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Abstrakt

Der Velust der chiralen Integritdt am aktivierten Carboxylrest im Verlauf der
Peptidsegmentkondensation mit Uroniumsalzen wird durch die Bildung von Oxazolon in
Gegenwart des zur Aktivierung der Carboxylgruppe notwendigen tertidren Amins verursacht.
Wahrend der Aktivierung geschiitzter Peptidsegmente in Gegenwart von 2 Ag. des tertidren
Amins @ndert sich die Lage des Aktivester/Oxazolon-Gleichgewichtes in Abhéngigkeit von
der Natur der Abgangsgruppe im Uroniumsalz mit steigendem Oxazolongehalt in der
Reihenfolge HONB<<HOBt<HOAt. Bei Segmentkupplungen mittels Uroniumsalzen wurde
ein Ausmal3 der Stereomutation direkt entgegengesetzt zur Menge an Oxazolon gefunden. Fir
diese unerwartete Reithenfolge sind der sinkende Antell an freier N-Hydroxyverbindung zur
Neutralisation der bendtigten Base und unterschiedliche Geschwindigkeiten der Bildung und
Aminolyse des intermedidren Aktivesters verantwortlich. Hinsichtlich der Verringerung der
Stereomutation werden aternative Aktivierungsmethoden diskutiert, wie die Herstellung von
Aktivestern Uber Mischanhydride durch Verwendung von Chlorameisensdurealkylestern und
Zusatz von HONB oder die Verwendung des neuen Reagenzes Chlorocarbonyloxy-
benzotriazol. Eine neue effiziente Kupplungsmethode besteht in der Verwendung von
Peptidsaurefluoriden, hergestellt durch Zusatz von Pyridin-poly(hydrogenfluorid) zum zuvor
gebildeten Peptidoxazolon oder in dem Zusatz dieses HF-Additivs bel der Uroniumsalz-
kupplung zur Unterdrickung der basenkatalysierten Stereomutation. Auf3erdem wurde hier
erstmalig die bisher als erster Schritt der Aktivierung mit Uroniumsalzen angenommene
O-Acyluroniumverbindung am Modell der Aktivierung der sterisch gehinderten
Mesitylencarbonssure mit dem 7-Aza-benzotriazolyl-Reagenz HAPyU mittels *C-NMR-
Tieftemperatur-Untersuchungen direkt nachgewiesen.

Abstract

Loss of chiral integrity at the activated carboxyl residue during peptide segment condensation
by means of uronium salts is caused by the formation of oxazolone in the presence of the
tertiary amine which is necessary for activation of carboxylic group. During activation of a
protected peptide in the presence of 2 equivalents of tertiary amine the position of the active
ester/oxazolone equilibrium is dependent on the nature of the leaving group of the uronium
salt with an increasing oxazolone content in the order HONB<<HOBt<HOAt. Segment
coupling by means of uronium salts result in an extent of stereomutation which is directly
opposite to the extent of oxazolone formation. This unexpected order is caused by the
presence of decreasing amounts of the free N-hydroxy component neutralizing the base, and
differing rates of formation and aminolysis of intermediate active esters. Alternative activation
procedures are discussed with regard to reduction of stereomutation: the preparation of active
esters through mixed anhydrides by use of akyl chloroformates followed by addition of
HONB or by use of the new reagent chlorocarbonyloxybenzotriazole. A new efficient
coupling method resulted from the use of peptide acid fluorides prepared by addition of
pyridin-poly(hydrogenfluoride) to pre-formed peptide oxazolone, or the addition of this HF-
pyridine complex to couplings via uronium salts, suppressing the base-catalyzed
stereomutation. For the first time, direct evidence of the O-acyluronium salt assumed to be the
first step during activation via uronium salts was found by means of low temperature *C
NMR measurements of the activation of the sterical hindered mesitoic acid with the 7-aza-
oxybenzotriazolyl derivative HAPyU.
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Verwendete Abklirzungen

Sofern nicht anders angegeben, bezeichnen die Symbole der chiralen Aminosduren das L-Isomer.
Abkurzungen wurden entsprechend den Empfehlungen der IUPAC-IUB Kommission der
Biochemischen Nomenklatur [1] verwendet. Zusétzlich wurden folgende Abkulrzungen genutzt:

ACP - Acyl Carrier Protein

APT - Attached Proton Test

Aq. - Aquivalent

B - Base

Bn - Benzyl

BOC - tert.-Butyloxycarbonyl

BOP - (1H-Benzotriazol - 1-yloxy)-tris(dimethylamino) phosphonium-
hexafluorophosphat

BSA - N,O-Bis(trimethylsilyl)acetamid

t-Bu - tert.-Butyl

CICOOBt - Chlorocarbonyloxybenzotriazol

CICOOQiBu - Chloramei sensaurei sobutylester

CICOONB - N-(Chlorocarbonyloxy)-5-norbornen-2,3-dicarboximid

Cq - Cquartar und Caromatisch, auch quartar

DAST - Diethylaminoschwefeltrifluorid

DC - Dunnschichtchromatographie

DCC - N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid

DCU - N,N’-Dicyclohexylharnstoff

DCl - deuterierte Chlorwasserstoffsaure

DCM - Dichlormethan

DIC - Diisopropylcarbodiimid

DIEA - Diisopropylethylamin

DMA - Dimethylacetamid

DMF - Dimethylformamid

DMSO - Dimethylsulfoxid

EDC - N-Ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid xHCI

ES-MS - Elektrospray-M assenspektrometrie

Fmoc - 9-Fluorenylmethoxycarbonyl

GC-MS - Gaschromatographie-M assenspektrometrie-K opplung



HAPyU - 1-(1-Pyrrolidinyl-1H-1,2,3-triazol o[ 4,5-b] pyridin-
1-ylmethylen)pyrrolidiniumhexafluorophosphat-N-Oxid

HATU - N-[(Dimethylamino)-1H-1,2,3-triazol o[ 4,5-b] pyridin-1-
ylmethylen]-N-methyl methanaminiumhexaf| uorophosphat
N-Oxid

HBPyU - 1-[1-Pyrrolidinyl-(1H-benzotriazol - 1-yl)methylen] -
pyrrolidiniumhexafluorophosphat-N-Oxid

HBTU - N-[ (1H-benzotriazol -1-yl)-(dimethylamino)methylen]-N-
methyl methanaminiumhexafl uorophosphat-N-Oxid

HFIP - Hexafluorisopropanol

HF-Pyr - Pyridin-poly(hydrogenfluorid)-Komplex

HOAt - 7-Aza-1-hydroxybenzotriazol

HOBt - 1-Hydroxybenzotriazol

HONB - N-Hydroxy-5-norbornen-2,3-dicarboximid

HONSu - N-Hydroxysuccinimid

IR - Infrarot-Spektroskopie

LH-RH - L uteinisierungshormon-Releasing-Hormon

LLL/LDL - Obwonhl strenggenommen bei den gewahlten Modellpeptiden

nur zwischen LL- und DL-Isomer unterschieden werden kann,
wurde aufgrund der Allgemeingtiltigkeit generell die
Bezeichnung LLL- und LDL-Isomer verwendet.

Me - Methyl

MesitOH - Mesitylencarbonsaure

Mesit-OAt-Ester - Mesitylencarbonséure-OAt-Ester

Mesit(Py)," SbClg - Bipyrrolidino[ (mesityl carbonyl)oxy]uroniumhexachl oroantimonat
Mesit(Py)," PFs - Bipyrrolidino[ (mesitylcarbonyl)oxy]uroniumhexafluorophosphat
NMM - N-Methylmorpholin

NMP - N-Methylpyrrolidinon

NMR - K ernresonanzspektroskopie

OAt - 7-Aza-oxybenzotriazolyl

OBt, Bt - Oxybenzotriazolyl

ONB, NB - 5-Norbornen-2,3-dicarboximidyl

ONSu, NSu - Succinimido

OPy - 2-Ox0-1(2H)-pyridyl

(Pip).C*-Cl - Bipi peridinochlorof ormamidiniumhexafl uorophosphat



pNA
PyBOP

PyCloP
(Pyr).C*-Cl
RP-HPLC
RT

SPPS
TBPipU

TBPyU

TBTU
TCM
TEA
TFA
TFE
THF
TNTU

TOCSY
TOPPipU

Tos
tr
Trt
Z

p-Nitroanilid
(1H-Benzotriazol-1-yloxy)tripyrrolidinophosphoniumhexafluoro
phosphat

Chlorotripyrrolidinophosphoni umhexaf| uorophosphat
Bipyrrolidinochl orof ormamidiniumhexafluorophosphat
Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography
Raumtemperatur

Solid-Phase Peptide Synthesis
1H-Benzotriazol-1-yl-1,1,3,3-bis(pentamethylen)uronium
tetrafluoroborat
1H-Benzotriazol-1-yl-1,1,3,3-bis(tetramethylen)uronium
tetrafluoroborat
1H-Benzotriazol-1-yl-1,1,3,3-tetramethyluroniumtetrafl uoroborat
Trichlormethan

Triethylamin

Trifluoressigsaure

Trifluorethanol

Tetrahydrofuran
2-(5-Norbornen-2,3-dicarboximido)-1,1,3,3-tetramethyluronium
tetrafluoroborat

Total Correlation Spektroscopy
2-[2-Ox0-1(2H)-pyridyl]-1,1,3,3-bis(pentamethylen)-uronium
tetrafluoroborat

p-Toluensulfonyl

Retentionszeit

Trityl (Triphenylmethyl)

Benzyloxycarbonyl



1. Einleitung und Problemstellung

1.1. Bedeutung und Stand der Entwicklung der Peptidsynthese

Polypeptide spielen strukturell und funktionell eine Schlisselrolle in der Biochemie,
Pharmakol ogie und Neurobiologie. Fir ihre Bereitstellung ergibt sich die Notwendigkeit der
Entwicklung von schnellen, effizienten und zuverlassigen Methoden zur chemischen
Synthese. Damit kdnnen die Strukturen von neu isolierten Wirkstoffen mit Peptidstruktur,
wie Hormone, Neuropeptide, Antibiotika u.a., bestdtigt und diese in grofRerem Mal3stab fur
weitere Untersuchungen bereitgestellt werden. Die daraus folgende grél3ere Verflgbarkeit
synthetischer Analoga verschiedener Sequenzen ist Voraussetzung fur Struktur-Aktivitéts-
Studien an Peptidwirkstoffen. Die nach verschiedenen Prinzipien durchgefthrten Modifi-
kationen der Struktur von Peptidwirkstoffen dienen u.a. der Verlangerung bzw. Verstarkung
der biologischen Wirkung (z.B. Stabiliserung gegen enzymatischen Abbau,
Kettenverkirzung ohne Wirkungsverlust im Hinblick auf 6konomische Aspekte) [2].

Die meisten Polypeptide sind heute mit Hilfe der Festphasensynthese unter Verwendung des
Urethanschutzes routinemal3ig synthetisierbar. Die chemische Synthese von Proteinen
dagegen ist, bis auf wenige Ausnahmen, noch stark limitiert. Entsprechend dem
gegenwartigen Entwicklungsstand kann das Problem der chemischen Proteinsynthese
aufgrund der Akkumulation von Nebenprodukten bei Anwendung der Festphasensynthese-
technik nicht gel6st werden. Eine M églichkeit, diese Schwierigkeiten zu umgehen, bietet die
Kondensation von Peptidsegmenten. Voraussetzung dafir ist jedoch die Verflgbarkeit
effektiver Segmentkondensationsmethoden. Zwar wurden dafir gute Kupplungsmethoden in
unpolaren Ldsungsmitteln beschrieben, jedoch besitzen geschiitzte Peptidsegmente hierin
nur eine geringe Loslichkeit. Aufgrund dessen ist der Ubergang zu polaren Lésungsmitteln
erforderlich, woflr jedoch bisher keine geeigneten epimerisierungsarmen Kupplungs-

methoden existieren.

1.2. Prinzip der Peptidsynthese

Die Bildung einer Peptidbindung zwischen zwei Aminosduren erfolgt in der Regel durch die
Aktivierung der Carboxylkomponente und dem nachfolgenden nukleophilen Angriff der
Aminokomponente. Dazu muf3 das elektrophile Potential der Carboxylfunktion durch
EinfUhrung elektronenziehender Substituenten (-1, -M) erhéht werden. Die prinzipiell

ebenso mdgliche Aktivierung der Aminokomponente findet geringe praktische Anwendung,



da mit der Einfuhrung von elektronenschiebenden Substituenten, die die Nukleophilie des
Amino-Stickstoffs erhdhen (z.B. tert.-Butylgruppe) gleichzeitig die Acylierungs
geschwindigkeit infolge erhohter sterischer Hinderung gesenkt wird.

Fir einen eindeutigen Verlauf der Peptidsynthese ist es notwendig, alle funktionellen
Gruppen, die nicht am Peptidknipfungsschritt beteiligt werden sollen, tempordr zu
blockieren. Weiterhin bendtigen Aminosduren, die nicht teillnehmende, reaktive
Drittfunktionen besitzen, zwangslaufig einen selektiven, reversiblen Schutz. Die Peptid-
synthese ist demnach ein Mehrstufenprozef3, der die Darstellung partiell geschitzter Amino-
sauren, die Aktivierung und Kupplung sowie die selektive Deblockierung beinhaltet. Da die
Teilschritte des Peptidaufbaus von unerwiinschten Nebenreaktionen begleitet sein kénnen,
ist im allgemeinen eine Reinigung der Zwischen- und Endprodukte erforderlich. Obwohl die
biosynthetische Peptidsynthese vom N- zum C-Terminus erfolgt und diese Strategie
lediglich den Schutz einer a-Aminogruppe erfordert, wird die chemische Ketten-
verlangerung in der Regel vom C- zum N-Terminus durchgefihrt. Hauptgrund dafir ist die
Gefahr der Stereomutation wahrend der Kupplung von N in C-Richtung [3].

Zwel grundsétzliche Methoden werden fur die Synthese von Peptiden angewendet: die
schrittweise Kettenverlangerung, die die Aktivierung von urethangeschiitzten Aminosauren
beinhaltet und die Segmentkondensation, bei der as aktivierte Komponenten geschitzte

Peptidsequenzen eingesetzt werden.

1.2.1. Schrittweiser Aufbau der Peptidkette

Konventionelle Verfahren zum schrittweisen Kettenaufbau der Zielsequenz werden in
Losung unter Reinigung und Charakterisierung der vollgeschitzten Zwischenprodukte auf
jeder Stufe durchgefihrt. Aufgrund der abnehmenden Loslichkeit der wachsenden Peptid-
kette ist diese Methode im allgemeinen auf die Synthese kirzerer Peptide beschrankt.
Methoden zum schrittweisen Aufbau eines Peptides in Ldsung ohne Isolierung von
Zwischenprodukten, bei denen Reaktionsnebenprodukte und Reagenzieniiberschiisse durch
Extraktion, Zentrifugation, Fallung und Filtration entfernt werden, sind in verschiedenen
Arbeitskreisen entwickelt worden (Repetitive Excess Mixed Anhydride Method [4],
N-Carbonséureanhydrid/N-Thiocarbonsaureanhydrid-Methode [5], Pentafluorphenylester-
Methode [6], Fmoc-Amino-Acid-Chloride-Solution-Technique [7], Fmoc-Amino-Acid-
Fluoride-Solution-Technique [8]).



Das Prinzip der 1962 von MERRIFIELD [9] eingefiihrten Festphasensynthese (SPPS)
besteht in der kovalenten Verknipfung der wachsenden Peptidkette an einen unldslichen
polymeren Trager und dem schrittweisen Aufbau des Peptides vom C- zum N-Terminus
mittels aufeinanderfolgender Kupplungs- und Abspaltzyklen. Der entscheidende Vortell
liegt darin, dai3 Uberschiisse an Reagenzien und Nebenprodukte durch einfache Wasch- und
Filterprozesse vom polymergebundenen Peptid abgetrennt werden kénnen, womit eine
Automatisierung der Synthese vereinfacht wird. Nach Abschlufl3 der Synthese wird das
Peptid vom Tréger abgespalten, gereinigt und charakterisiert. Voraussetzung fir die
Herstellung einheitlicher Produkte ist, dald jede Teilreaktion eindeutig und quantitativ
verlauft. Durch auftretende Nebenreaktionen, z.B. Abspaltung der Schutzgruppen
trifunktioneller Aminosduren und Weiterreaktion der Drittfunktion, Stereomutation,
Umlagerungen und Ringschlisse kann es zur Verringerung der Ausbeute kommen. Die
Bildung von Rumpf- und Fehlsequenzen bei unvollstandigen Umséizen, die dem
gewunschten Produkt nahe verwandt sind und sich deshalb schwierig abtrennen lassen
sowie der vorzeitige Kettenabbruch durch konformationsabhangige Effekte, wie die
Ausbildung von b-Faltblattstrukturen, sind Probleme, die bislang nicht vollstandig tber-
wunden werden konnten [2].

Alternativ zur Synthese an der festen Phase wurden |6sliche polymere Tréger vorgeschlagen,
wobei im Verlauf der Synthese die Abtrennung niedermolekularer Reagenzien durch
Ultrafiltration bzw. durch Kristalisation des gewlnschten Peptidpolymers erreicht wird.
Obwohl der as Flussigphasenmethode [10] bezeichnete Syntheseweg eine bessere
analytische Kontrolle erlaubt, wirken sich die schlechtere Automatisierbarkeit, der
Zeitaufwand und die verringerte Loslichkeit des Polymers mit wachsender Peptidkette als

nachteilig aus[2].

1.2.2. Segmentkondensation

Aufgrund der mitunter grof3en Schwierigkeiten, homogene Produkte bei der schrittweisen
Peptidsynthese zu erhalten und der Tatsache, dal3 sich eng verwandte Nebenprodukte bei
zunehmender Kettenléange des Peptides nur schwer vom Zielprodukt trennen lassen, ist fur
die effiziente Synthese langkettiger Peptide die Segmentkondensation von Vorteil. Dabel
werden zundchst unabhéngig voneinander geschiitzte Peptidsegmente mittlerer Lange

synthetisiert, gereinigt und anschliefiend zum Zielpeptid verkntpft. Hierbei auftretende
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Verunreinigungen unterscheiden sich vom Zielmolekdl durch mindestens eine Segment-
einheit und lassen sich somit einfacher entfernen. Generell &3t sich die Kupplung der
Segmente konventionell in Losung oder an der festen Phase durchfihren. Dabel kdnnen
auch die Segmente sowohl in Lésung a's auch an der festen Phase synthetisiert werden. Bel
der konvergenten Festphasensynthese werden die geschiitzten Peptidsegmente mittels Fest-
phasensynthese hergestellt, gereinigt und am festen Tréger zur Zielsequenz vereinigt
[11-13].

Ausbeute, Reinheit der Zielsequenz und Epimerisierungsgrad im Verlauf der Segment-
kondensation werden durch verschiedene Parameter beeinflud: z.B. die geeignete
Einteilung des Zielpeptides in Segmente, die Art des Losungsmittels, die Kupplungs-
methode, die Reaktionszeit und gegebenenfalls die Wahl des polymeren Tragers [12,14].
Das Problem der haufig geringen Loslichkeit von geschiitzten Peptidsegmenten, abhangig
von Kettenlange, Aminosauresequenz und Wahl der Seitenkettenschutzgruppen, ist haupt-
séchlich auf die Aggregation der Peptidketten (im Bereich von 4-18 Aminosaureresten) zu
b-Faltblattstrukturen infolge inter- und intramolekularer Wasserstoffbriickenbindungen
zurtickzufiihren [15,16]. Um die Peptide in Losung zu bringen, ist die Brechung der b-Falt-
blattstrukturen notwendig. Dies kann durch den Wechsel des Lésungsmittels zwischen
DCM, DMF, DMA, NMP und DM SO oder den Einsatz gemischter L ésungsmittelsysteme,
wie NMP/DMSO, THF/TCM, THF/DCM, HFIPI'TCM oder HFIP/DCM, erreicht werden
[17]. Auch Zusétze von chaotropen Salzen (z.B. LiCl, LiBr, KSCN, NaClO4) sowie von
Ethylencarbonat oder Harnstoffen zu aprotischen Lésungsmitteln werden eingesetzt, um die
Loslichkeit der Segmente durch Zerstéren der Wasserstoffbriickenbindungen zu erhdhen
[18,19].

Fir eine Segmentkondensation in unpolaren Lésungsmitteln ist die Carbodiimid/Additiv-
Kupplung eine geeignete Methode. Die Loslichkeit geschiitzter Peptidsegmente in unpolaren
L 6sungsmitteln sinkt jedoch mit steigender Anzahl der Peptidbindungen. Daraus ergibt sich
die Notwendigkeit des Ubergangs zu polareren Lésungsmitteln. Hier ist aber die
Durchfihrung der Segmentkondensation, insbesondere die Aktivierung, problematisch. Bei
Verwendung von Uroniumsalzen zur Segmentkondensation in polaren Lésungsmitteln kann
eine schnelle Aktivierung zwar erreicht werden, jedoch wurde dabei Stereomutation
beobachtet [20-22].
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1.3. Problem und Mechanismen der Epimerisierung

Da Peptide Substanzen mit chiralen Zentren sind, ist die Konfiguration der zur Synthese
eingesetzten Verbindungen von grofler Bedeutung. Insbesondere sind die C-terminalen
Aminosauren geschitzter Peptidsegmente im Verlauf der Aktivierungs- und Kupplungs-
schritte vom Verlust der chiralen Integritét betroffen, der als tberwiegend basenkatalysierte
Nebenreaktion auftritt. Dabei werden zwei unterschiedliche Wege der Epimerisierung
diskutiert.

Bei der ,direkten Protonenabstraktion® bzw. ,direkten Enolisierung® fuhrt die erhohte
CH-Aziditat in Abhangigkeit des el ektronenziehenden Effektes der aktivierenden Gruppe X,
der b-Substituenten R, der katalysierenden Base und des L dsungsmittels zur Deprotonierung
des a-Kohlenstoffatoms. Das sich héufig durch Mesomerie stabilisierende resultierende
Carbanion kann nun auch unter Anderung der Konfiguration reprotoniert werden [23-26]
(Abb. 1).

L H
WNH+CO—X
H% R
- B CO-X
~wNH CO—X —>® WNH%
R - BH R
X
H@ R
X = Aktivierungsgruppe WNH+CO—X
R = Seitenkette D H

Abb. 1. Epimerisierung durch direkte Protonenabstraktion (nach [23])

Eine weitere Moglichkeit der Stereomutation besteht in der Deprotonierung wahrend der
Aktivierung gebildeter 5(4H)-Oxazolone (formal 2-Oxazolin-5-one, ,optisch labile’
Azlactone, Abb. 2, 2). Dabei wird durch stark elektronenziehende Substituenten X das
C-Atom der Carboxyfunktion positiviert, wodurch der intramolekulare nukleophile Angriff
des Carbonyl-Sauerstoff-Atoms begunstigt wird. Ist der Amino-Stickstoff des aktivierten
Restes durch N-Acylgruppen oder mit einer Peptidkette acyliert, wird die Zyklisierung zum
Oxazolon erleichtert (Abb. 2, 1a). AulRerdem hangt die Oxazolonbildung von der Basizitét
des Mediums, der Natur der zur Aktivierung eingesetzten Base, der Art des Ldsungsmittels

und von der Reaktionstemperatur ab. Die Abspaltung des Amidprotons durch eine Base
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fahrt zum Amid-Anion (Abb. 2, 1b), durch dessen nukleophilen Sauerstoff der Ringschlufd
zum Oxazolon erfolgt [24,27]. Dieses kann nach Wasserstoff-Abstraktion Uber ene
anionische pseudoaromatische Zwischenstufe (Abb. 2, 2a) (quasiionische Zwischenstufe
[28]) in einem basenkatalysierten Gleichgewicht die beiden stereoisomeren Formen L (2b)

und D (2c) bilden, die anschlief3end durch die Aminokomponente gedffnet werden konnen.

R10O R10O R1O R10O
Lol Ll ] ) Lol
H—C—-C—X H—C—C—X H—Cc—Cc—x *BH H—C—C—X
H-N_ ,0 — H-N& o°® Ne 09 _mo® H-N_ O
\C// \C/ \C/ _BH ‘ \C/
§ la § §1b B H
CHXON 7 -x°
H o
Rw X = Aktivierungsgruppe
N o R1 = Seitenkette
N R2 = Rest der Aminokomponente
2
R1 1L
i A le_(o © lei(o
mpmp—— @
= HY =
o "y° "y ° !
2
2c ’a b
¢ H,N—R2 (L-Form) ¢ H,N—R2 (L-Form)
R10O
I Vo I Vo
mC-NH-C—C-NH-R2 wC-NH-C—C-NH-R2
p. R Ho L

Abb. 2: Oxazolon-Mechanismus (nach [29])

Geschutzte Peptidsegmente reagieren im Verlauf der Aktivierung unter Zyklisierung zu
5(4H)-Oxazolonen [30]. Die erhthte baseninduzierte Labilitét des 4-H Protons wird hierbei
als Hauptursache der resultierenden Epimerisierung angesehen. Das steht im Gegensatz zur
Aktivierung urethangeschitzter Aminosduren, bei der zwar auch Oxazolon gebildet wird,
dieses aber wegen der erschwerten Protonenabstraktion eine héhere chirale Stabilitét besitzt
[31].

Neben der Epimerisierung durch Bildung von Oxazolon wurde von GRIEHL et al. [32] z.B.
fur eine Carbodiimid-vermittelte [2+1]-Segmentkondensation gefunden, dald3 auch die
Bildung des LDL-Isomers (aus LL+L) direkt aus dem O-Acylisoharnstoff eine wesentliche
Rolle spielt, die nach BODANSZKY [33] auf einen intramolekularen Protonenabstraktions-

M echanismus zurtickzuf Uhren ist.
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1.4. Kondensationsreagenzien

Trotz vieler Untersuchungen konnte bisher keine algemein anwendbare Technik fir die
Kupplung von Peptidsegmenten ohne Verlust der chiralen Integritdt am aktivierten
Carboxylrest entwickelt werden. Die zuerst von SHEEHAN und HESS [34] entwickelte
Carbodiimid-Kupplung wird gegenwartig bevorzugt unter Zusatz von Additiven zur
Segmentkondensation angewendet. Diese Reaktionen verlaufen Uber die intermedidre
Bildung des korrespondierenden Aktivesters. Der 1966 von WEY GAND [35] entdeckte
epimerisierungssenkende Effekt von HONSu im Verlauf von DCC-Kupplungen stellte eine
echte Alternative zur damals meist verwendeten Azidmethode [36] bei Segment-
kondensationen dar. Jedoch besitzt diese Variante den Nachteil, dal3 es durch eine interne
Konkurrenzreaktion zwischen DCC und HONSu zur Bildung eines unerwinschten
Nebenproduktes Succinimido-oxycarbonyl-b-alanin-N-hydroxysuccinimidester kommt, was
einen unkontrollierten b-Alanineinbau in die Peptidkette zur Folge hat [37,38]. Aus diesem
Grund wird das dem HONSu strukturell verwandte, von FUJINO [39] vorgeschlagene
HONB als Additiv bei DCC-Kupplungen bevorzugt, das die Bildung von Produkten in
hoher Ausbeute mit geringer Epimerisierung erlaubt (siehe z.B. Synthese von LH-RH [29]).
Im Vergleich zur Verwendung von HONSu oder HONB as Additiv bei Carbodiimid-
Kupplungen ist das von KONIG und GEIGER [40,41] eingefiihrte HOBt hinsichtlich der
Aminolysegeschwindigkeit des korrespondierenden Aktivesters, der Reaktionsausbeute
sowie der Unterdriickung der Epimerisierung tberlegen, wie an verschiedenen Modellen zur
Segmentkondensation in Ldsung und an der festen Phase gezeigt wurde [14,42-44]. In
unpolaren Ldsungsmitteln, wie z.B. Dichlormethan, verlauft die Kupplung via Carbodiimide
in Gegenwart von Additiven, wie HOBt, ohne Stereomutation [21,40]. Jedoch erweist sich
infolge der eingeschrankten Léslichkeit geschitzter Peptide in unpolaren Lésungsmitteln
(Kapitel 1.2.2.) der Ubergang zu polareren Medien, wie z.B. DMF, as notwendig. Hier
verlauft aber die Aktivierung via Carbodiimid langsam [45,46], und es kann zum Verlust
der chiralen Integritdt kommen [21,41]. Eine Verringerung der Epimerisierung von
DCC/EDC-Kupplungen in DMF as Losungsmittel kann z.B. durch den Einsatz von Lewis-
Sauren erreicht werden, wobei sich CuCl, am besten bewahrt hat [42,43]. Da in vielen
Falen durch den Zusatz von CuCl, im Vergleich zur Addition von HOBt eine
entscheidende Verringerung der Epimerisierung (unter 0,1 %) zwar erzielt, aber gleichzeitig

unbefriedigende Ausbeuten gefunden wurden, wurde von MY AZAWA [47] eine ssimultane
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Addition von HOBt und CuCl, vorgeschlagen. Im Ergebnis der Modellkupplung von
Z-Gly-Va-OH an H-Va-OMex 0sOH in Gegenwart von TEA (zur Neutralisation) via EDC
konnten die besten Bedingungen hinsichtlich Umsatz und Epimerisierung bel Einsatz eines
Verhadtnisses von 2Ag. HOBt und 0,1 Ag. CuCl, erhalten werden, wobei HOBt als
epimerisierungssenkendes Additiv durch die intermediare Bildung des korrespondierenden
OBt-Esters fungiert und CuCl, unterstiitzend die Basizitét des Mediums herabsetzt [29]. Der
epimerisierungssenkende Effekt einer simultanen Addition von HOBt und CuCl, konnte von
HAVER und SMITH [48] auf eine Segmentkondensation am Harz via Phosphonium- und
Uroniumsal ze Ubertragen werden.

Mittlerweile haben sich alternativ zur Carbodiimid/Additiv-Kupplung, insbesondere fir die
SPPS urethangeschiitzter Aminosduren, eine Vielzahl neu entwickelter Kupplungs-
reagenzien zur in situ Bildung von Aktivestern auf der Grundlage der Phosphonium- (z.B.
BOP, Abb. 3, 4aku) [49] und Uroniumstruktur (z.B. TBTU, Abb. 3, 3aiu) [20,50] etabliert,
die sich im Harnstoffteil (Tetramethyl (TBTU), Pyrrolidinyl (TBPyU, Abb. 3, 3aiv),
Piperidinyl (TBPipU, Abb. 3, 3aiw) [51]), in der Natur der Abgangsgruppe (OBt, OPy [51],
OAt [52], ONSu [20], ONB [20]) und in der Art des Gegenions (BF,., PFs.) unterscheiden
und fur deren Anwendung der Zusatz einer Base essentiell ist (Abb. 3) (Uberblick siehe
[53]).

Uroniumstruktur
R\
N
N\ ® o e _© Q
RT2x Y= BF; , PFg
R\N/ 1 k
RY 3
(0] O
NG NG — \ \
—ON N TON N o ) —0—N —0—N
O Z 4
X = -OBt a -OAt b -OPy ¢ -ONSu d -ONB e
R'\N/R 4 R=R =  CHs- (Methyl) u
R e S
R'/N_l'D_X Y R, R = -(CHy),- (Tetramethylen) Vv
N
RR R, R" = -(CHp)s- (Pentamethylen) w

Phosphoniumstruktur

Abb. 3: Kondensationsreagenzien auf der Grundlage der Uronium (3)- und
Phosphoniumstruktur (4)
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Die Uroniumsalze HBTU (Abb. 3, 3aku) und HATU (Abb. 3, 3bku) kristallisieren im
festen Zustand als Guanidinium-N-Oxid-Salze im Gegensatz zur vorher angenommenen
Uroniumstruktur [54]. Kirzlich konnte von HENKLEIN [55] neben HBTU und HATU auch
fUr die Pyrrolidinanaloga HBPyU (Abb. 3, 3akv) und HAPyU (Abb. 3, 3bkv) [22,56] das
Vorliegen der Guanidiniumstruktur nicht nur im kristallinen Zustand sondern auch in

L 6sung nachgewiesen werden (Abb. 4:).

G G "
N N ®

:C®—O—N/N\\N :C—N/N\\N(io@
- O
O Op
5a 5b
Abb. 4: Uronium- (5a) und Guanidiniumstruktur (5b) von HAPyU

Vergleichende Untersuchungen zum Einsatz ausgewahlter Reagenzien zur Segment-
kondensation in Lésung und an der festen Phase wurden u.a. von KNEIB-CORDONIER et
a. [57] mit der Synthese von Human Gastrin | mittels BOP/HOBt und DCC/HOBt, von
NOKIHARA [58] bei einer Segmentkupplung des Atrialen natriuretischen Faktors mit BOP
vorgenommen. BENOITON [21,59,60] fand auf der Grundlage von Modellstudien, daf?
DCC/HOBt (in DCM, DMF) in vielen Féllen zu geringerer Epimerisierung fuhrt als
BOP/HOBt und HBTU/HOBL.

Im Gegensatz zur Carbodiimid-Kupplung erlaubt die Verwendung von Uroniumsalzen eine
schnelle Aktivierung in polaren Losungsmitteln [50,61]. Jedoch wurde auch hier eine
betr&chtliche Epimerisierung im Verlauf von Segmentkupplungen beobachtet [21,48]. Keine
entscheidenden Unterschiede im Grad der Epimerisierung wurden beim Vergleich der
Kupplung via BOP/HOBt und HBTU/HOBt in DMF gefunden [21], jedoch ist die
Anwendung von BOP von Nachteil, da wahrend der Reaktion kanzerogene Nebenprodukte,
wie Hexamethylphosphorsduretriamid, gebildet werden. Mit den von CARPINO
eingefuhrten, hoch reaktiven OAt-Uroniumsalzen wurde an verschiedenen Segment-
kupplungen in L6sung [22,52] und am Harz [62] ebenfalls Epimerisierung detektiert,
wenngleich sie im Vergleich zu den entsprechenden OBt-Reagenzien deutlich gesenkt
wurde. Der Verlust der chiralen Integritdt in diesen Fallen ist auf die intermedi&re Bildung
des 5(4H)-Oxazolons zurtickzufihren [3,21] (Kapitel 1.3.). Das Ausmal’ der Stereomutation

kann durch die Verwendung einer geringeren Menge des fir die Aktivierung essentiellen
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tertidren Amins und durch die Addition bestimmter N-Hydroxyverbindungen, wie z.B.
HOBt, verringert werden [60]. Letzteres beschleunigt die Bildung des intermedi&ren
Aktivesters, der ohne Verlust der chiralen Integritdt kuppelt. Zusétzlich bewirken diese
sauren Additive eine Verminderung des nachteiligen Einflusses der tertiéren Base [45]. Das
Ausmal} der Stereomutation kann auch durch die Verwendung sterisch gehinderter tertiarer
Amine, wie z.B. Callidin, verringert werden [22].

Neue Kupplungsreagenzien fur die Peptidsegmentkondensation auf der Basis der Uronium-
struktur und Phosphoniumstruktur sowie Phosphate und Sulfonate wurden kirzlich von
GRIEHL [63] anhand von Modelluntersuchungen hinsichtlich Umsatz, Epimerisierungsgrad
und Reaktivitét mit den konventionell verfligbaren Reagenzien verglichen. Bei Anwendung
dieser Reagenzien in DMF wurde jedoch betréchtliche Epimerisierung beobachtet. Es ist
somit ungeklart, inwieweit sie eine praktikable Alternative zu derzeit in der Segment-
kondensation angewendeten Kupplungsmethoden darstellen.

Als Alternative zur Kupplung mit Uroniumsalzen wurde von BENOITON gefunden, daf?
sich optisch reine ONSu-Ester via Mischanhydrid herstellen lassen [59,64]. Bereits
ANDERSON [65] beschrieb den epimerisierungssenkenden Einflu? von HONSu bei der
Kupplung von Peptidsegmenten durch Mischanhydride. Dabei sind die Wahl des Chlor-
ameisensaureesters, das Einhaten einer bestimmten Temperatur und Aktivierungszeit zur
Bildung des Mischanhydrids, die Natur der tertiaren Base und das L&sungsmittel von
entscheidender Bedeutung, um einen optimalen Verlauf der Mischanhydridsynthese mit
maoglichst geringer Epimerisierung und ohne Nebenreaktionen, wie die Urethanbildung, zu
gewéhrleisten [66,67]. Diese Methode ist auf die Anwendung in unpolaren Lésungsmitteln
beschrankt, da in DMF mehr Epimerisierung gefunden [66-68] und Nebenreaktionen von
DMF mit Chlorameisensaureestern beschrieben wurden [69].

Die kurzlich eingefihrten Fmoc-Aminosaurefluoride gelten als effiziente Aktivierungs-
spezies fur die Peptidsynthese in Losung und an der festen Phase (mit Ausnahme von Arg
und His) [70,71]. Besonders geeignet erwiesen sie sich fur die Kupplung aufeinander-
folgender sterisch gehinderter Reste, wie a,a-Dialkylaminosduren [71]. Interessant bei der
Verwendung geschitzter Aminosdurefluoride ist, dal? sie keine Hilfsbase zum Binden der
HF im Kupplungsschritt bendtigen [72]. Bisher gibt es keine Untersuchungen zur
Anwendung der Saurefluoridaktivierung in der Peptidsegmentkondensation.

Die Entwicklung von epimerisierungsarmen Kupplungsmethoden fir die Peptidsegment-

kondensation in polaren Losungsmitteln setzt das Versténdnis der Ursachen der
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Epimerisierung voraus. Dazu notwendige systematische, vergleichende Studien der
einzelnen Kupplungsmethoden in Abhangigkeit von den Reaktionsbedingungen wurden
bisher nicht publiziert. Es wurden lediglich verschiedene Kupplungsverfahren an unter-
schiedlichen Segmenten erprobt und diskutiert, ohne dal3 sie in vergleichenden Unter-

suchungen gewertet worden sind.

1.5. Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Entwicklung neuer sowie die Anayse und
Optimierung bestehender Kupplungsmethoden, um eine epimerisierungsarme Peptid-
segmentkondensation zu gewdahrleisten. Ausgangspunkt soll dabei die Anwendung der
Uroniumsalz-Methode bilden. Die Kenntnis der dabel auftretenden epimerisierungs-
induzierenden Intermediérprodukte soll zu Mdglichkeiten der Unterdriickung der Stereo-

mutation fuhren. Diese Strategie erfordert die Untersuchung der folgenden Teil aufgaben:

Auftreten und Bedeutung einer O-Acyluroniumstruktur im Aktivierungsschritt,

Systematische Modelluntersuchungen zur Oxazolon- und Aktivesterbildung bei

Verwendung von Uroniumsal zen mit unterschiedlichen Abgangsgruppen,

Einflu’ von Oxazolon- und Aktivesterbildung auf das Ausmal3 der Epimerisierung.

Die Untersuchungen sollen sich auf Derivate beschranken, die as Aktivesterkomponenten
OBt, OAt, ONSu und ONB enthalten (Abb. 3). Uroniumsalze mit OBt als Abgangsgruppe
sind bewéhrte Kupplungsreagenzien besonders fir die schrittweise Peptidsynthese. Eine
hohere Effektivitdt hinsichtlich der Kupplungsausbeute und der Vermeidung von
Nebenreaktionen zeigen die neueren OAt-Derivate. Von Interesse sind aulerdem die
entsprechenden ONSu- und ONB-Derivate, da sich fir erstere gemal3 den Untersuchungen
von BENOITON [59,64] der gebildete korrespondierende Aktivester epimerisierungsfrei
kuppeln l&3t.

Ausgehend von der Kenntnis der Zusammenhange zwischen aktivierten Spezies und
Epimerisierung sollen weiterhin untersucht werden:

die Mischanhydridmethode unter Verwendung neuer Aktivierungsreagenzien,
diein situ Synthese und Kupplung geschitzter Peptidfluoride,

die Effektivitét der Epimerisierungssenkung durch Zusatz saurer Additive im

Verlauf der Segmentkupplung mittels Uroniumsalzen.
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2. Uroniumsalze fur die Peptidsegmentkondensation

2.1. Epimerisierung bei Anwendung von bekannten Uroniumsalzen

Um Ansatzpunkte fir optimierte Kupplungssysteme unter Verwendung von Uroniumsal zen
zu finden, wurden systematisierende Untersuchungen hinsichtlich des Epimerisierungs-
grades bel Anwendung einiger reprasentativer Vertreter der Uronium- und Phosphonium-
salze zur Segmentkondensation durchgefthrt. Fur diese Untersuchungen wahlten wir das
Modellsystem Z-Gly-L/DAla-Leu-OBn nach IZUMIY A [73] aus. Nach Untersuchungen von
BENOITON [21] und MIYAZAWA [74] ist in diesem System Alanin am C-Terminus der

Carboxykomponente des Modells vergleichbar epimerisierungssensitiv wie Valin.

H-Leu-OBn -TosOH
Z-Gly-Ala-OH  — Z-Gly-Ala-Leu-OBn (Gleichung 1)
Kupplungsreagenz/DIEA/DMF

Die Bestimmung des Anteils an LDL-Isomer wurde mittels HPL C durchgefihrt (Abb. 5).
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Abb. 5: HPL C-Profil der Trennung von H-Gly-L/DAla-Leu-OH

Unter Verwendung verschiedener Kupplungsreagenzien in Gegenwart von 2 Ag. DIEA

wurde Epimerisierung in jedem Fall gefunden (Tab. 1).
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Tab. 1: Epimerisierung am Modellpeptid H-Gly-Ala-Leu-OH bei Anwendung verschiedener
Kupplungsreagenzien

Anteil an LDL-Isomer in (%)
TBTU  (Abb.3,3aiu) [20] 2,8

TBPyU  (Abb. 3, 3aiv)  [51] 2,6

HAPyU  (Abb. 3, 3bkv) [22,56] 1,9

TOPPipU (Abb. 3, 3ciw)  [51] 4,9

TNTU  (Abb.3,3eiu) [20] 18,6

PyBOP  (Abb. 3, 4akv) [79] 24

Die Ergebnisse zeigen die Notwendigkeit, dal3 nach Mdglichkeiten zur Unterdriickung der
Epimerisierung gesucht werden muB. Ein erster Ansatzpunkt dazu ware die Anderung der

Uroniumstruktur.

2.2. Modifikation der Uroniumstruktur

Anknupfend an die Verwendung der hochreaktiven Fmoc-Aminosaurefluoride [76] (Kapitel
14.) erschien eine Kupplung via Peptidsegmentfluorid als interessanter Ansatz. Eine
Anderung der Uroniumstruktur (Abb. 3, 3) mit der Einfilhrung von F als Abgangsgruppe
waurde zur in situ Bildung eines aktivierten Peptidsegmentfluorids als reaktives Intermediat
im Aktivierungsschritt fuhren.

Mit diesem Hintergrund wurde von uns parallel zu Untersuchungen von CARPINO [76,77]
eine neue Klasse von Kupplungsreagenzien, die Fluoroformamidiniumsalze, entwickelt
[78]. Die Synthese des Bipyrrolidinofluoroformamidiniumhexafluorophosphates (Abb. 6,
6b) bzw. Bipiperidinofluoroformamidiniumhexafluorophosphates erfolgte aus den korres-

pondierenden Chloroformamidiniumhexafluorophosphaten [20,50,79] (Abb. 6, 6a).

C—Cl PFg — C—F PFg
6a CH3CN 6b
Abb. 6: Reaktion der Chloro- zu den Fluoroformamidiniumsalzen am Beispiel von

Bipyrrolidinofluoroformamidiniumhexafluorophosphat (6b)
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Die nach der Umsetzung mit trockenem KF in Acetonitril als Endprodukte isolierten
Fluoroformamidiniumhexafluorophosphate sind kristalline Verbindungen, die an der Luft
Uber léngere Zeit stabil sind. Die Charakterisierung der synthetisierten Fluoroform-
amidi niumhexafluorophosphate erfolgte mittels ES-M'S, *H- und **C-NM R-Spektroskopie.
Die Bestimmung der Epimerisierung bei der Kupplung von Z-Gly-Ala-OH an H-Leu-OBn
mit Bipyrrolidinofluoroformamidiniumhexafluorophosphat bzw. Bipiperidinofluoroform-
amidiniumhexafluorophosphat in DMF in Gegenwart von 2 Ag. DIEA ergab Anteile des
LDL-lIsomers von jeweils 35% (HPLC). Be |R-spektroskopischen Untersuchungen in
DCM konnte bei der Aktivierung nur das 5(4H)-Oxazolon (nc-o: 1828 cm™) beobachtet
werden und nicht, wie erhofft, das Dipeptidfluorid. Aus diesem Grund erwiesen sich diese
Fluoroformamidiniumhexafluorophosphate as ungeeignet fir die Peptidsegment-
kondensation. Anaoge Ergebnisse (LDL-Isomer 32 %, HPLC) wurden bei Anwendung der
auf gleichem Weg hergestellten zyklischen Verbindung 1,3-Dimethyl-2-fluoroimidazoli-
diniumhexafluorophosphat erhalten.

21



3. Untersuchungen zum Mechanismus der Reaktionen mit

Uroniumsalzen

Der Verlust der chiralen Integritét bel Einsatz bekannter Uroniumsalze und modifizierter
Reagenzien zur Segmentkupplung erforderte Untersuchungen zum Mechanismus der
Aktivierung, um die Ursachen der Epimerisierung zu Kl&ren.

Der Verlauf der Aktivierung via Uroniumsalze wurde bereits in der Literatur diskutiert
[50,60,80] (Abb. 7):
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Abb. 7.  Vorgeschlagener Mechanismus der Aktivierung von Peptidsegmenten durch

Uroniumsalze

Durch Angriff des Carboxylats (Abb. 7, 8) am positiv geladenen C-Atom der Uronium-
verbindung 5 bildet sich ein tetraedrischer Ubergangszustand 9, aus dem durch gleich-
zeitiges Austreten des Anions der N-Hydroxyverbindung 11 ein O-Acyluroniumkation 10
entstent. Dieses reagiert durch basenkatalysierte Abspatung des Amidprotons und
nachfolgenden Ringschlul3 zum Oxazolon 12. Das Oxazolon wird durch Angriff des Anions

der N-Hydroxyverbindung 11 zum korrespondierenden Aktivester 13 bzw. 14 gedffnet.
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3.1. Nachweis und Reaktivitat der O-Acyluroniumverbindung

Als erster Schritt der Aktivierung wird die Bildung der O-Acyluroniumverbindung as ein
vermutlich kurzlebiger Zwischenzustand angenommen. HOEPRICH [81] lieferte einen
indirekten Nachweis der O-Acyluroniumstruktur, indem er bei der Aktivierung von
zweifach *®0-markiertem Fmoc-Glycin mit HBTU/DIEA das *°O-Isotop im entstehenden
Tetramethylharnstoff nachweisen konnte. Kirzlich wurde von COSTE [82] anhand von
3 p.NMR-Messungen der direkte Nachweis einer sich intermediar bildenden Acyloxy-
phosphoniumstruktur bei der Aktivierung der sterisch gehinderten Mesitylencarbonsaure mit
Phosphoniumsalzen, wie PyCloP (Abb. 3, 4kv mit X=Cl) [79] und PyBOP, erbracht. Bei
Ubertragung dieser Untersuchungen auf urethangeschiitzte Aminosauren konnte er indes nur
die Bildung des Tripyrrolidinophosphinoxids ohne Intermediatbildung beobachten.
Vergleichbare Untersuchungen zur Aktivierung mit Uroniumsalzen waren bislang nicht
bekannt, sind aber zum Verstdndnis des Reaktionsmechanismus von Bedeutung. Daher soll
hier ebenfals das Modell der Mesitylencarbonsdure ausgenutzt werden. Im Gegensatz zur
Peptidaktivierung kann bei Aktivierung der Mesitylencarbonsdure 15 mit Uroniumsalzen
keine Oxazolonbildung erfolgen, sondern eine auftretende O-Acyluroniumverbindung 17
reagiert unmittelbar mit OAt" 11 zum Aktivester 18, wie in Abb. 8 am Beispiel der
Aktivierung mit HAPyU 5 dargestellt.

N N\
$ +
@L\N Q
/7
N® 17 1

18

Abb.8:  Mesitylencarbonsaure-Aktivierung unter Verwendung von HAPyU
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3.1.1. Mesitylencarbonsaure-Aktivierung als Modell zum Nachweis der
O-Acyluroniumverbindung

Als Referenz fur mechanistische Untersuchungen der Aktivierung von Mesitylen-

carbonsdure mit HAPyU wurde das O-Acyluroniumintermediat in Anaogie zu

TEICHMANN [83] hergestelIt (Abb. 9).

0 G\I SbCls O @/,\Q 5
C + c=0 — C—0—C. ShClg
cl GN CH,Cl,, -20°C I\D

Abb. 9:  Synthese von Bipyrrolidino[ (mesityl carbonyl)oxy]uroniumhexachloroantimonat

Das entstehende Bipyrrolidino[(mesitylcarbonyl)oxy]uroniumhexachloroantimonat wurde
anhand der Carbonyl-Schwingungsbande (nococ’: 1773 cm™) sowie mittels *H- und

13C-NMR-Spektroskopie (*H: siehe Abb. 10, *C: dc": 153,2 ppm und Tab. 12 Anhang)

charakterisiert.
2CH,
TTTO. TOUTT TN, FOVITTI YOVTOT VY. FHUUTOON: TOTTOOTT. OTVION: A VUL, FOTOOTA 1oy
Al 1 W"}ﬂ« M
, + MesitOH
4 CH, + MesitOH
4CH,N /
2 CHarom Mesit(Py), SbCl, !
)
2 CHarom MesitOH
HH — HH—
Integral 1,0 0,25 4,97 3,4256,9

Abb. 10: 'H-NMR-Analyse des entsprechend Syntheseweg in Abb. 9 dargestellten

Bipyrrolidino[ (mesitylcarbonyl)oxy]uroniumhexachloroantimonats

Die Aktivierung der Mesitylencarbonsdure (Abb. 8, 15) mit HAPyU 5 in Gegenwart von
1 Ag. Collidin 16 in CD.Cl, wurde mittels *C-NMR verfolgt. Bei Raumtemperatur erfolgte
innerhalb von 2 min die ausschlieldliche Bildung des OAt-Esters 18 (**C-NMR-Daten siehe
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Tab. 15 Anhang), dessen Identifizierung durch Vergleich mit auf unabhéngigem Weg
hergestelltem Aktivester durchgefiihrt wurde. Signale der O-Acyluroniumverbindung
konnten nicht beobachtet werden.

Um eine Herabsetzung der Reaktionsgeschwindigkeit zu erreichen und damit die
Maoglichkeit der Beobachtung des Intermediates zu verbessern, wurden NMR-Unter-
suchungen im Temperaturbereich zwischen -50°C und Raumtemperatur durchgefihrt. Als
geeignete Methode bot sich die *C-NMR an, da sich die *H-Signale im Bereich der
aromatischen CH-Protonen (Intermediat, OAt-Ester), der Methylprotonen (Intermediat,
OAt-Ester, Collidin, Mesitylencarbonsdure) und Harnstoffmethylenprotonen (Intermediat,
protonierter Harnstoff) Gberlagern.

Zum Vergleich wurde zunéchst die Reaktion von Mesitylencarbonsdurechlorid mit
Bipyrrolidinoharnstoff unter Zusatz von SbCls (Abb. 9) in CD,Cl; bei tiefen Temperaturen
verfolgt (-50°C, -5°C, 20°C) (**C-NMR-Daten siehe Tab. 12 Anhang). Neben der as
Hauptprodukt entstandenen O-Acyluroniumverbindung wurde bei -50°C im *C-NMR--
Spektrum noch restliches Saurechlorid identifiziert, welches nach Temperaturerhohung auf
-5°C fast vollstdndig zum Intermediat reagiert hatte. Mit der Erhdhung der Temperatur
konnte eine geringfiigige Verschiebung der Linienpositionen im **C-NMR-Spektrum zu
tieferem Feld beobachtet werden.

Die Aktivierung von Mesitylencarbonsiure mit HAPyU/ 1 Ag. Collidin in CD,Cl, im
Temperaturbereich zwischen -50°C und 20°C zeigte die sofortige Bildung des Intermediates
bei -50°C im Vergleich zur sofortigen Bildung des Aktivesters bei Raumtemperatur
(**C-NMR-chemische Verschiebungen siehe Tab. 13 Anhang, Abb. 11).

140,3 51,4+50,5 25,9+23,8

144,1 CHa %
O
CcC—0—C

N

20,7—>CHj .
122,2\ TD
1536

PFe

CHz 162
130,4
22,2
Abb. 11: 13C-NMR-chemische Verschiebungen in ppm von Bipyrrolidino[(mesityl-
carbonyl)oxy]uroniumhexafluorophosphat aus der Aktivierung von Mesitylencarbonsaure

mit HAPyU in Gegenwart von Collidin in CD2CI2 bei -50°C
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Die Reaktionsmischung bei -50°C enthielt auerdem einen Anteil bereits gebildeten
OAt-Esters. Infolge der verschiedenen Komponenten im Reaktionsgemisch war die
eindeutige Verfolgung der Reaktion der O-Acyluroniumverbindung erschwert. Jedoch war
anhand der Peakhohen deutlich erkennbar, dal3 sich nach einer Temperaturerhdhung auf
-5°C der Antell an Intermediat erheblich verringerte, wahrend nach Aufheizen auf Raum-
temperatur nur noch OAt-Ester in der Reaktionsmischung beobachtet werden konnte.

Zur Bestétigung der Ergebnisse wurde im Rahmen der Arbeiten das SbClg-Analogon des
HAPyU 1-(1-Pyrrolidinyl-1H-1,2,3-triazol o[ 4,5-b] pyridin-1-ylmethylen)pyrrolidiniumhexa-
chloroantimonat-N-Oxid (Abb. 12, 19b) synthetisiert, um einen direkten Vergleich zur
Standardreaktion, der Reaktion von Mesitylencarbonsdurechlorid mit Bipyrrolidinoharnstoff
in Gegenwart von ShCls (Abb. 9), in Abhangigkeit der Temperatur herzustellen und damit
die Identifizierung mittels **C-NMR zu erleichtern. Die Synthese gelang in Analogie zur
HAPyU-Herstellung [22] durch Umsetzung von Bipyrrolidinochl oroformamidiniumhexa-
chloroantimonat (Abb. 12, 19a) mit KOAt in Acetonitril. Die Charakterisierung der
Verbindung wurde mittels *H- und **C-NMR sowie ES-M S durchgefiihrt.

CN\ ® o KOA <j

s @ )
C—ClI SbClg N—>O ShClg
- @ G
CH4CN QN
19a

Abb. 12: Synthese von 1-(1-Pyrrolidinyl-1H-1,2,3-triazol o[ 4,5-b] pyridin-1-ylmethylen)-
pyrrolidiniumhexachl oroantimonat-N-Oxid (SbClg-Analogon von HAPyU) (19b)

Der Einsatz des SbClg-Anaogons von HAPyU anstelle von HAPyU zur Aktivierung bei
erniedrigter Temperatur resultierte in einem besser zu verfolgenden Reaktionsverlauf. Dabei
beobachteten wir das Vorliegen der O-Acyluroniumverbindung bel -50°C, mit abnehmender
Intensitdt bel -5°C unter gleichzeitiger Bildung des korrespondierenden OAt-Esters, der bei
Raumtemperatur ausschliefdlich gefunden wurde (Abb. 13, Tab. 14 Anhang) [84].
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Abb. 13: *C-NMR-Tieftemperaturuntersuchungen bei -50°C, -5°C und 20°C der
Aktivierung von Mesitylencarbonsaure mit 1-(1-Pyrrolidinyl-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]-
pyridin-1-ylmethylen)pyrrolidiniumhexachl oroantimonat-N-Oxid (19b) in Gegenwart von
Collidinin CD,Cl»

Am Modell der Mesitylencarbonséure konnte erstmalig auch fur Uroniumsalze direkt
nachgewiesen werden, dal? sich eine instabile O-Acyluroniumsalz-Zwischenstufe als erster
Schritt im Verlauf der Carboxyaktivierung bildet. Dieses Intermediat kann unter Freisetzung
von Harnstoff zu Oxazolon, Aktivester und durch Angriff der Aminokomponente zum
Peptid reagieren.

Nach Abschlul? dieser Arbeiten wurden von HENKLEIN [85] die vorliegenden Ergebnisse
zur Bildung der O-Acyluroniumverbindung am Modell der Aktivierung der Pivalinsaure mit
Hilfe von *H-NM R-Experimenten bestétigt.
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3.1.2. Reaktivitat der Aktivderivate der Mesitylencarbonsaure

Im folgenden wurden vergleichende Reaktivitatsuntersuchungen anhand der Aminolyse der
Mesitylencarbonsaure-Aktivderivate mit Benzylamin in CD,Cl, bei Raumtemperatur
durchgefthrt (Abb. 14).

[S)
C-0—C,
O
Base M
+ H2N—CH2@ - C—NH—CHz@

CD,Cl,

I N

C—O—N °N 20

Abb. 14: Modellreaktion zur Untersuchung der Reaktivitat der Mesitylencarbonséure-
Aktivderivate

Das ads Endprodukt entstehende N(2,4,6-Trimethylbenzoyl)benzylamid (Abb. 14, 20),
notwendig als Referenz, wurde aus der Umsetzung von Benzylamin mit Mesitylen-
carbonsdurechlorid in Gegenwart von Triethylamin in DCM erhalten und mittels IR
(Nconn: 1630 cm™) und *H-NMR charakterisiert.

Die Ermittlung der Halbwertzeiten ty, erfolgte durch kinetische *H-NMR-Untersuchungen
anhand der Abnahme des CH,-Singuletts von Benzylamin bel dcyo: 3,85 ppm und der
korrespondierenden Zunahme des CH,-Dupletts von N(2,4,6-Trimethylbenzoyl)benzylamid
bel dcuz: 4,5 ppm.

Tab. 2: Vergleich der Reaktivitéten (bel gleicher Konzentration der Reaktionspartner
1:1) des Mesitylencarbonsaure-O-Acyluroniumintermediates und -OAt-Esters bei der
Reaktion mit Benzylamin in CD.Cl, (0,4M) mit Hilfe der H-NMR-Spektroskopie.

Gemessen wurde die Zeit, in der die Halfte des Ausgangsstoffes reagiert war (t.).

Aktivderivat Base zur Aminolyse (1 Aq.) ty,
Mesit(Py)2+ ShCl6- DIEA <1min45s
Mesit-OAt-Ester DIEA 6min40s

Die Ergebnisse zeigten die hohere Reaktivitdt des O-Acyluroniumderivates (hergestellt
entsprechend Syntheseweg Abb. 9) im Vergleich zum OAt-Ester (Tab. 2).

28



3.2. Bildung von Oxazolon und Aktivester im Verlauf der Aktivierung von

Peptidsegmenten mit Uroniumsalzen

Um den Einfluf3 der reaktiven Spezies Aktivester und Oxazolon auf die Epimerisierung im
Verlauf der Segmentkondensation mit Uroniumsalzen zu verifizieren, wurde die
Aktivierung in Abwesenheit der Aminokomponente in Abhéngigkeit der Losungs
mittelpolaritét, des zugeflgten tertidren Amins und der zusdtzlichen Anwesenheit von
N-Hydroxyverbindungen, wie HOB, studiert.

Wie von STEINAUER et al. [60] fur den Fall der Phosphoniumsalze (BOP) zur Segment-
kondensation beschrieben, resultiert die Verwendung von polaren Ldsungsmitteln, wie
DMF, anstelle von vergleichsweise unpolaren Medien, wie DCM, in einer Erhdhung der
Epimerisierung. Generell werden zur Kupplung mit Uroniumsalzen 2 Aq. Base verwendet.
Dabei dient ein Aquivalent der Uberfilhrung der Saure 7 (siehe Abb. 7) in das Carboxylation
8 und das zweite zum Abfangen der bei der Reaktion entstehenden N-Hydroxyverbindung.
Eine Senkung der Epimerisierung kann erreicht werden, wenn nur 1Ag. Base zur
Aktivierung verwendet wird. Jedoch wurden von STEINAUER et al. unter diesen
Bedingungen geringere Kupplungsausbeuten beobachtet. Des weliteren ist eine Reduzierung
der Stereomutation nach Addition von HOBt zur BOP vermittelten Segmentkupplung
beschrieben worden [45,60].

Ausgehend von diesen Befunden wurden kinetische Untersuchungen zur Aktivierung mit
Hilfe der IR- und NMR-Spektroskopie unter Verwendung von Z-Gly-AlaOH als
Modellpeptid durchgefiihrt.

3.2.1. Aktivierung mit Uroniumsalzen im unpolaren Lésungsmittel

Im algemeinen wird in unpolareren Losungsmitteln geringere Epimerisierung gefunden.
Um die Verhdtnisse fur Uroniumsalze zu beschreiben, wurden représentative Vertreter mit
unterschiedlichen Abgangsgruppen, wie TBTU, TBPyU, HAPyU und TNTU untersucht.

Im Fall der Aktivierung von Z-Gly-Ala-OH mit TBTU in DCM in Gegenwart von 2 Aq.
DIEA bei Raumtemperatur wurde mittels IR beobachtet, dal3 sich innerhalb weniger
Sekunden das Oxazolon bildete. Eine sich in erster Stufe der Aktivierung bildende O-Acyl-
uroniumverbindung wurde erwartungsgemald nicht beobachtet, in Ubereinstimmung mit den

Untersuchungen in Kapitel 3.1.1., bei denen selbst unter Verwendung der sterisch
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gehinderten Mesitylencarbonsiure das O-Acyluroniumintermediat bei Raumtemperatur
nicht nachweisbar war. Die Offnung des Oxazolons und Weiterreaktion zum korres-
pondierenden OBt-Ester erfolgte sehr langsam. Nach der ersten Stunde wurde keine
signifikante OBt-Esterbildung beobachtet. Wie aus Abb. 15 hervorgeht, ist der Ubergang
vom Oxazolon zum OBt-Ester an der Verringerung der Intensitét der CO-Schwingungs-
bande des Oxazolons bei Nc—o: 1828 cm™ [31,82] und dem simultanen Anwachsen der OBt-
Ester-Bande bei nc-o: 1810 cm™ [40,82,86] erkennbar. Die Charakterisierung erfolgte
auRerdem mittels *H- und **C-NMR (siehe Tab. 16 Tab. 18 Tab. 18 Anhang).
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Abb. 15:  Aktivierung von Z-Gly-Ala-OH mit TBTU in Gegenwart von 2 Aq. DIEA in
DCM (IR)

In Analogie wurde bel Verwendung anderer OBt-enthaltender Uroniumsalze, wie TBPyU,
dieselbe Geschwindigkeit der Offnung des Oxazolons zum OBt-Ester beobachtet. Ahnlich
wurde bei Anwendung des von CARPINO [22,56] entwickelten Azabenzotriazol-Derivates
HAPyU zur Aktivierung nach einer Beobachtungszeit von 6 h nur Oxazolon gefunden (IR).
Daraus folgt, dal3 eine Segmentkupplung mit TBTU/TBPyU oder HAPyU in DCM unter
Zusatz von 2 Aq. Base in erster Linie via Oxazolon verlauft, wobei die Reaktivitdt des
Oxazolons im Vergleich zum Aktivester gering ist (siehe Kapitel 5.1.). Wurde die Menge an
zugesetztem DIEA zur Aktivierung mit TBTU auf nur 1 Aqg. DIEA reduziert, war die

Umwandlung zum OBt-Ester bereits nach 17 min beendet. Ebenso bewirkte die Addition
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von 1Aq. frelem HOBt in Gegenwart von 2Aqg. DIEA zur TBTU-Aktivierung eine
beschleunigte OBt-Esterbildung (innerhalb von 20 min) [87].

Im Gegensatz zu den Geschwindigkeiten der OBt- und OAt-Esterbildung resultierte die
Aktivierung mit TNTU in DCM in Gegenwart von 2 Ag. DIEA in der Bildung des korres-
pondierenden ONB-Estersinnerhalb von 2 min (IR).

3.2.2. Aktivierung mit Uroniumsalzen im polaren Ldsungsmittel

Der Ubergang zu polareren Reaktionsmedien ist, wie in Kapitel 1.2. aufgezeigt, fur die
Kupplung von Peptidsegmenten winschenswert. In diesem Zusammenhang wurde die
Aktivierung von Z-Gly-Ala-OH in DMF mittels *H-NM R-Spektroskopie untersucht.

Im Gegensatz zur Reaktion in DCM bildete sich bel der Aktivierung in DMF in Gegenwart
von 2 Ag. DIEA sofort eine Mischung aus Oxazolon und Aktivester (Abb. 16, Tab. 3).
Weder fur TBTU noch fir HAPyU &anderte sich das eingestellte Aktivester/Oxazolon-
Verhdtnis signifikant nach 30 s. Offenbar handelt es sich hier um ein Gleichgewicht, das

sich zwischen beiden Aktivkomponenten eingestellt hat [88].

16 h

p Y h
| FW W 6h
5h
vy
F\/\f ah
3h

2h

1h
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‘_J_] 15mfn ~
5 mi

.5 min
Oxazolon/Ala(CH) | OBt- Ester/GIy(CH2 \ /

Z-Gly-Ala-OH+DIEA
OBt-Ester/Ala(CH) Oxazolon/Gly(CH5) DIEA

Abb. 16:  Aktivierung von Z-Gly-Ala-OH mit TBTU in Gegenwart von 2 Aq. DIEA in
DMF-d; (*H-NMR)

31



Tab. 3: Anteile an gebildetem Z-Gly-Ala-Aktivester und -Oxazolon bel der
Aktivierung mit Uroniumsalzen in DMF-d; unter verschiedenen Bedingungen (*H-NMR)

Aktivierungsbedingungen Zeit (min)  Aktivester (mol-%) Oxazolon (mol-%o)
TBTU + 1 Aqg. DIEA 0,5 72 28
5 79 21
TBTU + 2 Aqg. DIEA 0,5 63 37
5 70 30
TBTU + HOBt+2Aqg.DIEA 0,5 74 26
5 79 21
TBTU + HOBt+3Aqg. DIEA 0,5 71 29
5 74 26
HAPyU + 2 Aq. DIEA 0,5 34 66
5 33 67
HAPyU + HOAt + 2 Ag. DIEA 0,5 52 48
5 53 47
TNTU + 2 Ag. DIEA 0,5 79 21
5 97 3

Der Zusatz von weniger DIEA (1 Ag.) zur Aktivierung in DMF wie auch die Addition von
1 Aqg. N-Hydroxyverbindung (HOBt oder HOAt) resultierte in einer Verschiebung des
Aktivester/Oxazolon-V erhéltnisses zugunsten des Aktivesters (*H-NMR).

Das Aktivester/Oxazolon-Verhdltnis in DMF anderte sich in Richtung geringerer
Oxazolonanteile von 1:1,9 mit HAPyU und 1:0,6 mit TBTU zu 1:0,3 fir TNTU. Im Fall von
TNTU war die Aktivesterbildung langsamer als mit TBTU und HAPyU, erreichte aber nach
5 min ein konstantes Verhdtnis, nahezu vollstandig auf der Seite des Aktivesters.

Bel Verwendung von Uroniumsalzen zur Peptidsegmentkupplung tritt generell Peptid-

oxazolon in Gegenwart von Base auf, was zur Stereomutation fuhrt.
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3.2.3. Untersuchungen zur Ring6ffnung des Oxazolons

Wie aus diesen Untersuchungen deutlich wird, entsteht das Oxazolon im Verlauf der
Aktivierung via Uroniumsalze in Abwesenheit der Aminokomponente nicht als kurzlebiger
Ubergangszustand, sondern vielmehr befindet es sich im Gleichgewicht mit dem korres-
pondierenden Aktivester. Um die Lage des Gleichgewichtes zwischen Aktivester und
Oxazolon in Abhangigkeit von Losungsmittel und Baseneinflul zu verifizieren, wurde hier
in Modellstudien die Ring6ffnung des vorgebildeten Oxazolons in Gegenwart verschiedener
N-Hydroxyverbindungen (HOBt, HOAt, HONB) untersucht.

Aktivester/Oxazolon-Gleichgewicht

Wurde das Oxazolon mit 1 Ag. HOBt in DCM ohne Zusatz von Base behandelt, bildete sich
der korrespondierende OBt-Ester sehr schnell in weniger as 2 min (IR). Eine verbleibende
Schulter bei 1828 cm™ im IR-Spektrum zeigte, da3 auRRer dem OBt-Ester noch ein geringer
Anteil Oxazolon nach 60 min in der Reaktionsmischung verblieb. Dies steht im Wider-
spruch zu jungsten Ergebnissen von BENOITON, der eine vollstdndige Bildung des
OBt-Esters innerhalb von 10 min nach Behandlung des Z-Gly-Val-Oxazolons mit HOBt in
CHCI3 beschrieb [59]. Wurde dagegen anstelle von HOBt eine Mischung aus HOBt/DIEA
(1:1) zum Oxazolon in DCM addiert, konnte kein Aktivester im Zeitraum von 30 min
beobachtet werden (IR). Dies befindet sich in Ubereinstimmung zur Aktivierung mit TBTU,
die zu einer nur langsamen OBt-Esterbildung in DCM fihrte.

Ahnliche Ergebnisse wurden bei der Zugabe von HOAL erhalten. Die Bildung des korres-
pondierenden OAt-Esters erfolgte innerhalb von 2 min (IR). Jedoch wurde in diesem Fall im
unpolaren Losungsmittel ein hoherer Oxazolonanteil im Vergleich zur Addition von HOBt
beobachtet. Wenn das Oxazolon mit einer Mischung aus HOAt/DIEA (1:1) in DCM
behandelt wurde, konnte innerhalb von 2 h kein OAt-Ester gefunden werden (IR).

Im Gegensatz zur langsamen Reaktion des Oxazolons mit HOBt oder HOAt in Gegenwart
von DIEA efolgte die Ring6ffnung nach Addition von sowohl HONB as auch
HONB/DIEA zum Oxazolon in DCM in beiden Félen sehr schnell (IR). In Gegenwart des
tertidren Amins wurde nur ein sehr geringer Anteil des Oxazolons beobachtet, ein deutlicher
Hinweis auf die nahezu vollsténdige ONB-Esterbildung.

Um die Reaktion des Oxazolons mit HOBt im polaren Reaktionsmedium zu untersuchen,

wurde das in DCM synthetisierte Oxazolon mit DMF im Verhdltnis von 1:1,3 verdinnt.
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30s nach Addition von 1Ag. HOBt zum Oxazolon wurde ein OBt-Ester/Oxazolon-
Verhdtnis von 1:0,2 mittels *H-NMR-Spektroskopie beobachtet (Abb. 17), das fir
mindestens 60 min konstant blieb.

100%

80%

60% -|

40%

20% -

EEONB-Ester
CJOAt-Ester
CJOBt-Ester
Il Oxazolon

0% -

A: Oxazolon + HOBt B: Oxazolon + HOBt/DIEA
C: OBt-Ester + DIEA D: Oxazolon + HOAt

E: Oxazolon + HOAt/DIEA F: OAt-Ester + DIEA

G: Oxazolon + HONB (Das Gleichgewicht ist nach 5 min noch nicht erreicht.)
H: Oxazolon + HONB/DIEA |: ONB-Ester + DIEA

Abb.17: Verhditnis der nach 5min gebildeten Z-Gly-Ala-Aktivspezies unter
verschiedenen Aktivierungsbedingungen (erhalten durch Integration des CH,-Dupletts von
Glycin aus *H-NMR-Kinetikanalysen in CD,Cl,/DMF-d;)

Zusatzlich zur O-Acylform des Aktivesters konnte in DCM/DMF der NMR-Nachwels fir
die Gegenwart eines geringen Antells (» 14 %) des korrespondierenden N-Acylisomers
[40,59,86,89,90] erbracht werden (siehe Abb. 18 und Tab. 17 Anhang). Die hier ange-
gebenen Verhdtnisse beinhalten die Summe beider Formen des Aktivesters relativ zur

Menge des Oxazolons.
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Dipeptidsdure (7 %), vermutlich N-Acyl-OBt-
Ester (14 %), nicht bekannte Verbindung (3 %).
(siehe auch Tab. 17 Anhang)

pmo.0 88 86 84 82 80 7.8

AuRer den Aktivkomponenten wurde entsprechend der *H-NMR-Analyse ein Anteil von
ca. 10 % Ausgangspeptid beobachtet, der sich im Verlauf der Reaktion erhdhte. Da jedoch
das Verhdtnis der Aktivspezies innerhalb des gesamten Beobachtungszeitraums konstant
blieb, wurde davon ausgegangen, dal3 das Vorhandensein der Dipeptidsaure mit einer
teilweisen Hydrolyse insbesondere des Aktivesters zu begrinden ist. Die Anwesenheit der
Dipeptidsaure in der Reaktionsmischung wurde daher in den folgenden Diskussionen
vernachlassigt.

Unter analogen Reaktionsbedingungen, jedoch in Gegenwart von 1Ag. DIEA
(HOBt/DIEA=1:1), wurde ein OBt-Ester/Oxazolon-Verhdltnis von 1:1,4 beobachtet, das
ebenfals innerhalb von 60 min konstant blieb (Abb. 17). Offensichtlich fihrt die
Anwesenheit von DIEA zur Verschiebung des OBt-Ester/Oxazol on-V erhdtnisses zugunsten
des Oxazolons.

Eine weitere Verschiebung des OBt-Ester/Oxazolon-Verhdltnisses konnte durch die
Behandlung des Oxazolons (DCM/DMF=1:1,3) mit einem doppelten Uberschu
HOBt/DIEA (1:1) erreicht werden. Nach 30 s wurde ein OBt-Ester/Oxazolon-Verhétnis
von 1:0,6 beobachtet (*H-NMR).
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Um zu untersuchen, inwieweit ein oxazolonfreies System durch Erhéhung der HOBt-
Konzentration in Abwesenheit von Base redlisert werden kann, wurde eine
Aktivester/Oxazolon-Mischung (1:0,09), die vorerst in DCM unter Verwendung von 1,2 Aq,.
HOBt synthetisiert wurde, mit zusitzlichen 0,7 Ag. HOBt in DMF behandelt. Es wurde
keine signifikante Anderung des Aktivester/Oxazolon-Verhdtnisses beobachtet (*H-NMR),
aso kann die Oxazolonbildung in DCM/DMF (1:1,3) so nicht vollstdndig vermieden
werden. Nachteilig bei Verwendung von HOBt-Uberschiissen ist aulRerdem eine
Verringerung des Umsatzes infolge einer Protonierung der freien Aminofunktion [46].

Um das Gleichgewicht in DMF von der Seite des Aktivesters zu erreichen, wurde 1 Aq.
DIEA zum zuvor in DCM gebildeten OBt-Ester hinzugefiigt. Das nach 30 s eingestellte
OBt-Ester/Oxazolon-Verhaltnis von 1:1,3 ist in Ubereinstimmung zum Verhaltnis aus der
Reaktion des Oxazolons mit HOBt/DIEA (*H-NMR) (Abb. 17). Die Ergebnisse zeigen, dal
der Gleichgewichtszustand aus beiden Richtungen, sowohl von der Seite des Aktivesters als
auch von der Seite des Oxazolons, erreicht werden konnte.

In DCM/DMF (1:1,3) wurde mit HOAt (1Aq.) nach 5min ein OAt-Ester/Oxazolon-
Verhdtnis von 1:0,4 erhalten, im Vergleich zu 1:0,2 im Fall von HOBt (*H-NMR) (Abb.
17). Das Verhdltnis blieb fur mindestens 60 min konstant. Die Behandlung des Oxazolons
mit einer Mischung aus HOAt/DIEA (1:1) bewirkte eine Verschiebung des Verhdtnisses zu
1:3,4 (*H-NMR). Eine shnliche Position des OAt-Ester/Oxazolon-Gleichgewichtes konnte
ebenfalls von der Seite des Aktivesters durch Addition von 1 Ag. DIEA erreicht werden.
Dagegen verlief die ONB-Esterbildung in DCM/DMF (1:1,3) nach Addition von HONB
(1Ag.) zum Oxazolon sehr langsam (*H-NMR) (Abb. 19). Das ONB-Ester/Oxazolon-
Verhédltnis erhohte sich von 1:3,2 nach 30s zu 1:0,05 nach 60 min. Der Zusatz von
HONB/DIEA fihrte zur Bildung eines Aktivester/Oxazolon-Verhéltnisses von 1:0,1 nach
30 s, das sich nach 60 min auf 1:0,02 erhéhte (Abb. 19) (*H-NMR). Damit wurde gezeigt,
dal3 sich in Gegenwart von Base das Oxazolon nahezu vollstandig in den ONB-Ester
umwandelt, im Gegensatz zur Ring6ffnung des Oxazolons durch HOBt oder HOAt unter
anal ogen Reaktionsbedingungen.
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Abb. 19:  Ausmal’ der Z-Gly-Ala-ONB-Esterbildung unter verschiedenen Bedingungen
(erhalten durch Integration des CH,-Dupletts von Glycin aus *H-NMR-Kinetikanalysen in
CD,Cl,/DMF-dy)

Folglich wird durch die schnelle Reaktion des Oxazolons in DCM mit HOBt, HOAt oder
HONB die Annahme einer sdurekatalysierten Oxazolonringdffnung bestétigt. Gleicher-
malien erklart sich die Tatsache, dald die zusétzliche Anwesenheit von Base zu verminderten
Ring6ffnungen im Fall von HOBt und HOALt fihrt. Die noch effektive Ringoffnung im Fall
der HONB-Addition in DCM in Gegenwart von Base ist vermutlich auf die hthere Basizitéat
von HONB gegenuber HOBt oder HOAt zurtickzufihren, unter der Annahme, dal3 der
pKaWert von HONB dem von HONSu (6,09) &hnlich ist und damit hoher liegt als die
pK-Werte von HOBt (4,6) oder HOAt (3,47) [91,92]. Im Gegensatz dazu verlief die
Ringoffnung in DMF in Gegenwart von Base schnell. Jedoch kann die beschleunigte
Reaktion von HONB durch Addition von Base unter der Annahme einer saurekatalysierten
Oxazolonringdffnung nicht erklért werden. Im Fall von HOBt oder HOAt liegen noch
kompliziertere Verhdltnisse vor, da unterschiedliche Spezies (O- oder N-Acylform
[40,86,89] von OBt oder OAt) in der Reaktionsmischung auftreten konnen, deren pKs-Werte
nicht bekannt sind.

Bei Zusatz des tertizren Amins (1 Ag.) zum zuvor gebildeten ONB-Ester wurde in DCM
eine nur sehr geringe Oxazolonbildung beobachtet (IR). In DCM/DMF (1:1,3) konnte
innerhalb von 60 min keine Bildung von Oxazolon gefunden werden (*H-NMR) (Abb. 19).
Wenn diese Ergebnisse algemeingliltig sind und die Oxazolonbildung in Gegenwart von
Base vermieden werden kann, ergibt sich daraus ein interessanter Ansatzpunkt fir die Ent-

wicklung einer epimerisierungsfreien Segmentkondensation auf der Basis des ONB-Esters.
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3.3. EinfluR des Aktivester/Oxazolon-Gleichgewichtes auf das Ausmal der

Stereomutation

Anhand der in Kapitel 2.1. dargestellten Modelluntersuchungen wurde die Menge an
LDL-lIsomer bei Anwendung der verschiedenen Uroniumsalze bereits untersucht. Um den
Einfluf3 des Aktivester/Oxazolon-Gle chgewichtes auf das Ausmal’ der Stereomutation unter
den verschiedenen Bedingungen zu verifizieren, wurden mit einem zweiten Modellpeptid

Untersuchungen durchgefhrt (38):

H-Val-OBn- HCI
BOC-Gly-Val-OH ——> BOC-Gly-Val-Val-OBn (Gleichung 2,
Kupplungsreagenz/DIEA/DMF

Die Bestimmung der Epimerisierung und der Ausbeute in Abhangigkeit der Reaktionszeit
erfolgte mittels HPLC (Abb. 20).
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Abb. 20:  HPLC-Profil der Trennung von H-Gly-L/DVal-Val-OBn

3.3.1. Epimerisierung der Aktivester

Im Vorfeld der Untersuchungen zu den Uroniumsalzen, die Uber die in situ Bildung von
Aktivestern reagieren, wurden die Aktivester selbst hinsichtlich ihrer Epimerisierungs-
tendenz untersucht. Sie wurden via DCC/Additiv in DCM gebildet und danach in
DCM/DMF zur Kupplung eingesetzt.

In Abwesenheit des tertidren Amins verlief die Kupplung der Aktivester mit geringer
Epimerisierung (Abb. 21). Die Kupplung des ONB-Esters war im Vergleich zu den Féllen
der OAt- und OBt-Ester sehr langsam. Die Kupplungsausbeuten unter Verwendung des
OAt-Esters lagen fast 20 % hoher als die des korrespondierenden OBt-Esters.
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Abb. 21:  Ausmal3 der Stereomutation nach einer Kupplungszeit von 5 min wahrend der
Synthese von H-Gly-Val-Val-OBn unter Verwendung verschiedener Aktivester
(DCC/Additiv) in DCM/DMF ohne Zusatz von Base

Um die Bedingungen wahrend einer langsamen Kupplung mittels Uroniumsalzen zu
simulieren, wie z.B. das Vorhandensein aktivierter Spezies in Gegenwart von Base, und um
Epimerisierung im Modellsystem hervorzurufen, wurden die verschiedenen zuvor
gebildeten Aktivester fir eine Vorinkubationszeit von 60s vor Addition der Amino-
komponente mit 1 Ag. DIEA behandelt (Tab. 4).

Tab. 4: LDL-lIsomerbildung wahrend der Synthese von H-Gly-Va-Va-OBn in
DCM/DMF unter Verwendung verschiedener Aktivester (DCC/Additiv), die mit 1 Aq.

DIEA fur 60 s vorinkubiert worden sind

Kupplungszeit OBt-Ester OAt-Ester ONB-Ester
LDL / Ausbeute LDL / Ausbeute LDL / Ausbeute
(mol-%) (mol-%) (mol-%)

10s 31,0/ 66 18,9/85 -12

30s 32,9/80 20,0/ 87 -16

60 s 33,6/84 20,1/ 87 -19

5min 34,2/ 85 20,2/ 87 04/31

30 min 34,3/ 85 20,3/88 15/72

60 min 34,3/ 86 20,5/ 89 2,6/81

Die Einstellung des Aktivester/Oxazolon-Gleichgewichtes ist entsprechend den *H-NMR-

Untersuchungen innerhalb dieser Zeit abgeschlossen. Der gebildete Oxazolonantell im
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Gleichgewicht stieg in der Reihenfolge ONB-Ester<<OBt-Ester<OAt-Ester (Tab. 3, Abb.
17), wohingegen en Anstieg de Stereomutation in der  Reihenfolge
ONB-Ester<<OAt-Ester<OBt-Ester zu beobachten war (Tab. 4). Obwohl eine hohere
Epimerisierung im Fall des hoheren Oxazolongehaltes zu erwarten wére, wurde ein
geringerer Anteil LDL-Isomer mit dem OAt-Ester als mit dem OBt-Ester erhalten. Das kann
mit der Tatsache zusammenhangen, dal3 sich zu gleicher Zeit ein grofRerer Anteil freies
HOAL in der Reaktionsmischung befindet, der einen effektiveren Pufferungseffekt bewirkt.
Wenn der ONB-Ester in Gegenwart von Base gekuppelt wurde, ist die beobachtete geringe
Stereomutation in Ubereinstimmung mit dem niedrigen Oxazolongehalt. Die gleiche
Reihenfolge der Kupplungsausbeuten ONB-Ester<OBt-Ester<OAt-Ester wurde erhalten wie
ohne Anwesenheit des tertiaren Amins, aber die Anwesenheit von Base hat eine

Beschleunigung der Acylierung der Aktivester zur Folge.

3.3.2. Epimerisierung bei Anwendung der Uroniumsalze

Um die Epimerisierung der korrespondierenden Uroniumsalze und der Aktivester zu
vergleichen, wurden die Uroniumsalze zundchst zu , Eintopfreaktionen® in DMF in
Gegenwart von DIEA (2 Aq. zur Aktivierung, 1 Ag. zum Freisetzen der Aminokomponente)
eingesetzt. Im Gegensatz zur Reihenfolge der Aktivester stieg der gefundene Antell
LDL-Isomer in der Reihenfolge HAPyU<TBPYyU/TBTU<TNTU (Abb. 22), in Bestétigung
der Resultate am Modell Z-Gly-Ala-Leu-OBn (Tab. 1 Kapitel 2.1.) [93].
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Abb. 22: LDL-Isomerbildung wahrend der Synthese von H-Gly-Va-Va-OBn unter
Verwendung verschiedener Uroniumsalze zu ,, Eintopfreaktionen nach einer Reaktionszeit

von 60 s
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Da sich das Gleichgewicht in Richtung des ONB-Esters im Verlauf der TNTU-Kupplung
verschiebt, ist gleichzeitig weniger freies HONB vorhanden, was zu einem geringeren
Pufferungseffekt und folglich zu einem héherem UberschuR3 an freiem DIEA fuhrt (Tab. 5).

Tab. 5: Verhdtnis von Uberschissiger Base zur Menge an Oxazolon in Abhangigkeit
vom Aktivester/Oxazolon-Gleichgewicht (Tab. 3) bel der Dipeptid-Aktivierung in DMF in
Gegenwart von 2 Ag. DIEA

Menge des Mengedes Mengedes Mengeanfreier Menge resultierender
Uroniumsalzes/  Aktivesters Oxazolons N-Hydroxy- an DIEA Uberschui3
geschitzten verbindung DIEA
Dipeptides (Ag.) (Ag.) (Ag.) (Ag)  (Ag)

1Aqg. TNTU 0,8 0,2 0,2 0,8 0,6

1 Ag. HAPyU 0,3 0,7 0,7 0,3 -

1Aqg. TBTU 0,6 04 04 0,6 0,2

Das Ausmad der Epimeriserung wird jedoch nicht alein durch die Lage des
Aktivester/Oxazolon-Gleichgewichtes bestimmt, sondern auch durch die Geschwindigkeit
der Aktivesterbildung und Aminolyse. Die langsamere Bildung des ONB-Esters sowie seine
geringe Aminolysegeschwindigkeit im Vergleich zu der des OAt- und OBt-Esters fuhrt zu
einer verlangerten Verwellzeit des Oxazolons in Gegenwart Uberschissiger Base. Im
Gegensatz dazu wird im Fall von HAPyU die Base nahezu durch freies HOAt neutralisiert,
was zu minimaler Stereomutation fuhrt (Tab. 5). Zusdtzlich verlauft infolge der hohen
Aminolysegeschwindigkeit des OAt-Esters und der schnellen Oxazolonring6ffnung durch
HOALt die Kupplung viel schneller und mit geringer Stereomutation.

Ein grolerer Verlust der Konfiguration wurde im Fall einer Voraktivierungszeit von 60 s
(zur Simulation der Verhdlitnisse bei langsamen Kupplungen, Vergleich mit Situation der
vorgebildeten Aktivester) beobachtet, aufgrund der erhohten Oxazolonbildung in Gegenwart
von Base. Wie in Tab. 6 aufgezeigt, stieg die Epimeriserung in der Richtung
TNTU<HAPyU<TBTU/TBPyU. Bei Verwendung von 2 Aq. DIEA ist der Puffereffekt des
freilen HOAt nicht ausreichend, um die Epimerisierung im Verlauf der HAPyU-Kupplung
mit Voraktivierung zu vermeiden. Die Unterschiede in der Epimerisierung bei Anwendung
von HAPyU und TBTU/TBPyU werden auch beeinfluf® durch die héhere Aminolyse-
geschwindigkeit des OAt-Esters relativ zu den OBt-Anaoga.
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Tab. 6: Ausmal} der Stereomutation wéahrend der Synthese von H-Gly-Val-Va-OBn

via Uroniumsalz-Aktivierung nach einer Voraktivierungszeit von 60 s

Kupplungss TBTU TBPyU HAPyU TNTU

zeit LDL / Ausbeute LDL /Ausbeute LDL /Ausbheute LDL /Ausbeute
(mol-%) (mol-%) (mol-%) (mol-%)

10s 31,0/ 79 30,9/ 96 17,6/ 100 14,8/ 2

30s 32,3/97 31,1/100 143/5

60 s 32,3/ 100 16,7/ 11

5min 16,6/ 41

30 min 16,5/ 90

60 min 16,9/ 99

Die Verwendung von Uroniumsalzen mit unterschiedlichem Harnstoffteil (TBTU, TBPyU,
TBPipU) ergab ein dhnliches Ausmal? der Stereomutation, wohingegen von CARPINO und
EL-FAHAM [22] mit HAPyU etwas bessere Ergebnisse as mit HATU gefunden wurden.
Wenn die zuvor gebildeten OBt- oder OAt-Ester in Gegenwart von 1 Ag. DIEA ohne
Vorinkubation gekuppelt wurden (Abb. 23), war das Ausmal? der Bildung an LDL-Isomer

dhnlich der beobachteten Menge im Fall der korrespondierenden Uroniumsalze in

» Eintopfreaktionen”.
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Abb. 23:  Ausmal} der LDL-lsomerbildung nach 60s aus der Synthese von
H-Gly-Val-Va-OBn unter Verwendung verschiedener Aktivester, die mittels DCC/Additiv
(DCM) synthetisiert und in Gegenwart von 1 Ag. DIEA ohne Vorinkubation in DCM/DMF
gekuppelt wurden
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Vermutlich reagiert bel der Kupplung mit Uroniumsalzen die im ersten Schritt der
Aktivierung entstehende O-Acyluroniumverbindung aufgrund ihrer hohen Reaktivitét
(Kapitel 3.1.2.) sehr schnell zum Oxazolon. Damit durfte sowohl die Bildung als auch der
Zerfall des Intermediates so schnell verlaufen, dal3 dessen Beitrag zur Gesamtumsetzung der
Reaktion bei den hier durchgefuhrten Untersuchungen zur Kupplung von Peptidsegmenten

nicht nachwei sbar war.

3.3.3. SchluRfolgerungen

Wie aus den hier dargestellten Modelluntersuchungen deutlich wurde, fuhrt im Verlauf der
Segmentkondensation eine schnelle Aktivierung oder die Anwesenheit eines hohen Anteils
an Oxazolon wahrend der Aktivierung nicht zwangsléufig zu einem hohen Grad der
Epimerisierung. Ausschlaggebender sind die Geschwindigkeiten der Oxazolonring6ffnung
und der Aminolyse des Aktivesters sowie die Pufferung der anwesenden Base. Es wurde
gezeigt, dal? sich mit Uroniumsalzen unter den Bedingungen einer schnellen Ring6ffnung
des Oxazolons und einer schnellen Aminolyse hohe Kupplungsausbeuten mit geringer
Epimerisierung erreichen lassen, wie im Fall der Kupplung mit HAPyU. Jedoch kann die
Stereomutation nicht vollsténdig vermieden werden. Eine effektivere Abpufferung der Base
durch saure Additive konnte noch geringere Epimerisierung erwarten lassen.

Ein wesentlicher Schritt zur Optimierung der Uroniumsalzkupplung war der Nachweis eines
Aktivester/Oxazolon-Gleichgewichtes bel der Aktivierung von Peptidsegmenten unter
Entstehung hoch reaktiver Ester, das in Gegenwart der erforderlichen Base fur die
Epimerisierung verantwortlich ist. Im Fall der Bildung des weniger reaktiven ONB-Esters
mit TNTU verschiebt sich das Gleichgewicht zwar nahezu vollsténdig zum Aktivester,
jedoch ist die Bildung des Aktivesters in Gegenwart von Base relativ langsam, woraus
ebenfalls Epimerisierung resultiert. Die Darstellung des ONB-Esters im polaren Lésungs-
mittel ohne Zusatz von Base ist ein Ansatzpunkt, die Aktivierung ohne Oxazolonbildung

und folglich die Segmentkupplung ohne Stereomutation zu ermdglichen.
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4, Mischanhydridsynthese

Mischanhydride sind hinsichtlich der Umwandlung zum Oxazolon weniger reaktiv als die
O-Acyluroniumion-Intermediate, die wahrend der Aktivierung mit Uroniumsal zen auftreten.
Im Fall der Mischanhydrid-Bildung durch Chlorameisensdureester fihrt die Freisetzung
einer starken Saure (HCI) zur vollstdndigen Neutralisation der anwesenden Base.
Tatsachlich wurde eine erfolgreiche Synthese stereochemisch reiner ONSu-Ester via Misch-
anhydrid von BENOITON et a. [59,64] beschrieben. Mit diesen wird die Kupplung
kirzerer Segmente unter Bildung optisch einheitlicher Peptide ermdglicht. Weitgehend
unbeachtet blieb jedoch bei BENOITON’s Untersuchungen die Frage nach der Oxazolon-
bildung.

4.1. Aktivierung mit Chlorameisensaureestern unter Zusatz von

N-Hydroxyverbindungen

BENOITON'’s [64] Methode beinhaltet die Reaktion einer geschitzten Peptidsdure (Abb.
24, 7) mit einem Chlorameisensdurealkylester 21a in Gegenwart eines tertidren Amins
(NMM) unter Entstehung des gemischten Carbonsdure-Kohlensdure-Anhydrids 22a. Das
Anhydrid reagiert mit HONSu 23 unter Abspaltung von CO, und dem entsprechenden
Alkohol zum Aktivester 24. Dessen weitere Reaktion mit der Aminokomponente 25 fuhrt
zum Peptid 26 (Weg 1, Abb. 24) [68].

Weg 1
I A° I NMM T 4°
Z—NH- CHR1-C—NH-CHR2-C + R30—C—ClI —> Z—NH—CHR1-C—NH—CHR2—C
\OH - NMMe HCI N\
7 2la 22a /0
R30—C
N\
[e)
NMM (0,5 Ag.) (”3 //o 25 NH,—CHR5—COR6
22a + HOR4(1,5Aq.) —> Z—NH—CHRl—C—NH—CHRZ—C\ —_—
23 - CO,, R30OH 24 OR4 - HOR4

R1 = Seitenkette, z.B. H
R2 = Seitenkette, z.B. CH; oder CH(CH3),

I I R3 = (CH3),CHCH
Z—NH- CHR1-C—NH—CHR2—C—NH—CHR5—COR6 (CHa), 2

26 R4 = a) NSu
b) NB

R5 = Seitenkette, z.B. CH,CH(CH3), oder CH(CH3),
R6 = OBn

Abb. 24:  Peptidkupplung via Mischanhydridsynthese (Weg 1)
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Dementsprechend erfolgte die Bildung des Z-Gly-AlaMischanhydrids gemald
BENOITON’s Methode (Weg 1) mit 21a in THF bei -13°C unter Verwendung von 1 Aq.
NMM innerhalb einer Bildungszeit von 5 min. Nach anschliefender Addition von 1,5 Aq.
HONSW 0,5Ag. NMM zeigten die IR-spektroskopischen Untersuchungen eine schnelle
Bildung des ONSu-Esters (innerhalb von 5min), erkennbar am Entstehen der charak-
teristischen CO-Schwingungsbande der Esterbindung bei nco: 1816 cm™ (Tab. 16 siehe
Anhang).

Da fir HONSu Nebenreaktionen beschrieben worden sind (b-Alaninbildung [37,38], siehe
Kapitel 1.4.), wurde im Rahmen der Studien die Verwendung von HONB als alternatives
Additiv untersucht und eine vergleichbar schnelle Aktivesterbildung gefunden. Sowohl im
Fall von HONSu als auch mit HONB war weder restliches Mischanhydrid anwesend noch
wurde Oxazolonbildung beobachtet.

Im Fal der Kupplung von H-Va-OBn an die BOC-Gly-Va-ONSu- oder ONB-Ester bei
Raumtemperatur, welche gemald Weg 1 in Essigester hergestellt worden sind, wurde in
Ubereinstimmung zu obigen Ergebnissen mittels RP-HPLC eine sehr geringe
Stereomutation (unter 0,5 %) beobachtet (Tab. 7).

Tab. 7: Einflud der entsprechend dem Syntheseweg in Abb. 24 durchgefihrten
Mischanhydrid-Reaktionen auf die Stereomutation und Kupplungsausbeute wéhrend der
Synthese von H-Gly-Val-Val-OBn

LDL / Ausbeute (mol-%)
Kupplungszeit 21a/HONSu 21a/[HONB

5min 0,2/28 0/28
30 min 0,3/73 02/74
60 min 0,3/85 0,3/85

Folglich konnte mit diesen Untersuchungen gezeigt werden, dal3 auch ONB-Ester, die via
Chlorameisensaurealkylester entsprechend der Methode von BENOITON [64] erhalten
wurden, ebenso effektiv zur Segmentkupplung eingesetzt werden konnen wie die
ONSu-Ester, jedoch unter Vermeidung der fur diese beschriebenen Nebenreaktionen
[37,39].
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4.2. Aktivierung mit Chlorameisensaureaktivestern

Statt Anwendung von Chlorameisensdurealkylestern [94] wurde der aktivierte Chlor-
ameisensdure-ONB-Ester (CICOONB) (Abb. 25, 21b) [95] in dhnlicher Weise zur Bildung
von instabilem Carbonsdure-K ohlensaure-Mischanhydrid 22b [96,97] verwendet. 22b geht
dann im Verlauf einer ,Einschritt“-Reaktion unter Verlust von CO; in den Korres-
pondierenden ONB-Ester 24 iber (Weg 2, Abb. 25).

Weg 2
0
I NMM I ° 25
7 + R4O—C—Cl — Z—NH—CHRl—C—NH—CHRZ—C\ — 24 — 26
- NMMe HCI -
21b ¢ 22b 0 o, - HOR4
40—
RAO—C
o)

R1 = Seitenkette, z.B. H
R2 = Seitenkette, z.B. CH; oder CH(CHs),
R4 =a) NB

b) Bt

Abb. 25:  Peptidkupplung via Chloramei sensdureaktivester (Weg 2)

Unter Bericksichtigung der hoheren Resktivitét des OBt- gegeniber dem ONB-Ester
wurden die Untersuchungen mit dem analogen, dafir neu entwickelten Chlorameisen-
saure-OBt-Ester (CICOOB) als eine Vorstufe des hoch reaktiven OBt-Esters durchgefihrt.
Die Herstellung des Chlorameisensdure-OBt-Esters (Abb. 26, 27) wurde durch Umsetzung
von Phosgen mit KOBt in DCM/Toluol als Lésungsmittel unter Einhaltung einer Reaktions-
temperatur von 10°C durchgeftihrt. Das Reaktionsprodukt wurde durch seine IR-Carbonyl-
frequenz bei 1806 cm™ (zum Vergleich CICOONB nocoa: 1819 cm™, 1736 cm™) sowie
mittels 23C-NMR-Analyse charakterisiert.

/N\ @ N\ ,O
N” "N—O K69 10°C N N—O—C/
+ COCl, —> Cl
- KCl
CH,Cl,/Toluol 27

Abb. 26:  Synthese von Chlorocarbonyloxybenzotriazol (27)

Tatsachlich erfolgte die Reaktion von CICOOBt 27 mit Z-Gly-Ala-OH in THF in Gegen-
wart von NMM (1 Ag.) bei -13°C unter Bildung des korrespondierenden Aktivesters ohne
signifikante Oxazolonbildung (IR) (Weg 2). In Ubereinstimmung dazu steht der geringe
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Enantiomerengehalt von nur 0,6 %, der nach Voraktivierung von BOC-Gly-Val-OH mit
CICOOBt in Gegenwart von 1 Ag. NMM fur 30 min und anschlieffender Kupplung an
H-Val-OBn erhalten wurde (HPLC) (Tab. 8).

Tab. 8: Einflud der entsprechend dem Syntheseweg in Abb. 25 durchgefiihrten
Mischanhydrid-Reaktion mittels CICOOBt auf die Stereomutation und Kupplungsausbeute
wahrend der Synthese von H-Gly-Val-Va-OBn

LDL / Ausbeute (mol-%)
Kupplungszeit CICOOBt/NMM

5min 0,4/82
30 min 0,5/ 86
60 min 0,6/87

4.3. SchluBfolgerung zur Anwendbarkeit der Mischanhydridsynthese zur

Segmentkondensation

Die Ergebnisse zeigen, dal’3 Peptid-ONB-Ester, die durch Mischanhydridsynthese ohne
Oxazolonbildung wahrend der Aktivierung hergestellt worden sind, unter fast vollstandiger
Vermeidung der Stereomutation gekuppelt werden konnen. Dies ist auch von BENOITON
[59,64] fur die korrespondierenden ONSu-Ester gefunden worden. Vorteilhaft bei der
Aktivierung Uber Mischanhydride mittels Chlorameisensdureester ist die effektive
Neutralisation der Base durch die freiwerdende HCI. Mit der Entwicklung des Chloro-
carbonyloxybenzotriazols als neues Kupplungsreagenz konnte eine verbesserte, einfachere
Synthesemethode, ebenfalls ohne signifikante Oxazolonbildung, erhalten werden, um

Peptidsegmente mit sehr geringer Stereomutation zu kuppeln.
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5. Peptidsegmentkondensation unter Verwendung von Pyridin-

poly(hydrogenfluorid)

Wie mit den vorangegangenen Untersuchungen gezeigt wurde, birgt die Aktivierung von
Peptidsegmenten in Gegenwart von Base generell die Gefahr der Epimerisierung. Dies
erklart, warum eine basenfreie Aktivierung, wie die Carbodiimid-Methode, die bislang
effektivste Variante zur Unterdriickung der Epimerisierung im Verlauf der Peptidsegment-
kondensation darstellt. Eine alternative Kupplungsmethode wére die Ausnutzung der
Saurefluoridaktivierung im Hinblick auf die Verwendung polarerer Lsungsmittel systeme.
Es ist bekannt, dal3 geschitzte Aminosaurefluoride effiziente Acylierungsmittel fir die
schrittweise Peptidsynthese darstellen [70]. Ein besonderer Vorteil ist, dald die Kupplung
auch ohne Anwesenheit von Base durchgefihrt werden kann [72]. Das heil, dal3 HF as
relativ schwache Séure nur eine teilweise Protonierung von Aminokomponenten wahrend
der Peptidbindungshildung bewirkt.

Deshalb erschien es erfolgversprechend, eine Methode auch zur Herstellung geschitzter

Peptidsegmentfluoride zu entwickeln, um diese nachfolgend zur Kupplung el nzusetzen.

5.1. Modelluntersuchungen zur in situ Synthese und Kupplung von Peptid-

segmentfluoriden

Die von CARPINO [70] entwickelte Methode zur Synthese von Fmoc-Aminosaurefluoriden
mittels Cyanurfluorid in DCM lief3 sich in modifizierter Weise zur in situ Herstellung von
Z-Gly-Ala-F anwenden (Hydrolyse von zwel Fluoratomen des Cyanurfluorids, siehe
Experimenteller Teil). Dabei wurde aber mittels IR intermediar Oxazolonbildung
beobachtet. Somit kann aufgrund des anwesenden Pyridins die Gefahr der Epimerisierung
bestehen. Es ist nicht gelungen, das gebildete Dipeptidfluorid zu isolieren, um dieses, wie
die geschiitzten Aminosaurefluoride, direkt zur Kupplung einzusetzen.

Kirzlich wurde von KADUK [98] die Herstellung N®-geschiitzter Aminosaurefluoride mit
Diethylaminoschwefeltrifluorid (DAST) beschrieben. Der besondere Vorteil dieser Technik
gegentber der Verwendung von Cyanurfluorid besteht in der einfacheren Aufarbeitung, da
bei der Anwendung von DAST nur wasserldsliches Material als Nebenprodukt gebildet
wird, welches sich durch Extraktion mit Eiswasser einfach aus dem Reaktionsgemisch
entfernen 183 [99]. Die Tatsache, dald zur Fluoridherstellung mittels DAST keine Base
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bendtigt wird, liefd diese Methode zunédchst als geeignet zur Herstellung von Peptidfluoriden
erscheinen. Indes zeigten IR-spektroskopische Studien, dal3 sich nach Einwirkung von
1,2 Ag. DAST auf Z-Gly-Ala-OH in DCM zwar Dipeptidfluorid bildet, nach ca. 15 min
jedoch deutlich das Entstehen von Oxazolon (nc-o: 1828 cm™) unter gleichzeitiger
Abnahme der FC=0 Schwingungsbande des Dipeptidfluorids (nc-o: 1847 cm™) [70] zu
erkennen war. Auch nach einer Reduzierung der Menge an eingesetztem DAST (0,33 Aq.)
entsteht im o0.g. Zeitraum aus dem Saurefluorid Oxazolon. Demzufolge bildet sich bel der
Aktivierung mittels DAST im unpolaren Losungsmittel Peptidoxazolon. Damit ist diese
M ethode gegenliber der Aktivierung mittels Carbodiimid/HOBt im unpolaren L 6sungsmittel
von Nachteil, bel der sich der korrespondierende Aktivester bildet.

In Analogie zu sauren Additiven, wie HOAt und HOBt, kdnnte man sich eine Bildung von
Saurefluorid aus dem Oxazolon via Carbodiimid-vermittelte Oxazolonbildung und
nachfolgende Addition von HF vorstellen.

Als Modell wurde die Aktivierung von Z-Gly-AlaeOH gewadhit. Als HF-enthaltendes
Reagenz wurde ein in der Vergangenheit vielfach as Fluorierungsreagenz angewendeter
Pyridin-poly(hydrogenfluorid)-Komplex (49, 28) eingesetzt, der eine Stabilitéat bis zu 55°C
besitzt und ca. 9 Ag. HF auf 1 Aq. Pyridin (70 % HF, 30 % Pyridin) enthalt [100].

DIC 28 @ (HPn

Z-Gly-Ala-OH —>  Z-Gly-Ala-Oxazolon Z-Gly-Ala-F  (Gleichung 3)
7 DCM 12 29

30 H-Leu-pNA/BSA
—> Z-Gly-Ala-Leu-pNA

DCM oder DCM/DMF 31

Unmittelbar nach Zugabe des Pyridin-poly(hydrogenfluorid)-Komplexes (5-facher
UberschuR HF) zum vorgebildeten Oxazolon (49, 12), das durch Aktivierung von
Z-Gly-AlasOH 7 mit DIC (1Aqg.) in DCM erhalten wurde, konnte mit Hilfe der
IR-Spektroskopie die Bildung des korrespondierenden Dipeptidfluorids 29 beobachtet
werden (49, Abb. 27). Das Entstehen von Z-Gly-Ala-F wurde auf3erdem mit Hilfe der
'H-NMR-Spektroskopie beststigt (siehe Tab. 17 Anhang). Die |R-spektroskopischen
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Untersuchungen zeigten eine Stabilitét des Dipeptidfluorids in DCM Uber einen Zeitraum

von mehr als 1 h ohne erkennbare Bildung von Oxazolon.

2,8 I

2.4 / \
1725150

2,01 /
1846,745 / 1691,728 | I

1,6

Absorption

1,2

0,81

0,41

0,04

2000 1960 1920 1880 1840 1800 1760 1720 1680 1640
Wellenzahlen (cm-1)

Z-Gly-Ala-Oxazolon ZGly-Ala-F __ __ Z-Gly-Ala-F + H-Leu-pNA/BSA

nach 2 min nach 2 min nach 2 min

Abb. 27:  Bildung von Z-Gly-Ala-F via Oxazolon durch Addition des HF-Additivs

sowie Kupplung des Dipeptidfluorids mit H-Leu-pNA (IR)

Die Verfolgung der [2+1]-Kupplung mit 1 Ag. H-Leu-pNA (49, 30) in DCM in Gegenwart
von 1Ag. BSA as Silylierungsreagenz zeigte das vollstandige Verschwinden der
|R-Schwingungsbande des Peptidfluorids bei nc-o: 1847 cm™ innerhalb von 2 min (Abb.
27). Der Zusatz von BSA diente dabei der Verringerung der Basizitdt der Amino-
komponente sowie dem Abfangen der bel der Reaktion freiwerdenden HF unter Bildung von
Trimethylsilylfluorid. Kurzlich wurde die Beschleunigung der Acylierung von
Aminofunktionen mit sterisch gehinderten Fmoc-Aminosaurefluoriden durch vorherige
Behandlung mit Silylierungsreagenzien wie BSA beschrieben [76,101]. Das gewlnschte
Tripeptid Z-Gly-Ala-Leu-pNA (49, 31) hbildete sich in hoher Ausbeute mit einem
LDL-Isomergehalt von nur 0,3 % (HPLC) (Abb. 28, Tab. 9).
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Abb. 28: HPLC-Profil von Z-Gly-Ala-Leu-pNA verunreinigt mit 0,3 % LDL-Isomer
aus der Reaktion von Z-Gly-Ala-F (DIC/ 5 Ag. HF-Komplex) mit H-Leu-pNA/ 1 Ag. BSA
in DCM

Der geringe Anteil der LDL-Isomer-Bildung konnte unter Verwendung der Methode von
KUSOMOTO [102] bestdtigt werden. Dabel wurde das Tripeptid in Gegenwart von DCl
hydrolysiert sowie nachfolgend die Aminosduren unter Bildung der N-Trifluoracetyl-
isopropylester derivatisiert. Die Bestimmung des D-Alanin-Gehaltes erfolgte mittels GC-
MS-Analyse mit einer chiralen Phase.

Im Gegensatz dazu wurde fur die DCC-Aktivierung in DMF unter vergleichbaren
Reaktionsbedingungen eine nur langsame Oxazolonbildung mittels *H-NMR gefunden.
Innerhalb von 60 min wurden nur ca. 30 % Oxazolon beobachtet. Dieses Ergebnis korreliert
mit bereits von HUDSON [45] beschriebenen geringen Geschwindigkeiten von
Carbodiimid-Aktivierungen in polaren Lésungsmitteln. Wurde die Reaktion in Gegenwart
des HF-Pyridin-Komplexes (5-facher UberschuR) durchgefiihrt, war weder eine
Beschleunigung der Oxazolonbildung noch die Bildung von Peptidfluorid zu beobachten
(*H-NMR). Die Ursache dafir beruht méglicherweise auf der Fzhigkeit von DMF,
HF-Molekile zu binden, da HF in dipolar aprotischen Losungsmitteln als schwache Saure
(pK4=15+2in DM SO [103]) fungiert.

Um Peptidfluoride effizient in polareren Losungsmitteln zu kuppeln, wurde die
Fluoridbildung in DCM und die anschlief3ende Kupplung in DCM/DMF (1:1) durchgefihrt.
Unter Beriicksichtigung der oben angegebenen Reaktionsbedingungen der Z-Gly-Ala-F-
Herstellung (1 Ag. DIC, 5Aq. HF-Pyridin) erfolgte die anschlieRende Aminolyse mit
H-Leu-pNA/ 1Ag. BSA in DCM/DMF mit hoher Reaktionsgeschwindigkeit (IR). Das
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Tripeptid wurde in 92 %iger Ausbeute mit einem Enantiomerengehat von nur 0,5 %
erhalten (Tab. 9).

Im Fall der hier durchgefiihrten Modelluntersuchungen fihrte die Peptidaktivierung mit
DIC/Pyridin-poly(hydrogenfluorid)-Komplex zu hohen Kupplungsausbeuten mit geringer
Epimerisierung. Vergleichbare Ergebnisse sind unter analogen Reaktionsbedingungen
mittels Carbodiimid/HOBt- oder HOAt-Aktivierung unter Bildung und anschlief3ender
Kupplung der korrespondierenden OBt- und OAt-Ester erhalten worden (Tab. 9). Bei dieser
neuen Methode wird ein einfaches und preiswertes Reagenz anstelle komplexer und
kostenaufwendiger organischer Additive, wie HOBt und HOAt, verwendet. In diesem
Zusammenhang ist anzumerken, dal3 die Saurefluoride in ihren Kupplungseigenschaften den
Aktivestern dhnlich sind, jedoch eine hthere Effektivitdt besitzen [76,104].

Zum Vergleich wurde das Z-Gly-Ala-Oxazolon ohne Zusatz eines Additives unter analogen
Bedingungen mit H-Leu-pNA/ 1 Aq. BSA gekuppelt (DCM/DMF = 1:1). Die Aminolyse
des Oxazolons verlief im Gegensatz zu den Reaktionen von Saurefluorid und Aktivestern
ausgesprochen langsam und unter Verlust der chiralen Integritét (Tab. 9) [siehe auch
28,31,59].

Um den Einflul3 eines polareren Losungsmittelsystems auf das in DCM vorgebildete
Dipeptidfluorid (5Ag. HF-Komplex) zu untersuchen, wurde DMF zugefiigt (1:1). Die
IR-spektroskopische Beobachtung zeigte nur geringe Oxazolonbildung nach 5min, ein
deutlicher Hinwels darauf, dal? Peptidfluoride relativ stabil in solchen Systemen sind. Kein
Anstieg der Epimerisierung wurde gefunden im Fall der Behandlung des vorgebildeten
Dipeptidfluorids mit DMF (DCM/DMF=1:1) fur 1min, direkt vor der Kupplung mit
H-Leu-pNA/ 1Aq. BSA gelost in DMF. Innerhalb von 2min war die Resktion des
vorhandenen Peptidfluorids abgeschlossen (IR). Aufgrund der beibehaltenen sauren
Reaktionsbedingungen (Gegenwart von HF) verlief die weitere Reaktion des verbliebenen
Oxazolons ohne Epimerisierung (HPLC). Die Ergebnisse in Tab. 9 zeigen, dal3 die nach
30 min gefundene Umsatzsteigerung im Vergleich zu der nach 2 min gebildeten Menge
Tripeptid (primérer Umsatz durch Fluorid) nur noch gering ist. Die niedrigeren Kupplungs-
ausbeuten in DCM/DMF gegeniiber den Reaktionen in DCM werden demnach durch die

partielle Bildung von Oxazolon verursacht, das eine geringe Reaktivitét besitzt.
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Tab. 9 Einflud von HF-Pyridin auf das Ausmal? der Stereomutation und
Kupplungsausbeute wahrend der Synthese von Z-Gly-Ala-Leu-pNA unter verschiedenen
Aktivierungsbedingungen

Aktivierungsbedingungen LDL / Ausbeute LDL
GC-MS
(mol-%) (mol-
%)

Kupplungszeit
2min - 5min 30 min 120 min

Fluoridbildung in DCM

(5 Ag. HF-Pyr); Kupplung an Leu-pNA/BSA in |0,3/ 97 0,3
DCM

(1,5 Ag. HF-Pyr); Kupplung an Leu-pNA/BSA 0,7/ 99

in DCM

(1,5 Ag. HF-Pyr); Kupplung an Leu-pNA in 1,0/98

DCM

(5 Ag. HF-Pyr); Kupplung an Leu-pNA/BSA in

DCM/DMF (1:1) 0,5/92

OAt-Esterbildung in DCM
Kupplung an Leu-pNA/BSA in DCM/DMF 2,0/95 2,2/99
(1:1)

OBt-Esterbildung in DCM
Kupplung an Leu-pNA/BSA in DCM/DMF 0,6/99

(1:1)

Oxazolonbildung in DCM

Kupplung an Leu-pNA/BSA in DCM/DMF 3,6/11 9,3/15 21,6/
(1:2) 32

Fluoridbildung in DCM (5 Ag. HF-Pyr)/
Addition von DMF (1:1, 1 min); Kupplungin [0,2/60 0,2/620,3/
DCM/DMF (1:2) 74

Prinzipiell konnen geschitzte Peptidfluoride im unpolaren LGsungsmittel unter sauren
Reaktionsbedingungen durch Zugabe von HF zum Oxazolon synthetisiert werden. Die
Kupplung der Peptidfluoride 183 sich ohne signifikante Epimerisierung auch in polareren

L 6sungsmittel systemen durchfuhren.

5.2. Verringerung der Epimerisierung durch Zusatz des Pyridin-

poly(hydrogenfluorid)-Additivs zur Kupplung mit Uroniumsalzen

Es ist von grof’em praktischen Interesse, geschitzte Peptidsegmentfluoride in polaren
Systemen, wie z.B. DMF, herzustellen. Dieses Ziel 183t sich jedoch nicht mit Hilfe der
Carbodiimid-Technik erreichen. Andererseits konnte hier festgestellt werden, dal3 sich die
Reaktion im Fal von Uroniumsaz-Kupplungen auch in Gegenwart des Pyridin-

53



poly(hydrogenfluorid)-Komplexes durchfuhren [&3t, wobei die gesamte Menge der
verfugbaren HF as ein effektiver Puffer wirken kann.

Bei Anwendung von TBPyU zu , Eintopfreaktionen* in Gegenwart von 2 Ag. DIEA ohne
und mit Zusatz von 5 Aq. des HF-Additivs wurde in beiden Fallen innerhalb von 30 min nur
geringe Stereomutation gefunden. Deshalb wurde in den folgenden Untersuchungen mit
einer Voraktivierung gearbeitet, um Epimerisierung zu provozieren und die Verhaltnisse bel
langsamen Segmentkupplungen zu simulieren.

Tatsachlich bewirkte die Gegenwart des 5-fachen Uberschusses HF-Komplex im Verlauf
der HAPyU-Aktivierung in DMF unter Addition von 2 Aq. DIEA fiir eine Voraktivierungs-
zeit von 60 s eine starke Senkung der Epimerisierung um mehr als 25 % (Tab. 10). Die
beobachtete etwas geringere Reaktionsgeschwindigkeit im Vergleich zur Reaktion ohne
Zusatz des HF-Additivs ist wahrscheinlich mit einer zumindest partiellen Protonierung der
Aminokomponente durch HF zu begrinden. Diese Ergebnisse zeigen, dal3 das Pyridin-
poly(hydrogenfluorid)-Additiv ausgezeichnet zur Unterdriickung der Stereomutation im
Verlauf langsamer Peptidsegmentaktivierungen mit Uroniumsalzen geeignet ist. Dies
initilerte weitere Untersuchungen zur Optimierung der Menge und der Natur der zugesetzten
Base. Im Fall der Voraktivierung fir 60 s mit HAPyU in Gegenwart von nur 1 Ag. DIEA
konnte die gefundene Menge LDL-Isomer von 3 % durch Anwesenheit von 5Aqg. HF-
Additiv auf 2% gesenkt werden (Tab. 10). Eine noch stérkere Unterdriickung der
Epimerisierung (0,6 %) konnte durch die Anwesenheit von 10 Ag. des HF-Komplexes
erreicht werden.

Wie in jungsten Untersuchungen berichtet, verlauft die Aktivierung durch Uroniumsalze
auch in Gegenwart von tertidren Aminen, die eine geringere Basizitét als DIEA besitzen.
Entsprechend CARPINO und EL-FAHAM [22] konnen mit Collidin als Base effiziente
Kupplungsergebnisse erreicht werden, allerdings kann der Zusatz von nur 1Aq. der
schwécheren Base zu unvollstdndigen Kupplungen fuhren. Im Gegensatz dazu zeigten
unsere Ergebnisse, dal? bei der Aktivierung mit HAPyU/ 1 Aqg. Collidin in Gegenwart des
HF-Additivs durchaus vollstandige Aktivierungen erzielt werden kénnen. Sowohl Collidin
wie auch NMM wurden im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Obwohl NMM (pK, (H20):
7,38) im Vergleich zu DIEA (pK4 (H20): 10) eine geringere Basizitét aufweist [22], wurde
in friheren Untersuchungen ein hoherer Grad der Epimerisierung beobachtet [60], was hier
bestétigt werden konnte. In Anwesenheit von 5 Ag. HF-Komplex konnte dieser Effekt, wie

in Tab. 10 gezeigt, etwas reduziert werden. Demgegentiber wurden bei Einsatz von Collidin
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in Verbindung mit dem HF-Additiv unerwartet gute Ergebnisse erhalten. Tatsachlich
ergaben Zusitze von 5 oder 10 Ag. des HF-Pyridin-Komplexes im Verlauf der Aktivierung
mit HAPyU in Gegenwart von Collidin (1 Aqg., 60s Voraktivierung) hohe Kupplungs-
ausbeuten und praktisch keine Epimerisierung (HPLC, GC-MYS) (Tab. 10). Nach CARPINO
und EL-FAHAM [22] besitzt Collidin (pKa (H20): 7,43) zwar eine dhnliche Basizitét wie
NMM, jedoch wird nur fir ersteres eine ausgeprégte sterische Hinderung gegentiber des
Angriffs am C-H von Oxazolon oder Aktivester erwartet, woraus eine Verringerung der

Epimerisierung resultiert.

Tab. 10:  Einflu3 des HF-Pyridin-Additivs und der Base auf die Stereomutation und
Kupplungsausbeute wahrend der Synthese von Z-Gly-AlaLeu-pNA in DMF via
HAPyU-AKktivierung mit einer Voraktivierungszeit von 60 s

Base HF- LDL / Ausbeute LDL
Komplex GC-II\/(l)/S
Ag) |Aa)  [(mol-%) (mol-%)
Kupplungszeit
10s 30s 60 s 5min 30 min 60 min
DIEA (2) |- 31,6/99
DIEA (2) |5 48/75 49/84 48/83 45/97 4,4/100
DIEA (1) |- 2,7/90 3,2/99
DIEA (1) |5 24179 26/84 24/94 2,3/100
DIEA (1) |10 06/61 05/81 04
NMM - 39/78 6,3/ 93 7,1/ 100
(1)
NMM 5 3,1/88
(1)
Collidin |- 03/71 0,6/96 0,7/100(0,8
(1)
Collidin |5 04/81 05/87 (06
(1)
Collidin |10 03/77 03/82 |05
(1)

Die Untersuchungen zeigten, dal’ Kombinationen aus HAPyU/ 1 Aq. DIEA/ 10 Ag. Pyridin-
poly(hydrogenfluorid)-Komplex oder HAPyU/ 1 Aq. Collidin/ 5 oder 10 Aqg. Pyridin-poly-
(hydrogenfluorid)-Komplex in Zusammenhang mit einer Voraktivierungszeit von 60 s - um
Epimeriserung zu provozieren - ginstige Bedingungen flr eine epimerisierungsarme

Segmentkondensation liefern. Besonders bemerkenswert ist dabei die Tatsache, dai3 trotz
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der Anwesenheit eines sauren Additivs hohe Aktivierungsraten erreicht wurden, unter
Einsatz einer geringeren Menge tertidren Amins as normalerweise zur Uroniumsalz-
Aktivierung verwendet wird. Um vollstandige Umsédtze zu sichern, war es jedoch

notwendig, mit langeren Kupplungszeiten zu arbeiten.

5.3. Nebenreaktionen bei Verwendung des Pyridin-poly(hydrogenfluorid)-
Additivs

Saure Reaktionsbedingungen bergen die Gefahr der vorzeitigen Abspaltung sensitiver
Seitenkettenschutzgruppen trifunktioneller Aminosduren, wie z.B. Trityl- oder tert.-Butyl-
Gruppen (BOC, tert.-Butylester, tert.-Butylether). Infolge der hohen Konzentration an HF,
die be Addition der verschiedenen Mengen des HF-Pyridin-Komplexes wahrend der
beschriebenen Reaktionen vorliegt, erwies es sich as notwendig, die Trityl- und
BOC-Abspaltung unter den Bedingungen der Kupplungsreaktionen zu untersuchen, um die
Grenzen der Anwendbarkeit des Pyridin-poly(hydrogenfluorid)-K omplexes zu bestimmen.
Tatsachlich wurde bei der Verwendung von 5 Ag. HF-Komplex in DCM eine Abspaltung
der Trityl-Seitenkettenschutzgruppe von Fmoc-Cys(Trt)-OH oder Fmoc-Asn(Trt)-OH von
ca. 2 % bzw. 0,2 % mittels HPL C-Analyse beobachtet (Tab. 11).

Tab. 11:  Ausmal® der Trityl- und BOC-Seitenkettenschutzgruppen-Abspaltung (%)
nach Addition verschiedener sensitiver Aminosauren zu HF-enthaltenden Lésungsmitteln
(0.1 M)

Fmoc-Cys(Trt)-OH | Fmoc-Asn(Trt)-OH Fmoc-Lys(BOC)-OH
15Aq. |5Aq. |15Aqg. [5Ag. |10Ag. |15Aq. [5Ag. |10Aq.
HF-Pyr |HF-Pyr |HF-Pyr |HF-Pyr |HF-Pyr |HF-Pyr |HF-Pyr |HF-Pyr
Zeit |DCM
5min |0,6 2,3 0,1 0,1 1,2 33
30 1,6 0,15 0,16
min
DMF
5min |<0,1 0,04 0,19
30 <0,1 0,22 <01 <01 0,1 0,12 0,16 0,26
min

Die Abspatung der BOC-Gruppe von Fmoc-Lys(BOC)-OH erreichte unter analogen
Bedingungen ca. 3%. Derartige Nebenreaktionen lieffen sich im Fal von
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Fmoc-Lys(BOC)-OH durch Verwendung von nur 1,5 Ag. des HF-Pyridin-Komplexes auf
1% reduzieren (Tab. 11). In diesem Zusammenhang konnte bewiesen werden, dal3 die
Kupplung in Gegenwart dieses reduzierten Betrags des HF-Additivs durchaus zu guten
Ergebnissen fiihrt. So erméglichte die Reaktion von Z-Gly-Ala-F (1,5 Ag. HF-Komplex) mit
H-Leu-pNA/ 1 Ag. BSA in DCM den vollstandigen Umsatz (99 %) unter Bildung von nur
0,7 % des LDL-Isomers (Tab. 9). Das Ausmal? der LDL-Isomer-Bildung in Abwesenheit
von BSA betrug 1% (Tab. 9). Das heif¥, dal3 die beobachtete hohere Epimerisierung im
Vergleich zur Verwendung von 5 Aq. des HF-Komplexes zur Fluoridbildung vermutlich auf
die ungentigende Pufferung der Aminokomponente zurtickzufihren ist.

Von besonderer Bedeutung fur den Einsatz des HF-Additivs im Verlauf der Uroniumsalz-
Aktivierung ist die Tatsache, dal3 die Gefahr der saurekatalysierten Abspaltung von Seiten-
kettenschutzgruppen in DMF vernachléssigbar gering ist. Dementsprechend blieben die
Werte der Trityl- und BOC-Abspaltung dieser drei Aminosauren im Fall der Behandlung
mit 1,5 Ag. des HF-Komplexes unterhalb 0,2 % (HPLC) (Tab. 11). Bei Verwendung von
5 oder 10 Aq. des HF-Additivs stieg der Grad der Abspaltung nicht tiber 0,3 %. In kritischen
Fdlen kann anstelle des Trityl-Derivates von Fmoc-Cys-OH das korrespondierende
sdurestabile (S-tert.-Butylthio)-Cystein eingesetzt werden.

54. Ubertragung der HAPyU/ HF-Komplex-Kupplungsmethode auf die
Segmentkondensation von ACP(65-74)

Um die Anwendbarkeit der HAPyU/ HF-Komplex Methode auf die Segmentkondensation
langerer Peptide zu untersuchen, wurde eine Partialsequenz des Acyl Carrier Proteins
ACP(65-74) ds Modell gewahlt. Dieses Peptid wurde neben anderen Verfahren
[75,105,106] erfolgreich mittels SPPS unter Anwendung der Fmoc-Aminosaurefluoride am
Tenta Gel S PHB Harz [71] synthetisiert. Im folgenden soll der Segmentkupplungsprozef3
entsprechend 58 untersucht werden, um

1) den Einflul des Pyridin-poly(hydrogenfluorid)-Komplexes auf den Umsatz der
[4+6]-Kupplung von ACP(65-74) (58, 34) sowie

2.) den Einflud des Pyridin-poly(hydrogenfluorid)-Komplexes auf das Ausmald der
Stereomutation am C-terminalen Alanin der Fmoc-geschitzten Carboxylkomponente
festzustellen.
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Fmoc-Val-GIn(Trt)-Ala-Ala-OH (Gleichung 4)
32

Voraktivierung: 60 s
HAPyU/1 Aq. DIEA/DMF
10 Aq. HF-Pyr

l + H-lle-Asp(OtBu)-Tyr(tBu)-lle-Asn(Trt)-Gly-NH,/ 1 Aq. DIEA
33

Fmoc-Val-GIn(Trt)-Ala-Ala-lle-Asp(OtBu)-Tyr(tBu)-lle-Asn(Trt)-Gly-NH,
34

Der N-terminale Teil 32 des Peptides 34 (58) wurde manuell unter Anwendung der
schrittweisen Methode am o-Chlortritylharz synthetisiert. Die Beladung des Harzes mit
Fmoc-Ala-OH erfolgte mittels einer epimerisierungsfreien Anesterungstechnik Uber das
Carboxylat [107]. Die darauffolgenden Kupplungen von Fmoc-Ala-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH
sowie Fmoc-Val-OH wurden unter Verwendung von HBTU (1 Ag.) als Kupplungsreagenz
in Gegenwart von DIEA (2 Ag.) in Analogie zu Standardsyntheseprotokollen durchgefiihrt.
Die Abspaltung des Tetrapeptides vom Harz erfolgte mit einer Mischung aus
DCM/Essigsdure/THF (8:1:1) [107,108]. Die Synthese der C-terminalen Sequenz (58, 33)
wurde am Applied Biosystem 433 A Peptidsynthesizer im Fast MOC-Cycle mit HBTU
(LAqg.) in Gegenwart von DIEA (1Ag.) am Sieber Amidharz [109] durchgefiihrt.
Hintergrund des Einsatzes dieses Harzes war die Moéglichkeit der extrem schwach sauren
Abspaltung (1% TFA), um saurelabile Seitenschutzgruppen, wie Trityl- und tert.-Butyl-
Gruppen, zu schitzen. Die beiden Segmente wurden nach der Synthese mittels HPLC und
ES-MS charakterisiert.

Der Einflul3 des HF-Additivs auf den genannten Kupplungsprozef3 (58) wurde in Analogie
zu den in Kapitel 5.2. beschriebenen Experimenten untersucht. Dazu wurde die
Carboxylkomponente

a) ohne Zusatz des HF-Komplexes und

b) in Anwesenheit des 10-fachen Uberschusses HF-Komplex

mit HAPyU (1 Ag.) in DMF in Gegenwart von 1 Ag. DIEA 60 s voraktiviert und mit einer
Mischung aus Aminokomponente (1 Ag.)/ DIEA (1 Ag.) in DMF umgesetzt. Die Behand-
lung von 33 mit Base diente dabel der Freisetzung des TFA-Salzes der Aminofunktion. Wie
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aus Abb. 29 deutlich wird, wurde nach einer Kupplungszeit von 21 h eine etwas geringere

Kupplungsausbeute bei der Reaktion in Anwesenheit des HF-K omplexes festgestellt.
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Abb.29: HPLC-Profile der Umsétze der Reaktionen a) und b) zur Synthese von
ACP(65-74) nach 21 h

Nach Schutzgruppenabspaltung und Isolierung der nach a) und b) synthetisierten
Rohpeptide wurden diese mittels HPLC und ES-M S charakterisiert (Abb. 30).
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Abb. 30: Massenspektiren der ungeschiitzten Peptide aus den Segmentkupplungs-
prozessen a) und b) zur Synthese von ACP(65-74)
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Die GC-MS Epimerisierungsuntersuchungen erbrachten das Ergebnis, dal3 durch Zusatz des
Pyridin-poly(hydrogenfluorid)-Komplexes der Antell an D-Alanin von 1,6 % + 0,2 % auf
0,5% +0,1% verringert wurde. Damit konnte gezeigt werden, dal3 sich die Modell-
untersuchungen zur Verwendung des Pyridin-poly(hydrogenfluorid)-Komplexes als
Methode zur Senkung der Epimerisierung auf die Synthese eines langeren Peptides

Ubertragen lief3en.

5.5. Bedeutung der Kupplung in Gegenwart des Pyridin-poly(hydrogenfluorid)-

Komplexes

Anhand der Moddluntersuchungen wurde gezeigt, da3 die in situ Bildung von
Peptidsegmentfluoriden unter sauren Reaktionsbedingungen via Carbodiimid-vermittelter
Oxazolonbildung und anschlief®ender Addition von Pyridin-poly(hydrogenfluorid) im
unpolaren Ldsungsmittel zu erreichen ist. Die erhaltenen Peptidfluoride sind effiziente
Acylierungsmittel, die hohe Umsétze mit sehr geringer Epimerisierung gewahrleisten. Der
Zusatz polarerer Losungsmittel zur Verbesserung der Lodlichkeit, wie DMF, zum Peptid-
fluorid in DCM bewirkt eine partielle Umwandlung zum Oxazolon. Dessen Aminolyse
erfolgt infolge der sauren Reaktionsbedingungen ohne Verlust der chiralen Integritét. Die
mit DIC/HF erhaltenen Ergebnisse waren vergleichbar zu jenen mittels Carbodiimid/HOBt
oder HOAt-Aktivierung.

Der bemerkenswerte Vortell des Pyridin-poly(hydrogenfluorid)-Additivs besteht in seiner
Fahigkeit, die anwesende Base abzufangen, die zur Aktivierung von Carboxylgruppen mit
Uroniumsalzen notwendig ist. Im Ergebnis verliefen Kupplungen unter Verwendung der
Kombinationen von (i) HAPyU/ 1 Ag. DIEA/ 10 Ag. HF-Komplex und (i) HAPyU/ 1 Aq.
Collidin/ 5 oder 10 Ag. HF-Komplex unter nahezu vollstandiger Vermeidung der Stereo-
mutation. Dabei zeigte sich in DMF eine ausreichende Stabilitét saurelabiler Seitenketten-

schutzgruppen.
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6. Zusammenfassung der Ergebnisse

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Entwicklung neuer sowie eine Optimierung
bestehender Kupplungsmethoden mit dem Ziel einer epimerisierungsarmen Peptidsegment-
kondensation durchgefiihrt. Ausgehend von der hier beobachteten betrachtlichen
Epimerisierung bei der Kupplung von Peptidsegmenten mit bekannten Uroniumsalzen und
neu entwickelten, modifizierten Aktivierungsreagenzien wurde zunéchst der Mechanismus

der Aktivierung geschtitzter Peptidsegmente untersucht.

Wesentliche Ergebnisse sind:
I. Die mechanistischen Untersuchungen

Die bisher als erster Schritt der Aktivierung mit Uroniumsalzen angenommene O-Acyl-
uroniumverbindung konnte hier erstmalig am Modell der Aktivierung der sterisch
gehinderten Mesitylencarbonsaure mit HAPyU mittels *C-NMR-Tieftemperatur-
Untersuchungen direkt nachgewiesen werden. Das O-Acyluroniumintermediat lief3 sich
auf unabhangigem Weg aus der Reaktion von Mesitylencarbonsaurechlorid mit
Bipyrrolidinoharnstoff und SbCls darstellen. Die hohere Reaktivitdt des
O-Acyluroniumintermediates im Vergleich zum Mesitylencarbonsdure-OAt-Ester wurde
durch Aminolyse mit Benzylamin in DCM nachgewiesen. Die geringe Lebensdauer des
Intermediates ist vermutlich die Ursache dafir, dal3 es im Verlauf der Aktivierung von
Peptiden bisher nicht nachweisbar war. Es reagiert sehr schnell zu aktivierten Spezies,
wie Aktivester und Oxazolon.

Der Verlust der chiralen Integritét am aktivierten Carboxylrest im Verlauf der Peptid-
segmentkondensation mit Uroniumsalzen wird durch die Bildung von Oxazolon in
Gegenwart des zur Aktivierung notwendigen tertidren Amins verursacht. Wahrend der
Aktivierung geschitzter Peptidsegmente kommt es zur Ausbildung eines Gleich-
gewichtes zwischen Aktivester und Oxazolon. Die Lage dieses Gleichgewichtes wird
durch die Loésungsmittelpolaritdt, durch die Addition von Base oder N-Hydroxy-
verbindungen beeinflut. In Gegenwart von 2 Aq. des tertidren Amins zur Aktivierung
steigt der Oxazolongehalt im Gleichgewicht in Abhangigkeit von der Natur der
Abgangsgruppe im Uroniumsalz in der Reihenfolge HONB<<HOBt<HOAt. Durch den
Zusatz einer Base verschiebt sich das Gleichgewicht zugunsten des Oxazolons. Bezliglich
der Stereomutation solcher Kupplungen wurde ein Anteil des LDL-Isomers in

entgegengesetzter Ordnung zur Menge an Oxazolon gefunden. Fir diese unerwartete
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Reihenfolge sind die Geschwindigkeit der Oxazolonringdffnung durch N-Hydroxy-
verbindungen, die Reaktivitédt des Aktivesters und der Anteil an freier N-Hydroxy-
verbindung zur Neutralisation der benttigten Base verantwortlich. Daraus folgt, dal3 eine
effiziente Pufferung jeglicher Base im System durch ein geeignetes saures Additiv zur
Verringerung der Stereomutation essentiell ist. Dabei mul? die Sdurestarke des Additivs
fur die Pufferung des fur die Aktivierung notwendigen tertidren Amins ausreichend sein.
Andererseits darf das saure Additiv nicht die Aktivierung und Kupplung infolge einer

vollstandigen Protonierung des tertidren Amins oder der Aminokomponente verhindern.

I1. Schlul3folgerungen aus den mechanistischen Untersuchungen
Prinzipiell kann die Epimerisierung wahrend der Peptidsegmentkondensation auf drei
unterschiedlichen Wegen unterdriickt werden:
Abpuffern von Base (sowohl des tertidren Amins als auch der Aminokomponente):
Im Fall einer baseninitiierten Aktivierung, wie bei Anwendung der Uroniumsalze, muf3
die anwesende Base durch ein geeignetes saures Additiv abgepuffert werden. Aul3erdem
sind schnelle Aminolyse des Aktivesters und dessen schnelle Bildung durch Ring6ffnung
des Oxazolons notwendig.
Ausschluf3 von Base:
Die Aktivierung mit Bildung von Oxazolon wird unter sauren Reaktionsbedingungen
mittels Carbodiimid im unpolaren Losungsmittel durchgefiihrt. Durch Zusatz eines
Additivs 183 sich das Oxazolon unter Erhaltung der Konfiguration in eine aktivere
Spezies, z.B. Aktivester, Peptidfluorid, Gberfihren.
Vermeidung von Oxazolon:
Die Aktivierung erfolgt Gber das Mischanhydrid bel effektiver Neutralisation der Base.
Dieses wird in den Aktivester Uberfuhrt. Die anschliefende Kupplung erfolgt ohne
Zusatz von Base oder mit einem epimerisierungsfreien Aktivester (ONB, ONSu).

I11. Methoden flr die Peptidsegmentkondensation
Aufgrund der Komplexitét der Einfllsse bei der Kupplung von Peptidsegmenten kann nicht
eine einzelne Methode als universelle Losung vorgeschlagen werden. Vielmehr dient das
Verstandnis der Zusammenhange al's Grundlage fur eine angepaldte Losung fur das jewellige
Kupplungsproblem.

Pyridin-poly(hydrogenfluorid) erwies sich als sehr gut geeignetes saures Additiv im

Verlauf von Uroniumsal zkupplungen im polaren Losungsmittel, da hohe Kupplungsaus-
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beuten und geringe Epimerisierung damit erhalten wurden. Selbst unter den gewahlten
M odellkupplungsbedingungen, bei denen Epimerisierung provoziert wurde, konnte bei
Verwendung der Kombinationen (i) HAPyU/ 1Aq. DIEA/ 10Aq. HF-Pyridin und
(i) HAPyU/ 1Aq. Collidin/ 5oder 10Aq. HF-Pyridin eine epimerisierungsarme
Segmentkondensation erreicht werden. Die Gefahr der Abspaltung saurelabiler Seiten-
kettenschutzgruppen bei Anwendung des HF-Additivs in DMF ist vernachl&ssigbar

gering.

Eine aternative Variante wurde mit der Kupplung von Peptidsaurefluoriden gefunden,
die unter sauren Reaktionsbedingungen mittels DIC/HF-Pyridin in unpolaren Lésungs-
mitteln synthetisiert wurden. Die Kupplung kann ohne signifikante Epimerisierung auch
in polareren Losungsmittelsystemen erfolgen. Diese neue Methode lieferte vergleichbar
gute Ergebnisse wie im Fall von DIC/HOBt oder HOAt-Kupplungen unter Verwendung
einfacher und preiswerter Reagenzien anstelle komplexer und kostenaufwendiger

organischer Additive.

Eine weitere Moglichkeit zur Unterdriickung der Epimerisierung besteht in der
Vermeidung der Oxazolonbildung wahrend der Aktivierung. Mischanhydride sind
weniger reaktiv hinsichtlich der Umwandlung zum Oxazolon als die O-Acyluronium-
intermediate wadhrend der Uroniumsalzaktivierung. Bel der Aktivierung mittels Chlor-
ameisensaureester fuhrt zusétzlich die freigesetzte HCl zur Unterdriickung der basen-
katalysierten Stereomutation. Ausgehend davon wurde eine verbesserte Methode mit der
Herstellung von Aktivestern, wie ONB- und OBt-Ester, via Mischanhydridmethode unter
Verwendung von Chlorameisensdureisobutylester/HONB oder des neu entwickelten
Chlorocarbonyloxybenzotriazols gefunden. Diese Ester kdnnen in unpolaren Lésungs-

mitteln mit sehr geringer Stereomutation gekuppelt werden.
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7. Experimenteller Teil

7.1. Chemikalien

Z-Gly-Ala-OH, H-Va-OBnHCl und H-Leu-pNA wurden von der Firma Bachem Inc.
bezogen. DIEA, NMM, Caoallidin, Piperidin, Cyanurfluorid und DAST wurden von der Firma
Fluka gekauft und wie alle hier nicht explizit erwahnten Reagenzien ohne weitere Reinigung
eingesetzt. Benzylamin von Flukawurde tiber Molekularsieb (3 A) aufbewahrt. Des weiteren
wurde DCC der Firma Riedel DE HAEN AG sowie DIC und HOBt ebenfalls von Fluka
verwendet. Das HOAt wurde von Millipore bezogen. HONB und HONSu von Ferak Berlin
wurden vor der Verwendung aus Isopropanol umkristallisiert. TBTU, TBPyU, TBPipU und
TOPPipU wurden nach Methoden von KNORR et al. [20] bzw. HENKLEIN et a. [51]
synthetisiert. HAPyU wurde entsprechend der Methode von CARPINO und EL-FAHAM
[22] synthetisiert. TNTU, o-Cl-Trt-Harz und Sieber-Amidharz wurden von Novabiochem
bezogen. CICOONB wurde nach der von HENKLEIN [95] beschriebenen Prozedur
hergestellt. DMF und Acetonitril (aufbewahrt (iber Molekularsieb 3 A) wurden von Baker
sowie THF, Essigester, THF und der Chlorameisensdureisobutylester von Merck erhalten.
DCM der Firma Baker wurde vor Gebrauch Uber P,Oi1g und anschliefend Uber Nap,COs
destilliert und dann (iber Molekularsieb (3 A) aufbewahrt. Die deuterierten Lésungsmittel
(CD.Cl;, DMF-d;, CDCls, CD3CN), Bipyrrolidinoharnstoff, Bipiperidinoharnstoff,
Mesitylencarbonsdure, Oxalylchlorid, BSA, ShCls, HPFs und der Pyridin-poly(hydrogen-
fluorid)-Komplex wurden von der Firma Aldrich bezogen. Bipyrrolidinochloro-
formamidiniumhexachloroantimonat wurde von Prof. L. A. Carpino, University of Massa
chusetts, USA, zur Verfiigung gestellt.

7.2. Analytische Methoden

Die FTIR-Untersuchungen wurden an einem Nicolet Impact 400 Instrument durchgefihrt.
Kinetische Messungen wurden generell aus der Reaktionslésung unter Verwendung einer
NaCl-Kuvette vorgenommen. Feste Stoffe bzw. wéhrend der Reaktion kristallisierte
Verbindungen wurden a's KBr-Pref3ling vermessen.

Fir die Durchfihrung der *H- und *C-NMR-Experimente stand ein Varian Gemini 200
Gerdt zur Verfigung. Das TOCSY-'H-NMR-Experiment wurde an einem Bruker 600
Spektrometer durchgefiihrt. Fir die Tieftemperatur-*C-NMR-Untersuchungen kam ein
Bruker 300 Gerédt zur Anwendung. Die chemischen Verschiebungen sind in ppm relativ zu
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Tetramethylsilan angegeben. Als interne Referenz wurden folgende Lésungsmittelsignale
verwendet: fir *H-NMR DMF-d;; 2,91 ppm (CHs), CD.Cl,: 5,31 ppm (CH,), CDCls:
7,26 ppm (CH); fur *C-NMR DMF-d;: 162,5ppm (CHO), CD,Cly: 53,7 ppm (CH>),
CDCls: 77,7 ppm (CH). Zur Kennzeichnung der Multiplizitat der *H-Signale wurden die
folgenden Abkurzungen verwendet: s (Singulett), d (Dublett), t (Triplett), quart (Quartett),
quin (Quintett), hept (Heptett), dd (Dublett vom Dublett), m (Multiplett). Kinetische
'H-NMR-Messungen zum Aktivester/Oxazolon-Gleichgewicht wurden nach folgendem
Zeitplan durchgefuhrt: 0,5, 5, 15, 30, 60, 120, 180, 240, 300, 360, 420 min und 16 h. Dabel
wurde fur die ldentifizierung von eingesetztem Dipeptid, Oxazolon und Aktivester in der
Reaktionsmischung die charakteristische Tieffel dverschiebung des CH»-Dupl etts von Glycin
herangezogen (siehe Tab. 17 Anhang). Durch Summierung der Integrale der CH,-Singuletts
der Z-Schutzgruppen als Referenz wurde der Anteil der verschiedenen Komponenten im
Reaktionsgemisch quantifiziert. Die Bestimmung der Habwertzeit der Mesitylen-
carbonssure-Aktivderivate erfolgte mittels *H-NMR aus dem Integral der CH.-Signale von
Ausgangsstoff  (Benzylamin) und  Reaktionsprodukt  (N(2,4,6-Trimethylbenzoyl)-
benzylamid). Eswurde die Zeit ermittelt, in der die Konzentration von Benzylamin auf 50 %
gesunken war (Summe von Ausgangsstoff und Reaktionsprodukt entspricht 100 %).

Die HPL C-Untersuchungen erfolgten, wenn nicht explizit erwahnt, unter Verwendung einer
Vydac C 18 4" 200 mm Séule des Typs 218 TPS415 an einem Merck-Hitachi Instrument mit
einem L4250 UV-VIS Detektor bei 220 nm, D6000 Interface, LC Organizer, Pumpe A
L6200, Pumpe B L6000 sowie unter Einsatz eines AS4000 Autosamplers. Die Bedingungen
fur die Epimerisierungsuntersuchungen waren: Flurate 1 ml/min, mobile Phase: Laufmittel
A H,O: TFA =1000:1, Laufmittel B H,0:CH3CN: TFA = 200:800:1.

Die Epimerisierungsuntersuchungen mit Hilfe der GC-MS-Technik wurden an einem
GC-Quadrupol-M S Gerét (Fisons Trio 1000) unter Verwendung einer chiralen Chirasil-Val-
Saule (30m, 0,32 mm i.d., Machery Nagel) durchgefihrt. Die Hydrolyse der geschiitzten
Tripeptide erfolgte in 6 N DCI/D,0 fur 24 h bei 110°C. Danach wurden die Aminosduren in
die entsprechenden N-Trifluoracetylisopropylester Uberfuhrt. Die Aufnahme der
M assenspektren erfolgte im ,, Selective-lon-Mode" (SIM).

Fur die ES-MS-Untersuchungen der Modellpeptide und Kondensationsreagenzien kam ein
TSQ 700, Finnigan MAT 95 Gerat zur Anwendung (Spritzeninfusion 2 pl/min Acetonitril,
Acetonitril/Wasser/Essigsaure oder M ethanol/Wassey).
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Fur die dinnschichtchromatographische Verfolgung von Reaktionen wurde mit Kieselgel
beschichtetes Glas der Firma Merck verwendet.

Die Elementaranalysen wurden an einem LECO CHNS 932 Gerét durchgefhrt.

Zur Bestimmung der Schmelzpunkte kam ein Heiztisch Rapido VEB Wégetechnik PHMK
zur Anwendung (Schmelzpunkte sind nicht korrigiert).

7.3. Synthese von Kondensationsreagenzien

Fluoroformamidiniumsalze (Kapitel 2.2.)

0,1 mol N,N-disubstituierter Harnstoff wurden in 50 ml trockenem DCM vorgelegt und
langsam unter Ruhren 0,095 mol Oxalylchlorid bei Raumtemperatur addiert. Anschlief3end
wurde die Reaktionsmischung 2-3 h unter Ruckflul3 bei 40°C gehalten. Nach Zusatz von
150 ml trockenem Diethylether wurde das ausgefallene kristalline Produkt abgetrennt,
nochmals mit Diethylether gewaschen und kurz im Vakuum getrocknet [20].

Aufgrund der hygroskopischen Eigenschaften der so erhaltenen N,N-disubstituierten
Chloroformamidiniumchloride erfolgte sofort die Reaktion zu den N,N-disubstituierten
Chloroformamidiniumhexafluorophosphaten  [20,50,79,80,110] durch Umsetzung von
0,075 mol der Chlorosalze in 100 ml trockenem Acetonitril mit 0,075 mol KPFg bel
Raumtemperatur. Nach ca 15h wurde das entstandene KCI abfiltriert, das Filtrat am
Vakuumrotationsverdampfer bis zur Halfte eingeengt und die Produkte mit Diethylether
gefdllt, filtriert, gewaschen und tber P4O;0 im Vakuum getrocknet.

Die Umsetzung zu den Fluoroformamidiniumsalzen erfolgte nach der auch von CARPINO
angegebenen Methode [77]. 0,02mol der Chloroformamidiniumhexafluorophosphate
wurden in 30 ml trockenem Acetonitril gelést und 0,02 mol KF (bei 130°C vorgetrocknet)
bei Raumtemperatur portionsweise unter Ruhren addiert. Nach 15h wurde das KCI
abgetrennt und die verbliebene L 6sung bis auf wenige Milliliter eingeengt. Durch Zutropfen
von Diethylether wurden die N,N-disubstituierten Fluoroformamidiniumhexafluoro-
phosphate gefdllt, danach filtriert, mit Diethylether gewaschen und aus
Acetonitril/Diethylether umkristallisiert.
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Bipyrrolidinochloroformamidiniumhexafluorophosphat
CoH16N2CIFsP (332,7)

'H-NMR (ppm, CDCl5): 2,0 (m, 8, 4CH,); 3,82 (m, 8, 4CH;N)
3C-NMR (ppm, CDCl3): 25,1 (4CH5); 54,3 (4CH,N); 151,8 (C*-Cl)

Bipyrrolidinofluoroformamidiniumhexafluorophosphat (Abb. 6, 6b)

CoH16N2FP (316,2)

weilke Kristalle Ausbeute: 90 % Fp.: 124-127°C

'H-NMR (ppm, CDCl5): 2,0 (m, 8, 4CH,); 3,83 (m, 8, 4CH;N)

BC.NMR (ppm, CDCl3): 23,6+25,7 (4CH,); 49,0+50,2 (4CH,N); 150,0+153,6 (C'-F);
Verunreinigung (Pyr)2C+-Cl

ES-MS (pos. Mode): ber.: 171,2 [M]"; gef.: 171,1 [M]"; Verunreinigung (Pyr)2C+-Cl: ber.:
187,7 [M]"; gef.: 187,0[M]*

Bipiperidinochloroformamidiniumhexafluorophosphat

C11H20N2CIFgP (360,7)

'H-NMR (ppm, CDCl5): 1,68 (m, 4, 2CH,); 1,74 (m, 8, 4CH,); 3,69 (m, 8, 4CH.N)
B3C-NMR (ppm, CDCls): 22,7 (2CHy); 25,5 (4CH,); 54,2 (4CH,N); 155,8 (C*-Cl)

Bipiperidinofluoroformamidiniumhexafluorophosphat

C1H2oN2FP (344,3)

weil3e Nadeln Ausbeute: 80 % Fp.: 138-140°C

'H-NMR (ppm, CDCl5): 1,68 (m, 4, 2CH.); 1,76 (m, 8, 4CH,); 3,56 (m, 8, 4CH,N); Rest
(Pip)2C+-Cl: 3,5%

3C-NMR (ppm, CDCl3): 22,6 (2CH,); 24,8 (4CH,); 49,4 (4CH,N); 152,0+155,7 (C*-F)
ES-MS (pos. Mode): ber.: 199,3 [M]"; gef.: 198,9 [M]"; geringe Verunreinigung (Pip)2C+-
Cl: ber.: 215,7 [M]"; gef.: 214,9 [M]*

1,3-Dimethyl-2-chloroimidazolidiniumhexafluorophosphat
CsH1oNClFP (278,6)
ES-MS (pos. Mode): ber.: 133,6 [M]"; gef.: 133,0 [M]*
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1,3-Dimethyl-2-fluoroimidazolidiniumhexafluorophosphat
CsH1oNoFP (262,1)

weil3e Kristalle Ausbeute: 92 % Fp.: 148-150°C
H-NMR (ppm, CDsCN): 2,0 (6, 2CHz); 3,76 (t, 4, 2CH,)
3C-NMR (ppm, CD3CN): 25,1 (2CHs); 55,4 (2CH,); 151,2 (C*-F)
ES-MS (pos. Mode): ber.: 117,1 [M]"; gef.: 117,0 [M]*

1-(1-Pyrrolidinyl-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridin-1-ylmethylen)pyrrolidinium-
hexachloroantimonat-N-Oxid (Kapitel 3.1.1., Abb. 12, 19b)

C14H190N6ClSb (621,8)

Die Synthese wurde in Analogie zur HAPyU-Herstellung durchgefihrt [22]. 5 mmol
Bipyrrolidinochloroformamidiniumhexachloroantimonat  wurden in 40 ml  Acetonitril
vorgelegt und bei 15°C unter Stickstoffatmosphére 4,55 mmol KOALt portionsweise addiert.
Die Reaktionsmischung wurde 42 h bei Raumtemperatur gertihrt, das entstandene KCI
abgetrennt und die Lésung am Rotationsverdampfer bis zur beginnenden Kristallisation
eingeengt. Nach Lagerung bel -18°C Uber Nacht wurde das Kristallisat abfiltriert und aus
Acetonitril/Ethanol umkristallisiert.

gelbweilRe Nadeln  Ausbeute: 78 % Fp.: 162-164°C

'H-NMR (ppm, DMF-d;): 1,9-2,4 (m, 8, 4CH,); 3,5-4,3 (m, 8, 4CH,N); 8,08 (dd, 1, CH);
8,59 (d, 1, CH); 8,91 (d, 1, CH)

3C-NMR (ppm, DMF-d;): 25,0+26,6 (4CH,); 52,3+53,6 (4CH,N); 124,8; 1285; 149,8
(3xCH); 127,4; 143,4 (2xCq); 145,8 (C")

ES-MS (pos. Mode (Py),C*-OAt): ber.: 287,3 [M]"; gef.: 287,3 [M]"; (neg. Mode) ber.:
334,5[SbClg]; 263,6 [SbCl4]; 228,1 [SbCI3T]; gef.: 334,8; 262,9; 226,9

Bipyrrolidinochloroformamidiniumhexachloroantimonat

CoH16N2Cl-Sb (522,2)

'H-NMR (ppm, CD,Cl,/CD3CN 7:1): 2,06 (m, 8, 4CHy); 3,83 (m, 8, 4CH,N)
3C-NMR (ppm, CD,Cl,/CDsCN 7:1): 25,5 (4CH,); 55,2 (4CH,N); 152,5 (C*-Cl)
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7.4. Synthese von Mesitylencarbonsaurederivaten

Die *C-NMR-Daten zur Charakterisierung der Mesitylencarbonsaurederivate sind in den
Tab. 12 - Tab. 15 im Anhang enthalten.

Mesitylencarbonsaurechlorid [82] (Kapitel 3.1.1.)

Ci0H1,0CI (182,6)

2,4,6-Trimethylbenzoesaure (0,122 mol) und Thionylchlorid (0,244 mol) wurden unter
Stickstoffatmosphére 5 h unter Rickflul3 gekocht. Die Destillation der Reaktionsmischung
unter N, im Olpumpenvakuum lieferte eine farblose Fliissigkeit mit einem Siedepunkt von
71°C (1 mbar) ([82]: 87°C (2 mm Hg)).

Ausbeute: 62 %

IR (NaCl-K ivette, 0,4 M DCM-Losung): 1789,8 cm™* (COCI)

"H-NMR (ppm, CDCls): 2,31 (s, 3, CHs); 2,4 (s, 6, 2CH3); 6,9 (S, 2, 2CHarom)

Bipyrrolidino[(mesitylcarbonyl)oxy]Juroniumhexachloroantimonat (Kapitel 3.1.1., Abb. 9)
CigH2702N,CleSb  (649,9)

Die Synthese erfolgte in modifizierter Weise nach TEICHMANN [83]. Zu einer L6sung aus
2,4,6-Trimethylbenzoylchlorid (10 mmol) und Bipyrrolidinoharnstoff (10 mmol) in
trockenem DCM (20 ml) wurden bel -20°C unter N, tropfenweise 10 ml einer 1 M Losung
von SbCls (10 mmol) in wasserfreiem DCM addiert (in einem Zeitraum von 15 min). Die
Reaktionsmischung wurde 24 h bel Raumtemperatur unter N, geriihrt und danach bis etwa
zur Halfte im Vakuum eingeengt. Nach Abkuhlung auf -18°C bildete sich ein Kristallisat,
das abfiltriert, mit trockenem Diethylether gewaschen (3x) und im Vakuum getrocknet
wurde.

gelbe Nadeln Ausbeute: 30 % Fp.: 83-85°C

IR (KBr): 1773 cm™ (O=COC"); 1659 cm™* (C=N"); 1608 cm'*; 1452 cm™

H-NMR (ppm, CD,Cly): 1,91-2,2 (m, 8, 4CH,); 2,32 (s, 3, CHg); 2,52 (s, 6, 2CH3); 3,52-
3,85 (m, 8, 4CH,N); 7,03 (s, 2, 2CHarom); 20 % Verunreinigung durch Mesitylencarbon-
saure berechnet durch Vergleich mit d=6,89 (s, 2, 2CHarom) (Kapitel 3.1.1., Abb. 10)

Mesitylencarbonssure: *H-NMR (ppm, CDCls): 2,30 (s, 3, CHs); 2,42 (s, 6, 2CHs); 6,89 (s,
2, 2CHarom)
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Mesitylencarbonsaure-OAt-Ester (Kapitel 3.1., Abb. 8, 18)

Ci5H1402N4 (282,3)

HOAt (2,5mmol) wurde mit DIEA (2,5mmol) in 13ml trockenem DCM gel6st und
anschliefiend bei Raumtemperatur Mesitylencarbonsaurechlorid (2,75 mmol) unter N
zugetropft. Die Reaktionsmischung wurde 3 h gertihrt und mittels DC unter Verwendung
von Essigester/ n-Hexan (6:4) verfolgt. Nach Addition von 13ml DCM wurde die
Reaktionsl6sung nacheinander je zweimal mit jeweils 15 ml 10 % KHSO,-, 10 % NaHCOs-
und gesdattigter NaCl-L6sung gewaschen, tber MgSO, getrocknet, im Vakuum e ngeengt
und das Rohprodukt aus DCM/ n-Hexan umkristallisiert.

weilke Kristalle Ausbeute: 81 % Fp.: 162-163°C

IR (KBr): 1797,6 cm™; 1785,9 cm™ (C=0); 1609,1 cm™*

'H-NMR (ppm, CD,Cl,): 2,36 (s, 3, CHs); 2,61 (s, 6, 2CH3); 7,04 (s, 2, 2CHarom); 7,47
(dd, 1, CHoat); 8,46 (d, 1, CHoat); 8,76 (d, 1, CHoat)

Elementaranalyse fr CisH140,Na4:

ber.: C: 63,83 %; H: 4,96 %; O: 11,35 %; N: 19,86 %

gef.: C: 63,92 %; H: 4,91 %; O: 11,03 %; N: 19,09 %

HPLC-Bedingungen: Shimadzu HPLC System; SPD10AV UV-VIS Detektor | =220 nm,
LC8A Pumpen, SCL10A Controller; Saulentyp: Vydac 218 TP10415 4" 200 mm; FluRrate
2,0 ml/min; isokratisch; mobile Phase: A H,O: TFA = 1000:2, B H,O:CH3CN: TFA =
100:500:1; Mesitylencarbonsaure-OAt-Ester gelost in DCM, DMF oder hergestellt mit
HAPyU in Gegenwart von Collidin tR: 30 min; tR (Mesitylencarbonsdure): 2,9 min;
tR (Bipyrrolidinoharnstoff): 1,2 min

N(2,4,6-Trimethylbenzoyl)benzylamid [111] (Kapitel 3.1.2., Abb. 14, 20)

Ci17H100N (253,3)

5 mmol Benzylamin und 5 mmol Triethylamin wurden in 30 ml trockenem DCM vorgelegt
und 5,5 mmol Mesitylencarbonsaurechlorid tropfenweise bei Raumtemperatur unter Rihren
addiert. Nach 3h wurde die Reaktionslésung auf 100 ml mit DCM verdinnt und
nacheinander mit 1N HCI, 1M NaHCOs- und gesdttigter NaCl-Ldsung gewaschen.
Anschlief3end wurde Uber MgSO, getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und
das Rohprodukt aus CH,Cl,/ n-Hexan umkristallisiert.

weilke Kristalle Ausbeute: 89 % Fp.:137-139°C
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IR (KBr): 1630,4 cm™ (CONH)

H-NMR (ppm, CD.Cly): 2,2 (s, 6, 2CH3); 2,29 (s, 3, CHa); 4,5 (d, 2, CH.); 6,8 (s, 2,
2CHarom); 7,23-7,4 (m, 5, 5xCHphenyl)

Benzylamin: *H-NMR (ppm, CD,Cl,): 1,35 (s, 2, NH.); 3,85 (s, 2, CH,), 7,28-7,39 (m, 5,
5xCHphenyl)

Collidiniumhexafluorophosphatsalz als Referenz fir die **C-NMR Untersuchungen (Anhang
Tab. 13 -Tab. 15)

CgH12NF6P (267,2)

3 mmol Collidin wurden in 3 ml THF gel6st und 3 mmol (442,2 i) HPF¢ (60 % in H,0)
addiert. Dabei erwérmte sich das Reaktionsgemisch. Es wurde 5 min geriihrt, Molsieb (4 A)
zugegeben und mit weiteren 12 ml THF verdinnt. Das Reaktionsgemisch wurde 10 min
stehen gelassen, das Molsieb abfiltriert und das Losungsmittel am Vakuumrotations-
verdampfer abgetrennt. Danach wurde 1 ml Benzol zugegeben, wiederum im Vakuum
eingeengt und dieser Prozel3 5x wiederholt. Der entstandene Feststoff wurde mit Diethyl-
ether gewaschen, abfiltriert und im Vakuum getrocknet.

weil3er Feststoff Ausbeute: 77 % Fp.: 125°C

Elementaranalyse fur CgH1oNFgP:

ber.: C: 35,96 %; H: 4,49 %; N: 5,24 %

gef.: C: 34,66 %; H: 4,22 %; N: 5,12 %

"H-NMR (ppm, CD,Cl,): 2,55 (s, 3, CHs); 2,72 (s, 6, 2CH3); 7,36 (s, 2, 2CHarom)

Collidin: *  H-NMR (ppm, CD.Cl,): 2,23 (s, 3, CHs); 2,41 (s, 6, 2CHs), 6,78 (s, 2,
2CHarom)

7.5. Kinetische Untersuchungen an Mesitylencarbonsaurederivaten

Reaktion von Mesitylencarbonsaurechlorid mit Bipyrrolidinoharnstoff und SbCls (Kapitel
3.1.1)

0,24 mmol Mesitylencarbonsaurechlorid und 0,24 mmol Bipyrrolidinoharnstoff wurden in
600 Wl CD,Cl, in einem NMR-Rohrchen vorgelegt. Die Lésung wurde auf unter -50°C
gekiihlt und unmittelbar nach Addition von 0,24 mmol (30,41 pl) SbCls mit der **C-NMR-
Tieftemperatur-Messung begonnen (Temperatur im Spektrometer -50°C). Nach Aufnahme

des 1. Spektrums wurde die Temperatur im Spektrometer langsam erhoht, wobei
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Messungen bei -5°C und 20°C durchgefilhrt wurden (*C-NMR-Daten Tab. 12 siehe
Anhang).

Aktivierung von Mesitylencarbonsaure mit HAPyU in Gegenwart von Collidin (Kapitel
3.1.1)

0,24 mmol Mesitylencarbonsaure wurden zusammen mit 0,24 mmol HAPyU bzw. des
SbCle-Analogons von HAPyU (Abb. 12, 19b) in einem NMR-Rdhrchen in 600 I CD,Cl,
suspendiert und auf unter -50°C gekuhlt. Unmittelbar nach der Addition von 0,24 mmol
Collidin wurde das *C-NMR-Spektrum bei -50°C aufgenommen. Die Temperatur im
Spektrometer wurde erhoht und Messungen bel -5°C und 20°C durchgefihrt. Die in den
Tab. 13-Tab. 14 (siehe Anhang) aufgefiihrten Substanzen wurden zum Vergleich bei den
angegebenen Temperaturen gemessen.

Die analoge Aktivierung wurde zuvor bei Raumtemperatur mittels IR und *C-NMR
untersucht, wobei Messungen 2,5; 10; 20; 40; 60 und 120 min nach der Addition von
Collidin durchgefiihrt wurden (**C-NMR-Daten Tab. 15 siehe Anhang).

Reaktivitatsuntersuchungen zu Mesitylencarbonsaureaktivderivaten mittels *H-NMR (Tab.
2, Kapitel 3.1.2.)

0,28 mmol isoliertes Bipyrrolidino[ (mesitylcarbonyl)oxy]uroniumhexachloroantimonat bzw.
Mesitylencarbonsdure-OAt-Ester (synthetisiert wie in Kapitel 7.4. beschrieben) wurden in
700 W CD,Cl, gelost und in ein NMR-Rohrchen Gberfihrt. Sofort nach Zugabe von
0,28 mmol Benzylamin und 0,28 mmol DIEA bei RT wurde mit den *H-NMR-Kinetik-
Messungen (im Abstand von 20 s) begonnen (Bestimmung der Reaktivitdten siehe Kapitel
7.2).

7.6. Kinetische Untersuchungen zur Aktivierung von Peptidsegmenten

Aktivierung von Z-Gly-Ala-OH mit Fluoroformamidiniumsalzen (Kapitel 2.2.)
Z-Gly-AlasOH (0,2 mmol) wurde zusammen mit Bipyrrolidinofluoroformamidinium-
hexafluorophosphat (0,1 mmol) in 1 ml DCM suspendiert und nach Addition von DIEA

(0,2 mmol) bei RT wurden IR-Messungen im Zeitraum von 2 bis 240 min durchgefihrt.
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Aktivierung von Z-Gly-Ala-OH mit Uroniumsalzen (Kapitel 3.2.1.,3.2.2.)

DIEA (0,2mmol) wurde zu einer Mischung aus Z-Gly-AlaOH (0,1 mmol) und
Aktivierungsreagenz (0,1 mmol) in 1 ml DCM bei RT zugefiigt. Anschlief3end wurden IR-
Messungen unter Verwendung von TBTU, TBPyU, HAPyU und TNTU wiederholt im
Zeitraum von 2 bis 180 min durchgefthrt. Die Aktivierung mit TBTU wurde in Gegenwart
von weniger DIEA (0,1 mmol) bzw. unter zusitzlicher Addition von 1Ag. HOBt
wiederholt. Dazu wurden 3 Messungen innerhab einer Periode von 30 min aufgenommen.
'H-NMR-Studien bei RT im polaren Reaktionsmedium mit TBTU, TBPyU, HAPyU und
TNTU wurden in einer 0,23 M DMF-d7-L 6sung entsprechend dem in Kapitel 7.2. genannten
Zeitprogramm durchgefuhrt. Aus den Integralintensitdten der aktivierten Spezies der ersten
beiden Messungen (0,5; 5min) konnte die Information Uber die Geschwindigkeit der
Aktivierung erhalten werden (siehe Tab. 3). IR, 'H-NMR und *C-NMR-Daten der
Intermediate bzw. Referenzsubstanzen sind in den Tab. 16 -Tab. 18 bzw. Tab. 19 (siehe
Anhang) zusammengefal3t.

Reaktion von Z-Gly-Ala-Oxazolon mit N-Hydroxyverbindungen (Kapitel 3.2.3.)
Z-Gly-Ala-OH (0,12 mmol) wurde fir 10 min in 1 ml DCM bei RT mit DCC (0,11 mmol)
unter Bildung des Oxazolons behandelt. Nach Filtration des DCU wurde die N-Hydroxy-
verbindung (HOAt, HOBt oder HONB) (0,1 mmol) addiert. Vier IR-Messungen wurden
innerhalb von 60 min durchgefihrt. Im Fall von HOBt und HOAt bildete sich ein Nieder-
schlag der unléslichen Aktivester, wahrend im Fall von HONB der Ester in Lésung blieb.
Fir die '"H-NMR-Analyse wurde bei RT eine Lésung von DCC in 0,6 ml CD,Cl, zum
Dipeptid, suspendiert in 0,2 ml CD,Cl,, addiert. Nach Abtrennung des DCU wurde die
Losung mit 0,5ml DMF-d; verdinnt, um ein Referenz-Oxazolon-Spektrum im polaren
Medium zu erhalten. Die N-Hydroxyverbindung (0,1 mmol) wurde in 0,5ml DMF-d,
gelost. Die HOBt-L 6sung wurde tiber 3 A Molekularsieb einige Stunden stehen gelassen, um
jeglichen UberschuRR H,O zu entfernen. Die Losung mit der N-Hydroxyverbindung wurde
jeweils zur Oxazolon-Ldsung hinzugefugt (Verhdtnis CD.Cl,/DMF-d; = 1:1,3), und die
Reaktion wurde mittels *H-NMR-Analyse entsprechend dem angegebenen Zeitprogramm
(Kapitel 7.2.) verfolgt. Um das Aktivester/Oxazolon-Verhéltnis zu ermitteln, wurden die

Integralintensitdten der Messungen bis zu 60 min berechnet.
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Die Reaktion des Oxazolons mit HOBt in CD,Cl,/DMF-d; bei RT wurde in Zusammenhang
mit einem TOCSY -*H-NM R-Experiment wiederholt, um die Gegenwart des N-Acylisomers
des OBt-Esters in der Reaktionsmischung abzusichern (siehe Abb. 18 Kapitel 3.2.3.).

Reaktion des Z-Gly-Ala-Oxazolons mit N-Hydroxyverbindung/ DIEA-Mischungen (Kapitel
3.2.3)

Das Oxazolon wurde bei RT in einer 0,L1M DCM-LOsung mit einer Mischung aus
N-Hydroxyverbindung (0,1 mmol)/ DIEA (0,1 mmol) behandelt. Die IR-Messungen wurden
im Zeitraum von 2 bis 180 min durchgefihrt. Im Fall der HOBt/DIEA-Addition wurde der
gebildete Niederschlag des OBt-Esters nach 40 min isoliert.

Um die Reaktion im polaren Lésungsmittel bei RT mittels *H-NMR zu verfolgen, wurde
eine Mischung aus Additiv/IDIEA in 05ml DMF-d; zum Oxazolon, gelést in
CD.Cl,/DMF-d;, addiert (die HOBt/DIEA-L6sung wurde zuvor Uber Molekularsieb
getrocknet). Das Aktivester/Oxazolon-Verhdltnis wurde wiederum von den ersten 5
Spektren bestimmt.

Addition von DIEA zu den Z-Gly-Ala-Aktivestern (Kapitel 3.2.3.)

In DCM wurde dieses Experiment nur mit dem ONB-Ester durchgefiihrt (OBt- und OAt-
Ester in DCM schwer 16slich). Das Oxazolon, synthetisiert in einer 0,1 M DCM-Ldsung
nach der bereits beschriebenen Methode, wurde mit HONB (0,1 mmol) bel RT behandelt
und anschlief3end ein IR-Spektrum des Startaktivesters aufgenommen. Nach der Addition
von DIEA (0,1 mmol) wurden weitere IR-Messungen im Bereich von 2 bis 60 min
durchgefihrt.

Fir die Beobachtung der analogen Reaktion bei RT in DMF mit dem OBt-Ester wurde das
HOBt (0,1 mmol) zum Oxazolon in 0,8 Ml DCM addiert und das Reaktionsgemisch fir
10 min gerthrt. Der OBt-Ester wurde abfiltriert, in 0,7 ml DMF-d; aufgenommen und eine
'H-NMR-Analyse des Start-OBt-Esters durchgefiihrt. In den Fallen des OAt- und ONB-
Esters wurden diese, wie oben bereits beschrieben, in CD,Cl,/DMF-d; synthetisiert. Dabei
wurde zur Bildung des ONB-Esters eine langere Zeit benttigt (60 min). Nach Addition von
DIEA (0,1 mmol) wurden die entsprechenden *H-NMR-Kinetikanalysen durchgefiihrt.
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Reaktion des Z-Gly-Ala-Oxazolons mit einem doppelten UberschuR HOBt/DIEA (Kapitel
3.2.3)

Das wie oben beschrieben synthetisierte und in CD,Cl,//DMF-d; geloste Oxazolon wurde
bei RT mit einer Mischung aus HOBt (0,22 mmol)/ DIEA (0,2 mmol) in DMF-d;
(getrocknet Uber Molekularsieb) behandelt. Das OBt-Ester/Oxazolon-Verhdtnis wurde von
den ersten 5 *H-NM R-Spektren bestimmt.

Addition eines Uberschusses HOBt zum Z-Gly-Ala-OBt-Ester (Kapitel 3.2.3.)

Das wie oben beschrieben in CD,Cl, hergestellte Oxazolon wurde bel RT unter
Verwendung von 1,2 Ag. HOBt in den OBt-Ester Uberfiinrt. Zu dieser Losung wurden
sukzessive weitere 0,7 Ag. HOBt addiert, diein 1 ml DMF-d; gel6st waren. Die Reaktionen
wurden mittels 'H-NMR-Analyse verfolgt.

Aktivierung von Z-Gly-Ala-OH mit CICOOiBu/ N-Hydroxyverbindung (Weg 1) (Kapitel
4.1.)

Z-Gly-Ala-OH (0,5 mmol) wurde zum Mischanhydrid mit Hilfe von Chlorameisen-
saureisobutylester (0,5 mmol)/ NMM (0,5mmol) bei -13°C in 2ml THF 5min lang
aktiviert. Nach der Abtrennung des NMM-Hydrochlorids wurde eine Mischung der
N-Hydroxyverbindung (HONSu oder HONB; 0,75 mmol) und NMM (0,25 mmol) in 2 ml
THF addiert und anschlief3end die IR-Analyse im Zeitraum von 5 bis 30 min durchgefihrt.

Aktivierung von Z-Gly-Ala-OH mit CICOOBt (Weg 2) (Kapitel 4.2.)
Chlorocarbonyloxybenzotriazol (Abb. 26, 27):

C7H40.NsCl (197,6)

Zu ener Losung von 0,2 mol Phosgen in 100 ml CH,Cl/Toluol (1:1) bel 10°C wurden
0,1 mol fein gemdrsertes KOBt portionsweise innerhalb 1 h zugesetzt und das Reaktions-
gemisch danach bei RT gertihrt. Anschlief3end wurde Uberschiissiges Phosgen abdestilliert,
der ausgefallene Feststoff filtriert und mit 60 ml Toluol gewaschen. Die verbleibende
Losung wurde im Vakuum eingeengt und der Feststoff aus Diethylether/ n-Hexan
umkristallisiert.

weil3e Kristalle Ausbeute: 80 % Fp.: 127-128°C

ES-MSin CH3OH fiir CHsOCOOBt (CsH7O3N3): ber.: 194,2 [M+H]"; gef.: 193,9 [M+H]*

75



3C-NMR (ppm, CD.Cl,): 115,6; 116,2; 128,5; 133,5; 134,5; 143,7 (4xCH + 2xCq); 151,2
(OCOCl)

IR (KBr): 1806 cm™ (OCOCI); 1754 cm*

Ohne welitere Reinigung wurde dieses Rohprodukt zur in situ Aktivierung verwendet:
Z-Gly-Ala-OH (0,5 mmol) wurde mit CICOOBt (0,5 mmol) und NMM (0,5 mmol) bei
-13°C in 2ml THF zur Reaktion gebracht. IR-Messungen wurden im Bereich von 5 bis
60 min durchgefihrt.

Aktivierung von Z-Gly-Ala-OH mittels Cyanurfluorid (Kapitel 5.1.)

Zu einer Mischung aus 0,1 mmol Pyridin und 0,2 mmol H,O in 1 ml DCM wurde eine
Ldsung von Cyanurfluorid (0,1 mmol) in 100 yi DCM hinzugefugt mit dem Ziel, 2 der 3
Fluoratome des Cyanurfluorids zu hydrolysieren. Diese Mischung wurde be RT zu
0,1 mmol Z-Gly-Ala-OH in 300 Wl DCM addiert und die Fluoridbildung IR-spektroskopisch

60 min verfolgt.

Aktivierung von Z-Gly-Ala-OH mittels DAST (Kapitel 5.1.)
Z-Gly-Ala-OH (0,1 mmol) wurde in 1 ml DCM suspendiert und mit 0,12 bzw. 0,033 mmol
DAST bei RT behandelt. Die IR-Analyse erfolgte im Zeitraum von 8-35 min.

Bildung von Z-Gly-Ala-F mittels DIC/ Pyridin-poly(hydrogenfluorid)-Komplex (Kapitel
5.1., 49)

Z-Gly-Ala-OH (0,12 mmol) in 0,6 ml DCM wurde mit DIC (0,1 mmol) unter Bildung des
Oxazolons behandelt. Nach Verdinnung mit 0,4 ml Dioxan wurde der Pyridin-poly-
(hydrogenfluorid)-Komplex (5Aq., 14 W) bei RT addiert und das Ausmali’ der Dipeptid-
fluoridbildung IR- und *H-NM R-spektroskopisch im Zeitraum von 2 bis 120 min bestimmt.
In einem zweiten Experiment mit dem Ziel, die Reaktion des Peptidfluorids mittels IR zu
verfolgen, wurde bei RT eine Mischung aus H-Leu-pNA (0,1 mmol), BSA (0,1 mmoal) in
04ml DCM zum zuvor gebildeten Dipeptidfiluorid addiert. Diese Reaktion wurde
wiederholt, jedoch unter Addition von H-Leu-pNA/BSA in 1 ml DMF. Danach wurde die
Bildung von Oxazolon nach Addition von 1 ml DMF zum zuvor gebildeten Peptidfluorid
mittels IR verfolgt.

Schliefdlich wurde die DCC-Aktivierung (0,11 mmol) bei RT in 1 ml DMF-d; in Gegenwart
des HF-Pyridin-K omplexes (14 oder 28 pl) mittels *H-NMR fiir 60 min verfolgt.
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7.7. Modellpeptide fir Epimerisierungsuntersuchungen

H-Gly-L/DAla-Leu-OH (Referenz)
C11H21N30,4 (259,3)
Die Synthese der Tripeptide Z-Gly-LAla-Leu-OBn und Z-Gly-DAla-Leu-OBn zur Referenz
wurde nach der Methode von IZUMIYA [73] durchgefuhrt. Dabei wurden zu 0,3 mmol
Z-Gly-LAla-OH bzw. Z-Gly-DAIla-OH in 2ml THF bei -15°C 0,3 mmol Chlorameisen-
saureisobutylester getropft, die Mischung 12min bei der Temperatur belassen und
anschlief3end nacheinander 0,3 mmol H-Leu-OBnx0sOH in 2 ml THF und 0,3 mmol NMM
zugefugt. Die Reaktionsmischung wurde 2 h bei -15°C und 15h bei RT gerthrt. Nach
Entfernen des L6sungsmittels im Vakuum wurde der Rickstand in Essigester gelost,
nacheinander mit 5%iger NaHSO;-, 5%iger NaHCOs- und 20 %iger NaCl-Losung
gewaschen, Uber MgSO, getrocknet, eingeengt und mit Diethylether/ n-Hexan verrieben.
Die erhatenen Tripeptide wurden in 90 %iger Essigsdure katalytisch (Palladiumschwarz)
fur 7 h hydriert. Nach Abtrennen des Katalysators und Entfernen der Essigsaure im Vakuum
wurden die Peptide mit Diethylether/ n-Hexan geféllt.
ES-MS: H-Gly-LAla-Leu-OH: ber.: 260,3 [M+H]"; gef.: 260,2 [M+H]"
H-Gly-DAla-Leu-OH: ber.: 260,3 [M+H]"; gef.: 260,3 [M+H]"
Zur Bestimmung der Empfindlichkeit wurden LLL- und LDL-Isomer des Peptides, gel6st in
Laufmittel A, in verschiedenen Mengenverhdtnissen (Anteill LDL-Isomer 10; 5; 1; 0,8; 0,5;
0,2 %) vermischt und mittels HPLC anaysiert. Der 0,2 %ige LDL-Isomeranteil konnte
nachgewiesen werden.
HPL C-Gradientensystem zur Bestimmung der Epimerisierung: linearer Gradient; 0-40 % B
in 40 min; tR (H-Gly-LAla-Leu-OH): 12,9 min; tR (H-Gly-DAla-Leu-OH): 17,4 min

H-Gly-L/DVal-Val-OBn

BOC-Gly-Va-OH wurde entsprechend der etwas modifizierten Methode von BENOITON
synthetisiert [21]:

BOC-Gly-ONSu

C11H1606N2 (272,3)

BOC-Gly-OH (0,05 mol) und HONSu (0,055 mol) wurden in 250 ml Essigester fast
vollsténdig gelést und die Lésung auf -10°C gekihlt. DCC (0,055 mol) wurde in 60 ml
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Essigester trib gelost, ebenfalls auf -10°C gekihlt und portionsweise zu obiger Mischung
addiert. Es wurde 30 min bei -10°C und 16 h bei RT gerthrt und die Reaktion mittels DC
unter Verwendung von Essigester/ n-Hexan (9:1) verfolgt. Nach der Abtrennung des DCU
wurde das Lésungsmittel etwas im Vakuum abdestilliert und anschlief?end bel ca. 10°C
restlicher Harnstoff ausgefroren. Die verbleibende Ldsung wurde vollstandig eingeengt und
der gebildete Feststoff aus | sopropanol umkristallisiert.

weil3e Kristalle Ausbeute: 88 % Fp.: 163-164°C

BOC-Gly-LVal-OH/ BOC-Gly-DVal-OH
C12H2205N (274,3)
L- bzw. D-Va (0,02 mol) wurden in Triton B (0,022 mol, 40 %ige methanolische L 6sung)
gel6st, das Methanol im Vakuum abgetrennt, der Riickstand zweimal in DMF aufgenommen
und wieder eingeengt, um restliches Methanol abzuziehen. Zur verbleibenden kristallinen
Masse wurden 25 ml DMF addiert, die Mischung auf 0°C gekihlt und portionsweise
BOC-Gly-ONSu (0,01 mol) hinzugefuigt. Nach Addition von weiteren 10 ml DMF wurde
30min bei 0°C und 16h be RT gerdhrt. Das DMF wurde vollstdndig am Vakuum-
rotationsverdampfer abdestilliert und der Rickstand in 5%iger NaHCOs-Losung
aufgenommen. Es wurde dreima mit Essigester gewaschen und die wéal¥ige Phase
anschliefend mit 20 %iger NaHSO,-L6sung auf pH=3 angesduert. Nach der Extraktion
dieser LOsung mit Essigester (3x) wurden die vereinigten Extrakte mit H,O gewaschen, tber
MgSO, getrocknet und zu einem Ol einrotiert. Nach Verreiben mit n-Hexan und Abkiihlung
auf -18°C bildeten sich weif3e Kristalle.
Ausbeute: BOC-Gly-LVa-OH: 72% Fp.: 107-108°C;

BOC-Gly-DVa-OH: 55% Fp.: 106-107°C
HPL C-Gradientensystem: linearer Gradient; 10-100 % B in 45 min;
tR (BOC-Gly-LVal-OH): 14,0 min; tR (BOC-Gly-DVal-OH): 14,0 min
ES-MS: BOC-Gly-LVal-OH: ber.: 274,3 [M]"; gef.: 273,2[M]"

H-Gly-LVal-Val-OBn/ H-Gly-DVal-Val-OBn (Referenz)

Ci9H2904N3 (363,5)

BOC-Gly-LVa-OH bzw. BOC-Gly-DVa-OH (0,5 mmol) in 5ml DCM wurde mit einer
Mischung aus DCC (0,5mmol) und HOBt (0,5mmol) aktiviert. Nach 3 min wurde
H-Va-OBnHCl (0,5 mmol) und DIEA (0,5mmol) gelost in 5ml DCM addiert. Die
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Reaktionsmischung wurde 16 h geriihrt, der DCU abgetrennt, nacheinander je 3x mit
5 %iger NaHSO4-, 5 %iger NaHCOs-Ldsung und H,O gewaschen, tber NapSO, getrocknet,
im Vakuum eingeengt und mit n-Hexan verrieben. Die Abspaltung der BOC-Gruppe wurde
mit 1,5 ml TFA far 30 min durchgefihrt.

H-Gly-LVa-Va-OBn und H-Gly-DVa-va-OBn in DMF wurden in verschiedenen
Mengenverhdtnissen (Antell LDL-Peptid 5; 1; 0,5; 0,2 %) vermischt und mittels HPLC
analysiert. Der 0,2 %ige LDL-Isomeranteil konnte nachgewiesen werden.

Um die Ausbeute an Tripeptid wahrend der einzelnen Reaktionen mittels HPL C bestimmen
zu konnen, wurde die Methode zuvor geeicht. Dazu wurden von der Aminokomponente
H-Va-OBnHCI und vom Reaktionsprodukt H-Gly-L/DVa-Va-OBn Ldsungen
verschiedener Konzentrationen (0,003 mmol; 0,00225 mmol; 0,0015 mmol; 0,00075 mmol;
0,0003 mmol in je 1 ml Laufmittel B) mit HPLC anaysiert und die Peakflachen mit der
Konzentration ins Verhdltnis gesetzt. Die dabei erhaltenen Verhdltnisse wurden spéter
verwendet, um aus den HPLC-Peakflachen die Konzentrationen zu bestimmen. Die
Ausbeute wurde daraus nach der Formel

Ausbeute = Creaktionsprodukt / (Causgangsstoff + Creaktionsprodukt) DErechnet.

HPL C-Gradientensystem zur Bestimmung der Epimerisierung: linearer Gradient; 10-60 % B
in 25 min; tR (H-Gly-LVa-Vva-0Bn): 18,8 min; tR (H-Gly-DVa-Va-0Bn): 20,1 min;
tR (H-Va-OBnHCI): 13,8 min; Keine Nebenprodukte wurden beobachtet.

Z-Gly-L/DAla-Leu-pNA (Referenz)

CosH3107N5 (513,6)

Z-Gly-LAla-OH bzw. Z-Gly-DAla-OH (0,1 mmol) wurde zusammen mit TBTU (0,1 mmol)
in 1 ml DMF gelost und mit H-Leu-pNA (0,1 mmol) unter Zusatz von DIEA (0,2 mmol)
umgesetzt. Nach 10 min wurde das DMF im Vakuum entfernt und die Reaktionsprodukte
wie oben beschrieben aufgearbeitet.

Fir die Ermittlung der Ausbeuten mittels HPLC wurde die Eichung in Analogie zum oben
genannten Verfahren mit unterschiedlich konzentrierten Losungen von H-Leu-pNA und
Z-Gly-L/DAla-Leu-pNA (0,005 mmol; 0,00375 mmol; 0,0025 mmol; 0,00125 mmol;
0,0005 mmol inje 1 ml Laufmittel B) vorgenommen.

HPL C-Gradientensystem zur Bestimmung der Epimerisierung: linearer Gradient; 25-60 % B
in 60 min; tR (Z-Gly-LAla-Leu-pNA): 43,5min; tR (Z-Gly-DAla-Leu-pNA): 42,2 min;
tR (H-Leu-pNA): 8,0 min
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7.8. Epimerisierungsuntersuchungen

Epimerisierung wahrend der Synthese von Z-Gly-Ala-Leu-OBn mittels bekannter und neuer
modifizierter Kupplungsreagenzien (Kapitel 2.1.,2.2.)

0,3mmol Z-Gly-LAlaaOH und 0,3mmol H-Leu-OBnXosOH wurden mit 0,33 mmol
Kupplungsreagenz in 1 ml DMF gelést und nach Zugabe von 0,9 mmol DIEA bel RT
100 min gerdhrt. Nach Entfernen des L6sungsmittels im Vakuum erfolgte die Aufarbeitung,
katalytische Hydrierung und HPLC-Analyse analog zu den oben genannten Bedingungen
(Kapitel 7.7.).

Epimerisierung der BOC-Gly-Val-Aktivester

Zur Untersuchung der Stereomutation der Aktivester am Modell BOC-Gly-LVal-Val-OBn
wurde bel RT eine Mischung aus BOC-Gly-Val-OH (0,3 mmol) und DCC (0,33 mmol) in
400 Wi DCM 10 min lang geriihrt, um das Oxazolon zu erhalten. Nach der Abtrennung des
DCU und der Addition der N-Hydroxyverbindung (0,3 mmol) wurde die Ldsung mit 500 pl
DMF verdiunnt (Verhdtnis DCM/DMF = 1:1,3). Bei einer Vorinkubationszeit von 60 s
wurde DIEA (0,3 mmol) addiert. Im Fall des ONB-Esters wurde eine langere Bildungszeit
verwendet (5 min in DCM, nach Verdinnung mit DMF 16 h) (Kapitel 3.3.1.).

Eine Mischung aus H-Va-OBnHCl (0,3 mmol) und DIEA (0,3 mmol) in 600 W DMF
wurde danach zur Aktivesterl6sung hinzugefigt.

Wourde die Reaktion ohne Vorinkubation aber in Gegenwart von Base durchgeftihrt, wurden
0,6 mmol DIEA zusammen mit der Aminokomponente addiert (Kapitel 3.3.2.).

Fir die Abspaltung der BOC-Gruppe wurden 10 pl Aliquote in je 100 yl TFA Uberfihrt und
die Losungen fur 30 min stehen gelassen. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt
und jeweils 1 ml Eluant B fur die HPLC-Anayse (Bedingungen Kapitel 7.7.) addiert.

Epimerisierung bei Anwendung der Uroniumsalze (Kapitel 3.3.2.)

DIEA (0,09 mmol) wurde bei RT zu einer Mischung bestehend aus BOC-Gly-Val-OH
(0,03 mmoal), Kupplungsreagenz (0,03 mmol) und H-Va-OBn#HCI (0,03 mmol) in 50
DMF addiert, und 10 yl Aliquote der L 6sung wurden wie oben beschrieben behandelt.

Zur Untersuchung des Einflusses der Voraktivierung wurde eine Mischung aus
BOC-Gly-Val-OH und Uroniumsalz gelst in 40 yl DMF mit 2 Ag. DIEA (0,06 mmol) bei
RT 60s lang behandelt. H-Val-OBnHCl und 1 Ag. DIEA (0,03 mmol) in 60 DMF
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wurden danach hinzugefiigt, 10 pl Aliquote wie oben beschrieben weiterverarbeitet und

chromatographiert (Kapitel 7.7.).

Epimerisierung wahrend der Mischanhydridsynthese (Kapitel 4.)

Zur Untersuchung der Menge an LDL-Isomer bel der Mischanhydridsynthese entsprechend
Weg 1 (Abb. 24) wurde das Mischanhydrid von BOC-Gly-Va-OH (0,3 mmol) innerhab
einer Bildungszeit von 5min mit Chlorameisensiureisobutylester (0,3 mmol)/ NMM
(0,3mmol) bel -13°C in 1 ml Essigester synthetisiert. Durch Addition der N-Hydroxy-
verbindung (0,45 mmol)/ NMM (0,15 mmol) in 2 ml Essigester wurden die Aktivester
erhalten. Nach 2 h RUhren wurde eine Mischung aus H-Va-OBnHCI (0,3 mmol)/ NMM
(0,3mmol) in 1ml Essigester addiert und 40 Proben in je 100 TFA zur
BOC-Abspaltung Uberfuhrt. Die HPL C-Bedingungen waren identisch zu den in Kapitel 7.7.
beschriebenen.

Bei Durchfiihrung der Synthese entsprechend Weg 2 (Abb. 25) wurde der Aktivester bei
-13°C in 3 ml Essigester unter Verwendung von CICOOBt (0,3 mmol)/ NMM (0,3 mmol)
hergestellt. Die Mischung wurde 30 min gerdhrt und anschlief3end die Kupplung wie oben
beschrieben durchgefuhrt.

Epimerisierung von Peptidfluoriden (Kapitel 5.1., Tab. 9)

Die Saurefluoridbildung, die am Modell Z-Gly-Ala-Leu-pNA (HPLC-Bedingungen Kapitel
7.7.) untersucht wurde, erfolgte durch Aktivierung von 0,1 mmol Dipeptid in 1 ml DCM mit
0,1 mmol DIC unter Zusatz von 5 oder 1,5 Ag. Pyridin-poly(hydrogenfluorid)-Komplex bei
RT fur 5min (5Ag. HF) bzw. 15 min (1,5 Ag. HF). AnschlieRend wurde die Aminolyse
durch Addition von Leu-pNA (0,1 mmol)/ BSA (0,1 mmol) gelést in 1 ml DCM oder 1 mi
DMF durchgefuhrt.

Im Fall der DMF-Addition (1 ml) wahrend des Aktivierungsschrittes wurde die Aminolyse
1 min nachdem das DMF addiert wurde gestartet.

Vergleichsreaktionen der OAt- und OBt-Ester wurden durchgeftihrt durch Aktivesterbildung
in1ml DCM (je 0,2 mmol: Dipeptid, DIC, HOAt oder HOBt) bel RT innerhalb von 5 min
und anschlieffender Kupplung mit &guimolaren Mengen Leu-pNA/BSA in 1 ml DMF.

100 bzw. 150 pI Aliquote (0,005 mmol) wurden in je 1 ml Laufmittel B fur die HPLC-
Analyse Uberfuhrt.
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Epimerisierung bei der Kupplung durch Uroniumsalz/ Pyridin-poly(hydrogenfluorid)-
Komplex (Kapitel 5.2.)

Zur Untersuchung des Einflusses des HF-Komplexes zu ,, Eintopfreaktionen® wurde zu einer
Mischung aus Z-Gly-Ala-OH (0,1 mmol), TBPyU (0,1 mmol), H-Leu-pNA (0,1 mmal) in
2 ml DMF ohne und mit Zusatz von 5 Ag. HF-Komplex bei RT DIEA (0,2 mmol) addiert
und anschlieffend 100 pl (0,005 mmol) Aliquotein 1 ml Laufmittel B fur die HPLC-Analyse
uberfihrt.

Bei Durchfiihrung der Reaktionen mit Voraktivierung wurde DIEA (1 oder 2 Ag.) zu einer
Mischung aus Z-Gly-Ala-OH (0,1 mmol), HAPyU (0,1 mmol), HF-Pyridin (5 oder 10 Aqg. =
14 oder 28 yl) in 2 ml DMF bei RT fir eine Voraktivierungsperiode von 60 s addiert. Nach
der Addition von H-Leu-pNA (0,1 mmol) in 1 ml DMF wurden 150y Aliquote
(0,005 mmol) in 1 ml Laufmittel B fir die HPLC-Analyse Uberfihrt. Bel Verwendung der
anderen Basen wurde je 1 Ag. NMM oder Collidin zusammen mit 5 oder 10 Ag. HF-Pyridin
eingesetzt. Zum Vergleich wurden die Reaktionen auch ohne Zusatz von HF-Pyridin
durchgefuhrt.

Seitenkettenschutzgruppen-Abspaltung bei Verwendung des Pyridin-poly(hydrogenfluorid)-
Additivs (Kapitel 5.3.)

Zur Untersuchung der Trityl- und BOC-Abspaltung wurden bei RT Fmoc-Aminosduren
(0,2 mmol) zu Losungen von je 1 ml DCM oder DMF addiert, die 1,5, 5 oder 10 Aqg. des
HF-Pyridin-Komplexes enthielten. 20 pl Aliquote wurden in je 1 ml Acetonitril Uberfahrt.
HPLC-Bedingungen: linearer Gradient; 10-100% B in 45min; Fu3 1 ml/min;
tR (Fmoc-Cys(Trt)-OH): 40,5 min und tR (Fmoc-Cys-OH): 25,9 min;

tR (Fmoc-Asn(Trt)-OH): 37,0 min und tR (Fmoc-Asn-OH): 25,8 min;

tR (Fmoc-Lys(BOC)-OH): 30,6 min und tR (Fmoc-Lys-OH): 19,1 min.

Das Ausmall der Seitenkettenschutzgruppenabspaltung wurde durch Vergleich der

ungeschitzten und der geschiitzten Aminosaure bestimmt.
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7.9. Segmentkondensation von ACP(65-74) mit HAPyU/ Pyridin-

poly(hydrogenfluorid)-Komplex (Kapitel 5.4.)

Schrittweise Festphasensynthese von Fmoc-Val-GIn(Trt)-Ala-Ala-OH (58, 32) am
0-Cl-Trt-Harz

Cs0Hs308N5 (852,0)

Fur die Verankerung von Fmoc-AlaaOH am o-Cl-Trt-Harz (Novabiochem, 1,6 mmol/g)
[107] wurden 2 g Harz, 2,4 mmol Fmoc-Ala-OH und 6 mmol DIEA in 20 ml trockenem
DCM bel RT 1 h gertihrt. Danach wurden 6 ml Methanol und 6 mmol DIEA addiert, 15 min
gerthrt und zuletzt das filtrierte beladene Harz nacheinander mit DMF, DCM, |sopropanal
und Diethylether gewaschen und getrocknet. Zur Bestimmung der Beladung wurden 10 mg
Harz mit 1 ml 20 %iger Piperidin/DMF-LOosung versetzt, 15 min gerdhrt, ein Aliquot
(100 ) mit 1 ml 20 %iger Piperidin/DMF-Losung verdinnt und davon wiederum ein
Aliquot (100 i) in 1 ml 20 %ige Piperidin/DMF-LAsung Uberfihrt. Nach Bestimmung der
Extinktion bei 301 nm ergab sich aus dem Lambert-Beerschen-Gesetz die erreichte
Beladung von 0,6 mmol/g.

Die Kupplungen von Fmoc-Ala-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-Va-OH erfolgten manuell
in Analogie zu Standardsyntheseprotokollen unter Verwendung von jeweils 3,6 mmol
Aminosaure, 3,6 mmol HBTU und 7,2 mmol DIEA in 0,3M DMF-Ldsungen bei RT. Alle
Kupplungen wurden doppelt durchgefthrt, wobel die Kupplungzeiten 30 min betrugen. Die
Deblockierung der Fmoc-Gruppe erfolgte nach jedem Kupplungsschritt mit 20 %iger
Piperidin/DMF-L6sung (3 und 7 min). Die Vollstandigkeit der Kupplungen wurde qualitativ
mittels Ninhydrintest verfolgt [112].

Das Peptidharz wurde bei RT 30 min mit einem Gemisch aus DCM/Essigsdure/THF = 8:1:1
gespalten, das Harz anschlief3end abfiltriert und mit DCM gewaschen. Das Filtrat wurde mit
einem UberschulR n-Hexan versetzt, im Vakuum eingeengt, nochmals n-Hexan hinzugefuigt
und nach dem Einengen auf ca. 2 ml das Rohpeptid mit Diethylether gefdllt. Nach Zusatz
von Dioxan wurde das Peptid lyophilisiert, um restliche Essigsaure zu entfernen. Die
Ausbeute betrug 95 %, bezogen auf die erreichte Harzbeladung.

HPLC-Bedingungen: Shimadzu HPLC System; SPD10A UV-VIS Detektor | =220 nm,
LC10AS Pumpen, CBM10A Controller, Saulentyp: Vydac 218 TP10415 4 200 mm;
FluRrate: 1,0 ml/min; mobile Phase: A H,O: TFA = 1000:1, B CH3CN 100 %; linearer
Gradient; 10-100 % B in 45 min; tR (Fmoc-Val-GIn(Trt)-Ala-Ala-OH): 30 min
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ES-MS: ber.: 853,0 [M+H]"; gef.; 853,1 [M+H]*; 875,2 [M+Na]*; 891,2 [M+K]*

Schrittweise Festphasensynthese von H-lle-Asp(OtBu)-Tyr(tBu)-1le-Asn(Trt)-Gly-NH, (58,
33) am Sieber-Amidharz

CsgH78010Ng (1047,3)

Die Synthese der C-terminalen Sequenz erfolgte mit einem Applied Biosystem 433 A
Peptidsynthesizer am Sieber-Amidharz (Novabiochem, 0,37 mmol/g) [109] in Analogie zu
Standardsyntheseprotokollen. Unter Verwendung von 800 mg Harz (0,296 mmol) wurden
die Fmoc-Aminosduren (1 mmol) bel RT mit HBTU (1 mmol) in Gegenwart von DIEA
(1 mmol) bei einer Konzentration von 0,45 M in DMF doppelt gekuppelt (2x30 min). Die
Deblockierung der Fmoc-Gruppen erfolgte mit 20 %iger Piperidin/DMF-L6sung fur 7 min.
Die Abspaltung des Sieber-Harzes wurde mit 20 ml einer Losung aus 1 % TFA in DCM fir
30 min bei RT durchgefiihrt, das Harz abfiltriert und mit DCM gewaschen. Das Filtrat
wurde mit n-Hexan versetzt, im Vakuum eingeengt, das Rohpeptid mit Diethylether geféllt
und aus Dioxan lyophilisiert.

Ausbeute: 52 % bezogen auf die Harzbeladung

HPL C-Gradientensystem: Bedingungen wie oben; mobile Phase: A H,O: TFA = 1000:1, B
CH3CN 100 %; linearer Gradient; 10-100 % B in 45 min;

tR (H-1le-Asp(OtBu)-Tyr(tBu)-Ile-Asn(Trt)-Gly-NH,): 26 min

ES-MS: ber.: 1048,3 [M+H]"; gef.: 1047,9 [M+H]"; 1069,7 [M+Na]*

Kupplung von Fmoc-Val-GIn(Trt)-Ala-Ala-OH an H-lle-Asp(OtBu)-Tyr(tBu)-Ile-Asn(Trt)-
Gly-NH; (58, 4)

Ci08H120017N13 (1881,3)

In Analogie zu den Kupplungen in Kapitel 7.8. wurde bel RT DIEA (0,035 mmol) zu einer
Mischung aus Fmoc-Va-GIn(Trt)-Ala-Ala-OH (0,035 mmoal), HAPyU (0,035 mmol) und a)
ohne, b) mit 10 Aq. Pyridin-poly(hydrogenfluorid) (0,35 mmol = 9,8 pl) in 700 pl DMF fiir
eine Voraktivierungszeit von 60 s addiert. Anschlief3end wurde H-lle-Asp(OtBu)-Tyr(tBu)-
[le-Asn(Trt)-Gly-NH, (0,035 mmol)/ DIEA (0,035 mmol) in 500 pl DMF zugefuigt und 21 h
gerdhrt.
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Umsdtze der Reaktionen nach 21 h (Kapitel 5.4., Abb. 29): HPLC-Gradientensystem:
Bedingungen wie oben; mobile Phase: A H,O: TFA = 1000:1, B CH3CN 100 %; linearer
Gradient; 10-100 % B in 45 min, anschlief3end 10 min bei 100 % B; tR (Fmoc-Val-GIn(Trt)-
Ala-Alalle-Asp(OtBu)-Tyr(tBu)-lle-Asn(Trt)-Gly-NH): 45 min; tR (Fmoc-Val-GIn(Trt)-
Ala-Ala-OH): 30 min; Reaktionsausbeute a) 82 %, b) 69 %

Das DMF wurde im Vakuum abgetrennt, das Rohpeptid mit Diethylether gefallt und auf der
Fritte nacheinander mit 5%iger NaHSO;-, 5 %iger NaHCOs-, geséttigter Na,CO3; und
20 %iger NaCl-Losung gewaschen und getrocknet. Die Abspaltung der Fmoc-Gruppe
erfolgte mit 2 ml Piperidin fir 15 min. Danach wurde das Peptid mit Diethylether gefdllt,
getrocknet und die Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen in 5 ml 95 % TFA/H,O/ 3 %
Triisopropylsilan fur 90 min durchgefihrt. Die Lésung wurde im Vakuum eingeengt,
zweimal Heptan addiert, erneut eingeengt, das Peptid mit Diethylether gefdlt und
schliefdich aus 10 % Essigsaure/H,0 lyophilisiert.

C47H75015N13 (1062,2)

HPLC-Bedingungen wie oben, tR (H-Va-Gln-AlaAlalle-Asp-Tyr-lle-Asn-Gly-NH,):
12 min

ES-MS (Kapitel 5.4., Abb. 30):

a) ber.: 1063,2 [M+H]": gef.: 1062,8 [M+H]*; 1085,0 [M+Na]": 550,8 [M+K]?**

b) ber.: 1063,2 [M+H]"; gef.: 1062,9 [M+H]*; 1085,1 [M+Na]*; 551,1 [M+K]?**

in beiden Féllen weiterer Peak bei 388,3 [M+H]" entspricht Val-GIn-Ala-Ala

Der gebildete Anteil D-Ala aus den Reaktionen a) und b) wurde mittels GC-M S bestimmt.

85



8. Literaturverzeichnis

[1] European J. Biochem. 1984, 138, 9.

[2] Bayer, E.: Angew. Chem. 1991, 103, 117.

[3] Bodanszky, M. Principles of Peptide Synthesis  Berlin, Springer Verlag, 1984.

[4] Tilak, M. A. Tetrahedron Lett. 1970, 11, 849.

[5] Denkewalter, R. G.; Schwam, H.; Strachan, R. G.; Beedey, T. E.; Veber, D. F,;
Schoenewaldt, E. F.; Barkemeyer, H.; Paeveda, W. J, J.; Jakob, T. A,
Hirschmann, R. J. Amer. Chem. Soc. 1966, 88, 3163.

[6] Kisfaludy, L.; Schon, I.; Szirtes, T.; Nyéki, O.; Low, M. Tetrahedron Lett. 1974, 19,
1785.

[7] Carpino, L. A.; Cohen, B. J.; Stephens, K. E., J.; Sadat-Adaee, S. Y.; Tien, J-H.;
Langridge, D. C. J. Org. Chem. 1986, 51, 3732

[8] @ Beyermann, M.; Bienert, M.; Niedrich, H.; Carpino, L. A.; Sadat-Aalaee, D.; J.
Org. Chem. 1990, 55, 721.

b) Granitza, D. Dissertation, Berlin 1996.

[9] Merrifield, R. B. J. Amer. Chem. Soc. 1963, 85, 2149.

[10] Mutter, M.; Hagenmaier, H.; Bayer, E. Angew. Chem. 1971, 83, 883.

[11] Gairi, M.; Lloyd-Williams, P.; Albericio, F.; Giralt, E. Int. J. Peptide Protein Res.
1995, 46, 119.

[12] Lloyd-Williams, P.; Albericio, F.; Giralt, E. Tetrahedron 1993, 49, 11065.

[13] Kent, S. B. H. Ann. Rev. Biochem. 1988, 57, 957.

[14] Benz, H. Synthesis 1994, 337

[15] Kent, S. B. H. Deber, C. M.; Hruby, V. J.; Kopple, K. D., Eds.; In Peptides, Structure
and Function. Proceedings of the 9th American Peptide Symposium;  Rockford,
[llinois, Pierce Chem. Company: 1985; 407.

[16] Narita, M.; Fukunaga, T.; Wakabayashi, A.; Ishikawa, K.; Nakano, H. Int. J. Peptide
Protein Res. 1984, 24, 580.

[17] Kuroda, H.; Chen, Y.-N.; Kimura, T.: Sakakibara, S. Int. J. Peptide Protein Res.
1992, 40, 294

[18] @) Thaler, A.; Seebach, D.; Cardinaux, F. Helv. Chim. Acta 1991, 74, 617.

b) Thaler, A.; Seebach, D.; Cardinaux, F. Helv. Chim. Acta 1991, 74, 628.



[19] Toniolo, C.; Valle, G.; Bonora, G. M.; Crisma, M.; Moretto, V.; Izdebski, J.; Pelka,
J.; Pawlac, D.; Schneider, C. H. Int. J. Peptide Protein Res. 1988, 31, 77.

[20] Knorr, R.; Trzeciak, A.; Bannwarth, W.; Gillessen, D. Tetrahedron Lett. 1989, 30,
1927.

[21] Benoiton, N. L.; Lee, Y. C.; Steinauer, R.; Chen, F. M. F. Int. J. Peptide Protein
Res. 1992, 40, 559.

[22] Carpino, L. A.; El-Faham, A. J. Org. Chem. 1994,59, 695.

[23] Jones, J. The Chemical Synthesis of Peptides. International Series of Monographs
on Chemistry, 23, Oxford, Oxford Science Publications Clarendon Press: 1991.

[24] Kemp, D. S. Gross, E.; Meienhofer, J., Eds.; In The Peptides Analysis, Synthesis,
Biology Vol. 1, New York, Academic Press, Inc.: 1979.

[25] Kovécs, J. Gross, E.; Meenhofer, J., Eds.; In The Peptides Analysis, Synthesis,
Biology Vol. 2, New York, Academic Press, Inc.: 1980.

[26] Winsch, E. Mllller, E., Ed.; In Synthese von Peptiden. Methoden der organischen
Chemie (Houben-Weyl). Bd. XV/1, Stuttgart, Georg Thieme Verlag: 1974; 39.

[27] Goodman, M.; Glaser, C. Weinstein, B; Lande, S., Eds.; In Peptides, Chemistry and
Biochemistry. Proceedings of the 1st American Peptide Symposium 1968;  New
York, Marcel Dekker, 1970; 267.

[28] Goodman, M.; McGahren, W. J. Tetrahedron 1967, 23, 2031.

[29] Jakubke, H.-D. Peptide: Chemie und Biologie. Heidelberg, Spektrum
Akademischer Verlag: 1996.

[30] Griehl, C.; Jeschkeit, H. Z. Chem. 1988, 28, 430.

[31] Benoiton, N. L., Chen, F. M. F. Can. J. Chem. 1981,59, 384.

[32] Griehl, C.; Kolbe, A.; Merkel, S. J. Chem. Soc. Perkin. Trans. 2 1996, 2525.

[33] Bodanszky, M. Int. J. Peptide Protein Res. 1985, 25, 449.

[34] Sheehan, J. C.; Hess, G. P. J. Amer. Chem. Soc. 1955,77, 1067.

[35] Weygand, F.; Hoffmann, D.; Winsch, E.  Z. Naturforschung 1966, 21 b, 426.

[36] Curtius, T. Ber. dtsch. Chem. Ges. 1902, 35, 3226.

[37] Gross, H.; Bilk, L. Tetrahedron 1968, 24, 6935.

[38] Weygand, F.; Steglich, W.; Chytil, N. Z. Naturforschung 1968, 23 b, 1391.

[39] Fujino, M.; Kobayashi, S.; Obayashi, M.; Fukuda, T.; Shinagawa, S; Nishimura, O.
Chem. Pharm. Bull. 1974, 22, 1857.

[40] Konig, W.; Geiger, R. Chem. Ber. 1970, 103, 788.

87



[41] Konig, W.; Geiger, R. Chem. Ber. 1970, 103, 2024.

[42] Miyazawa, T.; Otomatsu, T.; Yamada, T.; Kuwata, S. Tetrahedron Lett. 1984, 25,
771

[43] Miyazawa, T; Otomatsu, T.; Fukui, Y.; Yamada, T.; Kuwata, S. Int. J. Peptide
Protein Res. 1992,39, 237.

[44] Griehl, C.; Weigt, J.; Jeschkeit, H. J. High Resolution Chromatography 1994, 17,
700.

[45] Hudson, D. J. Org. Chem. 1988, 53, 617.

[46] Beyermann, M.; Henklein, P.; Klose, A.; Sohr, R.; Bienert, M. Int. J. Peptide
Protein Res. 1991, 37, 252.

[47] Miyazawa, T; Otomatsu, T.; Fukui, Y.; Yamada, T.; Kuwata, S. Int. J. Peptide
Protein Res. 1992, 39, 308.

[48] Haver, A. C.; Smith, D. D. Maia, H. S. L., Ed.; In Peptides 1994. Proceedings of the
23rd European Peptide Symposium, Braga; Leiden, ESCOM: 1995; 199.

[49] a) Castro, B.; Dormoy, J.-R.; Evin, G.; Selve, C. Tetrahedron Lett. 1975, 14,
1219.

b) Castro, B.; Dormoy, J.-R.; Dourtoglou, B.; Evin, G.; Seve, C.; Ziegler, J.-C.
Synthesis 1976,  751.

[50] Dourtoglou, V.; Gross, B.; Lambropoulou, V.; Zioudrou, C. Synthesis 1984, 572.

[51] Henklein, P.; Beyermann, M.; Bienert, M.; Knorr, R. Giralt, E.; Andreu, D., Eds.; In
Peptides 1990. Proceedings of the 21st European Peptide Symposium;  Leiden,
ESCOM: 1991, 67.

[52] Carpino, L. A. J. Amer. Chem. Soc. 1993, 115, 4397.

[53] Albericio, F.; Carpino, L. A. Methods in Enzymology 1997, 289, 104.

[54] Abdelmoty, |.; Albericio, F.; Carpino, L. A.; Foxman, B. M.; Kates, S. A. Lett. in
Peptide Science 1994,1, 57.

[55] Henklein, P.; Costisella, B.; Wray, V.; Domke, T.; Carpino, L. A.; El-Faham, A.;
Kates, S. A.; Abdelmoty, I.; Foxman, B. M. In Peptides 1996. Proceedings of the
24th European Peptide Symposium, Edinburgh,  im Druck.

[56] Carpino, L. A.; El-Faham, A.; Truran, G.; Albericio, F.; Kates, S. A.; Shroff, H.;
Triolo, S. A.; Hodges, R. S.; Smith, JA., Eds.; In Peptides, Chemistry, Structure
and Biology. Proceedings of the 13th American Peptide Symposium 1993;
Leiden, ESCOM: 1994, 124.

88



[57] Kneib-Cordonier, N.; Albericio, R.; Barany, G. Int. J. Peptide Protein Res. 1990,
35, 527.

[58] Nokihara, K; Hellstern, H.; Hofle, G. Rivier, J. E.; Marshall, G. R., Eds.; In Peptides,
Chemistry, Structure and Biology. Proceedings of the 11th American Peptide
Symposium;  Leiden, ESCOM: 1990; 1046.

[59] Benoiton, N. L. Biopolymers 1996,  245.

[60] Steinauer, R.; Chen, F. M. F.; Benoiton, N. L. Int. J. Peptide Protein Res. 1989, 34,
295.

[61] Henklein, P.; Beyermann, M.; Costisella B.; Sohr, R. Epton, R., Ed.; In Innovation
and Perspectives in Solid Phase Synthesis; Andover, Intercept Limited, 1992;
349.

[62] Carpino, L. A.; El-Faham, A.; Albericio, F. Tetrahedron Lett. 1994, 35, 2279.

[63] Griehl, C.; Jager, L.; Plass, M.; Kolbe, A. In Peptides 1996. Proceedings of the 24th
European Peptide Symposium, Edinburgh,  im Druck.

[64] Benoiton, N. L.; Lee, Y. C.; Chen, F. M. F. Maia, H. S. L., Ed.; In Peptides 1994.
Proceedings of the 23rd European Peptide Symposium, Braga; Leiden, ESCOM:
1995; 203.

[65] Anderson, G. W.; Callahan, F. M.; Zimmerman, J. E. J. Amer. Chem. Soc. 1967,

89, 178.

[66] Berger, E.; Neubert, K.; Bang, H.; Jakubke, H. D. Z. Chem. 1982, 22, 379.

[67] Chen, F. M. F.; Lee, Y.; Stelnauer, R.; Benoiton, N. L. Can. J. Chem. 1987, 65,
613.

[68] Chen, F. M. F.; Steinauer, R.; Benoiton, N. L. J. Org. Chem. 1983, 48, 2939.

[69] Winsch, E. Mllller, E., Ed.; In Synthese von Peptiden. Methoden der organischen
Chemie (Houben-Weyl). Bd. XV/2, Stuttgart, Georg Thieme Verlag: 1974, 15.

[70] Carpino, L. A.; Sadat-Aaaee, D.; Chao, H. G.; DeSelms, R. H.  J. Amer. Chem. Soc.
1990, 112, 9651.

[71] Wenschuh, H.; Beyermann, M.; Krause, E.; Brudel, M.; Winter, R.; Schimann, M.;
Carpino, L. A.; Bienert, M. J. Org. Chem. 1994,59, 3275.

[72] Wenschuh, H.; Beyermann, M.; El-Faham, A.; Ghassemi, S.; Carpino, L. A.; Bienert,
M. J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1995,  669.

[73] Izumiya, N.; Muraoka, M. J. Amer. Chem. Soc. 1969, 91, 2391.

89



[74] Miyazawa, T.; Donkai, T.; Yamada, T.; Kuwata, S. Int. J. Peptide Protein Res.
1992, 40, 49.

[75] Coste, J.; Le-Nguyen, D.; Castro, B. Tetrahedron Lett. 1990, 31, 205.

[76] Carpino, L. A.; Beyermann, M.; Wenschuh, H.; Bienert, M. Acc. Chem. Res. 1996,
29, 268.

[77] Carpino, L. A.; ElI-Faham, A. J. Amer. Chem. Soc. 1995, 117, 5401.

[78] Hanay, C.; Beyermann, M.; Winter, R.; Henklein, P. Flechder, I; Kraas, W.; Jung,
G., Eds.; In Programm und Abstracts des 2. Deutschen Peptidkolloquiums,
Tubingen; 1995; P23.

[79] Coste, J.; Frérot, E.; Jouin, P.; Castro, B. Tetrahedron Lett. 1991, 32, 1967.

[80] Akaji, K.; Kuriyama, N.; Kiso, Y. Tetrahedron Lett. 1994, 35, 3315.

[81] Hoeprich, P. D., Jr. Epton, R., Ed.; In Innovation and Perspectives in Solid Phase
Synthesis;  Andover, Intercept Limited, 1992; 49.

[82] Coste, J.; Frérot, E.; Jouin, P. J. Org. Chem. 1994, 59, 2437.

[83] Teichmann, H.; Auerswald, C. J. f. prakt. Chemie 1979, 321, 835.

[84] Hanay, C.; Carpino, L. A.; Henklein, P.; El-Faham, A., in Vorbereitung.

[85] Henklein, P.; Carpino, L. A., unverdffentlichte Ergebnisse.

[86] Barlos, K.; Papaioannou, D.; Theodoropoulos, D. Int. J. Peptide Protein Res. 1984,
23, 300.

[87] Hanay, C.; Beyermann, M.; Henklein, P. Epton, R., Ed.; In Innovation and
Perspectives in Solid Phase Synthesis; Mayflower Scientific Limited, 1996;
389.

[88] Hanay, C.; Beyermann, M.; Winter, R.; Henklein, P., in Vorbereitung.

[89] Horiki, K. Tetrahedron Lett. 1977,22, 1897.

[90] Katritzky, A. R.; Mahotra, N.; Fan, W.-Q.; Anders, E. J. Chem. Soc. Perkin Trans.
2 1991, 1545

[91] Ames, D. E.; Grey, T. F. J. Chem. Soc. 1955, 631.

[92] Koppel, I.; Koppel, J.; Leito, I.; Pihl, V.; Grehn, L.; Ragnarsson, U. J. Chem.
Research (S) 1993, 446.

[93] Hanay, C.; Beyermann, M.; Henklein, P. In Peptides 1996. Proceedings of the 24th
European Peptide Symposium, Edinburgh,  im Druck.

[94] Benoiton, N. L.; Lee, Y.; Chen, F. M. F. Int. J. Peptide Protein Res. 1988, 31,
443.

90



[95] Henklein, P.; Halatsch, W.-R.; Heyne, H.-U. Z. Chem. 1986, 26, 329.

[96] Bottcher, M.; Henklein, P.; Fabian, H.; Niedrich, H. Z. Chem. 1989, 29, 70.

[97] Henklein, P.; Ott, T.; Jahrling, R.; Scharfenberg, P.; Heyne, H.-U.; Niedrich, H. Z.
Chem. 1989,29, 289.

[98] Kaduk, C.; Wenschuh, H.; Beyermann, M.; Forner, K.; Carpino, L. A.; Bienert, M.
Lett. in Peptide Science 1995,2, 285.

[99] Middleton, W. J. J. Org. Chem. 1975, 40, 574.

[100] Olah, G. A.; Welch, J. T.; Vankar, Y. D.; Nojima, M.; Kerekes, I.; Olah, J. A. J.
Org. Chem. 1979, 44, 3872.

[101] Wenschuh, H.; Beyermann, M.; Winter, R.; Bienert, M.; lonescu, D.; Carpino, L. A.
Tetrahedron Lett. 1996, 37, 5483.

[102] Kusomoto, S.; Matsukura, M.; Shiba, T. Biopolymers 1981, 20, 1869.

[103] Bordwell, F. G. Acc. Chem. Res. 1988, 21, 456.

[104] Jedrzejczak, M.; Matie, R. E.; Satchell, D. P. N., Satchell, R. S., Wassef, W. N. J.
Chem. Soc. Perkin Trans. 2 1994,  1471.

[105] Johnson, T; Quibell, M. Tetrahedron Lett. 1994, 35, 463.

[106] Carpino, L. A.; El-Faham, A.; Minor, C. A.; Albericio, F. J. Chem. Soc., Chem.
Commun. 1994, 201.

[107] @) Barlos, K.; Gatos, D.; Kallitsis, J.; Papaphotiu, G.; Sotiriu, P.; Wenqing, Y .;
Schéfer, W. Tetrahedron Lett. 1989, 30, 3943.

b) Barlos, K.; Chatzi, O.; Gatos, D.; Stavropoulos, G. Int. J. Peptide Protein Res.

1991, 37, 513

[108] Bollhagen, R.; Schmiedberger, M.; Barlos, K.; Grell, E. J. Chem. Soc. Chem.
Commun. 1994,  2559.

[109] Sieber, P. Tetrahedron Lett. 1987,28, 2107.

[110] Akaji, K.; Kuriyama, N.; Kimura, T.; Fujiwara, Y., Kiso, Y. Tetrahedron Lett.
1992, 33, 3177.

[111] Carpino, L. A.; personliche Mitteilung.

[112] Harding, V. J.; MacLean, R. M. J. Biol. Chem. 1916, 24, 503.

91



9. Anhang
Spektroskopische Daten

Tab.12:  *3C-chemische Verschiebungen in ppm der Reaktion von Mesitylencarbonssurechlorid mit Bipyrrolidinoharnstoff und SbCls bei -
50°C, -5°C und 20°C, gemessen in CD,Cl, (0,4 M), und Signale von V ergleichsspektren

-50°C -5°C 20°C isolierte O-Acyl- Mesitylencarbonsdure- Mesitylencarbonséure, Bipyrrolidino- Bipyrrolidinoharnstoff - SbCls,
uroniumverbindung chlorid, -50°C 20°C harnstoff, -50°C 50°C
(Kapitel 7.4.)

170,1 (CI) 170,6 (COCI) 176,1 (COOH)

161,6 (CO) 161,5 162,2 |162,1 160,8 (C=0)

155,2 156,1 (CO)

1521 (ch 152,4 1533 |[153,2

144,2 (Cq) 144,2 144,9 |1448

140,7 (CI) 140,7 (Cq) 140,6 (Cq)

140,3 (2Cq) 140,1 140,9 140,8

135,1 (Cl) 135,3 (Cq) 136,4 (2Cq)

132,5 (ClI) 132,6 (2Cq)

130,2 (2CHarom) 130,2 131,0 |1309 129,7 (Cq)

128,6 129,0 (2CHarom)

128,1 (Cl) 128,1 (s) 128,1 (2CHarom)

121,6 (Cq) 121,7 1225 |1225

51,4 (2CH,N) 51,4 52,3 51,5 51,3 (2CH,N)

50,7 (2CH;N) 50,7 51,6 50,4 50,7 (2CH,N)

488 495 50,5 47,6 (ACH,N)

25,8 (2CH,) 25,7 26,5 25,4 25,2 (4CH) 25,7 (2CHy)

23,7 (2CHy,) 23,6 24,3 24,2 24,0 (2CH,)

22,5 (2CH,) 22,1 22,7 22,6

21,0 (1CHy) 20,7 21,4 21,3 21,2 (1CHy)

20,8 (Cl) 20,3 (1CHy) 20,3 (2CH5y)

19,9

19,2 (Cl) 19,0 () 19,2 (2CH3)

(s) klein; (Cl) Mesitylencarbonséurechlorid; fett gedruckt sind Signale von Mesit(Py)," SbClg



Tab. 13:

5°C und 20°C, gemessen in CD,Cl, (0,4 M), und Signale von Verglei chsspektren

3C-chemische Verschiebungen in ppm der Aktivierung von Mesitylencarbonsaure mit HAPyU in Gegenwart von Collidin bei -50°C, -

-50°C 5°C 20°C Mesit-OAt-Ester, Mesit-OAt-Ester, HAPyU + Collidin, Collidin, Collidin, Collidin*PFe’, MesitOH + Collidin, MesitOH + Collidin,
-5°C 20°C (APT) -50°C -50°C 20°C 20°C -50°C 20°C

175,3 (MesitOH/Callidin) (s) 174,3 (COO") 173,9

165,5 (OAt) 1657 165,7 (OAt) 165,8 (CO) 165,9

162,0 (CO) 162,0 (ss)

160,8 (Harnstoff) 160,9 160,9 160,4 (Cq)

154,5 (MesitOH/Collidin) 157,4 (Collidin) 158,1 156,4 (Collidin) 157,0 157,8 (2Cq) 154,8 (Collidin®) 156,3

153,6 (C*)

153,0 (Collidin*PFg) 152,9 152,9 (2Cq)

152,1 (OAt) 152,3 (OAt) 152,1 (OAt) 152,2 (CHoat) 152,2 151,8 (Collidin®) 151,1

149,7 (HAPyU/Collidin) 149,9 (s) 149,4 (CH)

148,5 (HAPyU/Collidin) 148,8 (s) 147,9 (Collidin) 1474 147,7 (Cq)

144,4 (HAPyU/Collidin) 144.,9 (s9) 1442 (CY

144,1 (Cq) 144,2 (ss)

142,4 (OAt) 1425 142,5 (OAt) 142,6 (Cq) 142,6 141,9 (Cq)

141,7 (OAt) 1405 141,0 (OAt) 140,6 (Cq) 1405

140,3 (2Cq)

137,3 (OAt) 1375 137,4 (OAt) 137,6 (2Cq) 137,8

136,8 (MesitOH/Collidin) 137,0 (Cq) 138,0

134,9 (OAt) 135,0 135,0 (OAt) 135,2 (Cq) 1353

134,7 (MesitOH/Collidin) 135,1 (Cq) 1348

132,5 (MesitOH/Collidin) 132,9 (Cq) 1341

130,4 (2CHarom) 130,6 (s)

129,3 (OAt) 1294 129,3 (OAt) 129,5 (Choat) 129,6

128,8 (OAt) 129,0 129,0 (OAt) 129,1 (2Charom) 1292

128,1 (HAPyU/Collidin) 127,8 (CH)

127,5 (MesitOH/Collidin) 127,5 (2CHarom) 1283

125,8 (HAPyU/Collidin) 1249 125,1 (OAt) 124,2 (Cq) 124,6 125,7 (Cq) 125,8 (2CHarom)

123,7 (HAPyU/Collidin) 1234 (CH)

122,2 (Cq) 122,8 (Collidin®) 122,8

121,2 (OAt) 121,3 121,2 (OAt) 121,2 (Choat) 121,2 120,9 (Collidin) 120,8 121,2 (2CHarom)

119,4 (HAPyU/Collidin) 1199 (s) 1174

51,4 (2CH,N) 51,7 (5) 53,1 (2CH,N)

50,5 (2CH,N) 50,8 () 51,3 (2CH,N)

47,9 (Harnstoff) 483 483

25,9 (2CH,) 26,1 (5) 25,8 (2CH,)

25,3 (Harnstoff) 255 255

24,2 (HAPyU/Collidin) 24,3 (s9) 24,0 (Collidin) 239 24,3 (2CHy)

23,8 (2CHy) 24,0 (s5) 23,0 (2CH,)

22,2 (2CHg) 22,3 (s9) 22,2 (1CHy)

21,2 (OAt) 21,6 21,6 (OAt) 21,3 (1CHy) 214 21,2 (2CH3) 222

21,0 (MesitOH/Collidin) 21,2 21,1 21,0 (Collidin®) 21,2

20,7 (1CHg) 20,8 (1CH3)

20,3 (OAt) 20,2 20,0 (OAt) 20,3 (2CH3) 20,3 20,1 (Collidin) 205 20,8 (1CHy)

19,3 (MesitOH/Collidin) 19,9 19,7 19,4 (2CHs) 19,3 (Collidin®) 19,7

(9) klein; (ss) sehr klein; (OAt) Mesitylencarbonsiure-OAt-Ester; (Harnstoff) Bipyrrolidinoharnstoff; fett gedruckt sind Signale von Mesit(Py)," PF¢



Tab. 14:  **C-chemische Verschiebungen in ppm der Aktivierung von Mesitylencarbonssure
mit  1-(1-Pyrrolidinyl-1H-1,2,3-triazol o[ 4,5-b] pyridin-1-ylmethylen) pyrrolidiniumhexachl oro-
antimonat-N-Oxid (Abb. 12, 19b, Kapitel 3.1.1.) in Gegenwart von 1 Aq. Collidin bei -50°C,
-5°C und 20°C, gemessen in CD,Cl, (0,4 M), (siehe Abb. 13) und 19b/Collidin zum Vergleich

-50°C -5°C 20°C 19b + Collidin
(CDCl,/CD3CN), -50°C
174,4 (MesitOH/Collidin)
161,8 (CO) 161,2 (ss)
154,4 (C*) 154,3 156,5 (Collidin)
152,8 (Collidin*PFe)
152,2 (Oat) 152,2 (OAtY) 152,3 (OAt)
148,3 (19b/Coallidin) 149,3 (CH)
147,2 (Collidin)
144,3 (Cq)
1425 (OAt) 142,5 (OAt)
140,0 (OAt)
140,3 (2Cq) 140,7 (ss)
137,3 (OAt) 137,5 137,7 (OAY)
136,8 (MesitOH/Coallidin)
135,3 (OAtY) 1355 135,2 (OAt)
134,8 (MesitOH/Coallidin)
132,6 (MesitOH/Callidin) 133
130,4 (2CHarom) 130,7
129,4 (OAt) 129,4 129,5 (OAt)
128,7 (OAt) 129,0 129,2 (OAt)
127,3 (MesitOH/Collidin) 127,9 127,6 (CH)
125,7 (OAt)
123,7 (19b/Collidin) 1235 (CH)
122,9 (Cq + 19b/Collidin)
121,3 (OAt) 121,2 121,3 (OAt) 120,5 (Collidin)
119,1 (19b/Collidin) 1195
117,3
51,4 (2CH;N) 51,9 52,6 (2CH2N)
50,7 (2CH;N) 51,2 51,2 (2CH2N)
47,7 (Harnstoff) 48,1 48,5
25,9 (2CHy) 26,2 25,7 (2CHy)
25,3 (Harnstoff) 25,5 257
23,8 (2CHy) 24,1 24,0 (Collidin)
22,5 (2CHs) 22,6 221 23,2 (2CHy)
21,0 (OAt) 21,4 21,4 (OAt)
20,7 (1CHs3) 20,9
20,2 (OAt) 20,2 20,3 (OAY)
19,2 (MesitOH/Collidin) 19,5 19,9 19,9 (Collidin)

(s9) sehr klein; (OAt) Mesitylencarbonsiure-OAt-Ester; (Harnstoff) Bipyrrolidinoharnstoff; fett gedruckt sind Signale von Mesit(Py)," SbClg



Tab. 15:  *C-chemische Verschiebungen in ppm der Aktivierung von Mesitylencarbonssure mit HAPyU in Gegenwart von Collidin bei

Raumtemperatur, gemessen in CD,Cl; (0,4 M)

Zeit (min): 2,5 10 20 40 60 120

165,4 (OAt) 165,9 165,83 165,9 165,83

161,1 (Harnstoff) 161,0 161,1 161,1 161,1 161,1

159,4 (Collidin*PF¢) 159,4 159,5 159,6 159,6

152,8 152,6 (Collidin"PF¢) 152,6 152,6 152,6 152,6

152,3 (OAt) 152,2 152,3 152,3 152,3 152,3

142,6 (OAt) 142,6 142,6 142,6 142,6

140,9 (OAt) 140,9 140,9

137,6 (OAY) 137,6 137,6 137,6 137,6 137,6

136,4 136,4 136,4 136,4 136,4

135,3 (OAY) 1352 1352 1352 1352

129,5 (OAt) 1294 1294 1294 1294 1294

129,2 (OAt) 129,2 129,2 129,2 129,2 129,2

125,5 (Collidin*PFe) 125,6 125,7 125,7 1257 125,7

124,4 (OAt) 124,4 124,4

121,3 (OAt) 121,3 121,3 121,3 121,3 121,3
48,4 (Harnstoff) 48,4 48,4 48,4 48,4 48,4
25,6 (Harnstoff) 25,6 25,6 25,6 25,6 25,6
21,8 (Collidin*PF) 21,9 21,9 21,9 21,9 21,9
21,2 (OAY) 21,2 21,2 21,2 21,3 21,2
20,2 (OAY) 20,2 20,2 20,2 20,2 20,2
19,5 (Collidin*PFe) 195 19,4 19,4 19,4 19,4

(OAt) Mesitylencarbonsdure-OAt-Ester; (Harnstoff) Bipyrrolidinoharnstoff



Tab.16: IR-Absorptionsbanden in cm™® der Z-Gly-Ala-Aktivspezies, zusammen-

gestellt aus den kinetischen Messungen

Verbindung Cc=0 Urethan- C=N
Carbonyl
Z-Gly-Ala-OH* 1660 1728 1564
Z-Gly-Ala-OH/DIEA® 1671 1723 1608
Z-Gly-Ala-Oxazol on® 1828 1728 1683
Z-Gly-Ala-OBt-Ester® 1810 1721 1655
Z-Gly-Ala-OAt-Ester® 1820 1724 1693
Z-Gly-Ala-ONB-Ester™® 1819 1739 1697
Z-Gly-Ala-ONSu-Ester™? 1816 1746 1697
Z-Gly-AlaF" 1847 1725 1690

2 Die Daten wurden unter Verwendung der KBr-Prefitechnik erhalten.
®|R-Analyse erfolgtein 0,1 M DCM -Lésungen unter Verwendung einer NaCl-K iivette.

¢ IR-Analyse in 0,1 M DCM-Losung (NaCl-K ivette) und als KBr-Preflling lieferten analoge Spektren. Kein Hinweis
auf die N-acylierte Form des OBt-Esters konnte mittels | R beobachtet werden.

4|R-Analyse erfolgtein 0,1 M DCM/THF-Losung (NaCl-K tivette).

¢ Eine weitere Carbonylbande des ON B-Restes wurde bei 1781 cm* beobachtet.
"IR-Analyse erfolgtein 0,1 M THF-Lésung (NaCl-K iivette).
9 Eine weitere Carbonylbande des ON SU-Restes wurde bei 1790 cm™ beobachtet.

" |R-Analyse erfolgte in 0,1 M DCM /Dioxan-Lésung (NaCl-K Givette).



Tab.17:  'H-NMR-spektroskopische Daten der Z-Gly-Ala-Aktivspezies, die wahrend der verschiedenen kinetischen Messungen auftreten,

aufgenommen in CD,Cl,/DMF-d;, die chemischen Verschiebungen sind in ppm zusammen mit der Linienform und der Nummer der Protonen

angegeben
Verbindung CHs, CH, CH CH, Phenylprotonen NH NH Andere
(Al9) (Gly) (Al9) 2 (Gly) (Al3)

Z-Gly-Ala-OH? 1,36d(3) 383d(2) 443quin(l) 513s(2) 7,30-745m(5) 7,15t(1) 7,92d(1)

Z-Gly-Ala-OH/DIEA 1,35d(3) 382d(2) 420quin(l) 515s(2) 7.35745m(5)  7.52t(1) 7,85d(1) DIEA: 1,1-1,45 d (12) 2(CHs), + t (3) CHa;
2,95 quart (2) CH,; 3,49 hept (2) 2CH

Z-Gly-Ala-Oxazolon®? 1,39d (3) 416dd (2) 435quat(l) 517s(2) 7,35-7,45m(5) 758t(1) -

Z-Gly-Ala-OBt-Ester®>® 167d(3 394d(2  482quin(l) 513s(2) 7.30-745m(5) 7,34t(1) 896d(1) 8,36d(1); 8,02d (1); 7,88t (1); 7,67 t (1)°
8,05d (1); 7,77 (1); 7,58 (1); 7,47 t (1)°

vermutlich der N-Acyl-OBt-Ester® 158d(3) 390d(2 536quin(l) 512s(2) 7.30-745m(5) 7,16t(1) 862d(1) 7,92; 7,69; 7,49; 7,38

Z-Gly-Ala-OAt-Ester®® 1,74d(3) 393dd(2) 505quin(l) 515s(2) 7,30-7,47 m(5) 8,87d (1) 7,55 dd; 7,7 dd; 8,47 d; 8,65 d; 8,8 d; 8,9 o

Z-Gly-Ala-ONB-Ester® 150d(3) 385dd(2) 476quin(l) 509s(2) 7.30-745m(5)  7.28t(1) 858d(1) 1,62" 3,31-3,58; 3,3" 6,05 s 2CHolefin"; 6,14 s
2CHolefin’; 10,83"

Z-Gly-Ala-F (CD,Cl,)° 147d(3) 389d(@ 458quin(l) 509s(2) 7,23-7,4m(5) 8,62d (1)

2 aus einem TOCSY *H-NM R-Experiment erhalten (siehe Kapitel 3.2.3., Abb. 18)

®in situ gemessen, enthalt geringfligige Reste von Ausgangspeptid

¢ Verunreinigung von Oxazolon
4 Signale des O-Acyl-OBt-Esterteils
¢ Signale von HOBt

fvermutlich aromatische CH-Protonen des N-Acyl-OBt-Esters

9 Signale des OAt-Esters oder von freiem HOAL

" Signale von freiem HONB

" Signale des ONB-Esterrestes

Vi



Tab.18: C-NMR chemische Verschiebungen in ppm der Z-Gly-Ala-Aktivspezies bei verschiedenen kinetischen Messungen,
aufgenommen in CD,Cl,/DMF-d,

Verbindung CH, CH, CH CH, CHphenyl Cq CcO Andere
(Al9) (Gly) (Al3) 2
Z-Gly-AlaOH (APT) 17,6 44,1 48,2 66,1 128,1; 128,1; 128,7 137,8 157,2; 169,5; 174,4
Z-Gly-Ala-OH/DIEA 18,9 44,7 49,8 66,2 128,1; 128,2; 128,9 137,9 157,3; 168,8; 175,4 DIEA: 13,9 (CHy), 18,8 2(CH3)y;
40,8 (CH,); 51,7 (2CH)
Z-Gly-Ala-Oxazolon (APT) 16,5 39,2 60,6 66,6 128,2; 128,3; 128,9 137,6 157,2; 160,1; 179,7
Z-Gly-Ala-OBt-Ester 16,5 44,1 47,8 66,4 128,2; 128,3; 128,8 137,6 157,1; 170,3; 171,0 110,0; 119,5; 120,1; 124,8;
125,8; 143,72
Z-Gly-Ala-OAt-Ester 17,3 444 47,4 66,7 128,4; 129,0; 129,2 138,0 157,5; 170,1; 171,0 121,1; 122,2; 130,2; 151,5; 153,1b
Z-Gly-AlaONB-Ester APT) 175 442 46,5 66,4 128,2; 128,8 137,9 157,3; 170,0; 170,4 42,7 (2CH); 45,0 (2CH); 51,5 (CH,); 135,2

(2CHolefin); 173,3 (2CO)°

2 Signale des OBt-Esterteils oder von freiem HOBt
® Signale des OAt-Esterteils oder von freiem HOAL
¢ Signale des ONB-Esters oder von freiem HONB

Vil



Tab.19: 'H-NMR und “C-NMR chemische Verschiebungen in ppm verschiedener Referenzverbindungen, die im Verlauf der

Aktivierungsreaktionen verwendet wurden

TBTU: 'H-NMR (DMF-d,) 3,25 (s, 6, 2CH3); 3,63 (s, 6, 2CH3); 7,75 (t, 1, CH); 7,80 (d, 1, CH); 8,01 (t, 1, CH); 8,12 (d, 1, CH)

BC-NMR (DMF-d;) 41,7 (2CHy); 42,1 (2CH,); 115,0; 116,0; 127,6; 133,7 (4xCH); 133,5; 134,1; 151,4 (2xCq, C")
HAPyU: 'H-NMR (DMF-d,) 1,90-2,50 (m, 8, 4CH,); 3,60-4,40 (m, 8, 4CH,N); 8,08 (dd, 1, CH); 8,55 (d, 1, CH); 8,90 (d, 1, CH)

BC-NMR (DMF-d;) 24,9+26,5 (4CH,); 52,2+53,8 (4CH,N); 124,6; 128,5; 150,0 (3xCH); 127,5; 143,4 (2xCq); 145,8 (C")

HOBLt: *H-NMR (DMF-d;) 745 (t, 1, CH); 7,55 (t, 1, CH); 7,78 (d, 1, CH); 8,00 (d, 1, CH)

BC-NMR (DMF-d;) 110,2 (CH); 119,8 (CH); 125,0 (CH); 127,9 (CH); 128,9; 143,9 (2xCq)
HONB: *H-NMR (DMF-d;) 1,63; 3,33 (2m, 6, CH,, 4xCH); 6,08 (s, 2, 2CHolefin); 15 (s, 1, OH)

BC-NMR (DMF-d;) 42,8 (2CH); 44,6 (2CH); 51,3 (CH,); 134,7 (2CHolefin); 173,2 (2CO)

Dicyclohexylharnstoff: TOCSY H-NMR
(CD,Cl,/DMF-dy)

1,53; 1,64; 1,82 (m, 20, 2x5CHy); 3,48 (2, 2CH); 5,55 (d, 2, 2NH)
Tetramethylharnstoff:

H-NMR (CDCl5) 2,78 (s, 12, 4CH,)
BC-NMR (CDCly) 38,5 (4CH5)
Bipi peridinoharnstoff
H-NMR (CD.Cl,) 1,40-1,62 (m, 12, 6CH,); 3,11 (m, 8, 4CH,N)
BC-NMR (CD,Cl>) 25,2 (2CHy); 26,2 (4CHy); 48,2 (4CH,N); 164,9 (CO)
Bipyrrolidinoharnstoff:
H-NMR (CDCly) 1,79 (m, 8, 4CHy); 3,34 (m, 8, 4CH,N)
BC-NMR (CDCly) 25,5 (4CH,); 47,9 (4CH,N); 161,4 (CO)

VIl
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