Triger fiir die Festphasensynthese

Handout

Handout zum Vortrag

Trager fiir die Festphasenphasensynthese

im Rahmen des Seminars zum OC-F-Praktikums

1. Konzepte der Festphasensynthese
Edukt ist kovalent an einen im Losungsmittel meist unloslichen Trager (,,resin” oder
,support”), der oft in Form von Kugeln (,,beads”) vorliegt, gebunden

« Bindung kann direkt erfolgen oder iiber spezielle Linker

« Reaktion erfolgt nach Zugabe der Reagenzien in Losung

« Reinigung durch Abfiltrieren des Losungsmittels mit Reagenzien und Spiilen
«  Zum Schluss Abspaltung (,,cleavage”) des Produkts
«  Meist Aufquellen ("swelling") des Harzes im Losungsmittel, wodurch eine Gelphase

entsteht , die auch Diffusion in den Trager und Reaktion(en) in dessen Innerem erlaubt

Schema einer Festphasenreaktion:

O_XH Support

[

Abspaltung
HX YTH = -
n ggf. Entschiitzen

von Seitenketten

S X Y-S6 ——» schutzung O—X—D—Y}H — O—x{D—Y}H

I:I—Y—SG

Zuerst wird das erste Monomer an den Trager gebunden und die Schutzgruppe entfernt. Daran

kann sich eine mehrstufige Synthesekette anschliefSen, wobei zuletzt das Produkt vom Trager

gelost und eventuell verbliebene Schutzgruppen entfernt werden

Synthese in Losung

Aufarbeitung

Abtrennung der Reagenzien
Isolierung und Reinigung
Charakterisierung leichter

+ Mehrstufen: Wiederholung aller

Schritte (va. Reinigung)
Zeitaufwendig

,Festphasensynthese”

Produkt bleibt an Trager gebunden
Reaktion in , Filterfritte”
Reinigung durch Waschen
Charakterisierung schwieriger
Wiederholung leicht moglich

Vorteile der Festphasensynthese

« Produkt einfach zu isolieren
+ Geringe Verluste

Uberschuss verwendbar

Dadurch hohere Ausbeute

Keine aufwendige Reinigung
Weniger intermolekulare Reaktionen
Mehrstufige Synthesen einfach
durchzufiihren

« automatisierbar

Nachteile der Festphasensynthese

Geringe abs. Mengen an Produkt

Hoher Chemikalienverbrauch

Spezielle inerte Trager notig

Hohe Kosten

Sehr hohe Ausbeuten bei jedem Schritt notig
Optimierung notwendig

Reaktionskinetik

Charakterisierung schwierig

Nicht alle Reaktionen aus Losung direkt tibertragbar
Evtl. zusatzliche Reaktionsschritte durch Spaltung
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2. Trager

Polystyrol-Harz nach Merrifield

R.B. Merrifield (1921-2006): Entwickler der Festphasen-

petidsynthese, hierfiir 1984 mit dem Nobelpreis ausgezeichnet

Copolymer aus Styrol und 1-2% Divinylbenzol, zunachst Ph

chlormethyliert, spater mit verschiedenen anderen Linkern O O O
Gute Quellfahigkeit in Dichlormethan, DMF, THF, Ph
Pyridin,nicht quellbar in Diethylether, Methanol, Wasser cl

Hydrophob, dadurch Faltung bei langeren Peptidketten

und schlechte Weiterreaktion Abbildung 1: Struktur des Merrifield-Harzes

- Verkniipfung Monomer-Harz:
q + j)\NHBoc Q@yoi Veresterung mit dem Cs-Salz der

FCsC i NHBoc  Aminosaure oder mit speziellen

Kupplungsreagenzien
- Abspaltung des Produkts vom

Q\@\ + Re Q@y Harz mit mittelstarken Sauren (z.B.
HO <— .
NH, — -C %NHBOC wasserfreie HF)

CHa

Abbildung 2: Beladung und Abspaltung des Merrifield-Harzes

O

Polyacrylamld'l.la‘rze N AN oo ‘
- Gute Quellfdhigkeit in o o§ N_ O

polaren Losungsmitteln, o MKX

schlechte in unpolaren KU\ Ve -

o radikalische
- hydrophiler als Merrifield- N T potvmerisation
% ~ 5-15% olymerisation

Harz I
- Aufgrund Polaritit besser + o Oy,

fiir Peptidsynthese geeignet A‘/n\/\NJ\/ M

o Ho 67%

TentaGel Abbildung 3: Struktur eines Polyacrylamidharzes
- Beispiel fiir ein Pfropfpolymer: Polyethylenglycol SB.mit X = OH

an Polystyrol verankert - Br
- Quellbar in protischen LM, dhnelt THF/Ether als Ph ’\(‘)HZ

Losungsmittel O O /I]\
- Hohe Flexibilitat durch PEG-“Tentakel” o o H
- Direkte Reaktionskontrolle: NMR in Gelphase 06\/ O>\AX /|J\
- Geringe Beladbarkeit, teuer : 0 R

Abbildung 4: Struktur von TentaGel

Wang-Harz OH

Meist quervernetzes Polystyrol wie beim Merrifield-Harz als Q : o—@—/

Grundgeriist (dann als Wang-Harz bezeichnet)
Auch als HMP-Harz bekannt

[HMP: (4-Hydroxymethylphenoxy)methyl]
auch andere Polymergrundgeriiste, z.B. Polyacrylamid oder TentaGel mit Wang-Linker
Bei Peptidsynthese Schutz von Seitenketten per Fmoc

Abbildung 5: Struktur des Wang-Linkers
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- Kupplung als Ester
- Abspaltung mit mittelstarken Sauren (z. B. 50% TFA in Dichlormethan):

H;|O® TFAY TeA)

O/lO|\R - 1el) hoSJ\R _— Ch@ -
T EE o= 597

Abbildung 6: Mechanismus der Abspaltung vom Wang-Harz

Variante des Wang-Harzes: Sasrin (Super acid sensitive resin, Methoxy-Gruppe ortho zur OH-
Gruppe), wesentlich sdurelabiler als der Wang-Linker (Spaltung mit 1% TFA in Dichlormethan)

3. Linker

Linker werden verwendet, um das Substrat stabil an den Trager zu binden und gezielt wieder
abspalten zu konnen. Oft wurde bei der Entwicklung der Linker eine entsprechende Schutzgruppe

zum Vorbild genommen. O O
Rink-Amid-Linker .
— Saurelabiler Carbonsdaureamid-Linker o

- Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin )\
. o N 07 ”NH  OMe
- Abspaltung des Peptids vom Support mit mittelstarken Sauren

(50% TFA in Dichlormethan) O O
- auch als Saurelinker (mit OR statt NHR-Gruppe) erhaltlich O/\o OMe
Abbildung 7: Struktur des Rink-

Sieber-Linker Amid-Linkers (Fmoc-geschiitzt)

- Sterisch weniger gehindert als der Rink-Amid-Linker

- Als saurelabiler Linker fiir Verwendung von Fmoc-basierter Peptidsynthese entwickelt
- Spaltung mit verd. Sdure (1% TFA in Dichlormethan)

- Hinterlasst terminales Amid im Substrat

H\
(0]

HN/”\R HN logRTF/@
@TF,&D
HTFA ) o
L) —_ LD — o LT+ s
O/\o o U\o o O\o o 2

Abbildung 8: Mechanismus der abspaltung des Produkts vom Sieber-Linker

4. Spezielle Trager
Controlled Pore Glasses CPG
- Poroses Glas mit definierter Porengrofie, funktionalisiert mit langkettigen Alkylaminen
- Wichtigster Trager fiir DNA- und RNA-Synthese
Vorteile:
Starr, schwillt nicht

+  Chemisch stabil von pH1 bis 14, thermisch stabil

«  Grofle unregelmafliig geformte Oberflache (geringe Verstopfungsgefahr)
Nachteile:

+  Geringe Dichte an funktionellen Gruppen

 Polare Oberflache

+ Labil gegeniiber Fluorid

+  Hohe Kosten
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Soluble Supports

- Einsatz 16slicher Polymertrager -> ,liquid phase synthesis”

- Soll Vorteile der Synthese in Lésung und der Festphasenphasensynthese verbinden

- Abtrennung meist durch Ausfillen mit einem Losungsmittel, in dem der Support unloslich ist
Wichtigste Vertreter von soluble supports: unvernetztes Polystyrol (PS), Polyvinylakohol (PVA)

und Polyethylenglycol (PEG) HO
Probleme: m n w </\O>TOH

. . . 72 OH
« Ausfillung nicht immer |
uantitativ /
g' . CIH,C
i mscniuss von
. . Trager PS PVA PEG
Losungsmittel, dadurch I ,
Ausfallen mit Wasser aus DMF MeOH aus CH,ClI, Diethylether aus CH,Cl,

zahfliissige Masse, die
die Filter verstopft
+ schlecht automatisierbar

Abbildung 9: Struktur und ausgewdhlte Fallungsmoglichkeiten einiger loslicher Triger

5. Spezielle Linker

Safety catch linker

- Linkergruppe gegentiiber breitem Spektrum an Reaktionsbedingungen inert

- Nach Aktivierungreaktion ist Produkt unter milden Bedingungen abspaltbar
F

E O R
o] o} o}
O_NH” " F P e Q‘N | L (l) cN  HNRaRs R1/”\NR2R3
_— —_—
ms/NHz H SN R e @ N( - — o
- B
&% &% s AT o L
0 o0 o Ri "OH
Abbildung 10: Beladung und Abspaltung des Safety-catch-linkers nach Kenner
. H C CH
Traceless linker 3 s 1)1 AqKH HiG, Chy

Normalerweise hinterlassen Linker ¢l 2)2AqtBuli O/ NHBoc
(erwiinschte) funktionelle Gruppen 3) BF\C[NHBOC \(I

im Molekl. |

Traceless linker wurden entwickelt, O u

um die Synthese von Zielmolekiilen, H,C CHy R O

die keine entsprechende funktionelle Bu4NF 51 N N4 \/ i
Gruppe aufweisen sollen oder bei \(I o | | 7
denen die Anbindung iiber diese T

Gruppe nicht durchfiihrbar ist, zu Rs Rs
erméglichen. Abbildung 11: Synthese tricyclischer Pyridinderivaten mittels Traceless Linker
nach Ellman

Photolabile Linker HsCﬁ/k CH,
- Abspaltung des Linkers durch &y {A)Y NO,
Bestrahlung mit Licht best. i
Wellenldnge 0 Me-O hv_» HC N’@gll/ on
- Abspaltung einfach steuerbar o o CHs S

- Orthogonal zu vielen Schutzgruppen 929%

Abbildung 12: Struktur und Spaltung eines photolabilen Linkers
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Wichtige Zielmolekiile der Festphasensynthese:
- DPeptide
- DNA/RNA (Oligonucleotide)
+ Oligosaccharide

Die Synthesestrategie des jeweiligen Zielmolekiils und das verwendete Tragermaterial miissen
sorgfaltig aufeinander abgestimmt werden, um das gewtinschte Produkt mit guter Reinheit und
hoher Ausbeute zu erhalten.

Die Festphasenphasensynthese bildet aufgrund der Automatisierbarkeit die Grundlage der
kombinatorischen Chemie.
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