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1 Einleitung

Als Biotransformation wird die Umwandlung endogener (z.B. nieder-
molekulare Signalstoffe, Gallenfarbstoffe) und exogener Substanzen
(z.B. Arzneistoffe) durch den Organismus bezeichnet. Diese vorwiegend
enzymatischen Prozesse sind besonders fiir die Eliminierung von meist
lipophilen Xenobiotika von groer Bedeutung. Diese wiirden ohne eine
Biotransformation aufgrund ihrer hohen Resorbierbarkeit und durch
Riickresorption aus dem hepatischen Kreislauf nicht oder nur langsam aus
dem Organismus eliminiert werden. Viele der fiir Biotransformations-
reaktionen verantwortlichen Enzyme befinden sich in den Mikrosomen des
endoplasmatischen Retikulums von Hepatozyten. Auch in anderen Organen
wie Darm, Niere, Lunge, Haut und Blut finden Biotransformationen statt.
Dieser extrahepatische Stoffwechsel spielt aber eine untergeordnete Rolle.
Die Xenobiotika werden nach Absorption und Verteilung im Organismus
iiber die Vena portae zur Leber transportiert und diffundieren in die
Hepatozyten. Am endoplasmatischen Retikulum erfolgen die Biotrans-
formationsreaktionen. Die hydrophilen Metabolite gelangen dann zuriick in
das Blut oder in die Gallenkapillaren und werden renal oder biliédr eliminiert.
Die Biotransformationsreaktionen werden in zwei Gruppen klassifiziert. Die
Reaktionen der Phase I fithren zu hydrophileren Strukturen, die der Phase 11
zu Konjugaten der Xenobiotika mit korpereigenen Substanzen des
Intermediirstoffwechsels (Abbildung 1-1).

Arz.ne'lstof.f Phase I-Reaktionen Metabqllt Phase II-Reaktionen Konjugat
(meist lipophil) (hydrophil, (hydrophil,
teilweise eliminierbar)
Oxidation eliminierbar) Glucuronidierung
Reduktion Sulfatierung
Hydrolyse Acetylierung

Methylierung
Konjugation mit Glycin
oder Glutathion

Abbildung 1-1 Biotransformation eines Arzneistoffs im menschlichen Organismus

Wihrend fiir die Reaktionen der Phase II ausschlieBlich Transferasen
verantwortlich sind, werden die Reaktionen der Phase I iiberwiegend durch
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Dehydrogenasen, Esterasen, Reduktasen und Monooxygenasen des
Cytochrom P450-Systems katalysiert.

Die meisten Arzneistoffe erfahren durch die Biotransformation eine
Inaktivierung. Es kann aber auch z.B. bei der Gabe von Paracetamol zur
Bildung toxischer Metaboliten kommen. Um eine bessere Resorption,
langere Wirkungsdauer oder eine erhohte Selektivitidt von Arzneistoffen zu
erreichen, werden vermehrt pharmakologisch inaktive Prodrugs eingesetzt,
die erst durch die Biotransformation aktiviert werden'.

1.1 Das Cytochrom P450-Enzymsystem

Die groflte Bedeutung bei der Katalyse von oxidativen Biotransformations-
reaktionen hat das Cytochrom P450-Enzymsystem. Es katalysiert den
groften Teil der Phase I-Reaktionen mit geringer Substratspezifitit und ist
ubiquitdr, vornehmlich jedoch in der Leber konzentriert. Cytochrom P450
gehort zu der Gruppe der Hamthiolatproteine. Das Apoprotein besteht aus
etwa 500 Aminosduren, die prosthetische Gruppe aus einem FEisen-
Protoporphyrin IX-Chromophor. Nach Reduktion in Gegenwart von
Kohlenmonoxid (CO) zeigt der Eisen(I)-CO-Komplex des Cytochrom P450
ein Absorptionsmaximum bei 450 nm. Die Eisen(II)-CO-Komplexe anderer
Héamproteine, wie auch Hidmoglobin, zeigen Absorptionsmaxima bei Licht
der Wellenldnge 420 nm, da sie anstelle eines elektronenreichen Cysteins als
proximalen Liganden ein Histidin tragen. Diese Beobachtung war fiir
Cytochrom P450 namengebend.

Aufgrund der Unterschiede zwischen den kodierenden Genen werden derzeit
12 Isoenzym-Familien differenziert, die sich ihrerseits jeweils weiter
unterteilen lassen und insgesamt mehr als 500 Enzyme umfassen’.
Cytochrom P450-abhidngige Monooxygenasen katalysieren die reduktive
Spaltung von molekularem Sauerstoff. Hierbei wird nur ein Sauerstoffatom
des Molekiils auf das Substrat iibertragen, das andere wird zu Wasser
reduziert. Die notwendigen Reduktionsdquivalente werden von NADPH
bereitgestellt und von dem Flavoprotein NADPH-Cytochrom P450-
Reduktase iibertragen (Abbildung 1-2)°.



unpolares Substrat

Cytochrom P450 Cytochrom P450

\ / (red) Reduktase (0x) NADPH + H*
H,0 / \, Cytochrom P450 Cytochrom P450 NADP*
A

O,

(ox) Reduktase (red)

oxygenierter Metabolit

Abbildung 1-2 Elektroneniibertragungsschema fiir die Monooxygenierung von Substraten
durch Cytochrom P450 in Mikrosomen der Leber

Das Cytochrom P450-Enzymsystem katalysiert aliphatische und aromatische
Hydroxylierungen, N-Hydroxylierungen, Epoxidierungen olefinischer und
aromatischer Doppelbindungen, oxidative N-, O- und S-Desalkylierungen,
oxidative Desaminierungen und Oxidationen von Thioethern und tertidiren
Aminen zu Sulfoxiden und N-Oxiden (Schema 1—1)2. Die durch
Cytochrom P450 gebildeten Epoxide werden zu einem grofen Teil direkt
zum ftrans-Diol gespalten. Dennoch triagt die Bildung von Epoxiden zur
metabolischen Toxifizierung im Organismus bei. Benzo[a]pyren als
polyzyklischer aromatischer Kohlenwasserstoff wird erst durch die
Epoxidierung zum 7,8-Dihydro-7,8-dihydroxybenzo[a]pyren-9,10-oxid und
zum Benzo[a]pyren-4,5-oxid zu einem starken Kanzerogen und Mutagen.
Dieser Metabolismus ist fiir die Pathogenese des Bronchialkarzinoms bei
Rauchern verantwortlich”.

" Benzo[a]pyren wird nach IUPAC als Benzo[d,e.f]chrysen bezeichnet. Weitere Synonyme sind
6,7-Benzopyren, 3,4-Pyren, 3,4-Benzpyren sowie 3,4-Benz[a]pyren.
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+ 3 /N_H
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Schema 1-1 Beispiele fiir Monooxygenasereaktion katalysiert vom mikrosomalen
Cytochrom P450

Schema 1-2 zeigt den heute akzeptierten zyklischen Mechanismus der
oxidativen Substratumwandlung durch Cytochrom P450°. Im ersten Schritt
(1) wird durch die Bindung des Substrats an eine der Bindungsstellen in der
Nihe des aktiven Zentrums des Enzyms Wasser als sechster Ligand des
Héam-Eisens verdriangt, und Eisen(Ill) geht unter Anstieg des Redox-
potentials in einen fiinffach koordinierten High-spin-Zustand (2) iiber. Durch
die Ubertragung eines Reduktionsiquivalents von NADPH iiber die
Flavoproteine FAD und FMN der NADPH-Cytochrom P450-Reduktase
(siehe Abbildung 1-2) kommt es zur Ausbildung des High-spin-Eisen(II)-
Komplexes (3). Die Aufnahme des molekularen Sauerstoffs fiihrt zu der
Bildung des Low-spin-Eisen(Ill)-Superoxo-Komplexes (4). AnschlieBend
wird ein zweites Reduktionsidquivalent von NADPH iiber die NADPH-
Cytochrom P450-Reduktase unter Bildung des Peroxo-Komplexes iiber-
tragen (5).



Reduktiver Teil

H,O

R-H

O

R-H = Substrat

H,O
Oxidativer Teil

Schema 1-2 Mechanismus der Oxidation von Kohlenwasserstoffen  durch
Cytochrom P450 (dargestellt ist die Enzymbindungstasche)

Es kommt mit Hilfe zweier Protonen des oxidierten Flavoproteins zu einer
Disproportionierung des Sauerstoffs unter Wasserabspaltung und zur
Ausbildung einer hoch-oxidierten Zwischenstufe des Eisens (6), welche als
Oxenoid oder Eisen-Oxo-Komplex bezeichnet wird.

Es werden auBer der Oxenoid-Spezies von Vaz und Mitarbeitern’ noch zwei
weitere zur Oxygenierung von Substraten befdhigte Spezies diskutiert. [hnen
werden unterschiedliche katalytische Eigenschaften zugesprochen. So
werden durch die Superoxo-Spezies (siehe Schema 1-2, 4) vornehmlich
nukleophile Reaktionen, durch die Hydroperoxo-Spezies nukleophile und
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elektrophile Reaktionen und durch die Oxenoid-Spezies (6) speziell
elektrophile Reaktionen katalysiert.

Das Substrat kann nun mit dem aktivierten Sauerstoff zum oxygenierten
Produkt reagieren und dissoziieren, wihrend das Oxyferrylkation unter
Wasseranlagerung in den Grundzustand zuriickkehrt.

Als ,Peroxid-Shunt’ bezeichnet man die Umgehung der Schritte der
Reduktion und der Sauerstoffanlagerung, indem man zu Cytochrom P450-
Enzymen mit gebundenem Substrat Peroxid (ROOH) hinzufiigt, welches
unmittelbar zur Bildung der Oxenoid-Zwischenstufe (6) und anschlieend
zur Substratoxygenierung fiihrt’.

o OH
/ /
O o) 0
N \ T—N v NT !/N
/ F'" Fé” / / +Fe’ /
N ; N N N
S S H,0 S
/ /
Cys CyS Cys
Superoxo-Eisen Hydroperoxo-Eisen Oxenoid-Eisen

Vaz, A. D. N., McGinnity, D. F., Coon, M. J.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 3555-3560 (1998).

Im biomimetischen Modellsystem wird das Cytochrom P450 durch einen
niedermolekularen Metallkomplex (Metalloporphyrin, Salen) ersetzt. Das
Bereitstellen von aktiviertem Sauerstoff erfolgt durch die Zugabe von
chemischen Sauerstoffdonatoren. Dadurch liegt der Sauerstoff formal auf der
Oxidationsstufe des Sauerstoffs im Wasser. Man spricht von so genanntem
vorreduzierten Sauerstoff. Der mechanistische Ablauf entspricht dem in
Schema 1-2 dargestellten und verliuft tiber den Peroxid-Shunt.
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1.2 Nutzen biomimetischer Modelle

Biotransformationsstudien sind Bestandteil gesetzlich geregelter Zulassungs-
verfahren fiir neue Arzneistoffe. Diese werden zunéchst an Tiermodellen
durchgefiihrt, bevor der neue Arzneistoff in den klinischen Phasen der
Zulassung am Menschen getestet wird. Da hierfiir erhebliche Mengen des zu
untersuchenden Arzneistoffs benétigt werden und Tierversuche auf ein
Minimum reduziert werden sollten, wurden in den letzten Jahren vermehrt
biologische und chemische Modelle fiir Biotransformationsuntersuchungen
etabliert.

Durch Alternativmethoden sind aber nicht alle Tierversuche ersetzbar, da die
komplexen Vorginge im Organismus nicht vollstindig simuliert werden
koénnen. Dennoch konnen Untersuchungen an Zell- und Gewebekulturen,
Beobachtungen an isolierten Organen, Computersimulationen oder
biomimetische Modelle als Ergidnzungs- oder Komplementirmethoden
dienen. Die biomimetischen Modelle fiir Monooxygenierungen stellen
chemisch-katalysierte Analogsysteme dar. Genaue Vorhersagen iiber die
Bildung von Metaboliten im Organismus sind mit diesen Modellen bisher
nur schwer moglich, da Enzyme und chemische Katalysatoren sich
grundsitzlich voneinander unterscheiden. Dies betrifft z.B. Aussagen iiber
die Eigenschaften der Substratbindung, der Enzyminduktion und -inhibition.
Es besteht aber die Moglichkeit, Informationen iiber die Reaktivitit von
Arzneistoffen und deren Stabilitit gegeniiber oxidativen Angriffen zu
erhalten. Des Weiteren ist es realisierbar, groere Mengen von
entsprechenden Metaboliten zu gewinnen und zu untersuchen®. Die in
groBeren Mengen erhaltenen moglichen Metabolite konnen auch zur
Identifizierung von Metaboliten in vivo fiihren.

In den vergangenen Jahren wurden immer effizientere Modellsysteme fiir
Monooxygenierungsreaktionen entwickelt’”. Ziel dieser Arbeit war eine
Optimierung dieser Modellsysteme unter FEinsatz verschiedener Kombi-
nationen von niedermolekularen Metallkomplexen und Sauerstoffdonatoren
in verschiedenen neuen Reaktionen, die ebenfalls Cytochrom P450-
katalysierte Biotransformationsreaktionen darstellen.

Unter den niedermolekularen Metallkomplexen, die als Katalysatoren im
Modellsystem eingesetzt werden, wurde die Auswahl auf die Gruppe der
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Metalloporphyrine begrenzt. Um diese effizienter nutzen zu konnen, war
eine Immobilisierung an Trigermaterialien gefordert. Dadurch kann die
Stabilitdt der Katalysatoren gegeniiber oxidativen Angriffen und deren
Belastbarkeit erhoht werden. Eine Wiedergewinnung der Metalloporphyrine
wird ermdglicht, wofiir besonders die hohen Beschaffungskosten sprechen.
Bei der Immobilisierung von Katalysatoren kann ein Verlust der
katalytischen Aktivitdt nicht ausgeschlossen werden. In dieser Arbeit sollte
demzufolge zunichst eine Methode zur quantitativen Bestimmung der
Belegung von Metalloporphyrin am Tréagermaterial und anschlieend eine
Methode zur Bestimmung der Reaktivitit des immobilisierten Metallo-
porphyrins entwickelt werden.

Diese charakterisierten trigergebundenen Katalysatoren sollten dann in
verschiedenen Reaktionen zum Einsatz kommen. Durch Variationen der Art
und Menge der eingesetzten Sauerstoffdonatoren und der Reaktions-
bedingungen sollte die Umsetzung verschiedener Substrate optimiert
werden.

Anzumerken sei noch, dass in dieser Arbeit, wie auch unter Enzymologen
tiblich, zwischen Oxygenierung und Oxidation differenziert wird. Als
Oxygenierung wird die Inkorporierung eines Sauerstoffatoms in ein
organisches Substrat bezeichnet, als Oxidation die Ubertragung von
Elektronen von einem organischen Substrat auf ein Oxidans, welches als
Elektronenakzeptor fungiert.



2 Biomimetische Modellsysteme

2.1 Einleitung und Literaturiibersicht

In Schema 2-1 ist analog zu den durch Cytochrom P450-katalysierten
Monooxygenasereaktionen (Schema 1-1) eine Ubersicht iiber die durch
biomimetische Modelle moglichen Reaktionen dargestellt. Bis auf wenige
Ausnahmen sind die Modelle in der Lage, den korpereigenen Metabolismus
zu imitieren.

c) ?I
S
R1/ R,
d) R\
N—0~
Rs + S
2F< R|\ R‘/ \R2
RZ:/N
+ 3
H.C
CH s
3 ! FEC—NH2 Biomimetische R1\
o , G | «E +{[ Modellsysteme fiir /I > N—OH
R HO7\R . CyP 450-abhingige 7 Ri\ Rz/
+ NH, Monooxygenasereaktionen + /N*H
+ 5 (‘3H3 k

v ,CHs
R—OH R—N
+ HCHO H
+ HCHO

Schema 2-1 Beispiele fiir biomimetische Modelle Cytochrom P450-katalysierter
Monooxygenasereaktionen; a) Hydroxylierung von Phenylalanin'®,
b) Hydroxylierung tertiirer Alkane'', ¢) Oxidation von Diphenylsulfid'?,
d) N-Oxidbildung am Lidocain, e) Desmethylierung von Benzyl-
methylether'?, ) N-Desalkylierung von  Dimethylanilin'?>  und
g) Epoxidierung von Stilben'*
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Balogh und Keseru" erstellten eine Ubersicht iiber die Biotransformations-
reaktionen einiger Arzneistoffe (Phencyclidin, Nicotin, Paracetamol,
Tiagabin, Lidocain, Odapipam, Denaverin-HCI, Diclofenac, Etodolac) in
vivo und mit biomimetischen Modellsystemen. Die Biotransformations-
reaktionen des Lidocains sind dabei von besonderem Interesse. Im
menschlichen Organismus werden die Biotransformationsreaktionen durch
drei  verschiedene Isoenzyme des Cytochrom P450-Enzymsystems
katalysiert (Abbildung 2-1): (a) die oxidative N-Desethylierung, welche
selten mit Acetaldehyd” zu einem zyklischen Metaboliten (b) fiihrt, wird
durch die Cytochrom P450 3A-Unterfamilie katalysiert, (¢) die Hydroxy-
lierung einer Benzylmethylgruppe durch die Cytochrom P450 2B-Unter-
familie und (d) die Hydroxylierung am Aromaten durch die Cyto-
chrom P450 1A-Unterfamilie'®"®.

OH [OH]
[OH] / (c), Metabolit 3

(d), Metabolit 4\
H
N
I
_/

(a), Metabolit 1

(b), Metabolit 2

Abbildung 2-1 Biotransformationsreaktionen des Lidocains in vivo

Fir die biomimetischen Untersuchungen wurden von Carrier und
Mitarbeitern"  verschiedene biomimetische Modellsysteme —eingesetzt.
Entscheidend fiir die Gewinnung der verschiedenen Metaboliten war die
Kombination von verschiedenen Metalloporphyrinen mit unterschiedlichen
Sauerstoffdonatoren und Losungsmitteln. Fiir die selektive Gewinnung des
Metaboliten 1 wird das Lidocain-HCI als Substrat benotigt und fiir die
Gewinnung der Metaboliten 2 und 3 die freie Base. Der Metabolit § wurde
durch die Zugabe von Acetanhydrid gewonnen und konnte in vivo bislang
nicht identifiziert werden. Die aromatische Hydroxylierung in meta-Position,

" Acetaldehyd entsteht im menschlichen Organismus in groBeren Mengen bei iibermiBigem Alkohol-

konsum und ist der Hauptmetabolit des Ethanols.
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welche zu Metabolit 4 gefiihrt hitte, konnte mit keinem biomimetischen
Modellsystem erreicht werden.

Lidocain-HC| H,O,, Imidazol _ §

MnTDCPPCI ; 1 (55%)
o} N*
HCI H, \

H PhlO, Ac,0 N
N; MnTDCPPCI ; 5 (74 %)
0
_/ N\ %

o) N N—\
\
MMPP, pH 3
MnTDCSPPCI
Sau
HO \
H H,O,, Imidazol

N MnTDCPPCI

N\ JN_\

(0) JN_\ Q

4 N (42 %)

OH @)
H
<: gi/:N
2 3 (30 %)
0
2
h

Carrier, M. N., Battioni, P., Mansuy, D., Bull. Soc.Chim. Fr. 130, 405-416 (1993).

Bei allen hier aufgefiihrten Reaktionen waren kaum Nebenprodukte
entstanden. Die teilweise midfigen Ausbeuten beruhten auf einer geringeren
Substratumsetzung.

Metalloporphyrine werden nicht nur als Katalysatoren in biomimetischen
Modellsystemen fiir Cytochrom P450-abhingige Monooxygenasereaktionen
verwendet, sondern auch in artifiziellen Modellsystemen fiir photochemische
Reaktionszentren™, fiir die photodynamische Tumortherapie’ und fiir die
photodynamische Therapie des Nachstars, der sich héufig nach
Kataraktoperationen ausbildet™.
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2.2 Metalloporphyrine

Das chelatisierte FEisen 1m Cytochrom P450-Enzymsystem wird im
Modellsystem durch einen niedermolekularen Metallkomplex imitiert. In den
fiir diese Arbeit ausgewdhlten Metallkomplexen ist das Zentralatom in ein
Tetraarylporphyringrundgeriist eingebettet. In der Literatur sind auch
chelatisierende Geriiste aus Schiffschen Basen beschrieben worden (z.B.
Salene™). Die Reaktivitit des Porphyrinkomplexes ist stark abhingig von der
Wahl des Zentralatoms. Eingesetzt werden redoxaktive Ubergangs-
metallionen, die ein einzelnes Elektron ilibertragen konnen. Oft verwendet
werden die Redoxpaare Fe(Il)/Fe(Ill), Mn(II)/Mn(III) und Pd(II)/Pd(I1D),
vereinzelt finden auch Co(I)/Co(II) und Cu(I)/Cu(Il) Verwendung. Um in
dieser Arbeit verschiedene Tetraarylporphyrine in den Modellreaktionen zu
untersuchen, wurden zwei Gruppen mit unterschiedlichen Eigenschaften
ausgewdhlt: zum einen die perfluorierten Metalloporphyrine 5,10,15,20-Tetrakis-
(2,3,4,5,6-pentafluorophenyl)-porphyrinato-Mangan(III) chlorid (MnTFPPCI,
Abbildung 2-2,1) und  5,10,15,20-Tetrakis-(2,3.4,5,6-pentafluorophenyl)-
porphyrinato-Eisen(IIl) chlorid (FeTFPPCI,2) und zum anderen die
kationischen Porphyrine 5,10,15,20-Tetrakis-(N-methyl-4-pyridyl)-porphyrinato-
Mangan(Ill) pentachlorid (MnT4MPyPCl,3) und 5,10,15,20-Tetrakis-
(N-methyl-4-pyridyl)-porphyrinato-Eisen(IIT) pentachlorid (FeT4AMPyPCI, 4) .

Me R

FF

MnTFPPCI 1 Mn3+
F

FeTFPPCI 2 Fed+
F F
MnT4MPyPCl 3 Mn3* =\,
FeT4MPyPCI 4 Fed+ / cr

Abbildung 2-2 Fiir diese Arbeit ausgewdhlte tetrafunktionalisierte Metalloporphyrine

* Nomenklatur nach TUPAC: [[4,4°,4.4°°-(21H,23H-porphyrin-5,10,15,20-tetrayl)-tetrakis-[ 1 -methyl-
pyridiniumato]]-Eisen/Mangan(V)-N21,N22,N23,N24]-pentachlorid
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Die Absorptionsmaxima von MnTFPPCI und FeTFPPCI liegen bei Licht der
Wellenldnge 475 nm bzw. 415 nm, die von MnT4MPyPCl und FeT4MPyPCl
bei 462 nm bzw. 414 nm. Alle vier Metalloporphyrine lassen sich in den
meisten organischen Losungsmitteln 16sen, die kationischen auch in
wissrigen  Losungen.” Ding und  Mitarbeiter’™  beschrieben die
manganhaltigen Metalloporphyrine gegeniiber den eisenhaltigen als sehr viel
reaktiver. Da in unserer Arbeitsgruppe mit dem eisenhaltigen FeTFPPCl
allerdings herausragende Ergebnisse erzielt werden konnten™, wurden in
dieser Arbeit ebenso die eisenhaltigen Metalloporphyrine untersucht. Eisen-
und manganhaltige Metalloporphyrine katalysieren dieselben Reaktionen,
fiilhren aber hiufiger zu stereochemisch unterschiedlichen Produkten. Im
Gegensatz zu eisenhaltigen Metalloporphyrinen, die eine Epoxidierung von
cis-Olefinen zu cis-Epoxiden katalysieren, entstehen bei der Katalyse mit
manganhaltigen Metalloporphyrinen sowohl cis- als auch trans-Epoxide,
wobei der prozentuale Anteil der trans-Epoxide hidufig sogar iiberwiegt.
Dieser Verlust an Stereospezifitit wurde von Meunier” durch die Bildung
einer radikalischen Spezies erklirt, deren Lebensdauer fiir [somerisierungen
durch Rotation um die entstandene Kohlenstoff-Kohlenstoff-Einfachbindung

ausreicht.
o) '
\ O O  .Ph
2 /N\ -IV/N +
/Mn\ /
N—'fN Ph Ph  Ph
Cl e
-
N// ”\N/

Meunier, B., Bull. Soc. Chim. Fr. 4, 578-594 (1986).

Zhang und Mitarbeiter” untersuchten die Reaktivitit der Oxenoid-Spezies,
die aus MnTFPPCI] und MnT4MPyPCl1 gebildet werden. Das MnT4MPyPCl-
Oxenoid war die erste spektroskopisch charakterisierte Spezies dieser Art.
Die elektronenziehenden Substituenten im MnTFPPCl scheinen die

" Angaben des Herstellers Porphyrin Systems (Liibeck, Deutschland)
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Reaktivitit fiir Substratoxygenierungen, die dieser Komplex katalysiert, stark
zu erhohen. Dennoch wurden auch die kationischen Metalloporphyrine in
der vorliegenden Arbeit gewihlt, da Battioni und Mitarbeiter™ diese fiir
Alkan-Hydroxylierungen und  Alken-Epoxydierungen als effektive
Katalysatoren beschrieben haben.

2.2.1 Theoretische Betrachtung zur Stabilitit der ausgewihlten
Metalloporphyrine

Die fiir diese Modellsysteme eingesetzten Metalloporphyrine sollen sowohl
effiziente Katalysatoren darstellen, als auch gegeniiber starken oxidativen
Angriffen durch die eingesetzten Sauerstoffdonatoren stabil sein. Die
Abwesenheit des zu oxygenierenden Substrats bei Zugabe des
Sauerstoffdonators fithrt héufig zur vollstindigen Zerstorung des
Katalysators. Aber auch in dessen Anwesenheit kann eine Zerstorung des
Katalysators durch einen zu groBen Uberschuss an Sauerstoffdonator
eintreten. Die Stabilitit und die Effektivitit der Metalloporphyrine kann
durch Einfiithren von groen oder elektronenziehenden Substituenten an den
B-Pyrrolpositionen® sowie an den Arylsubstituenten™ erhoht werden, wobei
die Wahl des Sauerstoffdonators und sein molares Verhdltnis zum
Katalysator ebenfalls eine groBe Rolle spielen. Bartoli und Mitarbeiter'
beschrieben bei Versuchen zur Regioselektivitit verschieden substituierter
Metalloporphyrine eine Abhingigkeit des Produktverhiltnisses von Epoxid
zu Alkohol von der Anzahl der Halogensubstituenten am Porphyringeriist.
Hier wurde ein Modell aus Heptan, Cycloocten und Iodosobenzol mit
verschiedenen Metalloporphyrinen untersucht. Die Doppelbindung im
Cycloocten wird normalerweise leichter epoxidiert, als dass eine
Hydroxylierung am Alkan eintritt. Je mehr Halogensubstituenten an das
Porphyringeriist gebunden waren (wobei kein Unterschied bestand zwischen
Substitution an den Arylgruppen oder den Pyrrolringen), desto stédrker
verschob sich das Produktverhiltnis zu Gunsten der Hydroxylierung des
Substrats. Bei Einfithrung weiterer Halogensubstituenten an den Pyrrolring
des FeTFPPCl konnte derselbe Effekt beobachtet werden, allerdings in
untergeordnetem Ausmal. Bezogen auf das MnTFPPCI war der Effekt etwas
groBer. Daraus ldsst sich schlieBen, dass die perfluorierten Metallo-
porphyrine eher zur Substrathydroxylierung eingesetzt werden sollten und
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die kationischen Metalloporphyrine eher fiir Epoxidierungen, wie in den
folgenden Abschnitten dargestellt wird.

Fiir weitere Betrachtungen wurden von den verwendeten Metalloporphyrinen
in Zusammenarbeit mit Lemcke (Abt. Pharmazeutische Chemie, Institut fiir
Pharmazie, Universitit Hamburg) molekulare Modelle generiert. Ausgehend
von Porphyrinmodellen von Prince und Kérner” und Zakrzewski und
Mitarbeitern™ wurden mit dem SYBYL Molecular Modelling Paket’
weitere Liganden entfernt, formale Ladungen festgelegt (Zentralatom +1,
Pyridyl-Stickstoff +1) und nach Gasteiger-Hiickel Ladungen fiir das gesamte
Molekiil berechnet. Mit dem SYBYL Modul Molcad® konnten im Anschluss
Conolly-Oberflichen berechnet werden, auf die dann das elektrostatische
Potential ,gemapt’ wurde (Abbildung 2-3).

Dargestellt ist das elektrostatische Potential von FeTFPPCI (links) und
MnT4MPyPCl (rechts). Versuche mit diesen beiden Metalloporphyrinen und
mit Wasserstoffperoxid als Sauerstoffdonator in Kombination mit Imidazol
(siehe Abschnitt 4.2.4) zeigten, dass die kationischen Metalloporphyrine
bereits durch Zugabe von Wasserstoffperoxid im molaren Verhiltnis von
1:20 vollstindig zerstort wurden, wihrend die perfluorierten Metallo-
porphyrine eine Zugabe von Wasserstoffperoxid im molaren Verhéltnis von
tiber 1:100 unbeschadet {iiberstanden. Durch Filtration wurden die
Metalloporphyrine wiedergewonnen und erbrachten in erneuten Reaktionen
die gleiche katalytische Aktivitdt. Betrachtet man die in Abbildung 2-3
gezeigten elektrostatischen Potentiale, so fillt das im Gegensatz zum
FeTFPPCI deutlich elektropositivere katalytische Zentrum des MnT4MPyPCl
auf. Es ist denkbar, dass ein verstirkter nukleophiler Angriff des
Wasserstoffperoxids eine Zerstorung des Komplexes verursacht, wobei die
Art des Zentralatoms scheinbar eine bedeutende Rolle spielt. Nur Komplexe
mit Metallionen mit hohen Reduktionspotentialen wie Eisen(IIl),
Mangan(III) und Cobalt(IIl) werden durch die Zugabe von Wasserstoff-
peroxid zerstort, Komplexe mit beispielsweise Cr(III), Cu(Il) und Zn(II)
bleiben stabil®.
Zerstorung von Protoporphyrin IX und einem synthetischen Metallo-

Schaefer und Mitarbeiter’® beschrieben die oxidative

porphyrin zu Maleinsdureimid und verschiedenen Pyrrol-Spezies, bei der
nicht nur Wasserstoffperoxid, sondern auch die entstandene Oxenoid-
Spezies die Zerstorung des Komplexes forciert.
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Abbildung 2-3 Elektrostatisches Potential von FeTFPPCIl (links) und MnT4MPyPCl
(rechts), berechnet von Lemcke mit dem SYBYL Molecular Modelling
Paket™. Auffallend ist das deutlich positivere elektrostatische Potential
des MnT4MPyPCl, welches eine Zerstorung durch den oxidativen
Angriff eines Sauerstoffdonators begiinstigt.
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2.3 Sauerstoffdonatoren und Cofaktoren

Um den oxidativen Teil des katalytischen Zyklus des Cytochrom P450 zu
imitieren, werden synthetische Sauerstoffdonatoren eingesetzt, die bereits
aktivierten Sauerstoff liefern. Dadurch wird der katalytische Zyklus tiber den
Peroxid-Shunt abgekiirzt.

Als Sauerstoffdonatoren werden Peroxoverbindungen (Peroxide, Periodate,
Persulfate, Persiduren), hypervalente Iodverbindungen (Iodosobenzol, Penta-
fluoriodosobenzol), Hypochlorite und N-Oxide eingesetzt.

Die in dieser Arbeit eingesetzten Sauerstoffdonatoren und Cofaktoren sind
im Folgenden aufgefiihrt.

2.3.1 Ilodosobenzol

Iodosobenzol ist eine hypervalente instabile Iodverbindung, die bereits nach
einigen Stunden bei Raumtemperatur in Iodbenzol und Iodylbenzol
disproportioniert’’. Es ist ein starkes Oxidationsmittel und kann den
Sauerstoff leicht unter Aufnahme von zwei Elektronen abgeben.

I=0 + 2¢ I
- 02_ o ©/

Schema 2-2 Reaktion des Sauerstoffdonors Iodosobenzol (PhIO) zu Iodbenzol (Phl)

Bei der Reaktion mit einem Metalloporphyrin wird dieses iiber den Peroxid-
Shunt in die Oxenoid-Spezies iiberfiihrt (siehe Abschnitt 1.1, Schema 1-2).

Jorgensen, K. A., Chem. Rev. 89, 431-458 (1989).
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Iodosobenzol wurde bereits 1976 als einer der ersten Sauerstoffdonatoren in
biomimetischen Modellreaktionen von Lichtenberger und Mitarbeitern®
eingesetzt. Fir die Aufklirung von intermedidr auftretenden Metall-
Sauerstoffkomplexen mit spektroskopischen Methoden wurde Iodosobenzol
bevorzugt eingesetzt, da es selbst nur dullerst gering und sein Abbauprodukt

TIodbenzol nicht oxidierbar ist™.

2.3.2 m-Chlorperoxybenzoesiure

Die Persidure m-Chlorperoxybenzoesiure ist als Sauerstoffdonator anderen
Peroxiden und Persiduren in der Reaktivitdt, der Stereoselektivitat sowie in
der Reinheit und Ausbeute der Produkte weit iiberlegen. Sie wird bevorzugt
fir Epoxidierungen, aber auch fiir Hydroxylierungen und fiir die Bildung
von N- und S-Oxiden eingesetzt'.

2.3.3 Magnesiummonoperoxyphthalat-Hexahydrat

Magnesiummonoperoxyphthalat wird als Sauerstoffdonator bei Hydroxy-
lierungen von Alkanen und Arenen, bei Epoxidierungen von Alkenen sowie
fir die Bildung von Chinonen eingesetzt und ist im Gegensatz zu vielen
anderen Sauerstoffdonatoren nicht sto3- und schlagempfindlich. Es handelt
sich um ein starkes Oxidationsmittel mit schwach sauren Eigenschaften,
wodurch das Arbeiten ohne gepufferte Systeme ermdglicht wird™.

2.3.4 Tetra-N-butylammoniumperiodat

Bei Tetra-N-butylammoniumperiodat handelt es sich um einen potenten
Sauerstoffdonator, der besonders im neutralen Milieu und unter homogenen

41 .
beschrieben

Reaktionsbedingungen eingesetzt wird. Takata und Ando
damit bereits 1983 Sulfoxid-Bildungen und Desmethylierungen von

N-methylierten Anilinen.
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2.3.5 Wasserstoffperoxid

Wasserstoffperoxid ist in Gegenwart von Ubergangsmetallkomplexen sehr
reaktiv und wird bevorzugt als Sauerstoffdonator eingesetzt, da die
Zerfallsprodukte Sauerstoff und Wasser das Isolieren und Reinigen von
Reaktionsprodukten erleichtern.

Von Meunier und Mitarbeitern" sind verschiedene Wege der Aktivierung
von Wasserstoffperoxid durch Metalloporphyrine beschrieben worden. Die
Bildung der Oxenoid-Spezies, die fiir die Sauerstoffiibertragung auf ein
Substrat benotigt wird, erfolgt nach einer heterolytischen Spaltung der
Sauerstoff-Sauerstoff-Bindung des Wasserstoffperoxids und Interaktion mit
dem Zentralatom (1). Es erfolgen aber auch zwei unerwiinschte Abliufe,
zum einen die homolytische Spaltung, die zu einem hydroxylierten Komplex
und einem Hydroxylradikal fiihrt (2) und zum anderen die Anlagerung eines
zweiten Wasserstoffperoxidmolekiils an die Oxenoid-Spezies, wodurch
Wasser und molekularer Sauerstoff entstehen (3). Diese verschiedenen
Reaktionswege verlaufen parallel, so dass die Bildung der Oxenoid-Spezies
Konkurrenzreaktionen unterworfen ist. Dies mindert die Effektivitit von
Wasserstoffperoxid als Sauerstoffdonator.

R-OH NT——N
Me /
N/—'—\N
R-H Cl
H,0 + O,
OH
o O HO (|) HO-OH OH
NAH—N N N N N N N N N
//\Mg\/-/ —— //\Me\// O \Mé// / \MQ// 2 / \Mé“//
N—'—N N N (3) N/—|—\N N/—'—\N ; N>y
o] cl o] cl HO a
(1)
H,0

Meunier, B., Robert, A., Pratviel, G., Bernadou, J., in: K. M. Kadish, K. M. Smith,
R. Guilard (Eds.), The Porphyrin Handbook 4 , Academic Press, New York, 2000, 119-187.




2.3.6 Imidazol

Die Stickstoffbase Imidazol wird besonders bei FEinsatz des
Sauerstoffdonators Wasserstoffperoxid dem Modellsystem zugesetzt. Sie
dient als fiinfter Ligand am Metalloporphyrin-Komplex und imitiert den
Effekt der Thiolatgruppe des Cytochrom P450-Enzyms. Imidazol fungiert als
axialer Ligand (proximaler Effekt) und als Siure-Base-Katalysator zur
Erleichterung der heterolytischen Spaltung der Peroxidbindung'.

A N o,
R-OH N//\Mél\f/
N =
z (\NH
R-H g / (\Nk/
[ o |+ — - B (\ -OH |+
N\~H—V N N\LI/N
N//Me\N/ N/Me\ /

Battioni, P., Renaud, J. P., Bartoli, J. F., Reina-Artiles, M., Fort, M., Mansuy, D.,
J. Am. Chem. Soc. 110, 8462-8470 (1988).
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2.3.7 Kupfer(II)-Ionen

Kupfer stellt fiir den Organismus ein essentielles Spurenelement dar, der
Kupfer-Serumgehalt liegt bei 12-24 umol/L**. Kupferionen spielen eine
Rolle bei der Oxidation von Nitroxylanionen (NO’), welche unter anderem
aus Angeli’s Salz und Hydroxylamin freigesetzt werden®. Kupfer(Il)-sulfat
wurde in dieser Arbeit zur Steigerung der Freisetzung oxidierter Stickstoff-
spezies aus verschiedenen Substraten verwendet.

2.4 Losungsmittel

Fiir die meisten der in dieser Arbeit verwendeten Modellsysteme wurde als
Losungsmittel ein Phosphatpuffer mit dem physiologischen pH-Wert von 7,4
verwendet. Vereinzelt wurden auch ein Citratpuffer pH4,5 und ein
Boratpuffer pH9,0 fiir Untersuchungen der NO-, Nitrit- und Nitrat-
Freisetzung eingesetzt.
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3 Immobilisierung von Metalloporphyrinen

3.1 Einleitung und Literaturiibersicht

Aufgrund der hohen Loslichkeit von Metalloporphyrinen in polaren und
apolaren Losungsmitteln, wurde in dieser Arbeit zwecks erleichterten
Abtrennens der Katalysatoren aus Reaktionsansidtzen und der erhohten
Stabilitit unter oxidativen Bedingungen eine Immobilisierung gefordert. Eine
Immobilisierung sollte eine moglichst hohe verbleibende Aktivitit der
Metalloporphyrine und einen wiederholter Einsatz nach dem Abtrennen
ermoglichen, wofiir ebenso die hohen Anschaffungskosten sprechen.

Immobilisierungen von Enzymen, enzymproduzierenden Mikroorganismen
oder Zellen als Biokatalysatoren sind besonders im Bereich der Biotechno-
logie weit verbreitet. Dies dient insbesondere der Stabilisierung, Erhohung
der Belastbarkeit und Wiedergewinnung der oft teuren Substrate* .

Die Immobilisierung von Metalloporphyrinen an Tonmineralien wurde von
Bedioui*® beschrieben. Montmorillonit findet am hiufigsten Verwendung.
Hierbei handelt es sich um ein dreischichtiges Aluminosilikat, welches sich
durch die Fiahigkeit auszeichnet, kationische Substanzen einlagern zu konnen.

Oktaedrische AlOg4-Schicht,
umgeben von zwei tetraedrischen
SiO,4-Schichten

Zwischenraum (im gequollenen

- Zustand geflillt mit Wasser und
Kationen)
® - Si, zu Yadurch Al ersetzt
O - Sauerstoff
@ - Aluminium
o

- Hydroxylgruppe

Berdioui, F., Coord. Chem. Rev. 144, 39-68 (1995).
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Mori und Mitarbeiter'” konnten durch die Polymerisierung eines Porphyrins
mit einem Polypeptid fiir die Hydroxylierung von Anilin mit Wasserstoft-
peroxid einen effektiveren und selektiveren Katalysator schaffen.

Mori, T., Santa, T., Hirobe, M., Tetrahedron Lett. 26, 5555-5558 (1985).

Durch nukleophile Substitution konnen polyhalogenierte Porphyrine
quervernetzt werden. Traylor und Mitarbeiter” gelang eine Polymerisierung
von FeTFPPCI mit Natriumsulfid.

Traylor, G. T., Byun, Y. S., Traylor, P. S., Battioni, P., Mansuy, D.,
J. Am. Chem. Soc. 113, 7821-7823 (1991).
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Kieselgele spielen eine grofle Rolle als Adsorptions- und Trigermaterial, da
sie gegeniiber den meisten Medien duflerst bestdndig sind. Sie konnen durch
an der Oberfliche angeordnete Siloxan- und Silanolgruppen kationische
Porphyrine adsorbieren. Starke Wechselwirkungen stabilisieren das
Porphyrin, wodurch dieses in den meisten organischen Losungsmitteln nicht,
oder nur sehr langsam vom Trigermaterial wieder abgelost wird.

Battioni und Mitarbeiter” beschriecben diese Immobilisierung mit
MnT4MPyPCl, Nenoff und Mitarbeiter® fiir FeT4AMPyPCl nach derselben
Methode. Mit Hilfe von Elementaranalysen geben Battioni und Mitarbeiter
fir MnT4MPyPCl eine Belegung von 10 % (m/m) am Kieselgel an, Nenoff
und Mitarbeiter beschreiben fiir MnT4MPyPCI hingegen nur eine Belegung
von 4,3 % (m/m) und fiir FeTAMPyPCI eine Belegung von 4,0 % (m/m).

Ar
'_|_| + _ T +
o— ?I OH 3C_-N\ / \ /N—-CHB
‘_c|)_' Cl Ar Cl
Ar
l -HClI i
Ar Ar = aryliertes Metalloporphyrin
Ar
Ar
o— t O H,C— N o N+ CH
i— -
| / N\ g
1 : :
Battioni, P., Lallier, J.-P., Barloy, L., Mansuy, D.,
J. Chem. Soc., Chem. Commun. 16, 1149-1151 (1989).

Perfluorierte Metalloporphyrine gehen in para-Position eine nukleophile
Substitution ein, die bereits bei der Polymerisierung mit Natriumsulfid
angewendet wurde. Eine kovalente Bindung kann ebenfalls bei der
Immobilisierung mit modifizierten Kieselgelen erhalten werden. Battioni und
Mitarbeiter” beschrieben die Immobilisierung von MnTFPPCI und
FeTFPPCI an aminopropyliertem Kieselgel in Diethylenglycoldimethylether.
Fiir MnTFPPCI wird eine Belegung von 6,0 % (m/m) und fiir FeTFPPCI von
9,7 % (m/m) angegeben.
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F F w F F
O—%i—/\—NHz + F C D O F
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Ar Ar = aryliertes Metalloporphyrin

Ar
| F F Ar F F
NP St g s
Ar
F F F F

Battioni, P., Bartoli, J. F., Mansuy, D., Byun, Y. S., Traylor, T. G.,
J. Chem. Soc., Chem. Commun. 15, 1051-1053 (1992).

Da Kieselgele als Trigermaterial fiir die Immobilisierung von
Metalloporphyrinen weit verbreitet sind und sich unkompliziert verarbeiten
lassen, sollten die beiden zuletzt beschriebenen Methoden in dieser Arbeit
verwendet und verbessert werden.

Alle Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit werden als Mittelwert + Standard-
abweichung angegeben (n = 3). Die statistischen Bewertungen erfolgen nach
Fishers F-Test und dem Student t-Test mit einem Vertrauensbereich von
95 %.

3.2 Immobilisierungen nach Literaturvorschriften

Die Immobilisierung aller Metalloporphyrine erfolgte zunichst streng nach
den Literaturvorschriften von Battioni und Mitarbeitern®™ *.

Fiir die Immobilisierung von MnT4MPyPCl und FeT4MPyPCl wurde jeweils
aus Metalloporphyrin und Kieselgel 60 (40 —63 pum) in Methanol eine
Suspension hergestellt und eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
Abfiltrieren des Riickstandes wurde dieser mit Dichlormethan und Acetonitril
gewaschen.

Die perfluorierten Metalloporphyrine MnTFPPCl und FeTFPPCl wurden
jeweils mit Aminopropyl-Kieselgel in Diethylenglycoldimethylether drei

Stunden unter Argon bei 140 °C geriihrt. Der nach Filtrieren erhaltene
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Riickstand wurde auf dem Filterpapier mit Dichlormethan, Cyclohexan,
Dimethylformamid, Acetonitril, Ethanol sowie Diethylether und an-
schlieBend in einer Soxhlet-Apparatur nochmals mit Dichlormethan
gewaschen. Danach erfolgte das Trocknen der immobilisierten Metallo-
porphyrine fiir 24 Stunden bei 80 °C im Trockenschrank. Nach diesen
Vorgaben wurden die Immobilisierungen der Metalloporphyrine wiederholt.
Um eine verldssliche quantitative Aussage iiber die absolute Belegung eines
Metalloporphyrins an seinem Tridgermaterial treffen zu konnen, sollte hierfiir
zunichst eine UV/VIS-spektroskopische Methode entwickelt werden.

3.3 UV/VIS-spektroskopische Quantifizierung immobilisierter
Metalloporphyrine

Da alle hier eingesetzten Metalloporphyrine Absorptionsmaxima im visuellen
Spektralbereich des Lichts aufweisen, wurde eine UV/VIS-spektroskopische
Bestimmung in Losung entwickelt. Nach Ablosen des jeweiligen
Metalloporphyrins vom Triagermaterial konnte mit Hilfe einer Kalibrierkurve
eine quantitative Bestimmung erfolgen.

3.3.1 Quantitative Bestimmung von immobilisiertem Mn/FeT4MPyPCl

Da MnT4MPyPCl und FeT4MPyPCl aufgrund ihrer Ladungen an der
Oberfldache des Kieselgels adsorbiert sind, lassen sie sich durch Zugabe von
verdiinnten Sduren leicht wieder ablosen. Fiir diese Methode wurde eine
definierte Menge an immobilisiertem Metalloporphyrin durch Zusatz von
2 M HCI vom Kieselgel gelost, wie in Schema 3-1 dargestellt ist. Auf dem
Boden des Probengefdlles verblieb das weille Kieselgel, und der gefirbte
Uberstand konnte nach dem Erstellen einer Kalibrierkurve gegen 2 M HCI
vermessen werden.

Die erhaltenen Losungen zeigten Absorptionsmaxima entsprechend den vom
Hersteller Porphyrin Systems (Liibeck, Deutschland) angegebenen Werten
von 462 nm fiir MnT4MPyPCl und von 414 nm fiir FeT4MPyPCl.
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Ar
Ar
2 M HCI Ar4¢7Ar = aryliertes Metalloporphyrin
Ar
Ar
0—Si—OH  + H,C—N N—CH
| TN/ N\ /"
cl” Cl

Ar

Schema 3-1 Losen der kationischen Metalloporphyrine vom Tridgermaterial

3.3.2 Quantitative Bestimmung von immobilisiertem Mn/FeTFPPCl

Die perfluorierten Metalloporphyrine MnTFPPCl und FeTFPPCl wurden
durch eine nukleophile Substitution an das Aminopropyl-Kieselgel unter
Ausbildung einer kovalenten Bindung immobilisiert. Diese Bindung ldsst
sich nicht durch Zugabe einer verdiinnten Mineralsdure spalten. Battioni und
Mitarbeiter fihrten einem schwefelsauren Ansatz des immobilisierten
H,TFPP" 40 %ige Flusssiure zu, extrahierten das geldste Porphyrin in
deuteriertem  Dichlormethan und nahmen 'H-NMR-spektroskopische
Untersuchungen vor, um die kovalente Bindung zu charakterisieren®.
Gaget beschrieb das entstandene farbige Produkt als Porphyrin-
NH[CH,],CH,SiF;-Teilstiick, welches unter vollstindiger Zerstorung des
Triigers erhalten wurde™.

Zur Abtrennung der perfluorierten Metalloporphyrine vom Trigermaterial
wurde in dieser Arbeit mit Natriumfluorid in konzentrierter Schwefelsaure
gearbeitet. Unter strenger Einhaltung der Reaktionszeit wurde unter
Riickflusskiihlung auf 70 °C erwirmt (Schema 3-2). Bei Uberschreiten der
Reaktionszeit oder Zugabe einer groleren Menge Natriumfluorid entféarbte
sich die Losung vollstindig, und es kam zur Zerstorung des Porphyringeriists.

" Hierbei handelt es sich um ein perfluoriertes Porphyrin ohne zentrales Metallatom.
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Schema 3-2 Abtrennung der perfluorierten Metalloporphyrine vom Trigermaterial

Zeigten die Losungen der beiden abgelosten kationischen Metalloporphyrine
die gleichen Absorptionsmaxima wie die jeweiligen Losungen der nicht-
immobilisierten Metalloporphyrine, so war bei den perfluorierten Metallo-
porphyrinen ein deutlicher Unterschied auffallend. Die Losungen der nicht-
immobilisierten Metalloporphyrine zeigten eine rot-braune Firbung in
Schwefelsdure, ebenso waren die an Kieselgel immobilisierten Metallo-
porphyrine gefirbt. Die vom Hersteller Porphyrin Systems (Liibeck,
Deutschland) fiir MnTFPPCI mit 475 nm und fiir FeTFPPCI mit 415 nm
angegebenen Absorptionsmaxima konnten in unserem Labor bestitigt
werden. Die LoOsungen zeigten nach Reaktion mit Natriumfluorid in
Schwefelsédure in beiden Fillen eine kriftige griine Farbung. Da die Spektren
der Losungen dieselben Absorptionsmaxima zeigten (sieche Abbildung 3-1),
ist eine Desmetallierung der Komplexe anzunehmen.
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Abbildung 3-1 UV/VIS-Spektren der Losungen von MnTFPPCI und FeTFPPCIl nach
Abtrennung vom Trigermaterial mit NaF in H,SO,; die Maxima liegen
bei 427 nm

Im Falle einer vollstindigen Desmetallierung der Metalloporphyrinkomplexe
miissen die aus dem Komplex gelosten Metallkationen durch qualitative
Farbreaktionen nachzuweisen sein.

Mangan(III)-Ionen sind in Losung starke Oxidationsmittel und sehr instabil.
Daher war zu erwarten, dass eine Reduktion von Mangan(Ill)-Ionen zu
Mangan(Il)-Ionen in der Untersuchungslosung erfolgen wiirde. Durch
Zugabe von Ammoniumsulfid zur Untersuchungslosung und anschlieendem
Alkalisieren mit Ammoniak kam es zur Fillung von fleischfarbenem
Mangan(IT)-sulfid und Schwefel, wodurch ein braunlich gefarbtes Gemisch
entstand. In alkalischer Losung wird das Mangan(Il)-Ion leicht durch
Luftsauerstoff zum Mangan(IV)-lon oxidiert. Beim langsamen Alkalisieren
der Untersuchungslosung zeigte sich dies durch eine braune Firbung und
Fillung von Braunstein. Es wurden mit wissrigen Losungen der
Metalloporphyrine ohne Natriumfluorid/Schwefelsidure-Zusatz Blindversuche
durchgefiihrt.

Fir die Identifizierung von Eisen(IIl)-lonen wurden der Nachweis als
Berliner-Blau und die Fillung mit Ammoniumsulfid durchgefiihrt. Die
Untersuchungslosung von FeTFPPCI in Natriumfluorid/Schwefelsiure zeigte
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nach Zusatz von gelbem Blutlaugensalz eine sich vertiefende blaue Fiarbung.
Die Zugabe von Ammoniumsulfid nach Alkalisieren der Untersuchungs-
l6sung mit Ammoniak ergab den schwarzen Niederschlag von Eisensulfid
und eine gelbliche Triibung durch entstandenen Schwefel. Die Blindwerte
zeigten keinerlei Farbreaktion, da die Metallkationen in den Komplexen fest
eingebunden sind.

Da die durchgefiihrten Nachweise anzeigen, dass beide perfluorierten
Metalloporphyrine bei der Ablosung vom Trigermaterial desmetalliert
wurden, konnte bei der quantitativen Bestimmung sowohl fiir MnTFPPCI als
auch FeTFPPCI dieselbe Kalibrierkurve verwendet werden.

3.3.3 Ergebnisse der quantitativen Bestimmungen

In Tabelle 3-1 sind die mit der spektroskopischen Methode bestimmten
prozentualen Werte fiir die Belegung des jeweiligen Metalloporphyrins am
Triager und die in der Literatur genannten Werte aufgefiihrt.

Lit**** | Belegung, Liraurvorsehr,
MnT4MPyPCl | 4,3 %" 55=’§,59 ;/o%
FeTAMPYPCl | 4,0 % 86:%’87 ;‘/o%
MnTFPPCl | 6,0 % Sﬁz’?i 9%%
FeTFPPCI 9,7 % 81’3’59 é%%
Tabelle 3-1 Prozentuale Belegung von Metalloporphyrinen am Tréiger nach Literatur-

angabe und eigener Umsetzung nach Literaturvorschrift

Bis auf die Belegung von FeTFPPCl am Trigermaterial konnten alle
Literaturangaben bestitigt und sogar iibertroffen werden.
Im Folgenden sollten diese Methoden nun optimiert werden.

" Der von Battioni und Mitarbeitern angegebene Wert von 10,0 % wird hier vernachlissigt, da er durch

Nenoff und Mitarbeiter*™ und durch unsere Versuche nicht bestiitigt werden konnte.
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3.4 Optimierung der Methoden zur Immobilisierung

Die Anwendung der Mikrowellentechnologie in der chemischen Synthese hat
sich in den letzten Jahren immer weiter verbreitet. Das Prinzip der auf
Mikrowellen basierenden Reaktionen ist das ,dielectric heating’, welches
gegeniiber dem konventionellen Aufheizen vollkommen andere physikalische
Bedingungen darstellt. Mikrowellenenergie besteht aus einem elektrischen
und einem magnetischen Feld, wobei das elektrische Feld die Energie zum
Aufheizen einer Substanz liefert. Polare Molekiille wechseln infolge des
oszillierenden elektrischen Feldes ihre Ausrichtung. Dieses bewirkt eine
Rotationsanregung von Dipolen. Die Frequenz der Mikrowellenstrahlung
muss zum einen ausreichend gering sein, damit Dipole mit Rotation auf das
sich verdndernde Feld reagieren konnen, zum anderen darf keine dauerhafte
Ausrichtung im elektrischen Feld und dadurch Wanderung der Dipole
eintreten. Eine Molekularbewegung durch die Wanderung von Ionen oder
ionischen Molekiilen fiihrt durch vermehrt auftretende Kollisionen zu einer
Umwandlung von kinetischer Energie in Warme. Es kommt so zu einer
enorm raschen Aufwirmung von Dielektrika durch intermolekulare Reibung.
Die Mikrowellentechnologie ermoglicht Reaktionen mit einem homogenen
Wirmeprofil, was im Gegensatz zur konventionellen Reaktion bedeutend
kiirzere Reaktionszeiten mit sich bringt’"?,

Die durch Mikrowellen unterstiitzte Immobilisierung wurde in der
vorliegenden Arbeit erstmalig durchgefiihrt. Zur quantitativen Bestimmung
der an das Trigermaterial gebundenen Porphyrinmenge wurde die in
Abschnitt 3.3 beschriebene spektroskopische Methode verwendet.

3.4.1 Immobilisierung unter Einsatz der Synthesemikrowelle

Immobilisierung von Mn/FeT4MPyPCl

Um optimale Bedingungen fiir diese Reaktion zu erproben, wurden
exemplarisch ~ zunédchst die Reaktionszeit und anschlieBend die
Reaktionstemperatur bei der Immobilisierung von MnT4MPyPCl variiert.

Kieselgel, MnT4AMPyPCl und Methanol wurden in die speziell fiir die
Synthesemikrowelle vorgesehenen Probengefile gegeben, mit Argon
anaerobisiert und mit den dazugehorigen Septen verschlossen. Die
Reaktionszeit ist, ausgehend von der in der Literatur beschriebenen
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Temperatur von 25 °C, variiert worden. Damit diese nicht iibermifig durch
die Energiezufuhr ansteigt, konnte eine zusdtzliche Kiihlung des
Mikrowellengefdales in der Synthesemikrowelle durch Trockeneis erreicht
werden. Die Reaktionsansidtze wurden jeweils 5, 10 und 15 Minuten der
Mikrowellenenergie ausgesetzt (Tabelle 3-2). Hierbei resultierte eine
Leistung von 15 W.

MnT4MPyPCl | Belegungyw
S min 10,94 %
s =0,50 %
) 12,05 %
10 min s =041 %
) 11,66 %
15 min s=0,77 %

Tabelle 3-2 Prozentuale Belegung von MnT4MPyPCl am Trigermaterial nach
Reaktion in der Synthesemikrowelle (MW) bei unterschiedlichen
Reaktionszeiten und 25 °C

Es zeigte sich nach 10 Minuten Reaktionszeit ein Optimum, und die
prozentual Belegung von MnT4AMPyPCl am Kieselgel ist deutlich gegeniiber
dem Literaturwert von 4,3 % (m/m) und dem unter Literaturbedingungen
erhaltenen Wert von 5,45 % (m/m) gestiegen.

Bei der Optimierung der Reaktionstemperatur wurde die Reaktion fiir
10 Minuten bei 60 °C mit einer resultierenden Leistung von 25 W und bei
100 °C mit einer resultierenden Leistung von 150 W durchgefiihrt
(Tabelle 3-3).

MnT4MPyPCl | Belegungyw
30°C 31:2 ’(82 10{700
60 °C Sl=3 ’()738027
100 °C [l

Tabelle 3-3 Prozentuale Belegung von MnT4MPyPCl am Trigermaterial nach
Reaktion in der Synthesemikrowelle (MW) fiir 10 Minuten bei
unterschiedlichen Reaktionstemperaturen
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Die hochste Belegung von Metalloporphyrin am Triager war mit 13,73 %
(m/m) nach 10 Minuten bei 60 °C erreicht.

Die Immobilisierung von FeT4AMPyPCl wurde nur bei den mit MnT4MPyPCl
ermittelten optimalen Bedingungen untersucht (Tabelle 3-4).

FeT4MPyPCl Belegungyw

. o 14,40 %
10 min / 60 °C s =078 %

Tabelle 3-4 Prozentuale Belegung von FeT4MPyPCl am Trigermaterial nach
Reaktion in der Synthesemikrowelle fiir 10 Minuten bei 60 °C

Auch hier konnte mit 14,40 % (m/m) eine deutliche Steigerung der Belegung
von Metalloporphyrin am Trigermaterial gegeniiber dem Literaturwert von
4,0 % (m/m) erreicht werden.

Obwohl es sich bei der Immobilisierung dieser kationischen
Metalloporphyrine um ein Adsorptionsphdnomen mit Stabilisierung durch
starke Wechselwirkungen handelt, konnte durch den FEinsatz der
Mikrowellentechnologie eine deutliche Steigerung der Belegung beider
Metalloporphyrine am Trigermaterial gezeigt werden (Tabelle 3-5).

Lit.28’ .4 Belegungn. Literaturvorschr. Belegunng
5.45 % 13,73 %
MnT4MPyPCl | 4,3 % s =0.93 % s =038 %
638 % 14,40 %
FCT4MPYPC1 4,0 % s=0,77 % s=0,78 %

Tabelle 3-5 Ubersicht iiber die prozentuale Belegung der kationischen Metallo-
porphyrine am Trigermaterial nach Literaturangabe, Literaturvorschrift
und Optimierung der Methode unter Einsatz der Synthesemikrowelle
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Immobilisierung von Mn/FeTFPPCI

Um die optimalen Bedingungen fiir diese Reaktion zu erproben, wurden fiir
die Immobilisierung der perfluorierten Metalloporphyrine exemplarisch am
Beispiel des MnTFPPCI die Reaktionszeit und anschlieBend die Reaktions-
temperatur variiert.

Aminopropyl-Kieselgel, MnTFPPCl und Diethylenglycoldimethylether
wurden in die speziell fiir die Synthesemikrowelle vorgesehenen Proben-
gefille gegeben, mit Argon anaerobisiert und mit den dazugehorigen Septen
verschlossen. Die Reaktionszeit konnte nicht, ausgehend von der in der
Literatur vorgegebenen Temperatur von 140 °C, variiert werden, da die
maximale Leistung der Synthesemikrowelle von 300 W bereits bei einer
Temperatur von 110 °C erreicht wurde. Daher wurden die Reaktionsansitze
bei dieser maximal erreichbaren Temperatur 5, 10 und 15 Minuten der
Mikrowellenenergie ausgesetzt (Tabelle 3-6). Hierbei resultierte eine
Leistung von 300 W (n = 1).

MnTFPPCl Belegungyw
5 min 12,99 %
10 min 13,44 %
15 min 12,85 %

Tabelle 3-6 Prozentuale Belegung von MnTFPPCIl am Trigermaterial nach Reaktion
in der Synthesemikrowelle bei unterschiedlichen Reaktionszeiten und
10 °C in Diethylenglycoldimethylether

Es zeigte sich nach 10 Minuten Reaktionszeit ein Optimum, und die
prozentuale Belegung von MnTFPPCl am Aminopropyl-Kieselgel ist mit
13,44 % (m/m) deutlich gegeniiber dem Literaturwert von 6,0 % (m/m) und
dem unter Literaturbedingungen erhaltenen Wert von 6,36 % (m/m)
gestiegen.

Fir die Optimierung der Reaktionstemperatur wurde die Reaktion fiir
10 Minuten bei 90 °C mit einer resultierenden Leistung von 150 W und bei
70 °C mit einer resultierenden Leistung von 100 W durchgefiihrt (n=1)
(Tabelle 3-7).
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MnTFPPCl Belegungyw
70 °C 13,10 %
90 °C 14,29 %
110 °C 13,44 %

Tabelle 3-7 Prozentuale Belegung von MnTFPPCIl am Trigermaterial nach Reaktion
in der Synthesemikrowelle fiir 10 Minuten bei unterschiedlichen
Reaktionstemperaturen in Diethylenglycoldimethylether

Hier zeigte sich ein Optimum bereits bei 90 °C mit einer prozentualen
Belegung von 14,29 % (m/m).

Es ist anzunehmen, dass Diethylenglycoldimethylether als Losungsmittel
aufgrund seines hohen Siedepunktes von 162 °C gewihlt wurde. Da gezeigt
wurde, dass eine hohe Temperatur unter Einsatz der Mikrowelle fiir eine
Steigerung der Ausbeute nicht notwendig ist und auch LoOsungsmittel
oberhalb ihres Siedepunktes eingesetzt werden konnten, wurde diese
Optimierung in Dibutylether, einem kostengiinstigeren Ether, wiederholt.
Tabelle 3-8 zeigt die Ergebnisse der Immobilisierung von MnTFPPCI bei
unterschiedlichen Reaktionszeiten und 80 °C in Dibutylether. Hierbei
resultierte eine Leistung von 200 W.

MnTFPPCI1 Belegungyw
5 min 14,11 %
s =020 %
) 15,32 %
10 min s =045 %
) 15,06 %
15 min s=0.10 %

Tabelle 3-8 Prozentuale Belegung von MnTFPPCI am Triagermaterial nach Reaktion in
der Synthesemikrowelle bei unterschiedlichen Reaktionszeiten und 80 °C
in Dibutylether

* Als Losungsmittel ist auch Dichlormethan eingesetzt worden, wobei der Misserfolg der Reaktion bereits
visuell anhand der nur schwach braunen Firbung des Kieselgels festgestellt wurde und sich jegliche weitere

Analytik eriibrigte.
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Am zeitlichen Optimum von 10 Minuten wurde die Reaktion bei 60 °C und
100 °C wiederholt, wobei eine Leistung von 180 W beziehungsweise eine
Leistung von 300 W auftraten.

MnTFPPC1 Belegungyw
60 °C 31:2 ’(?j 10{700
80 °C Sl=5 ’03,4%502;
100 °C Slj ,013 10{700

Tabelle 3-9 Prozentuale Belegung von MnTFPPCI am Triagermaterial nach Reaktion in
der Synthesemikrowelle fiir 10 Minuten bei unterschiedlichen
Temperaturen in Dibutylether

Mit MnTFPPCI konnte bei 80 °C fiir 10 Minuten eine deutliche Steigerung
der Belegung am Triagermaterial mit 15,32 % (m/m) gegeniiber dem
Literaturwert von 6,0 % (m/m) erreicht werden, wobei die Verwendung eines
anderen Ethers nur eine geringe Steigerung erbrachte.

FeTFPPCl wurde dann bei den mit MnTFPPCl ermittelten optimalen
Bedingungen untersucht (Tabelle 3-10).

FeTFPPCIl Belegungyw

e 11,87 %
10min/80°C | 0

Tabelle 3-10  Prozentuale Belegung von FeTFPPCI am Trigermaterial nach Reaktion in
der Synthesemikrowelle fiir 10 Minuten bei 80 °C in Dibutylether

Auch hier konnte mit 11,87 % (m/m) eine deutliche Steigerung der Belegung
von Metalloporphyrin am Trigermaterial gegeniiber dem ohne Einsatz der
Mikrowelle erreichten Wert von 4,85 % (m/m) erzielt werden. Die
Steigerung gegeniiber der Literaturangabe von 9,7 % (m/m) ist allerdings nur
gering.

Durch den Einsatz der Mikrowellentechnologie konnte eine deutliche
Steigerung der Belegung von MnTFPPCI] am Trigermaterial gezeigt werden,
wie in der Ubersicht (Tabelle 3-11) dargestellt. Im Fall der Immobilisierung
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des FeTFPPCI konnte durch die Steigerung der Belegung mit der optimierten
Methode der in der Literatur beschriebene Wert nur knapp iiberschritten
werden.

Lit.28’ 4 Belegungn. Literaturvorschr. Belegunng
6,36 % 15,32 %
MnTFPPCI 6,0 %o s=1,19 % $s=2,92 %
4.85 % 11,87 %
FeTFPPCl 9,7 %o s=0,98 % s =0,89 %

Tabelle 3-11  Ubersicht iiber die prozentuale Belegung der perfluorierten Metallo-
porphyrine am Trigermaterial nach Literaturangabe, eigener Umsetzung
nach Literaturvorschrift und Optimierung der Methode unter Einsatz der
Synthesemikrowelle (MW)

3.4.2 Immobilisierung ohne Losungsmittel

Durch den Einsatz der Mikrowellentechnologie sind durch die besondere
Ubertragung von Energie auch 16sungsmittelfreie Reaktionen moglich. In der
Literatur sind bereits Reaktionen beschrieben, bei denen Edukt und Oxidans
zusammen mit Kieselgel oder Montmorillonit in einem 18sungsmittelfreien
Ansatz in einer Synthesemikrowelle zur Reaktion gebracht wurden. Nach
Beenden der Reaktion wurde das Produkt mit unterschiedlichen
Losungsmitteln vom Trigermaterial extrahiert™ .

Die Immobilisierung der verwendeten Metalloporphyrine ohne Losungsmittel
wurde im Folgenden exemplarisch an MnT4MPyPCl und MnTFPPCIl
durchgefiihrt.

Beide Metalloporphyrine wurden nach derselben Vorschrift behandelt.

Das entsprechende Kieselgel wurde mit einem Magnetrithrkern in einem
Mikrowellengefdall vorgelegt. Das Metalloporphyrin wurde in wenigen
Tropfen Methanol gelost, um dann ebenfalls in das Gefi} iiberfiihrt zu
werden. Das Methanol wurde nach Durchmischen iiber einem Magnetriihrer
umgehend unter vermindertem Druck entfernt, so dass das Metalloporphyrin
nur wenige Sekunden in Kontakt mit einem Losungsmittel stand. Ein
Durchmischen ohne Losungsmittel erwies sich als ungeeignet, da auftretende
Stdube einen zu grofen Verlust an Katalysator bedeuteten.
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Beide Ansidtze wurden dann fiir jeweils 10 Minuten bei 300 W der
Mikrowellenenergie ausgesetzt. Dabei resultierte fiir die Reaktion mit
MnT4MPyPCl eine Temperatur von 65 °C und fiir die Reaktion mit
MnTFPPCI eine Temperatur von 68 °C. Die weitere Bearbeitung erfolgte,
wie zuvor beschrieben. Wie aus Tabelle 3-12 ersichtlich, konnte keine grof3e
Steigerung der Belegung am Trigermaterial erreicht werden (siehe auch
Tabelle 3-11).

Belegung,.
MnT4MPypPCl | 1391 %
s=0,13%
15,44%
MnTFPPCI | 205000

Tabelle 3-12  Prozentuale Belegung von MnT4MPyPCl und MnTFPPCI am Triger nach
Immobilisierung ohne Losungsmittel (tr.) in der Synthesemikrowelle

Dennoch zeichnet sich diese Methode durch eine sauberere Handhabung der
Ansitze aus.

3.4.3 AbschlieBende Betrachtung zur Immobilisierung von Metallo-
porphyrinen
Durch die beschriebenen Methoden konnte eine drastische Steigerung der

Belegung der hier verwendeten Metalloporphyrine am Trigermaterial
erreicht werden. Tabelle 3-13 stellt eine Gesamtiibersicht der Ergebnisse dar.

Lit 4% Belegung, pieraurvorsehr. | Belegungyw | Belegungy,.
MnT4MPyPCl | 43 % 2 359 KA Slj’(z e 813’09’11322
FeT4AMPYPCl | 4,0 % 56:’?);87;%% Slf’gfg’;{; i
MnTFPPCl | 6,0 % Si’?i KA ! :5’23320;‘; b ég‘z‘@‘;
FeTFPPCl | 9,7 % Si’gg A ! ’(fggof;) i

Tabelle 3-13 ~ Gesamtiibersicht iiber die prozentuale Belegung aller Metalloporphyrine
am Triagermaterial nach Literaturangabe und Literaturvorschrift unter
Einsatz der Mikrowelle mit und ohne Losungsmittel
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Betrachtet man die statistische Signifikanz dieser Ergebnisse, so bewirkt der
Einsatz der Mikrowellentechnologie fiir diese Reaktion einen deutlichen
Vorteil. Gegeniiber den Ansdtzen nach den entsprechenden Literatur-
vorschriften, zeigte sich eine signifikante Steigerung der Belegung, wie in
Abbildung 3-2 grafisch dargestellt ist. Eine statistische Aussage gegeniiber
den Literaturwerten ist nicht zulédssig, da diese Werte ohne Angabe eines
Fehlers beschrieben wurden. Dennoch wird durch die Ausbeutesteigerung
von bis zu 360 % im Falle des FeT4AMPyPCl der Nutzen dieser neuen
Methode deutlich. Die Immobilisierung ohne Losungsmitteleinsatz zeigte
zwar leicht erhohte Werte gegeniiber der Immobilisierung mit Losungsmittel
und FEinsatz der Mirowellentechnologie, jene waren allerdings nicht

signifikant erhoht.
20
% % B Lit.-Angabe
18 — P ——= Enach L?t. =
% ¥ s oMW

16 -—> <> <> B MWH-tr.

T L
14 == 1
12 T

1

Besatz [%)]
=

MnT4MPyPCI FeT4MPyPCI MnTFPPCI FeTFPPCI

Abbildung 3-2 Gesamtiibersicht der erreichten prozentualen Belegung aller Metallo-
porphyrine am Tragermaterial

Durch den Einsatz der Mikrowellentechnologie konnen die Reaktions-
bedingungen im Gegensatz zur konventionellen Methode im Olbad konstant
gehalten werden (Abbildung 3-3). Dies erklirt eine geringere Standard-
abweichung der Messergebnisse, sieht man von der Standardabweichung bei
der Immobilisierung von MnTFPPCI ab.
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Abbildung 3-3 Reaktionsbedingungen wihrend der Immobilisierung der perfluorierten
Metalloporphyrine in Dibutylether mit einer Vorlaufzeit von 60 Sekunden

Besonders auffillig ist die deutlich geringere Standardabweichung bei der
Immobilisierung ohne Losungsmittel. Dies stellt einen weiteren beachtlichen
Vorteil dieser Methode dar.

300 - —
=—Temp [°C]
250 Press [PSI] — —
Power [W]
200 -
150
100 -
50 1 /r N
0

0 100 200 300 400 500 600
time [s]

Abbildung 3-4 Reaktionsbedingungen wihrend der Immobilisierung von MnTFPPCl
ohne Losungsmittel mit einer Vorlaufzeit von 60 Sekunden

Auch hier waren die Reaktionsbedingungen konstant (Abbildung 3-4), und es
konnte bei relativ geringen Temperaturen die maximale Leistung von 300 W
erreicht werden. Die Immobilisierung ohne Losungsmittel in der
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Synthesemikrowelle ist demzufolge der Immobilisierung mit Losungsmittel
und Einsatz der Mikrowellentechnologie vorzuziehen.

3.5 Aktivitatsbestimmung immobilisierter Metalloporphyrine

Fir den Einsatz immobilisierter Metalloporphyrine ist die nach der
Immobilisierung verbleibende Aktivitit als Katalysator von grofer
Bedeutung. Hierfiir wurde eine Chemilumineszenz-Methode entwickelt, die
tiber die Stickstoffmonoxid (NO)-Freisetzung aus einem NO-Donator einen
direkten Vergleich zwischen immobilisierten und nicht-immobilisierten
Metalloporphyrinen erméglicht.

3.5.1 Prinzip der Chemilumineszenzmessung

Die Chemilumineszenzmessung stellt eine direkte Nachweismethode fiir NO
dar. Hierbei reagiert NO mit aus Carbogen generiertem Ozon unter
Sauerstoffausschluss zu NO, in einem angeregten Zustand. Bei der Riickkehr
in den Grundzustand werden Lichtquanten ausgesendet, deren Intensitit
proportional zu der freigesetzten NO-Menge ist. Diese Methode wurde
bereits von Runge™® ausfiihrlich beschrieben.

Neben NO konnen auch Nitrit und Nitrat bestimmt werden. Entstandenes
Nitrit wird mit Kaliumiodid im sauren Milieu zu NO quantitativ umgesetzt.
Die quantitative Reduktion von Nitrat zu NO erfolgt mit Vanadium(III)-
chlorid in Salzséure.

Der apparative Versuchsaufbau ist in Abbildung 3-5 gezeigt.

Das aus einer Probe freigesetzte NO wird mittels Argon als Tridgergas aus
dem auf 37 °C temperierten Reaktionsgefidl in das Messgerit gespiilt. Dort
kann mit Hilfe eines Photomultipliers die auftretende Chemilumineszenz
detektiert werden. Die Konzentrationsberechnungen erfolgten iiber die
Integration der erhaltenen Peakflichen mit Hilfe der entsprechenden
Kalibrierkurve. Die Kalibrierung erfolgte aufgrund der quantitativen
Umsetzung von Nitrit in essigsaurer Kaliumiodidlosung zu NO mit einer
50 uM Kaliumnitritldsung. Fir die Nitrat-Bestimmung erfolgte die
Kalibrierung durch Zugabe einer 100 uM Kaliumnitratlosung zu einer
gesittigten Vanadium(III)-chloridlosung in 1 M Salzséure bei 95 °C.
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Abbildung 3-5 Versuchsaufbau fiir die NO-Messung mit dem NOAnalyzer™ der Firma
Sievers (Boulder, USA) mit Glasapparatur

Die Reaktionen konnen sowohl in dem Reaktionsgefidl der Glasapparatur
(Liquid-Methode) als auch in einem externen Probengefidl durchgefiihrt
werden, wobei der Gasiiberstand des Reaktionsansatzes mit einer gasdichten
Spritze in das Reaktionsgefil iiberfiihrt wird (Headspace-Methode).

3.5.2 Suche nach einem geeigneten Modellsystem fiir die Chemi-

lumineszenzmethode

Die zu Grunde liegende Idee dieser Methode war es, ein Modellsystem zu
konstruieren, welches aus einem NO-Donator, einem Sauerstoffdonator und
einem Metalloporphyrin besteht und oxidativ NO freisetzt. Uber die
freigesetzte Menge NO sollte dann auf die Aktivitit des eingesetzten
Metalloporphyrins geschlossen werden konnen. Fiir eine geeignete
Modellsubstanz bestand die Bedingung, dass die oxidative NO-Freisetzung
durch alle verwendeten Metalloporphyrine deutlich gesteigert werden sollte.

In der Literatur wurden bereits vielfach Substanzen mit Hydroxyiminopartial-
struktur beschrieben, die unter oxidativen Bedingungen NO freisetzen’’. Zu
dieser Gruppe gehoren Oxime, die ebenso als NO-Donatoren beschrieben

58-60
wurden .



43

Aufgrund weiterfiihrender Studien von Rickerts” wurde Cyclohexanonoxim
fiir dieses Modell ausgewdhlt. Zunichst wurden nach der Liquid-Methode
alle hier verwendeten Metalloporphyrine als Katalysatoren fiir die Reaktion
von Cyclohexanonoxim mit Iodosobenzol als Sauerstoffdonator eingesetzt,
um ein Ansprechen auf die Modellsubstanz zu erproben (n = 6).

Die Freisetzung von NO wird in einem prozentualen Verhiltnis von der
gemessenen molaren Menge NO zur eingesetzten molaren Menge
Cyclohexanonoxim angegeben.

Unter nicht-oxidativen Bedingungen, d.h. ohne Zugabe von Iodosobenzol,
zeigte Cyclohexanonoxim keine Freisetzung von NO (Abbildung 3-6).
Zusammen mit Iodosobenzol, aber ohne Katalysator konnten etwa 3 % NO
detektiert werden. Durch Zugabe eines der vier verwendeten Metallo-
porphyrine konnte in jedem Fall eine statistisch signifikante Steigerung der
NO-Freisetzung gegeniiber dem nicht-katalysierten Ansatz erreicht werden.
MnTFPPCI steigerte die Freisetzung sogar um den Faktor 2,5. Ebenfalls
wurde deutlich, dass die beiden manganhaltigen Metalloporphyrine die NO-
Freisetzung statistisch signifikant gegeniiber den beiden -eisenhaltigen
Metalloporphyrinen erhoht haben.

Diese Untersuchung bestitigte die Tauglichkeit des Modellsystems.
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Abbildung 3-6 Vergleich der NO-Freisetzung aus Cyclohexanonoxim (CHOX) mit
Iodosobenzol unter Einfluss verschiedener Metalloporphyrine (Liquid-
Methode)
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3.5.3 Untersuchung der immobilisierten Metalloporphyrine

Nachdem die ZweckmiBigkeit der NO-Freisetzung aus Cyclohexanonoxim
durch die verwendeten Metalloporphyrine mit der Liquid-Methode bestimmt
wurde, ist der direkte Vergleich von 10slichen und immobilisierten
Metalloporphyrinen mit der Headspace-Methode durchgefiihrt worden, da
das Kieselgel als Triger der immobilisierten Metalloporphyrine zu
Verstopfungen der Glasfritte des NOA™ fiihren kann. Im Vorwege sei
anzumerken, dass ein direkter Vergleich der prozentualen Ergebnisse aus
Liquid- und Headspace-Methode nicht moglich ist, da es sich bei der Liquid-
Methode um eine erschopfende Freisetzung aus dem Substrat handelt und bei
der Headspace-Methode um eine Freisetzung bis zur FEinstellung eines
physikochemischen Gleichgewichts im externen Probengefdl3. Daher sind die
prozentualen Ausbeuten bei Arbeiten nach der Headspace-Methode
zwangsliufig geringer. Durch die Quantifizierung der Belegung von
Metalloporphyrin am Tridgermaterial in Abschnitt 3.3 war es moglich, gleiche
Mengen an 16slichem und immobilisiertem Metalloporphyrin einzusetzen,
welches die Voraussetzung fiir einen Vergleich darstellte.

In Abbildung 3-7 sind die Ergebnisse der Aktivitidtsbestimmung der nach der
Literaturvorschrift immobilisierten Metalloporphyrine dargestellt. Es war ein
statistisch signifikanter Aktivitdtsverlust der immobilisierten perfluorierten
Metalloporphyrine zu erkennen. Der Verlust betrug bet MnTFPPCI etwa ein
Drittel, bei FeTFPPCI etwa zwei Drittel der urspriinglichen Aktivitit. Die
NO-Freisetzung, die durch die kationischen Metalloporphyrine katalysiert
wurde, unterschied sich nicht statistisch signifikant zwischen immo-
bilisiertem und 16slichem Metalloporphyrin. Die Ergebnisse, die verhéltnis-
miBige NO-Freisetzung betreffend (Abschnitt 3.5.2, Abbildung 3-6), konnten
hier bestitigt werden.
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Abbildung 3-7 Vergleich der NO-Freisetzung aus Cyclohexanonoxim mit Iodosobenzol
unter Einfluss verschiedener Metalloporphyrine, gelost (Isl.) und
immobilisiert (imm.) (Headspace-Methode)

Die Ergebnisse der Aktivitdtsbestimmung der unter Einsatz der Mikrowellen-
technologie immobilisierten Metalloporphyrine sind in Abbildung 3-8
dargestellt. Auffallend war, dass es bei der Immobilisierung der
perfluorierten Metalloporphyrine keine signifikanten Unterschiede in den
Aktivitdten gab. Die Immobilisierung der kationischen Metalloporphyrine in
Methanol bewirkte eine statistisch signifikante Abnahme der Aktivitit,
wohingegen mit der Immobilisierung ohne Losungsmittel statistisch nicht
verschiedene Werte erreicht wurden.
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Abbildung 3-8 Vergleich der NO-Freisetzung aus Cyclohexanonoxim mit Iodosobenzol,
katalysiert mit nach verschiedenen Methoden immobilisierten Metallo-
porphyrinen
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3.6 AbschlieBende Betrachtung

Durch die in diesem Abschnitt beschriebenen Untersuchungen zur
Charakterisierung der nach verschiedenen Methoden immobilisierten
Metalloporphyrine lassen sich Awussagen iiber die Effektivitdt der
Immobilisierungen machen. Die Immobilisierung nach der konventionellen,
in der Literatur beschriebenen Methode bewirkte bei den perfluorierten
Metalloporphyrinen im Gegensatz zu den kationischen einen deutlichen
Aktivititsverlust. Dies war fiir unsere weiteren biomimetischen
Reaktionsansitze insofern zu beachten, als dass ein direkter Vergleich mit
Literaturwerten von Reaktionen mit loslichen Metalloporphyrinen nicht
zuldssig war.

Der Einsatz der Mikrowellentechnologie ist ebenfalls kritisch zu betrachten.
Zwar konnte die prozentuale Belegung der Metalloporphyrine am
Tragermaterial betrdachtlich gesteigert werden, die Aktivititsbestimmung
zeigte aber, dass nur die immobilisierten Metalloporphyrine MnTFPPCI und
FeTFPPCI ohne Defizite in ihrer Aktivitit erhalten wurden. Die beiden
kationischen Metalloporphyrine erlitten erhebliche EinbuBen, wenn sie in
Methanol immobilisiert wurden. MnT4MPyPCl zeigte nach der Immobili-
sierung ohne Losungsmittel die gleiche Aktivitit wie nach der kon-
ventionellen Methode.

Als optimale Methode lieB sich aus diesen Ergebnissen die Immobilisierung
ohne Losungsmittel erkennen. Hier konnte wunter gleich bleibender
katalytischer Aktivitit die Ausbeute gegeniiber der konventionellen Methode
statistisch signifikant erhoht werden. Des Weiteren zeichnete sich diese
Methode durch eine einfachere, sauberere Handhabung aus und ist fiir diese
Arbeit als Standard-Methode eingesetzt worden.
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4 Modellsysteme fiir Epoxidierungen

4.1 Einleitung und Literaturiibersicht

Die Aktivierung von Promutagenen durch die Bildung von Epoxiden bzw.
Oxiranen liefert stark elektrophile Intermediate, die zur Reaktion mit den
nukleophilen Zentren der DNS und denen von Proteinen fihig sind. Die
metabolische Toxifizierung 1m Organismus durch die Bildung von
7,8-Dihydro-7,8-dihyroxybenzo[a]pyren-9,10-oxid und Benzo[a]pyren-4,5-
oxid als Kanzerogene und Mutagene aus Benzo[a]pyren wurde in
Abschnitt 1.1 bereits vorgestellt.

Okazaki und Mitarbeiter® beschrieben die stark mutagene Wirkung von
N-Nitroso-N-methylvinylamin (1), welches durch Cytochrom P450 sowohl
epoxidiert als auch hydroxyliert wird und die DNS-Basen auf zwei
verschiedene Arten modifiziert.

N¢O N//O N//O
| Cytochrom P450 | |
N N + N OH
“CH, “CH, 7
| 0 | A,
1 2
(0] OH
[ij//J N~
[l
— HCH
N)_oH N 4 HCHO
—~ [ i
(0]

N H,N N N H,N N
4 DNS-Strang 5 DNS-Strang
N 0 /(
[\ H, N,
+ N 2H,0

¢
/
N N HN
| | s
k\N T> HZN)\\N T>

6 DNS-Strang 7

Okazaki, O., Persmark, M., Guengerich, F. P., Chem. Res. Toxicol. 6, 168-173 (1993).
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Das entstandene 1-(N-Nitrosomethylamino)-oxiran (2) reagiert mit Adenin
(4) zum 1,N°-Ethenoadenin (6), das Methyldiazohydroxid (3) methyliert
Guanin (5) zu N7—Methylguanin (7).

Das stidrkste bekannte chemische Prokanzerogen ist Aflatoxin By, welches
durch die Schimmelpilzarten Aspergillus flavus und Aspergillus parasiticus
in betrichtlichen Mengen produziert wird, und u. A. in Erdniissen, Mais,
Reis, Soja, Weizen und Milchprodukten vorkommt. Seine vorwiegend
hepatokanzerogene Wirkung beruht ebenfalls auf der Epoxidierung durch
Cytochrom P450. Hauptsdchlich bildet das 8,9-Epoxyaflatoxin B; eine
kovalente Bindung zum Guanin aus, ein geringer Teil wird zum Diol
hydrolysiert®.

Aflatoxin B,

N
4 HO < | )"t
0
T‘ N NH,

DNS-Strang

Guengerich, F. P., Arch. Biochem. Biophys. 409, 59-71 (2003).

Wood und Mitarbeiter®™ fanden als Modell fiir diesen Metabolismus ein
geeignetes System aus dem Metalloporphyrin FeTPPCI und Iodosobenzol in
einer Natriumacetatlosung bei pH 6,0. In Anwesenheit der DNS-Base
Guanin wurde als Produkt dieser Reaktion das in vivo entstehende
Aflatoxin B;-Guanin-Addukt gewonnen. Ohne Zusatz der DNS-Base zum
Modellsystem konnte allerdings kein 8,9-Epoxid, sondern das entsprechende
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8,9-Dihydro-8,9-dihydroxyaflatoxin B; und 8,9-Dihydro-8-methoxy-9-
hydroxyaflatoxin B; 1isoliert werden. Dennoch postulierten Wood und
Mitarbeiter das 8,9-Epoxid als sehr instabile reaktive Zwischenstufe der
Guanin-Adduktbildung.

Fir Epoxidierungen durch Modellsysteme wurden von Traylor und
Mitarbeitern® verschiedene Mechanismen diskutiert. Denkbar ist eine
direkte Ubertragung eines Sauerstoffatoms auf das Olefin (1), ein
radikalischer Angriff (2) oder eine elektrophile Addition (3), gefolgt von
einem schnellen Ringschluss, eine reversible Ausbildung eines
elektrocyclischen Metallooxetans (4) und eine Elektroneniibertragung (5),
gefolgt von einem Zerfall zu einer radikalischen Zwischenstufe (Sa) oder zu

einem Carbokation (5b).

P—Fe=Q <=—> tP—Fe=0 R' R
N s
P = Metalloporphyrin-Komplex P—Fe=0 I
R R
(1) R R" |*
2) p_,:e'V_O: R’ :R"'
1(53)

R " R R R o A
v —_— v
tP—Fe=0 + ———— |P—Fe=0 + >—< >A< o op—pd

Traylor, T. G., Nakano, T., Dunlap, B. E., J. Am. Chem. Soc. 108, 2782-2784 (1986).
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4.2 Methodenoptimierung mit Carbamazepin

Fiir die Optimierung der Methode zur Epoxidierung von Olefinen wurde
Carbamazepin als Substrat gewihlt, da in der Literatur bereits verschiedene
Modellsysteme zur Epoxidierung von Carbamazepin ohne Nebenprodukte
beschrieben wurden. Das entstehende Epoxid war stabil und konnte isoliert
werden. Diese Reaktion war eine der wenigen Metalloporphyrin-
katalysierten Oxygenierungsreaktionen, die in verschiedenen Losungsmitteln
gute Ausbeuten lieferte®.

4.2.1 Pharmakologische Eigenschaften

Carbamazepin ist ein in seiner Struktur mit den trizyklischen Antidepressiva
verwandtes Antiepileptikum. Wihrend der Trizyklus der Dibenzazepine und
Dihydrobenzazepine in den antidepressiven Wirkstoffen eine charak-
teristische  Seitenkettenstruktur aufweist, ist bei Carbamazepin eine
Harnstoffstruktur inkorporiert. Eine im epileptischen Fokus vorliegende
tibersteigerte Aktivitdt synchronisierter Neuronengruppen kann sympto-
matisch durch Pharmaka behandelt werden, welche die inhibitorischen
Einfliisse stidrken, die exzitatorischen Einfliisse abschwichen und dadurch
die Neigung zur elektrischen Ubererregung unterbinden, wobei
Carbamazepin aktionsabhiingig die potentialgesteuerten Natrium-Kanile am
Neuron blockiert (,,use dependence).

Carbamazepin zeigt eine sehr komplexe Biotransformation, die im Falle des
Epoxids zu einem aktiven Metaboliten fithrt, im Ubrigen aber als
Inaktivierung aufzufassen ist. Hauptmetabolit ist das trans-Diol, das durch
Hydrolyse des Carbamazepin-10,11-epoxids gebildet wird. Jenes wiederum
stellt nicht nur eine postulierte Zwischenstufe dar, sondern ist im Plasma und
Urin nachweisbar und somit ungewohnlich stabil'. Untersuchungen zur
Mutagenitdt des Epoxids an Zellkulturen von Salmonella typhimurium
(Ames-Test) konnten keine Hinweise auf eine mogliche Mutagenitit
liefern®.
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4.2.2 Versuchsplanung

Da in der Literatur bereits mehrere Methoden zur Epoxidierung von
Carbamazepin mit Modellsystemen beschrieben sind, wurde zu Beginn eine
Methode ausgewihlt und anschlieBend optimiert. Groves und Mitarbeiter®™
beschrieben die Umsetzung von Carbamazepin mit MnT4MPyPCl und
m-Chlorperoxybenzoesdure in einem wdssrigen Milieu. Sie erreichten
Ausbeuten an Epoxid von 35 % (m/m). Als Losungsmittel wurde in dieser
Arbeit zumeist ein Phosphatpuffer mit dem pH-Wert 7.4 eingesetzt
(AAV 10). Dies sollte zum einen das physiologische Milieu im Organismus
imitieren. Zum anderen beeinflusst der pH-Wert auch die Redoxaktivitit der
Oxenoid-Spezies des Metalloporphyrins. Die zur Bildung der reaktiven
Oxenoid-Spezies notwendige heterolytische Spaltung der Peroxid-Bindung
(5, Abschnitt 1.1, Schema 1-2) wird bevorzugt in dem pH-Bereich von 4-7,5
erreicht®,
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4.2.3 Analytik

Fiir die Analytik von Carbamazepin und Carbamazepin-10,11-epoxid wurde
eine HPLC-Methode entwickelt. Die beiden Analyten konnten zusammen
mit Acetanilid als internem Standard auf einer RP-18 Sdule mit einem
Elutionsmittelgemisch von Methanol/Wasser (50:50) getrennt (Abbildung 4-1)
und bei einer Wellenldnge von 215 nm detektiert werden. Fiir das Epoxid
stand eine Referenzsubstanz (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Deutschland) zur Verfiigung, mit deren Hilfe eine Kalibrierung vorge-
nommen wurde.

Carbamazepin-10,11-epoxid

Acetanilid (IS) Carbamazepin
\

Ls Lo ks Mimdcs oo

Abbildung 4-1 Chromatographische Trennung von Carbamazepin und Carbamazepin-
10,11-Epoxid (Acetanilid als interner Standard)

Des Weiteren wurden die Reaktionsansitze massenspektrometrisch (ESI-

MS/MS +) untersucht. Da als Losungsmittel fiir die durchgefiihrten

Epoxidierungen ein natriumhaltiger Puffer verwendet wurde, konnten

hauptséichlich die entsprechenden Natriumaddukte im Massenspektrum

identifiziert werden (Abbildung 4-2).

[Carbamazepin-10,11-epoxid + Na], m/z 275

[Carbamazepin + Na], m/z 259

Abbildung 4-2 Massenspektrum des Reaktionsansatzes von Carbamazepin nach AAV 10
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4.2.4 Einfluss der Metalloporphyrine und Sauerstoffdonatoren

Zu Beginn der Untersuchungen fiir das optimale Modellsystem wurden die
vier eingesetzten Metalloporphyrine mit verschiedenen Sauerstoffdonatoren
kombiniert und nach AAV 10 (siehe Abschnitt 9.3.1) umgesetzt. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 4-3 dargestellt (n = 3). Die hochste Ausbeute
von 36,12 % an Carbamazepin-10,11-epoxid konnte mit der in der Literatur®
beschriebenen Kombination von MnT4MPyPCl und m-Chlorperoxy-
benzoesdure erhalten werden. Mit Ausnahme der Reaktion mit
Wasserstoffperoxid zeigte sich beim Einsatz aller Sauerstoffdonatoren eine
dhnliche Abhingigkeit der Umsetzung vom eingesetzten Metalloporphyrin.
Die kationischen Metalloporphyrine MnT4MPyPCl und FeT4MPyPCl
erzielten die besten Ergebnisse, wobei das manganhaltige Metalloporphyrin
eine geringfligig bessere Ausbeute lieferte. Bei den perfluorierten
Metalloporphyrinen MnTFPPCl und FeTFPPCl war diese Beobachtung
umgekehrt. Mit Wasserstoffperoxid als Sauerstoffdonator konnte keine
Epoxid-Bildung bei Finsatz der kationischen Metalloporphyrine detektiert
werden, da diese vom Sauerstoffdonator oxidativ zerstort wurden (vgl.
Abschnitt 2.2.1).

OTBAP
B mCPBA
—— @H202
BMMPP
. | mPhIO

40+

Epoxid-Bildung [%]

CBz o. Porphyrin MnT4MPyPCl FeT4MPyPClI MnTFPPCI  FeTFPPCI

Abbildung 4-3 Ubersicht der Epoxid-Bildung aus Carbamazepin (CBZ) mit ver-
schiedenen Kombinationen aus Metalloporphyrin und Sauerstoffdonator
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Bei dieser Reaktion wurden bislang keine Nebenprodukte beschrieben. Die
Darstellung der detektierten Edukt- und Produktmengen (Abbildung 4-4,
n = 3) zeigt aber, dass etwa 6-12 % des eingesetzten Carbamazepins nicht
mehr erfasst werden konnten. Ein Verlust an Edukt oder Produkt unter den
beschriebenen Versuchsbedingungen konnte ausgeschlossen werden, da in
Ansitzen ohne Zusatz von Metalloporphyrin und Sauerstoffdonator 99,99 %
Carbamazepin gefunden werden konnten (Tabelle 9-19, Abschnitt 9.3.2). Im
Chromatogramm der Reaktionsansidtze wurden neben dem Epoxid keine
weiteren Substanzen detektiert. Massenspektrometrische Untersuchungen
ergaben ebenfalls keinen Hinweis auf ein Nebenprodukt, insbesondere nicht
auf das nach Hydrolyse des Epoxids entstehende cis-Diol.

100

ocBz
@ Epoxid

80

60

40 -

20 -

Edukt bzw. Produkt [%)]

MnT4MPyPCI FeT4MPyPClI MnTFPPCI FeTFPPCI

Abbildung 4-4 Darstellung der detektierten Mengen an Edukt (Carbamazepin, CBZ)
und Produkt (Carbamazepin-10,11-epoxid, Epoxid) mit m-Chlorperoxy-
benzoesdure als Sauerstoffdonator nach AAV 10

Um die Diol-Bildung zu forcieren, wurde das Epoxid als Substrat nach
AAYV 10 mit m-Chlorperoxybenzoesdure und MnT4MPyPCI umgesetzt. Mit
einer massenspektrometrischen Analyse konnte aber kein Diol nachgewiesen
werden. Nach Zugabe von 10-500 uL 0,1 M Ameisensdure oder 0,1 M
Natronlauge zum Reaktionsansatz entstand ebenfalls kein Diol, das Epoxid
wurde aber vollstiandig zerstort.
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4.2.5 Einfluss des Ansatzverhiltnisses

Die Arbeitsvorschriften AAV 10-12 unterscheiden sich im molaren Ansatz-
verhiltnis von Metalloporphyrin zu Substrat zu Sauerstoffdonator. In der
Literatur® (AAV 10) wurde der Sauerstoffdonator nicht im Uberschuss zum
Substrat eingesetzt. In vorangegangenen Arbeiten wurde haufig ein
Ansatzverhiltnis verwendet, bei dem der Sauerstoffdonator im zehnfachen
Uberschuss zum Substrat eingesetzt wurde™ *°. Dies wurde in der vor-
liegenden Arbeit durch Vorschrift AAV 11 umgesetzt. In Vorschrift AAV 12
ist der Sauerstoffdonator im 50 fachen Uberschuss zum Substrat eingesetzt
worden, was allerdings zu Schwierigkeiten fithrte. Damit keine vollstidndige
Zerstorung von Edukt und Produkt erfolgte, war es notwendig von dem
Sauerstoffdonator eine ethanolische Stammlosung herzustellen. Der fiir die
Reaktion vorgeschriebene Volumenanteil musste duBerst langsam unter
Schwenken zum Reaktionsansatz zugegeben werden. In Abbildung 4-5 sind
die Ergebnisse dieser Untersuchung dargestellt (n = 3). Durch die Steigerung
der zugesetzten Menge des Sauerstoffdonators konnte eine maximale
Ausbeute an Carbamazepin-10,11-epoxid von iiber 80 % erreicht werden.
Aus diesen Ergebnissen wurde auch deutlich, dass die Standardabweichung
mit zunehmender Menge des Sauerstoffdonators gro3er wurde.

Epoxid-Bildung [%]

AAV 10, 1:10:6 AAV 11,1:10:100 AAV 12, 1:10:500

Abbildung 4-5 Einfluss des Ansatzverhiltnisses auf die Epoxid-Bildung aus
Carbamazepin (Metalloporphyrin : Substrat : Sauerstoffdonator) mit
MnT4MPyPCl und m-Chlorperoxybenzoesiure
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Bei den hier verwendeten Sauerstoffdonatoren handelt es sich um sehr
reaktive Substanzen. Daher war die Reihenfolge der Zugabe der ent-
sprechenden Komponenten des Modellsystems von besonderer Bedeutung.
Bei Einsatz hoherer Mengen an Sauerstoffdonator (AAV 11 und 12) konnte
nach Vorlage von Metalloporphyrin und Sauerstoffdonator bei Zugabe des
Losungsmittels eine heftige Reaktion beobachtet werden, die eine Zerstorung
des Metalloporphyrins zur Folge hatte. In Abschnitt 2.2.1 wurde auf diese
Zerstorung in Abwesenheit eines Substrates bereits hingewiesen. Bei der
Zugabe von Ethanol (200 uL) zu Metalloporphyrin (2,5 umol) und m-Chlor-
peroxybenzoesdure (250 umol) war eine &hnlich starke Reaktion zu
beobachten. Versetzte man dieses Reaktionsgemisch mit einer geringen
Menge (100 uL) konzentrierter Schwefelsidure, so war nach einigen Minuten
ein starker klebstoffartiger Geruch wahrnehmbar. Dies lief auf die
Anwesenheit von Ethylacetat schlieBen, welches sich aus Ethanol und
Essigsdure in Anwesenheit von wasserzichenden Sduren bildet. Einige
Tropfen des Reaktionsgemisches ergaben mit Lanthannitrat, Kalium-
10did/Iod-Losung und Ammoniak einen blauen Niederschlag, der einen
positiven Nachweis auf Acetat darstellte. Ethanol wurde also nicht zum
Acetaldehyd, sondern direkt zur Essigsdure oxidiert.

4.2.6 Einfluss des Einsatzes der Synthesemikrowelle

Nachdem der FEinsatz der Synthesemikrowelle bei der Immobilisierung der
Metalloporphyrine Anwendung fand, wurde auch der Einfluss auf die
Oxygenierungsreaktionen mit den biomimetischen Modellsystemen
untersucht. Wie bei der Optimierung in Abschnitt 3.4.1 wurden auch bei
dieser Reaktion nach AAV 11 zunidchst die Reaktionszeit und anschlieBend
die Reaktionstemperatur variiert. In der Summe konnten etwa 91 %
Carbamazepin und Carbamazepin-10,11-epoxid detektiert werden
(Abbildung 4-6). Nach zwei Minuten war bereits eine dhnliche Ausbeute an
Epoxid zu erhalten, wie bei der konventionellen Methode. Nach zehn
Minuten trat keine Steigerung der Epoxid-Bildung mehr ein. Im Vergleich zu
diesen Werten wurde die Epoxid-Bildung nur unter Zusatz des Sauerstoff-
donators und ohne Metalloporphyrin durchgefiihrt und zeigte etwa eine Ver-
dopplung des gebildeten Epoxids im Vergleich zur entsprechenden
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konventionellen Methode ohne Einsatz der Synthesemikrowelle (Abbildung
4-3, Abschnitt 4.2.4).

100
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B CBZ-Epoxid Reaktionszeit [min]

Abbildung 4-6 Detektierte Mengen an Carbamazepin (CBZ) und Carbamazepin-10,11-
epoxid (CBZ-Epoxid) nach Reaktion in der Synthesemikrowelle bei
25 °C und verschiedenen Reaktionszeiten nach AAV 11

Die Variation der Reaktionstemperatur zeigte eine deutliche Temperatur-
empfindlichkeit der Analyten. Mit hoheren Temperaturen nahm nicht nur die
detektierbare Menge an Epoxid ab, sondern auch die Summe beider
Analyten verringerte sich stetig (Abbildung 4-7). Es konnte also mit hoheren
Temperaturen keine Verbesserung der Ausbeute an Carbamazepin-10,11-
epoxid erreicht werden.

100

80
2
o 60 & _
=1 — & 3 - \
2 X
2 40
I

= \C;Z\-\
20 —e— CBZ-Epoxid
—&— Summe
0 T T T T T

20 40 60 80 100 120 140 160
Temperatur [°C]

Abbildung 4-7 Detektierte Mengen an Carbamazepin (CBZ) und Carbamazepin-10,11-
epoxid (CBZ-Epoxid) und die Summe der jeweiligen Werte nach
Reaktion in der Synthesemikrowelle fiir 10 min bei 25 °C und
verschiedenen Reaktionszeiten nach AAV 11
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Als optimale Parameter ergaben sich demnach eine Reaktionszeit von
10 Minuten und eine Reaktionstemperatur von 25 °C bei 25 Watt Leistung.
Mit den optimierten Parametern der Synthesemikrowelle wurden
anschlieBend die drei verschiedenen Ansatzverhiltnisse untersucht. In der
Gegeniiberstellung mit den Ergebnissen, die nach der konventionellen
Methode erhalten wurden (Abbildung 4-8, bzw. Abbildung 4-5,
Abschnitt 4.2.5), ist nur eine geringe Steigerung der Ausbeute an
Carbamazepin-10,11-epoxid zu erkennen. Als maximale Ausbeute konnten
etwa 93 % erreicht werden. Auffillig ist indessen die geringere Standard-

abweichung.
100
Ekonventionell

§| 80 O Mikrowelle |
';; -
_§ 60 -
b= -—= 5
Q
B 40 —
3
8
S 20

0 n

AAV 10, 1:10:6 AAV 11, 1:10:100 AAV 12, 1:10:500

Ansatzverhiltnis

Abbildung 4-8 Einfluss des Ansatzverhdltnisses auf die Epoxid-Bildung aus
Carbamazepin (Metalloporphyrin : Substrat : Sauerstoffdonator) mit
MnT4MPyPClI und m-Chlorperoxybenzoesdure mit und ohne Einsatz der
Synthesemikrowelle

4.2.7 Diskussion

Die durchgefiihrten Untersuchungen zeigten, dass von der verwendeten
Auswahl an Metalloporphyrinen und Sauerstoffdonatoren mit der in
Literatur™  beschriecbenen ~Kombination aus MnT4MPyPCl und
m-Chlorperoxybenzoesdure die hochsten Ausbeuten an Carbamazepin-
10,11-epoxid erhalten werden konnte. Der unverkennbare Vorteil des
kationischen =~ Metalloporphyrins ~ MnT4MPyPCl  gegeniiber  dem
perfluorierten MnTFPPCI fiir die Katalyse von Epoxidierungen in
biomimetischen Modellen bestitigte die Vermutung, dass kationische
Metalloporphyrine ohne weitere Halogensubstituenten fiir diese Reaktion
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besser geeignet sind (Abschnitt 2.2.1). Den Vorteil der perfluorierten
Metalloporphyrine bei biomimetischen Hydroxylierungen galt es noch zu
tiberpriifen. Die Kombination von Wasserstoffperoxid mit den kationischen
Metalloporphyrinen hatte eine vollstindige Zerstorung des Porphyringeriists
zur Folge. Daher konnte keine Epoxid-Bildung detektiert werden.

Die anteilige Erhohung der Menge des Sauerstoffdonators im
Ansatzverhdltnis konnte eine signifikante Steigerung der Bildung des
Carbamazepin-10,11-epoxids erbringen (Abschnitt 4.2.5, Abbildung 4-5).
Die Reaktion in der Synthesemikrowelle konnte ebenso signifikant hohere
Ausbeuten liefern. Der Vorteil dieser Methode gegeniiber der
konventionellen Methode zeigte sich in den geringeren Standard-
abweichungen und dadurch in der besseren Reproduzierbarkeit, die bereits
bei der Immobilisierung der Metalloporphyrine beobachtet werden konnte
(Abschnitt 3.4.3). Mit dieser optimierten Methode zur Epoxidierung mit
biomimetischen Modellsystemen wurden weitere Substrate umgesetzt.

4.3 Protriptylin

4.3.1 Pharmakologische Eigenschaften

Protriptylin ist ein trizyklisches Antidepressivum und strukturell mit
Amitriptylin und Nortriptylin verwandt, die im Gegensatz zu Protriptylin
keine Doppelbindungen zwischen C10 und C11 aufweisen. Die Ursache von
depressiven Storungen liegt nach heutigem Kenntnisstand in einem relativen
Mangel an Monoaminen (Dopamin, Noradrenalin, Serotonin) im zentralen
Nervensystem, wodurch eine gesteigerte Empfindlichkeit prd- und
postsynaptischer Rezeptoren gegeniiber den Neurotransmittern resultiert. Die
antidepressive Wirkung des Protriptylins scheint auf der behinderten
Wiederaufnahme von vorwiegend Noradrenalin aus dem synaptischen Spalt
zu beruhen. Es wirkt antriebssteigernd, aber erst nach ldngerer Einnahme
stimmungsaufhellend und dimpfend" *°.
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Frigerio, A., Cavo-Briones, M., Belvedere, G., Drug Metab. Rev. 5, 197-218 (1976).

® jdentifizierten in vivo drei Metaboliten des

Frigerio und Mitarbeiter®
Protriptylins (1): das Protriptylin-10,11-epoxid (2), das daraus entstehende
Protriptylin-10,11-dihydrodiol (3) und das 10-Hydroxyprotriptylin (4). In
Phase II der Biotransformationsreaktionen werden diese Metabolite mit
Glucuronsiure konjugiert.

Das Protriptylin-10,11-epoxid wurde als stabil beschrieben und konnte aus
Urin isoliert werden. Untersuchungen an Zellkulturen von Salmonella
typhimurium (Ames-Test) konnten keine Hinweise auf eine Mutagenitét
liefern. Die hohe Stabilitit dieses Epoxids konnte auf der niedrigen
elektrophilen Reaktivitit des Molekiils beruhen, welche eine kovalente
Bindung an Proteine und andere Makromolekiile im Organismus verhindert,
wodurch ein geringeres Risiko fiir mutagene wund karzinogene
Veridnderungen bestehen sollte.




61

4.3.2 Analytik

Fiir die Analytik von Protriptylin und Protriptylin-10,11-epoxid wurde eine
HPLC-Methode entwickelt. Beide Analyten konnten mit einer RP-18 Phase
und einem Elutionsmittelgemisch von Wasser pH 9,0 (mit NH3)/Acetonitril
(99:1) getrennt und bei einer Wellenldnge von 220 nm detektiert werden
(Abbildung 4-9).

o

Protriptylin-10,11-epoxid Protriptylin

20 \ /

bs Lo s Mindtes MO0

Abbildung 4-9 Chromatographische Trennung von Protriptylin und Protriptylin-
10,11-epoxid

Des Weiteren wurden die Reaktionsansidtze massenspektrometrisch (ESI-

MS/MS +) untersucht. Obwohl als Losungsmittel fiir die durchgefiihrten

Epoxidierungen ein natriumhaltiger Puffer verwendet wurde, konnten hier

hauptsidchlich die entsprechenden Protonenaddukte 1im Massenspektrum
identifiziert werden (Abbildung 4-10).

[Protriptylin-10,11-epoxid + H], m/z 280

[Protriptylin + H], m/z 264

264
e I‘H, RS OO DT h‘ o ‘1“ o

Abbildung 4-10 Massenspektrum des Reaktionsansatzes von Protriptylin nach AAV 10
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Zur weiteren Identifizierung wurde die Masse 280 m/z in der Ionenfalle
fragmentiert. Das erhaltene Spektrum ist in Abbildung 4-11 dargestellt.
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Abbildung 4-11 Fragmentierung des Protriptylin-10,11-epoxids in der Ionenfalle

Fir die detektierten Fragmentionen sind in der folgenden Abbildung
spekulative Ionenstrukturen zur Rationalisierung des Zerfalls in der
Ionenfalle dargestellt (Schema 4-1). Die formale Abspaltung von Wasser
und Kohlenstoffmonoxid bzw. Formaldehyd lassen Fragmente mit einem
Anthracen-Grundkorper entstehen, dessen Seitenkette stufenweise durch den
Verlust von unterschiedlichen Aminstrukturen verkiirzt wird.
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Schema 4-1 Spekulative Ionenstrukturen des Zerfalls von Protriptylin-10,11-epoxid

4.3.3 Umsetzung von Protriptylin

Das am Substrat Carbamazepin entwickelte Modellsystem wurde bei der
Umsetzung von Protriptylin angewendet. Durch die massenspektro-
metrischen Untersuchungen konnte als einziges Produkt Protriptylin-10,11-
epoxid identifiziert werden. Die Anderung des Ansatzverhiltnisses bei dem
Substrat Protriptylin zeigte im Gegensatz zum Carbamazepin eher einen
exponentiellen Anstieg der Epoxid-Ausbeute als einen linearen. Die Grofle
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der Standardabweichung der einzelnen Messungen nahm ebenfalls stirker zu
als beim Carbamazepin. Mit Umsetzung nach AAV 12 konnte eine
maximale Ausbeute an Protriptylin-10,11-epoxid von etwa 33 % erreicht
werden (Abbildung 4-12). Eine Steigerung der Ausbeute durch Zusatz einer
noch hoheren Menge an Sauerstoffdonator war nicht moglich, da eine
oxidative Zerstorung von Edukt und Produkt eintrat und keine Analyten
detektiert werden konnten.

40
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Epoxid-Bildung [%]

AAV 10, 1:10:6 AAV 11, 1:10:100  AAV 12, 1:10:500
Ansatzverhaltnis

Abbildung 4-12 Einfluss des Ansatzverhiltnisses auf die Epoxid-Bildung aus
Protriptylin (Metalloporphyrin : Substrat : Sauerstoffdonator) mit
MnT4MPyPCl und m-Chlorperoxybenzoesiure

Der Einsatz der Synthesemikrowelle erbrachte deutliche Steigerungen der
Ausbeute an Protiptylin-10,11-epoxid bei allen drei Ansatzverhiltnissen. Die
grofite Zunahme von 34 % auf 45 % konnte mit der Versuchsvorschrift
AAV 12 erreicht werden. Die Standardabweichungen der unterschiedlichen
Ansatzverhdltnisse nahmen auch bei den Ansidtzen in der Synthese-
mikrowelle zu, je hoher der Anteil an Sauerstoffdonator war, waren aber
deutlich geringer als die der Ansitze nach der konventionellen Methode
(Abbildung 4-13).
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Abbildung 4-13 Einfluss des Ansatzverhiltnisses auf die Epoxid-Bildung aus
Protriptylin (Metalloporphyrin : Substrat : Sauerstoffdonator) mit
MnT4MPyPCl und m-Chlorperoxybenzoesidure mit und ohne Einsatz der
Synthesemikrowelle

4.4 Methyleugenol

4.4.1 Pharmakologische Eigenschaften

Methyleugenol ist ein natiirlicher Bestandteil des #therischen Ols vieler
Gewiirzpflanzen und Obstsorten (Anis, Basilikum, Estragon, Ingwer, Apfel,
Orange, Grapefruit). Als isolierte Substanz wurde es vielen Lebensmitteln
als Geruchs- und Aromastoff zugesetzt und ist seit 2001 in der EU verboten,
da es mit der Veroffentlichung des US-amerikanischen National Toxicology
Program 1998 anhand von Versuchen an Ratte und Maus als potentielles
genotoxisches Prokanzerogen eingestuft wurde. Methyleugenol wird in der
Leber durch das Cytochrom P450-Enzymsystem metabolisiert und renal und
bilidr ausgeschieden. Die Verabreichung hoherer Dosen rief eine gesteigerte
Bildung von Lebertumoren hervor, der Ames-Test lieferte keine Hinweise
auf eine Mutagenitit. Die Kanzerogenitit des Methyleugenols beruht
hauptsidchlich auf genotoxischen Effekten elektrophiler Metaboliten, die mit
der DNS von Hepatozyten und Proteinen kovalente Bindungen eingehen. Im
Organismus lieBen sich drei Hauptabbauwege des Methyleugenols (1)
identifizieren: Epoxidierung zu 2, O-Desalkylierung zum Eugenol (3) und
I’-Hydroxylierung zu 4. Nur die 1’-Hydroxylierung fiithrt zur Bildung
elektrophiler Carbeniumionen, die mit der DNS interagieren und einen



genotoxischen Effekt erzielen. Obwohl auch die Epoxide in vitro DNS-
Addukte bilden, lieBen sich in vivo moglicherweise infolge ihrer schnellen
Detoxifikation durch Epoxidhydrolasen und Glutathiontransferasen keine

DNS-Addukte nachweisen®.

Fiir eine dhnliche Wirkung im menschlichen Organismus wurden bisher

keine Hinweise gefunden.
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4.4.2 Analytik

Fiir die Analytik von Methyleugenol und dem Methyleugenolepoxid wurde
eine HPLC-Methode entwickelt. Die beiden Analyten wurden auf einer
RP-18 Siule mit einem Elutionsmittelgemisch von Methanol/Wasser (60:40)
getrennt und konnten bei einer Wellenldnge von 230 nm detektiert werden
(Abbildung 4-14).

meL

Methyleugenol

/

2-(3,4-Dimethoxybenzyl)-oxiran

b5 = Mirutes 7.5

Abbildung 4-14 Chromatographische Trennung von Methyleugenol und dem ent-
standenen Epoxid

Des Weiteren wurden die Reaktionsansitze massenspektrometrisch (ESI-
MS/MS +) untersucht. Da als Losungsmittel fiir die durchgefiihrten
Epoxidierungen ein natriumhaltiger Puffer verwendet wurde, konnten hier
hauptsichlich die entsprechenden Natriumaddukte im Massenspektrum
identifiziert werden (Abbildung 4-15). In diesem Spektrum fielen einige
weitere Massen auf, die sich nicht anhand der durchgefiihrten Reaktion
erklaren lieBen und nicht zum Grundrauschen gehorten. Eine oxidative
Zerstorung von Edukt und Produkt ist nicht auszuschlieBen.

" Nach IUPAC ist die korrekte Bezeichnung 2-(3,4-Dimethoxybenzyl)-oxiran
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[2-(3,4-Dimethoxybenzyl)-oxiran + Na], m/z 217

Verunreinigungen
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T des Grundrauschens
ermittelt werden)

[Methyleugenol + Na], m/z 201

[2-(3,4-Dimethoxybenzyl)-oxiran +H],
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Abbildung 4-15 Massenspektrum des Reaktionsansatzes von Methyleugenol nach
AAV 10

Zur weiteren Strukturaufklirung wurde das Protonenaddukt des
2-(3,4-Dimethoxybenzyl)-oxirans in der Ionenfalle fragmentiert (siehe
Abbildung 4-16).
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Abbildung 4-16 Spektrum der Fragmentionen von 2-(3,4-Dimethoxybenzyl)-oxiran

Im Gegensatz zu den Fragmentionen, die bei der Fragmentierung des
Protriptylins erhalten wurden, sind die hier entstandenen Signale keinen
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schliissigen Ionenstrukturen zuzuordnen. Dieses Phinomen wurde bei der
Verwendung der Ionenfalle hdufig beobachtet, da es bei der Fragmentierung
zu strukturell schwerwiegenden Umlagerungen kommt. Das in
Abbildung 4-16 gezeigte Spektrum liel sich aber mit Hilfe des Spektrums
des Methyleugenols erkldren. Methyleugenol zeigte neben der Masse
m/z 179 (Precursor) die Fragmentionen mit den Massen m/z 164 und
m/z 151. Diese Ionen sind nach dem Verlust einer Methylgruppe (- 15) und
Kohlenstoffmonoxid (- 28) entstanden. Die Signale im Spektrum des
2-(3,4-Dimethoxybenzyl)-oxirans sind jeweils um 16 Massen groBer. Es tritt
ein zusitzliches Signal mit der Masse m/z 139 auf, welches durch eine
erneute Abspaltung von Kohlenstoffmonoxid entstanden war (m/z 167 zu
m/z 139), wodurch ein weiteres Sauerstoffatom im Molekiil bewiesen wurde.

4.4.3 Umsetzung von Methyleugenol

Methyleugenol wurde entsprechend den Substraten Carbamazepin und
Protriptylin umgesetzt. Es konnte massenspektrometrisch als einziges
Produkt 2-(3,4-Dimethoxybenzyl)-oxiran identifiziert werden. Der Einfluss
der verschiedenen Ansatzverhiltnisse zeigte einen linearen Zusammenhang
mit einer maximalen Ausbeute an 2-(3,4-Dimethoxybenzyl)-oxiran von 66 %
(Abbildung 4-17).
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Ansatzverhéltnis

Abbildung 4-17 Einfluss des Ansatzverhidltnisses auf die Epoxid-Bildung aus
Methyleugenol (Metalloporphyrin : Substrat : Sauerstoffdonator) mit
MnT4MPyPCI und m-Chlorperoxybenzoesiure
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Der Einsatz der Synthesemikrowelle erbrachte nur eine geringe Steigerung
der Ausbeute am entstandenen Epoxid bei allen drei Ansatzverhiltnissen,
wobei die grofite Steigerung mit der Versuchsvorschrift AAV 12 erreicht
werden konnte. Die Standardabweichungen der unterschiedlichen Ansatz-
verhiltnisse nahmen wiederum bei den Ansitzen nach der konventionellen
Methode zu, je hoher der Anteil an Sauerstoffdonator war, sind aber durch
Einsatz der Synthesemikrowelle deutlich geringer (Abbildung 4-18). Es
konnte eine maximale Ausbeute an 2-(3,4-Dimethoxybenzyl)-oxiran von
70 % erreicht werden.
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Abbildung 4-18 Einfluss des Ansatzverhidltnisses auf die Epoxid-Bildung aus
Methyleugenol (Metalloporphyrin : Substrat : Sauerstoffdonator) mit
MnT4MPyPClI und m-Chlorperoxybenzoesdure mit und ohne Einsatz der
Synthesemikrowelle
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4.5 Acrylamid

4.5.1 Pharmakologische Eigenschaften

Obwohl Acrylamid bereits seit 1949 zur Herstellung des Polymers
Polyacrylamid eingesetzt wird (Verwendung als Verpackungsmaterial, in
Farben, Pigmenten und Kosmetika, als Bindemittel in Pappe und Papier und
als Flockungsmittel in der Trink- und Abwasserbehandlung), wurde erst
2002 durch die Schwedische Lebensmittelbehdrde auf moglicherweise
massive gesundheitliche Risiken hingewiesen. Nach heutiger Kenntnis
entsteht Acrylamid in Lebensmitteln durch die Maillard-Reaktion aus
Stirkeabbauprodukten mit Aminosduren (vorwiegend Asparagin) bei
Temperaturen zwischen 120 und 200 °C. Die hochste Menge an Acrylamid,
der ein Mensch durch einmalige Aufnahme von Nahrungs- und Genuss-
mitteln ausgesetzt ist, wurde im gefilterten Hauptstrom einer Zigarette nach-
gewiesen. In Tierversuchen wurde die kanzerogene Wirkung bereits
nachgewiesen. Acrylamid (1) muss nicht metabolisiert werden, um mit der
DNS oder Proteinen Addukte zu bilden. Durch die Bildung des
Hauptmetaboliten Glycidamid (2) wird die Adduktbildung stark be-
schleunigt. Des Weiteren bewirkt die wiederholte Exposition stark

neurotoxische Effekte bis zum Verlust von Nervenbahnen und Ganglien® "

Hamoglobin-Acrylamid-Addukt H&moglobin-Glycidamid-Addukt

| |

o)
/WNHZ _— WNHZ ———=  DNS-Glycidamid-Addukt
0 2

° 4

| |

direkte Ausscheidung renal oder Uber den Faeces

Friedman, M., J. Agric. Food Chem. 51, 4505-4526 (2003).
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4.5.2 Analytik

Fir die Analytik von Acrylamid und dem entsprechenden Epoxid
Glycidamid wurde eine HPLC-Methode entwickelt. Die beiden Analyten
konnten auf einer RP-18 Sidule mit einem Elutionsmittelgemisch von
Wasser/Methanol (99:1) getrennt und mit einer Wellenldnge von 220 nm
detektiert werden (Abbildung 4-19). Fiir das Epoxid Glycidamid stand eine
Referenzsubstanz (Toronto Research Chemicals Inc., North York, Ontario,
Kanada) zur Verfiigung.

#1

Acrylamid

> Glycidamid /

Ls Lo bs hoo

MinLtes

Abbildung 4-19 Chromatographische Trennung von Acrylamid und Glycidamid

4.5.3 Umsetzung von Acrylamid

Die Umsetzung von Acrylamid zu Glycidamid gelang weder nach der
konventionellen Methode noch unter Einsatz der Synthesemikrowelle mit
MnT4MPyPCl und m-Chlorperoxybenzoesdure nach den beschriebenen
Vorschriften (AAV 10-12, Abschnitt 10.3.1).
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4.6 Fosfomycin

Im Gegensatz zu den bisherigen Arzneistoffen, handelt es sich bei
Fosfomycin bereits um ein Epoxid. In diesem Abschnitt sollte durch den
Einsatz der biomimetischen Modellsysteme die letzte Stufe der Fosfomycin-
Synthese, die Epoxid-Bildung aus cis-1-Propenylphosphonsdure durch-
gefiihrt werden.

4.6.1 Pharmakologische Eigenschaften

Fosfomycin wurde 1969 aus der Fermentationsbrithe von Streptomyces
fradiae isoliert. Es soll mit dem Einbau von Phosphoenolpyruvat in die
N-Acetylmuraminsidure interferieren, die zum Aufbau der bakteriellen
Zellwand benotigt wird. Somit wirkt Fosfomycin auf grampositive und
gramnegative Keime wihrend der Proliferation bakterizid und auf ruhende
Keime bakteriostatisch, da es deren Proliferation unterdriickt'.

4.6.2 Synthese von cis-1-Propenylphosphonsiure

Als Substrat fiir die gewiinschte Reaktion wurde cis-1-Propenylphosphon-
siure in Anlehnung an eine von Hirao und Mitarbeitern’ beschriebene
Vorschrift aus cis-1-Brom-1-propen und Diethylphosphit synthetisiert. Diese
Reaktion wurde durch Tetrakis-(triphenylphosphin)-palladium(0) katalysiert.
Als Base zugesetztes Triethylamin fiel als Triethylaminhydrobromid aus.
Der entstandene cis-1-Propenylphosphonsiurediethylester wurde 1m
Anschluss ohne eine Aufreinigung direkt mit TMSBr einer Umesterung
unterzogen und der resultierende Trimethylsilylester durch Wasserzugabe
gespalten. Durch die Zugabe von TMSBr im achtfachen Uberschuss fiel der
geloste Palladiumkatalysator zu einem grofen Teil aus und konnte abfiltriert
werden.

Schema 4-2 Gewiinschte Epoxidierung von cis-1-Propenylphosphonséure
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In Abbildung 4-20 wurde das Massenspektrum des Substrats abgebildet.

[cis-1-Propenylphosphonséure — H], m/z 121

Br-Artefakt aus TMSBr

—

Abbildung 4-20 Massenspektrum der cis-1-Propenylphosphonsiure

4.6.3 Analytik

Da sowohl cis-1-Propenylphosphonsiure als auch Fosfomycin nicht UV-
aktiv sind, konnte fiir die Analytik dieser Substanzen keine HPLC-Methode
mit Dioden Array- oder UV-Detektor entwickelt werden. In der Literatur
sind einige Methoden beschrieben, die diese Problematik durch eine
indirekte UV-Detektion umgehen. Hierzu wurden mehrere Kkapillar-
elektrophoretische Methoden beschrieben. Leveque und Mitarbeiter’
veroffentlichten eine Methode mit indirekter Detektion von Fosfomycin
durch Zugabe der UV-aktiven 4-Hydroxybenzoesdure in die Hintergrund-
elektrolytlosung. Diese Methode lieferte in dieser Arbeit keine Ergebnisse,
da starke Schwankungen in der Stromstdrke auftraten und keine stabile
Basislinie resultierte. Eine Methode, die von Petsch und Mitarbeitern™
beschrieben wurde, enthielt einen wesentlich geringeren Anteil an UV-
aktiver Benzoesdure im Hintergrundelektrolyten. Auch mit dieser Methode
war nur eine Basislinie mit groen Schwankungen zu beobachten. Diese
Methode wurde fiir die Trennung von cis-1-Propenylphosphonsidure und
Fosfomycin modifiziert. Die Konzentration der Benzoesidure wurde weiter
verringert (von 25 mM auf 20 mM), ebenso der Zusatz von Cetrimid (von
0,5mM auf 0,3 mM). Cetrimid wird der Hintergrundelektrolytlosung

zugesetzt, um die Mobilitidt der Analyten zu verbessern, indem es sich an die
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negativ geladene Kapillaren-Innenwand anlagert und diese Ladungen
ausgleicht. Der pH-Wert wurde mit einer Trometamollosung auf einen
hoheren Wert eingestellt (pH 8,4 anstelle von pH 8,0). In Abbildung 4-21 ist
ein mit der verdnderten Methode erhaltenes Elektropherogramm abgebildet.
Durch die UV-aktive Benzoesdure zeichnete der UV-Detektor bei 245 nm
ein permanentes Signal auf. Erreichte eine UV-inaktive Substanz oder eine
Substanz den Detektor, die bei dieser Wellenlinge nur eine geringe
Absorption aufwies, wurde ein negativer oder inverser Peak im Elektro-
pherogramm erhalten. Trotz der Optimierung des Hintergrundelektrolyten
zeigte die Basislinie zu Beginn jeden Laufs deutliche Schwankungen, die
sich aber vor der Migrationszeit der Analyten verringerten, so dass prizise
Signale fiir eine Auswertung zur Verfiigung standen. Fiir die Detektion
beider Analyten innerhalb von vier Minuten war eine moglichst geringe
Ionenkonzentration im Hintergrundelektrolyten vorteilhaft. Eine weitere
Verringerung der Konzentration an Benzoesédure erschwerte eine eindeutige
Trennung der Analyten.
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Abbildung 4-21 Elektropherogramm der Referenzsubstanzen cis-1-Propenylphosphon-
sdure und Fosfomycin

4.6.4 Umsetzung von cis-1-Propenylphosphonsiure

Die Umsetzung von cis-1-Propenylphosphonsédure zu Fosfomycin gelang
weder nach der konventionellen Methode, noch unter Einsatz der Synthese-
mikrowelle mit MnT4MPyPCl und m-Chlorperoxybenzoesdure nach den
beschriebenen Vorschriften (AAV 10-12, Abschnitt 10.3.1).
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4.7 AbschlieBende Betrachtung

Mit Hilfe der Modellsubstanz Carbamazepin konnte eine optimierte Methode
zur Epoxidierung von Substraten mit den biomimetischen Modellsystemen
entwickelt werden. Zu Beginn der Untersuchungen wurden zunichst die vier
verwendeten Metalloporphyrine mit den fiinf ausgewihlten Sauerstoff-
donatoren zu verschiedenen Modellsystemen kombiniert. Hierbei erwies sich
die in der Literatur® beschriebene Kombination von MnT4MPyPCl und
m-Chlorperoxybenzoesdure als die effektivste in Bezug auf die Menge an
gebildetem Epoxid aus dem Substrat Carbamazepin. Mit Iodosobenzol als
Sauerstoffdonator konnten die nichstbesten Ausbeuten erzielt werden. Die
kationischen Metalloporphyrine MnT4MPyPCl und FeT4MPyPCl zeigten
mit Ausnahme der Kombination mit Wasserstoffperoxid die hoheren
Ausbeuten im Gegensatz zu den perfluorierten Metalloporphyrinen
MnTFPPCI und FeTFPPCIl (Abbildung 4-3, Abschnitt 4.2.4). In Abschnitt
2.2.1 wurde aufgrund der Studien von Bartoli und Mitarbeitern® iiber
konkurrierende Hydroxylierung und Epoxidierung, katalysiert durch
verschiedene Metalloporphyrine, bereits erwogen, dass Kkationische
Metalloporphyrine eher bei Epoxidierungen eingesetzt werden sollten als
perfluorierte Metalloporphyrine. Dies konnte mit den beschriebenen
Untersuchungen bestétigt werden.

In weiteren Versuchen zeichnete sich der starke Einfluss des molaren Anteils
an Sauerstoffdonator ab. Diese Steigerung war allerdings nur bedingt
moglich, da die oxidative Zerstorung der Substrate und der Produkte einen
limitierenden Effekt hatte. Bei der Zugabe des Sauerstoffdonators im
50 fachen Uberschuss zum Substrat konnten die hochsten Ausbeuten an
Epoxiden erhalten werden. Hierbei war es notwendig, dass der
Sauerstoffdonator in Losung gebracht und in mehreren Anteilen zum
Reaktionsansatz zugegeben wurde. Die sonst eintretende heftige Reaktion
zerstorte das Substrat nahezu vollstindig. Bei Zugabe von Ethanol zu
ungelostem Sauerstoffdonator und immobilisiertem Metalloporphyrin trat
eine heftige Reaktion zu Essigsdure ein.

Durch den Einsatz der Synthesemikrowelle konnten die maximalen
Ausbeuten der Epoxide noch gesteigert werden. Als optimale Parameter
zeigten sich eine Reaktionszeit von 10 Minuten und einer Temperatur von
25 °C. Die Reaktion von Protriptylin zum 10,11-Epoxid sprach am besten
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auf die Erhohung des molaren Anteils an Sauerstoffdonator und den Einsatz
der Synthesemikrowelle an. Hier konnte die Ausbeute an Protriptylin-10,11-
epoxid von zundchst 7% auf 34 % bzw. 45 % gesteigert werden
(Abbildung 4-13, Abschnitt 4.3.3). Die Epoxidierung von Methyleugenol
gelang mit einer maximalen Ausbeute von etwa 70 %. Auffallend bei allen
Umsetzungen in der Synthesemikrowelle waren die gegeniiber der
konventionellen Methode deutlich geringeren Standardabweichungen und
die dadurch resultierende bessere Reproduzierbarkeit, die schon bei der
Immobilisierung der eingesetzten Metalloporphyrine in der Synthese-
mikrowelle beobachtet werden konnten.
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Schema 4-3 Im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte biomimetische Epoxidierungen
mit MnT4AMPyPCl und m-Chlorperoxybenzoesiure
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Die Reaktionen von Acrylamid und cis-1-Propenylphosphonsdure zu ihren
entsprechenden Epoxiden konnten nicht mit den in dieser Arbeit optimierten
biomimetischen Modellsystemen durchgefiihrt werden. Bei der Betrachtung
der Strukturen fiel auf, dass nur die Doppelbindungen der Substrate mit
elektronenreichen Substituenten epoxidiert werden konnten. Wang und
Mitarbeiter™ beschrieben die Umsetzung von cis-1-Propenylphosphonsiure
mit Wasserstoffperoxid als Sauerstoffdonator und Natriummolybdat bzw.
Natriumwolframat als Katalysatoren in einem wdssrigen Milieu. Eine
Erklirung hierfir liefern Lippard und Berg’. Untersuchungen von
Modellsystemen fiir das Cytochrom P450-Enzymsystem und fiir Molybdén-
Oxotransferasen liel eine Definition von Sauerstoffatomiibertragungs-
potentialen zu. Aus diesen ging hervor, dass eisen- und manganhaltige
Cytochrom P450-Modellsysteme mit Enthalpien fiir die Sauerstoffatom-
tibertragung von - 15 kcal/mol weniger reaktiv sind als molybdénhaltige
Modellsysteme mit Enthalpien von bis zu -43kcal/mol. Fir
Doppelbindungen, die in ihrer unmittelbaren Nihe keine elektronenreichen
Substituenten aufweisen, wiesen die in dieser Arbeit verwendeten
Modellkomplexe ein zu geringes Potential fiir die Sauerstoffiibertragung auf.
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S Modellsysteme fiir Desalkylierungen

5.1 Einleitung und Literaturiibersicht

In Abschnitt 2.1 wurden die Desmethylierung von Benzylmethylether'? und
die Desethylierung von Lidocain'® vorgestellt. Des Weiteren wurde eine
Desbenzylierung von Antergan beschrieben’®. Desalkylierungen lingerer
Alkylgruppen mit biomimetischen Modellsystemen wurden in der Literatur
bisher nicht veroffentlicht.

Culmsee und Mitarbeiter’’ beschrieben die durch biomimetische
Modellsysteme katalysierte NO-Freisetzung aus Protein-Tyrosin-Phos-
phatase-Inhibitoren mit N-Nitrosaminstruktur und verwendeten Methoxim-
3,4-dephostatin (MODP) als Negativkontrolle. Rickerts® zeigte, dass auch
dieser Oximether mit potenten Modellsystemen geringe Mengen NO frei-
setzt und nahm eine der NO-Freisetzung vorangehende Desmethylierung an.

HQ HO

N-~+OMe Porphyrin N-~wWOH
/ Sauerstoffdonator /
HO \ - HO
MODP formale Abspaltung des Alkylrests
HO HO
N~ OH Porphyrin 0
/ Sauerstoffdonator
HO HO
\ ;
NO

Rickerts, B., Dissertation Hamburg (2005).

In der Arzneistoffgruppe der Antibiotika sind Oximether mit groBeren Alkyl-
resten zu finden. Das Makrolidantibiotikum Roxithromycin besitzt eine
lineare und das Cephalosporin Ceftazidim eine verzweigte Oximether-
struktur. Aus der Gruppe der Cephalosporine sind noch neun weitere Oxim-
ether im therapeutischen Einsatz. Da es sich dabei aber um Methylether
handelt, wurden diese unter dem Aspekt einer Desalkylierung groBerer
Alkylreste zu untersuchen, nicht weiter betrachtet. Mit N-Hydroxyharnstoff
als NO-Donator sollte zunichst ein fiir die NO-Freisetzung optimiertes
Modellsystem gefunden werden.
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5.2 Pharmakologische Eigenschaften der Substrate

5.2.1 N-Hydroxyharnstoff

N-Hydroxyharnstoff wird seit langem als Chemotherapeutikum zur
Behandlung der chronischen myeloischen Leukdmie und anderer maligner
Tumore eingesetzt. Die zytotoxische Aktivitit beruht auf Hemmung der
Ribonukleotidreduktase durch Ubertragung eines Protons auf das essentielle
Tyrosylradikal des Enzyms und damit auf der Hemmung der DNS-
Replikation. Des Weiteren lindert N-Hydroxyharnstoff die Inzidenz akuter
Schmerzzustinde bei Patienten mit Sichelzellenanimie. Der genaue
Wirkmechanismus ist noch nicht bekannt.

Fiir die NO-Freisetzung aus N-Hydroxyharnstoff (1) diskutiert King’® drei
parallel ablaufende Mechanismen.

2

i i
HN NH, —— H NO + CO, + NH,
| - H+
OH 1 e O 2

2
b
(©) ( )j
4 H,NOH
H
S .
-3e
j HO™ ~NH, l)J\ J\ NH, — = CO,+NH,
NO o 3
j HNO ———= NO
_e'
CO, + NH,

King, S. B., Curr. Med. Chem. 10, 427-452 (2003).

Uber das durch die Abgabe eines Elektrons entstandene Nitroxidradikal (2)
sind zwei Wege denkbar. Zum einen kann eine direkte Hydrolyse
erfolgen (a). Zum anderen ist eine zweite Elektronenabgabe zum C-Nitroso-
formamid (3) moglich, die iiber die Bildung von Hyposalpetriger Siure
(HNO) durch eine dritte Elektronenabgabe zur Freisetzung von NO fiihrt (b).
Der dritte Weg ist die direkte Hydrolyse von 1 zu Hydroxylamin (4),
Kohlendioxid und Ammoniak, gefolgt von einer Oxidation des
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Hydroxylamins zu NO durch eine Ubertragung von drei Elektronen. Bei
Untersuchungen in vitro konnte der Reaktionsablauf b durch Oxidation mit
Wasserstoffperoxid von King'® bewiesen werden.

5.2.2 Roxithromycin

Das Makrolidantibiotikum Roxithromycin (1) hemmt die bakterielle RNS-
abhingige Proteinsynthese wihrend der Elongation durch seine Bindung an
die 50S-Untereinheit des Ribosoms und blockiert so die Translokation der
Peptidyl-tRNS von der Akzeptor- zur Donorposition. Dadurch kommt es zur
vorzeitigen Unterbrechung der Proteinsynthese und zur bakteriostatischen
Wirkung auf vorwiegend grampositive Keime.

Zhong, D., Li, X., Wang, A., Xu, Y., Wu, S., Drug Metab. Dispos. 28, 552-559 (2000).
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Zhong und Mitarbeiter” beschrieben fiinfzehn Metaboliten in vivo.
Roxithromycin (1) erfdhrt eine Abspaltung der Cladinose (a), eine
O-Desmethylierung (b), N-Desmethylierungen (¢) und eine Etherspaltung
(d) zum Erythromycinoxim (2). Jeder Metabolit und Roxithromycin selbst
konnten als E- und Z-Isomer (bezogen auf die Oximstruktur) identifiziert
werden.

Eine NO-Freisetzung aus 2 ist in vivo nicht beschrieben. Makrolid-
antibiotika, insbesondere Roxithromycin, Erythromycin, Clarithromycin und
Azithromycin sind aber fiir eine Steigerung der NO-Synthase-Aktivitit
bekannt. Da NO einen der zytostatischen und zytotoxischen Abwehr-
mechanismen des Organismus gegen Pathogene in der nicht-spezifischen
Immunabwehr darstellt, wirkt sich eine durch Makrolidantibiotikagabe
gesteigerte Freisetzung positiv auf die Bekampfung einer Infektion aus®.

5.2.3 Ceftazidim

Ceftazidim gehort zu der dritten Generation der Cephalosporine und greift in
die Zellwandsynthese proliferierender Bakterien ein. Cephalosporine
reagieren &dhnlich den Penicillinen mit der Transpeptidase, welche die
Verkniipfung zweier Glykopeptide als letzte Stufe der Zellwandsynthese
katalysiert. Durch Blockade dieses Prozesses kommt es zur Deformierung
und Lyse der Zellwand und somit zur Zerstérung des Bakteriums.
Ceftazidim wirkt bakterizid sowohl auf gramnegative als auch auf einige
grampositive Keime und ist cephalosporinasestabil'. Ceftazidim wird nicht
metabolisiert und durch glomerulire Filtration renal ausgeschieden®'.
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Abbildung 5-1 Das Cephalosporin Ceftazidim mit einer verzweigten Oximetherstruktur
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5.3 Methodenoptimierung mit N-Hydroxyharnstoff

Alle Versuche zur NO-Freisetzung in diesem Abschnitt wurden nach der
Liquid-Methode am NOA™ durchgefiihrt. Mit N-Hydroxyharnstoff als
Substrat wurden alle Kombinationsmoglichkeiten unter den eingesetzten
Metalloporphyrinen (Abschnitt 2.2) und den Sauerstoffdonatoren (Ab-
schnitt 2.3) untersucht. Als Losungsmittel wurde ein Phosphatpuffer mit dem
physiologischen pH-Wert 7,4 verwendet (n = 3).

N-Hydroxyharnstoff hat ohne Zugabe von Metalloporphyrin und Sauerstoff-
donator kein NO freigesetzt (Abbildung 5-2). Ohne Zugabe eines
Metalloporphyrins war nur mit m-Chlorperoxybenzoesidure eine deutliche
NO-Freisetzung zu beobachten. Das leistungsfihigste Modellsystem war die
Kombination aus lodosobenzol als Sauerstoffdonator und MnTFPPCI. Es
konnte auf diese Weise eine Ausbeute von nahezu 100 % erreicht werden.

OTBAP
EBmCPBA
BH202
EMMPP
EPhIO

100+

80

60

40-

NO-Freisetzung [%]

20

NHH o. Porphyrin  MnT4MPyPCl FeT4MPyPCI MnTFPPCI FeTFPPCI

Abbildung 5-2 Gesamtiibersicht der NO-Freisetzung aus N-Hydroxyharnstoff (NHH)
mit verschiedenen Kombinationen von Metalloporphyrin und Sauerstoft-
donator

Fiir MnT4MPyPCl und FeT4MPyPCl sind mit Wasserstoffperoxid keine
Ergebnisse vorhanden, da diese kationischen Metalloporphyrine im
Reaktionsgefil3 vollstindig zerstort wurden. Konnte in der Gesamtiibersicht
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der Untersuchungen zu Carbamazepin (Abschnitt 4.2.4, Abbildung 4-3) noch
eine Abhingigkeit der Ausbeute an Epoxid durch den Einsatz der einzelnen
Metalloporphyrine unabhingig von der Art des Sauerstoffdonators erkannt
werden, scheint dies bei diesen Ergebnissen nicht moglich zu sein, da die
Ausbeuten mit Magnesiummonoperoxyphthalat als Sauerstoffdonator sich
nicht analog zu den iibrigen verhalten. Wie auch schon die Untersuchungen
von Cyclohexanonoxim zeigten (Abschnitt 3.5.2, Abbildung 3-6), erwies
sich die Kombination aus MnTFPPCI und Iodosobenzol bei pH 7,4 als die
effektivste fiir diese Methode und wurde fiir die folgenden Versuche
eingesetzt.

5.4 Desalkylierung von Roxithromycin und Ceftazidim

5.4.1 NO-Freisetzung

Die NO-Freisetzung aus beiden Antibiotika wurde mit dem zuvor
optimierten Modellsystem, bestehend aus MnTFPPCI und Iodosobenzol als
Sauerstoffdonator, mit der Liquid-Methode untersucht (Abschnitt 5.3). Als
Losungsmittel wurden Puffer mit pH 4,5, pH 7,4 und pH 9,0 gewihlt (n = 3).

0,04
320,03
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N
D 0,02 |
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0 T T T T
9,0 7.4 45 9,0 7.4 45
pH-Wert

Abbildung 5-3 NO-Freisetzung aus Roxithromycin und Ceftazidim mit MnTFPPCI und
Iodosobenzol, ohne (weil) und mit Zusatz von Kupfer(Il)-Ionen
(schwarz)
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Bei pH 4,5 und 9,0 wurde aus Roxithromycin kein NO freigesetzt’ und bei
pH 7,4 nur 0,01 %. Durch die Zugabe einer zum Substrat dquimolaren
Menge an Kupfer(Il)-lonen in das Reaktionsgefdl konnte die Ausbeute
verdreifacht werden. Ceftazidim setzte ebenfalls bei pH 4,5 kein NO frei, bei
pH 7,4 und 9,0 konnten deutlich geringere Mengen als bei Roxithromycin
detektiert werden. Durch Zugabe von Kupfer(Il)-Ionen lieBen sich diese
Ausbeuten auch nur bedingt steigern (Abbildung 5-3).

5.4.2 Nitrit-Bildung

Da NO durch die sehr potenten Modellsysteme spontan weiter zu Nitrit und
Nitrat oxidiert werden kann, wurden auch diese Produkte untersucht. Wie
bereits in Abschnitt 3.5.1 beschrieben, kann mit einer Vorlage von Kalium-
iodid in Eisessig im Reaktionsgefdal des NOA™ Nitrit durch Reduktion zu
NO bestimmt werden. Die Ansétze erfolgten im externen Probengefdl in den
drei zuvor verwendeten Pufferlosungen bei pH 4,5, pH 7,4 und pH 9,0 und
wurden bei 37 °C inkubiert (n=3). Zu festgelegten Zeitpunkten wurden
jeweils 100 uLL aus jedem Probengefil entnommen und in das
Reaktionsgefil3 iiberfiihrt.

16

HpH 4,5
14
OpH 7,4
—_ 12 'i'—lpHQ,O
o% e e
[ 2] BpH 9,0 + Cu [|-*+
o 10 : N B
c
=]
D 8
E
= 6
=
Z . T = .
2 |
0 ‘
5 30 60 120 240

Zeit [min]

Abbildung 5-4 Nitrit-Bildung aus Roxithromycin bei verschiedenen pH-Werten in
Abhingigkeit zur Reaktionszeit

* Bei Roxithromycin ist zusitzlich zum Oximether eine Acetalstruktur enthalten. Eine hydrolytische
Spaltung dieser Struktur bei pH 4,5 und eine Freisetzung oxidierter Stickstoffspezies kann nicht

ausgeschlossen werden.
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Die maximalen Werte der Nitrit-Bildung konnten nach 60 Minuten
Inkubationszeit erreicht werden (Abbildung 5-4), die hochsten Ausbeuten bei
pH 9.,0. Durch Zugabe von Kupfer(I)-Ionen zum Reaktionsansatz konnte die
Ausbeute nochmals gesteigert und eine Ausbeute von iiber 12 % erhalten
werden.

Die Versuche mit Ceftazidim zeigten eine nach 120 Minuten erreichte
maximale Bildung von Nitrit. Im Gegensatz zu Roxithromycin wurde ohne
Kupfer(Il)-Ionen-Zusatz die hochste Ausbeute bei pH 7,4 erhalten. Durch
Zusatz von Kupfer(Il)-Ionen konnte dieser Wert nicht gesteigert werden
(nicht gezeigt), bei pH 9,0 hingegen erreichte die Ausbeute durch Zusatz von
Kupfer(Il)-Ionen einen maximalen Wert von etwa 7 %.

N w > (6] » ~ oo
! | !

Nitrit-Bildung [%]

60

Zeit [min]

Abbildung 5-5 Nitrit-Freisetzung aus Ceftazidim bei verschiedenen pH-Werten in
Abhingigkeit zur Reaktionszeit

Diese Versuche wurden auch in der Synthesemikrowelle (10 min, 37 °C)
durchgefiihrt, wodurch keine Steigerung der Ausbeute erreicht werden
konnte.
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5.4.3 Nitrat-Bildung

Fir die Reduktion von Nitrat wurden in dem Reaktionsgefdl des NOA™
5 mL einer gesittigten Losung von Vanadium(III)-chlorid in 1 M Salzsédure
vorgelegt und auf 95 °C temperiert. Die Ansitze wurden analog zu denen bei
der Nitrit-Bestimmung hergestellt. Die bei der Nitrat-Bestimmung
miterfassten Nitritwerte wurden von der Ausbeute abgezogen.
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14 O Nitrat
B Nitrit
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Abbildung 5-6 Aus Roxithromycin und Ceftazidim gebildete Stickstoff-Sauerstoff-
Verbindungen (pH 9,0 mit Kupfer(II)-Ionen)

Diese Versuche wurden in der Synthesemikrowelle (10 min, 37 °C)
durchgefiihrt, wodurch ebenfalls keine Ausbeutesteigerung erreicht werden
konnte.

5.4.4 Hydroxylamin als Zwischenprodukt der NO-Freisetzung

Des Weiteren sollte Hydroxylamin als mogliche Zwischenstufe der NO-
Freisetzung bzw. Nitrit-Bildung nachgewiesen werden. Dies erfolgte nach
Berg und Becker®™ durch Reaktion von Hydroxylamin mit 8-Hydroxy-
chinolin zu einem griin gefirbten Chinonimin, welches bei 700 nm
photometrisch bestimmt werden kann.
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Berg, R., Becker, E., Ber. Dtsch. Chem. Ges. 73, 172-173 (1940).

Diese Farbreaktionen wurden unter den gleichen Bedingungen wie die
Freisetzungsreaktionen, d.h. mit einem zehnfachen Uberschuss an
Sauerstoffdonator, durchgefiihrt und zeigten ein negatives Ergebnis. Runge™
fihrte @dhnliche Beobachtungen auf die Oxidationsempfindlichkeit von
Hydroxylamin durch iiberschiissiges Iodosobenzol und auf eine oxidative
Zerstorung des griin gefirbten Chinonimins zuriick. Bei der Zugabe
dquimolarer Mengen lodosobenzol zum Reaktionsansatz trat eine griine
Fiarbung auf, durch die eine Entstehung von Hydroxylamin bewiesen wurde.
Nach wenigen Minuten war bereits eine deutliche Abnahme der
Konzentration zu beobachten, die nach zwanzig Minuten die Hilfte des
Ausgangswertes erreicht hatte. Auch dies war auf die Oxidations-
empfindlichkeit des Farbstoffs zuriickzufiihren. Dennoch konnte diese
Konventionsmethode unter Einhalten gleicher Reaktionszeiten zu ver-
gleichenden Aussagen und zu einem qualitativen Hydroxylamin-Nachweis
herangezogen werden.

Bei der Reaktion beider Antibiotika wurde Hydroxylamin nachgewiesen, bei
der Reaktion von Roxithromycin 1,39 % und bei der Reaktion von
Ceftazidim 2,21 %, jeweils bezogen auf die eingesetzte Menge an
Antibiotikum.
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5.5 Diskussion der Ergebnisse

Die Bildung von NO, Nitrit und Nitrat aus Roxithromycin und Ceftazidim
lasst sich durch eine erfolgte Desalkylierung zum jeweiligen Oxim durch das
verwendete biomimetische Modellsystem erkldaren (Schema 5-1). Die NO-,
Nitrit- und Nitrat-Freisetzung aus Oximen wurde bereits ausfiihrlich
beschrieben, wobei die Oximstruktur durch eine Carbonylstruktur ersetzt
wird" > ®_Tn der Literatur'> ' "° ist die Desalkylierung von Methyl-, Ethyl-
und Benzylgruppen bereits veroffentlicht worden, nicht aber die

Desalkylierung lidngerer und verzweigter Alkylreste.

N H H
W,
Hesl .
H,C COOH Ceftazidim
MnTFPPCI MnTFPPCI
lodosobenzol lodosobenzol
formale Abspaltung formale Abspaltung

des Alkylrests des Alkylrests

Co0~
s 0
N 4 | o) N Nl+ A
HN—Q
\\\“\‘ o) - N N\\‘ s F
| HH H
., N
11”OH

MnTFPPCI MnTFPPCI
NO lodosobenzol NO lodosobenzol

[elele}

Schema 5-1 Desalkylierung der Oximetherstrukturen und Spaltung der resultierenden
Oxime von Roxithromycin und Ceftazidim
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Fiir die Desalkylierung von Roxithromycin und Ceftazidim kénnen in der
vorliegenden Arbeit verschiedene Mechanismen postuliert werden. Die Des-
alkylierung von Roxithromycin (1), welche auch als oxidative Spaltung eines
Acetals angesehen werden kann, konnte entweder durch eine Wasser-
stoffabstraktion® oder eine Elektroneniibertragung eingeleitet werden
(Schema 5-2). Das Sauerstoffradikal-Kation (2) gibt ein Proton des
o-Kohlenstoffatoms ab, woraufhin dieser einen radikalischen Zustand
erreicht (3). Durch die homolytische Spaltung des aktivierten Porphyrin-
Sauerstoff-Komplexes erfolgt eine Hydroxylierung (4) und anschlieBend
eine Spaltung zum desalkylierten Oxim (5) und einem Ameisensidure-
ester (6), der wiederum zu Ameisensdure und 2-Methoxyethanol hydrolysiert.

P—Mn=0 <=— *P—Mn=0 P = Metalloporphyrin-Komplex

=, Yo 17 e

, \ Ho+ tP—Mn=0 Elektronen-Transfer + P—Mn=0
R \0—C - O;
\O + O
1 2
_\~o\ o
R Wasserstoffabstraktion
[H]
R R
>:N + tP—Mn=0 >:N H
\ \ | 3
R OH 4+ HcHo R \0=G
o) AN
+ HO/\/ \ IV/ 1
+ P—Mn-OH O

\

Schema 5-2 Postulierter Mechanismus der Desalkylierung von Roxithromycin (1)



91

Fiir den ersten Schritt der Desalkylierung von Ceftazidim (1) kann eine
oxidative Decarboxylierung angenommen werden, die von Chauhan und
Mitarbeitern® fiir Ibuprofen beschriecben wurde. Es kommt zu einer
Ubertragung eines Wasserstoffatoms vom Ceftazidim auf das Oxenoid (2)
und anschlieBend zur Decarboxylierung, so dass ein Kohlenstoffradikal (3)
entsteht. Durch den hydroxylierten Porphyrinkomplex erfolgt eine
Hydroxylierung (4) und anschlieBend eine Spaltung zum desalkylierten
Oxim (5) und Aceton.

P—Mn=0 <— tP—Mn=0 P = Metalloporphyrin-Komplex

—N v >:N
. N _\ / + *P—Mn=0 wasserstoftabstraktion : \ _\ 7+ P—Mn-OH
R \O C = R \O C
O %o.
1 \ 2
@) H (0]
R R CO,
—N —N
A\ - :
SN _\C/ + P—Mn SN _\C/ + P—Mn-OH
4 (\ O—H 3
R + P—Mn

Schema 5-3 Postulierter Mechanismus der Desalkylierung von Ceftazidim (1)

Durch den positiven Nachweis von intermediér gebildetem Hydroxylamin ist
eine eingetretene hydrolytische Spaltung des entstandenen Oxims zu
Hydroxylamin und der entsprechenden Carbonylverbindung nachgewiesen
worden. Hydroxylamin setzt nach mehreren Reaktionsstufen das radikalische
NO frei. Fiir diesen Mechanismus spricht ebenfalls die gesteigerte Ausbeute
an oxidierten Stickstoffspezies nach Zusatz von Kupfer(Il)-Ionen. Diese

43, 56

steigern die NO- und Nitrit-Bildung aus Peroxynitrit™ ™, welches wiederum

aus Nitroxylanionen (NO) und Sauerstoff entsteht (Schema 5-4).



92

HNOH + OH ——> HNO + H,0

HNO- + 0, ——>= H0, + NO

NO- +0, ——= ONOO

—C% ~  NO; + NO-+ H,0,

©7I2-+ 2NO ——> 2NO- 4+ @I
ONOO- — >  NO;
ONOO-  + NO- —2* > NO, + NO,
NO, + NO- ———> N0,

N,O, + HO ——> 2NO,y+ 2H*

Schema 5-4 Freisetzung verschiedener oxidierter Stickstoffspezies aus Hydroxylamin
und deren Folgeprodukte43’ 26

Neben diesem Mechanismus iiber Hydroxylamin wiesen die Ergebnisse der
durchgefiihrten Untersuchungen auf weitere Reaktionswege hin, da
insbesondere die Ausbeuten an Hydroxylamin bei beiden Antibiotika unter
2,5 % lagen. Rickerts™ postulierte vier Mechanismen ohne die intermediire
Bildung von Hydroxylamin, die vermutlich auch parallel ablaufen.

Rl

Rl
>:N—OH + Cur —— >:N o + Cut
R

R

R' R'

PhIO
>:N Qe >:o + NO-
- Phl R

Y

R

2+
NO- PhIO oder Cu . NO

- Phl oder Cu+

Mechanismus der NO-Freisetzung aus Oximen unter oxidativer Einwirkung
von Kupfer(Il)-Ionen und Iodosobenzol

Rickerts, B., Dissertation Hamburg (2005).

Zum einen kann eine NO-Freisetzung aus den desalkylierten Oximethern
unter oxidativer Einwirkung von Kupfer(Il)-Ionen und Iodosobenzol
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ablaufen. Durch die Reaktion mit den Kupfer(II)-Ionen entsteht zunichst ein
Iminoxyradikal, welches anschlieBend durch Iodosobenzol zu einem
Nitroxylanion und der entsprechenden Carbonylverbindung reagiert. Das
Nitroxylanion wird dann durch Iodosobenzol oder Kupfer(I)-Ionen zu NO
oxidiert. Diese Reaktionen erfolgen bevorzugt bei hoheren pH-Werten. Die
Erhohung der Ausbeute an oxidierten Stickstoffspezies durch Kupfer(Il)-
Ionen ist folglich kein Hinweis auf die Beteiligung von Hydroxylamin am
Reaktionsmechanismus.

In einem weiteren Reaktionsweg ist eine NO-Freisetzung unter alleinigem
Einfluss des Iodosobenzols denkbar. Es reagieren 2 Mol des Oxims mit
3 Mol Iodosobenzol. Bei dieser Reaktion kommt es zu einer intermedidren
Bildung von Nitroxylanionen, aus denen durch Reaktion mit Iodosobenzol
NO entsteht.

N=—O-

f
R m R &:{ R
)=N—OH * ' —(g/= )=N—0=— [—N=0 ————— = +)»—N=0
2 O B |
ot TN

©/ . - =0 R

H,O

N=—O-

Mechanismus der NO-Freisetzung aus Oximen unter
oxidativer Einwirkung des Iodosobenzols

Rickerts, B., Dissertation Hamburg (2005).
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Der dritten Moglichkeit liegt ein Mechanismus fiir die NO-Freisetzung aus
Oximen unter Metalloporphyrinkatalyse ohne Beteiligung eines Sauerstoff-
donators zu Grunde. Durch die Reaktion des Oxims mit dem Metallo-
porphyrin kommt es zur Bildung eines Eisen(III)-Oxim-Komplexes (1).
Durch eine homolytische Spaltung der enthaltenen Eisen-Sauerstoff-Bindung
entsteht intermedidr ein Iminoxyradikal (2), welches ein dimerzhnliches
Nebenprodukt bilden kann (5)*®. Durch Sauerstoffinsertion entsteht eine sehr
instabile Peroxyeisen(IIl)-Hidmspezies (3), die spontan den Metallopor-
phyrinkomplex homolytisch abspaltet und iiber ein instabiles Radikal NO
und die resultierende Carbonylverbindung bildet.

R
R O\N—
s X
r- NGO, R'

02
R OH R O--F4-p - o
p— / il e / E J— / 2 R //
N + P—Fe —— N e —— N - >7N
' ' ' R
P—F¢'
] ’
: R P AN
>:o + NO =——— >vN 3 >VN
R, R O- R Oxo—ré-p

v
P—Fe=0

Mechanismus der NO-Freisetzung aus Oximen unter Metalloporphyrinkatalyse

Rickerts, B., Dissertation Hamburg (2005).

Im vierten Reaktionsweg verlduft die NO-Freisetzung iiber die Bildung der
aktiven Oxenoid-Spezies aus dem Metalloporphyrinkomplex und Iodoso-
benzol. Das Oxim reagiert mit dem nicht-aktivierten Metalloporphyrin-
komplex zu einem Eisen(III)-Oxim-Komplex, der unter Bildung eines
Iminoxyradikals hydrolysiert wird. Durch Anlagerung eines Oxenoids an das
o-Kohlenstoffatom dieses Radikals entsteht eine instabile Eisen(IIl)-
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peroxospezies, die nach Abspaltung des Metalloporphyrins NO und die
entsprechende Carbonylverbindung erzeugt.
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Mechanismus der NO-Freisetzung aus Oximen iiber die Bildung der
aktiven Oxenoid-Spezies

Rickerts, B., Dissertation Hamburg (2005).

Die Bindung eines Oxims an ein Metallion liber den Sauerstoff ist nur selten
in der Literatur veroffentlicht Worden43, aber fir diesen Mechanismus
essentiell. In fritheren Arbeiten wurde beschrieben, dass Oxime sich
iiblicherweise iiber den basischeren Stickstoff an Metallionen binden® *%.
Der daraus entstehende Komplex ist sehr stabil und wiirde keine NO-
Freisetzung mehr zulassen™. Da nur geringe Mengen an oxidierten
Stickstoffspezies bei beiden Antibiotika detektiert werden konnten, ist die
Bildung dieses Komplexes nicht auszuschlieBen. Normalerweise ist der
Stickstoff 1m Oxim basischer als der Sauerstoff, elektronenziehende
Substituenten und ein alkalisches Milieu senken aber die Basizitit des

Stickstoffs und erleichtern die Komplexbildung iiber den Sauerstoff.
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Elektronenziehende Substituenten sind nur in der Struktur des Ceftazidims
vorhanden, dennoch kann im Verhiltnis zum Roxithromycin nur eine
geringere Ausbeute an oxidierten Stickstoffspezies detektiert werden. Dies
kann zum einen sterisch bedingt sein, wobei die Methylgruppen eine
Porphyrinannidherung behindern, da 1im Ceftazidim ein verzweigter
Oximether vorliegt. Zum anderen bewirkt die durch starke
elektronenziehende Substituenten am Oximether verminderte Basizitdt des
Stickstoffs eine verminderte Neigung zur Protonierung und somit auch zur
Protolyse. Also wiirde eine geringere Menge an freiem Oxim entstehen,
welches dann auch zu einer geringeren Hydrolyse unter NO-Freisetzung
neigt. Von Rickerts® wurde der Einfluss der Symmetrie des Substrates auf
die NO-Freisetzung beschrieben. Eine Symmetrie im Molekiil bewirkt einen
geringeren Unterschied der Basizitidten des Sauerstoffs und des Stickstoffs in
der Oximgruppe. Dadurch kommt es zu einer geniigend hohen Zahl der fiir
die katalytische Wirkung entscheidenden Oxim-Porphyrin-Komplexe iiber
den Sauerstoff. Bei hohen pH-Werten ist dieser Komplex zusitzlich
bevorzugt, was sich durch die maximalen Ausbeuten an oxidierten Stick-
stoffspezies bei pH 9,0 bestitigte.

Es ist anzunehmen, dass Roxithromycin in Gegenwart des biomimetischen
Modellsystems eher iiber den Mechanismus der Metalloporphyrinkatalyse
ohne Beteiligung des Sauerstoffdonators oxidierte Stickstoffspezies freisetzt.
Dafiir sprechen die geringe Menge an detektiertem Hydroxylamin und die
hohere Menge an oxidierten Stickstoffspezies, da intermediir bei diesem
Mechanismus keine Nitroxylanionen gebildet werden. Diese konnten neben
der Bildung von NO auch die Bildung von Nitrosoporphyrinkomplexen
bewirken. Diese Konkurrenzreaktion inaktiviert zusétzlich den Katalysator.
Die Freisetzung oxidierter Stickstoffspezies aus Ceftazidim verldauft zu
einem groBeren Anteil iiber die Bildung von Hydroxylamin. Dabei entstehen
intermedidr Nitroxylanionen, welche die Ausbeuten an NO, Nitrit und Nitrat
durch Konkurrenzreaktionen vermindern konnten.Eine weitere Erklirung fiir
die duBerst geringe NO-Freisetzung beider Antibiotika ist die mogliche
Weiterreaktion von NO zu Nitrit und Nitrat und zu stickstofthaltigen
Nebenprodukten, die nicht mit dem NOA™ erfasst werden konnen. Dies
sind insbesondere Distickstoffoxid, Stickstoff, Dimere des Substrats und
Nitroalkane, wobei diese besonders bei niedrigen pH-Werten sehr stabil
sind®™.Die Werte der maximalen Ausbeute an oxidierten Stickstoffspezies fiir
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beide Antibiotika haben einen deutlichen Nachweis fiir die erfolgte
Desalkylierung durch das biomimetische Modellsystem erbracht. Sie lieBen
aber keinen Riickschluss auf den prozentualen Anteil einer Desalkylierung
zu, da nicht alle Nebenprodukte erfasst werden konnten.

Uber einen #hnlichen Mechanismus der NO-Freisetzung im menschlichen
Organismus ist bislang nichts bekannt. Der Metabolismus von
Roxithromycin endet auf der Stufe des desalkylierten Oxims (Erythromycin-
oxim), obwohl das Cytochrom P450-Enzymsystem durch die Einnahme von
Roxithromycin und vieler anderer Antibiotika sogar induziert wird. Ceft-
azidim wird unveréndert renal ausgeschieden.



98

6 Modellsysteme fiir Hydroxylierungen

6.1 Einleitung und Literaturiibersicht

Hydroxylierungen gehoren zu den Phase I-Biotransformationsreaktionen und
ermoOglichen die Konjugationen mit anderen Biomolekiilen in den
Reaktionen der PhaseIl. Seddon und Mitarbeiter®™ beschrieben den
Metabolismus von Diazepam (1) im menschlichen Organismus. Die
Besonderheit in diesem speziellen Fall ist die pharmakologische Aktivitit
aller Phase I-Metaboliten. Durch Desmethylierung entsteht Nordiazepam (2),
durch Hydroxylierung Temazepam (3) und aus beiden Reaktionen in Folge
Oxazepam (4). Alle Metabolite wirken anxiolytisch und in hoheren Dosen
allgemein ddmpfend, myotonolytisch, antikonvulsiv und narkotisch. Sie
unterscheiden sich in ihrer Halbwertszeit, wodurch unterschiedliche
Indikationen resultieren. Phase II-Reaktionen sind nicht beschrieben. Die
Metabolite werden iiberwiegend renal ausgeschieden.

H O
N\i
Cl l —N
H

S 0 0
N / , O \ H
O I
Cl Cl —N

O

Seddon, T., Michelle, 1., Chenery, R. J., Biochem. Pharmacol. 38, 1657-1665 (1989).

—N

Ein weiteres Beispiel ist die Biotransformation von Diclofenac (a), die
hauptsidchlich auf Hydroxylierungen mit anschlieBender Glucuronidierung
beruht. Die Hauptmetaboliten sind das 5-Hydroxydiclofenac (b) und das
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4’-Hydroxydiclofenac (c¢). Diese werden bereits nach der ersten Leber-
passage gebildet. Nur in geringem Umfang findet eine Konjugation mit
Glucuronsidure an der Carboxylgruppe (d) statt. Die Metabolite werden renal
und bilidr ausgeschieden.
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Othman, S., Mansuy-Mouries, V., Benzoussan, C., Battioni, P., Mansuy, D.,
Compt. Rend. Acad. Sci., Ser. Ilc: Chim. 3, 751-755 (2000).

Othmann und Mitarbeiter’® konnten die beiden hydroxylierten Haupt-
metaboliten mit Hilfe von biomimetischen Modellsystemen herstellen. Fiir
die Hydroxylierung in der 5-Position, welche die Position mit der hochsten
Reaktivitdt im Aromaten darstellt, diente ein Modellsystem mit FeTDCPPCI
und Wasserstoffperoxid bzw. fert-Butylperoxid in einem Gemisch aus
Acetonitril, Wasser und Dichlormethan. Der zweite Metabolit konnte nach
Umsetzung des Diclofenacs mit Hilfe einer rekombinanten Hefe, die das
humane Isoenzym Cytochrom P450 2C9 exprimiert, erhalten werden.

Die Insertion des Sauerstoffs in eine C-H-Bindung findet mit groBer Wahr-
scheinlichkeit nicht konzertiert statt, sondern iiber eine radikalische Wasser-
stoffatom-Abstraktion und anschlieBende Radikalrekombination. Versuche
an Steroiden und azyklischen Verbindungen zeigten, dass diese Hydroxy-

, : - 1,92
lierungen stereo- und regiospezifisch ablaufen” *>.
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H E—— — OH
c:

tP—Fe=0 P—Fe<O P—Fe

Woggon, W.-D., Nachr. Chem. Tech. Lab. 36, 890-895 (1988).

Die im Rahmen dieser Arbeit optimierten Modellsysteme und Methoden
lieferten in verschiedenen Reaktionen gute Resultate. Im folgenden
Abschnitt wurde der Einfluss der Modellsysteme auf Hydroxylierungen
untersucht.

6.2 Phenylalanin

Die Umsetzung von Phenylalanin zu Tyrosin und DOPA mit FeT4MPyPCl
und Wasserstoffperoxid als Sauerstoffdonator wurde in Anlehnung an eine
Vorschrift von Shimidzu und Mitarbeitern'® durchgefiihrt. Anhand dieses
Substrats sollte untersucht werden, wie die optimierten Modellsysteme und
ein Einsatz der Synthesemikrowelle diese Reaktion beeinflussen.

6.2.1 Pharmakologische Eigenschaften

Phenylalanin muss dem Organismus als essentielle Aminosédure durch die
Nahrung zugefiihrt werden. Durch enzymatische Hydroxylierungen
entstehen daraus sowohl Tyrosin als auch DOPA. Im weiteren Verlauf
werden durch  Decarboxylierung Dopamin, nach anschlieBender
Hydroxylierung Noradrenalin und letztendlich durch Methylierung
Adrenalin gebildet”.
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Lehninger, A. L., Nelson, D. L., Cox, M. M., Prinzipien der Biochemie, 2. Auflage,
Spektrum Akademischer Verlag, 817-818 (1998).

Der Neurotransmitter Dopamin hat einen entscheidenden Einfluss bei der
Genese des Morbus Parkinson. Ein durch Degeneration dopaminerger
Neurone resultierendes Ungleichgewicht zwischen Dopamin und Acetyl-
cholin verursacht im weiteren Krankheitsverlauf starke motorische
Storungen. Dopamin kann die Blut-Hirn-Schranke nicht iiberwinden. Daher
wird die physiologische Vorstufe DOPA zur Therapie des Morbus Parkinson
eingesetzt, die als Aminosédure iiber den Aminosiure-Transportmechanismus
aus dem Blut in den Liquor gelangen kann. Die fiir die Bildung von
Dopamin notwendige Decarboxylase ist im Organismus ubiquitir
vorhanden. Fiir einen therapeutischen Effekt miissen allerdings im Verhiltnis
zur benétigten Menge Dopamin sehr hohe Dosen an DOPA oder eine
Kombination aus DOPA und DOPA-Decarboxylasehemmstoffen verabreicht
werden.
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6.2.2 Analytik

Fiir die Analytik von Phenylalanin, Tyrosin und DOPA wurde eine HPLC-
Methode aus der Applikationsdatenbank der VWR International GmbH
(Darmstadt, Deutschland) verwendet. Die drei Analyten wurden auf einer
RP-18 Siule mit einem Elutionsmittelgemisch aus 20 mM Kaliumdi-
hydrogenphosphatlosung pH 4,3 und Methanol getrennt und konnten bei
einer Wellenldnge von 254 nm detektiert werden. Fiir eine noch stidrkere
Trennleistung wurde in dieser Arbeit eine ldngere Siule verwendet. Daher
mussten das Verhiltnis des FElutionsmittelgemisches und die Flussrate
angeglichen werden. Die Retentionszeit fiir DOPA betrug 4,5 Minuten, fiir
Tyrosin 6,1 Minuten und fiir Phenylalanin 13,2 Minuten. Fiir die
Identifizierung von Tyrosin und DOPA standen Referenzsubstanzen (Merck
KGaA, Darmstadt, Deutschland) zur Verfiigung.

6.2.3 Umsetzung von Phenylalanin

Shimidzu und Mitarbeiter' fiihrten die Umsetzung von Phenylalanin mit
einem molaren Ansatzverhiltnis von Metalloporphyrin zu Substrat zu
Sauerstoffdonator von 1:10:30 in einem neutralen nicht gepufferten
Losungsmittel durch. Sie setzten das kationische FeT4MPyPCl und als
Sauerstoffdonator Wasserstoffperoxid ein. Dabei wurden nach einer
Reaktionszeit von 60 Minuten 45 % Tyrosin und 10 % DOPA gewonnen.
Des Weiteren beschrieben sie eine totale Zerstorung des Metalloporphyrins
bei Einsatz von 50 Teilen Wasserstoffperoxid und ein Ausbleiben der
Reaktion bei Einsatz von nur 10 Teilen. Unter Einhaltung der von Shimidzu
und Mitarbeitern angegebenen Parameter wurde dieser Versuch wiederholt.
Es konnte unter diesen Bedingungen nur die vollstindige Zerstorung des
Metalloporphyrins unter Ausbleiben der Reaktion beobachtet werden. Durch
Reduzieren des Anteils an Wasserstoffperoxid auf 20 Teile blieb das
Metalloporphyrin erhalten. Die quantitative Analyse dieser Ansitze zeigte,
dass weniger als 0,1 % Tyrosin und DOPA entstanden waren. Da Iodoso-
benzol und m-Chlorperoxybenzoesdure als sehr potente Sauerstoffdonatoren
jeweils im Chromatogramm die Peaks der Produkte iiberlagerten, schieden
diese fiir die mit der in dieser Arbeit beschriebenen Analytik quantifizierten
Ansitze aus. Bei Zusatz von lediglich 5-10 Teilen Iodosobenzol war zwar
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eine basisliniengetrennte Analytik der Produkte moglich, aber durch den
nach Zugabe der ethanolischen Iodosobenzol-Stammldsung ansteigenden
Anteil an Ethanol im Losungsmittel fiel Phenylalanin aus. Von lida und
Mitarbeitern™ wurde der Einsatz von Imidazol als zusitzlicher Ligand am
Metalloporphyrin-Komplex beschrieben. Im optimalen Ansatzverhiltnis
sollte Imidazol mindestens im 50fachen Uberschuss zum Metalloporphyrin
eingesetzt werden. In den beschriebenen Versuchen an Lipid-
Doppelschichten fiir Modelle membrangebundener Enzyme wurde
MnTFPPC1 als Metalloporphyrin verwendet. Es wurde ein molares
Ansatzverhiltnis MnTFPPCl zu Phenylalanin zu Wasserstoffperoxid zu
Imidazol von 1:20:1880:160 eingesetzt. Diese Angaben dienten als
Vorschrift fiir die Umsetzung von Phenylalanin. Als Losungsmittel wurden
entweder ein Phosphatpuffer bei pH 7,4 oder aufgrund der hoheren Stabilitit
von Wasserstoffperoxid bei niedrigen pH-Werten 0,1 M Salzsiure
verwendet. Des Weiteren wurde analog der Vorschrift AAV 12 eine
Umsetzung mit dem Ansatzverhiltnis von Metalloporphyrin zu Substrat zu
Sauerstoffdonator zu Imidazol von 1:10:500:100 durchgefiihrt (AAV 14).
Die Umsetzungen erfolgten entweder innerhalb von 60 Minuten durch
Schiitteln bei Raumtemperatur oder innerhalb von 20 Minuten bei 25 °C
unter Trockeneiskithlung in der Synthesemikrowelle (25 W).

80

ODOPA
70 B Tyrosin
B Phenylalanin

H

H

60

50 1

40 -

30

Ausbeute [%]

20 A

10 1

pH 7,4 konv. pH7,4 MW 0,1 MHCI konv. 0,1 M HCI MW

Abbildung 6-1 Umsetzung von Phenylalanin mit Wasserstoffperoxid nach AAV 13 mit
der konventionellen Methode (konv.) oder in der Synthesemikrowelle
(MW); als Losungsmittel wurden ein Phosphatpuffer pH 7,4 oder
0,1 M HCI verwendet
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In Abbildung 6-1 sind die Ergebnisse der Umsetzung nach AAV 13
dargestellt worden. Zunichst féllt auf, dass nach der Umsetzung mit der
konventionellen Methode sowohl bei pH 7,4 als auch bei niedrigem pH-Wert
kein Tyrosin detektiert werden konnte. Es erfolgte eine sofortige
Hydroxylierung zu DOPA. Bei der Umsetzung in der Synthesemikrowelle
wurde das gesamte Edukt umgesetzt, und es konnten Tyrosin und DOPA als
Produkte identifiziert werden. Die Ausbeute an DOPA war auch nach einer
langeren Reaktionszeit in der Synthesemikrowelle nicht mehr zu steigern,
was auf einen vollstindigen Verbrauch oder eine Zersetzung des
Sauerstoffdonators schlieBen lie3. Die Reaktion in 0,1 M Salzsdure als
Losungsmittel zeigte nach der konventionellen Methode keinen Vorteil
gegeniibber dem 50 mM Phosphatpuffer. Bei der Reaktion in der
Synthesemikrowelle waren dagegen die Ausbeuten an Tyrosin und DOPA
bei niedrigem pH-Wert hoher. Dies konnte zum einen an der hoheren
Stabilitit von Wasserstoffperoxid im Sauren liegen, wahrscheinlicher ist aber
der Einfluss der Ionen in den Losungen. Durch die hohere Molaritit der
Salzsdure kann es wihrend der Reaktion in der Synthesemikrowelle zu
hiufigeren ZusammenstoBBen der Teilchen im Losungsmittel kommen und
somit zu einer hoheren Reaktivitit. Bei der Umsetzung in der
Synthesemikrowelle kam es nachweislich zu hédufigeren Nebenreaktionen als
nach der konventionellen Methode, da die Summe der Analyten nur Werte
zwischen 55 und 65 % ergab (Abbildung 6-1). Nebenreaktionen wurden in
der Literatur bereits beschrieben und in dieser Arbeit nicht weiter bertick-
sichtigt'” ™.

In Abbildung 6-2 sind die Ergebnisse der Umsetzung nach AAV 14 gezeigt.
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Abbildung 6-2 Umsetzung von Phenylalanin mit Wasserstoffperoxid nach AAV 14 mit
der konventionellen Methode (konv.) oder in der Synthesemikrowelle
(MW); als Losungsmittel wurden ein Phosphatpuffer pH 7,4 oder
0,1 M HCI verwendet

Auch bei den Reaktionen mit der konventionellen Methode war Tyrosin
detektierbar. Die deutlich geringere Menge an Sauerstoffdonator in diesen
Reaktionsansitzen reichte nicht aus, um entstandenes Tyrosin vollstindig zu
DOPA zu hydroxylieren. Durch eine Verdnderung der Menge des Sauer-
stoffdonators war es demnach moglich, gezielt bestimmte Produkte entstehen
zu lassen. Die Menge an Produkten ist gegeniiber den Reaktionen nach
AAV 13 reduziert. Die Moglichkeit, eine groBlere Menge an Sauerstoff-
donator als bei AAV 13 einzusetzen, um noch hohere Ausbeuten an
Produkten zu erhalten, bestand nicht, da selbst das perfluorierte MnTFPPCI
dann oxidativ zerstort wurde. Die Summe der Analyten war bei der
Umsetzung nach AAV 14 eindeutig grofler. Dies konnte durch weniger
Nebenreaktionen aufgrund einer geringeren zur Verfligung stehenden Menge
an Sauerstoffdonator verursacht worden sein. Eine oxidative Zerstérung der
Analyten bei der Umsetzung nach AAV 13 durch eine sehr grole Menge an
Sauerstoffdonator war aber auch nicht auszuschlieen.
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6.3 Acetylsalicylsiure und Salicylsiure

6.3.1 Pharmakologische Eigenschaften

Salicylsdure wurde urspriinglich aus der Weide Salix alba L. gewonnen und
zur Analgesie eingesetzt. Heute wird sie aufgrund ihrer duBerst schlechten
oralen Vertraglichkeit hauptsidchlich topisch als Keratolytikum eingesetzt.
Das Salicylsdurederivat Acetylsalicylsdure ist ein Nicht-steroidales Anti-
rheumatikum mit analgetischer und antiphlogistischer Wirkung. Des
Weiteren kommt es durch eine irreversible Acetylierung der Cyclooxygenase
zu einer Hemmung der Synthese von Entziindungsmediatoren und Throm-
boxan A, in Blutpléttchen. Diese Wirkung der Thrombozytenaggregations-
hemmung wird bereits durch die orale Gabe geringer Dosen erreicht.
Acetylsalicylsdaure (1) wird im Organismus schnell hydrolysiert, so dass
Salicylsdure (2) als Hauptmetabolit im Plasma nachweisbar ist. Diese wird in
der Leber durch Biotransformationsreaktionen der Phase II an Glucuronsiure
(3und4) und Glycin (5) konjugiert und zu einem geringen Teil
Cytochrom P450-abhéngig zu Gentisinsdure (6, 2,5-Dihydroxybenzoesiure)
oxidiert'.
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Liillmann, H., Mohr, K., Pharmakologie und Toxikologie 14. Auflage,
Thieme Verlag Stuttgart, 274-275 (1999).

v o

H,C-COOH

| //\\

H

HO




107

6.3.2 Analytik

Fiir die Analytik von Acetylsalicylsdure, Salicylsdure und den resultierenden
hydroxylierten Produkten 2,3-Dihydroxybenzoesdure (DHBA), 2,4-DHBA,
2,5-DHBA und 2,6-DHBA bot sich eine kapillarelektrophoretische Methode
an, bei der die Auftrennung der in einem alkalischen Hintergrundelektrolyten
negativ geladenen Ionen auf deren unterschiedlichen Wanderungsverhalten
im elektrischen Feld beruht. Mit der erarbeiteten Methode waren eine
deutliche Auftrennung und eine in Anbetracht der vielen Substanzen kurze
Analysenzeit moglich. Es konnten ebenfalls 3,4-DHBA und 3,5-DHBA
detektiert werden. In Abbildung 6-3 ist ein Elektropherogramm eines
Gemischs der Referenzsubstanzen der oben angefiihrten Analyten
abgebildet.

mAU
100

2,5-DHBA SS
80°] \ / 2,6-DHBA 2,3-DHBA 3,4-DHBA

ASS 3,5-DHBA /

60

2,4-DHBA
40

Abbildung 6-3 Elektropherogramm der Trennung von Acetylsalicylsdure (ASS),
Salicylsdure (SS), 2,3-DHBA, 2.4-DHBA, 2,5-DHBA, 2,6-DHBA,
3,4-DHBA und 3,5-DHBA

6.3.3 Umsetzung von Acetylsalicylsdure und Salicylsiure

Die Umsetzung von Acetylsalicylsdure und Salicylsdure zu den
hydroxylierten Produkten 2,3-DHBA, 2,4-DHBA, 2,5-DHBA, 2,6-DHBA
gelang weder nach der konventionellen Methode, noch unter Einsatz der
Synthesemikrowelle mit den beschriebenen Vorschriften (AAV 10-14,
Abschnitt 9.3.1 und 9.5.1).
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6.4 AbschlieBende Betrachtung

Anhand der Methoden zur Hydroxylierung von Phenylalanin zu Tyrosin und
DOPA konnte gezeigt werden, dass durch Variationen im Ansatzverhéltnis
das Produktverhiltnis deutlich beeinflusst werden konnte. So wurde nach der
konventionellen Methode Tyrosin nur durch Verringerung des Anteils an
Sauerstoffdonator erhalten. Die Auswahl des optimalen Sauerstoffdonators
war durch seine physikochemischen Eigenschaften eingeschrinkt. Eine
geringe Loslichkeit in den verwendeten Losungsmitteln und ein Uberlagern
der Produkte in den Chromatogrammen erlaubten nur eine Umsetzung mit
Wasserstoffperoxid als Sauerstoffdonator. Der Einsatz der Synthese-
mikrowelle erwies sich als hilfreich, um groBere Mengen an Produkten zu
erhalten. Es konnte so eine vollstindige Umsetzung des Edukts erreicht
werden. Allerdings wurden Nebenreaktionen bzw. eine mogliche oxidative
Zerstorung der Analyten gefordert.

MnTFPPCI MnTFPPCI H
H 20,

Phenylalanin Tyrosin
COOCH COOH
O\H/ 2, OY
0O o]
HO
Acetylsalicylsaure 5-Hydroxysalicylsaure
COOCH COOH
OH OH
HO
Salicylsaure Gentisinsaure

Abbildung 6-4 Im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte biomimetische Hydroxy-
lierungen mit MnTFPPCI und Wasserstoffperoxid

Die Umsetzung von Acetylsalicylsdure und Salicylsdure gelang mit den
beschriebenen biomimetischen Modellsystemen nicht. Baciocchi und
Mitarbeiter™ beschrieben die Dihydroxylierung von aromatischen Substraten,
bei denen keine phenolischen Intermediate gebildet wurden. Sie postulierten
einen Mechanismus, bei dem zunichst der aktive Eisen-Oxo-Komplex das
aromatische Substrat unter Ausbildung eines 1,4-Cyclohexadienyl-
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radikals (1) angreift, welches durch einen erneuten Angriff eines Eisen-Oxo-
Komplexes zum Cyclohexadien (2) reagiert. Im Folgenden entsteht das
Hydrochinon als Intermediat, welches in Anwesenheit des biomimetischen
Modellsystems zum 1,4-Benzochinon oxidiert wird.

P—Fe=0 =— tP—Fe=0 P = Metalloporphyrin-Komplex

H_ O—Fe-P

R R
tP—Fe=0 + ©/ —_— 1
H
r tP—Fe=0

Q o H  Oo—Fd-p
R R R
Ox.
o) OH 2 P—Fe' H O—Fe—P

Baciocchi, E., Lanzalunga, O., Lapi, A., Tetrahedron Lett. 36, 3547-3548 (1995).

Im Fall der Salicylsdure ist die ortho-Position zur Carboxylgruppe bereits
mit einer phenolischen Hydroxylgruppe besetzt. Die para-Position zur
Hydroxylgruppe ist fiir einen Angriff des aktivierten Eisen-Oxo-Komplexes
durch den positiven Mesomerie-Effekt der Hydroxylgruppe nicht zu-
ginglich, und es kann nach dem von Baciocchi und Mitarbeitern
beschriebenen Mechanismus kein radikalischer Ubergangszustand zur
Begiinstigung einer Anlagerung des FEisen-Oxo-Komplexes formuliert
werden. Der Carbonsidureester der Acetylsalicylsdure scheint durch einen
negativen induktiven Effekt ebenfalls keine para-Hydroxylierung zu-
zulassen. Die Art und die entsprechenden Eigenschaften der Substituenten
am Aromaten haben folglich einen starken Einfluss auf die Moglichkeit der
Hydroxylierung.

Aus den in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen wurde ersichtlich,
dass kein optimales biomimetisches Modellsystem fiir alle eingesetzten
Substrate existiert. Die Art der Reaktion, die Eigenschaften der Edukte und
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die Konstitution der entstandenen Produkte bestimmten die Wahl des
Metalloporphyrins, des Sauerstoffdonators, des Reaktionsmediums und der
Umsetzungsmethode.
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7 Zusammenfassung

Biomimetische Modellsysteme fiir Monooxygenierungen stellen chemisch
katalysierte Analogsysteme fiir Cytochrom P450-abhingige Biotrans-
formationsreaktionen dar. Diese konnen als Ergdnzungs- oder Komple-
mentdrmethoden zu Tiermodellen in Biotransformationsstudien fiir die
Arzneistoffzulassung dienen. Des Weiteren konnen Informationen iiber
Reaktivitidt und Stabilitit von Arzneistoffen gegeniiber oxidativen Angriffen
gewonnen werden.

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit steht die Optimierung von
biomimetischen Modellsystemen durch Steigerung der Effizienz der als
Katalysatoren verwendeten Metalloporphyrine, sowie die Entwicklung von
Methoden fiir die Umsetzung verschiedener Substrate. Hierbei wurden
biomimetische Epoxidierungen, Desalkylierungen und Hydroxylierungen
untersucht.

Die verwendeten Metalloporphyrine wurden aufgrund der hohen Loslichkeit
in polaren und apolaren Losungsmitteln an verschiedene Kieselgele
gebunden (Schema 7-1), um dariiber hinaus ein erleichtertes Abtrennen aus
dem Reaktionsansatz und erneutes Verwenden sowie eine hohere Stabilitét
und Belastbarkeit unter oxidativen Bedingungen zu erreichen. Die
Immobilisierung sollte eine hohe verbleibende Aktivitit der Katalysatoren
gewdhrleisten. Fir die Immobilisierungen wurde in dieser Arbeit erstmals
eine Methode unter Einsatz der Synthesemikrowelle etabliert, mit der eine
deutlich hohere Bindung der Metalloporphyrine am Trégermaterial erreicht
werden konnte als mit der konventionellen Methode.

;Los M . OS.AM

Ar Ar = aryliertes Metalloporphyrin

" Ar " Ar

- = —\. e =\
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o) Cl Ar cl 0 cl

+ + A

Schema 7-1 Immobilisierung von Metalloporphyrinen an verschiedenen Kieselgel-
tragern
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Ferner wurden Methoden zur Quantifizierung der Belegung am Tréger-
material und zur Bestimmung der Restaktivitit der immobilisierten Metallo-
porphyrine entwickelt.

Fir die biomimetischen Epoxidierungen verschiedener Substrate
(Schema 7-2) wurde zunédchst am Beispiel des Carbamazepins ein optimales
Modellsystem entwickelt. Das Modellsystem, bestehend aus dem Metallo-
porphyrin MnT4AMPyPCl und dem Sauerstoffdonator m-Chlorperoxybenzoe-
sdure, erbrachte die hochsten Ausbeuten an Epoxiden. Die Umsetzung dieser
Reaktionen in der Synthesemikrowelle konnte die Ausbeuten bei geringeren
Standardabweichungen noch steigern.
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Schema 7-2 Biomimetische Epoxidierungen mit MnT4MPyPCl und m-Chlorperoxy-
benzoesdure
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In dieser Arbeit werden erstmals Desalkylierungen von Oximetherstrukturen
mit lingeren Alkylresten durch die verwendeten biomimetischen
Modellsysteme beschrieben und deren Mechanismen vorgeschlagen. Als
Substrate dienten die Antibiotika Roxithromycin und Ceftazidim
(Schema 7-3). Die erfolgreich verlaufende Reaktion wurde durch eine Frei-
setzung von oxidierten Stickstoffspezies aus dem desalkylierten Oxim
bestimmt. Das fiir diese Reaktion gewihlte Modellsystem aus MnTFPPCI
und Iodosobenzol wurde durch die NO-Freisetzug aus N-Hydroxyharnstoff
bestimmit.
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y Oﬁa HC” CooH
MnTFPPCI MnTFPPCI
lodosobenzol lodosobenzol
formale Abspaltung formale Abspaltung

des Alkylrests des Alkylrests

[elelel
(¢]
S +

» 4 o) NT X N

‘ N | )jﬂ O

\\\\\ o s N | N\\\ s P4

N, HHH

1,l/’OH

MnTFPPCI MnTFPPCI

lodosobenzol lodosobenzol
NO NO

coo”

Schema 7-3 Desalkylierungen der Oximetherstrukturen von Roxithromycin und
Ceftazidim mit MnTFPPCI und Iodosobenzol
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Die durchgefiihrten Untersuchungen der biomimetischen Hydroxylierungen
(Schema 7-4) zeigten einen starken FEinfluss des molaren Ansatz-
verhiltnisses von Sauerstoffdonator zu Substrat und der Wahl der Methode
(konventionell oder mit der Synthesemikrowelle) auf die Produktbildung und
Ausbeute. Lediglich durch Reduktion der Menge des Sauerstoffdonators bei
der konventionellen Umsetzung von Phenylalanin konnte Tyrosin als
Zwischenprodukt erhalten werden. Bei hoheren Konzentrationen erfolgte
eine sofortige Hydroxylierung des Tyrosins zu DOPA. Durch den Einsatz
der Synthesemikrowelle wurde eine vollstindige Umsetzung des Edukts
unter Bildung von Tyrosin und DOPA im Verhiltnis 1:2 erreicht.

+ H + H
HN,, O HN, 7 O
o- MnTFPPCI_ o- MnTEPPGI_ |
H,O, H,0,

Phenylalanin Tyrosin
COCH COOH
s g
o] O
HO
Acetylsalicylsdure 5-Hydroxysalicylsaure
COCH COCH
OH OH
HO
Salicylsdure Gentisinsaure

Schema 7-4 Biomimetische Hydroxylierungen mit MnTFPPCl und Wasserstoff-
peroxid

Die erwiinschte Epoxidierung von Acrylamid und cis-1-Propenylphosphon-
sdure sowie die Hydroxylierung von Acetylsalicylsdure und Salicylsdure
erbrachten mit den im Rahmen dieser Arbeit optimierten biomimetischen
Modellsystemen keine Produkte. Das Ausbleiben dieser Reaktionen wurde
diskutiert.
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8 Summary

Biomimetic model systems for monooxygenation reactions represent
chemically catalyzed analogous systems of cytochrom P450-dependent
biotransformation reactions. These systems allow biotransformation studies
in drug admission proceedings complementary to animal experiments. In
addition, it is possible to gain information about reactivity and stability of
drugs against oxidative attacks.

This thesis focuses on the optimization of biomimetic model systems by
increasing the efficiency of the metalloporphyrins which are used as
chemical catalysts, and on the development of methods for the conversion of
different substrates. In this context biomimetic epoxidations, dealkylations
and hydroxylations have been investigated.

Due to their high solubility in polar and apolar solvents, the metallo-
porphyrins used in this work were supported on different carrier materials
(Scheme 8-1). By the use of this technique removal of the metalloporphyrins
from the reaction mixture was facilitated and reutilization of them was
possible. Immobilization also led to higher stability and resilience under
oxidative conditions. In addition, it should assure high remaining catalytic
activity of the metalloporphyrin. For the immobilization reactions a
microwave assisted method was established in this work for the first time.
Compared to the conventional method, a significant higher binding of
metalloporphyrins on carrier material was achieved.
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N s Ve I g S=t o &
-+ Fooe A FF A O FF
Ar
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—Si-O0 H.C—N N—CH
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(0]

;_+_4 Ar
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Scheme 8-1 Immobilization of metalloporphyrins on different silica gels
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Furthermore, methods to quantify the supported metalloporphyrin on the
carrier material and to determine the remaining activity of the immobilized
catalyst were developed.

The reaction of carbamazepine to the 10,11-epoxide was utilized to optimize
a model system for the biomimetic epoxidation of different substrates
(Scheme 8-2). The model system which contained the metalloporphyrin
MnT4MPyPCl and the oxygen donor m-chlorperoxybenzoic acid furnished
the highest yields of epoxide. Usage of the microwave-assisted method for
the reactions increased the yields accompanied by lower standard deviations.

o)
O O MnT4MPyPCI
)\ mCPBA j‘\

o) N

0

Q‘O MnT4MPyPCI 0.0
mCPBA
protriptyline protriptyline-
10,11-epoxide
HN

:

carbamazepine-

carbamazepine O NH H, 10,11-epoxide

2

HN
O/ O/
(0] (0]
-~ MnT4MPyPCI -~
mCPBA
methyleugenol 2-(3,4-Dimethoxy-
benzyl)-oxirane
AN
(0]
o (0]
HzNj Vi HZNX
acrylamide / o glycidamide
(0]
/. v
O=P—OH / O=P—OH
| 4 |
cis-1-Propenyl- OH OH fosfomycin

phosphonic acid

Scheme 8-2 Biomimetic epoxidation reactions carried out with MnT4MPyPCl and
m-chloroperoxybenzoic acid
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For the first time, biomimetic model systems were applied to dealkylation
reactions of oximether derivatives that contained larger alkyl groups, and
their mechanisms were proposed. The antibiotics roxithromycine and
ceftazidime were selected as substrates for this reaction (Scheme 8-3). The
positive response was detected through release of oxidized nitrogen species
from the dealkylated oxime. The optimal model system for this reaction was
determined by the NO release of hydroxy urea and consisted of MnTFPPCl
and 1odosobenzene.

coo”
S o)
o) N N
HN— | O
N N\\‘ s 4
| HH H
N
9 11,10
ith i HSCQ\ ceftazidime
roxithromycine
y o on H,C~ ~COOH

MnTFPPGI MnTFPPCI
cleavage of the lodosobenzene cleavage of the lodosobenzene

alkyl group alkyl group

coo”
s o)
N 0 N7 N
HN—Q | I
o vy o N o S Pz
| HHH
. N
”VOH

MnTFPPCI MnTFPPCI
lodosobenzene
NO lodosobenzene NO

coo”

Scheme 8-3 Dealkylation of the oximether structures of roxithromycine and
ceftazidime were carried out with MnTFPPCI and iodosobenzene
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Studies on biomimetic hydroxylations (Scheme 8-4) demonstrated a strong
effect of the molar ratio of oxygen donor to substrate as well as the choice of
the method (conventional or microwave-assisted) on product formation and
yield. Reducing the amount of oxygen donor in the conventional reaction of
phenylalanine was the only way to obtain the intermediate tyrosine. Higher
concentrations resulted in spontaneous hydroxylation of tyrosine to DOPA.
Application of microwave assisted reaction conditions enabled a complete
conversion of the starting material to tyrosine and DOPA in a ratio of 1:2.

MnTFPPCI MnTEPPCI_ |,
202

phenylalanine tyrosine HO DOPA
COOH COOH
OY 2, OY
o] O
HO
acetylsalicylic acid 5-hydroxysalicylic acid
COOH COOH
i LOH /©/OH
HO
salicylic acid gentisic acid

Scheme 8-4 Biomimetic hydroxylation reactions were carried out with MnTFPPCI
and hydrogen peroxide

Attempts to apply the optimized biomimetic model system on epoxidation of
acrylamid and cis-1-propenylphosphonic acid as well as on hydroxylation of
acetylsalicylic acid and salicylic acid did not succeed. The failure of these
reactions has been discussed.
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9 Experimenteller Teil

9.1 Verzeichnis der Geriite und allgemeine Methoden

Darstellung von Iodosobenzol
Nach Saltzmann und Sharefkin® aus Iodosobenzoldiacetat mit NaOH

ESI-MS/MS
Finnigan MAT 95 XL TRAP, ESI, Finnigan MAT GmbH,
Bremen, Deutschland

Herstellung von Pufferlosungen

Phosphatpuffer pH 7,4

19,7 mL Losung A + 80,3 mL Losung B, eingestellt mit konz. HCI
Losung A: 0,07 M Kaliumdihydrogenphosphat 9,07 g/LL

Losung B: 0,07 M Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat 11,87 g/L.

Citratpuffer pH 4,5

66,4 mL Losung A + 33,6 mL Losung B, eingestellt mit 1 M NaOH

Losung A: 0,1 M Dinatriumcitrat; 21,04 g/l Citronensdure Monohydrat
in 200 mL 1 M NaOH, Wasser auf 1000 mL

Losung B: 0,1 M HCI

Boratpuffer pH 9,0 und 9,3

83,5 mL Losung A + 16,5 mL Losung B, ggf. eingestellt mit 1 M NaOH
Losung A: 0,1 M Borax; 12,37 g Borsédure + 4 g NaOH, Wasser auf 1000 mL
Losung B: 0,1 M HCI

"H-NMR-Spektren

Bruker AMX 400 (400 MHz),

Chemische Verschiebungen mit 6-Werten in ppm,

Innerer Standard: Tetramethylsilan (TMS),

Ermittlung der Protonenverhiltnisse durch Integration,

Abkiirzungen der durch Spin-Kopplung auftretenden Signalmultiplizitdten:
s=Singulett, d=Dublett, t=Triplett, g=Quartett, m=Multiplett



120

HPLC

Merck-Hitachi La Chrom (Steuereinheit D-7000, Pumpe L-7100,
Autosampler L-7200, Dioden-Array-Detektor L[-7455), Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland

Merck-Hitachi (Steuereinheit D-6000, Pumpe L-6200, Injektor LC-
Organizer, UV-Detektor 655A), Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Varian Prostar 210/215, Varian Deutschland GmbH, Darmstadt, Deutschland

Kapillarelektrophorese
Agilent 3D CE mit Dioden-Array-Detektor,
Agilent Technologies GmbH & Co. KG, Waldbronn, Deutschland

NO-Messung
Sievers NOAnalyzer™ 280, Sievers Instruments, Boulder, USA

pH-Meter

Metrohm 632 mit Glaselektrode Metrohm 6.0203.000, Deutsche Metrohm
GmbH & Co. KG, Filderstadt, Deutschland

Die Kalibrierung erfolgte nach Ph. Eur. 4.00 bei 20 °C mit Kaliumhydrogen-
phthalatlosung pH 4,00, Kaliumdihydrogenphosphat- und Natriummono-
hydrogenphosphatlosung pH 7,43 und Natriumcarbonat- und Natrium-
hydrogencarbonatlosung pH 10,06

Synthesemikrowelle
Mikrowellensystem Discover™, CEM GmbH, Kamp-Lintfort, Deutschland

UV/VIS-Spektrometer

Shimadzu UV Visible recording spectrophotometer UV-160 (9.5), Shimadzu
Deutschland GmbH, Duisburg, Deutschland

Quarzkiivetten oder Mikrokiivetten ratiolab® (Miiller ratiolab, Dreieich,
Deutschland) mit einer Schichtdicke von 1 cm; auf eine Temperierung wurde
verzichtet.

Waagen
Sartorius micro M 500 P, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
HR-120-EC, A&D Instruments Ltd., Ahrensburg, Deutschland
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Zentrifuge
Concentrator 5301, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Zytostatikawerkbank
HERAsafe® HSP 18, Mikrobiologische Sicherheitswerkbank Klasse 2,
Kendro Laboratory Products GmbH, Hanau, Deutschland
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9.2 Versuche zu Abschnitt 3 (Immobilisierungen)

9.2.1 UV/VIS-spektroskopische Methode zur Quantifizierung der

Metalloporphyrinbelegung des Trigermaterials

Allgemeine Arbeitsvorschrift fiir die Quantifizierung von Mn/FeT4MPyPCl
AAV 1

1,200 mg immobilisiertes MnT4MPyPCl bzw. 3,000 mg immobilisiertes
FeT4MPyPCl werden in 10,0 mL 2 M HCI fiir 10 Minuten geschwenkt. Der
nun gefirbte Uberstand wird abdekantiert, 1:10 verdiinnt und in einer
Quarzkiivette gegen 2 M HCI bei einer Wellenlinge von 462 nm
(MnT4MPyPCl) bzw. 414nm (FeT4MPyPCl) bei Raumtemperatur
vermessen.

Allgemeine Arbeitsvorschrift fiir die Quantifizierune von Mn/FeTFPPCI
AAV 2

9,500 mg immobilisiertes MnTFPPCl bzw. 9,000 mg immobilisiertes
FeTFPPCI werden in 10,0 mL konz. Schwefelsdure suspendiert und nach
Zugabe von 100 mg NaF bei 80 °C fiir 20 Minuten geriihrt. Der Uberstand
wird abdekantiert, 1:10 verdiinnt und in einer Kunststoffkiivette gegen konz.
Schwefelsdure bei einer Wellenlinge von 426 nm bei Raumtemperatur
vermessen.

Kalibrierung fiir die Quantifizierung von Mn/FeT4MPyPCl

Fir die Kalibrierung der Quantifizierung von immobilisiertem
MnT4MPyPCl wurden dreimal aus einer Stammlosung von 1,000 mg/mL
loslichem MnT4MPyPCl in 2 M HCI1 12,5 uL, 25,0 uL., 50,0 uL, 75,0 uL
und 100,0 pL abgenommen und auf 10,0 mL mit 2 M HCl verdiinnt.
Aufgrund des geringeren molaren  Absorptionskoeffizienten  von
FeT4MPyPCl wurden dreimal aus einer Stammldsung von 1,000 mg/mL
loslichem FeT4MPyPCl in 2 M HCI 100,0 uL, 200,0 uL, 300,0 uL,
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350,0 uL und 400,0 pL abgenommen und auf 10,0 mL mit 2 M HCI
verdiinnt. Diese Ansitze sind ebenfalls jeweils 10 Minuten geschwenkt
worden. Die Losungen wurden in einer Kunststoffkiivette dreimal gegen
2 M HCI bei 462 nm (MnT4MPyPCl) bzw. 414 nm (FeT4MPyPCl) bei
Raumtemperatur vermessen.

Nach dem Auftragen der gemessenen Absorption gegen die Konzentration
wurden die in Abbildung 9-1 und 9-2 dargestellten Kalibrierkurven erhalten.
Die Berechnung der Belegung von Metalloporphyrinen am Triagermaterial
erfolgte jeweils unter Verwendung der berechneten Regressionsgleichung.

1!000 y=0,1008x+0,0174 o
R? = 0,9991

Absorption

0,000 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Konzentration [ug/mL]

Abbildung 9-1 Kalibrierkurve fiir die Quantifizierung von immobilisiertem MnT4MPyPCl

y = 0,0229x + 0,0038
R? = 0,9994

Absorption

0,000 T \ \ \
0 10 20 30 40 50

Konzentration [ug/mL]

Abbildung 9-2 Kalibrierkurve fiir die Quantifizierung von immobilisiertem FeT4AMPyPCl
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Kalibrierung fiir die Quantifizierung von Mn/FeTFPPCI

In Abschnitt 3.3.2 wurde die bei dieser Methode eintretende Desmetallierung
beider perfluorierter Metalloporphyrine beschrieben. Daher konnte fiir beide
Metalloporphyrine eine Kalibrierkurve verwendet werden. Fiir die
Kalibrierung wurden dreimal aus einer Stammlosung von 1,000 mg/mL
loslichem MnTFPPCI in konz. Schwefelsdure 37,5 uL, 56,3 uL, 75,0 uL,
93,8 uL und 112,5 uLL abgenommen und nach Zusatz von 100 mg NaF auf
10,0 mL mit konzentrierter Schwefelsdure verdiinnt. Diese Ansitze sind
ebenfalls 20 Minuten auf 80° C erwidrmt worden. Die Losungen sind in einer
Kunststoffkiivette dreimal gegen konz. Schwefelsdure bei 426 nm bei
Raumtemperatur vermessen worden.

Nach dem Auftragen der gemessenen Absorption gegen die Konzentration
wurde die in Abbildung 9-3 dargestellte Kalibrierkurve erhalten. Die
Berechnung der Belegung von Metalloporphyrinen am Tréigermaterial
erfolgte unter Verwendung der berechneten Regressionsgleichung

1,000

y = 0,0733x + 0,045 g
0,800 +—  R2_0,9986
6
= 0,600 -
o
p .
@ 0,400
Q H
< /
0,200 -
0,000 : : : : |
2 4 6 8 10 12

Konzentration [ug/mL]

Abbildung 9-3 Kalibrierkurve fiir die Quantifizierung von immobilisiertem MnTFPPCI
und FeTFPPC1
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9.2.2 Immobilisierung nach konventionellen Methoden

Allgemeine Arbeitsvorschrift fiir die Inmobilisierung von Mn/FeT4AMPyPC] ** ** ¥
AAV3

500 mg Kieselgel 60 (Merck, 40 -60 pum), 46 mg MnT4MPyPCl oder
FeT4MPyPCl und 10 mLL Methanol werden in ein Probengefi3 gegeben und
eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Nach dem Filtrieren und Waschen
mit jeweils 10 mL Dichlormethan und Acetonitril wird das immobilisierte
Metalloporphyrin iiber Nacht luftgetrocknet.

Alleemeine Arbeitsvorschrift fiir die Immobilisierung von Mn/FeTFPPC] 2 48 4
AAV 4

500 mg Aminopropyl-Kieselgel (Merck, 35 - 70 mm, 1,1 mmol/g), 75 mg
Metalloporphyrin und 10 mL Diethylenglycoldimethylether werden in einem
Probengefill mit Argon anaerobisiert und drei Stunden bei 140 °C geriihrt.
Nach dem Filtrieren wird der Riickstand mit jeweils 10 mL Dichlormethan,
Cyclohexan Dimethylformamid, Acetonitril, Ethanol und Acetanhydrid
gewaschen und anschlieBend in einer Soxhlet-Apparatur mit Dichlormethan
fiir eine Stunde gereinigt. AnschlieBend wird fiir 24 Stunden bei 80 °C im
Trockenschrank getrocknet.
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Messdaten der konventionellen Immobilisierung

konv. e (imm.) Abs. | Belegung [%] | X [%] | Lit>*>*?*
1,266 0,702 5,68 5,63
MnT4MPyPCl 1,244 0,684 5,63 s =0,05 % 4,3 %
1,318 0,719 5,58 Vk=0,89 %
3,528 0,486 6,37 6,39
FeT4MPyPCl 3,492 0,485 6,43 s=0,03 % 4,0 %
3,473 0,479 6,38 Vk=0,50 %
9,523 0,459 6,53 6,63
MnTFPPCI 9,496 0,461 6,59 $s=0,12 % 6,0 %
9,521 0,475 6,77 Vk= 1,88 %
8,549 0,337 5,28 5,25
FeTFPPCI 9,300 0,362 5,21 s =0,04 % 9,7 %
8,742 0,344 5,27 Vk=0,72 %
Tabelle 9-1 Prozentuale Belegung der verwendeten Metalloporphyrine am Tréger-
material nach konventionellen Methoden (AAV3 und 4) und Literatur-
angabe

9.2.3 Immobilisierung in der Synthesemikrowelle

Allgemeine Arbeitsvorschrift fiir die Immobilisierung von Mn/FeT4MPyPCl
AAV S

Die Vorschrift ist analog zu AAV 3 durchzufiihren, wobei aufgrund des
geringen Fiillvolumens des Mikrowellengefdles der Reaktionsansatz halbiert
und die Menge des eingesetzten Metalloporphyrins verdoppelt wurde. Als
Geriteparameter wurden die gewiinschte Temperatur und Reaktionszeit
(sieche Abschnitt 3.4.1), die maximale Leistung von 300 W und der maximale
Druck von 18 bar vorgegeben.
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Allgemeine Arbeitsvorschrift fiir die Immobilisierung von Mn/FeTFPPCI
AAV 6

Die Vorschrift ist analog zu AAV 4 durchzufiihren, wobei aufgrund des
geringen Fiillvolumens des Mikrowellengefifles ebenfalls der Reaktions-
ansatz halbiert und die Menge des eingesetzten Metalloporphyrins um ein
Drittel erhoht wurde. Als Geridteparameter wurden wiederum die gewiinschte
Temperatur und Reaktionszeit (siehe Abschnitt 3.4.1), die maximale
Leistung von 300 W und der maximale Druck von 18 bar vorgegeben.

Messdaten der Immobilisierung in der Synthesemikrowelle

MW e (imm.) Abs. Belegung [%] X [%]
1,139 mg 0,375 10,58 10,94

5 min 1,132 mg 0,377 10,72 $=0,501 %
1,318 mg 0,468 11,51 Vk 4,58 %
1,258 mg 0,456 11,82 12,05

10 min 1,250 mg 0,454 11,81 s=0,41%
1,150 mg 0,440 12,52 Vk=3,38%
1,240 mg 0,439 11,51 11.66

15 min 1,252 mg 0,479 12,49 $=0,77%
1,253 mg 0,428 10,98 Vk=6,57%

Tabelle 9-2 Prozentuale Belegung von MnT4MPyPCl an Kieselgel bei variablen
Reaktionszeiten (MW, 25 °C) nach AAV 5

MW e (imm.) Abs. Belegung [%] X [%]
1,258 mg 0,456 11,82 12.05
30°C 1,250 mg 0,454 11,81 s=0,41 %
1,150 mg 0,440 12,52 Vk=3,38 %
1,301 mg 0,548 13,92 13.73
60°C 1,270 mg 0,511 13,29 s=0,38 %
1,199 mg 0,505 13,97 Vk=2,76 %
1,197 mg 0,450 12,27 11.62
100°C 1,150 mg 0,408 11,50 s=0,595%
1,266 mg 0,435 11,10 Vk=5,12 %

Tabelle 9-3 Prozentuale Belegung von MnT4MPyPCl an Kieselgel bei variablen
Reaktionstemperaturen (MW, 10 min) nach AAV 5
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MW e (imm.) Abs. Belegung [%] X [%]
3,640 mg 0,534 14,61 14,40
10 min/60 °C 3,584 mg 0,491 13,53 s=0,78%
3,631 mg 0,546 15,05 Vk =5.43%
Tabelle 9-4 Prozentuale Belegung von FeT4MPyPCl an Kieselgel (MW, 60 °C,
10 min) nach AAV 5
MW e (imm.) Abs. Belegung [%]
5 min 9,432 mg 0,426 12,99
10 min 9,426 mg 0,439 13,44
15 min 9,341 mg 0,418 12,85
Tabelle 9-5 Prozentuale Belegung von MnTFPPCl an Aminopropyl-Kieselgel bei
variablen Reaktionszeiten (MW, 110 °C, Diethylenglycoldimethylether)
nach AAV 6
MW e (imm.) Abs. Belegung [%]
70 °C 9,445 mg 0,430 13,10
90 °C 9,528 mg 0,468 14,29
110 °C 9,426 mg 0,439 13,44
Tabelle 9-6 Prozentuale Belegung von MnTFPPCl an Aminopropyl-Kieselgel bei
variablen Reaktionstemperaturen (MW, 10 min, Diethylenglycol-
dimethylether) nach AAV 6
MW e (imm.) Abs. Belegung [%] X [%]
9,805 mg 0,470 13,89 14,11
5 min 9,632 mg 0,473 14,29 s =0,20%
9,503 mg 0,463 14,15 Vk = 1,44%
9,510 mg 0,511 15,83 15,32
10 min 9,470 mg 0,485 14,98 s =0,45%
9,475 mg 0,490 15,16 Vk=2,92%
9,451 mg 0,487 15,09 15,06
15 min 9,491 mg 0,491 15,15 s=0,10%
9,473 mg 0,484 14,95 Vk=0,68%
Tabelle 9-7 Prozentuale Belegung von MnTFPPCl an Aminopropyl-Kieselgel bei

variablen Reaktionszeiten (MW, 80 °C, Dibutylether) nach AAV 6
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MW e (imm.) Abs. Belegung [%] X [%]
9,335 mg 0,428 13,22 12,88
60 °C 9,498 mg 0,429 12,98 s=0,41%
9,853 mg 0,428 12,43 Vk=3,15%
9,510 mg 0,511 15,83 15,32
80 °C 9,470 mg 0,485 14,98 s=0,45%
9,475 mg 0,490 15,16 Vk=2,92%
9,465 mg 0,471 14,49 14,13
100 °C 9,603 mg 0,462 13,96 s=0,31%
9,440 mg 0,454 13,94 Vk=221%
Tabelle 9-8 Prozentuale Belegung von MnTFPPCl an Aminopropyl-Kieselgel bei
variablen Reaktionstemperaturen (MW, 10 min, Dibutylether) nach
AAV 6
MW e (imm.) Abs. Belegung [%] X [%]
8,876 mg 0,342 10,87 11,87
10 min/80 °C 9,073 mg 0,386 12,14 s =0,892%
9,170 mg 0,403 12,59 Vk=17,52%
Tabelle 9-9 Prozentuale Belegung von FeTFPPCl an Aminopropyl-Kieselgel (MW,

80 °C, 10 min, Dibutylether) nach AAV 6
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9.2.4 Immobilisierung in der Synthesemikrowelle ohne Losungsmittel

Allgemeine Arbeitsvorschrift fiir die Immobilisierung von MnT4MPyPCl
und MnTFPPC] AAV 7

125 mg des jeweiligen Kieselgels (Kieselgel 60 oder Aminopropyl-
Kieselgel), 25 mg des entsprechenden Metalloporphyrins (MnT4MPyPCl
oder MnTFPPCIl) werden in ein Mikrowellengefil zusammen mit 200 uL
Methanol gegeben, durch Riihren vermischt und sofort wieder unter
vermindertem Druck von dem Losungsmittel befreit. Die Vorgaben fiir die
Parameter der Synthesemikrowelle sind eine maximale Leistung von 300 W
und ein maximaler Druck von 18 bar. Als Temperaturvorgabe werden
200 °C angegeben, wobei diese nicht erreicht werden, da die maximal
erreichte Leistung als limitierender Faktor fungiert. Die Reaktionszeit betragt
10 Minuten mit einer Vorlaufzeit von einer Minute. AnschlieBend wird der
gesamte Inhalt des Mikrowellengefifles in einen Filter mit Filterpapier
tiberfithrt und mit jeweils 10 mL Ethanol, Dichlormethan und Acetonitril
gewaschen, gefolgt von einer zusitzlichen Reinigung fiir 60 Minuten in einer
Soxhlet-Apparatur mit Dichlormethan. Das Trocknen erfolgte fiir 24 Stunden
bei 80 °C im Trockenschrank.

Messdaten der Immobilisierung in der Synthesemikrowelle ohne [.osungsmittel

MW e (imm.) Abs. Belegung [%] X [%]
1,218 mg 0,510 14,04 13,91
MnT4MPyPCl 1,228 mg 0,515 13,91 s=0,13%
1,229 mg 0,513 13,78 Vk =0,93%
9,027 mg 0,468 15,20 15,44
MnTFPPCI 9,287 mg 0,489 15,47 s =0,22%
8,770 mg 0,466 15,64 Vk=1,44%

Tabelle 9-10  Prozentuale Belegung von MnT4MPyPCl und MnTFPPCI am jeweiligen
Tragermaterial (MW ) nach AAV 7
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9.2.5 Aktivitatsbestimmung immobilisierter Metalloporphyrine

Allgemeine Arbeitsvorschrift fiir die Liquid-Methode zur Bestimmung der

NO-Freisetzung aus Cyclohexanonoxim AAV 8§

In das Reaktionsgefdal des NOA™ werden 1850 uLL 50 mM Phosphatpuffer
pH 7,4 mit 50 uL. 6 mM ethanolischer Cyclohexanonoximldsung und 50 uL
6 mM ethanolischer Metalloporphyrinlésung vorgelegt. Nach dem
VerschlieBen und Anaerobisieren durch den Argonstrom werden zum
Inititeren der Reaktion 50 uL 60 mM Iodosobenzollosung mit einer
gasdichten Spritze durch das Septum in das Reaktionsgefill gegeben.

Alleemeine Arbeitsvorschrift fiir die Headspace-Methode zur Bestimmung

der NO-Freisetzung aus Cyclohexanonoxim AAV 9

Fiir die NO-Messung aus dem Gasiiberstand von Losungen werden in einem
externen Probengefil 2650 uL. 50 mM Phosphatpuffer pH 7,4 mit 50 uL.
50 mM ethanolischer Cyclohexanonoximlosung und 50uL 50 mM
ethanolischer Metalloporphyrinlosung vorgelegt. Nach VerschlieBen des
Probengefies mit einem gasdichten Septum und Anaerobisieren durch
Einleiten von Argon fiir 20 Minuten werden mit einer gasdichten Spritze
250 uL 100 mM ebenso anaerobisierte Iodosobenzollosung zum Initiieren
der Reaktion zugegeben. Die Ansitze sind fiir 24 Stunden bei 37 °C zu
inkubieren. AnschlieBend werden 200 uLL des Gasiiberstandes aus dem
externen Probengefill entnommen und mit einer gasdichten Spritze in das
leere Reaktionsgefall des NOA™ iiberfiihrt.
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Kalibrierung fiir die Liquid-Methode zur Bestimmung der NO-Freisetzung

aus Cyclohexanonoxim

Da Nitrit in essigsaurer Kaliumiodidlosung quantitativ zu NO umgesetzt
wird, wurde mit Hilfe dieser Reaktion die Kalibrierung durchgefiihrt. In die
im Reaktionsgefdall des NOA™ vorgelegten 4000 uLL Eisessig und 1000 uL
1 % Kaliumiodidlosung wurden jeweils dreimal mit einer gasdichten Spritze
20 uL, 40 uL, 60 pL, 80 uL. und 100 uL einer 50 uM Kaliumnitritldsung
injiziert. Die integrierten Peakflichen, aufgetragen gegen die eingesetzte
Menge Nitrit, ergaben die in Abbildung 9-4 dargestellte Kalibrierkurve. Fiir
die Bestimmung einer Nitrit-Freisetzung konnte dieselbe Kalibrierkurve
herangezogen werden, da in diesem Fall auch Eisessig und
Kaliumiodidlosung vorgelegt werden®.
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2
2000 | R? = 0,9996
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1000 - /

0 2 4 6 8 10 12 14
Nitrit [nmol]

Peakflache

Abbildung 9-4 Kalibrierkurve fiir die Liquid-Methode der NO-Freisetzung aus
Cyclohexanonoxim
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Kalibrierung fiir die Headspace-Methode zur Bestimmung der NO-

Freisetzung aus Cyclohexanonoxim

Bei der Headspace-Methode wurde ebenfalls die quantitative Reduktion von
Nitrit zu NO in essigsaurer Kaliumiodidldsung ausgenutzt. 1500 uL. Eisessig
und 500 uL 1% Kaliumiodidlésung wurden in einem gasdichten
Probengefdll anaerobisiert und auf 37 °C temperiert. Nachdem 1000 uL
anaerobisierte 500 uM Kaliumnitritlosung mit einer gasdichten Spritze
zugegeben wurden, war fiir 10 Minuten bei 37 °C zu inkubieren. Mit einer
gasdichten Spritze wurden dann jeweils dreimal 5 uL, 10 uL, 15 uL, 20 uL
und 25 pL des Gasiiberstands entnommen und in das leere Reaktionsgefal3
tiberfiihrt. Die integrierten Peakfldchen, aufgetragen gegen die eingesetzte
Menge Nitrit, ergaben die in Abbildung 9-5 dargestellte Kalibrierkurve. Fiir
die Bestimmung einer Nitrit-Freisetzung konnte dieselbe Kalibrierkurve
herangezogen werden, da in diesem Fall auch FEisessig und
Kaliumiodidlosung vorgelegt werden®.
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Abbildung 9-5 Kalibrierkurve fiir die Headspace-Methode der NO-Freisetzung aus
Cyclohexanonoxim
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Messdaten der NO-Freisetzung aus Cyclohexanonoxim

Die Messwerte in nmol wurden in Bezug auf die eingesetzte Menge Substrat

in Prozent angegeben.

Ansatz | CHOX | CHOX+PHIO | \iiiper | SFeTrprel | sMnTaMPyPCI | 4FeTaMPypC
1 | nd 3,27 7,99 5,47 6,52 4,84

2 | nd 3,36 8,77 6,18 6,34 5,02

3 | nd 3,24 8,71 6,89 7,18 5,42

4 | nd 3,22 7,81 6,99 7,03 5,52

5 | nd 3,37 7,73 7,26 8,50 5,57

6 | nd 3,28 8,95 7,28 8,43 5,77

X 0 3,29 8,33 6,68 7,33 5,36

s - 0,06 0,54 0,71 0,93 0,35
VK - 1,82 6,48 10,63 12,69 6,53

Tabelle 9-11  Vergleich der NO-Freisetzung aus Cyclohexanonoxim (CHOX) unter

Einfluss verschiedener Metalloporphyrine, alle Angaben in % nach

AAV 8
Ansatz 1 2 3 4 5 6 x s | Vk
MIUEPEL 1 345 | 325 | 321 | 332 | 338 | 342 | 334 | 010 | 299
MUEPPEL ) 193 | 2,00 | 206 | 208 | 212 | 214 | 206 | 008 | 388
PR 1es | 167 | 160 | 167 | 171 | 165 | 1.66 | 004 | 241
AL 1 060 | 058 | 053 | 051 | 057 | 053 | 055 | 004 | 7.27
MR es | 172 | 172 | 170 | 175 | 168 | 171 | 004 | 234
MATIEEEL] 66 | 174 | 172 | 171 | 176 | 168 | 171 | 004 | 234
I st ns2 | 153 | 154 | 156 | 160 | 154 | 003 | 1.95
PETPEL] 155 | 159 | 157 | 156 | 154 | 156 | 156 | 002 | 128

Tabelle 9-12  Vergleich der NO-Freisetzung aus Cyclohexanonoxim unter Einfluss von
loslichen und immobilisierten Metalloporphyrinen, alle Angaben in %

nach AAV 9
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Ansatz 1 2 3 4 S 6 > > vk
MRl 1 193 | 200 | 206 | 208 | 212 | 214 | 206 | 008 | 388
Mn;\r/IFVI;PCI 2,00 | 2,04 | 1,94 | 2,05 | 2,11 | 2,09 | 2,04 | 0,06 | 2,94
MEPPC ] 210 | 199 | 2,03 | 207 | 201 | 208 | 2,05 | 004 | 195

MW tr.
Fegfvf’a 0,60 | 0,58 | 0,53 | 0,51 | 0,57 | 0,53 | 055 | 0,04 | 7.27
e 1 063 | 064 | 051 | 053 | 057 | 052 | 057 | 006 | 1053
MnTsxi’yPﬂ 1,66 | 1,74 | 1,72 | 1,71 | 1,76 | 1,68 | 1,71 | 0,04 | 2,34
MRS 077 | 076 | 069 | 072 | 076 | 071 | 074 | 003 | 4.05
MOTMPYPC 171 | 68 | 172 | 169 | 174 | 171 | L7 | 002 | 1,17

MW tr.

PEEIPEL] 155 | 159 | 157 | 156 | 154 | 156 | 156 | 002 | 128
ey | 063 | 0.65 | 063 | 067 | 0.62 | 061 | 064 | 0,02 | 3.13

Tabelle 9-13  Vergleich der NO-Freisetzung aus Cyclohexanonoxim in Bezug auf den
Einfluss der Synthesemikrowelle auf die nach verschiedenen Methoden
immobilisierten Metalloporphyrine, alle Angaben in % nach AAV 9
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9.3 Versuche zu Abschnitt 4 (Epoxidierungen)

9.3.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften fiir die Epoxidierung von

Substraten mit biomimetischen Modellsystemen

Umsetzung in Anlehnung an die Literaturvorschrift® AAV 10

Das von Groves und Mitarbeitern beschriebene molare Ansatzverhéltnis von
Metalloporphyrin zu Substrat zu Sauerstoffdonator von 1:10,4:6 wurde hier
analog fiir die vier verwendeten Metalloporphyrine und die Sauerstoff-
donatoren (Abschnitt 2.3) angewendet.

50 nmol des nach AAV 7 immobilisierten Metalloporphyrins werden in
einem Probengefid3 vorgelegt, 520 nmol Substrat (ggf. in 100 uL einer
ethanolischen Stamml6sung) und der 50 mM Phosphatpuffer pH 7,4 hinzu-
gegeben. 300 nmol des Sauerstoffdonators werden zuletzt zugegeben (ggf. in
100 pL einer ethanolischen Stammldsung), so dass ein Probenvolumen von
1000 uLL erhalten wird. Bei dem Substrat Methyleugenol werden aus
Griinden der Loslichkeit 250 uL der Pufferlosung durch Ethanol ersetzt.
Wird Wasserstoffperoxid als Sauerstoffdonator verwendet, werden dem
Reaktionsansatz 2,5 uM Imidazol zugesetzt.

Der Reaktionsansatz wird 10 Minuten bei Raumtemperatur geschiittelt (oder
entsprechend 10 Minuten bei 25 °C und 25 Watt Leistung mit Trockeneis-
kiithlung in der Synthesemikrowelle geriihrt) und anschlieBend zentrifugiert.
Der Uberstand wird abgenommen, membranfiltriert (Rotilabo®-Spritzenfilter
13 mm, 0,45 pm, Nylon, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) und
analysiert.

Umsetzung im molaren Ansatzverhiltnis von 1:10:100 AAV 11

52 nmol des nach AAV 7 immobilisierten Metalloporphyrins werden in
einem Probengefdl vorgelegt, 520 nmol Substrat (ggf. in 100 uL. einer
ethanolischen Stammldsung) und der 50 mM Phosphatpuffer pH 74
hinzugegeben. 5,2 umol des Sauerstoffdonators werden zuletzt zugegeben
(ggf. in 100 uL einer ethanolischen Stammlosung), so dass ein
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Probenvolumen von 1000 uL erhalten wird. Bei dem Substrat
Methyleugenol werden aus Griinden der Loslichkeit 250 uL der
Pufferlosung durch Ethanol ersetzt. Wird Wasserstoffperoxid als
Sauerstoffdonator verwendet, werden dem Reaktionsansatz 2,5 uM Imidazol
zugesetzt.

Der Reaktionsansatz wird 10 Minuten bei Raumtemperatur geschiittelt (oder
entsprechend 10 Minuten bei 25 °C und 25 Watt Leistung mit Trocken-
eiskithlung in der Synthesemikrowelle geriihrt) und anschlieBend
zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen, membranfiltriert (Rotilabo®-
Spritzenfilter 13 mm, 0,45 um, Nylon, Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland) und analysiert.

Umsetzung im molaren Ansatzverhiltnis von 1:10:500 AAV 12

52 nmol des nach AAV 7 immobilisierten Metalloporphyrins werden in
einem Probengefdl vorgelegt, 520 nmol Substrat (ggf. in 100 uL. einer
ethanolischen Stammlosung) und der 50 mM Phosphatpuffer pH 7,4 hinzu-
gegeben. 26 umol des Sauerstoffdonators (in 100 puL. einer ethanolischen
Stammlosung) werden langsam in drei Anteilen im Abstand von
30 Sekunden unter Schwenken zugegeben, so dass ein Probenvolumen von
1000 uLL erhalten wird. Bei dem Substrat Methyleugenol werden aus
Griinden der Loslichkeit 250 uLL der Pufferlosung durch Ethanol ersetzt.
Wird Wasserstoffperoxid als Sauerstoffdonator verwendet, werden dem
Reaktionsansatz 2,5 uM Imidazol zugesetzt.

Der Reaktionsansatz wird 10 Minuten bei Raumtemperatur geschiittelt (oder
entsprechend 10 Minuten bei 25 °C und 25 Watt Leistung mit Trocken-
eiskiithlung in der Synthesemikrowelle geriithrt) und anschlieBend
zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen, membranfiltriert (Rotilab0®—
Spritzenfilter 13 mm, 0,45 um, Nylon, Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland) und analysiert.
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9.3.2 Methoden und Messdaten der Umsetzung von Carbamazepin

HPLC-Methode

Mit dieser Methode konnen Carbamazepin, Carbamazepin-10,11-epoxid und
Acetanilid als interner Standard detektiert werden.

Siule: Lichrosphere® RP-18 (5um), 125-4 (Merck)
Elutionsmittel: Methanol/Wasser (50:50)
Flussrate: 1 mL/min

Wellenlénge: 215 nm
Probenvolumen: 10 uL
Dauer: 10 min
Elutionstyp: 1sokratisch

Kalibrierung der HPLC-Methode

Fiir die Kalibrierung von Carbamazepin und Carbamazepin-10,11-epoxid
wurden Losungen beider Analyten in fiinf verschiedenen Konzentrations-
niveaus hergestellt und jeweils zweimal vermessen. Aus den Mess-
ergebnissen resultierten die in Abbildung 9-6 abgebildeten Kalibrierkurven.
Mit den fiir die beiden Ausgleichsgeraden angegebenen Regressions-
gleichungen wurden die Konzentrationen der Analyten berechnet und die
Ausbeuten in Prozent zur eingesetzten Substanz angegeben.
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Abbildung 9-6

Massenspektrometrie

Die massenspektrometrische Untersuchung erfolgte mit positiver lonisierung

am ESI-MS (ESI-Spannung 3,0 kV, Kapillarentemperatur 220 °C,
Beschleunigungsspannung  5kV,  Scanrate 3 Scans/Dekade).  Die
membranfiltrierten Reaktionsansitze konnten direkt mit 200 uL/min

verspritht werden. Es wurde auf die Massen von Carbamazepin von m/z 236
+1 und dem Epoxid von m/z 252 +1 gescannt.

Messdaten der Umsetzung von Carbamazepin

Ansats | CBZ | CBZWHIO | i Wiipypey | SFeTampypel | sMnTFPPOI | srerrppol
1 n.d. 0,89 20,30 18,92 14,34 16,56
2 n.d. 0,88 20,37 18,91 14,44 16,49
3 n.d. 0,90 18,64 19,09 14,27 16,52
x 0 0,89 19,77 18,97 14,35 16,52
S - 0,01 0,98 0,10 0,09 0,04
Vk - 1,12 4,96 0,53 0,63 0,24
Tabelle 9-14  Vergleich der Bildung von Carbamazepin-10,11-epoxid aus
Carbamazepin (CBZ) mit Iodosobenzol (PhlO) wunter Einfluss

verschiedener Metalloporphyrine, alle Angaben in %
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Ansats | CBZ | CBZAMMPP | .\ Tinip b | (FeTaMpyPCI | sMATFPPCI | serFppct
1 n.d. 0,95 7,54 7,10 5,51 6,56
2 n.d. 0,94 6,51 7,22 5,34 6,38
3 n.d. 0,97 7,30 6,95 5,39 6,10
x 0 0,95 7,12 7,09 5,41 6,35
S - 0,02 0,54 0,14 0,09 0,23
Vk - 2,11 7,58 1,97 1,66 3,62
Tabelle 9-15  Vergleich der Bildung von Carbamazepin-10,11-epoxid aus

Carbamazepin (CBZ) mit Magnesiummonoperoxyphthalat (MMPP)
unter Einfluss verschiedener Metalloporphyrine, alle Angaben in %

Ansatz | CBZ | CBZHO: | iufi\pyper | reTaPypct | anTrpeci | rerrprcy
1 n.d. 0,21 n.d. n.d. 6,95 5,35
2 n.d. 0,30 n.d. n.d. 7,10 5,70
3 n.d. 0,24 n.d. n.d. 7,00 5,73
x 0 0,25 0 0 7,02 5,59
S - 0,05 - - 0,08 0,21
Vk - 20,00 - - 1,14 3,76
Tabelle 9-16  Vergleich der Bildung von Carbamazepin-10,11-epoxid aus
Carbamazepin (CBZ) mit Wasserstoffperoxid unter Einfluss
verschiedener Metalloporphyrine, alle Angaben in %
Ansatz | CBZ | CBZnCPBA | (i ilip by | reTiMPypCl | 4MATEPPCY | +FeTippct
1 n.d. 1,62 36,03 35,21 27,44 35,00
2 n.d. 1,72 37,33 34,66 28,07 31,97
3 n.d. 1,95 35,00 34,31 27,56 34,75
X 0 1,76 36,12 34,73 27,69 33,91
S - 0,17 1,17 0,45 0,33 1,68
Vk - 9,66 3,24 1,30 1,19 4,95
Tabelle 9-17  Vergleich der Bildung von Carbamazepin-10,11-epoxid aus

Carbamazepin (CBZ) mit m-Chlorperoxybenzoesdure (mCPBA) unter
Einfluss verschiedener Metalloporphyrine, alle Angaben in %
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Ansats | CBZ | CBZATBAP | \iiivipybcr | SFeTaMPypcl | sMnTEPPCI | srereppl
1 n.d. 1,12 10,63 10,48 4,34 4,23

2 n.d. 1,14 10,63 10,47 4,33 4,22

3 n.d. 1,11 10,72 10,43 4,36 4,25

x 0 1,12 10,66 10,46 4,34 4,23

S - 0,02 0,05 0,03 0,02 0,02
Vk - 1,79 0,45 0,29 0,46 0,47
Tabelle 9-18  Vergleich der Bildung von Carbamazepin-10,11-epoxid aus

Carbamazepin (CBZ) mit Tetra-N-butylammoniumperiodat (TBAP)
unter Einfluss verschiedener Metalloporphyrine, alle Angaben in %

Ansat CBZ CBZ CBZ+mCPBA | CBZ+mCPBA | CBZ+mCPBA | CBZ+mCPBA
nsatz +mCPBA | +MnT4MPyPCl | +FeT4MPyPCl | +MnTFPPCl | +FeTFPPCI
1 99,21 89,97 58,15 56,76 60,77 57,22
2 99,79 89,60 57,49 57,91 61,15 56,75
3 99,48 89,26 57,93 56,84 60,40 56,29
X 99,49 89,61 57,86 57,17 60,77 56,75
S 0,29 0,36 0,34 0,64 0,38 0,47

Vk 0,29 0,40 0,59 1,12 0,63 0,83

Tabelle 9-19

Tabelle 9-20

Nach Reaktion von Carbamazepin (CBZ) mit m-Chlorperoxybenzoesiure

(mCPBA) im Reaktionsansatz detektierbares Carbamazepin, alle
Angaben in %
Ansatz | AAV 10 AAV 11 AAV 12
1 37,43 59,23 86,75
2 36,82 57,91 82,99
3 39,19 55,19 88,71
X 37,81 57,44 86,15
S 1,23 2,06 2,91
Vk 3,25 3,59 3,38

Variationen des Ansatzverhiltnisses bei der Reaktion von Carbamazepin
mit MnT4MPyPClI und m-Chlorperoxybenzoesiure, alle Angaben in %
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Carbamazepin-10,11-epoxid
Ansatz 2 min 10 min 30 min 60 min 10 min, o. Porphyrin
1 58,73 62,51 60,28 60,99 8,87
2 58,33 63,05 60,34 61,79 9,32
3 57,49 62,78 60,91 61,83 8,69
X 58,18 62,78 60,51 61,54 8,96
S 0,63 0,27 0,35 0,47 0,32
Vk 1,08 0,43 0,58 0,76 3,57
Carbamazepin
1 33,27 28,35 31,73 29,78 87,31
2 33,02 28,73 31,42 30,86 86,40
3 32,66 28,23 32,12 30,52 87,64
X 32,98 28,44 31,76 30,39 87,12
S 0,31 0,26 0,35 0,55 0,64
Vk 0,94 0,91 1,10 1,81 0,73

Tabelle 9-21

Gehalt an Edukt und Produkt im Reaktionsansatz (mit MnT4MPyPCl
und m-Chlorperoxybenzoesdure) nach Reaktion in der Synthese-

mikrowelle bei 25 °C, alle Angaben in %

Carbamazepin-10,11-epoxid
Ansatz 25 °C 40 °C 50 °C 70 °C 100 °C 150 °C
1 62,51 42,03 35,44 31,32 19,60 2,05
2 63,05 42,95 37,55 32,05 16,82 3,51
3 62,78 40,36 36,91 33,85 15,52 3,79
X 62,78 41,78 36,63 32,41 17,31 3,12
S 0,27 1,31 1,08 1,30 2,08 0,93
Vk 0,43 3,14 2,95 4,01 12,02 29,81
Carbamazepin
1 28,35 50,14 51,31 50,97 53,37 44,29
2 28,73 45,84 51,34 52,00 57,65 43,44
3 28,23 46,79 53,61 52,99 54,81 43,63
X 28,44 47,59 52,09 51,99 55,28 43,79
S 0,26 2,26 1,32 1,01 2,18 0,45
Vk 0,91 4,75 2,53 1,94 3,94 1,03

Tabelle 9-22

Gehalt an Edukt und Produkt im Reaktionsansatz (mit MnT4MPyPCl
und m-Chlorperoxybenzoesdure) nach Reaktion in der Synthese-
mikrowelle fiir 10 min, alle Angaben in %
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Ansatz | AAV 10 AAV 11 AAV 12
1 41,53 62,51 92,31
2 40,99 63,05 93,54
3 40,92 62,78 94,33
x 41,15 62,78 93,39
S 0,33 0,27 1,02
Vk 0,80 0,43 1,09

Tabelle 9-23  Variationen des Ansatzverhiltnisses bei der Reaktion von Carbamazepin
mit MnT4MPyPCl und m-Chlorperoxybenzoesdure in der Synthese-
mikrowelle fiir 10 min bei 25 °C, alle Angaben in %

9.3.3 Methoden und Messdaten der Umsetzung von Protriptylin

HPLC-Methode

Mit dieser Methode konnten Protriptylin und Protriptylin-10,11-epoxid
quantifiziert werden.

Saule: Purosphere®STAR RP-18 endcapped (Sum), 250-4
(Merck)

Elutionsmittel: ~Wasser pH 6,0 mit Ameisensdure/Acetonitril (99:1)

Flussrate: 0,3 mL/min

Wellenlénge: 220 nm

Probenvolumen: 10 uL

Dauer: 15 min

Elutionstyp: 1sokratisch

Kalibrierung der HPLC-Methode

Fiir die Kalibrierung von Protriptylin und Protriptylin-10,11-epoxid wurden
mit Protriptylin Losungen fiinf verschiedener Konzentrationsniveaus
hergestellt und jeweils zweimal vermessen. Aus den Messergebnissen
resultierte die in Abbildung 9-7 abgebildete Kalibrierkurve. Mit den fiir die



144

Ausgleichsgerade angegebenen Regressionsgleichungen wurden die
Konzentrationen von Protriptylin berechnet. Da fiir das Epoxid keine
Referenzsubstanz zur Verfiigung stand und im Chromatogramm keine
Nebenpeaks gegeniiber dem Chromatogramm des Blindwertes detektierbar
waren, wurde die Ausbeute mit Hilfe der 100 %-Methode berechnet und in
Prozent angegeben. Die Werte sind als Naherung an die tatsdchlichen Werte
anzusehen, da sich ein moglicherweise groBerer Fehler durch die
unterschiedlichen Absorptionsmaxima der beiden Analyten nicht vermeiden
lieB3.
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Abbildung 9-7 Kalibrierkurve zur Quantifizierung von Protriptylin

Massenspektrometrie

Die massenspektrometrische Untersuchung erfolgte mit positiver Ionisierung
am ESI-MS (ESI-Spannung 3,0 kV, Kapillarentemperatur 220 °C,
Beschleunigungsspannung  5kV,  Scanrate 3 Scans/Dekade).  Die
membranfiltrierten Reaktionsansitze konnten direkt mit 200 uL/min
verspritht werden. Es wurde auf die Massen von Protriptylin von m/z 263 +1
und dem Epoxid von m/z 279 +1 gescannt.
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Messdaten der Umsetzung von Protriptylin

Tabelle 9-24

Tabelle 9-25

Ansatz | AAV 10 AAV 11 AAV 12
1 7,43 11,12 34,84
2 6,89 12,55 35,72
3 5,47 10,08 31,39
x 6,60 11,25 33,98
S 1,01 1,24 2,29
Vk 15,30 11,02 6,74

Variationen des Ansatzverhiltnisses bei der Reaktion von Protriptylin
mit MnT4MPyPCl und m-Chlorperoxybenzoesiure, alle Angaben in %

Ansatz | AAV 10 AAV 11 AAV 12
1 10,10 17,93 44,24
2 10,69 17,86 4591
3 11,23 16,57 44,87
x 10,67 17,45 45,01
S 0,57 0,77 0,84
Vk 5,34 4,41 1,87

Variationen des Ansatzverhiltnisses bei der Reaktion von Protriptylin
mit MnT4MPyPCl und m-Chlorperoxybenzoesidure in der Synthese-
mikrowelle fiir 10 min bei 25 °C, alle Angaben in %
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9.3.4 Methoden und Messdaten der Umsetzung von Methyleugenol

HPLC-Methode

Mit dieser Methode konnen Methyleugenol und das entstandene Epoxid
quantifiziert werden.

Sdule: Purosphere®STAR RP-18 endcapped (5um), 250-4
(Merck)

Elutionsmittel: Methanol/Wasser (60:40)

Flussrate: 0,5 mL/min

Wellenlédnge: 230 nm
Probenvolumen: 10 pL
Dauer: 12 min
Elutionstyp: 1sokratisch

Kalibrierung der HPLC-Methode

Fir die Kalibrierung von Methyleugenol und 2-(3,4-Dimethoxybenzyl)-
oxiran wurden mit Methyleugenol Losungen fiinf verschiedener
Konzentrationsniveaus hergestellt und jeweils zweimal vermessen. Aus den
Messergebnissen resultierte die in Abbildung 9-8 dargestellte Kalibrierkurve.
Mit den fiir die Ausgleichsgerade angegebenen Regressionsgleichungen
wurden die Konzentrationen von Methyleugenol berechnet. Da fiir das
Epoxid wie im Fall des Protriptylins keine Referenzsubstanz zur Verfiigung
stand und im Chromatogramm keine Nebenpeaks gegeniiber dem Chromato-
gramm des Blindwertes detektierbar waren, wurde die Ausbeute mit Hilfe
der 100 %-Methode berechnet und in Prozent angegeben. Die Werte sind als
Néherung an die tatsdchlichen Werte anzusehen, da sich ein moglicherweise
groBBerer Fehler durch die unterschiedlichen Absorptionsmaxima der beiden
Analyten nicht vermeiden lieB3.
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Abbildung 9-8 Kalibrierkurve zur Quantifizierung von Methyleugenol

Massenspektrometrie

Die massenspektrometrische Untersuchung erfolgte mit positiver Ionisierung
am ESI-MS (ESI-Spannung 3,0 kV, Kapillarentemperatur 230 °C,
Beschleunigungsspannung  5kV,  Scanrate 3 Scans/Dekade).  Die
membranfiltrierten Reaktionsansidtze konnten direkt mit 200 pL/min
verspritht werden. Es wurde auf die Massen von Methyleugenol von
m/z 178 +1 und dem Epoxid von m/z 194 +1gescannt.

Messdaten der Umsetzung von Methyleugenol

Ansatz | AAV 10 AAV 11 AAV 12
1 46,74 54,82 68,07
2 45,63 51,79 66,99
3 43,44 50,99 64,49
x 45,27 52,53 66,52
S 1,68 2,02 1,84
Vk 3,71 3,85 2,77

Tabelle 9-26 ~ Variationen des Ansatzverhiltnisses bei der Reaktion von Methyleugenol
mit MnT4MPyPClI und m-Chlorperoxybenzoesiure, alle Angaben in %
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Ansatz | AAV 10 AAV 11 AAV 12
1 48,34 61,10 70,67
2 49,11 61,03 70,53
3 48,21 60,76 70,10
x 48,55 60,96 70,43
S 0,49 0,18 0,30
Vk 1,01 0,30 0,43

Tabelle 9-27  Variationen des Ansatzverhiltnisses bei der Reaktion von Methyleugenol
mit MnT4MPyPCl und m-Chlorperoxybenzoesdure in der Synthese-
mikrowelle fiir 10 min bei 25 °C, alle Angaben in %

9.3.5 Methode zur Bestimmung von Acrylamid

HPLC-Methode

Mit dieser Methode konnen Acrylamid und Glycidamid detektiert werden.

Sdule: Purosphere®STAR RP-18 endcapped (5um), 250-4
(Merck)

Elutionsmittel: Methanol/Wasser (1:99)

Flussrate: 0,5 mL/min

Wellenlédnge: 220 nm
Probenvolumen: 10 pL
Dauer: 12 min
Elutionstyp: 1sokratisch
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9.3.6 Synthese von cis-1-Propenylphosphonsiure

Die Synthese von cis-1-Propenylphosphonsiure erfolgte in Anlehnung an die
von Hirao und Mitarbeitern’” erstellte Vorschrift zur palladiumkatalysierten
Herstellung von Dialkylvinylphosphonaten. Im Anschluss daran erfolgte
unmittelbar die Esterspaltung mit TMSBr ohne eine vorangehende Reini-
gung des Zwischenprodukts.

74
o:F|>—0H
OH M, 122,0

Zu einer Losung aus 0,52 mL (4 mmol) Diethylphosphit, 0,55 mL (4 mmol)
Triethylamin  und 0,23 g (0,2 mmol) Tetrakis-(triphenylphosphin)-
palladium(0) in 1 mL Toluol werden 0,58 g (4,8 mmol) cis-1-Brom-1-propen
unter Stickstoffatmosphire hinzugefiigt. Die resultierende Losung wird drei
Stunden bei 90 °C geriihrt. Nach Zugabe von 50 mL Diethylether wird
ausgefallenes  Triethylamin-Hydrobromid  durch  Filtration = dem
Reaktionsgemisch entzogen. Nach Entfernen der LoOsungsmittel unter
vermindertem Druck resultiert eine niedrigviskose Fliissigkeit, die in 10 mL
wasserfreiem Dichlormethan aufgenommen wird. AnschlieBend wird nach
Zugabe von 4 mL (32 mmol) TMSBr 24 Stunden unter Eiskiihlung geriihrt,
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in
5 mL wasserfreiem Tetrahydrofuran aufgenommen. Nachfolgend werden
zwel Tropfen Wasser zugegeben. Nach 10 Minuten Riithren wird das
Losungsmittel erneut unter vermindertem Druck entfernt. Es folgt eine
sdulenchromatographische Reinigung des Riickstands an Kieselgel mit
Ethylacetat und n-Hexan.

Ausbeute: 78 % (0,38 g), schwach gelbes Ol

'H-NMR ([D¢]-DMSO), & (ppm):
1,94-1,99 (m, 3H, PCHCHCHj3); 5,59-5,67 [m, 1H, PCHCHCH,);
6,20-6,41 (m, PCHCHCH,);

Masse: m/z 121,0 [M-H]
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9.3.7 Methoden zur Bestimmung von Fosfomycin

Kapillarelektrophoretische Methode

Mit dieser Methode konnen cis-1-Propenylphosphonsiure und Fosfomycin
detektiert werden.

Kapillare: Kieselglaskapillare 50/57 cm, 50 um ID

Hintergrundelektrolyt: 20 mM Benzoesdure und 0,3 mM Cetrimid in
bidestilliertem Wasser; mit 1M Trometamol-
Losung auf pH 8,4 eingestellt

Spannung: - 30 kV nach 0,5 min
Polaritit: negativ
Temperatur: 25 °C
Injektion: 50 mbar fiir 9 s Probelosung
50 mbar fiir 4 s Wasser
Priakonditionierung: 2,5 min mit Hintergrundelektrolyt
Wellenldnge: 254 nm
Dauer: 10 min
Massenspektrometrie

Die massenspektrometrische Untersuchung erfolgte mit negativer
Ionisierung am ESI-MS (ESI-Spannung 2,8 kV, Kapillarentemperatur
230 °C, Beschleunigungsspannung 5 kV, Scanrate 3 Scans/Dekade). Die
membranfiltrierten Reaktionsansidtze konnten direkt mit 200 pL/min
verspritht werden. Es wurde auf die Massen von cis-1-Propenylphosphon-
sdure von m/z 122 -1 und Fosfomycin von m/z 138 -1 gescannt.
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9.4 Versuche zu Abschnitt 5 (Desalkylierungen)

9.4.1 Methodenoptimierung mit N-Hydroxyharnstoff

Bestimmung der NO-Freisetzung aus N-Hydroxyharnstoff

Die Messungen erfolgten nach AAV 8 und der entsprechenden Kalibrierung

unter Verwendung einer 6 mM ethanolischen N-Hydroxyharnstofflosung, die
unter der Zytostatikawerkbank HER Asafe® HSP 18 hergestellt wurde.

Messdaten der NO-Freisetzung aus N-Hydroxvyharnstoff

Die Messwerte in nmol wurden in Bezug auf die eingesetzte Menge Substrat

in Prozent angegeben.

Ansatz | NHI | NHHAPHO |\ mittpyper | SFeTAMPAPCI | VnTFPPCL | FeTFPRC
1 | nd 1,93 4,44 83,35 100,02 1,22
2 | nd | 206 3,97 76,68 98,80 1,22
3 | nd 1,51 4,63 70,22 99,90 1,25
X 0 1,83 4,35 76,75 99,57 1,23
s i 0,29 0,34 6,57 0,67 0,02
vk | - 15,85 7,82 8,56 0,67 1,63

Tabelle 9-28

Vergleich der NO-Freisetzung aus N-Hydroxyharnstoff (NHH) mit
Iodosobenzol (PhlO) unter Einfluss verschiedener Metalloporphyrine,
alle Angaben in %
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Ansatz | NHH | NHHMMPP | (VR | RTaMPyPCI | sMaTRPPCL | +FeTRPPOL
1 n.d. n.d. 35,11 4,52 37,93 9,02
2 n.d. n.d. 38,45 4,03 34,36 8,14
3 n.d. n.d. 41,85 3,78 39,50 11,11
x 0 0 38,47 4,11 37,26 9,42
s - - 3,37 0,38 2,63 1,53
Vk - - 8,76 9,25 7,06 16,24

Tabelle 9-29

Vergleich der NO-Freisetzung aus N-Hydroxyharnstoff (NHH) mit
Magnesiummonoperoxyphthalat (MMPP) unter Einfluss verschiedener
Metalloporphyrine, alle Angaben in %

Ansats | NHH | NHHAHO. | i\ ipype | SFeTampypct | snTFPPOI | breTrppes
1 n.d. n.d. n.d. n.d. 34,77 21,82
2 n.d. n.d. n.d. n.d. 32,96 22.03
3 n.d. n.d. n.d. n.d. 34,91 24,32
x 0 0 0 0 34,21 22,72
S - - - - 1,09 1,39
Vk - - - - 3,19 6,12

Tabelle 9-30

Vergleich der NO-Freisetzung aus N-Hydroxyharnstoff (NHH) mit
Wasserstoffperoxid unter Einfluss verschiedener Metalloporphyrine, alle

Angaben in %
Ansatz | NHH | NHE+nCPBA | it o6, | LreTampypCl | sMuTEPPC | +PeTFPRCl
1 n.d. 10,62 10,39 23,59 31,59 11,75
2 n.d. 11,66 14,45 22,78 32,20 12,62
3 n.d. 15,39 15,32 25,56 31,73 10,98
X 0 12,56 13,39 23,98 31,84 11,78
s - 2,24 2,63 1,43 0,32 0,82
Vk - 17,83 19,64 5,96 1,01 6,96

Tabelle 9-31

Vergleich der NO-Freisetzung aus N-Hydroxyharnstoff (NHH) mit
m-Chlorperoxybenzoesidure (mCPBA) unter Einfluss
Metalloporphyrine, alle Angaben in %

verschiedener
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Ansatz | NHH | NHESTBAP | Ui b | ReTaMPyPC | +MATEPPCI | vFeTRPRCI
1 n.d. 1,15 4,80 7,33 16,09 3,09
2 n.d. 1,14 4,17 6,03 14,32 3,35
3 n.d. 1,11 3,94 6,59 18,37 3,09
X 0 1,13 4,30 6,65 16,26 3,18
s - 0,02 0,45 0,65 2,03 0,15
Vk - 1,77 10,47 9,77 12,48 4,72

Tabelle 9-32  Vergleich der NO-Freisetzung aus N-Hydroxyharnstoff (NHH) mit
Tetra-N-butylammoniumperiodat (TBAP) unter Einfluss verschiedener
Metalloporphyrine, alle Angaben in %

9.4.2 Desalkylierung von Roxithromycin und Ceftazidim

Bestimmung der NO-Freisetzung aus Roxithromycin und Ceftazidim

Die Messungen erfolgten nach AAV 8 und der entsprechenden Kalibrierung
unter Verwendung einer 6 mM ethanolischen Losung des entsprechenden
Antibiotikums. Als Losungsmittel wurden die Puffer mit pH 4,5, pH 7,4 und
pH 9,0 verwendet.

Messdaten der NO-Freisetzung aus Roxithromycin und Ceftazidim

Die Messwerte in nmol wurden in Bezug auf die eingesetzte Menge Substrat
in Prozent angegeben.
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Ansatz | pH9,0 | pH74 | pH45 | pH9,0+4Cu* | pH 7,4+Cu”* | pH 4,5+ Cu**

1 n.d. 0,011 n.d. n.d. 0,032 n.d.

2 n.d. 0,012 n.d. n.d. 0,030 n.d.

3 n.d. 0,011 n.d. n.d. 0,032 n.d.

X 0 0,011 0 0 0,031 0

S - 0,001 - - 0,001 -

Vk - 9,090 - - 3,226 -

Tabelle 9-33 ~ NO-Freisetzung aus Roxithromycin (RXM) bei verschiedenen

pH-Werten und Zusatz von Kupfer(II)-Ionen, alle Angaben in %

Ansatz | pH9,0 | pH74 | pH45 | pH9,0+4Cu* | pH 7,4+Cu”* | pH 4,5+Cu**
1 n.d. 0,006 | 0,005 n.d. 0,014 0,007
2 n.d. 0,005 | 0,005 n.d. 0,013 0,009
3 n.d. 0,006 | 0,004 n.d. 0,012 0,008
X 0 0,006 | 0,005 0 0,013 0,008
s - 0,001 | 0,001 - 0,001 0,001
Vk - 16,667 | 20,000 - 7,690 12,500

Tabelle 9-34

Zusatz von Kupfer(Il)-Ionen, alle Angaben in %

NO-Freisetzung aus Ceftazidim (CDM)bei verschiedenen pH-Werten und

Bestimmung der Nitrit-Bildung aus Roxithromycin und Ceftazidim

Die Messungen erfolgten nach AAV 9 und der entsprechenden Kalibrierung
unter Verwendung von 15 ul. einer 6 mM ethanolischen Losung des
entsprechenden Antibiotikums, 100 uLL einer 6 mM Metalloporphyrinlésung
und 100 pLL einer 60 mM Iodosobenzollosung. Als Losungsmittel wurden
die Puffer mit pH 4,5, pH 7,4 und pH 9,0 verwendet.

Messdaten der Nitrit-Bildung aus Roxithromycin und Ceftazidim

Die Messwerte in nmol wurden in Bezug auf die eingesetzte Menge Substrat

in Prozent angegeben.
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pH 4,5 5 min 30 min 60 min 120 min | 240 min
1 n.d. 1,22 1,81 1,54 0,99
2 n.d. 1,53 1,92 1,41 0,98
3 n.d. 1,72 1,68 1,32 1,08
x 0 1,49 1,80 1,42 1,02
s - 0,25 0,12 0,11 0,06
Vk - 16,78 6,67 7,75 5,88
pH 7,4
1 3,85 3,85 4,24 4,32 3,31
2 4,02 3,23 5,31 4,41 3,51
3 3,57 3,44 4,29 3,1 4,32
X 3,81 3,51 4,61 3,94 3,71
s 0,23 0,32 0,60 0,73 0,53
Vk 6,04 9,12 13,02 18,53 14,29
pH 9,0
1 7,64 9,35 10,33 9,44 9,12
2 8,70 8,72 10,07 8,97 8,47
3 7,59 8,16 9,94 9,95 8,92
x 7,98 8,74 10,11 9,45 8,84
s 0,63 0,60 0,20 0,49 0,33
Vk 7,89 6,86 1,98 5,19 3,73
pH 9,0 + Cu®
1 10,31 11,03 12,94 11,92 11,93
2 10,01 12,74 12,04 12,94 13,43
3 10,12 10,92 11,98 11,82 10,99
X 10,15 11,56 12,32 12,23 12,12
s 0,15 1,02 0,54 0,62 1,23
Vk 1,48 8,82 4,38 5,07 10,15

Tabelle 9-35

und Zusatz von Kupfer(II)-Ionen, alle Angaben in %

Nitrit-Bildung aus Roxithromycin (RXM) bei verschiedenen pH-Werten
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pH 4,5 5 min 30 min 60 min 120 min | 240 min
1 1,86 3,31 2,83 2,45 3,42
2 2,01 2,72 3,12 3,65 2,52
3 2,41 2,45 2,72 2,81 2,99
X 2,09 2,83 2,89 2,97 2,98
S 0,28 0,44 0,21 0,62 0,45
Vk 13,4 15,55 7,27 20,88 15,10
pH 7.4
1 4,01 4,16 3,04 4,39 3,92
2 3,44 3,29 4,46 4,47 341
3 3,17 3,64 4,41 3,04 4,45
X 3,54 3,70 3,97 3,97 3,93
S 0,43 0,44 0,81 0,80 0,52
Vk 12,15 11,89 20,4 20,15 13,23
pH 9,0
1 1,61 1,71 2 2,39 3,12
2 1,72 2,39 2,96 2,41 2,69
3 1,84 1,9 2,47 3,27 2,15
X 1,72 2,00 2,48 2,69 2,65
S 0,12 0,35 0,48 0,50 0,49
Vk 6,98 17,5 19,35 18,58 18,49
pH 9,0 + Cu*
1 6,89 7,28 6,2 6,62 6,92
2 6,59 6,87 7,29 7,41 7,12
3 6,79 6,36 7,21 6,76 6,72
X 6,76 6,84 6,90 6,93 6,92
S 0,15 0,46 0,61 0,42 0,20
Vk 2,23 6,72 8,84 6,06 2,89

Tabelle 9-36  Nitrit-Bildung aus Ceftazidim (CDM) bei verschiedenen pH-Werten und
Zusatz von Kupfer(Il)-Ionen, alle Angaben in %
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Bestimmung der Nitrat-Bildung aus Roxithromycin und Ceftazidim

Die Ansitze erfolgten analog zu denen zur Nitrit-Bestimmung unter
Verwendung von 15yl einer 6 mM ethanolischen Losung des
entsprechenden Antibiotikums, 100 uLL einer 6 mM Metalloporphyrinlosung
und 100 pL einer 60 mM Iodosobenzollosung. Als Losungsmittel wurde der
Puffer mit dem pH-Wert 9,0 verwendet.

Kalibrierung fiir die Nitrat-Bestimmung aus Roxithromycin und Ceftazidim

Da Nitrat in salzsaurer gesittigter Vanadium(III)-chloridlésung bei 95 °C zu
NO reduziert wird, wurden fiir die Herstellung des Reduktionsgemisches
0,2 g Vanadiumchlorid mit 2 mL konz. Salzsédure versetzt und mit Wasser
auf 25,0 mL aufgefiillt. 5 mL dieses Gemisches wurden im Reaktionsgefif
des NOA™ vorgelegt. Mit einer gasdichten Spritze wurden fiinf definierte
Volumina einer 100 uM Kaliumnitratlésung jeweils dreimal injiziert. Bei
dem Auftragen der durch Integration erhaltenen Peakflichen gegen die
injizierte Konzentration an Nitrat ergab sich folgende Kalibrierkurve:
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Abbildung 9-9 Kalibrierkurve fiir die Nitrat-Bestimmung aus Roxithromycin und
Ceftazidim
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Messdaten der Nitrat-Bildung aus Roxithromycin und Ceftazidim

Die Messwerte in nmol wurden in Bezug auf die eingesetzte Menge Substrat
in Prozent angegeben.

pH 9,0 + Cu®** | Roxithromycin | Ceftazidim
1 14,91 9,62
2 15,02 9,71
3 14,37 9,32
X 14,77 9,55
S 0,35 0,2
Vk 2,36 2,14

Tabelle 9-37  Nitrat-Bildung aus Roxithromycin und Ceftazidim bei pH 9,0 und Zusatz
von Kupfer(Il)-Ionen, alle Angaben in %

9.4.3 Hydroxylamin als Zwischenprodukt der NO-Freisetzung

Bestimmung von Hydroxylamin AAV 13

Es werden 180 uL einer 100 mM Losung des entsprechenden Antibiotikums
zusammen mit 60 mg immobilisiertem MnTFPPCI (nach AAV 7) und
640 uL.  Phosphatpuffer pH 7,4 in einem Probengefdl vorgelegt.
AnschlieBend werden 1000 uL. einer 1 M Natriumcarbonatlosung und
1000 pL einer 1 %igen 8-Hydroxychinolinlosung zugegeben. (Dieser Ansatz
entspricht einer 6 mM Losung des Antibiotikums.) Das Probengefil} wird fiir
15 Minuten mit Argon anaerobisiert und auf 37 °C temperiert. Zum Initiieren
der Reaktion werden 180 uL einer 100 mM Iodosobenzolldsung injiziert und
der Ansatz exakt sechs Minuten geschwenkt. Aus jedem Ansatz werden
dreimal mit einer gasdichten Spritze 500 uL des Uberstandes entnommen
und direkt in eine Mikrokiivette im UV/VIS-Spektrometer gegeben. Die
spektroskopische Detektion erfolgt bei 700 nm gegen eine identisch
hergestellte und behandelte Blindlosung, die kein Antibiotikum enthélt
(n = 3).
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Kalibrierung der Konventionsmethode zur Hydroxylamin-Bestimmung

Fiir die Erstellung einer Kalibrierkurve wurden Probengefdfe mit je 1000 pL
1 %iger ethanolischer 8-Hydroxychinolinlosung und 1000 uL 1 M Natrium-
carbonatlosung gefiillt, verschlossen und mit Argon begast. Aus einer
30 mM Hydroxylamin-HCI-Stammldsung wurde eine Verdiinnungsreihe von
10-300 uM angefertigt, 15 Minuten bei 37 °C inkubiert und bei 700 nm
gegen den Blindwert vermessen.

Nach dem Auftragen der gemessenen Absorption gegen die Konzentration
wurde die in Abbildung 9-10 dargestellte Kalibrierkurve erhalten.
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Abbildung 9-10 Kalibrierkurve fiir die quantitative Bestimmung von Hydroxylamin
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Messdaten der Hydroxylamin-Bestimmung aus Roxithromycin und Ceftazidim

Ansatz 1 2 3

1. Messung [uM] 89,68 80,38 81,78

2. Messung [uM] 87,82 79,91 81,31

3. Messung [uM] 87,36 79,91 81,31
X [uM] 88,29 80,07 81,47 83,27
s [uM] 1,23 0,27 0,27 4,40
Vk [%] 1,39 0,34 0,33 5,28

Tabelle 9-38

Bestimmung von Hydroxylamin als Zwischenprodukt der Freisetzung
von oxidierten Stickstoffspezies aus Roxithromycin

Ansatz 1 2 3

1. Messung [uM] | 135,89 139,03 125,31

2. Messung [uM] | 134,61 139,84 123,57

3. Messung [uM] | 133,80 138,80 122,29
X [uM] 134,77 139,22 123,72 132,57
s [uM] 1,05 0,55 1,52 7,98
Vk [%] 0,78 0,39 1,23 6,02

Tabelle 9-39

von oxidierten Stickstoffspezies aus Ceftazidim

Bestimmung von Hydroxylamin als Zwischenprodukt der Freisetzung
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9.5 Versuche zu Abschnitt 6 (Hydroxylierungen)

9.5.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften fiir die Hydroxylierung von

Substraten mit biomimetischen Modellsystemen

Umsetzung in Anlehnung an Literaturvorschrift’™ AAV 13

Das von lida und Mitarbeitern beschriebene molare Ansatzverhiltnis von
Metalloporphyrin zu Substrat zu Sauerstoffdonator zu Imidazol von
1:20:1884:160 wurde in dieser Vorschrift umgesetzt.

2,5 umol des nach AAV 7 immobilisierten Metalloporphyrins werden in
einem Probengefil} vorgelegt, 50 umol Substrat (in 500 L. einer wéssrigen
Stammlosung), 0,4 mmol Imidazol (in 500 uL einer wassrigen Stammlosung)
und 50 mM Phosphatpuffer pH 7.4 bzw. 0,1 M HCI hinzugegeben.
4,71 mmol des Sauerstoffdonators Wasserstoffperoxid werden zuletzt
zugegeben, so dass ein Probenvolumen von 2000 puL erhalten wird.

Der Reaktionsansatz wird 60 Minuten bei Raumtemperatur geschiittelt (oder
entsprechend 20 Minuten bei 25 °C und 25 Watt Leistung mit Trocken-
eiskiithlung in der Synthesemikrowelle gerithrt) und anschlieend
zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen, membranfiltriert (Rotilabo®-
Spritzenfilter 13 mm, 0,45 um, Nylon, Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland) und nach einem Verdiinnungsschritt (1:3) analysiert.

Umsetzung im molaren Ansatzverhiltnis von 1:10:500 AAV 14

2,5 umol des nach AAV 7 immobilisierten Metalloporphyrins werden in
einem Probengefil} vorgelegt, 25 umol Substrat (in 500 L. einer wéssrigen
Stamml6sung), 250 uM Imidazol (in 500 puL einer wissrigen Stammlosung)
und der 50 mM Phosphatpuffer pH 7,4 bzw. 0,1 M HCI als Losungsmittel
hinzugegeben. 1,25 mmol des Sauerstoffdonators Wasserstoffperoxid werden
langsam unter Schwenken zugegeben, so dass ein Probenvolumen von
2000 uL resultiert.

Der Reaktionsansatz wird 60 Minuten bei Raumtemperatur geschiittelt (oder
entsprechend 20 Minuten bei 25 °C und 25 Watt Leistung mit Trocken-
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eiskiithlung in der Synthesemikrowelle gerithrt) und anschlieend
zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen, membranfiltriert (Rotilab0®—
Spritzenfilter 13 mm, 0,45 um, Nylon, Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland) und nach einem Verdiinnungsschritt (1:1) analysiert.

9.5.2 Methoden und Messdaten der Umsetzung von Phenylalanin

HPLC-Methode

Fiir die Analytik von Phenylalanin, Tyrosin und DOPA wurde eine HPLC-
Methode aus der Applikationsdatenbank der VWR International GmbH
(Darmstadt, Deutschland) verwendet. Fiir eine noch stirkere Trennleistung
wurde in dieser Arbeit eine lidngere Siule verwendet. Daher mussten das
Verhiltnis des Elutionsmittelgemisches und die Flussrate angeglichen
werden.

Sdule: Purosphere®STAR RP-18 endcapped (5um), 250-4
(Merck)

Elutionsmittel: 20 mM Kaliumdihydrogenphosphatlosung/Methanol (98:2)

Flussrate: 0,8 mL/min

Wellenlédnge: 254 nm

Probenvolumen: 10 pL

Dauer: 15 min

Elutionstyp: 1sokratisch

Kalibrierung der HPLC-Methode

Fir die Kalibrierung von Phenylalanin, Tyrosin und DOPA wurden
Losungen fiinf verschiedener Konzentrationsniveaus aller Analyten
hergestellt und jeweils zweimal vermessen. Aus den Messergebnissen
resultierte die in Abbildung 9-11 abgebildete Kalibrierkurve. Mit den fiir die
Ausgleichsgerade angegebenen Regressionsgleichungen wurden die
Konzentrationen aller Analyten berechnet.
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Abbildung 9-11 Kalibrierkurven zur Quantifizierung von Phenylalanin, Tyrosin und
DOPA

Messdaten der Umsetzung von Phenylalanin

Ansatz | Phenylalanin Tyrosin DOPA
1 41,83 n.d. 31,04
2 38,55 n.d. 32,72
3 39,01 n.d. 33,82
X 39,80 0 32,53
S 1,78 - 1,40
Vk 4,47 - 4,30

Tabelle 9-40  Konventionelle Umsetzung von Phenylalanin mit Wasserstoffperoxid in
Phosphatpuffer pH 7,4 nach AAV 13, alle Angaben in %
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Synthesemikrowelle

Ansatz | Phenylalanin Tyrosin DOPA
1 n.d. 21,93 34,27
2 n.d. 22,74 31,89
3 n.d. 23,57 33,71
x 0 22,75 33,29
S - 0,82 1,24
Vk - 3,60 3,72
Umsetzung von Phenylalanin in
Wasserstoffperoxid in Phosphatpuffer pH 7,4 nach AAV 13,
Angaben in %
Ansatz | Phenylalanin Tyrosin DOPA
1 43,92 n.d. 27,16
2 41,70 n.d. 25,58
3 37,26 n.d. 27,99
x 40,96 0 26,91
S 3,39 - 1,22
Vk 8,28 - 4,53

Konventionelle Umsetzung von Phenylalanin mit Wasserstoffperoxid in
0,1 M HCl nach AAV 13, alle Angaben in %

Ansatz | Phenylalanin Tyrosin DOPA
1 n.d. 23,21 41,08
2 n.d. 24,10 40,97
3 n.d. 25,38 43,29
x 0 24,23 41,78
S - 1,09 1,31
Vk - 4,50 3,14
Umsetzung von Phenylalanin in der

Synthesemikrowelle
Wasserstoffperoxid in 0,1 M HCl nach AAV 13, alle Angaben in %
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Ansatz | Phenylalanin Tyrosin DOPA
1 62,10 7,91 23,43
2 63,77 5,34 21,85
3 59,30 8,17 24,47
X 61,72 7,14 23,25
S 2,26 1,56 1,32
Vk 3,66 21,85 5,68

Konventionelle Umsetzung von Phenylalanin mit Wasserstoffperoxid in
Phosphatpuffer pH 7,4 nach AAV 14, alle Angaben in %

Ansatz | Phenylalanin Tyrosin DOPA
1 n.d. 19,50 32,41
2 n.d. 18,57 31,05
3 n.d. 18,30 30,70
X 0 18,79 31,39
S - 0,63 0,90
Vk - 3,35 2,87
Umsetzung von Phenylalanin in

Wasserstoffperoxid

Angaben in %

Synthesemikrowelle
in Phosphatpuffer pH 7,4 nach AAV 14,

Ansatz | Phenylalanin Tyrosin DOPA
1 64,19 8,86 19,79
2 63,98 8,80 21,63
3 61,25 9,74 22,19
x 63,14 9,13 21,20
S 1,64 0,53 1,26
Vk 2,60 5,81 5,94

Konventionelle Umsetzung von Phenylalanin mit Wasserstoffperoxid in
0,1 M HCl nach AAV 14, alle Angaben in %




166

Ansatz | Phenylalanin Tyrosin DOPA
1 n.d. 21,69 39,27
2 n.d. 19,80 37,91
3 n.d. 20,24 38,07
x 0 20,58 38,42
S - 0,99 0,74
Vk - 4,81 1,93

Tabelle 9-47  Umsetzung von Phenylalanin in der Synthesemikrowelle mit
Wasserstoffperoxid in 0,1 M HCl nach AAV 14, alle Angaben in %

9.5.3 Methode zur Bestimmung von Acetylsalicylsdure und Salicylsidure

Kapillarelektrophoretische Methode

Mit dieser Methode konnen Acetylsalicylsdure, Salicylsdure und die
Dihydroxybenzoesduren (DHBA) 2,3-DHBA, 2,4-DHBA, 2,5-DHBA,
2,6-DHBA, 3,4-DHBA und 3,5-DHBA detektiert werden.

Kapillare: Kieselglaskapillare 30/37 cm, 50 pm ID
Hintergrundelektrolyt: 50 mM Natriumtetraborat-Puffer pH 9,3
Spannung: 12 kV nach 0,5 min

Polaritit: positiv

Temperatur: 20 °C

Injektion: 25 mbar fiir 5 s Probelosung

Prakonditionierung: 2 min mit 1 M NaOH, 0,5 min mit Wasser, 3,0 min
mit Hintergrundelektrolytlosung

Wellenlidnge: 220 nm

Dauer: 20 min
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11 Anhang: Gefahrstoffe

Losungsmittel Gefahrensymbole| R-Sitze S-Sitze
Acetanhydrid C 10-20/22-34 | 26-36/37/39-45
Acetonitril T,F 11-23/24/25 16-27-45
Cyclohexan Xn, F, N 11-38-50/53- 2-9-16-33

65-67
Dichlormethan Xn 40 23.2-24/25-
36/37
Diethylenglycoldimethyl- T 10-19-60-61 45-53
ether
Dimethylformamid T 20/21-36-61 45-53
Eisessig C 10-35 23-26-45
Ethanol F 11 7-16
Methanol T,F 11-23/24/25- | 7-16-36/37-45
36/37/38
Tetrahydrofuran X1, F 11-19-36/37 2-16-29-33
Toluen Xn, F 11-20 16-25-29-33
Reagenzien Gefahrensymbole| R-Sitze S-Sitze
Acetylsalicylsdure Xn 22 -
Acrylamid T 45-46-20/21- 53-45
25-36/38-43-
48/23/24/25-
62
Aminopropyl-Kieselgel - - 24/25
Ammoniak C,N 34-50 26-29-36/37/39-
45

Ammoniumsulfid F, C 11-31-34 16-23-26-

36/37/39-45
Argon F* 12 9-16-33
Borsdure - - -
cis-1-Brom-1-propen F 11-36/37/38 16-26-37/39
Carbamazepin Xn 22-42/43 22-24-27
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Carbamazepin-10,11- Xn 22-36/37/38 26-36
epoxid
Ceftazidim Xn 42/43 22-36/37-45
Cetrimid Xn, N 22-36/38- 26-39-61
50/53
m-Chlorperoxybenzoe- 0O, Xi 5-8-36/37/38 17-26-36
saure
Citronensiure Xi 36 26
Monohydrat
Cyclohexanonoxim Xn 22 24/25
Diethylphosphit Xi 36/37/38 26-37
2,3-DHBA Xi 36/37/38 26-36
2,4-DHBA Xi 36/37/38 26-36
2,5-DHBA Xi 22-36/37/38 26-36
2,6-DHBA Xi 36/37/38 26-36
3,4-DHBA Xi 36/37/38 26-36
3,5-DHBA Xi 36/37/38 26-36
Dinatriumhydrogen- - - 24/25
phosphat
DOPA Xn 36/37/38 26-36
8-Hydroxychinolin Xn 20/22 24/25
N-Hydroxyharnstoff T 46-61 53-45
Hydroxylamin-HCI Xn 22-36/38-43- | 22-24-37-61
48/22-50
4-Hydroxybenzoesidure Xi 36/37/38 26-36
Imidazol C 22-34 22-26-36/37/39-
45
Iodosobenzoldiacetat T 8-22 22-24/25-17-
36-60
Kaliumhexacyano- - 52/53 50-61
ferrat(II)
Kaliumiodid - 36/37/38- 22-26-36
42/43-63
Kaliumnitrat 0] 8-22- 7-17-26-36
36/37/38
Kaliumnitrit O,T,N 8-25 45
Kieselgel 60 - - 22
Kupfer(Il)sulfat Xn, N 22-36/38 22
Lanthannitrat 0O, Xi 41 26-39
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Magnesiummonoperoxy- X1, O 8-36/37/38 17-26-37-60
phthalat
Methyleugenol Xn 22-36/37/38- | 26-36/37/39
40
Mn/FeT4MPyPCl Xi 36/37/38 26-36
Mn/FeTFPPCI Xi 36/37/38 26-36
Natriumcarbonat Xi 36 22-26
Natriumfluorid T 26-32-36/38 22-36-45
Natriumhydroxid C 35 1/2-26-37/39-45
Natriumtetraborat Xn 62 36/37
Natronlauge 1 M C 34 26-36/37/39-45
Natronlauge 3 M C 35 26-36/37/39-45
Protriptylin Xn 22-42/43 22-24-27
Roxithromycin Xn 42/43 24-37-45
Salicylsdure Xn 22-41 22-24-26-39
Salzsdure 0,1 M - - -
Salzsidure 2 M Xi 36/37/38 36/37/39
Salzsdure konz. C 35-36/37/38 2-26
Schwefelsdure konz. C 35 26-30-45
Tetrakis-(triphenyl- - - 22-24
phosphin)-palladium(0)
Tetra-N-butyl- 0O, Xi 8-36/37/38 17-26-36
ammoniumperiodat
Triethylamin CF 11-20/21/22- 1/2-26-
35 36/37/39-45
Trimethylsilylbromid C 10-14-34-37 7/9-26-
36/37/39-45
Trometamol Xi 36/38 -
Vanadium(III)-chlorid C 22-34 20-26-36/37/39-
45-60
Wasserstoffperoxid 30 % C 34 1/2-3-28-36/39
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