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1. Einleitung 1

1. Einleitung

Die essentielle, aromatische Aminosdure L-Tryptophan (Trp) gehort zu den 20 proteinogenen
Aminosiduren. Sie besteht aus einem Indolring und einer mit C-3 des Indols verbundenen Ala-
ninkette (Abb. 1). Da Trp vom menschlichen Organismus nicht synthetisiert werden kann, muf}
sie mit der Nahrung aufgenommen werden. Trp gehort zu den weniger haufigen Aminosiduren,

da der Gehalt in Proteinen nur ca. 1% betrigt. Der tigliche Mindestbedarf wird mit 160 mg fur

COOH

[
NH

Abb.1 Tryptophan

Frauen und 250 mg fur Minner angegeben (FAO/WHO/UNO, 1985). Ein Teil des Trp’s wird
im menschlichen Organismus tber Chinolinsdure zu Nicotinsiureamid metabolisiert, weshalb
Nicotinsiure-Mangelerscheinungen nur bei gleichzeitiger Trp-armer Ernihrung oder eines ge-
storten Trp-Stoffwechsels auftreten kann. Die als Pellagra bezeichnete schwere Hautkrankheit
tritt in Landern auf, in denen sich tberwiegend von Trp-armen Nahrungsmitteln (Mais) erndhrt
wird. Niedrige Serumkonzentrationen an Trp konnen tber einen Mangel an Serotonin zu De-
pressionen fuhren. 1989 kam es im Zusammenhang mit der oralen Einnahme von Trp-haltigen
Produkten zum Auftreten des Eosinophilie-Myalgie-Syndroms (EMS), einer in Finzelfillen auch
todlichen verlaufenden Krankheit, charakterisiert durch erhéhte Eosinophilen-Zahl in Verbin-
dung mit Muskelschmerzen und einer Vielzahl anderer unspezifischer Symptome. Allerdings
scheint es, dal Verunreinigungen im Trp fiir den Ausbruch dieser Krankheit verantwortlich sind.
Trp kann im Organismus auf verschiedenen Wegen metabolisiert werden. Der dominierende
Abbauweg ist mit tiber 90% der oxidative Kynurenin-Metabolismus zu Kohlendioxid und Am-
moniak. Dabei werden wichtige Stoffwechselprodukte wie Kynurensiure, Chinolinsiure und
Niacin (Vitamin B,) gebildet. Dagegen werden 1-2% des Trp zu dem biogenen Amin 5-
Hydroxytryptamin (5-HT) umgesetzt. Dieser Neurotransmitter, auch Serotonin genannt, wird als
Vorstufe zur Synthese des Epiphysenhormons Melatonin (5-Methoxy-N-acetyl-tryptamin) ver-
wendet, welches bei der Chronobiologie von Wirbeltieren eine wichtige Regulationsfunktion be-
sitzt (BROWN, 1994; SAINIO et al., 1996). Die Vielzahl der physiologischen Wirkungen gaben Trp
auch ein wirtschaftliches Interesse. Heute findet Trp folgende Verwendung:

e Pharmazeutischer Rohstoff in der parenteralen Ernidhrung (Infusionslésungen)

e Pharmazeutischer Wirkstoff in Sedativa, Neuroleptika und Antidepressiva

e Essentielle Aminosdure in oral einzunehmenden Arzneimitteln

e FEssentielle Aminosiure in didtetischen Lebensmitteln

e Futtermittelzusatz

e Mikrobiologie
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Der therapeutische Stellenwert des Trp’s als Schlafmittel und Antidepressivum ist bis heute nicht
ganz geklirt. Gesichert ist, daf3 die pharmazeutische Wirkung auf den 5-HT-Stoffwechsel zuriick-
zufiihren ist. Trp besitzt im Gegensatz zu 5-HT die Fahigkeit, die Blut-Hirn-Schranke zu tber-
winden und wird daher als Precursor fiir 5-HT eingesetzt, um die oben erwihnten pharmazeuti-
schen Indikationen zu erzielen (erste Publikation: LAUER et al., 1958). Als Antidepressivum wird
eine Dosierung von 1.5-3.0 ¢g/d, als Sedativum 0.5-1.0 g/d (vor dem Schlafengehen) empfohlen
(FRESENIUS, 1984).

Trp wurde erst relativ spit von Hopkins und Cole im Jahre 1902 bei der Spaltung von Casein mit
Trypsin entdeckt (zum Vergleich: Glycin 1819 und Tyrosin 1846). Da im 19. Jahrhundert Protei-
ne ausschlieflich unter drastischen Bedingungen hydrolysiert wurden und Trp bei diesen Bedin-
gungen zerstort wurde, konnte diese Aminosdure erst bei Anwendung schonenderer, enzymati-
scher Methoden gefunden werden. Der Name Tryptophan wurde aufgrund der spiten Entdek-
kung gegeben. Trp bedeutet etwa: ,,DAS SICH ERST JETZT OFFENBARTE® (griechisch: phaneros =
offenbar). Nach seiner Entdeckung sind in den Jahren 1940-1970 eine Anzahl von chemischen
Synthesen fur Trp und seine Derivate entwickelt worden, die besonders auf der Weiterentwick-
lung der Indolchemie beruhen. Synthetisch erhielt man DL-Tryptophan, aus dem durch enzymati-
sche Racematspaltung die natiitliche L-Form gewonnen wurde. Die groBe Gruppe der pharma-
kologisch wirksamen und therapeutisch genutzten pflanzlichen Indolalkaloide werden simtlich
tber den Indolring-Donator Trp gebildet. Das groB3e wissenschaftliche Interesse an dieser Sub-
stanzklasse, fithrte zur Weiterentwicklung der priparativen, organischen Synthese und leistete ei-
nen groflen Beitrag zur Strukturaufklirung dieser Verbindungen. In den 80-iger Jahren ver-
driangten biotechnologische Verfahren die chemischen Synthesen weitestgehend. Diese wesent-
lich kostengtinstigere Herstellung von Trp fithrte zum umfangreichen Finsatz dieser Aminosdure
in den oben erwihnten Anwendungsgebieten. Allein in den USA wurden 1989 50-100 t Trp in
Futtermitteln eingesetzt, 80% davon in der Schweinemast. Die gréBten Trp-Hersteller waren im
Jahre 1989 (GREER et al., 1991):

e Mitsui Toatsu Chemical Industry 200 t
e Ajinomoto Co. 150 t
e Showa Denko K.K. 150 t
e Kyowa Hakko Kogyo Co. 40 t
e Seciyaku Co. 30t

Trp-Rohwaren werden grundsitzlich in zwei Reinheitsstufen unterteilt. Dabei handelt es sich um
feed grade- und pharma grade-Qualititen. Die Reinheitsstufen werden unter anderem auf-
grund der UV-aktiven Inhaltsstoffe, sowie Farbe und Begleitstoffe der Trp-Rohwaren festgelegt.
Der Weltmarktpreis von Trp (pharma grade) betrug 1998 ca. 160 DM/kg; damit ist Trp die teu-
erste Aminosdure (zum Vergleich L-Serin 100 DM/kg).
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2. Grundlagen

2.1. Der Tryptophanstoffwechsel

2.1.1. Die Tryptophan-Biosynthese

Die finf Enzyme der vom Chorismat ausgehenden Trp-Biosynthese sind auf dem trp-Operon
codiert. Dieses Operon wurde schon sehr frith entdeckt und an ihm Regulations-Mechanismen
der Proteinexpression auf molekularer Ebene studiert. Diese fiinf Enzyme werden nacheinander
in koordinierter Weise und in dquimolaren Mengen synthetisiert.

Ausgangspunkt fiir die Biosynthese von Trp ist die Kondensation von Phosphoenolpyruvat und
Erythrose-4-phosphat. Uber 5-Dehydrochinat, 5-Dehydroshikimat und Shikimat entsteht Cho-
rismat. Chorismat stellt den Verzweigungspunkt fiir die Biosynthesen von Trp, Tyrosin und Phe-
nylalanin dar. Zur Bildung von Anthranilat wird eine Aminogruppe der Glutaminseitenkette auf

Chorismat tibertragen. Ab dem Chorismat sind vier Enzymsysteme beteiligt:

e Anthranilatphosphoribosyl-Transferase
e Anthranilatphosphoribosyl-Isomerase
e Indol-3-glycerinphosphat-Synthase

e Trp-Synthase

Anthranilat kondensiert mit Phosphoribosylpyrophosphat (PRPP), einer aktivierten Form von
Ribosephosphat. In einer durch Hydrolyse von Pyrophosphat (PP) angetriebenen Reaktion wird
eine Bindung zwischen C-1 des Ribose-5-phosphats und dem Stickstoff des Anthranilats ge-
kntpft. AnschlieBende Ring6ffnung und Isomerisierung des Ribose-5-phosphates fiihrt zu 1-(o-
Carboxyphenylamino)-1’-desoxyribose-5"-phosphat. Dehydratisierung und Decarboxylierung
dieses Zwischenproduktes fithren zu Indol-3-glycerinphosphat, das schlieBlich mit L-Serin unter
Bildung von Trp reagiert. Die Glycerinphosphat-Seitenkette wird dabei durch eine, von L-Serin
stammende, Alaninkette ersetzt (Abb. 2). Diese Reaktion wird von der Trp-Synthase katalysiert,
dem zentralen Enzym der Trp-Biosynthese. Das Enzym Trp-Synthase besitzt die Unter-
einheitenstruktur o,B, und kann in zwei o und eine B,-Untereinheit dissoziieren. Die isolierten

Untereinheiten katalysieren Teilreaktionen, die zusammen zur Trp-Synthese fithren:

Indol-3-Glycerinphosphat S SN Indol + Glycerinaldehyd-3-phosphat

Indol + Serin B Tryptophan + Wasser

Jedes aktive Zentrum der ,-Unteteinheit enthilt Pyridoxalphosphat als prosthetische Gruppe.
Die katalytischen Eigenschaften der isolierten Untereinheiten dndern sich merklich bei der Aus-

bildung des o,p3,-Komplexes; so verzehnfacht sich die Reaktionsgeschwindigkeit der Teilreaktio-
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nen. Ferner synthetisiert der o,f3,-Komplex Ttp in einem kooperativen Mechanismus. Das Indol
aus der ersten Partialreaktion reagiert sofort mit Serin, so daB3 es gar nicht aus dem 0,3,

Komplex freigesetzt, sondern innerhalb des Enzyms von einer katalytischen Untereinheit zur an-

deren kanalisiert wird (ANDERSON et al.,1995; HYDE et al., 1988).

Anthranilatphospho-
ribosyl-Transferase P

COO O/
+ PRPP > O COO
- PP NH
NH,

HO OH
N-5"-Phosphoribosylanthranilat

Anthranilat

[ Anthranilatphospho-]

ribosyl-Isomerase

Indol-3-glycerin- ]

OH hosphat-Synth l
t- t _
phosphat-Synthase OO
O—D = @ OH
CO
OH )
NH NHWO—P

-H,0
@) OH
Indol-3-glycerinphosphat 1-(o-Carboxyphenylamino)-
[ Trp-Synthase ] 1”-Desoxyribose-5"-phosphat
l ) E
OH
K(\O—P ©j
NH
OH

D-Glycerinaldehyd-3-phosphat Indol HO

1-Serin

[ Trp-Synthase J H2N42
COOH
COOH
NH

Trp

Abb. 2 Die Trp-Biosynthese
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2.1.2. Der Tryptophan-Metabolismus

Das Ziel des Aminosaureabbaus ist es, wichtige Stoffwechselprodukte zu bilden, die in Glucose
umgewandelt oder im Citratzyklus oxidiert werden kénnen. Simtliche Kohlenstoffgertiste der 20
verschiedenen Aminosduren gehen in nur sieben Molekiile tiber. Trp ist sowohl glucogen als auch
ketogen, d.h. das Kohlenstoffgeriist des Trp’s wird sowohl zu Acetyl-CoA bzw. Acetoacetyl-CoA
als auch zu Pyruvat abgebaut und dient zur Energiegewinnung des Organismus.

Trp wird zu tber 90% tiber den Kynurenin-Abbauweg metabolisiert, wobei es schlieBlich zu
Kohlendioxid und Ammoniak abgebaut wird. Es werden auf diesem Weg jedoch wichtige Stoff-
wechselprodukte wie Kynurensaure, Chinolensiure und Niacin (Vitamin B,) gebildet. Etwa 2%
des Trp’s werden zum Neurotransmitter Serotonin iber den sogenannten 5-HT-Abbauweg ver-
stoffwechselt. Serotonin stellt den Precursor des Hormons Melatonin dar, dem eine entscheiden-
de Bedeutung in der Schlaf-Wach-Regulation zukommen soll (BROWN, 1994). In dieser physiolo-
gischen Funktion liegt ein pharmazeutisches Einsatzgebiet von Trp-Produkten. Ferner wird Trp
im Organismus zum Teil tber Desaminierung und Decarboxylierung Gber die Zwischenstufen
Tryptamin und 3-Indolylacetaldehyd (IAc) zum Indolacetat abgebaut. AuBlerdem wird Trp durch
oxidative Desaminierung zu Indolpyruvat metabolisiert, das seinerseits durch Decarboxylierung
zu IAc bzw. durch Reduktion der Carbonylfunktion zum Indollactat umgewandelt wird. In Abb.
3 ist die Komplexitit des Trp-Metabolismus und die Vielfiltigkeit der wihrend der biotechnolo-
gischen Herstellung von Trp méglichen Trp-Metaboliten ersichtlich.

O NH,
HO

COOH

NH,

NH
NH, \ Serotonin

Kynurenin \

NH
Tryptamin \ O / Indolpyruvat
H ¢ COOH
NH |
3-Indolylacetaldehyd
COOH ¥ ¥ OH
NH
Indollactat
NH
Indolacetat

Abb.3 Der Trp-Metabolismus
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2.2. Herstellung von Tryptophan

Es werden drei Arten fur die Darstellung von Trp unterschieden. Auf chemisch-priparativem
Wege wurden eine Vielzahl von Synthesen entwickelt, die neben Trp auch ein breites Spektrum
an Trp-Derivaten zuginglich machten. In der Regel erhilt man ein racemisches DL-Trp, aus dem
durch enzymatische Racematspaltung die nattrliche L-Form gewonnen werden kann,

Die seit den 80-iger Jahren zur grofitechnischen Darstellung von Trp verwendeten biotechnologi-
schen Verfahren verfolgen zwei grundlegende Strategien. Bei der fermentativen de novo Dar-
stellung von Trp werden Mikroorganismen eingesetzt, die im Gegensatz zu Wirbeltieren eine
Trp-Biosynthese durchfiihren kénnen. Damit Mikroorganismen wirtschaftlich zur Biosynthese
von Trp eingesetzt werden kénnen, mul} die Biosynthese von Trp so modifiziert werden, dal3 es
zu einer Uberproduktion kommt.

Bei dem als Biotransformation bezeichnetem Verfahren ist die Biokatalyse im wesentlichen auf
die B,-Untereinheit der Trp-Synthase des Mikroorganismus beschrinkt. Ublicherweise werden bei
der Produktion immobilisierte Bakterien eingesetzt, die die Enzyme iiberexprimieren (BANG et
al., 1983a; PLISCHKE und STEINMETZER, 1988; HATAKEYAMA et al., 1996a, 1996b). Pyruvat und
Ammonium koénnen unter Ausnutzung der Umkehrreaktion der Tryptophanase ebenfalls als

Substrat eingesetzt werden (TOMITA et al., 1996; MASATO et al., 1990).

2.2.1. Chemische Synthesen

Seitdem die Bedeutung von Trp fiir die tierische Erndhrung um die Jahrhundertwende bekannt
wurde, bemithte man sich, die Aminosdure synthetisch herzustellen, um die aufwendige Isolie-
rung aus natirlichem Material zu umgehen. Es dauerte allerdings bis in die vierziger Jahre, bis alle
Schwierigkeiten beseitigt waren und eine effiziente Trp-Synthese gefunden war. Es werden Indole
oder Indolderivate als Edukte benutzt und die Alaninkette anschlieBend aufgebaut. Fine andere
Moglichkeit besteht im Aufbau des Indolringes wihrend der Trp-Synthese. Ein Beispiel dafur ist
die Synthese nach WARNER und MOE (1948), die Trp aus Acrolein und Phenylhydrazin syntheti-
sierten. In der grof3technischen Herstellung von Trp haben bis zur Ablésung durch biotechnolo-
gische Verfahren, vor allem modifizierte WARNER-MOE-Synthesen (DEGUSSA, 1978) Anwendung
gefunden (KLEEMAN et al., 1985). Die hier vorgestellten Trp-Synthesen geben einen kurzen hi-
storischen Uberblick einiger Darstellungsméglichkeiten.

Synthese durch Kondensation von [(-Indolyvlaldehyvd mit Hippursiure bzw. Hydantoin:

Nach dem Prinzip der KNOEVENAGEL-Kondensation kénnen Aldehyde und Hippursiure (N-
Benzoylglycin) oder deren Azlacton umgesetzt werden. Reduktion und Hydrolyse fithren zu o-
Aminocarbonsduren. HOPKINS und COLE (1902) erhielten nach Behandlung von Trp mit Ei-
sen(IIT)-chlorid eine Verbindung, die durch ELLINGER (1906) als B-Indolylaldehyd identifiziert
wurde. Die Anwendung der Azlacton-Methode mit B-Indolylaldehyd fiihrte in Anlehnung an die
Phenylalaninsynthese zur ersten Trp-Synthese (ELLINGER und FLAMAND, 1908). Die Gesamt-
ausbeute betrug allerdings nur 3.5%, was auf die schlechte Ausbeute bei der Aldehydsynthese und
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die sich anschlieBende, duBlerst aufwendige Reinigung zuriickzufithren ist. Durch diese Synthese
wurde die Konstitution des Trp’s als B-Indolylaminopropionsdure erkannt. Alternativ kann an-
stelle von Hippursiure, Hydantoin mit B-Indolylaldehyd kondensiert werden. Nach anschlieBen-
der Reduktion mit Natriumamalgam und Hydrolyse wurde durch WHEELER und HOFFMANN
(1911) Trp erhalten. Aber auch hier lag die Gesamtausbeute bei nur 6.5%.

Svnthesen durch Kondensation von Gramin mit Acylaminocarbonsiureestern:

Indole tragen an der C-3 Position einen aktiven Wasserstoff. Die als MANNICH-Reaktion be-
zeichnete Umsetzung von Dimethylamin, Formaldehyd und einer CH-aciden Verbindung fihrt
zu tertidgren Basen. Benutzt man Indol als Reaktionspartner, so wird das Alkaloid Gramin (Di-
methylaminomethylindol) erhalten (Abb. 4), (KUHN und STEIN, 1937).

/CH3
\
+ H,CO + HN(CHz), | CHs
NH NH

Indol Formaldehyd — Dimethylamin Dimethylaminomethylindol
(Gramin)

Abb.4 MANNICH-Reaktion am Indol

MANNICH et al. (1937) entdeckten die Kondensationsfahigkeit gewisser tertidrer Basen. Sie fan-
den, daf} 1-(Dimethylaminomethyl)-cyclohexanon mit Malonester und wenig Natrium-alkoholat
unter Abspaltung von Dimethylamin und Kntpfung einer C-C Bindung reagiert. Ein grofBer
Fortschritt fiir eine Trp-Synthese bestand in der Entdeckung des Gramins als Alkylierungsmittel
fir Acylaminomalonsdureester. Diese Entdeckung fithrte zu einer ausgezeichneten Trp-Synthese,
deren Ausbeute bis heute nicht mehr gesteigert werden konnte. SNYDER und SMITH (1944) fiihr-
ten die erste Fassung einer derartigen Synthese zur Trp-Darstellung durch. Sie setzten das quarti-
re Salz Graminiodid mit der Natriumverbindung des Acetamidomalonesters zum Skatylacetami-
domalonester um, der bei der alkalischen Verseifung die Skatylamidomalonsiure lieferte. Nach
Eliminierung einer Carboxylgruppe ergab eine nochmalige alkalische Hydrolyse Trp. Die Ge-
samtausbeute betrug 45% bezogen auf Indol. SNYDER et al. (1945) fanden, dal3 die Bildung des
quartiren Ammoniumsalzes fiir die Alkylierung tberflissig ist, denn das freie Gramin bildet mit
Acetamidomalonsiure in Gegenwart von gepulverten Natriumhydroxid hevorragende Ausbeuten
an Skatylacetamidomalonester. Neben dem Acetamidomalonester wurde von HELLMANN (1949)
der Formamidomalonester fiir die SNYDERSCHE-Ttp-Synthese verwendet. Dieser Ester spaltet
unter den Bedingungen der basischen Esterhydrolyse die Formylgruppe ab. Dadurch wird gegen-
tber der Trp-Synthese mit Acetamidomalonester ein Reaktionsschritt gespart (Abb. 5). Deswei-
teren erfolgt die Alkylierung des Formamidomalonesters durch das Gramin wesentlich leichter.

Die Synthese von Trp gelingt in 1-2 Tagen mit nahezu 90%-iger Ausbeute bezogen auf Indol.
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CO,CoH5
CHs (|3—NHCHO
. CO,CHs |
.+ H—C—NHCHO —> | COLaHs
CHs |
N H C02C2H5 N H
Gramin Formamidomalonester Skatylformamidomalonester
COOH
—> NH-
NH
Trp

Abb. 5 Trp-Synthese aus Gramin und Formamidomalonester

Synthese durch Kondensation von Indol mit tertiiren Mannichbasen:

Die bisher dargelegten Synthesen gehen von einem Indolderivat aus, das in 3-Stellung bereits das
B-Kohlenstoffatom der Alaninseitenkette trigt. Dieses Kohlenstoffatom stammte entweder aus

ciner Aldehydfunktion des B-Indolylaldehydes oder aus der Dimethylaminomethylgruppe des
Gramins. BUTENANDT et al. (1949) fanden in bestimmten tertiiren Mannichbasen konden-
sationsfihige Stoffe, die mit unsubstituiertem Indol zu Produkten reagieren kénnen, die mit den-
jenigen aus Gramin und Acylaminoestern identisch sind. Die tertidren Mannichbasen sind durch
MANNICH-Reaktion leicht herstellbar. Der Formamidomalonester bildet zum Beispiel mit Form-
aldehyd und Piperidin innerhalb einer Minute bei Raumtemperatur (RT) einen Piperidylmethyl-
formamidomalonester, der mit Indol bei Gegenwart von wenig Natriumhydroxid sehr leicht zum
erwihnten Skatylformamidomalonester unter Freisetzung von Piperidin kondensiert. Trp konnte
auf diesem Wege in 71%-iger Ausbeute bezogen auf Indol erhalten werden (BUTENANDT et al.,
1949).
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2.2.2. Fermentative de novo Darstellung (Showa Denko K.K.)

Durch die rasante Entwicklung der Biochemie war es Anfang der 80-iger Jahre mdglich, die ko-
stenintensiven chemischen Synthesen durch biotechnologische Verfahren zu ersetzen. Um die
Uberexpression einer Zielsubstanz in einem Mikroorganismus zu verwirklichen, muf er im Ideal-

fall folgende Kriterien hinsichtlich seiner Stoffwechseltitigkeit erfiillen:

e Keine Produkthemmung der Enzymsynthese der am Trp-Anabolismus beteiligten Enzyme
e Keine Aktivititshemmung der am Syntheseweg beteiligten Enzyme
e Schr geringe Enzymaktivitit des Trp-Abbaus

e Geringe abbauende Aktivitit gegentiber dem einzusetzenden Substrat (z.B. Anthranilsdure)

Zur Gewinnung von Mikroorganismen mit diesen Eigenschaften wurden in der Vergangenheit

im wesentlichen zwei Strategien angewandt:

e Ungerichtete Mutagenese mit anschlieBender Selektion auf modifizierte Eigenschaften in der
Regulation der Trp-Biosynthese und Kombination verschiedener Eigenschaften durch Kreu-

zung

e Gezielte gentechnische Verinderung

Durch obenstehende Methoden ist es gelungen, eine Vielzahl an Mikroorganismen fur die Pro-

duktion von Trp zu modifizieren, von denen nachstehend eine Auswahl aufgefiihrt wird.

Art Name Literatur
BANG und LANG et al., 1983;
BANG und BEHRENDT et al., 1983;
Escherichia coli MATEUS et al., 1996;
KUNG, 1988;
MALIN, 1960, 1961
Bakterien | Bacillus amyloliquefaciens Snowa DENKO K.K., 1984
Corynebacterinm glntamicum | KATSUMATA et al., 1995
Aeromonas spec. ASAT et al. 1982
Klebsiella spec.
Bacillus subtilis AIDA et al. 1986
Brevibacterium spec.
Torulopsis utilis REnM, 1967
Pilze Saccharoomyces willianus
Fusarium roseum
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Die japanische Firma Showa Denko K.K. (SD) fithrte bis 1989 eine eftiziente, fermentative Trp-
Herstellung durch. Um diesen Prozel3 wirtschaftlich zu gestalten, mul3te die Wahl des Substrates
nach kostengtinstigen und realisierbaren Faktoren erfolgen. Aus diesem Grunde wurde Anthra-
nilsdure als C-Quelle zur Darstellung des Indolringes gewihlt. Als Substrat fiir die L-Serin Bio-

synthese wurde Glucose verwendet (Abb. 6).

Glucose

COOH ¢
@i 3-Phospho-
NH, glycerinsiure

Anthranilsaure

¢ ¢ COOH
. HO A{
Indol-3-glycerinphosphat N

L-Setin

v

L-Tryptophan

Abb. 6 Fermentative de novo Synthese (B. amyloliquefaciens, Strain V)

Ausgehend von Anthranilsdure sind vier Enzyme erfordetlich, um Trp herstellen zu kénnen. SD
verwendete ausschliellich gentechnisch modifizierte 5-Fluoro-Trp-resistente Mutanten des Bacil-
lus amyloliguefaciens. Nach Duplizierung des trp-Operons (Strain IT) und Integration eines effizien-
ten Promotors wurde ein Stamm erhalten (Strain IIT), der bis Dezember 1988 zur Produktion ge-
nutzt wurde. Nach dieser Zeit wurden neue, weitergehend veridnderte Stimme mit einer Verviel-
fachung des serA-Gens (Strain IV) und Integration eines prs-Gens (Strain V) zur Produktion
verwendet (FUSHO et al.,, 1986; TAKINISHI et al., 1988; SAKIMOTO et al., 1989; MAYENO und
GLEICH, 1994). Zur Gewinnung des Trp’s wurde nach Fermentation und Zentrifugation eine
Reinigung tber einen Anionen- und Kationenaustauscher angewandt. Anschlielend erfolgte eine
Aktivkohlebehandlung, Filtration und Auskristallisation des Produktes (Abb.7) (SAKIMOTO und
TORIGOE, 1994).
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[Anthranilsﬁure (C-Que]le)J

B. amyloliquefaciens]

stark basischer stark saurer

Anionenaustauscher Kationenaustauscher
\ 4
Zentrifugation
\ 4
pH-Einstellung
auf 10.5 Elution mit Elution mit
Ammoniumchlorid (0.2 M) Ammoniak (5%-ig)
(pH=1.7-1.8) (pH=10.5)
Kristallisation

[L—Tryptophan] «—— Auskristallisieren €——— Aktivkohle

Abb.7 technologischer Ablauf des SD-Verfahrens
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2.2.3. Biotransformationsverfahren (AMINO GmbH)

Trp wird bei der AMINO GmbH (Frellstedt, Deutschland) iiber biokatalytische Kondensation von
L-Serin und Indol hergestellt (Abb. 8). Die AMINO GmbH ist eine Tochterfirma der Norddeut-

COOH

COOH
NH NH

2 NH

Indol L-Serin L-Tryptophan

Abb. 8 Trp-Synthase Reaktion

schen Zuckerraffinerie. Die bei der Verarbeitung von Zuckerriben anfallende Melasse enthalt
neben einem hohen Anteil an Saccharose eine Vielzahl von Aminosduren und anderen Naturstof-
fen. Neben der Abtrennung von Saccharose (Herstellung von Invertzucker-Sirup) werden Ami-
nosiuren, Betain und Uredin isoliert und kommerziell vertrieben. Eine der isolierten Aminosiu-
ren ist L-Serin. Nachfolgend soll das Herstellungsverfahren naher beschrieben werden (FAURIE
and FRIES, 1998; Faurie, personliche Mitteilung), (Abb. 9).

Die bei der Zuckerherstellung anfallende Melasse wird mit Wasser verdtiinnt, um sie durch eine
Kationenaustauschersiule férdern zu kénnen. Einen guten Uberblick tiber die Bestandteile der
Melasse und dessen Weiterverarbeitung gibt STEINMETZER, 1991. Wihrend des Chromatogra-
phieprozesses werden die Ascheanteile (anorganische Salze) der Melasse mittels Ionenausschluf3-
chromatographie von den tibrigen Bestandteilen getrennt und verlassen sehr schnell die Kolonne.
Die tibrigen Bestandteile (Saccharin, Betain und Aminosiuren) werden ihrer Gré3e nach aufge-
trennt. Dadurch ist es prozeB3technisch moglich, genaue Schnitte zu legen, um einzelne Fraktio-
nen mit hoher Produktreinheit zu gewinnen. Mischfraktionen werden gesammelt und der Sdule
erneut zur Trennung zugefithrt. Die I-Serin-Fraktion besitzt eine so grof3e Reinheit, dal3 keine
weitere Reinigung erfolgen muf3. Ein Teil des L-Serins wird durch pH-Anhebung racemisiert,
umkristallisiert und als DL-Serin verkauft. Das verbliebene L-Serin wird einer weiteren Tonenaus-
tauschchromatographie zugefiihrt, um Reste von Zuckern und anderer Aminosiuren vollstindig
abzutrennen. Die erhaltene hochreine L-Serin-Fraktion kann gelagert werden und bei Bedarf zur
Biotransformation von Trp verwendet werden. Das fir die Umsetzung erfordetliche, durch Rek-
tifikation von Steinkohlenteer gewonnene Indol wird kiuflich erworben. Trp wird durch Bioka-
talyse mit dem aus Mutation hervorgegangenen Escherichia coli Stamm B 10 (BANG et al., 1980)
gewonnen. Die Tryptophanase Aktivitit ist reduziert. Das Bakterium besitzt aufgrund einer De-
letion der Gensequenzen des Trp-Repressors, des Attenuationssignals sowie Teilen des trp-
Operons (trp E und trp D) eine Uberexpression der Gene trp A und trp B des trp-Operons und
damit eine permanente Uberexpression der - und B-Untereinheiten des Trp-Synthase-
Komplexes. Infolge des Fehlens der Gene trp E und trp D ist der Organismus nicht in der Lage,
Trp durch eigene Biosynthese herzustellen und ist daher Trp-auxotroph.
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Der Mikroorganismus wird schrittweise mittels Fed-Batch-Fermentation (30 L-, 300 L- und
3000 L-Fermenter) in einer sterilen Fermentationskaskade angeztichtet, die Zellen durch Zentri-
fugation gewonnen und gemeinsam mit den Substraten L-Serin und Indol inkubiert. Dabei wird
der Suspension aus L-Serin und den Zellen genau dosiert Indol zugefiihrt, um die Konzentration
an Indol im Reaktor stets konstant zu halten. Die Umsetzung wird mittels HPLC online verfolgt
und aus den erhaltenen Daten der Prozel3 gesteuert. Die Verweilzeit im Bioreaktor betrigt 6 h,
wobei die Ausbeute an Trp mit 75 g/1/day angegeben wird. Die Enzymaktivitit wird mit 250
U/L und der Enzymverbrauch mit 4500 U/kg beziffert. Wihrend Indol zu 99% in Trp umge-
setzt wird, ist der Bedarf an L-Serin deutlich hoher. Ursache ist vermutlich eine Metabolisierung
des L-Serins. Dabei ist die Hauptkomponente, neben anderen katabolischen Reaktionswegen,
vermutlich die in den Mikroorganismen vorhandene Serin-Dehydratase Aktivitit. Dieses Enzym
katalysiert die Reaktion von Serin zu Pyruvat und Ammonium und ist Teil des Aminosdureab-
baus. Nach erfolgter Umsetzung werden die Zellen bei 70°C abgetétet und durch Zentrifugation
entfernt. Die zellfreie Biotransformationslésung wird auf einen pH-Wert von ca. 5.5 eingestellt
und mit Aktivkohle gemischt. Nach Abtrennung der Aktivkohle wird Trp durch Eindampfen der
Biotransformationslésung auskristallisiert. Der Riickstand wird erneut in Wasser gelést und noch
zweimal umkristallisiert. Das Trp der letzten Reinigungsstufe besitzt Pharmaqualitit und wird ab-
schlieBend durch Mikrofiltration pyrogenfrei gemacht. Die bei dem Prozef3 anfallenden Reststof-
te (Zuckerritbenschnitzel, Zellen, Aktivkohle) werden als Futtermittel, Diinger oder Baustoffe

verwendet.
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2.3. Eosinophilie-Myalgie-Syndrom (EMS)

Im Jahre 1989 wurde in den USA der epidemische Ausbruch einer bis dahin unbekannten
Krankheit registriert. Es handelt sich dabei um eine Krankheit, die mit dem Anstieg der eosino-
philen Granulozyten auf tber 1000/uL Blut und dem Auftreten schwerer Myalgien, die bis zur
Bewegungsunfihigkeit fithren kénnen, verbunden ist (CDC, 1989a). Die Symptomatik von EMS
ist allerdings wesentlich vielschichtiger. Es wird auch von Miudigkeit, Gelenkschmerzen, Fieber,
Atembeschwerden, MiBempfindungen (Neuropathie), dermatologische Manifestationen (Odeme,
Sklerodermie, Indurationen, Fehlpigmentierung) und Pruritus berichtet (SZEIMIES und MEURER,
1993).

Von der dufletlichen Symptomatik dhnelt es damit dem 1981 in Spanien aufgetretenen Toxic-Oil-
Syndrom, einer bis dahin nicht aufgeklirten Erkrankung, die im Zusammenhang mit dem Ver-
zehr von mit Anilin vergilltem Rapsdl steht(TABUENCA, 1981).

Auf Grundlage des oben genannten Symptomkomplexes wurden in den USA bis September
1992 1511 EMS-Fille registriert, von denen 38 tddlich verliefen (KILBOURNE, 1992). In
Deutschland erfiillten 105 Patienten die Kiriterien der CDC (1989a) fir die EMS-Indikation
(CARR et al., 1994). Es gilt als duBlerst wahrscheinlich, dal3 die Dunkelziffer der EMS-Fille weit-
aus hoher liegt, da positive Fille einerseits nicht als EMS diagnostiziert wurden oder andererseits
die Falldefinition fir die Eosinophilie nicht erfillt wurde (KAMB et al., 1992). Unmittelbar nach
dem Auftreten von EMS konnte ein direkter Zusammenhang zwischen der Applikation von Trp
und dem Ausbruch von EMS aufgedeckt werden (CDC, 1989b). Die Akzeptanz und weite Ver-
breitung von Trp als Arzneimittel wurde durch das physiologische Vorkommen von Trp und
dem damit verbundenen natiitlichen Charakter bedingt. Trp schlof3 eine Liicke zwischen den um-
strittenen Psychopharmaka und der ebenfalls nur bedingt akzeptierten Naturheilkunde. Die Ver-
wendung von Trp als wirksames und als besonders nebenwirkungsarm geltendes Schlafmittel und
Antidepressivum bedingte die gro3e Verbreitung von EMS, die noch zusitzlich durch den freien
Verkauf von Trp als Nahrungserginzungsmittel in den USA geférdert wurde.

BELONGIA et al. (1990) und SLUTSKER et al. (1990) konnten zeigen, daf} fast alle EMS-Fille auf
die Einnahme von Trp eines Rohstoftherstellers, Showa Denko K.K. in Japan, zurtickzuftihren
waren. Durch das Ruhen der Zulassung fur Trp-haltige, oral einzunehmende Arzneimittel (BGA,
19892;1989b; 1990) konnten weitere Neuerkrankungen verhindert werden. In Deutschland waren
ab 1990 nur Arzneimittel zur intravendsen Anwendung (Infusionslésungen) und diitische Le-
bensmittel (bilanzierte Didten) nicht von dem vorldufigen Vertriebsstop fir Trp-haltige Zuberei-
tungen betroffen. Seit dem 1.1.1996 ist Trp mit erhéhten Reinheitsanforderungen wieder fur
Oraltherapeutika zugelassen, allerdings gelingt die Wiedereinfithrung auf dem Pharmamarkt nur
schleppend. Zu viele Fragen sind noch offen, die mit der Ursache dieser Krankheit in Verbin-
dung stehen. Bis heute ist keine Heilung von EMS realisiert. Es sind lediglich Symptomlinderun-
gen moglich. Bis heute werden Gerichtsprozesse durchgefiihrt, bei denen es um Entschidigungs-

forderungen von EMS-Kranken an Trp-Hersteller und Vertreiber in MillionenhShe geht.
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2.3.1. EMS-Ursachenforschung

Das weltweite epidemische Auftreten von EMS im Jahre 1989 und sein vollstindiges Verschwin-
den nach dem Rickruf oral einzunehmender Trp-haltiger Praparate legt bis heute die Hypothese
nahe, daf} die Ursachen fir EMS in Verunreinigungen einzelner Chargen der Firma SD liegen
(Kontaminanten-Hypothese). Diese Kontaminanten-Hypothese wird durch HILL et al. (1993) be-
stitigt, der durch RP-HPLC-UV-Analyse bei 220 nm 63 Substanzen im SD-Trp detektierte. Ra-
diochemische und mikrobiologische Untersuchungen des SD-Trp’s wiesen ebenso wie die Un-
tersuchung auf 32 anorganische FElemente keine besonderen Kontaminationen nach
(HERTZMANN et al., 1991).

Der erste mit EMS assoziierte Peak (BELONGIA et al, 1990) wurde sturkturell als 1,1°-
Ethylidenbistryptophan (EBT) aufgeklirt (MAYENO et al., 1990; Smith et al., 1991). In weiteren
Untersuchungen fanden TOYO'OKA et al. (1991) einen vor Trp eluierenden EMS-assozierten
Substanzpeak, der als 3-Phenylaminoalanin (PAA) aufgeklirt wurde (GODA et al., 1992). HILL et
al. (1993) fand eine Korrelation von 2-(3"-Indolylmethyl-tryptophan (IMT) mit EMS-SD-Trp-
Chargen, dessen Struktur von MULLER et al. (1991) aufgeklirt worden war. Die Identifizierung
der durch oxidative Umsetzung von Trp entstandene 3a-Hydroxy-1,2,3,3a,8,8a-
hexahydropyrrolindol-2-carbonsdure (PIC) gelang durch SIMAT et al. (1996). Diese in der Litera-
tur als Peak C bezeichnete Verbindung wurde ebenfalls von HILL et al. (1993) mit EMS assozi-
iert. Die zuletzt identifizierte Substanz konnte tber LC-MS-MS als 2-(2°-Hydroxyindolin)-
tryptophan (HIT) von NAYLOR et al. (1999, im Druck) strukturell aufgeklirt werden und stellt
den EMS-assoziierten Peak FF dar (HILL et al., 1993), (Abb. 10). Trotz des Fehlens eines geeig-
neten Tierversuchmodells zur Erzeugung von EMS in vivo besteht die Moglichkeit diese Verbin-
dungen als Markersubstanzen fur potentiell EMS-auslésende Trp-Chargen zu verwenden, ohne
dal sie selbst Ausloser dieser Krankheit sind (HILL et al., 1993).

Bei der Ursachenforschung von EMS wurde die Aufmerksamkeit auf Verinderungen im Pro-
duktionsprozel3 der Firma SD gelegt. BELONGIA et al. (1990) erkannten einen Zusammenhang
zwischen EMS-auslosender SD-Trp-Chargen und der Reduzierung der Aktivkohlemenge
(p=0.014) im Reinigungsverfahren (siche Kap. 2.2.2.). Die Umgehung eines Umkehr-
osmosefilters (AusschluB3grenze 1000 Da) in einem begrenzten Zeitraum konnte dagegen nicht
mit den EMS-positiven Chargen korreliert werden (p=0.067). Der Reinigungsprozef3 tiber einen
Anionentauscher und einen Kationentauscher blieb dagegen unverindert. BELONGIA et al. (1990)
und HILL et al. (1993) assoziierten die Verwendung eines neuen, weiter gentechnisch verinderten
Bacillus amyloliguefaciens (Strain V) mit EMS (p=0.04), wobei die Ergebnisse von HILL et al. (1993)
darauf hinwiesen, dal3 bereits der zuvor eingesetzte, ebenfalls gentechnisch modifizierte Stamm
(Strain TV2) eng mit dem Auftreten von EMS korreliert ist. Die Fragestellung im Zusammenhang
mit dem Auftreten von EMS besteht darin, ob ein gentechnisch veridnderter Mikroorganismus
oder Kontaminanten in der Trp-Rohware fiir den Ausbruch dieser Krankheit verantwortlich

sind.
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Abb. 10 EMS-assozierte Kontaminanten im SD-Trp

2.3.2. Kontaminanten im Showa Denko-Trp

Abb. 11 zeigt das Chromatogramm einer EMS auslésenden SD-Trp-Charge. Die Kontaminanten
lassen sich aufgrund der bis heute strukturell aufgeklirten Verunreinigungen grob in folgende
Gruppen unterteilen: physiologische Trp-Metaboliten, aphysiologische Oxidationsprodukte, Car-

bonylkondensationsprodukte, PAA sowie 1- und 2-substituierte Trp-Derivate.
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Abb. 11 EMS-assozierte SD-Trp-Charge
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Trp-Metaboliten
In der Trp-Rohware sind Metaboliten aus allen Trp-Abbauwegen zu finden. 5-Hydroxy-

tryptophan (5-OH-Trp) ist der im Endprodukt in den gréften Mengen auftretende Metabolit.

Daneben wurden N-Formylkynurenin, Kynurenin, Anthranilsdure, Tryptamin, IAc und Indoles-

sigsdure nachgewiesen (siche Kap. 2.1.2.), (Abb. 12).

Kynurenin-Metabolismus

O NH, O NH,
COOH
COOH COOH @i
NHCHO NH, NH,

N-Formylkynurenin Kynurenin Anthranilsiure

Serotonin-Metabolismus

COOH

HO
| NH,

NH
5-Hydroxytryptophan

[ 3-Indolylessigsidure-Metabolismus

CHO COOH
| | NH,
NH NH NH

Tryptamin

3-Indolylessigsaure

3-Indolylacetaldehyd

Abb. 12 Trp-Metaboliten in SD-Trp-Chargen

Trp-Oxidationsprodukte
Durch aphysiologische Oxidation entstehen PIC, Dioxindolylalanin, Oxindolylalanin und 4-, 6-

und 7-Hydroxy-L-tryptophan (4-, 6- und 7-OH-Trtp), (Abb. 13). Diese Substanzen lassen auf eine
ungerichtete Oxidation des Trp’s wiahrend der Herstellung oder des Reinigungsverfahrens schlie-

Ben.
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Abb. 13 Trp-Oxidationsprodukte in SD-Trp-Chargen

Carbonylkondensationsprodukte (Tetrahvdro-f3-carbolin-3-carbonsiuren)

Die Kondensationsprodukte aus Trp und der sich bei der Fermentation gebildeten Aldehyde
(Formaldehyd, Acetaldehyd, D-Glycerinaldehyd und der Trp-Metaboliten TAc) werden tber eine
PICTET-SPENGLER-Reaktion gebildet und zu der Substanzklasse der Tetrahydro-B-carbolin-3-

carbonsduren zusammengefal3t (Abb. 14).

COOH
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B-carbolin-3-catbonsiure

COOH

HO
DHETHCC OH

1-(1" 2" Dihydroxyethyl)-1,2,3 4-tetra-
hydro-B-carbolin-3-carbonsiure

Abb. 14 Trp-Carbonylkondensationsprodukte in SD-Trp-Chargen
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I-substituierte Trp-Derivate

Die in der Literatur urspriinglich als Peak E bezeichnete Substanz EBT wurde zuerst mit EMS in
Verbindung gebracht. Es handelt sich um ein Trp-Dimer, das iiber die Indolstickstoffe durch ei-
ne Acetaldehyd-Briicke verkniipft ist (Abb. 15).

COOH

COOH

1,1"-Ethylidenbis-tryptophan

Abb. 15 EBT in SD-Trp-Chargen

3-Phenylamino-L-alanin
Das EMS-assoziierte PAA wurde vor seiner Strukturaufklirung als Peak UV-5 bezeichnet (Abb.

16). Die Detektion von PAA im SD-Trp stellt eine Verbindung zum Toxic-Oil-Syndrom dar, bei
dem ebenfalls Anilinderivate fir die Erkrankung verantwortlich gewesen sein sollen. Bei PAA ist
ein direkter struktureller Zusammenhang zu Trp nicht sofort ersichtlich. Die Frage, ob sich PAA
bei der biotechnologischen Trp-Synthese bilden kann, muf3 noch geklirt werden.

COOH
NH/\(

NH,

3-Phenylaminoalanin

Abb. 16 PAA in SD-Trp-Chargen

2-substituierte Trp-Derivate

Diese Substanzklasse ist in EMS-assoziierten SD-Trp-Chargen mit einer Vielzahl von Verbin-
dungen vertreten (Abb. 17). Trp ist an Position C-2 des Indolringes mit verschiedenen Alkylre-
sten substituiert. Die Alkylreste tragen simtlich ein Indol- oder Indolin-Fragment und stammen

aller Wahrscheinlichkeit nach vom Trp. Zwei Verbindungen dieser Substanzklasse sind EMS-
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assoziiert: IMT und HIT. IMT stellt neben IMTHCC eine Hauptkontaminante in EMS-
korrelierten SD-Trp-Chargen dar.

NH NH
2-(3’-Indolylmethyl)-tryptophan 2-(3"-Indolylethyl)-tryptophan
COOH H,N_ _COOH

NH

2-]1277,3""-Dihydroxy-1""-(3 -indolyl)-
2-(3"-Indolylpropyl)-tryptophan propyl]-tryptophan

NH

COOH

HO™  NH
2-(2’-Hydroxyindolin)-tryptophan

Abb. 17 2-substituierte Trp-Derivate in SD-Trp-Chargen

2.3.3. Gesetzliche Bestimmungen fiir die Qualitit von Trp in pharmazeutischen Applika-

tionen

Die Qualitit des fiir pharmazeutische Zwecke in den Verkehr gebrachten Trp’s wurde in dem
Deutschen Arzneibuch (DAB) in einer Monographie definiert (DAB 9, 1989). Neben Priifungs-
vorschriften fiir die Identitit waren dort auch eine Gehaltsbestimmung mit Perchlorsdure und
Reinheitsanforderungen fiir anorganische und firbende oder Triibungen verursachende Be-
standteile enthalten. Die Untersuchung auf verwandte Substanzen beschrinkte sich auf eine

dinnschichtchromatographische Methode mit Ninhydrindetektion (Anforderung: Ninhydrin-
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detektierbare Substanzen <1% (<10000 mg/kg Trp)). Nach Auftreten des EMS und Identifizie-
rung moglicherweise EMS-auslosender Kontaminanten in einem Konzentrations-bereich von
etwa 100 mg/kg wurde die Trp-Monographie 1994 durch eine HPLC-Methode erginzt (FEIDEN,
1994), die auf die Erfahrungen eines Ringversuches deutscher Arzneimittel-hersteller (IKORNER
und MALINKA, 1992) zuriickgreift. Fir die mit dieser Methode in Trp-Rohware bestimmbaren
Kontaminanten (Summenparameter) wurde ein Grenzwert von 400 mg/kg Trp verfugt, fur EBT
einer von 8 mg/kg Trp. Mit Wirkung vom 1. Januar 1996 wurden die Zulassungen fiir oral ein-
zunehmende Trp-haltige Arzneimittel gedndert (BfArM, 1995). Es wurde angeordnet, daf3 die
oben genannten Grenzwerte fir Kontaminanten auch in Fertigarzneimitteln nicht tiberschritten
werden durfen und daBl beim Herstellungsprozel3 des Fertigarzneimittels PAA und EBT nach-
weislich nicht entstehen. Seit Januar 1996 dirfen oral einzunehmende Trp-haltige Arzneimittel
unter diesen Zulassungsvoraussetzungen und den neuen Reinheitsanforderungen der Trp-
Monographie wieder in den Verkehr gebracht werden. Seit 1997 wurden die DAB-

Reinheitsanforderungen an Trp in das Europiische Arzneimittelbuch tibernommen.

2.4. Grundlegende Aspekte zur Indol- bzw. Tryptophanchemie

Bei der Entwicklung von Strategien zur Synthese von Trp und Trp-Derivaten werden der Indol-
korper und die Alaninkette prinzipiell getrennt betrachtet. So wird in den Gberwiegenden Fillen
das Indolderivat hergestellt und die Aminosdurefunktion nachfolgend synthetisiert. Dabei ist eine
genaue Kenntnis der Reaktivitit von Indol und seinen Derivaten unerliflich. Im Folgenden sol-
len die wichtigsten Figenschaften sowie Synthesemdglichkeiten von unterschied-lich substituier-
ten Indolen aufgezeigt werden. Desweiteren werden ausgehend von Indolderivaten verschiedene

Méglichkeiten der Trp-Synthesen betrachtet.

Grenzstrukturen: Resonanz und Tautomerie des Indolkorpers

Das bedeutendste benzolannelierte Derivat der 1-Hetero-2,2-cyclopentadiene ist zweifellos das
Indol, welches in vielen Naturstoffen enthalten ist. Indol steht in derselben Beziehung zu Pyrrol
wie Naphthalin zu Benzol. Die Struktur von Indol und die nach IUPAC festgelegte Zihlweise
der Atome ist in Abb. 18 ersichtlich. Sein elektronischer Aufbau lif3t sich an der Fille von mdégli-
chen Resonanzstrukturen erkennen (siche Abb. 19). Fir die neutrale Grenzstruktur I ist die inte-
grierte Enamin-Struktur kennzeichnend. Die Ladungsverteilung kann durch die dipolare benzoi-
de Grenzstruktur 11 veranschaulicht werden. Obwohl die Resonanzstrukturen 11T bis V, bei de-
nen das cyclische 6 m-Elektronensystem des annilierten Benzolrings gestért ist, von geringerer

Bedeutung sind, zeigen sie den elektronenliefernden Effekt des Heteroatoms.

4
3a 3

> 7a N1H

Abb. 18 Indol
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Abb. 19 Resonanzstrukturen des Indols

Chemische Eigenschaften des Indolkorpers

Die chemischen Eigenschaften des Indolkérpers werden stark durch den Pyrrolring geprigt. Das
Indol und einfach substituierte Indole sind sowohl siure- als auch basenlabil und im allgemeinen
leicht oxidierbar. Indol ist thermisch bemerkenswert stabil. Indol weist einen aciden Charakter
auf (pK;=16.97), die Aciditit wird durch den o-Akzeptor-Effekt des Stickstoffatoms und die
Delokalisierung der anionischen Ladung bedingt. Indole sind aufgrund der aciden Eigenschaften
der NH-Gruppe mit geeigneten Reagenzien (2.B. Metall-Salze, metallorganische Verbindungen)
deprotonierbar bzw. metallierbar. Indol ist eine schwache Base (pK,=-3.63), da das freie Elektro-
nenpaar des Stickstoffatoms in das konjugierte 7-Elektronensystem einbezogen ist. In saurer L6-

sung wird Indol in Position C-3 protoniert.

Reaktivitit von Indolen

Indole sind fir Sg-Reaktionen pristrukturiert. Es dominiert der Angriff von Elektrophilen mit
moderater Reaktivitit in C-3-Stellung und nicht, wie bei Pyrrol, in C-2-Stellung. Dies ist durch die
sehr hohe Elektronendichte am C-3 erklirbar und kann anhand der Formulierung der ,,Enamin®-
Grenzstruktur tiber die Stabilisierung der negativen Partialladung an C-3 veranschaulicht werden.
Indole reagieren mit Elektrophilen somit bevorzugt an B -Position zum Stickstoffatom. Ist die
C-3-Position des Indols bereits besetzt, erfolgt die elektrophile Substitution an Position C-2. In
vielen Fillen werden die 2-substituierten Produkte tiber einen primiren Angriff des Elektrophils
an C-3 gebildet, dem sich eine 1,2-Verschiebung im intermedidren Kation anschliet (JACKSON
und SMITH, 1968). Der Benzolkern ist wesentlich reaktionstriger als der Pyrrolkern. Die Progno-
sen Uber die Reaktivitit der Positionen des sechsgliedrigen Carbocyclus differieren, die Ringposi-
tionen C-4 und C-7 haben eine Priferenz bei Sp-Reaktionen. Fin weiteres Angriffszentrum fur
elektrophile Reagenzien neben den Ringpositionen ist die NH-Gruppe. Die nucleophile Reakti-
vitit des Heteroatoms wird zwangslaufig durch Deprotonierung bzw. Metallierung erhéht. Die

Metallsalze werden durch Umsetzung mit starken Basen wie Kalium-zrbutanolat, Natriumhy-
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drid, Grignardreagenz oder n-Butyllithium erhalten. Die N-metallierten Indole sind ambidente
Nucleophile, die Substitution in N-1 oder C-3 ist abhidngig vom gewiahlten elektrophilen Reagenz
und den Reaktionsparametern. So ist die Substitution am Stickstoff mit harten Elektrophilen
(Natrium- und Kaliumsalze) in dipolaren, aprotischen Lésungsmitteln bevorzugt. Bei Sg-
Reaktionen an Indolen sind saure Reaktionsbedingungen zu vermeiden, da die C-3-Position
protoniert wird und das entstandene Produkt polymerisieren kann. Aufgrund der leichten Oxi-
dierbarkeit der Indole und der Gefahr oxidativer Umwandlungen, vor allem durch Offnung des

Pyrrolringes, ist synthetisches Arbeiten unter Schutzgasatmosphire zwingend erforderlich.

2.4.1. Synthesestrategien substituierter Indole

Unterschiedliche Substitutionsstellen im Indol erfordern gezielte Synthesestrategien. Einfache 3-
substituierte Indole werden in der Regel durch Substitutionsreaktionen am vorhandenen Indolsy-
stem synthetisiert, fur Indole mit anderen Substitutionspositionen ist es jedoch hiufig notwendig,
das Ringsystem aufzubauen. Alle wichtigen Methoden dafiir sind Cyclisierungsreaktionen. Wie
bei anderen benzoanellierten Heterocyclen gibt es zwei Synthesestrategien; ein Weg geht von ei-
ner benzoiden Vorstufe mit einem Substituenten (Stickstoff) und einer freien or#ho-Position aus,
der andere von einer Vorstufe mit benachbarten Kohlenstoff- und Stickstoffsubstituenten. Zu
den Indolringsynthesen des zweiten Types gehoren intramolekulare Cyclisierungen, palladium-
katalysierte Cyclisierungen, Isonitril-Cyclisierungen und Nitren-Cyclisierungen. Die am haufigsten
angewandten Indol-Synthesen gehéren jedoch zum ersten Typ, bei dem der Ring durch Angriff
der Seitenkette eines stickstoffsubstituierten Benzolderivates in einer freien orzho-Position ge-
schlossen wird. Die Fischer-Indolsynthese, erstmalig vor mehr als hundert Jahren beschrieben, ist

weiterhin die wichtigste und vielseitigste Methode dieses Typs.

Fischer-Indolsynthese

Bei dieser Synthese werden Arylhydrazone durch Erhitzen in der Regel in Gegenwart eines Siu-
re- oder Lewis-Sdure-Katalysators cyclisiert. Es ist jedoch auch méglich, diese Reaktion mit sub-
stituierten Phenylhydrazonen und mit Arylhydrazonen von Aldehyden, Ketosiuren, Ketoestern
und Diketonen durchzufithren. Ein Nachteil dieser Methode ist, da3 unsymmetrische Ketone ei-
ne Mischung von Indolen ergeben kénnen. Die Synthese ist einfach und zweckmilBig, der Me-
chanismus ist jedoch nicht klar erkennbar, da eines der beiden Stickstoffatome des Hydrazons
verloren geht. In der Regel werden mit dieser Methode 2- oder 2,3-substituierte Indole hergestellt
(Abb. 20).

R;CH, R1
R
e
e NH R,
Arylhydrazon 2,3-substituiertes Indol

Abb. 20 FisCHER-Indolsynthese
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Reissert-Indolsynthese

Mit der REISSERT-Indolsynthese ist es moglich, Indole mit Substituenten am Benzolring darzu-
stellen. Der Pyrrolring des Indolk6rpers wird nicht substituiert. Als Ausgangsverbindungen wer-
den substituierte ortho-Nitrotoluole verwendet, die eine aktivierte Methylgruppe besitzen. Waih-
rend urspriinglich eine Kondensation mit Oxalsiuredieethylester mit anschlieBender Reduktion
und Cyclisierung erfolgte, wird heute eine modifizierte Synthese durchgefiihrt. Die aktivierte
Methylgruppe kondensiert mit Amidacetalen unter Bildung von Enaminen. Die sich anschlieBen-
de Reduktion und Cyclisierung liefert das entsprechende 4-, 5-, 6- oder 7-substituierte Indol am
Carbocyclus (Abb. 21).

CH, N NQ

R —> R —> R
NO, NO, NH
subst. o-Nitrotoluol benzolsubst. Indol

Abb. 21 modifizierte REISSERT-Indolsynthese

Madelung-Indolsynthese
Die MADELUNG-Synthese ist die Cyclisierung von 2-(Acylamino)-toluolen durch starke Basen
unter Ausschlufl von Luft. Fine moderne Variante wird bei RT mit Butyllithium als Base durch-

gefithrt (Abb. 22). Dadurch sind 2-substituierte Indole mit verschiedenen Gruppen zuginglich.

CH;,
— >
NH\’/O NH R
R
2-(Acylamino)-toluol 2-subst. Indol

Abb. 22 MADELUNG-Indolsynthese

2-substituierte Indole durch Lithilerung

Einfache N-substituierte Indole, wie 1-Methylindol, werden selektiv am C-2 lithiiert. Dies ge-
schieht auch bei 1-Arensulfonylindolen, die durch #-Butyllithium in die lithiierten Derivate Gber-
tihrt werden. Da die Arensulfonylgruppe anschlieBend wieder entfernt werden kann, sind diese
Verbindungen, iiber eine Reaktion mit Elektrophilen, wertvolle Edukte fiir die Synthese von 2-
substituierten Indolen. Auch ein 1-CH,N(CH,),-Substituent dirigiert die Lithiierung in die 2-
Position, und die Indole werden leicht durch Reaktion mit #-Butyllithium dargestellt. Der 1-
Isogramin-Substituent kann anschlieBend leicht durch Reaktion mit Natriumborhydrid entfernt
werden (Abb. 23).
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E NH TE

|
=1 —
Y y
R R

lithiiertes 2-subst. Indol
1-subst. Indol _ ——SO,Phenyl

- —CH,N(CH;),

Abb. 23 2-substituierte Indole iiber Lithiierung

2.4.2. Tryptophan-Synthesen durch Anfiigen der Alaninkette an Indolderivate

Bei den folgenden Ausfithrungen wird sich auf Trp-Synthesen beschrinkt, die von Indol oder ei-
nem Indolderivat ausgehen. Die reaktivste Position flir einen elektrophilen Angriff an Indol ist
die Position C-3. Es gibt eine Vielzahl von Synthesen, die tiber einen elektrophilen Angriff an C-3
die Alaninfunktion einfithren. Da bei chemischen Synthesen in der Regel ein Racemat aus R- und
S-Trp entsteht, versuchte man in den letzten Jahren enantiomerenreine Produkte zu erhalten. Fur
die Verwendung von Trp oder Trp-Derivaten mit einem chiralen C-Atom in der HPLC-Analytik
spielt es keine Rolle, stereochemisch reine Verbindungen zu erhalten. Jedoch ist es bei Indolderi-
vaten mit bereits vorhandenen chiralen C-Atomen fiir eine anschlieBende Trp-Synthese wichtig,

die Stereochemie der Alaninfunktion zu bertcksichtigen.

Tryptophan-Synthese iiber Gramin

Die seit den vierziger Jahren durchgefithrte Graminmethode liefert ein Trp-Racemat. Eine aus-

tihrliche Beschreibung dieses Syntheseweges ist im Kap. 2.2.1. zu finden.

Tryvptophan-Svnthese iiber @, f-Dehvdroalanin-Derivate

Ausgehend von Serin wird tiber Wasser-Eliminierung @ 8-Dehydroalanin gebildet. Die Carboxyl-
gruppe ist als Ester geschiitzt, wogegen die Aminogruppe mit verschiedensten Schutzgruppen
versehen sein kann, die einerseits eine Aktivierung der Doppelbindung bewirken soll und ande-
rerseits leicht abspaltbar sein muf3. Die Verkniipfung mit dem Indolkérper erfolgt Gber eine
MICHAEL-Addition oder tiber eine Lewissdure katalysierte Addition. Dadurch ist es moglich, das
Alaningeriist in einem Schritt einzufithren (HORIKAWA et al., 1983), (Abb. 24).

COR;
| + RHN COzRy
—> | NHR,
NH CH, NH
o,3-Dehydroalanin Tryptophan

Abb. 24 Trp-Synthese iiber Dehydroalanin-Derivate



2. Grundlagen 27

Synthese optisch aktiver Tryptophan-Derivate iliber Aziridine
Eine Méglichkeit, optisch aktives Trp herzustellen, besteht in der Umsetzung von Indol mit Azi-

ridin-Derivaten in Gegenwart von starken Lewissduren wie Zinktriflat. Bei der Umsetzung wird
der Aziridinring stereospezifisch geoffnet und liefert das optisch aktive Produkt (FUKAMI et al.,
1996). Der Aminstickstoff ist Uber eine Z-Gruppe geschiitzt, wogegen die Carboxylgruppe als
Ester vorliegt (Abb. 25).

|Z CO.R
N
+ /\COR 5 O\—J(\g )
7 |
NH H NH 7
Aziridin-Derivat optisch reines
Tryptophan

Abb. 25 Trp-Synthese iiber Aziridin-Derivate

Tryptophan-Synthese iiber Cycloaddition von 2-substituierten Indolen und Nitroso-

alkenen

Diese Trp-Synthese ist auf 2-substituierte Indole beschrinkt. Eine DIELS-ALDER-Cycloaddition
zwischen einem 2-substituiertem Indol und Ethyl-a-nitrosoacrylat, gefolgt von einer Reduktion,
liefert 2-substituierte Trp-Methylester. Das Ethyl--nitrosoacrylat wird in situ aus Ethyl-3-
bromo-2-hydroxyiminopropanoat hergestellt (GILCHRIST et al., 1979), (Abb. 26).

BrCHZYCOZCZHS
N
/
HO l
COOH
\(COZCZHS
+ — —>
_N NH;
2-subst. Indol 2-subst. Tryptophan

Abb. 26 Trp-Synthese iiber Cycloaddition
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3. Problemstellung

Als Ursache fir den epidemischen Ausbruch des EMS im Jahre 1989 werden Verunreinigungen

in bestimmten Trp-Chargen eines japanischen Herstellers angesehen. Allerdings ist bis heute

nicht geklirt, ob sich die Kontaminanten beim Fermentationsproze3 oder beim Reinigungsver-

tahren tber Ionenaustauscher gebildet haben. Vor diesem Hintergrund sollten folgende Aufga-

ben bearbeitet werden:

Die Synthese von 4-, 6- und 7-Hydroxytryptophan, die bei der ungerichteten Oxidation von
Trp entstehen und im Gegensatz zu 5-OH-Trp nicht physiologisch sind. Die Hydroxytrypto-
phane standen lingere Zeit selbst in Verdacht, EMS-assoziiert zu sein. Alle aphysiologischen
Hydroxytryptophane werden in EMS-assoziierten SD-Trp-Chargen gefunden. Diese als Refe-
renzsubstanzen fir die HPLC-Analytik herzustellenden Verbindungen eignen sich weiterhin
als Markersubstanzen fiir einen Bestrahlungsnachweis von proteinreichen Lebensmitteln und

wirden damit einen anderen Trp-Forschungsbereich erschlieBen.

Die Synthese der Hauptkontaminanten im EMS-assoziierten SD-Trp sollte realisiert werden.
Dazu gehoéren neben dem EMS-korrelierten 2-(3°-Indolylmethyl)-tryptophan (IMT), 2-
[277,3""-Dihydroxy-1""-(3"-indolyl)-propyl]-tryptophan  (dhPIT) und 1-(3"-Indolylmethyl)-
1,2,3 4-tetrahydro-B-carbolin-3-carbonsiure (IMTHCC). Diese drei Hauptverunreinigungen
sollten als Referenzsubstanzen fiir die HPLC-Analytik zur Verfiigung gestellt werden. Im
Rahmen dieser Arbeit sollten weiterhin Untersuchungen beztglich der Bildungsbedingungen
dieser Verunreinigungen durchgefiihrt werden, um Riickschliisse auf die beteiligten Edukte
und den Ort der Enstehung zu ziehen. Diese Untersuchungen sollten Hinweise geben, ob
sich die Kontaminanten bei der Fermentation mit gentechnisch modifizierten Mikroorganis-

men oder beim Reinigungsprozel3 iiber Ionenaustauscher gebildet haben.
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4. Ergebnisse

4.1. Hydroxytryptophane

4.1.1. Synthese der Hydroxytryptophane

Zur Darstellung der Hydroxytryptophane (4-, 6- und 7-OH-Trp) wurde eine ,,de novo“-Synthese
durchgefihrt, die eine Kombination der Methoden von EX und WITKOP (1954) und FLEMING et
al. (1985) darstellt. Die REISSERT-Indolsynthese ermdglicht die gezielte Darstellung von Indolen
mit Substitution am Benzolkern (siche Kap. 2.4.1.). Ausgehend von einem ortho-Nitrotoluol-
Derivat wird der Indolring durch Kondensation mit N,N-Dimethylformamiddimethylacetal und
anschlieBender reduktiver Cyclisierung erhalten. Durch die gezielte Wahl der Edukte sollten iso-
merenreine Produkte hergestellt werden. FLEMING et al. (1985) stellten aus Methylnitrophenolen
in drei Synthesestufen 4- und 6-Benzyloxyindol her. Als Ausgangsverbindungen wurden entspre-
chende Methylnitrophenole verwendet, wobei die Methyl- und Nitrogruppe in ortho-Position zu-
einander stehen miussen. Die Phenolgruppe im Edukt determiniert die Position der Hydroxyl-
Gruppe im OH-Trp. Die phenolische Gruppe wird zu Beginn der Synthese als Benzylether ge-
schiitzt, um sie inert gegentber drastischen Bedingungen, wie starke pH-Wert-Schwankungen
und oxidative Bedingungen im Verlauf der Synthese zu gestalten. Die Entfernung der Benzyl-
gruppe am Ende der Synthese durch Hydrierung verlauft problemlos bei schonenden Bedingun-
gen (DOBSON et al., 1991; BRENNEISEN und BORNER, 1988; EK und WITKOP, 1954). Das ben-
zylgeschiitzte Methylnitrophenol-Derivat wird mit N,N-Dimethylformamiddimethylacetal umge-
setzt. Dadurch wird eine C-C-Bindung gekniipft und die Anzahl der C-Atome im Indolring kom-
plettiert. Danach erfolgt eine katalytische, reduktive Cyclisierung mit Raney-Nickel und Hydrazin
unter Bildung der entsprechenden Benzyloxyindol-Isomere. Aus den hergestellten Benzyloxyin-
dolen wurden nach dem Synthesekonzept von EK und WITKOP (1954) die entsprechenden OH-
Trp-Isomere hergestellt. Die Synthese wurde urspriinglich fiir die Darstellung von 5- und 7-OH-
Trp entwickelt. Ausgehend von den geschtitzten Hydroxyindolen wurde die Alaninfunktion tber
die ,,Gramin-Methode® eingefiihrt (siche Kap. 2.2.1.) Uber eine MANNICH-Reaktion wird das
entsprechende Benzyloxygramin gebildet. Die nachfolgende Umsetzung mit Diethylformamido-
malonat und anschlieBender basischer Verseifung liefert die freien Benzyloxymalonsiure-
Isomere, die bei saurem pH-Wert spontan zu den Benzyloxytryptophan-Isomeren decarboxylie-
ren. Zum Schlul3 werden die OH-Trp-Isomere durch Hydrierung der Benzyloxy-Gruppe erhal-
ten.

Das vollstindige Syntheseschema ist in Abb. 27 dargestellt.
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4
1 CH CHs 1 @
HO —> 8206 o ‘ij(\/
6 6
> TNO, 5 NO > "NO;
o-Methylnitrophenol Benzyloxynitrotoluol Benzyloxynitro-3-pyrrolidinostyren
CH3
4 N *
\
6 6
=" "NH 7 NH
Benzyloxygramin Benzyloxyindol
CO,CHs =OOH
1 NH—CHO A NH,
820 CO,C,Hs B0 COOH
6 6
> NH 5 NH
Benzyloxyskatylformamidomalonester Benzyloxyskatylmalonsiure
) COOH 4 COOH
* " NH 7 NH
Hydroxytryptophan Benzyloxytryptophan

Abb. 27 Syntheseschema zur Darstellung der Hydroxytryptophane

4.1.1.1. Darstellung von Benzyloxynitrotoluol

Die Umsetzung vom entsprechenden or#ho-Methylnitrophenol zum Benzyloxynitrololuol-Derivat
erfolgt durch eine alkalische Veretherung nach WILLIAMS. Durch Kaliumcarbonat bildet sich das

stark nucleophile Phenolat-Anion, das sich mit Benzylchlorid zum Benzylether umsetzt (Abb.
28).

4 4
HO — BzO
NO
7 2 Z NO,
ortho-Methylnitrophenol Benzyloxynitrotoluol

Abb. 28 Darstellung von Benzyloxynitrotoluol (die Zahlen geben die

Positionen der Substituentenam entsprechenden Indolderivat wieder
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Eine Mischung aus dem jeweiligen or#ho-Methylnitrophenol, Benzylchlorid und wasserfreiem Ka-
liumcarbonat in DMF wurde ca. 2 h bei 90°C erhitzt. Die Losung wurde eingeengt, mit 1 M
NaOH-Losung versetzt und anschlieBend 30 min bei RT gerithrt. Nach anschlieBender Extrakti-
on mit Diethylether und Entfernung des Losungsmittels wurde das Produkt als gelber Feststoff
erhalten. Die Ausbeuten betrugen: 6-Benzyloxy-2-nitrotoluol 78%, 3-Benzyloxy-2-nitrotoluol
73% und 4-Benzyloxy-2-nitrotoluol 68%. Die Substanzen wurden mittels 'H-, "C-NMR, Ele-
mentaranalyse, sowie IR- und Massenspektroskopie identifiziert. (Durchfiihrung und Daten: sie-
he Kap. 7.3.1., 7.3.2.und 7.3.3.)

4.1.1.2. Darstellung von (E)-Benzyloxy-2-nitro-3-pyrrolidinostyren

Durch den starken —M und —I-Effekt der Nitrogruppe wird besonders die in orzho-Position ste-
hende Methylgruppe aktiviert. Dies ermdglicht den Angriff des nucleophilen N,N-
Dimethylformamiddimethylacetals. In Gegenwart von Pyrrolidin findet eine vorgeschaltete Aus-
tauschreaktion zwischen N,N-Dimethylformamiddimethylacetal und Pyrrolidin unter Bildung ei-
ner Mischung aus Formylpyrrolidinacetal und Pyrrolidindimethylaminaminal statt. Diese Mi-
schung ergibt wesentlich hohere Ausbeuten an Kondensationsprodukten, die Pyrrolidinenamin-
Derivate liefern. Der Reaktionsmechanismus fiir die Darstellung von (E)-Benzyloxy-2-nitro-f3-
pyrrolidinostyren ist noch nicht vollig aufgeklirt (FLEMING et al., 1985). Durch diese Reaktion
wird das Kohlenstoffgertist des potentiellen Indolringes vervollstindigt, die Doppelbindung des
Pyrrolringes eingefithrt und durch die Substituenten ein reduktiver Ringschluf3 zum Indol vorbe-
reitet (Abb. 29).

Py
6 ChHs 6 N

4
BzO - > BzO
NO
- NO, 7 2
Benzyloxynitrotoluol (E)-Benzyloxy-2-nitrof3-pyrrolidinostyten

Abb. 29 Darstellung von (E)-Benzyloxy-2-nitro-B-pyrrolidinostyren

Fine Mischung aus dem entsprechenden Benzyloxy-2-nitrotoluol, N,N-Dimethylformamid-
dimethylacetal und Pyrrolidin in DMF wurde ca 8 h unter Riickfluf} erhitzt. Nach Entfernung des
Lésungsmittels wurde der 6lige Rickstand mit Methanol und Dichlormethan versetzt. Ein Teil
des Losungsmittelgemisches wurde entfernt, wobei das Produkt bei den 4- und 6-Isomeren als
roter Feststoff ausfiel. Die Ausbeuten betrugen 97% bzw. 88%. Die Produkte wurden mittels
'H-, "C-NMR, Elementaranalyse, sowie IR- und Massenspektroskopie identifiziert. (Durchfiih-
rung und Daten: siche Kap. 7.3.4., 7.3.5. und 7.3.6.). Das 7-Isomer konnte nicht kristallisiert und

gereinigt werden und wurde direkt zur Umsetzung zum Indol eingesetzt.
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4.1.1.3. Darstellung von Benzyloxyindol

Die Ausbildung des Indolringes erfolgt unter reduktiven Bedingungen. Dabei wird die Nitro-
gruppe selektiv mittels Hydrazin und Raney-Nickel-Katalysator zur Amin-Funktion reduziert.
AnschlieBend erfolgt eine spontane Indolbildung unter Freisetzung von Pyrrolidin. Triebkraft der

Reaktion ist die Ausbildung eines aromatischen Systems (Abb. 30).

! ()
6 NN 6/4
" — e L
NO, NONHT

7 7
(E)-Benzyloxy-2-nitro3-pyrrolidinostyren Benzyloxyindol

Abb. 30 Darstellung von Benzyloxyindol

(E)-Benzyloxy-2-nitro-B-pyrrolidinostyren wurde in einer Mischung aus THF und Methanol ge-
16st und mit Raney Nickel versetzt. Die Reaktionslosung wurde auf 30°C erwidrmt und im Ab-
stand von jeweils 30 min dreimal Hydrazinhydroxid-Losung zugegeben und anschlieBend weitere
2 h gertihrt. Der Katalysator wurde entfernt und aus dem Filtrat mittels azeotroper Destillation
das Wasser entzogen. Der Riickstand wurde durch Sdulenchromatographie (Toluol/Cyclohexan
auf Kieselgel) gereinigt. Das Losungsmittelgemisch wurde entfernt und der erhaltene Feststoff
umkristallisiert. Die drei Isomere lagen in folgenden Ausbeuten vor: 4-Benzyloxyindol 72%, 6-
Benzyloxyindol 64% und 7-Benzyloxyindol 59 %. Die Stoffe wurden mittels 'H, "C-NMR, Ele-
mentaranalyse, IR- und Massenspektroskopie identifiziert. (Durchfithrung und Daten: siche Kap.
7.3.7.,7.3.8. und 7.3.9)

4.1.1.4. Darstellung von Benzyloxygramin

Die Darstellung von 4-, 6- und 7-Benzyloxygramin erfolgte tiber eine MANNICH-Reaktion. Die
jeweiligen Benzyloxyindole wurden mit Formaldehyd und Dimethylamin umgesetzt. Aus Dime-
thylamin und Formaldehyd bildete sich eine elektrophile Zwischenstufe, die Indol selektiv an Po-
sition C-3 alkyliert (Abb. 31).

/CH3
4 4 N
6 6 \
BzO —> B0 CHs
NH NH
7 7
Benzyloxyindol Benzyloxygramin

Abb. 31 Darstellung von Benzyloxygramin

Die Umsetzung der Benzyloxyindole erfolgte zunichst unter Fiskithlung und anschlieBend bei

RT in einer Mischung aus Dioxan, Fisessig, Formaldehyd und Dimethylamin. Nach Abschluf3
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der Reaktion wurde mit Wasser verdinnt und mit 2 M NH,-Losung auf pH=9 eingestellt, wobei
das Gramin als weiller Feststoff ausfiel. Das Gramin wurde abgesaugt und getrocknet. Die Aus-
beuten lagen bei 4- und 6-Benzyloxygramin bei 100%, wogegen 7-Benzyloxygramin mit 88%o-iger
Ausbeute erhalten wurde. Die Stoffe wurden mittels 'H, "C-NMR, Elementaranalyse, IR- und
Massenspektroskopie identifiziert. (Durchfiihrung und Daten: siche Kap.7.3.10., 7.3.11. und
7.3.12.)

4.1.1.5. Darstellung von Benzyloxyskatylformamidomalonester

Malonsédurederivate sind CH-acide Verbindungen, bei denen durch eine Base ein Wasserstoff-
atom abstrahiert werden kann. Das resultierende Carbanion greift den positivierten Methylen-
kohlenstoff des Gramins nucleophil an. Dadurch wird Dimethylamin abgespalten, das durch ei-

nen starken Stickstoffstrom dem Gleichgewicht entzogen wird(Abb. 32).

LHs CO,CH,CHs
§ 4 N 4 NH—CHO
6
CH CO,CH,CH3
BzO ° __» B
Z NH Z NH
Benzyloxygramin Benzyloxyskatylformamidomalonester

Abb. 32 Darstellung von Benzyloxyskatylformamidomalonester

Eine Suspension aus dem jeweiligen Benzyloxygramin, Diethylformamidomalonat und gepulver-
tem NaOH in Toluol wurde unter Durchleiten eines starken Stickstoffstroms 24 h unter Riick-
fluf} erhitzt. Das Ende der Reaktion war erreicht, als kein Dimethylamin mehr freigesetzt wurde.
Die Losung wurde heif3 filtriert und nach Abkiihlen mit dest. Wasser, 1 M HCIl-Lésung und 1 M
NaOH-Losung gewaschen. Bei Zugabe der NaOH-Losung fiel das 6-Isomer als wei3er Nieder-
schlag aus. Der Feststoff wurde isoliert und getrocknet. Die Ausbeute betrug 61%. Das Produkt
wurde mittels 'H, "C-NMR, Elementaranalyse, IR- und Massenspektroskopie identifiziert. Beim
4- und 7-Isomer wurde nach der Extraktion das Losungsmittel entfernt. Bei beiden Isomeren
verblieb ein hellgelbes O, das nicht zur Kristallisation gebracht werden konnte, so daf auf eine
Charakterisierung verzichtet wurde (Durchfithrung und Daten: siche Kap. 7.3.13., 7.3.14. und
7.3.15.).

4.1.1.6. Darstellung von Benzyloxytryptophan

Die Bildung der Benzyloxytryptophane aus den Benzyloxyskatylformamidomalonestern erfolgt in
zwei Teilschritten. Zunichst werden unter basischen Bedingungen die Estergruppen und die
Formylgruppe verseift. Das Aminomalonat wird durch Ansduern in die freie Aminomalonsiure
Uberfihrt, die beim Erhitzten spontan unter Bildung der Benzyloxytryptophane decarboxyliert
(Abb. 33).
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CO,CH,CH3 COOH
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Benzyloxyskatylformamidomalonester Benzyloxytryptophan

Abb. 33 Darstellung von Benzyloxytryptophan

Eine Suspension aus dem Benzyloxyskatylformamidomalonester, NaOH und Wasser wurde un-
ter Ruckflul3 erhitzt, wobei der Ester aufgrund der Verseifung langsam in Losung ging. Nach
vollstindigem Auflésen des Benzyloxyskatylformamidomalonesters wurde die Lésung mit Phos-
phorsiure auf pH=2 angesiuert. Die freie Aminomalonsiure fiel dabei aus. Durch Erhitzen der
Suspension setzte die Benzyloxytryptophan-Bildung ein. Benzyloxytryptophan besitzt eine
schlechte Loslichkeit in Wasser und liegt zum Teil ebenfalls ungelést im Reaktionsgemisch vor.
Deshalb wurde ein HPLC-Monitoring der Synthese durchgefithrt. Die Reaktionslésung wurde
mit 2 M NH;-Lésung auf den isoelektrischen Punkt von Trp (p,=5.9) eingestellt, wobei weiterer
Feststoff ausfiel. Der gesamte Feststoff wurde abgesaugt und getrocknet. Die Ausbeute betrug
bei  4-Benzyloxy-tryptophan  36%, bei  6-Benzyloxytryptophan 85% und bei 7-
Benzyloxytryptophan 71%. Die Stoffe wurden mittels 'H, ’C-NMR, Elementaranalyse, IR- und
Massenspektroskopie (FAB) identifiziert. (Durchfithrung und Daten: siche Kap. 7.3.16., 7.3.17.
und 7.3.18.)

4.1.1.7. Darstellung von Hydroxytryptophan

Zur Bildung der Hydroxytryptophane wird die Benzylgruppe durch Hydrierung, unter Verwen-
dung eines Palladium/Aktivkohle-Katalysators, entfernt. Dabei wird Toluol freigesetzt (Abb. 34).

4 COOH 4 COOCH
6 6
BzO NH, ——— HO NH,
NH NH
7 7
Benzyloxytryptophan Hydroxytryptophan

Abb. 34 Darstellung von Hydroxytryptophan

Die jeweiligen Benzyloxytryptophane wurden in einem Gemisch aus Wasser und Ethanol sus-
pendiert. AnschlieBend wurde der Katalysator zugesetzt und Wasserstoff bis zur Sittigung einge-
leitet. Um die Bildung der Hydroxytryptophane zu verfolgen, wurde ein HPLC-Monitoring
durchgefiithrt. Nach erfolgter Umsetzung wurde der Katalysator abfiltriert und das Ethanol wei-

testgehend im Vakuum entfernt. Die willrige Losung wurde unter Lichtausschluf3 lyophylisiert.
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Die Ausbeuten betrugen: 4-Hydroxytryptophan 85%, 6-Hydroxytryptophan 89% und 7-Hydro-
xytryptophan 75%. Die Zielverbindungen wurden mittels 'H, "C-NMR, Elementaranalyse, IR-
und Massenspektroskopie (FAB) identifiziert (Durchfithrung und Daten: siche Kap. 7.3.19.,

7.3.20. und 7.3.21.).
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4.2. 2-(3’-Indolylmethyl)-tryptophan (IMT)

4.2.1. Synthese von IMT

IMT ist ein Trp-Derivat, welches an Position C-2 des Indolringes mit einer 3-Methylenindol-
Gruppe substituiert ist. In der Literatur sind nur eine geringe Anzahl von 2-substituierten Trp-
Synthesen beschrieben, wobei dieser Substituent noch nicht eingefithrt wurde. Die Substituenten

variieren und lassen sich in folgende Gruppen unterteilen:

e Alkylsubstituenten (Methyl- und zer~-Butyl-)
e Arylsubstituenten (Phenyl-)

e (Carboxylsubstituenten

e Hydroxylsubstituenten

e Thiol- und Halogensubstituenten

Bei der Syntheseplanung eines 2-substituierten Trp-Derivates wird in der Regel zuerst das 2-
substituierte Indolderivat hergestellt und anschlieBend die Alaninfunktion mit den unter Kap.
2.4.2. vorgestellten Alternativen synthetisiert. Da die Synthese der Aminosdurefunktion leicht zu
realisieren ist, mufite eine geeignete Darstellung fiir das 2-substituierte Indolderivat 2-(3"-Indolyl-
methyl)-indol gefunden werden. Die direkte Einfithrung einer Methylenindolgruppe, z.B. tber
Bromskatol an Position C-2 des Indols, ist nur unter Verwendung starker Basen moglich
(SUNDBERG et al., 1973). Das wiederum erfordert eine Schutzgruppe fir den Indolstickstoff und
tihrt zu zusitzlichen Reaktionsschritten und Ausbeuteverlusten. Aullerdem ist die Reaktivitit der
Methylengruppe aufgrund des starken +M-Effektes des Indolringes stark herabgesetzt, so daf3 ei-
ne elektrophile Substitution mittels Lithiierung (siche Kap. 2.4.1.) fraglich erschien. Auch die
MADELUNG-Synthese findet unter Beteiligung starker Basen (#-Butyllithium) statt und ist aus den
gleichen Griinden nicht realisierbar (HOULIHAN et al., 1981).

2-(3’-Indolylmethyl)-tryptophan wurde iiber eine Ringschluf3reaktion nach LE CORRE (1981) her-
gestellt. Ausgangspunkt der Synthese ist 2-Nitrobenzylchlorid, das mit Triphenylphosphin zum 2-
Nitrobenzyltriphenylphosphoniumchlorid umgesetzt wurde (ARDAKANT et al., 1978). Diese Ver-
bindung wurde durch Zink/Essigsiute zur Aminoverbindung reduziert (LI et al., 1988) und an-
schlieBend mit 3-Indolylacetylchlorid acyliert. Das Acylierungsmittel wurde nach RAUCHER et al.
(1987) aus Indolessigsdure und Phosphorpentachlorid hergestellt. Das resultierende 2-(3-
Indolylacetamido)-benzyltriphenylphosphoniumchlorid cyclisierte tber eine WITTIG-Reaktion
durch Behandlung mit Kalium-zrbutanolat zu 2-(3’-Indolylmethyl)indol (LE CORRE et al.,
1981). Die Aminosiurefunktion wurde tiber 3-Brom-2-hydroxyiminopropansiureethylester ein-
geflihrt (GILCHRIST et al., 1979) und anschlieBend mit Zink/Essigsdure zum Amin reduziert (sie-
he Kap. 2.4.2.). Zum Schluf} wurde der Ester basisch verseift. Das vollstindige Syntheseschema
ist in Abb. 35 dargestellt.
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Cl P(C 6H5)3
>
NO,

2-Nitrobenzylchlorid 2-Nitrobenzyltriphenyl-
pho sphoniumchlorid
COOH
COCl1
P (C GHS) 3
—_ >
NH
Indolessigsaure 3-Indolylacteylchlorid 2-Aminobenzyltriphenylphos-

phoniumchlorid Hydrochlorid

Of\P(CéHS)z

O
|

NH NH

2-(3-Indolylmethyl)-indol 2-(3"-Indolylacetamido)-benzyl-
triphenylphosphoniumchlorid

+ CO,C,Hs
CO,C,H;
Br
—
NOH
3-Brom-2-hydroxyimino-
propansiureethylester
NH
2"’-(Hydroxyimino)-3-|2-(3"-indolyl-
methyl)-indolyl]-propansiureethylester
+ CO,C,H
COOH s
-

NH
NH ]
2-(3"-Indolylmethyl)-tryptophan 2-(3"-Indolylmethyl)-
tryptophanethylester

Abb. 35 Syntheseschema zur Darstellung von IMT
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4.2.1.1. Darstellung von 2-Nitrobenzyltriphenylphosphoniumchlorid

In einer nucleophilen Substitutionsreaktion ersetzt Triphenylphosphin das benzylische Chlorid
von 2-Nitrobenzylchlorid unter Bildung des Phosphoniumsalzes (Abb. 36).

+
Cl
P(CeHs)3
Cl
NO, NO»
2-Nitrobenzylchlorid 2-Nitrobenzyltriphenylphosphoniumchlorid

Abb. 36 Darstellung von 2-Nitrobenzyltriphenylphosphoniumchlorid

Triphenylphosphin und 2-Nitrobenzylchlorid wurden in Chloroform geldst und 72 h bei RT ge-
rihrt. Nach Zugabe von Diethylether triibte die Losung ein und nach weiterem Rithren fiir 48 h
fiel ein Feststoff aus. Zur Vervollstindigung der Kristallisation wurde die Suspension 3 h bei
-18°C gelagert. AnschlieBend wurde das Produkt abgesaugt, mit Diethylether gewaschen und aus
Isopropanol/Diethylether umkristallisiert. Es wurden weille Kristalle erhalten. Die Ausbeute be-
trug 72%. Die Identifizierung erfolgte mittels 'H-, "C-NMR, Elementaranalyse, IR- und Massen-
spektroskopie (Durchfiihrung und Daten: siche Kap.7.4.1.1.).

4.2.1.2. Darstellung von 2-Aminobenzyltriphenylphosphoniumchlorid Hydrochlorid
Die Nitrogruppe von 2-Nitrobenzyltriphenylphosphoniumchlorid wird mit Zink/Essigsdure zur

Aminogruppe reduziert. Zink wird dabei zu Zinkacetat oxidiert und féllt als weiller Niederschlag
aus (Abb. 37).

+ +
P(CeHs)3 P(CeHs)3
cl - + CI
N 02 N H3 CI-
2-Nitrobenzylttiphenyl- 2-Aminobenzyltriphenylphos-
phosphoniumchlorid phoniumchlorid Hydrochlorid

Abb. 37 Darstellung von 2-Aminobenzyltriphenylphosphoniumchlorid Hydrochlorid

2-Nitrobenzylphosphoniumchlorid wurde unter Stickstoff in Eisessig gelost und langsam mit
Zinkpulver versetzt. Wihrend der Zugabe erwirmte sich die Losung, jedoch wurde der Ansatz
nicht gekiihlt. Die Suspension wurde tiber Nacht geriihrt, wobei weilles Zinkacetat ausfiel. An-
schlieBend wurde der Reaktionsansatz mit Aktivkohle versetzt und Gber Celite membranfiltriert,
um farbige Nebenprodukte sowie Zinkacetat und nicht umgesetztes Zink abzutrennen. Die Es-
sigsdure wurde entfernt und der verbleibende 6lige Riickstand in #-Butanol gel6st. Die organische
Phase wurde mit ges. Na,CO,-Losung und ges. NaCl-Losung neutral gewaschen und getrocknet.
Nach Entfernung des Losungsmittels wurde das freie Amin mit 1 M HCI-Losung in das Hydro-
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chlorid tiberfiihrt. Es wurden weil3e Kristalle erhalten. Die Ausbeute betrug 66%. Die Identifizie-
rung erfolgte mittels 'H-, "C-NMR, Elementaranalyse, IR- und Massenspektroskopie (Durchfiih-
rung und Daten: siche Kap. 7.4.1.2.).

4.2.1.3. Darstellung von 3-Indolylacetylchlorid

Durch das starke Chlorierungsmittel Phosphorpentachlorid wird Indolessigsdure in das Saure-
chlorid Gberfihrt (Abb. 38).

COOH COocCl

NH NH

Indolessigsiure 3-Indolylacteylchlorid

Abb. 38 Darstellung von 3-Indolylacetylchlorid

3-Indolylessigsidure wurde in Diethylether gelést und unter Eiskihlung langsam mit fein gepul-
vertem Phosphorpentachlorid versetzt. Die Lésung verfirbte sich dabei rot. Nach 30-minttiger
Reaktionszeit wurde das Lésungsmittel bei 0°C zu 75% entfernt. Der Riickstand wurde mit eis-
gekithltem Hexan versetzt und die erhaltene Losung zur Abtrennung von Edukten sowie Neben-
produkten membranfiltriert. AnschlieBend wurde das helle Filtrat auf -78°C (Aceton/Trok-
keneis) gekiihlt. Nach 1 h wurde das auskristallisierte Produkt abfiltriert und getrocknet. Fiir die
beschriebene Darstellung muliten alle Apparaturen und Reagenzien getrocknet vorliegen, da das
Produkt hydrolyseempfindlich ist. Die Umsetzung und Aufarbeitung wurde unter Stickstoff
durchgefiithrt. Es wurden weille Kristalle erhalten. Die Ausbeute betrug 92%. Die Identifizierung
erfolgte mittels 'H-NMR. Aufgrund der Hydrolyseempfindlichkeit des 3-Indolylacetylchlorides
multe auf eine weitere Charakterisierung verzichtet werden (Durchfithrung und Daten: siche
Kap. 7.4.1.4.).

4.2.1.4. Darstellung von 2-(3’-Indolylacetamido)-benzyltriphenylphosphoniumchlorid

Die Acylierung von 2-Aminobenzyltriphenylphosphoniumchlorid Hydrochlorid mit 3-Indolyl-
acetylchlorid fihrt zur Ausbildung einer Amidbindung. Durch die Aktivierung der Carbonsiure
Uber das Saurechlorid verlduft die Reaktion nahezu quantitativ (Abb. 39).

2-Aminobenzyltriphenylphosphoniumchlorid Hydrochlorid wurde mit DMF und Pyridin ver-
setzt. Durch Zugabe der Base wurde das freie Amin erhalten, das sich aufgrund seiner verinder-
ten Eigenschaften 16ste, wogegen Pyridiniumhydrochlorid ausfiel. Zu der eisgekiihlten Suspen-
sion wurde eine Losung aus 3-Indolylacetylchlorid in DMF getropft. Die resultierende orangefar-
bene Losung wurde tiber Nacht bei RT gertihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel entfernt
und der verbliebene Riickstand in Chloroform und 1 M HCI-Losung aufgenommen. Dabei fiel

ein weiller Niederschlag aus, der in 2-Propanol umkristallisiert wurde.
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+
P(CgHs);
Cl
NH
cocl B
P(CeHs)s
N ¢ O
Ll |
3-Indolylacteylchlorid ~ 2-Aminobenzyltriphenylphos- 2-(3"-Indolylacetamido)-benzyl-
phoniumchlorid Hydrochlorid triphenylphosphoniumchlorid

Abb. 39 Darstellung von 2-(3’-Indolylacetamido)-benzyltriphenylphosphoniumchlorid

Es wurden weille Kiristalle erhalten. Die Ausbeute betrug 87%. Die Identifizierung erfolgte mit-
tels 'H-, "C-NMR, Elementaranalyse, IR- und Massenspektroskopie (Durchfiihrung und Daten:
siche Kap. 7.4.1.5.).

4.2.1.5. Darstellung von 2-(3’-Indolylmethyl)-indol

2-(3’-Indolylacetamido)-benzyltriphenylphosphoniumchlorid cyclisiert in einer WITTIG-Reaktion
zu 2-(3’-Indolylmethyl)-indol. Das Alkyltriphenylphosphoniumsalz wird durch Kalium-zerz-buta-
nolat deprotoniert. Das resultierende Phosphoniumylid befindet sich aufgrund der Moglichkeit
der Oktettaufweitung des Phosphors mit der ,,Ylen“-Form im Gleichgewicht. Das Phosphoni-
um-ylen addiert an die Carbonylgruppe und bildet dadurch den Ring aus. Im letzten Schritt wird
Triphenylphosphinoxid eliminiert (Abb. 40).

+
P(CeHs);
Cl
. g

NH NH
2-(3’-Indolylacetamido)-benzyl- 2-(3’-Indolylmethyl)-indol
triphenylphosphoniumchlorid

Abb. 40 Darstellung von 2-(3’-Indolylmethyl)-indol

Eine Suspension aus 2-(3’-Indolylacetamido)-benzyltriphenylphosphoniumchlorid und Toluol
wurde unter Schutzgas und Ruckfluf3 auf 80°C erhitzt. Der Reaktionsansatz wurde innerhalb von
10 min mit Kalium-7erbutanolat in kleinen Portionen versetzt. Dabei farbte sich die resultieren-

de Losung dunkelrot. Nach 5-minttigem Erhitzen unter Rickflull wurde heif3 filtriert und der
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Filtrationsriickstand mit Diethylether gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden
eingeengt und durch Siulenfiltration iiber Kieselgel mit Toluol als Eluent gereinigt. Das Rohpro-
dukt wurde aus Hexan/Toluol umkristallisiert. Es wurden farblose Blittchen erhalten. Die Aus-
beute betrug 52%. Die Identifizierung erfolgte mittels 'H-, "C-NMR, Elementaranalyse, IR- und
Massenspektroskopie (Durchfihrung und Daten: siche Kap. 7.4.1.6.).

4.2.1.6. Darstellung von 3-Brom-2-hydroxyiminopropansiureethylester

Hydroxylaminsulfat kondensiert mit Ethylbromopyruvat zu 3-Brom-2-hydroxyiminopropan-
saureethylester (Abb. 41).

CO,CoH
BrWCOZCZHS + (HoNOH),- H,S0, —>  Br Zra s
NOH
O
Ethylbromopyruvat ~ Hydroxylaminsulfat 3-Brom-2-hydroxyimino-
propansiureethylester

Abb. 41 Darstellung von 3-Brom-2-hydroxyiminopropansiureethylester

Ethylbromopyruvat wurde in Chloroform geldst und tropfenweise mit einer Losung aus Hy-
droxylaminsulfat in Wasser versetzt. Das Zweiphasensystem wurde 22 h bei RT geriihrt. An-
schlieBend wurde die Chloroformphase abgetrennt und die wilirige Phase mit Chloroform extra-
hiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tiber Natriumsulfat getrocknet. Nach Entfer-
nung des Losungsmittels kristallisierte das Produkt aus. Es wurde ein weiller Feststoff erhalten.
Die Ausbeute betrug 82%. Die Identifizierung erfolgte mittels "H-, "C-NMR, Elementaranalyse,
IR- und Massenspektroskopie (Durchfithrung und Daten: siche Kap. 7.4.1.3.).

4.2.1.7. Darstellung von 2”-(Hydroxyimino)-3-[2-(3’-indolylmethyl)-indolyl]-propansiure-
ethylester

3-Brom-2-hydroxyiminopropansiaureethylester steht mit der Nitrosoverbindung im tautomeren
Gleichgewicht. Diese wird durch Natriumcarbonat deprotoniert und eliminiert HBr unter Bil-
dung eines Nitrosoalkens. Die 2,3-Doppelbindung des 2-(3’-Indolylmethyl)-indols reagiert mit
dem Olefin in einer DIELS-ALDER-Reaktion. Das Additionsprodukt rearomatisiert anschlieBend
zur Hydroxyiminoverbindung (Abb. 42).

Natriumcarbonat und 2-(3’-Indolylmethyl)-indol wurden in Dichlormethan suspendiert und unter
Schutzgas tropfenweise mit einer Losung aus 3-Brom-2-hydroxyiminopropansiureethylester in
Dichlormethan versetzt. Der Reaktionsansatz wurde tiber Nacht bei RT gertihrt, wobei sich das
Produkt als Feststoff absetzte. AnschlieBend wurde die Suspension filtriert. Der erhaltene Fest-
stoff enthielt ausgefallenes Natriumbromid und nicht umgesetztes Natriumcarbonat. Das Pro-

dukt wurde mit Methanol extrahiert. Es wurde ein weil3er Feststoff erhalten.
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NH NH

2-(3"-Indolylmethyl)-indol 2""-(Hydroxyimino)-3-[2-(3 -indolyl-
methyl)-indolyl]-propansdureethylester

Abb. 42 Darstellung von 2”-(Hydroxyimino)-3-[2-(3’-indolylmethyl)-indolyl]-propansiureethylester

Die Ausbeute betrug 86%. Die Identifizierung erfolgte mittels 'H-, "C-NMR, Elementaranalyse,
IR- und Massenspektroskopie (Durchfithrung und Daten: siche Kap. 7.4.1.7.).

4.2.1.8. Darstellung von 2-(3’-Indolylmethyl)-tryptophanethylester
Die Oximgruppe des 27-(Hydroxyimino)-3-[2-(3’-indolylmethyl)-indolyl]-propansiureethylesters
wird durch Zink/Essigsdure zur Aminogruppe reduziett (Abb. 43).

CO,CoHs CO,CyH;5
—
NH NH
2"’-(Hydroxyimino)-3-[2-(3"-indolyl- 2-(3"-Indolylmethyl)-
methyl)-indolyl]-propansiureethylester tryptophanethylester

Abb. 43 Darstellung von 2-(3’-Indolylmethyl)-tryptophanethylester

27-(Hydroxyimino)-3-|2-(3’-indolylmethyl)indolyl]-propansiureethylester und Zinkpulver wurden
unter Schutzgas in Fisessig suspendiert und iiber Nacht bei RT gertihrt. AnschlieBend wurde der
Reaktionsansatz filtriert und das Filtrat eingeengt. Das verbliebene braune Ol wurde in 2 M me-
thanolischer Essigsiure-Lésung aufgenommen und iber einen Kationenaustauscher gereinigt.
Die Elution erfolgte fraktioniert mit 0.05 M methanolischer Ammoniak-Lésung. Nach Entfer-
nung des Losungsmittels wurde der Rickstand mit dest. Wasser versetzt und lyophilisiert. Es
wurde ein weiller Feststoff erhalten. Die Ausbeute betrug 80%. Das Produkt wurde umgehend
zur nichsten Reaktion eingesetzt, so daB3 eine Charakterisierung nicht durchgefiihrt wurde
(Durchfithrung und Daten: siche Kap. 7.4.1.8.).
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4.2.1.9. Darstellung von 2-(3’-Indolylmethyl)-tryptophan
Der 2-(3-Indolylmethyl)-tryptophanethylester wird basisch hydrolysiert (Abb. 44).

2-(3’-Indolylmethyl)- 2-(3’-Indolylmethyl)-tryptophan
tryptophanethylester

Abb. 44 Darstellung von 2-(3’-Indolylmethyl)-tryptophan

Der 2-(3’-Indolylmethyl)-tryptophanethylester wurde in Methanol gelést und unter Schutzgas mit
1 M NaOH-Losung auf pH=12 eingestellt. Der Reaktionsansatz wurde 16 h bei RT gerthrt. Das
Rohprodukt wurde tber einen Anionenaustauscher gereinigt. Die Elution erfolgte fraktioniert
mit 2 M methanolischer Essigsdure-Losung. Nach Entfernung des Losungsmittels wurde der
Riickstand mit dest. Wasser versetzt und lyophilisiert. Es wurde ein rosa-weillliches Lyophilisat
erhalten. Die Ausbeute betrug 77%. Die Identifizierung erfolgte mittels 'H-, "C-NMR, Elemen-
taranalyse, IR- und Massenspektroskopie (Durchfithrung und Daten: siche Kap.7.4.1.9.).

4.2.2. Bildungsbedingungen von IMT

IMT ist ein 2-substituiertes Trp-Derivat. Die Substitution an Position C-2 ist nur Gber einen
elektrophilen Angriff moglich. Da die reaktivste Stelle fir einen elektrophilen Angriff im Trp-
Molekil die Position C-2 des Indolringes ist, Gberrascht die Tatsache des Auftretens einer Viel-
zahl von 2-substituierten Trp-Derivaten im SD-Trp nicht (SIMAT et al. 1996; NAYLOR et al., 1999,
in Druck). Das fir die IMT-Bildung erforderliche 3-Indolylmethyl-Kation (IMK) stellt ein be-
sonders stabiles Elektrophil dar, da die positive Ladung tiber das aromatische System delokalisiert
werden kann (Abb. 45). Analog zum Benzylkation besitzt das IMK eine wesentlich lingere Le-
bensdauer als primire Kationen, die sich sofort iiber Umlagerungen oder Eliminierungen stabili-

sieren.

CH," CH,

. +
NH NH

Abb. 45 Resonanz im 3-Indolylmethylkation
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Potentiell kénnen alle Verbindungen, die ein 3-Indolylmethyl-Fragment beinhalten, unter be-
stimmten Bedingungen ein IMK bilden. Bei der Betrachtung des Anabolismus und Katabolismus
von Trp sind viele Trp-Derivate mit diesem Fragment ausgestattet, wie z.B. Indolessigsdure, In-
dolpyruvat, IAc und Trp selbst. Die Bildung eines IMK aus den entsprechenden Verbindungen
liegt im elektronenspendenden Charakter des Indolkerns begrindet, der die Eigenschaften von
Substituenten, besonders an der Position C-3 des Pyrrolringes, beeinfluf3t. Der Austritt einer Ab-
gangsgruppe am Kohlenstoffatom in a-Stellung zum Ring wird erheblich erleichtert (Abb. 46).

Dieses Phinomen wird z.B. bei der Trp-Herstellung aus Gramin ausgenutzt.

NH

Abb. 46 Bildung des 3-Indolylmethyl-Kations

Die Entstehung des IMK'’s und damit die Bildung von IMT beim Herstellungsproze3 der Firma
SD konnte durch die Einwirkung von Siuren und TLaugen auf die Fermentationslésung, wie sie
bei der Reinigung tiber Ionenaustauscherharze auftreten, erklirt werden. Diese Hypothese wird
durch die Ergebnisse von AMAT-GUERRI et. al. (1984) gestiitzt. Sie wiesen die Bildung von 2,3"-
Methylendiindolderivaten durch Kondensation von 3-Hydroxymethylindolen mit 3-substituierten
Indolen bei verschiedenen sauren pH-Werten nach. Die Reaktion verlief dabei tiber die Dehy-
dratisierung von 3-Indolylmethanol (IM) zum IMK, das 3-substituierte Indole in Position C-2
elektrophil angreift. LEETE (1959) zeigte, dal3 sich im basischen Milieu ebenfalls IMK bilden
koénnen. Die Base deprotoniert die NH-Gruppe des 3-Hydroxymethylindols. AnschlieBend er-
folgt die Abspaltung der Hydroxyl-Gruppe zur exocyclischen Methylenverbindung. Nach Re-
protonierung liegt das reaktive IMK vor (Abb. 47).

OH CHz
+H"
—
N " H0 N
H H
BH | -B°

Abb. 47 saure und basische IMK-Bildung
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Die Entstehung von 2-(3’-Indolylmethyl)-tryptophan koénnte folglich durch Reaktion zwischen
Trp und einem 3-Indolylmethyl-Derivat erfolgen. Neben dem von AMAT-GUERRI et al. (1984)
untersuchtem IM sollten auch Stoffwechselprodukte des Trp’s mit der entsprechenden Struktur
als potentielle IMK-Bildner, wie Indolessigsiure, IAc, Indolpyruvat und Trp selbst, eingesetzt
werden (Abb. 48). Bis auf IM sind alle Verbindungen in der Fermentationslésung enthalten, wo-
gegen IM bisher darin nicht nachgewiesen werden konnte. Die Reaktion zwischen Formaldehyd
und Indol unter basischen Bedingungen fithrt zu IM (RUNTI, 1951). Aus diesem Grund sollte

auch die Umsetzung von Trp mit Formaldehyd und Indol untersucht werden.

: /" —~OH : / —~COOH : /" CHO
3-Indolylmethanol Indolessigsadure 3-Indolylacetaldehyd
COOH COOH
NH NH
Indolpyruvat Tryptophan

Abb. 48 Potentielle IMK-Bildner
IM wurde aufgrund seiner besonders reaktiven Figenschaften und seiner hohen physiologischen
Aktivitat als Modellsubstanz fur IMK-Bildner ausgewahlt, um weitergehende Studien zur IMT-
Bildung durchzufithren (CHEN et al., 1996). Es sollten die pH-Abhingigkeit die Kinetik und das
Verhiltnis der Reaktanden hinsichtlich einer IMT-Bildung, untersucht werden.

Abhingigkeit vom pH-Wert

Im Herstellungsprozef3 der Firma SD wurde die zentrifugierte Fermentationslésung vor der Auf-
gabe auf die Jonenaustauscher sowohl auf pH=10.5 (pH-Wert bei der Aufgabe auf den Anionen-
austauscher) als auch auf pH=1.7 (pH-Wert bei der Aufgabe auf den Kationenaustauscher) ein-
gestellt. Hat diese pH-Wert Anderung direkt Einflu auf die Bildung von IMT?

Abhingigkeit vom molaren Verhiltnis der Edukte
In der Fermentationslésung von SD ist ein grofer UberschuB3 an Tryptophan gegeniiber den
Metaboliten vorhanden. Fordert dieser die Bildung von IMT oder hemmt er unerwiinschte Ne-

benreaktionen?

Abhingigkeit von der Zeit
Hitte die Verkiirzung des Reinigungsprozesses eine positive Wirkung auf die Verringerung der

EMS-assoziierten Verbindung ?
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4.2.2.1. Untersuchung von verschiedenen potentiellen IMK-Bildnern

Die Umsetzung von Trp mit Indolessigsdure, Indolpyruvat, IAc und IM bei pH=3 und pH=9
fithrte zu unterschiedlichen Ergebnissen. Wihrend IM sowohl im sauren als auch im basischen
Milieu mit Trp zu IMT reagierte, war keine Bildung von IMT aus Trp und den anderen beiden 3-
Indolylmethyl-Derivaten zu beobachten. Indolessigsiure zeigte bei diesen pH-Werten keine Re-
aktivitit und setzte sich auch nicht zu anderen Produkten um. Mit Indolpyruvat entstand ein un-
bekanntes Produkt, das nicht identifiziert werden konnte. Eine IMT-Bildung konnte bei der Re-
aktion von IAc mit Trp bei pH=3 mittels RP-HPLC-UV-Analyse nachgewiesen werden. Als zu-
sitzliche Produkte wurden 1-(3"-Indolylmethyl)-1,2,3 4-tetrahydro-B-carbolin-3-carbonsiure

(IMTHCC) und 1,2,3,4-Tetrahydro-B-carbolin-3-catbonsiure (THCC) detektert. Offensichtlich
treten unter diesen Bedingungen zwei konkurrierende Reaktionen auf. Einerseits bildet sich das
Carbolin aus IAc und Trp als Produkt der PICTET-SPENGLER-Reaktion und anderseits zerfallt
IAc in ein IMK und Formaldehyd. Aus dem IMK wird mit Trp IMT gebildet, wogegen Formal-
dehyd in der Lage ist mit Trp ein weiteres Carbolin (THCC) zu bilden. Der Bildungsmechanis-
mus lauft vermutlich iiber das mesomeriestabilisierte IMK, welches aus TAc durch Abspaltung ei-
nes Formaldehydmolekiils entstehen konnte. Der analytische Nachweis dieses Mechanismus
wurde durch den positiven HPLC-Nachweis von THCC im selben Reaktionsansatz erbracht
(Abb. 49).

CH,"
NONHT NONHT
3-Indolylacetaldehyd IMK Formaldehyd
+Trp +Trp +T'rp
IMTHCC THCC

Abb. 49 IMK-Bildung und Folgereaktionen aus IAc

Somit konnte eine IMT-Bildung aus einem bei der Fermentation entstehenden Trp-Metaboliten
bei sauren Bedingungen nachgewiesen werden.

Indol, Formaldehyd und Trp reagierten bei pH=0 und pH=1 zu IMT. Bei allen anderen héher
liegenden pH-Werten war keine IMT-Bildung zu beobachten. Stattdessen entstand bevorzugt ein
anderes Produkt, das als THCC identifiziert wurde. Unter stark sauren Reaktionsbedingungen
(pH=0) war keine THCC-Bildung mehr zu erkennen. Aulerdem wurde die Entstehung weiterer
UV-aktiver Substanzen beobachtet, deren Strukturen nicht aufgeklirt werden konnten. Bei reinen
Trp-Losungen wurden keine Produkte nachgewiesen (Durchfihrung und Daten:siche
Kap.7.4.2.2.).
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4.2.2.2. Abhingigkeit der IMT-Bildung vom pH-Wert

Fir die Untersuchung der pH-Abhingigkeit der IMT-Bildung wurden Trp und IM im molaren
Verhiltnis von 5:1 zusammengegeben, tber Nacht gerithrt und anschlieBend mittels HPLC und
UV-Detektion bei 220 nm analysiert. In Abb. 50 ist die pH-Abhingigkeit der IMT-Bildung aus
Trp und IM graphisch dargestellt. Auf der Abzisse sind die pH-Werte und auf der Ordinate die
relativen Flichenprozente des IMT’s zu Trp aufgetragen. Die Entstehung von IMT besitzt im
sauren bei pH=3 und im basischen Milieu bei pH=9 ein Maximum. Im neutralen pH-Bereich
und bei stark alkalischen Bedingungen (pH>11) erreichen die IMT-Ausbeuten minimale Werte.
Im allgemeinen liegen die IMT-Ausbeuten bei sauren Bedingungen hoéher als bei basischen pH-
Werten. (Durchfihrung und Daten: siche Kap. 7.4.2.3.)

% IMT auf Trp

pH-Wert

Abb. 50 Abhingigkeit der IMT-Bildung vom pH-Wert

4.2.2.3. Abhingigkeit der IMT-Bildung vom molaren Verhiltnis zwischen Trp und IM

Fir die Untersuchung der Abhingigkeit der IMT-Bildung vom molaren Verhaltnis zwischen Trp
und IM wurden die Edukte bei pH=3 zusammengegeben, tiber Nacht geriihrt und anschlieSend
mittels HPLC und UV-Detektion bei 220 nm analysiert. In Abb. 51 ist die Abhingigkeit der
IMT-Bildung vom molaren Verhiltnis zwischen der eingesetzten Menge Trp und IM dargestellt.
Auf der Ordinate sind die IMT-Ausbeuten in Prozent, bezogen auf die eingesetzte Menge IM
und auf der Abzisse der molare UberschuB3 an Trp aufgetragen. Wihrend bei einem molaren
Verhiltnis von 1:1 zwischen IM und Trp nur geringe Ausbeuten von ca. 12% an IMT erhalten
werden, erfolgt bei Verhiltnissen von 1:50 und héher eine quantitative Umsetzung (Durchfih-

rung und Daten: siche Kap. 7.4.2.4.).
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Abb. 51 Abhingigkeit der IMT-Bildung vom molaren Verhiltnis zwischen Trp und IM

4.2.2.4. Abhingigkeit der IMT-Bildung von der Zeit

Fir die Untersuchung der Zeitabhingigkeit der IMT-Bildung wurden Trp und IM im molaren
Verhiltnis von 5:1 bei pH=3 zusammengegeben, gerthrt und mittels HPLC und UV-Detektion
bei 220 nm analysiert. Die Abhingigkeit der IMT-Bildung von der Zeit ist in Abb. 52 graphisch
dargestellt. Auf der Ordinate ist die Peakfliche von IMT und auf der Abzisse die Zeit aufgetra-
gen. Die Entstehung von IMT aus Trp und IM verlduft schnell. Bereits nach 1 h ist eine quanti-
tative Umsetzung erreicht. (Durchfiihrung und Daten: siche Kap. 7.4.2.5.)
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Abb. 52 Zeitabhingigkeit der IMT-Bildung
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4.2.3. Entwicklung einer IMT-Schnellsynthese

Aufgrund der bei der Untersuchung der IMT-Bildungsbedingungen erzielten Frgebnisse besteht
offenbar die Moglichkeit, IMT in einem einzigen Reaktionsschritt darzustellen. Dadurch wiirde
gegeniiber der aufwendigen chemischen de novo Synthese eine erhebliche Kosten- und Zeiter-
sparnis erzielt. IM reagiert bei einem sauren pH-Wert unter Wasserabspaltung zum IMK, welches
Trp an Position C-2 elektrophil angreift (Abb. 53).

* CH
OH H+ CH2 // 2
— ] - .
NH H0 NH NH
M IMK
CH2+ COOH
NH NH
IMK Trp

Abb. 53 Reaktion der IMT-Schnellsynthese

Aus den Ergebnissen, die bei der Untersuchung der pH-Abhingigkeit, der Zeitabhingigkeit und
des molaren Verhaltnis der Reaktanden IM und Trp erhalten wurde (siche Kap. 4.2.2.2., 4.2.2.3.
und 4.2.2.4.), ergaben sich die empirisch ermittelten Bedigungen fiir eine IMT-Schnellsynthese

wie folgt:
e pH-Wert 3
e Reaktionsdauer 60 min

e molares Verhiltnis Trp : IM 2:1

Das HPLC-Chromatogramm einer nach diesen Bedingungen durchgefiihrten Reaktion ist in
Abb. 54 dargestellt. In diesem Chromatogramm sind vier Verunreinigungen erkennbar. Die drei
nach IMT eluierenden Substanzen werden als Oligomerisationsprodukte der Reaktion interpre-
tiert, die vor dem IMT-Peak eluierende Substanz stellt Trp dar. Uber die Ermittlung der optima-
len Reaktionsbedingungen sollte die IMT-Ausbeute maximiert und die Konkurrenzreaktionen
durch Polymerisation von IM minimiert werden. Diese Optimierung sollte tiber eine entspre-
chende Faktorenanalyse erreicht werden. Durch die Entwicklung eines Clean up-Ver-fahrens
sollte eine Reinheit des IMT’s gewihrleistet werden, die den Einsatz als HPLC-Referenzsubstanz

zulaft.
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Abb. 54 Reaktionsansatz der IMT-Schnellsynthese

4.2.3.1. Faktorenanalyse der IMT-Schnellsynthese

Experimentelle Methoden sind sowohl in der Grundlagenforschung als auch in der angewandten
Forschung der Industrie weit verbreitet, wenn sie auch zuweilen sehr unterschiedliche Zielset-
zungen besitzen. Methoden der Versuchsplanung werden zunehmend eingesetzt, um Fertigungs-
prozesse zu optimieren. Das Ziel besteht insbesondere darin, die optimalen Einstellungen fiir die
verschiedenen Faktoren, die den Fertigungsprozel3 beeinflussen, zu finden (STATSOFT, 1995).
Fihrt man die Versuchsplanung auf Basis chemometrischer Prinzipien durch, so kénnen aus den
Daten einer geringen Anzahl von Experimenten durch Anwendung statistischer Methoden deut-
lich mehr Informationen tiber die Zusammenhinge komplexer Reaktionen gewonnen werden.
Moderne Statistikprogramme etleichtern dabei die Anwendung soweit, da3 keine auB3ergewShnli-
chen Statistikkenntnisse erforderlich sind (PREU und PETZ, 1998).

In diesem Fall bestand das Hauptziel darin, anhand statistischer Methodik die Haupteffekte aus-
gewihlter Reaktionsparameter auf die ZielgroBBen der IMT-Bildung und der Bildung UV-aktiver
Verunreinigungen zu Uberpriifen. Es sollten so die idealen Reaktionsparameter ermittelt werden,
die eine maximale IMT-Ausbeute bei minimaler Bildung von Polymerisationsprodukten erlauben.

Bei der Durchfiihrung einer Faktorenanalyse treten im allgemeinen zwei Grundprobleme auf:

e Wie plant man einen Versuch in optimaler Weise?

e Wie analysiert man die Ergebnisse eines solchen Versuches?

In der Literatur werden drei unterschiedliche Methoden in diesem Zusammenhang beschrieben:
e OVAT-Methode
e Sequentielle Optimierung

e Simultane Optimierung
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Bei der sogenannten OVAT-Methode (One-Variable-At-a-Time) werden alle Parameter schritt-
weise nacheinander optimiert. Dies hat den Nachteil, da3 Wechselwirkungen zwischen den Pa-
rametern nicht erkannt und berticksichtigt werden kénnen. Da aulerdem nur ein sehr enger Aus-
schnitt aller moglichen Wertekombinationen untersucht wird, ist das gefundene Optimum in
vielen Fillen nicht das tatsdchliche Optimum.

Bei der sequentiellen Optimierung wird systematisch nach einer Art ,,.Suchverfahren® (Sim-
plex-Verfahren) nach dem Optimum gesucht. Die Ergebnisse der ersten Versuche werden ver-
wendet, um die Parametereinstellung der nichsten Versuche festzulegen und so fort (OTTO,
1997). Nachteilig ist hierbei, dal3 nur systematisch nach einem Optimum gesucht wird, wihrend
Zusammenhinge zwischen den Zielgréflen und EinfluBparametern nicht nidher untersucht wer-
den. Zum anderen kénnen lokale Suboptima und globale Optima nicht unterschieden werden, so
daf3 das tatsichliche Optimum nicht immer sicher gefunden wird.

Bei der simultanen Optimierung werden die Zusammenhinge zwischen ZielgroB3e und Ver-
suchsparametern genau untersucht und mathematisch modelliert (ESBENSEN et al., 1996; OTTO,
1997). Hierzu wird zunichst eine Reihe von Experimenten durchgefiihrt, die einen bestimmten
experimentellen Raum abdecken. Aus den Ergebnissen dieser Experimente wird ein mathemati-
sches Modell errechnet, mit welchem man die Zielgroenwerte an allen Stellen des Raumes vor-
hersagen kann. Das so ermittelte Optimum stellt das tatsdchliche Optimum des experimentellen
Raumes dar.

Die statistische Untersuchung der IMT-Schnellsynthese wurde anhand des Prinzips einer simul-
tanen Optimierung durchgefithrt. Konkrete Hinweise auf den auszuwihlenden experimentellen
Raum ergeben sich aus den Untersuchungen beziiglich der IMT-Bildungs-bedingungen. Das Sta-
tistica-Software-Paket bietet beztglich der Auswertung und der Erstellung eines Versuchsplanes
verschiedene Betrachtungen und Losungsvorschlige an, deren detaillierte Erlduterung jedoch den
Rahmen dieser Arbeit iibersteigen wiirde. Die ideale Losung der beschriebenen Probleme konnte
mit Hilfe eines sogenannten zweistufigen 3-faktoriellen Versuchsplanes gefunden werden. In die-
sem Fall opfert man im Interesse einer geringen Anzahl von Versuchen intuitiv diejenigen Fakto-
ren, deren EinfluBgroBen auf das System aufgrund der bisher erlangten Erfahrungen der IMT-
Schnellsynthese gering ausfallen. Die Méglichkeit eines vollstandigen faktoriellen Versuchsplanes,
d.h. das Austesten aller moglichen Kombinationen von Einstellungen hitte ein exponentielles
Anwachsen der dazu notwendigen Versuche zur Folge, was mit einem unvertretbaren zeitlichen
Aufwand verbunden wire. Die ausgewihlten Faktoren werden im nichsten Schritt zwei Stufen
zugeordnet, im weiteren als +1 und -1 beschrieben. Sie stellen eine Erth6hung bzw. eine Erniedri-
gung einer vorher gewihlten Standardgréle des entsprechenden Einflu3faktors dar. (Beispiel:
Einflu3faktor Reaktionsdauer: gewihlte StandardgréBe=60 min; Stufe +1=90 min; Stufe -1 = 30
min). Der unter diesen Voraussetzungen erhaltene faktorielle Versuchsplan und die daraus resul-

tierende Planmatrix sind in den Abb. 55 und 56 dargestellt.
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variable Einfluf3faktoren Einheit | Standardgréfle | Stufe +1 | Stufe -1
1. Molratio (Ttp : IM) 2:1 1:1 4:1
2. pH-Wert pH 3 4 2

3. Reaktionsdauer min 60 90 30

konstante Einflu3faktoren | Einheit | Standardgrole | Stufe +1 | Stufe -1

Temperatur °C 20 20 20
Trp-Konzentration g/1 0.11 0.11 0.11
Zielgrof3en Einheit
max. IMT Ausbeute mg/1
min. Nebenprodukte mg/1

Abb. 55 Faktorieller Versuchsplan der IMT-Schnellsynthese

Die Auswertung der Zielgro3enkonzentrationen wurde tber eine externe IMT-Kalibrierung mit-
tels RP-HPLC-UV (siche Kap. 7.2.2.) durchgefithrt IMT-Kalibrierung: siche Kap. 7.4.2.2.).

Versuch | Faktor1 | Faktor2 | Faktor3 | Molratio (Trp:IM) | pH | min
1 -1 -1 -1 4:1 2 30
2 +1 -1 -1 1: 2 30
3 -1 +1 -1 4:1 4 30
4 +1 +1 -1 1:1 4 30
5 -1 -1 +1 4:1 2 90
6 +1 -1 +1 1:1 2 90
7 -1 +1 +1 4:1 4 90
8 +1 +1 +1 1:1 4 90
9,10,11 0 0 0 2:1 3 60

Abb. 56 Planmatrix der IMT-Versuchsplanung

Die Versuche 9-11 stellen den Mittelpunkt des Versuchsplanes dar. Pline mit Faktoren, die nur
auf zwei Stufen eingestellt werden, setzen implizit voraus, dal3 der Effekt der Faktoren auf die
interessierenden ZielgréBen linearer Natur ist. Will man testen, ob Beziehungen zwischen den
Faktoren und den Zielgr6Ben nichtlinearer Natur bestehen, dann sollten ein oder mehrere Versu-
che zusitzlich in den Plan aufgenommen werden, in denen alle stetigen Faktoren auf ihre Mittel-
punkte gesetzt werden; sie werden Runs durch den Nullpunkt genannt, da die Punkte in gewis-
sem Sinn im Nullpunkt (Zentrum) des Plans liegen (STATSOFT, 1995).
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4.2.3.2. Mellergebnisse des Versuchsplans

Die in der Planmatrix dokumentierte Nummerierung der Versuche wurde bei der Auswertung
der IMT-Konzentrationen und der UV-aktiven Nebenprodukte beibehalten. Die Abb. 57 und 58
miussen zur Ermittlung der idealen Versuchsparameter (h6chste IMT-Ausbeute bei minimaler

Bildung von Nebenprodukten) direkt miteinander verglichen werden.
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Abb. 58 Monitoring der UV-aktiven Nebenprodukte

Durch Interpretation der Abb. 57 kénnen neben den Versuchen 2 und 6 die sogenannten Null-
punkte des Versuchsplans, die Versuche 9-11, als Reaktionsansitze mit der héchsten IMT-
Ausbeute betrachtet werden. Vergleicht man nun diese Versuche mit deren Konzentration an
UV-aktiven Nebenprodukten, so weisen die Versuche 2 und 6 die mit Abstand h6chsten Gehalte
an Polymerisationsprodukten auf. Die Nullpunkte 9-11 liegen hingegen nur schwach oberhalb
der tibrigen Ansitze, von denen Versuch 3 den geringsten Anteil an detektierbaren Verunreini-

gungen aufweist (Mef3daten und Auswertung: siche Kap. 7.4.3.2.).
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4.2.3.3. Statistica-Auswertung der Mel3ergebnisse

Anhand der statistischen Auswertung der MeB3daten des Versuchsplanes tiber das simultane Op-
timierungsprinzip kénnen signifikante Zusammenhinge zwischen den Versuchsparametern und
den ZielgroBen ermittelt werden. Eine gut zu dokumentierende und aussagekriftige Darstellung
konnte Gber die sogenannten Paretodiagramme wie in den Abb. 59 und 60 ersichtlich erreicht
werden, Beztiglich der IMT-Ausbeute weist keiner der drei untersuchten Reaktionsparameter
Molratio (1), pH-Wert (2) und Reaktionzeit (3) einen signifikanten Einfluf3 auf die IMT-Bildung
im gewihlten experimentellen Raum auf, was ebenfalls fiir die berechneten Interaktionen der Pa-
rameter untereinander gilt (1*2, 2*3 und 1*3). Allerdings kénnen pH und Molratio als Parameter
mit dem hdéchsten, unsignifikanten Einflul3 interpretiert werden, wobei der pH-Wert einen nega-
tiven (Stufe -1 bevorzugt, d.h. je geringer der pH-Wert, desto héher die zu erwartende IMT-
Ausbeute) und das Molratio einen positiven Effekt (Stufe +1 bevorzugt, d.h. je héhermolar der
IM-Anteil, desto hoher die zu erwartende IMT-Ausbeute) besitzen.

Paretodiagramm Standardis. Effekte ; ZielgréBe IMT-Ausbeute
p=,05

(2) pH ; -1,6856

//////%/////////
.
7

0,0 0,5 1,0 15 2,0 25 3,0 3,5
Schatzung Effekte (Absolutwert)

(1) Molratio 1,439429

1*2 923899

2*3 ,4749827

1*3 4443124

(3) Reaktionszeit 3185859

Abb. 59 Paretrodiagramm der IMT-Ausbeute

Fir die Untersuchung der Polymerisationsprodukte hingegen ergab die Statistica-Auswertung
mehrere signifikante Effekte, die in Reihe ihrer Signifikanz als pH (2), Molratio (1) und Interakti-
on beider zueinander (1*2) gedeutet werden. Aus beiden Paretodiagrammen wird ersichtlich, dal3
hauptsichlich die Faktoren pH und Molratio die Bildung der untersuchten Zielgréf3en beeinfluft.
Uber den aus diesen Faktoren modellierten Flichenplot (siche Abb. 61 und 62), der die waht-
scheinlichen Ausbeuten im gesamten experimentellen Raum mathematisch berechnet, sollten die
optimalen Einstellungen ermittelt werden, bei denen die héchste IMT-Ausbeute bei geringstem
Verunreinigungsgrad gewihrtleistet werden. Wie jedoch aus den entsprechenden Abbildungen er-
kennbar, werden die positiven Effekte auf die IMT-Ausbeute durch den niedrigen pH=2 und der
hohen Molratio (1:1) von der noch stirker steigenden Bildung von Polymerisationsprodukten be-
gleitet. Dieser Zusammenhang ist auch aus den Paretodiagrammen ersichtlich, da die Signifikanz
der Einful3faktoren bei der Bildung der Verunreinigungen wesentlich héher als bei der IMT-
Bildung ist.
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Abb. 60 Paretrodiagramm fiir die UV-aktiven Nebenprodukte
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Abb. 61 IMT-Ausbeuten-Flichenplot des experimentellen Raumes
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Abb. 62 Flichenplot der UV-aktiven Verunreinigungen im exp. Raum
4.2.3.4. Optimierung der Reaktionsbedingungen beziiglich der IMT-Bildung

Nach statistischer Auswertung ist die Bildung UV-aktiver Nebenprodukte signifikant abhingig
vom Molratio und dem pH-Wert, welche ebenfalls die hdchsten, nichtsignifikanten Effekte der
max. IMT-Ausbeute darstellen. Hierbei wiegt der negative Effekt der vermehrten Polymerisati-
onsbildung bei einem Molratio von 1:1 den positiven Effekt der IMT-Mehrbildung auf. Bei ei-
nem Molratio von 4:1 wird die geringste Bildung an Polymerisationprodukten beobachtet. Die
IMT-Ausbeute der Standard-Einstellung wird jedoch nicht erreicht, womit das Molratio von 2:1

fir die optimalste Reaktionsbedingung steht. Der pH-Wert im untersuchten Bereich weist keinen
signifikanten Finflu} auf die IMT-Bildung, jedoch einen stark signifikanten Finfluf} auf die Bil-

dung der Verunreinigungen auf. Der Einflul der Reaktionsdauer ist nahezu ohne Einfluf3 auf die

IMT-Bildung. Sowohl nach Auswertung der MeBergebnisse und Interpretation der Statistica-
Auswertung weisen die Standard-Einstellungen des Versuchsplans, ausgenommen der Reaktions-
dauer, die glnstigsten Versuchsparameter aus. Die optimalen Reaktionsbedingungen, die nach

Auswertung des IMT-Monitorings und nach Faktorenanalyse der IMT-Schnellsynthese ermittelt
wurden, lauten:

e molares Verhaltnis Trp : IM 2:1
e pH-Wert 3.0

e Reaktiondauer 30 min
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4.2.3.5. Entwicklung eines Clean up Verfahrens der IMT-Schnellsynthese

Das HPLC-Chromatogramm der Reaktionslésung, das unter den optimierten Bedingungen et-
halten wurde, unterscheidet sich kaum zu dem auf Abb. 54. Das Edukt Trp ist der Hauptpeak, da
es im UberschuB} zugesetzt wurde, gefolgt von IMT. Nur ca. 13% der Fliche in diesem HPLC-
Chromatogramm wird durch IMT reprisentiert. Die drei unbekannten Peaks stellen Oligomeri-
sationsprodukte aus IM und Trp dar. Nicht in diesem Chromatogramm zu sehen sind die Poly-
merisationsprodukte, die als milchig-weiller Niederschlag ausfallen und durch Filtration abge-
trennt werden kénnen. Daher war es notwendig, ein Reinigungsverfahren zu entwickeln, das
samtliche Verunreinigungen (Peak 1-3 und Polymerisationsprodukte ) sowie das Edukt Trp ab-
trennt und IMT in einer Reinheit von >96% ergibt. Nur diese hohe Reinheit 1d3t eine Verwen-
dung als HPLC-Referenzsubstanz zu. Aufgrund unterschiedlicher physikalischer und chemischer

Eigenschaften der Verunreinigungen und des IMT s kénnte eine Abtrennung der stérenden Ver-

bindungen tiber flissig-fliissig Extraktion, Sorption oder Filtration erreicht werden.

e Filtration: Es soll der Einflu auf das Verunreinigungsmuster durch den Einsatz eines
Membranfilters untersucht werden (HPLC-Kontrolle; siche Kap. 7.2.2.).

e Extraktion: Es sollte eine fliissig-flissig-Extraktion durchgefiihrt werden, um eine Anreiche-
rung von IMT zu erzielen. Dabei sollte die erhéhte Lipophilie von IMT im Vergleich zu Trp
zu einer groben Abtrennung von Trp ausgenutzt werden. Zu diesem Zweck wurden aliquote
Teile eines IMT-Reaktionsansatzes mit Wasser unmischbaren Lésungsmitteln extrahiert. Die
Ermittlung der Extraktionseigenschaften der verschiedenen Extraktionsmittel (beztiglich Trp,
IMT und Peak 1-3) erfolgt tber HPLC-Kontrolle (siche Kap. 7.2.2.).

e Sorption: Es wurden Untersuchungen an unterschiedlichen Sorptionsmitteln durchgefiihrt.
So sollten die Eigenschaften von Aktivkohle und Celiten getestet werden. Der Einsatz von
Kieselgel fir eine sdulenchromatographische Abtrennung der Verunreinigungen wurde iiber-
prift, ferner sollten die Sorptionseigenschaften von XAD-2 Adsorberharzen (siche Kap.
7.1.3.) analog Eulitz (19906) getestet werden (HPLC-Kontrolle; siche Kap. 7.2.2.).

Peak 2 wurde durch Celitefiltration des Reaktionsansatzes und anschlieSender Membranfiltration
(0.45 wm RC) abgetrennt. Der Einsatz von XAD-2 Kunstharzen war nicht erfolgreich, da sowohl
Trp und IMT als auch die Peaks 1-3 auf der XAD-2-Siule nicht retardiert wurden und sich aus-
schlieBlich im wissrigen Wascheluat wiederfanden. Es wurden folgende Extraktionsmittel fir ei-
ne flussig-flissig Extraktion des Reaktionsansatzes getestet: Ethylacetat, Hexan, Diisopropyle-
ther, Chloroform, Dichlormethan, 1-Butanol, Toluol, Diethylether. Eine Losungsmittelkombina-
tion aus 1-Butanol und Ethylacetat (1:1, v:v) erwies sich als geeignetes IMT-Extraktionsmittel.
Trp als Hauptverunreinigung konnte zu ca. 70% abgetrennt werden. Die nach IMT eluierenden
Substanzen wiesen im gewihlten Extraktionsmittel nahezu gleiches Extraktionsverhalten wie
IMT auf; sie konnten nicht vollstindig abgetrennt werden (siche Abb. 63). Die nahezu quantita-
tive Abtrennung von Trp und der Verunreinigung Peak 3 wurde iiber Sdulenchromatographie an
Kieselgel erreicht. Peak 1 konnte allerdings nicht in ausreichendem Mal3e von der Zielsubstanz

abgetrennt werden. Der verwendete Eluent setzt sich aus Ethylacetat, Methanol, Essigsiure und
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Wasser zusammen. Im Verlauf der Untersuchungen stellte sich der Wassergehalt des Eluenten als
ausschlaggebender Parameter zur Einstellung der Elutionskraft des Eluenten dar. Als auf den
Wasserzusatz verzichtet wurde, konnte die Zielsubstanz nicht mit ausreichender Trennschirfe
eluiert werden; bei zu hohem Wasseranteil befand sich die Zielsubstanz zum Teil im Vorlauf und
wurde nicht von den Stérsubstanzen abgetrennt. Das optimale Elutionsgemisch setzte sich aus
Ethylacetat/1 M Essigsiute-Losung (4:1, viv) zusammen. Zum Ansetzen der 1 M Essigsiute-
Loésung wurde eine 2 M wissrige Essigsdure-Losung mit Methanol 1:1 verdiinnt.

Aktivkohle erwies sich als starkes Adsorptionsmittel, sowohl Trp, IMT als auch die Verunreini-
gungen wurden adsorbiert. Die eingesetzte Menge stellte einen entscheidenden Faktor auf die
IMT-Ausbeute der Synthese dar. Durch vermehrte Aktivkohlezugabe wurden die Verunreinigun-
gen vollstindig entfernt, jedoch auch ein Grofiteil des IMT. Der Einsatz von Aktivkohle muf3te
aus diesem Grunde in ausgewogenem Maf3e zum Verunreinigungsgrad und zur gebildeten IMT-
Menge stehen und sollte eine 1-2%-ige Zugabe bezogen auf IMT nicht iiberschreiten. Nur mittels
Aktivkohlezugabe war es méglich, Peak 1 gro3tenteils zu entfernen (siche Abb. 64). Dies fuhrte

jedoch auch zu unvermeidbaren IMT-Verlusten.

A mAU
30— UV, 280 nm IMT

Trp
25+

|

15—

10—
Peak 1
Peak 3

o L L]L A

-5 \ \ \ \ \ \ \ \ \ >
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5  15.0 17.5  20.0 22,5 min

Abb. 63 IMT-Schnellsynthese: Reaktionsansatz nach fliissig-fliissig Extraktion

Das optimierte Clean-up-Verfahren der IMT-Schnellsynthese wurde wie folgt durchgefiihrt:
® Der Reaktionsansatz wurde tber Celite filtriert und anschlieBend membranfiltriert.

e Das Filtrat wurde mit 1-Butanol/Ethylacetat (1:1) extrahiert. Das Extraktionsmittel wurde

vollstindig entfernt und der Rickstand zur Sdulenchromatographie eingesetzt.

e Siulenchromatographie

e Die organischen Losungsmittel des IMT-haltigen Eluates wurden entfernt.

e Nach Wasserzugabe erfolgte die Aktivkohle-Reinigung. Die Reaktionslésung wurde tiber Ce-
lite filtriert und das Filtrat lyophilisiert.

e Der weille, kristalline Feststoff wies eine Reinheit von 2 96% /RP-HPLC,y 54 um) auf.
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Das entwickelte Clean-up-Verfahren lieferte IMT in hinreichend hoher Reinheit, die den Einsatz
als HPLC-Referenzsubstanz zuliB3t (Durchfihrung und Analytik: siche Kap. 7.4.3.3.).

A mAU

30— UV, 280 nm IMT

25+

20—

15+

10—

-5 \ \ \ \ \ \ \ \ \ >
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 125  15.0 17.5  20.0 22,5 min

Abb. 64 IMT-Lyophilisat nach Siulenchromatographie und Aktivkohlebehandlung
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4.3. 2-[2"",3""-Dihydroxy-1""-(3 -indolyl)-propyl] -tryptophan (dhPIT)

4.3.1. De novo Synthese von dhPIT

Die Entwicklung einer Strategie zur dhPIT-Vollsynthese erfolgte mittels retrosynthetischer Ana-
lyse der Zielverbindung (siche Abb. 65). Dabei wird das Molekiil Schritt fir Schritt an geeigneten
Bindungen in einfache Fragmente zerlegt. Ziel dieses Vorgehens ist der Aufbau des Zielmoleki-
les aus kommerziell erhaltlichen Substanzen. Weiterhin verfiigt man tber eine Kontrollfunktion,
fir den gerichteten Aufbau komplizierter Verbindungen. Bei der retrosynthetischen Herange-
hensweise miissen genaue Studien tiber die Durchfithrbarkeit der einzelnen Schritte erfolgen so-
wie Nebenreaktionen und Rangfolgen einzelner Teilschritte berticksichtigt werden. Auf diesem
Wege wurde ein Synthesekonzept erstellt, das eine Vollsynthese von dhPIT potentiell moglich
machte. Allerdings war von Beginn an klar, dal3 bei erfolgreicher Synthese ein Diastereomeren-
Gemisch von vier Verbindungen erhalten werden wiirde. Darin liegt der entscheidende Nachteil
einer chemischen de novo Synthese fiir eine Verbindung, die als HPLC-Referenzsubstanz ver-
wendet werden sollte. Eine optisch-reine Synthese wire vom Aufwand her nicht vertretbar gewe-

sen.

NH
2-[277,3""-Dihydroxypropyl-
1-(3 -indolyl)-propyl]-indol

CHs (-1,2-Dihydroxy-
ethan-Gruppe)

NH

Skatol Spaltung des Grundkérpers

NH
NH

Indol 2-(3"-Indolylmethyl)-indol

Abb. 65 Retrosynthese von dhPIT

Das Syntheseschema ist in Abb. 66 dargestellt. Ausgangspunkt der Synthese sind Indol und 3-
Methylindol (Skatol). Die Stickstoffatome des Indols (acide) beider Edukte mul3ten durch Ben-
zolsulfonylchlorid unter Einfihrung der Benzolsulfongruppe geschiitzt werden (1) (COOK et al.,
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1992). Die Einfihrung einer Schutzgruppe an der Position N-1 war aufgrund der aciden Eigen-
schaften der NH-Gruppe notwendig, da bei der Kntipfung des dhPIT-Grundkérpers aus Indol
und Skatol die eingesetzte starke Base #-Butyllithium ebenfalls die NH-Gruppe deprotonieren
wirde und ein selektiver Umsatz der Edukte nicht stattfinde. In der zweiten Stufe wird Skatol
selektiv an der Methylgruppe (Allyl-Stellung) radikalisch mittels N-Bromsuccinimid bromiert (2)
(Cook et al., 1995). Die C-C-Kniipfung erfolgt iiber elektrophile Substitution, indem zuerst Indol
(geschiitzt) mit #-Butyllithium umgesetzt und an C-2 lithiert wird. Nach Zusatz des bromierten
Elektrophils (Skatol) bildet sich unter Abspaltung von Lithiumbromid die neue C-C-Bindung aus
(3)(SUNDBERG und RUSSEL, 1973). Nach selektiver radikalischer Bromierung der doppelt ally-
lischen Methylengruppe (4) sollte tiber elektrophile Substitution (GRINGARD-Reaktion) Oxalsiu-
rediethylester in das Molekil eingefithrt werden (5), welches die 1,2-Dihydroxyethan-Gruppe
determiniert. Die resultierende Zwischenstufe weist ein Chiralititszentrum auf; es liegen zwei En-
antiomere vor. Uber die anschlieBende Reduktion (6) der Carbonylgruppen des Oxalsiurediethy-
lesters mit Natriumborhydrid entsteht die 2,3-Dihydroxyethyl-Gruppe, welche ein weiteres chi-
rales C-Atom aufweist. Dadurch werden vier Enantiomere (ein Paar Diastereomere) erhalten.
Nach Einfithrung der entsprechenden Hydroxyl-Schutzgruppe tiber Benzylchlorid (7) sollte die
Abspaltung der Schutzgruppen am Indolring (8) erfolgen; sie sind in den folgenden Synthesestu-
fen bedeutungslos, da die gewihlten Reaktionsbedingungen kein Reaktionspotential beziiglich der
NH-Gruppe mehr aufweisen. Die Schiitzung der Hydroxyl-Gruppen wire erforderlich, da im
Verlauf der Synthese starke pH-Schwankungen auftreten, die Eliminierungen und Umlagerungen
zur Folge haben. Die Aminosiureseitenkette sollte tiber die mehrstufige Graminmethode einge-
fihrt werden (9) (SNYDER und SMITH, 1944). Durch die Einfithrung der Aminosiurefunktion
entsteht ein weiteres, drittes Chiralititszentrum. Nach abschlieBender Abspaltung der Benzyl-
gruppen (10) wird die Zielsubstanz dhPIT erhalten. Der entscheidende Nachteil der de novo-
Synthese besteht neben den hohen synthetischen Anforderungen in der Ausbildung von drei Chi-
ralititszentren. Es entstehen acht Enantiomere, von denen vier Diastereoisomere darstellen. So-
mit wire nach der dhPIT-Vollsynthese eine abschlieBende, komplizierte Diastereoisomeren-
Trennung notwendig.

Die dhPIT-Vollsynthese wurde bis zur zweiten Stufe reproduzierbar durchgefithrt. Die Schiit-
zung von Indol und Skatol zu den entsprechenden Benzolsulfon-Derivaten verlief problemlos.
Auch die Bromierung von Skatol zu Bromskatol bereitete keine Schwierigkeiten. Die C-C-
Kntpfung von Indol und Bromskatol iiber elektrophile Substitution mi3lang, da eine Vielzahl
von Produkten entstand. Das Synthesekonzept konnte nicht erfolgreich durchgefiihrt werden.
Aufgrund der entscheidenden Nachteile dieses Syntheseweges wurden hinsichtlich der vollsyn-

thetischen dhPIT-Darstellung keine weiteren Untersuchungen durchgefiihrt.
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dhPIT
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CHzBr

SOZPh

Abb. 66 dhPIT-Vollsynthesekonzept
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4.3.2. dhPIT-Synthese iiber 3-Indolylglycerin

Das zweite Synthesekonzept basiert auf der Hypothese, da3 dhPIT aus Trp und 3-Indolylglycerin
(IG) gebildet wird. IG ist ein Anabolit der biotechnologischen Trp-Herstellung und ist unter sau-
ren Bedingungen analog zum IM (siche Kap. 4.2.2.) in der Lage, Wasser abzuspalten. Wie aus
Abb. 67 ersichtlich, stellt dieses Synthesekonzept eine elektrophile Substitutionsreaktion dar. Die
Hydroxylgruppe in a-Position zum Pyrrolring kann im sauren Milieu Wasser unter Ausbildung
eines resonanzstabilisierten Carbenium-Ions abspalten. Zwar kénnen auch die Hydroxylgruppen
an B- und y-Position Wasser eliminieren, jedoch besitzt nur das a-Carbeniumion aufgrund von
stabilisierenden Mesomerieeffekten des aromatischen Systems eine lingere Lebensdauer. Erst da-
durch kann es von Trp unter dhPIT-Bildung abgefangen werden. Die entsprechenden - und y-
Carbeniumionen besitzen nicht die Méglichkeit der Mesomerie und stabilsieren sich tber Elimi-
nierung und Umlagerung. Da das Reaktionsedukt IG nicht tiber den Handel bezogen werden
konnte, mufite eine 1G-Synthese entwickelt werden. Die Stereochemie spielt eine entscheidende
Rolle bei der Wahl der 1G-Synthese. Wie in Abb. 67 erkennbar, weist dhPIT drei mégliche Chi-
ralititszentren (*) auf, von denen zwei aus IG resultieren. Im Idealfall sollten durch geeignete
Wahl der Reaktionsparameter beide Chiralititszentren festgelegt werden. Die Bildung des dhPIT
sollte in Anlehnung an den Reinigungsprozel3 von SD nachgestellt werden, indem bei einem pH

von 1.7-2.0 der Umsatz mit Trp erfolgen sollte (pH der SD-Kationenaustauscher-Reinigung).

COOH
*
NH,
NH .
Trp + —H>
'Hzo
OH
*F “OH
OH
NH
1G

Abb. 67 dhPIT-Bildung aus Trp und IG

IG ldBt sich durch Umsetzung von 3-Indolglyoxylsdurechlorid mit Diazomethan zum 3-
Indolglyoxalyldiazomethan synthetisieren. Dessen Spaltung mit starker Mineralsdure zum 3-
Indolglyoxalylmethanol und anschlieBender Reduktion des Ketols mit Natriumborhydrid liefert
die Zielsubstanz. Das 3-Indolglyoxylsiurechlorid wird durch Umsetzung von Indol mit Oxa-
lylchlorid dargestellt (LINGENS und LANGE, 1970). Der in Abb. 68 beschriebene Syntheseweg lie-
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tert 3-Indolylglycerin in 35%-iger Ausbeute bezogen auf Indol bei einer Synthesedauer von etwa
drei Tagen. Es liegen im IG nach LINGENS zwei chirale Kohlenstoffatome vor. Daraus resultie-
ren zwei Enantiomerenpaare bzw. Diastereoisomere. Diese 1G-Synthese nach LINGENS wurde

aufgrund der Bildung von Diastereoisomeren nicht durchgefiihrt.

O O
= Cl = N 5
NH NH NH
Indol 3-Indolylglyoxylsiurechlorid 3-Indolylglyoxalyldiazomethan
OH o
* ¥
OH OH
OH ;
NH NH
1G 3-Indolylglyoxalylmethanol

Abb. 68 3-Indolylglycerin-Synthese nach LINGENS und LANGE (1970)

Es konnte eine Alternativmethode gefunden werden, die in mehreren Bereichen analog der Syn-
these nach LINGENS aufgebaut war. Der wesentliche Unterschied besteht darin, dal3 durch den
Finsatz einer optisch aktiven Verbindung mit festgelegter Stereochemie, R-(-)-2,2-Dimethyl-4-
hydroxymethyl-1,3-dioxolan, und dessen Umwandlung in das entsprechende Siurechlorid, ein

geeignetes Reagenz zur IG-Synthese hergestellt werden konnte (siche Abb. 69).

o><o . o><o 0" Yo |
—_— —_— +
\——*Q‘ * . * NH
OH QK cl
Indol
. O O

R-(-)-2,2-Dimetlwl=4-hydroxy-
methyl-1,3-dioxolan -

OH

1G

Abb. 69 3-Indolylglycerin aus R-(-)-2,2-Dimethyl-4-hydroxymethyl-1,3-dioxolan
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Das Edukt wurde mittels alkalischer Kaliumpermanganatlésung schonend in das Kaliumsalz der
Carbonsaure  (R-(-)-2,2-Dimethyl-4-Kaliumformiat-1,3-dioxolan)  oxidiert (TANKAKA und
YAMASHITA, 1980). Die Uberfithrung in das entsprechende Siurechlorid gelang mit Oxalylchlorid
in hoher Ausbeute (EARLE et al., 1996). Die Darstellung von IG kann durch Umsetzung mit In-
dol tiber eine GRINGARD-Reaktion erfolgen (PREOBRAZHENSKAYA et al., 1965). Nach abschlie-
Bender Reduktion mit Natriumborhydrid wird die Zielsubstanz kristallin isoliert (LINGENS und
LANGE, 1970). Die Oxidation des Reaktionseduktes in das Kaliumsalz der Carbonsidure und die
darauf folgende Uberfithrung in das Siurechlorid verliefen problemlos und in guter Ausbeute.
Beim Umsatz des Siurechlorides mit Indol nach GRINGARD konnte tber diinnschicht-
chromatographische Reaktionsverfolgung die Entstehung mehrerer schwacher Produktspots ne-
ben einem Hauptprodukt beobachtet werden, was auf teilweise unkontrollierte Umsetzung des
Saurechlorides schlieBen 1d63t. Nach Aufarbeitung des Reaktionsansatzes wurde nach Reduktion
eine kristalline Substanz isoliert, die innerhalb weniger Minuten zu einer schmutzig-schwarzen, si-
rup-ahnlichen Flissigkeit zerfiel. Aufgrund der extremen Reaktivitit und Labilitit der isolierten
Substanz war es nicht moglich, den analytischen Identifikationsnachweis als IG iiber 'H-NMR zu
erbringen. Diese erfolgsversprechende Synthese eines stereochemisch gréftenteils festgelegten

1G’s wurde nicht erreicht und ist nur unter Schutzgasatmosphire realisierbar.

4.3.3. dhPIT-Bildung aus in situ hergestelltem IG

Aufgrund des Scheiterns einer chemischen de novo-Synthese von dhPIT und einer chemischen
Synthese von IG sollte der Nachweis der dhPIT-Bildung tiber in situ gebildetes IG und nachfol-
genden Umsatz mit Trp im sauren pH-Wert erbracht werden. Dies wurde durch die Reaktion
von Indol, D-(R)-Glycerinaldehyd und Trp erreicht. Im sauren Milieu wird die Carbonylfunktion
des Aldehydes protoniert. Uber eine BLANC-Reaktion wird Indol an Position C-3 elektrophil sub-
stituiert. Das gebildete intermedidre IG eliminiert Wasser unter Bildung des resonanzstabilisierten
Carbenium-Tons und wird von Trp durch eine elektrophile Substitution an Position C-2 abgefan-
gen. Es resultiert dhPIT (siche Abb. 70). Die Bestitigung des hypothetischen Bildungsmecha-
nismus wurde tiber RP-HPLC-UV-Analyse (siche Kap. 7.2.2.) durch Dotierung mit einer EMS
assoziierten SD-Trp-Charge, die dhPIT als eine Hauptkontaminante enthilt, erbracht (Durchfiih-
rung: siche Kap. 7.6.1.). Indol wurde in Methanol gel6st und mit D-(R)-Glycerinaldehyd versetzt.
Nach Zusatz von Trp wurde dest. Wasser zugesetzt und der pH-Wert mit einer 0.5 M H,SO,-
Lésung auf 2.0 eingestellt. Der Ansatz wurde Gber Nacht bei RT in einem Braunglaskolben unter
Stickstoffatmosphire geriihrt. Trp wurde in zehnfachem molaren UberschuB3 zugesetzt, um das
in situ gebildete IG sofort nach dessen Bildung abzufangen. Das nach RP-HPLLC-Analyse bei
UV-Detektion (280 nm) (siche Kap. 7.2.2.) erhaltene Chromatogramm des Reaktionsansatzes
weist neben den Edukten Indol und Trp die Bildung mehrerer, unbekannter Peaks auf. Die ge-
wihlten Reaktionsparameter und die Anwesenheit eines Aldehydes neben Trp unter sauren Be-

dingungen stellen ideale Voraussetzungen fir die Bildung eines Carbolins dar. EULITZ (1996) be-
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schreibt die Bildung von 1-(1,2-Dihydroxyethyl)-1,2,3,4-tetrahydro-f-carbolin-3-carbonsiure
(DHETHCC) aus Trp und D-(R)-Glycerinaldehyd. Der Beweis, dal3 es sich um DHETHCC
handelt, wurde mit dem von EULITZ (1996) synthetisierten DHETHCC erbracht. Weitere Peaks

wurden nicht identifiziert.

OH
O R3S R
R ¥ “OH
| + WS on —— | o
NH OH NH
Indol D-(R)-Glycerinaldehyd 3-Indolylglycerin (in situ)
H+ - Hzo
t R
¥~ “OH
OH
NH
R + S COOH
*
NH,
NH
dhPIT Trp

Abb. 70 dhPIT-Bildung aus IG (in situ) und Trp

Der Versuch wurde unter stark sauren Bedingungen bei pH=0.5 wiederholt. Es sollte durch voll-
stindige Protonierung der Amino-Funktion des Trp’s die Bildung der fiir die Darstellung des
Carbolink6rpers notwendigen Schiffschen Base unterdriickt werden. Die vollstindige Unterdriik-
kung der DHETHCC-Bildung wurde nicht erreicht. Allerdings bildete sich unter diesen Bedin-
gungen dhPIT als Doppelpeak bei 14 min (siche Abb. 71). Die dem dhPIT-Bildungsmecha-
nismus zu Grunde liegende elektrophile Substitution des Carbenium-Ions an Trp liefert zwei
mogliche Produkte (S, R, R- und S, R, S-Diastereoisomere), deren Bildung im Chromatogramm
(Abb. 71) anhand der enstandenen dhPIT-Doppelpeaks bewiesen wurde. Die Diastereoisomere
lagen jedoch nicht dquimolar vor; das Verhiltnis des Gemisches betrug ca. 3:1. Die Bildung eines
Diastereoisomers war beguinstigt, was Uber einen sterisch behinderten Angriff des IG (Carben-
ium-Ion) an Trp erklirt werden kann. Im SD-Trtp ist jedoch nur ein dhPIT-Peak detektierbar. Es
ist moglich, daf3 ein Isomer eine besonders gute Wasserloslichkeit besitzt und daher nicht bei der
Kiristallisation von Trp ausfiel. Die theoretische Betrachtung ergibt zwei Diastereomere, die mit
diesem Versuch nachgewiesen werden konnten. Der qualitative Nachweis der dhPIT-Bildung
wurde tiber Dotierung mittels einer dhPIT-haltigen SD-Trp-Charge erbracht. Durch den Ver-

gleich der Chromatogramme wurde dhPIT iber die identische Retentionszeit sowie tber zwei



4. Ergebnisse dhPIT 67

unterschiedliche Detektionsverfahren (UV- und Fluoreszenz-Detektion) nachgewiesen. Die
Berechnung der angegebenen Faktoren erfolgte tiber den Peakflichenvergleich der entsprechen-

den Chromatogramme (Durchfithrung siche Kap. 7.6.1.).

A mAU

Trp
30— UV, 280 nm

| I’ DHETCC

cis/trans

25—
20— dhPIT
15—

10—

N

0 Indol

-5 \ \ \ \ \ \ \ \ \ >
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 125  15.0 17.5  20.0 22,5 min

Abb. 71 dhPIT-Reaktionsansatz, pH=0.5
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4.4. 1-(3’-Indolylmethyl)-1,2,3,4-tetrahydro-f-carbolin-3-carbonsiure

(IMTHCCQC)

Die Bildung der 1,2,34-Tetrahydro-B-carbolin-3-carbonsiduren kann anhand des PICTET-

SPENGLER-Mechanismus erldutert werden (BROSSI et al., 1973; PICTET und SPENGLER, 1911).
Trp kondensiert mit einem Aldehyden unter Wasserabspaltung zu einer Schiffschen Base.
JACKSON und SMITH (1968) postulierten eine elektrophile Substitution der Schiffschen Base an
Position C-3 des Trp. Uber eine 3-2-WAGNER-MEERWEIN Umlagerung bildet das intermedire
Zwischenprodukt den Carbolingrundkérper wie in Abb. 72 dargestellt.

COOH COOH
\, +RCHO — | !
NH ? " HO NH
Trp Aldehyd Schiffsche Base R
H+
COOH
COOH
NH
NH Wagnet-Meerwein- @ =
NH NH R
Umlagerung _
R Zwischenstufe
1,2,3,4-Tetradydro-B-carbolin-3-carbon-
saure-Derivate (Diastereoisomere)

Abb. 72 Bildungsmechanismus der 1,2,3,4-Tetrahydro-B-carbolin-3-carbonsiuren nach PICTET-SPENGLER

Bei der Bildung der 1,2,3,4-Tetrahydro-B-carbolin-3-carbonsduren entsteht ein neues, zweites
Chiralitidtszentrum. Das erste Chiralititszentrum der Aminosaureseitenkette ist durch den Einsatz
von Trp festgelegt. Bei cyclischen Verbindungen, wie die 1,2,3,4-Tetrahydro-f-carbolin-3-
carbonsiduren, unterscheidet man die Diastereoisomere in cis- und trans. Im Gegensatz zu Enan-
tiomeren sind Diastereomere Molekiile mit unterschiedlichen physikalischen und chemischen Ei-
genschaften und werden im HPLC-Chromatogramm mit unterschiedliche Retentionszeiten de-

tektiert.

4.4.1. Tetrahydro-B-carbolincarbonsiure-Derivate aus unterschiedlichen Aldehyden

Man unterscheidet die 1,2,3,4-Tetrahydro-B-carbolin-3-carbonsiuren anhand des an der PICTET-
SPENGLER-Kondensation beteiligten Aldehyden. Als Reaktionspartner sind zweifellos alle be-
kannten Aldehyde denkbar. Es sollen jedoch nur die jeweiligen Carboline des Formaldehydes,
Acetaldehydes, IAc und D-(R)-Glycerinaldehydes betrachtet werden, da sie in direkter Beziehung
zu den Hauptkontaminanten des SD-Trp’s stehen (SIMAT et al., 1996). Die entsprechenden
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1,2,3,4-Tetrahydro-f-carbolin-3-carbonsiuren und die neu entstandenen Chiralititszentren (¥)

sind in Abb. 73 dargestellt. Die 1,2,3,4-Tetrahydro-B-carbolin-3-carbonsiure aus Formaldehyd
und Trp (THCC) bildet bei der Kondensation kein weiteres Stereozentrum aus, so dal3 keine Dia-

stereometre entstehen.

THCC MrTHCC  CHs
(Formaldehyd) (Acetaldehyd)
1,2,3,4-Tetrahydro-B-carbolin- 1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydro-B-carbolin-
3-carbonsiure 3-catbonsiure

IMTHCC NH DHETHCC

(3-Indolylacetaldehyd) (D-(R)-Glycerinaldehyd)

1-(3’-Indolylmethyl)-1,2,3 4-tetrahydro- 1-(1,2-Dihydroxyethyl)-1,2,3,4-tetrahydro-
B-carbolin-3-carbonsiure B-carbolin-3-carbonsiure

Abb. 73 Tetrahydro-f-carbolin-3-carbonsiure-Derivate aus unterschiedlichen Aldehyden
Durtch Decarboxylierung entstehen die 1,2,3,4-Tetrahydro-f-carboline, die man auch als Reakti-
onsprodukte aus Tryptamin und Aldehyden erhilt. Durch nachfolgende Dehydrierung erhilt man
die aromatischen B-Catboline, die als potente Monoaminoxidase-A-Inhibitoren (ROMMELS-
BACHER et al., 1994) und Mutagene (GROSS und GRUTER, 1992) wirken sowie Halluzinationen,
Tumore und Krimpfe hervorrufen kénnen (BUCKHOLTZ, 1980; CAIN et al., 1982).

4.4.2. Synthese von TAc
IMTHCC ist eine Hauptkontaminante im SD-Trp. Es bildet sich aus dem Metaboliten IAc und

Trp im sauren Milieu. Da IAc aufgrund zu hoher Kosten nicht tiber den Handel erworben wer-

den konnte, mufite eine IAc-Synthese entwickelt werden. Grundsitzlich sind zwei unterschiedli-
che Synthesestrategien zur Darstellung von Aldehyden méglich:

e Oxidation eines Alkohols

e Reduktion einer funktionellen Gruppe hoéherer Oxidationszahl (Carbonsdure, Carbonsiure

ester, Carbonsdureamid, Carbonsidurenitril)
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Beide Strategien weisen jedoch die Schwierigkeit auf, da sowohl die Oxidation als auch die Re-
duktion mit entsprechenden Oxidations- bzw. Reduktionsmitteln nicht zwangslaufig auf der Stu-
tfe der Aldehydfunktion endet. Nur der Finsatz spezifischer Oxidations- bzw. Reduktionsreagen-
zien erlaubt erfolgsversprechende Aldehyd-Synthesen.

4.4.2.1. IAc-Darstellung nach SWERN
Es wurde versucht, IAc iiber die SWERN-Oxidation aus 3-Indolylethanol (Tryptophol) zu synthe-

tisieren, da sie eine schonende selektive Oxidation eines primiren Alkohols zur Aldehydfunktion
darstellt (siche Abb. 74).

CH,OH CHO

| —

NH NH

Tryptophol TAc

Abb. 74 TAc-Synthese nach SWERN

Oxalylchlorid reagiert bei RT unkontrollierbar exotherm mit Dimethylsulfoxid, so dal3 es not-
wendig ist, bei niedriger Temperatur gewohnlich -60°C das fir die Swern-Oxidation benétigte
aktivierte Oxidationsreagenz zu bilden. Dies entsteht durch Addition des Oxalylchlorids an
DMSO unter spontanem Verlust von je einem Molekill Kohlenmonoxid und Kohlendioxid.
Bietet man dem Oxidationsreagenz ein Nucleophil (Tryptophol) als Reaktionspartner an, so ent-
steht nach basischer Aufarbeitung mit Triethylamin die entsprechende Carbonylverbindung
(MANCUSO und SWERN, 1981).

Oxalylchlorid wurde in Dichlormethan auf -60°C abgekiihlt. Nach Zugabe von DMSO wurde
kurz gerithrt und Tryptophol, gelést in Dichlormethan, innerhalb von 5 min zugetropft. Nach
weiteren 15 min unter Rithren wurde Triethylamin zugegeben und weitere 5 min gerithrt. Nach
langsamer Erwiarmung auf RT erfolgte die DC-Kontrolle. Die diinnschichtchromatographische
Uberpriifung ergab ein Produktgemisch von acht UV-aktiven Stoffen. Die SWERN-Oxidation von
Tryptophol zum IAc mif}lang. Auf die Reinigung des Reaktionsansatzes wurde verzichtet.

4.4.2.2. TAc-Darstellung nach DARBRE

Da die SWERN-Oxidation von Tryptophol nicht realisiert werden konnte, wurde als zweite Mog-
lichkeit die Reduktion eines Carbonsidurederivates durchgefiihrt. Denkbare Reaktionsedukte
identischer Oxidationsstufen stellen die entsprechenden Saure-, Ester-, Amid- oder Nitril-
Funktionen dar. Die Loslichkeit einer Carbonsiure in organischen Lésungsmitteln ist oft unge-
niigend und muB} durch das Uberfiihren in den entsprechenden Ester erhéht werden. Dies stellt
den Nachteil der Carboxylgruppe gegentiber der Amid- oder Nitrilgruppe dar, da durch die Um-
wandlung in den Ester eine weitere Synthesestufe erforderlich ist. Fiir die Reduktion einer Amid-
verbindung zum Aldehyden wurde keine geeignete Synthese in der Literatur gefunden. Fine

Moglichkeit der IAc-Darstellung stellt die Reduktion von 3-Indolylacetonitril zur entsprechenden
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Iminverbindung mittels Diisobutylaluminiumhydrid (IDIBAH) dar. Nach Hydrolyse mit gesattig-
ter Weinsdurelosung entsteht IAc (IDARBRE et al., 1984), (siche Abb. 75).

| CN CHO

NH NH
3-Indolylacetonitril IAc

Abb. 75 TAc-Synthese nach DARBRE

DIBAH stellt ein schonendes Reduktionsmittel fiir die Nitrilgruppe dar. 3-Indolylacetonitril wird
mit DIBAH in absolutem Benzol bei 0°C umgesetzt. Der Ansatz muflte gekiihlt werden, um die
Reaktivitit von DIBAH herabzusetzen. Die Synthese fand unter Stickstoff-Atmosphire statt.
Durch Hydrolyse der gebildeten Schiffschen Base entsteht ein Halbaminal. Durch Protonierung
des Stickstoffes bildet sich ein intermediires Iminium-Ion aus. Erst durch die Abspaltung des
Diisobutylaluminiumamins wird das Gleichgewicht in Richtung IAc verschoben. Dieser Effekt
wird vermutlich durch die komplexierenden Eigenschaften der Weinsdure begiinstigt.

3-Indolylacetonitril wurde in absolutem Benzol gelést und bei 0°C mit DIBAH innerhalb von 10
min versetzt und eine Stunde bei 0°C gertihrt. Der Reaktionsansatz wurde in gesittigte Weinsiu-
rel6sung tberfithrt und stark gertihrt. Das nach Extraktion mit Diethylether erhaltene Rohpro-
dukt wurde durch Aktivkohlebehandlung und Celitefiltration gereinigt (IDARBRE et al.,, 1984).
Nach ersten Untersuchungen zeigte sich, daf3 IAc eine sehr labile Verbindung ist, die sich sowohl
im sauren als auch im basischen Milieu unter Lichteinwirkung innerhalb von 5-15 min irreversibel
zersetzt. Dies stellt den Hauptgrund dafir dar, dal3 TAc nicht als Reinsubstanz synthetisiert wer-
den kann (GRAY, 1959). Auch nach Sauerstoff- und Lichteinwirkung zersetzte sich die Verbin-

dung, so daB eine Stabilisierung der Aldehydfunktion notwendig wurde.

4.4.2.3. Stabilisierung von IAc nach Gray

TAc wurde durch Natriumhydrogensulfit stabilisiert. Durch einstiindiges Rithren in 39%-iger Na-
triumhydrogensulfit-Losung bei 0°C wurde IAc nahezu quantitativ in das Natriumhydrogensulfit-
Addukt Gberfithrt (GRAY, 1959), (siche Abb. 76).

| CHO CHO- NaHSO3

NH NH
IAc TAc (stabilisiert)

Abb. 76 TAc-Stabilisierung nach GRAY

Es wurde ein weil3-grauer, kristalliner Feststoff erhalten. Das Produkt wurde abfiltriert und mit
95%-igem Ethanol, Ethanol/Diethylether (1:1) und Diethylether gewaschen. Die Ausbeute an
IAc-Natriumhydrogensulfit betrug 65%, bezogen auf 3-Indolylacetonitril (Durchfihrung: siche
Kap. 7.5.2.1.). Die Verbindung muf} kiithl und dunkel gelagert werden.
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4.4.3. Bildungsbedingungen von IMTHCC

4.4.3.1. Abhingigkeit der IMTHCC-Bildung von der Zeit

Fir die Untersuchungen der Zeitabhiangigkeit der IMTHCC-Bildung wurden Trp und frisch ent-
schiitzter IAc im molaren Verhiltnis von 10:1 bei pH=2 zusammengegeben (EULITZ, 1990), ge-
rihrt und mittels RP-HPLC und UV-Detektion bei 280 nm analysiert (siche Kap. 7.2.2.). Das
TAc-Addukt wurde analog GRAY (1959) entschiitzt. Um den freien Aldehyden zu erhalten, wurde
das Addukt in Wasser gel6st und mit ges. Natriumcarbonat-Losung bis zur leichten Tribung ver-
setzt. Nach 5 min wurde der freie Aldehyd mit Diethylether extrahiert und das Extraktionsmittel
schonend bei RT und unter leichtem Vakuum entfernt. IAc wurde als farblose, sirupose Flissig-
keit erhalten, die sofort umgesetzt wurde. Die Zeitabhingigkeit ist in Abb. 77 graphisch darge-
stellt. Auf der Abzisse ist die Reaktionszeit in min aufgetragen, auf der Ordinate die entsprechen-
den Flichenprozente der Analyten. Sie wurden durch Division der IMTHCC-Peakflichen
(cis/trans) bzw. der IAc-Peakfliche durch die Trp-Peakfliche (bei t=0) und anschlieBender Mul-
tiplikation mit Faktor 100 erhalten. Es wurden die prozentualen Verinderungen der Flichenge-
halte von TAc, cis-IMTHCC und trans-IMTHCC dargestellt, um einerseits die Abnahme des Re-
aktionseduktes TAc zu tUberprifen und andererseits die Bildung der Reaktionsprodukte cis- und

trans-IMTHCC nachzuweisen (Durchfithrung und Auswertung: siche Kap. 7.5.1.).
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Abb. 77 Zeitabhingigkeit der IMTHCC-Bildung

Die Reaktionsgeschwindigkeit der IMTHCC-Bildung ist gering. Erst nach einer Reaktionsdauer
von 24 h (letzter MeBpunkt) kann anhand der nahezu vollstindigen Abnahme des IAc die quan-
titative Umsetzung in die IMTHCC-Diasteroisomere nachgewiesen werden. Das Verhiltnis trans-
IMTHCC zu cis-IMTHCC betrigt bei diesen Reaktionsbedingungen ca. 2:1.

4.4.3.2. Abhingigkeit der IMTHCC-Bildung vom pH-Wert
Fir die Untersuchung der pH-Abhingigkeit der IMTHCC-Bildung wurden Trp und frisch ent-

schiitzter TAc im molaren Verhiltnis von 5:1 zusammengegeben, tiber Nacht gerithrt und an-
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schlieBend tiber RP-HPLC und UV-Detektion bei 280 nm analysiert (siche Kap. 7.2.2.).1n Abb.
78 ist die pH-Abhingigkeit der IMTHCC-Bildung aus Trp und IAc graphisch dargestellt. Auf der
Abzisse sind die pH-Werte und auf der Ordinate die IMTHCC-Flichenprozente summerisch
aufgetragen. Sie wurden durch Division der IMTHCC-Peakflichen durch die Trp-Peakfliche (bei
t=0) und anschlieBender Multiplikation mit Faktor 100 erhalten. Die Untersuchung beschrinkte
sich auf die pH-Werte im saurem Bereich, da sich die Tetrahydro-f-carbolinsiure-Derivate im
basischen Milieu zersetzen und unter neutralen Bedingungen keine Bildung der Carboline statt-
findet (EULITZ, 19906).

—o— cis-IMTHCC

—O0— trans-IMTHCC

% IMTHCC
auf Trp

pH-Wert

Abb. 78 pH-Abhingigkeit der IMTHCC-Bildung

Die IMTHCC-Bildung besitzt bei pH=1 ein absolutes und bei pH=4 ein stationires Maximum.
Es ist zu erkennen, dall die IMTHCC-Bildung durch Erhohung des pH-Wertes kontinuietlich
abnimmt um bei einem pH=6 das absolute Minimum zu erreichen. Das Verhiltnis von trans-
IMTHCC zu cis-IMTHCC betrigt bei den gewihlten Reaktionsbedingungen ca. 2:1 (Durchfiih-
rung und Auswertung: siche Kap. 7.5.1.).

4.4.4. Synthese von IMTHCC

Basierend auf den Erkenntnissen der Untersuchungen der IMTHCC-Bildungsbedingungen wut-
de eine IMTHCC-Synthese entwickelt. Das molare Verhiltnis der Reaktionsedukte Trp und IAc
wurde mit 1:1.5 gewihlt, um bei stattfindenden Nebenreaktionen von IAc stets das Vorhanden-
sein einer dquimolaren Menge IAc zu gewihtleisten. Der frisch entschiitzte Aldehyd mufite rech-
nerisch in einem geringen Uberschul} zugesetzt werden, um eine maximale Umsetzung zu errei-
chen. Ferner sollte Trp nicht im Uberschul3 zugegeben werden, um dessen Abtrennung bei der
Reinigung zu vereinfachen. Da der freie IAc nicht definiert eingewogen und zugegeben werden
konnte, war eine genaue Aussage beztiglich des tatsichlichen Molverhiltnisses von TAc zu Trp
nicht méglich. Als Ma3nahme gegen die Bildung lichtinduzierter Nebenprodukte und Photolyse
des Aldehyden wurde die Reaktion lichtgeschiitzt durchgefithrt. Die Reaktionslosung wurde mit
0.5 M H,SO,-Lésung auf pH=1 eingestellt, da man bei diesem Wert die h6chste Ausbeute an
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IMTHCC erhilt (siche Abb. 78). Als Reaktionsdauer wurden 48 h gewihlt, da in diesem Zeit-
raum die quantitative Umsetzung der Reaktionsedukte sichergestellt werden konnte (siche Abb.
77). Der Reaktionsverlauf wurde zur Kontrolle alle 24 h mittels RP-HPLC und UV-Detektion bei
280 nm analysiert (siche Kap. 7.2.2.). Es schlof3 sich eine siulenchromatographische Reinigung
an Kieselgel an. Das IMTHCC-haltige Eluat wurde lyophilisiert (Durchfithrung und Analytik:
siche Kap. 7.5.2.2.).

4.4.4.1. Optimierung der IMTHCC-Synthese

Im HPLC-Chromatogramm der unter Kap. 4.4.4. beschriebenen Synthese war neben der erwar-
teten Bildung der IMTHCC-Diastereoisomere die Entstehung unbekannter Verunreinigungen zu
beobachten. Es handelt sich dabei um Halbaminale, die bei einer 1-Substitution von Trp durch
den Aldehyden entstehen (EULITZ, 1996). Eine nihere Identifikation und Charakterisierung wur-
de nicht durchgefithrt. Durch Vergleich der HPLC-Analyse mehrerer Vergleichssubstanzen (Ttp-
Methylester, THCC, MTHCC, IMT) mit dem Reaktionsansatz konnten zwei unbekannte Peaks
als Trp-Methylester und IMT identifiziert werden. Der positive Befund des Trp-Methylesters ist
auf die Anwesenheit von Methanol als Modifier zuriickzufithren. Es sollte durch den Austausch
des Methanols die Bildung der Nebenprodukte unterdriickt werden. Dies konnte durch den Ein-
satz von Tetrahydrofuran (THF) erreicht werden. Die Bildung der EMS-assoziierten Verbindung
IMT wurde im Kap. 4.2.2.1. erliutert und durch Dotierung mit einem externen IMT-Standard
bestitigt. Die quantitative Unterdriickung der IMT-Bildung wurde durch THF nicht erreicht. Da
die Bildung jedoch vernachlissigbar gering und die sdulenchromatographische Abtrennung des
IMT keine Probleme darstellte, wurden keine weiteren Untersuchungen bezlglich einer Abtren-
nung durchgefiihrt. Dies gilt ebenso fiir die gebildeten Halbaminale. Die Verdnderungen in der
Durchfihrung der optimierten IMTHCC-Synthese beruhen somit auf dem Austausch des Lo-
sungsvermittlers. Durch den Einsatz des aprotischen Tetrahydrofurans konnte die Bildung der
Verunreinigungen in befriedigendem Ausmal3 unterdriickt werden. Das Verhiltnis der Diaste-
reoisomere verinderte sich insofern, daf3 cis-und trans-IMTHCC nun dquimolar vorlagen. Die
Reinigung des Reaktionsansatzes erfolgte analog dem unter Kap. 4.4.4. beschriebenen Verfahren.
Es wurden 200 mg einer grau-weilichen, kristallinen Substanz isoliert. Die Substanz wies eine

Reinheit = 99% (RP-HPLC, UV ,,...) auf (Durchfihrung und Analytik: siche Kap. 7.5.2.2.).
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5. Diskussion

5.1. Kontaminanten in biotechnologisch hergestelltem Trp

Mit dem Auftreten von EMS in Verbindung mit gentechnisch hergestelltem L-Tryptophan im
Jahre 1989 wurde die Debatte um den umstrittenen Finsatz von gentechnisch verinderten Mi-
kroorganismen zur Herstellung von Pharmaprodukten neu entfacht. Den Gentechnikgegnern
diente der ,,Fall Tryptophan® fortan als erstes Beispiel fiir die Schidigung von Menschen durch
den Einsatz dieser neuen Technologie (DER SPIEGEL, 1990). Die tragischen Folgen fiir Personen,
die durch die Einnahme von Trp-Produkten stark geschidigt wurden und sogar teilweise verstar-
ben sind bis heute, 10 Jahte nach Ausbruch der Epidemie, noch deutlich sptrbar. Dabei geht es
tberwiegend um Entschidigungsforderungen von Betrof-fenen an verschiedene Pharmafirmen,
die EMS-assoziiertes Trp der Firma SD fiir die Produktion ihrer Trp-haltigen Produkte verwen-
deten. Da die eigentliche Ursache von EMS nicht bekannt ist und die Symptomatik dieser
Krankheit sehr komplexer Natur ist, besteht auch heute noch intensiver, fachtibergreifender For-
schungsbedarf. Als gesichert gilt die Tatsache, daf} das Auftreten von EMS mit der Einahme von
bestimmten Trp-Chargen des japanischen Herstellers SD korreliert ist (CDC, 1989b; BELONGIA
et al.,, 1990 und SLUTSKER et al., 1990). Als eigentliche Ursache werden Kontaminanten im SD-
Trp angesehen (Kontaminanten-Hypothese). RP-HPLC-Untersuchungen von EMS-assoziierten
SD-Trp-Chargen ergaben iiber 60 Verbindungen, deren Untersuchung mittels statistischer Me-
thoden eine Fokusierung auf 6 Substanzen ermdglichte, die mit dem Auftreten von EMS korre-
liert wurden (BELONGIA et al., 1990; HILL et al., 1993). Nach der Korrelation von bestimmten
Substanzen mit EMS erfolgte die Strukturaufklirung von einigen Verbindungen. Da die Konta-
minanten nur im Spurenbereich vorlagen, war es sehr aufwendig, die fiir eine eindeutige Struktur-
aufklirung mittels NMR-Spektroskopie benétigte Substanzmenge von mindestens 1 mg zu isolie-
ren. MULLER et al. (1991) isolierten sieben Kontaminanten, darunter die drei Hauptverunreini-
gungen in EMS-assoziierten SD-Trp, durch Anwendung einer priparativen HPLC und identifi-
zierten diese mit 'H-NMR-, "C-NMR- und Massenspektroskopie (siche Kap. 2.3.1.). Bisher
konnte in keinem Tierversuchsmodell EMS-Symptome nachgestellt werden. Das liegt zum einen
an der fehlenden Verfugbarkeit von EMS-assoziierten Verbindungen, da bisherige Studien nur
mit einer EMS-assoziierten Substanz (EBT) durchgefithrt wurden (SATO et al., 1995). Desweite-
ren ist unklar, ob die entscheidende Verbindung tiberhaupt detektiert wurde. Bisher wurden alle
Untersuchungen mit RP(C,,)-HPLC, saurer Gradientenelution und UV-Detektion durchgefiihrt.
Durch SIMAT et al. (1995) konnte gezeigt werden, dal3 bei einem enzymatischen Trp-Abbau bis-
her unbekannte Peaks (Kryptopeaks) detektiert werden konnten.

Um eine Aussage iiber die toxikologische Relevanz der statistisch ermittelten EMS-assoziierten
Kontaminanten machen zu kénnen, ist es erforderlich, diese Substanzen zu synthetisieren und
durch toxikologische oder immunologische Tests auf ihr Potential hinsichtlich der Krankheit

EMS zu tberpriifen.
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5.1.1. Hydroxytryptophane

5.1.1.1. Synthese der Hydroxytryptophane

Durch HILL et al. (1993) und NAYLOR (1999, im Druck) konnte der Verdacht, dal3 Hy-
droxytryptophane EMS-assoziiert sind, widerlegt werden, da die EMS-korrelierte Substanz PIC
die identische Summenformel der Hydroxytryptophan-Isomere besitzt. In der Literatur werden
verschiedene Ansitze zur Darstellung von Hydroxytryptophanen beschrieben. Die direkte Ein-
fihrung der Hydroxylgruppe durch radikalische Substitution am Trp wurde aufgrund der
schlechten Ausbeuten und der hohen Anforderungen an die Reinigung der Reaktionsprodukte
nicht in Betracht gezogen (KLEEBERG, 1995). Durch die geringe Selektivitit der Reaktion ent-
steht eine Vielzahl von Produkten, die nur mittels DC in unbefriedigender Reinheit getrennt wer-
den konnten (EICH und ROCHELMEYER, 1966). Daher wurde eine de novo Synthese fiir die Dar-
stellung von 4-, 6- und 7-Hydroxytryptophan durchgefithrt. Zuerst mul3te eine geeignete Indol-
synthese gefunden werden, um die entsprechenden Hydroxyindol-Derivate herzustellen. Da die
Hydroxyl-Gruppe innerhalb der Synthese nicht frei vorliegen darf, mul3te eine Schutzgruppe ge-
funden werden, die sich inert gegeniiber starken pH-Wert-Schwankungen und thermischer Bean-
spruchung verhilt. Eine geeignete Schutzgruppe flir aromatische Hydroxyl-Gruppen ist die Ben-
zylgruppe, die schon von EK und WITKOP (1954) verwendet wurde. Mit der Weiterentwicklung
der Indolchemie wurde von REISSERT eine Indolsynthese entdeckt, die es erlaubt, Substituenten
am Benzolkern des Indolringes selektiv einzufithren (siche Kap. 2.4.1.). Durch Modifikationen
dieser Synthese und Verwendung neuer Verbindungen, wie z.B. Formamidacetale, konnten die
Ausbeuten der Indolsynthesen drastisch erhoht werden. FLEMING et al. (1985) synthetisierten
nach diesem Verfahren 4-, 5- und 6-Benzyloxyindol in guten Ausbeuten. Die Ubertragung dieser
Synthese auf die Darstellung von 7-Benzyloxyindol gelang problemlos, jedoch wirkte sich der
elektronenliefernde Benzyloxysubstituent in orzho-Position zur Nitro-Gruppe reaktionshemmend
aus. Ursache dafiir ist die Herabsetzung des —M und —I-Effektes der Nitrogruppe durch die Ben-
zyloxy-Funktion, der wiederum die Reaktivitit der Methylgruppe herabsetzt. Die Ausbeute des 7-
Benzyloxyindols lag mit 59% niedriger als die der beiden anderen Isomere. Nach dieser Strategie
wurden alle benzylgeschiitzten, aphysiologischen Hydroxyindole in guten Ausbeuten im Gram-
mal3stab synthetisiert. Die hier erreichten Ausbeuten fir 4- und 6-Benzyloxyindol lagen in den
gleichen GroBlenordnungen wie die von FLEMING et al. (1985) erreichten (4-Benzyloxyindol: 70%
und 6-Benzyloxyindol 75%). Ein weiterer Vorteil dieses Weges ist der Einsatz von preiswerten
Methylnitrophenol-Derivaten. Zum anschlieBenden Aufbau der Alaninfunktion wurde der effizi-
ente Weg von SNYDER und SMITH (1944) angewendet. Aufgrund der hohen Ausbeuten und der
nach diesem Weg beschriebenen Darstellung von 5- und 7-Hydroxytryptophan durch EK und
WITKOP (1954) wurde dieser Syntheseweg favorisiert. In der Literatur ist bisher noch keine Syn-
these der aphysiologischen Hydroxytryptophane innerhalb eines Syntheseweges beschrieben
worden. Mit der Kombination der modifizierten REISSERT-Indolsynthese nach Fleming et al.
(1985) und der Graminmethode zur Darstellung der Tryptophane (EK und WITKOP, 1954)
konnten alle drei aphysiologischen Hydroxytryptophan-Isomere in guten Ausbeuten hergestellt
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werden. Die Synthese ist im Grammalstab durchfithrbar und liefert die Hydroxytryptophane in
hoher Reinheit, so dal3 sie als Referenzsubstanzen fiir die HPLC-Analytik einsetzbar sind.

5.1.2. IMT

5.1.2.1. Synthese von IMT
Die Untersuchung der EMS-assoziierten Substanz IMT hinsichtlich seines potentiellen EMS-

auslosenden Charakters ist bis heute in der Literatur nicht beschrieben worden, obwohl sie eine
Hauptkontaminante im SD-Trp darstellt. Grund dafiir ist die mangelnde Verfiigbarkeit dieser
Substanz. IMT besteht aus einem Trp-Molekil mit einem an Position C-2 des Indolringes sub-
stituierten 3-Indolylmethyl-Fragment. In der Literatur ist keine Synthese von IMT beschrieben.
Da es in der Regel ohne Probleme gelingt die Alaninfunktion an einen Indolkérper an Position
C-3 zu kntpfen, reduzierte sich das Syntheseproblem auf die Darstellung von  2-(3'-
Indolylmethyl)-indol. Die Darstellung 2-substituierter Indole kann allgemein durch Ringschluf3re-
aktionen unter Aufbau des fiinfgliedrigen Heterocyclus oder unter Verwendung des Indoles und
seiner Derivate als Edukte erfolgen (siche Kap. 2.4.1.). Die wichtigste Cyclisierungsreaktion ist
die FISCHER-Indolsynthese. Bei dieser Synthese werden Arylhydrazone durch Erhitzen in Ge-
genwart von Sduren oder Lewis-Saure-Katalysatoren umgesetzt (FISCHER und JOURDAN, 1883).
Um einheitliche Produkte zu erhalten, miissen bei dieser Darstellungsart symmetrische Ketone
verwendet werden. Zur IMT-Darstellung wire jedoch ein unsymme-trisches Keton erforderlich,
so dal} von dieser Methode abgesehen wurde.

Fine andere Mdglichkeit zur Darstellung von IMT stellt die modifizierte MADELUNG-Synthese
nach HOULIHAN et al. (1981) dar. Dabei erfolgt der Ringschluf3 von 2-(Acylamino)-toluolen bei
RT unter Zusatz von #-Butyllithium (siche Kap. 2.4.1.). Eine Cyclisierung konnte nach einigen
Vorversuchen nicht erreicht werden, da im Edukt vor der Cyclisierung bereits ein Indolring vor-
handen war und dieser durch die Base am Stickstoff deprotoniert wurde. Es erfolgte Zersetzung
des Eduktes. Eine Umgehung dieses Problemes wiirde durch Verwendung von Schutzgruppen
am Indolstickstoff erreicht werden, jedoch beinhalten diese Schritte zwei zusitzliche Reaktionen
und Ausbeuteverluste.

Ein dhnliches Problem wiirde bei der Darstellung des IMT-Grundkorpers mittels Lithiierung
auftreten (siche Kap. 2.4.1.). Dabei mufiten sowohl Indol als auch das zu substituierende 3-
Indolylmethylbromid durch Einfithrung von speziellen Gruppen vor Zersetzung und Umlage-
rung geschiitzt werden (SUNDBERG et al., 1973).

Es wurde eine Synthese zur Darstellung von IMT entwickelt, die analog zur Herstellung von 2-
substituierten Indolen nach LE CORRE et al. (1981) durchgefithrt wurde. Die Cyclisierung zum
2-(3’-Indolylmethyl)-indol fand iiber eine WITTIG-Reaktion statt und wurde mit der moderat-
reaktiven Base Kalium-zr#butanolat durchgefithrt. Ausgangspunkt der Synthese war 2-Nitro-
benzylchlorid, das mit Triphenylphosphin zum 2-Nitrobenzyltriphenylphosphoniumchlorid um-
gesetzt wurde. (LI et al., 1988). Durch einen zusitzlichen Reinigungsschritt, der eine Umbkristalli-
sation aus Isopropanol/Diethylether beinhaltete, lag die Ausbeute mit 72% unter der durch LI et
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al. (1988) erzielten von 85%. Die von ARDAKANI (1978) beschriebene Umkristallisation aus Et-
hanol konnte nicht nachvollzogen werden. Das Triphenylphospho-niumsalz wurde durch
Zink/Essigsiure zur Aminovetbindung reduziert (LI et al., 1988) und anschlieBend mit 3-
Indolylacetylchlorid acyliert. Die Ausbeute der Acylierung lag im Bereich der von LI et al. (1988)
erzielten FErgebnisse. 3-Indolylacetylchlorid wurde nach RAUCHER et al. (1987) aus Indolessigsiu-
re und Phosphorpentachlorid erfolgreich  synthetisiert. Die  Herstellung des  3-
Indolylacetylbromides als reaktiverer Verbindung nach APPEL (1975) gelang nicht. Das resultie-
rende 2-(3’-Indolylacetamido)-benzyltriphenylphosphoniumchlorid cyclisierte durch Be-handlung
mit Kalium-er#-butanolat zu 2-(3"-Indolylmethyl)-indol (LE CORRE et al., 1981). Die von LE
CORRE et al. (1981) beschriebene Umsetzung fithrte zu unbefriedigenden Ausbeuten von 2-(3°-
Indolylmethyl)-indol (15%). Obwohl die Base Kalium-zr#butanolat im Vergleich zu #-
Butyllithium weniger reaktiv ist, zersetzte sie den Indolkérper zu unerwiinschten Neben-
produkten. Durch Verkiirzung der Reaktionszeit auf 5 min und die Zugabe der Base bei 80 C
konnte die Ausbeute in den Bereich, der von LI et al. (1988) fiir die Darstellung ahnlicher Ver-
bindungen angegebenen Ergebnisse, gebracht werden (52%). Die Aminosiurefunktion wurde
Uber drei Synthesestufen nach GILCHRIST et al. (1979) eingefithrt. Nach Reaktion von Ethylbro-
mopyruvat mit 2-(3’-Indolylmethyl)-indol wurde das resultierende Oxim zum Amin reduziert und
der Ester basisch hydrolysiert. Um das Endprodukt in Referenzqualitit zu erhalten, wurde eine
Reinigung iiber Ionenaustauscher entwickelt. Das so erhaltene IMT besitzt eine Reinheit von
>96% und ist fir den Finsatz als Referenzsubstanz geeignet. Die Gesamtausbeute tiber alle
Synthesestufen betrug 13%. Als entscheidende Nachteile der de novo Synthese von IMT sind die
lange Durchfithrungszeit von ca. 2 Wochen und die hohen Kosten dieser Synthese zu nennen.
Allerdings besteht auB3er auf dem chemisch-synthetischen Wege keine andere Mdglichkeit, diese

Verbindung gezielt aufzubauen und jeden Schritt der Synthese analytisch zu kontrollieren.

5.1.2.2. Untersuchung der Bildungsbedingungen von IMT
Bei der Untersuchung der Bildungsbedingungen von IMT wurde der Focus auf die mégliche Bil-

dung dieser Verbindung beim Ionentauscher-Reinigungsverfahren von SD gelegt. Bei diesem
Clean-up-Prozell wurde ein pH-Bereich von 1-12 durchlaufen (SAKIMOTO und TORIGOE, 1994).
Dieser breite pH-Range ist gerade fiir labile Verbindungen wie Trp und seine Derivate kritisch zu
betrachten (EULITZ, 1996; SIMAT, 1997). Die Analyse einer SD-Trp-Charge nach FEIDEN (1994)
ergab einen IMT-Gehalt von 660 mg/kg bei einer Gesamtkontamination des SD-Ttp von 2600
mg/kg UV-aktiver Verunreinigungen. IMT stellt die Hauptkontaminante des SD-Ttp mit ca.
25% der Gesamtkontamination dar, wobei an diesem Punkt die hohe Reinheit des SD-Trp von
99.75% erwihnt werden muf3. Dies soll verdeutlichen, in welchem Bereich die Analytik der Ver-
unreinigungshypothese stattfindet und weiterhin veranschaulichen, dafl 1989 eine hochreine SD-
Trp-Ware (Reinheit von 99.75%) als potentiell EMS-auslésend eingestuft wurde (BGA, 1989).
Um die Frage nach der Bildungsmoglichkeit fiir IMT wihrend der Trp-Synthese zu beantworten
wurden Indol-Derivate untersucht, die potentiell in der Lage sind, ein IMK zu bilden, welches
mit Trp unter IMT-Bildung reagiert. Wahrend Indolessigsiure und Indolpyruvat keine IMT-
Bildung ergaben, entstand aus Trp und IM IMT. Dieses Ergebnis war aufgrund der Untersu-
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chungen von AMAT-GUERRI et al. (1984), die die Entstehung von 2,3"-Methylendiindolen durch
Kondensation von 3-Hydroxymethylindolen und 3-substituierten Indolen nachweisen konnten,
zu erwarten. Als Nebenprodukte traten stets Polymerisationsverbindungen auf. Die niedrige Re-
aktivitit der Indolessigsdure konnte durch Oxidation zur Indolyl-3-glycolsiure (VON DOBENECK
et al., 1968) oder durch Decarboxylierung (AMAT-GUERRI et al., 1983) erhéht werden. Die Bil-
dung einer 1,2,3,4-Tetrahydro-f-carbolin-3-carbonsiure aus Indolpyruvat und Trp wird von
SNYDER et al. (1948) beschrieben und erklirt bei diesem Versuch die Abwesenheit von IMT. Fi-
ne IMT-Bildung wurde bei der Reaktion aus IAc und Trp beobachtet. IAc spaltet unter Ausbil-
dung des IMK Formaldehyd ab und bildet neben IMT die Tetrahydro-B-catbolin-3-carbonsiure
aus Trp und Formaldehyd. Durch den Nachweis von THCC konnte ein Bildungsmechanismus
postuliert werden. IAc liegt als Trp-Metabolit wihrend des Fermentationsprozesses vor. Die Stu-
dien von SAKIMOTO und TORIGOE (1994) beweisen, dal3 Aldehyde (hier IAc) wihrend des SD-
Trp Reinigungsverfahrens auf dem Anionenaustauscher angereichert und nicht wie erwartet, als
neutrale Verbindung den Anionenaustauscher ohne Wechselwirkung verlassen wiirden. Mit der
anschlieBenden Elution wurde auch IAc auf den Kationenaustauscher gebracht, das mit Trp im
sauren pH-Wert zu IMT reagierte. Der hier vorgestellte Zusammenhang, dal IAc als direkter
Trp-Metabolit in der SD-Fermentationslosung vorliegt und im nachgestellten Versuch mit Trp
zum IMT neben einer Carbolin-Konkurrenzreaktion abreagiert, spricht fiir die wahrscheinliche
Ursache der IMT-Kontamination des SD-Ttp’s tiber [Ac auf dem SD-Kationenaustauscher. Dies
wird durch die Tatsache bekriftigt, da3 hohe Gehalte an TAc in der SD-Fermentationslésung
vorgelegen haben, da das aus Trp und IAc gebildete Carbolin IMTHCC) als eine Hauptkonta-
minante im HPLC-Chromatogramm des SD-Ttp (siche Abb. 11) detektiert wurde.

Fir die Untersuchung der IMT-Bildungsbedingungen wurde ein Modellsystem aus IM und Trp
verwendet. IM stellt eine reaktive Verbindung dar, die bei unterschiedlichen pH-Werten Wasser
eliminieren kann und ein IMK ausbildet. Die IMT-Bildung ist stark pH-abhangig. Sie besitzt im
sauren bei pH=3 und im basischen Milieu bei pH=9 ein Maximum. Die unterschiedlichen Aus-
beuten von IMT unter sauren und basischen Bedingungen koénnten durch die verschiedenen Re-
aktionswege zum IMK erklirt werden (AMAT-GUERRI et al., 1984; LEETE, 1959). Durch einen
hohen Trp-Uberschufl wird eine quantitative Bildung von IMT begiinstigt und Polymerisation-
produkte zuriickgedringt. Bei einem molaren Verhiltnis zwischen Trp und IM von 50:1 und ho-
her erfolgt eine quantitative Umsetzung zu IMT. Diese ist bereits nach 1 h abgeschlossen. Da IM
in den Fermentations-l6sungen bisher nicht nachgewiesen wurde, war dessen Entstehung eben-
falls zu untersuchen. Die Synthese von IM aus Indol und Formaldehyd in Methanol unter basi-
schen Reaktions-bedingungen wurde bereits von RUNTI (1951) beschrieben. Bei der Reaktion
zwischen Trp, Indol und Formaldehyd ist jedoch die Bildung von THCC tber einen weiten pH-
Bereich bevorzugt. Erst im stark sauren (pH=0 bzw. pH=1) wird die PICTET-SPENGLER-
Reaktion durch die Protonierung der Aminosaurefunktion des Trp’s soweit gehemmt, dal3 Indol
und Formaldehyd zu IM reagieren und nachfolgend mit Trp IMT entsteht. Allerdings diirfte in
der Fermentationslosung der Firma SD kein freies Indol vorhanden sein, weil dieser Herstel-

lungsprozel von Anthranilsdure und Ammoniumsalzen ausgeht und die Bildung des Trp’s aus
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IG im Enzym Tryptophan-Synthase stattfindet. Das dabei im ersten Schritt aus 1G freigesetzte
Indol verlaB3t das Enzym nicht, sondern wird durch Substratkanalisierung von einem katalyti-
schen Zentrum zum nichsten transportiert, ohne in das umgebende Medium abgegeben zu wer-
den. Nur der Verzicht auf starke pH-Wert-Anderungen und lIonenaustauscher verspricht eine
Reduktion der IMT-Konzentration in den Produkten. Durch die Ergebnisse dieser Arbeit ist die
EMS-auslosende Wirkung von IMT kritisch zu betrachten, weil IM auch in Lebensmitteln, wie
Blumenkohl (CHEN et al., 1996) vorkommt und IMT folglich auch im Magen gebildet werden
kénnte. Aufgrund der hohen Reaktivitit von IM ist die Verwendung dieser Substanz als Arznei-
mittel (GRUBBS et al., 1995), die zur Zeit kontrovers diskutiert wird, erneut zu tiberdenken.

5.1.2.3. IMT-Schnellsynthese

Die Moéglichkeiten der statistischen Versuchsplanung und deren Aussagekraft beztglich der
wahrscheinlichen Ausbeuten-Maxima an IMT und maximale Reduktion an Polymerisa-
tionsprodukten im gewihlten experimentellen Raum, sowie der Erhalt konkreter Erkenntnisse
Uber die Zusammenhinge der Versuchsparameter und der Zielgr6Ben bildete die Basis, auf der
eine Optimierung der IMT-Synthese aus IM und Trp ermittelt werden sollte. Die Ergebnisse,
welche schnell und einfach ohne spezielle Statistikkenntnisse auswertbar waren, bestitigen die
durch PREU und PETZ (1998) beschriebene Durchfiihrung entsprechender Untersuchungen. Al-
lerdings sollte man sich nicht ausnahmslos auf die Frgebnisse der Statistica-Software vetlassen:
Die Erkenntnisse, die aus den Erfahrungen herkémmlicher Auswertungsmethodik erlangt wer-
den, mussen stets in die Auswertung mit einbezogen werden. Anderenfalls wire der Einfluf3 der
Reaktionszeit, in diesem Fall durch verstirkte Polymerisation und leichte IMT-Verluste nach-
weisbar, nicht erkennbar. Der von AMAT-GUERRI et al. (1948) beschriebene Effekt der Polymeri-
sation des IM’s im sauren Medium wurde durch die durchgefithrten Studien bestitigt. Bei der
Auswahl der Versuchsparameter wurde auf die Untersuchung der Reaktionstemperatur als Ein-
fluBfaktor auf die IMT-Schnellsynthese verzichtet, da keine positiven Effekte auf die IMT-
Ausbeute vermutet wurden. Ein entsprechend gekiihlter Versuchsansatz wies keine vermehrte
IMT-Bildung auf; die Erwirmung konnte zu verstirkter Polymerisation fithren. Der auf der Basis
optimierter Reaktionsparameter erhaltene IMT-Reaktionsansatz wurde Gber ein entwickeltes, ef-
fizientes Clean-up Verfahren gereinigt. Das resultierende IMT-Lyophilisat kann aufgrund seiner
Reinheit als Referenzsubstanz zur RP-HPLC-Analytik eingesetzt werden. Anhand der durchge-
fuhrten flussig-flussig-FExtraktion des Reaktionsansatzes mit 1-Butanol/Ethylacetat (1:1) und ei-
ner Aktivkohlebehandlung wurde der zeitliche Aufwand des Clean-up Verfahrens und die Ab-
trennung der Verunreinigungen entscheidend verbessert; der dadurch resultierende IMT-Verlust
war unvermeidbar. Die IMT-Ausbeute war mit ca. 15% aufgrund der Konkurrenzreaktion der
Polymerisation von IM gering. Die Lagerung des IMT’s muf3 unter Licht- und Sauerstoffaus-
schluf3 bei —18°C erfolgen, da IMT photolytisch und oxidativ angegriffen wird. Die effiziente
Aufreinigung und rasche Durchfiihrbarkeit (1-2 Tage) der Schnellsynthese erméglicht jedoch das
stetige Synthetisieren benétigter IMT-Mengen.
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5.1.3. dhPIT

5.1.3.1. dhPIT-Bildung

Der entscheidende Vorteil der dhPIT-Bildung aus in situ hergestelltem IG im Gegensatz zu den
chemischen Vollsynthesen liegt im Einsatz der sterisch festgelegten Reaktionsedukte L-(S)-Ttp
und D-(R)-Glycerinaldehyd. Das im SD-Trp enthaltene dhPIT weist nach RP-HPLC-Analyse nur
einen Peak auf, wodurch die Entstehung von Diastereoisomeren wihrend der dhPIT-Bildung
theoretisch ausgeschlossen werden muf3te. Allerdings wire es moglich, dal3 die dhPIT-Bildung in
der SD-Trp-Fermentationslésung hinsichtlich eines Diastereoisomers so stark begtinstigt wurde,
dal3 das zweite Diastereoisomer als Minorkomponente nicht mehr detektiert werden konnte.
Uber einen diesbeziiglichen Einflu der Fermentationslésung kénnen nur Vermutungen ange-
stellt werden. In der komplexen Zusammensetzung der Losung und den daraus nicht nachvoll-
ziehbaren Solvatationseigenschaften bezlglich der reaktiven Zwischenstufe (Carbenium-Ion)
konnte jedoch die Ursache fir die begiinstigte Bildung des im SD-Trp enthaltenen dhPIT-
Diastereoisomers liegen. Fir einen weiteren Frklirungsansatz dient die von EULITZ (1996)
durchgefiihrte Untersuchung der MTHCC-Diastereoisomeren-Trennung aufgrund unterschied-
licher Losungsmitteleigenschaften des trans-MTHCC (wassetldslich) zum cis-MTHCC (nahezu
wasserunloslich). Dieser Effekt konnte ebenso fiir die dhPIT-Diastereoisomere gelten, so dal3 ein
Diastereoisomer bei der Auskristallisation der SD-Rohware aus der Mutterlauge in Lésung ver-
blieb und das zweite neben Trp auskristallisierte. Das in Abb. 70 dargestellte dhPIT weist ein
nicht eindeutig festgelegtes Chiralititszentrum (R,S) auf, so dal3 theoretisch ein Paar Diastereoi-
somere gebildet werden miiite. Diese Vorhersage konnte durch das in situ hergestellte dhPIT
bewiesen werden (siche Abb. 71). Die sterisch bedingten Einflisse sind demnach nicht so stark
selektivierend, daf3 aufgrund der ,,raumfiillenden® Indolgruppen von Trp und IG nur eine einsei-
tige elektrophile Substitution méglich ist. So bildeten sich die dhPIT-Diastereoisomere im Ver-
hiltnis von 60:30 aus. Das Ziel, dhPIT als HPLC-Referenzsubstanz zu synthetisieren, konnte
aufgrund nichtpraktikabler Synthesen und der extremen Labilitit von IG innerhalb dieser Arbeit
nicht erreicht werden. Die Isolierung des dhPIT aus dem Reaktionsansatz iiber in situ hergestell-
tes IG sollte jedoch tber die erlangten FErfahrungen wihrend der Reinigung des IMT-
Reaktionsansatzes in der Zukunft moglich sein. Die dhPIT-Bildung aus Indol, D-(R)-
Glycerinaldehyd und Trp kann nicht direkt auf den Bildungsmechanismus im SD-Trp tbertragen
werden, da in der SD-Fermentationslosung kein freies Indol vorliegt. Allerdings ist durch die
Realisierung des gesamten Trp-Stoffwechsels bei der fermentativen de novo Herstellung die An-
wesenheit aller Trp-Anaboliten und -Metaboliten zu erwarten. IG, eine Trp-Vorstufe bei der
biotechnologischen SD-Trp-Herstellung, liegt direkt in der SD-Fermentationslésung vor und
reagiert unter sauren Bedingungen (SD-Kationenaustauscher) mit dem im hochmolaren Uber-
schu3 vorhandenen Trp zum dhPIT analog Abb. 70. In den dokumentierten dhPIT-
Untersuchungen wurde dieser Zusammenhang ausgenutzt, weil aus Indol und D-(R)-
Glycerinaldehyd die natiirliche Riickreaktion zu IG (in situ) erfolgreich nachgestellt wurde. Eine
mogliche dhPIT-Bildung im basischen Milieu (SD-Anionentauscher) wurde nicht untersucht.
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Untersuchungen beztiglich der IMT-Bildung im sauren und basischen Milieu aus IM und Trp er-
gaben ein stationdres IMT-Bildungsmaximum bei pH=9. DhPIT koénnte tiber einen Bildungsme-
chanismus einer reaktiven Zwischenstufe analog dem IMK unter basischen Bedingungen, aus 1G
und Trp im SD-Trp, entstanden sein. Weiterfihrende Untersuchungen der dhPIT-
Bildungsbedingungen und Nachstellung der mdglichen Bildung auf dem SD-
Kationenaustauscher (und eventuell dem SD-Anionenaustauscher) miflten zur Absicherung der
aufgestellten Zusammenhinge der Entstehung von dhPIT-Kontaminationen in Fermentationslé-
sungen folgen. Die dhPIT-Bildung hitte vorraussichtlich unter Verzicht einer Ionenaustauscher-

Reinigung im SD-Trp vermieden bzw. unterdriickt werden kénnen.

5.1.4. IMTHCC

5.1.4.1. Synthese von IMTHCC

Der Carbolinbildungsmechanismus nach PICTET-SPENGLER wurde durch den Einsatz des Alde-
hyden IAc erfolgreich auf die IMTHCC-Synthese iibertragen (BROSSI et al., 1973; PICTET und
SPENGLER, 1911). Die Schwierigkeit in dieser Synthese bestand in der Entwicklung einer geeig-
neten TAc-Synthese. Durch Reduktion von 3-Indolylacetonitril und entsprechender hydro-
lytischer Aufarbeitung mufite die Aldehydfunktion aufgrund ihres hohen Reaktions-, Oxidations-
und Photolysepotentials stabilisiert werden. Die von GRAY (1959) entwickelte IAc-Stabilisierung
tber Natriumdihydrogensulfit wurde erfolgreich in vergleichbarer Ausbeute nachgestellt. Die
Aktivierung des Adduktes unter Freisetzung zum IAc nach GRAY (1959) stellte keine Probleme
dar. Uber die Ermittlung der optimalen IMTHCC-Bildungsbedingungen (pH-Wert, Reaktions-
zeit) wurde eine erfolgreiche IMTHCC-Synthese entwickelt. Nach entsprech-ender Reinigung
wurde IMTHCC in HPLC-Referenzqualitit mit 99%-iger Reinheit synthetisiert. Das Diastereoi-
somerenverhilnis cis/tranc-IMTHCC ist abhingig von dem zur Synthese eingesetzten Modifiet.
So liegen cis/trans-IMTHCC bei Einsatz des polaren, protischen Methanols im Verhiltnis 1:2 ;
bei Einsatz des polaren, aprotischen THF jedoch im dquimolaren Verhiltnis vor. Dieser Zusam-
menhang kann iiber den Einfluf} des Losungsmittels bei elektrophilen Substituionsreaktionen er-
klirt werden. So beeintrichtigt normalerweise die Solvatation der reaktiven Zwischenstufen
durch polare, protische Losungsmittel deren Nucleo-philie. Die Reaktionsgeschwindigkeit in
aprotischen, polaren Loésungsmitteln dagegen ist stark erhoht, da in diesem Fall keine Wasser-

nackt

>

stoffbriickenbindungen die reaktive Zwischenstufe solvatisieren, wodurch diese quasi
vorliegt. Durch die Solvatation tber Methanol wird das Angriffszentrum vermutlich sterisch so
eingegrenzt, daf} der theoretisch zu erwartende Riick- und Vorderseitenangriff des Trp’s, wie er
bei dem THF-Reaktionsansatz zu beobachten ist (cis zu trans 1:1), nicht gleichmil3ig erfolgt. Das
im SD-Trp vorliegende IMTHCC weist dasselbe Diastereoisomerenverhiltnis cis zu trans (1:2)
wie bei Einsatz eines protischen, polaren Losungsmittels auf, wodurch man einen ersten Hinweis
auf die voraussichtliche IMTHCC-Bildung (protisches Losungsmittel - in diesem Fall wilrige
Fermentationslosung) im SD-Trp erhilt.
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5.1.4.2. Bildungsbedingungen von IMTHCC

Im neutralen Medium wurde keine IMTHCC-Bildung nachgewiesen, die 1,2,3,4-Tetrahydro-f3-
carbolin-3-carbonsiure-Bildung im basischen Milieu findet laut EULITZ (1996) nicht statt und
wurde deshalb nicht untersucht. Die IMTHCC-Bildung aus IAc und Trp kann auf einen mogli-
chen Bildungsmechanismus im SD-Trp tbertragen werden, da der Trp-Metabolit IAc in der SD-
Fermentationslosung vorliegt. Anhand der Untersuchung der IMTHCC-Bildungs-bedingungen,
die ein pH-Optimum bei stark sauren Bedingungen (pH=1) aufweist, jedoch auch noch bei dem
in der SD-Kationentauscher-Reinigung vorliegenden pH von 1.7 qualitativ gebildet wurde, liegt
die vermutliche Ursache der IMTHCC-Kontamination des SD-Trp in der SD-Ionentauscher-
Reinigung. Die Tatsache, daf3 IAc in den Untersuchungen von SAKIMOTO und TORIGOE (1994)
in der Aufgabelosung des SD-Kationenaustauschers nachgewiesen wurde, bekriftigt die aufge-
stellten Zusammenhinge. Zur Uberpriifung dieser These miite die Nachstellung der IMTHCC-
Synthese an dem originalen SD-Kationentauscher erfolgen. Die Bildung des IMTHCC hitte
durch Verzicht der SD-Ionentauscheraufreinigung voraussichtlich unterdriickt bzw. vermieden

werden konnen.

5.2. Fazit

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Hauptkontaminanten im EMS-assozierten SD-Trp
werden aufgrund der erhaltenen Ergebnisse tiberwiegend im sauren pH-Wert aus Anaboliten
(IG) und Kataboliten (IAc) gebildet. Bei einem neutralen pH-Wert findet keine oder nur mini-
male Kontaminanten-Bildung statt. Trp ist ein sdure- und basenlabiles Molekil. Drastische pH-
Wert-Schwankungen, wie im Falle der Ionentauscher-Reinigung der Firma SD, begitinstigen Re-
aktionen des Trp’s in vielfiltiger Hinsicht. Die Abspaltung eines IMK aus verschiedenen Indol-
derivaten ist eine drastische Umwandlung unter C-C-Bindungsbruch. Resonanzstabilisierte Car-
benium-Ionen fungieren als starke Elektrophile und vermégen das im riesigen Uberschuf3 vorlie-
gende Trp zu substituieren. Vermutlich wurden neben den 2-substituierten auch 1-substituierte
Trp-Derivate gebildet. Die PICTET-SPENGLER-Reaktion findet in Anwesenheit eines Aldehyden
und Trp statt. Da eine Vielzahl von Aldehyden natiirliche Produkte der Fermentation sind, wer-
den bei einem pH<6 auch verschiedene 1,2,3,4-Tetrahydro-f-carbolin-3-carbonsiuren gebildet.
Nur durch Vermeidung von pH-Wert-Schwankungen wihrend des Trp-Clean-up-Prozesses kann

eine Kontaminanten-Bildung verhindert werden.
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6. Zusammenfassung

Seit dem epidemischen Auftreten des Eosinophilie-Myalgie Syndroms (EMS) im Jahre 1989, das
mit der oralen Einnahme von Trp-haltigen Produkten in Verbindung gebracht wurde, ist das wis-
senschaftliche Interesse auf die Ursache dieser Krankheit gerichtet. Die bis heute vertretene Hy-
pothese macht Kontaminanten in der Trp-Rohware des japanischen Herstellers Showa Denko
K.K. (SD) fiir den Ausbruch dieser Krankheit verantwortlich. Aus den tiber 60 detektierten Ver-
unreinigungen wurde Uber statistische Verfahren eine Klassifizierung in EMS-assoziierte und
nicht EMS-assoziierte Verbindungen vorgenommen. Im Rahmen dieser Arbeit sollten Synthesen
von den drei aphysiologischen Hydroxytryptophanen (4-, 6- und 7-OH-Trp) und den drei
Hauptkontaminanten im SD-Trp durchgefithrt werden. Bei diesen Hauptverunreinigungen han-
delt es sich um das EMS-assoziierte 2-(3"-Indolylmethyl)-tryptophan (IMT) und den nicht EMS-
assoziierten Substanzen 2-[2°",3""-Dihydroxy-1""-(3"-indolyl)-propyl]-tryptophan (dhPIT) und 1-
(3"-Indolylmethyl)-1,2,3,4-tetrahydro-f-carbolin-3-carbonsiure (IMTHCC). Weiterhin = sollten
Untersuchungen hinsichtlich der Bildungsbedingungen dieser drei Hauptverunreinigungen

durchgefiithrt werden.

Fir die Synthese der OH-Trp-Isomere wurde ein effizienter Weg entwickelt, der es ermdglichte,
alle drei OH-Trp-Isomere nach diesem Schema herzustellen. Er stellt eine Kombination aus einer
REISSERT-Indolsynthese und der Graminmethode zur Darstellung von Trp dar. Durch gezielte
Wahl der Edukte konnte eine isomerenreine Synthese erfolgen. Durch die Wahl, die aromatische
und reaktive Hydroxylgruppe durch Umwandlung in einen Benzylether zu schiitzen, konnte die
Synthese problemlos bis zum Endprodukt durchgefithrt werden. Aufgrund der Instabilitit der
OH-Trp-Isomere miussen diese als Benzyloxytryptophan-Isomere gelagert werden. Die Abspal-
tung der Benzylgruppe erfolgt leicht mittels Hydrierung, Die entsprechenden Benzyloxy-Trp-
Isomere wurden alle im Gramm-Malstab hergestellt und kénnen je nach Bedarf in die OH-Trp-
Isomere umgewandelt werden. Da die Reinheit dieser Verbindungen >99% betrigt, sind sie fir

die Verwendung als HPLC-Referenzsubstanzen geeignet.

Die Darstellung von IMT wurde in einer siebenstufigen Synthese erreicht. Ausgehend von 2-
Nitrobenzylchlorid wurde in vier Schritten der 2-(3"-Indolylmethyl)-indol-Grundkérper erhalten.
Dieses gelang durch eine WITTIG-Ringschluf3-Reaktion. An das 2-substituierte Indolderivat wur-
de tber eine Cycloaddition mit 3-Brom-2-hydroxyiminopropansaureethylester die Amino-
saurefunktion eingefiihrt. Nach Reduktion und basischer Verseifung wurde IMT in 11%-iger Ge-
samtausbeute in Referenzqualitit erhalten. Bei der IMT-Bildung spielt das 3-Indolylmethyl-
Kation eine wesentliche Rolle, da es resonanzstabilisiert ist und folglich eine lingere Lebensdauer
besitzt, als nichtstabilisierte Carbenium-Ionen. Durch diese Eigenschaft kann dieses Elektrophil
Substitutionsreaktionen eingehen. Trp lag in der Fermentationslésung von SD als Hauptprodukt
vor und fungierte als Abfinger dieses reaktiven Intermediates. Zur Untersuchung der IMT-

Bildungsbedingungen wurden verschiedene 3-Indolylmethyl-Derivate, sowie Indol und Formal-
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dehyd bei sauren und basischen pH-Werten untersucht. Bei Indolessigsiure und Indolpyruvat
konnte keine IMT-Bildung nachgewiesen werden. 3-Indolylacetaldehyd (IAc) dagegen reagierte
bei sauren pH-Werten unter IMT-Bildung. Der postulierte Mechanismus, dafl IAc ein 3-
Indolylmethyl-Kation unter Abspaltung von Formaldehyd ausbildet, konnte durch die Detektion
von 1,23 4-Tetrahydro-B-carbolin-3-carbonsdure aus Trp und Formaldehyd bewiesen werden.
Die Umsetzung von 3-Indolylmethanol (IM) ergab sowohl unter sauren als auch basischen Be-
dingungen IMT. Indol und Formaldehyd reagierten intermediir zu IM und ergaben mit Trp
ebenfalls IMT. Aufgrund der hohen Reaktivitit von IM wurde diese Substanz fir Modellversuche
verwendet. Bei der Untersuchung der pH-Abhingigkeit der IMT-Bildung wurden maximale Bil-
dungsraten bei pH=3 im sauren und bei pH=9 im basischen Milieu beobachtet. Bei einem mola-
ren Verhiltnis von 50:1 und hoher zwischen Trp und IM erfolgte eine quantitative Umsetzung
von IM zu IMT. Die Reaktion verlduft schnell und ist nach ca. 30 min abgeschlossen. Aufgrund
der Ergebnisse, die aus der Untersuchung der Bildungsbedingungen von IMT aus IM und Trp
erhalten wurden, wurde eine IMT-Schnellsynthese entwickelt, die eine Darstellung dieser Verbin-
dung in einer einstufigen Synthese in zwei Tagen ermdglicht. Die tber statistische Versuchspla-
nung erhaltenen Zusammenhinge zwischen den Reaktionsparametern (pH-Wert, molares Ver-
hiltnis und Reaktionsdauer) und den ZielgréBen (IMT-Ausbeute und Bildung von Verunreini-
gungen) wurden zu einer gezielten Optimierung der IMT-Schnellsynthese genutzt. Das so opti-
mierte Verfahren erméglichte die nahezu quantitative Abtrennung der Kontaminanten. Dadurch
konnte die zeitaufwendige chemische de novo Synthese von IMT ersetzt werden und IMT

schnell und effizient in 96%-iger Reinheit und Referenzqualitit hergestellt werden.

Fine chemische Synthese von dhPIT wurde nach verschiedenen Synthesekonzepten versucht.
Weder die Komplettsynthese noch die Darstellung aus 3-Indolylglycerin (IG) und Trp gelangen.
Allerdings konnte dhPIT in situ aus D-(R)-Glycerinaldehyd, Indol und Trp synthetisiert werden.
Damit wurde die Hypothese der Bildung von dhPIT aus dem Anaboliten IG und Trp bewiesen.

Das Carbolinsidure-Derivat IMTHCC wurde in einer zweistufigen Synthese in 99%-iger Reinheit
dargestellt. Das daftr benétigte IAc wurde iiber Reduktion von 3-Indolylacetonitril erhalten. Der
hochreaktive IAc muBte iiber das Natriumhydrogensulfit-Addukt stabilisiert werden. Uber eine
PICTET-SPENGLER-Reaktion unter sauren Bedingungen wurde das Diastereomeren-Gemisch aus
cis- und trans-IMTHCC isoliert. Fine IMTHCC-Bildung wurde nur bei einem sauren pH-Wert
nachgewiesen, da der Aldehyd basisch zerstort wird. IAc reagiert zwar bevorzugt zu IMTHCC,
jedoch konnte auch IMT detektiert werden. Somit konnte die IMT-Bildung aus einem Trp-

Metaboliten nachgewiesen werden.
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Summary

The essential aromatic amino acid Trp is mainly produced by biotechnological processes. The
epidemic outbreak in 1989 of an unknown disease, called the eosinophilia-myalgia syndrome
(EMS), was traced back to the intake of contaminated Trp of certain lots from a single Japanese
manufacturer, Showa Denko KK (SD). SD-Trp was manufactured by fermentation with geneti-
cally modified strains of Bacillus amyloliquefaciens. The producer purified and isolated Trp from
the fermentation broth by using ion exchange resins followed by treatment with activated carbon
and crystallisation of the product. It was found, that 6 of the 60 examined contaminants peaks to
be associated with EMS. The topic of the present scientific research was the synthesis of the
three aphysiologically hydroxytryptophanes (4-, 6- and 7-OH-Ttp), the EMS-associated major
contaminant 2-(3"-indolylmethyl)-tryptophan (IMT) and the non EMS-associated contaminants
2-[277,3""-dihydroxy-1""-(3"-indolyl)-propyl]-tryptophan (dhPIT) and 1-(3"-indolylmethyl)-1,2,3,4-
tetrahydro-B-carboline-3-carboxylic acid IMTHCC). Further, the formation conditions of the
contaminants should be investigated.

The synthesis of the OH-Trp-isomeres were achieved with a combination of the modificated
REISSERT-indole-synthesis to get the substituted indole-derivates and the gramin-method to ob-
tain the appropriate tryptophan-derivates. A chemical synthesis for IMT was developed. Starting
with o-nitrobenzylchloride the 2-substituted indole, 2-(3-indolylmethyl)-indole, was formed in a
four step synthesis. Diels-Alder type cycloaddition between 2-substituted indole and 3-bromo-2-
hydroxyiminopropanoate followed by reduction and ester hydrolysis affords IMT in good purity.
A appropriate model system to investigate the IMT formation was created with IM and Trp. IM,
a metabolite of Trp with physiological properties, is an excellent 3-indolylmethyl cation (IMC)
former due to its high ability to eliminate water at different pH-values. Potential IMC-formers
like IM, 3-indolylacetaldehyde (IAc) or indole and formaldehyde are able to react with Trp to
form IMT at different pH-values. No IMT was detected under neutral conditions and moderate
acidic and alkaline conditions, that is why a chemical formation of IMT during the fermentation
process of SD is improbable. A high Trp level dominates in the fermentation broth during the
purification over ion exchange resins. As a result of this, Ttp is able to react with IMC to form
IMT. Furthermore, a wide range of pH values (1-11) occurs during the ion exchange purification.
Under such drastic conditions a chemical formation of IMT during the down stream process, af-
ter the fermentation can be expected.

A chemical synthesis of dhPIT failed, but it was possible to form dhPIT in situ from D-(R)-
glycerinaldehyde, indole and Trp at acidic pH-values <2. The probably formation during the pu-
rification process resulted from 3-indolylglycerine (an anabolite of Trp) and Trp under acidic
conditions.

The B-carboline-3-carboxylic acid from Trp and IAc IMTHCC was synthesized in a two step
procedure with a purity of 99%. IAc was obtained by reduction of 3-indolylacetonitrile and fol-
lowing stabilization in the corresponding sodiumhydrogensulfite-addukt. IMTHCC-formation
was detected at acidic conditions. IAc is also able to form a IMC. Thus a competition reaction of
TAc to form either IMTHCC or IMT and THCC is observed.
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7. Anhang

7.1. Chemikalien und Gerite

7.1.1. Chemikalien

Trp wurde von den Firmen Ajinomoto (Japan) und der Amino GmbH (Deutschland) zur Verfi-

gung gestellt. Simtliche Chemikalien wurden von den Firmen Merck, Aldrich und Sigma in Ana-

lysen- bzw. Synthesequalitit erworben. Liste der verwendeten Gefahrstoffe:

Gefahrstoff

Acetonitril
Ammoniaklésung (25 %-ig)
Ammoniumchlorid

Benzol

Benzylchlorid

1-Butanol

n-Butyllithium

(1.6 M in n-Hexan)

Chlorameisensiuebenzylester

Chloroform
Chloroform-d, (CDCL)
DIBAH (1 M in Toluol)
Di-ert-butyldicarbonat
Dichlormethan
Diethylether
Diisopropylether
Dimethylamin (40 %-ig)
Dimethylformamid
N,N-Dimetylformamid-
dimethylacetal
Dimethylsulfoxid
Dioxan

Essigsdure (100%-ig)
Ethanol

Ethylacetat
Ethylbromopyruvat
Formaldehyd (37%-ig)

T, F
Xi
Xn
T, F
T
Xn

F, C, Xn

T, C
Xn

F, C
F, Xi

F+

F, Xi

R-Sitze

11-23/24/25
36/37/38

22-36
45-11-E48/23/24/25
22-23-37/38-40-41
10-20
11-14/15-17-34-48/20

34-37
22-38-40-48/20/22
22-38-40-48/20/22
11-23/24/25-34-14/15
11-14-36/37/38

40

12-19

11-19

11-36/37
61-E20/21-36

11

36/38

11-36/37-40

10-35

11

11

36/37/38
23/24/25-34-40-43

S-Sitze

16-27-45

2-26

22

53-45
36/37-38-45

16

6.1-7/9-26-33-
36/37/39-45
26-45

36/37

36/37
16-45-26-36/37/39
26-28-43.12
23.2-24/25-36/37
9-16-29-33
9-16-33

26-29

53-45

7-16-24/25

26

16-36/37
2-23.2-26
7-16
16-23.2-29-33

26-36/37-44-51
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Gefahrstoff

n-Hexan

Hydraziniumhydroxid (80%-ig)

Hydroxylaminsulfat
Indol
3-Indolylacetaldehyd
3-Indolylaacetonitril
Kaliumcarbonat

Kaliumhydroxid

Kalium-zer#-butylat
Methanol
2-Methyl-3-nitrophenol
3-Methyl-2-nitrophenol
4-Methyl-3-nitrophenol

Natriumcarbonat

Natriumhydrogensulfit-Lsg.

(39%:-ig in Wasser)
Natriumhydroxid
2-Nitrobenzylchlorid
Petrolether, 50/70
Phosphorpentachlorid
2-Propanol

Pyridin

Pyrrolidin
Raney-Nickel
Salzsdure (35 %oig)
Schwefelsiure (96%-ig)
Tetrahydrofuran
o-Toluidin

Toluol

Triethylamin
Trifluoressigsdure
Triphenylphosphin
Weinsédure

Zink

F, Xn
T

C, Xi

F, Xn

F,C

Xn

F, Xi

Xn, F
F, Xi

Xn, U

R-Sitze

11-48/20

45-23/24/25-34-43

34-20/21/22
21/22
36/37/38
20/21/22
22-36

35

11-14-34
11-23/25
20/21/22-33-34
20/21/22-33-34
20/21/22-33-34
36

22-36/37/38

35

36/37/38

11

34-37

11
11-20/21/22
11-20/22-34
40-43

34-37

35
11-19-36/37
45-E23/25-36
11-20-47
11-36/37
20-35

43-48/20/22-50-53

36
15-17

S-Sitze

9-16-24/25-29-51
53-26-36/37/39-45
22-26-28-36/37/39

36/37

26-36

36

22-26

26-37/39-45
8-16-26-36/37/39-43.6-45

7-16-24-45
26-36/37/39-45
26-36/37/39-45
26-36/37/39-45
22-26

2-26-37/39

9-16-29-33
7/8-26-45

7-16

26-28.1
16-26-36/37/39-45
22-36/37

2-26

26-30-45
16-29-33

53-45
16-25-29-33-53
16-26-29
9-26-27-28.1-45
22-24-37

24/25

7/8-43.3
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7.1.2. Gerite

Kernresonanzspektrometer: Simtliche 'H-(400 MHz) und “C-(100.67 MHz)NMR Spektren

Massenspektrometer:

IR-Spektrometer:

wurden mit einem Bruker AMX 400 aufgenommen. Als interner
Standard wurde CDCl,, DMSO oder TMS verwendet. Die Zuord-
nung der Signale erfolgte z.T. mittels Inkrementberechnungen und
'H'H-COSY- bzw. 'H”C-COSY Experimenten. Zur Auswertung
der 'H- und "C-NMR-Spektren wurde die WIN-NMR Software

der Firma Bruker verwendet.
Varian 311 A (70 eV)

ATI Mattson Genesis Series FTTR™

Schmelzpunktbestimmung: Polarisationsmikroskop Olympus BH-2

UV-Detektion der DC:

UV-Photometrie:

Gefriertrocknungsanlage:

Ethanol-Kiltebad:

pH-Meter:

HPLC-Anlage:
HPLC-Pumpe:

Aufoabensystem:

Detektor:

Auswertung:

Meller Heiztisch FP 800

Hanau Fluotest (254 nm)

Lambda 2 UV/VIS Spectrophotometer, Perkin Elmer
Christ LOC-2 Beta 1-16

Christ FOC-1 K 40

pH Digi 520, WTW, Weilheim

Merck L-5000 LC Controller, Merck Hitachi 655A-12 Liquid
Chromatograph

Rheodyne-Ventil mit 20 ul Probenschleife

LDC, Milton Roy, Spectro Monitor™ D

655 A Variable Wavelength UV Monitor, Merck Hitachi

F-1080 Fluotescence Detektor, Merck Hitachi
Chromstar Software Ver. 4.05, SCPA GmbH
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7.1.3. Saulenmaterialien und Methoden

Adsorberharze: XAD-2, Fa. Sigma Chemicals
Ionenaustauscher
Kationenaustauscher: Typ: DOWEX-50 W (Sigma)
Matrix: Gel
Vernetzung 2%
Mesh: 200-400

Ionen-Form: H'
Kapazitit 0.6 meq./mL
pH-Bereich  0-14

Konditionierung:
1.Jonenaustauscher im dest. Wasser quellen.

2. in eine Sdule fillen und dort weiter konditionieren
3. mit 1 M NaOH-Lésung waschen (entladen und mit Na'-beladen)
4. mit 1 M HCI-Lésung waschen (H'-beladen)

5. mit Wasser waschen bis pH neutral

Anionenaustauscher: Typ: DOWEX-1 (Sigma)
Matrix: Gel
Vernetzung 2%
Mesh: 200-400

Ionen-Form: CI
Kapazitit 0.6 meq./mL
pH-Bereich  0-14

Konditionierung:

. Ionenaustauscher im dest. Wasser quellen.

. in eine Sdule fillen und dort weiter konditionieren

. mit 2 M HCI-Lésung waschen (entladen und mit CI-beladen)
.mit 1 M NaOH-L6sung waschen (OH -beladen)

. mit Wasser waschen bis pH neutral

. mit 2 M Essigsdure-Losung waschen (Acetat-beladen)

~N &N U1 AW N~

. mit Wasser demin. Waschen bis neutral

Sdulenchromatographie: Kieselgel 60 (KorngroéBe 70-230 mesh), Merck

Diinnschichtchromatographie: Kieselgel-Fertigfolien (Kieselgel 60, F,,), Merck
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7.2. HPL.C-Bedingungen

7.2.1. Reaktionsmonitoring der Hydroxytryptophan-Synthesen

Siule: Nucleosil 120-3 RP 18, 125x4 mm
mit 20x2 mm Vorsaule

Detektion: UV bei 280 nm

Flow: 1 mL/min

Temperatur: 25°C (RT)

Eluent: A: 0.1% TFA in bidest. Wasser

B: Acetonitril

min A ) B (%)
0 90 10
15 60 40
17 60 40
18 90 10
23 90 10

7.2.2. Synthesen und Bildungsbedingungen von IMT, dhPIT und IMTHCC

Saule: Nucleosil 120-3 RP 18, 125x4 mm
mit 20x2 mm Vorsdule

Detektion: UV bei 220 nm oder 280 nm

Flow: 1 mL./min

Temperatur: 25°C (RT)

Eluent: A: 0.1% TFA in bidest. Wasser

B: Acetonitril

min A(%) B (%)

0 90 10
20 50 50
25 50 50
26 90 10

34 90 10
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7.3. Synthese von 4-, 6- und 7-Hydroxytryptophan

7.3.1. Synthese von 6-Benzyloxy-2-nitrotoluol (4-OH-Trp)

Durchfiithrung:

Eine Mischung aus 14.5 g (95 mmol) 2-Methyl-3-nitrophenol, 13 g (105 mmol) Benzylchlorid,
13 g (95 mmol) wasserfreies Kaliumcarbonat und 95 mL DMF wutrde 1.5 h bei 90°C erhitzt. Das
DMF wurde am Vakuumrotationsverdampfer entfernt. AnschlieBend wurde das Rohprodukt mit
46 mL 1 M NaOH-Losung versetzt und die Suspension 30 min bei RT geriihrt. Die wiB3rige Pha-
se wurde dreimal mit je 95 mL Diethylether ausgeschiittelt. Die vereinigten Etherphasen wurden
Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und unter Vakuum bis zur Trockne eingeengt. Nach dem
Erkalten bildete sich ein gelber Feststoff. Das Rohprodukt wurde in 30 mL Methanol umkristalli-

siert. Der gelbe Feststoff wurde abgesaugt, mit kaltem Methanol gewaschen und getrocknet.

Reaktionsverfolgung: BC-.NMR ( 100 MHz, CDCI; ): =11.8
DC (CH,), 70.9 (CH,), 115.4 (C-3), 116.1 (C-5),
mobile Phase:  n-Hexan/Dichlormethan 122.5 (C-1), 126.7 (C-4), 127.2-136.3 (5C,
(1:1; VV) Copenst)s 1489 (C-2), 157.5 (C-6) ppm.
R Wert: 0.60

MS ( 70 eV, EI ): 243 (27, M+), 227 (4),
Ausbeute: 165 (3), 153 (5), 152 (10), 121 (3), 105 (52),
18.1 g (74 mmol) 6-Benzyloxy-2-nitrotoluol 92 (8), 91 (100, C,H,), 89 (1), 77 (1), 65 (9),

(78%, bezogen auf 2-Methyl-3-nitrophenol). 52 (2).
Charakterisierung: IR (KBr): 657 (w), 703 (s), 735 (m), 756 (m),
OBz 783 (m), 794 (m), 836 (m), 993 (m), 1004
. 6l 1 CHs (m), 1021 (m), 1053 (s, Ether), 1176 (m),
) 1191 (m), 1212 (m), 1264 (s, Ether), 1305
4 = NOy (w), 1363 (s, NO,), 1461 (m), 1453 (m), 1499

(m), 11523 (s, NO,), 1534 (s), 1606 (m),

'H-NMR ( 400 MHz, CDCI,): 5=2.40
( % Y G, 2881 (m), 2935 (w), 2985 (w), 3096 (w).

3H, CH,), 512 (s, 2H, CH,), 7.08 (d, 1H,
H-5), 7.12 (dd, 1H, H-4), 7.30-7.44 (m, GH,

Schmelzpunkt: 62°C
H-3 und H, .. ) ppm.
o . Elementaranalyse:
tanten:
opplungskonstanten Element ¢ | H|N

T s=T-8, Jrrarrs=8.1 Hz.
Juis1a=T8, Juvanes g berechnet [%] | 69.1 | 53 | 5.8

gefunden [%] | 692 | 54 | 5.9
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7.3.2. Synthese von 4-Benzyloxy-2-nitrotoluol (6-OH-Trp)

Durchfiithrung:

Eine Mischung aus 10 g (65 mmol) 4-Methyl-3-nitrophenol, 9.1 g (80 mmol) Benzylchlorid, 9 g
(65 mmol) wasserfreies Kaliumcarbonat und 65 mL. DMF wurde 1.5 h bei 90°C erhitzt. Das
DMF wurde am Vakuumrotationsverdampfer entfernt. AnschlieBend wurde das Rohprodukt mit
32 mL 1 M NaOH-Losung versetzt und die Suspension 30 min bei RT geriihrt. Die wiB3rige Pha-
se wurde dreimal mit je 65 mL Diethylether ausgeschiittelt. Die vereinigten Etherphasen wurden
Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und unter Vakuum bis zur Trockne eingeengt. Nach dem
Erkalten bildet sich ein gelber Feststoff. Das Rohprodukt wurde in 20 mLL Methanol umkristalli-
siert. Der gelbe Feststoff wurde abgesaugt, mit kaltem Methanol gewaschen und getrocknet.

Reaktionsverfolgung:

DcC

mobile Phase:  n-Hexan/Dichlormethan
(1:1; V:V)

Rf Wert: 0.55

Ausbeute:

10.6 g (44 mmol) 4-Benzyloxy-2-nitrotoluol

g yloxy

68%, bezogen auf 4-Methyl-3-nitrophenol).
2 Y P

Charakterisierung:

® 1 CHs
Ik

BzO 3 NO,

'H.NMR ( 400 MHz, CDCL,): §=2.62 (s,

3H, CH,), 5.29 (s, 2H, CH,), 7.47-7.72 (m,
8H, H-3, H-5, H-6 und H,,,., ) ppm.

BC.NMR ( 100 MHz, CDCI, ): §=18.3
(CH,), 70.6 (CH,), 110.4 (C-3), 120.4 (C-5),
125.5 (C-1), 127.7-128.6 (5C, Cppenn)> 1336
(C-6), 136.9 (C,....), 150.0 (C-2), 157.7 (C-6)

phenyl.

MS ( 70 eV, EI ): 243 (5, M"), 92 (8), 91
(100, C,H,), 89 (1), 65 (7).

IR (KBr): 697 (m), 747 (m), 813 (m), 837
(w), 847 (w), 863 (w), 1014 (s, Ether), 1079
(w), 1154 (w), 1199 (w), 1232 (s, Ether),
1282 (m), 1307 (m), 1344 (s, NO,), 1382
(m), 1407 (w), 1452 (m), 1465 (w), 1508 (m),
1518 (s, NO,), 1569 (w), 2853 (w), 2935 (w),
2935 (w), 3031 (w), 3094 (w).

Schmelzpunkt: 50°C
Elementaranalyse:
Element C | H| N

berechnet [%] | 69.1 | 53 | 5.8

gefunden [%] 69.1 | 54 | 5.8
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7.3.3. Synthese von 3-Benzyloxy-2-nitrotoluol (7-OH-Trp)

Durchfiithrung:

Eine Mischung aus 11.7 g (76 mmol) 3-Methyl-2-nitrophenol, 10.6 g (84 mmol) Benzylchlorid, 11
g (76 mmol) wasserfreies Kaliumcarbonat und 75 mIL. DMF wurde 1.5 h bei 90°C erhitzt. Das
DMF wurde am Vakuumrotationsverdampfer entfernt. AnschlieBend wurde das Rohprodukt mit
37 mL 1 M NaOH-Losung versetzt und die Suspension 30 min bei RT geriihrt. Die wiB3rige Pha-
se wurde dreimal mit je 75 mL Diethylether ausgeschiittelt. Die vereinigten Etherphasen wurden
Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und unter Vakuum bis zur Trockne eingeengt. Der ver-
bleibende braun-6lige Riickstand wurde in 20 mL. Methanol umkristallisiert. Der gelbe Feststoff

wurde abgesaugt, mit kaltem Methanol gewaschen und getrocknet.

Reaktionsverfolgung:

DC

mobile Phase:  n-Hexan/Dichlormethan
(1:1; V:V)

Rf Wert: 0.53

Ausbeute:

13.6 55 mmol) 3-Benzyloxy-2-nitrotoluol

g yloxy

73%, bezogen auf 3-Methyl-2-nitrophenol).
24 Y p

MS ( 70 eV, EI ): 243 (10, M"), 137 (9), 92
9), 91 (100, C,H,), 89 (1), 77 (1), 66 (1), 65
), 51 (1).

IR (KBr): 658 (m), 698 (m), 742 (m), 756
(m), 775 (m), 850 (m), 910 (w), 1000 (w),
1002 (w), 1028 (w), 1064 (m, Ether), 1085
(m), 1220 (w), 1251 (m), 1273 (s, Ethes),
1370 (m), 1449 (m), 1463 (m), 1477 (m),

1499 (m), 1531 (s, NO,), 1582 (m), 1615

Charakterisierung: (m), 1722 (m), 2873 (w), 2962 (w), 3037 (w),
2 .
1 _CHs 3065 (w), 3370 (w), 3425 (m)
4 2 Schmelzpunkt: 36°C
OBz
L Elementaranalyse:
H-NMR ( 400 MHz, CDCI,): 6=2.30 (s, Element cC THI N

3H, CH,), 5.14 (s, 2H, CH,), 6.82-7.35 (m,

berechnet [%] | 69.1 | 53 | 5.8
8H, H-4, H-5, H-6 und H .., ) ppm.

gefunden [%] | 92 | 54 | 5.7

BC.NMR ( 100 MHz, CDCI, ): $=16.9
(CH,), 70.9 (CH,), 111.6 (C-4), 122.9 (C-6),
127.0-128.7 (5C, Ceny)> 1305 (C-1 und C-
2), 131.1 (C-5), 135.7 (Cppeny)> 149.8 (C-3)
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7.3.4. Synthese von (E)-6-Benzyloxy-2-nitro-B-pyrrolidinostyren (4-OH-Trp)

Durchfiithrung:

Zu einer Losung aus 17.5 g (72 mmol) 6-Benzyloxy-2-nitrotoluol in 40 mL DMF wurden 10.2 g
(84 mmol) N,N-Dimethylformamiddimethylacetal und 5.9 g (84 mmol) Pyrrolidin gegeben. Die
Lésung wurde unter Schutzgas 3 h zum Sieden erhitzt. Die flichtigen Bestandteile wurden am
Rotationsverdampfer entfernt und der blutrote Ruckstand in 20 mL Dichlormethan und 160 mL
Methanol gelost. Die Losung wurde auf ein Volumen von 140 mL unter Vakuum eingeengt und
dann auf 5°C abgekiihlt, wobei ein roter Feststoff auskristallisiert. Dieser wurde abgesaugt und
mit kaltem Methanol gewaschen. Die Mutterlauge wurde verdampft und der rote Riickstand in

Methanol umkristallisiert, abgesaugt und gewaschen. Es wurden rot-glinzende Bléttchen erhalten.

Reaktionsverfolgung: “C-NMR ( 100 MHz, CDCI, ): $=25.2 (C-
DC 10 und C-11), 48.6 (C-9 und C-12), 71.3
mobile Phase:  Diethylether/Petrolether (CH,), 86.4 (C-8), 114.9 (C-3), 117.4 (C-5),
(1:1; V2V) 121.0 (C-4), 124.6 (C-1), 127.7-128.6 (5C,
R Wert: 0.52 Copen)s 136.5 (C-2), 143.5 (C-7), 147.8
(Copeast)> 155.5 (C-6) ppm.
Ausbeute:
22.7 g (70 mmol) (E)-6-Benzyloxy-2-nitro-B- MS (70 eV, EI ): 324 (28, M"), 308 (2), 307
pyrrolidinostyren  (97%, bezogen 6-Ben- (10), 234 (13), 233 (79, C,H, ), 216 (23), 187
zyloxy-2-nitrotoluol). (10), 186 (24), 173 (10), 148 (9), 118 (27),
112 (14), 98 (40), 91 (100, C,H.), 84 (12), 71
Charakterisierung: (11), 70 (42), 65 (11), 56 (23), 55 (71).
9 10
0Bz IR (KBr): 703 (m), 753 (m), 775 (w), 845
e 2NN (w), 948 (w), 1036 (m, Fther), 1098 (w),
1 8 12 1147 (m), 1167 (w), 1181 (w), 1209 (m),
4N 2No 1224 (m), 1239 (m), 1260 (s, Ether), 1293
TH-NMR ( 400 MEz, CDCL): 5158 (m. (m), 1314 (m), 1360 (m), 1392 (s), 1457 (m),
4H, H-10 und H-11), 3.17 (m, 4H, H-9 und 1480 (m), 1511 (s, NO,), 1584 (), 1617 (),
H-12), 5.12 (s, 2H, CH,), 5.30 (d, 1H, H-8), 2853 (m), 2919 (w), 2951 (w), 2963 (w).
6.86 (dd, H-4), 6.98 (d, H-5), 7.26 (d, H-3) Schmelzpunkt: 92°C
7.33-7.48 (m, 5H, H,..)), 7.78 (d, 1H, H-7)
ppm. Elementaranalyse:
Element C H | N
Kopplungskonstanten: berechnet [%] | 70.7 | 6.2 | 8.6
Tooans=T.9 v 11580, Tz =16.2 Hz, gefunden [%] | 704 | 6.2 | 8.6
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7.3.5. Synthese von (E)-4-Benzyloxy-2-nitro-B-pyrrolidinostyren (6-OH-Trp)

Durchfiithrung:

Zu einer Losung aus 8 g (33 mmol) 4-Benzyloxy-2-nitrotoluol in 18 mL DMF wurden 4.7 g (38
mmol) N,N-Dimethylformamiddimethylacetal und 2.9 g (38 mmol) Pyrrolidin gegeben. Die L.6-
sung wurde unter Schutzgas 5.5 h zum Sieden erhitzt. Die flichtigen Bestandteile wurden am
Rotationsverdampfer entfernt und der blutrote Riickstand in 9 mL Dichlormethan und 72 mL
Methanol gelost. Die Losung wurde auf ein Volumen von 63 mL unter Vakuum eingeengt und
dann auf 5°C abgekiihlt, wobei ein roter Feststoff auskristallisiert. Dieser wurde abgesaugt und
mit kaltem Methanol gewaschen. Die Mutterlauge wurde verdampft und der rote Riickstand in

Methanol umkristallisiert, abgesaugt und gewaschen. Es wurden rot-glinzende Bléttchen erhalten.

Reaktionsverfolgung: “C-NMR ( 100 MHz, CDCI, ): $=25.3 (C-

DC 10 und C-11), 49.1 (C-9 und C-12), 70.5

mobile Phase:  Diethylether/Petrolether (CH,), 91.6 (C-8), 109.5 (C-3), 122.2 (C-5),
(1:1; V:V) 125.7 (C-6), 127.6-128.7 (5C, C peny)> 130.0

R-Wert: 0.25 (C-1), 136.7 (Cppeny1)> 139.5 (C-7), 154.1 (C-4)

ppm.
Ausbeute:
9.5 ¢ (29 mmol) (E)-4-Benzyloxy-2-nitro-B- MS (70 eV, EI ): 324 (21, M), 307 (4), 233

(100, C,H,), 226 (5), 216 (4), 187 (5), 186
_ (15), 163 (3), 159 (20), 132 (3), 131 (10), 112
oxy-2-nitrotoluol). 8), 99 (3), 92 (7), 91 (80, C,H,), 90 (3), 71
9), 70 (16), 65 (6).

pyrrolidinostyren (88%, bezogen 4-Benzyl-

Charakterisierung:
IR (KBr): 705 (m), 759 (m), 823 (m), 938
. 9 10 (m), 1008 (s, Ether), 1109 (m), 1141 (s), 1176
. 6 N 11 (m), 1198 (m), 1220 (m), 1275 (s, Ether),
/@i/\s/ 12 1332 (m), 1346 (m), 1369 (m), 1395 (s), 1449
BzO4 ;2 NO; (m), 1509 (s, NO,), 1554 (m), 1607 (s), 2842

"H.NMR ( 400 MHz, CDCL): 5=1.94 (m, (w), 2971 (w).

4H, H-10 und H-11), 3.29 (m, 4H, H-9 und

Schmelzpunkt: 110.5°C

H-12), 5.05 (s, 2H, CH,), 5.85 (d, 1H, H-8), camelzpunit
7.05 (d, 1H, H-5), 7.10 (d, 1H, H-7) 7.30-

Elementaranalyse:
7.45 (m, 6H, H-6 und H,.,), 7.50 (s, 1H,

i Element C H | N

H-3) ppm.

berechnet [%] | 70.7 | 6.2 | 8.6

0,

Kopplungskonstanten: gefunden [%] | 701 | 6.3 | 8.6

?’JH—S,H76:7'9, 3_]}{,7’]4,8:16.3 Hz.
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7.3.6. Synthese von (E)-3-Benzyloxy-2-nitro-B-pyrrolidinostyren (7-OH-Trp)

Durchfiithrung:

Zu einer Losung aus 13 g (53 mmol) 3-Benzyloxy-2-nitrotoluol in 30 mL DMF wurden 7.8 g (64
mmol) N,N-Dimethylformamiddimethylacetal und 4.5 g (64 mmol) Pyrrolidin gegeben. Die L.6-
sung wurde unter Schutzgas 3 h zum Sieden erhitzt. Die fliichtigen Bestandteile wurden am Ro-
tationsverdampfer entfernt und der blutrote Riickstand in 15 mL Dichlormethan und 123 mL
Methanol gelost. Die Losung wurde auf ein Volumen von 100 mL unter Vakuum eingeengt und
dann auf 5°C abgekiihlt. Das Produkt kristallisiert nicht aus und wurde nach Entfernen des Lo-

sungsmittels am Rotationsverdampfer direkt weiter umgesetzt.

Reaktionsverfolgung:
DC

mobile Phase:  Diethylether/Petrolether

(1:1; V:V)
R Wert: 0.15

Charakterisierung:

A

NO,
OBz

Das Produkt wurde ohne Charakterisierung

tiir die nichste Reaktionsstufe eingesetzt.
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7.3.7. Synthese von 4-Benzyloxyindol (4-OH-Trp)

Durchfiihrung:

Zu einer Losung aus 22.2 g (68 mmol) (E)-6-Benzyloxy-2-nitro-3-pyrrolidinostyren in 140 mL
THF und 140 mL Methanol wurden bei 30°C unter Schutzgas nacheinander 1.4 mL Raney Nik-
kel und 6.0 mL (103 mmol) Hydrazinhydroxid (85 %) gegeben. Eine kriftige Gasentwicklung
wurde beobachtet. Die zuerst rote Losung verfirbte sich dunkelbraun wobei die Reaktionstempe-
ratur auf 46°C ansteigt. Im Abstand von 30 min wurden noch zweimal weitere 6.0 mL Hydrazin-
hydroxid (85 %) zugegeben. Die Temperatur wurde fiir 2 h nach der letzten Zugabe zwischen 45-
50°C gehalten. AnschlieBend wurde der Katalysator mittels Filtration durch ein Bett aus Celiten
entfernt und mit Dichlormethan gewaschen. Das Filtrat wurde bis zur Trockne eingeengt und
Wassetreste mit Toluol azeotrop entfernt. Das Rohprodukt wurde in wenig Toluol/Cyclohexan
(1:1) gelost und durch Sdulenchromatographie tiber Kieselgel mit Toluol/Cyclohexan (1:1) als
Eluent gereinigt. Das Eluat wurde unter Vakuum eingeengt und die resultierenden weillen Kri-

stalle aus einer Mischung aus Toluol/Cyclohexan (1:4; V:V) umkristallisiert.

Reaktionsverfolgung: “C-NMR ( 100 MHz, CDCI; ): =69.9
DcC (CH,), 100.1 (C-3), 101.1 (C-5), 104.6 (C-7),
mobile Phase:  Diethylether/Petrolether 118.9 (C-3a), 122.6 (C-6), 122.7 (C-2), 127.3-
(1:2; V:V) 128.5 (5C, Cpen)> 137.3 (C-Ta), 137.6
R Wert: 0.33 (Copenyt)> 152.6 (C-4) ppm.
Ausbeute: MS ( 70 eV, EI ): 223 (40, M"), 132 (50,
11.2 g (50 mmol) 4-Benzyloxyindol (74%, C;Hy), 104 (23), 91 (100, C,Hy), 77 (1), 65
. . ).
bezogen (E)-6-Benzyloxy-2-nitro-B-pyrroli- IR (KBr): 505 (s), 522 (m), 692 (s), 724 (),
dinostyren). 728 (m), 750 (s), 851 (m), 914 (m), 963 (m),
Charakterisierung: 1012 (s), 1048 (s, Ether), 1079 (s), 1122 (m),
o 1171 (m), 1207 (m), 1241 (s, Ether), 1280 (s),
Z
4 1360 (s), 1381 (m), 1413 (s), 1439 (m), 1453
5 3a | 3 (m), 1468 (m), 1501 (s), 1586 (s), 1611 (m),
5 SN2 2885 (m), 2940 (m), 3030 (m), 3064 (m),
7 1 3110 (m), 3132 (m), 3433 (s, NH).
"H-NMR ( 400 MHz, CDCIL,): 5=5.22 (s,
2H, CH,), 6.57 (d, 1H, H-5), 6.72 (d, 1H, Schmelzpunkt: 61°C
H-3), 7.03 (d, 1H, H-7), 7.06 (dd, 1H, H-6),
711 (d, 1H, H-2), 7.22-7.50 (m, 5H, H,,...), Elementaranalyse:
8.09 (s, 1H, NH) ppm. Element ¢ | H| N
berechnet [%] | 80.6 | 58 | 6.3
Kopp]ungskonstanten: geﬁmden [%] 80.6 5.9 6.3
3] 1—1-2,}1-3:2-9, 3] H—5,H—()Z7'6> 3] H—(),H—7:7'8 Hz.
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7.3.8. Synthese von 6-Benzyloxyindol (6-OH-Trp)

Durchfiithrung:
Zu einer Losung aus 9.2 g (28 mmol) (E)-4-Benzyloxy-2-nitro-B-pyrrolidinostyren in 60 mL. THF
und 60 mL Methanol wurden bei 30°C unter Schutzgas nacheinander 0.6 mL Raney Nickel und
2.5 mL (42 mmol) Hydrazinhydroxid (85 %) gegeben. Fine kriftige Gasentwicklung wurde beob-
achtet. Die zuerst rote Losung verfirbte sich dunkelbraun wobei die Reaktionstemperatur auf
46°C ansteigt. Im Abstand von 30 min wurden noch zweimal weitere 2.5 mL Hydrazinhydroxid
(85%) zugegeben. Die Temperatur wurde fir 2 h nach der letzten Zugabe zwischen 45-50°C ge-
halten. AnschlieBend wurde der Katalysator mittels Filtration durch ein Bett aus Celiten entfernt
und mit Dichlormethan gewaschen. Das Filtrat wurde bis zur Trockne eingeengt und Wasserreste
mit Toluol azeotrop entfernt. Das Rohprodukt wurde in wenig Toluol/Cyclohexan (1:1) gelést
und durch Saulenchromatographie tiber Kieselgel mit Toluol/Cyclohexan (1:1) als Eluent gerei-
nigt. Das Eluat wurde unter Vakuum eingeengt und die resultierenden weillen Kristalle aus einer
Mischung aus Toluol/Cyclohexan (1:3; V:V) umkristallisiert.
“C-NMR ( 100 MHz, CDCI; ): 8=70.7
DC (CH,), 96.0 (C-7), 102.5 (C-5), 110.7 (C-3),
mobile Phase:  Diethylether/Petrolether 121.2 (C-4), 122.4 (C-3a), 123.1 (C-2), 127.5-
(1:2; V:V) 1285 (5C, Cppen)> 136.4 (C-7a), 137.6 (C
Rr-Wert: 0.32 wt) 155.6 (C-6) ppm.
MS ( 70 eV, ET ): 233 (36, M"), 133 (10),

Reaktionsverfolgung:

phe-

Ausbeute:

4.06 g (18 mmol) 6-Benzyloxyindol (64%,
bezogen (E)-4-Benzyloxy-2-nitro-B-pyrroli-
dinostyren).

Charakterisierung:

4
3a 3

5 |

BzO 7aNH~ 2
7 1
'H.NMR ( 400 MHz, CDCL,): 5=5.10 (s,
2H, CH,), 6.47 (d, 1H, H-3), 6.88 (d, 1H,
H-5), 6.91 (d, 1H, H-7), 7.07 (d, 1H, H-2),
7.29-7.44 (m, 5H, H,,..), 7.52 (d, 1H, H-4),
7.96 (s, 1H, NH) ppm.

Kopplungskonstanten:
3] 1—1-2,}1-3:3-2, BJH_4’H_5:8.2 Hz.

132 (100, C,H.), 104 (21), 103 (1), 92 (7), 91
(91, C,H,), 89 (3), 78 (3), 77 (9), 76 (2), 65
(13), 63 (2), 52 (1), 51 (5).

IR (KBr): 518 (m), 536 (m), 626 (s), 698 (s),

721 (s), 744 (s), 763 (s), 815 (s), 825 (s), 848
(m), 898 (m), 916 (m), 939 (m), 958 (s), 996
(s), 1063 (m), 1091 (s, Ether), 1124 (s), 1175
(s), 1219 (s), 1253 (s, Ether), 1292 (s), 1325
(m), 1343 (s), 1378 (m), 1405 (s), 1456 (s),
1496 (m), 1508 (m), 1579 (m), 1623 (s), 1886
(m), 2873 (m), 2917 (m), 2931 (m), 2946 (m),
3008 (m), 3029 (m), 3064 (m), 3100 (m),
3365 (5)-3388 (s) (NH).

Schmelzpunkt: 117°C
Elementaranalyse:
Element C | H| N

berechnet [%] | 80.6 | 5.8 | 6.3

gefunden [%] | 803 | 5.8 | 6.2
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7.3.9. Synthese von 7-Benzyloxyindol (7-OH-Trp)

Durchfiithrung:

Zu einer Losung aus 10 g (31 mmol) (E)-3-Benzyloxy-2-nitro-B-pyrrolidinostyren in 60 mL. THF
und 60 mL Methanol wurden bei 30°C unter Schutzgas nacheinander 0.63 mL Raney Nickel und
2.7 mL (46 mmol) Hydrazinhydroxid (85 %) gegeben. Fine kriftige Gasentwicklung wurde beob-
achtet. Die zuerst rote Losung verfirbte sich dunkelbraun wobei die Reaktionstemperatur auf
46°C ansteigt. Im Abstand von 30 min wurden noch zweimal weitere 2.7 mL Hydrazinhydroxid
(85%) zugegeben. Die Temperatur wurde fir 2 h nach der letzten Zugabe zwischen 45-50°C ge-
halten. AnschlieBend wurde der Katalysator mittels Filtration durch ein Bett aus Celiten entfernt
und mit Dichlormethan gewaschen. Das Filtrat wurde bis zur Trockne eingeengt und Wasserreste
mit Toluol azeotrop entfernt. Das Rohprodukt wurde in wenig Toluol/Cyclohexan (1:1) gelést
und durch Saulenchromatographie tiber Kieselgel mit Toluol/Cyclohexan (1:1) als Eluent gerei-
nigt. Das Eluat wurde unter Vakuum eingeengt und die resultierenden weillen Kristalle aus einer
Mischung aus Toluol/Cyclohexan (1:3; V:V) umkristallisiert.

Reaktionsverfolgung: PC-NMR ( 100 MHz, CDCI, ): 5=70.2
DC (CH,), 102.8 (C-6), 103.0 (C-5), 113.7 (C-3),
mobile Phase:  Diethylether/Petrolether 120.1 (C-4), 123.7 (C-2), 126.6 (C-3a), 127.8-
(1:2; ViV) 1286 (5C, Copenp)s  129.3  (C-Ta), 137.1
Ry Wert: 0.68 (Coheny)> 145.4 (C-7) ppm.
Ausbeute: MS (70 eV, EI ): 223 (27, M"), 132 (9), 105
6.91 g (31 mmol) 7-Benzyloxyindol (587, (1), 104 (15), 92 (8), 91 (100, C,H.), 89 (2),78
bezogen 3-Benzyloxy-2-nitrotoluol). (2), 77 (5),76 (1), 65 (9), 63 (1), 51 (3).

Charakterisierung:

IR (KBr): 532 (w), 696 (m), 719 (s), 730 (s),
5 32 | 3 755 (m), 784 (s), 969 (m), 1026 (w), 1070 (s,
6N i 2 Ether), 1109 (m), 1174 (w), 1213 (w), 1255
7 1 (s, Ether), 1290 (m), 1338 (m), 1363 (w),
OBz 1379 (m), 1419 (m), 1440 (m), 1490 (m),
1 L S—
H-NMR ( 400 MHz, CDCly): 5=5.18 (s, 1577 (s), 1627 (w), 2861 (w), 3370 (s, NH),
2H, CH,), 6.52 (d, 1H, H-3), 6.70 (dd, 1H, 3401 (m).
H_5)9 7.02 (d9 1H’ H_6>3 7.12 (d’ 1H’ H_2>’ SC]]IHC‘]ZPUHI{I‘.' 74°C
7.26 (d, 1H, H-4), 7.32-7.48 (m, 5H, H,..),
8.36 (s, 1H, NH) ppm. Elementaranalyse:
Element C H | N
Kopplungskonstanten: berechnet [%] | 80.6 | 58 | 6.3

3 PO —gn 3 _
Ji205=3-2, Tuans=8.2, Jusue=7-6 Hz gefunden [%] | 80.9 | 6.0 | 6.3
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7.3.10. Synthese von 4-Benzyloxygramin

Durchfiithrung:

Unter Eiskithlung wurden 36 mL Dioxan, 36 mL Eisessig, 2.9 mL 37%ige Formaldehydlésung

und 8 mL 40%ige Dimethylaminlésung gerithrt. Eine Losung aus 8 g (36 mmol) 4-

Benzyloxyindol, gelost in 36 mL Dioxan, wurde innerhalb von 20 min zu der eisgekiithlten Lo-

sung getropft. Die Losung wurde 2 h unter Fiskithlung und anschlieBend 24 h bei RT gertihrt.

Danach wurden 260 mL Wasser hinzugegeben und das Gramin mit 1 M NH,-Losung ausgefillt.

Der weille Feststoff wurde abgesaugt, mit Wasser gewaschen und getrocknet.

Ausbeute:
10.5 g (36 mmol) 4-Benzyloxygramin (100%,
bezogen auf 4-Benzyloxyindol).

Charakterisierung:
9

OBz CHs

4 /s
5 3a 8 l\{

| CH3
6 ZANH 2 10
1

'H-.NMR ( 400 MHz, DMSO): 5=2.08 (s,
3H, H-9), 2.10 (s, 3H, H-10), 3.64 (s, 2H,
H-8), 5.14 (s, 2H, CH,), 6.49 (dd,1H, H-6),
6.94 (d, 1H, H-5), 6.98 (d, 1H, H-7), 7.03 (s,
1H, H-2), 7.5-7.57 (m, 5H, H,,..,,;) ppm.

Kopplungskonstanten:
3.]H-5,H-(>:7-2, 3JH_(,,H_7:8.1 Hz.

BC.NMR ( 100 MHz, DMSO): 5= 45.4
(C-9 und C-10), 55.7 (C-8), 69.9 (CH,), 101.1
(C-7), 105.9 (C-5), 112.4 (C-3), 118.2 (C-3a),
122.5 (C-6), 124.3 (C-2), 128.4-129.2 (5C,
Corenpt)s 137:8 (Cppeny)s 138.5 (C-Ta), 154.0

(C-4) ppm.

MS (70 eV, EI ): 280 (M), 277 (1), 237 (1),
236 (7), 235 (30), 234 (3), 208 (5), 189 (2),
146 (6), 145 (3), 117 (4), 92 (9), 91 (100,
C,H,), 89 (6), 77 (1), 65 (11), 63 (6), 51 (2.

IR (KBr): 692 (m), 712 (m), 726 (s), 755 (s),
782 (m), 820 (m), 833 (m), 848 (m), 969 (m),
1000 (m), 1079 (s, Ether), 1174 (m), 1247 (s,
Ether), 1260 (s), 1284 (m), 1352 (m), 1363
(m), 1378 (m), 1439 (m), 1453 (s), 1513 (),
1542 (m), 1586 (m), 2701 (m), 2711 (m),
2749 (m), 2770 (s), 2979 (m),3003 (m), 3033-
3138 (m, NH).

Schmelzpunkt: 168°C
Elementaranalyse:
Element C | H| N

berechnet [%] | 77.1 | 7.1 | 10.0

gefunden [%] 772 1 73 199
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7.3.11. Synthese von 6-Benzyloxygramin

Durchfiihrung:

Unter Hiskithlung wurden 18 mL Dioxan, 18 mL Eisessig, 1.47 mL 37%-ige Formaldehydlésung

und 4 mL 40%-ige Dimethylaminlésung gertihrt. Eine Losung aus 4 g (18 mmol) 6-Benzyloxy-

indol, gel6st in 18 mL Dioxan, wurde innerhalb von 20 min zu der eisgekiithlten Losung getropft.

Die Lésung wurde 2 h unter Fiskithlung und anschlieBend 24 h bei RT gertihrt. Danach wurden

130 mL Wasser hinzugegeben und das Gramin mit 1 M NH,-Losung ausgefillt. Der weil3e Fest-

stoff wurde abgesaugt, mit Wasser gewaschen und getrocknet.

Ausbeute:
5 g (18 mmol) 6-Benzyloxygramin (100%,
bezogen auf 6-Benzyloxyindol).

Charakterisierung:
9
4 ,CH3
5 3a | 8 l\{
CH
6 > 10°
BzO 7aNH
7 1

"H.NMR ( 400 MHz, DMSO): §=2.24 (s,
3H, H.9), 2.28 (s, 3H, H-10), 3.23 (s, 2H,
H-8), 4.88 (s, 2H, CH,), 6.48 (d,1H, H-5),
6.70 (s, 1H, H-7), 6.81 (s, 1H, H-2), 7.07-
719 (m, 5H, H..), 7.24 (d, 1H, H-4),

Kopplungskonstanten:
Vians=8.6 Hz.

BC.NMR ( 100 MHz, DMSO): 5= 40.2
(C-9), 41.0 (C-10), 554 (C-8), 70.3 (CH,),
96.7 (C-7), 110.0 (C-5), 112.6 (C-3), 120.6
(C-4), 123.0 (C-3a), 124.0 (C-2), 128.4-129.2
(5C, Copenp)s 1378 (Copns)> 1385 (C-Ta),
155.3 (C-6) ppm.

MS (70 eV, EI ): 282 (8, M+), 280 (11),
237 (2), 236 (8), 235 (13), 146 (5), 145 (4),
118 (5), 117 (3), 92 (8), 91 (100, C,H,), 89
), 77 (1), 65 (11), 63 (3), 51 (1), 45 (14).

IR (KBr): 590 (m), 696 (m), 736 (s), 801 (s)
817 (s), 844 (m), 1001 (s, Ether), 1024 (m),
1112 (m), 1126 (m), 1146 (m), 1170 (s), 1242
(m), 1262 (m, Ether), 1277 (m), 1309 (m),
1341 (m), 1460 (s), 1544 (m), 2620 (m), 2678
(m), 2713 (m), 2777 (s), 2817 (s), 2848 (m),
2861 (m), 2881 (m), 2933 (m), 2959 (m),
2990 (m), 3019 (m)-3081 (m) (NH).

Schmelzpunkt: 136°C
Elementaranalyse:
Element C | H| N

berechnet [%] | 77.1 | 7.1 | 10.0

gefunden [%] | 769 | 7.3 | 9.9
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7.3.12. Synthese von 7-Benzyloxygramin

Durchfiihrung:

Unter Eiskihlung wurden 30 mL Dioxan, 30 mL FEisessig, 2.4 mL 37%-ige Formaldehydlésung

und 6.7 mL 40%-ige Dimethylaminlésung geriihrt. Eine Loésung aus 6.6 g (30 mmol) 7-

Benzyloxy-indol, gelost in 30 mL Dioxan, wurde innerhalb von 20 min zu der eisgekiihlten L6-

sung getropft. Die Losung wurde 2 h unter Fiskithlung und anschlieBend 24 h bei RT gertihrt.

Danach wurden 220 mL Wasser hinzugegeben und das Gramin mit 1 M NH,-Losung ausgefillt.

Der weille Feststoff wurde abgesaugt, mit Wasser gewaschen und getrocknet.

Ausbeute:
7.42 g (26 mmol) 7-Benzyloxygramin (87%,
bezogen auf 7-Benzyloxyindol).

Charakterisierung:
9
4 ,CHs
5 3a 8 l\{
| CHs
6 7aNH 2 10
7
OBz

'H-NMR ( 400 MHz, DMSO): 5=2.24 (s,
3H, H.9), 2.28 (s, 3H, H-10), 3.64 (s, 2H,
H-8), 5.38 (s, 2H, CH,), 6.85 (dd,1H, H-5),
7.03 (d, 1H, H-6), 7.26 (s, 1H, H-2), 7.33 (d,
1H, H-4), 7.42-7.71 (m, 5H, H ) ppm.

Kopplungskonstanten:
3] Has—9-3, ?jn,(,,H,G: 7.6 Hz.

BC-NMR ( 100 MHz, DMSO): 5= 39.8
(C-9), 41.0 (C-10), 55.3 (C-8), 70.0 (CH,),
103.7 (C-5), 112.4 (C-3), 113.0 (C-6), 119.7
(C-4), 125.0 (C-2), 1274 (C-3a), 128.4-129.2
(5C, Copen)> 1301 (C-72), 1383 (Cm),
138.5 (C-7a), 145.9 (C-7) ppm.

MS (70 eV, EI ): 280 (5, M+), 236 (12),
235 (20), 234 (13), 129 (6), 92 (5), 91 (100,
C,H.), 65 (12), 45 (11).

IR (KBr): 697 (w), 719 (m), 729 (m), 754
(w), 811 (w), 1006 (s, Ether), 1039 (s), 1065
(m), 1124 (w), 1240 (s, Ether), 1261 (s), 1344
(m), 1380 (m), 1434 (w), 1459 (m), 1499 (m),
1562 (w), 1577 (m), 1655 (w), 1720 (w), 1729
(W), 2106 (w), 2172 (w), 2197 (w), 2222 (),
2252 (m), 2281 (m), 2345 (m), 2769 (m),
2788 (w), 2819 (m), 2859 (w), 2935 (w), 2985

(w).

Schmelzpunkt: 142°C
Elementaranalyse:
Element C | H| N

berechnet [%] | 77.1 | 7.1 | 10.0

gefunden [%] 772 1 73 199
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7.3.13. Synthese von 4-Benzyloxyskatylformamidomalonester

Durchfiihrung:

Eine Mischung aus 5 g (18 mmol) 4-Benzyloxygramin, 6 g (30 mmol) Formamidomalonat, 0.5 g
NaOH und 75 mlL Toluol wurde 24 h bei 120°C unter Riickflul und Durchleiten eines starken
Stickstoffstromes gertihrt. Die Freisetzung von Dimethylamin wurde bis zum Ende der Reaktion
mit einem feuchten pH-Papier im Gasraum des Reaktionansatzes nachgewiesen. Die Losung
wurde heil3 filtriert und je zweimal mit Wasser, 1 M HCI-Losung, 1 M NaOH-L&sung und wieder
mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde Gber Natriumsulfat getrocknet und am Ro-

tationsverdampfer eingeengt. Das erhaltene farblose Ol wurde direkt weiter eingesetzt.

Reaktionsverfolgung:

DC

mobile Phase:  Ethylacetat/Hexan/Eisessig
(3:1:1; V:V:V)

Ry Wert: 0.63

Charakterisierung:

OBz CO,CH,CHs
NH—CHO
CO,CH,CHj

NH

Das Produkt wurde ohne Charakterisierung

tir die nichste Reaktionsstufe eingesetzt.
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7.3.14. Synthese von 6-Benzyloxyskatylformamidomalonester

Durchfiithrung:

Eine Mischung aus 5 g (18 mmol) 6-Benzyloxygramin, 6 g (30 mmol) Formamidomalonat, 0.5 g
NaOH und 75 mL Toluol wurde 60 h bei 120°C unter Riickflul und Durchleiten eines starken
Stickstoffstromes gertihrt. Die Freisetzung von Dimethylamin wurde bis zum Ende der Reaktion
mit einem feuchten pH-Papier im Gasraum des Reaktionansatzes nachgewiesen. Die Losung
wurde heil3 filtriert und je zweimal mit Wasser, 1 M HCI-Losung, 1 M NaOH-L&sung und wieder
mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde Gber Natriumsulfat getrocknet und am Ro-

tationsverdampfer eingeengt. Der erhaltene weille Feststoff wurde in 96%-igem Ethanol umkri-

stallisiert.

Reaktionsverfolgung:

DC

mobile Phase:  Ethylacetat/Hexan/Hisessig
(3:1:1; V:V:V)

R Wert: 0.73

Ausbeute:
4.9 g (11 mmol) 6-Benzyloxyskatylformami-
domalonester (61%, bezogen auf 6-Benzyl-

oxygramin).

Charakterisierung:

10 11 12
CO,CH,CHs
85— NH—CHO13
CO,CH,CHs

BzO 7aNH

7 1

'H-NMR ( 400 MHz, CDCI,): 5=1.27 (,
GH, H-12), 3.82 (s, 2H, H-8), 4.22 (q, 4H,
H-11), 5.08 (s, 2H, CH,), 6.81-6.88 (m, 3H,
H-2, H-5 und H-7), 7.30-7.44 (m, 5H, H,,,
o) 746 (d, 1H, H-4), 8.00 (bs, 1H, NH),
8.15 (s, 1H, H-13) ppm.

Kopplungskonstanten:
Tians=8.3 Hz.

BC-NMR ( 100 MHz, DMSO): $=14.0
(C-12), 28.3 (C-11), 62.8 (C-8), 66.8 (C-9),
70.6 (CH,), 96.0 (C-7), 108.9 (C-3), 110.4
(C-5), 119.5 (C-4), 122.2 (C-2), 122.6 (C-3a),
127.5-128.6 (5C, Cppem), 1364 (C-Ta), 155.7
(C-6), 160.0 (C-13), 167.4 (C-10) ppm.

MS (70 eV, EI ): 280 (5, M+), 236 (12),
235 (20), 234 (13), 129 (6), 92 (5), 91 (100,
C,H,), 65 (12), 45 (11).

IR (KBr): 438 (8, M"), 348 (1), 347 (8), 302
(), 275 (2), 237 (9), 236 (43), 235 (8), 158
(4), 146 (23), 130 (24), 117 (5), 102 (13), 91
(100, C,H,), 85 (43), 74 (CO,C,H.), 65 (10),
46 (17, NHCHO).

Schmelzpunkt: 130°C
Elementaranalyse:
Element C | H| N

berechnet [%] | 65.7 | 6.0 | 6.4

gefunden [%] | 653 | 5.9 | 6.3
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7.3.15. Synthese von 7-Benzyloxyskatylformamidomalonester

Durchfiithrung:

Eine Mischung aus 2.5 g (9 mmol) 7-Benzyloxygramin, 3 g (15 mmol) Formamidomalonat, 0.25 g
NaOH und 38 ml. Toluol wurde 24 h bei 120°C unter Riickflul und Durchleiten eines starken
Stickstoffstromes gertihrt. Die Freisetzung von Dimethylamin wurde bis zum Ende der Reaktion
mit einem feuchten pH-Papier im Gasraum des Reaktionansatzes nachgewiesen. Die Losung
wurde heil3 filtriert und je zweimal mit Wasser, 1 M HCI-Losung, 1 M NaOH-L&sung und wieder
mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde Gber Natriumsulfat getrocknet und am Ro-

tationsverdampfer eingeengt. Das erhaltene farblose Ol wurde direkt weiter eingesetzt.

Reaktionsverfolgung:

DC

mobile Phase:  Ethylacetat/Hexan/Eisessig
(3:1:1; V:V:V)

Ry Wert: 0.90

Charakterisierung:

CO,CH,CH;3
NH—CHO
CO,CH,CH3
NH
OBz

Das Produkt wurde ohne Charakterisierung

fir die nachste Reaktionsstufe eingesetzt.
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7.3.16. Synthese von 4-Benzyloxytryptophan

Durchfiithrung:

Aus 6.0 g (14 mmol) 4-Benzyloxyskatylformamidomalonat, 9 g NaOH und 345 mL Wasser wur-
de cine Suspension hergestellt und unter Rickflul bei 108°C 24 h erhitzt. Die rot-orange Losung
wurde heil3 filtriert und mit 84%-iger o-Phosphorsaure auf pH=2 eingestellt, wobei die freie Ma-
lonsaure austiel. Die Lésung wurde anschlieBend unter Rickfluf3 30 min erhitzt. CO,-Bildung
zeigte den Zerfall der Malonsiure zu Tryptophan an. Die Reaktion wurde mittels HPLC-
Monitoring verfolgt. Nach Beendigung der Reaktion wurde die Losung heil filtriert und mit
25%-igem Ammoniak auf pH=5.9 eingestellt. Das gebildete 4-Benzyloxytryptophan wurde abfil-
triert und getrocknet.

Reaktionsverfolgung: “C-NMR ( 100 MHz, D,0+NaOH): 32.5
HPLC-Bedingungen: siche Kap. 7.2.1. (C-8), 58.2 (C-9), 70.5 (CH,), 101.7 (C-7),

105.9 (C-5), 107.9 (C-3), 122.8 (C-6), 123.0
Ausbeute: (C-2), 127.6 (C-3a), 128.3-129.2 (5C, C ),
1.53 g (11 mmol) 4-Benzyloxytryptophan 137.5 (C-7a), 153.0 (C-4), 183.0 (C-10) ppm.

(28%, bezogen auf 4-Benzyloxygramin).
MS (FAB): 311 (86, M"+H), 236 (32).

Charakterisierung:

IR (KBr): 437 (m), 728 (m), 971 (m), 1073
(s, Ether), 1086 (s), 1167 (m), 1203 (m), 1236
(m), 1268 (m, Ether), 1355 (m), 1405 (m),
1441 (m), 1453 (m), 1506 (s), 1586 (s), 1619
(s), 1652 (s, NH,), 2933 (m, COOH), 3036
(s), 3125 (m) (NH,"), 3214 (s) 3374 (m)

'"H-NMR ( 400 MHz, D,0+NaOH):

H).
8=3.03 (dd, 1H, H-8,), 3.21 (dd, 1H, H-8), (NH)
3.56 (dd, 1H, H-9), 5.25 (d, 2H, CH,), 6.67

Schmelzpunkt: 230°C (Zersetzung)
(dd, 1H, H-6), 7.05 (d, 1H, H-7), 7.09 (d,
1H, H-5), 7.37-7.49 (m, 5H, H,..), 7.55 (s, Elementaranalyse:
HH, H-2) ppm. Element C|H[N
berechnet [%] | 69.7 | 59 | 9.0
Kopplungskonstanten:
gefunden [%] | 69.4 | 5.7 | 8.8

ZJ isorrsp = 140, 3] neseio— 48, 3] Hp 001,
3JH75,H7():8'2, SJH,(,’H,7:7-7 HZ.
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7.3.17. Synthese von 6-Benzyloxytryptophan

Durchfiithrung:

Aus 2 g (4.7 mmol) 6-Benzyloxyskatylformamidomalonat, 3 g NaOH und 115 mL Wasser wurde
eine Suspension hergestellt und unter Rickflu3 bei 108°C 24 h erhitzt. Die rot-orange Losung
wurde heil3 filtriert und mit 84%-iger o-Phosphorsaure auf pH=2 eingestellt, wobei die freie Ma-
lonsaure ausfiel. Die Losung wurde anschlieSend unter RiickfluB3 6 h erhitzt. CO,-Bildung zeigte
den Zerfall der Malonsdure zu Tryptophan an. Die Reaktion wurde mittels HPLC-Monitoring
verfolgt. Nach Beendigung der Reaktion, wurde die Losung heil3 filtriert und mit 25%-igem
Ammoniak auf pH=5.9 eingestellt. Das gebildete 6-Benzyloxytryptophan wurde abfiltriert und

getrocknet.

Reaktionsverfolgung: ®C-NMR ( 100 MHz, D,0+NaOH): 33.2

HPLC-Bedingungen: siche Kap. 7.2.1. (C-8), 58.5 (C-9), 71.2 (CH,), 101.2 (C-7),
106.3 (C-5), 107.7 (C-3), 123.4 (C-2), 127.6

Ausbeute: (C-32), 127.8-129.5 (5C, C, ), 137.5 (C-

1.1 g (4 mmol) 06-Benzyloxytryptophan 7a), 152.5 (C-4), 155.3 (C-6), 183.0 (C-10)

(85%, bezogen auf 6-Benzyloxyformamido- ppm.

malonester).
MS (FAB): 311 (M"+H, 100), 294 (32,

Charakterisierung: -NH,"), 236 (84).
10
4 g, COOH IR (KBr): 501 (m), 536 (m), 696 (m), 757
5 (m), 800 (m), 812 (m), 1027 (m), 1037 (m,
NH; Ether), 1131 (w), 1172 (s), 1265 (m, Ethes),
BzO"6 5 7aN1H 1307 (m), 1312 (m), 1346 (m), 1382 (m),
HENMR (400 MEy, D,0+NaOH): 1405 (m), 1417 (m), 1452 (s), 1498 (m), 1561

(m), 1584 (s), 1621 (s), 1662 (s, NH,), 2745
(w) 2964 (m) (COOH), 3035 (s) - 3088 (m)
(NH,"), 3402 (s, NH).

8=3.14 (dd, 1H, H-8,), 3.22 (dd, 1H, H-8),
3.63 (dd, 1H, H-9), 5.17 (d, 2H, CH,), 6.93
(d, 1H, H-5), 7.14 (s, 1H, H-7), 7.19 (s, 1H,
H-2), 7.45-7.55 (m, 5H, H,,,,.,), 7.68 (d, 1H,

Schmelzpunkt: 230°C (Zersetzung)
H-4) ppm.

Elementaranalyse:
Kopplungskonstanten:

Element C H | N

ZJHfSG,HfSB:14-3, 3JH78(X,H,9:5-1, 3JH78[’),H79:7-6,

5 4T berechnet [%] | 69.7 | 59 | 9.0
Juaps—o.a Az

gefunden [%] | 694 | 5.8 | 8.8
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7.3.18. Synthese von 7-Benzyloxytryptophan

Durchfiithrung:

Aus 3.0 g (7 mmol) 7-Benzyloxyskatylformamidomalonat, 4.5 ¢ NaOH und 173 mL Wasser wur-
de cine Suspension hergestellt und unter Rickflul bei 108°C 24 h erhitzt. Die rot-orange Losung
wurde heil3 filtriert und mit 84%-iger o-Phosphorsaure auf pH=2 eingestellt, wobei die freie Ma-
lonsaure austiel. Die Lésung wurde anschlieBend unter Rickflu3 30 min erhitzt. CO,-Bildung
zeigte den Zerfall der Malonsiure zu Tryptophan an. Die Reaktion wurde mittels HPLC-
Monitoring verfolgt. Nach Beendigung der Reaktion, wurde die Lésung heil3 filtriert und mit
25%-igem Ammoniak auf pH=5.9 eingestellt. Das gebildete 7-Benzyloxytryptophan wurde abfil-
triert und getrocknet.

Reaktionsverfolgung: ®C-NMR ( 100 MHz, D,0+NaOH): 32.4
HPLC-Bedingungen: siche Kap. 7.2.1. (C-8), 58.2 (C-9), 70.3 (CH,), 106.3 (C-5),

107.9 (C-3), 110.1 (C-6), 120.1 (C-4), 124.7
Ausbeute: (C-2), 126.2 (C-3a), 128.1-129.2 (5C, C ),
1.7 g (5 mmol) 7-Benzyloxytryptophan 135.5 (C-7a), 142.0 (C-7), 182.9 (C-10) ppm.

(56%, bezogen auf 7-Benzyloxygramin).
MS (FAB): 311 (100, M"+H), 294 (32), 236
Charakterisierung: (84).

IR (KBr): 437 (m), 728 (m), 971 (m), 1073
(s, Ether), 1086 (s), 1167 (m), 1203 (m), 1236
(m), 1268 (m, Ether), 1355 (m), 1405 (m),
1441 (m), 1453 (m), 1506 (s), 1586 (s), 1619

OBz (s), 1652 (s, NH,), 2933 (m, COOH), 3036
"H.NMR ( 400 MHz, D,0+NaOH): (s), 3125 (m) (NH,"), 3214 (s) 3374 (m)
8=3.14 (dd, 1H, H-8,), 3.22 (dd, 1H, H-8p), (NH).

3.63 (dd, 1H, H-9), 5.17 (d, 2H, CH,), 6.85
(dd, 1H, H-5), 7.03 (d, 1H, H-6), 7.26 (s, 1H, Schmelzpunkt: 235°C (Zersetzung)
H-2), 7.33 (d, 1H, H-4), 7.42-7.71 (m, 5H,

Elementaranalyse:
thcny].) ppm'

Element C H | N
Kopplungskonstanten: berechnet [%] | 69.7 | 59 | 9.0

0,

Josarst=15L D=9, Trnspo=T5, gefunden [%] | 69.4 | 5.8 | 8.8

3.]1—1-4,1-{-5:8'6, 3]H—5,H—6:7-3 Hz.
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7.3.19. Synthese von 4-Hydroxytryptophan

Durchfiithrung:

Ein Gemisch aus 20 mL Ethanol und 20 mL Wasser wurde mit Stickstoff entgast. AnschlieBend
wurden 277 mg Katalysator (Palladium/Aktivkohle) und 273 mg (0.88 mmol) 4-Benzyloxy-

tryptophan in dem Losungsmittelgemisch suspendiert. Die Suspension wurde mit Wasserstoff

gesittigt und unter Durchleiten eines schwachen Wasserstoffstroms 1.5 h gerithrt. Nach Beendi-

gung der Reaktion wurde der Katalysator durch Filtration entfernt und mit Wasser gewaschen.

Das Ethanol wurde unter Vakuum entfernt und die wilirige Lésung gefriergetrocknet.

Reaktionsverfolgung:
HPLC-Bedingungen: siche Kap. 7.2.1.

Ausbeute:
164 mg (75 umol) 4-Hydroxytryptophan
(85%, bezogen auf 4-Benzyloxytryptophan).

Charakterisierung:

COOH
9

7aNH
7 1

'H-NMR ( 400 MHz, D,0): §=3.25 (dd,
1H, H-8,), 3.64 (dd, 1H, H-8g), 4.13 (dd,
1H, H-9), 6.55 (dd, 1H, H-6), 7.07 (d, 1H,
H-7), 7.08 (dd, 1H, H-5), 7.14 (s, 1H, H-2)

Kopplungskonstanten:

ZJ H-80LH- 8B~ 14.8, 3JHfsoc,[—179:4-6: ?’JH—SB,I+928'1>
3JH—5,H7():8'33 3J1+(,,1+7:7-9 Hz.

BC-NMR ( 100 MHz, D,0): 28.4 (C-8),
57.2 (C-9), 104.6 (C-7), 105.4 (C-5), 107.9
(C-3), 122.8 (C-6), 124.7 (C-2), 126.2 (C-3a),
139.5 (C-7a), 150.6 (C-4), 175.4 (C-10) ppm.

MS (FAB): 221 (100, M*+H), 204 (20).

IR (KBr): 511 (m), 529 (m), 954 (w), 1047
(m), 1089 (w), 1104 (w), 1263 (m), 1409 (m),
1421 (m), 1443 (m), 1459 (m), 1474 (m),
1491 (m), 1500 (m), 1507 (m), 1539 (m),
1578 (m), 1627 (s, NH,), 1774 (w), 2344 (w),
2374 (w), 2864 (m)-2991 (m) (COOH), 3066
(m)-3246 (s) (NH,"), 3399 (5)-3422 (s) (NH),
3568 (m), 3588 (w).

Schmelzpunkt: 290°C (Zersetzung)
Elementaranalyse:
Element C | H| N

berechnet [%] | 60.3 | 5.1 | 12.8

gefunden [%] | 60.1 | 49 | 125
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7.3.20. Synthese von 6-Hydroxytryptophan

Durchfiithrung:

Ein Gemisch aus 20 mL Ethanol und 20 mL Wasser wurde mit Stickstoff entgast. AnschlieBend

wurden 200 mg Katalysator (Palladium/Aktivkohle) und 312 mg (1 mmol) 6-Benzyloxytrypto-

phan in dem Lésungsmittelgemisch suspendiert. Die Suspension wurde mit Wasserstoff gesattigt

und unter Durchleiten eines schwachen Wasserstoffstroms 1.5 h gerithrt. Nach Beendigung der

Reaktion wurde der Katalysator durch Filtration entfernt und mit Wasser gewaschen. Das Etha-

nol wurde unter Vakuum entfernt und die willrige Losung gefriergetrocknet.

Reaktionsverfolgung:
HPLC-Bedingungen: siche Kap. 7.2.1.

Ausbeute:
195 mg (89 umol) 6-Hydroxytryptophan
(89%, bezogen auf 6-Benzyloxytryptophan).

Charakterisierung:
10
COCH
4 9

HO 6 7aNH
7 1

'H.NMR ( 400 MHz, D,0): 5=3.34 (dd,
1H, H-8,), 3.42 (dd, 1H, H-8p), 4.02 (dd,
1H, H9), 6.77 (d, 1H, H-5), 6.96 (s, 1H,
H-7), 7.15 (s, 1H, H-2), 7.56 (d, 1H, H-4)

Kopplungskonstanten:

ZJ H-80LH- 8B~ 15.3, ?’JH—BOC,H—‘):L"'SJ ?’JH—SB,HJ):S'Z>
3],,,,4,,4,5:8.1 Hz.

BC-NMR ( 100 MHz, D,0): 29.5 (C-8),
582 (C-9), 101.2 (C-7), 106.4 (C-5), 108.9
(C-3), 118.4 (C-4), 124.7 (C-2), 126.4 (C-3a),
139.5 (C-7a), 155.3 (C-6), 179.3 (C-10) ppm.

MS (FAB): 221 (100, M"+H), 204 (42).

IR (KBr): 489 (w), 518 (m), 544 (m), 601
(m), 807 (m), 823 (m), 1165 (m), 1326 (m),
1395 (m), 1418 (m), 1437 (m), 1458 (m),
1509 (m), 1525 (m), 1577 (m), 1629 (s, NH,),
2929 (m, COOH), 3031 (m), 3269 (m)

(NH,"), 3440 (s) (NH).

Schmelzpunkt: 291°C (Zetsetzung)
Elementaranalyse:
Element C H | N

berechnet [%] | 60.3 | 5.1 | 12.8

gefunden [%] | 598 | 5.3 | 12.3
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7.3.21. Synthese von 7-Hydroxytryptophan

Durchfiithrung:

Ein Gemisch aus 22 mL Ethanol und 22 mlL. Wasser wurde mit Stickstoff entgast. AnschlieBend

wurden 200 mg Katalysator (Palladium/Aktivkohle) und 312 mg (1 mmol) 7-Benzyloxytrypto-

phan in dem Lésungsmittelgemisch suspendiert. Die Suspension wurde mit Wasserstoff gesattigt

und unter Durchleiten eines schwachen Wasserstoffstroms 1.5 h gerithrt. Nach Beendigung der

Reaktion wurde der Katalysator durch Filtration entfernt und mit Wasser gewaschen. Das Etha-

nol wurde unter Vakuum entfernt und die willrige Losung gefriergetrocknet.

Reaktionsverfolgung:
HPLC-Bedingungen: siche Kap. 7.2.1.

Ausbeute:
165 mg (75 wmol) 7-Hydroxytryptophan
(75%, bezogen auf 7-Benzyloxytryptophan).

Charakterisierung:

H
9 COO

'H.NMR ( 400 MHz, D,0): 5=3.25 (dd,
1H, H-8,), 3.45 (dd, 1H, H-8g), 4.04 (dd,
1H, H-9), 6.75 (dd, 1H, H-5), 7.05 (d, 1H,
H-6), 7.07 (s, 1H, H-2), 7.02 (d, 1H, H-4)

Kopplungskonstanten:

ZJH-sa,H-sB:15-43 3]171-soc,171-9:4-6s 3]171-3&14-9:8-1;
BJ s =01, ?’JH_5,H_6:7.8 Hz.

BC.NMR ( 100 MHz, D,0): 262 (C-8),
54.8 (C-9), 106.4 (C-5), 107.9 (C-3), 110.5
(C-6), 120.1 (C-4), 124.7 (C-2), 126.2 (C-3a),
128.7 (C-7a), 141.8 (C-7), 174.2 (C-10) ppm.

MS (FAB): 221 (100, M*+H), 204 (40).

IR (KBr): 542 (m), 1405 (m), 1438 (m),
1498 (m), 1584 (m), 1627 (s, NH,), 2930 (m)
2971 (m) (COOH), 3077 (m)-3265 (s)
(NH,"Y), 3411 (5)-3436 (s) (NH), 3567 (m),
3588 (m).

Schmelzpunkt: 300°C (Zersetzung)
Elementaranalyse:
Element C H | N

berechnet [%] | 60.3 | 5.1 | 128

gefunden [%] | 595 | 49 | 124
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7.4. IMT

7.4.1. Synthese von IMT

7.4.1.1. Synthese von 2-Nitrobenzyltriphenylphosphoniumchlorid

Durchfiithrung:

10 g (58.3 mmol) 2-Nitrobenzylchlorid und 25.3 g (58.3 mmol) Triphenylphosphin wurden in
120 mlL. Chloroform gel6st und 72 h bei RT gertihrt. AnschlieBend wurde die Lésung mit 120

mL Diethylether versetzt. Der Ansatz triibt sich ein und nach weiterem 48-stiindigem Ruhren fiel

ein Feststoff aus. Zur Vervollstindigung der Kiristallisation wurde die Suspension fiir 3 h bei

18°C gelagert. AnschlieBend wurde das Produkt abgesaugt und mit Diethylether gewaschen. Der

Feststoff wurde aus Isopropanol/Diethylether umkristallisiert. Es wurde ein weiBer, kristalliner

Feststoff erhalten.

Reaktionsverfolgung:

DC

mobile Phase:  n-Butanol/Elisessig/Wasser
(4:1:1; V:V:V)

R -Wert: 0.58

Ausbeute:

18.3 g (42.2 mmol) 2-Nitrobenzyltriphenyl-
phosphoniumchlorid (72%, bezogen auf 2-
Nitrobenzylchlorid).

Charakterisierung:

+
P(CsHs)s
cr
NO,

"H-NMR ( 400 MHz, CDCI,): =6.20 (d,
2H, CH,), 7.40-8.20 (m, 19H, H,.,,) ppm.

Kopplungskonstanten:
3JH,P:l4.8 Hz.

BC.NMR ( 100 MHz, CDCI, ): 5=28.4
(CH,), 117.4-148.4 (24C, C,,..,) ppm.

MS (70 eV, EI ): 398 (6, M), 349 (6), 332
(6), 316 (10), 305 (4), 277 (48), 262 (100,
PY(CH,),), 185 (10, P*(CH,),), 183 (50),
152 (9), 119 (5), 108 (20, P*C,H.), 107 (8),
77 9, CH,), 52 (5, C,H,").

IR (KBr): 496 (m), 471 (s), 536 (w), 589 (m),
687 (s), 721 (m), 751 (s), 798 (m), 834 (m),
997 (w), 1109 (s), 1126 (m), 1315 (m), 1342
(s, -NO), 1408 (m), 1438 (s, P-Phenyl), 1483
(m), 1524 (s, -NO), 1575 (w), 1586 (m), 1608
(m), 1615 (m), 2796 (w), 2860 (w), 2884 (m),
2991 (w), 3008 (w), 3045 (w), 3057 (w), 3067
(m), 3079 (w), 3104 (w), 3272 (w), 3332 (m),
3371 (s), 3445 (s), 3567 (w).

Schmelzpunkt: 252°C

Elementaranalyse:

Element C H | N | C/ r

berechnet | 69.2 | 49 | 32 | 82 | 7.1
[7]

gefunden | 66.0 | 50 | 3.0 | 78 | 73
(7]
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7.4.1.2. Synthese von 2-Aminobenzyltriphenylphosphoniumchlorid Hydrochlorid

Durchfiihrung:

10.2 g (23.6 mmol) 2-Nitrobenzyltriphenylphosphoniumchlorid wurden in 100 mL Eisessig ge-
16st und unter Schutzgas innerhalb von 15 min mit 9.2 g (140.7 mmol) Zink versetzt. Die Sus-
pension wurde tiber Nacht gertihrt, mit Aktivkohle versetzt und tiber Celite filtriert. Anschlie-
Bend wurde die Essigsaure abdestilliert und der verbleibende 6lige Riickstand in ca. 100 mL #-
Butanol gelost. Die organische Phase wurde mit ges. Natriumcarbonatlosung (3x 50 mL) und ges.
Natriumchloridlésung (100 ml.) gewaschen und tber Natriumsulfat getrocknet. Nach Entfer-
nung des Loésungsmittels wurde ein Feststoff erhalten, der in 1 M HCI-Losung gelst wurde.
Nach erneutem Entfernen des Losungsmittels wurde das Hydrochlorid erhalten. Das Rohpro-
dukt wurde mit 30 mL Chloroform versetzt und gerithrt. Dabei setzte sich ein Feststoff ab, der

aus Chloroform umkristallisiert wurde. Es wurden weil3e Kristalle erhalten.

Reaktionsverfolgung:

BC.NMR ( 100 MHz, DMSO ): 3=24.8
DC (CH,), 117.8-135.4 (24C, C,y..1) ppm.

mobile Phase:  n-Butanol/Eisessig/Wasser
(4:1:1; V:V:V)
R Wert: 0.72

Ausbeute:

6.8 g (15.4 mmol) 2-Aminobenzyltriphenyl-
phosphoniumchlorid Hydrochlorid = (66%,
bezogen auf 2-Nitrobenzyltriphenylphos-

phoniumchlorid).

Charakterisierung:
6

1 +
5 P(CgHs)3
A +C|_
2 "NH
3 3

cl

'H-.NMR ( 400 MHz, DMSO): 5=5.12 (d
2H, CH,), 6.53 (d, 1H, H-3), 6.65 (dd, 1H
H-5), 6.80 (d, 1H, H-6), 7.10 (dd, 1H, H-4),
7.64-7.95 (m, 15H, H,, ), 8.34 (bs, NH,")
ppm.

o

o

Kopplungskonstanten:

3-]“,1’: 14.8, 3JH-3,H-4: 7.8, 3JH_4,H_5: 8.1,
BJ 171-5,171-6:7-9 Hz.

MS (70 eV, EI ): 420 (4), 408 (2), 327 (12),
314 (14), 304 (18), 303 (35), 302 (14), 263
(22), 262 (100, P*(C Hs),), 261 (20), 183 (88),
157 (6), 152 (12), 109 (4), 108 (5, P*CH,),
107 (21), 93 (&), 77 9, CH,"), 52 (14,
C,H,H.

IR (KBr): 486 (w), 512 (m), 533 (m), 688
(m), 717 (m), 748 (s), 833 (w), 1110 (m),
1438 (m, P-Phenyl), 1492 (w), 2572 (w),
2609 (W), 2696 (w), 2842 (m), 2853 (m),
2925 (w), 3620 (w), 3630 (w), 3651 (w), 3677
(W), 3690 (w), 3752 (w), 3770 (w), 3822 (w),
3841 (w), 3871 (w), 3875 (w).

Schmelzpunkt: 248°C (Zersetzung)

Elementaranalyse:

Element C H | N | C]

berechnet| 68.2 | 55 | 3.2 |16.1] 7.0
[%]

gefunden | 67.9 | 5.6 | 3.2 [16.5| 6.8
(7]
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7.4.1.3. Synthese von 3-Brom-2-hydroxyiminopropansiureethylester

Durchfiihrung:

1.2 g (6 mmol) Ethylbromopyruvat wurden in 5 mL Chlorofrom gel6st und tropfenweise mit ei-
ner Lésung aus 1 g (6 mmol) Hydroxylaminsulfat in 10 mL Wasser versetzt. Das Zweiphasensys-
tem wurde 22 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde die organische Phase abgetrennt und die
willrige Phase mit Chloroform (3 x 5 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
Gber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Der verbliebene
hellgelbe Riickstand kristallisierte beim Abkiihlen aus. Der Feststoff wurde aus Hexan umkristal-

lisiert. Es wurden weil3e Kristalle erhalten.

Ausbeute: Schmelzpunkt: 80°C
1.0 g (49 mmol) 3-Brom-2-hydroxyimino-
propansaureethylester (82%, bezogen auf Elementaranalyse:
Ethylbromopyruvat). Element C | H| N
berechnet [%] | 28.6 | 3.9 | 6.7
Charakterisierung: gefunden [%] | 283 | 40 | 6.7
3 1
2 CO,CoHs
Br
NOH

"H-NMR ( 400 MHz, CDCI,): 5=1.39 (t,
3H, CH,), 4.27 (s, 2H, H-3), 4.38 (q, 2H,
CH,) ppm.

BC.NMR ( 100 MHz, DMSO ): 5=14.1
(CH,), 152 (CH,), 62.5 (C-3), 148.1 (C-2),
161.8 (C-1) ppm.

MS (70 eV, EI ): 211 (4, M"), 209 (4, M),
183 (16), 181 (16), 165 (9), 130 (10), 129
(52), 120 (11), 103 (8), 102 (12), 101 (100),95
(6, CH,Br"), 85 (12), 84 (64), 82 (76, HBr"),
80 (80, HBrY), 79 (31, Br"), 59 (10), 58 (46),
55 (65), 54 (22), 45 (30, C,H,O™).

IR (KBr): 721 (w), 782 (w), 857 (w), 1027
(s), 1116 (w), 1191 (m), 1225 (m), 1325 (m),
1374 (w), 1421 (w), 1443 (m), 1458 (w), 1473
(W), 1723 (s, COOC,Hy), 3056 (w), 3227 (w),
3280 (w).
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7.4.1.4. Synthese von 3-Indolylacetylchlorid

Durchfiihrung:

Unter Eiskithlung und Schutzgas wurden 3.9 g (22.5 mmol) 3-Indolylessigsdure in 90 mL Die-
thylether gelost und mit 5.6 g (27.0 mmol) Phosphorpentachlorid portionsweise versetzt. Wah-
rend der Zugabe verfirbte sich die Losung langsam rot. Nach 30 min Reaktionszeit wurde das
Losungsmittel um ca. 75% bei 0°C unter Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde mit 200 mL
eisgekiithltem Hexan versetzt. Die Losung wurde anschlieBend unter Schutzgas membranfiltriert
und das helle Filtrat auf -78°C (Aceton/Trockeneis) gekiihlt. Nach 1 h kristallisierte das Produkt
aus. Der Feststoff wurde unter Schutzgas abgesaugt und im Vakuum getrocknet.

Das Sdurechlorid wurde aufgrund seiner Licht- und Hydrolyseempfindlichkeit unter Schutzgas

gelagert und sofort weiter verwendet.

Ausbeute:
4.0 g (20.7 mmol) 3-Indolylacetylchlorid
(92 %, bezogen auf 3-Indolylessigsiure).

Charakterisierung:
4

| 3
6 > NlH 2 ¢
"H-NMR ( 400 MHz, CDCIL,): $=4.30 (s,
2H, CH,), 7.18 (dd, 1H, H-5), 7.19 (s, 1H,
H-2), 7.24 (dd, 1H, H-6), 7.38 (d, 1H, H-7),
7.56 (d, 1H, H-4), 8.14 (bs, NH) ppm.

Kopplungskonstanten:
3}[174,1475:7-8: 3J1+5,1+():7-3, 3J1+(>,|+7:8-1 Hz.

Aufgrund der Instabilitit von 3-Indolyl-
acetylchlorid wurde auf eine weitere Cha-

rakterisierung verzichtet.
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7.4.1.5. Synthese von 2-(3"-Indolylacetamido)-benzyltriphenylphosphoniumchlorid

Durchfiihrung:

1.2 g (2.7 mmol) 2-Aminobenzyltriphenylphosphoniumchlorid Hydrochlorid wurden in 3 mL
DMEF und 0.6 mL Pyridin gelést. Nach kurzer Zeit fiel Pyridiniumhydrochlorid als weiller Fest-
stoff aus. Zu der auf 0°C gekiihlten Suspension wurden anschlieBend eine Lésung aus 600 mg
(3.1 mmol) 3-Indolylacetylchlorid, gelost in 2 mL. DMF, getropft. Die orange Losung wurde tber
Nacht bei RT geriihrt. Die Losungsmittel wurden unter Vakuum entfernt und der verbliebene

Rickstand mit Chloroform und 1 M HCI-Lésung versetzt. Dabei fiel ein Niederschlag aus. Nach

Umbkristallisation aus 2-Propanol wurden weille Kristalle erhalten.

Reaktionsverfolgung:

DC

mobile Phase:  n-Butanol/Eisessig/Wasset
(4:1:1; V:V:V)

R Wert: 0.66

Ausbeute:

1.3 g (23 mmol) 2-(3’-Indolylacetami-
do)benzyltriphenylphosphoniumchlorid
(87%, bezogen auf 2-Aminobenzyltriphenyl-
phospho-niumchlorid Hydrochlorid).

Charakterisierung:
6 1 .
5 P(CeHs)3
4 Cl
3 2 NH
0 5
5

N

"H-NMR ( 400 MHz, DMSO): §=3.50 (s,
2H, CH,), 5.29 (d, 2H, CH,-P), 6.91 (dd, 1H,
H-5%), 6.94 (m, 2H, H-3, H-5), 7.05 (dd, 1H,
H-6"), 7.16 (s, 1H, H-2"), 7.25 (dd, 1H, H-4),
7.33 (d, 1H, H-7"), 7.48 (d, 1H, H-6), 7.50-
7.53 (m, 6H, H,.), 7.55 (d, 1H, H-4"),
7.59-7.66 (m, 6H, H,...), 7.79-7.85 (3H,
H et 10.12 (s, 1H, NH), 10.90 (s, 1H,
NH,om) ppm.

Kopplungskonstanten:

Tur=15.3, Tii504=77, Tians=8.1,
3]H—5,H—6:8'23 3JH73’,H—4’:7'8> 3_]H—4’,H—5’:8'1:
3],{_5,,]{_(),:7.9 Hz.

PC-NMR ( 100 MHz, DMSO ): 5=25.4
(CHy), 33.2 (CH,-P), 111.7-135.3 (24-C ;...),
168.5 (C=0) ppm.

MS (70 eV, ET ): 396 (14, M"), 278 (48),
277 (100), 262 (94, P*(C H,),), 290 (70), 218
(16), 199 (23), 185 (20, P*(C,H,),), 183 (92),
152 (24), 130 (97, C,HN™), 118 (22), 108
(43, P'CHy), 107 (18), 77 (49, C,H,"), 52
(34, C,H,".

IR (KBr): 491 (w), 510 (m), 692 (m), 721
(m), 748 (s), 779 (w), 1112 (s), 1166 (w),
1339 (w), 1421 (w), 1438 (s, P-Phenyl), 1489
(m), 1527 (m), 1586 (m),1667 (m), 1696 (m, -
C=0), 2905 (w), 2940 (w), 3057 (w), 3106
(w), 3135 (w), 3174 (m), 3192 (m), 3220 (m),
3351 (w), 3375 (w), 3394 (w), 3405 (w), 3422
(w), 3430 (w), 3447 (w), 3459 (w), 3476 (w),
3855 (w).
Schmelzpunkt: 261°C (Zersetzung)

Elementaranalyse:

Element C H | N | C/ r

berechnet| 74.9 | 54 | 5.0 | 6.3 | 55
[7]

gefunden | 73.6 | 5.0 | 47 | 6.8 | 54
(7]
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7.4.1.6. Synthese von 2-(3"-Indolylmethyl)-indol

Durchfiihrung:

1.0 g (1.8 mmol) 2-(3"-Indolylacetamido)-benzyltriphenylphosphoniumchlorid wurden in 30 mL
Toluol suspendiert und unter Schutzgas auf 80°C erhitzt. Innerhalb von 10 min wurde der Reak-
tionsansatz mit 0.2 g (1.8 mmol) Kalium-zerz-butylat in kleinen Portionen versetzt und anschlies-
send 5 min unter Riickflufl zum Sieden erhitzt. Die heil3e dunkelrote Lésung wurde filtriert und
der Filtrationsriickstand mit 20 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden am Vakuumrotationsverdampfer auf ca.. 1 ml. eingeengt. Das Rohprodukt wurde in 1
mL Toluol gelst und durch Sdulenfiltration tber Kieselgel mit Toluol als Eluent gereinigt. Die
resultierende Substanz wurde aus Hexan/Toluol umkristallisiert. Es wurden roétlich-kristalline
Blittchen erhalten.
Reaktionsverfolgung: PC-NMR ( 100 MHz, CDCI, ): 5=24.5
DC (CH,), 100.1 (C-3), 110.5 (C-7), 111.2 (C-7"),
mobile Phase:  Toluol 1129 (C-37), 119.0 (C-4"), 119.6 (C-5"),
R Wert: 0.30 119.8 (C-4), 119.9 (C-5), 121.0 (C-6), 122.4
(C-6"), 122.6 (C-27), 127.3 (C-3a"), 128.9 (C-

Ausbeute:

230 mg (934 pumol) 2-(3’-Indolylmethyl)in-
dol (52%, bezogen auf 2-(3"-Indolylacetami-
do)benzyltriphenylphosphoniumchlorid).

Charakterisierung:

NH7a X~
1 7

"H-NMR ( 400 MHz, CDCIL): 5=4.29 (s,
2H, CH,), 6.39 (dd, 1H, H-3), 7.05 (dd, 1H,
H-5), 7.07 (dd, 1H, H-6), 7.09 (s, 1H, H-2"),
7.11 (dd, 1H, H-5%), 7.14 (dd, 1H, H-6"),
7.22 (d, 1H, H-7), 7.38 (d, 1H, H-7"), 7.52
(d, 1H, H-4), 7.54 (d, 1H, H-4") ppm.
Kopplungskonstanten:

3JH71,H73:2'1) 3_]]—[,3,]—{,7:0-8, 3_]]_],4,1_[75:7.9
3_]’[-[75,]—[—():8'23 3_]]—[,(,,]_],7:8.1 HZ

3a), 136.0 (C-7a), 136.4 (C-7a"), 138.3 (C-2)

MS ( 70 eV, EI ): 247 (18), 246 (100, M"),
245 (74), 243 (16), 218 (7), 217 (12), 189 (4),
165 (3), 151 (4), 137 (4), 130 (32, C,HN"),
123 (19), 117 (20), 109 (7), 97 (10), 91 (5), 83
9), 71 (6), 69 (11), 56 (14)

IR (KBr): 431 (m), 505 (m), 578 (w), 595
(W), 626 (w), 734 (s), 773 (w), 787 (w), 1008
(w), 1100 (w, CN), 1231 (w), 1291 (w,-CN),
1339 (w), 1408 (w), 1419 (w), 1456 (m), 1538
(W), 1654 (w), 3395 (s, NH), 3822 (w), 3846
(w), 3854 (w)

Schmelzpunkt: 141°C
Elementaranalyse:
Element C H | N

Berechnet [%] | 829 | 5.7 | 114

Gefunden [%] | 81.8 | 57 113
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7.4.1.7. Synthese von 2"’-(Hydroxyimino)-3-[2-(3 -indolylmethyl)indolyl]-propansiure-
ethylester

Durchfiihrung:

465 mg (1.9 mmol) 2-(3’-Indolylmethyl)-indol und 131 mg (1.9 mmol) Natriumcarbonat wurden
in 4 mL Dichlormethan suspendiert und unter Schutzgas tropfenweise mit einer Losung aus 257
mg (1.3 mmol) 3-Brom-2-hydroxyiminopropansiureethylester in 4 mL Dichlormethan versetzt.
Der Reaktionsansatz wurde iiber Nacht bei RT unter Schutzgas geriihrt. AnschlieSend wurde die
Suspension filtriert und der Filtrationsriickstand mit Dichlormethan gewaschen. Der Rickstand

wurde in 10 mL. Methanol suspendiert und nach 10 min Rithren eneut abgesaugt. Das Filtrat

wurde unter Vakuum eingeengt und ein weiller Feststoff erhalten.

Reaktionsverfolgung:

DC

mobile Phase:  Chloroform/Aceton
(98:2; V:V)

R-Wert: 0.42

Ausbeute:

423 mg (1.1 mmol) 2”’-(Hydroxyimino)-3-
[2-(3"-indolylmethyl)indolyl]-propansiure-
ethylester (86%, bezogen auf 3-Brom-2-
hydroxyiminopropansiureethylester.

Charakterisierung:

1
. CO,CH,CH3

NH7a X~
1 7

'"H-NMR ( 400 MHz, DMSO): 5=1.12 (t,
3H, CH,-CH,), 3.99 (s, 2H, CH,), 4.06 (q,
2H, CH,-CH,), 4.23 (s, 2H, H-3""), 6.88 (dd,
1H, 5-H), 6.92 (dd, 1H, 5-H"), 6.94 (dd, 1H,
6-H), 7.04 (dd, 1H, 6-H"), 7.10 (s, 1H, H-2"),
7.19 d, 1H, H-7), 7.33 (d, 1H, H-7"), 7.45
(d, 1H, H-4"), 7.50 (d, 1H, H-4), 10.59 (bs
1H, H-17), 10.85 (bs, 1H, H-1) ppm.
Kopplungskonstanten:

Tirars=79 Tirsine=8.2, Tirgis=8-1 Hz.

d

BC-NMR ( 100 MHz, DMSO ): =142
(CH,-CH,), 19.6 (CH,CH,), 22.2 (CH,),
61.0 (C-3"), 104.4 (C-3), 111.0 (C-7), 111.7
(C-77),112.3 (C-3"), 118.4 (C-4"), 118.5
(C-57), 118.6 (C-4), 118.8 (C-5), 120.4 (C-6),
1213 (C-67), 123.7 (C-2"), 1273 (C-3a"),
128.4 (C-3a), 135.6 (C-2), 136.7 (C-7a" und
C-72), 150.6 (C=NOH), 164.4 (C=0) ppm.

MS (70 eV, EI ): 375 (17, M), 368 (8), 284
(22), 281 (34), 257 (100), 256 (94), 245 (70),
243 (18), 168 (40), 130 (50, C,H,N"), 128
(46), 117 (36), 114 (18), 95 (14), 71 (16), 69
24), 58 (33, C,H,N"), 55 (33), 45 (44,
C,H,0").

IR (KBr): 739 (m), 751 (m), 1010 (m), 1022
(m), 1138 (w), 1214 (m, CN), 1318 (w), 1382
(w), 1421 (m), 1439 (w), 1457 (m), 1490 (w),
1560 (w), 1619 (w), 1637 (w), 1654 (w), 1686
(w), 1716 (s, COOC,Hy), 3273 (w), 3286 (w),
3296 (w), 3354 (m), 3403 (s, NH), 3650 (w),
3822 (w), 3841 (w), 3854 (w).

Schmelzpunkt: 194°C (Zersetzung)
Elementaranalyse:
Element C H | N

Berechnet [%] | 70.4 | 5.6 | 11.2

Gefunden [%] | 69.8 | 5.4 |10.9
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7.4.1.8. Synthese von 2-(3"-Indolylmethyl)-tryptophanethylester

Durchfiihrung:

373 mg (1.0 mmol) 2-(Hydroxyimino)-3-[2-(3’-indolylmethyl) indolyl]-propansiureethylester und
255 mg (3.9 mmol) Zink wurden in 10 mL Eisessig suspendiert und tiber Nacht unter Schutzgas
bei RT gerithrt. AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz filtriert und das Filtrat unter Vakuum
eingeengt. Es wurde ein braunes Ol erhalten. Das Rohprodukt wurde in 3 mL 2 M methanoli-
scher Essigsiure-Lésung gelost und mittels Kationenaustauscher gereinigt. 7 mL des gequollenen
Kationenaustauschers (H"-Form) wurden in eine Siule iiberfithrt, mit 50 mL destilliertem Wasser
gespult und langsam mit Methanol/Wasser (1:1; V:V; entgast) konditioniert. AnschlieBend wurde
das Reaktionsgemisch aufgetragen und mit Methanol/Wasser (1:1; V:V, entgast) gewaschen, bis
der Eluent neutral austrat. Die Elution erfolgt in Fraktionen mit 0.05 M methanolischer Ammo-
niak-Losung (pH=8). Die Fraktionen, die das Produkt enthielten, wurden vereinigt und das L6-
sungsmittel weitestgehend unter Vakuum entfernt. Die Losung wurde mit 50 mL destilliertem

Wasser verdiinnt und lyophilisiert. Es wurde ein weilles Lyophilisat erhalten.

Reaktionsverfolgung: Charakterisierung:
DC
mobile Phase:  Ethylacetat/Eisessig/ Wasser COCHCH3
(4:1:1; V:V:V)
R Wert: 0.81 | NH;
NH
Ausbeute: |
280 mg (774 umol) 2-(3"-Indolylmethyl)- NH
tryptophanethylester (80%, bezogen auf 2”"-
(Hydroxyimino)-3-[2-(3 ™-indolylmethyl)-in- Das Produkt wurde ohne Charakterisierung
dolyl]-propansdurcethylester. tir die nichste Reaktionsstufe eingesetzt.




7. Anhang 121

7.4.1.9. Synthese von 2-(3"-Indolylmethyl)-tryptophan

Durchfiihrung:

280 mg (775 umol) 2-(3’-Indolylmethyl)-tryptophanethylester wurden in 10 mL. Methanol geldst
und unter Schutzgas mit 1 M NaOH-Losung auf einen pH-Wert 2 12 eingestellt. Der Reaktions-
ansatz wurde 16 h bei RT gertihrt. Das Rohprodukt wurde mittels Anionenaustauscher gereinigt.
4 mL des gequollenen Anionenaustauschers (OH -Form) wurden in eine Siule tberfiihrt, mit 50
mL destilliertem Wasser gesptlt und dabei langsam mit Methanol/Wasser (1:1; V:V; entgast)
konditioniert. AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch aufgetragen und mit Methanol/Wasser
(1:1; V:V, entgast) gewaschen, bis der Eluent neutral austrat. Die Elution erfolgt in Fraktionen
mit 2 M methanolischer Essigsaure-Losung und wurde mittels DC kontrolliert. Die Fraktionen,
die das Produkt enthielten, wurden vereinigt und das LLosungsmittel weitestgehend unter Vakuum
entfernt. Die Losung wurde mit 50 mL destilliertem Wasser verdiinnt und lyophilisiert. Es wurde

ein rosa-weil3liches Lyophilisat erhalten.

Reaktionsverfolgung: H™-6), 7.13 (d, 1H, H-2"), 7.23 (d, 1H, H-7),
DC 7.32 (d, 1H, H-7"), 7.49 (d, 1H, H-4"), 7.53
mobile Phase:  Ethylacetat/Eisessig/ Wasser (d, 1H, H-4), 10.68 (bs, 1H, H-1"), 10.86 (bs,
(4:1:1; V:V:V) 1H, H-1) ppm.
R Wert: 0.71
Kopplungskonstanten:

Ausbeute:

198 mg (594 umol) 2-(3"-Indolylmethyl)-
tryptophan (77%, bezogen auf 2-(3’-Indolyl-
methyl)tryptophanethylester.

Charakterisierung:

"H.NMR ( 400 MHz, DMSO): §=3.00
(dd, 1H, H-8), 3.39 (dd, 1H, H-8p), 3.55
(dd, 1H, H-9,), 4.10 (d, 1H, H-11), 4.29 (d,
1H, H-9g), 6.91 (dd, 1H, 5-H), 6.93 (dd, 1H,
5-H"), 6.94 (dd, 1H, H-6), 7.03 (dd, 1H,

i o gp= 148, T Hso o= 22, T 18B,9—4-0,

2.]H41(X,H—11ﬁ:16'3> 3JH,4,H,5:7.8, SJH,S’H,(,:SS,
3JH76,H—7:8'2, 3_]]_[,1}[,2: 2.0 Hz.

BC.NMR ( 100 MHz, DMSO ): =215
(C-9), 222 (C-8), 27.1 (C-11); 105.4 (C-3),
111.1 (C-7), 111.7 (C-7%), 112.5 (C-3"), 118.1
(C-4"), 118.6 (C-57und C-4), 118.8 (C-5),
120.5 (C-6), 121.3 (C-6"), 123.6 (C-2"), 127.3
(C-3a"), 128.5 (C-3a), 135.9 (C-2), 136.6 (C-
72°) 137.3 (C-7a), 170.9 (C-10) ppm.

MS ( 70 eV, EI ): 333 (45, M), 315 (14),
302 (6), 289 (12), 260 (40), 259 (100), 257
28), 256 (15), 144 (6), 142 (12,
C,HNCH,", 130 (24, C,H,N), 115 (16,
CH,CHNH,CO,C,H,"), 103 (7, C,H,", 90
(6), 77 (10, CH,"), 58 (3, C,H,NM.
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IR (KBr): 748 (m), 1331 (w), 1399 (m), 1421
(m), 1438 (m), 1459 (m), 1474 (w), 1490 (m),
1498 (m), 1508 (m), 1523 (m), 1542 (m),
1560 (m), 1578 (m), 1619 (s), 1625 (s), 1637
(s), 1654 (m), 1672 (m), 1686 (m), 1695 (m),
1717 (m, COOH), 3296 (w), 3477 (s, NH),
3413 (s, NH,), 3422 (s), 3504 (m), 3528 (m),
3546 (m), 3568 (m), 3588 (m), 3596 (w),
3610 (w), 3619 (w), 3629 (w), 3649 (w), 3678
(W) 3691 (w), 3752 (w), 3806 (W), 3854 (w).

Schmelzpunkt: 202°C (Zersetzung)
Elementaranalyse:
Element C | H| N

Berechnet [%] | 72.1 | 57 | 12.6

Gefunden [%] | 71.9 | 5.7 124

Reinheit: >98% (HPLC-Bedingungen: sie-
he Kap. 7.2.2.)
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7.4.2. Bildungsbedingungen von IMT

7.4.2.1. Verwendete Puffer- und StammL&sungen

Alle Pufferlésungen wurden mit Hilfe einer pH-Elektrode auf den genauen pH-Wert eingestellt.
Trp-Lésung, pH=2 bzw. pH=3

Zur Herstellung der 25 mM Trp-Losung (pH=2 bzw. pH=3) wurden 250.6 mg Trp in ein 100
ml. Becherglas eingewogen und mit 40 mL dest. Wasser versetzt. Der pH-Wert der Losung wur-
de mit HCI (0.1 M) auf pH=2.00 bzw. pH=3.00 eingestellt. AnschlieBend wurde die Lésung in
einen 50 mL MeBkolben tiberfithrt und mit dest. Wasser aufgeftllt.

Phosphatpuffer, pH=3

Zur Herstellung des 0.1 M Phosphatpuffers (pH=3) wurden 17.84 g di-Natriumhydrogen-
phosphat-Dihydrat in ein 800 mL Becherglas eingewogen und mit 750 mL dest. Wasser versetzt.
Der pH-Wert der Losung wurde mit HCI (0.1 M) auf pH=3.00 eingestellt. AnschlieBend wurde
die Losung in einen 1000 mL MeBkolben iiberfithrt und mit dest. Wasser aufgefillt.
Acetatpuffer, pH=4 bzw. pH=5

Zur Herstellung des 1 M Acetatpuffers (pH=4 bzw. 5) wurden 7.71 g Ammoniumacetat in ein
150 mL Becherglas eingewogen und mit 75 mL dest. Wasser versetzt. Der pH-Wert der Lésung
wurde mit HCI (0.1 M) auf pH=4.00 bzw. pH=5.00 eingestellt. AnschlieBend wurde die Losung
in einen 100 mL MefB3kolben tberfithrt und mit dest. Wasser aufgeftllt.

Phosphatpuffer, pH=6 bzw. pH=7

Zur Herstellung des 0.1 M Phosphatpuffers (pH=6 bzw. 7) wurden 1.78 g di-Natrium-
hydrogenphosphat-Dihydrat in ein 150 ml. Becherglas eingewogen und mit 75 ml. dest. Wasser
versetzt. Der pH-Wert der Losung wurde mit HCI (0.1 M) auf pH=6.00 bzw. pH=7.00 einge-
stellt. AnschlieBend wurde die Losung in einen 100 mL-MeBkolben tberfithrt und mit dest. Was-
ser aufgefiillt.

Ammoniumpuffer, pH=8

Zur Herstellung des 1 M Ammoniumpuffers (pH=8.00) wurden 7.71 g Ammoniumacetat in ein
150 mL Becherglas eingewogen und mit 75 mL dest. Wasser versetzt. Der pH-Wert der Lésung
wurde mit NaOH (0.1 M) auf pH=8.00 eingestellt. AnschlieBend wurde die Losung in einen 100
ml. MeBkolben tberfiihrt und mit dest. Wasser aufgefillt.

Trp-Losung, pH=9 bzw. pH=10

Zur Herstellung der 25 mM Tryptophanlésung (pH=9 bzw. pH=10) wurden 250.6 mg Trp in ein
100 mL Becherglas eingewogen und mit 40 mL dest. Wasser versetzt. Der pH-Wert der Lésung
wurde mit NaOH (0.1 M) auf pH=9.00 bzw. pH=10 eingestellt. AnschlieBend wurde die Losung
in einen 50 mL-MeBkolben tiberfithrt und mit dest. Wasser aufgefiillt.

Phosphatpuffer, pH=11.5

Zur Herstellung des 0.1 M Phosphatpuffers (pH=11.5) wurden 1.79 g di-Natriumhydro-
genphosphat-Dihydrat in ein 150 ml. Becherglas eingewogen und mit 75 ml. dest. Wasser ver-
setzt. Der pH-Wert der Losung wurde mit NaOH auf pH=11.50 eingestellt. AnschlieBend wurde
die Losung in einen 100 mL-MeBkolben Gberfiihrt und mit dest. Wasser aufgefiillt.
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Trp-StammLosung (25.0 mmol/1)

255.0 mg Trp wurden in einen 50 mL MeB3kolben eingewogen und mit dest. Wasser aufgefiillt.
Trp-StammLoésung pH=2 (100.0 mmol/1)

511.0 mg Trp wurden in einen 25 mL MeBkolben eingewogen und mit 15 mL dest. Wasser sus-
pendiert. Die Suspension wurde mit 1 M HCI auf pH=2.0 eingestellt und mit dest. Wasser aufge-
fallt.

Trp-StammLoésung pH=3 (25.0 mmol/1)

255.0 mg Trp wurden in einen 50 mL MefBkolben eingewogen und mit 0.1 M Phosphatpuffer
(pH=3) aufgefiillt.

Trp-Losung pH=3 (2.5 mmol/1)

10 mL der Trp-StammL6ésung (25.0 mmol/l) wurden in einen 100 mL MeBkolben mit 0.1 M
Phosphatputfer (pH=3) aufgefillt.

3-Indolylacetaldehyd-StammILésung (50.0 mmol/1)

26.0 mg (0.1 mmol) des TAc-Natriumhydrogensulfitadduktes wurden entsprechend Kap. hh ent-
schiitzt. Der Rickstand der Diethylether-Extraktion wurde in 1 mL Methanol aufgenommen und
quantitativ in einen 2 mL.-MeBkolben tiberfithrt und mit 0.1%-iger TFA aufgeftllt.
3-Indolylmethanol-StammIésung (25.0 mmol/I)

371.59 mg 3-Indolylmethanol wurden in einen 100 mL MeBkolben eingewogen und mit Aceto-
nitril aufgefillt. Diese Lésung wurde vor Gebrauch immer frisch angesetzt.
3-Indolylmethanol-Lésung (2.5 mmol/I)

1 mL der 3-Indolylmethanol-StammL6sung (25.0 mmol/l) wurden in einem 10 mL MeBkolben
mit Acetonitril aufgefiillt.

3-Indolylpyruvat-StammLosung (25.0 mmol/1)

10.14 mg 3-Indolylpyruvat wurden in einen 2 mL MeBkolben eingewogen und mit Acetonitril
aufgefillt. Diese Losung wurde vor Gebrauch immer frisch angesetzt.
3-Indolylessigsiure-StammLdsung (25.0 mmol/1)

45.44 mg 3-Indolylessigsiure wurden in einen 10 mL. MeBkolben eingewogen und mit Acetonitril
aufgefillt.

Indol-StammLésung (25.0 mmol/1)

29.58 mg Indol wurden in einen 10 mL MeBkolben eingewogen und mit Acetonitril aufgeftllt.
Formaldehyd-StammLsung (25.0 mmol/1)

25.7 ul 37 %-ige Formaldehydlésung wurden in einen 100 mL MeBkolben pipettiert und mit dest.
Wasser aufgefiillt.

IMT-StammLésung (100 mg/1)

10.16 mg 2-(3"-Indolylmethyl)tryptophan wurden in einen 100 mL MeBkolben eingewogen und
mit dest. Wasser aufgefillt.

IMT-Standardlésungen (1, 5, 10, 20, 25 mg/1)

Jeweils 1, 5, 10, 20 und 25 mL der StammL6sung (100 mg/1) wurden in 100 mL MeBkolben pi-
pettiert und mit dest. Wasser aufgefillt.
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7.4.2.2. IMT-Kalibrierung

Aus den funf IMT-Standardlésungen (1, 5, 10, 20 und 25 mg/1 wurde eine Kalibriergerade mittels

HPLC aufgenommen (siche Kap. 7.4.2.1.).

5,0E+05
4,0E+05 |+
[F]
G
2 [3,0E+05 |
g
S 2,0E+05 - y = 20750x - 1125,3
B 1 0E+05 | R® = 0,9997
0,0E+00 : : : 1
0 5 10 15 20 25
¢ IMT [mg/]]

7.4.2.3. 3-Indolylmethylderivate, Indol und Formaldehyd

Das molare Verhiltnis von Trp und dem verwendeten 3-Indolylmethylderivat betrug immer 5:1.

Die Losungen wurden nach folgender Tabelle in 4 mL Braunglasvials pipettiert:

Reaktionsansatz 3-Indolylmethylderivat (ul)  Trp-Losung (ul)
(c=25 mmol/1) (c=25 mmol/1)
3-Indolylacetaldehyd, pH=2 800 (c=50 mmol/I) 2000 (pH=2)

(c=100 mmol/1)
3-Indolylmethanol,pH=3 200 1000 (pH=3)
3-Indolylmethanol, pH=9 200 1000 (pH=9)
3-Indolylpyruvat, pH=3 200 1000 (pH=3)
3-Indolylpyruvat, pH=9 200 1000 (pH=9)
3-Indolylessigsiure, pH=3 200 1000 (pH=3)
3-Indolylessigsaure, pH=9 200 1000 (pH=9)

Reaktions-  Trp-Lsg. (ul) Indol-Lsg. (uI) Formaldehyd-Lsg. (uI) Puffer-Lsg. (ul)
ansatz [c=25 mmol/l]  [c=25 mmol/I]] [c=25 mmol/I]
pH=2 1000 (pH=2) 100 100 -
pH=3 1000 ( pH=3) 100 100 -
pH=4 500 (pH=3) 100 100 600 (pH=4)
pH=7 500 (in H,O) 100 100 600 (pH=7)
pH=8 500 (in H,O) 100 100 600 (pH=8)
pH=9 1000 (pH=9) 100 100 -
pH=10 1000 (pH=10) 100 100 -
pH=11.5 500 (pH=10) 100 100 600 (pH=11.5)
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Reaktions-  Trp-Lsg. (ul) Indol-Lsg. (u1I) Formaldehyd-Lsg. (ul) HCI (ul)
ansatz [c=25 mmol/l] [c=25 mmol/]] [c=25 mmol/]]
pH=0 500 (in H,0O) 100 100 600 2 M)
pH=1 500 (in H2O) 100 100 600 (0.2 M)

Die Reaktionsansitze wurden tiber Nacht bei RT geriihrt und anschlieBend mittels HPLC und
UV-Detektion bei 280 nm auf gebildetes IMT untersucht (siche Kap. 7.2.2.). Dafiir wurden die
Losungen 1:50 bzw. 1:100 verdinnt und gegebenenfalls mit 1 M Essigsdure-Lésung angesduert.
Die Auswertung erfolgt tiber externe Standardkalibrierung (siche Kap. 7.4.2.2.) durch Vergleich

der Retentionszeiten und durch Dotierung.

7.4.2.4. pH-Abhingigkeit der IMT-Bildung

Das molare Verhiltnis von Trp und IM betrug immer 5:1. Die Lésungen wurden nach folgender

Tabelle in 4 mL Braunglasvials pipettiert:

Reaktions-  Trp-Lsg. (i)  IM-Lsg. (ul)  Puffer-Lsg. (ul)
ansatz  (c=25 mmol/l)  (c=25 mmol/l)
pH=1 500 (pH=3) 100 600 HCI (0.2M)
pH=2 1000 (pH=2) 200 .
pH=3 1000 (pH=3) 200 -
pH=4 500 (in H,0) 100 600 (pH=4)
pH=5 500 (in H,0) 100 600 (pH=5)
pH=6 500 (in H,0) 100 600 (pH=6)
pH=7 500 (in H,0) 100 600 (pH=7)
pH=8 500 (in H,0O) 100 600 (pH=8)
pH=9 1000 (pH=9) 200 :
pH=10 1000 (pH=10) 200 .
pH=11.5 500 (pH=10) 100 600 (pH=11.5)

Die Reaktionsansitze wurden iiber Nacht bei RT gertihrt und anschlieBend mittels HPLC und
UV-Detektion bei 280 nm auf gebildetes IMT untersucht (siche Kap. 7.2.2.). Dafiir wurden die
Losungen 1:100 verdiinnt und gegebenenfalls mit 1 M Essigsidure-Losung angesduert. Die Aus-
wertung erfolgte tber externe Standardkalibrierung (siche Kap. 7.4.2.2.) durch Vergleich der
Retentionszeiten und anschlieBender Berechnung des prozentualen Anteiles der Peakfliche von
IMT zur Peakfliche des Trp’s.
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7.4.2.5. Abhingigkeit der IMT-Bildung vom molaren Verhiltnis zwischen Trp und IM
Die Losungen wurden nach folgender Tabelle in 4 mL Braunglasvials, bzw. 20 mL. MeBkolben

pipettiert :
Verhiltnis Trp-Lsg. (ul) IM-Lsg. (ul) Phosphatpuffer (ul)
IM:Trp (c=2.5 mmol/I) (pH=3, c=0.1 M)
1:1 100 (c=2.5 mmol/1) 100 1800
1:5 500 (c=2.5 mmol/1) 100 1400
1:10 1000 (c=2.5 mmol/]) 100 900
1:50 500 (c=25 mmol/I) 100 1400
1:100 1000 (c=25 mmol/I) 100 900
1:500 5000 (c=25 mmol/]) 100 14100
1:1000 10000 (c=25 mmol/1) 100 9900

Die Reaktionsansitze wurden iiber Nacht bei RT gertihrt und anschlieBend mittels HPLC und
UV-Detektion bei 220 nm auf die Menge des gebildeten IMT untersucht (siche Kap. 7.2.2.). Die
Auswertung erfolgte tiber externe Standardkalibrierung (siche Kap. 7.4.2.2.). Der Gehalt an IMT

wurde in den Reaktionsansitzen berechnet und auf die eingesetzte Menge IM bezogen.

7.4.2.6. Abhingigkeit der IMT-Bildung von der Zeit

Es wurden 5 mL 25 mmol/] Trp-Lsg., 100 ul 2.5 mmol/l IM-Lsg. und 14.1 mL 0.1 M Phosphat-
puffer (pH=3) in einen 20 mL. MeB3kolben pipettiert und bei RT geriihrt. Die Losung wurde in 30
min Abstinden auf die Menge des gebildeten IMT mittels HPLC und UV-Detektion bei 280 nm
untersucht (siche Kap. 7.2.2.). Die Auswertung erfolgte tber externe Standardkalibrierung (siche
Kap. 7.4.2.2.).

7.4.3. Entwicklung einer Schnellsynthese von 2-(3’-Indolylmethyl)tryptophan

7.4.3.1. Verwendete Trp-StammL&sungen

Alle StammLosungen wurden mit Hilfe einer pH-Elektrode auf den genauen pH-Wert eingestellt.
Trp-StammLoésungen, pH=2, pH=3 und pH=4

Zur Herstellung der 27 mM Trp-StammLoésungen (pH=2, pH=3 und pH=4) wurden 550 mg
Trp in ein 100 mL Becherglas eingewogen und in 50 mL dest. Wasser suspendiert. Der pH-Wert
der Losung wurde mit HCI (0.5 M) auf pH=2.00, pH=3.00 und pH=4.00 eingestellt. Anschlie-
Bend wurde die Losung in einen 100 mI. Mel3kolben tberfiihrt und mit dest. Wasser aufgefiillt.

Es wurden je 10 mL der Trp-Stamml.6sungen verwendet.

7.4.3.2. Optimierung der IMT-Bildung mittels Faktorenanalyse

Zu je 10 mL der Trp-Stamml.6sungen wurden die entsprechenden molaren Mengen an IM, die

aus der Planmatrix hervorgehen, zugesetzt. Das IM wurde in je 1 mI. Methanol vorgel6st und in-
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nerhalb von ca. 20 Sekunden iiber eine Spritze der Trp-Losung zugetropft und der Ansatz bei RT
gerithrt. Die Reaktionszeit fiir die Versuche 1-4 betrug 30 min; fiir die Versuche 5-8 90 min. Die
Nullpunkte des Versuchplans, die Ansitze 9-11, wurden 60 Minuten gerithrt. Die genaue Zu-
sammensetzung der Versuchslésungen und deren Auswertung tiber die durch lineare Regression
erhaltene Geradengleichung (y=20750x-1125.3) der IMT-Kalibrerung (siche Kap. 7.4.2.2.) ist in
nachfolgender Tabelle dokumentiert.

Versuch Trp-Lésung IM IMT UV-aktive
je 10 mL Kontaminanten
®H)  (mg) (mg/)  (mg/)
1 2 10.1  10.77 5.18
2 2 39.9  15.18 8.91
3 4 10.2 8.20 3.30
4 4 40.3  10.29 4.69
5 2 102 10.83 4.85
6 2 40.0  14.58 9.69
7 4 10.1  10.77 5.07
8 4 40.1  10.46 4.56
9 3 20.0  14.57 6.31
10 3 20.0 13.54 5.49
1 3 20.2 1548 6.26

Nach einer Membranfiltration wurden die Lésungen 1:100 mit 0.1%-iger TFA verdiinnt und tber
RP-HPLC-UV bei 280 nm analysiert (siche Kap. 7.2.2.).
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7.4.3.3. Schnellsynthese von 2-(3"-Indolylmethyl)-tryptophan

Durchfiihrung:

Eine Suspension aus 1.1 g (5.4 mmol) Trp und 100 mL dest. Wasser wurde mit 0.5 M HCI-
Losung auf einen pH-Wert von 3 eingestellt. Dabei 16ste sich das Trp vollstindig. Unter Rihren
wurden 400 mg (2.7 mmol) IM, gel6st in 3 mL eiskaltem Methanol, innerhalb von 2 min mittels
Spritze zugetropft und die milchige Suspension 1 h bei RT gertihrt. Danach wurde das Reakti-
onsgemisch zuerst tiber Celite filtriert und anschlieBend membranfiltriert (0.45 um RC). Das Fil-
trat wurde dreimal mit je 30 mL 7-Butanol/Ethylacetat (1:1) extrahiert. Die vereinigten organi-
schen Phasen wurden tber Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittelgemisch bei max.
40°C am Vakuumrotationsverdampfer entfernt. Der erhaltene weille Feststoff wurde in 10 mL
Methanol in der Siedehitze gel6st, die Losung am Vakuumrotationsverdampfer auf 4 mL einge-
engt und das ausfallende Tryptophan abfiltriert. Das Filtrat wurde mit einem Eluenten aus Ethy-
lacetat/1 M Essigsdure (4:1), (Ansetzen der Essigsdure: 2 M wilirige Essigsdure mit Methanol 1:1
verdinnen) siulenchromatographisch gereinigt. Die Produktfraktionen wurden vereinigt und die
organischen Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Dabei wurde haufiger fiir das verdampfte Lo-
sungsmittel Wasser zugegeben. Zu der verbliebenen wilirigen Lésung wurde eine Spatelspitze
Aktivkohle gegeben und bei RT fur 15 min gertihrt. Dabei wurde mittels HPLC (siche Kap.
7.2.2.) die Reinheit des Produktes und die Menge an noch zuzugebener Aktivkohle uberpriift.
Nach Membranfiltration wurde die klare Lésung unter Lichtausschluf3 lyophilisiert.

Reaktionsverfolgung: Ausbeute:
HPLC 90 mg (271 pmol) 2-(3"-Indolylmethyl)-
HPLC-Bedingungen: siche Kap.7.2.2. tryptophan  (14%, bezogen auf 3-Indolyl-
DC methanol.
mobile Phase:  Ethylacetat/1 M Essigsdure
(4:1; V:V) Charakterisierung:
R Wert: Trp  0.09 siche Kap. 7.2.1.9.
IMT  0.24
Reinheit: >96% (HPLC-Bedingungen: sie-
he Kap. 7.2.2.)
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7.5. IMTHCC

7.5.1. Bildungsbedingungen von IMTHCC

7.5.1.1. Verwendete Puffer- und StammLésungen

Alle Pufferlésungen wurden mit Hilfe einer pH-Elektrode auf den genauen pH-Wert eingestellt.

Trp-Losung, pH=2 bzw. pH=3

siche Kap.7.4.2.1.

Acetatpuffer, pH=4 bzw. pH=5

siche Kap.7.4.2.1.

Phosphatpuffer, pH=6
siche Kap.7.4.2.1.

Trp-Losung (25.0 mmol/1)
siche Kap.7.4.2.1.

IAc-Lésung (ca. 25 mmol/1)
Es wurden 200 mg des Natriumhydrogensulfit-Adduktes analog Gray entschtitzt: Die Substanz

wurde in 8 mL dest. Wasser gel6st und mit ges. Natriumcarbonatlésung tropfenweise auf pH=10

eingestellt, wobei eine Trubung der Losung zu beobachten war. Nach 5 min wurde dreimal mit je

5 mL Diethylether extrahiert und die organische Phase am Vakuumrotationsverdampfer bei

leichtem Vakuum (900 mbar) und unter RT vollstindig entfernt. Es wurden 80 mg (0.5 mmol)

TAc unter der Annahme der vollstindigen Freisetzung des Aldehyden erhalten, in 10 mL Metha-

nol aufgenommen und nach Uberﬁihrung in einen 20 mL MeBkolben bis zur Marke mit dest.

Wasser aufgefillt.

7.5.1.2. pH-Abhingigkeit der IMTHCC-Bildung

Das molare Verhiltnis von Trp und IAc betrug immer 5:1. Die Lésungen wurden nach folgender

Tabelle in 4 mL Braunglasvials pipettiert:

Reaktions-

ansatz
pH=0
pH=1
pH=2
pH=3
pH=4
pH=5
pH=06

Trp-Lsg. (ul)
(c=25 mmol/1)

500 (pH=2)
500 (pH=3)
1000 (pH=2)
1000 ( pH=3)
500 (in H,0)
500 (in H,0)
500 (in H,0)

TAc-Lsg. (nl)
(c=25 mmol/1)

100
100
200
200
100
100
100

Puffer-Lsg. (nl)

600 HCI (1 M)
600 HCI (0.1 M)

600 (pH=4)
600 (pH=5)
600 (pH=6)
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Die Reaktionsansitze wurden tber 48 h bei RT unter Lichtausschluf3 gertihrt und mittels RP-
HPLC-UV (siche Kap. 7.2.2.) auf gebildete IMTHCC-Diastereoisomere untersucht. Die Losun-
gen wurden zur HPLC-Analyse 1:100 verdiinnt. Zur Auswertung der prozentualen IMTHCC-
Gehalte wurden die entsprechenden Peakflichen durch die Trp-Peakfliche dividiert und mit dem
Faktor 100 multiplizert.

7.5.1.3. Abhingigkeit der IMTHCC-Bildung von der Zeit

Es wurden 10 mL der 25 mM Trp-Lésung mit 1 mL der ca. 25 mM IAc-Losung versetzt und
mit 1 M HCI auf pH=2 eingestellt. Die Lésung wurde unter Lichtausschlul3 bei RT gertihrt und
in ca. 45 minttigen Abstinden tiber RP-HPLC-UV bei 280 nm vermessen (siche Kap. 7.2.2.).

7.5.2. Synthese von IMTHCC

7.5.2.1. Synthese von 3-Indolylacetaldehyd

Durchfiihrung:

Eine Loésung aus 3.12 g (20 mmol) 3-Indolylacetonitril und 40 mL abs. Benzol wurden mit einem
Eisbad auf 0°C gekiihlt. AnschlieBend wurden 22 mL einer 1 M DIBAH-Lésung (in Toluol) in-
nerhalb von 10 min zugetropft. Die resultierende gelblich-braunliche Losung wurde 1 h bei 0°C
gerithrt. Das Reaktionsgemisch wurde unter starkem Rihren in 200 mL ges. Weinsaurelosung
getropft. Die heterogene Mischung wurde viermal mit je 200 mL Diethylether extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden iiber Natriumsulfat getrocknet, mit 100 mg Aktivkohle
versetzt und tber Celite abfiltriert. Das Losungsmittel wurde bei 20°C unter Vakuum entfernt.
Die verbleibende Losung wurde mit mit 40 mL Natriumhydogensulfit-Lésung versetzt und 1 h
bei 0°C kriftig gerithrt. Die sich bildenden weiBlen Kristalle wurden abgesaugt und unter Vakuum

getrocknet.

Ausbeute: Elementaranalyse:

34 g (13 mmol) 3-Indolylacetaldehyd- Element C | H| N
NaHSO, (66 %, bezogen auf 3-Indolylaceto- Berechnet [%] | 754 | 5.7 | 8.8
nitril). Gefunden [%] | 75.1 | 5.7 | 8.7
Charakterisierung:

Aufgrund der Hydrolyseempfindlichkeit

wurde auf eine komplette Strukturaufklirung

verzichtet.
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7.5.2.2. Synthese von IMTHCC

Durchfiihrung:

1.0g (3.8 mmol) Indolacetaldehyd-NaHSO, Addukt wurden in 40 mL dest. Wasser gel6st und die
resultierende Lésung trofenweise mit einer ges. Natriumcarbonat-Losung auf pH=10 eingestellt.
Nach 5 min wurde die wilirige Phase dreimal mit je 30 mL Diethylether extrahiert, die organische
Phase getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Der entschiitzte 3-Indolylacetaldehyd wurde in
20 mL. THF aufgenommen und zu einer Lésung aus 500 mg (2.4 mmol) Tryptophan, 10 mL
dest. Wasser und 2 mlL. 0.5 M Schwefelsdure-Losung in einem Braunglaskolben getropft. Der pH-
Wert der resultierenden Mischung wurde mit 0.5 M Schwefelsdure-Lésung auf pH=1 eingestellt.
Nach 48 h Rithren bei RT wurde die Reaktion abgebrochen. Die Losungsmittel wurden unter
Vakuum entfernt und der verbleibende Rickstand in 3 mL Eluent (Etylacetat/1 M Essigsiure-
Losung, 4:1; Ansetzen der 1 M Essigsdure-Losung: 2 M wilrige Essigsidure-Losung mit Methanol
1:1 verdiinnen) gel6st und sdulenchromatographisch gereinigt. Die Produktfraktionen wurden ge-
sammelt, das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt, der Riickstand in dest. Wasser
gelost und  gefriergetrocknet. Das  Rohprodukt wurde durch Umkristallisation aus  2-

Propanol/Hexan gereinigt. Dabei erfolgt auch die Trennung der Diastereoisomere.

Reaktionsverfolgung: Charakterisierung:
Zur kompletten Strukturaufklirung wurde
HPLC: siche HPLC-Bedingungen++ nur das cis-Isomer herangezogen
DC
mobile Phase:  Etylacetat/1N Essigsiure
(4:1; V:V)
R -Werr: IMTHCC: 0.28

Tryptophan  0.08

Ausbeute:

200 mg (0.58 mmol) eines Gemisches aus

50% cis- und 50% trans-Isomer von 2-(3°-

Indolylmethyl)-1,2,3 4-tetrahydro-B-carbolin 'H-NMR ( 400 MHz, DMSO): 3=2.71
-3-carbonsiure (24 %, bezogen auf Trypto- (dd, 1H, H-11), 3.05 (dd, 1H, H-11a), 3.13
phan. (dd, 1H, H-4p), 3.49 (dd, 1H, H-1), 3.79 (dd,

1H, H-4a), 4.68 (dd, 1H, H-3), 6.96 (dd, 1H,
H-6), 6.98 (dd, 1H, H-16), 7.05 (dd, 1H, H-
7), 7.08 (dd, 1H, H-15), 7.23 (s, 1H, H-13),
7.38 (dd, 1H, H-17), 7.40 (dd, 1H, H-8), 7.41
(dd, 1H, H-14), 11.02 (s, 2H, NH) ppm.
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Kopplungskonstanten:

Jino=117, Tor np=41,
Tonerinp= 161, Tianw=11.3,
Yiiamad=49, T =161, Jyr516=7-6,
Jeosn=1.2 Trar=8.1, Tugus=13,
Tiars=81 o 15=2.0, Trran1s=7-7,

4 _ 3 _ 4 _
Jiaamis— 12, Tuaspas— 81 Juaspar—1.2,
3 _

J1+1(,,1+17_8-1 Hz.

BC.NMR ( 100 MHz, DMSO ): 5=23.8
(C-11), 29.6 (C-4), 51.2 (C-3), 57.5 (C-1),
106.7 (C-4a), 109.4 (C-132), 111.5 (C-13),
111.8 (C-8 und C-17 ), 1189 (C-14), 119.0
(C-5), 121.3 (C-15), 121.4 (C-6), 124.5
(C-16), 124.6 (C-7), 126.8 (C-92), 127.6
(C-13b), 127.9 (C-4b), 136.6 (C-17a), 136.7
(C-8a), 168.5 (C-10) ppm.

MS (70 eV, EI ): 345 (8, M), 297 (10), 272
(18), 271 (17), 215 (12), 172 (7), 171 (40),
168 (18), 145 (12), 130 (100, C,H,N"), 117
(1), 103 (7), 90 (10), 77 (14), 63 (8), 52 (6).

IR (KBr): 426 (w), 591 (w), 712 (w), 743 (s),
1221 (w), 1340 (m), 1400 (s), 1438 (m), 1455
(m), 1627 (s), 2733 (w), 2759 (w), 2778 (),
2790 (w), 2852 (w), 2927 (m), 2965 (m),
3056 (m), 3117 (m), 3222 (s), 3239 (m), 3283
(m), 3306 (s), 3318 (m), 3328 (m), 3307 (),
3528 (w).

Schmelzpunkt: 201°C (Zersetzung)
Elementaranalyse:
Element C | H| N

Berechnet [%] | 73.0 | 5.5 | 12.2

Gefunden [%] | 72.6 | 5.3 | 12.0

Reinheit: >99% (HPLC-Bedingungen+++)



7. Anhang 134

7.6. Bildung von dhPIT

7.6.1. dhPIT-Nachweis aus in situ gebildetem 3-Indolylglycerin

Das molare Verhiltnis von Trp, Indol und D-(R)-Glycerinaldehyd betrug 10:1:1. Es wurden 800
mg Trp (4.0mmol), 45 mg Indol (0.4 mmol), gelost in 1 mlL THF, und 35 mg D-(R)-
Glycerinaldehyd (0.4 mmol) in ca. 30 mL dest. Wasser suspendiert. Nach Einstellung des Reakti-

onsansatzes mit 2 M HCl-Lésung auf pH=2.0 wurde die klare Losung auf ca. 50 mL mit dest.
Wasser aufgefiillt und in einen 50 mL Braunglas-Rundkolben tberfithrt. Bei der Wiederholung
des Versuches wurde die Losung mit 2 M HCI-Losung auf pH=0.5 eingestellt und analog zum
ersten Versuchsansatz verfahren. Die Analyse der Losung erfolgte iiber RP-HPLC-UV (siche
Kap. 7.2.2.) und tber Fluoreszenzdetektion. Der qualitative dhPIT-Nachweis wurde tber die
Dotierung einer dhPIT-haltigen SD-Trp-Charge erbracht. Hierzu wurden 1 ml. einer SD-Trp-
StammI6sung (5 mg/mL) und 200 pl des Reaktionsansatzes (1:100) in ein 2 mL. HPLC-Vial pi-
pettiert und vermessen (siche Kap. 7.2.2.). Uber die Berechnung der anteiligen dhPIT-Flichen
des SD-Trp und des Versuchsansatzes erfolgte die Auswertung durch Vergleich des zu erwarten-
den dhPIT-Soll-Wertes mit dem analysierten Ist-Wert.

dhPIT Ansatz  1/6-Ansatz SD-Trp 5 /6:SD-Ttp Dotierung Dotierung
(Ist-Wert)  (Soll-Wert)

uv 178444 29741 36377 30314 57362 60055
Fluoreszens 2625244 437541 545672 454727 871382 892268
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