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I. EINLEITUNG

|. EINLEITUNG

|.1. Peptidhormone des Hypothalamus - Bildungsstatten der Hypotha-
lamus-Regulationshor mone

Die vegetativen Regulationen im Dienste der Erhatung, Fortpflanzung und
Arbeitsbereitschaft des Organismus werden zum Teil Uber das endokrine System und
teilweise Uber das vegetative Nervensystem vermittelt. Dieses Zusammenwirken der beiden
Systeme erfordert eine enge Koordination, fur die der Hypothalamus zusténdig ist. Hier liegen
Ubergeordnete vegetative Zentren, die einerseits die Aktivitdt von Sympathikus und
Parasympathikus und andererseits die Hormonabgabe der Hypophyse beeinflussen.
Hypothalamus und Hypophyse zusammen bilden eine Ubergeordnete Funktionseinheit fir
hormonal e Regulation.

Dem Hypothalamus, einem Gebiet des Zwischenhirns, kommt innerhalb des endokrinen
Systems die Bedeutung eines Steuerungs- und Integrationszentrums zu, in welchem affektive
Reize und Impulse des Menschen und Ruckmeldungen von Schilddriise, Nebennierenrinde
und Gonaden Uber den aktuellen Hormonspiegel im Blutplasma koordiniert und verarbeitet
werden.

Das Hormonsystem dient biologischen Individuen neben dem Nerven- und dem Immunsystem
als Kommunikationsweg. Ungeféhr zwel Drittel aller bisher bekannten bioregulatorischen
Faktoren haben Peptidstruktur. Zur Ubertragung und Weiterleitung solcher Impulse werden
vor alem in der Eminentia mediana, aber auch in verschiedenen anderen Kerngebieten,
kurzkettige Peptide gebildet. Die kleinzelligen Kerngebiete des Nucleus infundibularis sind
die Bildungsstétten der Hypothalamus-Regulationshormone, welche Uber ein spezialisiertes
Gefasssystem zum Hypophysenvorderlappen gelangen und dort die Bildung und Freisetzung

bzw. Hemmung verschiedener Hormone bewirken (Tab. 1).

|.2. Opioide Peptide

K orpereigene Peptide kommen auch in anderen Teilen unseres Gehirns vor: Im Mittelhirn, das
als Schmerzzentrum angesehen wird, wurden sogenannte opioide Peptide isoliert. Man
vermutet, dass Enkephaline in irgend einer Weise an der Regulation des Schmerzempfindens
beteiligt sein kdnnten. Trotz intensiver Forschung ist man aber noch weit davon entfernt, die
physiol ogische Bedeutung der endogenen opioiden Peptide zu verstehen. Es ist anzunehmen,
dass die Enkephaline aufgrund ihres Vorkommens in gewissen Gehirnregionen, also z. B. im

Mittelhirn, bei der Ubertragung von Sinnesreizen eine wichtige Funktion haben.

1
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II.ALLGEMEINER TEIL

I1.1. Die Hypothalamus-Regulations-Hor mone

[1.1.1. Die Entdeckung der Hypothalamus-“ Releasing*-Hor mone

Bereits vor 50 Jahren wurde postuliert” ?, dass die Hormonsekretion des Hypothalamus-
vorderlappens durch Substanzen, die im Hypothalamus gebildet werden, kontrolliert wird.

Der Hypothalamus ist ein kleines Gebiet des Zwischenhirns (Diencephalon), welches den
hinteren Teil des Prosencephalons® bildet, welches aus Hypothalamus, Thaamus,
Metathalamus und Epithalamus besteht. Es wurde nachgewiesen?, dass die Unterbrechung der
Portalgefésse zwischen Eminentia mediana und der Hypophyse eine Veranderung der
Funktion folgender Erfolgsorgane bewirkt: Schilddriise, Nebennieren und Gonaden.

Daraus folgerte man, dass im Hypothalamus erzeugte hormonale Substanzen im Bereich der
Eminentia mediana an die Portalgeféasse abgegeben werden und damit die Hypophyse
beeinflussen. Der Hauptregulator des endokrinen Systems ist also der Hypothalamus, dessen
Hormone auch as “Releasing* - Hormone oder “Inhibiting“ - Hormone bezeichnet werden,
weil die im Hypothalamus gebildeten Hormone Uber den Hypophysenstiel zum Hypophysen-
Vorderlappen transportiert werden und dort Hypophysenhormone freisetzen oder deren
Freisetzung hemmen.

Daraufhin wurde eine Reihe von Hypothalamushormonen postuliert*, die inhibierenden oder
freisetzenden Charakter besitzen. Einige ausgewahlte Beispiele sind in Tab. 1 zusammen-
gestellt.

Man unterscheidet innerhalb des Hypothalamus drei mediolateral angeordnete Zonen: eine
parventrikuldre, eine mediale und eine laterale Zone. Die perventrikulare Zone ist dinn und
um den 3. Ventrikel organisiert. Sie enthdlt eine grosse Zahl von Kerngebieten, die z. T. in
den medialen Hypothalamus tibergehen. Im letzteren kdnnen mehrere Kerngebiete, die vom
vorderen bis zum hinteren Hypothalamus angeordnet sind, unterschieden werden (Abb. 1).
Die Regio praeoptica gehort entwicklungsgeschichtlich zum Endhirn, wird aber meistens zum
Hypothalamus gerechnet. Im lateralen Hypothalamus kann man keine Kerngebiete
unterscheiden. Die diffus angeordneten Neurone im lateralen Hypothalamus werden vom

medialen Vorderhirnbtundel durchzogen.
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Abb. 1. Kerngebiete des Hypothalamus. Sagittalschnitt durch den dritten Ventrikel,
Schematische Darstellung, 1. "Nucleus pracopticus (Area prioptica); 2. Nucleus
paraventricularis; 3. Nucleus supraopticus; 4. Nucleus anterior (Area anterior); 5. Nucleus
infundibularis; 6. Nucleus ventromedialis; 7. Nucleus dorsomedialis;. 8. Nucleus posterior
(Area postetior). Néch BENNINGHOFE-GOERTLER, - 'Lehrbuch der 'Anatomie des -
Menschen, Band III, Urban & Schwarzenberg (1977).

Die im Hypothalamus gebildeten Oligopeptid-Hormone, sog. Liberine (“releasing factors®)
und Statine (“release inhibiting factors*), werden tiber Nervenendigungen in das Portalblut der
Hypophyse abgegeben, Uber diesen Weg erreichen die Liberine und Statine Zellen im
Hypophysenvorderlappen, die sog. Tropine (glandotrope Hormone) bilden, welche
schliesslich die entsprechenden Hormondriisen in der Peripherie beeinflussen. Die durch die
peripheren Hormone beeinflussten Stoffwechselparameter wirken z. T. auf den Hypothalamus
zurtick, Dariiber hinaus iiben die peripheren Hormone einen hemmenden Rinfluss auf
Hypothalamus und Hypophyse aus. Schliesslich kann das glandotrope Hormon oder sogar das
Libetin selbst die Liberinausschiittung im Hypothalamus hemmen. |

In Tab. 1 sind Releasing- und Release-Inhibiting-Formone zusammengestellt,
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Tab. 1. Freisetzende und hemmende Hypothalamus-Hormone fir die Steuerung der Adeno-

hypophysen-Funktion.

A) RELEASING-HORMONE (LIBERINE)

Bezeichnung ADbkK. Synonyma setzt frei

Soma(to)tropin- | GH-RH | Somatoliberin, | Soma(to)tropin

Releasing- Hormon , %Grovvth-Hormone— , (STH)

Releasing-Hormon

Thyreotropin. TRHT (Thyroliberin | Thyreotropin (TSH),

Releasing- Hormon | gdaneben
Somatotropin und
Prolactin

Corti'éf)'t"ropi n- CRH Corticoliberin -~ }'Corti cof'r'é')'bi n

Releasing- Hormon (ACTH)

Gonédéfropi n GnRH ("I:i:i-RH) """"" Gonadoliberin, FSH+LH

Releasing-Hormon Gonadorelin (ICSH)

B) RELEASE-INHIBITING-HORMONE (STATINE)
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IL12. Physiologie des LH/FSH~“Releasing*-Hormons (1) und Aufbau des
hypotbalamisch-hypophysiren Systems

Der Hypothalamus bildet die unterste Etage und den Boden des Zwischenhirns. Er besteht aus
einem vorderen und einem mittleren Teil mit markarmen und einem hinteren Teil mit
markreichen Nervenfasern (Abb. 2). Im vorderén Teil, der Regio hypothalamica anterior
liegen der Nucleus supraopticus und der Nucleus paravcntriculariS. In ihren Neuronen wird
ein Neurosekret gebildep, das durch axonalen Transport in den Hypophysenhinterlappen (s. u.)
gelangt. Kerne der Regio hypothalamica intermedia (u. a. Nucleus infundibularis) steuern die
Hormonsekretion in der Hypophyse. Die von ihnen freigesetzten Releasing-Hormone und
Release-Inhibiting-Hormone (s. u.) gelangen zur Hypophyse. Die Regio hypothalamica
posterior, welche die Kerne der Corpora mamillaria umfasst, steht mit vegetativen Zentren im

Mesenzephalon und der Medulla oblongata in Verbindung,

Adiuretin b |
Oxytocin ~ $.8/
Chiasma \g

opticum

A. hypophysea sulp.
Pfortader-Krelslauf

HMypophysenstial
(Infundibulum)

Adiuretin 4 Oxytocin

Abb. 2. Hypothalamisch - hypophyséres System in schematischer Darstellung. NI Nucleus
infundibularis, NP Nucleus paraventricularis, NSO Nucleus supraoptidus, RH Releasing-
Hormone, RIH Release-Inhibiting-Hormone.
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Das negative Ruckkopplungssystem (Abb. 3) zwischen medialem Hypothalamus, Hypophyse
und endokrinen Drisen funktioniert auch ohne steuernde Einflisse des ZNS, so z. B. in
Tieren, bel denen der mediale Hypothalamus vom Ubrigen ZNS in situ isoliert worden ist. Die
Anpassung dieses Systems an die inneren und ausseren Bedurfnisse des Organismus geschieht
durch das ZNS. Diese zentralnervose Steuerung des endokrinen hypothalamo-hypophysaren
Systems wird Uber den lateralen Hypothalamus vermittelt und geht vor allem von der Regio
praeoptica, Strukturen des limbischen Systems und Strukturen des Mesencephalons aus. Esist
wahrscheinlich, dass auch diese ZNS-Bereiche Uber die Hormonkonzentration im Plasma
Rickmeldungen von den endokrinen Drusen erhalten. Man kann zeigen, dass die
entsprechenden Neurone spezifisch auf endokrine Hormone reagieren und diese Hormone
intrazelluldr speichern. Als Beispiele fur die biologische Bedeutung der steuernden Eingriffe
des ZNS in das endokrine System mégen die zirkadiane Rhythmik der ACTH-Ausschittung,
die Steuerung der Kortisolausschittung unter Stress und die Stoffwechselerhdhung durch
erhohte Thyroxinausschittung bei langanhaltender Kéaltebel astung gelten.

Wahrend ein Teil der in das Portalsystem abgesonderten Hypothalamus-Hormone von den
Hypophysenzellen aufgenommen und durch Rezeptoren gebunden wird, wobei das Releasing-
Hormon am Rezeptor iber die Aktivierung von cyclo-AMP® wirkt, wird der andere Teil in
den Korperkreislauf ausgeschieden und durch Peptidasen abgebaut. Die Halbwertszeit im Blut
betragt ungefdhr vier Minuten, wie durch Radioimmunoassaymessungen bestétigt werden

konnte®.




1. ALLGEMEINER TEIL

b

<
deoey
RN I TTTTIIN

neuronale
Beeinflussung

Hypothalsmus
medialiy ™

Eminentia
mediana

a
»
-
.
.
.
-
-
-
»

RclnCGSIng '*OImonc (RH) PIEOIORON IR IUIN IR IR R aIR IRt e PR RseaiINn
Inhibiting Hormone {IH)

Ruckkopplung tiber Blutweg

ceacssevesssremssrraveeenloesnscnassnsnan

Hormore der
Adeqohypophysc

Peecsrsearsriren

, endokrine
~ Drllsen

Horlm'c‘m der
perpheren
endokeinen Drtisen ’&

wum
lelorgon

Abb. 3. Neuroendoktine Kopplung durch ‘das hypothalamo-hypophysire System. RH

stimulierendes Releasinghormon; IH hemmendes Releasinghormon.

IL1.3. Struktur des LE/FSH~“Releasing*“~Hormons

Zundchst wurde das LH/FSH-"Releasing“-Hormon aus Schweinehypothal_amusgewcbc
isoliert. Amoss’ isolierte es aus Schafshypothalamusgewebe, Durch Sequenzanalyse® konnte
gezeigt werden, dass die Primérsequenz des LH-RH aus beiden Gewebearten gleich ist, Durch
ehzymatische Abbaumethoden konnte die Sequenz dieses Decapeptidamids (s, Abb. 4)
nachgewiesen werden’, dessen biologische Funktion sowohl das luteinisierende Hormon
(LH), als auch das follikelstimulietende Hormon (FSH) freisetzt (s, Tab. 1).
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Abb. 4. Priméarstruktur des LH/FSH-"Releasing”-Hormons.

I1.2. Opioide Peptide

[1.2.1. Das endogene schmer zhemmende System
Neben dem aufsteigenden schmerzvermittelnden System existiet ein  koérperigenes

absteigendes schmerzhemmendes System (antinozizeptives System), dessen Fasern von
verschiedenen Ebenen des Zentral nervensystems ausgehen (Abb. 5). Deren Aufgabe ist es, die
Weiterleitung von Schmerzimpulsen zu erschweren und damit die Schmerzempfindung
herabzusetzen.

Stimulation von Opioid-Rezeptoren durch endogene Opioid-Peptide (s. u.) fuhrt zu einer
Aktivierung. Wie aus Abb. 5 ersichtlich, liegen wichtige Ursprungsgebiete des Systems im
zentralen Hohlengrau und in der lateralen Formatio reticularis. Nur ein Teil der Fasern zieht
direkt zum Ruckenmark, der andere Teil wird in medullaren Kernen umgeschaltet. Vom
Nucleus raphe magnus und Nucleus raphe dorsalis gehen serotoninerge, von der Formatio
reticularis mediales noradrenerge schmerzhemmende Bahnen aus. Die synaptische
Erregungsiibertragung von Schmerzimpulsen wird ferner in der Substantia gelatinosa des
Ruckenmarks durch ein Neuron mit Met-Enkephalin als Neurotransmitter (s. u.) gehemmt.
Mit dem schmerzhemmenden System lasst sich erkl&ren, warum Schmerzen in einer Stress-
situation zunédchst nicht bemerkt, sondern erst nach Abklingen der Anspannung
wahrgenommen werden. Das endogene schmerzhemmende System hat somit offensichtlich
die Funktion, in Situationen, in denen die Handlungsfahigkeit des Organismus erforderlichist,
die l&hmende Schmerzreaktion (vorrtibergehend) zu unterdriicken. Unterschiedliche Aktivitét
des schmerzhemmenden Systems ist offensichtlich auch ein wesentlicher Grund fir die

verschiedene Schmerzempfindlichkeit von Patienten.




II. ALLGEMEINER TEIL
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Abb. 5. Verlauf der aufsteigenden nozizeptiven Bahnen (links) und der absteigenden anti-
nozizeptiven Bahnen (rechts). Die Lage der dargestellten Schnitte durch den Hirnstamm ist in

der mittleren Einsatzfigur angegeben, PAG zentrales Hohlengrau, NRM Nycleus raphe
magnus.

I1.2.2. Opioid-Rezeptoren |

In unterschiedlicher Dichte kommen die Opioid-Rezeptoren -sowohl pri-, als auch
postsynaptisch im ZNS und in der Peripherie vor. Besonders hiufig werden sie im limbischen
System, im Thalamus, im Hypothalamus und im Striatum, sowie in der Formatio reticularis
und der Substantia gelatinosa des Riickenmarks gefunden.
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Man unterscheidet verschiedene Subtypen, die man als p-, k- und &-Rezeptoren bezeichnet.
Alle Opioid-Rezeptoren hemmen bei Stimulation - G-Protein-gekoppelt - Adenylatzyklasen
und bewirken dadurch eine Offnung von Kaiumkanden und/oder eine Schliessung von

Calciumkanalen.

[1.2.3. Endor phine
Als korpereigene Agonisten an Rezeptoren des schmerzhemmenden Systems, den Opioid-
Rezeptoren, wurden Poly- und Oligopeptide identifiziert, die als Endorphine (endogene

Morphine) bezeichnet wurden. Zu diesen gehoren:

- B- Endorphin mit 31 Aminosauren,
- Dynorphine mit 8 bis 32 Aminoséuren, sowie
- die Pentapeptide Methionin - und Leucin-Enkephalin
(Met- und Leu-Enkephalin), die aus den 5 endstandigen Aminosauren
der Endorphine (Met-Enkephalin) bzw. der Dynorphine (Leu-
Enkephalin) bestehen: - Tyr-Gly-Gly-Phe-Met (Met-Enkephalin)
- Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu (Leu-Enkephalin)

Sie entstehen im Gehirn, der Hypophyse, sowie dem Nebennierenmark aus drei
Vorléauferproteinen, dem Proopiomelanocortin (POMC), dem Proenkephalin und dem
Prodynorphin.

Es zeigte sich, dass Met-Enkephalin) und alle bisher bekannten Endorphine aus Teilsequenzen
des Adenohypophysenhormons [-Lipotropin) bestehen, enem Peptid aus 91
Aminosaureresten, das selbst keine morphinartigen Wirkungen zeigt.

Abb. 6 zeigt, dass a-Endorphin aus 16, y-Endorphin aus 17 und (3-Endorphin aus 31
Aminosaureresten aufgebaut ist. Met-Enkephalin besteht aus den Aminosauren 61-65 des 3-
Lipotropins, die as Anfangssequenz in allen Endorphinen enthalten sind.

Allerdings ist B-Lipotropin nicht der “Precursor” der Opioidpeptide - sie entstehen vielmehr
aus unterschiedlichen Peptiden als Vorstufen. So entstehen aus:

Pré&-Pro-Enkephalin A die Enkephaline
Pr&-Pro-Opiomelanocortin die Endorphine
Pré&-Pro-Enkephalin B die Dynorphine

10
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Abb. 6. Met-Enkephalin und Endorphin als Teilsequenzen des B-Lipotropins.

Da die Endorphine an denselben Rezeptoren, den Opioid-Rezeptoren angreifen, - wie die
opioiden Analgetika (sic werden daher auch als endogene Opiate bezeichnet), weisen sie auch
die gleichen pharmakodynamisch.en Eigenschaften wie diese auf, unterscheiden sich aber
aufgrund ibrer Peptid:Struktur in der Pharmakokinetik'®, So sind beispielsweise die
Enkephaline nur bei intraventrikulirer Injektion analgetisch wirksam, da sie im Plasma sehr
tasch enzymatisch durch Proteasen hydrolisiert werden, B-Endorphin wirkt dagegen auch bei
intravendser Applikation,

Uber den Wirkungsmechanismus der Endorphine ist bekannt, dass sie die Freisetzung
schmerzimpulsvermittelnder Neurotransmitter (z, B, von Substanz P) hemmenund dadurch
die Zahl der iibergeleiteten nozizeptiven Aktionspotentiale herabsetzen,

Im  Gehirn  spielen  wahrscheinlich ~ Met-Enkephalin  und Leu-Enkephalin  als
- Synapsentransmitter eine Rolle, Endorphine hemmen die Sekretion von Transmittern der
hypothalamischen Releasinghormone und von Dopamin, d. h. sie hemmen letztlich die Gona-

dotropin- und ACTH-Sekretion; Prolaktin wird stimuliert (Hemmung von Dopamin),

IL2.4. Physiologische Wirkung der Enkephaline

Man schliesst aus der Tatsache, dass Enkephaline auch im limbischen System vorkomumen,

darauf, dass diese Substanzen an der Erzeugung von euphousohen Empfmdungen beteiligt
11
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sind. Das limbische System ist durch Nervenfasern mit dem Hypothalamus verbunden. Diese
Hirnregion ist, wie durch die Entdeckung der “Releasing“-Hormone bewiesen, die oberste
Schaltstation in der Hierarchie der hormonellen Regulation im Organismus, sowie das oberste
Integrationszentrum der vegetativen Zentren im Zentralnervensystem.Es ist noch unklar,
welche Rolle die Enkephaline bel diesen Regulationsvorgéngen spielen, obwohl man welss,
dass die Enkephaine die Feisetzung von Wachstumshormon und Prolactin stimulieren
konnen. Weitere Opioideffekte sind die Hemmung der Atmungstétigkeit, die Erniedrigung der
Korpertemperatur, die Beeinflussung im Lern- und Gedéchtnisvermégen. Eine Beteiligung der
Enkephaline an der neuronalen Informationsiibertragung wird aufgrund der hohen
Konzentrationen in den Nervenzellen angenommen''. Enkephaline kénnen, wie bereits
erwahnt, die Neurotransmitter Acetylcholin, Noradrenalin und Substanz P hemmen. Daher

werden sie auch al's Neuroinhibitoren bezeichnet.

[1.2.5. Struktur der Enkephaline

Um gemeinsame Strukturmerkmale der Enkephaline mit Morphin zu finden, wurden
verschiedene Modelle entwickelt, da diese beiden auf den ersten Blick ganzlich verschiedenen
Strukturen denselben Rezeptor belegen. So wurde ein Modell entwickelt, welches behauptet,
die Tyrosinseitenkette des Enkephalins korrespondiert mit der Orientierung des Phenolrings
Im Phenanthrengertsts des Morphins, und der N-Terminus des Enkephalins mit der tertiéren
Aminfunktion. Diesem Modell wurde alerdings durch Konformationsberechnungen®,

widersprochen.

12
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Abb. 7. Strukturen von Morphin (a) und Leucin-Enkephalin (b).

11.3. Chemische Peptidsynthese

Beim Aufbau eines Peptids ist die N-Acylierung einer Aminosaure durch eine andere
Aminosaure die Basisreaktion.Man muss, um Nebenreaktionen zu vermeiden, die funktio-
nellen Gruppen reversibel blockieren, die nicht fir die Reaktion vorgesehen sind. Man teilt
die chemische Peptidsynthese nach zwei vdllig verschiedenen Arbeitsweisen ein, und zwar in
die klassische***® und in die Festphasen-Peptidsynthese™" 2.

Die klassische Peptidsynthese hat den Vorteil, dass man sowohl die Reinigung, als auch die
Charakterisierung der Zwischenprodukte nach jedem Schritt durchfihren kann, wodurch
Nebenprodukte weitgehend entfernt werden konnen. Zudem lassen sich mit dieser
konventionellen Methode verhdltnismassig grosse Mengen an Peptidprodukt herstellen. Die
Nachteile der klassischen Peptidsynthese sind jedoch grosser Zeitaufwand bei Reaktionen und
mihsames Zwischen- und Endreinigen, sowie Loslichkeitsprobleme bel |angeren, geschiitzten

Fragmenten und die Gefahr von Racemisierungen bel Fragmentsynthesen.

[1.3.1. Festphasen-Peptidsynthese an polymeren Tragern

Die von Merrifield entwickelte Festphasen-Peptidsynthese® findet heute breite Anwendung.
Ausgehend von einem festen, unldslichen, fur Losungsmittel und Reagenzien aber permeablen
polymeren Tréger wird die Synthese durch aufeinanderfolgende Kupplungen und
Abspaltungen durchgefihrt. Die grundlegenden Syntheseschritte der Festphasen-
Peptidsynthese zeigt Abb. 8. Man gibt die Reagenzien im mehrfachen Uberschuss zu, damit
die Reaktionen so schnell wie moglich ablaufen kénnen. Nicht umgesetzte Reagenzien

werden nach jedem Syntheseschritt

13



1. ALLGEMEINER TEIL

0 ¢ EinfUhrung der Ankerfunktion

(I l \Veresterung der 1. N®-geschiitz-

ten AS mit dem Polymeren
O
- ESH o (@)

" Selektive Abspaltung der inter-
am mediaren N®-Schutzgruppe
O
5L o0
(1v) . o
Knlpfung der Peptidbindung
O o
Y—HN o-un-{AsHlo- TP
i (11,1V) n- fache Wiederholung
Y Y0 Tvon (1) und (1V)

0]

O O
y—HN—{AS -+ HN—{ AS | O—HN‘-l

Abspaltung der N®-Schutzgruppe
(1M1, (V) :
Abtrennung des Peptides vom
polymeren Tréger

O (@] O
AS O—HNm—m H
HzNHN_-_ [AS —-0 |sliches Peptid
n

Abb. 8. Syntheseschritte der Festphasen-Peptidsynthese.

n

von dem bereits am Trager fixierten Peptid durch Filtration (Batch-Verfahren) oder durch
kontinuierliches Waschen (Durchfluss-Verfahren) entfernt, wobel die Abspaltungs- und
Kupplungs-Zyklen so oft wiederholt werden, bis das gewiinschte Peptid aufgebaut ist, und
dann vom Tréger abgespalten und schliesslich gereinigt wird. Neben den Vorteilen der
Festphasensynthese, wie einfachere Abtrennung der Reagenzien, kirzere Synthesezeit und der
Moglichkeit zur Automatisierung gibt es auch Nachteile. Ohne die aufwendigen
Zwischenreinigungen kénnen neben dem gewtinschten Peptid aufgrund von Nebenreaktionen

in der oft vielstufigen Synthese verschiedene Nebenprodukte entstehen. Eine Endreinigung ist

14
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oft schwierig, da sich das Peptid meist nur wenig von den Nebenprodukten unterscheidet.

Diese Problematik zeigt sich besonders bei der Herstellung langerer Peptide.

— Batch-Verfahren und Durchfluss-Verfahren:- zwei unterschiedliche Arbeitsweisen der
Festphasen-Peptid-Synthese:
Beim Batch-Verfahren wird der Trager, an dem das Peptid aufgebaut wird, wahrend der

Reaktion in einem Geféss mit Losungsmittel und Reagenzien geschiittelt oder gertihrt. Durch
Filtration werden nach der Reaktion die Uberschissigen Reagenzien und samtliche
Losungsmittel vom Tréger getrennt. Mit diesem Verfahren werden Peptide mittels Boc- und
Fmoc-Strategie hergestellt. Im Durchfluss-Verfahren dagegen werden die Reagenzien und
Losungsmittel laufend durch die Saule gepumpt, in welcher sich der polymere Tréger fur die
Peptidsynthese befindet, wahrend die Synthesereaktionen stattfinden. Man betreibt die
Peptidsynthese aus technischen Grunden meist im Durchfluss-Verfahren nur mit Fmoc-

Chemie.

— Die Bindung: Peptid-Polymertrager - Der Anker:

Der Anker besitzt eine funktionelle Gruppe fur die Ankntipfung der C-terminalen Aminosaure
der Peptidkette an den Polymertrager. Dieser Anker soll nach dem Aufbau der Peptidkette mit
einem passenden Reagenz abspaltbar sein. Die Auswahl der Ankerfunktion hangt sowohl von
der Schutzgruppen-Kombination als auch von der terminalen Funktion des gewinschten
Peptides ab.

Fir die Festphasen-Synthesen von Peptiden mit C-terminaler freier Carboxyl-Funktion stehen
Benzylester-Anker zur Verfiigung: Benzylester-(Merrifield-Anker)? oder Pam-Anker®® fiir
die Boc/Bzl-Strategie und p-Alkoxybenzylester-Anker (Wang-Anker)?* fir die Fmoc/tBu-
Strategie.

Mit Dialkoxybenzylestern als Ankergruppe gelingt die Abspaltung bereits in verdinnter (1 %)
TFA® % Somit ist eine Darstellung von geschiitzten Peptidfragmenten moglich. Fir die
Synthese von Peptidamiden (C-terminale Carboxylamidfunktion) ist die Aktivierung des
entsprechenden Ankers notwendig. Wahrend die mit HF spaltbaren BHA-?" und MBHA-
Amidanker® fir die Boc/Bzl-Strategie zur Verfiigung stehen, war lange Zeit die Ammonolyse
die einzige Methode® zur Darstellung von Peptidamiden mit der Fmoc/tBu-Schutzgruppen-
Kombination. Es sind Harze mit TFA-labilen Ankern entwickelt worden®**. Der

Grundbaustein solcher Anker sind entweder Trialkoxybenzylamine oder substituierte

15



1. ALLGEMEINER TEIL

Alkoxybenzhydrylamine. Erst kirzlich wurden neue Anker fur Peptidamide entwickelt, die
sich von diesen Grundbausteinen ableiten. In Tab. 2 sind einige dieser Anker aufgelistet. Es
handelt sich dabei um neue methoxysubstituierte Trityl-, 9-Phenylxanthenyl- und 9-
Phenylfluorenylaminanker®”*!. Der Vorteil dieser Anker ist der, dass nur 1 % TFA/DCM

notig ist, um das voll geschitzte Peptid vom Harz abzuspalten. Man hat so die Mdglichkeit,

Uber Fragmentkondensation gréssere Peptide herzustellen.

Tab. 2. TFA-labile Anker zur Festphasensynthese von Peptidamiden.

, , : Abspaltungs-
Anker fur P m i
er fur Peptidamide bedingungen
Ry
Rs
HoN—C
2 OOCH 1% TFA
R
! a lh
b: 15 min
R, c: 10 min
M ethoxysubstituierte 4-Benzyloxytritylamin-Harze
a R =R3=H; R2:R4:-OCH3
b: R;=H; R2:R3:R4:-OCH3
CRi=R,=R3=Rs = -OCH3
Ry,
o
NH,
1% TFA,

O O <10 min
o) OCH

M ethoxysubstituierte 9-Phenylxanthen-9-ylamin-Harze
1. Ry =-OCHs, R, = H; 2. R; = R, = -OCH3;

16
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. 1. 15% TFA
Q O 2.5-10% TFA,
M ethoxysubstituierte 9-Phenylfluoren-9-ylamin-Harze

1. R;=-OCHjs3, R, =H; 2. Ri = R, =-OCH3

OMe
NH»
3-10% TFA,
O .
\ < > @ <15 min

M ethoxysubstituierte 5-Phenyl-10,11-dihydrodibenzo[a,d]-
cyclohepten-5-ylamin-Harz

P = Polystyrol mit 1 % DV B vernetzt

— Anforderungen an den polymeren Trager:

Der verwendete Trager sollte wahrend der Peptidsynthese chemisch inert, unldslich in den
eingesetzten Losungsmitteln, aber fur Losungsmittel und Reagenzien gut permeabel und
zuganglich sein. Man verwendet heute Polystyrol), Polyacrylamid (Polyamid), Polyacrylamid
auf Kieselgur, PS-PEG und PolyHIPE-Harz.

Beim PS-PEG handelt es sich um ein Pfropfpolymer, welches durch Aufpfropfen von
Polyethylenglycol (PEG) auf Polystyrolkiigelchen hergestellt wird. Optimal ist dabel eine
PEG-Kettenlange von ungefahr 3000 Dalton, wobei das Polymer etwa 70 % PEG- und 30 %
PS-Matrix enthdlt. Die Eigenschaften dieses Polymers werden hauptséchlich von PEG
bestimmt. Der PolyHIPE-Tréger wird zundchst als Emulsion hergestellt, und dann
polymerisiert. Diese Matrix, die eine niedrige Dichte und eine hohe Permeabilitdt hat, kann

kovalent mit einem Harz verknupft werden.
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— Die Anknupfung der ersten Aminosdure an den Tréger - die Beladung:
Bel den Peptidamid-Ankern handelt es sich um priméare Amine - deshalb fuhrt man die

Beladung an das Amidharz mit der ersten Aminoséaure wie eine gewohnliche Peptidkupplung
durch und zwar wird vom Carboxyende des gewiinschten Peptids aufgebaut.

Es gibt viele verschiedene Kupplungsmethoden, die in der Festphasen-Peptidsynthese
eingesetzt werden. Die derzeit haufigsten sind: Kupplungsreagenzien, Anhydride

g™ 4%, wobei die symmetrischen Anhydride durch

(symmetrische™ oder gemischte Anhydrid
Anwendung von DCCI erzeugt werden), oder Aminosaure-Aktivester (-Opfp*, -OTDO?, -
ODhbt*").

In der ersten Festphasensynthese, die, wie schon erwahnt, von Merrifield durchgeftihrt wurde,
bewéhrte sich die Kombination DCCI/HOBt, wobei DCCI as Kupplungsreagenz dient und
HOBt die Funktion hat, die Kupplungsgeschwindigkeit zu erhéhen und unerwinschte
Nebenreaktionen zu unterbinden. Der wéhrend der Kupplung entstehende schwer 16sliche
Dicyclohexylharnstoff, schliesst jedoch die Anwendung von DCCI im Durchflussverfahren
aus. Diisopropylcarbodiimid bildet dagegen ein 16sliches Produkt und wird im
Durchflussverfahren bei der Festphasen-Peptid-Synthese eingesetzt.

Andere wichtige Kupplungsreagenzien sind BOP*® *°, HBTU®, BOP-CI**. (Diese werden
immer haufiger verwendet).

Kupplungsreaktionen verlaufen nie zu 100 % vollsténdig, obwohl sehr effektive
Kupplungstechniken verwendet werden. Die Bestimmung des Umsatzgrades ist bei der
Festphasensynthese von grosser Bedeutung da bereits geringfigig niedrigere
Reaktionsausbeuten (98-99 %) bel der Synthese von langeren Peptiden zu unerwinschten
Nebenprodukten fiihrt. Am haufigsten wird der Ninhydrintest (Kaisertest)®® - ein qualitativer
Test - eingesetzt, wobei Ninhydrin mit der freien Aminogruppe reagiert und einen intensiv
blauen Farbstoff bildet. Es gibt aber auch z.B. die Umsetzung mit Pikrinsaure®® **, 4,4'-
Dimethoxytritylchlorid® oder Bromphenol-Blau®® (3',3"",5',5'' -tetrabromophenol sul fophtha-
lein), welches frele Aminogruppen protoniert. Die so entstandene ionisierte Form ist tief blau
gefarbt. Mittels photometrischer Messung lasst sich die Aminogruppe auch quantitativ
detektieren®”. Der Ninhydrintest ist eine irreversible Methode und das Harz ist daher nach der
Messung nicht mehr verwendbar. Beim Fmoc-Durchflussverfahren kann die Abspaltung der

Fmoc-Gruppe mittels UV-Messung als Kontrolle der Kupplung oder Abspaltung dienen.
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— Nebenreaktionen:

1. kumulative Nebenreaktionen'*® %2

Alle freien Aminogruppen der am Trager gebundenen Aminoséuren bei jedem
Kupplungsschritt vollstandig zu acylieren und danach die temporaren N°-Schutzgruppen
wieder abzuspalten, ist das Hauptproblem der Festphasen-Peptidsynthese.

Bel nicht quantitativer Kupplung bzw. Abspaltung kdénnen sich namlich Rumpfsequenzen
ausbilden. Reagieren solche Rumpfsequenzen unter Auslassung einer oder mehrerer
Aminosauren weiter, kommt es zur Bildung von Fehlsequenzen. Die Abtrennung solcher,
durch Rumpf- und Fehlsequenzen entstandenen Peptidnebenprodukte nach Beendigung der
Synthese ist oft schwierig und aufwendig. Daher muss die Reaktion in der heterogenen Phase
mdglichst vollstandig gestaltet werden. Um das zu erreichen, setzt man grosse Uberschiisse an
Reagenzien ein und wiederholt bei nicht vollsténdigem Umsatz die Reaktion oder blockiert
die nicht umgesetzten Aminogruppen kovalent durch Acetylierung.

2. Racemisierung:

Bei Peptidsynthesen tritt unter den Kupplungsbedingungen Racemisierung hauptséchlich tber
den Mechanismus der intermedigren Azlacton-Bildung™ auf. Eine Racemisierung kann auch
durch reversiblen a-Protonenentzug™ erfolgen. Es gibt verschiedene Mglichkeiten, um die
Racemisierung zuriickzudrangen:

B bei Verwendung von Schutzgruppen des Urethan-Typs zum schrittweisen Aufbau von
Peptidketten,

W durch Aktivierung von N-geschitzten Peptidfragmenten mit C-terminalem Glycin oder
Prolin (bei der Aktivierung der Carboxylgruppe von Prolin: keine Moglichkeit zur
Azlactonbildung. Da Glycin kein chirdes Zentrum enthdt, entfalt auch hier die
Racemisierungsgefahr bei der Aktivierung),

B und durch Anwendung des DCCI-Additiv-Verfahrens. (Der Racemisierungsgrad bei
DCCI-Kupplungen wird durch HOBt-*° bzw. HOSu-Zusatz®* unterdriickt).

3. Dehydratisierung von Asn und GIn®* %:

Bei Anwendung der DCCI-Methode kann eine Dehydratisierung der Sdureamidfunktion zum
Nitril leicht erfolgen. Diese Nebenreaktion tritt auch bei der BOP-Kupplung® auf. Durch
Zusatz von HOBt® © bei der Kupplung wird diese Dehydratisierung unterdrtickt.
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4. Diketopiperazin-Bildung:

Dasist ein grosses Problem bei der Peptidsynthese. Diketopiperazinbildung tritt oft auf, wenn

Aminosauren als Benzylester an den Trager geknipft sind, vor allem dann, wenn es sich bel

den ersten zwei C-terminalen Aminosduren um Glycin, Prolin, D-Aminosduren oder N-

Methyl-Aminosiuren handelt®.

Die freie a-Aminogruppe eines bereits am Anker geknipften Dipeptids kann intramolekular

an der C-terminalen C=0O-Gruppe nucleophil angreifen. So entsteht ein Diketopiperazin,

welches vom Anker abgespalten wird®. Dieser Nachteil kommt vor allem beim Einsatz von

Fmoc-Aminosauren in der Festphasen-Peptidsynthese zum Tragen, da Piperidin als

Abspaltungs-Reagenz diese Reaktion sehr stark katalysiert®’. Die Diketopiperazinbildung

kann reduziert oder verhindert werden durch:

a) die Verwendung von Tetrabutylammoniumfluorid zur Abspaltung der Fmoc-Gruppe
anstelle von Piperidin/DMF®,

b) rasche Durchfiihrung der Abspaltung und der folgenden Kupplung®” oder

c¢) Kupplung eines Dipeptids™.

— Nebenreaktionen bei der Abspaltung:

Sowohl bei der Entfernung der temporaren N®-Aminoschutzgruppe als auch bei der
Endabspaltung konnen Nebenreaktionen (z.B. Alkylierung, Acylierung oder Sulfonierung
usw.) auftreten. Die Ursache ist haufig auf die wahrend der Abspaltung entstandenen
Carboniumionen zuriickzufiihren'”* 2. Gelegentlich stammen solche Carboniumionen auch
von den Ankergruppen. Diese Nebenreaktionen konnen durch Zugabe von *“Scavengern®
unterdriickt werden. Andere mdgliche sequenzabhangige Nebenreaktionen sind: Ornithin-
Bildung von Arginin, Pyroglutaminsdure-Bildung von GIn, Succinimid-Bildung bei Asp-Gly-
Sequenzen, Oxidation und Alkylierung von schwefelhaltigen Aminosauren (Met und Cys),
oxidativer Abbau von Trp und Tyr, Alkylierung an Tyr, usw.. Solche Nebenreaktionen sind
bereits in der Literatur ausfiihrlich diskutiert'™® 2! und es wird hier nicht naher darauf

eingegangen.

— Abspaltung des synthetisierten Peptides vom polymeren Tréger:

Nachdem das gewlnschte Peptid am Trager aufgebaut ist, muss es mit adaguaten
Abspaltungsreagenzien vom polymeren Tréger entfernt werden, um das Produkt in homogener

Form zu erhaten. Die Durchfihrung der Abspaltung (Entfernung der Schutzgruppen des am
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Harz aufgebauten Peptides und dessen Abspaltung vom Harz geschieht gleichzeitig) erfolgt
wahlweise hydrogenolytisch, photolytisch, ammonolytisch oder hydrazinolytisch, in den
meisten Falen jedoch acidolytisch (HF oder TFMSA/TFA fir die Boc-/Bzl-Strategie und
TFA fur die Adpoc/tBu-, p-Bumeoc/tBu- und die Fmoc/tBu-Strategie). Bei acidolytischen
Abspaltungen werden fast ausschliesslich sog. “Scavenger zugesetzt, um die wahrend der
Abspaltung entstandenen Carboniumionen abzufangen und damit Nebenreaktionen zu

unterdriicken'’1® 2

, in manchen Fdlen auch, um die Abspaltungsgeschwindigkeit zu
beschleunigen™ . Die am haufigsten verwendeten Scavenger sind Thioanisol, Anisol, 1,2-
Ethandithiol, Phenol, Wasser, Indol, m-Kresol u.a.. Die Ubrigen genannten Abspaltungs-
verfahren (hydrolytisch, photolytisch, ammonolytisch und hydrazinolytisch) dienen

hauptséchlich zur Erhaltung einer besonderen Peptidstruktur.

— Peptidreinigung und Charakterisierung:

Das nach der Abspaltung erhatene Rohpeptid muss gereinigt und charakterisiert werden,
bevor es fur biologische Tests eingesetzt werden kann. Die Umkehrphasen-HPLC stellt die
grundsétzlich effektivste Reinigungsmethode fir synthetische freie Rohpeptide dar. Diese
Trennungsmethode ist aber fur die Reinigung langerer Peptide weniger geeignet, wegen der
relativ stabilen, sich langsam andernden gefalteten Struktur der Peptidkette. Andere
Trennungsmoglichkeiten sind CCD, lonenaustausch-Chromatographie, Gel-Filtration,
isoel ektrische Fokussierung und Elektrophorese.

Durch Vergleich des synthetischen Peptids mit dem isolierten natirlich vorkommenden kann
dessen Sequenz und Struktur bewiesen werden. Zahlreiche neu entwickelte Techniken bieten
die Mdglichkeite zur schnellen und zuverldssigen Charakterisierung eines Peptids. Die
Aminosaurenzusammensetzung kann mittels ASA bestimmt werden. Der automatisierte
Edman-Abbau  ermoglicht, die primére Peptidstruktur zu  bestimmen. Neue
massenspektroskopische lonisierungstechniken (z.B. MALDI-MS, FAB-MS, FD-MS,
lonenspray-MS) ermoglichen die Messung von Molekil-Massen bis zu 100.000 Dalton mit
extrem hoher Empfindlichkeit. Die MALDI-MS-Spektroskopie (Matrix-unterstitzte-Laser-
Desorptions-/lonisations-M assenspektrometrie) wird hauptsachlich zur Massenbestimmung

von Peptiden und Proteinen angewandt”.
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I11. THEMENSTELLUNG - BEGRUNDUNG UND ZIELSETZUNG DER
ARBEIT

Eine Fille von Erkenntnissen Uber die Therapie bel Storungen des Hormonsystems ist erst
durch die synthetische Herstellung dieser Regulations-Hormone mdglich geworden.

Die geringe Verfugbarkeit an biologischem Materia erfordert daher Synthesewege, welche
die Darstellung méglichst reiner, in guten Ausbeuten erhéltlicher Mengen solchen Materials
erlaubt. Die Synthese von biologisch aktiven Peptiden nach der Festphasenmethode fihrte oft
zu schwierig abtrennbaren Nebenprodukten. Unter teillweise drastischen Abspatungs-
bedingungen wurden die Molekile partiell zerstort. Mit der séurelabilen Adpoc-Gruppe wurde
erstmalig geprift, ob sie sich auch, wie in der klassischen Peptidsynthese schon mehrmals

bewiesen, fur die Festphasen-Synthese eignet.

Als weitere Aufgabe sollte untersucht werden, ob sich 1-(4-tert-Butyl phenyl)-1-methyl ethoxy-
carbonyl-geschitzte Aminosauren synthetisieren und isolieren lassen, und ob diese fur die
Festphasen-Peptidsynthese geeignet sind.

Diese Schutzgruppe sollte in der Weise variiert werden, indem, unter Betrachtung des +I-
Effektes der tert-Butylgruppe in para-Stellung am Phenylring, untersucht werden sollte, wie
sich ein Austausch einer CHs-Gruppe dieser tert-Butylgruppe gegen ein H-Atom
(Isopropylgruppe) auf die Abspaltbarkeit dieser Schutzgruppe, bzw. auf die Stabilitét dieser
Verbindung auswirkt.

Diese neuen Schutzgruppen wurden besonders im Hinblick auf eine Alternative zur
EinfUhrung saurelabiler N¢-Schutzgruppen getestet, um auf die herkdmmliche Methode,
namlich deren Einfuhrung unter Einsatz von Phosgen bzw. Fluorphosgen (s. Einflhrung der

Adpoc- bzw. t-Bumeoc-Schutzgruppe, Kap. V., spez. Teil) verzichten zu kénnen.
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V. SPEZIELLER TEIL

IV.1. Aminoschutzgruppen des Urethan-Typs

Urethane, relativ stabile Ester der Carbamidsdure, spalten aufgrund ihrer Labilitét spontan

CO, ab. Die Polarisation der Urethan-Carbonylgruppe wird durch Elektronen der

benachbarten O- und N-Atome ausgeglichen. Die Urethane konnten sich in der Peptidsynthese

aufgrund folgender Eigenschaften als Aminoschutzgruppe durchsetzen:

— Urethane sind leicht in Form von aktivierten Kohlensaureestern nach Schotten-Baumann in
Gegenwart von Basen in Aminosdauren einzufihren, sind jedoch resistent gegen
Nukleophile, einschliesslich der Hydroxylionen. Dies erlaubt den selektiven Schutz des
Carboxyl-Terminus in Form von Carbonsaureestern und Carbonsaureamiden.

— Aminoschutzgruppen, die as Urethane in Aminosdauren eingefuihrt werden, zeichnen sich
durch geringe sterische Hinderung und durch geringe Racemisierungstendenz bei Peptid-
synthesen aus. Vom synthetischen Standpunkt war daher eine Aminoschutzgruppe vom
Urethantyp erwiinscht, die unter sehr milden Bedingungen abspaltbar ist.

- Urethan-Schutzgruppen sind acidolytisch selektiv abspaltbar und eignen sich daher fur den

Temporarschutz von Aminogruppen bei Peptidsynthesen.

IV.2. Die 1-(1-Adamantyl)-1-methylethoxycar bonyl(Adpoc)-N*-Amino-
schutzgruppe™

IV.2.1. Chemische Struktur und Eigenschaft der Adpoc-Gruppe

Fuhrt man in die ADOC-Gruppe”™ eine a,a-Dimethylgruppierung ein, so erhdlt man die 1-(1-

Adamantyl)-1-methylethoxycarbonyl (Adpoc-)-Gruppe, die folgende Eigenschaften besitzt:

— Die Adpoc-Gruppe ist wesentlich sdurelabiler als die ADOC-Gruppe.

— Die Einfuhrung der Schutzgruppe gelingt mit Hilfe stabiler, kristalliner und reaktiver
Verbindungen, wie dem Fluorameisensiureester (Adpoc-F)™ (6), dem Oximino-
phenylacetonitril (Adpoc-ONC)™ (8) oder dem Phenylcarbonat (Adpoc-OPh)™ (10). Die
Abspaltung der N®-(2-Adamantan-(1)-isopropyl)-Maskierung gelingt  im  milden
acidolytischen Medium, vorzugsweise 3 % Trifluoressigsaure in Ethylenchlorid innerhalb
von 4-5 Minuten bei 0 °C oder innerhalb 1-2 Minuten bei Raumtemperatur. Mittels eines

Essigsaure/83 % Ameisensaure/Wasser-Gemisches (7:1:2) gelingt die Abspaltung
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innerhalb  von 100 Minuten bel 40°C. Hierbe wird eine weitestgehende
Demaskierungsselektivitét gegentber Schutzgruppen vom tert-Butyltyp erreicht.
Selbstverstandlich  bleiben auch  N®-Benzyloxycarbonyl-, O-Benzylether-  sowie
Estergruppierungen unangetastet.

— Die Schutzgruppe ist sowohl gegen Alkali a's auch gegentiber Hydrogenolyse vollkommen
stabil.

— Aufgrund der ausgepragten Lipophilie besitzt der Adpoc-Rest insbesondere bei h6heren
Peptiden stark |6sungsvermittelnde Eigenschaften.

— Die in der Peptidchemie Ublichen Methoden (DCCI/HOBt-Kupplungen, Aktivester-
kupplungen, Verseifungen, Hydrierungen, Hydrazinolysen) konnen unter Erhaltung des
Adpoc-Restes angewandt werden.

— Adpoc-Trp-OH™ ist in hohen Ausbeuten darstellbar. Die Lagerung dieser Verbindung bei
normalen Lichtverhdltnissen und bei Raumtemperatur fuhrt nach drei Monaten zu keiner
Veranderung des Derivates.

- Im Gegensatz zu den Ddz-Aminosduren, welche lichtsensitiv sind (Lagerung und
Reaktionen mit Ddz-Aminosauren mussen unter Lichtausschluss durchgefiihrt werden),
zeigen Adpoc-Aminosduren sowohl in freiler Form as auch in LOsung sehr gute
Haltbarkeit. Gegen Lichteinwirkung sind Adpoc-Aminosauren vollig stabil.

— Die Adpoc-Gruppe spaltet gegentiber der N*-Boc-Gruppe im sauren Medium etwa 700 bis
1000 mal schneller ab, wodurch ginstige Vorausetzungen fir eine selektive Abspaltung

von N%-Adpoc in Anwesenheit einer N*-Gruppe gegeben sind.

CHj 0
(l: O—C//

| AN
CHs

Abb. 9. Chemische Struktur des Adpoc-Restes.

V.2.2. Synthese der Ausgangsver bindung und Einfihrungsreagenzien
Das Syntheseschema des zur Darstellung der Adpoc-Einfihrungsgruppe bendtigten Alkohols
2-(1-Adamantyl)-2-propanol  (Adpoc-OH) (4) ist in Abb. 10 skizziet. Als

Ausgangsverbindung dient die leicht zugangliche 1-Adamantancarbonsdure (1), die zunéchst
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Uber das entsprechende Saurechlorid 2 in den Methylester 3 Gberfihrt wird, der anschliessend
mit CHsMgl zu 2-(1-Adamantan)-2-propanol (4) reagiert.

soclp 0
COOH —> C.
Cl
1 2
CH
CH30H P CH3Mg| |3
C —_— Clj—OH
OCH, CHs
3 4

Abb. 10. Syntheseschema von 2-(1-Adamantyl)-2-propanol (4).

IV.2.3. Einfuhrung der Adpoc-Gruppein die Aminosauren

In Abb. 11 sind die verschiedenen Einfiihrungsreagenzien aufgefihrt, mit denen der Adpoc-
Rest in Aminosauren eingefihrt werden kann.

Fir die Einfuhrung des Adpoc-Restes haben sich die Reagenzien 6 und 10 bewahrt. Dabei
gibt es einmal die Mdglichkeit, die Benzyltrimethylammonium (Triton-B)-salze der
Aminosduren in absolutem Dimethylformamid mit den Reagenzien 6 und 10 umzusetzen.
Durch anschliessendes Ansauern mit Zitronensaure erhdt man mit Reagenz 6 die geschitzten
Aminosauren in hoher Ausbeute.

Bel der anderen Methode werden die Natriumsalze der Aminosduren (wassrig/alkalisches
Milieu) mit Reagenz 6 umgesetzt. In dieser Arbeit wurden die Adpoc-geschitzten
Aminosauren hauptsachlich nach diesem Verfahren hergestellt.

Das Einsetzen von 1-(1-Adamantyl)-1-methylethyl-phenylcarbonat (10) ist problematisch, da
der kéufliche Chlorameisensaurephenylester (9) als Verunreinigung Phenol enthalt, was unter
den Reaktionsbedingungen oft zu erheblichen Mengen an Diphenylcarbonat fuhrt, welches die
Aufarbeitung erschwert. Ausserdem falt bel der Umsetzung mit Aminosauren schwer
abtrennbares Phenol an, wodurch die Reindarstellung der Aminosdurederivate erschwert ist.

Hohere Temperatur > 50 °C wéahrend drei Stunden kann zu einem thermischen Zerfall der
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gebildeten Produkte fuhren. Ausserdem erfolgt die Umsetzung mit einer sehr geringen
Ausbeute. Im Gegensatz dazu ist Adpoc-F (6) ein hochreaktives Reagens zur Einfuhrung der

Adpoc-Gruppe in Aminosauren.

Abb. 12 zeigt die Apparatur, mit der Adpoc-F (6) synthetisiert wird. Sie wurde in dieser
Arbeit entsprechend verandert, indem die drei Gaswaschflaschen Uber einen aus einem Stlick
bestehenden Glasaufsatz miteinander verbunden wurden. Friher wurden die drel
Gaswaschflaschen mit Kunststoffschldauchen verbunden. Nach einer gewissen Zeit mussten
diese ausgewechselt werden, da sie sich zersetzten. Dabel musste jedesmal die Apparatur
auselnandergebaut werden, was ein erhebliches Sicherheitsrisiko darstellte, da giftiges Fluor-

Phosgen austreten konnte.

i > CH, O
> Cll—O—C—F 6
CHs
.
] ,CeHs
CH, CI—C—O—N=C\CN (|:H3 (”) CeHs
G—OH » C—0—C—0—N=C|
CH3 CHs 3 CN
4
o 9
! CH, O
Cl—C—0—CsgHs I 3 I
- H O
CHs
10
[Adpoc-F (6) Fluorameisensaure-[1-(1-adamantyl)-1-methylethyl]-ester

érAdpoc-ONC (8)  i[1-(1-Adamantyl)-1-methylethoxycarbonyloxyimino]-2-
E ! phenylacetonitril

Abb. 11. Darstellung von Adpoc-Einfuhrungsreagenzien.

Tab. 3 gibt eine Ubersicht der dargestellten Adpoc-Aminosauren.
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Tab. 3. Zusammenstellung der mittels Adpoc-F (6)synthetisierten Adpoc-Aminosauren
und deren physikalischen Eigenschaften.

Adpoc- Ausbeute  Schmp. [a]®,  Rfp Summenfor mel C H N
Derivat [%] [°C] (Molmasse)
von
Arg(Mtr)-  63.74 135 17 0.61 CaHaN,O7S  Ber. 50.38 7.70 9.23
OH (607.72) Gef. 58.88 7.49 8.79
Arg(Tip)-  72.66 165 23 0.61 CasHsN4OsS ~ Ber. 63.60 8.35 8.47
OH (660.91) Gef. 63.15 878 9.05
Gly-OH™  88.88 179 0.59 Ci6H25NO;4 Ber. 65.06 853 474
(295.39) Gef. 64.93 859 5.00
His(Tr)- 5850 182 +425 062 CagHsN3Os Ber. 75.82 7.01 6.80
OH (617.78) Gef. 75.48 6.76 6.85
His(Bum)-  63.00 177-178  +389  0.60 CasHasNOs Ber. 65.05 8.50 9.10
OH (461.59) Gef. 64.63 9.03 8.70
Leuw-OH™  83.95 176 120 060 CaoHaNOs Ber. 68.34 9.46 3.98
(351.49) Gef. 68.05 9.50 3.65
Lys(Boc)-"®  70.00 229 -2.8 0.46 CarHesN3Os Ber. 68.59 10.11 6.48
OH-DCHA (647.92) Gef. 68.51 10.05 6.54
Pro-OH™*  70.68 131 -31.91 061 CioH26NOy Ber. 68.03 8.71 417
(335.44) Gef. 67.97 8.90 4.46
Ser(tBu)-  58.80 146-147  +11.06  0.60 CaiHasNO, Ber. 66.11 9.24 367
77
OH (381.51) Gef. 65.43 9.01 355
Trp-OH™ 82,00 116 68 0.61 CasHzNOs Ber. 70.53 7.60 6.60
(424.54) Gef. 70.82 7.84 6.72
Tyr(tBu)-  57.70 1385 +412 061 Ca7HaoNO, Ber. 70.86 859 3.06
OH (457.61) Gef. 70.80 857 3.19
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In dieser Arbeit wurden zwei neue Adpoc-geschitzte Aminosdurederivate, namlich Adpoc-L-
Arg(Tip)-OH (11) und Adpoc-L-His(Bum)-OH (15) erstmalig synthetisiert.

£

H,S0,

Frigen (CFCI,) E-I(E]i-ﬁldamantyl)-zpropanol
3

Abb. 12. Apparatur zur Darstellung von Fuorcarbonylchlorid (5) und gleichzeitiger
Umsetzung mit 2-(1-Adamantyl)-propanol (2) (4).

1V.2.4. N®-Adpoc-N*-2,4,6-triisopr opylbenzylsulfonyl-L -ar ginin (Adpoc-Arg(Tip)) (11)

Fur den Schutz der Guanidinofunktion des Arginins sind in der Peptidchemie eine ganze
Reihe von Schutzgruppen bekannt, wie z. B. die p-Toluolsulfonylschutzgruppe™ hat aus
Kostengriinden und aufgrund der Stabilitét der Schutzgruppe unter den Ublichen Kupplungs-
und Abspaltungsbedingungen eine breite Anwendung gefunden. Drastische Abspaltungs-

bedingungen, die haufig zu Nebenprodukten fiihren’®®

verdréngte die Bedeutung dieser
Schutzgruppe immer mehr. Durch Umsetzung von Argininderivaten mit Chloramei sensdure-
benzylester werden zwei Benzyloxycarbinylreste in die Guanidinogruppe eingefuhrt, wodurch
ein vollstandiger Schutz derselben erzielt wird. Allerdings sind solche Verbindungen nur in
maéssiger Ausbeute zugéanglich. Um diese Schwierigkeiten zu umgehen, wurden in den letzten
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Jahren insbesondere von japanischen Arbeitsgruppen Schutzgruppen vom Arylsulfonamidtyp,
wie die p-Methoxybenzolsulfonyl (Mbs)-3*, die 4-Methoxy-2,6-dimethylbenzolsulfonyl
(Mds)-®, die Mesitylensulfonyl (Mts)-*® ¥, die 4-Methoxy-2,3,6-trimethylbenzolsulfonyl
(Mtr)-28, sowie weitere multisubstituierte Arylsulfonamidschutzgruppen mit dem Ziel

entwickelt, eine grossere Saurelabilitét und damit eine schonendere Abspaltung zu erreichen.

Die in unserem Arbeitskreis entwickelte Triisopropylbenzolsulfonyl(Tip)-Schutzgruppe®,
dient zum Seitenkettenschutz von Arginin und Histidin. Es handelt sich hierbei um eine
Sulfonamidmaskierung. Eine Anhdufung von Substituenten mit +I-Effekt am Benzolkern
erleichtert offensichtlich die Abspaltung. Besonders durch die drei Isopropylreste in der Tip-
Schutzgruppe zeigt sich dieser Effekt. Durch die Lipophilie der Schutzgruppe verleiht sie den
Peptiden [6sungsvermittelnde Eigenschaften. Zudem ist die Tendenz zu Nebenreaktionen, wie
z.B. Lactambildung wahrend der Kupplung, aus sterischen Grinden weitgehend
eingeschrankt. Das zur Darstellung dieser Sulfonamidmaskierung benctigte 2,4,6-
Triisopropylbenzolsulfonylchlorid, 1&sst sich aus Triisopropylbenzol und Chlorsulfonsdure in
85%iger Ausbeute in farblosen Kristallen mit einem Schmelzpunkt von 97 °C gewinnen®.
Die Einfuhrung in N®-Z-Arginin gelingt racemisierungsfrei in guter Ausbeute mit Aceton als
L 6sungsvermittler nach der Schotten-Baumann-Reaktion.

H-Arg(Tip)-OH, die Ausgangsverbindung fur die Herstellung von Adpoc-Arg(Tip)-OH (11),
entsteht durch Umsetzung von N®-Z-Arg(Tip)-OH mit 20%iger HBr in Essigsaure, indem die
N°®-Z-Maskierung aufgehoben wird. H-Arg(Tip)-OH wird nach der Gblichen Methode mit
Adpoc-F (6) in das N“-Adpoc-N®-2,4,6-Triisopropyl benzolsulfonyl-L-Arginin (11) Uberfhrt.
Mittels DC-Kontrolle konnte gezeigt werden, dass sich H-Arg(Tip)-OH schneller und
vollstandiger mit Adpoc-F (6) umsetzt, als mit H-Arg(Mtr)-OH. Die Ausbeute an Adpoc-
Arg(Tip)-OH (11) liegt mit 72.66 % etwas hoher als die des Adpoc-Arg(Mtr)-OH (12) mit
63.74 %. Die Tip-Schutzgruppe ist mit TFA leicht abspaltbar.

1V.2.5. N®-Adpoc-N(1)-t-butoxymethyl-L -histidin (Adpoc-L -His(Bum)-OH) (15)

Die N(m)-t-Butoxymethyl-Schutzgrupe (Bum)®, dient dem Histidin-Seitenkettenschutz. Die

Imidazol-Schutzgruppe ist gegen Baseneinfliisse und Hydrogenolyse stabil, wodurch sie fur

die Fmoc/Bum- und Z/Bum-Strategie verwendet werden kann. Das kommerzielle Z-

His(Bum)-OH (13) dient als Ausgangssubstanz fir die Synthese des Adpoc-L-His(Bum)-OH

(15). Die Z-Gruppe wird hydrogenolytisch (H, 10 % Pd-Aktivkohle) abgespalten. Es entsteht
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H-His(Bum)-OH (14), welches nach der Ublichen Methode mit Adpoc-F (6), bei -5 °C zu
Adpoc-L-His(Bum)-OH (15) umgesetzt wird. Abb. 13 zeigt das Syntheseschema zur
Darstellung von Adpoc-L-His(Bum)-OH (15). Die Bum-Schutzgruppe zeichnet sich durch
eine milde und schnelle Abspaltbarkeit aus (TFA oder HBr/Essigsaure).

Im Vergleich zur Umsetzung von H-L-His(Trt)-OH mit Adpoc-F (6), verlauft die Umsetzung
von H-L-His(Bum)-OH genauso rasch. Die Ausbeute liegt mit 63 % sogar noch etwas héher
als fur Adpoc-L-Hig(Trt)-OH (16) mit nur 58.5 %. Die Bum-Schutzgruppe ist also eine gute
Alternative zur Trityl-Schutzgruppe.

ZNHCHCO,H H,NHCHCO,H

_CH,0C(CHs)3 ~CH>OC(CHa)3
N> H, / 10 % Pd(C) N
) - )
N AcOH N
13 14

Adpoc—NHCH—CO,

H
N~ CH20C(CHs)s
Adpoc-F >
10 % Na,CO, N/

H,O / Dioxan

15

Abb. 13. Syntheseschema zur Darstellung von Adpoc-L-His(Bum)-OH (15).

Abb. 14 zeigt das FD-MS von Adpoc-L-His(Bum)-OH (15). Der FD-MS-Peak bei m/z: 923
beweist die Fahigkeit des Molekils unter den Messbedingungen zu dimerisieren. Der Peak bei
m/z: 463.2 zeigt das Gesamtmolekiil, nachdem ein Proton angelagert wurde ([MH]"); das
Gesamtmolekillion ([M]*) wird detektiet (m/z: 462.2), nachdem ein Elektron

herausgeschlagen wurde.
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IV.2.6. 1-(1-Adamantyl)-1-methylethoxycarbonyl-L-Pro-OH (17) und 1-(1-Adamantyl)-
1-methyl-ethoxycarbonyl-L-Lys(Boc)-OHsDCHA (18)

Erstmalig ist es gelungen, von Adpoc-L-Prolin®® (17) und Adpoc-L-Lys(Boc)-OHDCHA
(18), Einkristalle zu erhalten und diese mittels Rontgenstrukturanalyse zu untersuchen. Die
Molekiilstrukturdaten der beiden Verbindungen, sowie die zugehdrigen Bindungslingen- und
winkel sind im exp. Teil, Kap. V.6.5. und V.6.6. zusammengestellt. Die Urethan-Prolin-

Bindung liegt wie bei tBoc-Pro-OH?? in der cis-Konformation vor.

7830 volt 462, 2
” Adpoc—NHGH~CO,H
N/CHzoC(CHe,)a
)
—N
15
1
416,10
5§46, .
42,2
TN | Arpenpupoyry Ly :._.'v_fvll RN ) S Iy '_] _— o~ pertpey - ek Apeyardy
2b0 30 4oe 569 6dg | 789 1 A Y TR

Abb. 14. FD-MS von Adpoc-L-His(Bum)-OH (15) (m/z: 923.2 ([Dimetes von Adpoc-L-
His(Bum)-OH]"), 463.2 ((MH]*), 462.2 (IM]")). Temperatur der Ionenquelle: 35 °C,
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1V.2.7. 3C-NM R-Spektroskopie von Adpoc-Aminosauren

Seit Einfiihrung der Puls-Fourier-Transform-Technik (PFT) entwickelte sich die *C-NMR-
Spektroskopie fur peptidchemische Untersuchungen zu einer Routinemethode. Nachteilig ist
alerdings dierelativ hohe Substanzmenge.

Bei der Kontrolle des Syntheseverlaufs von geschiitzten, héheren Peptiden ist die *C-NMR-
Spektroskopie sehr hilfreich. Die Zuordnung erfolgt nach bestimmten Regeln der chemischen
Verschiebung und durch Vergleich mit Spektren verwandter V erbindungen.

Die '*C-NMR-Spektren von Adpoc-Aminosduren zeigen deutlich vier Adamantan-
resonanzsignale im aliphatischen Bereich zwischen 28 und 40 ppm (Tab. 4). Die Signale der
guartéren C-Atome in Position (c) erscheinen gegentiber den Signalen der -CH,-Gruppen in
Position (d) bei htherem Feld. Diese Abschirmung kann als Folge der Van-der-Waals-Kréfte
zwischen dem Aminosaurensubstituent in Position (a) und den H-Atomen in Position (d)
gedeutet werden. Gegentiber Boc-Aminosauren erscheinen die Signale der Dimethylgruppen
bei wesentlich hdherem Feld (19-20 ppm, Boc: ca. 28 ppm), wahrend das quartdre C-Atom
deutlich nach tiefem Feld verschoben wird. (87-87 ppm; Boc: 78 ppm).

Von den Verbindungen 11, 15, 17 und 12, 16, 68-72 wurden **C-Spektren aufgenommen.

Tab. 4. *C-NMR-chemische Verschiebungen einiger Adpoc-Aminosiuren (gegen TMS als

Standard aufgenommen).

Adpoc- COH Ca CB Cy Cd Aromat C=0 a b c d Cq CHs
Derivat

von

“Arg(Mtr)- 17592 5545 3160 2410 40.80 12489 15652 39.60 37.03 2852 3587 8701 1988
OH 138.58

136.75
(OCH3=111.80)  (Ce=158.60)
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Adpoc- COH Ca CB Cy Cd Aromat C=0 a b c d Cq CHs
Derivat
von
TArg(Tip)- 17615 5458 2932 2364 4115 12330 15620 39.85 3704 2848 3587 87.05 19.89
OH 148.95
(Isopropyl=24.83)  (Ce=158.05)
Gly-OH 17175 4184 15565 39.68 3654 27.97 3533 8557 19.29
“His(Tr)- 17480 5320 61.08 120.72 15502 3948 3710 2861 3623 8605 19.89
OH 128.35
128.24
“His(Bum)-  174.38 5493  70.15 13440 15597 3958 37.08 2854 3580 8627 19.82
OH 129.66
121.58
Leu-OH 17822 5201 4151 2275 156.04 3953 3702 2848 3588 8678 19.77
21.83
"ProOH 17505 5929 31.03 2436  47.06 15650 39.89 37.02 2822 3610 8802 1967
"é;'r'('t'aj')'_'"""'1'7'2'1'.5'2"' 5389 6181 156.05 39.61 37.08 2854 3592 8697 19.88
OH
(tBu: 74.32, 27.29)
“TrpOH 17606 5451 2785 1105  123.14 13612 15650 3956 3702 2850 3586 87.20 19.83
12750
111.80
118.79
119.71
“TyrBu)- 17650 5467 3578 13116 15582 3948 3701 2852 3615 86.74 1971
OH 129.84
124.12
154.14

(tBu: 24.06, 75.27)
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IV.2.8. Festphasensynthese von LH-RH (19) unter Verwendung der Adpoc-N°-
Aminoschutz-gruppe und der sdurelabilen N-(Fluorenyl-9-methyl-oxycarbonyl)-[4-
methoxy-4' -(y-car boxypropyloxy)]-benzhydrylamin-Ankergruppe

1V.2.8.1. Schutzgruppentaktik fur die eingesetzten Aminosauren

Beim LH-RH (19) mit der Aminoséuresequenz p-Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-
NH, sind die trifunktionellen Aminosduren Serin, Tyrosin und Arginin, sowie die zu
Nebenreaktionen neigenden Aminosauren Histidin und Tryptophan, die ebenfalls zu den
trifunktionellen  Aminosduren  zadhlen, enthalten. Aminosauren mit funktionellen
Seitengruppen miussen bel der Reaktion zur Peptidbindung geschiitzt werden, da die
Drittfunktionen wahrend der Acylierung aufgrund zum Tell stark ausgepragter Nukleophilie
mit der Aminokomponente in Konkurrenz treten konnen. Zur Unterdriickung unerwinschter
Nebenprodukte ist daher die selektive Blockierung trifunktioneller Aminoséuren notwendig.
Die in dieser Arbeit eingesetzten trifunktionellen Aminosauren werden wie folgt geschuitzt:
Histidin als His(Trt) bzw. als His(Bum), Arginin als Arg(Mtr) bzw. als Arg(Tip), Serin als
Ser(tBu)), Tyrosin as Tyr(tBu), Lysin as Lys(Boc). Tryptophan wird nur an der N°-
Aminofunktion geschiitzt, da die Nukleophilie des N™-Systems zu gering ist, um unter
Kupplungsbedingungen acyliert zu werden. Das LH-RH (19) wird zunéachst mit der Adpoc-
Strategie 1 synthetisiert, wobei Histidin als His(Trt) eingesetzt wird. Das FAB-MS-Spektrum
(Abb. 17) zeigt ein Nebenprodukt, welches entsteht, wenn beim letzten Kupplungsschritt der
LH-RH-Synthese die Adpoc-Schutzgruppe des Histidin mit 3 % TFA/DCM abgespalten wird,
um anschliessend die Kupplung mit pGlu-OTcp durchfihren zu kénnen. Es wird vermutet,
dass die Trt-Schutzgruppe an der Histidin-Seitenkette teillweise durch 3 % TFA/DCM
abgespalten und die freie Imidazolgruppe in der anschliessenden Kupplung von pGlu-OTcp
acyliert wird.

Aus okonomischer Sicht werden im Molekil mehrfach auftretende Aminosauren als

identische Derivate eingesetzt.

IV.2.8.2. Synthesestrategie fur die Festphasensynthese

Die Adpoc-geschitzten Aminosaurederivate werden schrittweise zum Decapeptid gekuppelt.
Die Kondensation erfolgt mittels N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid/1-Hydroxybenzotriazol
(DCCI/HOBt). Durch den Einsatz der sdurelabilen Adpoc-Aminoschutzgruppe ist bei
acidolytischer Deblockierung mildes, substanzschonendes Arbeiten gewahrleistet. Dabel
werden die tryptophanhaltigen Peptidfragmente durch Zusatz von Kationenfangern unter
Stickstoffatmosphére deblockiert. Bei der Festphasensynthese des LH-RH (19) wird die
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Saureamidfunktion durch Abspaltung des Decapeptids von einem Trégerharz, das Peptide in

Form ihrer Amide freisetzt, erhalten.

1V.2.8.3. Bestimmung der Beladung des Har zes an Fmoc-Amid

Als zuverléssige Methode zur Bestimmung des Stickstoffgehalts dient die HPLC-Messung
von Fmoc-Amid. Das Harz wird zunéchst mit 95 % TFA behandelt, wobei Fmoc-Amid
freigesetzt wird. Durch Vergleich mit einer Probe bekannter Fmoc-Konzentration kann der
Stickstoffgehalt ermittelt werden.

V.2.8.4. Festphasen-Synthese von LH-RH (19) mit der Adpoc-Strategie

Die Adpoc-Schutzgruppe™ ist, wie bereits erwshnt, eine TFA-labile Schutzgruppe fiir den
tempordren Schutz der N®-Aminogruppe. Mit 3 % TFA/DCM-Abspaltungslésung lasst sich
die Adpoc-Gruppe von Aminosduren und Peptiden abspalten, wobel die sdurelabilen
Seitenketten-Schutzgruppen (z. B. Boc-, -OtBu, -tBu) relativ stabil sind. Die Anwendbarkeit
dieser Gruppen hatte sich sowohl in der klassischen Peptidsynthese, als auch in der
Festphasen-Peptidsynthese  bewahrt.  Allerdings ist diese Schutzgruppe in der
Festphasensynthese bisher in keinem kritischen Fall getestet worden: Die Synthese eines
Peptids in Kombination mit TFA-labilen Seitenketten-Schutzgruppen und TFA-labilem
Anker. Zu diesem Zweck wird das Decapeptidamid LH-RH (19) gewahlt, welches die
trifunktionellen Aminosauren Tyrosin, Serin, Arginin, Histidin und Tryptophan enthélt. Die
Seitenketten werden, wie bereits erwdhnt, mit TFA-labilen Schutzgruppen wéhrend der
K ettenverlangerung blockiert.

Die Festphasensynthese wird am Merrifield-Harz mit dem N-Fmoc-4-methoxy-4' -(y-
carboxypropyloxy)-benzhydrylamin-Anker durchgefiihrt®. Der Stabilitétstest (s. exp. Teil,
Kapitel V.6.7.), bel dem die Stabilitét von Fmoc-Gly am 4-Methoxy-4' -(y-carboxypropyloxy)-
benzhydrylamin-Anker gegen 3 % TFA/CH,CI, getestet wird, zeigt, dass der Peptidverlust mit
dem 4-Methoxy-4' -(y-carboxypropyloxy)-benzhydrylamin-Anker  akzeptabel ist. Die
chemische Struktur der sdurelabilen Ankergruppe zeigt Abb. 15. Vor Beginn der Synthese
wird zundchst die Fmoc-Gruppe vom Anker mit 20 % Piperidin/DMF abgespalten. Die
Kupplung der Adpoc-geschiitzten Aminosaurederivate erfolgt mit DCCI unter HOBt-Zusatz*°.
Vom Aminoséure- bzw. Peptidharz wird die Adpoc-Gruppe mit 3 % TFA/DCM abgespalten
und die Aminogruppe mit 5 % DIEA/DCM freigesetzt, die dadurch der Kupplung zugéanglich
gemacht wird. Die Endabspaltung wird mit TFA/Thioanisol/EDT/Anisol (90/60/3/1)
durchgefuihrt. Bel dem ersten Versuch (Adpoc-Synthese 1) wird die Seitenkette von Histidin
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mit der Tritylgruppe geschiitzt. Das HPL-Chromatogramm (Abb. 16 A) des Rohprodukts
weist darauf hin, dass neben dem LH-RH-Peptid (RT = 18,23 min) ein unbekanntes Produkt
(RT = 19.01 min) entstanden ist (Verhdtnis: 52:40). Nach Auftrennung und Reinigung mittels
RP-HPLC liefern ASA und FAB-MS-Spektroskopie (Abb. 17) den Hinweis, dass es sich um
das LH-RH (2-pGlu)-Peptid (20) handelt. Diese Vermutung wird durch folgenden Versuch
bestétigt: nach langerer TFA-Abspaltung und verlangerter Acylierungsdauer mit pGlu-OTcp
steigt der Gehalt an LH-RH (2-pGlu)-Peptid (20) deutlich an (Abb. 16 B, Verhdtnis:
9.9:66.8).

NHFmoc b

a
T

Abb. 15. Chemische Struktur des saurelabilen Ankers N-(Fluorenyl-9-methyloxycarbonyl)-[4-
methoxy-4' -(y-carboxypropyloxy)]-benzhydrylamin (a = N-(Fluorenyl-9-methyl oxycarbonyl)-
[4-methoxy-4' -oxy]-benzhydrylamin (Ankerfunktion); b = Buttersdurerest (Spacer); ¢ =
Glycinrest (interner Standard z.B. fur ASA ); d = Amino-Merrifield-Harz (aminomethyliertes
Polystyrol (IRAA = internal reference amino acid)); Fmoc = Aminoschutzgruppe).

In einem zweiten Versuch (Adpoc-Synthese 2) wird die Bum-Imidazolgruppe (Adpoc-L-
His(Bum)-OH) (15) eingesetzt. Nach der Abspaltung wird die Kupplungsdauer mit p-Glu-
OTcp auf eine halbe Stunde begrenzt. Das HPL-Chromatogramm (Abb. 18 A) zeigt ein
zufriedenstellendes Ergebnis.

1V.2.8.4.1. Abspaltung und Reinigung von LH-RH (19)
Im experimentellen Teil (Kap. V.6.8.) dieser Arbeit findet man die Abspaltung, die in
TFA/Thioanisol/EDTA/Anisol erfolgt, und die Reinigungsschritte beschrieben.
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1V.2.8.5. Festphasensynthese von LH-RH (19) mit der Fmoc-Strategie

Im Vergleich dazu wurde das LH-RH (19) mit der Fmoc-Strategie am N-Fmoc-4-methoxy-4'-
(y-carboxypropyloxy)-benzhydrylamin-Anker synthetisiert. Es konnte gezeigt werden, dass
die Ergebnisse beider Synthesen gut vergleichbar sind. Die Vorgehensweise ist folgende: wie
bei den Adpoc-Synthesen wird zunichst die Fmoc-Gruppe vom Anker mit 20 %

Piperidin/DMF abgespalten,
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Abb. 16. HPL»Chromatogramxﬁ von LH-RH (19) (mit Adpoc-Strategie 1 synthetisiert).

(A): rohes Abspaltungsprodukt, (B): rohes Abspaltungsprodukt nach erneuter Abspaltung und
Kupplung. Chromatographische Bedingungen: Eluens: A: 0.058 % TFA in MH;0; B:
TEA/H,O/CH3CN: 0.5/400/600; G;‘adienteneh1ti011: 0-1 min 95 % A, 1-31 min 95-5 % A,
Flussrate: 1.0 ml/min; Detektion: UV bei A =214 nm,
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Nach Abspaltung der Fmoc-Gruppe mit SO % Piperidin/DMF und nach mehrmaligem
Waschen mit DMF, MeOH und DCM erfolgt die Kupplung der Fmoc-geschiitzten
Aminosdurederivate mit DCCVHOBt®, Das Entstchen eines Nebenprodukies wie bei der
Adpoc-Synthese 1 konnte hier nicht beobachtet werden, da die Fmoc-Gruppe basisch entfernt

wird, und die Trt-Schutzgruppe unter diesen Bedingungen nicht abspaltet.

337
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Abb. 17. FAB-MS-Spektrum des Nebenprodukts LIH-RH (2-pGlu)-Peptid (20), welches bei

der Adpoc-LH-RH-Synthese 1 entstanden ist. m/z: 1293 = 112+1180+1, [p-Glu + LI’I-RH%
H]"

1V.2.8.5.1. Abspaltung und Reinigung von LE-RH (19)

Nach dem Peptidaufbau erfolgt die Aufarbeitung des LH-RH-Harzes (s. exp. Teil, Kapitel
V.6.8.).
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Abb. 18. HPL-Chromatogramm von LH-RH (19) (mit Adpoc-Strategie 2 synthetisiett),

(A): rohes Abspaltungsprodukt von Adpoc-Synthese-2; (B): rohes Abspaltungsprqdukt der
Fmoc-Synthese. Chromatographische Bedingungen: Eluens: A: 0.058 % TFA in H,0; B:
TFA/HO/CH;CN: 0.5/400/600; Gradientenelution: 0«1 min 95 % A, 1-31 m.in 95-5 % .A;
Flussrate: 1.0 ml/min; Detektion: UV bei A =214 nm,
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IV.3. Die 1-(4-tert-Butylphenyl)-1-methylethoxycar bonyl(p-Bumeoc-)-N°-
Aminoschutzgruppe

Die p-Bumeoc-Gruppe, die chemisch in die Klasse der Urethane einzuordnen ist, dient dem
temporaren Schutz der N®Funktionen von Aminosduren und Peptiden. Als
Grundvoraussetzung fur eine grosse acidolytische Labilitét der schon bekannten siurelabilen
Gruppen wird die a,a-Dimethylfunktion angesehen. Diese neue Schutzgruppe besitzt in para-
Stellung eine tert-Butylgruppe mit einem +1-Effekt, was die Saurelabilitdt und die Lipophilie
erheblich steigert. Neben der a,a-Dimethylfunktion enthélt die Schutzgruppe im Phenyl-1-
methylethoxy-carbonyl-Teil eine para-standige tert-Butylgruppe mit einem +I-Effekt, welche
die Lipophilie zusétzlich erhéht und die Acidolyse deutlich beeinflusst.

Abb. 19. Struktur der 1-(4-tert-Butylphenyl)-1-methylethoxycarbonyl (p-Bumeoc)-Schutz-
gruppe.

IV.3.1. Abhéangigkeit der Saureabilitét der Urethan-Aminoschutzgruppen von der
Molekulstruktur

Bel der acidolytischen Abspaltung einer Aminoschutzgruppe vom Urethantyp erfolgt zunachst
ein elektrophiler Angriff eines Protons an das nukleophile Zentrum des Bindungssystems.
Dabei hangt die Reaktionsgeschwindigkeit der Protonierung im Falle urethan-geschitzter
Aminosauren und Peptide von der Nukleophilie der Carbonyl-Gruppe des Carbamidséure-
esters ab. Abb. 20 zeigt den acidolytischen Spaltungsmechanismus der p-Bumeoc-
Schutzgruppe.

Im Vergleich zur Benzyloxycarbonyl-Gruppe lassen sich die am o-C-Atom durch
Methylgruppen substituierten Analoga leichter abspalten. Bereits die Ppoc-Gruppe® %, die
sich lediglich durch die beiden Methylgruppen am a-C-Atom von der Z-Gruppe
unterscheidet, l&sst sich mit 80%iger Essigsaure entfernen, wahrend die Z-Gruppe nur unter
drastischen Bedingungen, wie HBr/Eisessig, abgespalten werden kann. Der Einfluss der
Methylgruppen auf die Saurelabilitdt von Urethan-Schutzgruppen ist dadurch erkennbar.
Beispielsweise ist die Ppoc-Gruppe 700 mal reaktiver als die Boc-Gruppe (Tab. 8). Es besteht
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also ein unmittelbarer Zusammenhang zwischen der Saurelabilitét einer Aminoschutzgruppe
des Urethan-Typs und der Struktur.

Der Mechanismus der Acidolyse lasst sich duch sterische und elektronische Variation im
Molekll steuern. Durch Substituenten am a-C-Atom, die einen +I-Effekt besitzen, wird die
Schutzgruppe insofern durch Sduren destabilisiert, als das Carbonyl-C-Atom eine hohe
Elektronendichte auf das benachbarte Sauerstoffatom der Carbonyl-Gruppe Ubertragt. Hier
kann das Proton einer Saure gut angreifen. Substituenten mit einem +l-Effekt am
aromatischen Ring bewirken eine Spaltung bevorzugt nach dem S,'-Mechanismus (AA11)
und begiinstigen eine monomolekulare Reaktionskinetik®. Die positive Ladung am Carbonyl-
C-Atom wird so kompensiert und die Stabilitét des Carbenium-lons, das intermedidr bel der
Acidolyse entsteht, wird erhdht. Dagegen beguinstigen Substituenten mit einem -1-Effekt im
aromatischen System einen Sy*-Verlauf (AA12)°" %, Nach erfolgter Desacylierung von p-
Bumeoc-Aminosauren kann durch Extraktion mit einem apolaren Losungsmittel, z.B. n-
Hexan, die freigesetzte p-Bumeoc-V erbindung erhalten werden. Durch Massenspektrometrie
und Infrarotspektroskopie kann man zeigen, dass sich das entstehende Carbenium-lon 21 in
wasserfreiem Reaktionsmedium (TFA/CH.Cl,) zum 2-(4-tert-Butylphenyl)-1-propen (22), in
wasserhaltigem Abspaltungsmilieu (Essigsdure/Amei-sensaure/Wasser) zusédtzlich zum
entsprechenden Carbinol 23 stabilisiert (X = OH , Abb. 20).

IV.3.2. Quantifizierung der Saurelabilitat in Abhangigkeit der Substituenten in aroma-
tischen Urethan-Systemen

Bel elektrophilen Substitutions-, Additions- und Eliminierungsreaktionen kann mit der
sogenannten “linearen freien Energiebeziehung” die Wirkung der Substituenten an
Benzolderivaten quantifiziert werden. Die lineare freie Energiebeziehung besagt, dass
zwischen der frelen Enthalpie und der Reaktionsgeschwindigkeit vieler Reaktionen eine
lineare Beziehung besteht™.

Durch die Hammett-Gleichung wird der Einfluss der Substituenten beschrieben. Sie stellt den
proportionalen Zusammenhang der relativen Geschwindigkeit mit einem Substi-
tutionsparameter o und einem Reaktionsparameter p her. Eine hohe Elektronendichte am
Reaktionszentrum beglinstigt eine Reaktion und man erhélt negative p-Werte. Als Mass fur
die elektronischen Effekte von Substituenten in m- und p-Stellung dient die
Substitutionskonstante g, welche die Induktions- und Mesomerieeffekte wiedergibt. Die
Abspaltung der Urethan-Schutzgruppen wird bei  elektrophilen Reaktionen durch
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Elektronendonatoren im aromatischen System beschleunigt. Der negative o-Wert'® ist ein

unmittelbares Mass fir die Saurel abilitét.

CH; O R
| I | +H—X
C—0—C—NH—CH—COOH

CHs

I + I
C|:<O<C|Z—NH—C H—COOH

CHs O
H

-

HO_ R CHa
_C—NH—CH—COOH  + ¢t 2
o CHs

Abb. 20. Acidolytischer Spaltungsmechanismus der p-Bumeoc-Schutzgruppe.

In Tab. 5 sind die chemischen Strukturformeln sdurelabiler aromatischer Urethan-
schutzgruppen, sowie die entsprechenden Substituentenkonstanten o, 0, der monosubsti-
tuierten Komponente aus der Hammett- Gleichung wiedergegeben. In 3,5-disubstituierten
Systemen, wie bei t-Bumeoc-, konnen die Substituenteneffekte als Summe der individuellen

o-Werte ausgedriickt werden'®.
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Tab. 5. Substituentenkonstanten o der entsprechenden monosubstituierten Verbindun-

gen’® 1% 'von in meta- und para-Stellung substituierten Urethan- Schutzgruppen.

Strukturformel Om Op

QC O—C NH—R 0.000 0.000

1-(Phenyl)-1-methylehoxycarbonyl (Ppoc)

T %
C—O—C—NH—R -0.100
CHs

1-(3,5-Di-tert-butylphenyl)-1-methyI-
ethoxycarbonyl (t-Bumeoc)

—NH—R -0.179

1-(1-Biphenyl)-1-methylethoxy-
carbonyl(Bpoc)

+©70 o— —NH—R - 0.256

1-(4-tert-Butylphenyl)-1-methylethoxy-
carbonyl(p-Bumeoc)

> < > C O_ —NH—R nicht bekannt

1-(4-1sopropyl phenyl)-1-methylethoxy-
carbonyl(Iso-Meoc)

OC O—C NH—R -0.311

1-(Tolyl)-1-methylethoxycarbonyl instabil
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Mono- bzw. diakylsubstituierte Aromaten aktivieren den Carbonyl-Kohlenstoff des
Reaktionszentrums. In meta-Stellung befindliche elektronenliefernde Substituenten bewirken
ebenfalls eine Polarisierung der Carbonylbindung und erleichtern somit die Protonierung.
Dies wirkt sich auf die Saurelabilitét der Urethan-Schutzgruppe aus und kann zur Vorhersage
und Konstruktion neuer saurelabiler Schutzgruppen verwendet werden. Die
aussergewohnliche Saurelabilitét der p-Bumeoc-Schutzgruppe kann somit erklart werden.

In Tab. 8, Kapitel IV.3.7., sind die absoluten und relativen Geschwindigkeitskonstanten
extrem sdurelabiler Schutzgruppen zusammengestellt. Verwendet werden fur die Acidolyse
die Ublichen Spaltmedien.

IV.3.3. Synthese der Ausgangsverbindung und Einfihrungsreagenzien der p-Bumeoc-
Schutzgruppe

Das Schema des zur Darstellung der p-Bumeoc-Einfihrungsgruppen bendétigten Alkohols 2-
(4-tert-Butylphenyl)-2-propanol*® (p-Bumeoc-OH) (27) ist in Abb. 21 skizziert. Als
Ausgangsverbindung dient die 4-tert-Butylbenzoesdure (24).

socCl,
24
0 CH3Mgl
N — c OH
OCHs
26

Abb. 21. Syntheseschema zur Darstellung von 2-(4-tert-Butylphenyl)-2-propanol 27).

CH3OH

Zundchst wird die 4-tert-Butylbenzoesaure (24) nach ublicher Vorschrift'® 1% mit
Thionylchlorid zum entsprechenden Saurechlorid 25, welches dann Uber den Methylester 26
mit Methylmagnesiumiodid (Grignard-Reaktion) zu 2-(4-tert-Butylphenyl)-2-propanol (27)

umgesetzt wird. Diese verhadtnismassig einfache Herstellungsweise ist ein weiteres Kriterium

a4
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fiir die i)l'aktische Anwendung dieser Schutzgruppe. In dieser Arbeit sollte vor allem gezeigt
werden, dass die Einflihrung der p-Bumeoc-Schutzgruppe nicht, wie sonst {iblich, iber den
entsprechenden Fluorameisensdureester 29, dessen Herstellung tiber das gesundheits-
schidliche Fluorphosgen (5) unter Beachtung besonderer Vorsichtsmassnahmen, sondern
alternativ durch ein anderes, gut handhabbares Einflihrungsreagenz, dem entsprechenden
Phenylcarbonat 28, méglich ist. Von den Verbindungen 26, 27 und 28 wurden 'H-NMR-bzw.
BC-NMR-Spektren aufgenommen.

r‘
H-7
7 4 3
6 5 2 //o
Sortnoimonte C\
1 OCHjg
8
26
H-4 ‘ ,._-J
H-8
H-3
J I )
| 1 L

733

| Y

IIIIIII|IIIIIIllllll]!lll'lllllIllll!llllllllIllillllllllllllllil|l|ll|lllllll|l|1

]
a5 0,0 7,8 7,0 6.5 6,0 8.5 6.0 45 40 3.6 3.0 2.8 20 1.8

Abb, 22, 'H-NMR-Spektrum von 4-tert-Butylbenzoesduremethylester'™ (26) (100 mg in 1 ml
MeOH, 250.134 MHz) mit Signalzuordnung (8, ppm): (8 = 7.88-7.93 (d, 2 H, CgHy, H-3, H-
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3"), 7.45-7.49 (d, 2 H, CgHy, H-4, H-4"), 3.86 (s, 3 H, -OCHs, H-8), 1.31 (s, 9 H, tert-Butyl-,
H-7)).

Im lH-Nl\/IER-Spektrum des Methylesters 26 (s. Abb. 22) sieht man, dass die vier Ringprotonen

bei 7.88-7.93 ppm (H-3, H-3") und bei 7.45-7.49 ppm (-4, H-4") jeweils in ein Dublett
aufspalten.

13C.337

123505
S 4

3t 3257

7
74 3
6 5 2 0
\
1"0CH;
8
26
: |
; 8
4
6
;5 |
éo' ' '1éo‘ ' '1'|1°‘ | "£°' | 'mf»;'ml | 'olo' ' elo ' 4'0 ' alo " (l’

Abb. 23, PC-NMR-Spektrum von 4-tert-Butylbenzoesiuremethylester (26) (100 mg in 1 ml
MeQl, 62.896 MHz, protonenbreitbandentkoppelt) mit Signalzuordnung (5, ppm): (6 = 31.46
(C-7, tert-Butyl), 35.89 (C-6, Cq), 52.40 (C-8), 126,48 (C—B, C-3"), 128.50 (C-2), 130.39 (C-4,
C-4"), 157.97 (C-5), 168.55 (C-1)).

46,




IV, SPEZIELLER TEIL
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Abb, 24, "H-NMR-Spektrum von 2~(4-tert-Butylphenyl)-propanol (27) (100 ing in 1 ml
CDCls, 250.133 MHz). Interpretation der wichtigsten Signale(3, ppm) (8 = 7.36-7.47 (d, d, 4
H; H-4, H-4’, H-5, H-5"; CgHa), 2.11 (5, 1 H, H-1; -OH), 1.59 (s, 6 H, H-2; CHy), 1.35 (s, 9 H;
H-8)). (80 MHz, CDCls, 8 =7.38 (s, 4 H), 1.73 (s, 1 H), 1.57 (s, 6 H), 1.31 (s, 9 H))'*%,

Der Grund fiir diese Aufspaltung ist der Elektronenzug der beiden O-Atome am C-Atom-1,
welches, bedingt durch die Polarisierung, die Elektronendichte an den C-Atomen 3 und 3’
abzieht wodurch die Kerne -3 und H-3' weniger abgeschirmt sind als die Kerne H-4 und H-
4’ und daher bei tieferem Feld erscheinen. Die vier Ringprotonen sind hier alle aufgrund des

starken Elektronenzuges der Estergruppierung zu tieferem Feld verschoben,
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Vergleicht man das 'H-NMR-Spektrum des Esters 26 mit dem des entsprechenden Alkohols
27 (Abb, 24), so erkennt man eine deutliche Verschiebung der vier Ringprotonen nach
hoherem Feld, bedingt durch den +I-Efekt der beiden Methylgruppen am C-Atom-1. Dadurch
ist der Elelitronenzug am C-Atom-1 nicht so stark, wodurch eine grossere Abschirmung der
Kerne H-4, H-4' und H-5, H-5' gegeben ist. Ausserdem sieht man hier, dass die beiden
Dubletts (Bereich: 8 = 7.36-7.47 ppm) im Vergleich zu 26 sehr eng zusammenfallen.

Die Abb. 23 und 25 zeigen die jeweiligen '*C-NMR-Spektren von 26 bzw. 27.

8 5 4 2
s/ \s 1 ’
7
1C|—--OH
CHa
5 217
4 2
|
63 | 7.
H " lll }JL
L e S A Lt AL I A A B
160 140 120 100 . 89 60 40 20 0

PPM

Abb. 25. PC-NMR-Spektrum von 2-(4-tert-Butylphenyl)-propanol (27) (100 mg in 1 ml
CDCls, 62.896 MHz, protonenbreitbandentkoppelt) mit Signalzuordnung (8, ppm): (6 = 31.42
(C-8, tert-Butyl), 31.68 (C-2), 34.40 (C-7, Cq), 72.32 (C-1), 124,19 (C-4, C-4’), 125.09 (C-5,
C-5"), 146.18 (C-3), 149.50 (C-6)).
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Die Einfuhrung der Schutzgruppe erfolgt Uber das Phenylcarbonat 28 des p-Bumeoc-Restes.
Der entsprechende Fluorameisensaureester 29, der aus p-Bumeoc-Alkohol (27) und Fluor-

106, 107

phosgen (5) in Anwesenheit von Triethylamin oder Pyridin gewonnen wird, ist instabil
schwierig zu isolieren und eignet sich daher nur bedingt als Einfuhrungsreagenz. Allerdings
liegen die Ausbeuten bel der Umsetzung mit Aminosduren etwas hoher als bel dem
entsprechenden Phenylcarbonat 28. Der OSu-Ester 31 zersetzt sich bel der Aufarbeitung
erheblich. Der entsprechende p-Nitrophenylester 33 zerféllt bei Raumtemperatur bereits in
Losung. Anhand der FD-M S-Spektren lasst sich zeigen, dass man Uber die Einfihrung der p-
Bumeoc-Schutzgruppe mittels des Phenylcarbonats 28 auch die trifunktionellen Aminosauren
herstellen kann - alerdings mit geringerer Ausbeute. Abb. 26 zeigt eine Zusammenfassung

der getesteten p-Bumeoc-Einfuhrungsreagenzien.

o
I
a0l ) 9 @ifo_i{ ) 28
—/ &n,

? = 0
Cl—C—F | I
)Tl o
o _ |
CH3 ?I)
CIZ—OH Cl—C—0—N 30 0
| CHz; O
CHs o | I

CHs
o 32 o
1]
_X CH; O
Cl—C—0 NO, | / \ I 3 1
B ¢—0—C—0 NO,

'p- Bumeoc-OSu (31) [1-(4-tert-Butyl phenyl)-1-methyl ethoxycarbonyl]-N-hydroxy-

succinimidester

Abb. 26. Schemata zur Darstellung von p-Bumeoc-Einfihrungsreagenzien.

49



IV. SPEZIELLER TEIL

Zur Einflihrung des p-Bumeoc-Restes werden die Benzyltrimethylammonium-(Triton-B-)-
Salze der Aminoséuren in abs. Dimethylformamid mit dem Reagenz 28 umgesetzt. Durch
anschliessendes Ansduern mit 5%iger Zitronenséure erhdlt man die geschiitzten Aminosiuren
in zufriedenstellenden Ausbeuten.

Abb. 27/28 zeigt die 'H-/ '3C~NMR~Spcktren des p-Bumeocphenylcarbonats (28),

73
35
=2
7%
14
325

-9

H-5
H-3
H-13 . /
H-11 |
H-12
‘J f .,/
|Il|]il(l|llll|llllllllllllllllll'lllllllllllllllllllHl{llllllll lfﬁljlll/lllllllll
0 8.5 0.0 7. 7.0 6.5 6.0 5.8 5,0, 4‘5 40 30 2.8 2,0 1.9 1.0

Abb. 27, '"H-NMR von p-Bumeocphenylcarbonat (28) (100 mg in 1 ml CDCly, 250.133
MHz). Interpretation der wichtigsten Signale(8, ppm) (8 = 7.31-7.40 (m, I:I-ll H-117, H-12,
H-12', H-13), 7.11-7.22 (d, d, 4 H, H-5, H-5', H-6, H-6", CeHy), 1.90 (s, 6 H, H-3), 1.34 (s, 9
H, tert-Butyl, H-9)).
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a>
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Abb. 28. '3C~NMR~Spcktrum. von p-Bumeocphenylcarbonat (28) (100 mg in 1 ml CDCls;
62.896 MHz, protonenbreftbandentkoppelt). Interpretation der wichtigsten Signale(, ppm) (8
(= 2833 (C-3), 31.36 (C-9), 34.47 (C-8, Cq), 84.68 (C-2), 121,18 (C-5, C-5"), 124.25 (C-11,

C-117), 125.34 (C-13), 125.71 (C-7), 129.33 (C-12, C-12"), 141.50 (C-4), 150,29 (C-6, C-6"),
151.15 (C-10), 151.55 (C-1, Cureth.)).

1V.3.4, Felddesorptions-Massenspektrometrie _

In dieser Arbeit werden die Strukturen der neuen Verbindungen auch durch FD-MS bewiesen,
Zunichst werden bei hoher Feldstérke Ionen erzeugt. Dazu wird die Probe auf der
Emitteroberfliche, z. B, Wolframdraht, adsorbiert, und die lonen durch den Kontakt mit der
Emitteroberflédche gebildet, Durch das hohe elekirische Feld werden M* und durch
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feldinduzierte Oberflichenreaktionen M*H"-Tonen gebildet. Der Vorteil dieses Verfahrens
liegt darin, dass die Probe nicht separat verdampft werden muss und somit thermische
Zersetzung unterdriickt werden. Dadurch sind die Spektren gegentiber denen der
Elektronenstossionisation sehr vereinfacht. Diese Technik dient vor allem zur Unlersucliung
von schwer fliichtigen und thermisch labilen Substanzen. Die folgenden Abbildungen zeigen,
dass auch Substanzen mit thermolabilen Gruppen und solche, die in Salzform vorliegen mit
der FD-Methode aussagekriftige Massenspektren licfern. Von den Verbindungen 15, 28, 34«
41, 47, 52, 53 und 57 wurden solche FD-MS-Spektren aufgenommen. So sicht man in Abb.
29 (Verbindung 28) bei m/z: 175.0 das Fragment ([C4Ho(CsHa)C(CHa)a]"), nach der Spaltung
des Gesamtmolekiils (FD-MS-Peak bei m/z: 312,1 ((M]™).

C.THEO Vol
78,0
?Ha (I? ,
CHj
28
31129
214, 0
T A) T L I—'l[wl Il T T T L e § T ¥ L T g e ¥ T ¥ T T 1‘ T T
100 (&0 209 T 309 350 199

Abb, 29, FD-MS-Spektrum von p-Bumeocphenylcarbonat (28) (m/z; 313.1 ([MH]*), 312.1
(IMI"), 214.0 ([Diphenylcarbonat]*), 175.0 ([C4Hy(CeH4)C(CH3)aI").
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Es ist in diesem Spektrum auch zu erkennen, dass sich wahrend der Synthese zum p-
Bumeocphenylcarbonat (28) das Diphenylcarbonat bildet (Peak bei m/z: 214.0
([Diphenylcarbonat]*)). Die Temperatur der lonenquelle betragt hier 35 °C.

Die Elementaranalyse des p-Bumeocphenylcarbonats (28) (s. exp. Teil) zeigt, dass man diese
Verbindung in reiner Form isolieren kann. Um Verbindung 28 rein zu erhalten, wéscht man
rasch mit kaltem Methanol, weil Verunreinigungen so entfernt werden kénnen. Zusétzlich

konnte mittels FD-M S dessen Existenz bewiesen werden (Abb. 29).

Von den p-Bumeoc-geschiitzten Aminosauren 36-40 wurden die Verbindungen 36-38 (Abb.
35-37) und 40 (Abb. 39) in Form ihrer DCHA-Salze gemessen. Verbindung 39 (Abb. 38) lag
in Form des CHA-Salzes vor. Abb 34 zeigt das FD-M S-Spektrum von p-Bumeoc-L-Leu-OH
(35). Es handelt sich dabei um die freie Saure. Man sieht bei m/z: 350.0 den [MH]"-Peak,
nachdem sich an das Gesamtmolekiil ein Proton angelagert hat, neben dem [M]*-Peak bei
m/z: 349.0 (durch Herausschlagen eines Elektrons entstanden). Aufnahmen vom FD-MS-
Spektrum, im Messbereich von 100-1000 m/z, zeigt bei m/z: 175 das Carbokation
([C4Ho(CsH4)C(CHa3),] ). Bei den Verbindungen 36-40, die in Form ihrer Salze gemessen
wurden, findet man jeweils zwischen 100 und 200 m/z noch zusétzlich einen Peak, durch
[DCHA]"- bzw. [CHA]" bei m/z: 181 bzw. 99 verursacht. Die Temperatur der lonenquelle
betragt bei der Messung der Verbindungen 35-40 jeweils 35 °C.

Bel Raumtemperatur zersetzt sich das p-Bumeocphenylcarbonat (28) entsprechend Abb. 30
(andlog zur Bpoc-Schutzgruppe)'®
Butylphenylpropan (p-Bumeoc-Phenylether) (34), der mittels *H-NMR-, **C-NMR- und FD-
MS-Spektroskopie (s. Abb. 31, 32 und 33), sowie CHN-Analytik (s. exp. Teil) bestétigt

wurde.

unter Abgabe von CO, zum 2-Phenoxy-2-tert-

Das p-Bumeocphenylcarbonat (28) ist thermisch so instabil, dass es sich innerhalb weniger
Stunden bereits teilweise zersetzt. Bel 0 °C wurde diese Zersetzung innerhalb von Tagen
ebenfalls beobachtet.
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Abb. 30. Reaktionsschema der thermischen Zersetzung von p-Bumeocphenylcarbonat (28).

I'V.3.5. Darstellung und chemische Eigenschaften p-Bumeoc-geschiitzter Aminosauren
Die wesentliche Forderung fur rasche und dusserst schonende acidolytische und folglich
selektive Abspaltbarkeit erflllen die bekannten sdurelabilen Schutzgruppen nur bedingt. Die
kommerziell zuganglichen und daher Ofters eingesetzten Ddz- und Bpoc-geschitzten
Aminosauren zersetzen sich leicht photolytisch bzw. bel langerer Lagerung und sind
ausserdem bei katalytischen Hydrierungen nicht stabil. Diese Probleme konnen durch den
aternativen Einsatz der p-Bumeoc-Gruppe zum Schutz der Aminofunktion von Aminosauren
und Peptiden umgangen werden.

— Die Einfuhrung Uber den Fluorameisensdureester 29 gelingt sowohl Uber die
Benzyltrimethyl-ammoniumsalze in  organischen LoOsungsmitteln, as auch in
wassrig/organischer Lésung bei pH 8-10 und 0 °C in guten Ausbeuten. Allerdings ist der
Fluorameisensaureester 29 schlecht handhabbar, da er sich relativ leicht zersetzt, so dass

der Uberfiihrung der Aminoséuren in die entsprechenden Derivate mittels p-Bumeoc-

54



IV. SPEZIELLER TEIL

Phenylcarbonat (28) iiber die Benzyltrimethylammoniumsalze der Aminosiuren der
Vorzug gegeben wird, Die Aminoséure Leu-OH konnte besonders gut mit dieser Methode
in ihr Derivat umgesetzt werden, Dies zeigte sich bei der Aufarbeitung: Von allen
Amisosduren konnte p-Bumeoc-L-Leu-OH (35) als einzige sofort ohne DC}iA~Zusatz
kristallin erhalten werden, Die anderen Aminosturen mussten erst in ihr DCHA-Salz
iiberfiihrt werden, bevor sie nach dem Waschen mit 10%iger Zitronensture dann ebenfalls

kristallin erhalten werden konnten.

1333

705337
:

rf
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34 |
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Abb. 31, "H-NMR von 2-Phenoxy-2-tert-butylphenyl-propan (34) ( 100 mg in 1 ml CDClIs,
250.134 MHz). Interpetation der wichtigsten Signale(8, ppm) (8 = 7.26-7.34 (m, 4 H, H-2, H-
2', H-3, H-3"), 7.17 (s, 1 H, H-1), 7.00-7.07 (m, 2 H, H-8, H-8"), 6.59-6.62 (m, 2 H, H-9, H~
9'), 1.62 (s, 6 H, H-6), 1.25 (s, 9 H, H~12)).
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Abb. 32. PC-NMR-Spektrum von 2-Phenoxy-2-tert-butylphenyl-propan (34) (100 mg in [ ml
CDCly, 62.896 MHz, protonenbreitbandentkoppelt). Interpretation der wichtigsten Signale(s,
ppm) (8 = 29.41 (C-6), 31.38 (C-12), 34.42 (C-11), 80.04 (C-5), 120,44 (C-8), 121,26 (C-4),
124.93 (C-9), 125.24 (C-2), 128.73 (C-3), 143.57 (C-1), 149,78 (C-7), 156.09 (C-10)).

~ Es soll noch betont werden, dass der Waschvorgang mit Zitronensiure ebenso wie das
Trocknen tiber Na;SOq, sowie das Entferncn des Losungsmittels so rasch wie moglich
erfolgen sollte. Sofern diese Operationen zu langsam ecfolgen, sieht man eine zwar
getinge, aber deutlich erkennbare Zersetzung der p-Bumeoc-geschiitzten Aminosduren
(DC-Platte). | |
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Abb. 33. FD-MS-Spektrum von 2-Phenoxy-2-tert-butylphenylpropan (34) (m/z: 268.9
(IMH]"), 267.9 (IMI"), 175.2 ([C4Ha(CsHy)C(CHa)2]"). Temperatur der Tonenquelle: 33 °C.,

~ Bei der Umsetzung des p-Bumeoc-Phenylcarbonats (28) mit der Aminosiure Leucin nach
beschriebener Methode konnten Einkristalle von p-Bumeoc-Phenylether (34) erhalten
werden, der als Nebenprodukt anfillt (Kristallstruktur und Analyse s. Kapitel V.7.), Die
geschiitzten Aminosiuren sind bei normalen Lichtverhiltnissen stabil, sie sollten als
DCHA-Salze gelagert werden, da sie auch in festem Zustand analog zu den Bpoc-
Aminosduren aufgrund ihrer Eigenaciditdt zur autokatalytischen Zersetzung neigen.
Untersudmngen zeigten, dass die freien Sduren, p-Bumeoc-L-Leu-OH (35), p-Bumeoc-L-
Pro-OH (45), p-Bumeoc-L-Gly-OH (44) und p-Bumeoc-L-Ala-OH (43) im kristallinen

Zustand bei Raumtemperatur bis zu 36 h stabil sind.
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Abb. 34. FD-MS-Spektrum von p-Bumeoc-L-Leu-OH (35) (m/z 350.0 (IMHI"), 349.0
(IMI")). Temperatur der Ionenquelle: 35 °C.,

~ Desweiteren konnte tiber FD-MS gezeigt werden, dass wihrend der Umsetzung von p-
Bumeoc-OH (27) mit dem Chlofameisens'ziureplwnylester (9) (zum p-Bumeoc- |
phenylcarbonat (28)) das symmetrische Diphenylcarbonat (s, Abb, 29, FD-MS-Peak bei
m/z: 214.0) entstehen kann, Es konnte dabei beobachtet werden, dass diese Nebenreaktion
hauptsichlich dann auftritt, wenn man den Chiorameisensdurephenylester (9) zu rasch und
bei hoherer Temperatur (> 35 °C) zugibt. So wurde unerwiinschterweise die Verbindung
N*Phenoxycarbonyl-L-Val-OHDCHA (41) synthetisiert. Abb. 40 (FD-MS-Spektrum)
zeigt den FD-MS-Peak bei m/z: 237, - welcher [N*Phenoxycarbonyl-L-Val-OH]*
entspricht; Abb. 41 zeigt das *C-NMR-Spektrum dieser Verbindung 41,
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Abb. 35. FD-MS-Spektrum von p~Buxneoc-L—Qly~OH°DCHA (36) (m/z: 476.1 (IMHTY,
475.1 (IM1"), 294.1 ([p-Bumeoc-L-Gly-OH -+ HJ"), 293.1 ([p-Bumeoc-L-Gly-OH]"). |

— Die  Abspaltung der p-Bumeoc-Gruppe gelingt vollstindig innerhalb  von
Sekunden/Minuten mit 0.25%iger Trifluoressigsdure in Methylenchlorid und anderen

organischen Losungsmitteln,

- Im Peptid vothandene N*-Boc-, tert-Butylester- und tert-Butylethergruppen werden unter
diesen Bedingungen nicht gespalten.

~ Die bei einer Acidolyse gebildeten Carbokationen filhren besonders dann zu
unerwiinschten Nebenreaktionen, wie z. B, zu Alkylierungen der Aminoséuren Tyrosin,
Methionin, Tryptophan oder Cystein, wenn das gebildete Carbokation sehr stabil ist und
iiber eine grosse clektrophile Aktivitit verfilgt. Hs konnte durch die bei der TFA-
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Abspaltung entstehenden Nebenprodukte gezeigt werden, dass das tert-Butylkation (Boc)

eine recht hohe, das Benzylkation dagegen eine geringe Carbokationen-Aktivitit besitz(®,

~ Die positive Ladung im Carbeniumion ist durch den +I-Effekt stark resonanzstabilisiert,

wie von der Hammett-Beziehung abgeleitet werden kann, Der +I-Effekt der para-stindigen

tert-Butylgruppe wirkt sich gegeniiber den beiden meta-stindigen tert-Butylgruppen der t-

Bumeoc-Gruppe noch stirker aus. Die p-Bumeoc-Gruppe ist eine im klassischen Sinne

gute Abgangsgruppe.
s B Yol
G078
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Abb. 36, FD-MS-Spektrum von p-Bumeoc-L-Ala-OH*DCHA (37) (m/z: 614 ([Dimeres von
p-Bumeoc-L-Ala-OH]", ohne DCHA), 489.2 ([MH]"), 308.2 ([p-Bumeoc-L-Ala-OH + H]"),

307.2 ([p-Bumeoc-L-Ala-OHJ").
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Abb. 37, FD-MS-Spektrum von p-Bumeoc-L-Pro-OH*DCHA (38) (m/z 516.3 (IMHTY,
515.3 ((M]"), 334.1 ([p-Bumeoc-L-Pro-OH -+ H]"), 3331 ([p-Bumeoc-L-Pro~-OH]").

- Eine geringe elektrophile Aktivitdt ermdglicht die Diffusion des Carbeniumions durch dag
Reaktionsmedium, Es kann durch einen effektiven ,Scavenger abgefangen bzw, zum
Olefin desaktiviert werden.

Bei der Acidolyse von p-Bumeoc-geschiltzten Aminosiuren und Peptiden entsteht je nach
Spaltmedium tiberwiegend p~Bumc§c—Alkohol (in wisstigen Medien) oder die lipophile
ungeséttigte Verbindung 2-{4-tert-Butylphenyl)-propen-2 (22) in aprotischen Systemen,
Das FD-MS-Spektrum von p-Bumeoc-OH (27) zeigt bei m/z: 192 den [M]*-Peak ([p-
Bumeoc-OH]") und bei m/z: 175 das Carbokation ([Cqlle(CeHa)C(CHa)al") (21), nachdem
die OH-Gruppe abgespalten ist. Somit zeigt der extrem siurelabile p-Bumeoc-Rest (s, Abb,
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19) im wesentlichen alle Vorteile der strukturverwandten, leicht acidolytisch entfernbaren

Schutzgruppen,  Aufgrund  der

Lipophilie des p-Bumeoc-Restes besitzen die
Aminosiurederivate extrem 18sungsvermittelnde Bigenschaften. Dies ist besonders bei
wachsender Peptidkette von Vorteil, da Kupplungen rasch, racemisierungsfrei und in guten
Ausbeuten in  Methylenchlorid auch unter Zusatz polarer Ldsungsmittel, wie
Dimethylformamid, durchgefiihrt werden kénnen, Die am Carboxyende freien p-Bumeoc-
Aminosdurederivate kristallisieren besonders gut in Form ihrer (Di-) Cyclohexylamin

(DCHA-, CHA-)-Salze aus n-Hexan.

4,579 Vol
“ R I
e 9 '
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Abb. 38. FD-MS-Spektrum von p-Bumeoc-L-Ser(tBu)-OHeCHA (39) (m/z: 480,3 (IMH,
4793 (IMI"), 379.9 ([p-Bumeoc-L-Ser(tBu)-OH + H]*), 378.9 ([p-Bumeoc-L-Ser(tBu)-

OHI™).
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Abb. 39, FD-MS-Spektrum von p-Bumeoc-L-Val-OHDCHA (40) (m/z: 336.3 ([p-Bumeoc-
L-Val-OH + H]"), 335.3 ([p-Bumeoc-L-Val-OH]")). Der [MH]"-Peak bei m/z: 517 wird bei
Anlegen von 5.132 Volt beobachtet,

~ Die Thermolabilitdt des p-Bumeoc-Restes schliesst Arbeiten bej erhdhten Temperaturen
(ab 35°C) aus. Andererseits kdnnen p—Bumeo&geschﬁtzte Aminosturen und Peptide
dadurch sehr leicht mit Ninhydrin-Reagens bereits unter 110 °C detektiert werden, Das
Ansduern der Natriumsalze p-Bumeoc-geschiitzter Aminosduren erfolgt mit stark
verdiinnten Sduren. Man kann z. B. 1 % Zitronenséure, 0.5 % HC, oder Phosphorséure
verwenden, sollte aber einen pH-Wert von 3.5 nicht unterschreiten. In dieser Arbeit wurde
die Schutzgruppe mit 5%iger Zitronensiure entfernt,
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Abb. 40. FD-MS-Spektrum von N%Phenoxycarbonyl-L-Val-OH*DCHA (41) (m/z: 419.0
([MH]"™), 238.0 ([Phenoxycarbonyl-L-Val-OH + HI"), 237.0 ([Phenoxycarbonyl-L-Val-
OHJ™")). Temperatur der Ionenquelle: 30 °C,

Yon Verbindung 34 wurden, wie bereits erwihnt, Binkristalle erhalten. 34 wurde mittels FD-
MS-Spektrometrie (s. Abb. 33; wie zu erwarten zeigt das Spektrum den [MH]*- und den
[M]"-Peak, sowie einen Peak bei m/z: 175.2, welcher dem ‘[C4IJI9(CGH,;)C(CI’13)2]*~Fragment
entspricht), und durch 'H-NMR- (Abb. 31) bzw. "*C-NMR-Spektromettie (Abb. 32)
nachgewiesen.
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Abb. 41. C-NMR-Spektrum von N%Phenoxycarbonyl-L-Val-OH (42) (80 mg in 1 ml
DMSO, protonenbreitbandentkoppelt, 62.896 MHz). Interpretation der wichtigsten Signale(8,
ppm) (& = 18.00 (C-5), 19.16 (C-4), 29.60 (C-3), 59.75 (C-2), 121.65 (C-9), 125.00 (C-10),

129.30 (C-8), 151.00 (C-7), 154.77 (C-6), 172,97 (C-1)).

Tabelle 6 gibt eine Ubersicht der Syntheseausbeuten und physikalischen Daten von p-

Bumeoc-geschiitzten Aminosiuren.
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Tab. 6. Ausgewahlte p-Bumeoc-geschuitzte Aminosduren mit Angaben der Syntheseausbeuten

und physikalischen Daten.
p-Bumeoc- Ausbeute  Schmp. [a]®;  Rfp Summenfor mel C H N
Derivat von [%] [°C] (Molmasse)
Ala 43.0 138139  +85 048  CaoHaN:Os Ber 71.27 9.89 5.73
OH-DCHA (488.708) Gef 7131 10.06 7.76
Ala-OH 835 87 31 054  CiHaxsNOs Ber 66.42 8.19 455
(307.387) Gef 66.81 8.45 479
Asp(OtBu)-  25.0 1595 +113 052 CagHagN2Og Ber 66.37 9.15 553
OH-CHA (506.679) Gef 65.67 9.23 5.37
Gly- 493 130.5 046  CogHaN,O, Ber 70.85 9.76 5.90
OH-DCHA (474.68) Gef 71.65 10.15 5.88
Gly-OH 86.4 98 053  CiHasNOy Ber 65.50 7.90 477
(293.36) Gef 66.08 8.16 452
Leu-OH 61.0 93 +38 060  CyxHaNOs Ber 68.74 8.94 4.00
(349.467) Gef 67.91 9.32 372
Leu- 92.0 149 9.3 050  CayHsNO, Ber 72.41 10.25 5.27
OH-DCHA (530.79) Gef 72.88 10.68 5.25
Phe- 435 143 +129 049  CasHsNzOs Ber 74.43 9.28 4.9
OH-DCHA (564.807) Gef 73.96 8.82 5.33
Phe-OH 79.3 1015 +98 054  CxHxNO, Ber 72.04 7.62 3.65
(383.485) Gef 71.79 7.22 3.37
Pro- 437 1515 +107 049  CaHsoN2Os Ber 7233 9.79 5.44
OH-DCHA (514.74) Gef 71.38 9.45 5.01
Pro-OH 817 715 +47 061  CiHzNOs Ber 68.44 8.16 4.20
(333.425) Gef 68.98 8.58 464
Ser(tBu)- 28.0 206 +98 050  CyHasNoOs Ber 67.75 9.68 5.85
OH-CHA (478.669) Gef 68.97 10.36 5.93
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p-Bumeoc- Ausbeute  Schmp. [a]®;  Rfp Summenfor mel C H N
Derivat von [%] [°C] (Molmasse)
Ser(tBu)-OH  79.0 74.5 -13.8 0.61 C21H33NOs Ber. 66.46 8.76 3.69
(379.493) Gef. 66.88 9.07 4.00
Tyr(tBu)- 338 155.0 +94 051  CaHsoN:Os Ber. 71.44 9.07 5.05
OH-CHA (554.767) Gef. 71.87 8.73 4,68
Tyr(tBu)-OH 817 132 -10.8 0.56 Co7H37NOs Ber. 71.18 8.18 3.07
(455.591) Gef. 70.79 7.82 3.43
Val- 37.8 138.5 -13.7 0.48 Ca7H52N204 Ber. 69.19 11.18 5.97
OH-DCHA (468.717) Gef. 70.46 1058 6.34

1V.3.6. *C-NM R-Spektroskopie von p-Bumeoc-Aminosiuren

Die beiden Signale der tert-Butylgruppe im aiphatischen Bereich bel ca. 31 ppm (CH3) bzw.
ca. 34 ppm (Cq) sind charakteristisch fur die Spektren aller p-Bumeoc-Aminosduren. Die
Resonanzen der a,a-Dimethylgruppe bei ca. 29 ppm erscheinen im Bereich denen der
Methylresonanzen der Boc-Gruppe). Das quartdre C-Atom ist erwartungsgemass gegenuber
dem Boc-Rest™® minimal zu tieferem Feld verschoben, und liegt zwischen 79.68 und 80.76
ppm (s. Tab. 7).

Die Abb. 42-46 zeigen die aufgenommenen **C-NMR-Spektren der Verbindungen 35 und 43-
46. Es ist zu sehen, dass das Signal von C-Atom-1 (-COOH) bei den meisten Verbindungen
bei ca 174 ppm erscheint. Das entsprechende Signal von Verbindung 44 erscheint am
wenigsten tieffeldverschoben bel & = 171.73 ppm, gefolgt von Verbindung 46 mit & = 172.04
ppm. Das (-COOH)-Signal der Verbindung 43 mit & = 174.58 ppm ist zu tieferem Feld
verschoben, als es fur das entsprechende Signal der Verbindung 46 der Fall ist.
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Abb. 42. 13C—I\IIVIR-Spektrum von p-Bumeoc-L-Leu-OH (35) (80 mg in 1 ml DMSO;
protonenbreitbandentkoppelt, 62.896 MHz). Interpretation der wichtigsten Signale(8, ppm) (3
= 21,13 (C-6), 22,92 (C-5), 24.33 (C-4), 29,37 (C-9),31.16 (C-15), 34,03 (C~14), 39,16 (C-3),
51.80 (C-2), 79.69 (C-8), 123,86 (C-12), 124,62 (C-11), 143,82 (C-10), 14848 (C-13), 155,01
(C-7), 174.57 (C-1)).
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Abb. 43. 13C-NI\/IR-Spektrum von p-Bumeoc-L-Ala-OH (43) (50 mg in 1 ml DMSO,
protonenbreitbandentkoppelt, 62,896 MHz), Interpretation der wichtigsten Signale(3, ppm) (©
= 17,07 (C-3), 29.13 (C-6), 31.16 (C-12), 34,05 (C-11), 48,89 (C-2), 79.68 (C-5), 123.87 (C-
9), 124.66 (C-8), 143.79 (C-7), 148.48 (C-10), 154.71 (C-4), 174.58 (C-1)).
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Abb, 44, “C-NMR-Spektrum von p-Bumeoc-L-Gly-OH (44) (40 mg in 1 ml DMSO,
protonen-brejtbandentkoppelt, 62.896 MHz). Interpretation der wichtigsten Signale(d, ppm) (8
= 29.16 (C-5), 31.17 (C-11), 34.07 (C-10), 41,87 (C-2), 79.76 (C-4), 123.88 (C-8), 124.71 (C-

7), 143.74.(C-6), 148.53 (C-9), 155.28 (C-3), 171.73 (C-1)),
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Abb. 45, ”C—NMR—Spektrum von p-Bumeoc-L-Pro-OH (45) (50 mg in 1 ml DMSO,
protonenbreitbandentkoppelt; 62.896 MHz). Interpretation der wichtigsten Signale(d, ppm) (8
=23.07 (C-4), 29.36 (C-3), 3042 (C-3), 31.15 (C-14), 34.04 (C-13), 46,27 (C-5), 58.61 (C-2),
80.38 (C-7), 124.04 (C-11), 124.64 (C-10), 143.56 (C-9), 148.50 (C-12), 152.33 (C-6), 174.35 (C-1)).
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Abb. 46. PC-NMR-Spektrum von p-Bumeoc-L-Ser(tBu)-OH (46) (100 mg in 1 ml DMSO,
protonenbreitbandentkoppelt, 62.896 MHz). Interpretation der wichtigsten Signale(d, ppm) (3
= 27.19 (C-5), 29.26 (C-8), 31.15 (C-14), 34.03 (C-13), 54.42 (C-2), 61.44 (C-3), 72.73 (C-4),
79.88 (C-7), 123.91 (C-11), 124.65 (C-10), 143.72 (C-9), 148.49 (C-125, 154.74 (C-6), 172.04

(C-1).
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Tab. 7. ®C-NMR-Daten einiger p-Bumeoc-geschiitzter Aminosauren.

C b C|:H3 (”)
d a
e CC—O—C—NH—R
| ~a
CHs
p-Bumeoc- CO:H Ca CB Cy Cd C=0 Cq CHs a b c d e f
Derivat
von
"AlaOH 17458 4889 1707 15471 79.68 2913 143.79 12466 12387 14848 3405 3116
“Gly-oH 17173 4187 15528 79.76 2916 143.74 12471 12388 14853 34.07 3117
“Lew-OH 17457 5180 39.16 2433 2113 15501 79.69 2937 14382 12462 12386 14848 3403 3116
22.92

“PheOH 17411 5134 3527 154.65 79.98 28.87 143.83 124.80 12400 14867 34.76 31.89

(aromat: 136.87, 127.55,

130.34, 130.87)

"ProOH 17435 5861 3042 2307 4627 15233 8038 2924 14356 124.64 124.04 14850 3404 31.15
"Ser(tBu)-  172.04 5442 6144 15474 79.88 2926 143.72 12465 12391 14849 34.03 3115
OH

(tBu: 72.73, 27.19)
“Tyr(tBu)-  174.87 53.44 3698 15523 80.76 29.67 144.02 12431 12387 147.98 3453 3154
OH

(aromat: 147.87, 130.34,

136.77, 129.32)
(tBu: 81.56, 29.78)

IV.3.7. Bestimmung der Abspaltungsgeschwindigkeit der p-Bumeoc-Gruppe

Die p-Bumeoc-Gruppe kann sehr leicht abgespalten werden unter folgenden Bedingungen:
a) 0.25 % TFA in CH,Cl.,
b) 80%iger Essigsaure,

¢) Gemisch aus Essigsaure/ 83-Gew. % Ameisensdure/H,O (7:1:2, viv) ab.
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Mit b) und c) wurden bel 23 °C die Abspaltungsreaktionen am Beispiel von p-Bumeoc-Glycin
(44) und p-Bumeoc-Phenylalanin (43) durchgefthrt. Fir die Abspaltung der t-Bumeoc-
Gruppe verwendete man das Phenylalaninderivat - bel der Adpoc-Gruppe das
Tryptophanderivat. Es wurde dann nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Bestimmung
der Abspaltungskinetik vorgegangen. Die Detektion wurde mittels HPLC durchgefihrt (s.
exp. Teil, Kap. V.7.1.7.).

Tab. 8. Vergleich der Geschwindigkeitskonstanten saurelabiler Schutzgruppen in den

Abspaltungsmedien b) und c).

Schutzgruppe  kq [h] b) Kre ke [hY ©) Kre
Boc 5.0-10™ 1 2.0-10° 1
Ppoc 0.35 700 15 750
Adpoc 1.2 (40 °C) 2400 1.2 600
Bpoc 14 2800 3.9 2000
t-Bumeoc 2.0 4000 16.0 8000
p-Bumeoc 4.3 8600 34.5 17250

b) 80 % ige Essigsaure,
) Essigsdure/83 Gew.-% Ameisensdure/Wasser (7:1:2, v/Iv).

Aus Tab. 8 geht hervor, dass die Abspaltungsgeschwindigkeit von p-Bumeoc gegentiber
Adpoc im Abspaltungsmedium b) ungefdhr vier mal so gross, wéhrend sie im
Abspaltungsmedium c¢) ungeféhr 28 mal so gross ist. Daraus geht hervor, dass ausser der

Dissoziationskonstanten der Séure auch das Reaktionsmedium eine wichtige Rolle spielt.

IV.3.8. Einflussder Saurenatur- und Konzentration auf die Spaltgeschwindigkeit

Die Freisetzung p-Bumeoc-geschitzter Aminosduren und Peptide gelingt mit organischen
Carbonsduren in organischen Losungsmitteln (s. Tab. 8). In der Praxis, besonders in der
Festphasensynthese, haben sich Trifluoressigsdure und deren Mischungen mit organischen
Losungsmiteln bewahrt. So tberfiihrt Trifluoressigsaure (Hammett-Aciditats-Funktion™™ 2
von Hp = -3.1) die schwach basische C=0-Funktion der Peptidbindung (pKgy™ = -2.80) in die
konjugierte Saure. Fur die Bildung des durch Protonierung entstehenden Carbeniumions sind
dessen Struktur und die eingesetzte Saurekonzentration verantwortlich. Durch die Natur der

Saure und des Ldsungsmittels werden die Stabiliserung und Desaktivierung des

74



IV.SPEZIELLER TEIL

intermediéren Kations zudem beeinflusst. In den verschiedenen Ldsungsmitteln variiert der
Grad des heterolytischen Bindungsbruchs und ist mit dem unterschiedlichen

Solvolysevermigen''® 11

zu erkldren. Folglich ist die Geschwindigkeitskonstante einer
monomolekularen Reaktion |dsungsmittelabhéngig, vorausgesetzt, dass das Losungsmittel
selbst keinen Einfluss auf die absoluten o-Konstanten der Substituenten im aromatischen
Carbeniumion der Abgangsgruppe hat.

Riniker et a.™ beschrieben in Arbeiten zu Untersuchungen zur selektiven Abspaltung
saurelabiler Aminoschutzgruppen den auffallenden Einfluss von Trifluorethanol auf die
Geschwindigkeit der Entacylierung. Einerseits wenig nukleophil, andererseits von hoher
lonisierungskraft vermag dieses Losungsmittel die nach dem AA11-Mechanismus intermediér
gebildeten Carbeniumionen besonders gut zu solvatisieren und somit zu stabilisieren. Dieser
Effekt lasst sich zur selektiven Deblockierung der Trityl-Gruppe in Gegenwart von Bpoc- und

Ppoc-Gruppen nutzen.

V.3.9. Synthese der p-Bumeoc-Aminosaur e-N-Hydr oxysuccinimidester

Nach algemeiner Vorschrift'®

werden die Hydroxysuccinimidester der p-Bumeoc-
geschutzten Aminosdurederivate der Aminosauren, Glycin, Leucin und Alanin, synthetisiert.
Dunnschichtchromatographisch kann gezeigt werden, dass eine rasche Umsetzung stattfindet.
Bel der Aufarbeitung zersetzen sich die Produkte fast vollstandig. Vom p-Bumeoc-Leucin-N-
Hydroxysuccinimidester (47) konnten einige Kristalle erhalten werden, so dass mittels FD-MS
(s. Abb. 47) und Elementaranalyse (s. exp. Tell) der Beweis fur die Entstehung dieses

Préparates erbracht werden konnte.

V.3.10. Festphasensynthese von Leucin-Enkephalinamid (48) unter Verwendung der
saurelabilen p-Bumeoc-N®-Aminoschutzgruppe und des siurelabilen N-(Fluorenyl-9-
methyl-oxycar bonyl)-[4-methoxy-4' (y-car boxypropyloxy)]-benzhydrylamin-Ankers

Durch die Synthese von Leucin-Enkephalin kann gezeigt werden, dass die neue p-Bumeoc-
N°-Schutzgruppe zur Peptidsynthese eingesetzt werden kann. In diesem Pentapeptid ist
Tyrosin die einzige trifunktionelle Aminosaure und wird a's Tyr(tBu)-OH eingesetzt. Die p-

Bumeoc-Schutzgruppe dient als temporéarer Schutz der N®-Aminofunktion.

V.3.10.1. Synthesestrategie und Kupplungsreagenzien
Die p-Bumeoc-geschitzten Aminosduren werden schrittweise zum Peptid mittels N,N’-

Dicyclohexylcarbodiimid/1-Hydroxybenzotriazol (DCCI/HOBt) gekuppelt. Als polymerer
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Triger dient das 4-Methoxy-4'-(y-carboxypropyloxy)-benzhydrylamin-Harz (D-1600), Das
Pentapeptid wird damit in Form seines Amids erhalten. In einem gemeinsamen Schritt wird
die acidolytisch entfernbare tert-Butylgruppe des Tyrosins und das Peptid in Form seines
Amids mit 95 % TFA abgespalten.

GaEey Vol

gy, Y
Gt 0 ¢ 3
+®~(P-O——C—-NH-—C|H—-O——C—-O-—N¢
CH CH
8 7@ o)
Lt
HsC CHjg
47
1
ddu, b
AN WU WU 5 NSV S S N RO S
200 'L a0y 509 09 780 'Y 1Y

Abb. 47. FD-MS-Spektrum von p-Bumeoc-Leu-OSu (47) (m/z: 447.4 ((MH]"), 446.4 (IM1),
350.0 ([p-Bumeoc-L-Leu-OH + HJ"), 349.0 ([p-Bumeoc-L-Leu-OH]"). Temperatur der
Tonenquelle: 30 °C,

1V.3.10.2. Festphasensynthese mit p-Bumeoc-geschiitzten Aminosiuren
Die p-Bumeoc-geschiitzten Aminosdurederivate, werden, nachdem zuvor die Fmoc-Gruppe

mit 20 % Piperidin/DMF vom Harz (D-1600) abgespalten wurde, in dreifachem Uberschuss
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(2.5 mmol), und unter Verwendung von DCCI/HOBt in Dichlormethan an die Matrix
gekuppelt. Nach Kupplung der ersten Aminosaure, p-Bumeoc-(L-Leucin-OH) (35), werden
die restlichen freien Aminogruppen durch Acylierung mit Acetanhydrid/Pyridin innerhalb 30
Minuten blockiert, um unerwiinschte Nebenprodukte zu vermeiden. Nach beendeter Reaktion
wird je dreimal mit Methylenchlorid, Dimethylacetamid, Isopropanol und Methylenchlorid
gewaschen. Anschliessend wird die p-Bumeoc-Schutzgruppe mit 0.25 % TFA/CH,CI,
abgespalten. Anschliessend wird zweimal mit 10 % Diisopropylethylamin/Methylenchlorid
neutralisiert. Die weiteren Syntheseschritte sind im experimentellen Tell dieser Arbeit
beschrieben. Die vollstandige Umsetzung pro Kupplungsschritt wird mit Bromphenolblau
(Saure-Base-Indikator)® gepriift, indem man eine 1%ige Losung dieses Indikators in
Dimethylacetamid wahrend jeder Kupplung zugibt. Die tiefblauen Harzpartikel andern
wahrend dieser Reaktion ihre Farbe von blau Uber grin nach gelb, was die vollstandige

Kupplung anzeigt. Beli den p-Bumeoc-Aminosauren betrégt die Kupplungsdauer 100 Minuten.

IV.3.10.3. Eigenschaften der p-Bumeoc-Schutzgruppe in der Festphasensynthese

Zunéchst wird Uberprift, ob sich die p-Bumeoc-Schutzgruppe von den trégergebundenen
Aminosdurederivaten genauso leicht abspalten l&sst, wie von den nicht fixierten
Aminosaurederivaten. Dazu wird die C-terminale Aminosaure L-Leucin-OH in Form des p-
Bumeoc-Derivates an das Harz gekuppelt. Danach behandelt man das Harz mit TFA/CH,Cl,-
Losungen unterschiedlicher Konzentrationen. Die Detektion der p-Bumeoc-Spaltprodukte
erfolgt wie bereits erwahnt, mittels HPLC. Zum Vergleich wird die Abspaltung zusétzlich
noch dinnschichtchromatographisch (starke UV-Aktivitéat) durchgeftihrt (s. exp. Teil, Kap.
V.7.1.7.). Dabel wird festgestellt, dass die Ergebnisse der beiden Methoden vergleichbar sind.
Die Schutzgruppe wird vom trdgergebundenen Aminosdurederivat bei  einer
Saurekonzentration von 0.25 % TFA/CH.Cl, innerhalb von 5 Minuten, bei einer
Konzentration von 0.1 % TFA/CH.CI, innerhalb von 9 Minuten abgespalten (die Angaben
beziehen sich auf die Messungen mittels HPLC). Unter den schonenden p-Bumeoc-

Spaltbedingungen ist das Tragermaterial vollkommen stabil.

IV.3.10.4. Abspaltung des L eucin-Enkephalinamid (48) vom Trager (Har z)

Die Abspaltung des Pentapeptids nach beendeter Synthese, sowie die gleichzeitige Entfernung
der tert-Butylgruppe des Tyrosins erfolgt mit 95 % TFA/CH,CI, innerhalb 4 h bei 49 °C. Man
erhdt das Peptid in Form seines Amids in 62%iger Ausbeute, bezogen auf die Harzbeladung

von 0.49 mmol.
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Obwohl es sich bel dieser Festphasensynthese um den gleichen Anker handelt wie es bei den
Adpoc-Synthesen der Fall war, und die jeweilige Abspaltung der p-Bumeoc-Schutzgruppe
unter wesentlich milderen Bedingungen erfolgt (hier nur 0.25 % TFA/CH,Cl,) wurde auch
vor dieser Synthese ein Stabilitatstest durchgefihrt und zwar wird Fmoc-Leu-OH an das 4-
Methoxy-4' -(y-carboxypropyloxy)-benzhydrylamin-Harz gekuppelt, und dann mit 0.25 %
TFA behandelt. Das Ergebnis ist eine vollige Stabilitét des Trégermaterials unter diesen
schonenden  p-Bumeoc-Spaltbedingungen. Die Eignung der p-Bumeoc-geschiitzten
Aminosaurederivate fir die Festphasensynthese beweist das Syntheseprodukt des nach der
Abspaltung vom Tragermaterial erhaltenen Penta-Peptids.

IV.4. Die 1-(4-1sopropylphenyl)-1-methylethoxycar bonyl (I so-M eoc-)-N°-
Aminoschutzgruppe

Da die p-Bumeoc-Schutzgruppe etwas zu labil ist, wurde untersucht, ob durch Austauschen
der tert-Butylgruppe am Aromaten gegen eine Isopropylgruppe (in para-Stellung) die Stabilitét
der so geschutzten Aminosauren erhoht wird. Es wurde angenommen, dass sie aufgrund des
geringeren +l-Effektes der Isopropylgruppe weniger leicht abspaltbar sei. Die Iso-Meoc-
Gruppe gehort ebenfalls in die Klasse der Urethane. Entgegen der Erwartung stellte sich
heraus, dass hier eine besonders hohe Labilitét vorherrscht. Normalerweise ist der induktive

Effekt von Alkylgruppen, wie zu erwarten, folgendermassen abgestuft™:

HsC_ GHs
HC < HiC—CH, < LCH— < HC—C—
H3C CHs

Diese Reihenfolge scheint gestort, bei manchen konjugierten Systemen ist sie sogar
umgekehrt, wenn die Alkylgruppen mit elenem ungeséttigten System, wie in unserem
Beispiel, einem Benzolkern, verknipft sind. ES zeigt sich, dass Alkylgruppen in einer Weise,
die vom induktiven Effekt verschieden ist, als Elektronen-Donoren fungieren kdnnen. Man
hat dies durch eine Erweiterung des konjugativen oder mesomeren Effekts erklart™’. Die
umgekehrte Abstufung der Elektronendonor-Fahigkeit in der Reihe:
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C|:H3 C|:H3
H—C|:— > H3C—C|:—
CH3 CH3
| sopropyl tert-Butyl

konnte bedeuten, dass eine Hyperkonjugation nur dann mdglich ist, wenn der zum
ungeséttigten System (Benzolkern) a-standige Kohlenstoff Wasserstoffatome trégt. Diese
Bedingung ist bei der Isopropylgruppe erfillt, nicht aber bei der tert-Butylgruppe des p-
Bumeoc-Restes. Derzeit gibt es allerdings noch keine quantenmechanische Rechtfertigung fur

die Glltigkeit der Hyperkonjugation.

IV.4.1. Chemische Struktur und Eigenschaften der |so-M eoc-Aminoschutzgruppe

HsC CH
| _0
H c—0—C
I AN
HsC CHs

Abb. 48. Struktur der 1-(4-Isopropylphenyl)-1-methylethoxycarbonyl(lso-Meoc-)-Schutz-
gruppe.

Die Einfuhrung des Iso-Meoc-Restes gelingt mit guter Umsetzung (DC-Kontrolle) Uber den
entsprechenden Fluorameisensaureester, der aber schlecht zu isolieren war, und daher in situ
mit einer Aminosaure umgesetzt wurde. Bei der Aufarbeitung dieser 1so-Meoc-geschiitzten
Aminosaure wurde festgestellt, dass die Schutzgruppe sehr leicht bei der Behandlung mit 5 %
Zitronensaure abspaltet.

Es wird wiederum versucht, das entsprechende Phenylcarbonat 53 herzustellen, welches als
EinfUhrungsreagens dieser Schutzgruppe dienen sollte. Da dieses Phenylcarbonat 53
schlechter zu kristallisieren ist, as das p-Bumeocphenylcarbonat (28), wurde diese halbfeste
Masse mit Aminosduren umgesetzt. Die dinnschichtchromatographische Untersuchung
zeigte, dass sich die Iso-Meoc-geschiitzten Aminosauren (Iso-Meoc-L-Ala-OHsDCHA (57)
und Iso-Meoc-L-Leu-OHsDCHA (58)) schneller bildet, als es flr die p-Bumeoc-Schutzgruppe

der Fall war.
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Die Iso-Meoc-Schutzgruppe spaltet bel Raumtemperatur bereits wahrend der Aufarbeitung
innerhalb von wenigen Minuten deutlich ab. Be Kiuhlung des Kolbens wahrend der
Einengung des Losungsmittels kann diese Abspatung etwas verhindert werden. Durch
Zugabe von DCHA vor dem Abrotieren bei Raumtemperatur kann die Abspaltung ebenfalls
zuriickgedrangt werden. Da aber beim Ansauern mit 5 % Zitronensaure erhebliche Mengen an
Produkt verlorengehen, weil die Schutzgruppe unter diesen Bedingungen abspaltet, ist diese
neue Schutzgruppe nicht von Interesse. Ein weiterer Nachteil ist der hohe Beschaffungspreis
der Ausgangsverbindung 4-I1sopropylbenzoesaure (49). Der Vorteil dieser Schutzgruppe liegt
darin, dass man sie ebenfalls Uber das entsprechende Phenylcarbonat 53 mittels der Triton-B-
Methode analog der Einfuhrung der p-Bumeoc-Schutzgruppe einfihren kann und, dass die
Umsetzung damit sehr rasch (schneller as p-Bumeoc-Schutzgruppe; DC-Kontrolle) und in
hoherer Ausbeute erfolgt, as es beim p-Bumeocphenylcarbonat (28) der Fall ist. Die
Umsetzung wurde mittels DC verfolgt. Das Iso-Meoc-phenylcarbonat (53) kristallisierte unter
den Ublichen Bedingungen nicht so gut aus. Anhand des FD-M S-Spektrums (Abb. 56) konnte
dessen Entstehung aber eindeutig nachgewiesen werden. Als weitere Beweisfiihrung
(ebenfalls mittels FD-M S-Spektroskopie) fur die Existenz dieses Phenyl-carbonats 53 dient
die Umsetzung von H-L-Ala-OH zu Iso-Meoc-L-AlaOH*DCHA (57) (Abb. 57). Durch
Elementaranalyse konnte gezeigt werden, dass die geschitzte Aminosaure isoliert werden

kann.

IV.4.2. Synthese der Augangsverbindung und Einfuhrungsreagenzien der |1so-Meoc-
Schutzgruppe

Die kommerzielle 4-1spropylbenzoesaure (49) dient als Ausgangsverbindung. Der 1so-Meoc-
Alkohol (52) kann ebenfals relativ einfach hergestellt werden, indem zunédchst die 4-
Isopropyl-benzoesdure (49) mit Thionylchlorid zum entsprechenden Saurechlorid 50, letztes
mit CH3OH zum entsprechenden Methylester 51 umgesetzt wird, der dann mit
Methylmagnesiumiodid (Grignard-Reaktion) zu 2-(4-1sopropylphenyl)-2-propanol  (52)
weiterreagiert (Abb. 49).

Die Einfuihrung der Schutzgruppe erfolgt nach tblicher Methode Uber das Phenylcarbonat 53
des Iso-Meoc-Restes. Der entsprechende Fluoramei sensdureester 54 ist schwer isolierbar und
eignet sich deshalb auch nur bedingt als Einfihrungsreagens. Der 1so-Meoc-OSu-Ester (55),
sowie der entsprechende Nitrophenylester 56 konnten nicht isoliert werden, da sich beide

bereitsin Lsung zersetzten.
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Abb. 49. Schema zur Darstellung von 2-(4-1sopropyl phenyl)-2-propanol (52).

Abb. 55 zeigt eine Zusammenstellung der untersuchten |so-Meoc-Einfihrungsreagenzien.
Von den Verbindungen 51 und 52 wurden *H- und *3C-NM R-Spektren aufgenommen.

Das *H-NMR-Spektrum der Verbindung 51 (Abb. 50) zeigt zwei Dubletts (bei 5 = 7.86-7.91
ppm (H-3, H-3") und bei 7.24-7.28 ppm (H-4, H-4")) was den vier Ringprotonen entspricht.
Die beiden Dubletts liegen hier etwas weiter auseinander als es bei Verbindung 26 (Abb. 22)
der Fall war.

Die chemischen Verschiebungen der Ringprotonen H-3, H-3' der beiden Ester 26 (& = 7.88-
7.93 ppm) und 51 (6 = 7.86-7.91 ppm) erscheinen beinahe an gleicher Stelle, andersist es bei
den Protonen H-4 und H-4'. So liegen diese der Verbindung 26 bei & = 7.45-7.49 ppm, von 51
dagegen bel & = 7.24-7.28 ppm. Die Protonen der Methoxygruppe (-OCH3, H-8) kommen bel
beiden Verbindungen nahezu an der gleichen Stelle (& = 3.86 ppm, 26; 6 = 3.84 ppm, 51). Im
Vergleich dazu die chemischen Verschiebung der Ringprotonen H-4, H-4' sowie H-5, H-5
der beiden Alkohole 27 (Bereich: & = 7.36-7.47 ppm) und 52 (Aufspaltung in zwei Dubletts:
H-4, H-4' (6 = 7.40-7.45) und H-5, H-5' (& = 7.19-7.25)). Das Proton der OH-Gruppe (-OH,
H-1) erscheint bel Verbindung 27 bel 2.11 ppm, bei 52 erscheint es bei 1.88 ppm.
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Abb. 50. 'H-NMR-Spektrum von 4-Isopropylbenzoesiuremethylester™ 1% (51) (100 mg in 1
ml MeOH, 250.134 MHz). Tnterpretation der wichtigsten Signale(d, ppm) (= 7,86-7.91 (m, 2
H, H-3, H-3"), 7.24-7.28 (m, 2 H, H-4, H-4"), 3.84 (s, 3 H, OCHj, H-8), 2.84-2,95 (m, 1 H,
H-6), 1.19-1.22 (d, 6 H, H-7)). (80 MHz, CDCl3! 8 = 7.91-8,01 (m, 2 H), 7.22-7.32 (m, 2 1),
3.89 (s, 3 H), 2,95 (m, 1 H), 1.25 (d, 6 F))**,
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Abb, 51. “*C-NMR-Spektrum von 4-Isopropylbenzoesiuremethylester™™® (51) (100 mg in 1
ml MeOH, 62.896 MHz, protonenbreitbandentkoppelt). Interpretation der wichtigsten
Signale(3, ppm) (8 = 24.07 (C-7), 35.41 (C-6), 52.42 (C-8), 12’7.57l(C~3, C-3"), 128.91 (C-2),
130.70 (C-4, C-4"), 155.79 (C-5), 168.51 (C-1)).
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Abb. 52. 'H-NMR-Spektrum von 2-(4-Isopropylphenyl)-2-propanol™? (52) (100 mg in 1 mi
CDCly,250.133 MHz). Intcrprctatidn der wichtigsten Signale(d, ppm) (d = 7.40-7.45 (m, 2 H,
H-4, H-4"), 7.19-7.25 (m, 2 H, H-5, H-5"), 2.86-2.97 (m, | H, H-7),.1.88 (s, 1 K, H-1, <OH)),
1.52-1.58 (s, 6 H, H-2), 1.25-1.27 (d, 6 H, H-8)).
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Abb. 53, *C-NMR-Spektrum von 2-(4-Isopropylphenyl)-2-propanol (52) (100 mg in 1 ml
CDCl3, 62.896 MHz). Inteﬁ)retation der wichtigsten Signale(S, ppm) (8 = 24.03 (C-8), 31,71
(C-2), 33.69 (C-7), 72.38 (C-1), 124.43 (C-4), 126.24 (C-5), 146,59 (C-3), 147.24 (C-6)).

Tab. 9 zeigt eine Aufstellung der *C-NMR-chemischen Verschiebungen der Verbindungen
26,27, 51 und 52. '
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Abb. 54. FD MS-Spekttum von 2-(4-Isopropylphenyl)-2-propanol (52) (m/z: 178.2 ((M]M),
©161.1 ([CaHy(CeHa)C(CHa)TH). Temperatur der Tonenquelle: 60 °C,

Tab. 9. Chemische Verschiebungen der C-NMR-Spektren der Verbindungen 26, 27, 51 und
52.

Daten der *C-NMR- Spektxa von26, 27, 51 und 52 (Abb, 23, 25, 51 und 53).
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Verbin- |C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7 C-8
dung (3, ppm) | (3, ppm) | (3, ppm) | (5, ppm) || (3, ppm) (| (8, ppm) | (3, ppm) | (3, ppm)
27 7232 3168 [146.18 [124.19 [125.09 14950 |[34.40 |31.42
52 7238 |3171 14659 [124.43 |126.24 |147.24 |33.69 |[24.03
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Abb. 55. Schema zur Darstellung von Einfuhrungsreagenzien als I so-Meoc-Rest.
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Abb. 56, FD-MS-Spektrum von Iso-Meoc-Phenylcarbonat (53) (m/z: 299.1 (IMHTY, 298.1

(IM]™), 213.8 ([Diphenylcarbonat]®), 161.1 ([C:;H';(CGH4)C(CI’13)2]+)). Temperatur der
lonenquelle: 30 °C, |

1V.4.3. Darstellung von Iso-Meoc-geschiitzten Aminosiduren

Die Einfiihrung des Iso-Meoc-Restes tiber den Fluorameisensiureester 54 gelingt sowohl tiber
die Benzyltrimethylammoniumsalze der Aminoséuren in otgatischen- Lusungsmitteln, als
auch in wissrig/organischer Losung bei pi 8-10 und 0 °C. Wie schon erwéihht, ist diese
Methode wegen der schlechten Isolierbarkeit des Fluorameisensiureesters 54 ungeeignét.
Deshalb fithet man die Schutzgruppe fiber das entsprechende Phenylcarbonat 53 (Triton-B- .
Methode) ein. Die Umsetzung der Aminosduren zu den Iso-Meoc-geschiitzten Derivaten
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konnte mittels DC-Kontrolle verfolgt werden, allerdings gelang es nur beim Alanin- 57 und

Leucin-Derivat 58 Kristalle zu erhalten, welche dann durch CHN-Analysen bestétigt werden
konnten,

S0141 Vol -
] = HqG OHy O 1‘4
A m?mowowNHmcfH-—ooo Oﬁm"
HyC Gl Gl gt
57
Lot
1918
JPpg., R
KT 174
\ , L kbt M__;_JJULL Il, I .Y W T d ks . Ll_wu Jamen A
1B o tho 20 W io 500 AN T

Abb. 57, FD-MS-Spektrum von Iso-Meoc-L-Ala-OH*DCHA (57) (m/z: 475.4 ((MH]"), 294.3
((Tso-Meoc-L-Ala-OH -+ H]"), 293.3 ([Iso-Meoc-L-Ala-OHJ"), 182.2 ([DCHA + HI"), 181.2

(IDCHAJ"), 162.1 ([C3Hy(CeH4)CH(CHa)2]"), 161.1 ([C3H(CeHa)C(CHa)2]1"). Temperatur
der Tonenquelle: 35 °C,
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IV.5. Vergleich der Stabilitdt der Phenylcarbonate verschiedener
Schutzgruppen des Urethantyps

Nachdem sich die Phenylcarbonate der beiden neuen Schutzgruppen relativ gut als
Einflhrungsreagenz bewahrt haben, wurde versucht, im Vergleich dazu die Aktivitdt der
Phenylcarbonate von Adpoc- und t-Bumeoc- zu untersuchen. Im Falle von Adpoc-
Phenylcarbonat wurden Glycin und Leucin, von t-Bumeoc-Phenylcarbonat (66) wurde Leucin

eingesetzt.

IV.5.1. Synthese von Adpoc- und t-Bumeoc-phenylcarbonat und deren Eignung als
EinfUhrungsreagenzien

1V.5.1.1. Synthese des Adpoc-phenylcar bonats™ (10)

Das Schema des zur Darstellung von Adpoc-Phenylcarbonat (10) bendtigten 2-(1-
Adamantyl)-2-propanol (Adpoc-OH) (4) ist in Kap. IV.2.5. angegeben. Der so erhatene
Adpoc-OH (4) wird mit CH,Clo/Pyridin auf -7 °C abgekhlt und nach Ublicher Methode durch
Zugabe von Chloramei sensdurephenylester (9) zu Adpoc-Phenylcarbonat (10) umgesetzt. Zur
Synthese des Adpoc-L-Leu-OH wird das Triton-B-Salz der Aminosaure H-L-Leucin-OH in
abs. DMF mit Adpoc-OPh (10) umgesetzt. Nach Ansduern mit 10%iger Zitronensaure erhalt

man die geschiitzte Aminosaure.

1V.5.1.2. Synthese des t-Bumeoc-phenylcar bonats'? (66)

Abb. 58 zeigt das Schema zur Darstellung des [1-(3,5-Di-tert-butyl phenyl)-1-methyl ethoxy-
carbonyl]-phenylesters (t-Bumeoc-OPh) (66). Ausgehend vom tert-Butylchlorid™® (60) wird
dieses mit Toluol (59) zum 3,5-Di-tert-Butyltoluol*?* 22 (61) umgesetzt, welches dann mit

KMNO, zur 3,5-Di-tert-butylbenzoesaure'® 12312

(62) weiterreagiert. Der 3,5-Di-tert-
butylbenzoesiure-methylester'®  (64) entsteht durch Umsetzung der  3,5-Di-tert-
butylbenzoesaure (62) mit Thionylchlorid zum entsprechenden Séurechlorid 62, welches mit
Methanol. zum Metylester 64 weiterreagiert. 2-(3,5-Di-tert-butyl phenyl)-2-propanol 1% 2 (t-
Bumeoc-OH) (65) der durch eine Grignard-Reaktion aus 64 erhalten wird, reagiert dann mit
Chlorameisensdurephenylester  (9) in Methylenchlorid/Pyridin ~ zum  t-Bumeoc-

Phenylcarbonat'?® (66).
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Oron v 2 —
59 60
KMnO4 SOCly
E—— COOH I
62
— T G-or
64
cl E—o—@
CH,Cl, / Pyridin

Abb. 58. Schema zur Darstellung von [1-(3,5-Di-tert-butyl phenyl)-1-methyl ethoxycarbonyl]-
phenylester'?® (66).

Mit diesem Phenylcarbonat 66 wird t-Bumeoc-L-Leu-OH*DCHA (67) hergestellt.
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Abb. 59, 13C~NI\/IR~Sp(~:ktrum von [2-(3,5-Di-tert-butylphenyl)-propyl-(2)]-phenylcarbonat
(66) (100 mg in 1 ml CDClg, 62.896 MHz, protonenbreitbandentkoppelt), (8 = 28.54 (C—3),_
31.38 (C-9), 34.81 (C-8, Cq), 85.32 (C-2), 118.34 (C-5, C-5"), 121.04 (C-11, C-11"), 121,20

(C-13), 125.64 (C-7), 129.22 (C-12, C-12), 143,76 (C-4), 150.49 (C-6, C-6"), 150,91 (C-10),
151.49 (C-1, Cureth.)).

IV.6. Die 1~(3,5-Di-isopropylphenyl)- 1~methylethoxyca1bonyl (Diiso-Meoc)~
,,Schutzgl uppe‘

Da die t-Bumeoc-Schutzgruppe schon zu labil ist, sollte untersucht werden, ob ein Austausch
der tert-Butylgruppen in meta-Stellung gegen zwel Isopropylgruppen zu einer etwas weniger
labilen Schutzgruppe fiihst. Der Hyperkonjugationseffekt, welcher bei der Iso-Meoc-Gruppe
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in para-Stellung auftritt, konnte bel zwel in meta-Stellung befindlichen Isopropylgruppen

weniger ins Gewicht fallen.

H CHs
\ /
HyC—C
CH
e 0
C—0—C
| N
CHa
HyC—C
/ \
H CHs

Abb. 60. Struktur des 1-(3,5-Di-isopropylphenyl)-1-methylethoxycarbonyl-Restes.

IV.6.1. Synthese der Ausgangsver bindung

Es wurde zunéchst Isopropylchlorid mit Toluol durch eine Friedel-Crafts-Alkylierung zum
3,5-Diisopropyltoluol umgesetzt. Dabei wurden auf der DC-Platte 6 verschiedene Spots
erhalten. Die Ausbeute an Produkt war somit verhatnismassig gering.

Dadie Anwendbarkeit einer Schutzgruppe von einer einfachen Einfiihrung abhéngt, wurde die

Aufarbeitung nicht mehr weiter verfolgt.
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V. EXPERIMENTELLER TEIL

V.1. Spektroskopische Methoden

V.1.1. Kernresonanzspektroskopie

Die Aufnahme der PFT-*C{'H}-NMR-Spektren erfolgt mit folgenden Gersten der Fa
Bruker-Physik AG, Karlsruhe und TMS as internem Standard: HFX-90-Multikern-NMR-
Spektrometer (22.628 MHz), WP-80-NM R-Spektrometer (20.115 MHz), und WM 400-MHz-
Spektrometer (100.62 MHz).

Die Spektren werden durch Akkumulation von **C-Impulsinterferogrammen (2-3.5 psec; 0.4
sec/scan) und anschliessender Fouriertransformation (BNC-28.Rechner) des akkumulierten
Interferogramms erhalten. Die zur Messung eingesetzte Substanzmenge betragt 20-30 mg pro

1.5 ml desjeweiligen Losungsmittels.

V.1.2. Massenspektroskopie
Die Elektronenstoss-, (FAB-MS), und Felddesorptionsmassenspektren, (FD-MS), werden mit

einem Mat 711A Gerét der Fa. Varian, Bremen, gemessen.
FAB-MS: Direkteinlasssystem, Elektronenenergie 70 eV, Temperatur der lonenquelle bis 30-
200 °C; Losungsmittel-Matrix: Glycerin ([M]*-Molekiilionenpeak: 277).

V.1.3. Drehwerte

Die Messung der Drehwerte erfolgt mit einem OLD-5-Polarimeter der Fa. Zeiss, Oberkochen,
bei A = 546 nm. Die erhaltenen [a]s46-Werte werden mit Hilfe des Korrekturfaktors 0.85103
auf die entsprechenden [a] p-Werte nach der Formel:

[a] p = 0.85103¢[a] 546 UMgerechnet.

V.2. Chromatographische M ethoden

V.2.1. Dunnschichtchromatographie

Zur Synthesekontrolle und zur Uberpriifung aller dargestellten Verbindungen mittels
Dunnschichtchromatographie werden DC-Fertigplatten der Fa. Merck, Darmstadt, (Kieselgel
60 F2s54, 5010 cm, auf Glas), sowie der Fa. Riedel de Haen, Seelze-Hannover, (Sl F, 1020 cm,

auf Aluminium) verwendet. Folgende Fliessmittel systeme wurden benutzt:
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D: Benzol/Chlorof orm/M ethanol /\Wasser (40:40:40:5)
Die Entwicklung der Chromatogramme erfolgt mittels:
UV-Detektion bei A = 254 nm

Joddampf

Ninhydrinl6sung®® ¢ ¥ Erwarmen auf 110 °C

Chlor/o-Tolidin-L&sung'?®

V.2.2. Adsor ptionschromatogr aphie
Die Hochreinigung erfolgt auf selbstgepackten Glassdulen (100200 cm, vt: 314 ml) gefullt
mit Kieselgel 60 (70-230 mesh ASCM) der Fa. Merck, Darmstadit.

V.2.3. Hochdruckfltssigkeitschromatogr aphie

Die HPLC-Anlage besteht aus einer BT-8100 Pumpe, einem BT-8200 HPLC UV/VIS
Detector, sowie einem C-R 5 A oder C-R 6 A CHROMATOPAC-Integrator (alles von der Fa.
Biotronik) und einer PEP-S-Saule (C; + Cyg, 5, 4250 mm, LKB-Pharmacia).

V.3. Analytische M ethoden

V.3.1. Elementaranalysen

Der prozentuade C-, H-, N-, S- Gehalt der Syntheseprodukte wird mit einem Elemental
Anayzer, Typ 240/B der Fa. Perkin-Elmer, Konstanz bestimmt. Zur Berechnung der
M olekulargewichte werden folgende Atomgewichte zugrunde gelegt: C = 12.011, H = 1.0079,
N =14.007, O = 15.999, S = 32.06, Cl = 35.453, F = 18.998.

V.3.2. Aminosaur eanalysen

Die Aminosdureanalysen werden nach 24 stiindiger Hydrolyse der Peptide mit 6 N HCI unter
Zusatz von 2.5 % Thioglycolsdure bei 110 °C und anschliessender Lyophilisierung mit
folgenden Geraten und Methoden durchgefihrt:

1. klassische Kationen-Austauschchromatographie: Derivatisierung mit Ninhydrin.
HPLC-Gerét: Liquimat 111 der Fa. Kontron, Echring.

Saule (5um, 180+4 mm) mit Sdulenmaterial Ck 10 F, der Fa. Mitsubishi, Japan.

Mobile Phase: Pico Buffer System 2 bei 52 °, 57 °, 77 °C der Fa. Pierce, Rockford, USA.

2. OPA/MPA-Derivatisierung: Fluoreszenz-Detektion bei A = 440/570 nm.

Die von Graser et. a'®® beschriebene Methode der Vorsaulenderivatisierung wird wie folgt

130

modifiziert und in ihrer Empfindlichkeit™" gesteigert.
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Die Probe wird in 100 pl Natriumboratpuffer (pH 9.3) gelést und 20 pl davon werden durch
Zugabe von 10 pl o-Phthaldialdehyd/3-Mercaptopropionsaure (OPA/MPA) (10 mg o-
Phthaldialdehyd in 1 ml Methanol und 10 pl 3-Mercaptopropionsdure in 1 ml Methanol)
derivatisiert. Nach 2.5 Minuten wird die Reaktion durch Zugabe von 20 pl 1 M KH,PO,
beendet. 20 pl der Probe werden Uber eine 20-pl-Schleife in das HPLC-System injiziert.

Man verwendet beim HPLC-Gerd das Modell BT 8100 (Fa. Biotronik, Maintal). Fur die
Saulen nimmt man die Fertigsdulen Li-Chrospher 100, RP-18 e (5 W, 2504 mm) (Fa. Merck,
Darmstadt). Als Fluoreszenz-Detektor dient das Modell RF-535 (Fa. Shimadzu, Dissel dorf).
Der lineare Gradient der mobilen Phase betrégt 0-100 % B in 12 Minuten bei einer
Fliessgeschwindigkeit von 1.5 ml/min. Es werden die Puffer A (12.5 mmol NaHPO4/12.5
mmol NaH,PO4/2 % THF/3 % Acetonitril) und B (30 % Acetonitril in 12.5 mmol
NaHPO4/12.5 mmol NaH,PO,) eingesetzt.

V.3.3. Racemattest
Fir den Racemattest werden die Proben nach schonender Hydrolyse mit 6 N HCI durch

Veresterung mit Propanol und Acylierung mit Trifluoressigsdure unter Zusatz von SnCl;
derivatisiert. Die Messung erfolgt an einer mit Chirasil-Val belegten Glaskapillare (20 m) und
einem linearen Temperaturprogramm (80-200 °C, 4 °C/min).

Beim Gaschromatographen handelt es sich um Fractovap G1 und Fractovap 2101 AC (Fa
Carlo Erba, Hofheim).

V.4. Sonstige Ger ate

Alle Schmelzpunkte werden auf einer Schmelzpunktbestimmungsapparatur nach Dr. Tottoli,
Typ Bichi 510 der Fa. Biichi, Flavil, Schweiz, bestimmt und sind nicht korrigiert.

Die pH-Werte werden mit einem pH-Meter E 512 der Fa. Metrohm, Bad Herisau, Schweiz,
gemessen. In Kombination mit einem Impulsomat E 73 der gleichen Firma kann das pH-

Meter als pH-Stat benutzt werden.

V.5. Chemikalien

Die folgenden Fmoc-Aminosduren werden von der Firma Novabiochem, L&ufelfingen,
Schweiz, bezogen:

Fmoc-L-Arg(Mtr)-OH, Fmoc-L-Pro-OH,
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Fmoc-L-Gly-OH, Fmoc-L-Ser(tBu)-OH,
Fmoc-L-His(Trt)-OH, Fmoc-L-Trp-OH
Fmoc-L-Leu-OH, Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH,

Ausserdem werden folgende Feinchemikalien eingesetzt:

DCCI Fluka, Buchs, Schweiz
DIEA Fluka, Buchs, Schweiz
tBuOH Merck, Darmstadt
4-tert-Butylbenzoesaure Fluka, Buchs, Schweiz
4-1sopropylbenzoesdure Fluka, Buchs, Schweiz
DMF Merck, Darmstadt
HOBt Bachem, Heidelberg
N-Fmoc-4-methoxy-4' -(y-carboxypropy- Bachem, Heidelberg
loxy)-benzhydrylamin-Polystyrol-

Divinylbenzol

Ninhydrin Merck, Darmstadt
Pyridin(p.A.) Merck, Darmstadt
TFA(p.A.) Aldrich, Steinheim
Zitronensaure(p.A.) Merck, Darmstadt

Die in dieser Arbeit verwendeten Losungsmittel technischer Qualitédt werden ebenfalls von
den oben genannten Firmen bzw. von der Firma Riedel deHaen bezogen. Fir die Synthesen
werden die Reagenzien und L 6sungsmittel folgendermassen gereinigt und getrocknet:
Diethylether, THF, Dioxan: 4 h Uber Na und Benzophenon unter Riickfluss erhitzt und danach
destilliert.

Pyridin: 3 h Gber Ninhydrin unter Rickfluss erhitzt und anschliessend destilliert.
Dichlormethan: 4 h Gber CaH, unter Ruckfluss erhitzt und danach destilliert.

Alle absolutierten Lésungsmittel werden nach der Destillation mit Argon geséttigt und Uber
Molekularsieb 4 A aufbewahrt. Fir die Peptidsynthese wird DMF mit Stickstoff geséttigt. Fir
die chromatographische Aufbereitung mittels HPL C werden die Ldsungsmittel entgast.

V.6. Festphasensynthese von LH-RH mit Adpoc- und Fmoc-Strategie

V.6.1. Dar stellung von Adamantan-car bonséur e-(1)-methylester (3)™

90.12 g (0.5 moal) 1-Adamantan-carbonsadure (1) und 117.4 g (0.6 mol) Thionylchlorid werden
1.5 h lang am Rickfluss gekocht. Uberschiissiges Thionylchlorid wird am Rotations-
verdampfer abgezogen. Die verbleibende Losung wird mit 200 ml abs. Methanol versetzt
(Uberschuss!) und 3 h am Riickfluss gekocht. Man I4sst den Ansatz bei Raumtemperatur Giber
Nacht rthren. Danach gibt man Diethylether dazu, und die Etherphase wird dreimal mit
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Wasser und dreimal mit KHCO; gewaschen. Dann trocknet man tber MgSO,, worauf schnell
eine klare Losung entsteht, die am Rotationsverdampfer eingeengt wird. Dabei kristallisiert

das Produkt bereits aus.

Ausbeute: 176 g 3 (91 % d. Th.) C12 H1g0; (194.27)
Schmp.: 39 °C (38-39 °C)"® Ber. C 7419 H 9.34
Rfp: 0.56 Gef: C 7408 H 924

V.6.2. Herstellung von 2-(1-Adamantyl)-2-propanol (4)™

In einem 1 [-3-Hals-Rundkolben werden 38.4 g Magnesium-Spane mit 150 ml abs.
Diethylether Uberdeckt. In einem Tropftrichter werden 98.8 ml CHsl mit ca. 400 ml abs.
Diethylether gemischt. Diese Mischung tropft man langsam zu den Mg-Spénen bei
Raumtemperatur. Dieser Vorgang dauert ungeféhr 90 Minuten. Danach lasst man das
Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur abkihlen. Dann gibt man eine Losung von 112 g
Adpoc-Methylester (3) in 300 ml abs. Diethylether langsam zum Grignard-Reagens. Nachdem
ungeféhr 100 ml des gelGsten Esters 3 zugetropft waren, beginnt der Ether heftig zu sieden,
und es empfiehlt sich, den Reaktionskolben mit EisWasser abzukihlen. Dann kann man
weiter Ester zutropfen.

Zu einer mit Eis gekuhlten NH4Cl-L6sung (9 Mol =80 gin 3| Wasser) gibt man 3 kg Eis und
sauert mit konz. HCl auf pH 2-3 an und giesst die abgekihlte Reaktionsmischung langsam zu.
Der pH-Wert wird auf 2-3 mit konz. HCI eingestellt. Die wassrige Phase wird 2 mal mit
Diethylether extrahiert und die vereinigten organischen Phasen werden zweimal mit Wasser,
5%igem NaHSO; Wasser, 5%igem KHCO; ausgeschittelt und mit Wasser neutra
gewaschen. Die Losung wird auf ca. 2 | eingeengt, wobel das Produkt ausféllt. Zur
vollstandigen Kristallisation wird es in die Kéalte gestellt. Die Kristalle werden abfiltriert und
uber Nacht im Vakuum Uber NaOH getrocknet.

Ausbeute: 94.75 g 4 (84.6 % d.Th.) Ci13H2,0 (194.32)
Schmp.: 79 °C (78-80 °C)™ Ber. C 80.35 H 11.41
Rfp: 0.59 Gef.. C 80.18 H 11.29
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V.6.3. Synthese von Fluor ameisensaur e-2-adamantyl(1)-propyl(2)-ester (Adpoc-F) (6)™

Man 6st 58.2 g (0.3 mol) 2-Adamantyl(1)-propanol(2) (4) in 300 ml abs. Ether und gibt 42 ml
Triethylamin dazu. Innerhalb von 2-3 Stunden wird trockenes Carbonylchloridfluorid (5) (frei
von SO3, aus 60 g 65%igem Oleum und 25 ml Fluorotrichlormethan gewonnen) und bel -
40°°C direkt einkondensiert. Hierbei falt Triethylaminhydrochlorid aus. Nach Beendigung
der Gasentwicklung bel&sst man das Gemisch Uber Nacht bei -18 °C, danach wird bei 200
Torr und 10 °C entgast. Nach Filtration wird der Rickstand mit abs. Diethylether
nachgewaschen. Das Filtrat (Adpoc-F (6)) kann sowohl in geléster Form als auch kristallin

nach Entfernen des Ldsungsmittelsim Vakuum, eingesetzt werden.

Ausbeute: 65.80 g 6 (91 % d. Th.) CuH2OoF (240.32)
Schmp.: 51.5 °C (52 °C)™ Ber: C 699 H 881
Rfp: 0.69 Gef: C 7030 H 893

V.6.4. Allgemeine Her stellung der Adpoc-Aminosauren Uber Adpoc-F (6)

10 mmol der entsprechenden Aminosdure, 10 mmol NaHCO; und 10 mmol Na,CO3 werden
in 100 ml Wasser/Dioxan (60:40) gelost und auf -7 °C abgekihlt. Unter Ruhren figt man
innerhalb 1 h tropfenweise eine Lésung von 19 mmol Adpoc-F in 20 ml Dioxan zu. Man ruhrt
2 hlang bei -7 °C und weitere 18 h bei Raumtemperatur. Nach Beendigung der Reaktion wird
das Dioxan weitgehend im Vakuum abgedampft und nach 3-maliger Extraktion mit
Petrolether (60-90; Petroletherphase verwerfen!) mit 200 ml EE Uberschichtet und mit 2 N
Zitronensaure bis auf einen pH von 3.5 angesduert. Nach Trennung der Phasen wird die
wassrige Phase noch 2 mal mit EE ausgeschittelt. Die vereinigten organischen Phasen werden
mit Wasser gewaschen und Uber Na,SO, getrocknet. Das Losungsmittel wird im Vakuum
abgezogen und das 6lige Produkt in 10 ml Diethylether gel6st. Zu dieser Lésung tropft man so
lange n-Hexan dazu, bis Kristallisation einsetzt. Man saugt die Kristalle ab, [6st diese in 5-10
ml EE, gibt 50 ml Petrolether zu, und lasst mehrere Stunden bei Raumtemperatur stehen,
wahrend das Produkt auskristallisiert.

Es werden nun mit 6 die Adpoc-Derivate von Glycin, Leucin, Tryptophan, Arginin(Mtr),
Serin(tBu), Tyrosin(tBu), Histidin(Trt), Prolin, Lysin(Boc), Arginin(Tip) und Histidin(Bum)
synthetisiert.
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Adpoc-L-Gly-OH (68)

Ansatz: 2.0 g (0.027 mol) H-L-Gly-OH

Ausbeute: 7.0 g 68 (88.88 % d. Th.)
Schmp.: 179 °C
Rfp: 0.59

Adpoc-L-Leu-OH (69)

Ansatz: 2.0 g (0.015 mol) H-L-Leu-OH

Ausbeute: 4.4 g 69 (83.95% d. Th.)
Schmp.: 176° C

[0]Zp: -12.0°

Rfp: 0.60

Adpoc-L-Trp-OH (70)

Ansatz: 2.0 g (0.0098 mol) H-L-Trp-OH

Ausbeute: 341970 (82%d. Th.)
Schmp.: 116 °C (116 °C)™
[a]%@p: -6.8°

Rfp: 0.61

Adpoc-L-Arg(Mtr)-OH (12)

Ansatz: 2.0 g (0.00517 mol) H-L-Arg
(Mtr)-OH

Ausbeute: 2.09 12 (63.74 % d. Th.)
Schmp.: 135 °C

[a]Zp: -1.7°

Rfp: 0.61

C1sH2sNO;4 (295.38)
Ber. C 6506 H 853
Gef. C 6493 H 859

CaoH33NO; (351.49)
Ber. C 6834 H 946
Gef. C 6805 H 950

CasHaN204 (424.54)
Ber. C 7053 H 7.60
Gef. C 7082 H 7.84

CaoHa7N4O+S (607.72)
Ber. C 5938 H 7.70
Gef. C 5888 H 7.49

N 4.74
N 5.00

N 3.98
N 3.65

N 6.60
N 6.72

N 9.23
N 8.79
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Adpoc-L-Ser (tBu)-OH (71)
Ansatz: 2.0 g (0.012 mol) H-L-Ser
(tBu)-OH

Ausbeute: 2.7971(58.8%d. Th.)
Schmp.: 146-147 °C

[a]%p: + 11.06 °

Rfp: 0.60

Adpoc-L-Tyr(tBu)-OH (72)

Ansatz: 2.0 g (0.0084 mol) H-L-Tyr
(tBu)-OH

Ausbeute: 2.2 972 (57.7%d. Th.)
Schmp.: 138.5°C

[a]%p: +4.12°

Rfp: 0.61

Adpoc-L-His(Trt)-OH (16)

Ansatz: 2.0 g (0.005 mol) H-L-His(Trt)-OH
Ausbeute: 1.80 g 16 (58.5% d. Th.)
Schmp.: 182 °C

[a]Zp: +4.25°

Rfp: 0.62

Adpoc-L-Pro-OH (17)

Ca1HasNOs (381.51)
Ber. C 6611 H 924
Gef. C 6543 H 901
Ca7HasNOs (457.61)
Ber. C 7086 H 859
Gef. C 7108 H 888
CasHasN3O4 (617.78)
Ber. C 7582 H 701
Gef. C 7548 H 6.76

N 3.67
N 355

N 3.06
N 3.29

N 6.80
N 6.85

Das kristalline Adpoc-L-Pro-OH (17) wird in 50 ml Essigsdureethylester gel6st. Dann gibt

man 100 ml n-Hexan zu und l&sst tUber Nacht bel Raumtemperatur stehen, wahrend sich die

farblosen Einkristalle langsam bilden.
Ansatz: 2.0 g (0.017 mol) H-L-Pro-OH
Ausbeute: 4.1 g 17 (70.68 %.Th.)
Schmp.: 131 °C (130-131 °C)™

CigH20N Oy (335.44)
Ber. C 6803 H 871
Gef. C 6797 H 890

N 4.17
N 4.46
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[0)%p: -31.91 °
Rip: 0.62

V.6.5. Kristallstruktur und Analyse von Adpoc-L-Pro-OH (17)

Adpoc-Pro-OH  (17) kristallisiert in der monoklinen Raumgruppe P2, mit den
Gitterkonstanten a = 946.2 (1) pm, b = 693,9 (1) pm, ¢ = 1475.3 (2) pm und dem Winkel =
107.85 (1)°. Die kristallographischen Daten sowie die Angaben zur Réntgenstrukturanalyse
sind in Tab. 10 zusammengestellt. In Tab. 11 sind die Lageparameter aufgefiihrt. Abb, 61

zeigt die Struktur, In Tab. 12 und 13 sind die Bindungsldngen und -winkel aufgezeigt.

Abb. 61. Kristallstruktur von Adpoc-L-Pro-OH (17).

Tab. 10. Kristall(struktur)daten und Angaben zur Rontgenkristallstrukturanalyse von Adpoc-
L-Pro-OH (17).

Summenformel C1oHzNO,
Molekularmasse : 335,43 g/mol
Kristallsystem \ : monoklin
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F(000)
Kristalform
Kristallgrosse
Raumgruppe

Gitter-Parameter

Zellvolumen

Formeleinheit
Absorptionskoeffizient

Methode der Absorptionskorrektur
Min., max. Absorptionskorrektur
Dichte

M esstemperatur

Diffraktometer

Strahlung

Zahl der gemessenen Reflexe
Zahl der beobachteten Reflexe

L 6sung der Struktur
Atomformfaktoren

R

wR

364

farblose Sechsecke
0.2¢0.2°0.15 mm
P2,

a=946.2 (1) pm
b=693.9 (1) pm
c=1475.3(2) pm
o =90°
3=107.85(1)°
y=90°

V =922.0(2) A3
Z=2

n=0.676
empirisch

0.357/ 1.000

1.208 gecm™

296 K

ENRAF NONIUS CAD4
CuKa = 154.05 pm
3377

3329

direkte Methoden
internationale Tabellen
0.059

0.147

Als Programm wurde SHEL XL-93 verwendet.

Die Atomparameter, die Bindungslangen und Bindungswinkel von Adpoc-Pro-OH (17) sind
inTab.11, 12 und 13 zu finden.
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Tab. 11. Atomparameter und ihre festgel egten Standardabwei chungen.

Atom X y z

O(1) -0.0014(2) 0.0875(2) 1.0051(1)
0(2) 0.1689(2) 0.2846(2) 0.9847(1)
o)) 0.4521(2) 0.0368(3) 0.8492(1)
0(8) 0.2038(1) -0.0151(2) 0.81935(8)
N(6) 0.3519(2) -0.0047(2) 0.9680(1)
C(2) 0.1193(2) 0.1133(3) 0.9960(1)
C(2) 0.2272(2) -0.0510(2) 1.0018(1)
C(3) 0.3032(2) -0.1062(3) 1.1059(1)
C(4) 0.4427(2) 0.0150(4) 1.1336(1)
C(5) 0.4927(2) 0.0132(3) 1.0450(1)
C(7) 0.3454(2) 0.0091(3) 0.8757(1)
C(9) 0.1638(2) -0.0030(4) 0.7160(1)
C(10) 0.2066(4) 0.1969(7) 0.6907(2)
C(11) 0.2453(3) -0.1593(9) 0.6800(2)
C(12) -0.0079(2) -0.0352(3) 0.6837(1)
C(13) -0.0866(3) 0.1243(5) 0.7214(2)
C(14) -0.2551(3) 0.0848(8) 0.6908(2)
C(15) -0.3144(4) 0.0875(8) 0.5812(2)
C(16) -0.2413(3) -0.0700(6) 0.5435(2)
C(17) -0.0728(3) -0.0370(5) 0.5745(2)
C(18) -0.0452(3) -0.2281(4) 0.7211(2)
C(19) -0.2129(3) -0.2612(7) 0.6898(3)
C(20) -0.2717(4) -0.2614(7) 0.5802(3)
C(21) -0.2865(3) -0.1030(1) 0.7286(2)
Tab. 12. Bindungsabstande [A].

Atom 1 Abstand

01 1.203(2)

02 1.307(2)

o3 1.205(2)
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Atom 1 Atom 2 Abstand
08 C7 1.353(2)
o8 C9 1.457(2)
N6 C2 1.451(2)
N6 C5 1.468(2)
N6 C7 1.347(2)
C1 C2 1.515(2)
C2 C3 1.531(2)
C3 c4 1.512(4)
C4 C5 1.520(3)
C9 C10 1.523(5)
C9 C11 1.517(5)
C9 C12 1.563(3)
C12 C13 1.531(3)
C12 C17 1.539(2)
C12 C18 1.530(3)
C13 Cl4 1.542(5)
C14 C15 1.541(4)
C14 c21 1.490(8)
C15 C16 1.489(5)
C16 C17 1.535(4)
C16 C20 1.495(6)
C18 C19 1.528(4)
C19 C20 1.541(5)
C19 c21 1.497(8)

Tab. 13. Bindungswinkel [°].

Atom 1 Atom 2 Atom 3 Winkel

C7 08 C9 121.8(1)
Cc2 N6 C5 113.2(2)
C2 N6 C7 125.0(1)
C5 N6 C7 121.7(1)
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Atom 1 Atom 2 Atom 3 Winkel

o1 C1 02 122.6(2)
01 C1 c2 121.9(2)
02 C1 C2 115.4(1)
N6 c2 C1 114.8(1)
N6 C2 C3 102.7(1)
C1 Cc2 C3 110.2(2)
C2 C3 C4 103.6(2)
C3 c4 C5 103.8(2)
N6 C5 C4 102.6(2)
O3 Cc7 08 126.2(2)
03 C7 N6 123.8(2)
o8 Cc7 N6 110.0(2)
08 C9 C10 107.8(2)
o8 C9 Cc11 109.1(2)
08 C9 C12 102.9(1)
C10 C9 Cl1 111.4(3)
C10 C9 C12 112.7(2)
C11 C9 C12 112.5(2)
C9 C12 C13 111.2(2)
C9 C12 C17 111.3(2)
C9 C12 C18 110.4(2)
C13 C12 C17 107.7(2)
C13 C12 Ci18 108.0(2)
C17 C12 C18 107.9(2)
C12 C13 Cl4 109.9(2)
C13 Cl14 C15 108.4(3)
C13 Ci4 C21 110.7(3)
C15 Cl4 c21 110.7(4)
Ci4 C15 Cil6 108.7(3)
C15 C16 C17 109.8(3)
C15 C16 C20 110.7(3)
C17 C16 C20 108.8(3)
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Atom 1 Atom 2 Atom 3 Winkel

C12 C17 Cil6 110.9(2)
C12 C18 C19 110.8(2)
C18 C19 C20 108.9(3)
C18 C19 c21 109.7(3)
C20 C19 C21 109.9(3)
C16 C20 C19 109.3(3)
Ci4 C21 C19 109.2(2)

Adpoc-L -Lys(Boc)-OH [DCHA (18)
Ansatz: 2.0 g (0.0080 mol) H-L-Lys(Boc)-OH Cz7HesN3Og (647.93)

Ausbeute: 3.628 g 18 (70 % d. Th.) Ber. C 6859 H 1011 N 6.48
Schmp.: 229 °C (228-229 °C)" Gef. C 6851 H 1005 N 6.54
[a]Zp: -2.8° (¢ = 1, MeOH)

Rfp: 0.46

Die Einkristalle bildeten sich nach mehrtagigem Stehenlassen in n-Hexan.

V.6.6. Kristallstruktur und Analyse von Adpoc-L-Lys(Boc)-OHeDCHA (18)
Adpoc-L-Lys(Boc)-OHsDCHA (18) kristallisiert in der orthorhombischen Raumgruppe P2;2;
mit den Gitterkonstanten a = 960.0(2) pm, b = 1889.3(1) pm, ¢ = 2053.4(2) pm. In Tab. 15
sind die Lageparameter aufgefiihrt. Abb. 62 zeigt die Struktur. Tab. 14 zeigt die
kristallographischen Daten. In den Tab. 16 und 17 findet man die Bindungsldngen und -
winkel.
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&3)

Clo

15y \o——@%

Clu

18

Abb. 62. Kristallstruktur von Adpoc-L-Lys(Boc)-OHDCHA (18).

Tab. 14. Kristall(struktur)daten und Angaben zur Rontgenkristallstrukturanalyse von Adpoc-
L-Lys(Boc)-OH+:DCHA. (18).

Summenformel Cs7HgsN30g g/mol
Molekularmasse 647.95
F (000) 1424
Kristallsystem | orthorhombisch
Kristallform gelbliche Quader
Kristallgrosse 0.240.3+0.5 mun
Raumgruppe P212)2
Gitterkonstanten a=960.0 (2) ppm
b= 1889.3 (1) ppm
¢ =2053.4 (2)'ppm
Zellvolumen 4 3724.4 A
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Dichte

Formeleinheit

Scans

Absorptionskoeffizient p

Methode der Absorptionskorrektur

Min., max. und durchschnittl.
Extinktionskorrektur

Bereichvon h, k und |

Standardreflexe

Zeitintervall der Intensitétskontrolle
Zahl der gemessenen Reflexe; 8-Bereich
Zahl der beobachteten Reflexe

Losung der Struktur

Gewichtung

Verfeinerte Parameter

R

wR

hochster Peak in abschliessender AF map
M esstemperatur

Atomformfaktoren.

1.155 ge.cm’®

4

W

5.813

Difabs, empirisch
0.6798/ 1.2426/ 0.9760
nach Zachariasen
0-0-22-24 . 24
06 - 8/ 1-3-9/ 430

1h

6170/ 5-67 °

5297

direkte Methoden

Vo

416

0.086

0.103

0.772

-60 °C

internationale Tabellen

Tab. 15. Atomparameter und ihre festgel egten Standardabwei chungen.

Atom X y z B(A2)
01 0.2889(5) 0.4370(2) 0.1013(2) 4.1(1)
02 0.7566(4) -0.0400(2) 0.6213(2) 2.67(9)
09 0.5892(5) 0.6751(2) 0.9614(2) 3.3(2)
010 0.3593(4) 0.6750(2) 0.9469(2) 2.86(9)
011 0.2976(7) 0.3640(3) 0.1896(3) 6.0(1)
021 0.4740(5) 0.4520(2) 0.8526(3) 4.1(1)
N1 0.4009(7) 0.6218(3) 0.6296(3) 4.4(1)
N2 0.6317(6) 0.0575(2) 0.6250(3) 3.0(1)
N3 0.6318(5) 0.3025(2) 0.4906(2) 2.3(1)
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Atom X y z B(A2)
C1 0.4991(7) 0.5993(3) 0.8799(3) 2.7(1)
Cc2 0.5243(8) 0.6424(4) 0.8153(3) 3.6(1)
C3 0.5635(9) 0.5949(4) 0.7591(4) 45(2)
c4 0.6075(9) 0.6383(5) 0.6977(4) 5.0(2)
C5 0.4846(9) 0.6740(4) 0.6643(4) 5.0(2)
C10 0.4798(7) 0.6529(3) 0.9346(3) 2.5(1)
C11 0.2344(9) 0.3914(3) 0.1450(3) 3.9(2)
C12 0.4379(8) 0.4620(3) 0.1081(4) 3.6(2)
C13 0.5337(9) 0.3989(4) 0.1023(5) 5.9(2)
Cl14 0.5390(7) 0.2957(3) 0.4318(3) 2.3(1)
C15 0.5342(7) 0.3635(3) 0.3931(3) 3.2(1)
C16 0.4498(9) 0.3516(4) 0.3294(3) 4.6(2)
C17 0.5175(9) 0.2933(4) 0.2880(3) 4.1(2)
C18 0.4796(8) 0.7236(3) 0.1718(3) 3.5(2)
C19 0.6016(7) 0.2343(3) 0.3926(3) 3.0(1)
cz21 0.3721(7) 0.4860(3) 0.8675(3) 2.9(1)
Cc22 0.7832(7) -0.1170(3) 0.6235(3) 2.8(1)
C23 0.9442(7) -0.1207(3) 0.6078(3) 2.4(1)
C24 1.0318(7) -0.0808(4) 0.6592(3) 3.3(1)
C25 1.1887(7) -0.0855(4) 0.6413(4) 3.6(2)
C26 1.2354(9) -0.1629(4) 0.6417(4) 5.0(2)
c27 1.1523(9) -0.2034(4) 0.5893(5) 5.2(2)
C28 0.9902(8) -0.1987(3) 0.6053(4) 4.002)
C29 1.1750(1) -0.1710(4) 0.5211(4) 5.6(2)
C30 1.1291(8) -0.0916(4) 0.5240(4) 4.2(2)
C31 0.9715(7) -0.0875(4) 0.5400(3) 3.3(2)
C32 1.2158(8) -0.0525(3) 0.5741(4) 3.7(2)
C33 0.5936(7) 0.3596(3) 0.5395(3) 2.5(19
C34 0.4442(7) 0.3491(3) 0.5646(3) 3.5(19
C35 0.4129(9) 0.4033(4) 0.6196(4) 5.2(2)
C36 0.5222(9) 0.3974(5) 0.6750(4) 5.2(2)
C37 0.6686(9) 0.4092(4) 0.6482(4) 4.6(2)
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Atom X y z B(A2)

C38 0.7002(7) 0.3544(4) 0.5945(3) 3.5(1)

Ci2a 0.4450(1) 0.5122(5) 0.0490(4) 6.1(2)

C122 0.4530(1) 0.5021(5) 0.1723(4) 5.8(2)

Cc221 0.7504(8) -0.1433(4) 0.6929(3) 3.7(2)

C222 0.6916(8) -0.1537(4) 0.5725(4) 4.1(2)

Tab. 16. Bindungsabstande [A].

Atom1l Atom2 Abstand Atom1l Atom2 Abstand
01 C11 1.351(8) C3 C4 1.560(1)
o1 C12 1.513(9) C4 C5 1.520(1)
02 c21 1.349(8) C12 C13 1.520(2)
02 c22 1.479(6) C12 c121 1.540(2)
09 C10 1.258(8) C12 C122 1.530(2)
010 C10 1.256(8) Cl4 C15 1.508(8)
011 c11 1.213(9) Cl14 C19 1.533(8)
021 c21 1.210(8) C15 C16 1.550(1)
N1 C5 1.460(2) C16 C17 1.540(2)
N1 C11 1.360(2) C17 C18 1.554(9)
N2 C1 1.487(8) C18 C19 1.550(1)
N2 c21 1.360(7) Cc22 c23 1.580(9)
N3 Cl4 1.507(7) Cc22 c221 1.541(9)
N3 C33 1.519(8) Cc22 C222 1.533(9)
C1 c2 1.576(9) c23 C24 1.544(9)
C1 C10 1.523(8) C23 C28 1.539(8)
Cc2 C3 1.510(1) C23 C31 1.551(8)
C24 C25 1.550(1) C30 C32 1.520(2)
C25 C26 1.530(2) C33 C34 1.538(9)
C25 C32 1.540(2) C33 C38 1.528(9)
C26 c27 1.540(1) C34 C35 1.550(2)
c27 C28 1.590(1) C35 C36 1.550(1)
c27 C29 1.540(1) C36 C37 1.530(1)
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Atom1l Atom2 Abstand Atom1l Atom2 Abstand
C29 C30 1.560(2) C37 C38 1.540(2)
C30 C31 1.560(2)

Tab. 17. Bindungswinkel [°].

Atom1l Atom2 Atom3 Winkéd

Atom1l Atom?2 Atom3 Winkd

Cl1
C21
C5
C1
Cl4
N2
N2
C2
C1
C2
C3
N1
09
09
010
o1
O1
011
O1
o1
O1
C13
C13
C121
C24

O1
02
N1
N2
N3
C1l
C1
C1l
Cc2
C3
C4
C5
C10
C10
C10
Cl1
Ci1
Cl1
Ci12
C12
Ci12
C12
Ci12
C12
C25

Ci12
C22
Ci1
C21
C33
C2

C10
C10
C3

C5

010
C1l
C1
O11
N1
N1
C13
Ci1z1
C122
Ci1z1
C122
C122
C26

120.3(5)
120.8(4)
122.5(7)
120.9(5)
116.6(4)
110.3(5)
107.5(5)
107.3(5)
112.0(5)
111.9(6)
112.8(7)
110.4(6)
124.8(6)
116.4(5)
118.8(5)
125.1(7)
109.4(6)
125.1(7)
108.8(6)
99.3(6)

108.8(6)
113.4(7)
113.7(7)
111.7(6)
109.8(6)

N3
N3
C15
Cl4
C15
C16
C17
Cl4
02
02
021
02
02
02
C23
C23
C221
C22
C22
C22
C24
C24
C28
C23
C24

Ci4
Cil4
Ci4
C15
Ci16
C17
C18
C19
Cc21
C21
C21
C22
C22
C22
C22
C22
C22
C23
C23
C23
C23
C23
C23
C24
C25

C15
C19
C19
C16
C17
C18
C19
C18
021
N2
N2
C23
C221
C222
C221
C222
C222
C24
C28
C31
C28
C31
C31
C25
C32

111.6(5)
104.8(5)
112.2(5)
109.7(6)
110.4(7)
108.8(5)
110.6(5)
110.5(5)
126.2(5)
108.5(5)
125.4(7)
101.9(4)
108.1(5)
109.0(5)
112.0(5)
113.7(5)
111.7(5)
111.8(5)
109.2(5)
109.4(5)
109.5(5)
108.9(5)
108.0(5)
109.8(5)
110.7(6)
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Atom1l Atom2 Atom3 Winke Atom1l Atom2 Atom3 Winke
C26 C25 C32 110.1(6) C23 C31 C30 109.5(5)
C25 C26 c27 108.6(6) C25 C32 C30 108.6(6)
C26 c27 C28 109.5(7) N3 C33 C34 110.8(5)
C26 c27 C29 111.2(6) N3 C33 C38 106.4(5)
C28 c27 C29 107.8(7) C34 C33 C38 111.6(5)
C23 Cc28 c27 109.9(6) : C33 C34 C35 109.8(5)
C27 C29 C30 107.7(6) | C34 C35 C36 110.7(6)
C29 C30 C31 109.5(7) C35 C36 C37 110.4(6)
C29 C30 C32 109.7(6) C36 C37 C38 109.9(6)
C31 C30 C32 111.5(6) C33 C38 C37 110.7(6)

Herstellung von  N®-Benzyloxycarbonyl-N®-2,4,6-triisopropylbenzolsulfonyl-L-arginin  (Z-
Arg(Tip)-OH)

4.6 g Z-Arg-OH werden in 100 ml Aceton suspendiert. Dann gibt man unter Rihren 2.5 g
NaOH in 15 ml Wasser zu. Wenn alles gel6st ist, kiihlt man auf 0 °C ab und gibt innerhalb 30
min langsam 10 g 2,4,6-Triisopropybenzolsulfonylchlorid in 30 ml Aceton dazu. Man lasst
weitere drei h bei 0 °C und 4-5 h bei Raumtemperatur rthren. Danach entfernt man das
Aceton im Vakuum und verdiinnt den Rickstand mit 100 ml Wasser. Man schiittelt mit Ether
dreimal aus, und Uberschichtet mit Essigester. Unter Kuhlung suert man mit 3 N HCI auf pH
2.5 an, trennt die organische Phase ab, wascht diese mit Wasser und trocknet Uber Na,SO..

Das Produkt kristallisiert in abs. Diethylether/n-Hexan aus.

Ausbeute: 4.10 g (47.8 % d. Th.) CooH42N4O6S (574.74)
Rfp: 0.60 Ber. C 6060 H 7.36 N 975
Schmp.: 132 °C (133 °C)* Gef. C 6125 H 805 N 9.20

Herstellung von N®-2,4,6-Triisopr opylbenzolsulfonyl-L -arginin (H-L-Arg(Tip)-OH)
4.0 g Z-Arg(Tip)-OH und 20 % HBr/Essigsaure (50 ml) werden 1 h bei Raumtemperatur
gerihrt, und nach beendeter Reaktion im Vakuum getrocknet. Das Produkt féllt sirupartig an.
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Ausbeute: 1.85 g (60.7 % d. Th.) CarH3sN404S (440.60)
Schmp.: 213-215 °C

Herstellung von N°[1-(1-Adamantyl)-1-methylethoxycar bonyl]-N“-2,4,6-triisopr opylbenzol-
sulfonyl-L-arginin (Adpoc-L-Arg(Tip)-OH) (11)

Die Herstellung erfolgt nach tblicher Methode.

Ansatz: 1.80 g (0.00408 mol) N°-2,4,6-Triisopropylbenzolsulfonyl-L-arginin (H-L-Arg(Tip)-
OH.

Ausbeute: 1.96 g 11 (72.66 % d. Th.) CasHssN40sS (660.91)

Schmp.: 165 °C Ber. C 6360 H 835 N 847
[a]%p: -2.3° Gef. C 6315 H 878 N 9.05
Rfp: 0.60

Herstellung von N°%-[1-(1-Adamantyl)-1-methylethoxycar bonyl]-N-(Teter t-butyloxymethyl-L -
histidin (Adpoc-L-His(Bum)-OH) (15)

Ansatz: 1.0 g (0.004 mol) H-L-His(Bum)-OH  CysH39N305 (461.59)

Ausbeute: 1.2 g 15 (63 % d. Th.) Ber. C 6505 H 850 N 9.10
Schmp.: 177-178 °C Gef.. C 6463 H 903 N 8.70
[a]Zp: +3.89 °

Rfp: 0.60

V.6.7. Stabilitatsuntersuchung einer geschitzten Aminosdure am 4-Methoxy-4'-(y-
car boxypr opyloxy)-benzhydrylamin-Har z (D-1600)

Es wurde zunéchst ein Stabilitétstest einer Fmoc-geschitzten Aminosaure, dem Glycinderivat,
am 4-Methoxy-4' -(y-carboxypropyloxy)-benzhydrylamin-Harz (D-1600) gegen 3 % TFA
durchgefiihrt. Der Gehalt des am Harz gebundenen Glycins wird durch UV-Bestimmung von
Fmoc-Gly-NH; bel einer Wellenlange von A = 254 nm ermittelt. Das Ergebnis zeigt Abb. 63
mit Tab. 18.
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Fmoc-Abspaltung
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Abb. 63. Stabilitdit von Fmoc-L-Gly-OH am 4-Methoxy-4'-(y-carboxypropyloxy)-
benzhydrylamin-Anker (D-1600) gegen 3 % TFA/DCM.

Tab. 18. Relativer am Harz gebundener Fmdc—L~GIy-Gelialt nach Behandlung mit 3 %
TFA/DCM (durch UV-Messung bestimmt).

Zeit (b) 100 05 {10 2.0 3.0 4.0 5.0 10.0

D-1600~Harz { 100 97 95 92 89 87.5 86.5 82.4

V.6.8. Festphasensynthese von LELRH (19) am 4-Methoxy-4'- u(yw carboxypropyloxy)
benzhydrylamin-EHarz mit Adpoc-Strategie (Adpoc-Synthese 1 und 2)
Adpoc—Synthese 1 ,
Bei der Adpoc-Synthese 1 verwendet man 0.40 g (0.22 mumiol) Harz und jeweils 0.6 mmol
Adpoc-Aminosduren. Dabei werden die Adpoc-geschiitzten Aminosduren in folgender
Reihenfolge eingesetzt: Adpoc-Gly-OH (68), Ac}poc~Pro—OH (17), Adpoc-Arg(Mtr)-OH (12),
Adpoc-Leu-OH -(69), Adpoc-Tyr(tBu)-OH (72), Adpoc-Sex(tBu)-OH (71), Adpoc-Trp-OH
(70), Adpoc-Hlis(Txt)-OH (16) und pGlu-OTep, Die Operationen erfolgen nach Tab. 19,
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Nach der Synthese werden 675 mg LH-RH-A 1-Harz erhalten.

Adpoc-Synthese 2

Bei der Adpoc-Synthese 2 werden 0.40 g (0.22 mmol) Harz und jeweils 0.6 mmol Adpoc-
Aminosauren eingesetzt: Adpoc-Gly-OH (68), Adpoc-Pro-OH (17), Adpoc-Arg(Mtr)-OH
(12), Adpoc-Leu-OH (69), Adpoc-Tyr(tBu)-OH (72), Adpoc-Ser(tBu)-OH (71), Adpoc-Trp-
OH (70), Adpoc-His(Bum)-OH (15) und p-Glu-OTcp. Die Operationen erfolgen nach Tab.

19.

Nach der Synthese erh&lt man 680 mg LH-RH-A 2-Harz.

Tab. 19. Adpoc-Synthese-Protokoll fir LH-RH (19), Synthesen 1 und 2 fir einen 610
molaren Ansatz und 0.4 g (2.2+10"* mol) Harz mit einer Beladung von 5.2+10* mol/1 g Harz.

Stufe Prozess Reagenzien/L6sungsmittel  Volumen  Zeit
(ml) (min)

1 Waschen DCM 8 2

2 Adpoc-Abspaltung 3% TFA/DCM 8 5
3 Adpoc-Abspaltung 3% TFA/IDCM 8 25
4 Waschen DCM 2md) 128 22
5 TWasthen o6 DiEADCM T R A
6 Waschen 5%DIEA/DCM 8 5
7 Waschen DMF(2md) 28 22
8 Waschen MeOH 2ma) 28 22
9 Waschen DCM 3md) 38 32
10  {ASAktivierung 25 Aquiv. Adpoc-AS + 256 i

Aquiv. HOBt + 275 Aquiv.
DCCI + 4 ml DCM + 2 ml DMF
11  iKupplung (bei Raum-iAktivierte Adpoc-AS | 1150
temperatur)

12 iWaschen DMF 8 2
13 iWaschen 2-Propanol 8 2
14 iWaschen DMF 8 2
15  {Waschen .ocM 8 2
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Stufe Prozess Reagenzien/L6sungsmittel Volumen Zeit
(ml) (min)
16 | ~ |Wiederholung der Stufen 1315 [3-8 (32
17 Ninhydrin-Test? §Nih’ﬁg}a}in/PhenBi')'k’CNaq/Et’H&' ?zo.l """""" 5
, %noI/Pyridin , ,

* Die letzte Kupplung wird 3 h lang mit 3 Aquiv. pGlu-OTcp**

entsprechenden Pentachlorphenylester) + HOBt fur die Adpoc-Synthese 1 und 0.5 h fir die
Adpoc-Synthese 2 durchgefhrt.

(Synthese in Analogie zum

Der Ninhydrin-Test nach Kaiser™ dient zur Detektion freier terminaler Aminogruppen. Dieser
empfindliche Farbtest, der auf der Reaktion von Ninhydrin mit priméren Aminen unter
Bildung von Ruhemanns Purpur beruht, wird bei Festphasensynthesen eingesetzt, wobel das

Ninhydrinreagens folgendermassen hergestellt wird:

Losungl: 500 mg Ninhydrinin 10 ml EtOH
LoésungIl: 80 g Phenol in 20 ml EtOH
Losung I11: 0.4 ml 0.001 mol KCNag in 20 ml Pyridin

Dem zu untersuchenden Polymeren (ca. 1 mg) werden in einem Reagensglas von diesen drei
Ldsungen jewells 3 Tropfen zugegeben. Anschliessend erfolgt eine gute Durchmischung der

Probe, die danach im Trockenschrank 5 min lang bei 120 °C erhitzt wird.

Nach dem Peptidaufbau werden die Harze folgendermassen abgespalten und aufgearbeitet:
Nach dem Waschen mit DMF, MeOH und DCM wird das LH-RH-Harz mit 100 ml
TFA/Thioanisol/EDT/Anisol (90/60/3/1) bei Raumtemperatur 6 h geriihrt. Das Harz wird
abfiltriert und dreimal mit 10 ml Essigsaure gewaschen. Man engt die vereinigten Filtrate im
Vakuum ein, |6st den Rickstand in 1.5 ml Essigsaure und tropft 30 ml abs. Diethylether dazu,
wahrend sich ein Prézipitat bildet, welches filtriert und vierma mit abs. Diethylether

gewaschen wird. Man |6st das Rohprodukt in 20 ml Wasser und lyophylisiert.

- Adpoc-Synthese 1
Die Ausbeute betragt 125 mg LH-RH aus 400 mg LH-RH-A 1-Harz (86.45 % d. Th.) bezogen
auf die Harzbeladung von 0.49 mmol/1 g Harz.
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Das rohe Abspaltungsprodukt der Adpoc-Synthese 1 (s. HPL-Chromatogramm, Abb. 15 A,
Kapitel 1V.10.2.), enthdlt zwel Hauptprodukte im Verhdtnis 52/40. Es handelt sich bei der
Substanz mit RT = 18.23 min um das gewunschte LH-RH (19). Die zweite Substanz (RT =
19.01) wird durch praparative HPLC gereinigt. Die Struktur der zweiten Substanz wird durch
FAB-MS-Untersuchung (Abb. 16) aufgeklart: es wurden zwei pGlu-Reste anstelle von einem
gekuppelt, was zu der Verbindung LH-RH (2-pGlu) (20) fuhrt. Ein weiterer Beweis fir das
Vorhandensein von zwel p-Glu-Resten (die Vermutung, dass die Schutzgruppe des Imidazols
an die Seitenkette von Histidin durch 3% TFA/DCM abgespalten und die freie
Imidazolgruppe bel der anschliessenden Kupplung durch pGlu-OTcp acetyliert wird) wurde
folgender Versuch durchgefuhrt: 20 mg LH-RH-A 1-Harz werden mit 3 % TFA/DCM 1h lang
behandelt. Nach dem Neutralisieren wird das Harz mit 5 Aquiv. pGlu-OTcp/HOBt versetzt.
Nach 24 h wird das Harz abfiltriert und gewaschen. Das so erhaltene Harz wird wieder mit
Abspaltungsreagenzien behandelt und analysiert. Das Ergebnis der HPLC-Untersuchung zeigt
einen deutlichen Anstieg des Gehalts von LH-RH (2-pGlu) (20), (Abb. 15 B).

- Adpoc-Synthese 2
Die Ausbeute betragt 120 mg LH-RH (19) aus 400 mg LH-RH-A 2-Harz (83.0 % d. Th.),
bezogen auf die Harzbeladung von 0.52 mmol/1 g Harz.

V.6.9. Festphasensynthese von LH-RH (19) am 4-Methoxy-4' -(y-car boxypr opyloxy)-
benzhydrylamin-Harz mit der Fmoc-Strategie

Fmoc-Synthese

Bei der Fmoc-Synthese werden 0.55 g (0.30 mmol) Harz und 0.9 mmol Fmoc-AS eingesetzt.
Die Fmoc-geschitzten Aminosduren werden in folgender Reihenfolge verwendet: Fmoc-Gly-
OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Arg(Mtr)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-
Ser(tBu)-OH, Fmoc-Trp-OH, Fmoc-His(Trt)-OH und p-Glu-OTcp. Die Operationen erfolgen
nach Tab. 20.

Man erhét 940 mg LH-RH-F-Harz.

Die Ausbeute betragt 130 mg LH-RH (19) aus 400 mg LH-RH-F-Harz (99.6 % d. Th.),
bezogen auf die Harzbeladung von 0.49 mmol/1 g Harz.

118



V. EXPERIMENTELLER TEIL

Tab. 20. Fmoc-Synthese-Protokoll von LH-RH (19) fiir einen 9¢10™* molaren Ansatz und 0.55

g (3+10*mol) Harz mit einer Beladung von 4.9+10"* mol/1 g Harz.

Stufe Prozess Reagenzien/L 6sungsmittel Volumen Zeit
(ml) (min)
1 Waschen  DMF 18 :2
2 Fmoc-Abspaltung {50 % Piperidi/DMF i 8§ 5 i
3 Fmoc-Abspaltung 50 % Piperidi/DMF 8 5 B
4 Waschen | DMF(@Bma) 38 132 N
5 Waschen MeOH 3ma) | 28 | 22 N
6 Waschen | DCM 3ma) 038 (32 B
7 AS-Aktivierung Fmoc-AS (25 Aquiv) + HOBti6 | B
(2.5 Aquiv.) + DDCI
(2.75 Aquiv.)
+ DCM (4 ml); + DMF (2 ml)
8 Kupplung (bei Raum- | Aktiviete Fmoc-AS | | 150+ |
temperatur)
9 Waschen DMF(@2ma) 8 22 N
10  |[Waschen | 2-Propandl 8 2 B
11 {Waschen DMF 8 2 |
12 iWaschen | bpcM 8 i 2 -
3 Wiederholung der Stufen 10-12°  i3.8  i32 -
14 Ninhydrin-Test®  Ninhydrin/Phenol/KCNag/Etha-  i=0.1 5T i
nol/Pyridin

* Die letzte Kupplung wird mit 3 Aquiv. p-Glu-OTcp*®! (Synthese in Analogie zum

entsprechenden Pentachlorphenylester) + HOBt 3 h lang durchgefhrt.

Nach dem Peptidaufbau wird das Harz wie bei den Adpoc-Synthesen abgespalten und

aufgearbeitet.

V.6.10. Dar stellung von [2-Adamantyl(1)-pr opyl (2)-phenyl-car bonat] (Adpoc-OPh) (10)
Eine Mischung aus 19.4 g (0.1 mol) 2-Adamantyl(1)-propanol(2) (4), 100 ml Dichlormethan
und 12.0 ml Pyridin werden auf -7 °C abgekihlt. Innerhalb von 30 Minuten gibt man eine
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Losung von 15.2 ml Chlorameisensaurephenylester (9) in 50 ml Dichlormethan dazu. Die
wahrend des Zutropfens gebildete Féllung geht nach Rihren tber Nacht bei 0 °C wieder in
Losung. Man giesst das Reaktionsgemisch auf Eis, verdinnt mit 100 ml Dichlormethan und
trennt die organische Phase ab. Man wascht dreimal mit Wasser, trocknet anschliessend Uber

Natriumsulfat und zieht das L 6sungsmittel bei Raumtemperatur im Vakuum ab.

Ausbeute: 8.0 910 (25.5 % d.Th.) CooH2603 (314.43)
Schmp.: 71.5 °C (72°C)™ Be: C 7640 H 833
Rfp: 0.65 Gef: C 7671 H 863

V.6.11. Allgemeine Herstellung der Adpoc-Aminosduren Uber das Adpoc-phenylcarbo-
nat (10)

Unter leichtem Erwédrmen [6st man 10 mmol der entsprechenden Aminoséaure in 4.6 ml einer
40%igen Triton-B-Losung (methanolische Lésung). Das Ldsungsmittels wird im Vakuum
abgezogen und der Rickstand durch zweimalige azeotrope Destillation mit je 50 ml
Dimethylformamid vom Wasser befreit. Man nimmt den auf 50 °C erwarmten Rickstand in
30 ml Dimethylformamid auf, versetzt mit 12 mmol Adpoc-OPh (10) und l&sst die
Reaktionsmischung 3 Stunden lang bei 50 °C ruhren. Zur Aufarbeitung wird zwischen Wasser
und Diethylether/Petrolether (1:1) verteilt, und die abgetrennte wassrige Phase bei 0 °C mit 1
N Zitronensaurel 6sung angesauert (pH 2-3). Es wird mit Diethylether 3-4 mal extrahiert. Nach
ublichem Waschen und Trocknen der Etherauszige wird im Vakuum zur Trockene
eingedampft. Der verbleibende Riickstand wird entweder direkt oder nach Uberfuihren in das
DCHA-Salz zur Kristallisation gebracht.

Mit 10 werden die beiden Aminosauren Glycin und Leucin umgesetzt.

Adpoc-L-Gly-OH (68)

Ansatz: 2.0 g (0.027 mol) H-L-Gly-OH C1sH2sNO;4 (295.38)

Ausbeute: 1.359 68 (17 % d. Th.) Ber.. C 65.06 H 853 N 474
Schmp.: 179 °C (180 °C)™ Gef.: C 64.82 H 837 N 5.02
Rfp: 0.59
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Adpoc-L-Leu-OH (69)
Ansatz: 2.0 g 69 (0.015 mol) H-L-Leu-OH CooH33NO, (351.49)

Ausbeute: 0.81 g (15 %d. Th.) Ber. C 6834 H 946 N 3.98
Schmp.: 176 °C (176 °C)™ Gef. C 6876 H 9389 N 4.16
Rfp: 0.60

[a]%p: -12.3°

V.7. Festphasensynthese von L eucin-Enklephalinamid (48) am 4-Methoxy-
4’ -(y-car boxy-propyloxy)-benzhydrylamin-Harz unter Verwendung der
saur elabilen p-Bumeoc-N®-Aminoschutzgruppe

V.7.1. Darstellung der N®-[1-(4-tert-Butylphenyl)-1-methylethoxycarbonyl]- (p-Bume-
oc-) Aminosaur ederivate

V.7.1.1. Darstellung von 4-ter t-Butylbenzoesaur emethylester'® (26)

50.0 g (0.28 mal) 4-tert-Butylbenzoesaure (24) und 42.82 g (0.36 mol) Thionylchlorid werden
4 h am Ruckfluss gekocht. Das Uberschissige Thionylchlorid wird nach beendeter Reaktion
am Rotationsverdampfer abgezogen. Danach versetzt man mit 100 ml abs. Methanol und |&sst
4 h am Ruckfluss kochen. Man lasst Uber Nacht bel Raumtemperatur rihren. Das
Uberschiissige Methanol wird im Vakuum eingeengt. Das schwach gelbe Ol wird in
Diethylether aufgenommen und zweimal mit Wasser neutral gewaschen. Man trocknet tber
Natriumsulfat und zieht das Losungsmittel im Vakuum ab. Die Fraktion bei 98-100 °C wurde

verwendet.

Ausbeute: 49.6 g 26 (92 % d. Th.)
Kp.: 98-100 °C (Kps: 110-112 °C)**
Rfp: 0.71

C12H160; (192.256)

V.7.1.2. Darstellung von 2-(4-tert-Butylphenyl)-2-propanol (p-Bumeoc-OH)'% (27)
Man gibt 24.375 g (1 mol) Magnesiumspane in 500 ml abs. Diethylether und startet die

Grignard-Reaktion, indem zunédchst 2 ml CH3l zugegeben werden. Der Rest von 1 Mol CHjl
in 300 ml abs. Diethylether wird schliesslich so zugetropft, dass die Reaktionsmischung

121



V. EXPERIMENTELLER TEIL

schwach siedet. Man |&sst so lange reagieren, bis fast alles Magnesium gelost ist (2-3 h).
Danach gibt man 49.0 g (0.255 mol) 4-tert-Butylbenzoesduremethylester (26) in 100 ml abs.
Diethylether so zu, dass die Losung standig siedet. Man lasst ca. 20 h bei Raumtemperatur
rohren. Dann giesst man auf Eis und sduert mit fester Zitronensaure auf pH 4.0 an. Die
organische Phase wird abgetrennt, und dreimal mit Wasser gewaschen. Nach Filtrieren und
Abziehen des Loésungsmittels im Vakuum erhdlt man das schwach gelbe Ol, das sofort

auskristallisiert. Es entstehen lange weisse Nadeln.

Ausbeute: 42.84 g 27 (87.4 % d. Th.) CiaH200 (192.30)
Schmp.: 78 °C (79 °C)** Ber. C 8119 H 1048
Rfp: 0.70 Gef: C 8072 H 11.32

V.7.1.3. Dar stellung von Fluorameisensaur e-[1-(4-ter t-butylphenyl)-1-methylethyl] ester
(p-Bumeoc-F) (29)

30 g (0.156 moal) 2-(4-tert-butyl phenyl)-2-propanol (27) werden unter starkem Ruhren (KPG-
Ruhrer) in 500 ml abs. Diethylether gel6st und mit 22 ml (0.156 mol) Triethylamin versetzt.
Man kuhlt mit Ethanol/Trockeneis-Ké@te-Mischung auf -55 °C. In diese Losung wird SOs-
freies Carbonylchloridfluorid, welches in situ'® *°” aus 200 ml Oleum (65 %) und 160 ml
(0.94 mol) Trichlorfluormethan (Frigen 11), einkondensiert. Nach Beendigung der
Gasentwicklung lasst man das Gemisch auf -10 °C erwdrmen. Das Reaktionsgemisch wird
dann durch Einleiten von Stickstoff entgast, und so von restlichem Flourphosgen (5) befreit.
Man stellt auf einen pH-Wert von 8.0 ein, indem weiteres Triethylamin zugegeben wird, und
ruhrt weitere 10 h. Ausgefallenes Triethylammoniumchlorid wird abfiltriert, der Ruckstand
mit abs. Diethylether gewaschen und die vereinigten Filtrate im Vakuum bei 0 °C eingeengt.

Man erhélt ein gelbliches Ol, das sich bei Raumtemperatur rasch zersetzt.

Ausbeute: 123.91 g 29 (52 % d. Th.) CuH1902F (238.3)
Rfp: 0.74 Ber. C 7056 H 803
Gef. C 7107 H 887

Anhand der Aminosauren Glycin und Leucin wurde getestet, ob sich p-Bumeoc-F (29) als
Einflhrungsreagenz fir die p-Bumeoc-Gruppe eignet. Die Einfihrung wird analog V.6.6.
durchgefihrt.
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V.7.1.4. Allgemeine Her stellung der p-Bumeoc-Aminosauren Uber p-Bumeoc-F (29)

Es werden 10 mmol der entsprechenden Aminosdure, 10 mmol NaHCO; und 10 mmol Na,COs in 100
ml Wasser/Dioxan (60:40) gel6st und auf -7 °C abgekihlt. Innerhalb einer Stunde figt man unter
Rihren langsam eine Losung von 20 mmol p-Bumeoc-F (29) in 20 ml Dioxan zu. Man l&sst 2 h bel -
7 °C und noch 15 h bei Raumtemperatur riihren. Nach Beendigung der Reaktion wird das Dioxan
weitgehend im Vakuum abgedampft und dreimal mit Petrolether (60-90) extrahiert (Die
Petroletherphase wird verworfen!). Dann Uberschichtet man mit 200 ml und sduert mit 2 N
Zitronensaure bis auf einen pH-Wert von 3.5 an. Nach Phasentrennung wird die wéssrige Phase
zweimal mit EE ausgeschiittelt. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Wasser gewaschen
und Uber Na,SO, getrocknet. Man entfernt das Ldsungsmittel im Vakuum und 16st das 6lige Produkt
in n-Hexan und versetzt mit 2 ml DCHA, wobei bereits eine Kristallisation einsetzt.

p-Bumeoc-L -Gly-OH*DCHA (36)

Ansatz: 1.0 g (0.0133 mol) H-L-Gly-OH CasHasN2O4 (474.68)

Ausbeute: 3.49 g 36 (55.6 % d. Th.) Ber. C 7085 H 976 N 5.90
Schmp.: 130.0 °C Gef. C 7132 H 941 N 5.65
Rfp: 0.46

p-Bumeoc-L-Leu-OH (35)

Ansatz: 1.0 g (0.0076 mol) H-L-L eu-OH CaoH:NO;, (349.467)

Ausbeute: 1.81 g 35 (68 % d. Th.) Ber. C 6874 H 89 N 4.00
Schmp.: 92,5 °C Gef. C 6891 H 866 N 3.88
Rfp: 0.60

[0] Zp: +3.2°

V.7.1.5. Dar stellung von 1-[2-ter t-Butylphenyl-(4)-pr opyl-(2)]-phenylcar bonat (28)

Zu einer Mischung von 19.2 g 2-[4-tert-butyl phenyl]-propanol-(2) (27) (0.1 mol), 100 ml
Dichlormethan und 12 ml Pyridin gibt man bel -5 °C innerhalb 30 Minuten eine L&sung von
15.2 ml Chlorameisensaurephenylester (9) in 50 ml Dichlormethan, nach dessen Zugabe ein
dicker weisser Niederschlag ausfallt, der sich nach Ruhren Uber Nacht grosstenteils wieder
auflost. Das Reaktionsgemisch wird auf wenig Eis gegossen; nach Verdinnen mit 100 mli
Dichlormethan wird die organische Phase abgetrennt, zweimal mit 5%iger Salzsdure, dann

dreimal mit Wasser gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und letztlich bei 30 °C
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Badtemperatur im Vakuum eingedampft. Das Ol kristallisiert schnell aus. Reinigung erfolgt

durch schnelles Waschen mit Methanol.

Ausbeute: 24.88 g 28 (79.67 % d. Th.) CaoH240; (312.406)
Schmp.: 72-73°C Ber. C 7689 H 7.74
Rfp: 0.72 Gef. C 7749 H 807

V.7.1.6. Darstellung der N°-[1-(4-tert-Butylphenyl)-1-methylethoxycarbonyl]- (p-Bu-
meoc-)-geschiitzten Aminosauren

1. Methode:

10 mmol der Aminosdure werden in 4.6 ml Benzyltrimethylammoniumhydroxidl6sung
(Triton-B, 40 % in Methanol) bei 50 °C gelost. Nach Abziehen des Losungsmittels im
Vakuum wird der Ruckstand zur Entfernung von Wasser zweimal mit je 20 ml
Dimethylformamid destilliert. Der so erhaltene Riickstand wird bel Raumtemperatur in 30 ml
Dimethylformamid gel6st, mit 12 mmol [2-tert-Butyl-phenyl-(4)-propyl-(2)]-phenylcarbonat
(28) versetzt und Uber Nacht gerthrt.

Anschliessend verteilt man zwischen Diethylether und Wasser und bringt die wéssrige Phase
bei 0°C auf enen pH-Wert von 3.0 bis 3.5. Man verwendet dazu eine 5%ige
Zitronensaurel 6sung. Es wird mehrmals mit EE extrahiert, die vereinigten organischen Phasen
werden mit Wasser gewaschen und anschliessend Uber Natriumsulfat getrocknet. Nach
Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wird der Riickstand in n-Hexan geldst und mit 2 ml
Dicyclohexylamin versetzt. Die Kristallisation beginnt bereits beim Zutropfen des DCHA.
Eine Umkristallisation erfolgt aus M ethanol/n-Hexan.

Die freien p-Bumeoc-N“-Aminosauren erhdlt man durch Waschen der DCHA-Salze mit
5%iger Zitronensdure. Die meisten Derivate kristalisieren bereits beim Abziehen des

L 6sungsmittels aus.

2. Methode:

10 mmol der Aminosaure, 10 mmol NaHCOs;, 10 mmol Na&CO; werden in 50 ml
Dioxan/Wasser (1:1) gelost oder suspendiert. Dann werden 15 mmol [2-tert-Butylphenyl-(4)-
propyl-(2)-phenylcarbonat (28) in 20 ml abs. Dioxan bei Raumtemperatur zugetropft. Man
lasst Uber Nacht rdhren. Nach Beendigung der Reaktion wird das Dioxan im Vakuum
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abgezogen. Dann wird mit n-Hexan dreimal extrahiert. Die wassrige Phase wird mit EE
Uberschichtet und analog Methode 1 weiterverarbeitet.

Die p-Bumeoc-geschitzten Aminosauren werden ausschliesslich nach der ersten Methode
dargestellt.

p-Bumeoc-L -Pro-OH<DCHA (38)

Ansatz : 1.0 g (0.0087 mol) H-L-Pro-OH CaiHsoN2O4 (514.74)

Ausbeute: 1.959 38 (43.7 % d. Th.) p-Bumeoc- Ber.. C 72.33 H 9.79 N 5.44
L-Pro-OH-DCHA Gef.. C 71.38 H 9.45 N 501
Schmp.: 151.5°C

Rfp: 0.49

[a]Z@p: +10.7 °

p-Bumeoc-L -Pro-OH (45)
Ansatz. 1.0 g (0.0019 mol) p-Bumeoc-L-Pro-OHsDCHA (38) mit 5%iger Zitronensaure

waschen.

Ausbeute: 0.53 g 45 (81.7 % d. Th.) CioH27NO; (333.425)
Schmp.: 71.5°C Ber. C 6844 H 816 N 4.20
Rfp: 0.61 Gef. C 6889 H 848 N 4.59

[a] @p: +4.7 °

p-Bumeoc-L -Ser (tBu)-OH=CHA (39)

Ansatz: 1.0 g (0.0062 mol) H-L-Ser C27H4sN2Os (478.669)

(tBu)-OH Ber.. C 67.75 H 9.68 N 5.85
Ausbeute: 0.83 939 (28%d. Th.) Gef.: C 68.97 H 10.36 N 5.93
Schmp.: 206 °C

Rfp: 0.50

[a]Zp: +9.8°

p-Bumeoc-L -Ser (tBu)-OH (46)

Ansatz: 0.5 g (0.0011 mol) p-Bumeoc-L-Ser(tBu)-OH-CHA (39) mit 5%iger Zitronensaure
waschen.

Ausbeute: 0.313g 46 (79 % d. Th.) C21H33NOs (379.493)
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Schmp.: 74.5°C
Rfp: 0.61
[a] Zp: -13.8°

p-Bumeoc-L-L eu-OH (35)

Ansatz: 1g (0.0076 mol) H-L-Leu-OH
Ausbeute: 1.625 g 35 (61 % d. Th.)
Schmp.: 93 °C

Rfp: 0.60

[a]%p: +3.8°

p-Bumeoc-L-L eu-OH*DCHA (73)
Ansatz: 1.0 g (0.0029 mol) p-Bumeoc-
L-Leu-OH

Ausbeute: 1.959g 73 (92 % d. Th.)
Schmp.: 149 °C

Rfp: 0.50

[a]?p: -9.3°

p-Bumeoc-L -Gly-OH*DCHA (36)
Ansatz: 1.0 g (0.0133 mol) H-L-Gly-OH
Ausbeute: 3.1 936 (49.3%d. Th.)
Schmp.: 130.5°C

Rfp: 0.46

p-Bumeoc-L -Gly-OH (44)

Ber.. C 66.46 H 8.76
Gef.. C 66.88 H 917

CaoHa1NOy, (349.467)
Ber. C 6874 H 894
Gef. C 6811 H 9.32

CazHsaN204 (530.79)
Ber. C 7241 H 1025
Gef. C 7288 H 10.68

CasHasN204 (474.68)
Ber. C 7085 H 9.76
Gef. C 7165 H 10.15

N 3.69
N 3.99

N 4.00
N 3.72

N 527
N 525

N 5.90
N 5.88

Ansatz: 1.0 g (0.0021 mol) p-Bumeoc-L-Gly-OHDCHA (36) mit 5%iger Zitronensaure

waschen.

Ausbeute: 0.54 g 44 (86.4 % d. Th.)
Schmp.: 98 °C

Rfp: 0.53

p-Bumeoc-L-Ala-OH+DCHA (37)
Ansatz: 1.0 g (0.0112 mol) H-L-Ala-OH

Ci6H23NO; (293.36)
Ber. C 6550 H 7.90
Gef. C 6602 H 816

CaoHasN,O4 (488.708)

N 4.77
N 4.52
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Ausbeute: 2.35 g 37 (43%d. Th) Ber: C 7127 H 989 N 573
Schmp.: 138-139 °C Gef.. C 7131 H 10.06 N 5.76
RfD: 0.48

[0]?p: +8.5°

p-Bumeoc-L-Ala-OH (43)
Ansatz. 1.0 g (0.0020 mol) p-Bumeoc-L-Ala-OH.DCHA (37) mit 5%iger Zitronensaure

waschen.

Ausbeute: 0.53 g 43 (83.5%d. Th.) C17H2sN O, (307.387)

Schmp.: 87 °C Ber.. C 66.42 H 8.19 N 4.55
Rfp: 0.54 Gef.: C 66.81 H 8.45 N 4.79
[a] @p: -3.1°

p-Bumeoc-L -Phe-OH*DCHA (74)

Ansatz: 1.0 g (0.0060 mol) H-L-Phe-OH CasHs2N204 (564.807)

Ausbeute: 1.47 g 74 (43.5%d. Th.) Ber. C 7443 H 9.28 N 4.96
Schmp.: 143 °C Gef.. C 73.96 H 8.82 N 5.33
Rfp: 0.49

[a] #p: +12.9°

p-Bumeoc-L -Phe-OH (75)
Ansatz: 1.0 g (0.00177 mol) p-Bumeoc-L-Phe-OHsDCHA (76) mit 5%iger Zitronensaure

waschen.

Ausbeute: 0.54 g 75 (79.3 % d. Th.) CzsH2oNO, (383.485)

Schmp.: 101.5°C Ber.. C 7204 H 7.62 N 3.65
Rfp: 0.54 Gef.. C 71.79 H 7.22 N 3.37

[a]?p: +9.8°

p-Bumeoc-L -Asp(OtBu)-OHCHA (76)

Ansatz. 0.5 g (0.0026 mol) H-L-Asp CasHasN205 (506.679)
(OtBu)-OH Ber.. C 66.37 H 9.15 N 5.53
Ausbeute: 0.38g 76 (25 %d. Th.) Gef.: C 65.67 H 9.23 N 5.37

Schmp.: 159.5°C
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RfD: 0.52
[a] Zp: +11.3°

p-Bumeoc-L -Tyr (tBu)-OH+CHA (77)

Ansatz; 0.5 g (0.0021 mol) H-L-Tyr CasHsoN2Os (554.767)

(tBu)-OH Ber. C 7144 H 907 N 5.05
Ausbeute: 0.399 77 (33.8%d. Th.) Gef.. C 71.87 H 8.89 N 4.98
Schmp.: 155 °C

Rfp: 0.51

[a] @p: +9.4 °

p-Bumeoc-L-Tyr (tBu)-OH (78)
Ansatz: 0.3 g (0.00054 mol) p-Bumeoc-L-Tyr(tBu)-OH«CHA (77) mit 5%iger Zitronensaure

waschen.

Ausbeute: 0.20 g 78 (81.7 % d. Th.) Ca7H37NOs (455.591)
Schmp.: 132 °C Ber. C 7118 H 818 N 3.07
Rfp: 0.56 Gef. C 7079 H 7.82 N 3.43

[a]Zp: -10.8°

p-Bumeoc-L-Val-OHsDCHA (40)

Ansatz: 1.0 g (0085 mol) H-L-Val-OH Ca1HsN204 (516.761)

Ausbeute: 1.51 g 40 (37.8 % d. Th.) Ber. C 7205 H 1014 N 752
Schmp.: 138.5°C Gef: C 7166 H 1058 N 6.94
Rfp: 0.48

[a] Zp: -13.7°

N“-Phenoxycar bonyl-L-Val-OHsDCHA (41)

Ansatz: 1.0 g (0.0085 mol) H-L-Val-OH C24HasN204 (418.574)

Ausbeute: 5.0 g 41 (70.43 % d. Th.) Ber:. C 6886 H 9.15 N 6.69
Schmp.: 169-170 °C Gef: C 6846 H 9.14 N 6.70
Rfp: 0.43

Die p-Bumeoc-geschiitzten Aminosauren werden aus ihren DCHA-Salzen freigesetzt, indem
sie zunéchst in Essigester oder Diethylether suspendiert werden. Es wird dann einmal mit
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5%iger Zitronensaure und noch zwei- bis dreima mit Wasser neutral gewaschen und tber

NaxSO, getrocknet. Die Aminosauren kristallisieren bereits beim Einengen der org. Phase aus.

V.7.1.7. Bestimmung der Spaltgeschwindigkeit (mittels HPLC) und nach der
allgemeinen Abspaltungsvor schrift

HPL C-Methode: chromatographische Bedingungen:

RP-18-Saule (254 cm; Partikelgrosse: 5 um); Druck: 210 bar; Durchflussrate: 1 ml/min;
mobile Phase: 85 % MeOH, 15 % 0.01 M Ammoniumacetatlosung; pH = 5.1; isokratische
Bedingungen; Injektion: 10 pl; Detektion bei 254 nm.

allgemeine Abspaltungsvor schrift:

20 mg (0.057 mmol) p-Bumeoc-L-Leu-OH (35) werden mit 1 ml Abspaltungsreagenz bei
23 °C versetzt und stark gertihrt. Nach bestimmten Zeitabstanden (15, 30, 45 sec. usw.)
werden jeweils 20 pl entnommen und die Reaktion durch Einbringen in ein vorbereitetes
Reaktionsgefass abgestoppt (Messzeit). Dieses enthdt 200 pl Methanol und je nach
Abspaltungsmedium 50-100 pl 5%ige NH3-Losung (die Menge wurde durch eine Blindprobe
fr jedes Ragenz vorher bestimmt; der pH-Wert sollte nach dem Abstoppen bei ca. 8 liegen).
Die Loésung wird im Eksiccator Uber Phosphorpentoxid eingedampft und dann in 40 pl
MeOH/H,0 (8.2, v/v) (die wassrige Phase wurde mit verdinnter Schwefelsdure auf pH 4
gebracht) gelost. Nun werden 2 pl von jeder Probe auf eine DC-Platte getlpfelt und im
System D chromatographiert. Als Referenz werden eine 1%ige Losung der geschitzten
Aminosaure und Leucin-Losung verschiedener Konzentration mitchromatographiert. Nach
dem Trocknen wird mit Ninhydrin-Lésung bespriint und im Trockenschrank bei 120 °C

wahrend 5 Minuten entwickelt.

In Tab. 8, 1V.3.7., werden die absoluten und relativen Geschwindigkeitskonstanten von p-
Bumeoc in den Abspaltungsmedien b) und c) mit denen von Boc, Adpoc, Ppoc und Bpoc und

t-Bumeoc verglichen.
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V.7.1.8. Synthese von N°-[1-(4-tert-Butylphenyl)-1-methylethoxycar bonyl]-L -L eu-N-
hydroxy-succinimidester (p-Bumeoc-L-Leu-OSu (47))

1.0 g (0.00286 mol) p-Bumeoc-L-Leu-OH (35) und 0.39 g (0.00286 mol) N-Hydroxysuccin-
imid werden in 10 ml DMF (aprotisches Lésungsmittel) geldst und unter Rihren und Kihlung
auf 0 °C mit 0.7 g (0.00343 mol) N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid versetzt. Man l&sst 1 h lang
bei dieser Temperatur und weitere 12 h bel Raumtemperatur rohren. Danach wird der
entstandene N,N’-Dicyclohexylharnstoff abfiltriert und die Losung bei 25 °C im Vakuum
eingeengt. Man |6st den Rickstand in wenig abs. Diethylether oder CH,Cl,, kihlt auf -20 °C
und filtriert erneut. Das Produkt wird mit n-Hexan zur teilweisen Kristallisation gebracht und

anschliessend im Vakuum tber P,Os getrocknet.

Ausbeute: 0.54 g 47 (42 % d. Th.) CaaHauN,Og (446.54)
Rfp: 0.57 Be: C 6455 H 7.67 N 6.27
Gef: C 6573 H 823 N 657

V.7.1.9. Abspaltung der Fmoc-Gruppe vom Harz (D-1600)

0.6 g Fmoc-Amid-Harz werden in CH,Cl, 10-12 h zunéchst zum Quellen gebracht. Dann
wascht man zuerst 3¢10 min mit 10 ml CH,Cl,, dann 2¢10 min mit 10 ml DMF. Die Fmoc-
Abspaltung geschieht 110 min lang mit 10 ml 20 % Piperidin/DMF und dann noch einmal 25
min lang mit 10 ml 20 % Piperidin/DMF. Man wascht danach in der Reihenfolge 1 bis 4 mit:
1 10 ml DMF (2210 min)

2 10 ml 1,4-Dioxan/Wasser (2:1) (2¢10 min)

3 10 ml DMF (3+10 min)

4 10 ml CH,Cl; (3-10 min)

V.7.1.10. Bestimmung der Har zbeladung

0.4 g (0.22 mmol) Harz (D-1600) werden in 10 ml CH,Cl, suspendiert und mit 0.6 mmol p-
Bumeoc-L-Leu-OH, 0.9 mmol 1-Hydroxybenzotriazol in DMF und 10 pl Bromphenolblau in
Dimethylacetamid versetzt. Der dunkelblaue Reaktionsansatz wird 3 Minuten lang
aquilibriert. Dann fugt man 0.6 mmol N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid hinzu, und schittelt die
Mischung 100 Minuten lang, wahrend die Farbe der Lésung von blau nach gelb wechselt,
wodurch das Ende der Kupplungsreaktion angezeigt wird. Die LOsungsmittel werden
abgesaugt und verbleibende Reagenzien mit je 10 ml CH.Cl, (35 min), Dimethylacetamid

130




V. EXPERIMENTELLER TEIL

(31 min), Isopropanol (33 min) und CH,Cl, (3«5 min) ausgewaschen. Eventuell vorhandene
freie Aminofunktionen werden anschliessend mit 0.2 ml (0.2 mmol) Acetanhydrid, 0.16 ml
(0.2 mmol) Pyridin und 10 ml Methylenchlorid innerhalb von 30 min bei Raumtemperatur
acetyliert. Nach den tblichen Waschvorgangen wird das Harz im Vakuum getrocknet. Durch
quantitative Aminosdureanalyse einer Harzprobe nach 24-stiindiger Hydrolyse mit 6 N HCI
und anschliessender OPA/MPA-Derivatisierung ergibt sich ein Leucingehalt von 0.44 mmol
Leu/1g Harz.

V.7.1.11. Protokoll zur Festphasen-Synthese von Leucin-Enkephalinamid (L-
Tyrosin(tBu)-L -glycinyl-L -glycinyl-L -phenylalanyl-L -leucinamid) (48)

Nach der Kupplung von p-Bumeoc-L-Leucin (35) an das Harz wird die weitere Synthese von
Leucin-Enkephalin (48), wie im Syntheseprotokoll (s. Tab. 21) beschrieben, ausgefihrt. Die
p-Bumeoc-geschiitzten Aminosauren werden in folgender Reihenfolge eingesetzt:
p-Bumeoc-L-Leu-OH (35), p-Bumeoc-L-Phe-OH (75), p-Bumeoc-L-Gly-OH (44), p-Bumeoc-
L-Gly-OH (44), p-Bumeoc-L-Tyr(tBu)-OH (78).

Tab. 21. Syntheseprotokoll von Leucin-Enkephalin

Stufe Vorgang Reagenzien/L6sungs- Volumen Zeit
mittel (ml) (min)
1 Waschen CHCl; 10 35
2 [p-Bumeoc-Abspaltung 10.25 % TFA/CH,Cl, 10 135
3 p-Bumeoc-Abspaltung 0.25 % TFA/CH,Cl; 10 110
4 Waschen CH.Cl, 10 31
5 Neutralisation Diisopropylethylamin {10 15
6 Neutralisation Diisopropylethylamin 10 110
7 Waschen CH.Cl, 10 61
g ASAkivieurg 06 Aquiv. pBumeoo- 10 12
Aminosaure, 0.9 Aquiv.

'HOB, 0.6 Aquiv. DCCI +
| CH,Cl + Brom- 5
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Stufe Vorgang Reagenzien/L6sungss Volumen Zeit
mittel (ml) (min)
9 Kupplung (bei Raumtempe-|Aktivierte p-Bumeoc-AS (10 100
ratur)
10 Waschen CH.Cl, 10 35
11 Waschen Dimethylacetamid 10 31
12 Waschen Isopréﬁénol """"" 10 33

Nach der Synthese werden 510 mg L eucin-Enkephalin-Harz erhalten.

V.7.1.12. Darstellung von L-Tyrosin(tBu)-L-glycinyl-L-glycinyl-L-phenylalanyl-L -
leucinamid (48)

Man suspendiert 500 mg des voll geschitzten Peptid-Harzes und 300 mg 2-Methylindol in 2
ml Anisol, spult unter Ruhren mit Stickstoff durch, und setzt 15 ml Trifluoressigsdure zu.
Man lasst vier Stunden bei 49 °C reagieren. Dann wird das Harz abfiltriert, mit wenig
eisgekuhlter TFA nachgewaschen, und die vereinigten Filtrate im Vakuum eingeengt. Den
verbleibenden Ruckstand nimmt man in Methanol auf und pipettiert in vorgekihiten abs.
Diethylether ein. Das Prézipitat wird filtriert und sorgfdltig mit abs. Diethylether

nachgewaschen und im Hochvakuum tber Kaliumhydroxid getrocknet.

Ausbeute: 91 mg 48 (94.8 % d. Th.) bezogen auf die Harzbeladung von 0.49/1 g Harz
Rfp: 0.47
CagH2sN6Os (544.565) Ber. C 6175 H 5.18 N 1543

Gef.. C 61.58 H 5.09 N 14.97

ASA: Tyr 1.00 (1), Gly 1.99 (2), Phe 0.99 (1), Leu 1.00 (1).

Im speziellen Teil, Kap. 1V.3.4., wurde der thermische Zerfall des p-Bumeocphenylcarbonats

beschrieben. Wie bereits erwadhnt wurde, so konnten von 2-Phenoxy-2-tert-butyl phenylpropan

(34), der bel diesem Zerfall entstehenden Verbindung, Einkristalle erhalten werden.
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V.7.2. Kristallstruktur und Analyse von [2 (4-Tertidgrbutylphenyl)-propyl-2)]-phenyl-
ether (34)

[2-(4-Tertidrbutylphenyl)-propyl-2]-phenylether (34) “kristallisiert in der orthorhombischen
Raumgruppe P2;2) mit den Gitterkonstanten a = 643.58(4) pm, b = 4706.4(3) pm und ¢ =
_ 1048.8(1) pm. Die kristallographischen Daten sowie die Angaben zur Réntgenstrukturanalyse
sind in Tab.22 zu finden. Abb. 64 zeigt die Struktur, In Tab. 23 sind die Lageparameter
aufgefiihrt, In Tab. 24 und 25 sind die Bindungslingen und -winkel aufgezeigt. -

u3

Q xuo 31«2 o
0
llc “.2 w&

3141

Cax
C
i1

2 \Daxz 34
’ \WS:Q 02%

Cz
C

C C‘ol
22 zs ‘45%

C

23 i &

Abb. 64. Kristallstruktur von [2-(4-Tertidcbutylphenyl)-propyl-2]-phenylether (34),

Tab. 22. Kristall(struktur)daten und Angaben zur Rontgenkristallstrukturanalyse von [2-(4-
Tertidrbutylphenyl)-propyl-2]-phenylether (34).

Summenformel Cagllus O,
Molekularmasse 536.81
Kristallsytem ‘ orthorhombisch
Raumgruppe ‘ P2;2121
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Gitterparameter

Kristallgrosse

Kristallform

F (000)

Zéellvolumen

Dichte

Formeleinheit

Scans
Absorptionskoeffizient
Absorptionskorrektur

Min., max. und durchschnittl.
Extinktionskorrektur

Bereich von h, k, und |
Standardreflexe

Zeitintervall der Intensitatskontrolle
Zahl der gemessenen Reflexe
Zahl der beobachteten Reflexe
L 6sung der Struktur
Gewichtung

Verfeinerte Parameter

R

wR

M esstemperatur

hochster Peak in abschliessender AF map

Atomformfaktoren

a=643.58(4) pm

b = 4706.4(3) pm

c =1048.8(1) pm
0.35¢0.35°1 mm
weisse Nadeln

1168

3177.0 A3

1.122 gecm’3

4

w20

4.803

Difabs, empirisch
0.7817/ 1.4723/ 0.9744
keine
0-7,0-56,-12 .12
-22-17/-30-4/00-24
1h

5294/5-65 °C

2754

direkte Methoden

Vo

362

0.071

0.072

-50°C

0.359

internationale Tabellen

Tab. 23. Atomparameter und ihre festgel egten Standardabwei chungen.

Atom X z B(A2)
o1 1.029(1) 0.0786(1) -0.3672(6) 4.5(1)
02 0.972(1) 0.0797(1) 0.1285(6) 4.7(1)
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Atom X y z B(A2)
C11 1.063(2) 0.1211(2) -0.2438(8) 4.2(2)
C12 1.161(1) 0.1384(2) -0.1478(9) 3.8(2)
C13 1.081(2) 0.1617(2) -0.0916(9) 5.7(3)
Cl14 0.896(1) 0.1715(2) -0.1284(8) 4.2(2)
C15 0.783(2) 0.1555(2) -0.228(1) 5.7(3)
C16 0.863(1) 0.1298(2) -0.291(2) 5.9(3)
c21 0.916(1) 0.0604(2) -0.3007(7) 3.0(2)
C22 0.819(1) 0.0398(2) -0.3765(7) 3.7(2)
C23 0.688(1) 0.0205(2) -0.3212(9) 4.2(2)
c24 0.643(2) 0.0175(3) -0.183(1) 7.7(4)
C25 0.738(1) 0.0401(2) -0.112(2) 5.2(2)
C26 0.884(2) 0.0638(3) -0.170(2) 6.2(3)
C31 0.922(1) 0.1230(2) 0.2618(8) 3.5(2)
C32 1.120(1) 0.1316(2) 0.2248(7) 3.5(2)
C33 1.206(1) 0.1552(2) 0.2715(9) 4.002)
C34 1.115(2) 0.1713(2) 0.3574(9) 5.0(2)
C35 0.905(2) 0.1619(2) 0.404(1) 5.4(3)
C36 0.810(2) 0.1368(2) 0.357(1) 5.9(3)
C41 1.106(2) 0.0591(2) 0.189(1) 5.5(2)
c42 1.133(1) 0.0604(2) 0.3270(7) 3.3(2)
C43 1.243(2) 0.0411(2) 0.3745(9) 5.2(2)
ca4 1.341(1) 0.0201(2) 0.300(1) 4.2(2)
C45 1.310(2) 0.0167(3) 0.165(1) 7.4(3)
C46 1.188(2) 0.0403(2) 0.105(1) 6.1(3)
C111 1.165(2) 0.0983(2) -0.3042(8) 4.1(2)
C112 1.324(2) 0.0770(3) -0.2200(1) 8.1(4)
C113 1.293(2) 0.1117(2) -0.4270(1) 5.1(2)
C311 0.808(1) 0.0970(2) 0.1921(9) 4.4(2)
C312 0.671(2) 0.0813(2) 0.2773(8) 3.9(2)
C313 0.692(2) 0.1985(2) 0.0832(9) 4.7(2)
C340 1.205(2) 0.1985(2) 0.4207(9) 5.3(2)
C341 1.308(2) 0.1895(3) 0.5450(1) 9.1(4)
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Atom X y z B(A2)
C342 1.422(2) 0.2056(6) 0.3910(3) 26.0(1)
C343 1.045(2) 0.2259(3) 0.4330(2) 12.8(5)
C140 0.801(2) 0.1989(3) -0.0740(1) 7.5(3)
C141 0.636(2) 0.2112(2) -0.1660(1) 9.2(3)
C142 0.806(5) 0.1998(5) 0.060(2) 22.0(1)
C143 0.932(3) 0.2222(3) -0.1030(2) 14.5(6)
H22 0.8445 0.0391 -0.4657 4.8*
H23 0.6181 0.0077 -0.3768 5.4*
H24 0.5620 0.0027 -0.1565 10.0*
H25 0.7108 0.0408 -0.0225 6.8*
H26 0.9435 0.0787 -0.1216 8.1*
H12 1.2964 0.1327 -0.1212 4.9*
H13 1.1555 0.1710 -0.0258 7.4*
H15 0.6502 0.1621 -0.2523 1.4*
H16 0.7903 0.1199 -0.3558 1.7*
H42 1.0715 0.0749 0.3775 4.3*
H43 1.2615 0.0406 0.4643 6.8*
H44 1.4339 0.0073 0.3415 5.5*
H45 1.3624 0.0009 0.1187 9.6*
H46 1.1691 0.0419 0.0150 7.9*
H35 0.8351 0.1729 0.4664 7.0*
H36 0.6801 0.1300 0.3874 7.7%
H33 1.3387 0.1606 0.2411 5.2*
H32 1.1951 0.1204 0.1652 4.6*
H311 0.6228 0.0934 0.0402 6.1*
H312 0.5926 0.1218 0.1126 6.1*
H313 0.7855 0.1175 0.0261 6.1*
H314 0.6073 0.0661 0.2318 5.1*
H315 0.7496 0.0738 0.3462 5.1*
H316 0.5669 0.0936 0.3093 5.1*
H341 1.3645 0.2057 0.5865 11.9*
H342 1.2071 0.1809 0.5993 11.9*
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Atom X y z B(A2)
H343 1.4155 0.1763 0.5280 11.9*
H344 1.1147 0.2412 0.4727 16.6*
H345 0.9998 0.2314 0.3505 16.6*
H346 0.9279 0.2205 0.4830 16.6*
H347 1.4602 0.2225 0.4345 34.0*
H348 1.5099 0.1905 0.4173 34.0*
H349 1.4365 0.2084 0.3016 34.0*
H111 1.3795 0.0627 -0.2740 10.5*
H112 1.4336 0.0879 -0.1844 10.5*
H113 1.2474 0.0682 -0.1528 10.5*
H114 1.2640 0.0969 -0.4705 6.7*
H115 1.1980 0.1206 -0.4837 6.7*
H116 1.3909 0.1253 -0.3975 6.7*
H141 0.7451 0.2171 0.0888 29.0*
H142 0.7291 0.1842 0.0935 29.0*
H143 0.9453 0.1987 0.0888 29.0*
H144 0.8727 0.2391 -0.0698 18.9*
H145 1.0647 0.2192 -0.0664 18.9*
H146 0.9452 0.2239 -0.1931 18.9*
H147 0.5789 0.2280 -0.1308 11.9*
H148 0.6985 0.2153 -0.2458 11.9*
H149 0.5281 0.1976 -0.1780 11.9*
Tab. 24. Bindungsabstéande [A].

Atom1l Atom2 Abstand Atom1l Atom2 Abstand
o1 c21 1.32(1) Cc22 Cc23 1.37(1)
01 c111 1.44(1) C23 C24 1.49(2)
02 c41 1.45(1) C24 C25 1.44(2)
02 C311 1.49(1) C25 C26 1.58(1)
C11 C12 1.45(1) C31 C32 1.40(1)
C11 C16 1.44(1) C31 C36 1.39(1)
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Atom1l Atom2 Abstand Atom1l Atom2 Abstand

Cl1 C111 1.40(2) C31 C311 1.60(2)

C12 C13 1.36(1) C32 C33 1.33(2)

C13 C14 1.33(2) C33 C34 1.31(2)

C14 C15 1.48(1) C34 C35 1.50(2)

Cl4 C140 1.54(2) C34 C340 1.55(2)

C15 C16 1.47(2) C35 C36 1.42(1)

c21 Cc22 1.40(2) C41 Cc42 1.46(1)

C21 C26 1.39(2) C41 C46 1.36(2)

C42 C43 1.26(1) C311 C313 1.47(2)

C43 c44 1.42(1) C340 C341 1.53(2)

C44 C45 1.44(2) C340 C342 1.48(3)

C45 C46 1.50(2) C340 C343 1.65(2)

Cl11 C112 1.69(2) C140 C141 1.55(2)

C111 C113 1.66(1) C140 C142 1.41(3)

C311 C312 1.45(2) C140 C143 1.41(3)

Tab. 25. Bindungswinkel [°].

Atom1l Atom2 Atom3 Winke Atom1l Atom2 Atom3 Winke
C21 01 Cl11 120.7(6) C32 C31 C311 121.0(7)
C41 02 C311 126.1(7) C36 C31 C311 116.5(8)
C12 C11 C16 118.1(8) C31 C32 C33 121.3(8)
C12 Cc11 C111 122.9(9) C32 C33 C34 123.3(9)
C16 C11 Cl11 118.6(8) C33 C34 C35 116.8(9)
Cl1 C12 C13 126.6(9) C33 C34 C340 127.0(1)
C12 C13 C14 120.0(1) C35 C34 C340 116.1(8)
C13 C14 C15 117.7(9) C34 C35 C36 121.3(9)
C13 C14 C140 122.7(9) C31 C36 C35 114.0(1)
C15 C14 C140 120.0(1) 02 Cc41 Cc42 118.8(8)
C14 C15 C16 124.4(9) 02 Cc41 C46 112.2(9)
Cl1 C16 C15 113.1(9) C42 Cc41 C46 129.0(9)
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Atom1l Atom2 Atom3 Winke Atom1l Atom2 Atom3 Winke

o1 c21 Cc22 113.2(7) C41 C42 C43 115.4(9)
01 C21 C26 121.7(8) C42 C43 Cc44 122.8(9)
C22 c21 C26 124.8(8) C43 C44 C45 125.0(1)
C21 C22 C23 119.6(7) C44 C45 C46 115.0(1)
C22 c23 C24 126.6(9) C41 C46 C45 114.0(2)
c23 C24 C25 111.0) | O1 C111  c1u 114.6(8)
Cc24 C25 C26 125.0(2) | o1 Cl11 C112 103.1(7)
C21 C26 C25 112.8(9) 01 Cl11 C113 101.1(6)
C32 C31 C36 122.6(8) C11 Cl11 C112 119.9(8)
Cl1 Cl11 C113 107.0(7) C34 C340 C343 116.0(1)
C112 Cl11 C113 109.5(8) C34l C340 C342 80.0(1)

02 C311 C31 107.2(7) C3dl C340 C343 115.0(2)
02 C311 C312 115.3(7) C342 C340 C343 116.0(2)
02 C311 C313 102.3(7) Ci4 C140 Ci141 111.0(1)
C3l C311 C312 112.6(7) | Ci4 C140 C142 113.0(2)
C31 C311 C313 107.5(8) Cl14 C140 C143 109.0(2)
C312 C311 C313 110.9(8) Cl141 C140 C142 129.0(2)
C34 C340 C341 107.5(8) Ci41 C140 C143 100.0(2)
C34 C340 C342 117.0(2)

V.8. Dar stellung von N°-1so-M eoc-geschiitzten Aminoséuren

V.8.1. Darstellung von 4-1 sopr opylbenzoesiur emethylester ' (51)

50 g 4-1sopropylbenzoesédure (49) (0.30 mol) und 53 g Thionylchlorid (0.45 mol) werden 4 h
am Riickfluss gekocht. Uberschiissiges Thionylchlorid wird am Rotationsverdampfer
abgezogen. Die verbleibende Lésung wird mit 100 ml abs. Methanol versetzt. Man lasst 3 h
am Riuckfluss kochen und danach noch Uber Nacht bei Raumtemperatur weiterreagieren.
Uberschiissiges Methanol wird im Vakuum eingeengt. Das schwach gelbe O wird in
Diethylether aufgenommen und zweimal mit Wasser neutral gewaschen. Man trocknet tber
Natriumsulfat, zieht das Losungsmittel am Rotationsverdampfer ab. Die Fraktion bei 92-

95 °C wurde verwendet.

139



V. EXPERIMENTELLER TEIL

Ausbeute: 47.75 g 51 (88.30 % d. Th.)
Kp.: 92-95 °C (Kp.: 126 °C, 14 Torr)*®
Rfp: 0.68

CuH140, (178.23)

V.8.2. Dar stellung von 2-(4-1sopropylphenyl)-2-propanol (Iso-M eoc-OH )% (52)

Zu 24.3 g (1 mol) Magnesium in 100 ml abs. Diethylether tropft man so langsam 142 g (1
mol) Methyliodid in 200 ml abs. Diethylether, dass die Reaktionsmischung siedet. Nachdem
sich fast alles Magnesium gelost hat (2-3 h) werden 44.55 g (0.25 mol) 4-lsopropyl-
benzoesauremethylester (51) in 100 ml abs. Diethylether so zugetropft, dass die Losung
standig siedet.

Ausbeute: 38.77 g 52 (87 % d. Th.) C1oH1g0 (178.27)
Schmp.: 38.5 °C (38 °C)*** Ber. C 8085 H 1017
Rfp: 0.55 Gef: C 8040 H 1040

V.8.3. Dar stellung von [2-1sopr opylphenyl-(4)-propyl-(2)]-phenylcar bonat (53)

17.8 g 2-[4-1sopropylphenyl]-propanol-(2) (52) (0.1 mol), 100 ml Dichlormethan und 12 ml Pyridin
werden bei -5 °C innerhalb 30 Minuten mit einer Ldsung von 15.2 ml Choroamei sensdurephenylester
(9) in 50 ml Dichlormethan versetzt. Nach dem Zutropfen bildet sich eine dicke, weisse Féllung, die
nach Ruhren Gber Nacht bei 0 °C grésstenteils wieder in Lésung geht. Das Reaktionsgemisch wird auf
wenig Eis gegossen; nach Verdinnen mit 100 ml Dichlormethan wird die organische Phase
abgetrennt, zweimal mit 5%iger Salzsaure, dann dreimal mit Wasser gewaschen, Uber Natriumsulfat
getrocknet und letztlich bei 30 °C Badtemperatur im Vakuum eingeengt. Das Ol wird zu einer

schleimigen, weissen Masse, die aber unter den Ublichen Bedingungen nicht auskristallisiert.

Ausbeute: 13.5 953 (45.3%d. Th.)
Rfp: 0.72
Ci9H2203 (298.38)
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V.8.4. Dar stellung von 1so-M eoc-L -Ala-OH+DCHA (57)

Ansatz: 1.0 g (0.0112 mol) H-L-Ala-OH CasHasN20, (474.68)

Ausbeute: 0.59 57 (9.96 % d. Th.) Ber. C 70.85 H 9.76 N 5.90
Gef.. C 71.69 H 9.12 N 6.43

V.8.5. Darstellung von 1so-Meoc-L -L eu-OH*DCHA (58)
Ansatz: 1 g (0.00762 mol) H-L-Leu-OH

Ausbeute: 0.34 g 58 (8.6 % d. Th.)
Cs1Hs2N204 (516.76)

V.9. t-Bumeoc-geschiitzte Aminosaur en Uber t-Bumeoc-OPh (66)

V.9.1. Darstellung von tert-Butylchlorid™® (60)
185.4 g (2.5 mol) tert-Butylalkohol werden mit 616.3 ml 12 N HCI konz. im Scheidetrichter

einige Minuten lang kraftig geschittelt. Danach gibt man festes NaCl zur besseren
Entmischung dazu, trennt die organische Phase ab, die dann mit 150 ml 5%iger NaHCO;3
gewaschen wird.Danach wird noch zweimal mit Wasser gewaschen, und tber Natriumsulfat
getrocknet. Nach fraktionierter Destillation werden die produkthaltigen Fraktionen (49-51 °C)

getrennt gesammelt.

Ausbeute: 213.2g60 (92 % d. Th.)
Kp.: 51 °C (Kp.: 49-51 °C, 760 Torr)*®
C4HoCl (92.57)

V.9.2. Darstellung von 3,5-Di-tert-butyltoluol** 1% (61)

210 g (2.26 mal) tert-Butylchlorid (60) und 120.7 ml (1.13 mol) abs. Toluol (59) werden unter
starkem Ruhren (KPG-Ruhrer!) auf -10 °C gekdhlt. Man gibt in kleinen Mengen innerhalb
einer Stunde 2.98 g (22.6 mmol) wasserfreies AICl; zu. Schon nach einigen Minuten

beobachtet man heftige HCI-Entwicklung. Man lasst Uber Nacht bei Raumtemperatur rihren.
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Danach giesst man den Reaktionsansatz auf eine Mischung aus Eis’HClygn,. (1:1), trennt die
organische Phase ab, wascht mit Wasser, mit 5%iger Natriumcarbonatlésung und
anschliessend mit Wasser neutral. Nach Trocknen tber Natriumsulfat wird das Produkt bei 17
Torr Uber einer Vigreux-Kolonne destilliert. Die Fraktion zwischen 93 °C bis 140 °C wird
einer Vakuumdestillation bei 98 °C (5.8 Torr) unterworfen, wobei das Produkt im Kihler zu

schénen grossen Kristallen auskristallisiert.

Ausbeute: 319.93 g 61 (69 % d. Th.) CisHa4 (204.354)
Schmp.: 32 °C (31-32 °C)'# Ber. C 8316 H 11.83
Rfp: 0.78 Gef: C 8808 H 11.78

V.9.3. Dargtellung von 3,5-Di-tert-butylbenzoesiur €' 1% (62)

In einem 2I-Dreihal skolben, versehen mit KPG-Ruhrer und Ruckflusskihler, werden zu einer
Mischung von 315 g (1.54 mol) 3,5-Di-tert-butyltoluol (61) in 474g (6 mol) Pyridin, 300 ml
Wasser und 86.06 g (1.54 mol) Kaiumhydroxyd innerhalb 4-5 h 270.23 g (1.71 mol)
Kaliumpermanganat in kleinen Portionen zugegeben. Man erhitzt den Reaktionsansatz im
Olbad auf ca. 95 °C, l&sst mindestens 10 h am Ruckfluss kochen. Danach kiihlt man ab und
filtriert Uber Celite, um ein Verstopfen der Filterporen zu vermeiden. Der Mangandioxid-
Ruckstand wird mit 2 N Kaliumhydroxidlosung gewaschen. Die vereinigten akalischen
Losungen werden filtriert, und das Losungsmittel weitgehend abgezogen. Danach wird mit
Essigester Uberschichtet und mit 4 N Schwefelsdure auf pH 1.0 angesauert. Die wassrige
Phase wird noch zweima mit Essigester extrahiert. Man wascht die vereinigten
Essigesterphasen mit Wasser neutral, trocknet Uber Natriumsulfat, filtriert und engt im

Vakuum ein, wobei die Saure bereitsin farblosen Nadeln kristallisiert.

Ausbeute: 270.9 g 62 (75 % d. Th.) CisH20, (234.337)
Schmp.: 170 °C (171-171.6 °C)** Ber.. C 76.88 H 9.46
Rfp: 0.54 Gef. C 7791 H 963
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V.9.4. Darstellung von 3,5-Di-tert-butylbenzoesiur emethylester'® (64)

265 g (1.13 mol) 3,5-Di-tert-Butyl-benzoeséure (62) und 141.6 g (1.2 mol) Thionylchlorid
werden 2 h am Riickfluss gekocht. Uberschiissiges Thionylchlorid wird nach beendeter
Reaktion am Rotationsverdampfer abgezogen. Danach versetzt man mit 300 ml abs. Methanol
und lasst 3 h am Ruckfluss kochen, dann Uber Nacht bel Raumtemperatur rihren lassen.
Uberschiissiges Methanol wird im Vakuum eingeengt. Das gelbe Ol wird in Diethylether
aufgenommen und zweimal mit Kaliumhydrogencarbonat, dann dreimal mit Wasser neutral
gewaschen. Man trocknet Uber Natriumsulfat, und zieht das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer ab. Nach Zugabe von Methanol (p.a.) erfolgt innerhalb weniger Stunden
die Kristallisation des Produktsin der Kélte.

Ausbeute: 252.75 g 64 (90 % d. Th.) Ci6H240, (248.37)
Schmp.: 50 °C (51-52 °C)'® Ber. C 77.37 H 9.74
Rfp: 0.66 Gef. C 7744 H 9.90

V.9.5. Dar stellung von 2-(3,5-Di-ter t-butylphenyl)-2-propanol (t-Bumeoc-OH )% 12 (65)
Man gibt 97.5 g (4 mol) Magnesiumspéne in 200 ml abs. Diethylether und startet die
Grignard-Reaktion, indem zunéachst 2 ml CH3l zugegeben werden. Den Rest von 4 Mol CHjl
in 200 ml abs. Diethylether wird anschliessend so zugetropft, dass die Reaktionsmischung
schwach siedet und |&sst so lange reagieren, bis nahezu alles Magnesium geldst ist (2-3 h).
Dann gibt man 248.4 g (1.0 Mol) 3,5-Di-tert-butylbenzoesauremethylester (64) in 150 ml abs.
Diethylether so zu, dass die Losung standig siedet. Man lasst ca. 20 h bei Raumtemperatur
rohren. Dann giesst man auf Eis und sduert mit fester Zitronensaure auf pH 4.0 an. Die
organische Phase wird abgetrennt, und dreimal mit Wasser gewaschen. Nach Filtrieren und
Abziehen des Losungsmittels im Vakuum erhdlt man das gelbe dlige Produkt, das sofort
auskristallisiert.

Ausbeute: 201.2 g 65 (81 % d. Th.) C17H250 (248.407)
Schmp.: 56 °C (57-58 °C)*# Ber. C 82.20 H 11.36
Rfp: 0.57 Gef.. C 8248 H 1145

143



V. EXPERIMENTELLER TEIL

V.9.6. Darstellung von [2-Di-tert-butylphenyl(3,5)-propyl-(2)]-phenylcarbonat  (t-
Bumeoc-phenylcar bonat)'?* (66)

Zu einer Mischung aus 100.0 g (0.400 mol) 2-(3,5-Di-tert.-butylphenyl)-propanol-(2) (65) in
150 ml abs. Methylenchlorid und 47.2 g (600 mmol) Pyridin gibt man innerhalb 30 Minuten
bei -5 °C 66.0 g (0.420 mol) Chlorameisensaurephenylester (9) in 100 ml Methylenchlorid.
Man lasst Uber Nacht bei Raumtemperatur riihren, wobei sich der wéahrend des Zutropfens
gebildete dicke Brel weitgehend wieder aufldst. Danach giesst man das Reaktionsgemisch auf
Eis, trennt die organische Phase ab, wascht zuerst zweimal mit 5 % HCI, dann dreima mit
Wasser und trocknet Uber Natriumsulfat. Das Ldsungsmittel wird im Vakuum abgezogen. Der
gelbliche, 6lige Rickstand wird aus Diethylether/Petrolether umkristallisiert.

Ausbeute: 80.0g 66 (54 % d. Th.) C24H3,03 (368.51)
Schmp.: 79 °C Ber.. C 7822 H 8.75
Rfp: 0.66 Gef.. C 78.46 H 891

V.9.7. Darstellung von t-Bumeoc-L -L eu-OH*DCHA'® (67)

1 gH-L-Leu-OH (0.00762 mol) werden in 3.45 ml Benzyltrimethylammoniumhydroxidl 6sung
(Triton-B in Methanol (40 %)) bei 50 °C gelost. Nach Abdampfen von Methanol im Vakuum
wird der Rickstand zur Entfernung von Wasser zweimal mit je 20 ml Dimethylformamid
dedtilliert. Der so erhaltene Rickstand wird bei Raumtemperatur in 30 ml Dimethylformamid
gelost, mit 2.75 g (0.0074 mol) t-Bumeocphenylcarbonat versetzt, und Uber Nacht gerhrt.
Nach DC-Kontrolle gibt man nochmals 2-3 g t-Bumeocphenylcarbonat, falls sich noch nicht
alles umgesetzt hat, zu und lasst mehrere Stunden rihren. Dann verteilt man zwischen
Diethylether und Wasser und bringt die wassrige Phase bel 0 °C auf einen pH von 3.0-3.5
mittels 10%iger Zitronensaurelosung. Es wird mehrmals mit Essigséureethylester extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden mit Wasser gewaschen und anschliessend tber
Natriumsulfat getrocknet. Nach Entfernen des Lésungsmittelsim Vakuum wird der Rickstand
in Petrolether gelost und mit 2 ml DCHA versetzt. Die Kristallisation beginnt bereits beim

Zutropfen des Dicyclohexylamins.

Ausbeute: 1.37 g 67 (29 % d. Th.) CaoHe2N204 (622.93)
Schmp.: 117 °C Ber. C 7320 H 1003 N 449
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Rfp: 0.55 Gef. C 7425 H 1037 N 4.39
[a]?p: -13.7° (¢ = 1, MeOH)

V.10. Versuch zur Darstellung von N©-[1-(3,5-Di-isopropylphenyl)-1-
methylethoxy-car bonyl]-Aminosaur ederivaten

V.10.1. Dar stellung von 3,5-Di-isopropyltoluol
Zu 276 g Toluol und 468 g Isopropylchlorid gibt man 15.5 g AlCl;, wasserfrei, innerhalb von

6 h portionsweise dazu.

Ausbeute: 184.83 g (35%d. Th.)
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V1. ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurde ausschliesslich mit saurelabilen N®-Aminoschutzgruppen des
Urethantyps gearbeitet. Es wurden unter anderem zwei neue Schutzgruppen auf ihre Eignung
fur die Peptidsynthese untersucht.

Mittels Festphasen-Peptidsynthese wurden zwei unterschiedliche Peptide synthetisiert, und
zwar handelt es sich dabel einmal um das Amid des Decapeptids LH-RH:

- pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,;

oﬂCONH_? H—CONH—? H—CONH—? H—CONH—Cli H—CONH—C HZ-CONH—Cli H—CONH—? H—CONQ
N

CH, CH, CH, CH, CIZHZ CH,

H | |
CcO
N /g N\ OH CH CHy :
. \ H3C CHjs (I:H2 II\IH
NH
NH II\IH (|:H2
OH c CONH;
7N
HN NH

und das andere mal um das Amid des Pentapeptids L eucin-Enkephalin:

- Tyr-Gly-Gly-Phe-L eu-NH,

HzN—(ltH—CONH—CHZ—CONH—CHZ—CONH—clzH—CONH—clsH—CONH2

CH, CH, CH,
CH
/ \
HsC CHs
OH

Das Amid des LH-RH wurde einma mit der Adpoc-Schutzgruppe und das andere mal Uber
die Fmoc-Schutzgruppe am Merrifield-Harz unter Verwendung des 4-Methoxy-4'-(y-
carboxypropyloxy)-benzhydrylamin-Anker synthetisiert.

Das Amid des Leucin-Enkephalins wurde mit der neuen p-Bumeoc-Schutzgruppe ebenfalls

am 4-Methoxy-4' -(y-carboxypropyloxy)-benzhydrylamin-Anker synthetisiert.
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Es konnte mit Stabilitétstests gezeigt werden, dass das Harz durch die milden Abspaltungs-
reagenzien in beiden Fallen stabil blieb.

Die Adpoc-geschiitzten Aminosauren wurden in dreifachem Uberschuss mit DCCI/HOBt
nacheinander an das Polymer gekuppelt. Die Entfernung der Adpoc-Gruppe erfolgte mit 3 %
TFA/CH.Cl,, wahrend das vollgeschiitzte Decapeptidamid mit 95 % TFA/CH,Cl, vom Harz
gespalten wird. Dabei werden gleichzeitig die Seitenkettenschutzgruppen mit abgespalten.
Danach wird das Peptid (LH-RH) auf Identitéat und Reinheit mittels Aminosaureanayse, FAB-
MS- und HPL C-Spektroskopie gepruft. Die Identitét wird zusétzlich mit einer Referenzprobe
sichergestellt.

Es konnte gezeigt werden, dass die saurelabile N®-Adpoc-Schutzgruppe fir die Festphasen-
Synthese eines kritischen Peptids durchaus geeignet ist. Das konnte im Vergleich zur Fmoc-
Strategie unter Verwendung des gleichen Harzes und Ankers bewiesen werden. Als kritisches
Peptid wurde das LH-RH ausgewahlt, weil es das empfindliche Tryptophan, und mehrere
trifunktionelle Aminosauren enthélt.

Es wurden ausserdem zwei weitere neue Adpoc-geschitzte Aminosauren hergestellt, und
zwar: AdpocArg(Tip)-OH und AdpocHis(Bum)-OH.

Von den bereits bekannten Adpoc-Aminosauren: Adpoc-L-Pro-OH und Adpoc-L-Lys(Boc)-
OH<DCHA konnten erstmalig Einkristalle erhalten werden.

Als weitere Aufgabe wurde in dieser Arbeit untersucht, ob die Einfuhrung des 1-(4-tert-
Butyl phenyl)-1-methylethoxycarbonyl (p-Bumeoc-Restes) als N-Schutzgruppe in der Weise
gelingt, dass zunéchst die einzelnen geschitzten Aminosauren so stabil sind, dass sie isoliert
werden konnen. Es stellte sich namlich die Frage, ob sich die Derivate aufgrund der hohen
Saurelabilitét, bedingt durch die Struktur der p-Bumeoc-Schutzgruppe, Uberhaupt fassen
lassen. In verhadltnismassig guten Ausbeuten kann die p-Bumeoc-Schutzgruppe Uber das
Phenylcarbonat in die Aminosduren eingefihrt werden. Es liessen sich auch die
trifunktionellen Aminosdurederivate erhalten.

Samtliche p-Bumeoc-N°-geschiitzte Aminosauren sind kristalline Verbindungen, die in Form
ihrer DCHA-Salze jahrelang bei Raumtemperatur gelagert werden kdnnen. Die Lipophilie des
p-Bumeoc-Restes verleiht den p-Bumeoc-geschiitzten Aminosduren und Peptiden
|6sungsvermittelnde Eigenschaften. Es sei noch darauf hingewiesen dass die Einfihrung der

p-Bumeoc-Schutzgruppe Uber das Phenylcarbonat mdglich ist und so auf das gefahrliche
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Fluorphosgen verzichtet werden kann, was diese neuen Schutzgruppen wesentlich attraktiver
macht. Die p-Bumeoc-geschitzten Aminosduren konnten in guten Ausbeuten Uber den
Fluorameisensdureester und zufriedenstellend alternativ.- mittels des Phenylcarbonats

synthetisiert werden.

Nachdem die einzelnen p-Bumeoc-geschitzten Aminosduren isoliert und spektroskopisch
bewiesen waren, wurde erstmalig die Eignung des 1-(4-tert-Butylphenyl)-1-
methylethoxycarbonyl-(p-Bumeoc-)-Restes fur die Festphasen-Peptidmethode durch die
Synthese von Leucin-Enkephalinamid auf dem Merifield-Harz mit dem 4-Methoxy-4'-(y-
carboxypropyloxy)-benzhydrylamin-Anker gezeigt.

Es wurde im Anschluss untersucht, inwiefern sich die Phenylcarbonate von t-Bumeoc und
Adpoc als Einfuhrungsreagenzien im Vergleich zur Einfihrung der p-Bumeoc-Schutzgruppe
Uber die jeweiligen Phenylcarbonate eignen. Es zeigte sich, dass sich die entsprechenden
Phenylcarbonate in Korrelation zu ihrer Stabilitét mit den Aminosauren umsetzen. Adpoc-
phenylcarbonat setzt sich am schlechtesten um, p-Bumeocphenylcarbonat dagegen liefert die
besten Ausbeuten. Bei der Synthese desselben konnte das entstehende Nebenprodukt, der p-
Bumeocphenylether u.a. réntgenographisch nachgewiesen werden. Analog wurde bei

Einflhrung der Bpoc-Schutzgruppe ein anal oges Nebenprodukt beobachtet.

In einer weiteren Aufgabe wurde untersucht, inwiefern sich eine Isopropylgruppe anstelle der
tert-Butylgruppe in para-Stellung auf die Saurelabilitdt auswirkt. Es wurde festgestellt, dass
sich die Iso-Meoc-geschitzten Aminosauren bereits bei der Aufarbeitung erheblich zersetzten.
Es konnte diinnschi chtchromatographisch eine raschere Umsetzung, als es bel den p-Bumeoc-
geschiitzten Aminosauren der Fall war, beobachtet werden.Von Iso-Meoc-L-AlaOHsDCHA
konnten einige Kristalle erhalten werden, die mittels FD-M S-Spektroskopie bewiesen wurden.
Die generelle Entstehung dieser Derivate ist somit sichergestellt.

Zur Charakterisierung und zum Strukturbeweis samtlicher Verbindungen wurden
Schmelzpunkte, Drehwerte, Elementaranalyse, DC, ASA, FD-MS-, FAB-MS-, HPLC-, *H-
NMR- und *3C-NM R-Spektroskopie herangezogen.
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