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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Einfiihrung

Der Mensch lebt heutzutage mehr denn je in einer Welt der makromolekularen
Verbindungen, die zum Teil natlrlichen Ursprungs sind und zum Teil synthetisch
hergestellt werden. Die Natur produziert Biopolymere mit den verschiedensten
Funktionen, wie z.B. Cellulose als Gerustsubstanz oder Starke, um Energie zu
speichern. Als weitere Beispiele lassen sich die DNA als Trager der Erbinformation
oder Kollagene als Faserproteine nennen. Daneben hat die Makromolekulare Chemie
synthetische Polymere hervorgebracht, die eine herausragende Bedeutung fur unseren
heutigen Lebensstandard besitzen.

Erstaunlicherweise wurde die Makromolekulare Chemie als Wissenschaft erst spat
nach dem ersten Weltkrieg voll anerkannt. Dies lag daran, dass hochmolekulare
Naturstoffe zunéchst als Assoziate von kleinen Molekiilen angesehen wurden!". Vor
allem Hermann Staudinger ist es zu verdanken, dass den Polymerwissenschaften der
Durchbruch gelang®®. Er entwickelte die grundlegenden Vorstellungen (iber die
chemische Struktur der Makromolekiile®?, die die stiirmische wissenschaftliche
Entwicklung und technische Produktion der Kunststoffe seit Mitte des 20. Jahrhunderts
ermoglichten. Allein im Jahr 2000 betrug die weltweit hergestellte Menge an
Kunststoffen 180 Millionen Tonnen®. Kunststoffe lassen sich in nahezu allen
Wirtschaftsbereichen einsetzen, wobei ihr jeweiliges Eigenschaftsprofil gezielt an die
speziellen Anforderungen angepasst wird.

Der Einsatz von Kunststoffen anstelle alternativer Materialien verschafft aus
Okologischer Sicht Vorteile, da Herstellungskosten, Millgewicht, Energieverbrauch und
Umweltbelastungen weitaus geringer sind”, und der Gesamtanteil am Miillaufkommen
nur ca. 1% betragt®. Trotzdem stehen wir heute vor dem Problem der
Miullbeseitigung, denn die Kunststoffabfalle verrotten nicht oder nur sehr langsam. Der
Anteil der Kunststoffe im stadtischen Mdullaufkommen betragt z.B. 6-10 % des
Gewichts aber 20 - 30 % des Volumens'®.

Einen Weg zur Miillbeseitigung stellt das Kunststoffrecycling®®'® dar, das jedoch nicht
unumstritten ist. So betragen die Kosten fir das werkstoffliche Recycling ca.
1-1.5 €/kg!"". Zusatzlich verlieren die Polymere mit jeder Aufarbeitung an Qualitit und
sind deshalb praktisch kaum wieder zu vermarkten!'. Auch die Miillverbrennung
verursacht Kosten und zusatzliche Umweltbelastungen durch Kohlendioxidproduktion
und Verbrennungsrickstande, die gesondert gelagert werden muissen.

Eine alternative Methode der Mullbeseitigung besteht in der Verwendung von naturlich
abbaubaren Polymeren. Diese alternativen Polymere sollen wahrend des Gebrauchs
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die an sie gestellten Anforderungen erfiillen. AnschlielRend zerfallen sie nach ihrer
Deponierung in relativ kurzer Zeit in niedermolekulare, nicht toxische Bestandteile, die
in den naturlichen Stoffkreislauf aufgenommen werden. Im Idealfall bleiben nur H,O
und CO; iibrig""®!. Der Abbau der Polymere kann dabei auf chemischem, biologischem
oder photochemischem Weg erfolgen!'¥. Die Schwierigkeiten bei diesen Polymeren
liegen vor allem in der Vereinbarkeit von Stabilitdt wahrend der Nutzung und
biologischer  Abbaubarkeit, sowie in der Realisierung konkurrenzfahiger
Herstellungskosten. Es besteht dennoch ein zunehmendes Interesse an diesen
Polymerenl'21421,

1.2 Biologisch abbaubare Polymere

Biologisch abbaubare Polymere zeichnen sich dadurch aus, dass sie durch Wasser
(Hydrolyse) oder durch enzymatische Einwirkung an bestimmten Stellen der
Polymerkette gespalten werden. Die resultierenden niedermolekularen Verbindungen
werden dann auf natlrlichem Wege zu nicht toxischen Substanzen weiter abgebaut, im
Idealfall Wasser und Kohlendioxid®*?®, Im Herbst 1998 ist eine Definition lber die
biologische Abbaubarkeit von Kunststoffen in der Vornorm DIN V 54 900 "Prufung der
Kompostierbarkeit von Kunststoffen" gefasst worden.

Ein grofles Anwendungspotential finden biologisch abbaubare Kunststoffe z.B. in der
Landwirtschaft, der Fischerei oder der Verpackungsindustrie, wo sie in Form von
Abdeckfolien, Schlauchen, Pflanzencontainern, Fangnetzen, Flaschen, Tuten, Folien
usw. herkdmmliche Kunststoffe substituieren kénnen!'"?"2#?! ynd zur Vermeidung von
Kunststoffmull beitragen. Ungunstig wirkt sich hierbei der wirtschaftliche Nachteil aus,
der durch die relativ hohen Herstellungskosten gegentber den Massenkunststoffen
besteht.

Der medizinische Sektor stellt ein weiteres Einsatzgebiet fiir biologisch abbaubare
Kunststoffe dar. Hier ergeben sich durch den Einsatz von abbaubaren Materialien wie
Nahtmaterial, Implantaten, Nageln, Schrauben und Polymermatrices fir "Drug-
Delivery-Systeme"?®?"l ganz andere Perspektiven gegeniiber herkdémmlichen
Kunststoffen. Die Herstellungskosten biologisch abbaubarer Kunststoffe treten in
diesem Fall gegenlber ihren Mdglichkeiten und Vorteilen in den Hintergrund, und so
haben sie sich auf dem medizinischen Sektor inzwischen etabliert.

Biologisch abbaubare Polymere lassen sich in naturliche und synthetische Polymere
unterscheiden. Die natlrlichen wie z. B. Polypeptide oder Polysaccharide werden in
biologischen Systemen in der Regel durch enzymatische Hydrolyse abgebaut®"?®!.
Synthetische Polymere werden dagegen hauptsachlich nicht-enzymatisch durch
Hydrolyse zu Oligomeren und schlieRlich Monomeren abgebaut.
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Die folgenden Tabellen enthalten einige Beispiele fir enzymatisch bzw. nicht-
enzymatisch abbaubare Polymere!?®!,

Tabelle 1.1  Enzymatisch abbaubare Polymere
Polymer Beispiele Enzyme |Abbauprodukt
Polypeptide Proteasen | a-Aminosauren

naturliche Polypeptide Kollagen, Gelatine, Albumin

synthetische Polypeptide | Poly-L-alanin, Poly-L-lysin
Polysaccharide Amylose, Dextrane, Amylase Glucose

Chitin Lysozyme | N-Acetyl-glucosamine

Biopolyester Poly-B-hydroxybutyrat (PHB) Esterasen | B-Hydroxybuttersaure

Tabelle 1.2 Nicht enzymatisch abbaubare Polymere

Polymer Beispiele Abbauprodukt
aliphatische Polyester Polyglykolid (PGA) Glykolsaure
Polylactid (PLA) Milchsaure

Polyorthoester
Polyanhydride
Polycarbonate

Anorganische Polymere

Poly-g-caprolacton (PCL)

2,2-Diethoxytetrahydrofuran-co-1,6-hexandiol

Polysebacinsaureanhydrid
Poly-(1,3-dioxan-2-on)

Polyphosphazene

6-Hydroxycapronsaure
Alkohole
Sebacinsaure
Trimethylenglykol
Phosphorsaure,

Ammoniak, usw.

Zur Gruppe der enzymatisch abbaubaren Polymere zahlen auch die Polypeptide. In
der Zeit zwischen 1930 und 1975 wurden Poly-(a-aminosauren) und synthetische
Copolymere von a-Aminosauren (synthetische Polypeptide) intensiv als Modelle von
natiirlichen Polypeptiden und Proteinen untersucht®®3". Aufgrund des gestiegenen
Interesses an biologisch abbaubaren bzw. biokompatiblen Polymeren ist auch wieder

das Interesse an synthetischen Polypeptiden gestiege

n [32-37] )
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1.3 Polypeptide

Biologische Systeme produzieren Proteine, die die Eigenschaft besitzen, komplexe
Strukturen zu bilden und dabei dennoch einen hohen Ordnungsgrad aufzuweisen®®,
Diese Copolymere sind Polypeptide, deren Eigenschaften von der prazisen
Zusammensetzung und der Sequenz der Aminosauren abhangen. Dabei ergeben sich
ganz unterschiedliche Polymere, wie z.B. I6sliche Globuline aber auch faserartige
Proteine, wie sie in der Seide von Spinnenweben, deren Festigkeit jede synthetische
Faser Ubertrifft®*" enthalten sind.

Derzeitige Forschungsinteressen zielen darauf ab, diese natlrlichen Polypeptide in
ihren Eigenschaften nachzuahmen bzw. vollig neuartige synthetische Polypeptide zu
entwickeln®?. Fiir derartige Polymere bestehen vielfaltige Anwendungsgebiete. So
kénnen sie z.B. in der Biotechnologie fur kinstliche Gewebe oder Drug-Delivery-
Systeme eingesetzt werden***4. Fir Anwendungen als Drug-Delivery-Systeme
werden auch Blockcopolymere entwickelt, die sich aus Polypeptidblécken und Blécken
aus Dbiologisch abbaubaren Polyestern wie Polycaprolacton oder Polylactid
zusammensetzen®> 3" %>¢7l Eine andere Anwendungsméglichkeit fiir Polypeptide ist in
der Biomineralisation gegeben. Auf Oberflachen lokalisierte Polypeptide werden als
Schliisselkomponenten fiir die Kontrolle der Biomineralisation angesehen!®®?. Weitere
Verwendungsmaglichkeiten bestehen im Bereich der biomedizinischen Anwendungen
(Klebstoffe, Biosensoren, medizinische Analyse, Gentransport)® 7484,

Um in diesen Anwendungen erfolgreich sein zu konnen, missen die Polypeptide in der
Lage sein, sich selbst in prazisen Nanostrukturen anzuordnen!** 8%l Polypeptide
haben gegeniber konventionellen synthetischen Polymeren den Vorteil, dass sie in
der Lage sind, sich in stabilen geordneten Konformationen anzuordnen® ", Hierfiir ist
es wichtig, dass die synthetisierten Polymere von definierter Struktur sind und enge
Molekulargewichtsverteilungen aufweisen.

In der Vergangenheit wurden chemische Polymerisationen von Aminosauren zu
hochmolekularen Polymeren von zahlreichen Nebenreaktionen beeinflusst®? 8 929l gq
dass keine Kontrolle Uber Struktur und Verteilung vorlag, und der Einsatz dieser
Materialien limitiert war® !, Neuere Synthesestrategien machen es inzwischen
mdglich, komplexe Polymere mit kontrollierter Molekulargewichtsverteilung
herzustellen®*?,

Synthesen von Polypeptiden lassen sich in biologische und chemische unterscheiden,
wobei die resultierenden Polymere grundlegend verschieden sind. Biologische
Herstellungsmethoden*?%*1% wie die rekombinante DNA-Methode erzeugen exakte
Molekule mit definierter Kettenlange, Sequenz und Zusammensetzung. Diese
Methoden sind extrem nutzlich, wenn es auf die genau definierte Struktur des
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Polymers auf Monomerebene ankommt. In groReren Mengen wurden z.B. Uber die
rekombinante DNA-Methode Enzyme, Seiden, Elastine und andere Polypeptide
hergestellt®**"19"192] Nachteilig wirkt sich bei dieser Methode der hohe Aufwand bei
der Genherstellung aus. Zusatzlich ist es schwierig, kiinstliche bzw. D-Aminosauren in
Peptide einzubauen.

Hochmolekulare Polypeptide, die Uber chemische Synthesen hergestellt werden,
zeichnen sich dagegen durch statistische Molekulargewichtsverteilungen und limitierte
Kontrolle der Sequenz aus. Diese Polymere eignen sich daher eher fur Anwendungen,
bei denen die Ordnung der Struktur im Nano- bis Mikrometerbereich wichtig ist“?.
Synthetische Poly-a-aminosauren und Polypeptide kdnnen auf zwei Wegen hergestellt
werden: entweder Uber Polykondensation von aktivierten Aminosduren und
Oligopeptiden oder Uber die ringéffnende Polymerisation (ROP) von o-Aminosaure-N-
carboxyanhydriden (NCA)"193-10%,

Die 1963 zuerst von Merrifield beschriebene Festphasenpeptidsynthese!'%%"! |iefert
zwar sequenzspezifische Polypeptide, eignet sich jedoch nicht zur direkten Herstellung
von hochmolekularen Polymeren (>100 Aminosaureeinheiten), da durch unvollstédndige
Entschitzung und Verknipfung Fehler in der Kette bzw. Kettenverkirzung
unvermeidbar sind. Zusatzlich ist sie arbeits- und kostenintensiv, da fir jeden
Kettenwachstumsschritt mindestens vier Schritte durchgefilhrt werden miissen®*? und
teure Reagenzien verwendet werden.

Die Methode, die das groBte Potential fur die Herstellung von hochmolekularen
Polypeptiden besitzt, ist die Polymerisation von a-Aminosaure-N-carboxyanhydriden
(NCA). Diese Methode erfordert die einfachsten Reagenzien und liefert mit guten
Ausbeuten hochmolekulare Polypeptide in grélleren Mengen, ohne dass
Racemisierungen an den chiralen Zentren auftreten. Die Vielzahl der NCA, die bereits
hergestellt wurden (>200)!'" erméglicht eine groRe Vielfalt an verschiedenen
Polypeptiden. Ein zusatzlicher Vorteil dieser Methode liegt darin, dass kinstliche
Aminosauren sowie D-Aminosauren einfach in die Polymerkette eingebaut werden
konnen. Seit Mitte des 20. Jh. ist die NCA-Polymerisation die am haufigsten
angewandte Technik zur Herstellung von grofieren Mengen an hochmolekularen
Polypeptiden!'®. Bei den hergesteliten Polymeren handelte es sich bisher
hauptsachlich um Homopolymere, statistische Copolymere und Pfropfcopolymere. Das
Potential dieser Methode wird durch die Prdsenz von Nebenreaktionen limitiert. Diese
fihren zum einen zu breiten Molekulargewichtsverteilungen, und zum anderen
verhindern sie die Synthese von reinen definierten Blockcopolymerent#104:105.109-114]
AuRerdem ist die Kontrolle der Endgruppen fiur eine eventuelle anschlieRende
Derivatisierung wichtig.

Die Eliminierung der Nebenreaktionen stellt also die groRte Herausforderung in diesem
Polymerisationssystem dar.
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Im Folgenden wird ein Uberblick (iber Herstellung und Polymerisationsmechanismen
der NCAs gegeben.

1.4 oa-Aminosaure-N-carboxyanhydride

a-Aminosdure-N-carboxyanhydride  wurden 1906 zuerst von Leuchs!''>""!
beschrieben. Dieser stellte bei dem Versuch, N-(Methoxycarbonyl)- bzw. N-
(Ethoxycarbonyl)-aminosaurechloride destillativ zu reinigen, fest, dass bei Erwdrmung
im Vakuum eine Zyklisierungsreaktion stattfand, die im Ergebnis NCAs und
Alkylchloride lieferte (Gl. 1-1). Hieraus entwickelte sich eine Synthesemethode fiir
NCAs, die nach ihrem Entdecker als "Leuchs-Methode" benannt wurde.

O R O
I I I T 50-70 °C
CHy—0—C—NH—CH—C—CI (1-1)

- CH3C1

Aufgrund der relativ hohen Temperaturen, die bei der Reaktion bendtigt werden, kann
es bei einigen NCAs zu Zersetzungen kommen. Dies fiuhrte zu einigen
Weiterentwicklungen dieser Methode. So wurden verschiedene Halogenierungsmittel
bzw. verschiedene Alkylreste der Urethangruppen erprobt. Dabei stellte sich heraus,
dass Aminosaurebromide reaktiver als -chloride waren!''>'?!, Des Weiteren lieR sich
eine zunehmende Reaktivitdit bei Verwendung der folgenden Alkylreste in der
Urethangruppe feststellen: Ethyl<Methyl<Allyl<Benzyl!'*'!. Beispielsweise reagieren N-
(Benzyloxycarbonyl)-aminosaurebromide bei niedrigeren Temperaturen als die
Originalverbindungen von Leuchs!'?%'].

Eine andere Methode zur Herstellung der NCAs, die heute am meisten verbreitet ist, ist
die so genannte "Fuchs-Farthing-Methode"!'?>'?! bei der die Aminosauren direkt mit
Uberschiissigem Phosgen umgesetzt werden (Gl. 1-2). Die Reaktion scheint Uber eine
N-(Chlorformyl)-aminosaure-Zwischenstufe abzulaufen!'?>"3%,

R 0 R N
H,N—CH-CO,H 9% (¢ NH-CH- COH —» (1-2)
2 27 Ha -HCI o7 ™
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Alternativ kann auch Diphosgen bzw. Triphosgen in anndhernd aquimolaren Mengen
eingesetzt werden!™®""**. Dies hat den Vorteil, dass Nebenreaktionen eingeschrankt
werden kdénnen, die die Produktreinigung erschweren, und dass das hochgiftige,
gasformige Phosgen vermieden wird.

Die in dieser Arbeit hergestellten NCAs wurden hauptsachlich nach einer von
Kricheldorf entwickelten Variante der Leuchs-Methode hergestellt!'*®!. Die N-(Methyl-
oxycarbonyl)-aminosaurebromide werden dabei Uber die N-(Methyloxycarbonyl)-
aminosauretrimethylsilylester 1-2 (a-i) mit Phosphortribromid hergestellt. Zum einen
sind diese Silylester gut I6slich in weniger polaren Lésungsmitteln wie Chloroform oder
Tetrachlorkohlenstoff, zum anderen wird die Freisetzung von Halogenwasserstoff
vermieden, der zu Nebenreaktionen wie Racemisierungen fuhren kann. Beim Erhitzen
zyklisieren die Saurebromide, wobei unter Methylbromidabspaltung die NCAs 1-3 (a-i)
entstehen. Diese werden nach dem Auskristallisieren unter Feuchtigkeitsausschlufl
abfiltriert. An der Luft neigen die polaren Molekile dazu, Wasser zu adsorbieren,
welches dann zu Nebenreaktionen bei den Polymerisationen fiihrt!'®. Zur Reinigung
werden die NCAs mehrfach in trockenem 1,4-Dioxan unter Aktivkohlezusatz
umkristallisiert, bis sich mit AgNO; kein Bromid mehr nachweisen lasst®. Die
Reaktionsgleichung dieser Synthese ist in Gleichung 1-3 dargestellt.

o R9Q
3 CHy—O—C—NR*—CH—C—OSi(CH3); +  PBr
1-2 (a-i)

- P(OSIMC3)3
- 3 MeBr

Rl

5

3 //< N
07 o~ o

1-3 (a-i)

(1-3)

R! = H, CH;, CH,CgHs, CH(CH3),, CH,CH(CH3),
R?=H, CH;

Die Polymerisation dieser NCAs kann auf verschiedene Arten initilert werden. Der
folgende Abschnitt behandelt die unterschiedlichen Reaktionsmechanismen dieser
Polymerisationen.
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1.5 Polymerisation von a-Aminosaure-N-carboxyanhydriden

a-Aminosaure-N-carboxyanhydride besitzen vier reaktive Gruppen. Die beiden
Carbonylgruppen CO-2 und CO-5 besitzen einen elektrophilen Charakter. Die NH- und
CH-Gruppe reagieren dagegen nach Deprotonierung nucleophil. Aus diesen
strukturellen Eigenschaften resultiert eine komplexe Chemie, die zu lang anhaltenden
Diskussionen (iber die Polymerisationsmechanismen gefiihrt hat"®®.

Als Initiatoren kénnen protische Nucleophile!''®""% " Tertidre  Aminel'#¢1%%
Metallsalze (z.B. Lithiumchlorid, Natriummethoxid u.a.)l"*"'®*! oder Organometall-
verbindungen (Butyllithium, Diethylzink, Tributylaluminium u.a.)?*42 112154159 gingesetzt
werden, wobei aus dieser Reihe die Amin-Initiatoren am haufigsten verwendet wurden.

Die Initiatoren konnen anhand von drei Kriterien klassifiziert werden.

1. Die Stelle, an der das NCA vom Initiator angegriffen wird.

2. Reaktivitat des Initiators relativ zum aktiven Kettenende.

3. Eingliederung des Initiators in die Peptidkette durch Bildung einer kovalenten
Bindung, die zu einem "toten" Kettenende flhrt.

In Bezug auf Punkt 1 reagieren z. B. Wasser, Alkohole und Primare Amine identisch.
Sie greifen das NCA nucleophil an der CO-5-Carbonylgruppe an (GIl. 1-4), zumindest
bei einem Monomer/Initiator-Verhaltnis (M/I-Verhaltnis) > 1. Bei sekundaren Aminen,
tertiaren Aminen und Anionen hangt der Initilerungsschritt vom Nucleophilie/Basizitats-
Verhaltnis (N/B-Verhaltnis) des Initiators ab. Dieses wird zum einen durch die Basizitat
bestimmt, zum anderen beeinflusst die sterische Hinderung der Substituenten am
Initiator dessen Nucleophilie. Aliphatische und aromatische Amine mit kleinen
Substituenten wie z.B. Dimethylamin oder Piperidin, die ein groRes N/B-Verhaltnis
besitzen, reagieren nucleophil. Sterisch stark gehinderte Amine wie z.B.
Diisopropylamin reagieren dagegen aufgrund ihres niedrigen N/B-Verhaltnisses
basisch und deprotonieren das NCA an der NH-Gruppe (bei N-unsubstituierten NCAs),
wodurch ein anderer Polymerisationsmechanismus eingeleitet wird.

In Bezug auf Punkt 2 sind Wasser, Alkohole, und aromatische Amine weniger
nucleophil als das aktive Kettenende. Der Initiierungsschritt ist in diesem Fall
langsamer als die Kettenwachstumsschritte, was zu einem hdéheren mittleren
Polymerisationsgrad flihren kann als durch das M/I-Verhaltnis zu erwarten ware.
Primare aliphatische Amine und sterisch ungehinderte sekundare Amine sind dagegen
nucleophiler als das aktive Kettenende. Diese Initiatoren werden daher quantitativ in
die Polymerketten eingebaut und die mittleren Polymerisationsgrade lassen sich, wenn
nahezu quantitative Umséatze erzielt werden kénnen, Uber das M/I-Verhaltnis steuern
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(zumindest fur M/I<150). Trotzdem resultieren auch in diesem Fall aus der "lebenden
Polymerisation" der NCAs nicht zwingend enge Molekulargewichtsverteilungen.

Hinsichtlich Punkt 3 haben Wasser, Alkohole, primare und die meisten sekundaren
Amine gemeinsam, dass sie nicht-reaktive Endgruppen der Peptidkette durch
kovalente Bindung bilden kénnen.

Nucleophiler sowie basischer Angriff auf das NCA fiihren also zu unterschiedlichen
Mechanismen, die im Folgenden erlautert werden.

1.5.1  Amin-Mechanismus

Erfolgt ein nucleophiler Angriff, so lassen sich je nach Art des reaktiven Kettenendes
zwei verschiedene Mechanismen unterscheiden. In den Gleichungen 1-4 bis 1-6 ist der
so genannte Amin-Mechanismus gezeigt. Dieser wurde zuerst von Wessely et al.['®"
'®4 und Watson et al.['"®® beschrieben.

HN

|
~ + H,NR® —> //\§<NHR—> HOZC—NH—CH—C—NHR‘ (1-4)
07 o° O

R R
L5 P N L j

Il
X . + H,N— CH—C—NHR‘—> H{NH—CH—C‘}NHR‘ (1-5)
) 2

-CO, 0 0 O CO;
R
HN
+ (n-2 R
® o)él\(:; 0 | 1l
H{—NH—CH—C} NHR® (1-6)
- (n-2) CO, n

Hierbei erfolgt zundchst der nucleophile Angriff auf das NCA. Nach diesem
ringoffnenden Schritt wird die entstehende Carbaminsaure decarboxyliert, und es
entsteht eine Aminogruppe als reaktives Kettenende. Das weitere Kettenwachstum
erfolgt durch die analoge Reaktion dieser Aminogruppe mit dem NCA.
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1.5.2 Carbamat-Mechanismus

Von Idelson und Blout™®” wurde ein anderer Mechanismus beschrieben. In
Anwesenheit von ausreichend basischen Gruppen, wie es z.B. der Initiator oder die
Amino-Endgruppe der wachsenden Kette selbst sein kbénnen, kann es zu einer
Deprotonierung der entstehenden Carbaminsdure kommen, wodurch diese als
Carbamat stabilisiert wird. Die Initiierung durch ein nicht-protisches Nucleophil erzeugt
ebenfalls Carbamat-Endgruppen. Das Kettenwachstum wird in diesem Fall durch
Angriff des Carbamations auf weitere NCAs fortgeflihrt. Dieser als Carbamat-
Mechanismus bezeichnete Ablauf ist in den Gleichungen 1-7 bis 1-11 gezeigt.

+B

I NI
HO,C—NH—CH—C—NHR’ "0,C—NH—CH—C—NHR' (1-7)

-HB"
/ !
HN
g 1-8
- Ao&o (1-8)
R
R O R R O
AN=C 7N T ‘ _ | L
P f + 0,C—NH—CH—C—NHR' —> O:C—NH—CH HN—CH—C—NHR' (19
0~ ~o” 0 0C-0-CO
Az (1-10)
R
I W ”“‘20)2}0 P9
“0,C—NH—CH—C—HN—CH—C—NHR" __ % °""° 'OZC{NH-CH—(%}NHR‘ (1-11)
- (n-2) CO, n

Da Deprotonierung der Carbaminsaure sowie Protonierung des Carbamats reversible
Schritte sind, kénnen beide Mechanismen nebeneinander stattfinden. Welcher der
beiden Mechanismen Uberwiegt hangt fir jede individuelle Polymerisation von den
Reaktionsbedingungen wie Temperatur, L&sungsmittel, CO,-Druck!'®® und
Protonenkonzentration ab. Fir die praparative Anwendung spielt es jedoch keine Rolle,

in welchem AusmaR der Carbamat-Mechanismus beteiligt ist!"®.

Der Amin-Mechanismus verlauft nur dem Anschein nach als "lebende Polymerisation".
Das Auftreten von Nebenreaktionen fiihrt zu Terminierungen, die das Erreichen hoher
Molekulargewichte (DP > 150) verhindern. Eine mogliche Nebenreaktion ist z.B. die
Bildung von Hydantoinsdure-Endgruppen.!'®'®! Das basische Amin-Kettenende
deprotoniert ein NCA-Molekul, das sich daraufhin in ein o-Isocyanatcarboxylat
umlagern kann. Durch Reaktion mit einem aktiven Kettenende entsteht daraus eine
Hydantoinsaure-Endgruppe, die keine weitere Polymerisation eingeht. Der Ablauf
dieser Reaktion ist in den Gleichungen 1-12 bis 1-14 gezeigt.

10
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R o R
Pol—NH, + //\ Pol—NH; -+ //\ (1-12)

NS NS

P o oo o

(0] O

(1-13)

o:c:N—(le—co§9
R
0
Pol—NH, + O=C:N—$H—C029 GG Pol—NH—C—NH—(le—COze (1-14)
R R

Eine andere mogliche Abbruchreaktion, die allerdings auf alle Mechanismen zutrifft, ist
die Bildung von B-Faltblatt-Strukturen. Diese kdnnen fur den "physikalischen Tod" des
aktiven Kettenendes verantwortlich sein.

1.5.3  Polymerisation iiber aktivierte Monomere (AMM)

Wird die Polymerisation jedoch nicht durch ein protisches Nucleophil initiiert, sondern
durch einen Initiator, der basisch reagiert, wie z.B. sterisch gehinderte sekundare und
tertiare Amine, so wird im ersten Schritt die NH-Gruppe an einem NCA-Molekul
deprotoniert!'®"" Das entstandene NCA-Anion reagiert nun selbst nucleophil und
greift ein weiteres NCA-Molekul an. Es entsteht ein N-Acyl-NCA, das noch
empfanglicher fir einen nucleophilen Angriff ist als das NCA selbst. In den folgenden
Wachstumsschritten reagieren die NCA-Anionen bevorzugt mit den vorhandenen N-
Acyl-NCAs. Dieser Mechanismus, der von Bamford et al.['**"*¢'72 entwickelt wurde und
Uber die aktivierten Monomere ablauft, wird als AMM bezeichnet (abgeleitet von
activated monomer mechanism). Der Ablauf wird in den Gleichungen 1-15 bis 1-18
noch einmal verdeutlicht.

11
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R R
HN& ® N
R;N  + J\ ~ R;NH — + 4/\ ~
07 > o 0 07 Mo”7 0
R O
R o R o |l R
HN{ N 0,C-NH-CH—C—
+  —
4/\ X %/\ N J\ N
07 ™07 0 070" O 07 >o” Yo

Pol—

0
Pol—C—N CH
Pt oty 1b e
0 0
+H+l-C02
0
Pol—C—NH- CH C 1

(1-15)

(1-16)

(1-17)

(1-18)

Bei dem AMM entsteht eine difunktionelle Peptidkette, die auf der einen Seite eine
elektrophile N-Acyl-NCA-Endgruppe und auf der anderen Seite ein nucleophiles
Kettenende, die Carbamatgruppe, besitzt. Das Kettenwachstum kann also auch am
nucleophilen Kettenende, den Gleichungen 1-7 bis 1-11 entsprechend, Uber den
Carbamat-Mechanismus stattfinden. Zusatzlich kann - freie Beweglichkeit der Ketten
vorausgesetzt - auch eine Polykondensation von verschiedenen Polypeptidketten
stattfinden, wie in Gleichung 1-19 gezeigt!'®. Das nucleophile Kettenende der einen

Kette greift das N-Acyl-NCA-Ende der anderen Kette an.

12
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0,C-NH~— (Pol)NC 1
2

o R o
0,C-NH~— (Pol)NC—NH—CH—C—NHN(Pol)NC 1

Sieht man von nucleophilen Verunreinigungen ab, so ist die Zyklisierung die einzige
bewiesene Abbruchreaktion, die das Wachstum der difunktionellen Peptidketten
komplett stoppt!'"".

1.5.4 Zwitterionischer Mechanismus

Ein weiterer Mechanismus kann von den schwacher basischen, nucleophileren
tertiaren Aminen wie z.B. den Pyridinen bevorzugt werden. Dies ist der Zwitterionische
Mechanismus!'%!. Hierbei ist der erste Schritt die heterolytische Spaltung des NCAs,
bei der ein Zwitterion gebildet wird (Gl. 1-20). Dieses Zwitterion kann wiederum die
anionische Polymerisation Uber den Carbamat-Mechanismus einleiten (Gl. 1-21 und
Carbamat-Mechanismus GI. 1-9 bis 1-11 ).

R
R O
HN
o RIS
%@NO — 02C—NH—CH—C—NQ> (1-20)
0~ ~0” O

R

HN& NH—CH—& R R
+ —CH=C . 9 c—NH-CH—C—HN—CH—C 1-21
P N , I|\I® -CO, 2 | ( )

¢ ¢} A\/ozc @ @

13



1 Einleitung

Ein weiterer Wachstumsmechanismus der Zwitterionen ist deren Polykondensation,
wie sie von Wieland!'" vorgeschlagen wurde (GI. 1-22).

R O R O
% |l | 1@/ \
02c NH—CH—C— T OZC—NH—CH—C HN—CH—C—N (1-22)

Pyrldm

Der AMM und der zwitterionische Mechanismus haben gemeinsam, dass bei ihnen
difunktionelle Ketten vorliegen. Auch in letzterem Fall stellt die Zyklisierung der
difunktionellen Ketten eine Abbruchreaktion dar.

14
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Die Polymerisation von NCAs wurde besonders in der zweiten Halfte des 20. Jh. von
zahlreichen Gruppen untersucht!'®'®! Die Ergebnisse fiihten zu einem
umfangreichen Verstandnis dieser Chemie, aus dem heraus die grundlegenden
Polymerisationsmechanismen und auch Nebenreaktionen formuliert werden konnten.
Dennoch mangelte es in dieser Zeit teilweise an leistungsfahigen Analysemethoden,
um alle Reaktionen nachweisen zu kénnen. So konnten z.B. zyklische Polypeptide, die
Aufschluss Uber mechanistische Vorgange geben, in den meisten Fallen nicht
detektiert werden, da sie nahezu die gleichen Eigenschaften wie lineare Polypeptide
besitzen und, ebenso wie diese, in den meisten organischen Lésungsmitteln unldslich
sind.

Mit der MALDI-TOF-MS steht heute eine Analysemethode zur Verfigung, die einen
tieferen Einblick in die Vorgange bei der Polymerisation erlaubt. Anhand der
auftretenden Produkte und ihrer Verteilung koénnen Rickschlisse auf das
Reaktionsgeschehen gezogen werden.

In dieser Arbeit sollten nun bei verschiedenen, hauptsachlich Amin-initiierten
Polymerisationssystemen die dort stattfindenden mechanistischen Vorgange anhand
des Produktspektrums und der auftretenden Verteilungen untersucht werden. Dabei
sollte neben "H- und "*C-NMR-Spektroskopie und Viskositdtsmessungen hauptséchlich
die MALDI-TOF-Massenspektrometrie als Analysemethode eingesetzt werden, um die
Reaktionsprodukte zu charakterisieren.

Folgende Zielsetzungen dieser Arbeit lassen sich getrennt formulieren.

1. Untersuchung der durch primare Amine initiierten Polymerisation von
a-Aminosaure-NCAs.

2. Untersuchung der Kettenverlangerung telecheler Polysarkosinblocke mit
verschiedenen Kupplungsreagenzien.

3. Es sollte eine kinetisch kontrollierte ringéffnende Polymerisation von a-Amino-
saure-NCAs gefunden werden, die sich selbst in eine kinetisch kontrollierte
Polykondensation transformiert. Dabei sollte die Mdglichkeit der Herstellung
zyklischer Peptide, die sich aufgrund der Konkurrenz von Kettenwachstum und
Zyklisierung ergibt, Uberpruft werden.

4, Untersuchung der durch tertidare Amine initiierten Polymerisation von
a-Aminosaure-NCAs.

5. Untersuchung thermisch induzierter Polymerisationen von a-Aminosaure-NCAs.

15
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6. Untersuchung der Polymerisation von a-Aminosaure-NCAs
in wassrigen Systemen.

Fir die Charakterisierung der synthetisierten Verbindungen und Polymere wurden
folgende analytische Messmethoden herangezogen:

- "H- und "*C-NMR-Spektroskopie

- Viskosimetrie

- MALDI-TOF-Massenspektrometrie
- Infrarotspektroskopie (IR)

- Elementaranalyse

16
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3.1 Benzylamin-initiierte Polymerisation von Sar-NCA, D,L-Ala-NCA und
L-Ala-NCA

Die Polymerisation von NCAs (Gl. 1-4 bis 1-6) mit primaren Aminen ist eine oft
angewandte Methode, da sie die Kontrolle Uber die Endgruppen sowie, bei
ausreichender Loslichkeit der Polypeptidketten, auch eine Kontrolle der
durchschnittlichen Polymerisationsgrade (ﬁ) Uber das M/I-Verhaltnis erlaubt.

Experimentelle Beobachtungen lassen dennoch darauf schlieRen, dass dieser
scheinbar einfache Reaktionsmechanismus von einigen Nebenreaktionen begleitet
wird. So kdnnen z.B. Zyklisierungsreaktionen stattfinden, falls andere Mechanismen
wie z.B. der AMM zum Zug kommen, oder das Kettenwachstum wird, wie in den
Gleichungen 1-12 bis 1-14 gezeigt, durch Bildung von Hydantoinsaure-Endgruppen
gestoppt.

In  vorhergehenden  mechanistischen  Studien stand die = MALDI-TOF-
Massenspektrometrie noch nicht zur Verfugung, und mit den vorhandenen
analytischen Methoden lieRen sich untergeordnete Nebenreaktionen nicht detektieren.
Fir die praparative Anwendung ist es jedoch in einigen Fallen wichtig,
Nebenreaktionen, die zu veranderten Endgruppen fuhren, zu kennen. Dies ist dann der
Fall, wenn reaktive Endgruppen zur Modifikation der Peptidketten wie z.B.
Kettenverlangerung benutzt werden sollen.

Aus diesem Grunde sollte hier noch einmal die durch ein primares Amin initiierte
Polymerisationen von drei verschiedenen NCAs durchgefiihrt werden, um mithilfe der
MALDI-TOF-MS die Endgruppen bzw. zyklische Peptide zu identifizieren und die
Molekulargewichtsverteilungen charakterisieren zu kénnen. 'H-NMR-spektroskopische
Untersuchung und Bestimmung der inharenten Viskositaten der Produkte sollten dabei
ebenfalls Aufschluss Uber die Produkte bringen.

Fur diese Versuchsreihe wurden die NCAs der drei isomeren a-Aminosauren Sarkosin,
D,L-Alanin und L-Alanin gewahlt. Diese sollten relativ ahnliche
Molekulargewichtsverteilungen ergeben. Zusatzlich nimmt die Loslichkeit der
Polypeptidketten in organischen Losungsmitteln von Polysarkosin tber Poly-D,L-alanin
zu Poly-L-alanin hin ab, so dass hieraus resultierende Einflisse untersucht werden
konnen. Ein weiterer Unterschied besteht darin, dass das reaktive Kettenende des
Polysarkosins eine etwas geringere Nucleophilie besitzt als das der Polyalanine. Dies
kann ebenfalls zu unterschiedlichen Nebenreaktionen fuhren.
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Als Initiator wurde flir diese Polymerisationen Benzylamin gewahlt. Dieses zeigt ein
annahernd gleiches nucleophiles und basisches Verhalten wie a-Aminosaurederivate,
also auch wie das reaktive Kettenende bei diesen Polymerisationen. Zusatzlich erweist
es sich als glinstig, dass die Protonensignale von Benzylamin im "H-NMR-Spektrum
keine Uberlappungen mit denen der Wiederholungseinheiten von Polysarkosin bzw.
Polyalanin aufweisen.

Gleichung 3.1-1 zeigt die fur diese Versuchsreihe zu erwartende
Polymerisationsreaktion, die primar nach dem Amin-Mechnismus ablaufen sollte.

R!
RIN
n //\ - + H,N-CH,
7

o0~ ~o” 0

-1 CO; (3.1-1)
o9
H%NRZ_CH—C}NH—CHQQ
n
3.1-1 (a-c)
(a) Sarkosin: R!'=H,R’= CH;

(b) L-, (¢) D,L-Alanin: R'=CH; R*=H

Bei den Polymerisationen wurden die M/I-Verhaltnisse 20, 40 und 80 vorgegeben, um
zu sehen, ob der durchschnittliche Polymerisationsgrad vom M/I-Verhaltnis abhangt.
Diese relativ niedrigen Werte wurden gewahlt, um Molmassenverteilungen in einem
Massenbereich zu erhalten, der eine zuverldssige Charakterisierung uber die MALDI-
TOF-MS zuldsst. Als Lésungsmittel wurden CH.Cl,, 1,4-Dioxan und DMF gewahlt.
Diese sind polar genug, um die Monomere zu Idsen und lassen sich zusatzlich leicht
trocknen. AulRerdem wurden sie in den letzten Jahren am haufigsten fir die
Polymerisation von NCAs eingesetzt.[2%30:43.97.103-103]

Zur Durchfuhrung der Polymerisationen wurden die Monomere in den verschiedenen
Lésungsmitteln geldst. Der Initiator wurde jeweils in der entsprechenden Menge
eingespritzt und mit der Lésung vermischt. Nach VerschlielRen der Reaktionsgefalle
mit CaCl,-Trockenrohren wurden diese bei Raumtemperatur fir 2 d stehengelassen.
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Die Polymere wurden mittels MALDI-TOF-MS, 'H-NMR-Spektroskopie und durch
Bestimmung der inharenten Viskositat analysiert.

Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser Polymerisationen geschildert.
3.1.1  Benzylamin-initiierte Polymerisation von Sar-NCA
Die Tabelle 3.1.1 zeigt die Ergebnisse der verschiedenen Polymerisationen von Sar-

NCA.

Tabelle 3.1.1 Polymerisation von Sarkosin-NCA mit Benzylamin bei 20 °C (2 d)

Polymer M/l  Ldsungsmittel  Ausbeute Nink®) DP®

Nr. [%] [dL/g]

1 20 CH,Cl, 91 0.08 19
2 20 1,4-Dioxan 88 0.08 18
3 20 DMF 81 0.07 20
4 40 CH,Cl, 85 0.1 44
5 40 1,4-Dioxan 75 0.10 38
6 40 DMF 88 0.1 45
7 80 CH,Cl, 88 0.16 85
8 80 1,4-Dioxan 65 0.12 55
9 80 DMF 93 0.14 76

a) gemessen in Ameisensaure bei 20 °C mitc =2 g/L
b) Polymerisationsgrad aus der Endgruppenanalyse im 'H-NMR-Spektrum
(gemessen in DMSO-dg)

Betrachtet man diese Ergebnisse, so fallt zunachst auf, dass bei Polymer Nr. 8
Ausbeute, inharente Viskositat und durchschnittlicher Polymerisationsgrad relativ
niedrig sind. Dies deutet darauf hin, dass hier bei weitem kein vollstandiger Umsatz
erzielt wurde. Diese Interpretation wird dadurch unterstiitzt, dass bei einem M/I-
Verhaltnis von 40 ebenfalls in 1,4-Dioxan (Polymer Nr. 5) die geringste Ausbeute
erhalten wurde. Die Ausbeuten der Ubrigen Polymerisationen fallen deutlich héher aus.
Dies korreliert mit der Tatsache, dass die Loslichkeit der Polysarkosine innerhalb
dieser Losungsmittelreihe in 1,4-Dioxan am geringsten ist. Hier fiel schon Sekunden
nach dem Einspritzen des Initiators das entstehende Polysarkosin aus, wodurch die
Anzahl in Losung befindlicher aktiver Kettenenden verringert wurde. Dieser Effekt fuhrt
anscheinend zu langeren Reaktionszeiten bis zum vollstindigen Umsatz des
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Monomers. Als Ubergeordneten Trend Ilassen sich dennoch steigende
Molekulargewichte mit steigendem M/I-Verhaltnis feststellen.

Die durchschnittlichen Polymerisationsgrade wurden im '"H-NMR-Spektrum aus einem
Signal bei 6.75 —6.80 ppm (in DMSO-ds gemessen), das den aromatischen Protonen
der Benzylamid-Endgruppe entspricht, ermittelt. Es zeigt sich dabei, dass die
experimentellen Werte relativ gut mit den aus den vorgegebenen M/I-Verhaltnissen zu
erwartenden Werten Ubereinstimmen. Der Fehler liegt dabei in einem Bereich von
110 %.

Weitere interessante Ergebnisse lassen sich aus der Analyse der MALDI-TOF-
Massenspektren der Polysarkosine ableiten. So ergeben sich fur alle Losungsmittel,
wie in den Abbildungen 3.1.1 und 3.1.2 exemplarisch gezeigt, enge
Molekulargewichtsverteilungen fur die isolierten Polysarkosine.

La54 (3973)
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Abb. 3.1.1 MALDI-TOF-Massenspektrum des in Dichlormethan synthetisierten Polysarkosins
Nr. 7 (H*-gedopt), La = lineare Polymere der Struktur 3.1-1a
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Abb. 3.1.2 MALDI-TOF-Massenspektrum des in 1,4-Dioxan synthetisierten Polysarkosins
Nr. 8 (H*-gedopt), La = lineare Polymere der Struktur 3.1-1a

Die Maxima der Verteilungskurven variieren mit den M/I-Verhaltnissen und
korrespondieren naherungsweise mit den Zahlenmitteln der Molekulargewichte der
isolierten Polymere. In den MALDI-TOF-Massenspekiren spiegeln sich auch die
niedrigen Viskositaten und DP wider, wie in der Abbildung 3.1.2 zu sehen ist.

Bei der Vorbereitung der Proben fir die Messungen wurde zunachst
Kaliumtrifluoracetat als Kationisierungsreagenz zugesetzt. Dies flhrte zu Spektren, in
denen neben den K'-gedopten Ketten auch noch die Na*- und H*-gedopten Ketten
auftraten. Die in den Abbildungen 3.1.1 und 3.1.2 gezeigten Spekiren ergaben sich
nach Wiederholung der Messungen ohne Kationisierungsreagenz. In diesem Fall
zeigten sich hauptsachlich H*-gedopte Ketten. Daneben traten noch schwache Na'-
gedopte Peaks auf.

Unabhangig vom Doping zeigen jedoch alle Spektren ausschlieRlich die erwarteten
Amin-terminierten Polymerketten der Struktur 3.1-1a, die sich aus der Reaktion in
Gleichung 3.1-1 ergeben. Andere eventuell durch Nebenreaktionen erzeugte Produkte
waren nicht nachweisbar.
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3.1.2 Benzylamin-initiierte Polymerisation von L-Ala-NCA

Da L-Ala-NCA nicht ausreichend I6slich in CH,Cl, ist, wurden in dieser Reihe nur sechs
Polymerisationen in 1,4-Dioxan und DMF durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser
Polymerisationen sind in der Tabelle 3.1.2 aufgeflhrt.

Tabelle 3.1.2 Polymerisation von L-Ala-NCA mit Benzylamin bei 20 °C (2 d)

Polymer M/l  Lésungsmittel Ausbeute Ninh®) DP"Y

NT. [%] [dL/g]

10 20 1,4-Dioxan 96 0.28 22
11 20 DMF 93 0.18 22
12 40 1,4-Dioxan 98 0.50 44
13 40 DMF 92 0.30 40
14 80 1,4-Dioxan 97 0.91 75
15 80 DMF 88 0.50 71

a) gemessen in Dichloressigsaure bei 20 °C mitc =2 g/L
b) Polymerisationsgrad aus der Endgruppenanalyse im 1H-NMR-Spektrum
(gemessen in TFA/DMSO-dg)

Die Umsatze sind in diesem Fall sehr hoch, wie an den hohen Ausbeuten, die bis auf
die des Polymer Nr. 15 deutlich Gber 90 % liegen, zu sehen ist. Die inharenten
Viskositaten zeigen zwei erkennbare Trends. Zum einen steigen sie mit zunehmendem
M/I-Verhaltnis an, und zum anderen sind trotz &hnlich hoher Ausbeuten und auch
Umsatze die Werte der Polymerisationen in DMF deutlich niedriger als in 1,4-Dioxan.
In DMF treten also offensichtlich Nebenreaktionen auf, die zu niedrigeren Molmassen
fuhren. Einige Polymerisationen werden nicht durch Benzylamin sondern anderweitig
initiiert. Dabei lasst sich jedoch in diesem Fall Wasser als Verunreinigung
ausschlieRen, da das DMF Uber P40, destilliert worden war.

Die Ermittlung der durchschnittlichen Polymerisationsgrade aus dem 'H-NMR-
Spektrum erwies sich im Fall der Polyalanine zunachst als irritierend. Trotz der hohen
Umsatze ergaben sich W-Werte, die nur der Halfte der nach den vorgegebenen M/I-
Verhaltnissen zu erwartenden Polymerisationsgrade entsprachen. Bei nahezu
quantitativem Umsatz waren dies unrealistische Ergebnisse. Um dieses Problem zu
I6sen, wurden zum Vergleich drei Polymerisationen von D,L-Ala-NCA in DMF mit den
M/I-Verhaltnissen 20, 40 und 80 durchgefiihrt. Als Initiator wurde in diesem Fall n-
Hexylamin eingesetzt (Gl. 3.1-2).

22




3 Hauptteil

CH;
HN
n J\&\ + H,N - (CH,)sCHj
=
0 0) 0o

-0 CO, (3.1-2)

Rl
|l
H%NRZ—CH—C}NH—(CHz)SCH3
n

3.1-2

Die Tabelle 3.1.3 zeigt die Ergebnisse dieser Polymerisationen.

Tabelle 3.1.3 Polymerisation von D,L-Ala-NCA mit n-Hexylamin bei 20 °C (4 d)

Polymer M/l  Lésungsmittel  Ausbeute Ninh®) DP"
Nr. [%] [dL/g]
16 20 DMF 96 0.14 18
17 40 DMF 97 0.18 36
18 80 DMF 90 0.2 66

a) gemessen in Dichloressigsaure bei 20 °C mitc =2 g/L
b) Polymerisationsgrad aus der Endgruppenanalyse im 1H-NMR-Spektrum
(gemessen in TFA/ DMSO-dg)

In diesem Fall ergeben sich aus der 'H-NMR-Endgruppenanalyse Werte fiir die HD,
die gut mit den vorgegebenen M/I-Verhaltnissen Ubereinstimmen.

Die Abbildungen 3.1.3 und 3.1.4 zeigen die 'H-NMR-Spektren der Polyalanine Nr. 15
und 18.
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Abb. 3.1.3 "H-NMR-Spektrum (400 MHz) von Polyalanin Nr. 15
(aufgenommen in TFA/DMSO-dg )
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Abb. 3.1.4 "H-NMR-Spektrum (400 MHz) von Polyalanin Nr. 18
(aufgenommen in TFA/DMSO-ds )
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Aus dem Vergleich der Spektren in den Abbildungen 3.1.3 und 3.1.4 ist zu erkennen,
dass das Protonensignal der Amino-Endgruppe des Polyalanins eine Uberlappung mit
dem Signal der aromatischen Protonen der Benzylamid-Endgruppe aufweist. Die
Uberlappung tritt allerdings nur mit dem Signal der meta-Protonen der
Benzylamidgruppe auf. Die durchschnittlichen Polymerisationsgrade der Benzylamin-
initilerten Polyalanine wurden daher aus dem Signal der kombinierten ortho- und para-
Protonen der Benzylamid-Endgruppe bei 6.75 - 6.80 ppm ermittelt. Die auf diese Weise
erhaltenen DP -Werte der Poly-L-alanin in der Tabelle 3.1.2 stimmen nun ebenfalls
relativ gut mit den nach dem vorgegebenen M/I-Verhaltnis erwarteten Werten Uberein.
Ebenso wie bei der Polysarkosinreihe liegt der Fehler hier in einem Bereich von £10 %.

Aus den Ergebnissen fur die durchschnittlichen Polymerisationsgrade lasst sich jedoch
keine Information ableiten, die Aufschluss Uber die niedrigen inharenten Viskositaten
der in DMF hergestellten Polymere geben koénnte. Das Verhaltnis der Signale von
Benzylamidgruppe und Wiederholungseinheit im "H-NMR-Spektrum ist unabhéngig
davon, ob einige Ketten auf andere Weise initiiert wurden, das gleiche.
Aufschlussreiche Informationen lassen sich hingegen aus den MALDI-TOF-
Massenspektren ziehen. Dort treten neben den Benzylamin-initierten Polymerpeaks
der Struktur 3.1-1b noch schwache Nebenpeaks mit einer zusatzlichen Masse von 28
Da auf. Offensichtlich kommt es zu einem nucleophilen Angriff des aktiven
Kettenendes auf das DMF. Wie in der Gleichung 3.1-3 formuliert, bildet sich eine
Formamid-Endgruppe (Struktur 3.1-3b).

0 0
3 3
Nl i Bl
H%NH—CH—C%NH—BZI HCONMe, HCO%NH—CH—C%NH—BZI (3.1-3)
n - HNMe, n
3.1-1 (bc) 3.1-3 (bye)

Bei dieser Reaktion wird Dimethylamin freigesetzt, das nun selbst als Initiator aktiv wird
(Gl. 3.1-4).

CH;

CH; O
HN [
//\ + HNMe, ——» HINH—CH—C}NMe, (3.144)
_ N -n CO, n
o0~ ~o” O
3.1-1(b,¢) 3.1-4(b,c)

Diese Nebenreaktion, die ebenfalls im MALDI-TOF-MS detektiert wurde, fuhrt zu einer
Verringerung des Molekulargewichts, wodurch die niedrigen Viskositaten erklart
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werden konnen. Fiur die Polymerisation von D,L-Ala-NCA mit Benzylamin in DMF
konnte diese Nebenreaktion ebenfalls nachgewiesen werden jedoch nicht fur Sar-NCA.
Die sekundare Aminogruppe des Polysarkosins ist offensichtlich weniger nucleophil.

Weitere interessante Ergebnisse lassen sich bezlglich der
Molekulargewichtsverteilungen aus den MALDI-TOF-MS ableiten. Fir alle
Experimente, die mit L-Ala-NCA durchgefliihrt wurden ergeben sich, wie in Abbildung
3.1.5 exemplarisch fur Polymer Nr. 14 gezeigt, breite Molekulargewichtsverteilungen.
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Abb. 3.1.5 MALDI-TOF-Massenspektrum des in 1,4-Dioxan synthetisierten Poly-L-alanins
Nr. 14 (K*-gedopt), La = lineare Polymere der Struktur 3.1-1b

Diese Verteilungen ahneln eher denen, die sich bei Polymeren, die Uber
Polykondensationen hergestellt wurden, ergeben. Eine Stufenwachstumskinetik ist
jedoch im Falle der Benzylamin-initiierten Polymerisation von NCAs absolut
unwahrscheinlich.

Ein charakteristischer Unterschied zwischen Polysarkosin und Poly-L-alanin lasst sich
jedoch feststellen. Die Peptidgruppen des Poly-L-alanins sind in der Lage,
Wasserstoffbriickenbindungen aufzubauen und somit stabile Sekundarstrukturen wie
a-Helices oder B-Faltblattstrukturen zu bilden. Aus friiheren Untersuchungen! """ ist
bekannt, dass im Falle des Poly-L-alanins die Oligomere mit einem
Polymerisationsgrad von DP < 10 + 1 B-Faltblattstrukturen bilden. Diese sind unldslich
und fallen zu einem Grof3teil aus allen Reaktionsmedien aus. Eine kleine Fraktion der

26



3 Hauptteil

Oligomere verbleibt in Losung und bildet bei Erreichen von Polymerisationsgraden
DP > 11 helicale Strukturen aus. Bei hdheren Polymerisationsgraden fangen auch die
a-Helices an, aus der Losung auszufallen (Abbildung 3.1.6).

255 .

= g

A

Abb. 3.1.6 Schematische lllustration der Sekundarstrukturen, die sich bei der durch primare
Amine initiierten Polymerisation von L-Alanin-NCA ausbilden: A) niedriger Umsatz
(die wurmartigen Molekiile reprasentieren I6sliche Oligomere mit DPs < 10),
B) mittlerer Umsatz, C) hoher Umsatz

Die verschiedenen Sekundarstrukturen sowie die sterischen Verhaltnisse auf der
Oberflache der Kristalle mit B-Faltblattstruktur fUhren zusammengenommen zu héchst
unterschiedlichen Reaktivitdten der einzelnen aktiven Kettenenden und damit zu einer
breiten Verteilung der Kettenwachstumsraten. Diese Zusammenhdnge zwischen
Wasserstoffbrickenbindungen, Sekundarstrukturen, Loéslichkeiten und Reaktivitaten
wurden in der Literatur flr verschiedene Poly(a-aminosauren), darunter auch Poly-L-
alanin, beschrieben!'**176:177]

Mithilfe der MALDI-TOF-Massenspektrometrie, die in den friiheren Studien noch nicht
verfiigbar war"®, kann hier dagegen gezeigt werden, dass die breite Verteilung von
Wachstumsraten zu breiten Molekulargewichtsverteilungen der Oligo- und Poly-L-
alanine flhrt, die sich deutlich von denen des I6slicheren Polysarkosins unterscheiden.
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3.1.3 Benzylamin-initiierte Polymerisation von D,L-Ala-NCA

In dieser Versuchsreihe wurden die Benzylamin-initiierten Polymerisationen von D,L-
Ala-NCA untersucht. Im Gegensatz zu L-Ala-NCA ist D,L-Ala-NCA in CH,Cl, I6slich, so
dass hier insgesamt neun Experimente in drei verschiedenen Ld&sungsmitteln
durchgeflhrt wurden. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 3.1.4 zusammengefasst.

Tabelle 3.1.4 Polymerisation von D,L-Ala-NCA mit Benzylamin bei 20 °C (2 d)

Polymer M/l  Ldsungsmittel Ausbeute Ninh®) Ninh" DP ©

NT. [%] [dL/g] [dL/g]

19 20 CH,Cl, 93 0.06 - 24
20 20 1,4-Dioxan 97 0.06 - 24
21 20 DMF 95 0.06 - 24
22 40 CH,Cl, 96 0.09 0.13 45
23 40 1,4-Dioxan 94 0.10 0.16 42
24 40 DMF 85 0.09 0.16 43
25 80 CH,Cl, 98 0.11 0.19 82
26 80 1,4-Dioxan 96 0.13 0.20 79
27 80 DMF 92 0.11 0.18 75

a) gemessen in Ameisensaure bei 20 °C mitc =2 g/L

b) gemessen in Dichloressigsaure bei 20 °C mitc =2 g/L

c) Polymerisationsgrad aus der Endgruppenanalyse im 1H-NMR—Spektrum
(gemessen in TFA/DMSO-ds)

Bei der Polymerisation von D,L-Ala-NCA werden unter den angegebenen
Reaktionsbedingungen fiir alle Experimente hohe Ausbeuten erreicht, wodurch
anndhernd quantitative Umsatze angezeigt werden. Die Viskositaten nehmen mit
zunehmenden M/I-Verhaltnis von 0.06 dL/g bis 0.13 dL/g (in Ameisensaure gemessen)
analog den Polysarkosinen in Tabelle 3.1.1 nur leicht zu. Diese niedrigen
Viskositatsdaten deuten darauf hin, dass Poly-D,L-alanin ebenso wie Polysarkosin in
diesem aciden Loésungsmittel die Konformation von undefinierten, zufalligen Knauel
annimmt. Die Poly-L-alanine weisen dagegen vergleichsweise ziemlich hohe
Viskositatswerte auf (gemessen in Dichloressigsaure). Dies ist offensichtlich die
Konsequenz daraus, dass hier in Losung eine andere Konformation der Polymere
vorliegt. Die Poly-L-alanine liegen als o-Helices vor, die sich in Losung wie starre
Stabchen verhalten. Fir Poly-L-alanin konnte die Existenz von a-Helices in reiner
Trifluoressigsaure bereits bewiesen werden!'".
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Betrachtet man die MALDI-TOF-Massenspektren der Poly-D,L-alanine, so zeigen sich
wiederum breite Molmassenverteilungen der linearen Produkte 3.1-1c fiur die
Polymere, die in CH,CI, sowie in 1,4-Dioxan hergestellt wurden. Die Abbildung 3.1.7
zeigt beispielhaft das Massenspektrum fiir Polymer Nr. 25, das in Dichlormethan
hergestellt wurde.
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Abb. 3.1.7 MALDI-TOF-Massenspektrum des in CH,CI, synthetisierten Poly-D,L-alanins
Nr. 25 (K'-gedopt), La = lineare Polymere der Struktur 3.1-1c

In diesen LoOsungsmitteln fallen offensichtlich die Oligo- und Poly-D,L-alanine
annahernd vollstandig aus dem Reaktionsgemisch aus, obwohl die Sekundarstrukturen
im Vergleich zum Poly-L-alanin wegen unglnstiger sterischer Wechselwirkungen
weniger gut ausgebildet sind und eine geringere Stabilitdt besitzen. Die niedrige
Loslichkeit der Oligo- und Poly-D,L-alanine zieht in diesem Fall dieselben
Konsequenzen flir die Reaktivitaten und Verteilungen nach sich, die schon beim Poly-
L-alanin zu verzeichnen waren.

Eine Besonderheit zeigt sich jedoch, wenn man die Polymerisation von D,L-Ala-NCA in
DMF betrachtet. Ein Grofteil der Oligo- und Poly-D,L-alanine scheint in diesem Fall
gelost zu bleiben. Anhand des MALDI-TOF-MS von Polymer Nr. 27, das in Abbildung
3.1.8 gezeigt wird, lassen sich die Konsequenzen fiir die Molmassenverteilung
erkennen.
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Abb. 3.1.8 MALDI-TOF-Massenspektrum des in DMF synthetisierten Poly-D,L-alanins Nr. 27
(K*-gedopt), La = lineare Polymere der Struktur 3.1-1¢

Es resultiert eine engere Molmassenverteilung, die bei M/l = 80 ein Maximum bei ca.
2500 Da aufweist. Diese Verteilungskurve zeigt nun Ahnlichkeiten mit denen, die fiir
die Polysarkosine erhalten wurden. Die hdhere Ldslichkeit der Oligo- und Poly-D,L-
alanine flhrt offensichtlich zu einer engeren Verteilungskurve der Wachstumsraten.

Auf diese Weise unterstitzen diese unterschiedlichen, I8slichkeitsabhangigen
Ergebnisse fiir die Verteilungskurven ebenfalls die oben aufgefiihrten Interpretationen
der Ergebnisse der Polymerisationen von L-Ala-NCA.

Fasst man die Ergebnisse dieser Polymerisationen zusammen, so lasst sich zunachst
feststellen, dass durch primare Amine initiierte Polymerisationen von Sar-NCA und Ala-
NCA, soweit sie in CH),Cl, oder 1,4-Dioxan durchgefiihrt werden, ohne
Nebenreaktionen dem erwarteten Reaktionsablauf, wie er in Gleichung 3-1 gezeigt ist,
folgen. In DMF zeigt sich dagegen, dass die primaren aktiven Aminogruppen der
Polyalanine in der Lage sind, langsam mit dem Lo&sungsmittel zu reagieren.
Hydantoinsaure-Endgruppen, wie in den Gleichungen 1-12 bis 1-14 formuliert, konnten
bei diesen Experimenten nicht nachgewiesen werden. Ebenso wenig traten in den
MALDI-TOF-Massenspektren zyklische Oligo- oder Polypeptide auf.
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Weiterhin konnte der Einfluss der Sekundarstrukturen und Léslichkeiten der Oligo- und
Poly-a-aminosauren auf die Molekulargewichtsverteilungen dargestellt werden. Das
gut I8sliche Polysarkosin liefert enge Verteilungen mit einem Maximum in der Nahe von
M,. Dagegen flhrt die schlechte Loslichkeit der Poly-L-alanine in allen Losungsmitteln
zu breiten Molekulargewichtsverteilungen, die denen von Polykondensationsprodukten
ahneln. Die Koexistenz von geldsten und ausgefallenen Oligomeren mit verschiedenen
Sekundarstrukturen (a-Helix- oder p-Faltblatt) wird hier fur das Auftreten einer breiten
Verteilung von Wachstumsraten verantwortlich gemacht. Diese fuhrt wiederum zu einer
breiten Molekulargewichtsverteilung. Poly-D,L-alanin bildet weniger stabile und damit
I6slichere Sekundarstrukturen aus. Es besitzt dadurch Eigenschaften, die sich
zwischen denen von Polysarkosin und Poly-L-alanin einordnen lassen.

Aufgrund dieser Ergebnisse sollte nun zunachst die Herstellung und Modifikation von
telechelen, durch primare Amine initiierte Polysarkosinen untersucht werden.

3.2 Zyklische Polysarkosine via kombinierte ringéffnende Polymerisation von
Sar-NCA und anschlieBende Stufenwachstumspolymerisation

Das gestiegene Interesse an biologisch abbaubaren bzw. biokompatiblen Polymeren
fuhrt insbesondere zur Entwicklung neuartiger Poly-a-aminosauren und Polypeptide.
Polysarkosin nimmt hierbei eine besondere Stellung ein, da es keine N-H-Bindungen
besitzt. Wegen einer ausgeglichenen cis/trans-lsomerie an den Amid-Bindungen ist
Polysarkosin in protischen sowie aprotischen polaren Lésungsmitteln wie Wasser,
Methanol, Dimethylsulfoxid (DMSO) oder N-Methylpyrrolidon (NMP) I8slich!'"8"79]
Obwohl Sarkosin keine proteinogene Aminosaure ist, kommt es dennoch im
menschlichen Stoffwechsel vor. Dort ruft Sarkosin nur unerhebliche Immunreaktionen
hervor!'8.

Diese Eigenschaften machen Polysarkosin zu einem interessanten Polymer, das z.B.
als hydrophiler Block in einer Vielzahl von Diblock-, Triblock- und
Multiblockcopolymeren eingesetzt werden kann.

Bei der Benzylamin-initiierten Polymerisation von Sar- und Ala-NCA hat sich gezeigt,
dass die Reaktion nach der erwarteten Sequenz (Gl. 3.1-1) ohne Nebenreaktionen
(zumindest fir CH,Cl, und 1,4-Dioxan) und mit hohen Ausbeuten ablauft. An dieser
Stelle sollten nun, ebenfalls durch primare Amine initiierte, difunktionelle Blécke von
Polysarkosin synthetisiert werden. AnschlieRend sollte untersucht werden, inwieweit
sich die reaktiven Endgruppen der Oligo- und Polysarkosine in einer
Kettenverlangerungsreaktion mit  verschiedenen elektrophilen  difunktionellen
Kupplungsreagenzien umsetzen lassen.
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Sar-NCA wurde hier gewahlt, da sich insbesondere die durch ein primares Amin
initiierte Polymerisation von Sar-NCA als gut kontrollierbar, ohne Nebenreaktionen und
mit engen Molekulargewichtsverteilungen erwiesen hat.

Primares Ziel war zunachst die Synthese von telechelen Polysarkosinen, wie in
Gleichung 3.2-1 gezeigt. Als Initiatoren wurden zum einen 1,12-Diaminododekan
(DAD) mit hydrophoben Eigenschaften eingesetzt und zum anderen das primare
Diamin 1,13-Diamino-4,7,10-trioxatridekan (DATT) als Beispiel fur einen hydrophilen
Initiator.

CHs
N
1\
N + 2N—=(X)-NH,
07 > oo

DAD, DATT
l— n C02
(3.2-1)
™ g 7
H- N—CH,—C—- HN—(X)— NH-L C—CHy— N—}yH
X
3.2-1a,3.2-1b

n=xty
3.2-1a: (X)= —(CHy)—
3.2-1b: (X) =—(CH3)3—0-(CH;)2,—O0-(CH,),— O—(CH)3—

Durchgefuhrt wurden die Polymerisationen in NMP, worin Polysarkosin sehr gut I6slich
ist. Dabei wurde ein M/I-Verhaltnis von 40/1 vorgegeben. Um nahezu 100 % Umsatz
zu erreichen, wurde die Reaktion Uber 4 d bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die
Ergebnisse dieser Polymerisationen sind in der Tabelle 3.2.1 gezeigt.

Tabelle 3.2.1 Polymerisation von Sar-NCA mit 1,12-Diaminododekan (DAD) und 1,13-
Diamino-4,7,10-trioxatridekan (DATT) bei 20 °C (4 d)®

Polymer Initiator Losungsmittel  Ausbeute Ninh") DP ©
Nr. [%] [dL/g]
28 DAD NMP 95 0.10 42
29 DATT NMP 95 0.10 38

a) M/I-Verhaltnis: 40

b) gemessen in Ameisensaure bei 20 °C mitc =2 g/L

c) Polymerisationsgrad aus der Endgruppenanalyse im 1H-NMR-Spektrum
(gemessen in DMSO-dg)
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Fir beide Initiatoren kann das Produkt mit hohen Ausbeuten von 95 % isoliert werden.
Ebenso gleichen sich die Daten der Viskositatsmessungen, die auch mit denen der
Benzylamin-initiierten Polysarkosine bei gleichem M/I-Verhaltnis korrelieren. Die
Endgruppenanalyse im 'H-NMR-Spektrum zeigt, das sich hier ebenfalls der
Polymerisationsgrad gut Uber das M/I-Verhaltnis kontrollieren lasst. Zur Auswertung
wurde hierbei ein Endgruppensignal bei 1.23 ppm fir DAD bzw. 1.62 ppm fiur DATT
genutzt. Betrachtet man wiederum die MALDI-TOF-MS der Polymere 28 und 29, so
zeigt sich, dass diese die nach Gleichung 3.2-1 erwartete difunktionelle Struktur 3.2-
1a,b mit engen Molekulargewichtsverteilungen aufweisen. In beiden Fallen sind keine
weiteren Nebenprodukte detektiert worden. Fir Polymer 28 ist das Massenspektrum
exemplarisch in Abbildung 3.2.1 gezeigt.

La35 La34 La35
Q
_ J “ K+ K
N
Na Na
l_
=
a i H+ H+
pd
LL
l_
Z
- 2600 2650 2700 2750
WWIWWWW

1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
m/z

Abb. 3.2.1 MALDI-TOF-Massenspektrum des Polysarkosins Nr. 28, La = lineare Polymere
der Struktur 3.2-1a

Die gewiinschten telechelen Polysarkosine lassen sich also auf diese Weise
erfolgreich synthetisieren.

AnschlieRend sollte nun die Kettenverlangerung durch Polykondensation bzw.
Polyaddition mit drei verschiedenen elektrophilen Kupplungsreagenzien untersucht
werden. Hierflur wurden 4,4’-Diisocyanatdiphenylmethan (MDI), Sebacinsaure-bis-(N-
hydroxysuccinimid)-ester (SHSE) und Sebacinsaurebisimidazolid (SBI) gewahlt. Die
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Gleichungen 3.2.2 und 3.2.3 zeigen die erwarteten Reaktionsablaufe fir das
Kettenwachstum.

™ g P
n H-EN—CHz—C%(HN—(X)—NH—EC—CHZ—N—}yH

3.2-1a,b

+
n OCN@—CHz@—NCO (3.2-2)
MDI

CH; O 0 CH; O 0
| I I 2 il
N—CH,—C— HN—(X)—NH—EC—CHz—N—];C—NH CH, NH—C
X
n

3.2-2a,b

CH;, O 0 CH,
| I I |
n HEN— CHZ—CQ; HN—(X)—NH- C—CH,~ N—}yH

3.2-1b

+

n  R—CO—(CH,)s—CO— R (SHSE, SBI)

(3.2-3)
l—2nRH
CH, 0 0 ; 0
| I I I I
N—CHZ—C—];HN—(X)—NH C—CHz—N—]gC—(CHz)g—C
3.2-3 n
i
.
SHSE:R= —O—N_ |, SBL. R= —N/\[
\=N
4
o)
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Die Kupplungsreaktion erfolgte hier in einer Eintopfreaktion. Nach der Synthese der
Polysarkosine mit DAD bzw. DATT wurden die Kupplungsreagenzien in aquivalenten
Mengen direkt zu dem Reaktionsgemisch gegeben. Die isolierten Polymere wurden
mittels '"H-NMR-Spektroskopie, Viskositatsbestimmungen und MALDI-TOF-MS
charakterisiert. In der Tabelle 3.2.2 sind die Reaktionsbedingungen und Ergebnisse

dieser Experimente aufgelistet.

Tabelle 3.2.2 Polymerisation von Sar-NCA? mit 1,12-Diaminododekan (DAD) und

1,13-Diamino-4,7,10-trioxatridekan (DATT) mit anschlielRender

Kettenverlangerung durch verschiedene Kupplungsreagenzien X

Polymer Initiator Loésungs- Kupplungs- Kettenverlingerung Ausb. ni” DP®
Nr. mittel Reagenz [%]  [dL/g]
X Temp. Zeit
[°C] [d]
30 DAD NMP MDI 20 1 97 0.11 43
31 DAD NMP MDI 20, 60 1,1 96 0.10 44
32 DATT NMP MDI 20 1 91 0.10 38
32a% DATT NMP MDI 20 1 91 0.10 38
33 DATT NMP MDI 20, 60 1,1 92 0.14 38
34 DATT DMSO SHSE 60 2 93 0.14 36
35 DATT NMP SHSE 60 2 94 0.17 38
36 DATT DMSO SBI 60 2 92 0.13 36
37 DATT NMP SBI 60 2 92 0.17 37

a) M/I-Verhaltnis: 40, Temp.: 20 °C, Zeit: 4 d

b) gemessen in Ameisensaure bei 20 °C mitc =2 g/L

c) Polymerisationsgrad aus der Endgruppenanalyse im 1H-NMR—Spektrum
(gemessen in DMSO-dg)

d) Durchfiihrung wie Nr. 32, aber vor dem Ausfallen noch mit 1 mmol Propylamin versetzt und
1 d stehengelassen

Zwei Experimente (Polymer 30 und 31) wurden mit DAD als Initiator und einer
aquimolaren Menge MDI als Kupplungsreagenz durchgefihrt. Die héhere Temperatur
hat im Falle des Polymers 31 keinen Einfluss auf Ausbeute und inharente Viskositat.
Auch die Analyse des 'H-NMR-Spektrums zeigt keinen nennenswerten Unterschied.
Dort wird fur beide Polysarkosine ein DAD/MDI-Verhaltnis von 1:1 und eine
vollstandige Reaktion des MDI ermittelt (Abb. 3.2.2).
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Abb. 3.2.2 'H-NMR-Spektrum (400 MHz) von Polysarkosin 30 (aufgenommen in DMSO-dg)

Der vollstdndige Umsatz der Isocyanatgruppen wird durch die Tatsache belegt, dass
die aromatischen Protonen des MDI in ortho-Stellung relativ zu den N-Atomen
verschiedene chemische Verschiebungen aufweisen, je nach dem, ob sie von
Isocyanatgruppen bzw. Uretdiongruppen (Abbildung 3.2.3 A) oder von
Harnstoffgruppen (Abbildung 3.2.3 B) benachbart sind.

A
T O T T T T O O O O T T T O O O L T T T
7.45 7.40 7.35 7.30 7.25 7.20 715 7.10 7.05 7.00

B

mmmmmmmmm
7.45 7.40 7.35 7.30 7.25 7.20 7.15 7.10 7.05 7.00

ppm

Abb. 3.2.3 "H-NMR-Spektrum (400 MHz) von: A) MDI, B) Polysarkosin 30
(aufgenommen in DMSO-dg)
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Betrachtet man die inharenten Viskositaten der beiden Polymere Nr. 30 und 31, so fallt
auf, dass diese nahezu identisch sind mit der Viskositat des Polysarkosins vor der
Kettenverlangerungsreaktion (Polymer Nr. 28). Dieser scheinbare Widerspruch lasst
sich aufklaren, wenn man die MALDI-TOF-Massenspektren zu Rate zieht. Die
Spektren der Polymere Nr. 30 und 31 zeigen dasselbe Ergebnis. Fir Polymer 30 wird
das MALDI-TOF-MS exemplarisch in der Abbildung 3.2.4 gezeigt.

(3119)
C36
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] AAAAALLLLLL
1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
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Abb. 3.2.4 MALDI-TOF-Massenspektrum des Polysarkosins Nr. 30 (K*-gedopt),
C = Zyklische Polymere der Struktur 3.2-4a

Hier ist zu erkennen, dass nahezu quantitativ zyklische Polysarkosine C der Struktur
3.2-4a (Schema 3.2-1) mit n =1 aus der vermeintlichen Kettenverlangerungsreaktion
hervorgehen. Jeder Zyklus enthalt eine DAD-Einheit und eine MDI-Einheit. Die
Reaktion verlauft also nicht wie erwartet als Kettenverlangerung (Gl 3.2-2) ab, sondern
es tritt hauptsachlich nach Addition einer MDI-Einheit ein Zyklisierungsschritt als
Abbruch der Kettenverlangerungsreaktion ein.
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o PR i
I
N—CHz—Cq—HN—(X)—NH——C—[—CHZ—N—Cj—NHA@fCHz@—NH—C
X y

3.2-4a,b

a: Initiator DAD
b: Initiator DATT

Schema 3.2-1

Neben der Hauptverteilung tritt in dem Massenspektrum von Polymer 30 bei der
doppelten Masse noch eine weitere Verteilung von Polymerpeaks auf, deren Anteil
allerdings unter 10 % liegt. Die Polymere dieser Verteilung besitzen zwei DAD-
Einheiten und zwei MDI-Einheiten. Es handelt sich also im Prinzip um zyklische
"Dimere" der Polymere der ersten Verteilung (n = 2 in Schema 3.2-1).

Auf diese Weise lassen sich folglich zwei verschiedene Typen von Polydispersitaten
(PD) identifizieren. Eine PD basiert auf der Verteilung des urspringlichen
Polysarkosins Nr. 28. Der zweite Typ resultiert aus dem Kupplungsprozess und wird
hier "Generationen" genannt und durch einen Index n (dem n in Schema 3.2-1
entsprechend) nach dem Symbol C identifiziert (z.B. C4, C,,...etc). Die totale Anzahl
der Sarkosineinheiten in den Zyklen wird durch die gleichgestellte Zahl angegeben
(z.B. C260).

Die niedrige Konzentration an Zyklen der héheren Generation stimmt im Ubrigen auch
sehr gut mit der Tatsache Uberein, dass die erhaltenen inharenten Viskositaten der
Zyklen nahezu identisch mit der Viskositat des parentalen Polysarkosins sind. Wenn
man bertcksichtigt, dass durch die Zyklisierung das hydrodynamische Volumen der
Polysarkosine verringert wird, dann fiihrt das Vorhandensein von Zyklen hoéherer
Generationen gerade zu einer Kompensation oder geringen Uberkompensation dieses
Effekts.

Die Polymerisationen, die mit DATT als Initiator durchgefiihrt wurden (Polymer 32 bis
37), ergeben ahnliche Resultate. Die Verwendung von MDI als Kupplungsreagenz
liefert bei 20 °C (Nr. 32) ebenfalls keine nennenswerten Kettenverlangerungen, bei 60
°C (Nr. 33) kann dagegen ein leichter Anstieg der Viskositat beobachtet werden.
Trotzdem liefert die Analyse des 'H-NMR-Spektrums sowie des MALDI-TOF-MS
nahezu identische Ergebnisse fiir beide Polymere. Aus dem 'H-NMR-Spektrum wird
ein DATT/MDI-Verhaltnis von nahezu 1:1 und ein vollstdndiger Umsatz des MDI
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ermittelt. Im MALDI-TOF-MS koénnen auch in diesem Fall nahezu quantitativ zyklische
Polysarkosine C der Struktur 3.2-4b (Schema 3.2-1) detektiert werden.

Zusatzlich wurde der Versuch Nr. 32 wiederholt, vor dem Ausfallen jedoch mit
Propylamin versetzt und einen Tag stehengelassen (Nr. 32a). Weder im "H-NMR-
Spektrum, noch im MALDI-TOF-MS von Produkt Nr. 32a lieBen sich Propylamin-
Endgruppen nachweisen, die auf eine Reaktion mit unumgesetzten Isocyanatgruppen
hingewiesen hatte.

Das MALDI-TOF-Massenspektrum von Polymer Nr. 32 ist in Abbildung 3.2.5 gezeigt.

. C134 (K*) (2926)

INTENSITAT
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O T T T T T T
2000 m/z 4500

Abb. 3.2.5 MALDI-TOF-Massenspektrum des Polysarkosins Nr. 32 (K*-gedopt),
C = Zyklische Polymere der Struktur 3.2-4b

Zwei weitere Experimente wurden mit 3.2-1b und Sebacinsaure-bis-(N-
hydroxysuccinimid)-ester als Kupplungsreagenz durchgefihrt (Gl. 3.2-3). Um den
Einfluss des Losungsmittels zu untersuchen wurde hier neben NMP auch DMSO
verwendet (Nr. 34 und 35). Fur beide Polymere lassen sich jedoch, unabhangig vom
Lésungsmittel, nur geringfligige Anstiege der inharenten Viskositaten feststellen. Die
Analyse der 'H-NMR-Spektren (Abbildung 3.2.6 fiir Polymer Nr. 34) ergab, dass in
beiden Polymeren ein DATT/Sebacinsaure-Verhaltnis von 1:1 vorliegt. AuRerdem kann
von einem vollstandigen Umsatz des Kupplungsreagenz ausgegangen werden, da im
'H-NMR-Spektrum keine N-Hydroxysuccinimid-Signale vorhanden sind.
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Abb. 3.2.6 'H-NMR-Spektrum (400 MHz) von Polymer Nr. 34
(aufgenommen in DMSO-dg)

Das MALDI-TOF-MS der Polymere 34 und 35 zeigt in Ubereinstimmung mit den
anderen analytischen Daten ausschliel3lich die Massepeaks zyklischer Polysarkosine
C der Struktur 3.2-5 (Schema 3.2.2).

TR 0 7§ I
N— cHz—c—}X HN—(X)— NH-} C—CH,— N{; C—(CHy)s—C
3.2-5

+

H,N-(X)-NH, = DATT

Schema 3.2.2

Analoge Ergebnisse ergeben die Synthesen der Polymere Nr. 36 und 37. Die
Verwendung von Sebacinsaurebisimidazolid liefert, unabhangig vom L&sungsmittel,
reine Zyklopolysarkosine C der Struktur 3.2-5 (Schema 3.2.2). Aus den 'H-NMR-
Spektren lassen sich vollstdndige Umsatze fir das Imidazolid und ein
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DATT/Sebacinsaure-Verhaltnis von 1:1 ermitteln. Fir Polymer Nr. 37 ist das MALDI-
TOF-MS beispielhaft in Abbildung 3.2.7 gezeigt.
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Abb. 3.2.7 MALDI-TOF-Massenspektrum des Polysarkosins Nr. 37 (K*-gedopt),
C = Zyklische Polymere der Struktur 3.2-5

Hauptsachlich treten wieder die Zyklen der ersten Generation auf. Daneben sind noch
Zyklen der zweiten Generation (C,) in geringer Menge zu sehen wahrend die dritte
Generation von Zyklen nicht detektiert werden konnte.

Leider konnten keine GPC-Messungen an den Polymeren vorgenommen werden, da
Polysarkosin in Tetrahydrofuran und Chloroform unldslich ist. Dennoch kénnen die
inharenten Viskositaten fur eine zufrieden stellende Schatzung der durchschnittlichen
Polymerisationsgrade DP (oder Zahlenmittel M,) verwendet werden. Zum Vergleich
kénnen die Benzylamin-initiierten Polysarkosine aus Kapitel 3.1 herangezogen werden.
Bei einem M/I-Verhaltnis von 40 weisen diese Polysarkosine in perfekter
Ubereinstimmung mit den hier hergestellten linearen Bldcken (Nr. 28 und 29)
Viskositaten von 0.10-0.11 dL/g auf. Wenn Polymer 29 als Standard genommen wird,
dann deuten die Viskositaten der Polymere Nr. 35 und 37 auf DPs von ungefahr 90
hin bzw. auf einen Kettenverlangerungsfaktor von ungefahr 2. Wird das geringere
hydrodynamische Volumen berlcksichtigt, so liegt der Kettenverlangerungsfaktor bei
ungefahr 2.6 £ 0.1. Fur die Produkte, die in DMSO hergestellt wurden (Nr. 34 und 36),
ergibt sich ein Kettenverlangerungsfaktor von ca. 2.0. Da in den "H-NMR-Spektren ein
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fast vollstandiger Umsatz des Sebacinsaurederivats angezeigt wurde, weisen also die
niedrigen Viskositaten ebenfalls auf einen hohen Zyklisierungsgrad hin.

In den MALDI-TOF-Massenspektren werden allgemein die hdhermolekularen
Fraktionen weniger gut erfasst, so dass die Spektren nicht die reale Verteilung zeigen.
Es ist also moglich, dass in dem nicht erfassten hochmolekularen Bereich einige
lineare Ketten vorhanden sind. Dennoch stimmen die analytischen Daten insgesamt
darin Uberein, dass die Kettenverlangerung durch MDI bzw. die Sebacinsaurederivate
hauptsachlich durch effiziente Zyklisierung limitiert wird.

In diesem Zusammenhang sollten zwei Ergebnisse, die von friiheren Publikationen
bekannt sind!"®"®! erwahnt werden. Zum einen wurden durch Polykondensation von
DATT mit Sebacinsaure-bis-(N-hydroxysuccinimid)-ester, Sebacinsaurebisimidazolid
und  Sebacinsaure-bis-(4-chlorphenyl)-ester  unter  Variierung von  einigen
experimentellen Parametern die Polyamide 3.2-6 (Gl. 3.2-4 und 3.2-6)
synthetisiert'®#'8_ Unter optimierten Bedingungen wurden zyklische Polyamide mit
inharenten Viskositaten bis zu 1.3 dL/g erhalten. Diese Viskositaten bedeuten, dass
das Molekulargewicht dieser Polyamide mindestens um den Faktor 10 héher ist als das
der hier hergestellten kettenverlangerten Polysarkosine.

n H;N-(CH;)3—0-(CH;y),—O-(CH,),—O—(CH;);— NH,

O " O

n N—O—CO—(CH,)g—CO—O0—N
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0 0
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l -2n HM& (3.2-4)
7

(0}

{ HN -(CH,);— O-(CH,),— O~ (CH,),— O— (CHy)3— NH—CO—(CH,)g— CO%
3.2-6 n

A
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+

n Hy;N-(CH;)3—O-(CHy),—O-(CH;,),— O—(CH;);— NH,

42



3 Hauptteil

Zum anderen sollten auch die Arbeiten von Sisido et al. erwahnt werden!'®*"%!, Diese
haben Untersuchungen zur Zyklisierungstendenz von Oligosarkosinen (DPs 6 - 35) mit
zwei Endgruppen unterschiedlicher Struktur durchgefiihrt. Ihren Ergebnissen zufolge
nahert sich die Zyklisierungsrate der intermolekularen Kettenwachstumsrate, wenn der
DP dber 30 steigt. Weiterhin folgerten sie aus ihren Untersuchungen, dass die
Zyklisierungstendenz von Oligosarkosinen etwas hoéher (Faktor 2 —3) als die von
Alkanketten identischer Lange ist.

In dieser Arbeit scheinen die Zyklisierungstendenzen hdher zu sein, speziell fur die
Kettenverlangerung mit MDI, bei der das Verhaltnis von Zyklisierungsrate zu
Kettenwachstumsrate signifikant groer als 1 ist. Auf der anderen Seite ist es zufrieden
stellend, dass auch diese Autoren eine relativ hohe Zyklisierungstendenz fur
Polysarkosine festgestellt haben. Im Ubrigen ist es nicht Uberraschend, dass die
Ergebnisse von Sisido et al. von den hier erhaltenen abweichen, da sie Ring-Ketten-
Gleichgewichte studiert haben, wahrend die Experimente dieser Versuchsreihe auf
irreversiblen, kinetisch kontrollierten Reaktionen basieren.

Die Ergebnisse der Polymerisationen in diesem Abschnitt zeigen, dass zwar wie
gewunscht telechele Polysarkosinbldocke synthetisiert werden kdnnen, diese allerdings
unabhangig davon, welches Kupplungsreagenz oder Ldsungsmittel verwendet wird,
nicht durch Polykondensation bzw. Polyaddition zu hochmolekularen Polymeren
umgesetzt werden kénnen. Vielmehr wurde durch diese Experimente eine unerwartet
hohe Zyklisierungstendenz der Polysarkosinblocke demonstriert. Diese Ergebnisse
stimmen sehr gut Gberein mit der postulierten Theorie, dass bei kinetisch kontrollierten
Stufenwachstumspolymerisationen, unabhangig von der Konzentration oder vom
Umsatz, Zyklisierung und Kettenwachstum miteinander konkurrieren. Das
Kettenwachstum wird hiernach, der Gleichung 3.2-6 entsprechend, limitiert.

DP = T’l_) (3.2-6)

p = Umsatz

a = Vp/Vc (Verhiltnis von Wachstums- zu Zyklisierungsrate)

Eine perfekte Erklarung fir die ungewodhnlich hohe Zyklisierungsneigung von
Polysarkosinderivaten kann an dieser Stelle nicht gegeben werden. Es ist dennoch
offensichtlich, dass die cis/trans-lsomerie (Schema 3.2.3) an den Amid-Gruppen eine
wichtige Rolle spielt.
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Es ist bekannt, dass die Amid-Gruppen eine partielle C-N-Doppelbindung besitzen, die
bis zu Temperaturen von 50 £ 10 °C als Rotationsbarriere wirkt.

_ o _
I(l)l © |(|)|
Pol~ CHZ—C\\ ® Pol~ CHz—C\\
Il\I—CH3 @ITI—CH3 ~~ Pol
cis CH, trans CHj
Pol

Schema 3.2.3

N-unsubstituierte Peptide und Polyamide enthalten fast ausschlief3lich trans-Amid-
Gruppen. Fur N-Acyl-sarkosinverbindungen und Polysarkosine ist dagegen ein hoher
Anteil von cis-lsomeren bekannt!'’®'8"188 Das Auftreten der cis-Amid-Gruppen ist
naturlich sehr guinstig flr Zyklisierungsreaktionen. Der Anteil der cis-Amid-Gruppen ist
von der Temperatur und vom Lo&sungsmittel abhangig und besonders hoch in
DMSOQ!""8187.188] ' Der niedrigere Kettenverlangerungsfaktor, der in DMSO gegeniiber
NMP gefunden wurde, konnte daher eine direkte Konsequenz des hoheren Anteils an
cis-Amid-Gruppen sein.

Die Zyklisierung von Oligo- und Polypeptiden ist auch als Nebenreaktion bei der
Polymerisation von NCAs denkbar. Die Untersuchungen der Polymerisation von
Alanin-NCA und Sarkosin-NCA mit Benzylamin haben ergeben, dass dort kaum
Nebenreaktionen auftreten. In den nachsten Abschnitten wird dagegen die
Polymerisation der NCAs von Phenylalanin, Valin und Leucin mit verschiedenen
primaren Aminen in unterschiedlichen Lésungsmitteln untersucht.

3.3 Polymerisation von Phenylalanin-NCA, Valin-NCA und Leucin-NCA mit
primaren Aminen

Die NCAs von Valin, Leucin und Phenylalanin besitzen im Vergleich zu Ala- und Sar-
NCA zunehmend groRere Seitenketten, die Einfluss auf Mechanismen der
Polymerisation und eventuelle Nebenreaktionen nehmen kdénnen. Das Phenylalanin-
NCA stellt einen Sonderfall dar, da es eine aromatische Seitenkette besitzt.

Als Initiatoren wurden fir diese Polymerisationen die primaren Amine Benzylamin,
n-Hexylamin und Anilin eingesetzt. Das aromatische Amin Anilin unterscheidet sich von
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den anderen primaren Aminen durch eine geringere Nucleophilie und Basizitat, die hier
niedriger als die der aktiven Aminogruppen der wachsenden Peptidkette sind. Die
Polymerisationen verlaufen in diesem Fall langsam, und die DPs sind in der Regel
schwierig vorherzusagen, da die Kettenwachstumsschritte schneller als die
Initiierungsschritte sind. n-Hexylamin besitzt in dieser Reihe von primaren Aminen die
groflte Nucleophilie, die auch hdher als die der aktiven Aminogruppen der
Polypeptidketten ist. In diesem Fall sollte es moglich sein, den mittleren
Polymerisationsgrad DP iiber das M/I-Verhltnis kontrollieren zu kénnen.

Als Nebenreaktion, die den prinzipiell einfachen Polymerisationsmechanismus stéren
kdnnen, kommt wie bei den Benzylamin-initiierten Polymerisationen von Alanin-NCA
und Sarkosin-NCA die Bildung von Hydantoinsdure-Endgruppen (GI. 1-12 bis 1-14 in
Abschnitt 1.5.2.) in Frage. Daneben haben Konformation und Sekundarstruktur der
gebildeten Oligopeptide Einfluss auf das Kettenwachstum. Wie bereits in Abschnitt 3.1
diskutiert wurde, kann es durch sterische Hinderungen zu einem "physikalischen Tod"
des Kettenwachstums kommen, wenn Oligomere aus dem Reaktionsgemisch in der
B-Faltblattstruktur ausfallen. Weiterhin beeinflussen Sekundarstruktur und Léslichkeit
entscheidend die Molekulargewichtsverteilungen der Produkte (siehe auch Abschnitt
3.1).

Zur Charakterisierung der Haupt- und Nebenprodukte wurden wiederum 'H-NMR-
Spektren, MALDI-TOF-MS und Viskositadtsmessungen herangezogen.

3.3.1 Benzylamin-initiierte Polymerisation von D,L-Phenylalanin-NCA

Zunachst wurde die Polymerisation von D,L-Phenylalanin-NCA mit Benzylamin
untersucht (GI. 3.3-1).

Bzl
Bzl O
HN | [l
n + H,N-Bzl —> H%NH—CH—C%NH- Bzl  (3.3-1)
. NS -n CO, n
0 o O 3.3-1

Um die Ergebnisse mit denen der Benzylamin-initiierten Polymerisationen von Alanin-
und Sarkosin-NCA vergleichen zu konnen, wurden dabei analoge Bedingungen
eingehalten. Wegen der schlechten Loéslichkeit von D,L-Phe-NCA in Dichlormethan
konnten allerdings nur vier Experimente in 1,4-Dioxan und DMF durchgefihrt werden.
Die aromatischen Protonen der Phenylalanin-Einheiten fiihren im 'H-NMR-Spektrum
zu Uberlagerungen mit den Signalen der Benzylamin-Endgruppe, so dass hier keine
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mittleren Polymerisationsgrade bestimmt werden kénnen. In weiteren Versuchsreihen
wurde deshalb n-Hexylamin als Initiator verwendet.

Die Ergebnisse der Polymerisation mit Benzylamin sind in der Tabelle 3.3.1 dargestelit.

Tabelle 3.3.1 Polymerisation von D,L-Phe-NCA mit Benzylamin bei 20 °C (2 d)

Polymer M/l Losungsmittel Ausbeute ninha)
Nr. [%] [dL/g]
38 40 1,4-Dioxan 93 0.18
39 40 DMF 68 0.16
40 80 1,4-Dioxan 98 0.24
41 80 DMF 60 0.15

a) gemessen in Dichloressigsaure bei 20 °C mitc =2 g/L

Es zeigt sich, dass fur die Polymerisation in 1,4-Dioxan hohe Ausbeuten erzielt werden
kénnen (>90 %), wohingegen in DMF unter diesen Bedingungen nur Ausbeuten von 60
bis 70 % erreichbar sind. Weiterhin ergeben sich hdohere Werte flr die inharenten
Viskositaten der Polymere, die in 1,4-Dioxan synthetisiert wurden. Dieser Trend konnte
schon bei der Polymerisation von Sarkosin-NCA und Alanin-NCA mit Benzylamin
festgestellt werden. Anscheinend verlauft die Polymerisation in DMF langsamer als in
1,4-Dioxan. Intensive Nebenreaktionen, die das Kettenwachstum stoppen, sind in
diesem Fall unwahrscheinlich, da das verwendete DMF im Vakuum Uber P40 frisch
destilliert wurde, um Wasser und Dimethylamin zu entfernen. Im MALDI-TOF-MS
kénnen auch keine unerwarteten Endgruppen identifiziert werden. Vielmehr zeigt sich,
dass bei allen Polymerisationen Benzylamin-terminierte Ketten der Struktur 3.3-1
vorherrschen. Fir die niedrige Reaktionsgeschwindigkeit ist wahrscheinlich die hohe
Polaritdt des DMF verantwortlich, die zu einer besonders guten Solvatisierung des
Monomers sowie der Amino-Endgruppen und damit erniedrigter Reaktivitat fuhrt.

Dennoch treten im MALDI-TOF-MS zwei interessante Unterschiedlichkeiten fur die
verschiedenen Lésungsmittel 1,4-Dioxan und DMF auf (Abb. 3.3.1 und 3.3.2).
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Abb. 3.3.1 MALDI-TOF-Massenspektrum des Poly-D,L-phenylalanins Nr. 38 (K*-gedopt),
La = lineare Polymere der Struktur 3.3-1
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Abb. 3.3.2 MALDI-TOF-Massenspektrum des Poly-D,L-phenylalanins Nr. 39 (K*-gedopt),
La = lineare Polymere der Struktur 3.3-1, C = zyklische Oligopeptide der Struktur
3.3-2

47



3 Hauptteil

Zum einen unterscheiden sich die Verteilungen. In 1,4-Dioxan bildet sich eine breite,
fast bimodale Verteilung aus, wahrend die Verwendung von DMF zu einer engeren
Verteilung des Produkts fuhrt. Dieser Unterschied ist offensichtlich eine Konsequenz
der geringeren Loslichkeit der Oligo-D,L-phenylalanine in 1,4-Dioxan. Ebenso wie bei
den Polymerisationen von D,L-Alanin-NCA in 1,4-Dioxan (Abschnitt 3.1), kommt es zu
einem partiellem Ausfall der Oligomere in der p-Faltblattstruktur aus dem
Reaktionsgemisch. Es ergibt sich dadurch eine breite Verteilung der Reaktivitaten der
aktiven Kettenenden. Letztendlich wird das Kettenwachstum auch physikalisch
gestoppt.

Zum anderen kann in den Massenspektren der Produkte, die in DMF synthetisiert
wurden (Polymere Nr. 39 und 41), eine kleine Fraktion von zyklischen Oligopeptiden C
mit der Struktur 3.3-2 (Schema 3.3-1) mit einem Maximum bei dem Zykloheptamer
identifiziert werden.

I|321 ﬂ
NH—CH—C
n
3.3-2

Schema 3.3-1

Dies ist aus zwei Grinden Uberraschend. Erstens ist es unwahrscheinlich, dass die
Amino-Endgruppe der wachsenden Kette in der Lage ist, die Peptidbindung am
anderen Kettenende oder innerhalb der Kette schon bei 20 °C zu spalten, und zweitens
konnten keine Zyklopeptide bei den Benzylamin-initierten Polymerisationen von Sar-,
L-Ala- und D,L-Ala-NCA detektiert werden.

Um dieses Phanomen intensiver zu untersuchen, wurden weitere Initiatoren und
Lésungsmittel auf ihre Einflisse hin untersucht.

3.3.2 n-Hexylamin-initiierte Polymerisation von D,L-Phenylalanin-NCA

Die néachste Serie von Polymerisationen wurde mit D,L-Phenylalanin-NCA und n-
Hexylamin als Initiator durchgefiuhrt. Finf verschiedene Lésungsmittel wurden bei
20 °C verwendet. Drei Polymerisationen wurden bei 60 °C wiederholt. Das erwartete
Hauptprodukt ist in Gleichung 3.3-2 gezeigt.
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| [l
(0)
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Tabelle 3.3.2 zeigt die Ergebnisse dieser Versuchsreihe.

Tabelle 3.3.2 Polymerisation von D,L-Phe-NCA mit n-Hexylamin (M/l = 40) in
unterschiedlichen Losungsmitteln

Polymer Lésungs- Temp. Zeit Ausbeute Ninh®) DP"

NT. mittel [°C] [d] [%] [dL/g]

42 1,4-Dioxan 20 4 99 0.14 40
43 DMF 20 4 70 0.11 32
44 NMP 20 4 68 0.10 30
45 DMSO 20 4 97 0.11 40
46 Sulfolan 20 4 79 0.11 32
47 DMF 60 2 70 0.11 33
48 NMP 60 2 68 0.09 30
49 DMSO 60 2 98 0.13 42

a) gemessen in Dichloressigsaure bei 20 °C mitc =2 g/L
b) Polymerisationsgrad aus der Endgruppenanalyse im 'H-NMR-Spektrum
(gemessen in TFA/DMSO-dg)

Die hochste Ausbeute und Viskositat sind wiederum bei dem Experiment in 1,4-Dioxan
zu verzeichnen (Nr. 42). Die Ausbeuten der Polymerisationen in DMF und NMP sind
vergleichsweise deutlich geringer. Wie bereits erwahnt, verlaufen die Polymerisationen
hier wegen der hohen Solvatationsfahigkeit der Lésungsmittel langsamer. DMSO fallt
hierbei aus dem Rahmen, da trotz der hohen Polaritat eine sehr hohe Ausbeute erzielt
werden konnte (Nr. 45 und 49). Die Endgruppenanalyse in den 'H-NMR-Spektren der
Produkte zeigt, dass sich die mittleren Polymerisationsgrade den Reaktionsumsatzen
entsprechend gut Uber das M/I-Verhéltnis kontrollieren lassen.

Die MALDI-TOF-Massenspektren der Produkte ergeben, dass bei allen Experimenten
die erwartete n-Hexylamin-terminierte Polypeptidkette der Struktur 3.3-3 als
Hauptprodukt vorliegt. Die Haufigkeitsverteilungen von 3.3-3 sind bei diesen
Polymeren etwas breiter als die von 3.3-1 bei den Benzylamin-initiierten
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Polymerisationen (Nr. 38 - 41). Polypeptide, die durch Wasser initiiert wurden, sowie
solche mit Hydantoinsaure-Endgruppen kdénnen nicht detektiert werden.

Wahrend bei den Polymerisationen in 1,4-Dioxan und Sulfolan die Polypeptidkette
3.3-3 das einzige Produkt ist (Abb. 3.3.3), treten bei den Polymerisationen in DMF,
NMP und DMSO wiederum Fraktionen von Zyklopeptiden C der Struktur 3.3-2 auf
(Abb. 3.3.4).
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Abb. 3.3.3 MALDI-TOF-Massenspektrum des in Sulfolan synthetisierten Poly-D,L-phenyl-
alanin Nr. 46, La = lineare Polymere der Struktur 3.3-3
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Abb. 3.3.4 MALDI-TOF-Massenspektrum des in DMF synthetisierten Poly-D,L-phenylalanins
Nr. 43, La = lineare Polymere der Struktur 3.3-3, C = zyklische Oligopeptide der
Struktur 3.3-2

Die Erhéhung der Reaktionstemperatur auf 60 °C fiihrt zu einem etwas héheren Anteil
der Fraktion zyklischer Peptide (Nr. 47 - 49).

Weiterhin treten im Massenspektrum von Polymer 47, das in DMF bei 60 °C
synthetisiert wurde, Ketten der Struktur 3.3-4 (Gl. 3.3-3) auf. Die Erhéhung der
Temperatur fihrt offensichtlich dazu, dass das aktive Kettenende mit dem DMF
reagieren kann und unter Abspaltung von Dimethylamin eine Formamid-Endgruppe
bildet (GI. 3.3-3).

Bzl O Bzl O
[ HCO-NMe, ]
H{-NH—CH—CNH-(CHp)sCH;  ——=—> HCO{—NH—CH—G}NH-(CHZ)SCH3 (3.3-3)
n - 2 n
333 3.3-4

Das Auftreten von zyklischen Oligopeptiden flhrt natlrlich zu erhdhten Werten fur die
aus dem 'H-NMR-Spektrum ermittelten mittleren Polymerisationsgrade, da die
Wiederholungseinheiten von zyklischen und linearen Peptiden dort addiert werden.
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3.3.3  Anilin-initiierte Polymerisation von D,L-Phenylalanin-NCA

Als dritter Initiator wurde Anilin verwendet, das weniger nucleophil als die anderen
primaren Amine ist. Die Initierungsreaktion ist langsamer als die
Kettenwachstumsschritte und andere Initiierungsreaktionen wie z.B. Initiierung durch
Wasser haben so eine groRere Chance, mit dem Amin zu konkurrieren. Das erwartete
Hauptprodukt 3.3-5 ist in Gleichung 3.3-4 gezeigt.

Bzl
Bzl O
o H,N {~ l ”~} 33-4
n4/\ 2 Tocos HpNH—CH—CINH (3.3-4)
0 o O
3.3-5

Es wurden funf verschiedene Losungsmittel untersucht. Einige Polymerisationen
wurden bei 60 °C wiederholt. Eine Endgruppenanalyse im 'H-NMR-Spektrum lieR sich
wegen Uberlagerung der Signale der aromatischen Protonen nicht durchfiihren.
Tabelle 3.3.3 zeigt die Ergebnisse dieser Versuchsreihe.

Tabelle 3.3.3 Polymerisation von D,L-Phe-NCA mit Anilin (M/I = 40) in
unterschiedlichen Losungsmitteln

Polymer Loésungsmittel Temp. Zeit Ausbeute ninhc’
Nr. [°C] [d] [%] [dL/g]
50A?) 1,4-Dioxan 20 4 80 0.19
508" 1,4-Dioxan 20 4 86 0.15
51A% Sulfolan 20 4 75 0.08
518 Sulfolan 20 4 81 0.07
52°) DMF 20 4 59 0.07
53" NMP 20 4 51 0.08
54°) DMSO 20 4 92 0.15
55°) DMF 60 3 65 0.08
56" NMP 60 3 61 0.10
57° DMSO 60 3 97 0.18

a) Reaktionsgefall mit Glasstopfen und Stahlfeder verschlossen
b) Reaktionsgefal® mit CaCl,-Trockenrohr verschlossen
c) gemessen in Dichloressigsaure bei 20 °C mitc =2 g/L
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Fir die Polymerisationen in 1,4-Dioxan und Sulfolan wurden zwei verschiedene
Vorgehensweisen verglichen. Die Gefalle wurden mit einem Glasstopfen (50A, 51A)
bzw. mit einem CaCl,-Trockenrohr (50B, 51B) verschlossen, um zu sehen, ob durch
das Trockenrohr eintretendes Wasser zu Nebenreaktionen flihrt. Dabei zeigte sich
tatsachlich, dass die gangige Verwendung von CaCl,-Trockenrohren bei langsamen
Initiierungsreaktionen wie durch Anilin keinen ausreichenden Feuchtigkeitsausschluf®
gewahrleistet. Es treten neben den Amin-terminierten Ketten La der Struktur 3.3-5
zusatzlich H,O-terminierte Ketten Lb der Struktur 3.3-6 (Gl. 3.3-5) auf.

Bzl

Bzl O
HN | I
n +  H,0 —> H NH—CH—Cj-[OH (3.3-5)
. NS -n CO, n
0) 0 O 3.3-6

Beim VerschlieRen der Reaktionsgefale mit Glasstopfen und Stahlfeder (50A, 51A)
wurden dagegen im MALDI-TOF-MS ausschlieBlich La-Ketten (3.3-5) mit Amino-
Endgruppen identifiziert (Abb. 3.3.5). In diesen Fallen konnte auch eine etwas hdhere
Viskositat der Produkte ermittelt werden.
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Abb. 3.3.5 MALDI-TOF-Massenspektrum des in Sulfolan synthetisierten Poly-D,L-phenyl-
alanin Nr. 51A (K'-gedopt), La = lineare Polymere der Struktur 3.3-5
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Diese Konkurrenz zwischen Wasser und Amin konnte bei den nucleophileren
Initiatoren Benzylamin und n-Hexylamin nicht beobachtet werden.

Die Polymerisationen in DMF, NMP und DMSO liefern ebenfalls als Hauptprodukt die
La-Ketten, wegen der Verwendung von CaCl,-Trockenrohren treten jedoch auch H,O-
terminierte Lb-Ketten auf.

Weiterhin treten bei den Polymerisationen in DMF, NMP und DMSO ebenfalls
zyklische Peptide auf, deren Anteil etwas hoher ist als bei den Benzylamin- und
n-Hexylamin-initiierten Polymerisationen.

Die Polymerisation bei 60 °C in DMF fuhrt zu einer weiteren Nebenreaktion, die auch
schon bei der n-Hexylamin-initiierten Reaktion in DMF beobachtet werden konnte. Es
kénnen Formamid-terminierte Ketten der Struktur 3.3-7 im MALDI-TOF-MS identifiziert
werden (Gl. 3.3-6).

Bzl O Bzl O

[ ] I
H{~NH—CH—C~}NH HCONMe, HCO{~NH—CH—C NH (3.3-6)
n ~HNMe, n

3.3-5 3.3-7

Die Ergebnisse der Anilin-initiierten Polymerisationen machen zusammengenommen
deutlich, dass aufgrund der geringeren Nucleophilie und damit geringeren
Initiierungsgeschwindigkeit andere Initiierungsschritte effizienter mit dem Amin
konkurrieren kénnen.

3.3.4 Polymerisation von L-Phenylalanin-NCA mit n-Hexylamin und Anilin

Da die Sekundarstruktur und L&slichkeit von Poly-L-phenylalanin und statistischem
Poly-D,L-phenylalanin sehr verschieden sind, sollten an dieser Stelle die daraus
resultierenden Einflisse auf die Polymerisation untersucht werden. In verschiedenen
Lésungsmitteln wurden bei 20 °C die Initiatoren n-Hexylamin und Anilin fur die
Polymerisation von L-Phenylalanin-NCA verwendet (Reaktionsgleichungen 3.3-2 und
3.3-4).

Die Ergebnisse dieser Experimente sind in der Tabelle 3.3.4 aufgefihrt.
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Tabelle 3.3.4 Polymerisation von L-Phe-NCA mit verschiedenen Initiatoren (M/I = 40)
in unterschiedlichen Lésungsmitteln®

Polymer Initiator Lésungsmittel Ausbeute Ninh")
Nr. [%] [dL/g]
58 n-Hexylamin CH.Cl, 98 0.11
59 n-Hexylamin 1,4-Dioxan 96 0.12
60 n-Hexylamin Sulfolan 88 0.16
61 n-Hexylamin DMF 94 0.10
62 n-Hexylamin NMP 95 0.12
63 n-Hexylamin DMSO 98 0.16
64 Anilin DMF 81 0.14
65 Anilin DMSO 70 0.14

a) Reaktionszeit: 4 d, Reaktionstemperatur: 20 °C
b) gemessen in einem Gemisch aus Dichloressigsaure und Methansulfonsaure
(Volumenverhaltnis 9:1) bei 30 °C mitc =2 g/L

Die Polymerisationen mit n-Hexylamin verlaufen in allen Lésungsmitteln mit sehr hohen
Ausbeuten. Mit Anilin sind deutlich geringere Ausbeuten realisierbar. Die
Charakterisierung der isolierten Poly-L-phenylalanine erwies sich wegen der schlechten
Loslichkeit in allen gebrauchlichen Lésungsmitteln als ziemlich schwierig. Selbst in
Hexafluorisopropanol oder reiner Trifluoressigsaure ist Poly-L-phenylalanin unléslich,
und es werden daher starke Sauren wie Methansulfonsaure zur Losung benétigt.

Die MALDI-TOF-Massenspektren wiesen unabhangig davon, ob zur Vorbereitung der
Proben Suspensionen oder Lésungen der Poly-L-phenylalanine verwendet wurden, alle
ein relativ niedriges Signal-Rausch-Verhaltnis auf. Es konnten dennoch zwei Trends
beobachtet werden. Zum einen konnten zyklische Peptide nur in DMF, NMP und
DMSO identifiziert werden (Nr. 61 - 65). Zum anderen ergeben sich beim Poly-L-
phenylalanin deutlich breitere Verteilungen im Vergleich zu den Poly-D,L-
phenylalaninen. Dieser Trend wurde schon beim Vergleich der Poly-L-alanine und
Poly-D,L-alanine beobachtet und diskutiert (Abschnitt 3.1). Die niedrige Léslichkeit und
das frihe Ausfallen der Oligo-L-phenylalanine aus dem Reaktionsgemisch flihren zu
einer breiten Verteilung der Wachstumsraten und damit notwendigerweise zu einer
breiten Molekulargewichtsverteilung.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse der Polymerisationen von Phenylalanin-NCA, dass

bei Initiierung durch primare Amine komplexere Vorgange stattfinden als erwartet. Die
Bildung von Hydantoinsdureendgruppen konnte zwar nicht detektiert werden, daflr
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traten aber drei andere Nebenreaktionen auf. Erstens konnen bei Aminen, die
schwache Nucleophile sind, Spuren von Wasser mit dem Amin konkurrieren. Zweitens
kann die aktive Amino-Endgruppe der wachsenden Kette bei héheren Temperaturen
mit DMF reagieren. Durch die Bildung von Formamid-Endgruppen wird dann das
Wachstum gestoppt. Und drittens kédnnen in den polaren Lésungsmitteln DMF, NMP
und DMSO Fraktionen an zyklischen Oligo- und Polypeptiden identifiziert werden.
Diese dritte Nebenreaktion ist besonders Uberraschend, da es hochst unwahrscheinlich
ist, dass das aktive Kettenende in der Lage ist, durch "back-biting" die Peptid- bzw.
Amidbindung der Kette zu spalten (Gleichung 3.3-7).

l|321 ﬂ I|321 (I? Bzl O
[ [l
H2N—CH—C~E NH—CH—C-} NH—CH—C—NH-R
\ n /4
LH,N—R|| - H.N—R (3.3-7)

"back-biting"

Solche Reaktionen treten sicherlich bei 220 °C in geschmolzenen Polypeptiden auf.
Bei 20 °C sind sie jedoch hdchst unwahrscheinlich. Aufierdem miussten die zyklischen
Peptide dann auch in anderen Lésungsmitteln wie 1,4-Dioxan und Sulfolan auftreten.
Hierfur sind offensichtlich Reaktionen mit den Lésungsmitteln DMF, NMP und DMSO
verantwortlich. Diese mechanistischen Wechselwirkungen zwischen NCA und
Lésungsmittel werden an spaterer Stelle (Abschnitt 3.4) noch ausflhrlich flr
verschiedene Lésungsmittel und NCAs behandelt.

In den folgenden Abschnitten werden die Polymerisationen der NCAs von Valin und
Leucin mit n-Hexylamin und Anilin in verschiedenen Lésungsmitteln untersucht. Diese
NCAs besitzen Seitenketten, die der GroRe nach zwischen denen von Alanin- und
Phenylalanin-NCA einzuordnen sind.
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3.3.5 Polymerisation von Valin-NCA mit n-Hexylamin und Anilin

Zunachst wurde die Polymerisation von Val-NCA mit Anilin und n-Hexylamin in DMSO
untersucht. Die Gleichung 3.3-8 zeigt das erwartete Hauptprodukt.

iPr

iPr O

HN Ll
n j\ 0 + HN—R ——— H%NH—CH—C%NH—R (3.3-8)

-HC02 n
0" ~o
33-8a,b
R = a(CH2)5CH3
b CgHs

Als M/I-Verhaltnis wurde 40/1 gewahlt, um mdéglichst Produkte in einem Massenbereich
zu erhalten, der eine verlassliche Analyse mittels MALDI-TOF-MS gewahrleistet. Die
Ergebnisse der Polymerisationen sind in Tabelle 3.3.5 aufgefiihrt.

Tabelle 3.3.5 Polymerisation von Val-NCA in DMSO?

Polymer NCA Initiator ~ Ausbeute Tinh DPY
Nr. [%] [dL/g]
66 D,L-Val Anilin 61 0.11° 30
67 DL-Val  n-Hexylamin 64 0.14" 45
68 L-Val Anilin 80 0.15% 47
69 L-Val  n-Hexylamin 85 0.16° 45

a) M/I-Verhaltnis: 40, Temp.: 20 °C, Zeit: 4 d

b) gemessen in Dichloressigsaure bei 20 °C mitc =2 g/L

c) gemessen in einem Gemisch aus Dichloressigsaure und Methansulfonsaure
(Volumenverhaltnis 9:1) bei 30 °C mitc =2 g/L

d) Polymerisationsgrad aus der Endgruppenanalyse im 1H-NMR-Spektrum
(gemessen in TFA/DMSO-dg)

Zundachst fallt auf, dass die Ausbeuten der Polymerisationen von D,L-Val-NCA deutlich
niedriger ausfallen als die der Polymerisationen von L-Valin-NCA. Quantitative
Ausbeuten kdnnen aber auch beim L-Valin-NCA nicht erreicht werden. Die aus dem
'H-NMR-Spektrum ermittelten durchschnittlichen Polymerisationsgrade sind bei allen
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Experimenten zu hoch. Beim Anilin kann dies an der geringen
Initiierungsgeschwindigkeit, die durch die geringe Nucleophilie zustande kommt, liegen.
Dieses ist jedoch bei den n-Hexylamin-initiierten Polymerisationen nicht der Fall. Hier
ist es wahrscheinlicher, dass bei der Aufarbeitung ein Teil der oligomeren Anteile beim
Ausfallen in Diethylether in Losung verblieben ist.

Weitere Informationen kénnen aus den MALDI-TOF-MS der Polymere gezogen
werden. Die Poly-D,L-valine lielen sich sehr gut vermessen, bei den Messungen der
Poly-L-valine wurden jedoch nur schlechte Signal-Rausch-Verhaltnisse erhalten. Es
zeigt sich, dass die Polymerisationen von Valin-NCA (66 - 69) ausschliellich nach der
in Gleichung 3.3-8 gezeigten, erwarteten Sequenz stattfinden, die Ketten also der
Struktur 3.3-8 entsprechen. Daneben konnten keine weiteren Nebenprodukte detektiert
werden (Abb. 3.3.6 und 3.3.7).
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Abb. 3.3.6 MALDI-TOF-Massenspektrum des Poly-D,L-valin Nr. 66, La = lineare Polymere der
Struktur 3.3-8
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Abb. 3.3.7 MALDI-TOF-Massenspektrum des Poly-D,L-valin Nr. 67, La = lineare Polymere der
Struktur 3.3-8

Fir die Polymerisation von Val-NCA in DMSO lasst sich also sagen, dass die
Initierung mit primadren Aminen ohne Nebenreaktionen ablauft. Die Bildung von
zyklischen Peptiden, wie sie bei der Polymerisation von Phenylalanin-NCA beobachtet
wurde, konnte in diesem Fall nicht nachgewiesen werden.

Diese Versuchsreihe wurde in analoger Form auch mit L- und D,L-Leucin-NCA
durchgefuhrt. Dabei wurde zusatzlich auch DMF als Lésungsmittel untersucht.

3.3.6 Polymerisation von L- und D,L-Leucin-NCA mit n-Hexylamin und Anilin

Zunachst wurde die Polymerisation von D,L-Leu-NCA mit den Initiatoren n-Hexylamin
und Anilin in DMSO und DMF untersucht. Die Reaktionsgleichung dieser
Polymerisation ist in der Gleichung 3.3-9 gezeigt.
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CH,iPr CH,iPr
O
HN I
n J\ o + bN—R —— H%NH—CH—C&l NH—R (3.3-9)
-n COZ n
0" >0

33-9ab

_ a (CH2)5CH3

b C¢Hs

Die Ergebnisse dieser Experimente sind in der Tabelle 3.3.6 aufgelistet.

Tabelle 3.3.6 Polymerisation von D,L.-Leu-NCA?

Polymer Initiator Loésungs- Ausbeute Ninh” DP?®
Nr. mittel [%] [dL/g]
70 Anilin DMSO 6 - -
71 n-Hexylamin DMSO 33 0.12 48
72 Anilin DMF 0 - -9
73 n-Hexylamin DMF 2 - 40

a) M/I-Verhaltnis: 40, Temp.: 20 °C, Zeit: 4 d

b) gemessen in Dichloressigsaure bei 20 °C mitc =2 g/L

c) Polymerisationsgrad aus der Endgruppenanalyse im 1H-NMR-Spektrum
(gemessen in TFA/ DMSO-dg)

d) Endgruppensignal im 1H-NMR-Spektrum Uberlagert

Hier sind zunachst die sehr niedrigen Ausbeuten der Polymerisationen auffallig. In
DMF konnte sogar teilweise gar kein Produkt isoliert werden (Nr. 72). Betrachtet man
die aus dem 'H-NMR-Spektrum ermittelten DPs der Produkte 71 und 73, so fallt auf,
dass diese sehr hohe Werte annehmen. Dies kann zum einen daran liegen, dass nur
ein geringer Teil des Initiators reagiert hat. Dagegen spricht jedoch die hohe
Nucleophilie des n-Hexylamins. Zum anderen wird bei der Aufarbeitung der Produkte
ein Teil der Oligomere in Lésung verblieben sein. Liegen dagegen Nebenprodukte mit
anderen Endgruppen oder Zyklopeptide vor, so filhrt dies im 'H-NMR-Spektrum
ebenfalls zu hoheren Werten fiir die DPs. Die Analyse der MALDI-TOF-MS liefert
auch hier weiterfiihrende Informationen. So zeigt sich, dass bei allen isolierten
Polymeren neben den erwarteten Amin-terminierten Ketten 3.3-9 zyklische Peptide C
der Struktur 3.3-10 (Schema 3.3-2) auftreten. In Abb. 3.3.8 ist das Massenspektrum
von Polymer Nr. 71 gezeigt.
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Schema 3.3-2
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MALDI-TOF-Massenspektrum von Poly-D,L-leucin Nr. 71, La = lineare Polymere
der Struktur 3.3-9, C = Zyklopeptide der Struktur 3.3-10
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Die analoge Polymerisation von L-Leu-NCA fiihrt zu den Ergebnissen der Tabelle
3.3.7.

Tabelle 3.3.7 Polymerisation von L-Leu-NCA®

Polymer Initiator Losungsmittel Ausbeute ik
Nr. [%] [dL/g]
74 Anilin DMSO 74 0.16
75 n-Hexylamin DMSO 87 0.12
76 Anilin DMF 74 0.21
77 n-Hexylamin DMF 30 0.23

a) Monomer/Initator-Verhaltnis: 40, Temp.: 20 °C, Zeit: 4 d
b) gemessen in einem Gemisch aus Dichloressigsaure und Methansulfonsaure
(Volumenverhaltnis 9:1) bei 30 °C mitc =2 g/L

Die Polymerisationen verlaufen in diesem Fall mit weitaus hdheren Ausbeuten als bei
den analogen Polymerisationen von D,L.-Leu-NCA (Tabelle 3.3.6). Fur die
Polymerisationen in DMF werden im Vergleich zur Verwendung von DMSO hdhere
Viskositaten erhalten. Im Gegensatz zu den Polymerisationen von D,L-Leu-NCA
werden hier bei den n-Hexylamin-initierten Polymerisationen (75 wund 77)
ausschliel3lich lineare Amin-terminierte Ketten 3.3-9 (Gl. 3.3-9) im MALDI-TOF-MS
detektiert, die breitere Verteilungen aufweisen als die Produkte des Poly-D,L-leucins.
Die breitere Verteilung resultiert offenbar aus der schlechteren Léslichkeit des Poly-L-
leucins. Die nucleophile Initiierung mit n-Hexylamin und das Kettenwachstum verlauft
offensichtlich schneller als die Nebenreaktion, die die Zyklopolypeptide hervorruft.

Bei den Anilin-initiierten Polymeren 74 und 76 zeigen sich jedoch gegenilber D,L-Leu-
NCA keine qualitativen Unterschiede hinsichtlich der Produkte im MALDI-TOF-MS.
Hier treten ebenfalls zyklische Polyleucine C der Struktur 3.3-10 (Schema 3.3-2) neben
den Amin-initiierten Ketten 3.3-9 auf. Bei der Polymerisation mit Anilin in DMF (Nr. 76)
treten durch Initiierung mit Spuren von Wasser zusatzlich noch geringe Mengen H,O-
terminierter Ketten 3.3-11 (GI. 3.3-10) auf.

CH,iPr CH,iPr
yh i 3.3-10
n _— — — -
. ’l\o 0+ MO oo H%NH CH—C-JOH ( )
3.3-11
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Die Polymerisationen von Leu-NCA zeigen insgesamt, dass sich D,L-Leu-NCA im
Gegensatz zu L-Leu-NCA schlecht unter diesen Bedingungen polymerisieren Iasst.

Als Nebenreaktionen treten bei den primadren Aminen in Abhangigkeit von der
Reaktivitat des Amins und der Polymerisationsgeschwindigkeit zyklische Peptide und
H,O-terminierte Ketten auf.

Die Untersuchung der durch primare Amine initiierten Polymerisationen von
Phenylalanin-, Valin- und Leucin-NCA macht deutlich, dass einige Faktoren zu
komplexen Verhéltnissen flihren kénnen, bei denen verschiedene Reaktionen mit dem
Amin-Mechanismus mehr oder weniger effizient konkurrieren. So hat z.B. eine geringe
Léslichkeit des Produkts zur Folge, dass eine breitere Verteilung der Reaktivitaten der
aktiven Endgruppe besteht, die dann zu breiten Molekulargewichtsverteilungen fuhrt.
Dabei kommt es auch zum Erliegen des Kettenwachstums durch sterische Hinderung
("physikalischer Tod"). Weiterhin kann die Amino-Endgruppe bei hdheren
Temperaturen eine Reaktion mit DMF eingehen, bei der es unter Bildung von
Formamid-Endgruppen zum Abbruch des Kettenwachstums kommt. Verlauft die
Reaktion langsam und wird ein schwaches Nucleophil als Initiator verwendet, so
kdnnen Spuren von Wasser die Polymerisation initiieren. In DMF, NMP und DMSO
treten Uberraschenderweise als Nebenprodukte zyklische Peptide auf. Verlauft die
Polymerisation hingegen schnell, so kdnnen in einigen Fallen Nebenreaktionen
ausgeschlossen werden. Die Polymerisationen mit D,L-Phenylalanin-NCA haben
ergeben, dass hier eine besonders hohe Zyklisierungstendenz besteht. Die in der
Literatur angegebene Bildung von Hydantoinsdureendgruppen!® ' die als
Nebenreaktion den Abbruch der Polymerisation bedeutet, konnte in keinem Fall
nachgewiesen werden.

Zyklische Peptide werden auch von zahlreichen lebenden Organismen synthetisiert.
Die erhaltenen Ergebnisse sind daher auch im Zusammenhang mit den Arbeiten von
Commeyras et al.l'®"%! yon Interesse. Diese gehen von einer wichtigen Rolle der
NCAs bei der Bildung von Oligo- und Polypeptiden in der prabiotischen Evolution aus.

Das Auftreten der zyklischen Peptide wirft Fragen zu deren Entstehungsmechanismus

und Uber den Einfluss von Lésungsmittel und Struktur der NCAs auf. Im nachsten
Abschnitt wird daher diesbezlglich eine eingehende Untersuchung vorgenommen.

3.4 Losungsmittel-induzierte Polymerisation

In den vorangegangenen, durch primare Amine initiierten Polymerisationen wurden
zyklische Peptide nachgewiesen, fur deren Entstehung bisher keine Erklarung vorliegt.
Die Zyklisierung einer Polypeptidkette durch "back-biting" (Gl. 3.3-7) ist bei 20 °C
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ausgeschlossen, da die Peptidbindungen der Kette bei dieser Temperatur stabil
gegenliber einem nucleophilen Angriff durch die Aminogruppe des aktiven
Kettenendes ist. AuRerdem musste in diesem Fall eine Zyklisierung auch in 1,4-Dioxan
oder Sulfolan auftreten. Die Bildung von zyklischen Peptiden wurde bei den durch
primare Amine initiierten Polymerisationen im Abschnitt 3.3 jedoch ausschlieflich in
den Losungsmitteln mit der hochsten Nucleophilie und Basizitat beobachtet. Es muss
offensichtlich ein spezieller Polymerisationsmechanismus vorliegen, der bevorzugt
zyklische Peptide hervorbringt, und es ist hdchstwahrscheinlich, dass das
Losungsmittel bei diesem Mechanismus beteiligt ist.

Die in diesem Abschnitt durchgefuhrten Experimente sollten Aufschluss daruber
geben, welchen Einfluss die Natur des Lésungsmittels und die Struktur des NCAs auf
die Zyklisierungstendenz haben, und wie ein entsprechender Mechanismus formuliert
werden kann.

Zu diesem Zweck wurden Polymerisationen mit sechs NCAs in acht verschiedenen
Lésungsmitteln ohne Initiator durchgefuhrt. In einigen Fallen wurde die Polymerisation
bei 60 °C wiederholt, um Temperatureinflisse zu berlcksichtigen. Die Produkte
wurden mittels MALDI-TOF-MS identifiziert.

In Schema 3.4-1 sind die verschiedenen vorkommenden Strukturen der Produkte
zusammenfassend aufgeflhrt.

R2 R2
| |
H{NRI—CH—CO}—OH HCO{NRI—CH—CO}—OH
n n

3.4-1 (La) 3.4-2 (Lb)
2 RZ
I|{ /CH3 | /CHS
H—NR'—CH—CO+ N HCO—FNR'—CH—CO+N
n \ n \CH
CH; 3
3.4-3 (L¢) 3.4-4 (Ld)

3.4-5 (C)

R'= H, CH;

R?= H, CHs, Bz, iPr, CH,iPr, (CH,);COOBzI

Schema 3.4-1
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3.4.1 Ldésungsmittel-induzierte Polymerisation von D,L-Phenylalanin-NCA

Die Bildung von Zyklopolypeptiden wurde in besonders hohem Male bei der
Polymerisation von D,L-Phenylalanin-NCA beobachtet. Aus diesem Grunde wurden
zunachst Versuche mit diesem NCA in einer Reihe von Lésungsmitteln durchgeflhrt. In
Dichlormethan ist das NCA nicht vollstandig 16slich gewesen. Da Dichlormethan in der
Literatur jedoch weite Verwendung als Lésungsmittel fiir andere NCAs findet!'®®! wird
es hier dennoch mit aufgefuhrt.

Das NCA wurde fur diese Experimente in dem entsprechenden Ldsungsmittel geldst
und fur mehrere Tage bei Raumtemperatur stehengelassen. Die Ergebnisse sind in der
Tabelle 3.4.1 aufgelistet.

Bei dieser Serie von Experimenten wurden die Reaktionsgefalle zunachst mit CaCl,-
Trockenrohren verschlossen, um den Druckausgleich zu gewahrleisten. Bei dieser
Methode konnte in 1,4-Dioxan bei 20 °C eine Polymerisation beobachtet werden (Nr.
79). Im MALDI-TOF-Massenspektrum dieser Probe wurden jedoch ausschlielich
Wasser-terminierte Ketten La (Struktur 3.4-1) identifiziert. Diese lassen sich auf eine
Initiierung durch Spuren von Wasser zuriickfiihren. Das Experiment wurde daraufhin
wiederholt, wobei der Reaktionskolben mit einem Glasstopfen und Stahlfeder
(ermdglicht den Druckausgleich durch Austreten des CO.,) verschlossen wurde. Die auf
diese Weise durchgeflhrten Experimente in 1,4-Dioxan zeigen, dass bei 20 °C und
auch bei 60 °C keine Polymerisation stattfindet (Nr. 80 und 81). Analoge Ergebnisse
werden fir die Versuche in Tetramethylharnstoff erhalten. Das Produkt Nr. 88 enthalt
neben zyklischen Peptiden eine grol’e Fraktion (ca. 50 %) von Wasser-terminierten
Ketten. Die Wiederholung dieses Experiments unter Verwendung eines Glasstopfens
zeigte wiederum, dass auch hier keine Polymerisation eintritt. Diese Ergebnisse zeigen
also eindeutig, dass das Auftreten von Wasser-terminierten Ketten durch Eintreten von
Wasserdampf durch das Trockenrohr verursacht wird. Weiterhin kam es in den
Lésungsmitteln Dichlormethan, Sulfolan und Nitrobenzol zu keiner Polymerisation.
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Tabelle 3.4.1 Losungsmittel-induzierte Polymerisation von D,L-Phenylalanin-NCA in
verschiedenen Losungsmitteln

Polymer Lo&sungsmittel DC® p? Temp. Ausbeute  nin®
Nr. [Debye] [°C] [%] [dL/g]
78 Dichlormethan 8.9 15 20 0 -
79% 1,4-Dioxan 2.2 0.4 20 87 -
80" 1,4-Dioxan 2.2 0.4 20 0 -
81" 1,4-Dioxan 2.2 0.4 60 0 -
82 Sulfolan 44.0 4.8 20 0 -
83 Nitrobenzol 34.8 4.0 20 0 -
84? DMF 36.7 3.8 20 14 0.11
857 DMF 36.7 3.8 60 23 0.13
867 NMP 33.0 4.1 20 99 0.16
87 Tetramethyl- 23.1 3.4 20 0 -
harnstoff

88? Tetramethyl- 23.1 3.4 60 37 0.13
harnstoff

89" Tetramethyl- 23.1 3.4 60 0 -
harnstoff

90? DMSO 48.9 3.9 20 95 0.20

a) Reaktionsgefal® wurde mit CaCl,-Trockenrohr verschlossen

b) Reaktionsgefall wurde mit Glasstopfen und Stahlfeder verschlossen
c) Dielektrizitatskonstante des Lésungsmittels bei 25 °C

d) Dipolmoment

e) gemessen in Dichloressigsaure bei 20 °C mitc =2 g/L

Die so genannten spontanen oder Lésungsmittel-induzierten Polymerisationen
wurden durch die Bildung von zyklischen Oligo- und Polypeptiden 3.4-5 charakterisiert,
deren Auftreten mittels Analyse durch MALDI-TOF-MS bewiesen wurde.

Die schnellste Polymerisation wurde in NMP beobachtet (Nr. 86). Das isolierte Produkt

besteht ausschlief3lich aus zyklischem Poly-D,L-phenylalanin C (Struktur 3.4-5), wie
durch das Massenspektrum in Abbildung 3.4.1 bewiesen wurde.
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Abb. 3.4.1 MALDI-TOF-Massenspektrum des in NMP synthetisierten Poly-D,L-phenylalanin
Nr. 86 (K*-gedopt), Zuordnung der Symbole in Schema 3.4-1

In DMSO trat ebenso die spontane Polymerisation des NCAs ein (Nr. 90). Die Reaktion
war in diesem Fall jedoch langsamer, und es zeigen sich neben den Zyklopeptiden
geringe Anteile an Wasser-terminierten Polypeptidketten (Abb. 3.4.2).
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Abb. 3.4.2 MALDI-TOF-Massenspektrum des in DMSO synthetisierten Poly-D,L-phenylalanin
Nr. 90, Zuordnung der Symbole in Schema 3.4-1

Die Polymerisation in DMF verlief signifikant niedriger und Spuren von Wasser konnten
erfolgreich mit der spontanen Polymerisation konkurrieren. In dem Massenspektrum
von Nr. 85 (Abb. 3.4.3) zeigen sich neben zyklischen Polypeptiden ebenfalls Ketten der
Struktur 3.4-1 (La), 3.4-2 (Lb) (und/oder 3.4-3 (Lc)) und 3.4-4 (Ld) (Schema 3.4-1).

Wie schon bei vorherigen Polymerisationen in DMF gezeigt wurde, kann die aktive
Amino-Endgruppe der wachsenden Peptidkette bei 60 °C mit DMF reagieren und
Formamid-Endgruppen bilden (Struktur 3.4-2 und 3.4-4 in Schema 3.4-1, Gleichung
3.4-1).

p 9 b 9
_ |
H% NH— CH—C~} pol ~ CONMe, HCO{— NH— CH—C~} Pol (3.4-1)
n - HNMe, N
3.4-2, -4

Das freigesetzte Dimethylamin, das bei weitem nucleophiler als Wasser ist, reagiert
seinerseits als Initiator, wodurch Ketten der Struktur 3.4-3 bzw. 3.4-4 entstehen (Gl 3.4-
2 und 3.4-1).
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Bzl
Bzl O
HN [l
n /L\ + HNMe; —> H%NH—CH—C%NMQ (3.4-2)
O/ o \O -nCO, n
3.4-3

In DMF werden also durch Initiierung mit Spuren von Wasser eine Reihe von
Nebenreaktionen eingeleitet (Abbildung 3.4.3).
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Abb. 3.4.3 MALDI-TOF-Massenspektrum des in DMF synthetisierten Poly-D,L-phenylalanin
Nr. 85, Zuordnung der Symbole in Schema 3.4-1
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Der Vergleich der Dielektrizitatskonstanten der Losungsmittel (Tabelle 3.4.1) zeigt,
dass die Lésungsmittelpolaritat keine Schlisselrolle fir die Reaktivitat als Katalysator
einnimmt. Offensichtlich ist daflir die Nucleophilie oder Donoreigenschaft (genauer
Elektronendonor und Stabilisator der positiven Ladung) die entscheidende Eigenschaft.
Die Geschwindigkeiten der spontanen Polymerisationen von D,L-Phenylalanin-NCA in
Tabelle 3.4.1 sind so unterschiedlich, dass schon ohne eine detaillierte Messung die
Katalysatorreaktivitat der Losungsmittel in der folgenden Anordnung dargestellt werden
kann:
NMP > DMSO > DMF > TMU.

3.4.2 Ldésungsmittel-induzierte Polymerisation von L-Phenylalanin-NCA

Die Ldsungsmittel-induzierte Polymerisation von L-Phenylalanin-NCA wurde in NMP
und DMF untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.4.2 enthalten.

Tabelle 3.4.2 Ldsungsmittel-induzierte Polymerisation von L-Phenylalanin-NCA in
verschiedenen Lésungsmitteln®

Polymer Losungsmittel Temp. Ausbeute Ninh”
Nr. [°C] [%] [dL/g]
91 NMP 20 0 -
92 NMP 60 45 0.17
93 DMF 20 0 -
94 DMF 60 44 0.16

a) Reaktionszeit: 4 d
b) gemessen in einem Gemisch aus Dichloressigsaure und Methansulfonsaure
(Volumenverhaltnis 9:1) bei 30 °C mitc =2 g/L

Erstaunlicherweise zeigt sich L-Phenylalanin-NCA im Gegensatz zum D,L-Phenylalanin-
NCA deutlich weniger reaktiv. Bei 20 °C tritt keine Polymerisation auf, und selbst bei
60 °C sind die Polymerisationsgeschwindigkeiten gering. Deshalb kdénnen durch
Spuren von Wasser initiierte Polymerisationen mit der Ldsungsmittel-induzierten
Polymerisation konkurrieren. Das Produkt, das in NMP hergestellt wurde (Nr. 92),
enthalt eine breite Verteilung von Wasser-initiierten Ketten, die bis zu einer Masse von
12 000 Da nachweisbar sind (Abb. 3.4.4). Daneben tritt eine enge Verteilung von
zyklischen Polypeptiden auf.
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Abb. 3.4.4 MALDI-TOF-Massenspektrum des in NMP synthetisierten Poly-L-phenylalanin
Nr. 92 (K*-gedopt), Zuordnung der Symbole in Schema 3.4-1

Die Polymerisation in DMF (Nr. 94) ist ebenso wie beim D,L-Phenylalanin-NCA von
Nebenreaktionen mit dem DMF begleitet. Es treten dort neben den zyklischen Peptiden
lineare Ketten mit Formamid-Endgruppen (Struktur 3.4-2) und/oder Dimethylamin-
initiilerte Ketten (Struktur 3.4-3) als Hauptprodukt auf.

3.4.3 Ldésungsmittel-induzierte Polymerisation von Sarkosin-, L-Alanin-,
D,L-Valin- und D,L-Leucin-NCA

Da sich beim D,L-Phenylalanin-NCA die Lésungsmittel NMP und DMSO am reaktivsten
fur die Losungsmittel-induzierte Polymerisation erwiesen haben, wurde die
Untersuchung weiterer NCAs mit diesen beiden Losungsmitteln durchgeflihrt.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in der Tabelle 3.4.3 dargestellt.
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Tabelle 3.4.3 Losungsmittel-induzierte Polymerisation von Sarkosin-, L-Alanin-,
D,L-Valin- und D,L-Leucin-NCA

Polymer Losungsmittel NCA von Temp. Ausbeute ninh‘”
Nr.?) [°C] [%] [dL/g]
95 NMP Sarkosin 20 92 0.23
96 NMP L-Alanin 20 23 0.22
97 NMP D,L-Valin 60 0 -
98 NMP D,L-Leucin 60 0 -
99 DMSO Sarkosin 20 99 0.17
100 DMSO L-Alanin 20 68 0.38
101 DMSO D,L-Valin 60 43 0.14
102" DMSO D,L-Leucin 60 16 0.22
103 DMSO D,L-Leucin 60 45 0.29

a) Reaktionsgefal® wurde mit Glasstopfen und Stahlfeder verschlossen
b) Reaktionsgefall wurde mit CaCl,-Trockenrohr verschlossen
c) gemessen in Dichloressigsaure bei 20 °C mitc =2 g/L

Wahrend sich bei der Polymerisation von D,L-Phenylalanin-NCA NMP als reaktivster
Katalysator gezeigt hat, liegt im Fall der hier verwendeten a-Aminosdure-NCAs
durchgangig der umgekehrte Trend vor. DMSO ist hier gegeniber NMP der reaktivere
Katalysator. Alle vier Monomere polymerisieren in DMSO, wohingegen D,L-Valin- und
D,L.-Leucin-NCA in NMP nicht reagieren. Auch eine Erhéhung der Temperatur auf
60 °C flhrt in NMP fir diese beiden Monomere nicht zur Polymerisation. Acht von neun
Experimenten wurden in Reaktionsgefallen durchgefiihrt, die mit einem Glasstopfen
und Stahlfeder verschlossen waren. Die Produkte, die bei diesen Versuchen isoliert
werden konnten, enthielten ausschlieBlich zyklische Polypeptide. Die Massenspektren
von Polysarkosin Nr. 95 und Poly-L-alanin Nr. 100 sind als Beispiele in den
Abbildungen 3.4.5 und 3.4.6 aufgeflihrt.
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Abb. 3.4.5 MALDI-TOF-Massenspektrum des in NMP synthetisierten Polysarkosin Nr. 95
(H*-gedopt, die schwachen Signale resultieren aus Na*- und K*-Doping),
Zuordnung der Symbole in Schema 3.4-1
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Abb. 3.4.6 MALDI-TOF-Massenspektrum des in DMSO synthetisierten Poly-L-alanin Nr. 100
(K*-gedopt, die schwachen Signale resultieren aus Na*- und H*-Doping),
Zuordnung der Symbole in Schema 3.4-1
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Da D,L-Leucin-NCA in dieser Reihe die geringste Reaktivitat zeigte, wurden hiermit
zum Vergleich zwei verschiedene Prozeduren bei 60 °C in DMSO durchgefuhrt. Dabei
wurde das Reaktionsgefall entweder mit einem Glasstopfen und Stahlfeder
verschlossen oder mit einem frisch hergestellten CaCl,-Trockenrohr. Das Produkt, das
in letzterem Fall isoliert wurde, zeigt im Massenspektrum neben den zyklischen
Polypeptiden auch lineare Wasser-initiierte Ketten der Struktur 3.4-1. Bei Verschlief3en
des Reaktionsgefalles mit einem Stopfen traten hingegen ausschliel3lich die Signale
zyklischer Polypeptide im Massenspektrum auf (Abb. 3.4.7). Durch das Trockenrohr
konnten also Spuren von Wasser eindringen und, erfolgreich mit dem L&sungsmittel
konkurrierend, die Polymerisation Uber Amino-Endgruppen initiieren.
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Abb. 3.4.7 MALDI-TOF-Massenspektrum des in DMSO synthetisierten Poly-D,L-leucin
Nr. 103 (K*-gedopt), Zuordnung der Symbole in Schema 3.4-1

3.4.4 Ldésungsmittel-induzierte Polymerisation von y-O-Bzl-L-glutamat-NCA

y-O-Bzl-L-glutamat-NCA ist unter den o-Aminosdaure-NCAs das am haufigsten
verwendete Monomer flr Polypeptidsynthesen. Eine besondere Eigenschaft des y-O-
Bzl-L-glutamat-NCA ist, dass das aus der Polymerisation resultierende Poly-(y-O-bzI-L-
glutamat) keine schwerl6slichen B-Faltblattstrukturen bildet. Deshalb ist es zusatzlich in
diese Untersuchungen eingeschlossen worden. Die Experimente zur Losungsmittel-
induzierten Polymerisation sind in der Tabelle 3.4.4 aufgeflhrt.
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Tabelle 3.4.4 Losungsmittel-induzierte Polymerisation von y-O-Bzl-L-glutamat-NCA

Polymer  Lo&sungsmittel Temp. Reaktionszeit Ausbeute Ninh”
Nr.? [°C] [d] [%] [dL/g]
104 NMP 20 4 88 0.53
105 DMF 60 5 0 -
106 DMSO 20 4 94 0.38
107 DMSO 60 1 97 0.41

a) Reaktionsgefal® wurde mit Glasstopfen und Stahlfeder verschlossen
b) gemessen in Dichloressigsaure bei 20 °C mitc =2 g/L

Die Polymerisationen in NMP und DMSO verliefen schnell und mit hohen Ausbeuten.
In DMF hingegen findet selbst bei 60 °C auch nach 5 d Reaktionszeit keine Reaktion
statt. Die Polymerisation in DMSO unter Temperaturerhéhung auf 60 °C (Nr. 107) hat
eine geringe Erhdhung der Viskositat zur Folge. Die isolierten Produkte bestehen fast
ausschliellich aus zyklischen Polypeptiden (Struktur 3.4-5), wie durch die
Massenspektiren bewiesen wird. Bei der Polymerisation in DMSO treten geringe
Mengen eines Nebenprodukts auf (X in Abb. 3.4.9), dessen Masse um 129 Da héher
als die der Zyklen liegt. Ein interessanter Unterschied ist in den Verteilungen fur die
unterschiedlichen Losungsmittel zu erkennen. In NMP kommt es zu einer Bevorzugung
von Zyklen mit gerader Anzahl von Wiederholungseinheiten. Ein solcher Effekt ist bei
der Polymerisation in DMSO nicht zu beobachten. In Abbildung 3.4.8 und 3.4.9 sind die
Massenspektren der Produkte, die in NMP bzw. DMSO bei 20 °C hergestellt wurden
(Nr. 104 und 106), dargestellt.
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Abb. 3.4.8 MALDI-TOF-Massenspektrum des in NMP synthetisierten Poly-(y-O-bz|-L-
glutamat) Nr. 104, Zuordnung der Symbole in Schema 3.4-1
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Abb. 3.4.9 MALDI-TOF-Massenspektrum des in DMSO synthetisierten Poly-(y-O-bz|-L-
glutamat) Nr. 106 (K*-gedopt), Zuordnung der Symbole in Schema 3.4-1 und
Schema 3.4-2
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Die Entstehung des Nebenprodukts X beim Produkt Nr. 106 lasst sich moglicherweise
durch geringe Verunreinigung mit Wasser erklaren. Durch Wasser wird zunachst die
Polymerisation nach dem Amin-Mechanismus eingeleitet. Das entstehende Polymer
der Struktur 3.4-1 besitzt eine Amino-Endgruppe, die in der Lage sein kdnnte, die y-
Bzl-Schutzgruppe der endstandigen Aminosaureeinheit zu spalten. Unter Abspaltung
von Benzylalkohol entstehen bei dieser Abbruchreaktion Ketten der Struktur X, deren
Massen gerade 129 Da uber denen der Zyklopeptide liegen. Dieser mogliche Ablauf
wird in Schema 3.4-2 gezeigt.

COOBzI COOBzI
|
(CH2)2 (CHy),
l
HN—CH—CO{HN—CH—CO}-OH — HN~CH—CO-{ HN—CH—CO}-OH
\ n - BzIOH / \ n
‘/ /CH2 oc\CH _CH,
BzIOOC—CH, 2
3.4-1 X

Schema 3.4-2

Die Ergebnisse, die durch die Experimente der Lésungsmittel-induzierten Polymerisa-
tionen in diesem Abschnitt erhalten wurden, unterstitzen die folgende mechanistische
Interpretation. Das Losungsmittel reagiert sicherlich als Nucleophil und
Elektronendonor und generiert eine zwitterionische Spezies 3.4-6 als reaktives
Intermediat (Gl. 3.4-3).

HN——CHR + DMF R
oC CO 0—C CO (3.4-3)
~ o~ s |
— DMF ©%0 O—CH—NMe,
. N
3.4-6

Dieses Zwitterion kann im Prinzip zwei verschiedene Polymerisationsmechanismen
einleiten. Entweder wird ein zwitterionischer Mechanismus aufrechterhalten. Das
Kettenwachstum kann in diesem Fall auf zwei verschiedenen Reaktionswegen
stattfinden. Entweder verlauft es Uber eine anionische Polymerisation, die einer
Kettenwachstumskinetik folgt (Gl. 3.4-4), oder das Kettenwachstum verlauft Gber
Kondensationsschritte und folgt einer Stufenwachstumskinetik (Gl. 3.4-5).
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HN—?HR HI\ll—?HR
oc__CO + o—C Cco
O * é\
.- ©Y0 O—CH—NMe,
A
3.4-6 \(102 (3.4-4)
HITI—CHR—CO—NH—?HR
o—$ ?0
SN} O—CH—NMe,
Sl
~co,
i 3.4-5
 DMF 3.4-7 (34-5)
HN——CHR HN——CHR

3.4-6 3.4-6

Die Zyklisierung als intramolekulare Kondensation stellt dabei eine Abbruchreaktion
dar (Gleichung 3.4-6).

HITI—CHR—CO{HN—CHR—CO] NH— (leR
n

0—¢ Co
CXY) \_/O—CH—NMeZ
oSt
3.4-7
- CO,
DME (3.4-6)

HN—CHR—CO
n+2

3.4-5
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Als Alternative kann der zwitterionische Mechanismus in einen nicht-ionischen
Polymerisationsmechanismus ubergehen (GI. 3.4-7 und 3.4-8).

3.4-6
HN—(leR
—O_(|j (ljo HITI—CHR—CO— ITI—(leR
©0 , O0—CH-NMe; —— » 0=C oC___CO (3.4-7)
A ~ DMF (L - 0
- " 3.4-8
N H—ITI—?HR
- Co
OC\O _Co l 2 (3.4-8)
HzN—CHR—CO—ITI—(leR
0,0
3.4-9

Auch in diesem Fall kann das Wachstum durch fortlaufendes Kettenwachstum (Gl. 3.4-
9) sowie durch Kondensation verschiedener Polymerketten (Gl. 3.4-10) stattfinden.

HN——-CHR H,N—CHR—CO—HN——-CHR

O 7 3.49 OC\O/CO

\i (3.4-9)

H2N—CHR—CO{NH—CHR—CO}— N——-~CHR
2

oC Co
\O/
oC Co
3.4-9 ~o~)
+  H,N—CHR—CO—HN——CHR

3.4-9 OC\O/CO

Der nicht-ionische Polymerisationsmechanismus ist jedoch nicht mit der Struktur des
Sarkosin-NCAs kompatibel, da dieses nicht am Stickstoffatom deprotoniert werden
kann. Die Losungsmittel-induzierte Polymerisation von Sarkosin-NCA beweist daher
die Existenz des zwitterionischen Polymerisationsmechanismus.

Rickschlisse auf den mechanistischen Weg, der bei der zwitterionischen

Polymerisation befolgt wird, lassen sich nicht aus den strukturellen Eigenschaften der
Produkte =ziehen, da beide Mechanismen dieselben Ketten und Endgruppen
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produzieren. Die Molekulargewichtsverteilungen sollten jedoch verschieden sein.
Relativ enge Molekulargewichtsverteilungen mit Polydispersitdten unter 2.0 sind
typisch far Kettenwachstumspolymerisationen. Charakteristisch flr Polykondensate ist
eine Haufigkeitsverteilung mit einem absoluten Maximum beim linearen bzw.
zyklischen Dimer oder Tetramer und ein stetiger, exponentieller Abfall der Haufigkeiten
zu hoéheren Polymerisationsgraden hin. Die Haufigkeitsverteilungen der Produkte, die
hier isoliert wurden haben Maxima der DPs im Bereich von 10 bis 15 und stimmen
besser mit einer Kettenwachstumskinetik tUberein. Wegen des partiellen Ausfalls von
Oligomeren in der p-Faltblattstruktur kann eine enge Haufigkeitsverteilung mit
Polydispersitaten unter 1.2 ohnehin nicht erwartet werden. Ungllcklicherweise
verhindert die schlechte Ldslichkeit der Polypeptide in normalen Lésungsmitteln wie
THF oder Chloroform die Untersuchung mittels GPC. Eine Ausnahme stellt Poly-(y-O-
bzl-L-glutamat) dar, das in dieser Hinsicht derzeit noch im Arbeitskreis Kricheldorf
untersucht wird.

Die Ergebnisse in diesem Abschnitt belegen also, dass die Losungsmittel mit der
hdchsten Nucleophilie und Donoreigenschaft (NMP, DMSO, DMF) in der Lage sind,
eine zwitterionische Polymerisation einzuleiten. Die Haufigkeitsverteilungen deuten
darauf hin, dass das Kettenwachstum hierbei zum groRten Teil Uber anionische
ringdffnende Polymerisation der NCAs stattfindet. Besonders charakteristisch fur diese
Polymerisationen ist die Bildung von zyklischen Polypeptiden, deren Anteil bei
Ausschluss von Feuchtigkeitsspuren bis zu 100 % erreichen kann. Hierdurch ergibt
sich eine spezielle Methode zur Synthese zyklischer Polypeptide.

Durch diese Lésungsmittel-induzierte, zwitterionische Polymerisation wird im Ubrigen
auch das Auftreten der Zyklopeptide bei den durch primare Amine initiierten
Polymerisationen in Abschnitt 3.3 erklart. Dort konkurriert dieser Mechanismus mit dem
Amin-Mechanismus. Bei schwachen Nucleophilen, und wenn die Reaktivitdt des NCAs
gegenuber dem Lésungsmittel hoch ist (z.B. D,L.-Phenylalanin-NCA in NMP), tritt die
Lésungsmittel-induzierte Polymerisation mit signifikantem Anteil auf. Dagegen verlauft
die Benzylamin-initierte Polymerisation von Alanin-NCA und Sarkosin-NCA in DMF
(Abschnitt 3.1) so schnell, dass die Losungsmittel-induzierte Polymerisation hier nicht
in Erscheinung tritt.
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3.5 Imidazol-initiierte Polymerisationen

Bisher wurden durch primare Amine initiierte Polymerisationen verschiedener NCAs
daraufhin untersucht, ob bei moderaten Temperaturen (< 60 °C) Zyklisierungen oder
andere Nebenreaktionen auftreten. In diesem Zusammenhang ist auch die hier
behandelte Imidazol-initiierte Polymerisation von NCAs von Interesse. Die Zielsetzung
war hierbei, eine neue Synthesestrategie zu finden, bei der eine kinetisch kontrollierte
ringéffnende  Polymerisation  automatisch in eine  kinetisch  kontrollierte
Polykondensationsreaktion transformiert wird.

Die primaren Amine, die bisher fur die Polymerisationen verwendet wurden, bilden alle
eine Amid-Endgruppe, die ebenso stabil wie die Peptidbindung der Kette ist. Durch
auftretende Nebenreaktionen kann diese normalerweise nicht gespalten werden
(zumindest nicht bei Raumtemperatur). Wenn aber ein protisches Nucleophil gefunden
wird, das in der Lage ist, die Polymerisation zu initiieren, und dabei Endgruppen bildet,
die signifikant elektrophiler sind als die Peptidgruppierung der Kette, dann kdénnte diese
Endgruppe mit der Amino-Endgruppe der wachsenden Kette reagieren. Auf diese
Weise wulrde sich an die kinetisch kontrollierte Polymerisation automatisch eine
kinetisch kontrollierte Polykondensation anschlief3en.

Vor kurzer Zeit wurde demonstriert, dass bei kinetisch kontrollierten
Polykondensationen unabhangig von der Konzentration und vom Umsatz eine
Konkurrenz ~ zwischen  Zyklisierung und Kettenwachstum vorliegt!'®.  Die
Transformierung einer kinetisch kontrollierten ringéffnenden Polymerisation in eine
kinetisch kontrollierte Polykondensation sollte daher anstatt der linearen Ketten, wie sie
durch die ring6ffnende Polymerisation allein gebildet werden, zyklische Oligomere und
Polymere liefern.

Als protisches Nucleophil, das moglicherweise die erforderlichen Eigenschaften
aufweist, wurde Imidazol gewahlt. Es wurde gehofft, dass dieses reaktiv genug ist, um
die ringdffnende Polymerisation der verschiedenen NCAs zu initiieren. Im Unterschied
zu den primaren Aminen kann Imidazol zwar ebenfalls zunachst durch einen
nucleophilen Angriff auf das NCA und anschlieRendem Amin-
Polymerisationsmechanismus in die Polymerkette als Endgruppe eingebaut werden
(Gl. 3.5-1). Von Carbonsaureimidazoliden ist jedoch bekannt!'®! dass sie leicht bei
Raumtemperatur mit aliphatischen Aminogruppen reagieren kdnnen. Insbesondere die
Aminogruppe der Peptidkette selbst kommt als Reaktionspartner in Frage. Aus einem
solchen Angriff wirden dann Kettenverlangerungen im intermolekularen Fall (Gl. 3.5-2)
und Zyklopeptide im intramolekularen Fall resultieren, wobei die Zyklisierung der
Polypeptidketten den Abbruch der Polymerisation bedeutet (Gl. 3.5-3).

81



3 Hauptteil

HN——CHR [\ [T\
0 | + N — H{NH—CHR—CO} N\/N (3.5-1)
n

N
oC_ _CO _
~o~ N4 n CO,
3.5-1
AN
H{NH—CHR—CO} N/\] e
A TnA=N - H--NH—CHR—CO N/\] (3.5-2)
( B HN/\, 20\__N
‘\ \ \4 N
+ H{NH—CHR—CO} N/\/
1 \=N

\
H2N—CHR—CO~ENH—CHR—CC£|7 NH—CHR—CO- N/\] — > NH—CHR—CO (3.5-3)
n-2

N // \=N Sy n
S - \=N 3.5-2 (C)

Spuren von Wasser flhren in einer Nebenreaktion zur Hydrolyse der Imidazolid-
terminierten Ketten (Gl. 3.5-4), die dann nur noch nach dem Amin-Mechanismus
weiterwachsen kdnnen und nicht mehr in der Lage sind, zu zyklisieren.

/ \ +H,0
H{NH—CHR—CO} N N — > H{NH— CHR—CO} OH (3.5-4)
n \/ n

3.5-1 AN 3.5-3 (La)

3.5.1 Imidazol-initiierte Polymerisationen von Phenylalanin-, Valin- und
Leucin-NCA in verschiedenen Lé6sungsmitteln

Als Lésungsmittel flr die Polymerisationen mit Imidazol wurden zunachst DMF, NMP
und DMSO verwendet. Untersucht wurden die NCAs von L- und D,L-Phenylalanin, L-
und D,.L-Valin und L- und D,.-Leucin. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 3.5.1
aufgelistet. Da sich jedoch gezeigt hat, dass die verwendeten Losungsmittel selbst eine
Reaktion mit dem NCA eingehen und die Polymerisation Uber einen zwitterionischen

82



3 Hauptteil

Mechanismus einleiten (Abschnitt 3.4), lassen sich aus den Produktspektren keine
sinnvollen Informationen ableiten. Deshalb werden nur die Ausbeuten und Viskositaten
der Produkte dargestellt.

Tabelle 3.5.1 Polymerisation verschiedener NCAs mit Imidazol in unterschiedlichen
Lésungsmitteln®

Polymer NCA Temp. Zeit Losungsmittel Ausbeute Ninh
Nr. [°C] [d] [%] [dL/g]
108 D,L-Phe 20 4 DMF 13 0.11?
109 D,L-Phe 20 4 NMP 36 0.10?
110 DL-Phe 20 4 DMSO 73 0.15%
111 D,L-Phe 60 3 DMF 14 0.09
112 D,L-Phe 60 3 NMP 32 0.07
113 D,L-Phe 60 3 DMSO 61 0.09
114 L-Phe 20 4 DMF 34 0.139
115 L-Phe 20 4 DMSO 86 0.08°
116 D,L-Val 20 4 DMSO 4 -
117 L-Val 20 4 DMSO 11 -
118 D,L-Leu 20 4 DMF 0 -
119 D,L-Leu 20 4 DMSO 15 0.20"
120 L-Leu 20 4 DMF 60 0.26°
121 L-Leu 20 4 DMSO 58 0.09°

a) M/I-Verhaltnis: 40

b) gemessen in Dichloressigsaure bei 20 °C mitc =2 g/L

c) gemessen in einem Gemisch aus Dichloressigsaure und Methansulfonsaure
(Volumenverhaltnis 9:1) bei 30 °C mitc =2 g/L

Die Polymerisationen von Phenylalanin-NCA (Nr. 108 - 115) verlaufen unter diesen
Bedingungen mit sehr unterschiedlichen Ausbeuten von 13 bis 86 %, wobei die
Ausbeute in DMF mit Abstand am geringsten ist. Die Polymerisationen von L- und D,L-
Valin-NCA sowie von D,L-Leucin verlaufen mit sehr geringen Ausbeuten. L-Leucin-NCA
lasst sich dagegen vergleichsweise gut unter diesen Bedingungen mit Imidazol
polymerisieren.
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In den MALDI-TOF-Massenspektren aller Produkte treten zum grofdten Teil zyklische
Polypeptide auf, zu deren Entstehung jedoch wegen des parallelen Auftretens
verschiedener Mechanismen keine Aussagen gemacht werden konnen.

Daneben lassen sich noch Wasser-terminierte Ketten identifizieren. Die Reaktionen
verlaufen teilweise sehr langsam, und Spuren von Wasser kdnnen die Polymerisation
initiieren.

3.5.2 Imidazol-initiierte Polymerisationen in 1,4-Dioxan

Um die Lésungsmittel-induzierte Polymerisation auszuschlieRen, wurde in Abschnitt
3.5.2 1,4-Dioxan fur die Imidazol-initiierte Polymerisation verwendet. 1,4-Dioxan ist
aulerdem in der Lage, alle verwendeten NCAs vollstandig zu l6sen und lasst sich
zusatzlich sehr gut durch Destillation Uber Natrium trocknen. Da die Reaktivitat des
Imidazols offensichtlich fur die Initierung der Polymerisation einiger NCAs bei
Raumtemperatur zu gering ist, wurde die Reaktionstemperatur auf 60 °C erhoéht.
Sieben verschiedene a-Aminosaure-NCAs (D,L-Phenylalanin-, Sarkosin-, L-Alanin-, D,L-
Valin-, L-Leucin-, D,L-Leucin- und y-O-Bzl-L-glutamat-NCA) wurden in dieser Serie von
Experimenten verwendet, um den Einfluss ihrer Struktur auf die Reaktivitat zu
untersuchen. Dabei wurden die D,L.-Aminosaure-NCAs gewahlt, weil die Oligo- und
Polypeptide der entsprechenden L-Aminosaure-NCAs besonders niedrige Léslichkeiten
aufweisen. Ein frihes Ausfallen der Oligomere in der B-Faltblattstruktur ist nattrlich
ungunstig fur Polykondensations- und Zyklisierungsreaktionen. Poly-L-phenylalanin
und Poly-L-leucin sind weiterhin nicht nur in flichtigen, aprotischen Losungsmitteln wie
THF oder CH.Cl,, sondern auch in flichtigen Sauren wie Hexafluorisopropanol,
Ameisensaure und Trifluoressigsaure unldslich. Bei der Praparation der Proben fir die
MALDI-TOF-MS ist jedoch die Verwendung eines flichtigen Lésungsmittels
winschenswert. Die Oligo- und Polypeptide der D,L.-Aminosauren besitzen eine
bedeutend hoéhere Ldslichkeit in einer Vielzahl organischer Losungsmittel. Die M/I-
Verhaltnisse der Polymerisationen wurden fir die NCAs in einem Bereich von 1 bis 40
variiert. Die Produkte wurden in Diethylether gefallt. Bei einigen Ausnahmen wurde
Diethylether/Methanol (Volumenverhaltnis 9:1) als Fallungsmittel benutzt (in den
Tabellen angegeben). Die auftretenden Produkte werden in Schema 3.5-1
zusammenfassend dargestellt.
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H{NH— CHR—CO}— OH H{NH—CHR—CO}— OCHj3
n n

3.5-3 (La) 3.5-4 (Lb)

NH—CHR—CO
n

3.5-2 (O)
Schema 3.5-1

Die Ergebnisse der Experimente sind in den folgenden Tabellen 3.5.2 bis 3.5.7
aufgefiihrt, wobei die vorherrschende Spezies der im MALDI-TOF-Massenspektrum
detektierten Produkte unterstrichen ist.

Tabelle 3.5.2 Imidazol-initiierte Polymerisation von Sarkosin-NCA in 1,4-Dioxan?

Polymer M/ Ausbeute Ninh” Produkte®
NT. [%] [dL/g] (MALDI-TOF)
122 1 92 0.35 C
123 3 90 0.38 C, La
124 10 80 0.37 C,La
125 40 83 0.33 C, La

a) Reaktionstemperatur: 60 °C, Reaktionszeit: 2d
b) gemessen in Ameisensaure bei 20 °C mitc =2 g/L
¢) Zuordnung in Schema 3.5-1

Die Polymerisationen von Sarkosin-NCA verliefen mit relativ guten Umsatzen. Die
Ausbeute verringerte sich dabei etwas zu héheren M/I-Verhéltnissen hin. Die
Viskositaten liegen unabhangig von dem vorgegebenen M/I-Verhaltnis alle in einem
ahnlichen Bereich. Aus den MALDI-TOF-MS der Produkte konnte ermittelt werden,
dass ein hoher Anteil an Zyklopeptiden bei allen Produkten (Nr. 122 - 125) vorliegt. Im
Fall von Nr. 122 lassen sich nur zyklische Oligo- und Polysarkosine im
Massenspektrum nachweisen (Abb. 3.5.1), die anderen Produkte weisen daneben
auch noch Wasser-terminierte Ketten auf.

85




3 Hauptteil

C16

- -
=
T (1461)
pd Cc20
LU
|_
Z
C35
| C40
| C45 c50
JMWM
T T T T T T !
1000 2000 3000 4000
m/z

Abb. 3.5.1 MALDI-TOF-Massenspektrum des Polysarkosin Nr. 122 (K*-gedopt), die
schwacheren Signale sind Na*- und H*-gedopt.

Tabelle 3.5.3 Imidazol-initiierte Polymerisation von L-Alanin-NCA in 1,4-Dioxana)

Polymer M/l Ausbeute Ninh” Produkte®
Nr. [%] [dL/g] (MALDI-TOF)
126 1 88 0.18 C, La
127 3 97 0.24 C, La
128 10 96 0.69 C, La
129 40 94 0.97 C, La
130% 1 88 0.25 C,Lla,Lb
1319 10 91 0.82 La, Lb

a) Reaktionstemperatur: 60 °C, Reaktionszeit: 2 d

b) gemessen in Dichloressigsaure bei 20 °C mitc =2 g/L

¢) Zuordnung in Schema 3.5-1

d) Das Imidazol wurde hier zusatzlich noch einmal azeotrop getrocknet. Die Produkte wurden
in Et;O/MeOH (9:1) gefallt

Bei den Polymerisationen des L-Alanin-NCA (Nr. 126 - 131) konnten sehr gute
Ausbeuten erzielt werden. Die Viskositaten der Poly-L-alanine zeigen allerdings im
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Vergleich zu den Polysarkosinen aus Tabelle 3.5.2 einen komplett anderen Trend. Sie
nehmen mit steigenden M/I-Verhaltnissen zunehmend hohere Werte an. Dieser
Sachverhalt deutet darauf hin, dass das Kettenwachstum hauptsachlich durch
ringoffnende Polymerisation und weniger durch Kondensationsschritte (Zyklisierungen)
stattfindet. Diese Deutung wird auch durch die Ergebnisse der Untersuchung der
Produkte mittels MALDI-TOF-MS untermauert. Dort sind in den Massenspektren der
Produkte 126 - 129 fast ausschlieldlich Wasser-terminierte Ketten und sehr wenig
Zyklopeptide, wie sie bei der kinetisch kontrollierten Polykondensation zu erwarten
waren, zu identifizieren.

Von den Oligo- und Poly-L-alaninen ist zu erwarten, dass sie in einem friihen
Polymerisationsstadium schon in Form von -Faltblattstrukturen aus dem
Reaktionsgemisch ausfallen. Durch diese Immobilisation werden dann natirlich
Prozesse wie Zyklisierungen und Polykondensationsschritte behindert. Beim Ausfallen
der Produkte in feuchtem Diethylether kommt es daraufhin zur Hydrolyse der reaktiven
Imidazolidgruppen der linearen Ketten (Gl. 3.5-4). Um dieses zu beweisen wurden zwei
Experimente mit L-Alanin-NCA wiederholt (Nr. 130, 131). Die Produkte wurden in
diesem Fall allerdings in einem Gemisch aus Diethylether und Methanol
(Volumenanteil 9:1) ausgefallt. Methanol sollte eine ahnlich hohe Reaktivitat wie
Wasser fur die Solvolyse des Imidazolids aufweisen (GI.3.5-5).

/ \ + MeOH
H{NH—CHR—CO} N N e H{NH—CHR—CO} OCHj (3.5-5)
n \/ H n

3.5-1 AN 3.5-4 (Lb)

In den MALDI-TOF-MS der Produkte mussten nun neben den Wasser-terminierten
Ketten Methylester-Endgruppen (Lb) nachzuweisen sein. Wie in der Abb. 3.5.2 fiur
Polymer Nr. 130 gezeigt ist, kann tatsachlich ein hoher Anteil linearer Ketten mit
Methylesterendgruppen nachgewiesen werden. Die Entstehung der Wasser-
terminierten Ketten ist in diesem Fall also zu einem Grofteil durch nachtragliche
Hydrolyse zu erklaren und nicht durch Initiierung der Polymerisation durch Wasser. Ein
sehr geringer Anteil an zyklischen Peptiden ist in Produkt Nr. 130 ebenfalls
nachzuweisen. Die nhochmalige Trocknungsprozedur des Imidazols hat zusatzlich eine
héhere Viskositat der Produkte zur Folge.
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Abb. 3.5.2 MALDI-TOF-Massenspektrum des in Methanol gefallten Poly-L-alanin Nr. 130
(K*-gedopt)

Die Methylester-Endgruppen lassen sich auch im "H-NMR-Spektrum identifizieren wie
in Abb. 3.5.3 flir Polymer Nr. 130 gezeigt wird.
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Abb. 3.5.3 "H-NMR-Spektrum von Poly-L-alanin Nr. 130 (aufgenommen in TFA/CDCl5)

Da beim L-Alanin-NCA nur sehr wenig Zyklisierung auftritt, wird das Molekulargewicht
auch nicht in dem Mal3e limitiert, wie dies bei den Polysarkosinen (Nr. 122 - 125) der
Fall ist.

Tabelle 3.5.4 Imidazol-initiierte Polymerisation von D,L-Phenylalanin-NCA in

1,4-Dioxan®
Polymer M/l Ausbeute Ninh” Produkte®
Nr. [%] [dL/g] (MALDI-TOF)
132 1 90 0.09 C, (La)
133 3 99 0.23 C, (La)
134 10 95 0.42 C
135 40 93 0.33 C
136% 3 93 - C lLa
1379 10 86 - C,La,Lb

a) Reaktionstemperatur: 60 °C, Reaktionszeit: 2 d

b) gemessen in Dichloressigsaure bei 20 °C mitc =2 g/L

¢) Zuordnung in Schema 3.5-1

d) Die Produkte wurden in Et,O/MeOH (Volumenverhaltnis 9:1) gefallt
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Auch bei den Polymerisationen von D,L-Phenylalanin-NCA lieBen sich sehr gute
Ausbeuten realisieren. Die Viskositaten nehmen mit zunehmenden M/I-Verhaltnis
zunachst héhere Werte an, bei M/l = 40 (Nr. 135) reduziert sich der Wert jedoch wieder
etwas. In den MALDI-TOF-MS der Produkte 132 bis 137 ist zu sehen, dass bei diesen
Polymerisationen der Anteil an zyklischen Oligo- und Polypeptiden bis zu 95 % oder
hoher liegt. In Abb. 3.5.4 ist das Massenspektrum von Polymer Nr. 135 gezeigt. Es
treten hierbei ausschliefdlich Signale von Zyklopeptiden C auf. Die Produkte 132 und
133 weisen nebenbei geringe Anteile von Wasser-terminierten Ketten auf.
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Abb. 3.5.4 MALDI-TOF-Massenspektrum des Poly-D,L-phenylalanin Nr. 135 (K*-gedopt)

Bei der Synthese von Nr. 137 wurde das Produkt in einem Gemisch aus Diethylether
und Methanol (9:1 Volumenanteil) ausgefallt. Wie beim Poly-L-alanin Nr. 130 (Tabelle
3.5.3) konnten im MALDI-TOF-MS Methylesterendgruppen identifiziert werden (Gl. 3.5-
5), die auf das Vorhandensein von Imidazolid-Endgruppen zum Zeitpunkt des
Ausfallens schlief3en lassen.
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Tabelle 3.5.5 Imidazol-initiierte Polymerisation von L-Leucin-NCA in 1,4-Dioxan?

Polymer M/ Ausbeute Ninh” Produkte®
NT. [%] [dL/g] (MALDI-TOF)
138 1 83 0.16 La
139 3 89 0.18 La
140 10 97 0.19 -

141 40 98 0.13 -

a) Reaktionstemperatur: 60 °C, Reaktionszeit: 2 d

b) gemessen in einem Gemisch aus Dichloressigsaure und Methansulfonsaure
(Volumenverhaltnis 9:1) bei 30 °C mitc =2 g/L

¢) Zuordnung in Schema 3.5-1

Die Oligo- und Poly-L-leucine sind wie bereits erwahnt schwer |6slich und fallen schnell
in Form von B-Faltblattstrukturen aus dem Reaktionsmedium aus. Die Zyklisierung und
Polykondensationsschritte werden dadurch behindert. Die MALDI-TOF-MS der
Produkte Nr. 138 bis 141 bestatigen diesen Sachverhalt. Es sind keine Zyklopeptide zu
identifizieren, sondern nur Wasser-terminierte Ketten. Die Massenspektiren wiesen
sehr schlechte Signal/Rausch-Verhaltnisse auf.

Zum Vergleich wurden zusatzlich  zwei Polymerisationen mit D,L-Leucin-NCA
durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 3.5.6 wiedergegeben.

Tabelle 3.5.6 Imidazol-initiierte Polymerisation von D,L-Leucin-NCA in 1,4-Dioxan?

Polymer M/l Ausbeute Ninh") Produkte®
NT. [%] [dL/g] (MALDI-TOF)
142 1 85 0.39 C, La
143 10 88 0.43 C

a) Reaktionstemperatur: 60 °C, Reaktionszeit: 1 d
b) gemessen in Dichloressigsaure bei 20 °C mitc =2 g/L
¢) Zuordnung in Schema 3.5-1

Die Oligo- und Poly-D,L-leucine (142, 143) weisen im Vergleich zu den analogen
Experimenten mit L-Leucin-NCA eine groRere Lo&slichkeit auf, so dass es nicht zu
einem so friihen Ausfallen der Produkte kommt und Zyklisierungen nicht in dem hohen
Mafe behindert werden. In den MALDI-TOF-MS von Nr. 142 und 143 lassen sich
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grole Anteile von Zyklopeptiden identifizieren. In Produkt 143 liegen sogar
ausschlieB3lich zyklische Peptide vor (Abb. 3.5.5).
(831)
c7
|_
<L
=
%)
i
W c8
<
C9
] €1 c12 c13 c14 cis
Lo L]
' 1 OlOO ' 1 5l00 ' 20l00
m/z
Abb. 3.5.5 MALDI-TOF-Massenspektrum des Poly-D,L-leucin Nr. 143 (K*-gedopt)
Tabelle 3.5.7 Imidazol-initiierte Polymerisation von D,L-Valin-NCA in 1,4-Dioxana)
Polymer M/ Ausbeute Ninh" Produkte®
Nr. [%] [dL/g] (MALDI-TOF)
144 1 97 0.14 C, La
145 3 86 0.1 C, La
146 10 88 0.14 -
147 40 89 0.14 -

a) Reaktionstemperatur: 60 °C, Reaktionszeit: 2 d

b) gemessen in Dichloressigsaure bei 20 °C mitc =2 g/L

¢) Zuordnung in Schema 3.5-1

Die Polymerisationen von D,L-Valin-NCA (Tabelle 3.5.7) verliefen mit Ausbeuten von
88 -97 %. Fur die Viskositadten der Produkte (144 - 147) ergeben sich nahezu
konstante Werte. In den MALDI-TOF-MS sind zyklische Oligo- und Poly-D,L-valine
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neben den Wasser-terminierten Ketten, die hier jedoch einen gréleren Teil
ausmachen, zu identifizieren.

Tabelle 3.5.8 Imidazol-initiierte Polymerisation von y-O-Bzl-L-glutamat-NCA
in 1,4-Dioxan®

Polymer M/ Ausbeute Ninh" Produkte®
Nr. [%] [dL/g] (MALDI-TOF)
148 1 83 0.25 C.Y, X
149 3 86 0.45 C,Y, X
150 10 95 0.86 C,Y,x¥
151 40 87 1.22 C, Y, X

a) Reaktionstemperatur: 60 °C, Reaktionszeit: 1 d

b) gemessen in Dichloressigsaure bei 20 °C mitc =2 g/L
¢) Zuordnung in Schema 3.5-1

d) schwache Signalintensitat

Die Imidazol-initiierten Polymerisationen von y-O-Bzl-L-glutamat-NCA flhren unter
diesen Bedingungen zu hohen Ausbeuten von 83 bis 95 %. Die Ldsungsviskositaten
der Produkte nehmen mit zunehmenden M/I-Verhaltnis von 0.26 bis 1.22 dL/g um
annahernd das Flnffache zu. Die MALDI-TOF-Massenspektren zeigen, dass bei allen
Polymerisationen zyklische Peptide auftreten, deren Anteil beim Polymer Nr. 151
Uberwiegt (Abb. 3.5.6). Neben den zyklischen Peptiden treten wiederum geringe
Anteile an Produkten auf, deren Massen um 129 Da Uber denen der Zyklopeptide
liegen (Y). Diese Signale wurden schon bei den Lésungsmittel-initiierten
Polymerisationen von y-O-Bzl-L-glutamat-NCA detektiert und dort bereits interpretiert
(Schema 3.4-2). Zusatzlich tritt bei allen vier Produkten eine Masse X auf, die
zuziglich zu den Massen der Wiederholungseinheiten eine Masse von 44 Da besitzt.
Diese Produktspezies ist im Polymer Nr. 148 als Hauptprodukt zu identifizieren (Abb.
3.5.7).
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Abb. 3.5.6 MALDI-TOF-Massenspektrum des Poly-(y-O-bzl-L-glutamat) Nr. 151
(K*-gedopt)
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Abb. 3.5.7 MALDI-TOF-Massenspektrum des Poly-(y-O-bzl-L-glutamat) Nr. 148
(K*-gedopt)
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Eine solche Masse X bedeutet, dass die Polymere zusatzlich zu den Massen der
Wiederholungseinheiten noch eine CO,-Einheit enthalten. Als mogliche Strukturen sind
prinzipiell drei verschiedene isomere Varianten nahe liegend. Es kann die lineare N-
Acyl-NCA-Kette X-1 vorliegen oder zwei verschiedene zyklische Strukturen X-2 und
X-3 (Schema 3.5-2).

R O
MR R
H-{ NH—CH—C - N'&
o’//\o N0
3.5-5 (X-1) 3.5-6 (X-2)
R O ﬁ
NH—&H—%}HI\{—CHR—C—OH
C=0
3.5-7 (X-3)
Schema 3.5-2

Da das N-Acyl-NCA X-1 aber reaktiver ist als das urspringliche NCA, ist es
wahrscheinlich, dass eine solche Gruppe nicht stabil ist, und bereits beim Ausfallen in
feuchtem Ldsungsmittel, spatestens jedoch bei der Vorbereitung der Proben fir die
Massenspektroskopie unter aciden, wassrigen Bedingungen hydrolysiert werden
wurde. Auch die zyklische Struktur X-2, die eine Anhydridgruppierung enthalt, erscheint
nicht besonders stabil. Aulerdem ist es wahrscheinlich, dass es hierbei analog dem
Carbamat-Mechanismus zur Decarboxylierung kommt. Die letzte Variante X-3 ist
deshalb die wahrscheinlichste.

Das Auftreten dieser Produktspezies X-3 Iasst sich durch die nucleophile Initiierung mit
Imidazol nicht erklaren. Verlauft die Reaktion jedoch zumindest anteilig nach dem
AMM, also durch basische Reaktion des Imidazols mit dem NCA, so liegen auch N-
Acyl-NCA-Ketten X-1 vor. Hierliber lieRe sich durch die in der Gleichung 3.5-6 gezeigte
Zyklisierungsreaktion, bei der das nucleophile Kettenende am C-2 des N-Acyl-NCA-
Moleklls angreift, das Auftreten der Massepeaks X-3 erklaren. Diese Zyklisierung ist
in der Literatur schon als mogliche Abbruchreaktion des AMM diskutiert worden!'%!.
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R 0 R O 0
| Il | Il R | Il Il
HzN—CH—C{NH—CH—C}-N—& — NH—CH—CJN-CHR-C-OH  (3.5-6)
n—l//\ n\
O/ 0 0 C=0
3.5-5 (X-1) 3.5-7 (X-3)

An dieser Stelle muss betont werden, dass mit Hilfe der MALDI-TOF-
Massenspektrometrie keine Isomere unterschieden werden kdnnen. Die Struktur X-3
bietet dementsprechend zwar eine plausible Erklarung fir das Erscheinen dieser
Massepeaks an, bleibt aber an dieser Stelle unbewiesen.

Zusammenfassend lasst sich bei den Imidazol-initiierten Polymerisationen in 1,4-
Dioxan (Nr. 122 - 151) feststellen, dass lineare Ketten mit Imidazolidgruppen (3.5-1) in
keinem Produkt nachgewiesen werden konnten. Es treten in den meisten Proben
Wasser-terminierte Ketten (La) auf, deren Entstehung zwei verschieden Ursachen hat.
Zum einen koénnen Spuren von Feuchtigkeit durch das CaCl,-Trockenrohr in das
Reaktionsgefal® gelangen und dort mit dem Initiator konkurrieren bzw. das Imidazolid
hydrolysieren. Dieser Effekt kommt besonders bei den langsamen Polymerisationen
von D,L-Valin-NCA und L- bzw. D,-Leucin-NCA zum Tragen, bei den schnellen
Polymerisationen von Sarkosin-NCA und D,L-Phenylalanin-NCA hingegen sind die
Anteile der Wasser-terminierten Ketten weitaus geringer. Zum anderen kdnnen die
wachsenden Ketten in Schichten mit p-Faltblattstruktur aus dem Reaktionsmedium
ausfallen, wobei dann Zyklisierungs- und Polykondensationsreaktionen behindert
werden. Beim Ausfillen werden die Imidazolide dann hydrolysiert. Letztere
Entstehungsmdglichkeit ist besonders fur die Polymerisation von L-Alanin-NCA
anzunehmen und wurde auch durch Methanolyse der Imidazolide bewiesen (Nr. 130).

Ein besonders wichtiges Ergebnis ist jedoch, dass in den MALDI-TOF-MS aller
Produkte mit Ausnahme der Poly-L-leucine ein Anteil an Zyklooligo- und
Zyklopolypeptiden detektiert werden konnte. In mehreren Fallen liegt dieser Anteil
sogar bei 95 % oder héher (Nr. 122, 132 -136 und 143). In diesen Fallen wird das
Kettenwachstum ausschlieBlich durch Zyklisierung abgebrochen. Diese Ergebnisse
zeigen also, dass die Zyklisierung eine hocheffiziente Reaktion fiir Polypeptide
unterschiedlichster Struktur ist. Dieser Punkt muss betont werden, da Oligo- und
Polypeptide von D,L-Aminosauren Uber die Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen
assoziieren koénnen und so immobilisiert werden, auch wenn perfekte
B-Faltblattstrukturen oder a-Helices nicht ausgebildet werden konnen.

Die erhaltenen Ergebnisse bestadtigen also, dass das oben beschriebene

Synthesekonzept (Transformation einer kinetisch kontrollierten ROP in eine kinetisch
kontrollierte Polykondensation) mit a-Aminosaure-NCAs und Imidazol als Initiator
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realisiert werden kann. Ob andere protische Nucleophile als Initiatoren noch besser
geeignet sind, die Kombination von ringéffnender Polymerisation und
Polykondensation zu férdern, ist an dieser Stelle noch ungeklart. Diese Ergebnisse
beweisen jedenfalls, dass die Transformation einer kinetisch kontrollierten
ringdffnenden Polymerisation in eine kinetisch kontrollierte Polykondensation die
Herstellung von zyklischen Polymeren in hohen Ausbeuten erlaubt, wohingegen eine
reine Kkinetisch kontrollierte ringdffnende Polymerisation ausschlieldlich lineare
Polymere liefert. Der Aspekt der kinetischen Kontrolle ist wichtig, da bei
thermodynamisch kontrollierter Polymerisation ein Gleichgewicht aller Komponenten
vorliegt. Eine Unterscheidung des Kettenwachstums Uber ringéffnende Polymerisation
oder Polykondensation ergibt dann keinen Sinn, da die Gleichgewichtseinstellung tber
"back-biting" im  thermodynamisch  kontrollierten  Fall unabhangig vom
Kettenwachstumsmechanismus Zyklen liefert. Bei den meisten ringéffnenden
Polymerisationen tritt "back-biting" in Erscheinung, auch wenn keine totale
thermodynamische Kontrolle erreicht wird (z.B. bei den meisten Polymerisationen von
zyklischen Estern und Zyklosiloxanen), so dass perfekt kinetisch kontrollierte
ringdffnende Polymerisationen, die in einen Polykondensations-/Zyklisierungs-Prozess
transformiert werden kdnnen, eine Minderheit sind.

3.6 Polymerisation von a-Aminosaure-NCAs mit tertidren Aminen

Tertidare Amine sind aus zwei Grinden besonders interessant als Initiatoren fur die
Polymerisation von a-Aminosaure-NCAs. Erstens kdnnen, verglichen mit anderen
Initiatoren unter identischen Bedingungen, durch Triethylamin-initiierte Polymerisation
von 7y-O-Bzl-glutamat-NCA die hdchsten Molekulargewichte an o-Helix-bildenden
Polypeptiden erreicht werden, wie zuerst durch Blout und Karlson!*®! gezeigt werden
konnte. Fir N-substituierte NCAs scheint Pyridin als Reaktionsmedium und Initiator
optimal zu sein!”™®. Und zweitens wurde von Bamford et al.l'*®'¥172 die den
Mechanismus von Trialkylamin- und Lithiumchlorid-initiierten Polymerisationen
untersuchten, mit dem AMM (GI. 1-15 bis 1-18) ein neues mechanistisches Konzept
entwickelt, dass seither Objekt vieler Untersuchungen und kontroverser Diskussionen
ist.

Es ist sinnvoll, bei den tertiaren Aminen zwischen Trialkylaminen und Pyridinen zu
unterscheiden, da sich die N/B-Werte deutlich unterscheiden. Trialkylamine haben pKs-
Werte um 11 herum, wahrend die pKs-Werte der Pyridine abhangig von den
Substituenten Werte zwischen 4 und 7 annehmen konnen. Pyridine sind aufgrund
geringerer sterischer Hinderung nucleophiler als Triethylamin oder hoéhere
Trialkylamine, wenn C-2 und C-6 unsubstituiert sind. Zusatzlich beginstigt die hohe
Polarisierbarkeit der aromatischen n-Elektronen einen nucleophilen Angriff.
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Fur die Polymerisation mit tertidren Aminen kommen prinzipiell mehrere Mechanismen
in Frage. Das Amin kann zum einen basisch mit dem NCA reagieren und es am
Stickstoff deprotonieren. Das entstehende Anion kann nucleophil mit einem weiteren
NCA reagieren und so die Polymerisation einleiten. Dies ist der so genannte AMM (Gl.
3.6-1 bis 3.6-4). Es entsteht eine difunktionelle Kette, bei der das Wachstum an dem
einen Kettenende Uber den Carbamat-Mechanismus (GIl. 3.6-5) oder durch weitere
Anlagerung von NCA-Anionen am anderen Ende der Kette stattfinden kann (Gl. 3.6-3).

R
HN
RsN +}\ x R3NH + )\ (3.6-1)
o0~ ~0” "0
3.6-1
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OO N e e
HN { 0,C-NH-CH—C—_ 1 0,C{NH-CH clzN _&
+ — (3.6-5)
NS //\ N 4/\ NS
V/\o ) 07 N Yo O 07 >0~ o
3.6-2 3.6:2

Bei N-substituierten NCAs funktioniert dieser Mechanismus naturlich nicht. Sarkosin-
NCA ist deshalb auch bei Abwesenheit von protischen Verunreinigungen sehr stabil in
reinen Trialkylaminen®®®'3%'%® Starke Basen vermégen jedoch das NCA am a-C-Atom
(oder H,O bzw. andere protische Verunreinigungen) zu deprotonieren. Das
resultierende Anion kann dann eine anionische Polymerisation einleiten (Gl. 3.6-7, 3.6-
8 und 3.6-5).
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Ein alternativer Mechanismus kann von den schwacher basischen, nucleophileren
Aminen wie z.B. den Pyridinen bevorzugt werden. Dies ist der zwitterionische
Mechanismus!'®. Hierbei ist der erste Schritt die heterolytische Spaltung des NCAs,
bei der ein Zwitterion gebildet wird. Dieses Zwitterion kann wiederum die anionische
Polymerisation einleiten (Gl. 3.6-9, 3.6-10).

R
R O
HN
o L0 e
%@NQ —_— OZC—NH—CH—C—NQ> (3.6-9)
0~ ~o” O

3.6-6

R

HN& NH—p— ) R R
+ - - — —_ —_— e — —
P Q | o oo D,C—NH—CH—C—HN—CH—C (3.6-10)

0= 0 \_/Ozc @ 3.6-6 @j

Diese Mechanismen haben gemeinsam, dass bei ihnen difunktionelle Ketten vorliegen.
Aufgrund dieser Tatsache ist es mdglich, dass die ringdffnende Polymerisation von
Kondensationsschritten begleitet werden kann, die einer Stufenwachstumskinetik
folgen (Gl. 3.6-11, 3.6-12).
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Daraus resultiert auch, dass die Endprodukte der zwitterionischen Polymerisation
zyklische Oligo- und Polypeptide sein sollten (Gl. 3.6-13), und auch im Fall des AMM
sind zyklische Produkte mdglich (Gl. 3.6-14). Die Zyklisierung stellt den Abbruch der
Polymerisation dar.

100



3 Hauptteil

R O R O R O
o NI I I Nl e
0,C— NH—CH—C{NH—CH—C} NH—CH—C—XN O
n

3.6-6

- Pyridin 3.6-13
l_ O, (3.6-13)

R O R O R O
90, NH_CH g{NH H I(lj}NH Cnd R
2V - - - — N - - \N
N
0
+ H*l- 2CO, (3.6-14)
Fou
NH—CH—C
n+3
3.6-7

Auf der anderen Seite  koénnen  Polypeptide  durch  Bildung von
Wasserstoffbrickenbindungen Sekundarstrukturen einnehmen. Oligopeptide kédnnen in
der B-Faltblattstruktur aus dem Reaktionsmedium ausfallen. Die Bildung von a-Helices
fuhrt zur Versteifung der Peptidkette. Durch diese Immobilisation kénnen
Polykondensationsschritte und Zyklisierungen behindert werden.

In diesem Kapitel soll die Polymerisation von NCAs mit Trialkylaminen und Pyridinen
untersucht werden. Mit Hilfe der MALDI-TOF-Massenspektrometrie sollen aus den
Produkten weitere Erkenntnisse Uber mechanistische Ablaufe gewonnen werden.

Insbesondere soll dabei die Bildung von Zyklopeptiden untersucht werden.

Schema 3.6-1 zeigt zusammenfassend die in diesem Kapitel diskutierten Strukturen.
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0
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NH—CH—C}I\{—CHR—C—OH
n
C=0
3.6-12 (X-3)
Schema 3.6-1

3.6.1  Polymerisation von a-Aminosédure-NCAs mit Pyridinen

Fur die Polymerisation mit Pyridinen wurden die NCAs von Sarkosin, L-Alanin, D,L-
Phenylalanin, D,L-Valin, D,L-Leucin und y-O-Bzl-L-glutamat verwendet. Die Oligo- und
Polysarkosine kdnnen im Gegensatz zu den Polymeren der anderen a-Aminosduren
nicht als Wasserstoffbrickendonoren wirken. Zusammen mit der cis/trans-Isomerie an
der Amidbindung flhrt diese Eigenschaft dazu, dass Polysarkosin in verschiedenen
organischen Lésungsmitteln 16slich ist und die Konformation zufalliger Knduel annimmt.
Hierdurch wird eine héhere Beweglichkeit der Kette verursacht, die flir Reaktionen wie
Zyklisierungen vorteilhaft ist. Als Lésungsmittel wurde hauptsachlich 1,4-Dioxan
verwendet. Von diesem ist bekannt, dass es nicht mit dem NCA reagiert (Abschnitt
3.4). Der Nachteil ist, dass die Léslichkeit der Polymere hierin gering ist und sie durch
Assoziation bzw. Ausfallen immobilisiert werden. Polykondensationsschritte und
Zyklisierungen werden dadurch behindert. Als weitere Losungsmittel wurden ebenfalls
NMP und DMF verwendet, in denen die Polymere eine hohere Ldslichkeit und damit
Beweglichkeit aufweisen. Der Nachteil ist, wie sich herausgestellt hat, dass diese
Losungsmittel selbst mit dem |Initiator konkurrieren und eine zwitterionische
Polymerisation des NCAs initiieren, deren Resultat vorwiegend Zyklopeptide sind
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(Abschnitt 3.4). Die Ergebnisse dieser Polymerisationen kénnen daher nicht
interpretiert werden und sind deshalb auch nicht mit aufgeflihrt worden. Als Initiatoren
wurden 4-Methylpyridin (y-Picolin), 4-(N,N-Dimethylamino)-pyridin (DMAP) und Pyridin
eingesetzt. Pyridin und y-Picolin wurden entweder als reine FlUssigkeit oder in
Kombination mit einem Lésungsmittel (M/l = 1) verwendet. DMAP wurde immer mit
einem M/I-Verhaltnis von 40 eingesetzt. Als Reaktionsbedingungen wurden vier Tage
bei 20 °C gewahlt, um einerseits Umsatze im Bereich von 90 % zu gewahrleisten, und
andererseits thermische Zersetzungen zu vermeiden.

3.6.1.1 Polymerisation von Sarkosin-NCA mit Pyridinen

Zunachst wurde die Polymerisation von Sarkosin-NCA untersucht. Die Ergebnisse sind
in der Tabelle 3.6.1 zusammengefasst.

Tabelle 3.6.1 Polymerisation von Sarkosin-NCA mit Pyridinen?

Polymer Initiator M/l Lésungs- Ausbeute Ninh")
Nr. mittel [%] [dL/g]
152 Pyridin - Pyridin 88 0.53
153 Pyridin - Pyridin 95 0.46
154 Pyridin 1 1,4-Dioxan 61 0.21

155° Pyridin 1 1,4-Dioxan 69 0.23
156 Pyridin 1 CH.Cl, 91 0.27
157 y-Picolin - y-Picolin 88 0.40
158 y-Picolin 1 1,4-Dioxan 48 0.24
159 DMAP 40 1,4-Dioxan 91 0.19
160 DMAP 40 1,4-Dioxan 90 0.17

a) Reaktionstemperatur: 20 °C, Reaktionszeit: 4d
b) gemessen in Ameisensaure bei 20 °C mitc =2 g/L
¢) Produkt aus Methanol gefallt

Die Produkte, die in reinem Pyridin bzw. y-Picolin hergestellt wurden (Nr. 152 und 157),
weisen deutlich héhere Werte flr die inhdrenten Viskositaten auf als die anderen
Polysarkosine. In Pyridin wurden die héchsten Molekulargewichte erhalten. Die MALDI-
TOF-Massenspektren der Polysarkosine Nr. 152 bis 160 zeigen trotz schlechter
Signal/Rausch-Verhaltnisse, dass in allen Produkten Zyklopeptide (C) nachzuweisen
sind. Hauptsachlich treten aber Uberall Wasser-terminierte Ketten (La) auf. Der
Ursprung der Wasser-terminierten Ketten kann zum einen darin liegen, dass durch die
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CaCl,-Trockenrohre, mit denen die Reaktionsgefalle standardmaflig verschlossen
wurden, mit der Zeit Spuren von Wasser eindringen konnten, die dann zur Hydrolyse
der difunktionellen Ketten fihrten oder selbst die Polymerisation initiieren konnten.
Andererseits besteht die Mdglichkeit, dass die Ketten durch Assoziation und Ausfallen
aus dem Reaktionsgemisch immobilisiert und so am Zyklisieren gehindert wurden.
Zum Zeitpunkt des Aufarbeitens der Produkte lagen dann noch difunktionelle Ketten
vor, die jedoch beim Ausfallen in feuchtem Fallungsmittel hydrolysiert wurden. Um
letzteres zu beweisen, wurde Versuch 154 wiederholt und in Ethylacetat/Methanol (9:1
Volumenanteile) ausgefallt (Nr. 155). Auf diese Weise sollte es zur Methanolyse der
reaktiven Gruppen kommen. Im Massenspektrum von Nr. 155 lieRen sich neben
Wasser-terminierten Ketten auch tatsachlich Methylester-Endgruppen (Lb) nachweisen
(Abb. 3.6.1).
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Abb. 3.6.1 MALDI-TOF-Massenspektrum des Polysarkosin Nr. 155

Die Produkte Nr. 153, 157 und 158 enthalten noch lineare Ketten mit unbekannter
Endgruppe. lhre molare Masse liegt um 29 Da hoher als die der Zyklen. Zusatzlich sind
bei den Polysarkosinen Nr. 152, 154, 155 und 158-160 unbekannte Produkte zu
identifizieren, deren Masse um 38 Da Uber der Masse der Wasser-terminierten Ketten
bzw. um 56 Da Uber der Masse der Zyklopeptide liegt.
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3.6.1.2 Polymerisation von L-Alanin-NCA mit Pyridinen

Mit L-Alanin-NCA wurden analoge Experimente durchgefiihrt, die in der Tabelle 3.6.2
aufgefihrt sind.

Tabelle 3.6.2 Polymerisation von L-Alanin-NCA®

Polymer Initiator M/l Lésungs- Ausbeute Ninh"?
Nr. mittel [%] [dL/g]
161 Pyridin - Pyridin 73 0.97
162 Pyridin 1 1,4-Dioxan 95 1.32
163 y-Picolin - y-Picolin 91 0.75
164 y-Picolin 1 1,4-Dioxan 92 0.87

165° DMAP 40 1,4-Dioxan 95 0.65

a) Reaktionstemperatur: 20 °C, Reaktionszeit: 4d
b) gemessen in Dichloressigsaure bei 20 °C mitc =2 g/L
c) Produkt aus Methanol gefallt

Bei den Polymerisationen von L-Alanin-NCA konnten ebenfalls mit Pyridin die hochsten
Molekulargewichte erreicht werden, wobei in diesem Fall aus der Kombination von
Pyridin in 1,4-Dioxan der hochste Wert fur die inhdrente Viskositat resultierte. Die
Analyse der MALDI-TOF-Massenspektren ergibt, dass auch im Fall des L-Alanin-NCA
in allen Produkten neben Wasser-terminierten Ketten, deren Ursprung bereits bei den
Polymerisationen von Sarkosin-NCA mit Pyridinen erdrtert wurde, geringe Mengen
zyklischer Peptide nachgewiesen werden konnen. Durch Ausfallen in Methanol
konnten beim Produkt Nr. 165 ebenfalls Methylester-Endgruppen erzeugt werden.
Neben den Zyklopeptiden kdnnen aber bei allen Produkten auch Massen X detektiert
werden, die zuzlglich zu den Wiederholungseinheiten eine Masse von 44 Da,
entsprechend einer CO.-Einheit, besitzen (Abb. 3.6.2). |hr Anteil ist bei dem DMAP-
initiierten Produkt Nr. 165 am groften.
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Abb. 3.6.2 MALDI-TOF-Massenspektrum des Poly-L-alanin Nr. 165 (K*-gedopt)

Das Auftreten dieser Massepeaks X wurde schon bei den Imidazol-initiierten
Polymerisationen von y-O-Bzl-L-glutamat-NCA beobachtet und dort diskutiert
(Abschnitt 3.5). Als mdgliche Strukturen sind wiederum die drei, bereits in Abschnitt 3.5
beschriebenen, verschiedenen Varianten X-1 bis X-3 nahe liegend (Schema 3.6-1),
von denen X-3 aus den genannten Grinden am wahrscheinlichsten ist. Das Auftreten
dieser Produktspezies lasst sich durch die zwitterionische Polymerisation nicht
erklaren. Verlauft die Reaktion jedoch nach dem AMM, zumindest anteilig, so liegen
auch N-Acyl-NCA-Ketten X-1 vor, die zu der Struktur X-3 zyklisieren kénnen (Gl. 3.6-
15).

0
| Il | Il R | Il Il
H,N—CH—C~}NH—CH—C N . NH—CH—C}I\{—CHR—C—OH (3.6-15)
n- n
o//(o N £=0
3.6-10 (X-1) 3.6-12 (X-3)

Auch hier muss erwahnt werden, dass mit der MALDI-TOF-Massenspektrometrie keine
Isomere unterschieden werden konnen und die Struktur X-3 deshalb an dieser Stelle
unbewiesen bleibt.

106



3 Hauptteil

Bei allen Poly-L-alaninen (Nr. 161 bis 165) kdbnnen unbekannte Signale (Y) identifiziert
werden, deren Massen um 38 Da Uber den Massen der Wasser-terminierten Ketten
liegen.

Um die bisherigen Erkenntnisse zu erweitern, wurden die Untersuchungen auf die
NCAs von D,L-Phenylalanin, D,L-Valin, D,L-Leucin und y-O-Bzl-L-glutamat ausgedehnt.

3.6.1.3 Polymerisation von D,L-Phenylalanin-NCA mit Pyridinen

Zunachst wurde die Polymerisation von D,L-Phenylalanin-NCA mit Pyridin und DMAP
untersucht (Tabelle 3.6.3).

Tabelle 3.6.3 Polymerisation von D,L-Phenylalanin-NCA?

Polymer Initiator M/ Lésungs- Ausbeute ninhb)
Nr. mittel [%] [dL/g]
166 Pyridin - Pyridin 67 0.61
167 DMAP 40 1,4-Dioxan 83 0.40

a) Reaktionstemperatur: 20 °C, Reaktionszeit: 4d
b) gemessen in Dichloressigsaure bei 20 °C mitc =2 g/L

Auch im Fall von D,L-Phenylalanin-NCA lassen sich mit Pyridin héhere Werte fiir die
Viskositaten der Produkte als mit DMAP erreichen. In den Massenspektren sind in
beiden Fallen zyklische Peptide neben Wasser-terminierten Ketten zu identifizieren. lhr
Anteil ist in Produkt Nr. 166 dominant und deutlich héher als in Nr. 167 (Abb. 3.6.3).
Produkt Nr. 167 enthalt zusatzlich noch die bereits bei den Poly-L-alaninen (3.6.1.2)
(bzw. beim Poly-(y-O-bzl-L-glutamat) der Imidazol-initiierten Polymerisationen in Kapitel
3.5) diskutierten Produkte X mit einer zusatzlichen Masse von 44 Da. In Produkt
Nr. 167 sind noch Signale detektiert worden, die um 38 Da hdéher als die Wasser-
terminierten Ketten bzw. 56 Da hoher als die Zyklopeptide liegen.
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Abb. 3.6.3 MALDI-TOF-Massenspektrum des Poly-D,L-phenylalanin Nr. 166

3.6.1.4 Polymerisation von D,L-Valin-NCA mit Pyridinen

Die Ergebnisse der Polymerisation von D,L-Valin-NCA sind in der Tabelle 3.6.4
aufgelistet.

Tabelle 3.6.4 Polymerisation von D,L-Valin-NCA &

Polymer Initiator M/ Losungs-mittel Ausbeute ninh"”
Nr. [%] [dL/g]
168 Pyridin - Pyridin 17 0.16
169 DMAP 40 1,4-Dioxan 27 0.19

a) Reaktionstemperatur: 20 °C, Reaktionszeit: 4d
b) gemessen in Dichloressigsaure bei 20 °C mitc =2 g/L

D,L-Valin-NCA lasst sich unter diesen Bedingungen mit Pyridinen nur schlecht und mit
niedrigen Ausbeuten polymerisieren. In den MALDI-TOF-Massenspektren beider
Produkte sind hauptsachlich lineare Wasser-terminierte Ketten zu identifizieren. In
Produkt Nr. 169 kann jedoch auch eine kleine Fraktion zyklischer Peptide detektiert
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werden. Bei beiden Produkten konnen wiederum Massen identifiziert werden, die um
38 Da hoher als die Wasser-terminierten Ketten liegen.

3.6.1.5 Polymerisation von D,L-Leucin-NCA mit Pyridinen

Die Ergebnisse der Polymerisation von D,L-Leucin-NCA sind in der Tabelle 3.6.5
aufgelistet.

Tabelle 3.6.5 Polymerisation von D,L-Leucin-NCA ?

Polymer Initiator M/l Lésungs-mittel Ausbeute Ninh")
Nr. [%] [dL/g]
170 Pyridin - Pyridin 43 0.25
171 DMAP 40 1,4-Dioxan 35 0.30

a) Reaktionstemperatur: 20 °C, Reaktionszeit: 4d
b) gemessen in Dichloressigsaure bei 20 °C mitc =2 g/L

Die Ergebnisse ahneln denen der Polymerisationen von D,L-Valin-NCA. Die Ausbeuten
sind ebenfalls relativ gering. In den Massenspektren lassen sich hauptsachlich
Wasser-terminierte Ketten identifizieren. In Produkt Nr. 171 sind daneben geringe
Anteile an Zyklopeptiden identifizierbar und die bereits erwahnten Massepeaks X, die
zusatzlich zu den Wiederholungseinheiten die Masse von 44 Da besitzen.

3.6.1.6 Polymerisation von »-0O-Bzl-L-glutamat-NCA mit Pyridinen

Das Ergebnis der Polymerisation von y-O-Bzl-L-glutamat-NCA mit Pyridin ist in der
Tabelle 3.6.6 angegeben.

Tabelle 3.6.6 Polymerisation von y-O-Bzl-L-glutamat-NCA 2

Polymer Initiator M/l Lésungs-mittel Ausbeute Ninh"
Nr. [%] [dL/g]
172 Pyridin - Pyridin 80 0.92

a) Reaktionstemperatur: 20 °C, Reaktionszeit: 4d
b) gemessen in Dichloressigsaure bei 20 °C mitc =2 g/L
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Bei der Polymerisation von y-O-Bzl-L-glutamat-NCA liel3 sich eine relativ gute Ausbeute
realisieren. In dem Massenspektrum von Nr. 172 lassen sich als Hauptprodukt
Zyklopeptide identifizieren. Daneben kdénnen noch die Massepeaks X detektiert
werden, deren Masse um 44 Da Uber den zyklischen Peptiden liegt, sowie geringe
Mengen eines Produkts (Y), dessen Massen um 129 Da Uber den Massen der
Zyklopeptide liegen. Diese Produktart wurde bereits in Kapitel 3.4 bei den
Lésungsmittel-induzierten Polymerisationen von y-O-Bzl-L-glutamat-NCA beobachtet
und diskutiert (Die Amino-Endgruppe reagiert wahrscheinlich mit der vy-O-Bzl-
Schutzgruppe der letzten Wiederholungseinheit).
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Abb. 3.6.4 MALDI-TOF-Massenspektrum des Poly-(y-O-bzl-L-glutamat) Nr. 172
(K*-gedopt)

Insgesamt zeigen die Polymerisationen mit den verschiedenen Pyridinen recht
unterschiedliche Ergebnisse. D,L-Valin- und D,L-Leucin-NCA lassen sich unter den
gewahlten Bedingungen schlecht polymerisieren, und in den resultierenden Produkten
liegen hauptsachlich Wasser-terminierte Ketten vor. Die NCAs von Sarkosin-, L-Alanin,
D,L-Phenylalanin und y-O-Bzl-L-glutamat lassen sich hingegen sehr gut polymerisieren.
Die hochsten Molekulargewichte werden dabei mit Pyridin selbst erreicht. In den
MALDI-TOF-Massenspektren kénnen in nahezu allen Fallen zyklische Polypeptide
nachgewiesen werden, deren Anteil beim Poly-D,L-phenylalanin Nr. 166 und beim Poly-
(y-O-bzl-L-glutamat) Nr. 172 sogar Uberwiegt. Zusatzlich konnte in vielen Produkten
eine Masse X detektiert werden, die auf eine zyklische Struktur (X-3) hindeutet, die
nicht durch die zwitterionische Polymerisation erklart werden kann. Es scheint
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vielmehr, dass in diesen Fallen zumindest anteilig auch der AMM bei der
Polymerisation befolgt wird, das Pyridin also basisch reagiert.

Im folgenden Abschnitt wird nun die Polymerisation verschiedener NCAs mit
Trialkylaminen untersucht.

3.6.2 Polymerisation von a-Aminosédure-NCAs mit Trialkylaminen

Zur Untersuchung der Trialkylamin-initiierten Polymerisation von a-Aminosaure-NCAs
wurde eine Reihe von Experimenten bei 20 °C und 4 Tagen Reaktionszeit in 1,4-
Dioxan durchgefiihrt. Dabei wurden die zwei verschiedenen Trialkylamine
N-Ethyldiisopropylamin und N-Methylmorpholin als Initiatoren fiir die Polymerisation
von sechs verschiedenen NCAs, Sarkosin-, L-Alanin-, D,L.-Phenylalanin-, D,L.-Valin-, D,L-
Leucin- und y-O-Bzl-L-glutamat-NCA, untersucht. Bei diesen Experimenten wurde ein
M/I-Verhaltnis von 40/1 gewahlt.

3.6.2.1 Polymerisation mit N-Ethyldiisopropylamin

Die Ergebnisse sind in der Tabelle 3.6.7 zusammengestellt.

Tabelle 3.6.7 Polymerisation mit N-Ethyldiisopropylamin in 1,4-Dioxan®

Polymer NCA von Ausbeute ik
Nr. [%] [dL/g]
173 Sarkosin 58 0.25
174 L-Alanin 86 1.89
175 D,L-Phenylalanin 67 0.57
176 D,L-Valin 11 0.27
177 D,L-Leucin 0 -
178 y-O-Bzl-L-glutamat 91 1.85

179° y-O-Bzl-L-glutamat 88 2.36

a) Reaktionstemperatur: 20 °C, Reaktionszeit: 4d, M/l = 40
b) gemessen in Dichloressigsaure bei 20 °C mitc =2 g/L
c) hier wurde M/l = 80 vorgegeben
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Die Polymerisationen mit N-Ethyldiisopropylamin verliefen mit recht unterschiedlichen
Ausbeuten von 0 bis 91 %, wobei beim D,L-Leucin-NCA Uberhaupt kein Produkt isoliert
werden konnte und sich vy-O-Bzl-L-glutamat-NCA mit den besten Ausbeuten
polymerisieren lie3. FUr Poly-L-alanin (Nr. 174) und Poly-(y-O-bzl-L-glutamat) (Nr. 178
und 179) werden sehr hohe Werte flr die inharenten Viskositaten erreicht. In dem
MALDI-TOF-MS von Polysarkosin Nr. 173 lieRen sich hauptsachlich lineare Wasser-
terminierte Ketten nachweisen. Zyklen konnten nicht detektiert werden. Sarkosin-NCA
sollte nach friiheren Erkenntnissen gegentber Trialkylaminen sehr reaktionstrage
sein®®'8 Wahrscheinlich wurde die Polymerisation mit der Zeit durch Spuren von
Wasser initiiert, die durch das CaCl,-Trockenrohr in das Reaktionsgefal eindringen
konnten. Hierfur spricht auch das Ergebnis der Polymerisation von Sarkosin-NCA mit
N-Methylmorpholin (Nr. 180 in Tabelle 3.6.8 unten). Hier liegen ebenfalls hauptsachlich
Wasser-terminierte Ketten vor, und es sind keine Zyklopeptide detektierbar. Aulerdem
sind Ausbeute und Viskositat der Produkte weitestgehend identisch. In den MALDI-
TOF-MS der Ubrigen isolierten Produkte konnten dagegen in allen Fallen zyklische
Peptide identifiziert werden. Die Zyklisierungstendenz ist jedoch recht unterschiedlich.
In dem Poly-D,L-Phenylalanin Nr. 175 liegen fast ausschlieRlich Zyklopeptide vor (Abb.
3.6.5).
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Abb. 3.6.5 MALDI-TOF-Massenspektrum des Poly-D,L-phenylalanin Nr. 175 (K*-gedopt)

Bei der Polymerisation von L-Alanin-NCA hingegen ist die Zyklisierungstendenz
erheblich geringer. Hier tritt wiederum Immobilisierung der wachsenden Kette durch
Assoziation und Ausfallen aus dem Lésungsmittel auf, so dass Zyklisierungsreaktionen
behindert werden. In den Produkten 174 und 176 sind neben den Zyklopeptiden
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hauptsachlich Wasser-terminierte Ketten zu identifizieren. Bei den Polymeren Nr. 174,
176 und 178 kdénnen zusatzlich Massen detektiert werden, die zuzlglich zu den
Wiederholungseinheiten eine Masse von 44 Da, entsprechend einer CO,-Einheit,
besitzen. Diese Molekiilsignale X, bei denen die Struktur X-3 am wahrscheinlichsten
ist, wurden schon bei den Imidazol- bzw. Pyridin-initierten Polymerisationen
beobachtet und diskutiert. In den Produkten Nr. 173 bis 175 wurden wieder die
unbekannten Produktsignale detektiert, deren Massen um 38 Da Uber den Massen der
Wasser-terminierten Ketten liegen.

3.6.2.1 Polymerisation mit N-Methylmorpholin

Die Ergebnisse der Polymerisationen mit N-Methylmorpholin sind in Tabelle 3.6.8
dargestellt.

Tabelle 3.6.8 Polymerisation mit N-Methylmorpholin in 1,4-Dioxan®

Polymer NCA von Ausbeute Ninh")
Nr. [%] [dL/g]
180 Sarkosin 58 0.28
181 L-Alanin 99 1.94
182 D,L-Phenylalanin 82 0.35

183% D,L-Valin 6 -
184 D,L-Leucin 24 0.49
185 y-O-Bzl-L-glutamat 85 0.37

a) Reaktionstemperatur: 20 °C, Reaktionszeit: 4d, M/l = 40
b) gemessen in Dichloressigsaure bei 20 °C mitc =2 g/L
¢) Reaktionsansatz in Methanol/Diethylether (1:9 Volumenanteile) ausgefallt

Die Verwendung von N-Methylmorpholin fuhrt ebenfalls zu recht unterschiedlichen
Ausbeuten von 6 % beim Poly-D,L-valin bis zu 99 % beim Poly-L-alanin. Wie bei der
Initiierung mit N-Ethyldiisopropylamin werden hohe Lésungsviskositaten fir das Poly-L-
alanin erreicht (Nr. 181). Beim Poly-(y-O-bzl-L-glutamat) Nr. 185 werden dagegen keine
besonders hohen Molekulargewichte erreicht. Im MALDI-TOF-MS des Polysarkosins
(Nr. 180) kénnen analog zu Experiment Nr. 173 nur Wasser-terminierte Ketten
identifiziert werden. Die Polymerisation wurde hier wahrscheinlich durch Spuren von
Wasser, die mit der Zeit durch das CaCl,-Trockenrohr eindringen konnten, initiiert. Das
Poly-L-alanin Nr. 181 enthalt ebenso wie das Poly-D,L-phenylalanin neben den
hauptsachlich Wasser-terminierten Ketten geringe Anteile an Zyklopeptiden.
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Dass zum Zeitpunkt des Ausfallens der Produkte noch difunktionelle Ketten vorlagen,
konnte fir die Produkte Nr. 183 und 184 nachgewiesen werden. Durch Methanolyse
wurden beim Ausféllen in Methanol/Diethylether (1:9 Volumenanteile) Methylester-
Endgruppen erzeugt, die im MALDI-TOF-Massenspektrum zu sehen waren.

Im Poly-(y-O-bzl-L-glutamat) Nr. 185 kénnen die Produkte X detektiert werden, deren
Masse um 44 Da Uber der Masse der Zyklopeptide liegt, sowie die Produkte Y, die
schon bei den Imidazol-initiierten Polymerisationen und bei den Pyridinen beobachtet
wurden und deren Masse um 129 Da uber der Masse der Zyklopeptide liegt. Bei den
Produkten Nr. 180 bis 184 sind noch Signale detektiert worden, deren Masse um
38 Da Uber der Masse der Wasser-terminierten Ketten liegt.

Insgesamt sind beim N-Methylmorpholin deutlich weniger Zyklopeptide zu identifizieren
als bei den Versuchen mit N-Ethyldiisopropylamin. Dies fallt besonders beim D,L-
Phenylalanin-NCA auf, bei dem die Initierung mit N-Ethyldiisopropylamin
ausschliel3lich Zyklopeptide erzeugt.

Die Ergebnisse der Polymerisationen mit Trialkylaminen zeigen, dass die erwarteten
Zyklisierungen in einigen Fallen eine bedeutende Rolle spielen. Dies trifft auf die
N-Ethyldiisopropylamin-initiierten Polymerisationen von D,L-Phenylalanin-NCA und
v-O-Bzl-L-glutamat-NCA zu. Die Poly-L-alanine weisen dagegen einen sehr geringen
Anteil an Zyklopoly-L-alaninen auf. Die Zyklisierung spielt hier keine so groRe Rolle als
Abbruchreaktion. Als weitere Abbruchreaktion tritt vermutlich ebenfalls eine
Zyklisierungsreaktion auf, die zu den Produkten X fuhrt. Die Abwesenheit von
Zyklopeptiden bei den Polysarkosinen deutet darauf hin, dass die Trialkylamine
ausschlielllich basisch reagieren und nicht in der Lage sind, einen zwitterionischen
Mechanismus einzuleiten. Das Auftreten der Produktspezies X deutet vermutlich
ebenfalls auf einen mechanistischen Ablauf nach dem AMM hin.

Im Vergleich mit den Ldsungsmittel-induzierten Polymerisationen kdnnen bei der
Initiierung mit tertiaren Aminen deutlich weniger Zyklopeptide identifiziert werden, wenn
man von den N-Ethyldiisopropylamin-initiierten Polymerisationen von D,L-Phenylalanin-
NCA und y-O-Bzl-L-glutamat-NCA absieht. Der zwitterionische Mechanismus, der von
den Losungsmittel-initiierten Polymerisationen befolgt wird, stellt offensichtlich den
effizienteren Weg zur Herstellung zyklischer Peptide dar, bei dem auch weniger an
weiteren Nebenreaktionen beobachtet werden konnte.

Auffallig ist bei den durch tertiare Amine initiierten Polymerisationen das haufige

Auftreten der unbekannten Signale, deren Masse um 38 Da hdher als die der Wasser-
terminierten Ketten ist.
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3.7 Thermische Polymerisation von a-Aminosaure-NCAs

Es ist seit langem bekannt, dass sich NCAs beim Erhitzen zersetzen und dabei
polymerisieren. Diese thermischen Polymerisationen sind danach zu unterscheiden, ob
sie im festen Zustand oder in der Schmelze ablaufen, wobei die Polymerisationen im
festen Zustand relativ langsam sind. Selbst hochreaktive NCAs, wie das von L-Alanin,

bendtigen im festen Zustand Wochen bis zur vollstandigen Umsetzung!®.

Leuchs war der erste, der die schnelle Polymerisation von geschmolzenen NCAs
entdeckte!''">'""]. Spater haben Katchalski et al.'®! systematisch die thermische
Polymerisation von NCAs dazu genutzt, neue Polypeptide zu synthetisieren. Die
Vorteile dieser Methode sind die schnelle und komplette Umsetzung der NCAs. Als
Hauptnachteil stellen sich die relativ niedrigen und schwer zu kontrollierenden
Molekulargewichte der resultierenden Polypeptide heraus. Deswegen wurden die
thermischen Polymerisationen von NCAs bisher nicht im Detail untersucht. In der
Literatur existieren allerdings drei spekulative mechanistische Konzepte dieses
Polymerisationstyps.

Fir Polymerisationen von NCAs in geschmolzenem Zustand wurde die
Polykondensation von thermisch gebildeten a-Isocyanatcarbonsduren
vorgeschlagen!'®® (Isocyanat-Mechanismus). Dieser Polymerisationsmechanismus
basiert auf der reversiblen Ring6ffnung der NCAs, wodurch in sehr geringen
Konzentrationen o-lsocyanatcarbonsauren gebildet werden (Gl. 3.7-1). Diese gehen
daraufhin eine Polykondensation mit Stufenwachstumskinetik ein (Gl. 3.7-2, 3.7-3).

N——CHR
HN—CHR AT [l I
I I —— C CO (3.7-1)
oC_ _CO T
o) O OH
3.7-1
N——CHR HN— CHR
2 0=C=N—CHR—COOH —> ¢ “co_o_do  CO (3.7-2)
I |
0 3.7-2 OH
l-co2 (3.7-3)
N——CHR—CO~HN—CHR
11
i T
O 3.7-3 OH
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Als Nebenreaktion kann es bei dem Isocyanat-Mechanismus zu Zyklisierungen
kommen. So kann z.B. ein Amid-Stickstoff der Polymerkette mit der endstandigen
Isocyanatgruppe reagieren, woraus die Struktur 3.7-4 (X) in Gleichung 3.7-4 resultiert.
Diese Reaktion wird in der Literatur fur die Bildung der Hydantoinverbindung (x =0 in
Struktur 3.7-4) bereits erwahnt!®'®®  Durch Zyklisierung und anschlieRende
Decarboxylierung ist ebenso auch die Bildung von Zyklopeptiden mdglich (Gl. 3.7-5),
wodurch die Reaktion abgebrochen wird.

N—CHR—CO{HN—CHR—CO}OH
1l n

ﬁv\/
l (3.7-4)

0 3.7-3
—CHR- — CHR—COF HN-CHR-CO}OH
?O{HN CHR CO}XI,\I CHR COE N }y
CHR Co

HN 3.7-4 (X)

N—CHR—CO{HN—CHR—CO} HN — CHR—COOH
I n

o~ -

o
3.7-3

l- CO, (3.7-5)

HN—CHR—CO
n+2

3.7-5 (C)
n=x+ty+1
Fir N-substituierte NCAs wie z.B. Sarkosin-NCA ist der Isocyanat-Mechanismus
auszuschlie®en, da diese NCAs nicht zu Isocyanaten isomerisieren konnen.
Bei Verunreinigungen mit Wasserspuren kann als zweiter Mechanismus der Wasser-

Mechanismus auftreten. Hierbei wird die Polymerisation durch Wasser initiiert und das
Kettenwachstum wie beim Amin-Mechanismus tber Amino-Endgruppen fortgesetzt.
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Als dritter spekulativer Mechanismus wird der thermische zwitterionische
Mechanismus genannt'®. Als Initiierungsschritt wird bei diesem zunachst die
heterolytische Spaltung eines NCA-Molekils vorgeschlagen (Gl. 3.7-6). Das
Kettenwachstum kann dann zum einen Uber den Carbamat-Mechanismus stattfinden
(Gl. 3.7-7) oder Uber den Angriff des Acylium-lons am Sauerstoff der C-2-
Carbonylgruppe eines benachbarten NCA-Molekiils (Gl. 3.7-8).

HN— CHR AT HN—CHR
l I —— _0C Co (3.7-6)
oc_ _CO \| &
0 90
3.7-6

gN——QHR HN — CHR
| |
oC cCo T _oC CO

RS T 07

- CO,
HN—CHR—CO- NH—CHR
oc CO
3 ®
©d 3.7-7
HN—CHR  HN—CHR /{Egz (3.7-8)
|

_0C  CO + OC_ CO

d\(l) ®\J No”

!

Bei Polymerisationen im festen Zustand ist der zwitterionische Mechanismus
gegeniber dem Isocyanat-Mechanismus der wahrscheinlichere, da in den ersten
beiden Schritten keine Protonenwanderungen stattfinden.

Als Nebenreaktion kdénnen bei dem zwitterionischen Mechanismus durch
intramolekulare Acylierungen ebenfalls Zyklisierungen auftreten. Findet die Acylierung
an einem Amid-Stickstoff innerhalb der Kette statt, so resultiert daraus die zyklische
Struktur 3.7-8 (C") (Gl. 3.7-9). In der Literatur ist diese intramolekulare Acylierung fur
die Bildung des N-Acyl-2,5-dioxopiperazin (y = 0 in Struktur 3.7-8) erwahnt worden!"*.
Das Molekulargewicht eines solchen Produkts entspricht dem eines Zyklopolypeptids,
so dass es im MALDI-TOF-MS nicht von diesem unterschieden werden kann.

Die Acylierung kénnte aber auch an der Carbamat-Endgruppe stattfinden (beim
Sarkosin-NCA ausschlief3lich) und zu einem gemischten Anhydrid fihren. Diese
Reaktion erscheint als wahrscheinlicher, da die Carbamat-Endgruppe nucleophiler als
der Amid-Stickstoff ist. Von diesem Anhydrid ist die Decarboxylierung anzunehmen, in
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deren Folge ein Zyklopolypeptid resultiert (Gl. 3.7-10). In dem Fall, dass keine
Decarboxylierung eintritt, ware jedoch bei der Aufarbeitung der Reaktionsprodukte
bzw. Vorbereitung der Proben fir die MALDI-TOF-MS unter sauren, wassrigen
Bedingungen die Hydrolyse der Produkte sehr wahrscheinlich. Diese
Hydrolyseprodukte miuissten dann im MALDI-TOF-Massenspektrum nachgewiesen
werden kénnen.

HN—CHR—CO{ HN—CHR—CO} NH— CHR
| n |

oc vco
§ $ ‘\3.7-7_/69
2.

1

L 5 H+HN—CHR—CO+4 N—CHR—CO+ HN—CHR—CO+ NH 3.79

-CO, { };n { }yl (3.79)
3.7-8 (C")

= (3.7-10)
- COy HN—CHR—CO
n+2
3.7-5 (C)
n=xty

Um weitere Erkenntnisse Uber die stattfindenden Polymerisationsmechanismen zu
erhalten, wurden an dieser Stelle eine Reihe thermischer Polymerisationen
verschiedener NCAs durchgefiihrt. Es wurde gehofft, dass die Untersuchung der
Reaktionsprodukte mit MALDI-TOF-MS in Kombination mit 'H- und "C-NMR-
Spektroskopie zu einer zumindest teilweisen Erklarung der tatsachlichen Vorgange
fihren kénnte.
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3.7.1 Thermische Polymerisation von D,L-Phenylalanin-, L-Alanin-, Sarkosin-,
D,L-Valin- und D,L-Leucin-NCA

In dieser Versuchsreihe wurden die NCAs von D,L-Phenylalanin, L-Alanin, Sarkosin,
D,L.-Valin und D,L-Leucin bei 120 °C innerhalb von 12 h thermisch polymerisiert. Von
den Rohprodukten wurden die MALDI-TOF-MS sowie die 'H-NMR- und "*C-NMR-
Spektren aufgenommen. Die Ergebnisse dieser Polymerisationen sind in der Tabelle
3.7.1 dargestellt.

Tabelle 3.7.1 Thermische Polymerisationen verschiedener NCAs®

Polymer NCA von Ausbeute ik
Nr. [%] [dL/g]
186 Sarkosin 52 0.37
187 D,L-Phenylalanin 68 0.23
188 L-Alanin 87 0.20
189 D,L-Valin 74 0.15
190 D,L-Leucin 76 0.17

a) Reaktionstemperatur: 120 °C, Reaktionszeit: 12 h
b) gemessen in Dichloressigsaure bei 20 °C mitc =2 g/L

Bei der Analyse der MALDI-TOF-Massenspektren der N-unsubstituierten Polymere (Nr.
187 -190) lieBen sich in allen Produkten hauptsachlich zwei verschiedene
Verteilungen identifizieren. Eine Verteilung weist Molekulargewichte auf, die sich nur
aus Wiederholungseinheiten zusammensetzen und somit entweder Zyklopeptiden C
oder der Struktur C° zugeordnet werden konnen, wobei die Struktur C die
wahrscheinlichere ist. Die andere Verteilung weist Molekulargewichte auf, die zuzlglich
zu den Wiederholungseinheiten noch die Masse von 44 Da, entsprechend einer CO,-
Einheit, besitzen. Diese Masse korreliert mit der Masse der Struktur 3.7-4 (X) (Gl. 3.7-
4).

Neben diesen beiden Verteilungen wurden bei den Produkten 187, 189 und 190 noch
Signale Y beobachtet, deren Massen um 38 Da hdher als die Massen der Verteilungen

X liegen

In den Abbildungen 3.7.1 und 3.7.2 sind die Massenspekiren des Poly-D,L-
phenylalanins Nr. 187 und des Poly-D,L-leucins Nr. 190 gezeigt.
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Abb. 3.7.1 MALDI-TOF-Massenspektrum von Poly-D,L-phenylalanin Nr. 187
. X
/
=
=
5 Y
AR
L
=
P
I T I T I T I T 1
1000 2000 m/z 3000 4000 5000

Abb. 3.7.2 MALDI-TOF-Massenspektrum von Poly-D,L-leucin Nr. 190
(K*-gedopt, schwachere Signale sind Na*-gedopt)
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Das Auftreten der Struktur X lasst sich, wie oben beschrieben, nicht durch den
zwitterionischen Mechanismus erklaren, jedoch durch die intramolekulare Reaktion
beim Isocyanat-Mechanismus. Diese Massen treten auch beim Poly-D,L-Phenylalanin
Nr. 187 auf. Die Polymerisation von D,L-Phenylalanin-NCA |auft jedoch im festen
Zustand und nicht in der Schmelze ab. Offensichtlich spielt bei Polymerisationen im
festen Zustand auch ein anderer als der zwitterionische Mechanismus eine Rolle. Bei
der Polymerisation von D,L-Leucin-NCA lassen sich die Massen X als Hauptprodukt
identifizieren. Die Polymerisation von Sarkosin-NCA fuhrt zu einem Produktgemisch, in
dem sich neben Wasser-terminierten Ketten (La) nur Zyklopeptide C nachweisen
lassen (Abb. 3.7.2). Die Zyklopeptide kdnnen in diesem Fall durch den zwitterionischen
Mechanismus entstehen, die Wasser-terminierten Ketten sind wahrscheinlich durch
Initiierung mit Spuren von Wasser entstanden.

Um die Hydantoinsaurestruktur in den Molekilen X mittels NMR-Spektroskopie
nachweisen zu konnen, wurden fir eine sinnvolle Interpretation der NMR-Spektren
zunachst aus den Aminosauren D,L-Phenylalanin und D,L-Leucin mit Diphosgen
Modellsubstanzen der Hydantoinsauren synthetisiert (3.7-9 in GI. 3.7-11).

4 H,N—CHR—COOH | NeOH HN—CHR—COOH
2.HCL
+ T > 20C (3.7-11)
-NaCl
Cl,C—0—CO0—Cl HN—CHR—COOH
3.7-9

Von diesen Modellsubstanzen wurden, ebenso wie von den Produkten Nr. 187 - 190,
'H- und "®*C-NMR-Spektren aufgenommen. Aufgrund der stark verbreiterten Signale in
den 'H-NMR-Spektren lieRen sich dort keine Informationen iiber eine mdgliche
Hydantoinsaurestruktur entnehmen. Die '*C-NMR-Spektren der Modellsubstanzen
weisen bei ca. 160 ppm ein Signal auf, das dem Carbonylkohlenstoffatom der
Harnstoffgruppierung zugeordnet werden kann. Dieses Signal lasst sich in den "*C-
NMR-Spektren der Produkte Nr. 187 bis 190 ebenso identifizieren. In Abbildung 3.7.3
und 3.7.4 sind die "*C-NMR-Spektren der Polymere 187 und 190 und der jeweils
entsprechenden Modellsubstanz gezeigt.
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Abb. 3.7.3 ">C-NMR-Spektrum (100 MHz) von A: Poly-D,L-phenylalanin Nr. 187, B:
Hydantoinsaure aus D,L-Phenylalanin 3.7-9 (aufgenommen in TFA/DMSO-ds)
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Abb. 3.7.4 "C-NMR-Spektrum (100 MHz) von A: Poly-D,L-leucin Nr. 190, B: Hydantoinsaure
aus D,L-Leucin 3.7-9 (aufgenommen in TFA/DMSO-ds)
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Die Ubereinstimmung der Carbonylkohlenstoff-Signale der Harnstoffgruppierung deutet
auf die gleiche Gruppierung und damit auf die vorhergesagte Struktur 3.7-4 (X) der
Polymere hin.

Die Untersuchungen der thermischen Polymerisation zeigt also, dass der Isocyanat-
Mechanismus und der zwitterionische Mechanismus beide mdglich sind. Bei den
Polymerisationen der N-unsubstituierten NCAs kann ein Teil der Produkte (X) nur
durch den Isocyanat-Mechanismus erklart werden. In den Massenspektren kdénnen
hauptsachlich Produkte nachgewiesen werden, die in irgendeiner Form Zyklisierungen,
also Abbruchreaktionen eingegangen sind. Diese hohe Neigung zu intramolekularen
Reaktionen hat einen limitierenden Effekt auf das resultierende Molekulargewicht bei
den thermischen Polymerisationen. AuRerdem wird die Kontrolle des
Molekulargewichts hierdurch erschwert.

3.8 Polymerisation von a-Aminosdure-NCAs in wassrigen Systemen

Bei der Reaktion mit Wasser werden NCAs grundsatzlich hydrolysiert. Das bedeutet,
dass sich die a-Aminosauren aus ihren NCAs durch Hydrolyse in Wasser herstellen
lassen. Die Reaktion der NCAs mit Wasser verlauft jedoch langsam, so dass zunachst
nur geringe Mengen an Aminosauren entstehen. Diese sind aber in Lage, eine
Polymerisation des NCAs Uber den Amin-Mechanismus einzuleiten, die schneller
verlauft als die weitere Hydrolyse des ubrigen Monomers (Gl. 3.8-1-3.8-3). a-
Aminosaure-NCAs lassen sich also in Wasser polymerisieren.

R
N r/\ HN ¢ o
/j\ <+ HO0 —> //\’§<OH — > HO,C—NH—CH—C—OH  (3.8-1)
_
0~ ~o” "0 07 o

OH

R R
S N g X
) O O /& -
~_. + HN—-CH—C—OH — H{—NH—CH—C}OH 3.8-2
co 0% N0 Yo 2 -CO, N (38-2)
R
HN
oK, R o9
H{—NH—CH—C}OH (3.8-3)
-(H-Z)COZ n
3.8-1 (La)
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Diese Moglichkeit der Polymerisation von NCAs in Wasser ist auch im Zusammenhang
mit prabiotischen Aspekten von Interesse. NCAs werden von verschiedenen
Wissenschaftlern als prabiotische Verbindungen in Betracht gezogen!'89-193199.2001
deren Polymerisation zu Oligopeptiden gefiihrt haben kénnte!'#l.

In dieser Arbeit sollte die Polymerisation von NCAs in Wasser und wassrigen
Lésungen von CaCl, und MgCl, hinsichtlich der entstehenden Produkte und
Nebenprodukte untersucht werden. Chloridionen koénnen theoretisch ebenfalls
nucleophil mit den NCAs reagieren und eine Polymerisation einleiten. Die
entstehenden  Saurechloride ermdglichen theoretisch Nebenreaktionen  wie
Zyklisierungen, obwohl es hochstwahrscheinlich ist, dass sie zuvor in wassriger
Lésung hydrolysiert werden.

3.8.1  Polymerisation von Alanin-, Phenylalanin-, Valin- und
Leucin-NCA in wéssrigen Systemen

Die Polymerisation der NCAs von D,L-Alanin, L- und D,L-Phenylalanin, L- und D,L-Valin
und L- und D,L-Leucin wurde zunachst in reinem Wasser durchgefiihrt. Anschliel3end
wurde die Polymerisation in 10 %igen wassrigen Lésungen von CaCl, bzw. MgCl,
durchgefuhrt, um den eventuellen Einfluss gelster Salze zu untersuchen. Die NCAs
wurden hierzu in Wasser bzw. Salzlésung geldst bzw. suspendiert und bei 60 °C
innerhalb von einem Tag polymerisiert. Von den Produkten wurden die inhdrenten
Viskositaten bestimmt und die MALDI-TOF-Massenspektren aufgenommen. In den
Tabellen 3.8.1 bis 3.8.3 sind die Ergebnisse aufgeflihrt.

Tabelle 3.8.1 Polymerisationen verschiedener NCAs in Wasser®

Polymer NCA von Ausbeute Ninh
Nr. [%] [dL/g]
191 L-Phenylalanin 47 0.199
192 D,L-Phenylalanin 51 0.07"
193 D,L-Alanin 73 0.08”
194 L-Valin 58 0.13%
195 D,L-Valin 46 0.13%
196 L-Leucin 71 0.12%
197 D,L-Leucin 58 0.11°

a) Reaktionstemperatur: 60 °C, Reaktionszeit: 1 d

b) gemessen in Dichloressigsaure bei 20 °C mitc =2 g/L

c) gemessen in einem Gemisch aus Dichloressigsaure und Methansulfonsaure
(Volumenverhaltnis 9:1) bei 30 °C mitc =2 g/L
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Polymerisationen verschiedener NCAs in 10 %iger CaCl,-Lésung®

Tabelle 3.8.2
Polymer NCA von Ausbeute Ninh

Nr. [%] [dL/g]
198 L-Phenylalanin 86 0.22%
199 D.L-Phenylalanin 70 0.11°
200 D,L-Alanin 9 9

201 L-Valin 70 0.08%
202 D,L-Valin 57 0.12"
203 L-Leucin 87 0.119
204 D,L-Leucin 80 0.10”

a) Reaktionstemperatur: 60 °C, Reaktionszeit: 1 d

b) gemessen in Dichloressigsaure bei 20 °C mitc =2 g/L
c) gemessen in einem Gemisch aus Dichloressigsaure und Methansulfonsaure

(Volumenverhaltnis 9:1) bei 30 °C mitc =2 g/L

d) Ausbeute und Viskositat konnten nicht bestimmt werden, da das CaCl, nicht abtrennbar war

Tabelle 3.8.3 Polymerisationen verschiedener NCAs in 10 %iger MgCl,-Lésung®

Polymer NCA von Ausbeute Ninh®)
Nr. [%] [dL/g]
205 L-Phenylalanin 70 0.20°
206 D,L-Phenylalanin 69 0.10”
207 D,L-Alanin 9 9
208 L-Valin 56 0.06%
209 D,L-Valin 54 0.12"
210 L-Leucin 81 0.129
211 D.L-Leucin 71 0.11°

a) Reaktionstemperatur: 60 °C, Reaktionszeit: 1 d

b) gemessen in Dichloressigsaure bei 20 °C mitc =2 g/L
c) gemessen in einem Gemisch aus Dichloressigsaure und Methansulfonsaure

(Volumenverhaltnis 9:1) bei 30 °C mitc =2 g/L

d) Ausbeute und Viskositat konnten nicht bestimmt werden, da das MgCl, nicht abtrennbar war

Betrachtet man die Ergebnisse der unterschiedlichen Polymerisationen, so fallt
zunachst auf, dass die Verwendung der CaCl,-Lésung in allen Fallen die hdchste
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Ausbeute liefert. Bei den Polymerisationen des D,L-Phenylalanin-NCA (Nr. 192, 199
und 206) sind geringfiigig héhere inharente Viskositaten fur Produkte festzustellen, die
in den Salzlésungen hergestellt wurden. Im Fall von L-Valin-NCA werden hingegen
geringere Werte der inharenten Viskositaten fir die Polymerisationen in Salzlésungen
beobachtet. In den MALDI-TOF-Massenspektren der in wassrigen Systemen
hergestellten Produkte Nr. 191 bis 211 I&sst sich als Hauptprodukt in allen Fallen das
Wasser-terminierte Produkt 3.8-1 (La) identifizieren. In den Poly-L-phenylalaninen Nr.
191, 198 und 205 und in Poly-D,L-phenylalanin 192 lassen sich daneben geringe
Mengen an Zyklopeptiden C nachweisen.

Neben den Wasser-terminierten Ketten weisen allerdings alle Produkte mit Ausnahme
der Poly-L-phenylalanine Nr. 191 und 198 und Poly-D,L-phenylalanin Nr. 192 im
Massenspektrum eine unbekannte Produktverteilung Y auf, deren Molmassen um 38
Da héher als die der Wasser-terminierten Ketten liegt. In den Abbildungen 3.8.1 und
3.8.2 sind beispielhaft die Massenspektren der Produkte 192 und 195 gezeigt.
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Abb. 3.8.1 MALDI-TOF-Massenspektrum von Poly-D,L-phenylalanin Nr. 192
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Abb. 3.8.2 MALDI-TOF-Massenspektrum von Poly-L-leucin Nr. 195 (K*-gedopt)

Wie die Ergebnisse dieser Polymerisationen gezeigt haben, koénnen bei der
Verwendung der unterschiedlichen wassrigen Systeme Unterschiede bei Ausbeuten
und Viskositaten (geringfiigig) festgestellt werden. Auf das Produktspektrum im
Massenspektrum hat die Verwendung der verschiedenen wassrigen Systeme jedoch
keinen Einfluss. Ein interessantes Ergebnis ist die unerwartete Zyklenbildung bei den
Polyphenylalaninen. Diese tritt ebenfalls in der reinen wassrigen Phase auf. Die
Polymerisation verlauft also nicht ausschlieBlich nach dem Amin-Mechanismus. Es
kénnte eventuell zu basischen Reaktionen der Amin-Endgruppe der Polypeptidkette
mit dem Ubrigen NCA kommen, wodurch dann Nebenreaktionen eingeleitet werden,
die zu den Zyklopeptiden flhren.

Eine weitere Nebenreaktion, die in den meisten Fallen stattfindet, erzeugt eine
Produktart Y, die allerdings nicht aufgeklart werden konnte. Die Massen dieser
Produktart stimmen genau mit den Massen der unbekannten Produkte Uberein, die bei
den Polymerisationen mit tertiaren Aminen in den meisten Fallen aufgetreten sind.
Diese Massen traten dort nur auf, wenn auch Wasser-terminierte Ketten vorlagen. Bei
den thermischen Polymerisationen treten unbekannte Produkte auf, deren Masse
ebenfalls um 38 Da hdher als eines der auftretenden Produkte (X) ist. Das Produkt X
weist ebenfalls wie die Wasser-terminierten Polymere eine Carboxylgruppe auf. Ein
eventueller Zusammenhang zwischen diesen Produkten Iasst sich allerdings nicht
belegen.
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4  Experimenteller Teil

4.1 Chemikalien und Gerate

4.1.1 MeBmethoden und Geréte

NMR-Spektroskopie

Die "H-NMR-Spektren wurden am Bruker AMX 400 FT-NMR bei einer MeRfrequenz
von 400.13 MHz in 5 mm Probenréhrchen gemessen. Als Ldsungsmittel kamen
Chloroform-d4, DMSO-dg, TFA und MSA zum Einsatz. Als interner Standard wurde
TMS verwendet. *C-NMR-Spektren wurden bei 100.62 MHz in 10 mm Probenrdéhrchen
aufgenommen.

Viskositatsmessung

Die inharenten Viskositaten ni,, wurden mit einem Ubbelohde-Viskosimeter bei 20 °C
bzw. 30 °C in einer l.-Kapillare der Firma Schott bestimmt. Die Laufzeitmessungen
erfolgten dabei mit einem Viskoboy 2 der Firma Lauda.

Als Lésungsmittel dienten Ameisensaure, Dichloressigsaure und MSA/Dichloressig-
saure (1:9 Volumenanteile). Die Konzentration betrug 2 g/L.

IR-Spektroskopie

Die Aufnahme der IR-Spektren erfolgte mit einem FT-IR-Spektrometer Nicolet 20 SXB.
Die Proben wurden als KBr-Presslinge vermessen.

Schmelzpunktbestimmung

Die Schmelzpunktbestimmung erfolgte mit einem SchmelzpunktmeRgerat Modell 530
der Firma Biichi. Die Werte sind unkorrigiert.

Elementaranalyse

Die Elementaranalysen wurden von der mikroanalytischen Abteilung des Instituts fur
Angewandte Chemie der Universitdt Hamburg durchgefihrt.
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MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Die MALDI-TOF-MS-Untersuchungen erfolgten an einem Bruker Biflex Il
Massenspektrometer unter Verwendung eines Stickstofflasers (A =337 nm) im
Reflectronmodus mit einer Beschleunigungsspannung von 20 kV. Die Proben wurden
aus Loésungen von Hexafluorisopropanol, Trifluoressigsdure und MSA (5%
Volumenanteil)/Trifluoressigsaure mit Dithranol als Matrix und Kaliumtrifluoracetat als
Kationisierungsreagenz hergestellt.

4.1.2 Chemikalien und Lé6sungsmittel

Die verwendeten Chemikalien und Ldsungsmittel sind in den folgenden Tabellen

aufgeflhrt.

Tabelle 41 Chemikalien
Substanz Bezugs- R-Sitze S-Sitze Reinheit [%]/

quelle Reinigung
Adenin Fluka 22 - >99.5
Aktivkohle Merck - - -
D,L-Alanin Degussa - - -
L-Alanin Degussa - - -
Benzylalkohol (Xn) Merck 20-22 26 >99
Benzylamin (C) Merck 21/22-34 26-36/37/39- >99

45

Calciumchlorid (Xi) Merck 36 22-24 >90
Celite 545 Aldrich - - -
Chlorameisensaure- Merck 11-23- 9-16-33-45 >908
methylester (F, T) 36/37/38
Chlortrimethylsilan Merck 11-14-35-37 16-26- >99
(F, C) 36/37/39-45
4-N,N-Dimethylamino-  Acros 25-36/38 45 99

pyridin

a) azeotrop mit Toluol getrocknet
b) Destillation Gber CaH,
c) Destillation
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Tabelle 4.1 Chemikalien (Fortsetzung)
Substanz Bezugs- R-Sitze S-Sitze Reinheit [%]/
quelle Reinigung
Diphosgen (T%) Lancaster 26-34 9-26-28.6- 98
36/37/39-45
1,12-Dodekandiamin Aldrich 22-36/38 - 98
N-Ethyldiisopropylamin  Aldrich 11-22-34- 16-26- b)
(F, C) 52/53 36/37/39-45-
61
L-Glutaminsaure Degussa - - -
n-Hexylamin (C) Merck 10-21/22-35 26-28.1- >98
36/37/39-45
Imidazol (C) Merck 22-34 22-26- a)
36/37/39-45
D,L-Leucin Acros - - 99
L-Leucin Acros - - 99
4,4’ -Methylen-bis- Aldrich 20-36/37/38- 26-28.1-38- 98
(phenyl- 42 45
diisoyanat) (MDI)
N-Methylmorpholin Merck 11-21/22-34 16-23.2-26-
(F, C) 36/37/39-45
Natrium Merck 14/15-34 5.3-8-43.7-45 >99
Natriumhydroxid (C) Merck 35 26-37/39-45 98
Natriumsulfat Merck - - >99
D,L-Phenylalanin Acros - - 99
L-Phenylalanin Acros - - 99
Phosphorpentoxid (C)  Acros 35 22-26-45 98
Phosphortribromid (C)  Aldrich 14-34-37 26-45 97
y-Picolin (T) Merck 10-20/22-24-  26-36-45 b)
36/37/38

a) azeotrop mit Toluol getrocknet

b) Destillation Gber CaH,

c) Destillation
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Tabelle 4.1 Chemikalien (Fortsetzung)
Substanz Bezugs- R-Sitze S-Sitze Reinheit [%]/
quelle Reinigung
Propylamin (F, C) Merck 11-20/21/22-  9-16-26- b)
34 36/37/39-45
Pyridin (F, Xn) Merck 11-20/21/22 26-28.1 b)
Salzsaure 37 % (C) Merck 34-37 26-36/37/39- -
45
Sarkosin Acros - - 99
Schwefelsaure 98 % Merck 35 26-30-45 -
()
Sebacinsaure Acros - - 98
Sebacinsauredichlorid  Eigene 34-37 26-36/37/39- ©
Herst. 45
Thionylchlorid (C) Merck 14-20/22-29- 26-36/37/39- >99
35 45
Triethylamin (F, C) Merck 11-20/21/22- 3-16-26-29-  >99
35 36/37/39-45
4,7,10-Trioxa-1,13- Aldrich 34 - 97
tridekandiamin
Triphosgen (TY) Lancaster 26 9-28.6- 98

D,L-Valin Degussa -

L-Valin Degussa -

36/37/39-45

a) azeotrop mit Toluol getrocknet
b) Destillation Uber CaH,
c) Destillation
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Tabelle 4.2 Losungsmittel
Substanz Bezugs- R-Sitze S-Sitze Reinigung
quelle

Aceton (F, Xi) Merck 11-36-66-67 9-16-26 -

Ameisensaure (C) Lancaster 35 23.2-26-45 -

Chlorbenzol (Xn, N) Merck 10-20-51/53 24/25-61 2

Chloroform (Xn) Merck 22-38-40- 36/37 2
48/20/22

Dichloressigsaure Aldrich 35-50 26-45-61 -

(C,N)

Dichlormethan (Xn) Merck 40 23.2-24/25-36/37 @

Diethylether (F*, Xn) ~ Merck 12-19-22-66-67  9-16-29-33 b)

Dimethylformamid (T) Merck 61-E20/21-36 53-36/37-45 3)

Dimethylsulfoxid (Xi)  Merck 36-38 26 e)

1,4-Dioxan (Xn,F) Merck 11-19-36/37-40  16-36/37 b)

1,1-Dioxothiolan Riedel de 22 25 e)

(Sulfolan) Haen

Essigsaure- Merck 11-36-66-67 16-26-33 °)

ethylester (F, Xi)

Ethanol (F) Merck 11 7-16 -

n-Hexan (F, Xn, N) Merck 11-38-48/20- 9-16-29-33- -
51/53-62-65-67  36/37-61-62

Methanol (F, T) Merck 11-23/24/25- 7-16-36/37-45 -
39/23/24/25

Methansulfonsaure Merck 34 26-36-45 -

(©)

N-Methylpyrrolidon BASF 36/38 41 2

(Xi)

a) Destillation tber P,Os

b) Destillation Gber Natrium

c) Destillation tGber CaH,
d) Destillation tiber CaCl,

e) azeotrop mit Toluol getrocknet und anschlieRende Destillation

132




4 Experimenteller Teil

Tabelle 4.2 Losungsmittel (Fortsetzung)
Substanz Bezugs- R-Sitze S-Sitze Reinigung
quelle
Nitrobenzol (T, N) Merck 23/24/25-40- 28.3-36/37-45- 3)
48/23/24-51/53- 61
62
Petrolether 60/70 Merck 11-48/20-62-65  9-16-23.2-29-33- -
(F, Xn) 36/37-62
Tetrachlorkohlenstoff ~ Merck 23/24/25-40- 23.2-36/37-45- 2
(T, N) 48/23-52/53-59  59-61
Tetrahydrofuran Merck 11-19-36/37 16-29-33 9
(F, Xi)
Tetramethylharnstoff ~ Merck 61-E22 53-24/25-37-45  ©
(T)
Toluol (F, Xn) Merck 11-20 16-25-29-33 b)
Trifluoressigsaure (C) Solvay 20-35-52/53 9-26-27-28.1-45- -

61

a) Destillation Gber P,O5

b) Destillation Gber Natrium
c) Destillation Gber CaH,
d) Destillation Gber CaCl,

e) azeotrop mit Toluol getrocknet und anschlieRende Destillation

R-Satze:

R 10
R 11
R12
R 14
R19
R 20
R 21
R 22

Entzindlich

Leichtentzindlich

Hochentzindlich

Reagiert heftig mit Wasser

Kann explosionsfahige Peroxide bilden
Gesundheitsschadlich beim Einatmen

Gesundheitsschadlich beim Verschlucken

R E22 Auch gesundheitsschadlich beim Verschlucken

R 23
R 24
R 25

Giftig beim Einatmen
Giftig bei Berihrung mit der Haut
Giftig beim Verschlucken
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R 26 Sehr giftig beim Einatmen

R 29 Entwickelt bei Berihrung mit Wasser giftige Gase

R 34 Verursacht Veratzungen

R 35 Verursacht schwere Veratzungen

R 36 Reizt die Augen

R 37 Reizt die Atmungsorgane

R 38 Reizt die Haut

R 40 Irreversibler Schaden mdglich

R 42 Sensibilisierung durch Einatmen moglich

R 50 Sehr giftig fir Wasserorganismen

R 59 Gefahrlich fur die Ozonschicht

R 61 Kann das Kind im Mutterleib schadigen

R 62 Kann méglicherweise die Fortpflanzungsfahigkeit beeintrachtigen
R 65 Gesundheitsschadlich: kann beim Verschlucken Lungenschaden verursachen.
R 66 Wiederholter Kontakt kann zu sproder oder rissiger Haut fuhren
R 67 Dampfe kdnnen Schlafrigkeit und Benommenheit verursachen

Kombinationen der R-Sitze

R 14/15  Reagiert heftig mit Wasser unter Bildung hochentziindlicher Gase

R 20/22  Gesundheitsschadlich beim Einatmen und Verschlucken

R E20/21 Auch gesundheitsschadlich beim Einatmen und bei Beriihrung mit der Haut

R 20/21/22 Gesundheitsschadlich beim Einatmen, Verschlucken und Berihrung mit
der Haut

R 21/22  Gesundheitsschadlich bei Berihrung mit der Haut und beim Verschlucken

R 23/24/25 Giftig beim Einatmen, Verschlucken und Berihrung mit der Haut

R 36/37  Reizt die Augen und die Atmungsorgane

R 36/38 Reizt die Augen und die Haut

R 36/37/38 Reizt die Augen, Atmungsorgane und die Haut

R 48/20 Gesundheitsschadlich: Gefahr ernster Gesundheitsschaden bei langerer
Exposition durch Einatmen

R 48/20/22 Gesundheitsschadlich: Gefahr ernster Gesundheitsschaden bei langerer
Exposition durch Einatmen und durch Verschlucken

R 48/23  Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschaden bei langerer Exposition durch
Einatmen

R 48/23/24 Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschaden bei langerer Exposition durch
Einatmen und durch Berlhrung mit der Haut

R 51/53  Giftig fur Wasserorganismen, kann in Gewassern langerfristig schadliche
Wirkungen haben

R 52/563  Schadlich fir Wasserorganismen, kann in Gewassern langerfristig
schadliche Wirkungen haben
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S-Satze:

S 3  Kihl aufbewahren

S 5.3 Unter Paraffindl aufbewahren

S 7  Behalter dicht geschlossen halten

S 8  Behalter trocken halten

S 9 Behalter an einem gut gelifteten Ort aufbewahren

S 16 Von Zindquellen fernhalten - Nicht rauchen

S 22 Staub nicht einatmen

S 23.2 Dampf nicht einatmen

S 24 Beruhrung mit der Haut vermeiden

S 25 Beruhrung mit den Augen vermeiden

S 26 Bei Berihrung mit den Augen sofort griindlich mit Wasser abspilen und Arzt
konsultieren

S 27 Beschmutzte, getrankte Kleidung sofort ausziehen

S 28.1 Bei Berlihrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel Wasser
S 28.3 Bei Berthrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel Wasser und Seife,

mdglichst auch mit Polyethylenglycol 400

S 28.6 Bei Berlihrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel Polyethylenglycol 400

S 29
S 30
S 33
S 36
S 37
S 38
S 41

und anschliel3end Reinigung mit viel Wasser

Nicht in die Kanalisation gelangen lassen

Niemals Wasser hinzugiel3en

Malnahmen gegen elektrostatische Aufladungen treffen
Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung tragen
Geeignete Schutzhandschuhe tragen

Bei unzureichender Bellftung Atemschutzgerat anlegen
Explosions- und Brandgase nicht einatmen

S 43.7 Zum Léschen Metallbrandpulver verwenden, kein Wasser verwenden

S 45

S 53
S 59

S 61

S 62

Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt hinzuziehen

(wenn moglich, dieses Etikett vorzeigen)

Exposition vermeiden - vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen
Information zur Wiederverwendung/Wiederverwertung beim Hersteller/
Lieferanten erfragen

Freisetzung in die Umwelt vermeiden. Besondere Anweisungen einholen/
Sicherheitsdatenblatt zu Rate ziehen

Bei Verschlucken kein Erbrechen herbeifiihren. Sofort arztlichen Rat einholen
und Verpackung oder dieses Etikett vorzeigen
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Kombinationen der S-Satze

S 24/25  Berlihrung mit den Augen und der Haut vermeiden

S 36/37  Bei der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und Schutzkleidung tragen

S 36/37/39 Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung, Schutzhandschuhe und
Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen

S 37/39  Bei der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und Schutzbrille/
Gesichtsschutz tragen
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4.2 Synthese der N-(Methoxycarbonyl)-aminosauren ['%20"]

HR'N—CHR?>—COOH + CH;—O0—CO—Cl

1. NaOH/Na203 -NaCl
2. HCI “H,0

CH;—O0—CO—R'N—CHR*~COOH
1-1

In einem 2-I-Dreihalskolben, ausgestattet mit einem KPG-RUhrer werden nacheinander
1 mol Aminosaure und 0.5 mol (53 g) Natriumcarbonat in 1 | NaOH (1 N) gelést. Die
Lésung wird mit Eis/Kochsalz-Mischung auf 0°C gekulhlt, dann wird 1 mol (94.6 g)
Chlorameisensauremethylester (ebenfalls vorgekiihlt) langsam innerhalb von 30 min
unter Rihren zugetropft. Es wird noch 1 h unter Kiihlung und 1 h bei RT weitergerihrt.
Danach wird vorsichtig mit HCI konz. auf pH 2-3 angesauert. Das Produkt wird durch
mehrmaliges Ausschitteln mit insgesamt 1.4 | Ethylacetat/THF (5:2) extrahiert (schon
aus der wassrigen Phase ausgefallenes Produkt wird in die organische Phase
Uberfuhrt). Die wassrige Phase wird noch zweimal mit jeweils 200 ml Essigester
nachextrahiert. Bei der Herstellung von N-Moc-D,L-phenylalanin und N-Moc-L-
phenylalanin wird nur mit Dichlormethan extrahiert. Nach Trocknung der vereinigten
organischen Phasen mit Natriumsulfat wird das Ldsungsmittel vollstdndig am
Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wird ohne weitere Reinigung
weiterverwendet.

4.2.1  N-(Methoxycarbonyl)-L-alanin®®'!

CsHgNO4

M: 147.13 g/mol

Ausbeute: 93 %

'H-NMR (CDCI5/TMS): & [ppm] = 1.46 (3H, d), 3.72 (3H, s), 4.40 (1H, m),
5.64 (1H, d), 10.78 (1H, s)
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4.2.2  N-(Methoxycarbonyl)-D,L-alanin'?’"!

CsHgNO,

M: 147.13 g/mol

Ausbeute: 87 %

'H-NMR (CDCI3/TMS): & [ppm] = 1.46 (3H, d), 3.72 (3H, s), 4.40 (1H, m),
5.64 (1H, d), 10.78 (1H, s)

4.2.3  N-(Methoxycarbonyl)-sarkosin!"">?%'l

CsHgNO,

M: 147.13 g/mol

Ausbeute: 95 %

'H-NMR (CDCI5/TMS): & [ppm] = 2.98 (3H, s), 3.72 (3H, s), 4.03 (2H, s), 9.48 (1H, s)

4.2.4  N-(Methoxycarbonyl)-L-phenylalanin'®"!

C11H13NO,4
M: 223.23 g/mol
Ausbeute: 96 %
'H-NMR (CDCI3/TMS): & [ppm] = 3.17 (2H, m), 3.65 (3H, s), 4.70 (1H, m),
5.16 (1H, d), 7.19-7.35 (5H, m), 11.23 (1H, s)

4.2.5 N-(Methoxycarbonyl)-p,L-phenylalanin?"

C11H13NO,4
M: 223.23 g/mol
Ausbeute: 95 %
'H-NMR (CDCIs/TMS): & [ppm] = 3.17 (2H, m), 3.65 (3H, s), 4.70 (1H, m),
5.16 (1H, d), 7.19-7.35 (5H, m), 11.23 (1H, s)

4.2.6 N-(Methoxycarbonyl)-L-valin*®"!

C7H13NO,4

M: 175.18 g/mol

Ausbeute: 91 %

'H-NMR (CDCIs/TMS): & [ppm] = 0.93 (3H, d), 1.00 (3H, d), 2.23 (1H, m), 3.72
(3H, s), 4.33 (1H, m), 5.51 (1H, d), 10.55 (1H, s)
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4.2.7  N-(Methoxycarbonyl)-D,L-valin*®"!

C7H13NO,

M: 175.18 g/mol

Ausbeute: 93 %

'H-NMR (CDCI3/TMS): & [ppm] = 0.93 (3H, d), 1.00 (3H, d), 2.23 (1H, m), 3.72
(3H, s), 4.33 (1H, m), 5.51 (1H, d), 10.55 (1H, s)

4.2.8  N-(Methoxycarbonyl)-L-leucin®'!

CgH15NO,

M: 189.21 g/mol

Ausbeute: 90 %

'H-NMR (CDCI5/TMS): & [ppm] = 0.96 (6H, d), 1.57 (1H, m), 1.72 (2H, m), 3.69
(3H, s), 4.39 (1H, m), 5.32 (1H, d), 11.21 (1H, s)

4.2.9 N-(Methoxycarbonyl)-D,L-leucin'®"!

CgH1sNO,

M: 189.21 g/mol

Ausbeute: 92 %

'H-NMR (CDCI5/TMS): & [ppm] = 0.96 (6H, d), 1.57 (1H, m), 1.72 (2H, m), 3.69
(3H, s), 4.39 (1H, m), 5.32 (1H, d), 11.21 (1H, s)
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4.3 Synthese der N-(Methoxycarbonyl)-aminosauretrimethylsilylester

CH3;—0—CO—R!'N—CHR’—COOH + CISi(CH3)s

+EN l - E;NHCI

CH;—O—CO— R'N—CHR?*—COOSi(CH3);
1-2

In einem 2-I-Dreihalskolben, ausgestattet mit einem KPG-Ruhrer, wird 1 mol der
entsprechenden N-(Methyloxycarbonyl)-aminosaure in 1.2 | trockenem THF geldst und
mit 1.3 mol (141.2 g) CISiMe; versetzt. Zu dem Gemisch werden 1.3 mol (131.5 g)
Et;N unter gleichzeitigem Erwarmen hinzugetropft. Anschlieliend wird noch etwa 2 h
unter Ruckfluss erhitzt. Nach Abdestillieren von ca. 400 ml des Lésungsmittels wird
das Volumen wieder mit Petrolether aufgefiillt und das ausgefallene Et;NHCI mittels
einer Fritte unter Feuchtigkeitsausschlul® abgetrennt. Nach Entfernen des
Lésungsmittels am Rotationsverdampfer wird das Rohprodukt im Olpumpenvakuum
destillativ gereinigt.

4.3.1  N-(Methoxycarbonyl)-L-alanintrimethylsilylester?*?

CgH17NO,Si

M: 219.31 g/mol

Ausbeute: 87 %

Ts: 115 °C /0.1 torr

"H-NMR (CDCIy/TMS): & [ppm] = 0.24 (9H, s), 1.34 (3H, d), 3.60 (3H, s),
4.24 (1H, m), 5.44 (1H, s)

Elementaranalyse

Element | berechnet | gefunden
[%] [%]
C 43.81 43.73
H 7.81 7.72
N 6.39 6.41
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4.3.2

CgH17NO,4Si

M: 219.31 g/mol
Ausbeute: 65 %
Ts: 115 °C /0.1 torr

"H-NMR (CDCIy/TMS): & [ppm] = 0.24 (9H, s), 1.34 (3H, d), 3.60 (3H, s),
4.24 (1H, m), 5.44 (1H, s)

Elementaranalyse

Element | berechnet | gefunden
[%] [%]
C 43.81 43.83
H 7.81 7.44
N 6.39 6.49
4.3.3

CsH17NO4Si

M: 219.31 g/mol
Ausbeute: 66 %
Ts: 110 °C /0.1 torr

"H-NMR (CDCI3/TMS): & [ppm] = 0.01 (9H, s), 2.66 (3H, s), 3.79 (3H, s), 3.65 (2H, s)

Elementaranalyse

Element | berechnet | gefunden
[%] [%]
C 43.81 45.05
H 7.81 7.89
N 6.39 6.33

N-(Methoxycarbonyl)-p,L-alanintrimethylsilylester?®?

N-(Methoxycarbonyl)-sarkosintrimethylsilylester*®%
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4.3.4

C14H21NO,Si

M: 295.41 g/mol
Ausbeute: 84 %
Ts: 160 °C /0.1 torr

"H-NMR (CDCIy/TMS): & [ppm] = 0.28 (9H, s), 3.12 (2H, d), 3.68 (3H, s),
4.56 (1H, m), 5.15(1H, d), 7.25 (5H, m)

Elementaranalyse

Element | berechnet | gefunden
[%] [%]
C 56.92 56.79
H 717 7.01
N 4.74 4.67
4.3.5

C14H21NO4Si

M: 295.41 g/mol
Ausbeute: 80 %
Ts: 155 °C /0.1 torr

"H-NMR (CDCI3/TMS): & [ppm] = 0.28 (9H, s), 3.12 (2H, d), 3.68 (3H, s),
4.56 (1H, m), 5.15(1H, d), 7.25 (5H, m)

Elementaranalyse

Element | berechnet | gefunden
[%] [%]
C 56.92 56.84
H 717 7.06
N 4.74 4.65

N-(Methoxycarbonyl)-L-phenylalanintrimethylsilylester?*

N-(Methoxycarbonyl)-D,L-phenylalanintrimethylsilylester*®*
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4.3.6

C10H21NO,Si

M: 247.37 g/mol
Ausbeute: 90 %

Ts: 120 °C /0.1 torr

'"H-NMR (CDCI3/TMS): & [ppm] = 0.31 (9H, s), 0.87 (3H, d), 0.97 (3H, d), 2.21
(1H, m), 3.69 (3H, s), 4.29 (1H, m), 5.23 (1H, d)

Elementaranalyse

Element | berechnet | gefunden
[%] [%]
C 48.56 48.30
H 8.56 8.30
N 5.66 5.60
4.3.7

C1oH21NO4Si

M: 247.37 g/mol
Ausbeute: 88 %
Ts: 115 °C /0.1 torr

"H-NMR (CDCI3/TMS): & [ppm] = 0.31 (9H, s), 0.87 (3H, d), 0.97 (3H, d), 2.21
(1H, m), 3.69 (3H, s), 4.29 (1H, m), 5.23 (1H, d)

Elementaranalyse

Element | berechnet | gefunden
[%] [%]
C 48.56 48.56
H 8.56 8.51
N 5.66 5.48

N-(Methoxycarbonyl)-L-valintrimethylsilylester?*?

N-(Methoxycarbonyl)-p,L-valintrimethylsilylester*®
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4.3.8

C11H23NO,Si

M: 261.39 g/mol
Ausbeute: 76 %

Ts: 180 °C /0.1 torr

"H-NMR (CDCI3/TMS): & [ppm] = 0.30 (9H, s), 0.95 (6H, m), 1.50 (1H, m), 1.70
(1H, m), 3.68 (3H, s), 4.33 (1H, m), 5.11 (1H, d)

Elementaranalyse

Element | berechnet | gefunden
[%] [%]
C 50.54 50.55
H 8.87 8.65
N 5.36 5.27
4.3.9

C11H23NO4Si

M: 261.39 g/mol
Ausbeute: 77 %
Ts: 170 °C /0.1 torr

"H-NMR (CDCI3/TMS): & [ppm] = 0.30 (9H, s), 0.95 (6H, m), 1.50 (1H, m), 1.70
(1H, m), 3.68 (3H, s), 4.33 (1H, m), 5.11 (1H, d)

Elementaranalyse

Element | berechnet | gefunden
[%] [%]
C 50.54 50.33
H 8.87 8.70
N 5.36 5.23

N-(Methoxycarbonyl)-L-leucintrimethylsilylester?’

N-(Methoxycarbonyl)-p,L-leucintrimethylsilylester®®?
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4.4 Synthese der a-Aminosiure-N-carboxyanhydride (NCA)['2%136.203-205]

0 R> O
I |l
3 CHy—O0—C—NR'-CH—C—OSi(CH;); + PBn
1-2

- P(OSIMC3)3
- 3 MeBr

R2

3 PN 15\0

O O
1-3

Alle Arbeitsschritte werden unter Argonatmosphéare durchgefuhrt.

In einem 1-I-Dreihalskolben, ausgestattet mit einem KPG-RUhrer, werden 0.5 mol N-
(Methoxycarbonyl)-aminosauretrimethylsilylester in 500 ml trockenem CCls (fur
Sarkosin, Phenylalanin, Valin und Leucin) bzw. 500 ml trockenem CHCI; (flr Alanin)
geldst. Zu der Lésung werden unter Ruhren 0.30 mol (81.21 g) PBr; getropft. Das
Reaktionsgemisch wird 2 h auf 50 °C (Sarkosin, Alanin) bzw. 70 °C (fir Phenylalanin,
Valin und Leucin) erwarmt.

Im Fall von Sarkosin und Phenylalanin wird das Reaktionsgemisch auf ca. 8 °C
gekuhlt. Das ausgefallene NCA wird abgesaugt, mit CCl, gewaschen und im
Olpumpenvakuum getrocknet.

Im Fall von Alanin, Valin und Leucin wird zunachst das Losungsmittelvolumen am
Rotationsverdampfer auf ca. die Halfte reduziert. Anschlielend wird Petrolether bis zur
leichten Tribung hinzugegeben. Die NCAs kristallisieren bei 8 °C tUber Nacht aus. Zur
maglichst vollstandigen Kristallisation wird noch eine Nacht bei -18 °C stehengelassen.
Die Kristalle werden abgesaugt, mit einem Gemisch aus CCl4/Petrolether (1:2) (bzw.
CHCls/Petrolether  (1:2) beim Alanin) gewaschen und anschlielend im
Olpumpenvakuum getrocknet.

Zur Reinigung wird das NCA so oft in trockenem 1,4-Dioxan unter Aktivkohlezusatz
umkristallisiert, bis mit Silbernitrat kein Bromid mehr als AgBr-Niederschlag
nachzuweisen ist.
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Umkristallisation

Das NCA (ca. 40 g) wird in 100 ml 1,4-Dioxan geldst und auf 50 °C erwarmt. Nach
Zugabe von einem Loffel Aktivkohle wird 10 min. gerlhrt. Die Aktivkohle wird
anschlief3end Uber Celite abfiltriert.

Sarkosin- und Phenylalanin-NCA

Durch portionsweise Zugabe von CCl, werden die NCAs von Sarkosin und
Phenylalanin aus dem 1,4-Dioxan ausgefallt. Nach Kihlung auf 8 °C werden die
Kristalle abgesaugt, mit einem Gemisch aus CCl,/Petrolether (1:2) gewaschen und
anschlieRend im Olpumpenvakuum getrocknet.

Valin- und Leucin-NCA

Im Fall von Valin und Leucin werden zunachst 100 ml CCl, hinzugegeben. Dann wird
Petrolether bis zur leichten Tribung hinzugegeben. Nach Kihlung auf 8 °C werden die
ausgefallenen Kristalle abgesaugt, mit einem Gemisch aus CCl,/Petrolether (1:2)
gewaschen und anschlieBend im Olpumpenvakuum getrocknet.

Alanin-NCA

Beim Alanin-NCA werden zunachst ca. 70 ml 1,4-Dioxan am Rotationsverdampfer
entfernt. Die konzentrierte L6sung wird dann in ca. 50 ml CHCI; aufgenommen und mit
Petrolether bis zur leichten Tribung versetzt. Zunachst kristallisiert ein Teil des
Produkts bei 8 °C Uber Nacht aus. Durch Zugabe von 10 ml Petrolether und Kuhlung
auf -18 °C wird das restliche NCA innerhalb von 3 h ausgeféllt. Die Kristalle werden
abgesaugt, mit einem Gemisch aus CHCIs/Petrolether (1:2) gewaschen und
anschlieend im Olpumpenvakuum getrocknet.

Alle NCAs werden unter Argonatmosphare bei -18 °C aufbewahrt.

4.4.1 L-Alanin-NCA?°

C4HsNO;

M: 115.09 g/mol

Ausbeute: 40 %

Tw: 90 °C (Lit.: Ty: 92 °Cl2%9))

'H-NMR (DMSO-dg): & [ppm] = 1.32 (3H, d), 4.47 (1H, q), 8.99 (1H, s)
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4.4.2 D,L-Alanin-NCA?°"

C4HsNO;

M: 115.09 g/mol

Ausbeute: 47 %

Tw: 46 - 48 °C (Lit.: Ty: 45 - 46 °CI%")

'H-NMR (DMSO-d¢): & [ppm] = 1.32 (3H, d), 4.47 (1H, q), 8.99 (1H, s)

4.4.3 Sarkosin-NCA?%!

C4HsNO;

M: 115.09 g/mol

Ausbeute: 58 %

Tw: 104 °C (Lit.: Ty: 102-105 °CI2%?))

'H-NMR (DMSO-dg): 8 [ppm] = 2.85 (3H, s), 4.21 (2H, s)

4.4.4  L-Phenylalanin-NCA?%

C1oHoNO3

M: 191.19 g/mol

Ausbeute: 64 %

Tw: 87 - 89 °C (Lit.: Ty: 88 °C2%))

'H-NMR (DMSO-dg): & [ppm] =  3.02 (2H, d), 4.78 (1H, t), 7.27 (5H, m), 9.08 (1H, s)

4.4.5 D,L-Phenylalanin-NCA!"*"

C1oHgNO3

M: 191.19 g/mol

Ausbeute: 71 %

Tw: 126 - 127 °C (Lit.: Ty: 125 - 126 °CI'%)

"H-NMR (DMSO-dq): 8 [ppm] = 3.02 (2H, d), 4.78 (1H, 1), 7.27 (5H, m), 9.08 (1H, s)
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4.4.6 L-Valin-NCA!"*!

CsHoNO;

M: 143.14 g/mol

Ausbeute: 70 %

Tu: 66.5 - 68.5 °C (Lit.: Ty: 68 - 69 °Cl'*)

'H-NMR (DMSO-dq): 3 [ppm] =  0.85 (3H, d), 0.94 (3H, d), 2.04 (1H, m),
4.34 (1H, d), 9.09 (1H, s)

4.4.7 D,L-Valin-NCAP%!

CeHoNO3

M: 143.14 g/mol

Ausbeute: 76 %

Tw: 79 - 81 °C (Lit.: Ty: 78 - 79 °C%9)

'H-NMR (DMSO-dg): & [ppm]=  0.85 (3H, d), 0.94 (3H, d), 2.04 (1H, m),
4.34 (1H, d), 9.09 (1H, s)

4.4.8 L-Leucin-NCAP?"Y

C7H11NO;

M: 157.17 g/mol

Ausbeute: 54 %

Tw: 76.5 - 77.5 °C (Lit.: Ty: 76.5 - 77.5°C'%)

'H-NMR (DMSO-dg): & [ppm]=  0.88 (3H, d), 0.90 (3H, d), 1.57 (2H, m), 1.73 (m),
4.45 (1H, dt), 9.14 (1H, s)

4.4.9 bp,L-Leucin-NCA'*!

C7/H11NO3

M: 157.17 g/mol

Ausbeute: 57 %

Tu: 47.5 - 49.5 °C (Lit.: Ty: 47 - 50 °Cl'#")

'H-NMR (DMSO-dg): & [ppm] = 0.88 (3H, d), 0.90 (3H, d), 1.57 (2H, m), 1.73 (m),
4.45 (1H, dt), 9.14 (1H, s)
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4.4.10 »-O-Bzl-L-glutamat-NCA

Die Synthese von y-O-Bzl-L-glutamat-NCA erfolgte nicht Uber die Zwischenstufe des N-
(Methoxycarbonyl)-aminosauretrimethylsilylesters.

Ausgehend von L-Glutaminsdure wurde zunachst die y-Carboxygruppe durch
Veresterung mit Benzylalkohol geschiitzt?2°%2""],

v-O-Bzl-L-glutamat:

H2N—$H—COOH H2N—|CH—COOH

CH2 (H+) CH2

| + CH,OH ——> I

(le2 -H,0 (le2

COOH co-ocm@

In einem 2-I-Dreihalskolben, ausgestattet mit einem KPG-Rihrer, werden 500 ml
Diethylether mit 50 ml konz. Schwefelsaure (98 %) versetzt. Dazu wurden 500 ml
aldehydfreier Benzylalkohol gegeben. Nach Entfernen des Diethylethers im Vakuum
werden 0.5 mol (73.5 g) L-Glutaminsaure portionsweise hinzugegeben. Die erhaltene
Lésung wird fir 20 h gerlhrt und dann mit 1 | Ethanol versetzt. AnschlieRend werden
unter kraftigem Rihren 250 ml Pyridin hinzugegeben. Die aufgetretene kristalline
Fallung wird nach 10h bei 0°C abfiltriert und mit Diethylether gewaschen. Das
Rohprodukt wird aus Wasser umkristallisiert und im Vakuum bei 40 °C getrocknet.

C12H15NO4

M: 237.26 g/mol

Ausbeute: 61 g (51 %)

Tw: 188-189 °C (Lit.: Ty: 189 °C#'™)

'H-NMR (CDCIs/TFA (4:1)): 8 [ppm] = 2.41 (2H,m), 2.85 (2H,t), 4.36 (1H,dt),
5.18 (2H,s), 7.37 (5H,s), 7.75 (1H,s)
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y-0-Bzl-L-glutamat-NCA!"34#12]

Das NCA wird mit Phosgen aus dem y-O-Bzl-L-glutamat synthetisiert. Das Phosgen
wird dabei in situ aus dem leicht zu handhabenden Triphosgen freigesetzt.

H,N—CH—COOH
0

I
3 | + Cl;C—O0—C—0—CCl,

CO-0OCH,C¢Hs

-6 HCI1

O—CH,CgHs

In einem 250-mi-Dreihalskolben, ausgestattet mit einem KPG-Ruhrer, werden 60 mmol
(15 g) y-O-Bzl-L-glutamat in 130 ml trockenem 1,4-Dioxan suspendiert. Es wird auf
50 °C erhitzt und dann das Triphosgen (21 mmol, 6.25 g) hinzugegeben. Nach 2 h
Rihren bei 50 °C werden nochmals 6.8 mmol (2 g) und nach 3.5h 3.4 mmol (1g)
Triphosgen hinzugegeben. Innerhalb von insgesamt 5 h entsteht eine klare Lésung,
wodurch das Ende der Reaktion angezeigt wird. Nach Zugabe von 100 ml CCl, und
200 ml Petrolether wird die Lésung bei - 25 °C fir 1 h gekuhlt. Weitere Zugabe von 200
ml Petrolether und Kahlung bei -25 °C flhrt innerhalb von 1 h zum Auskristallisieren
eines Teils des Produkts. AnschlieRend werden 500 ml Petrolether hinzugegeben.
Nach Stehen Uber Nacht bei -25°C wird das auskristallisierte Produkt unter
Feuchtigkeitsausschlul?  abgesaugt, mit Petrolether gewaschen und im
Olpumpenvakuum getrocknet. Das Produkt wird so oft in 1,4-Dioxan unter
Aktivkohlezusatz umkristallisiert, bis sich keine Chloridionen mehr mit AgNO;
nachweisen lassen.

Umkristallisation:

15 g NCA werden in 70 ml 1,4-Dioxan gel6st und nach Erhitzen auf 50 °C mit einem
Loffel Aktivkohle versetzt. Nach 10 min. Rihren wird die Aktivkohle Uber Celite
abfiltriert. Es werden 100 ml CCl, und 130 ml Petrolether hinzugegeben. Nach Kiihlung
bei -25 °C im Tiefklhlschrank kristallisiert bereits ein Teil des Produkts aus. Um das
Produkts quantitativ auszukristallisieren, wird nochmals Petrolether (300 ml)
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hinzugegeben und fir weitere 30 min. auf -25°C geklhlt. Die Kristalle werden
abgesaugt und im Olpumpenvakuum getrocknet.

Ci3H13NOs

M: 263.25 g/mol

Ausbeute: 73 %

Tw: 93 °C (Lit.: Ty: 97 °Cl'3¥)

'H-NMR (DMSO-dg): & [ppm] =  2.01 (2H,m), 3.31 (2H, s), 4.48 (1H,t), 5.10 (2H,s),
7.37 (5H,s), 9.10 (1H,s)

4.5 Synthese der Kupplungsreagenzien

Fur die Polymersynthesen in Abschnitt 3.2 wurden MDI, Sebacinsaurebisimidazolid
und Sebacinsaure-bis-(N-hydroxysuccinimid)-ester  als Kupplungsreagenzien
verwendet. MDI wurde gekauft, die anderen beiden Reagenzien wurden in der
Arbeitsgruppe synthetisiert.

4.5.1 Synthese von Sebacinsédurebisimidazolid

Die Synthese erfolgte aus Sebacinsauredichlorid und N-(Trimethylsilyl)-imidazol.
Letzteres wurde zuvor in der Arbeitsgruppe synthetisiert. Sebacinsauredichlorid wurde
nach der folgenden Vorschrift synthetisiert.

Sebacinsauredichlorid

-250,

In einem 1-I-Rundkolben wurde 1 mol (202.25 g) Sebacinsaure mit 3 mol (397 g)
Thionylchlorid unter Ruckfluss fiir 6 h erhitzt. Das Uiberschiissige Thionylchlorid wird im
Vakuum entfernt. Zur Reinigung wird das Rohprodukt zweimal im Vakuum destilliert.

C10H1GC|202

M: 239.14 g/mol

Ausbeute: 201 g (84 %)

Ts: 168 °C / 14 torr

'H-NMR (CDCI3/TMS): § [ppm] =  1.2-1.9 (12 H, m), 2.91 (4 H, t)
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Sebacinsaurebisimidazolid

N
N\ /SN
CIOC—(CH)s—COCl 4 2 [ >\ — N-OC—(CH,)s—CO—N
N -2 CISiMe; S _
Si(CH3)3

In einem 2-I-Dreihalskolben, ausgestattet mit einem KPG-RuUhrer, werden 0.6 mol
(84.16 g)  N-(Trimethylsilyl)-imidazol in 400 ml  trockenem  Toluol unter
Argonatmosphare vorgelegt. Es wird erhitzt und die Lésung von 0.3 mol (71.8 g)
Sebacinsauredichlorid in 100 ml trockenem Toluol schnell zugetropft. Dann wird 1.5 h
unter Rickfluss erhitzt. Anschlieend werden 300 ml Toluol abdestilliert, um CISiMe;
zu entfernen. Es werden noch mal 200 ml Toluol hinzugegeben und wieder
abdestilliert. Nach Zugabe von 500 ml Petrolether in fiinf Portionen wird das
ausgefallene  Produkt unter Feuchtigkeitsausschluld abgesaugt und im
Olpumpenvakuum getrocknet.

C16H22N4O,

M: 302.38 g/mol

Ausbeute: 88.5 g (97 %)

Tw: 153-155 °C (Lit.: kein Wert angegeben!'®")

"H-NMR (DMSO-dg): 5 [ppm] = 1.31 (8H, s), 1.62 (4H, s), 3.00 (4H, 1), 7.05 (2H, s),
7.69 (2H, s), 8.41 (2H, s)

Elementaranalyse

Element | berechnet | gefunden
[%] [%]
C 63.56 62.80
H 7.33 7.33
N 18.53 18.33
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4.5.2  Sebacinsédure-bis-(N-hydroxysuccinimid)-ester

Sebacinsaure-bis-(N-hydroxysuccinimid)-ester in der

hergestellt worden!"®?.

war Arbeitsgruppe bereits

Von der vorhandenen Substanz wurden die analytischen Daten bestimmit.

C18H24N208

M: 396.40 g/mol
Tw: 160 - 162 °C
'H-NMR (DMSO-dg): & [ppm] =

2.81 (8H, s)
Elementaranalyse
Element | berechnet | gefunden
[%] [%]
C 54.54 54.07
H 6.10 6.17
N 7.07 7.09

1.33 (8H, m), 1.63 (4H, m), 2.66 (4H, 1),

4.6 Synthese der Hydantoinsduren aus den Aminosauren

Die Synthese der Hydantoinsauren erfolgte nach der folgenden Reaktion mit
Diphosgen.

4 HpN—CHR—COOH HN—CHR—COOH

1. NaOH

2. HCL
+ —» 2 0C
- NaCl

C,C—0—CO—Cl HN—CHR—COOH
3.7-9
In einem 50-ml-Erlenmeyerkolben wurden 20 mmol Aminosaure in 20 ml 2N-NaOH

geldst. Die Losung wurde mit Eis/Kochsalz-Mischung auf -10 °C gekuhlt. AnschlieRend
wurde unter Rihren eine vorgekiihlte Lésung von 5 mmol (1.0 g) Diphosgen in 10 ml
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Diethylether hinzugegeben. Nach Rihren Uber Nacht bei offenem Reaktionsgefall (um
den Diethylether zu verdampfen) wurde das ausgefallene Produkt abgesaugt, mit
Wasser gewaschen und im Vakuum bei 50 °C getrocknet.

4.6.1 Hydantoinsé&ure aus D,L-Phenylalanin
R = CH,C¢Hs

C19H20N20s

M: 356.38 g/mol

Tw: 205 °C

'H-NMR (DMSO-d¢): 8 [ppm] =  2.83 (2H, m), 2.98 (2H, m), 4.30 (2H, m),
6.36 (2H, d), 7.20 (10H, m)

BC-NMR (TFA/DMSO-de): & [ppm] = 36.47 (2C), 54.19 (2C), 126.87 (2C),

128.04 (4C), 128.17 (4C), 133.72 (2C),
158.50 (1C), 176.81 (2C)

Elementaranalyse

Element | berechnet | gefunden
[%] [%]
C 64.04 63.85
H 5.66 5.68
N 7.86 7.86
4.6.2 Hydantoinséure aus D,L-Leucin

R = CH,CH(CHs),

C13H24N205

M: 288.34 g/mol

Tw: 179 °C

'H-NMR (DMSO-dg): & [ppm] = 0.85 (6H, d), 0.88 (6H, d), 1.43 (4H, m),
1.62 (2H, m), 4.08 (2H, m), 6.23 (2H, d)

BC-NMR (TFA/DMSO-ds): 8 [ppm] = 20.75 (2C), 22.10 (2C), 25.41 (2C), 41.18 (2C),
53.63 (2C), 160.83 (1C), 180.06 (2C),
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Elementaranalyse

Element | berechnet | gefunden
[%] [%]
C 54.15 52.18
H 8.39 8.08
N 9.72 9.40

Der Gehalt an C, H und N ist in diesem Fall etwas zu niedrig. Die Relationen stimmen
allerdings perfekt mit denen der berechneten Werte iberein (Faktor 1.04).

Die Hydantoinsdure aus D,L-Leucin zeigt eine relativ gute Wasserldslichkeit, weshalb
sie bei der Aufarbeitung nicht so intensiv gewaschen werden konnte. Deshalb ist
wahrscheinlich ein geringer NaCl-Gehalt verantwortlich fir die abweichenden
Ergebnisse in der Elementaranalyse.

4.7 Polymersynthesen

Die Polymerisationen wurden in silanisierten 50-ml-Erlenmeyerkolben durchgefihrt.
Die Erlenmeyerkolben wurden hierzu mit Dichlordimethylsilan geflllt, mit einem
Glasstopfen verschlossen und innerhalb von 20 min mehrfach geschiittelt.
Anschlie3end wurden die Kolben mehrmals mit trockenem Diethylether gespuilt und fir
2 h bei 100 °C im Trockenschrank getrocknet.

Samtliche Polymerisationen, mit Ausnahme der in wassriger Losung durchgefuhrten,
wurden unter einer Argon-Schutzgasatmosphare durchgefiihrt. Die Reaktionsgefalie
wurden zunachst mit frisch hergestellten CaCl,-Trockenrohren verschlossen. Da diese
aber offensichtlich Spuren von H,O durchlassen, wurden die Reaktionsgefal’e im
spateren Verlauf der Polymerisationsversuche (dort angegeben) mit gut gefetteten und
durch elastische Stahlfedern (ermoglichen Druckausgleich) gesicherten Glasstopfen
verschlossen.
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4.7.1  Polymerisation von L-Alanin-, D,L-Alanin- und Sarkosin-NCA mit
Benzylamin bzw. n-Hexylamin (Tabelle 3.1.1 bis 3.1.4)

In einen 50-ml-Erlenmeyerkolben werden unter Argon 20 mmol (2.3 g) NCA
eingewogen und in 20 ml des entsprechenden trockenen Lésungsmittels (1,4-Dioxan,
Dichlormethan oder DMF) gel6st. Die den jeweiligen M/I-Verhaltnissen entsprechenden
Initiatormengen werden in Form einer 1-molaren Lésung in trockenem 1,4-Dioxan
hinzugespritzt (1 ml, 0.5 ml, 0.25 ml fir M/l = 20, 40, 80). Das Reaktionsgemisch wird
durch Schitteln vermischt, mit einem CaCl,-Trockenrohr verschlossen und 2 d bei
20 °C stehengelassen. AnschlieRend wird der Kolbeninhalt in 100 ml Ethylacetat
gegeben. Das Produkt wird abgesaugt und bei ca. 50 °C im Vakuumtrockenschrank
getrocknet.

4.7.2 Synthese telecheler Polysarkosinblocke und anschlieBende Kettenver-
langerungsreaktion (Tabelle 3.2.1 bis 3.2.2)

In einen 50-ml-Erlenmeyerkolben werden unter Argon 20 mmol (2.3 g) Sarkosin-NCA
eingewogen und in 20 ml trockenem NMP bzw. DMSO gelést. Im Fall des Initiators
1,12-Dodekandiamin enthalten die 20 ml NMP bereits 0.5 mmol Initiator. Der Initiator
1,13-Diamino-4,7,10-trioxatridekan wird in Form einer 1-molaren Lésung in trockenem
NMP eingespritzt (0.5 ml). Das Reaktionsgemisch wird durch Schitteln vermischt, mit
einem CaCl,-Trockenrohr verschlossen und 4d bei 20°C stehengelassen.
Anschlielend wird der Kolbeninhalt in 100 ml Ethylacetat gegeben. Das Produkt wird
abgesaugt und bei ca. 50 °C im Vakuumtrockenschrank getrocknet.

Fiur die Kettenverlangerungsversuche werden die Reaktionsansatze nach 4 d mit 0.5
mmol der entsprechenden Kupplungsreagenzien (MDI (125 mg), Sebacinsaurebis-
imidazolid (151 mg), Sebacinsaure-bis-(N-hydroxysuccinimid)-ester (198 mg)) unter
Rihren versetzt. Nach der in den Tabellen angegebenen Reaktionszeit bei
entsprechender Temperatur werden die Reaktionsansatze in 100 ml Diethylether
ausgefallt. Das Produkt wird abgesaugt und bei ca. 50 °C im Vakuumtrockenschrank
getrocknet.

Der Versuch in NMP mit 4,7,10-Trioxa-1,13-tridekandiamin und MDI wurde wiederholt

(Nr. 32a), aber vor dem Ausfallen in Diethylether mit 1 mmol (1 ml einer 1-molaren
Lésung in trockenem NMP) Propylamin versetzt und noch einen Tag stehengelassen.
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4.7.3  Polymerisation von L- und D,L-Phenylalanin-NCA mit Benzylamin,
n-Hexylamin und Anilin (Tabelle 3.3.1 bis 3.3.4)

In einen 50-ml-Erlenmeyerkolben werden unter Argon 16 mmol L- bzw. D,L-
Phenylalanin-NCA eingewogen und in 20 ml des entsprechenden trockenen
Losungsmittels geldst. Die Initiatoren werden in der den M/I-Verhaltnissen
entsprechenden Menge in Form einer 1-molaren LAdsung in trockenem 1,4-Dioxan
eingespritzt (0.4 ml, 0.2ml far M/l =40, 80) und durch Schuitteln vermischt. Die
Erlenmeyerkolben werden durch frisch hergestellte CaCl,-Trockenrohre verschlossen
und unter den angegebenen Reaktionsbedingungen stehengelassen. Anschlielend
werden die Reaktionsansatze in 100 ml Diethylether ausgefallt. Das Produkt wird
abgesaugt und im Vakuumtrockenschrank bei ca. 60 °C getrocknet.

4.7.4  Polymerisation von Valin und Leucin-NCA mit n-Hexylamin und Anilin
(Tabelle 3.3.5 bis 3.3.7)

In einen 50-ml-Erlenmeyerkolben werden unter Argon 10 mmol NCA eingewogen und
in 10 ml des entsprechenden trockenen Losungsmittels geldst. Die Initiatoren werden
in der den M/I-Verhaltnissen entsprechenden Menge in Form einer 0.5-molaren Lésung
in trockenem 1,4-Dioxan eingespritzt (0.5 ml M/l = 40) und durch Schutteln vermischt.
Die Erlenmeyerkolben werden durch frisch hergestellte CaCl>-Trockenrohre
verschlossen und unter den angegebenen Reaktionsbedingungen stehengelassen.
AnschlieBend werden die Reaktionsansatze in 100 ml Diethylether ausgeféllt. Die
Produkte werden abgesaugt und im Vakuumtrockenschrank bei ca. 60 °C getrocknet.

4.7.5 Ldésungsmittel-induzierte Polymerisation von L-Alanin-, Sarkosin-, L- und
D,L-Phenylalanin-, D,L-Valin-, D,L-Leucin- und y-O-Bzl-L-glutamat-NCA
(Tabelle 3.4.1 bis 3.4.4)

In einen 50-ml-Erlenmeyerkolben werden unter Argon 10 mmol NCA eingewogen und
in 10 ml des entsprechenden trockenen Losungsmittels geldst. Die Erlenmeyerkolben
werden mit gut gefetteten und durch Stahlfedern gesicherten Glasstopfen
verschlossen. Nach der in den Tabellen angegebenen Reaktionszeit bei der
entsprechenden Temperatur werden die Reaktionsansatze in ca. 100 ml
Methanol/Diethylether (1:9) ausgefallt. Die Produkte werden abgesaugt und bei ca.
60 °C im Vakuumtrockenschrank getrocknet.
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4.7.6 Imidazol-induzierte Polymerisation von L- und D,L-Phenylalanin-, L- und
D,L-Valin- und L- und D,L-Leucin-NCA (Tabelle 3.5.1)

In einen 50-ml-Erlenmeyerkolben werden unter Argon 10 mmol NCA eingewogen. Das
NCA wird zunachst in 10 ml des entsprechenden trockenen Lésungsmittels geldst,
dann werden 0.25 ml Initiatorldsung (1M in 1,4-Dioxan) eingespritzt. Die
Erlenmeyerkolben werden durch frisch hergestellte CaCl,-Trockenrohre verschlossen
und unter den angegebenen Reaktionsbedingungen stehengelassen. Anschlielend
werden die Produkte in 100 ml Diethylether ausgefallt, abgesaugt und im
Vakuumtrockenschrank bei ca. 60 °C getrocknet.

4.7.7 Imidazol-induzierte Polymerisation von L-Alanin-, Sarkosin-, D,L-
Phenylalanin-, D,L-Valin-, D,L-Leucin- und y-O-Bzl-L-glutamat-NCA
in 1,4-Dioxan (Tabelle 3.5.2 bis 3.5.8)

In einen 50-ml-Erlenmeyerkolben werden unter Argon 10 mmol NCA eingewogen. Das
NCA wird zunachst in trockenem 1,4-Dioxan geldst, dann wird die Initiatorlésung (1M in
1,4-Dioxan) in der entsprechenden Menge eingespritzt. Fir M/l = 1 wurde das NCA in
10 ml Initiatorlésung geldst. Die folgende Tabelle zeigt die den M/I-Verhaltnissen
entsprechend verwendeten Mengen an Losungsmittel und Initiatorlosung.

M/I- 1,4-Dioxan | Initiatorlésung
Verhaltnis [mi] [mi]
1 - 10
3 6.7 3.3
10 9.0 1.0
40 10 0.25

Die Erlenmeyerkolben werden durch CaCl,-Trockenrohre bzw. mit gut gefetteten und
durch Stahlfedern gesicherten Glasstopfen verschlossen und bei 60 °C flr die
angegebene Reaktionszeit temperiert. AnschlieRend werden die Produkte in ca. 100 ml
Diethylether bzw. Methanol/Diethylether (1:9) ausgefallt, im Wasserstrahlpumpen-
vakuum abgesaugt und bei ca. 60 °C im Vakuumtrockenschrank getrocknet.
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4.7.8 Polymerisation von Alanin-, Sarkosin-, D,L-Phenylalanin-, b,L-Valin-,
D,L-Leucin- und y-O-Bzl-L-glutamat-NCA in Pyridin bzw. y-Picolin
(Tabelle 3.6.1 bis 3.6.6)

In einen 50-ml-Erlenmeyerkolben werden unter Argon 10 mmol NCA eingewogen und
in 10 ml trockenem Pyridin bzw. y-Picolin gelost. Die Erlenmeyerkolben werden durch
frisch hergestellte CaCl,-Trockenrohre bzw. mit gut gefetteten und durch Stahlfedern
gesicherten Glasstopfen verschlossen und 4 d bei 20 °C stehengelassen. Danach
werden die Ansatze in ca. 100 ml Diethylether ausgefallt. Die Produkte werden bei ca.
60 °C im Vakuumtrockenschrank getrocknet.

4.7.9  4-DMAP-, Pyridin- und y-Picolin- induzierte Polymerisation von Alanin-,
Sarkosin-, b,L.-Phenylalanin-, D,L-Valin- und D,L-Leucin-NCA in
1,4-Dioxan bzw. Dichlormethan (Tabelle 3.6.1 bis 3.6.5)

In einen 50-ml-Erlenmeyerkolben werden unter Argon 10 mmol NCA eingewogen und
in 10 ml trockenem LOsungsmittel gelost. 4-DMAP wird als 0.5-molare Losung in 1,4-
Dioxan eingespritzt. Pyridin und y-Picolin werden direkt in die Losung eingewogen. Das
Reaktionsgemisch wird durch Schutteln durchmischt und der Erlenmeyerkolben mit
einem frisch hergestellten CaCl,-Trockenrohr bzw. mit einem gut gefetteten und durch
Stahlfedern gesicherten Glasstopfen verschlossen. Die Reaktionsansatze werden flr
die angegebene Reaktionszeit bei 20 °C stehengelassen und dann in ca. 100 ml
Diethylether ausgefallt. Die Produkte werden bei ca. 60 °C im Vakuumtrockenschrank
getrocknet.

4.7.10 Polymerisation von L-Alanin-, D,L-Phenylalanin-, D,L-Valin-, D,L-
Leucin- und y-O-Bzl-L-glutamat-NCA mit N-Ethyldiisopropylamin
und N-Methylmorpholin in 1,4-Dioxan (Tabelle 3.6.7 bis 3.6.8)

In einen 50-ml-Erlenmeyerkolben werden unter Argon 10 mmol NCA eingewogen und
in 10 ml trockenem 1,4-Dioxan geldst. N-Ethyldiisopropylamin bzw. N-Methylmorpholin
werden als 1-molare Losung in 1,4-Dioxan eingespritzt (0.25ml). Das
Reaktionsgemisch wird durch Schitteln durchmischt und mit einem gut gefetteten und
durch Stahlfedern gesicherten Glasstopfen verschlossen. Die Reaktionsansatze
werden flir die angegebene Reaktionszeit bei 20 °C stehengelassen und dann in ca.
100 ml Methanol/Diethylether (1:9) ausgefallt. Die Produkte werden bei ca. 60 °C im
Vakuumtrockenschrank getrocknet.
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4.7.11 Thermisch induzierte Polymerisation von L-Alanin-, Sarkosin-, D,L-
Phenylalanin-, D,L-Valin- und D,L-Leucin-NCA (Tabelle 3.7.1)

In einen 50-ml-Erlenmeyerkolben wird unter Argon 1g NCA eingewogen. Der
Erlenmeyerkolben wird mit einem gut gefetteten und durch eine Stahlfeder gesicherten
Glasstopfen verschlossen und fiir 12 h bei 120 °C temperiert.

4.7.12 Polymerisation von D,L-Alanin-, Phenylalanin-, Valin- und
Leucin-NCA in wéssriger Lésung (Tabelle 3.8.1 bis 3.8.3)

In einen 50-ml-Erlenmeyerkolben werden unter Argon 10 mmol NCA eingewogen. Das
NCA wird in 12.5 ml wassriger Losung suspendiert (D,L-Alanin-NCA wird geldst). Als
wassrige Lésung wurde Wasser, 10 %ige CaCl,-Lésung und 10 %ige MgCl,-Ldésung
verwendet. Nach Ruhren fir einen Tag bei 60 °C werden die Produkte abgesaugt und
mit Wasser gewaschen. Im Fall von Alanin-NCA wird das Wasser am
Rotationsverdampfer entfernt. Die Produkte werden bei ca. 60°C im
Vakuumtrockenschrank getrocknet.
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5 Zusammenfassungen

5.1 Zusammenfassung der Dissertation

In den letzten Jahren ist ein stetig steigendes Interesse an biologisch abbaubaren bzw.
biokompatiblen Polymeren festzustellen. Zu dieser Gruppe von Polymeren gehdren
auch die Polypeptide, fiur die vielfaltige Anwendungsgebiete im biotechnologischen und
biomedizinischen Bereich wie z.B. kiinstliche Gewebe oder "Drug-Delivery-Systeme "
bestehen.

Die einfachste und seit Mitte des 20. Jh. am haufigsten verwendete Methode zur
Herstellung von hochmolekularen Polypeptiden ist die Polymerisation von
a-Aminosaure-NCAs. Dabei wird das grof’e Potential dieser Methode durch die
Prasenz von Nebenreaktionen limitiert, die zu breiten Molekulargewichtsverteilungen
fuhren, unerwinschte Endgruppen hervorbringen und die Synthese von reinen
definierten Blockcopolymeren verhindern. In der Vergangenheit mangelte es teilweise
an leistungsfahigen Analysemethoden, um alle Reaktionen bei den Polymerisationen
aufklaren und das Produktspektrum charakterisieren zu kénnen. Durch die MALDI-
TOF-Massenspektrometrie steht heute jedoch eine Methode zur Verfigung, die einen
tieferen Einblick in die Vorgange erlaubt.

Ziel dieser Arbeit war es, verschiedene Polymerisationssysteme vor allem mit Hilfe der
MALDI-TOF-Massenspektrometrie hinsichtlich der Produkte und Nebenprodukte zu
untersuchen, um daraus Rickschlisse auf die Reaktionen ziehen zu kénnen.

Zunachst wurde die durch primare Amine initiierte Polymerisation von NCAs
untersucht. Die Benzylamin-initierte Polymerisation der drei isomeren NCAs von
L-Alanin, D,L-Alanin und Sarkosin in CH,Cl,, 1,4-Dioxan und DMF bei Raumtemperatur
ergab, dass die Reaktion hauptsachlich nach dem Amin-Mechanismus ablauft, und
sich die durchschnittichen Polymerisationsgrade relativ gut Uber das
Monomer/Initiator-Verhaltnis kontrollieren lassen. In CH,Cl, und 1,4-Dioxan finden
keine Nebenreaktionen statt, wahrend es in DMF hingegen bei den Polyalaninen zu
einem nucleophilen Angriff der primaren Aminogruppe auf das DMF kommt. Unter
Bildung einer Formamid-Endgruppe wird Dimethylamin freigesetzt, das ebenfalls eine
Polymerisation initiiert. Hieraus resultieren niedrigere Viskositaten. Es konnte weiterhin
ein Einfluss der Sekundarstrukturen und der Loslichkeit des Polymers auf die
Molmassenverteilung nachgewiesen werden. Das gut I16sliche Polysarkosin liefert enge
Molekulargewichtsverteilungen, wahrend beim Poly-L-alanin breite Molekulargewichts-
verteilungen auftreten. Hier flhrt die geringe Loslichkeit und die Bildung von -
Faltblattstrukturen zu einer breiten Verteilung der Reaktivitdten der Amino-Endgruppen,
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die eine breite Verteilung der Wachstumsraten und damit auch der Molekulargewichte
zur Folge hat.

In weiterfiihrenden Untersuchungen wurden die NCAs von Phenylalanin, Valin und
Leucin mit den primaren Aminen Benzylamin, n-Hexylamin und Anilin in verschiedenen
Losungsmitteln polymerisiert. Bei diesen Polymerisationen bestatigten sich die
Erkenntnisse bezuglich der Beziehung zwischen Loslichkeit des Polypeptids und Breite
der Molekulargewichtsverteilung sowie der Nebenreaktion mit DMF. Bei langsamen
Polymerisationen, wie z.B. bei den Anilin-initiierten, wurde beobachtet, dass Spuren
von Wasser erfolgreich mit dem Initiator konkurrieren kdnnen. Zusatzlich konnten bei
Polymerisationen in NMP, DMSO und DMF zyklische Peptide als Nebenprodukte
identifiziert werden, deren Anteil bei den Poly-D,L-Phenylalaninen am gréRten war. Das
Auftreten der Zyklopeptide war sehr Uberraschend, da eine Spaltung der
Peptidbindung durch "back-biting" ausgeschlossen werden konnte. Vielmehr muss eine
Reaktion mit dem Lésungsmittel stattfinden, aus der die Zyklopeptide resultieren.

Die Mdglichkeit der Losungsmittel-induzierten Polymerisation wurde fur verschiedene
Lésungsmittel und NCAs untersucht. Dabei konnte fir NMP, DMSO und DMF
tatsachlich eine Reaktion mit den NCAs nachgewiesen werden, in deren Folge die
Polymerisation der NCAs eingeleitet wurde. Die Produkte dieser Polymerisationen
bestanden bei Feuchtigkeitsausschlul® nahezu ausschlieRlich aus zyklischen Oligo-
und Polypeptiden. Aus diesen Ergebnissen konnte ein zwitterionischer
Polymerisationsmechanismus entwickelt werden. Es erfolgt zunachst ein nucleophiler
Angriff des Losungsmittels auf das NCA. Unter Aufspaltung der Anhydridgruppe wird
dabei ein Zwitterion gebildet, das Uber die Carbamatgruppe eine anionische
Polymerisation einleiten kann. Bei diesem zwitterionischen Mechanismus kénnen
jedoch auch Kondensationsreaktionen stattfinden. Die Molekulargewichtsverteilungen
deuten jedoch eher auf eine Kettenwachstumskinetik hin. Die Zyklisierung der
zwitterionischen Ketten erweist sich in diesem Fall als eine sehr effiziente
Abbruchreaktion. Die Lésungsmittel-initierte Polymerisation von NCAs bietet also
potentiell eine Mdglichkeit, gezielt Zyklopeptide herstellen zu kénnen.

Aufgrund der Abwesenheit von Nebenreaktionen bei der durch primare Amine
initiierten Polymerisation von Sarkosin-NCA wurde dieses gewahlt, um daraus mit zwei
verschiedenen Diaminen telechele Polysarkosinblocke zu synthetisieren. Hierbei lie3en
sich die durchschnittichen Polymerisationsgrade ebenfalls gut Uber das
Monomer/Initiator-Verhaltnis einstellen, und es konnten keine Nebenreaktionen
detektiert werden. AnschlieRend sollte die Kettenverlangerung dieser Blocke durch
Polykondensation bzw. Polyaddition mit verschiedenen Kupplungsreagenzien (MDI,
Sebacinsaurebisimidazolid und Sebacinsaure-bis-(N-hydroxysuccinimid)-ester)
untersucht werden. Eine signifikante Kettenverlangerung konnte jedoch nicht
beobachtet werden. Unabhangig vom Kupplungsreagenz war kein oder nur ein
geringer Anstieg der Ldsungsviskositaten festzustellen, obwohl sich in den 'H-NMR-
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Spektren vollstindige Umsatze des Kupplungsreagenz und ein 1:1-Verhaltnis von
Initiator zu Kupplungsreagenz identifizieren lieRen. Eine Erklarung ergab sich aus den
Massenspektren der Produkte. Dort waren in allen Produkten nur zyklische
Polysarkosine nachzuweisen, wobei die Zyklisierung groftenteils bereits nach der
Einflhrung der ersten Einheit des Kupplungsreagenz stattfand. Der Ursprung der
unerwartet hohen Zyklisierungstendenz ist nicht bekannt. Es ist jedoch wahrscheinlich,
dass die cis/trans-lsomerie der Amidbindung in den Polysarkosinen eine Rolle dabei
spielt.

Im vierten Teil der Arbeit sollte eine Synthesestrategie gefunden werden, bei der eine
kinetisch kontrollierte ROP automatisch in eine kinetisch kontrollierte Polykondensation
transformiert wird, die wegen der Konkurrenz von Zyklisierung und Kettenwachstum
zyklische Oligomere und Polymere liefern sollte. Realisiert wurde dieses
Synthesekonzept durch die in 1,4-Dioxan durchgefiihrte Polymerisation verschiedener
NCAs mit Imidazol. In fast allen Fallen konnte ein Anteil an Zyklopeptiden detektiert
werden, der teilweise sogar im Bereich von 95 % oder héher lag. Die Polymerisationen
von D,L-Phenylalanin fihrten zu einem besonders hohen Anteil an Zyklopeptiden. Bei
schwerloslichen Polymeren wie z.B. Poly-L-alanin, die zusatzlich B-Faltblattstrukturen
bilden, fallen die Produkte in einem frilhen Polymerisationsstadium aus dem
Reaktionsgemisch aus. Kondensationsschritte werden dadurch behindert und es liegen
zum Schluss noch lineare Ketten mit reaktiven Imidazolidgruppen vor. Durch
Methanolyse konnten hieraus Methylestergruppen erzeugt werden, die auch im
Massenspektrum und 'H-NMR-Spektrum zu identifizieren waren. Die Untersuchungen
zeigen, dass mit diesem Synthesekonzept die Herstellung von Zyklopeptiden mit
hohen Ausbeuten maglich ist.

Im flnften Teil der Arbeit wurde die durch tertiare Amine initiierte Polymerisation von
NCAs hinsichtlich der entstehenden Produkte untersucht. Dabei wurden wegen der
unterschiedlichen Nucleophilie/Basizitats-Verhaltnisse Pyridine und Trialkylamine
getrennt behandelt. Fur die Pyridine (Pyridin, y-Picolin und DMAP), die entweder pur
oder in 1,4-Dioxan eingesetzt wurden, wurde ein zwitterionischer
Polymerisationsmechanismus erwartet, in dessen Folge ein hoher Anteil von
Zyklopeptiden auftreten sollte. In den meisten Fallen konnten auch zyklische Peptide
detektiert werden. Ein hoher Anteil war jedoch nur bei den Polymerisationen von D,L-
Phenylalanin- und y-O-Bzl-L-glutamat-NCA zu verzeichnen. Als Hauptprodukt konnten
in den meisten Fallen Wasser-terminierte Ketten identifiziert werden. Durch
Methanolyse wurde teilweise die difunktionelle Kettenstruktur nachgewiesen. Es ist
jedoch auch anzunehmen, dass bei langsamen Polymerisationen Spuren von Wasser
zur Hydrolyse der difunktionellen Ketten wahrend der Reaktion bzw. zur Konkurrenz
mit dem Initiator fliihren. Die héchsten Molekulargewichte wurden mit Pyridin selbst
erreicht. Ein weiteres detektiertes Nebenprodukt, das eine um 44 Da héhere Masse als
die Zyklopeptide besitzt, deutet darauf hin, dass die Pyridine auch basisch reagieren
und eine Polymerisation nach dem Mechanismus der aktivierten Monomere (AMM)
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einleiten. In diesem Fall Iasst sich das Erscheinen dieses Produkts plausibel erklaren.
Bei den Trialkylaminen wurde die Polymerisation mit N-Ethyldiisopropylamin und N-
Methylmorpholin in 1,4-Dioxan untersucht. Beim Poly-L-alanin und Poly-(y-O-bzl-L-
glutamat) wurden sehr hohe Molekulargewichte erreicht. Von den Polymerisationen
wurde ein Ablauf nach dem AMM angenommen, bei dem aufgrund der difunktionellen
Ketten zyklische Peptide entstehen sollten. Die Ergebnisse zeigen recht
unterschiedliche Zyklisierungstendenzen fir die verschiedenen NCAs und Amine,
wobei die Zyklisierungstendenz bei den N-Methylmorpholin-initiierten Polymerisationen
deutlich geringer war. Bei der Polymerisation von D,L-Phenylalanin-NCA mit N-
Ethyldiisopropylamin konnten ausschlieBlich zyklische Peptide detektiert werden,
wahrend ihr Anteil bei der analogen Polymerisation von L-Alanin-NCA nur gering war.
Beim Poly-L-alanin tritt eine Immobilisierung der Ketten durch Ausfallen aus dem
Reaktionsgemisch und Bildung von B-Faltblattstrukturen auf, wodurch Zyklisierungen
behindert werden. Die difunktionellen Ketten konnten bei einigen Polymerisationen
durch Methanolyse nachgewiesen werden. Die Polymerisation von Sarkosin-NCA
liefert ausschlieRBlich Wasser-terminierte Ketten, bei denen die Initiierung
wahrscheinlich durch Spuren von Wasser stattgefunden hat. Die Trialkylamine sind
also nicht in der Lage, einen zwitterionischen Mechanismus einzuleiten. Eine weitere
Zyklisierungsreaktion, die beim AMM mdglich ist, liefert Hydantoinsauren, deren Masse
um 44 Da hdher als die der Zyklopeptide ist. Solche Massen konnten bei den durch
Trialkylamine initiierten Polymerisationen haufig detektiert werden. Im Vergleich zu den
Lésungsmittel-initiierten Polymerisationen kénnen mit tertiaren Aminen fir die meisten
NCAs deutlich geringere Zyklisierungstendenzen festgestellt werden.

Im sechsten Teil der Arbeit wurden thermische Polymerisationen von NCAs untersucht.
Diese Polymerisationen liefern niedrige und schwer zu kontrollierende
Molekulargewichte. Als Polymerisationsmechanismen wurden in der Literatur der
zwitterionische und der Isocyanat-Mechanismus vorgeschlagen. Die Polymerisationen
in dieser Arbeit liefern Produkte, die hauptsachlich durch Zyklisierungen also
Abbruchreaktionen entstanden sind. Diese hohe Neigung zu intramolekularen
Reaktionen hat einen limitierenden Effekt auf das Molekulargewicht. Neben Massen,
die denen von Zyklopeptiden entsprechen, konnten auch solche in den
Massenspektren detektiert werden, die auf Hydantoinsauren schlief3en lassen. Diese
Struktur wurde auch durch Vergleich der *C-NMR-Spektren mit denen von geeigneten
Vergleichssubstanzen bestatigt. Diese Produkte lassen sich nur durch das Konzept
des Isocyanat-Mechanismus erklaren.

Im letzten Teil dieser Arbeit wurden Polymerisationen von NCAs in Wasser und
wassrigen Salzldsungen von MgCl, und CaCl, untersucht. Hierbei konnte hinsichtlich
des Produktspektrums kein besonderer Einfluss der Salzlésungen gegenliber reinem
Wasser festgestellt werden. Als Hauptprodukt traten wie erwartet die Wasser-
terminierten Ketten auf. Daneben konnte jedoch in nahezu allen Experimenten eine
unbekannte Verteilung detektiert werden, deren Massen um 38 Da Uber den Massen
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der Wasser-terminierten Ketten liegen. Ein interessantes Ergebnis ist, dass bei den
Polyphenylalaninen geringe Mengen an zyklischen Peptiden identifiziert werden
konnten. Die Polymerisation lauft hier offensichtlich nicht rein nach dem Amin-
Mechanismus ab.

Die Ergebnisse der Untersuchungen dieser Arbeit zeigen, dass bei Polymerisationen,
die durch primare Amine initiiert werden, Nebenreaktionen relativ gut vermieden
werden kénnen. Verlaufen die Polymerisationen hingegen Uber difunktionelle Ketten,
dann spielen besonders Zyklisierungen eine bedeutende Rolle als Nebenreaktion. Die
hochste Zyklisierungstendenz konnte in dieser Arbeit im Allgemeinen bei den
Polymerisationen von D,L-Phenylalanin-NCA beobachtet werden.

5.2 Summary

Over the last years the interest in biodegradable or biocompatible polymers has raised
again the interest in synthetic polypeptides, and thus, the interest in polymerization of
a-amino acid anhydrides. The high potential of this method has been limited by the
presence of side reactions which lead to broad molecular weight distributions and
unwanted end groups and prevent the syntheses of defined block copolymers. These
side reactions could not all be identified in the past because the analytical methods
were not sensitive or reliable enough. With the MALDI-TOF mass spectrometry a
powerful analytical method is now available to detect minor side reactions.

The aim of this work has been to investigate or reinvestigate several polymerization
systems and if possible to identify the reaction paths by characterizing the products,
mainly with the MALDI-TOF mass spectrometry.

The primary amine initiated polymerizations of Sar-NCA or Ala-NCA showed that the
reaction path mainly obeys the amine mechanism. No side reactions occurred if the
polymerization was conducted in CH,Cl, or in dioxane. On the other hand a side
reaction between the growing chain and the solvent does take place if the
polymerization of alanine-NCA is conducted in DMF. The nucleophilic attack of the
primary amino end group forms "dead" formamide end groups and dimethylamine
which itself reacts as initiator. Furthermore, the influence of secondary structure and
solubility in the reaction media could be demonstrated. The perfectly soluble
polysarcosine yielded narrow frequency distributions. By contrast, the poly(L-alanine)
which is insoluble in all reaction media gave broad frequency distributions resembling
those of polycondensates. The coexistence of soluble and precipitated oligomers of j3-
sheet and a-helix secondary structures is believed to generate a broad distribution of
propagation rates which lead to a broad frequency distribution. The primary amine
initiated polymerizations of Phe-NCA, Val-NCA and Leu-NCA confirm the perceptions
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above but provided two more results. Firstly, if the reactions are slow like aromatic
amine initiated polymerizations, traces of water can compete with the initiator.
Secondly, if the polymerizations were conducted in NMP, DMSO or DMF, cyclic
polypeptides could often be detected. The latter finding was surprising because "back-
biting" could be excluded, and cyclic polypeptides could only be detected in these
solvents. Obviously, these by-products must be the result of a reaction between NCA
and solvent.

The possibility of a solvent-induced polymerization has been investigated for several
NCAs and solvents. A reaction between solvent and NCA which leads to cyclic
polypeptides has indeed been observed in the case of NMP, DMSO and DMF. The
solvents with the highest nucleophilicity and donicity proved to be the best catalysts.
On account of these results the mechanistic concept of a zwitterionic polymerization
could be developed. The solvent reacts as nucleophil and electron donor and
generates a zwitterionic species as reactive intermediate. The reaction path can either
obey an anionic ring-opening polymerization or condensation steps of the zwitterions.
The frequency distributions reflected in the MALDI-TOF mass spectra suggest that the
majority of the propagation steps result from anionic ring-opening polymerization.
Particularly characteristic for the solvent-induced polymerization is the formation of
cyclic oligo- and polypeptides which may reach 100 % under water-free conditions.

Because of the absence of side reactions Sar-NCA was chosen to synthesize
telechelic polysarcosines with two different primary amines. These difunctional
polysarcosine blocks were reacted with three different coupling agents (MDI, N-
hydroxysuccin imide sebacate and sebacoyl-bis-imidazolide) in two different solvents.
Although the 'H-NMR-spectra proved high conversions, only negligible chain extension
was observed. The MALDI-TOF mass spectra indicated nearly quantitative cyclization.
This effect did not depend much on the coupling agent and was observed in two
different reaction media. A perfect explanation for this unusually high cyclization
tendency cannot be offered at this time but it is obvious that the cis-trans isomerism of
the amide groups plays an important role.

The purpose of the fourth part of this work was to realize a novel synthetic concept,
namely to find a kinetically controlled ring-opening polymerization which transforms
itself automatically into a kinetically controlled polycondensation. Because of the
competition of cyclization and propagation the products of such a reaction should be
cyclic oligo- and polypeptides. This concept was realized with imidazole initiated
polymerizations of NCAs in dioxane. Most of the products contained cyclic oligo- and
polypeptides which result from end-to-end cyclization. In several cases the
cyclopeptides were the only products. However, despite intensive drying of all
components, initiation by traces of water was observed in most experiments. Due to
early precipitation of the oligopeptides and due to the formation of secondary structures
like pB-sheets, some of the polypeptides, for instance poly(L-alanine), were immobile
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which hinders cyclization. In these cases the polymerization mainly yields difunctional
peptides with imidazolide end groups. The imidazolide groups were reacted with
methanol forming methylester end groups which could be detected in the MALDI-TOF
mass spectra.

The fifth part of this work deals with the investigations of tertiary amine initiated
polymerizations. The catalysts were divided into pyridines and trialkylamines. In the
case of pyridines (pyridine, y-picoline and DMAP) a zwitterion mechanism was
expected which would yield large amounts of cyclopeptides. Indeed, most isolated
products contained a fraction of cyclopeptides. But this fraction was only significant in
the case of D,L-Phe-NCA and y-O-Bzl-L-Glu-NCA. Usually the main product consisted
of water initiated chains. In the case of slow polymerizations water could have
competed with the initiator or hydrolyzed the difunctional chains. The existence of
difunctional peptide chains has been proved in some cases by reaction with methanol.
The highest molecular weights were obtained by using pyridine itself. The detection of
a further product which contains an additional mass of 44 Da to the mass of the
repeating units indicates another polymerization mechanism, the activated monomer
mechanism (AMM). It seems that the pyridines also react as bases and not only as
nucleophiles. The use of trialkylamines (N-ethyldiisopropylamine and N-
methylmorpholine) yielded products with high molecular weights in the case of L-Ala-
NCA and y-O-Bzl-L-Glu-NCA. The AMM was assumed as polymerization mechanism
which should make possible intramolecular reactions like cyclization. The results
displayed different cyclization tendencies for the NCAs and initiators. The use of
N-methylmorpholine yielded lower fractions of cyclopeptides than the use of
N-ethyldiisopropylamine.  The  polymerization of D,.-Phe-NCA  with  N-
ethyldiisopropylamine yielded only cyclic oligo- and polypeptides, whereas the
analogous polymerization of L-Ala-NCA yielded mainly water initiated chains. In the
latter case secondary structures, early precipitation and association of the peptide
chains hinders cyclization. The difunctional chains have been proved in some cases by
reaction with methanol. The absence of cyclopolysarcosines indicates that the
trialkylamines cannot react as nucleophiles. The polymerization of Sar-NCA has
obviously been initiated by traces of water. If the AMM is accepted, a possible
cyclization reaction of the difunctional chains can form hydantoic acids. The mass
spectra of many trialkylamines initiated polypeptides displayed the corresponding
signals with an additional mass of 44 Da to the mass of the repeating units. The tertiary
amine initiated polymerizations yielded significantly lower fractions of cyclopeptides
compared with the solvent-induced polymerizations of NCAs which obeyed a zwitterion
mechanism.

The thermal polymerizations of NCAs which were investigated for several NCAs in this
work lead to relative low molecular weights which were difficult to control. As
mechanistic concepts the zwitterion and the isocyanate mechanism have been
proposed so far. The isolated peptides in this work mainly contained products which
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were formed by cyclization. The high tendency for intramolecular reactions is
responsible for the limited molecular weights of the obtained products. In the MALDI-
TOF mass spectra two different distributions of masses were mainly detected. One of
them corresponds to cyclic polypeptides, the other one correlates with the masses of
hydantoic acids. The structure of the latter products was confirmed by comparing their
3C-NMR spectra with the ones of model compounds. The formation of such hydantoic
acids is only compatible with the existence of the isocyanate mechanism.

The last part of this work deals with the polymerization of NCAs in water and solutions
of MgCl, and CaCl, in water. Concerning the products there was no difference between
the different reaction media. In all experiments the main product consisted of water
initiated chains. But in most mass spectra an unknown product was also detected. The
masses of these products were 38 Da higher than the masses of the water initiated
chains. An interesting result was the identification of cyclic peptides in the case of Phe-
NCA. Obviously, the amine mechanism is not the only type of reaction.

The results of this work show that it is possible to avoid side reactions in the case of
primary amine initiated polymerizations of NCAs. On the other hand, if the
polymerization mechanism contains difunctional peptide chains as intermediates,
intramolecular reactions such as cyclization play an important role. On the whole, the
highest cyclization tendency in this work has been observed for the polymerization of
D,L-Phe-NCA.
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