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1 Allgemeiner Teil

1.1  Allgemene Einfiihrung

Der Mechanismus lebender Zelen ist durch komplexe chemische Interaktionen
zwischen ener Vidzahl von Molekilen reguliet. Die von dem modenen Medizin
verwendeten Wirkstoffe konnen diese molekularen Interaktionen fur therapeutische Zwecke
gezidt beanflussen. Acetyldicylsdure (Aspirin), vidlecht der efolgrechde  Wirkgoff
Uberhaupt, hemmt Enzyme, die verantwortlich and fur die Synthese von Progtaglandinen (1).
Die Progaglandine spiden eine Ralle ds molekulare Signade des Schmerzes und daher hat die
Einnahme von Aspirin einen anschliel¥enden schmerzgtillenden Effekt.

Das Auffinden enes neuen Wirkstoffes hat in manchen Fdlen die Untersuchung von
bisher unbekannten zdlularen Prozessen und Mechanismen edaubt und dadurch das
Vegandnis des Mechaniamus ener Krankhet ermoglicht (1, 2). Sulfanilamide, die aktiven
Metabolite der Antibiotika von Sulfonamid-Typ (z.B. Prontosl) bewirken die Zunahme des
Blut-pH-Wertes und die Wasserexkretion (2). Es wurde zufdligerweise beobachtet, dass die
Sulfanilamide aul¥er ihrer antibiotischen Wirkung auch das Enzym Carboanhydrase hemmen.
Dies fuhrte zur Beschrebung des Enzyms und anschlieRend zur Entwicklung neuer
Wirkstoffe mit diuretischen Effekten, die zur Behandlung von Odemen, Glaucoma und
Bluthochdruck verwendet werden (2).

Die Suche nach enem neuen Wirksoff beginnt mit der Etablierung eines biologischen
Teds die die Wirksamkeit von Wirkstoffkandidaten prifen kann. In der Vergangenheit fihrte
die Betrachtung der Wirkungen am Patienten von bereits engesetzten Medikamenten zur
Nutzung in neuen therapeutischen Anwendungsgebieten. Heutzutage ist der Mechanismus
ener Relhe von Krankheiten bis zur molekularer Ebene versanden. Bestimmten molekulare
Interaktionen werden fir enen thergpeutischen Zweck ds interessant identifiziert und
sektive Wirkmechanismen poduliert. Im Fal von Antiinfektiva i es das Vergandnis des
Metabolismus von Mikroorganismen, das zur Aufklarung eines Wirkmechaniamus flhrte. Ein
atudles Beispid dafir i die Suche neach Wirksoffen, die das Enzym Reverse
Transkriptase, verantwortlich fir die Verbreitung des HIV-Virus, hemmen.



Durch Methoden der Molekularbiologie konnen dann sehr sdektive Tedtsysteme
entwickdt werden, die nur bestimmte Interaktionen betrachten. Dadurch i es moglich
Wirkgtoffe zu finden, die spezifisch eine bestimmite Interaktion in der Zdlle beainflussen.

Fortschritte in der Molekularbiologie und die Automatiserung erlauben die Prifung
von sehr viden Verbindungen auf ihre Wirksamket. Mit heutigen Technologien, wie zum
Bagd de Miniauriserung der  Tesvoluming Erhdhung der Empfindlichkeit den
Sgnddetektion und die Pardldiserung bel der Handhabung von Hissgketen, konnen bis zu
300,000 Verbindungen am Tag auf ihre biologische Wirkung getestet werden (3). Grole
Subgtanzbibliotheken werden heute auf ihre Wirksamkeit an  bekannten  biologischen

Systemen und zur Untersuchung unbekannter zelluldrer Prozesse getestet.

Die Moglichket der Testung von viden Substanzen hat die Entwicklung von
technischen Methoden geftrdert, die eine groRe Anzahl an Proben generieren konnen. Man
kann die Quele der Tessubgtanzen in der heutigen Wirkstoffsuche grob in zwe grofe
Gruppen unterteilen: aus lebenden Organismen gewonnere Naturstoffe oder mittels Methoden
der synthetischen Organischen Chemie hergestelte. Im Fal der synthetischen Chemie hat die
1963 von Merifield entwickelte organische Festphasensynthese fUr Peptide eine bedeutende
Role in diessr Entwicklung gespidt (4). Im Bereich der Naturstoff-lsolierung’  kommen
Methoden zur Anwendung, wie die Automatiserung der Probenvorbereitung (6) und die
padlde Optimierung der Kultivierungsbedingungen (5), die zur Hestdlung ener grol¥en
Anzahl an diversen Strukturen zur Wirkstoffsuche dienen.

Um die Chancen der Findung von Wirksubstanzen aus Bibliotheken synthetischer
Substanzen ds auch aus natirlichen Qudlen zu erhthen, ha man neue Kriterien ba der
Auswvahl von Synthesesequenzen, Synthesebaugteinen, Rohmaterid und Isolierungsmethoden
erarbeitet. Durch diese Kriterien sollten nur Substanzen von potentidlen Interesse ds
Wirksubgtanzen synthetisert bzw. isoliert werden. Im Fal der synthetischen Chemie werden
mathematische Moddle genutzt, die ba der Auswahl der zu synthetiserenden Substanzen

! Das Wort Naurgoff wird im Snne von Sekundarmetabolit in diessr Arbeit
verwendet. Damit snd hier Subsanzen gemeint, die Endprodukte enes spezifischen
Stoffwechsdweges snd und die in ihrem Vorkommen nicht zwingend ds Iebenserhdtend fir

den Produzentenorganismus zu betrachten sind.



behilflich sain konnen:  bestimmte physkaischchemische Eigenschaften wie Lipophilie oder
Bioverfigbarkeit (7), die Anpassung ene Struktur an en bestimmtes dredimensonaes
Rezeptormoddl (7) oder die strukturelle Diverdté der geplanten Verbindungsbibliothek (8).
Im Beech da Naudoffisolierung i ene sorgfdltige Entscheidung Uber das zu
untersuchende Maerid die wichtigde Voraussstzung fir die Generierung von interessanten
Proben. Als Kriterien dienen zB. Kenntnisse aus der traditiondlen Medizin verschiedener
Kulturen, die Diversitdt der Okosysteme, aus denen das Materid stammt und taxonomische
Kenntnisse Uber bekannte Produzenten interessanter Stoffe (9, 10).

1.2 Festphasenchemie

1.2.1 Allgemeine Aspekte der Festphasenchemie

Die Synthese an der festen Phase wurde in den 60% Jahren von Merrifild eingefuihrt
(4. Am Anfang wurde se ausschligdich fur die Synthese von oligomeren Peptiden (ein
Tetrgpeptid in der  Ersvertffentlichung von Merifidd) angewendet. Die Vortelle der
Anwendung eines heterogenen Mediums fir die organische Synthese wurden aber frih fir die
Losung anderer synthetischer Probleme erkannt und ausgenutzt (11). Diese Vorgehenswveise
verenfacht die Automaiserung der Syntheseverfaren (dehe unten) und emdglicht so die
Beratgdlung grof3e Probenanzahlen fur die Wirkstoffsuche (12-16). Als Festphasenchemie
bezeichnet man Ublicherweise eine chemische Verdnderung in enem heterogenen Medium,
typischeeweise an enem Polymer. Das Zid der Synthese ist aber nicht, die physkdisch
chemischen Eigenschaften des Polymers zu verdndern, sondern  ein niedermolekulares
Produkt daran zu hilden. Nach erfolgter Synthese wird das erwiinschte Produkt normaerweise
abgespdten, und ene  Aufreinigung, biologische und chemische Andys und
Wertebearbeitung zugefiihrt.

Die Aufabetung der Substanzen zwischen den verschiedenen Syntheseschritten
bestent héufig aus der Abtrennung der ReegenziGsungen durch Filtration und dem Waschen
der Haze. Das vereinfacht die Automatiserung der Syntheseverfahren und ermdglicht die
Durchfihrung enes groflen Anzahl an padlden Ansdtzen. Die Mdoglichket, einen grofen
Uberschuss an  Reagenzien zu vewenden, deiget die  Ausbeute der  enzelnen
Resktionsschritte und  fihrt zu ener hoheren Reinheit des erwarteten Produktes. Die
technische Ausristung fur die Durchfihrung von Synthesen an der festen Phase reicht von



enfachen Spritzen mit einer Fritte bis zu komplizieten Syntheserobotern. In dlen Systemen
erlaubt die Verenfachung der Aufreinigungschritte und die hohe Reinheit des gewlnschtes
Produktes im ldedfdl ene schnele Charakteriserung und eine Testung auf Wirksamkeit
ohne langwierige chromatographische Aufarbatung.

1.2.2 Tragermaterialien in der Festphasenchemie

Das Grundmaterid, das im Verlauf der Synthese und bel Abspatung des Substrates
chemisch inaktiv bleibt, wird in diessr Arbet as Trégermateriad oder Harz bezeichnet. Das
Tragermaterid pidt die Rolle enes Gerlgts, an dem die chemischen Transformationen nur
an bedimmten Reektivitdszentren dattfinden. Dafir befinden sch an diesem Materid
reektive Gruppen, die sch Uber seine Obeflache regdmdldg vertellen. Diese resktive
Gruppen dienen direkt oder nach ene Derivatiserung ds Bindungs- und Abspdtungsstdlen
der Substrate (sehe 1.2.3).

Trotz sa@iner  chemischen Inaktivitdt in ener Resktionssequenz  haben  die
Eigenschaften des polymeren Materids einen sehr grofen Einfluss auf das Ergebnis bel der
Durchfiihrung von Festphasensynthesen (17). Im Unterschied zur homogenen Lésungschemie
geht das Quelen des Hazes und die Diffuson der Reagenzien und Subdrae am
Tragermateria der Synthese voran. Fir die Festphasensynthese dominiert die Anwendung
von Gd-Typ Maeridien. Diee Maeidien snd unter Resktionsbedingungen vom
Losungamittd solvatisert (qudlen) und bilden dann ene pseudo-feste Phase, an der die
chemische Resktion dattfindet (18,19). Eine gute Solvaiserung erlaubt zuglech ene gute
Zuganglichkeit von Reagenzien an die resktiven Zentren. Eine hohe Bedadung, das held ene
hohe Dichte an resktiven funktiondlen Gruppen im Harz, ist von praktischem Vortel. Damit
kann man enen groRen Antel an Produkt in Vehdtnis zum engesstzten Harzvolumen
(Bdadungsdichte)  erhdten  und auBerdem  fuhrt dies zu enem  geringeren
Lésungsmittelsverbrauch. Meigens werden Harze mit einer Beladung von ca um 1mMol/g
verwendet. Resktionen, be denen sch intermolekulare Wechsdwirkungen oder Resktionen
zwichen den Subdratmolekilen ds dodrend auswirken, wie zum Bespid be
inramolekularen  Makrozykliserungen, konnen Tréger mit geringerer Beladung Verwendung
(z.B. <0.25 mMoal/g) finden (20, 21).



Eine einfache Handhabung is ene wichtige Eigenschaft des polymeren Materids
(22). Es werden Materidien in verschiedenen Formaten verwendet: kleine sphérische Partikel
(,Beads’) oder andere Oberflachen wie kronenformige Pins oder kleine Schelben. Ein weit
verbreitetes Format fur die Synthese an der festen Phase snd Polymerkigelchen. In dieser
Form kann das Polymer enfach fir verschiedene folgende Resktionen vertellt werden, was
be da Synthese von kombinatorischen Bibliotheken, wie z.B. be der ,slit and mix*
Methode, sehr wichtig ist (16). Dartber hinaus ist die Untersuchung des Polymers mittels
andytischer Methoden wie Gelphasen NMR oder Infrarot-Spektroskopie in dieser Form
vereinfacht.

Wegen s@ner chemischen und mechanischen Stabilité, sener guten Quelung in
organischen Ldsungsmittd und guten Beladung wurden kommerzidl erhdtliches Polystyrol-
Divinylbenzol und Tentagd ausgewdhit. Diese Materiden wurden ds Polymerkiigechen
(Beads) verwendet. Styrol-Divinylbenzol Copolymer (PS), ein mikroporGses Polystyrol mit 1-
2% Divinylbenzol (DVB), wurde bereits von Merified in der ersten Festphasensynthese von
Peptiden genutzt (23). Es bedtzt eine gute Quelbarkeit in DCM, Dioxan, DMF, DMSO,
THF, NMP und Pyridin. Da in ACN, Diethylether, MeOH und HO praktisch keine Qudlung
efolgt, muss be deren Vewendung ein Co-Solvens mit gutem Qudlverhdten hinzugeflgt
werden. PS-Harze snd mit einer Vidzahl von funktionelen Gruppen und Linkern (s1.2.3) in
Beadung von 05 - 4 mMoal/g kommezdl erhdtlich. Tentagd i ein 1988 entwicketes
Polyethylenglycol- Polystyrol- Pfropfpolymer  (24). Dieses Materid besteht zu 30% aus ener
Polystyrol-Matrix (1% quervernetzt mit DVB) und zu 70% aus PEG (M~ 3000 g/mol), das
durch Oligomerisation mit Oxiran an das Polystyrol angebunden wird. Es bestzt ene gute
Quédlbarkeit in den glechen Ldsungamittdn wie das PS-Harz und wegen der polaren
Gruppen aus dem PEG Antel zusizlich in H,O und MeOH. Wie beim PS-Harz snd diese
Harze mit verschiedenen Linkern kommezedl erhdtlich. Die Bdadung der kauflich
erwerbbaren Harze liegt um die 0.15 - 0.6 mMoal/g.

1.2.3 Bindung und Abspaltung des Substrates vom Trager material

Die Bindung und Abspdtung der Substrate am Tréger findet mittels resktiver Gruppen
am Polymer dait. Diese Regktivitdtszentren werden Ublicherweise ds Linker (englisch: to link
= binden) bezeichnet. In den megen Anwendungen efolgt die Immobiliserung nur
voribergehend, se konnen somit ads immobiliserte Schutzgruppen betrachtet werden (25).



Um enen Velus an Subgrat zu verhindern, muss die Bindung wéhrend der verschiedenen
Synthese- und Waschsthritte stabil sein. Zuletzt muss die Abspdtung des Produkts effizient
und ohne deren Zerstérung verlaufen. Die Struktur des Linkers war in friheren Zeiten en
Bedandtell der Struktur des Polymers. Im Fdle von Merifidd's erster Festphasenpeptid-
Synthese wurde ene resktive Bindungsstelle fir die Immobiliserung der Carbonsaure durch
Chloromethylierung des Polystyrolnetzes erzeugt (4). In der Regel handdt es sich heutzutage
um bifunktionele Molekile, bel denen ene Bindungsstdle fir die Immobiliserung des
Linkers am polymeren Materid und die andere zur Verknipfung und Abspdtung des
Subgrats dient (25). Beispide sind die Wang- und Rink-Linker, die an Polymer Uber eine
Ether- Bindung an eine Phenoxyfunktion gebunden sind (s. unten und Ref: 25, 26).

Die Kriterien, die zur Auswahl der Linker in diesser Arbeit fihrten, waren ene
digemeine Sabilitd in ener Vidzahl von Reektionsbedingungen, ene enfache Entfernung
der notwendigen Abspdtungsreagenzien, Autometiserbarkeit der Spatungsresktionen und
Orthogonditdt in der Stabilitdd zu anderen Schutzgruppen. Vor dlem wegen ihrer reativ
milden Spdtungsbedingungen im schwach Sauren wurden der Wang-  (p-Alkoxybenzyl
Alkohol) und der Rink- (Triakoxy-diphenyl-methylester) Linker verwendet (Abb. 1. 1). Sehr
sAurdabile Schutzgruppen (wie z.B. Trityl-Gruppen) kdnnen entfernt werden, ohne dal3 eine
Spaltung des Linkers Sattfindet (26, 27).

NH,
o oACH
@ o @ o~
OMe
Wang-Linker Rink-Linker

@ =Polymerkugelchen

Abb. 1.1 Strukturformeln der séureabilen Linker von Wang- und vom Rink- Typ

Ein mogliches Mechanismus fir die Abspdtung von beiden Linkern it in Abb. 1.2
dargestellt. Ein Uberschuss an TFA siure und nucleophile, die das generiete Kation
desktivieren (wie z. B. Wassy oder Slane) werden haufig fir eine vollsandige Spaltung

verwendet.
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Abbildung 1.2 Vorgeschlagenen M echanismusfir die Sdure-katalysierte Spaltung von Acyl -

Verbindungen an Wang- und Rink-Linkern
1.3  Praktische Aspekte der Analytik in der Festenphasenchemie

Eine besondere Problematik der Synthese am polymeren Tréger ist die Schwierigket
der Uberwachung von Resktionen. Traditiondle Methoden der Synthese in der fliissgen
Phase, wie die Dunnschichtchromatographie oder die NMR-Spektroskopie, konnen zur
Verfolgung von Resktionen an der festen Phase ohne besondere Optimierung nicht eingesetzt
werder?. Deswegen wurden in den leizten Jehren eine Reihe von Andysemethoden fiir
trégergebundene Moleklle entwickdt (28). Besonders erwdhnenswert sind Farbreaktionen
mit funktiondlen Gruppen sowie Gelphasen NMR- sowie die Infrarot- Spektroskopie (29). Sie
geben gute quditaive Hinwese Uber den Velauf ener Resktion und die Bildung enes
Zwischenproduktes. Eine vollsandige Charakteriserung des Endproduktes erfolgt aber
normaerwese nach Abspdtung vom Haz und nachfolgender Andyse mit herkdmmlichen
Verfahrenin Lésung.

Ein essentidler Aspekt der Padlesynthese is die Generierung von ener grof3en
Anzahl an Proben bereits ba der Optimierung und Vdidierung von Reektionsvegen. Die
Optimierung der Resktionsbedingungen spidt ene sehr wichtige Rolle, da en efolgreiches

2 Eine Ausiehme ist die Anwendung enes lédichen Polymers an dem traditionelle
Anaysemethoden fir die Lésungschemie wie DC und NMR verwendet werden konnen (32)



Ergebnis bei dlen verschiedenen Ansiize nur bei Resktionen mit sehr hoher Ausbeuten und
Reinhet gdingt (29). Die Suche nach den besten Resktionsbedingungen efolgt héufig auch
durch die Paadldiserung verschiedener Ansidze (30). Dalber hinaus missen manche
Synthesechritte auf die Vaiation mit verschiedenen Resgenzien (z. B. Alkylierungs- und
Acylierungamittel)  veidiet werden. Deswvegen ddlen  Automdiserbarket und  hoher
Probendurchsatz bei der Aufnéhme und Auswertung andytischer Daten enen  wichtigen
Aspekt be der Pardldensynthese dar. Die begrenzte Menge an Substanz, die zur Verfligung
deht, ist en kritischer Punkt fir die Optimierung von Resktionsbedingungen und fir die
Synthese von Naturstoffderivaten. Daher is es snnvoll, Anaysemethoden auszuwéhlen, die
nur geringe Substanzmengen bendtigen und 0 auch den Verbrauch an Subgtanz reduzieren

konnen.

Zwe Andysevafairen, die den oben genannten Anforderungen Genilige leisen und
die im Rahmen dieser Arbeit genutzt wurden, snd MALDI-TOF-M S (Matrix-Ass sted- Laser-
Desorption  Time-Of-Flignt  Mass-Spectrometry) und HPLC-UV-API-ES-MS  (High
Performance- Liquid- Chromatographie- Ultra- Violet- Atmaospheric- Pressure- 1 onisation El ectro-
Spray-Mass-Spectrometry) oder HPLC-MS. MALDI-TOF-MS bietet die Mdoglichkeit,
Masengpektren  von  Mischungen mit  e@nem  sshr geringen Aufwand  be der
Probenvorbereitung  aufzunehmen (40). Es ig lediglich notwendig eine Mischung der zu
andyserenden Probe und eine Matrix auf die Sonde aufzubringen. Die mit diessm Verfahren
ionigerten Subgstanzen zeigen normaerweise keine Fragmentierung, was die Auswertung der
Massenpesks vereinfacht (29). Eine enzige Polymerkuge ergibt genligend Materid (enige
pmol) fir ene Andyse (37). Die Anwendung von MALDI-TOF-MS be der
Quditdtskontrolle von Resktiongprodukten i jedoch wegen der unterschiedlichen
loniserungseigenschaften der  verschiedenen  Komponenten in der Mischung limitiert. Bel
sehr gut ioniserbaren Substanzen verursachen diese Unterschiede die Maskierung von
zusitdichen Molekilen im Resktionsgemisch. Dieser Effekt macht eine Aussage Uber das
Mengenverhdtnis der verschiedenen Komponenten in der Mischung unmdglich (40). Diese
Technik ist deshab nur ein qudlitativer Bewes der Anwesenhet ener Substanz.

HPLC-UV-API-ES-MS wird haufig zur Optimierung von Resktionsbedingungen und
zur Quditétskontrolle verwendet. Die Trennung der Subganzen verléuft unter sehr milden
Bedingungen im Verglech mit Techniken wie der Gass Chromatographie. Dieses Verfahren
erlaubt auch ene semiquantitative Aussage der Resktionsausbeuten durch Integration der



UV-Sgnde Die geringe Fragmentierung der Molekile be der API-ES-MS Spektroskopie
fuhrt wie bel der MALDI-TOF-MS zu Ubersichtlichen Massenspektren (29, 33, 34, 41, 42).
HPLC Gerde sind inzwischen gandardméddg mit enem Auto-Sampler ausgeridet, was ene
Automatiserung des Vefahrens und damit enen groferen Probendurchsatz erlaubt (47).
AulRerdem konnen die Messparameter auf eine préparative HPLC-Anlage Ubertragen werden,
was ene eventudle wetere Aufreinigung der Produkte vereinfecht (43). Diese Methoden
dellen aber wetere Anforderungen an die physkaisch- chemischen Eigenschaften der
Substanzen. Um ene gute Detektion zu gewdhrleisten werden deswegen in manchen Falen
im Velauf der Synthese andytisch aktive Gruppen (wie zB. langwdlig absorbierende
Chromophore fir ene UV  Deektion, oder lecht ioniserbare  Amine  fir
massenspektrometrische  Untersuchungen), zur Markierung der  Syntheseprodukte eingesetzt
(36-38, 40, 44-46). Durch diese Markierung wird die Auswertung der Ergebnisse vereinfacht.
In dieser Arbelt werden diese andytisch aktiven Gruppen, die fir enen andytischen Zweck
eingefligt Snd, as chemische Marker bezeichnet.

1.4  Anforderungen an Naturstoffe fur die Parallelsynthese

Ein gedgneter Naturdoff fir die Padldsynthee soll besimmte Bedingungen
eflllen, wie Se zB. von Atuegbu et d. aufgestdlt wurden (39). Eine ausreichende Menge an
Auggangssubstanz  (in - Gramm-Mengen) i die wichtigde Voraussstzung fur  die
Methodenentwicklung an der festen Phase und die Hergdlung einer groRen Anzahl von
Derivaten (Subgtanzbibliotheken). Daher ig en wichtiger Punkt eine schndle und enfache
Isolierung des Naturdoffes aus der natlrlichen Quelle Ein Naurstoff muss zudem mehrere
funktiondle Gruppen enthdten, die dch deutlich in ihrer Resktivitéd unterscheiden. Dies
elaubt dann ene Sdektive Modifizierung des Naurgoffs an  verschiedenen
Regktivitdszentren. Eines von diesem Zentren soll zur Verknlpfung mit der feten Phase
dienen. Labile drukiurdle Gruppen snd im Naurstoff moglichs zu vermeiden, da das
Molekll bel verschiedenen VerknUpfungs- und Spdtungs-Bedingungen gabil bleiben sollte,
Es efillen zB.. de Rauwolfia Alkdoide dle diese Anforderungen. Die Rauwolfia-Alkaoide
snd in groer Menge kommerzidl erhdtlich. Die Hydrolyse des Methylesters in Yohimbin
verschefft eine Bindungsstdle zur Anknlpfung an die Festphase. Aulerdem konnten andere
funktiondle Gruppen im Naurdoffgerist (z. B. Hydroxygruppen) kombinatorisch

derivatisert werden.



Fir die Durchfihrung dieser Arbeit stand ene Sammlung von Natursoffen vom Hans-
Kndll-Inditut Jena und Boehringer Ingdhem in ausreichender Menge zur Veflgung. Die
Naturgoffe wurden nach den oben aufgefihrten Kiriterien ausgewdhlt. Naturstoffe wie
(Lobelin, Yohimbin und Nortropin) erschienen fir diese Arbeit besonders gedgnet. Se
bestzen en nichtlabiles Grundgeriist. Dartiber hinaus enthdten Se funktiondle Gruppen, die
sgch deutlich in ihrer Resktivitét unterscheiden (Ester-, Amino-, Keto- und Hydroxygruppen)
(Abb.1.2).
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Abb. 1.2 Strukturformeln der in dieser Arbeit verwendeten Natur stoffe
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2 Aufgabenstellung

Zid diesr Arbat war die Anwendung von Technologien der Pardldesynthese an der
Festphase zur Erzeugung ener grolen Anzahl von Naturgtoffderivaten durch chemische
Derivatiserungen von Sekundarmetaboliten. Diese Subgtanzen sollten zum Auffinden neuer
Letdrukturen  for  die  Wirkdoffentwicklung und  zum  Herausarbeten  neuer
Wirkmechanismen  beitragen.  Eine  dlgemeingiitige  Ubertragung  der  erarbeiten
Syntheseprinzipien auf verschiedene Naturgtoffe sollte im Vordergrund stehen. Wegen seiner
haufig kogenaufwandigen Isolierung <ollite der Vebrauch an  Natursoff bel  der
Pardldsynthese und Optimierung der Resktionsbedingungen minima sein. Daher sollten fir
die Detektion der synthetiserten Substanzen Andysemethoden angewandt werden, die nur
geringe Substanzmengen bendtigen und enen grolen Probendurchsatiz gewdhrleisten. Dazu
slite in dieser Arbeit HPLC-MS-Andyse engestzt werden, die ene Aussage zur
Ausbeutebestimmung und Hinwese zur Identifizierung dler Synthesgprodukte mit  einem
geringen Probeaufwand gewdhrleisgen und mittels eines Auto-Samplers automatisert werden
kann. Substanzen, die den oben genannten anaytischen Methoden genligen, benétigen
Strukturdlemente  deren  physikalisch-chemische Eigenschaften eine Detektion erlauben. Diese
Strukturdlemente sollten in Form enes chemischen Markers ds Hilfsmitte zur Detektion aler
an der Festphase synthetisierten Substanzen eingefiihrt werden.

Einbau eines chemischen Markers

Durch diesen Marker sollte die Kopplung an die feste Phase erfolgen und auch nach
Abspdtung der Resktiongorodukte von Harz ds Hilfamitted zur Detektion dienen. Die
Abspdtungsresktion, die haufig ene funktiondle Gruppe im Molekil hinterlésst, sollte ds
eses Makierungsdement ausgenutzt werden. Es wurde zunéchst N-Fmoc geschitztes
Glycin angewandt, dass durch Linkersyseme an die Festphase gekoppet werden sollte, die
nach Abgpatung des Harzes Carboxy-, Amid- und Amino- Gruppen hinterlassen. Der
Vergleich der loniserungseigenschaften der so erhdtenen Substanzen ollte die Auswahl
ener optimaen Abspatungsesktion ermdglichen. Nach diessr  Optimierung  <olite  die
Subgtitution von N-Fmoc-Glycn durch N-Fmoc-4-Nitro-phenyldanin im  Syntheseweg ene
sehr gute UV-Detektion gewdhrleisten.
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Immobiliserung von Natur stoffen an chemischen Markern

Ansthliellend  sollten Untersuchungen  zur  Kopplung von  Naturgoffen  an den
chemischen Markern erfolgen. Die Abspdtung der N-Fmoc-Gruppe liefert ene freie Amino-
Gruppe, die zur direkten Immobiliserung von Carbonsiuren verwendet werden kann.
Naturstoffe bestzen dartber hinaus in der Rege verschiedene resktive funktiondle Gruppen,
die zur Bindungsknipfung herangezogen werden konnen. Im Rahmen diessr Arbeat sollten
aul}er der Kopplung von Carbonsduren auch Methoden zur Immobiliserung von Alkoholen
und polyfunktiondlen Naturgoffen untersucht werden. In diesen Fédlen solite en0 zweier
anderer  Linker  engefihrt werden.  21-Hydroxyprogesteronhemisuccinat  und  17(%
Edradiolnemisuccinat sollten ds Besiide fir Cabonsiuren durch  Amid-Bindung
immobilisert werden. Eine Derivatliserung des chemischen Makers mit Berngeinsdure sollte
ene Cabonsdurefunktion fir die Immobiliserung von Yohimbin und Lobdin  mittes
Vereterung liefern. Die Kopplung von ener Alkylhdogencarbonsture sollte die sdektive
Immobiliserung von Nortropin an sgner Amino-Gruppe mitteds nukleophiler  Subdtitution
emdglichen. Alle Resktionen sollten nach Abspdtung von Haz mittds HPLC-MS verfolgt
werden. Die Isolierung und Identifizierung durch NMR-Spektroskopische Andyse der
Produkte sollten die Ergebnisse der HPLC-M S-Anadyse Uber Reinheit und Struktur vaidieren.

Parallele Synthese von Nortropinderivaten

Nach Untersuchung der Immobiliserung von Naturstoffen sollten Methoden zur
padlden Erzeugung von Naturstoffderivaten an der Fedtphase beschrieben werden.
Nortropin wurde fiur diese Untersuchungen wegen seiner einfachen Struktur und wegen der
unterschiedlichen Reektivitdt sener Amino- und Hydroxy-Gruppen ausgewdhlt. Als ergste
Strategie solite die Ubertragung des obengenannten Systems auf die paralde Synthese mit
Vaiieeung des zweten Linkers zur Dargdlung verschiedener Nortropinderivate untersucht
werden. Dafir <ollte die Einsatzbreite der haogenieten Carbonsduren, die in  der
Immobiliserungsresktion von Nortropin  mitwirken, getestet werden. Dartber hinaus sollten
Methoden fir die sdektive Derivatiserung enes Festphasen-gebundenen Naturstoffes
untersucht werden. Eine Mdoglichkeit sollte die Acylierung der  Hydroxy-Gruppe von
Nortropin sein, wofUr die Einsatzbreite der Acylierungsreagenzien zu Uberprifen war.
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Synthesewege zur Hergtdlung von  Substanzbibliotheken mit  Nortropin  als

GerUstbaustein

Die gewonnenen Ergebnisse fir die pardlde Synthese von Naturgoffderivaten sollten
zur Hergdlung von neuatigen Substanzen genutzt werden, die die  drukturdlen
Eigenschaften des Naturgtoffes ausnutzen. Um den Zugang zu einer moglichst grofien Anzahl
an Subgtanzen Uber diesem Syntheseweg zu eziden, sollte der Naturstoff in enem Gerligt
plaziet werden, das in mehreren Pogtionen derivatiset werden kann. Die strukturellen
Eigenschaften des Naturstoffes sollten darlber hinaus die Steuerung von regiosaektiven
Resktionen erméglichen. Auch in diesem Fdl bietet sch die enfache bizyklische Struktur des
Nortropins as besonders geeignet an. Nach Oxidation der Hydroxy-Gruppe von Nortropin
sllten Methoden fir die regiosdektive reduktive Aminierung untersucht werden. Eine
reduktive Aminierung mit priméren Aminen Slite ene wetere chemische Vaidbilitdt des
Systlems mittels der nachfolgenden Acylierung der resultierenden Amine bieten.

Natur stoffhybride und Makrozyklen

Letztendlich soliten dle gewonnenen Erkenntnisse zur pardlden Festphasensynthese
von Naturdoffderivaten auf die Generierung von Naturgtoffhybriden und  Makrozyklen
Ubertragen werden. Dafir sollte nach dem chemischen Marker eine Verzwegungsstelle mit
mindestens zwel  orthogonal geschitzten resktive Funktionditéten eingefuhrt werden. Die
sequentielle Kopplung zweier verschiedener Naturgtoffe an diese resktiven Gruppen sollte zur
Bildung enes Naturdoffhybrides fihren. Darlber hinaus ollte die Verzweigungsstelle die
Bildung enes Subdrates fir ene intramolekulare Makrozykliserung an der Festphase
ermdglichen.
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3 Ergebnisse

31 Einbau eneschemischen Markers

Die Anwendung von chemischen Maken verenfacht die Entwicklung von
chemischen Vefahren an der festen Phase (28, 32, 36, 44, 45) wesentlich. Durch die
Einflhrung von andytisch nutzbaren Gruppen lassen  sch physkdisch-chemische
Eigenschaften der synthetiserten Subgtanzen an die andytischen Verfahren anpassen (32,
46). Eine gute Detektion der End- und Zwischenprodukte von Syntheseablaufen, wodurch
ene <hndle Optimierung der  Resktionsbedingungen  und  Quditéskontrolle  von
Substanzbibliotheken ermdglicht wird, kann damit gewahrleistet werden.

Die ege Aufgabengelung diessr Arbet war die Konzipierung einer Methode zur
Anpassung der physiko-chemischen Eigenschaften der synthetiSerten Natursioffderivaete zu
Andysemethoden wie HPLC-MS-Andyse und MALDI-Massenspektrometrie. Daflr wurde
en chemischer Marker konzipiert und engefiigt, der unabhdngig von anderen funktionelen
Gruppen im Naturstoffderivat spezifisch detektiert werden kann.

Fir ene Andyse mittds HPLC-UV-APCI-MS und MALDI-TOF-MS sollte der
Marker folgende physko-chemischen Eigenschaften bestzen: Fur  massenspektrometrische
Untersuchungen it die loniserbarkeit ene wichtige Voraussetzung. Dafir war es ndtig ene
funktiondle Einhdt, an der dch eine Ladung einfach bilden kann (46), enzufigen. Fur die
Detektion mittels eines UV-Detektors nach HPLC Trennung it eine chromophore Gruppe
vortalhaft. Damit <ollte das Molekil Licht in @nem bedimmten Welenldngebereich
absorbieren, in dem das Losungsmittel keine, oder nur eine geringe Absorption aufweist (47).

Die an Haz synthetiserten Naurdoffderivate waren mit @nem andytisch aktiven
Molekil (chemischer Marker) am Harz zu verknipfen. Diessr Markerbaustein sollte dartiber
hinaus wéhrend der Derivatiserung des Naturstoffes und Abspatung des Naturstoffderivates
chemisch mdglichst inektiv bleiben. Im Bild 3.1.1 wird die verwendete Strategie fur die
Markierung von Syntheseprodukten veranschaulicht.
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Bild 3.1.1 Markierung der Syntheseprodukte mittels eines chemischen Markers

Alle an Haz gynthetiseten Subganzen <ollten optimae UV Absorptions-
Eigenschaften bestzen. Dafir sollte ein Chromophor zwischen Linker und Naturgtoff
eingefligt werden. Dadurch wirden dle am Haz gebundenen Substanzen nach ihrer
Abspdtung diesen Chromophor weiterhin bestzen. Mittels dieser Strategie ist natUrlich auch
eine enfache Detektierung ale am Harz entstandene Nebenprodukte moglich.

Das Chromophor sollte moglichs en  bifunktiondles Molekll sein. Nach der
Verknipfung mit dem Linker wirde dann eine weitere Funktionditét frel bleben, die fir die
Kopplung enes Naturgoffes zu Veflgung seht. Eine dhnliche Methode zur Markierung von
Syntheseprodukten wird bel der Festphasensynthese von [3-Turn Mimetics verwendet (36). In
der genannten Arbeit wird eine Derivatiserung des Rink-Linkers mit p-Nitrophenyldanin vor
der Synthese des gewiinschten Molekils durchgefiihrt. Nitro-subdtituierte Benzole zeigen ene
dake Absorption im langwdligen Bereich (? = 250-300 nm.), was die Detektion der
Subganzen und ene quditaive Ausbeutebesimmung mittdls HPLC-UV-Andyse emiglicht
(36, 46).

In dieser Arbeit wurde p-Nitrophenyldanin ds UV-aktiver Bedandteil des
chemischen Makers eingesetzt. Die Chemie der Aminosaure sowie die sdektive Kopplung
an die feste Phase Uber die Carboxygruppe des Linkers und die sdektive Schitzung bzw.
Entschitzung der Aminogruppe snd gut bekannt und werden routineméassg in der Peptid-
Chemie angewendet (45). Eine diesr SchutzGruppen, die 9-Huorenylmethoxycarbonyl-
(Fmoc-) Gruppe, bietet den weteren Vortel der enfachen Quantifizierung ihrer
Abspatungsprodukte (105). Deswvegen wurde diese Gruppe aus den moglichen Amino-
Schutzgruppen, die mit Wang- und Rink-Linker kompatibel sind, ausgewahit.
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Ein weterer Vortel der in dieser Arbeit eingesetzten chemischen Maker sollte ene
Vereinfachung der massengpektrometrischen Andyse sain. Diese Molekilbaustein sollte eine
funktiondle Gruppe san, in dem dch ene Ladung wéhrend der APCI- und MALDI-
loniserungsverfahren gut ausbilden kann. Die Generierung diesr Gruppe direkt bel  der
Abspatungsrektion des Produktes erschien ads eine gingige Strategie. Auf diese Weise stand
zu ewarten, dad die loniserungsgruppe wéhrend der Kopplung und Derivatiserung des
Naturstoffes chemisch inaktiv bleibt (Sehe dhnliche Strategien in 36, 46).

Mit den ausgewdhlten Wang- und Rink-Linkern i die Generierung von
verschiedenen funktiondlen Gruppen nach Abspdtung bereits beschrieben (26, 27, 37). Ein
eder Schrit war somit  der Verglech  von  loniserungseigenschaften mdgllicher
Funktionditéten.

Um die andytischen und physko-chemischen Eigenschaften mdglicher Saure und
Amid- Gruppen zu vergleichen, wurde die Aminosiure Glycin (Gly-OH) Fmoc-geschiitzt und
an 2zwe veashiedene Linkersyseme, Wang- und  Rink-Linker, gekoppet. 1,3
Diaminopropan  wurde am  Wang-Linker in ener Cabama Bindung mittels
Carbonyldiimidazol gekoppelt. Die Aminosdure wurde dann durch die andere freie Amino
Gruppe des 1,3- Diaminopropan am Wang- Linker immobiliget. Somit wurde die
Hergelung nach Abspatung einer Amino- Funktion erzielt (s. Bild 3.1.2).
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Bild 3.1.2 Gewinnung drei verschiedener funktioneller Gruppen nach Kopplung und Abspaltung

von Fmoc-Gly an einem polymeren Tréager.
a) Carbonyldiimidazol; THF; 6h. b) 1,3-Diaminopropan, THF, 6h. c) Fmoc-Gly-OH, HOBt, DMAP,
DIC, DMF 16h. d) DCM/TFA1:130 min
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Die Synthesen wurden jewels mit 500 mg Harz (057 mMoal fir Wang-Linker und
029 mMoal fir Rink-Linker) durchgefihrt. Nach Abspdtung der Resktionsprodukte vom
Tragermaterial  wurden die  Rohprodukte durch HPLC-UV-MS und MALDI-TOF-MS
andyseat. Ene zusdziche Aufranigung Uber die prgpaaive HPLC fihrte zum
Strukturbeweis jedes Syntheseproduktes durch Auswertung von *H- und *C- NMR  Spektren.
Die berechneten Ausbeuten beziehen sch auf die vom Anbigler angegebene maximae
Beladung (s. 1.2.1) jewelligen Harze.

Substanz  Rohprodukt  Isolierte  Ausbeute Reinheit HPLC M, M, M,
mg. Produkt % % Reinheit [M+H]"  [M+HT  [M+H']
mg. 210/270nm  berechnet  API-ES ~ MALDI
% m/z m/z m/z
1 146 64 37 v\ 87/ 97 2973 2975 299.6
2 297 174 84 59 92/95 344 3x4.0 355.7
3 100 51 65 47 70/85 296.3 296.3 298.6

Tabelle 3.1.1 Reinheit, Ausbeute, HPL C-M Sund MALDI-M S Analyse der Substanzen 1, 2, 3

Alle Synthessprodukte wurden in md3gen bis guten Ausbeute gewonnen (37-84%).
Trotz der hohen Reinheit (HPLC Anayse) waren dle Produkte mit nicht UV absorbierenden
Substanzen verunrenigt. Es wurde postuliert, dass diese Verunreinigungen aus der Zerstorung
bzw. Abrieb des Polymeres wéahrend des Resktionsverlaufes stammen. Die Natur dieser

Verunrenigungen wurde in dieser Arbeit nicht welter untersucht.

Nach Identifizierung jedes Syntheseprodukts mittels *H- und *C- NMR wurden das
API-ES-MS Spektrum jedes Hauptpeaks bei der HPLC-MS Andyse (Bild 3.1.3, 3.14 u.
3.15) sowie das MALDI-TOF-MS Spektrum der Rohprodukte (Bild 3.1.6 u. 3.1.7)
untersucht.
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Bild 3.1.3 Massenspektrum (APCI) der Substanzen 1,2und 3

Die Untersuchung der APCI- Spekiren ergab gute Hinweise zur Identifizierung dler
drei Subgtanzen. Ein Molekularion fir jede Substanz ist in dlen Spektren deutlich erkennbar.
Die Massenspektren der Substanzen 1 und 3 zeigen grofe Signde, die Sch auf die Formation
von Natriumadukte beziehen. Bemerkenswerterweise it nur das Molpesk der Substanz 2 in

sinem  AP-ES-MS  Spekirum  detektiert. Die  guten

loniserungseigenschaften  der

Aminogruppe in 2 verhindet moglicheweise die Formation von Natriumaddukten und die

Intengtét der loniserung verdeckt Signade vom Grundgerst.
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Bild 3.1.4 MALDI-TOFM assenspektrum der Substanzen 2 und 3

In Ubereingimmung mit den Ergebnissen der APCI-MS Anayse ist nur das Molpeaks
von 2 in ssinem Massengpekirum erkennbar. Im Fal von 3 snd Sgnade vom Natriumadukt
und Grundgerischt zu sehen. Es war unmdglich ein deutliches Sgnd im MALDI-TOF
Spektrum der Substanz 1 zu gewinnen.
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Die enfache Auswetung der API-ES- und MALDI-TOF-Massenspekiren der
Substanz 2 war bemerkenswert. Seine glngtigen loniserungseigenschaften fuhrten deswegen
zu sainer Auswahl ds Moddl fir die Synthese eines chemischen Makers. Die Aminoséure
N-Fmoc-p-Nitrophenyldnin wurde as ausgewdhlten chromophor (s. oben und Tel 2) im
gleichen Resktionssequenz wie bel der Synthese von 2 subdtituiert ( 3.1.8).

O @Oy

Fmoc Gruppe

O:Z

a) Carbonydiimidazol; THF; 6h. b) 1,3- Diaminopropan, THF, 6h. c) N-Fmoc-p-Nitrophenylalanin,
HOBt, DMAP, DIC, DMF 16h.
Bild 3.1.5 Einbau eines chemischen Markers. Einfiigung von Fmoc-p(NO,)-phenylalanine als
Chromaphor.

Die Fmoc- Gruppe kann unter bassche Bedingungen (20% PFiperidin in DMF)
abgespdtet werden (47). Auf diessr Weise wird eine Aminogruppe generiert, die fur die
Kopplung von einem Naturstoff verwendet werden kann.

Der expaimentdle Vergleich de  andytischen  Eigenschaften  verschiedener
funktiondler Gruppen fihrte zum Einbau enes chemischen Makers. Seine Anwendung sollte
ene schndle Identifizierung der Synthessprodukte durch die Andyse der APCI- und
MALDI- Massenspektren der Rohprodukte ermoglichen. Die Synthese von Substanz 2 zeigte,
dald en wesentlicher Antel von nicht UV- absorbierende Verunreinigungen bel Abspatung

der Festphase generiert werden.
Detektion: APCI, MALDI

Chemischer Marker
/gi Naturstoffderivat
N

|
O

—Z

|
(0]
U.V aktiv:300nm\
@ = Polystyrol-wWang-Linker

Bild 3.1.6 Einbau eines chemisches M arkers. Markierung eines Natur stoffderivates
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3.2  Immobiliserung von Natur stoffen an chemischen Markern

3.2.1 Einlatung

In Rahmen dieser Arbeit sollte die Immobiliserung der Naurstoffe an die feste Phase
mittels enes chemischen Makers ddtfinden. Die Abspdtung der Fmoc-Gruppe des p-
Nitrophenyldanin setzt eine Aminofunktion frel, die as resktive Stdle fur die Verknlpfung
mit einem Naurdoff dienen kann. Je nachdem welche chemischen Funktionditdten die
Struktur des Naturstoffes bedtzt, <ollte die Kopplung direkt oder et nach einer
Derivatigerung einer von beiden Komponenten durchgefiihrt werden. In dieser Arbeit wurde
die Deivatiserung des chemischen Makers bevorzugt, da in diesem Fdl die Vortele der
Festphasensynthese nutzbar wird (s. 1.2 u. 2.).

Mehrere Beipide fur die Immobiliserung von Naturstoffen an verschieden am Harz
gebundenen funktiondlen Gruppen snd in der Literatur beschrieben (38, 48, 49).
Aufgabengtedlung dieses Tels war deshdb ene Untersuchung Uber die Anwendung des
engebauten chemischen Makes zur Vefolgung der Immobiliserung  verschiedener
Naturstoffe an der Festphase durch die freie Aminofunktion des Markers.

3.22 Direkte Kopplung von Naturstoffen und Naturstoffderivate an chemischen
Markern

Die Immobiliserung von Naturdoffen mit ener Carbonsurefunktion an gebundene
Aminofunktionen wurde be der pardiden Synthese von Rauwolfia Alkdoiden (39) sowie
be der Verknipfung von Doxorubicin und 2-Pyrrolinodoxorubicin an einer Peptidkette in der
Literatur beschrieben (51). In beiden Bespiden fand die Kopplung durch die Aktivierung der
Cabonsture des Naturgtoffes und die folgende Bildung ener Amidbindung mit ener
harzgebundenen Aminofunktion statt (49, 51).

In Rahmen dieser Arbet wurde mit dieser Methode die Immobiliserung der
kommezdl ehdtlichen Vebindungen 21-Hydroxyprogesteronhemisuccinat  und  17-13
Edradiolhemisuccinat durchgefiihrt. Die Synthesen wurden in einem erden Versuch in einem
klenem Mal3stab durchgefihrt (10mg Harz ~ 0.01 mMol). Der Verbrauch an Naturstoff
wurde damit moglichst klein gehalten.



Die Kopplung des Naturstoffes an der Aminofunktion des Markers sollte mittes eines
colorimetrischen Tedts fir die Anwesenhet von Aminen und mitteds der HPLC-MS Andyse
der harzgebundenen Ausgangsmaeridien und Rohprodukte verfolgt werden. Folgendes Bild
st die Resktionsgleichungen dar.

o 0]
JJ\ AN NH,
@/\O N/\/\N HoN N
H H
=
Fmoc Gruppe 7

O,N cM ON cwm!

a,b C12H18N403
M = 266,3

N

OH
H(Nummer) = Festphasen-gebundenes Prekursor von Substanz (Nummer)

Bild 3.2.1 Immobilisierung vom kauflich erwer bar e Natur stoffderivate an der Festenphase und
Abspaltungsprodukte.
a) 20% Piperidinin DMF b) HOBt, DIC, 4-DMAP, (21-Hydroxyprogesteron- hemisuccinat oder Estradiol-17 3-
hemisuccinat) ¢) 1:1 TFA in DCM

Nach Abspatung der Fmoc Gruppe von CM (s Bild 3.2.1) wurde ein kleiner Teil des
Harzes mit Trifluoroessgsdure behanddt und die resultierende Losung mittds HPLC-MS
untersucht. Die Andyse zeigte einen sauberen Pesk um tr = 7.2 und Masse [M'] = 266.
Dieser Peak wurde zum Produkt CM’ zugeordnet (s. Bild 3.2.1).
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Nach der Reaktion wurden die Harze H4 und H5 gewaschen und die Abwesenhet von
primdren Aminen am Polymer mit dem Chloranil Test (87) nachgewiesen. Damit wurde die
Vollsandigket der Konverson des Ausgangsproduktes CM  bewiesen. In  guter
Ubereindimmung  zeigte die HPLC-MS-Andyse der Rohprodukte nach Abspdtung die
Abwesenheit des Pesks des Ausgangsmaterials CM  (s. Tabelle 3.2.1).

HPLC UV HPLC UV [M] per [M]"apci

Substanz Reanhat Konverson
270nm 210nm 270nm  220nm
21-Hydroxyprogesteronhemisuccinat 78 64 100 100 678,8 677,8
4
Esradiol-173- hemisuccinat 50 53 100 100 620,38 619,0
5

Tabdle3.2.1 HPLC-MS Analyseder Produkte der Amid-Bindungvon zwe Natur stoffderivaten am

chemischen Marker

De endgiltige Nachwels der Identitdt der Produkte konnte Uber NMR-
spektroskopische Methoden gefihrt werden. Hierzu war die Wiederholung der Ansdtze in
grolReren Maldstab notwendig. Die Ausheute dieser Resktionen nach chromatographischer
Aufarbaitung betragen:

Substanz Au €
%
21-Hydroxyprogesteronhemisuccinat 62
4
Estradiol- 1713 hemisuccinat 14
5

Tabelle 3.2.2 | solierte Ausbeuten nach malfistabver gr 63erung der Synthesen von Substanzen 4
und 5

Die guten Konversonen des Ausgangsmaterids CM in beiden Synthesen waren von
ungeniigender Reinheit beglatet. Mdoglichewese waen die Ederbindungen in  beden
Substanzen unter den sauren Abspatungs- und Chromatographie- Bedingungen nicht stabil.



3.2.3 Umfunktionaliserung des chemischenMarkers mit Bernsteinsdureanhydride zur

Immobiligerung von Lobdin und Yohimbin

Fur die Immobiliserung von Natursoffen ohne Carboxyfunktion sollte eine vorherige
Derivdiserung der  Amino-Funktion des chemischen Markers durchgefiihrt werden. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde die Kopplung von Naturgtoffen, die nur eine Hydroxy- oder eine
Amino- Funktion besitzen, durchgefihrt.

Nach Abspdtung der Fmoc-Gruppe wurde durch die Acylieeung mit
Berngeinsaureanhydrid die terminde Funktion des chemischen Markers in eine Carbonsaure-
Funktion umgewanddt, die fir die Umsatzung mit Aminen und Alkoholen gedgnet id. Diee
Regktion an immobiliserten Amino- oder Hydroxy-Gruppen i bereits in der Literatur
beschrieben. Berngteinsdureanhydrid wird ads ene At Spacer (54, 55 fur de
Immohbiliserung von Phenolen (56) verwendet und diente as Baudein fir die Synthese von
verschiedenen Heterozyklen (57, 58) und Makrozyklen (59). Die Veresterungsreaktion wurde
in Pyridin mit 4- Dimethylaminopyridin als Kataysator durchgefihrt.

Nach der Umfunktiondiserung des chemischen Markers sollte die Kopplung von
Lobein und Yohimbin durchgefiihrt werden. Dafir wurde ein HOBt-aktiver Egter ,in Stu”
generiert, der mit den Hydroxygruppen von Lobdin und Yohimbin umgesstzt wurde. Bild
3.2.2 gt die Reaktionsgleichung dar.
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Bild 3.2.2 Umfunktionalisierung des chemischen Markersund Immobilisierung von Lobelin und
Y ohimbin
a) 20% Piperidinin DMF b) Bernsteinsdureanhydrid, 4-Dimethylaminopyridin, Pyridin ¢) HOBt, DIC, 4-DMAP,
Lobelin oder Yohimbind) 1:1 TFA in DCM

Die Acylierung des chemischen Makers wurde durch die sdektive Testung auf
Anwesenheit von Aminen an der Fesphase verfolgt. Dieses Ausgangsprodukt vor der
Kopplung der Naturgtoffe konnte nach Abspadtung vom Harz mitteds HPLC-MS identifiziert
werden. Die Kopplung von Lobdin und Yohimbin wurde mittds HPLC-MS Anayse der
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Rohprodukte nach Abspdtung verfolgt. Die Ergebnisse snd in der folgenden Tabele

zussamengefa.

Substanz HPLC HPLC [M+H]+ber [M+H]+APC|
Renhat Konverson
% %
270nm 210nm 270nm  220nm
Lobdinderivat 95 90 100 100 686,8 686
6
Y ohimbinderiva 50 41 100 100 703,8 703,3
7

Tabdle3.2; 3HPLC-M S Analyseder Produkteder Ester-Bindung von Lobdin und Ychimbin an der

Festphase nach Derivatisierung des chemischen Markers mit Ber nsteinsaur eanhydrid

Bel der Immobiliserung des Lobdins zeigt das Chromatogramm des Rohproduktes
zwe Produkte in Verhdtnis 1:1. Beide Pesks bedtzen die gleiche Molekilionen und sind in
Ubereingimmung mit der Masse des erwarteten Produktes 6. Es wurde postuliert da? Lobdlin
in zwe Isomeren vorliegt. Be der Synthese von 7 wurden UV-aktive Nebenprodukte
gebildet.

Der Verlus der Chirditdt am 3-Kohlengoffatom zum Keton im Lobdin in protischen
Lésungsmitteln gt literaturbekannt (60) und war vermutlich der Grund der beobachteten
Verdopplung der Produktpesks. Die HPLC-MS Andyse des Naturdtoffes Lobdins zegte
analoge Doppelpesks identischer Masse. Es wurde nach der Integration des Chromatogramms
de Summe der Héachen fir beide Pesks fur die Bestimmung der HPLC-Reinhet und

Konverson verwendet.

Nach Wiederholung der Ansdize in grofReren Maldstab betragen die Ausbeuten nach
chromatographischer Aufarbeitung:

Substanz Ausheute
%
Lobdinderivat 41
6
Y ohimbinderivat 31
7

Tabelle3.2. 41solierte Ausbeute nach Eskalierung der Synthesen von 6 und 7
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Die guten Konversonen des Ausgangsmaterials CM in beiden Synthesen waren von
ungentigender Renheit begletet. Eine limitiete Stabilitdt der Substanzen vor Abspatungs-
und Aufarbeitungsoedingungen war eine mogliche Erklarung fir die madge Ausbeuten.

3.24 Umfunktionaliserung des Markersmit Bromessigsaure zur |mmobilisierung von

Nortropin

Die sdektive Immobiliserung von polyfunktiondlen Naturgoffen sollte im Rahmen
diessr Arbeit untersucht werden. Die sdektive nucdeophile Subditution an  enem
Festphasengebundenen Haogen durch enen  bifunktiondlen Molekdl ist  Literaturbekannt
(64) und wurde ds Zid der Methodenentwicklung ausgewdhit. Die nucleophile Subdtitution
des Broms von Bromessgsiure durch Amine in der Festphasensynthese von Heterozyklen
(64) und Makrozyklen (36) it literaturbekannt und bildet ene Bass der Peptoid-Synthese
nach Zuckermann (65).

Um en geaignetes Subdrat fur diese Resktion herzustelen, wurde der chemische
Marker mit Bromessgsdure unter Aktivester-Bedingungen acyliert. Der Naturstoff Nortropin
wurde danach mitteds ener nucleophilen  Subditution an  diessm  Subgra  in
Dimethylformamid immobilisert. Hiebe <ollte die hohere Nucleophilie des Stickgtoffs fir
ene sdektive Derivatlisgerung des Nortropins ausgenutzt werden. Beide Schritte wurden nach
in der Literatur beschriebenen Protokollen durchgeftihrt (65). Bild 323 dgdlt die
Reaktionsgleichung dar. Die Synthese wurde im 10 mg Mal3stab ( ~ 0.1 mMol) durchgeftihrt.
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Bild 3.2.3 Umfunktionalisierung von chemischen Markern und Immobilisierung von Nortropin
a) 20% Piperidinin DMF b) Bromessigsaure, HOBt, DIC, 6 St. ¢) Nortropin, DMF, 6 St. d) 1:1

Trifluoroessigsaurein DCM. 30 min

Die Vollgandigkeit der Acylierung nach Schritt b) wurde durch den Nachwels der
Abwesenheit von Aminen in CM 3 mit dem Chloranil-Test nachgewiesen. Tabele 3.2.5 sdlt
die Ergebnisse der chromatographischen Analyse nach Abspaltung von 8 dar.

Substanz HPLCUV  HPLCUV [M] " per. [M]”gem.
Renhat Konverson
% %
270nm  210nm 270nm  220nm
Nortropinderivat 100 85 100 100 4335 434,2

8

Tabelle3.2.5HPLC-MS Analyse der Produkte der Immobilisierung von Nortropin durch nucleophile

Substitution nach Derivatisierung des chemischen Markern mit Bromessigsaure an der Festphase
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Die Abwesenheit der Ausgangsprodukte und die hohe UV Renheit des Produktes
deutete auf ene ser sauber verlaufende Resktion. Die Synthese wurde in einem grof3eren
Mal3stab durchgefiihrt, um weitere Nachweise Uber die Identitdt des gebildeten Produktes zu

bekommen.

Nach praparaiver Aufarbeitung des Produktes konnte man mittels Vergleich der NMR
Daten aus der Literatur die Anwesenheit des Tropangeriistes im Molekil bestétigen (66).
Tabdle 3.2.6 gt die Ausheute der Synthese nach Aufarbeitung der Rohprodukte dar.

Subgtanz Ausbeute
%
Nortropinderivat 25
8

Tabelle 3.2.6 Ergebnissder Synthesevon 8

Mittels der NMR Anayse war es nicht moglich, zwischen N- und O-Alkylierung am
Nortropin zu differenzieren. Um die Idertitét des Produktes nachweisen zu konnen, wurde die
Oxidation der freien  Hydroxylgruppe durchgefiihrt. Als  Oxidationsmittd  wurde
Pyridiniumdichromat in Dimethylformamid ausgewahlt (31, 67, 63).
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Bild 3.2.4 Oxidation der Hydroxy-Gruppeim Nortropin
a) Pyridinium dichromat, Dimethylformamid, 6h b) 1.1 Trifluoroessigsdure, DCM 30 min
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Die HPLC-MS Andyse der Rohprodukte zeigte enen breiten Pesk mit gleicher
Retentionszeit wie 8. Massendifferenz von 2 Einheiten zum Edukt bewies die Identitét des
Produktes 9.

Substanz HPLC Ausheute [M] " ber. [M]"gem.
Renheit %
%
270nm  210nm
Nortropinderivat 100 85 35 433,5 434,2
9

Tabdle3.2.7 Ergebnissder Synthesevon 9

Die Hergdlung von 9 bewies die sdektive nucleophile Subgtitution am Stickstoff des
Naturstoffes bei der Synthese von 8.

Protokolle fur die Kopplung von verschiedenen Naturstoffen durch den chemischen
Marker an der Fesphase wurden beschrieben. Die Immobiliserung von Naturstoffen mit
ener Carbonsdure-Gruppe, wie 21-Hydroxyprogesteronhemisuccinat und  Edtradiol-1713-
hemisuccina, am chemischen Maker konnte direkt durch ene Amidbindung redisert
werden. Die Derivatiserung des chemischen Markers mit Berngeinsdureanhydrid lieferte
ene Festphasengebundene  Amino-Funktion zur  Immobiliserung  von  Lobdin  und
Y ohimbin.

Die sdektive Immobiliserung von Nortropin - an  der Aminofunktion  wurde
durchgefiihrt. Die Kopplung vom Naurgtoff an das Harz fand nach der Derivaisierung des
chemischen Markers mit Bromessgsdure doat. Die sdektive nucleophile Subditution am
Stickstoffsatom des Naturstoffes wurde mittels Oxidation der nach der Kopplung freien
Alkohalfunktion bewiesen. Die Hydroxyfunktion des Natursoffes blieb damit fir wetere
Derivatiserungen frei.

Die Anwendung enes chemischen Makes ha die Vefolgung von
Kopplungsreaktionen an der Fedphase vereinfacht. Die Abspatung von Resaktionsprodukten
von ene klegnen Menge an Haz (10 mg ~ 01 mMoad) und die Andyse der
Abspatunsprodukte mittels HPLC-MS kann vorteilhaft zur Aussage Uber die Vollstandigkeit
der Synthesen und die Identitét der Syntheseprodukte herangezogen werden.



3.3  Parallelsynthese von Nortropin Derivaten

3.3.1 Einlatung

In Rahmen dieser Arbeit sollten die Vortelle der Festphasenchemie fir die Synthese
von Naturgoffderivaten ausgenutzt werden (s. 2). In diesem Teil wird der chemische Marker

fur die Methodenentwicklung zur Paralelsynthese von Nortropin-Derivaten genutzt.

Die bisher in dieser Arbeit gewonnenen Erkentnisse sollten zur Paraldsynthese von
Nortropin-Derivaten in zwel Richtungen fihren. A: Die Deivaiserung des Makers vor der
Immobiligerung von Nortropin sollte die Vaiaion am N-Terminus des Naturgtoffes
ermoglichen. Nach Immohbiliserung von Nortropin sollte die Derivatiserung am O-Terminus

des harzgebundenen Molekills zur Herstellung welterer Derivate filhren (s. Abb 3.3.1).

A i) Parallele Herstellung von i) Immopilisierung von
chemischer Marker- Derivaten Nortropin
EEXK ) 3
e =% G
ii) Abspaltung

vom Harz

Chemischer f
Chemischer -
e o
Chemischer i
Chemischer -
=K (&

i) Parallele Derivatisierung von

B i) Derivatisierung des Markers Nortropin
6 ‘ @ Chemischer < Nortropln —] > ChemISChEI’ <] ] I
Marker < Marker Marker P
i) Immobilisierung von ii) Abspaltung

Nortropin vom Harz Chemischer - -
g &)
< =
Chemischer f
Nortropin ]
‘4

Bild 3.3.1 Mdglichkeiten fur die parallele Her stellung von Nortropinderivaten.

A: Variierung deszweiten Linkersvor der Immobilisierung, B: Derivatisierung an der Festphase

For die Vaiaion be der Derivatiserung des chemischer Markers vor der
Immohbiliserung von Nortropin sollte die Anwendbarkeit verschiedener Substrate fur die
nucleophile Subdiitution untersucht werden. Fir die Derivaiserung nach der Immobiliserung
des Naturdoffes, sollte die Anwendbarkeit verschiedener Reagenzien fir die sdektive
Derivetiserung der freen Hydroxy- Gruppe gepruft werden.



3.3.2 Variierung bei der Derivatiserung des chemischen Markers

In vorherigen Abschnitt wurde ene Acylieeung des chemischen Makers mit
Bendensdure und Bromessgsaure fir die Immobiliserung verschiedener Naturstoffe
eprobt. In diesam Abschnitt sollite fir die Hersdlung verschiedener Subdrate zur
Immobiliserung von Nortropin der chemische Marker mit verschiedenen Carbonséuren

acyliert werden.

Ba der Auswahl der untersuchten Substrate war die Alkyl-Kettenlénge sowie die
Subditution am Kohlengoffalom, an dem die nucleophile Subdtitution dattfindet, zu
vaiieren. Es kamen hierbel diverse bromsubstituierte Carbonsuren im Betracht. Subdtrate fur
ene nucleophile aromaische Subditution wurden auch in der gleichen Resktionssequenz
eingesatzt (72-77) (s Abb. 3.3.2). Die Resktionen wurden entsprechend der freien reaktiven
Gruppe mittels Chloraniltest bzw. destruktiv durch HPLC-MS verfolgt.
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(Nummer)R: Bezeichnet eine Substanzfamilie, die auf analoger Weise hergestellt ist.

Bild 3.3.2 Par allele Synthese von Nortropin- Derivaten durch die Variierung des Substratesvor seiner
Immobilisierung an der festen Phase
a) 20% Piperidinein DMF, 30min, b) Carbonséure, HOBt, DIC, DMF 4 h; c) Nortropin, DMF, 6 h; d)
1:1 TFA in DCM, 30 min.
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In der folgenden Tabele sind die Daten fir die Acylierung des Markers mit 11

verschiedenen Ha ogencarbonsauren zusammengestdlIt.

Haloalkyl- oder Haloary!- [M+H] per. [M+H]" germ. HPLC HPLC Chloranil-
Carbonséure Reinheit Konversion Test
Position 220/ 270 nm.  220/270 nm.
1  Bromessigsaure 388.2 387.1 77/ 86 100/ 100  Negativ
2 2-Brombuttersaure 416,3 415,3 77/ 87 100/ 100  Negetiv
3 a-Bromisobuttersaure 415,3 415,3 82/ 93 100/ 100  Negativ
4 a-Bromphenylessigsaure 464.,4 465 53/ 46 84/ 72  Pogtiv
5  3Brompropionsaure 401,3 401 29/ 42 100/ 100  Negativ
6  3-Brombuttersaure 415.3 415 46/ 62 100/ 100  Negativ
7 4-Brombuttersaure 415.3 3931 47/ 41 56/48  Pogtiv
8  11-Bromundecansdure 514,5 513 86/ 89 100/ 100  Negativ
9  4(Bromomethyl)- 510,5 510 34/ 48 100/ 100  Negativ.
nitrobenzoesaure.
10  4-Fluoro-3- 434.4 434.1 91/ 95 91/95  Negativ.
Nitrobenzoesaure
11 2-Fuoro-5 434,4 434 85/ 96 100/ 100  Negativ

Nitrobenzoeséure

Tabelle 3.3.1 Reaktionsverfolgung (HPL C-M Sund Test auf Anwesenheit von Aminen) nach Acylierung
der chemischen Markers(s. Bild 3.3.2)

Der Chloranil-Tet zeigt ene vollgandige Acylierung der Aminogruppe des
chemischen Makes mit dlen vewendeten Cabonsiuren. Ausnéhmen snd  a-
Bromphenylessgsiure und 4- Brombuttersiure. Die Bildung enes g-Lactons aus 4-
Brombuttersiure  beziehungsveise  ene  derische Hindeung im  Fdle von  a-
Bromphenylessgsaure snd mégliche Erklarungen fir die nicht erfolgreiche Kopplung dieser

Bausteine.

Die chromatographische Analyse der Rohprodukte zeigte die erwarteten Produkte in
guter Reinhet. Die Synthesen der Podtionen 2, 3, 4 und 6 wurden mit razemischen
Bromakylsauren durchgefihrt. Wegen des chirden Zentrums im chemischen Maker war

jewells die Bildung zweler Diadereomere  zu  beobachten. Diese  konnten
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saulenchromatographisch getrennt werden. Die Andyse der Rohprodukte der Kopplung von
3-Brompropionsaure und 3-Brombuttersdure ergab ein Nebenprodukt mit der Masse m/z 322
(M+H-79). Die Eliminierung des Broms wéahrend der Kopplungs- bzw. Abspatungs-Resktion
fuhrte zur Bildung elnes a- 3 ungesdtigtten Ketons mit der entsprechende Masse.

Die vorherigen Ergebnisse waren zur Auswertung der chrometographischen Andyse
nach Abspdtung der Syntheseprodukte nach dem zweiten Syntheseschritt (s. Bild 3.3.2)
hilfreich. Folgende Tabelle fasst die Ergebnisse der chromatographischen Andyse zusammen.

Position Haloalkyl- oder Haloaryl- [M+H]"perechnet ~ [M+H] gefunden HPLC HPLC
Carbonsaure Reinheit Konversion
220nm 220nm
1 Bromessigsaure 4335 4342 100 100
2 2-Brombuttersdure 4624 461,5 41 51
3 al pha-Bromoisobuttersaure 4624 4615 30 83
4 a pha-Bromphenyl- 510,5 510 4 76
essigsaure
5 3-Brompropionsaure 4484 4481 78 100
6 3-Brombutterséure 4624 4624 0 0
7 4-Brombuttersaure 4624 462,1 25 11
8 11-Bromundecansaure 560,6 560 80 100
9 4-(Bromomethyl)-3-nitro- 557,7 5575 92 100
benzoesdure
10 4-Fuoro-3-nitrobenzoesdure 541,6 5416 A 100
1 2-Fuoro-5-nitrobenzoesaure 541,6 5412 A 100

Tabelle 3.3.2 Chromatogr aphische Analyse nach der Parallelsynthese ver schiedener Nortropinderivate (s.
Bild 3.3.2)

Wie im erden Resktionschritt war auch die Resktion mit Nortropin  mehrhatlich
efolgreich. Bemerkenswvert gut verliefen die aromaischen nucleophilen  Subgtitutionen
(Positionen 10 und 11).

Die nicht vollgandige Resktion in der Ansdizen 4 und 7 snd in guter
Ubereingtimmung mit den Ergebnissen aus der Tabele 3.3.1. In diesen Falen war ene nicht
vollsgéndige Kopplung der Bromakylsdure der Grund fir die schlechten Renheiten an
ewatetem Produkt. Be den Synthesen in Podtionen 2 und 3 <ollte die nucleophile



Subditution an einer  Bromadkylverbindung der Forme (Br-C-RiR;R3) datfinden. Eine
sterische Hinderung war moglicheweise der Grund fir die nicht erfolgreiche Synthese, da die
Kopplung von beden Bromakylsiuren an die chemischen Maker be dem eden
Syntheseansatz problemlos verlief (s. Tabdle 3.3.1). Die Bildung des erwarteten Produktes
8R in Podtion 5 veligf mit guter Reinheit. ES wurde deswegen angenommen, dass die
Abspdtungshedingungen vom Harz zur Eliminierung des Broms im Zwischenprodukt (s
oben und Tabelle 3.3.1) flhrt.

Die Synthese mit 2-Brombuttersiure wurde in einem grof3erem Malistab (100 mg
Harz, 0074 mMol) durchgefihrt. Die verschiedenen  Produktisomeren  wurden
chromatographisch aufgereinigt (s. 4 und Abb. 3.3.3).
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Bild 3.3.3 Festphase Synthese von zwei diaster eomeren Nortropinderivaten durch die Anwendung von

rac 2-Brombuttersiure

a) Nortropin, DMF, 6h



3.3.3 Variierung be der Derivatiserung  eines  Festphasen-gebundenen

Nortropinderivates

Die erprobte Immobiliserung des Nortropins am Stickstoff lield eine Hydroxy-Gruppe
fra for wetere Umsatzungen. Die Veresterung diesr Gruppe erschien ds ene sdektive
Methode, um die an die Festphase-gebundenen weiter zu derivatiseren. Deswegen sollten in

einem ersten Schritt optimae Acylierungsbedingungen gefunden werden.

Ahnliche  Optimierungsuntersuchungen  fir  die  Veresterung  von  immobiliserten
Alkoholen oder Carbonséuren snd fur die Naturstoff- und Naturgtoffanaoga- Synthese bereits
literaturbekannt (79, 80). Die Vereserung von Tropanen in Lésung ist auch be der
Untersuchung seiner cholinergen Wirkung in der Literatur beschrieben (81).

Fir die Untersuchung verschiedener Resktionsbedingungen und Kopplungssysteme
wurde en Festphasen-gebundenes Nortropinderivat und N-Fmoc geschitztes Glycin  zur
Synthese von Substanz 11 verwendet (s. Abb. 3.3.5).

_WOH
SO S V'S
@/\O NN N\ﬂ/\/\/
H H
oy
O,N"

ab

0 4 -"‘Oj]AHj)\o O
N\n/\/\/@ © .

! v

O2N 11

Ha N7 N

Bild 3.3.5 Untersuchung der Acylierungsbedingungen fir die Hydroxy-Gruppein Nortropin
a) Fmoc Glycin; Kopplungssystem (Tab.3.3.3) b) TFA/DCM 1:1

Um Cabonsduren in gute Acylierungsreagenzien umzuwandeln, wurde die ,in Stu*
Hesdlung von symmetrischen  Anhydriden, und verschiedene  Aktiveester  sowie
Saurefluoride angewendet (52). Die Ergebnisse der chromatographische Andyse snd in
folgender Tabelle zusammengefa.



Kopplungssystem Zat HPLC Reinheit % HPLC Konverson %

270nm 210nm 270nm 210nm
1. DIC/ HOBt*H,O 4h 43 41 46 57
48h 49 21 100 100
2. DIC/ HOBt 4h 13 14 19 27
48h 13 5 25 19
3. DIC/ DMAP 4h 54 43 75 74
48h 66 54 78 76
4. PyBOP/ DIPEA 4h 52 38 62 64
48h 67 52 100 100
5. HBTU/ DIPEA 4h 46 32 60 63
48h 66 49 100 100
6. HBTU/ DIPEA/ 4h 45 39 75 78
DMAP 48h 48 48 64 75
7. MNSMT/ NMI/ 4h 78 36 80 85
DCM. 48h 80 40 100 100
8. TFFH/ Pyridin/ DCM  4h 45 37 56 55
48h 88 74 100 100

Tabelle 3.3.3 Vergleich verschiedener Kopplungsreagenzen durch HPLC-M S Analyse

Die Ergebnise zeigten keine wesentlichen Unterschiede ba viden der angewendeten
Kopplungsreagenzien. Die erhdtenen Reinheten hingegen zeigten ene grole Vaiabilitét.
Die nicht augechende Besdtigung verschiedener UV-absorbierender Resgenzien vor der
Abspatung des Produktes vom Harz snd ein moglicher Grund fur dieses Ergebnis.

Es wurde gezeigt dald3 lange Reektionszeiten notwendig snd fir einen vollsandigen
Resktionsumsatz. Die grofe derische Hinderung der Hydroxy-Gruppe im Nortropin Gerlst
ig moglicheweise der Grund fir die recht langsame Reektionsgeschwindigkeit mit dlen
Kopplungsreagenzien (s. Abb. 3.3.6) .



Abb. 3.3.6 Dreidimensionales M odell des Nortropinger listes

Wegen dieser derischen Hinderung wurde angenommen, dal3 die Kopplung von
anderen, d&ker derisch gehinderten Carbonsduren problematisch sein kdnnte.  Diese
Schwierigkeit wird in der Literatur mittels der Verwendung von kleinen Abgangsgruppen bel
der Vereserung von derisch gehinderten Alkoholen und Carbonséuren (80) umgangen. Als
optimae Resktionsbedingung wurde daher eine Resktionszeit von 48 Stunden und die ,in
stu* Herstdlung von Saurefluoriden (s.Pogition 8 in Tab. 3.3.3) gewéhlt.

Im Anschluss an die Resktionsoptimierung <olite die Einsatzbreite diesser Resktion
beziglich welterer Carbonsiuren untersucht werden. Eine Abspatung der Fmoc-Gruppe von
Fmoc gechitzen Aminosauren szt wiederum eine Amino-Gruppe fre, die die Moglichkeit
zu welterer Derivatiserung bietet. Die Einsatzbreite der Acylierung von Nortropin - mit
varschiedenen kommezidl erhdtlichen Fmoc-Aminosduren wurde geprift. Alle  Ansdize
wurden padle durchgefihrt, was ene schnele Aussage der Anwendbarkeit fir vide
Aminosauren in diesr Reektion erlaubte. Die Ergebnisse der chromatographischen Andyse
dieser Regktionen Snd in Tabelle 3.3.4 zussammengefalt.
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Aminosaure
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11
12
13

. Fmoc-Gly-OH

. Fmoc-V al-OH

. Fmoc-lle-OH

. Fmoc-Pro-OH

. Fmoc-L eu-OH

. Fmoc-Phe-OH

. Fmoc-Lys(Mtt)-OH
. Fmoc-His(Mtt)-OH
. Fmoc-Trp-OH

. Fmoc-Cys(tBu)-OH
. Fmoc-Met-OH

. Fmoc-Cit-OH

. Fmoc-Phg-OH

14. Fmoc-Tic-OH

15
16
17
18
19
20

2
22
23
2
25
26
27
28

[

=

. Fmoc-L -a-tbutylglycin
. Fmoc-Trp(boc)-OH

. Fmoc-e-Ahx-OH

. Fmoc-Hyp(tBu)-OH

. Fmoc-Thi-OH

. Fmoc-Cys-(Mmt)-OH

. Fmoc-Orn-(Boc)-OH

. Fmoc-3-Ala-OH

. Fmoc-Cha-OH

. Fmoc-Ser(tBu)-OH

. Fmoc-(g)Abu-OH

. Fmoc-D-Pen-(acm)-OH
. Fmoc-Dpr(ivDde)-OH

. Fmoc-Lys(boc)-OH

HPLC
Reinheit
270
82
52
35

8

23
62

E 8 &

66
79

& 8

HPLC
Konversion
2710 220
100 100
60 65
45 53
100 100
89 92
100 100
81 86
100 100
83 9%
100 100
95 97
11 14
100 100
9% 76
18 23
71 81
31 33
35 40
100 100
100 100
26 31
67 72
83 0
67 73
92 A
13 15
100 100
86 89

[M+H]"

berechnet

755,9
798
812

7539

8851
857,1(+tBU)
830,1
856
832
858
8121
884,1
812
810,98+tBu
852
1074,3
(+*Mmt)
811,97
7699
8521
784,88
784
901
991,1
8255

[M+H]"

gemessen

757
798,7
812,5
752,2
812,5
846,2
8273

Tabelle3.3.4HPLC-M S Analyse der Kopplung ver schiedener Aminosauren an Festphasen-

gebundenen Nortropin



Die Ergebnisse dieser Tabdle zeigten, dass optimiete Resktionsbedingungen die
Veresterung der Hydroxy-Gruppe am Nortropin mit einer grof3en Anzahl von Aminosiuren
ermdglicht. Bemerkenswert verlief die Kopplung von derisch gehinderten Aminoséuren wie
Prolin oder Phenylglycin (Postionen 4 und 13 in Tab. 334). Die Umsstzung mit dem
augewdhlten Kopplungsreegenz an  einem  Festphasen-gebundenem  Nortropinderivat  mit
Fmoc-Glycin (s Podtion 1 in Tabdle 3.34) zur Synthese von 11 (s. Abb. 3.3.5) wurde in
100mg Harz - (0.074 mMoal) - Mal3stab durchgefiihrt (45% Ausbeute; s.4).

Mit der Anwendung von chemischen Markern wird die Untersuchung der
Padldsynthese von Nortropinderivaten  vereinfacht. Die Derivatiserung des chemischen
Maker mit nicht doerisch gehindeten Bromadkylsiuren und  Arylhdogeniden  ergibt
verschiedene Subgrate, die fur die Immobilisierung von Nortropin an der Fedtphase mittels
nucleophiler Subgtitution verwendet werden konnen. Bemerkenswerterweise sind  N-Aryl-
Nortropinderivate nicht literaturbekannt. Damit ermdglicht diese Strategie die Hergelung
von neuartigen Nortropinderivaten. Die Acylierung der Hydroxygruppe kann mittds der ,in
stu* Hergelung von Saurefluoriden mit ener breiten Auswvahl an Fmoc- Aminosauren

erreicht werden.



34  Hersgelung von Substanzbibliotheken mit Nortropin als Ger istbaustein
3.4.1 Einlaetung

Im Rahmen diesr Arbet sollten die drukturdlen Eigenschaften von Naturdoffen zur
Hergelung von neuatigen Verbindungen genltzt werden. Um  enen moglichs  grofien
Binfluss des Grundgeriistes auf die dreidimensonde Struktur der synthetiserten Substanzen
zu gewdhrleigen, ollte der Naurgtoff in ener zentrden Podtion platziet werden. Die
sektive Deivatiserung von mehreren  Resktivitdiszentren kann  hierbe  die Anzahl der
maoglichen Substanzen erhdhen. Resktionen, bei denen verschiedenen Regioisomere auftreten
konnen, waren besonders interessant, da auf Sch auf diese Weise die drukturdle Vidfdt
erhthen 1&%. Um ene fir die biologische Testung srukturele Homogenitét der Proben zu
gewdhrlegten, sollte jedoch eine Kontrolle der Regiosdektivitét der Reaktion moglich sain.

Mit Berlickschtigung dieser Anforderungen und der bisher gewonnenen Ergebnisse
Uber die Padldsynthese an der Fedphase von Nortropinderivaten wurden folgende
Synthesewege konzipiert:
o}

O
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@ N NO2 — @ N 2
H H
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Bild 3.4.1 Syntheseweg zur Her stellung von Nortropinderivaten
a) Nortropin, DMF b) PDC, DMF; c) Amine, DCM, Molsieb, NaBH(OAC)s; d) Saurechloride, EtsN, DCM; €)
DCM/TFA 1.1
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Die Derivatiserung des Rink-Linkers mit 4-Fuor-3-nitro-benzoeséure ads chemischer
Maker ermdglicht die Immobiliserung von Nortropin durch ene aromaische nucleophile
Subdtitution an der Festphase (s 3.3). Alle Nortropinderivate bestzen dann eine UV-
absorbierende  aomatische Gruppe und ene lecht ioniserbare Amid-Funktion nach
Abspdtung des Harzes (s 32). Auf diese Weise konnten die Eigenschaften des bisher

angewendeten chemischen Markers subgtituiert werden (s. 3.3).

Nach diesr Immobiliserung von Nortropin am Polymer sollte die Oxidation der
freden Hydroxy-Gruppe des Nortropins ein Subdtrat fir ene reduktive Aminierung liefern.
Die Kontrolle der Stereosdlektivitét und somit die Mdoglichkelt der sdektiven Herstellung von
endo- und exo-lsomeren ermdglicht den Zugriff auf ene grolere srukturdl Vidfdt. Die
Umsetzung mit priméen Aminen wurde gewéhlt, da in diesem Fal wiederum ene weitere

Derivatiserung des resultierenden sekunddren Amins moglich ig.

Eine wetere chemische Vaiabilitét des Systems nach Oxidation der Hydroxy-Gruppe
des Nortropins sollte durch die Reduktion der Nitro-Gruppe im aromatischen Ring gegeben
sin. Nach Reduktion zu ener Amino-Funktion wurde die sdektive Acylierung dieses neuen
resktiven Zentrums untersucht. Der vorgeschlagene Syntheseweg enthidt 7 verschiedene
Syntheseschritte. Wie in den vorherigen Kapitdln wurden fir die Untersuchung von
Resktionsbedingungen und  zur Auswahl der gedgneten Baugsteine Moddlregktionen

verwndet.

3.4.2 Immobiliserung von Nortropin und Oxidation der Hydroxy-Gruppe

Es wurde im Kapite 3.3 gezeigt, dal? die Derivaiserung des chemischen Markers mit
4-FHuoro-3-nitro-benzoesture ein gedignetes Subdrat fur die Immobiliserung von Nortropin
ergibt. Hier wird die Deriveatiserung des Rink-Linkers mit diessr Carbonsiure gleichzeitig fir
die Generierung eines Subgrates fur die nucleophile aromatische Subgtitution von Nortropin
und fir die Herstellung eines chemischen Markers genutzt.

Die Acylierung von 4-Fluoro-3-nitro-benzoesdure am Rink-Linker fand durch die ,in

Stu Hergdlung eines aktiven Esters andog zur Literatur stait (72). Das Abspaltungsprodukt
des Amid-Rink- Linkersfihrt zu einer freaen Amid-Gruppe (s. 3.2).
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Die Vodllgandigkeit der Umsetzung von 4-Huor-3-nitro-benzoesture am Rink-Linker
konnte mittels Chloranil-Test (Test auf die Anwesenheit von freden Aminen) vefolgt werden
(s 4 (86). Die Immobiliserung von Nortropin efolgte dann durch ene nucleophile
aomatische Subdtitution (s 33). Die Oxidation der freen Hydroxy-Gruppe des
resultierenden Edukts konnte war an der Festphase erfolgreich (s.3.2.4). Folgendes Bild sdlt
die Resktiongglechungen zur Immobiliserung und zur FestphasentOxidation von Nortropin

dar.

@ NH,

13
Bild 3.4.2 Immobilisierung von Nortropin und Oxidation der Hydroxy-Gruppe zum Keton

a) 4-Fluor-3-nitro-benzoesdure, HOBt, DIC, DMF 6 h. b) Nortropin, DMF, 6 h. ¢) PDC, DMF, 6 h. d) 1:1
TFA:DCM.

Nach ene vollgandigen Acylieeung des Rink-Linkers (s, oben) velief die
nucleophile Subsgtitution durch Nortropin  problemlos. Die chromatographische Andyse der
Rohprodukte nach der Oxidation zeigte einen Hauptproduktpesk mit der ewarteten
Molekilmase in hoher Reinheit. Wegen des kleinen Massenunterschiedes zwischen Edukt
und Produkt und den &hnlichen Retentionszeiten in der HPLC-Andyse war die Verfolgung
der Resktion mittds HPLC-MS Kopplung problematisch und es empfahl sch daher ene
weltere Charakterisierung mittels NM R- Spektroskopie.

Dafir wurden die Synthesen in enem groleren Malstab mit 300 mg Harz (0.15

mMol) durchgefiihrt. Die erhatene Ausbeute betrug 20 mg (46%) 12 bzw. 28 mg (65%) fur
das Oxidationsprodukt 13.
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Eine ldentifizierung von 12 und die Zuordnung seiner *H und *C Signde efolgte
mittels Spektrenvergleich mit literaturbekannten Substanzen (66). Die ldentifiziierung von 13
ewies hingegen ds schwierig. Obwohl die HPLC-MS Andyse nach Aufreinigung en
sauberes Signd mit der erwarteten Masse as Hauptpesk zeigte, war eine Verdoppelung von
mehreren Signden in *H und 3C NMR in deuteriertem Methanol zu beobachten. Es fanden
sch jedoch geniigend Hinweise fir 100% Umsetzung des Alkohols zum Keton. Dies
waren das Verschwinden der Signde von H-3 be 4.7 ppm im H-NMR Spektrum, die
Abwesenheit von Signden im C-OH Bereich (~60-75 ppm) sowie eine neues Signd im
Carbonylbereich (209.7 ppm) im *C-NMR Spektrum. Zur endgiitigen Zuordnung der 3C-
NMR Signde war en Vergleich mit literaturbekannten Subgstanzen erforderlich. In Tabelle
34.1 werden die *C-Werte von 12 und 13 mit strukturel dhnliche Substanzen verglichen
(66).
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Me N L., HN )&CENOZ Me />, HoN %Q@tNoz
6 5 s y 1® 2 6 , ) ) ’il 1 )
-~ “OH 6 NC) 13 6
3 ""OH R ENe)
Tropin 12 4 Tropanon 13 N

Kohlenstoff 12 Tropin  Tropanone 13 Dppm 13
C-1,C5 584 60,0 60,9 55,6; 56,5 09
C-2,C4 351 39,6 47,6 35,8; 46,5 10,7
C-3 73,6 64,5 2082 209,7 0
C-6 265 258 279 253, 270 17
C-7 265 258 279 253, 270 17
~_ _Me 404 384

|

O 2082 209,7
PN

|C) 1698 1700

H,N )\
C9 1233 1239 0
C-10 1274 124,0; 1251 01
C-11 1378 140,1 0
C-12 1434 144.5; 144,6 01
C-13 1195 120,0; 119,3 04
C-14 1333 1337, 1335 02
Lésungsmittel D,O CDCl; CDCl; CD,;0D

Tabelle 3.4.1 Vergleich der *3C NMR Verschiebungen von liter atur bekannten Substanzen und 12

und 13

Die Zuordnung der Signde von 12 sind in Ubeeindimmung mit den Daen von
Tropin. Die Exigdenz von Gleichgewichten zwischen zwe Konformationen in  &hnlichen
Tropangeristen wie in Substanz 13 snd literaturbekannt (87). Deswegen wurde zur
Zuordnung der Sgnde von 13 angenommen, da? des Molekdl in Mehanol in zwel

Konformationen vorliegt. Die Spdte Dppm

in Tabele 341 zegt die verschiedenen

Verschiebungen, die dieses Gleichgewicht fir die *C-NMR Signde der verschiedenen
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Kohlenstoffe verursacht. Eine grofere Verschiebung der Signde der C-2 und C-4 i in
Ubereingimmung mit dem im n&chsten Bild vorgeschlagenen Gleichgewicht.

Bild 3.4.3 Vorgeschlagenes Gleichgewicht zwischen zwei Konformationen (hier A und B genannt) von
Substanz 13 in Methanol

Die H-NMR Andyse zeigte en Konformerengemisch in @nem Verhdtnis von 1:0.6
(s Bild 34.3). Eine Aussage zur ldentitét des Hauptkonformers war jedoch nicht mdglich.
Die Aufnahme von temperaturabhangigen *H-NMR Spektren sollte Klarheit bringen, doch in
DMSO fand dgch keinen Duplizieeung der Sgnde. Deswvegen wurde auf  watere
Untersuchungen zur Erkl&rung des Konformerengemisches von Substanz 13 in dieser Arbeit
verzichtet.

3.4.3 Reduktive Aminierung des Tropanons

Da die reduktive Aminierung von Aldehyden und Ketonen in der Literatur gut
beschrieben ig (88) und ene groRe Anzahl von Aminen kostengiingig zu beschaffen sind,

sollte auf diese Weise die weltere Derivatis erung vorangetrieben werden.

Die Stereosdektivitét der reduktiven Aminierung von Tropinon mit verschiedenen
Aminen in Lésung wurde bereits in mehreren Arbeiten untersucht (91, 92, 93). Es wurde
gezeigt, dad das Reduktionsmittel ene wesentliche Rolle bel der Stereosdektivitét dieser
Reaktionen spielt (94). Das ,endo” lsomer wurde as Hauptprodukt bel einer katalytischen
Hydrieeung (Hz, PtO;) (93) oder be der Anwendung enes derisch grofen
Hydrierungsreagenz wie NaBH(OAC)s (102, 103) erhdten. Eine Sdektivitéd fir das ,exo”
Isomer wurde der Reduktion durch Natrium erzielt (93).

Die genannten Ergebnise sollten zur Orientierung bel der Untersuchung  von
Methoden zur Kontrolle der Regiosdektivitdt der reduktiven Aminierung von 13 dienen. Die
zusdizliche Anwesnheit ener  Aryl-Nitro-Gruppe, die mit daken Reduktionsmitteln
reduziert werden kann, empfiehlt jedoch die Anwendung von milden Hydrierungsquelen wie
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NaBH3CN und NaBH(OAC)s. Deswegen sollten mit Phenylethylamin  ds  Moddlamin
Vesuche mit beden Hydridgudlen durchgefthrt werden. Bild 345 dgdilt das
Reaktionsschema dar.

O 0 i NO
2
NO b NOZ H2N
@\N - 2 a, b, C H2N +
H (& ﬁ NJ\
O I’/,NH NH

l4a 14b
Endoisomer Exoisomer

Bild 3.4.5 Dar stellung ver schiedener Stereoisomerevon 14 mittelsreduktiver Aminierung
a) Phenylethylamin, Molsieb, DCM, 6 h; b) Natriumcyanoborhydrid oder Natriumtriacetoxyborhydrid,
DCM, 16 h; c) 1:1 TFA:DCM, 30 min

Die HPLC-MS-Andyse der Rohprodukte beider Synthesen zeigt zwel Produktpesks
mit der ewateten Masse, die den beiden Isomeren zugeordnet werden konnten (s Bild
34.5). Zur Berechnung der Reinheit wurde die Peskfldche im UV Chromatogramm integriert.
Diese Ergebnisse sind in néchgter Tabelle 3.4.2 zussammengefalit.

Hydrierungsreagenz HPLC Reinheit der [M+H]* [M+H]"  Isomeren
| somerenpesks berechnet  gemessen  verhdtnis
%
210 nm 270 nm
Natriumcyanoborhydrid 64 79 395,5 395,2 " 6:5
Natriumtriacetoxyborhydrid 98 100 395,5 395,2 o1

Tabelle 3.4.2 HPLC Analyseder reduktiven Aminierungsr eaktion mit zwel ver schiedenen

Hydrierungsr eagenzien

In der Literatur wurde fir NaBH(OAc)s im Vergleich zu NaBH3;CN ene hohere
Sdektivitdt zum endo- Produkt angegeben (91, 94). Daher wurde in dieser Arbeit
angenommen, dad das ehdtene  Hauptisomer bel der  Synthese  mit
Natriumtriacetoxyborhydrid das endo-Produkt sein sollte.
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Ba dea Synthese mit Natriumacetoxyborhydrid gelang die Isolierung des endo-
Isomers mittels préparativer HPLC. Die Produkte der Synthese mit Natriumcyanoborhydrid
wurden jedoch nicht in ihre Isomeren getrennt. Im folgenden sind die erhdtene H-NMR
Spektren dargestdlt (Bild 3.4.6 und 3.4.7).
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Bild 3.4.6 'H-NMR Spektrum des gewonnenen | someren Gemisch von 14 nach reduktiver
Aminierung mit NaBH3CN (s. Abb. 3.4.5)
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Bild 3.4.7 *H-NMR Spektrum des gewonnenen endo- | somer 14a nach reduktiver Aminierung mit
NaBH(AcO)s (s. Abb. 3.4.5)
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Aus den Literaturdaten (91, 92) und den aufgenommenen 2D-NMR Spektren konnte
das H-3 Proton des endo-Produktes eindeutig identifiziet werden (d= 3.6 ppm). Das
Integrationverhdtnis ergab 1:0.9 = endo/ exo (s. Bild 3.4.6), was in Ubedngimmung mit
dem Verhdtniss der Pegkfléche der UV-Absorption in der HPLC-Anayse war.

3.4.4 Variierung der Aminkomponente

Unter andogen Reaktionsbedingungen wurden 14 Amine pardld umgesatzt. Tabele
3.4.3 stellt die Ergebnisse der HPLC-M S-Analyse nach Abspatung der Syntheseprodukte dar.

HPLC HPLC [M+H]™  [M+H]" Isomeren
Reinheit Konversion berechnet gemmessen Verhdtnis
% % M/z m/z %
Amin 210 270 210 270 210 270
nm nm nm nm nm  nm
1. Butylamin 82 74 88 87 A74 3472 100 100
2. Cyclopropylamin 94 8 100 100 3314 331,1 86 85
3. Allylamin 83 72 9D 89 3314 3311 92 91
4. Phenethylamin 86 80 93 A 3955 3952 89 85
5. Benzylamin 65 65 100 100 3815 3812 81 72
6. 4-Methylbenzylamin 84 76 91 92 3955 3952 89 83
7. 4-Huorbenzylamin 94 82 100 100 3995 399,2 0 86
8. 4-Methoxy- 92 8 100 100 4115 4112 89 85
benzylamin
4-Trifluormethyl- N0 67 97 97 449,5 449,2 85 80
benzylamin
5. (R)-(+)-1-(1- 45 41 66 78 445,6 4452 73 63
Naphthylamin
6. (9)-(-)-1-(1- 46 46 58 70 445,6 4452 83 72
Naphthylamin
7. Anilin 26 31 28 37 3674 367,1 100 100
8. Piperidin 10 14 11 17 3595 359,2 50 69
9. Morpholin 25 24 30 33 3614 361,2 65 64

Tabelle 3.4.3 HPL C-MS-Analyse nach Variierung der Aminebei der reduktiven Aminierungvon
13
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Die Resktionen mit prim&en Aminen veligfen in sgr guten Ausbeuten. Die
Isomerenverhdtnisse waren in Uberéingimmung mit dem gewonnenen Ergebnis aus der
Reektion mit Phenylethylamin und lagen zwischen 82 - 91 Im Fdl von Butylamin und
Anilin wurde jedoch nur ein Produktpeak detektiert.

Sterische Hinderung wurde ads Grund fir die geringere Ausbeute der verzweigten
Amine ( (R)-(+)-1-(1-Ngphthylethylamin) und (S)-(-)-1-(1-Nagphthylethylamin) angenommen.
Die Anwendung von chirden priméaen Aminen hdte wenig Einflud auf das
Isomerenverhdtnis. Die schlechte Nucleophilie des Stickdoffs im  Anilin - verhindert
madglicheweise die Bildung des Imin-Zwischenproduktes. Mit sekunddren Aminen waren
geringere Ausbeute und Stereosdektivitdt deutlich erkennbar. Eine derische Hinderung be

der Bildung des Imin-Zwischenproduktes konnte dies erklaren.
3.4.5 Acylierung von sekundéren Aminen am Tropanger Ust

Im Rahmen diesr Arbeit erschien es interessant, die Resktivitét der resultierenden
neuen funktiondlen Gruppe im Nortropinderivat fir die Hergellung einer groleren Anzahl an
Derivaten zu prifen. Es sollten Resktionen mit Sdurechloriden und Isocyanaten an den bereits
im vorherigen Abschnitt gewonnenen Subgstanzen durchgefiihit werden. Als Modelsubstanz
wurde das Produkt der reduktiven Aminierung mit Benzylamin verwendet (s. Abb. 345
u.Tab. 3.4.3 Postion 5).

0 O

Q/\N O NOZ ab Q/\N NOZ

H

Bild 3.4.6 Acylierung mit ver schiedener Acylierungsreagenzien
a) Saurechlorid oder Isocyanat, Diisopropylamin, DCM, 6 h. b) 1:1 TFA: DCM

Zur Durchfihrung der pardlden Acylieeung wurde das Produkt der reduktiven
Aminierung in paralden Reaktionsanséizen mit 17 verschiedenen Reagenzien umgesetzt.
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Acylierungsreagenz

|

Saurechloride

1. Acetylchlorid

2. 2,4, Difluorobenzoylchlorid
3. Phenylessigsaurechlorid

4. Methoxyessigsaurechlorid
5. Phenoxyacetylchlorid

6. Diphenylacetylchlorid

7. Benzyloxyessgsdurechlorid
8. Acetoessigsaurechlorid

9. Menthoessigsaurechlorid
10. 2-Thiopheneecetylchlorid
11. Cyclobutancarbonsaurechlorid
12. trans-Zimtséurechlorid

13. Nicotinsaurechlorid

| socyanate

14. Phenylisocyanat

15. 3-(Trifluormethyl)-
phenylisocyanat

16. 3-Cyanophenylisocyanat
17. Adamantylisocyanat

HPLC
Reinheit %
270 210
nm nm
100 92
86 89
58 52
100 A
88 85
3 14
0 77
60 60
88 85
88 0
100 o4
87 84
A 92
93 9%
92 92
74 75
76 76

HPLC

Konversion

%

2710 220

nm  nm
100 100
97 93
92 0
100 100
100 100

3 16

100 100
100 100
92 A
93 9%
100 100
87 0
100 100
97 9%
97 98
A 98
95 97

| someren-

verhdtnis

%

2710 220

nm nm
83 84
&4 84
88 85
88 87
89 84
89 85
85 85
88 86
0 89
89 85
0 82
91 91

[M+H]"

berechnet

m/z

4248
522,5
500,6
454,5
516,6
576,6
530,6
482,5
578,7
506,6
464,5
512,6
523,0

501,6
569,6

526,6
558,7

[M+H]"

gemessen

m/z

4251
5237
5016
4554
5178
578,2
5318
513,7

507,6
4654
513,7

502,6

571

527,7
561

Tabelle3.4.3HPL C- Analyse nach Variierung der Acylierungsreagenzien bei der Acylierungvon

Festphasen-gebundenen 14

Bis auf Diphenylacetylchlorid (Poston 6) verligfen dle Resktionen glat und mit
hohen Ausbeuten. Die Reaktion anderte das |somerenverhdtnis nicht.
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3.4.6 Reduktion der Nitro-Gruppe und Testung ver schiedener Acylierungsreagenzien

Die Anwesnheit der Nitrogruppe im aomatischen Huoro-subdiituieten Ring
ativiet das Sysem fir die nucleophile Subgtitution durch Nortropin. Im Rahmen dieser
Arbeit sollte auch die Moglichket der sdektiven Derivetiserung des Molekils an dieser
funktiondlen Gruppe untersucht werden.

Die Umwandlung der aromatischen Nitro- Gruppe unter milden Bedingungen durch
Reduktion mit ShCh ist fir die Festphasensynthese von 1,4-Benzodiazepin-2,5-dionen und
Naturstoff- beziehungsveise Wirkstoffandoga wie Baanol oder Lavendustin A beschrieben
(13, 73, 74, 80). Die Reaktion sollte die sdlektive Derivatiserung von 13 durch Reduktion der
Nitro-Gruppe und anschlieflende Acylierung des resultierenden Amins gewdhrleigen. Die
Reaktionggleichung it in Bild 3.7.1 dargestdlt.

R
O O @) ©

NO NH b, c
®/\N 2 _a» @/\N N > 2 e HAN NH
N N
13 0 H15 o 17R 0
l ‘
O

NH
H,N O 2
. o)
15

Bild 3.7.1 Reduktion der Nitrogruppe desfestgebundenen 13 und Herstellung des Anilins 15.
a) 0,2M SnCl, in DMF, 6 h; b) 0,4M Acylierungsreagenz in DCM, 6 h; c) 1:1 TFA: DCM, 30 min

Nach Reduktion der Nitrogruppe zeigte das HPLC Profil des Rohproduktes 15 en
Signd (85% Reinheit) mit tg= 7.8 min und Masse 260.1 (M+H"). Die H- und *C- NMR
Untersuchung zeigten, dass die Keto-Gruppe wahrend dieser Resktion erhdten blieb (s 4).
Die Ergebnisse dar HPLC-MS  Andyse nach der Acylieung mit  verschiedenen
Séurechloriden und Isocyanaten sind in Tabelle 3.4.4 zusammengefass.
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Acylierungsreagenz HPLC HPLC [M+H]"oer  [M+H]"gem

Reinhat Konverson

R 270 210 270 220
Saurechloride
1. Acetylchlorid 61 61 83 88 303,6 303,2
2. 24, Difluorobenzoylchlorid 75 65 90 90 401,4 402,0
3. Phenylessgsaurechlorid 72 66 9% 97 3794 379,8
4. Methoxyessigsaurechlorid 90 83 90 91 3333 3335
5. Phenoxyacetylchlorid 86 79 94 95 3954 395,9
6. Diphenylacetylchlorid 21 15 23 42 455,5 456,4
7. Benzyloxyessgsaurechlorid 90 75 97 97 409,4 410
8. Acetoessigsaurechlorid 42 41 87 90 361,3 361,6
9. Menthoessgsaurechlorid 89 93 92 93 457,6 458,5
10. 2-Thiopheneacetylchlorid 68 74 73 82 3854 385,8
11. Isonicotinoyl chlorid 87 87 97 100 366,3 366,6
hydrochlorid
12. Trans-Zimtsaurechlorid 24 18 46 36 391,4 391,9
13. Nicotinsdurechlorid 80 75 97 100 367,3 366,6
| socyanate
14. Phenylisocyanat 24 22 49 45 3794 380,9
15. 3-(Trifluormethyl)- 70 50 77 70 4474 449,2
phenylisocyanat
16. 3-Cyanophenylisocyana 9 14 15 24 404,4 406
17. Adamantylisocyanat 3 5 3 6 437,6 439,3

Tabedlle 3.4.4 Chromatogr aphische Analyse nach Variierung des Acylierungsreagenz bei der
Acylierung von festgebundenem 15

Die Mehrhet der getesteten Acylierungs-reagenzien ergaben Produkte mit mest
hohen Ausbeuten Ausnahmen bildeten von 3-Cyanophenylisocyanat und

Adamantylisocyanat.

In dieser Arbeit gewonnene Ergebnisse Uber die Festphasensynthese und Andyse an
Nortropinderivaten vereinfachten die Hergdlung und Untersuchung der in diesem Tell
vorgestdlten Synthesawege zu ener groflen Anzahl an Nortropinderivaten. Die Hergdlung
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von neuartigen N-Aryl Nortropinderivaten ist mittels nucleophiler Subgtitution von Nortropin
an Festphasen-gebundenen  4-F'luoro-3-Nitrobenzoesdure und nachfolgender Derivatiserung
madglich. Die Untersuchungen fihrten zur Beobachtung von zwel Korformationen von 3-
Amid-2-Nitro-Aryl-N- Nortropanon (13) in Methanol. Die reduktive Aminierung dieser
Subganz mit primé&ren Aminen fuhrte zu endo- und exo- Isomeren. Eine sdektive Herstdlung
der endo- lsomere im 9:1 Verhdtnis zum endo-lsomer konnte durch die Auswahl enes
derisch anspruchsvollen Hydrierungsreagenzes erhadten werden. Das Produkt der Reduktion
mit Benzylamin wurde efolgrech mit mehreren Sdurechloriden und Isocyanaten acyliert.
Eine wetere chemische Variabilitd der Struktur 13 wurde durch die Reduzierung der Nitro-
Gruppe ezdt. Das resultierende Amin konnte wiederum mit mehreren Sdurechloriden und

| socyanaten acyliert werden.
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3.5  Synthesevon Natur stoff-Hybriden und makrozyklische Derivaten

3.5.1 Einleitung

Die Beeinflussung der Wechselwirkung von Makromolekilen (z. B. Protein-Protein
Wechselwirkungen) durch niedermolekulare Verbindungen (z. B. FBK, Rapamycin) ist in
letzter Zeit in der Literatur von besonderem Interesse (97, 98). Derartige Substanzen enthalten
in ihrer Struktur haufig mehrere Pharmakophore, die mit verschiedenen Erkennungsorten der
verschiedenen Makromolekile wechselwirken (97, 98). In manchen Fdlen erlaubt eine
zyklische Struktur der Substanz die optimale dreidimensionale Platzierung der verschiedenen
Pharmakophore, was die Fahigkeit der Molekile zur Hemmung der makromolekularen
Interaktion verbessert (20). Die Synthese von Molekilen nach dem Vorbild dieser bekannten
Strukturen kann zur Auffindung von Wirkstoffen mit &hnlichen Wirkmechanismen und zur
Untersuchung der Wechselwirkungen von Makromolekilen beitragen. Aus diesem Grund ist
fur die Wirkstoffsuche die Paralelsynthese von makrozyklischen Substanzen, die mehrere
Pharmakophore enthalten, interessant (20, 99-101).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Kopplung verschiedener Naturstoffe zu einem
Molekldl und die Synthese von Makrozyklen mit einem Naturstoff als zentralen Element
durchgefuihrt werden. Die Konzipierung eines algemeinen Synthesewegs fir die Synthese
von Naturstoffhybriden und Makrozyklen sollte aus praktischen Grinden im Vordergrund
stehen.

3.5.2 Einfuhrung einer Verzweigungsstelle nach dem chemischen Marker

Zur Losung sollte die Einfihrung einer Verzweigungsstelle hinter dem chemischen
Marker dienen. Diese Verzweigungsstelle sollte in mindestens zwei verschiedenen
Richtungen selektiv derivatisierbar sein, um die Synthese von Hybriden und Makrozyklen zu
vereinfachen. Die Anwesenheit der chemischen Marker im  Molekil sollte die
Miniaturiserung der Ansdtze und eine Automatisierung bei der Synthese und Optimierung
der Reaktionsbedingungen ermoglichen. Die Strategie ist im folgenden Bild graphisch
dargestellt.
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Bild 3.5.1 Allgemeine Synthese von Natur stoffhybriden und makrozyklischen Derivaten

Ahnliche Strategien werden in der Peptid-Chemie zur Darstellung von zyklischen und
verzweigten Peptiden verwendet (20). Als Verzweigungsstelle kommen haufig Aminosauren
mit reaktiven Gruppen an der Seitenkette wie zum Beispiel Lysin, Serin, Cystein, Glutamat,
Aspartat und Asparagin zum Einsatz (20). Eine Vielfalt an Schutzgruppen wurde entwickelt,
die diese reaktiven Gruppen wahrend der verschiedenen Syntheseschritte schiitzen (52).

Als Verzweigungsstelle wurde in dieser Arbeit geschiitztes Lysin ausgewahlt. Eine
Abspatung der Schutzgruppe an der Seitenkette setzt dann eine Amino-Gruppe frel, die
wiederum eine Vielzahl an chemischen Umsetzungen eingehen kann (s. 3.2).

Als Schutzgruppe fur den ?-Stickstoff wurde die saurelabile Methyltrityl Gruppe
ausgewdhit (53, 101). Die Mechanismen der Abspaltung vom Wang-Linker und von der
Methyltrityl-Gruppe sind sehr dhnlich, da beide mittels Bildung eines stabilen Kations unter
Saurebedingungen  (50% bzw. 1% TFA) ablaufen. Die Resktionsbedingungen im
Synthesaweg konnten dann durch die Schutzgruppenauswahl eingegrenzt werden, was
potentielle nicht erwinschte Umsetzungsmoglichkeiten in Entschiitzungsschritten wahrend
des Molekileinbau moglichst vermeiden sollte. Die Einfihrung der Aminosdure Fmoc-
Lys(Mtt)-OH as Verzweigungsstelle sollte nach Synthese enes chemischen Markers
stattfinden.
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Im folgenden Schema wird die Struktur des in dieser Arbeit verwendeten Gerusts fur
die Synthese von Naturstoffhybriden und Makrozyklen dargestellt.

Mtt Gruppe
Spaltung,1% TFA in DCM -——

Mass Marker ))
(@]

oty yteny A
&8

O,N

Wang Linker Fmoc Gruppe
Spaltung, 50% TFA in DCM UV Marker Spaltung, 20% Piperidin in DMF

Bild 3.5.2 Geruist zur allgemeinen Synthese von Natur stoffhybriden und makr ozyklischen Derivaten

Bel der chromatographischen Anayse des Produktes nach Abspaltung vom Harz sollte
beachtet werden, dal3 die Reaktionsbedingungen fur die Abspaltung vom Wang- Linker auch
die Entschitzung des g Stickstoffs verursacht. Daher wurden zwei UV-absorbierende
Produkte nach dieser Reaktion erwartet. Dies wird in folgender Reaktionsgleichung
dargestellt.
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Bild 3.5.3 Abspaltungspr odukte des chemischen Markers- Fmoc-Lys(Mtt) Adukt
a) TFA/DCM 1:1 30 min

Die Ergebnisse der HPLC-MS-Analyse nach der Spaltreaktion sind in folgender

Tabelle zusammengefasst. Die Untersuchung der Massenspektren erlaubte die Zuordnung von
Peaks 1 und 2 as Fragment A beziehungsweise Fragment B (s. Bild 3.5.3).

Peak tr HPLC [M+H]+APC|
min Reinheit gemessen
%
270 210
nm  nm
Fragment A 17,6 90 80 619,7
Fragment B 23,8 5 15 257,0

Tabelle 3.5.1 HPLC-M S- Analyse der Abspaltungsprodukte nach Kopplung von Fmoc-Lys(Mtt)-

OH am chemischen Marker
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Der colorimetrische Test auf Anwesenheit von Aminen und die chromatographische
Analyse nach der Abspaltung waren geniigend Hinweise fur die Bildung des erwiinschten
Produktes am Harz. Fur die Anwendung dieses Gerlists zur Synthese von Naturstoff-hybriden
und Makrozyklen sollte die selektive Beseitigung beider Schutzgruppen ohne Abspaltung des
ganzen Molekils vom Linker durchgefuhrt werden.

Die selektive Abspaltung der Fmoc- und Mtt-Gruppe ist in verschiedenen Arbeiten
beschrieben (102, 103). Die Stabilitét der Carbamat-Bindung am Wang-Linker unter den
Abspaltungsbedingungen der Fmoc-Gruppe (20% Piperidine in DMF) ist seinerseits auch aus
der Literatur bekannt (26, 48).

Die Abspatung der Mtt- Gruppe vom Harz sollte durch das Verschwinden seiner
charakteristischen Peaks bei der chromatographischen Anayse der Abspaltungsprodukte
verfolgt werden (s. Bild 3.5.3 und Tabelle 3.5.1). Ein moéglicher Verlust an Substanz durch
der verfrihte Abspaltung vom Wang-Linker wahrend der Beseitigung der Mtt-Gruppe konnte
durch die quantitative Bestimmung der Fmoc-Gruppen am Harz detektiert werden.

Die Abspaltung der Mtt-Gruppe wurde nach in der Literatur beschriebenen Prozeduren
durchgefuhrt (101, 103). Danach zeigte die Quantifizierung der Fmoc-Gruppen am Harz dass
kein wesentlicher Verlust an Substanz am Harz stattfand. Das Verschwinden des Mtt-Peaks
(Fragment B, Bild 3.5.3) nach HPLC-MS Analyse der Abspaltungsprodukte zeigte die
vollsténdige Beseitigung der Mtt-Gruppe vom Harz.

3.5.3 Synthesevon einem Naturstoff Hybrid*

Die Abspaltung der Fmoc- oder Mtt-Gruppe vom vorgestellten Gerlst setzt selektiv
ene Amino- Gruppe im Molekll frei. Die bisher gewonnenen Ergebnisse Uber die
Immobiliserung von verschiedenen Naturstoffen an der Amino-Gruppe des chemischen
Markers konnten deswegen fur die Synthese von Naturstoffhybriden auf dieses Gerlst
Ubertragen werden (s.3.2).

! Das Wort Naturstoff-Hybrid wird im Sinne von ener kinstlichen niedermolekularen
Verbindung, wo zwei oder mehrerer Sekundarmetaboliten kovalent gebunden sind.
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Um diese Ubertragbarkeit zu illustrieren, sollte die Synthese eines Naturstoff- Hybrids
durchgefuhrt werden. Die Synthese eines solchen Hybrides, in dem die Kopplung der
verschiedenen Naturstoffe unter verschiedenen Reaktionsbedingungen verlauft, ist besonders
interessant, da in diesem Fall die chemische Variabilitdt des Gerlists breiter untersucht werden
kann. Die Synthese eines Nortropin-Progesteron-Derivates wurde in diessm Rahmen nach
dem folgenden Synthese-Schema durchgeftihrt.

o
Bild 3.5.4 Synthese eines Natur stoffhybrids aus Nortropin und einem Progester onderivat
a8)20% Piperidinin DMF, 1 h; b) 21-Hydroxyprogesteronhemisuccinat, HOBt, DIC, 4-DMAP, DMF, 6 h; c) 1%
TFA 5% TISin DCM, 5 ma 5 min; d) Bromessigsaure, DIC, DMF, 6h; €) Nortropin, DMF, 16 h; f) 1.1 TFA:
DCM 30 min
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Fur die Immobiliserung beider Naturstoffe an diesem Gerlist wurden die gleichen
Reaktionsbedingungen wie oben verwendet (s.3.2). Die Synthese wurde in einem kleinen
Mal3stab durchgefiihrt (s. 4). Die Ergebnisse der HPLC-MS Analyse des Rohproduktes sind in
folgender Tabelle vorgestellt.

Substanz HPLC [M+H]"  [M+H] apc
Reinheit berechnet gemessen
%
270 210
19 Nortropin-Progesteron Hybrid 62 85 975,2 974,5

Tabelle 3.5.2 HPLC-M S Analyse des Nortropins-Androsteron Hybrid

Die HPLC-MS Anayse lieferte ausreichend Hinweise fur die Bildung des erwarteten
Produktes. Ein weiter Strukturbeweis der Struktur von 19 waren die in dieser Arbeit
gewonnene Ergebnisse Uber die Festphasen Immobilisierung beider Naturstoffe (s. 3.2.2 und
3.2.4).

3.5.4 Synthese eines makrozyklischen Nortropin Derivats

In diesem Abschnitt sollte die Einfihrung und Derivatisierung eines Naturstoffes nach
der Verzweigungsstelle ein geeignetes Substrat fir eine intramolekulare Makrozyklisierung
(s.3.5 und Ref: 20, 21) auf der festen Phase liefern. Die Anwesenheit des chemischen Markers
im Molekdl wurde auch in diesem Abschnitt fir anaytische Zwecke genutzt. Die bisher in
dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse Uber die Immobiliserung und Festenphasen-
Derivatisierung von Naturstoffen sollte die Herstellung dieses Substrates vereinfachen.

Die Immobiliserung des Naturstoffes Nortropin sollte deswegen in diesem Gerlst
analog zu der Immobilisierung am chemischen Marker im Kapitel 3.2 stattfinden. Daflr sollte
die Derivatiserung des Gerlists ein geeignetes Substrat fir eine nucleophile Substituion am
Stickstoff des Nortropins liefern. Nach der Immobilisierung des Nortropins fehlt fir die
Makrozykliserung noch eine freie Carboxy-Gruppe. Aus der im Laufe dieser Arbeit
gewonnenen Erfahrung bot sich zur Generierung dieser Funktionalitét die Umsetzung der
freien Hydroxy-Gruppe des Nortropins mit einem zyklischen Anhydrid als beste Methode an.
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Bild 3.5.5 Synthese des Substrates und Makrozyklisierungsreaktion eines Nortropinderivat
a) 20% Piperidin in DMF, 1 h. b) 5-Bromvaleriansiure. HOBt, DIC, 6 h. ¢) Nortropin, DMF, 6 h. d)
Bernsteinsdureanhydrid, 4-DMAP, Pyridin, 6 h. €) 1% TFA 5% TESin DCM 5* 5min (Mtt-Abspaltung) f) BOP,
HOBt, DIPEA 6 h. g) 1:1 TFA:DCM 30 min

Damit die vorgestellte Synthesesequenz zu einem optimalen Substrat fir ene
Zyklisierungsreaktion fuhrt, sollte in diesem Fall auch das Polymer optimiert werden. Es ist
literaturbekannt, dal’ die Natur und Beladung des angewendeten Harzes einen sehr grof3en
Einflul3 auf die Ausbeuten der Zyklisierungsreaktionen von Peptiden am Harz hat (17, 104).
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Es wurde daher ein niedriger beladenes Tentagel-Harz a's polymerer Trager ausgewdhlt (s.1
und ref: 17, 20, 21, 24).

Die ausgewdhiten Reaktionsbedingungen folgten den in dieser Arbeit gewonnenen
Ergebnissen. Nach Abspatung der Fmoc Gruppe wurde der chemischer Maker mit
Bromvaleriansdure mittels Amid-Bindung derivatisiert. Nortropin wurde nachdem am GerUst
durch nucleophile Substitution immobilisiert (s 3.2.4). Die Synthesen zunéchst wurden in
kleinem Mal3stab durchgefihrt (s. 4). Die néchste Tabelle stellt die Ergebnisse der HPLC-
MS-Analyse nach Synthese des Substrates fir die Makrozyklisierungsreaktion dar. Die
Abspaltung des Harzes produzierte zwel Produkte. Das linear Nortropinderivat (Fragment A)
und die Mtt- Gruppe (Fragment B) (s. Bild 3.5.5).

Peak HPLC tr [M+H]"  [M+H] apc
Reinheit min berecnhtet gemmessen
%
270n  210n
m m
Fragment A 80 46 18,8 704,9 704,3
Fragment B 7 45 38,4 2574 2570

Tabelle 3.5.3 HPLC-M S Analyse der Reaktion vor dem Makrozyclisierungsschritt

Es wurden keine Nebenprodukte detektiert, was fir eine erfolgreiche Synthese von 1
sprach. Die Entschiitzung der g-Aminogruppe des Lysins durch Abspatung der Mtt-Gruppe
sollte as nachster Schritt zu einer anschlieffende intramolekulare Peptidbindung unter
Bildung eines Makrozyklus herangezogen werden.

Die Abspaltung der Mtt-Gruppe wurde wie im vorherigen Absnitt durchgefihrt
(s.3.5.3). Als Aktivierungsreagenz fur die Amidbildung im letzen Schritt wurde Benzotriazol-
1-yl-oxy-tris-(dimethylamino)-phosphonium hexafluorophosphat (BOP) ausgewahlit (19).

Nach Abspaltung der Mtt- Gruppe und Durchfiihrung der Makrocyclisierungsreaktion
ist der Chloranil-Test negativ. Das war ein Hinweis fur eine vollsténdig Reaktion aller

Amino-Gruppen (87).

Die HPLC-MS-Anayse der Produkte nach Synthese von H20 und Abspaltung vom
Harz zeigte die vollstdndige Abspaltung der Mtt-Gruppe (s. Tabelle 3.5;3: Fragment B um
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tr=38.4 min) und Umsetzung der Makrozyklisierungssubstrate (s. Tabelle 3.5.3: Fragment C
um tg= 18.8) durch das Verschwinden beider Peaks. Das Vorhandensein eines Peaks (tr= 19,2
und [M+H]"= 686,8) war typisch fur diese Makrozyclisierung und spiegelt die Bildung von
22 wieder. Das Vorhandensein einer Gruppe kleiner Peaks mit dhnlichen Reaktionszeiten
nach dem Produkt Peak war typisch fur eine Makrozyklisierung, da auch bedeutsame
Polymerisierung stettfindet. Deswegen wurden von dieser Synthese méldige Ausbeuten
erwartet (20).

Trotzdem wurde die Synthese in grof3erem Mal3stab durchgefiihrt. Leider waren die
Ausbeuten der Reaktion sehr gering (etwa 1%) und somit war nur die Gewinnung von 1 mg
Substanz  mdglich. Hochauflésender Massenspektroskopie sprach fur die Bildung des
erwarteten Produktes (Mass: 686.39099 u (?=-3.2 mmu) Cz4Hs2N7Os) (Bild 3.5.6).
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Bild 3.5.6 Hochaufgel6ste M assenspektrum de Makrozyklus 22

Trotz niedriger Ausbeute dieser Reaktion wurde dadurch die Anwendbarkeit dieser
Synthesestrategie fur die Synthese fir Makrozyklen bewiesen. Auf eine Optimierung der
Resktionsbedingungen zur Ringbildung sowie die Synthese weiterer Makrozyklen-Analoga,
die vielleicht ein gunstigeres Substrat fir die Makrozyklisierung darstellen sollten, wurde in
dieser Arbeit verzichtet.
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Die Kopplung des orthogona geschiitzten Lysins am chemischen Marker lieferte ein
gunstiges Gerist fur die Synthese von Naturstoffhybriden und makrozyklischen
Naturstoffderivaten. Die selektive Entschiitzung der Mtt- und Fmoc-Gruppe des Gerlistes im
vorherigen Abschnitt ermdglichte die sequentielle Kopplung von zwei verschiedenen
Naturstoffe sowie die Herstellung eines Substrates fur eine intramolekulare
Makrozyklisierung an der Festphase. Die Anwesenheit des chemischen Markers vereinfachte
die Detektierung aler Zwischen- und Endprodukte.



4 Zusammenfassung

Zid der Arbeit war die Entwicklung von Methoden zur Festphasensynthese einer
grolen Anzahl  von  Naurdoffderivaten  durch  chemische  Derivatiserungen  von
Sekundarmetaboliten. Eine algemeine Ubertragung der  Syntheseprinzipien auf verschiedene
Naturgoffe sand im Vordergrund. Wegen seiner haufig kostenaufwandigen Isolierung wurde
der  Vebrauch an Naurgoff be der Padldsynthese und Optimierung  der
Resktionsbedingungen  minimiert. Dazu  wurden fir die Deektion der syntheiserten
Substanzen Andysemethoden angewandt, die nur geringe Substanzmengen bendtigen und
einen grolen Probendurchsatz gewdhrleisten. In dieser Arbeit wurde die HPLC-MS-Andyse
engextzt, die ene Aussage zur Ausbeutebetimmung und Hinwese zur Identifizierung dler
Syntheseprodukte mit einem geringen Probeaufwand gewéhrleisen und mittels enes Auto-
Samplers automatisert werden kann. Subgtanzen, die den oben genannten andytischen
Methoden genligen bendtigen Strukturdlemente, deren physikaisch-chemische Eigenschaften
eine Detektion erlauben. Diese Strukturdlemente wurden in Form eines chemischen Markers
asHilfsmittd zur Detektion dler an der Festphase synthetiserten Substanzen eingeftinrt.

Einbau eines chemischen Markers

Zur andytischen Vefolgung von Resktionschritten nach Abspatung vom Harz mittels
HPL C-gekoppelter UV-Spektroskopie und Massenspektrometrie (API-ES-MS und MALDI-
TOF-MS) wurde die Festphase vor Kopplung des Naturstoffes derivatisert. Diese Methode
wird chemischer Maker genant. Der Wang-Linker am Syntheseharz wurde mit 1,3
Diaminopropan unter Bildung ener Cabamat-Gruppe derivatisert. Nach Spatung dieser
Bindung von Haz kan s ene frae Amino-Gruppe generiet werden, die nach
expaimentdlem  Vegleich saner  massenspektrometrischen  Eigenschaften  besser zur
andytischen Vefolgung von Festphasen Resktionen geeignet war ds andere Gruppen wie
Amide oder Carbonsauren. Um eine Detektion mittels UV-Absorption zu verbessern, wurde
die N-Fmoc geschitzte Aminosiure p-(NO,)-Phenyldanin Uber die Carboxy-Gruppe an der
frden Aminogruppe des 1,3-Diaminopropans nachtréglich engefihrt. So wurde en  gut
gecigneter chemischer Marker hergestdlt, der eine Andytik sowohl Uber UV-Spektroskopie,
ds auch dear  Massengpektrometrie  (loniserungseigenschaften) ermdglict. Alle
Naturgoffderivate wurden mit dem chemischen Maker vom Haz abgespdten und so
vortellhaft der nachfolgenden Anaytik zugefihrt.
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Immobilisierung von Natur stoffe an chemischen Markern

Zur Anwendung des chemischen Markers <ollte danach der Naturdoff an die
Festphase gekoppelt werden und die Bildung harzgebundener Naturstoffderivate mittels
HPLC-MS vefolgt werden. Abspdtung der N-Fmoc- Gruppe des p-(NO,)-Phenyldanins
vom chemischen Maker lie3 ene resktive Amino-Gruppe fir die Immobiliserung der
Naturgoffe entstehen. Die Kopplung von Naturstoffen mit einer Carbonsaurefunktion, wie
21-Hydroxyprogesteronhemisuccinat  und  Edtradiol-1713-hemisuccinat, konnte direkt durch
ene Amidbindung rediset werden. Die Derivatiserung des chemischen Markers mit
Berngeinsdureanhydrid  lieferte ene  Carbonséure-Funktion  zur  Immobiliserung  der
Naturgoffe Lobdin und Yohimbin. Die Amid-Kopplung ener Alkylhaogencarbonsiure an
den chemischen Marker erlaubte die sdektive Immbobiliserung von Nortropin, Dies verlief
mittels nukleophiler  Subdtitution des Haogenatoms durch die  Amino-Funktion des
Naturstoffe. Zum Bewels der Sdektivitét dieser Resktion wurde die Festphasenoxidation der
Hydroxy-Gruppe von Nortropin durchgefiihrt. Nach Isolierung und NMR-spektroskopischer
Identifizierung der Endprodukte wurde bewiesen, dass HPLC-MS der chemisch markierten
Molekiile gute Hinweise zur Reinheit und Identitét der Resktionsendprodukte ligferte.

Par allele Synthese von Natur stoffderivaten

Nach Untersuchung der Immobiliserung von Naturdoffen sollten Methoden zur
pardlden Erzeugung von Naturgtoffderivaten an der Fedtphase erarbeitet werden. Dafir sollte
die Vaiation des festphasengebundenen Substrates vor der Immobiliserung des Naturstoffes
und die FedphasenDerivaiderung enes gebundenen Naturdoffderivates ds zwe
verschiedene Strategien untersucht werden. Nortropin wurde wegen seiner einfachen Struktur
und wegen der Resktivitdé der nach saner Immobiliserung freien  Hydroxy-Gruppe
augewdhit. Die Vaiation der Haogenakylcarbonsaure ds festphasengebundenes Subsirat
zur Erzeugung verschiedener Nortropinderivate war mit  ene Vidzahl  kommerzidl
erhdtlichen  Bromakylcarbonsauren  erfolgreich. Interessanterweise fand  auch  die
aromatische nucleophile Subdtitution von Nortropin an 4-Fluoro-3-nitrobenzoesdure dtatt, was
de Hedgdlung neuatiger N-Aryl-subdituierter  Nortropinderivate ermdglichte.  Die
Acylierung der frelen Hydroxy-Gruppe des polymergebundenen Nortropins wurde optimiert.
Die Anwendung von ,in gStu* hergesdlten Saurefluoriden ds Acylierungsreagenzien erwies
sch ds optimd. Mit diessr Methode efolgte die Acylierung mit den meisen kommerziell
erhdtlichen  Fmoc-Aminosduren problemlos. Die Anwendung des chemischen Makers zu
ener  shndlen Entwicklung  von  Synthesedrategien und ~ Optimierung von
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Resktionsbedingungen fir die paralde Synthese von Nortropinderivaten wurde so erfolgreich

erarbeitet.

Synthesewege zur Her stellung von Substanzbibliotheken mit Nortropin als Ger tist

Die gewonnenen Ergebnisse sollten zu Synthesewegen zur Herselung ener grof3en
Anzehl an neuartigen Subgtanzen genutzt werden, die die drukturdlen Eigenschaften des
Naiurgoffes ausnutzen. Um ene moglichs grofle Anzahl an Subdanzen mit diessm
Syntheseweg herzugdlen, <sollte der Naurgoff in enem Gelig plaziet werden, das in
mehreren  Pogdtionen  derivatiset werden konnte. Die  drukturdlen  Eigenschaften  des
Naturdoffes sollten die Steuerung von regiosdektiven Reektionen ermdglichen. Die
Immobiliserung von Nortropin an einer Festphasen-gebundenen  4-Fluoro- 3-nitrobenzoesaure
erdffnete den Weg zu neuartigen N-Arylsubstituierten Nortropinderivaten. Nach Festphasen
Oxidation der Nortropin-Hydroxy-Gruppe konnte zum Bespid ene sdektive (9:1) endo-
reduktive Aminierung am resultierenden Keton durch Anwendung von NaBH(OAC)3
durchgefihrt werden. Die Acylierung des resultierenden Amins mit nicht derisch gehinderten
Saurechloriden verlief problemlos. Eine weltere chemische Variabilitdt des Systems wurde
durch Reduzierung der Nitro-Gruppe und nachfolgende Acylierung mit  Saurechloriden
ezidt. Auf der Bads von Nortropin wurde somit ein Syntheseweg zu groleren und
neuartigen Subgtanzbibliotheken mit mindestens drel Angriffounkten  zur  Diversfizierung
vorgeschlagen.

Natur stoffhybride und Makrozyklen

Letztendlich soliten dle gewonnenen Erkenntnisse zur pardlden Festphasensynthese
von Naturgoffderivaten auf die Generierung von Naturdoffhybriden und Makrozyklen
Ubertragen werden. Dazu wurde ds chemischer Marker das System 1,3-Diaminopropan
veknipft mit p-Nitro-phenyldanin  engesatzt. Als Verzwegungsstdle wurde orthogond
gechitztes Na-Fmoc-N?-Mtt-Lysn durch  Amid-Bindung an den chemischen Marker
eingeflhrt. Beide Schutzgruppen konnten sdektiv abgespdten werden. Es wurde keine
vorzatige  Abspdtung vom  Linker  beobachtet. Die  Kopplung von  21-
Hydroxyprogesteronhemisuccinat und Nortropin am gleichen Geriit wurde durch HPLC-MS
Andyse vefolgt. Die Immobiliserung von Nortropin und nachfolgende Derivatiderung der
freen Hydroxy-Gruppe des Naurstoffes mit Berngteinséureanhydrid lieferte ein Substrat fur
ene Makrozykliserungsresktion. Die Ausbeute der Reektion wurde dlerdings wegen
intermolekularer Polymeriserung vermindert. Ein Hinweis fir die Bildung des gewinschien
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Makrozyklus wurde durch hochauflésende Massenspektroskopie erhalten. So  wurden
efolgreich en Naurgoffhybrid und en makrozyklisches Derivat an der Festphase
gynthetisert.
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5 Experimenteller Teil

51  Chemikalien und L 6sungsmittel

Die verwendeten Ldsungsmittel wurden von den Firmen Fuka (Deisenhofen), Merck
(Darmgtadt) in p.a Qualitét bezogen. Die wasserfreien Losungsmittel DCM, DMF und THF wurden
von Huka (Deisenhofen), Riedd de Haen (Deisenhofen) bezogen. Fir die HPLC-Anaytik wurden
Acetonitril und Methanol der Firma Rathburn eingesetzt. Entionisertes Wasser wurde Uber eine

Filtrationsanlage von Millipore (Eschborn) gewonnen.

Alle Chemikaien und Reagenzien wurden von Aldrich (Delsenhofen), Fuka (De senhofen),
Lancagter (MUhlheim am Main), Merck (Darmstadt) und Novabiochem (Heidelberg) bezogen und
ohne weitere Aufarbeitung eingesatzt. Rink-Amid-AM-PS-Harz und Wang-PS-Harz wurden von
der Firma Rapp Polymere (Tbingen) bezogen.

52  Analytik

5.2.1 Hochlestungs-Fliissigkeitschromatogr aphie-M assenspektrometrie (HPLC-M S)

Fur anaytische HPL C-Trennungen wurde eine HP-1100 Series Anlage der Firma Hewlett-
Packard (jetzt Agilent (Bad Homburg)) mit einem 1100 MSD Massenspektrometer ausgeriistet,
eingesetzt. Die Anlage war mit einer anaytischen Trennsdule ,, YMC Badc’ (5um Korngrofde, 250 x
2mm,) der Firma YMC Europe GmbH (Schermbeck/ Wesderwald) ausgestattet. Fir die Trennung
wurde ein Gradient von Wasser/ 0,1% TFA (Laufmittel A) und Acetonitril (Laufmittel B) be ener
Flussrate von 1 mL/min verwendet (10% B fur 10 min, von 10 zum 36% B in 20 min, 100% B fir
10 min, 10% B fur 10 min).

Die UV-Detektion efolgte bet | = 210 nm und | = 280 nm, und ene quditative

Bestimmung der Reinheit der Produkte wurde anhand der Peskfléchen bel beiden Welenldnge

errechnet.
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Die Messparameter fir den Massendetektor waren:

- lonenqudle API-ES im positiven Modus.
- Trockener Gasstrom (N5): 10 I/min

- Druck der lonisationskammer: 24 psg

- Trockengastemperatur 350 °C

- Kapillargpannung: 3500 V

5.2.2 Praparative Hochlestungsfliissigchr omatographie

Prgparative HPLC-Trennungen wurden an ene Anlage der Frma GilsonrAbimed
(Langenfeld), bestehend aus einer Pumpeneinheit 305, Pumpeneinheit 306, UV-Detektor 119,
Dynamischer Mixer 806, Probensampler und Fraktionsammler ,,Liquid Handler 215 durchgefihrt.
Als Trennsdule wurde ene RP-Sdect B (10um Korngrof3e, 250 x 10 mm, E. Merck, Darmstadt)
bel ener Hussrate von 4 mL/min. Die UV-Detektion erfolgte bei | =210 nm. Die fir die Trennung
geeigneten Gradienten wurden jewells mittels andytischer Laufe bestimmt.

5.2.3 FT-ATR-IR Spektroskopie

FT-ATR-IR-Spektren der Harze bzw. polymergebundener Verbindungen wurden mit einem
Bruker IFS 55 aufgenommen. Das Gerét war mit einer Vector 22 ATR-Einheit der Firma Graseby-
SPECAC (Kent, G.B) versehen. Die Harze wurden direkt durch Aufpressen auf einen S-Kridal
vermessen. Die Spektren wurden mit 16-32 Scans aufgenommen, und es wurde jewells ene
automatische ATR-Korrektur durchgefihrt.

5.24 UV-VIS Spektroskopie

Absorptionsmessungen fur die Fmoc-Bestimmung wurden in einem Cary 1 Bio der Firma

Varian aufgenommen. Es wurden 1 cm Kivetten verwendet.
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525 NMR Spektroskopie

H- und °C-NMR-Spekiren wurden an einem Bruker DPX-300 Spekirometer
aufgenommen. Als Losungsmittedl wurde DMSO-ds, MeOD-d;, D,O oder CDCl; je nach
Substanzl 6dichkeit verwendet.

Die Zuordnung der NMR-Spektren erfolgte auf der Grundlage von Signdmultiplizitéten,
DEPT-Spektren sowie auf Pardlelschliissen unter Berilickschtigung gesicherter  Zuordnungen
innerhab der Substanzreihen und literaturbekannte spektroskopischer Daten dhnlicher Substanzen.
Kopplungskonstanten sind in Hz angegeben.

Fir die Durchfihrung von Wasserstoff/ Deuterium- Austauschversuchen (H/D Austausch)
wurden einige Tropfen deuteriertes Wasser zugegeben. Nach kréftigem Schiitteln wurden die Proben
nochma mittds *H-NMR untersucht. Das Verschwinden von Signaen bei énem H/D Experiment
ergab eine Aussage Uber die Aziditdt der Protonen. Normaerweise snd nur Protonen an

Heteroatomen durch dieses Verfahren austauschbar.

5.2.6 Chloranil-Test. Qualitativer Nachweis von Aminogruppen (Ref: 87)

Die Uberprifung der Vollstandigkeit der Kopplung an harzgebundenen Aminen wurde
mittels Chloranil- Test durchgefiihrt. Es wurden folgende Reagenzl Gsungen verwendet:

- 20mg/mL Chloranil in DMF
- 2% Acetddehyd in DMF

Zur Durchfhrung wurden wenige Harzkugeln in einem Eppendorf-Cup mit je einem Tropfen
der beiden ReagenzlGsungen versetzt und die Suspenson 5 min geschittelt. Die Abwesenheit einer
Grun bis Blauférbung auf den Kugeln zeigte die Abwesenhet freier Amino-Gruppen an (Ref: 87).
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5.2.7 Quantitative Colorimetrische Bestimmung von Fmoc-Gruppen (Ref: 105)

Die Belegung des Harzes mit Fmoc- Gruppen konnte durch die photometrische Bestimmung
eines Piperidin-Dibenzofulven Eduktes berechnet werden. Dieses Produkt bildet sich wéhrend der
Abspaltung der Fmoc-Gruppe nach folgender Reektionsgleichung.

o . @)
Ay A+ 0
R A R1 @
CO,
Piperidin-Dibenzofulven
Edukt

Bild 5.1 Abspaltung der Fmoc-Gruppe mit Piperidin

Fur die Durchfihrung diessr Betimmung wurden ewa 10 mg Haz in eénem 2 mL
Eppendorf-Cup eingewogen. Dazu wurde 1 mL ener Lésung von 20% Piperidin in DMF  gegeben.
Die Suspension wurde fir eine Stunde bei RT geschiittedt. Danach wurde die Suspension fir 2
Minuten zum Seden gebracht. Ein 30 pl-Aliquot wurde auf 3 mL verdinnt (Verdiinnungsfaktor (D):
0,01, sehe unten). Die UV-Absorption von dieser Losung wurde gegen eine Vergleichd 6sung bel
301 nm vermessen. Es wurden immer 1 cm dicke transparente Klvetten im Spektrophotometer
verwendet. Bel hohen Absorptionswerten (A> 0.8) musste die MesdGsung verdiinnt und noch mal
mit einem anderen Verdiinnungsfaktor (D) gemessen werden. Die Fmoc-Bedadung (mMol/g) wurde
nach folgender mathematischer Gle chung berechnet:

1000* A

Beladung(mMol /g) = ——
g( 9) YEPCPIT

A: Absorption

M = Harzgewicht (mg)
e = 7800 L*mol™* cmi*. (Extinktionskoeffizient des Piperidin-Dibenzofulven Eduktes bei 301 nm.)
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D = Verdinnungsfaktor: 0.01
d = Dicke der Kiivette: 1 cm

5.2.8 Derivatiserung mit einem chemischen Marker: 1,3-Diaminopropan mit p-
Nitrophenylalanin verknipft mit dem Wang-Linker. Synthese des Festphasen
gebundenen {3-[2-(9H-Fluor en-9-ylmethoxycar bonylamino)-3-(4-nitr o-phenyl)-

propionylamino]-propyl}-car bamsaur ebenzylesters. Harz CM .

Fir die Synthese enes chemisches Markers CM  wurde Fmoc-p-Nitrophenyldanin stat
Fmoc-Glycin am 1,3-Diaminopropan derivatiserten Wang-Linker andlog zur Synthese von 2
eingeflgt (s. 4.3.2). Das HPLC-UV Chromatogramm der Rohprodukte nach Abspdtung des
Linkers mit TFA (s. 4.3.2) zeigte enen einzigen Reak ( = 210 nm) bei & = 25.6 min (>95%
Reinheit). Das API-ES-MS Spektrum ergab einen einzigen Peak bel m/z 354.0 (100%, [M]").

Die Bdadung des Harzes wurde nach der Bestimmung der Fmoc-Gruppe berechnet (s.
4.2.6). Nach der Synthese wiirde man einen Wert von 0.74 mMol/g erhdten. Dieser Wert war in
guter Ubereingtimmung mit der theoretischen maximalen Beladung nach dieser Synthese ausgehend
von den vom Hergteller angegebenen Daten. Die maximale theoretische Beladung des Harzes nach
der Synthese konnte mit folgender mathematischen Forme berechnet werden und ergab einen Wert

von 0.72 mMol/g:
S = S(S)
t
() 1+ (S(s) *\Madd)
1000

Sty = theoretische Beladung
S = Ausgangsbeladung = 1.2 mMol/g
Wt (aig) = 9/mol an Harz zugegeben = 380 mg/mMoal
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5.3  Hergdlung von Amino-, Amido- und Carboxy-Gruppen nach Immobiliserung und

Abspaltung vom Har z aus Fmoc-geschutztem Glycin

5.3.1 Immobiliserung und Abspaltung von PS-Wang Harz von Fmoc-Glycin 1.

Immobilisierung von Fmoc-Gly-OH an den Wang-Linker

Wang-PS-Harz 0.59 mMol (500 ng, Bdadung 1.17 mMol/g), DMAP (7 mg, 0.1 Aqg,,
0.055 mMol), Fmoc-Gly-OH (405 mg, 2.5 Ag., 1.36 mMol) und HOBt (209 mg, 2.5 Aq., 1.36
mMol) wurden in DMF (5 mL) suspendiert und geschiittelt. Nach 5 min wird DIC (213 pL, 2.5 Aq,,
1.36 mMoal) dazugegeben und noch 16 h bei Raumtemperatur geschiittelt.

Abspaltung vom Wang-Linker

Die Abspdtung vom polymeren Tréger erfolgte ba Raumtemperatur mit 50% TFA/DCM (5
mL). Nach 30 min wurde die Lésung abfiltriert, das Harz mit DCM (5 mL) versatzt, bfiltriert, mit
Diethylether (5mL) versetzt und erneut abfiltriert. Die vereinigten organischen Filtrate wurden am
Vakuum zur Trockne eingeengt. Das s0 erhaltene Rohprodukt wurde aus tert-Butylalkohol /\Masser
(4:1) (2 mL) gefriergetrocknet, und anschliel}end mittels HPLC-API-ES-MS andysert und mit
préparativer HPLC aufgereinigt. Man erhdt 64 mg Produkt as weil¥es Pulver (0.22 mMoal,
Ausbeute 38%).

| dentifizierung des Produktes 1
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1
Die HPLC-UV-Andyse zeigte einen Pegk (I = 210 nm) bei tz = 31.1 min (85% Reinheit).
Das API-ES-MS Spektrum gab folgende Signde mvz 319.8 (100%, [M+Na]®), 297.9 (5%,
[M+H]"). Die *H- und *C-NMR Spektren der gewonnenen Substanz nach Abspaltung vom Harz

waren identisch zur kommerzidl erhdtlichen Substanzt.

IH-NMR (300.13 MHz, DMSO-ds): d = 3.68 (d, 2H, 5.8), 4.22 (t, 1H, 6.6), 4.30 (d, 2H, 6.6),
7.32(dd, 2H, 7.3), 7.4 (dd, 2H, 7.4), 7.64 (t, 1H, 5.8, Amid), 7.70 (d, 2H, 7.3), 7.87 (t, 2H, 7.4).

BBC-NMR (75.47 MHz, DMSO-dg): d = 42.1 (CH), 46.6 (CH,), 65.7 (CH,), 120.1 (CH), 125.3
(CH), 127.1 (CH), 127.7 (CH), 140.8 (C), 143.9 (C), 156.6 (C), 171.6 (C).

5.3.2 Immobiliserung und Abspaltung vom PS-Wang Harz von Fmoc-Glycin unter
Bildung ener Carbamat-1,3-Diaminopropan Bindung. Substanz 2 (3-Amino-
propylcar bamoyl)-methyl]-car bamsaur e 9H-fluor en-9-yImethyl ester).

Derivatisierung des Wang-Linkers mit 1,3-Diaminopropan

Wang-PS-Harz 0.585 mMal (500 mg, Beladung 1.17 mMol/g) wurde in abs. THF (6 mL)
mit Carbonyldiimidazol (441 mg, 5 Aq., 2.93 mMol) versetzt und 6 h geschiittelt. Danach wurde das
Harz mehrmas mit THF (je 10mL) gewaschen. Anschlief¥end wurde das Harz in einer Losung von
1,3-Diaminopropan (440 pl, 10 Ag., 5.85 mMol) in abs. THF (6 mL) suspendiert. Nach
sechsstiindigem Schittln wurde das Harz dofiltriert und mehrmas mit abs. THF (je 10mL)

gewaschen.

Immobilisierung von Carbonsauren an das Wang-1,3 Diaminopropan Harz und Abspaltung

des Wang-Linkers
Nach Derivatiserung des Linkers wurde die Immohbiliserung von Fmoc-Glycin (405 mg, 2,5
Ag., 1,36 mMol) an der frden Amino-Gruppe mit 1,3-Diaminopropan durchgefiinrt. Fir die

Kopplung dieser Aminoséure und Abspatung des Syntheseproduktes von Linker wurden die gleiche
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Protokolle wie bei 4.3.1 genutzt. Man erhidt 174 mg TFA Sdz) Produkt as weil3es Pulver (0.37
mMoal, Ausbeute 64%).

Identifizierung des Produktes 2
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Das HPLC-UV Chromatogramm zeigte en Pesk ( = 210 nm) bel tr = 25.6 min (>95%
Reinhet). Das API-ES-MS Spektrum dieses Pegks zeigte ein einziges Signal bel m/z 354.0 (100%,

[M]).

Die Zuordnung der Signdle ist in Ubereingimmung mit den Werten fir Fmoc-Gly (s. 4.3.1).
Ein H/D Vesuch zeigte das Verschwinden der Signde der frden Amin und erméglichte die
Zuordnung der Signde in Aromatenbereich.

IH-NMR (300.13 MHz, DMSO-dg): d = 1.71 (t, 2H, 7), 2.79 (b, 2H), 3.62 (b, 2H), 3.88 (d, 2H,
5.8), 4.19 (t, 1H, 6.6), 4.30 (d, 2H, 6.7), 7.29 (t, 2H, 7.3), 7.35 (t, 2H, 7.4), 7.47 (b, 1H, Amid),
7.67 (t, 1H, 5.8, Amid), 7.70 (d, 2H, 7.3), 7.82 (t, 2H, 7.4), 7.99 (b, 1H, Amid).

BC-NMR (75,47 MHz, DMSO-dg): d = 27,8 (CH,), 36,0 (CHy), 37,1 (CH,), 44,1 (CH), 47,2

(CHy), 66.2 (CHy), 121,7 (CH), 125,6 (CH), 127.50 (CH), 128,0 (CH), 141,2 (C), 143,3 (C),
156.4 (C), 170,4 (C).
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5.3.3 Immobiliserung und Abspaltung von Fmoc-Glycin vom PS-Rink Harz. Substanz 3
(Car bamoylmethyl-car bamsaur e-9H-fluor en-9-ylmethylester).

Abspaltung der Fmoc Gruppe

Der mit Rink-Linker derivatiserte kéuflich erworbene polymere Tréger (Novabiochem) lag
mit der eine Fmoc-geschiitzten Amino-Funktion des Linkers vor. Rink-PS-Harz 0.26 mMoal (500
mg, Beladung 0.51 mMoal/g), wurde in 20% Piperidin in DMF (5 mL) suspendiert und geschiittelt.
Nach 1 min wurde das Harz adfiltriert und in frische 20% Piperidin-Ldsung suspendiert. Nach einer
Stunde wurde das Harz dbfiltriert und anschlief3end mit DMF, DCM und Diethylether (je 5mL)
gewaschen und unter einem Luftstrom getrocknet.

Fir die Immobiliserung und Abspatung von Carbonséuren an diesem Linker wurden die
gleiche Protokolle wie unter 4.3.1 verfolgt. 51 mg Produkt wurden as weil3es Pulver erhdten (0.172

mMol, Ausbeute 67%).

I dentifizierung des Produktes 3
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Das HPLC-UV Chromatogramm zeigte einen einzigen Peak (| = 210 nm) bel tz =29 min
(70% Reinheit). Das API-ES-MS Spektrum dieses Peaks zeigte Signde bei m/z 318.5 (100%,
[M+Na]*), 296.3 (40%, [M+H]"), 466.9 (90% [3M+2Na]*"). Die NMR Signde waren in guter
Ubereingimmung mit den Werten fir Fmoc-Gly (s. 4.3.1). Die Zuordnung der Signde der

amidischen Protonen wurde mittels eines H/D Austauschversuches (s. 4.2.4) bewiesen.

H-NMR (300.13 MHz, DMSO-dy): d = 3.56 (d, 2H, 4.3), 4.21 (t, 1H, 6.3), 4.28 (d, 2H, 6.3),
7.02 (br, 2H, Amid), 7.31 (t, 2H, 7.3), 7.39 (t, 2H, 7.3), 7.64 (bt, 1H, Amid), 7.70 (d, 2H, 7.3),
7.87 (t, 2H, 7.3).

BBC-NMR (75,47 MHz, DMSO-ds): d = 43.3 (CH), 46.7 (CH,), 65.7 (CH,), 120.1 (CH), 125.3
(CH), 127.1 (CH), 127.7 (CH), 140.8 (C), 143.9 (C), 156.6 (C), 171.6 (C).

54 Immobiliserung von Naturstoffen an chemischen Markern: Festphasen
Immobiliserung am mit dem chemischen Marker (1,3-Diaminopropan mit p-
Nitrophenylalanin verkntipft) derivatiserten Wang-Linker

54.1 Direkte Immobiliserung von 21-Hydroxyprogesteronhemisuccinat und 1703-
Estradiolhemisuccinat. Substanz 4 (3-[2-{3-[2-(10,13-Dimethyl-3-oxo-
2,3,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetr adecahydr o-1H-cyclopenta] a]phenanthren
16-yl)-2-oxo-ethoxycar bonyl]-pr opionylamino}-3-(4-nitr o-phenyl)-pr opionylamino]-
propyl-ammonium und 5 -[2-[3-(3-Hydroxy-13-methyl-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-
decahydr 0-6H-cyclopenta a]phenanthr en-17-yloxycar bonyl)-pr opionylamino]-3-(4-

nitr o-phenyl)-pr opionylamino]-propyl-ammonium.

Die Synthesen wurden am Wang-Linker (0.74 mMol/g), der 1,3-Diaminopropan verkniipft
mit p-Nitrophenyldanin derivatisert war, durchgefihrt (s 4.34). Die Synthese mit 21-
Hydroxyprogesteronhemisuccinat wurde mit 100 mg Harz (0.074 mMol) durchgefihrt. Fir die

Synthese von 17- - Estradiolhemisuccina Derivat wurden 20 mg Harz (0.015 mMol) verwendet.

Abspaltung der Fmoc-Gruppe
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Die Abspdtung der Fmoc-Gruppe des p-Nitrophenylaanin wurde andlog zur Synthese von
Substanz 3 durchgefihrt (s. 4.3.3).

Immobilisierung von 21-Hydroxyprogesteronhemisuccinat und 17(3-Estradiolhemisuccinat
Die Immobiliserung der beiden Substanzen an der Amino-Funktion des p-Nitrophenylaanin

Restes wurde anadlog zur Immobiliserung von Fmoc-Glycin am Rink Linker bei der Synthese vom
Substanz 3 (s. 4.3.3) durchgefihrt.

Abspaltung vom polymeren Trager und Aufarbeitung

Die Abspdtung von Subgtanzen vom Wang-Linker und derer Analyse und Aufarbeitung
verlief analog zur oben beschriebenen Synthese (s. 4.3.1).

Das 21-Hydroxyprogesteronhemisuccinat Derivat (TFA Sdz) wurdein 36 mg Ausheute ds
weil3en Pulvers (0.045 mMol, Ausbeute = 62%) erhdten. Das 1713-Estradiolhemisuccinat (TFA
Sdz) wurde ds 2 mg einesweiRen Pulver erhaten (2% 10° mMol, Ausbeute = 14%).

Identifizierung der Produkte 4 und 5

- 21-Hydroxyprogesteronhemisuccinat- Derivat, Substanz 4.
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Das HPLC-UV Chromatogramm zeigte einen Peak (I = 210 nm) bel tr = 31.34 min (>95%
Reinhet). Das API-ES-MS Spektrum dieses Peaks zeigte ein eénziges Signd be m/z678.0 (100%,
[M]"). Ein Vergleich mit den *H- und **C-NMR Spekiren von 21-Hydroxyprogesteronhemisuccinat
erlaubte die Zuordnung von charakterigtischen Signde bel beiden Verbindungen. Das Verschwinden
der Signae erméglichte die Zuordnung von Signde der Amin- (7.75 ppm) und Amid- (8.29 ppm)
Protonen. Das Duplett-Signd bei d = 8.29 ppm bewies die Amid-Bindung zwischen der Amino-
Funktion des Phenyldanins des chemischen Markers und 21-Hydroxyprogesteronhemisuccinat. In
Folgenden, sind nur ausgewahlte charakterischtische Signale der *H- und **C-NMR Spektren von 4,
die zur ldentifizierung dienten, aufgelidet.

H-NMR (300.13 MHz, DMSO-dq): d = 0.59 (s, 3H), 1.15 (s, 3H), 4.48 (br, 1H), 4.63 (d, 17,
1H), 5.64 (s, 1H), 7.5 (d, 8.6, 2H), 7.75 (b, 3H, Amin), 8.29 (d, 8.1, 1H).

BC-NMR (75,47 MHz, DMSO-dg): d = 171.7, 170.9, 170.7, 203.8, 197.9.

- 1713-Estradiolhemisuccinat Derivat, Substanz 5.
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Die HPLC-UV-API-ES-MS Anayse vom Rohprodukt zeigte einen Pegk (I =210 nm) bel
tr = 30.7 min (56% Reinheit). Das API-ES-MS Spektrum zeigte ein einziges Signd m/z 619.0
(100%, [M]").



Eine Identifizierung des Produktes erfolgte nach Vergleich des *H-NMR Spektrums des
173-Estradiolhemisuccinat und charakteristischer Signde bei d = 10-6 ppm des Produktes. Wie
beim Substanz 4 unterstiitzte das Verschwinden von Signade wéhrend eines H/D Versuches die
Zuordnung der amidischen Protonen. In Folgenden, sind nur ausgewahlte charakterischtische Signde
der *H- und *C-NMR Spektren von 5, die zur |dentifizierung dienten, aufgdlistet.

H-NMR (300.13 MHz, DMSO-ds): d = 6.43 (br, 1H), 6.48 (bd, 1H, 9.1), 6.99 (d, 1H, 8.7
5), 7.44 (d, 2H, 8.5), 8.07 (d, 2H, 8.7), 8.14 (br, 1H, Amid), 8.21 (bd, 1H, 7.9, Amid).

5.4.2 Immobiliserung von Yohimbin und Lobein mit Bernsteinsaur eanhydrid als zweiten
Linker: Substanzen 6 3-[2-[3-(1-Methoxycarbonyl-1,2,3,4,4a,5,7,8,13,13b,14,14a-
dodecahydro-indolo[2',3':3,4] pyrido[ 1,2-b]isoquinolin-2-yloxycar bonyl)-
propionylamino]-3-(4-nitro-phenyl)-propionylamino]-propyl-ammonium und 7 3-[2-(3-
{2-[1-M ethyl-6-(2-ox0-2-phenyl-ethyl)-piperidin-2-yl]-1-phenyl-ethoxycar bonyl}-

propionylamino)-3-(4-nitro-phenyl)-pr opionylamino]-pr opyl-ammonium.

Die Synthesen wurden am derivaisgerten Wang-Linker (0.74 mMoal/g), der 1,3-
Diaminopropan verkntipft mit p-Nitrophenyldanin derivetisert war (CM), durchgefiihrt (s. 4.2.8).
Be beiden Synthesen wurden 100 mg Harz (Beladung 0,74 mMol/g, 0,074 mMol) verwendet.

Abspaltung der Fmoc-Gruppe von p-Nitrophenylalanin

Die Abspdtung der Fmoc-Gruppe des p-Nitrophenyldanins wurde wie unter 4.3.2
beschrieben durchgefuhrt.

Acylierung mit Bernsteinsdureanhydrid
Die Harze wurden in einer Lésung von Bernsteinsiureanhydrid (35 mg, 0.37 mMoal, 5 Aqg,),

Dimethylaminopyridin (9 mg, 0,074 mMol, 1 Ag.) und 1.5 mL Pyridin suspendiert. Nach 6 h wurde
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das Harz afiltriert und mit Pyridin mehrmas gewaschen. Anschlie3end wurde das Harz mit
Dichloromethan und Ether (je 5mL) mehrmas gewaschen und unter Vakuum getrocknet. Ein
negativer Test fir die Anwesenheit von Aminen (Chloranil-Test, 4.2.5) bewies eine vollsténdige

Acylierung.

Veresterung der resultierenden Carbonsaure-Funktion, Immobilisierung von Lobelin und

Yohimbin.

Die Harze wurden in einer Losung von 4 Dimethylaminopyridin (DMAP) (9 mg, 1 Aq,,
0.074 mMoal), Yohimbin (67 mg, 3 Ag., 0.22 mMol) bzw. Lobelin (50 mg, 3 Ag., 0.22 mMoal), und
1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) (35 mg, 25 Ag., 0.22 mMoal) in DMF (2mL) suspendiert und
geschiittelt. Nach 5 min wurde Diisopropylcarbodiimid (DIC) (27ul, 3 Aqg., 0,22 mMol)
dazugegeben und 16 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Danach wurde das Harz mehrmals mit
DMF, DCM und Diethylether (je 5mL) gewaschen und unter Vakuum getrocknet.

Abspaltung vom polymeren Trager und Aufarbeitung

Die Abspdtung der Produkte vom Wang-Linker, sowie derer Anadyse und Aufarbeitung
erfolgte analog zu anderen Synthesen (s. 4.3.1).

Be der Synthese des Yohimbin-Derivates wurden 25 mg (TFA Sdz) eines orange-roten
Pulvers (0.022 mMol, Ausbeute = 30 %) erhdten. Das Lobdin- Derivat wurde mit einem Ausbeute
von 26 mg (TFA Sdlz) in der Form eines weiles Pulvers (0.030 mMol, 41 %) erhaten.

Identifizierung der Produkte 6 und 7

- Yohimbin-Derivat, Substanz 6.
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Das HPLC-UV Chromatogramm des Rohproduktes zeigte einen Peak (I = 210 nm) bel tr
= 25.03 min (42% Reinheit). Das API-ES-M S Spektrum dieses Peaks zeigte Signale bei m/z702.8
(100%, [M-H]") und 352.0 (65%, [M*7]). Das Verschwinden von Signaen wahrend eines H/D
Versuches unterdtiitzte die Zuordnung der Signde. Die Zuordnung dler Sgnade simmte mit den in
der Literatur angegebenen spektroskopischen Daten von Yohimbin Uberein (Ref: 61). Das NMR
Spektrum vom Produkt zeigte, dass die resktiven funktionellen Gruppen im Yohimbin Gerlist N-9,
N-11, und C-23 unberiihrt bliben. Im Folgenden sind nur die Signale des *H-NMR Spektrumsvon
Substanz 6 aufgelistet, die zu dessen Identifizierung dienten.

'H-NMR (300.13 MHz, DMSO-de): d = 3.63 (s, 3H), 7.03 (dd, 1H, 7.23), 7.13 (dd, 1H, 7.2),
7.35(d, 1H, 7.9), 8.26 (d, 1H, 8.3, Amid), 10.15 (br, 1H, Amid), 11.2 (s, 1H, Amid).
- Lobdin Derivat. Substanz 7
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Das HPLC-UV Chromatogramm vom Rohprodukt zeigte zwel Pegks (I =210 nm) bei tr =
26.7 und 27.2 min in Verhdtnis 1:1. Das API-ES-MS Spektrum beider Peaks zeigte Sgnde bel m/z
686.0 (100%, [M-H]") und 343.6 (80%, [M?1). Die Summe der Fléche beider Pesks nach
Integration des Chromatogramms représentierte >95% der gesamten Peskflache im
Chromatogramm. Eine Identifizierung des Produktes efolgte nach Vergldch des 'H-NMR
Spektrums von Lobdin in DMSO-ds und der NMR Andyse von charakteristischen Signalen des
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Produktes. Das Verschwinden von Signden wahrend eines H/D Versuchs unterstitzte ihre
Zuordnung zu Stickstoffatomen. Die Zuordnung ale Signale war in Ubereingimmung mit den in der
Literatur angegebenen spektroskopischen Daten von Lobdin in DMSO-ds (Ref: 62).

H-NMR (300.13 MHz, DMSO-ds): d = 4.45 (br, 1H), 5.61 (br, 1H), 7.30-7.4 (br, 5H), 7.48 (m,
2H), 7.56 (m, 2H), 7.65 (m, 1H), 8.30 (d, 8.4, 1H, Amid), 9.83 (br, 1H, Amid).

Das Sgnd um d = 8.29 bewies die Amid-Bindung zwischen chemischem Marker und
Berngeinsdure an der Amino Funktion des Phenyldanins. Die Masse und die Anwesenheit von
charakteristischen 'H-NMR Signden des Lobdingerists bewies die Identitét des
Kopplungsproduktes.

5.4.3 Immobiliserung von Nortropin mit Bromessigsaureanhydrid als zweiten Linker und
Oxidation des Festphasen-gebundenen Nortropinderivats. Substanzen 8: 3-[2-[2-(3-
Hydr oxy-8-aza-bicyclo[ 3.2.1] oct-8-yl)-acetylamino] -3-(4-nitr o-phenyl)-
propionylamino]-propyl-ammonium und 9: 3-{3-(4-Nitro-phenyl)-2-[2-(3-ox0-8-aza-
bicyclo[ 3.2.1] oct-8-yl)-acetylamino]-pr opionylamino}-pr opyl-ammonium

Fur die Immobiliserung von Nortropin wurden 200 mg des mit dem chemischen Marker
derivaiserten Wang-Harzes verwendet (0.148 mMoal, s. 4.3.2). Die Abspatung der Fmoc-Gruppe
istim Teil 4.3.2 beschrieben.

Acylierung des chemischen Markers mit Bromessigsaure

Nach Abspatung der Fmoc-Gruppe wurde das Harz in einer Losung von Bromessigsdure
(51 mg, 2.5 Aqg., 0.37 mMol) und 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) (57 mg, 2.5Aq., 0.37 mMoal) in
DMF (5mL) suspendiert und geschiittelt. Nach 5 min wurde Diisopropylcarbodiimid (DIC) (116ul,
5 Ag.,, 0.74 mMol) dazugegeben und noch 16 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Danach wurde
das Harz dbfiltriert und mit DMF mehrmals (je 5 mL) gewaschen. Ein kleiner Teil des Harzes (etwa
5 mg) wurde mit Dichlormethan und Diethylether mehrmas gewaschen und getrocknet und darauf
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der Chloranil-Test durchgefiihrt (Sehe 4.2.5). Ein negaiver Test auf die Anwesenheit von Aminen
(Chloranil-Test) bewies die vollstandige Acylierung des Festphasen gebundenen Markers.

Nucleophile Substitution

Nach der Acylierung wurde das Harz in einer Lésung von Nortropin (50 mg, 2.5 Ag., 0.37
mMol) in DMF (5mL) suspendiert und fir 16 h geschiittelt. Danach wurde das Harz mit DMF (10
mL) gewaschen. Anschlief?end wurde das Harz mehrmals mit DCM und Diethylether gewaschen und
getrocknet.

Abspaltung vom polymeren Trager und Aufarbeitung

Die Abspdtung von Subgtanzen vom Wang-Linker und derer Anadyse und Aufarbeitung
erfolgte anadlog zur oben beschriebenen Synthese (s. 4.3.1). Nach préparativer HPLC wurde das
Produkt (TFA Salz) in 27 mg Ausbeute eines weil¥es Pulver erhdten (0.041 mMol, Ausbeute = 25
%).

Identifizierung des Produktes 8
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Die Zuordnung der Signde in *H- und *C- NMR Spektrum erwies sich as schwierig. Im
'H-NMR Spektrum erschienen die Signde des Tropangeriidtes zusammen mit denen vom



chemischen Makern. Die Anwesenhdt von einem chirden Zentrum im Molekil verursachte den
Verlus an Symetrie im Tropangerist. Deswegen waren die chemische Verschiebungen der
Kohlenstoffatomenpaare 2-4, 1-5 und 6-7 (s. Tabelle 3.4.1) unterschiedlich. Es waren 19 Sgndeim
3C-NMR Spektrum erkennber.

H-NMR (300.13 MHz, DMSO-dq): 1.6-3.9 (diphatische CH und CHy), 4.67 (m, 1H), 7.51 (d,
8.6, 2H), 7.9 (br, 3H, Amin), 8.15 (d, 8.6, 2H), 8.4 (t, 5.5, 1H, Amid), 8.9 (d, 8.6, 1H, Amid), 9.6
(or, 1H).

BC-NMR (75,47 MHz, DMSO-ds): 23.7 (CHy), 23.9 (CH,), 27.2 (CH,), 35.8 (CH,), 36,5
(CHy), 36.6 (CHy), 36.7 (CHy), 37.9 (CH,), 51.7 (CH,), 53.4 (CH), 60.4 (CH), 60.9 (CH), 61.5
(CH), 123.1 (CH), 130.6 (CH), 145.6 (C), 146.3 (C), 163.9 (C), 169.9 (C).

Um die Sdektivitdt der nucleophilen Subgtitution am Stickstoff in der vorherigen Resktion zu
prufen, wurde die Hydroxy-Gruppe oxidiert.

Festphasenoxidation der Hydroxy-Gruppe vom Harz H8: Substanz 9

Die oben beschriebene Synthese des Festphasen-gebundenen Nortropinderivats H8 wurde
mit 100 mg des chemisch derivatiserten Wang-Harzes durchgefihrt (0.074 mMal, s. 4.3.2). Vor
der Abspatung des Derivates wurde folgender Oxidationsschritt eingefUigt.

Oxidation mit Pyridiniumdichromat

Nach der Immobiliserung von Nortropin am chemischen Marker (s. oben) wurde das Harz
mehrmas mit DMF ( je 5 mL) gewaschen. Danach wurde das Harz in 2 mL einer Lésung 0.5 M
PDC in DMF suspendiert und 2 Stunden geschiittelt (Ref: 30, 67, 68). Nach Abfiltrierung dieser
Lésung wurde das Harz mehrmas mit DMF und danach mit DCM und Diethylether (je 5 mL)
gewaschen und anschlief¥end getrocknet. Die Abspatung vom Harz und Aufarbeitung des Produktes



wurde wie tblich durchgefiihrt (s 4.3.1). Das Produkt wurde in einer Ausbeute von 33 mg (TFA
SAz) in der Form eines weil¥en Pulvers (0.06 mMol, 80%) erhdten.

| dentifizierung des Produktes 9
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Wieim 8 war die Zuordnung der *H- und **C-NMR Signde nicht eindeutig mdglich. Das
Auftreten eines Signds im *C-NMR Spektrums bei 204 ppm bewies die Anwesenheit eines

Carbonyl Kohlenstoffs derer chemische Verschigbung in guter Uberéingtimmung mit der in der
Literatur angegebenen spektroskopischen Daten fUr Tropanone (Ref: 66).

Bemerkenswerterweise sind im *C-NMR  Spektrum dieser Molekile nur 16 Signde
erkennbar. Es wurde angenommen dal3 im Gegensaiz zur Subgtanz 8 die chemische Verschiebungen
der Kohlenstoffatome vom Nortropangertist Ubereinander lagen. Im Folgenden sind die von dieser
Substanz erhdtenen Signaeim *H- und *C-NMR Spektrum aufgdlistet.

'H-NMR (300.13 MHz, DMSO-dg): 1.6-4.1 (Integration unklar, aiphatische CH und CH,), 4.66
(m, 1H), 7.51 (d, 8.5), 7.87 (br, 3H, Amin), 8.14 (d, 8.5, 2H), 8.39 (t, 5.4, 1H, Amid), 8.87 (d,
8.2, 1H, Amid).

BBC-NMR (75,47 MHz, DMSO-ds): d = 25.4 (CH,), 27.2 (CH,), 35.8 (CH,), 36.7 (CH,), 37.7
(CHy), 45.3 (CHy), 51.3 (CH,), 53.5 (CH), 60.7 (CH), 123.2 (CH), 130.5 (CH), 145.6 (C),
146.3 (C), 164.6 (C), 169.9 (C), 204.4 (C).

55 Parallde Synthese von Nortropinderivaten. Parallddle Herstellung von

Nortropinderivaten am chemischen Marker 1,3-Diaminopropan verknupft mit p-

Nitro-phenylalanin
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55.1 Variation des chemischen Markers. Synthese von 10a und 10b: R und S 3-[2-[2-(3-
Hydr oxy-8-aza-bicyclo[ 3.2.1] oct-8-yl)-butyrylamino]-3-(4-nitr o-phenyl)-

pr opionylamino]-pr opyl-ammonium

Die Synthesen wurden am derivatisete Wang-Linker CM (0.74 mMol/g), der 1,3-
Diaminopropan verkniipft mit p-Nitrophenyldanin derivaisert war, durchgeftihrt (s. 4.2.8). Be
beiden Synthesen wurden 10 mg Harz (Beladung 0,74 mMol/g, 0,0074 mMol) verwendet.

Abspaltung der Fmoc-Gruppe von p-Nitrophenylalanin

Die Abspdtung der Fmoc-Gruppe des p-Nitrophenyldanins wurde wie in vorherigen
Synthesen durchgefihrt (s. 4.3.2).

Acylierung des chemischen Markers. Variation des zweitens Linkers

Die Harze wurden in einer Losung von Acylierungsreagenz (2.5 Ag., 0.0185 mMol) und 1-
Hydroxybenzotriazol (HOBt) (3 mg, 2.5 Ag., 0.0185 mMol) in DMF (0.5 mL) suspendiert und
geschiittelt. Nach 5 min wurde Diisopropylcarbodiimid (DIC) (5ul, 5 Ag., 0.037 mMol)
dazugegeben und noch 16 h bel Raumtemperatur geschiittelt. Danach wurden die Harze abfiltriert
und mit DMF (je 5mL) mehrmals gewaschen.

Nucleophile Substitution

Die Harze wurden in éner Losung von Nortropin (2.3 mg, 2.5 Ag., 0.0185 mMol) in DMF
(0.5 mL) suspendiert und gechittdt. Die Harze wurden dbfiltriet und mit DMF mehrmas
gewaschen. Danach wurden die Harze mit DCM und Diethylether mehrmas gewaschen und
getrocknet.

Abspaltung und Probevorbereitung zur HPLC-API-ES-MS Analyse

Die Harze wurden in 0.5 mL einer Lésung TFA in DCM 1:1 fur 30 min suspendiert. Danach
wurden die Haze afiltriet und die Lésungen in ImL HPLC Viden gesammdt. Die
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Abspatungd 6sungen wurden mit einem Strom Luft verdampft. Der Riickstand wurde dann mit 0.5

mL ener Lésung aus Wassar/ Acetonitril 1:1 aufgenommen und nach Abfiltrieren mittels HPLC-UV-
API-ES-MS andlysiert.

Synthese von 10a und 10b

_‘\\OH
@)

T

@

+

=2

Tz
2T

O i

Die Synthese mit 2Brompropionsaure wurde auf 100 mg Harz (Beladung 0,74 mMol/g,
0,074 mMal) vergrol3ert. Fir die Abspatung und Aufarbeitung der Syntheseprodukte wurden die
oben beschriebene Prozedur verwendet (s. 4.3.1). Nach préparativer HPLC wurden zwel

Diastereomere (s. 3.6.1) aufgetrennt. Es wurden in jeder Fraktion 12 mg Produkt (0.021 mMol 10a
+0.021 mMol 10b, Ausbeute 60%) erhalten.

Identifizierung der Produkte 10a und 10b
- Diastereomerengemisch 10a und 10b

Die HPLC-UV-API-ES-MS Anayse vom Rohprodukt zeigte zwel Pegks (I =210 nm) um
tr = 11.3 (31.7% Reinheit) und 17 min (31.6%) in Verhdtnis 1:1, die den Produkten 10a bzw. 10b
zugeordnet wurden. Das API-ES-MS Spektrum beider Peaks zeigten ein einziges Signd be m/z
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461.5 (100%, [M]") bei tz = 11.3 min und m/z 461.4 (100%, [M™]) bei tz = 17min. Im folgenden
sgnd die Signdeim *H- und **C-NMR Spektrum der verschiedenen Diastereomere aufgelistet.

- Diastereomer 10a

'H-NMR (300.13 MHz, CD;0D): d = 0.94 (t, 7.3, 3H), 1.6-4.15 (Integration unklar, aiphatische
CH un CH,), 4.93 (dd, 10.4, 5.2, 1H), 7.56 (d, 8.5, 2H), 8.18 (d, 8.5, 2H).

BBC-NMR (75,47 MHz, CD;0D): 10.0 (CHy), 22.8 (CH,), 25.3 (CH,), 25.4 (CH,), 28.6 (CH,),
37.1 (CHy), 38.0 (CH,), 38.2 (CH,), 38.3 (CH,), 39.1 (CHy), 55.1 (CH), 60.8 (CH), 62.5 (CH),
63.5 (CH), 65.4 (CH), 124.5 (CH), 131.7 (CH), 146.2 (C), 1485 (C), 168.2 (C), 172.8 (C)

Bemerkenswerterweise waren fir dieses Diastereomer 21 Signde im *C-NMR Spektrum
erkennbar. Die Anwesenheit des chirden Zentrum im Molekul verursacht mdglicherweise den
Verlus an Symetrie des Tropan-Rings

-Diastereomer 10b

IH-NMR (300.13 MHz, CDsOD): d = 055 (t, 7.3 , 3H), 1.75-4.15 (Integration unklar,
diphatische CH und CH,), 4.72 (dd, 10.3, 5.2, 1H), 7.53 (d, 8.6 , 2H), 8.17 (d, 8.6 , 2H).

BC-NMR (75,47 MHz, CD;0D): 9.5 (CHs), 22.5 (CH,), 25.1 (CH,), 25.6 (CH,), 28.6 (CH,),

37.3 (CHy), 38.2 (CH,), 38.4 (CH,), 38.5 (CH,), 55.9 (CH), 61.0 (CH), 62.8 (CH), 64.0 (CH),

65.4 (CH), 124.6 (CH), 131.4 (CH), 145.9 (C), 148.5 (C), 168.7 (C), 173.0 (C).

55.2 Veresterung der Hydroxy-Gruppe von Nortropin. Substanz 11: 3[2-(5-{3-[2-(9H-
Fluor en-9-yImethoxycar bonylamino)-acet oxy]-8-aza-bicyclo[ 3.2.1] oct-8-yl}-

pentanoylamino)-3-(4-nitro-phenyl)-pr opionylamino]-pr opyl-ammonium

Untersuchung der Veresterungsbedingungen

Als Ausgangsmateria fur diese Untersuchung wurde ein Moddlsubstrat verwendet. Dafur
wurde ein mit dem chemischen Markern verkniipftes Nortropinderivat mit 4-Bromvaerianséure as
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zweiten Linker (s. 3.2 und 4.4.3 und 4.5.1) hergestdlt. Die Synthese wurde in 500 mg Mal3stab mit
dem Wang-Linker verknupft mit dem chemischer Marker CM, (Beladung 0.74 mMol/g, 0.37

mMol) (s 4.3.3) durchgefiihrt. Es wurden jewells 10 mg Harz in jedem nachfolgender Ansaiz
verwendet. Die verschiedenen Telle wurden jewells in DMF in verschiedenen Resktionsgefa3en

vorgequollen. Nach 5min wurde das Lésungamittel abfiltriert. Danach wurde jeder Teilansatz je nach

Kopplungssystem in 1 mL DMF, THF oder DCM L&sung 0.6M in Fmoc-Gly und je nach Ansatz

0.6M bis zum 0.8M in den verschiedenen Kopplungsreagenzien suspendiert. Es wurden zwel

Ansdtze pro Kopplungssystem durchgefiihrt, um den Verlauf der Resktion nach zwe verschiedenen

Reaktionszeiten (4 und 20 H) zu verfolgen. Die Zusammensetzung dler Resktionen sind in folgender

Tabelle vorgestd|t.

Kopplungs- Reagenz/ Konzentration mg or Zeit
system Lésungsmittel (M) (H)
1 DIC 0.8 125 pl 4
HOBt*H20 0.6 92 mg 20
DMF
2 DIC 0.8 125 pl 4
HOBt 0.6 81 mg 20
DMF
3 DIC 0.8 125 ul 4
DMAP 0.6 73 mg 20

91



DMF
4 PyBOP
DIPEA
DMF
5 HBTU
DIPEA
DMF
6 HBTU
DMAP
DIPEA
DMF
7 PH3P
DEAD
THF
8 MNSMT
NMI
DCM
9 TFFHH
Pyr
DCM

0.6
0.8

0.6
0.8

0.6
0.6
0.8

0.6
0.6

265 mg
139l

228 mg
139yl

228 mg
73 mg
139l

158 mg
63

178 mg
80 pl

158 mg
81 pl

Tabelle5.1 Optimierung der Veresterungsbedingungen enes Festphasen-gebundenen Nortropinderivates

Nach der Resktion wurden die Harze &bfiltriert und mit DMF, DCM und Diethylether (1mL)
mehrfach (je nach 1 mL) gewaschen. Die Abspatung erfolgte mit 1 mL einer Lésung aus TFA in
DCM (1:1). Nach 30 min wurden die Abspatungddsungen abfiltriert und mit einem Luftstrom zur
Trockene gebracht. Die Rickstdnde wurden in 1ImL ener Mischung Wasser/ AcCN (1:1)

aufgenommen und mittels HPLC-UV-API-ES-M S untersucht.

Synthese mit TFFHH (s. Tabelle ) als Kopplungsreagenz. Substanz 11

Als Auggangsmaterid wurden 100 mg des mit dem chemischen Marker derivatiserten

Wang-Harzes verwendet (0.074 mMoal, s. 4.3.3). Die chromatographische Analyse des Rohprodukt
nech Abspatung wurde identisch zum vorherigen Ansaiz im 10 mg Mal3stab (s.oben) durchgefuhrt.
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Nach Aufarbeitung des Rohprodukts mittels préparativer HPLC wurde 45 mg Produkt (TFA Saz)
asweil¥es Pulver (0.052 mMol, 70% Ausbeute) erhalten.

Identifizierung des Produktes 11

Im Folgenden sind die charakteristischen Signde im 'H- und **C-NMR Spektrum des
Produktes aufgelistet. Nach Vergleich mit dem Spektrum von Glycin und von Substanz 8 konnte das
zugehtrige Signd zum Proton in C-3 identifiziert werden. Seine chemische Verschiebung betragt
5.07 ppm und ist in guter Ubereingtimmung mit der chemischen Verschiebung ( 5.02 ppm) des
Protons am C-3 von Atropin, eine strukturell ghnliche Verbindung (s. Tabelle 3.4.1 und Ref. 66).

'H-NMR (300.13 MHz, DMSO-d): d = 1.56-2.35 (17H, aiphatische CH und CH;,), 2.85-3.34
(Integration unklar, aiphatische CH und CH,), 3.75-3.96 (br, 4H, diphatische CH und CH,), 4.21
(t, 6.7, 1H, C-29), 4.36 (d, 6.7, 2H, C-28), 4.60 (dd, 9.2, 6.1, 1H, C-12), 5.06 (m, 1H, C-3),
7.28-8.6 (12H, aromatische Wasserstoffatomen).

3C-NMR (75,47 MHz, DMSO-ds): d = 23.3 (CH,), 24.8 (CH,), 25.1 (CH,), 28.5 (CH,), 29.5
(CH,), 35.4 (CH,), 35.8 (CH,), 37.0 (CH,), 38.1 (CH,), 38.6 (CH,), 43.9 (CH,), 48.3 (CH),
52.5 (CH,), 55.7 (CH), 62.1 (CH), 66.8 (CH), 68.1 (CH,), 120.8 (CH), 124.4 (CH), 126.1
(CH), 128.1 (CH), 128.8 (CH), 131.5 (CH), 142.6 (C), 145.1 (C), 146.6 (C), 148.4 (C), 159.1
(C), 170.7 (C), 173.8 (C), 175.3 (C).

Variierung der Aminosaure



Zur Untersuchung der Anwendbarkeit der gefundenen Reaktionsbedingungen fir anderen
Fmoc- Aminosauren wurde das oben beschriebene Festphasen-gebundenen Nortropin-Derivate ds
Modellsubstrat verwendet (s. oben: Untersuchung der Veresterungsbedingungen). Es wurden
jewels 10 mg Haz in jedem Ansaz verwendet. Die verschiedene Tele wurden in DMF in
verschiedenen Reaktionsgefde vorgequollen und nach 5 min  aofiltriet. Danach wurden
verschiedene TelleHarz in 1 mL 0.6 M Losung DCM in TFFHH und je nach Ansatz 0.6 M Lésung
verschiedener Fmoc- Aminoséuren suspendiert und fr 16h geschiittelt.

Nach der Resktion wurden die Harze dbfiltriert und mit DMF, DCM und Diethylether
mehrmals gewaschen. Die Abspatung und Andyse der Rohprodukte wurde wie Ublich durchgefiihrt
(s. oben Untersuchung der Veresterungsbedingungen).

56  Synthesewege zur Herstellung von Substanzbibliotheken mit Nortropin als Gerlgt.
Einsatz eines selektiv derivatiserbaren chemischen Markers fur die
Festphasensynthese von Nortropinderivaten.

56.1 Einsatz von 4-Fluor-3-nitrobenzoesdure als chemischer Marker und
Immobiliserung von Nortropin. Synthese von 12: 4-(3-Hydroxy-8-aza-

bicyclo[3.2.1]oct-8-yl)-3-nitro-benzamide,

Kopplung von 4-Fluor-3-nitrobenzoesiure

Fur die Durchfiihrung dieser Synthese wurde kaufliches erwerbares PS-Rink-Harz (0.51
mMol/g) verwendet. Die Abspdtung der Fmoc-Gruppe und Kopplung vom 4-Huor-3-
nitrobenzoesiure an die Amino-Gruppe des Linkers wurde nach den oben beschriebenen
Prozeduren durchgefihrt (s. 4.3.2). Ein negativer Chloranil-Test eines kleinen Tells des Harzes
bewies die Vollgandigkeit der Kopplung.

Die theoretische Beladung der Harze nach der Synthese konnte mit folgender mathematische
Formel berechnet werden:



S = S(S)
t
(0 1+ (S(s) *VV[add)

1000

Sty = theoretische Beladung (mMoal/g)

Sy = Ausgangsheladung (mMol/g)
Wt (aig) = 9/mol an Harz zugegeben

S(th) = 0.54/(1+(0.54* (168-223)/1000) = 0.56 mMol/g

Die Abspatung der Fmoc-Gruppe und Kopplung von 4-Huor- 3-nitrobenzoeséure resultiert
in enem Gewichtsverlust und damit in der Erhéhung der Beladung (mMol/g) des Harzes.

Nucleophile aromatische Substitution. Substanz 12

Als Ausgangamaerid wurden 300 mg Rink-Harz nach Derivatiserung mit 4-FHuor-3-
nitrobenzoeséure verwendet (0.168 mMoal, s. oben Kopplung von 4-Fluor-3-nitrobenzoesiure).
Fur die Immobiliserung des Nortropins durch ene nucleophile Subgtitution an diesem chemischen
Marker wurden die in dieser Arbeit beschriebenen Protokolle verwendet (s. 4.4.3, Nucleophile
Substitution).

Abspaltung vom Polymeren Trager und Aufarbeitung

Die Abspdtung der Substanz vom Rink-Linker, der Andyse und Aufarbeitung erfolgte

analog zu oben beschriebenen Synthesen (s. 4.3.3). Es wurden 20 mg Produkt, ein oranges Pulver
(0.069 mMoal, Ausheute: 41%), erhdten.



Identifizierung des Produktes 12

H,N

“OH

Die HPLC-UV-API-ES-MS Andyse vom Rohprodukt zeigte einen einzigen Peak (I = 210
nm) bel & = 21.4 min Das API-ES-MS Spektrum dieses Pesks zeigte eine einzige Signade umbel
m/z 292.1 (100%, [M+H]").

IH-NMR (300 MHz, D,O): d = 2.01 (m, 2H), 2.25 (br, 6H), 4.09 (br, 2H), 4.67 (br, 1H), 7.3 (d,
1H, 8.94), 7.91 (dd, 1H, 8.91, 2.27), 8.31 (d, 1H, 2.23)

BBC-NMR (75,47 MHz, D,O): d = 26.4 (CH,), 35.1 (CH,), 58.3 (CH), 73.6 (CH), 119.4 (CH),
123.3 (C), 127,2 (CH), 133.2 (CH), 137,8 (C), 143,3 (C), 169,8 (C)

Oxidation der Festphasen-gebundenen Nortropinderivates H12. Substanz 13

Zum endguiltigen Beweis der Struktur des Produktes 12 wurde eine Oxidation der Hydroxy-
Gruppe vor der Abspdtung des Nortropinderivates durchgefihrt. Diese sollte die sdektive
nucleophile Addition von Nortropin am festgebundene Fluoro-Aromat durch seine Amino-Gruppe
bewesen. Als Ausgangamaerid wurden 300 mg von mit  4-Fuoro-3-Nitrobenzoesdure
derivatiserten Rink-Linker (s. oben 4-Fluor-3-nitrobenzoesaure) (0.56 mMol/g, 0.168 mMol)
verwendet. Nach der Immobiliserung von Nortropin mittels einer nucleophilen aromatischen
Subdtitution (s. oben) wurde anschlief3end die Oxidation mit Pyridiniumdichromat nach den in dieser
Arbelt beschriebenen Protokollen (s. 4.4.3) durchgefihrt.

Die Abspaltung der Substanz vom Rink-Linker, dessen Anadlyse und Aufarbeitung erfolgte
analog zu den beschriebenen Synthesen (s. 4.3.3). Es wurden 40 mg Produkt, al's orangenes Pulver
(0.14 mMoal, 83% Ausbeute) erhaten.



Identifizierung des Produktes 13

Eine Auswertung der erhaltenen *H und **C-NMR Spektren von diesem Molekill ist im Teil
3.4 dargestdlt. Hier and die charakterische Signale der beiden Andyse in deuteriertem Methanol
und in DMSO aufgdidet.

Substanz 13 in Methanol (Konformationsgleichgewicht) (s. Ref: 98 und 3.4)

1H-NMR (300 MHz, CD30D): d = 1.77-2.18 (m, 8H, Konf. A + 4H Konf B), 2.36 (d, 15.8, 2H,
Konf. B H4,H-2), 2.78 (dd, 16.1, 4, 2H, Konf. B H-4,H-2), 4.04 (br, 2H, Konf. A H-1,H-5),
4,33 (br, 2H, Konf. B H-1,H-5), 7.22 (d, 8.9, 1H, Konf. A H-13), 7.34 (d, 8.8, 1H, Konf. B H-
13), 7.94 (dd, 8.9, 2.11, 1H, Konf. A H-14), 8.01 (dd, 8.8, 2.1, 1H, Konf. B H-14), 8.23 (d, 2.1,
1H, Konf. A H-10), 8.31 (d, 2.1, 1H, Konf. B H-10).

13C-NMR (75,47 MHz, CD30D): d = 25.2 (Konf. A., C-6,C-7), 27,0 (Konf. B, C-6,C-7), 35.7
(Konf. A, CG-2,C-4), 46.5 (Konf. B, C-2,C-4), 55.6 (Konf. A, C-1,C-5), 56.4 (Konf. B, C-1,C-
5), 116.7 (Konf.A, G-13), 117,4 (Konf. B, G-13), 123.9 (C-9), 124.9 (Konf. B, C-11), 125.0
(Konf. B, C-11), 130.9 (Konf. A, C-14), 131.2 (Konf. B, C-14), 140.1 (C-11), 170 (C-8), 209.7
(C-3).

Substanz 13 in DMSO-ds

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): d = 1.68 (m, 2H), 2.05 (m, 2H), 2.27 (d, 16 , 2H), 2.66 (dd,
16, 4, 2H), 4.26 (br, 2H), 7.37 (d, 9, 1H, H-13), 8.00 (dd, 9, 2, 1H, H-14), 8.3 (d, 2, 1H, H-
10).
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13C-NMR (75,47 MHz, DMSO-d6): d = 28.1 (CH2), 47.4 (CH2), 56.8 (CH, C-5,C-1), 181.9
(CH), 124.3 (C), 125.8 (CH), 132.6 (CH), 138.5 (C), 142.1 (C), 165.5 (C), 206.9 (C).

5.6.2 Reduktive Aminierung am Tropan Ring und Variierung der Aminekomponent .
Substanzen 14 endo wund 14 exo:  3-Nitro-4-(3-phenethylamino-8-aza-
bicyclo[3.2.1]oct-8-yl)-benzamide

Als Ausgangsmaterid wurden 300 mg von dem mit 4-FHuoro-3-Nitrobenzoesdure
derivatiserten Rink-Linker (s. oben 4-Fluor-3-nitrobenzoesaure) (0.56 mMol/g, 0.168 mMol)
verwendet. Hiermit wurde das Harz H13 (der Verl&ufer von 13) synthetisert (s. 4.6.1).

Regi osel ektive reduktive Aminierung am H13. Synthese von 14endo

H13 wurdein 3 mL ener 0.4 M L6sung aus Benzylamine in DCM suspendiert und fur 6 h
geschiittelt. Danach wurden 380 mg NaBH(OAC); (1.8 mMol) dazugegeben und die resultierende
Sugpension fur 16 h geschiittdt. Anschlief3end wurde die Losung abfiltriert und das Harz mehrmals
mit Methanol, DCM und Ether (je 10 mL) mehrmals gewaschen und unter Vakuum getrocknet.

Abspaltung vom polymeren Trager und Aufarbeitung

Das Harz wurde in 3 mL einer Lésung aus TFA in DCM (1:1) fur 30 min suspendiert. Die
L6sung wurde abfiltriert. Danach wurden 100 pl dieser Losung zur Trockne mit enem Luftstrom
eingedampft und der Riickstand fur die HPLC Andyse in einer Lésung aus Wasser/ Acetonitril (1:1)
gel6st. Das Harz wurde mehrmas mit 3 mL Portionen Methanol und anschlief?end mit DCM und
Ether (je 3 mL) gewaschen. Das Abspatungsprodukt und das Filtrat wurden vereinigt und unter
Vakuum zur Trockene eingeengt. Der Rickstand wurde in 10 mL in ener Mischung aus t-
Butyladkohol/ Wasser (1:1) geldst und lyophilisert. Das Hauptprodukt wurde dann mittels
préparativer HPLC aufgereinigt. Es wurden 100 mg Produkt, ein oranges Pulver (0.269 mMoal,
Ausbeute: 48%), erhaten.



Identifizierung des Produktes 14

Die HPLC-UV-MS Andyse des Rohprodukte nach Abspaltung zeigte einen Hauptpesk (|
=210 nm) be zk = 18 min (86.8% Reinheit) und ein Nebenprodukt bel 18.2 min. Das API-ES-M S
Spektrum beider Pegks zeigte ein einziges Signd m/z 396 (100%, [M+H]™).

H-NMR (300 MHz, CD:0D): d = 1.5 (dd, 12.0, 2H), 1.76 (m, 2H), 2.1 (m, 2H), 2.81 (m, 2H),
2.96 (M, 2H), 3.26 (m, 2H), 3.43 (m, 1H), 4.16 (br, 2H), 7.2 (d, 8.8, 1H), 7,25-7,36 (vidle
Signale, 5H), 7.94 (dd, 8.8, 2.2, 1H), 8.34 (d, 2.2, 1H)

BBC-NMR (75,47 MHz, CD:0D): d = 31.6 (CH,), 33.4 (CH,), 34.9 (CH,), 47.7 (CHy), 50.7
(CH), 56.8 (CHy), 119.3 (CH, C), 125.6 (C), 127.6 (CH), 128.3 (CH), 129.7 (CH), 130 (CH),
134 (CH), 137.6 (C), 140.5 (C), 146.4 (C), 169.8 (C)

Nicht selektive reduktive Aminierung am H13. Synthese einer Isomeren Mischung von 14endo

und 14exo

H13 wurde in 3 mL ener 0.4M Losung Benzylamine in einre Mischung aus DCM und
Methanol (9:1) suspendiert und fir 6 h geschilttelt. Danach wurden 115 mg Natriumcyanoborhydrid
NaBH;CN (1.8 mMol) dazugegeben und die resultierende Suspension fir 16 h geschiittedlt. Die



Lésung wurde abfiltriert und anschlieRend das Harz mit DCM und Ether mehrmals gewaschen und
unter Vakuum getrocknet.

Abspaltung von Polymeren Trager und Aufarbeitung

Fir die Abspdtung und Aufarbeitung der verschiedenen Isomeren wurde das gleiche
Protokoll wie bel der Synthese von 14endo (s. oben) verfolgt. Beide |someren wurden wegen ihrer
ahnlichen Retentionszeit bel der préparativen HPLC in der gleichen Fraktion gesammdlt. (s. 4.3.3).

Eswurden 80 mg Isomerengemisch, ein oranges Pulver (0.203 mMol, Ausbeute: 38%), erhaten.

Identifizierung der |someren 14-endo und 14-exo0

a (0]
10 NO "
HN"® 2 8 NO,
2
H,N O
14
2 14
1 Na 2 2 N, 2 H 16 18
5 s N 19
: 3 g 15
G 3
1s_~NH 6 2 20
1 21
2
21 16
20 18

19

14-endo und 14-exo

Der Vergleich mit dem 'H-NMR des 14-endo Isomers erlaubte die |dentifizierung der
Sgnde der H-3 und H-10 Atome im Isomerengemischspektrum. Nach Integration dieser
charakterischtischen *H-NMR Signale erhiglt man ein endo zu exo Verhdtnis von 04 : 0.6 der
Isomeren im Isomerengemisch erfolgen. Tabelle 5.2 gellt den Vergleich beider Spektren und deren

Berechnung dar.
Wassergtoff- 14-Endo 14-endo+14-exo Integration
atom Verhdtniss
im Gemisch
H-3 343 (m) 341 (m) 3.65 (m) 04:06
H-10 8.34(d, 2.2) 8.33 (br) 8.26 (br) 04:0.6
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Tabelle5.2 | dentifizierung von char akteristischen Signalen im *H Spektrum einer Mischung von 14-

endo und 14-exo | someren zur Berechnung desVerhaltnisbeider |someren

Be der Andyse des *C-NMR Spektrums konnten durch Vergleich die jenigen Signde, die
sch auf das 14-endo Isomer beziehen, identifiziert und zugeordnet werden. Die erhdtenen Daten
sind in guter Ubereingtimmung mit anderen strukturell hnlichen Substanzen. In Tabelle 5.3 ist der
Vergleich der *C-NMR Spektrum der Isomerenmischung und die |dentifizierung und Zuordnung der
Sgnadevom 14-exo dargestellt.

Kohlenstoff 12 Tropin(45) 14-endo  14endot+l4exo  14-exo
C-1 58,4 60,0 56.8 58.22, 56.78 58.22
C-2 35,1 39,6 34.99 34.96, 34.36 34.36
C-3 73,6 64,5 50.76 51.75,50.74 51.75
C-4 35,1 39,6 34.99 34.96, 34.36 34.36
C-5 58,4 60,0 56.8 58.22, 56.78 58.22
C-6 26,5 25,8 31.69 31.68, 28.00 28.00
C-7 26,5 25,8 31.69 31.68, 28.00 28.00
~ 'T' _Me 40,4
O 169,8 170.0 169.7 169.7
A

H,N
C-9 123,3 125.67 125.7, 126 126
C-10 1274 127.63 127.64,127.48 127.48
C-11 137,8 140.45 140.40 140.40
C-12 1434 146.38 146.38, 144.48 144.48
C-13 1195 119.39 119.7,119.38  119.7
C-14 133,26 134.01 134.01, 133.70  133.70
C-15 47.78 48.15, 47.18 48.15
C-16 33.46 33.60, 33.44 33.60
C-17 137.57 137.70, 137.60 137.70
C-18,C-22 129.73 129.71 129.71
C-19,C-21 130.03 130.02 130.02
C-20 128.37 128.35 128.35
L sungsmittel D,O CDCl, CDs0D CD;OD CD;OD

Tabelle 5.3 Vergleich der *C-NMR Spektrum von strukturell dhnliche Substanzen und vom 14-endo
zur Identifizierung und Zuordnung der Signaleim *C-NMR Spektrum des Gemisch 14-endo und 14-exo
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Variierung der Aminekomponent

10 mg H13 wurden nach der Resktion je in 1 mL ener 0.4M L&sung verschiedener
Aminkomponenten in DCM suspendiert und fir 6 Stunden geschiittelt. Danach wurden 38 mg
NaBH(OAC) ; (0.2 mMol) dazugegeben und die resultierende Suspension fur 16 h geschiittelt. Die
Harze wurden mehrmas mit Methanol, DCM und Diethylether (je 5 mL) gewaschen und getrocknet.

Die Harze wurden anschlief3end in ImL Lésung aus TFA in DCM (1:1) suspendiert und fir
30 min gechiittelt. Die Abspa tungd 6sungen wurden in HPLC Héschen gesammdt und im Luftstrom
getrocknet. Der Ruckstand wurde dann in 400ul einer Mischung 1:1 Wassar/  Acetonitril
aufgenommen und mittels HPLC andysert.

5.6.3 Reduktion der Nitrogruppe des chemisches Markers und Acylierung des
resultierenden Anilins. Substanz 15: 3-Amino-4-(3-oxo-8-aza-bicyclo[3.2.1] oct-8-yl)-

benzamide

Als Ausgangsmaterid wurden 300 mg von dem mit 4-Fuoro-3-Nitrobenzoesdure
derivatiserten Rink-Linker (s. oben 4-Fluor-3-nitrobenzoesaure) (0.56 mMol/g, 0.168 mMal)
verwendet. Nach der Immobiliserung von Nortropin mittels einer nucleophilen aromatischen
Substitution (s. 4.4.3, Nucleophile Substitution) wurde die Oxidation mit Pyridiniumdichromet nech
den in dieser Arbeit beschriebenen Protokollen (s 4.4.3) durchgefiihrt. Anschlief3end wurde das
Harz mehrmas mit DMF (je 10 mL) gewaschen.

Reduktion der Nitro-Gruppe
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Das Harz wurde in 3 mL einer 0.4M Ldsung SnCl, in DMF suspendiert. Die Suspension
wurde fir 16 h geschittedt und anschlief3end mehrmads mit DMF und Ether gewaschen und
getrocknet.

Abspaltung vom polymeren Trager und Aufarbeitung

Die Abspdtung von der Substanz am Rink-Linker, sowie deren Analyse und Aufarbeitung
efolgte andog zu den oben beschriebenen Synthesen (s. 4.3.3). Es wurden 3 mg Produkt, ein
oranges Pulver (0.012 mMal, Ausbeute: 2%), erhaten.

| dentifizierung des Produktesl5

0]

NH
HzN)KC[ 2
L

(@]

Das HPLC-UV-MS Chromatogramm zeigte einen sauberen Peak (? =210 nm) bel R =7
min (Reinhat: 85%). Das API-ES-MS Spektrum dieses Pegks zeigte ein einziges Signd be m/z
260.0 (100%, [M+H]"). Eine Zuordnung dler *H-NMR Signde war schwierig. Es wurde

15

angenommen, dal3 wie ba 15 die Anwesenheit von zwe Konformeren in Lésung moglich ist. Die
Integration und die Kopplungskonstanten der Sgnale in Aromaten-Bereich erlauben die Berechnung
eines Verhditnisvon 0.75 : 0.25 der Isomere (A:B).

'H-NMR (300 MHz, CD;0D): d = 1.72-1.85 (br, 2H), 2.11-2.23 (br, 2H), 2.30-2.42 (br, 2H),
2.85-2.95 (br, 2H), 4.01-4.11 (br, 2H), 6.96 (d, 8.9, Konf. A), 7.18 (d, 8.4, Konf. A), 7.66 (m,
Konf. A), 7.72 (d, 1.7, Konf. A), 7.81 (dd, 8.9, 2, Konf. B), 8.62 (d, 2, Konf. B).
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Die Auswertung dler Signde in *C-NMR Spekirum war wegen der kleinen Menge an
Substanz schwierig. Das **C-NMR Spektrum zeigte jedoch ein deutliches Signal bei 210 ppm des

Ketons am Tropanring und be 175 ppm des Amids. Der Vergleich mit den Spektren von Tropin,

Nortropanon (s. ref. 66), 12 und 13 und ein DEPT-Versuch erlaubte eine Zuordnung der Signde

des anteilig groReren Konformers. Die strukturelle Ahnlichkeikt dieser Verbindungen it in folgendem
Bild illugriert. Der Vergleich der *C-NMR Spekiren adler dieser Substanzen ist in Tabelle 5.4

veranschaulicht.

N 2
5
7 3
6

OH

Tropin

) 0O
10 10
NO Me
HNT8N N2 \ H,N"8Y
N 2
14
N
6
7 3 0]
6
OH
12 Tropanon 13
@)
10
NH
8 2
H,N
14
13 N 2
7
62 §
O
15

Bild 5.3 Struktur von ver schiedenen struktur ell &hnlichen Verbindungen von 15

104



K ohlenstoff 12 Tropin (45)  Tropanone (45) 13 15
C1 584 60,0 60,9 55,6: 56,5 58.41 (CH)
C2 351 39,6 47,6 35,8:46,5 47.09 (CHy)
C3 73,6 64,5 2082 209,7 210
C4 351 39,6 47,6 35,7:46,5 47.09 (CHy)
C5 584 60,0 60,9 55,6: 56,5 58.41 (CH)
C6 26,5 258 279 253:27,0 2754 (CHy)
C7 26,5 258 279 253:27,0 2754 (CHy)
_Me 404 384
|
O 2082 2097 210
PN
|O 169,8 1700 175
/SK

H,N
C9 1233 1239 Unklar
C-10 1274 124,0: 125,1 12541 (CH)
c1u 137,8 140,1 146
C12 1434 144,5: 144,6 150
C13 1195 120,0: 119,3 117.44 (CH)
C-14 133,26 133,7: 1335 132.83 (CH)
L 6sungs-mittel D,O CDCl, CDCl, CD,0D CD;0D

Tabelle5.4 Zuordnung der Signaleim **C Spektrum der Substanz 15 durch Vergleich mit den Spektren von

strukturell @hnlichen Verbindungen

Untersuchung verschiedener Acylierungsreagenzien bel der Acylierung des Festphasen-

gebundenen Substanz H15. Substanzen 17R
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Fir die Acylierung des Festphasen-gebundenen H15 wurden jeweils 10 mg in jedem Ansaiz
verwendet. Die gleiche Resktionssequenz wie bel der Synthese von 15 wurde wiederholt und vor
dem letzzen Abspdtungsschritt je nach Ansaz in ener 04 M LOsung verschiedener
Acylierungsreagenzien und 0.6 M in DIPEA in DCM suspendiert.

Nach der Resktion wurden die Harze dbfiltriert und mit DMF, DCM und Diethylether
gewaschen. Die Abspdtung erfolgte mit 1 mL einer Losung aus TFA in DCM (1:1). Nach 30 min
wurde die Abspatungdtsung abfiltriet und mit enem Luftdrom zur Trockne gebracht. Der
Ruckstand wurde in ImL einer Mischung 1:1 Wasser/ AcCN aufgenommen und mittels HPLC-MS

untersucht.

5.7  Synthese von Natur stoffhybriden und makrozyklischen Derivaten
5.7.1 Einfuhrung einer sdektiv derivatiserbaren Verzweigungsstelle nach dem

chemischen Markern. CM 4

Kopplung der N,-Fmoc-N--Mtt-Lysin am chemischen Markern

Zur Abspdtung der Fmoc-Gruppe des mit dem chemischen Marker derivatiserbares
Harzes, (s. 4.3.4) wurde das Harz in einer Lésung 20% (v/v) von Piperidine in DMF (ImL Lésung
per 100mg Harz) suspendiert und fir 1 Stunde geschiittelt. Das Harz wurde danach mehrmals mit
DMF gewaschen. Die Fmoc-Quantifizierung en kleines Tell dieses Harzes (10 mg) bewies die
vollstdndige Besaitigung der Fmoc- Gruppe.

Die Kopplung des Aminosaures erfolgte durch die Regktion dieses Harzes in ener 04 M
Losung Aminosiure und 0.6 M Losung DIC in DMF fur 16 h Anschlief3end wurde das Harz
mehrmas mit DMF gewaschen und mit DCM und Diethylether gewaschen und getrocknet. Die
vollgandige Acylierung der festigebundenen Amino-Gruppe des chemischen Markers wurde mittels
dem Chloranil Test (s 4.2.5) Uberpriift. Ein kleiner Tell des Harzes (10mg) wurde in einer Lsung
1:1 TFA in DCM fir 30 min suspendiert. Die Lésung wurde filtriert und in einer HPLC FHasche das
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Lésungamitte und TFA mit einem Luftstrom verdampft. Der Rickstand wurde in einer Mischung 1:1
ACcCN/ Wasser aufgenommen und mittels HPLC-UV-MS untersucht. Das Chromatogramm zeigte
zwel Pegks die dem Edukt chemischen Marker-Fmoc-Lys bzw. der Mtt- Schutzgruppe zugeordnet
snd (s.Kap. 3.5, Tabelle 3.5,1).

Selektive Abspaltung der Harz gebundenen N? -Mtt Gruppen

Das Harz (50 mg) wurde in 1 mL ener Lésung 5% TFA und 1% TES in DCM fir 5 min
suspendiert. Danach wurde das Harz von der Abspatunglosung abfiltriert. Dieses Prozefd wurde funf
ma wiederholt. AnschlieRend wurde das Harz mehrmas mit DCM und Diethylether gewaschen und
getrocknet. Die Quantifizierung der Fmoc-Gruppen (s. 4.2.6) auf 10 mg des Harzes zeigt dal3 kein
wesentlicher Verlust am festgebundenen chemischen Marker-Fmoc-Lys dattfand. Ein kleiner Tell
des Harzes (10mg) wurde in einer Eppendorf Kuvette in einer Lésung 1:1 TFA in DCM suspendiert
und fur 30 min geschitttelt. Aschlief3end wurde die Abspatungddsung abfiltriert und mit HPLC-UV-
API-ES-MS andysert. Das Chromatogramm zeigte die vollsténdige Abwesenheit des Mtt-Gruppe
zugehorigen Peaks (s. Kap. 3.5, Tabdle 3.5.1).

5.7.2 Synthese eines Natur stoffhybrides

Kopplung von 18-Hydroxyprogesteron Hemisuccinat

An 100 mg des mit dem chemischen Marker derivatiserten Harzes (s. 4.3.4) wurde N.-
Fmoc-N--Mtt-Lysn as Verzweigungsstelle gekoppdlt (s. oben). Danach wurde die Fmoc-Gruppe
am Na des festgebundenen chemischen Marker Eduktes mit 3 mL einer Losung 20% (v/v) von
Piperidin in DMF wie Ublich abgespdten (s4.3.3, Abspaltung der Fmoc Gruppe). Das Harz
wurde anschliel?end in 3mL einer 0.4M L6sung 21- Hydroxyprogesteronhemisuccinat, 0.4M HOBt,
0.6 M DIC und 0.01M DMAP in DMF suspendiert und fur 16 Stunden geschiittelt. Dann wurde
das Harz adfiltriert und mehrmads mit DMF gewaschen. Ein kleiner Tell des Harzes (10mg) wurde
mit DCM und Ether gewaschen und getrocknet. Der Chloranil Test auf diesem Teil zeigte die
vollgandige Acylierung am Lysns-Na des festgebundenen chemischen Marker-Lys Eduktes.

Kopplung von Nortropin
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Die Mtt-Gruppe wurde wie beschrieben abgespaten (s oben, slektive Abspaltung der
Harz gebundenen N2Mtt Gruppe). Das Harz wurde mit DCM und Diethylether gewaschen und
getrocknet. Ein kleiner Tall des Harzes (10mg) in DCM wurde in ImL ener Mischung 1.1 TFA in
DCM fir 30min suspendiert und die Absplatungddsung zur Verfolgung der Synthese mit HPLC-
UV-API-ES-MS andysert. Das Chromatogramm zeigte ein Hauptpeak (? = 210 nm) um tr = 30.0
min (Reinheit 90%). Die API-ES-M S Spektrum dieses Peaks zeigte zwel Peaks (m/z 805.7 (100%,
[M+H]") und myz 402.2 (60%, [M+2H] ™). Dies was in guter Ubereingtimmung mit der Formation
des folgendenen festgebundenen Zwischenproduktes.

NH,

@] o H _/HO
M N o
Q/\O N/\/\N \H/\NJ‘W j
H H le} H 0O O/'",

O,N

|T
(73

O

Bild 5.4 Festgebundenes Zwischenprodukt bel der Synthese eines 18-R3-Hydr oxipr ogester on-Nortropin
Hybrides

Zur Acylierung der freien Amino-Gruppe am N? dieses Derivates wurde das Harz in einer
0.4 M Lo6sung Bromessgsdure und 0.6 M DIC in DMF suspendiert und fir 16 h geschiittelt. Ein
kleiner Tell des Harzes wurde mit DCM und Diethylether gewaschen und getrocknet. Ein negetiver
Chloranil Test dieses Harzes bewies die vollstandige Resktion dler festigebundenen Amino-Gruppen.
Das Harz wurde in einer 0.4 M Lésung Nortropin in DMF suspendiert und fir 16 h geschittelt.
Anschliefl3end wurde das Harz mehrmas mit DMF und DCM und Diethylether gewaschen und
getrocknet. Nach der Resktion eines kleines Teil des Harzes mit einer Losung 1.1 TFA in DCM
wurden die Abspatungddsungen mittels HPLC-UV-API-ES-MS andysert. Das Chromatogramm
zeigte ein Hauptpeak (? = 210 nm) um tg = 28.06 min (Reinheit = 85%). Das API-ES-MS
Spektrum dieses Pedks zeigte zwel Peaks (m/z 974.5 (100%, [M+H]") und m/z 487.7 (90%,
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[M+2H]™). Dies war in guter Ubereingimmung mit der Formation des folgenden festgebundenen
Naturstoffhybrides.

Bild 5.5 Festgebundenes 18-R-Hydr oxypr ogester on-Nortropin Hybrids

5.7.3 Synthese von eéinem makrozyklischen Nortropin Derivat

An 100 mg des mit dem chemischen Marker derivatiserten Harzes (s. 4.3.4) wurde N.-
Fmoc-N--Mtt-Lysin ds Verzweigungsstelle gekoppdt (s. oben). Danach wurde die Fmoc Gruppe
am N, mit 3 mL einer Losung 20% Piperidin in DMF wie Ublich abgespaten (s4.3.3, Abspaltung
der Fmoc Gruppe). Das Harz wurde danach in 3mL einer 0.4 M Lésung 4 Bromvaeriansiure,
0.4M HOBt, 0.6 M DIC und 0.0IM DMAP in DMF suspendiert und fur 16 h geschiittelt. Das
Harz wurde mehrmas mit DMF gewaschen und anschlief3end in 3 mL ener 0.4 M Ldsung
Nortropin in DMF suspendiert und fir 16 h geschiittelt. Ein kleiner Tell des Harzes wurde in einer
Mischung 1:1 TFA in DCM suspendiert. Nach 30min wurde die Abspatungd 6sung mittels HPLC-
UV-API-ES-MS andysert. Das erhdtene Chromatogramm zeigte zwel Pesks, einer von diesen auf
die Mtt-Gruppe bezogen (s. Kap. 3.5, Tabdlle 3.5.1). Ein Peak um & = 13.9 min sprach fir die
Formation eines festgebundenenen Nortropinderivat. Das API-ES-MS Spektrum dieses Peaks zeigt
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zwei Pesks um mv/z 604 (100%, [M+H]") und m/z 302.6 (60%, [M+2]"). Das ig in guter
Ubereingimmung mit folgendem Zwischenprodukt.
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Bild 5.6 Festgebundenes Zwischenprodukt bei der Synthese eines makr ozyklisachen Nortropin Derivates

Zur Acylierung der Hydroxylgruppe von Nortropin wurde das Harz in 3mL einer 0.4 M
Lésung in Berngteinséureanhydrid und 0.1 M DMAP in Pyridin suspendiert. Das Harz wurde fir 40
Stunden geschiittelt und anschlief3end mit Pyridin, DMF, DCM und Diethylether gewaschen und
getrocknet. Zur Verfolgung der Resktion wurden 10 mg Harz entnommen und in einer Mischung 1:1
TFA in DCM fir 30 min suspendiert. Die HPLC-UV-MS Anadyse der Abspdtungdsung zeigte
zwei Hauptpeaks. Einer von denen, be tz = 39.4 min, bezog sich auf die Mtt-Gruppe (s. Kap 3.5;
Tabelle 35.3). Das Pesk um tr = 18.8 sprach fur die Formation folgendes festgebundenes
Zwischenprodukt.

NH,

OH
O
gl
TN YT g
O,N

Bild 5.7 Festgebundenes Zwischenprodukt bei der Synthese eines makr ozyklischen Nortropin Derivates

Zur anchlief3ender Makrozyklisierung des festgebundenes Nortropin Derivat wurde die Mtt-
Gruppe am N, wie beschrieben besatigt (s. 4.7.1, Selektive Abspaltung der Harz gebundenen
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N?-Mtt Gruppen). Danach wurde das Harz in 3mL einer 0.4 M Lésung HOBt und 0.6 M DIC in
DMF suspendiert und fir 40 Stunden geschiittelt. Der Chloranil Test eines kleinen Tell des Harzes
wurde negetiv. Das Harz wurde mehrmals mit DMF und DCM gewaschen und in 3mL ener Losung
1:1 TFA in DCM suspendiert. Die Lésung wurde abofiltriert und das Harz mehrmds mit DCM
gewaschen. Das Filtrat wurde unter Vakuum getrocknet und der Riickstand in einer Mischung 1:1
Wasser/ AcCN aufgenommen. Die Lésung wurde mittels HPLC-UV-API-ES-MS analysert. Das
Chromatogramm zeigte mehrere Pesks mit &hnliche tr. Die Bearbeitung des API-ES-MS
Chromatogranm (Massfilter zwischen mvz 680 und m/z 694) erlaubte die Identifizierung des
Produktes um & = 19.2 min Die Isolierung des Profuktes mittels praparativer HPLC ergab eine
kleine Menge am Subgtanz (etwa 1mg). Die Untersuchung des Produktes mit HochauflGsender
Massenspektroskopie zeigte die Anwesenheit der Masse m/z 686.39099 (?m =-3.2 mmu), die der
erwarteten molekularen Zussammensetzung entspricht (C: 34, H: 52, N:7, O: 8).
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