ZUSCHRIFTEN

Wir konnten zeigen, daB die Umlagerung von 5 zu 7a, einem
komplexierten tetraethinylierten Cyclobutadien, regiospezifisch
und in hohen Ausbeuten verlduft. Die Beobachtung einer Berg-
man-artigen Umlagerung einer peralkinylierten Verbindung ist
neu und kénnte weitere Anwendungsbereiche haben, z. B. die
Bildung von Tetraethinylethylen-Derivaten aus bisbutadiiny-
lierten, Z-konfigurierten Olefinen. Eine Untersuchung des Re-
aktionsmechanismus dieser Umlagerung wird bereits durchge-
fithrt. In Zukunft werden wir untersuchen, ob 7b, ¢ zum Aufbau
von perethinylierten, cyclischen, metallorganischen, dehydro-
annulenischen, oligomer- und dendrimer-artigen Molekiilen ge-
eignet sind.

Experimentelles

Kupplungsreaktion: In einem ausgeheizten Schlenk-Rohr wurde 1 (398 mg,
1.08 mmol) in 50 mL THF vorgelegt und auf —78 °C gekiihlt. Nach dem Zutropfen
von BuLi (1.38 mL, 2.20 mmol, Hexan) wurde die Reaktionsmischung auf 0°C
erwirmt. AnschlieBend wurde Cul (419 mg, 2.20 mmol) zugegeben. Nach 15 min
Riihren wurde die Mischung erneut auf —78°C abgekiihlt, 10 mL wasserfreies
Propylamin und Brom(triisopropylsilyl)acetylen hinzugefiigt. Nach dem Auftauen
auf 21 °C, walriger Aufarbeitung und Chromatographie (Flash-Kieselgel/Pentan)
konnte zunichst 5 (421 mg, 53%) und als zweite Verbindung 6 (125 mg, 22%)
erhalten werden.

Pyrolyse: Ein eng gewundenes Quarzrohr (1 m x 0.008 m) wurde bei 550 °C und
1.5 x 10~ % mbar (dynamisch) gehalten, wihrend 5 (50.0 mg, 68.6 pmol) mit einem
HeiBluftfén bei 170-250 °C verdampft und durch das Quarzrohr destilliert wurde.
Die Produkte wurden in einem U-Rohr bei Raumtemperatur aufgefangen. Chroma-
tographie (Flash-Kieselgel/Pentan) fiihrte zur Isolierung von 5 (12.0 mg, 24 %) und
7a (33.0 mg, 66%).

Entschiitzung zu 7 b: 7a (20.0 mg, 27.4 pmol) wurde in 10 mL Dichlormethan geldst.
Eine Suspension von Kaliumcarbonat (500 mg, 3.67 mmol) in 3 mL Methanol wur-
de hinzugefiigt und anschlieBend fiir 10 min gerithrt. WéBrige Aufarbeitung und
Chromatographie (Flash-Kieselgel/Pentan) lieferte 7b (15.6 mg, 98 %). 7¢: Tetra-
methylammoniumfluorid (300 mg, 3.22 mmol) wurde bei 140 °C in 15 mL DMSO
gelost. Nach Abkithlen auf 21 °C wurde 7a (45.0 mg, 61.7 pmol) in 10 mL Ethyl-
ether hinzugefiigt und die Mischung 2 h bei 120 °C geriihrt. WilBrige Aufarbeitung
und Chromatographie {Flash-Kieselgel/Pentan) ergab 7¢ (15.0 mg, 89 %).
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C-terminal modifizierte Peptide und
Peptidbibliotheken — ein neuer Zugang zu
Peptiden vom ,,anderen Ende* her**

Michael Davies und Mark Bradley*

C-terminal modifizierte Peptide werden seit vielen Jahren fiir
eine Reihe von Anwendungen eingesetzt, insbesondere als Sub-
strate und Inhibitoren zahlreicher proteolytischer Enzyme. Dar-
{iber hinaus sind auch viele biologisch wichtige Peptide und
Proteine am C-Terminus modifiziert. C-terminale Amide von
Peptiden sind schon seit einiger Zeit zugédnglich: Zu ihrer Syn-
these nutzt man Linker,!! die speziell fiir die Festphasensynthe-
se von Peptiden entwickelt wurden. Mit der klassischen Fest-
phasentechnik kann man nur wenige weitere Modifikationen
des C-Terminus direkt herstellen. Dies gilt, obwohl Burdick
et al.'¥) kiirzlich die Festphasensynthese einer Reihe von para-
Nitroaniliden gelang; sie haben dazu einen Aminoanilid-Linker
eingesetzt und nach der Abspaltung des Peptids vom Harz das
entstandene para-Aminoanilid oxidiert. Bis heute erfordern spe-
zifische Flussigphasensynthesen individueller Verbindungen ei-
nen betrichtlichen Aufwand und Erfahrung. Zudem sind diese
Methoden nicht fiir kombinatorische Verfahrensweisen einsetz-
bar — und dies auf einem Gebiet, auf dem die Erzeugung von
Diversitit ganz besonders wilnschenswert ist.

Eine mogliche Losung dieses Problems ist, dafl man Peptide
auf nicht-klassischem Wege synthetisiert d.h. vom N- zum

[*1 Dr. M. Bradley, Dr. M. Davies

Department of Chemistry
University of Southampton
Southampton, SO17 1BJ (GroBbritannien)
Telefax: Int. +1703/593781
E-mail: mb14@soton.ac.uk

[**] Diese Arbeit wurde vom BBSRC/EPSRC (BMS) (Nr. B04846) sowie von der
Royal Society (University Research Fellowship fiir MB) gefordert. Wir danken
Bryan Egner, Marianne Cardno und Helen Smith fiir vorbereitende Untersu-
chungen, John Horton vom Ferring Institute, Southampton, England, fiir die
Aminosiureanalyse und Lawrence Hunt fir die Peptidsequenzierung.

0044-8249/97/10910-1135 8 17.50+ .50/0 1135



ZUSCHRIFTEN

C-Terminus."! Ein schwerwiegender Nachteil dieser Vorgehens-
weise besteht allerdings in der Gefahr der Epimerisierung;*! sie
kann in allen Kupplungsstufen eintreten, weil wiederholt harz-
gebundene Carboxygruppen aktiviert werden. Alternativ konn-
te man das Peptid konventionell (C — N) synthetisieren, es an-
schlieBend invertieren und den C-Terminus modifizieren. Es
sind zwar Beispiele bekannt, in denen harzgebundene Peptide
invertiert wurden,! allerdings wurde bisher noch keine Metho-
de beschrieben, mit der eine Inversion, die Modifikation des
C-Terminus und die Abspaltung des modifizierten Peptids vom
Harz méglich wiren. Mit einer derartigen Methode konnte man
invertierte Peptide einer Verbindungsbibliothek C-terminal mit
Pharmakophoren wie Chlor- und Acyloxymethylketonen modi-
fizieren.!®!

Wir berichten hier liber eine Methode fiir die allgemeine Fest-
phasensynthese von C-terminal modifizierten Peptiden: Diese
Methode liefert zum einen C-terminal modifizierte Peptide fiir
eine Vielzahl von Screening-Anwendungen in Lésung, zum an-
deren stellt sie die codierenden Sequenzen zur Verfiigung, die
einem Edman-Abbau zuginglich sind und so ein Harz-Scree-
ning erm&glichen. Den SyntheseprozeB analysierten wir, indem
wir Intermediate vom Harz abspalteten und durch HPLC sowie
Massenspektrometrie (Elektrospray- und Fast-Atom-Bom-
bardment-Technik), Aminosdurenanalyse und unsere kiirzlich
beschriebene MS-Technik zur Verfolgung von Festphasenreak-
tionen (MALDI-TOF-SPIMS) anwandten.[”

Den Syntheseweg gibt Schema 1 wieder. Fmoc-Lys(Boc)-OH
wurde an Polystyrolaminomethyl-Harz (0.33 mmolg™!) oder

s
B) -1 Fmoc-NH O—(CH2)3

o]
chemie o— (CHz)s—é "
AlocNH— Lys—-‘ ——— a  HoN-Peptid-CO-O

an TentaGel-S-NH, (130 pm-Kiigelchen, 0.29 mmolg™?!) ge-
bunden. Die Fmoc-Gruppe wurde mit 20% Piperidin in DMF
entfernt und die a-Aminogruppe mit einer Aloc-Gruppe unter
Verwendung von Diallylpyrocarbonat wieder geschiitzt.!®) Die
Boc-Gruppe wurde abgespalten und der sehr sdureempfindliche
Linker 4-(4-Hydroxymethyl-3-methoxyphenoxy)-butansiure
(HMPB)®! an die e-Aminogruppe angehingt. Dieser Linker
1aBt sich mit 1proz. Trifluoressigsdure (TFA) entfernen. Der
Linker wurde mit Fmoc-Alanin zu 1 derivatisiert. AnschlicBen-
de konventionelle Fmoc-Chemie!* ! fiihrte zu den harzgebunde-
nen Peptiden 2a—2c¢. Die Peptide wurden an das Carbonat 3
gekuppelt, so daB die harzgebundenen Urethane 4a—4c ent-
standen.'!! Die Spaltung mit 1proz. TFA auf dieser Stufe und
HPLC-, MS- sowie SPIMS-Analyse wiesen sowohl die erfolgrei-
che Kupplung an das Carbonat als auch die unterschiedliche,
selektive Sdurelabilitdt der Carboxy- und Aminolinker nach.
Die Entfernung der Aloc-Schutzgruppe wurde durch den Nin-
hydrin-Test iiberpriift.[??! Durch MS-Analyse konnte die Allyl-
ester-Spaltung verfolgt werden. Die gleichzeitige Spaltung des
Allylcarbamats und des Allylesters erfolgten am zuverlassigsten
unter Verwendung eines Aquivalents [Pd(PPh,),] in entgastem
CH,C1,/THF in Gegenwart von Dimedon im Uberschuf.l'*
Die Cyclisierung mit Hilfe von PyBroP,!* EtiPr,N und DMAP
tiber 12 Stunden lieferte die harzgebundenen cyclischen Peptide
Sa—5c. Deren Behandlung mit 1proz. TFA (12 h, 5.0 mL 1proz.
TFA in CH,Cl, pro 100 mg Harz) fithrte zu den geschiitzten,
invertierten und harzgebundenen Peptiden 6 a—6¢. Von groBer
Bedeutung ist die Tatsache, daB in diesem Stadium jegliches

MeO

Fmoc-Peptid-

AlocNH=Lys
2

MeO

T o

5a-c

JO 3 o (o]
IO
e Ji’ ~
O=(CHy). O
HN-Peptid-CO-O - § Q r—@-o—(cHz)s-(NH
s . h),i) / >—HN -Peptid-CO-O

2a, Peptid=Ser-Phe-Ala
2b, Peptid=lle-Ser-Phe-Ala
2¢, Peptid=Gly-lle-Ser-Phe-Ala

g)

MeQ

AlocNH—L!'s—@

H-Ser-Phe-Ala-NH-(CHy)s-NH, 8
) H-lle-Ser-Phe-Ala-NH-CH,Ph 9
H-Gly-lle-Ser-Phe-Ala-Ala-NH-CgH4-pNO, 10

1),k)

MeO

MeO (o]
0“(CH2)3'(
HO,C-Peptid-NH /—O— HN= Lys—. _>

6a-c

Schema 1. a) Fmoc-Lys(Boc)-OH/DIC/HOBt; b) 20% Piperidin/DMF ; ¢) Diallylpyrocarbonat/ Et,N

H-Ser-Phe-Ala-OH 7a
H-jle-Ser-Phe-Ala-OH 7b
H-Gly-ile-Ser-Phe-Ala-OH 7¢

; d) 25proz. TFA/CH,Cl,; ) HMPB/DIC/HOB; f) Fmoc-Ala-OH/

DIC/DMAP/CH,Cl,; g) [3]; Pyridin/DMF; h) [Pd(PPh,),]/Dimedon/CH,Cl,: THF 1:1 (entgast); i) PyBroP/EtiPr,N/DMAP/CH,Cl,/12 h; j) 1proz. TFA/CH,Cl,, 12 h,
dann MeOH; k) 100proz. TFA, 1) PyBrOP/RNH,/DMAP/iPr,N. DIC = Diisopropylcarbodiimid, DMAP = 4-Dimehtylaminopyridin.
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Peptid, das nicht iiber den Urethan-Linker an das Harz gebun-
den ist, durch die Spaltung mit 1proz. TFA entfernt wird. Der
Cyclisierung folgte ein Ninhydrin-Test. Die Ausbeuten wurden
durch Aminosdurenanalyse vor der Cyclisierung und nach der
Spaltung mit 1proz. TFA bestimmt. Danach betrug die durch-
schnittliche Ausbeute fiir die Cyclisierung der drei Peptide 60 %,
wobei Lysin als interner Standard benutzt wurde. Die Abspal-
tung der unmodifizierten Peptide 6a—-6¢ vom festen Triger
(100proz. TFA, gefolgt von einer Et,O-Féillung) lieferte die er-
warteten Verbindungen in ausgezeichneter Gesamtausbeute als
Hauptkomponente bei der Umkehrphasen-HPLC. Die harz-
gebundenen invertierten Peptide 7a—7c¢ wurden ferner mit
PyBroP, EtiPr,N, DMAP sowie 1.) 4-Boc-aminobutylamin,
2.) Benzylamin und 3.) Alanin-Nitroanilid behandelt bevor sie
mit 100proz. TFA vom Harz entfernt wurden.[*3!

Das Verfahren wurde mit dem Tetrapeptid 7b und zur Her-
stellung einer 1000er Bibliothek invertierter Tripeptide wieder-
holt."'" In diesem Fall wurden jedoch zwei Linker, nidmlich
80 % HMPB und 20 % Hydroxymethylbenzoesiure (HMBA),!! "1
an das mono-Aloc-geschiitzte Lysin gekuppelt, das seinerseits
an TentaGel-S-NH, gebunden war. Nun ging jedes invertierte
Peptid mit einem codierenden, sequenzierbaren und nicht-inver-
tierten Peptid einher, das iiber den HMBA-Linker mit dem
Harzkiigelchen verkniipft war (Schema 2). Nach Behandlung
mit 100proz. TFA lieB sich die Sequenz des invertierten Biblio-
theksbestandteils durch Edman-Abbau des Peptids bestimmen,
das auf dem Harzkiigelchen zurlickblieb. Dieses Vorgehen lie-
ferte die erwartete Sequenz fiir das Tetrapeptid 7b und funktio-
nierte zuverldssig bei finf einzeinen Harzkiigelchen, die zufillig
aus der Bibliothek invertierter Peptide ausgewéhlt wurden.

0 o
HN-Peptid-CO; T“ HN 0,C-Peptid-NH y
o
)_J C o

Lys—NH

a),b)

MeO 20%

80%

MeO (o] 0
-l )—O_\
NH
Hit 0,C-Peptid-NH ber,

HO,C-Peptid-NH |
(o) NH~-Lys Lys—NH
o \—<
(o) o d
¢
MeO 80% 20%
Peptid in o) 2
Lésung +0+(CHgly _( N
HO,C-Peptid-NHy TH
G *0 NH-Lys
(o)

Wir haben eine allgemein anwendbare und hocheffiziente
Methode zur Herstellung von harzgebundenen und freien C-ter-
minal modifizierten Peptiden entwickelt. Sie liefert gleichzeitig
einen Edman-sequenzierbaren, codierenden Strang. Dieses Ver-
fahren kénnte bei der Synthese von Substraten fiir Proteasen
und beim Aufbau von Bibliotheken angewendet werden, die
Halogenmethyl- und Acyloxymethylketone an den C-Termini
von Peptiden tragen. Die Technik eréffnet somit einen neuen,
,vom anderen Ende* kommenden Zugang zur Peptidsynthese.
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Edman-sequenzierbares,
harzgebundenes Peptid

Schema 2. Vor der Synthese und Inversion der Peptide der Bibliothek werden zwei unterschiedlich labile Linker an das Harz [14] E. Frérot, J. Coste, A. Pantaloni,

gekuppelt. Dadurch bleibt auch nach der Abspaltung des synthetisierten Peptids noch ein codierender Strang mit dem Harz
verbunden. Dieser kann dem Edman-Abbau unterworfen werden. a) 1% TFA/CH,Cl,; b) MeOH; c) 100% TFA.
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[15] Die Verbindungen 7a-7¢, 8, 9 und 10 wiesen bei der Umkehrphasen-HPLC
alle jeweils nur einen Hauptpeak auf (> 80% Reinheit). Die Retentionsfakto-
ren (Elutionszeit/Losungsmittelfront) betrugen 4.69, 7.20, 7.90, 3.77, 7.12 bzw.
7.79 auf einer 4.5 x 250 mm Octadecasilyl-Siule, Losungsmittel A = 0.1proz.
TFA in Wasser, Losungsmittel B = 0.1proz. TFA in Acetonitril unter Verwen-
dung eines Losungsmittelgradienten von 100% A zu 100% B innerhalb von
40 min; die Elution wurde durch Absorption bei 220 nm verfolgt. Die ES-MS-
Information stand in volliger Ubereinstimmung mit der Bildung der erwarteten
Verbindungen: m/z(%): 7a 324.2 (100) [MH"*]; 7b 437.4 (100) [MH"]; Tc
494.3 (100) [MH"]; 8 394.3 (100) [MH *]; 9 526.3 (100) [MH *]; 10 685.4 (100)
[MH™*].

[16] Aufteilung und Vermischung unter Verwendung von (Ala, Phe, Gly, Val, Leu,
Met, Pro, Ser, Glu und DPhg): K. S. Lam, S. E. Salmon, E. M. Hersh, V..
Hruby, W. M. Kazmierski, R. J. Knapp, Narure 1991, 354, 82-84.
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K;Sb"O,Se; - 3H,O: das erste kristalline,
nanoporose Material mit photohalbleitender
Wirtstruk tur**

Ulrich Simon,* Ferdi Schiith, Stephan Schunk,
Xiqu Wang und Friedrich Liebau

In den 90er Jahren hat sich die Herstellung nanostrukturierter
Materialien zu einem bedeutenden und zukunftstrachtigen Ar-
beitsgebiet fur Physiker und Chemiker entwickelt. Gegenstand
vieler Entwicklungsarbeiten ist die gezielte Strukturierung von
Materie, zum Beispiel zur Erzeugung von Quantenpunkten,
-drihten oder -mulden, die mit dem Ziel der Miniaturisierung
von Funktionselementen in mikroelektronische Schaltungen
integriert werden sollen.”* 73

Zur Erzeugung von Nanostrukturen bedienen sich Physiker
in der Regel Herstellungsmethoden wie der Elektronenstrahl-
lithographie, die vom GrofBen zum Kleinen fithren und folglich
auch als Top-down-Methoden bezeichnet werden. Mit diesen
Methoden lassen sich jedoch nur Strukturen, mit einer gewissen
GroéBenverteilung erzeugen. Dies ist bei der Untersuchung von
Quanteneigenschaften von Nachteil, da diese sehr empfindlich
auf strukturelle Verdnderungen reagieren.

Zur Bewiltigung dieses Problems ist von Seiten der Chemie
ein noch wenig beachteter Vorstol gelungen. Durch ausgefeilte
Synthese- und Self-assembly-Techniken sind, ausgehend von
atomaren oder molekularen Vorstufen — und somit vom Kleinen
zum GrofBlen gehend und folglich als Bottom-up-Methode be-
zeichnet — nanostrukturierte Materialien einheitlicher Form und
Gro8e bis unter einem Nanometer zugénglich. Zu diesen Mate-
rialien gehdren zahlreiche, zum Teil zu Uberstrukturen geordne-
te Metall- und Halbleitercluster ! sowie eine Vielzahl meso- bis
nanopordser Feststoffe. Die letzteren bestehen aus einer Wirt-

[*] Dr. U. Simon

Institut fiir Anorganische Chemie der Universitit-Gesamthochschule Essen
Schiitzenbahn 70, D-45127 Essen
Telefax: Int. + 201/183-2417
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Prof. Dr. F. Schiith, Dipl.-Chem. 8. Schunk
Institut fiir Anorganische Chemie der Universitdt Frankfurt
Marie-Curie-StraBe 11, D-60439 Frankfurt/Main
Prof. Dr. F. Liebau, Dr. X. Wang
Mineralogisch-petrographisches Institut der Universitat
Olshausenstrafe 40, D-24098 Kiel

[**] Wir danken Herrn Prof. Dr. M. Czank (Kiel) fiir die Anfertigung der elektro-
nenmikroskopischen Aufnahme, Herrn Dr. D. Ackermand (Kiel) fiir die
Durchfiihrung der Mikrosondenanalysen sowie Herrn Dr. H. Wiggers und
Herrn J. Jockel {Essen) fur ihre Unterstiitzung bei den Impedanzmessungen.
Der DFG danken wir fiir finanzielle Unterstitzung (Li 158-29).
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struktur mit kéfig- und/oder kanalférmigen Poren, in die Géste
eingelagert sind. Bei den weitaus meisten bekannten derartigen
Feststoffen, wie den Zeolithen und zeolithverwandten Metall-
oxiden,!? >~ 7 ist die Wirtstruktur ein pordses dreidimensiona-
les Polyedergeriist. Letzterer Gruppe gehdren hauptsichlich
Verbindungen an, welche den Strukturerfordernissen geniigen,
jedoch aufgrund ihrer chemischen Zusammensetzung elektri-
sche Isolatoren sind. Daher ist man seit einiger Zeit bemiiht, auf
chemischem Wege nanopordse Halbleitermaterialien herzustel-
len.[®~ 1% Synthetisiert werden diese Substanzen unter Verwen-
dung von Templaten und dem Einsatz typischer Halbleiterele-
mente wie Sn, Sb und Se. Bislang sind jedoch nur templatstabili-
sierte Geriiststrukturen gefunden worden, die sich nach Entfer-
nung der Template unter Verlust der Porositdt in thermodyna-
misch stabilere Phasen umwandeln.

Wir berichten hier iiber die Synthese der kristallinen templat-
freien Verbindung 1 mit rohrenférmiger, eindimensionaler
Wirtstruktur und kanalférmigen Poren sowie iiber deren ther-
mische, optische und elektrische Eigenschaften.

K,Sb,0,S¢, - 3H,0 1

Die aus walBriger KOH und elementarem Antimon und Selen
unter hydrothermalen Bedingungen hergestellten Kristalle von
1 wachsen als dunkelrote, hexagonale Prismen bis zu einer maxi-
malen GroBe von 0.1 mm Breite und 1 mm Lénge. Sie sind bei
Normalbedingungen (7' = 298 K, P = 0.1 MPa) stabil gegen-
iber Luft, Wasser, Methanol, Ethanol und Essigsdure. Die
Strukturbestimmung mit Hilfe von Einkristall-Réntgenbeu-
gungsdaten™ ! zeigt, daB 1 eine geordnete 2 x 2 x 1-Uberstruk-
turvariante der ungeordneten Struktur des natiirlichen Minerals
Cetineit (K,Na), , (Sb,0,)5(SbS,) - (2.8 — x)H,0!? und einer
Reihe mit Cetineit isotypen synthetischen Phasen der all-
gemeinen Formel Ag[Sb,,0,,][SbX,], - (6 — mx — y)H,O -
x[B"*(OH),] -y ist, wobei A = Na*, K*, Rb*™; X =§?7,
Se?” und B = Na*, Sb** ist.['3 Das Quadrat in der Formel
steht fiir eine Leerstelle des Kristallgitters, d. h. es miissen nicht
alle H,0- bzw. OH-Positionen vollstindig besetzt sein (z.B.
nach Entwisserung).

In der hexagonalen Struktur von 1 sind pyramidale [SbO,]-
Gruppen zu réhrenférmigen [Sb,,0,g}-Sechsfachketten (Wirt-
struktur) verkniipft (Abb. 1). Diese Réhren sind wiederum iiber
schwichere sekunddre Wechselwirkungen mit dazwischenlie-
genden [SbSe,]-Pyramiden zu einem dreidimensionalen nano-
pordsen Gerlist verkniipft. Die Rhren haben einen Durchmes-

Abb. 1. Projektion der hexagonalen Struktur von 1 entlang der kristallographi-
schen ¢-Achse (a = b = 29.260(7) A= 5.6164(7) A, Z = 8, Raumgruppe P6,).
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