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1 Allgemeiner Teil

1.1 Einleitung

Die chemische Synthese hat dank der menschlichen Kreativitét inzwischen einen
bemerkenswerten Entwicklungsstand erreicht. Obwohl es inzwischen viele exzellente
Methoden gibt, Zielverbindungen mit immer komplexer werdenden Strukturen zu
konstruieren, muss das Hauptaugenmerk dennoch darauf liegen, strategisch wichtige Ziele
umweltfreundlicher, effizienter, in groferer struktureller Vielfat und in kirzeren
Zeitabstdnden zu ereichen. Die Erfordernisse und der Anspruch der modernen
Gesdllschaft nach neuen und ntitzlichen chemischen Produkten haben dazu gefiihrt, dass
neue Technologien in einer niemals fur noglich gehaltenen Geschwindigkeit entwickelt
werden konnten. Die sich daraus ergebenden Veranderungen haben weitreichende
Konsequenzen auf den Pharma- und Agrarbereich [Ley0Q].

Die Fortschritte in der Molekularbiologie, der Genetik und der Automatisierungstechnik
haben dazu gefihrt, dass eine Vielzahl neuer Proteine und anderer Naturstoffe als
potentielle biologische Targets entdeckt und isoliert wurden. Neue Assaytechnologien,
stark miniaturisiert und voll automatisiert, erméglichen es, im sog. High Throughput-
Screening bis zu 100 000 neue Substanzen pro Woche auf ihre biologische Wirksamkeit zu
untersuchen. Neue Kentnisse tber die Ursachen vieler Krankheiten auf molekularer Ebene,
fuhrten zum rationalen Wirkstoffdesign (rationa drug design). Um die grof3e Anzahl sich
daraus ergebender, potentiell wirksamer Substanzen zu synthetisieren, mussten , High
Throughput Synthesis* Verfahren entwickelt werden. Dies war die Kombinatorische
Chemie [Jun99, Her97, Bal96, Fri96, Her96, Jun96, Tho96, Gal94]. Zu Beginn wurden
vor allem Peptid-, Nucleotid- und Oligosaccharidsynthesen an fester Phase durchgefuhrt
[Bea92, Sch94, Jun92]. Der Festphasensynthese gelang mit den Publikationen durch
Merrifield im Jahr 1963 der Durchbruch [Mer63]. Sie hat sich in den Folggahren sehr
stark verbreitet und ist heute as Methode etabliert. Ein Vortell der Festphasensynthese it,
dass Zwischenprodukte nicht gereinigt werden mussen. Ausserdem ist diese Methode
automatisierbar. Nachteile sind der hohe Entwicklungsaufwand einer gut ausgearbeit eten
und hoch parallelisierten Festphasensynthese und die hohen damit verbundenen Kosten.
Deshalb riickte in der letzten Zeit die kombinatorische Synthese in Losung immer mehr in

den Vordergrund. Mdglich wurde dies u.a. durch die Verwendung polymergebunderer

1
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Reagenzien. Die polymerunterstiitzte kombinatorische L6sungssynthese (Polymer-
Assisted- Solution-Phase Synthesis; PASP Synthese) bietet ebenfalls die Moglichkeit zur
Automation und damit die Moglichkeit zur parallelen Synthese kleiner bis mittelgrofier
Verbindungsbibliotheken in Ldsung [She0l, Ley00, Rad00, Wen99, Fly98, Ake81,
Heu77].

In jungerer Zeit gelang es, mit dem Peptid T20 (Fuzeon ™), einem Fusionsinhibitor bei
HIV-1, ein mittels Festphasenchemie in grof3em Malistab synthetisiertes Medikament auf
den Markt zu bringen [Ota02, Kan00, Kil98].

Die Vorgehensweise der pharmazeutischen Wirkstoffforschung bel der Suche neuer
Leitstrukturen ist in Abb. 1-1 noch einmal schematisch dargestellt. Diese Stufe der
Pharmaentwicklung bis zur Auffindung von Entwicklungssubstanzen benétigt heute
lediglich 1 — 2 Jahre. Der Flaschenhals mit extrem hohen Kosten sind nach wie vor die

klinischen Studien der Phasen 1 — 3 mit Zeitraumen von 4-10 Jahren.

Identifizierung eines biologischen Targets

l

Aufbau eines Testsystems

l

| Massenscreening| _— Leitstruktur

Leitstrukturoptimierung

Durch kombinatorische Methoden l
hergestellte Testsubstanzen

Entwicklungssubstanz

Abb. 1-1 Das Prinzip der Leitstruktursuche.

Die vorliegende Arbet gliedert sich in zwel Telle. Der erste Tell beschreibt die
Entwicklung, Synthese und Validierung eines polymergebundenen Reagenzes in der PASP
Synthese. Es handelt sich dabei um elne modifizierte |odoxybenzoesaure. Sie enthdlt lod in
der Oxidationsstufe +V. lodoxybenzoesaure stellt ein auflerst mildes und selektives
Oxidationsmittel dar. Der zweite Tell beschreibt die Synthese von Peptidylaldehyden,

wichtigen Proteaseinhibitoren, unter Verwendung polymergebundener 1odoxybenzoesaure.

2
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1.2 Festphasensynthese und Kombinatorische Chemie

1.2.1 Das Prinzip der Kombinatorischen Chemie

Polymergebundene Reagenzien werden fur die Kombinatorische Chemie in Ldsung immer
wichtiger. Daher soll auch das Prinzip der Kombinatorik kurz beschrieben werden.

Wie die Natur, die aus lediglich 20 a Aminosduren eine nahezu unbegrenzte Anzahl von
Peptiden und Proteinen aufbaut, versucht man in der Kombinatorischen Chemie mit
moglichst wenig Reaktionsschritten, mdglichst diverse Strukturen zu erzeugen, die den
gewinschten Strukturraum, ®wohl in elektronischer als auch sterischer Hinsicht ideal
auszufillen vermogen. Es werden also im Gegensatz zur klassischen Synthese nicht zwel
Edukte (A, B) zu einem Produkt umgesetzt, sondern es werden sogenannte ,building
blocks® Eduktbausteine Am, Bn miteinander kombiniert (Abb. 1-2). Dazu werden entweder
definierte Mischungen der ,building blocks® miteinander umgesetzt, was zu sog.
Verbindungsbibliotheken fihrt. Bei Durchfuhrung paralleler Ansdze in einzelnen
Kompartimenten ist es ebenfals mdglich die entsprechenden Bausteine An, und By
miteinander zu kombinieren, und auf diese Weise Arrays von Einzelverbindungen zu
erhalten.

Auf die sich daraus ergebenden Synthesekonzepte wird nicht ndher eingegangen (siehe Lit.
[Jun99, Jun9g]).

Klassische Synthese:

A+B® AB

Kombinatorische Synthese:

" An=(ALALALLAY)

A,+B,® A B, mit: B =(B,.B,.B,...B)
AB,, AB,, AB; -, AB,
AB,, AB,, AB; -, AB,

sowie: AnBy = AB,  AB,  AB,, - AB,

An'Bl, Am.BZ’ A\n.B3’ An.Bn

Abb. 1-2 Schematischer Vergleich zwischen klassischer und kombinatorischer Synthese. A, und

B, bezeichnen die ,building blocks" zur Erzeugung einer gro3en Anzahl Verbindungen.
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1.2.2 Das Prinzip der Festphasensynthese

Die Festphasensynthese kann in zwel grof3e Bereiche unterteilt werden Das von Merrifield
1963 publizierte Prinzip der Festphasensynthese fand zuerst Anwendung in der
Peptidsynthese (Solid Phase Peptide Synthesis, SPPS) und Oligonucleotidsynthese
[Mer63]. Mit der von Bunin und Ellman im Jahr 1992 vorgestellten Festphasensynthese
von Benzodiazepinderivaten begann die Synthese nichtoligomerer, organischer
Verbindungen [Bun92]. Sie hat sich als Methode der Wahl zur Synthese kombinatorisch
hergestellter Substanzbibliotheken etabliert [Zar00, Bun98, Frii96, Tho96, Bal96].

Polymer-Trager 1. Schritt der Reaktionsfolge

Oy AP, & )

ragerderter weitere Schritte der Reaknonsfolge
Buildingblock
Llnker
: i Abspaltung Verbindungs-
vom Trager bibliothek

Abb. 1-3 Schematische Darstellung einer Bibliothekssynthese an fester Phase. Der Linker

ermdglicht nach der Synthese die Freisetzung der Produkte vom polymeren Tragermaterial.

Zur Synthese an fester Phase wird ein Edukt Uber einen sogenannten Linker kovalent an
das polymere Trégermaterial gebunden. Die Bindung sollte inert gegeniiber den folgenden
Syntheseschritten sein. Sobald das Produkt harzgebunden vorliegt, muss die Bindung zum
Linker spezifisch spaltbar sein, der Linker selbst aber nicht mit abgespalten werden.

Die Vorteile der Festphasensynthese gegeniiber der klassischen Losungssynthese sind im

Folgenden zusammengefasst:

- Reaktionsbeschleunigung durch hohe Reagenzientiberschisse.
- Erhdéhung von Ausbeute und Reinheit pro Reaktionsschritt durch

Reagenzienliberschiisse.
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- Renigung der Reaktionsmischung durch einfaches Abfiltrieren der
Reaktions dsung und Waschen des Polymers mit Lésungsmitteln verschiedener
Polaritdt. Dadurch sind keine aufwandigen Reinigungsschritte notwendig.

- Maoglichkelt zur Automatisierung mit hohem Parallelisierungsgrad.

- Durch die réumliche Trennung der Produkte kommt das Verdinnungsprinzip
zum Tragen. Es treten im ldealfall weder Wechselwirkungen zwischen den
beteiligten Reaktanden noch eine Quervernetzung der Produktmolekile auf.
Dies ermdglicht eine deutlich einfachere Schutzgruppenstrategie (z.B. im
Bereich der Peptidsynthese).

Die Nachteile der Festphasenchemie sind:

- Reagenzien und Reaktionsbedingungen sind aufgrund der physikalischen und
chemischen Eigenschaften des Polymers und des Linkers etwas eingeschrank.

- Die Ausarbeitung und Optimierung einer Festphasenreaktion ist zeitaufwandig,
da Syntheseprotokolle aus Ldsungssynthesen oft nicht zu Ubernehmen sind. Fir
die meisten Probleme gibt es alerdings inzwischen Standardprotokolle,
wodurch diese Problematik h&ufig nicht mehr auftritt.

- Die "onbead" Analytik wahrend der Reaktion ist eingeschrankt auf spezielle
Methoden oder erfordert die Abspaltung der Zwischenstufen.

- Trotz hoher Reagenzieniberschiisse sind oft keine vollstandigen Umsetzungen
moglich. Dies mindert die Reinheit und die Ausbeute [Bay91].

- Schlechte Atomokonomie. Eine hohe Beladung des Tragermaterials mindert
dieses Problem, jedoch kénnen dann Vorteile wie das Verdiinnungsprinzip nicht
mehr ohne weiteres vorausgesetzt werden [Dol02, Per01, Dol01, DolQ0, Fra0o0,
B0098, Her97, Her96].

1.2.3 Kombinatorische Losungssynthese

Die kombinatorische Losungssynthese hat in den letzten Jahren erheblich an Bedeutung
zugenommen, trotz geringerer Parallelisierungsmdglichkeit [Bal00, Aus99].

Vorteile der Losungssynthese sind zum einen der Wegfall der Substratimmobilisierung und
Produktabspaltung vom polymeren Trager, also zweier Reaktionsschritte. Zum anderen

muss auf die Stabilitét der Polymere und Linker keine Ricksicht genommen werden. Es

5
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sind also auch Temperaturen jenseits von 150°C maoglich. Ein einfaches ,,Upscaling” ist
ebenso mdglich wie die Verwendung der aus der klassischen Synthese bekannten
Syntheseprotokolle. Somit kénnen heterogen katalysierte Reaktionen unter Nutzung aler
notwendigen Reagenzien, z.B. mit Mikrowellenerhitzung, durchgefihrt werden. Auf der
analytischen Seite sind klassische Resktionskontrollen und die Nutzung moderner
hochdurchsatzféhiger instrumenteller Analytik einsetzbar.

Die Nachteile sind im Wesentlichen dieselben wie bei klassischen Ldsungssynthesen,
insbesondere unvollstdndige Umsetzungen, grol3er Zeitaufwand bei der Aufarbeitung und
Reinigung der Produkte. Deshalb kann auch nicht, wie bei Festphasensynthesen Ublich, mit
hohen Reagenzientiberschiissen gearbeitet werden. Eine Moglichkeit diese Probleme zu
vermeiden oder teilweise zu l6sen ist das Arbeiten mit polymergebundenen Reagenzien
(Abschnitt 1.2.4). Die PASP-Synthese |&3 hinsichtlich Automatiserbarkeit und
Parallelisierung von Reaktionsablaufen auf weiteres Entwicklungspotential hoffen, was bel
der kombinatorischen Lésungschemie kaum der Fall sein dirfte. Durch die Verwendung
polymergebundener Reagenzien und polymergebundener Scavenger lassen sich die in
Losungssynthesen  auftretenden Nebenprodukte und Eduktrickstande grofitenteils
entfernen oder sogar ganz vermeiden. Die Reinigung der Zwischenprodukte beschrénkt
sich dann im Idealfall auf einfache Extraktionen.

1.2.4 Polymerunterstltzte Losungssynthese (PASP-Synthese)

Seit den Arbeiten von Merrifield in den 60er Jahren haben sich polymere
Tragermaterialien in der Organischen Chemie sehr stark verbreitet [Zar00, Mer63]. Zuerst
revolutionierten sie die Peptid- und Nucleotidsynthese und ab Beginn der 90er Jahre waren

sie eine wesentliche Erleichterung fur die Kombinatorische Chemie.

Ein vermehrter Einsatz von polymergebundenen Reagenzien und Katalysatoren innerhalb
der Organischen Synthese begann in den letzten zehn Jahren [KirO1]. Die grof3e Anzahl an
Publikationen demonstriert eindrucksvoll die Anstrengungen, die auf diesem Gebiet
unternommen worden sind. Die Verwendung polymergebundener Reagenzien und
Katalysatoren reicht hierbel von enzelnen Reaktionsschritten bis zur vollstandigen
Synthese von Naturstoffen inklusive deren Reinigung und Isolierung (siehe Abb. 1-8).
Einen Uberblick gibt der Ubersichtsartikel von Ley et al. [Ley00].

6
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1.2.5 Prinzipien der PASP-Synthese

Bel der PASP-Synthese wird das Substrat zu keinem Zeitpunkt dauerhaft am polymeren
Tréger immobilisiert. Die Umsetzung des Substrates erfolgt in Lésung. Das polymere
Material dient hierbei als Reagenz, Katalysator oder Scavenger. Mit letzteren lassen sich
sowohl ungewilnschte Nebenprodukte und Uberschiissige Reagenzien entfernen, als auch
gewlnschte Produkte aus der Reaktionsmischung isolieren. Die polymerunterstiitzte
Losungschemie nutzt und verbindet somit die Vorteile der Fest- und der
Flissigphasenchemie. Die verschiedenen Konzepte der PASP werden in Abschnitt 1.2.6
detailliert behandelt.

Die Eigenschaften des PA SP-Synthesekonzeptes lassen sich wie folgt zusammenfassen.

Vortelle:

- Die einfache Abtrennung der immobilisierten Spezies durch Filtrieren und
Waschen.

- Der Einsatz eines Reagenzieniiberschusses, um das Reaktionsgleichgewicht auf die
Produktseite zu verschieben, und um einen méglichst quantitativen Umsatz zu
ermdglichen.

- Nach der Reaktion ist eine Regeneration des Reagenzes moglich; im Idealfall ohne
Aktivitatsverlust.

- Eine Verwendung in der automatisierten Synthese ist mdglich. Es sind auch
Synthesen in Durchflussreaktoren moglich.

- Aufgrund der Anbindung an polymere Tréger wird die Toxizitdt giftiger
Reagenzien stark erniedrigt, da das resultierende Reagenz nicht mehr fllichtig oder
hautgangig ist.

- Vor alem im Bereich der polymerunterstiitzten Katalysatoren ist eine verlangerte
Haltbarkeit und Aktivitét sowie Selektivitét im Vergleich zum l6slichen Analogon
festzustellen [Kir01].

- Im Vergleich zur Festphasensynthese ist von Vortell, dass aufgrund der
verwendeten Uberschiisse nicht jedes Reaktionszentrum im Resktionsverlauf zur

Reaktion kommen muss [Kir01].
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Nachteile:

- Hohe Kosten.

- Nur wenige polymergebundene Reagenzien sind in validierter Form kommerziell
erhdtlich.

- Geringere Aktivitdten aufgrund diffusionsbedingter Einschrénkungen und chemisch
leicht verénderter Eigenschaften wegen der Notwendigkeit einer Anbindungsstelle
zum polymeren Trager. Hierbel ist die Lodlichkeit des Substrates und die
Quellbarkeit des modifizierten Polymers im entsprechenden Ldsungsmittel zu
beachten.

- Die Reaktionsbedingungen aus einer optimierten Lésungssynthese sind manchmal
nicht Gbertragbar.

- Schwierigkeiten bei der analytischen Charakterisierung des immobilisierten
Reagenzes.

- Es gibt oft keine Mdglichkeit polymergebundene Verunreinigungen abzutrennen.

Diese sind nach der Reaktion eventuell in der Reaktiond dsung vorhanden [Kir01].

1.2.6 Konzepte der PASP-Synthese und deren Einsatzgebiete

Im Folgenden werden kurz die verschiedenen Konzepte der PASP-Synthese und die
verschiedenen Einsatzgebiete vorgestellt. Einteilung und Definitionen sind weitgehend
dem Review von Ley et a. enthommen [Ley00]. Es wird darauf verzichtet, konkrete
Synthesebeispiele fir die verschiedenen Konzepte zu geben, da inzwischen die Anzahl an
publizierten Reagenzien so grof ist, dass fur nahezu jedes chemische Problem eine Ldsung
mit Hilfe der PASP-Synthese gefunden wurde. Die Beispielsynthese in Abschnitt 1.2.7
zeigt exemplarisch den derzeitigen Entwicklungsstand.

Auf die Besonderheiten bel der Synthese an der festen Phase sowie die Tréagermaterialien

wird in Abschnitt 1.3 eingegangen.

1.2.6.1 Polymerunterstiitzte Reagenzien

Polymerunterstitzte Reagenzien stellen die weltaus haufigste Anwendung bel PASP-
Synthesen dar. Es handelt sich um reaktive Verbindungen die fest an einen polymeren

Tréger gebunden sind. Sie wandeln das Substrat in ein neues chemisches Produkt um.
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Nach der Reaktion werden Uberschiissiges sowie verbrauchtes Reagenz durch Waschen

und Filtrieren entfernt [Ley00].

Q— Reagenz

SUBSTRAT PRODUKT
in Losung in Lésung

Abb. 1-4 Schematische Darstellung einer Reaktion mit polymerunterstiitzten Reagenzien.

Wenn die immobilisierte reaktive Verbindung oder deren Edukt wertvoll sind und das
Reagenz nach der Reaktion zu einer enheitlichen Verbindung abreagiert, ist eine
Regeneration sinnvoll. Als gut regenerierbar kann ein Reagenz dann gelten, wenn es

wenigstens funf Mal ohne merklichen Aktivitatsverlust erneut verwendbar ist.

1.2.6.2 Polymerunterstlitzte Katalysatoren

Polymerunterstitzte Katalysatoren sind reaktive Verbindungen, die an einem Polymer
gebunden sind und in katalytischen Mengen (< 1eq.) eingesetzt werden. Sie sind in der
Lage chemische Umwandlungen zu katalysieren. Durch einfaches Filtrieren wird der
Katalysator entfernt (Abb. 1-5). Im Unterschied zu Polymerreagenzien werden sie im
Unterschuss eingesetzt und sind im Idealfal ohne Regeneration wiederverwendbar
[Kir01].

+ Q— Katalysator

<1 Aquivalent

SUBSTRAT > PRODUKT

- Q— Katalysator

Abb. 1-5 Verwendung eines polymerunterstitzten Katalysators.

1.2.6.3 Polymerunterstitzte Scavenger

Polymerunterstiitzte Scavenger sind festphasengebundene Verbindungen, die dazu

verwendet werden, Reaktionen zu ,quenchen”, Nebenprodukte oder tberschiissige und
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nicht abreagierte Edukte vom gewlnschten Reaktionsprodukt abzutrennen (Abb. 1-6).
Durch Waschen und Filtrieren lassen sie sich aus dem Reaktionsgemisch entfernen. Die
polymerunterstiitzen Scavenger lassen sich in zwel Klassen aufteilen. Zum Einen in
ionische (saure und basische Scavenger) und zum Anderen in kovalente (elektrophile und
nukleophile) Scavenger [EamO01].

O QorEA
O_X l > O—X—O +O—X—O+O—x{]
(7]

Abb. 1-6 Verwendung eines polymerunterstiitzten Scavengers. Uberschiissiges Substrat sowie

Nebenprodukte werden aus der Reaktionsmischung entfernt; das Produkt ,P*“ verbleibt in Lésung.
Nach Abfiltrieren der Polymere und Entfernen des Lésungsmittels soll das Produkt in reiner Form

anfallen.

1.2.6.4 ,Catch and Release”

,Catch and release” bezeichnet die Technik, das Produkt nach einer Reaktion in Losung
selektiv an ein entsprechend funktionalisiertes Polymer zu binden und damit aus dem
Reaktionsgemisch zu entfernen @Abb. 1-7). Nach Filtrieren und Waschen des Polymers
kann das Produkt vom Tréger abgespalten werden.

O OHA
o l - 0@
o0 A

Abb. 1-7 Verwendung eines polymerunterstiitzten Scavengers. Das gewiinschte Produkt ,P* wird

[e]
o=

selektiv an ein entsprechend funktionalisiertes Polymer gebunden. Nach der Filtration des

Polymers wird mit geeigneten Methoden das Produkt abgespalten.

10
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1.2.7 PASP-Synthese am Beispiel von (+)-Plicamin

Im Jahre 2002 publizierte Baxendale aus der Gruppe von Ley die Totalsynthese des (+)-
Plicamins (7), eines Alkaloids aus der tiurkischen Amayllidacea Glanthus plicatus
byzantinus [Bax02]. Die Synthese wurde fast ausschliesslich mit Hilfe polymergebundener
Reagenzien durchgefiihrt. Die jewelligen Zwischenprodukte mussten keiner Reinigung wie
z.B. der Saulenchromatographie, einer Flussig/Flussig-Extraktion oder einer
Umkristallisierung unterzogen werden. Die drei  Endprodukte wurden jedoch
saulenchromatographisch oder durch Umkristallisieren gereinigt.

Der entscheidende Schritt dieser Synthese ist ein oxidativer Ringschluss mit
polymergebundenem Diacetoxyiodbenzol (DIB) (5). Damit zeigt die Synthese eine
Anwendung hypervalenter lodverbindungen, die in Abschnitt 1.4 genauer beschrieben
werden. Als Ausgangsverbindungen wurden Piperona (1) und N-Methylphenylglycin @)
verwendet. Nach Iminbildung (3), Reduktion der C=N Doppelbindung mit
polymergebundenem Borhydrid und Trifluoracetylierung des a-Stickstoffs war das
Grundgerust zur oxidativen Cyclisierung aufgebaut (4). Diese erfolgt wie bereits erwédhnt
mit polymergebundenem DIB (5) unter Ausbildung einer chinoiden Struktur (6). Wichtig
ist, dass der Aromat elektronenreich, also leicht oxidierbar ist. In der beschriebenen
Synthese war dies ein Phenol (Abb. 1-8), welches nach der Oxidation unter Ausbildung
einer Spiro-Verbindung weiterreagiert und daraufhin einen Sechsring bildet. Dieser Tell
der Synthese ist in Abb. 1-8 grafisch hervorgehoben. Die weiteren Syntheseschritte werden
an dieser Stelle nicht néher beschrieben [Bax02].

11
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Abb. 1-8 Synthese von (+)-Plicamin (7) unter Verwendung von polymergebundenen Reagenzien

und Scavengern [Bax02].
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1.3 Chemie an fester Phase

Im vorangehenden Abschnitt wurden die Prinzipien der Festphasenchemie behandelt. In
diesem Abschnittl soll nun auf die verwendeten Materialien wie Polymere und Linker aber

auch auf die Analysemethoden eingegangen werden.

1.3.1 Tragermaterialien

Reaktionen an fester Phase finden im Gegensatz zur organischen Ldsungsynthese immer in

einem Zweiphasensystem statt. Den physikalischen und chemischen Eigenschaften der
Festphase kommt somit eine grof3e Bedeutung zu.

Die wichtigsten Parameter sind:

Beladung: Eine hohe Beladung (eine grof3e Anzahl an Substratbindungsstellen) ist von
Vorteil, da sie die Produktmenge im Verhdltnis zur eingesetzten Harzmenge steigert. Sie
wird in mmol/g angegeben Niedrige Beladungen sind dann vorzuziehen, wenn die
immobilisierten Substratmolekile durch einen zu geringen Abstand der Reaktionszentren

miteinander in Wechselwirkung treten konnen.

Quelleigenschaften: Der Zugang zu den Reaktionszentren im Inneren des Harzbeads hangt

wesentlich von der Quellbarkeit des Polymers im verwendeten L 6sungsmittel ab.

Druckstabilitat: Dieser Parameter ist vor allem bel Reaktionen im DurchflulRverfahren von
Bedeutung.

Thermische Stabilitat: Das Polymer sollte moglichst temperaturstabil sein. Dies vergrof3ert

die Zahl der verwendbaren Reaktionen.

Mechanische Sabilitét: Die Filtrierbarkeit hangt davon ab, ob das Polymer nach der
Reaktion strukturell intakt ist. Da héaufig mit Magnetrihrern gearbeitet wird, die eine
zermahlende Wirkung auf das Polymer haben, ist die mechanische Stabilitét von grof3er
Bedeutung.

Chemische Stabilitat: Das Polymer sollte weitgehend inert gegentiber den verwendeten

Reagenzien sain.

13
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Funktionalisierbarkeit: Das Polymer sollte sich mdglichst vielseitig chemisch modifizieren

lassen. Durch unterschiedliche Linker erhdht sich die Zahl der anwendbaren chemischen

Reaktionen.

Tab. 1 Tragermaterialien in der Festphasensynthese.

Tragermaterial

Eigenschaften

Polystyrol/Divinylbenzol-Copolymer

(Quervernetzungsgrad 1-5%) [Mel92,
Bay9l, Gut71].

TentaGel, Propfcopolymer aus PS'DVB
und Polyethylenglycol (PEG) [Bay91,
Bay86, Bay85].

POEPOP, POEPS; Copolymerisat aus PEG
und Epichlorhydrin (POEPOP) oder
Vinylbenzylchlorid (POEPS) [Rad99,
Ren96,].

Fractogel, Copolymer aus Methylacrylat
und Vinylalkohol [Red94].

PolyHIPE (High Internal Phase Emulsion),
Copolymer aus PS'DVB und
Polydimethylacrylamid [Sma39].

Pepsyn K oder Macrosorb SPR,
Polydimethylacrylamid in Kieselgurmatrix
[Dry86, Ath81].

Gute Quellbarkeit in DCM, DMF, THF,

DM SO, NMP, Dioxan und Pyridin; schlechte
oder keine Quellung in Methanol, Wasser
und Diethylether [ San98].

Thermisch stabil bis ca. 150°C.
Beladung liegt zwischen 0,5 - 4,5 mmol/g.
Meistgenutztes Tragermaterial in SPOS,

polares Harz; gute Quelleigenschaften in
DCM, DMF, THF, DMSO, NMP, Pyridin,
Dioxan, Methanol undWasser; keine
Quellung in Ethanol und Diethylether.

Beladung 0,1 - 0,5 mmol/g.
Schwierig von Wasser zu befreien.

Hohe chemische und mechanische Stabilitét.

Einsatz insbesondere bei enzymatischen
Umsetzungen von polymergebundenen
Substraten.

Stabil im Bereich 1 < pH < 14.
Druckstabil bis 7 bar.
Thermisch stabil bis 100°C.
Beladung 0,001 - 0,125 mmol/g.

Druckstabil; Einsatz in Durchfluss- Peptid-
Synthesen.

Beladung bis 5,0 mmol/g.

druckstabil, Einsatz in Durchfluss-Peptid-
Synthesen.

Beladung 0,05 - 0,2 mmol/g.

14
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Tab. 1 Tragermaterialien in der Festphasensynthese (Fortsetzung).

Tragermaterial Eigenschaften

PEGA, Polyacrylamid-PEG Copolymer quellbar in polaren Losungsmitteln.

[Mel92]. Verwendung fir SPOS, Enzym-katalysierte
Reaktionen [Mel94], sowie ,,on bead* Enzym-
Assays [Hil9g].

Beladung 0,2 - 0,8 mmol/g.

ULTRA-hochbeladene Harze, Copolymer  sehr gutes Quellverhalten in Wasser und in
aus Polyethylenimin und Terephtalaldenyd organischen Lésungsmitteln.

[Rad02]. Hohe K apazitat und gute Atomokonomie,

CPG (controlled pore glass), LCAA-CPG  keinerlei Quellung, aber erhdtlich in
(long chain alkylamine CPG), Silicia. Porengréfzen von 25 - 300 nm.

Hoher Preis.
Sehr hydrophil, daher schwer zu trocknen.

Geringe Beladung (LCAA-CPG bis0,1
mmol/g).

Besonders fur Oligonucleotidsynthesen

In der Literatur zur Kombinatorischen Chemie ist noch eine Fille welterer Trager-

materialien zu finden.

Das am haufigsten verwendete Polymer in der organischen Festphasensynthese ist das
bereits von Merifield beschriebene Polystyrol [Mer63]. Dieses wird mit 1-5%
Divinylbenzol (DVB) as Quervernetzer angeboten. Einen guten Kompromiss zwischen
mechanischer Stabilitét und Quellbarkeit stellt mit 1% DVB quervernetztes Polystyrol dar.
Wenn in polaren protischen Ldsungsmitteln wie Methanol oder Wasser gearbeitet werden
muss, in welchen das verwendete Polymer schlechte bis keine Quellbarkeit besitzt, kann
durch Zugabe von Cosolventien die zu einer hohen Quellung des Polymers fihren, en
funktionierender Mittelweg gefunden werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Festphasensynthesen an mit 1% DVB quervernetztem
Polystyrol durchgefthrt. Ausserdem wurden Versuche an ULTRA-Harz mit einem
Quervernetzungsgrad von 1,34 durchgefihrt. Dieser ist definiert als Quotient der
Aquvalente des Quervernetzers Terephthaldialdehyd zum verwendeten Polyethylenimin

bezogen auf die mdglichen aktiven Funktionen.
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1.3.2 Linkermolekdle

Als Linker wird die verknipfende Einheit zwischen Stbstrat und polymerem Tréger
bezeichnet [Jam99]. Ausserdem ist der Linker die Schnittstelle zur Abspatung des
Produktes. Es handelt sich um bifunktionelle Molekile. Eine Funktion dient zur
Anbindung an das Tragermaterial, die andere zur Knipfung der Substrat- Linker Bindung
und der Abspaltung des Produktes. Seit den Anféngen der Festphasenchemie wurden viele
Linker entwickelt, die den Anforderungen unterschiedlichster Reaktionen gerecht werden.
Zum Teil wurden Linker auf die Erfordernisse einer ganz bestimmen Reaktion hin
entwickelt.

An den Linkerbaustein sind einige Anforderungen zu stellen.

- Die Anbindung des Substrats sollte einfach durchfihrbar sein.

- Der Linker darf sich hierbei chemisch nicht verdndern oder zumindest nur so, dass
eine Abspaltung des Produkts moglich ist.

- Wahrend der Reaktionssequenz darf keine Abspaltung des Produkts stattfinden. Bei
der Abspaltung sollte der Linker intakt bleiben, um eine Verunreinigung des

Produkts zu vermeiden.

Die Eintellung der Linker wird gewohnlich nach den Abspaltbedingungen der Produkte

vorgenommen:

- saurelabile Linker (Abspaltung unter sauren Bedingungen)

- basenlabile Linker (Abspaltung unter basischen Bedingungen)

- photolabile Linker (Abspaltung durch Bestrahlung mit UV-Licht einer bestimmten
Wellenléange)

- Allyl-Linker ( Abspaltung mit Pd(PPhs)a)

- Silyl-Linker (Abspaltung ohne Verbleib einer funktionellen Gruppe am Produkt;
Beispiel eines ,traceless’ Linkers)

-, Safety-Catch”-Linker (Abspaltung nach vorhergehender chemischer Modifikation,
also einer Aktivierung des Linkermolekils)

In Tab. 2 sind die wichtigsten Vertreter der oben genannten Klassen dargestellt. In der

Literatur zur Festphasensynthese ist noch eine Vielzahl weiterer Linker beschrieben.
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Tab. 2 Linker in der Festphasenchemie.

Linker Eigenschaften
cl - Immobilisierung von Carbonsduren und
@ Phenolen.
ChlormethykLinker [Fei74] - Abspatung mit HF, TFMSA, BF3EL0.
- Immobilisierung von Aminen, Alkoholen,
O Carbonsauren, Hydrazinen, Phenolen und
Thiolen
g O cl . .
ol - Abspaltung mit 1 - 10% TFA/DCM, Eisessig,
‘ Hexafuorisopropanol.

2-Chlortritylchlorid-Linker [Bar89, Bar89a]

Immobilisierung wie 2-Chlortritylchlorid-
Linker.

3 O - Abspaltung mit 1 - 10% TFA/DCM, Eisessig
QN

Hexafluorisopropanol. Etwas saurestabiler als
O der 2-Chlortritylchloridlinker.

Bester Linker fur konventionelle
TCP-Linker Peptidsynthese.

- Immobilisierung von Carbonsduren und
5 <: > Phenolen.
OH

- Abspaltung mit 20 - 40% TFA/DCM.
Wang-Linker [Wan73]

NH, Immobilisierung von Carbonsauren und
o oMe Sulfonsauren.
O - Abspaltung mit 20 — 95% TFA/DCM zum
OMe

entsprechenden Saureamid.

Rink-Amid-Linker [Rin87]

- Immobilisierung von Carbonsduren und
4@_\ Phenolen.

- Abspaltung mit 0,5% TFA/DCM.

SASRIN-Linker (Super Acid Sensitive Resin)
[She82]

O\@\/ Immobilisierung von Carbonsauren.
ﬂ\ Abspaltung mit Nukleophilen wie Aminen,
Hydrazinen, Alkoholaten als entsprechendes

Carbonsaurederivat.

HMBA (Hydroxymethylbenzoeséure)-Linker
[Ath81a]
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Tab. 2 Tragermaterialien in der Festphasenchemie (Fortsetzung)

Linker Eigenschaften

oo - Immobilisierung von Carbonsauren.
o\©vn “M: _ Stabil gegentiber Piperidin und TFA.
\L(\/\O N Abspaltung durch Bestrahlung mit UV-Licht
(I =365 nm) as Carbonsaureamid.

AminoethylPhotolinker [Hol95]

O\/H\H/MOH - Immobilisierung von Carbonséuren.
0 - Abspaltung mit Pd(PPts)a4.
HYCRAM (Hydroxycrotonylamido)-Linker [Kun88]

Q - Aktivierung mit HCI zu R;SICl.
\ I -
O si - Immobilisierung von Lithiumorganylen.
\©\ - Abspaltung mit BwuNF, TFA.
OMe

- Immobilisierung von Carbonsauren.

Il
S~
O\©\/H WNH, - Nach Aktivierung mit Diazomethan oder
N lodacetonitril: Abspaltung durch Nukleophile

als Carbonséurederivat.

SilykLinker [W0097]

4-SulfamylbenzoykLinker [Bac96, Bac94, Ken71]

Im Rahmen dieser Arbeit wurden der TCP-Linker, der Chlormethyl-Linker sowie ein

Brom-substituierter Wang-Linker eingesetzt.

1.3.3 Analytik

Bel Losungssynthesen wird dblicherweise jedes Zwischenprodukt isoliert und mit DC,
HPLC, MS, NMR und Gravimetrie beurteilt. Bei Synthesen an fester Phase wird fir
gewohnlich eine Abspaltung von einer kleinen Menge Harz durchgefuhrt. Anschlief3end
wird das Abspaltungsprodukt analysiert. Bei der Peptid- und Oligonucleotidsynthese wird
bei Vorhandensein einer UV-aktiven Fmoc- oder Trt-Schutzgruppe, der Grad der
Umsetzung des zuletzt gekuppelten Substrats mittels UV-Spektroskopie quantifiziert (siehe
Abschnitt 6.2.13). Eine schnelle Moglichkeit der Peptidanalytik ist die Massen
spektrometrie. Die ,, on-bead”-Analysemethoden sollen nun im Folgenden kurz vorgestellt

werden.
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Elementaranalyse: Die Elementaranalyse wird Uberwiegend zur Analyse von Stickstoff,
Schwefel und Halogenen eingesetzt [Stro97]. Moglich sind auch Beladungsbestimmungen

oder Nachweise zur Vollstandigkeit einer Halogensubstitution durchzufhren.

Farbreaktionen: Die am haufigsten angewandte Farbreaktion ist der Kaiser-Test, eine
Resktion von Ninhydrin mit priméren Aminen, die zu einem tiefblauen Farbstoff fihrt
[Kai70]. Er wird besonders in der Solid Phase Peptide Synthesis (SPPS) zur Uberpriifung
der Vollstdndigkeit eines Kupplungs- oder Acylierungsschrittes eingesetzt. Von
geringerer Bedeutung sind Tests auf sekundare Amine [V 0j95], Alkohole [Att01, Att0Q],
Aldehyde [V&z01] und Carbonsauren [Att00a].

FT-ATRIR Spektroskopie: FT-ATR-IR Spektroskopie ist eine sehr schnelle und einfache
Methode zur qualitativen Bestimmung einer Reihe funktioneller Gruppen mit
charakteristischen Absorptionen an polymeren Trégern [Ban99, Haa97]. Mit Hilfe der
FT-ATR-IR-Spektroskopie und der FT-1R-Mikroskopie sind dartiber hinaus |R-Spektren
einzelner Harzkugeln messbar [Haa98, Yan96, Yan95]. Bel der ATR-Technik miissen
keine KBr-Presdinge hergestellt werden. Durch Bildung von Differenzspektren des
belegten und unbel egten Polymers kdnnen stérende Polymerbanden beseitigt werden.

Gelphasen-NMR-Spektroskopie: Bei der Gel phasent NM R-Spektroskopie wird das Harz in
einem geeigneten Losungsmittel suspendiert und wie eine flissige Probe vermessen
[Bay90, Gir84]. Die Methode erlaubt die Untersuchung von Kernen mit grof3er
chemischer Verschiebung wie 3C, N, *°F und 3!P. *H-NMR-Spektren sind wegen der
starken Linienverbreiterung meist schlecht interpretierbar. Mit Hilfe der *H- und *3C-
MAS-NM R- Spektroskopie werden deutlich besser aufgel 6ste Spektren erhalten [Gar96,
Kei96, Weh96, And95]. Unter optimalen Bedingungen sind *H-NMR-Spektren guter
Qualitét erhdltlich [Mat81].

MALDI-TOF-Massenspekirometrie: Bel der Verwendung photolabiler Linker kann eine
direkte MS-Analytik polymergebundener (Zwischen)Produkte mittels MALDI-TOF-
M assenspektrometrie erfolgen [Ruh98]. Sollte das Substrat nicht photolabil angebunden
sein, kann mittels TOF-SIM S direkt analysiert werden [Nic98].

Gravimetrische Analyse: Das Auswiegen des Polymers vor und nach der Reaktion zur
Bestimmung der Massenanderung wird selten durchgefihrt, da die Ergebnisse haufig

sehr ungenau sind.
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UV/IVIS-Spektroskopie: Bei Kupplung von Fmoc-geschitzten Aminosduren kann nach
Abspaltung der Fnoc-Schutzgruppe Uber eine photometrische Bestimmung des Fmoc-
Gehaltes die Beladung bestimmt werden.

Eine Synthese mit vollstandiger ,onbead“-Charakterisierung der polymergebundenen
Substrate wurde von Grice et a. sehr anschaulich beschrieben [GriO0]. Es wurden sowohl
die *H-NMR- und **C-NMR-Spektroskopie als auch die FT-IR-Spektroskopie gemeinsam
angewandt.

Ublicherweise werden die vom Polymer abgespaltenen Syntheseprodukte mit HPLC und
ES-Massenspektrometrie analysiert. An die Stelle der Elementaranalyse tritt in
zunehmendem Male die hochauflosende und &ulRerst massengenaue ES-FTICR
Massenspekrometrie gekoppelt mit HPLC [Sch02, Sch014].

Bei der Anaytik von Verbindungsmischungen kommt die HochdurchsatzHPLC-MS-
Kopplung zum Einsatz. [Bau02, Lee02, Zha00, Jun99, Sis99]. Eine neuere Arbeit
beschreibt die Analytik von Verbindungskollektionen mit Mikro-HPLC an monoalithischen
Kapillaren gekoppelt mit FTICR-MS. Monolithische Trennphasen erlauben bei gleicher
Auflésung eine Reduktion der Trennzeiten um 50% gegeniber herkdmmlicher
Technologie [Lei03b].

1.4 Hypervalente lodverbindungen

1.4.1 Hypervalenz

Hypervalente Molekile und lonen sind Verbindungen der Elemente der funften bis achten
Hauptgruppe des Periodensystems, die Verbindungen bilden, welche Uber deren niedrigste
stabile Wertigkeit (3, 2, 1, 0) hinausgehen. Sie werden als hypervalent bezeichnet, weil
Donoratome beteiligt sind und deshalb die nach der Oktettregel, der Theorie von Lewis
und Langmuir [Lanl9, Lewl6], gestatteten Valenzen zur Stabilisierung Uberschritten
werden [Mus69]. Beschreibungen solcher Systeme in der Betrachtungsweise der MO-
Theorie fihrten schliefdlich zur Theorie der 3-Zentren-4-ElektronenBindung (3c-4e-

Bindung) Uber die heute Bindungsverhaltnisse beschrieben werden.
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1.4.2 Historisches

Organoiodverbindungen werden seit Mitte des 19. Jahrhunderts verwendet. Besonders
bekannt und wichtig sind sie sait langem bel der Hofmann-Alkylierung von Aminen, der
Williams' schen Ethersynthese und bel Wurtz K upplungsreaktionen [Gre34].

Die erste synthetische hypervalente | odverbindung mit einer 1od- K ohlenstoff- Bindung war
lodosobenzoldichlorid oder (Dichlor)iodbenzol. Es wurde von Willgerodt bereits im Jahre
1885 dargestellt [Will14, Wil86]. Durch die Oxidation von 2-lodbenzoesaure mit
rauchender Salpetersdure wurde 1892 durch Meyer und Wachter die erste
lodosoverbindung, die 2-1odosobenzoesdure dargestellt [Mey92].

Das heutige Interesse an Organoiodverbindungen liegt vor allem an den Eigenschaften des
dreiwertigen lod, das dhnliche chemische Eigenschaften und Reaktivitdten (z. B. beziglich
reduktiver Eliminierungs- oder Ligandenaustausch-Reaktionen) zeigt wie Hg(ll), TI(I1I)
oder Pb(IV) Verbindungen, allerdings ohne deren Toxizité und der damit verbundenen
Umweltproblematik [Sta96]. Es existiert eine Vielzahl von Reviews und Bichern zu
hypervalenten |odverbindungen. [San43, Ban66, Mas35, Mas37, VarR81, Var96, Var9s,
K0s83, Kos95, Mor99, Mor01, Wir03a)

1.4.3 Geometrie und elektronische Struktur

Unter den Organohalogenverbindungen sind digjenigen, in denen das Halogenatom nur
einen Liganden tragt und somit die Oxidationsstufe +I besitzt, die weitaus haufigsten und
bekanntesten. Neben diesen ist ene grole Vielzahl anderer hypervalenter
Organohalogenverbindungen bekannt, in denen das Haogen acht bis zwolf
Valenzelektronen besitzt und zwischen zwei und finf Liganden trégt. Die Fahigkeit des
Halogens, Verbindungen mit hoherer Oxidationszahl zu bilden, wachst mit der Grof3e des
Halogenatoms. lod bildet deshalb mit Abstand die meisten hypervalenten Verbindungen,
wahrend hypervalente Fluorverbindungen unbekannt sind [Kos33].
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L
Lt T Ll T.L
N N M Ll__/f_
L L L L
8-1-2 10-1-3 10-1-4 12-1-5

Abb. 1-9 Strukturvarianten hypervalenter lodverbindungen. Die N-X-L Terminologie (Bsp.: 8-1-2)
dient der Beschreibung einer hypervalenten Verbindung. Dabei steht N fiir die Zahl der Valenz -

elektronen, X fir das Zentralatom und L firr die Anzahl der Liganden.

Die vier wichtigsten Strukturvarianten nach der von Martin und Arduengo
vorgeschlagenen N-X-L Terminologie sind in Abb. 1-9 gezeigt [Per80]. Die ersten beiden
Spezies, 8-1-2 und 10-1-3 zeigen die Strukturtypen der ?°-lodinane. Hier sitzt der am
schwéchsten el ektronegative Ligand (meistens ein Phenylrest) in der aquatorialen Position.
Die lod-Ligand Bindung ist eine normale kovalente Bindung. Die beiden axialen
Substituenten sind Uber zwei 3c-4e Bindungen Uber dasselbe 5p-Orbital des lods
gebunden. Die hypervalenten Bindungen sind langer und schwécher as die kovaente

Bindung. Es resultiert eine T-formige Struktur.

d-
L o o o ) — antibindendes Orbital
‘d+ .

Ar |,--““‘\\\ Ce - O 4147 nichtbindendes Orbital
Ld_ o  _a@® ‘f‘* bindendes Orbital

L——I——L

Abb. 1-10 Pseudo-trigonale bipyramidale Struktur und Molekilorbitale der L-I-L 3c-4e Bindung
[Och03].

Die Spezies 10-1-4 (pseudo-trigonal bipyramidal) und 10-1-5 (quadratisch pyramidal) sind
die am haufigsten vorkommenden Strukturtypen bei ?°-lodinanen (Abb. 1-11). Hier
werden vier Strukturklassen definiert [Kos33]:

ArlO; (Strukturklasse 1);

Ar,OL (Strukturklasse I1),

ArOL; (Strukturklasse 111)
und ArL,4 (Strukturklasse 1V)
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L O i

1
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Abb. 1-11 Bindungsverhaltnisse von Organoperiodinanen der Strukturklasse Il [Kos83].

Bel Verbindungen, die forma eine Doppelbindung enthalten (die einfachste Verbindung
ist das lodosobenzol (Abb. 1-12)) kommt diese durch Bildung einer 2c-4e-Bindung
zustande. Sie entsteht durch Uberlappung der beiden einfach besetzten Orbitale des
bivalenten Liganden (in diesem Fall Sauerstoff) mit einem 5p Orbital des lods. Sieist stark
polarisiert und hat eher zwitterionischen Charakter. Trotzdem werden diese Bindungen
gewohnlich as Doppelbindungen formuliert [Var96].

In hypervalenten lodverbindungen ist die grofdte Elektronendichte auf linearen L-I-L
Achsen vertellt. Deshab wirken elektronegative Gruppen stabilisierend. Die haufigsten
Substituenten sind Fluor-, Chlor-, Carboxy- und Organosulfonylsubstituenten sowie einige
stickstoffhaltige funktionelle Gruppen. Wenn Substituenten stark unterschiedlicher
Elektronegativitét vorhanden sind, bekommen die Bindungen zunehmend ionischen
Charakter. Dies kann so weit fihren, dass keine Hypervalenz mehr vorhanden ist (Beispid:
Phol"BF4). Dennoch sind die meisten derartigen Verbindungen nicht ionisch [Var92,
Var9g).

Q?@

Abb. 1-12 Die elektronische Struktur von lodosobenzol [Var96].
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1.4.4 Die wichtigsten Vertreter hypervalenten lodverbindungen

Im Folgenden ist eine Ubersicht der wichtigsten Vertreter hypervalenter |odverbindungen

gezeigt.

Tab. 3 Die wichtigsten Vertreter gebrauchlicher hypervalenter lodverbindungen [Var96].

Pos. Strukturformel Bezeichnung Abkirzung
?-lodinane
_X . .
1 @ <y (Difluor)iodbenzol, )
(Dichlor)iodbenzol
X=F,Cl
2 @— =0 | odosobenzol 10B
: _ocoR Sz(ijacetoxy)iodbenzol R=CHs oIB
3 OCOR [Bis(trifluoracetoxy)iod] benzol BTI
R = CHj, CF, R=CF;
4 @ |<2:S [Hydroxy(tosyloxy)iod] benzol HTI
™
|
5 ©:<\o | odosobenzoesdure IBA
\
(0]
?-lodinane
//O
6 Q'\\ | odoxybenzol -
(0]
O\\I _OH
7 ©:/\O | odoxybenzoesdure IBX
\
(0]
OAc
AcO\ /
I\— OAc . L
8 ©:\<o Dess-Martin Periodinan DMP
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Bis auf lodosobenzoesdure (Pos. 5) und lodoxybenzol (Pos. 6) sind die in Tab. 3
aufgefuhrten Verbindungen gleichzeitig die populérsten Oxidationsmittel aus dem Bereich
der hypervalenten lodverbindungen. In der Literatur nehmen aber die ?-lodinane den

deutlich gréferen Umfang ein.

1.4.5 Physikalische und chemische Eigenschaften

Die meisten hypervaenten lodverbindungen werden aus leicht zugénglichen Edukten
dargestellt. Die einfachsten sind lodbenzol und substituierte Analoga. Die Darstellung ist
in den meisten Fallen weder gefahrlich noch besonders zeitaufwandig.

Alle hypervaenten lodverbindungen sind farblose, geruchlose, amorphe oder kristaline
Feststoffe. Sie sind bei Raumtemperatur stabil und unempfindlich gegentber
atmosphérischem  Sauerstoff und Luftfeuchtigkeit. Die Verbindungen miussen
lichtgeschiitzt und bei tiefen Temperaturen aufbewahrt werden. Weniger stabile
Verbindungen lassen sich in situ erzeugen und missen nicht isoliert werden, wodurch sich

im Umgang keine grof3eren Probleme ergeben.

1.4.6 Reaktivitat

Die reichhaltige Chemie hypervalenter lodverbindungen beruht haupsachlich auf ihrem
stark elektrophilen Charakter und der Eigenschaft des Phenyliodid-Restes als
hervorragende Abgangsgruppe zu fungieren. Dies fuhrt zu mannigfaltigen Reaktionen mit
oft unerwarteten Ergebnissen. Generell kann zwischen Reaktionstypen mit heterolytischer
und homolytischer Bindungsspaltung unterschieden werden. Bel dhnlicher Resktivtét
bezliglich derselben Reaktion reagiert eine hypervalente lodverbindung im Vergleich zu
einem ,klassischen Reagenz” effizienter, chemoselektiver und hdufig stereoselektiver.
Durch geringe Vaiationen der sich am Benzolring von Aryliodverbindungen befindenden
Substituenten kann eine , massgeschneiderte Anderung der Reaktivitdt des Reagenzes
erzeugt werden. Dies ermdglicht es eine Art ,, Feintuning® durchzufihren.

Die Reaktiviat der lodinane wird durch cyclische Strukturen verringert, da in diesem Fall
das lod weniger elektrophil ist. Die Chemie dieser Verbindungen leitet sich von der

o-lodoxybenzoesaure (1BX) ab.
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Man kann die Reaktionstypen nach der Bindungsspaltung in homolytische und
heterolytische Reaktionen teilen.

1.4.6.1 Homolytische Reaktionen

Halogenierungen, Dehydrierungen, Addition an Mehrfachbindungen, die Oxidation von
Alkoholen Uber Alkoxyradikale sowie Azidsynthesen sind die haufigsten Reaktionen mit
homolytischer Bindungsspaltung. Bei Okxidationen ist das Vorhandensein zweier
Heteroatomliganden zwingend erforderlich [WirO3b]. lodonium Salze Ubertragen
Perfluoralkyl-, Vinyl-, Alkinyl-, oder Cyanogruppen auf Nukleophile. Diaryliodonium
Salze sind Arylierungsreagenzien. Diese geschieht durch Arylradikale.

Die Chemie der ?°-lodinane ist in jiingerer Zeit durch Nicolaou et a. stark erweitert
worden. Bei vielen dieser neuen Reaktionen ist ein SET (single eectron transfer)
Mechanismus sehr wahrscheinlich [NicO2a-€]. Diese Untersuchungen sind im Abschnitt
1.4.7.1.3 dargestellt.

1.4.6.2 Heterolytische Reaktionen

Heterolytische Reaktionswege verlaufen assoziativ oder dissoziativ . Sind an der Reaktion
ausschliefdlich Nukleophile beteiligt, bildet sich die lod-(I11)- oder lod-(V)-Spezies
ausschliefdich Gber den assoziativen Weg, da bel der Dissoziation eines Liganden L eine
hochenergetische, zweifach koordinierte [8-1-2] Spezies entstehen wiirde. Der dissoziative
Weg bendtigt elektrophile Katalysatoren, welche die Dissoziation des Liganden
erleichtern. Hierbel entstehen zweifach koordinierte lodoniumionen, die anschlief3end mit
dem Nukleophil reagieren (Abb. 1-13) [Var03].
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assoziativer Weg:

Nu
ArlL, . [ArIL2Nu] —_— AriLNu + L

dissoziativer Weg:

Nu”
ArlL, —> Al'L + L (cat.EY) —> ArlLNu

L ist meistens F, CI, OAc’, OTs’; Nu™ sind meistens O-Nukleophile

Abb. 1-13 Heterolytische Reaktionswege hypervalenter lodbverbindungen am Beispiel des Typs
ArlL, [Och03].

lod ist sowohl in ?°- asauch ?°-lodinanen ein starkes, weiches, elektrophiles Zentrum und
reagiert mit einer grof3en Anzahl von Nukleophilen. Zur Bindung des Nukleophils wird das
freie antibindende C-1 s Orbital der 3c-4e-Bindung, unter Ausbildung einer intermediaren,
guadratisch planaren [12-1-4]- Spezies verwendet (Abb. 1-14).

d~ B
J | S
- Nu N\ -\ .
Wil ‘ N ~ o W
Ar i\_. Ar:/i Nu > Ar-v/i Nu Ar i*‘
L q- L Nu Nu
12-14

Abb. 1-14 Geometrische Betrachtungen wahrend der Reaktion eines Nukleophils mit einer ArlL;
Spezies.

Abhédngig von den verwendeten Substraten und Reaktionsbedingungen bilden sich
lodverbindungen  unterschiedlicher ~ Stabilitst. Die entstehenden  Intermediate,
beispielsweise bei der Reaktion von ICk mit Benzyltrimethylammoniumchlorid das ICly,
sind haufig isolierbar. Die Bandbreite reicht von einfachen Kohlenwasserstoffen ohne
funktionelle Gruppen bis hin zu komplexen Naturstoffen. Bel heterolytischen Reaktionen
bildet neben dem Ligandentausch die reduktive Eliminierung die zweite wichtige
Elementarreaktion. Diese ist aufgrund der schwachen hypervalenten |od-Ligand-
Bindungen energetisch bevorzugt. Aryl-?°-lodinane werden as Hypernukleofuge

bezeichnet. Die Geschwindigkeitskonstanten dieser ,, Superabgangsgruppen betragen bis
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zum 10°-fachen des Triflatrestes. Es entstehen dabei univalente lodverbindungen, meistens
lodbenzol. Die Aushildung einer Vaenz mit Oktettstruktur ist die treibende Kraft dieser
Reaktionen [Och03].

Die reduktive a-Eliminierung stellt eine Moglichkeit zur Erzeugung von Carbenen dar. Die
reduktive R-Eliminierung von ?-lodinanen an G-Atomen liefert C=C-, C=N- und C=0-
Doppel bindungen und damit auch die Moglichkeit zur Oxidation von Alkoholen.

R Ph
| N
A
R—C——M C=—M
|)<| b- Eliminierung /
H [—Ph M=C, N, O R

d

Abb. 1-15 Reduktive R-Eliminierung bei 2%-lodinanen.

Schon lodosobenzol oxidiert alylische und benzylische Alkohole in Dioxan unter
Ruckfluss. Nach Zugabe von KBr konnen auch aliphatische primére und sekundére
Alkohole in Wasser oxidiert werden [Tho0Q].

Die Oxidation von Aminen und Sulfiden ist mit ?*-lodinanen ebenfalls beschrieben
worden [Wir03a).

Die Dehydrogenierung von Carbonyl-Verbindungen, unter anderem von Steroiden, wurde
von Nicolaou et al. 2002 vorgestellt (Abb. 1-16) [NicO2c]. Priméare Alkohole werden
ebenfalls zu den entsprechenden a,3ungeséttigten Verbindungen umgesetzt. Obwonhl
bidang ein ionischer Mechanismus, unter Ausbildung vinyloger Strukturen diskutiert
wurde, geht man heute von einem Single-ElectronTransfer (SET)-Mechanismus aus. Die
Reaktion gehort also zu den homolytischen Reaktionen. Die , IBX-Chemie® wird in
Abschnitt 1.4.7 ausfuhrlich erl&utert.

1,5 eq, 65°C
IBX, 24 h

4 eq, 85°C
IBX, 48 h

Abb. 1-16 Dehydrogenierung von 5-Cholestan-3-on mit IBX nach Nicolaou et al. [NicO2c].
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1.4.7 | ®>-lodinane oder Periodinane

Im Jahre 1893 durch Meyer und Hartmann wurde erstmalig die lodoxybenzoesdure (IBX)
durch Oxidation von lodosobenzoesdure mit Kaliumpermanganat in akalischer Losung
dargestellt [Har93].

Das bekannteste | >-lodinan ist das Dess-Martin-Periodinan DMP, 1,1,1-Triacetoxy-1,1
dihydro-1,2-benziodoxol-3(1H)-one. Es kann durch eine einfache Ligandentauschreaktion
aus IBX dargestellt werden [Des83]. Ausserdem zeichnet es sich gegeniber IBX durch
eine deutlich bessere Loédichkeit in organischen Losungsmitteln aus. Dies ist der
wichtigste Grund fir die verbreitete Anwendung von DMP als Oxidationsmittel. Beide
—IBX und DMP- erlauben sehr selektiv verlaufende Oxidationen in Gegenwart vieler
funktioneller Gruppen, unter milden Bedingungen und ohne Oxidation zur Carbonsaure.
Ein Unterschied besteht alerdings darin, dass DMP geminae Diole unter Spaltung der
C-C Glykolbindung oxidiert, wahrend die entsprechenden |1BX-Oxidationen unter Bildung
von aKetolen oder aDiketalen verlaufen [Fri95, Fri94]. Sulfide, Enolether, Furane und
sekundare Amine werden durch DMP nicht angegriffen [Spe96]. Ebenso ist es mdglich
stark desaktivierte Systeme, wie fluoralkylsubstituierte Alkohole, zu oxidieren [Des9l,
Lin89]. Die Effizienz und Selektivitét von DMP ist am Beispiel der Darstellung eines
Purin-2' -deoxy-3' -ketonucleosids gezeigt (Abb. 1-17).

NH,

NH,
N N
= =
</ ILJN 1) 2 eq. DMP </ JN
N CH,CL,, 0°C N
TBDPSO—W\I N 2) NaHCONa,S, 0, TBDPSOE?N N
o

OHH H

Abb. 1-17 Darstellung eines Purin-2’-desoxy-3’-ketonucleosids mit DMP [Sam90].

Eine Beschleunigung der DM P-Reaktion durch Spuren von Wasser wurde von Meyer et al.
im Jahre 1994 berichtet [Mey94]. Dabei werden ein oder mehrere Acetylgruppen von
DMP durch Hydroxygruppen substituiert, wodurch eine aktivere, elektronendarmere
Spezies entsteht.
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1.4.7.1 IBX und Derivate

In jungerer Zeit gab es einige Verdffentlichungen, die durch die Einfuhrung hydrophiler
Substituenten am Aromaten die Ldslichkeit verbessern. Dies gelang Thottumkara et al. mit
dem sogenannten mIBX (m = modified) im Jahr 2002 [ThoO2].

Leider wurde nur die Oxidation von alylischen und benzylischen Alkoholen gezeigt. Die
Ausbeuten lagen zwischen 60 und 96%, was fur aktivierte Alkohole wie Allyl- und

Benzylalkohole nicht Uberzeugend ist.

miBX

Abb. 1-18 mIBX [Tho02].

Ebenfalls 2002 erschien eine Verdffentlichung von More et a., die Oxidationen mit
gewohnlichem IBX in vielen organischen Losungsmitteln wie Chloroform, Ethylacetat,
Acetonitril und Aceton bei 80°C durchfiihrten. Die erhdhte Temperatur gewéhrleistete eine
ausreichende Lodlichkeit von IBX. Die Ergebnisse entsprachen denen, die bel Oxidationen
unter herkdmmlichen Bedingungen mit IBX in DMSO und bel Raumtemperatur erhalten
werden. Fmoc-a-Aminoakohole zersetzten sich alerdings unter diesen Bedingungen
[Mor02].

Schon 1991 wurden von Dess und Martin IBX-Derivate synthetisiert, die sich durch eine
deutlich erhdhte Loslichkeit auszeichneten. Sie substituierten dabel die Carbonylgruppe
des Funfrings durch zwei Trifluormethylgruppen [Des9l]. Viele Alkohole liessen sich
hervorragend oxidieren, bei anderen konnte nur eine mittelmaldige Ausbeute erhalten
werden. Im Jahre 1995 wurden von Stickley und Martin weitere Modifikationen an diesem
System (Abb. 1:19) vorgenommen. Die Verbindungen waren oft leicht zersetzlich oder

schwer zugéanglich [Sti95].
(0] O
I J HO|
|—OH |—OH |—OH
\ \ \
cF{ CF cr{ CF cr{ Cdis

Abb. 1-19 IBX-Derivate von Stickley, Dess und Martin [Sti95].
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1.4.7.1.1 Polymergebundenes IBX

Zeitgleich  mit  der Veoffentlichung des in  dieser Arbeit beschriebenen
polymergebundenen IBX-Reagenzes [Sor0O1] erschien eine Arbeit von Mihlbaier et al. die
ebenfals ein polymergebundenes IBX-Reagenz jedoch auf Silicagel-Polymeren
entwickelten [MUhOl]. Da Silicagele in Wasser quellbar sind, wurde die
Oxidationsmethode von Ireland et a., mit Oxon in Wasser, verwendet [Ire93]. Die
Beladung des Polymers mit IBX lag bei 0,3 — 0,4 mmol/g [MUh01].

Im Jahr 2002 erschien von Reed et a. eine nahezu gleichartige Synthese auf drei
unterschiedlichen polymeren Trégern [Ree02]. Dabel wurde IBX auf gelartigem JandaJel,
makroporésem ArgoPore-Harz und auf PEG3400-Polymeren dargestellt. Letztere sind zum
Teil 16dich, was Probleme bei der Riickgewinnung des Reagenzes mit sich bringt.

Eine weitere Publikation erschien 2003 von Lei und Denecker aus den Gruppen von
Sherrington und Sutherland [Lel03]. Sie stellten makropordses p-Methylstyrol-Harz her.
Anschlieffend wurde der Aromat iodiert, was zu ortho- und meta-Produkten fuhrte. Nur die
ortho-Produkte sind oxidierbar und damit nutzbar. Nach Oxidation der Methylgruppe zur
Carbonsaure und Oxidation zu polymergebundenem IBX, unter denselben Bedingungen
wie in Abschnitt 3.2 beschrieben, lag die Aktivitét des Polymers zwischen 0,2 und 0,5

mmol/g.

1.4.7.1.2 Interessante IBX- Synthesen

Erwahnt seien die stereosel ektive Synthese ungeséttigter Ketosulfide [Z0l99], die Spaltung
von Triethylsilylethern in Gegenwart von tert.-Butyldimethylsilylethern [Wu02], die
Spaltung von Oximen und Tosylhydrazonen zu den Carbonylverbindungen [Sub98], sowie
die nach der Oxidation von Alkoholen zu den entsprechenden Carbonylverbindungen sich
anschliefRende Wittig- Reaktion unter Verwendung stabiler Wittig-Ylide [Mai01].

Die Oxidation elektronenreicher Phenole zu den entsprechenden o-Benzochinonen in DMF

ist deshalb interessant, da ein IBX-Molekil das Produkt zweifach oxidiert und anstatt zum
?%-lodinan IBA abzureagieren o-1odbenzoeséure gebildet wird (Abb. 1-20) [Mag02].
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Abb. 1-20 Mechanismus der Darstellung von o-Benzochinonen mit IBX

Ein weiteres Beispiel fur die Selektivitat von IBX zeigt die Verdffentlichung von Corey et
al., die eine selektive Oxidation von 1,4-Diolen zu Lactolen beschreibt [Cor95].

1.4.7.1.3 Synthesen von Nicolaou

Nicolaou stellte in den letzten drei Jahren eine Vielzahl neuer Anwendungsmaoglichkeiten
von IBX und DMP vor [NicO2a-g, NicOla-c, NicOOa-d]. Diese Synthesen sollen im
Folgenden kurz skizziert werden, da sie die Anwendbarkeit der ?°-1odinane IBX und DMP
deutlich erweitert haben.

Wichtigstes Merkmal all dieser neuen Anwendungen ist die erhthte Temperatur im
Bereich von 80 — 90°C, bei der diese Reaktionen durchgefihrt werden missen um die
gewlnschten Produkte zu erfelten. Als Losungsmittel werden fast ausschliefdlich DM SO
oder THF/DM SO Mischungen verwendet.

Cyclisierung von Aniliden

Bel der Umsetzung von Aniliden mit IBX in THF/DMSO bei 90°C bildet sich ein
?-Lactam in Ausbeuten zwischen 70 und 93%. Inzwischen gilt als sicher, dass es sich beim

Mechanismus dieser Reaktion nicht um einen ionischen, homolytischen Prozess sondern
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umn enen Single-ElectronTransfer (SET)-Mechanismus handelt. Ohne THF als
L 6ésungsmittel wird keine Umsetzung beobachtet, weshalb eine Beteiligung von THF am
Mechanismus als sicher gilt. Dieser Mechanismus ist in Abb. 1-26 und Abb. 1-27
dargestellt und erlautert. Bei der Umsetzung von Aniliden mit DMP bilden sich hngegen
Benzomorpholine, die pharmakologisch interessante Heterocyclen darstellen. Der

Mechanismus verlauft ionisch. Nach Substitution einer Acetylgruppe am DMP durch das

H
N N
IBX, THF/DMSO 10:1, 90°C 79 - 86%
R R
o o]

Abb. 1-21 Cyclisierung von Aniliden mit IBX in THF/DMSO [Nic02f, NicOla, NicO0b].

Substrat kommt es zur Bildung eines Imins und zur Eliminierung von Acetyl-IBA. Ein
zweites DMP-Molekil greift am Aromaten an und oxidiert diesen in ortho-Position. Eine
intramolekulare [4+2]-Cycloadditon fuhrt schliefdich zum Produkt [NicOOg].

| o

H
H N
R©/ DMP, Benzol, D @ 10 - 15%
R
o}
o

Abb. 1-22 Cyclisierungsreaktionen von Aniliden mit DMP [Nic02d, Nic00a].

Dehydrogenierung von Alkoholen

Die Dehydrogenierung von Alkoholen, Ketonen und Aldehyden zu deren a,13- ungeséttigten
Analogaist ein weiteres Beispiel fur einen SET-Mechanismus. Das Auftreten radikalischer
Intermediate wurde durch Cyclopropylaldehyde as Substrate und der nach der
Ringoffnung in den Produkten gefundenen Konfiguration bestéatigt [NicO2g]. Abb. 1-23
zeigt, wie durch die Wahl der Temperatur und der Anzahl verwendeter Aquivalente eine
Steuerung der Reaktion zu den einfach oder sogar zweifach ungeséttigten Produkten
maoglich ist. Als Losungmittel wurden vor alem Fluorbenzol/DMSO oder Toluol/DMSO
verwendet [Nic00d].

33



ALLGEMEINER TEIL

2,5eq IBX, 65°C

HO 0 Q
1,2 eq IBX, RT 2eqIBX, 65°C
E— E—
2 eq IBX, 75°C
(0]
\
3 eq IBX, 80°C
4 eq IBX, 80°C

Abb. 1-23 Oxidation von Alkoholen und Ketonen zu a,3-ungesattigten Verbindungen mit IBX
[Nic02g, Nic00d].

Oxidation benzylischer C-Atome

Die Oxidation unfunktionalisierter, benzylischer GAtome gelingt ebenfalls mit IBX in
DMSO oder DM SO/Fluorbenzol (1:2) als Losungsmittel. Die Ausbeuten der gezeigten
Produkte liegen zwischen 70 und 90%. Auch hier ist ein SET-Mechanismus sehr
wahrscheinlich. Nicolaou diskutiert vier maogliche Mechanismen. Ein  méglicher
Mechanismus verlauft Uber einen Charge-Transfer-Komplex der aromatischen Molekdl-
teile womit IBX nicht nur fur den SET-Transfer verantwortlich ist, sondern auch den
Sauerstoff fir das entstehende Produkt liefert [Nic02g].

(0]
3 eq IBX, DMSO H
> 0
oder DMSO/Fluorbenzol 85%

Abb. 1-24 Oxidation benzylischer C-Atome mit IBX in THF [NicO2g, NicOlc].

Synthesevon Aminozuckern

Ausgehend von allylischen Alkoholen oder Desoxyzuckern bilden sich mit p-
Methoxyisocyanat Anilide. Diese kdnnen mit IBX zum Oxazolidinon oxidiert werden. Mit
Hilfe von Cerammoniumnitrat wird der pMethoxyphenylrest abgespalten, anschlief3end
mit NaOH der Ring gedffnet und nach Decarboxylierung selektiv der cis-1,2
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Aminoalkohol erhalten. Die Ausbeuten dieser Synthesen (Abb. 1-25) liegen zwischen 40
und 90% [NicO2f, NicOOc]. Bel der Synthese von L-Vancosamin wurde dieses mit einer
Ausbeute von 49% erhalten.

1. MeO@N =c=0
0. ..OMe
kat. DBU TP SO 1.CAN o_ .OMe
TPSO/U 5 TPSO :
Ho "N 2.1BX 0" Y

OMe 49 %

Abb. 1-25 Synthese von Aminozuckern mit IBX am Beispiel des L-Vancosamins [Nic02f].

Weitere Synthesen

Die Darstellung von p-Benzochinonen mit DMP hat Nicolaou ebenfalls vorgestellt
[NicO2e, Nic0O1b]. Die Substitution des OH-Liganden von IBX durch THF, Ac, DMSO und
verschiedener N-Oxide ergab angepasste Reaktionsprofile, die den vorgestellten
Resktionen zu mehr Effizenz verhaf [NicO2a, NicO2b]. Zu erwéhnen ist noch die
Verwendung von HIO3 und 1,05 mit DMSO als , atomeffizientes® Oxidationsmittel. Die
lodverbindungen bilden mit DM SO Addukte, bei denen lod tetraedrisch koordiniert ist. Sie
zeigen bel der Dehydrogenierung von Alkoholen die gleiche Effizienz wie IBX. Da IBX
jedoch explosiv ist, wird es trotz dieser Vorzige nicht im grofdtechnischen Malistab
eingesetzt. Vor kurzem wurde Uber einen Unfall berichtet, bel dem Reaktionsmischungen
mit HIO3sDM SO verwendet wurden. Auch bOs steht im Verdacht unter den gegebenen
Bedingungen explosiv zu sein [NicO3a]. Somit ist die Verwendung dieser lodver-

bindungen im Industriemal3stab vorerst nicht zu realisieren [Nic02c].

Single-Electron Transfer (SET)-Mechanismus

Der SET-Mechanismus verléauft je nach Reaktion unterschiedlich. Exemplarisch ist hier
der Mechanismus zur Cyclisierung von Aniliden herausgegriffen (Abb. 1-26 und Abb.
1-27). Der Amidstickstoff Ubertragt ein Elektron auf das IBX-lodatom (1? 1I). Die

Iminoform und die Delokalisierung des ungepaarten Elektrons ins aromatische System
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stabilisieren dieses Intermediat (II). Nach Abstraktion des Amidprotons und
Rearomatisierung (I11) bildet sich rech Cyclisierung (5-exo-trig) (1V) und Abséttigung des
Radikals durch Abstraktion eines Wasserstoff-Atoms das Aryl-?-Lactam as Produkt (V)
[Nic02f, NicO14].

I v
!\_I\H ™ IBX, THF/DMSO (10 : 1), D N
T -
R
CH,

geschwindigkeitsbestimmender
Schritt (SET)

HoO_ O He

e
N Abstraktion
0o + { \ von THF
(0]

o

o
YI o . o
N N _
R@ + A ____H+_> ijN N m 5-exo-trig
e \ N
. £ TR R@JVV — R@/
I m " '

Abb. 1-26 SET-Mechanismus am Beispiel der Cyclisierung von Aniliden mit [NicO2f].

Dem Ld&sungsmittel THF kommt beim SET-Mechanismus der IBX vermittelten
Anilidcycliserung eine entscheidende Rolle zu. Wie in Abb. 1-27 dargestellt, entsteht
durch Ligandentausch die reaktive IBX-Spezies (B). Durch den Elektronentransfer vom
Stickstoff auf das lodatom (B? C) kommt es zur Offnung des Tetrahydrofuranrings und
zur Ausbildung einer positiv geladenen Oxoniumspezies mit gleichzeitigem Auftreten
eines nicht-stabilisierten Methylradikals (D). Zur Stabilisierung wird ein Wasserstoffatom
freisetzt und auf die radikalische ?-LactamSpezies (IV) Ubertragen. Es entsteht eine
ungesdttigte Oxoniumverbindung (E), die sich durch eine reduktive (-Eliminierung
stabilisiert. Es entstehen IBA und 1-Butenal. Dieser Mechanismus wurde mit Hilfe von

THF-dg Markierungsexperimenten untersucht [NicO2f].
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Abb. 1-27 Die Rolle von THF beim SET-Mechanismus der Cyclisierung von Aniliden [Nic02f].
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1.5 Peptidylaldehyde und Peptidylketone als Proteaseinhibitoren

Proteasen sind Enzyme, die in der Lage sind Peptidbindungen zu hydrolysieren. Meist
werden von einer Protease ganz bestimmte Peptidbindungen angegriffen, die N- und/oder
C-terminal von Peptidsequenzen flankiert sind. Aufgrund ihrer Wechselwirkung mit der
Protease sind se fur deren Schnittspezifitdt verantwortlich. Die Hydrolyse selbst erfolgt
meist durch den nucleophilen Angriff einer deprotonierten Seitenkette eines Cystein,
Aspartat- oder Serin-Restes im aktiven Zentrum des Enzyms am Amid-Kohlenstoff.
Dementsprechend werden diese Proteasen als Cystein-, Aspartat- oder Serin-Proteasen
bezeichnet. Daneben existieren noch Metalloproteasen, bei denen ein Zrf*-lon in der
Bindungsstelle ein Wassermolekil komplexiert und als Lewis-Sdure die zu spatende
Peptidbindung aktiviert [Gan94]. Abb. 1-28 zeigt die Funktionsweise am Beispiel der
Cystein-Protease Caspase 1.

Proteaseinhibitoren  bestehen  Ublicherweise aus einem  peptidischen  oder
peptidomimetischen Teil, der aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit zum nattrlichen
Substrat die Affinitdét zur Protease vermittelt. Am Ort der zu hydrolysierenden
Amidbindung im natirlichen Substrat kann auf3erdem eine reaktive Gruppe sitzen, die
durch den nucleophilen Angriff kovalent an das Enzym gebunden wird und dieses somit
dauerhaft deaktiviert. In diesem Fall spricht man von irreversiblen Inhibitoren. Befindet
sch anstdle des im natirlichen  Substrat  sp>hybridisieten ~ Amid-
Carbonylkohlenstoffatoms ein sp*-hybridisiertes Kohlenstoffatom, das als solches dem
tetraedrischen Ubergangszustand dhnelt, der durch den nucleophilen Angriff des Enzyms
auf das natUrliche Substrat resultiert, so spricht man von enem
, Ubergangszustandsanalogon* (Abb. 1-28). Der tetraedrische Ubergangszustand zeigt
haufig eine besonders hohe Bindungsaffinitét zum Enzym auf. Da keine kovaente
Bindung zum Enzym vorliegt, handelt es sich hier um reversible Inhibitoren, die zwar die
Enzymaktivitét senken, das Enzym jedoch nicht dauerhaft schadigen.

Aldehyde nehmen bel dieser Einteilung eine gewisse Sonderstellung ein. Die jewelligen
hydratisierten Formen konnen in der eben genannten Weise al's Ubergangszustandsanal oga
wirken. Daneben kénnen die nicht hydratiserten Carbonylverbindungen durch einen
nucleophilen Angriff des Enzyms in (Thio-)Acetale bzw. (Thio-)Ketale Uberfiihrt werden,
die ebenfalls ein tetraedrisch koordiniertes Kohlenstoffatom im aktiven Zentrum

présentieren und gleichzeitig durch eine kovalente Bindung vergleichsweise stark
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gebunden sind. Diese kovalente Bindung ist unter physiologischen Bedingungen leicht

hydrolysierbar, sodass auch hier eine reversible Inhibierung resultiert.

Arg 179/ Arg 179/
AN AN
NH NH
HN7+FINH, HN7FINH,
o
o‘/
6) , R, |:|'>
~ N
1 /N \H
H 72N
/s —H--N7" “N-H
Cys 285 — Cys 285
\ His 237— \ His 237—
|. Enzym-Substrat-Komplex II. tetraedrischer UZ
Arg 179/ Arg 179/
AN AN
NH NH
HN7+YNH, H,N7+ NH,
O
7
AR,
0 HN —
H

Cys 285

\( His 237—/

Il Acyl-Enzym IV. tetraedrischer Uz

Abb. 1-28 Bei der Hydrolyse von Peptidbindungen durch Proteasen wird ein tetraedrischer
Ubergangszustand durchlaufen. Hier gezeigt am Beispiel von Caspase-1.

Neben Inhibitoren, die direkt am aktiven Zentrum des Enzyms wirken, existieren auch
alosterische Effektoren, die aufgrund ihrer Bindung an das Enzym konformative
Anderungen induzieren und dadurch die Proteaseaktivitat beeinflussen [Mal87].

Um die Spezifitét von Proteasen systematisch zu erfassen, wurde von Schlechter und

Berger eine Nomenklatur eingefihrt, nach der die Aminosduren N-termina zur
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Schnittgelle mit P, digenigen C-termina zur Schnittstelle mit P bezeichnet und
fortlaufend nummeriert werden (Abb. 1-29) [Sch67].

2 B B coon

o

4 S3 2 81?81‘ 2SI A
aktives Zentrum

ENZYM

Abb. 1-29 Terminologie der Protease-Spezifitdt nach Schlechter und Berger [Sch67].

1.5.1 Bedeutung der Peptidylaldehyde

Peptidylaldehyde kommen as Inhibitoren fur Cysteinr und Serin-Proteasen in Frage.
Zahlreiche Vertreter dieser Substanzklasse sind natlrlichen Ursprungs und wurden
hauptsichlich aus verschiedenen Streptomyces-Spezies isoliert [Aoy™]. Dazu zéhlen
beispielsweise die Leupeptine [Fro79], Chymostatine, Antipain, Elastinal oder b-MAPI
(Abb. 1-30) [Yme®?.

Ein grundsdtzliches Problem ist, dass Peptidyladehyde keine selektiven Inhibitoren
darstellen; sie inhibieren sowohl Serin- als auch Cysteinproteasen. So ist beispielsweise
Leupeptin ein guter Inhibitor fir Papain, Cathepsin B, Calpain als auch Trypsin [°tt97].
Eine gewisse Selektivitét |asst sich aber Uber die Sequenz des Peptidyladehyds erreichen,
so dass Substratspezifitéten des Enzyms in P-Richtung (Abb. 1-29) be C-terminalen
Peptidylaldehyden grundsétzlich nicht berlicksichtigt werden kdnnen. Dennoch existiert
eine Vielzahl von Anwendungsmoglichkeiten fir Peptidylaldehyde, von denen im
Folgenden die Verwendung als Inhibitoren des Proteasoms und der Caspasen genauer

behandelt werden sollen.
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Abb. 1-30 Natirlich vorkommende Peptidylaldehyde mit inhibitorischer Wirkung gegen Cystein-

und Serin-Proteasen.

1.5.1.1 Peptidylaldehyde als Proteasom-Inhibitoren

Ein neueres Einsatzgebiet fur synthetische Peptidylaldehyde ist die Erforschung des
Proteasoms. Hierbei handelt es sich um einen Multienzymkomplex mit drei unterschiedlich
ausgepragten  Schnittspezifitéten. Es wurden aktive Zentren sowohl mit ener
chymotrypsinartigen Spezifitdt gefunden, die Amidbindungen C-termina zu hydrophoben
Aminosauren hydrolysieren, als auch solche mit einer trypsinartigen Spezifitét, die den
Bindungsbruch nach basischen Seitenketten bewirken. Ausserdem gibt es sogenannte Post-
Glutamyl-Peptidasen, die eine hohe Spezifitdt fUr saure Seiterketten besitzen [Orl90,
Wil83, Riva9].
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Peptidylaldehyde waren die erste Substanzklasse, die zur Inhibition einzelner
Tellaktivitdten innerhalb des Proteasoms verwendet werden konnten. So wurde das
lipophile Ac-Leu-Leu-Norleucinal zur reversiblen Inhibition der chymotrypsinartigen
Aktivitdt des Proteasoms eingesetzt, wahrend Leupeptin (Abb. 1-30) as schwacher
Inhibitor der trypsinartigen Aktivitat verwendet wurde. [Wil93, Car92] Fir die erste
Strukturaufklarung eines ProteasomtInhibitor-Komplexes mit Hilfe der Kristallstruktur-
analyse wurde ebenfalls Ac-LeuLeu-Norleucinal verwendet [Low95]. In neueren Arbeiten
wurden zwei Peptidylaldehyde Uber ihre N-Termini mit einer PEG-Kette verknUpft, um so
bivalente Inhibitoren zu erhalten, die zwei aktive Zentren des Proteasoms gleichzeitig

inhibieren konnten [Loi00].

1.5.1.2 Peptidylaldehyde als Caspase-Inhibitoren

Caspasen gehdren zu den Cystein-Proteasen. Allen Caspasen gemeinsam ist ihre hohe
Spezifitét fur Asparaginsdure in Position P1 ihrer Substrate (Abb. 1-29; Caspase =
» Cystelne-dependent, aspartic acid-directed protease”) [AIN96]. Als erster Vertreter dieser
Enzymfamilie wurde 1989 ICE (Interleukin-1b-converting enzyme) charakterisiert, das als
Mediator von Entziindungsreaktionen fungiert [Kos89, Bla38]. Nach der Entdeckung einer
Reihe von Enzymen mit hoher Sequenzhomologie zu ICE wurden diese Enzyme als
Caspasen zusammengefasst. |CE wurde als Caspase-1 bezeichnet [AIN96]. Heute sind tGber
20 Caspasen bekannt. Allein 14 wurden im Menschen gefunden. Neben ihrer Rolle bei
Entzindungsreaktionen (Caspasen 1, 4, 5) sind die meisten Caspasen als Effektoren der
Apoptose von Bedeutung (Caspasen 2, 3, 6, 7, 8, 9, 10). Diese Rolle der Caspasen weckte
die Hoffnung hinsichtlich mdglicher Krebstherapien durch eine gezielte Steigerung ihrer
Aktivitét oder gegen neurodegenerative Erkrankungen wie Alzheimer, Parkinson oder
Schlaganfall durch Begrenzung der hier Gberméaldig auftretenden Apoptose.

Bel der Untersuchung der Substratspezifitdt von neun dieser zehn Caspasen unter
Benutzung von ,positional scartlibraries® wurden in einigen Fdlen sehr &dhnliche
Peptidsequenzen gefunden, sodass nicht ausgeschlossen werden kann, dass manche
Caspasen redundante Funktionen Ubernehmen [Tho97, Tal97, Mar97]. Tab. 4 zeigt die
Substratspezifitadten auf der P-Seite zur hydrolysierten Peptidbindung. Auf der P'-Seite ist
im Fall der Caspasen keine ausgeprégte Spezifitét feststellbar.
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Auch bel Caspase-l wurde, &hnlich wie beim Proteasom, ein Peptidylaldehyd zur

Kristallstrukturanalyse des Enzym-Inhibitor-Komplexes eingesetzt, hier Ac-Tyr-Val-Ala

Asp-H. Die Inhibition von Caspase-1 war fir die Durchfiihrung der Kristallstrukturanalyse

unabdingbar, da Caspasen autoproteolytische Aktivitat zeigen [Wil94].

Tab. 4 Substratspezifitdt der Caspasen auf der P-Seite zur hydrolysierten Peptidbindung.

Caspase naturl. bevor zugtes bevor zugtes

Substrate Peptidsubstrat Peptidsubstrat
[Ta97] [Tho97]

Caspase-1 TPLD YEVD WEHD
FEDD

Caspase-2 DQQD VDVAD DEHD
EESD

Caspase-3 IETD DMQD DEVD
ESMD

Caspase-4 WVRD LEVD (W/L)EHD
LEED

Caspase-5 WVRD _ (W/L)EHD
LEAD

Caspase-6 DVVD VEID VEHD
TEVD

Caspase-7 IQAD DEVD DEVD
DSVD

Caspase-8 VETD IETD LETD
LEMD

Caspase-9 PEPD _ LEHD
DQLD

Caspase-10 I[EAD IEAD _
SQTD

Basierend auf diesen Arbeiten wird eine Vielzahl N-terminal acetylierter Peptidylaldehyde
als Caspaseinhibitoren kommerziell angeboten. Es handelt sich meist um Tetrapeptide.
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Viele dieser Tetrapeptidinhibitoren haben bereits in den Anféngen der Caspase-Forschung
eine wichtige Rolle gespielt. So war die Beobachtung, dass der Caspase-1-Inhibitor Ac-
YVAD-H die Ausschittung von Interleukinelb aus Monocyten verhindert,
ausschlaggebend dafUr, dass dieses Enzym mit ICE identifiziert werden konnte [ Tho92].
Trotz dieser Erfolge sind bis heute noch keine hochspezifischen Inhibitoren fir einzelne
Cagpasen gefunden worden. So inhibiert Ac-YVAD-H Caspase-1 mit K; = 0,76 ™M, und
Caspase-3 (wichtigster Vertreter der apoptotisch wirkenden Caspasen) mit K; >10 nM. Fur
Caspase-3 gtellt Ac-DEVD-H in Ubereinstimmung mit Thornberry et al. einen wirksamen
Inhibitor mit einem Wert von K = 0,23 v dar [Tho97]. Gegen Caspase-1 besitzt Ac-
DEVD-H mit K; = 18 nv aber ebenfalls eine sehr gute und damit wenig selektive Wirkung
[Gar98]. Um die Selektivitét zu erhdhen wurden peptidomimetische Strukturen getestet.
Der erste selektive Inhibitor fur Caspase-3 enthdlt ebenfalls C-termina  enen
Aspartylaldehyd (Abb. 1-31) [Kar98]. Die strukturelle Ahnlichkeit mit Ac-DEVD-H ist
offensichtlich. Die Aktivitét gegen Caspase-3 betragt K; = 18 nM, digenige gegen Caspase-
1 K; = 10,4 mvi. Damit besteht bel diesem Inhibitor eine etwa 580-fach grof3ere Préferenz
flr Caspase-3.

P

COOH NH O

COOH

Abb. 1-31 Der erste selektive Inhibitor fir Caspase-3 ist ein konformativ fixierter Peptidylaldehyd
[Kar98].

Caspasen zeigen haufig Uberlappende Funktionalitéten mit daraus folgenden Substrat-
spezifitdten. Als Bewels wurde bei Caspase-3 defizienten Méausen festgestellt, dass ein
Apoptosedefekt nur im Gehirn feststellbar war. In anderen Geweben Ubernahmen
Caspase-1 und Caspase-7 deren Funktion. Durch den Einsatz redundanter Enzyme ist die
Natur besser auf verschiedenartige Entzindungsursachen und andere Stimuli, die zur
Apoptose filhren, vorbereitet. Allerdings fuhrt die funktionelle Uberlappung dazu, dass ein
Verlust der Substratspezifitét in Kauf genommen werden muss [Tal97].
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1.5.1.3 a-Aminoaldehyde und Peptidylaldehyde als
Syntheseintermediate

Die C-terminale Aldehydfunktion eignet sich fir zahlreiche Umsetzungen, aus denen
weitere Verbindungen mit Protease hemmenden Eigenschaften hervorgehen kénnen. So
fuhrt die Wittig-Horner-Emmons-Reaktion von [>Aminosaurealdehyden mit Sulfor
phosphonaten zu Vinylsulfonen. Nach Aufbau der Peptidsequenz sind sie as irreversible
Inhibitoren von Cysteinproteasen von Bedeutung [Pal95]. Im Jahre 2000 gelang die
Synthese von Tripeptidylvinylsulfonen an fester Phase ausgehend von C-terminalen
Peptidylaldehyden, die durch inverse Peptidsynthese an Boc-Harz [Red97] dargestellt
wurden [Ban00].

Durch reduktive Alkylierung von Aminosduren oder Peptiden lassen sich Pseudopeptide
mit reduzierter Amidbindung (Y (CH2-NH)) herstellen, die eine inhibitorische Wirkung auf
Enzyme ausiiben kénnen [Mar85]. Daneben existiert eine Vielzahl von Moglichkeiten zur
Erzeugung weiterer peptidomimetischer Strukturen ausgehend von Peptidylaldehyden, von
denen einige in [Jur89] und [ Gan94] zusammengefasst sind.

1.5.1.4 Peptidylketone

Peptidylketone der allgemeinen Formel Peptidyl-CO-CHx-X, wobel X ein Halogenatom
oder eine Diazogruppe darstellen kann, sind im Gegensatz zu den Aldehyden irreversible
Inhibitoren. Der nucleophile Angriff des Enzyms erfolgt nicht am Carbonyl-Kohlenstoff-
sondern am Methylen K ohlenstoff- Atom mit X als Abgangsgruppe. Einige Peptidylketone
sind kommerziell erhdltlich und deshalb neben den Peptidyla dehyden wichtige Inhibitoren
fur Cystein-Proteasen, wie die Caspasen.

Der Mechanismus der Inhibierung ist meistens dhnlich wie bel den Peptidylaldehyden. Es
wird ebenso ein Hemi(thio)ketal zum Enzym ausgebildet bzw. das Hydrat des Ketons
nahert sich dem Ubergangszustand des Enzym-Substrat Komplexes an. Die Bindungen
sind weniger stark als bel den entsprechenden Aldehyden. Allerdings ist es bel den
Ketonen auf der P Seite moglich die Struktur zu variieren. Somit ist es durch das
Einflhren elektronegativer Substituenten moglich, die Elektrophilie am Carbonyl-
Kohlenstoff Atom zu erhthen, um den Angriff des Enzyms zu erleichtern. Dies wurde

beispielsweise bei den Di- und Trifluormethylketonen versucht. Diese zeigen jedoch
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haufig trotz erhdhter Nucleophilie ein schlechteres Bindungsverhalten mit deutlich

héherem Ki-Wert. Es ist also nicht moéglich, einfache mechanistisch-chemische Modelle
wie das der Polariserung des Carbonyl-Kohlenstoff- Atoms als Kriterium fur die Enzym-
Inhibitor-Wechselwirkung heranzuziehen. Als Beispiel kann der Vergleich der
Bindungskonstanten von Z-Phe-AlaH, Z-Phe-Ala-CHs und Z-Phe-Ala-CF3 gegen
Cathepsin B angefiihrt werden [W0095, Smi88]. Sie betragen fur den Aldehyd K; = 45 nwm,
fur das Keton K; = 31 nmm und fur das Trifluormethylketon K; > 300 nMm. Heute gilt der
Grundsatz, dass aliphatische Alkylketone bessere Cystein-Proteaseinhibitoren, ihre
fluorierten Analoga dagegen bessere Serin-Proteaseinhibitoren sind. Aldehyde haben
dagegen immer die besseren Bindungskonstanten.

Wie bereits in Abschnitt 1.5.1.2 beschrieben, zeigen Peptidylaldehyde haufig keine
Selektivitét gegenliber unterschiedlichen Enzymen. Bel den entsprechenden Ketonen ist
dies nicht der Fall. Peptidylketone wurden auch als Inhibitoren gegen Caspase 3 getestet.
Dabei wurde festgestellt, dass Ac-DEVD-CH; im Gegensatz zu Ac-DEVD-H (siehe
Abschnitt 1.5.1.2) neben einer ausgezeichneten Aktivitdt gegen Caspase-3 auch eine
ausgepragte Selektivitéat fur diese Protease aufweist. Sie betrdgt im Fall von Caspase-3
Ki=1,1nv undim Fall von Caspase-1 K; = 10 mv [Tho99]. Die Ergebnisse sind in Tab. 5

zusammengefasst.

Tab. 5 Vergleich der Bindungskonstanten der Peptidylaldehyde Ac-YVAD-H, Ac-DEVD-H mit dem
Peptidylmethylketon Ac-DEVD-CHg fiir Caspase-1 und Caspase-3. Erstaunlich ist der Unterschied
der Bindungskonstanten von Ac-DEVD-H und Ac-DEVD-CHs und damit deren Enzympraferenz.

Ac-YVAD-H Ac-DEVD-H Ac-DEVD-CHs
Caspase-1 0,76 nm 18 nm 10 000 nmv
Caspase-3 10 000 nv 0,23 nv 1,1 nm

Wahrend die Aktivitdt des Inhibitors gegen Caspase-3 durch Ersatz eines Protons durch
eine Methylgruppe nur wenig zurtickgeht, steigt im Gegenzug die Selektivitdt gegentiber
Cagpase-1 stark an. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass es im Fal von
Enzyminhibitoren nicht ausreicht Strukturvariationen alein aufgrund rationaler
Uberlegungen durchzufiihren. Peptidylketone scheinen jedenfalls hinsichtlich ihrer
Selektivitét gegeniiber Caspasen grof3es Potential als Inhibitoren zu besitzen.
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1.5.2 Synthese von Peptidylaldehyden

Die Aldehydfunktion ist entweder auf direktem Wege durch Reduktion von
Carbonsaurederivaten oder auf indirektem Wege durch die Oxidation der zuvor erzeugten
Alkoholfunktion zuganglich. Fir beide Ansétze gibt es in der Literatur eine Fulle von

Beispielen, sowohl Losungs- als auch Festphasensynthesen.

1.5.2.1 Lésungssynthesen

Bel der ersten Synthese von Leupeptin (Abb. 1-30) im Jahre 1969 wurde die
Aldehydfunktion durch Oxidation des entsprechenden Peptidylalkohols mit DM SO/DCC
erzeugt [Kaw69]. Der Alkohol war zuvor durch Reduktion des Peptidylmethylesters mit
LiBH,; dargestellt worden. Dieses generelle Reaktionsschema wird héufig benutzt,
lediglich die verwendeten Reduktions- und Oxidationsmittel variieren. Eine Variante von
Scheidt et a. zeigt Abb. 1-32 bel der NaBH, als Reduktionsmittel und DM SO/(COCL), als
Oxidationsmittel verwendet werden[Sch98].

o) NaBH,, CaCl,
N - 2 N
VAN N
N OMe EtOH, THF N OH
H | ' H
o) o)
o)

(COCl),, DMSO ¥
> VAN N
DIEA, DCM N H
-78°C 0

Abb. 1-32 Darstellung eines Peptidylaldehyds lber den entsprechenden Alkohol durch Swern
Oxidation [Sch98].

Um ene moglichst schonende Reduktion von Peptidsauren zum Peptidylalkohol zu
ermoglichen, muf3 die Carboxyfunktion zundchst durch Resktion mit einer
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elektronenziehenden Gruppe aktiviert werden. Dies geschieht im Fall der Soai-Reduktion
durch Bildung eines gemischten Anhydrids mit Chlorameisensdureethylester [Kok90].
Eine andere Moglichkeit besteht in der Bildung eines Aktivesters mit Pentafluorphenol
[War95]. In beiden Féllen ist die Reduktion geschiitzter Aminosduren mit NaBH4 ohne
signifikanten Angriff an der Fmoc- bzw. tert.-Butyl- Schutzgruppe moglich.

Eine Vielzahl an Methoden zur Oxidation des Peptidylalkohols, die aus mechanistischen
Grunden auf der Stufe des Aldehyds bleiben, besteht in den Oxidationen mit aktiviertem
Dimethylsulfoxid [Man81]. Zur Aktivierung von DMSO konnen unterschiedliche
Reagenzien wie beispielsweise Diisopropylcarbodiimid, Trifluoressigsaureanhydrid,
Oxalylchlorid oder Pyridin-Schwefeltrioxid-Komplex eingesetzt werden.

In alen Félen fuhrt diese Aktivierung zu einer Dimethylsulfonium-Spezies, bei der der
dritte Substituent neben den beiden Methylgruppen am Sulfonium-Schwefel durch den
Alkoxy-Rest des zu oxidierenden Alkohols gebildet wird. Deprotonierung mit einer Base,
meist Triethylamin, fihrt zu einem Ylid, das sich durch Eliminierung von Dimethylsulfid
zum Aldehyd stabilisiert (Abb. 1-28).

I ! ™
SO,P =0 +R-CH,-OH
S =Y Lo /§\O/S\ _*RCH;OH N
H,C CH, 3 ol -HSO R—CH;-0O CH,
NEL H H«'flin H
3
—_— )Q s es R«
H* R o/+\CH3 -Me,S o

Abb. 1-33 Mechanismus der Oxidation mit aktiviertem DMSO am Beispiel der Parikh-Doering-
Oxidation (Aktivierung mit Pyridin-Schwefeltrioxid).

Erste Versuche zur direkten Reduktion von Z-geschiitzten a-Aminosaureestern zu den
entsprechenden Aldehyden ohne den Umweg Uber die Alkoholstufe wurden mit
Diisobutylaluminiumhydrid (DIBAH) als Reduktionsmittel durchgefuhrt [Ito75]. Diese
Methode erfordert eine ausserst genaue Reaktionsverfolgung, da die Gefahr einer
Weliterreduktion des entstandenen Aldehyds zum Alkohol sehr grof3 ist. Eine deutliche
Verbesserung dieser reduktiven Synthesevariante wurde durch die Einfohrung der
sogenannten Weinreb-Amide ereicht [Nah8l]. Hierbei handelt es sich um
N,O-Dimethylhydroxylamide, die bel Reduktion mit Lithiumaluminiumhydrid eine
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Weiterreduktion zum Alkohol durch Ausbildung eines stabilen Metall-Chelates auf der
Oxidationsstufe des Aldehyds verhindern (Abb. 1-34).

0] O—Li
LiAIH p H,O* O
JJ\ /O\ ¢ R ’O\CH ° >
R” N “cH, —— - > N 3 >
| THF H R™ H
CH, CH,

Abb. 1-34 Die Reduktion der Weinrebamide liefert fast ausschlie3lich den entsprechenden

Aldehyd, da die Weiterreduktion durch Ausbildung eines Metallchelates verhindert wird [Nah81].

Problematisch bleibt allerdings die Reduktion von Peptidyl-Weinreb-Amiden mit
Esterschutzgruppen in den Seitenketten, die durch Lithiumaluminiumhydrid leichter zu
reduzieren sind als die Weinreb-Amide. Auch hier ist eine genaue Reaktionsverfolgung
unerlésslich. Zusétzlich mul3 abhéngig von der Anzahl polarer Funktionen im Peptid die
Menge des eingesetzten Reduktionsmittels variiert werden, da diese in der Lage sind, das
Reduktionsmittel durch Komplexierung teilweise zu deaktivieren [Mar85]. Durch den
Einsatz von sterisch gehinderten komplexen Metallhydriden, wie beispielsweise
LiAI(OtBu)sH, kann das Ausmal? der Reduktion von Esterfunktionen in den Seitenketten
zuriickgedrangt werden. Allerdings muss mit der Anwesenheit von nicht umgesetztem
Weinreb-Amid im Produktgemisch gerechnet werden [Par98a).

Unabhangig davon, welche Synthesestrategie gewahlt wird, ist ein Reinigungsschritt zur
Abtrennung von nicht umgesetztem Ausgangsmaterial oder von Nebenprodukten meist
unumganglich. Im gunstigsten Fall 183t sich der Peptidylaldehyd kristallisieren. Da dies
meist nicht mdglich ist, mul3 eine saulenchromatographische Aufreinigung durchgefihrt
werden, die zu erheblicher Epimeriserung am a-Kohlenstoff des C-terminalen a-
Aminoaldehyds fihrt [Ito75]. Eine Verbesserung bringt der Zusatz von 0,1% Pyridin zum
Laufmittel [Ho93]. Beinahe vollsténdig umgehen 1&(% sich die Epimerisierung wahrend der
Aufarbeitung durch Uberfiihrung des Aldehydes in das Semicarbazon, das nach der
Chromatographie mit Formaldehyd wieder gespalten wird [I1to75]. Allerdings ist dieser

Weg vergleichsweise aufwandig.
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1.5.2.2 Festphasensynthesen

In der Literatur werden zwei Syntheseansitze beschrieben. Im einen Fall wird eine N°-
geschitzte Aminosaure Uber eine Ester- oder Amidbindung immobilisiert und nach Aufbau
der gewinschten Peptidsequenz eine reduktive Abspaltung durchgeftihrt, bei der der
Peptidylaldehyd direkt freigesetzt wird. Im anderen Fal wird ein zuvor in Lésung
dargestellter, N*-geschiitzter Aminoaldehyd immobilisiert, im harzgebundenem Zustand
durch Festphasenpeptidsynthese verlangert und das Endprodukt wieder abgespalten.
Besonders die Reduktion von immobilisierten Estern, meist Phenylestern, bringt die
Gefahr der Uberreduktion mit sich, sodass die gewonnenen Rohprodukte haufig einen
hohen Anteil des entsprechenden Peptidylalkohols enthalten [Feh97, ZIa94]. Im Vergleich
dazu liefert die im Jahr 1995 von Fehrentz et al. erstmals beschriebene Reduktion
harzgebundenener Weinreb-Amide deutlich bessere Ergebnisse (Abschnitt 1.5.2.1)
[Feh95]. Hierflr wurde ein Weinreb-Linker entwickelt, wo die N-Methylfunktion des N,O-
Dimethylhydroxylamins durch eine N-Alkylkette substituiert und Uber diese mit dem
polymeren Trager verbunden wird (Abb. 1-35).

PMe H SPPS, OMe Ny
Boc—N N —O —— > Ac-leu-Val-Lys(2Cl-Z)—N N —O
\/Y capping \/\ﬂ/

o o)
LiAIH,
—_— Ac-Leu-Val-Lys(2Cl-Z)-H
THF, 0 °C

Abb. 1-35 Synthese von Peptidylaldehyden mit Hilfe des Weinreb-Harzes [Feh95].

Mit Ausnahme des in Abb. 1-35 gezeigten Beispiels war die Anwendbarkeit dieser
Methode zunéchst ausschliefdich auf Peptide mit aliphatischen Seitenketten beschréankt.
AulRerdem muf3 auch hier die eingesetzte Menge an LiAlH4 je nach Lange des Peptids
unterschiedlich gewdahlt werden, was ein paralleles Arbeiten erschwert. In einer im Jahr
1998 erschienenen Publikation der Fehrentz Gruppe wurde zur Synthese von Aspartyl- und
Glutamylaldehyden wieder auf die Reduktion von Weinreb-Amiden in Lésung mit sterisch
gehinderten Lithiumaluminiumhydriden zuriickgegriffen [Par98a]. Im Jahre 2000 erschien
eine Publikation zur Festphasensynthese von entschiitzten Peptidylaspartyladehyden auf

einem Weinreb-Linker. Allerdings waren die erzielten Ausbeuten vergleichsweise gering
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und die Produkte mussten nach der reduktiven Abspaltung mittels Saulenchromatographie
oder praparativer HPLC gereinigt werden [Ton0Q].

Diese Aufreinigung ist nicht nur aufgrund unzureichender Reinheit der Rohprodukte
notwendig, sondern  auch  zur  Entfernung von  Nebenprodukten  des
Lithiumaluminiumhydrids, die in biologischen Systemen toxisch wirken konnen.
Ausserdem stellt es einen zusétzlichen Arbeitsaufwand dar und bringt stets ein gewisses
Mal3 an Racemisierung mit sich. Da die Reduktion der Weinrebamide racemisierungsfrei
verlauft, wird durch die Aufreinigung ein Hauptvortell dieser Synthesestrategie wieder
zunichte gemacht.

Es exigtiert eine Vielzahl von Publikationen zur Immobilisierung in Lésung hergestellter,
urethangeschitzter Aminoaldehyde mit anschlief3ender Peptidsynthese. Dabel sind zum
Teil sehr aufwandige Vorsynthesen notwendig, bei denen der Aldehyd noch vor der
Immobilisierung mit dem entsprechenden Linkersystem verbunden werden muf3. Dies ist
beispielsweise bei der Immobilisierung des Aldehyds als Semicarbazon [Mur92],
Thiazolidin [Gal97] oder Acetal [Yao0l] der Fall. In jingerer Zeit wurde ein Linker zur
Festphasensynthese von Semicarbazonen beschrieben, der die direkte Anbindung von
geschitzten Aminoaldehyden erlaubt [Pat99]. Nach der Peptidsynthese werden die
Semicarbazone vom polymeren Tréger abgespalten. Sie lassen sich ohne Racemisierung
aufreinigen und sind im Gegensatz zu Peptidylaldehyden Uber langere Zeit stabil zu lagern.
Die Freisetzung des Aldehyds mit Brenztraubensaure verursacht kaum Racemisierung.
Allerdings muften auch hier die erzeugten Peptidylaldehyde nochmals mit praparativer
HPLC gereinigt werden.

Vergleichsweise wenig Nebenproduktbildung wird bei der Festphasensynthese von
Peptidylaldehyden durch Ozonolyse von harzgebundenen Olefinen beobachtet [Par98b,
Hal98]. Letztere werden durch Wittig-Reaktion eines geschitzten Aminoaldehydes mit
einem immobilisierten Phosphorylid bzw. durch Wittig-Horner-Reaktion mit einem
Dialkylphosphonat an fester Phase erzeugt. Die Ozonolyse wird bel tiefen Temperaturen
(-78°C) durchgefuhrt. Wahrend in beiden Arbeiten Produkte mit hoher HPLC-Reinheit
(ca. 90%) erhalten werden, sind die Angaben zur Diastereomerenreinheit nicht einheitlich.
Hall und Sutherland fanden im Gterminalen Aldehyd ausschliefdlich die L-Konfiguration
vor [Hal98], wéahrend Fehrentz et al. bel einigen Peptidylaldehyden in Abhangigkeit von
den Reaktionsbedingungen nahezu quantitative Racemisierung fanden [Feh98, Feh97]. Im
gunstigsten Fall wurde ein Anteill von 7% D-Form des C-terminaen Aminoadehydes

nachgewiesen.
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Ein besonders eleganter Ansatz zur Anbindung von Aminoaldehyden als Oxazolidin
besteht in der Verwendung von Serin oder Threonin as Linker, das C-termina auf
Aminomethylharz gekuppelt wird [EdeQ7]. Die Immobilisierung des Aldehyds gelingt in
schwach basischem, wasserfreien Medium bei 60°C. Nach Aufbau des Peptides mit der
DIC/HOBt-Strategie kann das Produkt hydrolytisch abgespalten werden (Abb. 1-36). Als
Tragermaterial wurden ,,Synphase Crowns® genutzt, die aus einem Copolymer von
Methylacrylsdure, Dimethylacrylamid und Polyethylen bestehen.

L
1% DIEA/MeOH FmOC—NjX :Q(H
Fmoc—N N \O
W)L \O 2h, 60 °C R H 5

Peptidsynthese |

H (0]
H 50 HOAC/H,O H Ny
Ac-PEPTID” H <~———— Ac-PEPTID N
30 min, 60 °C RN I \O

Abb. 1-36 Festphasensynthese von Peptidylaldehyden auf Threonin-derivatisiertem polymerem
Trager [Ede97].
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2 Aufgabenstellung

Im ersten Teil der Arbeit sollte die Synthese von polymergebundenem 1,5-Dihydroxy-1-
oxo-1H-1I >-benzo[d][1,2]iodoxol-3-on (IBX) ausgearbeitet und dessen Einsatzméglich
keiten untersucht werden. IBX ist ein mildes und sel ektives Oxidationsreagenz, das bel der
Oxidation von Alkoholen keine Uberoxidation zur Saure bewirkt. Deshalb stellt es fir die
polymerunterstiitzte Ldsungssynthese (PASP-Synthese) eine wertvolle Bereicherung dar.
Harze mit verschieden hohen Ausgangsbeladungen sollten eingesetzt und die optimale
Harzbeladung ermittelt werden. Anschlief3end sollte das entwickelte Reagenz bei der
Oxidation verschiedener Alkohole untersucht werden. Die Oxidation N- und Shaltiger
Verbindungen, sowie die Anwendbarkeit auf neuere Reaktionen wie der
Dehydrogenierung von Carbonylverbindungen und der Cyclisierung von Aniliden zu
Arylpyrrolidinonen sollten untersucht werden.

Peptidylaldehyde sind Inhibitoren in vielféltigen biologischen Systemen. Im zweiten Tell
dieser Arbeit sollten die oxidativen Moglichkeiten des |BX-Reagenzes in Kombination mit
einem neuartigen  Threonin-Scavenger-Harz  zur  paralelen  Synthese  ener
Peptidylaldehydkollektion verknipft werden. Eine neue Synthesevorschrift zur parallelen
Herstellung, einer grofRen Anzahl strukturell unterschiedlicher Peptidylaldehyde sollte

entwickelt werden, die racemisierungsfreie Produkte in guter Reinheit liefert.
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3 Polymergebundene Reagenzien

3.1 Wege zur Darstellung von Aldehyden und Ketonen aus
priméaren und sekundaren Alkoholen

Die Darstellung von Aldehyden und Ketonen ist in der organischen Synthese ein wichtiger
Schritt auf dem Wege zur Erschaffung komplexer Strukturen. Neben der Reduktion von
Carbonsduren und Carbonsaurederivaten ist der oxidative Weg ausgehend von Alkoholen
von grof3er Bedeutung. Die Umwandlung dieser Alkohole zu Aldehyden und Ketonen kann

im Wesentlichen auf funf verschiedene Arten erreicht werden [Mar01].

a) mit Hilfe starker Oxidationsmittel:

Beispide sind Br,, OCI, MnO4, RuO; OsOs; SeO, Cr°*-, P?*-, Hg?*-, Ag'-
Verbindungen. Als Beispiel sei die Mischung aus Chromsaure und Schwefel sdure (Jones-
Reagenz) erwdhnt. Mit dessen Hilfe lassen sich sekundére Alkohole auch in Gegenwart
von Doppel- und Dreifachbindungen zu Ketonen oxidieren. Selbst allylische Alkohole sind
auf diese Weise oxidierbar. Die Nachteile dieser Reagenzien sind ihre Toxizité und
mangelnde Selektivitét. Letzteres fuhrt dazu, dass die Alkohole haufig bis zur Carbonséure

oxidiert werden.

b) durch katalytische Dehydrierung

Es handelt sich hierbei vielfach um grofdtechnisch angewandte Verfahren. Bekannte
Labormethoden sind die Verwendung von Silber- und Kupferoxid, Raney-Nickel oder
Palladiumacetat.

) durch Oppenauer-Oxidation

d) mit DMSO-basierten Reagenzien

Beispiele: Moffatt-Oxidation (DMSO, DCC, P.,Os), Swern-Oxidation(DMSO, Oxalyl-
chlorid), DMSO und SO3-Pyridin-Triethylamin usw.

€) mit elektrochemischen Methoden durch anodische Oxidation und ggf. mit Mediatoren.

f) mit hypervalenten lodverbindungen
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Die bekanntesten Beispiele sind das Dess-Martin-Periodinan und dessen Vorstufe IBX
(Abb. 3-1)

A _OH TAC
I3 AcO_ |—OAc
O Ay
. ©:\<O 2
o o)
IBX Dess-Martin

Periodinan (DMP)

Abb. 3-1 Die bekanntesten hypervalenten lodverbindungen DMP und IBX zur Oxidation von
Alkoholen

Ebenfalls haufig verwendete, hypervalente lodverbindungen zur Oxidation, sind das
Phl(OAC), (DIB) und dessen Derivate (in Kombination mit TEMPO; (Abschnitt 1.4)). Die
grof3en Vorteille der hypervalenten lodverbindungen sind vor allem deren milde
Reaktionsbedingungen und geringe Toxizitét.

3.2 Entwicklung eines polymergebundenen IBX-Harzes

Die hypervaente lodverbindung IBX ist ein sehr mildes und selektives Oxidationsmittel.
Es ist auch bei langerer Lagerung bei Raumtemperatur an Luft mehrere Monate ohne
merkliche Zersetzung haltbar. Die geringe Loslichkeit in organischen Ldsungsmitteln
verhinderte alerdings bislang seine breite Verwendung. IBX-Oxidationen werden
ausschliefdlich in DM SO oder L dsungsmittelgemischen durchgefihrt, die DM SO enthalten.
Um Resaktionen in leichter fllchtigen organischen Ldsungsmitteln wie z.B. Dichlormethan
oder Tetrahydrofuran zu ermdglichen, wurde IBX mit Essigsdureanhydrid in Essigsdure
zum Dess-Martin Periodinan (DMP) derivatisiert (Abb 32). DMP ist alerdings sehr
hydrolyselabil. Es kann aber unter Schutzgas bei 4°C langere Zeit gelagert werden.

@)
N\ /OH

| OAC\ —OAc
©i<‘o + Ac,0 + ACOH ——— > ‘
\

O
1

Abb. 3-2 Darstellung von DMP aus IBX [Des83].
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Bel der Entwicklung des polmergebundenen IBX-Reagenzes ist die Frage der Loslichkeit
nicht mehr von Bedeutung. Es muss lediglich eine gute Quellbarkeit des Polymers in den
zur Reaktion verwendeten L6sungsmitteln gewahrleistet sein. Somit sind auch Reaktionen
in DCM und THF moglich.

3.2.1 Der Linker

Zur Anbindung an einen polymeren Trager musste IBX um eine Linkerfunktion erweitert
werden, die die elektronischen Zusténde nicht zu stark verdndert, also das
Oxidationspotential moglichst nicht verringert. Die Linkerfunktion muss auf3erdem eine
ausreichende thermische und chemische Stabilitét zeigen. Eine Etherbindung zum Polymer
zeigt diese Eigenschaften. Retrosynthetisch betrachtet muss die Darstellung einer hydroxy-

funktionalisierten 2-1od-benzoesdure erfolgen (Abb. 3-3).

o} 0}
\ \
O_@:«O _ Ho~©;<o — HO oH
O o o

Abb. 3-3 Retrosynthese von IBX-Harz ausgehend von hydroxyfunktionalisierter lodbenzoesaure.

3.2.1.1 Linkerauswahl

Auf Polystyrol (PS) basierende Polymere sind die am haufigsten verwendeten, polymeren
Tréger. Es zeigt eine gute thermische Stabilitét bei Reaktionen im Temperaturberereich bis
etwa 100°C und chemische Stabilitét gegeniber Ldsungsmitteln wie Dichlormethan,
Tetrahydrofuran, Dimethylformamid oder Toluol. Ebenso ist PS-Harz saure- und
basenstabil. Zur Anbindung einer hydroxyfunktionalisierten 2-10od-benzoesdure kommen in
erster Linie halogenfunktionalisierte Linker, wie der Brommethyl-Linker, Chlormethyl-

Linker oder der Bromsubstituierte Wang-Linker in Frage.
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3.2.2 Synthese der hydroxyfunktionalisierten 2-lod-benzoeséure

In Frage kommende Verbindungen sind 4Hydroxy-2-iodbenzoesaure und 5Hydroxy-2-
iodbenzoesaure (Abb. 3-3). Bel Immobilisierung von 5Hydroxy-2-iodbenzoesaure wird
durch den +M-Effekt der Alkoxygruppe das Oxidationspotential des polymergebundenen
IBX erniedrigt. Immobilisierte  4-Hydroxy-2-iod-benzoesdure dagegen erhoht nur die
Elektronendichte am  Carbonylkohlenstoff. ~ Polymergebundene  4-Hydroxy-2-
iodbenzoesiure sollte nach diesen Uberlegungen ein hoheres Oxidationspotential haben als
polymergebundene 5-Hydroxy-2-iodbenzoesdure (5). Aus diesem Grund wurden zunéchst

Syntheseversuche zur Darstellung von 4-Hydroxy-2-iodbenzoesiure unternommen.

3.2.2.1 Syntheseversuche zur Darstellung von 4-Hydroxy-2-iod-
benzoesaure

Der Syntheseweg geht von 3-lodphenol (3) aus, das zuerst nach Reimer-Tiemann
formyliert wird (4) [Kob63]. Mit CCOs; as Base erfolgt anschlief?end die
Immobilisierung G) an den polymeren Trager. Anschlief3end wird an fester Phase mit
Natriumchlorit und Sulfaminsaure zur Carbonsaure (6) oxidiert (Abb. 3-4) [Li99].

| CHO
. . | X CHO
Reimer-Tiemann Q\ /©i
—_—> _—
Cs,CO, DMF, o |
OH o
OH 80°C, 3h

3 4 5

H,N-SO_H, NaClO,
THF/ Aceton/ H,0 COOH
2:1:1,RT, 2h
- = /CK X=Cl, Br
O I
6

Abb. 3-4 Syntheseschema von 4-Hydroxy-2-iodbenzoesaure an fester Phase

Die Reimer-Tiemann-Reaktion ergibt in erster Linie das para-Produkt [Rei 76, Sin83]. Die
Synthese von 4-Hydroxy-2-iodbenzaldehyd (ortho-Produkt) lieferte Ausbeuten im Bereich
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von 1%. In verniinftigen Mengen konnte nur 2-Hydroxy-6-iodbenzoesdure isoliert werden.

Deshalb wurde der Weg Uber die 5-Hydroxy-2-iodbenzoesdure gewahlt.

3.2.2.2 Synthese von 5-Hydroxy-2-iodbenzoesaure

Nach den schlechten Resultaten bei der Synthese von 4-Hydroxy-2-iodbenzoesédure
(Abschnitt 3.2.3.2) musste auf die Synthese von 5-Hydroxy-2-iod-benzoesaure
ausgewichen werden. Wie bereits in Abschnitt 3.2.2 diskutiert, ist das Einfihren der
Hydroxyfunktion in 5-Stellung hinsichtlich der elektronischen Eigenschaften nach
Oxidation zum polymergebundenen IBX unglnstiger, da sich so am [(V)-Atom Uber
mesomere Effekte die Elektronendichte verringert, und deshalb diese Oxidationsstufe
stabilisiert wird. Folglich nimmt das Redoxpotential gegentiber freiem IBX geringfiigig ab.

Darstellungsmdglichkeiten von 5-Hydroxy-2-iod-benzoesdure sind die Methoden von
Frank et a. [Mos34] oder Moss et al. [Fra48] (Abb. 3-5). Dabei geht man von 3-
Hydroxybenzoeséure (/) aus und fuhrt eine Azokupplung mit Phenyldiazoniumchlorid
durch. Nach Reduktion der Azoverbindung (8) mit Dithionit erhdlt man 2-Amino-5-
hydroxybenzoesdure (9) mit 40 % Ausbeute und ausgezeichneter Reinheit in Form
hellgelber feiner Nadeln. 5-Amino-2-hydroxybenzoesiure ist kommerziell erhdtlich,
wodurch die Einfihrung der Aminogruppe als zusétzlicher Syntheseschritt entfallt. Nach
Diazotierung und Verkochung des Diazoniumsalzes (10) mit Kaliumiodid erhdt man 5
Hydroxy-2-iod-benzoesdure (11) mit 27% Ausbeute.
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Abb. 3-5 Synthese des 5-Hydroxy-2-iod-benzoesauremethylesters

Um eine selektive Immobilisierung der Verbindung an halogenfunktionalisierte Polymere
Uber die Hydroxy-Gruppe zu gewdhrleisten, musste die Carboxy-Gruppe geschiitzt
werden. Als gut geeignet erschien in diesem Fall die Darstellung eines Methylesters,
welcher nach der Anbindung an das Polymer basisch hydrolysiert werden kann. Mit
Thionylchlorid in Methanol bel 60°C und 3 h Reaktionszeit wurde der 5-Hydroxy-2-
iodbenzoesauremethylester in 99% Ausbeute als farblose Verbindung erhalten [Y 0s97].
Nach Umkristallisieren aus Wasser fiel die Verbindung in Form langer, farbloser Nadeln
an. Fur die weitere Umsetzung der Verbindung war dieser Schritt nicht notwendig, es
wurde das Rohprodukt eingesetzt.

3.2.3 Synthese von polymergebundenem 1,5-Dihydroxy-1-oxo-1H-1I °-
benzo[d][1,2]iodoxol-3-on (IBX-Harz) (16)

In Abb. 3-6 ist das vollstdndige Syntheseschema zur Darstellung von IBX-Harz dargestellt.
Die einzelnen Schritte und synthetischen Aspekte werden in den folgenden Unterkapiteln
besprochen.

Esist offensichtlich, dass der entscheidende Schritt der Synthese von polymergebundenem
IBX-Harz (16) die Oxidation ist (5 ? 16) und deshalb wird dieser Schritt besonders
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ausfuhrlich behandelt. Wie bereits in Abschnitt 1.4.7.1.1 angesprochen, haben auch andere
Gruppen den hier erarbeiteten Weg tUbernommen und erfolgreich angewendet [Ley03,

Ree02].

OH 12 14

13a, 13b

COOCH, !
/\X |
@ S

Cs,CO, DMF, 80°C, 3h

13aX =Cl KOSiMe,,
13b X =Br THF, RT
16h
16 HO 15

\_O
If/ Bu,N-Oxon I
o} -
()/\0 CH,SO;H, DCM, RT, 3 h O/\O COOH

Bu,N-Oxon = Bu,N-HSO,

Abb. 3-6 Synthese des polymergebundenem IBX-Reagenzes

3.2.3.1 Belegung des polymeren Tragers mit 5-Hydroxy-2-
lodbenzoesaure-methylester

Erste Experimente wurden mit Wang-Bromo-PS-Harzen durchgefiihrt, um eine
Moglichkeit zur Abspaltung von Zwischenprodukten vom polymeren Tréger zu haben.
Nach wenigen Experimenten wurde dazu tibergegangen, das chemisch stabilere Merrifiel d-
PS-Harz zu verwenden.

Als Kupplungsmethode zur Belegung von Merrifield- (13a) oder Wang-Bromo-Harze
(13b) mit Phenolen eignete sich wasserfreies Casiumcarbonat in DMF bei 80°C und 3h
Resktionszeit. Casiumcarbonat 16st sich nicht in DMF, reagiert also in Suspension. Die
dunkel-grine Farbe, die nach etwa 30 Minuten Kupplungzeit auftrat, war ein
charakteristisches Zeichen fur die Anwesenheit einer lodverbindung in Verbindung mit
Césiumcarbonat. Nach der Reaktion wurde das Uberschiissige Casiumcarbonat mit
Essigsaure hydrolysiert. Wichtig war, das Polymer solange mit DMF, THF, DCM und
MeOH zu waschen, bis es wieder feinkérnig vorlag. Die Analytik des beladenen Harzes
(14) efolgte mit FT-ATR-IR Spektroskopie. Ausserdem wurden Elementaranalysen zur

60



IBX-HARZ

Bestimmung des lod-Gehalts durchgefiihrt, die gleichzeitig der Beladungsbestimmung

dienten

O/\u

13a
A \\ﬂ

1675 \\ /@[l
N
Q/\ ) COOCH,

B 14

T T T T T T T T T T T T 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wellenzahl [cm™]

Abb. 3-7 IR-Spektrum von unbelegtem Merrifield-PS-Harz @) und mit 5Hydroxy-2-iod-

benzoesauremethylester belegtem Merrifield-PS-Harz (B).

Abb. 3-7 zeigt vergleichend die IR-Spektren von unbelegtem Merrifield-PS-Harz (A) und
mit 5-Hydroxy- 2-iod-benzoessuremethylester belegtem Merrifield-PS-Harz. Bei 1731 cmit
ist die C=0 Vaenzschwingung des Methylesters als starke Bande zu sehen. Die Bande bei
1675 cmit deutet auf intramol ekulare Wasserstoffbriicken hin [Bro61].

3.2.3.2 Verseifung des Methylesters

Ubliche Methoden, aromatische Alkylester in Losung zu verseifen, sind Reaktionen mit
Alkalihydroxiden in Wasser, Wasser/THF- oder Wasser/Dioxan-Mischungen. Bei
Verseifungen an  Polystyro-Harzen  kénnen  THF-  und  DioxanWasser
L 6sungsmittelgemische verwendet werden [Sve96, Ben98]. Wichtig fir die Verseifung ist,
dass das Polymer ausreichend quellbar ist.
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In Abb. 3-8 sind FT-ATR-IR Spektren des polymergebundenen Esters vor und der

polymergebundenen Sdure nach der Verseifung gezeigt. Der interessante Bereich der

Carbonyl-Vaenzschwingung des Esters ist mit einem Kasten markiert. Zu beachten ist,
dass bei Versaifung unter akalischen Bedingungen (b) - d)) das Carboxylat-Anion
entsteht. Unter sauren Reaktionsbedingungen wie bei Methode €) entsteht jedoch die
Saure. Arylcarboxylat-Anionen absorbieren in den Wellenzahlbereichen von 1610 — 1550
cm! und 1420—1300 cmil. Aromatische Carbonsiuren absorbieren dagegen zwischen
1710 und 1680 cm* [Hes91]. Deshalb ist bei Methode €), der Verseifung des Methylesters
unter sauren Bedingungen mit Kaliumtrimethylsilanolat, eine Bande mit dem Maximum
bei 1706 cm® zu sehen, wahrend bei den Methoden b) — d) in diesem Wellenzahlbereich
keine Bande mehr zu erkennen ist. Das Kaliumtrimethylsilanolat wurde as 1 molare
Losung in wasserfreiem THF eingesetzt. Zuvor wurde das Polymer zweima mit dieser
Losung gewaschen, um Feuchtigkeitsreste zu entfernen. Anschlielend wurde bei
Raumtemperatur durch Umesterung innerhalb von 16 h zuerst der entsprechende Silylester
gebildet, der dann mit Essigsdure/THF 1:4 innerhalb von 5h bei Raumtemperatur
quantitativ zur Saure verseift werden konnte [Ric98, Sam99].

Die Verseifung mit Kaliumtrimethylsilanolat zeigte sich als die beste Methode, auch wenn
die IR-Spektren dies nicht direkt ersichtlich machen. Es wurden jedoch
Kontrollexperimente mit Wang-Bromo-PS-Harz durchgefiihrt. Der Wang-Linker erlaubt
die Abspaltung von 12 mit 25% TFA in DCM. Das HPLC-Chromatogranm und das
zugehorige Massenspektrum von 11 und 12 nach Verseifung mit KOH und Abspaltung mit
25 % TFA/DCM (Abb. 3-9) zeigen aber deutlich, dass neben der Saure mit m/z= 262,82
noch sehr vid Ester mit m/z= 276,84 polymergebunden vorlag.
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2N KOH, 18 h, 50 °C,
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Abb. 3-8 Verseifung von polymergebundenem 5-Hydroxy-2-iodbenzoesduremethylester (L4) an
Merrifield-PS-Harz, (1,2 mmol/g Ausgangsbeladung) mit Hilfe der FT-ATR-IR-Spektroskopie.
C=0-Valenzschwingung des Esters bei 1731 cm™. c=0 Valenzschwingung der Carbonsaure bei
1706 cm™; * beste Methode.

63



POLYMERGEBUNDENE REAGENZIEN

Nach Abspaltung zeigten nur Umsetzungen mit Kaliumtrimethylsilanolat einen
guantitativen Umsatz Als Erklarung kann hier die mangelhafte Quellbarkeit des Polymers
in organisch-wassrigen Losungsmittelgemischen dienen. Die Quellbarkeit des Polymers
war bei der Kaliumtrimethylsilanolatmethode gewéhrleistet, da sie in THF ohne Wasser
durchgefiihrt wurde. Aber auch in diesem Fall war nach der Reaktion ein deutlich
schlechteres Quellverhalten des Polymers in THF und anderen Lésungsmitteln mit guten
Quelleigenschaften wie DCM zu beobachten. Erst durch intensives Waschen des Polymers
mit DCM und Methanol (zehnmal) konnte dieser Effekt behoben werden. Wenn man diese
Beobachtung auf die Verseifung mit KOH in Dioxan/Wasser anwendet, in der die
Quellbarkeit des Polymers weit geringer ist als in THF, kann davon ausgegangen werden,
dass nach einem gewissen Umsatz des Esters die Zuganglichkeit der restlichen

Estergruppen so stark eingeschrénkt wird, dass keine weitere Verseifung mehr erfolgen

kann.
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Abb. 3-9 ES-FTICR-MS-Spektrum (grof3e Abbildung) und HPLC Chromatogramm (I = 214 nm)
nach Verseifung des Methylesters mit KOH an Wang-Bromo-PS-Harz und Abspaltung mit 25 %
TFA/DCM. Die [M+H]" Peaks der Saure 11 und des Esters 12 sind bei m/z = 262.8 (Saure) und

m/z = 276.8 (Ester) zu sehen. Die Verseifung war also unvollstandig.



IBX-HARZ

3.2.3.3 Oxidation zu polymergebundem IBX (1,5-Dihydroxy-1-o0xo-1H-
11 °-benzo[d][1,2]iodoxol-3-on)

Um die polymergebundene lodbenzoesdure zu hypervalentem IBX zu oxidieren, ist es
wuinschenswert, die in Losung beschriebenen Synthesen nach Dess und Martin, Ireland et
a. oder Frigerio et al. an die Festphase Ubertragen zu kdnnen (Abb. 3-10) [Des83, Fri99,
Ire93, Kat89]. Der folgende Abschnitt zeigt die Evaluierung der geeigneten Oxidations-
mittel und die Entwicklung eines entsprechenden Testsystems zur Bestimmung der
erhaltenen Harzaktivitat.

Die ersten Oxidationsversuche wurden sowohl an Merifield- as auch Wang-PS-Harz
durchgefihrt und sollten zeigen, welche Oxidationsmittel mit Polystyrol kompatibel sind,
und ob damit lod in die Oxidationsstufe (V) Uberfihrt werden kann. Im ersten Schritt
wurden die bisher in Losung beschriebenen Synthesen von IBX as mdgliche
Festphasenreaktionen getestet.

Die bekannten Ldsungssynthesen sind in Abb. 3-10 dargestellt.

KBrO,, 2 M H,S0O,, o~ OH
! 65°C, 2,5h \|+\/
A ©i o) 98 % [Des83, Ire93]
COOH
0

1. Cl,, CHCI,, 0°C, O_, OH

|
10 min I\
B > 0 99 % [Kat89]
R< 2.NaOCI,RT,1h  R<
o COOH o)

3. konz. H,SO,

R = Octyl, Butyl
| Oxon, H,0, 70° C, o, OH
|
3h, \ )
C > ¢} 79-81% [Fri99]
COOH \
O

Oxon = 2 KHSO,-KHSO,-K,S0,

Abb. 3-10 Literaturbekannte Synthesen von IBX und 5-alkoxysubstituiertem IBX in Losung.
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3.2.3.3.1 Redoxpotentiale

Der malgebliche Faktor fur die Oxidationseigenschaften von Oxidations-Reagenzien sind
die relevanten Redox-Potentiale [How95]:

BrOs +6H"+6€ ®  Br+3H;0 E°=144V [3.24.3-]
HSOs +2H"+2e ® HSO4 + H,0 E°=144V [3.24.32]
Ch+2¢ ® 2CrI E°=136V [3.24.3-3
HOI + 2 H,0 ® 105 +5H"+4e E°=113V [3.24.3-]

In Gleichung 3.2.4.3-4 ist as Referenz die Oxidation von I"' nach 'V gezeigt. Bei einem
Oxidationspotential von E° = 1,13V liegen aso die Oxidationssysteme 3.2.4.3-1 - 3.2.4.3

3 deutlich tber dem erforderlichen Oxidationspotential.

3.2.3.4 Synthesen und Testsystem

3.2.3.4.1 Testsystem zur Bestimmung der Harzaktivitat

Als Testsystem zur Bestimmung der Harzaktivitdt wurde die Oxidation von
Piperonylalkohol zu Piperonal verwendet. Piperonylalkohol ist as benzylischer Alkohol
gegenlber Oxidationen aktiviert, aber nicht so leicht flichtig wie Benzylalkohol. Alle zur
Erstellung dieser Arbeit dargestellten und verwendeten |BX-Harze wurde mit Hilfe dieses
Testsystems auf ihre chemische Aktivitdt getestet. Dazu wurde Piperonylalkohol in
Dichlormethan gelost, und im Uberschuss (meist 2 eg. Piperonylalkohol) zum jeweiligen
IBX-Harz gegeben und bei Raumtemperatur geschiittelt. Bei hdheren Temperaturen wurde
vorsichtig gerthrt, so dal3 keine mechanische Besché&digung des Polymers stattfand.
Fiperonylalkohol und Piperonal haben im verwendeten HPLC-Gradientensystem eine
Retentionszeitendifferenz von etwa 4 min.

In Abb. 3-11 sind Reaktionsschema und HPLC-Chromatogramm abgebildet. Da der
Alkohol im definierten Uberschuss zugegeben wurde, konnte aus dem Verhaltnis der
Peakflachen des HPL C-Chromatogramms die Aktivitat bestimmt werden. Zur Berechnung

des Ansatzes wurde die theoretisch mdgliche maximale Beladung des Harzes
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herangezogen. Bezogen auf diesen Wert wurden zwei Aquivalente Piperonylalkohol
zugegeben und anschlief3end die Aktivitdt berechnet. Die Extinktionskoeffizienten der
Verbindungen bei ?=214 nm wurden zur Korrektur der Flache der HPLC-Peaks nicht
berlcksichtigt. Da Alkohol und Aldehyd &hnliche Extinktionskoeffizienten bei der
Detektionswellenléange (? = 214 nm) besitzen, konnten die Peakflachen von Edukt und

Produkt ohne Korrektur verglichen werden.
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Abb. 3-11 HPLC-Chromatogramm nach teilweiser Oxidation von Piperonylalkohol mit IBX-Harz zu

Piperonal (I = 214 nm).

Zusétzlich zur HPLC-Chromatographie wurden vom IBX-Harz lod-Elementaranalysen
angefertigt, um die gefundene Menge polymergebundenen lods, mit der aus HPLC-
Chromatogrammen  bestimmten Aktivtét aus Testoxidationen von Piperonylakohol zu
vergleichen und daraus wiederum die Stoffmenge an lod (V) zu bestimmen. Es zeigte sich,
dass die Elementaranayse nur begrenzt von Nutzen war, da es haufig vorkam, dass lod nur
in Spuren um 0,3% - 2% gefunden wurde, was den durchgefihrten Testoxidationen
widersprach. Lieferte die Elementaranalyse aber verntnftige Werte, zwischen 8% und
12% bei Harzen mit 1,2 mmol/g Anfangsbeladung, so stimmte dies sehr gut mit den

Ergebnissen der Testoxidationen tberein.
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3.2.3.4.2 Veranderung des lodgehalts und der Harzbeladung im Verlauf der

Darstellung des IBX-Harzes

Die Beladungsanderung des verwendeten Polymers ist im Verlauf der Synthese des IBX-
Harzes (Abb. 3-6) bei der Ansatzberechnung zu berticksichtigen. Die dazu benutzten

Formeln sind in Anhang (Abschnitt 8.1) ausfhrlich gezeigt.

Tab. 6 Beladungsanderung von sieben PS-Harzen mit steigender Angangsbeladung im Verlauf
der IBX-Harz Synthese (Abb. 3-6).

Anfangsbeladung 107 120 140 145 290 299 440
[mmol/g]

Nach Belegung 08 093 105 107 1,71 174 213
[mmol/g]

Nach Verseifung 086 094 106 109 175 1,78 220
[mmol/g]

Nach Oxidation 084 092 103 105 166 168 205
[mmol/g]

Man sieht, dass selbst bei hochbeladerem Merrifield-Harz (4,4 mmol/g), nur etwa 2
mmol/g lod(V)-Atome vorhanden sein kénnen (Tab. 6; graues Feld,). In diesem Fall
besteht das polymere Reagenz wegen des hohen lod-Atomgewichts von 126,9 amu zu fast
30% aus lod (Tab. 7). Dieser Wert wurde jedoch nie erreicht. Hochbeladene Harze
brachten meist schlechte Ergebnisse in Form unsauberer Oxidationsprodukte. Harze mit
einer Anfangsbeladung von 1,07 oder 1,2 mmol/g ergaben dagegen die saubersten
Produkte. Deshalb wurden in fast allen Anwendungen Harze mit einer Anfangsbeladung

von 1,07 mmol/g oder 1,2 mmol/g verwendet.

Tab. 7 lodgehalt von sieben PS-Harzen im Verlauf der IBX-Harz Synthese (Abb. 3-6).

Anfangsbeladung 1,07 120 140 145 290 299 440
[mmol/g]

lodgehalt 10,79 11,81 1328 13,63 21,65 22,04 27,08
nach Belegung [%0]

lodgehalt 10,92 1196 1348 1384 2218 2259 2791
nach Verseifung [%0]

lodgehalt 1063 11,61 13,03 13,37 21,00 21,37 26,08
nach Oxidation [%]

3.2.3.4.3 Synthese von IBX-Harz — Methode A
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Erste Versuche wurden nach der Methode von Dess und Martin unternommen [Des83].
Um eine gute Quellbarkeit zu erreichen, wurden die Synthesen in CCly durchgefiihrt. Die
sonstigen Reaktionsbedingungen wurden an die Losungssynthese angelehnt. Das bedeutet
dass konz. Schwefelsaure und Kaliumbromat als Oxidationsmittel verwendet wurden. Ein
Experiment wurde ohne organisches Losungsmittel ausschliefdlich in konzentrierter
Schwefelsdure durchgefihrt (Tab. 8; Pos.1). Diese Methode war mit Polystyrolharz aber
nicht kompatibel. Die Qualitdt des Polystyrolharzes bezliglich Aussehen und Quellbarkeit
war nach der Reaktion immer deutlich beeintrachtigt. KBrOz as Oxidationsmittel fuhrte
bis zur vollsténdigen Zerstérung des Polymers (Tab. 8; Pos.2). Eine oxidative Aktivitét des
Polymers konnte nur in einem Fall beobachtet und nicht wieder reproduziert werden
(Tab. 8; Pos.3).

Tab. 8 Oxidationen von 15 mit KBrOs, an Merrifield-Harz und dessen Umsetzung (3 h) mit
Piperonylalkohol zu Piperonal.

Pos. Oxidationsmittel L dsungs- Temp. Reaktions- Reinheit eq.

mittel [°C]  zeit[h] Piperonal® IBX-
[%0] Harz
1 KBrOs (3 eq.) H>SO4 65 2,5 0 1
konz.
2 KBrOs, 2M (3eg.) CCly 65 3 Harz -
H.S0,4(70 eq.) zerstort
3 KBrO3 (10 eq.) CCly 65 2 0,5 1

18-Krone-6 (1 eq.)

@) peakflache im HPLC Chromatogramm.

3.2.3.4.4 Synthese von IBX-Harz — Methode B

Katritzky et al. beschrieben im Jahre 1989 eine Oxidationsmethode bel der unter
Verwendung von Ch-Gas im ersten Schritt 2-(Dichloriod)-benzoesdure gebildet wird,
welche anschlief3end mit hypochloriger Saure zu IBX oxidiert wird B). Da das direkte
Einleiten von Chlorgas bei Polymerreaktionen kompliziert ist, wurde Chlor in situ erzeugt.
Hierzu wurde N-Chlorsuccinimid (NCS) mit einer HCl/DioxanLdsung versetzt und 5 min

voraktiviert. Nach kurzer Zeit bildete sich unter Gelbférbung der Ldsung Chior.

Anschlief?end gab man diese Lésung auf das Polymer und lief3 das Gemisch 30 min
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reagieren. Danach wurde wassrige NaOCI-Ldsung zugegeben. Nach 1 h wurde das
Polymer mit Wasser, Dichlormethan und Diethylether gewaschen. Es konnte schon friher
gezeigt werden, dass die in situ Erzeugung von Chlor der Reaktion durch Einleiten

gasférmigen Chlors équivalent ist [Wei00].

Tab. 9 Oxidationen von 15 mit Cl,/OCI™ an Merrifield-Harz und dessen Umsetzung (3 h) mit
Piperonylalkohol zu Piperonal.

Pos. Oxidationsmittel Lésungs- Temp. Reaktions Ausbeute €.
mittel -zeit Piperonal® IBX-
[%0] Harz
1 N-Chlorsuccinimid, Dioxan RT 05hChL 60 4
(4 eqg.), HCI, NaOCI 1 hNaOClI
2 N-Chlorsuccinimid, Dioxan RT 05hCh 36 2
(5eq.), HCI, NaOCI 1 hNaOCl

3 N-Chlorsuccinimid, Dioxan RT 0,5h,Ch, 65(16h) 2
(5eq.), HCI, NaOClI 1 hNaOCI

4 N-Chlorsuccinimid, Dioxan RT 05hChL, 86(16h) 2
(5 eqg.), HCI, NaOCl, 1 hNaOCl

konz. H,SO4 (kat.)

5 N-Chlorsuccinimid, Dioxan, RT 05hChL, 14 7
(4 eg.), HCl, NaOCl, CH.Cl, 1 hNaOC|
konz. H,SO;4 (Kat.),
BwNHSOs (1 eq.)

@ Entspricht der Peakflache im HPLC Chromatogramm beim Funktionstest mit Piperonylalkohol/
Piperonal.

Wie in Tab. 9 gezeigt, wurden auf Anhieb sehr gute Ergebnisse mit bis zu Uber 80%
Umsatz des Piperonds erzielt (HPLC). Der Zusatz von konzentrierter Schwefelsdure in
katalytischen Mengen ergab mit 86% Umsatz das beste Resultat (HPLC) (Tab. 9; Pos. 4).
Die Zugabe von BwNHSOs war dagegen kontraproduktiv und fihrte zu schlechten
Ergebnissen (Tab. 9; Pos. 5). Es wurden nur15% des Piperonals umgesetzt (HPLC).

Trotz der guten Reinheiten, die diese Synthese liefert, ist deren Ausfiihrung vor allem bei
grosseren Ansétzen problematisch. So kann es bel der Entstehung des Chlors in situ zu
starken, lokalen Warmeentwicklungen kommen, die sich bei Polymerreaktionen sehr
nachteilig auf die Struktur des Polymers auswirken konnen. Weiterfuhrende
Optimierungen wurden deshalb nicht durchgefhrt.

3.2.3.4.5 Synthese von IBX-Harz — Methode C
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Frigerio et al. publizierten im Jahre 1999 eine neuartige IBX-Synthese unter sehr milden
Reaktionsbedingungen [Fri99]. Sie verwendeten Oxon (KHSOs-KHSO04-2K»S0,), das
Kaium-Tripelsalz der Caro’schen Sdure [Car98]. Lediglich die Verfligbarkeit des Oxons
am Reaktionszentrum im Inneren des Polystyrols musste durch entsprechende
L 6sungsmittelgemische, wie schon im Fall der Versaeifung mit NaOH und KOH, erreicht
werden. Dazu wurden Dioxan/Wasser-Mischungen verwendet, in denen sich das Oxon
noch loste und sowohl Merrifield- als auch Wang-Harze unterschiedlicher Beladung
ausreichende bis gute Quellbarkeit zeigten.

Es konnte aber weder durch Variation der Temperatur von RT bis 80°C noch durch
Variation der Reaktionsdauer von 3 h bis 10 h bei eéinem 10-fachen OxonUberschuss, eine
Oxidation des Harzes erzielt werden. Hier ist anzumerken, dass zu Beginn dieser
Optimierungsreithe eine geringe Aktivitdt beobachtet werden konnte, die aber nicht
reproduziert werden konnte (Tab. 10, Pos.1). Eine Variation der Ldsungsmittel, die
Verwendung unterschiedlicher Lésungsmittelgemische, Zweiphasensysteme, der Zusatz
von Phasentransferkatal ysatoren wie 18-Krone-6 zeigten ebenfalls keinen Erfolg.

Ein OxonDerivat, bei dem das Kalium-Tripelsalz in sein Tetrabutylammoniumsalz
Uberfiihrt wurde lieferte schliesslich polymergebundenes IBX. Das Tetrabutylammonium-
salz (BwHSOs) schien aso hinsichtlich der oxidativen Eigenschaften genauso geeignet
wie das Oxon bei Ldsungssynthesen. Es ist gut 16slich in polar aprotischen organischen
Lésungsmitteln wie DCM und kommerziell erhdtlich. Durch die Léslichkeit in DCM war
die Verflgbarkeit des Monopersulfat-Anions im Polymer gewdhrleistet. Schon die erste
Oxidation des mit 5-Hydroxy-2-iodbenzoesaure beladenen Harzes durch BuuNHSOs zeigte
bei der Oxidation von Piperonylalkohol eine 33%ige Umsetzung des Piperonylakohols
zum Piperonal (Tab. 10, Pos.10). Weitere Experimente zeigten, dass die Umsetzungsraten
zum Piperonal bei RT in DCM als Losungsmittel am héchsten war. Lange Reaktionszeiten
bis zu 24 h fihrten ebenfalls zu hoheren Ausbeuten des Aldehyds. Bei der Verwendung
hoherer Uberschiisse an IBX-Harz erhohte sich ebenfalls die Umsetzungsrate zugunsten
des Piperonals. Der Einsatz des Phasentransferreagenzes 18-Krone-6 zeigte keine Vorteile.
Auf diese Weise konnte ein maximal 50%iger Umsatz (HPLC) des Piperonals bei 3,6 eq.
IBX erhaten werden. Durch wiederholte Oxidation des Polymers mit BuHSOs konnte
ebenfalls eine Steigerung der Aktivitdt bis zu einem 70%igen Umsatz des Piperonals
(HPL C) beobachtet werden.
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Die Zugabe von Methansulfonsaure zu BUuHSOs in &guimolarer Menge fuhrte auf Anhieb
bei Raumtemperatur und lediglich 3 h Reaktionszeit zu Uber 95% HPLC-Reinheit des
Piperonals bei 2 eg. IBX-Harz (Tab. 10, Pos.30). Dieser Erfolg kann Uber die pH-
Abhangigkeit des Redoxpotentials (Gl. 3.2.4.3-2) erklart werden. In den verwendeten
organischen Lasungsmitteln waren keine Protonen vorhanden. Weitere wasserfreie H'-
Sauren zur Einstellung des pH-Werts wurden nicht getestet.

Diese Darstellungsmethode wurde bei allen weiteren IBX-Harz Synthesen in dieser Arbeit
verwendet. Wichtig ist, wie bereits bei der Verseifung erwahnt, dass das Polymer nach der
Reaktion aulRerst sorgfaltig gewaschen wird, was schon bei kleinen Ansédtzen einen relativ
hohen Ldsungsmittelverbrauch bedeutet. Nach der Synthese quoll das IBX-Harz selbst in
DCM sehr schlecht. Dieses Verhalten konnte aber durch haufiges Waschen mit DCM, THF
und Diethylether (15-mal) beseitigt werden.

Primére Alkohole wie Methanol oder sekundére Alkohole wie Isopropanol kénnen
selbstverstandlich nicht zum Waschen des Polymers verwendet werden, da sie zum

Aldehyd oder Keton oxidiert werden und damit zur Desaktivierung des Polymers fiihren

Tab. 10 Oxidationen von 15 mit Oxon und dessen Tetrabutylammoniumsalz Buy;NHSO:s.

Die beiden letzten Spalten zeigen die Egebnisse der Harzaktivitdt in Form der Reinheit des
erhaltenen Piperonals und der verwendeten Harzmenge; W = Wang-Harz; M= Merrifield-Harz;
Reg = regeneriertes Harz; Die Anfangsbeladung der verwendeten Wang-Harze war 1,4 mmol/g.
Die Anfangsbeladung der \erwendeten Merrifield-Harze war 1,07 mmol/g, 1,2 mmol/g und 2,99
mmol/g. @) Entspricht der Peakflache im HPLC Chromatogramm.

Pos. Harz Oxidations- LOsungs- Temp. Reaktions- Reinheit €q.

mittel mittel zeit Piperonal®™®  IBX-
Harz

1 W Oxon Dioxan/ H,O RT 3h 3,2 2
(10eq.) 11

2 W Oxon Dioxan/ H,O 60°C 3h 0 2
(10eq.) (0}

3 w Oxon Dioxan/ H,O 70°C  3h 0 2
(10eq.) (0]

4 w Oxon Dioxan/ H,O 80°C  3h 0 2
(10eq.) (@]

5 W Oxon Dioxan/ H,O 70°C 10 h 0 2
(10eq.) (7:5)

6 M Oxon Dioxao/ H,O 70°C  3h 0 0,2-0,3
(10 eq.), 11
18-Krone-6
(05
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Tab. 10 Oxidationen von 15 mit Oxon und dessen Tetrabutylammoniumsalz Bus;NHSOs

(Fortsetzung).

Pos. Harz Oxidations- Losungs- Temp. Reaktions- Reinheit eqg.

mittel mittel zeit Piperonal®  IBX-
Harz

7 M Oxon(10egq),  Dioxay 70°C  3h 0 22
18-Krone-6 (kat.) H2011

8 M Oxon (10 eq.), Toluol/ 70°C 3h 0 2,2
18-Krone-6 (kat.) H2021

9 M Ooxon(10ey), CCl/H,0 70°C 3h 0 22
18-Krone-6 31
(1eq)

10 M Bu;NHSO; CH,CIl, RT 3h 33,3 2,2
(10eq)

11 M Bu;,;NHSO; Dioxan/ 65 °C 2h >0,1 2
(10 eq.) DMF (4:1)

12 M Bu;,NHSO; DMF 65 °C 2h 0,8 2
(10eq.)

13 W Bu,NHSO; CH,Cl, RT 2h 18 2
(10eq.)

14 W Bu;NHSO; CH,Cl, RT 4 h 16 2
(10eq.)

15 w Bu;NHSO; CH,CIl, 50°C 16h 36 2
(10eq)

16 W Bu;NHSO; CHCl, 45°C 2h 0 2
(10eq.)

17 W Bu,NHSO; CHCl; 45°C 4 h 5 2
(10eq.)

18 W Bu,NHSO; CHCl, 45°C 16 h 19 2
(10eq.)

19 W Bu;NHSO; CCl, 60 °C 2h 0 2
(10eq)

20 W Bu;NHSO; CCl, 60°C 4h 2 2
(10eq.)

21 W Bu;,NHSO; CCl, 60 °C 16 h 13 2
(10eq.)

22 W Bu;NHSOs CH.Cl, 37°C  24nh 50 3,6
(10eq)

23 W Bu;NHSO; CH.Cl, 60 °C 16 h 0 3
(10 eq.) (Druck)

24 w Bu;NHSO; CH,Cl, 70°C 16h 0 2
(10eq) (Druck)
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Tab. 10 Oxidationen von 15 mit Oxon und dessen Tetrabutylammoniumsalz BusNHSOs
(Fortzetzung).

Pos. Harz Oxidationss Losungs-  Temp. Reaktions- Reinheit eq.
mittel mittel zeit Piperonal®®  IBX-
Harz
25 W Bu;NHSO; 1,2-Di- 70°C 3h 0 2
(10 eq.) chlorethan
26 W Bus;NHSO; CH,Cl, 38°C 4h 13; 3;
Reg. (10eq) 73 30
27 W, Bu;NHSO; CH,Cl, RT 3h 5W,13 M 3
M (20 eq.)
28 W Bus;NHSO; CH,Cl, 50°C 3h 26 3
(20eq.)
29 W Bus;NHSO; CH.Cl, 70°C 3h 8 3
(20eq.)
30 M BusHSOs DCM RT 3h 95-100 2-7
(10eq),
CH;S0O:H
(10eq.)

Es zeigte sich, dass das Polymer nach einer Reaktion durch erneute Oxidiation mit
BwHSOs ohne nennenswerten Aktivitasverlust regenerierbar war. Teilweise fuhrte die
direkte mehrfache Oxidation sogar zur htheren Aktivitéten (Tab.11; Pos 26).

3.2.3.4.6 IR-Analytik des IBX-Harzes

Mit der Testoxidation von Piperonylalkohol zu Piperonal wurde en System zur
Quantifizierung der Aktivitét des IBX-Harzes gefunden. Die IR-Spektroskopie ist
verglichen mit 3C-NMR zur on-bead Reaktionsverfolgung die beste und schnellste
Anaysenmethode. Aussagen Uber die Struktur des polymergebundenem IBX sind
schwerer zu treffen als bei den vorangegangenen Stufen des Methylesters und der Sdure.
Als Hilfe diente hierzu das IR-Spektrum von lodoxybenzoeséure (IBX). Dazu wurde IBX
nach der Methode von Frigerio et al. dargestellt [Fri99]. Die C=0 Vaenzschwingung von
IBX liegt bei 1633 cmil. Literaturwerte schwanken zwischen 1638 cmit und 1640 cm®.
Die Abweichungen sind durch die jewells verwendete Messmethode erklérbar. Die FT-
ATR-IR Technik ermdglicht eine einfache Vermessung fester Substanzen. Die Proben
wurden deshalb direkt as Pulver vermessen.
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Abb. 3-12 FT-ATR-IR Spektrum von IBX. Die C=0 Valenzschwingung ist liegt bei 1633 cm™.

In Abb. 3-13 ist das IR-Spektrum von IBX-Harz gezeigt. Das Polystyrol-Harz hatte eine
Anfangsbeladung von 2,99 mmol/g. Durch die hohe Beladung werden die Banden des
Polystyrol- Gertstes verringert. Es sind adle Banden beschriftet, die nicht im
Ausgangsmaterial, vorkommen.

Die C=0-Vaenzschwingung liegt hier bei 1662 cm®. Es ist eine im Vergleich zum freien
IBX deutlich weniger intensitdtsstarke, aber sehr breite Bande zu sehen. Milbaier et. a
vertffentlichten ein auf Polysiloxanen basiertes polymergebundenes IBX-Reagenz. Dort
wurde die Lage der C=0 Valenzschwingung mit 1661 cm* ebenfalls als breite Bande
angegeben [MUl01]. Eine genaue Erklarung fur den um etwa 20 Wellenzahlen hoheren
Wert der C=0O Bande kann nicht gegeben werden. Die neben der
Carbonylval enzschwingung wichtigen Schwingungsbanden wie die 1-O Vaenzschwingung
snd im Vergleich mit Literaturdaten in dargestellt. Man sieht tellweise deutliche
Abweichungen von den IBX-Literaturwerten. Auf der anderen Seite sind charakteristische

Schwingungsbanden wie die der 1-O Schwingungen sehr dhnlich.

Es handelt sich beim IBX-Harz also tatséchlich um polymergebundenes IBX.
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Tab. 11 Vergleich der charakteristischen IR-Banden von IBX und IBX-Harz (FT-ATR-IR Spektren)
mit Literaturdaten. Sofern in der Literatur angegeben, wurde eine Zuordnung der Banden

vorgenommen.
Zuordnung  OH C=0 C=0 - - 0, C-H - - -
Vaenz Valenz
IBX [cmi] 3097 1633 1330 1297 831 775 750 595 441 422
Lit. [em}] 2920, 1640 1338 1301 833 780 749 629 446 438
[SIE76] 2340
IBX-Harz 3080, 1662 1323 1282 819 783 760 578 443 437
[cm?] 3058,
3026
0,12 %
T HO, o
0,10 - /@:%\;
2 oo 1

0,08 —

0,06 —

0,04 —

ATR Einheiten

0,02 —

0,00 —

— 1323

1379

T
3500

T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000

Wellenzahl in cm™

Abb. 3-13 FT-ATR-IR-Spektrum von IBX-Harz (L6) aus Merrifield-Harz (2,99 mmol/g Anfangs-

beladung).

Gelphasen und MAS-Festkorper-3C-NMR-Experimente zur Strukturbestimmung des
Polymerreagenzes wurden ebenfalls durchgefthrt. Die Spektren waren jedoch nicht

aussagekraftig und lieferten deshalb keinen weiteren Strukturbeweis.
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3.2.3.4.7 Elementaranalyse

Die lod-Elementaranalyse gibt in erster Linie dartber Auskunft, wieviel lod in einer
Verbindung vorhanden ist, und ob im Verlauf der Synthese neben den
Beladungsanderungen, die durch Massenanderungen der immobilisierten Verbindung
auftreten [siehe Anhang 8.1], der lodgehalt wéhrend der Reaktionsfolge abnimmit.

In Tab. 12 sind die Elementaranalysen von funf Parallel- Synthesen gezeigt, die im 200 mg
Mal3stab durchgefiihrt. Wurden. Die Anfangsbeladung des verwendeten Merrifield-Harzes
betrug 1,45 mmol/g.

Tab. 12 lod-Elementaranalysen im Reaktionsverlauf der Darstellung von IBXHarz und
Uberprifung des lodgehalts auf aktives 1(V) mit Hilfe der oben gezeigten Bestimmung zur
Harzaktivitat. Die Anfangsbeladung des Harzes war 1,45 mmol/g.

Pos. Reaktion Beladung lod lod Quotient Reinheit
theor. theor . gef. | get/l theo Piperonal
(mmoligl o] [%]  [%] [%] (HPLC)
n. Reaktion
la Beladung 1,0724 13,61 12,40 91,11 -
1b  Beladung 1,0724 13,61 11,53 84,72 -
1c  Beladung 1,0724 13,61 11,99 88,1 -
1d Beladung 1,0724 13,61 13,88 101,98 -
le Beadung 1,0724 13,61 12,53 92,06 -
2a  Verseifung 1,0887 13,82 8,78 63,53 -
2b  Verseifung 1,0887 13,82 - - -
2c  Verseifung 1,0887 13,82 9,61 69,54 -
2d  Verseifung 1,0887 13,82 10,14 73,37 -
2e  Verseifung 1,0887 13,82 10,33 74,75 -
3a Oxidation 1,0521 13,35 12,45 93,26 50,72
3b  Oxidation 1,0521 13,35 11,30 84,64 55,88
3c  Oxidation 1,0521 13,35 11,07 82,92 57,92
3d Oxidation 1,0521 13,35 11,11 83,22 57,87
3e Oxidation 1,0521 13,35 10,90 81,65 61,98

Das verwendete IBX-Harz gehorte zu einer Charge, die erst kurz vor der Anayse
hergestellt wurde. Das fehlende Ergebnis bei 2b ist darauf zurtickzufhren, dass die
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Durchfiihrung der Elementaranalyse fehlerhaft war. Die Elementaranalysen waren, wie in
Abschnitt 3.2.3.4.2 erwédhnt, nicht immer von guter Qualitdt. So lag der Wert bei 1d nach
der Beladung bei 13,88% was etwa 102% des theoretisch moglichen 1odgehalts entspricht.
Dieser Wert kann im Rahmen der Messgenauigkeit noch vertreten werden. Werte der
Reihe 1a, 2a, 3a zeigen wiederum einen nicht plausiblen Verlauf des lodgehalts. Der Anteil
an lod im Polymer falt von 12,40% nach der Beladung auf 8,78% nach der Versafung.
Nach der Oxidation steigt er wieder auf 12,45% an. Eine mogliche Erklarung hierfir ist die
Anreicherung von Salzen im Polymer nach dem Verseifungsschritt. Die Bestimmung des
lodgehalts erfolgte nach Volhard. Hierbei wird die Probe in einer Sauerstoffatmosphéare
verbrannt. Das entstehende 1,-Gas wird aufgefangen und mit Thiosulfat zurticktitriert.

Ein Problem dieser Bestimmungsmethode ist die vollstandige Verbrennung des Polymers,
die fur die quantitative Analyse des lods erforderlich ist. Offensichtlich war dies nicht
immer moglich. Die HPLC-Reinheiten von Piperona liegen zwischen 50 und 62% bel 1
eq. IBX-Harz. Sie wurden nach der in Abschnitt 3.2.3.4.1 beschriebenen Methode
ermittelt. Die Elementaranlyse zeigt allerdings auch, dass eine Diskrepanz zwischen
aktivem lod und vorhandenem lod besteht. Sie betragt bis zu 30%. Man erkennt, dass nur
Testoxidationen eine verlassiche Aussage zur Aktivitét des IBX-Harzes erlauben.

3.2.3.4.8 Einfluss des Reaktionsvolumens auf die Oxidationswirkung

Die Volumenabhangigkeit bel Reaktionen mit Festphasenreagenzien ist ein weliterer
interessanter Agpekt. Eine Optimierungsrethe zur Bestimmung des optimalen
Aquivalentverhétnisses zwischen Reagenz und Harz wurde zweimal durchgefiihrt. Zuerst
wurde die Rethe mit einem Reaktionsvolumen von 400 ul durchgefiihrt. Interessant war,
dass Piperonylakohol erst mit 4 eq. IBX-Harz vollstandig umgesetzt war. Nach einer
Halbierung des Volumens auf 200 ul konnte eine fast quantitative Umsetzung bereits mit
2 eg. IBX-Harz beobachtet werden. Die Versuche wurden mit 30 umol Alkohol und
Harzmengen zwischen 0,25 mg und 3 mg durchgefihrt. Der Alkohol wurde zuvor in einer
Stammldsung angesetzt und entsprechend zupipettiert. Die Reaktionszeit betrug 3h bel
Raumtemperatur. Dieser Versuch weist sicherlich viele Ungenauigkeiten und mdgliche
Fehlerquellen auf. Eine eine grof3e Volumenabhangigkeit bei Oxidationen mit IBX-Harz

|al3t sich aus den Werten aber eindeutig ableiten.
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Abb. 3-14 Einfluss des Reaktionsvolumens auf die Oxidationswirkung des IBX-Harzes am Beispiel
der Oxidation von Piperonylalkohol. Bei einem Reaktionsvolumen von 200 ul und 2 eq. IBX-Harz
werden bereits 98% Umsetzung erreicht. Dieser Wert wird bei 400ul Reaktionsvolumen erst mit 4

eq. IBX-Harz erreicht.

3.3 Oxidation von Alkoholen

- O— IBX jj\

R” TOH R™ H

Abb. 3-15 Oxidation von Alkoholen mit IBX-Harz

In den folgenden Abschnitten wird die Oxidation von Alkoholen unterschiedlicher Struktur
gezeigt. Diese Ergebnisse sind teilweise bereits publiziert worden [Sor01]. Soweit nicht
anders angegeben wurde dasselbe Syntheseprotokoll verwendet wie fur die Oxidation von
Piperonylalkohol.

Die Reaktionen wurden im nM-Mal3stab durchgefiihrt. Reaktionen in grofierem Mal3stab
sind in der Tabelle gesondert gekennzeichnet. Die Alkohole wurden mit jewells 2 eq. IBX-
Harz (bezogen auf die durch Testoxidation von Piperonylalkohol ermittelte Aktivitét) in
400 M CH,Cl, bel Raumtemperatur 3 h umgesetzt. Danach wurde das IBX-Harz abfiltriert,
das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand mit Hilfe von HPLC
(I =214 nm) und GC-EI-MS charakterisiert. Die angegebenen Reinheiten beziehen sich
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auf GC-Chromatogramme. Die Aminoalkohole wurden mit Hilfe von HPLC (I =214 nm)
und ES-MS charakterisiert. Die Identifizierung der Edukt- und Produkt-Peaks in den GC-
Chromatogrammen wurde mit Hilfe der MS-Datenbank HP Mass Spectral Libraries der

Firma HP vorgenommen.

3.3.1 Oxidation von Benzylalkoholen

Benzylalkohole lassen sich auf Grund des elektronenreichen Benzyl-Kohlenstoff- Atoms
leicht oxidieren. Entsprechend eindrucksvoll sind in diesem Fall die Reinheiten der
erhaltenen Aldehyde und Ketone. Da be den meisten Umsetzungen fir ene
Ausbeutebestimmung zu geringe Mengen Produkt erhalten wurden, wurde exemplarisch
Piperonylalkohol in grofRerer Menge umgesetzt, isoliert und die Produktausbeute bestimmt.
Dazu wurden 100 pmol (15 mg) Alkohol in 1 ml CH,Cl, gelést und mit IBX-Harz zu
Piperonal oxidiert. Die FlUchtigkeit des Piperonals fuhrte dazu, dass nach dem vorsichtigen
Entfernen des Losungsmittels im Vakuum nur 84 % des Produktes isoliert werden konnten.
Die Reinheit des Piperonals (17) betrug wiein Tab. 13 (Pos.1) zu sehen ist, Uber 99 %. Sie
wurde sowohl HPLC-chromatographisch ( = 214 nm) as auch mit Hilfe der GC/MS-
Analytik (Abb. 3-16) ermittelt.

Tab. 13 Oxidation von Benzylalkoholen mit IBX-Harz

Pos. Edukt Produkt Reinheit [%]®
Piperonylalkohol (16) Piperonal (17) > 99 (84)?

2 Benzylalkohol (18) Benzadehyd (19) > 99

3 3-Nitrobenzylalkohol (20)  3-Nitrobenzaldehyd (21) > 99

4 4-tert .- Butoxybenzyl- 4-tert.-Butoxybenzaldehyd > 99
akohol (22) (23)
Indanol (24) Indanon (25) 95

3-Pyridylmethanol (26) 3-Pyridyl-formaldehyd (27) 65

@ GC-Reinheiten; @ |solierte Ausbeute

In Abb. 3-16 sind die GC-Chromatogramme von Indanol (24) und Indanon (25) abgebildet.
Nach der Oxidation mit IBX-Harz wurde Indanon mit einer Produktreinheit von 95%

erhalten.
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t, (min] 15 20

Abb. 3-16 GC-Chromatogramm von Indanol @4) und Indanon @5). Die Produktreinheit betragt
95%.

3.3.2 Oxidation von Terpenen, Steroiden sowie anderen aliphatischen,
alicyclischen und heterocyclischen Alkoholen

Bei den hier gezeigten Verbindungen handelt es sich um aiphatische geséttigte und
ungesdttigte und alicylische Alkohole sowie enen heterocyclischen Alkohol
(freundlicherweise von J. Smerdka zur Verfligung gestellt). Es gilt dabei festzuhalten, dass
es sich vor alem bel den Aldehyden um meist sehr flichtige Verbindungen handelt. In
Falle von Cyclopentanon und Cyclohexanon (Tab. 14; Pos. 8 und 9) ist dies besonders
bedeutsam und hatte grof3en Anteil an den geringeren Reinheiten der Produkte
(Anreicherung des Alkohols aufgrund geringerer Fluchtigkeit im Vergleich zum Aldehyd).

Die Reinheiten wurden ebenfalls mittels GC-MS-Analytik ermittelt. Bei Geranial (Tab. 14;
Pos.3) wurden neben 90% E-lsomer, auch 7,5% Z-lsomer gefunden. Das GC-
Chromatogramm hierzu ist exemplarisch abgebildet (Abb. 3-17). Bel Citronellol (Tab. 14;
Pos. 4) wurde bei 3 h Reaktionszeit 1sopullegol mit 37% GC-Reinheit als Hauptprodukt
gebildet. Nach Verkirzung der Reaktionszeit auf 30 min wurde mit 56% GC-Reinheit
Citronellal erhaten. Cholesterol wurde nach anfanglich sehr schlechten Umsetzungen
unter Standardbedingungen bei 60°C in DCM umgesetzt. Die Reaktion wurde in
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Uberdruckgefalen durchgefiinrt. Nach der Umsetzung konnte kein Cholesterol mehr
detektiert werden. Die drel Hauptprodukte sind in Tab. 15 (Pos. 14) aufgefihrt.

IBX

A OH O_ AN X No

34 o + 35
| | |

90 % E-Isomer 7,5 % Z-Isomer

3,5x10°
/ E
3,0x10°

2,5x10°

2,0x10°

a.i.

1,5x10°

1,0x10°

5,0x10°

z
’\\JI/Geraniol

0,0 Poredh

T T T T T T T 1
5 10 15 20 25

Zeit [min]

Abb. 3-17 GC-Chromatogramm nach Oxidation von Geraniol (34) mit IBX-Harz. Sowohl Z- und E-
Geranial (35) als auch Geraniol (34) wurden gefunden.

Wie schon in Abschnitt 1.4.7.1.3 ausfuhrlich besprochen, haben Nicolaou et al. in den
letzten Jahren eine ganze Reihe neuartiger Synthesen mit IBX vorgestellt. Dazu gehérten
unter anderem die Cyclisierung von Aniliden und die Dehydrogenierung von
Carbonylverbindungen zu a3-ungeséttigten Carbonylverbindungen. Die Eignung von
IBX-Harz fir diese Reaktionen wurde anhand der Reaktion von Cyclohexanon (43) mit
2,3 eq. IBX-Harz fur 3 h bel 65°C in DCM ermittelt. Im GC-MS konnten danach 28%
Cyclo-2-hexenon (44) detektiert werden (Tab. 14, Pos.9).

9-(4,5-Bishydroxymethyl-4,5-dihydro-[ 1,2,3]triazol- 1-yl)-nonansdureamid (56, Tab. 14;
Pos. 15 und 15b) wurde einmal bei RT, 3 h umgesetzt und zum anderen 5 min bei 80°C in
einem SmithSynthesizer der Firma Personal Chemistry (Upsalla, Schweden). Im ES-
FTICR-MS-Massenspektrum sind die Oxidationsprodukte, die 1somere des Monoal dehyds
und das Dialdehyd mit Massendifferenzen von 2 amu, deutlich aufgel 6st. Die Ansatzgroile
(3,2 pmol) war fur eine NMR-Untersuchung nicht ausreichend. Deshalb kann keine

Aussage darliber gemacht werden, ob sich ein Isomer des Monoal dehyds bevorzugt bildet.
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Tab. 14 Oxidation von aliphatischen, heterocyclischen und alicyclischen Alkoholen.

Pos. Edukt Produkt GC-Reinheit
[%]
1 3-Phenyl-2-propenol (28)  3-Phenyl-2-propenal (29) >99
2 3-Phenylpropanol (30) 3-Phenylpropanol (31) 70
3 Zimtalkohol (32) Zimtaldehyd (33) > 99
4 Geraniol (34) Geraniad (35) 90®
5 Citronellol (36) Citronellal (37) 561
6 Tetradecanol (38) Tetradecanal (39) 69
7 Cyclohexylmethanol (40) Cyclohexylformaldehyd (41) 89
8 Cyclohexanol (42) Cyclohexanon (43) 67
9 Cyclohexanon (43) Cyclo-2-hexenon (44) 28
10 Cyclopentanol (45) Cyclopentanon (46) 39
11 (-)-Borneol (47) D,L-Campher (48) > 095
12 D,L-Isoborneol (49) D,L-Campher (48) > 99
13 (-)-Menthol (50) (-)-Menthon (51) 26
14  Cholesterol (52) Cholest-4,6-dien-3-on (53) 459
14b  Cholesterol (52) Cholest-4-en-3-on (54) 15@
14c  Cholesterol (52) Cholest-4-en-3,6-dion (55) 26Y
15  9-(4,5-Bishydroxymethyl-  9-(5-formyl-4-hydroxy- 189, 20
4,5-dihydro-[1,2,3]triazol-  methyl-4,5-dihydro-
1-yl)-nonansdureamid (56)  [1,2,3]triazol-1-yl)-
nonansaureamid (57a, 57b)
15b  9-(4,5-Bishydroxymethyl-  9-(4,5-Diformyl-4,5-dihydro-  14® | 490

4,5-dihydro-[1,2,3]triazol-
1-yl)-nonanséureamid (56)

[1,2,3]triazol-1-yl)-
nonansaureamid (58)

) 7,5 % Z-Isomer; @) auf 30 min verkirzte Reaktionszeit, bei 2 h Reaktion wurde als Hauptprodukt
Isopulegol mit 37% Reinheit gebildet. @ 2,3 eq. IBX-Harz, DCM, 65°C, 2 h. @ DCM, 60°C, 24 h. ®)
HPLC-Reinheit bei 3 h, RT. © HpLC-Reinheit bei 5 min, 80°C, Mikrowelle.
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Abb. 3-18 ES-FTICR-MS-Spektrum nach der Umsetzung von 9(5-formyl-4-hydroxy-methyl-4,5-

dihydro-[1,2,3]triazol-1-yl)-nonansédureamid (66) bei 3h, RT und nach 5 min, 80°C in einem Smith-

Synthesizer. Massensignale mit der Differenz von 2 amu zeigen Edukt, Mono- und Dialdehyd an.

3.3.3 Cyclisierung von Aniliden

Die Reaktion zur Cyclisierung von Aniliden [NicOOb] wurde ebenfalls untersucht. Hierzu
wurde Phenylcarbaminsaureallylester (59) zu 4-Methyl-2-phenyloxazolidin-2-on (60)
umgesetzt. Da es sich beim Edukt und Produkt um Konstitutionsisomere handelt, sind
Edukt und Produkt isobar. Die Identifizierung des Produkts erfolgte mittels HPLC-MS.
Die Reaktion wurde fur 12 h bei 90°C durchgefuhrt. Anschlief?end war das Polymer
deutlich in seiner Struktur geschéadigt. Die Zerstérung des Polymers unter diesen harschen
Reaktionsbedingungen und die desaktivierende Wirkung des Benzyloxy-Substituenten in
5-Position am aromatischen Ring des IBX-Gertlistes sind vermutlich daftr verantwortlich,
dass lediglich 16% Umsatz gefunden werden konnten. Diese Reaktionen wurden deshalb

im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht.
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Abb. 3-19 Synthese von 4-Methyl-2-phenyl-oxazolidin-2-on (60) durch IBX-Harz-vermittelte

Cyclisierung von Phenylcarbaminsaureallylester (59).

3.3.4 Oxidation von N-geschitzten 3-Aminoalkoholen

Die Oxidation von Fmoc- und Zgeschitzten a-Aminoalkoholen fihrte racemisierungsfrei
zu den entsprechenden aAminoaldehyden. Die Reaktionen wurden mit 2eq IBX-Harz in
DCM, 3 h be Raumtemperatur durchgefihrt. Es wurde nur eine geringe, gerade vorrétige
Anzahl von Aminoalkoholen umgesetzt. Die pinzipielle Anwendbarkeit konnte aber
gezeigt werden. Der Erfolg der Umsetzungen erdffnete eine neue Methode zur parallelen
Synthese von Peptidylaldehyden, die wegen ihrer vielfdltigen biologischen Aktivitat
wertvolle biologische Substrate darstellen (Abschnitt 4). Die Ergebnisse der

weiterfihrenden Untersuchungen hierzu werden in Abschnitt 4 ausfuhrlich diskutiert

Tab. 15 Oxidation von Fmoc-Aminoalkoholen mit IBX-Harz.

Pos.  Edukt Produkt HPLC-
Reinheit [%]

1 Fmoc-Ala-ol (61) Fmoc-Ala-H (62) 95

2 Fmoc-Leuol (63) Fmoc-LewH (64) 84

3 Fmoc-1le-ol (65) Fmoc-1le-H (66) 83

4 Fmoc-Phe-ol (67)  Fmoc-Phe-H (68) 92 (82) @

5 Z-Phe-ol (69) Z-Phe-H (70) 60

@ |solierte Ausbeute
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3.3.5 Oxidation von Alamethicin (F30) mit IBX-Harz

Alamethicin (F30) (71) ionenkanalbildender 20-Peptidalkohol aus Trichoderma viride
[lrm77] wurde mit 3eq. IBX-Harz 3h bei Raumtemperatur in DCM umgesetzt. Das G
teminale Phenylalaninol wurde hierbei zum entsprechenden Aldehyd oxidiert. Die
Peptidsequenz von Alamethicin ist:
Ac-Aib-Pro-Aib-Ala-Aib-Ala-Gln-Aib-Val-Aib-Gly-Leu-Aib-Pro-Val-Aib-Glu-Gin-Phe-al (71)

In Abb. 3-20 ist das ES-FTICR-Massenspektrum nach Dekonvolution [Sch02] abgebildet.
Grolere Peptide und Proteine zeigen oft komplexe Massenspektren mit einer Vielzahl von
Signalen. Aus diesen Signalen kann die Neutralmasse berechnet werden. Das Edukt- und
Produktspektrum wurden getrennt vermessen. Vermutlich ist dies der langste bekannte
Peptidylalkohol, der ungeschitzt zum Aldehyd oxidiert werden konnte.

Ac-Aib-Pro-Aib-Ala-Aib-Ala-Gln-Aib-Val-Aib-Gly-Leu-Aib-Pro-Val-Aib-Glu-GlIn-Phe-H (72)

1 1960.15
1 T

1Y

Abb. 3-20 ES-FTICR-Massenspektrum von Alamethicin (F30) (/1) und des Alamethicin-Aldehyds
nach Dekonvolution des Massenspektrums. (Es sind die Peaks der berechneten Neutralmassen zu

sehen).
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3.3.6 Oxidation schwefelhaltiger Verbindungen

Mehrere schwefelhaltige Verbindungen sollten mit IBX-Harz oxidiert werden. Die
abgebildeten Beispiele Gallidermin (72) und PamsCys-OH (74) haben die grofite
Aussagekraft bezlglich einer S-Oxidation, da Schwefelatome in Dialkylsulfiden leicht

oxidierbar sind.

S | S
lle-Ala-Ala-Lys-Phe-Leu-Ala-Abu-Pro-Gly-Ala-Ala-Lys-Dhb-Gly -Ala-Phe-Asn-Ala-Tyr-Ala-NH- ll\llH 73

S CH

Abb. 3-21 Peptidsequenz von Gallidermin {3) (Lantibiotikum aus Staphylococcus gallinarum)
[Jac97].

\/\/\/\/\/\/\/YO
O
O
/\/\/\/\/\/\/\/U\O% 74
S
o
/\/\/\/\/\/\/\/U\ J:(OH
N
H
o
Abb. 3-22 Pam3;Cys-OH (74), der N-Terminus des Lipoproteins aus Escherichia coli [Wie83].

Die Analytik erfolgte mit hochstaufloserder ES-FT1CR-Massenspektrometrie und zeigte,
dass mit IBX-Harz (2 eq.) in DCM nach 24 h Reaktionzeit und bei Raumtemperatur keine
S-Oxidation erfolgt war. Diese Ergebnisse werden durch Untersuchungen von Nicolaou et
al. bestétigt [Nic03]. Er beschrieb die Oxidation von stickstoff- und schwefelhaltigen
Verbindungen mit IBX, ohne hierbel Schwefeloxide as Produkte zu erhalten.
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3.3.7 Synthese von o0-Benzochinonen

OH
O ;

'R ‘R DMF oder CHCL,, 16 h, RT R R
ZR 2R

IR, 2R, 3R = -H, -O-Alkyl, -Alkyl, -Dimethylamino-Substituenten

Abb. 3-23 Oxidation von Phenolen zu o-Benzochinonen mit IBX-Harz [Mag02].

Die Oxidation aktivierter Phenole zu o-Benzochinonen mit IBX in Losung wurde kirzlich
von Magdziak et al. beschrieben. Nach Reduktion der Ketofunktionen gelangt man zu den
entsprechenden Catecholen, wichtigen Antioxidantien und potentiellen Krebstherapeutika.
o-Benzochinone sind wegen ihres hoch reaktiven p-Elektonensystems vielseitig
einsetzbare Michael- Akzeptoren [Hus03, Mag02].

Die in Tab. 16 aufgefiihrten Methoxy- und Alkylaminsubstituierten Phenole wurden mit
IBX-Harz umgesetzt. Die Reaktionen wurden in CHCk oder DMF 24 h bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. o-Benzochinone sind farbige Verbindungen. So zeigte die
Losung innerhalb weniger Minuten eine intensive Farbung von dunklem orange, Uber rot
bis zu intensvem violett. Die Reaktionen wurden in deuterierten LGsungsmitteln
durchgefihrt und anschlieffend direkt mit NMR anaysiert. Beim Entfernen der
Losungsmittel im Vakuum kam es durch die Konzentration der Verbindungen zu
unbekannten Nebenprodukten ausserdem aufgrund der Fllchtigkeit der o-Benzochinone zu
einer geringen Reinheit der Produkte. Diese Problematik wurde von Magziak et al.
ebenfals erwéhnt. Die Produktidentifikation erfolgte zusétzlich mit HPLC und EI-MS.
Einfach substituiertes 4-Methoxyphenol konnte nicht zum o-Benzochinon oxidiert werden.
Die Oxidation von 3,5-Dimethoxyphenol fihrte zu einem unbekannten Produkt mit der
Masse vz =322 (M™).
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Tab. 16 Oxidation von Phenolen zu o-Benzochinonen mit IBX-Harz.

Pos. Edukt Produkt HPLC [%] EI-MS

1 4-Methoxy-1-naphtol (75)  4-Methoxy- 13 188
[1,2] naphthochinon (76)

2 3,5-Dimethoxyphenol (77)  Produkt unklar 80®@ 322

3 3-Diethylaminophenol (78) 4-Diethylamino- 64 179
[1,2]benzochinon (79)

4  34-Methylendioxyphenol  Benzo[1,3]dioxol-5,6- 9519 152

(80)

dion (81)

D in Chloroform; @in DMF; ®unbekanntes Produkt

In Abb. 3-24 sind HPLC-Chromatogramm (A) und EI-MS-Analytik (B) der Umsetzung

von 3-

Diethylaminophenol

zu 4-Diethylamino-[1,2]-benzochinon (79) exemplarisch

gezeigt. Die Umsetzung &igte eine HPLC-Reinheit von 64 % (? = 214 nm). Das Produkt
konnte im MS-Spektrum bei m/z = 179 (M™) detektiert werden. Die *H- und *C-NMR-
Daten von 4Methoxy-[1,2]naphtochinon (76), 4-Diethylamin-[1,2]benzochinon (79) und

Benzo[1,3]-dioxol-5,6-dion (81) sind in Abschnitt 6.5.4 aufgefuhrt.
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Abb. 3-24 A: HPLC-Chromatogramm der Umsetzung von 4-Diethylaminophenol (78) zu 4-
Diethylamino-[1,2]benzochinon (79) mit IBX-Harz (Produktreinheit: (? =214 nm) 64 %). B: EI-MS-

Spektrum von 4-Diethylamino-[1,2]benzochinon (79): m/z = 179 (M™).
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3.4 IBX-Synthese auf ULTRA-Harz

Die Grenze der Beladungskapazitéat auf Merrifield-Harz liegt bei ungeféhr 4,5 mmol/g.
Zudem ist die Quellbarkeit dieser Harze in polar protischen Ldsungsmitteln sehr schlecht.
Polymergebundenes IBX auf einem hochbeladbaren Harz mit guten bis sehr guten
Quelleigenschaften sowohl in organisch apolaren, in organisch polaren Losungsmitteln und
in Wasser darzustellen verbessert die Atomeffizienz und vergrofRert den Anwendungs-
bereich des Reagenzes. Ein Harz mit diesen Eigenschaften, das sogenannte UL TRA-Harz
(82), baut auf linearen Polyethylenimin-Einheiten mit Terephtaldialdehyd als
Quervernetzer auf. Es wurde im Jahre 2002 vorgestellt [Rad02]. Die Beladungskapazitét
liegt bei maximal 15 mmol/g.

H H H
NP 2L NG e WP N e N

?
2
{
2
\
l
.

82

Abb. 3-25 Struktur von ULTRA-Harz: Struktur bestehend aus linearen Polyethylenimin-Einheiten,
die Uber Trephtaldialdehyd quervernetzt, und mit NaBH, reduziert wurden [Rad02]. Die Beladung

erfolgt Uber die sekundaren Aminogruppen des Polyethylenimins.

3.4.1 Synthese von Carboxymethoxy-2-iodbenzoeséduremethylester

Die Synthese von IBX auf ULTRA-Harz erfolgte ausgehend von Carboxymethoxy-2-
iodbenzoesdure, das Uber eine Amid-Bindung auf dem Harz immobilisiert wurde.

Hierzu wurde 5-Hydroxy-2-iodbenzoesdauremethylester (12) mit Bromessigsaure-tert.-
butylester (4 eq.) (83) und Casiumcarbonat (6 eq.) als Base in DMF eine Stunde bei 80°C
und anschlief3end zwel Stunden bei 60°C umgesetzt. Die Reaktionslésung wurde mit
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EtOAcC versetzt und mit geséttigter NaCl-Losung gewaschen. Nach dem Entfernen des
Losungsmittels im  Vakuum wurde das Rohprodukt (84) durch Flash
Saulenchromatographie gereinigt. Der tert.-Butylester wurde mit einer Reinheit von 97%
(HPLC) isoliert (Ausbeute: 74%). Anschliefend wurde mit TFA (100%) bel
Raumtemperatur die tert.-Butyl-Schutzgruppe abgespalten (84 — 85; Abb. 3-25) [Bar00,
Rob00]. Der Carboxymethoxy-2-iodbenzoesauremethylester hatte eine Reinheit von 96%
(HPLC). Das Rohprodukt (85) wurde ohne Reinigung am ULTRA-Harz immobilisiert.

0
HO COOCH, N OBu Cs,CO, J\/o COOCH
Br/ﬁ]/ tBUO 3
| o DMF, 80°C, 1 h;
12 83 dann 60°C, 2 h 84 I
o)
i J\/o COOCH
TFA, RT, 90 min HO \©[ 3
|
85

Abb. 3-26 Synthese von Carboxymethoxy-2-iodbenzoesauremethylester (85): 5-Hydroxy-2-
iodbenzoesauremethylester (12) wurde mit Bromessigsaure-tert.-butylester und Céasiumcarbonat in
DMF verethert. AnschlieBend wurde die tert.-Butylgruppe des 5tert.-Butoxycarbonylmethoxy-2-

iodbenzoesauremethylesters (84) abgespalten und die Saure 85 erhalten.

3.4.2 Synthese von polymergebundenem IBX an ULTRA-Harz

Das verwendete ULTRA-Harz hatte eine Ausgangsbeladung von 12 mmol/g. Dieser Wert
gibt die Anzahl primérer und sekundérer Aminofunktionen an, die durch den Gesamt-
Stickstoffgehalt aus der Elementaranalyse und der zugesetzten Menge des Quervernetzters
berechnet werden.

Der Carboxymethoxy-2-iodbenzoesduremethylester (1 eq.) 85) wurde mit HOAt (0,5M
Losung in DMF) und DIC as Kupplungsreagenzien in DCM am ULTRA-Harz
immobilisiert. HOALt ist bel Kupplungsreaktionen auf sekundére Aminofunktionen besser
geeignet als HOBt [The02]. Das getrocknete Harz wurde anschlief?end gewogen. Der
Massenzuwachs entsprach ungefahr einer Kupplungsausbeute von 70% bezogen auf die
theoretisch mogliche Beladung. Der Chloranil- Test auf sekundére Aminofunktionen war

positiv. Die noch freien sekundéren und primaren Aminofunktionen wurden mit
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Acetanhydrid, DIEA, DMF (8:2:1) 2 h bei Raumtemperatur acetyliert. Anschlief3ende FT-
ATR-IR-Spektroskopie zeigte bei 1726 cm* die symmetrische C=0O Valenzschwingung

des Methylesters und bei 1652 cmi! die symmetrische C=O Valenzschwingung des
sekundéren Amids (Abb. 3-28).

/@[‘ @NH 82 /@f'
- . @
\r(\o COOMe \rO(\O COOMe

DIC/ HOAt, DMF/ DCM (1:1),

0 RT,16 h
85 86
o
| ~ OH
, oxon, H,0, i
LioH O>N 70°C, 3 h @N o
_ >
THF/ H,0 (1:1), \ﬂ/\o COOH \n/\o
50°C, 4 h 0o o o)
87 88

Abb. 3-27 Synthese von polymergebundenem IBX an ULTRA-Harz (82). Die Immobilisierung von
85 erfolgte mit DIC/HOAt als Kupplungsreagenzien in DMF/DCM (1:1). Der immobilisierte
Methylester (86) wurde anschlieend mit LiOH in THF/H,O (1:1) verseift. Die Oxidation der
immobilisierten 2-lodbenzoeséaure (87) wurde mit Oxon in H,O bei 70°C nach Frigerio et al.
durchgefuhrt [Fri99].

Der polymergebundene 2-1odbenzoesduremethylester (87) wurde anschlief3end mit LiOH
in THF/Wasser (1:1) 4 h bei 50°C verseift. Die Esterbande war anschlief3end im FT-ATR-
IR-Spektrum nicht mehr sichtbar. Die C=0 Vaenzschwingung der Saure lag be
1637 cmi*. Die Bande des N,N-disubstituierten Amids lag bei 1580 crri* (Abb. 3-28).

Die Oxidation von 87 zu 88 erfolgte mit Oxon in Wasser, 3h bei 70°C. Nach jewells
30 min wurde die Reaktionssuspension eine Minute bei RT stark durchmischt. Diese
Bedingungen entsprechen denen der IBX-Synthese in Ldsung von Figerio et al. [Fri99].
Das Harz quoll nach diesem Oxidationsschritt in Wasser sehr schlecht, was darauf
hindeutet, dass bel sehr hohen Beladungen die physikalischen Eigenschaften des Polymers
gegenuber denen der immobilisierten Spezies nur noch eine untergeordnete Rolle spielen.
Die Quellbarkeit in Wasser war bei den vorangegangenen Reaktionschritten noch sehr gut
gewesen. Das Harz wurde anschlief3end mit THF, DCM und Diethylether gewaschen. Das
FT-ATR-IR-Spektrum des polymergebundenen Reagenzes ist dem des in Lésung
synthetisierten IBX sehr @nlich (Abb. 3-28). Die C=0 Vaenzschwingung liegt bei 1643
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cmt (IBX: 1633 cm?; vgl. Abschnitt 3.2.3.4.6). Eine weitere charakteristische Bande liegt
bei 1576 cmi* (IBX: 1566 cmit; vgl. Abschnitt 3.2.3.4.6).
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|
N
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(0]
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Abb. 3-28 FT-ATR-IR-Spektren der einzelnen Reaktionsschritte der Synthese von polymer-

gebundenem IBX auf ULTRA-Harz. Die Wellenzahlen der fiir die Synthese wichtigen Banden der

immobilisierten Verbindung sind gekennzeichnet: 86) Ester C=0 Valenzschwingung: 1726 cm™;

sekundares Amid C=0 Valenzschwingung 1652 cm™. (87) Saure C=0 Valenzschwingung 1637
cm™, sekundares Amid C=0 Valenzschwingung 1637 cm™ B88) Ester C=0 Valenzschwingung

1643 cm™. Die Bande bei 1576 cm™ wurde nicht zugeordnet.
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Die IR-Analytik des IBX-ULTRA-Harzes ergab Spektren, die denen von IBX &hnlicher
sind as die entsprechenden IR-Spektren nach der Synthese auf Polystyrol-basierten
Harzen. Versuche, mit IBX-ULTRA-Harz Oxidationen durchzufiihren fuhrten zu keinerlel
Umsetzung von Alkoholen zu Aldehyden. Als mdogliche Ursachen kommen u.a. die
schlechten Quelleigenschaften nach der Oxidation oder eine mdgliche Salzbildung der
Aminogruppen mit der lodsdure, infrage. Ebenso ist es moglich, dass die Oxidation nur zur
IBA-Stufe (I(+111)) gelingt. Dieser Sachverhalt ist Gegenstand weitergehender

Untersuchungen, die im Rahmen dieser Dissertation nicht behandelt werden.
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4 Peptidylaldehyde

4.1 Festphasengestiitzte Synthese von Peptidylaldehyden

Es sind etliche M6glichkeiten zur parallelen Synthese von Peptidylaldehyden beschrieben
worden. Dennoch hat sich noch keine dieser Methoden als besonders verlasslich oder
einfach handhabbar herausgestellt. Die parallele Synthese grofRerer Verbindungs-
kollektionen von Peptidylaldehyden zur biologischen Testung stellt auch weiterhin ein
gewichtiges Problem dar. Dies gilt besonders, wenn trifunktionelle Aminosduren in die
Verbindungen eingebaut werden sollen.

Es wurde nach einer robusten und einfachen Synthesestrategie fur solche Verbindungen
gesucht, die im Hinblick auf ihre Verwendung als Caspase-Inhibitoren auch den Einbau
geschitzter trifunktioneller Aminosduren erlaubt. Die im Folgenden gezeigte
Vorgehensweise ist im Gegensaiz zu bereits beschriebenen Methoden, sehr gut fir
paralele Ansdtze geeignet [Yao01, Gal97, Feh9s, Mur92].

In Abschnitt 3 wurde die Entwicklung von polymergebundenem IBX beschrieben. Es
erwies sich wie IBX als effektives und mildes Oxidatiorsmittel. Dies fuhrte schliefdich zur
Synthese der im Folgenden beschriebenen Peptidyla dehydkollektion.

Da Fmoc-I>Aminoakohole nur zum Teil k&uflich oder sehr teuer sind, wurden sie
synthetisiert und anschlief3end auf TCP-Harz immobilisiert. In jiungster Zeit verkauft die
IRIS Biotech GmbH (Marktredwitz, Deutschland) bereits harzgebundene Aminoalkohole.
Die Auswahl ist allerdings auf Aminoakohole ohne funktionelle Gruppen in den
Seitenketten begrenzt.

4.1.1 Darstellung von Fmoc-3-Aminosaurealkoholen aus den
Carbonsauren

Die Aktivierung der Saurefunktion vor der Reduktion zum Alkohol wird in der Literatur
entweder Uber die Bildung von Aktivestern (Pentafluorphenylestern [Kis73], N-
Succinimidylestern [Nik79]), Saurefluoriden [Kok96], Carboxyanhydriden [Feh94], oder
gemischten Anhydriden wie | sobutylanhydriden [Wen98, Boe01]), beschrieben.

Die Synthese Uiber 1sobutylanhydride erwies sich als glnstige, einfache Methode mit guten
Ausbeuten. Die Synthese Uber Pentafluorphenylaktivester, beschrieben von R. Warrass ist

teurer, ohne weitere Vorteile zu bieten [War97].
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Die Reduktion der aktivierten Carbonsauren wurde schliefdich mit NaBH, durchgefihrt
[BoeOl]. Sie verlauft zigig und toleriert bei RT vorhandene Drittfunktionalitéten wie
Saureamide, Carbamate und nichtaktivierte Carbonsdureester. Die Schutzgruppen der
Drittfunktionalitéten sind Tab. 17 zu entnehmen.

Tab. 17 Synthetisierte Aminoalkohole

Pos. Aminoalkohol Ausbeute Reinheit ESMS
[HPLC] [M+H]*

1 Fmoc-Cys(Trt)-ol (89) 51% (7,3 q) > 999 1] 572,2

2 Fmoc-Asp(tBu)-ol (90) 72% (7,2 q) > 999 1! 398,0

3 Fmoc-Glu(tBu)-ol (91) 85% (8,7 9) DC-rein 412,0

4 Fmoc-Phe-ol (92) 92% (8,6 0) > 99% 374,2

5 Fmoc-Gly-ol (93) 94% (7,0 g) > 999 (1 284,1

6 Fmoc-His(Trt)-ol (94) 62% (9,6 Q) DC-rein 606,2

7 Fmoc-1le-ol (95) 78% (6,9 9) DC-rein 340,1

8 Fmoc- Lys(Boc)-ol (96) 80% (9,4 q) > 999 1] 455,2

9 Fmoc-Lewol (97) 73% (6,2 q) > 999 1! 340,0

10  Fmoc-Met-ol (98) 95% (8,5 g) 97% (U 358,0

11 Fmoc-Asn(Trt)-ol (99) 25% (3,6 Q) > 999 (1! 583,3

12 Fmoc-Arg(Pbf)-ol (100) 62% (9,80) 96% [ 635,7

13 Fmoc-Ser(tBu)-ol (101) 59% (5,7 q) DC-rein 370,0

14 Fmoc-Val-ol (102) 70% (6 g) DC-rein 326,0

15  Fmoc-Trp(Boc)-ol (103)  67% (88 ) > 999 1! 513,2

16 Fmoc- Tyr(tBu)-ol (104) 75% (8,3 ) DC-rein 446,1

[ saulenchromatographisch gereinigt.

Die Fmoc-geschitzten Aminoalkohole 89 —104) wurden in Ansdtzen zu je 25 mmol in

wasserfreiem Dimethoxyethan (DME) unter Zusatz dquimolarer Mengen von NMM und
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Isobutylchlorformiat (106) bei -15°C unter N»-Atmosphére dargestellt. Nach vollsténdiger
Umsetzung wurde das ausgefalene NMM-Hydrochlorid abfiltriert und NaBH4; zur
Reduktion zugegeben. In den meisten Fallen fiel das Produkt sofort als Feststoff an und
konnte filtriert werden. Bei Olen wurde das DME im Vakuum entfernt. Der Riickstand
wurde anschlieffend in DCM gel6st. Durch Zugabe von Hexan konnte der Aminoalkohol
ausgefdlt und filtriert werden. Dieses Syntheseprinzip wurde bel alen in Tab. 17
aufgefihrten Aminoalkoholen angewandt. Es wurden Ausbeuten zwischen 30 und 94%
erzielt. Eine sdulenchromatographische Reinigung wurde ausschliefdlich bei nicht DC-
reinen Produkten durchgefthrt. (Tab. 17) Die Saulenchromatographie wurde mit dem
Laufmittelgemisch Essigsdureethylester/Dichlormethan (1:1) mit einem Zusatz von 0,3%
Triethylamin durchgefuihrt. Dies gleicht einer Filtration Uber Kieselgel, da noch
vorhandene Aminosaure deprotoniert und deshalb nicht eluiert wird. Nach der Saulen
chromatographie zeigten ale Fmoc-3-Aminoakohole (89 —-104) eine HPLC-Reinheit
(? =214 nm) grofRer 96%.

H 0] (0]

_N COOH J\ NMM, DME H )j\

Fmoc \( + \(\O Cl - Fmoc” o) O/w/ 107
R N,-Atmosphéare R

105 106 -15°C, 30 min - 1h

NaBH, ,H,O
N,-Atmosphare
-15°C - RT

1 min

\

H
N
Fmoc/ Y\OH 89 - 104
R

Abb. 4-1 Darstellung von Fmoc-R-Aminoalkoholen (89 - 104) aus den Fmoc-a-Aminocarbonséuren
(105) nach Boeijen et al. [Boe01].
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4.1.2 Analytik der Aminoalkohole

Die weitere Charakterisierung der Aminoakohole (89 —104) erfolgte durch ES-MS und
NMR. Die gefundenen Massen [M+H]" der protonierten Aminoalkohole sind in Tab. 17
aufgefiihrt. Nebenprodukte wurden nicht charakterisiert, da sie fur die nachfolgende

automatisierte Synthese der Peptidylakohole ohne Bedeutung waren.

4.1.2.1 NMR-Analytik

Von allen Fmoc-R-Aminoakoholen (89—104) wurden *H- und 3C-NMR-Spektren
aufgenommen. Fir die Signalzuordnung wurden ausserdem Dept135, H'H-COSY und
'H3Cc-CcOSY Messungen durchgefiihrt. Die Fmoc-Schutzgruppe zeigt in alen Fallen ein
eindeutiges Signalmuster. Die Messungen wurden in c-Aceton, CDCk oder ¢-DMSO
durchgefiihrt. In Abb. 4-2 ist das **C-NMR Spektrum von Fmoc-Cys(Trt)-ol (89) in CDChk
exemplarisch abgebildet.

1519 16,18
N
s
4
14 2
| P
8 7
|
|6|1 13 /
9 11 10 12
| | | |
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

d[ppm]

Abb. 4-2 *C-NMR Spektrum von Fmoc-Cys(Trt)-ol (89) (c = 50 mg/ml); CDCly).
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Im Anhang (Abschnitt 8.2) sind die 3 C-NMR Daten aler 16 synthetisierten Fmoc-R3-
Aminoakohole (89 — 104) gezeigt.

4.1.3 Synthese der Peptidylalkohole

Zur Synthese der Peptidylaldehyde wurde vorgequollenes TCP-Harz mit dem in
DCM/DMF (1:1) gelosten Fmoc-3-Aminoalkohol @9 —104) versetzt und in Gegenwart
von Pyridin oder Diisopropylethylamin (DIEA) als Base 12 h bel Raumtemperatur
geschttelt. Restliche freie Linkerpositionen wurden anschlief3end mit DCM/MeOH/DIEA
(17:2:1) gecappt @bb. 4-3). Es wurden Beladungen zwischen 0,4 und 0,6 mmol/g bei
einer Anfangsbeladung von 1,0 mmol/g erreicht. Die Beladungsbestimmung von 106
erfolgte nach der in Abschnitt 6.2.13 beschriebenen algemeinen Methode durch Messung
der UV-Absorption.

q ;gr»isd-::arz, H SPPS H
Fmoc” w/\OH — = Fmoe” j/\o R PG—=XXN j/\o/
R R R

12 h, RT - =
89-104 105 106
S(F:I'GIACOH/ "
PG—XX-N
12h 1/\OH
107 - 123

XX: Peptidsequenz

SPPS: DIC/HOBLt Aktivierung;
DCM/DMF 1:1, 1 - 3 h Kupplungsdauer, RT

Abb. 4-3 Synthese der Peptidylalkohole (107 — 123).

TCP-Harz wurde mit den folgenden Fmoc-3-Aminoal koholen belegt:

Fmoc-Asp(OtBu)-ol ©0), Fmoc-Gly-ol ©3), Fmoc-lle-ol ©5), Fmoc-Lys(Boc)-ol ©6),
Fmoc-Leuol (97), Fmoc-Met-ol (98), Fmoc-Arg(Pbf)-ol (100), Fmoc-Ser(tBu)-ol (101),

Fmoc-Val-ol (102), Fmoc-Trp(Boc)-ol (103).

Die Synthese der Peptidsequenzen (106) erfolgte mit DIC/HOBLt als Kupplungsreagenzien
in DCM/DMF. Die Vollstandigkeit der Kupplung wurde anschlief3end qualitativ mit Hilfe
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des Kaiser-Tests auf freie Aminogruppen Uberprift [Kai70]. Nach dem Aufbau der
Sequenz wurde die terminale Aminogruppe entweder acetyliert oder benzoyliert und mit
einer Mischung aus Hexafluorisopropanol (HFIP) und Essigsdure in DCM vom Harz

abgespalten (4). Die Ansatzgrof3e betrug jewells 120 umol.

Die Peptidsynthese wurde, entweder von Hand und mit Hilfe eines Simultanen Multiplen
Peptidsynthesizers (SMPS 350, Zinsser Analytic, Frankfurt, Deutschland), paralelisiert
durchgefihrt.

4.1.4 Analytik der Peptidylalkohole

Die Reinheitsheitskontrolle der Peptidylalkohole erfolgte HPL C-chromatographisch. Die
|dentifizierung der Verbindungen erfolgte mit ES-MS-Anaytik. H-NMR-Analytik
bestétigte die Ergebnisse der Massenspektrometrie. Exemplarisch ist in Abb. 4-4 die
Analytik von Zlle-Glu(tBu)-Ala-Leu-ol (114) gezeigt (HPLC-Chromatogramm und ES-
M S-Spektrum).

Die dargestellten Peptidylalkoholsequenzen und die analytischen Daten sind in Tab. 18

gezeigt.

o (o]
J N N
©/\o N N OH Z-lle-Glu(OtBu)-Ala-Leu-ol
° ° 114
N

1007 A 621,3 Lom B
[M+H] ’
1,04
0.8
§ 0.6
o
1%}
565,2 2 %%
[M-tBu+H] "
0,2
[M-H,O-tBu+H]" [M-Hzcésgl] 623,0 ] ﬁ_,___._L_ n
547,2) l ZI EWNay 0,0 F————
500 550 600 650 700 750 10 20 2
miz Retentionszeit [min]

Abb. 4-4 A: HPLC-Chromatogramm (Rohprodukt) von Z-lle-Glu(tBu)Ala-Leu-ol (114) (HPLC-
Reinheit: 97%, ? =214 nm). B: ES-MS (Rohprodukt) von Z-lle-Glu(tBu)-Ala-Leu-ol (114) mit
[IM+Na]™: m/z = 623,0; [M+H]": m/z = 621,3; [M-H,0+H]": m/z = 603,2; [M-tBu+H]": m/z = 565,2;
[M-H,O-tBu+H]": m/z = 547,2.
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Tab. 18 Ausbeuten und analytische Daten der seitenkettengeschuitzten Peptidylalkohole. Die

Schutzgruppen sind Tab. 17 zu entnehmen.

Pos. Peptidylalkohal Ausbeute Reinheit ESMS
[HPLC] [M+H]"

1 Ac-LLL-al (107) 70% (325mg) 97% 386

2 Ac-FVAV-al (108) 72% (40,0 mg)  99% 463

3 Z-LLV-al (109) 88% (490mg) 97% 464

4 Ac-FVAG-al (110) 58% (29,0 mg)  99% 421

5 Ac-FIW-al (111) 49% (346 mg) 97% 593

6 Ac-WEHD-ol (112) 30% (37,9mg)  91% 1068

7 Z-GFG-ol (113) 63% (30,0mg) > 99% 400

8 Z-lEAL-ol (114) 81% (60,0 mg)  98% 621

9 Ac-FVAL-al (115) 61% (350mg)  98% 477

10 Z-LLI-0l (116) 75% (43,0 mg)  98% 478

11 Ac-FVAl-aol (117) 91% (52,0 mg)  97% 477

12 Ac-FVAS-al (118) 71% (43,0 mg)  99% 507

13 Ac-FVAD-al (119) 50% (32,0mg) 97% 535

14 Ac-A-Thz-D-ol (120) 70% (36,0 mg)  99% 429

15 Ac-FVAK-al (121) 65% (46,0mg) 97% 592

16 Ac-FVAM-ol (122) 55% (33,0mg)  96% 495

17 Ac-LLM-ol (123) 52% (250mg)  93% 404

4.1.5 Auswahl chemisch und biologisch interessanter Sequenzen

Das hiochemische Kriterium fir die Auswahl einer bestimmten Peptidylal dehydsequenz

zur Synthese ist ihre biologische Relevanz. Fir den Chemiker ist ausserdem interessant,

welche Anwendungsbreite eine Synthesestrategie aufweist. Aus diesem Grund hatte im

Vorfeld eine Auswahl hinsichtlich der bestehenden biologischen und biochemischen

Bedeutung stattgefunden. Die Untersuchung der experimentellen Bandbreite wurde durch

die Variation des Gterminaen Alkohols mit einer ansonsten gleichbleibenden Sequenz
untersucht. Willkdrlich wurde dazu die Sequenz FVAX-H gewahlt.
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Beispiele:

Z-LLL-H, ZIEAL-H (E ist tBu geschitzt) sind bekannte Inhibitoren des Proteasoms
[Tho97, Fig94].

Ac-DEVD-H, Ac-ESMD-H, Ac-WEHD-H und Ac-YVAD-H sind bekannte Caspase-
Inhibitoren [Riv00].

Ac-FVR-H, Ac-LVK-H, ZGFG-H, Ac-FIW-H und Ac-LLM-H sind bekannte Cathepsin
L/B Inhibitoren [Mcc93].

4.1.6 Oxidation der Peptidylalkohole mit IBX-Harz

Polymergebundenes 0
H IBX (2 eq) H
PG—XX-N PG—XX-N
w/\OH > H
R DCM/DMF, 3 h, RT R
107 - 123 126a -142a

Abb. 4-5 Oxidation der Peptidylalkohole mit polymergebundenem IBX.

Die Lodlichkeit der Peptidylalkohole ist in Methanol am grofiten. Methanol ist aus zwel
Grunden jedoch ungeeignet. Erstens oxidiert IBX-Harz Methanol und wird somit selbst
desaktiviert, und zweitens ist das Quellverhalten von IBX-Harz in Methanol sehr schlecht.
Das Losen der Peptidylalkohole wurde dadurch erreicht, dass DCM mit DMF, und wenn
notwendig mit DMSO versetzt wurde. Wichtig war, dass ein definiertes Volumen nicht
Uberschritten wird um schlechtere Umsetzungen durch Verdinnung zu vermeiden
(Abschnitt 3.2.3.4.8).

Die Oxidationen wurden manuell durchgefiihrt. Das verwendete IBX-Harz stammte aus
einer einzigen, kurz zuvor hergestellten Charge (Oxidationskapazitét: 0,71 mmol/g).

Nach der Reaktion wurde die Reaktionssuspension filtriert und das Harz mit DCM
gewaschen. Die fluchtigen Losungsmittel wurden im Vakuum entfernt; DMF und DM SO
mit  Stickstoff abgeblasen. Dies ist aber unginstig, da hierdurch  der
Geschwindigkeitsvorteil der parallelen Synthese verloren teilweise geht. Die erhaltenen
Rohprodukte (126a—142a) wurden anschlief3end mehrfach mit tert.-Butylakohol/H2,O
lyophilisiert.
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4.1.7 Scavenging

Der rohe Peptidyladehyd ist nach der Oxidation immer mit nicht oxidiertem
Peptidylalkohol verunreinigt. Dies ist am Beispiel einer HPLC-MS Untersuchung des
Oxidationsproduktes von Ac-Val-Thz-Asp(tBu)-ol (124) in Abb. 4-6 dargestellt. In A ist
der Totalionenstrom (TI1C) gezeigt, der sémtliche detektierten Kationen enthélt. In B ist die
Massenspur des Alkohols und in C die Massenspur des Aldehyds abgebildet. Der
Peptidylalkohol eluiert sowohl bei tr= 16 min as auch tg = 17,3 min. Der Peptidylaldehyd
(125) eluiert bei & = 17 min. Aldehyd und Alkohol koeluieren also in einem weiten
Bereich und sind mit HPLC chromatographisch nicht trennbar. In D ist das
Massenspektrum dieses koeluierenden Bereichs abgebildet. Er zeigt sowohl Alkohol- als
auch Aldehydsignale. Eventuell erfolgt die Bildung eines Halbacetals aus Peptidylaldehyd
und Peptidylalkohol, das im Gleichgewicht mit den Monomeren vorliegt. Das Halbacetal
igt im ES-MS-Spektrum mit der Masse mvz = 713 (M+H)" detektierbar. Die Oxidation
wurde in diesem Fal mit PySO3DMSO Komplex durchgefuhrt, was haufig zu
Umsetzungen unter 50% fuhrte. Deshalb war der Peptidylalkohol bei & = 16 min as
isolierter Peak detektierbar.

Ede et a. modifizierten zum ersten Mal Synphase Crowns mit einem Threoninlinker um
daran Aminoaldehyde zu immobiliseren und anschlief3end die Peptidsynthese an Fester
Phase durchzufihren [Ede97]. Diese Methodik wurde hier in umgekehrter Rethenfolge
angewandt. Wenn man ein Harz mit Threonin as Linker versehen hat und dieses in eine
Reaktionddsung mit Aldehyden gibt, reagieren diese mit dem Linker. Dadurch kann der
Peptidylaldehyd (25) problemlos von Peptidylalkohol (124) getrennt und damit auch
gereinigt und isoliert werden. Dies ist sehr wichtig, da Peptidylalkohole und deren
Aldehyde bei chromatographischen Trennmethoden wie HPLC koeluieren (Abb. 4-6).
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Abb. 4-6 HPLC-MS-Untersuchung des rohen Oxidationsproduktes von Ac-Val-Thz-Asp(OtBu)-ol
(124). A: Totalionenstrom (TIC); B: Massenspur des Alkohols (124, Edukt); C: Massenspur des
Aldehyds (125, Produkt). D: Massenspektrum des koeluierenden Bereichs. Das Oxidationsprodukt
enthalt noch etwa 50% Peptidylalkohol.

4.1.8 Reinigung der Peptidylaldehyde via Capture-Release

Im Unterschied zu Ede et al. wurde Aminomethyl-PS Harz statt ,, Synphase Crowns* (ein
Copolymer aus Methacrylsaure, Dimethylacrylamid und Polyethylen) verwendet und mit
Fmoc- Thr(tBu)-OH belegt [Ede97]. Die Beladung der erhaltenen vollgeschitzten
Scavenger-Harze lag zwischen 1,3 und 1,4 mmol/g. Die Schutzgruppen wurden mit
Standardmethoden abgespalten. Die Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin/DMF (20%), die
tert.-Butyl-Schutzgruppe mit TFA/H,O/TIS (95:2,5:2,5; viviv) (B. Thern personliche
Mitteilung). Die Beladung des Threonin-Harzes betrug anschlief?end etwa 2 mmol/g.
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Abb. 4-7 Scavenging von Peptidylaldehyden (126a — 142a) mit Threonin-Harz (143). A: Die
Peptidylaldehyde wurden nach Filtration und Waschen des Harzes direkt essigsauer abgespalten
(144 ? 126b —129b, 132b — 138b, 141b — 142b). B: Peptidylaldehyde mit Boc-, tBu- und Trt-
Schutzgruppen der Seitenkettenfunktionen wurden mit TFA bei RT abgespalten (144 ? 145).
AnschlieRend wurde der entschiitzte Peptidylaldehyd essigsauer abgespalten (145 ? 130b, 131b,
139b, 140b).

Zum Scavengen der Aldehyde wurden die Rohprodukte (126a-142a) in einer Mischung
aus absolutem Methanol, DCM, DMF (30:3:2, v:v:v) und Eisessig (1%) gelost und
anschlief?end 2 eq. des Threoninharzes (143) zugegeben. Die Zusammensetzung der
Losungmittel variierte je nach Loslichkeit des Rohprodukts. Der Antell Essigsdure war
konstant bei 1%. Die Immobilisierungsdauer betrug eine Stunde bei Raumtemperatur.
Immobilisierung bel 50 - 60°C brachte zwar eine hohere Ausbeute, fuhrte jedoch zu einer
deutlichen Epimerisierung des Aldehyds (Abschnitt 4.1.10.1). Anschlief3end wurde das
Harz filtriert und mit DCM gewaschen. Die HPLC-Analytik des Filtrats zeigte in einigen
Fallen restlichen Aldehyd. In diesen Féllen wurde ein zweites Mal ,,gescavengt®. Bei der
Immobilisierung mussten sowohl das Rohprodukt als auch die Losungsmittel wasserfrel

sein, um eine Abspaltung des Aldehyds zu verhindern.
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Fur die weitere Behandlung der immobilisierten Peptidylaldehyde (144) gab es nun zavei
Moglichkeiten. Peptidylaldehyde ohne Seitenkettenschutzgruppen wurden nach Filtration
und Waschen des Harzes direkt abgespalten. Dazu wurde eine Mischung aus AcOH, H0O,
DCM und MeOH (10:80:5:5, v:v:v:v) verwendet. Diese Prozedur wurde dreima 20 min
bei Raumtemperatur durchgefihrt (A).

Peptidylaldehyde mit Seitenkettenschutzgruppen wurden am Polymer entschiitzt (145):

Boc- und tBu-Schutzgruppen
wurden mit einer Mischung aus TFA, HO und DCM (90:5:5, v:v:v) abgespalten.
Die Abspaltlésung wurde anschlief?end mit HPLC und MS untersucht. Es wurde
kein oder kaum Aldehyd in der Abspaltlésung detektiert. Die Abspaltung wurde
drei Stunden bei Raumtemperatur durchgefihrt.

Trt-Schutzgruppen
wurden zweimal mit einer Mischung aus TFA, HO und TIS (95:2,5:2,5; v:viv)
abgespalten.

Die Abspaltung von 144 vom Polymer erfolgte wie schon unter A beschrieben dreimal mit
einer Mischung aus AcOH, H,O, DCM und MeOH (10:5:5:80, v:v:v:v) je 20 min bel

Raumtemperatur. Die Peptidylaldehyde 129b und 131b wurden anschlief3end mehr fach aus
tert.-Butylalkohol/Wasser (4:1, v:v) lyophilisiert.

Die Kinetik der Ringoffnung und damit der Freisetzung des Aldehyds ist sehr stark
abhangig vom Saure-L6sungsmittelgemisch. Threoninoxazolidine aus Aceton oder
Formaldehyd zeigen in TFA-Wasser Mischungen deutliche Abspaltung (95:5, v:v).
Benzaldehydderivate ergeben weniger as 10% Abspatung. [Wo6h96]. Die synthetisierten
Peptidylaldehyde zeigten im System TFA-Wasser weniger as 1%, im System AcOH-
Wasser aber 100% Abspatung. Hierdurch wurde die Abspaltung der
Seitenkettenschutzgruppen ohne gleichzeitige Aldehydabspaltung an fester Phase mdglich.
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4.1.9 HPLC und MS-Analytik der Peptidylaldehyde

Tab. 19 Analytik der Peptidylaldehyde nach Reinigung durch ,Catch and Release”.

Pos. Peptidylaldehyd Ausbeute Reinheit ESMS
[HPLC] [M+H]*

1 Ac-LLL-H (126b) 49% (22,5 mg) > 99% 384

2 Ac-FVAV-H (127b)  36% (20 mg) > 99% 461

3 Z-LLV-H (128b) 25% (14,0 mg) > 99% 462

4 Ac-FVAG-H (129b)  30% (15,0 mg) 90% 419

5 Ac-FIW-H (130b) 8% (5 mg) 65% 493

6 Ac-WEHD-H (131b) 3% (2,3 mg) 93% 612

7 Z-GFG-H (132b) 27% (13,0 mg) > 99% 398

8 Z-IEAL-H® (133b) 4% (3,0 mg) 85% 6191

9 Ac-FVAL-H (134b)  18% (10,0 mg) 96% 475

10  Z-LLI-H (135b) 21% (12,0 mg) 99% 476

11 Ac-FVAI-H (136b) 23% (13,0 mg) 98% 475

12 Ac-FVAS-H(137b) 6% (3,5 mg) 70% 449

13 Ac-FVAD-H (138b)  10% (6,0 mg) > 99% 477

14  Ac-A-Thz-D-H (139b) 19% (8,4 mg) 96% 371

15  Ac-FVAK-H (140b)  19% (11,3 mg) 88% 490

16 Ac-FVAM-H (141b)  12% (6,0 mg) 92% 41812

17 Ac-LLM-H (142b) 7% (4,3 mg) 70% 509 [@

(11 Z-|EAL-H (133b) wurde gescavengt und ohne Schutzgruppenabspaltung frei gesetzt.

12 sulfid durch L uftsauerstoff oxidiert.

Bl Z-lle-Glu(tBu}Ala-Leu-H.

Allein Tab. 19 aufgefuhrten Peptidylaldehyde wurden mit HPLC und ES-MS analytisch

untersucht. Die Reinheiten lagen zwischen 65 und >99%. Besonders zu erwahnen ist

Z-1EAL-H, das in seiner biologisch aktiven Form mit tBu-Schutzgruppe abgespalten
wurde [Fig94].
Die C-termina methioninhaltigen Peptidylaldehyde Ac-FVAM-H (141b) und Ac-LLM-H
(142b) zeigten nach der Capture-Release Behandlung im Massenspektrum ausschliefdich

ene um 16 hohere Masse. Vermutlich hat sich das Sulfoxid durch Oxidation mit

Luftsauerstoff gebildet. Die Untersuchungen hierzu sind Gegenstand weiterfuhrender
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Untersuchungen. Eine Oxidation durch die Behandlung mit IBX-Harz kann man
ausschliessen, da mit diesem keine SOxidation erreicht wurde (Abschnitt 3.3.6, Versuch
zur Oxidation von Gallidermin (73) und PamsCys (74)).

Die Ergebnisse des Scavening-Prozesses werden an zwei Beispielen besprochen. ZLLI-H
(126b) tragt keine Seitenkettenschutzgruppen, Ac-WEHD-H (131b) trégt Boc, tBu, und
Trt a's Seitenkettenschutzgruppen.

4191 Z-LLI-H

Abb. 4-7 zeigt die HPLC-Chromatogramme von ZLLI-H (126b) a) nach der Oxidation
mit IBX-Harz und b) nach der Aufreinigung mit dem Threonin-Scavenger-Harz. Wie in
Abschnitt 4.1.7 bereits erlautert, bildet der Aldehyd im Rohprodukt mit vorhandenem
Alkohol sehr wahrscheinlich ein Halbacetal. Dieser Halbacetabereich ist vereinfacht mit
Aldehyd gekennzeichnet. Das HPLC-Chromatogramm des Rohproduktes zeigt bei & =
27,16 min den Alkohol-Peak und bel tr = 28,68 min den Aldehyd-Peak. Nach der
Reinigung ist nur noch Aldehyd bel tg = 28,64 min detektierbar.

e a) Rohprodukt 08 b) Nach Reinigung
Aldehyd —
04 t, = 28,6 min P 061 Aldehyd  ——
t; = 28,6 min
0,34
s ] Alkohol S
=% Q ]
S 024 tg = 27,1 min 5]
3 8
) "____Ajh )
0,14 0,2
0o [ —
0,04
01 T T T T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 10 20 30 40
Zeit[min] Zeit [min]

Abb. 4-8 HPLC-Untersuchung von Z-LLI-H (126b) nach der Oxidation mit IBX-Harz a) Rohprodukt;
Reinheit etwa 85%, ? = 214 nm,; tg(Alkohol) = 27,14 min, tr(Aldehyd)= 28,68 min und nach
Reinigung mit Hilfe des Threonin-Scavenger Harzes b) gereinigter Peptidylaldehyd; Reinheit ca.

99%, ? = 214 nm; tg(Aldehyd) = 28,64 min.

Das ES-MS-Spektrum (Abb. 4-9) zeigt ausschliefdlich den Molekllionenpeak des
Aldehyds. Esist kein Alkohol mehr detektierbar.
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476 [M+H]*

Z-LLI-H

“'MWM

m/z

Abb. 4-9 ES-MS-Spektrum von Z-LLI-H (126b): [M+H]" m/z = 476.

4.1.9.2 Ac-WEHD-H

Am Beispied von Ac-WEHD-H (131b) wird gezeigt, welches Potenzial die Capture-
Release Methode mit ThreoninrHarz bei seitenkettenfunktionalisierten und damit
geschiitzten Peptidylaldehyden beinhaltet. Ac-WEHD-H (131b) tragt sowohl Boc-, tBu-,
als auch Trt-Schutzgruppen. Diese sind sdurelabil und kdnnen mit 95% TFA abgespalten

werden.

2,04 Tritylalkohol

1 tz = 28,6 min

457 \
§ | Aldehyd )
£ 104  ty=14,6min TFA-Abspaltlésung
g

0,54

0’0 — Lﬂ_ﬁv—

5 1 15 20 2 % 3

Zeit [min]

Abb. 4-10 HPLC-Chromatogramm der TFA-Abspaltldsung (95% TFA/DCM) nach Seitenketten-

Entschiitzung. Der Peak bei tg =28,6 min (? =214 nm) ist dem Abspaltprodukt der Trityl-
Schutzgruppe, Tritylalkohol, zuzuordnen. Der immobilisierte Aldehyd bleibt unter diesen

Bedingungen immobilisiert. Lediglich 0,5% Aldehyd sind bei tr = 14,6 min detektierbar.
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Eine weitere wichtige Untersuchung war, ob bei Abspaltung der Schutzgruppen ein Verlust
an Aldehyd auftritt. Das HPLC-Chromatogramm in Abb. 4-10 zeigt den aus der
Tritylschutzgruppenabspaltung entstandenen Tritylakohol mit Gber 96% bel tr = 28,6 min.
Der Aldehyd liegt nur in Spuren vor (0,5%).

Esist also moglich, sdurelabile Schutzgruppen vom Peptidylaldehyd abzuspalten, wahrend

dieser am Threonin-Harz verbleibt.

A nach Reinigung

644 [M+Na]"

| Aldehyd (entschiitzt) 612 [M+H]"

154 i
< tr, = 14,6 min

1.0

a..

Absorbtion

054

T T T T 1 DMMMM i
o o e o e o

Zeit [min] m/z

B Filtrat nach Scavenging

0,59
0.4 Alkohol _ NH HN\
</tR=27,7 min ~ N

03 Aldehyd (vollgeschiitzt) i b 9 VI
S tr = 21,0 min \ N . N y
B 021 H H
2 o] o OH
<

~_¢_,J.k_)~.f‘| °

L’“‘“——“—-—-h__ o OH
0,0 4
T T T T T T T T T T T 1 AC'WEHD'H
5 10 15 20 25 30 35
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Abb. 4-11 A: HPLC-Chromatogramm (links) des gereinigten entschitzten Aldehyds (131b);
(Reinheit 92%, ? = 214 nm; tg = 14,6 min) und ES-MS Spektrum ([M+H]":m/z = 612, [M+Na]":m/z =
644). B HPLC-Chromatogramm des Filtrats nach drei Stunden Scavening bei RT. Etwa 30% des
Aldehyds sind bei tg = 21,0 min detektierbar. Der Alkohol (Reinheit 63%, ? = 214 nm) eluiert bei tg
= 27,7 min.

Abb. 4-11 zeigt das HPLC-Chromatogramm des gereinigten entschiitzten Aldehyds
(tr= 14,6 min) nach Abspaltung vom Threonin-Harz und das ES-MS Spektrum ([M+H]":
m/z=612; [M+Na]* = 644). Der Aldehyd wurde mit 92% Reinheit (? = 214 nm) erhalten.
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Untersuchungen zur Effizienz des Scavengingprozesses bel Raumtemperatur wurden durch
HPLC-Chromatographie der Filtrate durchgefiihrt. In Abb. 4-11 B ist am Beispid Ac-
WEHD-H gezeigt, dass etwa 30% des geschitzten Aldehyds nach drei Stunden
Scavenging bel Raumtemperatur noch im Filtrat detektierbar waren. In diesem Fall war

eine Wiederholung des Scavenging-Prozesses notwendig.

4.1.10 NMR-Untersuchungen
4.1.10.1 Epimerisierungsuntersuchungen

Ein grof3es Problem bereits vertffentlichter Synthesen von Peptidylaldehyden ist die
auftretende Epimerisierung am aC-Atom des C-terminalen Aldehyds [Man81, 1to75]. Mit
Hilfe der NMR-Spektroskopie kann einfach untersucht werden, ob eine Epimerisierung
stattgefunden hat, da die Aldehydprotonen der beiden Diastereomeren eine

unterschiedliche chemische Verschiebung besitzen.

ZT

T

. - 7
)J\N ¢ H

98 97 96 95 94 93 92 91 90
ppm

ppm

Abb. 4-12 *H-NMR Spektrum von Ac-LLL-H (126a) nach der Oxidation mit IBX-Harz. Das Signal

des Aldehydprotons ist vergroRRert dargestellt.

Am Beispiel von Ac-LLL-H wurde mit *H-NMR-Spektroskopie untersucht, ob die

Oxidation ohne Epimerisierung verlauft und wie schnell diese im Verlauf des
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nachfolgenden Scavenging-Prozesses vonstatten geht. In Abb. 4-12 ist das 'H-NMR
Spektrum von AcLLL-H (126a) nach der Oxidation mit IBX-Harz abgebildet. Die
Oxidation verlauft demnach epimerisierungsfrei.

Im Folgenden wurden Untersuchungen zur Geschwindigkeit der Epimerisierung und des
Epimerisierungsgrades des Aldehyds im gelosten Zustand und bel unterschiedlichen
Reaktionsbedingungen wahrend der Abspaltung vom Scavengerharz, durchgefiihrt. Ac-
LLL-H wurde in DCM gelést und lichtgeschitzt zwei Tage bei Raumtemperatur
aufbewahrt. Das *H-NMR, zeigt die Aldehydsignale der Diastereomeren LLL und LLD des
Ac-LLL-H. dass sich nach zwei Tagen etwa 10% der D-Form aus dem C-terminalen Leu
Ca gebildet hatten (Abb. 4-13).

9.45

< 10 % LLD-Diastereomer

o

Abb. 4-13 '"H-NMR Spektrum von Ac-LLL-H (126a) nach zwei Tagen Aufbewahrung in Losung. Es
hatten sich etwa 10% des LLD-Diastereomers gebildet (Das Aldehydsignal des LLD-Diastereomers

wird bei 9,41 ppm detektiert).

Die in der Literatur beschriebenen Schritte des Capture-Release werden bei 60°C
durchgefihrt. Dies fuhrt jedoch zu einer Epimerisierung von beinahe 50% am aC Atom
des C-terminalen Aminoaldehyds (Abb. 4-14). Die NMR-Untersuchung hierzu ist in Abb.
4-14 gezeigt.
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etwa 50% LLD-Diastereomer
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Abb. 4-14 "H-NMR von Ac-LLL-H (126b) nach Capture-Release bei 60°C. Diese Temperatur fuhrt
zu einer Epimerisierung von etwa 50%. (Das Aldehydsignal des LLD-Diastereomers wird bei 9,45
ppm detektiert).

Fuhrt man die Immobilisierung und die Abspaltung bel Raumtemperatur durch, kann die
Epimerisierung auf 20% gesenkt werden. Die Reaktion musste zweimal durchgefihrt
werden, um die Immobiliserung des Peptidyladehyds am ThreoninrHarz zu

vervollstandigen. Die Abspaltung wurde zur Vervollstandigung dreimal wiederholt.
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Abb. 4-15 "H-NMR von Ac-LLL-H (126b) nach Capture-Release bei Raumtemperatur. Die
Epimerisierung wird auf 20% des LLD-Diastereomers gesenkt. (Das Aldehydsignal des LLD-

Diastereomers wird bei 9,46 ppm detektiert).
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4.1.10.2 NMR-Analytik der Peptidylaldehyde

Zur Vervollstandigung der Charakterisierung der Peptidylaldehyde wurden H- und 3C-
NM R-Untersuchungen durchgefiihrt. 2D-NM R-Experimente wie *H'H-COSY und **C'H-
COSY (HSQC)-Experimente waren meist notig, um eine eindeutige Zuordnung der
Signale zu ermdglichen. Im Falle von Ac-FIW-H (130b), Ac-WEHD-H (131b), Z-IEAL-H
(133b), Ac-FVAS-H (137b) und Ac-LLM-H (142b) wurden aufgrund zu geringer Mengen
oder zu schlechter Reinheiten keine NM R-Experimente durchgefiihrt. Exemplarisch ist die
NMR-Zuordnung von Z-LLV-H (128b) gezeigt (Abschnitt 4.1.10.3 und Abschnitt 8.3).
Eine vollstandige NMR-Analytik aller Peptidylaldehyde wurde nicht vorgenommen. Die
charakteristischsten Verénderungen im NM R-Spektrum im Vergleich zum Peptidyla kohol
sind die Signade des Aldehydprotons und die der benachbarten CH-Gruppe. Als
Charakteristikum des jeweiligen Peptidylaldehyds sind deshalb in Tab. 20 die chemischen
Verschiebungswerte des Aldehydprotons aus den *H-NMR-Spektren aufgefiihrt.

Tab. 20 Chemische Verschiebung (1H-NMR) des Aldehydprotons der Peptidylaldehyde.
(Zeichenerklarung: v = NMR durchgefihrt, M = Menge nicht ausreichend; R = Reinheit nicht
ausreichend).

Pos. Peptidylaldehyd NMR d[ppm] | Pos. Peptidylaldenyd NMR d[ppm]
-CHO -CHO

Ac-LLL-H (126b) Vv 9,48 10 Z-LLI-H (135np v 9,58
Ac-FVAV-H v 9,52 11 Ac-FVAI-H v 9,57
(127b) (136h)

3 Z-LLV-H v 9,55 12 Ac-FVAS-H M,R -
(128b) (1370)

4 Ac-FVAG-H \ 9,50 13 Ac-FVAD-H \ 9,75
(129b) (138b)

5 Ac-FIW-H R - 14  Ac-A-Thz-D-H v 9,58
(130b) (139h)

6 Ac-WEHD-H M - 15 Ac-FVAK-H R -
(131b) (140b)

7 Z-GFG-H v 10,70 16 Ac-FVAM-H Y, 9,44
(132b) (141b)

8  Z-IEAL-H® M - 17 Ac-LLM-H M,R -
(133b) (142b)

9 Ac-FVAL-H \ 10,30
(134b)

@ Glu ist tBu geschiitzt.
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4.1.10.3 NMR-Signalzuordnung von Z-LLV-H
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Abb. 4-16 'H-NMR Spektrum von Z-LLV-H (128b). Alle Protonen konnten mit 2-D-NMR
Experimenten den entsprechenden Signalen zugeordnet werden. Ein nicht identifiziertes Signal ist
mit * gekennzeichnet. Die Abbildungen der 2D-Experimente sind im Anhang (Abschnitt 8.3)
gezeigt.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3) d = 9.55 (s, 1H, CHO (C14)); 7.28-7.19 (m, 5H, CH-Aromaten, C2-C6);
6.69 (d, 1H, J = 6.82 Hz, NH (Val)); 6.40 (s, 1H, NH (LeuY); 5.14 (d, 1H, J = 6.06 Hz, NH (Leu?);
5.03 (d, 2H, J = 4,29 Hz, CH, (C7)); 4.43 (m, 1H, CH (C9)); 4.41 (m, 1H, CH (C13)); 4.18 (s, 1H,
CH (C11)); 2.29 (m, 1H, CH (C19)); 1.65 (m, 2H, CH, (C15)); 1.65 (m, 2H, CH (C16/C16’); 1.52 (m,
2H, CH, (C15')); 0.96-0.83 (m, 6H, CH3 (C20/C21); 0.96-0.83 (m, 12H, CH5 (C17/C17//C18/C18")).
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Von Verbindung Z-LLV-H (128b) wurde exemplarisch das *H-NMR-Spektrum analysiert.
Abb. 4-16 zeigt das Spektrum einschliefdich aller Signalzuordnungen. Alle erwarteten
Signale wurden erhalten. Fur alle weiteren Aldehyde wurde deshalb wie in Abschnitt
4.1.10.2 beschrieben, lediglich der charakteristische —CHO-Verschiebungswert als
malgebliche Grofie zur Produktidentifikation genommen. In Abschnitt 8.3 sind die
zugehdrigen 2D-NMR-Experimente (HH-COSY und HSQC) gezeigt. Auch mit diesen
Experimenten gelang eine eindeutige Produktidentifizierung!
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5 Zusammenfassung

Dea easte Tel der Dissertation beschreibt die Entwicklung und Vaidierung von
polymergebundener o-lodoxybenzoesdure (IBX-Harz) als Oxidationsmittel in der
polymerunterstiitzten Ldsungssynthese (PASP-Synthese).

Zunéchst wurden Syntheseprotokolle fir substituierte olodoxybenzoesduren entwickelt,
um Uber geeignete Linkerfunktionen zur Immobiliserung an das Polymer zu verfligen.
Anschlie?end wurde ein Syntheseprotokoll zur Festphasensynthese von |BX-Harz
entwickelt und optimiert. Nach Immobiliserung von 5-Hydroxy-2-iodbenzoe-
sauremethylester auf Merrifield- und Wang-Brommethyl-Harze verschiedener Ausgangs-
beladungen Uber die Hydroxygruppe und Verseifung des Methylesters wurde die
polymergebundene 2-lodbenzoesdure zu polymergebundenem IBX oxidiert. Hierzu
wurden eine Vielzahl unterschiedlicher Oxidationsprotokolle und Oxidations-Reagenzien
eingesetzt. Mit einem Derivat der Caro’ schen Saure, dem Tetrabutylammoniumpersulfat
gelang es schliesdlich, polymergebundenes IBX zu erhalten.

Die Oxidation von Piperonylalkohol zu Piperona wurde als Testsystem zur Bestimmung
der Aktivitét des IBX-Harzes eingefihrt. Die Aktivitat des IBX-Harzes lag bei maximal
0,65 mmol/g. Die Harze mit sehr hohen Ausgangsbeladungen von bis zu 4,4 mmol/g
Ausgangsbeladung zeigten schlechtere Reinheiten der Oxidationsprodukte als Merrifield-
Harze mit 1,0-12 mmol/g Ausgangsbeladung. Eine hohe Konzentration des
Oxidationsmittels erwies sich jedoch als entscheidender Faktor, um optimale Umsetzungen
bei minimalem Einsatz des IBX-Harzes zu erhalten. So bedeutet eine Verdopplung des
Reaktionsvolumens eine Verdopplung des einzusetzenden IBX-Harzes, um denselben
Umsetzungsgrad zu erreichen.

Der Versuch, polymergebundenes IBX auf hochbeladbarem ULTRA-Harz darzustellen,
schlug fehl. Es ist zu vermuten, dass nur die Oxidation zur entsprechenden lod(l11)-
Verbindung gelang. Die Entwicklung auf diesem Gebiet ist Gegenstand weiterfuhrender
Untersuchungen.

Nach der Optimierung des Herstellungsprozesses und der Reaktionsparameter fir
Oxidationsanwendungen wurden Alkohole verschiedener Substanzklassen oxidiert.
Benzylalkohole wurden mit hervorragenden Produktreinheiten zwischen 65 und 99%
erhalten werden. Aliphatische, alicyclische und heterocyclische Alkohole wurden in guten

bis ausgezeichneten Produktreinheiten zwischen 26 und 99% oxidiert.
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Weitere Anwendungen von polymergebundenem IBX, wie die Dehydrogenierung von
Carbonylverbindungen oder die Cyclisierung von Aniliden wurden exemplarisch gezeigt.
Die Synthese von o-Benzochinonen (wichtigen Substraten zur Darstellung von
Catecholen) aus den entsprechenden Phenolen gelang mit befriedigenden bis sehr guten
Produktreinheiten. IBX ist als mildes Oxidationsmittel bekannt und so wurde auch bei
Umsetzungen schwefelhaltiger Verbindungen mit IBX-Harz erwartungsgemald keine S
Oxidation beobachtet.

Stickstoffhaltige Verbindungen wie N-geschitzte 3-Aminoalkohole, Oligopeptide und
sogar das ahelikale 20-Peptidantibiotikum Alamethicin F30 konnten racemisierungsfrei

zu entsprechenden Aldehyden oxidiert werden.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden Peptidylaldehyde, Inhibitoren wichtiger biologischer
Prozesse wie der Apoptose oder des Proteasomverdaus, synthetisiert.

Zu Beginn wurden 16 Fmoc-geschitzte Aminoalkohole in Ldsung synthetisiert und
charakterisiert. Anschlief3end wurde parallel (sowohl manuell als auch automatisiert) eine
Peptidylalkohol-Kollektion dargestellt. Dazu wurden die Aminoalkohole Uber die
Hydroxyfunktion an TCP-Harz immobilisiert und anschlief3end das Peptid aufgebaut. Die
Peptidylalkohole wurde anschlief3end mit IBX-Harz zu den Aldehyden umgesetzt. Die
chromatographische Aufreinigung von Peptidylaldehyden stellte ein Problem dar, da sie
bei der FlUssigchromatographie mit ihren Peptidylalkoholen koeluieren. Zur Reinigung der
»rohen“ Peptidylaldehyde wurde deshalb ein mit Threonin funktionalisiertes Scavenger-
Harz eingesetzt. Ein Capture-Release-Protokoll wurde entwickelt, mit dem es mdglich war,
selektiv die Acetylierten oder Z-geschiitzten Peptidylaldehyde zu immobilisieren und nach
Filtrieren und Waschen des Harzes die polymergebundenen Peptidylaldehyde wieder
freizusetzen. Dies wurde am Beispied von Z-LLI-H und Ac-WEHD-H gezeigt.
Peptidylaldehyde mit saurelabilen Seitenkettenschutzgruppen konnten am Threonin-Harz
entschitzt werden, wobel keine Abspaltung der Aldehyde vom Harz erfolgte. Dies wurde
am Beispid von Ac-WEHD-H mit vier Seitenkettenschutzgruppen eindrucksvoll gezeigt.
Die HPLC-Reinheiten der gereinigten Peptidylaldehyde lagen zwischen 65 und 99%. Die
gereinigten Peptidylaldehyde wurden bezogen auf die eingesetzten Peptidylalkohole mit
Ausbeuten zwischen 4 und 49% erhalten.

Die Oxidation der Peptidylaldehyde mit IBX-Harz verlief auch bel der Synthese der
Peptidylaldehyd-Kollektion ohne Epimerisierung. Nach dem Capture-Release Verfahren
wurden alerdings zu Beginn bis zu 50% der D-Form erhalten. Die Epimerisierung konnte
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auf etwa 20% gesenkt werden, indem die Durchfihrung der Scavenging- und Release-
Prozeduren bei Raumtemperatur statt bei 60°C durchgefihrt wurde. Da die Diastereomere
unterschiedliche chemische Verschiebungen des Carbonyl-Wasserstoffatoms besitzen,
konnte dies NMR-spektroskopisch Uberpriift werden. Eine vollstdndige NMR-Analytik
wurde am Beispiel von Z-LLV-H gezeigt.

Das neue IBX-Harz stellt eine Bereicherung der bereits vorhandenen, milden und
selektiven Oxidationsmittel dar. Es bietet Zugang zu einer neuartigen, parallelen Synthese
von  Peptidylaldehyden mit  ausgezeichneten  Reinheiten und  geringerem
Epimeriserungsgrad als bisherige Methoden. Durch seine Anwendung lassen sich in

relativ kurzer Zeit eine Vielzahl neuer potentieller Inhibitoren herstellen.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Chemikalien und Losungsmittel

Die Losungsmittel wurden von Fluka (New-Ulm), Merck (Darmstadt), Riedel de Haen
(Seelze), Lancaster (MUhlheim am Main), Acros (Ulm) und Aldrich (Taufkirchen) in p.a
Qualitdt bezogen. Die wasserfreien Losungsmittel DMF, DCM, THF, DMSO, Methanal,
Toluol, Diethylether und Acetonitril wurden von Fluka (New-UIm) bezogen. Acetonitril
und Methanol zur HPLC- sowie MS-Analytik wurden in LiChrosolv® Gradient Grade
Quadlita von Merck (Darmstadt) oder Biosolve (Vakensvaard, Niederlande) verwendet.
Wasser fur HPLC wurde Uber eine Milli Q Anlage der Fa. Millipore (Eschborn) gewonnen
oder von den Firmen Merck (Darmstadt) oder Fluka (Neu Ulm) bezogen.

Fir die NMR-Spekroskopie wurden deuterierte Losungsmittel der Mittel Merck
(Darmstadt) und Deutero GmbH (Herresbach) verwendet.

Trifluoressigsdure der Reinheit Uvasol stammte ebenfalls von der Firma Merck
(Darmstadit).

Derivate von Aminosduren stammten von der Firma Novabiochem (Laufelfingen,
Schweiz). Harze wurden von den Firmen Novabiochem (L&ufelfingen, Schweiz) und
PepChem (Tubingen) bezogen.

Alle anderen Chemikalien und Reagenzien wurden von Aldrich (Steinheim), Fluka (New
Ulm), Maybridge (Trevillet, UK), Lancaster (Mihlheim am Rhein) und Merck (Darmstadt)
bezogen und ohne weitere Reinigung eingesetzt. Merifield-PS-Harze der Firmen
Novabiochem (Laufelfingen, Schweiz), Aldrich (Steinheim) sowie PepChem (Tubingen),

TCP-Harz von der Firma PepChem (Tlbingen) wurden verwendet.

6.2 Gerate und analytische Methoden

6.2.1 Dunnschichtchromatographie

Alle Dinnschichtchromatogramme wurden auf fluoreszenzbeschichteten Kieselgelplatten
60 F254, 5x10 cm der Firma Merck durchgefihrt. Die Verbindungen wurden mit UV-Licht
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(I = 254 nm) detektiert und die Kieselgelplatte mit Hilfe wassriger KMnOy4-Losung (1g
KMnQOy4, 6,5 g N&COsz und 0,2 g KOH in 100 ml Wasser) entwickelt.

6.2.2 FT-ATR-IR-Spektroskopie

FT-ATR-IR-Spektren der Harze bzw. polymergebundener Verbindungen wurden mit
einem Bruker Vector 22 aufgenommen. Das Gerét ist mit einer SplitPea® ATR-Einheit der
Firma Harrick versehen. Die Harze wurden direkt durch Aufpressen auf einen SkKristall
vermessen. Bei einem Mefbereich von 4000-400 cmit wurden die Spektren mit 16 Scans
aufgenommen; Background- und ATR-Korrektur erfolgten automatisch. Die im Text
angegebenen Wellenzahlen beschranken sich auf die fir das jeweilige Reaktionsprodukt
charakteristischen Absorptionsbanden.

6.2.3 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Fur analytische HPLC-Trennungen wurde eine Anlage der Firma Waters (Eschborn),
bestehend aus einer Steuerungseinheit 600 S, Pumpeneinheit 626, UV-Detektor 486 sowie
einem 712 WISP Autosampler, eingesetzt. Die Anlage ist mit einer analytischen
Trennsdule Nucleosil C 18 (5 mm Korngréfe, 250 x 2 mm, Grom, Herrenberg)
ausgestattet. Fiur die Trennungen wurde ein Gradient von Wasser/0,1% TFA (v/v)
(Laufmittel A) und Acetonitril/0,1% TFA (v/v) (Laufmittel B) bel einer Fluf¥ate von
0,3 ml/min gefahren. Es wurden, je nach Trennproblem, folgende Gradienten eingesetzt:

- 0% B auf 100% B innerhalb 30 min, 100% B fur 5 min.

- 10% B auf 100% B innerhab 30 min, 100% B fur 5 min.

- 10% B auf 100% B innerhalb 30 min, 100% B fir 10 min.

Die UV-Detektion erfolgte bel | = 214 nm und die Reinheit der Produkte wurde anhand
der Peakflachen errechnet. Eine absolute Gehaltsangabe ist jedoch aufgrund der

unterschiedlichen Extinktionskoeffizienten der Verbindungen nicht moglich.

6.2.4 GC-EI-MS Analytik

Die Gaschromatographie- Elektronenstofl3 oni sations-M assenspektrometrie wurde auf einer
HP 6890/5973 GC-EI-MS-Anlage von Hewlett-Packard (Waldstetten) durchgefuhrt. Alle
Verbindungen konnten underivatisiert vermessen werden.
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6.2.5 ES-Quadrupol-Massenspektrometrie

ES-MS-Analysen wurden auf einem Quattro Il Tripel-Quadrupol-Massenspektrometer der
Firma Micromass (Altrinchan/UK) in Verbindung mit einer HPLC-Anlage INTEGRAL™
der Firma Perseptive Biosystems (Weiterstadt) durchgeftihrt. Das HPL C-System wurde so
eingestellt, dass wahrend der gesamten Dauer der Analysenserie ein konstanter Flul3 von
60 pl/min Acetonitril/Wasser (1:1) (mit 0,1 % Ameisensdure) zum Injektor des GILSON
232X Probengebers der Firma Abimed (Langenfeld) geliefert wurde. Alle 2 min wurden
jeweils 10 ul einer Probe (Konzentration ca. 10 pg/ml) injiziert, die durch den konstanten
Losungsmittelfluld zur Quelle des Quattro 11 ES-MS transportiert wurden. Die Messungen
am M S wurden durch Kontaktschlufl3 des Probengebers gestartet. Die Messparameter jeder
Probe (Massenbereich, Meldrate, Cone-Spannung (Ublicherweise 30-40 V)) wurden zuvor
in einer Probenliste der Steuersoftware (MassLynx, Version 2.2, Firma Micromass,
Altrinchan/UK) des MS editiert. Die Proben wurden in Methanol oder Acetonitril geldst.

6.2.6 FTICR-Massenspektrometrie

Fir hochstaufldsende ES-FTICR-MS-Messungen wurde ein Daltonic APEX™ 1|
Spektrometer der Firma Bruker (Karlsruhe) verwendet. Die Probenzufuhr erfolgte tber
eine HPLC-Anlage HP 1100 der Firma Hewlett-Packard. Dabel wurden 5 pl einer Probe
(Konzentration 1-10 pg/ml) injiziert. Die Messzeit betrug jeweils 30s bei 16
aufsummierten Scans. Als mobile Phase wurde ein Wasser/Acetonitril- Gemisch (40:60)
(0,1 % Ameisensdure) verwendet. Fur HPLC-FTICR-MS-Messungen wurde die HPLC-
Anlage (HP1100), die mit einer Gromsil C 18-Saule (5 um Korngrofe, 100 x 2 mm, Grom,
Herrenberg) verbunden war, eingesetzt. Als Flurate wurden 50 pl/min verwendet, wobei
der Fluss direkt der ES-Quelle des Massenspektrometers zugefuhrt wurde.

6.2.7 NMR-Spektroskopie

Eindimensionale 'H- und *C-NMR-Spektren wurden an einem Bruker AC 250 (250
respektive 62,9 MHz) Spektrometer bzw. einem Bruker AVANCE 400 MHz Spektrometer
(Bruker Analytik, Bremen) aufgenommen. Als Losungsmittel wurden Methanol-dg,
Acetonds, DMF-ds, DMSO-ds oder CDCl; verwendet. Zweidimensionae NMR-
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Experimente wurden am Bruker AVANCE 400 MHz Spektrometer (Bruker Analytik,
Bremen) durchgefuihrt.

Die Spektren wurden bei 25°C aufgenommen.

6.2.8 Mikrowellenunterstltzte Synthesen

Mikrowellenunterstiitzte Synthesen wurden auf einem SmithSynthesizer™ der Firma
Personal Chemistry, Uppsala, Schweden durchgeftihrt. Es handelt sich um ein Single-
Mode Gerdt, das mit einem automatischen Probengeber ausgestattet ist, und dessen
Steuerung softwareunterstiitzt erfolgt. Das Probenvolumen betragt zwischen 0,5 und 5 ml
in mit Septen verschlossenen druckstabilen Reaktionsgefalien. Ein Magnetron mit einer
Leistung von 15— 300 W erzeugt Mikrowellenstrahlung bei einer Frequenz von 2,45 GHz.
Der Temperaturbereich erstreckt sich von 60 — 250 °C bei einer Heizrate von 2 —5 °C/min.
Der zuldssige Druck im Inneren der Reaktionsgefalie betragt 20 bar. Wahrend der Reaktion
wird die Temperatur im Reaktionsgefal? durch kurze Mikrowellenpulse konstant gehalten.
Schnelles Abkiihlen nach der Reaktion wird mit Druckluft erreicht.

6.2.9 Kaisertest

Die Vollstandigkeit von Acylierungsreaktionen auf primére Amine — Acylierung des Rink-
Linkers sowie die Bildung von Peptidbindungen - wurde mittels Kaiser-Test (Nachweis
primarer Amine mit Ninhydrin) auf vollstandige Umsetzung der freien Aminofunktionen
untersucht [Kai70].

Fur den Kaiser-Test wurden folgende Reagenzl 6sungen verwendet:

Kaiser I: 50 m einer 0,01 M wassrigen KCN-Ldsung werden mit Pyridin auf 25 ml
aufgefllt.

Kaiser II: 5 g Ninhydrin werden in 100 ml n-Butylalkohol gel6st.

Kaiser IlI: 80 g Phenol werden in 20 ml nButylakohol gel6st.

Zur Durchfuhrung werden wenige Harzkugeln in einem Eppendorf-Cup mit je einem
Tropfen der drel ReagenzlOsungen versetzt und die Suspension S5min bei 110 °C erhitzt.
Sind freie Aminogruppen vorhanden, so tritt Blauférbung der Harzkugeln oder der Ldsung
auf.
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6.2.10 Chloraniltest

Zur Kontrolle der Kupplungseffizienz von Carbonsduren auf sekundare Amine wurde der
Chloranil- Test verwendet [V0j95]. Dazu werden einige Harzkdrner in einem Eppendorf-
Cup mit je einem Tropfen einer Lésung aus Acetaldehyd in DMF (2% (v/v)) und Chloranil
in DMF (2% (w/v)) versetzt. Bei Anwesenheit von sekundéren Aminen féarbt sich das Harz

nach 2-10 min blau.

6.2.11 Automatisierte Synthese von Peptidylalkoholen

Die automatisierte Synthese von Peptidylalkoholen wurde an einem Peptidsynthesizer
(SMPS 350, Zinsser Analytic, Frankfurt; Software Syro von MultiSynTech, Bochum)
durchgefuhrt. Als Synthesegefél3e wurden Einwegspritzen mit Glasfiltereinsétzen
verwendet, die in zwe Syntheseblécken mit Vakuum und Absaugvorrichtungen
angeordnet wurden, so dal3 parallel bis zu 2 x 48 unterschiedliche Peptide synthetisiert

werden konnten.

6.2.12 UV-Spektrometer

Die UV-Spektren zur quantitativen Fmoc-Bestimmung wurden am Lambda5 UV/VIS

Spektrometer von Perkin-Elmer (Uberlingen) aufgenommen.

6.2.13 Ermittlung der Harzbelegung durch UV-spektometrische Fmoc-
Bestimmung

Proben (10 mg) des gewaschenen und getrockneten Harzes werden entnommen und exakt
in je einem 10 ml Mal¥kolben eingewogen. Dazu werden exakt 0,5 ml einer Ldsung von
Fiperidin in DMF (1:4) gegeben und fur 30 min geschittelt. Danach wird mit DMF auf 10
ml aufgeftllt. In einem zweiten 10 ml Mal¥kolben wird eine Referenzlésung angesetzt,
indem ebenfalls exakt 0,5 ml der Piperidin-Ldsung zupipettiert und mit DMF auf 10 ml
aufgefullt werden.

Am UV-Spektrometer wird im Wellenlangenbereich von 250 nm bis 320 nm zunéchst mit
der Referenzlosung eine Hintergrundkorrektur durchgefiihrt und dann die Abspaltlésung
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gegen diese Referenz vermessen. Die Extinktionswerte an den drei Absorptionsmaxima
des UV-Spektrums bel ?; = 267 nm, ?, = 289 nm und 2 = 301 nm werden nach folgender

Gleichung ausgewertet:

X(i':mmol l:J: 100000 >
€ g H e XEinwaage)

X = Harzbelegung

E; = Extinktion

e = Extinktionskoeffizient

(Einwaage) = Harzmenge in [mg]
Dabei werden folgende Extinktionskoeffizienten verwendet:
€267 = 17500 cmi*
€80 = 5800 cmit
€301 = 7800 cmi*
Die Harzbelegung ergibt sich durch Mittelung Uber die drei bei den unterschiedlichen
Wellenlangen berechneten Werte.

6.3 Synthesen in Lésung

6.3.1 Darstellung von 5-Hydroxy-2-iodbenzoesaure

Anilin (37,2 g; 448 mmol) in Wasser (200 ml), wird in einem 1 | Dreihalskolben unter
starkem Ruhren mit konzentrierter HCl versetzt (65,5 ml; 780 mmol). Anschlief3end wird
Eis (200 g) hinzugefugt. Dann wird Natriumnitrit (30,9 g; 448 mmol) in 180 ml Wasser
innerhalb einer halben Stunde zugetropft, wobel die Temperatur nicht Uber 5°C steigen
darf. Gegen Ende der Zugabe wird mit lodid-Stérke Papier auf freie salpetrige Séure
gepruft. Die kalte Losung des Anilindiazoniumchlorids wird unter starkem Rihren zu einer
L6ésung von 3Hydroxybenzoesaure (7) (61,8 g; 448 mmol) und NaOH (53,76 g; 448
mmol) in Wasser (400 ml) gegeben. Es bildet sich ein orangeroter Niederschlag, welcher
sich beim Erwdrmen auf 50°C wieder auflost. Die resultierende dunkelrote Lésung der
Azoverbindung (8) wird erhitzt und anschlief?end langsam unter Rihren NaOH (160 g; 4
mol) geldst in Wasser (160 ml) zugegeben. Anschlief3end wird Natriumdithionit (210 g;
1,1 mol) in fester Form zugesetzt. Sobald die L&sung eine Temperatur von 85°C erreicht

hat, gibt man in Minutenabstanden weiteres Natriumdithionit in Portionen von 5 g zu, bis
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die rote Farbe der Losung verschwindet. Die Losung wird auf 30°C gekihlt und Eis
(500 g) hinzugefugt. Mit konz. HCl wird auf pH = 55 eingestelt. 2-Amino-5-
hydroxybenzoesdure Q) fdlt als fahlgelbes Produkt aus. Anschlief3end wird mit wenig
Wasser gewaschen und sofort bei 0°C diazotiert. Es werden Eis (400 g) und konz. HSO4
(67 ml; 1,25 mol) zugegeben. Anschlief3end wird NaNO, (27,6 g; 0,4 mol) gelost in H,O
(200 ml) zugegeben. Die Temperatur darf hierbei nicht Uber 5°C steigen. Nach der
Diazotierung wird die Reaktionslésung zu Kl (84 g; 0,5 mol) gelést in HO (150 ml)
gegeben. Anschlief3end wird eine Stunde auf 90°C erhitzt, auf 0°C abgekihlt und filtriert.
Die erhdtenen dunkelvioletten Kristalle werden durch mehrfaches Kochen (drei- bis
finfmal) in Wasser (700 ml) mit Aktivkohle (15 g) entfarbt. Die Ldsung wird filtriert und
man erhdlt 5-Hydroxy-2-iodbenzoesiure (11) a's hellgelbe feine Nadeln.

Fp.: 197°C; (Lit. 201 — 202,5°C).

Ausbeute: 32,5 g (27% der Theorie bezogen auf Anilin).

MS (El): m/z=263,9.

HPLC (? = 214): 100%.

IR: 3500 — 2600 cmi' (OH-Absorptionen); 1681 crmi* (C=0 Valenzschwingung).

'H-NMR (400,16 MHz; DMSO-dg): d = 6.69 (dd; J = 8.59 Hz; 3.03 Hz; 1 H), 7.14 (d; J =
3.03Hz; 1 H), 7.71 (d; J= 8.59 Hz; 1 H), 9.99 (s; 1 H), 13.2 (s; 1 H).

13C-NMR (100,62 MHz, DMSO-de): d = 167.79; 157.29; 141.17; 137.36; 120.10; 117.27;
80.02.

6.3.2 Darstellung von 5-Hydroxy-2-iodbenzoesauremethylester

5-Hydroxy-2-iodbenzoesdure (11) (15 g; 56,8 mmol) wird in Methanol (51,6 ml) gelost
und auf 0°C gekihlt. Dann wird unter Ruhren tropfenweise Thionylchlorid (4,14 ml; 56,8
mmol) zugesetzt. Die Losung farbt sich rot. Anschlief?end wird 1,5 h unter Ruckfluss
erhitzt, mindestens aber so lange bis die rote Farbe verschwunden ist. Nach dem Abkuhlen
wird die Reaktionsmischung im Vakuum eingeengt und mit 50 ml Wasser versetzt. Der
ausgefallene 5Hydroxy-2-iodbenzoesauremethylester (12) wird filtriert und mit Wasser
dreimal gewaschen. Anschlief3end wird aus Methanol-Wasser (1:1) umkristallisiert und das
Produkt in Form farbloser Nadeln erhalten.

Fp.: 102°C; (Lit.: 102 —103°C).

Ausbeute: (98% der Theorie).

MS (El): m/z=278.
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HPLC (? = 214): 97%.

IR: 3322 cmit (OH-Valenzschwingung), 1709 cmit (C=0 Valenzschwingung).

IH-NMR (400,16 MHz; CDCk): d = 6.65 (dd, J = 859 Hz, 3.03 Hz, 1 H), 7.26 (d, J =
3.03 Hz, 1 H), 7.71 (d, = 859 Hz), 1 H).

13C.NMR (100,62 MHz, CDCh): d = 167.52, 156.21, 142.56, 136.26, 121.10, 118.80,
82.53, 53.07.

6.3.3 Darstellung von 5-tert.-Butoxycarbonylmethoxy-2-iodbenzoe-
sauremethylester

5-Hydroxy- 2-iodbenzoesauremethylester (12) (789 mg; 2,84 mmol) wird mit CsCO3
(5,55 g; 17,04 mmol) und Bromessigsaure-tert.-butylester (384 ul; 11,36 mmol) in 20 ml
DMF 1 h bei 80°C geriihrt. Die grine Reaktionslésung wird weitere 2 h bei 60°C
umgesetzt. Es wird EtOAc (40 ml) zugesetzt und mit HO (dreimal), und NaClL 6sung
(dreimal) gewaschen. Die organischen Losungsmittel werden anschlief3end bei 45°C im
Vakuum entfernt.

Die Reinigung erfolgt Flashsaulenchromatographisch. Hierbel eluieren mit PE
(40/60)/DCM (1:1) séamtliche Verunreinigungen. Anschlief3end eluiert das Produkt (83) mit
DCM und wird in reiner Form als farbloses Pulver gewonnen.

DC: R =0,67 (DCM).

Ausbeute: 599 mg (72 % der Theorie).

MS (ES): m/z=393.

HPLC (? = 214): 97%.

'H-NMR (400,16 MHz; CDCk): d = 1.41 (s, 9 H), 3.85 (s, 3H), 4.45 (s, 2 H), 6.69 (dd, J
=8.84 Hz, 3.03 Hz, 1 H), 7.28 (d, J= 3.03 Hz, 1 H), 7.78 (d, J= 8.84 Hz), 1 H).

13C-NMR (100,62 MHz, CDCk): d = 167.65, 166.76, 158.24, 142.45, 136.08, 120.41,
117.61, 84.10, 83.20, 66.18, 52.89, 28.41.

6.3.4 Darstellung von 5-Carboxymethoxy-2-iodbenzoesauremethyl-
ester

5-tert.-Butoxycarbonylmethoxy- 2-iodbenzoesauremethylester (83) (599 mg, 1,5 mmoal)
werden 90 min in TFA (100%) bel RT umgesetzt. AnschliefRend wird die TFA am Vakuum
entfernt und das Rohprodukt in tert.-Butylalkohol/H,O (4:1, v:v) (10 ml) aufgenommen
und gefriergetrocknet. Das Produkt (84) wird als farbloses Pulver erhalten.
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Ausbeute: 499 mg (98 % der Theorie).

MS (ES): m/z= 335 (M-H).

HPLC (? = 214): 98%.

'H- NMR (400,16 MHz; Methanol-ds): d = 3.91 (s, 3 H), 4.71 (s, 2 H), 6.87 (dd,
J=8.72Hz, 3.16 Hz, 1 H), 7.33(d, J= 3.03 Hz, 1 H), 7.86 (d, J= 8.72 Hz, 1 H).
13C-NMR (100,62 MHz, Methanol-ds): d = 172.42, 168.90, 159.85, 143.42, 138.52,
120.97, 118.61, 83.85, 66.39, 53.49.

6.3.5 Darstellung von Fmoc-3-Aminoalkoholen aus Fmoc-a-Amino-
sauren

Erzeugung des gemischten Anhydrids

Die Fmoc-a-Aminosaure (05) (25 mmol; 1 eq.) wird unter Ruhren in wasserfreiem
Dimethoxyethan (DME) (50 ml) gelost. Die Lésung wird auf -15°C gekihit und unter Na-
Atmosphére werden nacheinander 4Methylmorpholin (NMM) (2,78 ml; 25 mmol) und
Isobutylchloroformiat (ICF) (L06) (3,4 ml; 25 mmol) tropfenweise zugegeben. Es wird
weitere 10 min bel -15°C, dann 20 — 50 min unter Erwé&rmung auf Raumtemperatur

weitergerdhrt.

Reduktion zum Alkohol

Die Reaktiondosung wird, zur Entfernung des NMM-Hydrochlorids, unter No-
Atmosphére, filtriert. Das Filtrat wird auf -15°C gekihlt. Anschlie?end wird NaBH,
(1,42 g; 37,5 mmol) gelost in entgastem HO (50 ml) zur Reaktionsldsung gegeben. Nach
1 min Ruhren wird H,O (625 ml) zugegeben. Der Fmoc-Aminoalkohol (89 — 104) fallt as
farbloser Niederschlag aus, wird abfiltriert und mit HO (100 ml) und rHexan (50 ml)
gewaschen. Wenn kein Niederschlag entstenht, sondern sich das Produkt als Ol abscheidet,
wird DME im Vakuum entfernt und die Wasserphase mit DCM extrahiert (100 ml;
dreimal). Die organische Phase wird mit HO und NaClLoOsung (geséttigt) gewaschen,
Uber Na,SO;4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach Uberschichten
mit n-Hexan falt der Fmoc-I3-Aminoalkohol in fester Form an. Das Produkt wird
saulenchromatographisch gereinigt (EtOAc : DCM (1:1); NEt; (0,3%)). Das Eluat wird mit
Zitronensdure (10%ige Losung) gewaschen (dreimal), Uber N&SO,4 getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Fmoc-3-Aminoalkohole werden mit DC und/oder
HPLC, ES-MS und NMR charakterisiert (3C-NMR-Daten vgl. Abschnitt 8.2).
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6.4 Festphasensynthesen

Bel den meisten im Folgenden angefiihrten Syntheseprotokollen handelt es sich um
allgemeine Vorschriften; genaue experimentelle Daten zu Ansatzgrof3en, Ausbeuten und
Produktreinheiten sind dem entsprechenden Abschnitt des Kapitels 3 (Ergebnisse) zu
entnehmen Die Reaktionen wurden, wenn nicht anders erwahnt, in Einwegspritzen oder
Polypropylenfiltersdulen mit  Kunstofffritten oder  Polypropylen Reagenzglasern
durchgefhrt.

6.4.1 Synthese von polymergebundenem 1,5-Dihydroxy-1-oxo-1H-
1?75-benzol[d][1,2]iodoxol-3-on an Merrifield-PS-Harz

6.4.1.1 Harzbelegung

Zu Merrifield-PS-Harz (13a) (10 g; Beladung 1,2 mmol/g; 12 mmol) wird CsCOs3 (7,8 g;
24 mmol; 2 eq.) gegeben. Anschlief3end wird 5-Hydroxy-2-iodbenzoesauremethylester
(12) (10 g; 36 mmol; 3 eq.) gelost in DMF abs. (45 ml) zugegeben. Es ist darauf zu achten,
dass das Polymer gut gequollen vorliegt und das CCOs in regelmélligen Abstéanden fein
suspendiert wird. Nach 3 h bel 80°C wird mehrfach mit DMF (dreimal), THF (dreimal),
AcOH (zweimd), THF (dreima), MeOH, DCM, MeOH und Et;O und wieder MeOH
solange gewaschen bis das Harz wieder feindispers vorliegt. Dann wird das Harz im
Vakuum getrocknet und mit EA und FT-ATR-IR analysiert.

6.4.2 Verseifung des Methylesters

Der immobilisierte lodbenzoesaureester (14) (12 mmol) wird mit KOSIMe; (1M in THF
abs. 150 ml) 18 h bei Raumtemperatur geschittelt. Anschlief3end wird das Harz filtriert
und mit MeOH (funfmal) und THF gewaschen (dreimal). Danach wird eine THF/AcOH-
Mischung (8:2; 200 ml) zugegeben und weitere 5 h bel Raumtemperatur geschittelt. Dann
wird mit THF, DCM, MeOH und Et,O gewaschen (je 7-mal), dann mit DCM und
Methanol (je 10-mal). Anschlieffend wird im Vakuum getrocknet. Das Harz wird
anschlief3end mit EA und FT-ATR-IR analysiert.
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6.4.3 Oxidation polymergebundener 5-Hydroxy-2-iodbenzoesaure

Polymergebundene 5-Hydroxy-2-iodbenzoesaure (15) (11,7 g; 11 mmol) wird mit
Tetrabutylammoniumpersulfat (BwHSOs) (77,7 g; 77 mmol; 7 eq.; 1,6% aktiver
Sauerstoff), gelost in DCM (120 ml), versetzt. Anschlief3end wird Methansulfonséaure
(4,98 ml; 77 mmol; 7 eg.) zugegeben und die Suspension 3 h bei Raumtemperatur
geschuttelt. Nach Filtration wird das Harz mit DCM und Et,O (zehnmal) gewaschen und
im Vakuum getrocknet. Das Harz wird anschlief3end mit EA und FT-ATR-IR analysiert.
Piperonylalkohol (1eg.) wird mit IBX-Harz umgesetzt und die Oxidationskapazitét
ermittelt (vgl. Abschnitt 6.5.1).

6.4.4 Synthese von polymergebundenem 1,5-Dihydroxy-1-oxo-1H-17-
benzo[d][1,2]iodoxol-3-on an ULTRA-Harz

6.4.4.1 Harzbelegung (ULTRA-Harz)

ULTRA-Harz (123 mg, Beladung 12 mmol/g) wird in MeOH und anschlief3end in DMF
vorgeguollen. Zu 5-Carboxymethoxy-2-iodbenzoesauremethylester (84) (496 mg, 1,48
mmol; 1 eq.) wird DIC (228,6 ul; 1,48 mmol; 1 eq.) gelost in DCM gegeben und 15 min
voraktiviert. Anschlief3end wird zuerst HOAt (0,5 M-Lésung in DMF; 2,9 ml; 1,48 mmol;
1 eg.) dann die DIC/Ester-L 6sung zum Harz gegeben. Anschlief3end wird DCM und DMF
(1:1) zugegeben bis ein Gesamtvolumen von 10 ml erreicht ist. Dann wird die Suspension
16 h bel Raumtemperatur geschittelt. Nach Waschen mit DMF, DCM, MeOH, Et,O wird
das Harz im Vakuum getrocknet und mit FT-ATR-IR analysiert.

6.4.4.2 Verseifung (ULTRA-Harz)

Das mit Carboxymethoxy- 2-iodbenzoesauremethylester belegte ULTRA-Harz (86) wird in
THF/H20 (1:1, v/v) vorgequollen. Dann wird LiOH (208 mg, 5 mmol, 2,5 eq.) gelost in
THF/H20 (1:1) zugegeben und 4 h bei 50°C geschittelt. Anschlief3end wird mit THF
(funfmal), DCM, MeOH und H,O (je siebenmal) gewaschen, getrocknet und mit FT-ATR-
IR analysiert.
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6.4.4.3 Oxidation (ULTRA-Harz)

Polymergebundene Carboxymethoxy-2-iodbenzoesaure @7) (11,7g; 11 mmol) wird mit
Oxon (K 2S04 KHSO,-KHSOs) (614 mg; 1 mmol; 5 eq.) gelost in HO (4 ml) versetzt.
Anschlieffend wird 3 h bei 70°C gertihrt. Nach jeweils einer halben Stunde wird das Harz
eine Minute bel RT an einem Vortex-Ruhrer stark suspendiert. Schliefdlich wird das Harz
mit H,O, THF, DCM, THF, DCM, EtO (je funfma) gewaschen und im Vakuum
getrocknet. Das Harz wird anschlieffend mit FT-ATR-IR untersucht. Piperonylakohol
(1 eg.) wird mit IBX-(ULTRA)-Harz (88) umgesetzt und die Oxidationskapazitét ermittelt
(vgl. Abschnitt 6.5.1).

6.4.5 Synthese von Peptidylalkoholen

Die Ansatzgrofie zur Synthese von Peptidylalkoholen wurde so bemessen, dass 120 pmol

Produkt erhalten werden.

6.4.5.1 Belegung von TCP-Harz mit Fmoc-3-Aminoalkoholen

Trockenes Tritylchloridpolystyrolharz (TCP-Harz, Kapazitéat: 1 mmol/g) wird in einer
Filtersdule mit Kunststofffritte eingewogen. Der Fmoc-3-Aminoakohol (1eg.) wird mit
wenig DCM unter Zusatz von Pyridin (4 eq.) oder DIEA (4 eg.) geldst. Diese Ldsung wird
direkt zum TCP-Harz gegeben. Nach 12 h wird das TCP-Harz filtriert und zum Capping
der verbliebenen Tritylchlorid-Funktionen eine Mischung aus DCM/MeOH/DIEA (17:2:1,
v:v:v) zugegeben und fur weitere 30 min geschiittelt. Danach werden die Ldsungsmittel
abgesaugt und das Harz mit DMF, DCM MeOH und Et,O (je dreimal) gewaschen.

Zur Belegungskontrolle wird eine quantitative Fmoc-Bestimmung (vgl. Abschnitt 6.2.13)
durchgefihrt. Die Belegungen erreichen 0,4 — 0,6 mmol/g.

6.4.5.2 Allgemeine Vorschrift zur Fmoc-Abspaltung

Die polymergebundene Fmoc-geschitzte Aminosdure wird mit Piperidin (20% in DMF)
versetzt und 20 min bei Raumtemperatur geschittelt. Das Harz wird dreimal mit DMF

gewaschen und erneut mit Piperidin (20% in DMF) versetzt. Nach weiteren 20 min
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Schitteln wird das Harz sehr grindlich (zehnmal) mit DMF und abwechselnd mit DCM,

und MeOH gewaschen und anschliessend im Vakuum getrocknet.

6.4.5.3 DIC/HOBt-Kupplung

Mit Fmoc-3-Aminoalkohol vorbelegtes Harz (100 mg; Belegung ca. 0,5 mmol/g) wird fir
30 min mit Piperidin (20% in DMF, 2 ml) geschittelt und anschlief3end gewaschen. Eine
Losung der Fmoc-Aminosdure (0,2 mmol; 4 eq.) und HOBt (40 mg; 0,2 mmol; 4 eq.) in
wasserfreiem DMF (1 ml) wird zu dem in DMF gequollenen Harz gegeben. Zu der
Suspension wird DIC (33 ul; 0,2 mmol; 4 eq.) gegeben und 1 h geschiittelt. Danach wird
das Harz filtriert und mit DMF, DCM, MeOH, DCM und Et,O (je finfmal) gewaschen.
Die Vollstandigkeit der Kupplung wird mit einem Kaiser-Test Uberpruft.

6.4.5.4 Abspaltung

Zur Abspatung der Peptidylalkohole (107 —-123) wurde ene Mischung aus
DCM/HFIP/AcOH (68:30:2, v:v:v) zum Harz gegeben und 24 h bei RT geschittelt. Nach
Beendigung der Reaktion wird die Reaktionslésung abfiltriert und das Harz jeweils
zweima mit DCM und MeOH gewaschen. Die vereinigten Filtrate werden im Vakuum
getrocknet, mit tert.-Butylalkohol/H,O (4:1, v:v) (3 ml) versetzt und gefriergetrocknet.
Anschlief3end wird das Produkt mit HPLC, ES-FTICR-MS und NMR analysiert.

6.5 PASP-Synthesen

6.5.1 Oxidation von Alkoholen

Benzylalkohole

Eine Losung des Alkohols (2,5 mg, 7 pmol) in DCM (300 pl) wird zu IBX-Harz (2 eg.)
gegeben und das Reaktionsgemisch 3 h bei Raumtemperatur geschittelt. Nach Beendigung
der Reaktion wird die Reaktionddsung abfiltriert und das Harz mit DCM und MeOH

(jeweils zweimal) gewaschen. Die vereinigten Filtrate werden im Vakuum getrocknet, mit
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tert.-Butylalkohol/H»0 (4:1, v:v) (3 ml) versetzt und gefriergetrocknet. Anschlief3end wird
das Produkt mit GC-(El)-MS oder ES-(FTICR)-MS und NMR analysiert.

NMR-Daten fur Piperonal (17):

'H-NMR (400,16 MHz; Acetonitril-ds): d = 9.71 (s, 1 H), 7.40 (dd, 3= 7.96 Hz, *J = 1.64
Hz, 1 H), 7.23 (d, *J= 1.52 Hz, 1 H), 6.93 (d, 3J = 8.08 Hz, 1H), 6.01 (s, 2 H).

13C.NMR (100,62 MHz, Acetonitril-ds): d = 190.19, 152.86, 148.53, 131.71, 128.23,
107.99, 105.82, 102.31.

Alicyclische und aliphatische Alkohole

Die Umsetzung der alicyclischen und aliphatischen Alkohole erfolgt analog der Vorschrift
der Benzylalkohole.

Cholesterol (19 mg, 50 umol) wird in DCM (1 ml) gelést und mit IBX-Harz (200 mg;
2eq.) 24 h bel 60°C umgesetzt. Nach Beerdigung der Reaktion erfolgt die Aufarbeitung
und Analytik wie bei den Benzylakoholen beschrieben.

Fmoc-Aminoalkohole

Eine Losung des Fmoc-3-Aminoalkohols (80 pmol) in DCM (300 ul) wird zu IBX-Harz
(2 eg.) gegeben und das Reaktionsgemisch 4 h bei Raumtemperatur geschuttelt. Nach
Beendigung der Reaktion wird die Reaktiond dsung abfiltriert und das Harz mit DCM und
MeOH (jewells zweimal) gewaschen. Die vereinigten Filtrate werden im Vakuum
getrocknet, mit tert.-Butylalkohol/H,O (4:1, v:v) (3 ml) versetzt und gefriergetrocknet.
Anschlief?end wird das Produkt mit HPLC, ES-FTICR-MS und/ oder NMR analysiert.

NMR-Daten fir Fmoc-Phe-al (67):

'H-NMR, 'H-COSY (400,16 MHz; Dichlormethan-d,): d = 9.54 (s, 1 H), 7.70 (d, 3J =
7.58 Hz, 2 H), 7.48 (t, 3= 7.58 Hz, 2 H), 7.33 (t, 3J = 7.45 Hz, 2 H), 7.06 (d, 3J = 7.07 Hz,
2 H), 4.92 (d, J= 8.34 Hz, 1 H), 4.33 (m, 3J = 6.82 Hz, 3 H), 4.12 (m, 3J= 6.82 Hz 1 H),
2.97 (m, 3J=6.82 Hz, 2J= 13.89 Hz, 2 H).

13C-NMR (100,62 MHz, Dichlormethan-dy): d = 197.89, 167.50, 142.93, 140.37, 135.94,
128.38, 127.74, 126.76, 126.11, 126.09, 124.09, 119.0, 86.54, 65.86, 60.28, 46.29, 34.08.
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Oxidation von Alamethicin (F30)

Alamethicin (30 mg, 61,5 pumol) gelost in DCM (0,5 ml) wird zu IBX-Harz (3 eg.) gegeben
und 3 h bei Raumtemperatur geschittelt. Nach Beendigung der Reaktion wird die
Reaktiond6sung abfiltriert und das Harz mit DCM und MeOH (jeweils zweimal)
gewaschen. Die vereinigten Filtrate werden im Vakuum getrocknet, mit tert.-
Butylalkohol/H,O (4:1, v:v) (3 ml) versetzt und gefriergetrocknet. Anschlief3end wird das
Produkt mit HPLC-ES-FTICR-MS analysiert.

Mikrowellenunter stiitzte Oxidation von 9-(4,5-Bishydr oxymethyl-4,5-dihydro-[1,2,3]triazol-
1-yl)-nonansaur eamid

Eine Losung des Alkohols (1 mg, 3,2 umol) in DCM/ THF (600 pl) wird zu IBX-Harz (2
eq.) gegeben und 5 min bei 80°C geschuittelt. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wird
die Reaktions6ésung abfiltriert und das Harz mehrmals mit DCM und MeOH gewaschen.
Die vereinigten Filtrate werden im Vakuum getrocknet, mit tert.-Butylalkohol/H,O (4:1,
v:v) (3 ml) versetzt und gefriergetrocknet. Anschlief3end wird das Produkt mit HPLC, ES-
FTICR-MS analysiert.

6.5.1.1 Dehydrogenierung von Cyclohexanon zu Cyclohexenon

Cyclohexanol (42) (0,46 mg; 4,7 pmol) wird in DCM (300 pl) gelést und mit IBX-Harz
(2,5 eq.) 2 h bei 65°C oxidiert. Nach Beendigung der Reaktion wird die Reaktionsldsung
abfiltriert und das Harz jeweils zweimal mit DCM und MeOH gewaschen. Die vereinigten
Filtrate werden im Vakuum getrocknet. Anschlief?end wird das Produkt mit GC-MS
analysiert.

6.5.2 Cyclisierung von Aniliden

Phenylcarbaminséureallylester (59) (4,2 mg; 23,8 pmol) wird in THF/ DM SO (10:1, v:v)
(500 pl) gelost und mit IBX-Harz (4 eg.) 12 h bei 90°C oxidiert. Nach Beendigung der
Reaktion wird die Reaktionsésung abfiltriert und das Harz jeweils zweima mit DCM und
MeOH gewaschen. Die vereinigten Filtrate werden im Vakuum getrocknet. Anschlief3end
wird das Produkt mit GC-MS analysiert.
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6.5.3 Oxidation schwefelhaltiger Verbindungen

Galidermin (73) (0,8 mg; 0,83 pumol) oder PamsCys-OH (74) (1,6 mg; 1,76 pmol) werden
in DCM (250 ul) gelost, zu IBX-Harz (2 eq.) gegeben, und 24 h bei Raumtemperatur
oxidiert. Das Harz wird anschlief?end mit DCM und MeOH gewaschen. Die vereinigten
Filtrate werden im Vakuum getrocknet, mit tert.-Butylalkohol/H,O (4:1, viv) (3 ml)
versetzt und gefriergetrocknet. Das Lyophilisat wird mit ES-FTICR-MS analysiert.

6.5.4 Synthese von o-Benzochinonen

Das Phenol (20 mg, 115 pmol) wird in DMF (2 ml) gelost und mit IBX-Harz (1,5 eq.) 24 h
bei Raumtemperatur oxidiert. Nach Beendigung der Reaktion wird die Reaktions 6sung
filtriert und das Harz mit DCM und MeOH (einmal) gewaschen. Die vereinigten Filtrate
werden im Vakuum getrocknet. Das Produkt wird mit HPLC, EI-MS und/oder NMR

anaysiert.

NMR-Daten von 4-Methoxy- 1,2] naphtochinon (76):

'H-NMR, (400,16 MHz; DMF-d;): d = 7.82 (m, 1 H), 7.69 (d, %J = 859 Hz, 1 H), 7.63
(t,3J=7.58 Hz, 1H), 7.50 (t, 3J = 7.20 Hz, 1 H), 5.87 (s, 1 H), 3.90 (s, 3H).

13C-NMR (100,62 MHz, DMF-d;): d = 185.30, 179.46, 168.53, 139.26, 135.52, 134.58,
131.97, 128.67, 125.01, 103.74, 57.49.

NMR-Daten von 4-Diethylamino[ 1,2] benzochinon (79):

'H-NMR, (400,16 MHz; CDCk): d = 7.15 (d, 3J = 10.61 Hz, 1 H), 6.42 (d, 3J = 10.61 Hz),
5.63 (s, 1H), 3.44 (q, 3J=7.07 Hz, 2 H), 1.32 (t, 3J= 7.07 Hz, 3 H).

13C-NMR (100,62 MHz, CDCk): d = 182.84, 174.33, 154.21, 137.55, 134.13, 102.92,
46.28, 12.19.

NMR-Daten von Benzo| 1,3] dioxol-5,6-dion (81):

IH-NMR, (400,16 MHz; CDCk): d = 6.12 (s, 2 H), 6.02 (S, 2 H).
13C-NMR (100,62 MHz, CDCk): d = 177.83, 161.35, 104.63, 101.68..
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6.5.5 Oxidation von (seitenkettengeschutzten) Peptidylaldehyden mit
IBX-Harz

Eine Losung des Alkohols (100 pmol) in DCM (300 pl) wird zu IBX-Harz (2 eg.) gegeben
und das Reaktionsgemisch 3 h bel Raumtemperatur umgesetzt (Bei schlechter Lodlichkeit
des Peptidylalkohols in DCM wird DMF oder DMSO zugesetzt, bis eine klare Losung
erhalten wird). Nach Beendigung der Reaktion wird die Reaktionslésung filtriert und das
Harz mit DCM und MeOH (jewells zweimal) gewaschen. Die vereinigten Filtrate werden
im Vakuum getrocknet, mit tert.-Butylalkohol/H>O (4:1, v:v) (4 ml) versetzt und gefrier-
getrocknet (Reinigung vgl. Abschnitt 6.5.6). Anschlief3end wird das Produkt mit HPLC,
ES-MSund NMR analysiert.

NMR-Analytik von Ac-Ala-Thz-Asp(tBu)-H (139a):

'H-NMR, H-COSY (400,16 MHz; CDCk): d = 9.63 (s, 1 H), 8.25 (t, 3J = 8.72 Hz, 1 H),
7.62 (s, 1H), 6.43 (dd, 2J = 16.17 Hz, 3J = 7.33 Hz), 4.75 (dd, 3J = 7.83 Hz, 3J = 2.78 Hz,
1 H), 4.63 (d, 3J=5.05Hz, 2 H), 4.52 (dd, 3J= 11.87 Hz, J = 6.82 Hz, 1 H), 2.88 (m, 1 H),
1.93 (s, 3H), 1.38(d, 6 H), 1.35 (d, 3J= 6.82 Hz, 1 H), 1.20 (s, 9 H).

13C-NMR (100,62 MHz, CDCk): d = 197.58, 171.82, 169.29, 166.95, 160.06, 147.70,
123.61, 81.21, 68.23, 53.85, 47.68, 39.96, 34.33, 30.20, 27.02, 22.08, 16.68.

6.5.6 Capture-Release Reinigung

Immobiliserung

Der Peptidylaldehyd (100 pmol) wird in einer Mischung aus MeOH/DCM/DMF (30:3:2 +
1% AcOH; v:viv) (2 ml) aufgenommen, zu entschitztem ThreoninrHarz (100 mg,
100 pmol; 2,05 eq.) gegeben und 1 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Nach Beendigung
der Reaktion wird die Reaktionddsung filtriert und das Harz mit DCM (dreimal)
gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Schutzgruppenabspaltung (Boc- und t-Bu-Schutzgruppen)
Threonin-Harz (100 mg) mit immobilisiertem, seitenkettengeschitztem Peptidylaldehyd
wird mit einer Mischung aus TFA, H,O, DCM (90:5:5; v:v:v) (2,5 ml) 30 min bis 1 h bei
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Raumtemperatur geschittelt. Das Harz wird filtriert und mit wenig DCM (dreimal)

gewaschen.

Schutzgruppenabspaltung Variante (Trt-Schutzgruppe)

Threonin-Harz (100 mg.) mit immobilisiertem, seitenkettengeschiitztem Peptidylaldehyd
wird zweimal mit einer Mischung aus TFA, HO, TIS (90:2,5:2,5; v:v:v) (2,5 ml) 30 min
bis 1 h geschiittelt. Das Harz wird filtriert und mit wenig DCM (dreimal) gewaschen.

Abspaltung vom Threonin-Harz

Threonin-Harz (100 mg) wird mit einer Mischung aus AcOH, HO, DCM und MeOH
(10:5:5:80) (2 ml) 20 min bei Raumtemperatur abgespalten (dreimal). Nach Beendigung
der Reaktion wird die Reaktionddsung filtriert und das Harz mit DCM (zweimal)
gewaschen. Die vereinigten Filtrate werden im Vakuum getrocknet, mit tert.-

Butylalkohol/H,O (4:1, v:v) (4 ml) versetzt und gefriergetrocknet. Anschlief3end wird das
Produkt mit HPLC, ES-MS und NMR analysiert.
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8 Anhang

8.1 Berechnung der Harzbeladung nach einem Syntheseschritt

Mit der Beladung eines Harzes bezeichnet man die Anzahl reaktiver Zentren in Millimol
bezogen auf die Masse der Harzportion in Gramm.

Sei Byor die Beladung des Harzes vor dem Syntheseschritt in mmol/g und my,, die Masse
vor der Reaktion in g. Die Anzahl der resktiven Zentren betrégt also

nVOT = mVOf Bvor (1)
Nach einem Syntheseschritt (unter der Annahme, dass die Umsetzung vollstandig verlauft)

hat sich die Masse der umgesetzten Harzportion um
DM M M

=n — nach ~ vor 2
vor 1000 mvor vor 1000 ( )
auf
M _,.-M
m - + Dm - + nach vor
nach rT‘l/or rnvor rnvor Bvor 1000
M_.-M_ 0
= or + or Bvor nach =+ 3
m, gi m, 1000 ©)

gedndert. Dm ist hierbei die Massendnderung der Harzportion in g; DM die Anderung des
Molgewichts der an der Ankergruppierung immobilisierten Spezies in g/mol. Der Faktor
1000 ergibt sich aus den unterschiedlichen Dimensionen der Einheiten von Beladung
(mmol/g) und Molgewicht (g/mal).

Die Zahl der reaktiven Zentren bleibt konstant, das heif3t die Anzahl an Produktmolekulen
nach der Reaktion, mach, ist gleich der Anzahl an Eduktmolekilen, nyor. Also gilt

nnach = r-]vor = const. (4)
Somit ist auch
mnach Bnach = rn\/or Bvor (5)

Die Beladung des Harzes nach der Reaktion betragt also

B
Bnach = mvor = (6)
nach

Diese Formel ist insbesondere von Bedeutung bel der Berechnung der theoretischen
Harzbeladungen des IBX-Harzes (3.2.3.4.2).
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Am Beispiel der Anderung der Beladung von Merrifidd-Harz (Bvor = 2,0 mmol/g;
Myor =0,250g; n=0,5mmol) nach Immobilisierung von 5-Hydroxy-2-iodbenzoesaure-

methylester soll dies verdeutlicht werden:

COOCH,

Ho COOCH,
@ — @

cl cl M, = 35,5 g/mol

COOCH,

\ M, =277,9 g/mol

Die Masse des Harzes nach der Reaktion betragt nach Gl. (3)

M _.-M, 0O
m = +Dm= ai+ B _—nmach "~ vor ¥
nach I’Tl/or rn/or g I’n/or vor 1000
® 277,9-%- 355-2-0
= 0,2509§1+ 2,0-mmol =~ o ol
1000 p
=0,371g

Die Beladung nach der Reaktion betragt damit nach Gl. (6)

_ My Bvor _ 0,2509 )Q,O%Cﬂ
0,371g

B

nach —

mnach
— mmol
=135%5%
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8.2 13*C-NMR-Daten zur Charakterisierung von Fmoc-Aminoséure-
alkoholen

Spektrometerfrequenz *C-NMR: 100,62 MHz

Fmoc-Cys(Trt)-ol (89) 13C-NMR d [ppm] CDCl;

141,7/144,9 (CUC6) 1566  (C9) 144.9 (C14)
120,4/125,4 (C2/C5) 525 (C10) 130,0 (C15/C19)
128,1/127,4 (C3/C4) 645 (C11) 1284 (C16/C18)
47,6 7 334 (C12) 127,3 (C17)

67,1 (C8) 67,5 (C13)

Fmoc-Asp(OtBu)-ol (90) **C-NMR d [ppm] d;-DM SO

141,3/1438 (CLIC6) 668 (C8) 373 (C12)

12 13 o\é&" 125011200 (C5/C2) 1563 (C9) 171,1 (C13)
/\Lf 14 127,7/127,0 (C3/C4) 500 (C10) 815 (C14)
472 ) 64,5 (C1) 280 (C15)

Fmoc-Glu(OtBu)-ol (91) **C-NMR d [ppm] cs-DM SO

141,3/1438  (CLC6)  156,3 (C9) 1725 (C14)

o 125011200  (C2/C5) 52,0 (C10) 815 (C15)

/12\)L )(16 127,711270  (C3/C4) 645 (c11) 28,0 (C16)
15 14 918 47,2 (C7) 26,2 (C12)
64,8 (C8) 317 (C13)
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Fmoc-Phe-ol (92)

12 14

13
16

Fmoc-Gly-ol (93)

Fmoc-His(Trt)ol (94)

Fmoc-lle-ol (95)

Fmoc-Lys(Boc)-ol (96)

13C-.NMR d [ppm] d;-DM SO

141,1/144,2  (C1/Cé6) 156,0
120,4/1255  (C2/C5) 54,9
127,9/127,4  (C3/C4) 634
471 (C7) 37,0
65,6 (C8) 139,7
13C-.NMR d [ppm] cs-DM SO
139,4/142,6 (ClUC6) 454
118,7/123,8 (C2/C5) 639
126,2/125,7 (C3/C4) 1548
13C-NMR d [ppm] d&s-DM SO
140,1/143,0 (C1/C8) 54,9
119,5/124,7 (C2/C5) 634
128,1/128,0 (C3/C4) 338
469 (C7) 136,0
70,1 (C8) 120,6
156,2 (C9) 136,1
13C-NMR d [ppm] CDCl5
140,6/143,2  (C1/C8) 65,8
119,2/1243  (C2/C5) 156,3
126,9/126,3  (C3/C4) 56,6
46,6 (C7) 62,8
13C-NMR d [ppm] CDCl;
140,7/1433 (C1/C6) 1561
119,4/1245  (C2/C5) 523
127,1/126,5 (C3/C4) 641
46,7 (C7) 29,8
66,0 (C8) 22,0

(C9)

(C10)
(C11)
(C12)
(C13)

(C7)
(C9)

(C9)

(C10)
(C11)
(C12)
(C13)
(C14)
(C15)

(C8)
(C9)
(C10)
(C11)

(C9)

(C10)
(C11)
(C12)
(C13)

128,4
129,5
126,2

417
58,5

75,2

141,8
128,7
129,9
128,7

35,1
24,7
10,6
14,8

294
39,0
155,8
78,7
278

(C14)
(C15)
(C16)

(C10)
(C12)

(C16)
(C17)
(C18)
(C19)
(C20)

(C12)
(C13)
(C14)
(C15)

(C14)
(C15)
(C16)
(C17)
(C18)
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Fmoc-Leu-ol (97) 13C-.NMR d [ppm] CDCl5

141,8/144,3 (C1/Ce) 66,9

/Hﬁ%14 120,4/125,4  (C2/C5) 157,2
128,1/1275  (C3/C4) 51,8
47,7 (C7) 66,4

Fmoc-Met-ol (98) 13C-.NMR d [ppm] cs-DM SO

141,1/144,2  (CLC6) 655

R’ s 120,4/1256  (C2/C5) 1563
13 14 127,9/127,3  (C3/C4) 524
472 (7 63,6

Fmoc-Asn(Trt)-ol (99)  **C-NMR d [ppm] CDCl5

141,7/1442  (CLC6)  156,9
120,4/1255  (C2/C5) 506
128,1/127,6  (C3/C4) 647
476 (€7 39,7
67,3 (C8) 171,1

Fmoc-Arg(Pbf)-ol (100) **C-NMR d [ppm] CDCl3

141,6/1442  (CL/C6) 289
12031255  (C2/C5) 26,0

128011274 (C3/C4) 435

PN e, 475 C7) 159,2
A 670 (C8) 1251

i 157,3 (9) 1180

53,1 (C10) 156,8

65,0 (C11) 132,9

152

(C8)
(C9)
(C10)
(C11)

(C8)
(C9)
(C10)
(C11)

(C9)

(C10)
(C11)
(C12)
(C13)

(C12)
(C13)
(C14)
(C15)
(C16)
(C17)
(C18)
(C19)

40,8
252

23,4/22,5

310
30,4
150

71,4

144.,6
127,5
129,0
128,4

138,7
132,6
41,3
86,8
28,9
184
19,7
12,8

(C12)
(C13)
(C14/C15)

(C12)
(C13)
(C14)

(C14)
(C15)
(C16/20)
(C17/19)
(C18)

(C20)
(Cc21)
(C22)
(C23)
(C24)
(C25)
(C26)
(c27)
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Fmoc-Ser(tBu)-ol (101) *3C-NMR d [ppm] cs-DM SO

141/143,7 (C1/C6) 65,3 (C8) 61,0 (C12)
4

Lo, 120,2/1255  (C2/C5) 155,4 (C9) 735 (C13)
0 127,3/126,5  (C3/C4) 53,6 (C10) 28,1 (C14)

(C7) 60,7 (C11)

Fmoc-Val-ol (102) 13C-.NMR d [ppm] CDCl3

141,0/1435  (C1/C6) 66,2 (C8) 28,8 (C12)
/“L 119,6/124,6  (C2/C5) 155,7 (C9) 19,1 (C13)
113 127,3/126,7  (C3/C4) 58,2 (C10) 183 (C14)

469 (C7) 63,3 (C11)

Fmoc-Trp(Boc)-ol (103) **C-NMR d [ppm] ds-DM SO

o 1 141,0/144,2  (CUC6) 635 (C12) 118,33 (C18)

2. 120,4/125,6  (C2/C5) 265 (C12) 1237 (C19)

| 20 1617 127,9/127,3  (C3/C4) 122,8 (C13) 135,1 (C20)

14 ZT): 47,0 €7 124.6 (C14) 149.4 (C21)

© 65,7 ) 130,9 (C15) 83,7 (C22)

2}>< s 156,2 (C9) 115,0 (C16) 28,0 (C23)
53,3 (C10) 119,7 (C17)

Fmoc-Tyr(tBu)-ol (104) *C-NMR d [ppm] ds-DM SO

141,1/1443  (CUC6)  156,0 (C9) 129,9 (C14)

12 131 ¢ 120,4/125,6  (C2/C5) 54,8 (C10) 123,7 (C15)
16 )<18 127,9/127,3  (C3/C4) 634 (C11) 153,4 (C16)

017 47,1 (C7) 36,5 (C12) 77,9 (C17)

65,7 (C8) 134,6 (C13) 28,9 (C18)
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8.3 NMR-Analytik von Z-LLV-H

Leut Leu? Val
17
20 ”
() 15 16 \18 (e} 10
2 7 H
1 10 N__11 14 _H
3 0 8 N9 12 N7 13
H H
4 6 O 15' 188 O
5 16
17
r lﬂl_ N ,,“ !_F — A
CH,(C17/C17'/C18/C18)) ™S f 0
CH,(C20/C21) s
; Cﬂz(CIS)\ CH,(C15) 1
¢ - C
\
A X F 2
CH(C19) CH(C16/C16))F
- 3
Cﬂ(Cll)\ :
J - 1 ) [ 4
CHACT [ ~cr(co) N
Nﬂ(Led)\ i
\\”‘ . ]
] NH(Val) & -
—! i r 7
—— s B
.Q\CH(CZ-CG) Aromatische Protonen =
- 8
CHO(C14) -9
— 4 -
10 ) a8 7 B 5 4 3 2 1 0

Abb. 8-1 'H,"H-COSY NMR-Spektrum von Z-LLV-H (128b). Die Spinsysteme sind mit Linien
verbunden. Mit Hilfe des *H,'H- COSY-NMR-Experiments war es sogar moglich die

Amidprotonensignale den entsprechenden ,Aminoséuren” zuzuordnen.
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(C20/C21) E
10
(C17/C18//C17'/C18) \ £
1,65/ 25,1;25,19 (C16/C16’) E50
2,3/ 29,03 (C19) —, . E
l E 30
152/ 41,13 (C15) 1), .
1,65/ 41,38 (C15)— 3
4,43/ 52,97 (C9) E
" %—4,18/54,65 (C11) E %0
5,12/ 67,57 (07\ s— 4,41/63,62 (C13) E 60
m F
EE— E ¢
—— o
580 =
ﬂromatische CH (C2-C6) 5120
9 =
E130
T T T T T T T T T T TTTTTTITT T T T T T T T T T 3
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
ppm

Abb. 8-2 *C,"H-COSY-NMR-Spektrum von Z-LLV-H (128b). Die quartaren C-Atome 8, 10, 12, 14

ergeben keine Crosspeaks.

'H-NMR (400 MHz, CDCk) d = 9.55 (s, 1H, CHO (C14)); 7.28-7.19 (m, 5H, CH-
Aromaten, C2-C6); 6.69 (d, 1H, J = 6.82 Hz, NH (Val)); 6.40 (s, 1H, NH (Leu")); 5.14 (d,
1H, J=6.06, Hz, NH (Letf); 5.03 (d, 2H, J= 4,29 Hz, CH; (C7)); 4.43 (m, 1H, CH (C9));
4.41 (m, 1H, CH (C13)); 4.18 (s, 1H, CH (C11)); 2.29 (m, 1H, CH (C19)); 1.65 (m, 2H,
CH, (C15)); 1.65 (m, 2H, CH (C16/C16'); 1.52 (m, 2H, CH, (C15)); 0.96-0.83 (m, 6H,
CHs (C20/C21); 0.96-0.83 (m, 12H, CH5 (C17/C17'/C18/C18")).

13C-NMR (100 MHz, CDCk) d = 199.9 (C14); 172.8 (C10); 172.4 (C12); 156.7 (C8);
136.4 (C1); 129.6 (C4); 129.3 (C3/C5); 129.1 (C2/C6); 67.6 (C7); 63.6 (C13); 54.7 (C11);
53.0 (C9); 41.4 (C15); 41.1 (C15'); 29.3 (C19); nicht eindeutig 25.1/25.2 (C16/C16');
nicht eindeutig 23.2/22.4 (C17/C17'/C18/C18'); 19.4 (C21) 18.2 (C20).
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