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Zusammenfassung

Die SPOT-Synthese an Zellulosemembranen wurde 1992 als eine hocheffiziente Methode
zur parallelen Synthese von Peptiden beschrieben. Die wichtigste Anwendung der so
synthetisierten Verbindungen ist das direkte Festphasen-Screening. Im Rahmen dieser Arbeit
ist es gelungen, das Anwendungsgebiet der SPOT-Methode von Peptiden auf verschiedene
Peptidmimetika auszudehnen und durch Screening entsprechender Bibliotheken bioaktive
Substanzen zu identifizieren.

(1) Peptoid-Synthese an Zellulosemembranen

Die Ahnlichkeit von Oligo-N-alkylglycinen (Peptoiden) zu Peptiden sowie die Vereinbarkeit
threr Synthese mit den Bedingungen der SPOT-Technik lieBen sie als besonders geeignete
Kandidaten fiir eine Erweiterung der SPOT-Synthese von Peptiden auf Peptidmimetika
erscheinen. Die Peptoide wurden nach der 1992 fiir die Synthese am Harz beschriebenen
Sub-Monomer-Methode synthetisiert, bei der die N-Alkylglycin-Monomere zweistufig durch
Bromacetylierung und nachfolgende Bromsubstitution durch ein priméres Amin aufgebaut
werden. Die Kernaufgabe bei der Anpassung der Synthesebedingungen an Zellulose-
membranen war dabei die Entwicklung einer N/O-selektiven Bromacetylierungsmethode, da
die Anwesenheit freier Membran-Hydroxyfunktionalititen ein Reagenz erfordert, welches
eine N-Acylierung in Anwesenheit von O-Nukleophilen zuldflt. Durch Untersuchung
mehrerer Aktivester der Bromessigsdure konnte gezeigt werden, daBl der kristalline
Bromessigsdure-2,4-dinitrophenylester im Hinblick auf Ausbeute und N/O-Selektivitét
optimale Eigenschaften besitzt. Im Anschlul an die Bromacetylierungsmittel wurden 46
primidre Amine auf ihre Anwendbarkeit bei der Synthese von Modell-Tripeptoiden
untersucht. Aus den Ergebnissen konnten GesetzméaBigkeiten abgeleitet werden, die eine
Abschitzung der Verwendbarkeit von Aminen fiir die Peptoidsynthese im Hinblick auf
Fliichtigkeit, sterischen Anspruch, Nukleophilie des Stickstoffatoms sowie vorhandene
funktionelle Gruppen in Seitenketten ermoglichen.

(2) Synthese und Screening von Peptoid-Bibliotheken

Unter den optimierten Synthesebedingungen wurden zwei Bibliotheken mit jeweils 8000
Tri- bzw. Hexapeptoiden synthetisiert. Die Trimeren-Bibliothek beinhaltete dabei den
gesamten Sequenzraum basierend auf 20 Bausteinen, wéhrend die Verbindungen der
Hexameren-Bibliothek aus einem wesentlich groBeren, auf 40 Bausteinen basierenden
Sequenzraum statistisch ausgewdhlt wurden. Um zu iiberpriifen, ob sich die Bibliotheken zur
de novo Auffindung von Protein-Liganden eignen, wurden sie auf Bindung zum
monoklonalen Antikérper Tab-2 untersucht. Es konnten in beiden Féllen bioaktive
Oligomere identifiziert werden (Trimere: Kp > 87 uM, Hexamere: Kp > 2.7 uM), die sich
vom Peptid-Epitop des Antikdrpers [VVSHFND] deutlich unterschieden.

(3) Riickgratmodifizierte Peptoide

Mit dem Ziel, Riickgratmodifikationen in Peptoide einzufiigen, wurden neun Biselektrophile
im Rahmen eines ,,chemischen Screenings* zur Synthese eines Modell-Trimers verwendet.
Vier der Bausteine waren geeignet und ermoglichten damit die Einfihrung von B-Peptoid-,



m- und p-Aminomethylbenzoesiure- sowie Carbamat-Einheiten in Peptoide. Beim Versuch,
in analoger Weise auch Harnstoffe zugdnglich zu machen, wurde unter den Linker-
Spaltungsbedingungen eine Cyclisierung zu Hydantoinen beobachtet. Diese interessante
Reaktion wurde niher untersucht, um die SPOT-Methode auf die Synthese von Hydantoinen
als heterocyclische Struktur zu erweitern.

(4) Synthese von Hydantoinen an Zellulosemembranen

Die Bildung von Hydantoinen in einer Cyclisierungsreaktion, bei der Ammoniak aus einem
Amid freigesetzt wird, wurde an fester Phase noch nicht genutzt, wihrend dieser
Reaktionstyp in Losung bereits intensiv untersucht wurde. Durch eine Optimierung der
Cyclisierungsbedingungen lieB sich die zundchst unvollstindige Reaktion zur
Vollstindigkeit bringen. Auch C-substituierte Hydantoine konnten durch Verwendung von
a-Aminosdureamiden bzw. -tert-butylestern enantiomerenrein zuginglich gemacht werden.
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Abstract

SPOT-synthesis on cellulose membranes was introduced as a highly efficient method for the
parallel synthesis of peptides in 1992. The most important applications of libraries
synthesized by SPOT-synthesis are solid phase binding assays. Within this work the
extension of the SPOT-method to the synthesis of various peptidomimetics and the
identification of bioactive substances by screening of corresponding libraries is described.

(1) peptoid synthesis on cellulose membranes

The similarity of oligo-N-alkylglycines (peptoids) and peptides as well as the compatibility
of their synthesis with the conditions of the SPOT-technique made them ideally suited for
the extension of the SPOT-synthesis from peptides to peptidomimetics. The peptoids were
synthesized by the sub-monomer approach originally developed for the synthesis on standard
resins in 1992. N-alkylglycine monomers are hereby synthesized in a stepwise manner by
bromoacetylation and subsequent substitution of the bromine atom by a primary amine. The
most critical point in the adaptation of the synthesis conditions was the development of an
N/O-selective reagent for bromoacetylation due to the presence of free hydroxyl
functionalities of the membrane support requiring a reagent suitable for N-acylation in the
presence of O-nucleophiles. Several active esters of bromoacetic acid were synthesized and
tested whereby crystalline 2,4-dinitrophenylbromoacetate gave the best results with respect
to yield and N/O-selectivity. After optimization of bromoacetylation 46 primary amines were
applied to the synthesis of model tripeptoids. Rules for the applicability of amines in peptoid



synthesis with respect to volatility, sterical demand, nucleophilicity of the nitrogen atom and
compatibility with sidechain functional groups were derived from the results.

(2) synthesis and screening of peptoid libraries

Two libraries consisting of 8000 tri- and hexapeptoids respectively were synthesized under
optimized conditions. The library of trimers displayed the entire sequence space based on 20
building blocks, whereas the sequences of the hexamers were selected statistically from the
sequence space based on 40 building blocks. In order to examine the suitability of the
libraries for the de novo identification of protein ligands they were screened for binding to
the monoclonal antibody Tab-2. Bioactive peptoids could be identified in both cases
(trimers: Kp > 87 uM, hexamers: Kp > 2.7 uM) both differing significantly from the peptide
epitope [VVSHFND].

(3) backbone modified peptoids

In order to introduce backbone modifications into peptoids nine biselectrophiles were
applied in the synthesis of model trimers in a chemical screening. Four of the building
blocks were well suited allowing the incorporation of B-peptoid, m- and p-aminomethyl-
benzoic acid and carbamate units into peptoids. When the introduction of urea-units in a
similar approach was attempted hydantoins were formed during cleavage from the solid
support. This interesting reaction was examined in detail in order to extend SPOT-synthesis
to the synthesis of heterocycles.

(4) synthesis of hydantoins on cellulose membranes

The formation of hydantoins from terminal amides was not yet described in a solid phase
synthesis, whereas it was examined intensively in solution. By optimizing the conditions of
cyclization the reaction could be driven to completion. C-substituted hydantoins were
obtained as single enantiomers, when o-amino acid-amides or -fert. butylesters were used in
the synthesis.
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Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

B-Ala B-Alanin

Abb. Abbildung

Ac Acetyl

APT Attached Proton Test

Aq. Aquivalent(e)

Ar Aryl

AS Aminoséure

ber. berechnet

bez. bezogen

BLU Boehringer Light Units

Bn Benzyl

Boc tert-Butyloxycarbonyl

BPB Bromphenolblau

br breites Signal
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d dublett
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DBU 1,8-Diazabicyclo[5,4,0Jundec-7-en
DC Diinnschichtchromatographie
DCC N,N’-Dicylclohexylcarbodiimid
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DIC N,N’-Diisopropylcarbodiimid

DIEA Diisopropylethylamin
DMF N,N-Dimethylformamid
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EDTA Ethylendiamintetraessigséure

ESI Elektrospray lonisierung

Et Ethyl

Fmoc 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl

gef. gefunden

ges. gesittigt

HATU 1-[Bis(dimethylamino)methylen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridinium hexafluorophosphat
3-oxid *

HBS-EP  HEPES-gepufferte Kochsalzlosung unter EDTA- und Polysorbat-Zusatz
HEPES  4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsdure



HMB Hydroxymethylbenzoesdure

HOAt 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol

HOBt 1-Hydroxybenzotriazol

HPLC Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie

1Cs Inhibitionskonstante (Konzentration, bei der 50% der maximalen Inhibierung erreicht ist)
IR Infrarot-Spektroskopie
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M Molar
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MBHA Methylbenzhydrylamin
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MW Mikrowellenbestrahlung

Napht Naphthyl

NMI N-Methylimidazol

NMP N-Methylpyrrolidon
NMR Kernspinresonanz-Spektroskopie

Np 4-Nitrophenyl

NSu N-Succinimidyl

pent. Pentett

Pfp Pentafluorphenyl

Ph Phenyl

PL Photolinker: 4-[4"-(1""-Aminoethyl)-2"-methoxy-5 "-nitrophenoxy]-butterséure
ppm parts per million

PTFE Polytetrafluorethylen
PyBOP Benzotriazol-1-yl-oxy-tris(pyrrolidino)-phosphonium hexafluorophosphat
PyBroP  Bromo-tris(pyrrolidino)phosphonium hexafluorophosphat

q Quartett

R in Molekiilstrukturen: Unbestimmter organischer Rest
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RT Retentionszeit

RU Resonanzeinheiten

s Singulett (NMR); schmales Signal (IR)
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Sdp.
sept
SG

Tab.
TBS

TBTU

TFA
THF
TIPS
TRIS
Trt

tt

wt

Siedepunkt

Septett

Schutzgruppe

Triplett

Tabelle

TRIS-gepufferte Kochsalzlosung
1-[Bis(dimethylamino)methylen]-1H-benzotriazolium tetrafluoroborat 3-oxid "
Trifluoressigsdure

Tetrahydrofuran

Triisopropylsilan
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Triphenylmethyl (Trityl)

dreifaches Triplett

Wildtyp = Peptid, das einer Analyse zugrunde liegt. Hé&ufig das in der Natur
vorkommende Bindungsmotiv.

Firr die Reagenzien HATU und TBTU wurden in der Literatur abweichende Namen
vorgeschlagen. Die hier verwendeten Namen sind Chemical Abstracts 1999 entnommen.

Fir Aminoséduren wurde der Ein- bzw. Drei-Buchstaben-Code verwendet:

1- 3- 1- 3-
Buchstaben-  Buchstaben- Aminoséure Buchstaben-  Buchstaben- Aminoséure
Code Code Code Code
A Ala Alanin M Met Methionin
C Cys Cystein N Asn Asparagin
D Asp ;Aﬁipriragin- P Pro Prolin
E Glu (“{lutamin- Q Gln Glutamin
sdure
F Phe Phenylalanin R Arg Arginin
G Gly Glycin S Ser Serin
H His Histidin T Thr Threonin
I Ile Isoleucin v Val Valin
K Lys Lysin \W Trp Tryptophan
L Leu Leucin Y Tyr Tyrosin
OH

Zellulosemembran mit reaktiver funktioneller Gruppe (hier -OH-Gruppe)

Syntheseharz mit reaktiver funktioneller Gruppe (hier -NH,-Gruppe)



1 Einleitung und Zielsetzung

1.1 Einleitung

Ein Netzwerk ineinandergreifender biochemischer Prozesse bildet die molekulare Grundlage
lebender Organismen. Eine Schliisselrolle in der Regulation dieser Prozesse spielt die
molekulare Erkennung kdrpereigener Molekiile durch selektive Bindungen — beispielsweise
zwischen einem Rezeptor-Protein und seinem Botenstoff. Stérungen im biochemischen
Gleichgewicht kdnnen eine Ursache fiir Krankheiten sein. Die Anwendung pharmazeutischer
Wirkstoffe, die korpereigenen Verbindungen éhnlich sind, ermdglicht einen gezielten
Eingriff in molekulare Erkennungsprozesse zur Wiederherstellung des Gleichgewichts.

Peptide 1 stellen eine wichtige Klasse korpereigener Botenstoffe dar. Thre unterschiedlichen
Wirkungen liegen in der jeweiligen Zahl und Abfolge der 20 o-Aminosdure-Bausteine
begriindet, aus denen sie oligomer aufgebaut sind. In der Vielfalt ihrer Wirkungen begriindet
sich die lange Tradition ihrer chemischen Synthese."! Vor diesem Hintergrund verwundert
es nicht, daB Peptide auch als Pharmaka eingesetzt werden.'”! Verglichen mit nicht-
peptidischen Wirkstoffen besitzen sie jedoch einige entscheidende Nachteile: oral
verabreicht werden sie 1.) oft nur in geringem Mafle aufgenommen und 2.) rasch zu
unwirksamen Stoffen abgebaut. Eine Mdglichkeit, diese Probleme zu umgehen, ist die
Entwicklung peptiddhnlicher Verbindungen mit verbesserten pharmakokinetischen
Eigenschaften — den Peptidmimetika.

Zu den Peptidmimetika werden zahlreiche Verbindungen gezéhlt, die in den meisten Fallen
dhnliche Seitenketten-Funktionalititen wie Peptide enthalten, sich aber im Aufbau des
Riickgrates von ihnen unterscheiden. Dabei reicht das Spektrum der moglichen Variationen
von der Verdnderung von Riickgrat-Atomen (z.B. Abb.1, A) iiber die Einfiihrung
bicyclischer Dipeptid-Analoga (B) bis zur Anordnung der funktionellen Gruppen an einer
nicht-oligomeren Kernstruktur (C).B 7

Peptide Peptidmimetika
R , © H 0
éiN)\[rN\__)LN}L. {N\_/\OJLN}’-'
H o r' H R H y~\H
1 A o b\O

H
M0t
[aVaVal

B c

Abb. 1: Peptide: Strukturformel und schematische Darstellung von Rickgrat und Seitenketten.
Peptidmimetika: Beispiele fir A) Rickgrat-Mimetika®, B) Dipeptid-Analoga® und
C) Geriist-Mimetika''.



1 Einleitung und Zielsetzung -2-

Zu den am besten untersuchten Riickgrat-Mimetika gehoren die Oligo-N-alkylglycine 2
(Peptoide). Sie unterscheiden sich von Peptiden 1 lediglich im Ankniipfungspunkt der
Seitenkette, die formal vom a-Kohlenstoffatom an das Stickstoffatom des Riickgrates
verschoben ist. Seitdem im Jahr 1992 zwei allgemeine Methoden zu ihrer Synthese

[1112] "k onnten zahlreiche Peptoide mit biologischer Aktivitit identifiziert

11,13] 14,15]

beschrieben wurden

, antibiotische Wirkung!
[18-20]

werden. Dabei wurden Enzyminhibition! , peptidhormonelle
[21,22

Aktivitat!'*'” sowie Bindung an Rezeptoren und 15sliche Proteine!?'*? beschrieben. In

(16231 yund in vivol?¥ konnte ferner gezeigt werden, daB Peptoide die

Untersuchungen in vitro
gewiinschte Stabilitdt gegeniiber dem Abbau durch Proteasen besitzen — eine wichtige

Voraussetzung fiir pharmazeutische Anwendungen.

R? h.. lcl’\ R" o
ssiN/'\[]/NOE//; S Ssd\rl‘l/\n/N\)LrsS
H o R R2 O

Peptide 1 Peptoide 2

Zur Synthese der Peptoide, wie auch anderer Oligomere, lassen sich hervorragend die fiir
Peptide entwickelten Synthesemethoden anwenden. Sie basieren auf der im Jahr 1963 durch
R.B. Merrifield eingefithrten Synthese an fester Phase.l*>
kette kovalent an ein festes Tridgermaterial gebunden, so daB3 die Reaktionsprodukte durch

] Dabei wird die Oligomeren-

Filtration isoliert werden konnen. Dariiberhinaus konnen Reagenzien im Uberschul3
eingesetzt werden, um die Reaktionen zur Vollstindigkeit zu bringen. Die Vereinfachung
der Reaktionsdurchfiihrung, verglichen mit der klassischen Synthese in homogener Losung,
ermdglicht deren Automatisierung. Am Ende der Synthese steht im allgemeinen eine
Untersuchung der biologischen Wirksamkeit. Dazu kann das Produkt entweder durch
selektive Spaltung eines speziellen Linkermolekiils vom festen Tragermaterial freigesetzt
und in Lésung untersucht werden (homogenes Screening), oder direkt an der festen Phase
auf Aktivitit getestet werden (Festphasen-Screening).*®!

Zur praktischen Umsetzung der Festphasensynthese stehen vielfdltige Verfahren zur
Verfiigung.~*%) Man unterscheidet die parallele Synthese definierter Verbindungen und die
Synthese von Substanzgemischen. Zwar ist die Zahl der erreichbaren Verbindungen bei der
Anwendung von Mischtechniken (,,Split-Synthesis*) wesentlich grofer als bei der
Parallelsynthese, die Identifizierung der aktiven Substanzen ist jedoch mit hohem Aufwand
verbunden."? Im Gegensatz dazu ist die Identitit der Verbindungen bei der parallelen
Synthese festgelegt, fiir die sich die folgenden Methoden durchgesetzt haben (Abb. 2):7*

a) Zur Synthese in Reaktoren sind Kiigelchen auf Polystyrol-Basis (Syntheseharze)

am weitesten verbreitet. Die besondere Konstruktion der Reaktoren ermdglicht
dabei das Abfiltrieren der Reagenzien und Waschlosungen. Zwischen 40 und
100 Reaktoren konnen unter Verwendung von Syntheseautomaten!**!, die in den
unterschiedlichsten Ausfithrungen erhéltlich sind, parallel angesteuert werden.



1 Einleitung und Zielsetzung -3-

a) Synthese in Reaktoren b) Synthese an Pins c) Synthese an Oberflachen

Zellulose Glas

Abb. 2: Methoden zur parallelen Synthese an fester Phase (P: Feste Phase; R: Reagenzien;
G: Reaktionsgefald).

b) Bei der Synthese an Pins sind die Substanzen an den Enden von 96 Stibchen

(Pins) gebunden, die im Format einer Mikrotiterplatte fixiert sind. Zur Synthese

werden sie in die Vertiefungen der mit Reagenzien gefiillten Platte gesenkt.l*”!

c) Die Synthese an planaren Oberflichen kann mit zwei unterschiedlichen
Methoden erfolgen®):

— Die parallele Synthese an Zellulosemembranen wird als SPOT-Synthese

bezeichnet.””) Durch Pipettieren einzelner Reagenzientropfen werden kleine
Bereiche der Membran benetzt (SPOTs). Das von der Membran kreisformig
aufgenommene Losungsmittel definiert die GroBe des ,,Reaktionsgefafies®.

— Zur Synthese an Glasoberflichen macht man sich photolithographische

Verfahren zu Nutze, um lichtempfindliche Schutzgruppen selektiv zu spalten.
Dadurch wird ermoglicht, dal Reagenzien, die auf die gesamte Oberflidche
einwirken, nur an den belichteten Stellen reagieren konnen. Um Reaktionen an
zuvor unbelichteten Bereichen durchzufiihren, mufl die Belichtungsmaske

verindert werden.*"!

Abb. 3: Roboter zur automatischen Pipettierung von Reagenzien auf eine Zellulosemembran
(SPOT-Synthese). Links befinden sich die Reagenzienvorrate, rechts ist eine 19 x 28 cm
groRe Membran mit 8000 (blau eingefarbten) SPOTs fixiert.



1 Einleitung und Zielsetzung -4 -

Mit steigender Zahl synthetisierbarer Verbindungen (Harz < Pins < Zellulose < Glas)
verringert sich die synthetisierte Substanzmenge, was wiederum die Detektion in Bindungs-
studien und chemischer Analytik erschwert. Unter diesem Aspekt verbindet die 1992 von
R. Frank eingefithrte SPOT-Synthese®” die parallele Synthese von bis zu 8000

Verbindungen!*"**

mit der Moglichkeit, die Substanzen ohne besonderen technischen
Aufwand mit herkdmmlichen Laborgeridten biochemisch und chemisch zu analysieren. Die
Synthese kann unter Verwendung eines Pipettierroboters zur ortsgenauen Reagenzien-

verteilung durchgefiihrt werden (Abb. 3).

Aufgrund der guten Benetzbarkeit der Zellulosemembran mit wélrigen Losungen lassen sich
Peptid-Bibliotheken direkt mit Proteinen inkubieren, um deren Bindung an die
immobilisierten Substanzen zu untersuchen. Am Beispiel einer vergleichsweise kleinen
Bibliothek aus 140 Peptiden kann dieser Vorzug der SPOT-Synthese verdeutlicht werden
(Abb. 4). Nachdem das Heptapeptid VVSHFND (jeder Buchstabe steht fiir eine Aminoséure
im 1-Buchstaben-Code) als Bindungsmotiv fiir den monoklonalen Antikérper Tab-2
identifiziert wurde, galt es in diesem Experiment, die Bindung genauer zu charakterisieren.
Dazu wurden alle Peptide synthetisiert, die sich in einer Aminosdure von der Ausgangs-
sequenz (,,Wildtyp*) unterscheiden. Nach der Synthese wurde die Membran mit dem
Antikorper inkubiert und Bindung als dunkle Férbung visualisiert. An Zeilen, die viele
bindende SPOTs aufweisen, erkennt man Positionen des Ausgangspeptids, die verschiedene
Aminosduren tragen konnen, ohne daBl die Bindung zum Antikdrpers verloren geht (in
Abb. 4 die oberen beiden Zeilen, die eine Austauschbarkeit der N-terminalen Valin-
Bausteine signalisieren). Im Gegensatz dazu zeigen Zeilen, die nur wenige bindende SPOTs
aufweisen, nicht oder nur eingeschrankt substituierbare Schliisselpositionen an (im gezeigten
Beispiel die flinf C-terminalen Positionen SHFND). Synthese und Screening der gezeigten
Peptid-Bibliothek erforderte dabei den vergleichsweise geringen Zeitaufwand von ca.

zwei Tagen.

VVSHFND A VSHFND VV P HFND
\\\@vtl%/QZ DEFGHIKLMNP/QRSTVWY
Viedoosoeeoooooooooeoo0p9ee oo
Vielesooooooeocoooeceog ooononre
S|e|¢ e & ®
Hile * o ® &
Fle e P Y
N| e P
D|e @

Abb. 4: Substitutionsanalyse des Hepta-Peptids VVSHFND: 140 (7 x 20) Hepta-Peptide zzgl.
7 Kopien des Wildtyps (wt) wurden an einer Zellulosemembran (6 x 13 cm) synthetisiert
und mit dem Antikérper mAk Tab-2 inkubiert. Dunkel gefarbt sind diejenigen SPOTs
erkennbar, an denen Peptide durch den Antikdrper gebunden wurden. Sie unterscheiden
sich in genau einer Aminosaure (hervorgehoben in den exemplarisch angegeben
Sequenzen).*"



1 Einleitung und Zielsetzung -5-

Das Potential der SPOT-Synthese liegt in der schnellen, parallelen Synthese einer groflen
Zahl von Substanzen in Verbindung mit der Anwendbarkeit der Bibliotheken in direkten und
wenig aufwendigen Bindungsstudien. Durch die Kombination von Synthese und Screening
an einem Triger 1aBt sich die Isolierung und Charakterisierung einzelner Substanzen auf
aktive Verbindungen beschrinken.'”! Durch die frei wihlbare GroBe und Anordnung der
SPOTs auf der Membran lassen sich die Bibliotheken zudem an die Anforderungen von
Synthese und Screening anpassen. Mit der Methode konnten bindende Peptide in einer
grofien Vielzahl von Experimenten gefunden werden.****”! Dennoch wurde die SPOT-
Methode an Zellulose bislang noch nicht auf die Synthese von nicht-peptidischen
Verbindungen angewendet.

1.2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, die Methoden des SPOT-Verfahrens auf Synthese und Screening
von Peptidmimetika zu erweitern. Das Potential der Methode — hochparallele Synthese in
Verbindung mit guten Eigenschaften in Protein-Bindungs-Studien — sollte damit neuen,
nicht-peptidischen Stoffklassen zuginglich gemacht werden.

(1) Peptoid-Synthese an Zellulosemembranen

Zunichst sollten Peptidmimetika untersucht werden, die bereits zuvor an fester Phase
synthetisiert wurden und die in kombinatorisch-chemischen Projekten zu bioaktiven
Verbindungen gefiihrt haben. Dabei mufite beriicksichtigt werden, dal nicht alle Synthese-
bedingungen, die bei Festphasensynthesen moglich sind, auf die Bedingungen der SPOT-
Synthese iibertragbar sind. Die Reaktionen erfolgen hierbei in einem offenen System, so daf3
Reagenzien zusammen mit dem Losungsmittel verdampfen konnen und zudem der
umgebenden Atmosphére (Feuchtigkeit und Sauerstoff) ausgesetzt sind. Die Reaktionen an
Zellulose miissen dariiberhinaus mit freien Hydroxygruppen vereinbar sein, die in grofRer
Zahl an der Membran vorhanden sind.

Besonders geeignet fiir diesen Ansatz war die Synthese von Oligo-N-alkylglycinen 2
(Peptoiden). Dabei sollte die 1992 von R.N. Zuckermann et al. beschriebene Sub-Monomer-
Methode angewendet werden, bei der die N-Alkylglycine 6 in einem zweistufigen Prozel3
durch Bromacetylierung eines festphasengebundenen Amins 3 zum Bromacetamid 4 und
anschliefende Bromsubstitution mit einem primdren Amin S aufgebaut werden
(Schema 1).1'#

R?—NH,
Br-CH,-COOH + DIC o 5 R? o
QQ - 9 - w N Q
N > e L
R R! R!
3 I 4 6
|

Schema 1:  Sub-Monomer-Synthese von Peptoiden nach R.N. Zuckermann et al."?
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Die Peptoid-Synthese erfordert hohe Aminkonzentrationen, die bei der Verwendung von
Linkern auf Ester-Basis, wie sie in der SPOT-Synthese von Peptiden {iiblich sind, zu einer
unerwiinschten, vorzeitigen Abspaltung der Peptoide fiihren wiirden. Mit esterfrei amino-
derivatisierten Membranen 9, die durch Alkylierung von Zellulose (7) mit Epoxiden 8
(Schema 2) zuginglich sind, lassen sich Ester vermeiden.*) Um eine fiir die Peptoid-
Synthese geeignete Membran zu erhalten, sollte auf dieser Basis eine Derivatisierungs-
methode entwickelt werden, die hohere Derivatisierungsgrade zwischen 0.5 und
1.0 pmol/cm? ermdglicht. Im AnschluB galt es, ein geeignetes Linkersystem zu etablieren.

o}
LA __N-SG
HO
8 j/\N-SG Schutzgruppen- HO NH,
+ZnCl Abspaltung
OH _~~~“2_ O - (o) 2
- 50 - 100 nmol/cm

e e e ( )

7 9

Schema 2: Esterfreie  Aminoderivatisierung von Zellulose nach R. Volkmer-Engert et al 1
(SG = Schutzgruppe).

Die Bedingungen der Peptoidsynthese sollten durch Variation beteiligter Parameter, wie der
Bromessigsdureaktivierung, der Aminkonzentration und der Art des Losungsmittels, anhand
der Synthese des Tripeptoids 16 optimiert werden. Ein Schwerpunkt sollte dabei die
Untersuchung von Aktivierungsmethoden fiir Bromessigsdure sein. Dazu waren die
Reaktivitdten einiger Aktivester der Bromessigsdure [Bromessigsdurepentafluorphenylester
(10), -2,4-dinitrophenylester (11), -4-nitrophenylester (12), -N-succinimidylester (13),
-benzotriazol-1-ylester (14) und -7-azabenzotriazol-1-ylester (15)] mit den Synthese-
bedingungen der Peptoidsynthese am Harz (Bromessigsdure/DIC) zu vergleichen.

F
oF F 0 NO, o ° o N=N
U
NG - NN o/©/ Br I op Br LN/
F R o X=

10 11:R=NO, 13 14: X=CH
12:R=H 15:X=N

Um die unerwiinschte Acylierung freier Hydroxyfunktionen der Zellulosemembran im
Verlauf der Synthese abschitzen zu koénnen, sollte die N/O-Selektivitit der Brom-
acetylierung untersucht werden. Dazu sollte das Hydroxytripeptoid 17 synthetisiert und der
dabei durch O-Acylierung gebildete Anteil des seitenkettenacylierten Nebenproduktes 18
ermittelt werden.
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OGSk, Gt QA DA,

o &

16 17:R=H 19

Die Synthese von Peptoid-Bibliotheken sollte schlieBlich durch die ausfiihrliche
Untersuchung der Anwendbarkeit primirer Amine (R-NH,) in der SPOT-Synthese von
Modelltripeptoiden 19 vorbereitet werden.

(2) Identifizierung bioaktiver Peptoide de novo

Nach der Evaluierung der SPOT-Synthesebedingungen galt es, Peptoid-Bibliotheken zu
synthetisieren und auf Protein-Bindung zu untersuchen. Als Modellsystem sollte der auf
Peptidebene gut untersuchte monoklonale Antikorper Tab-2 angewendet werden.!*!#%4>"]
Eine Tri- und eine Hexapeptoid-Bibliothek mit jeweils 8000 Verbindungen sollten
synthetisiert werden, um bindende Peptoide de novo zu finden. Aktive Substanzen sollten am
Syntheseharz resynthetisiert und die Affinititen zum Antikérper mittels Oberflachen-

Plasmonenresonanz quantitativ bestimmt werden.

(3) Riickgratmodifizierte Peptoide

Das Sub-Monomer-Synthesekonzept sollte erweitert werden, indem Bromessigsdure in
Modelltrimeren 20 durch eine Reihe von Biselektrophilen im Sinne eines ,,chemischen
Screenings™ ersetzt wird. Auf diese Weise sollte versucht werden, andere pseudo-
biopolymere Strukturelemente!®!! wie N-Alkylalanine, N-Alkyl-B-alanine, Carbamate,
Benzoesduren und Harnstoffe in das Peptoidkonzept einzufiigen.

(L
O‘l\)?\N/./N\)?\NHz mit o@De = < °\/\oj\o ’ ._\G)?\

>y

o
H
2 \ ._®/N\[c]’/0 , .\/\ﬁj\.
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(4) Synthese von Heterocyclen an Zellulosemembranen

Im Verlauf der Arbeit sollten Wege gefunden werden, heterocyclische Strukturen, die im
Hinblick auf pharmakologische Anwendungen von besonderem Interesse sind’°*, mittels
SPOT-Synthese aufzubauen. Dabei wire es giinstig, die Synthese in das Sub-Monomer-
Synthesekonzept einzufiigen.
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2 Von Peptiden zu Peptidmimetika
Der Weg zur SPOT-Synthese von Peptoiden

2.1 Peptid-Synthese an fester Phase

Die Synthese an fester Phase wurde 1963 von R.B. Merrifield in die Peptidchemie
eingefiihrt.™ Die Peptide werden beim Festphasen-Verfahren gewdhnlich vom C- zum
N-Terminus schrittweise aufgebaut (Schema 3). Ein Synthesecyclus beginnt mit der
Aktivierung eines N-terminal geschiitzten Aminosdure-Bausteins. Funktionelle Gruppen in
den Seitenketten miissen mit orthogonalen Schutzgruppen versehen sein, die bis zum Ende
der Synthese stabil sind. Die aktivierte Aminosdaure wird mit dem N-Terminus des
festphasengebundenen Peptids zur Reaktion gebracht. Als feste Phasen werden gekornte
unlosliche Syntheseharze auf Polystyrol-Basis verwendet, an die die wachsende Peptidkette
tiber ein Linkermolekiil kovalent gebunden ist. Nach erfolgreicher Kopplung wird
iberschiissiges Reagenz durch Waschen entfernt und die N-terminale Schutzgruppe
abgespalten, so daB ein neuer Kopplungscyclus beginnen kann. Ist der letzte Baustein
eingefiihrt, werden die Schutzgruppen von den Seitenketten entfernt und das Peptid meistens
gleichzeitig durch Spaltung des Linkers vom Harz abgeldst. Aus der Abspaltldsung wird das
Peptid isoliert und gereinigt.

Syntheseharz
mit Linker

f

Kopplung - Aktivierung
Y A
Abspaltung ]
der N-terminalen _ N-Terminal- und
Schutzgruppe Seitenketten-geschiitzter
Aminosdure-Baustein

Peptid-Sequenz . /
vollstandig? nein
e

Abspaltung
der Seitenketten-
Schutzgruppen | _y (" peptid in Lésung ) —s= | 1SONETUNG | pontig
und und Reinigung
Abspaltung
von Linker

Schema 3: Syntheseschema zur Peptid-Synthese an fester Phase.
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Verglichen mit der Peptid-Synthese in homogener Losung sind mit dem Festphasen-
verfahren deutlich lingere Oligomere in kiirzerer Zeit synthetisierbar. Die sonst nach jedem
Syntheseschritt erforderliche — meist chromatographische — Aufreinigung wird bei der
Festphasensynthese durch einfaches Waschen der Harzkiigelchen ersetzt. Die Zeit fiir einen
Kopplungscyclus wird so erheblich verkiirzt. Zwar konnen Nebenprodukte, wie sie etwa
durch unvollstindige Reaktionen entstehen, nicht abgetrennt werden, dieser Nachteil kann
jedoch durch die Anwendung hoher Reagenzieniiberschiisse sowie Mehrfachkopplungen
minimiert werden. Reaktionen lassen sich auf diese Weise zur Vollstandigkeit bringen. Die
so fiir jeden Reaktionsschritt erreichbaren hohen Ausbeuten sind eine notwendige
Voraussetzung zur Synthese ldngerer Oligomere, da anderenfalls keine zufriedenstellenden
Produktausbeuten erwartet werden konnen (Tab. 1).

Tab. 1: Abhangigkeit der Gesamtausbeute aufeinanderfolgender Reaktionen von der Ausbeute der
Einzelreaktionen.

Ausbeute pro Anzahl der Gesamtausbeute
Kopplungsschritt [%] Kopplungsschritte [%]
90 1 90
90 10 35
90 15 21
99 1 99
99 10 90
99 15 86

Seit der Einfiihrung der 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl-Schutzgruppe (Fmoc-Gruppe)®*! hat
die Fmoc/tBu-Schutzgruppenstrategie in der Peptid-Synthese eine sehr grofle Bedeutung
erlangt!"**! (Abb. 5). Die basenlabile Fmoc-Gruppe schiitzt dabei den N-Terminus und wird
am Ende jedes Cyclus mit einem sekundiren Amin (z.B. Piperidin) abgespalten.
Funktionelle Gruppen in den Seitenketten werden mit siurelabilen Schutzgruppen wie z.B.
der tert-Butyloxycarbonyl- (Boc-), der tert-Butyl- oder der Trityl-Gruppe (Trt-) geschiitzt.
Als sdurelabile Linker werden neben anderen der Rink-Linker 21 zur Erzeugung von
C-terminalen Amiden sowie der Wang-Linker 22 fiir freie Carbonsduren héufig
verwendet.[*®!

o&‘—\ NH,
O—NH (o) o— OH
VT 0O

o_
21 22
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Spaltung durch TFA

:%

HN—/<_

HC>

Spaltung durch TFA Spaltung durch Piperidin
\ J\ I\ )
v Peptid M
ep .
Rink-Linker (Mit Seitenketten- oo 0
Schutzgruppen) grupp

Abb. 5:  Schutzgruppenstrategie fir die Synthese von Peptid-Amiden nach der Fmoc/ tBu-
Schutzgruppenstrategie [R = Seitenkette einer Aminosaure mit Hydroxy- oder Carboxy-
Funktionalitat (z.B.: R = CH, flr Ser); das Peptid ist farbig hervorgehoben].

Die Aminosdurebausteine konnen auf Verschiedene Arten aktiviert werden, um den
festphasengebundenen N-Terminus zu acylieren.”* Dabei muB die Aktivierung eine schnelle
Amidbildung ohne Nebenreaktionen gewdihrleisten. Zusdtzlich mu3 die o-chirale
Aminosédure vor Racemisierung geschiitzt werden, die besonders im aktivierten Zustand und
unter Einwirkung von Basen auftreten kann. Geeignet aktivierte Derivate der Aminosduren
sind die sogenannten Aktivester. Sie basieren auf Hydroxyverbindungen, die gute
Abgangsgruppen darstellen, wie beispielsweise das 1-Hydroxybenzotriazol 23, 7-Aza-1-
hydroxybenzotriazol 24, Pentafluorphenol 25 oder N-Hydroxysuccinimid 26.

OH

zZ. =
z
z
N/
-
z
-
-
z
I

23 24 25 26

In der Peptid-Synthese hat sich die Aktivierung unter Zuhilfenahme von Reagenzien
bewihrt, die die entsprechenden Aktivester in sifu generieren (Abb. 6, oben).’*! In einem
zweistufigen Prozefl reagiert zunidchst das von einer in stochiometrischen Mengen
zugesetzten Hilfsbase [z.B. Diisopropylethylamin (DIEA)] deprotonierte Aminoséure-
carboxylat 27 mit dem elektrophilen Zentrum des Aktivierungsreagenzes. Im Anschluf3 wird
der Aktivester 28 durch einen nukleophilen Angriff der freigesetzten N-Hydroxyverbindung
an der Carbonylgruppe der Aminosdure unter Freisetzung einer stabilen Abgangsgruppe
[ Tetramethylharnstoff (29) bei TBTU / HATU oder Tris(N,N-tetramethylen)phosphorsiure-
triamid bei PyBOP] gebildet (Abb. 6, unten).
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! N
N N N.
°N BF4 N PFG- +9/ N PFG
,P\
SNAINT SNASNT CN uN
(. (. < 7
TBTU HATU PyBOP

R \[i]/\ T -0 28 SN
N
27 +DIEA-H* + N @ + DIEA-H* + BF, + OJ\N/
+ DIEA-H* N |
29

Abb. 6: Oben: Auswahl von Kopplungsreagenzien in der Peptid-Synthese. Unten: Mechanismus
der in situ-Aktivierung am Beispiel der Aktivierung einer Fmoc-Aminosaure mit TBTU.

2.2 SPOT-Synthese von Peptiden

Die Peptid-Synthese an Zellulose wurde 1988 praktisch gleichzeitig von R. Frank et al.™
und J. Eichler e al.% beschrieben. In der Gruppe von R. Frank wurde die Methode 1992
dahingehend erweitert, dal auf einer Membran nebeneinander lokal begrenzte, runde
Reaktionsbereiche, sogenannte SPOTs, erzeugt wurden, indem kleine Mengen der
Reagenzienldsungen tropfenweise aufgetragen wurden (Abb. 7).%* Auf diese Weise ist die
parallele Synthese verschiedener Substanzen an einer zusammenhdngenden Membran
moglich.?” Die GroBe der SPOTs und damit die mogliche Anzahl parallel
synthetisierbarer Verbindungen ist vom pipettierten Volumen, der Benetzbarkeit der
Membran, sowie von Fliichtigkeit und Viskositit des Losungsmittels abhingig.

. N\
Pipette /y Reagenz
SPOT -

Zellulose-Membran )

Abb. 7: Schematische Darstellung der SPOT-Synthese.
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Zellulose besitzt als lineares Polysaccharid freie Hydroxyfunktionen, die zur kovalenten
Immobilisierung der zu synthetisierten Verbindungen genutzt werden (vergl. M. Lebl in
Lit.®"). Sie konnen beispielsweise mit einer Aminosdure wie Fmoc-B-Alanin verestert
werden (Abb. 8).°*%? Am N-Terminus 148t sich nach Abspaltung der Fmoc-Gruppe ein
Peptid synthetisieren. Dazu haben sich die kommerziell erhiltlichen Fmoc-Aminosdure-
pentafluorphenylester in einem schwerfliichtigen Losungsmittel wie N-Methylpyrrolidon
(NMP) bewihrt.[***® Sie reagieren schnell zu den gewiinschten Amiden, ohne Ester mit den
freien Hydroxyfunktionen der Zellulose zu bilden, insbesondere wenn sie, wie bei der
SPOT-Synthese {iiblich, in Abwesenheit von Basen eingesetzt werden. Diese Chemo-
selektivitdt (NV/O-Selektivitit) ist eine wichtige Voraussetzung fiir eine Oligomeren-Synthese
an Zellulosetragern.

NH,

0
?j

Ammodenvatnsnerung Erste Plpettlerung
(Behandlung der einer Aminosaure
gesamten Membran) (SPOT-Definition)

Abb. 8: Derivatisierung von Zellulose fur die SPOT-Synthese von Peptiden (1) und Definition der
SPOTs durch die erste Pipettierung einer Aminosaure (2). Durch Acetylierung (e) werden
freie Aminogruppen zwischen den SPOTs blockiert und kénnen nicht mehr durch Brom-
phenolblau (BPB) angefarbt werden. a) Fmoc-BAla-OH / DIC / NMI, 12 h; b) 20% Piperidin /
DMF; c) BPB / MeOH; d) Fmoc-B-Ala-OPfp (SPOT-weise); e) Ac,O / DIEA / DMF.

Die Peptid-Synthese erfolgt an Zellulose analog zur Synthese an Harzen (vergl.
Abschnitt 2.1). Die beiden Synthesestrategien sind in Tab. 2 gegeniibergestellt. Haupt-
unterschied besteht in einer anderen Linkerstrategie, da zellulosegebundene Peptide oft an
der Membran immobilisiert bleiben. Ein willkommener Nebeneffekt der miniaturisierten
Synthese ist der geringe Reagenzienbedarf pro SPOT und damit pro Peptid, was die Kosten
der Methode begrenzt. Das Pipettieren der Reagenzien kann dabei mit einem Pipettierroboter
automatisch erfolgen (Abb. 3, Seite 3). Mit der dadurch erreichbaren Prdzision lassen sich

bis zu 8.000 SPOTs auf einer Membran der GroBe 19 x 28 cm parallel synthetisieren.”™

Ein groBes Potential der SPOT-Synthese liegt in der Mdglichkeit, Substanzen hochparallel
zu synthetisieren und anschlieBend direkt auf Bindung zu testen. Dabei bleiben die
Substanzen membrangebunden, so daf} die Identitdt von aktiven Verbindungen sofort anhand
der Position auf der Membran abgelesen werden kann (6rtliche Adressierung).
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Tab. 2: Vergleich gangiger Synthesebedingungen fir die Peptid-Synthese an Syntheseharzen und
der SPOT-Synthese an Zellulose.

Peptid-Synthese an

Syntheseharzen Zellulose (SPOT-Synthese)
Polystyrol- oder Polystyrol-
Feste Phase @ YSIYTOm odet 1 07ystyTo Zellulosemembran
Polyethylenglycol-Harz
Rink-, Wang- oder HMB-Linker B-Alanin (Esterbindung zum
Linker (zahlreiche weitere Moglich- Trager), Rlnk[;gg)der Photo-Linker
. [63] sowie HMB-""" und Safety-
keiten'"") _ [64.65]
Catch-Linker
Schut -
i zgruppen Fmoc / tBu oder Boc / Bzl Fmoc / Bu
strategie
Aminosa tafluorphenyl-
Aminosdure- Aktivierung in situ (z.B. TBTU, Hnosaurepenta Porp ‘en.y
Aktivierung PyBOP) ester oder basenfreie Aktivierung
v y

in situ (z.B. DIC/HOBL)

Halbautomatisch (manuelle

Aut tisi Vollaut tisch
utomatisierung Vollautomatisc Wasch-Schritte)

Nach der Abspaltung der

Abspaltung vom Meistens zusammen mit den i
Seitenketten-Schutzgruppen

Tra Seitenketten-Schut

raget crienietien-Seitizgruppen (Wahrung der Ortsadressierung)
Mal3stab < mg bis mehrere g/ Peptid 25-100 png/ SPOT
Reagenzien-

bedarf 100 mg bis mehrere g / Peptid mg / SPOT

Bei Verwendung eines geeigneten Linkers 146t sich die kovalente Bindung zum Triger
16sen, ohne die rdumliche Zuordnung zu verlieren: Die Anwendung der abspaltenden
Reagenzien in der Gasphase (z.B. Ammoniak bei Ester-Linkern”**®) fithrt zu Produkten, die
nach der Abspaltung noch adhdsiv am Triger gebunden bleiben. Solche SPOTs konnen
ausgestanzt und die anhaftende Substanz mit einem Losungsmittel abgelost werden. Diese
Vorgehensweise ist vor allem fiir Bindungsstudien in homogener Losung oder fiir
analytische Untersuchungen (z.B. HPLC/MS) interessant.

Mit den Mitteln der SPOT-Synthese und anschlieBendem Screening konnten zahlreiche
bioaktive Peptide unter Anwendung verschiedener Bindungsexperimente!®” identifiziert
werden — im allgemeinen vor dem Hintergrund der Analyse von Protein-Protein Wechsel-
wirkungen (Tab. 3)1*7):
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1. Als sehr erfolgreich erwies sich die Identifizierung und Charakterisierung des
bindenen Bereiches (Epitops) eines Proteins A mit bekannter Aminosiure-
sequenz durch Analyse der Bindung des Partners B an zellulosegebundene Teil-
sequenzen von A (Abb.9). Ein dazu hiufig angewendetes Vorgehen ist die
Lokalisation des bindenden Bereiches mittels Analyse kurzer Peptide (6-15
Aminoséduren), deren Sequenzen die Primérsequenz des zu untersuchenden
Proteins durch {iberlappende Sequenzen iiberspannen (Epitop-Kartierung mittels
iiberlappender Peptide).®®! Aus der Analyse der bindenden Peptide erhilt man
einen oder mehrere Bereiche, die das kontinuierliche bzw. diskontiuierliche
Epitop anzeigen. Insbesonders letzterer Bindungstyp ist auf der Basis
herkdmmlicher Methoden (z.B. ELISA) nur schwer nachzuweisen, da die

Tab. 3: Methoden zur ldentifizierung bioaktiver Substanzen durch Bindungsstudien mit Peptiden,
die mittels SPOT-Synthese hergestellt wurden (F = Heterogene (Festphasen-) Bindungs-
studie; H = Bindungsstudie in homogener Phase).

Nr. Methode Typ Analysierte Wechselwirkungen/Effekte

1 Identifizierung von F  Kontinuierliche Epitope:
Protein/Protein-Wechsel- Antikdrper-Antigen Wechselwirkung!?*#2-7!]
wirkungen Substrat-Spezifitit von Chaperones!’>"!

Bindungs-Spezifitit von Protein-Doménen!’*"”!
Diskontinuierliche Epitope:
Antikérper-Antigen Wechselwirkung!’'+7¢7*)
Cytokin-Rezeptor Wechselwirkung!”**"!
Sonstiges*>*¥; Ubersichten!*!#3:46!

2 Wissensbasiertes Liganden- F  Affinitdtserhdhung durch Kombination
Design: Protein-mimetische getrennter Bereiche eines diskontinuierlichen
Peptide Epitopsl’""*!

3 Transformation von F  L-in D-Peptid®**!

Peptiden L-Peptid in unverwandtes L-Peptid!*®*"]

4 Identifizierung von Enzym- F  Kinase-Aktivitit***"

Aktivititen Protease-Aktivitit!”!

5 De novo-Identifizierung F  Protein-Bindung?®***** (Ubersichten!**4>%%)
bindender Peptide : - .

P Metall-Bindung***®! (Ubersicht!*")
DNA- Bindung!’”!

6 Bindungsstudien mit H T-Zell-Epitope!'%"

intakten Zellen Inhibierung des HIV-Eintritts!'"

Antibiotische Wirkung von Peptiden!'*”
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Bindungsaffinititen der Teil-Epitope vergleichsweise gering sind. Erst die
Eigenschaft zellulosegebundener Peptide, auch sehr schwache Bindungen (bis in
den mM Bereich?®”) zu signalisieren, macht diese Daten zuginglich."*”! An die
Identifizierung schlieB3t sich meistens die Analyse der Schliisselaminosduren im
Rahmen einer Substitutionsanalyse an (ein Beispiel ist in Abb. 4, Seite 4

gezeigt).

Kontinuierliches Epitop Diskontinuierliches Epitop

...PRI ENZ... ...PRIMARSE Z..

Abb. 9: Veranschaulichung kontinuierlicher und diskontinuierlicher Protein-Protein
Kontakte bei der Wechselwirkung zwischen zwei Proteinen A und B.

. Zur Affinititserhohung bekannter Peptide lassen sich mit Hilfe der SPOT-
Synthese in wissensbasierten Ansitzen proteinmimetische Peptide identifizieren,
beispielsweise indem zwei Peptide eines diskontinuierlichen Epitops mit einer
Linkereinheit verbunden werden.

. Ebenfalls zur Optimierung von bindenden Peptiden eignet sich die schrittweise
Transformation eines L-Peptids in ein D-Peptid unter Erhalt der Aktivitét, die
insbesondere im Hinblick auf die Entwicklung von pharmakologisch
interessanten, proteasestabilen Peptid-Wirkstoffen von Interesse ist.

. Auch Enzymaktivititen, wie die Substratspezifitit von Proteasen und Kinasen,
konnten mit Peptiden aus der SPOT-Synthese gezeigt werden.

. Die Anwendung kombinatorischer Bibliotheken ermdoglichte die Identifizierung
von bindenden Peptiden, ohne Vorinformationen in die Untersuchung
einzubringen, was besonders in Hinblick auf die Identifizierung neue
Leitstrukturen von Interesse ist. Auf diese Weise konnten bindende Peptide fiir
Proteine, Metalle und DNA gefunden werden.

. SchlieBlich konnte das Potential der hochparallelen Synthese auch fiir die Bereit-
stellung von freien Peptiden genutzt werden, die in Bindungsstudien in
homogener Phase eingesetzt wurden. Auf diese Weise konnten Wechsel-
wirkungen an intakten Zellen des Immunsystems untersucht sowie antibiotische
Peptide identifiziert werden.
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2.3 Peptoid-Synthese an Syntheseharzen
Ziel dieser Arbeit war es, die Methoden der SPOT-Synthese auf Synthese und Screening von

Peptidmimetika anzuwenden um neue Stoftklassen dem umfangreichen Potential der
Methode zugénglich zu machen. Besonders geeignet filir diesen Ansatz erschienen Oligo-
N-alkylglycine (Peptoide 2), die 1992 von R.J. Simon et al. als neue, in modularer Weise
zugingliche, Peptidmimetika beschrieben wurden!'". Thre Festphasensynthese ist nach zwei
verschiedenen Methoden moglich (Schema 4):

A)Die Monomer-Methode ist der Peptid-Synthese!”® nach der Fmoc//Bu-

Strategie analog.'""!%*!

B) Bei der Sub-Monomer-Methode wird jeder Baustein in einer Sequenz aus

Bromacetylierung und nukleophiler Substitution des Halogens durch ein

priméres Amin eingefiihrt.['>!%

I? o
N
Fmoc~ \)J\OH R R
+ | 9 Fmoc- ;9
Aktivi Abspaltun
N oy, Pvierong o N gy Aospaltung BN,
T Fortsetzung der Oligomerensynthese |

(0]

Br\)+l\0H o
. R-NH |
Akt 2
B) NH, e Blr\)j\NH HN\)LNH
—— ——

—

T Fortsetzung der Oligomerensynthese |

< N| Hy = aminoderivatisierte Membran )

Schema 4: Synthese von Peptoiden an fester Phase A) nach der Monomer-Methode oder B) nach
der Sub-Monomer-Methode.

Die Synthesebedingungen der Monomer-Methode sind denen der Peptidchemie sehr dhnlich,
wenngleich die Kopplung des Monomers mit der sekunddren Aminofunktion einer
N-terminalen N-Alkylglycin-Einheit drastischere Bedingungen erfordert!'® (Mehrfach-
kopplungen mit PyBOP!'!! oder die Verwendung des reaktiveren PyBrop!!'!-!¢-17:103:1061y ‘pyje
benoétigten Fmoc-N-alkylglycin-Bausteine 34 sind aus primidren Aminen 23 (1.) durch
reduktive Aminierung von Glyoxalsdure 30 oder (2.) nukleophile Substitution an
Halogenessigsdureester 31 sowie (3.) aus Aldeyden 32 durch reduktive Aminierung von

Glycinestern 33 zugénglich!'"'!%1%] (Schema 5).
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0
@RNH2+ OQ)LOH

5 30
@ R-NH (o] b IIR 0 Fmoc-OSu IIQ 0
-NH, +
\)LO/ |-IN\)LOH Fmoc” OH
5 31 34
a, b

o}

32 33

Schema 5: Synthese von Peptoid-Monomerbausteinen. a) H,/Pd in H,O, pH =6 oder NaBH;CN;
b) NaOH in H,O/CH3CN (R = organischer Rest mit geeignet geschitzten funktionellen
Gruppen. X = Br, Cl).

Mit der Sub-Monomer-Methode stellten R.N. Zuckermann et al. 1992 einen alternativen

12194 Hierbei tritt an die Stelle der Monomerkopplung eine

Zugang zu Peptoiden vor.
zweistufige Synthesesequenz aus Bromacetylierung und nukleophiler Substitution des
Halogens mit einem primdren Amin (Vergl. B in Schema 4). Da eine sehr grofle Zahl
primérer Amine kommerziell erhéltlich ist (> 13.000, davon > 1.000 unter 10 DM/g!'*),
lassen sich Peptoide auf diese Weise ohne vorangehende Synthese der Bausteine gewinnen.
Das Arbeiten mit groBen Uberschiissen ermdglicht zudem den Einsatz von weniger reaktiven
Aminen (wie z.B. Anilinen). Durch die Immobilisierung der Bromacetamide ist die in
homogener Losung héufig auftretende Mehrfachalkylierung der Amine weitgehend

unterdrickt.

Die Methoden der Peptoidchemie eignen sich nicht nur zur Synthese reiner Oligo-
N-alkylglycine, sondern auch zur Darstellung von Hybrid-Verbindungen aus Peptiden und

17,106,109,110] Als

Peptoiden (sogenannten Peptomeren).! peptidmimetischer Ansatz in der

SPOT-Synthese sind Peptoide daher von besonderem Interesse.

2.4 Stukturelle Eigenschaften von Peptoiden

Peptoide sind Isomere der Peptide und gehen formal aus ihnen durch eine Verlagerung der
Seitenkette vom o-C-Atom an den Amid-Stickstoff unter Aufgabe der Chiralitit hervor.
Neben der strukturellen Ahnlichkeit weisen sie aber auch einige Unterschiede zu Peptiden
auf (vergl. Tab. 4). Mdchte man beispielsweise die relative Anordnung der Seitenketten zu
den Carbonylfunktionen erhalten, so entspricht einem vorgegebenen Peptid die Retro-

Sequenz des Peptoids!'":
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Ho\n/\ENJi\/;NT]/;\NHz

o) -R2 AL o-

Peptoid

Dariiberhinaus resultieren aus der Dialkylierung der Amidbindung Unterschiede zu
Peptiden: Zum einen stehen Peptoiden keine Amid-Protonen im Riickgrat mehr zur
Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zur Verfiigung, was die Bildung einiger aus
der  Peptidchemie  bekannter, charakteristischer  Strukturelemente = wie  z.B.
B-Schleifenstrukturen verhindert. Zum anderen besitzen die beiden Amidbindungs-
konformere bei Peptoiden im Gegensatz zu den liberwiegend s-trans konfigurierten Peptiden
vergleichbare Energien (AG® < 8.4 kJ/mol fiir Prolin!''"), so daB eine groBere Flexibilitit
moglich ist (Schema 6; die Isomere, die durch die gehinderte Rotation um die Amid
C-N-Bindung entstehen, werden im folgenden als einfache cis/trans-Isomere bezeichnet).

0 R 31 o)
H N\)%‘ NH N
g H o RZ O
trans trans

Peptide 1 Peptoide
l

R' o
HyN h
I o N
)\ﬂ/ NH, j/ 2
HN
IIRZ
cis cis

Schema 6: Amidbindungskonformere bei Peptiden und Peptoiden.

Erwartungsgeméal verhalten sich N-Alkylglycine aufgrund der fehlenden Amidprotonen in
Oligomeren prolindhnlich.!''*'"*! Bei Peptoiden mit chiralen Seitenketten konnten bereits ab
einer Oligomerenldnge von fiinf Bausteinen o-helikale Strukturen NMR-spektroskopisch

nachgewiesen werden.!"'¥ Gestiitzt wurden die Ergebnisse durch Untersuchungen zum

[115]

Circulardichroismus sowie durch Berechnungen!''®. Erschwert durch das Auftreten von

cis/trans-Amid-Isomeren wurden die Strukturen von Peptoiden in mehreren Untersuchungen

auf der Basis von NMR-Spektroskopie!''*! und Berechnungen analysiert!' "' %1181 ynd mit
Peptiden verglichen. Dabei wurde deutlich, da3 Peptoide sowohl peptidédhnliche als auch

peptoidspezifische Sekundérstrukturen ausbilden kdnnen.
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Auf den strukturellen Eigenschaften basiert ein entscheidender biochemischer Unterschied:

[11,16,23

die Stabilitdt der Peptoide gegeniiber Proteasen. I Daraus resuliert eine im Vergleich zu

Peptiden deutlich hohere in vivo Stabilitdt, wie am Beispiel eines Tripeptoids in Ratten nach

Injektion gezeigt werden konnte.!**!

In Tab. 4 sind Eigenschaften von Peptiden und Peptoiden zusammengefal3t:

Tab. 4: Vergleichende Gegenuberstellung einiger Eigenschaften von Peptiden und Peptoiden.

Peptide Peptoide

Chirales Oligomeren-Riickgrat Achirales Oligomeren-Riickgrat
(auBer Gly)

Moglichkeit zur Bildung inter- und Keine Mdglichkeit zur Bildung von
intramolekularer Wasserstoffbriicken ~ Riickgrat-Wasserstoffbriicken-

mit Amid-Protonen bindungen

Trans-Amidgeometrie (auller Pro) Cis- und trans-Amid-Isomere im
Gleichgewicht!''!

Tendenz zur Sekundérstrukturbildung  Sekundirstrukturen an Beispielen
nachgewiesen

Leicht spaltbar durch Proteasen Proteasestabil (in vitro und in vivo)

(geringe metabolische Stabilitit)

2.5 Vorgehensweise auf dem Weg zur Peptoid-Synthese an Zellulose

Verglichen mit der Synthese an Harzen miissen bei der SPOT-Synthese an Zellulose
spezielle Umstinde beriicksichtigt werden:

1. Die Reaktionszeit ist durch die Verdampfung des Losungsmittels begrenzt.

2. Die Reaktionen erfolgen in einem offenen System, d.h. Luftfeuchtigkeit und
Sauerstoff konnen auf die Reagenzien einwirken.

3. Die Reaktionstemperatur entspricht stets der Umgebungstemperatur.

4. Freie Hydroxy-Gruppen der Zellulosemembran konnen die Reaktionen
negativ beeinflussen.

Mogliche Schwierigkeiten, die auf den speziellen Bedingungen der SPOT-Synthese
basieren, sollten mit geeigneten Maflnahmen umgangen werden.

Im Vergleich der Monomer- mit der Sub-Monomer-Methode zum Aufbau von Peptoiden
erschien die Sub-Monomer-Methode fiir die SPOT-Synthese geeigneter zu sein:

1. Die Acylierungsbedingungen, wie sie fiir die Monomer-Methode zur
Kopplung an den N-terminalen N-Alkylglycin-Baustein bendtigt werden,
konnen zu einer unerwiinschten Esterbildung mit der Zellulose fiihren. Im
Falle der Sub-Monomer-Methode tritt Bromacetylierung an die Stelle der
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aktivierten Aminosdure. Es bestand die Aussicht, aufgrund ihres geringeren
sterischen Anspruchs und der hoéheren Aciditit der freien Sdure ein
ausreichend N/O-selektives Aktivderivat der Bromessigsdure finden zu
konnen.

2. Basierend auf der Vielzahl kommerziell erhiltlicher Amine werden Peptoid-
Bibliotheken zuginglich, die aus Verbindungen bestehen, die nur eine geringe
Ahnlichkeit aufweisen. Diese hohe Diversitit kann dabei ohne eine zeit-
aufwindige Synthese von Bausteinen errreicht werden.

Die Unterschiede zur Peptid-Synthese machten eine detaillierte Untersuchung der einzelnen
Schritte auf dem Weg zur SPOT-Synthese von Peptoiden erforderlich:

1. Priifung der standardméBig verwendeten Zellulosetrager auf ihre Eignung in
der Peptoid-Synthese.

2. Etablierung geeigneter Linker-Strategien.

3. Optimierung der Aktivierung von Bromessigsdure im Hinblick auf die
Bedingungen der SPOT-Synthese (N/O-Selektivitit).

4. Auswahl und Test von primidren Aminen, die zu mdglichst diversen
Oligomeren-Bibliotheken fiihren.

5. Untersuchungen zur Synthetisierbarkeit umfangreicher Peptoid-Bibliotheken.

Die einzelnen Punkte werden im folgenden dargelegt.
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3 Peptoid-Synthese an Zellulosemembranen

3.1 Derivatisierung der Zellulose fiir die Peptoid-Synthese

Zellulosemembranen sind stabil gegeniiber den meisten Losungsmitteln (z.B. DMF, DMSO,
NMP, MeOH, H,0, CH,Cl,, Et,0), auch wenn diese bei erhohter Temperatur angewendet
werden (z.B. 80°C oder Mikrowellen-Bestrahlung). Gegeniiber basischen Bedingungen ist
Zellulose ebenfalls weitgehend stabil: eine mehrstiindige Behandlung mit methanolischer
Natriummethylat-Losung oder mit erwdrmten konzentrierten Aminen ist problemlos
moglich. Lediglich Hydrazin-Losungen vermdgen sie langsam zu zersetzen. Behandlung mit
Sduren zersetzt Zellulose in Abhédngigkeit von Konzentration, Wassergehalt, Temperatur und
Zeit. Die Membranstruktur bleibt jedoch bei Bedingungen der Seitenkettenschutzgruppen-
Abspaltung in der Peptid-Synthese (z.B. 90% Trifluoressigsdure) ausreichend stabil, wenn
auf mechanische Belastungen wie Schiitteln des Reaktionsgefilles und zu lange Reaktions-
zeiten (> 2 Stunden) verzichtet wird.">”!

Um Zellulose in eine fiir die SPOT-Synthese geeignete Form zu bringen, miissen einige der
Hydroxyfunktionen in reaktivere Gruppen iiberfiihrt werden. Die dazu am héufigsten
verwendete Methode ist die Veresterung mit einer Aminosdure zur Einfilhrung von
Aminogruppen.?”%%!2% Esterbindungen mit Zellulose sind gegeniiber den Bedingungen der
Peptidsynthese nach der Fmoc/fBu-Strategie, insbesondere der Fmoc-Schutzgruppen-
abspaltung mit Piperidin, stabil. Ammoniak vermag sie jedoch, vermutlich aufgrund seines
geringen sterischen Anspruchs, zu spalten, was man sich in der Abspaltung zellulose-

(59661 Beim Aufbau von

gebundener Peptide mit gasformigem Ammoniak zu Nutze macht.
Peptoiden nach der Sub-Monomer-Methode kommen primadre Amine in hoher Konzentration
(1-2M) zum Einsatz.'"" Zusitzlich fiihrt die Verdampfung des Ldsungsmittels bei
unfliichtigen Aminen dazu, daf3 die lokalen Aminkonzentrationen nach dem Pipettieren noch
weiter ansteigen. Gerade einfache primidre Amine bringen daher, verglichen mit der Peptid-
Synthese, eine zusitzliche Aminolyse-Gefahr fiir die Esterbindung zur Zellulosemembran
mit sich. Um mogliche Aminolysen und damit eine vorzeitige Abspaltung von der Membran
auszuschlieBen, sollte fiir die Peptoid-Synthese eine esterfrei derivatisierte Zellulose-

membran verwendet werden.

Eine geeignete Derivatisierungsmethode stellt die Zinkchlorid-katalysierte Alkylierung von
Zellulose (7) mit Epoxiden 8 dar, bei der der Anker iiber eine Etherbindung an die Membran
gebunden ist (Schema 7).**

Mit dieser Methode erreicht man Deriviatisierungsgrade zwischen 50 und 100 nmol/cm®.
Das ist zwar fiir Festphasen-Bindungsstudien ausreichend, fiir Bindungsstudien in Losung
oder fiir analytische Zwecke wire jedoch eine Derivatisierung im Bereich von
0.50-1.0 pmol/cm® (2 0.053-0.11 mmol/g) giinstiger. (Zum Vergleich: Typische Synthese-
harze weisen Derivatisierungsgrade von 0.20-1.00 mmol/g auf.)) Die in Schema 7
beschreibene Methode sollte im Hinblick auf die angestrebte Beladung optimiert und ggf.
abgewandelt werden.
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o)
LA\ __N-SG
HO HO
8 j/\N-SG 20 % Piperidin / DMF j/\NHz

+ZnCl (fiir SG = Fmoc)

oH "2 o )
—‘— THF, 12 h + Odel' +

7 2% H,N-NH, / Ethanol 9

o (fiir SG = Phth)

SG = Fmoc, Phth; Phth = ¢© 50 - 100 nmol/cm?

(o)

Schema 7: Esterfreie Aminoderivatisierung von Zellulose nach R. Volkmer-Engert et al 1

Zellulose weist eine primédre und zwei sekundidre Hydroxyfunktionen pro Monomereinheit
auf. Das Membrangewicht einer typischen Membran (Whatman 50) betrigt 95 g/m” was
einer Funktionalititendichte von 177 pmol/cm® (Gesamt-OH-Funktionalititendichte) bzw.
59 pmol/cm® (nur reaktive primdre Hydroxyfunktionen) entspricht. Die angestrebten
Beladungsdichten erreicht man daher bei Annahme einer gleichméfBigen Verteilung durch
Derivatisierung jeder flinfzigsten bis hundertsten Monomereinheit, was einen ausreichenden
Abstand zwischen den einzelnen Zielmolekiilen gewéhrleisten sollte.

Ein Ansatzpunkt fiir die Optimierung der Methode lag in der Verbesserung der
Alkylierungsbedingungen. Durch die Behandlung der Membran in Instrumentenschalen 1463t
sich Wasser nur schlecht ausschlieBen, so daBl die katalytische Wirksamkeit der
beschriebenen Lewis-Sdure (ZnCl,) herabgesetzt und schlieBlich unterbunden wird. Daher
sollte versucht werden, einen wasserunempfindlichen Katalysator zur Aktivierung des
Epoxids einzusetzen. Perchlorsdure als eine starke Bronsted-Sdure mit einem wenig
nukleophilen Gegenion erschien geeignet zu sein.

Ferner erwies sich die Behandlung der Zellulosemembranen mit Hydrazin-Ldsungen, wie sie
zur Abspaltung der Phthaloyl-Schutzgruppe bendtigt werden, als nachteilig, da lédngere
Behandlungen die Membran angreifen. Das alternativ verwendete Fmoc-geschiitzte Epoxid 8
(SG =Fmoc) ist nicht kommerziell erhéltlich und mufl in zwei Stufen aus Allylamin
gewonnen werden. Fiir eine einfache und schnelle Membrangenerierung erschien daher das
kommerziell erhidltliche Epibromhydrin (35) geeigneter zu sein. Zudem sollte es in Dioxan
statt in THF eingesetzt werden, um die Verfliichtigung des Losungsmittels wihrend der
Reaktion zu verringern. Die durch Alkylierung von Zellulose (7) gewonnene Brompropyl-
derivatisierte Membran 36 wurde anschlieBend mit einer gesédttigten Losung von Ammoniak
in Methanol (ca. 4 M) zur Membran 9 umgesetzt (Derivatisierung A in Schema 8).
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HO NH,
A NH; / MeOH

o > (o]

LA __Br ——
35 Hojﬁsr 9
OH + HCIO,4 o 50 - 500 nmol/cm?
—‘— Dioxan —‘—
7 36 “zN N2 o /\%/\ 1’\/\
o
38

100 - 1400 nmol/cm?

Schema 8: Neue Methoden zur Synthese esterfrei aminoderivatisierter Zellulosemembranen.

Zur Bestimmung des Derivatisierungsgrades wurden freie primédre Aminofunktionen mit
dem Pentafluorphenylester von Fmoc-geschiitztem B-Alanin (Fmoc-BAla-OPfp; 0.6 M in
DMF, 30 min) zum Amid umgesetzt. Eine Quantifizierung erfolgte durch Messung der UV-
Absorption des Adduktes aus Dibenzofulven und Piperidin nach Abspaltung der Fmoc-
Gruppe gemiB J. Eichler er al'*" (g3, =8100). Die von Pentafluorphenylestern unter
basenfreien Bedingungen bekannte selektive Acylierung primirer Aminogruppen neben

[122,123] ermdglicht dabei die

freien Hydroxyfunktionen und sekundiren Aminogruppen
priazise Messung. Es zeigte sich in mehreren Experimenten, dal mit den neuen
Derivatisierungsbedingungen Beladungen zwischen 50 und 500 nmol/cm® erreicht werden
konnen. Um festzustellen, ob die Alkylierung oder die Substitution des Halogens die
erreichbare Derivatisierung begrenzten, wurden die Massenidnderungen einer Membran im
Verlauf der Modifikation verfolgt. Der fiir diese Membran aus den gravimetrischen Daten
berechnete Derivatisierungsgrad iibertraf mit 1.39 pmol/cm” den chemisch zuginglichen
Wert (0.12 pmol/cm?) etwa um das 12-fache. Folgende Nebenreaktionen wiirden diese

Beobachtung erkléren (vergl. Schema 9):

1. Das zunidchst gebildete primdre Amin 9 ist deutlich nukleophiler als
Ammoniak und reagiert mit einer benachbarten Brompropylfunktionalitit 36
zum quervernetzten Amin 39. Dieses 1d6t sich als sekundires Amin nicht
mehr mit dem zur Quantifizierung verwendeten Fmoc-Aminosdurepentafluor-

phenylester nachweisen, wie Vergleichsexperimente zeigten.!'?>'%!

2. Methanol tritt als Nukleophil auf und reagiert zum Methylether 40.

3. Dem Halogen benachbarte Hydroxygruppen der Zellulose reagieren basen-
katalysiert zu einem quervernetzten Produkt 41.

4. Das Halogenid 36 cyclisiert als B-Halogenalkohol unter Basenkatalyse zum
Epoxid 42, das seinerseits zu den moglichen Produkten (9, 39, 40, 41) weiter
reagieren kann.
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Hoj/\NH2 @ Hoj/\N/\[OH
+36 H

o > (0] (0]
9 39
NH, /
TMeg)H . ) HO o~
(2) NHg*/MeO
(o)
OH
36
NH, / % o
lMeg)H —‘— —$—
41
j’)
) oder
(o] @ @ @= 9, 39, 40 oder 41
——
42

Schema 9: Mdagliche Nebenreaktionen bei der Substitution des Zellulose-Brompropylethers 36 mit
ges. Ammoniak in Methanol.

Eine Quervernetzung durch Reaktion primirer Amine [Reaktion (1)] wurden fiir die
wahrscheinlichste Nebenreaktion gehalten. Auf der Basis dieser Uberlegungen sollte ein
nukleophileres Reagenz als Ammoniak zur Generierung der Aminogruppen eingesetzt
werden. Es bot sich die Verwendung eines Alkyldiamins an. Aus einer Vielzahl kommerziell
erhiltlicher Reagenzien erschien das 4,7,10-Trioxa-1,13-tridecandiamin (37) besonders
geeignet (Derivatisierung B in Schema 8). Wie fast alle Diamine und im Gegensatz zu
Ammoniak, der nur in Methanol oder Wasser in hoher Konzentration gelost werden kann,
1Bt es sich auch in aprotischen Losungsmitteln anwenden, so dafl moglicherweise
konkurrierende Reaktionen von O-Nukleophilen [Reaktion (2)] vermieden werden konnen.
Durch die Oligoetherkette von 37 sind die zu synthetisierenden Zielmolekiile von der
Membran 38 verglichen mit 9 durch 14 zusétzliche Atome getrennt. Dieser Abstand sollte
sich positiv auf die Produktqualitdt und moglicherweise auch auf die Zugénglichkeit der
Verbindungen in Festphasen-Bindungsstudien auswirken, da die immobilisierten Molekiile
in groBem Abstand von der Membran ,,quasi homogen* solvatisiert werden konnen.

Prinzipiell nachteilig konnte sich die zusétzliche (membrannahe) sekundidre Aminogruppe
auswirken. Acylierungen mit der ersten Fmoc-Aminosédure bei der SPOT-Definition sollten
jedoch selektiv an der primidren Aminogruppe stattfinden, sofern Pentafluorphenylester
eingesetzt werden. Bei der im Anschlufl durchgefiihrten Acetylierung mit Essigsédure-
anhydrid werden alle verbliebenen freien (primdren und sekundidren) Aminofunktionen
blockiert.
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Um geeignete Bedingungen fiir die Membrangenerierung zu finden, wurden die Reaktions-
bedingungen systematisch untersucht.

A)  Optimierung der Alkylierungsbedingungen.

Zur Bestimmung des Einflusses der Epoxidkonzentration und der Reaktionszeit auf den
Derivatisierungsgrad wurden die Alkylierungsbedingungen variiert. Man alkylierte dazu
Zellulosemembranen mit Losungen von Epibromhydrin in Dioxan bei verschiedenen
Konzentrationen (1.2 M und 6.0 M). Eine Quantifizierung der Reaktion konnte erst nach
Generierung von Aminogruppen durchgefiihrt werden, die durch Reaktion mit dem Diamin
37 erzeugt wurden (2.3 M in DMF, 17 h, 25°C, Abb. 10).
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Abb. 10: Einflu der Epoxidkonzentration und der Reaktionszeit auf den Derivatisierungsgrad bei der
Generierung von aminofunktionalisierten Membranen 38. *) Zur Katalyse wurden 8 Mol%
Perchlorsdure zugesetzt.

Aus den gemessenen Werten 148t sich zunéchst ersehen, daB3 sich mit dem Diamin 37
deutlich hohere Derivatiserungsgrade als bei der Verwendung von Ammoniak in Methanol
erzielen lieBen (Steigerung der maximal erreichbaren Derivatisierung auf das etwa Vierfache
von 500 auf 2200 nmol/cm?). Dabei wurden die angestrebten Werte von 500-1000 nmol/cm’
bereits mit einer 10%igen Epibromhydrin-Losung (1.2 M) bei kurzer Reaktionszeit (1-3
Stunden) erreicht.

B) Optimierung der Substitutionsbedingungen.

An die Untersuchung der Alkylierungsbedingungen schlof3 sich eine Optimierung der Brom-
Substitutionsbedingungen an. Dazu wurde bei Membranen, die unter optimierten
Bedingungen mit Epibromhydrin umgesetzt wurden (1.2 M in Dioxan, 3 h), die Amin-
konzentration sowie die Reaktionszeit variiert (Abb. 11).

Aus den gemessenen Werten wird deutlich, da3 der Derivatisierungsgrad iiber einen weiten
Reaktionszeitraum hinweg stetig ansteigt. Die Substitutionsreaktion findet bei 25°C offenbar
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langsam statt und konnte auch bei Anwendung von hochkonzentierten Losungen (2.30 M =
50 %) nicht in praktikabler Zeit zur Vollstindigkeit gebracht werden.
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Abb. 11: EinfluR der Diaminkonzentration und der Reaktionszeit auf den Derivatisierungsgrad bei
der Synthese von aminofunktionalisierten Membranen 38 (25°C).

Daher wurde das Diamin in einer weiteren Versuchsreihe bei erhdhten Temperaturen
angewendet (Tab. 5).

Tab.5: EinfluR der Reaktionszeit auf den Derivatisierungsgrad bei der Generierung von
aminofunktionalisierten Membranen 38 bei erhdhter Temperatur. Das zur Bromsubstitution
eingesetzte Diamin wurde bei verschiedenen Temperaturen eingesetzt (0.90 M in DMF).

. . . Derivatisierung
Reaktionszeit Erwarmung )
[nmol/cm~]
60 min 80°C 219
180 min 80°C 249
300 min 80°C 242
Mikrowellen-
2 mi 254
i bestrahlung (810 W)
4 min Mikrowellen- 281
bestrahlung (810 W)
44 h 25°C 1074

Die MefBreihen machen deutlich, daB3 der jeweils erste MeBwert kaum weiter gesteigert
werden kann (60 min, 80°C bzw. 2 min, Mikrowellenbestrahlung), wenngleich ein weit
hoherer Derivatisierungsgrad durch die (langsame) Reaktion bei 25°C nach 44 h erreicht
wird. Die Reaktion konnte also schnell zur Vollstindigkeit gebracht werden, die temperatur-
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bedingt erhohte Reaktionsgeschwindigkeit bewirkte jedoch moglicherweise eine
Quervernetzung durch Beteiligung beider Aminogruppen an der Reaktion, so dafl Teile der
Funktionalititen blockiert wurden. Um der moglichen Quervernetzung zu begegnen und so
groBBere Derivatisierungsgrade in kurzer Zeit zu erreichen, wurden hoéhere Amin-
konzentrationen angewendet (Abb. 12).
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Abb. 12: EinfluR der Diaminkonzentration auf den Derivatisierungsgrad bei der Generierung von
aminofunktionalisierten Membranen 38 bei erhéhter Temperatur. Das Diamin 4,7,10-Trioxa-
1,13-tridecandiamin (37) wurde in DMF oder pur eingesetzt (80°C fir 1 h oder 810 W
Mikrowellenbestrahlung (MW) fir 3 min).

Tatsichlich lieB sich auf diese Weise der Derivatisierungsgrad steigern. Bei 80°C 146t sich
die Derivatisierung durch Verflinffachung der Diaminkonzentration annidhernd verdoppeln.
Eine weniger ausgeprigte Steigerung der Werte wurde bei einer Erwdrmung mit
Mikrowellen erreicht. Das Vergleichsexperiment bei 25°C mit einer unter identischen
Alkylierungsbedingungen vorbereiteten Membran zeigte allerdings auch hier, daBl noch
weitaus hohere Derivatisierungen moglich sind [2.3 pmol/cm? bei Verwendung einer 2.30 M
Diaminlésung (= 50% in DMF), 44 h].

Durch Optimierung der Alkylierungsbedingungen und eine Anwendung des Diamins 4,7,10-
Trioxa-1,13-tridecandiamin (37) bei erhohter Temperatur lieB sich das Ziel einer Amino-
derivatisierung von Zellulose mit Derivatsierungsgraden von 0.50 bis 1.00 pmol/cm?
erreichen. Es zeigte sich, dal auch noch wesentlich hohere Werte erreichbar sind, wenn das
Diamin deutlich lidnger, dafiir bei 25°C angewendet wird. Im Hinblick auf eine Vermeidung
von Abbruchsequenzen durch zu geringe Reagenzieniiberschiisse war dies jedoch nicht
erwiinscht. Die fiir hohe Derivatisierungen (> 2.0 pmol/cm®) notwendigen langen
Reaktionszeiten behindern zudem den zeitlich praktikablen Derivatisierungsprozef3.

Da — abgesehen vom Zeitgewinn — die Anwendung von Mikrowellenenergie keinen
entscheidenden Vorteil gegentliber der Erwdrmung auf einer Heizmatte bewirken konnte,
letztere aber insbesondere im Falle von grofBen Membranen (19 x 28 cm) gleichméBiger
erfolgen kann, wurde im folgenden zur Membrangenerierung das Diamin 4,7,10-Trioxa-
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1,13-tridecandiamin (37) unverdiinnt bei 80°C angewendet.

Auf der Basis der Ergebnisse dieser Versuchsreihe wurde davon ausgegangen, daf3 auf
Membranen, die mit Epibromhydrin alkyliert wurden, auch nach der Aminbehandlung noch
Reste substituierbarer Funktionalititen vorhanden sein konnen. Um diese abzuséttigen,
erfolgt nach der Reaktion mit dem Diamin eine zweistiindige Behandlung mit Natrium-
methoxid in Methanol.

Zusammenfassend ergab die Optimierung folgende Reaktionsbedingungen:

1. Alkylierung der Zellulose mit einer Losung von Epibromhydrin in Dioxan
(1.2 M; 3 h) unter Perchlorsdure-Katalyse (8 Mol%). (vergl. Abb. 10)

2. Substitution des Halogens mit purem 4,7,10-Trioxa-1,13-tridecandiamin (37)
bei 80°C (1 h). (vergl. Abb. 12)

3. Blockieren von restlichen reaktiven Gruppen mit Natriummethoxid (5 M in
MeOH, 2 h).

Die erreichten Derivatisierungsgrade lagen mit dieser Methode im Bereich von 600-
1400 nmol/cm’.

Um fiir bestimmte Anwendungen auch niedrigere Derivatisierungen erhalten zu konnen,
kann das Protokoll auf der Basis der Versuchsreihe folgendermal3en abgewandelt werden:

1. Verkiirzung der Alkylierungszeit auf 1 Stunde.
2. Anwendung einer Losung des Diamins 37 in DMF (0.9 M) bei 25°C.

Mit dieser Methode lagen die erreichten Derivatisierungsgrade im Bereich von 100-
400 nmol/cm®.

An dieser Stelle sei erwéhnt, dall zwar die Derivatisierungsgrade verschiedener Membranen
in den angegebenen Bereichen durchaus erheblich voneinander abweichen konnen.
Mehrfachbestimmungen der Derivatisierung innerhalb einer Membran ergaben jedoch stets
eine sehr geringe Streuung der Werte (< 10%), was eine homogene Membranderivatisierung
widerspiegelt.

3.2 Geeignete Linker-Systeme

Nachdem mit der esterfrei aminoderivatisierten Membran 38 ein flir die Peptoid-Synthese
geeigneter Trager vorlag, galt es, geeignete Linker zu wihlen.

HOJ/\N/\%o}/\/\NHZ
H 3
(o)
i
38

3.2.1 Synthese ohne Linker

Die wichtigsten Anwendungen von Substanzen, die an Zellulose synthetisiert wurden, sind
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heterogene Bindungsstudien, bei denen im allgemeinen die Bindung von Proteinen
untersucht wird (vergl. Tab. 3, Seite 15). In diesem Fall ist eine Abspaltung von der
Membran und damit die Verwendung eines Linkers nicht notwendig. Die Membran 38 kann
direkt mit der ersten Aminosdure zur Definition der SPOTs umgesetzt werden, so dal} die
Substanzen nur mittels Amid- und Etherbindungen an die Zellulose gebunden sind, was eine
zerstorungsfreie Abspaltung verhindert (zur Veranschaulichung der SPOT-Definition vergl.
Abb. 8-(2), Seite 13).

3.2.2 Sauer spaltbare Linker in der SPOT-Synthese

Sowohl fiir Bindungsstudien in homogener Ldsung als auch fiir analytische Zwecke
(Qualititskontrolle und Optimierung der Synthesebedingungen) muf3 ein geeigneter Linker
gewihlt werden, welcher die Abspaltung der Produkte zuldft. Fiir Substanz-Bibliotheken aus
der SPOT-Synthese sind dabei Bedingungen zu wéhlen, die eine Vermischung der
Substanzen verhindern, indem sie deren rdumliche Trennung aufrechterhalten (Schema 10).
In der Peptid-Synthese erfiillt beispielsweise eine einfache Esterbindung zur Membran diese
Aufgabe. Nach erfolgter Synthese und Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen wird die
trockene Membran gasféormigem Ammoniak ausgesetzt, welcher die Ester zu Amiden
aminolysiert. Die Substanzen bleiben adhisiv auf der Membran gebunden und kénnen nach
Ausstanzen der SPOTs beispielsweise in Mikrotiterplatten tiberfiihrt und dort mit einem
geeigneten Losungsmittel (z.B. einem wiBrigen Puffer) abgeldst werden.

Linker-Spaltung mit
gasformigem Reagenz Ausstanzen der SPOTs

/_Z:Ilulosemembran mit \
adhasiv - .
g/ Platte fiir:

Festphasen- Zellulosemembran ] B Eindungssu:_d..ien in
Bindungsstudie nach der Synthese omogener Losung

Ausstanzender SPOTs [ | 1.) Abspaltung in einzelnen GefiRen

2.) Entfernen der fliichtigen Komponenten
SPOTs in Mikrotiterplatte (Losungsmittel, Abspalt-Reagenzien)

Schema 10: Verschiedene Mdoglichkeiten zur raumlich getrennten Behandlung von Synthese-
produkten der SPOT-Synthese.

Fiir die Peptoid-Synthese sind Linker auf Ester-Basis ungeeignet, da im Verlauf der
Synthese Amine in hohen Konzentrationen angewendet werden, die Ester vorzeitig spalten
konnen (vergl. Abschnitt 3.1). Aus diesem Grund konnte nicht auf die fiir Zellulose
beschriebenen Linkersysteme zuriickgegriffen werden.***®*) Es muBte ein geeigneter
Linker neu in die SPOT-Synthese eingefiihrt werden.

Vor dem Hintergrund der Synthese von Peptoiden und der Anwendbarkeit an Zellulose-
membranen erschienen vor allem sdure- oder photolytisch spaltbare Linker geeignet. Die
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Erhaltung der ortlichen Adressierung kann dabei durch verschiedene Maflnahmen
gewihrleistet werden (vergl. Schema 10):

1. Zur sdurekatalysierten Abspaltung mufl die Membran entweder Sédureddmpfen
(z.B. TFA-Dampf) ausgesetzt werden oder die SPOTs miissen vor der
Abspaltung in getrennte Gefille (z.B. in eine Mikrotiterplatte) tiberfiihrt
werden. In beiden Fillen bleiben allerdings Verunreinigungen zuriick, wenn
Schutzgruppen angewendet werden, die unfliichtige Spaltungsprodukte
ergeben (z.B. Trityl).

2. Die Spaltung eines lichtempfindlichen Linkers kann mit einer trockenen
Membran 16sungsmittelfrei erfolgen, so dal die Substanzen adhdsiv gebunden
bleiben. In diesem Fall konnen alle Schutzgruppen vor der Linkerabspaltung
entfernt werden.

Die sédurespaltbaren Linker 43 - 46 sind zur Immobilisierung von Carbonsdureamiden in der
Festphasensynthese am Harz weit verbreitet (Abb. 13). Sie sind mit TFA spaltbar, wobei die
bendtigte Konzentration von der jeweiligen Struktur des Linkers abhédngt.

R

R HNAO

Q. ﬁ o“roo/

Wang (43) (95%) Rink (44) (20-50%)

R R

/&0 HNAO

HN
o 0 0 L0
Sasrin (45) (5%) Sieber (46) (1-2%)

Abb. 13: Saurespaltbare Linker zur Immobilisierung von Carbonsaureamiden (R-CONH,) an Harzen.
In Klammern: TFA-Volumenanteile in CH,Cl,, die zur Spaltung bendtigt werden.

Der in der Peptid- und Peptoid-Synthese weitverbreitete Rink-Linker 44 erschien unter
bestimmten Voraussetzungen auch fiir die SPOT-Synthese geeignet zu sein. Das Haupt-
Anwendungsgebiet sollte aufgrund der schnellen und vollstindigen Abspaltung in der
Substanz-Analytik liegen. Zur Synthese umfangreicher Substanz-Bibliotheken ist der Rink-
Linker nur geeignet, wenn auf Seitenkettenschutzgruppen, die unfliichtige Spaltungs-
Fragmente bewirken (z.B. Trityl, 2,2,5,7,8-Pentamethylchroman-6-sulfonyl), vollstindig

verzichtet werden kann.['?*
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NHFmoc
HO e
(o) (o) (o)
T l

47

Eine Reihe von Aktivierungsbedingungen wurden getestet, um den Linker in Form seines
Fmoc-geschiitzten Derivats 47 mdglichst effizient an die aminoderivatisierte Membran zu
koppeln. Der Derivatisierungsgrad wurde iiber die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe
spektroskopisch bestimmt (Abb. 14). Interessanterweise zeigt der Vergleich der Kopplungs-
ausbeuten, dal die in situ Aktivierung zum Pentafluorphenylester mit Diisopropyl-
carbodiimid (DIC) die hochsten Derivatisierungsgrade liefert (Eintrag 4). Moglicherweise
fiihrt eine basenvermittelte Hydrolyse im Anschlu3 an die Aktivierung im Falle des Esters
des 1-Hydroxybenzotriazols (HOBt), fiir den aus der Peptidchemie eine hohe Kopplungs-
effizienz bekannt ist, zu den beobachteten geringen Werten (Eintrdge 1 und 2). Diese
Annahme wiirde die Verschlechterung der Kopplungs-Effizienz bei Baseniiberschul3
(Eintrag 1) erkldren. Auch das in situ erzeugte Anhydrid lieferte unbefriedigende Ausbeuten,
wahrscheinlich ebenfalls aufgrund von Hydrolyse (Eintrag 3).

TBTU/DIEA (1/2Aq.) (1)

TBTU/DIEA (je 1Ag.) (2) [

DIC (0,5Aq.) (3)

DIC / PfpOH (je 1 Aq.) (4)

Aktivierungsbedingungen

Kontrolle (Fmoc-Ala-OPfp) (5) |

0 50 100 150 200 250 300
Derivatisierung [nmol/cm 2]

Abb. 14: Untersuchung der Kopplungseffizienz bei Anwendung verschiedener Aktivierungs-
bedingungen zur Immobilisierung des Rink-Linkers an aminoderivatisierter Zellulose 38.
Lésungen des Fmoc-geschiitzten Rink-Linkers 47 (0.5M in NMP) wurden mit den
angegebenen Aktivierungsmitteln versetzt, 30 min voraktiviert und mit 38 zur Reaktion
gebracht (2 pl; 3 x 15 min).

Der Rink-Linker erwies sich in zahlreichen Experimenten als sehr zuverldssig und
ermdglichte eine nebenproduktfreie und vollstindige Abspaltung. In dieser Arbeit wurde die
die Abspaltung auf zwei Wegen durchgefiihrt:

1. Ein SPOT wurde ausgestanzt und in einem Gefal3 [z.B. Eppendorf-Reaktions-
gefdll (2.0 ml) oder Mikrotiterplatte] mit TFA versetzt (95% in H,O, 70ul,
15 min). Das Losungsmittel wurde im Anschlufl in einer Vakuumzentrifuge
bei 40°C entfernt. Das Syntheseprodukt konnte nun abgeldst und analysiert
werden (z.B. in H,O/CH3;CN-Gemischen).
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2. Zur Abspaltung mit gasformigen Reagenzien wurde die Membran fiir

125

30 Minuten in einen Exsiccator iiber TFA gebracht.l'*) Nach Entfernung der

TFA-Dampfe konnten die SPOTs ausgestanzt und die Substanzen einzeln

abgeldst werden.!'2412¢]

In zahlreichen Experimenten erwies sich der Rink-Linkers sowohl fiir die Qualititskontrolle
von Substanz-Bibliotheken als auch bei der Syntheseevaluierung und -optimierung als
hervorragend geeignet.

3.2.3 Photolytisch spaltbare Linker in der SPOT-Synthese

Um die Abspaltung sdurelabiler Schutzgruppen von der Linkerspaltung zu trennen, darf
letzterer erst unter orthogonalen Bedingungen abgespalten werden. Im Bereich der
kombinatorischen Synthesen am Harz haben sich fiir Anforderungen dieser Art photolytisch
spaltbare Linkersysteme vom Typ der ortho-Nitrobenzylalkohole und -amine bewédhrt. Mit
der Fmoc-geschiitzten Aminosdure 48 (im folgenden als Photolinker (PL) bezeichnet) steht
ein Linker kommerziell zur Verfiigung, der bei Bestahlung mit langwelligem ultraviolettem
Licht (365 nm) eine schnelle Spaltung erméglicht (Schema 11)."27'%*) Nach photolytischer
Anregung eines PL-gebundenen Amids 49 oxidiert die Nitrogruppe in einer Radikal-
reaktions-Kaskade dabei die benachbarte Benzyl-Position durch Ubertragung eines
Sauerstoffatoms. Das gebildete N-Acylhemiaminal 52 reagiert zum Nitrosoaromaten 51

unter Freisetzung des Amids 50.'*")

o)
0,

‘olN HN
NO2, NHFmoc
N
HO ] \Ifﬁo
3
\[@o o _0
(0] (o]
d 49
48
l hv (365 nm)
O:n o O:N OHH

aIN
(o)

JL + H - H\[ﬁ R>=o
HyN R (o] o
*R Al Q T T

50 51 52

Schema 11: Fmoc-Photolinker 48 und Spaltungsmechanismus.

In einer vergleichenden Untersuchung mehrerer Aktivierungsmethoden konnte gezeigt

werden, dall der Photolinker-Baustein 48 bei einer Aktivierung mit HATU die besten
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Kopplungsausbeuten zeigt.'**) In Versuchen zur 18sungsmittelfreien (trockenen) Spaltung
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des Linkers unter Wahrung der Ortsadressierung der Substanzen zeigte sich die
hervorragende Eignung des Linkers fiir die SPOT-Synthese. Bei Bestrahlung der gesamten
Membran auf einen UV-Leuchttisch bei einer Lichtenergic von 7 mW/cm® ist die

(1101231 Bej Derivatisierungsgraden iiber

Abspaltung nach 90-100 Minuten abgeschlossen.
150 nmol/cm” bleibt die Abspaltung leider auch bei lingeren Belichtungen unvollstindig,
was auf die starke UV-Absorption des Nitrosoaromaten 51 und die daraus resultierende
Abschirmung von in der Membran verborgener Substanz zuriickzufiihren ist. Um diesem
Problem zu begegnen, wurde eine Test-Verbindung vergleichend unter Verwendung einer
wesentlich  stirkeren UV-Lichtquelle (340 mW/cm® =ca. 50-fache Energiedichte)
abgespalten. Dabei wurde die maximale Abspaltungsausbeute deutlich schneller erreicht
(nach 2-10 Minuten) — die theoretisch mogliche Ausbeute konnte jedoch insbesondere bei
hohem Derivatisierungsgrad auch hier nicht erreicht werden. Eine Erhohung der Licht-
intensitdt bewirkt demnach im wesentlichen eine Steigerung der Spaltungsgeschwindigkeit
und nur in deutlich geringerem Ausmal} der Spaltungsausbeute. In dieser Arbeit wurde der
Photolinker unter Verwendung des UV-Leuchttisches abgespalten.

3.3 Peptoid-Synthese an Zellulose nach der Sub-Monomer-Methode

Die Peptoid-Synthese nach der Sub-Monomer-Methode wurde fiir Syntheseharze

optimiert!'>!*4

1. Bromacetylierung des N-Terminus der wachsenden Oligo-N-alkylglycin-Kette
3 mit in situ aktivierter Bromessigsiure [10-12 Aq. Bromessigsiure (53)

(2 ca. 0.6 M Losung), 13 Aq. DIC in DMF, 2 x 30 min, 25°C].

2. Nukleophile Substitution des Halogens im Bromacetamid 4 mit einem
primidren Amin 5 in hohem UberschuB (20-40 Aq. in DMSO (ca. 1-2 M),
1 x 2 h, 25°C) fiihrt zum N-Alkylglycin Baustein 6.

o )
Br\)LOH (10-12 Aq.)

53 2
R?—NH .
+ 2 (20-40 Aq.) R o

A (0] 5
O e QD ~ w L _Q
R R’

(DMF, 2 x 30 min.) (DMSO, 1 x 2 h)

3 T 4 6
|

Die Verwendung von Chloressigsdure fiihrte bei anschlieBender Reaktion mit einfachen

Alkylaminen ebenfalls zu guten Ergebnissen, wéhrend Aniline nur einen unvollstindigen

Halogenaustausch bewirken. lodessigsdure lieferte vergleichbare Ergebnisse wie Brom-

[12]

essigsdure. Interessanterweise behindert die Zugabe des fiir die Kopplung von

Aminoséuren duBerst giinstigen 1-Hydroxybenzotriazols die Bromacetylierung erheblich.!'>
Der hohe Aminiiberschufl in den Substitutionsreaktionen wurde als notwendig beschrieben.

Dabei sollte das Amin in wenigstens molarer Konzentration eingesetzt werden.!'®
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Fiir die Synthese miissen einige Seitenkettenfunktionalititen mit geeigneten Schutzgruppen
versehen werden. Fiir aliphatische Alkohole wurde beispielsweise die Triisopropylsilyl-
Gruppe vorgeschlagen.!"® Derart geschiitzte Bausteine lassen sich in einer Stufe aus
kommerziell erhéltlichen Aminoalkoholen gewinnen. Amino-, Carboxyl- und Thiol-
funktionalititen in der Seitenkette werden zweckmaBigerweise analog zur Peptid-Synthese
mit der Boc-, tert-Butyl- bzw. Tritylgruppe geschiitzt. Auch fiir die Guanidin-Gruppe bietet
sich die Verwendung von Boc-Gruppen an. T. Uno et al. beschrieben jedoch
Schwierigkeiten bei der Synthese des dem Arginin analogen Sub-Monomer-Bausteins, so
daB3 sie die Synthese eines 2,2,5,7,8-Pentamethylchroman-6-sulfonyl geschiitzten Bausteins

130

vorschlugen.!"*” Ohne Schutzgruppe wurden Indol-, Imidazol- und Phenol-Strukturelemente

eingesetzt.['?!

3.3.1 Aktivierung von Bromessigsaure

3.3.1.1 Bromacetylierung von N-Alkylglycinen unter Bedingungen der SPOT-Synthese

A)  Uberlegungen zu geeigneten Modellverbindungen

Bei der Auswahl von Modell-Verbindungen zur Untersuchung der Peptoid-Synthese an
Zellulose wurden folgende Kriterien zugrunde gelegt:

1. Die Modellverbindungen sollten einfach aufgebaut sein. Erwartete Probleme
bei der Synthese sollten vermieden werden.

2. Die verwendeten Amine sollten sich fiir die SPOT-Synthese eignen, d.h. in
hoher Konzentration in NMP oder DMSO 16slich sowie nicht zu fliichtig sein,
um eine ausreichende Reaktionszeit zu gewihrleisten.

3. Die Verbindungen sollten sich gut und schnell analysieren lassen.

4. Die Verbindungen sollten in einer kurzen Synthese zugénglich sein.

SERLS TNCT SN

o &

16 17:R=H
18:R= .\[]/\"O
(0]

Nach diesen Kriterien wurden die Tripeptoide 16 und 17 als Modellverbindungen
ausgewdhlt. Sie erfiillen die obengenannten Bedingungen in folgender Weise:

zu 1. Der weitgehende Verzicht auf reaktive funktionelle Gruppen in den Seiten-
ketten, sowie die Verwendung von o-unverzweigten Aminbausteinen lieBen
eine unproblematische Synthese erwarten. Die Verwendung von Piperidin als
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letztem Baustein bewirkt ein ,,Endcapping®, das das Risiko von Neben-
reaktionen nach der Synthese bzw. bei der Abspaltung verringert. Zusétzlich
erhoht die tertidre Aminofunktion die Loslichkeit in polaren Losungsmitteln,
was die Analyse erleichtert. Die Hydroxyfunktion in 17 wurde als Sonde
vorgesehen, um die Produktausbeuten mit dem potentiell gebildeten seiten-
kettenacylierten Produkt 18 vergleichen zu konnen und so ein MaB fiir die
N/O-Selektivitit des Acylierungsreagenzes zu bekommen.

zu 2. Die zugrunde liegenden Amine (n-Butylamin, Benzylamin, Ethanolamin und
Piperidin) besitzen ausreichend hohe Siedepunkte (77°C, 184°C, 170°C,
105°C) und sind in jedem Verhiltnis mit NMP und DMSO mischbar.

zu 3. Die Analyse sollte im wesentlichen mittels HPLC und daran gekoppelter ESI-
Massenspektrometrie (HPLC-MS) erfolgen, um eine schnelle und &uBBerst
aussagekriftige Analyse der Produkte durchfiihren zu konnen. Die Trimere 16
und 17 besitzen eine mittlere Polaritit, was bereits im Rahmen eines Routine-
chromatogramms eine hohe Trennschirfe an einem C18-Umkehrphasen-
Trennmedium gewihrleistet. Die Molekiilmassen der Verbindungen (16:
M =402.5 g/mol; 17: M = 356.5 g/mol) liegen in einem mit dem verwendeten
Massenspektrometer problemlos detektierbaren Bereich (Nachweisgrenze
m/z < 50).

zu 4. Aufgrund ihrer kurzen Synthese (sechs Syntheseschritte) und der geringeren
Zahl potentiell unvollstindiger Reaktionsschritte wurden hier Trimere
ausgewahlt, wenngleich G.M. Figliozzi et al. fiir den Test von Aminen auf

ihre Eignung in der Peptoidsynthese Pentamere vorschlugen.!'*"

B)  Synthese der Modellverbindung 16 am Harz

Zu Beginn wurde das Tripeptoid 16 nach R.N. Zuckermann et al.!'! am Syntheseharz
hergestellt (56% Ausbeute nach Reinigung mittels préparativer HPLC), um die Synthese an
Zellulose verfolgen und quantifizieren zu konnen. Aus genau eingewogenen Proben wurde
eine Eichkurve erstellt, anhand der sich aus der Peakfliche des Signals von 16 im UV-
Detektor des HPLC-Systems die injizierte Menge bestimmen 1483t (Abb. 15). Die Eichkurve
lie} sich gut durch eine quadratische Funktion anndhern (durchgehende Linie). Im hiufig
verwendeten Bereich <25 nmol/Injektion wird die Ausbeutebestimmung durch den
anndhernd linearen Zusammenhang zwischen Injektionsmenge und Peakfliche erleichtert
(unterbrochene Linie; 5.99-10° Flicheneinheiten/nmol injizierte Substanz).
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Abb. 15: Auftragung der Peakflache des UV-Signals von 16 in einer Serie von HPLC-Laufen in
Abhangigkeit von der injizierten Menge. Die Ausgleichskurven wurden quadratisch
(durchgehende Linie) sowie fiir Injektionsmengen <25 nmol linear (unterbrochene Linie)
angenahert (MeRBwerte fur HP-1100 HPLC an Finnigan LCQ, Software Ver. 1.1).

C) Synthese geeigneter Bromacetylierungsmittel

Die Bedingungen der Peptoid-Synthese am Harz sollten nun auf die SPOT-Synthese
ibertragen werden. Im Unterschied zur Harz-Synthese, bei der eine in situ Aktivierung von
Bromessigsidure in Anwesenheit der festphasengebundenen Substanz moglich ist, ist hier
eine Bereitstellung der Carbonséure in voraktivierter Form notwendig. Bei Vorversuchen
wurde deutlich, daB sich die am Harz {ibliche Methode der Sdureaktivierung nur mit
Einschriankungen fiir die SPOT-Synthese eignet: Wie bei jeder Carbonsdure bildet sich nach
Zugabe eines Aquivalents DIC zu einer 0.6 M Lésung von Bromessigsiure in NMP nach
etwa 10 Minuten ein kristalliner Niederschlag von Diisopropylharnstoff. Dieser behindert
zwar die manuelle SPOT-Synthese nur wenig, bei der automatischen Pipettierung ist
allerdings sicher mit Problemen zu rechnen (Verschluf3 der Pipettiernadel).

Es muBte daher eine alternative Aktivierung fiir Bromessigsdure gefunden werden. Dabei
sollte beriicksichtigt werden, daB3 eine schiitzende Derivatisierung aller freien Hydroxy-
funktionen des Zellulosetriagers (Capping) nicht moglich ist, ohne giinstige Membran-
eigenschaften wie z.B. Benetzbarkeit oder Flexibilitit zu verédndern. Es galt daher ein
gegeniiber Aminen ausreichend reaktives Reagenz zu finden, das nicht mit freien Membran-
Hydroxyfunktionen reagiert, d.h. ausreichend N/O-selektiv ist. So liele sich nicht nur die
Bildung storender Nebensequenzen vermeiden, es konnte auch auf den Schutz von
Hydroxyfunktionen in den Peptoid-Seitenketten verzichtet werden.

Die Carbonsdure-Aktivierung mit Carbodiimiden fiihrt in Abwesenheit von Nukleophilen
schnell zu Bildung des entsprechenden Anhydrids.!"! Eine héhere N/O-Selektivitit sollten die
weniger reaktiven Aktivester besitzen. Dabei ist die Reaktivitdt der verschiedenen Aktivester
in weiten Grenzen duch die Wahl der zugrunde liegenden Hydroxy-Verbindung
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(Alkohol/Phenol) bestimmbar. Der Pentafluorphenylester der Essigsdure wurde
beispielsweise von L. Kisfaludy et al. als Acetylierungsmittel mit hoher N/O-Selektivitit

selbst bei einer Verwendung des Aktivesters in dreifachem Uberschuff beschrieben.!*!! Erst

die Zugabe einer tertidren Base ermoglicht die O-Acylierung.

Aktivester konnen isoliert eingesetzt oder in situ (z.B. mit TBTU, HATU) erzeugt werden.
In dieser Arbeit sollten eine Reihe von Aktivestern synthetisiert, isoliert und anschlieBend
getestet werden.

Die folgenden Derivate wurden dazu ausgewéhlt:

F
of F o NO, o NO, o 0
INGE N N INGEN Br I N
F NO, o

10 11 12 13

Synthese von Bromessigsaurepentafluorphenylester (10):

Mit Pentafluorphenol (25) liel sich Bromessigsdure ausgehend vom Sdurebromid 54 zum
fliissigen Bromessigsdurepentafluorphenylester (10) umsetzen. Der Ester wurde in 92%
Ausbeute analysenrein erhalten [NMR ('H, °C, '°F); IR; Elementaranalyse]. Anhand von
F-NMR konnte ein Restgehalt von Pentafluorphenol von < 3 Mol% bestimmt werden. Der
Pentafluorphenylester 10 wurde bislang nicht in isolierter Form beschrieben, allerdings
wurde bereits von einer in situ Aktivierung der Bromessigsdure mit DCC unter Zusatz von

Pentafluorphenol berichtet.!'*
OH
o) F. F 1.0 Aq DIEA
Br *
Br F F CH2C|2 \)j\
F
92 %
54 25 10

Synthese von Bromessigsaure-2.4-dinitrophenylester (11):

2,4-Dinitrophenol (55) lieB sich in 78% Ausbeute zum gut kristallisierenden Brom-
essigsdure-2,4-dinitrophenylester (11) bromacetylieren. Die schwichere Base Pyridin fiihrte
dabei verglichen mit dem zur Synthese von 10 verwendeten DIEA zu hoheren Ausbeuten.
Die erhaltene Substanz wurde vollstindig charakterisiert [Schmp.; NMR (lH, 13 O); IR;
Elementaranalyse]. In der Literatur wurde zwar von einer Verwendung von 11 berichtet,

Angaben zu Synthese und Analyse der Verbindung wurden dort jedoch nicht gemacht.!'*’!
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OH
o NO2 1.3 Aqg. Pyridin o NO;
Br. + >
\)LBI' CH,Cl, Br\)l\o/©/
NO, 18 % NO,
54 55 11

Synthese von Bromessigsidure-4-nitrophenylester (12):

Der Bromessigsaure-4-nitrophenylester (12) wurde analog zum 2,4-Dinitrophenylester 11
durch Bromacetylierung von 4-Nitrophenol (56) in 61% Ausbeute als kristalline Substanz
erhalten. Die analytischen Daten (Schmp.; 'H- und *C-NMR) stimmten mit der Literatur

iiberein.['*¥

OH
(o) 1.3 Aq. Pyrldln /©/
"
Br Br c|-|zc|2 \)j\
NO,
61 %
54 56 12

Synthese von Bromessigsdure-N-succinimidylester (13):

Die Synthese des Esters 13 erfolgte aus Bromessigsédure (53) und N-Hydroxysuccinimid (26)

mit Dicyclohexylcarbodiimid in quantitativer Ausbeute nach Lit.["*>¢,

o OH 1.0 Aq DCC
B + o N
~Hon T O e ar L ?
100 %
53 26 13

D) SPOT-Synthese der Modellverbindung 16

Im Unterschied zur Synthese am Harz kann die Reaktionszeit bei der SPOT-Synthese nicht
frei gewdhlt werden. Sie wird durch die Physikochemie der Oberfliche sowie die
Verdampfung des Losungsmittels und der Reagenzien bestimmt. Unter der Annahme, dal3
die Reaktion mit dem Verdampfen der Losungmittel zum Stillstand kommt, betrégt die
Reaktionszeit bei Losungen in DMSO oder NMP typischerweise 10-15 Minuten pro
Kopplung. Eine ldngere Reaktionszeit kann durch Mehrfachkopplungen erreicht werden. In
Anlehnung an die Bedingungen der SPOT-Synthese von Peptiden sollten die Acylierungen
als Doppelkopplungen erfolgen (2 x 15 min; Ldsungsmittel: NMP). Im Halogen-
Substitutionsschritt sollte eine Dreifachkopplung durchgefiihrt werden.
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Die SPOT-Synthese des Tripeptoids 16 an Rink-Linker-derivatisierter Zellulose lieferte
unter initialer Verwendung einer 1 M Losung von Bromessigsdure-2,4-dinitrophenylester
(11) in NMP das gewiinschte Produkt in iiberraschend hoher Reinheit (95% nach HPLC) und
Ausbeute (73%; Abb. 16). Die Halogensubstitutionen wurden zunéchst durch Inkubation der
gesamten Membran mit Amin-Losungen (n-Butylamin, Benzylamin, Piperidin; 5 M in
NMP) erreicht.

S#: 1043 RT: 10.90
T: + ¢ Full ms [ 50.00 - 600.00]

100 403.2
10.92 O ) o
N
Ay

% N\)J\NHZ
16 (95%) ) ©) B
/ o 16
i ON@ ber.: 402,26
/ h " gef.: 403,2 (M+H")

| S |

L I L s s s s e s s s B e L e
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Abb. 16: HPLC-UV-Spur (220 nm, links) und ESI-Massenspektrum (rechts) des Rohproduktes einer
Synthese von 16 an Zellulose. Es wurden 10% der Substanz, die von einem SPOT
(0.23 cm2) abgespalten wurde, zur HPLC injiziert (ca. 30 nmol).

Die zuvor synthetisierten Bromacetylierungsmittel wurden nun vergleichend zur Synthese
des Tripeptoids 16 eingesetzt. Dabei wurden die Acylierungsmittel beim Aufbau des
zentralen Bausteins variiert, wihrend bei den anderen Acylierungen der bereits erfolgreich
eingesetzte 2,4-Dinitrophenylester 11 verwendet wurde, um hier Nebenprodukte zu
vermeiden. In einer parallelen Synthese (10 SPOTs) wurde das N-Butylglycin 57 zunéchst
an Rink-Linker-derivatisierter Zellulose synthesetisiert. In der anschlieBenden Brom-
acetylierung wurden die Acylierungsmittel variiert und jeweils mit und ohne Zusatz von
2,6-Dimethylpyridin als Hilfsbase eingesetzt. Zur Bromsubstitution wurde anstelle der
Reagenzienpipettierung die gesamte Membran mit den entsprechenden Amin-Losungen
inkubiert (5M in NMP, 30 min). Die SPOTs wurden ausgestanzt und einzeln mit
Trifluoressigsdure behandelt (95% in H,O, 20 min). Nach Entfernen des Losungsmittels
im Vakuum wurden die Produkte mittels HPLC-MS untersucht (Tab. 6).

Der Vergleich zeigt, da3 sowohl die hochsten Reinheiten, als auch die hochsten Ausbeuten
bei der Verwendung von Bromessigsidure-2,4-dinitrophenylester (11) erhalten wurden
(Eintrdge 1 und 6). Bei den {ibrigen Aktivierungen wurde eine geringere Produktqualitét
erreicht, wobei die Reinheiten, die mit dem in situ erzeugten Anhydrid sowie dem
Pentafluorphenylester 10 erreicht wurden, nur geringfiigig hinter denen des
2,4-Dinitrophenylesters zuriicktreten (Eintrdge 2, 3, 7 und 8). Fiir die unerwartet niedrigen
Ausbeuten des reaktiven Bromessigsdureanhydrids verglichen mit dem Aktivester 11 werden
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Nebenreaktionen wie Hydrolyse oder Reaktionen mit der Zellulosemembran als besondere
Bedingungen der SPOT-Synthese verantwortlich gemacht.

(o}

Br Bromacetylierung
1) 1M \)LOan o unter verschiedenen (o]

11 HNJI\NH Bedingungen (Tab. 6) Br NJI\

L L

o —— o 0 ——
2.) 5M n-Butylamin

INMP 57
1.) 5M Benzylamin/NMP
2)1M 11

o (0] (o] (0]
3.) 5M Piperidin/NMP O‘JJLN/\WNJNH 95% TFA/H,0 O‘JJLN/\WNJLNH
_— 2
o T SN
16
Tab.6: Synthese von 16 unter Anwendung verschiedener Bromacetylierungsbedingungen. Bei der

Bromacetylierung des Monomers 57 wurden die tabellierten Bedingungen angewendet, alle
Ubrigen Acylierungen wurden mit 11 durchgefthrt (jeweils 1 M in NMP).

NH,

I?"r\)?\x 2’6-Di1'1:':thYI- Reinheit" Ausbeute?
ey [%] [%]
X = [M in NMP]
1Y -ODnp (11) - 95 73
2 -OH/DIC” - 88 67
3 -OPfp (10) ; g7 65
4  -ONSu (13) - 36 13
5 -ONp (12) - 14 4
6”  -ODnp (11) 1 94 75
7 -OH/DIC” 2 80 65
8  -OPfp (10) 1 84 65
9  -ONSu (13) 1 55 19
10  -ONp (12) 1 13 3

" Nach HPLC, 220 nm; ? Basierend auf einem Vergleich der erhaltenen
Menge 16 (bestimmt durch quantitative Auswertung der UV-Absorption) mit
dem Derivatisierungsgrad; % Mittelwert aus zwei Synthesen; Y HPLC-MS
dazu: Abb. 16; ¥ 2 M Br-CH,COOH, 1 M DIC.
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Interessante Resultate brachte die Auswertung der Reaktionsprodukte bei der Acylierung mit
Bromessigsaure-4-nitrophenylester (12) (Eintrdge 5 und 10, sowie Abb. 17): Neben der nur
in geringem Malle beobachteten gewiinschten Acylierungsreaktion (Pfad A) wurden zwei
Produkte mit M= 277 g/mol (46% bzw. 50%; ohne bzw. mit Basenzusatz) und
M =255 g/mol (40% bzw. 37%; ohne bzw. mit Basenzusatz) beobachtet. Die Massen
konnen dem Diamid 60 sowie dem Dipeptoid 61 zugeordnet werden. Deren Bildung 1463t
sich durch die geringere Reaktivitit von 12 verglichen mit den anderen verwendeten
Acylierungsmitteln erklaren. Anstelle der N-Acylierung tritt hier offenbar N-Alkylierung ein

B

o G o} \H o)
a-d
Pfad A: Br/\n’N\)LNH — N\)LN/\H’N\)LNHZ
Acylierung [e} —‘— o
58 [ j 16 (M=402); 14%
\H 0o o NO, /
\02N \H \H
Pfad B: \©\ i N\)ol\ a-d i i
o NH
e

A - HNJJ\/N\)LNHZ

Alkylierung

59 60 (M=277); 46%

Pfad C:
Keine o
Reaktion a-d
—_— 57 —_— Ol/\n/N\)LNHz
o

61 (M=255); 40%

100 42 ber.: 402,26
ad < gef.: 403,2 (M+H") 16

61 (40%) oo 1(L)0 T IZl‘JO‘I T ?7?;23:)0 T I4l;0 T 5{‘)0 T 650

mz
60 (46%) 100 278.1
aaz/ ber.: 277,18 60
/ 16 (14%) * : ~ gef.: 278,1 (M+H")
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ber.: 255,19

© 256.1 61

N " gef.: 256,1 (M+H")
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Abb. 17: Oben: Nebenreaktionen und -produkte beim Versuch der Bromacetylierung des membran-
gebundenen Monomers 57 mit Bromessigsaure-4-nitrophenylester (12). a) Benzylamin
(5 M in NMP, 30 min), b) Br-CH,-COODnp (1 M in NMP, 2 x 15 min), ¢) Piperidin (5 M in
NMP, 30 min), d) TFA (95% in H,O, 20 min). Unten: HPLC-UV-Spur (220 nm, links) und
ESI-Massenspektren (rechts) der Reaktionsprodukte. Es wurden 20% der Substanz, die
von einem SPOT (0.23 sz) abgespalten wurde, analysiert (ca. 60 nmol).
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(Pfad B). Der intermedidr gebildete membrangebundene Aktivester 59 reagiert mit
Benzylamin zum Diamid 60, welches aus der anschlieBenden Acylierung unveridndert
hervorgeht. Dieser Reaktionsweg wird durch die Beobachtung gestiitzt, dall sich die
Membran bei der Inkubation mit Benzylamin durch das aus 59 freigesetzte, gelbe 4-
Nitrophenol eingefarbte, wéhrend benachbarte SPOTs, die zuvor mit Bromessigsdure-2,4-
dinitrophenylester (11) behandelt wurden, farblos blieben, da hier kein entsprechender
Reaktionsweg beschritten wurde. Das dritte Reaktionsprodukt 61 entsteht, wenn das
membrangebundene Monomer 57 {iberhaupt nicht mit 12 reagiert (Pfad 3). In diesem Fall
wird in den anschlieBenden Reaktionen das Dipeptoid 61 aufgebaut.

Diese umgekehrte Reaktivitit des Bromessigsdure-4-nitrophenylesters (12) wurde nicht bei
Reaktionen mit priméren Aminen beschrieben.!'**!*” Allerdings beobachteten R.D. Elliott et
al. bei der Verwendung von 12 einen Selektivititsverlust beim Ubergang von der
Bromacetylierung eines priméren Amins (5°-Amino-5’-deoxythymidin) zum N-Methyl-
analogen sekundiren Amin (5-Deoxy-5"-methylaminothymidin), was sich mit den hier

gemachten Beobachtungen deckt.[*®

Bromessigsdure-N-succinimidylester (13) ist in seiner Reaktivitdit zwischen dem
4-Nitrophenylester und den aktiveren Estern 10 und 11 einzuorden (Eintrdge 4 und 9). Wie
beim 4-Nitrophenylester reichte die Aktivierung nicht aus, um eine vollstdndige Acylierung
zu bewirken. Neben dem Dimer 61 (52% bzw. 26% mit bzw. ohne Base) wurden hier
allerdings nur geringe Mengen N-Alkylierungs-Produkt 60 beobachtet (5% mit und ohne
Base).

Die Verwendung der Base 2,6-Dimethylpyridin bewirkt lediglich im Fall der
unvollstindigen Acylierung mit dem N-Succinimidylester 13 eine leichte Verbesserung des
Ergebnisses, in den iibrigen Fillen hat sie keinen vorteiligen Effekt.

E) Versuch der Synthese zusitzlicher Aktivderivate der Bromessigsiure

Inspiriert durch die positiven Ergebnisse mit Aktivestern der Bromessigsdure sollten in die
folgenden Untersuchungen zusétzlich die Aktivester 14 und 15 einbezogen werden:

o N=N
Br\)j\o’N 74 \
X\
14: X=CH
15:X=N

Die Ester des 1-Hydroxybenzotriazols (HOBt, 23) und 7-Aza-1-hydroxybenzotriazols
(HOAL, 24) finden in der Peptidchemie eine breite Anwendung.!" Thre Ester mit Bromessig-
sdure wurden bislang nicht in isolierter Form beschrieben. Zudem berichteten R.N.
Zuckermann et al. einen nachteiligen Effekt bei der Verwendung von HOBt als Additiv in
der Sub-Monomer Peptoid-Synthese.!'”) Auch bei einer Carbodiimid-vermittelten
Bromacetylierung eines Anilins wurde unter HOBt-Zusatz das Auftreten unerwiinschter
Nebenprodukte beschrieben!'*”), daher waren Schwierigkeiten bei der Synthese oder eine
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unzureichende Reaktivitdt der Aktivspezies zu erwarten. Um das Potential der beiden
Aktivester abzuschitzen, sollte zundchst versucht werden, das Test-Tripeptoid 16, wie in
Abschnitt 3.3.1.1 beschrieben, mit den in situ-generierten Aktivestern zu synthetisieren:

HOBt (23): Analog der in der Literatur beschriebenen Probleme lieferten die Umsetzungen
jeweils dquimolarer Mengen von Bromessigsdure und (1) HOBt/DIC sowie (2) TBTU/DIEA
in NMP das Tripeptoid 16 nur in geringen Produktausbeuten (3% bzw. 6% Reinheit). Das
Hauptprodukt der Reaktion war in beiden Féllen das Dimer 61, was auf eine unvollstindige
Acylierung schlielen lieB3. Da fiir Ester des HOBt eine hohere Reaktivitét verglichen mit den
Phenylestern 10 und 11 und damit eine vollstindige Umsetzung erwartet wurde, wurde das
Vorliegen von Nebenprodukten vermutet, die jedoch nicht identifiziert wurden.

HOAt (24): Wie schon im Falle des HOBt-Esters 14 sollte die Reaktivitdt des Aza-analogen
Aktivesters 15, flir den in Analogie zur Peptidchemie eine hoherer Reaktivitit erwartet

wurde! 4"

, zundchst mittels in situ Aktivierung von Bromessigsdure in der Synthese der
Modellverbindung 16 untersucht werden. Die Verwendung von jeweils &dquimolaren
Mischungen aus Bromessigsdure und (1) HOAt/DIC sowie (2) HATU/DIEA fiihrte zur
Synthese von 16 in Ausbeuten von 65% bzw. 42%. Nebenprodukt war in beiden Féllen das
Dipeptoid 61, was auch hier auf eine unvollstindige Reaktion hindeutete. Wie erwartet
wurden bessere Ergebnisse mit dem 7-Aza-Analogon des HOBt erreicht, die Ergebnisse
blieben allerdings deutlich hinter den der bereits erfolgreich eingesetzten Ester 10 und 11

zurick. Es wurden daher auch hier keine weiteren Versuche unternommen.

Zusammen mit den in der Literatur beschriebenen Problemen bei Bromacetylierungen unter
Zusatz von HOBt!'>"*) bzw. HOAt zeigten die hier durchgefiihrten Untersuchungen, daB die
herrausragende Rolle der beiden Verbindungen in der Peptidchemie nicht auf die
Peptoidchemie iibertragen werden kann. Zu bedenken ist, daB Bromessigsdure, wie die
hohere Aciditét verglichen mit o-Aminosduren zeigt, eine elektronendrmere Carboxyl-
funktion besitzt und somit eine reaktivere Carbonsdure darstellt. Sie mul folglich weniger
stark aktiviert werden, um vergleichbare Reaktivititen zu erreichen. Thre Ester mit HOBt und
HOALt sind daher mdglicherweise zu reaktiv und reagieren vorzeitig in Nebenreaktionen wie
der Acylierung des aus DIC gebildeten Harnstoffs, der DIEA-vermittelten Hydrolyse oder
durch Alkylierung von HOBt/HOAt zu unreaktiven Spezies ab.
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3.3.1.2 Untersuchungen zur N/O-Selektivitét verschiedener Bromacetylierungsmittel

A)  Uberlegungen zum Modellsystem

Nachdem nun mit dem Bromessigsdure-2,4-dinitrophenylester (11) ein fiir die SPOT-
Synthese geeignetes Bromacetylierungsmittel zur Verfligung stand, schlo sich eine
Untersuchung zur N/O-Selektivitit an. Um die O-Acylierung sowohl von Zellulose- als auch
von Seitenketten-Hydroxyfunktionen zu bestimmen, sollte exemplarisch wéhrend der
Synthese des Tripeptoids 17 der Anteil an Veresterung zu 18 im Verhiltnis zum Zielmolekiil
17 ermittelt werden (Schema 12).

ODnp

o : S

x=< & H_er XJI\/ _de O'\)LN/\H/N\)LNHZ
‘ 0

-OPfp I)
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/ 17:R=H

O-Acylierung 18:R= .\II/\"O
\)L Kelne o
NH Acyllerung

NH, a,b,ac
—_——
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HO\/\H/\[]/ N\)J\ NH,
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Schema 12: Bestimmung der N/O-Selektivitdt verschiedener Bromacetylierungsmittel durch
Bestimmung des Verhaltnisses von 17 zu 18. Bei unvollstédndiger Acylierung wird 63 als
Nebenprodukt beobachtet. a) Br-CH,-COODnp (1.0M in NMP, 2x 15 min);
b) n-Butylamin (5M in NMP, 30 min); ¢) Ethanolamin (5M in NMP, 30 min);
d) Piperidin (5 M in NMP, 30 min); e) TFA (95% in H,O, 20 min).

B) Synthese der Modellverbindungen 17 und 18 am Harz

Da die Reaktionsprodukte nach der Abspaltung von Zellulose quantifiziert werden sollten,
wurden zundchst, wie schon bei der Untersuchung des Modell-Trimeren 16, die Vergleichs-
substanzen 17 und 18 am Harz hergestellt (Schema 13). Um bei der Synthese des Hydroxy-
Tripeptoids 17 eine Veresterung der Seitenkette zu verhindern, wurde in der dritten
Acylierung zum Dipeptoid 64 der Bromessigssdure-2,4-dinitrophenylester (11) in nur
1.5 Aq. verwendet (Einfachkopplung, 20 min). Im Gegensatz dazu muBite die Veresterung
der Seitenketten-Hydroxyfunktion bei der Synthese von 18 moglichst vollstindig erfolgen.
Dazu wurde die dritte Acylierung zum doppelt bromacetylierten Dipeptoid 65 mit Brom-
essigsdureanhydrid in einem unpolaren Ldésungsmittel (CH,Cl, statt DMF) sowie unter
Zusatz eines groBen Uberschusses an Base (40 Aq. 2,6-Dimethylpyridin) durchgefiihrt
(Veresterungseffizienz: 96% verestertes Produkt). Man erhielt die Trimeren in 36% (17) und
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37% (18) Ausbeute nach Reinigung mittels praparativer HPLC. Da bei der Synthese des
Hydroxy-Peptoids 17 unter Verwendung von nur 1.5 Aq. Bromessigssiure-2,4-dinitro-
phenylester (11) weder Abbruchsequenzen noch das veresterte Produkt 18 als
Nebenprodukte gebildet wurden (beide < 1%) ergab sich nicht nur ein Hinweis auf die gute
N/O-Selektivitdt dieses Aktivesters sondern es zeigte sich auch seine hohe Reaktivitit.

a,b,a, c \I\‘

(o]
> N Q
H,N HN \)LN
H
(o]
TG-S-RAM
OH

TN
Mm}dua B@im}utuo

OH (o]
64 B Y 65

s s

o) \I\‘ o} Cl o} \I\‘ o)
O«JN/\WN\)LNHZ - TFA N\)LN/\H/N\)LNHZ 2 TFA
I) o) o)
OH o)
N
17 36% O/\(I)l/ 18 37%

Schema 13: Harz-Synthese von 17 und 18. a) 20 Aq. Br-CH,-COOH, 10Aq. DIC, 10 Aq.
2,6-Dimethylpyridin (DMF, 1 x 15 min); b) 150 Aq. n-Butylamin (DMF, 1 x 30 min);
c) 150 Ag. Ethanolamin (DMF, 1x30min); d) 1.5Aq. Br-CH,-COODnp (DMF,
1 x 20 min); e) 20 Aq. Br-CH,-COOH, 10 Aq. DIC, 40 Aq. 2,6-Dimethylpyridin (CH,Cl,,
1 x 20 min); f) 150 Aq. Piperidin (DMF, 1 x 30 min); g) TFA (95% in H,O, 30 min).

Im Anschlull wurden die UV-Absorptionen mittels HPLC/UV-Detektion bestimmt. Es zeigte
sich, daB3 die Absorptionen bei Messungen von Substanzmengen unter 25 nmol/Injektion
annidhernd linear von der injizierten Menge abhingen. Sie betragen 3.09-10° (16) bzw.
3.13-10° (17) Flicheneinheiten/nmol injizierte Substanz (Software: Finnigan Navigator
Ver 1.1 an Hewlett Packard 1100 HPLC). Es zeigte sich, dal} sich die Absorption des Esters
18 von derjenigen des Alkohols 17 kaum unterscheidet. Dies ist auf die verglichen mit
Amidbindungen geringere UV-Absorption von Esterbindungen bei 220 nm zuriickzufiihren.
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C) SPOT-Synthese der Modellverbindung 17

Die Bromessigsdure-Aktivester 10 und 11 wurden vergleichend mit Carbodiimid-aktivierter
Bromessigsdure zur Synthese des Hydroxy-Tripeptoids 17 eingesetzt. Als Grundlage wurde
auf einer mit dem Rink-Linker derivatisierten Zellulosemembran das bifunktionelle
Dipeptoid 62 unter Verwendung von Bromessigsdure-2,4-dinitrophenylester (11)
synthetisiert. Die Synthese zum Trimer wurde darauthin unter Verwendung der
verschiedenen Acylierungsbedingungen vollendet (Schema 12). Zur Bestimmung der N/O-
Selektivitdt wurde nun das Verhéltnis des Hydroxy-Tripeptoids 17 zum Ester 18 bestimmt
(Tab. 7).

Tab.7: SPOT-Synthese von 17 unter Anwendung verschiedener Bromacetylierungsbedingungen.

SO s

HN/\n/N\)J\NH ‘“xJJ\/Br — Ol\)OLN/\n/N\)LNHZ

° ‘

OH OR

62 17:R=H 18:R= .'0'/\'0

Konz. Reinheit  Ausbeute  Ausbeute N/O-
Nr. X= Base" 177 17% 18"  Selektivitit n”

[M] [%0] [%0] [%0] (17/18)
1 -ODnp (11)” - 90 + 4 8110 6+3 93:7 7
2 -OH/DIC? - 79+9 73 £ 10 10+ 4 88:12 5
3 -OPfp (10) - 75+6 67 £ 4 9+4 88:12 6
4 -ODnp (11) 1 85 73 11 87:13 1
5  -OH/DIC? 2 64 +2 57+13 3244 64:36 2
6  -OPfp (10) 1 69 65 9 88:12 1

R 2,6-Dimethylpyridin in NMP; 2 Nach HPLC, 220 nm; ® Basierend auf einem Vergleich der
erhaltenen Menge 17 bzw. 18 (bestimmt durch quantitative Auswertung der UV-Absorption) mit
dem Derivatisierungsgrad; Y Zahl der durchgefihrten unabhangigen Synthesen; ® HPLC-MS:
vergl. Abb. 18; % 2 M Br-CH,COOH, 1 M DIC.

Alle getesteten Acylierungsmittel zeigten unter den angewendeten Bedingungen neben der
gewiinschten N-Acylierung auch in unterschiedlichem Ausmall O-Acylierung der
Seitenkette. Am erfolgreichsten war erneut die Verwendung von Bromessigsdure-2,4-
dinitrophenylester (11). Er ermdglichte die Synthese des Hydroxy-Tripeptoids 17 in einer
Ausbeute von 81% und einer HPLC-Reinheit von 90%, wihrend der Ester 18 in 6%
Ausbeute nachgewiesen wurde (Eintrag 1, Tab. 7 und Abb. 18). Zusammen mit der besten
Ausbeute der Versuchsreihe wurde hier auch die groBte N/O-Selektivitdt beobachtet (93 : 7).
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Die Verwendung von 2,6-Dimethylpyridin als Base fiihrte in den meisten Fillen wie
erwartet zu einer Verringerung der Selektivitdt der einzelnen Acylierungsmittel. Dabei
erwies sich das aus Bromessigsdure mit DIC gewonnene Anhydrid deutlich empfindlicher
gegeniiber Basenzusatz als die Aktivester: die Ausbeute des Ester-Nebenproduktes stieg von
10% auf 32% (Eintrdge 2 und 5) im Fall des Anhydrids wéhrend bei den Aktivestern eine
Steigerung von 6% auf 11% (11, Eintrdge 1 und 4) bzw. keine Steigerung (10, Eintrége 3
und 6) beobachtet wurde.

357,1

% O 0 0
6,20 IERCY N\)LN/\[rN\)LNHZ
" ~._ber.: 356,24 Qoo
17 (90%) 0 gef.: 357,1 (M+H") ™" 17
227,2
/ 0|l|||'\|'|'|"|'|‘|'|||'|i'|l|'||'\1'||ﬂ—|
100 200 300 400 500 600

m/z

ber.: 481,33

18 (7%) 482,2 . +
100 , gef.: 482,2 (M+H")
/ w0 OJ)AWQ(L e

60 339,2 O o o
N\)LN/\H/N\)LNHz
o

M 40
1
A 20 144,3

0 o
LI ) N S B B S [N B B B B BN N
10 20 30 100 200 300 400 500 600 (\/l /\g/ 1 8
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98,

Abb. 18: HPLC-UV-Spur (220 nm, links) und ESI-Massenspektren (rechts) der Produkte der SPOT-
Synthese von 17 an Zellulose (vergl. Eintrag 1, Tab. 7).

D)  Untersuchung der N/O-Selektivitit von 11 in CDCl;

Um die N/O-Selektivitdt von Bromessigsdure-2,4-dinitrophenylester (11) auch in Lésung zu
untersuchen, wurde in einem Konkurrenzexperiment eine Losung des Esters 11 in Deutero-
chloroform zu Diethylamin-Losungen (66) gegeben, die mit Methanol (68) in
unterschiedlichen Anteilen versetzt waren. Anhand des NMR-spektroskopisch bestimmten
Verhiltnisses aus gebildetem Diethylamid 67 und Methylester 69 konnte die
N/O-Selektivitéit bestimmt werden (Tab. 8).

Zunidchst wurden die Reaktionsprodukte in getrennten Experimenten dargestellt. In
Abwesenheit von Methanol fand eine glatte Umsetzung zu Bromessigsdure-
N,N-diethylacetamid (67) statt (Tab. 8, Eintrag 1). Da die Reaktion vollstindig verlief, fand
offenbar keine Behinderung durch eine Bildung von Diethylammonium-2,4-dinitrophenolat
statt. Interessanterweise wies 67 nur ein 'H-NMR-Signal (Quartett) fir die an den
Amidstickstoff gebundenen Methylengruppen auf, obwohl aufgrund der eingeschrinkten
Rotation der Amidbindung zwei verschiedene Signale erwartet wurden. Die beiden
Methylgruppen zeigten allerdings getrennte Signale. Offenbar ist die chemische
Verschiebung der beiden Methylengruppen zufillig gleich. Die Identitét der anderen beiden
Produkte 69 und 55 wurde durch authentische Vergleichsproben sichergestellt.
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Tab. 8: Konkurrenzexperiment zur Untersuchung der N/O-Selektivitdt bei der Umsetzung von
Bromessigsaure-2,4-dinitrophenylester (11) mit Diethylamin (66) und Methanol (68).

s, 3,78 ppm q, 3,32 ppm

NS t, 1,07 und t, 1,19 ppm

H

o NO, % K )5/\/
K

Br o
NO, \ Br\)j\o/ NO,
+ —OH 55
11 68 ,j 69
s, 3,79 ppm s, 3,74 ppm
Amin- Hyd - Nicht
N Kmln ¢ Ky Toxy ¢ Reaktions- 1ct ¢ N/O-Selektivitit
r. Komponente omponente umgesetztes
o o zeit s y  (67/69)
(Aq.) (Aq.) Edukt 11 [%)]
1  Et;NH (0.95) - 2h 5 -
2 - MeOH (1.9) 2d 98 -
3 Et3N(0.4) MeOH (1.4) 2h 67 -
4 Et;:N(0.4) MeOH (2.0) 5d 11 -
5 Et,NH (0.78) MeOH (0.62) 2h 15 95:5
6 Et,NH (0.78) MeOH (0.62) 2d 9 94:6
7 Et,NH (0.71) MeOH (6.6) 2h 13 82:18

" Bestimmt nach 'H-NMR; ? AuRer den angegebenen Produkten wurde in einigen Fallen
Bromessigsaure in Mengen < 1% beobachtet.

In alleiniger Anwesenheit von Methanol ist der 2,4-Dinitrophenylester beachtlich stabil
(Eintrag 2). Selbst nach zwei Tagen lag er praktisch unverdndert vor. Durch Zusatz von
katalytischen Mengen einer tertiiren Base (Triethylamin) bildet sich jedoch im Verlauf
mehrerer Tage langsam der Methylester (Eintrdge 3 und 4).

Im Konkurrenzexperimert mit etwa gleichen Mengen Diethylamin und Methanol findet die
Reaktion mit einer N/O-Selektivitdt von 95:5 haupsichlich zum Diethylamid statt (Eintrag
5). Dieser Wert entspricht recht gut dem an Zellulose gemessenen Wert (97:3; vergl. Tab. 7,
Eintrag 1). Die Reaktion scheint beendet zu sein, denn auch nach zwei Tagen findet sich
noch iiberschiissiger 2,4-Dinitrophenylester neben Methanol (Eintrag 6). Um eine
Veresterung zu provozieren wurde der Aktivester zu einem leichten Unterschul an
Diethylamin und 6.6 Aquivalenten Alkohol gegeben. Diese Verzehnfachung der
Alkoholmenge bewirkte lediglich eine Verschlechterung der Selektivitit auf 82:18 (Eintrag
7). Die Experimente machen deutlich, da Bromessigsdure-2,4-dinitrophenylester im
basenfreien Milieu in Deuterochloroform praktisch nicht mit Alkoholen reagiert. Zum
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geringen Anteil des Esterproduktes kommt es nach einem basenkatalysierten Mechanismus,
bei dem auch das Nukleophil (in diesem Fall Diethylamin) als Base wirken kann.

3.3.1.3 Ergebnisse der Bromacetylierung sekundérer Amine

Auf der Grundlage der beschriebenen Experimente erweist sich Bromessigsdure-2,4-
dinitrophenylester (11) als optimales Bromacetylierungs-Reagenz in der SPOT-Synthese von
1 peschrieben). Er iibertrifft in Ausbeute
und N/O-Selektivitdt die anderen untersuchten Biselektrophile.

Peptoiden (erste Ergebnisse wurden bereits in Lit.!

Den bei den verschiedenen Acylierungsbedingungen beobachteten Produktverteilungen und
-ausbeuten liegen mehrere Ursachen zugrunde:

1. Je stirker die Bromessigsdureaktivierung ist, desto hoher ist die Ausbeute an
bromacetyliertem Produkt. Eine mangelnde Reaktivitdt ist am Auftreten der
nicht acylierten Dimeren 61 und 63 abzulesen. Sie wurde beim Pentafluor-
phenylester 10 in wenigen Prozenten Ausbeute, beim 4-Nitrophenylester 12
und N-Succinimidylester 13 in deutlichem Ausmal} beobachtet.

2. Unterschreitet die Reaktivitdt des Aktivesters ein Minimum, so treten neben
den unter 1.) diskutierten Dipeptoiden auch N-Alkylierungsprodukte auf. (Fiir
den Pentafluorphenylester: < 1%, fiir den N-Succinimidylester: 5%). Bei
Verwendung des 4-Nitrophenylesters der Bromessigsidure wird diese Reaktion
zur Hauptreaktion. Die Reaktivitit der beiden elektrophilen Zentren der
Bromessigsidure (Carbonyl-Kohlenstoff- und Bromsubstituiertes-Kohlenstoft-
atom) kehrt sich hier um.

3. Ist die Reaktivitdt zu hoch, so tritt in zunehmendem Mafe auch O-Acylierung
ein — die N/O-Selektivitdt wird geringer. Basenzugabe (2,6-Dimethylpyridin)
bewirkt ebenfalls eine Erhéhung der O-Acylierung, ohne die N-Acylierung
nennenswert zu fordern.

4. Zusitzlich zu den Reaktivititen spielen die Reaktionsbedingungen der SPOT-
Synthese eine Rolle:

— Anhand des Auftretens geringer Mengen an Dimer 61 bzw. 63 148t sich der
Bromessigsdurepentafluorphenylester als geringfligig reaktionstrager als
der 2,4-Dinitrophenylester einstufen. Dennoch weist er eine geringere N/O-
Selektivitdt auf, was auf eine entgegengesetzte Reaktivitéit schlieBen lie3e.
Hier kann die Kinetik der SPOT-Synthese eine Erklarung liefern: Wahrend
der fliissige, schwerfliichtige Pentafluorphenylester beim Eindampfen des
Losungsmittels auf der Zellulose konzentriert zuriickbleibt und so auch zur
langsamen Veresterung befahigt ist, kristallisiert der 2,4-Dinitrophenyl-
ester beim Verdampfen des Losungsmittels als Feststoff aus und ist so der
weiteren Reaktion entzogen.

— Obwohl fiir das aus der Aktivierung der Bromessigsdure mit DIC gebildete
Anhydrid die hochste Reaktivitdt erwartet wird, ergeben sich hier nicht die
hochsten Ausbeuten. (Weder bei der Synthese von 16 noch bei der



3 Peptoid-Synthese an Zellulosemembranen -51-

Synthese von 17, wenn man die Ausbeute des Esters 18 hinzurechnet.)
Vermutlich sind hierfiir Nebenreaktionen verantwortlich, die mit dem
Kontakt mit der umgebenden Atmosphire zu tun haben — vor allen Dingen
die Hydrolyse durch Luftfeuchtigkeit.

Die verwendeten Bromacetylierungsmittel lassen sich auf der Basis der Ergebnisse in eine
Reaktivitdtsreihe gegeniiber der Acylierung des sekundidren Amins eines N-Alkylglycin-
Bausteins einordnen (Abb. 19). Die Reihenfolge ist dabei im Einklang mit Literaturangaben
zu Aktivestern von Fmoc-Aminosduren.”®! Das aus Aktivierung mit DIC hervorgegangene
Bromessigsdureanhydrid 146t sich aus den obengenannten Griinden nicht ohne weiteres in
die Reihe eingliedern. In jedem Fall ergeben sich jedoch geringfligig schlechtere Ergebnisse
als unter Verwendung des 2,4-Dinitrophenylesters.

Reaktivitit bei der N-Acylierung von sekunddren Aminen nimmt zu

-
v

o) o) o) o)
Br\)LONp Br\)LONSu Br\)LOpr Br\)LOan
12 13 10 11

A

Tendenz zu N-Alkylierung nimmt zu

Abb. 19: Reaktivitatsreihe von Bromessigsaureestern gegenlber sekundaren Aminen unter den
Bedingungen der SPOT-Synthese.

3.3.2 Bromsubstitution durch primare Amine

Im Zusammenhang mit der Optimierung des Bromacetylierungsmittels wurden im
vorangegangenen Abschnitt erfolgreich Modell-Peptoide an Zellulosemembranen
synthetisiert. Zur Bromsubstitution wurden dabei jeweils die gesamten Membranen mit 5 M
Amin-Losungen behandelt, um eine sichere Bromsubstitution zu erreichen. Nach der
Bromacetylierung galt es nun auch die nukleophile Substitution und damit die Einfiihrung
der Seitenkettenfunktionalititen fiir die Bedingungen der SPOT-Synthese zu optimieren.
Dazu sollte der Einflu des Ldosungsmittels und der Aminkonzentration auf die Produkt-
qualitdt untersucht werden.

3.3.2.1 Lbésungsmittel

Zusitzlich zu allgemeinen Funktionen wie der Solvatation der Reagenzien tibernimmt das
Losungsmittel bei der SPOT-Synthese die Kontrolle der Reaktionszeit, die durch seine
Fliichtigkeit begrenzt ist. Bei Verwendung von N-Methylpyrrolidon (NMP) oder Dimethyl-
sulfoxid (DMSO) bleibt die Membran pro Kopplung etwa 10-15 Minuten benetzt. Lingere
Reaktionszeiten konnen durch Mehrfachkopplungen erreicht werden. Die Synthese von
Peptoiden am Syntheseharz wird mit einer zweistliindigen Reaktionszeit fiir jeden
Substitutionsschritt durchgefiihrt.!'**
wiirden zu Problemen mit unfliichtigen Reagenzien fiihren, da diese auf der Membran

] Entsprechende 8- bis 12-fach-Kopplungen an Zellulose
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zuriickbleiben. Die erfolgreichen Synthesen aus Abschnitt 3.3.1 lassen eine Kopplungzeit
von 45 Minuten als ausreichend erscheinen, so daf fiir die hier durchgefiihrten Experimente
Bromsubstitutionen als Dreifachkopplung durchgefiihrt wurden.

Fiir die SPOT-Synthese geeignete Losungsmittel sollten folgende Eigenschaften aufweisen:

1. Hoher Siedepunkt und damit geringe Fliichtigkeit, um eine lange Reaktions-
zeit zu ermdglichen.

2. Gute Benetzungseigenschaften fiir Zellulose.

3. Gute Losungseigenschaften fiir Reagenzien verschiedenster Art, um
Konzentration > 1 M zu erlauben.

4. Nicht zu groBe Viskositét, um eine Pipettierung kleiner Losungsmittelmengen
im 10 nl-Bereich zu ermdglichen.

Die Losungsmittel NMP und DMSO erfiillen diese Kriterien weitgehend. Insbesondere NMP
(Siedepunkt: 203°C) hat sich in der SPOT-Synthese bewihrt, da es unfliichtiger als DMSO
(Siedepunkt: 189°C) ist und keine Oxidation von Sulfiden (wie z.B. in Methionin)
bewirkt.””! Da einige Amine in der SPOT-Synthese eingesetzt werden sollten, die aufgrund
ithrer Polaritdt nur schwer in organischen Losungsmitteln 19slich sind (z.B. Glycinamid),
sollte auch Wasser als drittes Losungsmittel mit in die Untersuchung einbezogen werden.
Um den Einfluf des Losungsmittels auf die Bromsubstitution zu bestimmen, wurde die
trimere Testverbindung 16 unter Verwendung der genannten Losungsmittel (NMP, DMSO,
H,0) an Rink-Linker-derivatisierter Zellulose synthetisiert (Tab.9). Durch lodid-Zusatz
(0.05 M) sollte zusétzlich untersucht werden, ob sich die Reaktion durch in sifu-Erzeugung

des Todacetamides beschleunigen 1aBt.['

Tab.9: Reinheiten der Rohprodukte einer Synthese des Tripeptoids 16 an einer Rink-Linker-
derivatsierten Zellulosemembran.

o) \|\ o TEA (/\I o) \|\ o)
w, DD oad CIN\)LN/\[(N\)LNH (95% in H;0) N\)LN/\IrN\)LNHZ
0 0

—— -
16

a) Br-CH,-COODnp (1 M in NMP, 2 x 15 min.); b) n-Butylamin (5 M, 3 x 15 min.); c) Benzylamin (5 M,
3 x 15 min.); d) Piperidin (5 M, 3 x 15 min.). Lésungsmittel und lodidzusatz fiir b)-d) vergl. Tab. 9

Losungmittel NMP DMSO H,0"
Zusatz ? - MesN'T - MesN'T - Cs'T
Reinheit [%] ¥ 93 93 95 95 93 93

" Zusatz von 0.05% Tween® 20; ? 0.05 M; ¥ HPLC, 220 nm; gemittelt aus zwei
Synthesen; die Ausbeute betrug 55-100% (bestimmt durch quantitative Auswertung
der UV-Absorption und Vergleich mit dem Derivatisierungsgrad).
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Alle drei verwendeten Losungsmittel lieferten das gewlinschte Produkt in ausgezeichneten
Reinheiten (>93%) und guter bis sehr guter Ausbeute (55-100%). Ein Zusatz von lodid
filhrte zu keiner Verbesserung der Ergebnisse. Den wiBrigen Losungen wurde Tween® 20
(0.05%) als Detergenz zugesetzt, um die Oberflichenspannung herabzusetzen und eine
gleichméBige Benetzung der Membran zu ermdoglichen.

Die Verwendung von Wasser als Losungsmittel wurde bisher noch nicht in der Peptoid-
Synthese beschrieben und ist generell uniiblich bei Reaktionen an Syntheseharzen. Die hier
gezeigten Ergebnisse belegen, dal walrige Losungen fiir die SPOT-Synthese an Zellulose
geeignet sind. Es ist auf diese Weise moglich, das Spektrum anwendbarer Bausteine auf sehr
polare Amine zu erweitern. Nachteilig ist allerdings die verglichen mit NMP und DMSO
hohere Fliichtigkeit von Wasser.

3.3.2.2 Konzentrationen

In einer Reihe von Synthesen sollte die minimal benétigte Aminkonzentration ermittelt
werden. Dazu wurde wie bei der Variation der Losungsmittel das Tripeptoid 16 — in diesem
Fall unter Anwendung verschiedener Aminkonzentrationen — aufgebaut (Abb. 20).

100

E Reinheit
OAusbeute

[%]

10M 75M 5M 2M 1M 05M 01M 001M
86)" (64) (43) (17)  (9) 4)  (0.9) (0.09)

Aminkonzentration
(Agivalente)?

Abb. 20: Reinheiten und Ausbeuten der Rohprodukte einer Synthese des Tripeptoids 16 an einer
Rink-Linker-derivatisierten Zellulosemembran (Lésungen in NMP). YoM (77 Aq.) far
Benzylamin; % Bei der verwendeten Membran (1.26 pmol/cmz), einer Reagenzienmenge
von ca. 3.6 pl/cm? und Dreifach-Pipettierung des Amins.

Die MeBwerte zeigen eine deutliche Abhidngigkeit sowohl der Reinheit als auch der
Ausbeute von der Aminkonzentration. Reinheiten iiber 90% werden erst bei Anwendung
2 M Amin-Losungen, eine maximale Ausbeute sogar erst bei Anwendung 5 M Losungen
erreicht. Letztere Aminkonzentration entspricht bei der hier verwendeten Membran
(1.26 pmol/cm?) einer Anwendung von rund 43 Aquivalenten. Mit einem Derivatisierungs-
grad iiber 1 pmol/cm? liegt die fiir die Optimierung verwendete Membran allerdings an der
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oberen Grenze der fiir die SPOT-Synthese geeigneten Tridger, so dal 2-5M Amin-
konzentrationen bei Membranen mit niedrigerer Derivatisierung in jedem Fall ausreichen
sollten. Die unerwartet niedrige Reinheit und Ausbeute fiir die 10 M Losungen ist vermutlich
auf das schnellere Verdampfen der puren Amine verglichen mit ihren Losungen in NMP und
die damit verbundene verkiirzte Reaktionszeit zuriickzufiihren. Da die puren Amine als
Losungsmittel auch eine von NMP verschiedene Polaritdt haben, konnten auch Ldsungs-
mitteleffekte eine Rolle spielen.

Um die Amine stets in ausreichendem UberschuB einzusetzen, sollte die Synthese von
Peptoiden im folgenden mit 50%igen Losungen (bei fliissigen Aminen = ca. 4-5M
Losungen bei Aminen mit M < 150 g/mol) bzw. mit 2-5 M Losungen (bei Feststoffen) in
NMP erfolgen. Der Substanz-Verbrauch bleibt trotz der hohen Konzentrationen begrenzt, da

die SPOT-Synthese mit Losungsmengen im pl-Bereich auskommt.

3.3.3 Einfuhrung von Diversitat: Test von Aminen auf ihre Eignung in der SPOT-
Synthese

In der Peptoid-Synthese nach der Sub-Monomer-Methode werden die Bausteine in einem
2-stufigen ProzeB eingefiihrt. Die Bromacetylierung dient dem Aufbau des Peptoid-
Riickgrates (Carbonyl- und o-CH,-Gruppe), wihrend mit den Aminen die Seitenketten
eingebracht werden. Die Eigenschaften der synthetisierten Verbindungen werden, wie auch
bei den Peptiden, weitgehend von den Seitenketten bestimmt, denen daher eine
entscheidende Bedeutung zukommt. Wahrend man sich bei der Peptidsynthese hdufig auf die
20 proteinogenen Aminosduren sowie deren Enantiomere beschrédnkt, steht zur Synthese der
Peptoide das gewaltige Repertoire der (vielfach kommerziell erhiltlichen) primidren Amine
zur Verfiigung. Da die Auswahl der Bausteine die ,,Unterschiedlichkeit der einzelnen
Peptoide einer Peptoid-Bibliothek — ihre Diversitit — bestimmt, kommt den Aminen eine
entscheidende Bedeutung fiir den Erfolg der Bindungsstudien zu.

. /\ Poptoid ’/\
B Ao Qo Qo O

Oligomeren-Riickgrat H N\)J\ N/\n/ N\/U\ NH Seitenkette
O©° -

3.3.3.1 Untersuchung der zur Synthese notwendigen Amineigenschaften

Kommerziell sind primdre Amine in groler Anzahl erhiltlich (> 13.000 in ,,4vailable
Chemicals Database*, davon 1.000 zu einem Preis unter 10 DM/g!'*®)). Zusitzlich existieren
zahlreiche Methoden zu deren Synthese (z.B.: Reduktive Aminierung, Reduktion von
Nitrilen, Gabriel-Synthese, Decarboxylierung von Aminosiuren''*"). Um die Bausteine fiir
die Synthese einer Peptoid-Bibliothek auswéhlen zu kdnnen, mufl man die Kriterien kennen,
nach denen sich die Eignung der Amine fiir die Peptoid-Synthese entscheiden 1aft.
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Generell mul3 der ausgewéhlte Baustein drei Kriterien gentigen:

1. Er muB zur nukleophilen Substitution des Bromatoms befédhigt sein.
2. Das gebildete sekunddre Amin mufl durch Bromessigsdure acylierbar sein.

3. Er muBB eine ausreichende Loslichkeit in einem zur SPOT-Synthese
geeigneten Losungsmittel (vergl. 3.3.2.1) besitzen.

Eine Ausnahme bilden Bausteine, die in der N-terminalen Position eingesetzt werden sollen.
Sie brauchen Kriterium 2.) nicht zu erfiillen.

Mehrere Faktoren spielen bei der Erfiillung dieser Kriterien eine Rolle:

1. Reaktivitdt (Nukleophilie) des Stickstoffatoms.

2. Sterischer Anspruch, insbesondere in der Ndhe der reaktiven Aminogruppe
(o- und B-Position).

3. Loslichkeit in den geeigneten Losungsmitteln.

4. Flichtigkeit.

5. Anwesenheit von funktionellen Gruppen (zusétzlich zur Aminofunktion).

G.M. Figliozzi et al. schlugen die Synthese des Pentapeptoids 70 vor, um eine
experimentelle Aussage iiber die Eignung eines Amin-Bausteins 5 in der Peptoidsynthese zu
erhalten!'®. Geeignete Amine sollten das Pentamer dabei in einer Reinheit von >70%
(HPLC) sowie einer Ausbeute > 50% ergeben. Die Identitét sollte mittels ESI-MS iiberpriift
werden.

@JLNJFDULNH = *@»J% %

Zu testendes Amin

19 70

Um die Amine auf eine Eignung zur SPOT-Synthese zu iiberpriifen, wurde die Synthese des
kiirzeren Tripeptoids 19 gewihlt. Vorteile dieses Verfahrens sind eine schnellere Synthese
und eine leichtere Interpretierbarkeit der Nebenprodukte. Aus Art und Menge der
Nebenprodukte lassen sich wichtige Riickschliisse auf die zugrunde liegenden Probleme
ziehen und diese gegebenenfalls umgehen.

Ausgehend von einer Zellulosemembran, die bereits mit dem ersten bromacetylierten
Monomer versehen war (58), wurde das zu testende Amin 5 unter SPOT-Bedingungen
angewendet (Dreifachkopplung, 2-5 M, Schema 14). Gelang sowohl die Bromsubstitution
zum Dimeren 73 als auch die anschlieBende Acylierung, so erhielt man das Tripeptoid 19.
War das Amin nicht in der Lage, das Halogen zu substitutieren, dann blieb die Ausgangs-
verbindung 58 erhalten. Nach der anschlieBenden (in diesem Fall wirkungslosen) Acylierung
bewirkte dann Piperidin den Bromaustausch zu 71. Das Auftreten des Dimeren 72
schlieBlich zeigte eine unvollstindige Bromacetylierung des Dimers 73 an. Anhand der
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jeweiligen Mengen der drei Produkte konnte ein Reaktionsprofil des zu testenden Amins
erstellt werden.

Br-Substitution b, c o

‘ > a - (\/rl\]/\n/N\)LNHZ
- o]
71
\|\ 0 Acylierung ¢ 0
Bl'/\n/N\)LNH + R—NH, ,—' — H~,;,/\H/N\)LNH2
0 —— - R O
58 5 72
o o}
+
L, Ho~ NI+ e U
N NH
ﬁ/\[])/ | ODnp

73 11
+ = Reaktion erfolgreich + G o o
‘ b, c
= = Reaktion nicht erfolgreich —_— N\)J\ N/\n/ N\)J\ NH
R O i

19

Schema 14: Mdogliche Nebenprodukte bei der Synthese des Tripeptoids 19 mit dem Amin 5.
a) Br-CH,COODnp (1 M in NMP); b) Piperidin (5 M in NMP); ¢) In Abhangigkeit vom
verwendeten Linker: 95% TFA/H,0 (Rink-Linker) bzw. hv (365 nm) (Photolinker).

Auswahl der Amine

Es sollten reprdsentative Amine ausgewéhlt und anhand der Synthese der entsprechenden
Modell-Trimeren 19 auf ihre Eignung zur Peptoid-Synthese unter SPOT-Bedingungen
untersucht werden. Die Kriterien der Auswahl griindeten sich in erster Linie auf der
jeweiligenen Fragestellung (z.B. der Untersuchung sterischer Faktoren). In zweiter Linie galt
es Bausteine zu wihlen, die aufgrund ihrer interessanten Struktur (wie beispielsweise den
Seitenketten der proteinogenen Aminosduren) einen Beitrag zu einer bioaktiven Struktur
liefern konnten. Dazu war auch zu beriicksichtigen, dal sich die gewihlten Amine
ausreichend in Struktur und Art der funktionellen Seitenketten-Gruppe unterscheiden, um
das Erreichen einer hohen Diversitit der spiter synthetisierten Peptoid-Bibliotheken zu
gewahrleisten.

Auf die Wahl des Amins folgte die Suche eines geeigneten Losungsmittels (NMP oder
DMSO, bei Schwerloslichkeit H,O). Amine, die nur als Hydrochloride erhiltlich sind,
muBten durch Basenzugabe freigesetzt werden. Dazu wurden bei relativ unpolaren Aminen
0.9 Aquivalente DIEA zur Lsung in NMP bzw. bei polaren Aminen 0.9 Aquivalente NaOH
zur walBrigen Losung zugegeben (die unterstochimetrische Basenzugabe sollte sicherstellen,
daB Hydroxidionen nicht mit dem Amin um die Bromsubstitution konkurrieren).



3 Peptoid-Synthese an Zellulosemembranen -57-

Analytik mittels HPLC-MS

Nach der SPOT-Synthese wurde das membrangebundene Trimer 19 mit dem entsprechenden
Membranstiick ausgestanzt und vom Linker abgespalten. Man erhielt je nach
Derivatisierungsgrad zwischen 50 und 300 nmol Substanz, die in einer Standardmessung
mittels HPLC und gekoppelter ESI-MS analysiert wurden. Die Bedingungen der HPLC-
Trennung waren wie folgt: C18 Reverse-Phase Sdule (2.1 x 150 mm), linearer Gradient
5-95% B, wobei A: 0.05% TFA in Wasser und B: 0.05% TFA in Acetonitril, Fluf}
0.3 ml/min, Gradienten-Lange: 25 Minuten. Die Produktreinheiten wurden durch
quantitative Auswertung der Integralflichen des UV-Chromatogramms (220 nm) erhalten.
Die Massenanalyse erfolgte mittels einer Abfolge verschiedener Massenspektren-Typen:
Standard-Spektren in den Massen-Bereichen 50-600 und 150-2000 sowie MS*-Spektren der
beiden intensivsten lonen im Bereich 50-600 mit einer Kollisons-Energie von 24% und
Collision-Induced Dissociation- (CID-)Spektren im gleichen Bereich bei 35% Kollisions-
Energie. Die Zuordnung der Reaktionsprodukte zu den Signalen des UV-Detektors der
HPLC wurde durch Anwendung von Massenfiltern fiir die gesuchte Masse durchgefiihrt. Die
Identitét der Verbindungen wurde durch Analyse charakteristischer Signale im Spektrum (im
allgemeinen M+H") sowie der Betrachtung von Fragmenten im Haupt- sowie in den MS?-
Spektren {iberpriift. Einige immer wiederkehrende Fragmentierungen resultieren aus
Bindungsbriichen der Amidbindungen insbesondere der Verlust von Ammoniak bei der
Spaltung des C-terminalen Amides (-17). Carbonsdure- und Hydroxyethyl-Seitenketten
zeigten eine Neigung zur Eliminierung von Wasser (-18). Bei Verwendung eines
N-terminalen Piperidin-Bausteins wird stets ein Fragment 75 mit der Masse m/z = 98.1
beobachtet, welches aus protonierten Peptoiden 74 nach einem Bruch der N-terminalen
Amidbindung und anschlieBender Eliminierung von Kohlenmonoxid gebildet wird. (Zur
Analytik mittels ESI-MS vergleiche Lit."**'* sowie zur speziellen MS-Analytik von
Peptoiden Lit.!'*>-14¢)

% Q8 .
/) o NP ) ‘
Ay == A — Qs oy
74 ‘ co
C' (M*=98,10)

Die folgenden Parameter wurden untersucht, um die Anwendbarkeit von Aminen
einschitzen zu konnen:

A) EinfluB3 der Fliichtigkeit des Amins.

B) EinfluB3 sterischer Faktoren (Verzweigungen).

C) EinfluB3 der Nukleophilie der NH,-Gruppe.

D) Anwendbarkeit funktioneller Gruppen in der Seitenkette.
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A)  EinfluB} der Fliichtigkeit des Amins

Zunéchst sollte der EinfluB3 der Fliichtigkeit der Amine auf die Produktreinheiten untersucht
werden (Tab. 10).

Tab. 10: Einflul der Flichtigkeit von Aminen R-NH, auf die Produktreinheiten bei der Synthese der
Tripeptoide 19 an Rink-Linker modifizierter Zellulose.

SRPSR S

19
Losungs- | Sdp. des | Trimer 19
mittel Amins [%]
H,O 11
1 -33°C
T 2m —
H,0 26
2 -6°C
Me—e [12 M] 11—
H,0 327
3 / 17°C
[12 M] 11111 —
NMP 85
4| _ 53°C
=/ [50%]" O]
NMP 90
5 78°C
\—/_. [50%]" )

" Literaturwerte; 2 Die Daten sind das Ergebnis von Einzel-
synthesen; 3 Synthetisiert am Photo-Linker 48; ) Vol-%.

Es wird deutlich, daf die fliichtigen Amine Ammoniak, Methyl- und Ethylamin (Tab. 10,
Eintrdge 1-3), selbst wenn sie in hoher Konzentration angewendet werden, keine zufrieden-
stellenden Ergebnisse liefern. Die Reaktionszeit ist durch ihr rasches Verdampfen zu kurz.
Mit einem Siedepunkt von 53°C liefert Allylamin bereits gute Ergebnisse (Eintrag 4), die
von n-Butylamin (Sdp. 78°C, Eintrag 5) noch ibertroffen werden. Die Fliichtigkeit ist in
diesem Fall allerdings nicht die einzige Variable: auch Nukleophilie und sterischer Anspruch
unterscheiden sich bei den hier verwendeten Aminen. Der Fliichtigkeit wird jedoch in dieser
Reihe die entscheidende Rolle zugeschrieben.

Es sei angemerkt, da8 Glycin sowie die Peptoide mit Methyl- und Ethylrest alternativ gut
tiber die Anwendung der entsprechenden Fmoc-geschiitzten Monomer-Bausteine (Fmoc-
Glycin, Fmoc-Sarcosin und Fmoc-N-Ethylglycin) eingefiihrt werden kénnen. Die Kopplung
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der Aminosduren mit N-Alkylglycinen erfolgt in der SPOT-Synthese am besten nach einer
Aktivierung zum Anhydrid durch DIC.!"'*'*] Bei Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe mit
einer unfliichtigen Base (DBU) anstelle von Piperidin kann die Monomer-Synthese mit der
Sub-Monomer-Methode auf einer Membran kombiniert werden (Schema 15).

SPOT-Schritt 1 SPOT-Schritt 2 H
Br
Sub-Monomer T L
Methode RSN 0 R?- NH2
o - o—é—9o o ) —$— 0 °
1 BI'\)L
R ~NH ODnp ||=moc
+ Ri)(j)\ N\R3 R3
(Peptoid- Fmoc N~ "OH R
N-Terminus) +0,54q DIC N "0 DBU
= o o + [ ]
Monomer-
Methode

Schema 15: Parallele Durchfihrung der Peptoid-Synthese nach der Sub-Monomer- und der
Monomer-Methode auf einer zusammenhingenden Membran.''"'? Die beiden
Synthesewege konnen dabei an benachbarten SPOTs durchgefiihrt werden. Zur
Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe innerhalb eines SPOT-Schrittes hat sich hier das
im Vergleich zu Piperidin unflichtigere DBU (4% in NMP) bewahrt.

B) EinfluB} sterischer Faktoren (Verzweigungen)

Es war zu erwarten, daf ein hoher sterischer Anspruch der Peptoid-Seitenkette die Synthese
behindern kann — insbesondere bei der auf die Aminkopplung folgenden Acylierung des
sekunddren Amins 76 mit der aktivierten Bromessigsdure 11. Der Raumbedarf des Peptoid-
Riickgrates (o’- und PB’-Positionen) ist dabei vom Amin unabhidngig und konstant.
Verzweigungen in o-, B- oder y-Position des Amins lassen, verglichen mit den
unsubstituierten Aminen, eine Behinderung der Acylierung erwarten. Eine Auswahl an
Bausteinen wurde getestet, um die Abhéngigkeit der Reaktion von sterischen Faktoren
abschédtzen zu konnen (Tab. 11).

(o)

(o]
H
Br\)LOan /B\/N\)jr\NH
Y o

11 76
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Tab. 11: EinfluB sterischer Faktoren auf die Produktreinheiten bei der Synthese der Tripeptoide 19
an Rink-Linker modifizierter Zellulose. Die zugrunde liegenden Amine R-NH, wurden als

Lésungen in NMP eingesetzt (50%).

Hﬁ\)LN/\g/NHz O/\gﬁ/\ilj/\g/wz

o~

72 19
Nr . Vergweioun Dimer 72 | Trimer 19 ")
. ZW! U
- L [%]
Ph 80
1 — Y - 1
PH 00
95 (B
2a | .. B i B |
; d‘ (T
o 87 (Napht
b B ] (Napht) |
I
s
62
T
97
4 & o - 1
I
81
| Oe | o« | o :
I
72
6 _}—- 2 o 20 1
o= [
HO 475)
7 Ho—}—‘ 9 a 30 1
HO [
0
8 @\, K o 95 1
1

1)

(60%

ce),

Zahl der durchgefiihrten Synthesen; 2 (+)-Dehydroabietylamin: tech.

Die Synthese erfolgte mit dem entsprechenden

Dimethylacetal; Y 4M in NMP; ® Summe aus 27% der Tripeptoids 19
(R = -C(CH,0H);) und 20% des entsprechenden im 3. Acylierungsschritt
einfach O-acylierten Produktes; ® 0.8 M in NMP.
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Bei keinem der hier getesteten Amine wurde ein Auftreten des Dimers 71 beobachtet (vergl.
Schema 14, Seite 56), welches nach unvollstindiger Brom-Substitution beobachtet wird.
Selbst das sterisch sehr anspruchsvolle 1-Adamantylamin ermdglichte eine vollstindige
Reaktion. Die Dimere 72 traten jedoch in unterschiedlichem Mal3 auf und signalisierten
unvollstindige Bromacetylierung des membrangebundenen sekundidren Amins in
Abhingigkeit vom Verzweigungsgrad.

In y-Positon behinderte selbst eine Substitution mit zwei Phenylresten die Reaktion nicht
(Tab. 11, Eintrag 1). Auch eine B-Substitution liefert bei Resten mittleren sterischen
Anspruchs (z.B. Naphtyl, Eintrag 2b) vollstindige Acylierung. Der sehr volumindse
(+)-Dehydroabietylrest, der ein quartidres C-Atom in B-Stellung aufweist, lieB sich nicht
mehr vollstindig umsetzten, lieferte das gewilinschte Trimer jedoch immer noch in einer
Reinheit von 62% (Eintrag 3).

In o-Position werden einfache Verzweigungen problemlos toleriert, wenn sie Teil eines
Fiinfringes sind (Eintrag 4). Der Cyclohexyl-Rest (Eintrag 5) sowie eine einfache
offenkettige o-Verzeigung (Eintrag 6) ergeben noch gute Trimer-Reinheiten (81% bzw.
72%), wenngleich die Acylierung unvollstidndig ist. Nur sehr unvollstindig oder gar nicht
lassen sich Seitenketten mit drei o-Substitutenten umsetzen (Eintrdge 7 und 8).

C) EinfluBl der Nukleophilie der NH,-Gruppe

Genau wie der sterische Anspruch kann sich die Nukleophilie des priméren Amins sowohl
auf die Brom-Substitutuion als auch auf die nachfolgende Bromacetylierung auswirken. Das
Spektrum der N-Nukleophile reicht von einer hohen Reaktivitit bei Hydrazinen und
Hydroxylaminen auf der einen Seite iiber aliphatische Amine zu Arylaminen (Anilinen und
heterocyclisch substituierten Aminen) auf der anderen Seite. Die Elektronendichte am
Stickstoff wird bei letzteren entscheidend von Art und Position der Substituenten am
aromatischen System sowie bei heterocyclischen Systemen von der Art des Heterocyclus
bestimmt. Als Ergdnzung zu den bereits getesteten aliphatischen Aminen (Tab. 10 und
Tab. 11) wurde eine Auswahl an elektronenreichen und -armen Aminen getestet, um den
EinfluB3 der Nukleophilie beurteilen zu konnen (Tab. 12). Dabei ist zu beriicksichtigen, daf3
insbesondere bei den Anilinen durch die o-Verzweigung auch sterische Faktoren eine Rolle
spielen.
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Tab. 12: Einflu® der Nukleophilie der Amino-Gruppe von Aminen R-NH, auf die Produktreinheiten
bei der Synthese der Tripeptoide 19 an Rink-Linker modifizierter Zellulose.

Crl\l\)cl’\N NH, HE\)CJ)\N NH, \ E\)?\N NH,
PO RINC R ENGE DGR

71 72 19
Losungs | Dimer 71 | Dimer 72 | Trimer 19 |
Nr. R—e . n
-mittel [%] [%] [%]
1 HO 1,0 8 2
_. - -
[50%] A
NMP 64
2a X =H? - - 3
X 2 M] i
HN—® o H,0 80
2b - - 1
X = ‘JLO/ [5 M] o
H,0 7
3 CN—o 2 ; 90 5
[5 M] [ —
NMP 80
4a X =p-OH 12 0 1
p [1 M]4) )
NMP 48
4b X =m-OH - 289 1
2 M] i —
NMP 169
4c X = 0-OH - 11+ 22 2
/—/ [2 M] 1] ——
d NMP 68"
4d | X X = p-OMe - - 1
P [4 M] 0
NMP 35
4e X=H 3 - 58 2
[50%] I
NMP <1
Af X =m-F 3 - 80” 1
[50%] ————
NMP 69
S5a X =CH 2 - 2
I/S [1.5M] 010
| />—.
XN NMP 22
5b X=N 20 13 2
[2 M] 11—
6 — NMP 16 4 1
/ -
\ N [5 M] | —

Y Zzahl der durchgefiihrten Synthesen; 2 Hydrazin wurde mono-Boc-geschitzt eingesetzt;
¥ Vol-%; * gesattigte Losung; ° Als Diketopiperazin 80; © Nebenprodukt: 47%
4H-Benzo[1,4]oxazin-3-one 79; ) Bei der Bestimmung der Reinheiten wurde das Signal von
adhasiv am Trager gebundenem und durch TFA abgeldstem Amin nicht bertcksichtigt.
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Elektronenreiche Amine:

Hydroxylamin und einfach acylierte Hydrazine (Tab. 12, Eintrdge 1, 2a und 2b) ergeben das
Tripeptoid 19 in mittleren bis guten Reinheiten (64-80%). Als Nebenprodukte treten
zahlreiche Verbindungen in jeweils geringer Menge auf. Sie bilden sich vermutlich wéihrend
der Abspaltung mit TFA aus den entsprechenden heteroatomsubstituierten und daher
elektronenreichen Amiden. Interessanterweise 148t sich aus dem N,N-Dialkylhydrazin
N-Aminopyrrolidin (Eintrag 3) nur das nicht-acylierte Dimer N-Pyrrolidinyl-72 gewinnen.
Selbst bei Versuchen zur séurefreien Abspaltung nach Synthese am Photo-Linker wurde nur
das Dimer nachgewiesen. Eine sdurekatalysierte Amidspaltung konnte die Beobachtung also
nicht erkldren. Moglicherweise liegt N-Pyrrolidinyl-72 als basisches Trialkylhydrazin in
hohem Malle protoniert vor und eine Acylierung wird so verhindert. Die Bromsubstitution
konnte auch mit dem nukleophilen, dialkylierten Stickstoffatom zum isomeren Hydrazinium-
Ion 77 erfolgt sein, dessen Ladung eine Acylierung verhindern wiirde. Im Rahmen dieser
Untersuchung konnte die Beobachtung nicht geklért werden.

T

o]
“rr"J"” R
N-Pyrrolidinyl- 72 + H* 77

FElektronenarme (aromatische) Amine:

Die untersuchten Aniline lassen sich in ihrer Reaktivitdt analog ihrer elektrophilen
aromatischen Substituierbarkeit einorden (Eintrdge 4a-4f). Elektronenreiche Aniline sind fiir
die Peptoid-Synthese an Zellulose geeignet (Eintrdge 4a,b,d). Die phenolischen Hydroxy-
gruppen missen dabei nicht gegeniiber Seitenkettenacylierung geschiitzt werden. Aus
sterischen Griinden muB3 jedoch wie bei Cyclohexylamin mit einem Anteil an nicht-
acyliertem Produkt gerechnet werden. Eine Besonderheit wurde bei ortho-Hydroxy-Anilin
(Eintrag 4c) beobachtet: Es wurde hauptsachlich ein Produkt mit M = 319 g/mol beobachtet,
bei dem es sich auf der Basis des Massen-Spektrums um das 4H-Benzo[ 1,4]oxazin-3-one 79
handelt, welches durch intramolekularen Ringschlul nach der Bromacetylierung aus 78
gebildet wurde.

:@551 s O%\w A

2-OH-Phenyl- 19 (M = 404) 79 (M =319)
Anilin selbst wird in der Literatur als geeignet fiir die Peptoid-Synthese beschrieben.!'?! Mit

16 % 47 %

nur 35% Reinheit bei der Trimeren-Synthese ist es fiir die Synthese an Zellulose jedoch



3 Peptoid-Synthese an Zellulosemembranen - 64 -

ungeeignet (Eintrag 4e). Die Reaktion kann bei den Synthesebedingungen am Harz zur
Vollstindigkeit gebracht werden, wihrend sie an Zellulose vorzeitig endet — sie stellt ein
Beispiel fiir die Grenzen der Peptoidchemie an Zellulose dar. Im Falle einer Fluor-
substitution am Anilin ist der anilinische Stickstoff derart deaktiviert, da eine Acylierung
nicht mehr moglich ist (Eintrag 4f).

Eine bemerkenswerte Beobachtung in der Reihe der Aniline war das Auftreten von
Produkten, die verglichen mit den Dimeren 72 eine um 17 Einheiten verminderte Masse
aufwiesen. Sie trat hauptsdchlich nach einer Behandlung mit TFA bei der Abspaltung vom
Rink-Linker auf — nach einer vergleichenden Synthese am Photo-Linker und sdurefreier
Photolyse erhdlt man hauptsidchlich das Dimer 72. In einer Losung von Acetonitril (30%)
und TFA (0.1%) in Wasser verschwand letzteres allerdings nach 1-2 Tagen zugunsten des
obengenannten Produktes. Eine sdurekatalysierte Cyclisierung der Dimeren 72 zu den
entsprechenden Diketopiperazinen 80 erklirt die Nebenreaktion.!""! Sie ist jedoch nur im
speziellen Fall von Peptoiden mdglich, die einen Anilin-Rest N-terminal tragen.

-
R G
TFA NI

N (0]
=
— H/\[]/N\)LNHZ - \/\/N\n)
0 0

- NH,*CF;C00"

Phenyl- 72 80
(R = 0-OH, m-OH, H, m-F)

Eine weitere Beobachtung machte die Grenzen der Reaktion am Beispiel der Aniline
deutlich: Der Versuch, 4-Hydroxyphenyl-73 mit Fmoc-Prolin an Stelle von Bromessigsaure
zu acylieren, um ein Hybrid-Oligomer 81 aus Peptoid- und Peptid-Bausteinen (Peptomer!' ™)
zu erhalten, war nicht erfolgreich (Schema 16). Aus der Beobachtung 146t sich ableiten, daf3
Bromessigsiure-2,4-dinitrophenylester (11) unter den hier angewendeten Bedingungen sogar
etwas reaktiver als Aminosdureanhydride ist, welche sich fiir die Acylierung aliphatisch

substituierter Peptoide unter SPOT-Bedingungen als optimal erwiesen hatten.!''"!

Fmoc-Pro-OH
O 0 o Br-CH,-COODNp; ° /05Aq.DIC; g ©
N

/\H/N\)LNH -~ N NN — L C_\:-)LN/\WN\)LNH:

o) —— b = o)
80%

OH OH
4-Hydroxyphenyl- 19 (M = 404) 4-Hydroxypheny|- 73 81 (M =376)

Schema 16: Versuch der Synthese von Peptoid/Peptid Hybriden (Peptomeren) mit Anilinen. Das
membrangebundene Anilin 4-Hydroxyphenyl-73 1863t sich unter den fir die SPOT-
Synthese mit aliphatischen Aminen optimierten Bedingungen (mit Fmoc-Prolin-
anhydridmo]) nicht mehr zum Peptomer 81 acylieren, wahrend die Reaktion mit Brom-
essigsaure-2,4-dinitrophenylester glatt zu 4-Hydroxyphenyl-19 verlauft (vergl. Tab. 12,
Eintrag 4a). a) Piperidin (50% in DMF); b) TFA (95% in H,0); ¢) DBU (4% in DMF).
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(Zur Peptomer-Synthese vergl. Schema 15, wobei statt des Fmoc-N-alkylglycins eine Fmoc-
Aminosdure eingesetzt wird.) Fir die Peptomer-Synthese ist die Reaktivitit des 4-
Hydroxyanilins nicht mehr ausreichend. Aniline sollten daher nur zur Synthese von ,,reinen
Peptoiden eingesetzt werden.

Von den verwendeten heterocyclischen Aminen 2-Aminothiazol (Eintrag 5a), 2-Amino-
1,3,4-thiadiazol (Eintrag 5b) und 2-Aminopyridin (Eintrag 6) wurde nur erstgenanntes in
einer brauchbaren Reinheit von 69% zum gewiinschten Trimer umgesetzt. Die elektro-
negativen Ring-Stickstoffatome bewirken eine Verminderung der Reaktivitét, so daB3 eine
Acylierung mit Bromessigsiure nicht oder nur unvollstindig mdglich ist.

D) Anwendbarkeit funktioneller Gruppen in der Seitenkette

Als letzter Parameter sollte die Vereinbarkeit der Peptoid-Synthese mit funktionellen
Gruppen in Seitenketten untersucht werden. Entscheidend war dabei, ob die gewiinschte
Gruppe ungeschiitzt eingebracht werden kann, oder ob eine Schutzgruppe notwendig ist. Fiir
die Synthese am Harz wurde vorgeschlagen, Alkohole, Amine, Carbonsiuren, Thiole und
Guanidine zu schiitzen, wihrend weniger reaktive Gruppen wie Indole, Phenole und

(12104 Entsprechende Synthesen von geschiitzten

18,130]

Imidazole ungeschiitzt bleiben konnen.
Aminen fiir die Sub-Monomer-Methode wurden beschrieben. !

Die Untersuchung der N/O-Selektivitit bei der Bromessigsdureaktivierung (Abschnitt
3.3.1.2) ergab bereits, dal Aminoalkohole, anders als bei der Peptoid-Synthese am Harz, bei
Verwendung von Bromessigsdure-2,4-dinitrophenylester (11) auch ohne Schutzgruppe
eingesetzt werden konnen. Der Verzicht auf Schutzgruppen ist dabei vor allem in Hinblick
auf die schnelle Zuginglichkeit der Bausteine von erheblichem Vorteil.

Die Schutzgruppen-Strategien bei den hier untersuchten Seitenkettenfunktionalitdten werden
im folgenden erldutert (die Daten sind in Tab. 13 zusammengefal3t):

-COOH: Carbonséuren

Vorversuche mit freien, ungeschiitzten Carbonsdurefunktionalititen in der Seitenkette
fiihrten zu Nebenprodukten, in denen die Sdure mit dem in der Synthese folgenden Amin
zum Amid reagiert hatte. Vermutlich setzte sich das Carboxylat zum Teil mit der aktivierten
Bromessigsdure zum gemischten Anhydrid um. Der Einsatz von sédurespaltbaren tert-
Butylestern sollte einen ausreichenden Schutz bewirken, ohne Aminolysen des sterisch
anspruchsvollen Esters befiirchten zu miissen. Zudem sind einige Bausteine fiir die Peptoid-
Synthese (Glycin, -Alanin) als zert-Butylester kommerziell erhéltlich (Tab. 13, Eintrdge la
und 1b).

-CONH,: Carbonsiureamide

Carbonsdureamide wurden ungeschiitzt eingesetzt (Eintrége 1c, 1d, 2 und 3b).
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Tab. 13: Produktreinheiten bei Anwendung von bifunktionellen Aminbausteinen R-NH, in der
Synthese der Tripeptoide 19 an Rink-Linker modifizierter Zellulose

SRPCR S

19
) . Trimer 19 |
Nr. R—e Losungsmittel (%] n
68
la X=0H,n=1% H,0 [2.5 M] 1
e
85
1b o X =0H, n=2% H,0 [3 M] 1
at
78
lc n X=NH,, n=1 H,0 [5 M] 1
T 1
69
1d X=NH,, n=2 H,0 [5 M] 1
e
96
2 p NMP [50%]” 1
fo) N\_/_. [ 0] I
93
3a X=NH,,n=1? NMP [50%]” 1
e
99
3b X =NHAc,n=1 NMP [50%]” 1
I
NH 5)
43
3c M, H,0 [3 M] 2
X= H ,n=3 10311 —
59
3d Xﬁn" X =0S0;H,n=1 H,0 [2 M] 2
[
17
3e X=0PO;H,,n=1 | H,O [3M] 3
[
82"
3f X=SH,n=1% NMP [3 M] 1
e
847
3g X =SH, n=2% NMP [3 M] 1
T

Y Zahl der durchgefiihrten Synthesen; %) Die zugrunde liegende Carbonsaure war als
tert-Butylester geschitzt; ¥ Vol-%; ¥ Das zugrunde liegende Diamin war mono-Boc-
geschiitzt; * Seitenkettenacyliertes Produkt: 10%; ® Die zugrunde liegenden
Mercaptane waren S-Trityl geschuitzt; ") Bei der Abspaltung wurde Triisopropylsilan (5%)
zugesetzt, Disulfid-Dimer: 3% bzw. 4%, Tritylfragment bei der Berechnung der Reinheit
nicht bertcksichtigt.



3 Peptoid-Synthese an Zellulosemembranen -67 -

Fortsetzung Tab. 13:

) . Trimer 19 |
Nr. R—e Losungsmittel (%] n
90%
4a X X=H NMP [50%]” 7
HO— "
\_o 97
4b X =Me NMP [50%]” 1
|
95
5 NMP [2 M] 1
I
HO
8010)
6 o=/ 9 NMP [50%]°) 1
I 1
e o) |
7 NG NMP [50%] 1
b
64')
8 HN/\§—/_. NMP [1.5 M] 3
L=y A
HN
\ 73
9 NMP [1.5 M] 1
e

8) Seitenkettenacyliertes Produkt: 6%; % Die Synthese erfolgte aus dem entsprechenden
Dimethylacetal; ' Nebenprodukt: 20% Aldol-Dimerisierungsprodukt; '" Nebenprodukt:
8% bicyclisches Produkt 87.

-NH,: Primére Amine

Primédre Amine in der Seitenkette werden zur Peptoidsynthese zweckmafigerweise mit einer
Boc-Gruppe geschiitzt. Einige einfach geschiitzte Diamine sind kommerziell erhiltlich. Aus
den entsprechenden Diaminen lassen sie sich auch im hohen Ausbeuten nach A.P. Krapcho

et al. herstellen."*"! (Eintrag 3a)

-NH-C(NH)NH>,: Guanidine

Im Verlauf dieser Arbeit wurde von T. Uno et al. von Schwierigkeiten bei der Synthese
doppelt-Boc-geschiitzter Guanidin-Seitenkettenfunktionen fiir Sub-Monomer-Bausteine
berichtet und ein neuer Zugang zu 2,2,5,7,8-Pentamethylchroman-6-sulfonyl-geschiitzten

B39 1 Rahmen dieser Arbeit wurde versucht, die Guanidin-

Produkten vorgeschlagen.!
Funktionalitdt gédnzlich ohne Schutzgruppe einzubringen, vor dem Hintergrund, daf3 auch

Protonierung der sehr basischen Gruppe einen ausreichenden Schutz bewirken kann (Eintrag
3¢)[137:148)
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-OPOsH,: Phosphate und -OSO;H: Sulfate

Phosphorylierte Hydroxyfunktionen spielen im Organismus eine entscheidende Rolle bei der
Regulation von Proteinaktivititen.'*) Die kommerziell verfiigbaren, einfachen Amino-
ethylester der Phosphorsdure und der Schwefelsdure sollten daher auf ihre Anwendbarkeit in
der SPOT-Synthese hin getestet werden, um einen Zugang zu Phospho- und Sulfato-
Peptoiden zu erhalten. Wie schon bei den ungeschiitzen Amino-Guanidinen macht auch hier
die Verwendung von Wasser als Losungsmittel den Einsatz erst moglich (Eintrdge 3d und
3e).

-SH: Thiole

Thiole in der Seitenkette sind insbesondere im Hinblick auf Cyclisierungen interessant. Das
S-Trityl-geschiitzte Mercaptoethylamin (85) 148t sich leicht nach F.I Carroll et al. aus
Triphenylmethanthiol (82) und 2-Aminoethylbromidhydrobromid (83) herstellen.!'*” Auf
dem gleichen Weg wurde das CH,-homologe Mercaptopropylamin (86) aus 3-Aminopropyl-
bromidhydrobromid (84) synthetisiert (Eintrdge 3f und 3g).

2 NaOMe
H B
MeOH

83:n=1 85:n=1 (85%)
84:n=2 86:n=2 (92%)

-OH: Alkohole/Phenole

Auf der Basis der positiven Ergebnisse in Abschnitt 3.3.1.2 wurden Hydroxyfunktionalititen
ungeschiitzt eingesetzt (Eintrége 4a, 4b und 5).

-CHO: Aldehyde

Um die Bildung Schiff’scher Basen zu vermeiden, sollten Aldehyde acetalgeschiitzt
eingesetzt werden. Die Dimethylacetale des Aminoacetaldehyds und 2-Aminopropion-
aldehyds sind kommerziell erhiltlich (Eintrag 6 und Tab. 11, Seite 60, Eintrag 6).

-CN: Nitrile

Nitrile wurden ungeschiitzt eingesetzt (Eintrag 7).

Imidazole

Der Imidazolring des Histamins wurde ungeschiitzt eingesetzt (Eintrag 8).
Indole

Indol Seitenketten wurden ungeschiitzt eingesetzt (Eintrag 9).

Die Ergebnisse zeigen, dafl neben einfachen Alkyl- und Aryl-Resten auch eine gro3e Anzahl
von Seitenkettenfunktionalitdten in Reinheiten zwischen 64% und 99% zugénglich sind
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(Carbonséduren, Carbonsdureamide, primdre Amine, Thiole, Alkohole, Phenole, Aldehyde,
Nitrile, Imidazole, Indole).

Die Seitenkettenveresterung, die beim primiren Alkohol noch zu 6% beobachtet wurde, trat
beim sekundiren Alkohol aus sterischen Griinden nicht mehr auf (Eintrdge 4a und 4b). Fiir
Histamin mit einer Imidazol-Trityl-Schutzgruppe wurden Nebenreaktionen beschrieben!'** —
dennoch konnte das Test-Tripeptoid Imidazolylethyl-19 hier bei Verwendung von
ungeschiitztem Histamin in einer Reinheit von 64% neben nur 8% des beschriebenen
bicyclischen Nebenproduktes 87 erhalten werden (Eintrag 8). Der Verzicht auf eine

Schutzgruppe scheint die Cyclisierung in diesem Fall (evtl. durch Protonierung des
Imidazols) zu unterdriicken.

Y EUTRE

0 0 0 0
1.) Br-CH,-COOD Cl
N N r-CH, " NJLNAH/NJLNHZ . KILNWNJNHZ
0 0

o —&— 2.) Piperidin @\)
3.) 95% TFA/H,0 N/
Z "NH Z NH  64% 8%
=/

N=/ N=

Imidazolylethyl- 19 87

Mit niedrigen Ausbeuten von 43% bzw. 59% eignen sich die hier getesteten Bausteine zur
Einfiilhrung von Guanidin- oder Sulfat-Seitenkette allenfalls zur Synthese kurzer Oligo-
peptoide. Trotz einiger Versuche, den pH-Wert der Aminldsung zu variieren, lief3 sich eine
Phosphat-Seitenkette nur in 17% Reinheit erhalten. Der Baustein ist offenbar nicht zur

Synthese geeignet. (Eintrdge 3d und 3e)

Eine interessante Gruppe von Diaminen wurde bereits als ungeeignet fiir die Peptoid-
Synthese beschrieben!'*": Amine, die eine tertiire Aminofunktion im Abstand von 3-4
Atomen vom Riickgrat tragen. Entsprechende Peptoide 88 quaternisieren bei der Brom-

acetylierung spontan zu cyclischen Produkten 89.

1 2
R\ R 1
R\ +
L(\I )n Q . BrCHyCOODmp ‘NA(\I )n o
AL T = N b
"I’ lo) ""
88 (n=1,2) 89 (n=1,2)

3.3.3.2 Seitenkettenfunktionalitdten der proteinogenen Aminoséauren

Im Hinblick auf die Ahnlichkeit der Peptoide mit den Peptiden sowie deren potentielle
peptidmimetische Eigenschaften sind unter den verwendbaren Aminen diejenigen von
besonderem Interesse, die zu Seitenketten der 20 proteinogenen Aminosduren fithren. Mit
den im vorangegangenen Abschnitt gemachten Untersuchungen lassen sich alle
entsprechenden funktionellen Gruppen in Peptoide einbringen. Dabei ist es allerdings
oftmals nicht moglich, einen gleichen Abstand der Funktionalitdt vom Oligomeren-Riickgrat
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zu wahren, da die entsprechenden Strukturen nicht stabil wiren (z.B. N-Acylhemiaminal-
Strukturen im Falle der Ser/Thr-Seitenketten). In Tab. 14 sind die zugénglichen Bausteine
zusammengestellt.

Tab. 14: Zuganglichkeit der Sub-Monomer-Bausteine zur SPOT-Synthese von Peptoiden mit
Seitenketten, die denen der proteinogenen Aminosauren entsprechen. In der Zeile ,0“ ist
der Abstand zum Oligomeren-Riickgrat identisch mit den entsprechenden Peptiden. Bei
»~1“bzw. ,+1“ ist der Abstand um eine Methylengruppe klrzer bzw. langer.

Ala | Cys | Asp | Glu | Phe | Gly | His Ile | Lys

0| +7" 68% | 85% | 96% | +V | +2| + + +

+1 | +P| 82% | 85% | +?| + +D164% | +2| + +

Met | Asn | Pro | Gln | Arg | Ser | Thr | Val | Trp | Tyr

Legende: Prozentangaben: Reinheiten, die mit den entsprechenden Bausteinen im
Modell-Tripeptoid 19 erreicht wurden (vergl. Tab. 11 - Tab. 13 im vorangegangenen
Abschnitt); ,+“ Baustein, wenn nicht anders vermerkt, im Rahmen dieser Dissertation
getestet (Daten innerhalb dieser Arbeit nicht gezeigt); ,-“: Synthese nicht mdglich.
Y Verwendung des entsprechenden Fmoc-geschitzten N-Alkylglycinbausteins (Mono-
mer-Methode); # Entsprechender Baustein nicht getestet, Synthese prinzipiell méglich.

3.3.4 Zusammenfassung: Moglichkeiten und Grenzen der Peptoid-Synthese

Aufgrund der speziellen Bedingungen der SPOT-Synthese wie einer besonderen Reaktions-
kinetik durch Verdampfung der Losungsmittel oder der Anwesenheit von Hydroxy-
funktionen des Zellulosetrigers ergeben sich Unterschiede zur Synthese an Harzen.

Es konnte gezeigt werden, dafl Bromessigsédure-2,4-dinitrophenylester (11) optimal fiir die
SPOT-Synthese an Zellulose geeignet ist.

Amine sollten in hoher Konzentration (2-5M) in NMP oder DMSO geldst eingesetzt
werden. Bei sehr polaren Aminen ist die Anwendung von Wasser als Losungsmittel
moglich. Nach der Synthese einer Reihe von Tripeptoiden konnten Kriterien bestimmt
werden, nach denen die Eignung von Aminen fiir die SPOT-Synthese eingeschétzt werden
kann:
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Ein primdres Amin ist fiir die Peptoid-Synthese an Zellulose geeignet, wenn es

einen Siedepunkt iiber ca. 50°C besitzt;

— keine o-Verzweigung (R-CH,-NH,) oder eine o-Verzweigung als Teil eines
5-Ringes (Cyclopentylamine) aufweist;

— eine o-Verzweigung aufweist und ein Anteil von 10-20% Abbruchsequenz im
Produkt toleriert wird;

— zu einer der folgenden Verbindungsklassen gehdrt: Alkylamin, Arylamin (wenn es
elektronenreicher als Anilin selbst ist), Hydroxylamin, Acylhydrazin,
Aminoalkohol, -phenol, -carbonsdureamid, -nitril, -indol oder -imidazol;

— eine der folgenden Funktionalititen in der Seitenkette trdgt, die mit einer
geeigneten Schutzgruppe versehen ist: Hydrazin (Boc), primires/sekundires Amin
(Boc), Thiol (Trityl), Carbonséure (fert-Butyl) oder Aldehyd (Acetal).

Es werden dabei Tripeptoide in einer Reinheit von 62% bis 99% erhalten.

Mit Nebenprodukten ist die Verwendung von Aminen mit freien Alkylsulfat- und Guanidin-
Funktionen in der Seitenkette verbunden. In Rahmen von Synthesen kurzer Oligomere (z.B.
Trimere) kann eine Verwendung jedoch erwogen werden.

Ungeeignet sind u.a. Amine, die an ein tertidres Zentrum gebunden sind, Alkylhydrazine,
und 2-Hydroxyaniline. Elektronenreiche Aniline sind zwar fiir die Synthese von Peptoiden,
nicht aber fiir die Acylierung mit Fmoc-Aminosdureanhydriden nach der Monomer-Methode
(Peptomer-Synthese!' ') geeignet.

Trotz der abgeleiteten GesetzméBigkeiten ist bei Aminen, die in der SPOT-Synthese von
Peptoiden noch nicht eingesetzten wurden, ein chemischer Test durch die Synthese des
Tripeptoids 19 zu empfehlen. Auch die genaue Einhaltung aller Syntheseparameter ist von
groBBer Bedeutung fiir die Synthesequalitit. Insbesondere sollte der Derivatisierungsgrad
nach der Membranalkylierung und Kopplung des Linkers im Bereich von 200-
1400 nmol/cm? liegen, um eine zur Analyse ausreichende Produktmenge zu erhalten.
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4 Identifizierung bioaktiver Peptoide de novo

Fiir die Suche nach Liganden fiir Proteine und anderen bioaktiven Verbindungen existieren
zwei grundlegend unterschiedliche Ansatze:

1. Identifizierung und Optimierung eines bindenden Molekiils auf der Basis
einer bekannten aktiven Verbindung, z.B. eines Rezeptors oder eines natiirlich
vorkommenden Peptids.

2. Suche nach einer aktiven Verbindung de novo, d.h. ohne strukturelle
Vorinformationen zu nutzen.

Die erste Methode ist naturgemél direkter als die zweite Methode, da sie sich an einer
bereits aktiven Struktur, der sogenannten Leitstruktur, orientiert. Die zweite Methode birgt
ein hohes Potential, da bioaktive Verbindungen ohne Vorinformationen gefunden und zudem
vollig neuartige aktive Strukturen identifiziert werden konnen. Ziel des de novo Ansatzes ist
nicht die direkte Auffindung hochaffiner Liganden, sondern die Identifizierung einer neuen
aktiven Substanz im Sinne einer Leitstruktur. Diese soll dann ihrerseits als Ausgangspunkt
zu weiteren Optimierungen dienen.

Bei der de novo Methode miissen deutlich mehr Verbindungen getestet werden, um eine
aktive Verbindung zu finden als bei der zielgerichteten Synthese, da die Treffer-
wahrscheinlichkeit aufgrund der fehlenden Vorinformationen deutlich geringer ist. Die
Entwicklung von Bindungsstudien mit hohem Durchsatz (High Throughput Screening, HTS)

[151) Eine zweite

lieferten eine erste Voraussetzung zur Durchfiihrung von de novo Ansitzen.
Voraussetzung war die Einfilhrung der kombinatorischen Chemie, die eine ausreichende
Zahl an Verbindungen innerhalb kurzer Zeit zur Verfiigung stellen kann.'"? Die SPOT-
Synthese an Zellulose besitzt in diesem Zusammenhang ein hohes Potential, da in einer
Synthese bis zu 8000 verschiedene Verbindungen innerhalb einer Woche parallel

synthetisiert werden kdnnen.

Auf der Ebene von Peptiden war es bereits gelungen, die Erkennungsmotive von
Antikorpern (Epitope) de novo mittels SPOT-Synthese zu identifizieren (Ubersichten in
Lit.***)). Im Rahmen dieser Arbeit sollte am Beispiel von Peptoiden untersucht werden, ob
sich auch nichtpeptidische Liganden fiir den auf peptidischer Ebene gut untersuchten

41,42,49,50]

monoklonalen Antikdrper Tab-2! identifizieren lassen.

4.1 Chemische Voraussetzungen

Bei den Untersuchungen des vorangegangenen Abschnitts wurden die Peptoide stets auf
einer Fliche synthetisiert, die eine zur Analyse ausreichende Substanzmenge trégt (,,grof3e*
SPOTs). Typischerweise wurden die Substanzen an SPOTs im Abstand von etwa 1 cm
synthetisiert und nach Ausstanzen einer 0.23 cm® groBen Fliche aus der SPOT-Mitte
analysiert.

Um Bindungsstudien mit membrangebundenen Substanzen durchzufiihren, reichen weitaus
geringere Substanzmengen und damit verbunden kleinere SPOTs aus. In mehreren
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Untersuchungen wurden Bindungsstudien mit zellulosegebundenen Peptiden durchgefiihrt,
die mit einem SPOT-Abstand von ca.2.2 mm und einer Dichte von ca. 21 SPOTs/cm’
synthetisiert wurden, so daf} auf einer typischen Membran (19 x 28 cm) etwa 8000 SPOTs
sowie Kontrollen Platz fanden.*'***®! Der Vorteil dieser Methode lag auf der Hand: eine
grofle Zahl an Verbindungen lie8 sich simultan an einem Trager synthetisieren und ohne
grof3en apparativen Aufwand auf Bindung testen.

® @ ® @ © ©

Abb. 21: Zellulosemembran (9.4 x 2.1 cm) mit ,groRen und ,kleinen®* SPOTs im Vergleich. Die
Aminogruppen des Rink-Linkers wurden durch Inkubation mit Bromphenolblau angefarbt.
Die Markierungen wurden mit Bleistift gemacht.

Bevor auch Peptoid-Bibliotheken mit 8000 Verbindungen pro Membran synthetisiert werden
konnten, sollte die Synthesequalitdt an ,.kleinen SPOTs anhand von drei Modelltrimeren
untersucht werden. Die Verbindungen wurden dazu unter den entsprechenden Bedingungen
synthetisiert (automatische Pipettierung, geringe SPOT-Grofe und kleiner SPOT-Abstand;
vergl. Abb. 21). Die Synthesequalitit sollte mit der an ,,groBen“ SPOTs erreichbaren
verglichen werden. Da der verwendete Syntheseroboter die Pipettierung unterschiedlicher
Volumina innerhalb eines Synthesecyclus, wie sie zur Erzeugung unterschiedlich groBer
SPOTs bendtigt werden, nicht unterstiitzte, wurden groBere SPOTs durch mehrfaches
Pipettieren an die gleiche Stelle erzeugt. Zur Analyse wurden zehn ,kleine® SPOTs mit
identischer Sequenz synthetisiert und zusammen analysiert, um eine ausreichende
Substanzmenge zu erhalten.

In Tab. 15 sind die Produktreinheiten bei der Synthese an unterschiedlich groen SPOTs
gegeniibergestellt. Es 146t sich erkennen, dal die Reinheiten der Tripeptoide, die von
»kleinen“ SPOTs (Durchmesser: ca. 1.2 mm) erhalten wurden, etwa 2/3 der Werte von
»groflen* SPOTs erreichen. Eine etwas geringere Synthesequalitdt wurde jedoch erwartet, da
der Randbereich, der durch kleine Unterschiede im Pipettiervolumen Fehlsequenzen trégt,
bei der Analyse ,.kleiner SPOTs mit untersucht wurde, wihrend er bei den ,,groBen* SPOTs
ausgespart werden konnte. Bei der quantitativen Auswertung der Ergebnisse von Bindungs-
studien werden auch bei ,kleinen® SPOTs nur die SPOT-Zentren beriicksichtigt, wo mit
groBBer Wahrscheinlichkeit hohere Reinheiten als am Rand vorliegen. Durch die erfolgreiche
Miniaturisierung der SPOT-GroBe konnte die Peptoid-Synthese auf ,kleine” SPOTs
ibertragen werden.
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Tab. 15: Produktreinheiten bei einer vergleichenden Synthese der Tripeptoide 16, 90 und 91 auf
,grolRen® und ,kleinen“ SPOTs an Rink-Linker derivatisierter Zellulosemembran.

P S o
I i

16: R=Bzl Co’)

HN—
90:R= e~ AN 91

Reinheit an ,,groBem™  Reinheit an ,,kleinem*

Tripeptoid SPOT [%]" SPOT [%]
16 08 69
90 63 4
91 90 57

" Analyse der SPOT-Mitte (0.23cm? ohne Randbereich.
Substanzmenge pro ,groRem*“ SPOT: 170 nmol [nach Quantifizierung
der Fmoc-Schutzgruppe des Rink-Linkers]; 2 Gemeinsame Analyse
von jeweils zehn ,kleinen® SPOTs (je 0.01 cm2), ohne den SPOT-
Rand zu entfernen. Substanzmenge pro ,kleinem“ SPOT: 8.3 nmol
[nach Fmoc wie in 1)].

4.2 Biochemische Voraussetzungen: Bindung eines Antikorpers als
Modellsystem

Der monoklonale Antikorper Tab-2 erkennt die lineare Sequenz VVSHFND aus dem
N-Terminus des transforming groth factor-o. (TGF-or).***! Dessen Bindungsspezifitit
gegeniiber dem Peptid wurde durch eine Substitutionsanalyse bestimmt (vergl. Abb. 4, Seite
4). Dabei zeigt sich, daB3 die Bindung im C-terminalen Bereich des Peptids (SHFND) durch
Kontakte zu den Seitenketten charakterisiert ist, wihrend an den Positionen der beiden
N-termialen Valin-Bausteine Kontakte zum Riickgrat bestehen.*!) Durch kombinatorische
Peptid-Bibliotheken an Zellulose und unter Verwendung der phage-display-Technik konnte
das Bindungsmotiv auch de novo identifiziert werden.*>>" Dieser allgemeine Ansatz
ermOglicht dabei prinzipiell auch die Identifizierung von zuvor unbekannten, bindenden
Peptiden mit Sequenzen, die sich von derjenigen des Antikorper- Epitops unterscheiden.
Wihrend im Falle von mAk Tab-2 hauptsichlich dhnliche Sequenzen gefunden wurden,
gelang es, fir den Antikérper mAk CB4-1 vollig verschiedene Sequenzen auf

kombinatorischem Weg zu identifizieren.!”*!

Bei de novo Strategien in der Peptidchemie an Zellulose wurde im allgemeinen mit Peptiden
aus 6-14 Aminosduren gearbeitet, die in 2-3 Positionen eine definierte Aminosdure besitzen,
wihrend die anderen Positionen randomisiert vorliegen. Ein SPOT einer solchen Bibliothek
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kann beispielsweise eine Sequenz der Art XXB;B,XX besitzen, in der die mittleren
Positionen zwei bestimmte Aminosduren B; und B, tragen, wihrend an den iibrigen
Positionen Mixturen aus allen 20 Aminosduren zur Synthese eingesetzt werden, so daf3
letzlich eine sehr grofle Zahl an Sequenzen/SPOT vorliegt.

Da durch die, verglichen mit der Peptidsynthese, geringere Synthesequalitit der Peptoide die
Synthese lingerer Sequenzen erschwert war, sollte zundchst versucht werden, ein bindendes
trimeres Peptoid fiir mAk Tab-2 zu identifizieren. Der monoklonale Antikorper sollte dabei
als Modellsystem fiir die Identifikation von Proteinbindung im Hinblick auf Affinitdt und
Spezifitit dienen. Dabei war die Verfligbarkeit und Stabilitit des Proteins sowie die
Verfligbarkeit von Bindungsdaten auf Peptidebene fiir die Auswahl ausschlaggebend. Es
wurde aufgrund der geringen MolekiilgroBe eine relativ schwache Bindung erwartet, so daf3
keine Mischungen sondern einzelne, definierte Verbindungen auf jedem SPOT synthetisiert
werden sollten. Bei Verwendung von 20 Bausteinen 148t sich an einer Zellulosemembran
(19 x 28 cm) der vollstindige Sequenzraum von 8000 (=20 x 20x 20) Tripeptoiden
synthetisieren.

4.3 Identifizierung Antikorper-bindender Tripeptoide

Basierend auf 20 Bausteinen sollte eine Bibliothek aller 8000 mdglichen Tripeptoide 92
synthetisiert werden. Dabei sollten sich die Bausteine nach Moglichkeit stark unterscheiden,
um moglichst verschiedene Tripeptoide zu erhalten. Der Auswahl wurden die folgenden
Kriterien zugrunde gelegt:

1. Es sollten moglichst viele verschiedene funktionelle Gruppen vertreten sein,
die die Strukturelemente Wasserstoff-Donor (HD) und -Akzeptor (HA),
aromatischer Ring (Ar), hydrophobe Kontaktmdglichkeit (Lip) sowie bei
neutralem pH-Wert in wiBrigen Losungen positiv (+) sowie negativ (—)
geladene Gruppen beinhalten.

2. Die Auswahl der Reste sollte funktionelle Gruppen der proteinogenen Amino-
sduren beinhalten.

3. Der Satz an Bausteinen sollte auf der Grundlage einer Berechnung des
Verteilungskoeffizienten zwischen Wasser und n-Octanol (logP) das
Polaritatsspektrum moglichst gleichméBig abdecken.

4. Fir die Bausteine sollte auf der Basis der in Abschnitt 3.3.3 gemachten
Untersuchungen und der daraus abgeleiteten allgemeinen Prinzipien (vergl.
3.3.4) eine hohe Synthesequalitit zu erwarten sein.
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Abb. 22: 20 Bausteine zur Synthese einer Bibliothek aus Tripeptoiden 92 (n-Oct = n-Octyl).

Die gewihlten Bausteine (Abb. 22) erfiillen diese Kriterien in folgender Weise:

1. Funktionelle Gruppen (Einzelne Bausteine konnen mehreren Struktur-

elementen zugeordnet sein):

HD: B-05, B-06, B-07, B-08, B-10, B-14, B-15, B-17, B-18, B-20
HA: B-02, B-05, B-07, B-10, B-11, B-14, B-15, B-19, B-20

Ar:  B-01, B-02, B-08, B-09, B-10, B-11, B-12, B-15

Lip: B-03, B-04, B-13

+: B-15,B-17, B-18

—-: B-19

2. Seitenketten, die den proteinogenen Aminosduren gleichen, haben (ohne

Beriicksichtigung des korrekten Abstandes zum Riickgrat):
B-01: Phe; B-05: Ser; B-06: Gly; B-08: Trp; B-10: Tyr; B-13: Leu; B-15: His;
B-16: Ala; B-18: Lys; B-19: Glu; B-20: Gln

3. Die Verteilung der LogP-Werte der den Aminbausteinen entsprechenden
N-Methylacetamide 93 ist in Abb. 23 wiedergegeben.

4. Alle Bausteine entsprechen den in Abschnitt 3.3.4 zusammengefaliten

Kriterien, so dal} eine ausreichend hohe Synthesequalitdt erwartet wurde. Mit
Ausnahme der Bausteine B-14 und B-18 (Boc) sowie B-19 (Bu) wurden alle
Bausteine ohne Seitenkettenschutzgruppe eingesetzt. Die Bausteine B-06 und
B-16 wurden nicht nach der Sub-Monomer-Methode synthetisiert, sondern
mittels ihrer entsprechend Fmoc-geschiitzten Monomerbausteine eingebracht
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(Fmoc-Gly-OH fiir B-06, Fmoc-Sar-OH fiir B-16). Es zeigte sich zu einem
spateren Zeitpunkt der Arbeit, dal die Verwendung der Bausteine B-02 und
B-17 aufgrund ihrer tertidren Stickstoffatome zu Nebenreaktionen fiihrt
(vergl. Betrachtungen zu den Peptoiden 88 auf Seite 69). Trimere, die diese
Bausteine in den beiden C-terminalen Positionen enthielten, wiesen daher
vermutlich nicht die gewiinschte Struktur auf.
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Nummer des Bausteins

Abb. 23: LogP-Werte der N-Methylacetamide 93 der 20 Bausteine (R-e = B-1-B-20), die zur
Synthese einer Tripeptoid-Bibliothek verwendet wurden (Berechnet mit ChemDraw Ultra,
Cambridge Soft; zur Identitat der Bausteine vergl. Abb. 22).

Die Bibliothek wurde zu einem relativ friihen Zeitpunkt der vorliegenden Arbeit
synthetisiert. Daher wurde die Synthese an einer Zellulosemembran 9 durchgefiihrt, die mit
Epibromhydrin und anschlieBend Ammoniak anstelle des spéter verwendeten 4,7,10-Trioxa-
1,13-tridecandiamins (37) derivatisiert wurde (Derivatisierungsgrad: 500 nmol/cm?). Um ein
flexibles Abstandselement einzufiihren, ging der Synthese des Tripeptoids die Einfiihrung
einer Tetraglycin-Einheit voraus, bei der die drei ersten Bausteine durch Inkubation der
gesamten Membran eingefilhrt wurden. Die so erhaltenen Triglycin-derivatisierte
Zellulosemembran 94 (Derivatisierungsgrad: 401 nmol/cm?) diente als Grundlage fiir die
SPOT-Synthese mit Hilfe des Pipettierroboters, wobei die SPOT-Definition mit dem vierten
Glycinbaustein (Fmoc-Gly-OPfp) zur Membran 95 durchgefiihrt wurde (Schema 17).
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1. 0,3 M Fmoc-Gly-OH/

oH TBTU/DIEA 1/1/1 (30 min) oy - SPOT-Definition mit
(Inkubation der gesamten 0.3 M Fmoc-Gly-OPf
- - -l -_— y y p
HZN/\[ Membran) H-Gly-Gly-Gly H/\[ 2% 15 min
o R o : o o >
_‘_ 2, Plpel"ldln (20% in DMF, _‘_ 2. Piperidin (20% in DMF,
20 mln) 20 mln)
9 3. Vorgang 2 x wiederholen 94
500 nmol/cm? 401 nmol/cm?

o] R' o
1.1,0 M Br-CH,-COODnp H \
OH ’ 2 N N OH
”'[G'y]‘*'ﬂ/\[ (2 x 15 min) R \)LNA,( \)L[Gly]rn/\[
- 2
o R® O o
—4—  2.R*NH, (2-5 M, 3 x 15 min) ——

95 3. Vorgang 2 x wiederholen 96

Schema 17: Synthese der membrangebundener Tripeptoide 96.

Um die Synthese zu kontrollieren wurde am Rand der Membran das Tripeptoid 16 (aus den
Aminen n-Butylamin, Benzylamin und Piperidin) synthetisiert. Der Synthese ging dazu die
Kopplung des N-terminal Fmoc-geschiitzten Rink-Linkers anstelle des vierten Glycin-
bausteins voraus, um eine Abspaltung und Analyse zu ermoglichen. Die Reagenzien wurden
fiir jeden Kopplungscyclus manuell pipettiert, um SPOTs der notwendigen GrofBle zu
erhalten. Die Analyse nach der Abspaltung ergab das gewiinschte Tripeptoid in einer
Reinheit von 45% als Hauptprodukt (HPLC). Die Synthesequalitit war zwar niedriger als
erwartet, die Tatsache, dal das Produkt als Hauptkomponente vorhanden war, liel die
Qualitét als ausreichend fiir eine Festphasen-Bindungsstudie erscheinen.

Substrat

Inkubation mit Inkubation mit POD-
mAK Tab-2 markiertem Antikérper hy
e o o
—
e O € [ ] e o €
Tripeptoid- Antikorper bindet Nachweis durch
Bibliothek an einzelne SPOTs Chemoluminiszenz

Abb. 24: Festphasen-Bindungsstudie einer zellulosegebundenen Tripeptoid-Bibliothek (POD =
Meerrettich-Peroxidase, Substrat: Chemolumineszenz-Substrat auf Luminol-Basis).

Die Membran wurde in einer Festphasen-Bindungsstudie mit dem Antikérper mAk Tab-2
inkubiert. Gebundene Antikérper wurden mit einem zweiten, Meerrettichperoxidase-
markierten Antikorper durch eine Chemolumineszenzreaktion nachgewiesen (Abb. 24). Die
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digitale Detektion (Lumilmager™) ermdglichte dariiberhinaus eine quantitative Bestimmung
der Signalintensititen. Als Kontrolle ging der Inkubation mit mAk Tab-2 eine Behandlung
der Membran mit dem zweiten Antikorper voraus, die keine Signale zeigte.

Das Ergebnis der Bindungsstudie ist in Abb. 25 dargestellt. Anstelle von einzelnen
bindenden Tripeptoiden, die eine sequenz- und seitenkettenspezifische Erkennung
signalisieren wiirden, werden Bindungsmuster beobachtet. Diese werden durch eine
positionsabhingige Bindung einzelner Reste verursacht: In der C-terminalen Position erfolgt
eine Bindung des Antikorpers bevorzugt an die Reste B-01 (Benzyl), B-03 (Cyclohexyl-
methyl) und B-04 (n-Octyl), erkennbar an Signalen in den entprechenden Spalten der
Membran. Da sich in den Zeilen keine ausgeprigten durchgehenden Muster erkennen lassen,
scheint der Antikorper dort keine Seitenketten zu bevorzugen. Am auffilligsten sind jedoch
die starken Signale fiir diejenigen Tripeptoide, die den Baustein B-03 (Cyclohexylmethyl-)
in der N-terminalen Position tragen.
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Abb. 25: Bindung von mAk Tab-2 an eine Bibliothek aus 8000 trimeren Peptoiden, die auf 20
Bausteinen basieren. Peptoide in den 20 markierten Blocken besitzen den gleichen
N-terminalen Baustein, Substanzen in einer Zeile gleichen sich im mittleren Baustein, in
den Spalten ist jeweils der C-terminale Baustein identisch. Die markierten Verbindungen
wurden spater am Syntheseharz resynthetisiert.

Zur besseren Ubersicht ist in Abb. 26 eine AusschnittsvergroBerung des dritten Quadranten
mit verdnderter Gradationskurve gezeigt. In dieser Einstellung 146t sich erkennen, da3 von
den Tripeptoiden mit N-terminalem Cyclohexylmetylrest (B-03) diejenigen ein besonders
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intensives Signal zeigen, die in der mittleren Position einen der aromatischen Reste B-08,
B-09, B-10, B-11 oder B-12 tragen (Zeilen), wenn gleichzeitig C-terminal ein Thiophen-
methyl- (B-09) bzw. p-Hydroxyphenethyl-Rest (B-10) vorliegt (Spalten).

1 10 20
Lovovoronlorrnnrnnld
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Abb. 26: Ausschnittsvergréf3erung von Block 3 in Abb. 25 (Baustein 03 in der N-terminalen Position),
dargestellt mit veranderter Gradationskurve verglichen mit Abb. 25.

Um zu iiberpriifen, ob eine spezifische Bindung an das Paratop des Antikorpers vorlag und
wenn ja, wie stark diese Bindung ist, wurden vier Substanzen ausgewihlt und am

FluB mit einer wéaRrigen s

Lésung des Tripeptoids A: - ‘:- -
Chipoberflache

(Goldfilm)

/ ‘ ‘ evaneszierende Welle
Glas-Prisma .

Schema 18: Vereinfachte Darstellung der Messung von Bindungsaffinitaten durch Oberflachen-
Plasmonenresonanz: Monochromatisches, polarisiertes Licht (hv) wird unter Total-
reflektionsbedingungen durch ein Prisma auf eine Grenzflache Glas/Wasser
eingestrahlt. Ein Anteil des Lichtes (evaneszierende Welle) dringt dennoch, beglinstigt
durch eine Goldbeschichtung, in das walrige Medium in der direkten Nahe der Ober-
flache ein (bis ca. 300 nm). Die resultierende Abschwéachung des reflektierten Lichts ist
bei einem bestimmten Winkel ® maximal (Resonanz). Die Resonanzbedingung hangt
vom Brechungsindex des walirigen Mediums und damit von der Masse der an der
Oberflache gebundenen Substanzen ab (hier: Antikérper und Tripeptoide).
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Syntheseharz synthetisiert (vergl. Markierungen in Abb. 25 und Abb. 26, die Bezeichung der
Substanzen bezieht sich auf die Nummer der Bausteine vom N- zum C-Terminus, die
Strukturen finden sich in Tab. 16). Dabei wurden zwei Peptoide mit sehr intensiven Signalen
(03-09-08 und 03-11-09), eine Substanz mit einem schwachen Signal aus dem auffillig
aktiven Block 3 [N-terminaler Cyclohexylmethyl-Rest (B-03) 03-20-11] sowie eine inaktive
Substanz als Negativkontrolle (05-16-12) gewihlt. Die Substanzen wurden in mifBigen bis
sehr guten Ausbeuten (24% - 93%) und guten Reinheiten (76% - 89%) als Salze der
Trifluoressigsdure erhalten. Sie wurden ohne weitere Reinigung fiir die Bindungstests
eingesetzt.

Die Bindung wurde durch Messung der Resonanzbedingung eines in die goldbeschichtete
Oberfliche eines Glas-Chips eingekoppelten Lichtanteils (evaneszente Welle) bestimmt

Lit.'33134) " Sje hingt u.a. vom

(Oberflachen-Plasmonenresonanz, Schema 18, vergl.
Brechungsindex des Mediums in direkter Néhe der Oberflache (ca. 300 nm) und damit von
der Masse der dort gebundenen Molekiile ab. Aus der Anderung des Wertes bei einer
Behandlung der Oberfliche mit Losungen der Tripeptoide lassen sich so Riickschliisse auf
die Menge der vom immobilisierten Antikorper gebundenen Substanzmenge ziehen. Die
34 durchgefiihrt (Gerit: Biacore X).
Unspezifische Wechselwirkungen wurden durch Subtraktion des Signals einer Vergleichs-
Mefzelle, die den Antikorper mAk TE-33 der gleichen Antikorper-Klasse (Maus-IgG) trug,

herausgemittelt. Zur Berechnung der Dissoziationskonstanten wurden die in einer

Messung wurde nach einem Standardprotokoll!

Konzentrationsreihe bestimmten Primirdaten nach der Steady-State-Methode berechnet
(Programm: Bia-Evaluation''>*). Die Daten lieBen sich dabei sehr gut anpassen, was sich in
einer deutlichen Unterschreitung des empfohlenen Bereichs fiir den engsten Kurvenfit
zeigte. Der Fehler der gesamten Mefmethode ist weniger leicht zu quantifizieren. Fiir das
Antikorper-Epitop VVSHFND-NH; wurde in dieser Messreihe eine Dissoziationskonstante
von Kp=20nM bestimmt. In einer anderen Messreihe an einem Gold-Chip, der den
Vergleichs-Antikorper mAk CB4-1 trug, wurde eine Dissoziationskonstante von
Kp =31 nM bestimmt!'**), so daB in diesem Fall ein Fehler von + 30% abgeschitzt werden
kann.

Wie in Tab. 16 gezeigt ist, konnten fiir die Tripeptoide Dissoziationskonstanten im
uM-Bereich gemessen werden: fiir das Tripeptoid 97 (03-09-08) wurde eine Dissoziations-
konstante von Kp =282 uM und fiir 98 (03-11-09) sogar Kp =87 uM bestimmt. Die
Verbindung 100 (05-16-12), welche als Negativkontrolle synthetisiert wurde, zeigte wie
erwartet bis zur hochsten gemessenen Konzentration (2 mM) keine Bindung. Allerdings
konnte auch eine Bindung fiir das Trimer 99 (03-20-11) gemessen werden (Kp =225 uM),
das als eine zweite Negativkontrolle dienen sollte, welche den N-terminalen Cyclohexyl-
methyl-Rest zusammen mit einer ungiinstigen Kombination der {ibrigen Reste trigt. Eine
Erklarung konnte sein, daB3 das C-terminale, freie Amid in 99 an der Bindung in Losung
beteiligt ist, wihrend die Verankerung an der Membran die Wechselwirkung bei der
Bindungsstudie an Zellulose verhinderte.
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Tab. 16: Signalintensitaten von vier Tripeptoiden bei der Festphasen-Bindungsstudie (BLU) mit dem
Antikdrper mAk Tab-2 sowie Dissoziationskonstanten (Kp) der freien Tripeptoide, bestimmt
durch Oberflachen-Plasmonenresonanz.

Sequenz Struktur BLU Kp [uM]
N
/
_ _ o [o]
97 | 03-09-08 Ov“JLN/\;'NJLNHZ 738.708 282
(o]
!
/S
OB BON:
98 | 03-11-09 DY | 624,489 87
/O—(; >—’
—0
—0
/0
(o] [o]
99 | 03-20-11 Ov“JLN/\[rNJLNHz 88.364 225
(o]
07 "NH,
100 | 05-16-12 ) 0 o 13.976 > 2000
N N
HO hll/\g’ NH,

4.4 Identifizierung Antikorper-bindender Hexapeptoide

Die Ergebnisse der Untersuchung der Tripeptoide legten den Schlul nahe, daB3 die
beobachtete Bindung zu einem hohen Anteil auf den Wechselwirkungen eines einzelnen
(N-terminalen Cyclohexylmethyl-)Restes beruhte. Um ein Peptoid zu finden, das mehrere
bindende Kontakte ausbildet, und das somit durch additive Effekte zu einer stirkeren
Bindung befdhigt ist, sollte daher eine Bibliothek von Hexapeptoiden synthetisiert werden,
die dem Antikdrper eine groBBere molekulare Kontaktfliche présentieren kénnen. Zusétzlich
sollte ein groBerer Satz an Bausteinen gewéhlt werden.

Beide Bedingungen erhéhen jedoch die Zahl der mdglichen Verbindungen enorm (Tab. 17).
Kann auf einer Membran noch der gesamte Sequenzraum der auf 20 Bausteinen basierenden
Tripeptoide synthetisiert werden, so lassen sich mit 8000 Hexapeptoiden nur 0.013% der
moglichen Sequenzen synthetisieren. Erhoht man die Zahl der Bausteine und damit die
eingebrachte Diversitét auf das doppelte, so sind mit 8000 Verbindungen nur noch 0.00020%
des Sequenzraumes reprasentiert. Trotz dieses geringen Ausschnitts aus dem Sequenzraum
wurden mit solchen Bibliotheken auf der Basis von Peptiden erfolgreich bindende
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Substanzen gefunden, wenn die Sequenzen statistisch ausgewihlt wurden.'>® Der
Hintergrund dieser Erfolge ist vermutlich die Tatsache, dal Antikorper oft relativ kleine
Bereiche erkennen (4-12 Aminosiuren!’”), die dariiberhinaus eine gewisse Bandbreite an
dhnlichen Resten tragen diirfen (Supertope[94]). Zusitzlich ermoglicht die Bindungsstudie an
Zellulose auch, relativ schwache Bindungsaffinititen zu detektieren.*”! Auf der Basis dieser
Ergebnisse sollte eine entsprechende Bibliothek aus 8000 Hexapeptoiden synthetisiert und
auf Bindung zum Antikérper mAk Tab-2 untersucht werden.

Tab. 17: GroéRRe des Sequenzraumes in Abhangigkeit von der Oligomerenlange und der Anzahl der
Bausteine. Zusatzlich ist der Anteil des Sequenzraumes tabelliert, der von 8000
Verbindungen abgedeckt wird.

Anteil des Sequenz-

Grofle d ,d
Oligomerenldnge  Zahl der Bausteine rove des FAUmes .er von
Sequenzraumes 8000 Verbindungen

abgedeckt wird
3 20 20° = 8000 100%
6 20 20°=6.4+10’ 0.013%
6 40 40°=4.1-10° 0.00020%

Es wurden 40 Bausteine gewihlt, was der maximalen Zahl der am Pipettierroboter
verfligbaren Reagenzienplitze entspricht. Die Kriterien zur Auswahl stimmten dabei mit
denjenigen bei der Synthese der Tripeptoid-Bibliothek iiberein. Bis auf fiinf Ausnahmen
wurden daher die Bausteine der Trimeren-Bibliothek ibernommen [(1,2): Fiir die Bausteine
B-02 und B-17 wurden in Vergleichsexperimenten Nebenreaktionen beobachtet, so daf3 sie
nicht mehr eingesetzt wurden; (3,4,5): Die Bausteine B-04, B-11 und B-12 wurden durch die
Bausteine B-40, B-39 und B-45 ersetzt.]. Das Spektrum der Seitenkettenfunktionalititen
wurde anschliefend durch Hinzufligen weiterer Peptoidbausteine auf 40 ergénzt (Abb. 27).
Prolin und Pipecolinsdure wurden als ,,Peptoide hinzugenommen, die eine Verbriickung
zum Riickgrat aufweisen. Um auch mogliche Proteinkontakte zu gestatten, die in einer
Position auf eine o-Alkylierung neben einer unsubstituierten Amidbindung unbedingt
angewiesen sind, wurde das Peptoidkonzept dahingehend modifiziert, da3 auch L-Alanin zu
den Bausteinen hinzugenommen wurde. Die drei letztgenannten Aminosduren wurden, wie
schon Glycin und Sarcosin, unter Verwendung der entsprechenden Fmoc-geschiitzten
Bausteine nach der Monomer-Methode eingebracht.
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Abb. 27: 40 Bausteine zur Synthese einer Bibliothek aus Hexapeptoiden 101. Fiir die Bausteine, bei
denen die o-Position des Rickgrates beteiligt ist (B-31, B-33 und B-36) wurde aus
Grinden der Ubersichtlichkeit ein Teil des Riickgrates mitdargestellt (Pip = Pipecolinsaure).

Mit Hilfe des Programmes LISA wurden 8000 Hexamerensequenzen basierend auf 40
Monomerbausteinen erzeugt. Jede einzelne Position in jedem Hexapaptoid wurde dabei
zufallig gewéhlt.

Die Synthese wurde, wie der iiberwiegende Teil der Synthesen in dieser Arbeit, an einer
Zellulosemembran 38 durchgefiihrt, die unter Verwendung von 4,7,10-Trioxa-1,13-
tridecandiamin (37) derivatisiert wurde. Im Gegensatz zur Synthese der Tripeptoid-
Bibliothek wurde daher auf Tetraglycin als abstandhaltendes Element verzichtet. Nach der
Definition der SPOTs mit Fmoc-B-Ala-OPfp (Derivatisierungsgrad: 387 nmol/cm?) wurden
die Hexapeptoide direkt mit Hilfe des Pipettierroboters synthetisiert. Da ein Synthesecyclus
zwischen 6 und 9 Stunden dauerte (Doppel- bzw. Dreifachkopplung), wurden die
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Reagenziengefile zusitzlich mit Aluminiumfolie verschlossen, um eine Verfliichtigung von
Losungsmitteln und Reagenzien zu minimieren. Eine Offnung minimaler GroBe wurde
direkt vor Beginn der Synthese eingefiihrt.

Am Rand der Membran wurde zur Kontrolle der Synthesebedingungen das Tripeptoid 16
sowie acht Hexapeptoide synthetisiert (drei Modellverbindungen mit Seitenketten, die in
hoher Ausbeute koppeln sowie fiinf Verbindungen, die examplarisch aus der Bibliothek
gewihlt wurden). Um die Abspaltung und nachfolgende Analytik zu ermoglichen, wurde
statt B-Alanin der Rink-Linker zur SPOT-Definition gekoppelt. Ausreichend grole SPOTSs
wurden erhalten, indem man die Reagenzien an der betreffenden Stelle 45 mal pipettieren
lieB. Die Analyse mittels HPLC-MS nach der Abspaltung vom Linker ergab die
gewiinschten Peptoide in durchschnittlich 48% Reinheit (HPLC) und in sieben Féllen als
Hauptprodukte (Tab. 18). Die Synthesequalitit wurde als zufriedenstellend fiir eine
Bindungsstudie bewertet.

Tab. 18: Reinheiten der Kontrollpeptoide bei der Synthese der Hexapeptoid-Bibliothek.
Gekennzeichnet ist darliberhinaus, ob das gewtlinschte Produkt das Hauptprodukt darstellt.

) Reinheit | Haupt- ) Reinheit | Haupt-
Peptoid" Peptoid"
eptot [%]” produkt eptot [%]” produkt
46-01-40° 84 + 29-44-05-16-26-31° 55 +
46-01-40-20-01-40Y 63 + 14-36-36-16-33-03" 47 +
46-01-40-20-01-34" 76 + 15-45-27-30-08-44° 11 -
33-29-27-13-19-10Y 42 + 23-25-22-03-28-13” | < 10" -
33-38-24-21-20-29” | 449 + Mittelwert: 48 +H7)—(2)

" B-46: Piperidin (50% in NMP); ? HPLC, 220 nm; ¥ entspricht 16; ¥ Modellverbindungen;
® Hexamere zufallig aus der Bibliothek ausgewahlt; ® die Reinheit lieB sich nur schwer bestimmen,
da das Produkt sehr polar und das Signal bei HPLC daher breit ist; ' Substanz vermutlich zusatzlich
verunreinigt von Verbindungen gleicher RT.
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Abb. 28: Bindung von mAk Tab-2 an eine Bibliothek aus 8000 hexameren Peptoiden, deren
Sequenzen aus 40 Bausteinen nach dem Zufallsprinzip generiert wurden. Auf einem SPOT
wurde stets nur eine Sequenz synthetisiert. Die markierten Verbindungen wurden spater
am Syntheseharz resynthetisiert (eingekreiste Verbindungen: Negativ-Kontrollen).

Das Ergebnis der Bindungsstudien der membrangebundenen Hexapeptoide auf Bindung des
Antikorpers mAk Tab-2 ist in Abb. 28 dargestellt (auch hier wurde in einer Kontroll-
inkubation mit dem zweiten Antikorper kein Signal beobachtet). Im Gegensatz zur
Trimeren-Bibliothek sind hier wesentlich weniger, dafiir aber deutlicher vom Hintergrund
abgegrenzte Signale zu beobachten. Aus den 15 stirksten Signalen wurden vier Sequenzen
gewihlt, die am Syntheseharz resynthetisiert wurden (SPOT-Nummern 2456, 3292, 6247
und 636, vergl. Tab. 19). Bei der Auswahl wurde darauf geachtet, daB nicht zu viele
unpolare Gruppen im Molekiil vorhanden waren, damit die Verbindung zum Zwecke der
Bindungsstudie in ausreichend hoher Konzentration in Wasser 16slich ist. Zusétzlich wurden
zwel nicht-bindende Sequenzen gewéhlt (2078 und 7862).

Bei der Resynthese der gewidhlten Verbindungen wurden in drei Féllen sequenzspezifische
Nebenreaktionen beobachtet. Da sie vermutlich in der gleichen Weise auch an der Zellulose
aufgetreten sind, sind die erhaltenen Verbindungen dennoch zur Reproduktion der
Ergebnisse des Festphasen-Screenings geeignet.
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Tab. 19: Sequenzen und Signalintensitaten (BLU) der SPOTs mit hochster Signalintensitat in
Abb. 28. Die kursiv hervorgehobenen Verbindungen wurden am Syntheseharz
resynthetisiert und auf Bindung getestet. Die Nummerierungen der Verbindungen beziehen
sich auf die Reste in Abb. 27.

SPOT- BLU Seguenz SPOT- BLU Seguenz
Nummer (Bausteine B-XX) Nummer (Bausteine B-XX)

2456 (1) | 78923 | 03-03-06-22-06-03 636 (10) | 33200 | 39-26-03-31-39-03
7325 (2) | 49361 | 03-25-43-13-01-43 2311 (11) | 32372 | 32-03-06-28-16-39
3292 (3) | 43956 | 29-44-03-06-30-43 2049 (12) | 30231 | 03-26-39-10-34-10
7946 (4) | 43673 | 33-03-36-09-16-45 2219 (13) | 30148 | 42-39-19-09-08-03
313 (5) 41557 | 13-01-41-38-39-03 831 (14) | 29113 | 28-03-08-09-33-41
4819 (6) | 40215 | 44-29-41-03-03-43 5409 (15) | 27669 | 08-45-01-20-44-03

5305 (7) | 37365 | 43-03-06-10-10-45

1855 (8) | 34586 | 03-06-13-42-34-45 7862 15379 | 15-37-29-22-40-39
6247 (9) | 33598 | 32-22-39-03-13-43 2078 14569 | 33-31-26-38-18-39

Die Synthese von 104, dem Hexapeptoid von SPOT 2456, lieferte hauptséachlich ein Produkt
der Masse M = 381, wobei es sich um das Diketopiperazin 103 handelte. Es bildete sich aus
dem Vorldufer 102 durch Angriff der N-terminalen Aminogruppe auf die Esterbindung des
vorangegangenen Bausteins. Eine analoge Bildung von Diketopiperazinen ist beispielsweise
aus der Peptidchemie bekannt, wenn Prolinester (= Ester einer N-Alkylaminosdure) mit
o-Aminosduren acyliert werden. Da die Cyclisierung nicht mit sekundiren Aminen
stattfindet, war im vorliegenden Fall die ungiinstige Abfolge von Glycinesterseitenkette und
Glycinbaustein (mit primédrer Aminofunktion) fiir die Nebenreaktion entscheidend. Beide

(o]

"
N N
S P B e
(-o\)jl\l o) o) 103, M=381 73%
HZN/\IC];N\)LH/\[C];N\)LNH _ . +0
102 \).i H0J\|\)Oi Ji
N N N
vy Ty

104 (= SPOT 2456) 22 %
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Produkte konnten in ausreichenden Mengen isoliert und somit beide auf Bindung untersucht
werden.

Bei der versuchten Synthese von 105 wurde eine Mischung aus mindestens sechs
Substanzen erhalten, die die gewiinschte Verbindung nur in 17% Reinheit enthielt.
Verantwortlich sind hier die beiden Bausteine, die auf aromatischen Aminen basieren (2-
Aminothiazol und 4-Phenoxyanilin). Durch besonders unvollstindige Acylierungen,
insbesondere bei der Umsetzung des 2-Aminothiazol-Bausteines mit Fmoc-Glycinanhydrid,
wurden neben der gewiinschten Sequenz auch mehrere Abbruchsequenzen gebildet. Die
einzelnen Verbindungen wurden nicht isoliert. Um zu {berpriifen, ob sich ein
Bindungssignal in Losung reproduzieren ldBt, wurde jedoch die gesamte Mischung

9N

untersucht.

o

o\/\N/\n/N\)LN/\"/N\)LN/\n/N\)LNH

N’S
o T %

105 (= SPOT 3292)

Bei der Synthese von 108 schlieBlich deutete die um 17 Einheiten verringerte Masse des
Produktes wiederum auf eine Diketopiperazinbildung zu 107 hin. Wie schon beim
Hexapeptoid 104 lag hier eine besonders ungilinstige Sequenz vor: in diesem Fall
ermoglichte der besonders nukleophile N-hydroxylierte N-Terminus des seitenketten-
geschiitzten Hexapeptoids 106 die Cyclisierung zur vorangegangenen tert-Butylester-
Seitenkette — eine Art der Cyclisierung, die bei N-alkylierten, ,,gewohnlichen® Peptoiden
nicht beobachtet wird.
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108 (= SPOT 6247)
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Die Synthesen der Hexameren 109, 110 und 111 verliefen problemlos und in guten

Ausbeuten (54%, 35% und 33%).
HON

Y

ST Wéﬁﬁf“ﬁrﬂ

109 (= SPOT 636)
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110 (= SPOT 7862) 111 (= SPOT 2078)

Mit Ausnahme der bei der Synthese von 105 erhaltenen Mischung wurden alle Substanzen
mittels praparativer HPLC gereinigt und in Reinheiten zwischen 89 und 98% als TFA-Salze
erhalten. Wie schon bei den Tripeptoiden schlof3 sich eine Messung der Bindungsaffinitdten
an immobilisiertem Antikdrper mAk Tab-2 mittels Oberflichen-Plasmonenresonanz an. Die
Ergebnisse sind in Tab. 20 zusammengestellt.
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Tab. 20: Dissoziationskonstanten [Kp] von sechs Hexapeptoiden gemessen durch Bestimmung der
spezifischen Bindung an den immobilisierten Antikérper mAk Tab-2 mittels Oberflachen-
Plasmonenresonanz. Gekennzeichnet sind Substanzen, die Diketipiperazine (DKP) bei der
Harzsynthese bildeten. Die Signalintensitaten (BLU) der Festphasen-Bindungsstudie sind
zum Vergleich angegeben (vergl. Tab. 19).

Peptoid (SPOT-Nr.) Sequenz BLU Kp [uM]

104 (2456) 03-03-06-22-06-03 408
} 78.923

103 (DKP, 2456) 06-22-06-03 > 2000
105 (3292)" 29-44-03-06-30-43 43.956 (163?)
107 (DKP, 6247) 32-22-39-03-13-43 33.598 > 500
109 (636) 39-26-03-31-39-03 33.200 2.7
110 (7862) 15-37-29-22-40-39 15.379 > 2000
111 (2078) 33-31-26-38-18-39 14.569 > 2000

" Es wurde das Rohprodukt der Synthese eingesetzt (Mischung aus mindestens
6 Substanzen); 2 Um eine Bindungskonstante abschéatzen zu kénnen wurde zur
Bestimmung das Molgewicht von 105 verwendet, obwohl eine Mischung vorlag.

Die Werte zeigen, dal sich die in der Festphasen-Bindungsstudie gefundenen Bindungen,
abgesehen vom Hexameren 107, auch an den freien Hexapeptoiden bestitigen und
quantifizieren lassen. Interessant ist, dal die volle Sequenz von 104, die bei der Harz-
synthese in deutlich geringerer Menge als das Diketopiperazin 103 entstand, offenbar
dennoch fiir die Bindung (Kp =408 uM) verantwortlich ist. Fiir das Diketopiperazin wurde
bis zur hochsten betrachteten Konzentration kein Signal beobachtet. Die Rohmischung, die
das Hexamere 105 beinhaltete, zeigte ebenfalls Bindung. Eine Dissoziationskonstante kann
jedoch nicht angegeben werden, da es sich um eine Mischung handelt und die bindende
Komponente nicht bekannt ist. Unter der Annahme der Molmasse des Hexameren kann der
Bereich jedoch auf den pM-Bereich eingegrenzt werden. Da es vermutlich zu dhnlichen
Nebenprodukten bei der Synthese an Zelluose kam, spiegelt das Experiment auch hier die
Bindungsdaten an Zellulose wider. Fiir das Hexapeptoid 107, das N-terminal ein Diketo-
piperazin trdgt, konnte bis zur betrachteten Konzentration (500 uM) keine Bindung
beobachtet werden. Hohere Konzentrationen konnten nicht untersucht werden, da die sehr
unpolare Substanz in Wasser nicht in hoheren Konzentrationen 16slich ist. Die stérkste
Bindung zeigte das Hexapeptoid 109 mit einer Dissoziationskonstante von Kp=2.1 uM.
Durch diese hohe Affinitét lieB sich die Bindung hier nicht nur, wie bei allen anderen
Peptoiden, iiber die im Gleichgewicht an den Chip gebundene Menge (Steady-State-
Bedingung), sondern auch iiber den Verlauf der Bindungs-Kinetik auswerten: Die
Assoziations- und Dissoziations-Konstanten wurden mit k,=1.13- 10*M's!  und
kq=1.55"- 102! bestimmt, was einer Dissoziationskonstante von Kp = 1.37 uM und damit
im Rahmen der MeBgenauigkeit dem Wert aus der Auswertung der Gleichgewichts-
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Séttigung entspricht. Die im gleichen Experiment gemessene Dissoziationskonstante des
Peptids VVSHFND-NH, (112), welches dem Tab-2-Epitop von TGF-o entspricht, wurde
mit Kp =20 nM aus den kinetischen Konstanten k, = 1.10 - 10° M's! und kg=2.18 - 107 ¢!
bestimmt. Damit entspricht der gemessene Wert in den Fehlergrenzen dem in der Literatur
beschriebenen Wert flir die Verdringung des Antikorpers von festphasengebundenem
TGF-o mittels ELISA (ICso = 9.0 nM).[*"! Mit einem de novo gefundenen Hexapeptoid (109)
konnte also innerhalb eines einzelnen Bindungsexperiments eine Verbindung erhalten
werden, die bis auf zwei Gréflenordnungen an das hochaffine Wildtyp-Peptid heranreicht.

Betrachtet man die Zahl der identifizierten bindenden Peptoide (je nach Setzung der Grenzen
10-25), so ergibt sich eine Trefferquote von 0.1-0.3%. Das entspricht einem bindenden
Peptoid auf 300-1000 Verbindungen. Bibliotheken mit mehreren tausend Verbindungen
wurden folglich in diesem System tatsdchlich benétigt, um Liganden mit einer ausreichenden
Wabhrscheinlichkeit zu finden.

—0
98 Kp = 87 uM 109 Kp =2,7 uM
AN
N NH 0 i
— NH é = cis/trans Isomere
o) w © hw © H 2 0 moglich
HZN\)LN N\)LN N\)LN N A H,
Z H Z H 2 H B
PN (0] ~OoH o o YO
OH

112: VVSHFND-NH, Kp = 20 nM

Zur ndheren Untersuchung der Strukturen des Tripeptoids 98 sowie des Hexapeptoids 109
wurden 'H- und "’C-NMR-Spektren der Verbindungen aufgenommen (vergl. Anhang,
Seite 179, Abb. 33-Abb. 35). Die Spektren zeigten iiberlagerte Signale mehrerer Amid-
bindungs-Isomere. Bei cyclischen und nichtcyclischen dialkylierten Amiden ist die
Rotationsbarriere um die Amid-C-N-Bindung hoch genug, um die einzelnen Isomere mittels
NMR beobachten zu kénnen"' Fiir Prolin sowie einige Prolin-Derivate wurden
beispielsweise Barrieren von AG* = 70-85 kJ/mol bestimmt.!"'"! Fiir das Tripeptoid 98 sind
maximal vier sowie fiir das Hexapeptoid 109 sechzehn Isomere mdoglich (basierend auf zwei
bzw. vier dialkylierten Amidbindungen in diesen Molekiilen). Die genaue Zahl der wirklich
vorliegenden Isomere liel sich aus den Spektren im Rahmen der durchgefiihrten
Untersuchungen nicht eindeutig ablesen, da charakteristische Signale verschiedener Isomere
nicht unbedingt unterschiedliche chemische Verschiebungen aufweisen miissen. Fiir die
beiden Methoxygruppen in 98 beispielsweise wurden im 'H-Spektrum vier getrennte Signale
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beobachtet, was fiir mindestens zwei Isomere spricht. Im Bereich 110-158 ppm des
BC-Spektrums wurden jedoch 30 Signale beobachtet, die auf 10 Kohlenstoffatome
zuriickzufiihren sind, was auf das Vorhandensein von mindestens drei der vier moglichen
Isomere hindeutet. Schwieriger war die Bestimmung der Zahl der Isomere im Fall des
Hexapeptoids 109. Im Bereich der zwei Methoxygruppen (3.68-3.77 ppm) zeigte das
'H-Spektrum 12 Signale, was auf mindestens sechs Isomere (von maximal 16) hindeutet.
Das "*C-Spektrum lieB sich aufgrund der Vielzahl von Isomeren nicht vollstindig auswerten,
da die einzelnen Signalintensitdten zu gering waren (zur Diskussion der Peptoid-Struktur
vergl. auch Abschnitt 2.4: ,, Stukturelle Eigenschaften von Peptoiden “, Seite 18).

Zur Bindung an ein Protein wie den Antikorper Tab-2 ist ein Molekiil im allgemeinen in nur
einer Konformation (Aktivkonformation) und damit in nur einer Amidgeometrie befahigt.
Die hohe Zahl der Isomere bedeutet allerdings nicht, da3 nur ein geringer Anteil der geldsten
Substanz zur Bindung zur Verfiigung steht. Die Isomerisierungsgeschwindigkeit ist hoch

111]), um

genug (Keis—trans = 0.06-6.0 s bei 300 K fiir Prolin sowie einige Prolin-Derivatel
eine Umwandlung der freien Peptoide in die fiir die Bindung bevorzugte Konformation im
Rahmen eines Bindungsexperiments zu gestatten (Die Inkubationszeit mit dem Protein
betrdgt zwei Stunden). Ferner sind [Induced-Fit-Mechanismen denkbar, die die

Isomerisierung beschleunigen konnen.

Zusammendfassend konnte gezeigt werden, dal3 sich mit jeweils nur einer Bibliothek Tri-
bzw. Hexapeptoide de novo identifizieren lassen, die den Antikérper mAk Tab-2 mit
Dissoziationskonstanten im mittleren bis unteren uM-Bereich binden. Die Strukturen der
gefundenen Verbindungen unterscheiden sich dabei deutlich von denjenigen des Peptid-
Epitops VVSHFND-NH, (vergl. 98, 109 und 112). Beim Vergleich der Strukturen, auch
unter Einbeziehung der weniger affinen Liganden, féllt auf, dafl der Antikdrper bevorzugt an
den Cyclohexylmethyl-Rest (nicht aber an den Benzylrest) sowie an elektronenreiche
Aromaten bindet. Da die Bibliothek der Hexapeptoide nur einen kleinen Teil des Sequenz-
raumes abgedeckt hat, sind die gefundenen Substanzen mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht
die optimalen Hexameren, die sich auf der Basis der Bausteine identifizieren lassen. Es ist
folglich zu erwarten, dafl eine Optimierung der Strukturen (z.B. durch eine Reihe von
Substitutionsanalysen) zu einer deutlichen Steigerung der Bindungsaffinitdten fithren kann.

Von einer Uberpriifung der Bindungskonstanten mit einer weiteren biochemischen Methode
muBte im Rahmen dieser Arbeit aus Zeitgriinden abgesehen werden. Die gemessenen Daten
fiir das Kontrollpeptid stimmten jedoch gut mit den Literaturwerten, die aus ELISA-
Bindungsstudien erhalten wurden, iiberein.
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5 Ruckgratmodifizierte Peptoide

In der Peptoid-Synthese nach der Sub-Monomer-Methode macht man sich Bromessigséure
als bifunktionellen Baustein zunutze, der in der Lage ist, zwei Nukleophile (Amine) selektiv
unter Aufbau des Peptoid-Riickgrats zu verbinden (Schema 19). Dazu ist es notwendig, daf3
sich die beiden elektrophilen Zentren der Bromessigsdure in ihrer Reaktivitdt ausreichend
unterscheiden, um die Bildung von Regioisomeren durch eine Vertauschung der Reaktions-
reihenfolge zu verhindern. In Abschnitt 3.3.1. konnte gezeigt werden, daf3 eine zu schwache
Aktivierung der Carbonsédure (z. B. als 4-Nitrophenylester 12) tatsdchlich eine Umkehr der
Regioselektivitit bewirkt. Als zweite Voraussetzung, zusidtzlich zum notwendigen
Reaktivitatsunterschied, muf3 eine schnelle Reaktion auch am weniger reaktiven Zentrum
gewihrleistet sein.

2. Elektrophiles 1. Elektrophiles
Zentrum Zentrum

R2—NHp ">, Bf\)j\\o/\

Pept0|d
2. Nucleophiler 1. Nucleophiler
Angriff Angriff

Schema 19: Bromessigsaure als Biselektrophil zur sequenziellen Acylierung (1) und nachfolgenden
Alkylierung (2) bei der Peptoid-Synthese nach der Sub-Monomer-Methode
[X = Aktivierende Gruppe (z.B. -Dnp)].

Um weitere Riickgratstrukturen zugénglich zu machen, bot es sich an, andere Biselektrophile

im Sinne einer Sub-Monomer-Synthese einzusetzen.!'>”'*]

Die in Abb. 29 gezeigten Bausteine erschienen potentiell geeignet und waren zudem
kommerziell erhiltlich. Es sollte im Rahmen eines ,,chemischen Screenings® untersucht
werden, ob diese Bausteine fiir einen Einschub in Peptoide geeignet sind. Im Vordergrund
stand dabei zundchst nicht wie in Abschnitt 3 die N/O-selektive Reaktion sondern die
generelle Untersuchung der Anwendbarkeit der Bausteine. Daher wurden die Reagenzien
nicht als potentiell selektive Aktivester bzw. analoge Verbindung eingesetzt, sondern sie
wurden in einer moglichst leicht zugénglichen, aktiven Form angewendet (als Anhydrid,
Séurechlorid, Chloroformiat bzw. Isocyanat).
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Sub-Monomer

Entsprechendes Monomer

Sub-Monomer

Entsprechendes Monomer

Baustein (Stoffklasse des Produktes) Baustein (Stoffklasse des Produktes)
(o] i
(0] \ .
Br oH N-Alkyl-glycin N @ ﬁ'e‘}',f,‘,’.'.ﬁéﬁiﬁ,";;‘%ﬁ‘r';““°'
(Peptoid) =
53 116 (meta)
o 117 (para)
Br OH N-Alkyl-alanin 0 N-Alkyl-2-aminoethyl-
(N-Alkyl-peptid) Br_~ OJJ\ cl kohlensaure
113 (Carbamat)
118
0 cl :
/\)J\ _\\ NCO N-Alkyl-2(bzw.4)-aminomethyl-
Br OH | P phenyl-carbaminsiure
114 N-Alkyl-B-alanin (Harnstoff)
(B-Peptoid) 119 (ortho)
Q 120 (para)
\)J\OH N-Alkyl-2-aminoethyl-
Br—"~nco carbaminsiure
115 121 (Harnstoff)

Abb. 29: Bifunktionelle Bausteine, die auf ihre Eignung fiir eine Synthese nach dem Sub-Monomer-
Konzept getestet wurden (Bromessigsaure zum Aufbau von Peptoiden ist zum Vergleich
aufgefiihrt). Der Teil der Bausteine, der zum spateren Riickgrat beitragt, ist farbig hervor-
gehoben.

In Anlehnung an die Versuche in Abschnitt 3.3. sollte versucht werden, die Bausteine in
einer Modellreaktion in der Mitte eines Dipeptoids zum Trimer 20 einzubauen (Schema 20).
Aus Art und Menge der Nebenprodukte sollte die Eignung der Bausteine abgeleitet werden:
Ausgehend von einer Rink-Linker-derivatisierten Zellulosemembran 57, die bereits mit
einem N-Butylglycin-Monomer versehen war, sollten die Bausteine 122 unter SPOT-
Bedingungen angewendet (Doppelkopplung, 1 M Losungen). Bei gelungener Acylierung
zum Dimeren 123a und anschliefender Verldngerung der Oligomerenkette im Sinne einer
fortgesetzten Peptoid-Synthese beobachtet man die Bildung des Trimers 20. Falls die
entscheidende erste Acylierung nicht stattfindet, wird aus dem Ausgangsmonomer 57 in der
sich anschlieBenden Synthesesequenz das Dipeptoid 71 gebildet. MiB3lingt hingegen nur die
nachfolgende zweite Acylierung mit Bromessigsdure, erhilt man das Dimer 123.
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1. Acylierung a b c,d \|\

Ql/\[gN\)LNHZ

\|\ 71
2. Acylierung ¢ ¢ \I\‘

0
HN\)LNH + x- -y > N\)C]’\
‘ - HN- G NH,
0

57 —— 122 (

\H Ph 123
+ a o

R T

Ph 123a 11

4+ = Reaktion erfolgreich < N> o \|\

+ (o)
= = Reaktion nicht erfolgreich © d, \—q N\)j\

N-@p NH,
— Biselektrophiler <
@y = > :
Riickgrat-Baustein Ph 20

Schema 20: ,Chemisches Screening“ auf die Moglichkeit zur Anwendung neuartiger Rickgrat-
Strukturelemente nach der Sub-Monomer-Methode. Es ist der Reaktionsweg
einschliellich der beobachteten maoglichen Nebenprodukte beim Aufbau des Test-
Trimeren 20 gezeigt. a) Benzylamin (5 M in NMP); b) Br-CH,COODnp (1 M in NMP);
c¢) Piperidin (5 M in NMP); d) 95% TFA/H,0.

Es wurden zunéchst einige Vorversuche unternommen, in denen eine geeignete Mdoglichkeit
gesucht wurde, die aus den Acylchloriden freigesetzte Chlorwasserstoffsdure abzufangen.
Als ungiinstig erwies sich eine Basenzugabe zur Reagenzienlosung, da in Abwesenheit des
Nukleophils eine Hydrolyse und/oder Zersetzung der Reagenzien vor der Pipettierung und
damit vor der Reaktion in teilweise erheblichem Ausmall beobachtet wurde (z.B. durch CO,-
Entwicklung im Fall des Chloroformiates 118 oder starker Verfarbung der Losung von 116).
Diese Reaktionen wurde auf den Kontakt der Reagenzien-Losungen mit atmosphérischer
Feuchtigkeit zurlickgefiihrt.

Um dieses Problem zu umgehen, erwies es sich als glinstig, die Membran vor der Acylierung
in einem zusétzlichen Schritt mit einem unfliichtigen, nicht nukleophilen, tertidren Amin
mittlerer Basizitit zu behandeln. Die Reagenzien kommen dann erst in Anwesenheit des
membrangebundenen Oligomers in Kontakt mit der Hilfsbase. In einer vergleichenden
Synthese des Trimers 20 mit dem Sdurechlorid 116 zeigte sich, daB3 bei Verwendung von
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N-Benzylimidazol (124) und Tris(3,6-dioxaheptyl)amin (125) die Acylierung des
N-Butylglycins 57 nahezu vollstindig verlief, was zu geringen Mengen des Nebenproduktes
71 fihrte (3% bzw. 2%). Die Verwendung von Diazabicyclo[2,2,2]octan (126) verlief
weniger erfolgreich (9% 71) und fiihrte zudem zu mehreren Nebenprodukten. Fiir die
folgenden Experimenten wurde eine 3 M Losung von N-Benzylimidazol (124) dem Tris(3,6-
dioxaheptyl)amin (125) vorgezogen, da ersteres auf der Zellulosemembran auskristallisiert,
so daf eine bessere Benetzung der Membran mit dem nachfolgenden Acylierungsmittel
(hier: 116). Eine verzogerte Wiederauflosung des Amins kann zusitzlich eine Verdringung
der Base vom SPOT im Sinne einer Papier-Chromatographie unterdriicken.

S S

N-Benzylimidazol Tris(3,6-dioxaheptyl)amin 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan
(Schmp.: 69°C) (Sdp.: 167°C/1 mbar) (Schmp.: 158°C)
124 125 126

Die Ergebnisse der Versuchsreihe zum Test der Acylierungsmittel 113-121 ist in Tab. 21
zusammengefafit.

N-Alkylalanine:

Der Ubergang von Bromessigsiure (53) auf die o-alkylierte 2-Brompropionsiure (113) und
damit der Einschub eines sterisch anspruchsvollen N-Benzylalanin-Bausteins in ein Peptoid
erwies sich mit einer Produktreinheit von 39% verglichen mit dem fiir das entsprechende
Peptoid erreichbaren Wert (98%, Eintrag 1) als sehr unvollstindig (Eintrag 2). Die
zusitzliche o-Methylgruppe verringerte die Zugénglichkeit des sekundiren Benzylamins in
123a offenbar so stark, dal eine vollstindige Acylierung nicht mehr moglich war. Dabei ist
der Effekt deulich ausgeprigter, als bei der Einfiithrung einer o-Verzweigung in die Peptoid-
Seitenkette (vergl. Eintrdge 4 bis 6 in Tab. 11, Seite 60). Durch einen versuchsweisen
Ubergang zu einer Acylierung mit Bromessigsiureanhydrid (aus der Siure und DIC) im
dritten Acylierungsschritt lie sich das Ergebnis nicht wesentlich verbessern. Die Einfiihrung
einer Modifizierung des Peptoid-Riickgrates iiber o-alkylierte Bromessigsdure erschien
daher unter den Bedingungen der SPOT-Synthese nicht in ausreichender Ausbeute moglich.
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Tab. 21: Produktreinheiten bei der Synthese der Trimere 20 an Rink-Linker modifizierter Zellulose
unter Verwendung verschiedener Rlckgrat-Bausteine 122. Zum Vergleich ist die Synthese
mit Bromessigsaure gezeigt (Eintrag 1; vergl. Abschnitt 3.3.).

x-@»-v
Nr _;_1(0 in Bu Base | Dimer 71 | Dimer 123 | Trimer 20 2
’ ' N ,"i 0 0 0
N b [%] [%] [%o]
Ph 20
o 98
n Br\)I\Oan ) i i — !
0
Br 39
2 |13 \§)L°H . . 59 1
o —
+0.5 Aq. DIC”
3 (114| Br OH - 23 3 2
+0.5 Aq. DIC”
o)
69”
4 115 SAon |- - 7 1
+0.5 Aq. DIC”
84% (meta)
5a | 116 (o} + 3 - 2
Cl [
_|\\ “ 6)
5b 117 Z + 3 . 837 (paray |,
[
o 82
6 |118 + 8 - 2
Br\/\oJ\m ]
75 (ortho)
7a |119| ¢ + - 7 1
_I\\ NCO ]
7 598 (para)
7b {120 + - 1 1
e —
147
8 |121] B ~"nco - - - 1
= —

" Vorinkubation der SPOTs mit N-Benzylimidazol (1 x3 M in DMF); 2 zahl der
durchgefiihrten Synthesen; YoM Carbonsaure-Lésung + 0.5 Ag. DIC; 4 Aktivierung
in CH,Cl,, Pipettierung nach Entfernen des L&sungsmittels und Resuspendieren in
NMP; ® Nebenprodukt: Dimer 129 (12% bei 114, 19% bei 115); ® Nebenprodukt: 130
[8% (meta) bzw. 10% (para)];  Betrag beinhaltet Hydantoin 131 (32%); ® Betrag
beinhaltet Hydantoin 132 (57%); 9 Als Hydantoin 133. Das Trimer 20 wurde nur
massenspektrometrisch detektiert (Reinheit nach UV: <1%). Nebenprodukt:
4,5-Dihydro-oxazol 135 (28%).
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B-Peptoide:

Um einen von B-Peptiden abgeleiteten ,,3-Peptoid“-Baustein einzufiihren, standen zwei
Moglichkeiten zur Verfiigung: (1) Die Verwendung von 3-Brompropionsdure (114) mit
nachfolgender Halogensubstitution analog zur Peptoidsynthese und (2) die Acylierung mit
Acrylsdure (115) und anschlieBender Michael-Addition, wie es von B.C. Hamper et al.

beschrieben wurde.['’!

Erstere Methode lieferte das gewlinschte Trimer 20 bei einer
Aktivierung von 3-Brompropionsidure mit DIC in NMP (45 Minuten Voraktivierung) in nur
47% Reinheit. Ein hoher Anteil an Dimer 71 (39%) deutete auf eine unvollstindige
Acylierung hin, fiir die moglicherweise eine zu langsame Aktivierung der
3-Brompropionsdure aufgrund des Fehlens eines elektronenziehenden «o-Substituenten
verantwortlich war. Daher wurde die Siure in einem weiteren Versuch im unpolareren
Losungsmittel CH,Cl, aktiviert (10 Minuten) und nach einem Wechsel des Losungsmittels
durch Evaporieren und Resuspendieren in NMP zur Reaktion gebracht (Eintrag 3). Die
Reinheit des Produktes konnte tatsdchlich auf 61% gesteigert werden, eine vollstindige
Acylierung wurde jedoch auch so nicht erreicht. Bei der Verwendung von Acrylsdure (115)
erhielt man das Trimer 20 in nur wenig hoherer Reinheit (69%, Eintrag 4). Zwar war die
Acylierung hier vollstindig, dafiir bereitete die Michael-Addition Probleme. Das Auftreten
eines Produktes 129 mit M =269 g/mol (19%) 148t sich durch die Addition von Piperidin
(128) im letzten Schritt der Synthese an zuvor in der Reaktion mit Benzylamin
unumgesetztes Acrylamid 127 erklaren.

/ﬁmqu\m

127 129 (M = 269)

Auch bei der Verwendung von 3-Brompropionsdure wurde das Dimer 129 beobachtet, wenn
auch in etwas geringerem Ausmal} (12%). Mdglicherweise ist die Halogensubstitution
verglichen mit Bromessigsdure verlangsamt, wahrscheinlicher erscheint jedoch, daf3
Benzylamin als Base zu HBr-Eliminierung zum Acrylamid 127 fiihrte, welches wie oben
beschrieben nur eine unvollsténdige Aminaddition zuldft.

Die Tatsache, dal} bereits das reaktive Benzylamin zu Problemen bei der Brom-Substitution
bzw. Michael-Addition fiihrt, 146t eine weitaus geringere Anwendbarkeit von Amin-
Bausteinen vermuten, als dies fiir Peptoide der Fall ist. Ein Einschub von B-Peptoid-
Bausteinen in Peptoide kann daher nur bei sterisch wenig anspruchsvollen, schwerfliichtigen
Aminen (wie z.B. Benzylamin) empfohlen werden, wobei nur miBige Reinheiten zu
erwarten sind (< 70%). Aufgrund der groBeren Acylierungsausbeute st dazu die Acrylséure
der 3-Brompropionsdure vorzuziehen.
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N-Alkylaminomethylbenzoesduren:

Gute Ergebnisse lieferte die Einfilhrung von meta- und para-Aminomethylbenzoesédure in
das Peptoid-Riickgrat. Mit bis zu 84% Reinheit wurden beide verwendeten Bausteine gut
gekoppelt und die Kette anschlieBend erfolgreich fortgesetzt (Eintrdge Sa und 5b). Offenbar
glich der Ubergang vom Aktivester bei der Bromessigsiureaktivierung zum Sdurechlorid zur
Benzoesdureaktivierung die geringere Reaktivitdt der Benzoesduren aus. Parallel durch-
gefiihrte Versuche ohne Hilfsbase zeigten, dafl eine Vorbehandlung mit N-Benzylimidazol
notwendig ist, um entstehende Sdure zu neutralisieren. Das mit einem Anteil von 8-10%
gebildete Nebenprodukt 130 weist auf eine nicht ganz vollstindige Chlor-Substitution durch
Benzylamin am membrangebundenen Benzylchlorid hin, welche in weiteren Verlauf der
Synthesesequenz durch Piperidin erreicht wurde. Durch Verwendung der entsprechenden
Brommethylbenzoylhalogenide konnte dieses Problem umgangen werden.

130 (M = 331)

Y. Feng et al. beobachteten die Induktion von B-Schleifenstrukturen beim Einbau eines den
Benzoesdurederivaten 116 und 117 analogen, ortho-substituierten Bausteins in cyclische
Tripeptide.!'®”! Dies 148t die Bausteine 116 und 117 auch vor dem Hintergrund einer
moglichen Ausbildung stabilisierter Riickgrat-Strukturen als interessant erscheinen.

Carbamate:

Mit dem 2-Bromethylchloroformiat (118) steht ein Reagenz zur eleganten Einfiihrung einer
Carbamat-Gruppe in ein Peptoid zur Verfiigung. Mit einer Reinheit von 82% wird das
gewiinschte Trimer 20 in guter Ausbeute gebildet (Eintrag 6). Der Schliissel zur Synthese
war hier wie schon bei den Benzoesdurechloriden die Vorbehandlung der Membran mit
N-Benzylimidazol.

Harnstoffe:

Mit den beiden verwendeten Chlormethylphenylisocyanaten 119 und 120 lieBen sich mittlere
bis gute Umsetzungen erzielen (Eintrdge 7a und 7b). Vergleiche mit einer Reaktion ohne
Beteiligung von N-Benzylimidazol (11% Dimer 71) zeigten einen giinstigen Einfluf3 der
Base auf die Vollstidndigkeit der Umsetzung, obwohl sie hier nicht zum Abfangen von Sédure
bendtigt wird. In beiden Fillen traten Produkte mit einer um 17 Einheiten verringerten
Masse auf. Diese Beobachtung lie3 sich gut mit einer sdurekatalysierten Cyclisierung der
erwarteten Trimere 20 zu den Hydantoinen 131 bzw. 132 im Verlauf der Abspaltung vom
Rink-Linker erkldren (Schema 21).['%!
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QL Bz IR QL o
\_<\_|\\ NH  —— \_<0_|\©/N \_<0_|\©/ng

o L
20-7a (Tab. 21) 67 : 43 (ortho) 131 (ortho)
20-7b (Tab. 21) 3:97 (para) 132 (para)
(M = 493) (M = 476)

Schema 21: Saurekatalysierte Bildung der Hydantoine 131/132 aus den Harnstoffen 20-7a/20-7b
bei der Abspaltung vom Rink-Linker (vergleiche Eintrage 7a und 7b in Tab. 21).

Die Beobachtung gab zur genaueren Untersuchung des Cyclisierungsmechanismus Anlal,
die im folgenden Abschnitt ausfiihrlich beschrieben wird. Die Cyclisierung verhindert
jedoch, dafl die gewiinschten Harnstoffe in ausreichend guter Synthesequalitit erhalten
werden. Eine Nutzung der Bausteine ist daher nur unter speziellen Bedingungen sinnvoll, bei
denen die Cyclisierung entweder vorgesehen (Abschnitt 6) oder verhindert wird.

(o) /_/_
o] ° N\)LNH 0 RNt
@NJ)NNT 2 @NJL)NN‘Q

20-6 (Tab. 21): X=0 133
20-8 (Tab. 21): X = NH

Auch der Harnstoff 20-8 wurde in der zum Hydantoin cyclisierten Form 133 nachgewiesen
(Eintrag 8), so daB sich die erfolgreiche Synthese des Carbamats 20-6 (Eintrag 6) nicht auf
Harnstoffe tibertragen lie. Eine hohe Produktreinheit wurde im wesentlichen durch Bildung
einer polaren Verbindung M = 199 g/mol verhindert, bei der es sich vermutlich um das
4.5-Dihydrooxazol 135 handelt!'®, welches durch HBr-Eliminierung aus dem primir
gebildeten 2-Bromethylharnstoff 134 hervorgeht.

oML, 5

Bro~ N N\)LNH —> —> Nj N\)LNH
:g: | -HBr <,\or 2

134 135 (M = 199)
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Zusammenfassung

Die Untersuchungen der bifunktionellen Bausteine 113-121 machten die Einfiihrung von
Aminomethylbenzoesdure- sowie Carbamat-Bausteinen in das Peptoid-Synthese-Protokoll in
effizienter und modularer Weise moglich. Die erreichten Produkt-Reinheiten sind etwas
geringer als bei der Verwendung von Bromessigsdure (ca. 85% gegeniiber 98%), so dal} die
Bausteine in erster Linie zum punktuellen Einschub in Peptoide geeignet sind. Zum Auftbau
der entsprechenden Homopolymere miifiten die Acylierungsbedingungen weiter optimiert
werden.

Bei den Synthesen mit N-Alkylalanin- und B-Peptoid-Bausteinen zeigte sich, daB kleine
Verdnderungen der Riickgratbausteine (jeweils ein Einschub einer CH,-Einheit) zu deutlich
niedrigeren Produktreinheiten fiihren. Erstere sind mit der SPOT-Synthese nicht in
ausreichender Reinheit, letztere nur in Kombination mit reaktiven Aminen zuganglich.

Die neuen Bausteine konnen neben den Aminen als Diversititselemente von Peptoiden
verstanden werden. Bei der Optimierung eines bioaktiven Peptoids konnten sie beispiels-
weise durch eine Fixierung des Riickgrates oder durch die Induktion einer Schleifenstruktur
zu einer Bindungsverbesserung flihren. Auch die Verdnderung der Seitenkettenabstinde
durch eine CH,-Homologisierung des Riickgrates kann zu einer Verbesserung eines
biologischen Effektes fiihren.

Als Nebenreaktion wurde die Cyclisierung von Harnstoff-Derivaten zu Hydantoinen
beobachtet, die AnlaB zu weiteren Untersuchungen gab, die im folgenden Abschnitt
beschrieben werden.
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6 SPOT-Synthese von Heterocyclen: Hydantoine

6.1 Hydantoine — Neue Perspektiven in der SPOT-Synthese

Beim Versuch, Harnstoffe nach der Sub-Monomer-Methode aufzubauen, wurde unter den
Bedingungen der Abspaltung vom Rink-Linker (95% TFA/H,0, 25°C, 20 min) die Bildung
von Hydantoinen beobachtet (Vergl. Abschnitt 5, Schema 21). Mit dieser interessanten
Reaktion konnen heterocyclische Strukturen in Peptoide eingebracht werden, die filir die
Suche nach bioaktiven Verbindungen aus den folgenden Griinden von Interesse sind:

1. Als Templat zur neuen Anordnung der umgebenden Reste konnen ggf.
bindende Konformationen durch die Einfiihrung der Hydantoin-Struktur in
das Oligomeren-Riickgrat fixiert werden (Riickgrat-Fixierung).

2. Der Heterocyclus selbst bietet durch seine Carbonyl-Sauerstoffatome die
Moglichkeit zu bindenden Kontakten, die mit einer linearen Struktur nicht
moglich gewesen wiren (neue Riickgrat-Kontakte).

Nach der Synthese von Peptidmimetika (z.B. Peptoiden) wiirde mit der Einflihrung eines

Heterocyclus ein weiterer Schritt in Richtung der Synthese pharmazeutisch relevanter

I mit der SPOT-Methode unternommen (zur Ubersicht iiber Synthesen von

163-165])

Verbindungen'™
Heterocyclen an fester Phase vergl. Lit.!

Die Synthese von Hydantoinen wurde im Jahr 1861 von A. Baeyer erstmals beschrieben
(Ubersichten!"*'°)y " Nicht zuletzt aufgrund der biologischen Aktivitit einiger
Hydantoine!'®'**) hielt dieser Heterocyclus 1993 durch die Arbeiten von S.H. DeWitt ef al.

als einer der ersten nicht-oligomeren Strukturen Einzug in die kombinatorische Synthese an
fester Phase.!'®! Seitdem sind zahlreiche Festphasensynthesen beschrieben worden.°>!70-184
In den meisten Féllen wurde ein linearer Vorldufer wahrend der Abspaltung zum Hydantoin

169,170,182] 171-177]

cyclisiert (unter (Lewis-)Séiurekatalyse[ , Basenkatalyse[ oder neutralen

Bedingungen[l78’184]; Schema 22, A/B). In anderen Fillen wurde intermediér ein Isocyanat

erzeugt, welches an der festen Phase cyclisiert wurde (Schema 22, C).1%!79-181.183]
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R? H', A ) R®
A O—oJ}( oder BSTFA, A= R2R>;_N\/¢ o
RS ST &

1
0 R’R® o Base, A R2 E o
B O—o v > RS r
R MNge o R

o [/ R o},NH .
Cc O—HJH';N:—\H)\\NCO o O—NJH/ «N

Schema 22: Verschiedene Systeme und Bedingungen zur Synthese von Hydantoinen an fester
Phase (BSTFA = Bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid).

Wihrend Hydantoin-Cyclisierungen meistens mit Alkoholen oder Phenolen als Abgangs-
gruppen durchgefiihrt wurden, fand in dieser Arbeit eine Cyclisierung unter Austritt von
Ammoniak unter milden Bedingungen (95% TFA/H,0) statt (Schema23). In der
Festphasenchemie wurde dieser Cyclisierungsweg bislang noch nicht genutzt.

RZO

R 0O
oy N L, _95% TFA,0 Y N NH, Hs o\v\
o1~ NH —— <1-NH _z

136 137

Schema 23: Saurekatalysierte Cyclisierung von Peptoiden mit N-terminaler Harnstoff-Modifizierung
136 zu Hydantoinen 137 unter Austritt von Ammoniak.

In homogener Phase untersuchten J. Kavalek et al. den Einflu der Substituenten auf die
Kinetik einer derartigen Hydantoin-Cyclisierung (Schema 24).1'°" Dabei wurde deutlich, daB

Me Ph
RZ O $2 T
| 3 1] ++ -
- M HCI N R
OYN\)LN,R 05-50MHCI_ os¢ . ROAH,
R1’NH H N RZ| + n.b.
R3| -- n.b.
138 139

Schema 24: Substitutenteneinflul auf die Cyclisierungsgeschwindigkeit von Harnstoffen 138 zu
Hydantoinen 139 nach J. Kavalek et all'®" In der Tabelle ist angegeben, ob die
Reaktion beschleunigt (+) bzw. verlangamt (-) wird, wenn ein Substituent R" = H gegen
R" = Methyl bzw. R" = Phenyl ausgetauscht wird (n.b. = nicht bestimmt).
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ein Alkyl-Substituent an Position R* des Harnstoffs 138, wie er im Fall dieser Arbeit stets
vorliegt, die Cyclisierungsgeschwindigkeit verglichen mit einem Wasserstoffsubstituenten
erhoht. Verantwortlich fiir diese Beschleunigung ist der in diesem Fall vorliegende hoherer
Anteil an cis-konfigutierter Geometrie am Harnstoff, die fiir den Ringschlufl notwendig ist.
Ein Substituent in Position R', der vom Isocyanat eingebracht wird, kann die Reaktion
entweder beschleunigen (Alkyl-) oder verlangsamen (Aryl-Substitution). Die stirkste
Hemmung wird fiir den Ubergang eines unsubstituierten Amids zu einem Amid mit Alkyl-
Substitution (R*) am Amid-Stickstoff beschrieben.

Letztere FEigenschaft eroffnet vielfdltige Moglichkeiten der Hydantoinsynthese in
Kombination mit der Peptoidsynthese: Sie ermdglicht neben der Synthese von Hydantoinen
am C-Terminus, wie sie in Schema 23 beschrieben ist, auch eine selektive Bildung eines
N-terminalen Hydantoins 143 aus einem Harnstoff 142 durch Cyclisierung mit einer
geeigneten Seitenkette eines Peptoids 141 (Schema 25). Die konkurrierende Cyclisierung zur
N-Alkylamidbindung des Riickgrates, die einen unerwiinschten Bruch des Oligomers
bewirken wiirde, ist kinetisch benachteiligt. Die korrekte Anordnung wird erreicht, wenn der
Harnstoffeinheit im Oligomer ein Peptoid-Baustein mit (substituierter) Glycinamid-
Seitenkette als Hydantoin-Vorldufer vorausgehen.

[ \)j]\ 1. )Br-CHz-COOan \/U]\
NH
HZN

2.) HoN
R? R2

Cyclisierung selektiv zu +R3-NCO
-CONH, (statt zu -CONRZ)

! /f o IRn 0O
R3 N 95% TFAIHzo N
NH s R\ My NH,
R1o "
N
0 R2

H,

o) \_ Peptoid-Seitenkette
als Hydantoin-Vorlaufer

142 143

Schema 25: Schema zur Synthese von Hydantoinen am N-Terminius von Peptoiden 140.

Die in der Literatur bislang beschriebenen Methoden zur N-terminalen Modifizierung von
Harzgebundenen Peptiden durch Hydantoinel®*'”"*1®3) fijhren zu einer Bindung des
Oligomers iiber das Imid-Stickstoffatom des Heterocyclus (vergl. Schema 22, C). Mit der
hier beschriebenen Methode wurde erstmals ein Zugang zu einer Hydantoin-Modifizierung
iiber das Harnstoff-Stickstoffatom geschaffen.

Wenn, wie bereits in Abschnitt 5 durchgefiihrt, ein bifunktionelles Isocyanat (wie z.B. 144)
zur Erzeugung des Harnstoffes 145 verwendet wird, liee sich das Hydantoin sogar an
beliebiger Stelle innerhalb des Oligomers 146 einsetzten und so eine Hydantoinstruktur
universell mit der Peptoidchemie kombinieren (Schema 26).
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NCO

Cl—\
1) @ AT
(Peptoid) ) R” LA (Peptoid)
HN™ (Peptoid) “NH 144 ‘NJ N" N (Peptoid) “NH
Hsz)v';o & H:«v';o ——
2
o R 2) R3-NH, % R

Fortsetzung der Peptoid-Synthese |

O\ JIg /\H/MNH 95% TFA/H,0 R3_@\ JL (Peptoid)
—_

(Peptoid) (Peptoiay " H R1O

° 146

Schema 26: Verwendung bifunktioneller Isocyanate zur Synthese von Oligomeren 146, in die eine
Hydantoin-Einheit eingeschoben ist (hier gezeigt am Beispiel von Chlormethyphenyl-
isocyanaten 144 und Peptoiden).

6.2 Optimierung der Cycliserungsbedingungen

Im Gegensatz zu den Hydantoin-Synthesen mittels cyclisierender Abspaltung von Harz
findet die Hydantoin-Bildung hier nach der Abspaltung statt. Es sollte eine Mdglichkeit
gefunden werden, die in Abschnitt 5 beobachtete unvollstindige Cyclisierung zur
Vollstindigkeit zu bringen. Dazu wurden verschiedene Cyclisierungsbedingungen an den
Modellverbindungen 147 getestet (Tab. 22).

Die Cyclisierung von membrangebundenen Harnstoffen 147a zu Hydantoinen 149a wurde
unter allen angewendeten Abspaltbedingungen beobachtet. Sogar die Vermeidung von
sowohl sauren als auch basischen Bedingungen durch die Synthese des Cyclisierungs-
vorldufers 147a an Photo-Linker fiihrte zu 21% cyclisiertem Produkt neben 79% linearem
Harnstoff (Tab. 22, Eintrag 1). Es zeigte sich allerdings, wie schon bei den Versuchen im
vorangegangenen Abschnitt, da3 die Cyclisierung unvollstandig war. Unterschiedlich lange
Behandlungen mit TFA bei 25°C zeigten nur eine geringe Abhdngigkeit des Hydantoin-
Anteils von der Reaktionszeit (Eintrdge 2-4). Auch die basische Cyclisierung mit
methanolischer Natriummethanolat-Losung bewirkte ein nur geringfligig glinstigeres
Ergebnis als die unkatalysierte Reaktion, obwohl gerade der Aryl-Substituent als glinstig in
basenkatalysierten Cyclisierungen beschrieben wurde (Vergleich der Eintrige 5 und 1).'®!
Erst die sdurekatalysierte Abspaltung bei erhdhter Temperatur (60°C) brachte die Reaktion
zu Vollstindigkeit (Eintrag 6). Durch Variation der Reaktionszeit wurde deutlich, daf die
Cyclisierung bei dieser Temperatur bereits nach 10 Minuten abgeschlossen war (Eintrage 7
und 8).
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Tab. 22: Optimierung der Cyclisierungsbedingungen zur Synthese von Hydantoinen. Bestimmt
wurde das Verhaltnis der Produktreinheiten der linearen Harnstoffe 148 zu den
entsprechenden Hydantoinen 149. Die Synthese wurde an Photo-Linker (PL) bzw. Rink-

Linker (R) durchgefuhrt.
\|\ "Cyclisierungs o (o} \I\‘

(0] (0] (o] (0]
R‘HJLN/\WN\)LNH bedingungen” R‘NJLN/\"/N\)LNHZ + R—N)\\N/\[fN\)LNHz
o —— (o]

H o} }7/’
H,N H,N &
o

o)
147a: R = Phenyl 148a: R = Phenyl 149a: R = Phenyl
147b: R = n-Butyl 148b: R = n-Butyl 149b: R = n-Butyl
T S
149 edingungen [min] 148 + 149 148 : 149
1 Ph PL - - 91% 79 :21
2 Ph R 95% TFA/H,0, 25°C 20 72% 50:50
3 Ph R " 40 74% 46 : 54
4 Ph R " 60 82% 41:59
5 Ph  PL  30%NaOMe/MeOH, 25°C 60 83% 65 : 35
6 Ph PL 95% TFA/H,0, 60°C 40 81% 0: 100
7 Ph PL " 10 66%" 0:100
8 Ph PL " 5 67%" 14 : 86
9 But PL - - 64% 100: 0
10 But PL 95% TFA/H,0, 60°C 40 82% 0:100
11 But PL " 20 53%" 0:100
12 But PL " 15 52%" 7:93

Y Ein Nebenprodukt ist eine nicht identifizierte Verunreinigung (22-29%), die nur bei den
gekennzeichneten Substanzen beobachtet wurde. Es handelte sich vermutlich um ein
Photolyse-Nebenprodukt, welches unabhangig von den gewiinschten Reaktionsprodukten
auftrat und daher das Verhaltnis 148 : 149 nicht beeinfluf3t.

Auch der n-Butyl-Harnstoff 148b, der ohne Siurebehandlung nicht cyclisierte (Eintrag9),
bildete unter den optimierten Bedingungen das entsprechende Hydantoin 149b (Eintrag 10).
Es war hier allerdings eine etwas ldngere Reaktionszeit von etwa 20 Minuten erforderlich,
um die Reaktion zur Vollstdndigkeit zu bringen (Eintrdge 11 und 12).
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Schema 27: Synthese des Hydantoins 151 zur NMR-spektroskopischen Untersuchung. a)
Br-CH,-COODnp (1 M in NMP); b) Glycinamid (5 M in H,0); ¢) Ph-NCO (1 M in NMP;
Zusatz von 1.1 Ag. NMI); d) TFA (95% in H,O, 60°C, 20 min).

Zur Bestitigung der Strukturl'®®

sollte ein Hydantoin an Zellulose in einer fiir die NMR-
Spektroskopie ausreichenden Menge synthetisiert werden. Damit sollte erstmals das NMR-
Spektrum einer Substanz gemessen werden, die durch SPOT-Synthese an Zellulose
hergestellt wurde. Der Harnstoff 150 wurde zu diesem Zweck an einem 25 cm® groBen
Zellulosestiick  synthetisiert, welches mit dem Rink-Linker derivatisiert war
(Derivatisierungsgrad: 0.58 pmol/cm?, vergl. Schema 27). Das nach Abspaltung unter
cyclisierenden Bedingungen (95% TFA/H,O, 60°C, 20min) und Entfernen der
Losungsmittel im Vakuum isolierte Rohprodukt (7.1 mg) enthielt neben dem Hydantoin 151
noch Zellulosefasern. Zur Analyse wurde die Substanz in [Dg]-DMSO geldst und ungeloste
Fasern durch Zentrifugation abgetrennt. Der Uberstand enthielt das Hydantoin in
ausgezeichneter Reinheit [> 99% (HPLC); Abb. 30]. Im ESI-Massenspektrum wurden neben
dem Molekiilion zwei charakteristische Fragmente beobachtet, die die Hydantoin-Struktur
bestitigten (Abb. 30, rechts). Die Protonen-Resonanzen bei &= 3.95 und 4.14 im '"H-NMR-
Spektrum lieBen sich gut mit den beiden Methylengruppen der Zielverbindung vereinbaren
(vergl. Abb. 31), wobei das Signal der Ring-Methylengruppe durch Vergleich mit dem Wert

187

des literaturbeschriebenen!'®”), dhnlichen Hydantoins 152 zugeordnet wurde.

o}
»\_4,
ozN—Q—N;\;[l\ 4,10
o YV

152

Es traten zwei Resonanzen bei 6 = 7.27 und 7.65 auf, die den Amid-Protonen zuzuordnen
sind. Zundchst ungewoOhnlich war ein Triplett aus drei Signalen gleicher Intensitdt bei
d=7.13 mit einer Kopplungskonstante von J=351 Hz. Es handelte sich dabei um die
Resonanzen des bei der Cyclisierung gebildeten Ammoniumtrifluoracetats, wie durch die
Messung einer authentischen Probe bestétigt werden konnte. Die ungewdhnliche Kopplung
wurde durch das "*N-Atom (I = 3/2) des Ammoniumions hervorgerufen, dessen 'J-Kopplung
nur durch die hohe Symmetrie der tetraedrischen Anordnung der vier Wasserstoffatome
beobachtet werden konnte."™ Auch das '*C-NMR-Spektrum lief sich mit der Struktur
vereinbaren. Das Vorhandensein eines uncyclisierten Harnstoffes konnte (1) durch eine
quantitative Auswertung der Signalintensititen im 'H-NMR-Spektrum, (2) durch den
Nachweis des bei der Cyclisierung gebildeten Ammoniumions sowie (3) durch die
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massenspektroskopischen Daten ausgeschlossen werden.
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Abb. 30: HPLC-UV-Spur (220 nm, links) und ESI-Massenspektrum (rechts) des Rohproduktes einer
Synthese des Hydantoins 151 an Rink-Linker-modifizierter Zellulose. Abspaltung und
Cyclisierung erfolgten mit TFA (95% in H,O) bei 60°C (20 min).
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Abb. 31: 1H-NMR-Spektrum (500 MHz, [D¢]-DMSO) des Hydantoins 151 (Rohprodukt) nach
Synthese an 25 cm? Rink-Linker-derivatisierter Zellulose. (Die Amid-Protonen-Zuordnung
(Ha/Hp) ist nicht eindeutig.)
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6.3 Synthese C-substituierter Hydantoine

Im vorangegangenen Abschnitt konnte gezeigt werden, dafl sich Hydantoine an Zellulose-
membranen in guten Ausbeuten synthetisieren lassen. Es war nun von Interesse, ob auch an
der Methylengruppe substituierte Hydantoine durch SPOT-Synthese zuginglich sind. Die
Einfiihrung von Substituenten beschleunigt dabei die Cyclisierung aufgrund des Thorpe-
Ingold Effekts, wie A.H. Koedjikov et al. zeigen konnten.!"®”! Als Modellsystem wurden die
Hydantoine 154 gewihlt, bei denen das zur Einfithrung einer cyclisierbaren Seitenkette
eingesetzte Glycinamid durch andere o-Aminosdurederivate ersetzt wurde. In diesem
Zusammenhang sollte zusitzlich untersucht werden, ob neben Amiden auch Carbonsduren,
die in Form ihrer fert-Butylester eingebracht werden, zur Cyclisierung geeignet sind. Das an
Rink-Linker-modifizierter Zellulose synthetisierte, bromacetylierte N-Butylglycin 58 wurde
mit verschiedenen Aminosdurebausteinen 153 zum entsprechenden Dipeptoid umgesetzt.
Durch Behandlung mit Phenylisocyanat und anschlieBender Abspaltung vom Triager unter
cyclisierenden Bedingungen wurden die Hydantoine 154 erhalten (Tab. 23).

Tab. 23: Untersuchung zur Synthese von substituierten Hydantoinen 154.

(o]
(( HZN\_)LX ’/(
1. o
o

Br/\n/N\)?\NH 53 »\N/\"/N\)LNHZ

= O

o — 2.) Ph-NCO; g Ph_N)H‘R o
53 3.) TFA (95%/H,0, 60°C) o 154
\)C])\ Reinheit
Nr. HZNI% X (153) 154 [%]
1 R=H; X=07Bu (=H-Gly-OfBu) 79
2 R =Methyl; X=NH, (=H-Ala-NH,) 84
3 R =Isobutyl; X=NH, (= H-Leu-NH,) 76
4 R =sec-Butyl; X =07Bu (= H-Ile-OfBu) 54

Die Untersuchungen zeigten, daf zur Cyclisierung Alkyl-Seitenketten mit unterschiedlichem
sterischem Anspruch toleriert wurden (R = Methyl, Isobutyl, sec-Butyl; Eintrige 2-4;
Tab. 23), wenn auch der o-verzweigte sec-Butylrest des Isoleucins nur zu einer mafigen
Produktreinheit fithrte (54%; Eintrag 4). Ferner waren die Cyclisierungsbedingungen auch
geeignet, um eine Hydantoinbildung von fert-Butylestern zu bewirken — vermutlich nach
Abspaltung der sdurelabilen fert-Butylgruppe und Cyclisierung der resultierenden
Carbonsidure unter Wasserabspaltung (Eintrige 1 und 4).!"® Die Synthese der Hydantoine
erfolgte mit Carbonsdure-fert-butylestern und den entsprechenden Amiden mit
vergleichbarer Reinheit [Eintrag 1 (79%) und Eintrag 6 in Tab. 22 (81%)]. In keinem Fall
konnte ein offenkettiger Harnstoff nachgewiesen werden.
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Da die Hydantoine 154 (R # H) ein Chiralititszentrum aufweisen, galt es zu kléren, ob unter
den Bedingungen der Cyclisierung Racemisierung auftritt. Fiir die Schwefel-analogen
Thiohydantoine ist bekannt, dal sie im basischen leicht, in Trifluoressigsdure bei 25°C
jedoch nicht racemisieren."®” Um die hier angewandten, drastischeren Bedingungen zu
untersuchen, wurde das Hydantoin H,-155 synthetisiert, isoliert und anschlieBend den
Cyclisierungsbedingungen  mit  deuterierten  Abspaltreagenzien  ausgesetzt.  Falls
Racemisierung iiber ein mdoglicherweise gebildetes Enol 156 auftritt, sollte das Produkt
durch Deuterierung am Hydantoinring sowie den unvermeidlichen H/D-Austausch der
Amid-Gruppe eine um drei Einheiten erhohte Masse aufweisen (D3;-155). Nach Analyse
einer Losung in D,O/CD3;CN (7/3) mittels ESI-MS wurde jedoch nur das deuterierte Amid
D,-155 beobachtet, wodurch Racemisierung am Hydantoin unter den angewandten
Bedingungen im Rahmen der MeBgenauigkeit ausgeschlossen werden kann.

o g oN Wen

Ph—N /\[rN\)LNXZ 7%’ Ph—N>\\ /\"/N\)LNDZ 7%’ o N\)LNDz
N = o H—Do

o DO o Me
X =H: Hy-155 -
. E» 2 156 D3-155

X=D: D,-155
a) d4-TFA(95%/D,0); 60°C, 20 min.

In Erweiterung der Versuche zur Hydantoinbildung sollte versucht werden, das Dihydro-
pyrimidin-2,4-dion 158 durch Verwendung von B-Alaninamid anstelle von Glycinamid zu
synthetisieren. Dazu wurde der Vorldufer 157 mittels SPOT-Synthese hergestellt.
Uberraschenderweise wurde das gewiinschte Produkt 158 nach Anwendung der iiblichen
Cyclisierungsbedingungen nur in Spuren nachgewiesen (4% Reinheit). Stattdessen wurde als
Hauptprodukt eine Verbindung mit der Masse M = 247 g/mol in 72% Reinheit detektiert, bei
der es sich um das Hydantoin 159 handelt. Die 1.5-Cyclisierung des N,N-Dialkylamids, die
bei den obengenannten Versuchen nicht beobachtet wurde, erfolgt offenbar schneller, als der
1,6-RingschluB.

1,5-RingschluB
Ph 0] KI/O
\/\ TFA (95%/H,0) Ph. JL

N TFASSHH0) “rr
1,6-RingschluB N NH . HoN
HoN, & )/\g/ —— 6o°C 0//1\) ’
d 4% O 729
M = 360 M = 247
157 158 159
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Dihydropyrimidin-2,4-dione sind also auf einem der Hydantoinsynthese analogen Weg nicht
zuginglich. Es zeigte sich jedoch, da unter den Cyclisierungsbedingungen auch
gewohnliche Isocyanate in der Lage, ein Peptoid-Riickgrat zu spalten. A. Boeijen et al
beschrieben 1998 den Abbau von Peptoiden in einer dem Edman-Abbau von Peptiden

1) Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen

analogen Reaktion zu Thiohydantoinen.
fiir die Peptoide (im Gegensatz zu Peptiden) auch die Sequenzierung mit gewohnlichen

Isocyanaten flir moglich erscheinen.
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7 Zusammenfassung und Ausblick

Die SPOT-Synthese an Zellulosemembranen ist eine hocheffiziente Methode zur parallelen
Synthese von Peptiden. Die wichtigste Anwendung der so synthetisierten Verbindungen ist
das direkte Festphasen-Screening. Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, das
Anwendungsgebiet der SPOT-Methode von Peptiden auf verschiedene Peptidmimetika
auszudehnen und auf diese Weise bioaktive Substanzen zu identifizieren. Die Ergebnisse der
schrittweisen Vorgehensweise sind im folgenden zusammengefal3t:

(1) Peptoid-Synthese an Zellulosemembranen

Die Ahnlichkeit der Oligo-N-alkylglycine 2 (Peptoide) zu Peptiden sowie die Vereinbarkeit
threr Synthese mit den Bedingungen der SPOT-Technik lieBen sie als besonders geeignete
Kandidaten fiir eine Erweiterung der SPOT-Synthese von Peptiden auf Peptidmimetika
erscheinen. Thre Synthese konnte systematisch von Syntheseharzen auf Zellulose iibertragen
werden. Die Peptoide wurden dabei nach der Sub-Monomer-Methode synthetisiert, bei der
die N-Alkylglycin-Monomere zweistufig durch Bromacetylierung und nachfolgende
Bromsubstitution durch ein priméres Amin aufgebaut wurden (Schema 28).

(o)

R O R 0
| |
N, Br-CHzCOOH ) DIC NN R-NH, nN I zz:N\)LH}L,

- .

Y

Bromacetylierung Brom-Substitution 2
Schema 28: Peptoidsynthese nach der Sub-Monomer-Methode nach R.N. Zuckermann et al.l'?
Als Grundlage wurde zunéchst die neue, esterfrei aminoderivatisierte Zellulosemembran 38
mit Derivatisierungsgraden zwischen 0.6 und 1.4 pmol/cm” durch Alkylierung von Zellulose

(7) mit dem Epoxid 35 und anschlieBender Einflihrung einer Spacer-Einheit zugénglich
gemacht (Schema 29).

o . HO
1) LA _Br,H j/\HNHz -
OH 35 _ 0
—— _— ‘\/\[ /\4’\.
7 2.) HzNNHz 38 0,6 - 1,4 pmolicm? 0 5

Schema 29: Synthese der esterfrei aminoderivatisierten Zellulosemembran 38.

Es schlof3 sich die Optimierung der Peptoid-Synthesebedingungen an. Die Kernaufgabe war
dabei die Entwicklung einer N/O-selektiven Bromacetylierungsmethode. Die SPOT-
Synthese an Zellulose verlangt durch die Anwesenheit freier Hydroxyfunktionalititen der
Membran sowie durch den Kontakt der Reagenzien mit Luftfeuchtigkeit ein Reagenz,
welches eine effiziente und selektive N-Acylierung in Anwesenheit von O-Nukleophilen
zuldft. Durch Untersuchung von sechs Aktivestern der Bromessigsdure konnte gezeigt
werden, dafl der kristalline Bromessigsdure-2,4-dinitrophenylester (11) im Hinblick auf
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Ausbeute und N/O-Selektivitdt optimale Eigenschaften besitzt. Das Hydroxy-Tripeptoid 17
wurde so in einer sechsstufigen Synthese mit einer Gesamt-Ausbeute von 81% und einer
HPLC-Reinheit von 90% erhalten. Eine Veresterung der Seitenketten-Hydroxyfunktion
konnte mit einer N/O-Selektivitit von 93:7 weitgehend unterdriickt werden. Unter den
Bedingungen der SPOT-Synthese ist der 2,4-Dinitrophenylester 11 sogar dem tiiblicherweise
zur Peptoidsynthese verwendeten, in sifu erzeugten Bromessigsdureanhydrid iiberlegen.

N¥se @JLH}NL O, P,

OH
11 17 19

Im Rahmen der Optimierung der Bromsubstitutionsbedingungen konnte gezeigt werden, daf3
neben NMP und DMSO interessanterweise auch das bei der Synthese an fester Phase wenig
gebrauchliche Wasser als Losungsmittel geeignet ist. Wie bei der Synthese am Harz ist es
dabei unvermeidlich, die Amine in hohem UberschuB sowie in hohen Konzentrationen
anzuwenden. In vier Mefireihen wurden 46 Amine (R-NH;) auf ihre Anwendbarkeit bei der
Synthese der Tripeptoide 19 untersucht. Aus den Ergebnissen konnten GesetzméaBigkeiten
abgeleitet werden, die eine Abschitzung der Verwendbarkeit von Aminen filir die
Peptoidsynthese im Hinblick auf Fliichtigkeit, sterischen Anspruch, Nukleophilie des
Stickstoffatoms sowie vorhandene funktionelle Seitengruppen ermdglichen.

(2) Synthese und Screening von Peptoid-Bibliotheken

Unter den optimierten Synthesebedingungen wurden zwei Bibliotheken mit jeweils 8000
Tri- bzw. Hexapeptoiden synthetisiert. Die Trimeren-Bibliothek beinhaltete dabei den
gesamten Sequenzraum basierend auf 20 Bausteinen (20 x 20 x 20), wédhrend die
Verbindungen der Hexameren-Bibliothek aus einem wesentlich gréferen, auf 40 Bausteinen
basierenden Sequenzraum statistisch ausgewidhlt wurden. Um zu {berpriifen, ob sich die
Bibliotheken zur Auffindung von Protein-Liganden eignen, wurden sie auf Bindung zum
monoklonalen Antikérper Tab-2 untersucht. Es konnten in beiden Féllen bindende
Oligomere identifiziert werden. Die hochsten Affinititen wurden fiir das Trimer 98
(Kp=87 uM) sowie das Hexamer 109 (Kp=2.7 uM) bestimmt (Abb. 32), wobei die
Messung der Dissoziationskonstanten nach Resynthese der Verbindungen am Harz und
anschliefender Quantifizierung der Affinitdit mittels Oberflichen-Plasmonenresonanz
erfolgte. Mit der hier angewendeten de novo-Methode konnten somit Peptoide identifiziert
werden, die sich vom Peptid-Epitop des Antikorpers [VVSHFND-NH,] deutlich
unterscheiden.



7 Zusammenfassung und Ausblick -114 -
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Abb. 32: Strukturen und Dissoziationskonstanten der aktivsten Verbindungen aus dem Screening
einer Tripeptoid- sowie einer Hexapeptoid Bibliothek auf Bindung zum Antikdrper Tab-2.

(3) Riickgratmodifizierte Peptoide

Mit dem Ziel, Riickgratmodifikationen in Peptoide einzufligen, wurden neun Biselektrophile
im Rahmen eines ,,chemischen Screenings* zur Synthese des Trimers 20 verwendet. Es
unterscheidet sich vom entsprechenden Tripeptoid durch Verwendung eines neuen Riickgrat-
Bausteins anstelle von Bromessigsdure in der mittleren Position. Die Untersuchung ergab,
dal vier der Bausteine zur Synthese geeignet sind. Es wurde damit die Einfiihrung von
B-Peptoid-, m- und p-Aminomethylbenzoesdure- sowie Carbamat-Einheiten in Peptoide in
Reinheiten zwischen 69 und 84% (HPLC) mdglich (Schema 30). Ein Schliisselschritt war
die Vorbehandlung der SPOTs mit der unfliichtigen Base N-Benzylimidazol, um die bei der
Acylierung freiwerdende Sdure abzufangen. Die verglichen mit einer Vorabmischung
verringerte Kontaktzeit der aktivierten Sduren mit der tertidren Base verhinderte Neben-
reaktionen wie z.B. eine vorzeitige Hydrolyse.

Biselektrophil Reinheit 20

@
(0] O O
0 ./\)J\. \)LOJJ\% 69%
(0]
O‘l\)J\N -/ N\)J\NHZ 0O Cl—\ (0] 4% omote
©) | : | : ¢l 83°A: (para)

20 (0] o
.\/\oJk. BI'\/\OJJ\CI 82%

Schema 30: Mdogliche Riickgratmodifikationen bei der Synthese des Trimers 20.
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Beim Versuch, in analoger Weise auch Harnstoffe wie 20-7a oder 20-7b zuginglich zu
machen, wurden zwar gute Acylierungsausbeuten erzielt, es wurde jedoch unter den
Bedingungen der Abspaltung vom Rink-Linker (95% TFA/H,0) in erheblichem Ausmal}
eine Cyclisierung zu den Hydantoinen 131 bzw. 132 beobachtet.

}NJQ oﬁ\} Oy ¢
-

—\ 95% TFA/H,0 R—\ ) . N—o
ot -
- NH,*CF4C00" Y °
20-7a (ortho) 131 (ortho)
20-7b (para) 132 (para)

Diese interessante Reaktion wurde ndher untersucht, um die SPOT-Methode auf die
Synthese von Hydantoinen als heterocyclische Struktur zu erweitern.

(4) Synthese von Hydantoinen an Zellulosemembranen

Die Bildung von Hydantoinen in einer Cyclisierungsreaktion, bei der Ammoniak aus einem
Amid freigesetzt wird, wurde an fester Phase noch nicht genutzt, wahrend dieser
Reaktionstyp in Losung bereits intensiv untersucht wurde.'®""'®! Es war bekannt, daf die
Cyclisierung deutlich schneller mit unsubstituierten Amiden (-CONH,) als mit substituierten
(-CONR;) verlduft. Um das Oligomerenkonzept mit der Hydantoinchemie zu verbinden
wurden daher Harnstoffe 147 als Cyclisierungsvorldufer gewihlt, die die Amidgruppe
(-CONH;) in Form einer Peptoid-Seitenkette tragen (Schema 31). Die Optimierung der
Cyclisierungsbedingungen ergab eine vollstindige Reaktion zum Hydantoin 149 bei einer
Behandlung des Vorldufers mit TFA (95% in H,O) bei 60°C nach 10 bis 20 Minuten je nach

Substituent R” am Harnstoff.
-CONH, (statt zu -CONR))
o e,
J?\ i 95% TFA/H,0 2 i
0 2
—&— 60°C, 20 min )7/1 o
H2N

Peptoid-Seitenkette o
als Hydantoin-VorIéiufer 149

Cyclisierung selektiv zu

Z P

Schema 31: Hydantoinsynthese durch Cyclisierung N-terminal carbamoylierter Dipeptoide 147
(R" = Ph, n-Butyl).
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Zu Bestitigung der Hydantoin-Struktur wurde die Verbindung 151 an einer Zellulose-
membran von ausreichender GroBe synthetisiert (25 cm?), um geniigend Substanz fiir eine
NMR-spektroskopische Untersuchung zu erhalten. Mit der erfolgreichen Analyse der
Verbindung konnte erstmals das NMR-Spektrum einer Substanz aufgenommen werden, die
mittels SPOT-Synthese hergestellt wurde (vergl. Abb. 31, Seite 108).

o o
151 154 D,-155: R=H
D;-155:R=D

Die Untersuchungen von Hydantoinen wurden durch die Synthese C-substituierter
Hydantoine 154 abgerundet. Es zeigte sich, dal Substitutionen mit einer Reihe von Resten
(R) moglich sind, die durch Verwendung von o-Aminosdureamiden bzw. -tert-butylestern
enantiomerenrein eingebracht werden konnen. DaBl die Verbindungen unter den
Cyclisierungsbedingungen nicht racemisieren, konnte abschlieBend durch Anwendung von
deuterierten Cyclisierungsreagenzien auf das Hydantoin D,-155 gezeigt werden: das bei
Racemisierung auftretende ringdeuterierte Hydantoin D3;-155 wurde nicht beobachtet.

Ausblick

Durch das Festphasen-Screening zellulosegebundener Peptoide auf Bindung zum Antikdrper
mAk Tab-2 konnte gezeigt werden, daf sich die SPOT-Synthese eignet, neben Peptiden®”
auch biologisch aktive Nicht-Peptide de novo zu identifizieren. Basierend auf diesen
Ergebnissen konnen die gefundenen (Leit-)Strukturen einer Optimierung durch weitere,
nunmehr wissensbasierte, Peptoid-Bibliotheken unterworfen werden, was zu wesentlich
hoheren Affinititen flihren sollte. Interessant wire auch eine vergleichende Analyse der
Aktivkonformationen der als bindend identifizierten Oligomere mit dem Peptidepitop des
Antikorpers. Zwar ist der direkte strukturelle Vergleich aufgrund der konformationellen
Flexibilitdit von Peptiden und Peptoiden erschwert, mit Verfahren wie der Kristall-
strukturanalyse von Kristallen des Antikorpers mit gebundenem Liganden oder Molecular
Modelling-Methoden konnten die Aktivkonformationen jedoch zugénglich gemacht werden.
In einer Erweiterung der durchgefiihren Bindungsstudien konnen die vorhandenen
Bibliotheken ferner zum Screening mit weiteren Proteinen eingesetzt werden, um andere
Leitstrukturen aus der gleichen Bibliothek zu identifizieren.
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Durch die Untersuchungen, die auf der erfolgreichen SPOT-Synthese von Peptoiden
aufbauen, konnten zusitzlich zu Seitenkettenvariationen auch Riickgratmodifikationen bis
hin zu Peptoid-Hydantoin-Hybridverbindungen zuginglich gemacht werden. Mit
entsprechenden Bibliotheken sind interessante Ergebnisse in Bindungsstudien zu erwarten.
Die modulare Chemie ermoglicht dariiberhinaus eine Vermischung der verschiedenen
SPOT-Synthesemethoden, einschlieBlich der Peptidchemie. Im Sinne eines Transformations-
prozesses ist damit eine sukzessive Verdnderung eines bioaktiven Peptids iiber ein Peptoid
hin zu einer heterocyclischen Struktur denkbar, was von groflem Interesse fiir

pharmazeutische Fragestellungen wire.>'%%
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8 Allgemeine Experimentelle Bedingungen

Reagenzien

Die verwendeten Reagenzien wurden von den Firmen Advanced ChemTech (Bamberg,
Deutschland), Aldrich (Steinheim, Deutschland), Bachem (Heidelberg, Deutschland),
J.T. Baker (Phillipsburg, USA), Fluka (Deisenhofen, Deutschland), Lancaster
(Miihlheim/Main, Deutschland), Merck Eurolab (Darmstadt, Deutschland), Neosystem
(StraBburg, Frankreich), Novabiochem (Bad Soden, Deutschland) oder Sigma (Taufkirchen,
Deutschland) bezogen und ohne weitere Aufreinigung verwendet. Das TentaGel-S-RAM-
Harz wurde bei der Firma RAPP Polymere (Tiibingen, Deutschland) und das Rink-Amid
MBHA-Harz bei der Firma Novabiochem (Bad Soden, Deutschland) bezogen.

Zur SPOT-Synthese wurden Whatman 50 Membranen (Whatman Maidstone, UK)

verwendet, die auf die benotigte GroBe zurechtgeschnitten wurden.
Folgende Substanzen wurden nach literaturbeschriebenen Verfahren hergestellt:

4-Hydroxyphenylmethylamin: Synthese aus 4-Hydroxybenzonitril nach A.G. Johnston

et al '

Mono-Boc-geschiitzte o,m-Diamine: Synthese aus den entsprechenden Diaminen nach A.P.

147

Krapcho et al."*"! oder von Fluka.

Losungsmittel

Alle verwendeten Losungsmittel wurden in der angegebenen Qualitit ohne weitere

Reinigung eingesetzt:

Acetonitril (Gradient grade, J.T. Baker); Dichlormethan (zur Synthese, Merck Eurolab);
Diethylether (zur Synthese, Merck Eurolab); N,N-Dimethylformamid (LAB, Merck
Eurolab); Dioxan (zur Synthese, Aldrich); Methanol (zur Synthese, Merck Eurolab).

Wasser wurde unter Verwendung einer Vollentsalzungsanlage (Milli-Q Plus, Millipore)

entmineralisiert.

Die Losungsmittel fiir Reagenzien, die zur SPOT-Synthese verwendet wurden, wurden {iber
Molsieb gelagert: N-Methylpyrrolidon und Dimethylsulfoxid (beide: Fluka).

Chromatographie und Physikalische Daten

Diinnschichtchromatographische Kontrolle (DC-Kontrolle) und RgWert-Bestimmung

erfolgten auf mit Kieselgel beschichteten Aluminiumfolien (Kieselgel 60 F,s4, Schichtdicke
0.2 mm, Merck Eurolab). Die Detektion erfolgte durch Beobachtung der Fluoreszenz-
16schung bei 254 nm sowie der Féarbungen nach Eintauchen in Ninhydrinlésung (0.3% in
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n-Butanol mit 3% Essigsidure) oder Molybdatophosphorsdureldosung (5% in Ethanol) und
HeiBluftbehandlung.

Saulenchromatographie (SC) wurde an Kieselgel (Kieselgel 60, 0.063 - 0.200 mm Merck
Eurolab) durchgefiihrt.

(RP-)HPLC (prédparativ) erfolgte mit einem System der Firma Merck/Hitachi (Quaternire
Pumpe L-6250, Variabler UV-Detektor L-7400, Interface D-7000, Software: HPLC
Systemmanager D-7000 fiir NT 4.0) unter Verwendung einer Sdule der Firma Merck
Eurolab (LiChrospher 100, RPI18, 10x 250 mm) bei einem Losungsmittelflul von
6.0 ml/min; Die Laufmittel-Gradienten wurden aus einem analytischen Probe-Chromato-

gramm abgeleitet. Das verwendete Losungsmittelsystem setzte sich aus den Komponenten A
(H,0/0.1 Vol-% TFA) und B (CH3CN/0.1 Vol-% TFA) zusammen.

(RP-)HPL.C-MS-Analysen wurden durch Chromatographie unter Verwendung eines Hewlett
Packard Serie 1100-Systems (Entgaser G1322A, Quaternidre Pumpe G1311A, Automatischer
Probengeber G1313A, Thermostatiertes Sédulenfach G 1316A, Variabler UV-Detektor
G1314A) und gekoppelter ESI-MS (Finnigan LCQ Ion-Trap-Massenspektrometer)
durchgefiihrt. Dazu wurde einer Steuersoftware der Firma Finnigan verwendet (Navigator

Ver 1.1 spl). Als Stofigas in der lonenfalle diente Helium. Die Trennung erfolgte an RP-18-
Sdulenmaterial (Vydac 218 TP5215, 2.1 x 150 mm, 5 um, C18, 300 A mit Vorséule) bei
30°C und einem Flufl von 0.3 ml/min unter Anwendung eines linearen Gradienten fiir alle
Chromatogramme (5-95% B innerhalb von 25 min, wobei A: 0.05% TFA in Wasser und B:
0.05% TFA in CH;CN). Die UV-Detektion erfolgte bei A =220 nm. Retentionszeiten (RT)
sind im Dezimalsystem angegeben (z.B. 1.9 min = 1 min 54 sec) und beziehen sich auf die
Detektion im Massenspektrometer. Die Totzeit zwischen Injektion und UV-Detektion
(HPLC) betrug 1.65 min, zwischen UV-Detektion und Massen-Detektion 0.21 min.
Innerhalb eines Laufes erfolgte die Massenanalyse mittels einer Abfolge verschiedener
Spektren-Typen: (a) Standard-Spektren in den Massen-Bereichen 50-600 und 150-2000, (b)
MS?-Spektren der beiden intensivsten Ionen im Bereich 50-600 mit einer Kollisons-Energie
von 24% und (c) Collision-Induced Dissociation- (CID-)Spektren im Bereich 50-600 bei
35% Kollisions-Energie. Fiir Produkte mit einer Masse 600 <M < 1000 wurde im Bereich
50-1000 anstelle von 150-600 gearbeitet. Die Zuordnung der Reaktionsprodukte zu den
Signalen des UV-Detektors der HPLC wurde durch Anwendung von Massenfiltern fiir die
gesuchte(n) Masse(n) durchgefiihrt. Die theoretischen Massen sind mit den exakten Massen
der Hauptisotope berechnet. Die angegebenen Werte beschreiben die beobachtete Masse m/z,
wobei im Massen-Bereich m/z < 1000 gewdhlich das M+H' bzw. (selten) M+Na'-Ion die
intensivsten Signale ergeben (keine Hochladungen wie z.B. M+2 H"). Die Beschreibung der
Massenspektren wurde auf Signale mit einer Intensitidt > 15% sowie auf charakteristische
Signale > 5% beschrinkt (die Signalintensitét in % ist in Klammern angegeben). Die Werte
wurden auf 10%-Schritte gerundet. Die Genauigkeit des Massenspektrometers betragt
ca. m/z+0.2.

Schmelzpunkte wurden mit dem Gerét 9200 der Firma Elektrothermal gemessen.




8 Allgemeine Experimentelle Bedingungen - 120 -

FT-IR-Spektren wurden mit einem Gerédt der Firma Bruker (IFS 66) aufgenommen. Die
Peakmaxima sind in Wellenzahlen (V) in cm™ angegeben.

UV-Absorbtionen wurden mit dem Gerdt Ultrospec 3000 der Firma Pharmacia Biotech
gemessen.

Kernspinresonanz- (NMR-)Spektren wurden an den Gerdten Varian Unity-plus 300 und

Unity-plus 500 aufgenommen. Als interner Standard diente in 'H-NMR-Spektren
Tetramethylsilan (&y = 0.00 ppm) oder Signale der Restprotonen aus CDCl; (04 = 7.24 ppm)
oder [Dg]-DMSO (8 = 2.50 ppm). Die *C-NMR-Spektren wurden breitbandentkoppelt und,
wenn nicht anders angegeben, mit APT aufgenommen und mittels internem Standard
referenziert (CDCls: 6c = 77.0 ppm, [Ds]-DMSO: 8¢ = 39.4 ppm). Zugeordnete Signale sind
im Einklang mit dem gemessenen Signal-Vorzeichen (prim/tert-C oder sek/quart-C). In "°F-
NMR-Spektren diente CFCl; (0 = 0 ppm) als interner Standard. Alle Verschiebungen ()
sind in ppm, alle Kopplungskonstanten (/) in Hz angegeben. Bei den Kopplungen handelt es
sich, wenn nicht anders angegeben, um H,H-Kopplungen. Alle Spektren wurden bei 25°C
aufgenommen.

ESI-Massenspektroskopie: siche unter (RP-)HPLC-MS.

Flementaranalysen wurden am Institut fir Chemie der Humboldt-Universitit Berlin am

Analyseautomat CHNS-933 der Firma LECO bestimmt. Die Brom-Bestimmung erfolgte
durch Aufschlu3 der Verbindung nach Schoniger und Titration der freigesetzten Halogenid-
ionen mit 0.01 N Hg(ClOy), unter Verwendung von Diphenylcarbazon als Indikator nach
Dirscherl und Erne.

SPOT-Synthese

Die automatische SPOT-Synthese erfolgte mit dem Gerdt Autospot Robot AMS 222
(Abimed, Langenfeld, Deutschland) unter Anwendung der Steuersoftware Autospot XL
Ver. 2.02. Die bendtigten Steuerdateien, in denen Ort und Sequenzen der SPOTs festgelegt
wurden, wurden mit den Programmen LISA und DIGEN (beide: Jerini Bio Tools GmbH,
Berlin, Deutschland) angefertigt. Die Waschschritte erfolgten in Edelstahlschalen (Merck
Eurolab), die auf einem Wipptisch (Labortechnik Frobel, Lindau/Bodensee, Deutschland)
bewegt wurden. Fiir Reaktionen bei erhohter Temperatur wurde die Membran in einer
Edelstahlschale auf einer regelbaren Heizmatte (Merck Eurolab) erwdrmt oder in einer mit
einem Glasdeckel verschlossenen Glasschale in einem Haushaltsmikrowellenofen bei 810 W
Mikrowellenleistung behandelt. Einzelne SPOTs wurden mit einem Biiro-Locher
ausgestanzt und zur Weiterbehandlung in eine Mikrotiterplatte oder 2.0 ml Eppendorf-
Reaktionsgefdfle iiberfithrt. Thermomixer 5437, Zentrifuge 5475C und Vakuumzentrifuge
5301 der Firma Eppendorf wurden zur Behandlung von Zellulosespots in Eppendorf-
Reaktoren verwendet. Zur Beschleunigung des Losungsvorganges von Reagenzien fiir die
SPOT-Synthese wurde ein Ultraschallbad verwendet (Sonomatic 300 PC). Zur Spaltung des
Photo-Linkers 48 wurde UV-Licht verwendet, welches mit dem Gerdt Vilber Lourmat TFX
20LC (7mW/em® bei 320-390 nm, Bestrahlungsfliche: 20 x 20 cm) oder Beltron UV-
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Trockner 50/I1 [340 mW/cm?® bei A >310 nm (Borsilikat-Filter)] erzeugt wurde. Bei den
angegebenen UV-Energiedichten handelt es sich um Herstellerangaben.

Bindungsstudien

Die monoklonalen Antikorper Tab-2 und TE-33 wurden von W. Ho6hne (Institut fiir
Biochemie, Charit¢, Humboldt-Universitat, Berlin) bzw. T. Scherf (Weizmann Institute of
Science, Rehovot, Israel) zur Verfiigung gestellt.

Die Bestimmung von Bindung an zellulosegebundene Peptoid-Bibliotheken erfolgte mit dem

Lumilmager™ der Firma Boehringer Mannheim (Mannheim, Deutschland), bei der auch die
Reagenzien Blocking Reagent und Luminescence Substrate Solution A und B erworben
wurden. Die verwendete TRIS-gepufferte Kochsalzlosung (TBS) war 10 mM und auf
pH=8.0 eingestellt. Der anti-Maus IgG Nachweis-Antikdrper wurde von Sigma
(Taufkirchen, Deutschland) bezogen.

Die Bestimmung von Dissoziationskonstanten mittels Oberflichen-Plasmonenresonanz

wurde mit einem System der Firma Biacore AB (Uppsala, Schweden) durchgefiihrt [Gerit:
Biacore X, Software: Biacore X Control Software 2.1, BIAevaluation 3.0.1, Sensor Chip:
CMS5, Puffer: HBS-EP [Zusammensetzung: HEPES (0.01 M, pH =7.4); NaCl (0.15 M),
EDTA (3 mM), Polysorbat 20 (0.005%, v/v)], Immobilisierung: Kit zur Aminkopplung,
Regenerierung: Glycin/HCI-Puffer (10 mM, pH = 2.0)].
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9 Durchfihrung
9.1 Synthesen in Losung

9.1.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAV 1. Synthese von Bromessigséure-nitrophenylestern aus Bromessigsdurebromid
und Nitrophenolen

In CH,Cl, (80 ml) werden 54.3 mmol eines Nitrophenols, welches zuvor fiir 4 Stunden bei
0.1 mbar getrocknet wurde, gelést und mit 5.71 ml (70.6 mmol, 1.3 Aq.) wasserfreiem
Pyridin versetzt. Bei 0°C werden innerhalb von 15 Minuten 5.20 ml (59.7 mmol, 1.1 Aq.)
Bromessigsdurebromid in CH,Cl, (25 ml) zugetropft. Man erwéarmt auf 25°C und gibt nach
1 Stunde H,O (30 ml) zu. Nach Trennen der Phasen wird die organische Phase mit einer
10%igen wiBrigen Citronensdure-Losung (30 ml) ausgeschiittelt. Die CH,Cl,-Phase wird
iiber Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel nach Filtration i. vac. abdestilliert. Das
erhaltene Rohprodukt wird bei 0.1 mbar von restlichem Ldésungsmittel befreit und durch
Kristallisation aus Diethylether gereinigt. Die Lagerung sollte lichtgeschiitzt erfolgen.

AAV 2: Synthese von Bromessigséureestern aus Bromessigséure (53) unter
Verwendung von DCC

Zu einer Losung von 1.39 g (10 mmol) Bromessigsédure (53) und eines Alkohols (10 mmol)
in CH,Cl, (50 ml) wird unter heftigem Riihren festes DCC (10 mmol) innerhalb von
3 Minuten in 3 Portionen gegeben. Man 1dfit 60 Minuten reagieren, filtriert vom Nieder-
schlag ab und entfernt das Losungsmittel i. vac. zundchst am Rotationsverdampfer und
nachfolgend bei 0.1 mbar. Der erhaltene Ester wird aus einem geeigneten Losungsmittel
umkristallisiert bzw. durch Gefriertocknung aus einer Losung in Dioxan erhalten.
AAV 3: Synthese von w-Tritylthioalkylaminen modifiziert nach F.I. Carroll et al./"*”
Methanol (50 ml) wird unter Argon mit 2.81 ml einer methanolischen Losung von
Natriummethylat (5.4 M, 15.2 mmol, 2.1 Aq.) versetzt. Bei 0°C gibt man zuerst 2.00 g
(7.24 mmol, 1.0 Aq) Triphenylmethanthiol (82) und nach 5 Minuten 7.24 mmol (1.0 Aq)
eines ®-Aminoalkylbromidhydrobromids zu, erwdrmt auf 25°C (30 min) und erhitzt
anschlieBend zum Sieden (3 h). Nach Abkiihlen der Reaktionsmischung wird das
Losungsmittel i. vac. entfernt, das Rohprodukt mit ges. NaCl-Lsg., K,COj; (5% in H,O) und
Ethylacetat (je 30 ml) versetzt und die Phasen getrennt. Die organische Phase wird iiber
Na,SO4 getrocknet und filtriert. AnschlieBend wird das Losungsmittel am Rotations-

verdampfer i. vac. entfernt. Das Rohprodukt wird durch Sdulenchromatographie gereinigt
(40 g Kieselgel, Laufmitte]l CH,Cl, und im Anschlufl CH,Cl,/Methanol 9:1).
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9.1.2 Spezielle Synthesen

9.1.2.1 Bromessigséure-pentafluorphenylester
F
oF F
Br\)LoniF
F
10

Zu einer Losung von 1.89 ml (21.7 mmol) Bromessigsdurebromid in CH,Cl, (30 ml) wurde
bei 0°C eine Losung von 4.00 g (21.7 mmol, 1.0 Aq.) Pentafluorphenol und 3.79 ml
(21.7 mmol, 1.0 Aq.) DIEA in CH,Cl, (30 ml) innerhalb von 15 Minuten zugetropft. Man
erwdarmte auf 25°C und lieB 1 Stunde reagieren. AnschlieBend schiittelte man mit Wasser
(2 x 30 ml) aus. Die organische Phase wurde {liber Na,SOy4 getrocknet und das Losungsmittel
nach Filtration i. vac. abdestilliert. Das erhaltene Ol wurde bei 0.1 mbar von restlichem
Losungsmittel befreit und man erhielt 6.10 g (20.0 mmol, 92%) Bromessigsaurepentafluor-
phenylester (10) als farbloses Ol. Das Produkt wurde bei 4°C iiber Molsieb gelagert.

IR (Film): 2969 m (CH,), 2672 m, 2464 m, 1810/1790 br (C=0), 1655 s, 1520 br (Ar-C=C),
1473 s, 1425 s, 1403 s, 1241 br, 1222 br, 1145 s, 1095 br, 1000 br, 599 s.

"H-NMR (300 MHz, CDCls): 8 =4.15 (s, 2H, CH,).

BC-NMR (75.45 MHz, CDCLs): 8 = 23.2 (CH,), 124.2-125.0 (m, Ar-C-O), 135.8-143.2 (m,
Ar-C-F, Signale durch ("*C,"’F)-Kopplungen aufgespalten), 163.7 (C=0).

YF_NMR [284 MHz, CDCl;, verunreinigt mit < 3 Mol% Pentafluorphenol: 6 = -168.86 (tt,
3J=22,%7=6.0, IF, p-F), -164.32 — -163.89 (m, 4F, o- und m-F)*]: 8 =-162.16 (dd, >J= 22,
3J=18, 2F, m-F), -157.25 (t, °J = 22, p-F), -152.93 (d, °J = 18, 0-F).
*: Die Signale von Pentafluorphenol entsprechen den in der Literatur genannten.!'”¥
Elementaranalyse: CsH,O,BrF;s (305.00).

ber.: C: 31.50%, H: 0.66%, Br: 26.20%:;

gef: C: 31.36%, H: 0.77%, Br: 25.93%.

9.1.2.2 Bromessigséure-2,4-dinitrophenylester
5

o 6 4

Br\)j\o 5 3

NO,

NO,

11

Nach AAV 1 wurden 10.0 g (54.3 mmol) 2,4-Dinitrophenol umgesetzt. Nach Kristallisation
aus Diethylether (200 ml) bei -26°C erhielt man 13.0 g (42.6 mmol, 78% bez. auf
2,4-Dinitrophenol) Bromessigsdure-2,4-dinitrophenylester (11) als hellgelbe Kristalle.
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Schmp.: 108-109°C.

IR (KBr): 3112 m (Ar-C-H), 3071 m, 2957 m (-CH,-), 1783 m (C=0), 1608 m (Ar-C=C),
1538 br, 1344 br (-NO,), 1219 s, 1097 br, 919 s, 836 s, 733 m.

"TH-NMR (300 MHz, CDCL): & = 4.19 (s, 2H, -CH,-), 7.56 (d, >J=18.9, 1H, Ar-Hy), 8.91
(dd,*J=8.9,*J=2.7, 1H, Ar-Hs), 8.98 (d, *J=2.7, 1H, Ar-H3).

BC-NMR (75.45 MHz, CDCls): & = 24.3 (CH,), 121.8, 126.4, 129.3 (Ar-C-H), 141.2, 145.5,
147.8 (Ar-C-0), 164.2 (C=0).

Elementaranalyse: CsHsN,O¢Br (305.04).
ber.: C: 31.50%, H: 1.65%, N: 9.18%, Br: 26.19%;
gef.: C: 31.43%, H: 1.65%, N: 9.27%, Br: 26.32%.

9.1.2.3 Bromessigséure-4-nitrophenylester
5
o 6 7
Br\)j\o 7 3

12

NO,

Nach AAV 1 wurden 6.00 g (43.0 mmol) 4-Nitrophenol umgesetzt. Nach Kristallisation aus
Diethylether (160 ml) bei 4°C erhielt man 6.80 g (26.1 mmol, 61% bez. auf 4-Nitrophenol)
Bromessigsdure-4-nitrophenylester (12) als farblose Kristalle.

Schmp.: 81-84°C (Lit.: 86-87°CH*4).

"H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 4.08 (s, 2H, CH,), 7.34 (d, >J=9.0, 2H, Ar-H), 8.30 (d,
3J=8.0, 2H, Ar-H).

BC-NMR (75.45 MHz, CDCl3): & = 24.9 (CH,), 122.0, 125.3 (Ar-C-H), 149.0, 154.8 (Ar-
C-0), 164.8 (C=0).

Die NMR-spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur genannten iiberein.!"*"]

9.1.2.4 Bromessigséure-N-succinimidylester
o
o
Br\)J\ O,D
o
13

Nach AAV 2 wurden 1.22 g (10.6 mmol) HONSu umgesetzt. Man erhielt 2.61 g Brom-
essigsdure-N-succinimidylester (13) als weilen Feststoff (verunreinigt mit 7% Dicyclo-
hexylharnstoff nach "H-NMR, 10.6 mmol, 100%). Das Produkt wurde nicht weiter gereinigt.

Schmp.: 108-110°C (Lit.: 110°C!"*%).
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"H-NMR [300 MHz, CDCls, verunreinigt mit 7 Mol% Dicyclohexylharnstoff: § = 1.10-1.95
(m, 20H, Cyclohexyl-CH,), 3.33-3.48 (m, 2H, Cyclohexyl-CH)]: & = 2.87 (br-s, 4H,
CH,-CH,), 4.11 (s, 2H, Br-CH,).

BC-NMR (75.45 MHz, CDCl;): & = 21.1 (Br-CH,), 25.5 (CH,-CH,), 162.9 (Ester-C=0),
168.4 (Amid-C=0).

9.1.2.5 2-Tritylthioetylamin (vergl. Tab. 13, Eintrag 3f)
Ph__S
phX \2/1\NH2
Ph

85

Nach AAV 3 wurden 1.48 g (7.24 mmol) 2-Aminoethylbromidhydrobromid (83) umgesetzt.
Man erhielt nach Sdulenchromatographie [SC: 40 g Kieselgel, Laufmittel CH,Cl, und im
Anschlul CH,Cly/Methanol 9:1] und Gefriertrocknung einer Losung des gereinigten
Produktes in Dioxan (25ml) 1.97 g (6.17 mmol, 85%) 2-Tritylthioetylamin (85) als
farblosen Feststoft.

R (CH,Cl/Methanol 9:1) = 0.21.
Schmp.: 85-88°C (Lit.[">": 85-92°C).

"H-NMR (300 MHz, [D]-DMSO): & = 2.16 (br-t, >°J = 7.2, 2H, 2-CH,), 2.42 (br-t, >’J = 7.2,
2H, 1-CH,), 7.20-7.40 (m, 15H, Ar-H). Die Spektraldaten stimmen mit den in der Literatur

genannten iiberein.!'>”

9.1.2.6 3-Tritylthiopropylamin (vergl. Tab. 13, Eintrag 3g)

Ph S NH
>|/ N2
Ph Ph 3 1

86

Nach AAV3 wurden 4.75g (21.7 mmol) 3-Aminopropylbromidhydrobromid (84)
umgesetzt. Man erhielt nach Sdulenchromatographie [SC: 120 g Kieselgel, Laufmittel
CH,Cl, und im Anschlufl CH,Cl,/Methanol 9:1] 7.06g (21.2 mmol, 97%)
3-Tritylthiopropylamin (86) als hellgelben, amorphen Feststoff. Das mit Methanol
verunreinigte Produkt (5% nach 'H-NMR) wurde ohne weitere Reinigung verwendet.

Rt (CH,Cly/Methanol 9:1) = 0.27.

"H-NMR [300 MHz, CDCls, verunreinigt mit 56 Mol% Methanol: 6 = 3.35 (s, 8H, CH,)]:
&= 1.38 (br-s, 2H, NH,), 1.44 (br-pent., >J=7.2, 2H, 2-CH,), 2.11 (br-t, *J=7.2, 2H, 3-
CH,), 2.54 (br-t, °J = 7.2, 2H, 1-CH,), 7.09-7.38 (m, 15H, Ar-H).
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9.1.3 Untersuchungen zur N/O-Selektivitat von Bromessigsaure-2,4-dinitrophenyl-
ester in Lésung mittels "H-NMR

Zur Untersuchung der N/O-Selektivitit von Bromessigsdure-2,4-dinitrophenylester (11)
gegeniiber Diethylamin (66) und Methanol (68) wurden folgende Losungen in Deutero-
chloroform angefertigt: (A) 30 mM Bromessigsdure-2,4-dinitrophenylester (11); (B) 60 mM
Diethylamin; (C) 120 mM Methanol; (D) 400 mM Methanol und (E) 30 mM Triethylamin.
Alle Reagenzien wurden dabei in 2.0 ml Eppendorf-Reaktionsgefdfle eingewogen, um eine
genaue Einstellung der Konzentration zu ermoglichen. In einem 1.5 ml Reaktionsgefdl3
wurden die Substanzen jeweils gemdll Tab. 24 gemischt. Dabei wurde die Bromessigsdure-
Losung (A) als letztes zugegeben und sofort danach durchmischt. Die Losungen wurden
nach den in Tab. 8 (Seite 49) angegebenen Zeiten 'H-NMR-spektroskopisch vermessen.
Anhand der Integrale der Methylensignale der beteiligten Substanzen wurden die
Produktverhiltnisse bestimmt, sowie auf die genauen Verhéltnisse der Edukte geschlossen
(vergl. Tab. 8).

Tab. 24: Ansatze fiur die NMR-spektroskopische Bestimmung der N/O-Selektivitat der Umsetzung
von Bromessigsaure-2,4-dinitrophenylester (11) mit Diethylamin (66) und Methanol (68) in
einem Konkurrenzexperiment [Die Buchstaben entsprechen den L&sungen wie oben im
Text beschrieben. Die Nummer entspricht dem Versuchseintrag in Tab. 8 (Seite 49).
Angegebene Werte in ml. Die Zugabe von (A) erfolgte als letztes; F = Deuterochloroform].

Nr. A B C D E F

1 0.5 0.25 - - - 0.25
2 0.5 - 0.25 - - 0.25
3/4 05 - 0.25 - 0.25 -
56 0.5 025 0.125 - - 0.125
7 0.5 0.25 - 0.25 - -

Beobachtete Reaktions-Edukte:

Bromessigsiure-2,4-dinitrophenylester (11): vergl. 9.1.2.2.
Methanol (68): "H-NMR (300 MHz, CDCl;): & = 3.42 (s, 3H, CH3).

Triethylamin: "TH-NMR (300 MHz, CDCls): § = 1.23 (t, *J = 7.3, 9H, CH3), 3.11 (q, >J = 7.3,
6H, CH,).

Beobachtete Reaktionsprodukte:

2-Brom-N,N-diethylacetamid (67): "H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 1.07 (t, >°J=7.2, 3H,
CHs), 1.19 (t, >J = 7.2, 3H, CH3), 3.32 (q, J = 7.2, 4H, CH,-CHs), 3.78 (s, 2H, Br-CH,).

Bromessigsduremethylester (69): "H-NMR (300 MHz, CDCly): § = 3.74 (s, 2H, CH3), 3.79
(s, 2H, CH,).
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2,4-Dinitrophenol (55): '"H-NMR (300 MHz, CDCl;): & = 7.27 (d, 3J=9.3, 1H, 6-Ar-H),
8.39 (dd, *J=9.3,%7=2.7, 1H, 5-Ar-H), 9.00 (d, */=2.7, 1H, 3-Ar-H).

Bromessigsiure: 'H-NMR (300 MHz, CDCl3): § = 3.88 (s, 2H, CH,).

Die 'H-NMR-Spektren aller beteiligten Substanzen mit Ausnahme von 2-Brom-N,N-diethyl-
acetamid (67) wurden durch getrennte Analyse authentischer Proben bestitigt.
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9.2 Synthesen an Syntheseharzen

9.2.1 Allgemeine Arbeitsvorschrift

AAV 4: Synthese von Peptoiden an Syntheseharzen nach G.M. Figliozzi et al. "/

100 mg Fmoc-Rinkamid-Harz (0.50 mmol/g) werden in einen Kunststoffreaktor mit Fritte
(10 ml) eingewogen und mit 2.0 ml DMF versetzt. Nach Filtration wird die Fmoc-Gruppe
durch Behandlung mit Piperidin (2.0 ml, 20% in DMF, 1 x 1 min, 1 x 15 min) abgespalten.
Man wéscht das Harz mit DMF (6 x 2.0 ml).

Acylierung: Man gibt 850 pl Bromessigsiure (0.6 M in DMF, 10 Aq., 1 x 30 min) und
200 pl DIC (3.2 M in DMF, 13 Aq.) zum Harz. Nach 30 Minuten wird die Losung entfernt
und der Acylierungsvorgang einmal wiederholt. Das Harz wird mit DMF (2 x 2 ml) und
DMSO gewaschen (1 x 2 ml).

Bromsubstitution: Die Bromsubstitution erfolgt mit 1.0 ml einer Losung eines priméren
Amins in DMSO (1-2M; 1x2h). Das Harz wird mit DMSO (2x2ml) und DMF
gewaschen (1 x 2 ml).

Die Acylierungs- und Bromsubstitutionsschritte werden wiederholt, bis die volle Sequenz
aufgebaut ist. Es erfolgt dann ein zusitzlicher Waschschritt mit CH,Cl, (2 x 2 ml).
AnschlieBend wird das Harz getrocknet. Zu Abspaltung des Peptoids vom Harz und
gleichzeitiger Entfernung von Seitenkettenschutzgruppen wird das Harz mit TFA (95% in
H,0, 5.0 ml) versetzt. Nach 20 Minuten wird die Losung in einen Kolben iiberfiihrt und das
Harz mit TFA (95% in H,O, 1.0 ml) gewaschen. Es wird H,O (6 ml) zugesetzt und die
Losungsmittel durch Gefriertrocknung entfernt. Das Produkt wird zweimal in 10 ml
Essigsdure oder Acetonitril/H,O (1:1) aufgenommen und gefriergetrocknet. Man erhilt das
Produkt als Salz der Trifluoressigsdure (alle basischen Gruppen sind von je einem Molekiil
TFA protoniert) als weilles Pulver.

AAV 5: Synthese von Peptoiden an Syntheseharzen modifiziert nach G.M. Figliozzi
et al. %)

400 mg Tentagel-S-RAM-Harz (0.30 mmol/g) werden in eine Kunststoffspritze mit Fritte
(10 ml) eingewogen und mit 4.0 ml Piperidin (20% in DMF) versetzt. Nach 40 Minuten wird
abfiltriert und die tatsdchliche Derivatisierung aus der freigesetzten Menge DBF-Piperidin-
Addukt mittels Messung der UV-Absorption bestimmt (g30; = 8100!'*'). Man wischt das
Harz mit DMF (30 ml).

Acylierung: Je nach Baustein entscheidet sich, ob ein Cyclus aus Bromacetylierung und
Bromsubstitution bzw. Acylierung und Fmoc-Abspaltung nach der Sub-Monomer- (a) oder
der Monomer-Methode (b) durchgefiihrt wird.

(a): Sub-Monomer-Methode: Man acyliert mit 1.5 ml einer Losung von Bromessigsdure-2,4-
dinitrophenylester (11) in DMF (0.3 M, 3.75 Aq., 1 x 30 min).
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(b): Monomer-Methode: Man acyliert mit 1.5 ml einer Losung eines Fmoc-geschiitzten
N-Alkylglycins in DMF (0.6 M), das 30 Minuten vor der Zugabe zum Harz mit DIC
(0.55 Aq. bezogen auf Aminosiure) aktiviert wurde (3.75 Aq. Anhydrid bezogen auf die
Harzbeladung, 1 x 30 min).

Das Harz wird mit DMF gewaschen (30 ml).

Bromsubstitution bzw. Fmoc-Abspaltung:

(a): Sub-Monomer-Methode: Die Bromsubstitution erfolgt mit 1.5 ml einer Losung eines
primdren Amins in DMF (nach Mdglichkeit 5 M, anderenfalls in mdglichst hoher
Konzentration; es sollten nicht unter 12 Aq. verwendet werden; 1 x 45 min). Sehr polare
Amine kénnen in wilriger Losung unter Zusatz von 0.05% Tween® 20 eingesetzt werden,
die mit 4.8 M wiBriger NaOH auf pH =9 eingestellt wurde. In diesem Fall muf3 das Harz
vor und nach Amin-Zugabe mit HO gewaschen weren (je 30 ml).

(b): Monomer-Methode: Zur Abspaltung der Fmoc-Gruppe wird das Harz mit 2.0 ml
Piperidin (20% in DMF, 1 x 20 min) versetzt.

Das Harz wird mit DMF (20 ml), Piperidin (20% in DMF, 20 ml) und DMF (40 ml)
gewaschen.

Die Acylierungsschritte werden wiederholt, bis die volle Sequenz aufgebaut ist. Es erfolgt
dann zur Entfernung schwerldslicher Riickstinde eine umfangreiche, zusitzliche Wasch-
prozedur: Piperidin (20% in DMF, 20 ml), DMF (30 ml), H,O (30 ml), DMF (40 ml),
Methanol (40 ml), CH,Cl, (40 ml) und Et,0O (40 ml). AnschlieBend wird das Harz
getrocknet. Zu Abspaltung des Peptoids vom Harz und gleichzeitiger Entfernung von
Seitenkettenschutzgruppen wird das Harz mit TFA (95% in H,O, 6.0 ml) versetzt. Nach
30 Minuten wird die Losung in einen Kolben iiberfiihrt und das Harz mit Acetonitril
(3 x5ml) gewaschen. Das Losungsmittel der vereinten organischen Phasen wird bei
0.1 mbar entfernt (ohne den Kolben zu bewegen, ca. 3 h). Der Riickstand wird in 5 ml
Acetonitril gelost bzw. suspendiert und mit 50 ml H,O versetzt. Nach Gefriertrocknung
erhilt man das Produkt als Salz der Trifluoressigsdure (alle basischen Gruppen sind von je
einem Molekiil TFA protoniert) als weilles Pulver.

Das Rohprodukt wird mittels HPLC-MS analysiert und ggf. mittels prap. HPLC gereinigt.
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9.2.2 Spezielle Synthesen

9.2.2.1 N-Benzyl-N-[(butyl-carbamoylmethyl-carbamoyl)-methyl]-2-piperidin-1-yl-
acetamid

Q\)OLN/;I\"“\)OLNHZ
©) 0

16

Die Synthese von 16 erfolgte nach AAV 4 an Rinkamid-MBHA-Harz (Nova-Biochem,
0.49 mmol/g, 100 mg). Abweichend wurde Bromessigsiure (30 Aq.) mit DCC (15 Aq.) und
2,6-Dimethylpyridin (75 Aq.) voraktiviert (10 min) und vor der Zugabe vom Niederschlag
abzentrifugiert. Die Amine (n-Butylamin, Benzylamin und Piperidin) wurden als 5M
Losungen in DMF eingesetzt (100 Aq.). Man erhielt 30.2 mg Rohprodukt (Reinheit: 83%
nach HPLC). Nach Reinigung durch priparative HPLC erhielt man 14.2 mg der Titel-
verbindung als HPLC-einheitliches Produkt als Salz der Trifluoressigsdure (56%).

HPLC-MS: RT = 10.9; ber. (M+H"): 403.27; gef.: 403.2 (100), 273.2 (10), 98.1 (40); (vergl.
Abb. 16, Seite 40).

9.2.2.2 N-[(Butyl-carbamoylmethyl-carbamoyl)-methyl]-N-(2-hydroxyethyl)-2-piperidin-
1-yl-acetamid

SEREH

OH
17

Die Synthese von 17 erfolgte nach AAV 4 an TG-S-RAM-Harz (Rapp-Polymere,
0.23 mmol/g, 190 mg). Die ersten beiden Acylierungen wurden abweichend mit Brom-
essigsdure (20 Aq.), DIC (10 Aq.) und 2,6-Dimethylpyridin (10 Aq.) in einem Kopplungs-
cyclus durchgefiihrt. Die dritte Acylierung erfolgte mit Bromessigsdure-2,4-dinitrophenyl-
ester (11) (1.5 Aq., 1x20min). Die Amine (n-Butylamin, Ethanolamin und Piperidin)
wurden als 5 M Lésungen in DMF eingesetzt (100 Aq.). Man erhielt 16.9 mg Rohprodukt
(Reinheit: 89% nach HPLC). Nach Reinigung durch priparative HPLC erhielt man 14.6 mg
der Titelverbindung als HPLC-einheitliches Produkt als Salz der Trifluoressigsdure (36%).

HPLC-MS: RT = 6.2; ber. (M+H"): 357.25; gef.: 357.1 (100), 227.2 (10), 98.1 (60); (vergl.
Abb. 18, Seite 48).
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9.2.2.3 Piperidin-1-yl-essigséure-2-{[(butyl-carbamoylmethyl-carbamoyl)-methyl]-(2-
piperidin-1-yl-acetyl)-amino}-ethylester

N/\n/o
O ° 18

Die Synthese von 18 erfolgte nach AAV 4 an TG-S-RAM-Harz (Rapp-Polymere,
0.23 mmol/g, 190 mg). Die ersten beiden Acylierungen wurden abweichend mit Brom-
essigsdure (20 Aq.), DIC (10 Aq.) und 2,6-Dimethylpyridin (10 Aq.) in einem Kopplungs-
cyclus durchgefiihrt. Die dritte Acylierung erfolgte mit 40 Aq. 2,6-Dimethylpyridin in
CH,CI; (1 x 20 min). Die Amine (n-Butylamin, Ethanolamin und Piperidin) wurden als 5 M
Losungen in DMF eingesetzt (100 Ag.). Man erhielt 32.2 mg Rohprodukt (Reinheit: 96%
nach HPLC). Nach Reinigung durch préparative HPLC erhielt man 23.0 mg der Titel-
verbindung als HPLC-einheitliches Produkt als doppeltes Salz der Trifluoressigsaure (37%).

HPLC-MS: RT =7.7; ber. (M+H"): 482.34; gef.: 482.2 (100), 339.2 (50), 98.1 (20); (vergl.
Abb. 18, Seite 48).

9.2.2.4 Synthesen von Tripeptoiden fiir Bindungsstudien in Lésung (97 - 100)

Die Tripeptoide 97 (03-09-08), 98 (03-11-09), 99 (03-20-11) und 100 (05-16-12) wurden
nach AAV 5 synthetisiert. Abweichend wurden 97, 98 und 100 an MBHA-Harz (270 mg,
0.41 mmol/g, Nova-Biochem) und 99 an Tentagel-S-RAM-Harz (420 mg, 0.26 mmol/g)
synthetisiert. Anstelle von Bromessigsdure-2,4-dinitrophenylester erfolgte die Acylierung
mit einer Losung von Bromessigsdure in DMF (0.6 M), das 30 Minuten vor der Zugabe zum
Harz mit DIC (0.55 Aq. bezogen auf Bromessigsdure) aktiviert wurde (3.75 Aq. Anhydrid
bezogen auf die Harzbeladung, 1 x 30 min). Kurz vor der Zugabe zum Harz wurde 2,6-
Dimethylpyridin (5.0 Aq. bezogen auf die Harzbeladung) zugegeben. Es wurden die
folgenden Aminlosungen verwendet:

B-03: Cyclohexylmethylamin (5 M); B-05: Ethanolamin (5 M); B-08: Tryptamin (1.5 M);
B-09: 2-Aminometylthiophen (5 M); B-11: Homoveratrylamin (5 M); B-12: Napht-1-
ylmethylamin (3.5 M); B-16: Fmoc-Sar-OH (Monomer-Methode); B-20: B-Alaninamid
(2.5 M in H,0 aus dem Hydrochlorid mit 0.9 Aq. NaOH + 0.05% Tween" 20).

Analytische Daten der Rohprodukte und der durch priparative HPLC gereinigten
Substanzen:

97: 16.8 mg (= 24%, M (TFA-Salz) = 637.71).

HPLC-MS: Reinheit: 89%; RT = 14.0; ber. (M+H"): 524.27; gef.: 524.2 (100), 371.1 (10),
307.1 (10).
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98: 66.4 mg (= 92%, M (TFA-Salz) = 658.73). ;
7 S

HPLC-MS: Reinheit: 87%; RT = 13.2; ber. (M+H"): @i“" 0 \Fis o

1 5
545.28; gef.: 5452 (100), 392.1 (10), 3752 (10), zal el
250.1 (30), 222.3 (10). 2 e—7 o 0

0

'H-NMR* [500 MHz, [Ds]-DMSO] & = 0.81-0.98 19/ "*)=/12 1"
und 1.07-1.27 und 1.56-1.76 (jeweils m, zusammen 1 ©
11H, 23-H, 24-H,, 25-H,, 26-H,), 2.51-2.58 und 98 + H*

2.63-2.73 und 2.74-2.80 (jeweils m, zusammen 4H, 11-H,, 22-H,), 3.71, 3.72, 3.74, 3.75
(jeweils s, zusammen 6H, 18-Hj, 19-H3), [3.75-3.87 (m) und 3.97, 3.99, 4.20, 4.28, 4.31,
4.46, 4.48, 4.60, 4.62, 4.69, 4.77, 4.79, 4.80 (jeweils s, zusammen 10H, 2-H,, 3-H,, 9-H,, 10-
H,, 21-H,)], 6.67-7.98 (m, 8H, 5-H, 6-H, 7-H, 13-H, 16-H, 17-H, CONH,), 8.66, 8.74
(jeweils br-s, 2H, NH,"); (vergl. Abb. 33, Seite 179).

BC-NMR* [126 MHz, [D¢]-DMSO, Standard-Messung (kein APT)]: & = 24.87, 24.94,
25.50, 29.82, 29.87, 32.46, 32.73, 34.13 (C-11, C-23, C-24, C-25, C-26), 44.66, 45.01,
46.19, 47.00, 47.15, 48.15, 48.38, 48.89, 49.09, 49.20, 52.95 (C-2, C-3, C-9, C-10, C-21,
C-22), 55.44, 55.48, 55.50 (C-18, C-19), 111.90, 112.47, 112.91 (C-13, C-16), 120.47,
120.93, 125.84, 126.00, 126.10, 126.25, 126.35, 126.58, 126.60, 127.09, 127.15, 127.22,
127.30, 127.41, 127.68, 128.17, 130.79, 131.09, 131.16, 134.24, 139.36, 139.56, 139.74,
147.30, 147.52, 148.64, 148.75, 157.71, 157.96 (C-4, C-5, C-6, C-7, C-12, C-14, C-15,
C-17), 165.27, 166.19, 167.32, 167.82, 167.98, 168.60, 169.32, 169.54 (C-1, C-8, C-20);
(vergl. Abb. 34, Seite 179).

* Die Auswertung der NMR-Spektren wurde durch das Vorliegen von bis zu vier Isomeren
(theoretischer Wert) erschwert, die auf die cis/trans-Isomerie der N-Alkylamid-Bindung an
C-8 und C-20 zuriickzufiihren sind.

99: 38.8 mg (= 56%, M (TFA-Salz) = 633.66).
HPLC-MS: Reinheit: 76%; RT = 10.4; ber. (M+H"): 520.32; gef.: 520.3 (100), 367.2 (20).
100: 51.2 mg (= 93%, M (TFA-Salz) = 500.47).

HPLC-MS: Reinheit: 89%; RT = 9.6; ber. (M+H"): 387.21; gef.: 387.1 (100), 286.1 (30),
215.1 (10), 173.1 (10), 141.2 (50), 100.1 (10).

Die Verbindungen 97-100 wurden ohne weiter Reinigung in den Bindungsstudien eingesetzt.
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9.2.2.5 Synthesen von Hexapeptoiden (104, 105, 108, 109, 110 und 111) sowie den
Diketopiperazinen 103 und 107 fiir Bindungsstudien in Lésung.

Die Hexapeptoide 104, 105, 108, 109, 110 und 111 wurden nach AAV 5 mit der beschrieben
AnsatzgroBe an Tentagel-S-RAM-Harz (400 mg; 0.23 mmol/g) synthetisiert. Die
Reagenzientiiberschiisse waren durch die gemessene niedrigere Harzbelegung etwas grofer.
Die Diketopiperazine 103 und 107 entstanden als Nebenprodukte bei der Synthese von 104
bzw. 108.

104 (SPOT Nr.: 2456) 03-03-06-22-06-03
105 (SPOT Nr.: 3292) 29-44-03-06-30-43
108 (SPOT Nr.: 6247) 32-22-39-03-13-43
109 (SPOT Nr.: 636) 39-26-03-31-39-03
110 (SPOT Nr.: 7862) 15-37-29-22-40-39
111 (SPOT Nr.: 2078) 33-31-26-38-18-39
Es wurden die folgenden Aminlésungen verwendet:

B-03: Cyclohexylmethylamin (5 M); B-06: Fmoc-Gly-OH (Monomer-Methode); B-07: rac-
3-Amino-1,2-propandiol (3 M); B-13: Isobutylamin (5 M); B-15: Histamin (1.5 M); B-18:
N-Boc-1,4-diaminobutan (3 M); B-22: Glycin-tert-butylester (3.0 M in H,O aus dem Acetat
mit 0.9 Aq. NaOH + 0.05% Tween® 20); B-26: N-Boc-1,3-diaminopropan (3 M); B-27: rac-
2-Amino-1-propanol (3 M); B-29: 2-Methoxyethylamin (5 M); B-30: 2-Aminothiazol
(1.5 M); B-31: Fmoc-L-Ala-OH (Monomer-Methode); B-32: Hydroxylamin (50% in H,O +
0.05% Tween" 20); B-33: Fmoc-L-Pro-OH (Monomer-Methode); B-37: rac-Fmoc-Pip-OH
(Monomer-Methode); B-38: rac-s-Butylamin (5 M); B-39: 4-Methoxybenzylamin (5 M);
B-40: n-Butylamin (5 M); B-43: 2-Chlorbenzylamin (5 M); B-44: 4-Phenoxyanilin (2 M in
NMP).

Analytische Daten der Rohprodukte und der durch priparative HPLC gereinigten
Substanzen:

104 +103: 50 mg (66% (bez. auf 104); M (104, TFA-Salz) = 819.91; M (103) = 381.43).

HPLC-MS: 104: Reinheit: 22%; RT = 15.0; ber. (M+H"): 706.45; gef.: 706.3 (100), 553.3
(10); 103: Reinheit: 73%; RT = 8.8; ber. (M+H"): 382.21; gef.: 381.9 (80%), 365.0 (100),
211.9 (10), 171.1 (10), 154.9 (30).

Beide Substanzen wurden mittels prdp. HPLC getrennt und gereinigt: 104: 7.4 mg
(Gesamtausbeute 10%; Reinheit: 98%); 103: 15.0 mg (Gesamtausbeute 43%; Reinheit:
91%).

105: 60 mg (65%; M (TFA-Salz) = 1003.48).
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HPLC-MS: Reinheit: 17%; RT = 17.0; ber. (M+H"): 891.35 + 889.35; gef.: 891.2 (50%),
889.2 (100).

Da das Hexapeptoid neben mindestens fiinf anderen Substanzen bei RT = 8.9, 10.9, 13.4,
14.2 und 18.4 vorlag, wurde keine weiter Reinigung vorgenommen.

108 + 107: 85 mg (= 98% (bez. auf 108); M (108, TFA-Salz) = 944.39; M (107) = 812.35).

HPLC-MS: 108: Nicht gefunden. Offenbar hatte vollstindige Cyclisierung zu 107
stattgefunden; 107: Reinheit: 77%; RT = 16.8; ber. (M+H"): 814.38 + 812.38; gef.: 814.0
(50%), 812.0 (100), 795.1 (10), 614.1 (20), 501.1 (40), 465.2 (40), 432.1 (10), 312.1 (10),
121.2 (20).

Das Diketopiperazin 107 wurde mittels prip. HPLC gereinigt: 107: 22 mg (Gesamtausbeute
29%; Reinheit: 89%). Da die Substanz sehr unpolar ist, lieB sie sich auch mit reinem
Acetonitril nur schwer vom Trennmeduim eluieren. Dies fiihrte somit zu einem Verlufit an
Ausbeute.

109:  98mg (=  98%; @ 6
M  (doppeltes TFA-Salz) = HaN 30 7 5
6 4
1091,14). . 2N28 0 hw © 3 o
HPLC-MS: Reinheit: 93%; j@%}:ﬁ)ﬁz 31 N\zﬂzjs\N/zo\hg/N 157 16 N/g\ﬁ/N 2 NH,
18 =
RT=155 ber. (M+H): 03 O 5 © e ©
863.54; gef: 863.4 (100), 25, 23 13 12
686.4 (10). O™
Trotz der hohen Reinheit des 109 + 2 H*

Produktes erfolgte eine Reinigung mittels prap. HPLC: 109: 54 mg (Gesamtausbeute 54%;
Reinheit: 98%).

"H-NMR* [500 MHz, [D¢]-DMSO] & = 0.80-1.90 (m, 27H, 4-H, 5-H,, 6-H,, 7-Ha, 18-H;,
22-H, 23-H,, 24-H,, 25-Ha, 29-H,), 2.70-5.00 (m, 23H, 2-H,, 3-H,, 9-H,, 10-H,, 17-H, 20-
Ha, 21-H,, 27-H,, 28-Ha, 30-Ha, 32-Ha, 33-H,), iiberlagert von 3.68, 3.69, 3.70, 3.71. 3.715,
3.716, 3.72, 3.74, 3.75, 3.76, 3.76, 3.77 (jeweils s, 6H, 15-Hs, 38-H;), 6.80-7.56 (m, 14H,
12-H, 13-H, 30-NH;", 35-H, 36-H, 1-CONH,, 19-CONH), 9,13 (br-s, 2H, NH,"); (vergl.
Abb. 35, Seite 180).

Eine Auswertung des “C-NMR-Spektrums* [126 MHz, [D¢]-DMSO, Standard-Messung
(kein APT)] war aufgrund der zahlreichen Isomeren nicht moglich. Die beobachteten Signale
waren hiufig verbreitert, vermutlich durch die Uberlagerung eng nebeneinander liegender
Signale. Einige charakteristische Signale traten deutlicher hervor und konnten daher
zugeordnet werden: & = 25.4, 26.0, 30.1 (C-5, C-6, C-7, C-23, C-24, C-25), 55.0 , 55.1
(C-15,C-38) 113.0, 128.6, 129.1, 131.7 (C-12, C-13, C-35, C-36).

* Die Auswertung der NMR-Spektren wurde durch das Vorliegen von bis zu 16 Isomeren
(theoretischer Wert) erschwert, die auf die cis/trans-Isomerie der N-Alkylamid-Bindungen
an C-8, C-16, C-26 und C-31 zuriickzufiihren sind.
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110: 91 mg (= 96%; M (doppeltes TFA-Salz) = 1027.96).

HPLC-MS: Reinheit: 90%; RT = 9.82; ber. (M+H"): 800.43; gef.: 800.2 (100), 649.3 (10),
538.1 (20), 263.1 (10).

Zur Reinigung wurden 60 mg des Rohproduktes mittels prap. HPLC gereinigt: 110: 22 mg
(Gesamtausbeute 35% extrapoliert auf das gesamte Rohprodukt; Reinheit: 97%).

111: 90 mg (= 92%; M (dreifaches TFA-Salz) = 1059.97).

HPLC-MS: Reinheit: 76%; RT =8.2; ber. (M+H"): 718.46; gef.: 718.3 (100), 550.3 (10),
436.2 (10), 369.2 (10), 283.2 (10).

Des Rohprodukt wurde mittels prap. HPLC gereinigt: 111: 31 mg (Gesamtausbeute 33%;
Reinheit: 98%).
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9.3 Synthesen an Zellulosemembranen

9.3.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAV 6. Bestimmung des Derivatisierungsgrades von aminoderivatisierten Zellulose-
membranen modifiziert nach J. Eichler et al.l*"]

A B N

(0]

N
() i
Fmoc-B-Ala-OPfp '
NH, i > FmocHN/\)LNH —_— HZN/\)LNH + O O
—— —— ——

€(301) = 8100
160

Der Derivatisierungsgrad 146t sich zuverldssig durch Messung der UV-Absorption des
Dibenzofulven-Piperidin Adduktes 160 nach Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe einer
membrangebundenen Aminosdure bestimmen.

Methode A: Quantifizierung freier Aminofunktionen

Ein SPOT (0.23 cm?) wird ausgestanzt und in einem 2.0 ml Eppendorf-ReaktionsgefiB mit
50 ul Fmoc-BAla-OPfp (0.6 M in DMF) versetzt. Nach 30 Minuten wird die Losung entfernt
und der SPOT mit DMF gewaschen (5 x 1.0 ml). In einem weiteren 1.5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefdl wird der SPOT mit 1.00 ml Piperidin (20% in DMF) versetzt. Nach
20 Minuten wird die UV-Absorption der unverdiinnten Losung bei A =301 nm bestimmt
[Vergleichszelle: Stammldsung Piperidin (20% in DMF)]. Aus der Extinktion (E) wird der
Derivatisierungsgrad nach der unten dargestellten Formel berechnet (e39; = 8100[121]). Bei
hohen Derivatisierungsgraden (Extinktion > 1.5) muf} die MeBlosung verdiinnt werden.

E-V[ml]-1000 pmol
8100-F[cm®] ml

Derivatisierungsgrad [pmol/cm*] =

mit E = Extinktion bei 301 nm; V = Reagenzvolumen, mit dem der SPOT versetzt wurde;
F = Flache des SPOTs (typischerweise 0.23 cm?).

Methode B: Quantifizierung einer membrangebundenen Fmoc-Aminoséure

Ein SPOT (0.23 cm?) wird ausgestanzt und in einem 1.5 ml Eppendorf-ReaktionsgefiB mit
1.00 ml Piperidin (20% in DMF) versetzt. Zur Quantifizierung wird wie unter Methode A
beschrieben verfahren.
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AAV 7: 3-Amino-2-hydroxypropyl-zellulose

H
oj/\NHz

(o)

——
9

In einer Instrumentenschale aus Edelstahl versetzt man eine Zellulosemembran (19 x 28 cm)
fiir 5 Minuten mit einer Losung von Perchlorséure (1.0 ml einer 60%igen Losung in H,O) in
Methanol (50 ml), dekantiert die Losung, wéscht zweimal mit Methanol, dekantiert erneut
und 1d6t die Membran bei gedffneter Schalenabdeckung trocknen.

In eine leere Instrumentenschale gibt man nacheinander Epibromhydrin (35; 20.0 ml), eine
Losung von Perchlorsdure (2.0 ml einer 60%igen Losung in H,O) in Dioxan (18.0 ml, ergibt
6.0 M Losung; 8 Mol% Perchlorsdure) und die vorbereitete Membran und verschlieBt das
Gefdll. Nach 24 Stunden bei 25°C gibt man Methanol (100 ml) zu. Nach 30 Minuten
dekantiert man, wischt mit Methanol (50 ml) und inkubiert die Membran 24 Stunden mit
einer ges. Losung von Ammoniak in Methanol (100 ml). Man wéscht nacheinander mit
Methanol (50 ml), H,O (50ml), 0.5M NaOH in H,O (50 ml), H,O (5x50ml) und
Methanol (3 x 50 ml) und 146t die Membran trocknen.

Der Derivatisierungsgrad wird nach AAV 6-A bestimmt. Er betrégt 50 - 500 nmol/cm®.

AAV 8: 3-[3-{2-[2-(3-Aminopropoxy)-ethoxy]-ethoxy}-propylamino]-2-hydroxypropyl-

zellulose
Hoj/\ NA{/\ 01/\/\ NH,
H 3
(0]
—e—

38
A.) Hochbeladungsprotokoll (600 - 1400 nmol/cmz)

In einer Instrumentenschale aus Edelstahl versetzt man eine Zellulosemembran (19 x 28 cm)
fiir 5 Minuten mit einer Losung von Perchlorséure (1.0 ml einer 60%igen Losung in H,O) in
Methanol (50 ml), dekantiert die Losung, wéscht zweimal mit Methanol, dekantiert erneut
und 1a6t die Membran bei gedffneter Schalenabdeckung trocknen.

In eine leere Instrumentenschale gibt man nacheinander Epibromhydrin (35; 4.0 ml), eine
Losung von Perchlorsdure (0.40 ml einer 60%igen Losung in H,O) in Dioxan (35.6 ml,
ergibt 1.2 M Losung; 8 Mol% Perchlorsdure) und die vorbereitete Membran und verschlief3t
das Gefdll. Nach 3 Stunden bei 25°C gibt man Methanol (100 ml) zu. Nach 30 Minuten
dekantiert man und wiascht mit Methanol (2 x 50 ml). Die an der Luft getrocknete Membran
gibt man in eine Instrumentenschale, die auf 80°C erwdrmtes 4,7,10-Trioxa-1,13-
tridecandiamin (37; 40 ml) enthédlt. Nach 1 Stunde bei dieser Temperatur dekantiert man und
inkubiert anschlieBend bei 25°C nacheinander mit MeOH (2 x 50 ml, 5 min), NaOMe (5 M
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in MeOH, 2 h), MeOH (50 ml, 5 min) H,O (4 x 100 ml, 5 min), MeOH (3 x 50 ml, 5 min)
und 148t die Membran trocknen.

Der Derivatisierungsgrad wird nach AAV 6-A bestimmt. Er betrigt 600 - 1400 nmol/cm®.

B.) Niedrigbeladungsprotokoll (100 - 400 nmol/cmz)

Die Préparation erfolgt wie bei A.) mit den folgenden Unterschieden:
1. Man 146t die Epibromhydrin-Lésung 1 Stunde einwirken.
2. Man wendet das Diamin 37 als Losung in DMF (20%) bei 25°C an.

Die Derivatisierung betrigt 100 - 400 nmol/cm?.

AAV 9: Fmoc-Aminoséurepentafluorphenylester durch in situ Aktivierung von Fmoc-
Aminoséuren

Fmoc-AS-OH +

OH
F F 0
NMP
N=e=N + —>»  Fmoc-AS-OPfp + )\NJLNJ\
— F F H H
F
DIC Pfp-OH

AS = Aminoséure
Beschreibung am Beispiel der Aktivierung des Rink-Linkers 47 (0.2 M in NMP):

N-Fmoc-4-[ Amino-(2,4-dimethoxyphenyl)-methyl]-phenoxyessigsdure (,,Fmoc-Rink-
Linker-OH*, 0.1 mmol) wird mit 0.50 ml einer 0.2 M Losung von Pentafluorphenol in NMP
(0.50 ml) versetzt. Man gibt DIC zu (0.1 mmol) und 1468t 30 Minuten reagieren. Die
erhaltene 0.2 M Losung kann nach Abtrennen von ggf. gebildetem Niederschlag mittels
Zentrifugation zur SPOT-Synthese eingesetzt werden.

AAV 10: Fmoc-Aminoséure-7-azabenzotriazol-1-ylester durch in situ Aktivierung von
Fmoc-Aminoséuren

) +  N=
N‘S\\) | o)
N. ) N NMP ~ JL e

Fmoc-AS-OH + N PFg" + (LD ——> Fmoc-AS-OAt + N~ N
~o A N .
N- +\N
| |
HATU NMI

AS = Aminoséaure
Beschreibung am Beispiel der Aktivierung des Photo-Linkers 48 (0.5 M in NMP):
N-Fmoc-4-[4"-(1""-Aminoethyl)-2"-methoxy-5"-nitrophenoxy]-buttersdure (,,Fmoc-Photo-

Linker-OH®, 0.25 mmol) und HATU (0.25 mmol) werden in 0.50 ml NMP gelost und mit
NMI (0.25 mmol) versetzt. Die Suspension wird im Wasserbad mit Ultraschall behandelt
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(5 min) bis eine homogene Losung entstanden ist. Sie kann danach zur SPOT-Synthese
eingesetzt werden.

AAV 11: Fmoc-Aminoséureanhydride durch in situ Aktivierung von Fmoc-Aminoséuren

0
NP BB NN
2 Fmoc-AS-OH + N=e=N ——» (Fmoc-AS),0 * N~ N

H H

DIC
AS = Aminoséaure

Beschreibung am Beispiel der Aktivierung von Fmoc-N-Methylglycin (Fmoc-Sarcosin,
0.5 M in NMP):

Fmoc-Sarcosin (0.3 mmol) wird in 0.50 ml NMP gelost und mit DIC (0.15 mmol) versetzt.
Nach 30 Minuten wird ggf. gebildeter Niederschlag mittels Zentrifugation abgetrennt. Die
erhaltene 0.3 M Losung sollte innerhalb von 2 Stunden zur SPOT-Synthese eingesetzt
werden.

AAV 12: Manuelle SPOT-Synthese von Peptoiden

Die SPOT-Synthese von Peptoiden folgt den Grundziigen der Peptoidsynthese nach
G.M. Figliozzi et al.'® (vergl. AAV 4 und AAV 5) nach einem fiir die SPOT-Synthese
modifizierten Protokoll (zu den Methoden der SPOT-Synthese vergl. Lit.**~7%). Die
Synthese ist in sequenziell zu bearbeitende Schritte gegliedert. Die Membran wird stets in
einer Edelstahl-Instrumentenschale behandelt. Die Waschschritte werden unter Bewegung
des Losungsmittels auf einem Wipptisch durchgefiihrt. Beim Abgieen des Losungsmittels
wird die Membran mit einer Pinzette vorsichtig angehoben, um unter der Membran
befindliches Losungsmittel ablaufen zu lassen (Ausnahme: Waschschritte mit wélrigen
Losungen). Die Synthese kann zwischen den Schritten — vorzugsweise nach der Einfiihrung
des Aminbausteines — unterbrochen werden. Dazu wird die getrocknete Membran in
Kunststoffolie eingeschweilit und bei -26°C gelagert. Die verwendeten Amine kénnen in
Stammlosungen (3 ml Gefille) bei 4°C mindestens 12 Monate unzersetzt gelagert werden.

Bei Synthesen am Photo-Linker miissen besondere Vorkehrungen getroffen werden, um eine
vorzeitige Abspaltung zu verhindern: Bei allen Operationen, bei denen die Membran der
Einwirkung von Licht ausgesetzt ist, wird Tageslicht durch Raumabdunklung
ausgeschlossen. Desgleichen wird die Raumbeleuchtung im Umkreis von ca.4 m
ausgeschaltet, so dafl die Membran nur indirekt beleutet wird.
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A.) Einfiihrung eines Linkers und Definiton der SPOTs.

Zur Peptoid-Synthese werden drei verschiedene Linker verwendet:

NHFmoc NHFmoc
2
| ) 3 o
161 (Fmoc-B-Alanin) 47 (Fmoc-Rink-Linker) 48 (Fmoc-Photo-Linker)

Zunéchst wird eine Losung des gewiinschte Linkers in aktivierter Form bereitgestellt:
161: 0.3 M Losung von Fmoc-3-Ala-OPfp in NMP;

47: 0.2 M in NMP nach AAV 9;

48: 0.5 M in NMP nach AAV 10.

Die aktivierte Linker-Lésung wird an einer esterfrei aminoderivatisierten Zellulosemembran
38 (AAV 8, Hoch- bzw. Niedrigbeladungsprotokoll in Abhédngigkeit vom gewiinschten
Derivatisierungsgrad) durch Pipettieren aufgetragen (Doppelkopplung, 2 x 15 min; eine
Markierung der Positionen kann mit einem Bleistift erfolgen). Dabei wird hier und in allen
folgenden Schritten stets das gleiche Volumen (2.0 ul) angewendet. In einem erweiterten
Waschschritt werden freie Aminogruppen durch Acetylierung blockiert (DMF, 2 x 2 min;
DMF/Ac,O/DIEA [70:10:20 (v/v), 2 x 15 min], die Membran gewaschen (DMF, 2 x 2 min;
MeOH, 2 x 2 min; Et;O, 1 x 2 min) und anschlieend an der Luft getrocknet. Anhand von
drei SPOTs, die nur zu diesem Zweck vorgesehen wurden, wird der Derivatisierungsgrad
nach AAV 6-B bestimmt. Die Membran wird den Bedingungen einer Fmoc-Abspaltung
unterzogen (Piperidin (20% in DMF), 2 x 10 min), gewaschen (DMF, 5 x 2 min; MeOH,
2 x 2 min; Et;,O, 1 x 2 min) und an der Luft getrocknet.

B.) Peptoidsynthese 1:
Sub-Monomerschritt 1: Bromacetylierung

Alle SPOTs werden durch Pipettieren einer Losung von Bromessigsédure-2,4-dinitrophenyl-
ester (11, 1 M in NMP, Doppelkopplung, 2 x 15 min) bromacetyliert. Die Membran wird
gewaschen (DMF, 5x2min; MeOH, 2x2min; Et,O, 1x2min) und an der Luft
getrocknet.

C.) Peptoidsynthese 2:
Sub-Monomerschritt 2: Bromsubstitution

In Abhéngigkeit von der gewiinschten Peptoid-Sequenz werden verschiedene Amin-
Losungen auf die SPOTs pipettiert (Konzentrationen je nach Amin: Feststoffe: 5 M in NMP
oder H,O bzw., falls diese Konzentration nicht erreicht werden kann, verdiinnen einer
gesittigten Losung mit mit etwas Losungsmittel (10%), um eine Kristallisation bei der
Anwendung zu verhindern — die Konzentration sollte jedoch nicht geringer als 0.8 M sein;
wilrigen Losungen wird 0.05% Tween® 20 zugesetzt; Fliissigkeiten: 50 Vol-% in NMP;
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jeweils Dreifachkopplung, 3 x 15 min). Die Membran wird gewaschen (DMF, 4 x 2 min;
MeOH, 1 x 2 min; 0.5 M wéBrige NaOH, 1 x 1 min; H,O, 5 x 2 min; bei pH > 8§, weitere
Waschschritte mit H;O; MeOH, 2 x 2 min; Et,O, 1 x 2 min) und an der Luft getrocknet.

D.) Wiederholung der Schritte B.) und C.) bis die endgiiltige Oligomerenlénge erreicht ist.

E.) Seitenkettenschutzgruppen-Abspaltung und Abspaltung von der Zellulose in
Abhéngigkeit vom verwendeten Linker.

161 und 48: Zur Seitenkettenschutzgruppen-Abspaltung wird die Membran mit TFA
behandelt [TFA/H,O/TIPS [95/3/2 (v/v)] unter Phenol-Zusatz (1 g/100ml), 2 x 15 min;
TFA/CH,Cl,/H,O/TIPS [50/45/3/2 (v/v)] unter Phenol-Zusatz (1 g/100ml), 1x 2 h]. Die
verwendete Instrumentenschale wird dabei nicht geschiittelt. Im Anschluf wird die
Membran gewaschen (CH,Cl,, 2 x5 min; DMF, 1x2min; EtsN (2 Vol-% in DMF),
1 x 2 min; DMF, 2 x 2 min; MeOH, 2 x 2 min; Et,0, 1 x 2 min) und an der Luft getrocknet.
Membranen mit dem Linker 161 sind nun bereit flir Festphasen-Bindungsstudien. Vom
Photo-Linker 48 werden die Substanzen durch Belichtung der trockenen Membran mit UV-
Licht (Vilber Lourmat TFX 20 LC, Einstellung 365 nm, 100%, 60 min je Seite) abgespalten.
Die SPOTs werden ausgestanzt und konnen in einem geeigneten Losungsmittel abgelost zu
Assays in Losung eingesetzt oder analysiert (HPLC, HPLC-MS) werden. Die Abspaltung ist
nur bei Derivatisierungsgraden < 150 nmol/cm® vollstindig. Bei hoheren Derivatisierungs-
graden verhindert die UV-Absorption des Photolyseproduktes die vollstdndige Spaltung.

47: Die SPOTs werden ausgestanzt, in 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefdfe iiberfiihrt und mit
TFA (95% in H,0O, 70 pl) versetzt. Nach 20 Minuten wird das Losungsmittel bei 45°C in
einer Vakuumzentrifuge entfernt. Die hellroten SPOTs werden direkt im Anschlul mit
Acetonitril (30 Vol-% in H,O, 50 ul) versetzt und analysiert (HPLC, HPLC-MS). Bei
Vorhandensein einer Trityl-Schutzgruppe wird der TFA-Losung TIPS (5 Vol-%) zugesetzt.

Bemerkung zur Qualitétskontrolle: Es hat sich bewihrt, auf jeder Membran das Modell-

Tripeptoid 16 am Rink-Linker zu synthetisieren. Die Qualitét der Synthese 1aBt sich nach
Analyse des abgespaltenen Tripeptoids mittels HPLC und quantitativer Auswertung der UV-
Absorption bestimmen (vergl. Abb. 15, Seite 37).

Bemerkung zur Peptoid-Synthese nach der Monomer-Methode: Die Peptoid-Synthese nach

der Monomer-Methode ist neben der Sub-Monomer-Synthese auf derselben Membran
moglich (vergl. Schema 15, Seite 59). Dazu wird anstelle von Bromessigsdure-2,4-
dinitrophenylester eine aktivierte Losung eines Fmoc-N-Alkylglycins pipettiert' "
(Aktivierung nach AAV 11. Ein Niederschlag von Harnstoff wird ggf. durch Zentrifugation
an den GefaBBboden fixiert). Anstelle eines Amins wird im nichsten Sub-Monomerschritt

DBU (4 Vol-% in NMP) angewendet.
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AAV 13: Halbautomatische SPOT-Synthese von Peptoiden

Die halbautomatische SPOT-Synthese von Peptoiden verlduft analog der manuellen
Synthese (AAV 12). Unterschiede werden im folgenden aufgelistet:

— Die Pipettierschritte werden unter Verwendung eines Pipettierroboters (Autospot
Robot AMS 222) durchgefiihrt. Die Steuerdateien, in denen Ort und Sequenzen
der SPOTs festgelegt ist, wurden mit dem Programm LISA erzeugt, welches
speziell an die Synthese nach der Submonomer-Methode angepasst wurde. In
einer Synthese konnen gleichzeitig 40 Sub-Monomer und 40 Monomer-
Bausteine verwendet werden.

— Um die Repositionierung der Membran nach den Waschschritten zu ermdglichen
werden freie Aminogruppen nach Schritt A) (SPOT-Definition) durch
zusitzliches Waschen mit einer 0.01%igen Losung von Bromphenolblau in
MeOH angefiarbt und ausgewihlte SPOTs (z.B. Ecken der Membran) mit
Bleistift markiert.

— Es ist dafiir zu sorgen, daB3 in Schritt A) (SPOT-Definition) ein um 20%
geringeres Pipettiervolumen als in den ibrigen Schritten gewihlt wird, um
Fehlsequenzen am Rand des SPOTs vermeiden.

— Zur parallelen Synthese von ,kleinen* SPOTs fiir Festphasen-Bindungsstudien
und ,.groBen“ SPOTs fiir analytische Zwecke auf einer Membran unter
Verwendung von einer Synthese-Steuerdatei hat es sich bewihrt, an der Stelle
der ,,groBBen” SPOTs mehrere identische Sequenzen zu definieren. Das fiihrt zur
Mehrfachpipettierung kleiner Volumina an derselben Stelle und damit zu
grofleren SPOTs.

— Zur Dokumentation der Synthese hat sich die Aufnahme von Lichtbildern mit
einer Digitalkamera nach den Schritten A) und C) bewéhrt.

— Niederschldge aus Diisopropylharnstoff, die bei der Aktivierung von Amino-
sduren (Linker, Monomere) auftreten, werden zusitzlich zur Zentrifugation
durch Filtration (Spritzenfilter aus PTFE, 0.45 um) abgetrennt, um einen
Verschluf3 der Nadeln zu vermeiden.

— Die Vorratsgefdle fiir Aminldsungen werden erst direkt vor der Synthese
geoffnet, um eine Verfliichtigung von Losungsmittel und Reagenzien zu
vermindern.

— Alle Reagenzien miissen vor jedem Synthesecyclus frisch bereitgestellt werden,
da die Gefile wihrend der Synthese gedffnet sind und fliichtige Bestandteile
langsam verdampfen. Es hat sich bewéhrt, die Reagenzien fiir jeden Schritt vor
Beginn der gesamten Synthese in entsprechende Gefidlle abzufiillen und bei 4°C
zu lagern. Vor den einzelnen Cyclen wird der bendtigte Satz an Reagenzien
entnommen. Monomere werden unter Beachtung der Voraktivierungszeit erst
kurz vor der Synthese aktiviert.
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AAV 14: Manuelle SPOT-Synthese von Hydantoinen vom Typ 143

N
1
HN__kRo 24— )7/(—R1o " R'R%R"=Alkyl
R? 2
5 0

R3=Aryl, Alkyl
141 143

Die SPOT-Synthese von Hydantoinen vom Typ 143 unter sauerkatalysierter Cyclisierung
basiert der Modifizierung eines membrangebundenen Peptoids 141, das N-terminal einen
Baustein mit einer Seitenkette trdgt, wie sie sich durch ein o-Aminosdureamid einfiihren
1aBt. Die Synthese dieses Bausteins erfolgt gemidB3 AAV 12, wobei alle dort erwdhnten
Linkersysteme moglich sind.

A.) Einfiihrung des Isocyanats (R'-NCO)

Zur Vorbereitung der Acylierung mit einem Alky- oder Arylisocyanat wird die Membran mit
Benzylimidazol behandelt (3 M in DMF, einfache Pipettierung). Nach Verdampfen des
Losungsmittels wird das Isocyanat gekoppelt (1 M in NMP, Doppelkopplung, 2 x 15 min).
Die Membran wird gewaschen (DMF, 5 x 2 min; MeOH, 2 x 2 min; Et,0O, 1 x 2 min) und an
der Luft getrocknet.

B.) Fortsetzung der Synthese

Bei Verwendung bifunktioneller Isocyanate wie 119 oder 120 kann die Oligomeren-
Synthese in Abhédngigkeit von der Art des Isocyanats fortgesetzt werden.

C.) Cyclisierung zusammen mit der Seitenkettenschutzgruppen-Abspaltung in
Abhingigkeit vom verwendeten Linker

161 und 48: Zur Cyclisierung und Seitenkettenschutzgruppen-Abspaltung wird die Membran
bei 60°C mit TFA behandelt (95% in H,O, 1 x 20 min). Dazu wird die Membran mit der
Losung in einer Instrumentenschale auf einer elektrischen Heizmatte erwérmt. Man 146t die
Losung abkiihlen, wéscht die Membran [CH,Cl,, 2 x 5 min; DMF, 1 x 2 min; Et;N (2 Vol-%
in DMF), 1 x 2 min; DMF, 2 x 2 min; MeOH, 2 x 2 min; Et,O, 1 x 2 min] und 146t an der
Luft trocknen. Membranen mit dem Linker 161 sind nun bereit fiir Festphasen-Bindungs-
studien. Vom Photo-Linker 48 werden die Substanzen durch Belichtung der trockenen
Membran mit UV-Licht (Vilber Lourmat TFX 20 LC, Einstellung 365 nm, 100%, 60 min je
Seite) abgespalten. Die SPOTs werden ausgestanzt und konnen in einem geeigneten
Losungsmittel abgeldst zu Assays in Losung eingesetzt oder analysiert (HPLC, HPLC-MS)
werden. Die Abspaltung ist nur bei Derivatisierungsgraden < 150 nmol/cm?” vollstindig. Bei
hoheren Derivatisierungsgraden verhindert die UV-Absorption des Photolyseproduktes die
vollstindige Spaltung.
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47: Die SPOTs werden ausgestanzt, in 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefid3e iiberfiihrt und mit
TFA (95% in H,0, 70 pl) versetzt. Nach 20 Minuten bei 60°C wird das Losungsmittel bei
45°C in einer Vakuumzentrifuge entfernt. Die hellroten SPOTs werden direkt im Anschluf3
mit Acetonitril (30 Vol-% in H,O, 50 pl) versetzt und analysiert (HPLC, HPLC-MS).

Bemerkung:

Anstelle von o-Aminosdureamiden konnen auch o-Aminosiure-tert-butylester in der
vorangegengenen Peptoidsynthese eingesetzt werden (vergl.Tab. 23, Seite 109).

9.3.2 Spezielle Synthesen

9.3.2.1 Optimierung der Membranderivatisierung (Abschnitt 3.1)

Gravimetrische Beobachtung der Aminoderivatisierung einer Membran 9 (vergl. Seite 24):

Nach AAV 7 wurde eine Zellulosemembran (5 x 15 cm) derivatisiert (0.13-facher Ansatz).
Vor und nach der Alkylierung mit Epibromhydrin sowie nach der Behandlung mit
Ammoniak wurde die Membran bei 0.1 mbar fiir 1 Stunde getrocknet und direkt im
Anschlul gewogen. Es wurden folgende Auswaagen und Massendifferenzen bestimmt:

Differenz zur berechnete
Auswaage o o
[mg] underivatisierten Derivatisierung™
m
£ Membran [mg] [umol/cmz]
Vor der Alkylierung 707.0 =0 =0
Nach der Alkylierung 722.3 15.3 1.49
Nach der Behandlung 716.5 9.5 139

mit Ammoniak

*: Unter der Annahme eines Reaktionsverlaufes wie in Schema 8-A, Seite 24.
[AM(36/Zellulose)=137.0 g/mol; AM(9/Zellulose)=91.1 g/mol].

Der nach AAV 6-A bestimmte Derivatisierungsgrad betrug 122 nmol/cm?.

Zu Abb. 10, Seite 26:

Um den Einflul der Epoxidkonzentration und der Reaktionszeit auf den Derivatisierungs-
grad bei der Generierung von aminofunktionalisierten Membranen 38 zu bestimmen, wurden
sechs Zellulosemembranen (7 x 10 cm) nach AAV 8 (Hochbeladungsprotokoll, jeweils 0.12-
facher Ansatz) abweichend unter Anwendung der folgenden Bedingungen derivatisiert:

Membranen 1-3: 1.2M Epibromhydrin, Alkylierungszeiten: 1h (Membran 1), 3 h
(Membran 2) und 20 h (Membran 3).

Membranen 4-6: 6.0 M Epibromhydrin, Alkylierungszeiten: 1h (Membran 4), 3 h
(Membran 5) und 20 h (Membran 6).
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In allen Fillen wurde die Alkylierung wie in AAV 8 unter Katalyse von 8 Mol% Perchlor-
sdure bezogen auf die Epoxidkonzentration durchgefiihrt. Im Anschlul an die Alkylierung
wurden die Membranen mit einer Losung von 4,7,10-Trioxa-1,13-tridecandiamin (37, 2.3 M
in DMF, 17 h, 25°C) behandelt. Es wurden folgende Derivatisierungsgrade bestimmt
(graphische Auftragung vergl. Abb. 10, Seite 26):

Membran Nr. 1 2 3 4 5 6

D . t- . d
SVEIREIIESEET 063 110 202 177 209 217
[pmol/cm”]

Zu Abb. 11. Seite 27:

Um den Einfluf der Diaminkonzentration und der Reaktionszeit auf den Derivatisierungs-
grad bei der Generierung von aminofunktionalisierten Membranen 38 zu bestimmen, wurden
neun Zellulosemembranen (1 x 1 cm) nach AAV 8 (Hochbeladungsprotokoll, jeweils 0.002-
facher Ansatz) abweichend unter Anwendung der folgenden Bedingungen derivatisiert:

Membranen 1-3: 4,7,10-Trioxa-1,13-tridecandiamin (37): 0.45 M in DMF, 25°C, firr 1 h
(Membran 1), 3 h (Membran 2) und 18 h (Membran 3).

Membranen 4-6: 4,7,10-Trioxa-1,13-tridecandiamin (37): 0.90 M in DMF, 25°C, fiir 1 h
(Membran 4), 3 h (Membran 5) und 18 h (Membran 6).

Membranen 7-9: 4,7,10-Trioxa-1,13-tridecandiamin (37): 2.3 M in DMF, 25°C, fir 1h
(Membran 7), 3 h (Membran 8) und 18 h (Membran 9).

Es wurden folgende Derivatisierungsgrade bestimmt (graphische Auftragung vergl. Abb. 11,
Seite 27):

Membran Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Derivatisierungsgrad

, 0.17 032 097 022 039 120 027 0.52 1.36
[wmol/cm”]

Zu Tab. 5. Seite 27:

Um den EinfluB3 der Temperatur und der Reaktionszeit auf den Derivatisierungsgrad bei der
Generierung von aminofunktionalisierten Membranen 38 zu bestimmen, wurden sechs
Zellulosemembranen (1 x 1 cm) nach AAV 8 (Hochbeladungsprotokoll, jeweils 0.002-facher
Ansatz) abweichend unter Anwendung der folgenden Bedingungen derivatisiert:

In allen Féllen erfolgte die Alkylierung mit 2.4 M Epibromhydrin (1 h).

Membranen 1-3: 4,7,10-Trioxa-1,13-tridecandiamin (37): 0.90 M in DMF, 80°C, fiir 1 h
(Membran 1), 3 h (Membran 2) und 5 h (Membran 3).
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Membranen 4-6: 4,7,10-Trioxa-1,13-tridecandiamin (37): 0.90 M in DMF, Mikrowellen-
bestrahlung: 810 W Mikrowellenleistung, fiir 2 Minuten (Membran 4) und 4 Minuten
(Membran 5).

Membran 6 (Vergleichswert): 4,7,10-Trioxa-1,13-tridecandiamin (37): 0.90 M in DMF,
25°C, 44 h.

Es wurden die in Tab. 5, Seite 27 tabellierten Derivatisierungsgrade bestimmt .

Zu Abb. 12. Seite 28:

Um den Einfluf der Diaminkonzentration und der Reaktionszeit auf den Derivatisierungs-
grad bei erhohter Temperatur zu bestimmen, wurden sieben Zellulosemembranen (1 x 1 cm)
nach AAV 8 (Hochbeladungsprotokoll, jeweils 0.002-facher Ansatz) abweichend unter
Anwendung der folgenden Bedingungen derivatisiert:

In allen Féllen erfolgte die Alkylierung mit 2.4 M Epibromhydrin (3 h).

Membranen 1-3: 4,7,10-Trioxa-1,13-tridecandiamin (37): 80°C, 0.90 M in DMF (Membran
1), 2.3 M in DMF (Membran 2) und 4.6 M (pur) (Membran 3), je 1 h.

Membranen 4-6: 4,7,10-Trioxa-1,13-tridecandiamin (37): Mikrowellenbestrahlung: 810 W
Mikrowellenleistung, 0.90 M in DMF (Membran 4), 2.3 M in DMF (Membran 5) und 4.6 M
(pur) (Membran 6), je 3 min.

Membran 7 (Vergleichswert): 4,7,10-Trioxa-1,13-tridecandiamin (37): 2.3 M in DMF, 25°C,
44 h.

Es wurden folgende Derivatisierungsgrade bestimmt (graphische Auftragung vergl. Abb. 12,
Seite 28):

Membran Nr. 1 2 3 4 5 6 7

Derivatisi d
er1va1s1§:rungsgra 056 086 114 080 093 101 231
[umol/cm”]

9.3.2.2 Optimierung der Kopplung des Rink-Linkers (Abschnitt 3.2.2)

Zu Abb. 14. Seite 32:

Um eine effiziente Aktivierungsmethode zur Kopplung des Rink-Linkers 47 an Zellulose zu
untersuchen, wurden fiinf verschiedene Acylierungslosungen auf 15 SPOTs einer nach
AAV 8 (Niedrigbeladungsprotokoll) aminoderivatisierten Zellulosemembran 38 angewendet
(jeweils Dreifachbestimmungen):

1) 47 (0.5 M), TBTU (0.5 M), DIEA (1 M); 2) 47, TBTU, DIEA (jeweils 0.5 M); 3) 47, DIC
(jeweils 0.5 M); 4) 47, DIC, Pentafluorphenol (jeweils 0.5 M nach AAV 9); 5) Kontrolle:
Fmoc-Ala-OPfp (0.6 M).
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Alle Substanzen wurden nach einer Voraktivierungszeit von 30 Minuten in NMP verwendet
(3 x 15 min; je 2 pl). Nach Waschen (DMF; 3 x 2 min) und Acetylieren (Ac,O/DIEA/DMF
1/2/7; 30 min; DMF; 4 x 2 min; MeOH; 3 x 2 min) der Membran wurden die SPOTs
ausgestanzt und die Derivatisierung nach AAV 6 - B bestimmt. Die gemessenen Werte
wurden gemittelt und sind in Abb. 14, Seite 32 dargestellt.

9.3.2.3 Spaltung des Photo-Linkers 48 unter Verwendung hoher Lichtenergien
(Abschnitt 3.2.2)

Das Tripeptoid 16 wurden an jeweils sechs SPOTs nach AAV 12 an zwei amino-
derivatisierten Zellulosemembranen 38 mit unterschiedlichem Derivatisierungsgrad
synthetisiert, nachdem diese mit dem Photo-Linker 48 versehen wurden (193 und
2086 nmol/cm?). Die Membranen wurden in Idsungsmittelfreiem Zustand fiir
unterschiedliche Zeiten mit dem Licht von zwei verschiedenen UV-Lichtquellen belichtet

Tab. 25: Abspaltungsausbeuten und Produktreinheiten bei der I6sungsmittelfreien, trockenen
Photolyse zweier Zellulosemembranen 38, die das Tripeptoid 16 am Photo-Linker trugen.

Nt DGV Belichtun‘g‘szeit UV- , Ausbeute”  Reinheit”
(beidseitig) Lampe [%] [%]
1 193 2 x 60 min A 56 82
2 193 2x 1 min B 57 91
3 193 2 x 2 min B 57 91
4 193 2 x 3 min B 62 94
5 193 2 x 5 min B 58 93
6 193 2 x 10 min B 49 91
7 2086 2 x 60 min A 21 86
8 2086 2 x 1 min B 17 94
9 2086 2 x 2 min B 22 92
10 2086 2 x 3 min B 23 91
11 2086 2 x 5 min B 26 90
12 2086 2 x 10 min B 30 86

"' DG = Derivatisierungsgrad [nmol/cmz] nach Quantifizierung der Fmoc-Gruppe des
Photo-Linkers nach AAV 6-B; 2 A: UV-Lampe Vilber Lourmat; B: UV-Lampe Beltron;
% Basierend auf einem Vergleich der erhaltenen Menge 16 (bestimmt durch
quantitative Auswertung der UV-Absorption) mit dem Derivatisierungsgrad (DG);
Y HPLC, 220 nm.
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(Vilber Lourmat [7 mW/cm?] und Beltron [340 mW/cm?]). AnschlieBend wurde die
Ausbeute und Reinheit des abgespaltenen Produktes mittels HPLC bestimmt (Tab. 25). Die
Identitdt wurde durch MS sichergestellt und entsprach der am Harz synthetisierten Substanz.

9.3.2.4 Synthesen von Tripeptoiden (Abschnitt 3.3)

Im folgenden werden die experimentellen Daten der in Abschnitt 3.3 erlduterten Peptoid-
synthesen beschrieben.

Optimierung des Acylierungsmittels

Tab. 6, Seite 41:

Das Tripeptoid 16 wurde mit den Aminen n-Butylamin, Benzylamin und Piperidin (jeweils
5 M in NMP) nach AAV 12 am Rink-Linker synthetisiert. Abweichend von der allgemeinen
Arbeitsvorschrift wurden die Bromsubstitutionsschritte nicht durch Pipettieren der
Reagenzien, sondern durch Inkubieren (Trédnken) der gesamten Membran mit den jeweiligen
Aminlosungen durchgefiihrt (1 x 30 min). Im zweiten Acylierungsschritt wurden die
Acylierungsbedingungen geméall Tab. 6 variiert. HPLC-MS-analytisch wurden jeweils 20%
des Rohproduktes eines SPOTs (0.23 cm?) untersucht (Injektionsmenge: 10 pl). Folgende
Produkte wurden beobachtet, identifiziert und quantitativ (UV-Absorption) ausgewertet:

16: Beobachtete Daten sind konsistent mit dem Syntheseprodukt der Synthese am
Polystyrol-Harz (vergl. Abschnitt 9.2.2, Seite 130).

60: RT =9.8; ber. (M+H"): 278.19; gef.: 278.1 (100), 233.1 (80), 143.2 (30), 91.1 (20);
(vergl. Abb. 17, Seite 42).

61: RT=4.7; ber. (M+H"): 256.20; gef.: 256.1 (30%), 197.2 (10), 98.1 (100); (vergl.
Abb. 17, Seite 42).

Tab. 7, Seite 47:

Das Tripeptoid 17 wurde mit den Aminen n-Butylamin, Ethanolamin und Piperidin (jeweils
5 M in NMP) nach AAV 12 am Rink-Linker synthetisiert. Abweichend von der allgemeinen
Arbeitsvorschrift wurden die Bromsubstitutionsschritte nicht durch Pipettieren der
Reagenzien, sondern durch Inkubieren (Trinken) der gesamten Membran mit den jeweiligen
Aminlésungen durchgefiihrt (1 x 30 min). Im zweiten Acylierungsschritt wurden die
Acylierungsbedingungen gemif3 Tab. 7 variiert. HPLC-MS-analytisch wurden jeweils 20%
des Rohproduktes eines SPOTs (0.23 cm?®) untersucht (Injektionsmenge: 10 pl). Die
Reaktionsprodukte 17 und 18 wurden beobachtet, identifiziert und quantitativ (UV-
Absorption) ausgewertet (Die Daten waren konsistent mit den Produkten der Synthese am
Harz: vergl. Abschnitt 9.2.2.2, Seite 130 (17) und Abschnitt 9.2.2.3, Seite 131 (18).
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Optimierung des Losungsmittels

Tab. 9. Seite 52:

Das Tripeptoid 16 wurde mit den Aminen n-Butylamin, Benzylamin und Piperidin (jeweils
5M) nach AAV 12 am Rink-Linker synthetisiert. Abweichend von der allgemeinen
Arbeitsvorschrift wurden alle Bromsubstitutionsschritte in den in Tab.9 angegebenen
Losungsmitteln mit und ohne Zusatz von Iodid (0.05 M) durchgefiihrt. HPLC-MS-analytisch
wurden jeweils 20% des Rohproduktes eines SPOTs (0.23 cm®) untersucht (Injektions-
menge: 10 pl). Die analytischen Daten waren konsistent mit dem Produkt der Synthese am
Polystyrolharz: vergl. Abschnitt 9.2.2, Seite 130.

Optimierung der Amin-Konzentration

Abb. 20, Seite 53:

Das Tripeptoid 16 wurde mit den Aminen n-Butylamin, Benzylamin und Piperidin (in NMP)
nach AAV 12 am Rink-Linker synthetisiert. Abweichend von der allgemeinen Arbeits-
vorschrift wurden alle Bromsubstitutionsschritte mit den in Abb. 20 angegebenen Amin-
Konzentrationen durchgefiihrt. HPLC-MS-analytisch wurden jeweils 20% des Rohproduktes
eines SPOTs (0.23 cm?) untersucht (Injektionsmenge: 10 ul). Die analytischen Daten waren
konsistent mit dem Syntheseprodukt der Synthese am Polystyrolharz: vergl. Abschnitt 9.2.2.

Untersuchung der Anwendbarkeit verschiedener Amine

Die Tripeptoide 19 wurden mit den Aminen n-Butylamin (C-terminal) und Piperidin
(N-terminal; jeweils 5 M in NMP) nach AAV 12 an Rink- oder Photo-Linker synthetisiert. In
der mittleren Position wurden die in den jeweiligen Tabellen angegebenen Amine eingesetzt.
HPLC-MS-analytisch wurden jeweils 20% des Rohproduktes eines SPOTs (0.23 cm?)
untersucht (Injektionsmenge: 10 pl). Im folgenden sind die analytischen Daten der
Tripeptoide 19 sowie ggf. beobachteter Nebenprodukte aufgefiihrt (Die Nummern
entsprechen den jeweiligen Tabelleneintragen):

Tab. 10, Seite 58 (Aminfliichtigkeit):

Nr. 1: Amin: Ammoniak (+ 0.05% Tween® 20); RT = 6.6; ber. (M+H"): 313.23; gef.: 313.3
(40%), 98.1 (40); verunreinigt mit einer unidentifizierten Substanz: 329.2 (100), 341.3 (30),
357.2 (30).

Nr. 2: Amin: Methylamin (+ 0.05% Tween® 20); RT = 6.7; ber. (M+H"): 327.24; gef.: 327.2
(100), 197.0 (5%), 98.1 (20).

Nr. 3: Amin: Ethylamin (+ 0.05% Tween® 20); RT = 7.7; ber. (M+H"): 341.26; gef.: 341.2
(100), 211.1 (10), 98.2 (30).

Nr. 4: Amin: Allylamin; RT = 8.4; ber. (M+H"): 353.26; gef.: 375.2 (30, M+Na"), 353.1 (50,
M+H"), 268.1 (10), 223.0 (10), 98.2 (100).
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Nr. 5: Amin: Butylamin; RT = 10.0; ber. (M+H"): 369.29; gef.: 369.2 (100), 239.1 (10), 98.2
(20).

Tab. 11, Seite 60 (sterische Faktoren):

Nr. 1: Amin: 3,3-Diphenylpropylamin; RT = 14.8; ber. (M+H"): 507.34; gef.: 507.3 (100),
377.4 (10), 98.2 (10).

Nr. 2a: Amin: Benzylamin (entspricht Tripeptoid 16. Daten konsistent mit dem Synthese-
produkt der Synthese am Polystyrolharz: vergl. Abschnitt 9.2.2, Seite 130).

Nr. 2b: Amin: 1-Naphthylmethylamin; RT = 12.9; ber. (M+H"): 453.29; gef.: 453.2 (100),
323.1 (10), 141.2 (10), 98.2 (10).

Nr. 3: Amin: (+)-Dehydroabietylamin; RT = 19.5; ber. (M+H"): 581.45; gef.: 581.5 (100);
Dimer 72: RT = 18.2; ber. (M+H"): 456.36; gef.: 456.4 (100), 131.2 (10).

Nr. 4: Amin: rac-1-Aminoindan; RT = 11.8; ber. (M+H"): 429.29; gef.: 429.0 (100), 313.1
(60), 183.0 (10), 117.2 (10), 98.2 (10).

Nr.5: Amin: Cyclohexylamin; RT = 10.8; ber. (M+H"): 395.30; gef.: 395.3 (100), 265.2
(10), 98.2 (60); Dimer 72: RT = 8.8; ber. (M+H"): 270.22; gef.: 270.2 (100), 171.1 (10),
131.1 (30), 112.2 (10).

Nr. 6: Amin: rac-2-Aminoproionaldehyd-dimethylacetal; RT =7.3; ber. (M+H"): 369.25;
gef.: 369.1 (100), 258.1 (10), 98.2 (40); Dimer 72: RT =3.0; ber. (M+H"): 244.17; gef:
244.0 (100), 227.0 (40), 131.0 (40).

Nr.7: Amin: Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan; RT =4.9; ber. (M+H"): 417.27; gef.:
439.1 (20, M+Na"), 417.0 (20, M+H"), 399.1 (40), 274.0 (100), 200.0 (20), 183.0 (20), 171.0
(20), 98.2 (30); Dimer 72: RT = 2.6; ber. (M+H"): 292.19; gef.: 292.0 (100), 171.0 (10),
134.0 (50), 131.1 (40).

Nr.8: Amin: 1-Adamantylamin; Dimer 72: RT =10.8; ber. (M+H"): 322.25; gef.: 322.3
(100), 164.2 (10), 135.2 (40), 98.2 (20); verunreinigt mit einer unbekannten Substanz
gleicher RT: 395.2 (40).

Tab. 12. Seite 62 (Nukleophilie):

Dimer 71 (fiir alle Eintrige): RT =4.5-5.7; ber. (M+H"): 256.20; gef.: 256.1 (30%), 98.1
(100).

Nr. 1: Amin: Hydroxylamin (+ 0.05% Tween® 20); RT = 6.3; ber. (M+H"): 329.22; gef.:
329.2 (100), 98.1 (90).

Nr. 2a: Amin: Hydrazinoameisensdure-tert-butylester (vor dem Versuch frisch geldst);
RT = 6.1; ber. (M+H"): 328.24; gef.: 350.1 (100, M+Na"), 328.1 (100, M+H"), 98.2 (70).

Nr.2b: Amin: Hydrazinoameisensauremethylester (+ 0.05% Tween® 20); RT=7.6;
ber. (M+H"): 386.24; gef.: 408.0 (20, M+Na"), 386.1 (100, M+H"), 354.1 (10), 98.1 (40).
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Nr.3: Amin: 1-Aminopyrrolidin (aus dem Hydrochlorid mit 0.9 Aq. NaOH + 0.05%
Tween® 20); RT =9.5; ber. (M+H"): 382.28; gef.: 382.1 (100), 257.2 (70), 169.1 (20), 98.2
(20); verunreinigt mit einer unbekannten Substanz gleicher RT: 447.1 (40), 425.0 (50);
Dimer 72: RT =4.5; ber. (M+H"): 257.20; gef.: 257.1 (100), 240.2 (10), 171.1 (10), 85.2
(20).

Nr. 4a: Amin: 4-Aminophenol; RT = 8.9; ber. (M+H"): 405.25; gef.: 427.2 (10, M+Na"),
405.1 (100, M+H"), 274.9 (10), 98.2 (30).

Nr. 4b: Amin: 3-Aminophenol; RT =9.3; ber. (M+H"): 405.25; gef.: 405.2 (100), 240.4
(10), 98.1 (50); Dimer 72 als Diketopiperazin 80: RT = 9.6; ber. (M+H"): 263.14; gef.: 263.3
(100), 240.3 (40); verunreinigt mit einer unbekannten Substanz gleicher RT: 420.3 (30),
398.4 (40), 98.2 (60).

Nr. 4c: Amin: 2-Aminophenol; RT = 10.3; ber. (M+H"): 405.25; gef.: 427.2 (50, M+Na"),
405.2 (100, M+H"), 387.3 (20), 263.3 (20), 98.1 (50); Dimer 72: RT =9.2; ber. (M+H"):
280.17; gef.: 280.0 (100), 263.1 (30), 131.1 (40), 122.1 (80); Dimer 72 als Diketopiperazin
80: RT =9.4; ber. (M+H"): 263.14; gef.: 303.9 (20, M+CH;CN+H"), 263.3 (100, M+H"),
240.3 (10), 122.2 (40); 4H-Benzo[1.4]oxazin-3-one 79: RT =11.5; ber. (M+H"): 320.16;
gef.: 319.9 (30, M+H"), 303.1 (100, M+H"-NH3), 190.0 (60), 162.1 (80), 134.2 (30).

Nr. 4d: Amin: p-Anisidin; RT = 10.3; ber. (M+H"): 419.27; gef.: 441.3 (10, M+Na"), 419.2
(100, M+H"), 289.1 (10), 98.1 (50).

Nr. 4e: Amin: Anilin; RT = 9.8; ber. (M+H"): 389.26; gef.: 411.2 (20, M+Na"), 389.2 (60,
M+H"), 259.1 (10), 98.1 (100); Dimer 72 als Diketopiperazin 80: RT = 10.9; ber. (M+H"):
247.15; gef.: 287.6 (50, M+CH;CN+H"), 247.2 (100, M+H"), 106.1 (20).

Nr. 4f: Amin: 3-Fluoranilin; RT =10.5; ber. (M+H"): 407.25; gef.: 429.2 (10, M+Na"),
407.1 (100, M+H"), 369.4 (10), 247.3 (10), 98.2 (20); Dimer 72 als Diketopiperazin 80:
RT = 11.8; ber. (M+H"): 265.14; gef.: 305.5 (80, M+CH;CN+H"), 265.1 (100, M+H").

Nr. 5a: Amin: 2-Aminothiazol; RT = 8.3; ber. (M+H"): 396.21; gef.: 396.2 (90%), 353.4
(10), 244.3 (10), 98.1 (100).

Nr. 5b: Amin: 2-Amino-1,3,4-thiadiazol; RT = 8.2; ber. (M+H"): 397.20; gef.: 397.2 (70%),
98.1 (100).

Nr. 6: Amin: 2-Aminopyridin; RT = 7.8; ber. (M+H"): 390.25; gef.: 390.2 (100), 343.2 (10),
307.2 (20), 265.2 (10), 135.2 (10), 98.2 (20), 79.1 (30); Dimer 72: RT = 5.6; ber. (M+H"):
265.17; gef.: 265.1 (100), 135.1 (90), 107.2 (10).

Tab. 13, Seite 66 (Funktionelle Gruppen):

Nr. 1a: Amin: Glycin-fert-butylester (aus dem Acetat mit 0.9 Aq. NaOH + 0.05% Tween®
20); RT = 6.5; ber. (M+H"): 371.23; gef.: 371.2 (100), 98.2 (20).

Nr. 1b: Amin: B-Alanin-tert-butylester (aus dem Hydrochlorid mit 0.9 Aq. NaOH + 0.05%
Tween® 20); RT = 6.8; ber. (M+H"): 385.25; gef.: 385.2 (100), 255.1 (10), 98.2 (20).
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Nr. 1e: Amin: Glycinamid (aus dem Hydrochlorid mit 0.9 Aq. NaOH + 0.05% Tween® 20);
RT =6.1; ber. (M+H"): 370.25; gef.: 392.1 (20, M+Na"), 370.1 (95, M+H"), 353.0 (10),
239.9 (10), 98.1 (100).

Nr. 1d: Amin: B-Alaninamid (aus dem Hydrochlorid mit 0.9 Aq. NaOH + 0.05% Tween®
20); RT = 6.1; ber. (M+H"): 384.26; gef.: 384.2 (100), 254.2 (10), 98.2 (20).

Nr. 2: Amin: 1-(3-Aminopropyl)-2-pyrrolidinon; RT = 8.3; ber. (M+H"): 438.31; gef.: 438.1
(100), 308.1 (10), 98.2 (30).

Nr.3a: Amin: N-Boc-1.2-diaminoethan; RT =4.8; ber. (M+H"): 356.27; gef.: 378.2 (20,
M+Na"), 356.1 (100, M+H"), 338.2 (30), 198.1 (10), 98.2 (60).

Nr.3b: Amin: N-(2-Aminoethyl)acetamid; RT =6.8; ber. (M+H"): 398.28; gef.: 398.1
(100), 98.1 (70); verunreinigt mit einer unbekannten Substanz gleicher RT: 481.1 (30).

Nr.3c: Amin: Agmantin (aus dem Sulfat mit 0.25 Aq. NaOH + 0.05% Tween® 20);
RT=6.8; ber.(M+H'): 426.32; gef: 4262 (100), 3012 (10), 982 (10);
Seitenkettenacyliertes Produkt: RT =7.9; ber. (M+H"): 551.41; gef.: 551.3 (30%), 509.3
(60), 426.2 (100), 379.3 (10), 98.2 (30).

Nr.3d: Amin: 2-Aminoethylhydrogensulfat (mit 1.0 Aq. NaOH + 0.05% Tween® 20);
RT =5.0; ber. (M-H"): 435.19; gef. (Ionisierung im Anionenmodus): 435.2 (100), 385.0
(10), 113.0 (10), 69.1 (20).

Nr. 3e: Amin: 2-Aminoethyldihydrogenphosphat (mit 1.5 Aq. NaOH + 0.05% Tween® 20);
RT =3.6; ber. (M-H"): 435.20; gef. (Ionisierung im Anionenmodus): 435.1 (100), 384.9
(70), 291.0 (20), 113.0 (30), 69.1 (50).

Nr. 3f: Amin: 2-Tritylthioethylamin (Synthese vergl. Abschnitt 9.1.2.5); RT= 8.8;
ber. (M+H"): 373.23; gef.: 395.1 (40, M+Na"), 373.0 (100, M+H"), 355.1 (10), 288.1 (10),
98.2 (80); Disulfid: RT = 10.8; ber. (M+H"): 743.43; gef.: 743.2 (100), 725.2 (30), 373.1
(70).

Nr.3g: Amin: 3-Tritylthiopropylamin (Synthese vergl. Abschnitt 9.1.2.6); RT = 9.5;
ber. (M+H"): 387.25; gef.: 409.1 (10, M+Na"), 387.1 (100, M+H"), 302.0 (10), 257.0 (10),
98.1 (60); Disulfid: RT = 11.7; ber. (M+H"): 771.46; gef.: 771.3 (70), 458.0 (100), 409.0
(20), 387.0 (20).

Nr. 4a: Amin: Ethanolamin (entspricht Tripeptoid 17. Daten konsistent mit dem Synthese-
produkt der Synthese am Polystyrolharz: vergl. Abschnitt 9.2.2.2, Seite 130).

Nr. 4b: Amin: (R)-1-Amino-2-propanol; RT = 7.12; ber. (M+H"): 371.27; gef.: 393.1 (10,
M+Na"), 371.1 (100, M+H"), 241.1 (10), 98.2 (40).

Nr.5: Amin: 4-Hydroxybenzylamin (Synthese aus 4-Hydroxybenzonitril nach Lit."**));
RT =9.1; ber. (M+H"): 419.27; gef.: 419.1 (100), 313.0 (30), 183.0 (10), 98.2 (30).
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Nr. 6: Amin: Aminoacetaldehyd-dimethylacetal; RT = 5.9; ber. (M+H"): 355.24; gef.: 377.1
(50, M+Na"), 355.1 (60, M+H"), 98.2 (100); Aldol-Dimerisierungsprodukt: RT =9.4;
ber. (M+H"): 709.47; gef.: 731.1 (20, M+Na"), 709.1 (100, M+H"), 691.3 (50), 355.1 (90),
240.1 (50), 98.2 (30).

Nr. 7: Amin: 3-Aminopropionitril; RT = 7.4; ber. (M+H"): 366.25; gef.: 366.1 (100), 281.2
(10), 236.1 (10), 98.2 (40).

Nr. 8: Amin: Histamin; RT = 6.3; ber. (M+H"): 407.28; gef.: 407.1 (100), 294.1 (20), 277.1
(10), 98.1 (60); verunreinigt mit einer unbekannten Substanz gleicher RT: 465.1 (30);
bicyclisches Nebenprodukt 87: RT = 4.4; ber. (M+H"): 322.19; gef.: 322.1 (100), 192.0 (30),
164.0 (20).

Nr.9: Amin: Tryptamin; RT = 11.8; ber. (M+H"): 456.30; gef.: 456.2 (100), 326.2 (10),
282.3 (10), 98.2 (10).

Schema 16, Seite 64 (Versuch der Synthese von 81):

Mit den Aminen n-Butylamin (C-terminal, 5 M in NMP) und 4-Aminophenol (N-terminal,
I M in NMP) wurde das entsprechende Dipeptoid 4-Hydroxyphenyl-73 nach AAV 12 am
Rink-Linker synthetisiert. Nach der Einfilhrung des letzten Aminbausteins wurde die
Synthese des des trimeren Peptomers 81 nach AAV 12 (Monomermethode) mit
Fmoc-L-Pro-OH versucht. HPLC-MS-analytisch wurde 20% des Rohproduktes des SPOTs
(0.23 cm?) untersucht (Injektionsmenge: 10 ul). Das gewiinschte Produkt lieB sich
massenspektrometrisch nachweisen, die Reinheit lag nach HPLC unter 1%:

RT = 8.6; ber. (M+H"): 377.22; gef.: 377.0 (100), 358.1 (60); verunreinigt mit einer oder
mehreren Substanzen gleicher RT: 500.2 (40); 478.2 (60).

Durch Verwendung von Piperidin als dritten Baustein nach AAV 12 wurde an der gleichen
Membran das Tripeptoid 4-Hydroxyphenyl-19 in einer Reinheit von 80% erhalten (vergl.
Tab. 12, Eintrag 4a).

9.3.2.5 Synthesen von Peptoid-Bibliotheken (Abschnitt 4)

Im folgenden werden die experimentellen Daten der in Abschnitt 4 erlduterten Synthesen
von Peptoid-Bibliotheken beschrieben.

Vorversuche

Tab. 15, Seite 74 (Vergleich der Produktreinheiten an ..erofen* und ,.kleinen SPOTSs):

[.GroBe“ SPOTs: SPOT-Durchmesser: ca. 9 mm, Analysierte Fliche: 0.23 cm® aus der
SPOT-Mitte; ,kleine SPOTs: SPOT-Durchmesser: ca. 1.2 mm, Analysierte Fliche:
10 SPOTs mit identischer Tripeptoidsequenz und einer SPOTfliche von 0.01 cm? / SPOT.]

Die Tripeptoide 16, 90 und 91 wurden mit den Aminen n-Butylamin bzw. Furfurylamin
(1. Baustein), Benzylamin bzw. Histamin (2. Baustein) und Piperidin bzw. Diethylamin
(3. Baustein, alle Amine in NMP) nach AAV 13 am Rink-Linker synthetisiert. Der
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Derivatisierungsgrad wurde nach AAV 6-B mit 750 nmol/cm® bestimmt. HPLC-MS-
analytisch wurden a.) bei ,,groBen SPOTs: 20% des Rohproduktes eines SPOTs b.) bei
,kleinen SPOTs: 17% der vereinten Rohprodukte von 10 SPOTs untersucht (Injektions-
menge: je 10 pl).

16: Die analytischen Daten waren konsistent mit dem Syntheseprodukt der Synthese am
Polystyrolharz: vergl. Abschnitt 9.2.2, Seite 130.

90: Die analytischen Daten entsprechen dem Produkt Nr. 8 aus Tab. 13 (vergl. Seite 153).

91: RT = 10.2; ber. (M+H"): 415.24; gef.: 437.1 (20, M+Na"), 415.1 (100, M+H"), 261.0
(10), 86.1 (60).

Synthese der Peptoid-Bibliothek aus 8000 Tripeptoiden 96

Eine esterfrei aminoderivatisierte Zellulosemembran 9 (AAV 7, 19 x 28 cm, 500 nmol/cm?)
wurde mit einer Losung aus Fmoc-Gly-OH, TBTU und DIEA (je 15.0 mmol) in 50 ml DMF
versetzt. Nach 30 Minuten wurde die Membran nacheinander mit den folgenden Losungen
behandelt: DMF (3 x 50 ml, je 5 min), Piperidin (20% in DMF, 50 ml, 1 x 20 min), DMF
(5 x 50 ml, je 5 min) und Methanol (2 x 50 ml, je 5 min). Man lie die Membran trocknen
und wiederholte die Acylierung mit Glycin zweimal. Vor der Abspaltung der Fmoc-Gruppe
des dritten Glycinbausteins mit Piperidin wurden drei SPOTs am Rand der Membran
ausgestanzt und der Derivatisierungsgrad nach AAV 6-B bestimmt (401 nmol/cm?). Die
restliche Membran wurde wie in den vorangegangenen Schritten weiterbehandelt.

An dieser Membran 94 wurde eine Bibliothek aus allen 8000 Tripeptoiden, die durch
Kombination von 20 Bausteinen moglich sind, nach AAV 13 synthetisiert. Zur SPOT-
Definition wurde abweichend Fmoc-Gly-OPfp (0.3 M in DMSO) verwendet. Um die
Synthesequalitdt zu iiberpriifen, wurde parallel zu jedem automatischen Pipettierschritt das
Tripeptoid 16 an Rand der Membran aus den Aminen n-Butylamin, Benzylamin und
Piperidin (jeweils 5 M in NMP) durch manuelle Synthese gemafl AAV 12 am Rink-Linker
synthetisiert, der hier anstelle von Fmoc-Glycin zur SPOT-Definition verwendet wurde.

Die 20 Bausteine fiir die Synthese der Tripeptoid-Bibliothek sind im folgenden aufgezéhlt:

[Alle Bausteine wurden, wenn nicht anders angegeben, 50% (v/v) in NMP eingesetzt. Bei
Bausteinen, die als Monomere gekennzeichnet sind, wurde zur Synthese des Bausteins eine
Fmoc-Aminosiure eingesetzt. Diese wurde 0.6 M in NMP geldst und mit 0.5 Aq. DIC
aktiviert (Voraktivierungszeit: 30 min). Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe erfolgte mit
DBU (4% in NMP)]

B-01: Benzylamin; B-02: 2-Pyridin-2-yl-ethylamin; B-03: Cyclohexylmethylamin; B-04:
n-Octylamin; B-05: Ethanolamin; B-06: Fmoc-Gly-OH (Monomer); B-07: rac-3-Amino-1,2-
propandiol (30 Vol-% in NMP); B-08: Tryptamin (1.5 M in NMP); B-09: 2-Aminometyl-
thiophen; B-10: Tyramin (1.0 M in NMP); B-11: Homoveratrylamin; B-12: Napht-1-
ylmethylamin (30 Vol-% in NMP); B-13: Isobutylamin; B-14: Hydrazinoameisensédure-zert-
butylester (2.0 M in NMP); B-15: Histamin (1.5M in NMP); B-16: Fmoc-Sar-OH



9 Durchfiihrung -155-

(Monomer); B-17: N-Aminoetylpyrrolidin; B-18: N-Boc-1,4-diaminobutan; B-19: 3-Alanin-
tert-butylester (3.0 M in H,O aus dem Hydrochlorid mit 0.9 Aq. NaOH + 0.05%
Tween” 20); B-20: B-Alaninamid (5.0 M in H,O aus dem Hydrochlorid mit 0.9 Aq. NaOH +
0.05% Tween® 20).

Analytische Daten der Kontrollverbindung:

16: Die analytischen Daten waren konsistent mit dem Syntheseprodukt der Synthese am
Polystyrolharz: vergl. Abschnitt 9.2.2, Seite 130.

Synthese der Peptoid-Bibliothek aus 8000 Hexapeptoiden

Eine Bibliothek aus 8000 Hexapeptoiden, deren Sequenzen zufdllig auf der Basis von 40
Bausteinen ausgewdhlt wurden (Programm LISA), wurde an einer aminoderivatisierten
Zellulosemembran 38 [AAV 8, 19 x 28 cm, Niedrigbeladungsprotokoll (abweichend wurde
das Diamin 37 2 h angewendet), 501 nmol/cm?] nach AAV 13 synthetisiert. Dazu wurde
Fmoc-BAla-OPfp (0.3 M in DMSO) zur SPOT-Definition verwendet. Um die Synthese-
qualitidt zu Uberpriifen, wurden am Rand der Membran ein Tripeptoid sowie acht Hexa-
peptoide synthetisiert (Sequenzen vergl. Tab. 18, Seite 85), indem man die Reagenzien an
dieser Stelle 45-Mal pipettieren lie3, so da3 SPOTs von ausreichender Grofe fiir die Analyse
entstanden. Letztere Vebindungen wurden am Rink-Linker synthetisiert, der hier anstelle
von Fmoc-B-Alanin zur SPOT-Definition verwendet wurde. Zusitzlich wurden am
Membranrand je zwei ,groBe“ SPOTs mit Fmoc-B-Alanin bzw. Fmoc-Rink-Linker
vorgesehen, die nach der SPOT-Definition ausgestanzt wurden, um den Derivatisierungsgrad
nach AAV 6-B zu bestimmen (B-Alanin: 387 nmol/cm?, Rink-Linker: 352 nmol/cm?). Als
Erginzung zur allgemeinen Synthesevorschrift wurden die Reagenziengefile mit
Aluminiumfolie verschlossen, um eine Verfliichtigung von Losungsmitteln und Reagenzien
zu minimieren. Eine Offnung minimaler GroBe wurde direkt vor Beginn des jeweiligen
Synthesecyclus eingefiihrt.

Die 40 Bausteine fiir die Synthese der Hexapeptoid-Bibliothek sind im folgenden aufgezihlt:

[Alle Bausteine wurden, wenn nicht anders angegeben, 50% (v/v) in NMP eingesetzt. Bei
Bausteinen, die als Monomere gekennzeichnet sind, wurde zur Synthese des Bausteins eine
Fmoc-Aminosiure eingesetzt. Diese wurde 0.6 M in NMP geldst und mit 0.5 Aq. DIC
aktiviert (Voraktivierungszeit: 30 min). Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe erfolgte mit
DBU (4% in NMP)]

Bausteine B-01 - B-20: siche Tripeptoid-Bibliothek.

B-21: Glycinamid (5.0 M in H,O aus dem Hydrochlorid mit 0.9 Aq. NaOH + 0.05%
Tween” 20); B-22: Glycin-tert-butylester (2.5 M in H,O aus dem Acetat mit 0.9 Aq. NaOH
+ 0.05% Tween® 20); B-23: 2-Amino-1,3-propandiol (3 M in NMP); B-24: N-Boc-1,2-
diaminoethan; B-25: 3-Amino-1-propanol; B-26: N-Boc-1,3-diaminopropan; B-27: rac-2-
Amino-1-propanol; B-28: Nicotinsdurehydrazid (0.75 M in NMP); B-29: 2-Methoxyethyl-
amin; B-30: 2-Aminothiazol (1.5 M in NMP); B-31: Fmoc-L-Ala-OH (Monomer); B-32:
Hydroxylamin (50% in H,O + 0.05% Tween® 20); B-33: Fmoc-L-Pro-OH (Monomer); B-34:
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rac-Tetrahydrofurfurylamin; B-35: 4-Aminophenol (1.0 M in NMP); B-36: rac-2-Amino-1-
phenylethanol; B-37: rac-Fmoc-Pip-OH (Monomer); B-38: rac-s-Butylamin; B-39:
4-Methoxybenzylamin; B-40: n-Butylamin; B-41: Cyclohexylamin; B-42: rac-1-Phenyl-
ethylamin; B-43: 2-Chlorbenzylamin; B-44: 4-Phenoxyanilin (2 M in NMP); B-45: 3,3-
Diphenyl-1-propylamin. (Pip = Pipecolinséure).

Analytische Daten der Kontrollverbindungen (vergl. Tab. 18, Seite 85):

46-01-40 (16): Die analytischen Daten waren konsistent mit dem Syntheseprodukt der
Synthese am Polystyrolharz: vergl. Abschnitt 9.2.2, Seite 130.

46-01-40-20-01-40: RT = 14.6; ber. (M+H"): 791.48; gef.: 791.4 (100), 678.3 (10), 519.3
(10).

46-01-40-20-01-34: RT = 13.6; ber. (M+H"): 819.48; gef.: 819.4 (100), 706.4 (10), 547.3
(10).

33-29-27-13-19-10: RT =9.6; ber. (M+H"): 764.42; gef.: 764.3 (100,), 667.3 (10), 552.2
(20), 437.1 (10); verunreinigt mit einer unbekannten Substanz gleicher RT: 800.3 (20).

33-38-24-21-20-29: RT =3.2; ber. (M+H"): 685.40; gef: 685.2 (100), 588.2 (10), 475.1
(10), 260.1 (40).

29-44-05-16-26-31: RT = 10.2; ber. (M+H"): 715.38; gef:: 715.2 (100), 644.2 (20), 600.2
(10), 340.9 (10).

14-36-36-16-33-03: (4 Diastereomere mit 2 RT) RT-1 (12%) = 12.9; ber. (M+H"): 765.43;
gef.: 787.3 (30, M+Na"), 765.2 (100, M+H"), 747.2 (60), 717.3 (40), 516.2 (10), 339.2 (10),
268.1 (10); RT-2 (35%) = 14.0; ber. (M+H"): 765.43; gef.: 765.2 (100), 693.3 (20), 516.2
(20).

15-45-27-30-08-44: RT =17.2; ber. (M+H"): 1100.48; gef.: 1122.3 (30, M+Na"), 1100.3
(100, M+H"), 733.1 (30), 609.2 (50), 339.2 (30).

23-25-22-03-28-13: RT = 10.1; ber. (M+H"): 822.44; gef: 822.3 (10), 765.3 (50), 749.3
(30), 707.3 (20), 673.3 (10), 577.3 (10), 464.4 (10), 442.2 (20), 366.1 (20), 284.1 (100).

9.3.2.6 Synthesen von riickgratmodifizierten Peptoiden (Abschnitt 5)

Vorversuche zur Auffindung einer geeigneten Base (vergl. Seite 95):

Das Trimer 20 wurden mit den Aminen n-Butylamin, Benzylamin und Piperidin (jeweils
5 M in NMP) nach AAV 12 am Rink-Linker synthetisiert. Abweichend von der allgemeinen
Arbeitsvorschrift wurde im zweiten Acylierungsschritt anstelle von Bromessigsdure-2,4-
dinitrophenylester zundchst eine tertidire Base und nach 15 Minuten eine Ldsung von
3-Chlormethylbenzoylchlorid (116) gemél Tab. 26 eingesetzt. HPLC-MS-analytisch wurden
jeweils 20% des Rohproduktes eines SPOTSs (0.23 cm?) untersucht (Injektionsmenge: 10 ul).
Die Reiheiten des Trimers 20 sowie des Dipeptoids 71 sind in Tab. 26 aufgefiihrt.
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Tab. 26: Acylierungsbedingungen fir den zweiten Acylierungsschritt bei der Synthese des

Trimers 20.
N Vorinkubation mit 3-Chlormethylbenzoyl- Reinheit Reinheit
r.
tertirer Base" chlorid (116)” 719 %] 20”7 [%]
1 M in NMP
1 . NN 23 58
+ 1,2 Aq. DIEA
N-B limidazol (124
2 enzylimidazol (124) 1 M in NMP 3 84
(3 M in DMF)
Tris(3,6-dioxaheptyl)ami
r1s(3,6-dioxaheptyl)amin | M in NMP ) 81
(125) (pur =3 M)
1,4-Diaza-
4 bicyclo[2,2,2]octan (126) 1 M in NMP 9 59

(1,5 M in DMF)

" Einfach-Pipettierung; ? Zweifach-Pipettierung (2 x 15 min); 2 HPLC, 220 nm; * Eine rote
Verfarbung der Losung nach Basenzugabe deutete eine Zersetzung des Reagenzes an.
HPLC-MS:

Dimer 71: vergl. Daten zu Tab. 12 in Abschnitt 9.3.2-,,Untersuchung der Anwendbarkeit
verschiedener Amine*.

Trimer 20: RT = 12.5; ber. (M+H"): 479.30; gef.: 479.2 (100), 98.2 (10); Nebenprodukt 130:
RT = 8.8; ber. (M+H"): 332.24; gef.: 332.1 (100), 315.1 (10), 202.0 (10), 119.0 (10).

Tab. 21, Seite 97:

Die Trimeren 20 wurden mit den Aminen n-Butylamin, Benzylamin und Piperidin (jeweils
5 M in NMP) nach AAV 12 am Rink-Linker synthetisiert. Abweichend von der allgemeinen
Arbeitsvorschrift wurden im zweiten Acylierungsschritt anstelle von Bromessigsdure-2,4-
dinitrophenylester die in Tab. 21 angegebenen Acylierungsmittel eingesetzt (1 M in NMP).
Zusatzlich ging der Acylierung in den angegebenen Féllen eine Pipettierung von Benzyl-
imidazol (3 M in DMF, 1 x 15 min, 2.5 ul) voraus. HPLC-MS-analytisch wurden jeweils
20% des Rohproduktes eines SPOTs (0.23 cm?) untersucht (Injektionsmenge: 10 pul). Im
folgenden sind die analytischen Daten der Trimeren 20 sowie ggf. beobachteter Neben-
produkte aufgefiihrt (Die Nummern entsprechen den jeweiligen Tabelleneintragen):

Dimer 71 (fiir alle Eintrage): vergl. Daten zu Tab. 12 in Abschnitt 9.3.2-, Untersuchung der
Anwendbarkeit verschiedener Amine*.

Nr.1: Acylierungsmittel: Bromessigsdure-2,4-dinitrophenylester (11). Identisch mit
Tripeptoid 16: vergl. in Abschnitt 9.3.2-0 Optimierung des Acylierungsmittels.
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Nr. 2: Acylierungsmittel: rac-2-Brompropionsiure (113). RT = 11.6; ber. (M+H"): 417.29;
gef.: 439.2 (40, M+Na"), 417.1 (100, M+H"), 287.0 (30), 98.2 (40); Dimer 123: RT =9.1;
ber. (M+H"): 292.20; gef.: 292.0 (20%), 134.0 (100), 91.1 (90).

Nr. 3: Acylierungsmittel: 3-Brompropionsiure (114). RT = 11.4; ber. (M+H"): 417.29; gef:
4392 (10, M+Na"), 417.1 (100, M+H"), 287.1 (10), 98.1 (30); Dimer 123: RT =9.5;
ber. (M+H"): 292.20; gef.: 292.1 (100), 156.0 (40), 120.0 (40), 98.2 (70), 91.2 (70);
Nebenprodukt 129: RT = 6.5; ber. (M+H"): 270.22; gef.: 270.1 (10), 185.1 (10), 98.1 (100).

Nr. 4: Acylierungsmittel: Acrylsdure (115). RT = 11.3; ber. (M+H"): 417.29; gef.: 439.2 (10,
M+Na"), 417.1 (100, M+H"), 287.1 (10), 98.1 (30); Dimer 123: RT =9.5; ber. (M+H"):
292.20; gef.: 292.1 (80), 156.0 (30), 98.2 (100), 91.2 (70); Nebenprodukt 129: RT = 5.9;
ber. (M+H"): 270.22; gef.: 270.1 (10), 185.1 (10), 98.1 (100).

Nr. 5a: Acylierungsmittel: 3-Chlormethylbenzoylchlorid (116). vergl. ,,Vorversuche zur
Auffindung einer geeigneten Base*, Seite 156.

Nr. 5b: Acylierungsmittel: 4-Chlormethylbenzoylchlorid (117). RT =12.2; ber. (M+H"):
479.30; gef.: 479.1 (100), 98.2 (10); Nebenprodukt 130: RT = 8.4; ber. (M+H"): 332.24;
gef.: 332.1 (100), 247.1 (10).

Nr. 6: Acylierungsmittel: 2-Bromethylchloroformiat (118). RT = 11.9; ber. (M+H"): 433.28;
gef.: 433.1 (100), 259.2 (10), 191.9 (10), 98.2 (10).

Nr. 7a: Acylierungsmittel: 2-Chlormethylphenylisocyanat (119). RT = 12.4; ber. (M+H"):
494.32; gef.: 494.1 (100), 364.1 (10), 262.1 (10), 98.1 (10); Hydantoin 131: RT = 14.2;
ber. (M+H"): 477.29; gef.: 477.2 (100), 245.2 (10), 98.2 (10); Dimer 123 (Harnstoff, 6%):
RT = 11.6; ber. (M+H"): 369.23; gef.: 369.0 (20), 262.0 (100), 245.1 (60), 239.0 (30), 132.0
(40); Dimer 123 (cyclisiert zum Hydantoin, 1%): RT = 13.1; ber. (M+H"): 352.20; gef::
352.0 (100), 245.1 (60), 132.2 (10).

Nr. 7b: Acylierungsmittel: 4-Chlormethylphenylisocyanat (120). RT = 12.9; ber. (M+H"):
494.32; gef.: 494.1 (100), 262.1 (10); Hydantoin 132 RT = 14.6; ber. (M+H"): 477.29; gef.:
477.1 (100), 245.2 (10), 98.2 (10); Dimer 123 (cyclisiert zum Hydantoin, 1%): RT = 12.4;
ber. (M+H"): 352.20; gef.: 352.0 (100), 245.1 (50); Das Chromatogramm ist von einem
breiten Signal im Bereich RT =11-22 {iberlagert, das vermutlich von verunreinigtem

Isocyanat verursacht wurde (Aspekt der Isocyanat-Losung: gelb).

Nr. 8: Acylierungsmittel: 2-Bromethylisocyanat (121). RT =11.1; ber. (M+H"): 432.30;
gef.: 454.2 (30, M+Na"), 432.2 (100, M+H"), 302.1 (50), 201.1 (50), 183.1 (70), 98.2 (100%)
(Anmerkung: das hier beschrieben Produkt wurde nur mittels Massendetektion nach-
gewiesen. Die Substanzmenge war zu gering, um eine messbare UV-Absorption zu zeigen.);
Hydantoin 133: RT =12.7; ber. (M+H"): 415.27; gef.: 437.2 (60, M+Na"), 415.2 (80,
M+H"), 183.2 (10), 98.2 (100); 4,5-Dihydrooxazol 135: RT = 3.2; ber. (M+H"): 200.14; gef.:
200.1 (100), 183.1 (70), 155.0 (50), 113.1 (60), 99.1 (60).
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9.3.2.7 Synthesen von Hydantoinen (Abschnitt 6)

Tab. 22, Seite 106 (Optimierung der Cyclisierungsbedingungen):

Die Hydantoine 149 wurden gemidl AAV 12 und AAV 14 synthetisiert. Nach AAV 12
wurde das zugrunde liegende membrangebundene Dipeptoid mit z-Butylamin (in NMP) und
Glycinamid (in H,O; beide Amine 5 M) an Rink- oder Photo-Linker synthetisiert.
Abweichend von der allgemeinen Arbeitsvorschrift wurden die Bromsubstitutionsschritte
nicht durch Pipettieren der Reagenzien, sondern durch Inkubieren (Trénken) der gesamten
Membran mit den jeweiligen Aminlosungen durchgefiithrt (1 x 30 min). Direkt nach
Pipettieren des letzten Aminbausteins und Waschen der Membran erfolgte die Fortsetzung
der Synthese gemidfl AAV 14. Das Isocyanat wurde dazu gemif Tab. 22 gewdhlt. Es wurden
unterschiedliche Abspalt- und Cyclisierungsbedingungen geméll Tab. 22 angewendet.
HPLC-MS-analytisch wurden jeweils 20% des Rohproduktes eines SPOTs (0.23 cm?)
untersucht (Injektionsmenge: 10 pl). Im folgenden sind die analytischen Daten der
Reaktionsprodukte aufgefiihrt:

148a (R = Phenyl): RT = 9.9; ber. (M+H"): 364.20; gef.: 363.8 (60), 347.0 (50), 330.0 (20),
245.0 (100), 200.0 (70), 183.0 (60), 131.0 (30), 86.1 (10).

148b (R = n-Butyl): RT =9.5; ber. (M+H"): 344.23; gef.: 366.1 (10, M+Na"), 343.9 (20,
M+H"), 326.9 (30), 257.0 (10), 245.0 (100), 200.0 (60), 183.0 (50), 131.1 (20), 86.1 (10);

149a (R = Phenyl): RT = 10.6; ber. (M+H"): 347.17; gef.: 346.7 (40), 329.9 (100), 216.8
(30), 189.0 (20).

149b (R = n-Butyl): RT = 11.3; ber. (M+H"): 327.21; gef.: 349.1 (20, M+Na"), 326.9 (20,
M+H"), 309.9 (100), 290.1 (10), 196.8 (20), 169.1 (20).

Tab. 23, Seite 109 (Variation der Hydantoin-Substitutionen):

Die Hydantoine 154 wurden gemidl AAV 12 und AAV 14 synthetisiert. Nach AAV 12
wurde das zugrunde liegende membrangebundene Dipeptoid mit n-Butylamin (in NMP), und
dem in Tab. 23 aufgefiihrten a-Aminosiure-Derivat (in H,O) an Rink-Linker modifizierter
Membran synthetisiert. Direkt nach Pipettieren der letzten Aminbausteins und Waschen der
Membran erfolgte die Fortsetzung der Synthese gemédl AAV 14 unter Verwendung von
Phenylisocyanat. HPLC-MS-analytisch wurden jeweils 20% des Rohproduktes eines SPOTs
(0.23 cm?) untersucht (Injektionsmenge: 10 pl). Im folgenden sind die analytischen Daten
der Reaktionsprodukte aufgefiihrt:

Nr. 1: o-Aminoséure-Derivat: Glycin-tert-butylester. Daten identisch mit 149a (R = Phenyl)
vergl. ,,Optimierung der Cyclisierungsbedingungen®

Nr. 2: o-Aminosiure-Derivat: L-Alaninamid. RT = 11.7; ber. (M+H"): 361.19; gef.: 360.8
(60), 343.9 (100), 290.0 (10), 230.8 (20), 203.0 (10); verunreinigt mit einer unbekannten
Substanz gleicher RT: 448.0 (20).

Nr. 3: o-Aminosiure-Derivat: L-Leucinamid. RT = 15.0; ber. (M+H"): 403.24; gef.: 402.8
(50), 385.9 (100), 272.8 (30), 244.9 (20), 189.0 (10).
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Nr. 4: o-Aminosiure-Derivat: L-Isoleucin-tert-butylester. RT = 15.1; ber. (M+H"): 403.24;
gef.: 402.8 (40), 385.9 (100), 272.8 (30), 245.0 (40), 189.1 (10).

Versuch der Synthese von Dihydropyrimidin-2.4-dionen 158:

Es wurde versucht, Dihydropyrimidin-2,4-dione 158 gemidl AAV 12 und AAV 14 zu
synthetisieren. Nach AAV 12 wurde das zugrunde liegende membrangebundene Dipeptoid
mit n-Butylamin (in NMP), und B-Alaninamid (in H,O) an Rink-Linker modifizierter
Membran synthetisiert. Direkt nach Pipettieren des letzten Aminbausteins und Waschen der
Membran erfolgte die Fortsetzung der Synthese gemédl AAV 14 unter Verwendung von
Phenylisocyanat. HPLC-MS-analytisch wurde 20% des Rohproduktes eines SPOTs
(0.23 cm?) untersucht (Injektionsmenge: 10 pl). Im folgenden sind die analytischen Daten
der Reaktionsprodukte aufgefiihrt:

158: RT = 7.9; ber. (M+H"): 361.19; gef.: 361.1 (100), 344.1 (30), 302.0 (10), 290.1 (20).
159: RT = 6.2; ber. (M+H"): 248.11; gef.: 248.0 (30), 231.0 (100), 189.0 (90).

9.3.2.8 2-(2',4’-Dioxo-3 -phenylimidazolidin-1’-yl)acetamid

o .
o
N
2 iy ot
(0] Hp,
151

Eine Zellulosemembran 38 (835 nmol/cm® nach AAV 8, Hochbeladungsprotokoll) der
GroBe 5 x 5 cm wurde einer zusidtzlichen Waschprozedur unterzogen [TFA (95% in H,0),
1 x 20 min; CH,Cl,, 2 x 2 min; MeOH, 1 x 2 min; Et;N (2 Vol-% in DMF), 2 x 2 min; H,O,
2 x 2 min; MeOH, 2 x 2 min; Et,O, 1 x 2 min]. AnschlieBend wurde die Membran mit einer
nach AAV 9 aktivierten Losung des Rink-Linkers 47 getrankt (0.50 ml, abweichend von
AAV9: 0.5M in DMF). Nach 30 Minuten wurde die Membran gewaschen (DMF,
4x2min) und freie Aminogruppen durch Acetylierung blockiert [DMF/Ac,O/DIEA
70:10:20 (v/v)], 2 x 15 min, DMF, 2 x 2 min; MeOH, 2 x 2 min; Et,0O, 1 x 2 min). Anhand
von drei SPOTs wurde nach AAV 6-B ein Derivatisierungsgrad von 581 nmol/cm’
bestimmt. Die Membran wurde den Bedingungen einer Fmoc-Abspaltung unterzogen
(Piperidin (20% in DMF), 2 x 10 min), gewaschen (DMF, 5 x 2 min; MeOH, 2 x 2 min;
Et,0, 1 x 2 min) und an der Luft getrocknet. Es folgte eine Inkubation mit einer Losung von
Bromessigsdure-2,4-dinitrophenylester (11, 0.50 ml, 1 M in NMP, 1 x 15 min) und nach
Entfernen des Reagenzieniiberschusses (DMF, 5x 2 min; MeOH, 2x 2 min; Et,0,
I x 2 min; Trocknen an der Luft) die Behandlung mit einer wéBrigen Glycinamidldsung
(0.50 ml, 5M aus 2.5 mmol Glycinamid-Hydrochlorid in 0.50 ml 4.8 M wéssr. NaOH,
Zusatz von 0.05% Tween® 20, 1 x 20 min). Uberschiisse wurden erneut entfernt (H,O,
2x2min; 0.5M wilrige NaOH, 1x 1 min; H,O, 5x 2 min; MeOH, 2 x 2 min; Et,0,
I x 2 min) und die Membran an der Luft getrocknet. Die letzte Acylierung erfolgte durch
Tranken der Membran mit einer Phenylisocyanat-Losung (0.50 ml, 1 M in NMP, Zusatz von
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1.1 Ag. NMIL, 1x20min). Nach Waschen der Membran (DMF, 4 x 2 min; MeOH,
1 x 2 min; H,O, 2 x 2 min; MeOH, 2 x 2 min; CH,Cl,, 1 x 2 min; Et,0O, 1 x 2 min) wurde sie
getrocknet und in Streifen geschnitten (ca. 0.7 x 2.5 cm). Zur Abspaltung wurden die
Membranstiicke in ein 2.0 ml Eppendorf-Reaktionsgefdf iiberfithrt und mit TFA (95% in
H,0, 1.5ml) bei 60°C inkubiert (20 min). Die Losung wurde abpipettiert und die
Membranstiicke mit Acetonitril gewaschen (4 x 2 ml). Das Losungsmittel der vereinten
organischen Losungen wurde i. vac. entfernt und der Riickstand in H,O (15 ml) auf-
genommen. Nach Entnahme einer Probe zur Analyse mittels HPLC-MS entfernte man das
Losungsmittel durch Gefriertrocknug und erhielt das Hydantoin 151 als einen noch mit
einzelnen Zellulosefasern verunreinigten farblosen Feststoff [7.1 mg (theoretische maximale
Ausbeute: 3.4 mg)]. Das gesamte Rohprodukt wurde in [D4]-DMSO gelost, und der
Uberstand nach Zentrifugation (2 min, 14.000 U/min) NMR-spektroskopisch vermessen.
Aus der Losung wurden nach Entfernung des Losungsmittels i. vac. und anschlieBender
zweimaliger Gefriertrockung aus 15 ml H,O 3.3 mg der Titelverbindung als farbloser
Feststoff gewonnen (97 %).

HPLC-MS: RT = 4.9; ber. (M+H"): 234.09; gef.: 234.0 (80), 216.8 (40), 189.0 (100); (vergl.
Abb. 30, Seite 108).

"H-NMR [500 MHz, [D]-DMSO, iiberlagert von 85Mol% NH, CF;COO™ 7.13 (t,
'J(H,N) =51 Hz, 4H, NH;" und 7 Mol% Aceton: 2.07 (s, 6H)] & = 3.95 (s, 2H, 2-H), 4.14
(s, 2H, 5°-H), 7.27 (br-s, 1H, CONH,), 7.34-7.51 (m, 5H, Ar-H), 7.65 (br-s, 1H, CONH,);
(vergl. Abb. 31, Seite 108).

BC-NMR [126 MHz, [Ds]-DMSO, Standard-Spektrum (kein APT)] & = 45.0 (C-5"), 50.7
(C-2), 126.5, 127.8, 128.8 und 132.2 (Ar-C), 155.8 (C-2"), 169.4 und 169.5 (C-1 und C-4").

9.3.2.9 (6°S)-N-Carbamoylmethyl-N-isobutyl-2-(5"-methyl-2",4 -dioxo-3 "-phenyl-
imidazolidin-1’-yl)-acetamid

o o
-2
‘F’J)Lz N?\er\)LNHz
(o]

H3-155
Eine Zellulosemembran 38 (835 nmol/cm® nach AAV 8, Hochbeladungsprotokoll) der
GroBe 5 x 5 cm wurde einer zusidtzlichen Waschprozedur unterzogen [TFA (95% in H,0),
1 x 20 min; CH,Cl,, 2 x 2 min; MeOH, 1 x 2 min; Et;N (2 Vol-% in DMF), 2 x 2 min; H,O,
2 x 2 min; MeOH, 2 x 2 min; Et,O, 1 x 2 min]. AnschlieBend wurde die Membran mit einer
nach AAV 9 aktivierten Losung des Rink-Linkers 47 getrankt (0.50 ml, abweichend von
AAV 9: 0.5M in DMF). Nach 30 Minuten wurde die Membran gewaschen (DMF,
4 x2min) und freie Aminogruppen durch Acetylierung blockiert [DMF/Ac,O/DIEA
70:10:20 (v/v)], 2 x 15 min, DMF, 2 x 2 min; MeOH, 2 x 2 min; Et,0, 1 x 2 min). Anhand
von drei SPOTs wurde nach AAV 6-B ein Derivatisierungsgrad von 581 nmol/cm®
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bestimmt. Die Membran wurde den Bedingungen einer Fmoc-Abspaltung unterzogen
(Piperidin (20% in DMF), 2 x 10 min), gewaschen (DMF, 5 x 2 min; MeOH, 2 x 2 min;
Et;,0, 1 x 2 min) und an der Luft getrocknet. Es folgte eine Inkubation mit einer Losung von
Bromessigsiure-2,4-dinitrophenylester (11, 0.50 ml, 1 M in NMP, 1 x 15 min) und nach
Entfernen des Reagenzieniiberschusses (DMF, 5x2min; MeOH, 2x2min; Et0,
1 x 2 min; Trocknen an der Luft) die Behandlung mit Isobutylamin (0.50 ml, 50% in NMP,
I x 20 min). Nach Waschen der Membran (MeOH, 2 x 2 min; 0.5M wilrige NaOH,
1 x 1 min; H,O, 5x2min; MeOH, 2 x 2 min; Et;0, 1x2 min) wird die Prozedur aus
Acylierung und Bromsubstitution wie oben wiederholt, allerdings in diesem Fall unter
Verwendung einer wéBrigen L-Alaninamidlésung (0.50 ml, 5M aus 2.5 mmol
L-Alaninamid-Hydrochlorid in 0.50 ml 4.8 M wéssr. NaOH, Zusatz von 0.05% Tween® 20,
1 x 20 min) zur Bromsubstitution. Uberschiisse wurden erneut entfernt (H,O, 2 x 2 min;
0.5 M wilrige NaOH, 1 x 1 min; H,O, 5 x 2 min; MeOH, 2 x 2 min; Et,O, 1 x 2 min) und
die Membran an der Luft getrocknet. Die letzte Acylierung erfolgte durch Tridnken der
Membran mit einer Phenylisocyanat-Losung (0.50 ml, 1 M in NMP, Zusatz von 1.1 Aq.
NMI, 1 x 20 min). Nach Waschen der Membran (DMF, 4 x 2 min; MeOH, 1 x 2 min; H;O,
2 x 2 min; MeOH, 2 x 2 min; CH,Cl,, 1 x 2 min; Et,O, 1 x 2 min) wurde sie getrocknet und
in Streifen geschnitten (ca. 0.7 x 2.5 cm). Zur Abspaltung wurden die Membranstiicke in ein
2.0 ml Eppendorf-Reaktionsgefdl liberfithrt und mit TFA (95% in H,O, 1.5 ml) bei 60°C
inkubiert (20 min). Die Losung wurde abpipettiert und die Membranstiicke mit Acetonitril
gewaschen (4 x 2 ml). Das Losungsmittel der vereinten organischen Lésungen wurde i. vac.
entfernt und der Riickstand in H,O (15 ml) aufgenommen. Nach Entnahme einer Probe zur
Analyse mittels HPLC-MS entfernte man das Losungsmittel durch Gefriertrocknung und
erhielt das Hydantoin H3-155 als einen noch mit einzelnen Zellulosefasern verunreinigten
farblosen Feststoff [4.3 mg (theoretische maximale Ausbeute: 5.2 mg)]. Das gesamte
Rohprodukt wurde in [D¢]-DMSO geldst, und der Uberstand nach Zentrifugation (2 min,
14.000 U/min) NMR-spektroskopisch vermessen. Zur Durchfiihrung der Racemisierungs-
experimente (vergl. nichster Abschnitt) wurde das Losungsmittel i. vac. entfernt und der
Riickstand im Anschlufl zweimal aus 15 ml H,O gefriergetrocknet.

HPLC-MS: RT =11.4; ber. (M+H"): 361.19; gef.: 360.8 (40), 343.9 (100), 230.8 (30),
203.0 (10). Das Isotopensignal bei 361.8 wies eine Intensitit von 25% auf.

"H-NMR* [500 MHz, [Ds]-DMSO, 25°C, iiberlagert von 61 Mol% NH, CF;COO™ 7.13 (t,
'J (H,N) =51 Hz, 4H, NH,") und 36 Mol% Aceton: 2.08 (s, 6H)] & =[0.81 (d, *J =7.2), 0.83
(d, *J=17.2), 0.909 (d, >*J=7.2), 0.912 (d, *J=7.2) Summe der 4 Dupletts: 6H, Integral-
verhiltnis 6:4 (0.81/0.83):(0.909/0.912), CH-(CHs),], [1.38 (d, *J=7.2), 1.39 (d, *J=7.2)
Summe der 2 Dupletts: 3H, 5"-CHs], [1.81 (sept, °J = 7.2), 1.91 (sept, °J = 7.2) Summe der 2
Septetts: 1H, Integralverhiltnis 6:4, CH-(CHj3),], 2.98 - 3.22 [m, 2H, CH,-CH-(CH3),], [4.20
(q,°J=17.2),4.24 (q, >J=7.2) Summe der 2 Quartetts: 1H, 5’-H], iiberlagert von 3.72 - 4.53
[m, 5H, 2-H, und CH,-CONH,], 7.31 (br-s, 1H, CONH,), 7.34-7.52 (m, 5H, Ar-H), 7.57 (br-
s, 1H, CONH,).

Bei der zusitzlichen Aufnahme von 'H-NMR-Spektren bei 40°C und 70°C erhielt man
identische Spektren, mit der Ausnahme, daB die Signale fiir NH; CF3COO™ (7.13) und die
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beiden Amid-Protonen (7.31 und 7.57) breiter wurden (6.90 - 7.30, 40°C) und schlie3lich zu
einem sehr breiten Signal verschmolzen (6.70 - 7.28, 70°C). Eine Vereinigung der {ibrigen
Signale der beiden Amid-Isomeren (beispielsweise der Septetts bei 1.81 und 1.91) wurde
nicht beobachtet, bei 70°C trat lediglich eine Signal-Verbreiterung auf.

Durch die Aufnahme eines (H,H)-COSY-Spektrums konnten die Kopplungen der Signale
0.81 und 0.83 zum Signal bei 1.81 sowie der Signale bei 0.909 und 9.912 zum Signal bei
1.91 zugeordnet werden (Isopropylgruppe). Ferner wurde der Kopplungspartner der Signale
bei 1.38 und 1.39 eindeutig den Signalen bei 4.20 und 4.24 zugeordnet (5'-CH3 zu 5'-H-
Kopplung). Weitere Zuordnungen waren durch die Koplexitit des Spektrums aufgrund der
vorliegeneden Isomere nicht moglich.

BC-NMR* [126 MHz, [D]-DMSO, Standard-Messung (kein APT), Mischung von zwei
cis/trans-Amid-Isomeren, tiberlagert von &= 30.7 (CH;COCHj3)]: 6 = 14.3 und 14.6 (5'-
CH3), 19.6, 19.7, 19.9 und 20.0 (CH-(CHs),), 26.4 und 26.8 (CH-(CHs),), 42.2 und 42.3
(CH,CONH,), 48.6 und 49.6 (C-2), 54.2 und 54.5 (CH,-CH-(CHj3),), 55.7 und 55.9 (C-5"),
126.4, 126.5, 127.8, 127.9, 128.8 (br), 132.0 und 132.1 (Ar-C), 155.6 und 155.8 (C-2),
167.6 und 168.0 (C-1), 169.9, 170.0, 172.6 und 172.7 (C-4" und CONH)).

* Die Auswertung der NMR-Spektren wurde durch das Vorliegen zweier Isomere erschwert,
die auf die beiden Isomeren der N-Alkylamid-Bindung an C-1 zuriickzufiihren sind
(Isomerenverhiltnis 6:4 bei 25°C).

9.3.2.10 Untersuchung zur Racemisierung des Hydantoins 155 unter den
Bedingungen der Cyclisierung

Das Hydantoin H3-155 (1.5 mg) wurde in einem 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefdll mit
[D;]-TFA (95% in D,0) versetzt. Man entfernte das Losungsmittel durch Uberleiten eines
Stromes trockenen Stickstoffs und versetzte erneut mit [D;]-TFA (95% in D,0O, 50 ul). Die
Losung wurde auf 60°C erwédrmt und nach 20 Minuten im Stickstoffstrom getrocknet. Man
l6ste die Probe in [Ds]-Acetonitril (30% in D,0O) und analysierte mittels ESI-MS durch
Direktinjektion.

ESI-MS (D,-155): ber. (M+Na"): 385.18; gef.: 385.1 (100), 344.1 (30), 230.9 (10), 203.1
(10). Das Isotopensignal bei 386.1 wies eine Intensitdt von 22% auf, was im Rahmen des
Messfehlers der Isotopensignalintensitit der Ausgangsverbindung (H;-155) unter
vergleichbaren Aufnahmebedingungen entspricht. Die Bedingungen der Direktinjektion
bewirkten, daB hier nicht das deuterierte Produkt (+D"), sondern das Natrium-Addukt als
Hauptprodukt beobachtet wurde.
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9.4 Bindungsstudien

9.4.1 Bestimmung der Bindung von mAk Tab-2 an Tri- und Hexapeptoid-
Bibliotheken

Die zellulosegebundene Peptoid-Bibliothek wurde mit Methanol (1 x 5 min) und TBS
(3x 10 min) gewaschen. Zur Unterdriickung unspezifischer Bindung wurde mit
Blockierungs-Losung (aus 10 ml Blocking Reagent und 90 ml TBS, 1 h) inkubiert. Es schlof3
sich eine Inkubation mit mAk Tab-2 an (1 pg/ml in Blockierungs-Losung, 100 ml, 2 h). Die
Membran wurde mit TBS/0.05% Tween® 20 gewaschen (3 x 1 min). Gebundener Antikorper
wurde durch Inkubation mit einem zweiten, Peroxidase-markierten anti-Maus IgG
Antikorper nachgewiesen (1 pg/ml in Blockierungs-Losung, 100 ml, 2 h). Nach Waschen
mit TBS/0.05% Tween® 20 (6 x 4 min) wurde die enzymatische Aktivitit unter Verwendung
eines Chemolumineszenz-Substrats (Luminescence Substrate Solution A und B: 100:1,
40 ml, 1 min) mittels Chemolumineszenz am Gerdt Lumilmager™ nachgewiesen
(Belichtungszeit 1-10 min je nach Signalintensitit, so dal eine Aufnahme mit hohem
Signal/Rausch Verhéltnis zustandekommt).

9.4.2 Bestimmung von Dissoziationskonstanten mittels Oberflachen-Plasmonen-
resonanz

Die Messung wurde nach Lit.!"** durchgefiihrt. Der FluB betrug fiir die Chipbeschichtung

5.0 ul/min, fiir die Messungen 15 pl/min (HBE-EP-Puffer, pH = 7.4).

Immobilisierung: An einem Goldchip mit Dextranbeschichtung wurden der Antikdrper
mAk Tab-2 [FluBBzelle 2 (FC 2)] und in der Vergleichszelle der Antikdrper mAk TE-33
[FluBzelle 1 (FC 1)] immobilisiert. Beide Flusszellen werden nacheinander nach dem
gleichen Protokoll einzeln derivatisiert. (1) Aktivierung der Dextran-Carboxyl-
funktionalititen: 7 min 1-Ethyl-3-(3’-dimethylaminopropyl)carbodiimid = Hydrochlorid
(0.2 M) und HONSu (0.05 M) in H,O (Kit zur Aminkopplung). (2) Beschichten mit dem
Antikorper: Inkubation mit einer Losung des Antikdrpers in Puffer (schrittweise in 30 sec-
Schritten, bis eine Derivatisierung von etwa 5000-6000 RU erreicht ist). (3) Blocken der
restlichen aktivierten Carboxylfunktionen: 7 min Ethanolamin Hydrochlorid (1 M in H;O,
pH = 8.5).

Bedingungen fiir mAk Tab-2: 2 min 24 sec, 50 pg/ml, NaOAc-Puffer (10 mM, pH = 5.0).
Erreichte Beladung: 6083 RU.

Bedingungen fiir mAk TE-33: 15 min, 75 pg/ml, NaOAc-Puffer (10 mM, pH =4.0).
Erreichte Beladung: 5702 RU.

MeBbedingungen: Vor der Aufnahme jedes MeBpunktes wurde der Chip von gebundenen
Proberesten durch Inkubation mit Glycin/HCI-Puffer (10 mM, pH = 2.0, 2 min) regeneriert.
Jede Probe wurde in mindestens vier verschiedenen Konzentrationen in HBE-EP-Puffer
(pH = 7.4) im Bereich 250 uM bis 2.0 mM angewendet und die spezifische Bindung durch
Differenzbildung der Resonanzeinheiten beider FluBzellen bestimmt. Falls eine
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Konzentrationsabhéngigkeit der RU beobachtet wurde, wurden zusitzliche Werte durch
Messungen bei Konzentrationen bis 0.20 pM aufgenommen (Die Messung der Bindung von
VVSHFND-NH, (112) erfolgte im Bereich 16 nM - 4.0 uM). Die Inkubationszeit mit der
Probelosung betrug jeweils 1 Minute, an die sich eine Relaxationszeit von 45 Sekunden
anschloB (Im Falle von VVSHFND-NH,: 3 min). Fiir alle Proben mit Auflnahme des Peptids
VVSHFND-NH, wurde die RU im Gleichgewicht 45 Sekunden nach Injektion bestimmt
(Steady-State-Bedingungen). Vollstindige Regenerierung wurde durch Injektion von
Glycin/HCI-Puffer (pH =2.0, 30 pl) erreicht. Nach 130 Cyclen aus Injektion und
Regenerierung war die Bindungskapazitit des Chips noch vollstindig erhalten. Die
Auswertung erfolgte mit dem Programm BlIAevaluation durch Auftragung der RU gegen die
Substratkonzentration und Berechnung der Dissoziationskonstante nach der Steady-State-
Methode (Tab. 27). Die Genauigkeit der Werte wird durch Xz als statistisches MaB fiir den
engsten Fit angegeben. Die gemessenen Werte halten den in der Literatur empfohlenen

(1541 Ferner wird der theoretisch maximal erwartete

Bereich (X2< 10) in jedem Fall ein.
Resonanzwert von 40-100 RU je nach Molmasse der Peptoide in keinem Experiment

uberschritten.

Tab. 27: Bestimmung der Bindungsaffinititen durch Auswertung der RU unter Steady-State-
Bedingungen.

Substanz MeBparameter” Kp [uM] ¥
03-09-08 16-2000 uM; 2.8-31.7 RU; 8 DP 282 0.80
03-11-09 7.8-1000 uM; 3.9-25.2 RU; 8 DP 87.4 0.83
03-20-11 31-1000 pM; 3.9-25.2 RU; 6 DP 225 0.25
05-16-12 6.3-2000 uM; 1.2-4.6 RU; 4 DP > 2000 -
104 63-2000 pM; 3.2-18.0 RU; 6 DP 408 0.11
103 250-2000 pM; 0.2-2.8 RU; 4 DP > 2000 -
105? 6.3-500 uM; 2.6-14.2 RU; 5 DP (163%)  1.80
107 6.3-500 uM; 0.4-3.1 RU; 5 DP > 500 -
109 0.20-125 uM; 3.9-38.2 RU; 10 DP 2.74 1.05
110 125-2000 uM; 0.2-1.9 RU; 4 DP > 2000 -
111 25-2000 uM; 1.7-2.1 RU; 4 DP > 2000 -

") Konzentrationsbereich [uM]; RU-Bereich; Zahl der Datenpunkte (DP); 2. Es wurde
das Rohprodukt der Synthese eingesetzt (Mischung aus mindestens 6 Substanzen);
%: Konzentrationsberechnung basiert auf der Molmasse von 105 [M = 889.5].
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Die Dissoziationskonstante des Peptids VVSHFND-NH, (112) wurde durch die Auswertung
des kinetischen Verlaufs der Assoziation und Dissoziation der Verbindungen auf der Basis
von 1:1-Langmuir-Bindung ausgewertet (BIAevaluation!'**)). Genauso wurden die Daten der
Messung der Verbindung 109, die bereits unter Steady-State-Bedingungen berechnet
wurden, kinetisch untersucht (Tab. 28).

Tab. 28: Bestimmung der Bindungsaffinitaten durch Auswertung des kinetischen Verlaufs der
Assoziation und Dissoziation der Verbindungen.

Substanz MeBparameterl) ks [M's']  kq[s']  Kp[pM] XZ

109 0.49-31 uM; 7DP  1.13-10* 1.55-10%  1.37 1.92
112 16-4000 nM; 9DP  1.10-10° 2.18-10°  0.020 1.16%

") Konzentrationsbereich [UM]; Zahl der Datenpunkte (DP); 2, Doppelte Bestimmung.
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Abb. 33: "H-NMR (500 MHz, [D]-DMSO) vom Tripeptoid 151 (Auswertung vergl. Seite 132).
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Abb. 34: C-NMR (126 MHz, [De]-DMSO) vom Tripeptoid 151 (Auswertung vergl. Seite 132).



Anhang - 180 -

M
\H (j )
C:‘i)/\[r\)L/\[rN\)LN N\)LNHZ
~ H o
(o)
—O0
109
S
|
R e B e L e B e e o B A
9.5 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 30 25 2.0 15 1.0 0.5 0.0
379

Abb. 35: 'H-NMR (500 MHz, [De]-DMSO) vom Hexapeptoid 109 (Auswertung vergl. Seite 134).



Danksagung

Herrn Prof. Dr. Jens Schneider-Mergener danke ich fiir die interessante und herausfordernde
Themenstellung, seine stindige Diskussionsbereitschaft, die hervorragenden Arbeits-
bedingungen sowie den groflen Freiraum, den er mir bei der Gestaltung und Durchfiihrung
dieser Arbeit gewihrte. Besonderer Dank gilt ferner Dr. Lothar Germeroth und Dr. Holger
Wenschuh fiir die wissenschaftliche Anleitung meiner Arbeit in zahllosen Gespriachen und
thre herrausragende Unterstiitzung. Ferner danke ich Prof. Dr. Ulrich Koert fiir die
Betreuung der Arbeit am Institut fiir Chemie.

Beim Fonds der Chemischen Industrie bedanke ich mich fiir die Gewédhrung eines Kekulé-
Promotionsstipendiums, sowie bei der Jerini BioTools GmbH und der ChemotopiX GmbH
fiir die finanzielle Unterstiitzung.

Allen Mitgliedern des Arbeitskreises, insbesondere Thomas Ast, Dirk Scharn, Rudolph
Volkmer-Engert, Florian Topert, Michael Portwich, Livia Otte, Achim Kramer und Rolf
Stigler, sowie den Mitarbeitern der Jerini BioTools GmbH, insbesondere Ulrich Reineke,
Frank Osterkamp, Stefan Guffler, Mike Schutkowski, Ulrich Hoffmiiller, Christine Piossek,
Gerd Hummel und Klaus Dietmeier, mochte ich fiir das gute Arbeitsklima und ihre
Unterstiitzung in zahlreichen Diskussionen danken.

Fiir die engagierte Unterstiitzung bei den praparativen Arbeiten danke ich Ulrike Beutling,
Margit Schmidt, Martina Weillbach, Marion Dietze, Iris Stimming, Uta Moerke und ganz
besonders Anja Rosenberg. Fiir die nicht minder engagierte Unterstiitzung bei der Messung
der biochemischen Daten danke ich Berit Hoffmann, Christiane Landgraf, Maren Schlief
und Doren Kurzhals.

Auch allen hier nicht erwdhnten Mitgliedern der Arbeitsgruppe Schneider-Mergener und der
Jerini BioTools GmbH sei fiir ihre Unterstlitzung gedankt.

Fiir das sorgfiltige Korrekturlesen dieser Arbeit bedanke ich mich bei Holger Wenschuh,
Frank Osterkamp, Ulrich Reineke und Claudia Thies.

Den Mitarbeitern der analytischen Abteilungen (NMR und Elementaranalyse) des Instituts
fiir Angewandte Chemie Adlershof und des Instituts fiir Chemie der Humboldt-Universitét
danke ich fiir die sorgfiltige Anfertigung der Analysen.

Bei meinen Eltern (ohne die mein Studium und diese Arbeit nicht moglich gewesen wiren),
meinen Briidern Guido und Achim, meiner GrofBtante Dorothea und den {ibrigen, hier nicht
erwiahnten Mitgliedern meiner Familie mochte ich mich fiir den familidren Zusammenhalt
bedanken, der mir sehr wichtig ist. Fiir die mir entgegengebrachte Freundschaft bedanke ich
mich bei Christoph G. & Kerstin M., Frank & Sabine O. mit Paula, Thomas A., Dirk S. &
Diana B., Bernd H., Marcus S., UIf T., Anna P., Carsten R., Birte D., Silke W. und Kai M.

Mein groBter Dank gehort Claudia, die mir in allen Phasen meiner Arbeit stets zur Seite
stand und die mir die letzten Jahre zu einer wunderbaren Zeit — auch iiber grof3e
Entfernungen hinweg — gemacht hat v



Lebenslauf

Helge Niklas Heine
geb. am 4. August 1971 in Liibeck

Schulausbildung

1977 - 1981 Grundschule, Solingen und Heidesheim am Rhein

1981 - 1990 Gymnasium, Ingelheim am Rhein und Bremervorde

Mai 1990 Abitur

Hochschulausbildung

1991 - 1993 Grundstudium der Chemie, Universitét Freiburg i. Br.
— Diplomvorpriifung (Aug. 1993)

1993 - 1996 Hauptstudium der Chemie, Universitdt Gottingen
— Diplomarbeit (Jan. 1995 - Feb. 1996) in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
H. Laatsch, Institut fiir Organische Chemie: ,, Synthese symmetrischer (E)-3-
En-1,5-diine und 1,5-Diin-3,4-diole — Untersuchungen zur Synthese von
potentiell photochromen Naphtofuro[3,2-b]furanen und Bis-chinon-
methiden durch doppelte Dotz-Reaktion
— Diplompriifung (Feb. 1996)

1997 - 2000 Promotion, Humboldt-Universitit Berlin
— Doktorarbeit unter der Betreuung von Prof. Dr. U. Koert, Institut fiir
Chemie, durchgefiihrt und betreut in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
J. Schneider-Mergener, Institut fiir Medizinische Immunologie, Charité:
,, Peptidmimetika an Zellulosemembranen — SPOT-Synthese und Screening
kombinatorischer Peptoid-Bibliotheken *
— Promotion (Juli 2000)

Sonstige Titigkeiten

1990 - 1991 Zivildienst: Stiftung Okologie und Landbau, Bad Diirkheim



Selbstandigkeitserklarung

Hiermit erkldre ich, Helge Niklas Heine, geb. 04.08.1971 in Liibeck, daf} ich die vorliegende
Arbeit selbstindig und nur unter Verwendung der darin angegebenen Hilfsmittel erstellt
habe.

Berlin, 13. Juni 2000

Niklas Heine



	Einleitung und Zielsetzung
	Einleitung
	Zielsetzung

	Von Peptiden zu Peptidmimetika
	Peptid-Synthese an fester Phase
	SPOT-Synthese von Peptiden
	Peptoid-Synthese an Syntheseharzen
	Stukturelle Eigenschaften von Peptoiden
	Vorgehensweise auf dem Weg zur Peptoid-Synthese an Zellulose

	Peptoid-Synthese an Zellulosemembranen
	Derivatisierung der Zellulose für die Peptoid-Synthese
	Geeignete Linker-Systeme
	Synthese ohne Linker
	Sauer spaltbare Linker in der SPOT-Synthese
	Photolytisch spaltbare Linker in der SPOT-Synthese

	Peptoid-Synthese an Zellulose nach der Sub-Monomer-Methode
	Aktivierung von Bromessigsäure
	Bromacetylierung von N˚Alkylglycinen unter Bedingungen der SPOT-Synthese
	Untersuchungen zur N/O-Selektivität verschiedener Bromacetylierungsmittel
	Ergebnisse der Bromacetylierung sekundärer Amine

	Bromsubstitution durch primäre Amine
	Lösungsmittel
	Konzentrationen

	Einführung von Diversität: Test von Aminen auf ihre Eignung in der SPOT-Synthese
	Untersuchung der zur Synthese notwendigen Amineigenschaften
	Seitenkettenfunktionalitäten der proteinogenen Aminosäuren

	Zusammenfassung: Möglichkeiten und Grenzen der Peptoid-Synthese


	Identifizierung bioaktiver Peptoide de novo
	Chemische Voraussetzungen
	Biochemische Voraussetzungen: Bindung eines Antikörpers als Modellsystem
	Identifizierung Antikörper-bindender Tripeptoide
	Identifizierung Antikörper-bindender Hexapeptoide

	Rückgratmodifizierte Peptoide
	SPOT-Synthese von Heterocyclen: Hydantoine
	Hydantoine – Neue Perspektiven in der SPOT-Synthese
	Optimierung der Cycliserungsbedingungen
	Synthese C˚substituierter Hydantoine

	Zusammenfassung und Ausblick
	Allgemeine Experimentelle Bedingungen
	Durchführung
	Synthesen in Lösung
	Allgemeine Arbeitsvorschriften
	Spezielle Synthesen
	Untersuchungen zur N/O˚Selektivität von Bromessigsäure-2,4-dinitro˜phenyl˜ester in Lösung mittels 1H-NMR

	Synthesen an Syntheseharzen
	Allgemeine Arbeitsvorschrift
	Spezielle Synthesen

	Synthesen an Zellulosemembranen
	Allgemeine Arbeitsvorschriften
	Spezielle Synthesen

	Bindungsstudien
	Bestimmung der Bindung von mAk€Tab˚2 an Tri- und Hexapeptoid˜-Bibliotheken
	Bestimmung von Dissoziationskonstanten mittels Oberflächen-Plasmonen˜resonanz



