezies als erwartet auskris-
tallisierte. Je die Hélfte der Kationen wandelte sich in ein Betain um. Dadurch liegen
im Kristallgitter zwei verschiedene Spezies vor: eine 1:1 Mischung des erwarteten Ni-

cotinsaurederivats mit einem Bromidion vermischt mit dem Betain.

Das Nicotinsduresalz mit dem Hexafluorophosphat zeigte dieselbe Anordnung im
Kristallgitter.

Der mittels DSC ermittelte Schmelzpunkt des durch umkristallisieren erhaltenen Ni-
cotinsdurederivats 109-Br~y,,» lag bei 195,6 °C. Da sich die Substanz wahrend des
Schmelzens zu zersetzen begann, konnte die Schmelzenthalpie nicht exakt bestimmt

werden. Die Schmelzenthalpie des umkristallisierten Nicotinsdurederivats liegt aber
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Abbildung 6.7.: Ergebnis der Kristallstrukturanalyse des umkristallisierten Nicotin-

saurederivats 109-Br~ 7,

iiber der des nicht umkristallisierten Produktes. Dies deutet darauf hin, dass das
Kristallgitter der sich nach dem Umkristallisieren gebildeten Substanz stabiler ist
als die des nicht umkristallisierten Nicotinsdurederivats. Das wiirde auch die gerin-
gere Loslichkeit des umkristallisierten N-alkylierten Nicotinsdurederivats erklaren.

Sowohl NMR- als auch Massenspektroskopie gaben vor und nach dem umkristallisie-
ren sehr dhnliche Ergebnisse, anhand dieser Daten konnte kein Unterschied zwischen

den Nicotinsdurederivaten festgestellt werden.

6.2.3. Diskussion des Ergebnisses

Das direkt aus der Reaktion erhaltene Nicotinsdurederivat 109-Br~ ist eine ausrei-
chend reine Substanz. Diese Form des Nicotinsdurederivats 109 ist in DMF 16slich
und kann fiir Kupplungen an Peptide verwendet werden. Durch die Umkristallisa-
tion findet eine Stoffumwandlung statt. Die neu gebildete Spezies 109-Br~,,,, hat
zwar das selbe Kation, das Verhéltnis bzw. die Natur des Anions hat sich aber ver-
dndert (Abb. 6.7).

Auffallend ist die exakte 1:1 Stéchiometrie des unveranderten Nicotinsduresalzes und
dem Betain in der umkristallisierten Substanz. Diese neue Substanz hat neben einer
anderen stofflichen Zusammensetzung auch einen anderen Schmelzpunkt. Auferdem
wird das Losungsverhalten auffallend verdandert. Das umbkristallisierte N-alkylierte
Nicotinsaurederivat ist in DMF praktisch nicht mehr 16slich, und damit fiir Kupp-
lungen an Peptide nicht geeignet.

Die Kupplung des nicht umkristallisierten Nicotinsdurederivats an ein festphasenge-
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Tertt,

Abbildung 6.8.: Ergebnis der Kristallstrukturanalyse des umkristallisierten Nicotin-

sdurederivats nach dem Anionenaustausch 109-PFg™ ¢,k

bundenes Peptid war erfolgreich. Mittels HPLC-MS wurde das gewiinschte Peptid
mit der N-terminal gekuppelten Nicotinsdure nachgewiesen, das Rohprodukt ent-

hielt aber noch Verunreinigungen (Abb. .

(0]
H
N NH
N N - 0 0

110 111

a) 3 eq DIC, 3 eq HOBt, DMF, RT, 1 h
b) 3= TFA/DCM 1:1, RT, 5 min

Abbildung 6.9.: Kupplung des Nicotinsdurederivat 109 an ein Peptid

Damit ist das Problem vom Standpunkt der Kupplung von Nicotinsédurederivaten an
Peptide zumindest vorlaufig gelost. Es zeigte sich dabei, dass die Analytik ausschlief-
lich mit NMR und MS fiir ionische Verbindungen manchmal nicht ausreichend ist.
Die hier beobachtete Stoffumwandlung bietet ein Beispiel fiir den Einfluss des An-
ions auf die Eigenschaften der ionischen Verbindungen. Der Austausch des Bromids

gegen ein Carboxylation in der umkristallisierten Nicotinsdurederivat beeinflusst so-
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wohl deren Schmelzpunkt als auch ihre Loslichkeit.
Beschreibt man diese Reaktion mit einer exakten, ausgeglichenen Raktionsgleichung,

so fallt etwas sehr erstaunliches auf:

0 0 0
Z Z SN l+ HBr
I I

O
Ny~ “OoH
>
N+ + N N
Br Br Br

A

F

Abbildung 6.10.: Brutto-Reaktionsgleichung fiir die Bildung des umkristallisierten

\ 7/

fest

Nicotinsaurederivats

Bei der Umwandlung handelt es sich im Prinzip um eine Séure-Base Reaktion. Die
im Allgemeinen als mittelstarke bis schwache Sdure angesehene Carbonsaurefunkti-
on protoniert ein Bromidion. Dieses ist aber eine sehr schwache Base. Der pKg-Wert
von Essigsdure als Beispiel einer Carbonsaure liegt bei 4,74, der von Bromwasser-
stoffsiiure liegt bei -9.1% Dies ist ein Unterschied von mehr als 13 logarithmischen
Einheiten. Ein weiteres auffilliges Merkmal ist, dass die Umwandlung genau bis zu
einer Stochiometrie von 1:1 geht. Dies wiirde bedeuten, dass das Nicotinsdurederivat
scheinbar die selbe Saurestiarke wie Bromwasserstoffsdure besitzt.

Die Aussage der Umwandlungsgleichung ist also, dass die relativ gesehen schwache
Carbonséure die sehr schwache Base Bromid protoniert und dabei die viel starkere
Saure Bromwasserstoff bildet.

Man koénnte versuchen, den starken Anstieg der scheinbaren Aciditdt mit der positi-
ve Ladung des alkylierten Nicotinsédurerings zu erkldren. Solch eine positive Ladung
sollte das sich bei der Deprotonierung bildende Anion stabilisieren, somit also die
Aciditét erh6hen. Dies wurde auch fiir Carbonsduren, welche an eine Methylimida-
zolkation gebunden waren, festgestellt. In diesen Féllen war die Aciditdt aber nur
um ca 3,5 logarithmische Einheiten erhoht.!°” Der in diesem Fall beobachtete An-
stieg der scheinbaren Aciditdat aufgrund des einfach positiv geladenen Heterozyclus

ist sehr erstaunlich.
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6.3. Untersuchung des Effekt des Kristallgitters

Um dieses Phéanomen genauer zu analysieren, wurde eine Modellverbindung synthe-
tisiert. Dazu wurde erst m-Bromtoluolsidure hergestellt und dann mit Pyridin zur
ionischen Modellverbindung 113 umgesetzt. (Abb. 6.11).%13

(0] 3 eq NaBrOs3, 0
3 eq NaHSO03, 2 eq Pyridin, OH
OH__EE,RT.3h OH  DMF, 60°C, 16 h
58%
X
Br- N
Br /j
Z

I
112 k

\

Abbildung 6.11.: Synthese der zum Nicotinsdurederivat analogen Modellverbindung
113

Diese Modellverbindung ist dem Nicotinsaurederivat 109 sehr dhnlich. Der einzige
Unterschied liegt darin, dass die positive Ladung sich nicht mehr im selben Ring wie
die Carbonséaure befindet. Die Modellverbindung 113 wurde aus MeOH kristallisiert.
Auch in diesem Fall konnte mit Hilfe der Rontgenstrukturanalyse die Struktur und
Stochiometrie bestimmt werden. Es zeigte sich, dass die Carbonséure nicht depro-

toniert wurde und es lag eine 1:1 Stochiometrie zwischen Kation und Bromid vor.

Abbildung 6.12.: Ergebnis der Kristallstrukturanalyse der Modellverbindung 113

Die Struktur des Nicotinsédurederivats 109 ist der Modellverbindung sehr dhnlich.

Auch wenn die einzelnen Strukturelement miteinander verglichen werden, ergibt sich
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eine grofe Ahnlichkeit, was Bindungslingen und Winkel betrifft. Der markanteste
Unterschied ist die unterschiedliche Anordnung der aromatischen Ringe aufgrund
der Rotation um die Einfachbindungen zwischen ihnen. Die dhnliche Geometrie legt
nahe, dass beide Verbindungen im jeweils anderen Kristallgitter Platz finden wiir-

den.

X
S
N
_ |+
109
O
i +
- N
I
113

1

O
OH
o
OH

/

Br
Br

\

Abbildung 6.13.: Vergleich der Kristallstrukturanalyse des Nicotinsdaurederivats
109-Br~y,,, und der Modellverbindung 113 durch Uberlagerung
der aromatischen Ringe mit dem Programm PyMOL

Der Vergleich der Geometrie des Nicotinsdurederivats mit der Modellverbindung
deutet darauf hin, dass neben der Stabilitdt des Kristallgitters der zur Carbonsau-
re konjugierte Heterocyklus Anteil an der erstaunlichen, scheinbaren Aciditéit hat.
Wiére mit der Modellverbindung die gleiche Stochiometrie wie im Falle der umkris-
tallisierten Verbindung 109-Br~y,,, gefunden worden, so hétte man den Schluss
ziehen konnen, dass die Stabilitit des Kristallgitters fiir die hohe scheinbare Acidi-

tat verantwortlich ist.
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6.4. Zusammenfassung und Ausblick

Es wurde das N-alkylierte Nicotinsaurederivat 109 synthetisiert. Die Kupplung die-
ses Nicotinsdurederivats an Peptide brachte unerwartete Probleme: wéihrend das
nicht umkristallisierte Nicotinsdurederivat durchaus an ein festphasengebundenes
Peptid gekuppelt werden konnte, war das umkristallisierte Nicotinsdurederivat 109
dafiir in DMF zu wenig 16slich. Dies stand in einem scharfen Gegensatz zu dem bei
der Synthese des Nicotinsdurederivats 109 in DMF gemachten Beobachtung, welche
in homogener Losung erfolgte.

Durch Untersuchung des nicht umkristallisierten und des umkristallisierten Nico-
tinsdurederivats 109 mit DSC konnte der Nachweis erbracht werden, dass es sich
um zwei verschiedene Verbindungen handelt. Diese zeigen sehr dhnliche NMR- oder
ESI-MS-Spektren, was die Unterscheidung erschwert. Dies bedeutet, dass es wihrend
der Umkristallisation zu einer Stoffumwandlung kam. Wéahrend das direkt nach der
Reaktion aus der DMF-Losung erhaltene Nicotinsdurederivat durch Elementarana-
lyse charakterisiert wurde, konnte vom umbkristallisierten Nicotinsédurederivat eine
Einkristall-Rontgenstrukuranalyse durchgefiihrt werden. Diese ergab, dass sich eine
Mischverbindung mit teilweise deprotonierter und teilweise protonierter Nicotinsau-
re gebildet hatte. Damit konnte die Frage beantwortet werden, warum das priméar
erhaltene N-alkylierte Nicotinsdurederivat in DMF 16slich ist und an Peptide gekup-
pelt werden kann, wiahrend das mit dem umkristallisierten Nicotinsdurederivat nicht
mehr moglich ist.

Dieses Beispiel zeigte sehr eindrucksvoll, welche Probleme bei der Charakterisierung
von ionischen Verbindungen auftreten kénnen. Aufierdem wurde der besondere Wert
der Rontgenstrukturanalyse fiir die Untersuchung von ionischen Verbindungen de-
monstriert.

Die Stoffumwandlung wiahrend der Umkristallisation stellt ein iiberraschendes Phé-
nomen dar. Die Bildung dieser neuen Substanz geht mit der Protonierung von Bro-
midionen einher, welche sehr schwache Basen sind. Die Protonen kommen offen-
sichtlich von der eher méfig starken Nicotinsdure. Es ergab sich durch die exakte
1:1 Stochiometrie ein schweinbarer pKg-Wert von -9, was einer Anderung um 14
Grofsenordnungen bedeutet. Dadurch ergibt sich die Frage wie dieser iiberraschende
Anstieg der scheinbaren Sdurestérke erkliart werden kann. Es ist zwar in der Lite-
ratur dokumentiert, dass positive Ladungen in der Ndhe von Carbonsduren deren
Aciditéit erhohen, die dabei normalerweise beobachteten Anderungen von ca. 3 pKg
Einheiten sind aber deutlich kleiner als die in dem Fall des N-alkylierten Nicotin-
sdurederivats 109 beobachtete Anderung um 14 pKg Einheiten. 97
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Um zu Untersuchen, ob Kristallpackungseffekte bei diesem Phénomen dominieren,
wurde ein dem Nicotinsdurederivat 109 analoges Benzoesdurederivat 113 als Mo-
dellverbindung hergestellt und davon ein Einkristall geziichtet. Es gelang die Ront-
genstrukturanalyse an einem Einkristall dieser Modellverbindung durchzufiihren.
Obwohl die Geometrie der Modellverbindung und des N-alkylierten Nicotinsédurede-
rivats sehr dhnlich ist, was den Platzbedarf und die Bindungswinkel angeht, ist bei
der Modellverbindung keine analoge Stoffumwandlung zu beobachten. Dies deutet
darauf hin, dass Kristallpackungseffekte nicht die einzige Triebkraft fiir dieses faszi-

nierende Phanomen sind.
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7. Experimenteller Teil

7.1. Allgemeines

7.1.1. Abkiirzungsverzeichnis

Abb.
abs
Absch.
Ac
Acy,O
AcOH
Ala
AS
Asp
Bn
Boc
tBu
BulLi
bzw.
Chz
°C

DAD
DBP
DC
DCC
DCM
DIAD
DIC
DMIM
DMAP
DMF

Abbildung

absolut

Abschnitt

Acetyl

Essigsaureanhydrid
Essigsaure

Alanin

beliebige Aminoséure
Aspartat

Benzyl
tert-Butyloxycarbonyl
tert-Butyl

n-Butyllithium
beziehungsweise
Carbobenzoxy (Schutzgruppe)
Grad Celsius

Tag

Duplett (NMR)

Dioden Array Detector
Dibrompropan
Diinnschichtchromatographie
Dicyclohexylcarbodiimid
Dichlormethan
Diisopropylazodicarboxylat
Diisopropylcarbodiimid
1,2-Dimethylimidazol
4-Dimethylaminopyridin
Dimethylformamid
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DMSO Dimethylsulfoxid

DSC Differential Scanning Calorimetry

EDC N’-(3-Dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimid
€ Extinktionskoeffizient

ee Enantiomerentiberschuss

EI Electron Impact Ionisation

EIC Extracted Ion Chromatogramm

eq Gleichung

ESI Electrospray Ionisation

Et Ethyl

EE Ethylacetat

EtOH Ethanol

FAB Fast Atom Bombardment Ionisation
Fmoc 9-Fluorenylmethoxycarbonyl

FPE Festphasenextraktion

FT-IR Fouriertransform-Infrarotspektroskopie

g Gramm

GC Gaschromatograph / Gaschromatographie
ges. gesattigt

Glu Glutamat

Gly Glycin

h Stunde

Hmb 2-Hydroxy-4-methoxybenzyl

HOBt Hydroxybentzotriazol

HONB N-Hydroxy-5-norbonen-2,3-dicarbonsdureimid
HPLC High Performance Liquid Chromatography
HV Hochvakuum

IF Ionische Fliissigkeit

Im Imidazol

iPrOH Isopropanol

IS Interner Standard

J Kopplungskonstante

k Geschwindigkeitskonstante

LM Losungsmittel

Lsg. Losung

Lys Lysin

M Molar
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m milli (1073

m multiplett (NMR)

m/z Verhaltniss von Masse zu Ladung

M+ Molekiilion

mAU milli arbitrary units

Me Methyl

MeCN Acetonnitril

MeOH Methanol

MHz Megaherz

MIM 1-Methylimidazol

2-MIM 2-Metylimidazol

min Minute

MPLC Medium Pressure Liquid Chromatography
MS Massenspektrometrie

MsCl1 Methansulfonylchlorid

MW Mikrowelle

NMR Nuclear Magnetic Resonance

NP Normalphase

Pd/C Palladium auf Aktivkohle

Pd(OH),/C Palladium(IT)hydroxid auf Aktivkohle (Pearlmans Katalysator)
PEG Polyethylenglykol

PPh; Triphenylphosphin

ppm parts per million

Pr Propyl

Pro Prolin

PS Polystyrol

Pt/C Platin auf Aktivkohle

PyBOP Benzotriazolyl-1-oxy-tripyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat
quant. quantitativ

RF Response Factor

Ry Retentionsfaktor (DC)

RT Raumtemperatur

S Sekunde

Ser Serin

(SucO),CO Di-( N-hydroxysuccinimid)carbonat

t Zeit

t triplet (NMR)
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TEGBz 4-(3,6,9-Trioxadecyl)oxybenzylalkohol
TFA Trifluoressigsaure

TFE Trifluorethanol

TMS- Trimethylsilyl

TMS Tetramethylsilan (NMR)

tr Retentionszeit

Trp Tryptophan

TsCl p-Toluolsulfonséurechlorid

TSIL Task Specific Tonic Liquid

Ts-OH p-Toluolsulfonséiure

Tyr Tyrosin

1 mikro (107°)

U/min Umdrehungen pro Minute

uv Ultraviolett

VIS Visible (sichtbar)

Z Carbobenzoxy (alternative Bezeichung Chz)
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7.1.2. Gerate und Materialien

Analytik Fiir die Aufnahme der NMR-Spektren wurden ein Bruker DPX 500 Spek-
trometer ('H, '3C, #1P) mit BBI-Probenkopf und Z-Gradient sowie ein Bruker DPX
400 Spektrometer (*H, '3C, '9F) mit QNP-Probenkopf verwendet. Die chemische
Verschiebung ist in ppm angegeben. Als Referenz fiir die 'H und *C-Spektren wurde
entweder das Losungsmittelsignal oder als interner Standard TMS bzw. in Wasser
DSS verwendet. Alle Spektren wurden mit dem Programm xwinNMR, aufgenommen
und mit der Software MestreNova ausgewertet.

ESI-Massenspektren wurden mit einem Finnigan MAT LCQ, Bruker Esquire 3000
oder Bruker Daltonics Micro TOF aufgenommen. Fiir die Aufnahme von EI-Massen-
spektren wurde ein Hewlett Packard 5970 A Detektor oder ein Finnigan MAT95Q
Spektrometer verwendet. FAB Spektren wurden mit einem Finnigan MAT 8400
Spektrometer aufgenommen.

Elementaranalysen wurden von Herrn W. Kirsch mit einem Perkin Elmer 240 Ana-
lyser angefertigt. Angegeben ist der Mittelwert zweier unabhéngiger Messungen.
IR-Spektren wurden mit einem Perkin Elmer FT-IR 1600 und einem FT-IR RX 1
Geréts des selben Herstellers aufgenommen.

Die Rontgenstrukturanalysen wurden von Frau Dr. Sylvia Schaffner und Herrn Mar-

kus Neuburger durchgefiihrt.

Trennungen Fiir GC-Analysen kam ein Hewlett Packard 5890 Series II Gaschro-
matograph mit einer semipolaren Sdule (25 m * 0,2 mm, 5% PheMeSi) von Machery
& Nagel zum Einsatz. Die Detektion erfolgte durch MS.

RP-HPLC Analysen wurden mit einem Agilent 1100 oder einem Shimadzu Gerét
durchgefiihrt. Zur Detektion wurde in beiden Féllen ein DAD-Detektor eingesetzt,
die Agilent-HPLC verfiigte zudem iiber einen MS-Detektor. Als Trennséule wurde
im Allgemeinen eine ReproSil Pur 100 BASIC-C18 Séule der Dimension 5 gm (50 X
3 mm) verwendet. Als Laufmittel wurden Wasser mit 0,1% TFA (A) und Acetonitril
mit 0.1% TFA (B) eingesetzt. Zur Trennung wurde folgender Gradient verwendet
(7.1a): 15% B zu 85% B in 10 min, 85% B zu 15% B in 30 s, 15% B fiir 4,5 min.
Fiir den Racemisierungstest wurde folgender Gradient verwendet (7.1b): 20% B zu
60% B in 15 min, 60% B zu 20% B in 30 s, 20% B fiir 4,5 min.

NP-HPLC Analysen wurden mit einer Shimadzu Gerédt mit DAD-Detektor durch-
gefiihrt. Als Trennséule wurde eine Chirapak-Saule verwendet.

Fiir Trennungen mittels MPLC wurde ein Gerdt der Firma Biichi (C-600 Serie) mit
UV Detektor und Fraktionssammler verwendet. Als Laufmittel wurden Wasser (A)

und Acetonitril (B) mit den Gradienten 1 oder 2 eingesetzt. Gradient 1 (7.2a): 100%

189



Experimenteller Teil Kapitel 7

100- a  100- b
80- 80
L 60 60-
2
40- 40-
20- 20-
5 10 15 5 10 15 20
Zeit / min Zeit / min

Abbildung 7.1.: Gradienten fiir die Trennung mit RP-HPLC (a) und den Racemi-
sierungstest (b)

B fiir 7 min, 100% B zu 50% B in 20 min, 0% B fiir 8 min. Gradient 2 (7.2b): 100%
B fiir 15 min, 100% B zu 50% B in 20 min, 0% B fiir 10 min.
Fiir die FPE wurden C-18 Sep Pak Kartuschen von Waters verwendet. Die prape-

a b
100- 100
80- 80
m 604 60 -

=

40- 404
20- 20

" 10 20 30 40 " 10 20 30 40

Zeit / min Zeit / min

Abbildung 7.2.: Gradienten 1 (a) und 2 (b) fiir die Trennung mit der MPLC

rative Trennung mittels Sdulenchromatographie wurde mit Kieselgel 60 (Korngrofse
40-63 pm) von Merck durchgefiihrt. Fiir die analytische Diinnschichtchromatogra-
phie wurden Kieselgel 60 Fy54 Platten verwendet. Die Verbindungen wurden mittels
UV (254 nm), bedampfen mit Iy oder mit KMnO, Tauchbddern detektiert.

Chemikalien Alle Chemikalien fiir die Synthesen wurden von Fluka, Sigma, Ald-
rich, Acros und VWR in hoher Reinheit bezogen. Soweit nicht anders angegeben,
wurden sie ohne weitere Reinigung direkt eingesetzt. Aminosduren und Harze fiir
die Festphasensynthese wurden von Novabiochem und Bachem bezogen. Absolute
Losungsmittel wurden von Fluka (puriss absolut, iiber Molsieb) geliefert. Die tech-

nischen Losungsmittel fiir die préaperative Sadulenchromatographie und analytische
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Diinnschichtchromatographie wurden vor der Verwendung destilliert.
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7.2. Synthese der Verbindungen

7.2.1. Wittigreaktion zur Herstellung von Alken 80

Synthese von 5-Chlor-2-methylpent-1-en 80

Br BuLi, DMSO,

RT, 15 min _ )I\/\/
(Ph)sP*Me 5-Chlorpentan-2-on, Cl

RT,2h

22 ml (55 mmol, 1 eq) Buli Lsg (c=2,5M) in Hexan wurden in einem Dreihals-
kolben zu 25 ml DMSO zugetropft. Anschliessend wurde auf 80 °C erwarmt, bis
die Gasentwicklung beendet war (45 min). Mit Eiswasser wurde auf 0 °C gekiihlt
und 9,82 g (30 mmol, 1 eq) (Ph)sPMeBr (gelost in 30 ml DMSO) zugetropft. Nach
10 min rithren wurden 3,4 ml (30 mmol, 1 eq) 5-Chlor-2-pentanon zugetropft. Die
Mischung wurde 1 h bei Raumtemperatur geriihrt auf 60 °C erwarmt und noch 1 h
geriihrt. Dann wurde alles auf 100 ml Wasser gegossen. Die wéssrige Phase wurde
mit 4 * 30 ml Pentan extrahiert. Die organische Phase wurde noch einmal mit 30
ml wassrige Phasegewaschen und anschliessend iiber Na,SO, getrocknet. Das Lo-
sungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Produkt 80 bei 40 °C (80 mbar)
destilliert.

Ry = 0,87 (Pentan, KMnO,)

'H-NMR (400 MHz, LM, 25 °C): § (ppm) = 4.80 - 4.70 (m, 2H), 3.55 (t, J = 6.7
Hz, 2H), 2.20 - 2.15 (m, 2H), 1.74 (s, 3H).

MS (EI, pos.): = = 118 [M|*; berechnet fiir CgHy; C1 2 = 118.

z
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7.2.2. Synthese der Alkene 82, 83, 84 und 90

Synthese von 3-Methylbut-3-enyl-1-methansulfonat 82

1,1 eq Mesylchlorid ,1,1 eq NEt3

)I\/ DCM, 0 °C, 15 min o )‘\/\ 0\\8,,0
OH 99 % 07>

8,1 ml (80 mmol, 1 eq) 3-Methylbut-3-en-1-ol und 6,8 ml (88 mmol, 1,1 eq) MsCl
wurden in 300 ml DCM gel6st und auf 0 °C gekiihlt. Zu dieser Losung wurden 12,2
ml NEt3 zu getropft. Anschliefsend wurde die Losung noch 15 min bei 0 °C geriihrt.
Das Reaktionsgemisch wurde je 3x mit 50 ml H,O, 1 M HCI, ges. NaHCO3 und

ges. NaCl Losung gewaschen. Die organische Phase wurde iiber Na,SO,4 getrocknet

und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Produkt ist ausreichend rein fiir
die nachfolgenden Reaktionen. Bei der Destillation zersetzt sich das Produkt unter
Umsténden explosionsartig. Ausbeute: 13,00 g (99 % der Theorie) einer klaren Fliis-
sigkeit.

'H-NMR (500 MHz, MeOH-d4, 25 °C): § (ppm) = 4.87 (s, 1H), 4.81 (s, 1H), 4.33
(t, J = 6.7, 2H), 3.05 (s, 3H), 2.46 (t, J = 6.7, 2H), 1.78 (s, 3H).

BC.NMR (126 MHz, MeOH-d4, 25 °C): § (ppm) — 142.07, 113.49, 69.64, 38.05,
37.16, 22.43.

Synthese von 3-Methylbut-3-enyl-4-methylbenzolsulfonat 83

1 eq Tosylchlorid, O\\ ,/O
)I\/\ CHCl3,0°C,2h O,S
OH 90 % \©\

10 ml (100 mmol, 1,2 eq) 3-Methylbut-3-en-1-ol und 15,9 g (83 mmol, 1 eq) wur-
den in 30 ml CHCl3 gel6st und auf 0 °C gekiihlt. Dann wurden 13,4 ml (166 mmol, 2
eq) Pyridin zugegeben. Das Eisbad wurde entfernt und das Reaktionsgemisch noch
3 h bei RT geriihrt. Die Losung wurde auf eine Mischung von 60 g Eis und 20 ml
konz. HCI gegossen. Die organische Phase wurde noch dreimal mit je 40 ml ges.
NaCl Losung extrahiert und iiber Na,SO, getrocknet. Das Losungsmittel wurde
am Rotationsverdampfer abgezogen und es wurden 17,92 g (90 % der Theorie) einer
gelblichen Fliissigkeit erhalten. Diese konnte direkt fiir weitere Reaktionen eingesetzt

werden. Fiir die Elementaranalyse war dieses Produkt noch nicht sauber genug und

193



Experimenteller Teil Kapitel 7

wurde daher mit Pentan/EE 9:1 geséult.

Ry: 0,44 (Pentan/EE 9:1, UV).

TH-NMR (500 MHz, CDCly, 25 °C): 6 (ppm) = 7.80 (d, J = 8.3, 2H), 7.36 (d, J
— 8.1, 2H), 4.80 (s, 1H), 4.69 (s, 1H), 4.13 (t, J = 6.8, 2H), 2.46 (s, 3H), 2.36 (t, J
— 6.7, 2H), 1.67 (s, 3H).

BC-NMR (126 MHz, CDCly, 25 °C): § (ppm) = 144.81, 140.11, 133.03, 129.85,
127.86, 113.09, 68.56, 36.71, 22.29, 21.62.

MS (ESI, pos.): 2 = 263,0714 [M+Na|*; berechnet fiir C15H;6NaO3S = = 263,0718.

oz

Elementaranalyse: berechnet fiir C1oH160551: C, 59,98; H, 6,71; N, 0,00: gefunden
C, 60,02; H, 6,69; N, 0,00.

Synthese von 4-Chlor-2-methylbut-1-en 84

O\\ //O 1 eq CsHgNCI,
075NN, 120-145°C Th )I\/\
cl

| 94 %

35 g (146 mmol, 1 eq) 83 wurden mit 16,83 g (146 mmol, 1 eq) auf 120 - 145 °C
erhitzt. Das enstehende Produkt wurde direkt aus dem Reaktionsgemisch destilliert.

Es wurden 14,32 g (94 % der Theorie) einer klaren Fliissigkeit erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDCl, 25 °C): § (ppm) = 4.86 (s, 1H), 4.78 (s, 1H), 3.62 (t,
J = 7.2 Hz, 2H), 2.49 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 1.76 (s, 3H).

BC.NMR (126 MHz, CDCly, 25 °C): § (ppm) = 141.9, 112.9, 42.7, 40.8, 22.2.
GC-MS (EI): = 104,1 [M]|* berechnet fiir CsHgCl 2 = 104,0.

Synthese von 3-Methyl-1-(3-methylbut-3-enyl)-imidazoliumchlorid 90*Cl

cr

)I\/\N/\ +

A

3,0 g (28,7 mmol, 1 eq) Verbindung 84 sowie 11,78 g (143 mmol, 5 eq) 1-Methyl“imidazol
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wurden in 14,6 ml Acetonitril gelost und 20 h refluxiert. Das Losungsmittel wurde
im Vakkum entfernt und der Riickstand in 0,5 ml MeOH gelost. Das Produkt wur-
de drei mal mit Diethylether geféllt, in Wasser aufgenommen und lyophilisiert. Es
wurden 3,35 g (63 % der Theorie) eines gelben Ols erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C): § (ppm) — 10.38 (s, 1H), 7.58 (s, 1H), 7.50
(s, 1H), 4.83 (s, 1H), 4.69 (s, 1H), 4.49 (t, J — 7.0, 2H), 4.09 (s, 3H), 2.63 (t, J —
7.0, 2H), 1.82 (s, 3H).

BC-NMR (126 MHz, CDCls, 25 °C): § (ppm) = 139.9, 123.4, 122.1, 114.4, 50.2,
47.9, 38.2, 36.5, 22.1.

MS (ESI, pos.): 2 = 151,1291 [M-CI|*; berechnet fiir CoHysNo 2 = 151,1230.

z
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7.2.3. Ansatz zur Synthese der Zielverbindung 88

Synthese von Z-Ser(t-Cl)-OBn 85

cl
OH 2 eq 84, 0,24 eq BF3- Et,0 >|/\/

- o8 DCM, RT, 16 h o
Zo n >
H 53 % Cbz. /g‘/OBn
N

(0]

5,0 g (15,2 mmol, 1 eq) der geschiitzten Aminoséure Z-Ser-OBn wurden mit 3,18
g (30,4 mmol, 2 eq) 84 in 4,9 ml DCM gelost und 0,45 ml (3,64 mmol, 0,24 eq)
BF3*Et,O zugegeben. die Mischung wurde 16 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Reaktion wurde mit 10 ml ges. NaHCO3 Lsg. gequencht und mit 3x 20 ml EE ex-
trahiert. Die organische Phase wurde einmal mit 50 ml ges. NaCl Lsg. extrahiert
und iiber MgSO, getrocknet. Das Rohprodukt wurde mit Pentan / EE (5:1) tiber
Kiesegel gesdult. Es wurden 3,52 g (53 % der Theorie) eines klaren Feststoffs erhal-

ten.

Ry: 0,39 (Pentan/EE, 5:1, UV)

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, 25 °C): ¢ (ppm) = 7.42 - 7.28 (m, 10H), 5.59 (d,
J = 86, 1H), 5.29 - 5.07 (m, 4H), 4.53 (d, J = 8.6, 1H), 3.79 (d, J = 8.7, 1H),
3.56 (d, J = 8.6, 1H), 3.46 - 3.25 (m, 2H), 1.96 - 1.75 (m, 2H), 1.05 (d, J = 18.5, 6H).

1BC-NMR (126 MHz, CDCl3, 25 °C): § (ppm) = 170.3, 156.0, 136.2, 135.3, 128.6,
128.6, 128.6, 128.5, 128.2, 128.2, 74.6, 67.3, 67.1, 61.9, 54.5, 44.0, 39.9, 25.2, 24.7.

MS (ESI, pos.): 2 = 456,1552 [M+Na|*; berechnet fiir CysHysCINNaO; 2 —
456,1554.

Elementaranalyse: berechnet fiir Co3HosNO5Cl: C, 63,66; H, 6,50; N, 3,23: gefun-
den C, 63,67; H, 6,45; N, 3,07.

Synthese von Z-Ser(t-MIM)-OBn 86

196



Kapitel 7 Experimenteller Teil

Cl =\ .
>|/\/ I/\N\
5eq MIM, 1,5 eq Nal,

N
o) MeCN,Reflux, 6 h >(\/ ~
Coz. /('(OBn 55-64% ©
H 0 Cbz\N OBn
H

712 mg (1,64 mmol, 1 eq) 85 wurden mit 651 pl (8,20 mmol, 5 q) 1-Methylimidazol
und 369 mg (2,46 mmol, 1,5 eq) Nal in 820 ul Acetonitril gelést. Die Losung wurde
5 h refluxiert und anschliefen abkiihlen lassen. Nach dem Abkiihlen wurde drei mal
mit Et,O gefallt. Der Niederschlag wurde in ca. 2 ml Acetonitril gelost und mit Cel-
lulosepulver versetzt. Nach dem Lyophilisieren wurden aus dem erhaltenen Feststoff
mittels FPE 545 mg (64 % der Theorie bezogen auf das Chloridsalz) Produkt als

braunes Ol isoliert.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6, 25 °C): § (ppm) = 9.13 - 8.98 (m, 1H), 7.66 (s,
1H), 7.63 (s, 1H), 7.36 (s, 10H), 5.19 - 5.11 (m, 2H), 5.07 (s, 2H), 4.36 - 4.27 (m,
1H), 4.15 - 4.05 (m, 2H), 3.82 (s, 3H), 3.68 - 3.48 (m, 2H), 1.98 - 1.86 (m, 2H), 1.12
(s, 3H), 1.08 (s, 3H).

IBC-NMR (126 MHz, DMSO-d6, 25 °C): § (ppm) = 170.3, 156.1, 136.8, 136.5,

135.8, 128.4, 128.1, 127.9, 127.9, 123.4, 122.3, 73.8, 66.1, 65.7, 61.3, 54.7, 44.7, 35.7,
24.5.

z

MS (ESI, pos.): 2 = 480,2506 [M-CI|*; berechnet fiir Co7H34N3O5 2 — 480,2493.

Synthese von 87

crir o
o
™ i i
>(\/N \¢ 20 eq NH,HCOO, cat. Pd(OH), / C Ny

H,0, 90 °C. 90 min _ }/\/
o o}
OBn OH
N HoN
o o}

396 mg (0,65 mmol, 1 eq) 86 wurden in 1 ml Wasser gelost. Dazu wurden 822 mg
(13 mmol, 20 eq) Ammoniumformiat und 21 mg (0,13 mmol, 20 mol%) Pd(OH),
gegeben. Die Losung wurde 5 h auf 90 °C aufgeheizt. Nach dem Abkiihlen wurde die

Losung lyophilisiert, das iiberschiissige Ammoniumformiat konnte nicht abgetrennt

Cbz
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werden.

'H-NMR (500 MHz, D50, 25 °C): § (ppm) — 7.49 (s, 1H), 7.41 (s, 1H), 4.25 (t, J
— 8.1 Hz, 2H), 3.93 - 3.75 (m, 6H), 2.17 - 2.02 (m, 2H), 1.23 (d, J = 5.9 Hz, 6H).

MS (ESI, pos.): @ = 256,1645 [M-CI|*; berechnet fiir C15H9oN303 2 = 256,1656.

z
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7.2.4. Durchfiihrung der Grignardreaktionen zur Synthese der Alkohole 92
und 93

Synthese von 4-Chlor-2-methyl-2-butanol 92

o) 2,5 eq MeMgl, Et,0,

RT-Reflux,2h ></\
/\o)l\/\(n 52 % ~ HO cl

3,64 g (0,15 mol, 1 eq) Magnesiumspiane wurden mit 20 ml Diethylether tiber-
schichtet und die Grignardreaktion durch Zugabe von 0,5 ml (0,01 mol, 0,07 eq)
Methyliodid gestartet. Nach Anspringen der Reaktion wurden 8,84 ml (0,14 mol,
0,93 eq) Methyliodid (gelost in 30 ml Diethylether) zu getropft. Im Wasserbad wur-
de noch 35 min auf 40 °C erhitzt, bis sich die Magnesiumspéne gelost hatten.

Zu dieser Losung wurden 6,4 ml (57 mmol, 0,4 eq) 3-Chlorpropionsaureethylester in
7 ml Diethylether getropft. Nach der Zugabe wurde noch 2 h bei 40 °C geriihrt.
Das Reaktionsgemisch wurde auf 30 g zerstokenes Eis gegeben und der Niederschlag
in ges. Ammoniumchloridlésung aufgelést (ca. 40 ml). Die etherische Phase wurde
abgetrennt und die wassrige Phase noch zweimal mit je 10 ml Diethylether extra-
hiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit ges. Natriumhydrogencarbo-
natlosung und Wasser gewaschen und iiber NaySO, getrocknet. Das Losungsmittel
wurde am Rotationsverdampfer abgezogen und bei 0,3 mbar / 30 °C destilliert. Es
wurden 3,53 g (52 % der Theorie) einer klaren Fliissigkeit erhalten.

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, 25 °C): § (ppm) = 3.60 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 2.16 (s,
1H), 1.94 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 1.21 (s, 6H).

I3C-NMR (126 MHz, CDCls, 25 °C): 6 (ppm) = 70.5, 46.1, 40.6, 29.5.

Synthese von 4-Brom-2-methylbutan-2-ol 93

0 2,5 eq MeMgl, Et,0,

)l\/\ RT-Reflux,2h ></\
-0 Br 76 % ~ HO Br

6,08 g (0,25 mol, 1 eq) Magnesiumspidne wurden mit 25 ml Diethylether tiber-
schichtet und die Grignardreaktion durch Zugabe von 0,5 ml (0,01 mol, 0,07 eq)
Methyliodid gestartet. Nach Anspringen der Reaktion wurden 15,6 ml (0,24 mol,
0,93 eq) Methyliodid (gelost in 63 ml Diethylether) zu getropft. Im Wasserbad wur-
de noch 60 min auf 40 °C erhitzt, bis sich die Magnesiumspéne gelost hatten.

Zu dieser Losung wurden 10,9 ml (0,1 mmol, 0,4 eq) 3-Brompropionséureethylester
in 11 ml Diethylether getropft. Nach der Zugabe wurde noch 2 h bei 40 °C geriihrt.
Das Reaktionsgemisch wurde auf 70 g zerstossenes Eis gekippt und der Niederschlag
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mit ges Ammoniumchloridlésung aufgelost (ca. 100 ml). Die etherische Phase wurde
abgetrennt und die wassrige Phase noch zweimal mit je 20 ml Diethylether extra-
hiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit ges. Natriumhydrogencarbo-
natlosung und Wasser gewaschen und iiber Nay,SO, getrocknet. Das Losungsmittel
wurde am Rotationsverdampfer abgezogen und bei 0,3 mbar / 40 °C destilliert. Es
wurden 12,67 g (76 % der Theorie) einer klaren Fliissigkeit erhalten.

I-NMR (400 MHz, CD,Cly, 25 °C): § (ppm) — 3.54 - 3.45 (m, 2H), 2.11 - 2.02
(m, 3H), 1.22 (s, 6H).

BC.NMR (101 MHz, CD5Cly, 25 °C): & (ppm) = 71.4, 47.3, 29.5, 29.0.

GC-MS (EI): 2 = 149 [M-OH]" berechnet fiir CsH;; OBr 2 = 149.
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7.2.5. Ansatz zur Synthese einer ionischen Silylschutzgruppe

Synthese von 95

5 eq MIM, MeCN, Cl
\ / 150 °C (MW), 10 min \S,/
CI’SI\/\/\CI > o I\/\/\N/\ s
\§/
94
0,5 eq Z-Ser-OBn, MeCN, \/ cl
94 RT.24h > O,SI\/\/\N/\ .
H —
_N \§/
Cbz
o} OBn
95

360 pl (2 mmol, 1 eq) Chlor(4-chlorbutyl)dimethylsilan wurden mit 793 pl (10
mmol, 5 eq) Methylimidazol in 0,5 ml Acetonitril gelést und 10 min bei 150 °C
in der Mikrowelle geriihrt. Zu dieser Losung wurden 329 mg (1 mmol, 0,5 eq) Z-
Ser-OBn gegeben und 24 h geriihrt. Die Losung wurde mit HPLC-MS untersucht
(Ergebnis siehe unten). Anschlieffend wurde das Reaktionsgemisch mit 10 ml Wasser
und 585 pl (7 mmol) konz. HCI versetzt und erneut mit HPLC-MS untersucht. Das
Produkt konnte nicht mehr detektiert werden. Das gleiche Ergebnis erhélt man bei

Verwendung von reinem Wasser.

MS (ESI, pos.): 2 = 524,2587 [M-CI|*; berechnet fiir CosH3sN3O5Si =+ = 524,2575.

.Zi
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7.2.6. Synthese der Zielverbindung 101

Synthese von 1-(2-hydroxy-2-methylpropyl)-3-methyl-imidazoliumiodid 98

|
X Im, 50 °C, 15h_ Mel, 80°C, 4 h
—
d M-
HO 7
9

8

1,00 g (13,9 mmol, 1 eq) 2,2-Dimethyloxiran wurden mit 944 mg (13,9 mmol, 1
eq) Imidazol 15 h bei 50 °C geriihrt. Dann wurden 863 ul Methyliodid zugegeben
und noch einmal 4 h bei 80 °C geriihrt. Nach dem Abkiihlen wurde dreimal mit
Diethylether gefallt und das Produkt am HV getrocknet. Es wurden 3,81 g (97 %
der Theorie) eines gelben Ols erhalten.

'H-NMR (500 MHz, D50, 25 °C): § (ppm) = 7.46 - 7.38 (m, 2H), 4.14 (s, 2H),
3.87 (s, 3H), 1.19 (s, 6H).

BC.NMR (126 MHz, D50, 25 °C): § (ppm) — 123.8, 123.1, 69.7, 59.2, 36.1, 25.6.
MS (ESI, pos.): 2 = 155,2 [M-I|*; berechnet fiir CgHi5N,O 2 = 155,1.

z

Elementaranalyse: berechnet fiir CsH5IN5O : C, 34,06; H, 5,36; N, 9,93: gefunden
C, 34,02; H, 5,33; N, 9,99.

Synthese von 99

B} ¢
| Z-Asp-OBn, 1,1 eq DCC, ></N\yN\
0,2 eq DMAP, 0 °C, 14 h 0
N\ 57 % >
[— 0
HOX/N \¢ o
Cbz OBn
98 H
0
99

663 mg (2,35 mmol, 1 eq) 98 und 840 mg (2,35 mmol, 1 eq) Z-Asp-OBn wurden in
11 ml Dichlormethan gel6st und auf 0° C gekiilt. Dann wurden 533 mg (2,59 mmol,
1,1 eq) DCC und 57 mg (0,47 mmol, 0,2 eq) DMAP zugegeben und 14 h geriihrt. Der

Niederschlag wurde abfiltriert und die Losung mit Cellulose versetzt und einrotiert.
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Aus diesem Feststoff wurde das Produkt durch FPE extrahiert. Es wurden 0,84 g
(57 % der Theorie) eines farblosen, hygroskopischen Feststoffs erhalten.

IL-NMR (500 MHz, CDCly, 25 °C): § (ppm) = 8.98 (s, 1H), 7.66 (s, 1H), 7.60 (s,
1H), 7.35 - 7.23 (m, 10H), 5.08 (s, 2H), 4.98 (s, 2H), 4.50 - 4.39 (m, 1H), 4.15 - 4.08
(m, 1H), 3.82 (s, 3H), 2.86 - 2.79 (m, 1H), 2.68 - 2.60 (m, 1H), 1.34 - 1.28 (m, 6H).

MS (ESI, pos.): 2 = 494,2285 [M-I]; berechnet fiir Co;H3oN3Og 2 = 494,2286.

z

Synthese von 102

|
. =\
| Fmoc-Asp-OAll, 1,1 eq DCC, ></N\¢N\
o]

0,2eq DMAP, 0 °C, 14 h

Krh‘ o1% - o)
Y,
HO R4

Fmoc\N OAll
98 H

0o
102

620 mg (2,20 mmol, 1 eq) Fmoc-Asp-OAll und 869 mg (2,20 mmol, 1 eq) 98
wurden in 11 ml DCM gelost und 15 min im Eisbad gekiihlt. Dann wurden 502
mg (2,4 mmol, 1 eq) DCC und 54 mg (0,44 mmol, 0,2 eq) DMAP zugegeben und
14 h geriihrt. Anschliefend wurde Cellulose zugegeben und das Lésungsmittel am
Rotationsverdampfer abgezogen. Aus dem Riickstand wurden mittels FPE 743 mg

(51 % der Theorie) eines weifen Feststoffs isoliert.

MS (ESI, pos.): 2 = 532,2447 [M-I]*; berechnet fiir C3gHz4N305 2 = 532,2442.

z

Synthese von 101

| |
— \ + .
O></ “QN\ 10 eq Morpholin, 10 mol % Pd(PPhg)s, o></ DN\

MeCN, RT, 10 min

o 22 % o

Fmoc\N OAll Fmoc\N OH

H H
o) o)

102 101

138 mg (0,21 mmol, 1 eq) 102 wurden unter Argon in 1 ml Acetonitril gelost und
dann 24 mg (21 pmol, 0,1 eq) Tetrakis(triphenylphophin)palladium und 184 pl (2,1
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mmol, 10 eq) Morpholin zugegeben. Nach 11 min wurden 162 pl TFA zugegeben
und die Losung mit Cellulose versetzt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum ent-
fernt und das Produkt aus dem Riickstand mittels FPE extrahiert. Es wurden 28,2
mg (22 % der Theorie) eines farblosen Feststoffs isoliert.

MS (ESI, pos.): = = 492,2127 [M-I|*; berechnet fiir Co7H30N3Og 7 = 492,2129.

z
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7.2.7. Ansatz zur Synthese einer ionischen Boc-Schutzgruppe

Synthese der Verbindungen 103 und 104

| 1,1 eq p-Nitrochloroformat, |

Pyridin, RT, 3,5 h O,N
O =\ +
T 5w D
(@) (@)

103

5
&
$
/
Y

0 \+
Fmoc-Lys-OH, HN)I\OX/ Nz

2 eq Nay,COg3, RT,4 h
103

\j

Fmoc OH

Iz

104

28 mg (0,1 mmol, 1 eq) 98 wurden in 400 pl trockenem Pyridin geldst, mit 22
mg (0,11 mmol, 1,1 eq) p-Nitrochloroformat versetzt und 3,5 h bei Raumtempe-
ratur geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit HPLC-MS untersucht. Nach der
Reaktion wurde das Produkt mit kaltem Diethylether gefillt und die Etherphase
entfernt. Das Produkt wurde eine Woche bei - 20 °C gelagert. Anschliefend erfolgte
eine erneute Kontrolle des Produkts mit HPLC-MS. Das Produkt wurde in 500 ul
Acetonitril/Wasser (1:1) gelost und 37 mg (0,1 mmol, 1 eq) Fmoc-Lys-OH sowie 27
mg (0,25 mmol, 2,5 eq) Natrimucarbonat zugegeben. Nach 4 h wurde das Reakti-

onsgemisch mit HPLC untersucht.

MS (ESI, pos.)(103): 2 = 320,1239 [M-I|*; berechnet fiir C;sHi;sN3O05 2 =
320,1241.

MS (ESI, pos.)(104): = — 549,2702 [M-I|*; berechnet fiir C3H3NsOg = =
549,2708.
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7.2.8. Ansatz zur Synthese einer ionischen Z-Schutzgruppe

Synthese von (4-(3-Chlorpropoxy)phenyl)methanol 105

1-Brom-3-Chlorpropan, KOH,

HO/\O\ MeOH, Reflux, 5 h _ HO/\©\
72 % PN
OH o cl

105

11,50 g (92,6 mmol, 1 eq) 4-(Hydroxymethyl)phenol, 9,1 ml (92,6 mmol, 1 eq)
1-Brom-3-chlorpropan und 6,12 g (92,6 mmol, 1 eq) KOH wurden in 80 ml Metha-
nol gelost und 5 h refluxiert. Nachdem die Umsetzung laut DC beendet war, wurde
das Losungsmittel am Rotationsverdampfer abgezogen und der Riickstand in 50 ml
Wasser und 30 ml EE aufgenommen. Die organische Phase wurde abgetrennt und
die wassrige Phase noch zweimal mit je 30 ml EE extrahiert. Die vereinigten or-
ganischen Phasen wurden mit 50 ml ges. NaCl Lsg. gewaschen und iiber NaySO,
getrocknet. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer abgezogen und der
Riickstand mit Pentan/EE 5:1 gesdult. Es wurden 13,40 g eines farblosen Feststoffs

erhalten.

'"H-NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C): 6 (ppm) = 7.27 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.89 (d,
J = 8.6 Hz, 2H), 4.60 (s, 2H), 4.11 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 3.74 (t, J = 6.3 Hz, 2H),
2.23 (p, J = 6.1 Hz, 2H), 1.80 (s, 1H).

BC-NMR (126 MHz, CDCl;, 25 °C): § (ppm) = 158.3, 133.4, 128.7, 114.6, 65.0,
64.3, 41.5, 32.2.

MS (EI, pos.): = = 200,1 [M]*; berechnet fiir C,oH,3Cl0, 2 = 200,1.

z

Synthese der ionischen Cbz-Gruppe 106

HO/\©\ 3eqMIM, 65°C,3d _ HO | A
59 % -

105 \§/

201 mg (1 mmol, 1 eq) (4-(3-Chlorpropoxy)phenyl)methanol 105 wurden mit
238 ul (3 mmol, 3 eq) 1-Methylimidazol gemischt und 3 Tage bei 65 °C geriihrt.

Anschliefsend wurde das Reaktionsgemisch in Methanol aufgenommen und mit Die-
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thylether gefillt. Es wurden 167 mg (59 % der Theorie) braunlicher Kristalle isoliert.

"H-NMR (500 MHz, MeOH, 25 °C): § (ppm) = 7.67 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.58 (d,
J = 1.8 Hz, 1H), 7.27 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.87 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 4.52 (s, 3H),
4.45 (t, J = 6.9 Hz, 3H), 4.06 (t, J = 5.7 Hz, 3H), 3.91 (s, 4H), 2.41 - 2.33 (m, 1H).

BC-NMR (126 MHz, CDCls, 25 °C): § (ppm) = 159.2, 135.3, 129.7, 124.9, 123.9,
115.3, 65.6, 64.8, 36.5, 30.7.

MS (ESI, pos.): & = 247,1458 [M-CI|*; berechnet fiir C14H14N,Oy 2 = 247,1441.

z

Synthese von 107 und 108

' X
Cl
1,1 eq p-Nitrochloroformat, N (6] O
Pyridin, RT, 3,5 h . |
106 = /N F N o F
=/
NO,
107
_ (0]
(¢]]
O)j\ NH
Fmoc-Lys-OH, .
2 eq Na,CO3, RT, 4 h N0
107 > \N\J
—
Fmoc\H OH
(¢}
108

28 mg (0,1 mmol, 1 eq) 106 wurden in 400 ul trockenem Pyridin gelost, mit 22
mg (0,11 mmol, 1,1 eq) p-Nitrochloroformat versetzt und 3,5 h bei Raumtempe-
ratur geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit HPLC-MS untersucht. Nach der
Reaktion wurde das Produkt mit kaltem Diethylether gefdllt und die Etherphase
entfernt. Das Produkt wurde eine Woche bei - 20 °C gelagert. Anschliefend erfolgte
eine erneute Kontrolle des Produkt mit HPLC-MS. Das Produkt wurde in 500 ul
Acetonitril/Wasser (1:1) gelost und 37 mg (0,1 mmol, 1 eq) Fmoc-Lys-OH sowie 27
mg (0,25 mmol, 2,5 eq) Natrimucarbonat zugegeben. Nach 4 h wurde das Reakti-
onsgemisch mit HPLC untersucht.
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MS (ESI, pos.)(107): 2 = 412,1509 [M-CI]*; berechnet fiir CyoHyyN3O5 2 =
412,1503,

MS (ESI, pos.)(108): 2 = 641,2986 [M-CIl]|*; berechnet fiir C3;Hy3N4Og 2 =
641,2970.
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7.2.9. Synthese der mehrfach geladenen Tags

Synthese von 10

Br-
J\ 2.1 eq DBP, MeCN, Reflux, 24 h J\ A
~N"N 53 % > SNTOSNN B
\—/ \—/
10

DBP: B N"Npr

12,5 ml (123 mmol, 2,1 eq) 1,3-Dibrompropan wurden in 25 ml Acetonitril gelost
und refluxiert. Zu dieser Losung wurden 5,56 g (59 mmol, 1 eq) 1,2-Dimethylimidazol
gelost in 10 ml Acetonitril langsam zu getropft und 21 h refluxiert. Das Losungsmittel
wurde am Rotationsverdampfer abgezogen und der Riickstand mit 40 ml trockenem
Acetonitril versetzt. Die Suspension wurde 1 h im Ultraschallbad behandelt, dann
abfiltiriert und der Riickstand viermal mit 10 ml Acetonitril gewaschen. Das Filtrat
wurde einrotiert und am HV getrocknet. Es wurden 9,29 g (53 % der Theorie) eines

farblosen Feststoffs erhalten.

'H-NMR (500 MHz, D»0, 25 °C): § (ppm) = 7.40 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.34 (d,
J = 2.1 Hz, 1H), 4.30 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 4.30 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 3.77 (s, 3H),
3.77 (s, 3H), 3.47 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.62 (s, 3H), 2.42 - 2.33 (m, 2H).

BC-NMR (126 MHz, D0, 25 °C): § (ppm) = 147.3, 125.1, 123.4, 48.9, 37.3, 34.1,
32.2, 11.7.

MS (ESI, pos.): = = 217,0343 [M-Br|*; berechnet fiir CgHy4BrNy 2 = 217,0335.

z
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Abbildung 7.3.: Ergebniss der Kristallstrukturanalyse des Produkts 10
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Abbildung 7.4.: Ergebniss der Kristallstrukturanalyse des Nebenprodukts

Synthese von 12

Br -
J\ N 2,2 eq 2-Mimi, MeCN, Reflux, 17 h _ J\Iir J\
N \N/\/\Br 57 % > ~N N"~“N \N
\—/ \—/ \—/
10 12

16,37 g (55 mmol, 1 eq) 10 wurden in 150 ml Acetonitril gelost und 9,91 g (121
mmol, 2,2 eq) 2-Methylimidazol zugegeben. Die Mischung wurde 24 h refluxiert
und dann das Losungsmittel am Rotationsverdampfer abgezogen. Der Riickstand
wurde je viermal mit 30 ml Diethylether und 30 ml Tetrahydrofuran extrahiert.
Der Riickstand wurde im Vakuum getrocknet, in 120 ml Wasser gelost und mit
Kaliumcarbonat auf pH 11 eingestellt. Die Losung wurde 30 min geriihrt und dann
lyophilisiert. Der Feststoff wurde portionsweise mit 100 ml Acetonitril extrahiert und
die Extrakte jeweils abfiltriert und einrotiert. Es wurden 9,40 g (57 % der Theorie)

eines farblosen Feststoffs isoliert.
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'H-NMR (500 MHz, D50, 25 °C): § (ppm) = 7.25 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.23 (d, J
— 2.1 Hz, 1H), 7.12 (s, 2H), 7.01 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 4.10 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 4.05
(t, J = 7.3 Hz, 2H), 3.66 (s, 3H), 2.45 (s, 3H), 2.37 (s, 3H), 2.30 - 2.21 (m, 2H).

BC-NMR (126 MHz, D-0, 25 °C): § (ppm) = 145.1, 122.5, 122.1, 120.5, 120.3,
118.7, 45.0, 43.4, 34.6, 29.0, 10.7, 8.8.

MS (ESI, pos.): 2 = 219,1601 [M-Br|*; berechnet fiir C15H19Ny 7 = 219,1604.

z

o°

o

Abbildung 7.5.: Ergebniss der Kristallstrukturanalyse des Produkts 12

Synthese von 13

A A IS
10,6 eq DBP, MeCN, Reflux, 17 h
~N N F = N q T ~ X

N/\/\N N +
\=/ \=/ 95 %, N\=/N/\/\N\_/N/\/\Br

12

13

4,51 g (15,1 mmol, 1 eq) 12 und 16,5 ml (162 mmol, 10,7 eq) 1,3-Dibrompropan
wurden in 150 ml Acetonitril gelost und 50 h refluxiert. Nach dem Abkiihlen wur-
de das Losungsmittel abdestilliert, der Riickstand viermal mit 30 ml Diethylether
gewaschen und am HV getrocknet. Es wurden 7,15 g (95 % der Theorie) eines farb-

losen Feststoffs erhalten.

'H-NMR (500 MHz, D50, 25 °C): § (ppm) = 7.40 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.37 (d, J
— 2.2 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.27 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 4.24 (t, J = 7.0
Hz, 2H), 4.21 - 4.14 (m, 4H), 3.69 (s, 3H), 3.40 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.59 (s, 3H),
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2.52 (s, 3H), 2.35 - 2.26 (m, 4H).

BC-NMR (126 MHz, D0, 25 °C): § (ppm) = 144.6, 144.4, 122.6, 121.6, 121.0,
120.4, 46.4, 44.9, 44.8, 34.7, 31.3, 29.5, 28.9, 9.2, 9.0.

MS (ESI, pos.): 2 = 339,1161 [M-2Br-H|*; berechnet fiir Cy5Hy4BrNy = = 339,1179.

oz

Abbildung 7.6.: Ergebniss der Kristallstrukturanalyse des Produkts 13

Synthese von 14

TfO" TfO"
2 eq AgOTf, MeOH / MeCN, RT, 1 h J\ . .
13 99 % - ~N NN N~ Br
\—/ \—/
14

3,19 g (6,38 mmol, 1 eq) 13 wurden in 18 ml Methanol und 60 ml Acetonitril
gelost und gertihrt. Zu dieser Losung wurde eine Losung von 3,27 g (12,8 mmol, 2
eq) Silbertriflat in 20 ml Acetonitril gegeben und eine Stunde geriihrt. Die Losung
wurde abfiltriert und das Filtrat am Rotationsverdampfer eingeengt. Die Kristallisa-
tion erfolgte bei 4 °C. Es wurden 4,01 g (99 % der Theorie) eines farblosen Feststoffs

erhalten.

'H-NMR (500 MHz, D50, 25 °C): § (ppm) — 7.48 (d, J — 2.2 Hz, 1H), 7.45 (d,
J = 2.2 Hz, 1H), 7.39 (d, J — 2.1 Hz, 1H), 7.36 (d, J — 2.1 Hz, 1H), 4.32 (t, J —
6.9 Hz, 2H), 4.25 (t, J — 7.5 Hz, 4H), 3.78 (s, 3H), 3.48 (t, J — 6.1 Hz, 2H), 2.67
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(s, 3H), 2.60 (s, 3H), 2.43 - 2.33 (m, 4H).

BC-NMR (126 MHz, D,0, 25 °C): § (ppm) = 147.3, 147.1, 125.3, 124.3, 123.7,
123.1, 57.1, 49.1, 47.6, 47.5, 37.4, 34.0, 32.1, 31.6, 11.8, 11.5.

MS (ESL pos.): 2 = 339,1156 [M-2TfO-H|"; berechnet fiir C;5HpyBrN, 2 —
339,1179.

Abbildung 7.7.: Ergebniss der Kristallstrukturanalyse des Produkts 14

Synthese von 15

TfO" TfO"
3,25 eq 2-Mimi, MeCN, Reflux, 25 h J\
14 N A X
78 % N SN""N" N "N" °N
\—/ \—/ \—/
15

14,88 g (23,3 mmol, 1 eq) 14 wurden in 80 ml Acetonitril gelost und eine Losung
von 6,2 g (75,6 mmol, 3,2 eq) 2-Methylimidazol in 50 ml Acetonitril sowie 290 ml
Acetonitril zugegeben. Diese Losung wurde drei Tage refluxiert und dann abkiih-
len lassen. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer abgezogen und der
Riickstand mit Diethylether, THF und nochmals Diethylether gewaschen. Reste der
Waschfliissigkeiten wurden im Vakuum entfernt, der Riickstand in 200 ml Wasser
gelost und mit Kaliumcarbonat auf pH 11 gebracht. Die Losung wurde lyophilisiert,
der Riickstand mit 100 ml Acetonitril extrahiert und abfiltriert. Das Filtrat wurde
bis zur Trockene eingedampft. Es wurden 12,29 g (78 % der Theorie) eines farblosen
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Feststoffs erhalten.

"H-NMR (500 MHz, D,0, 25 °C): § (ppm) = 7.40 (s, 2H), 7.39 (d, J = 2.2 Hz,
1H), 7.36 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.05 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 6.88 (d, J — 1.4 Hz, 1H),
4.28 - 4.14 (m, 6H), 4.08 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 3.78 (s, 3H), 2.60 (s, 3H), 2.55 (s, 3H),
2.40 - 2.28 (m, TH).

BC-NMR (126 MHz, D0, 25 °C): § (ppm) = 148.6, 147.3, 146.8, 128.7, 125.3,
123.8, 123.7, 123.0, 122.6, 48.2, 47.5, 47.5, 45.5, 37.3, 31.8, 31.6, 14.3, 11.5.

MS (ESI, pos.): & = 341,2425 [M-2TfO-H|*; berechnet fiir C19HpgNg 2 — 341,2448.

Tz
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7.2.10. Synthese des Linker, Aktivierung und Kupplung an verschiedene

Aminosaurederivat

Synthese von 3

KOH, MeOH, Reflux, 3h OH
CI/\/\Br + HS/\/OH o > CI/\/\S/\/
(]
3

9,8 ml (100 mmol, 1 eq) 1-Brom-3-chlorpropan wurden in 20 ml MeOH gel6st und
unter Riickfluss erhitzt. Dann wurde eine Losung von 6,6 g (100 mmol, 1 eq) KOH
und 7,0 ml Mercaptoethanol (100 mmol, leq) in 40 ml MeOH zugetropft. Nach 3
h wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer abgezogen und der Riickstand
in 80 ml Wasser/DCM (1:1) aufgenommen. Die organische Phase wurde abgetrennt
und die wassrige Phase mit 3 mal 30 ml DCM extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden mit ges. NaCl Losung gewaschen und iiber MgSO, getrocknet. Es
wurden 14,83 g (96 % der Theorie) eines farblosen Ols gewonnen. Bei nicht ausrei-
chender Reinheit konnte dieses Produkt durch Destillation gereinigt werden (Sdp.
93 °C bei 0,15 mbar).

'H-NMR (500 MHz, DMSO, 25 °C): § (ppm) = 3.76 (dd, J = 8.4, 4.5 Hz, 1H),
3.71 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.53 (t, J — 6.9 Hz, 2H), 2.62 (t, J — 7.1 Hz, 2H), 2.56
(t, J = 6.9 Hz, 2H), 1.99 - 1.92 (m, 2H).

1BC-NMR (126 MHz, DMSO, 25 °C): § (ppm) = 60.8, 43.9, 33.7, 32.0, 28.3.

GC-MS (EI): = 154,0 [M|* berechnet fiir C5H;;ClOS 2 = 154,0.

Elementaranalyse: berechnet fiir CsH;;CIOS: C, 38,83; H, 6,96; N, 0,00: gefunden
C, 38,62; H, 7,03; N, 0,0.

Synthese von 30

1 eq p-Nitrophenolchloroformat,
AN NN OH 1 eq Pyridin, DCM, RT, 2 h CI/\/\S/\/O\"/O | S
Cl S 83 % o o) =

30

3

3,87 g (25 mmol, 1 eq) 3 (Cl-B,ed-OH) wurden mit 5,04 g (25 mmol, 1 eq) p-
Nitrophenolchloroformat in 50 ml DCM gelost und mit 2,0 ml (25 mmol, 1 eq)
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Pyridin versetzt und 2 h geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde drei mal mit 1 N
HCI und drei mal mit ges. NaCl Lsg. extrahiert und iiber NaySO, getrocknet. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand durch Saulenchro-
matographie mit EE / Pentan 1:5 gereinigt. Es wurden 6,63 g (83 % der Theorie)

erhalten.

'H-NMR (400 MHz, LM, 25 °C): § (ppm) — 8.30 (d, J — 9.0 Hz, 2H), 7.54 (d, J
— 9.0 Hz, 2H), 4.36 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.69 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.86 (t, J = 6.6
Hz, 2H), 2.67 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.02 - 1.91 (m, 2H).

13C-NMR (101 MHz, DMSO, 25 °C): § (ppm) = 156.0, 152.7, 146.0, 126.2, 123.4,
68.6, 44.7, 32.7, 30.1, 29.1.

Synthese von 31

1,5 eq (Suc0),CO, 3 eq NEt3, O
MeCN, RT, 1 h 0.__O.
Cl/\/\s/\/OH o/ > CI/\/\S/\/ T b
82 %
o}

3 o)
31

2,22 g (14,4 mmol, 1 eq) 3 wurden in 54 ml Acetonitril gelést und 5,36 g (20,9
mmol, 1,5 eq) (SucO),CO sowie 6,0 ml (43,1 mmol, 3 eq) NEt; zugegeben. Nach
1 h rithren wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer abgezogen und der
Riickstand in 75 ml DCM aufgenommen. Die organische Phase wurde drei mal mit
45 ml ges. NaHCO3 Lsg. und einmal mit ges. NaCl Lsg. gewaschen. Die organische
Phase wurde iiber MgSQO, getrocknet. Das Losungsmittel wurde abdestilliert und
der Riickstand durch Sdulenchromatographie mit EE/Pentan 1:1 gereinigt. Es wur-
den 3,46 g (82 % der Theorie) eines Ols gewonnen.

Ry: 0,62 (EE/Pentan 1:1, Iod)

'H-NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C): § (ppm) = 4.45 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 3.66
(t, J = 6.3 Hz, 2H), 2.89 - 2.82 (m, 6H), 2.75 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.10 - 2.01 (m, 2H).

BC-NMR (126 MHz, CDCls, 25 °C): § (ppm) = 168.7, 151.5, 70.0, 43.3, 32.1,
29.9, 20.5, 25.5.
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MS (ESI, pos.): 2 = 318,0169 [M+Nal*; berechnet fiir C;oH;4CINNaO5S 2 —
318,0179.

Synthese von 32

(0]

H
0 H-Phe-OBn, 2 eq NEt3, o. N
\)Nﬁ MeCN, Rt., 2 h NN e \)I\OBn

3 98 % o O 3
o)

31 32

415 mg (1,27 mmol, 1 eq) 31 wurden in 5 ml Acetonitril gelost und 370 mg (1,27
mmol, 1 eq) H-Phe-OBn sowie 354 pl (2,54 mmol, 2 eq) NEt; zugegeben und 1 h ge-
rithrt. Das Losungsmittel wurde abgezogen und der Riickstand mit DCM aus der mit
Schwefelsdure angesduerten wéassrigen Phase extrahiert. Die organische Phase wurde
iiber NaySO,4 getrocknet und abfiltriert. Der nach dem Abziehen des Losungsmittels
am Rotationsverdampfer im Kolben verbleibende Riickstand wurde mit EE/Pentan
1:3 durch Saulenchromatographie getrennt. Es wurden 542 mg eines farblosen Ols

erhalten.

Ry: 0,74 (EE/Pentan 1:3, UV)

"H-NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C): ¢ (ppm) = 7.39 - 7.32 (m, 3H), 7.31 - 7.26
(m, 2H), 7.26 - 7.18 (m, 3H), 7.14 - 6.97 (m, 2H), 5.32 - 5.15 (m, 1H), 5.15 - 5.06
(m, 2H), 4.73 - 4.60 (m, 1H), 4.19 (t, J — 6.9 Hz, 2H), 3.62 (t, J — 6.3 Hz, 2H),

3.17 2.96 (m, 2H), 2.75 - 2.57 (m, 4H), 2.07 - 1.92 (m, 2H).

1BC-NMR (126 MHz, CDCls, 25 °C): § (ppm) = 171.4, 155.5, 135.6, 135.1, 129.4,
128.7, 128.65, 128.6, 127.2, 67.3, 64.2, 54.8, 43.4, 38.2, 32.2, 30.8, 29.3.

MS (ESI, pos.): = = 458,1 [M+Na|"; berechnet fiir CpHgs CINNaO4S = = 458, 1.

z
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Allgemeines Protokoll fiir die Kupplung der Verbindung 31 an Aminosauren
1eq 3, 1,5 eq (SucO),CO und 3 eq NEt3 wurden 1 h in Acetonitril (ca. 0,25
mM, bezogen auf 3) geriihrt, bis die Reaktion vollstindig war (Kontrolle mit DC:

EE/Pentan 1:1). Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer im Vakuum
entfernt, der Riickstand in DCM aufgenommen und mit ges. NaHCO3 Lsg. und ges.
NaCl Lsg. gewaschen und iiber MgSO, getrocknet.

Das Ol wurde in Acetonitril gelst und 1 eq der jeweiligen Aminosiure sowie 2
eq NaHCO3 und Wasser zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 1 h geriihrt und
dann das Acetonitril am Rotationsverdampfer abgezogen. Der pH-Wert der wéssri-
gen Phase wurde auf 9-10 eingestellt und diese dreimal mit DCM extrahiert. An-
schliekend wurde die wassrige Phase mit HCI auf pH 1 eingestellt und dreimal mit
EE extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit ges. NaCl Lsg. ge-
waschen und iiber MgSO, getrocknet. Der nach dem Abziehen des Losungsmittels
verbleibende Riickstand wurde mit EE/Pentan 2:3, 1% AcOH an Kieselgel chroma-
tographiert. Die Produktfraktionen wurden mit Hexan mehrmals koevaporiert, um

die Essigsidure als Azeotrop zu entfernen.

Synthese von 33

O 41 eq H-Gly-OH, 2 eq NaHCOs, 0

o_ _O. MeCN / HoO, RT, 2 h H
CI/\/\S/\/ \lor N e 882% > CI/\/\S/\/OTN\)I\OH
o)

(6]
31 33

Ansatzgrosse 10 mmol, Ausbeute 2,26 g (88 % der Theorie) farblose Nadeln.

Ry: 0,3 (EE/Pentan 1:5, 1% AcOH, Iod)

"H-NMR (500 MHz, CDCl3, 25 °C): ¢ (ppm) = 5.22 (s, 1H), 4.26 (t, J = 6.8 Hz,
2H), 4.04 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 3.66 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 2.81 - 2.67 (m, 4H), 2.10 -

1.97 (m, 2H).

BC-NMR (126 MHz, CDCls, 25 °C): § (ppm) = 173.6, 156.2, 64.5, 43.4, 42.3,
32.2, 30.7, 29.3.

Elementaranalyse: berechnet fiir CgH4CINO,S : C, 37,57; H, 5,52; N, 5,48: ge-
funden C, 37,78; H, 5,41; N, 5,60.
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Synthese von 34

O 4 eq H-Ser(tBu)-OH, 2 eq NaHCO3, (0]

H
PN /\/O O. MeCN /H,0, RT, 2 h _ o N
¢ ° \Ic]; ) 74% g g ¢ \)J\ﬂ
O =
o otBu
31 34

Ansatzgrosse 11 mmol, Ausbeute 2,68 g (74 % der Theorie) farbloses Ol.

Ry: 0,42 (EE/Pentan 1:3, 1% AcOH)

'H-NMR (500 MHz, CDCly, 25 °C): & (ppm) = 9.89 (s, 1H), 5.62 (d, J — 8.5 Hz,
1H), 4.46 (d, J — 8.5 Hz, 1H), 4.36 - 4.13 (m, 2H), 3.89 (dd, J — 9.0, 2.6 Hz, 1H),
3.65 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 3.59 (dd, J = 9.0, 3.8 Hz, 1H), 2.80 m 2.64 (m, 4H), 2.05

(p, J = 6.6 Hz, 2H), 1.17 (s, 9H).

BC-NMR (126 MHz, CDCls, 25 °C): § (ppm) = 175.5, 156.2, 74.1, 64.5, 61.8,
54.4, 43.5, 32.3, 30.9, 29.4, 27.4.

MS (ESI, pos.): 2 = 364,0947 [M+Nal*; berechnet fiir C3Hy4CINaNO5S 2 —
364,0961.

Elementaranalyse: berechnet fiir C;3Ho4,CINO5S: C, 45,67; H, 7,08; N, 4,10: ge-
funden C, 45,65; H, 6,85; N, 4,30.

Synthese von 35

O 1 eq H-Phe-OH, 2 eq NaHCO3, .
o._ _O. MeCN / H,0, RT, 2 h
CI/\/\S/\/ \"/ N 2 > CI/\/\S/\/O\"/N\)kOH
(0]

56 %
o © \@
31 35
Ansatzgrosse 10 mmol, Ausbeute 2,05 g (56 % der Theorie) gelbliches Ol.
Ry: 0,47 (EE/Pentan 1:1, 1% AcOH, UV)

'H-NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C): § (ppm) = 7.39 - 7.23 (m, 3H), 7.23 - 7.13
(m, 2H), 5.14 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 4.68 (d, J = 6.6 Hz, 1H), 4.21 (t, J = 6.7 Hz,
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2H), 3.64 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 3.21 (dd, J = 14.0, 5.3 Hz, 1H), 3.11 (dd, J = 14.0,
6.4 Hz, 1H), 2.80 - 2.57 (m, 4H), 2.07 - 1.97 (m, 2H).

1BC-NMR (126 MHz, CDCl;, 25 °C): § (ppm) = 176.1, 155.8, 135.5, 129.5, 128.9,
127.5, 64.5, 54.6, 43.5, 37.9, 32.3, 30.9, 29.4.

MS (ESI, pos.): = 368,2 [M+Na|*; berechnet fiir C15H2CINNaO,S 2+ = 368,1.

z

Synthese von 36

O 1 eq H-Lys(2)-OH, 2 eq NaHCOs3, 4 O
0O« MeCN /H,0, RT,2h
CI/\/\S/\/ \“/ b e 2 - CI/\/\S/\/O N\)I\OH
o) 80 % Y Y
o (W
© “HHcbz
31 36

Ansatzgrosse 6,7 mmol, Ausbeute 3,1 g (80 % der Theorie) farbloses Ol.
Ry: 0,37 (EE/Pentan 1:3, 1% AcOH, Iod oder UV)

'H-NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C): 0 (ppm) = 7.39 - 7.30 (m 2H), 7.29 - 7.23
(m, 2H), 7.20 - 7.14 (m, 1H), 5.54 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 5.12 (s, 2H), 4.93 (s, 1H),
4.35 (d, J = 4.6 Hz, 1H), 4.23 (dd, J = 14.9, 8.2 Hz, 2H), 3.64 (t, J = 6.2 Hz, 2H),
3.28 - 3.07 (m, 2H), 2.71 (dt, J = 13.5, 6.8 Hz, 4H), 2.07 - 1.97 (m, 2H), 1.95 - 1.67
(m, 2H), 1.60 - 1.33 (m, 4H).

BC-NMR (126 MHz, CDCl3, 25 °C): § (ppm) = 137.9, 129.0, 128.6, 128.2, 125.3,
66.9, 64.3, 60.0, 43.4, 40.4, 32.2, 30.8, 29.2, 21.5.

MS (ESI, pos.): = = 483,13 [M+Na|*; berechnet fiir CooHagCIN;NaOgS 2 =
483,13,

Elementaranalyse: berechnet fiir CooHo9CINoOgS: C, 52,11; H, 6,34; N, 6,08: ge-
funden C, 51,81; H, 6,23; N, 6,07.

Synthese von 37
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O 1 eq H-Tyr-OH, 2 eq NaHCO3,

(0]

H

AN /\/O (ON MeCN/H0, RT, 2 h _ o N

Cl S \"/ N — - CI/\/\S/\/ \"/ \;)I\OH
O (] -

o o 3
3 37 \©\
O

H

Ansatzgrosse 10 mmol, Ausbeute 2,74 g (71 % der Theorie) farbloses Ol.

Ry: 0,42 (EE/Pentan 1:5, 1% AcOH, Iod oder UV)

TH-NMR (500 MHz, CDCly, 25 °C): 6 (ppm) = 7.02 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 6.74 (d,
J = 8.1 Hz, 2H), 5.23 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 4.63 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 4.22 (t, J —
6.8 Hz, 2H), 3.64 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 3.17 - 2.99 (m, 2H), 2.79 - 2.65 (m, 4H), 2.09

- 1.98 (m, 2H).

1BC-NMR (126 MHz, CDCls, 25 °C): § (ppm) = 154.9, 130.6, 128.2, 115.7, 64.4,
54.6, 43.4, 37.0, 32.1, 31.0, 30.8, 29.2.

MS (ESL pos.): = = 384,05 [M+Na|™; berechnet fiir C;5HyCINNaOsS = —
384,06.

Elementaranalyse: berechnet fiir C;5Ho0CINO5S: C, 49,79; H, 5,57; N, 3,87: ge-
funden C, 49,77; H, 5,45; N, 3,85.

Synthese von 38

CI/\/\S/\/O\"/O N >

0 o
o) 65 %
O

31 0% “NH,
38

O 1e
q H-GIn-OH, 2 eq NaHCO3, o. N
b MeCN /H,0, RT, 2 h NN \[( \.)I\OH

Ansatzgrosse 10 mmol, Ausbeute 3,00 g (65 % der Theorie) farbloses Ol.

'H-NMR (500 MHz, DMSO, 25 °C): § (ppm) = 12.62 (s, 1H), 7.47 (d, J = 7.8
Hz, 1H), 7.28 (s, 1H), 6.77 (s, 1H), 4.07 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 3.90 (dd, J = 13.0, 8.6
Hz, 1H), 3.71 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 2.77 - 2.62 (m, 4H), 2.13 (t, J = 7.4 Hz, 2H),
2.01 - 1.89 (m, 3H), 1.78 - 1.60 (m, 1H).
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1BC.NMR (126 MHz, CDCls, 25 °C): § (ppm) = 173.7, 173.5, 155.9, 63.3, 53.5,
43.9, 31.9, 31.3, 29.9, 28.3, 26.6.

MS (ESI, pos.): 2 = 349,0574 [M+Na]*; berechnet fiir C;;H;9gCIN;NaO5S 2 =
349,0601.

Elementaranalyse: berechnet fiir C;;H19CINoO5S: C, 40,43; H, 5,86; N, 8,57: ge-
funden C, 39,94; H, 5,57; N, 8,44.

Synthese von 39

O 1 eq H-Val-OH, 2 eq NaHCOs, 0
AN a0 O MeCN / H,0, RT, 2 h o H\)l\
Cl S N L > N NN
Cl S \"/ v~ TOH
87 % i
0 5 0 AL

31
39

Ansatzgrosse 10 mmol, Ausbeute 2,75 g (87 % der Theorie) farblose Nadeln.

Rs: 0,6 (EE/Pentan 1:3, 1% AcOH, Iod)

'H-NMR (500 MHz, CDCly, 25 °C): & (ppm) = 5.23 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 4.37 -
4.28 (m, 1H), 4.24 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 3.66 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 2.81 - 2.62 (mm,
4H), 2.29 - 2.21 (m, 1H), 2.05 (p, J = 6.6 Hz, 2H), 1.02 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 0.94

(d, J = 6.8 Hz, 3H).

BBC-NMR (126 MHz, CDCls, 25 °C): § (ppm) = 176.5, 156.2, 64.3, 58.8, 43.4,
32.2, 31.0, 30.8, 29.3, 19.0, 17.4.

MS (ESI, pos.): = = 320,06 [M+Nal|*; berechnet fiir C;;HyCINNaO,S 2 —
320,07.

Elementaranalyse: berechnet fiir C;;HooCINO4S: C, 44,36; H, 6,77; N, 4,70: ge-
funden C, 44,76; H, 6,70; N, 4,98.
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7.2.11. Herstellung des Glycinderivats 52

Synthese von 40

O  6,5eqMIM, 1,5 eq TMS-CI, cr 0
H DMF, 150°C, 10 min . H
i i - O _N
CI/\/\S/\/O\"/N\)I\OH - \NAN/\/\S/\/ \"/ \)I\OH
(0] = O
33 40

452 mg (1,77 mmol, 1 eq) 33 wurden in einem MW-Vial in 0,5 ml Acetonitril
gelost und dann 911 pl (11,5 mmol, 6,5 eq) 1-MIM und 335 pl (2,65 mmol, 1,5 eq)
TMS-CI zugegeben. Die Reaktion wurde in 10 min bei 150 °C durchgefiihrt, an-
schliefend wurde das Produkt aus dem Reaktionsgemisch mit Diethylether geféllt.
Dieser Vorgang wurde noch zweimal wiederholt und anschliefsend das Produkt im
Vakuum getrocknet. Das Reaktionsgemisch wurde mittels FPE gereinigt, nach Ly-

ophilisation wurden 799 mg (quant.) eines leicht braunlichen Ols erhalten.

'H-NMR (500 MHz, D»0, 25 °C): § (ppm) = 8.77 (s, 1H), 7.52 (s, 1H), 7.45 (s,
1H), 4.33 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 4.23 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 3.90 (s, 3H), 3.73 (s, 2H),
2.83 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.6 - 2.42 (m, 2H), 2.35 - 2.02 (m, 2H).

"H-NMR (500 MHz, MeOH-d4, 25 °C): § (ppm) = 8.98 (s, 1H), 7.67 (s, 1H), 7.58
(s, 1H), 4.35 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 4.19 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.94 (s, 3H), 3.78 (s,
9H), 2.77 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.64 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.23 - 2.15 (m, 2H).

BC-NMR (126 MHz, D-0, 25 °C): § (ppm) = 176.8, 158.3, 136.1, 122.9, 119.4,
64.1, 47.9, 43.7, 35.4, 30.0, 28.8, 27.6.
BC-NMR (126 MHz, MeOH-d4, 25 °C): § (ppm) = 174.1, 159.0, 138.2, 125.1, 123.8,
65.5, 43.4, 36.6, 35.8, 31.6, 30.8, 29.3.

MS (ESI, pos.): = 302,1156 [M-CI|*; berechnet fiir C1oHyoN3048 2+ = 302,1169.

-1

Synthese von 52

Cr o} cr O
H a) H
A&/\/\S/\/O N\)I\OH —_— AI:‘/\/\S/\/O N\)kOH
—~N S5 87%  —N S hd
\—/ o 0 o) =/ o 0 0
40 52

a) 2,2 eq Hy0,, cat. Na;WOy, H,0, 70 °C, 75 min
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777,5 mg 40 wurden in 9,2 ml Wasser gelost und mit 15 mg Na, WO, sowie 259
ul 30%ige Wasserstoffperoxidlosung versetzt und bei 70 °C geriihrt. Nach 30 min
wurden nochmals 259 ul 30%ige Wasserstoffperoxidlosung zugesetzt und weitere 45
min geriihrt. Mittels HPLC-MS wurde die Vollstdndigkeit der Reaktion iiberpriift.
Danach wurde abkiihlen lassen, dass liberschiissige Wasserstoffperoxid mit NaHSO;
zersetzt, die Losung lyophilisiert. Der erhaltene Feststoff wurde mit Acetonitril ex-

trahiert und erneut lyophilisiert. Es wurden 737 mg (87 % der Theorie)

"H-NMR (500 MHz, MeOH-d4, 25 °C): § (ppm) = 9.01 (s, 1H), 7.71 (s, 1H), 7.60
(s, 1H), 4.52 - 4.39 (m, 4H), 3.95 (s, 3H), 3.85 (s, 2H), 3.53 - 3.44 (m, 2H), 3.33 -
3.26 (m, 2H), 2.48 - 2.38 (m, 2H).

BC.NMR (126 MHz, MeOH-d4, 25 °C): § (ppm) = 173.6, 158.1, 138.4, 124.6,
121.0, 59.8, 53.7, 51.7, 43.1, 36.7, 36.3, 24.0.

MS (ESI, pos.): 2 = 334,103 [M-CI|*; berechnet fiir C1oHaN3O06S 2 = 334,107.

z
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7.2.12. Veresterung von 34 mit Benzylbromid

Synthese von 53

o) Benzylbromid, NEt; 0]
H ’ ’ H
o. N MeCN, Reflux, 1 h o. N
oSNy \=)I\OH - sy \:)I\osn
o H 94% o H
Sotsu “otBu
34 53

50 ul (0,421 mmol, 1 eq) Benzylbromid wurden in 2 ml Acetonitril vorgelegt und
zum Riickfluss erhitzt. 154 mg 34 und 60 pl NEt; wurden in 5 ml Acetonitril gelst
und dann zugetropft und 1 h refluxiert. Nach dem abkiihlen wurde das Losungsmit-
tel am Rotationsverdampfer abdestilliert und das Ol in 20 ml EE aufgenommen. Die
organische Phasewurde drei mal mit 15 ml 1 N Schwefelsdure, drei mal mit 15 ml
ges. NaHCOj3 Lsg. und mit ges. NaCl Lsg. gewaschen und iiber MgSO, getrocknet.
Die Losung wurde abfiltriert, eingeengt und mit EE / Pentan 1:3 durch Chromato-
graphie gereinigt. Man erhielt 183 mg (94 % der Theorie) eines farblosen Ols.

Ry : 0,51 (EE / Pentan 1:3, Tod)

TH-NMR (500 MHz, CDCl, 25 °C): § (ppm) = 7.44 - 7.28 (m, 5H), 5.60 (d, J =
8.9 Hz, 1H), 5.26 - 5.12 (m, 2H), 4.48 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 4.29 - 4.08 (m, 2H), 3.84
(dd, J = 8.9, 2.5 Hz, 1H), 3.65 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 3.57 (dd, J = 8.9, 3.1 Hz, 1H),

2.79 - 2.67 (m, 4H), 2.09 - 1.87 (m, 2H), 1.08 (s, 9H).

13C-NMR (126 MHz, CDCl;, 25 °C): § (ppm) = 170.5, 156.0, 135.5, 128.5, 128.3,
128.2, 73.4, 67.1, 64.2, 62.0, 54.6, 43.4, 32.2, 30.8, 29.3, 27.2.

MS (ESI, pos.): © = 454,1433 [M+Nal™; berechnet fiir CyHzCINNaO5S 2 —
454,1431.

Elementaranalyse: Berechnet fiir CooH3oCINO5S: C, 55,61; H, 7,00; N, 3,24: ge-
funden C, 55,84; H, 6,97; N, 3,11;
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7.2.13. Kupplung des Linkers an H-Ser(tBu)-OH

Synthese von 59

o) )
(0] OSuc a) H
N NN HoN CHy —2 5 o__N _CH
\(I)I/ t \g)l\o S Taew . TN NN g \=.)I\O ’
- O H
31 otBu otBu
59

a) 2 eq NaHCO3, MeCN / H,0, RT, 70 min

3,53 g (11,9 mmol, 1 eq) 31 (Cl-B,.4-OCOSuc wurden in 135 ml Acetonitril gel6st
und 2,25 g (11,9 mmol, 1 eq) H-Ser(tBu)-OMe-HCI sowie 140 ml Wasser und 2,03
g (23,8 mmol, 2 eq) NaHCOj3 zugegeben. Die Suspension wurde 1 1/4 h bei RT
geriihrt und das Acetonitril am Rotationsverdampfer entfernt. Die wéssrige Suspen-
sion wurde drei mal mit je 50 ml EE extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurde iiber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der
Riickstand wurde durch Séulenchromatographie an Kieselgel mit einem Eluent aus
EE / Pentan 1:3 gereinigt. Es wurden 3,62 g (86% der Theorie) des gewiinschten
Produkts erhalten.

Ry : 0,45 (EE / Pentan 1:3, Iod)

'H-NMR (500 MHz, CDCl3, 25 °C): § (ppm) = 5.57 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 4.47 -
4.40 (m, 1H), 4.24 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 3.82 (dd, J = 9.0 Hz, J = 2.6 Hz, 1H), 3.75
(s, 3H), 3.66 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 3.57 (dd, J = 9.0 Hz, J = 3.2 Hz, 1H), 2.80 - 2.67
(m, 4H), 2.11 - 1.98 (m, 2H), 1.13 (s, 9H).

BC-NMR (126 MHz, CDCls, 25 °C): § (ppm) = 171.3, 156.2, 73.7, 64.4, 62.2,
54.8, 52.6, 43.6, 32.4, 31.0, 29.5, 27.5.

MS (ESI, pos.): © = 378,1114 [M+Nal™; berechnet fiir C14HysCINNaO5S 2+ =
378,1118.

Elementaranalyse: Berechnet fiir C;4HoCINO5S: C, 47,25; H, 7,36; N, 3,94: ge-
funden C, 47,21; H, 7,30; N, 3,71;
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7.2.14. Herstellung des Linkers mit dreifach geladenen Tag

Synthese von 69

OH 5 eq Nal, MeCN, Reflux, 3 h OH
cl /\/\S/\/ 87 % > |/\/\S/\/
3 69

1,85 g (12 mmol, 1 eq) 3 wurden mit 8,96 g (60 mmol, 5 eq) Nal in 50 ml Acetoni-
tril gelost und 3 h refluxiert. Das Losungsmittel wurde im Vakuum abgezogen und
der Riickstand in 40 ml Wasser und 50 ml DCM gelost. Die organische Phase wurde
abgetrennt und die wéssrige Phase noch zweimal mit je 50 ml DCM extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden iiber MgSO, getrocknet und das Losungs-
mittel dann im Vakuum abgezogen. Es wurden 2,58 g eines farblosen Ols erhalten.
Das Produkt kann nicht ohne Zersetztung destilliert werden. Die Verbindung ist bei

Raumtemperatur nicht stabil.

"H-NMR (400 MHz, CDCl3, 25 °C): § (ppm) = 3.76 (q, J = 6.0 Hz, 2H), 3.31 (t,
J = 6.7 Hz, 2H), 2.75 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 2.66 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.21 (t, J =
6.1 Hz, 1H), 2.17 - 2.03 (m, 2H).

GC-MS (EI): = 246 [M]* berechnet fiir CsHy;10S 2 — 246.

Synthese von 70

J\TfO' J\TfO' J\ I
~N \I\T/\/\N \I\I/\/\N \,\I/\/\S/\/OH
\—/ \—/ \—/

640 mg (1 mmol, 1 eq) 70 wurden mit 492 mg (2 mmol, 2 eq) 69 in 1 ml Acetoni-
tril gelost und 24 h refluxiert. Das Produkt wurde dreimal mit Diethylether gefallt

und im Vakuum getrocknet. Es wurden 908 mg eines gelben Ols erhalten.

'H-NMR (500 MHz, D,0, 25 °C): § (ppm) = 7.55 - 7.43 (m, 4H), 7.40 (s, 1H),
7.37 (s, 1H), 4.40 - 4.19 (m, 9H), 3.81 - 3.68 (m, 5H), 2.77 - 2.56 (m, 13H), 2.47 -
2.29 (m, 4H), 2.21 - 2.09 (m, 2H).

BBC-NMR (126 MHz, D50, 25 °C): § (ppm) = 147.2, 147.1, 146.9, 125.3, 124.2,
123.9, 123.6, 123.1, 121.0, 62.9, 49.5, 47.7, 47.6, 47.5, 37.4, 36.0, 31.6, 31.1, 30.3,
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11.8, 11.6, 3.6.

MS (ESI, pos.): = = 737,0982 [M-TfO]*; berechnet fiir CysHy FINgO4S 2 =
737,1622.

Synthese von 70-Triflat

1 eq AgOTf, MeCN / TfO TiO- TfO"
MeOH, RT, 1 h L J\ J\
£ L + + +
701 98 % - N \N‘é‘)a' \NﬁN \N%%S/\/OH
\—/ \—/ \—/
70 * Triflat

1,06 g (1,2 mmol, 1 eq) 70-1~ wurden in 12 ml Acetonitril gelost. Dazu wurde eine
Losung von 307 mg (1,2 mmol, leq) Silbertrifluormethansulfonat in 1,8 ml Aceto-
nitril gegeben und 1 h geriihrt. Anschliefsend wurde die Losung 1 h unter Riickfluss
erhitzt und dann abkiihlen lassen. Der Niederschlag wurde abfiltriert und das Filtrat
lyophilisiert. Es wurden 1,07 g eines gelben Ols (98 % der Theorie) erhalten.

'H-NMR (500 MHz, D,0, 25 °C): § (ppm) = 7.51 - 7.42 (m, 4H), 7.39 (s, 1H),
7.37 (s, 1H), 4.37 - 4.18 (m, 10H), 3.81 - 3.71 (m, 5H), 2.79 (t, J — 6.1 Hz, 2H),
2.75 - 2.57 (m, 11H), 2.45 - 2.29 (m, 4H), 2.23 - 2.11 (m, 2H).

BC-NMR (126 MHz, D-0, 25 °C): § (ppm) = 143.7, 143.5, 143.4, 121.8, 120.7,
120.4, 120.1, 119.5, 117.5, 59.1, 55.3, 45.9, 44.1, 44.0, 43.9, 33.8, 32.9, 28.0, 27.6,
27.1, 8.1, 8.1, 7.9.

MS (ESI, pOS.)' L 759,22 [M—TfO]Jr, berechnet fir 026H41F6N60783 % — 759,21

'27

Synthese von 72

21,2 eq DBP, MeCN, Reflux, 28 h J\Tfo_ J\ o J\Br-
2 eq , MeCN, Reflux, o + + +
82 % TN \N(’ );N \N(");N SN,
\—=/ \—/ \—/
72

2,07 g (3,24 mmol, 1 eq) 15 und 7,0 ml (68,6 mmol, 21,2 eq) 1,3-Dibrompropan
wurden in 45 ml Acetonitril gelost und 28 h unter Riickfluss erhitzt. Nach dem Ab-

kiihlen wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer im Vakuum abgezogen.
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Der Riickstand wurde dreimal mit je 20 ml THF und zweimal mit je 20 ml Die-
thylether gewaschen. Das Produkt wurde am HV getrocknet und 2,11 g (82 % der

Theorie) eines farblosen Feststoffs erhalten.

'H-NMR (500 MHz, D50, 25 °C): § (ppm) = 7.51 - 7.43 (m, 4H), 7.39 (d, J =
2.1 Hz, 1H), 7.36 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 4.32 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 4.30 - 4.21 (m, 8H),
3.77 (s, 3H), 3.48 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.67 (s, 3H), 2.64 (s, 3H), 2.60 (s, 3H), 2.46
- 2.31 (m, 6H).

BC-NMR (126 MHz, D,0, 25 °C): § (ppm) = 144.5, 144.4, 122.6, 121.6, 121.2,
121.0, 120.3, 118.3, 46.4, 44.9, 44.8, 44.7, 34.6, 31.2, 29.4, 28.8, 28.7, 9.0, 8.9, 8.8.

MS (ESI, pos.): 2 = 461,2068 [M-2TfO-Br-2H|"; berechnet fiir CooH34BrNg?2 =
461,2023.

Synthese von 70-Br~

3 eq HSC,H,40OH, 1 eq KOH J\TfO' J\ TfO" J\Br‘
MeOH, Reflux, 18 h
’ ’ - + + +
e 100 % =~ )‘3 \N%‘);N \N(’%S/\/OH
70 = Br-

2,05 g (2,43 mmol, 1 eq) 72 wurden in 5 ml MeOH gel6st. Dazu wurde eine Lo-
sung von 513 pul (7,29 mmol, 3 eq) Mercaptoethanol und 160 mg (2,43 mmol, 1 eq)
KOH in 5 ml MeOH gegeben und 16 h unter Riickfluss erhitzt. Das Produkt wurde
durch Féllung mit Diethylether abgetrennt, die Etherfallung wurde noch zweimal
wiederholt. Das Produkt wurde am HV getrocknet und 2,04 g (100 % der Theorie)

eines braunen Ols erhalten.

'H-NMR (500 MHz, D,0, 25 °C): § (ppm) = 7.49 (s, 3H), 7.47 (s, 1H), 7.41 (s,
1H), 7.38 (s, 1H), 4.32 - 4.23 (m, 10H), 3.80 (s, 3H), 3.74 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.74
(t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.70 - 2.58 (m, 11H), 2.45 - 2.35 (m, 4H), 2.15 (p, J = 7.0 Hz,
2H).

BC-NMR (126 MHz, D,0, 25 °C): § (ppm) = 143.6, 143.5, 143.3, 121.7, 120.7,

120.3, 120.1, 120.0, 119.5, 117.5, 59.3, 45.9, 44.1, 43.9, 43.9, 33.8, 32.4, 28.0, 27.9,
27.5, 26.7, 8.1, 8.1, 7.9.
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MS (ESI, pos.): 2 = 687,2 [M - 2 TfO - Br + 2 TFA|™; berechnet fiir CogHy FgNgO5S
= 687,3.
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7.2.15. Herstellung des Linkers mit verschiedenen einfach geladenen Tags,
Aktivierung und Kupplung an H-Ser(tBu)-OH

Synthese von 61

5 eq MIM, MeCN, cr
o 150 °C (MW), 10 min - .
NN N - > \NAN/\/\S/\/OH
3 o

61

569 mg (3,7 mmol, 1 eq) 3 wurden in einem MW-Vial in 736 ul Acetonitril geldst,
dann wurden 1,5 ml (18,4 mmol, 5 eq) 1-Methylimidazol zugegeben und 10 min auf
150 °C erhitzt. Das Produkt wurde durch dreimaliges Féllen mit Diethylether gerei-
nigt, in Acetonitril gelost und lyophilisiert. Es wurden 817 mg (93 % der Theorie)

eines schwach gelblichen Ols erhalten.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6, 25 °C): § (ppm) = 9.43 (s, 1H), 7.88 (s, 1H),
7.79 (s, 1H), 5.25 - 4.95 (m, 1H), 4.28 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 3.88 (s, 3H), 3.57 - 3.50
(m, 2), 2.59 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 2.52 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.08 (p, J = 7.1 Hz, 2H).

13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6, 25 °C): & (ppm) = 136.8, 123.6, 122.3, 60.7, 47.7,
35.7, 33.5, 29.5, 27.6.

MS (ESI, pos.): 2 = 201,1 [M-CI]*; berechnet fiir CoH;7N,OS 2 = 201,1.

z

Synthese von 62

5 eq Me;N, MeCN, cr
OH 140 °C (MW), 10 min
N NN o1 > \,\]/\/\S/\/OH
3 ’ 7
62

464 mg (3 mmol, leq) 3 wurden mit 1,5 ml einer 4,2 M Losung NMes in EtOH in
einem MW-Vial gemischt. Das Gemisch wurde 10 min auf 140 °C erhitzt. Das Pro-
dukt wurde durch dreimaliges Fallen mit Diethylether abgetrennt und lyophilisiert.
Es wurden 520 mg (81 % der Theorie) eines gelben Ols erhalten.

'H-NMR (500 MHz, D50, 25 °C): § (ppm) = 3.75 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 3.49 - 3.40
(m, 2H), 3.13 (s, 9H), 2.75 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.67 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.17 - 2.04
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(m, 2H).

BC.NMR (126 MHz, D,0, 25 °C): § (ppm) — 68.0, 62.9, 55.7, 55.6, 55.5, 36.1,
30.3, 25.3.

MS (ESI, pos.): 2 = 178,129 [M-CI|*; berechnet fiir CgHypoNOS 2+ = 178,126.

z

Synthese von 63

5 eq DMIM, MeCN, cr
e _OH 150 °C (MW), 10 min _ )\ . o
Cl S 90 % > \N\J\‘/\/\S/\/
3 _—

63

420 mg (2,7 mmol, 1 eq) 3 wurden mit 1,3 g (13,6 mmol, 5 eq) 1,2-Dimethylimi-
dazol in einem MW-Vial in 0,5 ml Acetonitril gel6st. Das Gemisch wurde 10 min auf
150 °C erhitzt, nach dem Abkiihlen wurde das Produkt durch dreimaliges Féllen mit
Diethylether gereinigt und dann lyophilisiert. Es wurden 610 mg (90 % der Theorie)

eines gelben Ols erhalten.

"H-NMR (500 MHz, D0, 25 °C): § (ppm) = 7.30 (s, 1H), 7.25 (s, 1H), 4.15 (t,
J = 7.1 Hz, 2H), 3.68 (s, 3H), 3.64 (t, J — 6.2 Hz, 2H), 2.64 (t, J — 6.2 Hz, 2H),
2.57 - 2.48 (m, 5H), 2.03 (p, J = 7.0 Hz, 2H).

BC-NMR (126 MHz, D0, 25 °C): § (ppm) = 144.4, 122.3, 120.6, 60.2, 46.6, 34.6,
33.3, 28.5, 27.5, 8.9.

MS (ESI, pos.): 2 = 215,1238 [M-CI|*; berechnet fiir CHNO 2 = 215,1213.

z

Synthese von 64

cr cr o
H
a b +
\N/%,\I/\/\S/\/OH ) > _)> \N/\N/\/\S/\/O\H/N\.)I\OH
- 73% J— z
\—/ \—/ 0 H
61 otBu
64

a) 1,5 eq (Suc0),CO, 3 eq NEtz, MeCN, RT, 60 min
b) H-Ser(tBu)-OH, 2 eq NaHCO3, MeCN / H,O, RT, 60 min
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321 mg (1,35 mmol, 1 eq) 61 wurden in 13,5 ml Acetonitril gel6st, dann wurden
521 mg (2,03 mmol, 1,5 eq) (SucO),CO und 566 pl NEt; zugegeben und 1 h geriihrt.
Das Zwischenprodukt wurde durch zweimaliges Fallen mit Diethylether gereinigt.
Der restliche Diethylether wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand in 27 ml
Acetonitril/Wasser (1:1) gelost. Zu dieser Losung wurden sofort 218 mg (1,35 mmol,
1 eq) H-Ser(tBu)OH und 227 mg (2,7 mmol, 2 eq) NaHCOj3 gegeben und 1 h ge-
rithrt. Das Acetonitril wurde im Vakuum abgezogen und das Produkt durch FPE
gereinigt. Es wurden 418 mg (73 % der Theorie) eines gelben Ols erhalten.

"H-NMR (500 MHz, D0, 25 °C): § (ppm) = 8.76 (s, 1H), 7.51 (s, 1H), 7.44 (s,
1H), 4.32 (t, J — 6.9 Hz, 2H), 4.21 (t, J — 6.2 Hz, 2H), 4.11 - 4.03 (m, 1), 3.89 (s,
3H), 3.80 - 3.59 (m, 2H), 2.82 (t, J — 6.3 Hz, 2H), 2.62 (t, J — 6.8 Hz, 2H), 2.24 -
2.01 (m, 2H), 1.19 (s, 9H).

BC-NMR (126 MHz, D-0, 25 °C): § (ppm) = 176.8, 157.7, 136.1, 123.7, 122.2,
74.7,63.9, 62.3, 57.2, 47.9, 35.6, 30.1, 28.8, 27.5, 26.5.

MS (ESI, pos.): 2 = 388,196 [M-CI|; berechnet fiir C;7H3N3055 2 = 388,190.

z

Synthese von 65

cl cl

H
+ a b +
\N/\/\S/\/OH —)> _)> \N/\/\S/\/OTN\)I\OH
/ \ 26% / \ ) é
62 “otsu

65

a) 1,5 eq (Suc0),CO, 3 eq NEt3, MeCN, RT, 60 min
b) H-Ser(tBu)-OH, 2 eq NaHCO3, MeCN / H,O, RT, 60 min

504 mg (2,4 mmol, 1 eq) 62 wurden in 24 ml Acetonitril gelost, dann wurden 907
mg (3,54 mmol, 1,5 eq) (SucO),CO und 985 pul NEt; zugegeben und 1 h geriihrt.
Das Zwischenprodukt wurde durch zweimaliges Féllen mit Diethylether gereinigt.
Der restliche Diethylether wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand in 48 ml
Acetonitril/Wasser (1:1) gelost. Zu dieser Losung wurden sofort 380 mg (2,4 mmol,
1 eq) H-Ser(tBu)OH und 396 mg (4,8 mmol, 2 eq) NaHCO3 gegeben und 1 h ge-
rithrt. Das Acetonitril wurde im Vakuum abgezogen und das Produkt durch FPE
gereinigt. Es wurden 251 mg (26 % der Theorie) eines gelben Ols erhalten.
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'H-NMR (500 MHz, D50, 25 °C): § (ppm) = 4.43 - 4.15 (m, 2H), 4.13 - 4.04 (m,
1H), 3.80 - 3.56 (m, 2H), 3.48 - 3.39 (m, 2H), 3.13 (s, 9H), 2.85 (t, J = 6.3 Hz, 2H),
2.70 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.17 - 1.99 (m, 2H), 1.19 (s, 9H).

BC.NMR (126 MHz, D,0, 25 °C): § (ppm) = 160.5, 77.5, 68.1, 66.7, 65.0, 59.9,
55.7, 55.7, 55.6, 32.9, 30.5, 29.2, 25.3.

MS (ESI, pos.): 2 = 365,22 [M-CI|"; berechnet fiir C16H33N2O05S 2 = 365,21,

z

Synthese von 66

J\cf J\CI 0o
H
+ a b +
N NG PG - N B \N/\/\S/\/OTN\_)I\OH
. 51% J— H
\—/ \—/ 5
63 otBu
66

a) 1,5 eq (SucO),CO, 3 eq NEtz, MeCN, RT, 60 min
b) H-Ser(tBu)-OH, 2 eq NaHCO3, MeCN / H,0, RT, 60 min

576 mg (2,3 mmol, 1 eq) 63 wurden in 23 ml Acetonitril gelost, dann wurden 883
mg (3,45 mmol, 1,5 eq) (SucO),CO und 960 pl NEt; zugegeben und 1 h geriihrt.
Das Zwischenprodukt wurde durch zweimaliges Féllen mit Diethylether gereinigt.
Der restliche Diethylether wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand in 46 ml
Acetonitril/Wasser (1:1) gelost. Zu dieser Losung wurden sofort 371 mg (2,3 mmol,
1 eq) H-Ser(tBu)OH und 386 mg (4,6 mmol, 2 eq) NaHCO3 gegeben und 1 h ge-
rithrt. Das Acetonitril wurde im Vakuum abgezogen und das Produkt durch FPE
gereinigt. Es wurden 513 mg (51 % der Theorie) eines gelben Ols erhalten.

'"H-NMR (500 MHz, D,0, 25 °C): § (ppm) — 7.29 (s, 1H), 7.23 (s, 1H), 4.14 (t, J
— 6.7 Hz, 4H), 3.98 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 3.70 - 3.46 (m, 5H), 2.73 (t, J = 6.2 Hz,
2H), 2.67 - 2.49 (m, 5H), 2.03 (p, J = 6.9 Hz, 2H), 1.09 (s, 9H).

BC-NMR (126 MHz, D,0, 25 °C): § (ppm) = 176.7, 157.7, 144.4, 122.3, 120.6,
74.7,63.9, 62.3, 57.2, 46.5, 34.5, 30.1, 28.4, 27.6, 26.5, 8.8.

MS (ESI, pos.): 2 = 402,21 [M-CI|*; berechnet fiir C1sH3,N305S 2 = 402,21,

z

Synthese von 51
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cl” cl” o

0
. H H
\N&NM /\/O N\)I\ _a)> \NAI\I/\/\ /\/O N\)I\
S \"/ 7 TOH o ~>s< \"/ v~ “OH
— E o \_/ O/ \O O E
SotBu oty
64 51

a) 2,2 eq Hy0,, cat. Na,WOy, H,0, 70 °C, 60 min

367 mg (0,87 mmol, 1 eq) 64 wurden in 3,5 ml Wasser gelost. Dazu wurden 5 mg
(17 pmol, 2 mol%) Natriumwolframat und 98 pl 30 %ige Wasserstoffperoxidlosung
gegeben. Das Gemisch wurde auf 70 °C erhitzt, nach 30 min wurden nochmals 98 ul
Wasserstoffperoxidlosung zugegeben und weitere 45 min geriihrt. Die Reaktion wur-
de mit HPLC-MS kontrolliert, es wurde festgestellt, dass die Umsetzung vollstandig
war. Die Losung wurde abkiihlen lassen und das Produkt mittels FPE isoliert. Es

wurden 223 mg (56 % der Theorie) eines farblosen Feststoffs erhalten.

'H-NMR (500 MHz, D50, 25 °C): § (ppm) = 8.79 (s, 1H), 7.54 (s, 1H), 7.46
(s, 1H), 4.62 m 4.44 (m, 2H), 4.40 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 4.13 - 4.03 (m, 1H), 3.90
(s, 3H), 3.78 - 3.58 (m, 4H), 3.36 (t, J — 7.3 Hz, 2H), 2.52 - 2.37 (m, 2H), 1.19 (s, 9H).

BC-NMR (126 MHz, D50, 25 °C): § (ppm) = 179.4, 159.5, 139.0, 126.6, 124.9,
77.5, 65.0, 60.8, 60.1, 55.0, 52.7, 50.1, 38.5, 29.2, 24.7.

MS (ESI, pos.): Z = 420,1812 [M-CI|*; berechnet fiir C17H3N3078 2 = 420,1804.

-1

Synthese von 67

cr o cr o
H H
N S \ﬂ/ v~ "OH o N S \"/ v~ TOH
/ \ H 97% /\ o o ) H
otBu SotBu
65 67

a) 2,2 eq Hy0,, cat. Na,WOy, H,0, 70 °C, 60 min

241 mg (0,6 mmol, 1 eq) 65 wurden in 2,4 ml Wasser gelost. Dazu wurden 4 mg
(12 pmol, 2 mol%) Natriumwolframat und 68 pl Wasserstoffperoxid 30 %ig gegeben.
Das Gemisch wurde auf 70 °C erhitzt, nach 30 min wurden nochmals 68 pul Was-
serstoffperoxid 30 %ig zugegeben und weitere 50 min geriihrt. Die Reaktion wurde
mit HPLC-MS kontrolliert, es wurde festgestellt, dass die Umsetzung vollstandig
erfolgte. Die Losung wurde abkiihlen lassen und das Produkt mittels FPE isoliert.
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Es wurden 251 mg (97 % der Theorie) eines farblosen Feststoffs erhalten.

'H-NMR (500 MHz, D50, 25 °C): § (ppm) = 4.64 - 4.44 (m, 2H), 4.11 - 4.04 (m,
1H), 3.80 - 3.60 (m, 4H), 3.58 - 3.50 (m, 2H), 3.41 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 3.17 (s, 9H),
2.46 - 2.28 (m, 2H), 1.19 (s, 9H).

BCNMR (126 MHz, D,0, 25 °C): § (ppm) — 179.3, 159.5, 77.5, 66.8, 65.0, 60.8,
60.0, 55.7, 55.6, 55.6, 55.0, 52.7, 29.2, 18.3.

MS (ESI, pos.): = = 397,1991 [M-CI|*; berechnet fiir C14H33sN,O7S 2 = 397,2008.

Tz

Synthese von 68

J\ cr o cl o
; 1 ;
+ a +
~N \N/\/\S/\/O N OH _)> ~N \N/\/\S/\/O N\)I\OH
\—/ \"/ H 60% 7N \"/ :

OtBu OtBu
66 68

a) 2,2 eq Hy0y, cat. Na,WOy, H,0, 70 °C, 60 min

494 mg (1,13 mmol, 1 eq) 65 wurden in 4,5 ml Wasser gelost. Dazu wurden 7
mg (22 pmol, 2 mol%) Natriumwolframat und 85 ul 30 %ige Wasserstoffperoxid-
16sung gegeben. Das Gemisch wurde auf 70 °C erhitzt, nach 30 min und 50 min
wurden jeweils nochmals 85 ul Wasserstoffperoxidlosung zugegeben und weitere 20
min geriihrt. Die Reaktion wurde mit HPLC-MS kontrolliert, es wurde festgestellt,
dass die Umsetzung vollstdndig erfolgte. Die Losung wurde abkiihlen lassen und das
Produkt mittels FPE isoliert. Es wurden 321 mg (60 % der Theorie) eines farblosen
Feststoffs erhalten.

'H-NMR (500 MHz, D50, 25 °C): § (ppm) = 7.41 (s, 1H), 7.35 (s, 1H), 4.60 - 4.46
(m, 2H), 4.32 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 4.12 - 4.02 (m, 1H), 3.79 - 3.72 (m, 4H), 3.69 -

3.59 (m, 3H), 3.38 (t, J — 7.3 Hz, 2H), 2.61 (s, 3H), 2.45 - 2.32 (m, 2H), 1.19 (s, 9H).

BC-NMR (126 MHz, D50, 25 °C): § (ppm) = 179.4, 159.5, 147.4, 125.3, 123.4,
77.5, 65.0, 60.8, 60.1, 55.0, 52.7, 48.7, 37.4, 29.2, 24.1, 11.6.

Tz

MS (ESI, pos.): = = 434,1962 [M-CI|*; berechnet fiir C1sH33N307S = = 434,1955.
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7.2.16. Herstellung des oxidierten Linkers 8

Synthese von 6

a) 2 eq Ac,0, cat. NaOH, 150 °C (MW), 25 min

5,65 g (36,4 mmol, 1 eq) 3 wurden in einem MW-Vial mit 6,9 ml (72,8 mmol, 2
eq) Essigsaureanhydrid und 182 mg (4,6 mmol, 12,5 mol%) NaOH gemischt und an-
schliefend 25 min auf 150 °C erhitzt. Das Reaktionsgemisch wurde mit 20 ml DCM
in einen Scheidetrichter iiberfithrt und mit 30 ml ges. NaHCOg3 Lsg. iiberschich-
tet. Nach Ende der Gasentwicklung wurde pH 7-8 mit Natronlauge eingestellt. Die
organische Phase wurde abgetrennt und die wéssrige Phase noch zweimal mit je
30 ml DMC extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 30 ml ges.
NaHCOg3 Losung gewaschen und iiber MgSO, getrocknet. Das Losungsmittel wurde
am Rotationsverdampfer abgezogen und der Riickstand durch Chromatographie an
Kieselgel mit EE/Pentan 1:9 gereinigt. Es wurden 3,39 g (47 % der Theorie) einer

farblosen Fliissigkeit erhalten.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d6, 25 °C): § (ppm) = 4.14 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 3.71
(t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.74 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.66 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.02 (s, 3H),
2.01 - 1.93 (m, 2H).

1BC.NMR (126 MHz, DMSO-d6, 25 °C): ¢ (ppm) = 170.1, 63.0, 43.8, 31.9, 29.5,
28.3, 20.6.

GC-MS (EI): 2 = 136 [M-AcOH|* berechnet fiir CsHoCIS 2 = 136.

Elementaranalyse: berechnet fiir C;H3C10,S: C, 42,74; H, 6,66; N, 0,00: gefunden
C, 42,60; H, 6,64; N, 0.

Synthese von 7
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o} O
90 % o O
O o}
6 7

a) 2,2 eq HyO,, cat. NaWO4, H,O / EtOH, 70 °C, 60 min

2,59 g (13,2 mmol, 1 eq) 6 wurden in 5 ml EtOH gelést und auf 70 °C erhitzt.
434 mg (1,32 mmol, 0,1 eq) Natriumwolframat wurden in 0,5 ml Wasser gelost und
zur ethanolischen Losung gegeben. Dann wurde sofort und nochmals nach 15 min
und 30 min je 1 ml 30 %ige Wasserstoffperoxidlosung zugesetzt. Nach der Reakti-
on wurde das EtOH am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand in 20 ml
Wasser/DCM (1:1) gelost. Die organische Phase wurde abgetrennt und die wéssrige
Phase noch zweimal mit je 10 ml DCM extrahiert. Die vereinigten organische Phasen
wurden iiber MgSO, getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels wurden 3,02 g
(90 % der Theorie) einer farblosen Flussigkeit erhalten.

IL-NMR (400 MHz, DMSO-d6, 25 °C): § (ppm) = 4.35 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 3.77
(t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.54 (t, J — 5.8 Hz, 2H), 3.33 - 3.24 (m, 2H), 2.23 - 2.10 (m,
oH), 2.04 (s, 3H).

MS (ESI, pos.): 2 = 251,01 [M+Na|*; berechnet fiir C;H,3CINaO,S 2 = 251,01.

z

Elementaranalyse: berechnet fiir C;H3C104S: C, 36,76; H, 5,73; N, 0,00: gefunden
C, 36,70; H, 5,72; N, 0.

Synthese von 9

1,1 eq KOH, MeOH / H,0,

(6] RT,2h
CI/\/\S/\/ - CI/\/\S/\/O\M
7N ) 22y e
o O 0 42 % o 0
7 9

2,52 g (11 mmol, 1 eq) 7 wurden in 50 ml MeOH geldst. Dazu wurde eine Losung
von 485 mg KOH (12 mmol, 1,1 eq) in 5 ml Wasser gegeben. Die Mischung wurde 2 h
geriihrt und dann das MeOH am Rotationsverdampfer abgezogen. Die wéssrige Lsg.
wurde mit 10 ml 2 N HCI versetzt und dann dreimal mit je 10 ml DCM extrahiert.
Die vereinigten organische Phasen wurden mit 10 ml ges. NaHCO3 Lsg. gewaschen
und iiber MgSO, getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das

Produkt durch Sdulenchromatographie mit EE/Pentan 2:1 gereinigt. Es wurden 860
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mg (42 % der Theorie) einer farblosen Fliissigkeit erhalten.

Ry: 0,34 (EE/Pentan 2:1)

IL-NMR (500 MHz, DMSO-d6, 25 °C): § (ppm) — 3.75 (t, J — 6.5 Hz, 2H), 3.69
(t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.41 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.28 (s, 3H), 3.26 - 3.18 (m, 2H), 2.22

- 2.08 (m, 2H).

BC-NMR (126 MHz, DMSO-d6, 25 °C): § (ppm) = 65.5, 58.1, 52.3, 51.1, 43.5,
24.7.

MS (ESI, pos.): 2 = 223,0171 [M+Na|*; berechnet fiir C¢H;3CINaO3sS 2 =
993,0172.

Elementaranalyse: berechnet fiir C¢H3C103S : C, 35,91; H, 6,53; N, 0,00: gefun-
den C, 36,05; H, 6,53; N, 0.

Synthese von 8

2,2 eq Hy0,, cat. NaWOy, OH
CI/\/\S/\/OH H,O / EtOH, 70 °C, 85 m|n= CI/\/\,/S\\/\/

56 % O O
3 8

6,14 ¢ (39,7 mmol, 1 eq) 3 wurden in einem Kolben vorgelegt. Dazu wurde eine
Losung von 131 mg (0,39 mmol, 1 mol%) Natriumwolframat in 15 ml Wasser (pH 4-
5, mit Eisessig eingestellt) gegeben und auf 70 °C erhitzt. 8,9 ml (87,3 mmol, 2,2 eq)
30% ige Wasserstoffperoxidlosung wurden mit 9 ml Wasser verdiinnt und zugetropft.
Nachdem die Reaktion vollstandig war, wurde das iiberschiissige Wasserstoffperoxid
mit Natriumhydrogensulfit gequencht und die wéssrige Phase viermal mit je 25 ml
DCM extrahiert. Die vereinigten organische Phasen wurden iiber MgSO, getrock-
net. Nach Entfernen des Losungsmittels wurden 4,17 g (56 % der Theorie) einer

farblosen Fliissigkeit erhalten.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d6, 25 °C): § (ppm) = 5.14 (s, 1H), 3.85 - 3.71 (m,
4H), 3.31 - 3.21 (m, 4H), 2.22 - 2.10 (m, 2H).

13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6, 25 °C): & (ppm) = 55.1, 55.1, 51.3, 43.6, 24.8.
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MS (ESI, pos.): 2 = 209,0016 [M+Na|™; berechnet fiir CsH;;CINaO3S = —
209,0015.

Elementaranalyse: berechnet fiir CsH;,ClO3S : C, 32,17; H, 5,94; N, 0,00: gefun-
den C, 32,18; H, 5,90; N, 0.

241



Experimenteller Teil Kapitel 7

7.2.17. Herstellung des oxidierten Linkers mit einfach und dreifach

geladenem Tag

Synthese von 1

5 eq MIM, MeCN, Cr
CI/\/\S/\/OH 150 °C (MW), 10 min
o’ o 94 % = SNTINTNS g H
° S
\—/ O O
8 1

335 mg (1,79 mmol, 1 eq) 8 wurden in einem MW-Vial in 360 ul Acetonitril ge-
16st, dazu wurden 712 ul (8,97 mmol, 5 eq) 1-Methylimidazol gegeben. Das Gemisch
wurde 10 min auf 150 °C erhitzt und das Produkt durch viermaliges Fallen mit
Diethylether gereinigt. Der Riickstand wurde in Wasser gelost und lyophilisiert. Es

wurden 453 mg eines gelben Ols erhalten.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d6, 25 °C): § (ppm) = 9.32 (s, 1H), 7.86 (s, 1H), 7.76
(s, 1H), 5.52 - 5.39 (m, 1H), 4.32 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 3.87 (s, 3H), 3.77 (q, J = 5.4
Hz, 2H), 3.28 (t, J — 5.6 Hz, 2H), 3.24 - 3.15 (m, 2H), 2.35 - 2.21 (m, 2H).

13C_NMR (126 MHz, DMSO-d6, 25 °C): § (ppm) — 137.0, 123.7, 122.3, 55.0, 54.7,
50.5, 47.2, 35.8, 22.7.

MS (ESIL, pos.): = 233,0976 [M-CI|*; berechnet fiir CoH17N203S = — 233,0954.

oz

Synthese von 2

3eq 8, MeCN, TfO" TfO" Cr

150 °C (MW), 10 min J\ R . . o

> quant. ] N N NS i N N2 N N S 1 H
\—/ \_/ \/ %

356 mg (0,56 mmol, 1 eq) 15 wurden in einem MW-Vial in 200 ul Acetonitril
suspendiert und 314 mg (1,68 mmol, 3 eq) 8 zugegeben. Das Gemisch wurde 10
min auf 150 °C aufgeheizt und das Produkt anschliefend durch Féllen mit Diethy-
lether abgetrennt. Das Produkt wurde noch zweimal gefillt und dann im Vakuum
getrocknet, in Wasser gelost und lyophilisiert. Es wurden 475 mg (quant.) eines sehr

hygroskopischen Feststoffs erhalten.
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'H-NMR (500 MHz, D,0, 25 °C): § (ppm) = 7.53 - 7.44 (m, 4H), 7.39 (s, 1H),
7.36 (s, 1H), 4.34 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 4.31 - 4.20 (m, 8H), 4.05 (dd, J = 11.8, 6.6
Hz, 2H), 3.78 (s, 3H), 3.50 - 3.42 (m, 3H), 3.38 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.68 - 2.58 (m,
9H), 2.46 - 2.34 (m, 6H).

BC-NMR (126 MHz, D50, 25 °C): § (ppm) = 144.5, 144.4, 122.6, 121.5, 121.2,
121.1, 120.9, 120.4, 118.4, 54.9, 54.8, 50.5, 46.2, 44.9, 44.8, 34.6, 28.9, 28.8, 21.4, 9.0,
8.8.

MS (ESI, pos.): 2 = 491,2778 [M-CI1-2TfO-2H]|*; berechnet fiir CoyH3gNgO3S 2
= 491,2799.
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7.2.18. Herstellung der geschiitzten Aminosdurederivate nach dem

Tag-Ansatz

Allgemeines Protokoll fiir die Kupplung der Verbindung 31 an Aminoséuren

1eq 3, 1,5 eq (SucO),CO und 3 eq Pyridin wurden 2,5 h in Acetonitril (ca. 0,25
mM, bezogen auf 3) geriihrt. Das Produkt wurde mit Diethylether gefallt.
Das Ol wurde in Acetonitril (ca. 0,25 mM, bezogen auf 3) geldst und 1 eq der jewei-
ligen Aminosdure sowie 2 eq NaHCO3; und Wasser (gleiche Menge wie Acetonitril)
zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 1 h geriihrt und dann das Acetonitril am
Rotationsverdampfer abgezogen. Das Produkt wurde durch FPE aus der wéssrige

Phase gewonnen.

Synthese von 51 iiber den Tag-Ansatz

Cl
H (0]
/\N/\/\S/\/O\"/N\)I\OH
=N 7N :
=/ o o o
OtBu

Ansatzgrosse 0,52 mmol, Ausbeute 150 mg (63 % der Theorie) weifser Feststof.

"H-NMR (500 MHz, MeOH-d4, 25 °C): § (ppm) = 7.69 (s, 1H), 7.57 (s, 1H), 4.66
©4.58 (m, 1H), 4.52 - 4.36 (m, 2H), 4.33 - 4.22 (m, 1H), 4.13 - 4.07 (m, 1H), 3.94 (s,
3H), 3.78 - 3.64 (m, 2H), 3.57 - 3.36 (m, 2H), 3.29 - 3.07 (m, 2H), 2.47 - 2.30 (m,
oH), 1.17 (s, 9H).

BC-NMR (126 MHz, MeOH-d4, 25 °C): § (ppm) = 177.0, 157.2, 125.2, 123.6,
74.2, 64.0, 59.6, 58.6, 53.9, 51.6, 36.6, 27.8, 27.7, 24.1.

MS (ESI, pos.): = 420,1793 [M-CI|*; berechnet fiir C17H3N307S 2 = 420,1804.

Tz

Synthese von 74
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a” Cl ’ o)
At a) - b) » \N/%I\I/\/\ A0 N\)I\
SNTSNTNNS g NSO 31% \—/ S Y Y o
\=/ O// \\O O O =

O \r
! 74
a) 1,5 eq (SucO),CO, 3 eq Pyridin, MeCN, RT, 1 h
b) 1 eq H-Leu-OH, 1,3 eq NaHCO3, MeCN / H,0, RT, 1 h

Ansatzgrosse 0,6 mmol, Ausbeute 78 mg (31 % der Theorie) weifer Feststoff.

I-NMR (500 MHz, MeOH-d4, 25 °C): & (ppm) — 7.69 (s, 1H), 7.56 (s, 1H), 4.67
- 4.59 (m, 1H), 4.50 - 4.32 (m, 2H), 4.24 (t, J = 8.9 Hz, 1H), 4.06 (dd, J = 10.4,
3.9 Hz, 1H), 3.94 (s, 3H), 3.56 - 3.42 (m, 1H), 3.42 - 3.13 (m, 4H), 2.38 (p, J = 7.3

Hz, 2H), 1.80 - 1.45 (m, 3H), 0.95 (d, J = 6.2 Hz, 6H).

BC-NMR (126 MHz, MeOH-d4, 25 °C): § (ppm) = 180.5, 157.4, 125.2, 123.7,
59.6, 56.6, 54.0, 51.7, 43.3, 36.6, 26.2, 24.1, 23.8, 22.0.

MS (ESI, pos.): = 390,1704 [M-CI|; berechnet fiir C16H2sN306S 2 = 390,1693.

Synthese von 75

Cl cl”
a) b) .
\N/%N/\/\S/\/OH > —>34 % \N/%N/\/\/S\/\/O N
72N
\—/ o ‘o \—=/ 0 0 O  COOH
1 75

a) 1,5 eq (Suc0),CO, 3 eq Pyridin, MeCN, RT, 1 h
b) 1 eq H-Pro-OH, 1,3 eq NaHCO3, MeCN / H,O, RT, 1 h

Ansatzgrosse 0,5 mmol, Ausbeute 70 mg (34 % der Theorie) weifer Feststoff.

'H-NMR (500 MHz, MeOH-d4, 25 °C): 6 (ppm) = 7.74 (s, 1H), 7.55 (s, 1H), 4.66
- 459 (m, 1H), 4.51 - 4.38 (m, 2H), 4.30 - 4.23 (m, 1H), 4.14 (dd, J = 8.5, 3.6 Hz,
1H), 3.93 (s, 3H), 3.62 - 3.53 (m, 1H), 3.50 - 3.40 (m, 3H), 3.31 (d, J = 0.9 Hz, 1H),
3.20 (dd, J = 8.8, 6.2 Hz, 2H), 2.44 - 2.32 (m, 2H), 2.29 - 2.19 (m, 1H), 2.11 - 2.01
(m, 1H), 2.00 - 1.90 (m, 1H), 1.90 - 1.80 (m, 1H).

BBC-NMR (126 MHz, MeOH-d4, 25 °C): § (ppm) = 180.3, 155.9, 125.0, 123.7,
63.1, 60.7, 54.3, 51.5, 36.5, 32.8, 24.5, 23.5.
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MS (ESI, pos.): = = 374,1399 [M-CI|"; berechnet fiir C15H24N306S 2 = 374,1380.

Tz

Synthese von 76

Cl
H
a) b) P N

. 7 ~ X O N
\N/\N/\/\S/\/OH —>50 % N_N/\/O\’/S\\f)\/ \n/ \é)‘\OH

\—/ O’/ \\O O N :

a) 1,5 eq (SucO),CO, 3 eq Pyridin, MeCN, RT, 1 h
b) 1 eq H-Phe-OH, 1,3 eq NaHCO3, MeCN / H,O, RT, 1 h

Ansatzgrosse 0,56 mmol, Ausbeute 129 mg (50 % der Theorie) weifser Feststof.
MS (ESI, pos.): = 390,1704 [M-CI|*; berechnet fiir C14H2sN306S 2 = 390,1693.

1

Synthese von 25

cl
O
- H
VN
N Cl a) b) ~N \N/\/\//S\\/\/O\"/N\.)I\OH
. Y _ H
=N N/\/\/S\/\/OH 27 % o "o o i
el Lot
1 25 OtBu

a) 1,5 eq (SucO),CO, 3 eq Pyridin, MeCN, RT, 1 h
b) 1 eq H-Tyr(tBu)-OH, 1,3 eq NaHCO3, MeCN / H,O, RT, 1 h

Ansatzgrosse 0,87 mmol, Ausbeute 118 mg (27 % der Theorie) weifser Feststoft.

IL-NMR (500 MHz, MeOH-dd, 25 °C): § (ppm) = 7.63 (s, 1H), 7.52 (s, 1H), 7.15
(d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.87 (d, J — 8.0 Hz, 2H), 4.59 - 447 (m, 1H), 4.4 - 4.28 (m,
OH), 4.28 - 4.04 (m, 2H), 3.92 (s, 3H), 3.52 - 3.32 (m, 2H), 3.22 - 3.07 (m, 3H), 2.99
~2.75 (m, 1H), 2.40 - 2.27 (m, 2H), 1.30 (s, 9H).

MS (ESI, pos.): = = 496,2115 [M-CI|"; berechnet fiir Cy3H34N307S = = 496,2112.

Tz
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7.2.19. Herstellung der Nicotinsdurederivate

Synthese von 109

o)
Q BnBr, DMF, 50 °C, | N OH
14 h
AN > Z
| oH 89 % N
P> Br
109+ Br

6,16 g (50 mmol, 1 eq) Nicotinsdure und 5,9 ml (50 mmol, 1 eq) Benzylbromid
wurden in 90 ml DMF gel6st und 14 h auf 50 °C erhitzt. Das DMF wurde abdestil-
liert, beim Abkiihlen kristallisierte das Produkt aus. Es wurden 13,07 g (89 % der
Theorie) eines schmutzig weifsen Feststoffs isoliert. Das Produkt kann nicht umkris-

tallisiert werden, ohne dass eine Stoffumwandlung eintritt.

'H-NMR (500 MHz, D50, 25 °C): § (ppm) = 9.36 (s, 1H), 9.01 (d, J = 6.2 Hz,
1H), 8.95 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.14 (dd, J = 7.8, 6.4 Hz, 1H), 7.51 (s, 5H), 5.89 (s,
2H).

BC-NMR (100 MHz, MeOH-d4, 25 °C): § (ppm) = 165.9, 146.0, 145.7, 145.3,
134.6, 132.3, 129.9, 129.5, 129.0, 128.2, 64.8.

MS (ESI, pos.): = = 214,0860 [M-Br|"; berechnet fiir C;3H;5NOy 2 = 214,0863.

z

Elementaranalyse: Berechnet fiir C;3H2BrNOs: C, 53,08; H, 4,11; N, 4,76: gefun-
den C, 52,95; H, 4,13; N, 4,73;

Synthese von m-Bromtoluolsédure 112

O 3 eq NaBrOs, 0
3 eq NaHSO3,
Ny NoH EERT,3h OH
.
= 58 %
Br
112

6,33 g (46,5 mmol, 1 eq) m-Toluolsdure wurden in EE gelost und eine Lésung von
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21,05 g (134 mmol, 3 eq) Natriumbromat in Wasser zugegeben. Anschliefend wurde
innerhalb von 20 min eine Lsg. von 14,52 g (134 mmol, 3 eq) Natriumhydrogensulfit
in 140 ml Wasser zugegeben. Nach 3 h wurde die Mischung mit Diethylether ex-
trahiert. Die wassrige Phase wurde noch zweimal mit Diethylether extrahiert, die
vereinigten organische Phasen zweimal mit einer Natriumthiosulfatlosung gewaschen
und iiber MgSO, getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der
Riickstand zweimal aus Hexan/EE 2:1 umkristallisiert. Es wurden 5,80 g (58 % der
Theorie) des Produkts als weifse Kristalle erhalten.

Ry: 0,21 (Pentan/EE 1:1)

'H-NMR (500 MHz, DMSO, 25 °C): ¢ (ppm) = 13.13 (s, 1H), 8.06 (s, 1H), 7.91
(d, J = 5.9 Hz, 1H), 7.71 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 7.54 - 7.48 (m, 1H), 4.81 (s, 2H).

13C-NMR (126 MHz, DMSO, 25 °C): § (ppm) = 166.8, 138.6, 133.6, 131.1, 130.0,
129.0, 129.0, 33.5.

MS (ESI, pos.): 2 = 214,9691 [M+H]|*; berechnet fiir CgH8BrO, 2 = 214,9708.

z

Synthese von 113

O
(0]
2 eq Pyridin, OH
OH DMF,60°C,16h
.

B Br- | A
' 7

112 113

200 mg (0,93 mmol, 1 eq) m-Bromtoluolsdure wurden in 1 ml DMF gelost und
mit 150 pl Pyridin versetzt. Die Mischung wurde 16 h auf 50 °C erhitzt. Nach dem
Abkiilen wurde das Produkt durch Fallen mit Diethylether gereinigt. Der Riickstand
wurde am Vakuum getrocknet. Das Produkt wurde aus Methanol kristallisiert. Auf
eine Bestimmung der Ausbeute und anderer Parameter wurde verzichtet, da von

dieser Substanz nur die Kristallstruktur von Interesse war.
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7.2.20. Peptidsynthesen an der festen Phase

Synthese des Peptids H-Phe-Trp(Boc)-Ala-Chlorotrityl 16

H-Phe-Trp(Boc)-Ala-O,

Q

Fiir die Peptidsynthese an der festen Phase wurde 1 g (0,95 mmol, 1 eq) H-Ala-
Chlorotritylharz in einer 10 ml Spritze 15 min in DMF gequollen. Anschliefsend
wurden die Peptidkupplungen mit jeweils 3 eq Aminosiure, 3 eq HOBt und 5 eq
DIC gelost in 4 ml abs. DMFE durchgefiihrt. Die Kupplungsdauer betrug jeweils 1 h.
Nach jeder Kupplung wurde das Harz 5 mal mit DMF gewaschen, mittels Kaisertest
die Vollstandigkeit der Reaktion tiberpriift und dann zweimal fiir 5 min mit je 4 ml
einer 20%igen Lsg. von Piperidin in DMF die Fmoc-Gruppe abgespalten. Das Harz
wurde danach je 5 mal mit DMF und DCM gewaschen. Das Harz wurde nach dem
Abspalten der letzten Fmoc-Gruppe am Hochvakuum getrocknet.

Um den Erfolg der Reaktion zu iiberpriifen wurde ein Teil des Peptids mit einer
Losung aus DCM/AcOH/TFE 3:1:1 vom Harz abgespalten. Die unten angegebenen

analytischen Daten beziehen sich auf diese Probe.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d6, 25 °C): 6 (ppm) = 8.53 - 8.35 (m, 2H), 8.04 (d, J
— 8.1Hz, 1H), 7.72 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.57 (s, 1H), 7.33 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.29
- 7.12 (m, 6H), 4.74 - 4.66 (m, 1H), 4.22 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 3.60 (dd, J = 8.2, 4.6
Hz, 1H), 3.10 (dd, J = 14.7, 4.6 Hz, 1H), 3.04 - 2.88 (m, 2H), 2.69 - 2.58 (m, 1H),
1.60 (s, 9H), 1.31 (d, J — 7.3 Hz, 3H).

BC.NMR (126 MHz, DMSO-d6, 25 °C): § (ppm) = 174.3, 170.9, 149.5, 130.8,
129.8, 128.7, 127.0, 124.8, 124.7, 122.8, 120.0, 116.6, 115.1, 83.9, 65.4, 55.5, 52.4,
48.2, 28.2, 17.8, 15.6.

MS (ESI, pos.): 2 = 523,2581 [M+H]"; berechnet fiir CosH3sN4Og 2 = 523,2581.

oz

Synthese des Peptids H-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-Chlorotrityl 26

H-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-O.

Q

Fiir die Peptidsynthese an der festen Phase wurden 30 mg (29 pmol, 1 eq) H-Phe-
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Trp(Boc)-Ala-Chlorotritylharz 16 in einer 1 ml Spritze 15 min in DMF gequollen.
Anschliefend wurde die Peptidkupplung mit 3 eq Aminosdure, 3 eq HOBt und 5
eq DIC gelost in 4 ml abs. DMF durchgefiihrt. Die Kupplungsdauer betrug 1 h.
Nach der Kupplung wurde das Harz 5 mal mit DMF gewaschen, mittels Kaisertest
die Vollstéandigkeit der Reaktion tiberpriift und dann zweimal fiir 5 min mit je 4 ml
einer 20%igen Lsg. von Piperidin in DMF die Fmoc-Gruppe abgespalten. Das Harz
wurde danach je 5 mal mit DMF und DCM gewaschen. Das Harz wurde nach dem
Abspalten der Fmoc-Gruppe und waschen mit DMF und DCM am Hochvakuum
getrocknet. Die Synthese des D-Epimers erfolgte auf die gleiche Art und Weise.

Um den Erfolg der Reaktion zu iiberpriifen wurde ein Teil des Peptids mit einer
Losung aus DCM/AcOH/TFE 3:1:1 von einer Probe des Harzes abgespalten. Die

unten angegebenen analytischen Daten beziehen sich auf diese Probe.

MS (ESI, pos.): 2 = 666,3509 [M+H]|"; berechnet fiir C55HysN505 2 = 666,3503.

Synthese des Peptids MIM-Box-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-OH 22

OtBu ~ '\ ~Boc

~. CI
RO L( S Ao

Fiir die Peptidsynthese an der festen Phase wurden 55 mg (52 pmol, 1 eq) H-Phe-
Trp(Boc)-Ala-Chlorotritylharz 16 in einer 1 ml Spritze 15 min in DCM gequollen.
Anschliessend wurden die Peptidkupplungen mit jeweils 3 eq Aminoséure, 3 eq HOBt
und 3 eq DIC gel6st in 0,5 ml abs. DCM durchgefiihrt. Die Kupplungsdauer betrug
1 h. Nach der Kupplung wurde das Harz je 5 mal mit DMF und DCM gewaschen
und mittels Kaisertest die Vollstandigkeit der Reaktion iiberpriift.

Das Peptid wurde mit einer Losung aus DCM / AcOH / TFE 3 : 1 : 1 vom Harz
abgespalten, und durch fillen mit Diethylether gereinigt. Es wurden 48 mg (96 %
der Theorie) eines weissen Feststoffs erhalten. Die unten angefiihrten analytischen

Daten beziehen sich auf diese Probe.

"H-NMR (500 MHz, DMSO, 25 °C): § (ppm) = 9.11 (s, 1H), 8.33 (d, J = 7.3 Hz,

250



Kapitel 7 Experimenteller Teil

1H), 8.17 (d, J = 5.1 Hz, 1H), 8.01 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.75 (d, J = 1.5 Hz, 1H),
7.72 - 7.64 (m, 2H), 7.54 (s, 1H), 7.36 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.30 (t, J = 7.4 Hz, 1H),
7.28 - 7.09 (m, 6H), 4.59 (dd, J = 13.3, 8.3 Hz, 1H), 4.46 (dd, J = 12.4, 8.4 Hz,
1H), 4.37 - 4.19 (m, 4H), 4.12 - 3.95 (m, 2H), 3.81 (s, 3H), 3.45 (t, J = 5.4 Hz, 2H),
3.39 - 3.36 (m, 1H), 3.34 - 3.28 (m, 1H), 3.24 - 3.16 (m, 2H), 3.12 (dd, J = 14.8, 4.6
Hz, 1H), 3.02 - 2.92 (m, 3H), 2.83 - 2.76 (m, 1H), 2.26 - 2.14 (m, 2H), 1.58 (s, 9H),
1.26 (d, J = 7.1 Hz, 3H), 0.9 (s, 9H).

BC-NMR (126 MHz, DMSO, 25 °C): § (ppm) = 173.8, 169.9, 169.2, 148.9, 137.3,
136.8, 130.2, 129.1, 127.7, 124.1, 123.6, 122.2, 122.0, 119.3, 116.2, 83.2, 72.8, 52.3,
47.0, 35.6, 27.5, 26.9, 22.3, 22.1, 17.8.

MS (ESI, pos.): 2 = 924,43 [M-CI|*; berechnet fiir C4sHgoN7O12S 2 = 924,42.

z

Synthese des Peptids Me3N-Box-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-OH 27

OtBu ~ V"Boc

cr
\ . ;
N3 %( \)k i ooos
\O O i

Fiir die Peptidsynthese an der festen Phase wurden 86 mg (81 pmol, 1 eq) H-Phe-
Trp(Boc)-Ala-Chlorotritylharz 16 in einer 1 ml Spritze 15 min in DCM gequollen.
Anschliessend wurden die Peptidkupplungen mit jeweils 3 eq Aminosaure, 3 eq HOBt
und 3 eq DIC gel6st in 0,5 ml abs. DCM durchgefiihrt. Die Kupplungsdauer betrug
1 h. Nach der Kupplung wurde das Harz je 5 mal mit DMF und DCM gewaschen
und mittels Kaisertest die Vollsténdigkeit der Reaktion tiberpriift.

Das Peptid wurde mit einer Losung aus DCM / AcOH / TFE 3 : 1 : 1 vom Harz
abgespalten, und durch fillen mit Diethylether gereinigt. Es wurden 52 mg (69 %
der Theorie) eines weissen Feststoffs erhalten. Die unten angefiihrten analytischen

Daten beziehen sich auf diese Probe.

'H-NMR (500 MHz, DMSO, 25 °C): § (ppm) — 8.09 (d, J — 8.0 Hz, 1H), 7.66 (d,
J = 7.7 Hz, 1H), 7.54 (s, 1H), 7.30 (t, J — 7.6 Hz, 1H), 7.27 - 7.11 (m, 6H), 4.68
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(dd, J = 8.4, 5.3 Hz, 1H), 4.62 - 4.54 (m, 2H), 4.37 - 4.30 (m, 1H), 4.26 (q, J = 7.2
Hz, 1H), 4.09 (t, J = 5.4 Hz, 1H), 3.54 - 3.37 (m, 6H), 3.29 - 3.19 (m, 3H), 3.12 (s,
10H), 2.89 (dd, J = 14.0, 9.0 Hz, 1), 2.35 - 2.22 (m, 2H), 1.78 (dd, J = 11.0, 5.4
Hz, 1H), 1.64 (s, 9H), 1.37 (d, J = 7.2 Hz, 3H), 1.06 (s, 9H).

MS (ESI, pos.): 2 = 901,44 [M-CI|*; berechnet fiir C44HgsNgO12S 2 = 901,44.

z

Synthese des Peptids Dimi-Box-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-Chlorotrityl 28

/\\ or OtBu ~ "Boc
a—

N7¢N+\/\/s/’\/\o)l\ /g‘/ \)l\ H\:/COOH
o) H

Fiir die Peptidsynthese an der festen Phase wurden 108 mg (0,1 pmol, 1 eq)
H-Phe-Trp(Boc)-Ala-Chlorotritylharz 16 in einer 1 ml Spritze 15 min in DCM ge-
quollen. Anschliessend wurden die Peptidkupplungen mit jeweils 3 eq Aminoséure,
3 eq HOBt und 3 eq DIC gel6st in 0,5 ml abs. DCM durchgefiihrt. Die Kupplungs-
dauer betrug 1 h. Nach der Kupplung wurde das Harz je 5 mal mit DMF und DCM
gewaschen und mittels Kaisertest die Vollstdndigkeit der Reaktion iiberpriift.

Das Peptid wurde mit einer Losung aus DCM / AcOH / TFE 3 : 1 : 1 vom Harz
abgespalten, und durch fallen mit Diethylether gereinigt. Es wurden 67 mg (67 %
der Theorie) eines weissen Feststoffs erhalten. Die unten angefiihrten analytischen

Daten beziehen sich auf diese Probe.

'H-NMR (500 MHz, MeOD-d4, 25 °C): § (ppm) = 8.07 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.65
(d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.53 (s, 1H), 7.47 (s, 1H), 7.41 (s, 1H), 7.35 - 7.09 (m, 7H),
4.68 (dd, J = 8.2, 5.4 Hz, 1H), 4.63 - 4.50 (m, 2H), 4.41 - 4.19 (m, 4H), 4.09 (t, J
— 5.0 Hz, 1H), 3.76 (s, 3H), 3.57 - 3.35 (m, 4H), 3.34 - 3.25 (m, 1H), 3.21 (t, J =
6.5 Hz, 2H), 3.16 - 3.02 (m, 3H), 2.89 (dd, J = 14.0, 8.9 Hz, 1H), 2.57 (s, 3H), 2.34
- 2.22 (m, 2H), 1.66 (s, 9H), 1.36 (d, J = 7.2 Hz, 3H), 1.05 (s, 9H).

BC-NMR (126 MHz, MeOD-d4, 25 °C): § (ppm) = 173.0, 146.3, 138.2, 130.4,
129.5, 125.4, 123.3, 122.1, 116.1, 74.9, 59.4, 56.0, 54.6, 35.4, 28.4, 27.6, 23.7, 18.6,
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9.5.

MS (ESI, pos.): 2 = 938,44 [M-CI|*; berechnet fiir CysHgsN70O12S 7 = 938,43.

z
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7.2.21. Kupplung der Tags an festphasengebundene Peptide

Synthese des Peptids MIM-B,,-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-Chlorotrityl 22
nach dem 7Tag-Ansatz

102 mg (0,38 mmol, 4 eq) 1 wurden in 3,8 ml abs. Acetonitril suspendiert und
mit 73 mg (0,29 mmol, 3 eq) Di-(N-hydroxysuccinimid)carbonat und 46 ul Pyri-
din gemischt und 45 min geschiittelt. Das Zwischenprodukt wurde durch Féllen mit
Diethylether abgetrennt und in 250 ul abs. DMF aufgenommen. Fiir die Kupplung
an das Testpeptid an der festen Phase wurden 100 mg (95 pmol, 1 eq) H-Phe-
Trp(Boc)-Ala-Chlorotritylharz 16 in einer 1 ml Spritze 15 min in DCM gequollen.
Anschliefend wurde der Tag wahrend 3,5 h auf das Peptid gekuppelt. Nach der
Kupplung wurde das Harz je 5 mal mit DMF und DCM gewaschen und mittels
Kaisertest die Vollstandigkeit der Reaktion tiiberpriift.

Das Peptid wurde mit einer Losung aus DCM/AcOH/TFE 3:1:1 vom Harz abge-
spalten und durch Féllen mit Diethylether gereinigt. Es wurden 47 mg (84 % der

Theorie) eines weifien Feststoffs erhalten.

TH-NMR (500 MHz, DMSO-d6, 25 °C): § (ppm) — 9.10 (s, 1H), 8.33 (d, J — 7.5
Hz, 1H), 8.17 (d, J = 5.1 Hz, 1H), 8.01 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.75 (d, J = 1.5 Hz,
1H), 7.74 - 7.64 (m, 2H), 7.54 (s, 1H), 7.36 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.30 (t, J = 7.4
Hz, 1H), 7.23 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 7.21 - 7.07 (m, 5H), 4.64 - 4.56 (m, 1H), 4.51 -
4.43 (m, 1H), 4.36 - 4.21 (m, 4H), 4.10 - 3.96 (m, 2H), 3.81 (s, 3H), 3.45 (t, J — 5.4
Hz, 2H), 3.42 - 3.35 (m, 1H), 3.35 - 3.28 (m, 1H), 3.23 - 3.16 (m, 2H), 3.12 (dd, J
~ 14.8, 4.6 Hz, 1H), 3.03 - 2.91 (m, 3H), 2.84 - 2.74 (m, 1H), 2.28 - 2.15 (m, 2H),
1.58 (s, 9H), 1.26 (d, J = 7.1 Hz, 3H), 0.9 (s, 9H).

MS (ESI, pos.): 2 = 924,42 [M-CI|*; berechnet fiir C4sHgoN7O12S 2 = 924,42.

z

Synthese des Peptids 3-+-B,,-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-Chlorotrityl 23
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nach dem 7Tag-Ansatz
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429 mg (0,51 mmol, 4 eq) 1 wurden in 5 ml abs. Acetonitril suspendiert, mit 98 mg
(0,38 mmol, 3 eq) Di-(N-hydroxysuccinimid)carbonat und 62 pl Pyridin gemischt
und 1 h geschiittelt. Das Zwischenprodukt wurde durch Fallen mit Diethylether ab-
getrennt und in 500 pl DMF und 100 pul MeOH aufgenommen. Fiir die Kupplung
an das Testpeptid an der festen Phase wurden 210 mg (0,13 mmol, 1 eq) H-Phe-
Trp(Boc)-Ala-Chlorotritylharz 16 in einer 1 ml Spritze 15 min in DCM gequollen.
Anschliefend wurde der Tag wahrend 3,5 h auf das Peptid gekuppelt. Nach der
Kupplung wurde das Harz je 5 mal mit DMF und DCM gewaschen und mittels
Kaisertest die Vollstandigkeit der Reaktion iiberpriift.

Das Peptid wurde mit einer Losung aus DCM/AcOH/TFE 3:1:1 vom Harz abge-
spalten und durch Féllen mit Diethylether gereinigt. Es wurden 117 mg (77 % der

Theorie) eines weifen Feststoffs erhalten.

'H-NMR (500 MHz, MeOD-d4, 25 °C): § (ppm) = 8.07 (d, J = 8.0 Hz, 1H),
7.64 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.62 - 7.52 (m, 6H), 7.48 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.29 (d,
J = 7.5 Hz, 1H), 7.26 - 7.12 (m, TH), 4.65 (d, J = 3.1 Hz, 1H), 4.56 (dd, J =
8.9, 5.0 Hz, 2H), 4.33 - 4.24 (m, 10H), 4.22 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 4.08 (t, J = 5.3
Hz, 1H), 3.80 (s, 3H), 3.41 - 3.32 (m, 3H), 3.25 (dd, J = 12.3, 5.6 Hz, 3H), 3.16
- 3.04 (m, 3H), 2.93 - 2.84 (m, 1H), 2.70 (s, 3H), 2.67 (s, 3H), 2.65 (s, 3H), 2.41 -
2.27 (m, 6H), 1.82 - 1.75 (m, 1H), 1.64 (s, 9H), 1.36 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 1.06 (s, 9H).

BC-NMR (126 MHz, MeOD-d4, 25 °C): § (ppm) = 172.5, 146.3, 138.2, 130.3,
129.5, 127.8, 125.5, 123.9, 122.6, 122.0, 74.9, 66.9, 56.1, 49.3, 49.1, 49.0, 48.8, 48.6,
46.3, 35.4, 30.5, 30.4, 28.4, 27.6, 23.7, 23.0, 18.5, 15.4, 9.9, 9.6.

MS (ESI, pOS.)I % — 591,81 [M—QTfO—Cl—H]2+, berechnet fiir 060H85N110128 % —
591,80.
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7.2.22. Peptidsynthese in Wasser

Synthese des Peptids MIM-B,,-Gly-Leu-OH 79

cr
(0]
H
_ AN"/\/\S/\/O N\)I\N OH
N NN H
=/ o © o) 0

Fiir die Peptidsynthese an der festen Phase wurden 30 mg (16 pmol, 1 eq) H-Leu-
PEG Harz in einer 1 ml Spritze 15 min in Wasser gequollen. Anschliefsend wurde
die Peptidkupplung mit jeweils 5 eq Aminosidure, 5 eq NHNDCI und 5 eq EDC
gelost in 325 pl Wasser durchgefiihrt. Die Kupplungsdauer betrug 2.3 h. Nach der
Kupplung wurde das Harz je 5 mal mit Wasser, MeOH und DCM gewaschen. Da
der Kaisertest mit dem PEG-Harz nicht zuverldssig war, wurde eine Testkupplung
mit Fmoc-Leu-OH durchgefiihrt (5 eq Aminoséure, 5 eq HOBt und 5 eq DIC gel6st
in 325 ul abs. DMF, Kupplungsdauer 30 min).

Das Peptid wurde mit einer Losung aus DCM/TFA 1:1 vom Harz abgespalten und
durch Féllen mit Diethylether gereinigt. Das dem Fmoc-Leu-Leu-OH entsprechende

Signal konnte nicht detektiert werden.

MS (ESI, pos.): = = 447,1943 [M-CI|*; berechnet fiir C1gH3 N4O7S 2 = 447,1908.

Tz
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7.2.23. Kupplung des N-alkylierten Nicotinsdurederivats an die feste Phase

Synthese von 111

I
N
Br-

O H O
H H
=z O o

125 mg (0,43 mmol, 3 eq) 109 wurden in 1 ml abs. DMF gelost. Zu dieser Losung
wurden 65 mg (0,43 mmol, 3 eq) HOBt und 88 ul (0,57 mmol, 4 eq) DIC zugegeben.
Die Losung wurde 1 h bei RT mit 200 mg (0,14 mmol, 1 eq) Rinkamid-Harz mit dem
darauf befindlichen Peptid H-Phe-Gly-Ala- inkubiert. Das Harz wurde je fiinf mal
mit DMF und DCM gewaschen und dann das Peptid durch dreimalige behandeln
mit TFA/DCM 1:1 abgespalten. Das rohe Peptid wurde dreimal mit Diethylether
gefallt und das Produkt mit HPLC-MS untersucht.

tr: 2,0 min
MS (ESI, pos.): 2 = 488,21 [M-Br|™; berechnet fiir Co7H3oN504 = 488,23 .

z
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7.3. Beschreibung der Experimente zur Bestimmung des

Monomer - Dimer Verhalntisses

Die Reaktionen wurden im 0,1 mmol Mafsstab durchgefiihrt und der Einfluss ver-
schiedener Parameter mit Hilfe von HPLC-MS und HPLC-UV untersucht. Die Chro-
matogramme wurden bei einer Wellenlénge von 210 nm aufgenommen, da sowohl
die unpolaren Aminosdurederivate als auch die monomeren und dimeren ionischen
Aminosdurederivate bei dieser Wellenldnge einen ausreichend grofen Absorbtions-

koeffizienten aufweisen.
Die Temperatur betrug jeweils 65 °C, die Proben wurden im Thermoshaker bei

900 - 1100 U/min inkubiert. Proben wurden nach den angegebenen Zeiten genom-

men und mit Acetonitril verdiinnt und sofort gemessen.
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7.4. Beschreibung der Experimente zur Bestimmung der
Loslichkeit

Dazu mussten zuerst gesattigte Losungen der zu untersuchenden Substanzen herge-
stellt werden. Diese wurden dann entweder gravimetrisch oder mittels HPLC aus-

gewertet.

7.4.1. Herstellung der gesattigten Lésungen

Von der zur untersuchenden Substanz wurde eine gesattigte Losung hergestellt. Da-
zu wurde die Substanz in dem bei den Experimenten angegebenen Losungsmittel
dispergiert und 24 h bei der bei den einzelnen Experimenten angegebenen Tempera-
tur geriihrt. Wenn nach 24 h eine klare Losung erhalten wurde, so wurde diese mit
einer zusatzlichen Menge der zu untersuchenden Substanz versetzt und wiederum
24 h geriihrt. Dies wurde solange wiederholt, bis nach der 24 h dauernden Equili-
brierungsphase eine deutlich getriibte Losung erhalten wurde. Die Suspension wurde

filtriert, das Filtrat stellt die gesittigte Losung dar.

7.4.2. Bestimmung der Loslichkeit mittels HPLC
7.4.2.1. Kalibrierung der HPLC

Allgemeine Beschreibung der Durchfiihrung Von der zu untersuchenden Sub-
stanz wurde eine Stammlosung in Methanol hergestellt. Von dieser wurden jeweils
entsprechende Aliquots entnommen und mit der entsprechenden Menge Losungs-
mittel zur gewiinschten Konzentration verdiinnt. 50 ul der so hergestellten Lésung
wurden mit 50 pl einer Stammlésung von Salicylamid (98,8 mg in 100 ml Aceto-
nitril) versetzt und jeweils 10 ul der so erhaltenen Losung injeziert. Jede Losung

wurde mindestens dreimal gemessen.

Kalibrierung der HPLC mit 26 (H-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-OH) In Ta-
belle 7.1 sind die Ergebnisse fiir die Kalibrierung mit Verbindung 26 beschrieben.
Von jeder Konzentration wurde eine Probe hergestellt und drei mal gemessen. Die
angegebenen Werte fiir das Verhéltniss der Signalintensitdten von Peptid und inter-
nen Standard sind der Mittelwert der drei Messungen.

Durch lineare Regression dieser Daten (mit Hilfe des Programms Excel) wurde fol-

gende Kalibriergerade erhalten:
y=0,58 x x
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B Signalintensitét des Peptids (bei 254 nm)
~ Signalintensitiit des internen Standards (bei 254 nm)

x = ¢(26) in pmol /ml

Stoffmengenkonzentration / uM | Siglnt Peptid / Siglnt IS
0,08 0,044
0,15 0,088
0,38 0,209
0,75 0,450
1,50 0,708

Tabelle 7.1.: Ergebnisse der Kalibrierung mit Verbindung 26 (H-Ser(tBu)-Phe-
Trp(Boc)-Ala-OH) (Signt = Signalintensitéat in mAu)

Kalibrierung der HPLC mit 27 (MesN-B,,-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-OH)
In Tabelle 7.2 sind die Ergebnisse fiir die Kalibrierung mit Verbindung 27 beschrie-
ben. Von den Konzentration 0,80 M, 1,60 M und 3,20 pM wurden jeweils zwei
unabhéngige Proben hergestellt und jede drei mal gemessen. Von den Konzentratio-
nen 6,40 M und 12,80 M wurden jeweils vier unabhéngige Proben hergestellt und
jede dieser Proben drei mal gemessen. Die angegebenen Werte fiir das Verhéltniss
der Signalintensititen von Peptid und internen Standard sind der Mittelwert der
durchgefiihrten Messungen.

Durch lineare Regression dieser Daten (mit Hilfe des Programms Excel) wurde fol-

gende Kalibriergerade erhalten:

y=0,62xz+0,11

B Signalintensitét des Peptids (bei 254 nm)
v Signalintensitét des internen Standards (bei 254 nm)

x = ¢(27) in pmol/ml
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Stoffmengenkonzentration / uM | Siglnt Peptid / Siglnt IS
0,80 0,57
1,60 1,16
3,20 2.21
6,40 3,99
12,80 8.01

Tabelle 7.2.: Ergebnisse der Kalibrierung mit Verbindung 27 (Me3N-B,,-Ser(tBu)-
Phe-Trp(Boc)-Ala-OH)(SigInt = Signalintensitat in mAu)

7.4.2.2. Bestimmung der Loslichkeit mittels HPLC

Allgemeine Beschreibung der Durchfitihrung Dieses Verfahren wurde fiir die
Bestimmung der Loslichkeit der Peptide mit loslichkeitserhohendem 7Tag im Was-
ser/Acetonitril (85/15 v/v) Gemisch verwendet. Die geséttigten Losungen wurden

bei 22 + 1 °C in einem thermostatisiertem Raum hergestellt.

50 pl der gesdtigten Losung wurden mit 50 pl einer Stammlosung von Salicylamid
(98,8 mg in 100 ml Acetonitril) versetzt und jeweils 10 pl der so erhaltenen Losung
injeziert. Jede Losung einer zu untersuchenden Substanz wurde mindestens dreimal

gemessen.

Bestimmung der Loslichkeit von Verbindung 26 (H-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-
Ala-OH) mittels HPLC Siglnt Verhéltniss (Peptid/Interner Standard) 26: 0,058
Mit Kalibriergerade ermittelte Loslichkeit: 0,10 pmol /ml

Bestimmung der Loslichkeit von Verbindung 22-PFs~ (MIM-B,,-Ser(tBu)-
Phe-Trp(Boc)-Ala-OH) mittels HPLC Siglnt Verhéltniss (Peptid /Interner Stan-
dard) 22-PFg: 1,1

Mit Kalibriergerade ermittelte Loslichkeit: 1,89 pmol /ml

Bestimmung der Ld&slichkeit von Verbindung 22.Clg~ (MIM-B,,-Ser(tBu)-
Phe-Trp(Boc)-Ala-OH) mittels HPLC  SigInt Verhéltniss (Peptid /Interner Stan-
dard) 22-Cl~: 3,8

Mit Kalibriergerade ermittelte Loslichkeit: 6,00 pmol /ml
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Bestimmung der Loslichkeit von Verbindung 27-PFs~ (MesN-B,,-Ser(tBu)-
Phe-Trp(Boc)-Ala-OH) mittels HPLC  SigInt Verhéltniss (Peptid/Interner Stan-
dard) 27-PFg~: 1,06

Mit Kalibriergerade ermittelte Loslichkeit: 1,83 pmol/ml

Bestimmung der Loslichkeit von Verbindung 27-Cls~ (MesN-B,,-Ser(tBu)-
Phe-Trp(Boc)-Ala-OH) mittels HPLC  Siglnt Verhéltniss (Peptid /Interner Stan-
dard) 27-Cl~: 13,8

Mit Kalibriergerade ermittelte Loslichkeit: 22,1 pmol /ml

Bestimmung der Lo&slichkeit von Verbindung 28-PF;~ (Dimi-B,,-Ser(tBu)-
Phe-Trp(Boc)-Ala-OH) mittels HPLC SigInt Verhéltniss (Peptid /Interner Stan-
dard) 28-PF¢: 1,25

Mit Kalibriergerade ermittelte Loslichkeit: 2,16 pmol /ml

Bestimmung der Ldoslichkeit von Verbindung 28-Cls~ (Dimi-B,,-Ser(tBu)-
Phe-Trp(Boc)-Ala-OH) mittels HPLC  Siglnt Verhéltniss (Peptid/Interner Stan-
dard) 28-Cl~: 27,42

Mit Kalibriergerade ermittelte Loslichkeit: 44,04 gmol /ml

7.4.3. Bestimmung der Loslichkeit nach dem gravimetrischen Verfahren
7.4.3.1. Allgemeine Beschreibung der Durchfiihrung

Dieses Verfahren wurde fiir die Bestimmung der Loslichkeit von NaCl und NH4CI in
deionisiertem Wasser verwendet. Die geséttigten Losungen wurden bei RT (24 °C)
hergestellt.

Ein definierte Volumen der geséttigten Losung wurde in ein tarierten Eppendorfcup
pipettiert. Das Gefiss wurde gewogen und das Losungsmittel im Speedvac abge-
zogen. Die trockene Substanz wurde 24 h bei 30 °C im Speedvac getrocknet. Die

Geféasse wurden sofort verschlossen, auf RT abkiihlen lassen und gewogen.
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7.4.3.2. Bestimmung der Lo6slichkeit von NaCl nach dem gravimetrischen

Verfahren
NaCl Masse / g Volumen Masse / g Loslichkeit
leer voll trocken ul Substanz| Wasser g/100g

1] 0.9591f 1.0204| 0.9756 50 0.0165 0.0448 36.8304
2| 0.9587| 1.0154| 0.9738 50 0.0151 0.0416 36.2981
3| 0.9618] 1.0213| 0.9779 50 0.0161 0.0434 37.0968
4] 0.9684| 1.0283] 0.9845 50 0.0161 0.0438 36.7580
5| 0.9514] 1.0112| 0.9676 50 0.0162 0.0436 37.1560
6| 0.9603| 1.0193] 0.9764 50 0.0161 0.0429 37.5291
7] 0.9533] 1.0741] 0.9860 100 0.0327 0.0881 37.1169
8] 0.9529] 1.0758] 0.9858 100 0.0329 0.0900 36.5556
9] 0.9661] 1.0845] 0.9980 100 0.0319 0.0865 36.8786
10| 0.9572] 1.0777| 0.9896 100 0.0324| 0.0881 36.7764
11| 0.9749] 1.0969| 1.0076 100 0.0327 0.0893 36.6181
12| 0.9639] 1.0812| 0.9953 100 0.0314] 0.0859 36.5541
13| 0.9817| 1.2712| 1.0593 250 0.0776] 0.2119 36.6210
14| 0.9574] 1.2348| 1.0318 250 0.0744] 0.2030 36.6502
15| 0.9593] 1.2439| 1.0357 250 0.0764| 0.2082 36.6955
16| 0.9860] 1.2689| 1.0620 250 0.0760 0.2069 36.7327
17| 0.9583] 1.2435| 1.0348 250 0.0765 0.2087 36.6555
18] 0.9768] 1.2612| 1.0531 250 0.0763 0.2081 36.6651
19| 0.9692] 1.5390| 1.1216 500 0.1524| 0.4174 36.5117
20| 0.9766| 1.5448| 1.1285 500 0.1519 0.4163 36.4881
21] 0.9601| 1.5317] 1.1130 500 0.1529 0.4187 36.5178
22| 0.9793| 1.5501] 1.1322 500 0.1529 0.4179 36.5877
23] 0.9538| 1.5241] 1.1055 500 0.1517 0.4186 36.2398
24| 0.9772| 1.4827| 1.1127 500 0.1355 0.3700 36.6216

Abbildung 7.8.: Ergebnisse der Loslichkeitsexperimente mit NaCl
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7.4.3.3. Bestimmung der Loslichkeit von NH,Cl nach dem gravimetrischen

Verfahren
NH,CI Masse / g Volumen Masse / g Loslichkeit
leer voll trocken ul Substanz| Wasser g/100g

1] 0.9834| 1.0358] 0.9978 50 0.0144 0.0380 37.8947
2| 0.9537| 1.0079| 0.9686 50 0.0149 0.0393 37.9135
3] 0.9632] 1.0177| 0.9784 50 0.0152 0.0393 38.6768
4] 0.9611| 1.0154| 0.9761 50 0.0150 0.0393 38.1679
5[ 0.9600] 1.0146{ 0.9753 50 0.0153 0.0393 38.9313
6] 0.9613| 1.0137| 0.9759 50 0.0146 0.0378 38.6243
7| 0.9545| 1.0610| 0.9842 100 0.0297 0.0768 38.6719
8| 0.9835| 1.0927| 1.0140 100 0.0305 0.0787 38.7548
9] 0.9557| 1.0655| 0.9864 100 0.0307 0.0791 38.8116
10f 0.9598] 1.0694| 0.9906 100 0.0308 0.0788 39.0863
11| 0.9602] 1.0698| 0.9908 100 0.0306 0.0790 38.7342
12| 0.9564| 1.0661| 0.9871 100 0.0307 0.0790 38.8608
13 0.9862| 1.2315| 1.0549 250 0.0687 0.1766 38.9015
14| 0.9777] 1.2229| 1.0460 250 0.0683 0.1769 38.6094
15[ 0.9556| 1.2008] 1.0241 250 0.0685 0.1767 38.7663
16/ 0.9580| 1.2031f 1.0267 250 0.0687 0.1764 38.9456
17| 0.9685| 1.2139| 1.0373 250 0.0688 0.1766 38.9581
18| 0.9693| 1.2133| 1.0377 250 0.0684 0.1756 38.9522
19| 0.9551] 1.4386| 1.0906 500 0.1355 0.3480 38.9368
20| 0.9597| 1.4479| 1.0966 500 0.1369 0.3513 38.9695
21| 0.9610{ 1.4359]| 1.0940 500 0.1330 0.3419 38.9003
22| 0.9636| 1.4396] 1.0971 500 0.1335 0.3425 38.9781
23] 0.9698| 1.4502| 1.1045 500 0.1347 0.3457 38.9644
24| 0.9602| 1.4481] 1.0970 500 0.1368 0.3511 38.9633

Abbildung 7.9.: Ergebnisse der Loslichkeitsexperimente mit NH,Cl
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7.5. Beschreibung der Experimente zur Spaltung und

Abtrennung des basenlabilen Linkers

7.5.1. Durchfithrung der Spaltungsexperimente

Eine definierte Menge (1-3 mg) der Verbindung 22 (MIM-B,,-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-
Ala-OH-Cl™) wurden in einem 1 ml Vial eingewogen und mit 0,5 ml der spezifizierten
Spaltlosung versetzt. Nach der angegebenen Zeit wurde 100 ul entnommen, diese mit
10 pl TFA gequencht und mit 490 pl Acetonitril verdiinnt. Mit jeder Probe wurden
mindestens drei Messungen durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte durch Integration
der Signale von gespaltenen und ungespaltenen Peptid. Wenn zu einem gegebenen
Zeitpunkt die Spaltung vollsténdig war, wurden die spéteren Zeitpunkte nicht mehr

ausgewertet.
Spaltung mit 2% Piperidin in Wasser pH-Wert der Losung: 12,35

Tabelle 7.3.: Spaltung von Verbindung 22 (MIM-B,,-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-
OH) mit 2% Piperidin in Wasser
Zeit /min | Spaltung /%
3 100

Spaltung mit 2% Natriumcarbonat in Wasser pH-Wert der Losung: 11,17

Tabelle 7.4.: Spaltung von Verbindung 22 (MIM-B,,-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-
OH) mit 2% Natriumcarbonat in Wasser

Zeit /min | Spaltung /%
S 83,4
10 95,4
15 98,0
30 100
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Spaltung mit 5% Morpholin in Wasser pH-Wert der Losung: 10,92

Tabelle 7.5.: Spaltung des Linkers von Peptid 22 (MIM-B,,-Ser(tBu)-Phe-
Trp(Boc)-Ala-OH) mit 5% Morpholin in Wasser

Zeit /min | Spaltung /%
5 79.8
10 95,5
15 99,2
30 100

7.5.2. Durchfiihrung des Experiments zur Abtrennung des Linkers

4,8 mg der Verbindung 22 (MIM-B,,-Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-OH-Cl™) wurden
in 500 pl einer 2%igen Losung von Piperiden in Wasser fiir 5 min im Ultraschall-
bad inkubiert. Danach wurde durch die Spaltung durch Zugabe von 20 pl TFA
gequencht und der Niederschlag 3 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde mit ei-
ner Pasteurpipette abgenommen und der Riickstand mit 500 pl deionisiertem Wasser
fiir 5 min im Ultraschallbad resuspendiert. Der Niederschlag wurde wiederum fiir
3 min abzentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Dieser Waschschritt wurde
noch zweimal wiederholt. Nach dem dritten Waschschritt wurde der Riickstand 4
Tage bei 30 °C im Speedvac getrocknet. Man erhielt 3,3 mg der Verbindung 26 (H-
Ser(tBu)-Phe-Trp(Boc)-Ala-OH-TFA™) (4,23 umol, 86% Ausbeute der Theorie). Die
Vollsténdigkeit der Spaltung und die Identitét der Verbindung 26 (H-Ser(tBu)-Phe-
Trp(Boc)-Ala-OH-TFA™) wurde durch Untersuchung mit HPLC-MS nachgewiesen.
Es konnten keine Spuren des abgespaltenen Linkers detektiert werden.

Da eine einfache Tischzentrifuge mit geringer Drehzahl und kleinem Rotor verwen-
det wurde, war die Festigkeit des Niederschlagpellets nicht sehr grof. Dies hatte zur
Folge das im Uberstand immer etwas ungelostes (vermutlich Peptid) suspendiert

war. Dies bietet eine Moglichkeit zur Optimierung der Ausbeute.
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7.6. Daten der Kristallstrukturen

7.6.1. Daten fiir die Kristallstruktur von Verbindung 10

Formel: CgH14BraNo, M = 298,02, F(000) = 1752, farblose Plattchen, Grofe 0,10
- 0,28 - 0,35 mm?®, monoklin, Raumgruppe C ¢, Z = 12, a = 23,4205(12) A, b =
12,5571(6) A, ¢ = 12,8248(7) A, oo = 90°, B = 116,251(2)°, v = 90°, V = 3382,7(3)
A3, Dowe. = 1,755 Mg - m~3. Der Kristall wurde mit einem Nonius KappaCCD
Diffraktometer bei 123 K gemessen, das mit einem Graphit-Monochromator ausge-
stattet war. Es wurde monochrome Mo K,-Strahlung mit A= 0,71073 A, Omae =
32,654° verwendet. Minimale/maximale Transmission 0,11/0,49, pu = 7,145 mm™1.
Die Messung und Integration wurde mit dem Programmpacket COLLECT durchge-
fithrt. Von insgesamt 38609 Reflektionen waren 11562 unabhéngig (Vermischung r =
0,050). Von diesen Refektionen wurden 8957 als beobachtet angesehen (I>2,00(I))
und fiir die Verfeinerung von 326 Parametern verwendet. Die Struktur wurde durch
direkten Methoden mit dem Programm SIR92 gelost. Alle nicht-Wasserstoffatome
wurden mit Hilfe der Methode der geringsten Fehlerquadrate in der Software CRY-
STALS verfeinert. R = 0,0284 (beobachtete Daten), wR = 0,0482 (Gesamtmenge
der Daten), GOF = 1,0523. Die minimale/maximale Restelektronendichte betrug
-1,27/1,24 ¢ A=3. Um die Optimimierung zu vervollstdndigen wurde die polynomi-
sche Gewichtung nach Chebychev verwendet. Graphische Darstellungen wurden mit

dem Programm Mercury angefertigt.

7.6.2. Daten fiir die Kristallstruktur von Verbindung 12

Formel: C1oHa3BrN,Oq9, M = 335,24, F(000) = 348, farblose Plattchen, Grofse 0,06 -
0,17 - 0,28 mm?, monoklin, Raumgruppe P ¢, Z = 2, a — 7,2476(9) A, b = 7,9102(10)
A, ¢ =13,5979(17) A, a = 90°, 3 = 97,070(3)°, v = 90°, V = 773,64(17) A%, D, qe.
= 1,439 Mg - m~3. Der Kristall wurde mit einem Nonius KappaCCD Diffraktometer
bei 123 K gemessen, das mit einem Graphit-Monochromator ausgestattet war. Es
wurde monochrome Mo K,-Strahlung mit A= 0,71073 A, 0 maz = 40,019° verwendet.
Minimale/maximale Transmission 0,64/0,85, 1 = 2,662 mm™!. Die Messung und In-
tegration wurde mit dem Programmpacket COLLECT durchgefiihrt. Von insgesamt
18584 Reflektionen waren 7200 unabhéngig (Vermischung r = 0,039). Von diesen Re-
fektionen wurden 5923 als beobachtet angesehen (I>2,00(I)) und fiir die Verfeine-
rung von 173 Parametern verwendet. Die Struktur wurde durch direkten Methoden
mit dem Programm STR92 gel6st. Alle nicht-Wasserstoffatome wurden mit Hilfe der
Methode der geringsten Fehlerquadrate in der Software CRYSTALS verfeinert. R
= 0,0273 (beobachtete Daten), wR = 0,0380 (Gesamtmenge der Daten), GOF =
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1,0671. Die minimale/maximale Restelektronendichte betrug -0,47/0,64 e A=3. Um
die Optimimierung zu vervollstandigen wurde die polynomische Gewichtung nach
Chebychev verwendet. Graphische Darstellungen wurden mit dem Programm Mer-

cury angefertigt.

7.6.3. Daten fiir die Kristallstruktur von Verbindung 13-Br~

Formel: Ci5Ha5BrsNy, M = 501,10, F(000) = 1984, farblose Nadeln, Grofe 0,07 -
0,07 - 0,35 mm?, orthorhombisch, Raumgruppe P 21 2, 2;, Z = 8, a = 7,1393(3) A,
b = 11,3757(5) A, ¢ = 46,6824(19) A, a = 90°, 3 = 90°, v = 90°, V = 3791,3(3)
A3, Doe. = 1,756 Mg - m~3. Der Kristall wurde mit einem Nonius KappaCCD
Diffraktometer bei 123 K gemessen, das mit einem Graphit-Monochromator ausge-
stattet war. Es wurde monochrome Mo K,-Strahlung mit A= 0,71073 A, Oas =
28,765° verwendet. Minimale/maximale Transmission 0,64/0,64, u = 6,387 mm™!.
Die Messung und Integration wurde mit dem Programmpacket COLLECT durchge-
fithrt. Von insgesamt 55812 Reflektionen waren 9786 unabhéngig (Vermischung r =
0,049). Von diesen Refektionen wurden 8230 als beobachtet angesehen (I>2,00(I))
und fiir die Verfeinerung von 398 Parametern verwendet. Die Struktur wurde durch
direkten Methoden mit dem Programm SIR92 gelost. Alle nicht-Wasserstoffatome
wurden mit Hilfe der Methode der geringsten Fehlerquadrate in der Software CRY-
STALS verfeinert. R = 0,0237 (beobachtete Daten), wR = 0,0284 (Gesamtmenge
der Daten), GOF = 1,0941. Die minimale/maximale Restelektronendichte betrug
-0,51/0,61 e A=3. Um die Optimimierung zu vervollstandigen wurde die polynomi-
sche Gewichtung nach Chebychev verwendet. Graphische Darstellungen wurden mit

dem Programm Mercury angefertigt.

7.6.4. Daten fiir die Kristallstruktur von Verbindung 14-PF~

Formel: Ci7HasBrFgN,OgSe, M = 639,45, F(000) = 1296, farblose Nadeln, Grofe
0,01 - 0,11 - 0,60 mm?, monoklin, Raumgruppe P 2, ¢, Z = 4, a = 24,853(5) A b=
7,0026(14) A, ¢ = 14,875(3) A, o = 90°, 3 = 99,46(3)°, v = 90°, V = 2553,5(9) A3,
Degie. = 1,663 Mg - m~3. Der Kristall wurde mit einem Stoe IPDS Diffraktometer
bei 173(2) K gemessen, das mit einem Graphit-Monochromator ausgestattet war. Es
wurde monochrome Mo K,-Strahlung mit A= 0,71073 A, O ez = 27,50° verwendet.
Minimale/maximale Transmission ?/?, ;1 = 1,857 mm~"'. Die Messung und Integra-
tion wurde mit dem Programmpacket Stoe IPDS durchgefiihrt. Von insgesamt 61989
Reflektionen waren 5847 unabhéngig (Vermischung r = 0,1917). Von diesen Refek-
tionen wurden 5847 als beobachtet angesehen (I>2,00(I)) und fiir die Verfeinerung
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von 356 Parametern verwendet. Die Struktur wurde durch direkten Methoden mit
dem Programm SHELXS-97 gelost. Alle nicht-Wasserstoffatome wurden mit Hilfe
der Methode der geringsten Fehlerquadrate in der Software SHELXS-97 verfeinert.
R = 0,0475 (beobachtete Daten), wR = 0,1231 (Gesamtmenge der Daten), GOF
= 1,123. Die minimale/maximale Restelektronendichte betrug -0,724/0,858 e A3,
Um die Optimimierung zu vervollstandigen wurde die polynomische Gewichtung
nach Chebychev verwendet. Graphische Darstellungen wurden mit dem Programm

Mercury angefertigt.

7.6.5. Daten fiir die Kristallstruktur von Verbindung 51

Formel: CigH33N308S, M = 451,54, F(000) = 968, farblose Pliattchen, Grofke 0,01
- 0,09 - 0,23 mm?®, monoklin, Raumgruppe P 2;, Z = 4, a = 5,5415(3) A, b =
37,770(3) A, ¢ = 10,7434(7) A, o = 90°, B = 93,133(3)°, v = 90°, V = 2245,3(3)
A?’, Deare. = 1,336 Mg - m~3. Der Kristall wurde mit einem Area Diffraktometer bei
123 K gemessen, das mit einem Graphit-Monochromator ausgestattet war. Es wur-
de monochrome Mo K,-Strahlung mit A= 0,71073 A, Omae = 28,282° verwendet.
Minimale/maximale Transmission 0,98/1,00, ¢ = 0,192 mm~'. Die Messung und
Integration wurde mit dem Programmpacket Apex2 durchgefiithrt. Von insgesamt
27037 Reflektionen waren 10938 unabhéngig (Vermischung r = 0,049). Von diesen
Refektionen wurden 7240 als beobachtet angesehen (12,00 (1)) und fiir die Verfeine-
rung von 588 Parametern verwendet. Die Struktur wurde durch direkten Methoden
mit dem Programm STR92 gel6st. Alle nicht-Wasserstoffatome wurden mit Hilfe der
Methode der geringsten Fehlerquadrate in der Software CRYSTALS verfeinert. R
= 0,0514 (beobachtete Daten), wR = 0,0701 (Gesamtmenge der Daten), GOF =
1,1734. Die minimale/maximale Restelektronendichte betrug -0,39/0,33 e A=3 Um
die Optimimierung zu vervollstindigen wurde die polynomische Gewichtung nach
Chebychev verwendet. Graphische Darstellungen wurden mit dem Programm Mer-

cury angefertigt.

7.6.6. Daten fiir die Kristallstruktur von Verbindung 85

Formel: Cy3HaogCINO5, M = 433,93, F(000) = 460, farblose Plattchen, Groke 0,04
- 0,13 - 0,21 mm?, monoklin, Raumgruppe P 2;, Z = 2, a = 12,1248(10) A b=
8,3628(7) Ac= 12,3684(10) A a=90°, 3= 114,590(5)°, v = 90°, V = 1140,38(17)
A3, Dote. = 1,264 Mg - m—3. Der Kristall wurde mit einem Area Diffraktometer bei
123 K gemessen, das mit einem Graphit-Monochromator ausgestattet war. Es wur-
de monochrome Mo K,-Strahlung mit A= 0,71073 A, Omae = 31,570° verwendet.
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Minimale/maximale Transmission 0,97/0,99, x = 0,200 mm™'. Die Messung und
Integration wurde mit dem Programmpacket Apex2 durchgefiihrt. Von insgesamt
23745 Reflektionen waren 7615 unabhéngig (Vermischung r = 0,044). Von diesen
Refektionen wurden 4076 als beobachtet angesehen (I>2,00(I)) und fiir die Verfei-
nerung von 272 Parametern verwendet. Die Struktur wurde durch direkten Metho-
den mit dem Programm SIR92 gel6st. Alle nicht-Wasserstoffatome wurden mit Hilfe
der Methode der geringsten Fehlerquadrate in der Software CRYSTALS verfeinert.
R = 0,0359 (beobachtete Daten), wR = 0,0973 (Gesamtmenge der Daten), GOF
= 0,9978. Die minimale/maximale Restelektronendichte betrug -0,25/0,21 e A3,
Um die Optimimierung zu vervollstandigen wurde die polynomische Gewichtung
nach Chebychev verwendet. Graphische Darstellungen wurden mit dem Programm

Mercury angefertigt.

7.6.7. Daten fiir die Kristallstruktur von Verbindung 98

Formel: CgH;5IN,O, M = 282,12, F(000) = 1104, farblose Plattchen, Grofse 0,18 -
0,28 - 0,30 mm?, orthorhomisch, Raumgruppe P b ¢ a, Z = 8, a — 12,5060(2) A,
b = 10,8262(2) A, ¢ = 17,3603(3) A, o = 90°, 3 = 90°, v = 90°, V = 2350,45(7)
A3, Dwe. = 1,594 Mg - m~3. Der Kristall wurde mit einem Nonius KappaCCD
Diffraktometer bei 173 K gemessen, das mit einem Graphit-Monochromator ausge-
stattet war. Es wurde monochrome Mo K,-Strahlung mit A= 0,71073 A, 0oz =
32,025° verwendet. Minimale/maximale Transmission 0,47/0,62, p = 2,690 mm™.
Die Messung und Integration wurde mit dem Programmpacket COLLECT durchge-
fithrt. Von insgesamt 28236 Reflektionen waren 4089 unabhéngig (Vermischung r =
0,067). Von diesen Refektionen wurden 4064 als beobachtet angesehen (I>2,00(I))
und fiir die Verfeinerung von 109 Parametern verwendet. Die Struktur wurde durch
direkten Methoden mit dem Programm SIR92 gelost. Alle nicht-Wasserstoffatome
wurden mit Hilfe der Methode der geringsten Fehlerquadrate in der Software CRY-
STALS verfeinert. R = 0,0287 (beobachtete Daten), wR = 0,0905 (Gesamtmenge
der Daten), GOF = 0,9278. Die minimale/maximale Restelektronendichte betrug
-1,07/1,54 e A=3. Um die Optimimierung zu vervollstandigen wurde die polynomi-
sche Gewichtung nach Chebychev verwendet. Graphische Darstellungen wurden mit

dem Programm Mercury angefertigt.

7.6.8. Daten fiir die Kristallstruktur von Verbindung 106

Formel: C14H19CINy Oy, M = 282,77, F(000) = 1200, farblose Pliattchen, Grofe 0,10
- 0,21 - 0,34 mm?, orthorhomisch, Raumgruppe P ¢ n b, Z = 8, a — 13,4818(2) A,
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b = 14,3375(2) A, ¢ = 14,5029(2) A, o = 90°, 3 = 90°, v = 90°, V = 2803,34(7)
A3, Doe. = 1,340 Mg - m~3. Der Kristall wurde mit einem Nonius KappaCCD
Diffraktometer bei 173 K gemessen, das mit einem Graphit-Monochromator ausge-
stattet war. Es wurde monochrome Mo K,-Strahlung mit A= 0,71073 A, Oae =
27,909° verwendet. Minimale/maximale Transmission 0,94/0,97, u = 0,273 mm™.
Die Messung und Integration wurde mit dem Programmpacket COLLECT durchge-
fithrt. Von insgesamt 23709 Reflektionen waren 3355 unabhéngig (Vermischung r =
0,037). Von diesen Refektionen wurden 2055 als beobachtet angesehen (I>3,00(I))
und fiir die Verfeinerung von 172 Parametern verwendet. Die Struktur wurde durch
direkten Methoden mit dem Programm SIR92 gelost. Alle nicht-Wasserstoffatome
wurden mit Hilfe der Methode der geringsten Fehlerquadrate in der Software CRY-
STALS verfeinert. R = 0,0275 (beobachtete Daten), wR = 0,0508 (Gesamtmenge
der Daten), GOF = 1,1020. Die minimale/maximale Restelektronendichte betrug
-0,20/0,21 e A=3. Um die Optimimierung zu vervollstandigen wurde die polynomi-
sche Gewichtung nach Chebychev verwendet. Graphische Darstellungen wurden mit

dem Programm Mercury angefertigt.

7.6.9. Daten fiir die Kristallstruktur von Verbindung 109-Br~

Formel: Cy7Ho7BrNoO5, M = 539,43, F(000) = 556, farblose Plattchen, Grofse 0,06 -
0,10 - 0,26 mm?, triklin, Raumgruppe P -1, Z = 2, a = 7,36410(10) A, b = 12,1800(2)
A, ¢ = 14,2579(2) A, a = 80,7785(6)°, B = 80,4615(6)°, v = 87,1097(6)°, V =
1244,50(3) A3, Do, = 1,439 Mg - m™3. Der Kristall wurde mit einem Nonius Kap-
paCCD Diffraktometer bei 173 K gemessen, das mit einem Graphit-Monochromator
ausgestattet war. Es wurde monochrome Mo K,-Strahlung mit A= 0,71073 A, 0 maz
= 27,931° verwendet. Minimale/maximale Transmission 0,84,/0,90, y = 1,692 mm ™.
Die Messung und Integration wurde mit dem Programmpacket COLLECT durchge-
fithrt. Von insgesamt 11815 Reflektionen waren 5970 unabhéngig (Vermischung r =
0,021). Von diesen Refektionen wurden 4663 als beobachtet angesehen (I>3,00(I))
und fiir die Verfeinerung von 316 Parametern verwendet. Die Struktur wurde durch
direkten Methoden mit dem Programm SIR92 gelost. Alle nicht-Wasserstoffatome
wurden mit Hilfe der Methode der geringsten Fehlerquadrate in der Software CRY-
STALS verfeinert. R = 0,0251 (beobachtete Daten), wR = 0,0370 (Gesamtmenge
der Daten), GOF = 1,0929. Die minimale/maximale Restelektronendichte betrug
-0,36/0,27 e A=3. Um die Optimimierung zu vervollstindigen wurde die polynomi-
sche Gewichtung nach Chebychev verwendet. Graphische Darstellungen wurden mit

dem Programm Mercury angefertigt.
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7.6.10. Daten fiir die Kristallstruktur von Verbindung 109-PF;

Formel: CosHo3FgN2O4P, M = 572,44, F(000) = 1176, farblose Plattchen, Grofe
0,17 - 0,29 - 0,56 mm?®, monoklin, Raumgruppe P 2,/n, Z = 4, a = 8,3739(2) A,
b = 26,4168(7) A, ¢ = 11,4831(3) A, o = 90°, 8 = 97,9301(12)°, v = 90°, V =
2515,90(11) A3, Do, = 1,511 Mg - m~3. Der Kristall wurde mit einem Nonius Kap-
paCCD Diffraktometer bei 173 K gemessen, das mit einem Graphit-Monochromator
ausgestattet war. Es wurde monochrome Mo K,-Strahlung mit A= 0,71073 A, 01z
= 27,453° verwendet. Minimale/maximale Transmission 0,95/0,97, 4 = 0,191 mm ™.
Die Messung und Integration wurde mit dem Programmpacket COLLECT durchge-
fithrt. Von insgesamt 17531 Reflektionen waren 5739 unabhéngig (Vermischung r =
0,047). Von diesen Refektionen wurden 3984 als beobachtet angesehen (I>1,00(I))
und fiir die Verfeinerung von 352 Parametern verwendet. Die Struktur wurde durch
direkten Methoden mit dem Programm SIR92 gelost. Alle nicht-Wasserstoffatome
wurden mit Hilfe der Methode der geringsten Fehlerquadrate in der Software CRY-
STALS verfeinert. R = 0,0530 (beobachtete Daten), wR = 0,0874 (Gesamtmenge
der Daten), GOF = 1,0817. Die minimale/maximale Restelektronendichte betrug
-0,46/0,70 e A=3. Um die Optimimierung zu vervollstdndigen wurde die polynomi-
sche Gewichtung nach Chebychev verwendet. Graphische Darstellungen wurden mit

dem Programm Mercury angefertigt.

7.6.11. Daten fiir die Kristallstruktur von Verbindung 113

Forlmel: C13H15BrNOy, M = 294,15, F(000) = 592, farblose Nadeln, Grofse 0,05 -
0,18 - 0,42 mm?, triklin, Raumgruppe P -1, Z = 4, a = 7,4563(3) A, b = 12,6306(5)
A, ¢ =12.8709(5) A, a = 95,917(2)°, B = 90,052(2)°, v = 94,221(2)°, V = 1202,38(8)
A3, Dote. = 1,625 Mg - m~3. Der Kristall wurde mit einem Area Diffraktometer bei
123 K gemessen, das mit einem Graphit-Monochromator ausgestattet war. Es wur-
de monochrome Mo K,-Strahlung mit A= 0,71073 A, O ez = 38,694° verwendet.
Minimale/maximale Transmission 0,54/0,84, i = 3,407 mm™!. Die Messung und In-
tegration wurde mit dem Programmpacket COLLECT durchgefiihrt. Von insgesamt
83348 Reflektionen waren 13551 unabhéngig (Vermischung r = 0,031). Von diesen
Refektionen wurden 9609 als beobachtet angesehen (12,00 (1)) und fiir die Verfeine-
rung von 307 Parametern verwendet. Die Struktur wurde durch direkten Methoden
mit dem Programm STR97 geldst. Alle nicht-Wasserstoffatome wurden mit Hilfe der
Methode der geringsten Fehlerquadrate in der Software CRYSTALS verfeinert. R
= 0,0225 (beobachtete Daten), wR = 0,0394 (Gesamtmenge der Daten), GOF =
1,0391. Die minimale/maximale Restelektronendichte betrug -0,24/0,62 e A= Um
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die Optimimierung zu vervollstandigen wurde die polynomische Gewichtung nach
Chebychev verwendet. Graphische Darstellungen wurden mit dem Programm Mer-

cury angefertigt.
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7.7. Ergebnisse der DSC und Thermogravimetrie

105806413 Lot NP11 Method Name: 10/25/220 ENT25
05806412 Lot NP11, 4.1890 mg

105806410 Lot NP1L
0580641b Lot NPL1, 3.2800 mg

Remarks: Perfor. Deckel!

Integral 2381 m)
normalized

-5.68 Jg~-1

Peak Height  81.41e-03 Wg~-1
Extrapol, Peak  144.80 °C
PPeak Width 112°C
Integral 18.63 m)

normalized  -5.68 Jg*-1
Peak Height  86.47-03 Wg~-1
Extrapol. Peak 143.68 °C

Peak Width 1047 °C

ntegral 7524 m
normalized  -83.91 )91
Peak Height  2.71 WgA-1
Extrapol. Peak 174.04 °C
Peak Width 3gioc

Content 998764603 %
10580641 Lot NPLL
Dryloss :-3519&43"": 75w 24339% 0580641c Lot NP11, 7.3610 mg
: -0.1792 mg Step -4.0296 % Method Mame: 115025 5/25/350 Alu ABKD
'*"'!____——_—-l:——— 2
=

50
%

25 40 60 B0 100 120

S L L L i L I 1 1 4
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0 H 10 15 0

Abbildung 7.10.: Ergebnis der a) DSC und b) Thermogravimetrie Experimente mit

dem nicht umkristallisierten Nicotinsaurederivat 109
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105806423 Lot NP12 Method Name: 10/25/220 ENT25 Integral -329.79 mJ
0580642a Lot NP12, 3.0200 mg " o.'g'“"“‘" _1’9?'5?%“ "
10580642b Lot NP12 Height 3
0580642b Lot NP12, 3,1090 mg s Ifs‘:"é'“ A
Remarks: Perfor. Deckell . i

Extrapol. Peak 195,81 °C
Extrapol. Peak 195.39 °C

Content 01307 % 10580642¢ Lot NP12
12.5632e-03 mg

po 7Step -2.8068 % 0580642c Lot NP12, 9.6180 mg
bl it <0.2700 mg Method Name: 165025 5/25/350 Alu ABKD

i

Abbildung 7.11.: Ergebnis der a) DSC und b) Thermogravimetrie Experimente mit

dem umkristallisierten Nicotinsaurederivat 109
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8. Anhang

8.1. Anhang A1l: Definition des Quotienten q

Beschreibung des Auswerteverfahrens Fiir die halb-quantitative Bestimmung
des Verhéltnisses von monomerem zu dimerem Aminosaurederivat wurde HPLC-UV
verwendet. Die Linearitdt des UV-Signals ist im Vergleich zum MS-Signal deutlich
grofer. Erst durch nahezu vollstédndige Absorbtion des Lichts wird der Detektor ge-
sattigt. In dieser Arbeit war eine Kalibrierung des Systems aufgrund der fehlenden
Reinsubstanzen nicht mdéglich. Dennoch kénnen halb-quantitative Aussagen {iber
den Einfluss verschiedener Parameter gemacht werden, indem das Verhéltnis der
beiden Signalintensitdten herangezogen wird. Die Begriindung, warum trotz fehlen-
der Kalibrierung halb-quantitative Aussagen moglich sind ,basiert auf dem Lambert-

Beerschen Gesetz: 157

—lg(I/1y) = ecl (8.1)

mit e = Extinktionskoeffizient, -1g(I/Ty) = Absorbtion, ¢ = Konzentration und 1 =
Schichtdicke.

Die HPLC gibt mit Hilfe des DAD direkt die Absorbtion an. Damit folgt aus
Gleichung 8.1:

A =ecl (8.2)

In Worten ausgedriickt bedeutet dies, dass die gemessenen Absorbtionen der mono-
meren und dimeren Aminosdurederivate iiber eine Gerétekonstante (= 1) und eine
Stoffkonstante (= €) den jeweiligen Konzentrationen direkt proportional sind. € ist
fiir keines der beiden Aminosdurederivate bekannt, sodass keine Aussage iiber ihre
absolute Konzentration moglich ist. Dies ist aber fiir die Beantwortung der Fra-

ge, ob das Produktverhéltnis durch Variation der Reaktionsparameter hin zu mehr
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monomerem Aminosdurederivat verschoben wird, nicht nétig. Den Zusammenhang
zwischen der UV-Absorbtion von monomerem und dimerem Aminoséurederivat und
deren jeweiliger Konzentration wird durch die Gleichungen 8.3 und 8.4 wiedergege-

ben.

A(Monomer) = €xfonomerc(Monomer)l (8.3)

A(Dimer) = €pimerc(Dimer)l (8.4)

Dividiert man Gleichung 8.3 durch Gleichung 8.4 und fasst man das konstante Ver-
haltnis der Extinktionskoeffizienten €ysonomer/€pimer als 1/k zusammen erhélt man
Gleichung 8.5.

c(Monomer) kA(MonOmeT) (8.5)
c(Dimer) — A(Dimer) '

Der Faktor £ ist fiir alle Reaktionsbedingungen gleich (er ist eine von den beiden be-
trachteten Stoffen abhéngige Konstante). Der durch Division der beiden Gleichungen
8.3 und 8.4 erhaltenen Quotient q = % ist ein relatives Maf fiir den An-
teil des Monomers im Reaktionsgemisch (unter gegebenen Reaktionsbedingungen).
Vergleicht man den unter gewissen Reaktionsbedingungen erhaltenen QQuotienten
mit dem unter anderen Bedingungen erhalten, so ist eine halb-quantitative Aussage
moglich. Ein grofserer Wert des Quotienten zeigt, dass der Anteil des gewiinschtes

monomeren Aminosdurederivats unter diesen Reaktionsbedingungen grofer ist.

Maximaler Grenzwert des Quotienten q Als oberes Limit fiir ¢ wurde ein Grenz-
wert von 100 festgelegt. Um die maximal mit dieser Methode bestimmbare Reinheit
zu berechnen, wird die Annahme gemacht, dass e(Monomer) = e(Dimer) gilt (sie-
he Anhang A2 8.2). Wird der Quotient aus der Absorbtion von monomerem und
dimerem Aminosdurederivat auf ganze Zahlen gerundet, so ist der héchste Wert, der
richtig gerundet werden wiirde, 100,4 / 1 = 100 (der auf ganze Zahlen gerundete Wert
von 100,5 / 1 = 101, er wiirde nach der Festlegung der willkiirlichen Grenze aber
gleich 100 gesetzt d.h. nicht mehr richtig wiedergegeben). Dieser Wert entspricht,
unter der Annahme, dass die Extinktionskoeffizienten der monomeren und dimeren
Aminoséurederivate dhnlich sind, einem Stoffmengenanteil des gewiinschten Mono-

mers von 99%. Dieser Wert stellt die untere mogliche Grenze des Stoffmengenanteils
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dar (siche Anhang A2 8.2). Mit zunehmender Abweichung der beiden Extinktions-
koeffizienten wiirde die Reinheit noch dariiber liegen. Diese Aussage ist aber fiir alle
praktischen Zwecke prazise genug, grofsere Zahlenwerte des Quotienten miissen nicht
mehr berticksichtigt werden, da in diesem Fall das gewiinschte Ziel ebenfalls erreicht
ware. Ein weiterer Grund fiir einen oberen Grenzwert ist, dass im bestmdglichen
Fall, wenn iiberhaupt kein Dimer mehr gebildet werden wird, die mathematische
Auswertung versagen wiirde. In diesem Fall wiirde Gleichung 8.6 gelten.
A(Monomer)  x

= — =n.d.

Verhéltnis der Absorbtionen von Monomer zu Dimer = -
A(Dimer) 0
(8.6)

Also gerade im Fall der totalen Unterdriickung der Nebenreaktion kdénnte keine
sinnvolle mathematische Aussage mehr getroffen werden oder eine Graphik die Zu-
sammenhéange verdeutlichen. Deswegen wird auch in Féllen wo nur das Monomer

im Chromatogramm nachgewiesen wurde, der Quotient gleich 100 gesetzt.

279



Anhang Kapitel 8

8.2. Anhang A2: Abschdtzung der Reinheit

Annahme isolierter Chromophore Isolierte Chromophore kénnen in erster N&-
herung als unabhéngig voneinander betrachtet werden. In diesem Fall wird die Ab-
sorbtion der einzelnen Chromophore bei einer gewissen Wellenlénge addiert. Die Be-
stimmung der Proteinkonzentration in Losung beruht auf diesem Konzept.!'™® Aus
der Sequenz ist die Anzahl der Tryptophan Einheiten pro Protein bekannt. Des wei-
teren ist der Extinktionskoeffizient des Tryptophans bekannt. Aus der gemessenen

Absorbtion kann dann die Konzentration des Proteins berechnet werden.®?

Abschatzung der Extinktionskoeffizienten der monomeren und dimeren io-
nischen Aminosaurederivate Aus den in den monomeren und dimeren Amino-
sdurederivaten vorhandenen Chromophoren kann deren Extinktionskoeffizient unter
der Annahme isolierter Chromophore nach der Inkrementmethode abgeschétzt wer-
den.'® Die Abschiitzung wird fiir eine Wellenlinge von 210 nm vorgenommen. Bei
dieser Wellenldnge absorbieren Methylimidazol-, Ester-, Carbamat- und freie Carb-
onsauregruppen. Sowohl im Monomer als auch im Dimer sind das Methylimidazol-
kation und eine freie Sdure identische Chromophore. Das dimere Aminoséurederivat
besitzt zusétzlich eine Ester- und eine Carbamatgruppe. Daraus folgt unter der An-
nahme isolierter Chromophore das ¢(Monomer) < e(Dimer). Da die Ester- und
Carbamatfunktion bei 210 nm keine besonders starke Absorbtion im Vergleich zum
Methylimidazolmotiv zeigen, ergibt sich aus dem gesagten in einer ersten Naherung
e(Monomer) = e(Dimer).

Fiir Aminoséure mit bei der verwendeten Wellenlénge stark absorbierenden Funk-
tionen in der Seitenkette ist diese Ndherung nicht mehr giiltig (z.B. Phenylalanin).
In diesem Fall wiirde im momomeren Aminoséurederivat zwei intensiv absorbierende
Chromophore vorhanden (je ein Methylimidazol- und Phenylring) wihrend im Di-
mer drei stark absorbierende Chromophore vorhanden sind (je ein Methylimidazol-

und zwei Phenylringe), d.h. ¢(Monomer) < €(Dimer).

Abschiatzung der Reinheit mit Hilfe der geschitzten Extinktionskoeffizienten
Kann das Verhéltnis der Extinktionskoeffizienten der monomeren und dimeren Ami-
noséaurederivate mit ausreichender Genauigkeit abgeschitzt werden, so kann damit

die Reinheit des Produktgemisches ermittelt werden, es gilt Gleichung 8.7:
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c(Monomer) _ A(Monomer)
c(Dimer) —  A(Dimer)

(8.7)

Die molare Reinheit (entspricht dem Stoffmengenanteil) des gewiinschten monome-

ren Aminosaurederivats in Prozent wird dann durch Gleichung 8.8 ausgedriickt.

A(Monomer)
A(Monomer) + A(Dimer)

Prozentualer Anteil Monomer =

x 100% (8.8)

Der so erhaltene Wert stellt die untere Grenze des Stoffmengenanteils dar, der tat-
séchliche Wert ist umso grofser je unterschiedlicher die Extinktionskoeffizienten sind.
Dies folgt aus der exakten Betrachtung der obigen Naherung und anschliessender

Grenzwertbetrachtung.
Fiir den Zusammenhang zwischen den beobachteten Absorbtionen des Monomers

und Dimers und deren Konzentrationen folgt aus dem Lambert-Beerschen Gesetz

exakt:

A(Monomer)  c¢(Monomer) x e(Monomer)

= 8.9
A(Dimer) c(Dimer) x e(Dimer) (8.9)

Daraus ergibt sich die Konzentration ¢ des Dimers in der Losung zu:
e(Dimer) = e(Monomer)  c(Monomer) x A(Dimer) (8.10)

e(Dimer) 8 A(Monomer)

Fiir ein gegebenes Volumen berechnet sich die Stoffmenge aus der Konzentration

nach folgender Gleichung;:

n=cxV (8.11)
Mit dieser Gleichung folgt fiir die Stoffmenge des Dimers:
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e(Monomer) " n(Monomer) x A(Dimer)
e(Dimer) A(Monomer)

n(Dimer) = (8.12)

Berechnet man nun den Stoffmengenanteil x des Monomers am Produktgemisch

nach folgender Formel:

n(Monomer) (8.13)

M —
#(Monomer) n(Monomer) + n(Dimer)

so ergibt sich die Gleichung fiir den Stoffmengenanteil des Monomers in Abhéngig-

keit des Verhaltnisses der Extinktionskoeflizienten von Monomer und Dimer:

M
x(Monomer) = Z]lé ORO)mer)(M Ay < 100% (8.14)
n(Monomer) + = ( ISZ’;Z‘;T n Oz‘f)&egnomer)zmer

Fiir den Fall, dass der Extinktionskoeffizient des Dimers deutlich grofser als der des
Monomers ist, geht der Nenner des Bruchs gegen die Stoffmenge des Monomers und

der Stoffmengenanteil des Monomers daher gegen 100%.
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