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Synthesekontrolle in der kombinatorischen
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Die Festphasen-Peptidsynthese hat sich seit ihrer Einfithrung
durch R. B. Merrifield™ auf vielen Gebieten der Organischen
Chemie einen festen Platz erobert und wurde fortlaufend weiter-
entwickelt. In jiingster Zeit erlebt die Organische Chemie an der
festen Phase ein stitrmisches Wachstum und wird auf breiter
Basis in neuen Bereichen angewendet!®. Durch kombinatori-
sche Methoden werden hunderte bis mehrere tausend Ver-
bindungen parallel und meist automatisch an der polymeren
Phase aufgebaut. Diese Methoden werden derzeit verstdrkt als
Werkzeug zum Auffinden neuer Leitstrukturen in der Wirk-
stofforschung und -entwicklung eingesetzt!***, Wegen der ho-
hen Durchsatzraten bei Assays (high throughput assays) kon-
nen heute hunderte von Verbindungen pro Tag getestet werden.
Durch weitere Verbesserung der Testmethoden wird ein wesent-
lich hoherer Probendurchsatz angestrebt. Gleichzeitig muB
auch in der Synthese der Durchsatz erhoht werden: Dies ist nur
durch weitere Optimierung und Miniaturisierung unter kombi-
natorischen Aspekten moglich.

Wir haben ein System entwickelt, das sowohl die Suche nach
neuen Wirkstoffen als auch die Optimierung der chemischen
Reaktionen an der festen Phase (in miniaturisierter Form im
nanomolaren Bereich) ermdglicht'®~ 7). Bei der Festphasensyn-
these dient der polymere Triger (das Harz) als Gesamtreak-
tionsraum. Dieser Reaktionsraum 1408t sich in diskrete, kleinste
Riume unterteilen. Jede einzelne Tragerpartikel reprisentiert
somit einen Mikroreaktionsraum.

Die heute gebrduchlichen Synthescharze weisen Partikel-
groBen von 40 bis 130 pm auf. Die Beladung der einzelnen Parti-
kel mit reaktiven Gruppen liegt im1 Bereich von 10 bis 300 pmol
pro Harzkugel. Hiufig ist diese Beladung fiir eine sequentielle
Abspaltung und eine anschlieBende Produktidentifizierung zu
gering. Wir haben daher auf der Basis von Tentakel-Polyme-
ren!® Harzpartikel mit 400 bis 750 wm Durchmesser entwickelt.
Hierbei handelt es sich um Polystyrol-Polyoxyethylen-Pfropfco-
polymere, deren Kapazitit (in Abhingigkeit von der Partikel-
groBe) im Bereich von 10 bis 65 nmol pro Harzkugel liegt. We-
gen dieser bis zu tausendfach hoheren Kapazitit konnen
Reaktionen an einzelnen Kugeln durchgefiihrt, die trigergebun-
denen Zwischenprodukte untersucht sowie die fortschreitenden
Reaktionen verfolgt werden. Die Harzkugeln kdnnen somit als
Mikroreaktoren betrachtet werden. Ein wesentlicher Vorteil der
Verringerung des Reaktionsraumes auf eine Kugel ist, daB mit
sehr geringen Mengen an LoOsungsmitteln gearbeitet werden
kann. Mit einem Millimol Synthesebaustein lassen sich unter
den beschriebenen Bedingungen 200 bis 500 Reaktionen durch-
flihren. Da in der kombinatorischen Chemie hunderte von Re-
aktionen parallel durchgefithrt werden, lassen sich so die vor-
handenen Ressourcen bedeutend effektiver nutzen.
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Die schnelle und genaue Charakterisierung von trégerfixier-
ten Synthesebausteinen ist eine Herausforderung fiir die Analy-
tik. Als wichtige Untersuchungsmethoden zur Strukturaufkli-
rung bieten sich vor allem die FT-IR-/Raman-Spektroskopie,
die Matrix-assisted-laser-desorption-ionization-time-of-flight-
(MALDI-TOF )-Massenspektrometrie sowie die ‘H- und '*C-
NMR-Spektroskopie in Suspension (Gelphasen-NMR-Spek-
troskopie) an. Wegen groBer Linienbreiten in den 'H-NMR-
Spektren (mindestens 50 bis 100 Hz) ist eine exakte Struk-
turanalyse nicht mdglich; '*C-NMR-Spektren in Suspension
weisen durch verminderte dipolare Kopplungen und wegen der
groBeren chemischen Verschiebungsdispersion geringe Linien-
breiten auf'® ~ 'Y, allerdings werden wegen der geringeren Emp-
findlichkeit des '*C-Kerns wesentlich lingere MeBzeiten fiir ein
Spektrum bendtigt.

Mit der vor kurzem eingefiihrten 'H-Magic-Angle-Spin-
ning(MAS)-NMR-Spektroskopie von Syntheseharzen in Su-
spension konnten sehr gute Aufldsungen der Signale erzielt wer-
den2-1'7 Durch schnelle Probenrotation im Magischen
Winkel (MAS) werden Suszeptibilitdtsunterschiede in der Probe
sowie dipolare Kopplungen eliminiert, wahrend skalare Kopp-
lungen erhalten bleiben. Dadurch 148t sich eine Auflosung er-
zielen, die der der Losungs-NMR-Spektroskopie sehr nahe
kommt.

An einem derart miniaturisierten, auf eine einzelne Harzkugel
reduzierten Reaktionsraum wurden mit kombinatorischen Me-
thoden Hydantoine parallel synthetisiert und die Verbindungen
jeder Synthesestufe durch hochaufgeloste 'H-MAS-NMR-
Spektroskopie charakterisiert. Eine im Loésungsmittel ([Dg)-
DMSO, CDCl,) gequollene Harzkugel wurde in einem Insert
fixiert und in einem handelsiiblichen 4-mm-Festkérper-NMR-
Rotor plaziert (Abb. 1). Das Detektionsvolumen lag je nach
GroBe der Kugel im oberen Nanoliterbereich (200 bis 400 nL).
Fir die Suspensions-MAS-NMR-Messungen wurde ein kon-
ventioneller CP/MAS-NMR-Probenkopf verwendet.

[ I W
Rotationsfrequenz 3000 Hz
8.0 60 4.0
-3

Abb. 1. Schematischer Aufbau zur Aufnahme hochaufgeldster 'H-Suspensions-
MAS-NMR-Spektren von einzelnen Harzpartikeln. Das 'H-NMR-Spektrum
(rechts) ist ein Ausschnitt von Abbildung 2¢.

Die hochaufgeldsten "H-MAS-NMR-Spektren der Reaktions-
sequenz sind in Abbildung 2 dargestellt. Die Aufnahmezeit fiir
ein solches Spektrum mit 128 bis 160 Transienten belduft sich
auf 6 bis 8§ min. Durch den Polyoxyethylen-Spacer der Tentakel-
Polymere ist eine hohe Mobilitdt der tragerfixierten Synthese-
bausteine vorgegeben; daher liegt die Halbwertsbreite der 'H-
NMR-Signale zwischen 5 und 8 Hz. Die einzelnen Synthese-
schritte konnen damit direkt an einer einzelnen Harzpartikel des
polymeren Triagers verfolgt weden. Mit jedem weiteren Synthe-
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seschritt sind neben dem Hauptsignal
der OCH,CH,-Einheiten (§ = 3.5)
die charakteristischen Signale der Ver-
bindung der jeweiligen Synthesestufe
detektierbar, so daB eine genaue
Strukturzuordnung erméglicht wird
(Abb. 2). Ein sdurelabiler Linker am
Trdger (Abb. 2a) fiihrt im 'H-MAS-
NMR-Spektrum zu zusitzlichen Si-
gnalen im Arenbereich (6 = 6 bis 7.5).
AuBerdem liegen Sinale fir die
CH,O- und die Methoxygruppe vor
(6 =48 bzw. 3.75; Abb.2b). Im
nachfolgenden Reaktionsschritt wur-
de Phenylalanin-9-Fluorenylmethyl-
oxycarbonylchlorid (Fmoc) mit dem
b  trdgerfixierten Linker verkniipft.

a)

Deutlich sind die Protonensignale der
WL Schutzgruppe im aromatischen Be-

reich erkennbar (Abb. 2¢). Anschlie-
Bend wurde die Fmoc-Schutzgruppe
abgespalten und das so aktivierte
Harz mit a-Propylisocyanat umge-
setzt. Dies ist nachweisbar durch die
Intensititsabnahme der Signale im
Aromatenbereich und die zusitzli-
chen Signale im Alkylbereich (Abb.
2d). Besonders bemerkenswert ist die
gute Auflosung der Signale; man er-
kennt im Spektrum dieser Verbin-
dung, einer Hydantoinvorstufe, die
durch skalare Kopplungen aufgespal-
tenen Signale der terminalen »-Pro-
pylgruppe (Tabelle 1). Anhand der
NMR-Spektren der Sequenz ist eine
Reaktionskontrolle an nur einer
Harzpartikel in kurzer Zeit (etwa
\r 6 min pro Spektrum) méglich. Somit

sind relativ zeitaufwendige Abspal-

c)

d)

8 6 4

- §

Abb. 2. Suspensions-'H-MAS-NMR-Spektren von einzelnen Harzpartikeln der Hydantoin-Reaktionssequenz:
Spektren von trigerfixiertem Polyoxyethylen(POE)-Spacer (a), mit sdurelabilem Linker (b), nach Umsetzung mit
Phenylalanin-Fmoc (c), nach Abspaltung der Fmoc-Gruppe und Umsetzung mit Isocyanat (d).

Tabelle 1. Signalzuordnung anhand des 'H-MAS-NMR-Spektrums einer Hydan-
toinvorstufe (Abb. 2d). N

OCH3

q Tt z A
(OCH,CHy),,OCH,CH,NH—C—CH,0 CHﬁC—CH—CH;-@
p o n m i '

e NH
=0
d N
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Position funktionelle & Position funktionelle &

Gruppe Gruppe
a CH, 0.75 i CH,0 5.1
b CH, 1.2 k H,, 6.5,6.6,7.2
c CH, 2.9 1 OCH, 375
d CO-NH 6.0 m CH,0O 4.8
e NH-CO 6.1 n CO-NH 8.0S
f OCO-CH 35 s} CH,-NH 3.15
g CH, s OCH,CH, 33
h H, 71
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2 0 tungs- und Isolierungsschritte nicht
notwendig.

Der Polystyroltrdger des Propfco-
polymers ist in [D,JDMSO (anders als
in CDCl,) nur miBig quellfdhig. Aus
den kurzen T%-Relaxationszeiten re-
sultieren extrem breite NMR-Signale; daher sind in den
'H-MAS-NMR-Spektren (Abb. 2) keine Polystyrolprotonen-
signale zu erkennen. Der Einflu3 unterschiedlicher L&sungs-
mittel auf die Linienbreiten in den 'H-MAS-NMR-Spektren
von Syntheseharzen wurde vor kurzem ausfiihrlich disku-
tiert!'> 161,

Neben der "H-MAS-NMR-Spektroskopie zur direkten Syn-
thesekontrolle am polymeren Triger sind zweidimensionale
(2D-) NMR-Techniken fiir die Strukturanalyse von groBer
Wichtigkeit. In Abbildung 3 ist als Beispiel ein 2D-Suspensions-
MAS-NMR-Spektrum (*H,'H-COSY) dargestellt, das in einer
Mefzeit von nur 40 min aufgenommen wurde. Anhand der
Kreuzpeaks lassen sich die Signale der n-Propylgruppe identifi-
zieren. Mit der n-Propylgruppe als Synthesemarker kénnte so
eine spektroskopische Charakterisierung AufschluBl iiber den
Erfolg der Synthese geben.

Die 'H-MAS-NMR-Spektroskopie im Nanoliterdetektions-
bereich ist damit bei Verwendung nur eines Mikroreaktions-
raums ein schnelles und effizientes Verfahren zur Synthesekon-
trolle in der kombinatorischen Chemie.
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Abb. 3. 2D-Suspensions-MAS-NMR-Spektrum (COSY45) von einer Hydantoin-
vorstufe.

Experimentelles

Die Harzkugeln waren mit unterschiedlichen Fmoc-geschiitzten Aminosiuren bela-
den, die iber die sdurelabile 3-Methoxy-4-hydroxymethylphenoxyessigsiure als
Ankergruppe mit dem Harz verkniipft waren. Die Umsetzungen wurden in Glaska-
pillaren durchgefiihrt (Ldnge: 100 mm, Durchmesser: 2.6 mm), die oben offen und
unten mit einer Glasfilterfritte ausgestattet waren. Bis zu vier der mit Aminoséure
beladenen Kugeln wurden in die Glaskapillaren gegeben. Die Quantifizierung der
Beladung erfolgte UV-spektroskopisch nach Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe
mit Piperidin. Nach sorgféltigem Auswaschen der Schutzgruppe wurde mit je 25 uL.
einer 1M Isocyanatldésung umgesetzt. Dies entspricht einem hundert- bis tausendfa-
chen UberschuB3 an Reagens. Nach 3 h Reaktionszeit wurden die Harzkugeln gewa-
schen, um das iberschiissige Isocyanat zu entfernen.

NMR-Parameter: Bruker-ASX-300-Spektrometer, 4-mm-CP/MAS-Probenkopf,
Rotationsfrequenz 3000 Hz, 128 bis 160 Transienten pro F1D, Pulswinkel 60°, War-
tezeit 1.5 s, Zeitdomdne 16 K (1 K = 1024) Datenpunkte (TD) mit Spektralbreite
(SW) 3800 Hz, Akquisitionszeit 1.1 s.

COSY45: 16 Transienten pro FID, Zeitdoméne 2 K Datenpunkte (TD2) mit Spek-
tralweite (SW2) 4300 Hz, 128 Inkremente (TD1), Akquisitionszeit 127 ms; Zerofil-
ling in 1, auf 1 K Datenpunkte, Multiplikation mit einer Sinus-Apodisierungsfunk-
tion in F1- und F2-Richtung.

Fiir die Aufnahme der 1D-Messungen (in [Dg)DMSO) wurde der Deuteriumlock
des Lockkanals verwendet. Das Locksignal wurde iiber die Heterokernspule des
CP/MAS-Probenkopfes detektiert. Das COSY45-Spektrum wurde in CDCI, aufge-
nommen, wegen des geringen Losungsmittelvolumens war die Intensitit des Lock-
signals zu gering.

Eingegangen am 29. Mai 1996 [Z29163]

Stichworte: Festphasensynthesen + Kombinatorische Chemie *
NMR-Spektroskopie

[1} R. B. Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 1963, 85, 2149,

[2] 1. S. Friichtel, G. Jung, Angew. Chem. 1996, 108, 19; Angew. Chem. Int. Ed.
Engl. 1996, 35, 17.

[3] M. C. Desai, R. N. Zuckermann, W. H. Moos, Drug Dev. Res. 1994, 33, 174.

[4} M. A. Gallop, R. W, Barrett, W. I. Dower, S. P. A. Fedor, E. M. Gordon, J.
Med. Chem. 1994, 37, 1233,

[5] W. Rapp, K. H. Wiesmiiller, B. Fleckenstein, V. Gnau, G. Jung in Peptides
1994 (Hrsg.: H. L. S. Maia}, Escom, Leiden, 1995, S. 87.

[6] W. Rapp in Peptides, Chemistry, Structure and Biology, Proceedings of the 13th
American Peptide Symposium (Hrsg.: T. P. Kaumaya, R. S. Hodges), Escom,
Leiden, 1995, S. 313.

[7] W. Rapp in Innovations and Perspectives in Solid-Phase Synthesis and Related
Technologies, Collected Papers, 4th International Symposium (Hrsg.: R. Ep-
ton), Mayflower, Edinburgh, 1995, im Druck.

[8] Tentakel-Polymere sind unter dem Namen TentaGel von der Firma Rapp
Polymere GmbH erhaltlich.

[9] W. Schoknecht, K. Albert, G. Jung, E. Bayer, Lichigs. Ann. Chem. 1982, 1514.

3036 © VCH Verlagsgesellschaft mhH, D-69451 Weinheim, 1996

[10] K. Albert, B. Evers, E. Bayer, J Magn. Reson. 1985, 62, 428.

[11] E. Bayer, K. Albert, H. Willisch, W. Rapp, B. Hemmasi, Mucromolecules 1990,
23,1937

[12) W. L. Fitch, G. Detre, C. P. Holmes, J. N. Shoolery, P. A. Keifer, J. Org. Chem.
1994, 59, 7955.

{13] R. C. Anderson, M. A. Jarema, M. I. Shapiro, . P. Stokes, M. Ziliox, J. Org.
Chem. 1995, 60, 2650.

[14] R. C. Anderson, J. P. Stokes, M. Shapiro, Tetrahedron Letr. 1995, 36, 5311.

[15] P. A. Keifer, L. Baltusis, D. M. Rice, A. A. Tymiak, J. N. Shoolery, J Magn.
Reson. 1996, 119, 65.

[16] P. A. Keifer, J Org. Chem. 1996, 61, 1558.

[17] S. K. Sarkar, R. S. Garigipati, J. L. Adams, P. A. Keifer, J. Am. Chem. Soc.
1996, 718, 2305.

Die experimentelle Bestimmung der Ionisations-
energien von Berkelium und Californium**

Stefan Kohler, Nicole Erdmann, Martin Nunnemann,
Giinter Herrmann, Gerhard Huber, Jens Volker Kratz,
Gerd Passler und Norbert Trautmann*

Die Ionisationsenergie neutraler Atome ist als fundamentale
GroBe der Elemente fiir viele physikalische und chemische Pro-
zesse von groBer Bedeutung. Ihre prizise Bestimmung ermog-
licht es, systematische Trends in den Energien, mit denen die
Elektronen gebunden sind, zu erkennen und daraus auf den
elektronischen Aufbau der Atome zu schlieBen, da die Ionisa-
tionsenergie direkt mit dem atomaren Spektrum verknipft ist:
Die Energieniveaus konnen entweder als (negative) Bindungs-
energien angegeben werden, wobei die Ionisationsgrenze den
energetischen Nullpunkt darstellt, oder als (positive) Anre-
gungsenergien. In diesem Fall erreicht die Energie der Niveaus
E, fiir n — oo die Ionisationsenergie.

Zuverldssige Angaben Uber die Elektronenstruktur der
schwersten Elemente sind die Voraussetzung dafiir, daBl Aussa-
gen dariiber gemacht werden kénnen, ob die Systematik des
Periodensystems bis zu diesen Elementen erhalten bleibt, oder
ob sie mehr oder weniger stark durchbrochen wird!!!. Die Ioni-
sationsenergie ist eine GrdBe, die empfindlich auf relativistische
Effekte anspricht, wie sie bei den schwersten Elementen als Fol-
ge des relativistischen Massenzuwachses der inneren Elektronen
zu erwarten sind!?. Die genaue Bestimmung der Ionisations-
energie dieser Elemente ermdglicht es deshalb auch, die Aussa-
gekraft relativistischer Multikonfigurations-Dirac-Fock-Rech-
nungen ‘¥ zu beurteilen. Weiterhin ist die Ionisationsenergie eine
wichtige GroBe im Born-Haber-Cyclus®!,

Die prézisesten Bestimmungen der Ionisationsenergien wur-
den laserspektroskopisch durchgefiihrt. So konnten die Tonisa-
tionsenergien der Lanthanoide sowie von Uran und den leichte-
ren Transuranen Neptunium und Plutonium aus der Konver-
genz langer Serien hochangeregter Rydberg-Zustiande abgeleitet
werden® ~81. Um eine korrekte Interpretation der haufig durch
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