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1 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden mehrere Themenkomplexe bearbeitet, die schlie3lich zum Auffinden
von zwei neuen kinstlichen Phosphorsaurediesterasen fuhrten. Im einzelnen waren dies die
Ubertragung der katalytischen asymmetrischen Dihydroxylierung auf festphasenge-
bundene Olefine (1) , die Synthese zweier Hydroxyliganden-Bibliotheken und deren
Verschlisselung mit Peptid-Codes (2) sowie die Entwicklung zweier neuer Hoch-
durchsatz-Screeningverfahren nach katalytisch aktiven Liganden (3) und die einge-
hende Untersuchung der dadurch identifizierten Verbindungen (4) . Zusatzlich wurden
zwei Fluoreszenz-Reporter fur Phosphorsaurediesterase-Aktivitat synthetisiert und

auf ihre Funktion hin tberprift (5)

Themenkomplex 1: Die katalytische asymmetrische Dihydroxylierung konnte mit bis zu
guantitativen Ausbeuten auf festphasengebundene Olefine lbertragen werden. Dabei war
die Wahl des Losungsmittels entscheidend fir den Erfolg der Reaktion. Lediglich mit einem
Gemisch aus THF : Wasser (1:1) konnte mit Kz[Fe(CN)g] als terminalem Oxidationsmittel ein
Umsatz erreicht werden.

Die dabei erzielten Enantioselektivitaten zeigten, dal3 sich nur Olefine, die in Lésung nahezu
enantiomerenrein dihydroxyliert werden kdnnen (z. B. (E)-Stilbene), auch an der Festphase

mit sehr hohen Enantiomereniiberschiissen umsetzen lassen (Abbildung 1.1).

100 66 O

ee/% |
an
fester
Phase 60 1
40 -
67 O
20 -
68
O T O T T T 1

0 20 40 60 80 100

ee/% in flussiger Phase

Abb. 1.1: Enantioselektivitdten der asymmetrischen Dihydroxylierung in Lésung und an

fester Phase
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Abb. 1.2: Vom Polymer abgespaltene Produkte der katalytischen asymmetrischen Dihydroxylierung

an fester Phase

Themenkomplex 2: An Amino-TentaGell konnten zwei Hydroxyliganden-Bibliotheken
synthetisiert und durch Peptid-Codes eindeutig verschlisselt werden. Die beiden Bibliothe-
ken bestanden formal aus 4320 (Bibliothek 108) bzw. 1458 Verbindungen (Bibliothek 128)

und hatten folgenden Aufbau:

Ligand

Polymerer Tréger

H Peptid-Einheit
N

Olefin- bzw. Diol-| O
Einheit

H
N

HN—CSpace)—{()—SpaceD—nH ~
0 y—(PepiaEmer) o
(Peptic-Einheit) ©

Oﬁ/ NH
Peptid-Code fur die ) )
Olefin- bzw. > Peptid-Code des Liganden
Diol-Einheit
|
NH

O
Alanin-capping

Abb. 1.3: Konzeptioneller Aufbau der Ligandenbibliotheken

Themenkomplex 3: Es wurden zwei Hochdurchsatz-Screeningverfahren entwickelt, die das
batchweise Suchen nach Liganden mit kinstlicher Phosphorséurediesterase-Aktivitat in
kombinatorischen Verbindungsbibliotheken erlauben. Das Berlinerblau Screening ermdog-
lichte das Isolieren von positiven Polymerpartikeln durch deren blaue Farbung, wahrend
beim Kresylviolett Screening zu der blauen Farbung noch die rote Fluoreszenz der positiven

Polymerkiigelchen zur Detektion genutzt wurde.



CH3 /()H
HsCrl N H:C 0O
LCH; SN
0 CHs e #CHs
HX  X-P-0 o CHs

1
Oﬁ Og FeCls / K3[Fe(CN)g] HX x-P-0
Berlinerblau !‘7 Oo

Abb. 1.4: Berlinerblau Test auf aktive Liganden, X, X’ = nucleophile Gruppen, wie O, NH

7
"o, < H,N o) NH O N
P, 2 2
XX ® ~
76
Q 0T
e
o, 0
P
X" X

Abb. 1.5: Kresylviolett 76 als Sonde fiir aktive Liganden, X, X’ = nucleophile Gruppen, wie O, NH

Themenkomplex 4: Aus der Bibliothek 128 konnten mit Hilfe der beiden neuen Hochdurch-
satz-Screeningverfahren die zwei Liganden 143 und 151 ermittelt werden, die nach Kom-

plexierung an Zn*" (143) bzw. Eu®* (151) kiinstliche Phosphorsaurediesterase-Aktivitat

zeigten.
HZN\[//NH
HN
/7~ NH /~NH /~NH
N~ N _ N _
H Y O OHF _ - OH
< )—NH N~ F z z
< )—NH N
YH T(\H ﬁ(\N N X
o) HO H H |
F F HO NG
F
NH,
NH,
143 151

Abb. 1.6: Aktive Liganden fiir die zink- bzw. europiumkatalysierte Phosphorsédurediester-Hydrolyse

Diese Liganden wurden systematisch variiert, um die kleinsten fir die Phosphorsauredi-

esterase-Aktivitat notigen Einheiten zu ermitteln. Dadurch konnten die beiden vereinfachten



Liganden 158 (aus 151, Eu®*") und 168 (aus 143, Zn*") erhalten werden.

N\i\NH H2N>:
= NH
Né\NH . N;_\ HN
— NEe)
O HN {
. N;H g NH S
O  NH, Vanys
S O HN
HoN — F
F F
F F
158 168

Abb. 1.7: Vereinfachte aktive Liganden fiir die zink- bzw. europiumkatalysierte Phosphorséuredi-

ester-Hydrolyse

Die Beschleunigungen fiir die Hydrolyse des Phosphorsaurediesters Bis(4-nitrophenyl)phos-
phat 19 betrugen im Falle des Liganden 168 den Faktor 2.5 bei pH = 8.0 fir die zinkkataly-
sierte und im Falle des Liganden 158 den Faktor 4 bei pH = 7.0 fur die europiumkatalysierte
Variante. Im Vergleich zu der Hydrolyse des Testsubstrates 19 ohne Metallsalzzugabe erga-
ben sich durch die Zink- bzw. Europiumkomplexe Steigerungen der Reaktionsgeschwindig-
keit um den Faktor 10 (Zn®* mit 168) bzw. 100 (Eu** mit 158).

Themenkomplex 5: Es konnten zwei Fluoreszenz-Reporter fir Phosphorsdurediesterase-
Aktivitat synthetisiert und auf ihre Funktion hin untersucht werden. Die beiden Phosphorséu-
rediester 40 und 41 fluoreszieren wegen intramolekularer Fluoreszenzldschung nicht. Wah-
rend der Hydrolyse der Testsubstrate beginnen die Reaktionsldsungen dagegen stark zu
fluoreszieren, was im Falle von 41 zu einem mindestens tausendfachen Anstieg der Fluo-

reszenzintensitat fuhrt.

7 N\ 7 N\
N=N N=N
7 N\ 7\
o—|'-|“"—o o—|'-|“"—o
— OH — OH
\ 7 72
40 41

Abb. 1.8: Fluoreszenz-Reporter flir Phosphorsédurediesterase-Aktivitéat



2 Einleitung

Der weltweite Tagesumsatz des Koronartherapeutikums Nifedipin (Handelsname Adalat”,

Bayer AG, Leverkusen) betragt derzeit rund 5.5 Millionen Mark. Bedenkt man, dal3 Friedrich
Bossert in der Mitte unseres Jahrhunderts 16 Jahre (1948-1964) bendtigte, um den Wirkstoff
zu finden, und es danach noch zehn Jahre dauerte, bis das Medikament auf dem Markt war,
so leuchtet es ein, dal vor allem Pharmaunternehmen aus dkonomischen Griinden daran
interessiert sind, die Zeit fur die Entwicklung von therapeutischen Wirkstoffen zu verkir-

zen.M

Um dieses Ziel zu erreichen, bedienen sich Pharmaunternehmen dabei heute mehr und
mehr Methoden, die unter dem Begriff ,kombinatorische Chemie* Einzug in die Laboratorien
und die chemische Fachliteratur gehalten haben.” Grundlage des kombinatorischen Ansat-
zes ist ein Paradigmenwechsel in der Wirkstoffsuche. Wahrend die Suche nach neuen
Wirkstoffen nach klassischem Verfahren (so auch zu Zeiten Friedrich Bosserts) darin be-
stand, einzelne Verbindungen nacheinander zu synthetisieren und auf ihren therapeu-
tischen Nutzen hin zu untersuchen, werden heute mit kombinatorischen Methoden ganze
Substanzbibliotheken hergestellt und diese danach mit Hilfe eines entsprechenden Scree-

ningverfahrens nach interessanten Verbindungen durchsucht.

Neben dem rein 6konomischen Antrieb, kombinatorische Verbindungsbibliotheken herzustel-
len, sind diese aber auch unter wissenschaftlichen Gesichtspunkten interessant. Durch die
mitunter enorm hohe Anzahl an verschiedenen Verbindungen in einer solchen Substanz-
bibliothek lassen sich Struktur-Aktivitats-Beziehungen von einzelnen Vertretern dieser Biblio-
theken flr ein spezifisches Problem sehr viel schneller entdecken und optimieren, als dies
durch Einzelsubstanzsynthese gelingt.

[3]

So konnten mit kombinatorischen Verbindungsbibliotheken bereits neue Supraleiter,” Kom-

[4] 5-11]

plexbildner,””’ Katalysatorent und Substanzen mit interessanten Lumineszenzeigen-

schaften®*? entwickelt werden.

Da besonders die Entwicklung von neuen Katalysatoren einer zeit- und kostenintensiven
Optimierung der Katalysatorstruktur bedarf, soll mit dieser Arbeit ein Beitrag zur schnellen
Synthese von effizienten Katalysatoren mit Hilfe der kombinatorischen Chemie geleistet

werden.



3 Kenntnisstand
3.1 Kombinatorische Chemie
3.1.1 Prinzipien der kombinatorischen Chemie

131 versteht man heute den Ansatz, bei der Su-

Unter dem Begriff ,kombinatorische Chemie*®
che nach Verbindungen, die eine bestimmte Eigenschaft aufweisen (z. B. Bindung an einen
Rezeptor), nicht mehr Einzelverbindungen, sondern eine grof3e Anzahl von Verbindungen
(Substanzbibliotheken) zu synthetisieren und diese Bibliotheken danach nach Vertretern mit
der gewiinschten Eigenschaft zu durchsuchen.?®

Die Herstellung solcher Substanzbibliotheken gelingt dadurch, dal? man bei mehrstufigen
Synthesen in einer Synthesestufe nicht nur einen Baustein, sondern viele verschiedene ein-
setzt. Die vier Bausteine A, B, C und D lassen sich klassisch zu einem Produkt ABCD um-
setzen; verwendet man dagegen jeweils zehn verschiedene Bausteine der Typen A, B, C
und D, so erhalt man kombinatorisch die Substanzbibliothek A"B"C"D", die nach vier Syn-

theseschritten bereits 10000 Verbindungen umfal3t.

Klassische Einzelsubstanzsynthese:

A + B + C + D — > ABCD

1 Edukt 1 Edukt 1 Edukt 1 Edukt 1 Produkt

Kombinatorische Synthese:

B. B cl..ct D!... DY
Aan AanCn

A"B"Cc"D"

Al.. Al

10 Edukte 100 Produkte 1000 Produkte 10000 Produkte

Abb. 3.1.1: Einzelsubstanz versus Substanzbibliothek®?




Solche Substanzbibliotheken lassen sich sowohl in Losung als auch an festen Tragermate-
rialien synthetisieren; die jeweiligen Vor- und Nachteile beider Methoden werden in Kapitel
3.1.2 noch eingehend erdrtert.

Die kombinatorische Synthese im engeren Sinne ist ferner abzugrenzen von der ,verwand-
ten“ Methode, Bibliotheken parallel zu synthetisieren. Der entscheidende Unterschied dieser
beiden Methoden liegt in der Anzahl der Reaktionsschritte, die zum Aufbau von gleich gro-
Ren Bibliotheken notig sind. Dies sei am Beispiel des Aufbaues einer Bibliothek von 16 Di-
peptiden aus vier Aminosauren A, B, C und D erlautert:

Bei der Parallelsynthese, die zuerst von Peptidchemikern wie Geysen™ und Houghton'®
angewandt wurde, werden die Vertreter der Bibliothek rdumlich voneinander getrennt herge-
stellt. Dies geschieht zum Beispiel - wie in Abbildung 3.1.2 dargestellt - in den Vertiefungen
von Mikrotiterplatten. Zuerst wird ein polymerer Trager vorgelegt, der danach reihenweise
mit den vier Aminosaurebausteinen beladen wird. Nach der Reaktion werden lberschiissige
Reagenzien ausgewaschen und in der zweiten Synthesestufe die vier Aminosaurebausteine
nun spaltenweise mit dem Polymer zur Reaktion gebracht. So entstehen 16 Dipeptide, die
durch ihre Position auf der Mikrotiterplatte eindeutig charakterisiert sind. Dazu sind zwei
Synthesestufen a 16 Reaktionen ndétig, was 32 Reaktionsschritte fur den Aufbau der Biblio-
thek ergibt.

[os)

Abb. 3.1.2: Parallelsynthese

Furka™ % entwickelte dagegen eine Methode der Festphasensynthese, unter der man
heute das kombinatorische Syntheseverfahren im engeren Sinne versteht. Es handelt sich
dabei um die Split-Mix-Synthese."” *® Dabei werden wesentlich weniger Reaktionsschritte

bendtigt als bei der Parallelsynthese einer entsprechenden Bibliothek. Dies erreicht man



dadurch, dafl man nach der Umsetzung mit den ersten Basismolekilen die gesamte Poly-
mermenge mischt, danach aufteilt und nochmals mit den Basismolekilen umsetzt. An jedem
Polymerkiigelchen befindet sich am Ende der Synthese eine definierte Verbindung in mehr-
facher Kopie (,one bead - one compound approach®), wobei man fir die untenstehende Bi-
bliothek lediglich acht Reaktionsschritte bendétigt (zwei Synthesestufen a vier Reaktionen).
Bei entsprechend grof3en Satzen von Basismolekilen lassen sich mit der Split-Mix-Synthese
sehr schnell &uBerst umfangreiche Substanzbibliotheken herstellen, allerdings sind die ein-

zelnen Vertreter nicht durch ihre Position in den Reaktionsgefalien definiert.

Mischen

und Verteilen

Abb. 3.1.3: Split-Mix-Synthese



3.1.2

Techniken der kombinatorischen Chemie: Bibliothekssynthesen in

flissiger und an fester Phase

Substanzbibliotheken lassen sich sowohl in Lésung als auch an fester Phase synthetisieren,

wobei die Synthese an einem festen Trager bevorzugt wird, da dadurch leicht eine vollstan-

dige Automatisierung der kombinatorischen Synthese erreicht werden kann. Allerdings ist

der Entwicklungsstand fir die Synthese von niedermolekularen organischen Verbindungen

an der Festphase noch weit von dem auf den Gebieten der Peptid- und Nucleotidchemie

entfernt. In Tabelle 3.1.1 sind die wichtigsten Vor- und Nachteile von kombinatorischer Fest-

phasen- und Flissigphasensynthese aufgefihrt.

Tab. 3.1.1: Kombinatorische Synthese in Losung bzw. an fester Phase®!

Kombinatorische Synthese
an fester Phase

Kombinatorische Synthese
in flissiger Phase

Vorteile

Reagenzien konnen im Uberschul
eingesetzt werden, um die Reaktion
vollstandig ablaufen zu lassen.

Die Reaktionsprodukte werden durch
einfaches Waschen des Trégers ge-
reinigt.

Die vollstdndige Automatisierung von
Reaktionssequenzen ist leicht mdg-
lich.

Die Split-Mix-Synthese kann ange-
wendet werden.

Prinzipiell sind alle organischen Re-
aktionen einsetzbar.

Die bekannten Reaktionsbedingun-
gen konnen direkt auf die kombinato-
rische Synthese Ubertragen werden.

Probleme durch Linker und polymere
Tréger entfallen.

Die Substanzen lassen sich in belie-
bigen Mengen herstellen.

Nachteile

Der Entwicklungsstand von Reaktio-
nen an festen Phasen ist im Vergleich
zu Flussigphasensynthesen gering.

Es ergeben sich zuséatzliche Reakti-
onsschritte durch das Knipfen an und
das Abspalten vom Trager.

Die Linker und die polymeren Trager
schranken die Zahl der durchfiihrba-
ren Reaktionen ein.

Die analytischen Methoden sind bisher
wenig ausgearbeitet.

Reagenzien kénnen nicht ohne zu-
satzliche Aufarbeitung im Uberschuf3
eingesetzt werden.

Die Reinigung der Reaktionspro-
dukte durch Automatisierung ist
schwierig.
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Fur die kombinatorische Synthese von Substanzbibliotheken in Losung™ bieten sich Ein-
topfreaktionen bzw. Mehrkomponentenreaktionen an. Diese ermdglichen einen schnellen
Zugang zu sehr komplexen Mischungen, in denen die einzelnen Verbindungen aber in un-
terschiedlichen Konzentrationen entstehen kénnen.

Pirrung®” synthetisierte aus 9 Alkoholen und 6 Isocyanaten eine indizierte kombinatorische
Bibliothek von 54 Carbamaten (siehe Kapitel 3.1.4.2 ,Indizierte Bibliotheken") in flissiger
Phase.

H
R'—OH  + R,—NCO RZ/NYO\Rl
0

9 Alkohole 6 Isocyanate 54 Carbamate

Abb. 3.1.4: Synthese einer Carbamat-Bibliothek

In dieser Bibliothek konnte er den neuen Acetylcholinesterase-Inhibitor 1 identifizieren.

0]
O
ch\HJ\O,D
0]
1

Abb. 3.1.5: Identifizierter Acetylcholinesterase-Inhibitor 1°°

3.1.3 Festphasensynthese

3.1.3.1 Feste Trager und Linker fur die organische Festphasensynthese

Bei der kombinatorischen Festphasensynthese sind die aufzubauenden Verbindungen wah-
rend der Synthese Uber einen Linker an die feste Phase gebunden. Fir das Gelingen einer
Folge von Reaktionsschritten ist die Wahl sowohl des Tragers als auch des Linkers ent-
scheidend.” ?!! Das Tragermaterial bestimmt durch seine Quelleigenschaften vor allem das
Spektrum der einsetzbaren Losungsmittel, wahrend der Linker die Bedingungen der Freiset-
zung der Reaktionsprodukte vom Trager vorgibt und damit auch die Reaktionsbedingungen,

die wahrend der Synthese zulassig sind.
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()~ (Gnker) A~ B € D (B (linker)-apcD P [agcp)

Abb. 3.1.6: Organische Festphasensynthese

Als Tragermaterialien fur die kombinatorische Chemie stehen mittlerweile eine Reihe fester
Phasen zu Verfugung:*? Cellulose,”® Hexamethylendiaminpolyacryl-Harze,?! Glas®?® oder

14a]

mit Acrylsaure funktionalisierte Polyethylenstabchen™? wurden dabei ebenso verwendet,

wie die weiter verbreiteten, mit 1% Divinylbenzol quervernetzten Polystyrol-Harze. Die ur-

spriinglich von Merrifield?”

eingefiihrten chlormethylierten, quervernetzten Polystyrol-Harze
zeichnen sich durch gute Quelleigenschaften in einer Vielzahl von organischen Losungsmit-
teln aus und ergeben 500-1000 pmol Substanz pro Gramm Tragermaterial. Ein entschei-
dender Nachteil dieser Polystyrol-Harze ist allerdings die schlechte Quelleigenschaft in
Wasser. Da das Screening nach bioaktiven Substanzen oft in Wasser durchgefihrt wird,
mufd man einen anderen polymeren Trager verwenden, wenn die Bibliothek wahrend des
Screenings an der Festphase gebunden sein soll. Als Tragermaterial bietet sich hier ein mit

Polyethylenglycol substituiertes, quervernetztes Polystyrol-Harz*"

an, welches von der Firma
Rapp, Tubingen, unter dem Handelsnamen TentaGelO vertrieben wird. Dieser polymere
Trager ist mit einer Reihe verschiedener funktioneller Gruppen (NH,, OH, SH, Br, COOH)
erhaltlich und quillt nicht nur in allen géngigen organischen Lésungsmitteln, sondern auch in

Wasser. Die Beladung betréagt dabei etwa 200 pmol Substanz pro Gramm Trager.

Neben einem passenden Trager ist auch - entsprechend dem zu bearbeitenden Synthese-
problem - ein hierfir geeigneter Linker auszuwahlen. In untenstehender Tabelle sind einige

Linker exemplarisch aufgefthrt:

Mit den Linkern von Wang, Bachem und Rich lassen sich jeweils Carbonsauren am festen
Trager immobilisieren. Die Abspaltung dagegen erfolgt unter jeweils unterschiedlichen Be-

dingungen. Leznoff konnte mit seinem Linker Aldehyde an die Festphase anknlpfen.

Ein interessanter Linker wurde von Veber® entwickelt. Sein Arylsilyllinker 2 1alt nach der
Abspaltung keine funktionelle Gruppe an der freigesetzten Substanz 3 zuriick (,traceless

linker®).
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3) TsCl, Pyridin
4) TFA
2 3

1) Suzuki-Kupplung mit N
OMO Br p-CHO-Phenylboronséure I
\@70 M@/ 2) Benzylamin, NaBH(OAc)3 O Ts
\_qj H
S/I
Me

Abb. 3.1.7: ,traceless linker” nach Veber®

Tab. 3.1.2: Diverse Linker fiir die organische Festphasensynthese

Autor Wang?? Bachem’” Rich*” Leznoff*!
Struktur (@) (o) g g
HN O @]
MeO Q\OH
OH
HO OaN

HO
Br
Immobilisierung Carbonsauren  Carbonsduren  Carbonséauren Aldehyden
von
Abspaltung durch 95% TFA 1% TFA hv (350 nm) HCl/Dioxan
3.1.3.2 Synthesen an fester Phase

B3 an festen

Die Oligonucleotid- und vor allem die von Merrifield eingefiihrte Peptidsynthese
Phasen haben einen sehr hohen Standard erreicht. Nachdem die Festphasensynthese als
vorteilhaft fir die kombinatorische Chemie entdeckt worden war, setzte eine Renaissance
der Synthese von niedermolekularen Verbindungen an festen Tréagern ein. Aufbauend auf
den Arbeiten von Frechet®” und Leznoff*” sind in den letzten sechs Jahren fast alle gangi-
gen organischen Reaktionen auf die Festphase Ubertragen worden, wenn auch teils nur in

geringen Ausbeuten. Tabelle 3.1.3 gibt einen Uberblick (iber die geleisteten Arbeiten.
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Tab. 3.1.3: Auswahl von organischen Reaktionen an fester Phase®”

Auf die Festphasensynthese Ubertragene Reaktionstypen

. Nichtpeptidische Amidierungen « Kondensationsreaktionen + Oxidationen (z. B.

(z. B. Sulfonamide, Harnstoffe, (z. B. Aldol, Knoevenagel) Epoxidierungen,
Urethane) Sulfoxidierungen)
» Aromatische Substitutionen » Diazotierungen * Reduktionen (z. B.
(elektrophile und nucleophile) mit komlexen Bor-
hydriden)
* Nukleophile Substitutionen e Schutzgruppen-Techniken ¢ Michael-Additionen
(z. B. Silylierungen)
* Enzymatische Reaktionen » Grignard-Reaktionen » Olefinierungen
(Horner-Emmons,
Wittig)
» Cycloadditionen (Diels-Alder, » Mehrkomponenten-
1,3-dipolare) reaktionen (Ugi, Passerini)

Wie diese Reaktionen an der festen Phase zum Aufbau von Bibliotheken genutzt werden,

zeigt die Pyrrolidinsynthese nach Gallop.®"

Ar
O, NH, o N~
Hl __ArCHO —
Qo ®  ToHows, Q9 ®
4 5
R2
NEt;, =<
R3

AgN03, CH3CN

) O

4
R R4)J\CI Ar
o= Q. HN— s
O N Rrs NEts, THF < )

2) TFA, CH,Cl,

Abb. 3.1.8: Festphasensynthese von Pyrrolidinen nach Gallop™”

Durch Kondensation von festphasengebundenen Aminosauren 4 mit aromatischen und he-

teroaromatischen Aldehyden konnten Imine 5 gewonnen werden, die nach Deprotonierung
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in einer 1,3-dipolaren Cycloaddition mit Olefinen zu Pyrrolidinen 6 umgesetzt wurden. Diese

konnten am Stickstoff noch nachtraglich acyliert werden.

In dieser Bibliothek wurde ein neuer ACE*-Inhibitor 8 identifiziert:

0
H3CO
N~ TCO.H
CH
') 3
8 SH
Abb. 3.1.9: Identifizierter ACE-Inhibitor 8°”
3.1.3.3 Analytik von Reaktionen an fester Phase

Die zuverlassigste Methode, eine an der Festphase synthetisierte Substanz zu analysieren,
ist die Abspaltung der Substanz vom festen Trager und die anschlieRende Charakterisierung
mit den Standardmethoden der organischen Chemie. Da dies jedoch bei der Synthese einer
Molekilbibliothek sehr zeitaufwendig werden kann, wurden verschiedene Methoden entwik-
kelt, mit denen es moglich ist, die Umsetzung einer festphasengebundenen Substanz direkt

am festen Trager zu analysieren.?"

Folgende Analysenmethoden stehen derzeit zu Verfigung:

* IR-Spektroskopie

* Elementaranalyse

» Gravimetrie

* Photometrie

« spezielle NMR-spektroskopische Techniken (z. B. *H-MAS?)"®

 Titration von reaktiven Gruppen

« Farbreaktionen auf spezielle funktionelle Gruppen (z. B. Kaiser-Test® fiir Ami-

nogruppen)

! Angiotensin-Konversionsenzym
Z Magic Angle Spinning
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Nach der Abspaltung vom festen Trager kdnnen ohne grofReren Aufwand bestimmte

Schutzgruppen photometrisch (z. B. die Fmoc-Schutzgruppe®) quantifiziert oder die syntheti-
40]

sierten Substanzen in Einzelfallen massenspektroskopisch (MALDI-TOF-MS*)? analysiert
werden.
3.14 Screeningverfahren

Zum Auffinden von aktiven Verbindungen in einer kombinatorischen Verbindungsbibliothek

wurde eine Reihe von Screeningverfahren entwickelt:

3.1.4.1 Indizierte Bibliotheken

Fur das Screening einer Bibliothek in flissiger Phase bietet sich das Verfahren der indizier-

20421 Dabei wird jedes Basismolekil A" mit einer aquimola-

ten (orthogonalen) Synthese an.
ren Mischung der Basismolekiile B** und ebenso jedes Basismolekiil B™ mit einer aquimola-
ren Mischung der Basismolekiile A" umgesetzt. Da je zwei Mischungen somit eine Verbin-
dung gemeinsam haben, ergibt sich die aktive Substanz als Schnittmenge der beiden akti-

ven Unterbibliotheken.

B! B? B® B* B® B®
A1-4 A1-4 A1-4 A1-4 A1-4 A1-4

Abb. 3.1.10: Indizierte Substanzbibliothek

3 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl
* Matrixunterstutzte Laserdesorptions/-ionisation-Flugzeit-Massenspektrometrie
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3.1.4.2 Affinitatsselektion

Bei der Suche nach Substanzen, die an einen Rezeptor binden, kann man die gesamte fest-
phasengebundene Bibliothek mit dem entsprechenden Rezeptor inkubieren. Tragt der Re-
zeptor eine detektierbare Markierung (z. B. einen Farbstoff), so nehmen die Polymerpartikel
an denen eine aktive Substanz gebunden ist, diese Markierung an und lassen sich somit

isolieren.™!

3.1.4.3 Dekonvolution

Eine weitere Moglichkeit, aktive Substanzen in Mischungen zu identifizieren, bietet die itera-
tive Dekonvolution.”” Dabei werden Unterbibliotheken der Gesamtbibliothek synthetisiert
und diese Mischungen auf Aktivitat getestet. In den Unterbibliotheken ist jeweils eine der zu
besetzenden Positionen invariant. Die aktivste Unterbibliothek gibt somit das optimale Ba-
sismolekil an einer bestimmten Position an. Durch Wiederholung dieses Verfahrens kann
man die optimale Kombination an Basismolekilen im Gesamtmolekul ermitteln.

Untersucht man zum Beispiel eine Bibliothek, die drei Variationsstellen A, B und C besitzt,
die mit jeweils fiinf Basismolekillen A, B"® und C'° besetzt werden kénnen, so ergibt sich

folgende iterative Dekonvolution nach der aktivsten Substanz:

Al AZ AS A
Bl—S‘ch-S Bl-SGcl-S Bl—5‘®7cl-5 B1-54‘»01-5 Bl'5~©7cl'5

- e ' N
- - Y N

- “” #
4
A* At A A
Bl@ cls BZG cls 834‘ ol 54‘@&-5 BSGCl-B

“« s V RN
A4 A4 A4 A4
B3~©»cl B3~©»c2 3346»03 534@04 83‘&‘

Abb. 3.1.11: [lterative Dekonvolution fiihrt zur aktivsten Substanz A*B>C°
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3.1.44 Positionsanalyse

Anstatt die idealen Basismolekiile iterativ zu bestimmen, synthetisiert man bei der nichtitera-
tiven Positionsanalyse!® die Gesamtbibliothek in Form von allen mdglichen Unterbibliothe-
ken, in denen jeweils ein Basismolekil konstant ist, wahrend die anderen variiert werden. So
erhalt man fir jedes Basismolekiil eine aktivste Unterbibliothek; die aktivste Verbindung der
Gesamtbibliothek setzt sich demnach aus den jeweils konstanten Basismolektlen der aktiv-
sten Unterbibliotheken zusammen. Im Falle des obigen Beispieles wiirde die Gesamtbiblio-
thek in 15 Unterbibliotheken der Form A'B*°C*°, A*B*°C*® ... A°B*°C'®; B'A™°C™®, B’A°C"
° .. B AT°C!® ctAM®B®, C’AMPBM® ... C°AYB™® synthetisiert werden. Die aktivste Verbin-
dung A*B®C® ergabe sich aus den aktivsten Unterbibliotheken A*B*>C*®°, B’A™C"® und C°A"

5515
B

3.1.5 Strukturaufklarung der aktivsten Verbindungen aus kombinatori-

schen Bibliotheken

Nach der Identifizierung einer aktiven Verbindung aus einer Substanzbibliothek stellt sich
das Problem ihrer Strukturaufklarung. Wurde die Substanz in einer parallel durchgefiihrten
Synthese gefunden, so ist die Synthese-Geschichte dieser Substanz durch deren Synthese-
ort eindeutig definiert. Stammt die Substanz allerdings aus einer nach der Split-Mix-

Synthese aufgebauten kombinatorischen Bibliothek, so muf3 man zwei Falle unterscheiden.

3.15.1 Direkte Strukturaufklarung

Die geringen Substanzmengen der aktiven Verbindungen auf einem Polymerpartikel (etwa
300 pm im Falle von TentaGelend mit einem Durchmesser von 130 um bei einer Beladung
von 0.3 mmol/g) erlauben nur in Ausnahmefallen die direkte Strukturaufklarung: Fir Biomo-
leklle wie Peptide oder Nucleotide sind hochempfindliche Methoden der Strukturaufklarung
vorhanden (Edman-Abbau und Massenspektrometrie fur Peptide, Amplifizierung von

Nucleotiden durch die Polymerase-Ketten-Reaktion und anschlieRende Sequenzierung).

3.1.5.2 Charakterisierung durch Codierungsmolekiile

Die Strukturen von niedermolekularen organischen Verbindungen lassen sich mit diesen

geringen Mengen bisher nicht zuverlassig bestimmen. Diesem Problem begegnet man mit
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Hilfe von codierten Bibliotheken (encoded combinatorial libraries). Dabei synthetisiert man
im Laufe der Split-Mix-Synthese neben dem kombinatorischen Produkt auch einen molekula-
ren Code auf jedem Polymerpartikel, der die Synthese-Geschichte aufzeichnet. Zuerst wur-

1451 als molekulare Codes verwendet. Diese tolerie-

den Peptid*- und Nucleotid-Sequenzen
ren allerdings nicht alle beliebigen Reaktionen wahrend einer kombinatorischen Synthese,
was ihre Zuverlassigkeit als Codierungsmolekiile einschrankt. Still verwendete dagegen
nichtsequenzielle Codes von halogenierten Arenen 11."°! Diese sind chemisch stabiler als
Peptide und Oligonucleotide und lassen sich nach der Abspaltung vom festen Trager be-

guem durch Elektroneneinfang-GC analysieren.

Ist die Synthese-Geschichte einer aktiven Verbindung aus einer kombinatorischen Verbin-
dungsbibliothek bekannt, so 143t sich die Synthese in groRerem Mal3stab wiederholen und

die Struktur mit den Standardmethoden der organischen Chemie ermitteln.

Mischen
und Verteilen
A+T3 B+ T c+T3+T4|
1 1 2
T2 T 12 T 13 T |
4
TQ )—ca T“q )—cs T ‘\d
cc
TZ TZ T3 -I-2
T34deA T4~dBB T BC
1 1 1
T T
T 13
T34dAA T‘LdAB T4%7AC

Abb. 3.1.12: Codierte kombinatorische Substanzbibliothek'*”
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.Lig
X hv .
—~ ~ LigXH
o)
NO, 10
NH
R Cl
Cl Cl HO., O R
o Ce(NH,),(NOg)g “On
oo R cl cl
OCHg Cl R
9 R=H,nN=312,R=Cl,n=4-6 11

Abb. 3.1.13: Orthogonale Abspaltung des Liganden 10 und des Codierungsmolekiils 11 vom polyme-

ren Trager™

Auch eine nichtchemische Codierungsmethode wurde bereits eingesetzt. Die einzelnen
Syntheseschritte wurden dabei mit Hochfrequenz-Signalen auf einem Speicherchip aufge-

zeichnet.*”

3.1.6 Spezielle Formate von kombinatorischen Substanzbibliotheken

Neben den Mdbglichkeiten, kombinatorische Bibliotheken in flissiger oder an fester Phase

aufzubauen, gibt es noch einige speziellere Formate.

Janda® verband die Vorteile der Festphasensynthese mit denen der Synthese in Losung,
indem er ein lésliches Polymer einsetzte, welches schon von Bayer["g] in der Synthese von
Peptiden genutzt wurde. Es handelt sich dabei um Polyethylenglycolmonomethylether 12
(PEGMME) mit einer durchschnittlichen Molmasse von etwa 5000. Dieses Polymer ist in
organischen Lésungsmitteln recht gut I6slich, fallt aber durch Zugabe von gréReren Mengen
Diethylether aus. Dadurch lassen sich bekannte Reaktionsbedingungen aus Synthesen in
Lésung direkt in der kombinatorischen Synthese anwenden, nach der Synthese kann das
Reaktionsprodukt aber leicht durch Abfiltrieren isoliert werden, was eine Automatisierung
des gesamten Prozesses erlaubt. Zudem lassen sich NMR-Spektren von an diesem Polymer

gebundenen Substanzen ohne experimentellen Mehraufwand aufnehmen.

HaC OT0 I "oH

PEGMME 12

Abb. 3.1.14: Polyethylenglycolmonomethylether 12
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Peptid-Bibliotheken lassen sich auch mit biochemischen Methoden kombinatorisch herstel-
len.®® Dazu baut man synthetisch hergestellte DNA in das genetische Material von Phagen
ein, welches deren Oberflachenproteine codiert. Exprimieren diese Phagen nun auf ihrer
Oberflache diese Fusionsproteine, so kann die Phagenbibliothek zum Beispiel gegen Anti-
kérper gescreent werden. Positive Phagen werden isoliert und ihr genetisches Material fir
das entsprechende Protein analysiert. Mit der Phagen-Technik lassen sich Bibliotheken mit
10%-10° verschiedenen Proteinen synthetisieren.

Fodor gelang ein wesentlicher Fortschritt in der Miniaturisierung von kombinatorischen Sub-
stanzbibliotheken.®™ Er funktionalisierte eine Glasoberflache mit Aminofunktionen und
schitzte diese mit einer photolabilen Schutzgruppe. Durch Abdecken dieser Glasoberflache
mit einer lichtundurchldssigen Maske und anschliel3ender Bestrahlung von nicht abgedeck-
ten Bereichen konnte er gezielt ausgewahlte Aminogruppen entschiitzen. An diese knlpfte
er Aminosauren an, die ebenfalls die photolabile Schutzgruppe trugen, und wiederholte die
Bestrahlung, nachdem er die Maske Uber der Glasoberflache in eine andere Position ge-
bracht hatte. Durch Wiederholen dieser Sequenz lieRen sich kombinatorisch 1024 Peptide
auf einer Flache von 1.60 cm? synthetisieren. Die derzeitigen experimentellen Maglichkeiten
der Photolithographie erlauben sogar die Synthese von etwa 250000 verschiedenen Sub-
stanzen pro Quadratzentimeter, was in Zukunft auch die Moglichkeit von Substanzbibliothe-

ken auf Mikrochips ermdglichen kénnte.

Photolithographische -
Maske

X X X X
H NH NH NH NH

X\
N
Aminofunktionalisierte
Linker

Fester Trager |

Photolabile Schutzgruppe X

Abb. 3.1.15: Photolithographische kombinatorische Synthese

3.1.7 Design kombinatorischer Bibliotheken

Obwohl die kombinatorische Synthese ein hohes Potential zur Bereitstellung von grofRen
Verbindungsbibliotheken besitzt, kdnnen nicht alle denkbaren Strukturen in einer Biblio-

thekssynthese hergestellt werden. Deshalb muR3 vor der Synthese eine Auswahl der herzu-
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stellenden Produkte getroffen werden. 52 Dabei ist zu unterscheiden, ob schon Informatio-
nen Uber die Leitstruktur vorliegen (Leitstrukturoptimierung) oder ob dies nicht der Fall ist
(Leitstruktursuche). Bei der Leitstruktursuche ist die Wahrscheinlichkeit, in einer kombinato-
rischen Bibliothek eine aktive Verbindung zu finden, um so grof3er, je unterschiedlicher die
Strukturen der einzelnen Verbindungen in dieser Bibliothek sind. Solche Bibliotheken weisen
eine hohe Diversitdt unter den einzelnen Verbindungen auf. Diese Diversitat besteht bei
Pharmaka zum Beispiel in mdglichst unterschiedlichen Anordnungen von Gruppen, die
nichtkovalente Wechselwirkungen mit einem Rezeptormoleklll eingehen kénnen. Liegen
dagegen bereits Informationen Uber eine Leitstruktur vor, so werden Bibliotheken von ver-

gleichsweise geringer Diversitat verwendet, um diese Leitstruktur zu optimieren.

Eine Auswahl der herzustellenden Produkte &Rt sich auch mit Hilfe von virtuellen Bibliothe-
ken treffen.®® Dabei erstellt man am Computer eine kombinatorische Substanzbibliothek
und durchsucht diese mit verschiedenen AusschluRkriterien nach potentiell aktiven Verbin-

dungen. AnschlieBend werden dann nur noch diese Substanzen synthetisiert und gescreent.

3.1.8 Kombinatorische Methoden in der Katalysatorentwicklung

Die Entwicklung von Katalysatoren fir die organische Synthese ist ein zeitintensiver Prozel,
da oft Optimierungsprozesse hinsichtlich der Struktur des Katalysators und der Reaktionbe-
dingungen durchgefiihrt werden mussen. Kleine Veranderungen in der Struktur des Kataly-
sators haben oft groRe Auswirkungen auf seine katalytischen Eigenschaften. Deshalb ist es
sinnvoll, die Suche nach einem neuen, optimalen Katalysator fiir ein gegebenes Synthese-

problem mit kombinatorischen Methoden zu unterstutzen.

Es wurden bereits verschiedene kombinatorische Arbeiten in der Katalyseforschung gelei-
stet. In den meisten Fallen handelt es sich bei den synthetisierten Katalysatoren um Peptide
oder um von Peptiden abgeleitete Verbindungen. Lerner nutzte die kombinatorische Chemie
zum Aufbau von katalytischen Antikorperbibliotheken und isolierte daraus die aktivsten Ver-
treter.® Gilbertson synthetisierte eine Bibliothek von Peptiden, die zusatzlich eine Phos-
phaneinheit enthielten, und screente die Bibliothek auf die durch Rhodium katalysierte
asymmetrische Hydrogenierung von 2-Acetamidoacrylsauremethylester.[7] Wie Gilbertson
erhielten auch Hoveyda und Snapper durch Parallelsynthese eine von Peptiden abgeleitete
Ligandenbibliothek. Sie flhrten eine Schiff-Base-Einheit in die Liganden ein und screenten
diese in der enantioselektiven, titankatalysierten Addition von Trimethylsilylcyanid an meso-

Epoxide.[s' %l Bei der Arbeit von Burgess stand dagegen nicht die Synthese einer Liganden-



22

bibliothek im Vordergrund, sondern es wurden die Reaktionsbedingungen einer katalyti-

schen C-H-Insertion kombinatorisch optimiert.”

Im folgenden werden zwei publizierte Anwendungsmoglichkeiten der kombinatorischen

Chemie in der Katalysatorentwicklung eingehender dargestellt.

3.1.8.1 Parallele Festphasensynthese von 2-Pyrrolidinmethanol-Liganden
und anschlieRendes Screening nach enantioselektiver Aktivitat in
der Diethylzink-Addition an Benzaldehyd

Ausgehend von 4-Hydroxyprolin stellte Ellman durch parallele Festphasensynthese einige

Vertreter aus der Ligandenklasse der 2-Pyrrolidinmethanole her.”

HO,
/\ijl
N R?
IIRZ OH
13

Abb. 3.1.16: 2-Pyrrolidinmethanol-Liganden

Als Stickstoffsubstituenten R? fiihrte er durch Acylierung und anschlieRende Reduktion Me-
thyl-, Ethyl- bzw. Benzyl-Reste ein. Fir R' wahlte er Phenyl- bzw. Ethyl-Reste, die er durch
Grignard-Reaktionen einbaute. Anschlie3end testete er die chirale Induktion dieser Liganden
bei der Addition von Diethylzink 14 an Benzaldehyd 15 (Tabelle 3.1.4).

Ligand, Toluol HO>{H
0°C,48h Ph Et
15 14 16

PhCHO + Et,Zn

Abb. 3.1.17: Testreaktion flir die 2-Pyrrolidinmethanol-Liganden

Anhand des effektivsten Liganden 13a (R' = Phenyl, R? = Methyl) wurde untersucht, inwie-
weit der Tetrahydropyranyl-Linker bzw. der polymere Trager die Enantioselektivitat der Di-
ethylzink-Addition an Benzaldehyd beeinflul3t (Tabelle 3.1.5). Es zeigte sich, dal3 die chirale
Induktion direkt mit dem polymergebundenen Liganden getestet werden kann, da weder der
Linker noch die chromatographische Reinigung des Liganden einen wesentlichen Einflul® auf

die erreichten Enantiomereniberschiisse hat.
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Tab. 3.1.4: Erzielte Enantiomereniiberschiisse an 16 mit den 2-Pyrrolidinmethanol-Liganden in der
Diethylzink-Addition an Benzaldehyd®
R R? Nach Abspaltung Nach chromatographischer

(ohne weitere Reinigung) Reinigung

Phenyl Methyl 93% ee (S) 94% ee (S)

Phenyl Ethyl 83% ee (S) 84% ee (S)

Phenyl Benzyl 89% ee (S) 85% ee (S)
Ethyl Ethyl 0 0

Ethyl Benzyl 30% ee (R) 45% ee (R)

Tab. 3.1.5: Chirale Induktion des festphasengebundenen Liganden 17 bei der Diethylzink-Addition an
Benzaldehyd im Vergleich zu den Liganden 13a und 18 in Lésung™

Ligand Ph
g /O HOWWPh I OBn
0
OH
0 N o Ph
Ph CHs "/MPh
o, OH
N OH CHs
CHs
17 13a 18
ee 89% (9S) 94% (S) 94% (S)
3.1.8.2 Kombinatorisch synthetisierte, strukturell undefinierte Polymere

als Phosphorséaurediesterasen

Menger stellte durch einstufige Amidkondensationen von unterschiedlichen Gemischen aus
acht - meist funktionalisierten - Carbonsauren mit wasserloslichem Polyallylamin verschie-
dene Polymere her, die er danach auf Phosphorséurediesterase-Aktivitat testete.® Durch
seine Synthese erhielt er Polymere, bei denen 5 bis 45 % der Aminogruppen des Polyallyla-

mins mit Carbonsauren besetzt waren.

HoN~ HN HoN"HaN™ HN HoNT HN HLN HoN HN HNT HN Ho;N HoNT HN T HLN
R1—8 o) Rl—8 0] R1—8 o) Rl—8 o) R1—8 o)

Abb. 3.1.18: Kombinatorisch funktionalisiertes Polyallylamin mit nicht definierter Struktur’®®
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Diese Polymere inkubierte er mit verschiedenen Konzentrationen einiger Metallsalze (Fe3+,
Mg®* oder Zn*") und verfolgte die Spaltung von Bis(4-nitro)phenylphosphat 19 bei Raum-
temp. und neutralem pH-Wert durch die polymeren Komplexe.

NO,
©
0]
o <IP|) S funktionalisiertes Polyallylamin )

! verschiedene Metallsalze, H,O

O@ pH 7.00, Raumtemp.
NO,

O,N
19 20

Abb. 3.1.19: Testreaktion auf Phosphorséurediesterase-Aktivitét

Als effektivste Kombination ergab sich folgende Beladung der Aminofunktionen:

® 15% mit ® 10% mit ® 7.5% mit
(o) H HO HO CH
H — 3
T e T
0 N o) o

o komplexiert mit 5% Fe>*

Abb. 3.1.20: Effektivste Beladung des Polyallylamins fiir Phosphorséiurediesterase—Aktivitéit[s"]

Mit diesem System konnte er eine Beschleunigung von 31400 fir die Phosphorsaurediester-
Hydrolyse im Vergleich zur Hintergrundreaktion feststellen. Allerdings ist es nicht mdglich,

die genaue Struktur der aktiven Verbindung anzugeben.

3.2 Metallhaltige und metallfreie kiinstliche Phosphorséaure-

diesterasen

Neben diesem kombinatorischen Ansatz zur Entwicklung von kinstlichen Phosphorséaure-
diesterasen wurde bereits eine Reihe anderer Versuche unternommen, die Hydrolyse von
Phosphorsaurediestern mit nichtnatiirlichen Phosphorsaurediesterasen zu katalysieren.””

Im Bereich der biotechnologischen Forschung sollte diese Spaltung idealerweise bei pH = 7
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und Raumtemp. hydrolytisch durchgefuihrt werden, damit Biomolekiile wie die DNA gespal-
ten und die Bruchstiicke danach in beliebiger Anordnung mit Hilfe von Ligasen wieder ver-
bunden werden kdnnen.

Die oxidative Spaltung von DNA konnte von Dervan bereits mit einer sehr hohen Sequenz-

[58]

spezifitat durchgefihrt werden,” allerdings lassen sich die so erhaltenen Bruchstiicke nicht

wieder zusammenfligen.

Zur Aktivierung der Phosphorsaurediestergruppe gegentuber einem nukleophilen Angriff (z.
B. des Wassers) werden im wesentlichen zwei Ansatze verfolgt: Hamilton®” bzw. Gobef®”
erreichten dies durch die Ausbildung supramolekularer Aggregate mit Amidinium- bzw. Gua-
nidinium-Rezeptoren ohne weitere Metallionen, wahrend andere Arbeitsgruppen Lewis-acide
Ubergangsmetallkomplexe verwendeten. Dabei wurden bisher sowohl mono- als auch
dinucleare Zn*,- Co*- und Cu*-Komplexe als kiinstliche Phosphorsaurediesterasen einge-

setzt.[®!

Als Beispiele fir metallfreie und metallhaltige kinstliche Phosphodiesterasen seien zwei

Vertreter aufgefihrt:

Durch Einfihrung von zwei Guanidinium-Einheiten konnte Gd&bel eine Beschleunigung der
Phosphorylierung seines Staphylokokken-Nuclease-Modells 21 mit dem cyclischen Phos-
phat 22 um den Faktor 380000 im Vergleich zur Phosphorylierung des strukturell ahnlichen

Phenylethanols erreichen:®*

) 9y )

Y=NH o. O Y=NH

NH © 22 o’P\\o NH @ 7\
S 0 \=
o_ PH DMF, 30 °C PR
NH C
1 —NH =NH o3

Abb. 3.2.1: Metallfreie kiinstliche Phosphorséurediesterase nach Gobelf®™

Durch den dinuclearen Kupferkomplex 24 von Chin lait sich die Spaltung von 2',3'-

cycloAMP® 25 in 2’-AMP 26 und 3-AMP 27 um den Faktor 10° im Vergleich zur unkataly-

sierten Spaltung beschleunigen:®*"

° Adenosinmonophosphat
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H

N 2.0 O\ 2N

NH, E‘_NH i~a o T NH_jI NH, NH,
quN \) QNfN </le\)%N
N N/) 24 OO N N) N N)

HO— o HO— o HO— o
pH 6.0, 25 °C +
H H H H H H

0. 0 OH O O OH

o ™o 0=p-0° ©0-p=0

d 25 26 O=F : 27
OH OH

Abb. 3.2.2: Dinuclearer Kupferkomplex 24 von Chin als ktinstliche Phosphorséiurediesterase[ﬁlﬂ

Ebenfalls sehr hohe Beschleunigungen der Phosphorsaurediester-Hydrolyse lassen sich mit
Lanthanoidionen erzielen.®? Schneider stellte fest, daR sich diese Beschleunigungen durch
Verwendung von Hydroxyliganden noch steigern lassen.®®

Fur die europiumkatalysierte Hydrolyse von Bis(4-nitrophenyl)phosphat 19 konnte durch Zu-
gabe von Hydroxyliganden die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante um die in der Tabelle

angegebenen Faktoren beeinflul3t werden:

Tab. 3.2.1: EinfluB verschiedener Hydroxyliganden auf die europiumkatalysierte Phosphorséuredi-

ester-Hydrolyse!®”
Testreaktion NO,
o°
9 EuCl; + Hydroxyliganden
0-P-0 2
! H,0, pH 7.00, 50 °C
o)
©
&
O2N 19 20
Hydroxyliganden OH FOH —OH
EOH OH —OH
OH EOH HO—
OH —OH
—OH
—OH
28 29 30
Erreichte Beschleu-
1.16 0.54 2.53

nigungen im Ver-
gleich zur europium-
katalysierten Reakti-

on ohne Ligand
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4 Konzeption

Ziel dieser Arbeit war es, mit kombinatorischen Methoden neue Katalysatoren zu entwickeln.
Wegen der potentiellen Bedeutung von kinstlichen Phosphorsaurediesterasen fir die bio-
technologische Forschung sollten neue Vertreter dieser Klasse von Katalysatoren kombina-
torisch hergestellt werden. Dazu sollten Bibliotheken von dihydroxylierten Peptiden bzw. de-
ren Vorlaufern - Peptiden mit einer Olefineinheit - hergestellt und mit neuen Screeningver-
fahren nach Vertretern mit Phosphorsaurediesterase-Aktivitat durchsucht werden. Zusatzlich
sollte untersucht werden, welche Enantioselektivitaten bei der asymmetrischen Dihydroxylie-
rung von Olefinen an fester Phase erreicht werden kénnen und ob die erzielten Enantiome-

rentberschiisse durch MAS-NMR direkt am Polymer bestimmt werden kénnen.

Kombinatorische Synthese von dihydroxylierten
Peptiden bzw. Peptiden mit Olefin-Einheit

Entwicklung von neuen Screeningverfahren auf
Phosphorséaurediesterase-Aktivitat

( Eingehende Charakterisierung der aktiven Verbindungen J

Abb. 4.1: FlieBschema zur kombinatorischen Synthese von neuen kiinstlichen Phosphorséuredi-

esterasen

Es wurde folgende Konzeption erstellt:

4.1 Katalytische asymmetrische Dihydroxylierung von fest-

phasengebundenen Olefinen

Es soll die katalytische asymmetrische Dihydroxylierung von Olefinen auf die feste Phase
Ubertragen werden, um Bibliotheken von vicinalen Diolen herstellen zu kénnen. Diese Bi-
bliotheken sollen anschlieRend nach kinstlichen Phosphorsaurediesterasen durchsucht

werden. In diesem Zusammenhang soll auch untersucht werden, wie hoch die Enantioselek-
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tivitaten bei der katalytischen asymmetrischen Dihydroxylierung von festphasengebundenen
Olefinen im Vergleich zur Umsetzung der Olefine in Lésung sind. Dazu sollen Vertreter von

Olefin-Klassen, die in Lésung mit sehr guten (Stilbene, wie 31, 99.8% ee)®”

, mittleren (lang-
kettige aliphatische Olefine wie 32, 92% ee)[esl und moderaten (Allylbenzole, wie 33, 78%
ee)[65] Enantioselektivitaten dihydroxyliert werden kénnen, an verschiedenen Festphasen

(TentaGel, Wang-Harz) immobilisiert und katalytisch dihydroxyliert werden.

HO\H/\O

HO
e Y o
(@] OCH
= HOW :
6
X (e
31 32 33

Abb. 4.1.1: Exemplarische Substrate mit unterschiedlichen Enantioselektivitéten bei der katalytischen

asymmetrischen Dihydroxylierung in Lésung

411 MAS-NMR-spektroskopische Verfolgung der katalytischen asym-

metrischen Dihydroxylierung an fester Phase

Sollte die Ubertragung der katalytischen asymmetrischen Dihydroxylierung (AD) auf die feste
Phase gelingen, so soll diese Reaktion mit MAS-NMR-Spektroskopie an der Festphase ver-
folgt werden. Dabei soll vor allem untersucht werden, ob die Bestimmung der bei der asym-
metrischen Dihydroxylierung erzielten Enantiomerenuiiberschiisse direkt an der festen Phase
mdoglich ist.

Dazu soll alternativ zur reduktiven Abspaltung des Dihydroxylierungsproduktes mit DIBAL
und anschlieRender Bestimmung der Enantiomerentberschisse durch chirale HPLC ver-
sucht werden, die erhaltenen enantiomerenangereicherten Diole am Polymer durch Umset-
zung mit einer enantiomerenreinen Saure ((R)-Mosher-Saure 34) in diastereomerenangerei-
cherte Bisester zu tUberfihren. Durch Integration entsprechender Signale der beiden Diaste-

reomeret®®

sollten sich die erzielten Enantiomereniberschiisse danach direkt am Polymer
bestimmen lassen. Die Ubertragung dieser quantitativen Analysenmethode der NMR-
Spektroskopie von der flissigen Phase auf die Festphase ware ein entscheidender Fort-

schritt bei der Analyse von enantioselektiven Reaktionen an festen Tragern.
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-, 0
{%oﬁ@R

AD

0]

: o@—\ o) HsCQ CFs
o— HQ OH HO
R

und das entsprechende Enantiomer (R)-Mosher-Saure
(MOS*) 34

Derivatisierung mit einer enantiomeren-

Abspaltung mit DIBAL
reinen Mosher-Saure (MOS*)

HO— HQ OH O—\

R o@—\ 0 Mos*
o 0 O-MOS*
&=

und das entsprechende Enantiomer und das entsprechende Diastereomer

Bestimmung der Enan-
tiomereniberschiisse
durch chirale HPLC on bead MAS-NMR

Abb. 4.1.2: Bestimmung der Enantiomereniiberschiisse nach Abspaltung vom Polymer bzw. direkt

am Polymer

4.2 Klunstliche Phosphorsaurediesterasen durch kombinato-

rische Chemie

4.2.1 Kombinatorische Synthese von dihydroxylierten Peptiden bzw.

Peptiden mit Olefineinheit

Bibliotheken von potentiellen kiinstlichen Phosphorséurediesterasen sollen durch die Kom-
plexierung von verschiedenen Metallionen (wie z. B. Zn*, Eu**, Cu*") mit einer Vielzahl von
Liganden erhalten werden. Die Liganden sollen dafir kombinatorisch synthetisiert werden
und funktionelle Gruppen enthalten, die neben dem Metallion Phosphorséaurediester binden
bzw. fur eine Hydrolyse aktivieren kdnnen. Als Liganden bieten sich dabei Peptide an, die
neben den funktionellen Gruppen in den Seitenketten der Aminosauren eine starre Ole-
fineinheit in der Peptidkette enthalten. Diese soll nachtraglich noch dihydroxyliert werden,

was nukleophile Hydroxygruppen in den Liganden einfihrt.
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4211 Design und Synthese der Ligandenbibliotheken

Die Ligandenbibliotheken sollen nach der Split-Mix-Synthese hergestellt werden, da diese
eine sehr effiziente Methode der kombinatorischen Festphasensynthese von Substanzbi-
bliotheken darstellt.

Als feste Phase soll Amino-TentaGell verwendet werden. Dieser polymere Trager weist

in Wasser gute Quelleigenschaften auf, was flr das geplante on bead screening nach

Phosphorséaurediesterase-Aktivitat essentiell ist.

Die Liganden sollen modular aus einer Peptid-Einheit und einer Olefineinheit aufgebaut

werden.

Die fur die Ligandensynthese verwendeten Aminosauren sollen funktionelle Gruppen ent-
halten, die Phosphorsaurediester binden und fir die anschlielBende Spaltung aktivieren
kénnen (Arginin, Lysin, Histidin).

Wenn das synthetisierte Olefin entsprechende funktionelle Gruppen enthalt (Amino- bzw.
Carbonsaurefunktionen), soll eine weitere Peptid-Einheit bzw. ein Aminoséureester an

den Liganden angeknipft werden.

Da die Liganden eine Olefin- bzw. Dioleinheit enthalten, muf3 neben dem Liganden an
jedem Polymerpartikel ein Peptid-Code fir den Liganden synthetisiert werden. Das
Stoffmengenverhaltnis von Ligand zu Peptid-Code soll dabei etwa 9:1 betragen, was etwa
270 pmol Ligand und 30 pmol Peptid-Code pro Polymerpartikel entspricht. Die Sequen-
zierung der Peptid-Codes aktiver Liganden soll mit Hilfe eines Edman-Abbaues direkt von

einzelnen polymeren Tragerpartikeln erfolgen.

Um eine einwandfreie Sequenzierung des Peptid-Codes zu gewabhrleisten, soll ein Tri-
peptid aus drei Alanin-Einheiten als Spacer zwischen dem polymeren Trager und dem
Peptid-Code eingefuhrt und der Peptid-Code mit einem Alanin-Molekil beendet werden.
Da in der codierenden Einheit des Peptid-Codes keine Alanin-Molekile verwendet wer-
den, sollen die zwischen diesen Alanin-Markern stehenden Aminosauren den Liganden

codieren.
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Ligand

Polymerer Tréger

H Peptid-Einheit
N
\\

Olefin- bzw. Diol- @)

Einheit
H
HN—CSpaceD—(J—CSpaceD—NH N~
o Peptid-Einheit (0]
Peptid-Einheit) ) °
Oﬁ/NH
Peptid-Code fir die ] ]
Olefin- bzw. > Peptid-Code des Liganden
Diol-Einheit
I
O NH
Peptid-Einheit Y,

Alanin-capping

Abb. 4.2.1: Prinzipieller Aufbau einer codierten Ligandenbibliothek

4212 Retrosynthetische Betrachtung

Die Verknipfung der Aminosauren im Liganden und im Peptid-Code soll nach standardi-
sierten peptidsynthetischen Methoden durchgefiihrt werden.'®® Die Einfiihrung der Olefinein-
heit soll auf zwei verschiedene Weisen durchgefihrt werden: Zum einen sollen die Doppel-
bindungen durch Wittig-Reaktionen aufgebaut werden, nachdem carbonséaurefunktionali-
sierte Benzaldehydderivate tber Peptidbindungen an die Peptid-Einheiten immobilisiert wor-
den sind. Wurden durch das Wittig-Reagenz Carbonsaure- bzw. Amino-Gruppen in den Li-
ganden eingeflhrt, so sollten sich nochmals Aminosauren bzw. Tripeptid-Einheiten anfligen
lassen.

Zum anderen sollten sich Carbons&uren, die neben einer Doppelbindung noch weitere funk-
tionelle Gruppen enthalten, wie z. B. Zimtsaurederivate, unter den Bedingungen der Pep-
tidsynthese an die Peptid-Einheit ankntpfen lassen.

Durch die abschlieRende asymmetrische Dihydroxylierung sollen dann die dihydroxylierten
Peptide erhalten werden.
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R@CHO

(0]
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NH N\\(\ NH NH
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® Olefin-Einheit
PH3P =
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o

FG
Olefin-Einheit
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NH
Cod
oge Peptid-Einheit] O
(0]
Katalytische asymmetrische
Dihydroxylierung
HO OH FG

H Diol-Einheit
-Peptid- . - N
NH
Code
- Peptid-Einheit O
(0)

Abb. 4.2.2: Retrosynthetische Analyse der Olefin- bzw. Dioleinheiten der Liganden

4.3 Screening der Ligandenbibliothek nach kinstlichen

Phosphorsaurediesterasen

Nach der Komplexierung mit den Metallionen soll die Ligandenbibliothek nach Komplexen
mit kinstlicher Phosphorsaurediesterase-Aktivitat durchsucht werden. Dies kann prinzipiell

auf zwei verschiedene Arten geschehen:

43.1 Absorptionsspektroskopisches Screening in Mikrotitrationsplatten
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Die Polymerpartikel werden einzeln bzw. in Gruppen von etwa zehn Partikeln in die Vertie-
fungen von Mikrotitrationsplatten aufgeteilt und mit den Metallsalzldsungen sowie mit Bis(4-
nitrophenyl)phosphat 19 versetzt. Die Spaltung des Phosphorsaurediesters 19 laft sich
dann mit Hilfe eines Scanning-Spektroskopes durch die Freisetzung des 4-Nitrophenolats 20

bei 405 nm verfolgen.

4.3.2 Batchweises Screening

Um die Suche nach aktiven Liganden zu beschleunigen, wird die gesamte Bibliothek A direkt
mit einem entsprechenden Testsubstrat B inkubiert, ohne die Polymerpartikel vorher raum-
lich voneinander zu trennen. Nach der Reaktion sollen aktive Verbindungen durch spezifi-
sche Farbetechniken direkt am Polymerkiigelchen sichtbar gemacht und die positiven Poly-
merpartikel C unter einem Mikroskop isoliert werden. Dazu sollen Farbetechniken entwickelt
werden, die phosphorylierte Liganden C am Polymer sichtbar machen konnen, da diese
phosphorylierten Liganden oft Zwischen- bzw. Endprodukte bei der durch Liganden be-

schleunigten Spaltung von Phosphorsaurediestern darstellen.®**®!

| detektierbare Gruppe |

n
0-P-0

detektierbare Gruppe
i % b o ) o

1
Q@ (tigand) %

A C

Abb. 4.3.1: Allgemeines Prinzip fiir das batchweise Screening nach kiinstlichen Phosphorséuredi-

esterasen, X, X’ = nucleophile Gruppen, wie O, NH

43.2.1 Berlinerblau Test auf aktive Liganden

Als Testsubstrat mit einer Abgangsgruppe und einer detektierbaren Gruppe soll der Phos-
phorséurediester 35 synthetisiert werden, der 4-Nitrophenolat als Abgangsgruppe und ein
cyclisches Hydroxylamin als detektierbare Gruppe besitzt. Das Anfarben der Polymerkuigel-
chen soll dabei durch Oxidation des polymergebundenen Hydroxylamines mit einer Mi-
schung aus Kaliumhexacyanoferrat(lll) und Eisen(lll)chlorid geschehen. Durch diese Oxida-
tion sollten das entsprechende polymergebundene Oxammonium-Salz und Berlinerblau®

entstehen. Das Berlinerblau sollte dabei auch in der Polymermatrix entstehen und dort auf-

® Bei Berlinerblau handelt es sich um einen schwerlgslichen anorganischen Farbstoff, der die Sum-
menformel Fe(ll)[Fe(ll)Fe(I1)(CN)g]s aufweist.
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grund seiner Schwerléslichkeit fixiert bleiben, was die Polymerkiigelchen blau einféarben

sollte.
HsC,  OH
HsC»—N .CH;
o—g—o CHy HaCoi/

o 9
HX X'H 35 HX  X—P-0O

O,N o
Q) Qo)

FeCls / Ka[Fe(CN)g]

X 'X—P

H —
|
Berlinerblau !‘7 Oo

J

Abb. 4.3.2: Berlinerblau Test auf aktive Liganden, X, X’ = nucleophile Gruppen, wie O, NH

43.2.2 Anfarbung durch Kresylviolett

Sollte die detektierbare Gruppe durch eine weitere Umesterung am aktiven Liganden, z. B.
unter Bildung eines cyclischen Phosphates, abgespalten werden, dann soll die Detektion
dieser phosphorylierten Liganden durch Anfarben der entsprechenden Polymerpartikel mit
einem positiv geladenen Farbstoff geschehen, der sich Uber eine ionische Wechselwirkung
an die negativ geladene Phosphatspezies bindet. Als Farbstoff soll Kresylviolett Acetat 36
verwendet werden, da dieser ein Absorptionsmaximum von 596 nm besitzt, was die Poly-
merkigelchen blau bis violett einfarben sollte. Dartber hinaus besitzt dieser Farbstoff eine
rote Fluoreszenz (Aex. = 575 NM, Aemi. = 620 nm), was die Detektion von kleinen polymerge-

bundenen Stoffmengen erlauben sollte.
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Abb. 4.3.3: Kresylviolett 36 als Sonde flir aktive Liganden, X, X’ = nucleophile Gruppen, wie O, NH

4.4 Entwicklung einer Fluoreszenz-Sonde flr Phosphorsau-

rediesterase-Aktivitat

Die Stoffmengen der einzelnen Verbindungen an einem Polymerkiigelchen sind in der Regel
sehr gering (etwa 300 pmol). Deshalb soll neben der Méglichkeit einer absorptionsspektro-
skopischen Verfolgung der Phosphorsaurediester-Hydrolyse ein Testsubstrat entwickelt
werden, das die ldentifikation von Substanzen mit Phosphorsaurediesterase-Aktivitat fluo-
reszenzspektroskopisch erlaubt, da dies eine wesentlich empfindlichere Analytik darstellt.

Dazu soll ein Testsubstrat fir Phosphorséurediesterase-Aktivitdt entwickelt werden, das
durch intramolekulare Fluoreszenzldschung bei Bestrahlung nicht fluoresziert. Dies sollte
gelingen, indem in einem Phosphorsaurediester A ein Fluorophor und eine fluoreszenz-
I6schende Gruppe nahe beieinander gehalten werden. Nach der Spaltung einer Phosphor-
saurediester-Bindung sollte die Fluoreszenz dagegen ansteigen, da sich nun Fluorophor (B

bzw. B’) und Quencher (C bzw. C’) voneinander entfernen.
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Abb. 4.4.1: Funktionsprinzip der Fluoreszenz-Reporter fiir Phosphorséurediesterase-Aktivitét

Die Fluoreszenzldschung ist besonders effizient, wenn das Emissionsmaximum der fluores-
zierenden Gruppe in der Nahe des Absorptionsmaximums der fluoreszenzléschenden Grup-
pe liegt.

Dies ist bei der Kombination 1-Naphthol 37 bzw. 2-Naphthol 38 (fluoreszierende Gruppe,
Aemi. = 357 nm) und 4-Hydroxyazobenzol 39 (fluoreszenzldschende Gruppe, Aas, = 347 nm)
der Fall, weswegen untenstehende Testsubstrate 40 und 41 synthetisiert und auf ihren Nut-
zen fur die Detektion von Verbindungen mit Phosphorsaurediesterase-Aktivitat hin unter-

sucht werden sollen.

Abb. 4.4.2: Zu synthetisierende Fluoreszenz-Reporter 40 und 41
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Die Synthese sollte ausgehend von Phosphorylchlorid und 1- bzw. 2-Naphthol (37 bzw. 38)
zu den entsprechenden Naphthalinyl-phosphorodichloridaten 42 und 43 fihren, die an-
schlieRend mit 4-Hydroxyazobenzol 39 und nachfolgender Hydrolyse zu den Zielverbindun-

gen 40 und 41 umgesetzt werden sollen.

N=N Cl

\P/CI

/\\

0
Q

S OO 1-Naphthol
O
37
20 Q 1) 4-Hydroxyazobenzol 39 42

Pyridin POClI3
bzw. = 0 » bzw. == bzw.
N=N v Cl -
@ L Pyridin
2)H,O/H Cl—P=0
e} 2-Naphthol
o
0-P-0 38

Abb. 4.4.3: Retrosynthese der Fluoreszenz-Reporter 40 bzw. 41
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5 Durchftihrung und Ergebnisse

5.1 Katalytische asymmetrische Dihydroxylierung von fest-

phasengebundenen Olefinen

Zielsetzung

Die katalytische asymmetrische Dihydroxylierung sollte auf festphasengebundene Olefine
Ubertragen werden, um Bibliotheken von vicinalen Diolen kombinatorisch herstellen zu kén-

nen.
51.1 Anknupfen der Olefine an die Festphasen

(E)-4-Hydroxystilben 44 und 2-Methoxy-4-(2-propenyl)phenol 45 wurden zunachst mit Chlor-
essigsaure 46 umgesetzt, um freie Carbonsaurefunktionalitéaten zu erhalten, die die Anknup-
fung der Olefine an Wang-Harz 47 und Hydroxy-TentaGel 48 ermdéglichen. Die Synthesen
der Phenoxyessigsauren 31 und 33 gelangen in Ausbeuten von 51% (31) bzw. 53% (33).

OH
O OH
OCHs
=
a4 45
KOH / Ethanol CICH,COOH NaOH / Wasser
46

HO
Yo
O A OCH,
5)/
|

33, 53%

Abb. 5.1.1: Anbringen des Carbonsé&urelinkers an die Olefine
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Die Olefine 31, 33 und 10-Undecensaure 32 wurden danach mit N,N’-Dicyclohexylcarbo-
diimid (DCC) und 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) an Wang-Harz 47 bzw. Hydroxy-Tenta-
Geld 48 angeknupft.

HO O O / O HOW HOWO \_/ B

o) O HscOo

31 32 33

DCC / DMAP 47 DCC / DMAP O_\OO_\ DCC / DMAP
DME bzw. CH,Cl, OH CH.Cl,
47

(0]
-
49 51 53
N\
/
O /
bzw bzw

Abb. 5.1.2: Anknipfung der Olefine an die polymeren Trdger

Dies gelang in allen Fallen mit quantitativen Ausbeuten, was durch die gravimetrische Be-

stimmung der chromatographisch gereinigten, mit Diisobutylaluminiumhydrid (DIBAL) von
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den jeweiligen festen Tragern reduktiv abgespaltenen Alkoholen 54, 55 und 56 gezeigt wer-

den konnte.
HO HO\/\(\)/\/\ HO

\_\ 5 N \

YAy Y
H3CO
54 55 56

Abb. 5.1.3: Vom Polymer abgespaltene Alkohole
5.1.2 Katalytische asymmetrische Dihydroxylierung der festphasenge-

bundenen Olefine

Die an den polymeren Tragern fixierten Olefine wurden mit den drei gangigen Liganden fir
die katalytische asymmetrische Dihydroxylierung (DHQD),PHAL 57, (DHQD),PYR 58 und
(DHQD),AQN 59; jeweils 1.00 mol-% bezogen auf das Olefin), K,CO; (3.00 eq.),
K,0s0O,(OH),4 (0.40 mol-% Os bezogen auf das Olefin) und Ki[Fe(CN)g] (3.00 eq.) als termi-
nalem Oxidationsmittel sowie MeSO,NH, (1.00 eq.) in THF : Wasser (1:1) der Dihydroxylie-
rung unterzogen. Mit anderen Lésungsmittelgemischen (tert.-Butanol : Wasser (1:1); DMF :
Wasser (1:1); Dioxan : Wasser (1:1) oder CH,Cl, : Wasser (1:1)) konnte kein Umsatz beob-
achtet werden. Zur Einschatzung der bei der Dihydroxylierung erzielten Ausbeuten und En-
antioselektivitaten an der festen Phase wurden die Olefine 54, 55 und 56 nach der von

Sharpless standardisierten Dihydroxylierung in Lésung umgesetzt.'*”

ODHQD Ph O ODHQD

Sy DHQDOWODHQD O‘O

_N N__N

ODHQD Ph O ODHQD
(DHQD),PHAL 57 (DHQD),PYR 58 (DHQD),AQN 59

60

Abb. 5.1.4: Verwendete Liganden fiir die katalytische asymmetrische Dihydroxylierung
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49 bzw. 50 51 bzw. 52 53
1.00 mol-% Ligand 1.00 mol-% Ligand 1.00 mol-% Ligand
0.40 mol-% Os 0.40 mol-% Os 0.40 mol-% Os
3.00 eg. K,CO3 3.00 eq. K,CO3 3.00 eg. K,CO3
3.00 eq. K3[Fe(CN)gl 3.00 eq. K3[Fe(CN)g] 3.00 eq. K3[Fe(CN)gl
1.00 eq. MeSO,NH, 1.00 eq. MeSO,NH, 1.00 eq. MeSO,NH,
THF : H,O (1:1) THF : H,0 (1:1) THF : H,0O (1:1)
ol e o IO
O& o) 04%
o o
8
OH
OH
HO OH
61 63 65
& o
OH
bzw. bzw.

Q—(rec)o Q—{rec)o
(@] (@]
62 20:
OH

HO
HO OH 64

Abb. 5.1.5: Katalytische asymmetrische Dihydroxylierung an fester Phase
Die in Tabelle 5.1.1 angegebenen Ausbeuten beziehen sich auf die chromatographisch ge-

reinigten Triole 66/ent-66, 67/ent-67 und 68/ent-68, die nach der reduktiven Abspaltung der
Dihydroxylierungsprodukte mit DIBAL erhalten wurden.

Wanbgz_\,binker 0 DIBAL / Toluol HO— HO OH
= e =
R

Abb. 5.1.6: Bestimmung der Ausbeute der Dihydroxylierung durch reduktive Abspaltung mit DIBAL

Tab. 5.1.1: Katalytische asymmetrische Dihydroxylierung der polymergebundenen Olefine
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Substrat polymerer Ligand Reaktionsbedingungen Ausbeute ee
Trager [%] [%0]
53 Wang-Harz (DHQD),AQN? 18 h, Raumtemp. 83 0
53 Wang-Harz (DHQD)ZPYRb 18 h, Raumtemp. 62 0
53 Wang-Harz (DHQD),PHAL® 12 h, Raumtemp. 73 3
53 Wang-Harz (DHQD),PHAL 1d,0°C 8 0
56 keiner® (DHQD),AQN 18 h, Raumtemp. 75 32
51 Wang-Harz (DHQD),PYR 18 h, Raumtemp. 44 34
51 Wang-Harz (DHQD),AQN 18 h, Raumtemp. 52 32
51 Wang-Harz | (DHQD),PHAL 6 d, Raumtemp. 96 20
51 Wang-Harz (DHQD),PHAL 12 h, Raumtemp. 96 41
52 TentaGelO (DHQD),PHAL 1 d, Raumtemp. 44 45
55 keiner (DHQD),AQN 1 d, Raumtemp. 78 88
49 Wang-Harz (DHQD),PHAL 18 h, Raumtemp. 41 97
50 TentaGelO (DHQD),PHAL 18 h, Raumtemp. 21 97
54 keiner (DHQD),PHAL 18 h, Raumtemp. 61 >99

# 1,4-Bis(dihydrochinidinyl)anthrachinon 59; b 4,6-Bis(dihydrochinidinyl)-2,5-diphenylpyrimidin 58; © 1,4-

Bis(dihydrochinidinyl)phthalazin 57; Die Dihydroxylierungen in Lésung wurden nach Sharpless in tert.-

Butanol : Wasser (1:1) durchgefihrt.

HO OH
— OH HO\/\(V)/\/k/OH
IO |
HO

66

67

HO
\_\
O

HsCO

68

HO OH

Abb.5.1.7: Vom Polymer abgespaltene Produkte der katalytischen asymmetrischen Dihydroxylierung

an fester Phase
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5.1.3 MAS-NMR-spektroskopische Verfolgung der katalytischen asym-

metrischen Dihydroxylierung

Die quantitative Dihydroxylierung von 51 zu 63/ent-63 konnte mit Hilfe der MAS-NMR-
Spektroskopie direkt am Polymer verfolgt werden: Die olefinischen **C-Signale verschwan-
den vollstandig, dafiir traten die Signale der beiden hydroxylierten Kohlenstoffatome auf.

Eine vollstandige Zuordnung der Signale findet sich im experimentellen Teil (Kapitel 7.5.3.3).

L]
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

1.00 mol-% (DHQD),PHAL-Ligand
0.40 mol-% Os

3.00 eqg. K,CO3

3.00 eq. Kz[Fe(CN)g]

1.00 eq. MeSO,NH,

THF : H,0 (1:1)

2—OH
o@—\ 6 OH
o}
63 S

||

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
(ppm)

Abb. 5.1.8: MAS-NMR-spektroskopische Verfolgung der Dihydroxylierung an fester Phase
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514 On bead Bestimmung des Enantiomereniberschusses von 63
durch MAS-NMR-Spektroskopie

Neben der Reaktionsverfolgung der Dihydroxylierung erlaubte die MAS-NMR-Spektroskopie
auch die direkte Bestimmung der erzielten Enantioselektivitditen am Polymer, ohne das Re-
aktionsprodukt abzuspalten. Dazu wurde 63/ent-63 mit (R)-a-Methoxy-a-(trifluormethyl)-
phenylessigsaure ((R)-Mosher-Saure) 34 und DCC / DMAP in die diastereomeren Bis-
Mosher-Ester 69 und 70 Uberfihrt und der Enantiomereniberschul durch Integration der
3C-Signale von entsprechenden Kohlenstoffatomen (z. B. 1 und 1') der beiden diastereome-
ren Bisester bestimmt. Der so ermittelte Enantiomerentberschufd von 20-21% stimmte mit
dem Wert Uberein, der nach der reduktiven Abspaltung des Reaktionsproduktes 67/ent-67
mit DIBAL und der anschlieBenden Derivatisierung mit N,N’-Carbonyldiimidazol 71 zum cyc-

lischen Carbonat 72/ent-72 HPLC-analytisch erhalten wurde.

7 4
- |/ CFs  HiCO_ | |
choég/,,o o~g\CF3
ony« ©
2 H Ha

70
2

J 1 1

e L R YT e RN 7 el

3438 34.4 340 336 332 328 R4 320 316 312 308 30.4
(ppm)

Abb. 5.1.9: Ausschnitt aus dem lsc-MAS—NMR-Spektrum des Diastereomerengemisches von 69 und

70 zur Bestimmung des Enantiomerentiiberschusses von 63/ent-63

Eine vollstandige Interpretation des “*C-MAS-NMR-Spektrums des Diastereomerengemi-

sches von 69 und 70 findet sich im experimentellen Teil (Kapitel 7.5.5).
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71 ©
H OH
HO_~_~ o~~~ _Z _OH
67
DIBAL / Toluol
HQ  OH
Hov
O
C 0
0
63
H,CO ©
DCC / DMAP 3 N
CH,Cl, HOOC™ “CF,
34
@ CFs  HsCO ©
Yy N

69 70

Abb. 5.1.10: Bestimmung der Enantioselektivitdt: Abspaltung und Derivatisierung versus direkte Be-

stimmung am Polymer

Ergebnis
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Die katalytische asymmetrische Dihydroxylierung konnte an festphasenimmobilisierten Ole-
finen durchgefuhrt werden. Die erhaltenen Enantioselektivitaten zeigen, dal® sich fir die
kombinatorische Festphasensynthese von stark enantiomerenangereicherten Diolen nur

Olefine eignen, die in Losung mit sehr hohen Enantioselektivitaten dihydroxyliert werden

kénnen.

5.2 Synthese eines Olefines an Polyethylenglycolmonome-
thylether durch Wittig-Reaktion

Zielsetzung

Es sollte untersucht werden, ob sich Wittig-Reaktionen an TentaGeld zum Aufbau von Ole-
finen eignen. Die dadurch synthetisierten festphasengebundenen Olefine sollten spater als
Substrate fur die katalytische asymmetrische Dihydroxylierung verwendet werden, um Bi-
bliotheken von Diol-Liganden mit potentieller Phosphorsaurediesterase-Aktivitat kombinato-

risch zu synthetisieren.

5.2.1 Wittig-Reaktion an Polyethylenglycolmonomethylether

Als |6sliches Polymer wurde Polyethylenglycolmonomethylether (PEGMME) 12 verwendet,
da dieses die Reaktionskontrolle mit Hilfe der Standard-NMR-Spektroskopie in Losung er-
laubt und es den TentaGelenO durch die Polyethylenglycolkette strukturell &hnlich ist. Zu-
nachst wurde 4-Hydroxybenzaldehyd 73 mit Chloressigsdure 46 umgesetzt, um wieder eine
Carbonsaurefunktion zur Anknupfung an das Polymer zu erhalten. Die Phenoxyessigsaure
74 wurde in einer Ausbeute von 56% erhalten und darauf mit DCC / DMAP an das Polymer
12 angekniipft. Die anschlieBende Wittig-Reaktion mit Methyltriphenylphosphoniumbromid in
DMSO und Natriumhydrid ergab das Olefin 76. Nach Aussage der NMR-Spektren wurde der
Aldehyd 75 quantitativ in das Olefin 76 Uberfuhrt.
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oH 46 O
oY a OH
o OH
NaOH / H,0
73
0" H 0" H
74, 56%
.0 OH
DCC / DMAP HsC o
CH,Cl,
12
H H
® ) H
@O PhgP—CHg Br m
o) @) .0 0 H
HoC™ & 0T o NaH/DMSO  HaC™ & 0T o
s © °© 7

Abb. 5.2.1: Wittig-Reaktion am léslichen Polymer 75

Ergebnis

Es konnte eine Wittig-Reaktion an Polyethylenglycolmonomethylether durchgefiihrt und die

Bildung des Olefines NMR-spektroskopisch nachgewiesen werden.

5.3 Synthese von zwei mit Peptiden codierten Hydroxyligan-

den-Bibliotheken an Amino-TentaGel[]

Zielsetzung

Nachdem an dem l6slichen Polymer 75 eine Wittig-Reaktion erfolgreich durchgefiihrt werden
konnte und auch die asymmetrische katalytische Dihydroxylierung von festphasengebunde-
nen Olefinen zur Verflgung stand, sollten zwei mit Peptiden codierte Bibliotheken von Hy-

droxyliganden synthetisiert werden.

53.1 Bibliothekssynthese mit Wittig-Reaktion

5.3.1.1 Synthese des Alaninspacers und der Tripeptideinheit der Liganden

Da die Bibliothek polymergebunden auf Phosphorsaurediesterase-Aktivitdt gescreent wer-

den sollte, wurde auf einen Linker verzichtet und Amino-TentaGell 77 (Durchmesser 130
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um, Beladung 300 pmol/bead) als polymerer Trager gewahlt. Zuerst wurde der Trialanin-
spacer 78 nach einer standardisierten Peptidsynthese-Vorschrift® an Amino-TentaGelO 77
aufgebaut. Dazu wurde zun&chst FmocAla mit 1-Benzotriazolyloxy-tripyrrolidinophosphoni-
umhexafluorophosphat (PyBop) und 3%igem N-Methylmorpholin (NMM) in absolutem DMF
an die polymergebundenen Aminofunktionen angeknipft. Fur die n&chsten Kupplungen
wurden danach die Fmoc-Schutzgruppen von den Aminofunktionen durch 20%iges Piperi-
din/DMF entfernt und die Umsetzung mit FmocAla sowie die anschliel3ende Entschiitzung
noch zweimal wiederholt. Die Ausbeuten der einzelnen Kupplungen konnten durch Quantifi-
zierung der abgespaltenen Fmoc-Gruppen UV-spektroskopisch (siehe Kapitel 7.2.1) ermittelt

werden und lagen im Bereich von 97-99%.

1. FmocAla, PyBop in 3% NMM / DMF

® NH; — (J NH
2. 20% Piperidin / DMF %AIaAIaAIa—NHZ
3. Zweimaliges Wiederholen von 1. und 2. o)

77 78

Abb. 5.3.1: Synthese des Trialaninspacers 78

In der graphischen Darstellung der weiteren Bibliothekssynthese entspricht dem mit dem

Trialaninspacer versehenen Amino-TentaGell 78 folgende Abbildung:

(Q—(Fee)

—AlaAlaAla—NH,
o)

QNHz

78 78

Abb. 5.3.2: An Amino-TentaGell[J immobilisiertes Trialaninpeptid 78

Aufbauend auf den Trialaninspacer 78 wurden mit Hilfe der Split-Mix-Synthese 27 kombina-
torische Tripeptideinheiten 83 hergestellt. Die Kupplungen der seitenkettengeschitzen
Fmoc-Aminosauren FmocHis(Trt), FmocLys(Boc) und FmocArg(Pmc) an die polymergebun-
denen Aminofunktionen gelangen dabei wieder mit 1-Benzotriazolyloxy-tripyrrolidinophos-
phoniumhexafluorophosphat (PyBop) und 3%igem N-Methylmorpholin in absolutem DMF.
Die Ausbeuten der einzelnen Kupplungen konnten UV-spektroskopisch (Fmoc-Bestimmung)

ermittelt werden und lagen wiederum im Bereich von 97-99%.
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78

1. Aufdrei Gefal3e aufteilen

2. FmocLys(Boc), PyBop FmocHis(Trt), PyBop FmocArg(Pmc), PyBop
in 3% NMM / DMF in 3% NMM / DMF in 3% NMM / DMF
Fmoc. Fmoc. ~
NH NH FMoC- \H
0] O] 0]
Lys(Boc) His(Trt) Arg(Pmc)
NH NH NH
Lo, QP S G
3. Mischen ’ ‘ ’

4. 20% Piperidin / DMF

NH,
0]
>—( Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)]
QD \H
82

5. Zweimaliges Wiederholen von
1., 2., 3.und 4.

il

His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)

C}HJ*O

83

Tripeptideinheiten

} 27 kombinatorische

Abb. 5.3.3: Aufbau der kombinatorischen Tripeptideinheit 83 der Liganden

5.3.1.2 Synthese und Codierung der Olefineinheiten der Liganden

Die Tripeptideinheiten in den Liganden sind durch die identische Tripeptideinheit im Codie-
rungsstrang verschlisselt. Vor dem Anbringen der Aldehydbausteine 84, 85, 86 und 74 an
den Ligandenstrang muften diese dagegen durch EinfUhrung einer jeweils codierenden
Aminoséaure in den Codierungsstrang verschliisselt werden. Sowohl das Anbringen der Al-
dehyde als auch die Codierung mit den Aminosauren wurden wieder mit PyBop in 3%igem
NMM/DMF erreicht. Zun&chst wurden 11% der codierenden Fmoc-Aminoséure an das Po-
lymer angeknipft, bevor die restlichen freien Aminofunktionen quantitativ mit den Alde-
hydbausteinen umgesetzt wurden. Die Menge der codierenden Aminosduren konnte mit

Hilfe der abgespaltenen Fmoc-Gruppen bestimmt werden und lag typischerweise bei einer
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Stoffmenge von etwa 30 pmol pro bead. Die quantitative Umsetzung der restlichen Amino-
funktionen mit den Aldehydbausteinen konnte durch einen negativen Kaiser-Test™ (siehe

Kapitel 7.2.2) nachgewiesen werden.

Ebenso wie die Aldehyde 84, 85, 86 und 74 mufdten auch die Wittig-Reagenzien 88 bis 93
durch Anknlpfung einer weiteren Aminosaure an den Codierungsstrang verschlisselt wer-
den; die Ausbeuten dieser Peptidsynthesen waren wiederum nahezu quantitativ (97-99%,
was einer Stoffmenge von etwa 30 pmol pro bead entspricht). Danach erfolgte die Zugabe

der entsprechenden Wittig-Reagenzien in absolutem DMSO.

Formal lieRen sich nach der Wittig-Reaktion drei Gruppen von olefinischen Liganden unter-

scheiden:

1. Liganden ohne weitere funktionelle Gruppen
2. Liganden mit geschiitzten oder freien Carbonsaurefunktionen

3. Liganden mit Aminofunktionen

Liganden der ersten Gruppe konnten nun dihydroxyliert werden, wohingegen Liganden der
zweiten Gruppe nach Entschitzung der Carbonsaurefunktionen mit einem Aminosaureester
umgesetzt und Liganden der dritten Gruppe mit einer weiteren kombinatorischen Tripeptid-

einheit versehen werden konnten.
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Codierungsstrang
e

@) His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)

Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc) HN—o_NH Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)

Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)

|
NH; 83 .
Ligandenstrang

@)

Auf 4 GefalRe verteilen und mit 11% FmocGly,
FmocPhe, FmocLeu bzw. FmocGiIn(Trt) codieren

e

(0] His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
H

Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc
Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc) HNON ys(Boc) (o 9(Fmo)

Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)

Os__NH
Y 94

| GIn(Trt), Gly, Phe bzw. Leu |
|

@)

Fmoc”
Os__OH Os__OH Os_OH
T O+__OH T T

o) T 0 o

OCH; o H
© H

0”7 H o 07 H

84 (Code: GIn) 85 (Code: Gly) 86 (Code: Phe) 74 (Code: Leu)

H\fO

| 84,85, 86 bzw. 74 |

HITI O

O His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
H

Lys(Boc). His(Tr) bzw. Argemo)] HN—Guap—NH  (Lys(Bo0). His(Try bzw.  Arg(Pme)

Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc) o)

|
Oﬁ/ NH 95
| GIn(Trt), Gly, Phe bzw. Leu |
|

_NH
Fmoc

Abb. 5.3.4: Codieren und Ankntipfen der Aldehydbausteine
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95

1. Mischen, 20% Piperidin / DMF

2. Auf sechs Gefalie verteilen und mit FmocLeu, H. _O
FmocAsn(Trt), Fmoclle, FmocGly, FmocPhe, \’4
FmocGIn(Trt) codieren

| 84,85, 86 bzw. 74 |

A

o I|\IH

3. 20% Piperidin / DMF

(0] His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)
Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)

Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
HN—C )—NH
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)

Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)
His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc) o)
|

O, NH
j/ 9%
| GIn(Trt), Gly, Phe bzw. Leu
|
Oﬁ/ NH
Phe, Leu, Asn(Trt), lle, Gly bzw. GIn(Trt)
|
Fmoc”
® @ ® ® CHs ) Q
PhsP— PhoP— PhsP—CH;  PhsP—( PhsP o
Br Br Br | Br Me3Si (o] \!
OH CHs
88 89 90 91 922 g 93
(Code: Phe) (Code: Leu) (Code: Asn) (Code: lle) (Code: Gly) (Code: GIn)

88, 89, 90, 91, 92 bzw. 93

e

| 84,85,86 bzw. 74 |

o} Il\lH

(@] His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
H

HNON Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)

Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)

¢}
|
OYNH 97
| GIn(Trt), Gly, Phe bzw. Leu |
|

Oﬁ/ NH
| Phe, Leu, Asn(Trt), lle, Gly bzw. GIn(Trt) |
|

NH,

Abb. 5.3.5: Codierung mit Aminosauren und Umsetzung mit den Wittig-Reagenzien
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5.3.1.3

53.13.1

Modifizierung der olefinischen Liganden

Entschutzung der polymergebundenen Silylester und anschlie-

Rende Umsetzung der Carbonsauren mit Aminosaureestern

Die polymergebundenen Silylester 98 wurden mit Tetrabutylammoniumfluorid in abs. THF zu

99 umgesetzt und anschlieBend mit dem Aquivalent aus 97 vereinigt, das durch die Wittig-

Reaktion von 92 mit 96 entstanden ist. Das so erhaltene Polymer 100 wurde nach dem Auf-

teilen auf drei GeféalRe und Codieren mit verschiedenen Aminosauren mit drei Aminosaure-

methylestern und PyBop / NMM in DMF umgesetzt.

His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)
|

OYNH
| GIn(Trt), Gly, Phe bzw. Leu |
|

0] NH

NH,

|
OYNH
| GIn(Tr), Gly, Phe bzw. Leu |

!
Ox_NH

NH»

Abb. 5.3.6: Entschiitzung der Silylester 98

O_NH Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)

Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)

Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)

His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc) o)

O-SiEts
Ho

| 84,85, 86 bzw. 74 |

A

ITIH

(¢}

O His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)

98

O

nBuyNF, 3.00 eq. 93
THF, 2 h - OH

H. =

| 84,85, 86 bzw. 74 |

A

ITIH

(0] His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)

O

ONH Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)

99



54

o]

OH
H .~

| 84,85, 86 bzw. 74 |

o ITIH

(0] His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
H

Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc) HN—o—N Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)

Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc) 0

| 100
OYNH
| GIn(Tr), Gly, Phe bzw. Leu |
|
Oﬁ/ NH
OMe
| Gly bzw. GIn(Trt) | |
| [ Arg, His(Trt) bzw. Lys(Boc) ]

NH, I
O NH
1. H-ArgOMe (Code: FmocArg(Pmc))
bzw. H-His(Tr)OMe  (Code: FmocHis(Trt)) 92 bzw. 93
bzw. H-Lys(Boc)OMe  (Code: FmocLys(Boc)) H .~
2. 20% Piperidin / DMF | 84 85. 86 bzw. 74 |
, 85, ZW.

P2

O ITIH

(0] His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)

Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc) HNONH Lys(Boc), His(Trt) bzw. ~Arg(Pmc)

Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc) e

Oﬁ/ NH 101

| GIn(Trt), Gly, Phe bzw. Leu |
|

Oﬁ/ NH
| Gly bzw. GIn(Trt) |
|

OYNH

[ Arg(Pmc), His(Trt) bzw. Lys(Boc)]fNH2

Abb. 5.3.7: Codieren und Ankniipfen der Aminoséureester an die Carbonséaurefunktion der Liganden
100
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5.3.1.3.2 Aufbau einer weiteren Tripeptideinheit an die olefinischen Ligan-

den mit Aminofunktionen

Die olefinischen Liganden 102 mit Aminofunktionen wurden mit Hilfe der Split-Mix-Synthese
mit einer weiteren kombinatorischen Tripeptideinheit versehen. Die Quantifizierung der ab-
gespaltenen Fmoc-Schutzgruppen ergab jeweils einen Wert von 22%. Das weist auf eine
Ausbeute der Wittig-Reaktion mit dem Amino-Wittig-Reagenz 88 von etwa 13% hin.

H =

| 84, 85,86 bzw. 74 |

O)\ll\lH
QO His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
H

Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc) RN—O—N Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)

Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc) e}
| 102
Oﬁ/ NH
| GIn(Tn), Gly, Phe bzw. Leu |

|
Os_NH

Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)

Phe )\

His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)
NH,

O~ 'NH
ke
1. FmocLys(Boc), FmocHis(Trt) bzw. FmocArg(Pmc) Ho
PyBop in 3% NMM / DMF
2. Mischen, 20% Piperidin / DMF | 84,85, 86 bzw. 74 |
3. Zweimaliges Wiederholen von 1. und 2.
o NH

|
O His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)

Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)

Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc) HNO—NH Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)

Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc) [e}
[ 103
Oﬁ/ NH
| GIn(Tn), Gly, Phe bzw. Leu |
|

O NH

Phe

Oﬁ/NH

Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)
NH,

Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)

Abb. 5.3.8: Aufbau einer weiteren kombinatorischen Tripeptideinheit an die Aminofunktion der Ligan-
den 102
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5314 Dihydroxylierung der polymergebundenen olefinischen Liganden

und Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen

Die erhaltenen Unterbibliotheken 97, 99, 101 und 103 der olefinischen Liganden wurden
vereinigt und der katalytischen asymmetrischen Dihydroxylierung unterworfen, nachdem die
gesamte Bibliothek mit Alanin umgesetzt worden war. Die Dihydroxylierung wurde in THF :
Wasser (1:1) mit AD-Mix-B’ durchgefiihrt, die Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen
gelang mit Trifluoressigsaure.

So konnte eine formal aus den vier Unterbibliotheken 104 (648 Verbindungen), 105 (2916
Verbindungen), 106 (108 Verbindungen) und 107 (648 Verbindungen) bestehende Gesamt-
bibliothek 108 von dihydroxylierten Liganden synthetisiert werden, die anschlieend auf
Phosphorséaurediesterase-Aktivitdt durchsucht wurde. Die angegebenen Anzahlen von Ver-
bindungen beziehen sich dabei lediglich auf die Diastereomere, welche nach den Regeln

von Sharpless mit AD-Mix- im Uberschuf3 entstehen sollten.

97/99/101/103

1. Mischen, FmocAla, PyBop in 3% NMM / DMF
2. 20% Piperidin / DMF

3. AD-Mix-B3, THF : Wasser (1:1)

4. 5% Ethanthiol / TFA,2x 1.5 h

104 /105/106 /107

. J
'

108

Abb. 5.3.9: Dihydroxylierung der Liganden und Entfernen der Schutzgruppen

’ Vorgefertigte Mischung fiir die katalytische asymmetrische Dihydroxylierung von Olefinen:
1.40 g AD-Mix-f3 enthalten 0.40 mol-% K,0sO,(OH),, 3.00 eq. K,COs3, 3.00 eqg. K3[Fe(CN)e] sowie 1.00
mol-% (DHQD),PHAL-Ligand 57 fur 1.00 mmol Olefin.
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OH| 88, 89, 90, 91, 92 bzw. 93
HO,
Hﬁ

| 84,85, 86bzw. 74 |

Anzahl der Verbindungen in Unterbibliothek 104: )\
27 x4 x6 =648

H

His, Arg bzw. Lys
Arg, Lys bzw. His

Lys, His bzw. Arg 0 Lys, His bzw. Arg

Arg, Lys bzw. His
His, Arg bzw. Lys

| 104
(0] NH
ﬁ/ 5
GIn, Gly, Phe bzw. Leu |
i HITI Ala |—NH,

Os__NH ,
ﬁ/ His, Arg bzw. Lys
Arg, Lys bzw. His

Phe, Leu, Asn, lle, Gly bzw. GIn | Lys, His bzw. Arg

| A

OsNH o
Ala HO
NH, MO H
o

O, His, Arg bzw. Lys
Arg, Lys bzw. His
Lys, His bzw. Arg HNONH Lys, His bzw. Arg
Arg, Lys bzw. His
His, Arg bzw. Lys o)

Oﬁ/ NH 105
| GIn, Gly, Phe bzw. Leu
0 ILH Anzahl der Verbindungen in Unterbibliothek 105:

27 x4 x1x27=2916
Phe
Oj/ NH
Lys, His bzw. Arg
Arg, Lys bzw. His

NH
His, Arg bzw. Lys }> NH2
(@)

Abb. 5.3.10: Unterbibliotheken 104 und 105
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| 84,85,86bzw.74 |

Anzahl der Verbindungen in Unterbibliothek 106:
27 x4 =108

A

o l|\IH

Lys, His bzw. Arg HNONH

His, Arg bzw. Lys
Arg, Lys bzw. His
Lys, His bzw. Arg

Arg, Lys bzw. His
His, Arg bzw. Lys o)

|
OYNH 106
| Gln, Gly, Phe bzw. Leu |
|

Oﬁ/ NH
| GIn |

|
OsNH

Ala

NH,

Lys, His bzw. Arg HNONH

Arg, Lys bzw. His
His, Arg bzw. Lys e}
| 107

Oﬁ/NH

| Glin, Gly, Phe bzw. Leu |

| Anzahl der Verbindungen in Unterbibliothek 107:

His, Arg bzw. Lys
Arg, Lys bzw. His
Lys, His bzw. Arg

OYNH 27x4x2x3=648
| Gly bzw. GIn |
|
Oﬁ/ NH
[ Arg, His bzw. Lys ]*NH
Ala [—NH,
(0]

Abb. 5.3.11: Unterbibliotheken 106 und 107
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53.1.5 Uberprifung der Codierung

Um die Zuverlassigkeit der Codierungsmethode zu lberprifen, wurde aus der Gesamtbi-
bliothek 108 willkurlich ein polymerer Trager 109 entnommen und die Aminosauresequenz
des Codierungsstranges durch einen Edman-Abbau bestimmit.

Dabei konnte folgende eindeutige Sequenz ermittelt werden, die neben dem Alaninspacer

und dem aminoterminalen Alanin auch die eindeutig codierende Sequenz enthélt:
H-AlaArgGlyLeuArgHisLysAlaAlaAla-OH

Dieser Peptid-Code sollte folgenden polymeren Trager 109 aus der Bibliothek 108 ver-

schlisseln:

Wittig-Reagenz 92:

(Code: Gly)
(0] NH

Aldehydbaustein 74:

(Code: Leu) Arg

His
Lys

0] o
>~AIaAIaAIa—NH

pec (| NH

HN
HN— A|aA|aA|a—\§
o}

Lys 109
His
Arg
OYNH

Leu —NH
Gly NH
o Arg —NH
) Ala [—NH,
o

Abb. 5.3.12: Ligand und Peptid-Code
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5.3.2 Bibliothekssynthese mit olefinischen Carbonséauren
5.3.2.1 Anknupfung der Olefine an die kombinatorischen Tripeptideinhei-
ten

Das Polymer 83 wurde auf finfzehn Gefale verteilt und mit den in der Tabelle aufgefiihrten
Olefinen und dem dazugehérigen Peptid-Code (ca. 11% der freien Aminofunktionen des
festen Tragers, etwa 30 pmol pro bead) versehen. Dazu wurden zunachst die ersten Ami-
noséuren der Dipeptid-Codes angeknipft, danach das Olefin und schlieZlich die zweiten
Aminoséauren der Dipeptid-Codes. Diese Reaktionen wurden wieder mit PyBop / NMM als
Kupplungsreagenz in abs. DMF durchgefiihrt. Die Ausbeuten der Peptidsynthesen zum Auf-
bau des Codierungsstranges wurden wieder mit der Fmoc-Methode bestimmt und lagen bei
98%; die quantitative Anknupfung der Carbonsdure an den Ligandenstrang konnte jeweils

durch einen negativen Kaiser-Test nachgewiesen werden.

So konnten wieder zwei Gruppen von Liganden erhalten werden:

1. Liganden mit freien Carbonséurefunktionen 125

2. Liganden mit keiner weiteren kupplungsfahigen Gruppe in der angeknlpften Carbonsaure
126

Die Liganden der zweiten Gruppe konnten somit nicht weiter mit Aminosauren modifiziert
werden, wahrend die Liganden der ersten Gruppe nach der Codierung mit der entsprechen-

den Aminosaure mit einem Aminoséduremethylester umgesetzt wurden.
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Codierungsstrang

Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)

RNOEH

il

His(Trt),

Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)

Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)

His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc) o)
| 83
NH,
Ligandenstrang
1. Aufteilen auf 15 Gefalie
2. Olefin und entsprechenden Aminoséaure-
bzw. Dipeptid-Code anbringen
110 111 112 113 114
| 6] OH o] o} o ~<:>ﬁOH
OH
o~ D "o WJ\OH 00
o N7 CF3
Code 110: LeuLeu | Code 111: LeuPhe | Code 112: LeuGly |Code 113: lle Code 114: Leu
115 116 117 118 119
OH H o]
o HO N
— ~~—(CooH Ly |
— HO
0o COOH o o = 0" )~OH
HO 0
OH o
Code 115: Phe Code 116: Gly Code 117: Asn Code 118: Val Code 119: GlyGly
120 121 122 123 124
F OH F HO OH OCHj, O CHs
F F HOL_~
= F OCHs CHs
F
o] F

Code 120: GlyPhe

Code 121: GlyLeu

Code 122: PhePhe

Code 123: PheGly

Code 124: PhelLeu

125

(Bausteine 114-117)

126

(Bausteine 110-113 und
118-124)

Abb. 5.3.13: Codierung und Ankntipfung der Olefine an die Tripeptideinheiten der Liganden 83
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53.2.2 Umsetzung der Carbonsauren mit Aminosaureestern

Die polymergebundenen Carbonséuren 125 wurden nach dem Aufteilen auf drei Gefal3e und
dem Codieren mit den entsprechenden Aminosauren mit drei Aminosauremethylestern und
PyBop / NMM in DMF umgesetzt.

114, 115, 116 bzw. 117 /<O

OH

O/\ITIH
(0] His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
H

Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc) HNO—N Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)

Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc) o)
| 125
Oﬁ/ NH
| Code 114, 115, 116 bzw. 117 |
|

NH»
C|)Me
Arg, His(Trt) bzw. Lys(B ]
1. H-ArgOMe (Code: FmocArg(Pmc)) [ rg, His(Trt) |ZW ys(Boc)
bzw. H-His(Trt)OMe  (Code: FmocHis(Trt)) O _NH
bzw. H-Lys(Boc)OMe  (Code: FmocLys(Boc)) ﬁ/
2. 20% Piperidin / DMF 114, 115, 116 bzw. 117

0] ITIH
(0] His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)

Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)

Lys(Boc), His(Tr) bzw. Arg(Pmc) | HN—Gquap—NH [ Lys(Boo), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)

Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc) e

Oﬁ/ NH 127

| Code 114, 115, 116 bzw. 117 |

|
Oﬁ/ NH

[ Arg(Pmc), His(Trt) bzw. Lys(Boc)]fNH2

Abb. 5.3.14: Codieren und Ankniipfen der Aminosédureester an die Carbons&durefunktion der Ligan-
den 125
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110, 111, 112, 113, 118, 119,
120, 121, 122, 123 bzw. 124

O)\”\IH
(@] His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)

Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc) RNONH Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)

Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc) o)
| 126

Oﬁ/ NH
Code 110, 111, 112, 113, 118, 119,
120, 121, 122, 123 bzw. 124

|
NH,

Abb. 5.3.15: Unterbibliothek 126

5.3.2.3 Dihydroxylierung der polymergebundenen olefinischen Liganden

und Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen

Die drei Unterbibliotheken 125, 126 und 127 wurden anschlielBend vereinigt und fir die ab-
schlieRende Dihydroxylierung codiert. Die Dihydroxylierung wurde wieder in THF : Wasser

(1:1) durchgefiihrt, wobei sowohl AD-Mix-a® als auch AD-Mix-B verwendet wurde.

125 + 126 + 127

-
Mischen OR
Mi =N
Kein Aminos;‘aureco% \Itmﬁéﬁﬁm A
OR
1. FmocAla, PyBop in 3% NMM / DMF (DHQ),PHAL 87

2. 20% Piperidin / DMF

AD-Mix- AD-Mix-a
THF : Wasser (1:1) THF : Wasser (1:1)

N /
e

5% Ethanthiol / TFA, 2x1.5h

128

Abb. 5.3.16: Dihydroxylierung der Liganden und Abspaltung der Schutzgruppen



64

Nach Abspaltung der Aminosaureseitenkettenschutzgruppen mit Trifluoressigsaure lag somit
eine Gesamtbibliothek 128 in Form von sechs Unterbibliotheken (jeweils drei Paare von dia-
stereomeren Unterbibliotheken) fiir das Screening nach Phosphorsaurediesterase-Aktivitat

vor, die formal aus insgesamt 1458 Verbindungen bestand.

114, 115, 116
bzw. 117 O
HO, OH /<
/ OH
Anzahl der Verbindungen in Unterbibliothek 129:
27 x4 =108
o/\rlle
(0] His, Arg bzw. Lys
y— Arg, Lys bzw. His

Lys, His bzw. Arg HNONH Lys, His bzw. Arg

Arg, Lys bzw. His
His, Arg bzw. Lys o
I 129
(0] NH

| Code 114, 115, 116 bzw. 117

O NH

114, 115, 116
bzw. 117 EO
HO"/_\*’OH OH
O)\ITIH
o His, Arg bzw. Lys
}— Arg, Lys bzw. His

Lys, His bzw. Arg HNONH Lys, His bzw. Arg

Arg, Lys bzw. His
His, Arg bzw. Lys o)

| 130
Oﬁ/ NH
| Code 114, 115, 116 bzw. 117
|
Oy ~NH Anzahl der Verbindungen in Unterbibliothek 130:
27 x4 =108
GIn
O NH
H,N— Ala

® AD-Mix-a enthalt im Gegensatz zu AD-Mix- den Liganden (DHQ),PHAL 87 anstatt (DHQD),PHAL.
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Abb. 5.3.17: Unterbibliotheken 129 und 130

H
N
MeO—[ Arg, His bzw. Lys ]/ \fo
114, 115, 116
bzw. 117
'HO,  OH
Anzahl der Verbindungen in Unterbibliothek 131:

27 x 4 x 3 = 324 )\

(0] ITIH

(@) His, Arg bzw. Lys
Arg, Lys bzw. His

Lys, His bzw. Arg HNONH Lys, His bzw. Arg

Arg, Lys bzw. His
His, Arg bzw. Lys o)

| 131
OYNH
| Code 114, 115, 116 bzw. 117 |
|
Oﬁ/ NH
[ Arg, His bzw. Lys ]—NH
Ala —NH,
(e}
N__o
MeO—[ Arg, His bzw. Lys ]/ \’4
114, 115, 116

bzw. 117
HO,, \QH
O)\I\'lH

(@) His, Arg bzw. Lys

Arg, Lys bzw. His

Lys, His bzw. Arg HNONH Lys, His bzw. Arg

Arg, Lys bzw. His
His, Arg bzw. Lys 0

[ 132
oY NH
| Code 114, 115, 116 bzw. 117 |
|

OYNH

[ Arg, His bzw. Lys ]7NH

Anzahl der Verbindungen in Unterbibliothek 132:
27 x4x3=324

GIn -NH
o Ala —NH,
o}

Abb. 5.3.18: Unterbibliotheken 131 und 132
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110,111, 112, 113, 118, 119,
120, 121, 122, 123 bzw. 124

n "

Anzahl der Verbindungen in Unterbibliothek 133: HO\ ,OH
27 x11 =297 )
O/\ITIH
(@) His, Arg bzw. Lys

Arg, Lys bzw. His

Lys, His bzw. Arg HNONH Lys, His bzw. Arg

Arg, Lys bzw. His
His, Arg bzw. Lys o)

| 133
Oﬁ/ NH
Code 110, 111, 112, 113, 118, 119,
120, 121, 122, 123 bzw. 124

|
OsNH

110, 111, 112, 113, 118, 119,
120, 121, 122, 123 bzw. 124

H,N Ala " "

0] His, Arg bzw. Lys
Arg, Lys bzw. His

Lys, His bzw. Arg HNONH Lys, His bzw. Arg

Arg, Lys bzw. His

His, Arg bzw. Lys o)

|
Oﬁ/ NH 134
Code 110, 111, 112, 113, 118, 119,
120, 121, 122, 123 bzw. 124
|
O NH
Gin Anzahl der Verbindungen in Unterbibliothek 134:
27 x 11 =297
O NH
H,N— Ala
Abb. 5.3.19: Unterbibliotheken 133 und 134
5.3.24 Uberpriifung der Codierung

Aus den vereinigten Unterbibliotheken wurde wieder ein polymerer Trager 135 willktrlich
herausgegriffen und seine Aminosauresequenz des Peptid-Codes durch Edman-Abbau be-

stimmt, um die Zuverlassigkeit der Codierung zu uberprifen.
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Die gefundene Aminosauresequenz lautete:

H-AlaLeuHisLysLysAlaAlaAla-OH

Auch dieser Peptid-Code weist neben dem Alaninspacer und dem aminoterminalen Alanin
eine eindeutig codierende Sequenz auf, die folgenden Vertreter der Bibliothek verschliisseln

sollte:

Maleinsaure 114 o0~ "NH AD-Mix-3
(Code: Leu) (Code: keine Aminosaure)
His
Lys
Lys
(0] o
>—AIaAIaAIa—NH
un—{pec 4 NH
HN— AlaAlaAla—(
O o]
Lys 135
Lys
His
0] NH
Leu —NH
Ala NH,
o]

Abb. 5.3.20: Ligand und Peptid-Code

Ergebnis

Bibliotheken von dihydroxylierten Liganden lassen sich durch Peptide eindeutig codieren.
Diese Codierungstechnik erlaubt auch die Verwendung von Wittig-Reaktionen zum Aufbau
der Olefineinheiten (Bibliothek 108). Allerdings zeigte sich, dal3 die Wittig-Reaktion aufgrund
der stark variierenden Ausbeute nicht die quantitative Synthese von festphasengebundenen
Olefinen in der kombinatorischen Synthese gewdhrleistet.

Der quantitative Aufbau der fur die Dihydroxylierung nétigen Olefineinheit gelang dagegen
durch die Anknipfung von olefinischen Carbonséuren an den Aminoterminus des Liganden-
stranges (Bibliothek 128).
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54 Screening der beiden codierten Hydroxyliganden-Biblio-

theken nach kiinstlichen Phosphorsaurediesterasen

Zielsetzung

Die beiden Bibliotheken 108 und 128 sollten nach Vertretern mit kiinstlicher Phosphorsaure-
diesterase-Aktivitat untersucht werden. Neben dem gangigen Verfahren, das Screening
nach aktiven Verbindungen in Mikrotitrationsplatten durchzufiihren, sollten vor allem neue

Screeningverfahren entwickelt werden, die ein schnelles batchweises Screening erlauben.

54.1 Screening der Bibliothek 108 mit Bis(4-nitrophenyl)phosphorséau-
rediester 19 nach kunstlichen Phosphorséurediesterasen in Mikro-

titrationsplatten

Die Bibliothek 108 wurde mit Bis(4-nitrophenyl)phosphorsaurediester 19 nach Vertretern mit
kiinstlicher Phosphorsaurediesterase-Aktivitat durchsucht. Dazu wurden in 15 Mikrotitrati-
onsplatten (96 Vertiefungen pro Platte) jeweils pro Vertiefung etwa 15 Polymerkigelchen
gegeben (entspricht etwa 4.50 nmol festphasengebundenen Liganden, 2.25 x 10° M) mit
dem Testsubstrat 19 (2.50 x 10* M) sowie Europiumchlorid (2.50 x 10* M) in MOPSO-
Puffer’ (2.50 x 10% M, pH = 7.0) bzw. ohne Metallsalz bei pH = 8.0 in EPPS-Puffer'® (2.50 x
102 M) versetzt. Damit wurden etwa 21600 polymere Tragerpartikel untersucht, was bei ei-
ner Gesamtzahl von 4320 verschiedenen Verbindungen in der Bibliothek nach Burgess[‘”]
eine Wahrscheinlichkeit von mehr als 95% ergibt, daf alle Vertreter der Bibliothek im Scree-
ningverfahren getestet wurden.

Danach wurde die Extinktion in den einzelnen Vertiefungen beim Absorptionsmaximum des
freigesetzten 4-Nitrophenolats 20 von 405 nm mit einem UV-Vis-Scanning-Spektroskop
verfolgt. Die polymeren Trager in den Vertiefungen mit dem starksten Anstieg der Extinktion
sollten danach nochmals einzeln mit Bis(4-nitrophenyl)phosphorsaurediester 19 im UV-Vis-
Scanning-Spektroskop untersucht werden, um den aktivsten Vertreter der Bibliothek zu er-
mitteln. In keiner der Mikrotitrationsplatten konnte ein tberdurchschnittlicher Anstieg der
Extinktion in einer Vertiefung detektiert werden. Wie die Abbildungen 5.4.2 und 5.4.3 zeigen,
stiegen die Extinktionen sowohl bei den Reaktionen mit Europiumchlorid als auch bei denen

ohne Metallsalzzugabe gleichmafig an.

¥ 3-(N-Morpholino)-2-hydroxypropansulfonsaure
10 3_[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazino]-propan-1-sulfonsaure
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NO,
©
. ) O
je etwa 15 Polymerpartikel
? kein Metall bzw. EuClg
O-P-0O > 2
(') H,O, Puffer, Raumtemp.
©
NO,
O,N 19 20

Abb. 5.4.1: Testreaktion in den Mikrotitrationsplatten

600

500

400

Extinktion 300

200

100

0

Abb. 5.4.2: Exemplarisches Screeningergebnis einer Mikrotitrationsplatte ohne Metallsalz, pH = 8.0,
2 d; Extinktion in willktrlichen Einheiten

Extinktion

Abb. 5.4.3: Exemplarisches Screeningergebnis einer Mikrotitrationsplatte mit EuCls, pH = 7.0, 20 h;
Extinktion in willktirlichen Einheiten
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54.2 Batchweises Screening nach kunstlichen Phosphorsaurediestera-
sen
5421 Screening der Bibliothek 128 nach kunstlichen Phosphorséauredi-

esterasen mit dem Berlinerblau Test

Da es bei der Screeningmethode in den Mikrotitrationsplatten neben dem erheblichen Zeit-
aufwand fur die Bestlickung der einzelnen Vertiefungen mit den polymeren Tréagern auch zu
MefR3ungenauigkeiten durch in den Strahlengang gekommene Polymerkiigelchen kam, wur-
de die Bibliothek 128 batchweise auf kiinstliche Phosphorsaurediesterasen gescreent.

In Vorversuchen konnte gezeigt werden, dal3 sich polymere Trager, die eine Aminoxyl-
Gruppe bzw. das entsprechende Hydroxylamin tragen, mit einer Mischung aus FeCl; und
Ks[Fe(CN)g] tiefblau anfarben lassen. Dazu wurde 4-Hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-
oxyl 136 an TentaGel[J-COOH 137 angekniipft und das Produktpolymer 138 anschlielRend

mit 10%iger HCI behandelt. Die Polymere 138 und 139 nahmen nach Behandlung mit dem
Entwicklungsreagenz beide eine tiefblaue Farbung an. Ein entsprechendes Redox-Verhalten
fur Aminoxyl-Radikale in flissiger Phase ist bereits bekannt.®® Negative Polymerkiigelchen

erschienen nach dem Anférben bei diesem Test grinlich.

(0]
HaC, n CHa
H3C“" ""CH3

(0]
137 OH OH
136

DCC / DMAP
CH,Cl,

(J)—(PEG 2 HCl(ag) (J—(PeEC

FeCI3 / K3[F€(CN)6]

. O HC cH
: ,CH3
Berlinerblau l ‘_w ,

(0] ®N=0

140 N
HsC CHs

Abb. 5.4.4: Vorversuche zum Berlinerblau Test
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54211 Synthese des Testsubstrates 35 fur den Berlinerblau Test auf
kinstliche Phosphorsaurediesterase-Aktivitat von polymergebun-

denen Substanzen

Aus 4-Nitrophenol 141 und Phosphorylchlorid konnte in 76%iger Ausbeute (4-Nitrophenyl)-
phosphorodichloridat 142 erhalten werden, welches danach mit 4-Hydroxy-2,2,6,6-tetra-
methylpiperidin-1-oxyl 136 und Pyridin in Toluol und anschlieRender saurer Aufarbeitung
zum Testsubstrat 35 umgesetzt wurde (81%). Dieses besitzt neben der aktivierten Ab-
gangsgruppe 4-Nitrophenolat auch das cyclische Hydroxylamin, das nach einer Umesterung
durch aktive Liganden aus der Bibliothek eine Anfarbung mit Berlinerblau erlaubt.

L]
(e}
HiC

CHs
H3C“\\L “'CH3
HaC, f°Hs
136 ’ OH

OH Nig
N02 o /O l) Pyrldln / Toluol 9 /@’CH
POCI, ~pL 2) HCI 0-P-0O 20

OH 142, 76%
O,N
141 35, 81%

Abb. 5.4.5: Synthese des Testsubstrates 35

5.4.2.1.2 Einsatz des Testsubstrates 35 im Berlinerblau Test nach kinstli-
cher Phosphorsaurediesterase-Aktivitdt von polymergebundenen

Substanzen

Ausreichend groRe Mengen (entsprechend 20 mg trockenem Polymer, etwa 18000 Poly-
merkugelchen) der Bibliothek 128 wurden einen Tag bzw. sieben Tage lang mit dem Test-
substrat 35 (1.00 x 10° M) und verschiedenen Metallsalzen (ZnCl,, CuCl,, EuCls, ZrCl,,
FeCls, (NH,),Ce(NOs)s, Nas[Co(NO,)], jeweils 2.00 x 10? M) in gepufferten Losungen (0.10
M MOPSO, pH = 7.0) bei Raumtemp. inkubiert. Es wurden auch Versuche ohne Metallsalz-
zugabe bei pH = 8.0 bei Raumtemp. bzw. 50 °C in 0.10 M EPPS-Puffer durchgefiihrt. An-
schlieRend erfolgte die Umsetzung des durch Waschen mit 10%iger wafriger 2-Methoxy-
ethylamin-Ldsung, 10%iger walriger Ethylendiamin-N,N,N’,N’-tetraessigsaure-Losung sowie
DMF, Wasser und THF : Wasser (1:1) gereinigten Polymers mit einer Mischung aus FeCl;
und K3[Fe(CN)g], um Polymerkiigelchen anzufarben, die durch ihre Phosphorsaurediestera-

se-Aktivitdt eine Umesterung des Testsubstrates 35 herbeigefiihrt hatten und damit die oxi-
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dierbare Hydroxylamineinheit trugen. Auf diese Weise konnten in allen Screeningansatzen
mit der Bibliothek 128 etwa 20% aller Polymerkiigelchen blau angefarbt werden; die am in-
tensivsten blau gefarbten polymeren Trager wurden anschlieRend unter einem Mikroskop
isoliert. Die Behandlung von Polymerkiigelchen der Bibliothek 128 mit einer Losung von
FeCl; und K;3[Fe(CN)e] fuhrte zu etwa 1% ebenfalls zu einer blauen Farbung, wenn die Bi-
bliothek nicht mit dem Testsubstrat 35 inkubiert worden war, wahrend sich die restlichen
Tragerpartikel grinlich farbten.

Abb. 5.4.6: Berlinerblau Screeningverfahren: Links: Negative Polymerpartikel (Bibliothek 128 nach
der Entwicklung mit FeCls / Ks[Fe(CN)g]); Rechts: Ein positives Polymerkiigelchen aus der
Bibliothek 128 wéhrend des Screenings

Die Analyse des Peptid-Codes durch Edman-Abbau ergab fiir die blau gefarbten Polymer-
partikel aus den Proben ohne Metallsalzzusatz sowie denen mit ZnCl, und mit CuCl, zwi-
schen dem Alaninspacer und dem aminoterminalen Alanin folgende eindeutig codierende

Sequenzen:

Tab. 5.4.1: Peptid-Codes der positiven Polymerkigelchen

Codierende Sequenz erhalten aus folgendem Screening
HO-HisLysArgGlyPheGIn-H Zn* / pH = 7.0 / Raumtemp. / 1d
HO-ArgArgArgGlyPhe-H ohne Metallsalz / pH =8.0/50 °C/ 1d
HO-ArgHisArgPheGIn-H ohne Metallsalz / pH = 8.0 / Raumtemp. / 1d
HO-ArgLysArgGlyPheGIn-H Cu* / pH = 7.0 / Raumtemp. / 1d

Die codierenden Aminosauresequenzen der positiven Polymerpartikel verschliisseln folgen-

de Liganden:
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HO-HisLysArgGlyPheGIn-H:

HO-ArgArgArgGlyPhe-H:

HoN._NH HoN_NH  H,N.__NH
/\NH GIn kelnAmmosaurecode
OH F
F
F
GIyPhe H,N GIyPhe
H|sLysArg U J
Y
ArgArgArg
143 144
HO-ArgHisArgPheGIn-H: HO-ArgLysArgGlyPheGIn-H:
HaN._NH  HoN.__NH HoNe_NH  HN.__NH
Y Y
L L GIn Gln
NH OH NH F
YN oy Y mﬂw
~ O HO O F
N\\/NH — F
Phe
N Y GIyPhe
~
ArgHisArg ArgrgsArg
145 146

Abb. 5.4.7: Verschliisselte Strukturen der im Berlinerblau Test positiven Liganden

Die Analysen der Peptid-Codes der positiven Polymerpartikel aus den Screeningansatzen
mit Zugabe von EuCls, ZrCl, FeCls, (NH4).Ce(NO3)s und Nas[Co(NO,)g] ergaben dagegen

keine eindeutigen Sequenzen. Hier konnten lediglich noch Fragmente des Peptid-Codes

detektiert werden.

5.4.2.2

Liganden

Kresylviolett als Sonde fir polymergebundene phosphorylierte

Ahnlich dem batchweisen Screening mit anschlieRender Anfarbung durch Berlinerblau wurde
Kresylviolett 36 als Sonde fiir polymergebundene phosphorylierte Liganden eingesetzt. In

Vorversuchen konnte gezeigt werden, dal® polymere Trager, die Phosphorsdurediester- bzw.
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Phosphonsaure-Gruppen tragen, mit walrigen Losungen von Kresylviolett Acetat 36 tiefblau
angefarbt werden kénnen. Dazu wurde 3-Phosphonopropionsaure 147 mit DCC an Amino-

TentaGelO 77 angeknlpft bzw. die beiden Phosphorodichloridate 142 und 43 mit Hydroxy-

TentaGel 48 umgesetzt.

@) NH
O/ o
O
HO H v _OH
77 DCC / DMAP o N P
}/_\_(”) CH,Cl, O/ o \ﬂ/\/ \OH
o P—OH 0
147 OH 148
1)

O
B Qe o pyidin NO
48 OH
2) 5% NaOH O/O\&/\ofnvo\pi O
70
(@)

149

@)

NO,
142

9/c| 1)

P -
o ~cl O/O‘(\/\o);\/OH / Pyridin

48 o o. PH

O 2) 5% NaOH O/ om0

O o ©
150

43

Abb. 5.4.8: Synthese der polymeren Phosphonséure 148 bzw. der Phosphorsédurediester 149 und
150

Die drei Polymere 148, 149 und 150 lieRen sich danach alle mit walirigen Lésungen von
Kresylviolett Acetat 36 blau anféarben, wohingegen Hydroxy-TentaGell 48 und Amino-
TentaGelJ 77 keine Wechselwirkung zeigten. Zusatzlich zu der blauen Farbung fluoreszie-

ren die angefarbten polymeren Trager rotviolett (Aex. = 360 NM , Agm,i. = 620 Nm).

Abb. 5.4.9: Kresylviolett Acetat 36
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54221 Screening der Bibliothek 128 nach kunstlichen Phosphorsauredi-
esterasen mit Kresylviolett als Sonde fir polymergebundene

phosphorylierte Liganden

Zunachst wurden ausreichende Mengen der Ligandenbibliothek 128 (entsprechend 20 mg
trockenem Polymer, etwa 18000 Polymerkigelchen) mit Bis(4-nitrophenyl)phosphorsaure-
diester 19 (1.00 x 10° M) und verschiedenen Metallsalzen (ZnCl,, CuCl,, EuCls;, FeCls, je-
weils 2.00 x 10? M) einen Tag bei Raumtemp. in EPPS-Puffer (0.10 M, pH = 8.0) inkubiert.
Desweiteren wurden Versuche bei pH = 8.0 und Raumtemp. in 0.10 M EPPS-Puffer ohne
Metallsalzzugabe durchgefiihrt. Der polymere Trager wurde anschliel3end vom Testsubstrat
durch das Waschen mit 10%iger walriger 2-Methoxyethylamin-Losung, 10%iger waldriger
EDTA-L6sung sowie DMF, Wasser und THF : Wasser (1:1) gereinigt, bevor er mit einer
0.05%igen walrigen Lésung von Kresylviolett Acetat 36 behandelt wurde. In der Probe mit
ZnCl, konnten nach einem Tag drei intensiv blau gefarbte Polymerklgelchen gefunden wer-
den, die zusatzlich bei Bestrahlung mit Licht der Wellenlange 360 nm rotviolett fluoreszier-
ten. Die Bibliothek 128 zeigte vor der Inkubation mit dem Phosphorsaurediester 19 mit Kre-

sylviolett 36 gar keine Wechselwirkung.

Abb. 5.4.10: Kresylviolett Screeningverfahren:

Oben links: Negative Polymerkigelchen im Absorp-
tionsmodus (Bibliothek 128 nach der Behandlung mit
Kresylviolett 36)

Oben rechts: Positives Polymerkligelchen in der Bi-
bliothek 128 im Absorptionsmodus wéhrend des Scree-
nings

Rechts: Positives Polymerkiigelchen in der Bibliothek

128 im Fluoreszenzmodus wéahrend des Screenings
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Die Analyse des Peptid-Codes ergab zwischen dem Alaninspacer und der Alaninkappe fol-
gende eindeutig codierende Sequenz:

HO-HisLysHisLeuPheGIn-H

Dieser Peptid-Code entspricht folgendem Liganden:

HO-HisLysHisLeuPheGIn-H:

/7~ NH /7~ NH Gin

N N :
\)\ o) \H)\ O OH
< )—NH = N~
X
o) o) HO N
%(_J
N NHZY Y LeuPhe
HisLysHis
151

Abb.5.4.11: Verschliisselte Struktur des im Kresylviolett Test positiven Liganden 151 (Code:
HKHLFQ)

Ergebnis

Aus der Ligandenbibliothek 128 konnten mit den neu entwickelten batchweisen Screening-
verfahren nach kunstlichen Phosphorsaurediesterasen (Berlinerblau Test bzw. Anfarben mit
Kresylviolett 36) mehrere Vertreter mit positivem Testergebnis isoliert und ihr Peptid-Code

gelesen werden.

5.5 Aktivitatskontrolle der im Screeningverfahren positiven

Liganden

Zielsetzung

Die entschlisselten positiven Liganden aus den beiden Screeningverfahren sollten nochmals
synthetisiert und ihre Aktivitat Uberprift werden.
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5.5.1 Synthese der aus den Screeningverfahren ermittelten positi-
ven Liganden und Uberprufung ihrer Phosphorsaurediesterase-
Aktivitat

Die positiven Liganden aus den beiden Screeningverfahren wurden in grof3eren Mengen
nochmals an der festen Phase synthetisiert und auf ihre Effizienz als kinstliche Phosphor-
saurediesterasen hin Uberprift. Die Synthese wurde entsprechend der Bibliothekssynthese
wieder an Amino-TentaGell 77 durchgefiihrt, wobei auf den Einbau des Alaninspacers ver-
zichtet wurde. Zunachst wurde die Tripeptideinheit aufgebaut, danach das entsprechende
Olefin angeknupft und die katalytische asymmetrische Dihydroxylierung durchgefuihrt. Nach
dem Abspalten der Schutzgruppen wurden die polymeren Liganden 153, 154, 155, 156 und
157 in einer Konzentration von 1.00 x 10° M mit dem gleichen Metallsalz wie im Screening-
verfahren (5.00 x 10* M ZnCl, bei 153 und 157, 5.00 x 10* M CuCl, bei 156) bzw. ohne Me-
tallsalzzusatz (154 und 155) in gepufferter Loésungen (0.10 M EPPS, pH = 8.0) bei Raum-
temp. mit dem Testsubstrat Bis(4-nitrophenyl)-phosphorsaurediester 19 (5.00 x 10 M) inku-

biert und die Zunahme der Extinktion bei 405 nm photometrisch tber 20 h verfolgt.

® BEIRT ® BEIRT

}—HisLysArg—NH H\O K F }*ArgArgArg—NH HO K F
o N O
(6] N F (@) F
HO HO

F F F F
153 (Code: HKRGFQ) 154 (Code: RRRGF)

GNH (. NH .

)—ATgHiSArg—NH ~ OH J—ATGLYSAIG—NH HO R
o s
S HO
HO ©

F F

155 (Code: RHRFQ) 156 (Code: RKRGFQ)

PEG [—NH
‘ PEC )—HisLysHis —NH =~ OH
O ~

o ¢ /4
HO \N

Abb. 5.5.1: Positive Liganden aus den Screening- 157 (Code: HKHLFQ)

verfahren
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® (PEG}—NH;

77

1. FmocHis(Trt), PyBop in 3% NMM / DMF
2. 20% Piperidin / DMF

3. Zweimaliges Wiederholen von 1. und 2.
mit FmocLys(Boc) und FmocArg(Pmc)

® R

}/-—His(Trt)Lys(Boc)Arg(Pmc)—NH2
@)

152

120 ¢ %

PyBop in 3% NMM / DMF

5. AD-Mix-a, THF : Wasser (1:1)
6. 5% Ethanthiol / TFA,2x 1.5 h

Abb. 5.5.2: Synthese des Liganden 153 (Code: HKRGFQ)

Es zeigte sich, dal die Liganden 154 (Code: ArgArgArgGlyPhe, Berlinerblau, ohne Metall-
salzzugabe, Raumtemp., pH = 8.0), 155 (Code: ArgHisArgPheGlIn, Berlinerblau, ohne Me-
tallsalzzugabe, Raumtemp., pH = 8.0), 156 (Code: ArgLysArgGlyPheGIn, Berlinerblau,
CuCl,, Raumtemp., pH = 8.0) und 157 (Code: HisLysHisLeuPheGlIn, Kresylviolett, ZnCl,,
Raumtemp., pH = 8.0) keine Beschleunigungen im Vergleich zu den entsprechenden Blind-

werten ergaben.
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Der Ligand 153 (Code: HisLysArgGlyPheGIn, Berlinerblau, ZnCl,, Raumtemp., pH = 8.0)
zeigte dagegen eine Beschleunigung der Hydrolyse des Bis(4-nitrophenyl)phosphorsaure-
diesters 19. Diese betrug bei Raumtemp. den Faktor 2.5 im Vergleich zur Reaktion ohne
Zusatz des Liganden (BL Zn). Die Umséatze des Bis(4-nitrophenyl)phosphorsaurediester 19
lagen dabei unter 1% nach 20 h. Im Vergleich zur Hydrolyse des Testsubstrates 19 bei pH =
8.0 ohne Zusatz von ZnCl, (BL pH 8.0) ergibt sich eine Beschleunigung um den Faktor 10.

0751 &L pH 8.0
——=BL Zn
0,65 - —e— 153 (HKRGFQ)
—e— 157 (HKHLFQ)
c
=)
2 0,55 -
£
i
0,45 ~
0,35 A
0,25 T T T T T T T T T T
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
t/h
Ligand Steigung der Geraden

Blindwert ohne Metall (BL pH 8.00)
Blindwert ZnCl, (BL Zn)
153 (Code: HKRGFQ)
157 (Code: HKHLFQ)

0.0026 +/- 0.0001
0.0101 +/- 0.0005
0.0254 +/- 0.0010
0.0072 +/- 0.0004

Die Steigungen der Geraden hatten lineare Korrelationskoeffizienten r > 0.998.

Abb. 5.5.3: Photometrischer Aktivitétstest der Liganden 153 und 154

Die polymeren Liganden 153, 154, 155 und 156 wurden anschlieBend nochmals dem Berli-
nerblau Test unterworfen. Dazu wurden sie unter identischen Bedingungen (Zusatz des ent-
sprechenden Metallsalzes, gleicher pH-Wert, gleiche Temperatur und ausgiebiges Wa-
schen) wie im Screeningansatz mit dem Testsubstrat 35 umgesetzt und anschlieRend ent-

wickelt. Dabei zeigten alle Proben wieder ein positives Testergebnis (blaue Farbung).
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Der Ligand 157 wurde ebenfalls analog dem Kresylviolett Screeningverfahren nochmals un-
ter Zugabe von Zinkchlorid bei pH = 8.0 mit Bis(4-nitrophenyl)phosphat 19 umgesetzt. Nach
dem entsprechenden Waschen und der Zugabe von Kresylviolett 36 konnten keine intensiv
blau gefarbten Polymerkiigelchen gefunden werden. Es wiesen lediglich einige Polymerpar-

tikel eine schwach rosafarbene Farbung auf.

5.5.2 Europiumkatalysierte Hydrolyse des Bis(4-nitrophenyl)phosphor-
saurediesters 19 mit den aus den Screeningverfahren ermittelten

positiven Liganden

Da der Peptid-Code des mit Europiumchlorid positiven Liganden aus dem Screeningverfah-
ren nach kunstlichen Phosphorsaurediesterasen keine eindeutige Aminosauresequenz er-
geben hatte, wurden die positiven Liganden aus den Screeningansatzen ohne Metallsalzzu-
gabe bzw. den wenig aktivierenden Metallionen Zn** und Cu* firr die europiumkatalysierte
Hydrolyse des Testsubstrates Bis(4-nitrophenyl)phosphorséurediester 19 eingesetzt. Dazu
wurden die Liganden 153, 154, 155, 156 und 157 wieder in einer Konzentration von 1.00 x
10° M mit 2.50 x 10* M Europiumchlorid in MOPSO-Puffer (0.10 M, pH = 7.0) bei Raum-
temp. mit dem Testsubstrat Bis(4-nitrophenyl)phosphorsaurediester 19 (2.50 x 10° M) inku-
biert und die Zunahme der Extinktion photometrisch bei 405 nm tber 20 h verfolgt. Dabei fiel
der Ligand 157 auf, der die Hydrolyse des Phosphorsaurediesters 19 im Vergleich zum
Blindwert (Testsubstrat 19 zusammen mit Europiumchlorid) um den Faktor 4 bei pH = 7.0
steigerte. Die Umsatze des Bis(4-nitrophenyl)phosphorsaurediester 19 lagen dabei zwischen
5 und 10% nach 20 h. Im Vergleich zur Spaltung des Bis(4-nitrophenyl)phosphorsaure-
diesters 19 ohne Europiumchlorid bei neutralem pH-Wert und Raumtemp. ergibt sich eine
Steigerung um den Faktor 100.

Ligand Steigung der Geraden

Blindwert ohne Metall (BL pH 7.0) 0.0009 +/- 0.0001
Blindwert EuCl; (BL Eu) 0.0268 +/- 0.0020

153 (Code: HKRGFQ) 0.0469 +/- 0.0040

154 (Code: RRRGF) 0.0205 +/- 0.0020

155 (Code: RHRFQ) 0.0428 +/- 0.0040

156 (Code: RKRGFQ) 0.0486 +/- 0.0040

157 (Code: HKHLFQ) 0.1149 +/- 0.0100

Die Steigungen der Geraden hatten lineare Korrelationskoeffizienten r > 0.998.
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2,5
—BL Eu
2 —e— 154 (RRRGF)
—— 156 (RKRGFQ)
—— 153 (HKRGFQ)
S 15 - —+— 155 (RHRFQ)
> ' ——BLpH 7.0
c —=— 157 (HKHLFQ)
£ .
X |
0’5 | w
O T T T T T T T T T T T T T T T T

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
t/h

Abb. 5.5.4: Photometrischer Aktivitétstest der Liganden 153, 154, 155, 156 und 157 in der europium-
katalysierten Hydrolyse des Bis(4-nitrophenyl)phosphorséurediesters 19

PN
~NH

Q G b

J— o N NH

O HN \\<
NH
0
O HN OH

7 N\
N:

pzd

157 (Code: HKHLFQ)

Abb. 5.5.5: Aktiver Ligand 157 fiir die europiumkatalysierte Hydrolyse des Bis(4-nitrophenyl)phos-

phorséurediesters 19

Ergebnis

Von den flunf positiven Liganden aus den beiden Screeningverfahren bewirkten zwei tat-
sachlich eine Beschleunigung der Hydrolyse des Testsubstrates 19. Der Ligand 153 be-
schleunigte die zinkkatalysierte Hydrolyse des Phosphorsaurediesters 19 um den Faktor 2.5,

der Ligand 157 die europiumkatalysierte Variante um das Vierfache.
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5.6 Identifizierung der kleinsten aktiven Einheiten der Ligan-

den mit kinstlicher Phosphorséurediesterase-Aktivitat

Zielsetzung

Da es sich bei den beiden aktiven Liganden 153 und 157 um modular aufgebaute Molekile
handelt, die eine Reihe von funktionellen Gruppen besitzen, sollten Untersuchungen unter-
nommen werden, um die jeweils kleinsten aktiven Einheiten zu ermitteln, welche die Phos-

phorsaurediesterase-Aktivitat aufweisen.

5.6.1 Detaillierte Untersuchung des Liganden 157 fur die europiumkata-
lysierte Hydrolyse des Bis(4-nitrophenyl)phosphorséurediesters
19

5.6.1.1 Verkilrzung des Liganden 157 vom aminoterminalen Ende aus

Bei der Synthese des Liganden 157 wurde nach jeder Ankniipfung einer Aminosaure bzw.
des Olefins etwas Polymer entnommen. So konnten die folgenden vier Liganden 158, 159,
160 und 161 erhalten werden, die sich jeweils durch das Entfernen einer weiteren Aminosau-
re vom aminoterminalen Ende des Tripeptides bzw. des Olefins und in der Auslassung der

Dihydroxylierung vom urspriinglichen Liganden 157 unterschieden.

0] HN-: —
: NH- /\
Y S , ,
O HN-! OH Dihydroxylierung
HO
7\
N=
HisLysHis
\ J
Y
Olefin
157

Abb. 5.6.1: Urspriinglich aktiver Ligand 157 (Code: HKHLFQ) fiir die europiumkatalysierte Phosphor-

Séurediester-Hydrolyse
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. (PEG }-NH
")/—His—NHZ
o)

158 (Code: H)

Qe

—HisLys—NH,
0

159 (Code: HK)

. (PEG}—NH
‘_' —HisLysHis —NH,
0

160 (Code: HKH)

(PEG}—NH
)/-— HisLysHis —NH
o]

O

\

161 (Code: HKHLF)

/
\ N

Abb. 5.6.2: Vereinfachte Liganden 158, 159, 160 und 161

Diese vereinfachten Liganden 158, 159, 160 und 161 wurden in einer Konzentration von

1.00 x 10 M mit 2.50 x 10 M Europiumchlorid und dem Testsubstrat 19 (2.50 x 10 M) bei

Raumtemp. in MOPSO-Puffer (0.10 M, pH = 7.0) inkubiert und die Extinktion der Reaktions-

I6sung photometrisch bei 405 nm verfolgt.

Extinktion

2,5

1,5

—— 159 (HK)

—e— 160 (HKH)
—x—161 (HKHLF)
—+— 157 (HKHLFQ)
—=— 158 (H)
—BLEuU

5 6 7 8

t/h

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
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Ligand Steigung der Geraden
Blindwert EuCl; (BL Eu) 0.0271 +/- 0.0020
157 (Code: HKHLFQ) 0.1032 +/- 0.0100
158 (Code: H) 0.1129 +/- 0.0100
159 (Code: HK) 0.0758 +/- 0.0080
160 (Code: HKH) 0.1072 +/- 0.0100
161 (Code: HKHLF) 0.1300 +/- 0.0100

Die Steigungen der Geraden hatten lineare Korrelationskoeffizienten r > 0.996.

Abb. 5.6.3: Photometrischer Aktivitétstest der vereinfachten Liganden 158, 159, 160 und 161 sowie
des urspriinglichen Liganden 157 in der europiumkatalysierten Hydrolyse des Bis(4-

nitrophenyl)phosphorséurediesters 19

Wie aus Abbildung 5.6.3 ersichtlich ist, gentigt bereits ein an TentaGell immobilisiertes Hi-
stidin 158, um eine Beschleunigung um den Faktor 4 bei der europiumkatalysierten Spaltung
des Bis(4-nitrophenyl)phosphorsaurediesters 19 zu erzielen. Mit Ausnahme des Liganden
159 ergab sich fur die Ubrigen Liganden eine Schar von Geraden, bei denen die Steigungen
alle im Bereich von 0.11 +/- 0.02 liegen, was der Beschleunigung durch den intakten Ligan-
den 157 im ersten Screening entspricht. Weder die Anknuipfung weiterer Aminoséuren bzw.

des Olefins noch die Dihydroxylierung fuihrten zu einer weiteren Beschleunigung.

Amino-TentaGelO 77 und an Amino-TentaGeld immobilisiertes Lysin 162 bzw. Arginin 163
konnten die Beschleunigung des Liganden 158 in der europiumkatalysierten Hydrolyse des
Bis(4-nitrophenyl)phosphorsaurediesters 19 im photometrischen Aktivitatstest nicht errei-

chen.

NH H,N
2 2 >:NH
HN
‘ - H . NH
O NH, \
O NH,
77 162 (Code: K) 163 (Code: R)

Abb. 5.6.4: Amino-TentaGel[J 77 und immobilisiertes Lysin162 sowie Arginin 163
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2,5
—BLEU
163 (R)
21 |—e162(K)

- 158 (H)
—— 77

Extinktion

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

t/h
Ligand Steigung der Geraden
Blindwert EuCl; (BL Eu) 0.0268 +/- 0.0020
Amino-TentaGell 77 0.0598 +/- 0.0060
162 (Code: K) 0.0436 +/- 0.0040
163 (Code: R) 0.0327 +/- 0.0030
158 (Code: H) 0.1150 +/- 0.0100

Die Steigungen der Geraden hatten lineare Korrelationskoeffizienten r > 0.998.

Abb. 5.6.5: Photometrischer Aktivitétstest der Liganden 158, 162, 163 und 77 in der europiumkataly-

sierten Hydrolyse des Bis(4-nitrophenyl)phosphorséurediesters 19

5.6.2 Detaillierte Untersuchung des Liganden 153 fur die zinkkatalysier-

te Hydrolyse von Bis(4-nitrophenyl)phosphorsaurediester 19

5.6.2.1 Verkirzung des Liganden 153 vom aminoterminalen Ende aus

Zunachst wurde bei der Synthese des Liganden 153 wieder nach jeder Anknlpfung einer
Aminosaure bzw. des Olefins etwas Polymer enthommen. Die somit erhaltenen vier Ligan-
den 158, 159, 167 und 168 unterschieden sich damit jeweils durch das Fehlen einer weite-
ren Aminosaure bzw. des Olefins vom aminoterminalen Ende des Tripeptides und in der

Auslassung der Dihydroxylierung vom ursprtinglichen Liganden 153.
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N‘H/ N /\
Y N , ,
O HN- OH Dihydroxylierung
H2N ! F
HO
F F
HisLysArg = =
\ J
Y

Olefin
153

Abb. 5.6.6: Urspriinglich aktiver Ligand 153 (Code: HKRGFQ) fiir die zinkkatalysierte Phosphorséu-
rediester-Hydrolyse

® N ® NH
—His—NH,
(@)

—HisLys—NH,
o}

158 (Code: H) 159 (Code: HK)

NH . NH

)— HisLysArg—NH, }/-— HisLysArg—NH
o} o \
o F

F F

167 (Code: HKR) 168 (Code: HKRGF)

Abb. 5.6.7: Vereinfachte Liganden 158, 159, 167 und 168

Diese vereinfachten Liganden 158, 159, 167 und 168 wurden in einer Konzentration von
1.00 x 10° M mit 5.00 x 10* M Zinkchlorid und dem Testsubstrat 19 (5.00 x 10° M) bei
Raumtemp. in EPPS-Puffer (0.10 M, pH = 8.0) inkubiert und die Extinktion der Reaktionslo-
sung bei 405 nm verfolgt.
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0,8
—— 159 (HK)
—%—167 (HKR)
0,7 { |—— 168 (HKRGF) v
—e— 153 (HKRGFQ) //
—=—158 (H) =
0,6 { —BL2zn "
c ==
S "
X 05 =
£ 7
5 _ =
04 - / B
&—
0,3 -
0,2 T T T T T T T T T T T T T T T

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
t/h

4 5 6 7 8 9

Ligand Steigung der Geraden

0.0100 +/- 0.0005
0.0029 +/- 0.0002

Blindwert ZnCl, (BL Zn)
158 (Code: H)

159 (Code: HK)
167 (Code: HKR)
168 (Code: HKRGF)
153 (Code: HKRGFQ)

0.0055 +/- 0.0003
0.0116 +/- 0.0005
0.0254 +/- 0.0010
0.0251 +/- 0.0010

Die Steigungen der Geraden hatten lineare Korrelationskoeffizienten r > 0.998.

Abb. 5.6.8: Photometrischer Aktivitédtstest der vereinfachten Liganden 158, 159, 167 und 168 sowie
des urspriinglichen Liganden 153 in der zinkkatalysierten Hydrolyse des Bis(4-nitrophe-

nyl)phosphorséurediesters 19

Wie Abbildung 5.6.8 zeigt, kann auf die Dihydroxylierung verzichtet werden, um eine Be-
schleunigung der zinkkatalysierten Hydrolyse des Bis(4-nitrophenyl)phosphorsaurediesters
19 um den Faktor 2.5 zu erreichen. Allerdings mussen alle vier Bausteine im Liganden ent-

halten sein.
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5.6.2.2 Verkirzung des Liganden 168 vom carboxyterminalen Ende aus

Es wurden weitere vereinfachte Olefinliganden an TentaGell synthetisiert, indem vom car-
boxyterminalen Ende des Tripeptides jeweils eine weitere Aminosdure entfernt wurde. Die
erhaltenen Liganden 169, 170 und 171 wurden danach wieder in einer Konzentration von
1.00 x 10® M mit 5.00 x 10* M Zinkchlorid und dem Testsubstrat 19 (5.00 x 10° M) bei
Raumtemp. in EPPS-Puffer (0.10 M, pH = 8.0) inkubiert und die Extinktion der Reaktionslo-
sung photometrisch bei 405 nm verfolgt.

o)
— F
F F
HisLysArg F =
N J
Y
Olefin

168
Abb. 5.6.9:  Vereinfachter aktiver Ligand 168 (Code: HKRGF) fiir die zinkkatalysierte Phosphorséu-

rediester-Hydrolyse

PEGFNH R F NH
(PEC J—Arlg—NH R F
0

F F
F F
169 (Code: GF) 170 (Code: RGF)

. PEG [—NH
/>—|_ysArg—NH R F
o}

F F

Abb. 5.6.10: Verkiirzte Liganden 169, 170 und 171 171 (Code: KRGF)
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0,8
——BL2Zn
0,7 1 | ——169 (GF)
—— 170 (RGF)
k> —=— 168 (HKRGF)
c
X 05 1
0,4 -
0,3 T T T T T T T T T T T T T T T
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
t/h
Ligand Steigung der Geraden
Blindwert ZnCl, (BL Zn) 0.0101 +/- 0.0005
169 (Code: GF) 0.0091 +/- 0.0005
170 (Code: RGF) 0.0100 +/- 0.0005
171 (Code: KRGF) 0.0108 +/- 0.0005
168 (Code: HKRGF) 0.0257 +/- 0.0010

Die Steigungen der Geraden hatten lineare Korrelationskoeffizienten r > 0.998.

Abb. 5.6.11: Photometrischer Aktivitdtstest der weiter vereinfachten Liganden 169, 170 und 171 in
der zinkkatalysierten Hydrolyse des Bis(4-nitrophenyl)phosphorsédurediesters 19

Auch hier zeigte sich, dal3 alle vier Bausteine fir eine Aktivitat des Liganden in der zinkkata-

lysierten Hydrolyse des Bis(4-nitrophenyl)phosphorséaurediesters 19 essentiell sind.

5.6.2.3 Variation des Liganden 168 zwischen dem Histidin- und dem Pen-

tafluorphenylrest

Um die Frage zu beantworten, ob tatséchlich alle vier Bausteine flir die Phosphorsauredi-
esterase-Aktivitat notig sind oder ob es lediglich der Verkniipfung des Pentafluorphenylres-
tes mit dem Histidin Gber eine Aminoséure oder eine Dipeptidbriicke bedarf, wurden weitere

vereinfachte Liganden an TentaGelO synthetisiert und deren Phosphorsdurediesterase-

Aktivitat photometrisch bestimmit.
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5.6.2.3.1 Variation durch Deletion

Es wurden drei Liganden 172, 173 und 174 synthetisiert, die im Vergleich zum aktiven Ole-

finliganden 168 zwischen dem Pentafluorphenylrest und dem Histidin eine oder zwei Ami-

nosauren weniger aufwiesen.

Deren Aktivitat wurde anschlieRend bei einer Ligandenkonzentration von 1.00 x 10° M mit
5.00 x 10” M Zinkchlorid und dem Testsubstrat 19 (5.00 x 10 M) bei Raumtemp. in EPPS-
Puffer (0.10 M, pH = 8.0) photometrisch bei 405 nm verfolgt.

® A
His—NH K F

(@]
F F

172 (Code: HGF)

. -PEG NH
%HisLys—NH = F
aw s
o) F
F F

173 (Code: HKGF)

Abb. 5.6.12: Durch Deletion variierte Liganden
172,173 und 174

‘ (PEG -NH
u}insArg—NH FE F

(@)

F F

174 (Code: HRGF)

Ligand

Steigung der Geraden

Blindwert ZnCl, (BL Zn)
172 (Code: HGF)
173 (Code: HKGF)
174 (Code: HRGF)
168 (Code: HKRGF)

0.0100 +/- 0.0005
0.0050 +/- 0.0002
0.0066 +/- 0.0003
0.0092 +/- 0.0005
0.0254 +/- 0.0010

Die Steigungen der Geraden hatten lineare Korrelationskoeffizienten r > 0.998.
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—%— 173 (HKGF)
06 | 174 (HRGR)
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Abb. 5.6.13: Photometrischer Aktivitdtstest der weiter vereinfachten Liganden 172, 173 und 174 in
der zinkkatalysierten Hydrolyse des Bis(4-nitrophenyl)phosphorsdurediesters 19

Es zeigte sich, dal} keiner der weiter vereinfachten Liganden 172, 173 oder 174 die Aktivitat
des Liganden 168 in der zinkkatalysierten Hydrolyse des Bis(4-nitrophenyl)phosphorséauredi-

esters 19 erreichte.

56.2.3.2 Variation durch Substitution mit Alanin

Zusatzlich wurden drei weitere Liganden 175, 176 und 177 synthetisiert, die im Vergleich
zum aktiven Olefinliganden 168 zwischen dem Pentafluorphenylrest und dem Histidin Alanin-
reste anstelle der Lysin- bzw. Arginin-Reste enthielten. Auch deren Aktivitat wurde wieder
bei einer Konzentration von 1.00 x 10° M zusammen mit 5.00 x 10 M Zinkchlorid und dem
Testsubstrat 19 (5.00 x 10 M) bei Raumtemp. in EPPS-Puffer (0.10 M, pH = 8.0) photome-
trisch bei 405 nm verfolgt.
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(PEG }-NH
}7 HisAlaArg —NH R F
o

F F

175 (Code: HARGF)

(P (FEc) e

)/—HisLysAIa—NH R F
0

176 (Code: HKAGF)

Abb. 5.6.14: Durch Substitution variierte Liganden
175,176 und 177

. -PEG NH
‘_' />—HisA|aAIa —NH = F
o}

OWQF

F F

177 (Code: HAAGF)

0,8
——BL Zn
0,7 | |—e—176 (HKAGF)
—%— 175 (HARGF)
_ 0,6 | |——177 (HAAGF)
o —=— 168 (HKRGF)
E 0,5 - —
< =
—
W4 o
0,3
0,2 T T T T T T T T T T T T T T T T

4 5 6 7 8 9

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

t/h

Ligand

Steigung der Geraden

Blindwert ZnCl, (BL Zn)
175 (Code: HARGF)
176 (Code: HKAGF)
177 (Code: HAAGF)
168 (Code: HKRGF)

0.0100 +/- 0.0005
0.0125 +/- 0.0005
0.0109 +/- 0.0005
0.0054 +/- 0.0002
0.0254 +/- 0.0010

Die Steigungen der Geraden hatten lineare Korrelationskoeffizienten r > 0.998.

Abb. 5.6.15: Photometrischer Aktivitdtstest der weiter vereinfachten Liganden 175, 176 und 177 in

der zinkkatalysierten Hydrolyse des Bis(4-nitrophenyl)phosphorsdurediesters 19
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Die Liganden 175, 176 und 177 zeigten ebenfalls keine Beschleunigung in der zinkkataly-

sierten Hydrolyse des Bis(4-nitrophenyl)phosphorsaurediesters 19.

5.6.3 Hydrolyse des Bis(4-nitrophenyl)phosphorsaurediesters 19 in ho-

mogener Phase

5.6.3.1 Europiumkatalysierte Hydrolyse des Bis(4-nitrophenyl)phosphor-

saurediesters 19 in homogener Phase

56.3.1.1 Europiumkatalysierte Hydrolyse des Bis(4-nitrophenyl)phosphor-
saurediesters 19 in homogener Phase mit Histidin und Histidin-

amid

Es wurde untersucht, ob Histidin 164 bzw. Histidinamid 165 auch in Lésung zu einer Be-
schleunigung der Phosphorsaurediester-Hydrolyse fiihrt. Dazu wurden jeweils 1.00 x 10° M
Histidin 164 bzw. Histidinamid 165 mit 2.50 x 10* M Europiumchlorid und dem Testsubstrat
19 (2.50 x 10° M) bei Raumtemp. in MOPSO-Puffer (0.10 M, pH = 7.0) inkubiert und die

Extinktion der Reaktionsldsung bei 405 nm verfolgt.

N
NZ NH N//\NH N//\NH
\:_< = =
— H,N H,N
o} NH, o) o)
158 164 165

Abb. 5.6.16: Aktiver Ligand 158 und vom Polymer befreite Liganden

Ligand Steigung der Geraden
Blindwert EuCl; (BL Eu) 0.0271 +/- 0.0020
158 (Code: H) 0.1148 +/- 0.0100
164 0.0401 +/- 0.0040
165 0.0398 +/- 0.0040

Die Steigungen der Geraden hatten lineare Korrelationskoeffizienten r > 0.998.
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Extinktion

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
t/h

Abb. 5.6.17: Photometrischer Aktivitétstest von geléstem Histidin 164 und Histidinamid 165 in der eu-

ropiumkatalysierten Hydrolyse des Bis(4-nitrophenyl)phosphorséurediesters 19

Es zeigte sich, daR gelostes Histidin 164 bzw. Histidinamid 165 zwar die europiumkataly-
sierte Hydrolyse des Bis(4-nitrophenyl)phosphorsaurediesters 19 beschleunigt, dabei aber

nicht den Wert des an TentaGelO gebundenen Histidins 158 erreicht.

5.6.3.1.2 Europiumkatalysierte Hydrolyse des Bis(4-nitrophenyl)phosphor-
saurediesters 19 in homogener Phase mit an Polyethylenglycolmo-

nomethylester immobilisiertem Histidin

Es wurde untersucht, ob an Polyethylenglycolmonomethylether immobilisiertes Histidin 166
in Losung zu einer Beschleunigung der Phosphorsaurediester-Hydrolyse fuhrt. Dazu wurden
jeweils 1.00 x 10 M an Polyethylenglycolmonomethylether immobilisiertes Histidin 166 mit
2.50 x 10" M Europiumchlorid und dem Testsubstrat 19 (2.50 x 10° M) bei Raumtemp. in
MOPSO-Puffer (0.10 M, pH = 7.0) inkubiert und die Extinktion der Reaktionsldsung bei 405

nm verfolgt.
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N
OﬁNHZ H3C/01\/\O7;\/NKNH2

158 166
Abb. 5.6.18: Aktiver Ligand 158 und vom Polymer befreiter Ligand 166

2,5
—BLEuU
| |=—158(H)
2 —+— 166
S 15
=
£
51
0,5
0 I I I I I I I I I I I I I I I I
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
t/h
Ligand Steigung der Geraden
Blindwert EuCl; (BL Eu) 0.0268 +/- 0.0020
166 0.0277 +/- 0.0020
158 (Code: H) 0.1149 +/- 0.0020

Die Steigungen der Geraden hatten lineare Korrelationskoeffizienten r > 0.998.

Abb. 5.6.19: Photometrischer Aktivitétstest von 158 und 166 in der europiumkatalysierten Hydrolyse

des Bis(4-nitrophenyl)phosphorséurediesters 19

Dabei konnte keine Beschleunigung der Phosphorsaurediester-Hydrolyse durch das an Po-

lyethylenglycol immobilisierte Histidin 166 beobachtet werden.
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5.6.3.2 Zinkkatalysierte Hydrolyse des Bis(4-nitrophenyl)phosphorsaure-

diesters 19 in homogener Phase

Der vom polymeren Trager abgespaltene Ligand 178 (unabhangige Synthese) wurde in ei-
ner Konzentration von 1.00 x 10° M mit 5.00 x 10 M Zinkchlorid und dem Testsubstrat 19
(5.00 x 10 M) bei Raumtemp. in EPPS-Puffer (0.10 M, pH = 8.0) inkubiert und die Extinkti-

on der Reaktionslésung bei 405 nm verfolgt.

N
N” NH H,N

\\Q —=NH

HO ) HN
2 N 0 {
NH

O HN
0
— O HN
H,N = F
F F
F F
178

Abb. 5.6.20: Vom Polymer abgespaltener Ligand 178

0,8
—=— 168 (HKRGF)
07| |—BLZn
’ —e—178

S 06 -
<
£
X 05 -

0,4 -

0,3 T T T T T T T T T T T T T T T

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
t/h
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Ligand Steigung der Geraden
Blindwert ZnCl, (BL Zn) 0.0101 +/- 0.0005
178 0.0081 +/- 0.0004
168 (Code: HKRGF) 0.0257 +/- 0.0010

Die Steigungen der Geraden hatten lineare Korrelationskoeffizienten r > 0.998.

Abb.5.6.21: Photometrischer Aktivitétstest des abgespaltenen Liganden 178 in der zinkkatalysierten
Hydrolyse des Bis(4-nitrophenyl)phosphorséurediesters 19

Auch hier zeigte sich, daf die polymere Matrix fur eine Aktivitat des Liganden 168 essentiell

ist.

Ergebnis

Durch systematische Variation der mit den Screeningverfahren gefundenen Liganden konn-
ten jeweils deren kleinste aktive Einheiten identifiziert werden. Die kleinste aktive Einheit des
urspringlichen Liganden 157 in der europiumkatalysierten Hydrolyse des Phosphorséaure-
diesters 19 ist demnach an TentaGeld immobilisiertes Histidin 158, wahrend der aktive Li-

gand 168 fur die zinkkatalysierte Reaktion alle vier Bausteine bendtigt.

5.7 Fluoreszenz-Reporter fir Phosphorsaurediesterase-Akti-

vitat
Zielsetzung

Es sollte eine auf Fluoreszenz basierende Detektionsmethode fir Substanzen mit Phos-

phorséurediesterase-Aktivitat entwickelt und auf ihre Funktion hin Gberpruft werden.

5.7.1 Synthese der Fluoreszenz-Reporter 40 und 41 fir Phosphorsaure-

diesterase-Aktivitat

Ausgehend von 1-Naphthol 37 und 2-Naphthol 38 wurden mit Phosphorylchlorid und Pyridin
in Benzol die entsprechenden Naphthalinyl-phosphorodichloridate (71% 42 bzw. 77% 43)
synthetisiert und diese weiter mit 4-Hydroxyazobenzol 39 und Pyridin in Toluol zu den beiden
Zielverbindungen umgesetzt (54% 40 bzw. 35% 41).
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OH
oYM
37 38
POCI3, Pyridin,
Benzol, 80 °C,
45 min
e ci
B\ —p=
o Cl—P=0
S9)
42, 71% 43, 77%
4-Hydroxyazobenzol 39,
Pyridin, Toluol,
80°C,4h
N=N N=N
g g
0-P-0 0-P-0
Sok )
40, 54% O 41, 35%
Abb. 5.7.1: Synthese der Fluoreszenz-Reporter 40 und 41
5.7.2 Fluoreszenzspektroskopische Untersuchung der Hydrolyse der

Fluoreszenz-Reporter 40 und 41 durch verschiedene Phosphor-

saurediesterasen

5.7.2.1 Hydrolyse des Fluoreszenz-Reporters 40

Zu einer 5.00 x 10”°> M Lésung von 40 in AMPSO-Puffer (0.10 M, pH = 8.8) wurden bei 37 °C
in einer Kiivette 0.05 u Phosphorsaurediesterase | (crotalus atrox venom) zugegeben und

die Spaltung von 40 fluoreszenzspektroskopisch verfolgt (Aex. = 290 nm).
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Abb. 5.7.2: Fluoreszenzspektren einer 5.00 x 10° M Lésung von 40 in AMPSO-Puffer (0.10 M, pH =
8.8); A: Ohne Zusatz des Enzyms; B: Nach Zusatz von 0.05 u Phosphorséurediesterase |
(crotalus atrox venom),; C: 30 min nach Enzymzugabe; D: 360 min nach Enzymzugabe; E:
240 min nach Enzymzugabe; F: Vergleich: 5.00 x 10° M 1-Naphthylphosphat 179 + 5.00 x
10° M 4-Hydroxyazobenzol 39

Abbildung 5.7.2 zeigt, dal3 die Fluoreszenzintensitat der Reaktionsldsung sofort anzusteigen
begann und daRR die Form des Fluoreszenzspektrums der einer aquimolaren Kontrollmi-
schung aus 1-Naphthylphosphat und 4-Hydroxyazobenzol (jeweils 5.00 x 10 M) entsprach.
Jedoch wurde die Intensitéat der Kontrollmischung durch die enzymkatalysierte Spaltung von
40 nicht erreicht; nach etwa vier Stunden nahm die Fluoreszenzintensitat wieder ab. Durch
HPLC-Analyse konnte nachgewiesen werden, daf} das primar gebildete 1-Naphthylphosphat
179 weiter zu 1-Naphthol 37 abgebaut wurde.

Wurde Phosphorsaurediesterase | aus Rinderdarmmucosa als hydrolytisches Enzym einge-
setzt, so konnte in der nicht fluoreszierenden Lésung HPLC-analytisch kein 1-Naphthyl-
phosphat 179 nachgewiesen werden. Durch die im Vergleich zu der Phosphorsaurediestera-
se | aus crotalus atrox venom erhdhte Phosphatase-Aktivitat dieses Enzyms konnte die di-
rekte Dephosphorylierung von 1-Naphthylphosphat 179 zu 1-Naphthol 37 per HPLC verfolgt

werden.
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5.7.2.2 Hydrolyse des Fluoreszenz-Reporters 41

Zu einer 5.00 x 10° M L6sung von 41 in AMPSO-Puffer (0.10 M, pH = 8.8) wurden bei 37 °C
in einer Kivette 0.05 u Phosphorsaurediesterase | aus Rinderdarmmucosa zugegeben und

die Spaltung von 41 fluoreszenzspektroskopisch verfolgt (Aex. = 326 NM, Aei. = 357 nm).

Die Fluoreszenzintensitat stieg dabei nhach der Enzymzugabe wieder stark an und erreichte
nach etwa einer Stunde einen stabilen Endwert. Die Anfangsgeschwindigkeiten waren dabei

proportional zu der Enzymkonzentration.
30 T

25

| rel.

20 T

15 +

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500

t/s

Abb.5.7.3: Verlauf der Fluoreszenzintensitét bei der Hydrolyse von 5.00 x 10° M 41 durch 0.05 u
Phosphorséurediesterase | aus Rinderdarmmucosa in AMPSO-Puffer (0.10 M, pH = 8.8)
bei 37 °C (A o =326 nm, A o =357 nm)

Die Intensitat der Reaktionsldsung erreichte dabei den Wert einer aquimolaren Kontrollmi-
schung aus 2-Naphthol 38 und 4-Hydroxyazobenzol 39 (jeweils 5.00 x 10 M). Die Spaltung
des Phosphorsaurediesters 41 konnte dabei durch die mindestens tausendfache Zunahme
der Fluoreszenzintensitat der Reaktionslésung detektiert werden. Durch HPLC-Analytik
konnten auch hier die Spaltungsprodukte 2-Naphthol 38 und 4-Hydroxyazobenzol 39 nach-
gewiesen werden. Neben der fluoreszenzspektroskopischen Verfolgung der Spaltung von 40
und 41 bietet sich auch die absorptionsspektroskopische Detektion an, da das freigesetzte
4-Hydroxyazophenolat ein Absorptionsmaximum bei Ay.x = 421 nm besitzt, was die Reakti-

onslosung gelb farbt.
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Abb. 5.7.4: Fluoreszenzspektren einer 5.00 x 10°M Lésung von 41 in AMPSO-Puffer (0.10 M, pH =
8.8); A: Ohne Zusatz des Enzyms; B: 40 min nach Zugabe von 0.05 u Phosphorséuredi-
esterase | (Rinderdarmmucosa); C: 4 h nach Enzymzugabe (Ende der Reaktion); D: Ver-
gleich: 5.00 x 10° M 2-Naphthol 38 + 5.00 x 10° M 4-Hydroxyazobenzol 39

Ergebnis

Mit den beiden Phosphorsaurediestern 40 und 41 konnten zwei sehr empfindliche Fluores-
zenz-Reporter fir Phosphorsaurediesterase-Aktivitat synthetisiert und ihr Nutzen gezeigt
werden. Beide Verbindungen fluoreszieren wegen intramolekularer Fluoreszenzléschung
praktisch nicht, beginnen aber bei Spaltung der Phosphorsaurediesterbindung stark zu fluo-
reszieren, was mit dem Testsubstrat 41 zu einem mindestens tausendfachen Anstieg der

Fluoreszenzintensitat fuhrt.
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6 Diskussion und Ausblick

Fur die kombinatorische Synthese von neuen kiinstlichen Phosphorsaurediesterasen wurden
in dieser Arbeit Probleme der Festphasensynthese, der Synthese zweier Hydroxyliganden-
Bibliotheken und deren Codierung mit Peptid-Codes, des on bead Screenings nach kataly-
tisch aktiven Liganden in einer Verbindungsbibliothek bearbeitet sowie eine detaillierte Ana-
lyse der identifizierten aktiven Liganden durchgefiihrt. Zusatzlich wurden zwei Fluoreszenz-
Reporter fir Phosphorsaurediesterase-Aktivitat synthetisiert und auf ihre Funktion hin Uber-

pruft.

6.1 Katalytische asymmetrische Dihydroxylierung von fest-

phasengebundenen Olefinen

Die katalytische asymmetrische Dihydroxylierung konnte auf festphasenimmobilisierte Olefi-
ne Ubertragen werden. Dabei war die Wahl des Lésungsmittels entscheidend fur den Erfolg
der Reaktion, wenn das hydrophobe Wang-Harz als fester Trager und Ks[Fe(CN)¢] als termi-
nales Oxidationsmittel verwendet wurden: Lediglich mit einem Gemisch aus THF : Wasser
(1:1) konnte ein Umsatz erzielt werden. In diesem Lésungsmittelgemisch quillt der polymere
Trager ausreichend, um die Diffusion der fir die Reaktion nétigen polaren Reagenzien an

die olefinischen Substrate zu erlauben.

Han und Janda® berichteten ebenfalls, daf mit K3[Fe(CN)e] als terminalem Oxidationsmittel
kein Umsatz bei der Dihydroxylierung von an Wang-Harz gebundenen Olefinen erreicht wer-
den kann, wenn die Standard-Vorschrift nach Sharpless[64] angewandt wird. Das Lésungs-
mittel ist dabei ein Gemisch aus tert.-Butanol : Wasser (1:1). Die Autoren muf3ten deshalb
N-Methylmorpholin-N-oxid (NMO) als terminales Oxidationsmittel in einem Aceton-Wasser-

Gemisch verwenden.

Die erhaltenen Ausbeuten der Dihydroxylierungsprodukte an der Festphase sowie die er-
Zielten Enantiomereniiberschiisse mit den in dieser Arbeit verwendeten exemplarischen
Olefinen zeigen, daf} die katalytische Dihydroxylierung zum Aufbau von kombinatorischen
Verbindungsbibliotheken von Diolen an festen Tragern lediglich racemisch generell einge-
setzt werden kann. Die Ausbeuten der isolierten Dihydroxylierungsprodukte waren befriedi-
gend (41% fir 66) bis quantitativ (96% fir 67), wobei auf eine Optimierung beztiglich einer

Ausbeutesteigerung im Falle von 66 verzichtet wurde. Hier lie3e sich die weitere Oxidation
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der Dihydroxylierungsprodukte zu den entsprechenden Benzaldehydderivaten durch eine
verkilrzte Reaktionsdauer unterdriicken.

Die erzielten Enantioselektivitaten sind bei den Dihydroxylierungen an fester Phase geringer
als bei den Ansétzen in Losung. Der Vergleich der Retentionszeiten der jeweils im Uber-
schull gebildeten enantiomeren Dihydroxylierungsprodukte ergab, daf3 bei der asymmetri-
schen Dihydroxylierung an den festen Tragern das gleiche Enantiomer wie bei der Reaktion
in Losung entsteht; es findet keine Umkehr der Enantioselektivitat statt.

Substrate, die in Losung nahezu enantiomerenrein dihydroxyliert werden kénnen (>99% ee
im Falle des Stilbensubstrates 54), lassen sich auch an der Festphase mit sehr hohen Enan-
tiomerenuberschussen dihydroxylieren (97% ee). Im Falle des 10-Undecen-1-ols 55, das
sich in Losung nur noch mit guten Enantiomereniberschiussen dihydroxylieren laft (88%
ee), nimmt die Selektivitat an der festen Phase weiter ab (maximal 45% ee), und bei dem
Eugenol-Substrat 56, das schon in Lésung nur schlechte Enantiomerenlberschisse liefert
(32% ee), bricht die Enantioselektivitdt der Dihydroxylierung an der festen Phase zusam-
men, und man erhalt nur racemisches Produkt.

Somit eignen sich nur Olefine aus der ersten Gruppe ((E)-Stilbene, (E)-Zimtsaurederivate'®®)
fur eine kombinatorische Festphasensynthese von stark enantiomerenangereicherten Po-

lyolen durch repetitive Olefinierung/Dihydroxylierung.

100 66 O

ee/% |
an
fester
Phase 60 -
40
67 O
20 -
68
O I O I I I 1

0 20 40 60 80 100

ee/% in flissiger Phase

Abb. 6.1.1:  Enantioselektivititen der asymmetrischen Dihydroxylierung in Lésung und an fester
Phase
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Abb. 6.1.2:  Vom Polymer abgespaltene Produkte der katalytischen asymmetrischen Dihydroxylie-

rung an fester Phase

Die Aufnahme hochaufgeldster homo- und heteronuclearer MAS-NMR-Spektren erlaubte die
Bestimmung des Enantiomereniberschusses fir die asymmetrische Dihydroxylierung von
polymergebundener 10-Undecensaure 51, ohne das Reaktionsprodukt von der Festphase
abzuspalten. Dies stellt eine wesentliche Vereinfachung der Analytik einer enantioselektiven
Umsetzung an einem festen Trager dar, da das enantiomerenangereicherte Dihydroxylie-
rungsprodukt 63 lediglich mit einer enantiomerenreinen Mosher-Saure 34 in das Gemisch
der festphasengebundenen diastereomeren Bis-Mosher-Ester 69 und 70 Uberflhrt werden
mufRte. Die Integration entsprechender *C-Signale ergab einen Enantiomereniiberschuf?
des Dihydroxylierungsproduktes, der innerhalb eines Fehlers von weniger als einem Prozent
den gleichen Wert ergab wie die wesentlich aufwendigere Abspaltung und Derivatisierung
des Produktes sowie dessen Analyse per chiraler HPLC. Unter der Voraussetzung, Uber die
apparativen Mdglichkeiten zu verfligen, werden hochaufgeléste MAS-NMR-Spektren sicher-
lich in Zukunft zur Routineanalytik von Umsetzungen an festen Phasen verwendet werden,

wie dies bereits in der Pharmaindustrie der Fall ist.** "

O_@jOQjoj %—?%o—%

69 70

Abb. 6.1.3: Diastereomere Bis-Mosher-Ester 69 und 70
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6.2 Kombinatorische Synthese von kinstlichen Phosphor-

saurediesterasen

6.2.1 Synthese von zwei mit Peptiden codierten Hydroxyliganden-Biblio-

theken an Amino-TentaGel

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, daf3 alle Reaktionen, die zum Aufbau zweier Bi-
bliotheken von dihydroxylierten Liganden nach der Split-Mix-Synthese nétig waren, mit der
Codierung durch Peptide kompatibel sind. Dabei handelte es sich neben Peptidkupplungen
um  Wittig-Reaktionen und die katalytische asymmetrische Dihydroxylierung mit

K,0s0,(0OH), und Kaliumhexacyanoferrat (Ill) als terminalem Oxidationsmittel.

Ligand
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Abb. 6.2.1: Konzeptioneller Aufbau der Ligandenbibliotheken

Aus beiden Bibliotheken konnten nach der Synthese und vor dem anschlieRenden Scree-
ning eindeutige Aminosauresequenzen der Peptid-Codes von einzelnen Polymerkigelchen

erhalten werden.

Beim Aufbau der Olefineinheiten der Liganden durch Wittig-Reaktionen zeigte sich, dal3 die-
se Variante der Einfihrung der Substrate fir die Dihydroxylierung mit stark schwankenden
Ausbeuten verlief. Dies berichtete bereits Scanlan’™ von Wittig-Olefinierungen an Polystyrol-

Harz als polymerem Trager; die Verwendung von Amino-TentaGelll &nderte an diesem
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Sachverhalt nichts. An Polyethylenglycolmonomethylether konnte eine Olefinierung nach
Wittig mit Methyltriphenylphosphoniumbromid NMR-spektroskopisch mit quantitativem Um-
satz nachgewiesen werden. Wahrend der Synthese der Bibliothek 108 zeigte sich allerdings,
daR Wittig-Reaktionen mit Aminoethyltriphenylphosphoniumbromid nur mit sehr schlechten
Ausbeuten abliefen (13%).

In der Bibliothek 108, bei der die Olefineinheiten durch Wittig-Reaktionen aufgebaut werden
sollten, lie3en sich im Screeningverfahren demnach auch keine kinstlichen Phosphorséaure-

diesterasen identifizieren.

Aufgrund der stark schwankenden Ausbeuten der Olefinierung nach Wittig in den Liganden
der Bibliothek 108 wurden in der Bibliothek 128 die Substrate fiir die Dihydroxylierung durch
AnknUpfung einer olefinischen Carbonsaure im Sinne einer Peptidkupplung an das amino-
terminale Ende der Peptideinheiten in den Liganden eingeflihrt. Dies gelang laut Kaiser-Test
in quantitativer Weise, womit die Grundlage flur potentielle Liganden mit kiinstlicher Phos-
phorséurediesterase-Aktivitat gelegt war.

Aus dieser Bibliothek konnten dann schlieBlich auch in den Screeningverfahren positive Li-

ganden isoliert werden.

Es zeigte sich, dal3 es fur die mehrstufige kombinatorische Synthese von Verbindungsbi-
bliotheken unerlatlich ist, Reaktionen einzusetzen, die jeweils mit nahezu quantitativen Aus-
beuten ablaufen, da es - bedingt durch die Festphasensynthese - keine Mdglichkeit gibt, das
gewilnschte Produkt von Nebenprodukten abzutrennen.

Es verwundert deshalb nicht, daf3 es sich bei den bisher publizierten Verbindungsbibliothe-
ken, die zur Katalysatorsuche aufgebaut wurden, meist um von Peptiden abgeleitete Sub-
stanzen handelt, bei denen lediglich eine nichtpeptidische Komponente eingebaut wurde
(Phosphineinheiten bei Gilbertson’” oder auch Schiff-Basen bei Hoveyda® *%).

Im Gegensatz zu der hier vorgestellten Arbeit handelte es sich bei den bisher veréffentlich-
ten Anséatzen meist um Substanzbibliotheken, die durch Parallelsynthesen hergestellt wur-
den. In diesen Féllen ist eine Reaktion mit geringerer Ausbeute noch eher zu tolerieren als
bei der hier verwendeten Split-Mix-Synthese, da gréRere Mengen der Liganden zu Verfu-
gung stehen.

In dieser Arbeit erfolgte das anschlieRende Screening dagegen an einzelnen Polymerkiigel-
chen, die bei jeweils quantitativer Ausbeute der einzelnen Reaktionsschritte tUber eine Stoff-
menge des Liganden von nur etwa 270 pmol verfligten. Werden bei diesem Ansatz Reaktio-
nen verwendet, die mit schlechten Ausbeuten ablaufen (z. B. Wittig-Reaktionen), so kann

leicht die Nachweisgrenze der Screeningverfahren unterschritten werden, was dazu fuhrt,
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daf’ keine Vertreter aus der Bibliothek mit den gewlinschten Eigenschaften gefunden wer-
den, wie dies bei der Bibliothek 108 der Fall war.

Far den kombinatorischen Chemiker stellt sich somit weiterhin die Aufgabe, entweder Reak-
tionen mit quantitativen Ausbeuten an die feste Phase zu Ubertragen oder die bisher imple-

mentierten Umsetzungen kreativ zum Aufbau komplexer Substanzbibliotheken zu nutzen.

6.2.2 Screening der beiden codierten Hydroxyliganden-Bibliotheken

nach kinstlichen Phosphorsaurediesterasen

6.2.2.1 Screening der Bibliothek 108 in Mikrotitrationsplatten

In der Bibliothek 108 konnten beim Screening in Mikrotitrationsplatten mit Bis(4-nitro-
phenyl)phosphat 19 als Testsubstrat keine Substanzen gefunden werden, die eine kinstli-
che Phosphorsaurediesterase-Aktivitat aufwiesen.

Bei der formalen Gesamtzahl von 4320 verschiedenen Verbindungen in der Bibliothek 108
muf3ten mindestens 20000 Polymerkigelchen in die Vertiefungen der Mikrotitrationsplatten
einsortiert werden, um mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % alle Verbindungen dem
Screeningverfahren zu unterziehen.® Auf eine Verteilung von einzelnen Polymerkigelchen
in die Vertiefungen wurde verzichtet, da kein automatischer Sortierer zur Verfligung stand.
Es wurden statt dessen Mischungen von jeweils etwa 15 Polymerktgelchen in den einzelnen
Vertiefungen untersucht. Aktive Mischungen sollten anschlieRend weiter aufgeteilt werden,
um die jeweils aktive Einzelverbindung zu isolieren. Es konnte allerdings in keiner Mischung

eine Uberdurchschnittliche Spaltung des Testsubstrates 19 festgestellt werden.

NO,
O@
je etwa 15 Polymerpartikel
Q kein Metall bzw. EuCly
O-P-0O 2
! H,0, Puffer, Raumtemp.
O@
NO,
O,N 19 00

Abb. 6.2.2: Testreaktion fir das Screening in Mikrotitrationsplatten

Hier zeigt sich eine Eigenart des Screenings von Mischungen, wenn in der Gesamtbibliothek

viele Vertreter mit anndhernd gleicher Aktivitat vorhanden sind: In diesem Falle liegen in
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jeder Mischung aktive Substanzen vor, was zu der oben beschriebenen gleichméafigen Akti-
vitatsverteilung flhrt.

Bei den Untersuchungen an der Bibliothek 128 konnte gezeigt werden, dall an TentaGell

immobilisiertes Histidin 158 bzw. histidinreiche Tripeptidsequenzen zu einer gleichstarken
Beschleunigung der europiumkatalysierten Hydrolyse von Bis(4-nitrophenyl)phosphat 19
fuhren. Unter Berlcksichtigung der teilweise schlechten Ausbeuten der Wittig-Olefinierung
beim Aufbau der Bibliothek 108 ergibt sich ein hoher Anteil von histidinreichen Tripeptidli-
ganden in der Bibliothek 108, wodurch keine Uberdurchschnittlich aktiven Mischungen ge-

funden werden konnten.

6.2.2.2 Batchweises Screening der Bibliothek 128

Das batchweise Screening besitzt im Vergleich zum Screening in Mikrotitrationsplatten den
Vorteil, daf3 auf das zeitintensive Einsortieren der Polymerkiigelchen in die Vertiefungen der
Platten verzichtet werden kann. Zusatzlich hat es den Vorteil, daf3 Aliquote der Bibliothek als
Mischung gescreent werden kénnen, dal3 aber trotzdem Einzelverbindungen getestet wer-
den, da sich die positiven Polymerkigelchen nach dem Screening einzeln isolieren und
analysieren lassen.

Entscheidend fir die Durchfuhrung solcher Screeningverfahren ist die Entwicklung von
Testsystemen, bei denen sich die polymergebundenen aktiven Liganden in der Mischung
durch absorptions- bzw. fluoreszenzspektroskopische Analysenmethoden identifizieren las-
sen. Flr das batchweise Screening nach kinstlichen Phosphorsaurediesterasen wurden

deshalb in dieser Arbeit zwei neue Testsysteme entwickelt.

6.2.2.2.1 Screening mit dem Berlinerblau Test

Die Arbeitshypothese fiir das batchweise Screening nach aktiven Liganden im Berlinerblau
Test war, dal3 sich polymergebundene aktive Liganden durch die Detektion von polymerge-
bundenen Umesterungsprodukten eines Phosphorséurediesters nachweisen lassen sollten.
Dazu wurden Aliquote der Bibliothek 128 mit dem Testsubstrat 35 umgesetzt, das Uber eine
detektierbare Gruppe (mit Ks[Fe(CN)g] / FeCl; oxidierbares cyclisches Hydroxylamin) und
eine aktivierte Abgangsgruppe (4-Nitrophenolat) verfigt.

Die Identifikation von positiven Liganden erfolgte danach durch Anfarben der Polymerkigel-

chen mit Berlinerblau.
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Abb. 6.2.3: Arbeitshypothese: Polymergebundene Umesterungsprodukte der aktiven Liganden,
X, X’ = nucleophile Gruppen, wie O, NH

Die Aktivitatsiberprifung der mit diesem Screeningverfahren ermittelten positiven Liganden
ergab, dalR drei der vier Liganden keine Beschleunigung der Phosphorsaurediester-Hydro-
lyse zeigten. Der vierte positive Ligand dagegen wies tatsachlich eine kiinstliche Phosphor-
saurediesterase-Aktivitat auf (153 komplexiert an Zn>").

N7 NH H2N>:
= NH
Nﬁ N
2 N 0 %
O HN
NH
%\\ 0
S O HN OH
H,N F
HO
153 = F

Abb. 6.2.4: Aktiver Zn**-Ligand 153

Diese Diskrepanz zwischen der positiven Detektion im Screeningverfahren und der an-
schlieRenden negativen Aktivitatstberprifung I&Rt sich durch die strukturellen Eigenschaften
der drei Liganden 154, 155 und 156 erklaren. Bei diesen Liganden handelt es sich um argi-
ninreiche Tripeptide, die im Falle von 154 und 156 zusatzlich noch einen Pentafluorphenyl-
rest tragen (siehe Abbildung 6.2.5, Ligand 154). Sowohl Arginin als auch der Pentafluorphe-
nylrest fihren zu einer starken nichtkovalenten Bindung des Testsubstrates 35 an die Ligan-
den, was schlief3lich beim Anfarben durch Berlinerblau ein kovalentes Umesterungsprodukt
vortauscht. Zusatzlich laft sich bereits vor dem Screening mit dem Testsubstrat 35 etwa 1%

der Bibliothek anfarben.
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Abb. 6.2.5: Beispiel eines nicht aktiven Liganden

Trotz seiner Fehlerquellen erlaubte dieses Screeningverfahren aufgrund seiner einfachen
und schnellen Durchfiihrbarkeit das Auffinden des aktiven Liganden 153 in der Bibliothek
128.

Die Labilitat des Peptid-Codes fuhrte dazu, daf? nicht von allen im Screeningverfahren posi-
tiv aufgefallenen Liganden die Struktur ermittelt werden konnte. Dies konnte nur bei den
Ansatzen ohne Metallsalzzugabe sowie denen mit ZnCl, und CuCl, erreicht werden. Wurden
Metallsalze wie EuCls, ZrCl,, FeCls, (NH4),Ce(NO3)s oder Naz;[Co(NO,)¢] zugesetzt, so konn-
ten keine intakten Peptid-Codes mehr sequenziert werden. Dieses Problem liel3e sich in
Zukunft durch chemisch resistente Codierungstechniken, wie die von Nicolaou**” vorgestelite

Codierung mit Hochfrequenzsignalen auf einem Mikrochip, umgehen.

Eine andere Mdglichkeit ist das Screening der Ligandenbibliothek unter Zugabe eines Me-
tallsalzes, welches mit dem Peptid-Code kompatibel ist, wie z. B. ZnCl,, und das anschlie-
Rende Uberpriufen der Aktivitat dieser positiven Liganden mit starker aktivierenden Metall-
salzen, wie z. B. EuCls, die nicht mit dem Peptid-Code vereinbar sind.

Diese Methode fiihrte Gber das Screeningverfahren mit Kresylviolett in dieser Arbeit zu ei-

nem aktiven Liganden fiir die europiumkatalysierte Phosphorsaurediester-Hydrolyse.

6.2.2.2.2 Screeningverfahren mit Kresylviolett

Der Befund, daR3 sich polymerimmobilisierte Phosphorsdurediester wie 149 und 150 mit Kre-
sylviolett 36 blau anfarben lassen, wurde fiir ein batchweises Screeningverfahren nach akti-
ven Liganden verwendet. Die Arbeitshypothese war dabei, dal3 sich aktive Liganden durch

ihre polymergebundenen Umesterungsprodukte mit dem Testsubstrat Bis(4-nitrophenyl)-
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phosphat 19 ahnlich den immobilisierten Phosphorsaurediestern 149 und 150 Uber eine ioni-

sche Wechselwirkung mit dem Farbstoff in der Bibliothek identifizieren lassen sollten.

| X
_N
© .
. Q _0 Kresylviolett 36 jg\
O//P\ - HoN (6] NH,

149, 150 O-R ®®
o
o’/P\/

O-R

Abb. 6.2.6:  Anférben der polymeren Phosphorsédurediestern 149 und 150 mit Kresylviolett 36

Mit diesem Screeningverfahren konnte tatséchlich ein positiver Ligand durch Komplexierung
an mit dem Peptid-Code kompatibles Zn** gefunden werden, der bei der spateren photome-
trischen Aktivitatstuiberprufung eine kiinstliche Phosphorsaurediesterase-Aktivitdt zusammen
mit Eu**-lonen zeigte (Ligand 157, Abbildung 6.2.7). Auf diese Weise konnte die Unverein-
barkeit der Codierung durch Peptide mit einer Zugabe von EuCl; wahrend des Screenings
umgangen werden.

Die Zulassigkeit eines solchen Vorgehens grindet auf der Tatsache, dal? verschiedene Li-
gandenklassen, wie z. B. cyclische Tri- und Tetramin-Liganden, bereits in verschiedenen

6lc, d, f; 62c, d

Metallkomplexen (mit Cu®*, Zn*" und Eu®")! I als kiinstliche Phosphorsaurediestera-

sen eingesetzt wurden.
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Abb.6.2.7: Aktiver Eu**-Ligand 157

Die geringe Anzahl an im Screeningverfahren mit Kresylviolett bei Zugabe von ZnCl, positiv

aufgefallenen Polymerpartikeln und die anschlieRende negative Aktivitatsiberprifung eines
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dieser positiven Liganden lassen darauf schlie3en, dafd nur wenige polymere Tragerpartikel
aufgrund ihres spezifischen dreidimensionalen Aufbaus zusammen mit diesem Liganden

und durch Zugabe von ZnCl, eine kiinstliche Phosphorsaurediesterase-Aktivitat erreichen.

6.2.3 Identifizierung der kleinsten aktiven Einheiten der aktiven Li-
ganden 153 und 157 mit kunstlicher Phosphorsaurediestera-

se-Aktivitat

Mit den zwei neu entwickelten Screeningverfahren nach kiinstlichen Phosphorsaurediestera-
sen in einer Ligandenbibliothek konnten zwei Liganden ermittelt werden, die eine Beschleu-
nigung der zink- bzw. europiumkatalysierten Hydrolyse von Phosphorsaurediestern aufwei-
sen. Die Beschleunigungen der Hydrolyse des Bis(4-nitrophenyl)phosphates 19 betragen im
Falle des Liganden 153 den Faktor 2.5 fur die zinkkatalysierte und im Falle des Liganden

157 den Faktor 4 fur die europiumkatalysierte Variante.

Die mit Hilfe des Zinkliganden 153 erzielte Beschleunigung um den Faktor 2.5 bei Raum-
temperatur liegt in der Gré3enordnung der Beschleunigungen, die Breslow mit Triazacyclen
als Liganden in monomeren Zinkkomplexen bei der Hydrolyse von Bis(4-nitrophenyl)phos-
phat 19 bei 55 °C und pH = 8.36 erreichte (Faktor 1.6 bis 2.4).°*¥ Mit dimeren Zinkkomple-
xen des gleichen Ligandentyps erreichte er dagegen bei dieser Hydrolyse Beschleunigungen
um den Faktor 13,

Die Beschleunigung von 157 um den Faktor 4 in der europiumkatalysierten Hydrolyse von
19 ist im Vergleich mit einkernigen Europiumkomplexen mit Polyol-Liganden sehr hoch.
Schneider berichtete fur Polyol-Liganden eine Beschleunigung von hdchstens 2.53 bei der
Komplexierung an Eu** (50 °C, pH = 7.0, siehe Kapitel 3.2).°®! Mit zweikernigen Europium-
komplexen des Liganden 192 konnte er Beschleunigungen der europiumkatalysierten Hy-

drolyse von 19 um den Faktor 14 erzielen.®*

NH O O HN

NH O O HN

192
Abb.6.2.8: Ligand 192°%
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Die systematische Suche nach den jeweils kleinsten aktiven Einheiten in den modular auf-
gebauten Liganden ergab, daR fiir den Liganden 153 in der zinkkatalysierten Hydrolyse des
Testsubstrates 19 alle vier Bausteine (die drei Aminoséuren und das Olefin, Ligand 168) fur
eine Aktivitat notig sind, daR fur die europiumkatalysierte Umsetzung dagegen nur ein im-
mobilisiertes Histidin am festen Trager (Ligand 158) fiir die Aktivitat verantwortlich ist.

N7 NH

= Y=NH
N7 NH ( ] NH HN
X

\:& 0
(L N);'_\ ° NH%

/1,

158 168
Abb.6.2.9: Kleinste aktive Liganden 158 und 168

Damit wurde in der Bibliothek 128 sowohl ein aktiver Ligand mit der minimalen Anzahl an
Synthesebausteinen gefunden als auch ein Ligand, der Uber alle vier eingesetzten Bausteine
verfugt.

Dies zeigt den Vorteil der kombinatorischen Synthese von Katalysatoren: Da zu Beginn der
Bibliothekssynthese nur gewisse Anhaltspunkte fur die Synthese von Liganden mit kinstli-
cher Phosphorsaurediesterase-Aktivitat vorlagen, wurde eine Bibliothek von Liganden syn-
thetisiert, die die grolitmogliche Komplexitat unter Berticksichtigung der unten genannten
strukturellen Eigenschaften aufwiesen. Die Liganden sollten funktionelle Gruppen enthalten,
die auch beim naturlichen Enzym im aktiven Zentrum vorkommen (Arginin, Histidin, Lysin);
zusatzlich sollten sie Uber nukleophile Hydroxyfunktionen, Uber metallkoordinierende He-
terocyclen oder Uber zu starken 1, =Wechselwirkungen mit aromatischen Substraten fahige
Pentafluorphenyleinheiten verfiigen. Mit den Screeningverfahren wurden daraus aktive Li-
ganden isoliert und diese anschlie3end beziiglich eines mdglichst einfachen Katalysators

optimiert.

Diese vereinfachten polymeren Liganden zeigen nach der Komplexierung mit den entspre-
chenden Metallen eine Katalyse der Phosphorsaurediester-Hydrolyse; die vom Polymer be-
freiten Liganden zeigen dagegen in Losung keine bzw. nur eine geringe Aktivitat. Dabei
spielt es keine Rolle, ob der Ligand vollstandig vom Polymer befreit wird (geléstes Histidin
164) oder ob lediglich das Polystyrol entfernt wird (gelostes, an Polyethylenglycolmonome-

thylether immobilisiertes Histidin 166).
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Das polymere ,Rickgrat* des festen Tragers ist fir die Aktivitat notwendig. Offensichtlich
erlaubt erst die dreidimensionale Fixierung der Liganden im Polymer zusammen mit den
Metallen eine katalytische Aktivitat. Dies lafit eventuell darauf schlieBen, dafl} zwei- oder
mehrkernige Metallkomplexe den Phosphorsdurediester 19 fir die hydrolytische Spaltung
aktivieren.

Im Falle des polymeren Liganden 158 fallt dabei eine strukturelle Ahnlichkeit zu dem zwei-
kernigen Europiumkomplex des Liganden 192 auf: In diesem Komplex sind zwei Eu**-lonen
in der Kavitat des Liganden 192 gebunden, wobei der Abstand zwischen den Metallzentren
von der GroRRe der Kavitat abhéngt. Diese wird ihrerseits durch die Fixierung der beiden eu-
ropiumkomplexierenden Ethylenglycoldiethereinheiten an den beiden Pyridinresten be-
stimmt. Im polymeren Liganden 158 sind ebenfalls europiumkomplexierende Polyetherein-
heiten (PEG) vorhanden, deren Wechselwirkung durch die Fixierung am polymeren ,RUck-
grat” des festen Tragers ermdglicht wird. Entfernt man den polymeren Trager (Liganden 164
und 166), so ist keine Beschleunigung der europiumkatalysierten Hydrolyse von 19 mehr
festzustellen.

Die Imidazolgruppen des polymerfixierten Histidins 158 erlauben zusétzlich noch eine Akti-
vierung des fir die Hydrolyse notwendigen Wassers./™ Mit Imidazolresten funktionalisierte
Polymere wurden bereits als Enzymmodelle untersucht. Dabei erreichte Klotz eine Be-
schleunigung der Hydrolyse von 2-Hydroxy-5-nitrophenylsulfat 193 um den Faktor 10** im

Vergleich zu freiem Imidazol.!"”

Abb.6.2.10: 2-Hydroxy-5-nitrophenylsulfat 193

Die funktionalisierten, aber strukturell undefinierten Polymere von Menger zeigen ebenfalls
eine katalytische Aktivitdt bezlglich der Phosphorséurediester-Hydronse.[56] Im Gegensatz
zu diesen Substanzen laf3t sich die Struktur der katalytisch aktiven Liganden 158 und 168

aber angeben.
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6.3 Fluoreszenz-Reporter fir Phosphorsaurediesterase-Akiti-

vitat

Mit den beiden Phosphorsaurediestern 40 und 41 konnten zwei sehr empfindliche Fluores-
zenz-Reporter fur Phosphorséurediesterase-Aktivitéat synthetisiert sowie ihre Funktion unter-
sucht werden. Losungen der beiden Verbindungen fluoreszieren wegen intramolekularer
Fluoreszenzlbéschung praktisch nicht, beginnen aber bei Spaltung der Phosphorsauredi-

esterbindung stark zu fluoreszieren.

7 N\ 7 N\
N=N N=N
7 N\ 7 N\
0-P-0 0-P-G
— OH — OH
\ 7 72/,
40 41

Abb. 6.3.1: Fluoreszenz-Reporter fiir Phosphorséurediesterase-AKktivitét

Der entscheidende Unterschied im Fluoreszenzverhalten der Reaktionsldsungen bei der
Hydrolyse der beiden Fluoreszenz-Reporter 40 und 41 liegt in den Fluoreszenzeigenschaf-

ten der Spaltungsprodukte 1-Naphthol 37 und 2-Naphthol 38.

Wahrend die Fluoreszenz des 1-Naphthols 37 bei 357 nm durch Wasser praktisch vollstan-
dig geloscht wird, beeinflut Wasser die Fluoreszenz von 2-Naphthol 38 bei 357 nm nicht./”
Dies erklart, warum nach einer schnellen Zunahme der Fluoreszenzintensitat bei der enzy-
matischen Spaltung von 40 mit Phosphorsaurediesterase | aus crotalus atrox venom mit
fortschreitender Reaktionsdauer ein langsamer Rickgang der Fluoreszenz zu verzeichnen
war: Das primar gebildete fluoreszierende 1-Naphthylphosphat 179 wird durch eine geringe
Phosphatase-Aktivitdt des eingesetzten Enzyms zu nicht fluoreszierendem 1-Naphthol 37

abgebaut.

Demgegeniber steigt die Fluoreszenz bei der enzymatischen Hydrolyse von 41 mit Phos-

phorsaurediesterase | aus Rinderdarmmucosa stetig an und erreicht schlief3lich die Intensitét
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einer Kontrollésung der beiden Spaltungsprodukte 2-Naphthol 38 und 4-Hydroxyazobenzol
39.
Die dabei gemessene, mindestens tausendfache Zunahme der Fluoreszenzintensitat der

Reaktionslésung sollte sich bei héherer Anregungsintensitat noch steigern lassen.

Die sehr hohe Effizienz der intramolekularen Fluoreszenzléschung um den Faktor 1000 re-
sultiert dabei zum einen aus der gunstigen Uberlagerung des Absorptionsspektrums der
fluoreszenzléschenden Gruppe (4-Hydroxyazobenzol 39, Ays. = 347 nm) mit dem Emissi-
onsspektrum der fluoreszierenden Gruppe (2-Naphthol 38, Aemi. = 357 nm), zum anderen
bedingt die relativ kurze Entfernung zwischen dem Donor und dem Akzeptor gemald der
Forster-Gleichung eine hohe Wahrscheinlichkeit fiur einen intramolekularen Energietrans-

fer.l"

E=(1+x>" E = Wahrscheinlichkeit fiir einen intramolekularen
Energietransfer

X = Abstand zwischen Donor und Akzeptor

Abb. 6.3.2: Forster-Gleichung

Matayoshi berichtete Uber einen Anstieg der Fluoreszenz bei der Spaltung des Octapeptides
194 um den Faktor 40/mol."™ Im Vergleich zu den beiden Fluoreszenz-Reportern 40 und 41
ist der Abstand zwischen Donor (5-[(2-Aminoethyl)amino]naphthalin-1-sulfonsaure Aemi =
490 nm) und Akzeptor (4-(4-Dimethylaminophenylazo)benzoesaure A,ps. = 470-520 nm) gro-

Rer als bei den Substraten 40 und 41, was zu der geringeren Effizienz des Systems bezlg-

lich der intramolekularen Fluoreszenzldschung fihrt.

o
//_>—Ser-GIn-Asn-Tyr-Pro-IIe-VaI-GIn—NH 0 SOzNa
. )
NaTace

/

H3C

Abb. 6.3.3: Octapeptid 194

Neben der fluoreszenzspektroskopischen Verfolgung der Spaltung der beiden Phosphorsau-
rediester 40 und 41 bietet sich auch die absorptionsspektroskopische Detektion an, da das
freigesetzte 4-Hydroxyazophenolat ein Absorptionsmaximum bei Ana = 421 nm besitzt, was

die Reaktionslosung gelb farbt.
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Damit stehen mit den beiden Phosphorsaurediestern 40 und 41 zwei Testsubstrate zur Ver-
fugung, die sowohl die Analysenmethode des Standardtestsubstrates Bis(4-nitrophenyl)-
phosphat (absorptionsspektroskopisch) aufweisen als auch die sehr empfindliche Fluores-
zenzanalytik erlauben. Die relativ einfache Synthese sollte zusatzlich zu einer breiten Ak-

zeptanz flhren.

6.4 Ausblick

Die Methoden der kombinatorischen Chemie werden mittlerweile nicht nur fir Untersuchun-
gen von Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen genutzt, sondern sie finden in zunehmendem
Mal3e in weiten Teilen der Chemie Anwendung, wo auch immer die geeignetste Struktur fur
ein gegebenes Problem gefunden werden soll. Vor allem auf dem Gebiet der Katalysator-
entwicklung lassen sich weitere Fortschritte durch kombinatorische Methoden erwarten. Da
es sich dabei um Multiparameter-Optimierungen handelt, die rational nur schwer zu bewalti-
gen sind, bietet sich die Kombinatorik als experimentelle Alternative an, die ihre Starke in der

grofRen Anzahl von Variationen in einem Optimierungsprozel} besitzt.

Entscheidend fur den Erfolg dieser Methode sind Hochdurchsatz-Screeningverfahren, um
grolRe Substanzbibliotheken analytisch bewaltigen zu kénnen. Deshalb missen vor allem auf
diesem Gebiet weitere Anstrengungen unternommen werden. Mit den beiden batchweisen
Screeningverfahren, die in dieser Arbeit entwickelt worden sind, wurde dazu ein Beitrag ge-

leistet.

Diese Arbeit zeigt auch, dald Katalysatoren, die an festen Tragern kombinatorisch entwickelt
wurden, nicht zwangslaufig auch in Lésung aktiv sind. Solche polymeren Katalysatoren sind
sicherlich fur industrielle Anwendungen interessant, allerdings sollten nichtimmobilisierte
Katalysatoren fir die homogene Phase auch in homogener Phase kombinatorisch entwickelt

werden, da sich Substanzen tragergebunden anders verhalten kénnen als in Lésung.!®
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7 Experimenteller Teil
7.1 Allgemeine experimentelle Bedingungen

Lésungsmittel

Alle verwendeten LOosungsmittel wurden destilliert. Wasserfreie Losungsmittel wurden wie
folgt erhalten: Tetrahydrofuran und Diethylether durch Einpressen von Natrium und Zusatz
von Benzophenon mit anschliefendem Refluxieren und Abdestillieren, Dichlormethan und
Chloroform durch RuckfluBkochen tber Phosphorpentoxid und anschlieRendes Abdestillie-
ren, Acetonitril, Pyridin und Triethylamin durch RuckfluRkochen tber Calciumhydrid und an-
schlielendes Abdestillieren, Methanol durch Refluxieren Uber Magnesiumspanen und an-
schlieRendes Abdestillieren, Toluol durch Ruckflulkochen tber Natrium und anschlie3endes
Abdestillieren, DMF durch RuckfluRkochen Uber Calciumhydrid unter vermindertem Druck
(20 mbar) und anschlieRendes Abdestillieren (ebenfalls bei 20 mbar, etwa 20 Volumenpro-

zent wurden als Vorfraktion verworfen).

Schutzgas

Als Schutzgas wurde Argon 99.998% oder Stickstoff 99.996% - Uber Blaugel und Phosphor-
pentoxid getrocknet - verwendet.

Entfernen von Losungsmitteln und Trocknen von Substanzen

Losungsmittel wurden am Rotationsverdampfer bei 40 °C Wasserbadtemperatur unter ver-
mindertem Druck abdestilliert. AnschlieBend wurden die Substanzen im Olpumpenvakuum
(p < 0.1 mbar) getrocknet. Proben fur die Elementaranalyse wurden an der Hochvakuum-
pumpe (p < 10 mbar) oder im Olpumpenvakuum in einer Trockenpistole in Gegenwart von

Kaliumhydroxid, Phosphorpentoxid und Paraffin getrocknet.

Kugelrohrdestillation

Kugelrohrdestillationen wurden mit dem Gerat GRK-51, Blichi, durchgefuhrt. Die Siedetem-

peraturen beziehen sich auf die Temperatur des Heizmantels.

Siedepunkte (Kp)

Siedepunkte ohne Druckangabe beziehen sich auf Normaldruck. Alle Druckangaben erfol-
gen in mbar.

Schmelzpunkte (Schmp.)
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Die Schmelzpunkte wurden in offenen Glaskapillaren mit einer Schmelzpunktbestimmungs-

apparatur nach Dr. Tottoli, Btichi, bestimmt.

Diinnschichtchromatographie (DC)

Fir Dinnschichtchromatographien wurden mit Kieselgel beschichtete Fertigfolien Polygram”
SIL G/UVas, (Schichtdicke 0.25 mm) der Firma Macherey-Nagel verwendet. Die Detektion
erfolgte mit einem UV-Gerét der Firma Konrad Benda bei 254 nm, durch Einwirken von Jod
oder durch Eintauchen in eine 3.5%ige L6ésung von Molybdophosphorséaure in Ethanol und
anschlie3ende Entwicklung im Heil3luftstrom. Losungsmittelgemische sind in Volumenantei-

len (v:v) angegeben.

Saulenchromatographie

Chromatographien wurden an MN-Kieselgel 60, 0.040-0.063 mm/230-400 mesh, von Ma-
cherey-Nagel durchgefiihrt. Losungsmittelgemische sind in Volumenanteilen (v:v) angege-

ben.

Hochdruckfliussigkeitschromatographie (HPLC)

Hochdruckflissigkeitschromatographien wurden mit einer Merck Lichrograph L-6200A Gra-
dienten-Pumpe, einem Merck L-4500A Diodenarray Detektor sowie der Software D-6500

DAD System-Manager Revision 1 durchgefihrt.

Elementaranalysen (EA)

Diese wurden im mikroanalytischen Labor der chemischen Institute der Universitat Heidel-
berg mit einem Heraeus CHN-O-RAPID oder einem Elementar vario EL Analysator sowie im
Institut fur Organische Chemie der Universitat zu Kéln mit einem Elementar vario EL Analy-

sator durchgefihrt.

Spezifische Drehwerte

Drehwerte wurden mit einem Perkin-Elmer 241 Polarimeter in einer 1.00 ml-Kivette (L&nge:
10 cm) bei der angegebenen Temperatur gemessen. Die Konzentrationen c sind in [g / (100

ml)] angegeben.

Kernresonanzspektroskopie (NMR)
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NMR-Spektren wurden mit folgenden Geraten erhalten: Bruker AC 200, Bruker AM 300 oder
Bruker DPX 300 mit Aspekt 3000-Computer.

Die chemischen Verschiebungen (8) wurden auf das jeweilige Losungsmittel kalibriert. Die
Kopplungskonstanten (J) sind in Hertz angegeben. Alle **C-NMR-Spektren sind breitband-
entkoppelt, die Ermittlung der Multiplizitat erfolgte mit Hilfe von DEPT-Spektren. Die Fein-
struktur der Signale wird mit s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, g = Quartett, m = Multi-
plett, br. = breit angegeben. Diastereotope Protonen wurden, sofern nicht anders angege-
ben, mit Ha fir das hochfeldverschobene Signal und mit Hb fir das tieffeldverschobene Si-
gnal gekennzeichnet. Die Zuordnung erfolgte mittels Literatur.l””

Die Signalzuordnungen beziehen sich jeweils auf das in der Auswertung kursiv angegebene

Atom.

HRMAS-NMR-Spektroskopie

Hochaufgeltste MAS-NMR-Spektren wurden mit dem Geréat Bruker-Avance DRX 500 mit
einem 4.00 mm ‘H-,"*C-,">°N-HRMAS-Kopf und einer Rotationsfrequenz von 5500 Hz ge-
messen. Die Signalzuordnung erfolgte unter Zuhilfenahme folgender Pulsfolgen der zweidi-
mensionalen NMR-Spektroskopie: 'H,"H-DQF-COSY (H,H-Korrelation), *H,"*C-HMBC (C,H-
long-range Experimente) und *H,"*C-HSQC (C,H-Korrelation).

Infrarotspektroskopie (IR)

IR-Spektren wurden mit den Geraten IFS 66 von Bruker oder FT-IR 1600 bzw. FT-IR 1605
von Perkin-Elmer gemessen.
Die Intensitat der Banden wurde mit s = sehr, m = mittel und w = wenig intensiv, die Form

der Banden gegebenenfalls mit br. = breit angegeben. v = Valenzschwingung, Veym = Sym-
metrische Valenzschwingung, vas,m = asymmetrische Valenzschwingung, & = Deformations-

schwingung, y = out-of-plane-Deformationsschwingung. TentaGel-Harze ergaben keine

signifikanten IR-Spektren. Die Zuordnung erfolgte mittels Literatur.”” ™

Massenspektrometrie (MS) und hochauflésende Massenspektrometrie (HMRS)

Massenspektren wurden auf folgenden Gerdten gemessen: El (ElektronenstoR3-lonisation):
70 eV; Quadrupol-Massenspektrometer Finnigan 3200, Sektorfeld-Massenspektrometer VG-
Micromass ZAB-2F bzw. im hochaufgeldsten Modus mit Jeo/ JMS-700; ClI (Chemische
lonisation mit Isobutan): Finnigan MAT H-SQ 30 bzw. im hochaufgelésten Modus mit Jeol
JMS-700; FAB (Fast Atom Bombardment): Sektorfeld-Massenspektrometer Jeol JMS-700;
LDI (Laser Desorption lonisation): Bruker Biflex Instrument. Die Zuordnung erfolgte mittels

Literatur."”
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Ultraviolettspektroskopie (UV)

Die Aufnahme von UV/Vis-Spektren erfolgte mit einem Beckmann DU 640 Spektrometer und

Hellma Quarzglaskivetten der Schichtdicke 10 mm.

Scanning UV-Vis-Fluoreszenz-Spektroskopie (SCAN)

Das Scannen von Ansatzen in Mikrotitrationsplatten wurde mit einem SLT Tecan
SPECTRAFIluor mit X-Fluor und Easywin Kinetics Software sowie 405 nm-Absorptionsfilter in
MicroWellO-Mikrotitrationsplatten, 96-Well, der Firma NUNC durchgefihrt.

Mikroskopie

Zum Mikroskopieren wurde ein Zeiss Axioplan 2 fur Auflicht-Fluoreszenz, Durchlicht-Hellfeld
und Phasenkontrast Spektroskopie mit Bildbearbeitungs-Software KS 100 Software Rel. 2.0
(D) und Farbkamera %" 3-CCD, Typ MC-3250 (D), verwendet.

Fluoreszenzspektroskopie

Fluoreszenzspektren wurden mit einem RF-5000-Recording-Spektrofluorophotometer mit

150-W-Xenon-Lampe der Firma Shimadzu gemessen.

Schiuttelapparatur

Als Schittler wurde ein KS 125 basic Laborschittler der Firma /KA verwendet.

Peptidsequenzierung (EDMAN)

Peptidsequenzierungen nach Edman wurden mit einem Applied Biosystems Procise 494
Protein Sequencer des Hauptlabors der BASF AG, Ludwigshafen, durchgefiihrt. Es wurde
von einem Bead sequenziert. Die Detektion der einzelnen Aminosauren erfolgte anhand der
Hochdruck-Flussigkeitschromatographie-Retentionszeiten der Kupplungsprodukte mit Phe-
nylisothiocyanat nach Abspaltung mit Trifluoressigsaure. Aminosduren, die nicht eindeutig

bestimmt werden konnten, wurden in Klammern gesetzt.

Verwendete Chemikalien und spezielle Glasgerate
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Kaufliche Reagenzien wurden ohne weitere Reinigung eingesetzt. Merrifield-Harz wurde von
der Firma Bachem und TentaGel[J-Harze wurden von Rapp bezogen.

Die Synthese von Peptiden erfolgte bei Raumtemp. in Schlenk-Kolben mit Fritte und Ab-
saughahn.

Die bei den Versuchsvorschriften in Klammern aufgefihrten Abkirzungen geben die Seiten-

zahlen im Laborjournal an.

7.2 Generelle analytische Methoden

7.2.1 Quantifizierung der Anknupfung von Fmoc-geschitzten Ami-

nosauren an festen Tragern

Um die an den Harzen gebundenen Fmoc-Aminosauren quantifizieren zu kdnnen, wurde
eine Eichgerade erstellt, die die Konzentration des Fmoc-Piperidin-Adduktes in DMF mit der
Extinktion korreliert.

Es wurden 0.1 mmol Fmoc-L-Phenylalanin 10 min mit 10 ml 20% Piperidin in DMF geschiit-
telt und danach mit DMF auf 100 ml aufgefillt. Die so erhaltene Losung des Fmoc-Piperidin-
Adduktes wurde mit DMF weiter verdunnt.

Bis zu einer Konzentration von 0.1 mmol/l ergibt sich eine lineare Abhangigkeit der Extinkti-
on bei 301 nm von der Konzentration. Diese Eichung wurde regelmafig durchgefihrt.

Aus dieser Eichgeraden konnte der molare Extinktionskoeffizient zu € = 7560 M™'cm™ ermit-
telt werden. Durch die Extinktion der Abspaltungslésung konnte mit Hilfe des Extinktions-

koeffizienten aus der Eichgeraden die jeweilige Beladung des Harzes ermittelt werden.

7.2.2 Detektion von freien Aminofunktionen an polymeren Tragern ( Kai-

ser-Test)**

Zunachst wurden 1.00 g Ninhydrin in 10.0 ml Ethanol und 80.0 g Phenol in 20.0 ml Ethanol
geldst. Einige Kigelchen des zu analysierenden Polymers wurden mit jeweils 1.00 ml der
beiden Losungen versetzt und zwei Minuten auf 100 °C erhitzt. Polymerkugelchen mit freien
Aminofunktionen farbten sich daraufhin tiefblau, und auch die Uberstehende Lésung nahm
eine blaue Farbung an. Waren keine freien Aminofunktionen am Polymer vorhanden, so

blieb das Polymer farblos und die Uberstehende Losung gelblich gefarbt.



123

7.3 Synthese der Substrate fir die katalytische asymmetri-

sche Dihydroxylierung an polymeren Tragern

7.3.1 Synthese von (E)-[4-(2-Phenylethenyl)phenoxy]essigsaure 31
[RAR-I-260]

OH

P 0

I _a

X
44 46 31
H,O
44 + 46 KOH 31

In einem 250 ml Einhalskolben wurden 1.00 g (5.00 mmol, 1.00 eq.) (E)-4-Hydroxystilben 44
mit 945 mg (10.0 mmol, 2.00 eq.) Chloressigsaure 46 und 1.12 g (20.0 mmol, 4.00 eq.) KOH
in 100 ml Ethanol funf Stunden unter Rickflu® erhitzt, wobei ein farbloser Niederschlag aus-
fiel. Dieser Niederschlag wurde abfiltriert, in 500 ml Wasser unter Erhitzen gel6st und diese
Lésung mit konz. HCI auf pH = 1 eingestellt. Uber Nacht kristallisierten aus dieser Losung
bei Raumtemp. 650 mg (2.56 mmol, 51% der Theorie) farblose Kristallnadeln des Produktes

31 aus.

Schmp.: 207 °C (Lit.: 208 °C).I"

FT-IR (KBr): V [cm™] = 3000-2500 [s, Kombinationen von v(O-H)]; 3019 [m, V(C-H) aryl];
2945 [m, v(C-H) CH,]; 1706 [s, V(C=0)saue]; 1610, 1582 [beide s, beide
V(C=C) aryl]; 1433 [s, 3(CHy)]; 1295 [s, 8(OH)]; 1239 [S, Vasym(C-0)]; 1180
[s]; 1085 [s, vsm(C-0)]; 970, 831, 800, 758, 693 [alle s, alle y(C-H) aryl].
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'H-NMR: (300 MHz, dg-DMSO) & = 4.69 (s, 2H, CH,OPh), 6.91 (d, *Jp-1.5.4; 61151 = 8.8
Hz, 2H, aryl-2,6-H), 7.05-7.30 (m, 3H, 2 olefin. und 1 aryl-H), 7.31-7.40 (m,
2H, aryl-H), 7.50-7.70 (m, 4H, aryl-H), 13.00 (br. s, 1H, COOH, mit D,O
austauschbar).
BC-NMR: (75 MHz, ds-DMSO) 8 = 64.52 (t, CH,OPh), 114.74 (d, aryl-CH-2,6), 126.23
(d, olefin.-CH), 126.43 (d, olefin.-CH), 127.29 (d, aryl-CH), 127.77 (d, aryl-
CH), 127.93 (d, aryl-CH), 128.72 (d, aryl-CH), 130.19 (s, aryl-C-4), 137.34
(s, aryl-C-1"), 157.48 (s, aryl-C-1), 170.20 (s, COOH).
CI-MS: m/z (% Int.): 255 (100) [M+17], 196 (40) [C14H1,07], 165 (15) [C1oH130,],
107 (20) [C/H,0"].
EA: Ci16H1403; M = 254.28 g/mol
ber.. C:75.57% H: 5.55%
gef.: C:75.39% H: 5.55%.
7.3.2 Synthese der [2-Methoxy-4-(2-propenyl)phenoxylessigsaure
33 [RAR-OHL-41]
OCHjs O OCHj3
O 2
HO 01
HO 3
HO)K/ c 5 4 2
X X
5 v 3
45 46 33
H,0
45 + 46 NaOH 33

In einem 100 ml Einhalskolben wurden 9.85 g (60.0 mmol, 1.00 eq.) 2-Methoxy-4-(2-
propenyl)phenol (Eugenol) 45, 5.67 g (60.0 mmol, 1.00 eq.) Chloressigsaure 46 und 5.28 g

(232 mmol, 2.20 eq.) Natriumhydroxid in 30.0 ml Wasser geldst und sechs Stunden unter

Ruckfluld erhitzt. Die Lésung farbte sich dabei dunkelbraun. Nach dem Abklhlen auf Raum-

temp. wurde die freie Saure durch Zugabe von konz. Salzsaure bei pH = 1 ausgefallt und

abfiltriert. Die Umkristallisation des Rohproduktes aus Wasser ergab 7.13 g (32.1 mmol)
farblose Kristallnadeln 33 (53% der Theorie).
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Schmp.:

FT-IR (KBr):

'H-NMR:

BC-NMR:

FAB-MS:

EA:

7.4

7.4.1

97 °C (Lit.: 96.5-97.5 °C).k*”

v [cm™] = 3000-2500 [s, Kombinationen von v(O-H)]; 3017 [m, v(C-H) aryl];
2955 [m, V(C-H) CH,]; 1754 [br. s, V(C=0)sauwe]; 1634, 1593, 1518 [alle s,
alle v(C=C) aryl]; 1430 [s, &(CH,)]; 1300 [m, d(OH)]; 1262 [S, Vasym(C-O)];
1151 [s, veym(C-0)]; 1031 [s]; 912, 812 [beide s, beide y(C-H) aryl].

(300 MHz, de-DMSO) & = 3.28 (d, *Jpnciz.cn = 6.6 Hz, 2H, PACH,CH), 3.74
(s, 3H, OCH), 4.60 (s, 2H, CH.,OPh), 4.98-5.11 (m, 2H, olefin.-3"-H), 5.86-
6.01 (m, 1H, olefin.-2-H), 6.65 (dd, *Jsii.61 = 8.1 Hz, “Jspam = 1.5 Hz, 1H,
aryl-5-H), 6.74-6.82 (m, 2H, aryl-3,6-H), 12.98 (s, 1H, COOH, mit D,O

austauschbar).

(75 MHz, ds-DMSO) 6 = 39.02 (t, PhCH,CH), 55.48 (q, OCHj3), 65.25 (t,
CH,0OPh), 112.77 (d, aryl-CH-3 oder aryl-CH-6), 113.56 (d, aryl-CH-3 oder
aryl-CH-6), 115.50 (t, olefin.-CH,-3"), 120.06 (d, aryl-CH-5), 133.08 (s, aryl-
C-4), 137.84 (d, olefin.-CH-2’), 145.52 (s, aryl-C-1 oder aryl-C-2), 148.83
(s, aryl-C-1 oder aryl-C-2), 170.25 (s, COOH).

m/z (% Int.): 222.0 (100) [M'], 163.0 (70) [C1oH1:0,7], 137.1 (54) [CeHsO5'],
91 (46) [CeHO'].

C12H1404; M =222.24 g/mOI
ber.: C: 64.85% H: 6.35%
gef. C:64.70%  H: 6.29%.

Synthese der Triole rac-66, rac-67 und rac-68 sowie des

cyclischen Carbonates rac-72

Synthese des (R,R)-1-[4-(2-Hydroxyethoxy)phenyl]-2-phenyl-
1,2-ethandiols 66 und des (R,R;S,S)-1-[4-(2-Hydroxyethoxy)-
phenyl]-2-phenyl-1,2-ethandiols rac-66
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74.1.1 Synthese von (E)-2-[4-(2-Phenylethenyl)phenoxy]ethanol 54

[RAR-1-293]
OH HO~o
X
44 54
44 2-Chlorethanol / KOH 54

Methanol

In einem 250 ml Einhalskolben wurden 580 mg (2.96 mmol, 1.00 eq.) (E)-4-Hydroxystilben
44, 253 mg (4.44 mmol, 1.50 eq.) KOH und 715 mg (8.88 mmol, 3.00 eq.) 2-Chlorethanol in
100 ml Methanol gelést und acht Stunden unter Ruckfluf? erhitzt, worauf sich ein weiRer Nie-
derschlag bildete. Nachdem die Reaktionsmischung abgekihlt worden war, wurde am Rota-
tionsverdampfer das Ldsungsmittel entfernt. Der so erhaltene farblose Niederschlag wurde
Uber Kieselgel chromatographiert (Laufmittel: Essigester), wodurch 275 mg (1.14 mmol,

39% der Theorie) analysenreines Produkt 54 als farbloses Puder erhalten werden konnten.
Schmp.: 148-149 °C.

DC: R = 0.68.

Kieselgel, Essigester

FT-IR (KBr): v [cm™] = 3450-2500 [s, Kombinationen von v(O-H)]; 3021 [m, v(C-H) aryl];
2934 [m, v(C-H) CH,]; 1605, 1512 [beide m, v(C=C) aryl]; 1447 [m,
O(CH,)]; 1251, 1180 [beide s, beide vasm(C-0)]; 1096, 1052 [beide s, beide
Veym(C-0)]; 966, 924, 815, 693 [alle s, alle y(C-H) aryl].

'H-NMR: (300 MHz, ds-DMSO) &
CH;0Ph), 4.88 (t, *Jon-chz

3.68-3.75 (m, 2H, CH,OH), 4.01 (m, 2H,
5.5 Hz, 1H, CH,OH, mit D,O austauschbar),
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6.94 (d, *Jpiiam: 6150 = 8.8 Hz, 2H, aryl-2,6-H), 7.03-7.29 (m, 3H, 2 olefin.
und 1 aryl-H), 7.30-7.41 (m, 2H, aryl-H), 7.47-7.58 (m, 4H, aryl-H).

BC-NMR; (75 MHz, ds-DMSO) & = 59.62 (t, CH,OH), 69.61 (t, CH,OPh), 114.68 (d,
aryl-2,6-CH), 126.12 (d, olefin.-CH), 126.19 (d, olefin.-CH), 127.20 (d, aryl-
CH), 127.83 (d, aryl-CH), 128.11 (d, aryl-CH), 128.67 (d, aryl-CH), 129.59
(s, aryl-C-4), 137.42 (s, aryl-C-1"), 158.38 (s, aryl-C-1).

EI-MS: m/z (% Int.): 240 (99) [M'], 196 (100) [C14H:,0"], 165 (40) [C1oH150,], 152
(30) [CoH120,"], 89 (20) [C7Hs'], 45 (28) [CzHsO"].

EA: C16H1602; M = 240.30 g/mol
ber.: C:79.97% H:6.71%
gef.: C:79.71% H: 6.87%.

7.4.1.2 Synthese von (R,R)-1-[4-(2-Hydroxyethoxy)phenyl]-2-phenyl-
1,2-ethandiol 66 [RAR-I-288]

O/\/OH o ~_-OH

| X

=

7 HO OH
54 66
AD-Mix-p
54 66
tert.-Butanol : Wasser (1:1)

252 mg AD-Mix-B (enthalt 75.6 mg (0.54 mmol, 3.00 eq.) K,CO3, 178 mg (0.54 mmol, 3.00
eq.) Ks[Fe(CN)¢], 1.40 mg (1.80 umol, 1.00 mol-%) (DHQD),PHAL 57 und 0.25 mg (0.72
pumol, 0.40 mol-% 0Os) K,0sO,(OH),) wurden in 4.00 ml tert.-Butanol : Wasser (1:1) geldst.
AnschlieBend wurden 43.3 mg (0.18 mmol, 1.00 eq.) (E)-2-[4-(2-Phenylethenyl)phenoxy]-
ethanol 54 zugegeben und die Reaktionslésung 18 h bei Raumtemp. gerihrt. Nachdem die

Reaktionsmischung finfmal mit je 20.0 ml Methylenchlorid extrahiert worden war, wurden

die vereinten organischen Fraktionen am Rotationsverdampfer vom Losungsmittel befreit
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und das so erhaltene Rohprodukt saulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, Laufmittel:
Chloroform : Methanol (9:1)).

So wurden 30.0 mg (109 ummol, 61% der Theorie) des Produktes 66 als farbloser Feststoff

erhalten.

Schmp.:

DC:

FT-IR (KBr):

'H-NMR:

BC-NMR:

CI-MS:

EA:

HPLC:

81 °C.

R¢=0.23.
Kieselgel, Chloroform : Methanol (9:1)

v [cm™] = 3450-2500 [s, Kombinationen von v(O-H)]; 3021 [m, v(C-H) aryl];
2928 [m, v(C-H) CH,]; 1613, 1513 [beide m, beide v(C=C) aryl]; 1454 [m,
8(CH,)]; 1388 [s, 8(OH)]; 1249, 1177 [beide s, beide Vasm(C-O)]; 1080,
1052 [beide s, beide vsm(C-0O)]; 915, 812, 726, 698 [alle s, alle y(C-H) aryl].

(300 MHz, CDCl3) 8 = 1.57 (br. s, 1H, OH, mit D,O austauschbar), 2.02 (br.
s, 1H, OH, mit D,O austauschbar), 2.85 (br. s, 1H, OH, mit D,O aus-
tauschbar), 3.90-3.94 (m, 2H, CH,OH), 3.99-4.02 (m, 2H, CH,OPh), 4.65
(br. s, 2H, CHOH), 6.75 (d, *Js.044 5160 = 8.7 Hz, 2H, aryl-3,5-H), 7.02 (d,
331304 650 = 8.7 Hz, 2H, aryl-2,6-H), 7.08-7.11 (m, 2H, aryl-H), 7.18-7.23
(m, 3H, aryl-H).

(75 MHz, CDCls) & = 61.32 (t, CH,OH), 69.02 (t, CH,OPh), 78.61 (d,
CHOH), 79.10 (d, CHOH), 114.08 (d, aryl-CH-3,5), 126.95 (d, aryl-CH),
127.80 (d, aryl-CH), 128.05 (d, aryl-CH), 128.20 (d, aryl-CH), 132.47 (s,
aryl-C-1), 139.92 (s, aryl-C-1"), 158.17 (s, aryl-C-4).

m/z (% Int.): 274 (1) [M"], 257 (100) [C1H1705'], 167 (70) [CoH1,057].
C16H1804; M = 274.31 g/mol

ber.: C:70.06% H:6.61%
gef.: C:69.80% H: 6.55%.

+108.5° (C = 0.254, CHCL).

Tr = 21.0 min.
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7.4.1.3

(Chiralceld OD-H, Daicel, Hexan : 2-Propanol (80:20), 1.00 ml/min)

Synthese von (R,R;S,S)-1-[4-(2-Hydroxyethoxy)phenyl]-2-phe-
nyl-1,2-ethandiol rac-66 [RAR-1-299]

OH
O/\/OH O/\/
4
5 | X 3
6 2
1
HO
= OH
C 1'
54 66

K3[F€(CN)6] / K2OSOz(OH)4 / K2CO3
54 rac-66
tert.-Butanol : Wasser (1:1)

43.3 mg (0.18 mmol, 1.00 eq.) (E)-2-[4-(2-Phenylethenyl)phenoxy]ethanol 54 wurden zu-
sammen mit 75.6 mg (0.54 mmol, 3.00 eq.) K,CO3; 178 mg (0.54 mmol, 3.00 eq.)
Ks[Fe(CN)g] und 0.25 mg (0.72 umol, 0.40 mol-% Os) K,0sO,(OH), in 4.00 ml tert.-Butanol :

Wasser (1:1) 18 h bei Raumtemp. in einem 10 ml Einhalskolben geruhrt. Danach wurden

270 mg (2.14 mmol) Natriumsulfit zugegeben und eine Stunde bei Raumtemp. gerihrt.

Die Aufarbeitung und die chromatographische Reinigung erfolgten analog der Vorschrift fir

66 und ergaben 27.3 mg (99.0 umol, 55% der Theorie) rac-66 als farblosen Feststoff.

Die spektroskopischen Daten stimmten mit denen von 66 Uberein.

Schmp.:

DC:

7.4.2

7421

83 °C.

R¢=0.23.
Kieselgel, Chloroform : Methanol (9:1)

Synthese des (R,S)-1,2,11-Undecantriols rac-67

Synthese von 10-Undecen-1-ol 55 [RAR-I-100]®"



130

HO 4 2 4 6 8 10
o 1 3 5 7 9 11
32 55
- LiAIH, s
Et,O

In einem 250 ml Dreihalskolben mit RickfluBkihler und Tropftrichter wurden unter Stickstoff
3.42 g (90.0 mmol, 1.50 eq.) Lithiumaluminiumhydrid in 150 ml abs. Diethylether suspen-
diert. Diese Suspension wurde auf 0 °C abgekuihlt und anschlieBend 11.06 g (60.0 mmol,
1.00 eq.) in 20.0 ml abs. Diethylether geléste 10-Undecenséaure 32 unter Rihren langsam
zugetropft. Nach der Zugabe der 10-Undecensaure wurde die Kihlung entfernt und das Re-
aktionsgemisch 16 h gerthrt. Nun wurde unter starkem Ruhren Eis in den Reaktionsansatz
gegeben, bis keine Gasentwicklung mehr zu beobachten war. Durch Zugabe von 10%
H,SO, wurde der weiRe Niederschlag aufgeldst, bevor im Scheidetrichter die organische
Phase abgetrennt und die wéaRrige Phase dreimal mit je 50.0 ml Diethylether extrahiert wur-
de. Die vereinten organischen Phasen wurden Uber Na,SO, getrocknet und das Losungs-
mittel am Rotationsverdampfer entfernt. Durch Destillation (0.35 mbar, 100 °C, Lit.®": 8.08
mbar, 114 °C) des so erhaltenen Rohproduktes konnten 7.80 g (45.8 mmol, 76% der Theo-
rie, Lit.®: 88%) analytisch reines 10-Undecen-1-ol 55 als farblose Fliissigkeit erhalten wer-

den.

FT-IR (Film):  V [cm™] = 3450-2500 [s, Kombinationen von v(O-H)]; 2926, 2855 [beide s,
beide v(C-H) CH,]; 1435 [m, 8(CH>)]; 1371 [m, 8(OH)]; 1056 [s, Vsym(C-O)];
994 (m), 909 (m), 722 (W).

'H-NMR: (300 MHz, CDCl3) 6 = 1.10-1.45 (br. m, 12H, 3-H, 4-H, 5-H, 6-H, 7-H, 8-H),
1.46-1.52 (m, 2H, 2-H), 1.72-1.95 (br. s, 1H, CH,OH, mit D,O austausch-
bar), 1.97-2.09 (m, 2H, 9-H), 3.63 (t, *Jcnz.criz = 6.6 Hz, 2H, 1-H), 4.87-5.03
(m, 2H, olefin.-11-H), 5.73-5.88 (m, 1H, olefin.-10-H).

C-NMR: (75 MHz, CDCl;) 6 = 25.73, 28.93, 29.11, 29.40, 29.41, 29.54, 32.79, 33.79
(alle t, alle CH,CH:CH,), 63.07 (t, C-1), 114.10 (t, olefin.-C-11), 139.21 (d,
olefin-C-10).

FAB-MS: m/z (% Int.): 151.9 (5.2) [M-H,O"], 109.9 (95) [CgH147], 108.9 (95) [CgH15'],

54.9 (85) [CsHs0'], 40.9 (100) [C3HsT.
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EA: C11H»0; M =170.29 g/mol
ber.: C: 77.58% H: 13.02%
gef.. C:77.44% H: 13.01%.

7.4.2.2 Synthese von (R,S)-1,2,11-Undecantriol rac-67 [RAR-I-114]

10

HO =
\/\96/\/ HO > " e 5 OH

OH

55 67

K3[F€(CN)6] / KzOSOz(OH)4 / K2C03
55 rac-67
tert.-Butanol : Wasser (1:1)

19.56 g (60.0 mmol, 3.00 eq.) Ks[Fe(CN)g], 8.22 g (60.0 mmol, 3.00 eq.) K,COs und 29.5 mg
(80.2 pmol, 0.40 mol-% Os) K,0sO,(OH), wurden zusammen mit 3.40 g (20.0 mmol, 1.00
eq.) 10-Undecen-1-ol 55 in 200 ml tert.-Butanol : Wasser (1:1) in einem 500 ml Einhalskol-
ben geldst. Danach wurde die Reaktionsmischung einen Tag bei Raumtemp. gerihrt, bevor
30.0 g Na,SO; zugegeben und nochmals eine Stunde geriihrt wurde. Die Reaktionsmi-
schung wurde viermal mit je 200 ml Methylenchlorid extrahiert, die organischen Phasen tber
MgSO, getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das so erhalte-
ne Rohprodukt wurde Uber Kieselgel chromatographiert (Laufmittel: Chloroform : Methanol
(9:1)), was 3.19 g (15.6 mmol, 78% der Theorie) des Produktes rac-67 als farblosen Fest-
stoff ergab.

Schmp.: 75 °C (Lit.: 74-75 °C).l*?

FT-IR (KBr): v [cm'l] = 3290 [br. s, v(O-H)]; 2917, 2850 [beide s, v(C-H) aliphat.]; 1471
[s, (CHy)]; 1332 [m, d(O-H)]; 1086, 1065 [beide s, beide vsm(C-0)]; 1009
[S]; 720 [m, 6rocking(CH2)]-

'H-NMR: (300 MHz, ds-DMSO) 8 = 1.22-1.48 (br. m, 16H, 2-H, 3-H, 4-H, 5-H, 6-H, 7-
H, 8-H, 9-H), 3.16-3.28 (m, 2H, 1-H), 3.33-3.40 (m, 3H, 10-H, 11-H), 4.31-
4.34 (m, 2H, CH,OH, CHOH, mit D,O austauschbar), 4.41 (t, 3JOH_CH2 =56
Hz, 1H, CH,OH, mit D,O austauschbar).
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BC-NMR: (75 MHz, CD;0OD) & = 26.68, 26.93, 30.57, 30.65, 30.68, 30.82, 33.66,
34.46 (alle t, alle CH,CH.CH,), 63.02 (t, C-1), 67.42 (t, C-11), 73.28 (d, C-
10).
FAB-MS: m/z (% Int.): 205.1 (0.1) [M+17], 173.1 (7) [C10H2105"], 137.1 (31) [C1oH17],
95.1 (100) [C;H11"], 81.1 (99) [CeHs'], 55.0 (78) [C4H-'], 41 (62) [CsHs'].
EA: C11H2403; M = 204.31 g/mOI
ber.: C:64.67% H:11.84%
gef.. C:64.53% H:11.81%.
7.4.3 Synthese des (R,S)-3-[4-(2-Hydroxyethoxy)-3-methoxyphenyl]-
1,2-propandiols rac-68
7.4.3.1 Synthese von 2-[2-Methoxy-4-(2-propenyl)phenoxy]ethanol 56
[RAR-I-169]
o) OCHjs OCHjs
2
HO)J\/O HO/\/O 1 3
6 4 A
X 2N
33 56
LiAIH,
33 — 56
Et,O
In einem 250 ml Dreihalskolben mit RickfluRkihler und Tropftrichter wurden unter Stickstoff

0.51 g (13.5 mmol, 1.50 eq.) Lithiumaluminiumhydrid in 50.0 ml abs. Diethylether suspen-

diert und unter Eiskiihlung eine Losung von 2.00 g (9.00 mmol, 1.00 eq.) [2-Methoxy-4-(2-

propenyl)phenoxylessigsaure 33 in 80.0 ml abs. Diethylether vorsichtig zugetropft. Danach

wurde 16 h bei Raumtemp. gerthrt.

Zur Aufarbeitung wurde unter Eiskihlung mit Eiswasser hydrolysiert und danach soviel

10%ige Schwefelsdure zugegeben, bis sich der zwischenzeitlich gebildete weil3e Nieder-

schlag aufgelost hatte. Die Etherphase wurde abgetrennt, und die walrige Phase wurde

dreimal mit je 50.0 ml Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
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Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt.

Das Rohprodukt wurde mit Dichlormethan : Methanol (9:1) Uber Kieselgel chromatogra-

phiert, was 870 mg (4.18 mmol, 46% der Theorie) eines farblosen Oles ergab, das sich nach

Kihlung auf 4 °C verfestigte.

Schmp.:

DC:

FT-IR (Film):

'H-NMR:

BC-NMR:

EI-HRMS

7.4.3.2

31 °C (Lit.: 33-34 °C).[*

Ri=0.72.
Kieselgel, Dichlormethan : Methanol (9:1)

V [cm™] = 3486 [s, v(O-H)]; 3075, 3001 [beide s, v(C-H) aryl]; 2935, 2873
[beide m, v(C-H) CH,]; 1636 [m], 1591 [m], 1514 [s, alle v(C=C) aryl]; 1456
[s]; 1420 [s, &(CHy)]; 1335 [m, 3(OH)]; 1261, 1232 [beide s, beide Vasym(C-
O)]; 1140, 1034 [beide s, beide vsn,(C-O)]; 914 [s], 806 [m, beide y(C-H)
aryl].

(300 MHz, CDCls) 6 = 2.92 (br. s, 1H, CH,OH, mit D,O austauschbar), 3.32
(d, *Jpncrzcn = 6.7 Hz, 2H, PhCH,CH), 3.83 (s, 3H, OCH), 3.88-3.96 (m,
2H, CH,OH), 4.08 (t, *Jcho.chz = 4.1 Hz, 2H, CH,OPh), 5.05-5.14 (m, 2H,
olefin.-3'-H), 5.89-6.04 (m, 1H, olefin.-2’-H), 6.71-6.75 (m, 2H, aryl-H),
6.85-6.89 (m, 1H, aryl-H).

(75 MHz, CDCl3) & = 39.61 (t, PhCH,CH), 55.62 (g, OCHj3), 61.09 (t,
CH,OH), 71.71 (t, CH,OPh), 112.26 (d, aryl-CH-3 oder aryl-CH-6), 115.43
(d, aryl-CH-3 oder aryl-CH-6), 115.50 (t, olefin.-CH»-3"), 120.56 (d, aryl-CH-
5), 134.00 (s, aryl-C-4), 137.26 (d, olefin.-CH-2'), 146.18 (s, aryl-C-1 oder
aryl-C-2), 149.79 (s, aryl-C-1 oder aryl-C-2).

m/z (% Int., Summenformel, IAmmul): 208.1099 (100, C1,H1603, 1.1) [M7],
164.0222 (74, C1,H,0, 4.0).

Synthese von (R,S)-3-[4-(2-Hydroxyethoxy)-3-methoxyphenyl]-
1,2-propandiol rac-68 [RAR-1-173]

OCH; OCH;

0 o) 3
HO™ > HO™ "3 2 OH

X 5 L OH
6
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56 68

K3[F€(CN)6] / K2OSOz(OH)4 / K2CO3
56 rac-68
tert.-Butanol : Wasser (1:1)
In einem 50 ml Einhalskolben wurden 0.23 g (1.10 mmol, 1.00 eq.) 2-[2-Methoxy-4-(2-
propenyl)phenoxy]ethanol 56 in 12.0 ml tert.-Butanol : Wasser (1:1) geldst und 1.10 g (3.30

mmol, 3.00 eq.) Ks[Fe(CN)g], 0.46 g (3.30 mmol, 3.00 eq.) K,CO3 und 0.81 mg (2.20 pmol,

0.20 mol-% Os) K,0s0O,(OH), hinzugefiigt. Es wurde ein Tag bei Raumtemp. gerthrt. Da-
nach wurden 1.68 g (13.3 mmol) Natriumsulfit zugegeben und nochmals eine Stunde bei
Raumtemp. gertihrt. Nun wurde die Reaktionsldsung finfmal mit je 50.0 ml Essigester aus-
geschuttelt. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Magnesiumsulfat getrocknet
und das Lésungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der so erhaltene Rickstand wurde
Uber Kieselgel chromatographiert (Laufmittel: Chloroform : Methanol (9:1)), was 200 mg

(0.83 mmol, 75% der Theorie) des Produktes rac-68 als farblosen Feststoff ergab.
Schmp.: 78 °C.

DC: Ri=0.21.
Kieselgel, Chloroform : Methanol (9:1)

FT-IR (KBr): V [cm™] = 3530, 3372 [beide s, beide v(O-H)]; 3018 [m, v(C-H) aryl]; 2928,
2879, 2832 [alle m, alle v(C-H) CH,]; 1636 [w], 1592 [m], 1515 [s, alle
V(C=C) aryl]; 1464 [s]; 1420 [s, 8(CH)]; 1333 [m, &(OH)]; 1260, 1229 [bei-
de s; beide Vasym(C-0)]; 1139, 1103 [beide s, beide ve,m(C-0)]; 909 [s], 816,
640, 564 [alle m, alle y(C-H) aryl].

'H-NMR: (300 MHz, ds-DMSO0) & = 2.45 (dd, *Jpncrats = 13.8 Hz, *Jpncraoch = 7.6 Hz,
1H, PhCH,Hy), 2.67 (dd, 2Jencrbra = 13.8 Hz, *Jenciboct = 5.5 Hz, 1H,
PhCH,H,), 3.24-3.28 (m, 2H, CH,CH,OH), 3.55-3.65 (m, 1H, CHOH), 3.65-
3.70 (m, 2H, OCHCH,OH), 3.72 (s, 3H, OCHs), 3.90 (t, *Jcrz.crz = 4.8 Hz,
2H, CH,OPh), 4.48-4.53 (m, 2H, CHOH, CH,OH, mit D,O austauschbar),
4.80 (t, *Jon.ci2 = 5.5 Hz, 1H, CH,OH, mit D,O austauschbar), 6.68 (dd, 3Js.
wsn = 8.1 Hz, “Joyan = 1.9 Hz, 1H, aryl-6-H), 6.80-6.84 (m, 2H, aryl-2-H
und aryl-5-H).
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BC-NMR; (75 MHz, ds-DMSO) & = 39.28 (t, PhCH,), 55.42 (g, OCHs), 59.71 (t,
CH,CH,0OH), 65.33 (t, OCHCH,OH), 70.28 (t, CH,OPh), 72.64 (d, CHOH),
113.17 (d, aryl-CH-2 oder aryl-CH-5), 113.48 (d, aryl-CH-2 oder aryl-CH-5),
121.22 (d, aryl-CH-6), 132.33 (s, aryl-C-1), 146.31 (s, aryl-C-3 oder aryl-C-
4), 148.62 (s, aryl-C-3 oder aryl-C-4).

FAB-MS: m/z (% Int.): 242 (96.7) [M'], 211 (2.7) [C11H15047], 198 (3.7) [C1oH1404"],
181 (53.4) [CioH1305'], 167 (3.3) [CoH1:03'], 137 (100.0) [CeHeO,'], 107
(3.5) [C;H;0"], 77 (3.1) [CeHs'], 57 (3.8) [CsHsO], 45 (8.8) [C,Hs07], 31
(34.3) [CH;0.

EA: C12H1805; M = 242.27 g/mol
ber.: C:59.49% H:7.49%
gef.: C:59.41% H: 7.50%.

7.4.4 Synthese des (R,S)-[9-(2-Oxo0-1,3-dioxolan-4-yl)nonyl]-1H+-
imidazol-1-carboxylats rac-72 [RAR-I-199]

0 (@]
2 1 3 5 7 9 11
HO L z A 10

\/\(\/)6/Y\0H (/\ N N /\§ N\//,N (@) 5 7 6 s o)

OH N N s O‘\<O

67 71 72

CH,Cl,
rac-67 + 71 rac-72

100 mg (0.49 mmol, 1.00 eq.) (R,S)-1,2,11-Undecantriol rac-67 wurden in 20.0 ml abs. Me-
thylenchlorid zusammen mit 160 mg (0.98 mmol, 2.00 eq.) N,N’-Carbonyldiimidazol 71 funf
Stunden bei Raumtemp. in einem 50 ml Einhalskolben geriihrt. Danach wurde die Reakti-
onslosung zweimal mit je 10.0 ml gesattigter NaHCOs-L6sung extrahiert. Die organische
Phase wurde lUber MgSO, getrocknet und am Rotationsverdampfer vom Ldsungsmittel be-
freit. Das so erhaltene Rohprodukt wurde s&ulenchromatographisch (Kieselgel, Laufmittel:
Chloroform : Methanol (9:1)) gereinigt, was 156 mg (0.48 mmol, 98% der Theorie) des cy-

clischen Carbonates rac-72 als farbloses Ol ergab.
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FT-IR (Film):  V [cm™] = 3048 [m, v(C-H) aryl]; 2928, 2856 [beide m, beide v(C-H) CH,];
1798, 1761 [beide s, beide v(C=0)]; 1471 [m, 3(CH,)]; 1405 (m); 1376 (m);
1318 (m); 1291 (m); 1241, 1174 [beide s, beide vasm(C-0)]; 1061 (s), 1003
[beide s, beide v¢,m(C-0O)]; 772 (M), 650 (M).

DC: R¢=0.75.
Kieselgel, Chloroform : Methanol (9:1)

'H-NMR: (300 MHz, CDCl3) & = 1.20-1.56 (br. s, 12 H, 3-H, 4-H, 5-H, 6-H, 7-H, 8-H),
1.60-1.90 (br. s, 4H, 2-H, 9-H), 4.02 (dd, 2Ji1ra11me = 8.3 Hz, *Jitraton =
7.2 Hz, 1H, 11-H,), 4.37 (t, *Jipon = 6.7 Hz, 2H, 1-H), 4.48 (dd, *J111p-11-1a
= 8.3 Hz, *Ji1rp10n = 7.8 Hz, 1H, 11-Hy), 4.62-4.71 (m, 1H, 10-H), 7.04 (s,
1H, Imidazol-4'-H), 7.39 (s, 1H, Imidazol-5’-H), 8.10 (s, 1H, Imidazol-2’-H).

BC-NMR: (75 MHz, CDCly) & = 24.30, 25.60, 28.37, 28.99, 29.02, 29.16, 29.17, 33.82
(alle t, alle CH,CH,CH,), 68.22, 69.19 (beide t, beide CH,OC), 76.95 (d, C-
10), 116.87 (d, Imidazol-C-4’), 130.38 (d, Imidazol-C-5'), 136.84 (d, Imida-
20l-C-2’), 148.53 (s, C=0), 154.82 (s, C=0).

CI-MS: m/z (% Int.): 325 (100) [M+17].
EA: C16H24N205; M = 324.37 g/mOI
ber.: C: 59.24% H: 7.46% N: 8.64%

gef.: C:59.16%  H:7.34% N: 8.57%.
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7.5 Katalytische asymmetrische Dihydroxylierung an fester
Phase
7.5.1 Darstellung des [4-(Hydroxymethyl)phenoxy]methylierten Co-

poly(ethenylbenzol/diethenylbenzols) (99:1) (Wang-Harz) 47
[RAR-|-52]184

181 182 47

CH3;ONa/ DMAA

181 + 182 e a7

5.00 g (10.0 mmol CI, 1.00 eq.) Merrifield-Harz 181 wurden in einem temperierbaren 250 ml
Kolben unter Stickstoff in 70.0 ml abs. Dimethylacetamid (DMAA) suspendiert. Diese Sus-
pension wurde bei 50 °C 30 min geschuttelt, bevor 1.86 g (15.0 mmol, 1.50 eq.) 4-
Hydroxybenzylalkohol 182 und 0.81 g (15.0 mmol, 1.50 eq.) Natriummethanolat zugegeben
wurden. Nun wurde drei Stunden bei 50 °C geschittelt, bevor nochmals 1.86 g (15.0 mmol,
1.50 eq.) 4-Hydroxybenzylalkohol 182 und 0.81 g (15.0 mmol, 1.50 eq.) Natriummethanolat
zugegeben wurden. Nach weiteren 19 h Schiitteln bei 50 °C wurde das Produkt-Harz 47
abfiltriert und viermal mit je 50.0 ml Dioxan, Dioxan : Wasser (1:1), Dioxan und Methanol

gewaschen. Die Trocknung im Olpumpenvakuum ergab 5.33 g farbloses Produkt 47.

Um die vorhandenen Hydroxygruppen am Wang-Harz 47 quantifizieren zu kénnen, wurden
20.0 mg des Produkt-Harzes 47 (maximal 0.04 mmol OH-Gruppen) mit 29.7 mg (0.10 mmol,
2.50 eq.) FmocGlycin, 20.6 mg (0.10 mmol, 2.50 eq.) N,N'-Diisopropylcarbodiimid und 1.00
mg 4-Dimethylaminopyridin drei Stunden bei Raumtemp. in abs. DMF umgesetzt. Danach
wurde das Harz abfiltriert und anschlieRend dreimal mit 10 ml DMF gewaschen.

Das mit FmocGlycin beladene Harz wurde dreimal mit 5.00 ml 20%igem Piperidin in abs.
DMF 10 min lang behandelt und viermal mit 10.0 ml abs. DMF gewaschen. Aus der Extinkti-
on der Abspaltungslésung konnte die vorhandene Fmoc-Stoffmenge am Polymer zu 22.2
pmol ermittelt werden. Damit ergab sich eine Funktionalisierung des Wang-Harzes 47 mit

Hydroxyfunktionen zu 1.11 mmol/g.
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FT-IR (KBr): v [cm™ = 3421 [br. s, v(O-H)]; 3108, 3024 [beide m, v(C-H) aryl]; 2923,
2853 [beide m, v(C-H) CH,]; 1602, 1582, 1490 [alle m, v(C=C) aryl]; 1449
[m, &(CHy)]; 1214 [M, Vaeym(C-O)]; 1179, 1115 [beide m]; 1000 [M, Veym(C-
0)]; 904 [m]; 838 [s], 754 [m], 696 [s, alle y(C-H) aryl].

7.5.2 Anknupfungen der Olefine an die festen Trager

7521 Synthese des ( E)-[4-[[[[2-Phenylethenyl)phenoxy]acetyl]oxy]-
methyl]phenoxy]methylierten Copoly(ethenylbenzol/diethenyl-
benzols) (99:1) 49 [RAR-1-263]

O ‘{%

30 @%

Q<

47 31 49
4 " DCC / DMAP 10
* DMF

1.28 g (1.42 mmol OH-Gruppen, 1.00 eq.) Wang-Harz 47 wurden in einem 100 ml Einhals-
kolben unter Stickstoff in 50.0 ml abs. DMF suspendiert. Hierauf wurden bei Raumtemp. 407
mg (1.60 mmol, 1.13 eq.) (E)-[4-(2-Phenylethenyl)phenoxy]essigsaure 31, 584 g (2.84 mmol,
2.00 eqg.) DCC und 10.0 mg DMAP zugegeben, worauf sich die Reaktionsmischung kurze
Zeit spéater tribte. Nachdem diese Uber Nacht bei Raumtemp. geschiittelt worden war, wur-
de das Produkt abfiltriert und mehrmals mit je 50 ml Methylenchlorid, Dioxan, THF, THF :
Wasser (1:1), Wasser, Methanol und Ether gewaschen. Nach Trocknung an der Olpumpe

wurden 1.42 g eines fast farblosen Pulvers 49 erhalten.
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FT-IR (KBr): v [cm™] = 3022 [m, v(C-H) aryl]; 2911, 2888 [beide m, v(C-H) CH,]; 1740
[s, v(C=0)]; 1648, 1509 [beide m, beide v(C=C) aryl]; 1450 [m, d(CH,)];
1222 [m], 1165 [s, beide vasm(C-0)]; 1061, 1011 [beide m, beide vgm(C-
0)]; 815 [m], 751 [m], 691 [s, alle y(C-H) aryl].

7.5.2.2 Synthese des an Copoly(ethenylbenzol/diethenylbenzol)
(99:1) immobilisierten (E)-O-[[4-(2-Phenylethenyl)phenoxy]-
acetyl]oligoethylenglycols 50 [RAR-I-264]

Q—(PEc)o
2:0
@]

48 31 50
DCC / DMAP
48 + 31 T 50
DMF

In einem 100 ml Einhalskolben wurden unter Stickstoff 1.50 g (0.45 mmol OH-Gruppen, 1.00
eq.) Hydroxy-TentaGelO 48 in 50.0 ml abs. DMF suspendiert und anschlieend bei Raum-
temp. mit 173 mg (0.68 mmol, 1.50 eq.) (E)-[4-(2-Phenylethenyl)phenoxy]essigsaure 31, 280
mg (1.35 mmol, 3.00 eq.) DCC und 10.0 mg DMAP versetzt. Nach kurzer Zeit tribte sich die
Reaktionsmischung. Sie wurde nun tber Nacht bei Raumtemp. geschiittelt, dann wurde das
Produkt abfiltriert und mehrmals mit je 50 ml Methylenchlorid, Dioxan, THF, THF : Wasser
(1:1), Wasser, Methanol und Ether gewaschen. Die Trocknung an der Olpumpe ergab 1.54

g eines farblosen Pulvers 50.

Das IR-Spektrum war nicht aussagekréaftig.
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7.5.2.3 Synthese des [4-[[(1-Ox0-10-undecenyl)oxy]methyl]phenoxy]-
methylierten Copoly(ethenylbenzol/diethenylbenzols) (99:1)

51 [RAR-1-97]
HO
o : g O < > \ //
O <> P < > O—< :>—\ 6
o
OH O{f
a7 32 51
47 N 32 DCC / DMAP 51
CH,Cl,

4.00 g (4.44 mmol OH-Gruppen, 1.00 eq.) Wang-Harz 47 wurden in einem 250 ml Einhals-
kolben unter Stickstoff in 100 ml abs. CH,Cl, suspendiert und anschlieRend bei Raumtemp.
mit 1.63 g (8.88 mmol, 2.00 eq.) 10-Undecensaure 32, 2.74 g (13.3 mmol, 3.00 eq.) DCC
und 50.0 mg DMAP versetzt. Nach kurzer Zeit triibte sich die Reaktionsmischung. Nachdem
diese Uber Nacht bei Raumtemp. geschiittelt worden war, wurde das Produkt abfiltriert und
mehrmals mit je 50 ml Methylenchlorid, Dioxan, THF, THF : Wasser (1:1), Wasser, Methanol
und Ether gewaschen. Die Trocknung an der Olpumpe ergab 4.43 g eines fast farblosen

Pulvers 51.

FT-IR (KBr): v [cm™] = 3108, 3024 [beide m, V(C-H) aryl]; 2923, 2853 [beide m,
V(C-H) CH;]; 1734 [s, v(C=0)]; 1611, 1582, 1512 [alle m, v(C=C)
aryl]; 1449 [m, d(CH,)]; 1223 [mM, Vaeym(C-O)]; 1179, 1115 [beide m];
1000 [mM, Veym(C-O)]; 904 [m]; 838 [s], 754 [m], 696 [s, alle y(C-H)
aryl].

'"H-HRMAS-NMR: (500 MHz, CD,Cl,, 5500 Hz Rotationsfrequenz) 6 = 1.29 (8H, 4-H, 5-
H, 6-H, 7-H), 1.37 (2H, 8-H), 1.60 (2H, 3-H), 2.04 (2H, 9-H), 2.30
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BC-HRMAS-NMR:

(2H, 2-H), 4.91 (1H, 11-Hy), 4.94 (2H, ar-a-H), 4.97 (1H, 11-H,), 5.02
(2H, ar’-a-H), 5.81 (1H, 10-H), 6.57 (sehr breit, 2H, ar-2,6-H), 6.94
(2H, ar’-2,6-H), 7.05 (sehr breit, 2H, ar-3,5-H), 7.27 (2H, ar’-3,5-H).

Die Feinstruktur der Signale kann aufgrund der Linienverbreiterung nicht an-

gegeben werden. Die Zuordnung erfolgte mittels zweidimensionaler NMR-
Spektroskopie (*H,"H-DQF-COSY, *H,**c-HMBC, 'H,"*C-HSQC).

(500 MHz, CD,Cl,, 5500 Hz Rotationsfrequenz) & = 25.4 (t, C-3), 29.3
(t, C-8), 29.5 (t, C-4), 29.5 (t, C-5), 29.6 (t, C-6), 29.7 (t, C-7), 34.2 (t,
C-9), 34.7 (t, C-2), 66.1 (t, C-ar-a), 70.3 (t, C-ar-a), 114.4 (t, C-11),
115.1 (d, C-ar-2,6), 128.1 (d, C-ar-3,5), 129.1 (s, C-ar-4), 130.3 (d,
C-ar-3,5), 134.6 (s, C-ar-4), 139.6 (d, C-10), 145.5 (s, C-ar-1), 159.3
(s, C-ar-1), 173.8 (s, C-1).

Die Signale fur C-ar-2,6 konnten nicht eindeutig zugeordnet werden.

Die Zuordnung erfolgte mittels zweidimensionaler NMR-Spektroskopie
(*H,"*C-HMBC, *H,"*C-HSQC).

75.2.4 Synthese des an Copoly(ethenylbenzol/diethenylbenzol)

(99:1)

immobilisierten O-(1-Oxo-10-undecenyl)oligoethylen-

glycols 52 [RAR-1-249]

Q—(PEs)o

@)

O -
48 32 52
DCC / DMAP
48 + 32 —_— 52
CH,Cl,

1.50 g (0.45 mmol OH-Gruppen, 1.00 eq.) Hydroxy-TentaGel]l 48 wurden in einem 100 ml

Einhalskolben unter Stickstoff in 50.0 ml abs. CH,Cl, suspendiert und anschlieRend bei

Raumtemp. mit 165 mg (0.90 mmol, 2.00 eq.) 10-Undecenséaure 32, 280 mg (1.35 mmol,
3.00 eq.) DCC und 10.0 mg DMAP versetzt. Nach kurzer Zeit tribte sich die Reaktionsmi-

schung. Diese wurde Uber Nacht bei Raumtemp. geschuttelt, das Produkt abfiltriert und
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mehrmals mit je 50 ml Methylenchlorid, Dioxan, THF, THF : Wasser (1:1), Wasser, Methanol
und Ether gewaschen. Die Trocknung an der Olpumpe ergab 1.53 g eines farblosen Pulvers
52.

Das IR-Spektrum war nicht aussagekraftig.

7.5.2.5 Synthese des [4-[[[[2-Methoxy-4-(2-propenyl)phenoxy]acetyl]-
oxy]methyl]phenoxy]lmethylierten Copoly(ethenylbenzol/di-
ethenylbenzols) (99:1) 53 [RAR-1-164]

XN
\
47 33 53
DCC / DMAP
47 + 33 53
CH,Cl,

In einem 250 ml Einhalskolben wurden 4.00 g (4.44 mmol OH-Gruppen, 1.00 eq.) Wang-
Harz 47 unter Stickstoff in 100 ml abs. CH,Cl, suspendiert und dann bei Raumtemp. mit
1.97 g (8.88 mmol, 2.00 eq.) [2-Methoxy-4-(2-propenyl)phenoxy]essigsaure 33, 2.73 g (13.3
mmol, 3.00 eq.) DCC und 50.0 mg DMAP versetzt. Kurze Zeit spater tribte sich die Reakti-
onsmischung. Nachdem diese Uber Nacht bei Raumtemp. geschittelt worden war, wurde
das Produkt abfiltriert und mehrmals mit je 50 ml Methylenchlorid, Dioxan, THF, THF : Was-
ser (1:1), Wasser, Methanol und Ether gewaschen. Die Trocknung an der Olpumpe ergab

4.88 g eines fast farblosen Pulvers 53.

FT-IR (KBr): V [cm?] = 3421 [or. s, v(O-H)]; 3108, 3020 [beide m, v(C-H) aryl]; 2920,
2853 [beide m, v(C-H) CH,]; 1733 [s, v(C=0)]; 1610, 1506 [beide m, beide
v(C=C) aryl]; 1450 [m, 8(CH,)]; 1218 [M, Vasym(C-0O)]; 1170, 1115 [beide m];
1015 [M, Vgm(C-0)]; 906 [m]; 818 [s], 750 [m], 696 [s, alle y(C-H) aryl].



143

7.5.2.6 Quantifizierung der immobilisierten Alkene 31, 32 und 33 an
den polymeren Tréagern 49, 50, 51, 52 und 53 [RAR-1-98]

Wang-Linker
bzw. O HO_\_E)_
PEG oJ< R
R
49, 50, 51, 52 bzw. 53 54, 55 bzw. 56

DIBAL / Toluol

49, 50, 51, 52 bzw. 53 54, 55 bzw. 56

Zur Quantifizierung der Beladung der Polymere 49, 50, 51, 52 und 53 mit den Olefinen 31,
32 und 33 wurden Aliquote der Polymere 49, 50, 51, 52 und 53 nach dem Trocknen in einem
50 ml Einhalskolben jeweils in 10.0 ml abs. Toluol suspendiert und im Eisbad gekiihlt. Nach
der Zugabe von 10.0 ml 1.00 M DIBAL in n-Hexan wurde drei Stunden geschiittelt. Danach
wurde die Reaktion durch Zugabe von Methanol abgebrochen und 1.00 M HCI bis zur Aufl6-
sung des zwischenzeitlich entstandenen gallertartigen Niederschlages zugegeben.

Die Polymere wurden abfiltriert und mit jeweils 50.0 ml Wasser, Wasser : THF (1:1), THF,
Methanol und Ether gewaschen. Das Filtrat und die vereinigten Waschldsungen wurden mit
Chloroform extrahiert, bis kein Produkt mehr in die organische Phase Uberging (DC-
Kontrolle jeweils auf Kieselgel, Laufmittel: Chloroform : Methanol (9:1)).

Nachdem das Chloroform am Rotationsverdampfer entfernt worden war, wurden die Roh-
produkte saulenchromatographisch gereingt (Kieselgel; Chloroform : Methanol (9:1)). Die
spektralen Daten der so erhaltenen Triole stimmten jeweils mit denen der in Lésung synthe-
tisierten entsprechenden Alkohole Uberein (54 fur die Abspaltung von 49 und 50; 55 fur die
Abspaltung von 51 und 52 sowie 56 fir die Abspaltung von 53).

Fur die Beladungen der Polymere 49, 50, 51, 52 und 53 ergaben sich nach der gravimetri-
schen Bestimmung der im Olpumpenvakuum getrockneten abgespaltenen Alkohole 54, 55

und 56 folgende Werte:

49: 1.08 mmol/g (38.9 mg (162 umol) (E)-2-[4-(2-Phenylethenyl)phenoxy]ethanol 54, ab-
gespalten von 150 mg Polymer 49);

50: 0.27 mmol/g (6.48 mg (27.0 pmol) (E)-2-[4-(2-Phenylethenyl)phenoxy]ethanol 54,
abgespalten von 100 mg Polymer 50);
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51: 1.04 mmol/g (31.9 mg (187 umol) 10-Undecen-1-ol 55, abgespalten von 180 mg Po-
lymer 51);

52: 0.28 mmol/g (7.16 mg (42.0 umol) 10-Undecen-1-ol 55, abgespalten von 150 mg
Polymer 52);

53: 1.01 mmol/g (31.5 mg (151 pmol) 2-[2-Methoxy-4-(2-propenyl)phenoxy]ethanol 56,
abgespalten von 150 mg Polymer 53).

7.5.3 Dihydroxylierungen der am Polymer gebundenen Olefine

7.5.3.1 Dihydroxylierung von (E)-[4-[[[[2-Phenylethenyl)phenoxy]-
acetylloxy]methyl]phenoxy]methyliertem Copoly(ethenylben-
zol/diethenylbenzol) (99:1) 49 [RAR-1-268]

0] 0]
OH
/ HO
O .
49 61

K3[Fe(CN)6] / KzoSOZ(OH)4 / K2CO3 / (DHQD)zPHAL
49 THF : Wasser (1:1) 61/ent-61

In einem 100 ml Einhalskolben wurden 990 mg (3.00 mmol, 3.00 eq.) K3[Fe(CN)¢], 420 mg
(3.00 mmol, 3.00 eq.) K,COs3, 1.40 mg (4.00 pmol, 0.40 mol-% bezogen auf das Olefin)
K,0s0,(0OH),4, 95.0 mg (1.00 mmol, 1.00 eq.) Methansulfonsaureamid und 1.00 mol-% des
Liganden (7.79 mg, 10.0 umol (DHQD),PHAL 57) in 30.0 ml THF : Wasser (1:1) geldst. Da-
nach erfolgte die Zugabe von 888 mg (1.00 mmol, 1.00 eq.) polymergebundener (E)-[4-(2-
Phenylethenyl)phenoxy]essigséure 49. Nachdem die Suspension 18 h bei Raumtemp. ge-
rihrt worden war, wurde das Polymer abfiltriert und mit 300 ml THF : Wasser (1:1) und 100

ml Methylenchlorid gewaschen.
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Die Trocknung im Olpumpenvakuum (ber Phosphorpentoxid ergab 891 mg farbloses Pro-

duktpolymer 61/ent-61.

FT-IR (KBr):  V [cm™] = 3420 [br. s, v(O-H)]; 3022 [m, v(C-H) aryl]; 2911, 2888 [beide m,
v(C-H) CH;]; 1738 [m, v(C=0)]; 1595, 1507 [beide m, beide v(C=C) aryl];
1443 [m, 3(CH,)]; 1244, 1213 [beide m], 1156 [s, alle Vagm(C-0)]; 1066,
1014 [beide m, beide vsm(C-0)]; 815 [m], 755 [m], 693 [s, alle y(C-H) aryl].

7.5.3.2 Dihydroxylierung von an Copoly(ethenylbenzol/diethenyl-

benzol) (99:1) immobilisiertem (E)-O-[[4-(2-Phenylethenyl)-
phenoxy]acetyl]oligoethylenglycol 50 [RAR-I-267]

o o

50 62

K3[Fe(CN)g] / K,OsO,(OH), / K,CO5 / (DHQD),PHAL
=0 THF : Wasser (1:1) 62/ent-62

In einem 100 ml Einhalskolben wurden 396 mg (3.00 mmol, 3.00 eq.) Ks[Fe(CN)¢], 168 mg
(3.00 mmol, 3.00 eq.) K,CO;, 0.56 mg (1.60 umol, 0.40 mol-% bezogen auf das Olefin)
K>0s0,(OH),, 38.0 mg (1.00 mmol, 1.00 eq.) Methansulfonsdureamid und 1.00 mol-% des
Liganden (3.12 mg, 4.00 pmol (DHQD),PHAL 57) in 30.0 ml THF : Wasser (1:1) gel6st. 1.32
g (0.40 mmol, 1.00 eq.) polymergebundene (E)-[4-(2-Phenylethenyl)phenoxy]essigsédure 50
wurden zugegeben und die Reaktionsmischung 18 h bei Raumtemp. geschiittelt. Danach
wurde das Polymer abfiltriert und mit 300 ml THF : Wasser (1:1) und 100 ml Methylenchlorid
gewaschen. Durch Trocknung im Olpumpenvakuum (iber Phosphorpentoxid wurden 1.32 g

farbloses Produktpolymer 62/ent-62 erhalten.

Das IR-Spektrum war nicht aussagekréaftig.
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7.5.3.3 Dihydroxylierung von [4-[[(1-Oxo0-10-
undecenyl)oxy]methyl]-phenoxy]methyliertem Copo-
ly(ethenylbenzol/diethenylbenzol) (99:1) 51 [RAR-I1-99]

/ OH
(e} (@]

51 63

K3[F€(CN)6] / K50sO,(OH), / K2C03/ Ligand

> THF : Wasser (1:1) 63/ent-63

In einem 100 ml Einhalskolben wurden 990 mg (3.00 mmol, 3.00 eq.) K3[Fe(CN)¢], 420 mg
(3.00 mmol, 3.00 eq.) K,COs3, 1.40 mg (4.00 pmol, 0.40 mol-% bezogen auf das Olefin)
K,0s0,(0OH),4, 95.0 mg (1.00 mmol, 1.00 eq.) Methansulfonsdureamid und 1.00 mol-% (10.0
pmol) der entsprechenden Liganden (7.79 mg (DHQD),PHAL 57; 8.81 mg (DHQD),PYR 58

oder 8.60 mg (DHQD),AQN 59) in 30.0 ml THF : Wasser (1:1) geldst. Nach der Zugabe von
910 mg (1.00 mmol, 1.00 eq.) polymergebundener 10-Undecenséaure 51 wurde die Suspen-
sion die in der Tabelle 7.5.1 angegebenen Zeiten bei Raumtemp. gerihrt. Danach wurde
das Polymer abfiltriert und mit 300 ml THF : Wasser (1:1) und 100 ml Methylenchlorid gewa-
schen. Durch Trocknung im Olpumpenvakuum uber Phosphorpentoxid wurden 935 mg

farbloses Produktpolymer 63/ent-63 erhalten.

FT-IR (KBr): V [cm™] = 3421 [br. s, v(O-H)]; 3058, 3024 [beide m, v(C-H) aryl];
2920, 2850 [beide m, v(C-H) CH,]; 1734 [s, v(C=0)]; 1611, 1582,
1512 [alle m, v(C=C) aryl]; 1453 [s, &CH,)]; 1220, 1170 [beide m,
beide Vagm(C-0)]; 1016 [M, Vsym(C-0)]; 820 [m], 757 [m], 695 [s, alle
y(C-H) aryl].
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'H-HRMAS-NMR: (500 MHz, CD,Cl,, 5500 Hz Rotationsfrequenz) & = 1.29 (8H, 4-H, 5-
H, 6-H, 7-H), 1.39 (2H, 8-H), 1.39 (2H, 9-H), 1.60 (2H, 3-H), 2.30
(2H, 2-H), 3.36 (1H, 11-H,), 3.57 (1H, 11-H,), 3.63 (1H, 10-H), 4.94
(2H, ar-a-H), 5.02 (2H, ar’-a-H), 6.57 (sehr breit, 2H, ar-2,6-H), 6.94
(2H, ar’-2,6-H), 7.05 (sehr breit, 2H, ar-3,5-H), 7.27 (2H, ar’-3,5-H).
Die Feinstruktur der Signale kann aufgrund der Linienverbreiterung nicht an-

gegeben werden. Die Zuordnung erfolgte mittels zweidimensionaler NMR-
Spektroskopie (*H,"H-DQF-COSY, *H,**c-HMBC, 'H,"*C-HSQC).

®C-HRMAS-NMR: (500 MHz, CD,Cl,, 5500 Hz Rotationsfrequenz) & = 25.3 (t, C-3), 25.9
(t, C-8), 29.5 (t, C-5), 29.6 (t, C-6), 29.7 (t, C-7), 30.0 (t, C-4), 33.5 (t,
C-9), 34.6 (t, C-2), 66.1 (t, C-ar-a), 67.1 (t, C-11), 70.3 (t, C-ar-a),
72.6 (d, C-10), 115.1 (d, C-ar-2,6), 128.1 (d, C-ar-3,5), 129.1 (s, C-
ar'-4), 130.3 (d, C-ar-3,5), 134.6 (s, C-ar-4), 145.5 (s, C-arl), 159.3
(s, C-ar-1), 174.0 (s, C-1).
Die Signale fur C-ar-2,6 konnten nicht eindeutig zugeordnet werden.

Die Zuordnung erfolgte mittels zweidimensionaler NMR-Spektroskopie
(*H,"*C-HMBC, *H,"*C-HSQC).

7534 Dihydroxylierung von an Copoly(ethenylbenzol/diethenyl-
benzol) (99:1) immobilisiertem O-(1-Oxo0-10-undecenyl)oligo-
ethylenglycol 52 [RAR-I-251]

* Q * 0
0 0
HO OH
52 64
Ka[Fe(CN)g] / K,08O,(OH), / K,CO4 / (DHQD),PHAL
52 3 SRttt Mot 2 64/ent-64

THF : Wasser (1:1)

In einem 100 ml Einhalskolben wurden 396 mg (1.20 mmol, 3.00 eq.) Ks[Fe(CN)¢], 168 mg
(1.20 mmol, 3.00 eq.) K,CO;, 0.56 mg (1.60 umol, 0.40 mol-% bezogen auf das Olefin)
K>0s0O,(OH),, 38.0 mg (0.40 mmol, 1.00 eq.) Methansulfonsdureamid und 1.00 mol-% des
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Liganden (3.12 mg, 4.00 pmol (DHQD),PHAL 57) in 30.0 ml THF : Wasser (1:1) geldst.

Hierauf wurden 1.33 g (0.40 mmol, 1.00 eq.) polymergebundene 10-Undecenséaure 52 zu-
gegeben und die Reaktionsmischung 24 h bei Raumtemp. geschittelt. Das Polymer wurde
abfiltriert und mit 300 ml THF : Wasser (1:1) und 100 ml Methylenchlorid gewaschen. Die
Trocknung im Olpumpenvakuum (iber Phosphorpentoxid ergab 1.35 g farbloses Produktpo-

lymer 64/ent-64.

Das IR-Spektrum war nicht aussagekratftig.

7.5.3.5 Dihydroxylierung von [4-[[[[2-Methoxy-4-(2-propenyl)phen-
oxy]acetyl]loxy]methyl]phenoxy]methyliertem Copoly(ethenyl-
benzol/diethenylbenzol) (99:1) 53 [RAR-I-165]

Qo v O@o@o .

O  OCH, O  OCHg

\ HO:

HO

53 65

Kg[Fe(CN)G] / KzoSOZ(OH)4 / K,CO3 / Ligand

>3 THF : Wasser (1:1) 65/ent-65

In einem 100 ml Einhalskolben wurden 990 mg (3.00 mmol, 3.00 eq.) Ks3[Fe(CN)¢], 420 mg
(3.00 mmol, 3.00 eq.) K,COs3, 1.40 mg (4.00 umol, 0.40 mol-% bezogen auf das Olefin)
K,0s0,(0OH),4, 95.0 mg (1.00 mmol, 1.00 eq.) Methansulfonsdureamid und 1.00 mol-% (10.0
pmol) der entsprechenden Liganden (7.79 mg (DHQD),PHAL 57; 8.81 mg (DHQD),PYR 58
oder 8.60 mg (DHQD),AQN 59) in 30.0 ml THF : Wasser (1:1) geldst. AnschlieBend wurden
910 mg (1.00 mmol, 1.00 eq.) polymergebundene [2-Methoxy-4-(2-propenyl)phenoxy]essig-
saure 53 zugegeben und die Suspension 12 h bei Raumtemp. gerihrt. Danach wurde das
Polymer abfiltriert und mit 300 ml THF : Wasser (1:1) und 100 ml Methylenchlorid gewa-

schen.
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Durch Trocknung im Olpumpenvakuum tber Phosphorpentoxid konnten 913 mg farbloses

Produktpolymer 65/ent-65 erhalten werden.

FT-IR (KBr): V [cm?] = 3421 [or. s, v(O-H)]; 3108, 3020 [beide m, v(C-H) aryl]; 2921,
2853 [beide m, v(C-H) CH,]; 1733 [s, v(C=0)]; 1609, 1511 [beide m, beide
v(C=C) aryl]; 1451 [s, 8(CH,)]; 1374 [m, 3(OH)]; 1257, 1171 [beide m, bei-
de Vasym(C-0)]; 1142; 1034 [m, veym(C-O)]; 820 [s], 754 [m], 696 [s, alle y(C-
H) aryl].

7.5.4 Allgemeine Vorschrift fir die Freisetzung der Dihydroxylie-
rungsprodukte von den polymeren Tragern [RAR-1-99]

Wang-Linker
bzw.

o HO HO OH
PEG o@o OH -
Eh—r

61, 62, 63, 64 bzw. 65 66, 67,bzw. 68
61/ent-61, 62/ent-62, 63/ent-63, DIBAL / Toluol 66/ent-66, 67/ent-67
64/ent-64 bzw. 65/ent-65 bzw. 68/ent-68

Nach dem Trocknen im Olpumpenvakuum wurden die Polymere 61/ent-61, 62/ent-62,
63/ent-63, 64/ent-64 bzw. 65/ent-65 in einem 100 ml Einhalskolben jeweils in 20.0 ml abs.
Toluol suspendiert und im Eisbad gekuhlt. Nach der Zugabe von 10.0 ml 1.00 M DIBAL in n-
Hexan wurde drei Stunden geschittelt. Danach wurde die Reaktion durch Zugabe von
Methanol abgebrochen und 1.00 M HCI bis zur Auflésung des zwischenzeitlich entstandenen
gallertartigen Niederschlages zugegeben.

Die Polymere wurden abfiltriert und mit jeweils 50.0 ml Wasser, Wasser : THF (1:1), THF,
Methanol und Ether gewaschen. Das Filtrat und die vereinigten Waschldsungen wurden mit
Chloroform extrahiert, bis kein Produkt mehr in die organische Phase Uberging (DC-
Kontrolle jeweils auf Kieselgel, Laufmittel: Chloroform : Methanol (9:1)).

Nachdem das Chloroform am Rotationsverdampfer entfernt worden war, wurden die Roh-
produkte saulenchromatographisch gereingt (Kieselgel; Chloroform : Methanol (9:1)). Die
spektralen Daten der so erhaltenen Triole 66/ent-66, 67/ent-67 und 68/ent-68 stimmten je-

weils mit denen der in Lésung synthetisierten entsprechenden racemischen Triole Uberein
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(rac-66 fur die Abspaltung von 61/ent-61 und 62/ent-62; rac-67 fir die Abspaltung von
63/ent-63 und 64/ent-64 sowie rac-68 fur die Abspaltung von 65/ent-65).

Die Ausbeuten und Enantiomereniiberschiisse sind untenstehender Tabelle zu entnehmen.

Die in der Tabelle 7.5.1 aufgeflihrten Reaktionen ohne polymeren Trager wurden analog zu

den Synthesen der entsprechenden racemischen Triole aufgearbeitet.

Die Enantiomerentberschiisse konnten in den Fallen 61/ent-61, 62/ent-62 und 65/ent-65

jeweils direkt durch chirale HPLC der abgespaltenen Triole 66/ent-66 und 68/ent-68 be-

stimmt werden. Im Falle von 63/ent-63 und 64/ent-64 muldten die abgespaltenen Triole

67/ent-67 zunachst in das cyclische Carbonat 72/ent-72 Uberfihrt werden, bevor mit chiraler

HPLC der Enantiomerentberschul? bestimmt werden konnte.

Tab. 7.5.1: Katalytische asymmetrische Dihydroxylierung

Substrat polymerer Ligand Reaktionsbedingungen Ausbeute ee
Trager [%] [%0]

53 Wang-Harz (DHQD),AQN? 18 h, Raumtemp. 83 0°
53 Wang-Harz (DHQD)ZPYRb 18 h, Raumtemp. 62 0°
53 Wang-Harz (DHQD),PHAL® 12 h, Raumtemp. 73 3¢
53 Wang-Harz | (DHQD),PHAL 1d,0°C 8 0°
56 keiner® (DHQD),AQN 18 h, Raumtemp. 75 32¢
51 Wang-Harz (DHQD),PYR 18 h, Raumtemp. 44 34°
51 Wang-Harz (DHQD),AQN 18 h, Raumtemp. 52 32°
51 Wang-Harz | (DHQD),PHAL 6 d, Raumtemp. 96 20°
51 Wang-Harz (DHQD),PHAL 12 h, Raumtemp. 96 41°
52 TentaGelO (DHQD),PHAL 1 d, Raumtemp. 44 45°
55 keiner® (DHQD),AQN 1 d, Raumtemp. 78 88°
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Tab. 7.5.1: Katalytische asymmetrische Dihydroxylierung

Substrat polymerer Ligand Reaktionsbedingungen Alusbeute ee
Trager [%0] [%0]
49 keiner® (DHQD),PHAL 18 h, Raumtemp. 61 >99'
50 TentaGelO (DHQD),PHAL 18 h, Raumtemp. 21 97'

51 Wang-Harz (DHQD),PHAL 18 h, Raumtemp. 41 97'

2 1,4-Bis(dihydrochinidinyl)anthrachinon; ° 4,6-Bis(dihydrochinidinyl)-2,5-diphenylpyrimidin;
1,4-Bis(dihydrochinidinyl)phthalazin; ¢ Die Enantiomereniiberschiisse wurden bei Merck
HPLC-analytisch auf einer Saule des ChiraSpher-Typs bestimmt (Laufmittel: Methyl-tert.-
Butylether : THF (20:80)), Hauptenantiomer 1z = 6.3 min, Minderenantiomer 1z = 8.0 min, °
Die Enantiomereniiberschiisse wurden bei Merck HPLC-analytisch auf einer Séaule des Chi-
raSpher-Typs bestimmt (Laufmittel: Methyl-tert.-Butylether : THF (70:30)), Hauptenantiomer
Tz = 7.3 min, Minderenantiomer 1z = 11.3 min, ' Der Enantiomereniiberschuss wurde HPLC-
analytisch auf einer Chiralceld OD-H Saule von Daicel bestimmt (Laufmittel: Hexan : 2-
Propanol (80:20)), Hauptenantiomer 1z = 21.0 min, Minderenantiomer 1z = 19.1 min, ° Die
Dihydroxylierungen in Lésung wurden nach Sharpless in tert.-Butanol : Wasser 1:1 durch-

gefuhrt.
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755 Synthese des Diastereomerengemisches von {4-[(R)-10,11-
Bis((R)-3,3,3-trifluor-2-methoxy-2-phenylpropionyloxy)undeca-
noylmethyl]phenoxy}methyliertem Polymer 69 und {4-[(S)-
10,11-Bis((R)-3,3,3-trifluor-2-methoxy-2-phenylpropionyloxy)-
undecanoylmethyl]phenoxy}methyliertem Polymer 70 [RAR-I-
269]

63 34 69 70

DCC / DMAP
CH,Cl,

63/ent-63 + 34 69 + 70

In einem 10 ml Einhalskolben wurden 125 mg (0.13 mmol) des polymergebundenen Dihy-
droxylierungsproduktes 63/ent-63 in 3.00 ml abs. Methylenchlorid suspendiert. 120 mg (0.51
mmol, 4.00 eq.) (R)-Mosher-Saure 34, 160 mg (0.78 mmol, 6.00 eq.) DCC und 5.00 mg
DMAP wurden zu dieser Suspension gegeben und anschlieRend die Reaktionsmischung
zehn Stunden bei Raumtemp. geschittelt. Danach wurde das Polymer abfiltriert und mit 50.0
ml Methylenchlorid gewaschen. Die Trocknung im Olpumpenvakuum ergab 121 mg der Pro-

dukte 69 und 70 als farbloses Pulver.

FT-IR (KBr): v [cm™] = 3108, 3024 [beide m, v(C-H) aryl]; 2915, 2833 [beide m,
v(C-H) CH,]; 1750, 1734, 1700 [alle s, alle v(C=0)]; 1600, 1582,
1507 [alle m, v(C=C) aryl]; 1448 [m, 3(CH,)]; 1228 [M, Vasym(C-O)I;
1155 [s, v(C-F)]; 1016 [m, ve,m(C-O)]; 820 [m], 756 [m], 694 [s, alle
y(C-H) aryl].
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ar” ar™

'"H-HRMAS-NMR: (500 MHz, CD,Cl,, 5500 Hz Rotationsfrequenz)

Tab. 7.5.2: 'H-NMR-Daten (8 ) des Diastereomerengemisches 69/70.°

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11a 11b

69/70 230 159 127 (1.25 / 1.18)° 1.27 157 532° 4.30° 4.62°

1.17 531 427 4.54
414" 6'/10’ und 6”/10” 719’ und 719" 8'/8”
69/70¢ 3.47 7.48 7.35 7.37
3.41 7.44
3.38

a) Die Feinstruktur der Signale kann aufgrund der Linienverbreiterung nicht angegeben werden.
ar- und ar’-Signale wie bei 63/ent-63.
b) Eine exakte Zuordnung war hier nicht moglich.
¢) Hauptdiastereomer [R-Konfiguration am Chiralitdtszentrum des Diols]
d) Die Auflésung von 2D-Experimenten erlaubte keine vollstdndige Zuordnung der C-ar”- und C-ar’’-

Signale zu den beiden Diastereomeren.
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13C-HRMAS-NMR: (500 MHz, CD,Cl,, 5500 Hz Rotationsfrequenz)

Tab. 7.5.3: **C-NMR-Daten (5 ) des Diastereomerengemisches 69/70.°

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

69/70 173.8 34.6 253 294 294 29.4 294 249 30.7° 742" 66.7°
253 306 744 66.3

AT 272" 33T 447 5'/5" 6/10und  7/9'und 88"
6"/10" 779"
69/70° 1667 850 1237 558 132.6° 127.78 128.91  130.19
166.6 55.6 132.4 127.71 128.83  130.10
166.4 132.3 127.59 128.78  130.08
166.3" 132.2° 127.53 128.67 130.06

a) ar- und ar’-Signale wie bei 63/ent-63.
b) Hauptdiastereomer [R-Konfiguration am Chiralitdtszentrum des Diols]

c) Die Auflésung von 2D-Experimenten erlaubte keine vollstandige Zuordnung der C-ar”- und C-ar’-
Signale zu den beiden Diastereomeren.

7.5.6 Synthese der Bis-Mosher-Ester 183 und 184

7.5.6.1 Synthese von (R,S)-Undecan-1,2-diol rac-185 [RAR-1-329]

OH
OH
\(\jG/\/\ w
186 185

K3[F€(CN)6] / K20302(OH)4 / K2CO3

186 rac-185
THF : Wasser (1:1)

In einem 250 ml Einhalskolben wurden 2.68 g (19.4 mmol, 3.00 eq.) K,COg, 6.39 g (19.4
mmol, 3.00 eq.) Kz[Fe(CN)g] und 9.55 mg (25.9 umol, 0.40 mol-% bezogen auf das Olefin)
K,0s0,(OH),4 in 150 ml THF : Wasser (1:1) geldst und anschlieBend 1.00 g (6.48 mmol,
1.00 eq.) 1-Undecen 186 zugegeben. Nun wurde 20 h bei Raumtemp. gerihrt, bevor 10.0 g
Na,SO; zugegeben und nochmals eine Stunde geriihrt wurde. Die Reaktionsmischung wur-

de viermal mit je 200 ml Methylenchlorid extrahiert, die organischen Phasen tber MgSO,
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getrocknet und das Lésungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das so erhaltene Roh-

produkt wurde Uber Kieselgel chromatographiert (Laufmittel: Chloroform : Methanol (9:1)),

was 952 mg (5.05 mmol, 78% der Theorie) des Produktes rac-185 als farblosen Feststoff

ergab.

Schmp.:

FT-IR (KBr):

DC:

'H-NMR:

BC-NMR:

EA:

49 °C.

v [cm™] = 3490-3000 [s, Kombinationen von v(O-H)]; 2919, 2887 [beide s,
beide v(C-H) CH,]; 1470 [m, 3(CH)]; 1333 [m, &(OH)]; 1133 [M, Vasym(C-
0)]; 1071 [s, Vym(C-0)]; 1022 (m); 978 (m); 865 (m); 720 (m).

Rf=0.29.
Kieselgel, Chloroform : Methanol (9:1)

(300 MHz, CDCls) 8 = 0.84 (t, *Jcya.ciz = 6.7 Hz, 3H, CHs), 1.10-1.45 (br. m,
16H, CH,CH.CH,), 2.90 (br. s, 2H, OH, mit D,O austauschbar), 3.32-3.45
(m, 1H, CHOH), 3.55-3.72 (m, 2H, CH,OH).

(75 MHz, CDCl3) 3 = 14.08 (q, CH3), 22.65, 25.56, 29.30, 29.54, 29.64,

29.68, 31.86, 33.12 (alle t, alle CH,CH.CH,), 66.78, (t, CH,OH), 72.34 (d,
CHOH).

Ci11H»40,; M = 188.31 g/mOI
ber.. C:70.16% H:12.85%
gef.: C:70.07% H: 12.87%.
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7.5.6.2 Synthese des Diastereomerengemisches von (R)-1,2-Bis((R)-
3,3,3-trifluor-2-methoxy-2-phenylpropionyloxy)undecan 183
und (S)-1,2-Bis((R)-3,3,3-trifluor-2-methoxy-2-phenylpropionyl-
oxy)undecan 184 [RAR-I-335]

185 34 183 184

DCC / DMAP
CH,Cl,

rac-185 + 34

183 + 184

In einem 25 ml Einhalskolben wurden 80.0 mg (0.42 mmol, 1.00 eq.) (R,S)-Undecan-1,2-
diol rac-185 zusammen mit 393 mg (1.68 mmol, 4.00 eq.) (R)-Mosher-Saure 34, 520 mg
(2.52 mmol, 6.00 eq.) DCC und 5.00 mg DMAP in 10.0 ml abs. Methylenchlorid geldst und
die Reaktionslésung zehn Stunden bei Raumtemp. gerihrt. Danach wurde der ausgefallene
weil3e Niederschlag abfiltriert und das Lésungsmittel am Rotationsverdampfer abdestilliert.
Der so erhaltene Riickstand wurde Uber Kieselgel chromatographiert (Laufmittel: Essig-
ester), was 217 mg (0.35 mmol, 83% der Theorie) der Produkte 183 und 184 als farbloses
Ol ergab.

FT-IR (Film): v [cm™] = 3065 [m, v(C-H) aryl]; 2855 [m, v(C-H) CH,]; 1751 [s, v(C=0)];
1498 [m, v(C=C) aryl]; 1452 [m, 8(CH,)]; 1271 [S, Vasym(C-O)]; 1170 [s, v(C-
F)]; 1017 [m, Vgym(C-0)]; 765 [m], 718 [s], 697 [s, alle y(C-H) aryl].

DC: R = 0.58.

Kieselgel, Essigester
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'"H-NMR: ' (500 MHz, CD,Cl,) & = 0.890* (t, *Jcuschz = 7.1 Hz, 3H, CH;), 0.892 (t,
*Jcrachz = 7.1 Hz, 3H, CH3), 1.13-1.33 (m, 28H, 4-H, 5-H, 6-H, 7-H, 8-H, 9-
H, 10-H), 1.54-1.71 (m, 4H, 3-H), 3.37* (s, 3H, OCHj), 3.41 (s, 6H, OCH>),
3.48* (s, 3H, OCH,), 4.27-4.30 (m, 1H, 1-H,), 4.30-4.34* (m, 1H, 1-H,),
4.55 (dd, “J11np11a = 12.4 Hz, *Jiimpaon = 2.6 Hz, 1H, 1-Hy), 4.64* (dd,
2J11mb1ma = 12.3 HZ, *Jiimpaon = 2.6 Hz, 1H, 1-Hy), 5.32* (m, 1H, 10-H),
5.33 (m, 1H, 10-H), 7.31-7.52 (m, 20H, aryl-H).

BC-NMR:* (75 MHz, CD,Cl,) & = 14.24 (q, 2 CH3), 23.05 (t, 2 CH,), 24.96* (t, C-4),
25.30 (t, C-4), 29.51 (t, CH,), 29.56 (t, CH,), 29.63 (t, 3 CH,), 29.67 (t,
CH,), 29.75 (t, CH,), 29.78 (t, CH,), 30.55 (t, C-3), 30.70* (t, C-3), 32.24 (t,
2 CH,), 55.63 (q, OCHj3), 55.78 (g, 3 OCH,), 66.30 (t, C-1), 66.70* (t, C-1),
74.22* (d, C-2), 74.37 (d, C-2), 85.09 (q, *Jc.r = 29 Hz, 2 CCF3), 85.11 (q,
?Jcr= 28 Hz, 2 CCF3), 123.65 (q, “Jc.r = 289 Hz, 2 CFs), 123.68 (g, "Jc.r =
289 Hz, 2 CFj), 127.50, 127.55, 127.67, 127.74 (alle d, alle aryl-CH),
128.74, 128.80, 128.81, 128.89 (alle d, alle aryl-CH), 130.03, 130.05,
130.08, 130.17 (alle d, alle aryl-CH), 132.14, 132.26, 132.32, 132.53 (alle
s, alle aryl-C), 166.28, 166.31, 166.56, 166.73 (alle s, alle C=0).

Die Zuordnung erfolgte mittels zweidimensionaler NMR-Spektroskopie (‘H,**C-
HMBC, 'H,"*C-HSQC).

FAB-HRMS: m/z (% Int., Summenformel, IAmmul): 619.2487 (1, CsH3;0¢Fs", 0.7) [M-
H™], 387.2241 (100, CyH3,04F35", 5.5).

™ Die mit * gekennzeichneten Verschiebungen entsprechen den Atomen des diastereomeren Bis-
Mosher-Esters 183, der bei der Dihydroxylierung von 1-Undecen 186 mit AD-Mix- gemafR 7.5.6.1 und
der anschlieBenden Veresterung des enantiomerenangereicherten Diols 185/ent-185 mit (R)-Mosher-
Saure 34 im UberschuR gebildet wird.
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7.6 Synthese der Aldehydbausteine 74, 84, und 86 mit Car-

bonsaurefunktion fur die Bibliothekssynthese

7.6.1 Synthese der (4-Formylphenoxy)essigsaure 74 [RAR-OHL-33]
HO i
) 2
)J\/Cl HO)J\/O T 3
HO O . 4 0

H >

46 73 74
H,0

46 + 73 NaOH 74

In einem 100 ml Einhalskolben wurden 7.25 g (59.4 mmol, 1.00 eq.) 4-Hydroxybenzaldehyd
73, 5.61 g (59.4 mmol, 1.00 eq.) Chloressigsaure 46 und 5.20 g (130 mmol, 2.20 eq.) Natri-
umhydroxid in 20.0 ml Wasser geldst und sechs Stunden unter Ruckfluf3 erhitzt. Die Lésung
verfarbte sich dabei rot.

Zur Aufarbeitung wurde die freie Saure durch Zugabe von konz. Salzsaure bei pH = 1 aus-
gefallt, abgetrennt und danach aus Wasser umkristallisiert. Die Trocknung tber Phosphor-
pentoxid ergab 5.99 g (33.3 mmol, 56% der Theorie) des Produktes 74 als farbloses Kristall-

pulver.

Schmp.: 197 °C (Lit.: 198 °C).®

FT-IR (KBr): V [cm™] = 3000-2500 [s, Kombinationen von v(O-H)]; 1755 [s, V(C=0)saurel;
1716 [s, V(C=0)aienya]; 1651, 1588, 1574, 1512 [alle s, alle v(C=C) aryl];
1424 [s, 3(CHy)], 1321 [s, 8(OH)]; 1226 [Vasym(C-O)]; 1166 [s]; 1074 [s,
Veym(C-0)]; 844 [s, Y(C-H) aryl].

'H-NMR: (300 MHz, de-DMSO) & = 4.83 (s, 2H, OCH,), 7.11 (d, *Joian 6nsn = 8.8
Hz, 2H, aryl-2,6-H), 7.86 (d, 3J3_H_2_H;5_H_6_H= 8.8 Hz, 2H, aryl-3,5-H), 9.87 (s,
1H, CHO), 13.05 (br. s, 1H, COOH, mit D,O austauschbar).
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BBC-NMR: (75 MHz, de-DMSO) & = 64.69 (t, OCH,), 115.05 (d, aryl-CH-2,6), 130.08
(s, aryl-C-4), 131.71 (d, aryl-CH-3,5), 162.71 (s, aryl-C-1), 169.61 (s,
COOH), 191.32 (d, CHO).

FAB-MS: m/z (% Int.): 180.0 (100) [M'], 135.0 (37) [CsH;0,"], 121.0 (37) [C;H50,],
105.0 (47) [C;HsO"], 77.0 (54) [CeHs'].

EA: C1,HgO4; M = 180.16 g/mol

ber.. C:60.00% H: 4.48%
gef.. C:59.90% H: 4.44%.

7.6.2 Synthese der (4-Formyl-2-methoxyphenoxy)essigsaure 84
[RAR-OHL-11]

OCHj

o o o OCHs

2

M _a Ho O
HO o ) : o
H >

46 188 84

46 + 188 120 84

NaOH

In einem 100 ml Einhalskolben wurden 6.09 g (40.0 mmol, 1.00 eq.) 4-Hydroxy-3-methoxy-
benzaldehyd 188, 3.78 g (40.0 mmol, 1.00 eq.) Chloressigsaure 46 und 3.52 g (88.8 mmol,
2.20 eq.) Natriumhydroxid in 20.0 ml Wasser geldst und sechs Stunden unter Ruckfluld er-
hitzt. Nach dem Abkihlen wurde die Reaktionslosung bis pH = 1 mit konz. HCI versetzt,
worauf ein farbloser Niederschlag ausfiel. Dieser wurde abgetrennt, aus Wasser umkristalli-
siert und schlief3lich Gber Phosphorpentoxid getrocknet, was 4.97 g (23.6 mmol, 59% der

Theorie) des Produktes 84 in Form eines farblosen Kristallpulvers ergab.

Schmp.: 186 °C (Lit.: 188 °C).F*

FT-IR (KBr): V [em™] = 2970-2555 [s, Kombinationen von v(O-H)]; 1762 [br. s, v(C=0)-
saure UNA V(C=0)agenya]; 1644, 1580, 1507 [alle s, alle v(C=C) aryl]; 1467 [s];
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'H-NMR:

BC-NMR:

FAB-MS:

EA:

7.6.3

1423 [s, &(CHy)], 1356 [s, 8(OH)]; 1280, 1270 [beide s]; 1218 [Vasym(C-O)];
1160 [s]; 1070 [s, veym(C-0)]; 916, 864, 810, 740, 681, 642, 576 [alle s, alle
y(C-H) aryl].

(300 MHz, ds-DMSO) & = 3.85 (s, 3H, OCHs), 4.83 (s, 2H, OCH)), 7.02-
7.10 (d, *Je.isn = 8.3 Hz, 1H, aryl-6-H), 7.41 (d, *Js.s4 = 1.5 Hz, 1H, aryl-3-
H), 7.50-7.55 (dd, *Js..64 = 8.3 Hz, “Js.q34 = 1.5 Hz, 1H, aryl-5-H), 9.82 (s,
1H, CHO), 13.00 (br. s, 1H, COOH, mit D,O austauschbar).

(75 MHz, ds-DMSO) & = 55.60 (q, CHs), 64.86 (t, OCH,), 110.17 (d, aryl-
CH-3 oder aryl-CH-6), 112.38 (d, aryl-CH-3 oder aryl-CH-6), 125.46 (d,
aryl-CH-5), 130.10 (s, aryl-C-4), 149.19 (s, aryl-C-1 oder aryl-C-2), 152.54
(s, aryl-C-1 oder aryl-C-2), 169.52 (s, COOH), 191.33 (d, CHO).

m/z (% Int.): 210.0 (100) [M'], 165.1 (20) [CoHeO5'], 151.0 (55) [CsH,O5'],
119.0 (17) [C/H30,"], 95.0 (49) [CsH30,], 77.0 (37) [CsHs'].

C1oH1005; M = 210.18 g/mOI
ber.. C:57.14% H: 4.80%
gef.. C:57.03% H: 4.81%.

Synthese der (3-Formylphenoxy)essigsaure 86 [RAR-OHL-4]

o 0 H
2
M e "o o HOJ\/O NS0
HO |
6 4

46 187 86

H,O
NaOH

46 + 187 86

4.75 g (39.0 mmol, 1.00 eq.) 3-Hydroxybenzaldehyd 187, 3.69 g (39.0 mmol, 1.00 eq.) Chlo-
ressigsaure 46 und 3.44 g (86.0 mmol, 2.20 eq.) Natriumhydroxid wurden in einem 100 ml

Einhalskolben in 20.0 ml Wasser geldst und sechs Stunden unter Ruckfluf3 erhitzt.
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Anschlielend wurde die freie Sdure durch Zugabe von konz. Salzsaure bei pH = 1 ausgefallt
und abgetrennt. Nach zweimaligem Umkristallisieren aus Wasser und der Trocknung Uber
Phosphorpentoxid konnten 3.87 g (21.5 mmol, 55% der Theorie) des Produktes 86 als

beigefarbenes Kristallpulver erhalten werden.

Schmp.: 145 °C (Lit.: 148 °C).F*

FT-IR (KBr): v [cm™] = 3000-2500 [s, Kombinationen von v(O-H)]; 1758 [s, V(C=0)saurel;
1723 [S, V(C=0O)auenya]; 1663, 1610, 1582 [alle s, alle v(C=C) aryl]; 1436 [s,
3(CH,)], 1340 [s, 8(OH)]; 1257 [Vasm(C-O)]; 1203, 1154 [beide s]; 1080 [s,
Veym(C-O)]; 942, 856, 763, 667, 620 [alle s, alle y(C-H) aryl].

'H-NMR: (300 MHz, dg-DMSO) 0 = 4.79 (s, 2H, OCH,), 7.25-7.29 (m, 1H, aryl-5-H),
7.37-7.39 (m, 2H, aryl-H), 7.50-7.54 (m, 1H, aryl-H), 9.96 (s, 1H, CHO),
13.10 (br. s, 1H, COOH, mit D,O austauschbar).

BC-NMR: (75 MHz, ds-DMSO) & = 65.61 (t, OCH,), 113.64 (d, aryl-2-CH), 121.34 (d,
aryl-CH-4 oder aryl-CH-6), 122.91 (d, aryl-CH-4 oder aryl-CH-6), 130.36 (d,
aryl-CH-5), 137.56 (s, aryl-C-3), 158.30 (s, aryl-C-1), 169.88 (s, COOH),
192.83 (d, CHO).

EI-HRMS: m/z (% Int., Summenformel, 1Ammul): 180.0422 (100, CoHgO,4", 0.1) [M],
135.0438 (34, CgH,0,", 0.8), 121.0289 (39, C;Hs0,", 0.1), 105.0324 (43,
C/Hs0", 1.6).
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7.7 Wittig-Reaktion an Polyethylenglycolmonomethylether

7.7.1 Synthese von O-[(4-Formylphenoxy)acetyl]-O-methylpoly-
ethylenglycol 75 [RAR-OHL-40]

H
3
O 2 4 0)
o)
TR Iy A HOJV B HSC/OT\AO%\/O\H/\Q e
¥z o o
H
12 74 75
DCC / DMAP
12 + 74 —_— 75
CH,Cl,

In einem 500 ml Einhalskolben wurden 2.88 g (16.0 mmol, 2.00 eq.) (4-Formyl-
phenoxy)essigséure 74 in 180 ml abs. Dichlormethan geldst und zu dieser Losung 40.0 g
(0.20 mmol OH-Gruppen/g, 8.00 mmol, 1.00 eq.) Polyethylenglycolmonomethylether 5000
12, 3.30 g (16.0 mmol, 2.00 eq.) DCC und 50.0 mg DMAP hinzugefiigt. Anschlieend wurde
die Reaktionslosung bei Raumtemp. 16 h gerlhrt, der ausgefallene Harnstoff abfiltriert, das
Filtrat am Rotationsverdampfer vom Ldsungsmittel befreit und das Polymer durch Zugabe
von Ether ausgefallt. Danach wurde aus Ethanol umkristallisiert. So konnten nach der

Trocknung an der Olpumpe 40.1 g farbloses Polymer 75 erhalten werden.

FT-IR (KBr): v [cm™] = 2886 [s, V(C-H) CH,]; 1758 [m, V(C=0) eswer]; 1691 [m, v(C=0)
aldenyd]; 1599 [m, v(C=C) aryl]; 1468 [m, &(CH,)]; 1351 [s, ds(CHg)]; 1280 [s,
Vasym(C-0)]; 1120 [, Veym(C-O)]; 941 [s]; 839 [s].

'H-NMR: (300 MHz, CDCls) & = 3.34 (s, 3H, OCHs), 3.35-3.60 (br. s, O[CH,CH.O],),
4.65 (s, 2H, CH,OPh), 6.91 (d, *Jo.1.5.44 6+1.5.0 = 8.8 Hz, 2H, aryl-2,6-H), 7.74
(d, I3t s:6.n = 8.8 Hz, 2H, aryl-3,5-H), 9.79 (s, 1H, CHO).

BC-NMR: (75 MHz, CDClz) & = 57.90 (g, OCHj3), 65.02 (t, CH,OPh), 70.50-70.80 (t,
O[CH,CH,0],), 114.90 (d, aryl-CH-2,6), 115.36 (s, aryl-C-4), 131.90 (d,
aryl-CH-3,5), 162.15 (s, aryl-C-1), 190.35 (d, CHO). Ester-C-Signal war

nicht zu erkennen.
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7.7.2 Synthese von O-Methyl-O’-[(4-vinylphenoxy)acetyl]polyethy-
lenglycol 76 [RAR-OHL-19]

H , H
v
o , ~a X 2’Ha
.0 o} /0\6/\ ))/\/O 5 Hp
HoC™ & 0Ty o HaC o7n ot
o) o)

75 76

® o
NaH / PhgP—CHs Br

S DMSO

76

In einem 100 ml Schlenkkolben wurden unter Stickstoff 640 mg Natriumhydrid (60%ig in
Weil36l, 16.0 mmol, 2.00 eq.) mit 40.0 ml Dimethylsulfoxid solange auf 50 °C erhitzt, bis kei-
ne Wasserstoffentwicklung mehr zu erkennen war. Diese Losung wurde nach dem Abkuihlen
unter Stickstoff zu 5.14 g Methyltriphenylphosphoniumbromid (14.4 mmol, 1.80 eq.) in einen
100 ml Schlenkkolben gegeben. Die Lésung féarbte sich dabei gelb. In einem 250 ml
Schlenkkolben wurden unter Stickstoff und Erwarmen auf 50 °C 40.0 g 75 (max. 0.20 mmol
CHO-Gruppen/g, max. 8.00 mmol, 1.00 eq.) in 80.0 ml Dimethylsulfoxid geldst. Nachdem die
Lésung Raumtemp. erreicht hatte, wurde Uber ein Septum das oben dargestellte Wittig-
Reagenz hinzugegeben und vier Stunden bei Raumtemp. gerihrt.

Zur Aufarbeitung wurden 400 ml Wasser zugegeben und so oft mit Dichlormethan ausge-
schattelt, bis aus den einrotierten Extrakten durch Zugabe von Ether keine nennenswerten
Mengen an Produkt mehr ausfielen. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Ma-
gnesiumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer bis auf 50 ml eingeengt. Danach
erfolgte die Zugabe von 500 ml Diethylether, worauf das Produkt als gelblicher Niederschlag
ausfiel. Die Umkristallisation aus Ethanol und die anschlieRende Trocknung unter Olpum-

penvakuum ergab 41.3 g fast farbloses Polymer 76.

FT-IR (KBr): v [cm™] = 2886 [s, V(C-H) CH,]; 1761 [w, V(C=0) ese; 1466 [m, &(CH,)];
1351 [s, 8(CHj3)]; 1280 [S, Vasym(C-O)]; 1120 [, Vsym(C-O)]; 941 [s]; 839 [s].

'H-NMR: (300 MHz, CDCl5) & = 3.34 (s, 3H, OCHj), 3.35-3.60 (br. s, O[CH,CHOl.),
4.59 (s, 2H, CH,OPh), 5.06 (d, *Jz.1a1-nn = 10.3 Hz, 1H, 2-H,), 5.53 (d,
*Jyrbanp = 17.7 Hz, 1H, 2'-Hy), 6.52-6.62 (m, 1H, 1'-H), 6.79 (d, *Joa4; 6.
hwsn = 8.8 Hz, 2H, aryl-2,6-H), 7.27 (d, *Js2.4: s+6.0 = 8.8 Hz, 2H, aryl-3,5-
H).
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BC-NMR: (75 MHz, CDCI3) & = 58.98 (g, OCHj3), 65.17 (t, CH,OPh), 70.50-70.80 (t,
O[CH,CH,Q],), 111.99 (t, olefin.-CH»-2"), 114.55 (d, aryl-CH-2,6), 120.89
(s, aryl-C-4), 127.24 (d, aryl-CH-3,5), 135.84 (d, olefin.-CH-1"), 156.30 (s,
aryl-C-1). Ester-C-Signal war nicht zu erkennen.

7.8 Synthese von zwei mit Peptiden codierten Hydroxyligan-

den-Bibliotheken an Amino-TentaGel[]

7.8.1 Synthese der codierten Ligandenbibliothek 108
7.8.1.1 Synthese des Trialanin-Spacers 78 [RAR-I-287]

( ) —(PEG}nNH cH
e o
- NH2 ? HNJg—NH CHy
I

H3C

I
9
I

O NH,

77 78 78

1. FmocAla, PyBop in 3% NMM / DMF

77 78
2. 20% Piperidin / DMF

3. Zweimaliges Wiederholen von 1. und 2.

2.00 g Amino-TentaGelO 77 (0.31 mmol/g, 620 pmol Aminofunktionen) wurden zweimal 10

min mit je 30.0 ml abs. DMF gewaschen, bevor die einzelnen Peptidkupplungen nach fol-

gender Vorschrift durchgefiihrt wurden:

Zunachst wurden 386 mg FmocAla (1.24 mmol, 2.00 eq.), 645 mg PyBop (1.24 mmol, 2.00
eq.) und 50.0 ml 3%iges NMM/DMF zugegeben, die Reaktionsmischung darauf zwei Stun-
den geschiittelt und anschlieRend das Polymer abfiltriert. Nun wurde das Polymer flinfmal
mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen, danach zweimal 10 min mit je 10.0 ml 20%igem Piperi-
din/DMF behandelt und schlie3lich finfmal mit je 5.00 ml abs. DMF gewaschen. Die ge-
sammelten Waschldsungen nach der Behandlung mit Piperidin/DMF sowie die Piperi-
din/DMF-Abspaltungslésungen wurden UV-spektroskopisch auf ihren Gehalt an abgespalte-
nen Fmoc-Schutzgruppen untersucht, um die Ausbeute der vorangegangenen Peptidkupp-

lung zu bestimmen.




165

Diese Reaktionsfolge wurde noch zweimal wiederholt. Das feuchte Polymer 78 hatte danach

eine Masse von 4.47 g.

1. Kupplung mit 386 mg FmocAla; Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 614 pmol, 99%.
2. Kupplung mit 386 mg FmocAla; Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 601 pmol, 97%.
3. Kupplung mit 386 mg FmocAla; Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 607 pumol, 98%.

7.8.1.2 Aufbau der kombinatorischen Tripeptideinheit 83 der Ligan-
den [RAR-I-287]

il

His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)

O_NHZ Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)
C}N*o
H

78 83

1. Aufteilen auf drei Gefal3e

2. FmocLys(Boc), FmocHis(Trt) bzw. FmocArg(Pmc)
PyBop in 3% NMM / DMF
78 83
3. Mischen

4. 20% Piperidin / DMF

5. Zweimaliges Wiederholen von
1.,2.,3.und 4.

Das gesamte feuchte Polymer 78 (4.47 g, 620 umol Aminofunktionen) wurde auf drei Gefa-
Be verteilt und die Polymeraquivalente (jeweils 207 pmol Aminofunktionen) mit jeweils einer
der drei Aminosauren FmocHis(Trt), FmocLys(Boc) bzw. FmocArg(Pmc) (jeweils 414 pmol,
2.00 eq.) in 30.0 ml 3%igem NMM/DMF mit 215 mg PyBop (414 umol, 2.00 eq.) versetzt.
Die Reaktionsmischungen wurden darauf zwei Stunden geschittelt und anschliel3end die
Polymere abfiltriert. Nun wurden die Polymere finfmal mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen
und anschlie3end vereinigt, worauf das gesamte Polymer zweimal 10 min mit je 10.0 ml
20%igem Piperidin/DMF behandelt und schlieBlich finfmal mit je 5.00 ml abs. DMF gewa-
schen wurde. Die gesammelten Waschlésungen nach der Behandlung mit Piperidin/DMF
sowie die Piperidin/DMF-Abspaltungslésungen wurden UV-spektroskopisch auf ihren Gehalt

an abgespaltenen Fmoc-Schutzgruppen untersucht, um die Ausbeute der vorangegangenen
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Peptidkupplung zu bestimmen. Diese Reaktionsfolge wurde noch zweimal wiederholt. Das

feuchte Polymer 83 hatte danach eine Masse von 7.30 g.

1. Kupplung mit 257 mg FmocHis(Trt), 194 mg FmocLys(Boc) bzw. 274 mg FmocArg(Pmc)

Ausbeute (Fmoc-Bestimmung des vereinigten Polymers): 606 pmol, 98%.

2. Kupplung mit 257 mg FmocHis(Trt), 194 mg FmocLys(Boc) bzw. 274 mg FmocArg(Pmc)

Ausbeute (Fmoc-Bestimmung des vereinigten Polymers): 615 pmol, 99%.

3. Kupplung mit 257 mg FmocHis(Trt), 194 mg FmocLys(Boc) bzw. 274 mg FmocArg(Pmc)

Ausbeute (Fmoc-Bestimmung des vereinigten Polymers): 603 pmol, 97%.

7.8.1.3

Anknupfen der codierten Aldehydbausteine 84, 85, 86 und 74

[RAR-1-287]
e
His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)

Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)

C}m)“O

83

Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)

His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc) o)

OYNH

GIn(Trt), Gly, Phe bzw. Leu |

NH,

84 (Code: GIn) 85 (Code: Gly)

Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc) ’_?\NO

189

OH His(Trt),
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
H

H\y//O

| 84,85,86bzw. 74 |

Hl?l 0]

Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)

N Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)

o OH OTOH
T ]

(0]

o 0” H

86 (Code: Phe) 74 (Code: Leu)
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1. Aufteilen auf vier GefalRe

2. 15% FmocGly, FmocPhe, FmocLeu bzw. FmocGIn(Trt)
PyBop in 3% NMM / DMF

83 189
3. Phenoxyessigsaure 84, 85, 86 bzw. 74

PyBop in 3% NMM / DMF
4. Mischen, 20% Piperidin / DMF

2.19 g des feuchten Polymers 83 (entspricht 600 mg trockenem Amino-TentaGelll, 186
pumol Aminofunktionen) wurden auf vier Gefalde verteilt und die Polymeraquivalente (jeweils
46.5 pmol Aminofunktionen) mit jeweils einer der drei Aminosduren FmocGly, FmocPhe,
FmocLeu bzw. FmocGIn(Trt) (jeweils 7.00 pmol, 0.15 eq.) in 10.0 ml 3%igem NMM/DMF mit
7.29 mg PyBop (14.0 pmol, 0.30 eq.) versetzt, die Reaktionsmischungen darauf zwei Stun-
den geschiittelt und anschlieRend die Polymere abfiltriert. Die Polymere wurden anschlie-
Rend funfmal mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen und mit den Phenoxyessigsaurederivaten
84, 85, 86 bzw. 74 (jeweils 93.0 umol, 2.00 eq.) sowie 48.4 mg PyBop (95.0 umol, 2.00 eq.)
in 20.0 ml 3%igem NMM/DMF umgesetzt. Nach fiinfmaligem Waschen der Polymere mit je
10.0 ml abs. DMF wurde die Anknuipfung der Phenoxyessigsaure noch einmal wiederholt.
SchlieBlich wurden die Polymere finfmal mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen und jeweils ein
Kaiser-Test mit einigen Polymerkiugelchen durchgefuhrt. Alle drei Polymeréquivalente wie-
sen hierbei keine freien Aminofunktionen mehr auf. Nun wurden die Polymere vereinigt, das
gesamte Polymer zweimal 10 min mit je 10.0 ml 20%igem Piperidin/DMF behandelt und
schlieBlich funfmal mit je 5.00 ml abs. DMF gewaschen. Die gesammelten Waschlésungen
nach der Behandlung mit Piperidin/DMF und die Piperidin/DMF-Abspaltungslésungen wur-
den UV-spektroskopisch auf ihren Gehalt an abgespaltenen Fmoc-Schutzgruppen unter-

sucht, um die Ausbeute der vorangegangenen Peptidkupplung zu bestimmen.

1. Polymeréaquivalent: Kupplung mit 2.08 mg FmocGly; danach 19.5 mg 84.
2. Polymeraquivalent: Kupplung mit 2.71 mg FmocPhe; danach 16.7 mg 85.
3. Polymeraquivalent: Kupplung mit 2.47 mg FmocLeu; danach 16.7 mg 86.
4. Polymeraquivalent: Kupplung mit 4.28 mg FmocGIn(Trt); danach 16.7 mg 74.

Fmoc-Bestimmung des vereinigten Polymers: 21.0 umol Fmoc-Gruppen, 11% Beladung der

Aminofunktionen.
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7.8.1.4 Aufbau der codierten Olefineinheit der Liganden [RAR-1-289]

H\fo

| 84,85,86bzw. 74 |

HITI O

@] His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
H

Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(P
Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc) HNON ys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)

Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc) e}

Oﬁ/ NH 189
| GIn(Tr), Gly, Phe bzw. Leu |
|
NH,
® ® ® ®‘<CH3 ® 0
Ph;P PhsP PhsP—CH, Ph,P PhsP P-0
6_\—NH2 e_\—OH o " th © /O‘\(é —CHy
Br Br Br | © Br Me;Si O )
OH CHg
88 89 90 91 92 ¢ 93
(Code: Phe) (Code: Leu) (Code: Asn) (Code: lle) (Code: Gly) (Code: GIn)

88, 89, 90, 91, 92 bzw. 93 |

e

| 84,85,86bzw. 74 |

A

o]

l|\lH

OH His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)

Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)

Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc) | HN—GuaP—NH [ Lys(Boc), His(Trt) bzw.  Arg(Pmc)

Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc) le}

|
OYNH 97
| GIn(Trt), Gly, Phe bzw. Leu |
|
Oﬁ/ NH
| Phe, Leu, Asn(Trt), lle, Gly bzw. GIn(Trt) |
|

NH,
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1. Aufteilen auf sechs GefaRRe

2. FmocLeu, FmocAsn(Trt), Fmoclle, FmocGly, FmocPhe bzw.
FmocGIn(Trt), PyBop in 3% NMM / DMF

3. 20% Piperidin / DMF
189 97
4. Wittig-Reagenzien 88, 89, 90, 91, 92 bzw. 93

5. Bis-(trimethylsilyl)-kaliumamid, DMSO

Das gesamte Polymer 189 wurde auf sechs GefalRe verteilt und die Polymeraquivalente (je-
weils 3.50 pmol Aminofunktionen, 27.5 umol Aldehydfunktionen) mit jeweils einer der sechs
Aminosauren FmocLeu, FmocAsn(Trt), Fmoclle, FmocGly, FmocPhe bzw. FmocGIn(Trt)
(jeweils 7.00 umol, 2.00 eq.) in 10.0 ml 3%igem NMM/DMF mit 3.64 mg PyBop (7.00 umol,
2.00 eq.) versetzt. Die Reaktionsmischungen wurden zwei Stunden geschuttelt und an-
schlieRend die Polymere abfiltriert. Nun wurden die Polymere fiinfmal mit je 10.0 ml abs.
DMF gewaschen, zweimal 10 min mit je 10.0 ml 20%igem Piperidin/DMF behandelt und
schlieZlich finfmal mit je 5.00 ml abs. DMF gewaschen. Sowohl die gesammelten Waschlo-
sungen nach der Behandlung mit Piperidin/DMF als auch die Piperidin/DMF-
Abspaltungslésungen wurden UV-spektroskopisch auf ihnren Gehalt an abgespaltenen Fmoc-
Schutzgruppen untersucht, um die Ausbeute der vorangegangenen Peptidkupplung zu be-
stimmen. Anschlielend wurden die Polymere mit den Wittig-Reagenzien 88, 89, 90, 91, 92
bzw. 93 (jeweils 165 umol, 6.00 eg. beziiglich der Aldehydfunktionen) und Bis-(trimethylsilyl)-
kaliumamid (0.90 eq. pro abstrahierbare H-Atome der Phosphoniumsalze) umgesetzt. Die
Wittig-Reagenzien wurden dafir direkt vor der Umsetzung frisch aus dem Phosphoniumsalz
und der Base hergestellt. Danach wurden die Polymere fiinfmal mit je 10.0 ml abs. DMF
gewaschen und die Olefinierung noch einmal wiederholt. Die Polymere nach der Olefinie-
rung mit den Wittig-Reagenzien 89, 90 und 91 wurden nun vereinigt, von den Polymeren
nach der Olefinierung mit 88, 92 und 93 wurden jeweils 10% entnommen und zu den verei-

nigten Polymeren gegeben.

1. Polymeréaquivalent: Kupplung mit 2.47 mg FmocLeu (Fmoc: 3.45 pmol Fmoc-
Gruppen, 11% Peptid-Code); danach 63.7 mg 88, 88.8 mg Bis-
(trimethylsilyl)-kaliumamid, 5.00 ml abs. DMSO.

2. Polymeraquivalent: Kupplung mit 4.18 mg FmocAsn(Trt) (Fmoc: 3.48 umol Fmoc-
Gruppen, 11% Peptid-Code); danach 63.9 mg 89, 59.2 mg Bis-
(trimethylsilyl)-kaliumamid, 5.00 ml abs. DMSO.

3. Polymeraquivalent: Kupplung mit 2.47 mg Fmoclle (Fmoc: 3.40 umol Fmoc-Gruppen,
11% Peptid-Code); danach 58.9 mg 90, 29.6 mg Bis-
(trimethylsilyl)-kaliumamid, 5.00 ml abs. DMSO.
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4. Polymeraquivalent: Kupplung mit 2.08 mg FmocGly (Fmoc: 3.49 pmol Fmoc-

Gruppen, 11% Peptid-Code); danach 71.3 mg 91, 29.6 mg Bis-
(trimethylsilyl)-kaliumamid, 5.00 ml abs. DMSO.
5. Polymeraquivalent: Kupplung mit 2.71 mg FmocPhe (Fmoc: 3.42 pmol Fmoc-

Gruppen, 11% Peptid-Code); danach 75.4 mg 92, 59.2 mg Bis-
(trimethylsilyl)-kalium-amid, 5.00 ml abs. DMSO.
6. Polymeraquivalent: Kupplung mit 4.27 mg FmocGIn(Trt) (Fmoc: 3.46 pmol Fmoc-

Gruppen, 11% Peptid-Code); danach 44.2 mg 93, 29.6 mg Bis-
(trimethylsilyl)-kaliumamid, 5.00 ml abs. DMSO.

7.8.1.5 Modifizierung der Olefineinheiten der Liganden

7.8.1.5.1 Entschitzung der Silylester 98 [RAR-I-289]

93

O_SiEt3
Ho~

| 84,85 86 bzw. 74 |

o] ITIH

OH His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)

Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)

Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc) HNONH Lys(Boc), His(Trt) bzw.  Arg(Pmc)

Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc) o)
| 98

OYNH
| GIn(Trt), Gly, Phe bzw. Leu |

|
Os_NH

NH,
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O

OH
H_ =

| 84,85,86bzw.74 |

A

)

l|\IH

(0] His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)

Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc) HNONH Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)

Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc) o)

|
OYNH 99
| GIn(Tr)), Gly, Phe bzw. Leu |

|
Os_NH

NH,

nBuyNF, THF, 2 h
98 99

Das Polymer 98 (maximal 27.5 umol Silylesterfunktionen) wurde dreimal mit je 10.0 ml abs.
THF gewaschen und anschlieBend mit 71.9 mg Tetrabutylammoniumfluoridhydrat (275
pmol, 10.0 eq.) in 10.0 ml abs. THF zwei Stunden bei Raumtemp. geschittelt. Danach wur-
de das Polymer abfiltriert und die Behandlung mit Tetrabutylammoniumfluorid wiederholt.

AbschlieBend wurde das Polymer 99 fiinfmal mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen.
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7.8.1.5.2  Anknupfung verschiedener Aminosaureester an 100 [RAR-I-

289]
O

OH
H -~

| 84, 85,86 bzw. 74 |

A

o}

l|\lH

O\>—{ His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)

Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)

Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc) | HN—GuD—NH | Lys(Boc), His(Trt) bzw.  Arg(Pmc)

Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc) fe}

| 100 OMe
Os__NH |
ﬁ/ [ Arg, His(Trt) bzw. Lys(Boc) ]
| GIn(Tn), Gly, Phe bzw. Leu | |

| Os NH

O NH
ﬁ/ 92 bzw. 93

| Gly bzw. GIn(Trt) | Ho

NH,

| 84, 85,86 bzw. 74 |

A

0]

ll\IH

(0] His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)

Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)

Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc) HNONH Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)

Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc) o

Oﬁ/ NH 101

| GIn(Trt), Gly, Phe bzw. Leu |

|
Oﬁ/ NH
| Gly bzw. GIn(Trt) |
|

oj/NH

[ Arg(Pmc), His(Trt) bzw. Lys(Boc)]fNH2

1. Aufteilen auf drei Gefalde

2. FmocArg(Pmc), FmocHis(Trt) bzw. FmocLys(Boc)
PyBop in 3% NMM / DMF
100 101
3. H-ArgOMe, H-His(Trt)OMe bzw. H-Lys(Boc)OMe
PyBop in 3% NMM / DMF

4. 20% Piperidin / DMF
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Das Polymer 100 wurde auf drei Gefal3e verteilt und die Polymeraquivalente (jeweils maxi-
mal 2.33 pmol Aminofunktionen, maximal 18.3 pmol Carbonsaurefunktionen) mit jeweils
einer der drei Aminosauren FmocHis(Trt), FmocLys(Boc) bzw. Fmoc-Arg(Pmc) (jeweils 6.99
pmol, 3.00 eq.) in 10.0 ml 3%igem NMM/DMF mit 3.64 mg PyBop (6.99 umol, 3.00 eq.) ver-
setzt. Nachdem die Reaktionsmischungen darauf zwei Stunden geschuttelt worden waren,
wurden die Polymere abfiltriert und dreimal mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen. Nun wurde
jeweils einer der Aminosauremethylester (jeweils 36.6 pumol, 2.00 eq.) in 20.0 ml 3%igem
NMM/DMF und 19.0 mg PyBop (36.6 umol, 2.00 eq.) zugegeben, die Reaktionsmischungen
darauf zwei Stunden geschiittelt und anschlie3end die Polymere abfiltriert. Nun wurden die
Polymere finfmal mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen, zweimal 10 min mit je 10.0 ml
20%igem Piperidin/DMF behandelt und schlie3lich funfmal mit je 5.00 ml abs. DMF gewa-
schen. Mit Hilfe der UV-Spektroskopie wurden die gesammelten Waschlésungen nach der
Behandlung mit Piperidin/DMF sowie die Piperidin/DMF-Abspaltungslosungen auf ihren Ge-
halt an abgespaltenen Fmoc-Schutzgruppen untersucht, um die Ausbeute der vorangegan-
genen Peptidkupplung zu bestimmen. Das Polymer 101 wurde danach zu den vereinigten

Polymeren gegeben.

1. Polymeréaquivalent: Kupplung mit 4.33 mg FmocHis(Trt) (Fmoc: 2.28 pmol Fmoc-
Gruppen, 11% Peptid-Code); danach mit 16.4 mg H-His(Trt)OMe
x 1 HCI.

2. Polymeraquivalent: Kupplung mit 3.28 mg FmocLys(Boc) (Fmoc: 2.33 pmol Fmoc-
Gruppen, 11% Peptid-Code); danach mit 10.9 mg H-Lys(Boc)OMe
x 1 HCI.

3. Polymeraquivalent: Kupplung mit 4.63 mg FmocArg(Pmc) (Fmoc: 2.31 pmol Fmoc-
Gruppen, 11% Peptid-Code); danach mit 9.56 mg H-ArgOMe x 2
HCI.
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7.8.1.5.3

Aufbau einer weiteren kombinatorischen Tripeptideinheit an

die Liganden mit Aminofunktionen 102 [RAR-I-289]

Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)

|
Oﬁ/ NH
GIn(Trt), Gly, Phe bzw. Leu |

I
NH

O

Phe

NH,

HN
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc) 0O

-

102

His(Trt),

Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)

HN
Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc) o)

OYNH

| GIn(Tn), Gly, Phe bzw. Leu

(0] NH

Phe

OYNH
Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)

Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)

}*NHZ

NH,

H =~

| 84,85, 86 bzw. 74 |

A

O ITIH

His(Trt),

0
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
NH | Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)

Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)

o

103

O
NH

His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)

}‘NHZ

O~ NH
H -

| 84, 85,86 bzw. 74 |

o ITIH

His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)
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1. Aufteilen auf drei GefalRe
2. FmocLys(Boc), FmocHis(Trt) bzw. FmocArg(Pmc)
PyBop in 3% NMM / DMF

102 103
3. Mischen

4. 20% Piperidin / DMF

5. Zweimaliges Wiederholen von
1., 2.,3.und4.

Das Polymer 102 (maximal 31.0 pmol Aminofunktionen) wurde auf drei Gefale verteilt und
die Polymeraquivalente (jeweils maximal 10.3 pmol Aminofunktionen) mit jeweils einer der
drei Aminosduren FmocHis(Trt), FmocLys(Boc) bzw. FmocArg(Pmc) (jeweils 20.6 pmol,
2.00 eq.) in 20.0 ml 3%igem NMM/DMF mit 10.7 mg PyBop (20.6 pmol, 2.00 eq.) versetzt,
die Reaktionsmischungen darauf zwei Stunden geschiittelt und anschlieBend die Polymere
abfiltriert. Nun wurden die Polymere finfmal mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen und an-
schlieRend vereinigt. Danach wurde das gesamte Polymer zweimal 10 min mit je 10.0 ml
20%igem Piperidin/DMF behandelt und schlie3lich funfmal mit je 5.00 ml abs. DMF gewa-
schen. Die gesammelten Waschlésungen nach der Behandlung mit Piperidin/DMF sowie die
Piperidin/DMF-Abspaltungslosungen wurden UV-spektroskopisch auf ihren Gehalt an abge-
spaltenen Fmoc-Schutzgruppen untersucht, um die Ausbeute der vorangegangenen Peptid-

kupplung zu bestimmen. Diese Reaktionsfolge wurde noch zweimal wiederholt.

1. Kupplung mit 12.8 mg FmocHis(Trt); 9.65 mg FmocLys(Boc) bzw. 13.7 mg Fmoc-
Arg(Pmc). Fmoc-Bestimmung des vereinigten Polymers: 6.82 umol, 22% Peptid-Code.

2. Kupplung mit 12.8 mg FmocHis(Trt); 9.65 mg FmocLys(Boc) bzw. 13.7 mg Fmoc-
Arg(Pmc). Fmoc-Bestimmung des vereinigten Polymers: 7.10 umol, 23% Peptid-Code.

3. Kupplung mit 12.8 mg FmocHis(Trt); 9.65 mg FmocLys(Boc) bzw. 13.7 mg Fmoc-
Arg(Pmc). Fmoc-Bestimmung des vereinigten Polymers: 6.85 pumol, 22% Peptid-Code.
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7.8.1.6 Dihydroxylierung und Abspaltung der Schutzgruppen der Un-
terbibliotheken 97, 99, 101 und 103 [RAR-1-290]

OH| 88, 89, 90, 91, 92 bzw. 93
HO
H™ H

| 84,85,86bzw. 74 |

H

His, Arg bzw. Lys
Arg, Lys bzw. His

Lys, His bzw. Arg 0 Lys, His bzw. Arg

Arg, Lys bzw. His
His, Arg bzw. Lys

O NH
ﬁ/ .

| GIn, Gly, Phe bzw. Leu |
| HN Ala [—NH,
Os__NH : |
ﬁ/ His, Arg bzw. Lys
Arg, Lys bzw. His
| Phe, Leu, Asn, lle, Gly bzw. GIn | Lys, His bzw. Arg
| )\
Ox-NH 0~ "NH
Ala HO
NH, HO\ . H
o

| 84,85,86bzw. 74 |

O l|\lH

Arg, Lys bzw. His
His, Arg bzw. Lys

(0] His, Arg bzw. Lys
Arg, Lys bzw. His
Lys, His bzw. Arg HNONH Lys, His bzw. Arg
o

l 105

OYNH

| GlIn, Gly, Phe bzw. Leu |

Oj,NH
Lys, His bzw. Arg
Arg, Lys bzw. His NH
His, Arg bzw. Lys Ala F-NH,
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| 84,85,86bzw. 74 |

o} ll\lH

Arg, Lys bzw. His
His, Arg bzw. Lys o

OMe
| 106 |

O NH
j/ [ Arg, His bzw. Lys ]

| GIn, Gly, Phe bzw. Leu | !
|

OYNH
| Gin |

|
O NH

(0] His, Arg bzw. Lys
Arg, Lys bzw. His
| Lys, His bzw. Arg HNONH Lys, His bzw. Arg

Ala

NH,

0] His, Arg bzw. Lys
Arg, Lys bzw. His
| Lys, His bzw. Arg HNONH Lys, His bzw. Arg

Arg, Lys bzw. His
His, Arg bzw. Lys o)
| 107

Oﬁ/ NH
| GlIn, Gly, Phe bzw. Leu |
|

OYNH

| Gly bzw. GIn |
|
OYNH
[ Arg, His bzw. Lys ]7NH
Ala NH2
o

1. Mischen der Unterbibliotheken

97, 99, 101 und 103
2. FmocAla, PyBop in 3% NMM / DMF

97, 99, 101 und 3. 20% Piperidin / DMF 104, 105, 106 und
103 4. AD-Mix-B / THF : Wasser (1:1) 107

5. 5% Ethanthiol / TFA

Das gesamte Polymer (Unterbibliotheken 97, 99, 101 und 103; maximal 186 pumol Amino-
funktionen) wurde mit 116 mg FmocAla (372 umol, 2.00 eq.) in 40.0 ml 3%igem NMM/DMF
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mit 193 mg PyBop (372 umol, 2.00 eq.) versetzt, die Reaktionsmischungen darauf zwei
Stunden geschiittelt und anschlieRend das Polymer abfiltriert. Nun wurde das Polymer finf-
mal mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen, darauf zweimal 10 min mit je 10.0 ml 20%igem
Piperidin/DMF behandelt und schlie3lich finfmal mit je 5.00 ml abs. DMF gewaschen. Die
gesammelten Waschlésungen nach der Behandlung mit Piperidin/DMF sowie die Piperi-
din/DMF-Abspaltungslésungen wurden UV-spektroskopisch auf ihren Gehalt an abgespalte-
nen Fmoc-Schutzgruppen untersucht, um die Ausbeute der vorangegangenen Peptidkupp-
lung zu bestimmen; Fmoc-Bestimmung: 24.2 umol, 13% Peptid-Code.

Zur Dihydroxylierung wurde das gesamte Polymer in eine Losung von 260 mg AD-Mix-3
(0.40 mol-% Os und 1.00 mol-% (DHQD),PHAL 57, jeweils bezogen auf die maximale
Stoffmenge an Olefin von 186 pmol) und 17.7 mg (186 pmol, 1.00 eq. bezogen auf die ma-
ximale Stoffmenge an Olefin) Methansulfonsaureamid in 20.0 ml THF : Wasser (1:1) gege-
ben und 20 Stunden bei Raumtemp. geschiittelt. AnschlieRend wurde das Polymer abfiltriert
und fanfmal mit je 30.0 ml THF, THF : Wasser (1:1) und Wasser gewaschen.

Die gesamte Bibliothek wurde nun zweimal fiir drei Stunden in 95% Trifluoressigsaure / 5%
Ethanthiol gegeben und bei Raumtemp. geschittelt. Danach wurde das Polymer abfiltriert
und fanfmal mit je 20.0 ml THF, THF : Wasser (1:1) und Wasser gewaschen. Das feuchte

Polymer hatte danach eine Masse von 2.96 g.

7.8.2 Synthese der codierten Ligandenbibliothek 128
7.8.2.1 Anknupfung und Codierung der Olefine an die kombinatori-
sche Tripeptideinheit 83 der Liganden [RAR-1-302]
i
His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)
Dy
H
83
110 111 112 113 114
o] OH o) o] —
| OH HO OH
o~ [ "o WOH Q
o N CF3
Code 110: LeuLeu | Code 111: LeuPhe | Code 112: LeuGly |Code 113: lle Code 114: Leu
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115 116 117 118 119
OH H o)
o HO N
— ~~—(CooH Ly |
o COOH o =L | oy 0"\ ~OH
HO o
OH o]
Code 115: Phe Code 116: Gly Code 117: Asn Code 118: Val Code 119: GlyGly
120 121 122 123 124
F OH F HO OH OCHj, O CHs
F F HO
X F OCHs CHs
F
o) F

Code 120: GlyPhe

Code 121: GlyLeu

Code 122: PhePhe

Code 123: PheGly

Code 124: PhelLeu

His(Trt),

Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)

OYNH

| Code 114, 115, 116 bzw. 117|

NH,

114, 115, 116 bzw. 117

A

o NH

%

OH

(0] His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)

125

His(Trt),

Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)

0]

OYNH

126

Code 110, 111, 112, 113, 118, 119,
120, 121, 122, 123 bzw. 124

|
NH,

HENONH Lys(Boc), His(Trt) bzw.  Arg(Pme)

Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc) e

110, 111, 112, 113, 118, 119,
120, 121, 122, 123 bzw. 124

A

o}

ll\IH

O, His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)

HNONH Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)
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1. Aufteilen auf 15 Gefalze

2. 15% codierende FmocAminosaure (bei Dipeptid-Codes
der ersten Aminoséaure), PyBop in 3% NMM / DMF

3. Carbonsauren 110 bis 124
PyBop in 3% NMM / DMF

83 125 und 126
4. 20% Piperidin / DMF

5. Zweite FmocAminoséaure der Dipeptid-Codes

6. 20% Piperidin / DMF

3.65 g des feuchten Polymers 83 (entspricht 1.00 g trockenem Amino-TentaGelll, 310 pumol
Aminofunktionen) wurden auf flinfzehn Gefalie verteilt und die Polymeraquivalente (jeweils
20.7 pumol Aminofunktionen) mit jeweils einer der sechs Aminosauren FmocGly, Fmoclle,
FmocVal, FmocPhe, FmocLeu bzw. FmocAsn(Trt) (jeweils 3.11 ymol, 0.15 eq.) in 10.0 ml
3%igem NMM/DMF mit 3.24 mg PyBop (6.22 umol, 0.30 eq.) versetzt. Nun wurden die Re-
aktionsmischungen zwei Stunden geschuttelt und anschliel3end die Polymere abfiltriert. Die-
se wurden fiinfmal mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen und dann mit den Carbonsauren 110
bis 124 (jeweils 41.4 yumol, 2.00 eq.) in 20.0 ml 3%igem NMM/DMF mit 21.5 mg PyBop (41.4
pmol, 2.00 eq.) versetzt. Wieder wurden die Reaktionsmischungen zwei Stunden geschiittelt
und anschlie3end die Polymere abfiltriert. Danach wurden die Polymere funfmal mit je 10.0
ml abs. DMF gewaschen und im Anschlul® daran die Ankniipfung der Carbonséuren 110 bis
124 noch einmal wiederholt. Schlie3lich wurden die Polymere fiinfmal mit je 10.0 ml abs.
DMF gewaschen und jeweils ein Kaiser-Test mit einigen Polymerkigelchen durchgefihrt.
Alle Polymeréaquivalente wiesen demnach keine freien Aminofunktionen mehr auf. Nun wur-
den die Polymere jeweils zweimal 10 min mit je 10.0 ml 20%igem Piperidin/DMF behandelt
und schlieBlich finfmal mit je 5.00 ml abs. DMF gewaschen. Um die Ausbeute der vorange-
gangenen Peptidkupplung zu bestimmen, wurden die gesammelten Waschlésungen nach
der Behandlung mit Piperidin/DMF wie auch die Piperidin/DMF-Abspaltungslosungen UV-
spektroskopisch auf ihren Gehalt an abgespaltenen Fmoc-Schutzgruppen untersucht. Die

Beladung des Polymers mit den ersten Aminoséuren des Peptid-Codes lag dabei bei 11%.

Zur Anknipfung der zweiten Aminosaure des Dipeptid-Codes der Carbonsauren wurde je-
weils eine der Aminoséauren FmocGly, FmocPhe, FmocLeu (jeweils 9.33 pmol, 3.00 eq.) in
10.0 ml 3%igem NMM/DMF mit 4.86 mg PyBop (jeweils 9.33 umol, 3.00 eq.) versetzt, die
Reaktionsmischungen darauf zwei Stunden geschittelt und anschlieRend die Polymere ab-
filtriert. AnschlieBend wurde wieder durch Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppen mit
20%igem Piperidin/DMF die Ausbeute der Peptidkupplung bestimmt. Auch hier lag nach
nahezu quantitativer Kupplung die Funktionalisierung des Polymers mit dem Peptid-Code
bei 11%.
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Tab 7.8.1:

Eingesetzte Mengen an den Olefinen und den codierenden Aminoséduren

Polymeraquivalent

1

2

3

[ERN

. 1.10 mg FmoclLeu
(Fmoc: 2.27 umol)

.5.72 mg 110

. 3.30 mg FmocLeu
(Fmoc: 2.25 pmol)

1. 1.10 mg FmocLeu
(Fmoc: 2.29 umol)

2.6.17mg 111

3. 3.60 mg FmocPhe
(Fmoc: 2.29 umol)

. 1.10 mg FmocLeu

(Fmoc: 2.23 umol)

2.7.63mg 112
. 2.76 mg FmocGly

(Fmoc: 2.25 umol)

Polymeraquivalent

4

5

6

. 1.10 mg Fmoclle
(Fmoc: 2.22 pmol)

1. 1.10 mg FmocLeu
(Fmoc: 2.24 pmol)

. 1.20 mg FmocPhe

(Fmoc: 2.20 pmol)

2. 5.80 mg 113 2.4.80 mg 114 .4.80 mg 115
Polymeraquivalent 7 8 9
1. 0.92 mg FmocGly 1. 1.86 mg Fmoc- . 1.06 mg FmocVal

(Fmoc: 2.24 pmol)

Asn(Trt)

(Fmoc: 2.22 pmol)

2.7.53mg 116 (Fmoc: 2.27 pmol) 2. 5.67 mg 118
2.5.96 mg 117
Polymeraquivalent 10 11 12
1.0.92 mg FmocGly 1. 0.92 mg FmocGly . 0.92 mg FmocGly

(Fmoc: 2.25 pmol)

. 7.87 mg 119
. 2.76 mg FmocGly

(Fmoc: 2.25 pmol)

(Fmoc: 2.29 umol)
2.9.86 mg 120
3. 3.60 mg FmocPhe
(Fmoc: 2.26 umol)

(Fmoc: 2.24 umol)

2.7.62mg 121
. 3.30 mg FmocLeu

(Fmoc: 2.25 umol)

Polymeraquivalent

13

14

15

. 1.20 mg FmocPhe
(Fmoc: 2.25 pmol)

. 8.94 mg 122
. 3.60 mg FmocPhe

(Fmoc: 2.27pumol)

1. 1.20 mg FmocPhe
(Fmoc: 2.28 pumol)

2.8.62 mg 123

3. 2.76 mg FmocGly
(Fmoc: 2.26 pmol)

. 1.20 mg FmocPhe

(Fmoc: 2.27 pmol)

2.8.45mg 124
. 3.30 mg FmocLeu

(Fmoc: 2.28 pmol)
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Aus den mit 114, 115, 116 und 117 umgesetzten Polymeraquivalenten wurden jeweils 10%

des Tragers entnommen und zu den vereinigten restlichen Polymeraquivalenten gegeben.

7.8.2.2 Modifizierung der Olefineinheiten der Liganden

7.8.2.2.1  Anknupfung verschiedener Aminoséureester an 125 [RAR-I-
303]

114, 115, 116 bzw. 117 2\9

m__w oH

.

o]

l|\IH

(0] His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)

Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc) | HN—GquD—NH [ Lys(Boc), His(Trt) bzw.  Arg(Pmc)

Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc) e}
| 125

OMe

OYNH |
Arg, His(Trt) bzw. Lys(Boc) ]
| Code 114, 115, 116 bzw. 117 | [ |

I O+__NH
NH, ﬁ/

114, 115, 116 bzw. 117

OA\ITIH
(0] His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc)
Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
H

Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc) HNON Lys(Boc), His(Trt) bzw. Arg(Pmc)

Arg(Pmc), Lys(Boc) bzw. His(Trt)
His(Trt), Arg(Pmc) bzw. Lys(Boc) 0O

Oﬁ/ NH 127

| Code 114, 115, 116 bzw. 117 |
|

OYNH

[ Arg(Pmc), His(Trt) bzw. Lys(Boc)]—NHz

1. Aufteilen auf drei GefalRe

2. FmocArg(Pmc), FmocHis(Trt) bzw. FmocLys(Boc)
PyBop in 3% NMM / DMF

125 - 127
3. H-ArgOMe, H-His(Trt)OMe bzw. H-Lys(Boc)OMe
PyBop in 3% NMM / DMF

4. Mischen, 20% Piperidin / DMF
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Das Polymer 125 wurde auf drei Gefal3e verteilt und die Polymeraquivalente (jeweils maxi-
mal 3.03 pmol Aminofunktionen, maximal 24.5 pmol Carbonsaurefunktionen) mit jeweils
einer der drei Aminosauren FmocHis(Trt), FmocLys(Boc) bzw. Fmoc-Arg(Pmc) (jeweils 9.09
pmol, 3.00 eq.) in 10.0 ml 3%igem NMM/DMF mit 4.73 mg PyBop (9.09 umol, 3.00 eq.) ver-
setzt. Die Reaktionsmischungen wurden zwei Stunden geschiittelt, anschlieRend die Poly-
mere abfiltriert und dreimal mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen. Nun wurde jeweils einer der
Aminosauremethylester (jeweils 49.0 umol, 2.00 eq.) in 20.0 ml 3%igem NMM/DMF mit 25.5
mg PyBop (49.0 umol, 2.00 eq.) versetzt und die Reaktionsmischungen wiederum zwei
Stunden geschuttelt. Nun wurden die Polymere abfiltriert, finfmal mit je 10.0 ml abs. DMF
gewaschen, zweimal 10 min mit je 10.0 ml 20%igem Piperidin/DMF behandelt und schlief3-
lich funfmal mit je 5.00 ml abs. DMF gewaschen. Die gesammelten Waschldsungen nach
der Behandlung mit Piperidin/DMF und die Piperidin/DMF-Abspaltungslésungen wurden UV-
spektroskopisch auf ihren Gehalt an abgespaltenen Fmoc-Schutzgruppen untersucht, um
die Ausbeute der vorangegangenen Peptidkupplung zu bestimmen. Nach der letzten Kupp-

lung wurden die Polymere zu 127 vereinigt.

1. Polymeréaquivalent: Kupplung mit 5.64 mg FmocHis(Trt) (Fmoc: 3.01 umol, 11% Pep-
tid-Code); danach mit 22.0 mg H-His(Trt)OMe x 1 HCI.

2. Polymeraquivalent: Kupplung mit 4.26 mg FmocLys(Boc) (Fmoc: 2.96 pmol, 11% Pep-
tid-Code); danach mit 14.5 mg H-Lys(Boc)OMe x 1 HCI.

3. Polymeraquivalent: Kupplung mit 6.03 mg FmocArg(Pmc) (Fmoc: 3.00 pmol, 11%
Peptid-Code); danach mit 12.8 mg H-ArgOMe x 2 HCI.
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7.8.2.3 Dihydroxylierung und Abspaltung der Schutzgruppen der Un-
terbibliotheken 125, 126 und 127 [RAR-1-305]

114, 115, 116
bzw. 117 O
HO OH Z
/ OH
07 “NH

|
His, Arg bzw. Lys
Arg, Lys bzw. His
Lys, His bzw. Arg

Arg, Lys bzw. His
His, Arg bzw. Lys

| 129
CkiT/NH
| Code 114, 115, 116 bzw. 117 |

O, NH

| Lys, His bzw. Arg HN—CP—NH

114, 115, 116
bzw. 117 )

"HO  OH —

PR OH

A

o]

ITIH

Arg, Lys bzw. His
His, Arg bzw. Lys

[ 130
C&ir/NH
| Code114,115,116bzw.117|

|
OxNH

(@) His, Arg bzw. Lys
Arg, Lys bzw. His
| Lys, His bzw. Arg HNONH Lys, His bzw. Arg

GIn

O NH

H,N— Ala
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Meo—[

Arg, His bzw. Lys

}ﬂfo

Lys, His bzw. Arg
Arg, Lys bzw. His
His, Arg bzw. Lys

114, 115, 116
bzw. 117
"HO  OH
\\4

Py

@) ITIH

@)

HN—C—NH

OYNH

Code 114, 115, 116 bzw. 117

Oﬁ/ NH

Arg, His bzw. Lys

His, Arg bzw. Lys
Arg, Lys bzw. His
Lys, His bzw. Arg

O
131

Ala —NH,

Arg, His bzw. Lys

FHYO

Lys, His bzw. Arg
Arg, Lys bzw. His
His, Arg bzw. Lys

Oﬁ/ NH

Code 114, 115, 116 bzw. 117

OY NH

Arg, His bzw. Lys

}—NH

O

114, 115, 116
bzw. 117

HN—C—NH

GIn

His, Arg bzw. Lys
Arg, Lys bzw. His
Lys, His bzw. Arg

132

NH
Ala —NH,
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110,111, 112, 113, 118, 119,
120, 121, 122, 123 bzw. 124

" "

0] His, Arg bzw. Lys
Arg, Lys bzw. His

Lys, His bzw. Arg HN—O—NH Lys, His bzw. Arg

Arg, Lys bzw. His
His, Arg bzw. Lys o)

| 133
Oﬁ/ NH
Code 110, 111, 112, 113, 118, 119,
120, 121, 122, 123 bzw. 124

Ox - NH 110, 111, 112, 113, 118, 119,

120, 121, 122, 123 bzw. 124
H,N Ala " "

0] His, Arg bzw. Lys
Arg, Lys bzw. His

Lys, His bzw. Arg HNONH Lys, His bzw. Arg

Arg, Lys bzw. His

His, Arg bzw. Lys o)

|
OY NH 134
Code 110, 111, 112, 113, 118, 119,
120, 121, 122, 123 bzw. 124

1. Mischen der Unterbibliotheken 125, 126 und 127
und Aufteilen auf zwei Gefalle

2. FmocGIn(Trt), PyBop in 3% NMM / DMF
bzw. kein FmocAminosaurecode

3. 20% Piperidin / DMF

4. FmocAla, PyBop in 3% NMM / DMF 129/130/131
125, 126 und 127 yEop I = 135133/ 134

5. 20% Piperidin / DMF

6. AD-Mix-3 bzw. -a / THF : Wasser (1:1)

7. Mischen, 95% TFA / 5% Ethanthiol
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Das gesamte Polymer (Unterbibliotheken 125, 126 und 127; maximal 310 pmol Aminofunk-
tionen) wurde auf zwei GefalRe verteilt. Das Polymer in einem der Gefale (maximal 17.1
pmol Aminofunktionen) wurde mit 31.3 mg FmocGIn(Trt) (51.3 pmol, 3.00 eq.) und 26.7 mg
PyBop (51.3 pmol, 3.00 eq.) in 40.0 ml 3%igem NMM/DMF versetzt und die Reaktionsmi-
schung zwei Stunden geschittelt. Nachdem das Polymer abfiltriert worden war, wurde es
funfmal mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen, anschlieend zweimal 10 min mit je 10.0 ml
20%igem Piperidin/DMF behandelt und schlieBlich finfmal mit je 5.00 ml abs. DMF gewa-
schen. Die gesammelten Waschlosungen nach der Behandlung mit Piperidin/DMF sowie die
Piperidin/DMF-Abspaltungslésungen wurden UV-spektroskopisch auf ihren Gehalt an abge-
spaltenen Fmoc-Schutzgruppen untersucht, um die Ausbeute der vorangegangenen Peptid-
kupplung zu bestimmen; Fmoc-Bestimmung: 16.8 pumol; 11% Peptid-Code.

Nun wurden beide Polymeraquivalente jeweils mit 96.5 mg FmocAla (310 pmol, 2.00 eq.)
und 161 mg PyBop (310 umol, 2.00 eq.) in 40.0 ml 3%igem NMM/DMF versetzt und die Re-
aktionsmischungen wieder zwei Stunden geschittelt. Dann wurden die Polymere abfiltriert,
funfmal mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen, anschlieend zweimal 10 min mit je 10.0 ml
20%igem Piperidin/DMF behandelt und schlieB3lich finfmal mit je 5.00 ml abs. DMF gewa-
schen. Um die Ausbeute der vorangegangenen Peptidkupplung zu bestimmen, wurden die
gesammelten Waschlésungen nach der Behandlung mit Piperidin/DMF sowie die Piperi-
din/DMF-Abspaltungslosungen UV-spektroskopisch auf ihren Gehalt an abgespaltenen

Fmoc-Schutzgruppen untersucht; Fmoc-Bestimmung: 1. Polymeréquivalent: 17.1 pmol, 11%

Peptid-Code; 2. Polymeraquivalent: 16.9 umol, 11% Peptid-Code.

Zur Dihydroxylierung wurde zu den beiden Polymeraquivalenten jeweils eine Ldsung von
434 mg AD-Mix-B bzw. AD-Mix-a (0.40 mol-% Os und 1.00 mol-% der PHAL-Liganden 57
bzw. 87, jeweils bezogen auf die maximale Stoffmenge an Olefin von 310 pmol) sowie 29.5
mg (310 pmol,1.00 eq. bezogen auf die maximale Stoffmenge an Olefin) Methansulfonsau-
reamid in 20.0 ml THF : Wasser (1:1) gegeben und 20 Stunden bei Raumtemp. geschuttelt.
Anschlieend wurden die Polymere abfiltriert und funfmal mit je 30.0 ml THF, THF : Wasser
(1:1) und Wasser gewaschen.

Nachdem beide Polymeraquivalente vereinigt worden waren, wurde die gesamte Bibliothek
zweimal fur drei Stunden in 95% Trifluoressigsaure / 5% Ethanthiol gegeben und bei
Raumtemp. geschiittelt. Danach wurde das Polymer abfiltriert und funfmal mit je 20.0 ml
THF, THF : Wasser (1:1) und Wasser gewaschen. Das feuchte Polymer 128 hatte danach

eine Masse von 4.08 g.
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7.9 Screening der Hydroxyligandenbibliothek 108 nach kunstli-
chen Phosphorsaurediesterasen mit Bis(4-nitrophenyl)phos-
phat 19 in Mikrotitrationsplatten [RAR-1-291]

NO,
o
9 O
0-P-0
%
NO,
O,N
19 20

je etwa 15 Polymerpartikel

kein Metall bzw. EuCl;
19 20

H,0, Puffer, Raumtemp.

Es wurden zweimal finfzehn 96er Mikrotitrationsplatten mit jeweils 15 Polymerkiigelchen der
Bibliothek 108 pro Vertiefung bestlckt.

Danach wurden in jeweils finfzehn Mikrotitrationsplatten die Vertiefungen mit den nachfol-
gend aufgefiihrten Lésungen gefullt. Das Gesamtvolumen betrug in jeder Vertiefung 200 pl,

was einer Ligandenkonzentration von etwa 2.25 x 10 M (etwa 4.50 nmol) entspricht.

1) 100 pl 5.00 x 10° M MOPSO-Puffer, pH = 7.0
50.0 pl 1.00 x10°® M Bis(4-nitrophenyl)phosphat 19 (50.0 nmol)
50.0 pl 1.00 x10° M EuCl; (50.0 nmol)

2) 100 pl 5.00 x 10° M EPPS-Puffer, pH = 8.0
50.0 pl 1.00 x 10 M Bis(4-nitrophenyl)phosphat 19 (50.0 nmol)
50.0 yl Wasser
50.1

Zusatzlich wurden noch zwei Mikrotitrationsplatten entsprechend 1) und 2) als Kontrolle oh-

ne die Liganden gefullt.

Die Reaktionen wurden jeweils in einem UV-Vis-Scanning-Spektroskop absorptionsspektros-

kopisch bei 405 nm verfolgt.
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Dabei zeigte sich in den Ansatzen 1) und 2) ein gleichmalliger Anstieg der Absorptionen in
allen Vertiefungen. Es konnte in keiner Vertiefung eine tberdurchschnittliche Zunahme der

Extinktion beobachtet werden.

Extinktion

Abb. 7.9.1: Exemplarisches Screeningergebnis einer Mikrotitrationsplatte aus 1) mit EuCls, pH = 7.0,

20 h; Extinktion in willkirlichen Einheiten

1000+

|

800+

Extinktion 600

400+

Abb. 7.9.2: Kontrolle ohne Liganden mit EuCls;, pH = 7.0, 20 h; Extinktion in willkiirlichen Einheiten
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600
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Abb. 7.9.3: Exemplarisches Screeningergebnis einer Mikrotitrationsplatte aus 2) ohne Metall, pH =
8.0, 2 d; Extinktion in willkdirlichen Einheiten
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400

Extinktion 300
200
100
R5
8

Abb. 7.9.4: Kontrolle ohne Ligand, pH = 8.0, 2 d; Extinktion in willkiirlichen Einheiten




191

7.10 Synthese des Testsubstrates 35 flr das Berlinerblau
Screeningverfahren nach kinstlichen Phosphorséauredi-

esterasen

7.10.1 Synthese des (4-Nitrophenyl)-phosphorodichloridats 142
[RAR-I-122][®"

2

OH 1.0
3 /p\
c’ ¢
O2N O,N"4 6
5

141 142

POCl,

141 142

20.9 g (150 mmol, 1.00 eq.) 4-Nitrophenol 141 und 138 g (900 mmol, 6.00 eq.) frisch destil-
liertes Phosphorylchlorid wurden in einem 250 ml Einhalskolben unter Stickstoff mit 500 mg
Natriumchlorid versetzt und acht Stunden unter Ruckflufd erhitzt. Danach wurde das Uber-
schiissige Phosphorylchlorid abdestilliert, bevor der Riickstand im Olpumpenvakuum hinter
einer Explosionsschutzscheibe destilliert wurde. Bei einem Druck von 3.00 mbar und einer
Temperatur von 175 °C konnten 29.1 g (114 mmol, 76% der Theorie) eines gelben Oles 142
isoliert werden, welches bei Raumtemp. kristallisierte (Lit.*": 2.70 mbar, 154 °C, 88% Aus-
beute).

FT-IR (KBr): v [cm™] = 3116, 3084 [beide m, v(C-H) aryl]; 1616 [m], 1590 [s, beide
v(C=C) aryl]; 1529 [s, Vasym(N=0)]; 1488 [s, v(C=C) aryl]; 1350 [s,
Veym(N=0)]; 1303 [s, V(P=0)]; 1198 [S, Vasym(C-O)]; 1161 [S, Veym(P-O-C)];
1107 [M, Vgm(C-0)]; 1012 [m], 943 [s, beide v(P-0)]; 859 [s], 756 [s, beide
V(C-H) aryl]; 685, 621 [beide s]; 594 [s, o(P-O-C)].

'H-NMR: (300 MHz, CDCls) 8 = 7.50 (d, *Jp.a.0: 6154 = 9.2 Hz, 2H, aryl-2,6-H), 8.34
(d, *Jaiom: s6n = 9.2 Hz, 2H, aryl-3,5-H).

C-NMR: (75 MHz, CDCls) & = 121.51 (d, *Jc6p = 5.7 Hz, aryl-CH-2,6), 126.11 (d,
“Jcssp = 1.1 Hz, aryl-CH-3,5), 146.25 (s, aryl-C-4), 153.61 (s, “Jc.1.p = 10.7
Hz, aryl-C-1).
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Ip-NMR: (90 MHz, CHCl) & = 3.2.

FAB-HRMS: m/z (% Int., Summenformel, IAmmul): 254.9261 (50, C6H4O435CI2PN+, 0.6)
[M*], 224.9266 (32, CsH,03>°ClL,P", 0.9), 208.9310 (15, CsH,0,>°CL,P*, 1.6).

7.10.2 Synthese von (1-Hydroxy-2,2,6,6-tetramethyl-4-piperidinyl)-(4-
nitrophenyl)-hydrogenphosphat 35 [RAR-1-278]

o’ H3C"CH30H
] 6’ N~
O\P//O HSC\ N 'CHS 0 /C<CH
S HaC™ "'CH —p- El
O,N 0
OH

142 136 35

1) Toluol / Pyridin
2) HCI
142 + 136 35

2.00 g (7.81 mmol, 1.50 eq.) 142 und 1.23 g (15.63 mmol, 3.00 eq.) abs. Pyridin wurden in
40.0 ml abs. Toluol gel6st und bei Raumtemp. mit einer Losung von 0.90 g (5.21 mmol, 1.00
eq.) 4-Hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl 136 in 50.0 ml abs. Toluol innerhalb von
zwei Stunden unter Rihren versetzt. Es wurde tUber Nacht geriihrt, anschlieRend das aus-
gefallene Pyridiniumchlorid abfiltriert und das Filtrat am Rotationsverdampfer vom L&sungs-
mittel befreit. Der gelbliche Rickstand wurde in 30.0 ml Wasser aufgenommen und mit
konz. HCI bis pH = 1 versetzt. Beim Erwarmen auf 50 °C bildete sich nach zwei Stunden ein
weiller Niederschlag, der abfiltriert und aus Wasser umkristallisiert wurde (1.58 g 35, 4.22

mmol, 81% der Theorie).

Schmp.: 240 °C (Zersetzung).

FT-IR (KBr): v [cm™] = 3421 [m, v(O-H) in H-Briicken]; 3115, 3119 [beide m, v(C-H)
aryl]; 2998, 2956 [beide m, v(C-H) aliphat.]; 2496 [br. s, v(O-H)]; 1608;
1592 [beide s, V(C=C) aryl]; 1513 [S, Vasym(N=0)]; 1495 [s, v(C=C) aryl];
1391 [s, 3(OH)]; 1351 [s, Vsym(N=0)]; 1257 [s, v(P=0)]; 1225 [S, Vasym(C-O)I;
1199 [s, Veym(C-0)]; 1087 [M, Veym(P-O-C)]; 1055 [S, Veym(P-O-C)]; 989 [m,
v(P-0)]; 896, 865, 811, 759 [alle s, y(C-H) aryl]; 554 [s, &(P-O-C)].
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'H-NMR: (300 MHz, D,0 und 1.00 eq. NaOH) & = 1.17 (br. s, 12H, CHs), 1.59-1.67
(m, 2H, 2-H,, 6-H,), 2.00-2.04 (m, 2H, 2-Hp, 6-Hy), 4.58 (br. s, 1H,
CHOP), 7.35 (d, *Jpii.a: 6.5 = 8.9 Hz, 2H, aryl-2,6-H), 8.27 (d, *Janom: st
1= 8.9 Hz, 2H, aryl-3,5-H).

BC-NMR: (75 MHz, D,0 und 1.00 eq. NaOH)) & = 20.77 (q, CHs), 30.27 (q, CHy),
45.04 (t, CH,-2,6"), 60.96 (S, C(CHs),), 69.82 (d, CHOP), 120.81 (d, *Jc26.p
= 5.2 Hz, aryl-CH-2,6), 126.28 (d, aryl-CH-3,5), 143.82 (s, aryl-C-4), 157.92
(s, Jeap = 6.7 Hz, aryl-C-1).

Ip-NMR: (120 MHz, D,O und 1.00 eq. NaOH) & = -4.95.

FAB-HRMS: m/z (% Int., Summenformel, IAmmul): 375.1311 (6.5, Ci5H2N,O;P", 1.0)

[M+H"].
EA: CisH23sN,0-P; M = 374.33 g/mol

ber.: C: 48.13% H: 6.19% N: 7.48% P:8.27%

gef.: C:48.02% H:6.12% N: 7.40% P: 8.03%.
7.11 Berlinerblau Screeningverfahren nach kinstlichen Phos-

phorsaurediesterasen

7.11.1 Anknupfung von 4-Hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl
136 an TentaGel J-COOH 137 [RAR-1-168]

@)
H3C I CH3 (@) (0] H-C
N 3% CH
OH @) N-O
OH oG CHa
136 137 138
DCC / DMAP
136 + 137 —_— 138

CH,Cl,
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100 mg (26.0 umol COOH-Gruppen, 1.00 eq.) TentaGeld-COOH 137 wurden unter Stick-
stoff zu einer Losung von 224 mg (130 pmol, 5.00 eq.) 4-Hydroxy-2,2,6,6-
tetramethylpiperidin-1-oxyl 136, 53.6 mg (260 umol, 10.0 eq.) DCC und 1.00 mg DMAP in
1.00 ml abs. Methylenchlorid gegeben und anschlieRend 24 h bei Raumtemp. geschiittelt.

Danach wurde das Polymer abfiltriert und mit Wasser, THF, Methylenchlorid und nochmals
Wasser gewaschen. Die Trocknung im Olpumpenvakuum ergab 105 mg eines gelben Poly-

mers.

Das IR-Spektrum war nicht aussagekréaftig.

7.11.2 Entwicklung des mit 4-Hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-
oxyl beladenen TentaGels[] 138 [RAR-I-168]

O HC cy i O HC ch,
® PEG 2 ,CH3 Berlinerblau l W -

o) N-0° o) ®N=0

R I CH
HsC CHs HsC s

138 140

KalFe(CN)g] / FeClz x 6 H,0 -

138 140

In einer Fritte wurden 10.0 mg aminoxylbeladenes TentaGelll 138 (2.60 pumol Aminoxyfunk-
tionen) 30 s mit 10.0 ml einer Mischung (1:1) aus walrigen Ldsungen von 1%iger
Ks[Fe(CN)e] und 15%iger FeCl; x 6 H,O versetzt, danach das Entwicklungsreagenz abge-
saugt und die Polymerkiigelchen mit Wasser gewaschen. Unter dem Mikroskop waren dar-
aufhin deutlich dunkelblau gefarbte Polymerkiigelchen zu sehen. Die blaue Farbung trat
auch auf, wenn die aminoxylbeladenen Polymerklgelchen vor der Entwicklung mit 10%iger
HCI behandelt wurden.

Das IR-Spektrum war nicht aussagekraftig.
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7.11.3 Screening der Bibliothek 128 mit dem Testsubstrat 35 [RAR-I-
306]
HaC, PHs
A _OH
HX X'H o /CN_
| CH3

X, X' = nucleophile Gruppen,
wie O, NH

128

35

Es wurden jeweils 81.6 mg der feuchten Bibliothek 128 (entspricht 20 mg trockenem Poly-
mer und damit etwa 18000 Polymerkigelchen) in 0.10 M MOPSO-Puffer (pH = 7.0) gege-
ben, der die in der Tabelle angegebenen Konzentrationen an Metallsalzen und Testsubstrat

35 aufwies. Die Reaktionsbedingungen sind ebenfalls der untenstehenden Tabelle zu ent-

nehmen. Das Volumen betrug dabei 4.00 ml, was eine Ligandkonzentration von etwa 1.50 x

10° M ergibt. Zuséatzlich wurden auch Untersuchungen ohne Metallsalzzusatz in 0.10 M

EPPS-Puffer bei pH = 8.0 unternommen. In allen Reaktionsldsungen mit Metallsalzzusatz

kam es dabei mit fortschreitender Reaktionsdauer zum Ausfallen von farblosen Niederschla-

gen, die beim anschlieBenden Waschen mit Wasser entfernt wurden.

Tab. 7.11.1: Screening der Bibliothek 128 im Berlinerblau Test

Testsubstrat 35

Metallsalz

Reaktionsbedingungen

1.00 x 10° M
1.00 x 10° M
1.00 x 10° M
1.00 x 10° M
1.00 x 10° M
1.00 x 10° M
1.00 x 10° M
1.00 x 10° M

1.00 x 10° M

2.00 x 10° M CuCl,
2.00 x 10% M ZnCl,
2.00 x 10° M FeCl,
2.00 x 10” M EuCls
2.00 x 10% M zrCl,

2.00 x 10? M (NH,),Ce(NO3)s

2.00 x 10 M Na3[Co(NO,)g]

Raumtemp., 1dund 7d
Raumtemp., 1dund 7 d
Raumtemp., 1dund 7 d
Raumtemp., 1dund 7d
Raumtemp., 1dund 7d
Raumtemp., 1dund 7d
Raumtemp., 1dund 7 d
Raumtemp., 1dund 7d

50°C,1dund7d
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Nach der Reaktion wurden die Proben fir das Anfarben mit der K;[Fe(CN)¢] / FeCls-

Mischung vorbereitet. Dazu wurden alle Proben folgendermaf3en gewaschen:

1) Waschen mit Wasser, THF : Wasser (1:1), THF und DMF; jeweils 5 x 5 ml

2) Waschen mit 10%iger walriger 2-Methoxyethylamin-LOsung, um ionisch

gebundenen Phosphorsaurediester zu entfernen; jeweils 3 x 5 ml Gber 1 Tag verteilt
3) Waschen mit Wasser, THF : Wasser (1:1), THF und DMF; jeweils 5 x 5 ml

4) Waschen mit 10%iger walriger EDTA-LAsung, um redoxaktive Metalle zu entfernen;

jeweils 2 x 5 ml Gber 1 Tag verteilt
5) Waschen mit Wasser, THF : Wasser (1:1), THF und DMF; jeweils 5 x 5 ml
6) Waschen mit walriger NaOH-Losung (pH = 11); jeweils 5 ml Giber Nacht

7 Waschen mit Wasser, THF : Wasser (1:1), THF und DMF; jeweils 5 x 5 ml

Entwicklung:

Die Polymerkigelchen wurden in eine Fritte gegeben, mit 10 ml Wasser gewaschen und
anschlie3end 20 s mit 20.0 ml einer Mischung, die zu gleichen Teilen aus einer waldrigen
1%igen Ks[Fe(CN)g]- und einer 15%igen walrigen FeCls-Losung direkt vor dem Entwickeln
angesetzt wurde, versetzt. Danach wurde abfiltriert und nochmals mit Wasser (2 x 10 ml)
gewaschen. Anschlieend wurden die Polymerkligelchen auf einem Objekttrager verteilt und
unter dem Mikroskop nach auffallig blaugefarbten Vertretern durchsucht.

So konnten aus jedem der obigen Ansatze einige blaue Polymerkiigelchen isoliert werden.
Von den positiven Polymerkigelchen, die nhach einem Tag Reaktionsdauer isoliert wurden,
wurde danach jeweils durch Edman-Abbau die Aminosauresequenz des Peptid-Codes be-

stimmt;
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Tab. 7.11.2: Peptid-Codes der positiven Polymerkiigelchen

Screening- Peptid-Code des positiven Polymerkiigelchens
ansatz

CuCl,, H-Ala GIn Phe Gly Arg Lys Arg Ala Ala Ala-OH

Raumtemp. (Arg) (Ala) (Ala)

ZnCl,, H-Ala GIn Phe Gly Arg Lys His Ala Ala Ala-OH
Raumtemp.

FeCls, H-Ala GIn Vval (Ala) (Arg) (Arg) (Ala) Ala  Ala-OH
Raumtemp.

EuCls, H-Ala GIn Val Ala Gly (Ala) (Ala) (Ala) (Ala) (Ala-OH)
Raumtemp. (GIn) (Ala)

ZrCly, H-Ala GIn  Val Lys His Ala Ala Ala Ala (Ala-OH)
Raumtemp. Ala (Ala) (GIn)

(Gly)

ohne Metall, H-Ala Phe Gly Ala Ala Ala Ala Ala Ala (Ala-OH)
50 °C Arg Arg Arg

ohne Metall, H-Ala GIn Phe Arg His Arg Ala Ala Ala (Ala-OH)
Raumtemp. Ala  His
Ala

Die Stoffmengen der sequenzierten Aminosauren betrugen in der Regel 5-15 pmol; Anga-

ben in Klammern beziehen sich auf Stoffmengen kleiner 5 pmol.

Wurde die Bibliothek nach der Synthese in der oben beschriebenen Weise mit der
Ks[Fe(CN)¢] / FeCls-Mischung behandelt, ohne vorher mit dem Testsubstrat umgesetzt wor-
den zu sein, so farbten sich etwa 1% der Polymerkiigelchen dunkel an. Dabei handelte es
sich aber nicht um das leuchtende Blau, welches sich fir positive Polymerkiigelchen ergab,

sondern um eine tirkisfarbene bis schwarze Farbung.
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7.12 Kresylviolett Screeningverfahren nach kinstlichen Phos-

phorsaurediesterasen

7.12.1 Anknupfung von 3-Phosphonopropionsaure 147 an Amino-
TentaGel 0 77 [RAR-I-319]

OH

— |
oA OhP—OH
o)

77 147 148

PyBop
3% NMM / DMF

77 + 147 148

50.0 mg (15.5 pmol Aminofunktionen, 1.00 eq.) Amino-TentaGelll 77 wurden zweimal 10

min mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen, bevor 5.78 mg (31.0 pumol, 2.00 eq.) 3-

Phosphonopropionsaure 147, 16.1 mg PyBop (31.0 pmol, 2.00 eq.) und 10.0 ml 3%iges

NMM/DMF zugegeben, die Reaktionsmischung darauf zwei Stunden bei Raumtemp. ge-

schittelt und anschlieBend das Polymer abfiltriert wurde. Zur Reinigung wurde das Polymer

funfmal mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen.

Das IR-Spektrum war nicht aussagekratftig.

Kaiser-Test: negativ

7.12.2 Anknupfung von (4-Nitrophenyl)-phosphorodichloridat 142 an
Hydroxy-TentaGel [ 48 [RAR-I-310]

PN
G HOH -R

ol e

NO,

48 142 149
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Pyridin
48 + 142 EES 149
Toluol

50.0 mg (15.5 umol Hydroxyfunktionen, 1.00 eq.) Hydroxy-TentaGell 48 wurden zweimal 10
min mit je 10.0 ml abs. Toluol gewaschen, bevor 15.9 mg (62.0 mmol, 4.00 eq.) (4-
Nitrophenyl)-phosphorodichloridat 142 und 19.6 mg (248 mmol, 16.0 eq.) abs. Pyridin zuge-
geben, die Reaktionsmischung einen Tag bei Raumtemp. geschiittelt und darauf das Poly-
mer abfiltriert wurde. AnschlieRend wurde das Polymer mit 5.00 ml 5%iger waRriger NaOH-
Ldsung versetzt, 18 h bei 50 °C belassen und schlie3lich abfiltriert.

Zur Reinigung wurde das Polymer finfmal mit je 10.0 ml Wasser, THF : Wasser (1:1), THF

und Toluol gewaschen.

Das IR-Spektrum war nicht aussagekréaftig.

7.12.3 Anknupfung von (2-Naphthyl)-phosphorodichloridat 43 an Hy-
droxy-TentaGel [ 48 [RAR-I-311]

O
n_Cl

-R
Q{pec)-on g 0 \o!

48 43 150
Pyridin

48 + 43 TR 150
Toluol

50.0 mg (15.5 pmol Hydroxyfunktionen, 1.00 eq.) Hydroxy-TentaGelO 48 wurden zweimal 10
min mit je 10.0 ml abs. Toluol gewaschen, dann wurden 16.2 mg (62.0 mmol, 4.00 eq.) (2-
Naphthyl)-phosphorodichloridat 43 und 19.6 mg (248 mmol, 16.0 eq.) abs. Pyridin zugege-
ben, die Reaktionsmischung einen Tag bei Raumtemp. geschittelt und anschlieBend das
Polymer abfiltriert. Das Polymer wurde nun mit 5.00 ml 5%iger walriger NaOH-L&sung ver-
setzt, 18 h bei 50 °C belassen und schlieRlich abfiltriert, bevor es fiinfmal mit je 10.0 ml

Wasser, THF : Wasser (1:1), THF und Toluol gewaschen wurde.

Das IR-Spektrum war nicht aussagekraftig.
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7.12.4 Anfarben der polymergebundenen Phosphorséaurediester 149
und 150 sowie der polymergebundenen Phosphonsaure 148
mit Kresylviolett Acetat 36 [RAR-1-312]

Q=)o o
oR
>
N
e O e o9
: OH
wooR NO2 O/>_\—IID—OH H,N o NH,
I ) ©
## R: < II II o CH3COO
149 bzw. 150 148 36

Zunachst wurden 5.00 mg Kresylviolett Acetat 36 in 10.0 ml Wasser gegeben und nach 30
min der unlésliche Riickstand abfiltriert.
Das Filtrat wurde zu jeweils 5.00 mg (1.55 pmol polymergebundene Phosphonsdure bzw.

Phosphorséaurediester) der Polymere 148, 149 bzw. 150 gegeben und diese nach einer
Stunde abfiltriert. Danach wurden die Polymerkigelchen mit Wasser (2 x 10 ml) gewaschen.
Alle Polymerkigelchen der drei Proben hatten danach eine violette Farbung angenommen

und fluoreszierten zusatzlich bei Anregung mit Licht der Wellenlange A = 360 nm rot.

7.12.5 Screening der Bibliothek 128 nach kunstlichen Phosphorsau-
rediesterasen mit dem Testsubstrat Bis(4-nitrophenyl)phos-
phat 19 und Kresylviolett Acetat 36 [RAR-I-314]

NO,

HX XH

Q—(tio=nd) o A

0-P-0 -
HoN (e} NH, CH3COO

X, X' = nucleophile Gruppen, OH 2@ 2 3

wie O, NH

O,N

128 19 36

Es wurden jeweils 81.6 mg der feuchten Bibliothek 128 (entspricht 20 mg trockenem Poly-
mer und damit etwa 18000 Polymerkigelchen) in 0.10 M EPPS-Puffer (pH = 8.0) gegeben,
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der die in der Tabelle angegebenen Konzentrationen an Metallsalzen und Testsubstrat 19
aufwies. Die Reaktionsbedingungen sind ebenfalls der untenstehenden Tabelle zu entneh-
men. Das Volumen betrug dabei 4.00 ml, was einer Ligandkonzentration von 1.50 x 10° M
entspricht. Zusatzlich wurden auch Untersuchungen ohne Metallzusatz in 0.10 M EPPS-
Puffer bei pH = 8.0 unternommen. Wahrend der Reaktion fielen in den Ansétzen mit Metall-
salzzugabe farblose Niederschlage aus, die beim anschlieBenden Waschen mit Wasser

entfernt wurden.

Tab. 7.12.1:  Screening der Bibliothek 128 im Kresylviolett Test

Testsubstrat 19 Metallsalz Reaktionsbedingungen
1.00 x 10° M 2.00 x 10 M CuCl, Raumtemp., 1 d
1.00 x 10° M 2.00 x 102 M ZnCl, Raumtemp., 1 d
1.00 x 10° M 2.00 x 102 M FeCl, Raumtemp., 1 d
1.00 x 10° M 2.00 x 102 M EuCl, Raumtemp., 1 d
1.00 x 10° M - Raumtemp., 1 d

Nach der Reaktion wurden die Proben fir das Anfarben mit Kresylviolett Acetat 36 vorbe-

reitet. Dazu wurden alle Proben folgendermal3en gewaschen:

1) Waschen mit Wasser, THF : Wasser (1:1), THF und DMF; jeweils 5 x 5 ml

2) Waschen mit 10%iger walriger 2-Methoxyethylamin-LOsung, um ionisch

gebundenen Phosphorsaurediester zu entfernen; jeweils 3 x 5 ml Gber 1 Tag verteilt
3) Waschen mit Wasser, THF : Wasser (1:1), THF und DMF; jeweils 5 x 5 ml
4) Ansauern mit 3.00 ml Trifluoressigsaure

5) Waschen mit Wasser, THF : Wasser (1:1), THF und DMF; jeweils 5 x 5 ml
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Entwicklung:

5.00 mg Kresylviolett Acetat 36 wurden in 10.0 ml Wasser gegeben. Nach 30 min wurde der
unldsliche Ruckstand abfiltriert.

Das Filtrat wurde zu den gewaschenen Polymerkigelchen gegeben und nach einer Stunde
abfiltriert. Danach wurden die Polymerkigelchen mit Wasser (2 x 10 ml) gewaschen und auf
einem Objekttrager verteilt. Unter dem Mikroskop erfolgte danach die Suche nach violett

gefarbten Polymerkigelchen, die zusatzlich bei Anregung mit Licht der Wellenlange A = 360

nm rot fluoreszierten.

Aus dem Screeningansatz mit ZnCl, konnte auf diese Weise ein positiver Vertreter der Bi-

bliothek isoliert und dessen Aminosauresequenz des Peptid-Codes bestimmt werden.

Tab. 7.12.2. Peptid-Code des positiven Polymerkiigelchens

Screening- Peptid-Code des positiven Polymerkiigelchens

ansatz

ZnCl,, H-Ala GIn Phe Leu His Lys His Ala Ala Ala-OH

Raumtemp.

Die Stoffmengen der sequenzierten Aminosauren betrugen in diesem Fall 25 pmol.

Die Bibliothek 128 zeigte nach der Synthese (ohne Reaktion mit dem Testsubstrat 19) bei
diesem Farbtest auch nach einem Tag keinerlei positive Reaktion; die Polymerkiigelchen

blieben absolut farblos.

7.13 Synthese der positiven Liganden aus den beiden Scree-
ningverfahren und deren photometrische Aktivitatskon-

trolle auf kiinstliche Phosphorsaurediesterase-Aktivitat

7.13.1 Synthese der positiven Liganden aus dem Berlinerblau Scree-

ningverfahren an Amino-TentaGelll
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7.13.1.1  Synthese von ({N°[(2R,3S)-2,3-Dihydroxy-3-(pentafluorphe-
nyl)propionyl]-L-arginyl-L-lysyl-L-histidyl}amino)-TentaGel
153 [RAR-1-320]

O HN
(. NH, i
}-ﬁ\‘ 0
O HN OH

77 153

1. FmocHis(Trt), PyBop in 3% NMM / DMF

2. 20% Piperidin / DMF

3. Zweimaliges Wiederholen von
1. und 2. mit FmocLys(Boc) und FmocArg(Pmc)

77 153
4. Pentafluorphenylzimtsaure, PyBop
in 3% NMM / DMF

5. AD-Mix-a / THF : Wasser (1:1)
6. 95% TFA / 5% Ethanthiol

50.0 mg (15.5 pmol Aminofunktionen, 1.00 eq.) Amino-TentaGeld 77 wurden zweimal 10
min mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen, bevor die einzelnen Peptidkupplungen nach fol-

gender Vorschrift durchgefuihrt wurden:

Zunéchst wurden die Fmoc-Aminosaure (31.0 pmol, 2.00 eq.), 16.1 mg (31.0 umol, 2.00 eq.)
PyBop und 10.0 ml 3%iges NMM/DMF zugegeben, dann die Reaktionsmischung zwei Stun-
den geschiittelt und anschlieRend das Polymer abfiltriert. Nun wurde das Polymer flinfmal
mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen, danach zweimal 10 min mit je 10.0 ml 20%igem Piperi-
din/DMF behandelt und schlie3lich finfmal mit je 5.00 ml abs. DMF gewaschen. Die ge-
sammelten Waschldsungen nach der Behandlung mit Piperidin/DMF sowie die Piperi-
din/DMF-Abspaltungslésungen wurden UV-spektroskopisch auf ihren Gehalt an abgespalte-
nen Fmoc-Schutzgruppen untersucht, um die Ausbeute der vorangegangenen Peptidkupp-
lung zu bestimmen.

Diese Reaktionsfolge wurde noch zweimal durchgefinhrt.
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1. Kupplung mit 19.2 mg FmocHis(Trt); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 15.2 pumol, 98%.
2. Kupplung mit 14.5 mg FmocLys(Boc); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 14.9 umol, 96%.
3. Kupplung mit 20.5 mg FmocArg(Pmc); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 15.0 pmol, 97%.

Nun erfolgte die Zugabe von 7.38 mg (31.0 umol, 2.00 eq.) (E)-2,3,4,5,6-Pentafluorphenyl-
zimtsaure 120, 16.1 mg (31.0 pmol, 2.00 eq.) PyBop und 10.0 ml 3%igem NMM/DMF. Die

Reaktionsmischung wurde drei Stunden geschiittelt, anschlieRend das Polymer abfiltriert
und zweimal mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen. Nun wurde die Ankniipfung des Olefines
nochmals wiederholt, das Polymer schlie3lich funfmal mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen
und ein Kaiser-Test durchgefiihrt, welcher ergab, dal’3 keine freien Aminofunktionen mehr

vorhanden waren.

SchlieBlich wurde das Polymer zur Dihydroxylierung in 20.0 ml THF : Wasser (1:1) mit 21.7
mg AD-Mix-a (0.40 mol-% Os und 1.00 mol-% (DHQ),PHAL 57, bezlglich 15.5 umol Olefin)
und 1.47 mg Methansulfonsaureamid (15.5 pmol, 1.00 eq. bezlglich des Olefins) 18 h bei

Raumtemp. geschiittelt. Es erfolgte die Reinigung des Polymers durch finfmaliges Waschen
mit je 20.0 ml THF, THF : Wasser (1:1), Wasser und abs. DMF. Zum Abspalten der Seiten-
kettenschutzgruppen wurde das Polymer in 20.0 ml 95% Trifluoressigsaure / 5% Ethanthiol
zweimal drei Stunden bei Raumtemp. geschiittelt und anschlieend fiinfmal mit je 10.0 ml
DMF, THF, THF : Wasser (1:1) sowie Wasser gewaschen. Das feuchte Polymer 153 hatte

danach eine Masse von 103 mg.

7.13.1.2  Synthese von ({N°[(2S,3R)-2,3-Dihydroxy-3-(pentafluorphe-
nyl)propionyl]-L-arginyl-L-arginyl-L-arginyl}amino)-TentaGel[
154 [RAR-1-320]

. (PEG}—NH, .
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77 154

1. FmocArg(Pmc), PyBop in 3% NMM / DMF
2. 20% Piperidin / DMF

3. Zweimaliges Wiederholen von
1.und 2.
77 154
4. Pentafluorphenylzimtsaure, PyBop
in 3% NMM / DMF

5. AD-Mix-B / THF : Wasser (1:1)
6. 95% TFA / 5% Ethanthiol

50.0 mg (15.5 pmol Aminofunktionen, 1.00 eq.) Amino-TentaGelll 77 wurden zweimal 10

min mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen, bevor die einzelnen Peptidkupplungen nach fol-

gender Vorschrift durchgefiihrt wurden:

Zunéchst wurden die Fmoc-Aminosaure (31.0 pmol, 2.00 eq.), 16.1 mg (31.0 umol, 2.00 eq.)
PyBop und 10.0 ml 3%iges NMM/DMF zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde darauf
zwei Stunden geschiittelt und anschlieRend das Polymer abfiltriert. Dieses wurde nun finf-
mal mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen, danach zweimal 10 min mit je 10.0 ml 20%igem
Piperidin/DMF behandelt und schlie3lich finfmal mit je 5.00 ml abs. DMF gewaschen. Die
gesammelten Waschlésungen nach der Behandlung mit Piperidin/DMF sowie die Piperi-
din/DMF-Abspaltungslosungen wurden UV-spektroskopisch bezlglich ihres Gehaltes an
abgespaltenen Fmoc-Schutzgruppen untersucht, um die Ausbeute der vorangegangenen
Peptidkupplung zu bestimmen.

Diese Reaktionsfolge wurde noch zweimal wiederholt.

1. Kupplung mit 20.5 mg FmocArg(Pmc); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 15.3 pmol, 99%.
2. Kupplung mit 20.5 mg FmocArg(Pmc); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 15.0 pmol, 97%.
3. Kupplung mit 20.5 mg FmocArg(Pmc); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 15.2 pmol, 98%.

Nun erfolgte die Zugabe von 7.38 mg (31.0 umol, 2.00 eq.) (E)-2,3,4,5,6-Pentafluorphenyl-
zimtsaure 120, 16.1 mg (31.0 umol, 2.00 eq.) PyBop und 10.0 ml 3%igem NMM/DMF. Die
Reaktionsmischung wurde drei Stunden geschiittelt, anschlieRend das Polymer abfiltriert
und zweimal mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen. Die Anknlpfung des Olefines wurde
nochmals wiederholt, das Polymer schlie3lich finfmal mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen

und ein Kaiser-Test durchgefiihrt, welcher keine freien Aminofunktionen mehr anzeigte.

Danach wurde das Polymer zur Dihydroxylierung in 20.0 ml THF : Wasser (1:1) mit 21.7 mg
AD-Mix-3 (0.40 mol-% Os und 1.00 mol-% (DHQD),PHAL 57, jeweils bezogen auf die maxi-
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male Stoffmenge an Olefin von 15.5 pmol) und 1.47 mg Methansulfonsaureamid (15.5 pumol,
1.00 eq. bezogen auf die maximale Stoffmenge an Olefin) 18 h bei Raumtemp. geschiittelt.
AnschlieRend erfolgte die Reinigung des Polymers durch finfmaliges Waschen mit je 20.0
ml THF, THF : Wasser (1:1), Wasser und abs. DMF. Zum Abspalten der Seitenkettenschutz-
gruppen wurde das Polymer zweimal drei Stunden in 20.0 ml 95% Trifluoressigsaure / 5%
Ethanthiol bei Raumtemp. geschiittelt und anschlieBend finfmal mit je 10.0 ml DMF, THF,
THF : Wasser (1:1) sowie Wasser gewaschen. Das feuchte Polymer 154 hatte danach eine

Masse von 105 mg.

7.13.1.3 Synthese von ({N°[(2R,3R)-3-Carboxy-2,3-dihydroxypropi-
onyl)-L-arginyl-L-histidyl-L-arginyl}amino)-TentaGel 155

[RAR-I-320]
HoN
=NH
HN
H,N
NH
® NH, (J NH { HN>:
N
Lol
NH
N7 $
| o
LH 0 HN OH
HO o)
HO
77 155

1. FmocArg(Pmc), PyBop in 3% NMM / DMF

2. 20% Piperidin / DMF

3. Zweimaliges Wiederholen von
1. und 2. mit FmocHis(Trt) und FmocArg(Pmc)
77 > 155
4. Fumarsaure, PyBop
in 3% NMM / DMF

5. AD-Mix-a / THF : Wasser (1:1)
6. 95% TFA / 5% Ethanthiol

50.0 mg (15.5 pmol Aminofunktionen, 1.00 eq.) Amino-TentaGelll 77 wurden zweimal 10
min mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen. Dann wurden die einzelnen Peptidkupplungen

nach folgender Vorschrift durchgefihrt:
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Zunachst wurden die Fmoc-Aminosaure (31.0 umol, 2.00 eq.), 16.1 mg (31.0 umol, 2.00 eq.)
PyBop und 10.0 ml 3%iges NMM/DMF zugegeben. Darauf wurde die Reaktionsmischung
zwei Stunden geschiittelt und anschlieBend das Polymer abfiltriert, welches darauf fiinfmal
mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen, danach zweimal 10 min mit je 10.0 ml 20%igem Piperi-
din/DMF behandelt und schlief3lich finfmal mit je 5.00 ml abs. DMF gewaschen wurde. Die
gesammelten Waschlésungen nach der Behandlung mit Piperidin/DMF sowie die Piperi-
din/DMF-Abspaltungslésungen wurden UV-spektroskopisch bezlglich ihres Gehaltes an
abgespaltenen Fmoc-Schutzgruppen untersucht, um die Ausbeute der vorangegangenen
Peptidkupplung zu bestimmen.

Diese Reaktionsfolge wurde anschliel3end noch zweimal durchlaufen.

1. Kupplung mit 20.5 mg FmocArg(Pmc); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 15.2 umol, 98%.
2. Kupplung mit 19.2 mg FmocHis(Trt); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 15.0 pmol, 97%.
3. Kupplung mit 20.5 mg FmocArg(Pmc); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 15.3 pumol, 98%.

Nach dieser Reaktionsfolge wurden 3.60 mg (31.0 pumol, 2.00 eq.) Fumarsaure 115, 16.1 mg
(31.0 pmol, 2.00 eq.) PyBop und 10.0 ml 3%iges NMM/DMF zugegeben. Nach dreistiindi-
gem Schitteln der Reaktionsmischung wurde das Polymer abfiltriert und zweimal mit je 10.0
ml abs. DMF gewaschen. Dann wurde die Anknupfung des Olefines noch einmal wiederholt,
das Polymer schlieZlich funfmal mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen und ein Kaiser-Test

durchgefiihrt, welcher keine freien Aminofunktionen mehr anzeigte.

Danach wurde das Polymer zur Dihydroxylierung in 20.0 ml THF : Wasser (1:1) mit 21.7 mg
AD-Mix-a (0.40 mol-% Os und 1.00 mol-% (DHQ),PHAL 87, bezlglich 15.5 pmol Olefin) und
1.47 mg Methansulfonsaureamid (15.5 pmol, 1.00 eq. bezuglich des Olefins) 18 h bei
Raumtemp. geschiittelt. AnschlieRend erfolgte die Reinigung des Polymers durch finfmali-
ges Waschen mit je 20.0 ml THF, THF : Wasser (1:1), Wasser und abs. DMF. Zum Abspal-
ten der Seitenkettenschutzgruppen wurde das Polymer zweimal drei Stunden in 20.0 ml 95%
Trifluoressigsaure / 5% Ethanthiol bei Raumtemp. geschiittelt und anschlieRBend finfmal mit
je 10.0 ml DMF, THF, THF : Wasser (1:1) sowie Wasser gewaschen. Das feuchte Polymer
155 wog danach 119 mg.
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7.13.1.4  Synthese von ({N°[(2R,3S)-2,3-Dihydroxy-3-(pentafluorphe-
nyl)propionyl]-L-arginyl-L-lysyl-L-arginyl}amino)-TentaGelO
156 [RAR-1-320]

NH
Qs Q- ) e

77 156

1. FmocArg(Pmc), PyBop in 3% NMM / DMF

2. 20% Piperidin / DMF

3. Zweimaliges Wiederholen von
1. und 2. mit FmocLys(Boc) und FmocArg(Pmc)
77 156

4. Pentafluorphenylzimtsaure, PyBop
in 3% NMM / DMF

5. AD-Mix-a / THF : Wasser (1:1)
6. 95% TFA / 5% Ethanthiol

50.0 mg (15.5 pmol Aminofunktionen, 1.00 eq.) Amino-TentaGeld 77 wurden zweimal 10

min mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen, dann wurden die einzelnen Peptidkupplungen nach
folgender Vorschrift durchgefihrt:

Nach der Zugabe der Fmoc-Aminosaure (31.0 umol, 2.00 eq.), 16.1 mg (31.0 umol, 2.00
eq.) PyBop und 10.0 ml 3%igem NMM/DMF wurde die Reaktionsmischung zwei Stunden
geschuttelt. Das Polymer wurde abfiltriert, fUnfmal mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen, da-
nach zweimal 10 min mit je 10.0 ml 20%igem Piperidin/DMF behandelt sowie finfmal mit je
5.00 ml abs. DMF gewaschen. Zur Bestimmung der Ausbeute der vorangegangenen Peptid-
kupplung wurden die gesammelten Waschlésungen nach der Behandlung mit Piperidin/DMF
sowie die Piperidin/DMF-Abspaltungslésungen UV-spektroskopisch auf ihren Gehalt an ab-
gespaltenen Fmoc-Schutzgruppen analysiert.

Diese Reaktionsfolge wurde anschlieBend noch zweimal durchlaufen.
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1. Kupplung mit 20.5 mg FmocArg(Pmc); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 15.4 umol, 99%.
2. Kupplung mit 14.5 mg FmocLys(Boc); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 15.2 umol, 98%.
3. Kupplung mit 20.5 mg FmocArg(Pmc); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 15.3 pmol, 99%.

Nach dieser Reaktionsfolge wurden 7.38 mg (31.0 umol, 2.00 eq.) (E)-2,3,4,5,6-Pentafluor-
phenylzimtsaure 120, 16.1 mg (31.0 pmol, 2.00 eq.) PyBop und 10.0 ml 3%iges NMM/DMF
zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde drei Stunden geschittelt, anschlieRend das Po-
lymer abfiltriert und zweimal mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen. Nachdem die Anknipfung
des Olefines nochmals wiederholt worden war, wurde das Polymer fiinfmal mit je 10.0 ml
abs. DMF gewaschen und einem Kaiser-Test unterzogen, der keine freien Aminofunktionen

mehr anzeigte.

Zur Dihydroxylierung wurde das Polymer in 20.0 ml THF : Wasser (1:1) mit 21.7 mg AD-Mix-
a (0.40 mol-% Os und 1.00 mol-% (DHQ),PHAL 87, beziiglich 15.5 umol Olefin) und 1.47
mg Methansulfonsédureamid (15.5 umol, 1.00 eq. bezuglich des Olefins) 18 h bei Raumtemp.
geschuttelt. Anschliel3end erfolgte die Reinigung des Polymers, indem es fiinfmal mit je 20.0
ml THF, THF : Wasser (1:1), Wasser und abs. DMF gewaschen wurde. Um die Seitenket-
tenschutzgruppen abzuspalten, wurde das Polymer zweimal drei Stunden in 20.0 ml 95%
Trifluoressigsaure / 5% Ethanthiol bei Raumtemp. geschiittelt und anschlieBend funfmal mit
je 10.0 ml DMF, THF, THF : Wasser (1:1) sowie Wasser gewaschen. Das feuchte Polymer
156 wog danach 115 mg.
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7.13.2 Synthese des positiven Liganden ({N°-[(2R,3S)-2,3-Dihydroxy-
3-(3-pyridyl)propionyl]-L-histidyl-L-lysyl-L-histidyl}amino)-Ten-

taGell 157 aus dem Kresylviolett Screeningverfahren

[RAR-1-320]
NZ NH
G ol
— o N7 'NH
O HN =
*
NH
ax
O HN OH
HoN
HO )\
-
77 157

1. FmocHis(Trt), PyBop in 3% NMM / DMF

2. 20% Piperidin / DMF

3. Zweimaliges Wiederholen von

1. und 2. mit FmocLys(Boc) und FmocHis(Trt)
77 157

4. (E)-3-(3-Pyridyl)-acrylsaure, PyBop
in 3% NMM / DMF

5. AD-Mix-a / THF : Wasser (1:1)
6. 95% TFA / 5% Ethanthiol

50.0 mg (15.5 pmol Aminofunktionen, 1.00 eq.) Amino-TentaGeld 77 wurden zweimal 10
min mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen, bevor die einzelnen Peptidkupplungen nach fol-

gender Vorschrift durchgefuihrt wurden:

Es wurden zunéchst die Fmoc-Aminoséure (31.0 umol, 2.00 eq.), 16.1 mg (31.0 pumol, 2.00
eq.) PyBop und 10.0 ml 3%iges NMM/DMF hinzugefligt und die Reaktionsmischung darauf
zwei Stunden geschuittelt. Das anschliel3end abfiltrierte Polymer wurde funfmal mit je 10.0 ml
abs. DMF gewaschen, hierauf zweimal 10 min mit je 10.0 ml 20%igem Piperidin/DMF be-
handelt und schlie3lich funfmal mit je 5.00 ml abs. DMF gewaschen. Die gesammelten
Waschlésungen nach der Behandlung mit Piperidin/DMF sowie die Piperidin/DMF-
Abspaltungslosungen wurden UV-spektroskopisch auf inren Gehalt an abgespaltenen Fmoc-
Schutzgruppen untersucht, um die Ausbeute der vorangegangenen Peptidkupplung zu be-

stimmen. Diese Reaktionsfolge wurde noch zweimal durchgefihrt.
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1. Kupplung mit 19.21 mg FmocHis(Trt); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 15.2 umol, 98%.
2. Kupplung mit 14.53 mg FmocLys(Boc); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 14.7 umol, 95%.
3. Kupplung mit 19.21 mg FmocHis(Trt); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 14.9 umol, 96%.

Nun wurden 4.62 mg (31.0 umol, 2.00 eq.) (E)-3-(3-Pyridyl)-acrylsaure 111, 16.1 mg (31.0
pmol, 2.00 eq.) PyBop und 10.0 ml 3%iges NMM/DMF zugegeben. Die Reaktionsmischung

wurde drei Stunden geschittelt, darauf das Polymer abfiltriert und zweimal mit je 10.0 ml
abs. DMF gewaschen. Die Anknipfung des Olefines wurde wiederholt und das Polymer
schlieBBlich finfmal mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen. Die Durchflihrung eines Kaiser-

Testes zeigte, dal keine freien Aminofunktionen mehr vorhanden waren.

Anschlieend wurde das Polymer zur Dihydroxylierung in 20.0 ml THF : Wasser (1:1) mit
21.7 mg AD-Mix-a (0.40 mol-% Os und 1.00 mol-% (DHQ),PHAL 87, bezlglich 15.5 pumol

Olefin) und 1.47 mg Methansulfonsaureamid (15.5 umol, 1.00 eq. beziglich des Olefins) 18

h bei Raumtemp. geschiuttelt. AnschlieBend wurde das Polymer abfiltriert und durch finfma-
liges Waschen mit je 20.0 ml THF, THF : Wasser (1:1), Wasser und abs. DMF gereinigt.
Zum Abspalten der Seitenkettenschutzgruppen wurde das Polymer zweimal drei Stunden in
20.0 ml 95% Trifluoressigsaure / 5% Ethanthiol bei Raumtemp. geschuttelt und anschlie-
Rend funfmal mit je 10.0 ml DMF, THF, THF : Wasser (1:1) sowie Wasser gewaschen. Die

Masse des feuchten Polymers 157 betrug danach 109 mg.

7.13.3 Photometrische Kontrolle der kinstlichen Phosphorsauredi-
esterase-Aktivitat der Liganden aus den beiden Screeningver-

fahren

7.13.3.1  Aktivitatstest der Liganden 154 und 155 ohne Metall und des
Liganden 156 in der kupferkatalysierten Hydrolyse von Bis(4-
nitrophenyl)phosphat 19 [RAR-1-322]

NO,

P
%
NO,
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19 20

Polymere Liganden, Puffer

19 gegebenenfalls Metallsalze 20

In einer Kiivette wurden 12.9% des feuchten Polymers 156 (14.8 mg) (entspricht 6.45 mg
trockenem Polymer, 2.00 pmol Ligand, 1.00 x 10" M) in 2.00 ml einer Lésung von 5.00 x 10
M Bis(4-nitrophenyl)phosphat 19, 5.00 x 10* M CuCl, und 0.10 M EPPS-Puffer (pH = 8.0)
gegeben. AnschlieRend wurde die Extinktion bei 405 nm verfolgt.

Zusatzlich wurden in zwei weiteren Kivetten jeweils 12.9% der feuchten Polymere 154 (13.5
mg) und 155 (15.4 mg) (entspricht jeweils 6.45 mg trockenem Polymer, 2.00 pmol Ligand,
1.00 x 10° M) in 2.00 ml einer Lésung von 5.00 x 10 M Bis(4-nitrophenyl)phosphat 19 und
0.10 M EPPS-Puffer (pH = 8.0) gegeben.

Die entsprechenden Blindwerte hatten jeweils die gleiche Zusammensetzung, allerdings

fehlte der Ligand.

0,65

— BLpH8.0
0,6 | |=BLCu

—— 154 (RRRGF)
0,55 - | = 155 (RHRFQ)

c —— 156 (RKRGFQ)
S 05
X
£
% 0,45 ~
L
0,4
0,35
0,3 T T T T T T T T T T T T T
7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
t/h
Ligand Steigung der Geraden
Blindwert ohne Metall (BL pH 8.0) 0.0026 +/- 0.0003
Blindwert CuCl, (BL Cu) 0.0101 +/- 0.0010
154 (Code: RRRGF) 0.0025 +/- 0.0003
155 (Code: RHRFQ) 0.0024 +/- 0.0003
156 (Code: RKRGFQ) 0.0101 +/- 0.0010
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7.13.3.2

Aktivitatstest der Liganden 153 und 157 in der zinkkatalysier-

ten Hydrolyse von Bis(4-nitrophenyl)phosphat 19 [RAR-1-323]

Je 12.9% der feuchten Polymere 153 (13.3 mg) und 157 (14.1 mg) (entspricht jeweils 6.45

mg trockenem Polymer, 2.00 pmol Ligand, 1.00 x 10° M) wurden in zwei Kiivetten mit je-

weils 2.00 ml einer Lésung von 5.00 x 10 M Bis(4-nitrophenyl)phosphat 19, 5.00 x 10™ M
ZnCl, und 0.10 M EPPS-Puffer (pH = 8.0) gegeben. Darauf wurde die Extinktion bei 405 nm

verfolgt.

Der entsprechende Blindwert hatte die gleiche Zusammensetzung, jedoch fehlte der Ligand.

Zusatzlich wurde die Hydrolyse einer Losung von 5.00 x 10 M Bis(4-nitrophenyl)phosphat
19in 0.10 M EPPS-Puffer (pH = 8.0) bei 405 nm verfolgt (Blindwert ohne Metall).

Extinktion

0751 [—BLpHso
—— BLZn

065 ] |——153 (HKRGFQ)
—e— 157 (HKHLFQ)

0,55

0,45

0,35

0,25 T T T T T T T
5 6 7 8 9

t/h

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Ligand

Steigung der Geraden

Blindwert ohne Metall (BL pH 8.00)
Blindwert ZnCl, (BL Zn)
153 (Code: HKRGFQ)
157 (Code: HKHLFQ)

0.0026 +/- 0.0001
0.0101 +/- 0.0005
0.0254 +/- 0.0010
0.0072 +/- 0.0004
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7.13.3.3 Aktivitatstest der Liganden 153, 154, 155, 156 und 157 in der
europiumkatalysierten Hydrolyse von Bis(4-nitrophenyl)phos-
phat 19 [RAR-1-324]

In flnf Klvetten wurden jeweils 12.9% der feuchten Polymere 153 (13.3 mg), 154 (13.5 mg),
155 (15.4 mg), 156 (14.8 mg) und 157 (14.1 mg) (entspricht jeweils 6.45 mg trockenem Po-
lymer, 2.00 umol Ligand, 1.00 x 10 M) in 2.00 ml einer Lésung von 2.50 x 10° M Bis(4-
nitrophenyl)phosphat 19, 2.50 x 10* M EuCl; und 0.10 M MOPSO-Puffer (pH = 7.0) gege-
ben. AnschlieRend wurde die Extinktion bei 405 nm verfolgt.

Die Reaktionslésung des zugehorigen Blindwertes hatte die gleiche Zusammensetzung,
allerdings fehlte der Ligand. Dariliber hinaus wurde die Hydrolyse einer Lésung von 2.50 x
10° M Bis(4-nitrophenyl)phosphat 19 in 0.10 M MOPSO-Puffer (pH = 7.0) bei 405 nm ver-
folgt (Blindwert ohne Metall).

2,5
—BL Eu
2 —e— 154 (RRRGF)
—x—156 (RKRGFQ)
—+—153 (HKRGFQ)
g 1,5 —— 155 (RHRFQ)
> ——BL pH 7.0
= -8 157 (HKHLFQ)
g 1
] w
O T T T T T T T T T T T T T T T T
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
t/h
Ligand Steigung der Geraden
Blindwert ohne Metall (BL pH 7.0) 0.0009 +/- 0.0001
Blindwert EuCl; (BL Eu) 0.0268 +/- 0.0020
153 (Code: HKRGFQ) 0.0469 +/- 0.0040
154 (Code: RRRGF) 0.0205 +/- 0.0020
155 (Code: RHRFQ) 0.0428 +/- 0.0040
156 (Code: RKRGFQ) 0.0486 +/- 0.0040
157 (Code: HKHLFQ) 0.1149 +/- 0.0100
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7.14 Synthese der vereinfachten Liganden an Amino-Tenta-
Gelll und deren photometrische Aktivitatskontrolle auf

kunstliche Phosphorsaurediesterase-Aktivitat

7.14.1 Vereinfachung des Liganden ({N?-[(2R,35)-2,3-Dihydroxy-3-(3-
pyridyl)propionyl]-L-histidyl-L-lysyl-L-histidyl}amino)-Tenta-
Gelld 157

7.14.1.1 Vereinfachung des Liganden 157 vom aminoterminalen Ende
aus [RAR-1-324]

‘ NH>
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N7 NH
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N7 NH X\ 0
‘ \:< O)_I-}N
-PEG NH NH,
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(@) NH2 /
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) 0 NH />—\ 0

O HN \:< 0 HN \:<
NH NH
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H,N H,N —
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160 (Code: HKH) 161 (Code: HKHLF)
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1. FmocHis(Trt), PyBop in 3% NMM / DMF

2. 20% Piperidin / DMF

3. Zweimaliges Wiederholen von
1. und 2. mit FmocLys(Boc) und FmocHis(Trt)
77 158/159/160/ 161
4. (E)-3-(3-Pyridyl)-acrylsaure, PyBop
in 3% NMM / DMF

5. 95% TFA / 5% Ethanthiol

100 mg (31.0 umol Aminofunktionen, 1.00 eq.) Amino-TentaGelO 77 wurden zweimal 10 min

mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen, bevor die einzelnen Peptidkupplungen nach folgender

Vorschrift durchgefuhrt wurden:

Zunéchst wurden die Fmoc-Aminosaure (62.0 pmol, 2.00 eq.), 32.3 mg (62.0 umol, 2.00 eq.)
PyBop und 20.0 ml 3%iges NMM/DMF zugegeben, die Reaktionsmischung darauf zwei
Stunden geschiittelt und anschlieRend das Polymer abfiltriert. Nun wurde das Polymer fiinf-
mal mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen, danach zweimal 10 min mit je 10.0 ml 20%igem
Piperidin/DMF behandelt und schlie3lich finfmal mit je 5.00 ml abs. DMF gewaschen. Die
gesammelten Waschlésungen nach der Behandlung mit Piperidin/DMF sowie die Piperi-
din/DMF-Abspaltungslésungen wurden UV-spektroskopisch auf ihren Gehalt an abgespalte-
nen Fmoc-Schutzgruppen untersucht, um die Ausbeute der vorangegangenen Peptidkupp-
lung zu bestimmen. Diese Reaktionsfolge wurde noch zweimal durchlaufen, wobei nach der
ersten Kupplung 25% (78.5 mg), nach der zweiten Kupplung 33% (82.1 mg) und nach der
dritten Kupplung 50% (85.0 mg) des jeweils vorhandenen feuchten Polymers entnommen

wurden.

1. Kupplung mit 38.42 mg FmocHis(Trt); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 30.4 pmol, 98%.
2. Kupplung mit 29.06 mg FmocLys(Boc); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 22.8 pumol, 98%.
3. Kupplung mit 38.42 mg FmocHis(Trt); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 14.9 umol, 96%.

Nachdem diese Reaktionsfolge dreimal durchlaufen worden war, wurden 4.62 mg (E)-3-(3-
Pyridyl)-acrylsaure 111 (31.0 pmol, 2.00 eq. bezogen auf die anfangliche Stoffmenge der
Aminofunktionen), 32.3 mg (62.0 pmol, 2.00 eq.) PyBop und 20.0 ml 3%iges NMM/DMF
zugegeben und die Reaktionsmischung drei Stunden geschuttelt. Das Polymer wurde abfil-
triert und zweimal mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen. Die Ankniipfung des Olefines wurde
nochmals wiederholt, das Polymer schlie3lich finfmal mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen

und ein Kaiser-Test durchgefuhrt. Dieser zeigte keine freien Aminofunktionen mehr an.
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Zum Abspalten der Seitenkettenschutzgruppen wurden die vier Polymeréquivalente getrennt
jeweils zweimal drei Stunden in 20.0 ml 95% Trifluoressigsaure / 5% Ethanthiol bei Raum-
temp. geschiittelt und anschlie3end jeweils funfmal mit je 10.0 ml DMF, THF, THF : Wasser
(1:1) sowie Wasser gewaschen.

Die feuchten Polymere 158, 159, 160 und 161 hatten danach folgende Massen:

158: 82.1 mg, 159: 81.5 mg, 160: 83.4 mg und 161: 85.6 mg.

Photometrischer Aktivitdtstest:

In vier Klvetten wurden jeweils 25.8% der feuchten Polymere 158 (21.2 mg), 159 (21.0),
160 (21.5 mg) und 161 (22.1 mg) (entspricht jeweils 6.45 mg trockenem Polymer, 2.00 pmol
Ligand, 1.00 x 10 M) in 2.00 ml einer Lésung von 2.50 x 10 M Bis(4-nitrophenyl)phosphat
19, 2.50 x 10* M EuCl; und 0.10 M MOPSO-Puffer (pH = 7.0) gegeben. AnschlieRend wurde
die Extinktion bei 405 nm verfolgt.

Die Reaktionsldsung des entsprechenden Blindwertes hatte die gleiche Zusammensetzung,
allerdings fehlte der Ligand. Zum Vergleich wurden nochmals 2.00 umol des Liganden 157
in eine Kivette mit 2.00 ml einer Losung von 2.50 x 10° M Bis(4-nitrophenyl)phosphat 19,
2.50 x 10* M EuCl; und 0.10 M MOPSO-Puffer (pH = 7.0) gegeben und die Extinktion bei
405 nm verfolgt.
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2 —e— 160 (HKH)
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kY, —BL Eu
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/
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Ligand Steigung der Geraden
Blindwert EuCl; (BL Eu) 0.0271 +/- 0.0020
157 (Code: HKHLFQ) 0.1032 +/- 0.0100
158 (Code: H) 0.1129 +/- 0.0100
159 (Code: HK) 0.0758 +/- 0.0080
160 (Code: HKH) 0.1072 +/- 0.0100
161 (Code: HKHLF) 0.1300 +/- 0.0100

7.14.1.2 Aktivitatstest von an Amino-TentaGel [0 77 immobilisiertem
Arginin und Lysin [RAR-I-326]

H,N
=NH
HN
(J NH, . NH z
J
0 NH,
77 162
N7 NH NH2
. NH S
0 NH,
158 163

1. FmocArg(Pmc), FmocHis(Trt) bzw. FmocLys(Boc)
PyBop in 3% NMM / DMF
2. 20% Piperidin / DMF

77 158 /162 / 163
3. 95% TFA / 5% Ethanthiol

Jeweils 30.0 mg (9.30 pumol Aminofunktionen, 1.00 eq.) Amino-TentaGeld 77 wurden zwei-
mal 10 min mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen, bevor die einzelnen Peptidkupplungen nach
folgender Vorschrift durchgefihrt wurden:

Zunachst wurde die Fmoc-Aminoséaure (18.6 umol, 2.00 eq.), 9.68 mg (18.6 umol, 2.00 eq.)
PyBop und 10.0 ml 3%iges NMM/DMF zugegeben, die Reaktionsmischung darauf zwei
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Stunden geschiittelt und anschlieRend das Polymer abfiltriert. Nun wurde das Polymer finf-
mal mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen, danach zweimal 10 min mit je 10.0 ml 20%igem
Piperidin/DMF behandelt und schlie3lich finfmal mit je 5.00 ml abs. DMF gewaschen. Die
gesammelten Waschlésungen nach der Behandlung mit Piperidin/DMF sowie die Piperi-
din/DMF-Abspaltungslésungen wurden UV-spektroskopisch auf ihren Gehalt an abgespalte-
nen Fmoc-Schutzgruppen untersucht, um die Ausbeute der vorangegangenen Peptidkupp-
lung zu bestimmen.

Zum Abspalten der Seitenkettenschutzgruppen wurden die drei Polymeraquivalente getrennt
jeweils zweimal drei Stunden in 20.0 ml 95% Trifluoressigséaure / 5% Ethanthiol bei Raum-
temp. geschiittelt und anschliel3end jeweils finfmal mit je 10.0 ml DMF, THF, THF : Wasser
(1:1) sowie Wasser gewaschen.

Die feuchten Polymere 158, 162 und 163 hatten danach folgende Massen:

158: 65.3 mg, 162: 61.9 mg und 163: 67.1 mg.

Polymeraquivalent 1.:

1. Kupplung mit 12.3 mg FmocArg(Pmc); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 8.95 pmol, 96%.

Polymeraquivalent 2:

2. Kupplung mit 11.5 mg FmocHis(Trt); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 8.93 pmol, 96%.

Polymeraquivalent 3:

1. Kupplung mit 8.72 mg FmocLys(Boc); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 9.11 pumol, 98%.

Photometrischer Aktivitétstest:

In drei Kiivetten wurden jeweils 21.5% der feuchten Polymere 158 (14.0 mg), 162 (13.3 mg)
und 163 (14.2 mg) (entspricht jeweils 6.45 mg trockenem Polymer, 2.00 umol Ligand, 1.00 x
10 M) in 2.00 ml einer Lésung von 2.50 x 10 M Bis(4-nitrophenyl)phosphat 19, 2.50 x 10™
M EuCl; und 0.10 M MOPSO-Puffer (pH = 7.0) gegeben. In eine weitere Kivette wurden
6.45 mg (2.00 umol Aminofunktionen) Amino-TentaGel 77 in 2.00 ml einer Lésung von
2.50 x 10 M Bis(4-nitrophenyl)phosphat 19, 2.50 x 10 M EuCl; und 0.10 M MOPSO-Puffer
(pH = 7.0) gegeben. Anschliel3end wurde die Extinktion bei 405 nm verfolgt.

Die Reaktionsldsung des entsprechenden Blindwertes hatte die gleiche Zusammensetzung,
allerdings fehlte der Ligand.
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2,5
—BLEU
163 (R)
21 |162(K)

- 158 (H)
—— 77

Extinktion

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

t/h
Ligand Steigung der Geraden
Blindwert EuCl; (BL Eu) 0.0268 +/- 0.0020
Amino-TentaGell 77 0.0598 +/- 0.0060
162 (Code: K) 0.0436 +/- 0.0040
163 (Code: R) 0.0327 +/- 0.0030
158 (Code: H) 0.1150 +/- 0.0100

7.14.2 Vereinfachung des Liganden ({N°-[(2R,3S)-2,3-Dihydroxy-3-
(pentafluorphenyl)propionyl]-L-arginyl-L-lysyl-L-histidyl}ami-
no)-TentaGell 153

7.14.2.1 Vereinfachung des Liganden 153 vom aminoterminalen Ende

aus [RAR-1-324]

() {Pec)—nH,

77



221

N7 NH N7 NH
» WS ® Nty
N N o
O NH, O HN
NH,
H,N
158 (Code: H) 159 (Code: HK)
N™ "NH HoN Né\NH H,N
= =NH \:< NH
® NH N Qe N
NS Van e
O HN O HN
NH NH
a < ; < O
O  NH, — O HN
H,N H,N =_ F
F F
F F
167 (Code: HKR) 168 (Code: HKRGF)

1. FmocHis(Trt), PyBop in 3% NMM / DMF
2. 20% Piperidin / DMF

3. Zweimaliges Wiederholen von
1. und 2. mit FmocLys(Boc) und FmocArg(Pmc)
77 - 158 /159/167 /168

4. Pentafluorphenylzimtsaure, PyBop
in 3% NMM / DMF

5. 95% TFA / 5% Ethanthiol

100 mg (31.0 umol Aminofunktionen, 1.00 eq.) Amino-TentaGell 77 wurden zweimal 10 min
mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen. Danach wurden die einzelnen Peptidkupplungen nach

folgender Vorschrift durchgefuhrt:

Im ersten Schritt wurden die Fmoc-Aminoséaure (62.0 pumol, 2.00 eq.), 32.3 mg (62.0 umol,
2.00 eq.) PyBop und 20.0 ml 3%iges NMM/DMF zugegeben, die Reaktionsmischung darauf
zwei Stunden geschittelt und anschlieBend das Polymer abfiltriert. Dieses wurde finfmal mit
je 10.0 ml abs. DMF gewaschen, zweimal 10 min mit je 10.0 ml 20%igem Piperidin/DMF
behandelt und danach funfmal mit je 5.00 ml abs. DMF gewaschen. Die gesammelten
Waschloésungen nach der Behandlung mit Piperidin/DMF sowie die Piperidin/DMF-
Abspaltungslésungen wurden UV-spektroskopisch bezlglich ihres Gehaltes an abgespalte-

nen Fmoc-Schutzgruppen analysiert, um die Ausbeute der vorangegangenen Peptidkupp-
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lung zu bestimmen. Diese Reaktionsfolge wurde noch zweimal durchgefuhrt, wobei nach der
ersten Kupplung 25% (71.3 mg), nach der zweiten Kupplung 33% (69.6 mg) und nach der
dritten Kupplung 50% (68.4 mg) des jeweils vorhandenen Polymers entnommen wurden.

1. Kupplung mit 38.4 mg FmocHis(Trt); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 30.4 pumol, 98%.
2. Kupplung mit 29.1 mg FmocLys(Boc); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 22.6 umol, 97%.
3. Kupplung mit 41.1 mg FmocArg(Pmc); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 15.2 pmol, 98%.

Nach dreimaliger Durchfiihrung dieser Reaktionsfolge wurden 14.8 mg (E)-2,3,4,5,6-
Pentafluorphenylzimtsaure 120 (62.0 pmol, 2.00 eq. bezogen auf die anfangliche Stoffmen-
ge der Aminofunktionen), 32.3 mg (62.0 umol, 2.00 eq.) PyBop und 20.0 ml 3%iges
NMM/DMF hinzugefiigt und die Reaktionsmischung drei Stunden geschuttelt. Das anschlie-
Rend abfiltrierte Polymer wurde zweimal mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen. Nachdem die
Anknupfung des Olefines nochmals wiederholt worden war, wurde das Polymer finfmal mit
je 10.0 ml abs. DMF gewaschen und ein Kaiser-Test durchgefihrt, der keine freien Amino-
funktionen mehr anzeigte.

Um die Seitenkettenschutzgruppen abzuspalten, wurden die vier Polymeraquivalente ge-
trennt jeweils zweimal drei Stunden in 20.0 ml 95% Trifluoressigsaure / 5% Ethanthiol bei
Raumtemp. geschuttelt und darauf jeweils funfmal mit je 10.0 ml DMF, THF, THF : Wasser
(1:1) sowie Wasser gewaschen.

Die feuchten Polymere 158, 159, 167 und 168 hatten danach folgende Massen:

158: 73.5 mg, 159: 70.2 mg, 167: 69.3 mg und 168: 70.2 mg.

Photometrischer Aktivitdtstest:

In vier Klvetten wurden jeweils 25.8% der feuchten Polymere 158 (19.0 mg), 159 (18.1 mg),
167 (17.9 mg) und 168 (18.1 mg) (entspricht jeweils 6.45 mg trockenem Polymer, 2.00 pmol
Ligand, 1.00 x 10 M) in 2.00 ml einer Lésung von 5.00 x 10 M Bis(4-nitrophenyl)phosphat
19, 5.00 x 10" M ZnCl, und 0.10 M EPPS-Puffer (pH = 8.0) gegeben. AnschlieRend wurde
die Extinktion bei 405 nm verfolgt.

Die Reaktionslosung des entsprechenden Blindwertes hatte die gleiche Zusammensetzung,
jedoch fehlte der Ligand.

Zum Vergleich wurden nochmals 2.00 umol des Liganden 153 in eine Kivette mit 2.00 ml
einer Losung von 5.00 x 10 M Bis(4-nitrophenyl)phosphat 19, 5.00 x 10* M ZnCl, und 0.10
M EPPS-Puffer (pH = 8.0) gegeben und die Extinktion bei 405 nm verfolgt.
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Ligand Steigung der Geraden
Blindwert ZnCl, (BL Zn) 0.0100 +/- 0.0005
158 (Code: H) 0.0029 +/- 0.0002
159 (Code: HK) 0.0055 +/- 0.0003
167 (Code: HKR) 0.0116 +/- 0.0005
168 (Code: HKRGF) 0.0254 +/- 0.0010
153 (Code: HKRGFQ) 0.0251 +/- 0.0010

7.14.2.2 Vereinfachung des Liganden 168 vom carboxyterminalen En-
de aus [RAR-1-326]

NH EF
‘ NHZ O)_\\_QF

F F
77 169 (Code: GF)
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H,N NH,
=NH
HN
! Qs
® NH L P
N 0 O HN
O HN NH R F
= F
HN O)_\—QF
F F HzN—<
NH F F
F F
170 (Code: RGF) 171 (Code: KRGF)

1. FmocLys(Boc) bzw. FmocArg(Pmc), PyBop
in 3% NMM / DMF oder keine Aminosaure

2. 20% Piperidin / DMF

3. Wiederholen von 1. und 2. mit FmocArg(Pmc)
oder keine Aminosaure
77 169/170/171
4. Pentafluorphenylzimtséure, PyBop
in 3% NMM / DMF

5. 95% TFA / 5% Ethanthiol

Drei Aquivalente & 30.0 mg (9.30 umol Aminofunktionen, 1.00 eq.) Amino-TentaGeld 77

wurden zweimal 10 min mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen, bevor nach folgender Vorschrift

die einzelnen Peptidkupplungen durchgefihrt wurden:

Es wurden die Fmoc-Aminosaure (18.6 pumol, 2.00 eq.), 9.68 mg (18.6 pumol, 2.00 eq.) Py-
Bop und 10.0 ml 3%iges NMM/DMF zugegeben und nach zweistiindigem Schiitteln der Re-
aktionsmischungen die Polymere abfiltriert. Diese wurden nun funfmal mit je 10.0 ml abs.
DMF gewaschen, danach zweimal 10 min mit je 10.0 ml 20%igem Piperidin/DMF behandelt
und schliefZlich finfmal mit je 5.00 ml abs. DMF gewaschen. Die gesammelten Waschldsun-
gen nach der Behandlung mit Piperidin/DMF sowie die Piperidin/DMF-Abspaltungslésungen
wurden UV-spektroskopisch auf ihnren Gehalt an abgespaltenen Fmoc-Schutzgruppen unter-

sucht, um die Ausbeute der vorangegangenen Peptidkupplung zu bestimmen.

Polymeréquivalent 1:

1. Kupplung mit 8.72 mg FmocLys(Boc); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 9.11 umol, 98%.

Polymeré&quivalent 2:

1. Kupplung mit 8.72 mg FmocLys(Boc); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 9.13 umol, 98%.
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2. Kupplung mit 12.33 mg FmocArg(Pmc); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 8.93 umol, 96%.

Polymeréquivalent 3:

keine Kupplung mit einer Fmoc-Aminosaure

AnschlieRend erfolgte die Zugabe von jeweils 4.43 mg (18.6 pumol, 2.00 eq.) (E)-2,3,4,5,6-
Pentafluorphenylzimtsaure 120, 9.68 mg (18.6 pmol, 2.00 eq.) PyBop und 10.0 ml 3%igem
NMM/DMF. Die Reaktionsmischungen wurden drei Stunden geschiittelt, hierauf die Polyme-
re abfiltriert und zweimal mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen. Die Anknupfung der Olefine
wurde nochmals wiederholt, die Polymere schliellich finfmal mit je 10.0 ml abs. DMF gewa-
schen und ein Kaiser-Test durchgefihrt, welcher keine freien Aminofunktionen mehr an-
zeigte.

Die drei Polymeraquivalente wurden getrennt jeweils zweimal drei Stunden in 10.0 ml 95%
Trifluoressigsaure / 5% Ethanthiol bei Raumtemp. geschittelt, um die Seitenkettenschutz-
gruppen abzuspalten, und anschliel3end jeweils finfmal mit je 10.0 ml DMF, THF, THF :
Wasser (1:1) sowie Wasser gewaschen.

Die feuchten Polymere 169, 170 und 171 hatten danach folgende Massen:

169: 69.2 mg, 170: 72.4 mg, 171: 71.5 mg.

Photometrischer Aktivitdtstest:

In drei Kivetten wurden jeweils 21.5% der feuchten Polymere 169 (14.9 mg), 170 (15.6 mg)
und 171 (15.4 mg) (entspricht jeweils 6.45 mg trockenem Polymer, 2.00 umol Ligand, 1.00 x
10° M) in 2.00 ml einer Lésung von 5.00 x 10° M Bis(4-nitrophenyl)phosphat 19, 5.00 x 10™
M ZnCl, und 0.10 M EPPS-Puffer (pH = 8.0) gegeben. In eine weitere Kivette wurden 6.45
mg (2.00 pmol Aminofunktionen) Amino-TentaGell 77 in 2.00 ml einer Losung von 5.00 x
10° M Bis(4-nitrophenyl)phosphat 19, 5.00 x 10* M ZnCl, und 0.10 M EPPS-Puffer (pH =
8.0) gegeben. AnschlieRend wurde die Extinktion bei 405 nm verfolgt.

Die Reaktionslosung des zugehorigen Blindwertes hatte die gleiche Zusammensetzung,
allerdings fehlte der Ligand.

Zum Vergleich wurden nochmals 2.00 pumol des Liganden 168 in eine Kuvette mit 2.00 ml
einer Losung von 5.00 x 10 M Bis(4-nitrophenyl)phosphat 19, 5.00 x 10* M ZnCl, und 0.10
M EPPS-Puffer (pH = 8.0) gegeben und die Extinktion bei 405 nm verfolgt.
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Ligand Steigung der Geraden
Blindwert ZnCl, (BL Zn) 0.0101 +/- 0.0005
169 (Code: GF) 0.0091 +/- 0.0005
170 (Code: RGF) 0.0100 +/- 0.0005
171 (Code: KRGF) 0.0108 +/- 0.0005
77 0.0033 +/- 0.0002
168 (Code: HKRGF) 0.0257 +/- 0.0010
7.14.2.3 Vereinfachung des Liganden 168 durch Deletion [RAR-I-326]
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J N\ F HN d N\ F
HoN HoN—
F F NH F F
173 (Code: HKGF) 174 (Code: HRGF)

1. FmocHis(Trt), PyBop in 3% NMM / DMF
2. 20% Piperidin / DMF

3. Wiederholen von 1. und 2. mit FmocLys(Boc) bzw.
FmocArg(Pmc) oder keine Aminosaure
77 1727117371174
4. Pentafluorphenylzimtsaure, PyBop
in 3% NMM / DMF

5. 95% TFA / 5% Ethanthiol

Drei Aquivalente a 30.0 mg (9.30 umol Aminofunktionen, 1.00 eq.) Amino-TentaGeld 77

wurden jeweils zweimal 10 min mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen und anschlieBend die

einzelnen Peptidkupplungen nach folgender Vorschrift durchgefihrt:

Zunachst wurden die Fmoc-Aminosaure (18.6 umol, 2.00 eq.), 9.68 mg (18.6 umol, 2.00 eq.)
PyBop und 10.0 ml 3%iges NMM/DMF zugegeben, die Reaktionsmischungen darauf zwei
Stunden geschittelt. AnschlieRend wurden die Polymere abfiltriert und finfmal mit je 10.0 ml
abs. DMF gewaschen, danach zweimal 10 min mit je 10.0 ml 20%igem Piperidin/DMF be-
handelt und schlieBlich finfmal mit je 5.00 ml abs. DMF gewaschen. Die gesammelten
Waschlésungen nach der Behandlung mit Piperidin/DMF sowie die Piperidin/DMF-
Abspaltungslésungen wurden UV-spektroskopisch bezlglich ihres Gehaltes an abgespalte-
nen Fmoc-Schutzgruppen untersucht, um die Ausbeute der vorangegangenen Peptidkupp-

lung zu bestimmen.

Polymeréquivalent 1:

1. Kupplung mit 11.5 mg FmocHis(Trt); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 9.04 pmol, 97%.

Polymeré&quivalent 2:

1. Kupplung mit 11.5 mg FmocHis(Trt); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 9.13 pumol, 98%.
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2. Kupplung mit 8.72 mg FmocLys(Boc); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 9.05 umol, 97%.

Polymeréquivalent 3:

1. Kupplung mit 11.5 mg FmocHis(Trt); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 8.96 pmol, 96%.
2. Kupplung mit 12.3 mg FmocArg(Pmc); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 9.02 pmol, 97%.

Im nachsten Schritt wurden jeweils 4.43 mg (18.6 pumol, 2.00 eq.) (E)-2,3,4,5,6-Pentafluor-
phenylzimtsaure 120, 9.68 mg (18.6 umol, 2.00 eq.) PyBop und 10.0 ml 3%iges NMM/DMF
zugegeben und die Reaktionsmischungen drei Stunden geschittelt. AnschlieRend wurden
die Polymere abfiltriert und zweimal mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen. Es erfolgte eine
nochmalige Anknipfung der Olefine, bevor die Polymere schlief3lich fiinfmal mit je 10.0 ml

abs. DMF gewaschen wurden. Ein Kaiser-Test zeigte keine freien Aminofunktionen mehr an.

Zum Abspalten der Seitenkettenschutzgruppen wurden die drei Polymeraquivalente getrennt
jeweils zweimal drei Stunden in 10.0 ml 95% Trifluoressigsaure / 5% Ethanthiol bei Raum-
temp. geschuttelt und darauf jeweils finfmal mit je 10.0 ml DMF, THF, THF : Wasser (1:1)
sowie Wasser gewaschen.

Die feuchten Polymere 172, 173 und 174 hatten danach folgende Massen:

172:76.3 mg, 173: 78.1 mqg, 174: 77.8 mg.

Photometrischer Aktivitétstest:

Jeweils 21.5% der feuchten Polymere 172 (16.4 mg), 173 (16.8 mg) und 174 (16.7 mg) (ent-
spricht jeweils 6.45 mg trockenem Polymer, 2.00 pmol Ligand, 1.00 x 10°° M) in 2.00 ml einer
Lésung von 5.00 x 10 M Bis(4-nitrophenyl)phosphat 19, 5.00 x 10* M ZnCl, und 0.10 M
EPPS-Puffer (pH = 8.0) wurden in drei Klivetten gegeben. Anschlieend wurde die Extinkti-
on bei 405 nm verfolgt.

Die Reaktionslosung des entsprechenden Blindwertes hatte die gleiche Zusammensetzung,
es fehlte jedoch der Ligand.

Zum Vergleich wurden nochmals 2.00 umol des Liganden 168 in eine Kuvette mit 2.00 ml
einer Losung von 5.00 x 10 M Bis(4-nitrophenyl)phosphat 19, 5.00 x 10* M ZnCl, und 0.10
M EPPS-Puffer (pH = 8.0) gegeben und die Extinktion bei 405 nm verfolgt.
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0,8
—BL Zn
0,7 | |—#—172 (HGF)
—%— 173 (HKGF)
0.6 | | 174 (HRGF)
s —=— 168 (HKRGF)
E 0,5 A
i
0,4 1
0,3
0,2 T T T T T T T T T T T T T T T T
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
t/h
Ligand Steigung der Geraden
Blindwert ZnCl, (BL Zn) 0.0100 +/- 0.0005
172 (Code: HGF) 0.0050 +/- 0.0002
173 (Code: HKGF) 0.0066 +/- 0.0003
174 (Code: HRGF) 0.0092 +/- 0.0005
168 (Code: HKRGF) 0.0254 +/- 0.0010
7.14.2.4 Vereinfachung des Liganden 168 durch Substitution [RAR-I-

326]

N™ "NH H,N
. \:< NH
(PEG}—NH HN
75l
O HN
& Seagl R
HsC NI
O HN
— F
F F
F F

77 175 (Code: HARGF)
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NZ NH N7 NH
Q Q-
y— 0 }-ﬁ\‘ 0]
O HN O HN
NH CH, NH CH,
0 HaC N
O HN O HN
H,N = F — F
F F F F
F F F F
176 (Code: HKAGF) 177 (Code: HAAGF)
1. FmocHis(Trt), PyBop in 3% NMM / DMF

N

. 20% Piperidin / DMF

w

. Zweimaliges Wiederholen von
1. und 2. mit FmocLys(Boc) bzw. FmocAla und
FmocArg(Pmc) bzw. FmocAla

77 1757176/ 177
4. Pentafluorphenylzimtsaure, PyBop
in 3% NMM / DMF

5. 95% TFA / 5% Ethanthiol

Drei Aquivalente a 30.0 mg (9.30 umol Aminofunktionen, 1.00 eq.) Amino-TentaGeld 77
wurden jeweils 10 min mit je 10.0 ml abs. DMF zweimal gewaschen, bevor die einzelnen

Peptidkupplungen nach folgender Vorschrift durchgefihrt wurden:

Zunachst wurden die Fmoc-Aminosaure (18.6 umol, 2.00 eq.), 9.68 mg (18.6 umol, 2.00 eq.)
PyBop und 10.0 ml 3%iges NMM/DMF zugegeben. Dann wurden die Reaktionsmischungen
zwei Stunden geschittelt und die Polymere abfiltriert, welche anschlieBend finfmal mit je
10.0 ml abs. DMF gewaschen, danach zweimal 10 min mit je 10.0 ml 20%igem Piperi-
din/DMF behandelt und schlieZlich finfmal mit je 5.00 ml abs. DMF gewaschen wurden. Die
gesammelten Waschldsungen nach der Behandlung mit Piperidin/DMF sowie die Piperi-
din/DMF-Abspaltungslésungen wurden UV-spektroskopisch auf ihren Gehalt an abgespalte-
nen Fmoc-Schutzgruppen untersucht, um die Ausbeute der vorangegangenen Peptidkupp-

lung zu bestimmen.

Polymeréquivalent 1:

1. Kupplung mit 11.5 mg FmocHis(Trt); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 9.09 pmol, 98%.
2. Kupplung mit 5.79 mg FmocAla; Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 8.95 pumol, 96%.
3. Kupplung mit 12.3 mg FmocArg(Pmc); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 9.04 pmol, 97%.
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Polymeré&quivalent 2:

1. Kupplung mit 11.5 mg FmocHis(Trt); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 9.06 pumol, 97%.
2. Kupplung mit 8.72 mg FmocLys(Boc); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 9.13 umol, 98%.
3. Kupplung mit 5.79 mg FmocAla; Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 9.05 umol, 97%.

Polymeréquivalent 3:

1. Kupplung mit 11.5 mg FmocHis(Trt); Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 8.92 pmol, 96%.
2. Kupplung mit 5.79 mg FmocAla; Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 8.90 pumol, 96%.
3. Kupplung mit 5.79 mg FmocAla; Ausbeute (Fmoc-Bestimmung): 9.01 umol, 97%.

Nachdem diese Reaktionsfolge dreimal durchlaufen worden war, erfolgte die Zugabe von
jeweils 4.43 mg (18.6 umol, 2.00 eq.) (E)-2,3,4,5,6-Pentafluorphenylzimtsdure 120, 9.68 mg
PyBop (18.6 pmol, 2.00 eq.) und 10.0 ml 3%igem NMM/DMF. Die Reaktionsmischungen
wurden drei Stunden geschiittelt, anschlieRend die Polymere abfiltriert und zweimal mit je
10.0 ml abs. DMF gewaschen. Die Anknupfung der Olefine wurde nochmals wiederholt, die
Polymere schlieBlich finfmal mit je 10.0 ml abs. DMF gewaschen und ein Kaiser-Test
durchgefiihrt, welcher keine freien Aminofunktionen mehr anzeigte.

Zum Abspalten der Seitenkettenschutzgruppen wurden die drei Polymeraquivalente getrennt
jeweils zweimal drei Stunden in 10.0 ml 95% Trifluoressigséaure / 5% Ethanthiol bei Raum-
temp. geschittelt und anschliel3end jeweils finfmal mit je 10.0 ml DMF, THF, THF : Wasser
(1:1) sowie Wasser gewaschen.

Die feuchten Polymere 175, 176 und 177 hatten danach folgende Massen:

175: 68.4 mg, 176: 66.1 mg und 177: 66.8 mg.

Photometrischer Aktivitétstest:

In drei Kiivetten wurden jeweils 21.5% der feuchten Polymere 175 (14.7 mg), 176 (14.2 mg)
und 177 (14.4 mg) (entspricht jeweils 6.45 mg trockenem Polymer, 2.00 umol Ligand, 1.00 x
10 M) in 2.00 ml einer Lésung von 5.00 x 10° M Bis(4-nitrophenyl)phosphat 19, 5.00 x 10™
M ZnCl, und 0.10 M EPPS-Puffer (pH = 8.0) gegeben. AnschlieBend wurde die Extinktion
bei 405 nm verfolgt.

Die Reaktionslosung des entsprechenden Blindwertes hatte die gleiche Zusammensetzung,

allerdings fehlte der Ligand.
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Zum Vergleich wurden nochmals 2.00 umol des Liganden 168 in eine Kivette mit 2.00 ml

einer Losung von 5.00 x 10 M Bis(4-nitrophenyl)phosphat 19, 5.00 x 10* M ZnCl, und 0.10
M EPPS-Puffer (pH = 8.0) gegeben und die Extinktion bei 405 nm verfolgt.

0,8
——BL2Zn
0,7 1 | ——176 (HKAGF)
—%— 175 (HARGF)
0,6 1 |——177 (HAAGF)
S —=— 168 (HKRGF)
= 05
=
L
0,4
0,3 M
0,2 T T T T T T T T T T T T T
4 5 6 7 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
t/h
Ligand Steigung der Geraden
Blindwert ZnCl, (BL Zn) 0.0100 +/- 0.0005
175 (Code: HARGF) 0.0125 +/- 0.0005
176 (Code: HKAGF) 0.0109 +/- 0.0005
177 (Code: HAAGF) 0.0054 +/- 0.0002
168 (Code: HKRGF) 0.0254 +/- 0.0010
7.15 Photometrische Aktivitatskontrolle der abgespaltenen
Liganden auf kunstliche Phosphorsaurediesterase-Akti-
vitat
7.15.1 Abgespaltene Liganden der europiumkatalysierten Hydrolyse
7.15.1.1 Photometrische Aktivitatskontrolle von Histidin 164 und Histi-

dinamid 165 auf kinstliche Phosphorsaurediesterase-Aktivi-

tat [RAR-1-327]
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/7~ NH /~NH
N, N
—
NO,
OH
HoN HoN NF2 ©
o)
O o o)
SEUSES PN
N ’
o k:%TH
O,N —
O NH,
19 164 158 165 20
19 158, 164 bzw. 165, pH =7 20
EUC|3

In zwei Kivetten wurden jeweils 2.00 ml einer Lésung gegeben, die folgende Konzentratio-
nen aufwies: 1.00 x 10° M an den Liganden 164 bzw. 165, 2.50 x 10° M Bis(4-nitrophenyl)-
phosphat 19, 2.50 x 10* M EuCl; und 0.10 M MOPSO-Puffer (pH = 7.0). AnschlieRend wur-
de die Extinktion bei 405 nm verfolgt.

Die Reaktionslésung des zugehoérigen Blindwertes hatte die gleiche Zusammensetzung,
jedoch fehlte der Ligand.

Zum Vergleich wurden nochmals 2.00 umol des Liganden 158 in eine Kuvette mit 2.00 ml
einer Lésung von 2.50 x 10 M Bis(4-nitrophenyl)phosphat 19, 2.50 x 10* M EuCl; und 0.10
M MOPSO-Puffer (pH = 7.0) gegeben und die Extinktion bei 405 nm verfolgt.

Extinktion
|_\

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
t/h
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Ligand Steigung der Geraden
Blindwert EuCl; (BL Eu) 0.0271 +/- 0.0020
158 (Code: H) 0.1148 +/- 0.0100
164 0.0401 +/- 0.0040
165 0.0398 +/- 0.0040

7.15.1.2 Synthese von a-Methyl-w-(L-histidylamino)poly(oxyethylen)
166 [RAR-1-340]

H

H H
0 NH, H
@]

190 166

1. FmocHis(Fmoc), PyBop
in 3% NMM / DMF

2. Diethylether-Fallung
190 —— 166
3. 20% Piperidin / DMF

4. Diethylether-Fallung

3.50 g (0.60 mmol Aminofunktionen, 1.00 eq.) des léslichen Polymers O-(2-Aminoethyl)-O*-
methylpolyethylenglycol 190 wurden in 50.0 ml abs. Methylenchlorid gelést und mit 720 mg
(1.20 mmol, 2.00 eqg.) FmocHis(Fmoc) sowie 1.24 g (6.00 mmol, 10.0 eq.) DCC versetzt.
Nun wurde die Reaktionslosung zehn Stunden bei Raumtemp. gerihrt, danach der ausge-
fallene farblose Niederschlag abfiltriert und das Filtrat mit 500 ml Diethylether versetzt, wor-
auf das Polymer auszufallen begann. Nach drei Stunden wurde das Polymer abfiltriert, in
30.0 ml 20%iges Piperidin in DMF gegeben und eine Stunde gerihrt. Durch die erneute Zu-
gabe von 500 ml Ether konnte das Polymer wieder ausgeféllt werden. Dieses wurde abfil-
triert und aus 10.0 ml abs. Ethanol umkristallisiert. Nach dem Trocknen an der Olpumpe
lagen 3.41 g farbloses Polymer vor. Die Bestimmung der abgespaltenen Fmoc-Stoffmenge

ergab einen Wert von 0.94 mmol, womit die Beladung des Polymers 166 78% betrug.
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FT-IR (KBr):

'H-NMR:

BC-NMR:

V [cm™] = 2895 [s, V(C-H) CH,]; 1650 [w, V(C=0) amal; 1467 [m, &CH.)];
1343 [s, 8(CHa)]; 1280 [S, Vasym(C-O)]; 1107 [S, Veym(C-O)]; 963, 842 [beide

s].

(300 MHz, CDCl,) 6 = 3.33 (s, 3H, OCH,), 3.35-3.80 (br. m, O[CH,CH.0],
und CH.Cimidazol), 4.38 (br. m, 1H, CHNH,), 6.81 (s, 1H, Imidazol-5-CH),
7.59 (s, 1H, Imidazol-3-CH), 7.98 (br. s, 1H, Imidazol-NH, mit D,O aus-

tauschbar).

(75 MHz, CDCly) & = 24.23 (t, CH,Cimigazo), 56.60 (d, CHNH,), 60.79 (q,
OCHy), 71.40-74.10 (t, O[CH,CH,0],), 120.15 (d, Imidazol-5-CH), 134.32
(s, Imidazol-1-C), 136.98 (d, Imidazol-3-CH), 174.45 (s, CONH).

Photometrischer Aktivitatstest:

In eine Kivetten wurden 2.00 ml einer Losung gegeben, die folgende Konzentrationen auf-
wies: 1.00 x 10° M Ligand 166, 2.50 x 10° M Bis(4-nitrophenyl)phosphat 19, 2.50 x 10* M
EuCl; und 0.10 M MOPSO-Puffer (pH = 7.0). AnschlieBend wurde die Extinktion bei 405 nm
verfolgt. Die Reaktionslosung des entsprechenden Blindwertes hatte die gleiche Zusam-

mensetzung,

allerdings fehlte der Ligand.

Zum Vergleich wurden nochmals 2.00 umol des Liganden 158 in eine Kivette mit 2.00 ml

einer Losung von 2.50 x 10 M Bis(4-nitrophenyl)phosphat 19, 2.50 x 10* M EuCl; und 0.10
M MOPSO-Puffer (pH = 7.0) gegeben und die Extinktion bei 405 nm verfolgt.

2,5

2_

1,5 1

Extinktion

0,5

—BL Eu
—=— 158 (H)
—— 166

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
t/h
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Ligand Steigung der Geraden
Blindwert EuCl; (BL Eu) 0.0268 +/- 0.0020
166 0.0277 +/- 0.0020
158 (Code: H) 0.1149 +/- 0.0020

7.15.2 Abgespaltener Ligand der zinkkatalysierten Hydrolyse

7.15.2.1 Photometrische Aktivitatskontrolle von N °-((E)-2,3,4,5,6-Pen-
tafluorcinnamoyl)- L-arginyl- L-lysyl- L-histidin 178 auf kinst-
liche Phosphorséaurediesterase-Aktivitat [RAR-1-336]

H,N

N7 NH \_
NH HN
e
0 HN
NH

NH

NO,

N __
~NH H,N HN F

— NH
@ R S, Dad
o o

O,N RN { F F o
NH 3 N
s |
O HN -

HoN — F NO,

?
O—'IU:O
O

Z

19 178 168 20

168 bzw. 178, pH =8
19 20
ZnC|2

In eine Kivetten wurden 2.00 ml einer Lésung gegeben, die folgende Konzentrationen auf-
wies: 1.00 x 10° M Ligand 178, 5.00 x 10° M Bis(4-nitrophenyl)phosphat 19, 5.00 x 10* M
ZnCl, und 0.10 M EPPS-Puffer (pH = 8.0). Anschlielend wurde die Extinktion bei 405 nm

verfolgt.
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Die Reaktionsldosung des entsprechenden Blindwertes hatte die gleiche Zusammensetzung,
jedoch fehlte der Ligand.

Zum Vergleich wurden nochmals 2.00 umol des Liganden 168 in eine Kivette mit 2.00 ml

einer Losung von 5.00 x 10 M Bis(4-nitrophenyl)phosphat 19, 5.00 x 10* M ZnCl, und 0.10

M EPPS-Puffer (pH = 8.0) gegeben und die Extinktion bei 405 nm verfolgt.

0,8
—=— 168 (HKRGF)
0’7 B ——BL Zn
——178
S 06 -
X
=
X 05 -
0,4 -
0,3 T T T T T T T T T T T T T T T
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
t/h
Ligand Steigung der Geraden

Blindwert ZnCl, (BL Zn)
178
168 (Code: HKRGF)

0.0101 +/- 0.0005
0.0081 +/- 0.0004
0.0257 +/- 0.0010
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7.16 Synthese der beiden Fluoreszenz-Reporter 40 und 41 fir

Phosphorsaurediesterase-Aktivitét

7.16.1 Synthese des Fluoreszenz-Reporters 40

7.16.1.1 Darstellung von (1-Naphthalinyl)-phosphorodichloridat 42

[RAR-D-1-28]!%!

w _CI
OH <
0" ~cl
8 1
e D®;
6 3
4a
5 4
37 42
POCI; / Pyridin
37 42

Benzol

Eine siedende Losung von 25.0 g (174 mmol, 1.00 eq.) 1-Naphthol 37 und 26.7 g (174
mmol, 1.00 eq.) Phosphorylchlorid in 90.0 ml abs. Benzol wurde unter Stickstoff in einem
250 ml Kolben wahrend 30 min mit 13.7 g (174 mmol, 1.00 eq.) abs. Pyridin versetzt. Nach

beendeter Zugabe wurde noch weitere 15 min erhitzt, bevor das ausgefallene Pyridinium-

chlorid abfiltriert wurde. Danach wurde das Benzol abdestilliert und der verbliebene Ruick-

stand fraktioniert destilliert. So konnten 32.0 g (123 mmol, 71% der Theorie) des Produktes

42 bei einem Druck von 0.06 mbar und einer Temperatur von 125 °C als farbloses Ol isoliert
werden (Lit. ®®: 27 mbar, 200 °C, 93% Ausbeute).

FT-IR (KBr):

'H-NMR:

v [cm™] = 3060 [m, v(C-H) aryl]; 1629 [m]; 1595, 1507 [beide s, beide
V(C=C) aryl]; 1461 [s]; 1356 [m]; 1317 [s]; 1239 [M, Vasym(C-0O)]; 1207 [s,
V(P=0)]; 1147 [s, Veym(P-O-C)]; 1117 [S, Vsm(C-O)]; 981 [s], 944 [m, beide
v(P-0)]; 883 [m]; 823 [s], 754 [s, alle y(C-H) aryl]; 684, 641 [beide m]; 617
[s, 8(P-O-Cay)].

(300 MHz, CDCly) & = 7.26-7.63 (m, 4H, aryl-H), 7.81 (d, ®J,.an = 8.2 Hz,
1H, aryl-2-H), 7.91 (d, %434 = 7.2 Hz, 1H, aryl-4-H), 8.10 (d, *Jg.7.1 = 7.5
Hz, 1H, aryl-8-H).
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BC-NMR: (75 MHz, CDCl3) & = 116.24 (d, *Jc.o.p = 4.9 Hz, aryl-CH-2), 121.30 (d, *Jc.s.
poderc.7.p = 1.5 Hz, aryl-CH-4 oder aryl-CH-7), 125.25 (d, 4JC_3_p odercs-p = 2.9
Hz, aryl-CH-3 oder aryl-CH-8), 125.85 (s, 3Jc.8a.|3 = 7.5 Hz, aryl-C-8a),
127.10 (d, “Jc.a-p oger cop = 2.6 Hz, aryl-CH-3 oder aryl-CH-8), 127.25 (d,
aryl-CH), 127.29 (d, aryl-CH), 127.99 (d, aryl-CH), 135.02 (s, aryl-C-4a),
146.11 (s, *Jc.y.p = 12.5 Hz, aryl-C-1).

$'P_NMR: (90 MHz, Acetonitril) 3 = 3.44.
EI-HRMS: m/z (% Int., Summenformel, IAmmul): 259.9558 (90, C1oH;0,>°ClL,P*, 0.3)

[M7], 223.9789 (7.1, CioHsO,*°CIP*, 0.5), 143.0529 (8.4, CioH;0O", 3.2),
126.0424 (42, C1oHs", 4.6), 115.0551 (100, CoH,", 0.3).

7.16.1.2 Synthese des (1-Naphthalenyl)[4-(phenylazo)phenyl]hydro-
genphosphats 40 [RAR-I-44]

Q _cl
0" ~cl
42 40
1) 4-Hydroxyazobenzol / Pyridin
2) K,CO3/ H,0
42 40
3) HCI

In einem 250 ml Kolben wurden unter Stickstoff in 30.0 ml abs. Toluol 2.64 g (10.1 mmol,
1.00 eq.) (1-Naphthalinyl)-phosphorodichloridat 42 und 3.19 g (40.4 mmol, 4.00 eq.) abs.
Pyridin gel6st. Zu dieser Lésung wurde bei Raumtemp. innerhalb von 30 min eine Losung
von 2.00 g (10.1 mmol, 1.00 eq.) 4-Hydroxyazobenzol 39 in 150 ml abs. Toluol zugetropft.
Danach wurde vier Stunden bei 80 °C und anschlielend 14 h bei Raumtemp. gerthrt. Das

ausgefallene Pyridiniumchlorid wurde abfiltriert und das Filtrat am Rotationsverdampfer auf
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20 ml eingeengt. Zu dieser 6ligen Flussigkeit wurden 20.0 ml Pyridin : Wasser (1:1) gegeben
und bei Raumtemp. eine Stunde gerihrt, bevor die Reaktionsmischung mit 100 ml Wasser
versetzt wurde. Zu dieser orangefarbenen Reaktionslésung wurden 15.0 g K,CO3; und 150
ml Chloroform gegeben und dieses Zweiphasensystem stark geschittelt, worauf das Kali-
umsalz des Produktes auszufallen begann. Nach drei Stunden wurde der Niederschlag ab-
filtriert.

Dieses Kaliumsalz wurde in 150 ml Wasser erhitzt, von etwas unléslichem Rickstand abfil-
triert und das rote Filtrat mit 10.0 ml konz. HCI versetzt, worauf sofort ein orangefarbener
Niederschlag ausfiel. Dieser Niederschlag wurde abfiltriert und aus Aceton umkristallisiert.
So konnten 2.22 g (5.49 mmol, 54% der Theorie) des Produktes 40 als orangefarbenes Kri-

stallpulver gewonnen werden.

Schmp.: 167 °C.

FT-IR (KBr): V [em™] = 3048 [m, v(C-H) aryl]; 2700-2000 [br. w, v(O-H)]; 1635 [br. m,
0(O-H)]; 1598, 1496 [beide s, v(C=C) aryl]; 1391 [s]; 1222 [s, v(P=0)];
1204 [S, Vasym(C-O)]; 1087 [M, vsm(C-O)]; 1046, 989 [beide s, beide v(P-
0)]; 850, 797, 768, 744 [alle s, alle y(C-H) aryl]; 564 [s, d(P-O-Cary)].

'H-NMR: (300 MHz, dg-DMSO) & = 7.34-7.51 (m, 4H, aryl-H), 7.51-7.64 (m, 5H, aryl-
H), 7.70-7.78 (m, 1H, aryl-H), 7.81-8.00 (m, 5H, aryl-H), 8.03-8.13 (m, 1H,
aryl-H), 11.20 (br. s, 1H, OH, mit D,O austauschbar).

C-NMR;: (75 MHz, dg-DMSO) & = 115.10 (d, *Jc2.» = 2.8 Hz, aryl-CH-2), 121.00 (d,
3Jc_2v,6,_p = 5.1 Hz, aryl-CH-2",6"), 121.70 (d, aryl-CH), 122.64 (d, aryl-CH),
124.32 (d, aryl-CH), 124.38 (d, aryl-CH), 125.97 (d, *Jc.a-p oder c-3.5p = 1.7
Hz aryl-CH-3 oder aryl-CH-3',5"), 126.32 (s, SJc.ga.p = 6.2 Hz, aryl-C-8a),
126.44 (d, aryl-CH), 126.81 (d, aryl-CH), 127.87 (d, aryl-CH), 129.60 (d,
aryl-CH), 131.55 (d, aryl-CH), 134.47 (s, aryl-C-4a), 147.16 (s, Jc.1.p = 7.4
Hz, aryl-C-1), 148.64 (s, aryl-C-4’), 152.06 (s, aryl-C-1"), 153.96 (s, Jci-p
= 6.8 Hz, aryl-C-1").

Ip-NMR: (80 MHz, d¢-DMSO) & = -11.68.

UVIVIS: Amax. = 220 nm (¢ = 54300 | x mol™* x cm™), 290 nm (¢ = 9385 | x mol™ x
cm™), 330 nm (e = 14910 | x mol™ x cm™), 417 nm (¢ = 1322 | x mol™ x

cm™).
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LDI-MS: m/iz (% Int): 403.4 (100) [M-H], 298 (5) [CiH1O4P], 222.8 (450)
[C1oHgO4PT, 197.1 (12) [C1,HsN,PT, 142.9 (50) [C10H:OT.

EA: C2H17N2O4P; M = 404.36 g/mol
ber.: C:65.35% H:4.24% N: 6.93% P: 7.66%
gef.. C:65.50% H:4.47% N: 6.95% P: 7.62%.

7.16.2 Synthese des Fluoreszenz-Reporters 41

7.16.2.1 Darstellung von (2-Naphthalinyl)-phosphorodichloridat 43
[RAR-1-109]®®

OH 8 1 O
(DO
/
6~ 3C| cl

4a
5 4

38 43

POCI5 / Pyridin

38 43
Benzol

Eine siedende Losung von 25.0 g (174 mmol, 1.00 eq.) 2-Naphthol 38 und 26.7 g (174
mmol, 1.00 eq.) Phosphorylchlorid in 90.0 ml abs. Benzol wurde in einem 250 ml Dreihals-
kolben mit Tropftrichter unter Stickstoff wahrend 30 min mit 13.7 g (174 mmol, 1.00 eq.) abs.
Pyridin versetzt. Nach beendeter Zugabe wurde noch weitere 15 min erhitzt, bevor das aus-
gefallene Pyridiniumchlorid abfiltriert wurde. Danach wurde das Benzol abdestilliert und der
verbliebene Rickstand fraktioniert destilliert. So konnten 35.0 g (134 mmol, 77% der Theo-
rie) des Produktes 43 bei einem Druck von 0.16 mbar und einer Temperatur von 120 °C (Lit.
8 27 mbar, 204 °C, 75% Ausbeute) als farbloses Ol isoliert werden, welches sich bei

Raumtemp. verfestigte.

FT-IR (KBr): v [cm™] = 3060 [m, v(C-H) aryl]; 1632 [m]; 1598, 1510 [beide m, v(C=C)
aryl]; 1463 [m]; 1359 [m]; 1302 [s]; 1267 [m]; 1240 [M, Vasym(C-O)]; 1208 [s,
V(P=0)]; 1152 [s, Veym(P-O-C)]; 1120 [S, Vsm(C-O)]; 976 [s], 942 [m, beide
v(P-0)]; 884 [m]; 862 [m], 811 [s], 751 [s, alle y(C-H) aryl]; 684, 641 [beide
m]; 605 [s, &(P-O-Cay)]; 557, 522, 476 [alle m].
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'H-NMR: (300 MHz, CDCly) & = 7.37-7.44 (m, 1H, aryl-H), 7.48-7.61 (m, 2H, aryl-H),
7.69-7.80 (m, 1H, aryl-H), 7.81-7.95 (m, 3H, aryl-H).

BC-NMR;: (75 MHz, CDCl3) & = 117.86 (d, *Jc.1-p oder c-a-p = 6.2 Hz, aryl-CH-1 oder aryl-
CH-3), 119.50 (d, 3Jcap oder cap = 5.1 Hz, aryl-CH-1 oder aryl-CH-3),
126.65 (d, aryl-CH), 127.40 (d, aryl-CH), 127.86 (d, aryl-CH), 127.90 (d,
aryl-CH), 130.66 (d, aryl-CH), 131.82 (s, aryl-C-4a), 133.62 (s, aryl-C-8a),
147.35 (s, 2Jco.p = 11.9 Hz, aryl-C-2).

*P-NMR: (90 MHz, Essigester) & = 1.40.

EI-MS: m/z (Int.): 260.0 (100) [CiH,0, °CLP*, M, 224.0 (8.7) [C1oHsO,>°CIP™,
190.0 (5.0) [C10H;0,P"], 143.0 (8.0) [C1oH-O"], 126.0 (20.6) [C1oHs'], 115.1
(41.6) [CoH7'].

EA: C10H,Cl,0,P; M = 261.04 g/mol
ber.: C:46.01% H:2.70% Cl: 27.16% P:11.87%
gef.. C:45.99% H:2.76% Cl: 26.94% P: 11.94%.

7.16.2.2 Synthese des (2-Naphthalenyl)[4-(phenylazo)phenyl]hydro-
genphosphats 41 [RAR-I-110]

43 41

1) 4-Hydroxyazobenzol / Pyridin
2) K,CO3/ H,0

43 41
3) HCI
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In einem 500 ml Dreihalskolben mit Tropftrichter wurden unter Stickstoff 5.90 g (22.6 mmol,
1.00 eq.) (2-Naphthalinyl)-phosphorodichloridat 43 und 4.47 g (22.6 mmol, 1.00 eq.) 4-
Hydroxyazo-benzol 39 in 300 ml abs. Toluol unter Erhitzen geldst. Zu dieser Lésung wurden
nun innerhalb von 30 min 7.14 g (90.4 mmol, 4.00 eq.) abs. Pyridin zugetropft. Danach wur-
de vier Stunden auf 80 °C erhitzt und tber Nacht bei Raumtemp. nachgerihrt, anschliel3end
das ausgefallene Pyridiniumchlorid abfiltriert und das Toluol am Rotationsverdampfer auf 20
ml eingeengt. Zu dem 6ligen Rickstand wurden 20.0 ml Pyridin : Wasser (1:1) gegeben und
bei Raumtemp. eine Stunde stark gerihrt.

Die Reaktionsmischung wurde dann mit konz. Salzséure auf pH = 1 eingestellt. Nach 14 h
fiel ein dunkelroter Niederschlag aus, der abfiltriert und aus Aceton umkristallisiert wurde. So
konnten 3.22 g (7.96 mmol, 35% der Theorie) des Produktes 41 in Form orangefarbener

Plattchen erhalten werden.

Schmp.: 146 °C.

FT-IR (KBr):  V [cm™] = 3422 [br. w, v(O-H)]; 3059 [w, v(C-H) aryl]; 1633 [m]; 1596, 1497
[beide m, beide v(C=C) aryl]; 1465 [m]; 1274 [m]; 1228 [S, Vasym(C-O)];
1208 [s, v(P=0)]; 1160 [m, Vsm(P-O-C)]; 1102 [M, Vgm(C-O)]; 1008 [m],
976, 946 [beide s, beide v(P-0)]; 851 [s], 743 [m, beide y(C-H) aryl]; 687
[m]; 551 [m, &(P-O-Cary)]; 476 [m].

'H-NMR: (300 MHz, ds-DMSO) 8 = 5.05 (br. s, 1H, OH, mit D,O austauschbar), 7.32-
7.51 (m, 5H, aryl-H), 7.52-7.63 (m, 3H, aryl-H), 7.68-7.73 (br. s, 1H, aryl-
H), 7.78-7.94 (m, 7H, aryl-H).

BC-NMR; (50 MHz, de-DMSO0) & = 115.79 (d, ®Jcsp = 4.6 Hz, aryl-CH-3), 120.77 (d,
1P oder c2ep = 4.6 Hz, aryl-CH-1 oder aryl-CH-2",6"), 121.08 (d, 1P oder
c2e-p = 5.3 Hz, aryl-CH-1 oder aryl-CH-2",6"), 122.56 (d, aryl-CH), 124.20
(d, aryl-CH), 124.90 (d, aryl-CH), 126.59 (d, aryl-CH), 127.28 (d, aryl-CH),
127.69 (d, aryl-CH), 129.34 (d, aryl-CH), 129.58 (d, aryl-CH), 129.93 (s,
aryl-C-4a), 131.32 (d, aryl-CH), 133.81 (s, aryl-C-8a), 147.91 (s, aryl-C-2),
150.21 (s, 2Jc.ap = 6.9 Hz, aryl-C-4’), 152.11 (s, aryl-C-1"), 155.38 (s, 2Jc.1-
p = 6.9 Hz, aryl-C-1").

Ip-NMR: (80 MHz, ds-DMSO) & = -11.98.



244

UVIVIS:

LDI-MS:

EA:

7.17

7.17.1

7.17.1.1

Amax. = 220 nm (€ = 63090 I-mol™*-cm™), 276 (€ = 6735 I-mol™*-cm™), 286 nm
(e = 7480 I-mol™*-cm™), 329 nm (g = 15280 I-mol™*-cm™), 419 nm (g = 1195 I-

mol™-cm™).
m/z (Int.): 403.6 (100) [M-H], 298.4 (7) [C1eH1,0.P7T, 197.4 (7) [C12HeN,O'].
CxH17N>O4P; M = 404.36 g/mOI

ber.: C:65.35% H:4.24% N: 6.93% P: 7.66%
gef.. C:65.24% H:4.23% N: 6.91% P: 7.68%.

Enzymatische Spaltung der Fluoreszenz-Reporter 40 und

41 durch nattrliche Phosphorsaurediesterasen
Hydrolyse des Fluoreszenz-Reporters 40

Hydrolyse des Fluoreszenz-Reporters 40 durch Phosphorsau-

rediesterase | (crotalus atrox venom) [RAR-I-144]

.0 OH
o-h
’ OO
Q. oH
P
N,

o\

s o sel

39 37 179

40

Phosphorsaurediesterase |
(crotalus atrox venom)

pH = 8.8, 37 °C

371397179

Zu einer 5.00 x 10° M L6sung von 40 in AMPSO-Puffer (0.10 M, pH = 8.8) wurden bei 37 °C

in einer Kuvette 0.05 u Phosphorsaurediesterase | (50.0 ul einer Lésung von 5.00 mg Phos-

phorséurediesterase | aus crotalus atrox venom, Sigma, 0.10 u/mg, in 500 pl AMPSO-Puffer

(0.10 M, pH = 8.8), alkalische Phosphatase-Aktivitat: < 0.001 u/mg) gegeben und die Spal-
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tung von 40 fluoreszenzspektroskopisch (Aex. = 290 nm) in einem temperierbaren Fluores-
zenzspektroskop verfolgt. Das Gesamtvolumen betrug dabei 1.50 ml.

Zum Vergleich wurde zuséatzlich das Fluoreszenzspektrum (Ae. = 290 nm) einer Mischung
von 5.00 x 10° M 1-Naphthylphosphat 179 und 5.00 x 10° M 4-Hydroxyazobenzol 39 in
AMPSO-Puffer (0.10 M, pH = 8.8) bei 37 °C gemessen. Das Gesamtvolumen betrug dabei
ebenfalls 1.50 ml.

30 ~
25 A
20 -
Irer. 15
10 ~
R
0 - \ \ \ \ : T \ \ : 7 7 \

280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540

Aemi. [ NM

Abb. 7.17.1: Fluoreszenzspektren einer 5.00 x 10°M Lésung von 40 in AMPSO-Puffer (0.10 M, pH =
8.8); A: Ohne Zusatz des Enzyms; B: Nach Zusatz von 0.05 u Phosphorséurediestera-
se | (crotalus atrox venom), C: 30 min nach Enzymzugabe; D: 360 min nach Enzymzu-
gabe; E: 240 min nach Enzymzugabe; F: Vergleich: 5.00 x 10° M 1-Naphthylphosphat
179 + 5.00 x 10° M 4-Hydroxyazobenzol 39

Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes wurde HPLC-analytisch (Probenmenge: 10.0
ul; Saule: LiChroCARTO, Superspherd 60, RP-select B; Laufmittel: Methanol : Wasser
(80:20); Fluf3: 0.70 mi/min) parallel zur fluoreszenzspektroskopischen Reaktionsverfolgung
ermittelt. Folgende Substanzen konnten durch Koinjektion 30 min nach Enzymzugabe iden-

tifiziert werden: Phosphorsaurediester 40 (1g = 11.2 min), 4-Hydroxyazobenzol 39 (1g = 34.2

min), 1-Naphthol 37 (tr = 23.4 min) und 1-Naphthylphosphat 179 (tg = 17.3 min).
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7.17.1.2 Hydrolyse des Fluoreszenz-Reporters 40 durch Phosphorsau-

rediesterase | (Rinderdarmmucosa) [RAR-I-144]

\) OH
C}N
40 37 39
Phosphorsaurediesterase |
(Rinderdarmmucosa)
40 37139

pH = 8.8, 37 °C

Zu einer 5.00 x 10”°> M Lésung von 40 in AMPSO-Puffer (0.10 M, pH = 8.8) wurden bei 37 °C
in einer Klvette 0.05 u Phosphorsaurediesterase | (25.0 ul einer Lésung von 1.00 mg Phos-
phorsaurediesterase | aus Rinderdarmmucosa, Sigma, 1.00 u/mg, in 500 pl (NH,),SO, (3.20
M, pH = 7.0)) mit nicht quantifizierter unspezifischer Phosphatase-Aktivitat gegeben und die
Spaltung von 40 fluoreszenzspektroskopisch (Aex. = 290 nm) in einem temperierbaren Fluo-

reszenzspektroskop verfolgt. Das Gesamtvolumen betrug dabei 1.50 ml.

Es konnte kein Anstieg der Fluoreszenzintensitat beobachtet werden.

Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes wurde HPLC-analytisch (Probenmenge: 10.0
pl; Séule: LiChroCART, Superspher] 60, RP-select B; Laufmittel: Methanol : Wasser
(80:20); FluR: 0.70 ml/min) parallel zur fluoreszenzspektroskopischen Reaktionsverfolgung
ermittelt. Folgende Substanzen konnten durch Koinjektion 30 min nach Enzymzugabe iden-
tifiziert werden: Phosphorsaurediester 40 (1g = 11.2 min), 4-Hydroxyazobenzol 39 (1g = 34.2
min) und 1-Naphthol 37 (g = 23.4 min).

1-Naphthylphosphat 179 (tr = 17.3 min) konnte im Reaktionsansatz nicht nachgewiesen

werden.
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7.17.2 Hydrolyse des Fluoreszenz-Reporters 41 durch Phosphorsau-

rediesterase | (Rinderdarmmucosa) [RAR-I-144]

HO

o-p°
>/: O
N,
g o

41 38 39
Phosphorsaurediesterase |
(Rinderdarmmucosa)
41 38/39

pH=8.8, 37 °C

Zu einer 5.00 x 10° M Losung von 41 in AMPSO-Puffer (0.10 M, pH = 8.8) wurden bei 37 °C

in einer Klvette 0.05 u Phosphorsaurediesterase | (25.0 ul einer Lésung von 1.00 mg Phos-

phorsaurediesterase | aus Rinderdarmmucosa, Sigma, 1.00 u/mg, in 500 pl (NH,),SO, (3.20

M, pH = 7.0)) mit nicht quantifizierter unspezifischer Phosphatase-Aktivitdt gegeben und die

Spaltung von 41 fluoreszenzspektroskopisch (Aex. = 326 NM, Aemi. = 357 NmM) in einem tempe-

rierbaren Fluoreszenzspektroskop verfolgt. Das Gesamtvolumen betrug dabei 1.50 ml.
30 +
25

| rel.
20

15

10

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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Abb. 7.17.2: Verlauf der Fluoreszenzintensitét bei der Hydrolyse von 5.00 x 10° M 41 durch 0.05 u
Phosphorséurediesterase | aus Rinderdarmmucosa in AMPSO-Puffer (0.10 M, pH = 8.8)
bei 37 °C (A ox =326 nm, A o =357 nm)

500 ~
450 +
400 +
350 -
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200 -
150 ~
100 -

300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540
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Abb. 7.17.3: Fluoreszenzspektren einer 5.00 x 10° M Lésung von 41 in AMPSO-Puffer (0.10 M, pH =
8.8); A: Ohne Zusatz des Enzyms, B: 40 min nach Zugabe von 0.05 u Phosphorséuredi-
esterase | (Rinderdarmmucosa); C: 4 h nach Enzymzugabe (Ende der Reaktion), D:
Vergleich: 5.00 x 10° M 2-Naphthol 38 + 5.00 x 10° M 4-Hydroxyazobenzol 39

Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes wurde HPLC-analytisch (Probenmenge: 10.0
pl; Séaule: LiChroCARTO, Superspherl] 60, RP-select B; Laufmittel: Methanol : Wasser
(80:20); FluR: 0.70 ml/min) parallel zur fluoreszenzspektroskopischen Reaktionsverfolgung
ermittelt. Folgende Substanzen konnten durch Koinjektion 40 min nach Enzymzugabe iden-
tifiziert werden: Phosphorsaurediester 41 (1g = 14.5 min), 4-Hydroxyazobenzol 39 (1g = 34.2
min) und 2-Naphthol 38 (tg = 24.8 min).

2-Naphthylphosphat 180 (tr = 17.7 min) konnte im Reaktionsansatz nicht nachgewiesen

werden.

7.17.3 Kinetik der Hydrolyse des Fluoreszenz-Reporters 41 durch

Phosphorsaurediesterase | (Rinderdarmmucosa) [RAR-1-144]

Zu einer 5.00 x 10° M Losung von 41 in AMPSO-Puffer (0.10 M, pH = 8.8) wurden bei 37 °C

in einer Kivette unterschiedliche Mengen (0.025 - 0.10 u) Phosphorsaurediesterase | (10.0,
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25.0 bzw. 40.0 pl einer L6sung von 1.25 mg Phosphorséaurediesterase | aus Rinderdarmmu-
cosa, Sigma, 1.00 u/mg, in 500 pl (NH,4),SO, (3.20 M, pH = 7.0)) mit nicht quantifizierter un-
spezifischer Phosphatase-Aktivitdt gegeben und die Zunahme der relativen Fluoreszenz-
intensitat (Aex. = 326 NM, Aemi. = 357 Nm) zu Beginn der Reaktion (bis zwei Minuten nach En-

zymzugabe) ermittelt. Das Gesamtvolumen betrug dabei 1.50 ml.

Ire/. /t 2
[10'4 s'l]

y =27,333x +0,0817
R? =0,9965

0 T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Phosphorsédurediesterase | (Rinderdarmmucosa) / Tunit]

Abb. 7.17.4: Anderungen der relativen Fluoreszenzintensitét pro Zeiteinheit in Abhéngigkeit von der

eingesetzten Enzymmenge
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8.2 Abklrzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

abs. absolut

ACE Angiotensin-Konversionsenzym

AD Asymmetrische Dihydroxylierung

Ala Alanin

AMP Adenosinmonophosphat

AMPSO 3-[(1,1-Dimethyl-2-hydroxyethyl)-amino]-2-hydroxypropan-1-sul-
fonsaure

Arg Arginin

ber. Berechnet

BL Blindwert

Boc tert.-Butyloxycarbonyl

d Tag(e)

DCC N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid

(DHQ),PHAL 1,4-Bis(dihydrochininyl)phthalazin

(DHQD),AQN 1,4-Bis(dihydrochinidinyl)anthrachinon

(DHQD),PHAL 1,4-Bis(dihydrochinidinyl)phthalazin

(DHQD),PYR 4,6-Bis(dihydrochinidinyl)-2,5-diphenylpyrimidin

DIBAL Diisobutylaluminiumhydrid

DMAA Dimethylacetamid

DMAP 4-Dimethylaminopyridin

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

EDTA Ethylendiamin-N,N,N’,N’-tetraessigsaure

ee Enantiomerentberschuf3

EPPS 3-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazino]-propan-1-sulfonsaure

eq. Aquivalente

FG funktionelle Gruppe

Fmoc 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl

GC Gaschromatographie

gef. gefunden

Gly Glycin

h Stunde(n)

His Histidin

HRMAS-NMR hochaufgeldstes Magic Angle Spinning-NMR
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lle
konz.
Aabs.
Aemi.

Aex.

Leu

Lit.

Lys
MAS
min
MOPSO
NMM
olefin.
PEG
PEGMME
Phe
Pmc
Pro
PyBop

R
Ry

rac

Raumtemp.

Ser
Tr

t
tert.
TFA
THF
Trt
Tyr
Val

Isoleucin

konzentriert

Absorptionswellenlénge
Emissionswellenlange

Exitationswellenlange

Leucin
Literatur

Lysin

Magic Angle Spinning

Minute(n)

3-(N-Morpholino)-2-hydroxypropansulfonsaure

N-Methylmorpholin
olefinisch

Polyethylenglycol

Polyethylenglycolmonomethylether

Phenylalanin

2,2,5,7,8-Pentamethylchroman-6-sulfonyl

Prolin

1-Benzotriazolyloxy-tripyrrolidinophosphoniumhexafluorophos-

phat

Rest
Retentionsfaktor
racemisch
Raumtemperatur
Serin
Retentionszeit
Zeit

tertiar
Trifluoressigsaure
Tetrahydrofuran
Trityl

Tyrosin

Valin
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Polymere:

Q

0§ S

X = OH, NH; bzw. COOH

¢

NH,

Wang-Harz

Copoly(ethenylbenzol/diethenylbenzol) (99:1)

Funktionalisierte TentaGeled: An Copoly(ethenylbenzol/di-
ethenylbenzol) (99:1) immobilisiertes Polyethylenglycol, funk-

tionalisiert mit Amino- bzw. Carbonsaurefunktionen

An Amino-TentaGell immobilisiertes Trialaninpeptid:

Q=g

)—AIaAIaAIa—NHz
o)

[4-(Hydroxymethyl)phenoxy]methyliertes  Copoly(ethenylben-
zol/diethenylbenzol) (99:1)
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94 Formelzusammenstellung
HO OH
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66 67

HO HO  OH
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o (@]
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68 51
NO,
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%
O,N
63 19
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