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1 EINLEITUNG

1.1 Allgemeines

Die Haut ist das groBte Organ des Menschen und dient zum Schutz, einerseits vor
Wasserverlusten von innen, andererseits gegenliber schadlichen Einfliissen von auBen, wie
Krankheitserreger, Strahlung oder Umweltgiften. Besonders Strahlung betreffend, ist die
Hautfarbe, beziehungsweise der Hauttyp, flir die Starke der Barriere verantwortlich. Genauer
gesagt ist die Strahlungsbarriere das von den Melanozyten gebildete Melanin. Dieses ist das
Hautpigment, welches neben der Hautfarbe auch fir die Haar- und Augenfarbe verantwortlich
ist. Aufgrund der protektiven Funktion des Melanins gegeniliber UV-Strahlung ist also die
Hautfarbe ein guter Indikator zur Bestimmung des Sonnenbrand- aber auch des

Hautkrebsrisikos.

UV-Strahlung fihrt zur Schadigung der DNS, der humane Organismus versucht dieser durch
verschiedenste Kompensationsmechanismen Herr zu werden, indem die DNS wieder repariert
wird, wahrend in aussichtslosen Fallen die Apoptose eingeleitet wird. Ein prophylaktischer
Mechanismus, die Ausschittung von Melanin, dient dazu, die DNS anderer Zellen vor dem
schadlichen Einfluss zu schitzen. Neben der schadlichen Wirkung darf man aber nicht vergessen,

dass UV-Strahlung auch essentiell fiir die Biosynthese von Vitamin D3 ist.

Eine hellere Haut erhoht das Risiko an einem kutanen Melanom zu erkranken?!, weshalb eine
prophylaktische Braunung Sinn machen wiirde. Aktuell existiert eine Vielzahl an Mdglichkeiten
einen dunkleren Hautton zu erlangen, jedoch reichen die Mdglichkeiten der kinstlichen
Hautbrdunung nicht aus, um einen entsprechenden UV-Schutz zu erzeugen. Dabei gibt es neben
der Braunung durch Strahlung in Solarien auch Mdglichkeiten der strahlungsfreien Braune. Die
Idee ist es also, ein Arzneimittel herzustellen, welches agonistisch an den Melanocortin-1-
Rezeptor (MC1R) bindet und das a-Melanozyten-stimulierende-Hormon (a-MSH) imitiert.
Dadurch kommt es zur Produktion und Ausschittung von Melanin ohne UV-Einwirkung, was zu
einer dunkleren Hautfarbe flhrt und deshalb UV-Schutz bietet. Dies wdare besonders flr
Menschen mit einem hellen Hauttyp interessant, bzw. flir Personen, die krankheitsbedingt einen
zu geringen Melaninschutz besitzen und dadurch auch ein erhdhtes Sonnenbrand- oder

Melanomrisiko haben.

Afamelanotid ist ein Wirkstoff, der zum aktuellen Zeitpunkt bereits in der Schweiz und in Italien
zugelassen ist und eben diese agonistische Wirkung am Melanocortin-1-Rezeptor besitzt. Er wird
jedoch durch subkutane Implantat-Injektionen verabreicht, weil der Wirkstoff, kutan
verabreicht, nicht bis zu den Melanozyten vorzudringen vermag. Es wurden bereits
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tetrapeptidische Analoga des Melanocortins a-Melanozyten stimulierendes Hormon (a-MSH)
getestet, die wirksamer als das nattirliche a-MSH sind. Auch tripeptidische Verbindungen wurden
bisher unter anderem von Abdel-Malek et al getestet, die agonististisch an MC1R wirksam sind,
jedoch erreichten diese Substanzen nicht denselben Effekt wie a-MSH.2 Um nun ein Molekl zu
entwickeln, das als Arzneimittel verwendbar ist, wird versucht einzelne Aminosduren zu
modifizieren. Die Modifikation soll so erfolgen, dass eine erhéhte Aktivitat am Rezeptor erreicht
werden kann, dabei das Molekulargewicht reduziert wird (im Idealfall unter 500 Dalton3) und die
hydrophilen und lipophilen Eigenschaften verandert werden, um eine topische oder systemische

Anwendung zu ermadglichen.

1.2 Die Haut unter Einfluss von UV-Strahlung* 5 6

1.2.1 Arten der UV-Strahlung

Wenn man von UV-Strahlung spricht, dann handelt es sich um nicht sichtbares Licht, welches
eine Wellenlange von 100-400 nm aufweist. Man unterteilt dieses Spektrum wiederum in drei
Arten von UV-Strahlung, abhangig von ihrer Wellenldnge. Diese Subtypen unterscheiden sich
durch den Einfluss auf die Haut, in ihrer biologischer Aktivitat und der Eigenschaft, die

Hautbarriere zu durchdringen.

Mit 100-280 nm besitzt UVC die kirzeste Wellenldnge im UV-Bereich. Sie kann zwar durch ihre
hohe Energie groBen Schaden anrichten, wird aber durch die Ozonschicht vollstandig absorbiert
und besitzt deshalb keine Relevanz in der Schadigung der Haut. Mittelwellige UV-Strahlung mit
einer Wellenldnge von 280-315 nm wird als UVB-Strahlung bezeichnet. Diese wird nur teilweise
durch die Ozonschicht absorbiert. Sie penetriert nur die obersten Hautschichten und ist
verantwortlich flr die verzdgert einsetzende Schutzbrdunung. Sie ist aber auch verantwortlich
fir die Hautrdétung und die Entstehung von Sonnenbranden. AuBerdem férdert sie die
Entwicklung von Hautkrebs durch Schadigung der DNS. Es kommt zu Photoadditionsreaktionen

und zur Ausbildung von Cyclobutandimeren aus zwei Pyrimidinbasen eines DNS-Stranges.

UVA ist jene Strahlung mit der héchsten Wellenldnge, 320-410 nm und macht 95% der UV-
Strahlung aus. Sie penetriert die Haut am tiefsten, und verursacht sowohl zelluldre als auch
strukturelle Schaden. Die Braunung durch UVA kommt sehr schnell zustande, da schon
vorhandenes Melanin oxidiert wird. Zusatzlich kommt es zur Bildung von Reaktiven-
Sauerstoffspezies (ROS), wodurch Proteine wie Elastin und Kollagen beschadigt werden, was zur
Faltenbildung fihrt. Die ROS kdénnen sogar auf zelluldrer Ebene zu DNS-Mutationen flihren, UVA
ist aus diesem Grund ein potenter Promotor fir die Entstehung maligner Tumore. Trotz dieses

Risikos wird es in Sonnenstudios zur Hautbraunung eingesetzt.



1.2.2 Sonnenbrand

Ein Sonnenbrand ist per Definition” ein akuter Hautschaden, der hauptsachlich durch UVB-
Strahlung ausgeldst wird. An Stellen, welche der Sonne ausgesetzt sind bildet sich ein scharf
abgegrenztes Erythem. In schweren Fallen kann es sogar bis zur Blasenbildung kommen, was
einer Verbrennung 2. Grades gleichkommt. Nur durch die Exposition mit UVB kommt es zu
irreversiblen Schaden der DNS in den Keratinozyten, was wiederum zur Einleitung der Apoptose
fuhrt. Eine groBe Gefahr ist allerdings, wenn die Apoptosemechanismen nicht funktionieren, da

es in diesem Fall zur Bildung von Krebszellen kommen kann.®

1.2.3 Maglines Melanom?: 10

Ein malignes Melanom ist ein maligner Tumor der Melanozyten und wird im Volksmund als
~Schwarzer Krebs" bezeichnet. Er gilt unter den Hautkrebsarten als der agressivste. Die
wissenschaftliche Bezeichnung lautet Melanozytoblastom. Haufig tritt er bei Menschen im Alter
von 30-60 Jahren auf, wobei in Osterreich Manner h&ufiger als Frauen betroffen sind!l.
Risikofaktoren flir ein malignes Melanom sind Exposition von UV-Strahlung, besonders in der
Kindheit, aber auch, wenn man eine ganze Population betrachtet, der vorherrschende Hauttyp.
Dabei sind Personen mit Hauttyp 1 oder 2 am ehesten betroffen, wahrend Menschen mit Hauttyp
5 und 6 sehr selten und wenn, dann nur auf den Handflachen und FuBBsohlen, oder im Nagelbett
Melanome entwickeln. Auf die Differenzierung der Hauttypen nach Fitzpatrick, wird spater

eingegangen.

AuBerdem zahlt eine familidre Pradisposition, aber auch die Anzahl der Naevi zu den
Risikofaktoren, da Melanome oftmals aus diesen entstehen.Eine der Hauptursachen flr die
Entstehung von Melanomen ist das UV-Licht. Aus diesem Grund sollte man versuchen die
Exposition zu verringern. Das bedeutet die Verwendung von UV-schitzender Kleidung und
Brillen, aber auch die Verwendung von Sonnenschutzmitteln und die Vermeidung der UV-

Strahlung zu Spitzenzeiten.

Laut Statistik Austrial! hat sich die Anzahl an Melanomneuerkrankungen bis zum 75. Lebensjahr
von 1986 bis 2001 von 0,5% auf 1,2% erhoéht, wobei Manner haufiger betroffen waren als
Frauen. Die  Mortalitat ist konstant bei 0,2%  geblieben. Eine  wichtige
Selbstdifferentialdiagnosemethode ist die sogenannte ABCDE-Regel'?, mit der man ein Melanom

von einem Naevus unterscheiden kann.

A: Asymmetrie: Ein Muttermal ist nicht asymmetrisch, ein Melanom kann durchaus

asymmetrisch sein.



B: Grenze (engl.: Border): Die Grenzen eines Muttermals sind gleichmdBig, bei einem Melanom

sind diese ungleichmaBig.

C: Farbe (engl.: Color): Muttermale sind einfarbig, sie kénnen von rot, gelb oder am haufigsten
brauner Farbe sein. Ein Melanom kann verschiedene Ténungen aufweisen: schwarz-braun-rot,

aber auch weiB3 und blau.

D: Durchmesser (engl.: Diameter): In vielen Fallen ist der Durchmesser von Melanomen groBer
als bei Naevi, das muss aber nicht sein, so kdnnen Melanome in frithen Phasen auch sehr klein

sein.

E: Entwicklung: Muttermale verandern sich im Laufe der Zeit nicht. Eine Veranderung bedeutet,
dass sich die Form, die GroBe, die Farbe, die Erhebung andern. Es kénnen auch neue Symptome

wie Juckreiz, Blutungen oder Verkrustungen auftreten.

1.3 Erkrankungen mit fehlerhafter Hautpigmentierung

Durch die unterschiedliche genetische Veranlagung, aber auch als Begleitsymptome von
Erkrankungen, kénnen Variationen im Pigmentierungsgrad zwischen den Menschen auftreten.

Man unterscheidet zwischen Hypo- und Hyperpigmentierung.
1.3.1 Albinismus13: 14,15

Bei allen Formen des Albinismus handelt es sich um eine zu geringe Pigmentierung von Haut,
Haaren aber auch Augen, ausgeldst durch eine zu geringe oder fehlende Melaninbiosynthese. Es
gibt dabei mehr als 10 verschiedenen Typen, wobei der okulocutane Typ (OCA) der am
haufigsten vorkommende ist. Die Ursachen beim okulocutanen Typ sind genetisch bedingt, es
handelt sich dabei um ein autosomal rezessiv vererbtes Gen. Problematisch fir die Patienten ist
die erhdhte Photosensivitat, die zu einem erhéhten Sonnenbrand-und Hautkrebsrisiko, aber auch
zu Sehstérungen fihren kann. Wie eben erwahnt, kommt der okulocutane Typ am haufigsten

vor. Dieser Typ kann wiederum in 4 Untergruppen unterteilt werden.

Die OCA-Typen des Albinismus:'®

OCA 1-Falle werden mit weiBem Haar geboren, und besitzen keine Mdglichkeit Melanin
anzuhaufen, falls das betroffene Tyrosinase-Gen defekt ist. Eine mutierte, weniger aktive
Tyrosinase, welche einen Subtyp von OCA1 charakterisiert fihrt maximal zur Ausbildung von
gelbem Haar und zur Ausbildung schwach sichtbarer Sommersprossen. Bei einem vollstandigen

Defekt wirde nicht einmal ein Wirkstoff ausreichen, der an den MC1R bindet, um die
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Melaninproduktion anzuregen, da die Tyrosinase ein Schlliisselenzym flir die Melaninsynthese ist.
Hingegen ist bei OCA 2 ein Gen defekt, welches das P-Protein codiert und dadurch verantwortlich
fur die Pigmentierungsstoérung ist. Die genaue Funktion dieses Gens ist noch nicht bekannt, aber

es beeinflusst die Struktur der Melanosomen.

Melanosome!” sind Granula, in welchen die Synthese, Speicherung und Lagerung des Melanins
stattfindet. Neugeborene kénnen schwach braune Haare besitzen, im weiteren Verlauf des
Lebens kann eine erhdhte, fast normale Pigmentierung erreicht werden. Hier kénnte man sich
ein Einsatzgebiet fir MC1-Rezeptoragonisten vorstellen, um eine normale Pigmentierung zu
erreichen oder den Erhalt einer Schutzbraune zu beschleunigen. Der OCA 3-Typ wird durch
Mutationen am TYRP1-Gen, welches das Tyrosinase-related-protein 1 codiert, charakterisiert.
Dieses Protein ist fir die Tyrosinasestabilisierung mitverantwortlich. OCA 4 kommt durch ein
defektes SCL45A2-Gen zustande. Dieses codiert flir einen Membran-assoziierten Transporter
und wird autosomal rezessiv vererbt. Gerade Albinismus-Patienten sind Extremfalle, da sie durch
ihre Uberaus empfindliche, zu schwach oder gar nicht pigmentierte Haut praktisch schutzlos
gegenlber der Sonnenstrahlung sind und deshalb das direkte Sonnenlicht vermeiden missen.
Hier hatte ein MC1R-Agonist einen protektiven Effekt, aber nur dann, wenn die Mdéglichkeit der

Melaninbiosynthese noch vorhanden ist.

1.3.2 Morbus Addison18

Morbus Addison wird auch als Bronzehautkrankheit bezeichnet und zeigt den Zusammenhang
zwischen dem adrenergen und dem melanozytaren System. Es handelt sich dabei um eine
primare Nebennierenrindeninsuffizienz, bei der es zum Symptom der Hyperpigmentierung
kommt. Der Grund daflr ist die gekoppelte Aktivierung des Melanocortin-Systems und die
vermehrte Ausschiittung von ACTH und verwandten Peptiden wie B-Lipotropin oder den
Melanozyten-stimulierenden Hormonen. Dabei wird das epidermale Melanin vermehrt gebildet,
die Anzahl an dermalen Melanozyten bleibt jedoch gleich. Ein typisches Symptom ist deswegen

auch die Hypermelanose.

1.3.3 Vitiligo!?°

Vitiligo ist eine erworbene Pigmentierungsstérung der Haut und der Schleimhaute. Es gibt viele
verschiedene Ursachen fUr das Auftreten, so kdnnen sowohl genetische, aber auch nicht
genetische Ursachen der Grund sein. In den meisten Fallen kommt es zu einer autoimmunen
Zerstoérung der Melanozyten. Dies fuhrt zu einer gefleckten Haut, was besonders bei
dunkelhautigen Menschen sichtbar ist. Diese Krankheit ist nicht lebensgeféhrlich, die Patienten

leiden aber aufgrund der sichtbaren Flecken psychisch darunter. Eine Therapieoption aktuell sind



Behandlungen, welche zur Depigmentierung, also zur Ausbleichung der nichthellen Areale

fihren.

Das in klinischen Studien getestete Afamelanotid unterstlitzt die Repigmentierung, also die
Herstellung des natlirlichen Hauttons, jedoch erfolgt die Verbreichung in Form von subkutanen

Implantaten.

1.4 Das Melanocortinsystem

1.4.1 Physiologie der natiirlichen Hautbraunung

Bei der Exposition durch UV-Strahlung kommt es zu zwei Braunungsmechanismen, abhdngig
vom Subtyp der UV-Strahlung. Wahrend UVA-Strahlung zu einer Oxidation des vorhandenen
Melanins flihrt und dadurch zu einer sofortigen Braunung, stimuliert UVB hingegen die Bildung
von Proopiomelanocortin (POMC) und der Spaltung und Freisetzung von ACTH und a-MSH in den
Melanozyten, aber auch in den Keratinozyten.?® Dieses bindet an die MC1-Rezeptoren der
Melanozyten und erhoht die Tyrosinaseaktivitdat, was im weiteren Verlauf zu einer erhéhten
Melaninproduktion fiihrt. Das Melanin wird in Vesikel verpackt und aus den Melanocyten
abgegeben, um umliegende Keratinozyten mit Melanin Zu versorgen.
Das Melanin bildet in diesen Zellen ,Supranukledre Melaninkappen™ aus, um den Zellkern vor

weiterer UV-Strahlung zu schitzen. 2!
1.4.2 Melanozyten??

Bei Melanozyten handelt es sich um pigment-produzierende, dendritische Zellen, welche aus der
Neuralleiste als Melanoblasten hervorgehen. In der Haut kommt es zur Differenzierung in die
Melanozyten, welche sich danach suprabasal an der Basalmembran befinden, wobei ein
Melanozyt 36 Keratinozyten mit Melanin versorgt. Man bezeichnet dies auch als epidermale
Melanineinheit. Ihre Hauptaufgabe ist die Produktion von Melanin und die anschlieBende

Verpackung in Vesikel, welche danach in die umgebenden Keratinozyten transferiert werden.
1.4.3 POMC23

Eine wichtige Vorstufe flr die Synthese von Melanozyten-stimulierenden Hormonen ist das
Prohormon Proopiomelanocortin. Dieses Prohormon besteht aus 267 Aminosauren* und wird im
Hypophysenvorderlappen, besonders unter Aktivierung durch Corticotropin-Releasing Hormon
(CRH), aber auch in Melanozyten und Keratinozyten produziert. Die wichtigsten Spaltprodukte

des POMC sind das ACTH, die Melanozytenstimulierenden Hormone, das B-Lipotropin und das
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B-Endorphin. Diese Produkte besitzen unterschiedliche Wirkungen. Wird POMC in den
Melanozyten gespalten, so erhalt man hauptsachlich a-MSH und ACTH, wahrend andere

Spaltprodukte abhangig vom Gewebe entstehen.

ACTH bindet bevorzugt an den Melanocortin-2-Rezeptor (MC2R)?5, welcher sich auf der
Nebennierenrinde befindet und die Freisetzung von Cortisol induziert. B-Endorphin ist ein

natirlicher Ligand an Opioidrezeptoren, wahrend B-Lipotropin einen lipolytischen Effekt besitzt.?®

POMC

y-MSH ACTH B-Lipotropin

a-MSH CLIP v-Lipotropir? IB-EndorphiIn

— - | | |

B-MSH

—

Abb.1: Die Spaltprodukte des POMC
1.4.4 Melanozyten-stimulierende Hormone??

Wie zuvor erwahnt, sind die melanozytenstimulierenden Hormone Spaltprodukte des POMC.
Neben der Gemeinsamkeit in ihrem Ursprung besitzen sie eine gemeinsame Sequenz, ein
Tetrapeptid, welches die bindende Struktur an vier der finf Melanocortinrezeptoren darstellt.
Dabei handelt es sich um His-Phe-Arg-Trp. a-MSH ist ein Spaltprodukt aus ACTH, und besteht
aus 13 Aminosauren. Es ist verantwortlich flir eine schnelle Translokation von Melanosomen und

fir die normale, aber auch abnormale Melanogenese in Melanozyten. Daneben besitzt a-MSH
7



einen stark entzindungshemmenden Effekt, wenn es systemisch oder lokal verabreicht wird.?8
Es bindet an den MC1-Rezeptor, den MC3-Rezeptor, aber auch an den MC4-Rezeptor und
MC5-Rezeptor. B-MSH besteht aus 18 Aminosauren und bindet bevorzugt an den MC4-Rezeptor.
Es ist, unter anderem verantwortlich fir die Gewichtsregulierung. y-MSH ist ein Peptid aus elf
Aminosauren, das direkt aus POMC abgespalten wird. Es bindet an den MC3-Rezeptor. Es
reguliert den Natriumhaushalt und den Blutdruck durch Aktivierung des Melanocortinrezeptors.
Dabei fordert es die Natriurese, aufgrund der Bindung an den MC3-Rezeptor.?®
Zu den Antagonisten der Melanocortinrezeptoren zahlen Agouti-signaling-protein und Agouti-

related-protein.

1.4.5 Melanin3°

Melanin ist das Pigment, welches beim Menschen flir die Haut-, Haar- und Augenfarbe
verantwortlich ist. Man unterscheidet hierbei zwischen dem schwarz-braunen Pigment, dem
Eumelanin und dem rot-gelben Phaomelanin. Ausgangssubstanz flir die Melaninbiosynthese ist
Tyrosin. Sowohl bei der Synthese von Eumelanin wie auch bei der Synthese von Phdomelanin
wird Tyrosin unter Einfluss der Tyrosinase zu L-DOPA und anschlieBend zu DOPA-Chinon oxidiert.
Eumelanin entsteht unter Bildung des Dihydroxyindols und der Dihydroxyindolcarbonsaure und
anschlieBender Polymerisation. Die Phdomelaninsynthese erfolgt im hingegen durch die Addition
von L-Cystein, wodurch Dihydroxy-1,4-benzothiazin entsteht, welches zum Phaomelanin
polymerisiert. Melanin wird in den Melanozyten gebildet und bei UVB-Exposition biosynthetisiert,
vesikular abgegeben und von Keratinozyten aufgenommen. Dort lagert sich das Melanin um den

Zellkern an, um vor der UV-Strahlung zu schiitzen. Man bezeichnet das als supranukleares

Capping.
1.4.6 Melanocortinrezeptoren3?

Es existieren finf verschiedene Melanocortinrezeptoren, welche alle G-Protein-gesteuert sind.
Der MC1-Rezeptor wird in verschiedenen Geweben exprimiert, der wichtigste Ort sind die
kutanen Melanozyten, was zur Farbgebung der Haut und der Haare beitragt. Er ist der klassische
Rezeptor fir das a-MSH. Der MC2-Rezeptor hingegen ist ein Rezeptor flir ACTH und wird in der
Nebennierenrinde in der Zona reticularis und in der Zona fasciculata exprimiert, was zur
Sekretion von Cortisol flihrt. Dieser Rezeptor kann nur von ACTH aktiviert werden, nicht aber
von den Melanozytenstimulierenden Hormonen.Der MC3-Rezeptor wird in vielen Teilen des ZNS
exprimiert, aber auch in peripheren Gewebe wie dem Gastrointestinaltrakt und der Plazenta.
y-MSH hat die hdchste Aktivitat an diesem Rezeptor. Der MC3-Rezeptor ist an der
Energiehomdostase beteiligt.Der MC4-Rezeptor kommt hauptséachlich im ZNS vor, und ist wie

der MC3-Rezeptor in der Energiehomo&ostase beteiligt, aber es gibt auch Hinweise auf eine
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Beteiligung in der Sexualfunktion. Der MC5-Rezeptor kommt in verschiedensten peripheren
Geweben vor, wie in der Nebenniere, in Adipozyten und Leukozyten. Wichtig scheint seine

Beteiligung in der exokrinen Sekretion durch Talgdriisen zu sein.

1.4.7 Afamelanotid32? 33

Afamelanotid ist ein synthetisches Analogon des a-MSH. Es wurden Studien durchgefiihrt, welche
die Repigmentierung von Vitiligo-Patienten als Ziel hatten. Dabei wurde Afamelanotid in
Kombination mit UVB-Strahlung eingesetzt, sodass eine schnellere und tiefere Pigmentierung
durch Eumelanin auftritt. Ein groBer Nachteil ist, dass es in Form eines subkutanen Implantats
verabreicht wird, was vielleicht mit dem Nutzen bei Vitiligo vereinbar ist, jedoch bei der
Anwendung als UV-Schutz unpraktikabel ist. Aktuell befindet es sich in Zulassungsstudien der

Phasen 2 und 3 fir die Behandlung von Vitiligo und zur Prophylaxe von aktinischen Keratosen.

1.4.8 Bremelanotid

Auch bei Bremelanotid handelt es ich um ein Analogon des a-MSH, genauer gesagt um ein
cyclisches heptapeptidisches Melanocortinanalogon, welches agonistisch am MC3-R und am
MC4-R wirkt. Das Haupteinsatzgebiet ist hier aber nicht die Hautbrdunung, sondern die

Behandlung einer gestdrten Sexualfunktion.34 Aktuell sind Phase 3-Studien in Vorbereitung.3®

1.5 Sonnenschutz und Hautbrauner

1.5.1 Der Hauttyp nach Fitzpatrick3¢

Die Haut-Licht-Typ-Bestimmung nach Fitzpatrick wird verwendet, um Menschen aller Hautfarben
zu kategorisieren und das Risiko zusammenzufassen, welches von Sonnenexposition ausgeht.
Die Unterscheidung erfolgt in 6 Kategorien von sehr heller Haut (Typ I) bis zu sehr dunkler Haut
(Typ VI). Es werden zwei Parameter angegeben, um den Typ zu bestimmen: Die grundlegende

Hautfarbe und auch die Reaktion der Haut auf Sonnen- und UV-Licht.



Die Einteilung nach Fitzpatrick:

I) Typ I wird definiert durch eine sehr helle Hautfarbe. Bei Sonnenexposition kommt es
immer zum Sonnenbrand, eine Moglichkeit der Braunung besteht jedoch nie.

IT) Typ II wird ebenfalls durch seine helle Hautfarbe definiert. Bei Sonnenexposition kommt
es normalerweise zum Sonnenbrand, eine Hautbrdunung ist schwierig.

III) Typ III besitzt eine helle Hautfarbe. Es kommt manchmal zu Sonnenbrand, die Braunung
ist durchschnittlich.

1V) Typ 1V ist schwach braun. Es kommt selten zum Sonnenbrand, eine Braunung fallt leicht.

V) Typ V ist braun. Sonnenbrdnde treten sehr selten auf, die Braunung ist Uppig.

VI) Typ VI ist dunkelbraun bis schwarz. Es treten keine Sonnenbrande auf und die Braunung

ist sehr dunkel.

1.5.2 UV-Filter

UV-Filter kdnnen sowohl organischer als auch anorganischer Natur sein. Dabei werden
heutzutage strenge Anforderungen an die Zusammensetzung gestellt: Sie sollen einerseits einen
hohen Sonnenschutzfaktor im UVB-Bereich besitzen, aber auch einen breiten Schutz vor UVA-
Strahlung. Die Substanzen miussen photostabil sein, und eine hohe Wasserresistenz wird
gefordert. Der Anteil an chemischen Filtern soll so gering wie mdglich sein, der Anteil des

physikalischen Filters relativ hoch.3”

1.5.2.1 Physikalischer Sonnenschutz 38

Unter physikalischem Sonnenschutz versteht man Zubereitungen, welche auf die Haut
aufgetragen werden und dabei eine Barrierefunktion fiir die einfallende UV-Strahlung bewirken.
Diese enthalten fir gewdhnlich anorganische Substanzen wie Titanoxid oder Zinkoxid, welche
das Sonnenlicht reflektieren, streuen, aber auch absorbieren, was dazu fuhrt, dass UVA und UVB
Strahlung abgeblockt wird. Um zu verhindern, dass die Haut mit einer sichtbaren weiBen Schicht
Uberzogen wird, werden Zinkoxid- und Titanoxid-Mikropartikel eingesetzt. Der Schutz bleibt

vorhanden, der Sonnenschutz féallt allerdings nicht auf. 3°

1.5.2.2 Chemischer Sonnenschutz und Lichtschutzfaktor

Eine der ersten Sonnenschutzcremes wurde vom O&sterreichischen Chemiker Franz Greiter
erfunden, welche er ,Gletschercreme" benannte. Die Idee kam ihm nach der Besteigung des Piz
Buins, nachdem er einen schweren Sonnenbrand erlitten hatte. Einen wichtigen Beitrag lieferte

er durch die Entwicklung des Sonnenschutzfaktors. (SPF).40
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Der Sonnenschutzfaktor ist ein ganzzahliger Wert, welcher die Effektivitat einer UV-protektiven
Zubereitung definiert. 4! Man bildet hier den Quotient aus der Zeit, die man mit Schutz in der
Sonne bis zum Auftreten eines Erythems verbringen kann, mit der Zeit die man sich der Sonne

ohne Protektion aussetzen kann.

Bestandteile von chemischen Sonnenschutzmittel sind Substanzen, welche UV-Strahlung,
aufgrund ihrer konjugierten Doppelbindungen absorbieren und in Form von Infrarotstrahlung
wieder abgeben. Man unterscheidet zwischen UVB-Filter, wie Zimtsdureester*?, und p-
Aminobenzoesdurederivate. Ein typischer UVA Filter ist Butyl-methoxydibenzoylmethan.
Benzophenone wirken sowohl als UVA wie auch als UVB-Filter.*3 Aber auch eine Mischung von

UV-Filter mit anorganischen Substanzen ist nichts entgegenzusetzen.

1.5.3 Solarien

Die Braunung auf Sonnenbdnken kommt durch kinstliche UVA-Strahlung zustande, welche
durch Quecksilberdampflampen erzeugt wird. Dies flihrt zwar zu einer schnell einsetzenden
Braunung, ein nachhaltiger Schutz wird allerdings nicht aufgebaut. Der Besuch eines Solariums
bringt zwar einen dunkleren Hautton, ist aber trotzdem schadlich. Man bedenke, dass nicht nur
UVB, sondern auch UVA-Strahlung gefahrlich ist, da ROS gebildet werden kénnen, welche
Moleklle verandern, Zellen schadigen und auf Dauer sogar Schaden an Organen verursacht
kdnnen.Besonders bei jungen Personen ist das Risiko flir maligne Melanome aber auch andere
Hautkrebsarten erhéht, wenn diese Sonnenbdnke benutzen. Das flihrte dazu, dass es in

Osterreich seit 1.9.2010 ein Verbot fiir Minderjahrige gibt. 44

1.5.4 Braunungstabletten und Braunungsbeschleuniger

Eine andere Madglichkeit der sonnenlosen Hautbrdaunung ist die Verwendung von
Braunungstabletten. Diese flihren zur Veranderung der Hautfarbe, indem der Inhaltsstoff
Canthaxanthin sich in die Haut einlagert. 4> Die FDA%® rat aber davon ab, da Nebenwirkungen
wie Ubelkeit, Krampfe, Diarrhoe, Juckreiz und Quaddeln auftreten kénnen. AuBerdem kdénnen
gelbe Flecken in den Augen auftreten, die zu einer verschlechterten Sehleistung fihren.
Braunungsbeschleuniger enthalten hingegen Aminosauren, besonders Tyrosin, welches man oral
oder topisch zu sich nimmt. Die Idee dahinter ist es, ein Substrat fir die Melaninbiosynthese

bereitzustellen. Laut FDA*> wurde nicht bewiesen, dass dieses Prinzip funktioniert.
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1.5.5 Selbstbrauner

Dihydroxyaceton ist die Substanz, welche verantwortlich ist fiir eine UV-freie Braunung. Es wird
auf die Haut in Form von Cremes oder o6ligen Zubereitungen aber auch mittels Airbrush
aufgetragen. Es kommt zu einer Reaktion des Dihydroxyacetons mit freien Aminogruppen des
Keratins und freien Guanidinogruppen von Arginin.%” Die Reaktion ist nach ca. sechs Stunden
abgeschlossen. Hier kommt es nicht zu einer Produktion von Melanin, was wiederum dazu fthrt,

dass kein UV-Schutz aufgebaut wird. Diese Braune halt maximal flr drei bis vier Tage an.

1.6 Histidin

1.6.1 Allgemeines zu Histidin

Histidin gehdrt zu den 22 proteinogenen Aminosauren. Chemisch differenziert es sich von den
anderen Aminosauren durch den Imidazolring, und zahlt sowohl zu den basischen, als auch zu
den aromatischen Aminosauren. Histidin spielt eine Rolle in der enzymatischen Katalyse und hat
eine stabilisierende Funktion im Ubergangszustand bei Serinproteasen. Weitere Funktionen hat
Histidin bei Protonenpumpen, photosynthetischen Komplexen und Metallproteinen.4® Das
bekannteste Produkt, welches im humanen Organismus aus Histidin synthetisiert wird, ist das
Decarboxylierungsprodukt Histamin. Dieses sorgt einerseits zZu schnellen
Entzindungsreaktionen, was zu allergischen Symptomen fihrt, andererseits auch ein
Neurotransmitter im ZNS ist. Da Histidin eine essentielle Aminosdure ist, muss es Uber die

Nahrung zugefihrt werden.

1.6.2 Tautomerie des Histidins

Aufgrund der Verknipfung des Imidazolrings an Position 4 ergibt sich eine asymmetrische
Struktur, die dazu fahrt, dass Histidin als Tautomer vorliegt. Es existieren drei verschiedene vom
pH-Wert abhangige Formen. Dabei unterscheidet man zwischen der biprotonierten Form, dem
haufiger vorkommenden T-Tautomer und m-Tautomer. Diese Tautomerie ist wahrscheinlich fir

die Unterschiede in der Aktivitat von histidinhaltigen Peptiden verantwortlich. 4°

Im sauren Milieu liegt der Imidazolring als Imidazoliumkation mit delokalisierter positiver Ladung
vor, wahrend man im neutralen Milieu zwei Stickstofftypen unterscheiden kann. Der a-Typ-
Stickstoff liegt in protonierter Form vor und beteiligt sich mit seinem freien Elektronenpaar am
m-Elektronensystem. Der B-Typ-Stickstoff ist unprotoniert, beteiligt sich nur mit einem -

Elektron am aromatischen System, das freie Elektronenpaar kann protoniert werden.>°
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Abb.2: Tautomere Formen des Histidins
1.6.3 Racemisierung des Histidins>?

Histidin neigt zur Racemisierung, die besonders wahrend der Kopplung in der Peptidsynthese,
nach Aktivierung durch Dicyclohexylcarbodiimid auftritt. Dies tritt auch dann auf, wenn die a-
Aminogruppe durch eine Alkoxycarbonylgruppe geschitzt ist. Diese sollte eigentlich vor der
Racemisierung schiitzen. Daflir scheint ein aber der m-Stickstoff verantwortlich zu sein, wenn an
dieser Position keine Schutzgruppe eingefiihrt wurde. Das bedeutet, dass eine Schutzgruppe an
diesem Amin die Racemisierung verhindern kann, um enantiomer reine Peptide herzustellen.
Beim praparativen Arbeiten ist die Racemisierung ein Problem, da sich die Ausbeute der
Substanz verringert und ein erhdhter Aufwand entsteht, um die Diastereomere wieder zu
trennen. Bei der Synthese neuer Wirkstoffe, kann man dieses Phanomen auch als Vorteil nitzen

und nach der Synthese das Racemat auftrennen, um beide Substanzen zu screenen.

Man vermutet hier zwei verschiedene Mechanismen, in welchem der m-Stickstoff entweder als
intramolekularer Basenkatalysator fungiert, oder als Nucleophil. Im zweiten Fall soll dabei ein
konfigurationslabiles, cyclisches Imidazolid entstehen. Bei der Aktivierung durch Carbodiimide
kann man diesen Mechanismus ausschlieBen. Der erste Mechanismus gilt als der

wahrscheinlichere.

R\NW R\N/Wk
RZ

Abb.3: Intramolekulare Basenkatalyse flihrt zur Racemisierung wahrend des Kupplungsschrittes

nach Mechanismus A
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1.6.4 Chemische Eigenschaften des Histidins

Ein weiteres Problem bei Histidin ergibt sich aus der Léslichkeit. Histidin ist in Wasser gut 16slich,
schwierig aber in Ethanol (96%).52 Das fihrt zu weiteren Problemen in der Synthese, da es
auBerdem nicht in organischen Lésungsmitteln gelost werden kann. Daher ist es nétig, Histidin
zu derivatisieren, was Hand in Hand mit der Einfihrung von Schutzgruppen einhergeht. Auch
wenn man vermutet, dass sich alle Aminosauren aufgrund ihrer zwitterionischen Struktur gut in
Wasser losen, so sind einige hingegen relativ schlecht in Wasser 16slich. In verdinnter Saure
oder Lauge sind diese trotzdem in einer wassrigen Phase I6slich. Zu vergleichen ist die Léslichkeit
mit der des Serins, Leucin oder Methionin. Histidin kann an folgenden Stellen derivatisiert
werden: Neben der Carboxygruppe und der a-Aminogruppe, ist der Imidazolring offen flir eine
Derivatisierung. Dabei kann sowohl an den Stickstoffen, als auch die Ringkohlenstoffe eine
Umsetzung stattfinden. Titriert man Histidin, so erhélt man mehrere Umschlagspunkte®3. Im
sauren Milieu bei pH-Werten um 0 liegt Histidin als zweifaches Kation vor. Neben der
Carboxylgruppe sind die a-Aminogruppe protoniert, der Imidazolring liegt als Imidazoliumkation
vor. Der pKs-Wert der Carboxylgruppe liegt bei 1.82, jener des Imidazolrings bei 6.0 und der
pKs-Wert der a-Aminogruppe ist 9.17. Die einem pH von in etwa 14 kdnnen sogar der
Imidazolstickstoff deprotoniert werden, wodurch dieser dann als Imidazolat-Anion vorliegt>. Der

isoelektrische Punkt liegt bei einem pH-Wert von 7.47.3>

1.7 Synthetische Ziele dieser Diplomarbeit

In dieser Diplomarbeit soll der Zugang zu Derivaten oder Isomeren des L-Histidins geprift
werden. Die synthetisierten Substanzen dienen als Edukte flr die Bildung von Peptiden. Bei

L-Histidin muss sowohl die a-Amino- als auch die Carboxylgruppe geschiitzt werden. Nach der
EinfUhrung der Schutzgruppen kénnen Reaktionen selektiv am Imidazolring durchgefiihrt
werden. Eine weitere Mdglichkeit der Synthese von Histidinderivaten ist die Rigidisierung des

Imidazolrings.

Auch Histidinisomere sollen hergestellt werden, indem man N(a)-geschitztes L-Serin zu einem
Lacton umgesetzt. Wahrend der Ringdffnung sollen dabei eine N(2)-geschitzte-2-Amino-3-

(Imidazo-1-yl)propansaurederivate entstehen.
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2.1 N(a)-Schutz von Aminosauren

Die Derivatisierung der Aminogruppe bei Aminoséuren hat mehrere Zwecke. So kann man
dadurch Schutzgruppen einflihren. Hauptaufgabe von Schutzgruppen ist es, funktionelle
Gruppen selektiv vor der Umsetzung mit einem anderen Reagens zu schiitzen, falls mehrere
Angriffspunkte bestehen. Wahrend der Peptidsynthese an der Festphase dient die Schutzgruppe
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auch dazu, selektiv das gewiinschte freie Amin an der Festphase mit der freien Carboxylgruppe
der nachsten Aminosaure zu kuppeln, um das gewiinschte Peptid zu erzeugen. Diese
Schutzgruppen missen sich sowohl leicht, aber auch selektiv abspalten lassen, um das zu
erwartende Peptid in einer hohen Ausbeute und mit hoher Reinheit zu erhalten.
Aminosauren liegen aufgrund ihrer sauren und basischen Funktion zwitterionisch vor. Nach
einem Schutz der a-Aminogruppe bleibt nur noch die saure Funktion tber, weshalb nach dem
Ansauern mit organischen Lésungsmitteln extrahiert werden kann. Manche Aminosduren, wie
z.B. Histidin, besitzen zwei dhnliche funktionelle Gruppen. Besonders in diesem Fall muss man
Derivatisierungsreagentien fir einen selektiven Schutz der gewinschten funktionellen Gruppen

finden.

Ein weiterer wichtiger Grund fiir die Umsetzung der funktionellen Gruppen, besonders bei
Aminosauren, ist die Herstellung eines apolaren Produktes. Dieses kann in organischen
Loésungsmitteln geldst werden, was flir weitere Synthesen vorteilhaft ist. Geschitzt werden kann
ein Amin durch Umsetzung zu Amiden oder Urethanen mittels Carbonsaureanhydriden oder

Carbonsaurechloriden.

2.1.1 Schutz mittels Benzyloxycarbonyl-Schutzgruppe

Ein Beispiel fir die Umsetzung zu Carbamaten ist die Benzyloxycarbonyl-Schutzgruppe. Diese
ist auch als Z- oder Cbz-Schutzgruppe bekannt. Durch die Einflihrung dieser Gruppe erhalt man
ein apolares Produkt und das a-Amin wird geschlitzt. AuBerdem fihrt die Bildung von
Carbamaten bei Aminosduren zu einem Schutz vor Racemisierung wahrend der
Kopplungsreaktion. Der Schutz wird mittels eines Chlorameisensaurebenzylesters im alkalischen

Milieu durchgefiihrt.

In der Literatur wird erwahnt, dass die Reaktion des Anhydrids [(PhCH20CO)20] in
Dioxan/H20/NaOH (bzw. Triethylamin) beim Schutz von Aminosauren besser sein und zu
héheren Ausbeuten flihren soll.>® Eine selektive Abspaltung des Z-Restes kann durch

Hydrogenolyse mittels H2 und Pd-C-Katalysator erfolgen.>’

2.1.1.1 Syntheseversuche von N(a)-Z-L-Histidin

Der Schutz am a-Amin erfolgt einerseits zur selektiven Umsetzung an den Stickstoffen am
Imidazolring andererseits auch um eine héhere Lipophilie zu erreichen. Bekannte Schutzgruppen
wie Benzyloxycarbonyl (Cbz, Z), tert.-Butyloxycarbonyl (Boc) oder Fluorenylmethoxycarbonyl
(Fmoc) besitzen den Vorteil, dass die Erfahrung mit diesen sehr hoch ist. Bei der Umsetzung von
Anhydriden oder Saurechloriden zu Carbamaten, entsteht das Problem, dass neben dem a-Amin
auch die Imidazolstickstoffe reagieren und dadurch Konkurrenzprodukte gebildet werden
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kdnnen. Als Folge dessen missen weitere Trennschritte in Kauf genommen werden. Einen Vorteil
besitzt hier hingegen der Phthalylschutz, da dieser selektiv das a-Amin schitzt. Man kann sich
dadurch eine groBere Effizienz durch die hohere Selektivitat erwarten und an den
Imidazolstickstoffen kdnnen selektiv umgesetzt werden. AuBerdem erhalt man dadurch eine

starke Fluoreszenzldschung, was in der Analytik Vorteile besitzt.

2.1.1.1.1 Synthese mit B-Cyclodextrin als Katalysator

H
N
! ] W
cl o
\ Z . o/_ o {0
Ve \/\—NH OH
o
H,N OH
1 2

Um Z-L-Histidin zu erhalten bendtigt man eine Synthese, bei der man eine hohe Ausbeute
erwartet, die Reaktionsdauer hingegen relativ kurz ist. Es wurde in der Literatur®® eine Synthese
entdeckt, welche das auch verspricht. So wird B-Cyclodextrin in Wasser oder Carbonatpuffer (pH
8) bei Raumtemperatur geldst. Dann wird L-Histidin (1) hinzugegeben und fir finf Minuten
geriihrt. Der Chlorameisensaurebenzylester wird hinzugefigt und es wird weiter bei
Raumtemperatur geridhrt. In der Literatur wurde kein Hinweis auf eine Kiihlung der Reaktion
gegeben, welche in Anbetracht der exothermen Reaktion sicherer ware. Die Reaktionsmischung
wird danach fir zehn Minuten bei Raumtemperatur gerihrt. Danach wird mit Ethylacetat
extrahiert, im Fall der wassrigen Lésung vorher noch mit 10%-iger Natriumcarbonat-L&sung
neutralisiert. Nun muss auf 5 °C gekUhlt werden, wodurch das B-Cyclodextrin ausfallen soll. Man
soll dieses abfiltrieren und kann es in einer weiteren Synthese wieder einsetzen. Die organische

Phase wird mit Natriumsulfat getrocknet und am Rotavapor entfernt.

Diese Synthese wurde in zwei Versuchen durchgefiihrt. Beim ersten Mal wurde die Reaktionszeit
von zehn Minuten eingehalten, jedoch konnte nur nicht umgesetzter
Chlorameisensaurebenzylester gewonnen werden. In einem weiteren Ansatz wurde die
Synthesedauer auf 16 Stunden erhdéht. Auch in diesem Fall wurde konnte keine Umsetzung
beobachtet werden. Grinde dafiir kdnnen sein, dass eben diese Reaktionsbedingungen nicht fir
einen Umsatz zum Z-L-Histidin(2) geeignet sind.
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2.1.1.1.2 Syntheseversuch mittels Zweiphasensystem

Eine weitere Moglichkeit, bei Aminosauren eine Benzyloxycarbonylschutzgruppe einzufiihren ist
die Verwendung eines Zweiphasensystems. Laut einer personlichen Mitteilung> von Dr. Martin
Kratzel wird deshalb L-Aminosaure in Wasser geldst und Magnesiumoxid hinzugefiigt um zu
alkalisieren, wobei eine Suspension erzeugt wird. Man Uberschichtet mit Diethylether und tropft
unter Eisklhlung Z-Chlorid hinzu. AnschlieBend wird die Suspension fir zwei Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Die organische Phase wird entfernt, auf pH 2 angesauert und dreimal
mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen reinigt man mit Wasser und
gesattigter Natriumchlorid-L6sung. Man trocknet die organische Phase mit Natriumsulfat und

dampft unter Vakuum ein.

Diese Synthese besitzt den Vorteil, dass Z-Chlorid sich in der Diethylether-Phase befindet und
der Uberschuss durch Abtrennung dieser entfernt wird. Die Extraktion mittels Ethylacetat fiihrte
aber zu keiner Produktgewinnung aus der organischen Phase. Auch unter diesen Bedingungen

kam es zu keinem Umsatz.

2.1.1.1.3 Synthese in Wasser/Aceton (30+4)

Als weitere Option wurde die Vorschrift nach Pehere et al.®® adaptiert, weil publiziert wurde, dass
gewisse Aminosduren auf diese Art und Weise in groBtechnischem AusmaB geschiitzt werden
kdénnen. Der Schutz von L-Histidin wird zwar nicht erwahnt, es wurde aber versucht analog zu
arbeiten, um Z-Histidin (2) zu gewinnen. Es wird Z-Chlorid tropfenweise in einer Mischung aus
der zu schitzenden Aminosdure, Natriumcarbonat und Natriumhydrogencarbonat in Wasser (30
Volumenanteile) und Aceton (4 Volumenanteile) hinzugefligt. Die Reaktion wird fir drei Stunden
bei Raumtemperatur gerihrt. Die Mischung wird mit Ether gewaschen, danach wird mit
Salzsdure angesduert. Zum Schluss extrahiert man mit Ethylacetat, trocknet mit Natriumsulfat
und dampft die organische Phase ein. Auch in diesem Fall konnte keine Umsetzung beobachtet

werden.
Diese Synthese wurde analog zur Herstellung von Z-L-Serin angewendet, wobei 72% Ausbeute

erzielt werden konnten. Die Synthese von Z-L-Histidin (2) mittels Chlorameisensdurebenzylester

war trotz der unterschiedlichen Wahl an Reaktionsbedingungen nicht erfolgreich.
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2.1.1.2 Synthese von Z-L-Serin
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Z-L-Serin (10) wird als Ausgangssubstanz verwendet, um das N(a)-geschitzte
Z-L-Serin-B-lacton (12) zu synthetisieren. Dieses wird wiederum fir die Synthese von
Z-L-3-(1H-imidazo-1-yl)propansaurederivaten, verwendet, welche Isomere des Z-L-Histidins
sind. Als Synthesevorschrift wurde wiederum jene von Pehere et al.®® angewendet, welche
bereits beim Syntheseversuch des Z-Histidins verwendet wurde. Im Gegensatz zur Einflihrung
der Z-Schutzgruppe am Histidin, wurde dort die Synthese von Z-L-Serin (11) beschrieben.
Wahrend die Synthese des Z-Histidins fehlschlug, war die Synthese des Z-L-Serins mit 72%

Ausbeute erfolgreich.
2.1.2 Phthalylschutz von Aminosauren

Wie schon zuvor erwahnt liegen im Falle des Histidins drei Amine vor, wobei zwei, abhangig von
der Tautomerie mit Carbonsaurechloriden umgesetzt werden kénnen. Wenn man L-Histidin auf
diese Art und Weise schiitzt, kann eine Umsetzung an beiden Stickstoffen erfolgen, was
wiederum zur Bildung von Konkurrenzprodukten fihrt, und deshalb mit weiteren Trennschritten
einhergeht. Da die Umsetzung zu Z-L-Histidin(2) nicht mdglich war, musste eine Alternative
gefunden werden, bei der selektiv das a-Amin geschiitzt wird. Daflir wird ein Reagens benétigt,

welches selektiv ein primares Amin schitzt, woflir sich der Phthalylschutz eignet.
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2.1.2.1 Phthalylschutz von L-Histidin

Der Phthalylschutz bietet einen Vorteil gerade bei Histidin, da dieses zwei unterschiedliche Amine

besitzt. Der Phthalylschutz kann nur am a-Stickstoff erfolgen, der andere bleibt unbeeinflusst.

2.1.2.1.1 Umsatz mit Phthalsdureanhydrid
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Es werden in der Literatur®! aquimolare Mengen von Phthalsaureanhydrid und der gewlinschten
Aminosaure in Wasser geldst. Danach erhitzt man den Ansatz flir zwei Stunden unter Rickfluss.
Die heiBe Mischung wird in ein Becherglas eingebracht und bei Raumtemperatur Gber Nacht
stehen gelassen. Es soll ein in Benzol und Chloroform unlésliches Produkt aufgefunden werden,
das aber in heiBem Wasser |6slich ist. Dieses wird gesammelt, filtriert und getrocknet. Die
Uberschissigen Reaktionsprodukte werden durch wiederholtes Ausschitteln mit Benzol und
Chloroform abgetrennt, danach wird der Rickstand abgenutscht und in heiBem Wasser

umkristallisiert.

Diese Synthese befasst sich in der Literatur nur allgemein mit dem Phthalylschutz von
Aminosauren, es fehlen aber NMR-Daten, welche den Erfolg der Synthese bestatigen. Wichtig ist
es, Benzol durch Toluol zu ersetzen, da Benzol cancerogen ist, Dichlormethan kann statt
Chloroform bei den Reinigungsschritten verwendet werden. Bei dieser Synthese ist es zu keiner
Umsetzung gekommen. Das Produkt kristallisiert weder im Becherglas bei Raumtemperatur noch
im Kuhlschrank nach mehreren Tagen aus. Auch nach dem Eindampfen des Wassers und
anschlieBendem Versuch der Umkristallisierung des Rickstandes mittels Wasser kommt es zu
keiner Kristallisation des Rohprodukts. Durch DC-Analytik wurde festgestellt, dass es nicht
einmal zur Umsetzung gekommen ist. Es wurde ein Histidinspot bei Rf=0.08 gefunden. Dieser
wurde durch Ninhydrinlésung sichtbar gemacht. Phthalsdureanhydrid wurde davor schon
abgetrennt und es wurde neben dem Histidin kein Spot, welcher Fluoreszenzléschung aufwies,
beobachtet.
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2.1.2.1.2 Syntheseversuch mittels Nefkens-Reagens
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Eine weitere Moglichkeit ist die Verwendung des Nefkens-Reagens, dabei handelt es sich um N-
(Ethoxycarbonyl)phthalimid. Laut Literatur®? werden L-Histidin und Natriumcarbonat in Wasser
geldst und N-(Ethoxycarbonyl)phthalimid dieser Losung hinzugefligt. Die Mischung wird flir zwei
Stunden geruhrt. Nachdem mit 2 M HCl angesduert wurde, wird das Losungsmittel bei
reduziertem Druck eingedampft. Der farblose Riickstand wird mit zehn Milliliter Methanol fiir 20
Minuten unter Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abkulhlen wird der Rickstand abfiltriert und mit

Methanol gewaschen, was das kristalline Produkt ergeben soll.

Diese Synthese wurde so durchgefiihrt, wie sie beschrieben ist. Jedoch fehlt hier ein Schritt, bei
dem mit einem organischen Lésungsmittel extrahiert wird. Arbeitet man diese Vorschrift genau
nach, so erhdlt man als Hauptprodukt Natriumchlorid. Die Extraktion mit organischen
Losungsmitteln war auch in diesem Fall nicht erfolgreich. Des Weiteren verwendet der Autor
womoglich nicht L-Histidin, sondern L-Histidin-Hydrochlorid-Monohydrat. Grund dafir ist die
Angabe, dass drei Gramm 14 mmol entsprechen, was einem Molekulargewicht von 214.29 g/mol
entspricht. L-Histidin-Monohydrochlorid-Monohydrat besitzt ein Molekulargewicht von
209.63 g/mol. In den hier beschriebenen Experimenten wurde jedoch L-Histidin verwendet. Auch
in diesem Fall war es nicht mdglich eine Schutzgruppe am a-Amin einzufiihren. Jedoch wird in
der Literatur haufig Uber die Verwendung des Nefkens-Reagens zur Einfihrung von einer
Phthalylschutzgruppe erwahnt. Ein Umsetzungsversuch wurde auch mit L-Histidinbenzylester

ditosylat (5), dessen Synthese spater erwdhnt wird, durchgefiihrt.

23



2.1.2.2 Phthalylschutz am L-Histidinbenzylester
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Fir dieses Experiment wurden zwei Ansatze parallel gestartet. Der eine Ansatz enthalt nur
Dichlormethan, der andere Ansatz ist ein Zweiphasensystem aus Wasser und Dichlormethan. Im
Einphasensystem wird 5 in der organischen Phase suspendiert, Nefkens-Reagens hinzugeflgt
und flr 16 Stunden geruhrt. Dabei wurde festgestellt, dass das Produkt nicht umgesetzt wurde,
vermutlich aufgrund der schlechten Léslichkeit von 5 in Dichlormethan. Im 2-Phasensystem wird
5 in der wassrigen Phase geldst und mit Natriumcarbonat alkalisiert, sodass ein pH von 8 erreicht
wird. Das Nefkens-Reagens wird in der organischen Phase geldst. Die Phasen werden in einem
Rundkolben vereinigt und intensiv flir 16 Stunden gerihrt. Danach wird mittels gesattigter
Natriumhydrogencarbonatlésung und gesattigter Kochsalzldsung gewaschen. Man trocknet die
organische Phase mit Natriumsulfat und dampft anschlieBend ein. Zurlick bleibt ein farbloses Ol,
welches in Ethanol unter Erwarmen gelést wird. AnschlieBend fallt mit Wasser das erwlinschte
Produkt aus, welches abgenutscht und mit Wasser und Diethylether gereinigt wird. Man lasst es

im Anschluss im Trockenschrank bei 50 °C trocknen.

Die Reinigungsschritte im Scheidetrichter sind von einer langen Phasentrennungsdauer
charakterisiert, weshalb Kochsalz zur verbesserten Phasentrennung hinzugefiigt wurde. Die
Synthese ist mit einer Ausbeute von 78% erfolgreich gewesen. Das Produkt wird weiter
aufgereinigt, indem man es in verdinnter Sdure |ést, die wassrige Phase mit organischen
Lésungsmitteln wascht, danach schwach alkalisiert und mit Ethylacetat extrahiert. Das Produkt
kann danach noch in Ethanol umkristallisiert werden, um nicht umgesetztes Nefkens-Reagens

abzutrennen.

Das Zweiphasensystem besitzt den Vorteil, dass beide Reagentien gelést vorliegen. 5 kann nicht
als freie Base mit organischen Lésungsmittel extrahiert werden. Das Nefkens-Reagens l6st sich
kaum in der wassrigen Phase. Durch gutes Mischen an der Phasengrenze findet die Reaktion

dort statt. Um einen Phthalylrest wiederum abzuspalten, bedient man sich der Hydrazinolyse.
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Fur die Synthese von Peptiden im Batch-Verfahren eignet sich die Verwendung von Hydrazin in
Ethanol bei 25 °C flur zwolf Stunden, unter saurer Katalyse. Es wird eine Ausbeute von 76%
beschrieben. Eine weitere Mdglichkeit ware die Verwendung von Phenylhydrazin in Tributylamin.
Man erhitzt fir zwei Stunden zum Rickfluss und erhalt laut Literatur eine Ausbeute von 83%.53
Diese Art der Abspaltung hat sowohl eine hdhere Ausbeute und eine kirzere Reaktionsdauer,
weshalb diese Vorschrift vorgezogen werden kann. Ein Nachteil dieser Methode ist allerdings,
dass sie sich nicht flr die Festphasensynthese in der Spritze eignet. Auf diese Art und Weise

kénnte man nun auch 3 gewinnen.

2.2 Veresterung von L-Histidin

Histidin ist sehr polar, was dazu flihrt, dass Synthesen in Loésung in polaren und damit schwer
zu entfernenden Lésungsmitteln stattfinden missen. Eine Méglichkeit um ein apolareres Molekiil
zu erhalten, das in organischen Losungsmitteln gelést, aber auch mit diesen extrahiert werden

kann, ist die Umsetzung der Carboxylgruppe zu einem Ester.

Ein weiterer Grund, der fir eine Veresterung von Aminosauren spricht, ist, dass die saure
Funktion neutralisiert wird, weshalb man ein basisches Molekiil vorliegen hat. Das fihrt dazu,
dass die Aminosaure nicht mehr als inneres Salz vorliegt, weshalb das Molekiil schon aus diesem

Grund apolarer wird. Aus Histidin wird ein zweifach basisches Molekdil.
2.2.1 Synthese von L-Histidinmethylester

Die Veresterung von Carbonsdauren zu Methylestern ist eine Standardmethode zum Schutz von
Carboxylgruppen, da die Synthese relativ einfach ist, der Methylrest flihrt auch zu keiner

sterischen Hinderung und auch die Abspaltung kann leicht durchgefiihrt werden.
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In Anlehnung an Turtaut et al.®* wird Thionylchlorid zu einer Suspension von L-Histidin (1) in

Methanol tropfenweise bei 0 °C hinzugefligt. Die Reaktion wird danach fiir 16 Stunden unter
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Rickfluss erhitzt. Nach Beendigung der Reaktion wird zur Trockene eingedampft und mehrfach

mit Methanol coevaporiert, um das Reaktionswasser herauszuschleppen.

Die Synthese des L-Histidinmethylesters (4) war erfolgreich, jedoch liegt der Ester als
Dihydrochlorid vor. Das Freisetzen der freien Base und anschlieBende Extraktion mit einem
organischen Ldésungsmittel war nicht mdglich, da der Ester zu polar zu sein scheint. Aus diesem
Grund wurde der Ester nicht weiterverwendet, die Synthese eines lipophileren Esters, des
Benzylesters wurde angestrebt. Eine Mdéglichkeit der Abspaltung des Esters erfolgt in
Methanol/Wasser (3:1) und LiOH bei 5 °C flur 15 Stunden.®

2.2.2 Synthese von L-Histidinbenzylester

Histidinbenzylester ist weitaus lipophiler als der Methylester. Er kann leicht eingefiihrt werden
und auch leicht wieder entfernt werden. Am Benzylrest vorhandene Substituenten kénnen die

Reaktivitat beeinflussen. ©°
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2.2.2.1 Umsetzung von Histidinbenzylester in der Mikrowelle

Um zu Uberprifen, ob es mdglich sei, einen Benzylester des Histdins herzustellen, wurde ein
Experiment in der Mikrowelle durchgeflihrt. Es wurde Histidin mit p-Toluolsulfonsaure-
Monohydrat und Bentonit verrieben und in drei Eppendorf-Vials gleichmaBig aufgeteilt. Danach
wurde  Benzylalkohol in jedes der Vials hinzugefigt und gut vermischt.
Die drei Proben wurden mehrmals bei voller Leistung in der Mikrowelle erhitzt, zwischenzeitlich
wieder abgekihlt. Probe A wurde mehrmals erhitzt, wahrenddessen Probe B weiters nach dem
Erhitzen Dimethylformamid hinzugefligt wurde. Danach wurde wieder mehrfach in der

Mikrowelle erhitzt. Probe C wurde wie Probe B behandelt, nur wurde der Ansatz ofter erhitzt als
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Probe B. Danach wurde Ethylacetat extrahiert und der Rickstand abfiltriert. Das Filtrat wurde
eingedampft. Der Rickstand wurde in Methanol gelost um dann per ESI-MS analysiert zu
werden. Man konnte feststellen, dass in allen 3 Experimenten L-Histidin (1) zum Benzylester
umgesetzt wurde. Der in allen drei Experimenten aufgefundene Molpeak bei [M+H]* = 246

entspricht dem freien Ester.

2.2.2.2 Umsetzungsversuch in Toluol

Aufgrund des Erfolges des Mikrowellenversuchs, wurde versucht, diesen Ester in grdBeren
MaBstab herzustellen. Einer Angabe>® nach kann man einen Benzylester bilden, wenn eine
Aminosaure mit p-Toluolsulfonsaure-Monohydrat verrieben und dann mit Benzylalkohol verriihrt
wird. Die olige Masse wird in einen Rundkolben Ubergefiihrt und mit Toluol versetzt. Die
Reaktionsmischung wird drei Stunden lang am Wasserabscheider unter Rickfluss erhitzt. Beim
Abkihlen sollte das Produkt ausfallen. Das Aminosdurebenzylester-Salz wird in Ether
suspendiert, abgenutscht, mit Ether gewaschen und im Vakuumtrockenschrank (bei 50 °C)
getrocknet. Es wurden fiir diese Synthese 2,2 Aquivalente von p-Toluolsulfonsidure-Monohydrat
eingesetzt. Bei dieser Synthese konnte keine Ausbeute erzielt werden. Nach den drei Stunden
war noch immer eine Suspension vorhanden. Eine Méglichkeit ware gewesen, die Synthese noch
weiter laufen zu lassen. Es wurden auch nur drei Milliliter Wasser im Wasserabscheider
gemessen, was hicht einmal dem gesamten Kristallwasser der p-Toluolsulfonsaure-Monohydrat
entspricht Hier hatte bei den eingesetzten 220 mmol p-Toluolsulfonsdaure-Monohydrat in etwa

vier Milliliter Wasser abgeschieden werden missen.
Um sicher zu gehen, dass Produkt entstanden ist, wurde der Feststoff aus der heien

Reaktionsmischung abfiltriert, auch nach dem Abkuhlen fiel kein Produkt aus. Beim Feststoff

handelte es sich um nicht umgesetztes Histidin.

2.2.2.3 Umsetzung in Dichlormethan

Eine weitere Synthese eines Benzylesters wird mit 93% Ausbeute beschrieben. Laut Jones et
al.” wird eine Suspension mit L-Histidin-Hydrochlorid-Monohydrat, p-Toluolsulfonsaure-
Monohydrat, Benzylalkohol und Chloroform fir 30 Stunden unter Rlckfluss erhitzt. Das
produzierte Wasser wird in einem Wasserabscheider fir Losungsmittel, die schwerer als Wasser
sind, gewonnen. Es wird mit Ether verrieben, danach abgekihlt, filtriert und das Chloroform
eingedampft, was eine weiBe Substanz ergibt. Diese wird auf eine Glassinternutsche gegeben
und mit Ether gewaschen. Danach wird in einem Vakuumexsikkator flr zwei Stunden getrocknet.
Die Synthese wurde mit L-Histidin (1), anstatt L-Histidin-Hydrochlorid-Monohydrat
durchgefihrt, und flihrte zu einer etwas héheren Ausbeute als in der Literatur. Der Gewinn eines

weiBen Feststoffes durch Verreiben mit Diethylether war nicht méglich, es wurde immer ein Ol
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erhalten. Als beste Methode zum Auskristallisieren wurde das Ol mit Diethylether in einem
Rundkolben lberschichtet und flir mehr als zwei Tage im Kiihlschrank stehen gelassen, da sich
Tosylate laut Literatur auf diese Weise gut kristallisieren lassen. Auch das anschlieBende
Waschen mittels Diethylether ist von groBer Bedeutung und muss intensiv durchgefliihrt werden
um den Uberschissigen Benzylalkohol vollstdandig abzutrennen. Die erhaltene Ausbeute von 97%

war sogar knapp uber der Literaturangabe.

Eine Abspaltung dieser Schutzgruppe kann nach Literaturangabe durch Hydrogenolyse mit
Wasserstoff und Palladium auf Aktivkohle als Katalysator erfolgen. Die Abspaltung wird bei 25 °C
durchgefiihrt®8,

Die Synthese von Histidin-Estern war erfolgreich. Der Methylester wurde erfolgreich
synthetisiert, allerdings konnte er nicht als freie Base mittels organischen L&sungsmitteln
extrahiert werden. Die Umsetzung des Benzylesters wurde zuerst in einem Experiment mittels
Mikrowelle durchgefiihrt. Dieses war erfolgreich, weshalb versucht wurde einen groBen Ansatz
des Benzylesters herzustellen. Die erste Herstellungsvorschrift fir Aminosaurebenzylester flihrte
noch zu keiner Ausbeute, die von Jones et al. jedoch zu einer sehr hohen. Die Synthesen
unterscheiden sich in zwei Punkten: 1) wird ein anderes Losungsmittel verwendet, 2) scheint ein
entscheidender Faktor die Reaktionszeit zu sein. So dauert die Reaktion im ersten Experiment
nur drei Stunden, wahrend im anderen Experiment 30 Stunden gefordert werden. Auch der

Benzylester konnte nicht als freie Base mit einem organischen Losungsmittel extrahiert werden.

Das Produkt (5) aus dieser Synthese wurde, wie schon zuvor erwahnt, weiter mit Nefkens-

Reagens zu 6 umgesetzt.

2.3 Versuche der 1-Acylierung des Imidazol-Stickstoffs von

N(a)-geschiitzten Histidinbenzylestern

Eine weitere Umsetzungsmadglichkeit ist die Bildung eines Amids mit den Imidazolstickstoffen.
Dadurch geht zwar nicht die Basizitdt verloren, weil die Reaktion am a-Typ-Stickstoff stattfindet
und die freie Doppelbindung am Imidazolring erhalten bleibt. Durch die Reaktion am es wird
aber ein apolareres Produkt gebildet und auch die Racemisierung wahrend des
Kopplungsschrittes verhindert, falls die Umsetzung am m-Stickstoff erfolgt ist. Als Angriffspunkte
wadren aufgrund der Tautomerie sowohl der Stickstoff an der T-Position als auch an der m-Position

madglich. So missten aufgrund der Tautomerie zwei Produkte entstehen.
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2.3.1 Syntheseversuche von T-acylierten Derivaten mittels Anhydriden
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Gerade die T-Position bietet sich fir eine Synthese an. So wird laut Jones et al.®® bei der
Umsetzung eines geschitzten Histidins mittels Essigsdureanhydrid eben diese Position acyliert.
Mit einem weiteren Schritt wird dann mit dem, aus dieser Synthese erhaltenen Produkt, eine
selektive Alkylierung am m-Stickstoff, unter Abspaltung des T-Acetylrests durchgefihrt.
So wird in der Literatur das NHz2(a) und Carboxyl-geschiitzte Histidin in Essigsaureanhydrid
geldst. Nach funf Minuten wird das Ldsungsmittel eingedampft und Diethylether hinzugeflgt,
wobei ein kristallines Produkt erhalten wird, welches in Chloroform/Hexan umkristallisiert wird.

Der Interpretation nach wird nur das T-acylierte Derivat gewonnen.

2.3.1.1 Syntheseversuch mittels Essigsdaureanhydrid

In den hier beschriebenen Experimenten wurde das Essigsaureanydrid nicht als Lodsungsmittel
verwendet, da es im weiteren Verlauf Probleme bei der Abtrennung geben wirde. Es wurde
deshalb 6 in getrocknetem Dichlormethan geldst und Essigsdaureanhydrid hinzugetropft. Der
Ansatz wird bei Raumtemperatur fiur vier Stunden, anstatt fur funf Minuten gerthrt. Es kam aber
zu keiner Umsetzung. Auch ein Erhitzen der Reaktionsmischung fuhrte nicht zu einer
Produktbildung.

2.3.1.2 Syntheseversuch mittels Pivalinsaureanhydrid

Dieselbe Synthese wurde auch mit Pivalinsaureanhydrid durchgefiihrt. Der Grund dafir ist, dass
der Pivalinsdurerest sehr sperrig und raumfordernd ist. Am Rezeptor kann das sowohl die

Aktivitdat erhdhen, falls die Bindungstasche sehr groB ist, aber auch antagonistische Effekte
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hervorrufen, falls die Bindungstasche klein ist. Dafir wurde 6 in Dichlormethan geldst und
Pivalinsaureanhydrid hinzugetropft. Die Reaktion wurde flir vier Stunden bis zum Rckfluss
erhitzt. Es wurde kein Produkt umgesetzt, als einzige Substanz ist Pivalinsaure entstanden. Auch

hier kdbnnte, im Nachhinein betrachtet, ein Katalysator gefehlt haben.

2.3.2 Syntheseversuche mittels Saurechloriden
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Da die Synthese mithilfe der Anhydride nicht funktioniert hat, wurden Saurechloride eingesetzt.
Es wurden Synthesen gesucht, bei denen Imidazol acyliert wurde, um diese analog auf das
geschiitzte Histidin anzuwenden. Laut Literatur’® wird Imidazol in getrockneten Dichlormethan
gelést. Man fugt Triethylamin hinzu und kihlt auf 0 °C ab. Dabei setzt man den Ansatz unter
Argonatmosphére. Das entsprechende Saurechlorid, welches mit Dichlormethan vermischt ist,
wird fir mehrere Minuten tropfenweise der riihrenden Lésung bei 0 °C hinzugefligt. Die Mischung
wird auf 25 °C erwarmt und flr zwei Stunden gerihrt. AnschlieBend wird sie mit Diethylether

verdinnt, filtriert und chromatographisch gereinigt.

2.3.2.1 Umsetzungsversuch mit Acetylchlorid

Flr diese Synthese wurde 6 in getrocknetem Dichlormethan geldst. Spatestens nach der Zugabe
von Triethylamin war die Substanz vollsténdig geldst. Es wurde Acetylchlorid, welches mit
Dichlormethan versetzt war, unter Eiskiihlung hinzugetropft. Danach wurde auf Raumtemperatur

erhdht und fur vier Stunden gerthrt. Es kam dabei zu keiner Umsetzung.
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2.3.2.2 Umsetzungsversuch mit Pivalinsaurechlorid

Dasselbe Experiment wurde auch mit Pivalinsdurechlorid durchgefiihrt. Dafiir wurde wiederum
6 in getrocknetem Dichlormethan geldst. Auch in diesem Fall war das Edukt nach der Zugabe
von Triethylamin vollsténdig geldst. Man tropft Pivalinsdurechlorid, welches mit Dichlormethan
vermischt war, unter Eiskiihlung dazu. Danach wurde auf Raumtemperatur erhéht und fir vier
Stunden gerihrt. Es kam zu keiner Umsetzung. Das Einzige was durch diesen Ansatz gewonnen

werden konnte, war Pivalinsaure. Diese konnte durch DC und NMR nachgewiesen werden.

2.3.2.3 Umsetzungsversuch mit 3,3-Dimethylbuttersaurechlorid

In einem weiteren Experiment wurde ein weiteres Saurechlorid verwendet. Erneut wurde 6 in
getrocknetem Dichlormethan geldst. Nach Zugabe von Triethylamin war die Ausgangssubstanz
vollsténdig gel6ést. Es wurde wiederum die Reaktion mit Eiswasser gekihlt und 3,3-
Dimethylbuttersaurechlorid mit Dichlormethan vermischt, wurde hinzugetropft. Danach wurde
fir vier Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. In diesem Fall wurde eine Produktbildung
beobachtet. Diese organische Phase wurde mit Wasser und gesattigter
Natriumhydrogencarbonatlésung gereinigt, danach wurde eingeengt und mittels Flash-
Chromatographie mit Ethylacetat aufgetrennt. Nach dem Eindampfen des Ethylacetats wurde
ein orange-brauner Feststoff erhalten. Es gestaltete sich aber schwierig das NMR-Spektrum
auszuwerten, um eine Aussage zu treffen, ob es sich um ein T- oder ein m-acyliertes Derivat
handelt. Es wird vermutet, dass das T-Acylderivat entstanden ist, da beide Signale flr die
Imidazolprotonen tieffeldverschoben sind, da durch die Acylierung an dieser Stelle die chemische
Verschiebung beider Protonen beeinflusst werden kann. Ware die Acylierung am w-Stickstoff

erfolgt, ware nur das Imidazol H(2) tieffeldverschoben.

Die Bildung der gewlinschten Produkte durch die Anhydride war nicht von Erfolg gekennzeichnet.
Im Nachhinein betrachtet, hatte man Dimethylaminopyridin (DMAP) als Katalysator einsetzen
konnen. Anstatt weiter mit Anhydriden zu arbeiten, fiel die Wahl auf die reaktiveren
Carbonsaurechloride. Auch in diesem Fall kam es zu keiner Umsetzung, sowohl bei der
Verwendung von Acetylchlorid als auch Pivalinsdurechlorid. Erst die Verwendung von 3,3-
Dimethylbuttersaurechlorid fihrte zur Produktbildung. Dabei wurde das nicht umgesetzte Edukt
mittels Flash-Chromatographie abgetrennt, weil die Aufreinigung weder durch Umbkristallisation

noch durch Extraktion mdglich war.
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2.4 Rigidisierungsversuche an Histidin

Um die freie Drehbarkeit der Einfachbindung am B-Kohlenstoff einzuschrdanken, besteht die
Maoglichkeit eine Briicke zwischen der a-Aminogruppe und dem Imidazolring herzustellen. Man
bezeichnet diese Einschrankung der Drehbarkeit als Rigidisierung. Wenn man Aldehyde einsetzt,
so soll sich laut Literatur ein eine Bricke zwischen dem a-Amin und dem C-2 des imidazolrings
bilden. Eine andere Mdglichkeit besteht darin, dass sich bei Aminosauren ein 1,3-Oxazolidin-5-
on-Derivat bildet. Dieses ware zwar ein Konkurrenzprodukt zu behandeln, es liegt aber

nichtmehr zwitterionisch vor und kdnnte vielleicht gut abgetrennt werden.
2.4.1 Syntheseversuche von Spinacin’?

Der Name der Verbindung Spinacin leitet sich vom Spinat ab, weil es unter anderem aus dessen
grinen Blattern isoliert wurde. Spinacin hat eine besondere Bedeutung in der Analytik von Kase,
da Formaldehyd bei der Grana Padano Herstellung als antimikrobieller Zusatz in die Milch
zugeflgt wird, wobei es zu einer Reaktion mit den Histidin im den Casein kommt. Bei Spinacin

handelt es sich um ein Additionsprodukt des Formaldehyds an Histidin.

Diese Reaktion eines Aldehyds Arylethylaminen ist auch als Pictet-Spengler-Reaktion bekannt.
Der Reaktionsmechanismus’? wird anhand des L-Histidins erklart.Es kommt zuerst zur Bildung
eines Iminium-Ions und anschlieBend zu einer elektrophilen Substitution an der ortho-Position

am Imidazolring.
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Abb.4: Die Pictet-Spengler-Reaktion anhand des L-Histidins

Auf diese Art und Weise lassen sich auch andere aromatische Aminosduren wie Phenylalanin

oder Tryptophan umsetzen?3.
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Abb.5: Das rigidisierte Tryptophan

OH
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Abb.5: Das rigidisierte Phenylalanin
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2.3.1.1 Umsetzung von L-Spinacin in konzentrierter Salzsaure

H
N o)
\ W HCHO N ||
N —_— </ | OH
/O HCIconc. N NH -2 HCI
H
HyN OH
1 8

Laut Remelli et al. 7* wird eine Mischung aus L-Histidin (1), konzentrierter Salzsaure und
Formaldehydlésung bei Raumtemperatur (ber Nacht gerihrt. Es wird weitere
Formaldehydlésung hinzugefligt und am Dampfbad fir drei Stunden erhitzt. Die erhaltene
Lésung wird unter reduziertem Druck konzentriert. Der pH-Wert dieser konzentrierten wassrigen
Loésung wird mit Pyridin auf 3,5 eingestellt, danach wird das Dihydrochlorid mittels Ethanol

ausgefallt. Die Darstellung der freien Base erfolgt durch ein Kationenaustauscherharz.

Bei dieser Synthese wurde das Rohprodukt als gelbes Ol erhalten, welches nach Trocknen im
Vakuumexsikkator zu einem Feststoff erstarrte. Es wurde der Riickstand in Wasser gelést (ca.
5 g/mL) und der pH-Wert mittels Pyridin auf 3,5 eingestellt. Dabei verdnderte die Losung die
Farbe von gelb nach blau. Es wurde Ethanol hinzugefligt, was aber nicht zu einer Ausfallung des
Produktes fuhrte. Das Produkt konnte weder mit organischen Lésungsmitteln extrahiert werden,
noch mit der Sdaule aufgetrennt werden, auch eine Ldsung in Methanol und anschlieBender
Fallung mit Diethylether fihrte zu keiner weiteren Aufreinigung. Anhand des Massenspektrums
erfuhr man, dass als Konkurrenzprodukt auch andere Produkte entstanden sein miissten, welche
eine hohere Molekllmasse besitzen. Auch wenn das aufgenommene NMR-Spektrum nicht
aussagekraftig ist, da viele sich (berlagernden Signale sichtbar sind, so stechen zwei
Charakteristika hervor. Mittels 'H NMR (200 MHz, DMSO-ds) wurde bei 9.03 ppm ein Singulett
festgestellt, welches das C(2)-H des Imidazolrings darstellt. Es gibt aber kein Signal mehr bis in
etwa 4.7 ppm, was bedeutet, dass die Reaktion am Imidazol-C(5) stattgefunden haben muss
und dort kein Proton mehr zu finden ist. Um das eigentliche Produkt zu erhalten, kann man das
Rohprodukt weiter zum Ester umsetzen um die Abtrennung von Nebenprodukten zu
ermdglichen. Durch die Umsetzung zum Benzylester soll man wie beim Histidinbenzylester ein

apolareres Produkt gewinnen, welches leichter aufzutrennen ist.
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2.4.2 Syntheseversuch von Spinacinbenzylester

2.4.2.1 Syntheseversuch des Spinacinbenzylesters im Mikrowellenversuch

Die Synthese des Spinacinbenzylesters kann aus mehreren Ausgangssubstanzen erfolgen. Eine
der Mdglichkeiten ist die Verwendung des Histidinbenzylesters. Die Umsetzung des
Histidinbenzylesters zum Spinacinbenzylesters wurde anhand eines Mikrowellenexperiments
getestet, ob der Umsatz aus dem Ester mdglich ist. Daftir wurde 5 mit Bentonit verrieben und
auf drei EppendorfgefaBe gleichmaBig aufgeteilt. Danach wurde Formaldehydldsung hinzugefligt
und gut vermischt. Bei Probe A wurde Formaldehyd im Unterschuss hinzugefligt, Probe B enthielt
eine dquimolare Menge an Formaldehyd und bei Probe C wurde Formaldehyd im Uberschuss
hinzugefligt. Danach wurden die GefaBe verschlossen, in die Mikrowelle gestellt und bei voller
Leistung finfmal flir sechs Sekunden erhitzt, danach wieder 30 Sekunden abgekihlt. Dieser
Vorgang wurde dreimal wiederholt und nach jedem Mal wurde wieder gemischt. Danach wurde
zweimal mit Ethylacetat extrahiert und der Riickstand abfiltriert. Das Filtrat wurde eingedampft.
Der Rickstand wurde in Methanol aufgenommen und ein Massenspektrum wurde angefertigt.Es
wird ein Molpeak bei [M+H]* = 258 erwartet.

Der Peak bei [M+H]* = 258 gefunden, sowie die korrespondierenden Peaks bei [M+Na]* = 280
und [M+K]* = 296. Auch Peak von [M+H]* = 246 wurde gefunden. Dabei handelt es sich mit
Sicherheit um nicht umgesetzten Histidinbenzylester. Mit Erhdhung der Menge des eingesetzten
Formaldehyds, vergréBerte sich das Verhaltnis der Produktpeaks zum Eduktpeak. Des Weiteren
muss es nicht sein, dass das gewilnschte Produkt entstanden ist. Andere Strukturen wie das
Imin kdénnten auch entstanden sein und die weitere Reaktion zum Spinacin muss nicht passiert
sein, daher muss man den Rickstand chromatographisch auftrennen und mittels eines NMR-

Experiments aufklaren.
Die Umsetzung des Histidinbenzylesters mittels Formaldehyd in conc. Salzsaure, &hnlich der
Synthese des Spinacinhydrochlorids wiirde auch nicht zum gewiinschten Ergebnis flihren, da der

Benzylester das nicht aushalten wiirde und Benzylalkohol abgespalten wird.

Die Synthese von Spinacinmethylester wurde schon in der Literatur®® beschrieben, trotzdem

wurde versucht einen lipophileren Spinacinbenzylester herzustellen.

2.4.2.2 Syntheseversuch des Spinacinbenzylesters mittels Thionylchlorid

In der Literatur wird die Synthese von Aminosaurenbenzylester mittels Thionylchlorid
folgendermaBen beschrieben’>. Thionylchlorid wird tropfenweise einer Suspension der

Aminosaure in Benzylalkohol unter Kihlung hinzugetropft Danach erhitzt man Uber dem
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Dampfbad fir finf Stunden. Man fligt so lange Diethylether, hinzu bis eine Triibung entsteht und
stellt den Ansatz danach in den Kihlschrank. In diesem Syntheseversuch wurde mit dem
Rohprodukt aus der Spinacinsynthese gearbeitet. Die Reaktionsdauer wurde auf 24 Stunden
erhoht und anstatt Gber einem Dampfbad zu arbeiten, wurde auf 90-100 °C erhitzt. Nach den
24 Stunden war noch immer eine Suspension vorhanden. Es wurde Ether hinzugefiigt und
filtriert. Der Filterkuchen wurde noch mit weiterem Ether gewaschen. Bei dieser Synthese kam

es zu keinem Umsatz, weil sich das Edukt nicht geldst hat.

2.5 Syntheseversuche von 2-Amino-3-(1H-Imidazol-1-yl)-

propansaure-Derivaten

2.5.1 Synthese von Z-L-B-lacton

Die Idee hinter der Synthese von Z-L-B-lactonen ist die Herstellung von optisch reinen 2-Amino-
3-(1H-Imidazol-1-yl)propansdurederivaten, die, wenn man die Struktur betrachtet, dem Histidin
strukturell sehr ahnlich sind, genauer gesagt ein Isomer darstellen. Man bedient sich fir die
Herstellung des B-lactons der sogenannten Mitsunobu-Reaktion, welche in diesem Fall zu einer
Cyclisierung von NH2(a) geschiitzten Beta-Lactonen verwendet wird. Diese sind aufgrund ihrer
Ringspannung relativ reaktiv und kénnen bei der Offnung sowohl Amide, aber auch die in diesem
Fall die gewlnschten Aminosauren bilden. In den meisten Vorschriften wurde
Dimethylazodicarboxylat (DMAD) verwendet. Dieses ist aktuell aber nicht erhaltlich®® .Anstatt

dessen verwendet man Diethylazodicarboxylat (DEAD) oder Diisopropylazodicarboxylat (DIAD).

Bei der Mitsunobu-Reaktion handelt es sich um die oxidative-reduktive Kupplung eines
Pronucleophils, wie einer Carbonsdure, mit z.B. primaren und sekundadren Alkoholen unter
Wasserabspaltung. Einerseits setzt man ein oxidatives Azo-Reagens, andererseits ein Phosphan-
Reagens, welches zur Reduktion dient, ein. Man kann dadurch neben Estern auch Lactone
herstellen.”® Als reduktives Reagens verwendet man Triphenylphosphin, als oxidatives Reagens

Azodicarbonsdurealkylester.).
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Abb.6: der Reaktionsmechanismus des L-Z-Serins zum B-Lacton
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2.5.1.1 Umsetzung unter Mitsunobu-Bedingungen
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Laut Literatur’’ arbeitet man unter Argon und alle Reagentien sind werden frisch destilliert oder
getrocknet. Einer Losung aus getrocknetem Triphenylphospin in wasserfreiem Tetrahydrofuran
wird unter Rihren destilliertes Dimethylazodicarboxylat tropfenweise bei -78°C (ber zehn
Minuten hinzugefiigt. Nach zehn Minuten wird getrocknetes Z-Serin in Tetrahydrofuran Gber 15
Minuten tropfenweise der weiBen schlammigen Masse bei -78°C hinzugefligt. Die Mischung wird
fir 20 Minuten bei -78°C und danach zweieinhalb Stunden bei 20 °C gerihrt. Das Lésungsmittel
wird unter Vakuum entfernt und der Rlckstand mit Flashchromatographie aufgetrennt.
Laufmittel ist 45% Ethylacetat/55% Petrolether.

Um eine Temperatur von -78 °C zu erreichen wurde eine Kaltemischung aus Trockeneis in Aceton
hergestellt. Zur Detektion auf der DC-Platte verwendet man eine 0,04% Bromkresolgrinldsung,
die durch Zugabe von Natronlauge blau gefarbt wurde. Im Anschluss erhitzt man die Platte.
Dadurch erhalt man ein gelb gefarbtes B-Lacton auf blauen Hintergrund. Hier entsteht ein
Problem in der Aufreinigung, aber auch in der Detektion. Es wurden DC-Platten auch mit einem
Tauchreagens behandelt, wodurch ein neuer Spot entdeckt wurde, welcher einen etwas
geringeren Rf-Wert als das Lacton besitzt. Die Trennleistung bei der Verwendung von DEAD ist

hoéher als bei der Verwendung von DIAD, wodurch man zu DEAD tendieren sollte.
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2.5.1.2 Umsetzung des Z-L-B-lactons zu Histidinisomeren

13a: R=H
13b: R=CH,

Ausgehend vom B-Serin-Lacton (12) versucht man eine Aminosaure herzustellen, indem man
den Lactonring 6ffnet. Es wird bei Ratemi et al.”® erwahnt, dass die Ausbeute der Aminoséaure
bei Verwendung von Acetonitril als Losungsmittel im Vergleich zu Serinamid bei 95:5 liegt. Bei
der Offnung des Lactons bestehen néamlich zwei Méglichkeiten: 1) Der Imidazolring bildet an der
Carbonsaure ein Amid, oder er bildet 2) die gewlnschte Aminosaure indem eine N-Alkylbindung
zum B-Kohlenstoff entsteht. Um die Ausbeute zu erhéhen, kann auBerdem zuerst das reaktivere
TMS-Imidazol hergestellt werden. Laut Literatur’® wird Hexamethyldisilazan (HMDS)
tropfenweise einer Ldsung mit Imidazol in Toluol unter Argon hinzugefligt, dann wird die
Reaktionsmischung flr drei Stunden unter Rickfluss erhitzt. Die Reaktionsmischung wird unter
reduziertem Druck bis zur Trockene eingeengt. Die Destillation des Rickstandes ergibt ein
farbloses Ol. Das Produkt kann bei 0 °C unter Argon aufbewahrt werden. Nun wird laut Literatur
Trimethylsilylimidazol in trockenem Acetonitril Boc-Serin-Lacton in trockenem Acetonitril Uber
funf Minuten tropfenweise unter Argon hinzugefligt. Die Mischung wird flir 28 Stunden gerihrt.
Danach wird die Reaktion in einem Eis-Wasserbad gekihlt und eine kalte wassrige 0.1 M
Ammonchlorid-Lésung hinzugefigt. Die Mischung wird auf Raumtemperatur erwarmt und far
finf Minuten gerihrt. Die wassrige Phase soll dreimal mit Dichlormethan extrahiert und mittels
Cis-Kartuschen [Gradient, Wasser:Methanol, (100:00)bis (90:10)] extrahiert werden, wodurch

man eine weiBe Festsubstanz erhalt.
Zuerst wurde versucht TMS-Imidazol herzustellen. Zwar war es nicht maéglich, dieses durch

Destillation weiter aufzureinigen, das nach der Synthesevorschrift erhaltene Rohprodukt, ein

klares, schwach gelbes Ol, wurde trotzdem weiter eingesetzt.
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2.5.1.2.1 Syntheseversuch von 2-Benzyloxycarbonylamino-3-(1H-imidazol-1-

yl)-propansaure

Um dieses Produkt herzustellen, wurde TMS-Imidazol hergestellt und in Acetonitril unter Argon
gelést. Danach wurde eine Suspension des Z-Serin-Lactons (12) hinzugetropft und fir 28
Stunden gerihrt. Es wurde mit Eiswasser gekihlt und kalte 0.1 M Ammoniumchloridlésung
hinzugefiigt. Es wurde versucht sowohl mit Dichlormethan, als auch mit Ethylacetat zu
extrahieren, jedoch wurde auf diese Weise kein Produkt gewonnen. Die wassrige Phase wurde
eingedampft, was ein gelbes Ol ergab. Dieses Ol wurde in Methanol gelést und mit Diethylether
gefallt. Vom geféllten Produkt wurde ein Massenspektrum bestimmt. Es wurde der Molpeak
[M+H]* = 290 gefunden. Das NMR-Spektrum hingegen gab keinen Aufschlussdariber, ob es
sich um die Aminosaure oder das Amid handelte. Leider wurden von Ratemi et al.”® keine
spektroskopischen Daten angegeben, um diese zu vergleichen. Deshalb wird diese Synthese als
Fehlschlag bewertet. In einem weiteren Versuch wurde die organische Phase nach den 28
Stunden eingedampft, der Rickstand in Methanol gelést und unter Eisklihlung Thionylchlorid

hinzugetropft, um den Methylester zu erhalten. Aber auch dieser konnte nicht extrahiert werden.

2.5.1.2.2 Syntheseversuch von 2-Benzyloxycarbonylamino-3-(2-methyl-1H-

imidazol-1-yl)-propansdure

Es wurden auch Syntheseversuche ohne die Verwendung des TMS-Imidazols und nur durch
Verwendung von Methylimidazol anstatt des Imidazols durchgeflihrt. So wurde Imidazol in
Acetonitril unter Argon gelést und Z-Serin-Lacton (12), welches in Acetonitril gelést war,
hinzugetropft. Danach wurde wieder flr 28 Stunden gerthrt. Nun wurde die organische Phase
eingedampft und der Rickstand in Methanol gelést und durch Zugabe von Diethylether

ausgefallit.

Auch hier wurde mittels des Massenspektrums der passende Molpeak von [M+H]* = 304
gefunden, jedoch war das NMR aufgrund anderer Substanzen nicht auswertbar. Eine weitere
Methode zur Trennung wurde nicht angewandt, weshalb diese Synthese als Fehlversuch bewertet

wurde.

Bei den vorherigen zwei Synthesen wurde zwar der gewiinschte Molpeak gefunden, jedoch
konnte nicht festgestellt werden, ob es sich dabei um die Aminosaure oder das Serinamid
handelte. NMR-Daten in der Literatur hatten das erleichtert. AuBerdem war die Extraktion nicht
einmal mittels Ethylacetat méglich. Das Produkt scheint sehr polar zu sein. Die Umsetzung zum

Methylester und anschlieBender Extraktion war auch nicht méglich.
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2.6 Resultate/Diskussion

Ziel war es Histidinderivate und Isomere des Histidins herzustellen. Dies stellte sich schwieriger
heraus als erwartet. Zuerst mussten die Carbonsduregruppe und die a-Aminogruppe geschitzt
werden. Der Schutz des a-Stickstoffs mittels Benzyloxycarbonylschutzgruppe hat zum Beispiel
nicht funktioniert, unabhangig von der verwendeten Synthesevorschrift. Dies wurde durch
EinfGhrung der Phthalylgruppe gelést. Auch die Einfiihrung der Phthalylschutzgruppe bereitete
Probleme, es konnte aber ein Histidinbenzylester auf diese Art umgesetzt werden. Durch

Abspalten des Benzylesters kann man 3 erhalten.

Der Schutz der Carboxylgruppe erfolgte durch Veresterung. Sowohl die Synthese de
Benzylesters als auch des Methylesters erwiesen sich als erfolgreich. Es wurde versucht die
Aminosdureester als freie Base zu extrahieren. Das war nicht einmal mit Ethylacetat mdglich.
Daher wird vermutet, dass der freie Aminosaureester trotzdem noch zu polar fir eine Extraktion
ist. Die Derivatisierung durch Acylierung am Imidazolstickstoff wurde sowohl mit
Carbonsaureanhydriden als auch mit Carbonsaurechloriden durchgefiihrt. Die Umsetzung mit
Anhydriden war nicht erfolgreich, die Synthese mittels Saurechloriden war nur mit 3,3-
Dimethylbuttersaurechlorid maglich. Da am m-Stickstoff des Imidazolrings moglicherweise keine
Umsetzung erfolgte, wird es bei weiteren Synthesen zur Racemisierung im Kopplungsschritt

kommen.

Die Synthese des Histidinisomers konnte nicht verwirklicht werden, da es nicht aufgereinigt
werden konnte und deshalb keine Aussage getroffen werden kann, welches Produkt entstanden
ist. Auch die Umsetzung zu einem Methylester war nicht erfolgreich, zumindest konnte nach
Zugabe von Thionylchlorid in Methanol dieser nicht extrahiert werden.
Die Rigidisierung durch Formaldehyd brachte zwar ein Ergebnis und deutet darauf hin, dass eine
Umsetzung erfolgt ist, konnte aber auch nicht aufgetrennt werden. Trotzdem hatte gerade dieser
Ansatz sehr viel Potential. Um die groBe Anzahl an Konkurrenzprodukten zu verringern, sollte

eine Synthese mit milderen Bedingungen gefunden werden.
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3 EXPERIMENTELLER TEIL

3.1 Gerate und Methoden

3.1.1 Gerate und Reagenzien

Glasgerate wurden, wenn wasserfrei gearbeitet wurde, im Trockenschrank bei 150 °C gelagert,
danach zum Abkihlen in den Exsikkator gestellt. Um unter Schutzgas zu arbeiten, wurde das
eingeleitete Argon getrocknet. Flissige Reagenzien wurden vor der Verwendung mit der Blchi-

Apparatur oder Bachit-Apparatur destilliert.

Reagens Firma
2-Methylimidazol Sigma-Aldrich
3,3-Dimethylbuttersaurechlorid Sigma-Aldrich

Benzylalkohol

B-Cyclodextrin
Chlorameisensaurebenzylester
Diethylazodicarboxylat (DEAD)
Essigsaureanhydrid
Formaldehydlésung 37%
Hexamethyldisilazan (HMDS)
Imidazol

L-Histidin

L-Serin
N-(Ethoxycarbonyl)phthalimid
Para-Toluolsulfonsaure-Monohydrat
Phthalsaureanhydrid
Pivalinsaureanhydrid
Pivalinsaurechlorid
Thionylchlorid
Triphenylphosphin

3.1.2 Losungsmittel

Riedel-de Haén
Fluka

Acros Organics
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Acros Organics
Acros Organics
Acros Organics
Bachem

Acros Organics
Fluka
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Losungsmittel wurden, wenn wasserfei gearbeitet wurde, getrocknet. Tetrahydrofuran wurde in
einer Destilationsapperatur unter Argon mit elementarem Natrium getrocknet und Benzophenon
als Indikator getrocknet. Die Trocknung von Dichlormethan erfolgte in derselben
Destillationsapperatur durch Phosphorpentoxid. Acetonitril wurde in HPLC-Qualitdt verwendet
und ist deshalb als wasserfrei anzunehmen, weiters wurde das Acetonitril mit einem

Molekularsieb 3 A getrocknet.
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3.1.3 Dunnschichtchromatographie

Fir die Dinnschichtchromatographie wurden fertige KG60 F254- Folien der Firma Macherey-
Nagel verwendet. Detektiert wurde bei Tageslicht nach Derivatisierung mittels eines
Tauchreagens mit folgender Zusammensetzung: 12.5 g Phosphormolybddnsaure, 5 g Cer(IV)-
Sulfate4H>0, 30 mL H2S04 conc., 470 mL Wasser, oder bei 254 nm.

3.1.4 Saulenchromatographie

Die Rohprodukte wurden an Kieselgel 60 chromatographiert. Die Fraktionen, jeweils 20-40 mL,

wurden in Erlenmeyerkolben aufgefangen.

3.1.5 NMR

Fur die Aufnahme von 'H-NMR und *3C NMR-Spektren wurden Bruker-Advance-Geréte (200 MHz
und 400 MHz) verwendet. Die Proben wurden in CDCIs, aber auch DMSO-ds gelost.

3.1.6 Massenspektrometer

MS-Spektren wurden am Thermo Fischer LCQ Deca gemessen. Die Proben wurden in Methanol

geldést um eine Konzentration von 1 mg/mL zu erhalten.
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3.2. Vorschriften fiir erfolgreiche Umsetzungen

3.2.1 Histidinmethylesterdihydrochlorid(4)

H
H N
N socl \ )
2
\ Z MeOH N
— > o ‘2 HCI
0] 0°C, reflux //
4 16h
H,N 0
H,N OH /
HsC
1 4
(155.15) (242.10)
Durchfihrung:

Einer Suspension aus L-Histidin (5 g, 32.2 mmol, 1) in Methanol wurde Thionylchlorid (2.8 mL,
38.6 mmol, p = 1.631 g/mL bei 25 °C) tropfenweise bei 0 °C hinzugefligt. Die Reaktion wurde
danach fir 16 Stunden unter Riickfluss erhitzt. Nach Beendigung der Reaktion wurde zur
Trockene eingedampft und mehrfach mit Methanol co-evaporiert. Man erhielt als Produkt 7,56 g
(97%) eines weiBen Pulvers.

Summenformel: C7H13CI2N302

Analytik(4):

ESI-MS: [M+H]* = 170

1H NMR (DMSO-ds): & = 9.07 (s, 1 H, Imidazol-C(2)H), 7.50 (s, 1 H, Imidazol-C(4)H), 4.34 (t,
1 H,J=7.45Hz, a-CH), 3.72 (s, 3 H, -OCHs), 3.29 (d, 2 H, J = 5.91 Hz, B-CH2)
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3.2.2 Histidinbenzylesterditosylat(5)

H
N
’ W
N p-TsOH N o
\ W CHCI3 o) ol
. oH - / Ss
30h, reflux 2 OH
0 H,N 0
%
H,N OH
1 5
(155.15) (108.14) (589.68)
Durchfihrung:

Eine Suspension aus L-Histidin(95.4 mmol; 14.81 g) und p-Toluolsulfonsaure-
Monohydrat(232.4 mmol, 44.21 g) wurde in 100 mL CHCIs und 100 mL Benzylalkohol fir 30
Stunden an einem Wasserabscheider fir Lodsungsmittel mit hdherer Dichte als Wasser, unter
Ruckfluss erhitzt. Dabei wurden 9 mL Wasser abgeschieden. Danach kihlt man ab, entfernt das
CHCIs mit dem Rotavapor und wurde Uber das Wochenende (mehr als ein Tag!) unter Kihlung
mit 300 mL Diethylether im Kihlschrank stehen gelassen. Man nutscht das ausgefallene Produkt
ab und reinigt es indem man es zuerst wieder in 300 mL Ether resuspendiert, und dann erneutem

Abnutschen mit 1000 mL Ether wéascht. Man erhalt 54,55 g (97%) eines weiBes Pulvers.

Summenformel: C27H31N308S:2

Analytik(5):

ESI-MS: [M+H]* = 246 (freier Ester)

DC (Methanol/Dichlormethan 3+7): Rf=0.37

'H NMR (200MHz DMSO-ds): d = 8.98 (s, 1 H, Imidazol-C(2)H), 7.11-7.52 (m, 14 H, arom. H),
5.20 (s, 2 H, Phenyl-CH20), 4.41 (t, 1 H, J=7.2, a-CH) 2.29 (s, 6 H, B-CH2)
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3.2.3 Benzyl(2S)-2-(1,3-dioxo-1,3-dihydro-2H-isoindol-2-yl)-3-(1H-
imidazol-4-yl)propanoat (6)

H H
N
i ] Qi
o o (|)| o \/\—o Na,CO, N
X NN \—CH3 CH,Cl /H 0

/ >s
9 “OH 4+ .
——
H,N o o 14h, RT N
HaC
\O

(589.68) (219.19) (375.38)
Durchfihrung:

Flr die Synthese wurde 5 (17.70 g, 30 mmol) eingesetzt und in 30 mL Wasser geldst. Es wurde
mit Na2C0s (2.70 g 25. 47 mmol) auf ca. pH 8 alkalisiert. Es wurde N-(Ethoxycarbonyl)
phthalimid (7.23 g, 33 mmol) in 30 mL Dichlormethan geldst. Die beiden Phasen wurden vereint
und flir 14 Stunden intensiv gerihrt. Nach Beendigung der Reaktion wurden die Phasen getrennt.
Die organische Phase wurde mit gesattigter NaHCOs-Lésung und gesattigter NaCl-Lésung
gewaschen, mit Na2S04 getrocknet und eingedampft. Das entstandene Rohprodukt wird mit in
Ethanol unter Erhitzen gelost und mit Wasser ausgefallt.
Das Fallungsprodukt wurde abgenutscht und mit Wasser und Diethylether gereinigt und danach
bei 50 °C getrocknet.

Ausbeute: 8,63 g (77%)

Summenformel: C21H17N304
Analytik (6):
DC: (Ethylacetat): Rf=0.30

ESI-MS: [M+H]* = 376
Gefunden wurden weiters: [M+Na]*, [M+H+MeOH]*, [M+Na+MeOH]*
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'H NMR (200 MHz, CDCl3): & = 7.81 - 7.67(m, 4 H, aromatische Phthalyl-H's), 7.47(s, 1 H,
Imidazol-C(2)H), 7.30(br, 5 H, aromatische Benzyl-H's), 6.75(s, 1 H, Imidazol-C(5)H), 5.25(dd,
1H, J = 4.95 Hz, J = 9.98 Hza-CH)-5.18(s, 2 HPhenyl-CH20), 3.56(d, 2 H, J = 8.10 Hz, B-CH2)

3.2.5 Benzyl(2S)-3-[1-(3,3-dimethylbutanoyl)-1H-imidazol-4-yl]-2-
(1,3-dioxo-2,3-dihydro-1H-isoindol-2-yl)propanoat (Zc")

H.C
H 3
N 0
\ W 3, 3, - Dimethylbuttersaurechlorid N
N TEA >
0 CH,CI, \ l(l
9] // _— o
\\ N (@] 4h, RT o //
N0 W%
NP Te)
6 s
(375.38) (473.52)
Durchfihrung:

6 (0.75 g, 2 mmol) wurde in einer Mischung aus 5 mL getrockneten Dichlormethan und
Triethylamin  (0.33 mL, 2.4 mmol, p = 0.726 g/mL bei 25 ©°C) geldst.
3,3-Dimethylbuttersaurechlorid (0.30 g, 2.2 mmol) wurden mit 2 mL getrocknetem
Dichlormethan geldst und unter Eiskiihlung zugetropft. Danach rihrt man fir 4 Stunden bei
Raumtemperatur. Danach reinigt man die Phase mit gesattigter NH4Cl-Losung, gesattigter
NaHCOs-Ldésung und gesattigter NaCl-Losung, Nun trocknet man die organische Phase mit
Na>S04 und dampft das Losungsmittel unter Vakuum ein. Das Rohprodukt reinigt man mittels

Flash-Chromatographie, um 0,30g (32%) 7c" zu erhalten.

Summenformel:CasH44N6O9
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Analytik (7cT):

DC: (Ethylacetat) Rf = 0.85

ESI-MS: [M+H]* = 474

'H NMR (200 MHz, DMSO-ds): d = 8.28(s, 1 H, Imidazol-C(2)H), 7.87(br, 4 H, aromatische
Phthalyl-H's), 7.49(s, 1 H, Imidazol-C(5)H), 7.31(br, 5 H, aromatische Phenyl-H's), 5.24(dd,
1 H,J = 3.83 Hz, J = 9.64 Hz, a-CH)-5.20(s, 1 H, Phenyl-CH20), 3.36(d, 2 H, J = 4.27 Hz,

C(B)H2), 2.74(s, 2 H, Dimethylbuttersdureamid C(2)Hz2, 0.90(s, 9 H, Dimethylbuttersdureamid-
C(CH3)3)

3.2.6 Z-L-Serin(11)

o NaHCO, HO—>_/<O
o}
] >\ cl Na,CO, A\
O % o HZO/Aceton y—NH OH
+ — o}

HoN OH 3h, 0 °C,RT
10 11
(105.09) (170.59) (239.22)
Durchfihrung:

Zuerst wurde Na2COs (1.06 g, 10 mmol) und NaHCOs3 (0.42 g, 5 mmol) in 34 mL Wasser/Aceton
(30+4) gelést. Danach wurde L-Serin (0.53 g, 5 mmol, 10) gelést und
Chlorameisensaurebenzylester (1.07 g, 6.25 mmol) unter Eiskihlung hinzugetropft. Danach
rihrt man bei Raumtemperatur fir drei Stunden. Diese Mischung wurde mit Ether gewaschen,
danach wird mit Salzsaure angesduert. Die wdssrige Phase wurde dreimal mit Ethylacetat

extrahiert und eingedampft. Man erhalt 0,87 g (72% Ausbeute) Z-L-Serin (11).

Summenformel: Ci1H13NOs
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Analytik (11):
DC: (Methanol/Dichlormethan 7+3): Rf = 0.5

MS-ESI: [M+H]* = 240

1H-NMR (200 MHz, DMSO-ds): & = 7.36 (m, 5 H, aromatische H's), 5.04 (s, 2 H, Ph-CHz), 4.12-
4.03 (m, 1 H, a-CH), 3.67 (d, 2 H, J = 4.76 Hz, B-CH2)

3.2.7 Benzyl N-[(3S)-2-oxo-oxetan-3-yl]Jcarbamat (12)

HO o)
o M Ph,P
N\ DEAD

/—NH OH THE

0 — 0
78°C, RT, >4O
2,5h HN 0
. /
]
11 12
(239.22) (221.21)
Durchfihrung:

Man arbeitet bei dieser Synthese mit Argon als Schutzgas. Einer Ldsung aus getrocknetem
Triphenylphospin (6.43 g, 24.5 mmol) in 100 mL getrocknetem Tetrahydrofuran wird unter
RUhren destilliertes Diethylazodicarboxylat(2.70 mL, 3.58 g, 24.5 mmol) tropfenweise bei -78°C
Uber 10 Minuten hinzugeftigt. Nach 10 Minuten wird getrocknetes Z-L-Serin(5.84 g, 24.4 mmol,
11) in 100 mL getrocknetem Tetrahydrofuran Uber 15 Minuten tropfenweise der weil3en
schlammigen Masse bei -78 °C hinzugefligt. Die Mischung wird fir 20 min bei -78 °C und danach
2.5 h bei 20 °C gerthrt. Das Lésungsmittel wurde danach unter Vakuum entfernt und der
Ruckstand mit Flashchromatographie (PE/EtOAc = 55+45) aufgetrennt.

Man erhdlt 1.82 g (34% Ausbeute) reines Produkt (Qualitat 1) und 1.73 g (32% Ausbeute) mit
DEAD verunreinigten Fraktion (Qualitat 2).
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Summenformel: C22H24N209

Analytik(12)

DC Petrolether/Ethylacetat (1+1): Rf=0.40

MS-ESI: [M+H]* = 222

IH NMR (400 MHz, CDCl3): & = 7.42-7.33(m, 5 H, aromatische H's), 5.61(d, 1 H, a-NH-CO-),
5.19-5.12(m, 3 H, Phenyl-CH20, a-CH), 4.49-4.44(m, 2 H, B-CH2)

13C NMR (400 MHz, CDCl3z): d = 168.73 (Carboxyl-C), 155.21 (Carbamat-C), 135.43 (quartéares
Phenyl-C), 128.62-128.34 (aromatische Phenyl-C), 67.79 (B-C), 66.32(Phenyl-CH20), 59.60 (a-
C)
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5 ANHANG

Zusammenfassung:

Fir die Herstellung von peptidischen MC1-Rezeptoragonisten wurde der Zugang zu Derivaten
und Isomeren des L-Histidins geprift. Die Bildung des L-Histidinmethylesters als auch des
L-Histidinsbenzylesters war erfolgreich. Hingegen war die EinfiUhrung der Z-Schutzgruppe, als
auch der Phthalylschutzgruppe am L-Histidin nicht mdglich. Trotzdem konnte ein Phthalylschutz
am Histidinbenzylester erfolgreich durchgefihrt werden. Die anschlieBende Acylierung am
Imidazolring durch Essigsaureanhydrid und Pivalinsaureanhydrid fihrte zu keiner Umsetzung.
Wadhrend die Verwendung von Acetylchlorid und Pivalinsaurechlorid auch nicht zur
Produktbildung flihrten, war die Acylierung durch 3,3-Dimethylbuttersaurechlorid hingegen
erfolgreich. Bei der Synthese von Spinacin wurde zwar Produkt erhalten, jedoch war eine
Auftrennung des Rohproduktes nicht moglich. Ausgehend von L-Serin wurde Z-L-Serin
erfolgreich hergestellt. Auch die Umsetzung zum Z-L-Serin-B-Lacton war maoglich. Die

Ring6ffnung und Bildung von Histidinisomeren war nicht von Erfolg gekennzeichnet.

Abstract:

To produce a peptide melanocortine-1-receptor agonist, the access of derivatives and isomers
of L-Histidine was tested. The synthesis of L-Histidine methyl ester and L-Histidine benzyl ester
was successful. The introduction of the Z- and phthaloyl protecting group to L-Histidine was not
possible. The phthaloyl protection of the Histidine benzyl ester could be performed. The following
acylation of the imidazole ring was not possible by using acetic anhydride and pivalic anhydride.
Also the use of acetyl chloride and pivalic acid chloride didn't lead to generation of product.
However the use of 3,3-dimethylbutyric acid chloride was successful. The synthesis of spinacine
lead to a raw product, the separation was impossible. The conversation of L-Serine to Z-L-Serine
could be performed just as the generation of the Z-L-Serine-B-Lactone. The opening of the

lactone ring to get a histidine isomer could not be achieved.
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