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1 Einleitung

1.1 Kombinatorische Chemie — ein effektives Syntheseprinzip

Der erste Schritt bei der Suche nach neuen Therapeutika ist in der Regel die
Identifizierung von Leitverbindungen, welche an ein bestimmtes biologisches
Target (Rezeptor, Enzym) selektiv binden. Durch Fortschritte in der
Molekularbiologie und der Gentechnologie nimmt die Anzahl an Targets, die
durch diese neuen Methoden identifiziert und isoliert werden stark zu. Darauf
basierende Testsysteme werden mit neuen Methoden der Automatisierungs- und
Robotertechnik kombiniert, wodurch nun die Mdglichkeit besteht, drastisch mehr
Verbindungen pro Zeiteinheit auf ihre potentielle Aktivitat zu untersuchen. Der
Engpass bei der Suche nach aktiven Verbindungen liegt nicht mehr auf der Seite
des High-Throughput-Screenings (HTS), sondern bei der Synthese von
Testverbindungen.

Mit Hilfe des der Natur entlehnten kombinatorischen Ansatzes in der
Synthesechemie ist es moglich, deutlich mehr verschiedenartige Verbindungen
pro Zeiteinheit herzustellen, als mit konventionellen Methoden [Frii96] [Jun96]
[Her97] [Jun99] [And99]. In der Natur wird aus nur 20 Bausteinen, den
naturlichen Aminoséauren, eine praktisch unbeschrankte Anzahl an Peptiden
aufgebaut. Bereits die Synthese von Hexameren liefert 64 000 000 sequentiell
unterschiedliche Hexapeptide. Analog zu diesem Modell werden in der
Kombinatorischen  Chemie jetzt auch Verbindungsbibliotheken bzw.
Verbindungskollektionen mit einer groBen Anzahl von strukturell
unterschiedlichen Verbindungen erzeugt. Dies geschieht durch die systematische
oder repetitive kovalente Kupplung unterschiedlicher Gruppen (Building Blocks)
von Grundbausteinen miteinander [War97]. Schematisch ist ein Vergleich in Abb.
1-1 dargestellt. Diese Synthesestrategie weicht wvon der Kklassischen

Synthesechemie ab. Anstatt Synthesewege auf ein einzelnes Zielmolekil hin zu
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entwickeln, sind hier Wege von Bedeutung, die eine hochst effiziente und
kompatible Verknupfung der Edukte gestatten. Endprodukte sollen mit wenig
Nebenprodukten entstehen und der arbeitstechnische Syntheseaufwand soll
minimiert werden oder sich auf Syntheseautomaten tbertragen lassen. Insgesamt

wird eine Rationalisierung der Synthese vollzogen.

Aufbau von nicht-oligomeren organischen Molekulen
+ @
B/ + B S\ D
+ - — L +
(i 2.9 el &
Aufbau von Oligomeren (Peptide Peptoide)

QA+ BYH—HASBH+H cHh—H A5 B5H CcH

Abb. 1-1 oben: Aufbau kombinatorischer Bibliotheken durch Verknupfung von
Bausteinen (A - E) in einer Reaktionsfolge; unten: Aufbau von Oligomeren mittels

bifunktioneller Bausteine

Neben der Synthese stellt das Screening-Verfahren den zweiten wichtigen
Bestandteil des kombinatorischen Ansatzes dar. ldealerweise findet eine
vollstandige spektroskopische Charakterisierung der getesteten Verbindungen
nur im Falle einer positiven Riuckmeldung vom Screening statt. Die
Implementierung der Kombinatorischen Chemie in den Prozess der
Leitstuktursuche gibt Abb. 1-2 wieder. Neue Targets werden mit, durch
kombinatorische Methoden synthetisierte, Verbindungen in Screening Tests auf

Aktivitat untersucht, um so die Suche nach Leitstrukturen zu beschleunigen.



Einleitung 1-3

Identifizierung eines Targets
Entdeckung durch molekularbiologische oder gentechnologische Verfahren

.

Design einer Verbindungsbibliothek
Erzeugung virtueller Bibliotheken mittels Computational Chemistry

.

A B,
Kombinatorische Chemie A, B,
Synthese hochdiverser Bibliotheken A+B AB A, B, A1 B1in

.

An

Screening Assays
z.B. Enzym- oder Rezeptorassay

@«

Abb. 1-2: Ablaufdiagramm der Leitstruktursuche durch Kombinatorische Chemie

Auler auf dem Gebiet der Leitstruktursuche fur biologische Targets findet die
Kombinatorische Chemie eine immer grofRer werdende Verbreitung, da sich
damit prinzipiell alle Substanzeigenschaften optimieren lassen. Der Einsatz dieser
Methode zur Verbessung von Katalysatoren, Liganden oder Supraleitern ist in
[Hof99] [Bur96] [Pes99] beschrieben.

1.2 Synthesemethoden

1.2.1 Festphasensynthese organischer Verbindungen (Solid Phase Organic
Synthesis SPOS)

Durch die einfachere Moglichkeit der Parallelisierung bei der Synthese an fester
Phase beruhen die meisten Arbeiten auf dem Gebiet der Kombinatorischen
Chemie auf dieser Methode. Neben den Vorteilen der erleichterten

Reaktionsfuhrung, der Moglichkeit des Einsatzes hoher Eduktiberschiisse und
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der einfachen Aufarbeitung, lassen sich auch viele Screening-Assays fur den Test

harzgebundener Verbindungen verwenden.

Polymerer
Trager Tragergebun- <>]

/ d Baustei
) ener Baustein ’ { ﬂ ‘
\ h 1. Schritt der —>

Anker Reaktionsfolge Weitere Schritte der Reaktionsfolge

ﬂ — > _\/er?indungsbibliothek
Abspaltung In Losung
vom Trager

Trégerfixierte
Bibliothek

Abb. 1-3: Festphasensynthese nicht-oligomerer Molekiile

Schema 1 zeigt eine Ubersicht der Vor- und Nachteile der organischen
Festphasenchemie. Das Konzept der Festphasensynthese wurde erstmals 1963
von Merrifield in der Peptidsynthese verwendet [Mer63] (Solid Phase Peptide
Synthesis SPPS) [Jun92]. Das Peptid ist hierbei C-terminal am polymeren
Tragermaterial gebunden und wird dann sukzessive durch die Anknupfung
weiterer Aminosaurebausteine verlangert. Bei allen Festphasensynthesen dient
das polymere Tragermaterial auch als Schutzgruppe wéahrend der Synthese (Abb.
1-3). Am Ende wird das Peptid vom Tragermaterial abgespalten. Erst 10 Jahre
spater erkannten auch organische Chemiker das Potential dieser
Synthesemethode zur Herstellung nichtpeptidischer, organischer Molekdule
[Lez72] [Won73].
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Vorteile der Festphasenchemie:

Vereinfachte  Reaktionsfuhrung:  Zeitaufwendige  Reinigungs- und
Isolierungsschritte entfallen.

Thermodynamische und Kkinetische Beeinflussung des Reaktionsverlaufs:
Durch hohe Uberschiisse kdnnen hohe Ausbeuten erhalten werden.

Leichte Automatisierbarkeit: Wie bei Peptidsynthesen etabliert, kbnnen
parallele Synthesen leicht automatisiert werden.

Durch das Prinzip der hohen Verdinnung (Tréagern mit geringer Beladung (<
0,8 mmol/g) kann eine unerwtinsche Nebenreaktion durch raumlich isolierte
reaktive Gruppen unterdrickt werden.

Einflul? des Polymer-Rickgrates auf die lokale Umgebung des Substrates, z.B.
Template-Effekt bei asymmetrischen Synthesen und Cyclisierungen.

Nachteile:

Alle Reaktionsschritte einer Synthesesequenz mussen mit dem Tragermaterial
und der Ankergruppe kompatibel sein.

Die analytische Verfolgung von Festphasenreaktionen ist durch den
polymeren Tréager erschwert.

Da die Synthese ohne zeitaufwendige Zwischenreinigung erfolgt, muf} jeder
Reaktionsschritt mdglichst quantitativ verlaufen. In der Peptidchemie
entstehen so Fehlsequenzen, die die maximal erreichbare Proteinkettenlange
begrenzen (Abb. 1-4).

In Losung bekannte und etablierte Reaktionen mussen den
Festphasenbedingungen erst angepaBt werden, damit sie mit den
verwendbaren Materialen kompatibel sind.

Schema 1: Vor- und Nachteile der SPOS
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= Ausbeutepro

' Reaktionsschritt
80% 70,0%
| - m80,0%
60%  190,0%
40%1 - W05 0%
~ m96,5%
20% . m98.0%
= 99,0%
0% 287 99.9%

Anzahl der Kupplungsschritte

Abb. 1-4: Abhéangigkeit der Ausbeute (Reinheit) von der Anzahl an Reaktionsschritten

und deren Umsetzungsgrad.

Konsequent wird die Kombinatorische Chemie erst seit Anfang der 90er Jahre
erforscht und eingesetzt [Bun92]. Mittlerweile haben die synthetischen
Maglichkeiten der Festphasenchemiker deutlich zugenommen [Her97] [And99]
[Jun96] [Jun99]. Bei der Entwicklung neuer SPOS-Reaktion lasst sich die
VVorgehensweise wie folgt beschreiben.

Die Ubertragung von organischen Reaktionen auf die feste Phase beginnt mit den
Ausgangsdaten der Flussigphasensynthese, sofern diese Uberhaupt vorhanden
sind und mit gangigen Anker- und Tragermaterialien in Bezug auf Temperatur
und Bestandigkeit kompatibel sind. Der nachste Schritt stellt die Optimierung der
Produktreinheit und  Ausbeute dar, welche durch Variation der
Reaktionsparameter erreicht wird (Temperatur, L&sungsmittel, Dauer,
Uberschiisse,  Konzentrationen).  Hilfreich  dafur sind  automatisierte
Synthesesysteme. Je nach Komplexitat der Reaktionssequenz kann eine komplette
Machbarkeitsstudie Ubertragungsphase zwischen 3 und 6 Monate betragen bevor

die Produktion einer grof3en Bibliothek begonnen werden kann.
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1.2.2 Synthese in flissiger Phase

Die kombinatorische Chemie in Lésung [Aus99] [Wag99] hat bisher noch einen
geringen Anteil an den kombinatorisch durchgefihrten Synthesen, da bisher
geeignete automatisierte Gerate fur die Aufarbeitung der FlUssigphasenchemie
fehlten. Durch fortschreitende Entwicklungen auf diesem Gebiet ist man heute in
der Lage wieder die bekannten Reaktionsfolgen der klassischen Synthese zu
verwenden. Allerdings werden bis jetzt nur kurze, mit hoher Ausbeuten
verlaufende Reaktionssequenzen durchgefihrt. Ebenso finden damit als
Eintopfreaktionen verlaufende Multikomponentenreaktionen (Ugi, Biginelli) eine

neue Anwendung [Dax99] [Ugi99].

1.3 Synthesekonzepte zum Aufbau festphasengebundener

Verbindungskollektionen

1.3.1 Synthese von Einzelverbindungen

Die bevorzugte Art der Reaktionsfihrung in der Kombinatorischen Chemie ist
die Herstellung von Einzelverbindungen in multipler paralleler Synthese. Hierzu
werden in N EinzelgefalRen N Einzelverbindungen synthetisiert. Diese lassen sich
analytisch leicht charakterisieren und Ergebnisse aus Screening-Assays kdnnen
ohne Aufwand direkt auf die jeweilige Verbindung zurickverfolgt werden. Der
einfachen Handhabbarkeit dieser Methode steht der oft sehr hohe Verbrauch an
Materialien und Zeit gegentber. Um diese Nachteile zu minimieren wurden

deshalb mehrere Strategien entwickelt.
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1.3.2 Bibliothekssynthese mit Reaktanten-Mischungen (Premix-
Methode)

Eine aquimolare Mischung an Reaktanten wird mit dem polymergebundenen
Edukt zur Reaktion gebracht. Theoretisch erhdlt man dadurch ohne grof3en
Syntheseaufwand eine sehr umfangreiche Bibliothek. Praktisch ist diese Anzahl
an Verbindungen in aquimolarem Verhéltnis aul’er bei Oligomeren kaum zu
erreichen. Das Produkteverhaltnis ist von der
Reaktionsgeschwindigkeitskonstante  der  einzelnen  Edukte  abhéangig.
Desaktivierte oder sterisch anspruchsvolle Substrate reagieren langsamer ab als
aktivierte und sorgen so fur ein nichtdquimolares Verhéltnis der Produkte.
Sinnvoll ist der Einsatz daher nur bei Reaktanten mit vergleichbarer Reaktivitat
[Gey86]. Aus diesem Grund hat sich diese Methode hauptsachlich in der
Peptidsynthese bewahrt [Wie96]. Bei vielstufigen Synthesen organischer

Molekdile besitzt sie dagegen keinerlei Bedeutung.

1.3.3 Split and Combine Methode (Portionierungs-
Mischungs-Methode)

Das Problem unterschiedlicher Reaktivitat der Reaktanten kann durch raumliche
Auftrennung des Tragermaterials in Aliquote umgangen werden [Fur9l]. Die
Teilmengen werden dann mit einem Synthesebaustein umgesetzt. Diese Methode
erlaubt einen sehr effektiven und schnellen Aufbau komplexer Bibliotheken (Abb.
1-5). Nach der Reaktion werden die Aliquote wieder vermischt und anschliel3end
fur den néachsten Schritt wieder geteilt. Insgesamt entstehen so

Verbindungskollektionen mit &quimolaren Mischungen aller Komponenten.
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Polymerkugel

m Reaktion 1 mit
A, A, A; .
) ) ¥ den Bausteinen A,
Ay A As
d) b b 3 Produkte
Pool
Reaktion 2 mit den
austeinen B,
¥ / \/ '

B,B,B, B,B,B, B,B,;B,

ARz, AAA,  AAA, 9 Produkte
0686 668 664
v

Pool
— Reaktion mit den
?1 ?2 fs Bausteinen C;

27 Produkte
in drei

AAA,  AAA; AAA, Subbibliotheken

Abb. 1-5: Split-Mix-Reaktionsschema: Ein Reaktionsschritt besteht aus Mischen,

Aufteilen und Reaktion der Edukte in separaten Gefal3en.

Die einzelne Harzkugel stellt das kleinste nichtteilbare Kompartiment in der
Mischung dar. Jede Kugel tragt damit genau nur eine Verbindung, jedoch liegen
vielfache Kopien in der Mischung vor (one bead-one-compound).

Die Anzahl der Bibliothekskomponenten N steigt mit wenig Syntheseaufwand
exponentiell an. Die Anzahl der Harzkugeln sollte die Zahl der
Bibliothekskomponenten mindestens um eine, besser um zwei Zehnerpotenzen
Ubersteigen [Jun96]. So kann eine Heptamer-Peptidbibliothek X7 mit 207 Peptiden
schlecht hergestellt werden, weil die benttigte Harzmenge bereits bei 400 g liegt
(Bead-Durchmesser 40 pum). Kollektionen mit unter 10 000 Komponenten sind mit

weniger als einem Gramm Tragermaterial zu realisieren [Bur94].



1-10 Einleitung

1.3.4 Multipin-Methode

Die multiple, parallele Synthese von Peptiden an funktionalisierten
Polyethylenstabchen wurde von Geysen et al. entwickelt. Im Format von
Multiwellplatten kann so eine effektive Bibliothekssynthese erfolgen.
Weiterentwicklungen auf diesem Gebiet ermdglichen auch den Einsatz in der

Kombinatorischen Chemie.

1.4 Diversitat von Verbindungskollektionen

Um ein Screening moglichst effektiv zu gestalten, mussen die zu testenden
Verbindungen eine maximale Diversitat besitzen. Damit werden redundante
Informationen vermieden und die Chance erhoht sich bei einem Testverfahren
Aktivitat zu finden. Die Diversitat einer Kollektion muss deshalb schon in der
Planungsphase berucksichtigt werden [Mat97] [Kir99].

Diversitat kann Uber die Eigenschaften der Komponenten einer Bibliothek
beschrieben werden. Sind viele funktionelle Gruppen (hydrophile, hydrophobe,
H-Bruckenbildner...) vorhanden, die mit dem Target wechselwirken kdnnen, ist
eine Vielzahl sterischer Anordnungen maoglich. Ebenso steigt die Diversitat, wenn
eine groRRe Anzahl an unterschiedlichen Edukten zur Synthese verfugbar ist. Der

Begriff lasst sich unterteilen in:

Globale Diversitat (Random Library): Verwendung bei der Suche nach neuen
Leitstrukturen. Eine hohe Diversitat soll einen mdglichst grofen chemischen

Raum abdecken, um so zu einer Leitstruktur zu kommen.

Lokale Diversitat (Focused Library): Sie wird bei der Leitstrukturoptimierung

verwendet. Hierbei wird nur ein kleiner Ausschnitt des chemischen Raumes um
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die neue Leitstruktur herum untersucht. Hieraus erhaltene Screening-Daten

konnen fur SAR (Strukture-Activity-Relationship) Studien eingesetzt werden.

Bei den Reaktionsschritten ist flir eine maximale Diversitat zu beachten:

die Sequenz sollte unter Bindungskntpfung verlaufen, um gleichzeitig viele
Bausteine zu verwenden

« die Reaktionsbedingungen mussen fur jeden Baustein optimal sein, um
zuverlassig zum Produkt zu fuhren

« die kommerzielle Verfugbarkeit einer groflen Anzahl an Bausteinen muf}
gewadhrleistet sein

» die Bausteine mussen eine breite Palette an Eigenschaften (zusatzliche
funktionelle Gruppen, verschiedene Grolien...) aufweisen

Ein Ausgangspunkt in der Strategie zur Synthese von Bibliotheken in der
Kombinatorischen Chemie ist eine Struktur, die bereits in bekannten
Pharmakophoren enthalten ist, und deshalb die Entdeckung weiterer

Leitstrukturen wahrscheinlicher gestaltet.

Die Synthese neuer Strukturklassen bilden einen weiteren Startpunkt auf der
Suche nach biologischer Aktivitat. Mehrkomponenten-Reaktionen wurden hierzu
eingesetzt. Polyfunktionelle Template (Zucker, Polysauren),
weiterfunktionalisiert in mehreren Schritten, lassen eine schnelle Herstellung
hochkomplexer Bibliotheken zu. Dadurch werden die am Templat fixierten Reste
in einer definierten raumlichen Position dem Rezeptor oder Enzym préasentiert

[Jun99].
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1.4.1 Computergestutzte Methoden in der Kombinatorischen Chemie

Eine grobe Abschatzung der Diversitat fur die Auswahl an Bausteinen zur
Bibliothekssynthese kann vom Chemiker durchgefuhrt werden. Exaktere Daten
zur Beschreibung von Molekileigenschaften liefern aber Molecular Modelling
Programme. Physikalische, chemische und topographische Eigenschaften konnen
dabei durch die Auswahl an geeigneten Deskriptoren ermittelt werden. Diese
Daten konnen zur Selektion herangezogen werden, um einen maximal diversen
Datensatz an Edukten zu generieren. Der Vergleich verschiedener Deskriptoren
wurde von Matter [Mat97] beschrieben. Zusatzlich zu dieser computergestitzten
Auswahl wurde der Einsatz von neuronalen Netzen auf diesem Gebiet
beschrieben [Sad95].

Die Verwendung dieser Hilfsmittel erlaubt die Untersuchung sehr grofer
virtueller Bibliotheken auf ihre diversen Eigenschaften. Es kann damit
beispielsweise ein Teil ausgewahlt werden, welcher die gesamte Bibliothek
reprasentiert. Eine Zusammenfassung der Vorteile der computergestitzten

Methoden zeigt Schema 2.

» Abschatzungen zwischen der Diversitat einer virtuellen Bibliothek und ihrer
Redundanz an Information kénnen schnell getroffen werden.

» Die Wahl optimal diverser Mitglieder der Bibliothek ergibt gleiche Information,
wie die Synthese aller Mitglieder.

 Verringerter Material- und Syntheseaufwand

« Daten von Kollektionen mit hoher lokaler Diversitat erméglichen SAR-
Untersuchungen.

Schema 2: Vorteile computergestiutzter Methoden in der Kombinatorischen Chemie
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1.5 Charakterisierung festphasengebundener Verbindungen

Die Reaktionsverfolgung und Charakterisierung von Molekilen an fester Phase
wird durch die Absorption des Tragermaterials im Vergleich zur herkdmmlichen
Synthese stark eingeschréankt. Neuentwickelte Methoden auf dem Gebiet der
NMR-Spektroskopie minimieren den EinfluR der festen Phase und bieten
zwischenzeitlich weitere Mdéglichkeiten bei der Charakterisierung immobilisierter
Verbindungen [Ban99].

ATR-FT-IR-Spektroskopie: durch die Messung in abgeschwéchter Totalreflektion
ist die direkte Messung von Harzbeads ohne vorherige Probenpraparation
maoglich. Reaktionsverfolgungen und die Bestimmung ihrer Kinetik sind damit
einfach méglich [Haa97] [Hub99].

FT-IR-Mikroskopie: Durch die Fixierung von Harzbeads in Kaliumbromid
kdnnen einzelne Harzkugeln vermessen werden. Diese Miniaturisierung der IR-
Spektroskopie  kann der Reaktionsverfolgung oder dem  Mapping
harzgebundener Verbindungskollektionen dienen [Haa98] [Yan99] [Yan00].
Weitere IR-Methoden, wie DRIFTS-, FT-Raman- und Photoakustikspektroskopie
werden ebenfalls in der Kombinatorischen Chemie verwendet [Cha97] [Gos96]
[Jia99] [Rah98].

MAS-NMR-Spektroskopie: Sowohl tH- und 33C-Kerne, als auch andere NMR-
aktive Heteroatome kdnnen an fester Phase aussagekraftig charakterisiert werden
[Kei96] [L1099] [Hoc99] [Sha99]. Eine Miniaturisierung durch die Vermessung
einzelner Harzkugeln ist moglich [Sar96, Pur96]. Neben der MAS-Technik wird
mit Hilfe spezieller Pulsfolgen der Einfluss des polymeren Tragers auf das

Spektrum minimiert.
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1.6 Evaluierung von Verbindungsbibliotheken

1.6.1 Bibliothekskonzepte

Fur das Screening der Aktivitdat kénnen unterschiedliche Ansatze verfolgt
werden. Entscheidend ist das Syntheseformat der Bibliothek. Die Herstellung von
Einzelverbindungen erfordert einen hohen synthetischen Aufwand, jedoch ist die
Zuordnung von Testergebnissen zu der jeweiligen Verbindung einfach méglich.
Die Herstellung von Verbindungsgemischen mit den zuvor beschriebenen
Methoden erfordert einen deutlich geringeren synthetischen Aufwand, jedoch ist
die Zuordnung der Testergebnisse erschwert. AuBerdem ist die Verlasslichkeit
durch den Test von Mischungen kritisch.

Einen Mittelweg in dieser Problematik bei harzgebundenen
Verbindungsbibliotheken stellt das ,,Herausfischen* einzelner Tragerteilchen,
dem Test auf Aktivitat und der anschlieRenden Bestimmung der Struktur. Damit

kénnen beide Methoden gekoppelt werden.

1.6.2 Dekonvolution von Verbindungsbibliotheken

Die Identifizierung aktiver Bibliotheksbestandteile wird mit
Dekonvolutionsmethoden erzielt, um eine Zuordnung zwischen Testergebnis

und Struktur zu ermdglichen.

Rekursive Dekonvolution [Erb94]
Es werden dazu iterativ Subbibliotheken hergestellt, welche definierte Bausteine
besitzen, wahrend ein Baustein variiert wird. Weitere Test fihren so zu den

aktivsten Bausteinen in einer Position. AnschlieRend werden diese Informationen
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fur alle anderen Positionen im Molekdl durchgefuhrt, bis alle Verbindungen

hergestellt und getestet sind.

Positional Scanning-Methode [Pin92]
Hier werden die iterativen Schritte der oben beschriebenen Methode vermieden.

Abb. 1-6 zeigt dies am Beispiel einer Trimeren Bibliothek.

B
K Kollektion mit 3 variablen Positionen 1, 2, 3
C Set mit 5 building blocks A, B,, C,

Bs

X X. /d)\x|

A [
Kollektionen: mit O: definierte Position
X: randomisierte Position
Xk ok Xk
Oi XI Xi XI Xi o|
O,-X5-X3 X1-0,-X3 X;1-X5-O3
xk Bl Xk
Al X| Xi }i X| Xi b\cl
xk Bz Xk
xk Bg Xk
A3 X| Xi < f XI xi b\cs
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& Jat
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(@]
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Screening Ergebnisse:

olon Laoal

A, A, A; A, A, B, B,B; B, B C, C,C; C, Cs

:

oY)

5

Aktivste Verbindung =»
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Abb. 1-6: Schema des Positional Scanning einer Trimerenbibliothek mit je 5 Bausteinen.
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Es werden Teile von Sub-Bibliotheken erzeugt, bei denen eine Position definierte
Bausteine enthalt (O-Position), wahrend die weiteren Positionen variiert werden
(X-Positionen). In diesen Positional Libraries wird nach dem Screening die jeweils
aktivste Position ermittelt. Es werden so alle Positionen abgedeckt und nach der
Testung aller Bibliotheken direkt die aktivste Verbindung erhalten. Der Vorteil
liegt im geringeren Syntheseaufwand, jedoch missen bei einer nicht eindeutigen
Praferenz eines Bausteins fur eine Position alle Kombinationen hergestellt und

getestet werden, womit sich der Vorteil dieser Methode verringert [Bl099].

1.6.3 Tagging-Methoden

Durch Tagging werden einzelne Verbindungen wahrend der Synthese codiert.
Dies soll die Strukturzuordnung in einem Bioassay harzgebundener
Verbindungen anhand ihres spezifischen Codes ermdglichen.

Die Codierung kann geschehen, indem man bei einer Split-Mix-Synthese an
derselben Harz-Kugel noch ein Peptid- oder Oligonucleotid-Strang [Bre92]
[Ker93] aufgebaut wird. Die Tagging-Sequenz wird im Falle einer Aktivitat durch
Edman-Abbau (Peptid) oder PCR (Oligonucleotid) des Tags zur Decodierung
verwendet. Allerdings kann die biologische Aktivitdt auch durch die Tags
vorgetauscht werden. Dieser Nachteil wird in einer anderen Methode, die zum
Tagging einer Hexapeptid-Bibliothek polyhalogenierte Phenole einsetzt,
umgangen [OhlI93]. Diese Phenole werden direkt an den freien Aminoterminus
des Peptidstrangs gebunden. In jedem Syntheseschritt werden nur etwa 0,5 % des
wachsenden Peptidstrangs markiert. Die Analyse erfolgt nach Abspaltung vom
Harz gaschromatographisch. Alle chemischen Tagging-Methoden bedeuten einen
erheblichen synthetischen Mehraufwand. Zudem mussen die Tags unter den
Reaktionsbedingungen chemisch stabil sein, weshalb diese Methoden wenig

Anwendung finden.
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Eine effektivere Tagging-Methode hingegen ist die Radiofrequenz-
verschlisselung. Nicolaou et al. [Nic95] [Mor95] synthetisierten nach dieser
Methode eine Peptid-Bibliothek aus 24 Verbindungen im Split-Mix-Verfahren.
Dafur wurden Mikroreaktoren entwickelt, die aus einem programmierbaren
Speicherchip, polymerem Tragermaterial fur die Synthese und einer inerten,
porosen Ummantelung bestehen. Zur Kodierung kann der Chip nun
Radiofrequenzsignale Aufzeichnen, Speichern und Wiedergeben. Die Codierung
wird dann vor jedem Reaktionsschritt durchgefuhrt, indem der Reaktor mit
einem Radiofrequenzsignal, entsprechend der zu kuppelnden Komponente,
verschlusselt wird. Bei mehrstufigen Synthesen erhdlt man so fur jede
Verbindung ein spezifisches elektronisches Label, welches mit Hilfe eines

entsprechenden Empfangers decodiert werden kann.

Eine weitere einfache Methode des Taggings geschieht mit Hilfe der
Molekilmasse der harzgebundenen Verbindung [Wal99]. Eine Bibliothek wird
nach dem Split-Mix-Verfahren hergestellt. Die Harzbeads werden in separate
GefaRe Uberfuhrt in denen ein Screening erfolgt. Ein Teil der Verbindung wird
mit FT-ICR-MS untersucht. Uber die sehr genau bestimmte Molmasse kann nun
auf die Elementzusammensetzung und damit auf die synthetisierte Struktur
zuriuckgeschlossen werden. Sowohl die Separation der Polymerbeads, als auch

die FT-ICR-MS-Messungen konnen vollstandig automatisiert verlaufen.
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2 Aufgabenstellung

In der vorliegenden Dissertationsarbeit wurden vier Gebiete bearbeitet, welche

verschiedene Teilbereiche der Kombinatorischen Chemie darstellen.

a. Kombinatorische Synthese von hochsubstituierten Pyrrolidinen an fester Phase

Verbindungen, welche dieses Grundgeriust enthalten zeigen biologische
Aktivitaten und finden sich in einigen Therapeutika wieder.

Ausgehend von harzgebundenen Aminosauren, die mit Benzaldehyden zu den
entsprechenden Iminen umgesetzt werden, lasst sich in einer Cycloaddition diese
Vorstufe mit Maleinimiden zu Pyrrolidinen umsetzen. Eine abschliessende
Mitsunobu-Alkylierung erweitert die Zahl der synthetisierbaren Verbindungen.
Es wurden sowohl Einzelverbindungen als auch eine Bibliothek nach der Split-
and-Combine-Methode synthetisiert und charakterisiert. Letztere konnte mittels
FT-IR-Mikroskopie untersucht werden, um die statistische Verteilung der
Einzelverbindungen in der Mischung zu Uberprifen und um raumliche
Positionen von Polymerbeads mit den darauf gebundenen Pyrrolidinen zu

bestimmen.

b. Kombinatorische Synthese von modifizierten a-Hydroxy--aminoaldehyden

Die Herstellung von Peptidomimetika als Enzyminhibitoren in einer
konvergenten Synthesestrategie stellt den Ausgangspunkt dar. Durch eine N-
terminale Fixierung von Aminosauren kann sowohl eine inverse Peptidsynthese,
als auch eine C-terminale Modifizierung erfolgen. In einer zweiten parallelen

Synthese kénnen Bausteine hergestellt werden, welche dann in weiteren Schritten
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mit den harzgebundenen Produkten zu potentiellen Enzyminhibitoren umgesetzt
werden koénnen.

Nach der Synthese des nicht kommerziell erhaltlichen Polystyrol-Boc-Harzes als
Tragermaterial konnte eine Ubertragung von Reaktionssequenzen auf die feste
Phase erfolgen. Das Harz mit dem Boc-Linker wird in einer vierstufigen Synthese
ausgehend von PS-Brommethylharz hergestelit.

Ausgehend von Aminosduren lassen sich in einer insgesamt neunstufigen
Festphasensynthese somit o-Hydroxy-B-aminoaldehyde durch Ci-Ketten-
verlangerung herstellen. Diese Synthon kann derivatisiert werden und liefert
nach  Umsetzung mit Sulfonylphosphonaten  potentielle irreversible
Enzyminhibitoren. Durch Reaktion mit priméaren Aminen kdnnen ebenfalls neue,
durch  die Flassigphasenchemie nur  sehr  schwer  zugéangliche

Verbindungskollektionen aufgebaut werden.

c. Synthese von harzgebundenen Aminoaldehyden als Synthon

Basierend auf der C-terminalen Modifikation von Aminosauren und Peptiden
soll die Herstellung von Aminoaldehyden als ein vielseitig verwendbares
Synthon zur Synthese weiterer potentiell biologisch aktiver Verbindungen
dienen. Die Verwendung der polymergebundenen Boc-Schutzgruppe als Linker
ermdoglicht die selektive Reduktion von N-terminal harzgebundenen Weinreb-
Aminosdureamiden zu  Aminoaldehyden. Parallel dazu hergestellte
Sulfonphosphonate dienen zum Einsatz bei der konvergenten Synthese mit der
harzgebundenen Spezies, wodurch das zu Additionsreaktionen aktivierte
Zentrum von Enzyminhibitoren in Form von Vinylsulfonen entsteht. In einer
zweiten Schiene erfolgt die Derivatisierung der Aldehyde mittels Pictet-Spengler-
Reaktion, die Verbindungen mit dem Tetrahydro-f-Carbolin-Grundgerust ergibt.
Verbindungen dieser Art finden sich in einigen Alkaloiden. Die gewonnenen

Erkenntnisse der Reduktion zu Aldehyden und deren Modifikation sollen auf
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Tripeptide Ubertragen werden. An fester Phase soll durch inverse Kupplung von
Aminosduren und Dipeptide harzgebundene Tripeptide hergestellt und zu
Vinylsulfonen modifiziert werden. Diese Bausteine koénnen dann in flussiger
Phase mit Carbonsauren N-a-acyliert werden, um Cystein-Proteaseinhibitoren zu

erhalten.

d. Single-Bead-Analytik durch FT-ICR-Massenspektrometrie von Split and Combine
Bibliotheken

Die Vorteile der Bibliothekssynthese mittels der Split-Mix-Methode und die
Vorteile des Screenings von Einzelverbindungen soll durch den Einsatz von FT-
ICR-MS miteinander verbunden werden. Die Problematik bei der Dekonvolution
von Verbindungskollektionen nach einem Screening und der hohe Aufwand bei
der Einzelverbindungssynthese kann reduziert werden. Harzbeads aus
Verbindungskollektionen werden in separate Gefélle vereinzelt und durch
hochauflosendes FT-ICR-MS eines Bruchteils der  abgespaltenen
Verbindungsmenge kann so die Struktur ermittelt und dem einzelnen Vial
zugeordnet werden. Die restliche Probenmenge kann anschlieBend einem
Screening zugefuhrt werden. Anhand einer Verbindungskollektion wird die

Handhabbarkeit dieser Methode demonstriert.
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3 Ergebnisse

3.1 Kombinatorische Synthese hochsubstituierter Pyrrolidine und

deren Charakterisierung durch FT-IR-Mikroskopie

3.1.1 Synthesemoglichkeiten

Verbindungen mit Prolinstruktur stellen einen in der Pharmakologie hé&ufig
vorkommenden Grundkorper dar. Hochaktive ACE-Inhibitoren wie Captopril,
Enalapril (Abb. 3-1) [Huf99] oder Thrombininhibitoren leiten sich von der

Prolinstruktur ab.

HS CH

(@) HN

CH, O COOH

N COOEt

HOOC\Q
a b

Abb. 3-1: Struktur der ACE-Inhibitoren: a. Captopril; b. Enalapril

Die Synthese von Prolinanaloga mit kombinatorischen Methoden ist deshalb
einen aussichtsreicher Weg, um auf weitere biologisch aktive Derivate zu stolen.
Zur Darstellung von Pyrrolidinen stehen mehrere Synthesemdglichkeiten zur

Verfugung:

intramolekulare Cyclisierung von 4-Chloralkylaminen [Pat59]

Hoffman-Lo6ffler-Freytag Reaktion von N-Halogenaminen [Nor68]

Cyclisierung von Dihalogeniden mit Cyanamiden [Nor68]

1,3-dipolare Cycloaddition von Azomethin-Yliden an elektronenarme

Alkene [Gri80]
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3.1.2 Mdoglichkeiten der Festphasensynthese

Die Synthese Uber harzgebundene Imine mit anschliessender Cycloaddition ist
dabei die Methode, die sich mit der Kombinatorischen Chemie am einfachsten
durchfuhren l&sst. Im Vergleich zu den anderen Synthesewegen sind die
Reaktionsbedingungen zur Pyrrolidinsynthese mild, und es laf3t sich eine hdhere
Diversitat im Zielmolektl erreichen. Auch ist eine groliere Anzahl an Bausteinen
kommerziell erhéltlich. Ferner sind Postmodifikationen entgegen den bisher
beschriebenen Synthesen einfach moglich [Mac97] [Mur95].

In der vorliegenden Arbeit wird Wang-PS-Harz als polymeres Tragermaterial
verwendet, da dieser Linker im Vergleich zu Tritylharz eine hohere thermische
Stabilitat besitzt. Aus Fmoc-geschitzten Aminosauren werden durch die
Kondensation mit Benzaldehyden harzgebundene Imine erzeugt. Bei der
thermischen Behandlung entstehen daraus Azomethin-Ylide, die durch ein
zugesetztes Dipolarophil in einer [3+2]-Cycloaddition zum Pyrrolidin
abreagieren [Gri78]. Als Dipolarophile werden ausschliesslich Maleinimide
verwendet, weil die Reaktivitat und damit die Reaktionsbedingungen stark von
der Elektronendichte an der Mehrfachbindung abhéngig sind, die durch die
elektronischen Effekte der benachbarten funktionellen Gruppen beeinfluf3t
werden. Eventuell vorhandene Substituenten am Stickstoffatom von Maleinimid
sind weit genug vom reaktiven Zentrum entfernt, um keinen Einflu auf die
Cycloaddition auszutiben. Der Einsatz von unsubstituiertem Maleinimid hat den
Vorteil, dass Postmodifikationen mittels Mitsunobu-Reaktion durchgefthrt
werden konnen, wodurch sich die Anzahl an synthetisierbaren Verbindungen
betrachtlich steigern lasst [Mit81]. Es lassen sich bei dem gewahlten
Reaktionsweg damit Fmoc-Aminosauren, Benzaldehyde, Maleinimide und
Alkohole einsetzen.

Neben der Synthese von Pyrrolidinen wird in dieser Arbeit die spezielle Analytik

einer harzgebundenen Bibliothek durchgefihrt. Mittels der Split-and-Combine-
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Methode wird eine Kollektion aus 24 unterschiedlich substituierten Pyrrolidinen
hergestellt. Bei der Auswahl der Bausteine fur diese Bibliothek wird darauf
geachtet, dass diese IR-aktive Gruppe enthalten. Einige Milligramm der
Harzmischung werden auf einem KBr-Fenster fixiert und von einem IR-
Mikroskop in kleinen Schritten abgerastert. Man erhalt so neben dem sichtbaren
Bild auch eine IR-Aufnahme (IR-Landkarte) der polymergebundenen
Verbindungskollektion. Es lassen sich so hunderte von Harzkugeln vermessen
um statistische Aussagen Uber die Qualitat der Kollektion zu machen. Zum
anderen lassen sich einzelne Harzkugeln identifizieren, die eine bestimmte

Verbindung tragen.

3.1.3 Mechanismus und Stereochemie der Cycloaddition bei der

Pyrrolidinsynthese

Die Kondensation eines Aldehyds mit einem Aminosaureester fuhrt zu einem
Imin (Abb. 3-2). Das dabei entstehende Imin steht mit der entsprechenden
dipolaren Form im Gleichgewicht, die durch die Verschiebung des Protons vom

Ci-Kohlenstoffatom zum Stickstoff zustande kommt (Abb. 3-3).

R2 R2

o) H
1 \\ 2 | |2
_ _ R3 — > _
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H H

Abb. 3-2: Bildung eines Imins

Die negative Ladung ist hierbei durch die elektronenziehende Carboxygruppe
stabilisiert Bei einer Rotation um die Einfachbindung Ci-N wird sich der

grolitmaoglichste Abstand zwischen den Substituenten R?-3 einstellen [Gri78].
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Abb. 3-3: Gleichgewicht zwischen Imin und Azomethin-Ylid

Die Zwischenstufe kann von dem zugesetzten Dipolarophil unter Bildung des

Pyrrolidins abgefangen werden (Abb. 3-4).

R4 R5
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Abb. 3-4: Cycloaddition eines Azomethin-Ylides mit einem Dipolarophil

Bei der Cycloaddition kann das Dipolarophil endo- oder exo-standig an das
Azomethin-Ylid koppeln. Bei den normalerweise verwendeten
Reaktionsbedingungen, die einer kinetischen Reaktionsfilhrung entsprechen,
bildet sich nur das endo-Produkt [Hof65] [Gre75], das thermodynamisch

betrachtet das energiereichere Produkt ist.
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3.1.4 Mechanismus der Derivatisierung der Pyrrolidingrundstruktur am

Imidring

Die Modifikation des Imidrings kann durch eine der Gabriel-Synthese analoge
Reaktion, Deprotonierung und Alkylierung mit Halogenalkanen, durchgefthrt
werden. Auch die Mitsunobu-Reaktion, bei der aliphatische Alkohole mit
Triphenylphosphan und DEAD umgesetzt werden, ist prinzipiell moéglich. Es
wurde die zweite Moglichkeit ausgewahlt, um unter schonenderen Bedingungen

arbeiten zu kénnen.
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Abb. 3-5: Mechanismus der Mitsunobu-Reaktion

Im ersten Schritt greift ein Molektl Triphenylphosphan an einem Stickstoffatom
des zugesetzten DEAD unter Bildung eines Phosphoniumsalzes an. Dieses bildet
mit dem Imidring am Pyrrolidin ein Phosphoniumsalz, das in einer Sn2-Reaktion
mit dem aliphatischen Alkohol zum N-alkylierten Produkt abreagiert (Abb. 3-5).
Man kann das System Triphenylphosphan/DEAD auch als Redoxsystem
ansehen: Wéahrend der Oxidation von Triphenylphosphan wird DEAD reduziert.
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3.1.5 Pyrrolidinsynthese an fester Phase

3.1.5.1 Optimierung der Reaktionsbedingungen

Ergebnisse anderer Autoren zeigten eine ungenugende thermische Belastbarkeit
bei der Verwendung von PS-Trityl-Chlorid als Ankermaterial [Fri98]. Wurde
eine Reaktionszeit von 4 h bei 80 °C uberschritten, so traten Reinheits- und
Ausbeuteverluste ein. Die Synthese wurde deshalb an dem deutlich stabileren
Wang-Linker durchgeftihrt, der auerdem den Einsatz von Fmoc-Aminosauren
und substituierten Benzaldehyden als iminbildende Bausteine zulat. Der Einsatz
dieser Benzaldehyde anstelle von Hydroxybenzaldehyden erhéht die Zahl der

verfugbaren Bausteine erheblich.

H
Fmoc—N COOH 1 DpMmF, DIC, RT

—OH + 2. Piperidin/DMF
R1
O

1. Benzaldehyd R2
NH THF/TMOF RT

_O 2 S
2. Maleinimid R3
1 Toluol, 110°C

Abb. 3-6: Synthese des Pyrrolidingrundkérpers an Wang-Harz

Der erste Syntheseschritt, die Belegung des Harzes mit Aminosaure, erfolgt
analog zu den Vorschriften der Peptidchemie. Das in DMF suspendierte Harz
wird mit einer Losung aus Fmoc-Aminosdure und DIC versetzt, geschuttelt und

danach die Schutzgruppe mit Piperidin entfernt (



Ergebnisse 3-27

Abb. 3-6). Bei der Wahl des Lésungsmittels in der Kondensationsreaktion zum
Imin erweist sich ein 1:1 Gemisch aus THF und TMOF als geeignet [L0095]. In
reinem TMOF sind die Benzaldehyde unldslich und bei der Verwendung von
reinem THF zeigt sich eine deutliche kleinere Iminabsorption im IR-Spektrum bei
1670 cm -1. Die so gefundenen optimalen Reaktionsbedingungen wurden IR-

spektroskopisch ermittelt.

10 eq Benzaldehyd, THF/TMOF, 16 h Reaktionszeit, Wiederholung des Imin-
Bildungssschrittes.

Fur die Cycloaddition fallt die Wahl des Losungsmittels auf Toluol, das auch in
der Flussigphasenchemie bei der Cycloaddition zur Anwendung kommt [Gri88]
[Bro96]. Polare Losungsmittel sind ungeeignet, weil sie die Azomethin-Ylid-
Zwischenstufe solvatisieren und somit die Reaktivitdt gegentber dem
Dipolarophil herabsetzen.

Die optimalen Bedingungen fur diesen Schritt liegen bei:

24 h Reaktionsdauer, 110 °C Reaktionstemperatur und 12 eq Maleinimid. Diese
Optimierungsversuche wurden mit Alanin, 4-Brom-Benzaldehyd und
Maleinimid durchgefuihrt. Die HPLC-Reinheit der Produkte lag dabei bei 82 %
(214 nm).

Vor der NMR-spektroskopischen Charakterisierung erfolgt eine Aufreinigung
dieses Pyrrolidins mittels praparativer HPLC (Abb. 3-7, Tab. 3-1). Ein Vergleich
der Kopplungskonstanten der Protonen f und g mit Literaturdaten ergibt, dass es
sich um das endo-Produkt der Cycloaddition handelt [Gri78], Signale der
Protonen an den Stickstoffatomen sind nicht sichtbar. Eine Aussage Uber die
Konfiguration an allen C-Atomen ist nicht moglich. Das ESI-MS zeigt die fur eine
Bromverbindung erwartete Isotopenaufspaltung des Molekilionenpeaks (Abb.

3-8).
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Tab. 3-1: tH-NMR-Daten (Strukturformel: Abb. 3-7)

H-Atom Anzahl der chem. Verschiebung Kopplung (Hz)
H-Atome  (ppm)

a 1 6,62 d
c 3 151s
d 1 4,79d 8,5
1 8,87s
f 1 3,55d 8,5
g 1 3,29d 8,5
hij,k 4 6,59-7,24 m
N Sog =% ey 9
| N —

9.0 8.0 7.0 6.0 50 4.0 3.0 20 1.0

' (ppm)

Abb. 3-7: tH-NMR-Spektrum des Pyrrolidins (Acetonitril-2H, 400 MHz )
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Abb. 3-8: ESI-MS eines Pyrrolidins (Struktur siehe Abb. 3.7)

3.1.5.2 Variation der eingesetzten Synthesebausteine

Um die Ubertragbarkeit der optimierten Reaktionsbedingungen auf die
Herstellung weiterer Pyrrolidine zu untersuchen, werden die drei
Synthesebausteine  variiert, um einen Eindruck dber den Einflufl3

unterschiedlicher Substituenten auf die Produktreinheit zu gewinnen.

a. Variation der Aminosaure

Es werden 2-Brom-Benzaldehyd und Maleinimid sowie funf wverschiedene

Aminosauren verwendet.
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Abb. 3-9: Scaffold bei der Variation der Aminosauren (R= H bzw. CHs; R2=

Aminosaurerest)

Tab. 3-22 Verwendete Aminosduren, erzielte HPLC-Reinheiten (%, 214 nm) und

Molekilmasse der Produkte.

Aminosaure R2 Produktreinheit Masse [M+H*]

Alanin 82 354,17
Phenylalanin 84 430,27
Sarcosin 83 354,17
Tryptophan 82 469,31
Valin 79 382,23

b. Variation der Benzaldehyde

Es werden 12 Pyrrolidine als Einzelverbindungen hergestellt, mit Alanin (A) und
Phenylalanin (B) als Aminosdurekomponenten und Maleinimid als Dipolarophil

sowie 6 Benzaldehyden.

o R
H
Ho—~ N
o“>n" ©
| A
H

Abb. 3-10: Scaffolds bei der Benzaldehydvariation
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Tab. 3-3: Verwendete Benzaldehyde (BA), erzielte HPLC-Reinheiten (%, 214 nm) und

Molmassen der Produkte.

Benzaldehyd R  Produktreinheit Masse |Produktreinheit Masse
Scaffold A (%) [M+H+] | Scaffold B (%) [M+H+]
4-Brom-BA 82 354,17 84 430,27
2,4-Dimethoxy-BA 82 335,33 83 411,43
4-Nitro-BA 76 320,28 75 383,36
2-Cyano-BA 77 300,29 78 361,36
2-Chlor-BA 81 309,72 80 385,82
2,5-Dimethyl-BA 83 303,33 84 379,43

Zusatzlich wird ein Pyrrolidin aus Leucin, 2,5-Dimethyl-Benzaldehyd und N-
Ethyl-Maleinimid hergestellt und mit hochauflésendem FT-ICR-MS vermessen.
Abb. 3-11 zeigt das Spektrum der Verbindung, in dem neben der Molektlmasse
auch ein Fragment zu beobachten ist, welches der Molekilmasse abztglich der
formalen Abspaltung von CO; und H; entspricht. Erklarbar ware dieses Fragment
mit der Abspaltung der Saurefunktion und der Ausbildung einer Doppelbindung
zwischen dem Pyrrolidinstickstoff und dem C-Atom welches den
Aminosaurerest tragt. Zusatzlich sind noch jeweils die Massen der ersten
Kohlenstoffisotopen zu beobachten. Aus dem Massenpeak 373,209238 des FT-
ICR-MS ergibt sich die Summenformel CxH2sN.O, flr dieses Pyrrolidin. Dies

entspricht genau der theoretisch vorhergesagten Summenformel.
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rel. int. ] 373.209238 [M +H]
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Abb. 3-11: FT-ICR-MS des Pyrrolidins hergestellt aus Leucin, 2,5-Dimethyl-Benzaldehyd
und N-Ethyl-Maleinimid. ((M+H]+ theor.: 373,208923)

c. Variation der Maleinimide

Bei der Variation der Maleinimide wird Phenylalanin und 2,5-
Dimethylbenzaldehyd eingesetzt. Ein Einflul der Substituenten auf die
Produktreinheit ist nicht zu beobachten, was darauf schliessen lasst, dass sich die
Substituenten im Dipolarophil weit genug vom reaktiven Zentrum entfernt

befinden.

Abb. 3-12: Scaffold bei der VVariation der Maleinimide



Ergebnisse

3-33

Tab. 3-4: Verwendete Maleinimide, erzielte HPLC-Reinheiten (%, 214 nm) und
Molmassen der Produkte.

Maleinimid R Produktreinheit (%) Masse [M+H"]
N-(4-Methoxyphenyl)- 81 485,56
N-(2-Nitrophenyl)- 80 500,53
N-(4-Fluorphenyl)- 79 473,53
N-(p-Tolyl)- 78 508,61
N-(4-Brom-2-Chlorphenyl)- 77 571,68
N-Anilino- 82 470,55
N-(1-Naphtyl)- 81 505,59
N-(3-Chloro-para-Toluol)- 76 504,00

Bei der Variation der Aminosauren und Maleinimide liegen die HPLC-

Reinheitsunterschiede in einem Bereich, der durch die unterschiedlichen

chromophoren Gruppen in den einzelnen Molekilen und den Toleranzen in der

verwendeten MeRmethode bestimmt ist.

Einzig bei Verwendung verschiedener Benzaldehydbausteine ist eine Tendenz zu

geringeren Reinheiten festzustellen, wenn stark ziehende Substituenten am

Phenylring sitzen. Nitro- oder Cyanogruppen verringern die Elektronendichte im

aromatischen Ring und setzen damit die Reaktivitat der Aldehydfunktion bei der

Iminbildung herab.
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3.1.5.3 Modifikation des Grundkorpers durch Mitsunobu-Reaktion

Die Diversitatserweiterung durch Modifizierung des Grundgerustes mittels eines
weiteren Bausteines wird untersucht, wobei als Ausgangsverbindung ein
Pyrrolidin aus Alanin, 2-Brombenzaldehyd und Maleinimid synthetisiert und als
Testverbindung fur die Optimierung der Reaktionsbedingungen dient.

Es zeigt sich, dass die literaturbekannten Bedingungen [Mit81] dieser Reaktion
kaum modifiziert werden mussen. Dem in THF gequollenen Harz werden 5 eq
Triphenylphosphan, 6 eq des entsprechenden Alkohols und 5 eq DEAD zugesetzt
und die Reaktion nach 5 h abgebrochen.

Die Verwendung anderer Azaverbindungen anstelle von DEAD bringt keine
Verbesserung, jedoch erhdht sich die Reinheit der Produkte um ca. 10 Prozent bei
striktem Wasserausschluss durch den Zusatz von Molsieb zu dem zuvor im
Vakuum getrockneten Harz und bei Verwendung von absolutem THF. Mittels
ESI-Massenspektrometrie und HPLC werden die derivatisierten Grundkorper

charakterisiert (Tab. 3-5).

Ingesamt lasst sich mit dieser Modifikationsreaktion unter milden Bedingungen
ein weiterer Substituent in das Pyrrolidingrundgerust einfuhren. Die dabei

erzielten Reinheiten der Rohprodukte liegen zwischen 69 und 81 Prozent.
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Tab. 3-5: Erzielte Rohproduktreinheiten (%, 214 nm) und Molmassen bei der Mitsunobu-

Reaktion

Alkohol R

Reinheit Masse [M+H*]

2-Chlorbenzylalkohol
3-Nitrobenzylalkohol
Isopropylidenglycin
9-Fluorenylmethanol
Epoxypropanol
N-Methyl-4-hydroxypiperidin
Methanol
4-Isopropylbenzylalkohol
3-Pyridylmethanol
2-Methylpropenol
Norbornylmethanol

1-Indanol
Piperonylmethanol

74
81
76
75
74
69
73
69
71

68

79
73
80

4-Carbonsauremethylesterbenzylalkohol 81

478,55
489,30
553,85
532,18
494,02
535,15
452,69
516,12
529,55

492,87

546,81
554,87
573,45

587,94
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3.1.6 Charakterisierung einer Split-Mix-Pyrrolidin-Kollektion mittels FT-
IR-Mikroskopie

Die zunehmende Automatisierung und die damit verbundene erhohte
Synthesekapazitat in der Kombinatorischen Chemie an fester Phase drangt zur

Entwicklung neuer Analytikmethoden bei tragerfixierten Verbindungen.

Einen Ansatzpunkt dafur bildet die IR-Mikroskopie, die eine hochempfindliche
Methode darstellt, welche in der Lage ist, Informationen aus einzelnen Harzbeads
zu generieren. Durch den Einsatz dieser Mikroskopieart in Kombination mit
einem rechnergesteuerten, schrittmotorbetriebenen Objekttragertisch kdnnen so
in kurzer Zeit beliebig viele Harzkugeln in Transmission vermessen werden. Die
daraus erhaltenen IR-Spektren werden in Korrelation mit dem sichtbaren Bild

gebracht.

3.1.6.1 Synthese der Pyrrolidin-Kollektion

Fur IR-spektroskopische Untersuchung wird eine Verbindungskollektion aus 24
verschieden substituierten Pyrrolidinen hergestellt. Der in Abschnitt 3.1.5
gezeigte Weg zu Einzelverbindungen kann fur die Synthese dieser Split-Mix-
Kollektion verwendet werden [Fur88] [Fur9l]. Ausgehend von Wang-PS-Harz
und zwei verschiedenen Aminosauren werden durch die Kombination mit vier
unterschiedlichen Benzaldehyden acht Imine erzeugt, die anschliessend mit drei
verschieden substituierten Maleinimiden den Bedingungen der Cycloaddition
unterworfen werden. Vor jedem Reaktionsschritt wird das Harz aliquotiert und

danach wieder gemischt (Abb. 3-13).
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Fmoc-Phe(NO,)-OH 50% Fmoc-Ala-OH

25%

4-Fluor-BA 2-Brom-BA 4-Cyano-BA 4-Trifluormethyl-BA
(0] R,
N
AT
Rl
N-Phenyl-Maleinimid C Maleinimid N-Acetyl-Maleinimid
33% |

Abb. 3-13: Split-and-Combine-Syntheseschema zur Erzeugung einer 24-Komponenten
Pyrrolidin-Bibliothek. A: Das Harz wird aliquotiert, mit zwei Aminosiuren gekuppelt
und wieder vermischt. B: Nach der Aliquotierung erfolgt die Umsetzung zum Imin mit
vier verschiedenen Benzaldehyden und die anschliessende Vermischung des Harzes. C:
Aliquotierung und darauffolgende Cycladdition mit drei verschieden substituierten
Maleinimiden.
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3.1.6.2 Charakterisierung der Verbindungskollektion

Die Kollektion aus 24 Pyrrolidinen wird mittels ESI-MS untersucht. Diese
Methode erlaubt nur eine grobe Abschatzung der Bibliotheksqualitat, da
aufgrund der unterschiedlichen lonisierungswahrscheinlichkeiten verschieden
grolRe Peakhthen und —flachen im Spektrum zu sehen sind. Es lasst sich also
keine Aussage daruber machen, ob die Produkte in der theoretisch geforderten
Aquimolaritat vorliegen. Dies gilt auch fur den Einsatz von HPLC-MS [Haa98],
da unterschiedliche UV-Absorptionen der Verbindungen eine Qualitatsaussage
verfalschen.

Es wird deshalb mittels der IR-Mikroskopie ein Weg gewahlt um diese
Problematik zu umgehen. Die von Yan et al. beschriebene IR-Mikroskopie
einzelner Harzbeads bietet die Moglichkeit einzelne Harzkugeln zu vermessen
[Yan95] [Yan96] [Swa97]. Durch die Kombination dieser Methode mit einem
rechnergesteuerten Objekttragertischs ist man in der Lage mehrere hundert
Kugeln ortsaufgeltst nacheinander zu vermessen [Haa98] [Ban99]. Hierzu wird
eine Harzprobe der Pyrrolidinbibliothek auf einem KBr-Fenster aufgebracht und
in das Material hineingepresst, so dass die Kugeln dort leicht abgeflacht und
fixiert vorliegen. Ausschnitte der praparierten Monolage an Harzkugeln werden
anschliessend in 40 pm-Schritten (AperturgrofRe: 40 * 40 pum, 10 Scans je
Spektrum, Auflésung 2 Wellenzahlen) automatisch abgerastert. Die zusatzlich
aufgenommenen Bilder im sichtbaren Bereich werden mit den erstellten ,,IR-
Landkarten* korreliert. Eine Visualisierung der Spektren bei 1942 cm-1 zeigt dabei
alle in einem Ausschnitt enthaltenen Polymerkugeln, da es sich dabei um eine
Absorption des Tragermaterials handelt. Abb. 3-14 zeigt einen Ausschnitt des
sichtbaren Bildes aus Abb. 3-15. Darin sind mehrere Polymerkugeln zu sehen,
Uber die die IR-Absorption des Tragermaterials in Form von HOhenlinien

darubergelegt wurde.
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Abb. 3-14: Superposition des lichtmikroskopischen Bildes und der IR-Polymerabsorption
bei 1942 com-t von Harzkugeln der Pyrrolidinbibliothek; Ausschnitt des
lichtmikroskopischen Bildes von Abb. 3-15. Zuséatzlich ist links noch ein Stick KBr-

Fenster erkennbar, um eine verbesserte Darstellung des Héhenlinienverlaufs zu zeigen.

Neben der deutlichen Abgrenzung zum KBr-Fenster links und unten ist auch die
Grenze von Kugeln anhand der Héhenlinien erkennbar.

Durch die Wahl unterschiedlicher Absorptionen, die den in der Bibliothek
vorhandenen IR-aktiven Gruppen angepasst  sind, kdnnen SO

Bibliotheksabschnitte untersucht werden.

Abb. 3-15: Bildausschnitt einer Superposition des lichtmikroskopischen Bildes und der
Cyanoabsorption bei 2225 cm-l. Der schwarze Rahmen zeigt die Lage des sichtbaren
Bildausschnitts in Abb. 3-14.
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Uber die Gesamtzahl an Harzkugeln und der ermittelten Zahl bei einer
bestimmten Wellenzahl absorbierender Beads kann eine Qualitatsuntersuchung

der Kollektion erfolgen.

Aus Abb. 3-13 laRt sich dabei der Anteil jeder einzelnen funktionellen Gruppe
entnehmen. Abb. 3-15 zeigt exemplarisch die Superposition beider Bilder bei der
Absorptionswellenlange der Cyanogruppe (2225 cm). Deutlich erkennbar sind
die Harzkugeln, welche eine Cyanoabsorption zeigen. Die Vermessung von
insgesamt 286 Harzkugeln und die Auswertung der IR-Karten bei allen
Wellenzahlen der funktionellen Gruppen dient als Datenbasis zur Erstellung von
Tab. 3-6.

Ein Problem bei der Analytik harzgebundener Verbindungen, die starke IR-
Absorption des polymeren Tragersmaterials, zeigt sich bei der Unterscheidung
von brom- und fluorsubstituierten Benzaldehyden. Nur die Anzahl der
fluorsubstituierten Kugeln kann ermittelt werden, wahrend die Zahl der
~bromsubstituierten” Kugeln mit Hilfe des Ausschlussprinzips ermittelt wird.
Die charakteristische Absorption dieses Benzaldehyds fiel mit der des

Tragermaterials zusammen.
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Tab. 3-6: Statistische Verteilung der

Harzkugeln bezuglich ihrer IR-aktiven

Substituenten. Die experimentell ermittelten Werte sind in eckiger Klammer als

Prozentangaben dargestellt.

funktionelle Gruppe
Anzahl [%]; (theor.)

funktionelle Gruppe
Anzahl [%]; (theor.)

funktionelle Gruppe
Anzahl [%]; (theor.)

Rest R,

-NO,
[55%]; (50%)

-CH,
[45%]; (50%)

Rest R,

)~

[24%]; (25%)

2

[22%]; (25%)

[26%]; (25%)

F

Rest R;

oL o

N

<

[35%]; (33%)

Ao

[31%]; (33%)

[33%]H; (33%)

/@/bp

[28%]; (25%)

Die experimentellen Werte (Tab. 3-6) liegen im Rahmen der Messgenauigkeit mit
der die Kugeln erfasst werden konnen. Mit diesem Verfahren lassen sich
Bibliotheken zerstdrungsfrei und ortsaufgeldst untersuchen.

Der zweite Nutzen dieser Analytikmethode liegt im Auffinden von Harzkugeln
mit definierten Einzelverbindungen. Durch die Superposition verschiedener IR-
Karten mit unterschiedlichen IR-Absorptionen, lassen sich Beads finden, die eine
definierte Verbindung tragen [Haa98]. Das Herauslosen solcher Beads aus der
KBr-Matrix und das Abspalten von einzelnen Kugeln kann eine Mdoglichkeit zur
Miniaturisierung von Synthese und Analytik in der Kombinatorischen Chemie an

fester Phase bieten.
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3.1.7 Zusammenfassung

Es wird die Herstellung mehrfach substituierter Pyrrolidine am polymeren
Trager mittels Kombinatorischer Methoden gezeigt. Die Umsetzung
harzgebundener Aminosauren mit Aldehyden fuhrt zu Iminen, die dann in einer
Cycloaddition mit Maleinimiden umgesetzt werden. Das dazu ausgearbeitete
Syntheseprotolkoll erlaubt die Herstellung dieser biologisch aktiven
Verbindungsklasse in guter Reinheit und mit parallelen Anséatzen.

Das so synthetisierte Grundgerust kann mit der unter milden Bedingungen
verlaufende Mitsunobu-Reaktion durch EinfiUhrung eines weiteren Substituenten
derivatisiert werden. Hierzu wird unter milden Bedingungen ein aliphatischer
Alkohol mit der harzgebundenen Verbindung umgesetzt. Diese
Derivatisierungsreaktion verlauft mit guter Reinheit.

Neben der Synthese von Einzelverbindungen wird der Einsatz des
Syntheseprotokolls bei der Herstellung von Kollektionen mittels Split-and-
Combine-Verfahren gezeigt und eine kleine Kollektion mit 24 Verbindungen
synthetisiert. Es werden Bausteine eingesetzt, welche mittels IR-Spektroskopie
gut identifizierbar sind.

Die Charakterisierung erfolgt erstens mittels ESI-MS einer abgespaltenen Probe
der Bibliothek. Als zweite Methode wird die tragergebundene Kollektion durch
ortsaufgeldste IR-Mikroskopie untersucht. Es wird eine Vielzahl an Harzkugeln
vermessen, um damit eine ,,IR-Landkarte* zu erstellen. Damit ist es moglich
Aussagen uber die Qualitat der Kollektion zu treffen. Es zeigen sich dabei keine
gravierenden  Abweichungen in der prozentualen Verteilung der
Bibliothekskomponenten. Die prinzipielle Verwendung dieser ortsaufgeltsten
Methode ist fur die schnelle Analyse sehr vieler Harzbeads in kurzer Zeiteinheit
eine wichtige und interessante Methode. Von Nachteil ist jedoch, dal? immer IR-
aktive Gruppen vorhanden sein muassen, womit die Auswahl der

Synthesebausteine einschrankt ist.
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Ohne ein Verfahren zur Fixierung der Harzkugeln ist die Methode kritisch. Fehlt
dadurch ein leichtes Abflachen der Kugeln kann durch die sonst zu grofie
Schichtdicke des polymeren Tragermaterials und die daraus resultierende grofRe
Absorption keine IR-Information mehr gewonnen werden. Beim Versuch der
Verwendung von polymerem Tragermaterial mit kleinerem Durchmesser stof3t
man an die Grenzen der IR-Auflésung, welche durch die Wellenlange des IR-
Lichts gegeben ist. Zudem erreicht man die Empfindlichkeitsgrenze dieser

Spektroskopiemethode.
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3.2 Kombinatorische = Synthese  modifizierter a-Hydroxy--amino-
aldehyde

3.2.1 Peptidomimetische Enzyminhibitoren

Die Synthese und der Test von Peptidbibliotheken zur Verwendung in der
Leitstruktursuche neuer Liganden fur Rezeptoren oder Enzyme ist ein vielfach
beschriebener Weg Strukturinformationen zu erhalten. Diese Kollektionen sind
durch die Festphasenpeptidsynthese einfach zuganglich und ihre Bedeutung ist
bei vielen physiologischen Mechanismen bekannt [Jun92]. Jedoch hat die direkte
Verwendung von Peptiden als Medikament einige Nachteile [Gia93] [Gan94].
Ansatze in dieser Richtung gehen dazu Uber peptidomimetische Strukturen zu
erzeugen. Die Synthese und Verwendung von Peptidomimetika als Therapeutika

hat gegenuber Peptiden Vorteile zu bieten:

» hohere metabolische Stabilitat im Magen-Darm-Trakt und im Serum

* bessere Resorption bei oraler Einnahme durch eine geringere Molmasse

« verlangsamte Ausscheidung aus dem Kdorper

* Nebenwirkungen an verschiedenen Rezeptoren werden durch konfor-mative
Einschrankungen in der Struktur minimiert.

Auf der Grundlage des Mechanismus, des aktiven Zentrums und der

Rontgenstruktur von Enzymen oder Enzym-Inhibitor-Komplexen kénnen aktive

Protease-Hemmer gefunden werden [Mcg98]. Generell wird versucht

Peptidstrukturen abzuwandeln und zu modifizieren. Es bieten sich folgende

Maglichkeiten an:

» Verwendung unnaturlicher Aminosauren

« Stabilisierung der Konformation in Templaten mit spezieller Sekundarstruktur

 Prasentation von Seitenketten in einer raumlich definierten Anordung

» Modifikation des Peptid-Backbones.
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Die Veranderung des Peptid-Rickgrates durch Ersatz der Amidbindung oder
durch eine nichtspaltbare isostere Gruppe bewirkt eine Verbesserung der
Stabilitat gegentiber Proteasen und verzégert somit den metabolischen Abbau der
Struktur [Bia99]. Die isostere Gruppe ahmt die Geometrie des tetraedrischen
Ubergangszustandes der Proteolyse nach und kann dadurch eine starke
Wechselwirkung mit dem Enzym eingehen [Wes95]. Solche isosteren Strukturen
als zentrales Element wurden bei der Suche nach neuen Inhibitoren mit
kombinatorischen Anséatzen zur Synthese von Peptidomimetika verwendet
[Dol96] [And96]. Aspartyl-Protease-Inhibitoren wurden mit Hydroxyethylamin-
oder Diaminoalkohol-Struktur beschrieben [Kic95]. Die Herstellung und
Verwendung irreversibler Inhibitoren mit Vinylsulfon-Grundkorper konnte von
Olson et al. [Ols98] gezeigt werden. Ebenso besitzen Peptidylphosphonate

inhibitorische Eigenschaften gegentber Metalloproteasen [Bas95].

N\ R GIn—H--O\\ /R GlIn—H o /R
S S N
5C7 N\ N Ss
ﬁ'\ O---H—His* o c O
H > \_7 H—His* HJ\\H His
S T " :
Enzym Enzym Enzym

Abb. 3-16: Ablauf der Michael-Addition eines Vinylsulfons an eine Cysteinseitenkette in

einem Enzym. Das Substrat wird irreversibel gebunden.

Abb. 3-16 zeigt die Michael-Addition eines Vinylsulfones an eine Cystein-
Seitenkette in einem Enzym. Durch die entstehende kovalente chemische
Bindung ist das Substrat irreversibel gebunden. Die Addition wird durch eine
Wasserstoffbriicke eines Glutaminrestes mit der Sulfongruppe und einer

protonierten Histidineinheit aus dem Enzym beschleunigt.
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3.2.2 Synthesestrategie zur Herstellung von a-Hydroxy-B-amino-Aldehyden

Die Erzeugung der meisten der oben beschriebenen Bibliotheken erfolgt nach der
gleichen Strategie. Entweder werden die Verbindungen zeitaufwendig Uber
mehrere Synthesestufen in Ldsung hergestellt oder das isostere Gerust wird
zuerst als Grundbaustein in Losung erzeugt und anschliessend als Baustein in der
Festphasenpeptidchemie verwendet, bzw. an fester Phase immobilisiert und
anschlieBend modifiziert. Der Vorteil dieser zweiten Methode liegt in der
einfachen und schnellen  Durchfuhrung. Allerdings schrankt das
Verbindungsglied zwischen Isoster und Peptid die Moglichkeiten ein. Fur eine
Variation dieser Stelle muss die Synthese in Ldsung des Zentralbausteins

mehrfach durchgefuhrt werden.

Nachteilig kénnen sich Funktionalgruppen-Transformationsreaktionen
auswirken, die ca. 70 % aller Reaktionsschritte in der organischen Chemie
darstellen [Smi94]. Es wird dabei keine neue Diversitat in die Struktur eingefthrt,
sondern diese wird nur modifiziert. Schritte dieser Art verringern die
Produktreinheit. Ddie Verwendung und die Ubertragung solcher Reaktionen auf
die feste Phase stellt eine synthetische Herausforderung dar. Zudem kann damit
das chemische Repertoire des Festphasenchemikers erweitert werden.

Ausgehend von N-terminal gebundenen Aminosauren sollen Uber einen
Syntheseweg, der eine Ci-Kettenverlangerung beinhaltet, a-Hydroxy-B-
Aminoaldehyde hergestellt werden. Diese lassen sich an der festen Phase zu
Vinylsulfonen oder Aminoalkoholen umsetzen. Am Ende der Synthese werden

dann geschitzte peptidomimetische Bausteine vom Tragermaterial abgespalten.
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3.2.3 Ci-Kettenverlangerung - Thiazol als maskierte Aldehydfunktion

Eine klassische Methode zur C;i-Kettenverlangerung stellt die Cyanhydrin-
Reaktion dar [Smi95]. Hierbei wird eine Z-geschitzte Aminosdure in das
entsprechende Weinreb-Amid Uberfuhrt und anschliessend zum Aminoaldehyd
reduziert (Abb. 3-17). Es folgt eine Umsetzung mit KCN zum Cyanhydrin und
Hydrolyse zum Aminosaurehydroxymethylester, welcher im letzten Schritt mit
LiOH zur freien Saure verseift wird. Dieser Hydrolyseschritt verlauft unter
drastischen Bedingungen. Diese sind mit der Vorgabe von milden

Abspaltungsbedingungen der Endprodukte nicht vereinbar.

O _ O
5 H 1. Weinrebketon- 2 H
- Synthese —
OH —> - N KON>
2. LiAIH,

RL RL
OH OH
Z—H 1. HCl/ Z—H
CN —MeoH, COOH
2. LIOH
RL RL

Abb. 3-17: Cyanhydrin-Reaktion zur C;-Kettenverlangerung von Aminosauren

Die Wahl der Kettenverlangerungsreaktion fallt deshalb auf die von Dondoni et
al. [Don90] [Don93] in flussiger Phase gezeigten Synthesemethode, bei der ein
wéahrend der Reaktion eingefuhrter Thiazolylrest als maskierte Aldehydfunktion
dient. Diese Strategie wird erfolgreich zur Synthese von Peptidomimetika mit
Hydroxyethylaminstruktur eingesetzt [Par94] [Don95] [Tou93].

Beschrieben ist die Synthese Uber zwei Wege (Abb. 3-18):

a. Boc-Aminoaldehyde werden mit 2-Trimethylsilyl-thiazol umgesetzt
b. Boc-Amino-Weinreb-Amide werden zuerst mit Lithiumthiazol und dann mit
NaBH,4 behandelt
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1. Trimethyl-
A Boc-NH silylthiazol

H
2. TBAF \
R OH

stereoselektiv verlaufend BOC'NH\HYS
IJ
0 N_ 7/

R1
BOC-NH\HJ\ _O_ 1 Lithiumthiazol/

B T 2. NaBH,

R1

nicht stereoselektiv verlaufend

Abb. 3-18: C;-Kettenverlangerung nach Dondoni. Die obere Methode mit 2-TST verlauft

stereoselektiv, die untere Route ergibt ein racemisches Gemisch des Alkohols.

Man erhalt jeweils die entsprechenden Amino-Hydroxy-Thiazol-Verbindungen,
jedoch handelt es sich nur bei A um eine stereoselektiv verlaufende Synthese
[Don95a]. Untersuchungen des Mechanismus von Dondoni et al. [Don93a]
zeigten, dass am Reaktionsweg A mit 2-Trimethylsilylthiazol zwei
Aldehydgruppen miteinander interagieren, und deshalb die Synthese
stereoselektiv verlauft.

Darin liegt der Grund fur die Verwendung des nicht-stereoselektiv verlaufenden
Weges B fur die Synthese an der festen Phase liegt. Selbst bei hoher Beladung
liegen reaktive Gruppen im Polymer fast immer isoliert vor. Dadurch kann es
nicht zu der hier gewulnschten Wechselwirkung zwischen zwei

Aldehydfunktionen kommen.

Im nachsten Schritt wird die Hydroxyfunktion mit tert.-Butyl-
dimethylsilylchlorid geschitzt (Abb. 3-19), worauf sich die dreistufige
Abbaureaktion des Thiazols zum Aldehyd anschliesst. Durch Methylierung des
Stickstoffs mit Trifluormethansulfonsauremethylester wird eine N-Methyl-
thiazolinium-Zwischenstufe erzeugt. Dieses Intermediat wird im zweiten Schritt

mittels NaBH; vollstaindig zum N-Methylthiazolidin reduziert. Der letzte Schritt
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ist die Hydrolyse zur Aldehydfunktion unter Schwermetallkatalyse (HgCl. oder
CuCly/Cu0). Diese Sequenz verlauft in Lo6sung mit einer Gesamtausbeute von 83
%.

OH -BuMe,SiCl OSiMe,tBu OSiMe,tBu
Boc-NH\HYS :5“,\',?,;"‘;0' Boc-NH eorr _ BocNH
D T w T
R1 N /
OSiMe,tBu OSiMe,tBu

Boc-NH Boc-NH
NaBH, S HgCl, CHO
DCM N ACN/H,0

Rt R1

Abb. 3-19: Einfuhrung der Schutzgruppe und Abbaureaktion des Thiazols zur
Aldehydfunktion in einer dreistufigen Synthese. a. Schutzung der Hydroxyfunktion; b.
Methylierung des Thiazolstickstoffs; c¢. Reduktion zum N-Methyl-Thiazolidin; d.
Hydrolyse zur freien Aldehydfunktion.

3.2.4 Wahl des polymeren Tragermaterials

Bei der Ubertragung der Synthese auf die feste Phase stellt sich das Problem, daf
ein geeignetes Linkermaterial gefunden werden muf, welches zu den geforderten
Reaktionsbedingungen kompatibel sein soll. Die Ankergruppe soll eine hohe
Stabilitat gegentber Nukleophilen (Thiazollithium, NaBH.) besitzen, jedoch
gleichzeitig eine Abspaltung der geschitzten Peptidomimetika vom Tréager unter
milden Bedingungen zulassen, ohne dal} vorhandene Schutzgruppen entfernt
werden. Da eine C;-Kettenverlangerung ausgehend von Aminosaurebausteinen
geplant ist, muf3 dieser Baustein N-terminal an das Tragermaterial gebunden
werden koénnen. Die normalerweise fur eine C-terminale Modifikation in Frage

kommenden Ankermaterialen zeigen folgende Nachteile:
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e Trityl-Chlorid-PS-Harz: Es hat eine verbreitete Anwendung bei der
Immobilisierung nukleophiler Gruppen und lasst eine Abspaltung bei milden
sauren Bedingungen zu. Diese wirde hier aber bereits bei der Umsetzung mit

Lithium-Thiazol eintreten.

» Phthaloyl-PS-Harz: Es hat eine hohere Toleranz gegenuber Sauren, versagt

jedoch beim Einsatz von nukleophilen Reagenzien.

e Z-Chlorid-PS-Harz: Dieses Linkermaterial wirde die Umsetzung mit
Lithiumthiazol bei tiefen Temperaturen ( -70 °C) zulassen. Eine Abspaltung unter

Erhalt von Seitenkettenschutzgruppen ist nicht moglich.

Aus diesen Grunden wird deshalb fur die Synthese von a-Hydroxy-B-amino-
Aldehyden eine an das Tragermaterial gebundene Boc-Schutzgruppe als Linker
verwendet. Die Lodsungssynthese zeigt, dass die Boc-Schutzgruppe mit den
Reaktionsschritten kompatibel ist und auerdem eine Abspaltung unter milden
sauren Bedingungen (TFA/DCM 50:50) erlaubt. Bisher findet diese
polymergebundene Schutzgruppe in der Kombinatorischen Chemie Kkeine
Anwendung. Auf der Basis von Arbeiten zur Herstellung von
Alkyloxycarbonylhydrazid-Harz durch Wang et al. [Wan69] [Wan75] in ahnlicher
Richtung wird eine modifizierte Synthese fur dieses Boc-Harz erarbeitet. Die
Autoren verwenden dieses Tragermaterial zur Synthese von geschitzten
Peptidhydraziden, welche in die entsprechenden Azide Uberfuhrt und dann mit
weiteren Peptidfragmenten kondensiert werden. Zwischenzeitlich ist eine neuere
Arbeit zur Synthese dieser Schutzgruppe an fester Phase auf der Basis von Wang-
Harz erschienen [Lég98], welche die Synthese dieses Ankerbausteins und seine
Anwendung in der Peptidsynthese beschreibt. Jedoch wird hier durch den
vorhandenen Arylether im Ausgangsmaterial das Potential dieser Schutzgruppe

nicht ausgeschopft, da dieser einen elektrophilen Angriff erméglicht.
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3.2.5 Synthese der polymeren Boc-Schutzgruppe

Als Ausgangsmaterial dient PS-Brommethyl-Harz 1 (Beladung ca. 1 mmol/g).
Versuche mit PS-Chlormethyl-Harz zeigen eine unvollstindige Umsetzung,
weshalb bromsubstituiertes Harz zum Einsatz kommt. Dieses wird den
Bedingungen einer nukleophilen Substitution mit einer Carbanionenlésung aus
Acetessig-tert.-butylester in DMF bei 50 °C unterworfen. Die vollstandige
Umsetzung kann durch den Negativhachweis auf Brom in einer
Elementaranalyse gezeigt werden. Die Vorstufe 2 wird durch die Behandlung mit
TFA/DCM (50:50) unter Abspaltung von Isobuten und CO; in das
harzgebundene Methylketon 3 uUberfuhrt. Die Grignard-Reaktion mit 5 eq.
Methylmagnesiumchlorid unter Inertbedingungen reduziert das Keton in den
gewunschten tertidren Alkohol 4. Abschliessend erfolgt eine Aktivierung des
polymergebundenen Alkohols. Dazu wird das Harz mit einer Lésung aus 10 eq p-
Nitrophenyl-chlorformiat und Pyridin als Base in DCM 16 h geruhrt und man
erhalt als Endprodukt dieser Synthese p-Nitrophenyl-(tert.-butyl)-carbonat-Harz 5
(Abb. 3-20).

Mit dieser vierstufigen Synthesestrategie lassen sich Ansatze von 10 bis 15 ¢
Ausgangsmaterial problemlos durchfiihren. Die Charakterisierung eines jeden
Schrittes erfolgt mittels FT-IR-ATR-Spektroskopie, da in jeder Stufe funktionelle
Gruppen eingefuhrt wurden, welche deutliche und sehr gut beobachtbare

Absorptionen im IR-Bereich aufweisen.
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otBu NaH 0,
o~ . 50% TFA, DCM .
Cl Br - ) - ¢
- DMF, 3 h, 50°C - -
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Abb. 3-20: Synthese der Polymer-Boc-Schutzgruppe. a. nukleophile Substitution; b.

Ketonspaltung; c. Grignard-Reaktion; d. Aktivierung zum Carbonat.
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Abb. 3-21: IR-Spektrum der aktivierten polymeren Boc-Schutzgruppe. (Struktur siehe
Abb. 3.19) Die Absorptionen der Carbonat- und der Nitrogruppe sind deutlich erkennbar.

Nach dem ersten Schritt kénnen zwei Carbonylabsorptionen bei 1715 und 1730
cm! detektiert werden. Durch die Esterspaltung entfallt die letztere und mit der
Grignard-Reaktion  verschwindet auch die zweite Carbonylabsorption

vollstandig. Der letzte Schritt, die Aktivierung, zeigt sich durch die Absorptionen
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der beiden Nitrobanden bei 1525 und 1347 cm! und der Carbonylabsorption der
Carbonatgruppe bei 1762 cm- (Abb. 3-21).

Die Untersuchung einer Probeabspaltung vom aktivierten Harz weist eine HPLC-
Reinheit von 98 % auf, welche auf p-Nitro-Phenol zurickzuftuhren ist. Das

Massenspektrum ergibt die korrekte Masse dieses Phenols.

3.2.6 Belegung des polymeren Tragermaterials mit Aminosaureestern

Die gewunschte Stabilitat des Linkers wird unter anderem durch die sterische
Abschirmung der tert.-Butyl-Gruppe hervorgerufen, was aber gleichzeitig auch
eine Hurde bei der Belegung dieses Harzes mit Aminosaureestern ist. Es sind
drastischere Bedingungen im Vergleich zu anderen Ankergruppen nétig, um eine

vollstandige Beladung zu erzielen.

a. Aminosaurefluorenylmethylester

Erste Versuche fanden mit Aminosaurefluorenylmethylestern statt. Diese sind
leicht erhaltlich und die Entfernung der Carboxy-Schutzgruppe ware problemlos
maoglich. Es zeigt sich jedoch, dass in der Reaktionslésung freie ungeschutzte
Aminosaure ausfallt.

Die Esterspaltung, die durch die freie Aminofunktion hervorgerufen wird, steht
in Konkurrenz zur Kupplungsreaktion und verlauft schneller als diese. Eine
Temperaturerhohung beschleunigt gleichmaéssig beide Reaktionen und weitere
Reaktionsschritte zeigen, dass keine einheitliche Beladung des Harzes erhalten

wird.

b. intermediar gebildete Aminosauresilylester
Es wird versucht die in der Literatur beschriebene in situ Herstellung von

Aminosauresilylestern zu verwenden [Dre96]. Hierzu wurde eine Losung der
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freien Aminosaure in DMF im Ultraschallbad hergestellt und diese Lésung mit 10

eq N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid versetzt (Abb. 3-22).

\ N\~
S ;9 /S\'O
+ NH, —— — +
\ / \
N— 1 N
SI\ R R1 \H

Abb. 3-22: Bildung des Aminosauresilylesters mittels N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid

Dabei bildet sich der entsprechende Silylester der Aminosaure. Diese Ldsung
wird zum Harz gegeben, bei 50 °C gerthrt und zu verschiedenen Zeitpunkten
werden Harzproben mittels IR-Spektroskopie untersucht. Es zeigt sich nach 18 h
Reaktionszeit ein Maximum der Carbonylabsorption der immobilisierten
Aminosaure.

Jedoch betragt die Carbonyl-Peakflache, welche proportional zur Beladung
angesehen werden kann, nur ein Viertel im Vergleich zu den spater gezeigten
Methoden. Probeabspaltungen zeigen, da mit dem intermediaren Silyschutz

eine einheitliche, jedoch unvollstandige Beladung des Harzes gelingt.

Die bislang geschilderten Methoden fuhrten nicht zu einer homogenen oder
vollstandigen Beladung des Tragermaterials. Dies lasst sich auf die, fur dieses
Ankermaterial, zu labilen Carboxy-Schutzgruppen zuruckfuhren, weswegen

weitere Versuche mit stabileren Schutzgruppen erfolgen.

c. Aminoséureallylester
Die Verwendung der Allyl-Schutzgruppe ist in der Peptidchemie mehrfach
beschrieben [Kat93]. Sie laRt sich mittels Pd(0)-Katalyse spalten und ist gegen

saure und basische Bedingungen inert. Diese Aminosaureester sind nur zum Teil
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kommerziell erhéltlich, weshalb einige Derivate durch eine Veresterung von Boc-
Aminosauren mit Allylalkohol und DIC/DMAP synthetisiert werden (Abb. 3-23).
Nach einer Abspaltung der Boc-Schutzgruppe erhalt man das Rohprodukt als Ol.
Jedoch ist eine Aufreinigung fur die Harzbelegung nicht notwendig, da die bei

der Synthese anfallenden Verunreinigungen nicht storen.

DIC/DMAP
BOC-NHYCOOH + Ho/\/ DCM

R

0O

o) TFA
+
Boc-NHw)J\O/\/ TFAIDCM H3NW)J\O/\/
R

R

Abb. 3-23: Synthese von Aminosaureallylestern

Das Polymer-Boc-Harz wird mit einer Losung aus 5 eq Aminosaureallylester, 5 eq
DIEA und 0,5 eqg HOBt in DMF bei 50 °C 18 h geruihrt (Abb. 3-24 A). Es zeigt sich,
dass damit der polymere Trager vollstandig beladen werden kann, da die Nitro-
und die Carbonylbande des Carbonats im IR-Spektrum verschwunden und dafur
die Carbonylbande des Aminosaureesters bei 1735 cm- zu sehen ist. DC-
Kontrollen von Probeabspaltungen zeigen nur den Spot des jeweiligen
Aminosaureesters. Die Verseifung des Allylesters wird mit 1,2 eq Pd(PPhs)s unter
Inertatmosphare innerhalb 2 h durchgefuhrt. Durch DC-Kontrolle kann auch hier
die vollstandige Umsetzung nachgewiesen werden.

Damit ist gezeigt, dass eine Belegung des Harzes mit Aminosaureallylestern
reproduzierbar und volistandig durchfuhrbar ist. Die Nachteile dieser Methode
liegen in der begrenzten Anzahl an verfugbaren Allylestern und der
Esterspaltung mittels teurer und in Lo6sung sauerstoffempfindlicher Pd(0)-
Katalysatoren. Deshalb besteht die Nachfrage nach einer weiteren Methode zur

Harzbelegung, die diese beiden Nachteile umgeht.
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DIEA, HOBt
DMF, 50°C, 15h

DIEA, HOBt
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Abb. 3-24. Belegung des Polymer-Boc-Harzes. Linke Seite: Verwendung von
Aminosaureallylestern und Spaltung durch Pd(0)-Katalyse; rechte Seite: Verwendung von

Aminosauremethylestern und Spaltung durch Natriumtrimethylsilanolat.

d. Aminosduremethylester

C-terminal geschutzte Aminosaure- oder Dipeptidmethylester sind in einer
grolRen Anzahl kommerziell erhéltlich. Zur vollstandigen Beladung des Harzes
werden die gleichen Bedingungen wie bei den Allylestern verwendet und die
Verseifung zur freien Carboxyfunktion mit einer 1 M NaOSi(CHzs)s;—Ldsung in
THF durchgefiuihrt. Diese Methode ist in die Festphasensynthese von Maryanoff
et al. [Zha97] [Hoe97] eingeflihrt worden. Dort werden Aminosaurester N-
terminal am Tragermaterial fixiert, um sie als Bausteine bei der Synthese von
Heterocyclen zu verwenden. Zuvor wurde diese Verseifungsmethode in der
Flussigphasenchemie verwendet [Lag84]. Zur Entschitzung wird das Harz in
dieser Losung suspendiert und 24 h geschuttelt, wobei eine Umesterung zum
Silylester stattfindet. Dieser kann mit einer 10 % HOAc/THF-L6sung innerhalb
von 5 h gespalten werden (Abb. 3-24 B). Die Beladungkontrolle mit IR-
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Spektroskopie und DC ist positiv, womit noch ein zweiter Weg zur Polymer-Boc-
Harz-Belegung gefunden ist, welcher zuverlassig durchzufuhren ist und die

Verwendung vieler weiterer Bausteine zulasst.

3.2.7 Ubertragung der Ci-Kettenverlangerung auf die feste Phase

Nachdem mit der Synthese der polymeren Boc-Schutzgruppe ein geeignetes
Tragermaterial vorhanden ist, und zwei praktikable Methoden zur Belegung des
Materials zur Verfugung stehen, kann mit der insgesamt siebenstufigen

Kettenverlangerungssequenz begonnen werden.

3.2.7.1 Synthese harzgebundener Weinreb-Amide

Zur Verfolgung der Synthesestrategie wird als erster Schritt aus den
immobilisierten Aminosauren das entsprechende Weinreb-Amid hergestellt
[Nah81] (Abb. 3-18 B, Abb. 3-25) und hierzu das Harz in einer Lésung aus 10 eq
N,O-Dimethylhydroxylamin, 20 eq DIEA und 10 eq PyBop in DCM suspendiert
und 16 h geschuttelt. Mit diesen Bedingungen wird eine HPLC-Reinheit von 90-
96 %, je nach verwendeter Aminosaure erzielt. Im FT-IR-Spektrum zeigt sich die

charakteristische Absorption des Weinreb-Amids bei 1660 cm-1,

@) R
N,O-Dimethyl-
& o H P Bop,
@)

DCM 15 h

Abb. 3-25: Synthese von Polymer-Boc-Aminosaure-Weinrebamiden aus Polymer-Boc-

Aminosauren.
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Tab. 3-7: HPLC-Reinheiten (%, 214 nm) und Molmassen der hergestellten Weinrebamide

Aminosaure R Produktreinheit Masse [M+H*]

Leu 91 175,24
Val 92 161,22
Phe 95 209,26
Lys(2) 96 324,40
Met 90 193,28

3.2.7.2 Umsetzung mit Lithiumthiazol

Mittels einer Standardvorschrift der Organometallchemie [Bra95] kann eine
Losung von Lithiumthiazol in THF durch die Metallierung von Thiazol mit
Butyllithium in THF bei -50 °C hergestellt werden. Von dieser dunkelroten
Losung werden 5 eq zu den Polymer-Boc-Aminosaure-Weinreb-Amiden gegeben
und 2 h bei — 30 °C geruhrt. Alle Schritte erfolgen unter Inertbedingungen. Die IR-
Spektren der Ketone zeigen durchgehend ein Verschwinden der Weinreb-Amid-
Absorption bei 1660 cm-?, wahrend die neue Carbonylbande des Ketons bei 1690

cm-t hinzukommt.

Abb. 3-26: Synthese von Aminothiazolketonen aus Weinreb-Amiden
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Abb. 3-27: FT-ICR-MS eines Aminothiazolketons ([M+H]* theor.: 233,073419)

Tab. 3-8 HPLC-Reinheiten (%, 214 nm) und Molmassen der hergestellten

Aminothiazolylketone

Aminosaure R Produktreinheit Masse [M+H*]

Leu 90 199,29
Val 92 185,26
Phe 94 233,07
Lys(2) 95 348,44

Met 90 217,33
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Abb. 3-28: ESI-MS und HPLC eines 2,4-Dinitrophenylhydrazonderivats von 1-Amino-2-
phenyl-thiazolyl-keton

Eine Uberfuhrung der Produkte in Hydrazone erlaubte deren Charakterisierung
(Abb. 3-28). Fur diese Derivatisierungsreaktion wird den polymergebundenen

Thiazolylketonen fur 12 h eine Lésung aus 10 eq Dinitrophenylhydrazin in DMF
und 5 % HOAC zugesetzt.

Es zeigt sich die fur die Umsetzung mit Lithiumthiazol geforderte Stabilitat des

Ankermaterials durch die guten und reproduzierbaren Ergebnisse dieser

Synthesestufe.

3.2.7.3 Reduktion der polymergebundenen Ketone zu sekundaren Alkoholen

Bei der Reduktion des Ketons zum entsprechenden Alkohol an fester Phase
kdénnen Vorschriften aus der Literatur auf die Festphasensynthese Ubertragen
werden. Es werden 5 eq einer 0,1 M Lésung aus NaBH4 in THF/MeOH (4:1) zum
Harz gegeben, nach 0,5 h die Reaktion abgebrochen und wiederholt, um eine

vollstandige Umsetzung zu gewahrleisten.
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Abb. 3-29: Reduktion von Aminothiazolketonen zu den entsprechenden sekundéaren
Alkoholen

Im IR-Spektrum kann das Verschwinden der Carbonylabsorption des Ketons
beobachtet werden. Nach der Abspaltung zeigt die HPLC-Analyse, dass die
Umsetzung vollstandig verlaufen ist. Diese deutet durch den vorhandenen
Produktdoppelpeak an, dass ein Diastereomerenpaar entstanden ist. Eine 13C-
NMR-Aufnahme von 1-Thiazolyl-valinol sichert diese Erkenntnis, dass
diastereomere Alkohole entstanden sind, da das Spektrum den erwarteten

doppelten Signalsatz zeigt.

3.2.7.4 Einfuhrung einer Alkoholschutzgruppe

Der Schutz der Hydroxygruppe als Silylether erfolgt durch die Umsetzung des
Alkohols mit einer Losung aus 5 eq tert.-Butyl-dimethylsilylchlorid, Imidazol und
DMAP in DMF, wodurch man einen Silylether mit relativ hoher Stabilitat erhalt,

der mit der darauffolgenden Abbausequenz kompatibel ist.

DMF, 15h H

R S’\> t-BuMe,SiCl, R S \
oc ~ Imidazol, DMAP Boc ~
\HJ\/(N i RN N
OH OSiMe,tBu

Abb. 3-30: Einfihrung der TBDMS-Schutzgruppe

Sowohl durch den sterischen Anspruch des sekundaren Alkohols, als auch des

TBDMS gelingt die vollstandige EinfUhrung dieser Schutzgruppe bei einer
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Reaktionszeit von 16 h. Entfernt werden kann diese Schutzgruppe durch den
Zusatz von Tetrabutylammoniumfluorid-L6sung in THF innerhalb von 2 h. Die
erfolgreiche Schitzung des Alkohols kann IR-spektroskopisch verfolgt werden,
da eine deutliche Reduktion der OH-Valenzschwingung bei 3350 cm und die

charakteristische Si-C-Valenzschwingung bei 840 cm-! zu beobachten ist.

3.2.7.5 Abbausequenz zur Freisetzung der Aldehydfunktion

Der letzte Schritt bei der Ubertragung der Ci-Kettenverlangerung nach Dondoni
auf die feste Phase stellt die Abbaureaktion des Thiazolrings dar, deren Ziel die
Modifizierung des Thiazols zu einem leicht hydrolysierbaren Zwischenprodukt
ist.

Die Sequenz beginnt mit einer Alkylierung des Stickstoffs im Thiazol, gefolgt von
einer Reduktion des Heterocyclus. Schliesslich wird die Aldehydfunktion durch

schwermetallkatalysierte Hydrolyse freigesetzt.

R S \ R S \
Boc ~ >w) Boc \
- N N~ Molsieb, DCM vd ~N \N+
3
Heas OSiMe,tBu
R S R
NaBH, Boc HgCl, Boc
THE, MeOH (%~ SN N, AN RS (A N CHO
: "CH H
3 .
OSiMe,tBu OSiMe,tBu

Abb. 3-31. Dreistufige Abbaureaktion nach Dondoni zu Polymer-Boc-a-Hydroxy-f3-
Amino-Aldehyden.
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a. Alkylierung des Thiazol-Stickstoffatoms

Dieser Schritt wird analog zu [Don93] aus der Flussigphasensynthese
Ubernommen, wobei als Methylierungsreagenz  Trifluormethansulfon-
sauremethylester verwendet wird.

In der Festphasensynthese wird dazu eine Suspension des Harzes in DCM mit
Molekularsieb getrocknet, auf 0 °C gekthlt und dann mit 5 eq Methyltriflat fur 2

h umgesetzt.

b. Reduktion von N-Methylthiazol

Die Verwendung von NaBH4 zur Reduktion an fester Phase ist auch in diesem
Fall erfolgreich. Die Reaktion wurde mit 5 eq Reduktionsmittel in THF/MeOH
(4:1) fur 2 h bei =10 °C durchgefuhrt.

c. Hydrolyse von N-Methylthiazolidin zur Aldehydfunktion

Die hohe Affinitat von Schwefel zu Schwermetallen ermdglicht die Modifikation
N-Methylthiazolidinen zur Aldehydfunktion, da damit das thermodynamische
Gleichgewicht auf die Seite der freien Carbonylfunktion verschoben werden
kann.

Das von Dondoni verwendete Gemisch aus CuCl; und CuO in ACN/H-0 (10:1)
als Ersatz fur Quecksilbersalze, kann fur die Festphasensynthese nicht verwendet
werden, da die Schwermetallverbindungen nicht l6slich sind, so dass insgesamt
ein Dreiphasensystem vorliegt, indem eine Hydrolyse nicht stattfinden kann.

Aus diesem Grund wird Quecksilber(ll)perchlorat in THF verwendet, das
allerdings zu einer Abspaltung vom Tragermaterial fuhrt, was sich durch die
fehlende Urethanbande im IR-Spektrum nach der Reaktion zeigt. Als Grund ist
die Lewis-Aciditat dieser Verbindung zu sehen, die nicht mit der

Festphasenchemie kompatibel ist.
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Eine Hydrolyse ohne Ablésung vom polymeren Trager lalt sich dagegen mit
HgCl, durchfihren. Zu diesem Zweck wird das Harz mit 3 eq
Quecksilber(ll)chlorid in einer Mischung aus ACN/HO (4:1) 16 h geschuttelt.
Das sich bei der Umsetzung gebildete Quecksilbersulfid fuhrt dabei zu einer
braunlichen Verfarbung des Harzes. Nach dem Waschen des Harzes lafit sich
Uberschussiges Quecksilber in der Waschlosung durch den Zusatz von
Sulfidionen ausfallen.

Es wird damit die Abbausequenz auf die feste Phase Ubertragen. Die Reaktion
kann im IR-Spektrum anhand einer Absorptionsschulter im Carbonylbereich bei
1730 cm-? detektiert werden. Ein Nachweis der Aldehyde durch Abspaltung vom
Tragermaterial ist nicht moglich, da sie unter den Abspaltungsbedingungen nicht
stabil sind und nicht definierte Gemische bilden. Erst die im folgenden Abschnitt
beschriebenen Derivatisierungsreaktionen der Aldehydfunktion an fester Phase

mit anschliessender Abspaltung ermdglichen den indirekten Nachweis.

3.2.8 Modifizierung harzgebundener a-Hydroxy-B-amino-Aldehyde

Fur die Synthese von peptidomimetischen Strukturen aus den hergestellten
Aldehyden werden zwei Derivatisierungsreaktionen durchgeftihrt. Zum einen
wird die reduktive Aminierung mittels primarer Amine durchgefuhrt, welche
substituierte 1,3-Amino-2-hydroxypropane liefert, zum anderen die Umsetzung
mit Sulfonphosphonaten in einer Horner-Emmons-Reaktion, letztere ergeben

dabei substituierte Vinylsulfonderivate (Abb. 3-32).
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/BOC\N CHO
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A. i B.
Reduktive Aminierung OSIMeZtBu Horner-Emmons-Reaktion
+ R2—NH, + Sulfonphoshonat R?*
1
B R B Rl O\\ //O
oc R2 oc S
N N~ ~7N N Nge
H H H
OSiMe,tBu OSiMe,tBu
Abb. 3-32: Derivatisierungen an a-Hydroxy-B-Amino-Aldehyden. A. reduktive
Aminierung mit priméaren Aminen; B. Horner-Emmons-Reaktion mit

Sulfonphosphonaten.

3.2.8.1 Reduktive Aminierung harzgebundener a-Hydroxy--amino-aldehyde

Der harzgebundene Aldehyd wird den Bedingungen der Iminbildung durch den
Zusatz von 10 eq Amin in THF/TMOF (1:1) unterworfen. Das erzeugte
Intermediat wird anschlieBend mit einer Lésung von 5 eq NaBH3:CN in Methanol
versetzt und geschittelt. Die Reaktionssequenz wird zur vollstandigen
Umsetzung wiederholt. Durch die Verwendung von primaren Aminen lassen

sich so 1,3-Amino-2-Hydroxypropane bilden.

OSiMe,tBu OSiMe,tBu
H
N + _ NaBH,CN . /H H
Boc CHO Tryptamin oo ~2 Boc

\/TQ
N

Abb. 3-33: Reduktive Aminierung von Polymer-Boc-3-Amino-2(tert-butyl-dimethylsilyl)-
2-hydroxy-4-phenylbutanal mit Tryptamin als priméres Amin.
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. . OSiMe,tBu
Relative [M+H]
Intensitat (%) 4395 HN NH
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NH
75 Reinheit: 80%
o0 463,0
25
0 ] Al r r r .
200 300 400 500 600 700 800 10 20 30 40
m/z time [min]

Abb. 3-34: HPLC- und MS-Spektrum von 1-Tryptamin-2-(tert-Butyl-dimethylsilyl)-2-
hydroxy-4-phenylbutan.

Exemplarisch ist in Abb. 3-34 die Charakterisierung des hergestellen 1,3-Amino-
2-hydroxypropanderivats mittels HPLC und MS gezeigt. Der im HPLC-
Diagramm sichtbare Doppelpeak ist auf den nicht-stereoselektiven Syntheseweg
zurtckzufuhren (vergl. Abb. 3-18 und Abschnitt 3.2.7.3).

Diese Synthese lalit sich auf eine Reihe weiterer Amine und Aldehyde
ausdehnen. Die eingesetzten Bausteine und die Reinheiten der hergestellten

Produkte zeigt Tab. 3-9.

Tab. 3-9: HPLC-Reinheiten (%, 214 nm) und Molmassen der silylgeschitzten 1,3-Amino-2-

hydroxypropanderivate

Amin R>

Trypt- 4-Methylbenzyl- Piperonyl- Adamantyl-
Aldehyd R: (%) [M+H]* (%) [M+H]* (%) [M+H]* (%) [M+H]*
Val 69 3906 71 351,6 60 381,6 53 395,7
Leu 64 404,7 65 365,7 64 395,7 55 409,7
lle 65 4047 69 365,7 70 395,7 59 409,7
Lys(Z) 63 5538 60 514,8 62 544.8 58 558,9

Phe 80 438,7 70 399,7 71 429,7 64 443,8
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Insgesamt kdnnen befriedigende Reinheiten zwischen 53 und 80 Prozent je nach
eingesetzten Edukten erzielt werden. Eine spater versuchte Optimierung der
HPLC-Reinheiten durch die Verwendung von Natriumtriacetoxyborhydrid als
Reduktionsmittel erbrachte keine Verbesserung. Jedoch zeigt die Verwendung
eines anderen polymeren Tragermaterials Wirkung. Dabei handelte es sich um
mit 5 % Divinylbenzol quervernetztes Harz der Firma Advanced Chem Tech. Die
komplette Synthese wurde mit diesem hoher quervernetzten Polystyrol
durchgefuhrt, womit sich die Reinheiten um ca. 10 Prozent verbessern lieBen. Der
Grund liegt in der nur geringen Veranderung des Quellvolumen des Harzes beim
Zusatz von polaren Loésungsmitteln. Dadurch bleiben die in der Harzkugel
liegenden reaktiven Zentren besser fur die weitere Umsetzung zuganglich. Durch
den um ein Vielfaches hoher liegenden Preis des Tragermaterials, im Vergleich
zum nur mit 2 % Divinylbenzol quervernetzten Harz, wurden damit weitere

Synthesen nicht durchgefuhrt.

3.2.8.2 Herstellung von Sulfonphosphonaten

Die zweite Derivatisierungsreaktion ist die Umsetzung mit Sulfonphoshonaten
zu substituierten Vinylsulfonen. Sowohl die Wittig-analoge Reaktion an fester
Phase, als auch die dabei entstehende Vinylsulfon-Grundstruktur wurden schon
beschrieben [Chen94] [Rot96].

Um verschieden substituierte Vinylsulfone herzustellen und damit der in der
Einleitung dieses Kapitels beschriebenen Synthesestrategie gerecht zu werden,
werden funf unterschiedliche Sulfonphosphonate synthetisiert.

Zur Herstellung dieser Bausteine wird auf eine Vorschrift von Blumenkopf et al.
[Blu86] zurlckgegriffen. Hierbei werden in einer nukleophilen Substitution
zuerst aus Natriummercaptanen und Jodmethyldiethylphosphonat die
entsprechenden Thioether hergestellt und anschliessend durch Kaliumpyrosulfat
zum Sulfon oxidiert (Abb. 3-35). Nach einer Aufreinigung konnen die Produkte

charakterisiert und in der Synthese eingesetzt werden.
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O
B\ . , WA~ _R!
R—P | + Na S—R! W R—P S

R* R*

O
K2SOs R*\\I\D/\S/R1
MeOH, H,0O / O// \\O
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Abb. 3-35: Herstellung von Sulfonphosphonaten aus  Natriummercaptanen und

Jodmethyldiethylphoshonat.

Alle funf hergestellten, an der Sulfongruppe unterschiedlich substituierte
Phosphonate werden mittels 13C, !H, 3!P-NMR und MS untersucht. Die
Phosphorspektren zeigen durchgangig nur ein Signal. Alle *H-Spektren weisen
eine Dublettaufspaltung der Methyleneinheiten durch eine Kopplung mit dem
benachbarten Phosphoratom auf. Exemplarisch ist fur ein Sulfonphosphonat die

Zuordnung der tH-NMR-Daten gezeigt (Abb. 3-36).

chem. Verschiebung & (ppm) Zahl der Protonen

H
H——H 3,14 Singulett 3
0=S=0
H——H 3,54 Duplett 2

CH0—P=0

o)
H——H 4,17 Multiplett 4
H——H 1,30 Triplett 6
v

Abb. 3-36: Zuordnung der tH-NMR-Daten und Struktur des Sulfonphosphonates 1.
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Tab. 3-10: Hergestellte Sulphonphosphonate

Substituent R? Masse des Derivats (theor. /exp.) NMR-Kontrolle
1 Methyl 230,3/230,5 v
2 Ethyl 244,2/244,4 v
3 Butyl 272,2/272,6 v
4 Tert.Butyl 272,2/272,5 v
5 Phenyl 292,2/292,3 v

3.2.8.3 Horner-Emmons-Reaktion an fester Phase

Die Sulfonphosphonate werden mit den a-Hydroxy-B-aminoaldehyden den
Bedingungen  der Horner-Emmons-Reaktion zur Herstellung  von

Vinylsulfonderivaten unterworfen.

OSiMe,tBu OSiMe,tBu
O
H AL
(- | N NN/ NaH - N _ _R
- cHo t o S T ~oEt e “Boc” s
2 OEt R o O

1 1

Abb. 3-37: Derivatisierung harzgebundener a-Hydroxy-B-amino-aldehyde mittels Horner-

Emmons-Reaktion.

Hierzu wird der polymergebundene a-Hydroxy-B-amino-Aldehyd in einer
Losung aus 5 eq Phosphonat und 5 eq NaH in THF unter Inertbedingungen
suspendiert und 15 h geschuttelt. Die Umsetzung zeigt sich im IR-Spektrum

durch die dazukommenden Valenzschwingungsabsorptionen der Sulfongruppe
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bei 1320 und 1150 cm-. Beispielhaft ist das FT-ICR-MS eines desilylierten
Vinylsulfons in Abb. 3-38 gezeigt. Dazu wird Z-geschutztes Lysin als
Aminosdurekomponente mit Sulfonphosphonat 5 (Tab. 3-1) umgesetzt. Die
Reinheit wird mittels HPLC auf 89 % bestimmt.

Tab. 3-11 zeigt die Reinheiten und Molektlmassen weiterer Vinylsulfon-derivate.
Die beschriebene Synthesestrategie ermdglicht es eine insgesamt 10-stufige
Reaktionsfolge am polymeren Trager durchzuflhren. Insgesamt lassen sich mit
dieser zweiten Modifikationsmethode Vinylsulfonderivate in guter Reinheit

herstellen.

1.0-

0.5 HN

00—t -— —_——
500 m/z
r.i.j
15"
1.0

0.5 0

433.3 433.8 434.3 m/z

Abb. 3-38: Struktur und FT-ICR-MS des mittels Horner-Emmons-Reaktion derivatisierten
2-(tert-Butyl-dimethylsilyl)-2-hydroxy-4-phenyl-butanals. Oben: Struktur und
Ubersichtsspektrum; unten: erster und zweiter Isotopenpeak der Verbindung. ([M+H]*
theor.: 433,194; exper: 433,195)
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Tab. 3-11: HPLC-Reinheiten bei 214 nm und Molekilmassen aller aus a-Hydroxy-§3-

aminoaldehyden hergestellten Vinylsulfonderivate.

Sulfon- Methyl 1 Ethyl 2 Butyl 3 tert.Butyl 4 Phenyl 5
phosphonat R;

Aminosaure Ry (%) [M+H]* (%) [M+H]" (%) [M+H]* (%) [M+H]" (%) [M+H]*

Phe 82 370,6 8 2846 81 4127 81 4127 89 4327
Val 81 3226 84 3366 82 3646 80 3646 90 384,6
Leu 81 33,6 81 306 80 3787 82 3787 86 398,7
Ile 82 33,6 80 306 79 3787 79 3787 90 398,7
Lys(Z) 84 4857 82 4998 82 5278 82 527,8 93 5478

3.2.9 Zusammenfassung

Es wird die Synthese eines in der Kombinatorischen Chemie bisher nicht
angewendeten Ankers beschrieben, der in einer vierstufigen Synthese hergestellt
werden kann. Diese polymere Boc-Gruppe erlaubt durch ihre hohe Stabilitat
gegenuber  nukleophilen  Reagenzien die Durchfihrung einer Cs-
Kettenverlangerung an fester Phase.

Zur Belegung mit Aminosaureestern stehen zwei Methoden zur Auswahl:

Die Verwendung von Allylestern, welche fur die Entschitzung Pd(0)-Katalyse
erfordern, oder der Gebrauch von  Methylestern, die durch

Natriumsilanolatldsung verseift werden.

Das mit Aminosauren belegte Tragermaterial wird fur die C;1-Kettenverlangerung
nach Dondoni verwendet. Dazu wird Thiazol als maskierte Aldehydfunktion
eingefuhrt und in einer dreistufigen Sequenz abgebaut. Die siebenstufige
Synthese fuhrt zu harzgebundenen silylierten a-Hydroxy--amino-Aldehyden.
Diese Zwischensufe wird dann mittels reduktiver Aminierung oder Horner-

Emmons-Reaktion zu Diaminen bzw. Vinylsulfonen modifiziert.



3-72 Ergebnisse

Fur die Aminierung konnen sehr viele priméare Amine eingesetzt werden. Bei der
Horner-Emmons-Reaktion werden zuerst mehrere Sulfonphosphonate in Lésung
erzeugt. Man gelangt so zu neuen Strukturen, welche als potentielle

Enzyminhibitoren getestet werden kénnen.

Damit ist das Ziel, eine vielstufige Festphasensynthese eines Inhibitors und
einfache Derivatisierungssynthesen durchfiihren zu koénnen, erreicht. Insgesamt

weisen alle hergestellten Produkte eine befriedigende bis gute Reinheit auf.
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3.3 Kombinatorische Synthese von Tripeptidanaloga

3.3.1 Wirkung und Verwendung von Peptidyl-vinylsulfonen als irreversible

Enzyminhibitoren

C-Terminal veranderte Tripeptide wurden bereits vielfach als Peptidomimetika
bei der Inhibition von proteolytischen Enzymen eingesetzt. In der Natur kommen
solche Verbindungen beispielsweise als Peptidylaldehyde wie Antipain und
Leupeptin vor. Beide besitzen am Nachbarkohlenstoff zur Aldehydfunktion eine
Argininseitenkette und unterscheiden sich in Art und Lange des peptidischen
Rests [Ume72][Ume82]. Sie sind in der Lage wichtige Enzyme wie Trypsin,
Cattepsin oder Plasmin zu inhibieren. Ihre Wirkung beruht auf der Imitation des
tetraedrischen Ubergangszustand in der Enzymreaktion durch die eine starke
Wechselwirkung mit dem aktiven Zentrum des Enzyms entsteht.

Eine Klasse davon, die in der Lage ist Cystein-Proteasen zu inhibieren, sind
neben Peptidyl-fluorketonen oder Peptidyl-(acyloxy)methyl-ketonen die
Peptidyl-vinylsulfone [Pal95]. Bei dieser Gruppe handelt es sich um relativ neue,
irreversible und spezifische Cystein-Protease-Inhibitoren, deren Wirkung auf der
Vinylsulfongruppe beruht, die in einer Michael-Addition mit der Cystein-
Seitenkette des aktiven Zentrums unter Ausbildung einer kovalenten Bindung
reagiert. Die Nukleophilie und Toxizitat der Vinylsulfone ist im Vergleich zu
analogen Vinylketonen oder Estern geringer, ihre Selektivitat aber hoher [Br696]
[Ott97]. Im Tiermodell wurde ihre Wirksamkeit bewiesen [Ols99] [Eng98]. Es
konnte damit eine deutliche Minimierung der Krankheitserreger oder eine
Heilung erzielt werden.

Neben der Verwendung im Test als Inhibitor sind auch Arbeiten zur
Kristallstruktur von Proteasen und Inhibitoren publiziert. Die Arbeit von Mc
Grath et al. [McG98] beschreibt die Kristallstruktur von humanem Cathepsin S in
der Wechselwirkung mit dem Vinylsulfon 4-Morpholincarbonyl-Phe-hPhe-

vinylsulfon-phenyl (APC2848). Hierbei handelt es sich um einen irreversiblen
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Inhibitor, welcher nach dem oben beschriebenen Mechanismus mit der Cys25-

Seitenkette in der Bindungstasche der Protease reagiert.

Abb. 3-39: Struktur des irreversiblen Cathepsin S Inhibitors APC 2848.

Der Inhibitor ist in dieser Papain-ahnlichen Cystein-Protease selektiv fur diese
Bindungsstelle, da er nicht mit gewoéhnlichen Cystein-Seitenketten oder mit Serin-
Proteasen in Wechselwirkung tritt, weil dieser Enzymteil eine erhohte

Nukleophilie im Vergleich zu anderen Cystein-Seitenketten besitzt.

o]
,,/HZN/U\/\
,/

N — Trpl77

b “HN
136 Phel42

Abb. 3-40: Schematische Darstellung aus der Rontgen-Kristallstruktur des Inhibitors APC

GIn19

Gly133

Iyl
vails7 Y160

2848 in der Bindungstasche von Cathepsin S liegend.

Abb. 3-40 zeigt den Inhibitor in der Bindungstasche des Enzyms basierend auf
einer Kiristallstruktur dieses Komplexes. Neben der Bindung von Cys25 zum

Inhibitor treten noch Wasserstoffbrickenbindungen zwischen verschiedenen



Ergebnisse 3-75

Molekdilteilen und der Enzymbindungstasche auf. Besonders interessant sind

dabei die Wechselwirkungen der Sulfongruppe mit GIn19 und Trpl77 [Bro96].

3.3.2 Synthesemoglichkeiten zur Herstellung C-terminal modifizierter

Peptide

In der Lésungssynthese werden modifizierte Peptide so synthetisiert, dass Boc-
geschitzte Aminosauren Uber vier Stufen zu Amino-vinylsulfonen umgesetzt
werden. Diese Bausteine koénnen anschlielend bei der Reaktion mit
unterschiedlichen  Peptidfragmenten  verwendet  werden, die durch
Standardpeptidsynthese zugéanglich gemacht werden [Brd96].

Fur die Ubertragung dieser Methode auf die feste Phase soll die in Abschnitt 3.2.5
eingefuhrte polymergebundene Boc-Schutzgruppe eine Rolle bei der Herstellung
dieser Tripeptidanaloga spielen. Die bisherigen Ergebnisse zeigen eine hohe
Kompatibilitdét der Ankergruppe mit den Synthesebedingungen in Ldsung bei
Verwendung von Boc-Schutzgruppen, weshalb zuerst Tripeptide invers an fester
Phase aufgebaut werden sollen. Abb. 3-41 zeigt den Weg unter Verwendung
einer polymergebundenen Aminosaure als Ausgangsmaterial. Die Herstellung
der entsprechenden Aldehyde nach Weinreb folgt als nachster Schritt. Hierzu
wird zum Weinreb-Amid modifiziert, durch Lithiumaluminiumhydrid zum
Aldehyd reduziert und dann erfolgt die Horner-Emmons-Reaktion mit
Sulfonphosphonaten zur Einfuhrung der Vinylsulfongruppe. Nach der
Abspaltung vom Tragermaterial kann dann noch eine N-terminale Modifikation

durch Acylierung durchgefuhrt werden.
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Abb. 3-41: Beispiel einer Synthese von Vinylsulfonen. Statt einer Aminosaure kann auch

ein Peptidfragment als Ausgangsmaterial dienen.

Mit dieser Synthesestrategie konnen Aminosaurevinylsulfone erzeugt werden.
Die dabei gewonnenen Erkenntnisse Uber die Reaktionsbedingungen werden
anschliessend fur die in Kapitel 3.3.4 erzeugten harzgebundenen Tripeptide

verwendet.

3.3.3 Herstellung harzgebundener Aminoaldehyde

Der erste Schritt, die Weinreb-Amid-Bildung ist bereits aus Kapitel 3.2.7.1
bekannt. Die folgende Reduktion zur Aldehydfunktion mufl} erst den
Bedingungen der Festphasenchemie angepasst werden. Literaturbekannt sind
Reduktionen in Loésung von Weinreb-Amiden zu Aldehyden unter der
Verwendung von Diisopropylaluminiumhydrid [Ben93] oder
Lithiumaluminiumhydrid [Nah81] [Nuz89]. Beide Reduktionsmittel werden
dabei als 1 molare Lésung in THF bei 0 °C zum Boc-geschutzten Aminosaure-
Weinrebamid gegeben, wobei man je nach verwendeter Aminosaure Ausbeuten
zwischen 70 und 90 Prozent erhalt. Ahnliche Bedingungen sollen auch fir die

Festphasensynthese ibernommen werden.

Unter Inertbedingungen wird das Harz mit jeweils 5 eq eines Reduktionsmittels
in THF suspendiert und 2 h geschittelt. Eine IR-Kontrolle der beiden Ansatze

zeigt, dass bei der Verwendung von DIPAI eine Abspaltung vom Tragermaterial
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auftritt, da die Urethanabsorption der Ankergruppe im IR-Spektrum vollstéandig
fehlt. Die mit Lithiumaluminiumhydrid behandelte Harzprobe zeigt dagegen
keine Veranderung ihres IR-Spektrums in diesem Bereich, jedoch kann ein
Verschwinden der Weinreb-Amid-Absorption bei 1660 cm-! beobachtet werden.
Wie bei der in Kapitel 3.2.7.5 beschriebenen Kettenverlangerung nach Dondoni
kann auch hier die C=0-Valenzschwingung der Aldehydfunktion nicht detektiert
werden, da die neu entstehende Carbonylabsorption mit der Bande der
Ankergruppe zusammenfallt und damit nicht sichtbar ist.

Um einen schnellen Nachweis des Aldehyds zu ermdéglichen, wird dieser mittels
eines Dinitrophenylhydrazonderivats nachgewiesen. Dazu wird mit 10 eq
Dinitrophenylhydrazin in DMF unter HOAc-Katalyse umgesetzt. Nach der
Abspaltung kann das entsprechende Hydrazonderivat mittels HPLC und ESI-MS
nachgewiesen werden. Abb. 3-43 zeigt beides exemplarisch und Tab. 3-12 gibt die
Reinheiten weiterer Hydrazonderivate wieder. Ingesamt lassen sich mit dieser
Methode Aminoaldehyde in sehr guter Reinheit herstellen, wobei im Vergleich zu
anderen Methoden dieser Weg schneller und zuverlassiger ist und eine

Uberreduktion zum Alkohol nicht auftritt.
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Abb. 3-42: Bildung eines Metallchelatkomplexes bei der Reduktion zu Aldehyden

Von Nahm et al. [Nah81l] wird dies damit erklart, dass sich beim
Reduktionsschritt ein funfgliedriger Metallchelatkomplex bildet (Abb. 3-42).

Die erklart die bei der Reaktion in Losung, und auch bei der Festphasenreaktion
entstehende Gelbfarbung wéahrend des Snytheseschrittes, welche bei

Reaktionsabbruch sofort verschwindet.
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Abb. 3-43: HPLC und ESI-MS des Dinitrophenylhydrazonderivats von Leucinal.

Tab. 3-12: HPLC-Reinheiten (%, 214 nm) und Molekllmassen der aus Aminoaldehyden
hergestellten Dinitrophenyl-hydrazonderivate

Aminosaure Val Leu Phe Lys(Z) lle Met
HPLC-Reinheit (%) 99 98 97 96 97 95

Masse (exp. [M+H*] 282,3 296,3 330,3 4455 296,3 3143

3.3.3.1 Derivatisierung harzgebundener Aminoaldehyde

Die in Abschnitt 3.3.3 hergestellten Aldehyde werden durch Horner-Emmons-
Reaktion, reduktive Aminierung und Pictet-Spengler-Reaktion

Verbindungen uUberfuhrt.

in weitere



Ergebnisse 3-79

a. Horner-Emmons-Reaktion

Die in Kapitel 3.2.8.2 gezeigte Deivatisierung kann ebenfalls eingesetzt werden.
Das Harz wird mit einer Losung aus 10 eq Phosphonat, NaH in THF suspendiert
und 16 h geschuttelt und anschliessend erfolgt nach der Abspaltung die
Charakterisierung der Produkte mittels HPLC und ESI-MS.

Es werden alle erwarteten MoleklUlmassen detektiert und gute Reinheiten der

Aminovinylsulfone festgestellt (Tab. 3-13).

Tab. 3-13: HPLC-Reinheiten (%, 214 nm) und Molmassen der hergestellten

Aminovinylsulfone. (verwendete Phosphonate siehe Tab. 3-10)

Phosphonat 1 2 3 4 5

Aminosaure [%] [M+H]* [%] [M+H]* [%] [M+H]* [%] [M+H]* [%] [M+H]*
Phe 72 2263 72 2403 75 2684 74 2684 83 2884
Val 70 1783 71 1923 74 2204 73 2204 81 2404

b. reduktive Aminierung
Diese Derivatisierung von Aldehyden an fester Phase kann unter den gleichen

Reaktionsbedingungen (vergl. Kapitel 3.2.8.1) durchgefuhrt werden.

Tab. 3-14: HPLC-Reinheiten (%, 214 nm) und Molmassen der mittels reduktiver

Aminierung hergestellten Aminoaldehydderivate

Amin Thiazol-2- 4-Ethylamin-
ethylamin Methoxybenzol n-Butylamin

Aminosaure: [%] [M+H]* [%] [M+H]* [%] [M+H]*
Phe 69 2624 67 2854 63  207,3
Val 66 2144 65 2374 61 159,3
Met 64  246,4 66 2694 63 1914
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Nach der Abspaltung werden die Produktreinheiten und ihre Molekilmassen
bestimmt, wobei insgesamt alle Produkte befriedigende Reinheiten zeigen (Tab.
3-14).

c. Pictet-Spengler-Reaktion

AbschlieBend kann ausgehend von den harzgebundenen Aminoaldehyden die
Cyclisierungsreaktion zu Tetrahydro(p)-carbolinen durchgefuhrt werden. Diese
Synthese wurde bereits gezeigt von Redemann [Red97] an fester Phase gezeigt,
der allerdings einen aufwendigeren Zugang zu den harzgebundenen
Aldehydbausteinen beschreibt.

Diese interessante alkaloidéahnliche Verbindungsklasse findet sich in einigen
biologisch aktiven Verbindungen, wie Eudistomidin, wieder.

Zur Synthese wird der harzgebundene Aldehyd mit einer Losung aus 10 eq
Tryptamin in THF/TMOF (50:50) suspendiert und 16 h geschuttelt. Diese
Iminbildung wird wiederholt, das Harz dann gewaschen und anschliessend die
Pictet-Spengler-Cyclisierung durch den Zusatz einer HOAc/THF-L6sung (5:95)
durchgefuhrt. Innerhalb von 6 h bilden sich damit die gewulnschten
Tetrahydro(3)-carboline.

Im letzten Schritt erfolgt eine Acylierung mittels Saurechloriden. Hierzu wird
eine Losung aus 2 eq Saurechlorid, 3 eq DIEA in DCM zum Harz gegeben. Somit
kann die Diversitat dieser Verbindungskollektion nochmals gesteigert werden,
ohne eine zweite Acylierung am Indolstickstoffatom als unerwlnschte
Nebenreaktion zu beobachten (Abb. 3-44). Es wird eine
Einzelverbindungskollektion aus 4 Aminosauren, 4 Tryptaminen und Thiophen-
2-sdurechlorid hergestellt und charakterisiert. Das ESI-MS zeigt jeweils die
korrekten Massen der Carbolinderivate. Die erzielten HPLC-Reinheiten sind in
Tab. 3-15 dargestellt. Zuséatzlich zeigt Abb. 3-45 das FT-ICR-MS eines
Tetrahydro(3)-carbolins.
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Abb. 3-44. Synthese von Tetrahydro(f3)-carbolinen durch die Umsetzung harzgebundener
Aminoaldehyde mit Tryptaminen in einer Pictet-Spengler-Cyclisierung. Anschliessend

erfolgt eine Acylierung des sekundéren Stickstoffatoms im neugebildeten Sechsring.
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Abb. 3-45. FT-ICR-MS und Struktur eines Tetrahydro()-carbolins. ([M+H]* theor.:
432,170955; exper.: 432,170966)
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Tab. 3-15: HPLC-Reinheiten (%, 214 nm) und Molmassen der hergestellen Tetrahydro(3)-

Carboline

Tryptamin RZ  5-Methyl- 5-Methoxy- 5-Hydroxy  Tryptamin
Aminosaure R [%] [M+H]* [%] [M+H]* [%] [M+H]* [%] [M+H]*
Val 73 4625 76 3785 70 3645 79 3485
Met 75 400,6 77 416,6 71 402,6 78 386,6
Phe 74 416,6 76 4326 72 4186 77 402,6
Lys(Z) 73 5257 71 540,7 71 5277 78 5117

Insgesamt wurden in diesem Abschnitt Moglichkeiten zur Derivatisierung
harzgebundener Aminoaldehyde mit befriedigenden bis guten Reinheiten

gezeigt.

3.3.4 Synthese von Tripeptiden an fester Phase

Um zu den in der Einleitung dieses Kapitel angesprochenen Strukturen von
Peptidomimetika zu gelangen, ist es notwendig harzgebundene Tripeptide
aufzubauen, an welchen die C-terminale Modifikation zu Vinyl-Sulfonen erfolgen
soll. Da es sich um eine inverse Peptidsynthese handelt, muf} versucht werden,
die dabei auftretenden Probleme zu minimieren. Normalerweise wird in der
Peptidchemie diese Syntheserichtung nicht angewendet, weil durch die langere
Aktivierungsdauer der Carboxy-Gruppe die Gefahr der Racemisierung am a-
Kohlenstoffatom  sehr  hoch istt. Der  Urethan-Ankerbaustein  der
polymergebundenen Boc-gruppeunterdriickt diese Racemisierung fur die erste
Aminosaure. Deshalb  werden  far  den Peptidaufbau kaufliche
Dipeptidmethylester eingesetzt.

Bei der inversen Festphasenpeptidsynthese mull die Carboxy-Gruppe der

harzgebundenen Aminosaure aktiviert werden, wahrend in der nicht-inversen
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Festphasenpeptidsynthese ein UberschuR von 5-10 eq aktivierte, N-geschutzte
Aminosdure mit dem N-Terminus der tragergebundenen Peptidkette zur
Reaktion gebracht werden kdénnen.

Eine unvollstdndige Aktivierung in der inversen Synthese wirkt sich sofort auf
die Produktreinheit aus.

Es werden fur den Aktivierungsschritt drei Kupplungsreagentien untersucht:
DIC/HOBt, TBTU und Pentafluorphenoltrifluoracetat. Mit
Standardsyntheseprotokollen werden Testkupplungen durchgefuhrt und anhand
der erhaltenen Produktreinheiten die geeignetste Methode ausgewahlt. Es zeigt
sich, dass DIC/HOBt- und TBTU-Aktivierung zu deutlich schlechteren
Reinheiten fuhren als die Pfp-Aktivierung.

Fur diese Methode wird mit Aminosaure belegtes PS-Boc-Harz in einer Losung
aus 15 eq Pentafluorphenoltrifluoracetat, 30 eq Pyridin in DMF suspendiert und
geschuttelt, nach 2 h die Reaktion abgebrochen und das Harz fur 7 h mit 10 eq
Dipeptidmethylester, DIEA und DMF versetzt (Abb. 3-47).

FT-IR-Messungen wahrend der Pfp-Aktivierung zeigen, dass das Maximum der
Carbonylabsorption des Aktivesters, die Intensitat der Bande bei 1790 cm-, bei

einer Reaktionszeit von sechs Stunden erreicht war.

Die Charakterisierung durch Dunnschichtchromatographie zeigt bei keinem
dieser Produkte eine Epimerisierung. Das FT-ICR-MS von Leu-Leu-Leu-OMe
ergibt nur die gewtnschte Produktmasse (Abb. 3-46 a).

Der né&chste Schritt, die Esterverseifung, wird analog zu Kapitel 3.2.6 mit
Natriumtrimethylsilanolat durchgefihrt. Auch hier ergeben sich keine

Nebenprodukte. Abb. 3-46 b zeigt das FT-ICR-MS von Leu-Leu-Leu.
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Abb. 3-46: FT-ICR-MS von Leu-Leu-Leu-OMe ([M+H]+ theor.. 372,284101; exper.: 372,
284067) (oben) und Leu-Leu-Leu ([M+H]* theor.: 358,268680; exper.: 358,268706) (unten)
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Abb. 3-47. Synthese von Tripeptid-Weinrebamiden, ausgehend von Boc-

polymergebundenen Aminoséuren.

Dagegen verursacht der Syntheseschritt zu polymergebundenen Tripeptid-
Weinrebamiden eine Racemisierung der letzten Aminosaure. Neben der am Ende
verwendeten Aktivierung mit PyBOP/HOBt ergibt auch Versuche mit Pfp-
Estern, DIC/HOBt oder HATU keinen vollstandigen Erhalt der Konfiguration
der letzten Aminosaure und es werden stets 40-50 % Racemisierung beobachtet.
Zuruckfuhren léasst sich dies darauf, dass N,O-Dimethylhydroxylamin als
schwach nukleophiles Amin langsamer als eine normale Aminosduren reagiert.
Die aktivierte Spezies der letzten Aminosaure besitzt eine langere Lebensdauer

und hat dadurch eine groRere Chance zur Racemisierung.

Analog zu Kapitel 3.3.3 folgt die Reaktion der harzgebundenen Tripeptid-
Weinreb-Amide durch Lithiumaluminiumhydrid zu Aldehyden. 5 Aquivalente
einer 1 molaren LiAIH4 -Losung in THF reduzieren bei 0 °C innerhalb von zwei
Stunden das Amid. Es kann keine direkte Charakterisierung des
Tripeptidaldehyds erfolgen und erst Derivatisierungreaktionen zeigen den Erfolg

der Reaktionssequenz.
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3.3.5 Synthese von Tripeptidylvinylsulfonen

Durch die oben gezeigte Horner-Emmons-Reaktion kdnnen die hergestellten
Tripeptidylaldehyde zu einem stabilen abspaltbaren Tripeptidvinylsulfon
modifiziert werden. Hierzu wurde das Harz mit einer Lésung aus 5 eq

Sulfonphosphonat und NaH in THF suspendiert und 16 h geschuttelt (Abb. 3-48).
Rl 0O RS | Rl 0O RS
__~Boc__ H N LiAIH, __~Boc__ H H
) N N o THR0°C () N N
H H N H H
O R o] O R o]
Horner- 8 Rt H o R? C{\ Be
Emmons-Rkt. . oc N s
—_— ( / \N)\H/ \HJ\N S \R4
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Abb. 3-48: Synthese von Tripeptidvinylsulfonen ausgehend von polymergebundenen

Tripeptid-Weinreb-Amiden.

Nach der Abspaltung vom Harz koénnen die Produkte durch eine
Charakterisierung mit HPLC und MS in guten Reinheiten nachgewiesen werden.
Das Rohprodukt weist eine Reinheit von 85 Prozent auf. Die Reinheiten weiterer
hergestellter Tripeptidvinylsulfone zeigt Tab. 3-16. Werden bei der Synthese
Dipeptide mit Glycin als Baustein eingesetzt, so zeigt sich in keinem Fall die
richtige Molektlmasse, sondern es bildet sich ein nicht n&her untersuchtes
Produktgemisch. Ahnliche Beobachtungen konnen auch bei der Synthese von
einfachen Aminoaldehyden gemacht werden.

Die Inkompatibilitdt dieser Aminosaure mit der Reaktionssequenz muss beim

Reduktionsschritt liegen.
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Tab. 3-16: HPLC-Reinheiten in Prozent und Molmassen von synthetisierten
Tripeptidvinylsulfonen. Es wurde immer der gleiche Sulfonphosphonatbaustein mit
R=CHjs verwendet (vergl. Abb. 3-35)

Peptidsequenz Leu-Phe-Ala Leu-Ala-Val Leu-Phe-Phe Leu-Val-Leu

Reinheit 75 71 81 70
Masse [M + H*] 409,5 362,5 486,6 404,5

Peptidsequenz Val-Phe-Ala Val-Ala-Val Val-Phe-Phe Val-Val-Leu

Reinheit 76 73 80 71
Masse [M + H*] 396,5 348,4 472,6 390,5

Peptidsequenz Phe-Phe-Ala Phe-Ala-Val Phe-Phe-Phe Phe-Val-Leu

Reinheit 76 73 82 71
Masse [M + H*] 444 5 396,5 520,6 438,6

3.3.6 Beispiel der N-Acylierung von Tripeptidylvinylsulfonen

Die abgespaltenen Vinylsulfonderivate kénnen durch eine Acylierung des N-
Terminus in Losung modifiziert werden. Exemplarisch ist dies hier dargestellit:

Das entsprechende Hydrochlorid wird aus dem als Trifluoracetat anfallenden
Peptid-Vinylsulfon hergestellt (Abb. 3-49). Das in Wasser/ACN (1:1) gel6ste
Produkt wird mit 0,2 M HCI-Lésung versetzt und bei 40 °C am
Rotationsverdampfer zur Trockene eingeengt. Dieser Schritt muf3, um eine
vollstdandige Umsetzung zu gewahren, noch zweimal wiederholt werden. Zur
Kupplung einer Carbonsdure an den N-Terminus des Tripeptid-Vinylsulfons

stehen zwei Methoden zur Wahl:
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I. Die Verwendung von EDC, welches ein wasserlosliches Harnstoffderivat bildet,

oder
1. der Einsatz von harzgebundenem DIC.
Bei diesem Polymerreagenz entfallen die normalerweise bei der

Losungssynthese notwendigen Aufarbeitungsschritte.

Verwendet wird die elegantere Methode mittels polymergebundener

Kondensationsreagenz.

1. Abspaltung

Rt H O R3 O\\ ,0 2 Uberfiihrung in
4 Hydrochlorid
_~Boc N S >
N N “R* "3 harzgeb. Carbodiimid
H o) R2 O Carbonséure R
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Abb. 3-49: N-Terminale Acylierung von Tripeptidylvinylsulfonen durch Carbonsduren

Uber harzgebundenen Carbodiimid.

Analog zu bekannten Synthesen von Amiden wird das Vinylsulfon mit der
entsprechenden Carbonsaure und dem Harz suspendiert und 16 h geschuttelt
[Shu97] [Des93]. Entgegen der Vorschrift von Desai et al. [Des93] kam kein selbst
hergestelltes polymergebundenes EDC zum Einsatz, sondern mittlerweile
kaufliches harzgebundenes DIC. Durch eine Optimierung der eingesetzten
Aquivalente an Carbonsaure und Harzmenge kann eine Verbesserung der
Produktreinheit um 20 % erreicht werden. Abb. 3-50 zeigt das FT-ICR-MS von
Phenylac-Leu-Leu-Leu-VS-CHs. Es wird durch die Acylierung von Leu-Leu-Leu-
VS-CHs mit 4-Nitro-5-hydroxy-6-iod-phenylessigsaure hergestellt.

Anhand der ermittelten Molmasse konnte mit der Massenspektrometer-Software

die korrekte Summenformel ermittelt werden. Als Ausgangsparameter wird die
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theoretische monoisotopische Masse des einfach positiv geladenen lons von
723,1915940 amu verwendet und eine Abweichung von diesem Wert um 0,001

erlaubt.

Tab. 3-17: Massenanalyse fur die Masse 723,1915940

160 1N 1H 127] 25 12C DBE Fehler *10-4 Masse

1 10 3 37 0 2 35 19 1,068 723,1914872
2 7 5 450 5 28 9 1,097 723,1917037
3 5 10 310 2 34 245 1,120 723,1914820
4 7 0 521 3 28 25 1,581 723,1914359
5 2 7 461 3 27 8 1,633 723,1914307
6 0 0 492 0 35 105 2,208 723,1918148
78 4 441 1 28 85 3,109 723,1919049
8 10 6 481 2 20 -05 3,410 723,1912530
9 5 5 381 0 34 18 3,798 723,1912142
101 0 430 5 42 215 3,981 723,1911959
11 2 2 532 1 27 1 4,311 723,1911629
12 0 5 421 2 35 17 4,886 723,1920826

Dieser Toleranzbereich entspricht dem zehnfachen Fehler, der durch die interne
Kalibrierung des Gerates entsteht. Als Ergebnis erhalt man 12 Vorschlage, welche
im Massenbereich 723,1915940 amu +/- 0,001 amu liegen (Tab. 3-17). Unter der
Annahme, dass alle 6 Elemente in der Verbindung vorhanden sind, verbleiben
nur noch vier Vorschlage, unter welchen sich die Summenformel der

hergestellten Verbindung befindet.
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Abb. 3-50: FT-ICR-MS eines acylierten Tripeptidvinylsulfons; Abweichung von der
theoretischen Masse: 0,43 ppm; ([M+H]* theor.: 723,191904).

3.3.7 Zusammenfassung

Im ersten Abschnitt wird die Synthese von Aminoaldehyden an fester Phase
gezeigt. Durch die Verwendung der polymergebundenen Boc-Schutzgruppe lafit
sich die Reduktion von Weinreb-Amiden zu Aldehyden auf die feste Phase
Ubertragen. Damit ist ein schnellerer Zugang zu dieser Verbindungsklasse
maoglich, die sich an fester Phase durch reduktive Aminierung, Horner Emmons-
oder Pictet-Spengler-Reaktion modifizieren lassen. Damit kodnnen a-
Aminoaldehyde in stabile abspaltbare Verbindungen Uberfuhrt werden, welche
befriedigende bis gute Produktreinheiten aufweisen.

Der zweite Teil beschaftigt sich mit der inversen Synthese von Tripeptid-
Aldehyden an fester Phase. Durch die Kupplung von Dipeptidmethylestern auf

polymergebundene Aminosaureaktivester werden Tripeptideinheiten erzeugt.
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Die Verwendung von Pentafluorphenoltrifluoracetat zeigt die besten
Kupplungsergebnisse. Die folgende Kupplung mit N,O-Dimethylhydoxylamin
zum Weinreb-Amid verlauft mit guter Ausbeute, jedoch unter Racemisierung der
C-terminalen  Aminosdure. AbschlieBend wird die Reduktion dieser
Zwischenstufe zum Tripeptidaldehyd durchgefthrt.

Der letzte Abschnitt zeigt die Derivatisierung dieser polymergebundenen
Tripeptidaldehyde durch ein Sulfonphonphonat zu Tripeptidvinylsulfonen, die
in guten Reinheiten erhalten werden. AbschlieBend wird beispielhaft die
Acylierung des N-Terminus gezeigt, wozu Carbonsdure und harzgebundenes
Carbodiimid verwendet wird, um ohne weitere Aufarbeitungsschritte eine gute
Produktreinheit zu erhalten.

Es gelingt somit ein Syntheseprotokoll fir die Festphasensynthese wvon
modifizierten Tripeptiden zu erstellen, wobei nur die Racemisierung einer

Aminosaure von Nachteil ist.
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3.4 Single-Bead-Analytik durch FT-ICR-MS von Split-and-Combine-
Bibliotheken

Die Notwendigkeit flr eine Einzelbead-Analytik liegt bei der Synthese und
Charakterisierung von groRBeren Bibliotheken, fur deren Herstellung zwei

Ansatze maglich sind.

a. Die Synthese von Einzelverbindungen, welche einen hohen Material- und
Zeitaufwand erfordert, jedoch die Zuordnung von Screening-Ergebnissen

erleichtert.

b. Die Herstellung von Split-and-Combine-Bibliotheken. Hier ist der materielle
Aufwand geringer, jedoch ist die Zuordnung von Testergebnissen teilweise

schwierig.

Zur Losung dieses Problems werden Taggingmethoden aller Art vorgeschlagen
[Swa97] [Blo98]. Bei der in Kapitel 3.1.6 beschriebenen, ortsaufgelosten IR-
Mikroskopie werden IR-aktive Gruppen zur Verbindungsmarkierung verwendet.
Ein Nachteil, fast aller Methoden, die ein Tag benutzen ist die Einschrankung in
der Synthese, oder eine Limitierung der BibliotheksgréR3e ist durch mangelnde
Auswahl an IR-aktiven Edukten vorgegeben.

Um trotzdem die Vorteile beider Methoden, ohne die Schaffung neuer Problemen
zu kombinieren, wurde eine exakte Bestimmung der MolekiUlmassen der
Verbindungen durchgefuihrt. Nach der Synthese in der Split-and-Combine-
Technik werden Harzbeads in separate Gefalie vereinzelt, das Produkt
abgespalten und mit FT-ICR-MS kann die exakte Masse ermittelt und eine

Zuordnung zwischen Rackposition und Struktur erfolgen.
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3.4.1FT-ICR-MS

Die Fourier-Transform-lonen-Zyklotron-Resonanz-Massenspektrometrie  (FT-
ICR-MS) ist eine Neuentwicklung auf dem Gebiet der Massenspektrometrie,
durch die Kombination des schon langer bekannten Prinzips des lonen-
Zyklotrons [Som50][Mcl70] und der Fourier-Transformation zur Datenaquisition
[Com75].

Die lonenanalyse findet in einer MeRzelle statt, die sich in einem starken
Magnetfeld befindet. Das benétigte Ultrahochvakuum (10-1° mbar) wird durch ein
mehrstufiges Pumpsystem erreicht. Das Analysatorprinzip beruht auf der
Messung der Zyklotronfrequenz, die zur lonenmasse umgekehrt proportional ist.
Zundachst sind die lonen durch das ,, Trapping® in der Zelle statistisch verteilt.
Durch das Einstrahlen hochfrequenter Wechselfelder wird eine Fokussierung der
lonen zu sog. lonenpaketen unter Aufweitung des Bahnradius erreicht.

Diese lonenpakete induzieren in den Detektorplatten Bildstréme. Die Frequenz
der induzierten Wechselspannung steht im Verhdaltnis zur Molektlmasse der
angeregten lonen. Die Umrechnung des erhaltenen Interferogramms erfolgt
durch Fourier-Transformation der Frequenz- in die m/z-Domane.

Ingesamt lasst sich durch diese Methode eine Auflésungsverbesserung um ein
Vielfaches erreichen. Gleichzeitig sinkt die benétigte Probenmenge um den
Faktor 10.

Die Verwendung zusatzlicher Software erlaubt aus diesen hochaufgeldsten
Massenspektren auch die zuverlassige Erstellung der Summenformel einer

Verbindung.
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3.4.2 Untersuchung einer Split-and-Combine Pyrrolidin-Bibliothek

Ahnlich zu der hergestellten Bibliothek fur die IR-Mikroskopie wird eine
Kollektion bestehend aus 18 Einzelverbindungen synthetisiert. Als Basismaterial
kommt monodisperses PS-Wang-Harz zum Einsatz (Durchmesser ca. 160 um,
Beladung je Bead ca. 2 nmol), um damit eine deutliche Variation der erhaltenen

Verbindungsmengen zu unterbinden.

’— :iﬁ/—OHj ‘

Fmoc-Ala-OH Fmoc-Phe-OH Fmoc-Leu-OH

(0]

= NH

/_O)H/ ’

R1
4-Brom-Benzaldehyd 2,5-Dimethyl-Benzaldehyd
(8) /(Me)

(0]

AT
N
- —O)H/

R

|

N-Phenyl-Maleinimid N-Ethyl-Maleinimid N-4-Brom-Phenyl-Maleinimid
(N-Phe) (N-Eth) (N-Br)

o .
, : N R
N 7/\0
Rl
0=\ 0
Lo

Abb. 3-51: Split and Combine-Syntheseschema der auf monodispersem Wang-Harz

hergestellten Pyrrolidin-Kollektion aus 18 Verbindungen.

Drei Harzportionen werden mit verschiedenen Fmoc-Aminosauren belegt, nach
der Entschitzung erfolgt die Iminbildung mit 2 verschieden substituierten

Benzaldehyden und abschliel3}end die Cycloaddition zu den Endprodukten durch
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den Zusatz von drei unterschiedlichen Maleinimiden, wodurch sich 18
verschieden substituierte Pyrrolidine ergeben (Abb. 3-51).

Einzelne Harzkugeln aus dieser Bibliothek werden mit Hilfe eines
Mikromanipulators in HPLC-Vials Uberfuhrt. Darin wird die Abspaltung durch
den Zusatz von je 20 ul TFA/DCM (50:50) durchgefuihrt. Nach Entfernen dieses
Losungsmittelgemischs im Vakuum und der Zugabe von 50 pl ACN/Wasser
(50:50) konnen die Proben analysiert werden. Ein an das FT-ICR-MS
angeschlossener HPLC-Autosampler dient dabei als automatischer Probengeber,

welcher 5 pl der Stammldsung dem Massenspektrometer zufthrt.

harzgebundene Herauslesen
Verbindungsbibliothek einzelner Beads

% Abspaltung vom
E polymeren Tréger

eine Verbindung

FT-ICR-MS Messung

je Bead
423.091792 475.090563 Berechnung der
Summenformel
exakte Masse: 423.091396 Da
—> MF:C,;(H,;N,0,Br
Br
N ,COOH
424.097007 426.094569
T - 1 o e
N
A, l A ) J I\
L L e L L
423.0 424.0 425.0 426.0 m/z
. c o oo oo i, ce e e® e® o
Bestimmung der Positionszuordnung
Rackposition c oo o oo aller Komponenten c ® ® ® ®
O @ O O O O o oo oo
| y l y

Abb. 3-52: Ablaufschema der Single-Bead-Analytik mit dem FT-ICR-MS.
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Damit konnen innerhalb von 2 Minuten die Proben nacheinander hochaufgel6st
vermessen und die Daten prozessiert werden.

Abb. 3-52 zeigt das Ablaufdiagramm dieses Prozesses im Einzelnen flr eine
Einzelverbindung der Bibliothek. Fur jede Verbindung aus der exakten Masse

daraus die Summenformel bestimmt werden.

Tab. 3-18: Auswertung der Pyrrolidinbibliothek. Die funfte Zeile zeigt das Ergebnis des
FT-ICR-MS von Abb. 3-52. (Produktabkirzungen siehe Abb. 3-51)

Massen Analyse Summenformel
Produkt kalkul. gefund. A Masse 0
Masse Masse
[M+H] [M+H] absolut ppm | [M+H]

Leu_Me_N-Phe 421,212784 421,211585 0,000599 1,42 | C25H29N204
Leu_Me_ N-Eth 373,212184 373,211083 0,001101 2,95 | C21H29N204
Leu_Me N-Br  499,122696 499,120148 0,002548 5,10 | C25H28N204Br
Leu_Br_Phe 471,091396  471,090037 0,001359 2,88 | C23H24N204Br
Leu_Br_N-Eth 423,091396 423,090495 0,000901 2,13 | C19H24N204Br
Leu_Br_N-Br 549,001909 549,001123 0,000786 1,43 | C23H23N204Br2
Ala_Me_N-Phe 379,165234 379,165062 0,000172 0,45 | C22H23N204
Ala_Me_N-Eth  331,165234  331,165649 0,000415 1,25 | C18H23N204
Ala_Me_N-Br 457,075746  457,074431 0,001315 2,88 | C22H22N204Br
Ala_Br_N-Phe 429,044446  429,045121 0,000675 1,57 | C20H18N204Br
Ala_Br-N-Eth 381,044446  381,045845 0,001399 3,67 | C1l6H18N204Br
Ala_Br_N-Br 506,954959 506,955279 0,000320 0,63 | C20H17N204Br2
Phe_Me_N-Phe 455,196534  455,194066 0,002468 5,42 | C28H27N204
Phe_Me_N-Eth 407,196534  407,195172 0,001362 3,34 | C24H27N204
Phe_Me N-Br 533,107046 533,104302 0,002744 5,15 | C28H26N204Br
Phe_Br_N-Phe 505,075746 505,074929 0,000817 1,62 | C26H22N204Br
Phe_Br_N-Eth 457,075746  457,074499 0,001247 2,73 | C22H22N204Br
Phe_Br_N-Br 582,986295 582,987896 0,001601 2,75 | C26H21N204Br2

Tab. 3-18 zeigt das Analyseergebnis fur alle 18 Pyrrolidine. Alle Komponenten

der Bibliothek koénnen aufgrund ihrer Masse identifiziert, einer Struktur
zugeordnet und ihre Rackposition bestimmt werden. Die Abweichung zwischen
kalkulierter und gefundener Molekulmasse betragt im schlechtesten Fall 5,1 ppm,

was jedoch immer noch fur die Bestimmung der Summenformel ausreicht. Die
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noch Ubrigen 90 Prozent an abgespaltener Verbindung genigt, um im Screening
eingesetzt zu werden. Bei positiven Ruckmeldungen kann dann wie bei
herkdbmmlichen Tests von Einzelverbindungen direkt auf die Struktur

zuriuckgeschlossen werden.

3.4.3 Zusammenfassung

Dieses Kapitel zeigt die Moglichkeit zur Analytik von Verbindungskollektion
Uber ES-FT-ICR-MS. Die Synthese der Verbindungsbibliothek geschieht tGber die
Split and Combine-Methode und deren Charakterisierung anhand von FT-ICR-
Messungen einzelner Harzbeads.

Die Erprobung erfolgt am Beispiel einer Pyrrolidinbibliothek, da sich diese
Verbindungsklasse schon in Abschnitt 3.1.6 bewahrt hatte. Die Grenze der
demonstrierten IR-Methode liegt in der Anzahl unterscheidbarer IR-aktiver
Gruppen der Edukte, was die KollektionsgroRe und Diversitat verkleinert. Die
Probenpraparation ist umfangreich und zeitaufwendig. Bei der Bestimmung der
Molektlmasse kénnen alle verfugbaren Edukte flr Synthesen eingesetzt werden
und die Probenbehandlung kann bei entsprechender Ausriustung automatisiert
erfolgen. Durch die hohe Auflésung des Spektrometers kann Uber die genaue
Masse auch die Summenformel ermittelt werden. Mit diesen Informationen ist
eine Zuordnung der Struktur zum Standort im Probenrack mdoglich. Die
verbleibende Probenmenge ist fur ein mogliches nachfolgendes Screnning
ausreichend. Diese Methode stellt eine gute Verknupfung zwischen Split-and-
Combine-Synthese und Einzelverbindungscreening dar, mit der bei der
zusatzlichen Verwendung paralleler Vereinzelungstechniken ein hoher

Probendurchsatz erméglicht wird.
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4 Experimenteller Teil

4.1 Chemikalien und Lésungsmittel

Die Losungsmittel werden von Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Riedel de
Haen (Seelze) in p.a. Qualitat bezogen. Die wasserfreien Losungsmittel ACN,
DCM, Dioxan, DMF, DMSO, NMP, THF, Toluol wurden von Fluka (Neu-Ulm)
bezogen. Fur die HPLC wird Acetonitril und Methanol der Reinheit LiChrosolv
Gradient Grade und Trifluoressigsdaure der Reinheit Uvasol von Merck
(Darmstadt) eingesetzt und entionisiertes Wasser Uber eine

Kartuschenfiltrationsanlage von Millipore (Eschborn) aufgereinigt.

Alle Chemikalien und Reagenzien werden von Aldrich (Steinheim), Bachem
(Bubendorf/CH), Fluka (Neu-Ulm), ICN (Eschwege), Lancaster
(Muhlheim/Main), Maybridge (Trevillet/UK), Merck (Darmstadt), Novabiochem
(Bad Soden) und Senn Chemikals (Dielsdorf/CH) bezogen und ohne weitere
Reinigung eingesetzt. Hydroxymethyl PS Harz und alle monodispersen Harze
werden von der Firma Rapp Polymere (Tubingen) und Wang Harz von der Firma

Novabiochem (Bad Soden) bezogen.

4.2 Analytik

4.2.1 Dunnschichtchromatographie

Verwendet werden fluoreszenzbeschichtete Kieselgelplatten , Kieselgel 60 Fass, 5 *
10 cm der Firma Merck (Darmstadt). Als Laufmittel dient ein Gemisch aus 20 ml

CHCl3/MeOH (9:1), welches mit 0,5 ml Ammoniakwasser (25%) versetzt wird.
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4.2.2 FT-IR-Spektroskopie

Zur Verfolgung der Festphasenreaktionen werden FT-IR-Spektren der Harze mit
einem Bruker Vector 22 Spektrometer aufgenommen. Das IR-Gerat ist mit
Harrick’s SplitPeall ATR-Einheit ausgerustet, so dal3 die Probe direkt auf einen
Si-Kristall gepref3t und vermessen werden kann. Die Auswertung erfolgt Gber die
Opus-Software 3.01. Es werden 16-32 Scans aufsummiert und bei der
Spektrenprozessierung eine automatische ATR-Korrektur durchgefthrt.

Das FT-IR-Mapping wird mit einem Biorad FTS 135 als IR-Quelle und einem
UMA-500 IR-Mikroskop durchgefiuihrt. Hierzu werden Harzkugeln der
Verbindungsbibliothek auf ein KBr-Fenster aufgepre3t und mithilfe eines
motorgetriebenen x-y-Verstellschiebetisches abgerastert. Die Schrittweite betragt
40 um, pro Rasterpunkt werden 10 Scans bei einer Auflésung von 2 Wellenzahlen

aufsummiert.

4.2.3 Hochleistungsflussigkeitschromatographie

Samtliche analytischen HPLC-Trennungen werden an einer System-Gold-Anlage
(Beckman, Scan Ramon, USA) durchgefuihrt. Die Anlage setzt sich aus einem
Autosampler 507, einer programmierbaren Pumpeneinheit 126 und einem
Photodiodenarraydetektor 126 zusammen. Die Anlage ist mit einer analytischen
Saule Nucleosil 300 C18 (5 um KorngrofRie, 250 x 2 mm, Fa. Grom, Herrenberg)
ausgestattet, die mit einer FluRrate von 300 pl/min betrieben wurde. Als mobile
Phase wird ein Gradient von H.O mit 0,1 % TFA (v/v) (Laufmittel A) und ACN
mit 0,1 % TFA (v/v) (Laufmittel B) mit 10 % B auf 100 % B innerhalb 45 min
gefahren. Die Reinheit der Produkte wird anhand der Peakflachen berechnet,
welche bei einer Wellenlange von 214 nm ermittelt wurden. Aufgrund
unterschiedlicher Extinktionskoeffizienten sind keine absoluten Gehaltsangaben

maoglich.
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Semipréparative HPLC-Trennungen werden an einem Waters (Eschborn) System,
bestehend aus Multisolvent Delivery System 600 E, 712 Wisp Autosampler und
Diodenarray Detektor, durchgefuhrt. Als Trennsdule dient eine Nucleosil C 18
Saule (5 pm Korngrofle, 250 x 8 mm, Grom, Herrenberg), welche bei einer
Flu3rate von 3,5 ml/min betrieben wird. Die Gradienten werden dem jeweiligen

Trennproblem angepasst.

4.2.4 Massenspektrometrie

Die druckluftunterstitzte Elektrospray-Massenspektrometrie wird an einem API
Il TAGA 6000E Triple-Quadrupol-Massenspektrometer mit lonspray-
lonisationsquelle (Sciex, Thornhill, Ontario, Canada) durchgefuhrt. Die zu
untersuchenden Verbindungen werden in tert.-Butylalkohol/Wasser (4:1) geldst.
Fur Autosamplermessungen erfolgt die Probenzufuhr Uber eine Infusionspumpe
(Havard Apparatus, Southnatik, Massachusetts, USA) bei einem isokratischen
Flul? (100 pl/min) eines Wasser/ ACN-Gemisches (1:1) (0,1 % Ameisensaure). In
Zeitabstanden von 2 min werden Uber einen automatischen Probeninjektor
(Model 231, Dilutor 401, Gilson, Villiers le Bel) jeweils 5 pl der Probe in den
Laufmittelstrom injiziert. Das Potential der Spraynadel wurde auf 4,8 kV

eingestellt und Orifice-Spannungen zwischen +70 und -70 V verwendet.

4.2.5 ESI-FT-ICR-Massenspektrometrie

Fuar ESI-FT-ICR-MS-Messungen wird ein APEX™ |l Spektrometer der Firma

Bruker Daltonic (Bremen) verwendet. Die Probenzufuhr erfolgt tber eine HPLC-



Experimenteller Teil 4-101

Anlage HP 1100 der Firma Hewlett-Packard (Waldstetten). Dabei werden 5
einer Probe der Konzentration ¢ = 1 pg/ml injiziert und als mobile Phase ein
Wasser/ ACN-Gemisch (50/50) (0,1 % Ameisensaure) verwendet. Die Mel3zeit

betragt jeweils 30 s bei 16 aufsummierten Scans.

4.2.6 NMR-Spektroskopie

Eindimensionale 1H- 31P- und 13C-NMR-Spektren sind an einem Bruker AC 250

MHz Spektrometer aufgenommen.

4.3 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von Pyrrolidinen

4.3.1 Synthese von Einzelverbindungen

Wang-PS-Harz (Beladung 1,1 mmol/g; 100 mg; 0,11 mmol) wird in DMF
suspendiert. Einer Losung von Fmoc-AA-OH/HOBt in DMF (0,5 M; 1 ml; 10 eq)
wird DIC (1,1 mmol; 10 eq) zugegeben, die gesamte Mischung zum Harz addiert
und 5 h bei RT geschuttelt. Anschliessend wird das Harz intensiv mit DMF (10 x)
gewaschen. Zur Abspaltung der Fmoc-Gruppe wird eine Lésung von Piperidin in
DMF (1:1) hinzugeftigt und 30 min bei RT geschuttelt. Nach Waschen des Harzes
mit DMF, THF, DCM, MeOH und Et,O erfolgt die Umsetzung mit einer Losung
der Benzaldehyde (10 eq) in THF: TMOF (1:1; 2 ml) far 16 h bei RT. Dieser Schritt
wird nach Waschen des Harzes mit TMOF (3 x) wiederholt. Danach wird das
Harz mit THF und DCM mehrmals gewaschen. Fur die Cycloaddition wird eine
Losung aus Maleinimid (12 eq) in Toluol (1 ml) zum Harz gegeben und 24 h bei
110 °C geschuttelt. Das Harz wird anschliessend intensiv mit Toluol, DMF, THF,
DCM und Et,O gewaschen (je 5 x). Die Abspaltung vom Harz erfolgt mit
TFA/DCM (1:1; 1 ml) innerhalb 2 h bei RT. Das Filtrat wird im Vakuum zur
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Trockne eingeengt, aus tert.-Butylalkohol/Wasser gefriergetrocknet und mit ES-

MS und HPLC analysiert.

4.3.2 Synthese der Pyrrolidinbibliotheken

Wang-PS-Harz (Beladung 1,1 mmol/g; 500 mg; 0,55 mmol) wird in drei gleiche
Portionen aufgeteilt und in DMF suspendiert. Anschliessend werden Ldsungen
von verschiedenen Fmoc-Aminosauren, HOBt und DIC (5,5 mmol; 10eq) in DMF
(0,5 M; 2 ml; 10 eq) zu den einzelnen Harzportionen zugegeben und 5 h bei RT
geschuttelt. Anschliessend werden die Harzportionen intensiv mit DMF (10 x)
gewaschen und vereinigt. Zur Abspaltung der Fmoc-Gruppe wird eine Lésung
von Piperidin in DMF (1:1) hinzugeftigt und 0,5h bei RT geschuttelt. Nach
Waschen des Harzes mit DMF, THF DCM, MeOH und Et.O wird das Harz bis zu
einem konstanten Gewicht im Vakuum getrocknet.

Es erfolgt dann die Aufteilung des Harzes in zwei gleich grosse Portionen. Die
nachfolgende Iminbildung erfolgt mit Losungen der Benzaldehyde (10 eq) in
THF/TMOF (1:1; 3 ml) far 16 h bei RT. Dieser Schritt wird nach Waschen der
Harzportionen mit TMOF (3 x) wiederholt. Danach werden die Harzportionen
mit THF und DCM mehrmals gewaschen, vereinigt, bis zu einem konstanten
Gewicht im Vakkum getrocknet und in drei gleich grosse Portionen aufgeteilt.
Fur die Cycloaddition werden Losung aus Maleinimiden (12 eq) in Toluol (1,5
ml) zu den Harzportionen gegeben und 24 h bei 110 °C geschuttelt. Die
Harzportionen werden anschliessend intensiv mit Toluol, DMF, THF, DCM und
Et.O gewaschen (je 5 x). Die Harzportionen werden vereinigt, mit DMF, THF,
DCM und Et,0 gewaschen (je 5 x) und im Vakuum getrocknet.

Bei der Synthese von Bibliotheken mit abweichender Anzahl an Bausteinen je
Synthesestufe wird die Vorschrift bei der Aufteilung der Harzportionen

entsprechend verandert.
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4.4 Arbeitsvorschrift zur Herstellung der Polymer-Boc-Schutzgruppe

a. Umsetzung von tert.-Butylacetessigester mit Brommethyl-PS Harz

Zu einer Suspension aus NaH (0,8 g; 33 mmol) in DMF wird unter
Inertatmosphare eine Losung von tert.-Butylacetessigester (5,44 ml; 33 mmol) in
wasserfreiem DMF (9 ml) zugetropft, so dass die Temperatur nicht tGber 50 °C
steigt. Die Carbanionenbildung zeigt sich durch Ha-Entwicklung. Nach der
Zugabe wird die L6ésung noch 0,5 h bei RT weitergeriuhrt. Unter Schutzgas ist
diese Losung bei 4 °C zwei Wochen lagerbar.

Zu Brommethyl-PS-Harz (Beladung 1 mmol/g; 2 g; 2 mmol), das unter
Stickstoffatmosphare in DMF (10 ml) suspendiert ist, werden 6 ml der
Carbanionenlésung (9,9 mmol, 4,95 eq) zugegeben. Die Harzsuspension wird 4 h
auf 50 °C erhitzt und anschliessend mit DMF, MeOH, DMF/HOAc (95:5), DCM
und Et,O gewaschen.

IR-Daten: v = 3026, 2974, 2927, 1737, 1715, 1602, 1493, 1452, 1368, 1142, 758, 698
cm-L,

Elementaranalyse: 0 % Brom

b. Decarboxylierung zum Polymer-Methylketon-PS-Harz

Das oben hergestellte Harz wird in TFA/DCM (50:50) 1 h bei RT geschuttelt und
anschliessend mit DCM, DCM/DIEA (97:3), DCM und Et,O gewaschen (je 5 x).
IR-Daten: v=3026, 2974, 2927, 1715, 1602, 1493, 1452, 1368, 1154, 758, 698 cm-.,
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¢. Umsetzung mit Methylmagnesiumchlorid

Polymer-Methylketon-PS-Harz (Beladung 1 mmol; 1 g; 1 mmol) wird unter
Inertatmosphare in THF (10 ml) suspendiert. Unter Eisbadkihlung wird eine
Methylmagnesiumchlorid-Losung (1,7 ml; ¢ = 2,94 mol/I; 5 eq) addiert, 1 h bei RT
geruhrt und abschliessend wird das Harz mit THF, MeOH, THF/HOACc (97:3),
THF, DCM und Et,O gewaschen.

IR-Daten: v=3026, 2974, 2927, 1602, 1493, 1452, 1372, 1119, 1029, 758, 698 cm-1.

d. Aktivierung zum p-Nitrophenyl-Carbonat-PS-Harz

Tert.-Alkanol-PS-Harz (Beladung 1 mmol/g; 1 g; 1 mmol), das in wasserfreiem
DCM unter Stickstoffatmosphére suspendiert ist, wird bei 0 °C mit wasserfreiem
Pyridin (260 pl) versetzt. Zu dieser Suspension wird eine Ldsung von
Chlorameisensaure-p-Nitrophenylester (2g; 10 mmol; 10 eq) in DCM (15 ml)
gegeben. Es fallt in dieser Losung sofort Pyridin-Hydrochlorid aus. Nach 0,5 h
wird die Kuhlung entfernt und die Suspension fur weitere 16 h langsam geruahrt.
Danach wird das p-Nitrophenyl-Carbonat-Harz intensiv mit DMF gewaschen (15
X), um Pyridin-Hydrochlorid aus dem Tragermaterial zu entfernen.
Abschliessend wird das Harz mit DCM und Et,O gewaschen.

IR-Daten: v = 3059, 3026, 2927, 2853, 1762, 1602, 1526, 1493, 1452, 1347, 1262, 1197,
1161, 1115, 1029, 858, 758, 698 cm-1.

4.5 Arbeitsvorschrift zur Beladung der Polymer-Boc-Schutzgruppe

4.5.1 Allgemeine Vorschrift zur Darstellung von Aminosaureallyl-estern

Boc-Aminosaure (1 g; 1 eq) wird mit Allylalkohol (1,1 eq) und DMAP (0,2 eq) in
wasserfreiem DCM gelost. Unter Eisbadkihlung wird DCC (1,1 eq) zugegeben,

wobei sofort ein Niederschlag von Dicyclohexylharnstoff zu erkennen ist. Nach
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16 h wird die Losung im Eisbad abgekuhlt und filtriert, das Filtrat zur Trockene
eingeengt und das zurlickbleibende Ol in Et,O aufgenommen und gewaschen. (3
x gesatt. NaHCOs-Lsg., 2 x H20, 3 x 5 % KHSO4-Lsg., 3 x gesatt. NaCl-Lsg., je ca.
50 ml) Nach Trocknen tber Na,SO. und Einengen am Vakuum bleibt ein gelbes
Ol zuriick, welches mit TFA/DCM (50:50) versetzt und 0,5 h gertihrt wird. Die
Losung wird zur Trockene eingeengt, mit Toluol versetzt und nochmals
eingeengt. Die Produkte fallen als, mit Dicyclohexylharnstoff, verunreinigte TFA-
Salze an, welche ohne weitere Aufreinigung verwendet werden.

FD-MS-Daten: lle-OAll: 171 [M+*], 224 [Dicyclohexylharnstoff]

Val-OAll: 157 [M+], 224 [Dicyclohexylharnstoff]

Phe-OAll: 205 [M*], 224 [Dicyclohexylharnstoff]

Ala-OAll: 129 [M+], 224 [Dicyclohexylharnstoff]

Lys(Z)-OAll: 320 [M+], 224 [Dicyclohexylharnstoff]

4.5.2 Allgemeine Vorschrift zur Belegung des Polymer-Boc-Harzes mit

Aminosaureestern

Zu p-Nitrophenyl-Boc-Harz (Beladung 1 mmol/g; 100 mg; 0,1 mmol) wird mit
einer Losung von Aminosaureallylester-Trifluoracetat oder
Aminosauremethylester—-Hydrochlorid (10 eq) und 155 mg HOBt (1 eq, 0,1
mmol), 1 mmol DIEA (10 eq) in DMF (2 ml) gegeben. Die Harzsuspension wird 16
h bei 60 °C langsam geruhrt, wobei sich die Lésung durch freiwerdendes p-
Nitrophenol langsam gelb-grun verfarbt. Anschliessend wird das Harz mit DMF,
DCM und Et,O gewaschen.

IR-Daten: (Polymer-Boc-Phe-OAll) v = 3437, 3082, 3059, 3026, 2922, 2851, 1744,
1718, 1601, 1493, 1452, 1368, 1193, 758, 698 cm.
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4.5.3 Allgemeine Vorschrift zur Abspaltung von der Polymer-Boc-

Schutzgruppe

Polymer-Boc-Harz wird in TFA/DCM (50:50) suspendiert. Nach 0,5 h wird die
Abspaltlésung aufgefangen und das Harz mit wenig Methanol nachgewaschen.
Die vereinigten Losungen werden zur Trockene eingeengt und in tert.-

Butylalkohol/Wasser gefriergetrocknet.

4.5.4 Allgemeine Vorschrift zur Abspaltung der Allylschutzgruppe

Zu Polymer-Boc-Aminosaureallylesterharz (Beladung 0,9 mmol/g; 100 mg; 0,09
mmol) wird in einem Schlenkrohr Pd(PPhs)s (125 mg; 0,108 mmol; 1,2 eq)
zugegeben. Das Schlenkrohr wird unter Stickstoffatmosphére gesetzt, 8 ml einer
CHCI3/HOAc/NMM-L6sung (37:2:1) hinzugefugt und das Gefal? nochmals kurz
evakuiert und mit Stickstoff geflutet. Die Suspension wird 2 h geschuttelt und

anschliessend mit DCM, DCM/DIEA (97:3), DCM und Et,O gewaschen (je 7 x).

4.5.5 Allgemeine Vorschrift zur Abspaltung der Methylschutzgruppe

Polymer-Boc-Aminosauremethylesterharz (Beladung 0,9 mmol/g; 100 mg; 0,09
mmol) wird zweimal mit Natriumtrimethylsilanolatlésung (2 ml; ¢ = 1 mol/I)
gewaschen und anschliessend in der selben Lésungsmittelmenge suspendiert
und 16 h bei RT geschuttelt. Das Harz wird mit MeOH (5 x) gewaschen, eine
Losung aus THF/HOACc (90:10; 2 ml) zugegeben, weitere 5 h geschittelt und
abschliessend mit THF, DCM, MeOH Et,O gewaschen (je 7 x).
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4.6 Synthese von a-Hydroxy--aminoaldehyden

4.6.1 Darstellung  von  Polymer-Boc-Aminosaure-N-methoxy-N-methyl-

amiden (Weinreb-Amide)

Polymer-Boc-Aminosaure-Harz (Beladung 0,9 mmol/g; 100 mg; 0,09 mmol) wird
in DCM (2 ml) suspendiert, eine Lésung aus DIEA (80 pl; 5 eq), PyBOP (250 mg; 5
eq) in DCM (1 ml) zugegeben und zur Aktivierung 0,25 h geschuttelt. N,O-
Dimethylhydroxylamin-Hydrochlorid (90 mg; 10 eq) wird durch Neutralisation
mit DIEA (160 pl; 10 eq) in DCM (1 ml) in Lésung gebracht, zur Harzsuspension
hinzugefugt und 16 h bei RT geschuttelt. Anschliessend wird das Harz mit DCM,
DMF, DCM, MeOH und Et,O gewaschen und 48 h im Vakuum bei 40 °C
getrocknet.

IR-Daten (Polymer-Boc-Phe-N-methoxy-N-methyl-amid): v = 3418, 3083, 3026,
2922, 2851, 1715, 1665, 1601, 1493, 1452, 1384, 1367, 1242, 1198, 1123, 1029, 758, 698

cm-l,

4.6.2 Weinreb-Keton-Darstellung mit Thiazolyl-Lithium

In einem Schlenkrohr wird unter Inertbedingungen eine Butyllithium-L6sung (c
= 1,6 M in THF; 1 mmol; 0,62 ml) in 2 ml THF vorgelegt. Zu dieser Lésung wird
bei =30 °C Thiazol (71 ul; 1 mmol) gegeben. Die tiefdunkelrote Losung wird 5 min
geruhrt, dann zu einer Harzsuspension aus Polymer-Boc-Aminosaure-N-
methoxy-N-methyl-amid-Harz (100 mg) in THF (2 ml) gegeben und 2 h bei -30 °C
langsam geruhrt. Anschliessend wird das Harz mit THF, THF/HOACc (95:5), THF,
DMF, DCM, MeOH, Et,0 (je 5 x) gewaschen.

Polymer-Boc-Phe-Thiazol-Keton:
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IR-Daten: v = 3429, 3083, 3026, 2922, 2852, 1717, 1691, 1601, 1493, 1493, 1452, 1384,
1236, 1118, 1029, 758, 698 cm-L,
HPLC: (Dinitrophenylhydrazonderivat) 91 % Reinheit; ES-MS: 413 [M + H+*]

4.6.3 Darstellung von Polymer-Boc-1-Thiazolyl-aminoalkoholen mittels
Reduktion

Zu Polymer-Boc-2-amino-thiazolyl-keton-Harz (100 mg), das in THF (2 ml)
vorgequollen wird, gibt man eine Suspension aus NaBH4 (15 mg; 0,4 mmol; 5 eq)
als 0,5 M Losung in THF/MeOH (80:20). (offenes Reaktionsgefass). Nach 0,5 h
wird das Harz einmal mit THF gewaschen, die Reaktion wiederholt und
anschliessend mit THF, THF/HOAc (95:5), THF, DMF, DCM und EtO
gewaschen.

IR-Daten: (Polymer-Boc-1-thiazolyl-phenylalaninol-Harz) v = 3429, 3083, 3026,
2922, 2852, 1717, 1601, 1493, 1452, 1384, 1251, 1118, 1029, 758, 698 cm-1.

13C-Daten: (1-Thiazolyl-valinol)

OH Signalzuordnung:
HN 3 5N C-Atom § (ppm) 4 69,3699
N /76 1,1*  19,2,19,6, 20,2 5 17311743
o r 2 28,6 29,4 6 12141222
3 62,6 63,1 7 144,0 1442

4.6.4 Einfiuhrung der TBDMS-Schutzgruppe bei Polymer-Boc-1-Thiazolyl-

aminoalkoholen

Polymer-Boc-1-Thiazolyl-aminoalkohol-Harz (100 mg) wird in DMF (2 ml)
vorgequollen und mit einer Losung aus TBDMS-CI (113 mg; 0,75 mmol; 5 eq),
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Imidazol (61 mg) und DMAP (19 mg) in DMF (1 ml) versetzt. Nach 15 h Schutteln
bei RT wird das Harz mit DMF, MeOH, DMF, DCM und Et,O gewaschen (je 5 x).

IR-Daten: (Polymer-Boc-1-(TBDMS)-1-thiazolyl-phenylalaninol-Harz) v = 3435,
3083, 3026, 2922, 2852, 1715, 1601, 1493, 1452, 1367, 1251, 1118, 1029, 837, 758, 698

cm-l,

4.6.5 Dondoni-Abbaureaktion von Polymer-Boc-1-(TBDMS)-1-thiazolyl-
aminosaure-Harz zu Polymer-Boc-B-Amino-a-hydroxy-

aminosaurealdehyd-Harz

Polymer-Boc-1-(TBDMS)-1-thiazolyl-aminoalkohol-Harz (100 mg) wird unter
Inertatmosphare in DCM (2 ml) Gber Molsieb suspendiert und 10 min im Eisbad
gekuhlt. Anschliessend wird Methyltriflat (45 pl; 5 eq) zugegeben, 2 h geschittelt
und das Harz dann mit DCM und Et:O gewaschen (je 5x) und danach im
Vakuum getrocknet. Die Vorstufe wird in THF (2 ml) suspendiert und bei =10 °C
wird eine Suspension aus NaBHs ( 15 mg; 0,4 mmol) in THF/MeOH (80:20)
zugegeben. Nach 1,5 h wird das Harz einmal mit THF gewaschen, die Reaktion
fur 0,5 h wiederholt und abschliessend mit THF, THF/HOACc (95:5), THF, DMF,
DCM und Et,O gewaschen (je 5 x). Nach Trocknen im Vakuum wird eine Lésung
aus HgCl; (38 mg, 0,14 mmol) in 2 ml ACN/H-0 (80:20) zum Harz gegeben. Die
Suspension wird 16 h bei RT geschuttelt und anschliessend mit ACN/H;0
(80:20), THF, DCM und Et,O gewaschen.

IR-Daten: (Polymer-Boc-B-Amino-a-hydroxy-phenylalaninaldehyd) v = 3435,
3083, 3026, 2922, 2852, 1735 (Schulter), 1715, 1601, 1493, 1452, 1367, 1251, 1118,
1029, 837, 758, 698 cm-L.
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4.7 Derivatisierung von a-Hydroxy-3-aminoaldehyden

4.7.1 Darstellung von Polymer-Boc-B-Amino-a-hydroxy-amino-vinyl-

sulfonen durch Wittig-Horner-Reaktion

Polymer-Boc-B-Amino-a-hydroxy-aminosaurealdehyd-Harz (100 mg) wird unter
Inertatmosphéare und Zugabe von Molsieb in THF (2 ml) suspendiert. Zu dieser
Mischung wird nach 10 min eine Losung eines Sulfonyl-diethylphoshonates (0,3
mmol; 5 eq) in 1 ml THF gegeben und anschliessend eine NaH-Suspension (¢ = 1
M; 0,3 mmol; 5 eq) addiert. Nach 16 h wird das Harz mit THF, THF/HOACc (95:5),
THF, DMF, DCM und Et,O gewaschen.
Polymer-Boc-B3-Amino-a-hydroxy-phenylalanin-vinylsulfon:

IR-Daten: v = 3401, 3083, 3026, 2924, 2852, 1713, 1584, 1601, 1493, 1452, 1368, 1321,
1242, 1200, 1147, 1086, 1029, 758, 698 cm-1.

4.7.2 Darstellung von Polymer-Boc-B-Amino-a-hydroxy-ethylaminen durch

reduktive Aminierung

Polymer-Boc-B3-Amino-a-hydroxy-aminosaurealdehyd-Harz (100 mg) wird in
TMOF (1 ml) suspendiert und mit einer Lésung aus primarem Amin (10 eq) in
THF/TMOF (50:50; 1 ml) versetzt. Nach 16 h wird zum Harz eine L6sung aus
NaCNBH4 in MeOH zugegeben, 2 h geschuttelt und dann mit TMOF gewaschen.
Die Reaktion wird wiederholt und das Harz dann mit THF, DCM, MeOH und
Et.O (je 5x) gewaschen.
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4.7.3 Abspaltung der TBDMS-Schutzgruppe

Polymer-Boc-B3-Amino-a-(TBDMS)-hydroxy-aminosaure-Harz (100 mg) wird in
TBAF-L6sung (c = 1M in THF; 2 ml) suspendiert und 2 h bei RT geschittelt.
Abschliessend wird das Harz mit THF, DCM, MeOH und Et:O (je 5 x)

gewaschen.

4.8 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von Polymer-Boc-

Aminoaldehyden

Polymer-Boc-Aminosaure-N-methoxy-N-methyl-hydroxamat-Harz (Beladung 1
mmol/g; 100 mg; 0,1 mmol) wird bei 0 °C unter Inertatmosphare in wasserfreiem
THF (2 ml) mit einer LiAIHs-L6sung (1 M in THF; 0,5 mmol; 5 eq) versetzt. Nach
1 h wird das Harz mit THF; THF/HOAC (95:5), THF, DMF, DCM, MeOH und
Et.O (je 5 x) gewaschen.

Polymer-Boc-Phe-al:

IR-Daten: v = 3416, 3083, 3026, 2922, 2851, 1715, 1601, 1582, 1493, 1452, 1384, 1177,
1029, 758, 698 cm,

HPLC: (Dinitrophenylhydrazon-Derivat) 90% Reinheit

ES-MS: 343 [M + H+]

4.8.1 Darstellung von 1,2,3,4-Tetrahydrocarbolinen aus Polymer-Boc-Amino-

aldehyden

Iminbildung:
Polymer-Boc-Aminoaldehydharz (Beladung 0,8 mmol/g; 100 mg; 0,08 mmol)

wird mit einer Losung aus Tryptamin oder einem substituierten Derivat (8 eq) in
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THF/TMOF (50:50; 1,5 ml) 16 h bei RT geschuttelt, einmal mit TMOF gewaschen
und die Reaktion wiederholt. Das Harz wird anschliessend mit THF und DCM
gewaschen.

Pictet-Spengler-Cyclisierung:

Das so hergestellete Tryptimin wird in einer Lésung aus THF/TFA (97/3)
suspendiert und 4 h bei RT geschuttelt und anschliessend mit DCM, DCM/DIEA
(97/3), DCM und Et,0 gewaschen (je 5 x).

Acylierung:

Polymer-Boc-Tetrahydrocarbolin-Harz (Beladung 0,8 mmol/g; 100 mg; 0,08
mmol) wird in DCM (1 ml) suspendiert und mit einer Losung aus DIEA (2,3 eq;
10 pl) und Carbonséaurechlorid (1,2 eq) in DCM (1 ml) versetzt. Nach 1 h wird das
Harz mit DMF, DCM, MeOH und Et,O gewaschen.
1-(1-Amino-2-methylpropyl)-2-(2-thiophenylcarbonyl)-1,2,3,4-tetrahydro-
B—carbolin:

HPLC-Reinheit: 75 %; ES-MS: 355 [M + H*]

4.8.2 Darstellung von sekundaren Aminen ausgehend von Polymer-Boc-

aminoaldehyd-Harz

Polymer-Boc-aminoaldehyd-Harz (Beladung 0,8 mmol/g; 100 mg; 0,08 mmol)
wird in TMOF (1 ml) suspendiert und mit einer Lésung aus primarem Amin (10
eq) in THF/TMOF (50:50; 1 ml) versetzt. Nach 16 h wird zum Harz eine Lésung
aus NaCNBH: in MeOH zugegeben, 2 h geschittelt und dann mit TMOF
gewaschen. Die Reaktion wird wiederholt und das Harz dann mit THF, DCM,

MeOH und Et,O (je 5x) gewaschen.
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4.9 Darstellung N,C-modifizierter Tripeptide

4.9.1 Aktivierung der Carboxylfunktion mittels Pentafluorphenol-

trifluoracetat

Polymer-Boc-Aminosaure-Harz (Beladung 1 mmol/g; 100 mg; 0,1 mmol) wird in
DMF (1 ml) suspendiert, mit Pyridin (20 eq; 128 ul) und
Pentafluorphenoltrifluoracetat (10 eq; 125 pl) versetzt und anschliessend 6 h bei
RT geschittelt. Das Harz wird mit DMF, DCM und Et.O (je 2 x mit abs.
Losungsmittel) gewaschen und am Vakuum getrocknet.

IR-Daten v = 3450, 3026, 2922, 1796, 1734, 1601, 1522, 1493, 1493, 1452, 1234, 1055,
1028, 758, 698 cm,

4.9.2 Darstellung von Polymer-Boc-Tripeptiden

Das in 4.9.1 hergestellte Harz (Beladung 1 mmol/g; 100 mg; 0,1 mmol) wird mit
einer Mischung aus Dipeptidmethylesterhydrochlorid (10 eq), DIEA (20 eq) und
DMF (1 ml) versetzt und 6 h bei RT geschuttelt. Das Harz wird mit DMF, THF,
MeOH, DCM und Et;O (je 5 x) gewaschen und im Vakuum getrocknet.
Anschliessend wird der harzgebundene Tripeptidmethylester analog zu

Vorschrift 4.5.5 verseift, gewaschen und im Vakuum getrocknet.
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4.9.3 Darstellung von Polymer-Boc-Tripeptid-Weinreb-Amiden

Analog zu Vorschrift 4.6.1 wird Polymer-Boc-Tripeptid-Harz mit N,O-
Dimethylhydroxylaminhydrochlorid zum  entsprechenden  Weinreb-Amid

umgesetzt.

4.9.4 Darstellung von Polymer-Boc-Tripeptid-Aldehyden

Analog zu Vorschrift 4.8 wird Polymer-Boc-Tripeptid-N-methoxy-N-methyl-
hydroxamat-Harz unter Inertatmosphéare mit LiAlHs reduziert, anschliessend

gewaschen und getrocknet.

4.9.5 Darstellung von Polymer-Boc-Tripeptid-Vinylsulfonen

Analog zu Vorschrift 4.7.1 wird Polymer-Boc-Tripeptid-Aldehyd-Harz in einer
Wittig-Horner-Reaktion mit Sulfonyl-diethylphosphonaten umgesetzt

anschliessend gewaschen und im Vakuum getrocknet.

4.9.6 Darstellung von N-acylierten Tripeptid-Vinylsulfonen

Nach der Abspaltung der Tripeptid-Vinylsulfone vom polymeren Tréger werden
diese in ACN/H:0 (50:50) aufgenommen und mit 0,2 M HCI (5 eq) versetzt.
Dieses Losungsmittelgemisch wird am Rotationsverdampfer bei max. 40 °C im
Vakuum entfernt. Anschliessend wird dieser Schritt noch zweimal wiederholt,
um eine vollstandige Uberfihrung des Tripeptid-Trifluoracetats in das

entsprechende Hydrochlorid zu gewahrleisten.
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Acylierung mit Carbonsauren

Polymer-Carbodiimid-Harz (3 eq) wird mit einer Ldsung aus Tripeptid-
Vinylsulfon (0,7 eq), Carbonsdure (1 eq) THF versetzt und 16 h bei RT
geschuttelt. Anschliessend wird das Filtrat aufgefangen, das Harz mit THF und
MeOH nachgewaschen, die Lésungen vereinigt und die LAsungsmittel im

Vakuum entfernt.

4.9.7 Synthese von Sulfonyl-diethylphosphonaten

Eine Losung aus lodmethylphosphonsaurediethylester (10 g; 36 mmol; 1,16eq) in
Diethylether (20 ml) wird zu einer Suspension aus Natriummethylthiolat (2,74 g;
31 mmol; 1 eq) in Diethylether (30 ml) bei RT zugegeben und 5 h geruhrt. Es wird
dann Zitronensaurepufferlosung (60 ml; ph 4) zugegeben und mittels eines
Scheidetrichters extrahiert. Die Wasserphase wird noch dreimal mit Diethylether
(40 ml) exthrahiert. Die vereinigten Etherphasen werden dann tGber MgSOs 1 h
getrocknet und das Losungsmittel anschliessend im Vakuum entfernt und das
Olige Rohprodukt (Ausbeute: 4,9 g; 79 % d. Th.) erhalten, welches ohne weitere
Aufreinigung verwendet wird.

Das Ol wird in MeOH (100ml) gel6st und bei 0 °C wird eine Lésung aus KHSOs
(22,08 g; 3 eq) in Wasser (100 ml) zugegeben. Nach 16 h Rihren bei RT wird das
Methanol im Vakuum entfernt. Der sich bildende Niederschlag wird durch
Zugabe von H>O wieder aufgelost und die Wasserphase wird anschliessend mit
DCM (100 ml) viermal extrahiert. Die organische Phase wird dann je dreimal mit
H>O und gesatt. NaCl-Losung (je 150 ml) gewaschen. Nach Trocknen Uber NaSO4
far 1 h und Abfiltrieren wird das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Man erhalt
das Produkt als farbloses Pulver, welches nicht weiter aufgereinigt werden muss.
(Gesamtausbeute: 4,2g; 59 % d. Th.) Ebenso werden alle weitere Sulfonyl-

diethylphosphonate hergestelit.
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Methylsulfonyldiethylphosphonat:

MS-Daten: FD-MS 230,9 [M+]

NMR-Daten (CDCls): 31P; 13,01 (s); 1H: & 4,17 (P-CH3- 4 H; m), 3,54 (P-CH,-SO3; 2
H; d), 3,14 (SO.-CHjs; 3 H; s), 1,30 (CH2-CH3; 6 H; t)
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5 Abktlrzungsverzeichnis

ACN Acetonitril

AcOH Essigsaure

AA Aminosaure

Boc tert.-Butyloxycarbonyl

DBU 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-en

DCM Dichlormethan

DIAD Diisopropylazodicarboxylat

DIEA N-Ethyldiisopropylamin

DMAP 4-Dimethylaminopyridin

DMF N,N-Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DVB Divinylbenzol

eq. Aquivalent

ES-MS Elektrospray-MS

Fmoc 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl

FT-ATR-IR Fourier-Transform-Attenuated-Total-Reflection-IR
FT-ICR-MS Fourier-Transform-lonen-Cyclotron-Resonanz-MS
HMBC Heteronuclear Multiple Bond Correlation

HPLC HochleistungsflUssigkeitschromatographie

IR Infrarot-Spektroskopie

MALDI-MS Matrix-Assisted-Laser-Desorption-MS

MAS Magic Angle Spinning

MS Massenspektrometrie

NMP N-Methylpyrrolidon

NMR Kernresonanzspektrokopie

PEG Polyethylengylkol

PS Polystyrol

SPOS Solid Phase Organic Synthesis (Organische Chemie

an fester Phase)
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SPPS Solid Phase Peptide Synthesis (Festphasensynthese
von Peptiden)

TFA Trifluoressigsaure

THF Tetrahydrofuran

TIC Total lon Count

TMG 1,1,3,3-Tetramethylguanidin

TMOF Trimethylorthoformiat

uv

Ultraviolett
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