























































































































Theoretischer Teil 25

Ohne elektrisches Feld wirde der LadungstrageramASchirm eintreffen, durch die
Ablenkung trifft er in A’ ein.

J.J. HOMSON setzte diese Gedanken in seinem Parabelversuktispraum, von ATON
wurden sie zum Massenspektrographen vervollkommnet.

Thomson liel3 einen Strahl unbekannter Teilchen oufdakuum in ein vertikales E-Feld
und ein horizontales B-Feld eintreten (Abbildungl4.):

Abbildung 111.13.;

Schema von Thomsons Parabelversuch

Fur die Gesamtablenkung gilt, dass die beiden Felg@bh&angig und vor allem unbeeinflusst
voneinander auf den Ladungstrager wirken. Entlargvrtikalen, wirkt das E-Feld und
lenkt das Teilchen auf der Strecke D um

_ zeEID

m\?

ab. Entlang der Horizontalen, wo das B-Feld wivkitd das Teilchen um

zeBID
X =
my

abgelenkt. Formt man diese Gleichung auf v um @zt sie in die obere Gleichung ein,
erhalt man folgenden Zusammenhang zwischen dendif@den x und y:
y= mE 2

zeE’ID

eine Parabelgleichung. Tatsachlich erhalt man, diedinbekannten Teilchen ionisierte

Alkane, eine Schar von Parabeln, denen man eirgddas jeweilige lon bei einer sehr guten

Auflésung zuordnen kann (Abbildung I11.14.):

Abbildung 111.14.:
Entwickelte Fotoplatte,
Massenspektrometrische Analyse

der niederen Alkane nach Thomson

Bei der Masse ist ebenfalls Vorsicht geboten: Wig BNSTEINS spezieller

Relativitatstheorie hervorgeht, nimmt die Massegikorpers nach
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_ m,
V1-v?/c?
zu. Fur grol3e Geschwindigkeiten geht die Massetsgegien unendlich. Dieser Faktor ist
aber, wenn Uberhaupt, nur bei kleinen Massen, @lete Geschwindigkeiten erreichen, von
Bedeutung. In der organisch-chemischen Analytikt sti&ser Faktor nie, denn
Massenspektren werden ublicherweise erst ab einzrvVarhéltnis von 50 aufgenommen.

3.4.1.2. lonisierung

Sollen Teilchen in einem Massenspektrometer aretysierden, so missen sie davor
ionisiert werden. Bei grol3eren Molekilen tritt diaftlast immer auch eine Fragmentierung

auf, was aber durchaus erwiinscht ist, denn aucBrdighstiicke konnen charakteristisch fur
ein Molekil sein und Aufschluss Uber dessen Aufipshen.

Bei der einfachsten Methode, der Elektrospray-ktios bedient man sich der Tatsache, dass
das elektrische Feld E im Bereich der Quelle sehnall zunimmt. Es gilt angenahert eine
1/r-Abhéngigkeit. Diese gilt exakt nur fir Punkilexyen, fir die verwendeten Drahte gilt

eine noch etwas steilere Abhangigkeit (AbbilduridL8.):

Abbildung 111.15.:
elektrostatisches Feld:
schwarz: Potentiallinien

blau: Feldlinien

Es werden also sehr diinne Dréhte verwendet, agirtiehohe Spannung angelegt wird.
Damit erhalt man in der Nahe der Drahte ein sedrkes E-Feld und die Molekile werden
ionisiert.

Andere Methoden arbeiten nach einem indirektenzirires werden beispielsweise Methan-
Molekdle ionisiert und die Probemolekiile dann nisén beschossen (FAB — Methotte
Fast Atom Bombardement). Auch Metalle wie Bismutikén als Prim&rionen verwendet

werden.

3.4.1.3. Beschleunigung

Die erhaltenen lonen missen nun beschleunigt weRler geschieht elektrostatisch mit
geladenen Lochblenden. Durch eine dulRere Spuleevirtlagnetfeld parallel zum
lonenstrahl angelegt. Dieses tragt klarerweisetrmohBeschleunigung bei, sondern halt die

lonen nur auf ihrer Bahn und fokussiert sie.
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3.4.2. Geratetechnik

Eine relativ alte, wegen der guten Auflésung allegd nach wie vor angewandte Methode,
die ionisierten Teilchen zu untersuchen ist diet@&&ldmethode. Hier werden die Teilchen
in einem grof3en, unter Hochvakuum stehenden Rauch @&in Magnetfeld auf eine
Kreisbahn gezwungen. Nach einem halben Umlaufemnediie Teilchen auf den Detektor.
Friher wurden Photoplatten verwendet, heute tastetdie Strecke mit einem
Sekundarelektronenvervielfacher (SEV) ab, der untdrer beschrieben ist. Sektorfeldgerate
haben den Nachteil, dass sie sehr grol3 sind. Bea foft ganze Raume. Man verwendet nur
ein Magnetfeld, das bedeutet dass nur eine eindilmeale Trennung erfolgt. Man kann also
nur nach m/z — Verhaltnissen auftrennen, was abéei organisch-chemischen
Strukturanalytik nicht stort. Vor allem deshalb,ilwean Massenspektren meist in
Kombination mit NMR-Spektren auswertet. Diese beitferfahren ergdnzen einander sehr
gut.

Die kompakteste Mdglichkeit, die ionisierten Te#chzu untersuchen ist die Verwendung
eines Quadrupols. Er besteht aus vier, etwa 10-28cgen Metallstaben. An diese ist eine
hohe Gleichspannung angelegt, der eine Wechselspgniberlagert ist. Diese
Wechselspannung wird moduliert, so dass den Teildoemal zu ihrer Flugbahn eine
Schwingung aufgezwungen wird. Die Frequenz der \Wgspannung wird so moduliert, dass
sie den Bereich abdeckt, in dem fiur jedes zu untbende m/z — Verhaltnis genau eine
Frequenz existiert, die das Teilchen den Quadrpassieren lasst. Fir Teilchen mit anderen
m/z — Verhaltnissen ist der Schwingungsstand sohadfen, dass sie die Blende am Ende des
Quadrupols nicht erreichen, im Quadrupol verbleibed abgesaugt werden. Nach dem
Quadrupol werden die Teilchen wiederum mit einenv $Hasst. Wegen der kompakten
Bauart und der Mdglichkeit des sehr schnellen Abtasdes gesamten relevanten
Massenspektrums (ca. 5 Spektren pro Sekunde mpglioth diese Analysatorausfihrung in
GC/MS-Kopplungen und in der Routineanalytik verwetnd
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Eine weitere sehr empfindliche Methode stellt d&@8-ISystem dar (Time of flight). Hier

wird wie bei den andren Methoden die Tragheit dalchen ausgenutzt. Sie erfahren alle
dieselbe Beschleunigungsenergie in eine RohregegndEnde sie um 180 ° umgelenkt
werden. Am Eintritt und am Austritt werden die Toién durch Spulen erfasst, in der sie
einen Stromimpuls induzieren. Die Zeit zwischen deren Impulsen wird sehr genau
gemessen und damit die Masse berechnet:

s= gtz ,

wobei s die zurtickgelegte Wegstrecke, die furBdlidchen gleich ist, t die bendtigte Zeit und
a die Beschleunigung ist.

Der Detektor bei allen anderen Methoden, der SE3fdbe aus einem Glastrichter von
spezieller Form mit einer starken Bleidotierungdaneine hohe Spannung angelegt ist. Trifft
nun ein Teilchen auf diese Beschichtung auf, I8stieen Schwall von Elektronen aus, der
wiederum auftrifft, usw. Am Ende erhalt man einem gessbaren Stromimpuls (Abbildung

111.16.).

wirkstromleitfihige
Oberfliche

lonen vom
Massen -
analysator,

Abbildung 111.16.:
Schema eines

= kontinuierlichen SEVs
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3.5. NMR - Spektroskopie

3.5.1. Physikalische Grundlagen

3.5.1.1. Spektroskopie

Um Spektroskopie betreiben zu kbnnen, mussen dimtarsuchenden Teilchen zumindest

zwei Energiezustande besitzen, zwischen denendiieh€n wechseln kdnnen. Die
Energiezufuhr, die Anregung, erfolgt mit elektromatischer Strahlung und im Uberschuss,
um sicherzustellen, dass sich mdglichst viele Teitcim angeregten Zustand befinden. In
welchem Frequenzbereich diese liegt, hangt vordaler Spektroskopie ab. Die zweite
Voraussetzung fur spektroskopische Untersuchursiedass der angeregte Zustand kein
stabiler ist und die Teilchen ihn leicht wiededien urspringlichen Zustand, den
Grundzustand, verlassen kdnnen. Dabei geben saigbe Energie wieder ab, die sie bei der
Anregung aufgenommen haben. Diese Energie istfsgzivom Teilchen abhangig. Ihre
Messung erlaubt Rickschlisse auf die Art und BdBatitzeit der untersuchten Teilchen
(Abbildung 111.17.).

E, ... angeregter Zustand
Abbildung 111.17.:

c AE=hv=h< -
A Grundprinzip der

Spektroskopie

E; ... Grundzustand

Die EnergiedifferenAE ist gequantelt. Sie kann nur diskrete Werte, iédmVielfache von h,
dem Planck’schen Wirkungsquantum (6,626 311&), annehmen. Aufgrund der von
HEISENBERGformulierten Unscharferelation von Zeit und Enerigann diese Energie jedoch,
abhangig von der Halbwertzeit des angeregten Zdstahso jener Zeit t, innerhalb derer die

Halfte aller Teilchen in den Grundzustand zurtclegksind, geringfiigig schwanken. Es gilt
I AE =h,

wobei AE diese Schwankungsbreite der Energiedifferenz ist.
Fir eine mittlere Halbwertszeit von 10min, wie Ise&@ der NMR-Spektroskopie auftritt, ergibt
sich somit eine Schwankungsbreite von 1,1*°10Vergleicht man dies mit der mittleren bei
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der NMR auftretenden Energiedifferenz von 5,962°1@H, B, = 2,115 T), so ergibt sich
eine jedoch weit vernachlassigbare prozentuellwedthung von 1,8 - 10%.

3.5.1.2. Erzeugung von Magnetfeldern und Supralgitu

Die beiden unterscheidbaren Energiezustande ihNBHR-Spektroskopie sind parallel, bzw.
antiparallel zu einem auf3eren Magnetfeld ausgatelifernspinmomente. Dieses
Magnetfeld muss sehr stark sein, damit die Eneiffgeenz, die direkt von der Starke dieses
Magnetfeldes abhéngt, messbar wird. Diese mehreska Btarken Magnetfelder kann man
nur mit Elektromagneten erzeugen:

Man macht sich das voroRENTZz beschriebene Phdnomen zu Nutze, wonach auf bewegte

Ladungen eine Kraft normal auf die Bewegungsricgtund ein zu dieser Ebene normales
Feld, dem Magnetfeld, die Lorentz-Kraft wirkg;, =Qvx B

Im Umkehrschluss kann man durch bewegte Ladundsm Strome, ein solches Magnetfeld
erzeugen. Da dieses Feld, wie@XIVELL zeigte, divergenzfrei, ist werden die Beitrage

einzelner Wicklungen einer Spule im Inneren desélen aufsummiert (Abbildung 111.18.):

Abbildung 111.18.:
B-Feld einer Spule

Fullt man zusétzlich das Innere einer Spule mieeif-erromagnetikum hoher Permeabilitat
M, wird das Feld um diesen Faktor weiter verstarkt.di¢é NMR-Spektroskopie muss
allerdings der Kern der Spule unterbrochen seinnakrt wird das Proberéhrchen
eingefuhrt. Es interessiert also die Feldstarkernalb dieses Luftspaltes. Da das Magnetfeld
divergenzfrei ist, muss alles, was aus dem einéscRwoh austritt, in den anderen wieder

eintreten. Das Magnetfel ist somit im Kern und im Luftspalt gleich graf$, das definiert

ist iberH = B/(uu,) und von der Permeabilitatdes durchsetzten Mediums abhangt, ist
aul3erhalb des Kerns um diesen Faktor groRer. lategran langs einer Feldlinie, so erhalt
man (ohne Herleitung)NI = H, | + H_d , wobei d die Breite des Spaltes und | die gestesck

Kernlange ist. Im Luftspalt isB = z,H  , im KernB = gu,H, . Damit erhalt man

= - NI
B=tH =
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NI wird somit bei den benétigten mehreren Tesla£Msni?) sehr groR, denn die
Influenzkonstantgly hat mit 1,26-18 VsA™m™ einen sehr kleinen Wert.

Das Produkt aus Windungszahl und Stromstéarke, &finknan bei gegebendsn
geratetechnisch nicht gut beeinflussen. Reduziart die Windungszahl, kann man zwar
dickere Drahte und damit hohere Strome verwendandbisselbe Feld zu erzeugen, braucht
man jedoch einen umso héheren Strom, um die veorgVindungen zu ersetzten. Man
brauchte ein Material mit sehr kleinem Ohm’schem&wstand (dieser ist direkt proportional
zum Drahtquerschnitt). Damit wiirde die Joule’sché& e klein bleiben und man kann auch
dinnere Drahte verwenden.

Glucklicherweise gibt es einen quantenmechanisélfi@kt, der dies erméglicht. Bei
bestimmten Materialen fallt der Ohm’sche WiderstardUnterschreiten einer bestimmten
Temperatur auf unmessbar kleine Werte. Das Materrdl supraleitend. Interessanterweise
werden gerade gute Leiter wie die Minzmetalle Ky@dber und Gold nicht supraleitend.
Quecksliber war das erste Material, bei dem Sugualg festgestellt wurde. Seine
Sprungtemperatur liegt bei 4,183 K.

Die Supraleitung stellt aber nicht die Realisierenges ,perfekten Leiters” dar, der Gber

einen spezifischen Widerstanp@= Odefiniert ist. Ein solcher Leiter wirde einem Matjelel

ausgesetzt von den Feldlinien einfach durchsetel@ve Supraleitendes Material wird jedoch
nicht vom Magnetfeld durchsetzt. Die Feldlinienlaafen um den Leiter herum (Meil3ner-
Ochsenfeld-Effekt). Das aber wird wiederum zu eirignoblem in der Anwendung: Schon bei
relativ kleinenB-Feldern bricht die Supraleitung zusammen. Ausltieorie des Meil3ner-
Ochsenfeld- Effektes ergibt sich aber eine Moglahldieses Problem zu umgehen. Um den
Effekt zu erklaren, nimmt man an, dass auf der @dmdre des Supraleiters Wirbelstrome
zirkulieren. Das von ihnen erzeugte Feld hindert&il3eres Magnetfeld am Eindringen in
den Draht. Wird das aul3ere Feld zu stark, dringtreisGewalt” in den Leiter ein und

zerstort die Supraleitung. Die Wirbelstrom flhreisadicht ist einige 10nm dick. Stellt man
nun supraleitende Drahte dieser Dicke her, wird\MeiRner-Ochsenfeld-Effekt
unvollstandig. Das aul3ere Magnetfeld kann nirgenelsr eindringen, wo es ,Schaden
anrichten® kdnnte und der Draht bleibt auch beikstgen Feldern supraleitend.

Dies kommt der Anwendung doppelt zugute: Es erlgalfbrdert sogar extrem diinne Drahte
und diese produzieren selbst bei hohen Stromen Kauhe’'sche Warme, die man abfiihren
muss. Einziger Nachteil ist die extrem tiefe Bdistemperatur des Magneten. Sie muss mit
flissigem Helium aufrecht erhalten bleiben, das &#ile der Spule benetzt, denn bereits eine

winzige Gasblase kann lokal dazu fiihren, dass piiergtemperatur tberschritten wird und
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die Spule durchbrennt. Doch unterhalb von 2,186itd fiHe suprafluid und gewahrleistet
somit die vollstdndige Benetzung. Diese Tempeiean durch Abpumpen des Dampfes
Uber der Flussigkeit erreicht werden, denn untemiddruck siedet Helium bei 4,211 K.

3.5.2. Kernspin und Nukleonenspin

3.5.2.1. Kernspin

Spéatestens seitl| STEIN weil3 man, dass absolute Ruhe nicht existiert.iiikgin Objekt,

das relativ zu jedem beliebigen Bezugssystem Ribt gilt fur translatorische Bewegung
ebenso wie fir Rotation.

Die Atomkerne einer Probe rotieren also im Labarsys Wie jede rotierende Masse hat auch
der Atomkern ein Drehmoment (Abbildung I11.19.):

«
L, B

Abbildung 111.19.;

Drehimpuls und Magnetfeld des Atomkerns
v ist die translatorische Umdrehungsgeschwindigikest Kerns (Nach
a =V/(2r n) umgerechnet: Larmor-Frequenz). Die Starke diesehmomentes hangt von
der Feldstarke des &uReren Magnetfeldes ab. kers&rist, desto schneller dreht sich Kern
und desto hoher sind damit die ResonanzfrequemierRichtungen der Drehmomente einer
Probe, die ja unzéhlbar viele Atome enthalt, abet 8ber den ganzen Raum verteilt. Legt
man nun ein starkes aulR3eres Magnetfeld an, soselgtdass sich diese Spins ausrichten
(Abbildung 111.20.):

Abbildung 111.20.:

Versuchsanordnung zur Messung der Spinausrichtung

Experiment: Der Stromkreis wird geschlossen, dendémsator entladt sich und durch die
Spule wird ein starker Magnetimpuls erzeugt. Dakdiene sich ausrichteten und die
Mehrheit im Grundzustand verbleibt, dreht sich aurgl der Impulserhaltung der Stab
geringfugig. Da dieser Uber einen Spiegel aufgeh&nhgann die Bewegung mit dem Laser

gemessen werden.
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Dieser Effekt ist damit zu erklaren, dass der Atemka auch bewegte Ladung ist und somit
ein Magnetfeld erzeugt. Der Spin eines Kernes leicinnun entweder parallel oder
antiparallel zum aufReren Magnetfeld ausrichten,evdle parallele Ausrichtung energetisch
gunstiger ist. So muss sich der Stab als Ganzedal§eer Impulserhaltung in die
entgegengesetzte Richtung drehen.

Damit erhalt man zwei verschiedene Zustande, waalssetzung fur das Betreiben von
Spektroskopie ist. Die Anregung erfolgt mit elektiagnetischer Strahlung im

Radiowellenbereich.

3.5.2.2. Nukleonenspin

Woher aber kommt der Kernspin? Was hat den Kergeachubst®, dass er sich dreht? Die
nahe liegende Vermutung, dass der Kernspin sicButsme der Spins von den Nukleonen
ergibt, wurde bestatigt. Doch warum haben die Nukd® einen Spin? Auch sie bestehen aus
noch kleineren Partikeln, den Quarks. Eigentlichrké man wieder meinen, der Spin ergibt
sich als Summe der Quarkspins. Aber die Quarksrscid fest an ,ihr* Nukleon gebunden.
Sie sind Uber den ganzen Kern delokalisiert.

Damit die Rechnung dennoch stimmt, werden einigeeiie Teilchen, z.B. die
Resonanzteilchen (Resonen) postuliert. Sie exastiaur so kurz, dass sie im Rahmen der
Heisenberg'schen Unschéarferelation spontan ,ausMieims” entstehen kénnen. Flr einige
1023 s kann so die Erhaltung der Masse gebrochen werden

Diese und ahnlich ratselhafte Teilchen versucht ma@ERN mit dem LHC erstmals
nachzuweisen. Theoretische Zugange wie die Quamtemodynamik, die das
Zusammenspiel der Quarks erklaren soll, konntegrste grundlegende Betatigungen

erhalten.

3.5.3. Anregung und chemische Verschiebung

3.5.3.1. Kernresonanz

Im &ulReren Magnetfeld werden die Spins der Kersgexichtet. Bei Energiezufuhr, im Fall
der NMR bei der Absorption von elektromagnetisciieahlung im Bereich von 100 bis 950
MHz, klappt der Spin um, richtet sich also antiflat&zum auf3eren Magnetfeld aus. Nach der
Relaxationszeit, die bei der NMR etwa 1-10min lgtridlappt der Kern wieder in seinen
ursprunglichen Spinzustand zurtick. Durch die Madsspird dies registriert. Das Prinzip ist

denkbar einfach: Der rotierende Kern ist mit eirgét@bmagneten zu vergleichen. Dieser
Lindner / Doppler — 2008 / 2009



Theoretischer Teil 34

befindet sich innerhalb der Spule. Durch das Umsdaypdreht sich das Magnetfeld des Kerns
mit. In der Spule, die im System des SpektrometeRuhe bleibt, wird daher ein Strom
gemal

Q=[ddt=[d. - d,dt,

wobei® der Magnetfluss ausgehend vom Kern ist, der dideSgurchsetzt,

induziert und aufgezeichnet. Aufgrund der langelaiaionszeit werden allerdings alle
Wellenlangen des aufzunehmenden Spektralbereiclygsich eingestrahlt und die
Summenresonanz registriert. Dieses Signal wirdidanee Fourier-Analyse mit einem
Computer in die Resonanzen der einzelnen Welleelangathematisch zerlegt.

Wie stark der Energieunterschied zwischen den befgenzustéanden ist, hangt direkt von der
Starke des aulReren Magnetfeldes ab. Je starké&etthsst, desto fester wird der Kern im
parallelen Spinzustand gehalten und umso mehr Enengss man aufwenden, um ihn
umzuklappen.

Neben den fiir die organische Chemie wichtigstem&®tH und*>C sind noch viele weitere
Kerne zur Kernresonanz befahigt. Allerdings nucke| bei denen entweder die Protonen-
oder die Neutronenzahl ungerade ist. Sind beidelglaeben sich die Beitrage der beiden

Nukleonensorten auf: Der Gesamtspin wird null uadKkern ist somit nicht NMR-aktiv.

3.5.3.2. Spektrenaufnahme

Zur Aufnahme eine¥H - NMR-Spektrums wird die zu untersuchende Sulzsitan
deuterierten Lésungsmitteln geldst, also Lésungdsinilie so gut wie ausschlieRlitH-

Atome im Molekil haben. Die wenigéh-Molekiile sind jedoch auch hilfreich. Sie dienen
als interner Standard, die ein eindeutig zuordnigngges Signal liefern. Fur die Aufnahme
eines™*C-Spektrums kénnen auch nicht-deuterierte Lésurtisiiierwendet werden.

Die eingesetzte Probemenge von etwa 10mg istvédatih im Vergleich zu anderen
instrumentellen Methoden. Sie kann aber nach Aufreaties Spektrums durch Abdestillieren
des Losungsmittels rickgewonnen werden. Das NMRd&dthrchen bildet den ,Kern“ der
Radiowellenempfangerspule.

Die Senderspule ist in der gleichen Ebene gewidkieltdie Spule zur Erzeugung des auf3eren
Magnetfeldes. Ware sie in derselben Ebene wie dipf&ngerspule, wirde sie in dieser
Strom in dem Ausmal} induzieren, wie sie Energisteahlt, man héatte einen Transformator
vorliegen.

Die Proberdhrchen sind nicht wie die Kivetten filidere spektroskopische Methoden plan

sondern rund. Ublicherweise sind es Roéhrchen raitipen 5mm Durchmesser. Zusatzlich
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wird das Rohrchen wéhrend der Messung in Rotatiorlie eigene Achse versetzt um die

Molekule gleichmalig auszurichten.

3.5.3.3. chemische Verschiebung

Geht man den gesamten Frequenzbereich durch,genzeie verschiedenen Kerne bei
unterschiedlichen Frequenzen Resonanz. Je leidbtdfern ist, desto kleiner ist seine
Resonanzfrequenz. Das alleine wirde die NMR-Spgktqme aber noch nicht fir organische
Strukturanalysen brauchbar machen. Man kénntelieditgststellen, welche Elemente in
einer Probe vorhanden sind. Der hohe Wert der NNBk8en wird erst bei sehr hoher
Auflésung sichtbar.

Betrachtet man die Resonanzkurve eines ElememeBdlgenden wird als Beispiel der Kern
'H naher beschrieben), so stellt man fest, dassichi¢ einheitlich ist, sondern aus kleineren
Signalen bei (geringflgig) unterschiedlichen Fregque® zusammengesetzt ist.

Die Resonanzfrequenz hangt namlich nicht nur vorAdiedes Kernes, sondern auch davon
ab, wie dieser Kern gebunden ist. Betrachtet melnt mur den Kern sondern das ganze
Atom, so wird dies verstandlich:

Der Kern ist von Elektronen umgeben. Je nachdemedche anderen Atome das betrachtete
Atom gebunden ist, befinden sich mehr oder weriidektronen um dieses Atom. Das
Wasserstoffatom einer Carboxylgruppe beispielsweisg weniger Elektronen in seiner
N&he haben als die Wasserstoffatome eines AlkanSaderstoff elektronenziehend wirkt.
Elektronen sind ebenfalls bewegte Ladungen undugezeein Magnetfeld. Dieses Feld
schirmt das des Kernes ab. Wie stark, hangt dalvpwia viele Elektronen in der Umgebung
des betreffenden Kernes sind. Das Feld der Ele&irechwéacht nun das des Kernes ab, da es
diesem entgegengerichtet ist. Damit lasst siclSgar des Kernes schwerer oder leichter
umklappen und die verschiedenartig gebundenen Kamend derselben Art werden im
NMR-Spektrum unterscheidbar. Damit wird die NMR-Bpeskopie zu einem
ausgezeichneten Werkzeug in der (organischen) tatarkalyse (Abbildung I11.21.).

Abbildung 111.21.:

) Schwachende Wirkung des Elektronenmagnetfeldes
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Die Lage der Resonanzfrequenz eines Kernes erddadRickschliisse auf die Art, wie er
gebunden ist. Die Angabe dieser Lage ist allerdsufpsvierig. Sie hangt von der Starke des
aulleren Magnetfeldes und damit von der Einstrasfuaguenz ab. Je héher die Feldstarke,
desto gréRer wird die Energiedifferenz zwischen 8pimzustanden und damit die Auflésung.
Man gibt daher nicht die Resonanzfrequenz, sondierchemische Verschiebung zur
Charakterisierung an. Sie ist definiert als degBemzabstand des Probesignals zum Signal
einer Standardsubstanz, dem Tetramethylsilan (TEli8diert durch die Messfrequenz des
Spektrometers (Es ist einfacher, die Feldstarkeid8sren Magneten zu variieren und dabei
die Einstrahlfrequenz konstant zu halten, anstatiekehrt):

I/0

o=

Sinngemal wird die chemische Verschiebung, dieRalation darstellt und somit
dimensionslos ist, in ppm (parts per million) angaen, da der Frequenzunterschied im
Vergleich zur Einstrahlungsfrequenz sehr kleir{ugt. oben, Steigerung der Auflosung). In
ppm angegeben, liegt die chemische VerschiebuntHsSpektren ca. zwischen 0 und 15.
Wie oben beschrieben hangt der Wert der chemis¢kesthiebung von den eigenen
Substituenten und der der Nachbaratome ab’BeBubstituenten der Kohlenstoffatome, an

das das betreffende Wasserstoffatom gebunden ist).
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Im Folgenden sind filtH-Spektren einige Beispiele angefiihrt (AbbildundR.; aus
,Organicum®; Werte im-Skala, 7 =10-9):

Tabella A.147, Chamischa Verschiobung relativ zu Tetramathylsilan {TME))

Gruppe Chemischs Gruppa Chemische
Verschisbung Verachisbang
(EHyl, 5 L Se-CH—Cl 0783
]
o e B =
CHy o e 14 —C—CHy—NO; 8784
T . -
CHy—C=C B2.-T.0 Ar—CHp—0 5,747
e B T8 \ 4
GHg—p=C Sow-1 87
= B1.-7.8 [ X
CHy—C=0 | Y LR X ]
27‘
CHy—5— BT =¥ T4
. " - R i 5350
CHy—AF 7873 o SLIGED A 53-8,
e ] b 2dd
;
CHy— 7,860 | T 5
cistranal
CHy—0— 47 6,0
=C—C=CHy 4743
CHy0—g=0 L
Ar—5H T 644
I:Hful T8
CgHy—0H 4,545
CHy—8r 7.4
Bk 034,000
CHy—CL a.95
A =H Led
CHy—F 87
CeHe 2,71
CH—HD, 7
i : ' B k3. il
—CHy—=D B0 A5 &
L:—CH!—\.:: B T8 R—~C—0H i3 —2,08)
r 7 i
]
0 iy BT
# ™ L0 [ E—
S CHy=N ¢ 7,78
s T
; E=E—0H B —8)
SE—CHy—Ar 1387
Lo 0,758

'} Eloo umiangreiche Zusmmmenstsilung chemisehor Verschiobiungen von Protonen arganischer

Abbildung 111.22.:
Molekile findet sich bei Nomvoa, K., u. s, Analyr. Chem. 35 (1983}, |502 ) .
% in gesittigten Koblenwasserutoffen %) manamer Tabelle zur chemischen Verschiebung

9} Die Lago dea Signals ist stark vom Assowistionsgrad sbhangig.
¥} Dna Hignal versehwindet beim Hohidtteln der Probe mit Dy

Die hohe chemische Verschiebung von Aromaten ingheah zu Aliphaten ist damit zu

erklaren, dass dim-Elektronen des Ringes zwei ,kurzgeschlossene tsaibdeifen” bilden,
die in der Lage sind, ein zusatzliches abschirmeniggnetfeld zu erzeugen (Abbildung
111.23.):

Br Abbildung 11.23.:

Magnetfeldschwéchung im Aromaten
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3.5.4. Spin-Spin-Kopplung

Dieser Effekt wird im Folgenden nur ftii-Kerne beschrieben. Er hat auch nur fir diese
wirklich grol3e Bedeutung.

Sind in einem Molekudl nur gleichwertige (aquivakEntvasserstoffatome enthalten, so ist
sein NMR-Spektrum relativ einfach: Pro ,Sorte” edrié¢-Atoms gibt es einen Resonanzpeak.
So hat beispielsweise Methan eing(; Essigséure zwei Resonanzem¢COOH). Die H-
Atome dieser Molekiile sind entweder alle &quivateter jeweils aquivalent und
voneinander durch mehr als ein anderes Atom gdtrenn

Wenn nun aber in einem Molekil H-Atome an benadebaC-Atomen vorkommen, werden
die Spektren komplizierter. Die benachbarten H-Ag¢dreeinflussen mit inrem Feld das der
Nachbar-H-Atome im Raum, also jener, die am nachSt&tom gebunden sind. So
entstehen keine scharfen Peaks, wie bei einzelesarfRnzen sondern Gruppen von zwei,
drei, vier oder mehreren Peaks eines definiertemeH@erhaltnisses (Dupletts, Tripletts,
Quadrupletts, bzw. Multipletts).

Wie viele Peaks eine Gruppe enthélt, hangt davowigbdie verschiedenen, nicht
aquivalenten H-Atome gebunden sind. Damit erh&h giae wertvolle Zusatzinformation,
mit der gemeinsam mit anderen Gro3en (chemischecWmbung, Kopplungskonstante und
integriertes Spektrum) in vielen Fallen bereitsealistandige Strukturaufklarung fir das

untersuchte Molekil méglich ist.
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Die Spin-Spin-Kopplung vofH-Atomen soll nun anhand des Beispiels 4-
Methylbenzoesaureethylester (Abbildung 111.24.)l&rkwerden.

. 0 I 3 85§
o ——
A \ 5
3
1 2
[~ W [fal- 4] o= = = !
8 &= S8n8
[ o o [
|
Abbildung 111.24.:
A 'H-NMR — Spektrum
4-Methylbezoeséaure-
22 2 ethylerster
r T T T 17 17 T 1 1 T 1T T 1T T 7T T
11 10 3 8 7 & 5 4 3 z 1 0

HSP-01-336 ppm

In diesem Molekdl gibt es funf verschiedene, unteneder, jedoch nicht zueinander
aquivalente Sorten von H-Atomen (nummeriert).

H1 sind von den anderen H-Atomen isoliert, es ishnals ein C-Atom dazwischen (zwel).
Daher gibt es nur eine einfache Resonanz, ein &itigu

Betrachtet man nun H2 (siehe Beispielspektrumtslit man fest, dass am jeweiligen
Nachbar-C-Atom ein einziges H-Atom (3) gebundenDsssen Spin und damit sein
Magnetfeld kann nun parallel oder antiparallel zbpin des H-Atoms 3 sein. Das sind 2
Zustande, auf die die Intensitat des Peaks aufgeiei, es entsteht ein Duplett. Die
Resonanz von H2 wurde von H3 beeinflusst, es ,kivgpmit H3.

Am Nachbar-C-Atom von H5 sind zwei Wasserstoffatqgabunden Damit ergeben sich
folgende Mdoglichkeiten der Kopplung, wobei die Rfalie Ausrichtung des Magnetfeldes
darstellen (Abbildung 111.25.):

H5 H4
7Zustand 1 T T
7Zustand 2 T ¢
7ustand 3 ¢ T Abbildung I11.25.:
Zustand 4 ¢ ¢ Mdgliche Spinausrichtungen von H4 und H5
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Die Intensitat der H5-Resonanz wird also auf viestande aufgeteilt. Zwei davon, néamlich
Zustand 2 und 3 sind gleich, da die AusrichtungesmMagnetfeldes der H-Atome jeweils
zueinander antiparallel sind. Sie zeigen bei dbeseFrequenz Resonanz und werden somit in
ihrer Intensitat addiert. Das Hohenverhaltnis (ettieh Flachenverhaltnis) der Peaks der
Teilresonanzen betragt somit 1:2:1, ein Tripletstht.

Abschlie3end soll H4 betrachtet werden. An seinhidac-C-Atom sind drei H-Atome
gebunden. Damit ergeben sich=28 Zustande, auf die die Intensitét verteilt wikd drei

davon fallen zusammen und ein Quadruplett entsB®.Hohenverhaltnis desselben betragt
demnach 1:3:3:1.

Hohere Multipletts entstehen in derselben Weisigehhein kann man aus der Anzahl der
Teilpeaks ( = Multiplizitat) die Anzahl der H-Atonaan benachbarten C-Atom ablesen:

n, =n, -1

Die Aufteilung der Peakintensitat erfolgt, wie bese@us dem behandelten Beispiel ersichtlich
ist, nach dem Pascal’schen Dreieck. Dieses, nasisB PASCAL benannte mathematische
Gebilde, hat einige interessante EigenschaftenhdieAnwendungen in allen Bereichen der
Naturwissenschaften finden. Das wohl bekanntesigpigx dafir ist die Bestimmung des
Binomialkoeffizienten. Entwickelt wird es, indem mdeginnend bei 1 — 1 immer die links
und rechts oben stehenden Zahlen addiert und aimdasind rechte Ende jeweils 1
anschreibt (Abbildung I11.26.):

vV 1 3 3 1 Abbildung 111.26.:
vV 1 4 6 4 1 Pascal’'sches Dreieck

Zwei Eigenschaften sind nun, dass die durch die Zetle reprasentierte Zahl stets"tiind
die Quersumme dieser Zeile die (n-1)-te Potenz/darstellt.

Doch beim Uberpriifen eines NMR-Spektrums auf Mitis ist Vorsicht geboten: Nicht alle
dicht beieinander stehenden Peaks sind tatsadflittipletts. Denn haben zwei koppelnde
H-Atome ihre Resonsanzfrequenz nebeneinander,extaglern sie sich und der Eindruck
eines héheren Multipletts kdnnte entstehen. WaremRdsonanzfrequenzen von H2 und H3
im obigen Beispiel so dicht beieinander, dass dietbeiden Dupletts Uberlagern, entstiinde
folgendes Gebilde (Abbildung 111.27.; Peaks durchi¢én abstrahiert):
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‘ ‘ Abbildung 111.27.:

< Duplett auf Duplett

A

5 ) 5
Dieses so genannte ,,Duplett auf Duplett”, abgekiimzNMR-Code ,dd*, kann man leicht
mit einem hoéheren Multiplett, in diesem Fall ein@uadruplett verwechseln. Der

Unterschied liegt in der Intensitatsverteilungpaden Hohen der einzelnen Teilpeaks
(Abbildung 111.28.):

Abbildung 111.28.;

< | | Quadruplett
0

Abschlie3end ist noch zu klaren, warum Uberhaupk®entstehen und keine Resonanzlinien.
Der Grund liegt in der von HHSENBERGbeschriebenen Unscharferelation von Zeit und
Energie:

7 AE =h,

wobei AE die Schwankungsbreite der Energiedifferenz zwis@rggeregtem Zustand und

dem Grundzustand urtddie mittlere Relaxationszeit der Kerne ist. Somirtd die Energie

Uber diesen Bereick + AE Lverschmiert* und somit entsteht ein Peak.

Resonanz —

3.5.5. Weitere Spektrencharakterisierungen

3.5.5.1. Kopplungskonstante

Auch der Abstand zwischen den Teilpeaks eines platts, die Starke der Aufspaltung, ist
charakteristisch fur eine Bindung und kann zur @kigrisierung derselben verwendet
werden. Dieser Abstand ist innerhalb eines Multiplanmer gleich und wird als

Kopplungskonstante J bezeichnet (Abbildung 111.29.)

<

Abbildung 111.29.;
° 'r_J_j'_:]_'r_Jﬂ' Kopplungskonstante
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Die Kopplungskonstante ist unabhéngig vom aul3eragndtfeld und der eigestrahlten
Wellenlange und wird daher direkt in Hertz angegelhe der folgenden Tabelle sind einige
Beispiele fiur Kopplungskonstanten angefihrt (Abdmig 111.30.):

Tabelle A.150
Kopplungskonstanten J einiger an Kohlenstoff gebundener Protonen

Strukturelement J[Hz Strukturelement J/Hz
H 10 | i
el 1020 o
/C\H >c:c/ “H 410
“H
Ne—cZ 29 % ,0
Ao Neo?
H H c—C 13
W
CHy—CHy— 6,772
S fiae 5
SC—C=C—H 2.3
CH3><:H— 5,768 W
CHy H 7ol
i A o w10
Nopnt 03,5 > m 2.3
£=C s
7T G_H B
H\75:C< 1118 Cyelohexan a—a?) 810 .
TH Abbildung 111.30.:
“ Y a—e 2.3
C=C: 6. 14
W e—e 23 Tabelle
i
c_
Ne=c? N 0,5.-2
c=C H d
WO Kopplungskonstanten
1) bei Nichtdquivalenz der beiden Protonen
%) 8. D.3.1.3.

3.5.5.2. Integration

Das NMR-Spektrum kann man auch integrieren, unitiehen unter den Peaks zu ermitteln.
Das Flachenverhaltnis der Peaks (hierbei sind pleltis als ein Peak anzusehen) erlaubt
Ruckschlisse auf die Anzahl der H-Atome diesereSort

Jedes H-Atom tragt gleichermalRen zur IntensitatRimks bei. Das Signal einer £6ruppe

ist beispielsweise so beschaffen, dass seine Fkieteedurch drei teilbar ist.

3.5.6. Spektrometer und Aufnahmetechniken

3.5.6.1. Spektrometeraufbau

Ein NMR-Spektrometer besteht im Wesentlichen aneraistarken Elektromagneten, einem
Radiowellensender (Schwingkreis) und einem Empfé(ebildung 111.31.). Die heute
erreichbare Einstrahlungsfrequenz reicht bis 95&MBle dafur bendtigte Magnetfeldstarke

betragt etwa 6-8 Tesla.

NF-Generator

Abbildung 111.31.:

Delekior Demodyiator Aufbau eines NMR-Spektrometers

kreis Verstirker
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Aufnahme und Auswertung vdhi-Spektren wurden bereits ausfiihrlich beschrieben.
Folgenden werden die Besonderheiten dreier weitatiger NMR-Anwendungen
beschrieben:*C-Spektra, sowie die APT und DEPT-Aufnahmetechnik.

3.5.6.2. °C-Spektren
Das Kohlenstoffisotop mit der Massenzahl 13, dasRNaktiv ist (im Gegensatz zum

wesentlich haufigeretfC-Isotop) kommt nur mit einer relativen Haufigkedn 1,11% in der
Natur vor. Das bedeutet, dass C-C-Kopplungen inki®p@ nicht aufscheinen, da ein
Zusammentreffen zweiéfC-Atome héchst unwahrscheinlich ist (0,01£10,000123 =
0,012%). Damit eine Kopplung moglich wird, missenlikiden C-Atome ja unmittelbar
benachbart sein.

Mit *H-Atomen treten allerdings sehr wohl Kopplungen &iiir sie gelten dieselben Regeln
wie bei'H-Spektren. Aus der Multiplizitat I&sst sich diezafl der H-Atome am Nachbar-
Atom bestimmen.

Das Auftreten von C-H-Kopplungen ist allerdingauokrwinscht. Deren Information kann
man auch aus dem entsprechentt&:Spektrum ablesen. Aus diesem Grund fiihrt mantmeis
eine’H-Breitbandentkoppelung durch. Dazu strahlt maratlish zur Anregungsfrequenz
fiir die**C-Atome einen Frequenzbereich ein, der alle H-Atamegt und so wahrend der
gesamten Messung standig zwischen Grundzustandngetegtem Zustand wechseln lasst.
So ergibt sich ein Zeitmittel der Felder der H-A®ommd es tritt keine effektive Kopplung mit
den C-Atomen auf. Jede C-Resonanz tritt als eiezéheak auf. Dies soll am Beispiel der

Apfelsaure veranschaulicht werden (Abbildung 111)32

20514
Brellochs/219/130C

H OH 3
HODC*(!I:*&‘I*CODH
H H 2
1 2 3 4
1
4
Abbildung 111.32.:
230.0 220.0 210.0 200.0 190.0 1800 170.0 1600 150.0 1400 130.0 120.0 116.0 100.0 %00 50.0 700 600 500 400 300 200 106 0 10 13C-NMR —_ Spektrum Apfelsau re

37
37.538

175.2
173351
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Diese Entkoppelung ist moglich, da der absorbieréguenzbereich déH-Atome im
Vergleich zu dem defC-Atome viel hoher liegt und auRerdem viel engerDée Skala der
chemischen Verschiebung vbitC-Atomen reicht von 0 bis 200 ppm (zum Vergleiche M-
Skala reicht von 0 bis 15 ppm).

Ein Nachteil def*C-Spektroskopie ist, dass die Spektren nicht ifeegar sind. Das liegt
daran, dass dd3C-Isotop mit einer nur sehr geringen Haufigkeit lohl% vorkommt und
das Signal auBerdem etwa um das 6000-fache schmigthis das vorH unter denselben
Bedingungen. Das bedeutet, dass trotz der Fourasiformations-Methode, die es erlaubt,
auf einmal das gesamte Messspektrum einzustrah&mehr Messungen nétig sind.
Wahrend einer Messung werden nicht gentigend Kergeragt, das Spektrum wird im Lauf
der Messungen ,aufgebaut®. Das erhaltene Spektstisomit ein Mittelwert aus den
einzelnen Spektren. Es kann durchaus sein, dasiebersten Messung C-Kern A angeregt
wird, dann wieder nur andere. Wirde man nun denimdegrieren, erhielte man wenig
sinnvolle Werte, da die Intensitaten der einzelReaks nach wie vor zu sehr zufallig sind.
Die geringe Aktivitat de$’C-Kerns auRert sich auch in der erforderlichen Daue
Aufnahme von Spektren. Wahrend die Aufnahme eiHeSpektrums etwa 3 Minuten dauert,

dauert die eine§'C-Spektrums etwa eine Stunde.

3.5.6.3. APT-Methode
Die APT-Methode (Attached Proton Test) ist ebesfalhe**C-Methode. Ein APT-Spektrum

ist 'H-Breitbandentkoppelt. Man verwendet heute nichlhm¥MS als internen Standard

sondern bedient sich des Deuterolocks. Dazu veretendn ein deuteriertes Losungsmittel,
am besten CDGI Somit kennt man ein Signal, ndmlich das ziemdizitke des Chloroforms.
Dieses hat im deuterierten Fall gar kein H-Atomugeten.

Alle Kohlenstoff-Signale mit ungerader Anzahl amAtbmen zeigen von der Grundlinie nach
oben, die mit gerader Anzahl nach unten oder ebegelehrt.

Die Entwicklung solcher Methoden ist ziemlich auhdéy und kompliziert. Man verwendet
bei der Einstrahlungsfrequenz verschiedene Impglsseen, die nur C-Atome mit
bestimmten Eigenschaften, wie eben solche mit i@den vielen gebundenen H-Atomen
anregen. Ausgewahlte davon kann man dann im Spektach oben oder nach unten zeigen
lassen. Diese mathematischen Anderungen werderCaomputer vorgenommen. Das
physikalische Grundprinzip ist die Messung des &gios, die Resonanz, hervorgerufen
durch einen sehr kurzen Magnetimpuls. Der Kerniegagicht sofort auf den Impuls und das

Signal tritt somit verzogert auf. Anschlie3end glies mit der Zeit exponentiell ab, ahnlich
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wie ein mechanischer Oszillator. Die folgende Athbiig zeigt ein solches Spinecho

(Abbildung 111.33.), aufgenommen uber eine sehr #ngtiche Oszilloskop-Schaltung wie in
Abschnitt 3.6.6.1.:

Abbildung 111.33.:
Spinecho

Der Impuls selbst ist auf dem Oszillogramm nichsebhen. Er steht ganz links am Beginn der
Aufzeichnung

Da man nun bei der APT-Methode das Signal des belitoroforms kennt, weild man, in
welche Richtung die Signale der C-Atome mit geradi@nzahl zeigen. Diese Aufteilung der
Signale erleichtert die Auswertung erheblich (Abbiig 111.34.):

'H-Braithand- entkoppeltes

Spekirum 9
is 4
0,
, \l
L 3
APT - Spekirum
L l Abbildung 111.34.:
I [ ” 3c-Spektrum und
APT-Spektrum im
170 160 150 10 3@ 121 1w 160 S0 a&d 70 BN SD 4n an 20 Vergleich

(220

3.5.6.4. DEPT-Methode
Auch diese Methode (DEPT ... Distortionless Enharieldrisation Transfer) bedient sich

der Uberlagerung mehrerer Spektren. Es bestelgiaes gewshnlichetH-

breitbandentkoppelten Spektrum und je einem Spektdas durch verschiedene
Impulssequenzen nur die C-Atome mit einem und #=4. jene mit 2 H-Atomen zeigt.
Quartare Kohlenstoffatome werden ausgeblendeteDiesden in einem meist zusatzlich
aufgenommen einfachen entkoppefté®-Spektrum gesondert erfasst und lassen sich so
einfacher ausfindig machen. Dennoch ist dies heetag sinnvoll, denn die gesamte
Information, die das DEPT-Spektrum gemeinsam nit @éinfach entkoppelteliC-

Spektrum liefert, kann man vereint einem APT-Spektentnehmen.
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3.5.7. Deuterierung

Ohne deuterierte Losungsmitteln ware NMR-Spektrpekgar nicht méglich. Die
Herstellung deuterierter Verbindungen soll im Folden kurz erlautert werden.

Um ein®H-Atom (D-Atom) einzufiihren, geht man immer vors@) dem schweren Wasser
aus. Es ist die einzige Verbindung des Wassersuifsverhaltnismalig leicht isotopenrein
zu gewinnen ist. BD unterscheidet sich vom,@ durch einen geringfiigig verschiedenen
Siedepunkt (101,42 °C). Der Schmelzpunkt liegt3vs °C zwar noch weiter von dem des
H,O entfernt, aber ein ,Ausfrieren” des® ist nicht moglich, da es im,B nicht
kristallisieren wiirde. Dafiir ist die Konzentratigiel zu klein (Anteil”H vom
Gesamtvorkommen des Wasserstoffs auf der Br8&5%). DO wird durch Destillation
gewonnen.

Es gibt chemisch viele Mdglichkeiten, ein Wassdfatom in ein organisches Molekdl
einzufuhren. Die einfachste ist die katalytischallrung mit Palladium als Katalysator.
Aber auch die sonst hochst unerwiinschte Reaktrar &rignard-Verbindung mit Wasser (in
diesem Fall schwerem Wasser) ist eine solche Makgit (Abbildung 111.35):

BrMg D
BrMg BrMg D D
+ 6 DO
BrMg BrMg D D
BrMg D
Abbildung 111.35.:

Deuterierung nach Grignard
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3.5.8. Beispiel zu dieser Arbeit

Um die grol3en Mdglichkeiten der NMR-Spektroskopater zu verdeutlichen, soll
abschliel3end das Spektrum einer Verbindung ausadigegenden Arbeit untersucht werden:
1-lodo-1-deoxy-2,3,4-tri-O-Pivaloyt-D-Glucuronsauremethylester (Abbildung 111.36):

/eci 0 0

OQ%O
0

O 5 |

Abbildung 111.35: 1-lodo-1-deoxy-2,3,4-tri-O-Pivalb a-D-Glucuronsduremethylester

Etwa 50mg des Zuckers werden in CRGelost. Die Aufnahme dési-Spektrums erfolgte
bei 200MHz. Das folgende Spektrum (Abbildung I1L)38t bereits kalibriert:

Abbildung 111.37.: Kalibriertes Spektrum des pivglgeschitzten lodozuckers
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Als erster Schritt wird das Spektrum kalibrierte@hemische Verschiebung desAtoms

am Chloroform, das in geringen Mengen auch im vade&een CDCG vorkommt, ist mit 7,26
ppm bekannt. Die Lage dieses Singuletts wird dém&oe mit eben dieser chemischen
Verschiebung vorgegeben und das gesamte Spektridrdamach ausgerichtet.
Anschliel3end wird integriert. Dazu wird ein Mul&éti ausgewahlt, bei dem bekannt ist, wie
viele H-Atome es hervorbrachte. Au3erdem solltberdseitig moglichst gut mit der
Grundlinie abschlie3en, damit Start- und Endpusektidtegration gut festgelegt werden
kénnen. Die Integration wird auf dieses Multipletrmiert. In diesem Beispiel kann dies das
H-Atom am G des Zuckers sein, das mit den beiden H-AtomenGiamd G koppelt und
somit das Triplett bei 5,29 ppm erzeugt. (Abbilduhg8.). Eindeutig zuzuordnen sind in
diesem Beispiel allerdings nur die beiden Duplettd das Duplett auf Duplett. Die Tripletts
liegen zu nahe beieinander. Da aber die beidenettsbeide genau von einem H-Atom

stammen, wird aufgrund der besseren Abgrenzungodéneines dieser Signale verwendet.
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T —— T
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71.0000
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—
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Abbildung 111.38.: Nahaufnahme |

Das andere Triplett bei 5,59 ppm wird vom H apge€eugt (Dieses Signal hat von den
beiden Tripletts die grof3ere chemische Verschiepdags in der Nahe der Carboxylgruppe
liegt, die starker schirmt als das lod). Auch dselsatte fir die Normierung verwendet werden
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kénnen. Alle anderen Multipletts werden dann ehbénfiategriert, wobei Gber die Flache auf
die Anzahl der H-Atome hochgerechnet wird.

Nun mussen alle Signale den jeweils magnetisclichiemdenen H-Atomen zugeordnet
werden. Die beiden Tripletts wurden bereits zugeerdUblicherweise beginnt man mit der
Auswertung der Signale bei dem Signal mit der hihshemischen Verschiebung.

Bei 7,01 ppm steht ein Duplett, hervorgerufen vime® einzelnen H-Atom. Letztere
Information erhalt man aus der Integration. Dee@nnete Wert weicht, vor allem bei kleinen
Anzahlen an H-Atomen meist nur um wenige ,hundeltdgtAtome* ab, bei gro3eren
Anzahlen kann die Abweichung héher sein. Meistdres aind Signale von so vielen H-
Atomen gut zuzuordnen, da es im Molekul nur wemnggnetisch verschiedene H-Atome
gibt, von denen so viele vorkommen. Das H-Atomaheit grol3en chemischen Verschiebung
von 7,01 ist das ams@ebundene: Es kann nur mit dem H agk@ppeln, auf der anderen
Seite ist der Sauerstoff gebunden, an dem keiedd # es erzeugt ein Duplett.

Das Duplett bei 4,35 ppm wird vom H am €zeugt. Dieses kann nur mit jenem H ayn C
koppeln und hat eine kleinere chemische Verschiglalsidas vom & das gegenuber der
Carboxylgruppe liegt.

Das H am Gerzeugt ein Duplett auf Duplett bei 4,27 ppm: Bppelt separat mit den H-
Atomen an G und an G. Anhand dieses Beispiels soll noch einmal der tdoteed zwischen
Duplett auf Duplett und Quadruplett erlautert werdersteres besteht aus vier gleich hohen
(gleich intensiven) Einzelsignalen, das Quadrugietttiinde aus vier verschieden intensiven
Signalen mit dem Hohenverhaltnis (eigentlich Flasteehaltnis) 1:3:3:1. Dazu sei das in
diesem Beispiel auftretende Duplett auf Dupletteddilget (Abbildung 111.39.):
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Integyral

4 70 4.65 4.60 4.55 4.50 4. 45 4 40 4 35 4 30 4 25 4 20 4 15 4.10 4.05
(ppm)
Abbildung 111.39.: Duplett auf Duplett

Das Singulett bei 3,73 ppm wird von den drei maigobtgleichwertigen H-Atomen der
Methylgruppe erzeugt.

Die H-Atome der drei Pivaloylgruppen sind jeweiteeaso magnetisch gleichwertig und von
anderen H-Atomen isoliert. Daher erzeugen sie,invibbildung 111.40. zu sehen, drei 9H-
Singuletts bei 1,19, 1,16 und 1,12 ppm. Die Reiblgef ergibt sich aus den jeweiligen
umgebenden Gruppen (mit fallender chemischer Vebahg): G (Carboxylgruppe
daneben) — £(lod daneben) —£links und rechts Pivaloylgruppen).

Eine weitere Mdglichkeit, das NMR-Spektrum schuzellinterpretieren ist, die
Kopplungskonstanten naher zu betrachten. Die Gdéfselben h&ngt von der raumlichen
Stellung der betreffenden H-Atome im Raum zueinaatdg KARPLUS — Beziehung):

Jaa> Je> e

wobei a fur axial und e fur aquatorial steht. Digés¢sache, dass die Kopplungskonstanten
von der raumlichen Anordnung der H-Atome abhangklae auch, warum ein Duplett auf
Duplett statt einem Triplett entsteht. Es liegerezsterisch ungleichwertige H-Atome an den

Nachbaratomen des;@or, mit denen das H-Atom amy €eparat koppelt.
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Abbildung 111.40.: Pivaloyl-Singuletts

Angegeben wird nur der ,NMR-Code": Zu Beginn stahty welches Spektrum es sich
handelt tH), dann in Klammer die Messfrequenz und das Lésumite! und anschlieBend die
Signale mit fallender chemischer Verschiebung.j8gem Signal steht in Klammer die
Kopplungskonstante in Hertz und die Anzahl der lemAé. Fur dieses Beispiel wirde der

NMR-Code also wie folgt lauten:
'H-NMR (200 MHz, CDCY): 5= 7.01 (d, J = 4.3 Hz, 1H), 5.59 (t, J = 9.6 H4),15.29 (t, J =

9.9 Hz, 1H), 4.35 (d, J = 10.2 Hz, 1H), 4.27 (d¢,9.8, 4.3 Hz, 1H), 3.73 (s, 3H), 1.19 (s,
9H), 1.16 (s, 9H), 1.12 (s, 9H) ppm
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4.1. Grundkorpersynthese

4.1.1. Lacton6ffnung: Umesterung mit primaren Alkdolen

Zur Synthese der Grundkoérper wird vom Glucuronaa¢l) ausgegeangen. Dieses wird mit
Methanol umgesetzt, wobei Natriummethylat als Kaator dient. Dieses greift am
Kohlenstoff der Lactonbindung an und 6ffnet dengRiAbbildung IV.1.):

Abbildung IV.1.: Lactonéffnung durch Umesterung

Das Methylglucuronat wurde nicht eigens aufgeaebsibndern nach Entfernen des
Uberschissigen Methanols, das auch als Losungbkthétee, gleich zur Weiterreaktion zum
1,2,3,4-Tetraacetyl-, 1,2,3,4-Tetrapivaloyl- ung,3,4-
Tetrabenzoylglucururonsauremethylester verwendet.

Die gleiche Reaktion sollte auch mit AllylalkohatdiBenzylalkohol zum Allyl- bzw.
Benzylglucuronat17, 18)durchgefiihrt werden, doch in beiden Fallen kokefa Produkt
isoliert werden. Vom Benzylglucuronat ist nie Prkidentstanden (DC-Kontrolle), ebenso
vom Allylglucuronat.
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4.1.2. Esterbildung an alkoholischen OH-Gruppen ntiSaurechlorid

Tetrapivaloa(9) und Tetrabenzodfil3) werden ausgehend von Methylglucuronat hergestellit.
Dieses wird nicht gesondert aufgearbeitet, sondach der Herstellung nur das Methanol,
das als Loésungsmittel und Reagenz dient, im Vakahdestilliert. Das so erhaltene Produkt
ist fur die folgende Veresterung der OH-Gruppereit&rein genug.

Das Chlor und vor allem der Carbonyl-SauerstofSa&urechlorid ziehen die Elektronen des
benachbarten Kohlenstoffatoms zu sich und gibtsbreine positive Partialladung. So wird
ein Angriff auf den eine negative Partialladungygaden Sauerstoff der OH-Gruppe
ermoglicht. Das Wasserstoffatom wird als Abgangsgeuabgespalten, was das durch Pyridin
verursachte basische Milieu erleichtert. Das Ctis Séurechlorides wird ebenfalls
abgespalten und fungiert als Gegenion des entstandeyridiniumions.

In Summe wird der bei der Reaktion entstehender@aksserstoff von Pyridin gebunden, das
zum Pyridiniumchlorid umgesetzt wird und so wirg daleichgewicht auf die Seite des

jeweiligen Eduktes verschoben (Abbildung 2. IV.):

— — AN |
| P 1 oo S
o0 _o 0 N R Do . o | .
R WL )
HO o R—§ I Cl
HO OH Cl 0 (@] H
HO o) >¢o R/E
— — R

Abbildung IV.2.: Esterbildung mit Saurechlorid

Es wurden folgende Ausbeuten erhalten:
R = Pivaloyl- : 56,7 %
R = Benzoyl- : 77,4 %
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4.1.3. Esterbildung an alkoholischen OH-Gruppen niiSaureanhydrid

Die Darstellung des Tetraacet&®3 erfolgt analog der des Tetrapivaloats und —beszoat
(siehe 4.1.2.). Beim Tetraacetat wird das Methylgionat allerdings mit Acetanhydrid
anstelle von Acetylchlorid umgesetzt. Dieses ishzweniger reaktiv als das Saurechlorid,
hat aber den Vorteil, dass weniger unerwinschteeMaiodukte entstehen. Das liegt daran,
dass das Saureanhydrid an sich schon weniger aggiss vor allem aber daran, dass als
Nebenprodukt keine hochaggressive Mineralsaure)(téGhdern nur Essigsaure entsteht. Es
muss deshalb auch kein Pyridin zugesetzt werdenkKAtalysator dient wenig Perchlorsaure,
ein Protonendonator, der das Saureanhydrid aktiiAdbildung 1V.3.):

—O o) o
* —_— \ 4
)ZO HO

Abbildung 1V.3.: Aktivierung des Saureanhydrids

Das so entstandene Elektrophil greift nun am S&féder OH-Gruppen an (Abbildung
IV.4.):

| 0, )(i O _—o0
@] 0 =+ C+_ Q%
HO%O — = ‘<O

HO OH ~H

0
0
o 0
HO o >§o /

Abbildung IV.4.: Bildung des Zuckeresters

Es wurde eine Ausbeute an Tetraacetat von 69,78&ttenh
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4.1.4. Glucuronsaureesterbildung mit freier Sduraind Alkylbromiden

Da die Darstellung von Allyl- und Benzylglucuror{a?, bzw.18) iber Glururonolacton und
den jeweiligen Alkohol nicht gelang, wurde ein Sygeweg tber das Alkylbromid
beschritten.

Das Wasserstoffatom an der Carboxylgruppe der Ghmsdure wird durch das vom 1,8-
Diazabicyclo[5,4,0Jundec-7-en, einer sterisch gabiten Base, geschaffene basische Milieu
gelockert (Abbildung IV.5.):

N .
HO o Ckx/j H=0~~0
N
HO 0 HO o)
HO OH HO OH

HO HO

Abbildung IV.5.: Lockerung des Carboxylwasserstoffs

Dadurch wird ein Angriff des positiv geladenen Alegtes am Sauerstoffatom der
Carboxylgruppe ermoglicht, wobei das Bromid deréBaststeht (Abbildung IV.6.):

R
H-0__o N/j o0 _o N/j
HO o + R—Br + ~ - HO o + \N+
HO OH N HO OH
HO

|
HO B

Abbildung 1V.6.: Bildung des Glucuronséureesters

Die beiden Glucuronséaureester konnten in folgeflesbeuten isoliert werden:
R=Allyl-: 87,9%
R =Benzyl-: 70,4 %
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4.1.5. Lacton6ffnung: Glucuronsauresynthese

Die Darstellung freier Glucuronsaure aus dem La¢ipmvurde durchgefiihrt, da die
Grundkdrper Allylglucuronatl7) und Benzylglucurongtl8) aus dem Lacton nicht direkt
herstellbar waren, wie das beim als Zwischenprodakildeten Methylglucuronat moglich
war. Da die freie Glucuronsaure im Vergleich zunstba sehr kostenintesiv ist (das Lacton
wird zu etwa dem Zehntel des Preises der freiemeSdngeboten), wurde ein Weg gesucht,
aus dem Lacton die freie Saure herzustellen. Dasgenit einem stark basischen
lonentauscher des Typs Amberlite IRA 400 (Matriyr8ldivinylbenzol).

Zwischen Lacton und freier Saure liegt in wassrigisung ein Gleichgewicht vor, das
allerdings auf der Seite des Lactons liegt. Dureh Hinsatz eines stark basischen
Anionentauschers wird das Gleichgewicht verschobas: Lacton wird durch die OHonen
geodffnet und die freie Saure an den AnkergrupperHiezes (quartare Ammoniumgruppen)
gebunden. Sie bildet sich in der Lésung entspratiden Lage des Gleichgewichtes nach
(Abbildung IV.7.):

R _
l\1+ B HO o) }? O o
R R HO OH R R HO OH
HO HO

Abbildung IV.7.: Bindung von Glucuronsaure an diggar-Ammonium-Ankergruppen und Nachbildung der
Saure aus dem Lacton

Nach dem Beladen des Harzes wird mit Wasser nacsphen um restliches Lacton zu
entfernen und die freie Glucuronsaure mit verdim&tdwefelséure eluiert (Abbildung
IV.8.):

- HO
p o0 2 - O
* [l .-
—N —o— - _g— HO
N\ HO o + HO ﬁ OH — /N\ o ﬁ OH + HO OOH
R R HO OH o) R R o] HO

Abbildung 1V.8.: Elution freier Séaure

Die freie Saure wurde mit einer Ausbeute von 66 &rBalten.
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4.2. Chlorameisensaure-(2-trimethylsilyl)-ethylester

Der Chlorameisensaure-(2-trimethylsilyl)ester isisgangsprodukt zur Herstellung
carbonatgeschiutzter Glucuronyldonoren, die im Rahdieser Arbeit nicht mehr hergestellt
wurden (Abbildung IV.9.):

< |

_—Si O
e
° O\/\Si:
ﬁo %O |
\_ /©

/SI

Abbildung 1V.9.: Beispiel fiir einen Carbonatgesatéih Glucuronyldonor

4.2.1. Reformatzky-Reaktion: 2-Trimethylsilylessigaureethylester

Die Reformatzky-Reaktion ist der Grignard-Reakisahr ahnlich. Wahrend aber bei letzterer
der nukleophile Angriff auf das Kohlenstoffatom eirCarbonylgruppe erfolgt, greift das
Nukleophil der Reformatsky-Reaktion an einem altigtéien Kohlenstoff (oder in diesem

Fall am homologen Silicium) an, der durch ein Halogls Substituent eine starke positive
Partialladung erhalt. AuRerdem wird Zink statt Meginm als metallisches Reagenz
verwendet., das weniger reaktiv ist. Die ReformgiRleaktion greift zwar auch
Carbonylgruppen an, jedoch keine Ester. Durch dieéndung dieser Reaktion wird
verhindert, dass der Bromessigsaureethylesterichitselbst reagiert. Auch das Anspringen
der Reformatzky-Reaktion kann durch Zugabe geriggngen lod, das das Zink anéatzt,
erleichtert werden. Das folgende Schema zeigt ddauk der Reaktion am im Rahmen dieser
Arbeit durchgefuhrten Beispiel des 2-Trimethylslssigsaureethylestgal) (Abbildung
IV.10.):

—_—
— ZnBrCl /<

Abbildung 1V.10.: Reformatsky-Reaktion

Lindner / Doppler — 2008 / 2009



Spezieller Tell 59

Der Ester wurde mit 30,3 % Ausbeute erhalten. Desa®z wurde anschlielend mit der
funffachen Ausgangsstoffmenge wiederholt, wo alfegsl nur eine deutlich schlechtere
Ausbeute erzielt werden konnte. AuRerdem konntéPdagukt destillativ nicht rein

gewonnen werden.

4.2.2. Lithiumaluminiumhydrid-Reduktion: 2-Trimeth ylsilylethanol

Lithiumaluminiumhydrid ist ein starkes Reduktiongteli, das in der Lage ist,
Carbonylgruppen zum Alkohol zu reduzieren. Im Gegénzum ebenfalls oft verwendeten
Natriumborhydrid reduziert es allerdings auch EsteAlkoholen.

Eines der negativ geladenen Wasserstoffatome gaif€arboxyl-Kohlenstoffatom der
Estergruppe an und bindet Uber den Mechanismuldygtidibertragung (Abbildung IV.11.,

erste Zeile):
— I__i+ H —
Y o ] N ok
—S . e 7 IZaUN
\_< + Li //\A\I - . \_C\+\||"'H \HH —_—
\\
°\ " °\
\S_/
-/l
+ HO
— Li[AI(OH),] \—\ \
OH

Abbildung IV.11.: Lithiumaluminiumhydrid-Reduktion

Von der anderen Seite greift ein zweites Wassdattwh an. Auch am Sauerstoff der
Carbonylgruppe, der im 60 °-Winkel zur Angriffselketter beiden unteren Wasserstoffatome
und im 120 °-Winkel zur Bindung des Carbonylkolskerffs zum benachbarter

Kohlenstoff steht, greift ein Wasserstoffatom are Degative Partialladung wurde vom
Lithium, das sich an dieses Sauerstoffatom anlagkompensiert, sodass das negative
Wasserstoffatom angreifen kann. Das letzte Wasdgtaim des Lithiumaluminiumhydrids,
das auf der der Carbonylgruppe abgewandten Segt hat seine negative Ladung wegen
der Bindungen der anderen Wasserstoffatome bemitsit verloren, dass es sich elektrophil
an die abgespaltene Ethoxygruppe anlagert unchmias Ethanol bildet (Abbildung IV.13.,
2. Zeile).

Das Produkt Trimethylsilylethan@22) wurde mit 82,1 % Ausbeute erhalten.
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4.2.3. Veresterung: Chlorameisensaure-(2-Trimethgilyl)-ethylester
Um das Endproduk3) zu erhalten, wird22) mit der stéchiometrischen Menge (n:n = 1:1)
Phosgen verestert (Abbildung 1V.12.):

\/ —\Si/

N I\_\OH ¥ CI/lkCI \_\04{0

— H—CI
Cl

Abbildung 1V.12.: Monoesterbildung mit TMS-Ethangid Phosgen

Dass das stochiometrische Aquivalent oder noch bebsgen eingesetzt wird, ist wichtig,
dass eine Weiterreaktion zum Diester (AbbildundLB/) verhindert wird, der zur Darstellung
carbonatgeschutzter Glucuronyldonoren wie jenéthildung 1V.9. nicht mehr verwendbar
ware.

| i |
—/-Si\/\O)J\O/\/Si—\—

Abbildung 1V.13.: Bis(2-(trimethylsilyl)ethyl)carbat

Die Darstellung dieses Produktes konnte im Rahnesed Arbeit aufgrund seiner begrenzten

Haltbarkeit nicht mehr ausgeftihrt werden, ist dbeweiterfihrende Studien von Bedeutung.
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4.3. Synthese von Glucuronyldonoren

4.3.1. 1-Bromozucker

Die Bromozuckef4, 10, 14)werden aus dem jeweiligen Tetraac€sat9, 13)hergestellt.
Dazu wird mit Bromwasserstoffsdure 33% in Eisessigsetzt und bei Raumtemperatur
rihren gelassen. Die Reaktion verlauft nach eingtaNbechanismus mit freier S&ure als
Abgangsgruppe (Abbildung 1V.14.):

J< -4 %ij

R\( ——» R
o O + H—Br
Abbildung 1V.14.: Bildung der Bromozucker

Zur Aufarbeitung werden die tberschiissige Bromwassi#gsaure und der Eisessig im
Vakuum abdestilliert. Das pivaloyl- und benzoyldesee Produkt kristallisierte nach
Lagerung bei 4 °C aus, der acetylgeschiitzte Brook&z(d) musste noch durch
Kieselgelfiltration von verfarbenden Substanzeremegt werden. Erst dann kristallisierte
auch dieses Produkt. Das erklart die geringere dutgbbeim acetylgeschitzten
Bromozucker. Abschlie3end wurden die Produkte duhetkristallisieren gereinigt.

Erhaltene Ausbeuten:

R = Acetyl-: 34,9 %
R = Pivaloyl- : 63,1 %
R = Benzoyl- : 85,8 %
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4.3.2. lodozucker

Die lodozuckel5, 11, 15wurden ausgehend vom jeweiligen Grundk6Be®, 13)durch
Umsetzung mit Trimethylsilyliodid ebenfalls Gbenen $2-Mechanismus dargestellt
(Abbildung 1V.15.):

| O
(@)

O o) |
R/Z< + TS /Z< O~z0 I—Sli— /Zz
0 o | RTN, o & R
Y hig i

R — >
0 RT( o Y R
R R
Abbildung 1V.15.: Bildung der lodozucker

Da sich Teile des Trimethylsilyliodids wahrend &aaktion, die bei 50 °C in Acetonitril
stattfindet, zersetzen, muss vor dem Einengen gdtrdtensulfititésung ausgeschittelt
werden, um das freie lod zu entfernen. Die dabistehende Schwefelsdure wird durch
Ausschutteln mit Bicarbonatldsung entfernt.

Die lodozucker wurden mit folgenden Ausbeuten eemal

R = Acetyl-: 54,1 %
R = Pivaloyl- : 52,6 %
R = Benzoyl- : 50,8 %
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4.3.3. 1-OH-Zucker

Diese Zucker wurden mit Acetyl-, Pivaloyl- und Bemglschutzgruppen dargestellt. Der
Reaktionsmechanismus ist allerdings bei allen Resten gleich und wird daher allgemein
beschrieben. Im Folgenden wird in den Reaktionsgleigen nur ,R* geschrieben, das fur
alle drei oben angefiihrten Reste stehen kann.ddieMethoden fuhrten zu Mischungen aus
dera- und dei3-Form.

Zur Darstellung der OH-Zucké€6, 12 und16) werden drei Methoden verwendet.

4.3.3.1. Hydrazinmethode

Es wird vom jeweiligen Tetracarboxyl@, 9, 13)ausgegangen. Die Umsetzung findet unter

Wasserausschluss statt. Zuerst erfolgt ein AndeffSaure am anomeren Sauerstoffatom,
wobei das Produkt und ein Saureanhydrid gebildet.WAbbildung IV.16.):

£ oo L o
R&’ ) R&j g
o OR+>*—> 02 OH+)J\)k
R\«o T ko R\( 0" R
o>:oo
R

Abbildung IV.16.: Saureangriff auf das Tetracarbaky

Das sehr reaktive Saureanhydrid wird sofort durgtreizin unter Bildung des stabilen und

unreaktiven Hydrazids zersetzt (Abbildung IV.17.):

O ] H H O O
\ /
)k )k + N—N - /< >¥R + HOH
0o~ "R H N N—N
H H

Abbildung IV.17.: Zersetzung des SaureanhydridemuHydrazidbildung

Das bei dieser Reaktion gebildete Wasser wird wigdeson weiterem Saureanhydrid unter
Bildung der freien Saure absorbiert. Die freienr8akoénnen dann vom Hydrazin unter
Bildung der jeweiligen Ammoniumsalze gebunden werde

Die 1-OH-Zucker wurden in folgenden Ausbeuten ddmal

R = Acetyl- : Qualitative Ausbeute (auf DC sichtbalterdings kein Produkt
isolierbar)

R = Pivaloyl- : 50,0 %

R = Benzoyl- : 5,8%
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4.3.3.2. Bromozuckermethode

Bei dieser Methode konnten deutlich hohere Ausheuteabhéangig von der jeweiligen
Schutzgruppe, erreicht werden. Es wird vom Bromkeuausgegangegd, 10, 14)und dieser
mit der stochiometrischen Menge Wasser versetst Aktivator wird ein Schwermetallsalz
verwendet, das mit Brom ein schwerltsliches Sdtebihier wurde Silbercarbonat
verwendet). Die Reaktion verlauft nach eineg2-SMechanismus (Abbildung IV.18.):

|
N o |

N O._0
R™ o o +H-OH +ag R/Z<
R—( © o2 °
O — AgBr R OH
O 7& Br T( 0
07 g 0 >:o

Abbildung 1V.18.: Hydrolyse des Bromzuckers

Die 1-OH-Zucker wurden in folgenden Ausbeuten d¢gmal

R = Acetyl- : 77,5 %
R = Pivaloyl- : 100 %
R = Benzoyl- : 73,2 %

4.3.3.3. Bis-(Tributylzinnoxid)-Methode
Diese Methode wird nur beim Acetylgeschitzten Zu¢ggangewandt (Abbildung IV.19.).

O |
X oy P o
Og%() + S/O\Sn —_— R/Z< O
(@] e} R
o) o ) T( 0
O >:O

R

Abbildung 1V.19.: Triacetathildung mit Bis-(Tribuiinnoxid)

Es wurde zwar Produkt erhalten, wie die DC-Kon&akigte, jedoch liel3 es sich nicht von

der restlichen Zinnverbindung trennen.
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4.3.4. 1-O-Trichloracetimidat-2,3,4-tri-O-acetyle-D-Glucuronsduremethylester

Zur Darstellung des Imida(8) wird vom 1-OH-Zucke(6) ausgegangen und mit
Trichloracetonitril umgesetzt. Dem Kohlenstoffatdier Nitrilgruppe werden von beiden
Seiten Elektronen entzogen, es tragt somit ein& ptasitive Partialladung und lagert sich an
die freie OH-Gruppe des Zuckers an (Abbildung I\)20

|
0 0
)t O._o )L
o o) ¢ oQ ©
o + N= I cl — g OH
L :

— g ¥-oH

[e) _0 | o >7O ’,,’,’
N :’4'70|

Abbildung 1V.20.: nukleophiler Angriff des Trichlacetonitrils

Es kommt zur Bindung unter Ausbildung eines Imidg#bbildung 1V.21.):

Abbildung 1V.21.: Bildung des Trichloracetimidats

Das Produkt wurde in qualitativer Ausbeute erha{téR-Daten siehe 5.2.1.).
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4.3.5. 1-Fluoro-1-deoxy-2,3,4-tri-O-acetyéD-glucuronic acid methyl ester (7)

Die Darstellung des Fluorozuckd erfolgt ausgehend vom trisubstituierten Zudgr
Dieser Zucker wird mit Diethylaminoschwefeltriflud(DAST) umgesetzt. Im ersten Schritt

erfolgt ein Angriff des auf die freie OH-Gruppe enAAbspaltung von HF (Abbildung IV.22.).

L e Lo f

— oI © + N
o o \$—F 5 (o) F SN
Og\ ~_ N~ O%\

Abbildung 1V.22.: Angriff des DAST

Im zweiten Schritt bildet sich der Fluorozucker tibmen {2-Mechanismus (Abbildung
IV.23.):

Ay oo [T
OQ/ng F + F — 00 o HO—$—F

o &y RSO
9 ~_N-_~ (@)

Abbildung 1V.23.: Bildung des Fluorozuckers

Im letzten Schritt zerfallt der instabile negatkiemplex (Abbildung 1V.24.):

F
|
HO—S—F Oy F .
[{l [ ? + =
SN ~_N_~

Abbildung 1V.24.: Zerfall des Komplexes

Das Produkt konnte mit einer Gesamtausbeute v@8¥8@rhalten werden.
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4.4. Organisch-chemische Glucuronidierung

4.4.1. Konigs-Knorr-Methode

Im Rahmen dieser Arbeit war diese Methode, durdifgéimit acetylgeschitztem
Bromozucker(4) bzw. Nitrophenol und Phenolphthalein als Glururakykeptor die einzige
organisch-chemische Glucuronidierung.

Die Methode basiert auf der Aktivierung des beeeffen Bromozuckers mit einem
Metallkation wie Quecksilber, Cadmium oder Sillsas mit Brom ein schwer l6sliches,
stabiles Salz bildet. Hier wurde Silbercarbonatwesrdet.

Das Brom am Zucker steht mStellung (Abbildung 1V.25.):

AT
00 0

Abbildung 1V.25.: Stellung des Broms im Bromozucker

Dadurch wird eine Reaktion mit Brom als Abgangsgeimoglich (Abbildung 1V.26.):

o |
+ R—OH + Ag’
00 o _TrRTVR 00 0 —g, o%o
_§ —< @) — AgBr —< (0]
© Br o Br R o R

Abbildung 1V.26.: $2-Weg der Kénigs-Knorr-Methode

Dies ist die gunstigere von zwei Moglichkeiten, dao wird das Glucuronid immer in der
naturlich vorkommendef-Stellung erhalten und aul3erdem gibt es keine Mbkéit von
Nebenprodukten. Es gibt aber noch einen zweitektResweg, der Gber eing,&Reaktion
verlauft (Abbildung IV.27.):
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Abbildung 1V.27.: Glucuronidbildung nach Kénigs-KmpS1-Weg

68

Das Problem dieses Reaktionsweges ist, dass aenNedglukt ein Orthoester entstehen kann

(Abbildung 1V.28.):

|
0
0
)L o + R—OH
00 o| —
< d
0] \CLO
/

Abbildung 1V.28.: Nebenreagtion deglSWeges: Orthoesterbildung

|
(@]
M2y
00 0
g (0]
(0] ){o
O/R

Da aber bei der Durchfihrung der Synthese garResdukt erhalten wurde, kann es gar

nicht zur Reaktion gekommen sein. Warum dem so keamte aus Zeitgrinden nicht
ergrindet werden. Aus demselben Grund konnte dikti®® auch nicht wiederholt werden.

Lindner / Doppler — 2008 / 2009



Spezieller Tell 69

4.5. Proteinreinigung

Ziel jeder Proteinreinigung ist es, das Proteinsmiser nattrlichen Umgebung zu isolieren.
Dabei ist es neben der mdglichst hohen zu erzielekanzentration auch wichtig, méglichst
alle unerwiinschten Bestandteile (Nicht-Proteinpiehgroteine) zu entfernen. Oft sind diese
Bestandteile schadlich fur das zu isolierende Hrdfroteasen). Werden Enzyme gereinigt,
ist vor allem der Erhalt der Enzymaktivitat von Batlng. Im Lauf der Reinigung sollte die
spezifische Enzymaktivitat, also die Aktivitat pviasseneinheit Protein stark steigen.

Die Reinigung der beiden im Rahmen dieser Arbeiveadeten Enzyme
Glucuronyltransferase und Glucuronidase verladft &anlich. Deshalb werden im
Folgenden die einzelnen Reinigungsschritte allgarhehandelt. Unterschiede zwischen den

beiden Enzymen sind gesondert angefihrt.

a) Aufschluss

Die Glucuronyltransferase kommt in hoherer Konzarin in der LeberHepan), die
Glucuronidase in der Nier&én vor. Beide Organe werden vom Hausschwporgus
domesticusverwendet. Es wird ein mechanischer Aufschlussltyefihrt. Dazu wird das
Organ mit Pufferldsung und Eis tUberschichtet unatldgchnell rotierende Messer zerkleinert
(Ultra Turrax-Mixer). Die Zellen miussen zerstortrden, um die Enzyme, die im Zytoplasma
enthalten sind, freizusetzen. Das Eis muss zugesetden, damit die Temperatur nicht zu
hoch wird. Das konnte ein thermisches Denaturiatiem Proteine, einschlief3lich des zu

isolierenden Enzyms bewirken.

b) Saurefallung

Dieser Schritt wird nur bei der Glucuronidase dgedfiihrt.

Proteine bestehen aus Aminosauren. Da diese Zwiitar sind (COOH- und NiHGruppen),
existiert fir jede Aminosaure ein pH-Wert, bei deimnach aul3en elektrisch neutral ist
(isoelektrischer Punkt). Gleiches gilt fir Proteinar dass sie aus vielen Aminosauren
bestehen. Ihre Loslichkeit hangt somit vom pH-Wadrt Am isoelektrischen Punkt des
Proteins erreicht die Loslichkeit ihnr Minimum. Doahbch bei anderen pH-Werten verringert
sich die Ldslichkeit: Je nach pH-Wert veranderm siie Partialladungen des Proteins und
damit seine raumliche Ausrichtung. Fallt der pH-¥Ager ungunstig fur ein Protein, dass es

»=zusammenklumpt®, also die Angriffsflache fur Wasselekile, die seine Hydrathtille
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verursachen, minimiert, sinkt die Loslichkeit eladlsfund das Protein fallt aus. Am pH-
Optimum eines Enzyms ist selbiges mit Sicherhdit@glich, denn die von ihm katalysierten
Reaktionen finden im wassrigen Medium statt. Allgas bei jenem pH-Wert nicht gelost ist,

kann entfernt (abzentrifugiert) werden.

¢) Ammoniumsulfatfallung
Das Prinzip dieses Reingungsschrittes ist die Enifey, bzw. Verringerung der Hydrathille.

Durch sehr hohe Salzkonzentrationen (z.B. 60% dk#itt) bei Glucuronidase) wird dem

5

Protein seine Hydrathulle entzogen (Abbildung I\)29
"

»0d €O
@. A 4

&* &t &

Abbildung 1V.29.: Wirkungsweise von Ammoniumsulfat

Dadurch klumpen die Proteine zusammen, fallen adskdnnen abzentrifugiert werden. Der
Uberstand enthalt vorrangig Nicht-Protein-Bestaitelteneist kleinere Molekiile, und wird

meist verworfen.

d) Hitzefallung

Wurde nur bei der Glucuronidase verwendet. Die @Gloicidase hat ein relativ hohes
Temperaturoptimum von 48 °C. Dies ist eine Tempeyditei der viele Proteine bereits
denaturiert sind. So kann man sich diese Hitzemrsziszu Nutze machen und die
Aufschlusslosung einige Minuten bei dieser Temperaelassen. Viel Fremdprotein

denaturiert, koaguliert damit, fallt aus und kabaentrifugiert und verworfen werden.

e) Ultrafiltration

Die Proteinldsung wird in ein zweiteiliges Zentgknréhrchen eingebracht, das an der

Unterseite der oberen Kammer mit einer Membrancihdossen ist. Die Poren dieser
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Membran sind so beschaffen, dass Molekiile ab eegtrmmten Grol3e (Molmasse) nicht
mehr passieren kénnen. So wird das gewiinschte Efaydnalle grof3eren Proteine)

aufkonzentriert.

f) GréRenausschlusschromatographie (Gelfiltration)

In diesem Schritt wird die Proteinlésung auf eirie dephadeX-Gel gefiillte Saule
aufgebracht und mit einem geeigneten Puffer elu#e Proteine werden nach Ihrer Gro3e
(Molmasse) aufgetrennt. Kleinere Proteine konneietiin die Poren eindringen und werden

so langer zurlckgehalten. (Abbildung 1V.30.):

Pordse %
Polymerkiigelchen |(5 !

Proteinmischung wird auf
eine Saule mit quervernetztem
Polymer aufgetragen

s Gres e Mok Abbildung 1V30.: GréRenausschlusschromatographie

durchlaufen die Sdule leichter o
und treten in den ersten '
3

Fraktionen auf 1%

Das Eluat wird in einem Fraktionskollektor gesammélir Detektion wird ein UV-Detektor
verwendet. Dieser registriert indirekt Proteinr@dfraktionen, denn die im Molekdl
enthaltenen aromatischen Aminosauren Tryptophargsityund Phenylalanin absorbieren
UV-Licht. Die hauptsachliche Wirkung der Gelfiltiat im Fall der Glucuronyltransferase ist
die Entfernung von Ammoniumsulfat aus der Proteinfiy, das als anorganisches lonenpaar,

das sehr klein ist die Saule erst mit starker Vgezrong verlasst.

q) lonentauschchromatographie

Dieser Reinigungsschritt wird einerseits zum Eaesalnach der Ammoniumsulfatfallung
verwendet (Beide im Rahmen dieser Arbeit isoli&meyme werden durch Gelfiltration
entsalzt), andererseits aber auch zum Trennenhiedaner Proteinfraktionen. Als stationare

Phase dienen verschieden starke lonentauscherEdtsalzen werden starkere lonentauscher
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(Quartare Ammoniumsalze, bzw. Sulfonsauregruppeakergruppen), zum Trennen von
Proteinen schwachere wie DEAE-Cellulose (Diethytamethyl-Cellulose, zur
Anionentauschchromatographie) oder CM-Cellulosel{®aymethyl-Cellulose, fir
Kationen) verwendet. Bei der Kationentauschchrograjohie werden Proteine mit positiver
Nettoladung beim pH-Wert des Elutionspuffers zugatialten (Abbildung IV.31.), bei der

Anionentauchchromatographie solche mit negativeatdislung.

\geqes)

® hohe positive Nettoladung
D positive Nettoladung

© negative Nettoladung

@ hohe negative Nettoladung

Polymer-
kiigelchen
mit negativ
geladenen

funktionellen

Gruppen

Proteinmischung
wird auf eine
Saule mit Kationen-
austauschern aufgetragen

Proteine wandern durch die i . i
gl it e G i Abbildung 1V.31.: lonentauschchromatographie

die von ihrer Netteladung bei =
vorliegendem pH-Wert bestimmit
wird. Bei Kationenaustauschern L
bewegen sich Proteinemiteiner 7 2 3 4 5
negativeren Nettoladung
schneller und eluleren friher {a)

Daraus ergibt sich die Moglichkeit der Verwendunges pH-Gradienten oder Salzgradienten
(Salze haben eine hohere Affinitdt zum lonentaugche Elution. Zur Detektion werden
zwei Detektoren eingesetzt. Ein UV-Detektor zumaEsken der proteinreichen Fraktionen und

ein Leitfahigkeitsdetektor, um die Fraktionen notlker lonenstarke zu registrieren.
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Reinigung von Glucuronidase und Glucuronyltransfer@nreicherungsschemen)

Glucuronidase:

Anreicherungsschema Glucuronidase
Anreicherungsschritt Volumen | Proteingehalt | Aktivitdt | Gesamtprotein | Gesamtaktivitat | spez. Aktivitat | Anreicherungsgrad | Ausbeute
[mi] [mg/ml] [mU/ml] [mg] [mU] [mU/mg] il [%]

Rohextrakt 280 1,19 2,688 333,20 752,64 2,26 1,00 100,0
Séaureféllung 230 0,99 1,746 227,70 401,58 1,76 0,78 53,4
Ammoniumsulfatfallung 25 1,25 5,148 31,25 128,70 4,12 1,82 17,1
Hitzefallung 20 1,15 4,487 23,00 89,74 3,90 1,73 11,9
Gelfiltration 11 0,84 5,169 9,24 56,86 6,15 2,72 7,6
Hydroxyapatit-Chromatographie 3 0,12 2,033 0,36 6,10 16,94 7,50 0,8

Ultrafiltration:

Dass das Enzym die Membran passieren konnte, isturah einen Fehler in der
Verarbeitung der Membran zu erklaren: Es wurde fErtege 10kD- Zentrifugationsmembran
verwendet

IEC:

Maoglicherweise war der lonentauscher zu stark waglEEhzym konnte nicht eluiert werden.
Fremdprotein wurde jedoch sehr wohl eluiert (si€heomatogramm im Anhang)
Anreicherungsschema:

Es konnte keine all zu grol3e Anreicherung erzieltden (7,5-fach). Moglicherweise liegt
dies daran, dass das Enzym Glucuronidase in dSdmgebung nicht besonders stabil ist und
so durch die relativ langen Standzeiten von jewasilter Woche zwischen den Laboreinheiten
rasch an Aktivitat verlor. Vor allem in spateread@eéen der Reinigung wurde das Enzym
durch die Nicht-Protein-Umgebung in seiner Aktivséark beeintrachtigt.
Aktivitatsmessung: Siehe Abschnitt 5.5.5.

Glucuronyltransferase:

Anreicherungsschema Glucuronyltransferase

Anreicherungsschritt Volumen | Proteingehalt | Aktivitat | Gesamtprotein | Gesamtaktivitat sArl):tei\z/.itélt Anreicherungsgrad | Ausbeute
[ml] [mg/ml] [mU/ml] [mg] [mU] [mU/mg] Il [%]
Rohextrakt 260 23,559 332,1 6125,4 86335 14,09 1,00 100,0
Ammoniumsulfatfallung, 0-30% 250 7,467 1454 1866,8 36350 19,47 1,38 42,1
Gelfiltration 675 1,398 118,3 9434 79824 84,61 6,00 92,5
DEAE-Cellulose-Chromatographie 810 0,551 64,4 446,6 52137 116,75 8,28 60,4
Weiterverarbeitung der dritten Fallungsfraktion
spez.
Anreicherungsschritt Volumen | Proteingehalt | Aktivitdt | Gesamtprotein | Gesamtaktivitat | Aktivitat Anreicherungsgrad | Ausbeute
[ml] [mg/ml] [mU/mlI] [mg] [mU] [mU/mg] Il [%]
Rohextrakt 260 23,559 332,1 6125,4 86335 14,09 1,00 100,0
Ammoniumsulfatféllung, >70% 170 0,985 82,4 167,5 14014 83,69 5,94 16,2
Gelfiltration 153 0,115 103,8 17,6 15881 901,96 63,99 18,4

Da im Uberstand der Ammoniumsulfatfallung ebenfabish Glucuronyltransferaseaktivitat

gemessen wurde, wurde dieser nicht verworfen, sareleenfalls chromatographisch weiter

aufgearbeitet.
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Auffallig an den Anreicherungsschemen ist, dassadisamtaktivitat nach der Entsalzung
steigt. Eine Erklarung ware, dass beim Entsalzéirinche Substrate, wie etwa das Bilirubin,
in der Séaule langer verbleiben (dringen als klewergleichsweise kleines Molekl tiefer in
die Poren des Materials ein) und so abgetrenntemefdadurch wird nur mehr das
Nitrophenol umgesetzt, wodurch die tatsachlicheviiét gemessen wird (siehe Abschnitt
5.5.3.), die zuvor auf beide Substrate aufgetailtd® und geringer erschien. Eventuell
kénnten auch Inhibitoren durch die Entsalzung wiegyia

Unter Berucksichtigung des Blindwertes (dieseruzetrei der Gelfitration und der IEC ca.
die Halfte der maximalen Aktivitat) ist das Enzyetativ stabil, da die Aktivitat bei den
Reinigungsschritten Entsalzung und IEC kaum abnd@hase Beobachtung entspricht nicht
den Ergebnissen der Literaturstelle ([5], sieheArihang), was ein Anzeichen fur
verschiedene Isoenzyme ist.

Der Nebenreinigungsweg zeigt zwar eine wesentlessére Anreicherung (Fallung und
Entsalzung bringen jeweils eine Erh6hung des Ahezitngsgrades um ca. den Faktor 8), die
Ausbeute ist allerdings wesentlich geringer. DutighEntsalzung konnte eine gute
Aufreinigung erzielt werden, jedoch befanden sighaktiven Fraktionen im Bereich zweier
sich Uberlappender Peaks. Da der zweite Peak Adtxeigte, misste dieses Isoenzym eine
kleine molare Masse besitzen, da es in die Poreiéts diffundieren konnte. Eine
anschliel3ende elektrophoretische Untersuchungisolsoenzyme der Glucuronyltransferase
erfassen (Abschnitt 4.6.2.1.).
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4.6. Enzymatische Hydrolyse und Glucuronidierung

4.6.1. Hydrolyse - Glucuronidase

Die Glucuronidase gehort zu der Gruppe der Hydeslakhre Substrate sind Glucuronide, die
katalysierte Reaktion ist die Hydrolyse der Etheding, die den Glucuronylrest an das
auszuscheidende Xenobiotikum bindet (siehe 3.2Die)Reaktion erfolgt unter
Wassereinwirkung (Abbildung 1V.32):

o_ _0O o. _0O
RO © — RO o + R—OH
RO RO

RO OR, RO OH

Abbildung 1V.32.: Katalysierte Reaktion der Glucoigase

Da die Reaktion exotherm ist, bendtigt das Enzym Eeergie lieferndes Co-Substrat.
Die Glucuronidase besteht aus 2 Untereinheitenf@gende Abbildung (IV.33.) zeigt die

Quartarstruktur des Enzyms:

) % Abbildung 1V.33.: Quartarstruktur der Glucuronidase
L=
Y
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Glucuronidaseenahtersucht und folgende Parameter
auf das Aktivitatsmaximum hin optimiert: Enzym-K@amtration, Temperatur, pH-Wert und
Substratkonzentration (Michaelis-Menten-Kinetik).

Zur Aktivitatsmessung wurde p-NitropherdD-Glucuronid als Substrat verwendet. Dieses
wird in Glucuronsaure und Nitrophenol gespalterrdyhenol farbt sich im Basischen gelb,
was eine einfache Bestimmung der Aktivitat durcbtpmetrische Absorptionsmessung bei
420nm ermoglicht. Der Grund fir die Farbanderuhgiise Verschiebung des
Absorptionsmaximums in einen Bereich grol3erer Wiiélege. Das wird klar, wenn man die
mesomeren Grenzformen des p-Nitrohenols betradM@trend im sauren Milieu das
Wasserstoffatom der OH-Gruppe gebunden ist undtdoigende mesomere Grenzform

bevorzugt vorliegt (Abbildung 1V.34.):

| OH

_No Abbildung IV.34.: Mesomere Grenzform von p-Nitropbéim Neutralen

1O

o
ist dieses H-Atom im basischen Milieu abgespal@adurch hat das Sauerstoffatom mehr
Elektronen zu Verfigung. So wird mehr Ladung in &&mg verlagert und das durch die
Nitrogruppe verursachte Elektronendefizit ausgégiic Eine andere mesomere Grenzform
wird bevorzugt (Abbildung IV.35.):

lo

Abbildung IV.35.: Mesomere Grenzform von p-Nitropléim Basischen

/N\

1O

o
Dadurch wird nicht nur die elektronenreiche Grenzfaer Nitrogruppe stabilisiert, es
entsteht zusatzlich noch ein System aus konjugidtgppelbindungen. Die Elektronen im
vorliegenden Molekul kdnnen viel leichter angenegtden. Die Anregungsenergie sinkt und
damit steigt wegen

E=hS
B

auch die Anregungswellenlange.
Als erster Parameter wurde die Enzymkonzentratpiimoert. Ziel ist es, die

Enzymkonzentration zu finden, bei der die Aktivilier die Zeit gerade noch konstant bleibt.
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Dazu wird die Substratkonzentration konstant gehalind verschiedene
Enzymkonzentrationen eingesetzt. In regelmalligestéiaen wird die Aktivitat gemessen
(Da nach der Endwertmethode gearbeitet wird, als@&dzymaktivitat Gber die in einem
bestimmten Zeitintervall umgesetzte Substratmemrgednnet wird, muss fir jede Messzeit
ein eigener Ansatz inkubiert werden.) und dann deetZeit aufgetragen. Die erhaltenen
Geraden sollten moglichst parallel zur Abzisse tgf#ise) und mdglichst weit von ihr
entfernt sein® hohere Aktivitat); Abbildung 1V.36.:

Enzymkonzentrationsoptimierung, Aktivitatsverlauf
Aldivitzt [mU]

6,000

5,000 —e—Verd 102

4,000 | —a— Verd 10-3

Verd 104

3,000 - Verd 10-5
—%— Verd 10-6

2,000 —e— BW 102

1,000 - e —— BW106

0,000 — 5 ‘ ‘ 5

20 40 60 80 100 120
Zeit [min]

Abbildung 1V.36.: Konzentrationsabhangiger, zeltke Aktivitatsverlauf von Glururonidase

Im Fall der Glucuronidase betragt das Optimum deryihkonzentration somit 18 U/ml
(Enzymldésung: Stammldsung 90000U/ml, Verdinnun@Q@01 im Ansatz 100 pl
Enzymlésung von 500 pl, Arbeitsverdiinnung also Q®0Die blaue Kurve (Enzymlésung
1:100 verdiinnt) zeigt einen zu starken Aktivitatiy& mit der Zeit, die gelbe Kurve
(1:10000) zeigt zwar eine bessere zeitliche Korzsthat aber einen zu kleinen Ordinaten
(Aktivitats-) —wert.

Jedes Enzym hat auch ein Temperaturoptimum. Je kiin&emperatur ist, desto schneller
verlauft die katalysierte Reaktion. Doch ist dienperatur zu hoch, denaturiert das Enzym
und die Aktivitat geht ganzlich verloren (Abbilduig.37.):
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Tenmperaturoptimum
Altivitat [mU]
2,000

1,600

1,200 —e— 60min
—&— 120min

0,800 -

0,400 -

0,000 T T T T 1
20 30 40 50 60 70

Temperatur [C]

Abbildung 1V.37.: Temperaturabhangigkeit der Aktétivon Glururonidase

Die Glucuronidase hat also ein Temperaturoptimumetava 40-60 °C.

Auch vom pH-Wert ist die Aktivitat eines Enzyms ablig. Das liegt daran, dass ein Enzym
als Protein aus Aminosauren besteht. Diese sinttelwinen, sie haben mindestens eine
Carboxylgruppe, die leicht Wasserstoffionen abgid dann negativ geladen ist, und es ist
mindestens eine Aminogruppe im Molekdl, die wiedetaicht besagte lonen aufnimmt. Wo
Wasserstoffionen abdissoziieren oder aufgenommedenehangt also vom pH-Wert des
umgebenden Mediums ab. Damit hangen also die Padtiagen im Enzymmolekul und
damit die rdumliche Ausrichtung vom pH-Wert ab. BEszym kann aber nur in einer

bestimmten Konformation arbeiten, daher existigripgl-Optimum (Abbildung IV.38.):

pH-Optimum, Citratpuffer

Aktivitat [mU]
1,200 -
1,000 |

0,800 -

—e—60min
0,600 -| .
—=— 100min

0,400 -

0,200 -
0,000

2 3 4 5 6 7
pHI

Abbildung 1V.38.: pH-Abhangigkeit der Glucuronidagévitat

Die Glucuronidase hat ihr pH-Optimum also bei epia5-6.
Auch von der Substratkonzentration hangt die Aldiveines Enzyms ab. Ein Enzym hat eine

»-maximale Arbeitsgeschwindigkeit”. Legt man zu wg&ubstrat vor, verarbeitet es weniger

Lindner / Doppler — 2008 / 2009



Spezieller Tell 79

Substrat in einer Zeiteinheit als es eigentlichrikérund tauscht somit eine geringere Aktivitat
vor. Irgendwann ist aber die Substratkonzentragiweicht, bei der das Enzym gerade noch
mit der Verarbeitung nachkommt. Die Aktivitat blekmnstant, egal wie hoch die
Substratkonzentration wird. Tragt man nun die Alkdiviiber der vorgelegten
Substratkonzentration auf, erhalt man eine hypetiné Kurve (Michaelis-Menten-
Diagramm; Abbildung IV.39.):

Michaelis-Menten-Diagranmm
Aldivitzt [mu]
2,000 -
1,500
—e— 60min
1,000 !
—s— 120min
0,500 -
O,(m T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Subgratkonzentration [mg/l]

Abbildung 1V.39.: Michaelis-Menten-Diagramm der @ltonidase

Die Substratkonzentration sollte am oberen Enddidlearen Bereichs liegen, bei der
Glucuronidase also bei etwa 600 mg/l p-Nitrophgsyd-Glucuronid.
Damit ergibt sich eine Michaelis-Menten-Konstanig, Kie als Substratkonzentration bei der
halben Maximalaktivitat definiert ist. (Abbilduny K40):

0.354

0.301

Reaction rate

Abbildung 1V.40.: Schema Michaelis-Menten-

0 1000 2000 3000 4000  Diagramm
Substrate concentration

Diese wiederum ist, mathematisch betrachtet, dengvert der logistischen Funktion. Sie
wird abgeschatzt auf ca. 2,5mU, damit ergibt siehlh25mU eine Substratkonzentration und

damit Michaelis-Menten-Konstante von cay K 600 mg/l.
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4.6.2. Glucuronidierung — UDP-Glucuronyltransferag

Die Glucuronyltransferase katalysiert die Glucudigiung von alkoholischen, bzw.
phenolischen Xenobiotika. Sie transferiert Glucytgruppen. Die katalysierte Reaktion ist
also genau die Umkehrreaktion der von der zuvochresbenen Glucuronidase katalysierten
Hydrolyse der Etherbindung im Glucuronid. Dennoominen beide Enzyme oft im selben
Organ, beispielsweise der Leber vor. Das dient dazudie betroffene Reaktion besser
kontrollieren zu kénnen. Damit die beiden Enzynm&aeder nicht storen, kommt
Glucuronidase in den Lysosomen und Glucuronyltenaske im Cytoplasma vor. Sie sind also
raumlich getrennt. Anders als die Glucuronidase zdir Gruppe der Transferasen gehort, ist
die Glucuronyltransferase, was der Name schontyeirie Transferase. Diese bendtigen
meist Energie liefernde Cofaktoren, denn die vareihkatalysierten Reaktionen sind meist
endotherm. So auch die Glucuronidierung: Die Glanyltransferase braucht
Uridindiphosphat (UDP) als Energielieferant. Diestdereits kovalent an eines der

Substrate, die Glucuronsaure gebunden (Abbildungly:

0
o_ _0O
NH
HO o O ) |
HO P P N}
HO o /o710 0
O O
OHOH

Abbildung 1V.41.: UDP-Glucuronsaure

Auch die Glucuronyltransferase besteht aus 2 Umifeegen. Als zusatzlicher Cofaktor wird
Mn?* benétigt (Abbildung IV.42.):

~

P
2\ TN ™
)R “E?‘\
SNV
- ‘;#’« ; ”__/‘Q e
i;‘ ? .‘?\

' 4 \ ;\; ~
£ 7z ’ J
.\ - @)
}‘. « f-') 7
& Re Abbildung 1V.42.: Quartarstruktur der Glucuronyhederase
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Die Aktivitatsbestimmung wurde im Rahmen dieserdirlauf zwei verschiedene Arten
durchgefuhrt. Letzten Endes wurde die Methode aNitpophenol als Substrat verwendet, da
diese instrumentell wesentlich weniger aufwandighse Messung erfolgt photometrisch
durch Bestimmung der Steigung der Zeit/Extinktiom&tion. Die zweite Methode verwendet
4-Methyllumbelliferon als Substrat. (Abbildung N3.3:

N
HO O O

Abbildung 1V.43.: 4-Methyllumbelliferon

Die Bestimmung erfolgt nach der Endwert-Methodkerdings fluorimetrisch. Dazu wird das
Molekul mit einer kurzen Wellenlange (im UV-Bereja@ngeregt. Die Energie wird aber
nicht wie bei absorbierenden Molekilen als Warnadxting abgegeben. Die Emission erfolgt
in einem Wellenlangenbereich, der Uber der eingklten Anregungswellenlange liegt. Meist
ist diese Emissionswellenlange im sichtbaren Barddazu wird eine auf allen vier Seiten
geschliffene Quarzkuvette verwendet. Der Detekigitam rechten Winkel zur Lichtquelle
(Abbildung 1V.44.):

4
..Lichtquelle 2

..Quellmonochromator

..Quarzkivette mit Probe 5
..Emissionsmonochromator
..Detektor

A L

Abbildung 1V.44.: Schematischer Aufbau eines Flgaenzspektrometers

Es wurden wiederum die Enzymparameter Enzymkonragorny, Temperatur, pH-Wert und
Substratkonzentration optimiert. Da die TheoriesdreOptimierungen bereits bei der
Glucuronidase erlautert wurde, werden nur mehethaltenen Diagramme angegeben. Die

angegebenen Diagramme sind die Ergebnisse der ditessnit p-Nitrophenol als Substrat.
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Optimierung der Enzymkonzentration (Abbildung IV.45

Bxanigon Enzynkonzentrationsoptimierung, Extinktionsverlauf

2,65
20 l\ ——11
2,55 '

25 —m— 12
2,45 - 1.5

2,4
2,35 B 110

2,3 B :

) — u ——1:100

2,25 T~

2,2 T T T T T 1

0 50 100 150 200 250 300

Zeitld

Abbildung 1V.45.: Konzentrationsabhangiger, zeltke Extinktionsverlauf von Glucuronyltransferase

optimale Enzymkonzentration: 256 U/ml (unverdinnt)

Der unverdiinnte Extrakt wurde gewahlt, da diesevergleich zu den anderen den idealsten
Extinktionsverlauf zeigte.

Die Temperaturoptimierung konnte aus geratetechars&rinden nicht durchgefiihrt
werden, der optimale pH-Wert konnte ebenfalls neshtittelt werden, da das Nitrophenol
eine pH-abhangige Absorption hat. Bei der Glucudtase war dies moglich, da eine stark
alkalische Stopp-Puffer-Losung zugesetzt werdersirdie den Mess-pH-Wert unabhangig
vom pH des Ansatzes hoch halt.

Optimierung der Substratkonzentration — MichaelisAtén-Diagramm (Abbildung IV.46.):

et Michaelis-Menten-Diagranm
[un

180,0
160,0 _
140,0 =
120,0
100,0
80,0 /
60,0 /
40,0 *
20,0

0,0 \ \ \
0000 0200 0400 0600 0800 1,000 1,200 1,400 1,600

Konzentration UDP-Glucuronsaure [mM]

Abbildung IV.46.: Michaelis-Menten-Diagramm der Gluonyltransferase

maximale Substratkonzentration: ca. 0,8 mmol/l UBIBeuronsaure

Michaelis-Menten-Konstante: )K= 0,496 mmol/l| UDP-Glucuronsaure
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4.6.2.1. Elektrophoretische Analyse der Glucurtvagkferase-lsoenzyme

Die Glucuronyltransferase hat mehrere Isoenzynse, Bhzyme, die sich zwar in Aufbau,
Struktur und vor allem Grof3e unterscheiden, alesalloe Reaktion katalysieren. Der Grund,
warum mehrere Isoenzyme der Glucuronyltransferaséi@ren, liegt darin, dass im Phase I
Metabolismus viele Substrate flr das Enzym anfallan alle abzudecken, miussen die
Isoenzyme unterschiedliche Molekulregionen erkenBaei konnen auch mehrere Enzyme
dasselbe Substrat erkennen.

Diese Isoenzyme wurden im Rahmen dieser Arbeitmphkoretisch untersucht.
Gelparameter: T = 10%; C = 2,7%

Gelfoto 1, Coomassie-gefarbt (Abbildung IV.47.):

e

Abbildung 1V.47.: Isoenzymbanden im Coomassie-deéir Polyacrylamid-Gel
Aufgetragene Losungen von links nach rechts: extes&allungsfraktion >70%, IEC-Pool,
entsalzter Pool (Féallungsfraktion 0-30%), Fallumgstion 0-30%, Rohextrakt, High protein -
Marker, Low protein - Marker, Kaleidoskop - Makalie Fa. BioRad
Die Farbung der Isoenzymbanden erfolgt im erstersid# mit Coomassie Brillant Blau.
Dieses Molekul lagert sich in die Proteinkettenumal farbt sie. Die folgende Abbildung
zeigt die Struktur von Coomassie Brillant Blau R3ZBbbildung IV. 48.):

L A 0
S

+ \

|N/\©/ X

O\/
(T Ly
T y

Abbildung 1V.48.: Coomassie Brillant Blau
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Da mit dieser Farbemethode die Enzymbanden nidigigatbar gemacht werden konnten,
wurde die Farbung auch nach der Silver-Staininghdée durchgefihrt. Hier wird das Gel
mit einer Silbersalzlésung behandelt, das sich ot einlagert. Dieses wird anschlie3end
mit Formaldehyd zum metallischen Silber reduzift. sich Protein im Gel befindet
erscheint somit ein dunkel gefarbter Fleck. AbkilguV. 49. zeigt das nach dieser Methode

gefarbte Gel:

Abbildung 1V.49.: Isoenzymbanden im Silver Stairfagbten Polyacrylamid-Gel

Aufgetragene Losungen von links nach rechts: Kakkdp - Marker, entsalzte
Fallungsfraktion >70%, IEC-Pool, entsalzter Podlliingsfraktion 0-30%), Fallungsfraktion
0-30%, Rohextrakt, High protein - Marker, Low piiate Marker, Kaleidoskop - Maker, alle
Fa. BioRad

Lindner / Doppler — 2008 / 2009



Spezieller Tell 85

Die folgende Tabelle zeigt die Molmassen der nashlzkiden verschiedenen Methoden
erhaltenen mdglichen Isoenzymbanden, die nichtméfhtersucht wurden:

Reinigung Fallungsfraktion >70%

ID Molmasse [Da]
1 63448
2 45268
3 40223
4 15110

Reinigung Fallungsfraktion 0-30%
Molmasse [Da]
63448
58313
55433
50946
47620
10 43765

©o~Nouog

Nur das Protein mit 15kDa bei der Reinigung delur@isfraktion >70% ist wahrscheinlich
eine Glucuronyltransferase. Die anderen, schwanhg@aaden wurden von anderen Proteinen
hervorgerufen (Siehe Entsalzung).

Der Grund, warum von der Glucuronyltransferase erehisoenzyme existieren liegt darin,
dass diese Enzymgruppe viele Substrate erkenneanispgrechend verschiedene

Molekilregionen um das -OH erkennen muss.
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5.1. General informations

For the resources see 2.3.

All used reagents are from commercial supplierg 3dlvents got distilled before using.
Absolute N,N-Dimethylformamide and absolute ethdrmih Merck were stored over
molecular sieve, 4. Absolute acetone was prepayetistillation over ROs, absolute pyridine
was distilled over KOH, absolute toluene, methadmhloromethane, diethylether and
tetrahydrofurane were prepared with a PURESOLV-ggipa by innovative technology inc.
Sodium hydride, offered as an 60% suspension witteral oil, was washed with absolute

THF before using.

Boiling points were measured during the distillataf the product.

GC-MS-measurements were done with a GC/MS-Instrafmgihermo Finnigan (GC:
GC8000 Top with BGB5 coloumn; MS: Voyager Quadryijzd)

NMR-spectra were measured in CRGTD;0D or Ds-Acetone with a Bruker AC DPX-200
(200MHz) NMR-instrument or a Bruker Avance Ultra8ldiDRX-400(400MHz) NMR-

instrument.

Purifications by MPLC (Medium pressure liquid chratwgraphy) were done with a Blichi
Sepacor®” Flash System with the following components:

Pump: 2 x Buchi Pump Module C-605
Bichi Pump Manager C-615
Detector: Buchi UV Photometer C-635

Fraction collector: Buchi Fraction collector C-660
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For NMR-characterization, the following abbreviaisoare used:

S singulet

d dublet

t triplet

q quadruplet

m multiplet

5.1.1. Further abbreviations

TLC thin-layer-chromatography
Ac,0 acetic anhydride

Et,O diethyl ether

IPA isopropanol

PE benzine

EE ethyl acetate

DCM dichloromethane

EtOH ethanol

TMS-CI trimethylsilylchloride

TMS-I trimethylsilyliodide
BusSnOMe  bis(tributyltin)oxide

THF tetrahydrofuran

DBU 1,8-Diazabicyclo[5,4,0]lundec-7-ene
DAST diethylaminosulfurtrifluoride
NMR nuclear magnetic resonance
NaOAc sodium acetate

HOAc acetic acid

SDS sodiumdodecylsulfate
DMSO dimethylsulfoxide

PMSF phenylmethylsulfonyl fluoride
DTT dithiothreitol

All of the following syntheses were done under argtmosphere.
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5.2. Synthesis of Glucuronyldonors

5.2.1. Synthesis of Acetyl-protected glucuronyldans

5.2.1.1.) 1,2,3,4 Tetra-O-acef}dD-glucuronic acid methyl ester (3)

| — o 4
o0 _o — /lL
MeOH (@] O (@)
~ HO o \\/0 0
HO @] >§o
1 2 3

Molecular Weight =176,13 Molecular Weight =208,17 Molecular Weight =376,32
Molecular Formula =C6H806 Molecular Formula =C7H1207 Molecular Formula =C15H20011

D-Glucuronic acidy-lactone(1) (284 mmol, 50 g) was suspended in 300 ml of methand

ca. 300 mg of Sodium methoxide was added. The ma&xuas stirred at room temperature for
2 h and methanol was removed by distillation. Té#sdue was dissolved in 400 ml&and
stirred at room temperature for 24 h. Under coo{iig25 °C) 3 ml of perchloric acid were
added in 100 ml A® and the mixture was stirred for 24 h. 0.5 ml efghloric acid were
added and the mixture was cooled in the refrigem@ternight. After evaporation of the
solvent, the residue was purified by silica gelochatography (mobile phase: PE:EE = 1:1).

Then the product was recrystalized from Isopropanol

Yield: 71.4 g (69,7 %)

TLC: Re=0,44 (PE:EE = 1:1)

'H NMR (200 MHz, CDC}): 8=5.74 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 5.36 - 5.04 (m, 3HL64(d, J =

9.4 Hz, 1H), 3.71 (s, 3H), 2.09 (s, 3H), 2.01 (4),82.00 (s, 3H) ppm

%C NMR (50 MHz, CDCY): 8=170.0 (s, 1C), 169.6 (s, 1C), 169.3 (s, 1C), 068, 1C),
166.9 (s, 1C), 91.5 (d, 1C), 73.1 (d, 1C), 71.91@), 70.3 (d, 1C), 69.0 (d, 1C), 53.2 (q, 1C),
20.9 (q, 1C), 20.71 (q, 1C), 20.68 (q, 1C), 20.61@) ppm
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5.2.1.2.) 1-Bromo-2,3,4-tri-O-acetylD-glucuronic acid methylester (4)

(@] O
O @) —_— O @]
— 0 —
0 ) o)
0]
3 4
Molecular Weight =376,32 Molecular Weight =397,18
Molecular Formula =C15H20011 Molecular Formula =C13H17BrO9

Tetraacetaté3) (3.61 g, 9 mmol) was dissolved in 20 ml of HBr %3 glacial acetic acid)
and stored at 4 °C overnight. The solvent was rvaudy distillation, the residue was
dissolved in 50 ml of DCM, washed with saturatedHE&s-solution as well as water and
dried over NgSQ,. The solvent was removed by distillation and #®due was recrystallised
from EtOH.

Yield: 3,36 g (34,9 %)

TLC: Re= 0,38 (PE:EE = 2:1)

'H NMR (200 MHz, CDC}): = 6.62 (d, J = 4.1 Hz, 1H), 5.58 (t, J = 9.8 H4),15.21 (t, J

= 9.9 Hz, 1H), 4.83 (dd, J = 10.0, 4.1 Hz, 1H)54(8, J = 10.0 Hz, 1H), 3.73 (s, 3H), 2.07 (s,
3H), 2.03 (s, 3H), 2.02 (s, 3H) ppm

13C NMR (50 MHz, CDCJ): & = 169.80 (s, 1C), 169.78 (s, 1C), 169.6 (s, 165.4 (s, 1C),
85.5 (d, 1C), 72.2 (d, 1C), 70.4 (d, 1C), 69.41@), 68.6 (d, 1C), 53.3 (g, 1C), 20.7 (q, 2C),
20.6 (g, 1C) ppm
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5.2.1.3.) 1-lodo-1-deoxy-2,3.4-tri-O-acetyb-glucuronic acid methyl ester (5)

(0] (0]
O _o0 O._o
TMS-I
O 0] E—— O (@]
(@] 0 (@]
(0] 0] \< (0]
O (0] o I
(@]
3 5
Molecular Weight =376,32 Molecular Weight =444,18
Molecular Formula =C15H20011 Molecular Formula =C13H17109

Tetraacetaté3) (1.81 g, 5 mmol), TMS-I (7.5 mmol, 1.1 ml) and bahacetonitrile were
mixed and stirred at 50 °C for 2.5 h. 25 ml of &&re added and washed with saturated
N&S,0s-solution, saturated NaHG&olution and water. The solution was dried over
NaSO,, the solvent was removed by distillation and #&due purified by silica gel
chromatography (mobile phase: PE.EE = 2:1)

Yield: 1,2 g (54,1 %)
TLC: F1:R=0,18 (PE:EE =2:1)
F2: R=0,32 (PE:EE =2:1)
'H-NMR (200 MHz, CDC}): 8= 7.00 (d, J = 4.3 Hz, 1H), 5.52 (t, J = 9.7 H4),15.25 (t, J
= 9.7 Hz, 1H), 4.37 (d, J = 10.2 Hz, 1H), 4.21 @ 9.9, 4.4 Hz, 1H), 3.75 (s, 3H), 2.09 (s,
3H), 2.05 (s, 3H), 2.04 (s, 3H) ppm
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5.2.1.4.) 2,3.4 tri-O-acetyl-D-glucuronic acid imgester (6)

0 | | 0

/lL O __o Bu,SnOMe /lOL O_o H0 /lL O __o
—_—
OQ%O o o Ag,CO,4 OO o)
— 0 o - g
o
O 0 © O
0 Br

NH,NH
22— o OH
HAc fe) 0
o >¢
3 6 4
Molecular Weight =376,32 Molecular Weight =334,28 Molecular Weight =397,18
Molecular Formula =C15H20011 Molecular Formula =C13H18010 Molecular Formula =C13H17BrO9

Method 1:

Tetraacetat€3) (5.46 g, 15 mmol) was dissolved in 350 ml of THel & ml of BuSnOMe
were added. The solution was refluxed for 6h aedltHF was removed by distillation. The
residue was purified by silica gel chromatogragbgl:acetone = 95:5).

Yield: not determined; product could not be isatate

TLC: Rg= 0,42 (DCM:acetone = 95:5)

Method 2:
Tetraacetaté3) (3.6 g, 10 mmol) was dissolved in 60 ml of DMF aadled down to -10 °C.

0.54 g of hydrazinemonohydrate and 0,64 g of glaaatic acid were added simultaneously.
After stirring at room temperature for 45 min, rduet appeared in the TLC, so 25 ml citric
acid (5%) were added and the mixture was extrastddEt,O. The ether was washed with
water twice and with brine once. The organic phaag dried over N&O, and the solvent

removed by distillation.
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Method 3:

Bromosugal4) (4.77 g, 12 mmol) was dissolved in 60 ml of absoacetone and 3.6 g of
Silver carbonate and 220 mg of water were added.niilxture was stirred overnight and
filtrated through silicagel. The solvent was remibbg distillation and purified by silica gel
chromatography (PE.EE = 1:1).

Yield: 3.1g (34,9 %)

TLC: Re=0,26 (PE:EE = 1:1)

'H NMR (400 MHz, CDC4): 0-(6): 3 = 5.56 (t, J = 9.8 Hz, 1H), 5.53 (d, J = 3.5 Hd),1

5.17 (t, J = 9.7 Hz, 1H), 4.89 (dd, J = 10.1, 327 #H), 4.58 (d, J = 10.2 Hz, 1H), 3.73 (s,
3H), 2.07 (s, 3H), 2.023 (s, 3H), 2.018 (s, 3H) ppri6): 5=5.29 (t, J = 9.4 Hz, 1H), 5.21 (¢,
J=9.5Hz, 1H), 4.91 (t, J = 8.3 Hz, 1H), 4.80J&; 7.9 Hz, 1H), 4.10 (d, J = 9.7 Hz, 1H),
3.74 (s, 3H), 2.07 (s, 3H), 2.023 (s, 3H), 2.018t) ppm

%C NMR (100 MHz, CDG)): 0-(6): 8= 170.4 (s, 1C), 170.2 (s, 1C), 169.9 (s, 1C), 868,
1C), 90.4 (d, 1C), 70.9 (d, 1C), 69.7 (d, 1C), §@.,21C), 68.2 (d, 1C), 53.1 (g, 1C), 20.9 (q,
2C), 20.7 (q, 1C) ppnp-(6): d=170.8 (s, 1C), 170.2 (s, 1C), 169.8 (s, 1C), 8643, 1C),
95.7 (d, 1C), 73.1 (d, 1C), 72.8 (d, 1C), 71.71@), 69.6 (d, 1C), 53.2 (g, 1C), 20.9 (q, 1C),
20.8 (g, 1C), 20.7 (g, 1C) ppm
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5.2.1.5.) 1-Fluoro-1-deoxy-2,3,4-tri-O-acetyP-glucuronic acid methyl ester (7)

T
F—$—F | |
(@] (@]
)L P P
% I erle | el
_—
o) o) F
0] E O
(@] (@)
6 7al7b
Molecular Weight =334,28 Molecular Weight =336,27
Molecular Formula =C13H18010 Molecular Formula =C13H17FO9

OH-sugar(6) (1.3 g, 3.9mmol) was dissolved in 25 ml of DCM amwled down to -30 °C.
DAST (1.1 ml, 7.4mmol) was added and the solutias allowed to regain room
temperature. After no educt was present, (conttde TLC) EtO was added and the
solution was washed with water. The organic phaagdvied over N&O;, the solvent was
removed by distillation, the residue was purifigdsidica gel chromatography (PE:EE = 2:1)
and three fractions were collected.

Yield: 1,19 (80,3 %)

TLC: Re=0,39 u. 0.30 (PE:EE =2:1)
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5.2.1.6.) 1-O-Trichloroacetimidate-2,3,4-tri-O-adex-D-glucuronic acid methyl ester (8)

0 0
)L O_o CI,CCN )L O~ _—o0

cl Cl
6 8 c
Molecular Weight =334,28 Molecular Weight =478,67
Molecular Formula =C13H18010 Molecular Formula =C15H18CI3NO10

OH-sugar(6) (1.6 g, 5 mmol) was dissolved in 25 ml of DCM, &bof trichloroacetonitrile
and 3.8 g of KCO; were added and the mixture was stirred at roonpégature for 2 days.

The mixture was filtered, the filtrate was washeathwaturated sodium carbonate solution
and water. Then the organic phase was separategépyaration flask and dried over,8@).
Then the salt was filtered off and the solventdjstilled off.

TLC: RF = 0,39 (PE:EE = 2:1)

'H NMR (400 MHz, @-Acetone):d = 9.59 (s, 1H), 6.63 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 5.62 (t,

J =9.9 Hz, 1H), 5.26 (t, J = 9.8 Hz, 1H), 5.20,(@e 10.1, 3.7 Hz, 1H), 4.48 (d, J = 10.2 Hz,
1H), 3.70 (s, 3H), 2.02 (s, 3H), 2.01 (s, 3H), A803H) ppm

13C NMR (100 MHz, @-Acetone):d = 170.4 (s, 1C), 170.2 (s, 1C), 170.0 (s, 1C), 863,

1C), 160.3 (s, 1C), 93.5 (d, 1C), 87.7 (s, 1C)57d, 1C), 70.3 (d, 1C), 69.9 (d, 1C), 69.6 (d,
1C), 53.2 (q, 1C), 20.6 (g, 1C), 20.5 (q, 1C), 2@,41C) ppm
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5.2.2. Synthesis of Pivaloyl-protected glucuronytwhors

5.2.2.1.) 1,2,3,4 Tetra-O-pivalogtD-glucuronic acid methyl ester (9)

O._o

~mOH  MeOH Cl ©)

e Ho o \ o%o
H HO OH \ o} o

HO o) ;io
9

Molecular Weight =176,13 Molecular Weight =208,17 Molecular Weight =544,65
Molecular Formula =C6H806 Molecular Formula =C7H1207 Molecular Formula =C27H44011

1 2

D-Glucuronic acidy-lactone(1) (100 mmol, 18 g) was suspended in 100 ml of methand

ca. 200 mg of Sodium methoxide was added. The m@&xuas stirred at room temperature for
2h and methanol was removed by distillation. Trsédwee was dissolved in 120 ml of CHCI
and 70 ml of Pyridine, 75 ml of Pivaloyl chlorideeve added dropwise (temperature war kept
below 50 °C) and the mixture was stirred at roomgerature for 7 days. The solution was
concentrated and the residue was mixed with 200fi&t,0, filtered and washed with 200 ml
of 1M H,SQ,, saturated NaHC#&xsolution and water. The organic phase was dried ov
NaSOy, the solvent removed by distillation and the rasidvas recrystallized from about

50 ml of EtOH.

Yield: 30.9 g (56,7 %)
TLC: Re= 0,74 (PE:EE = 4:1)

'H NMR (200 MHz, CDC}): 5=5.76 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 5.41 (t, J = 9.3 H4),15.31 -

5.16 (m, 2H), 4.16 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 3.68 (4),3L.16 (s, 9H), 1.11 (s, 9H), 1.09 (s, 18H)
ppm

%C NMR (50 MHz, CDCJ): = 177.0 (s, 1C), 176.7 (s, 1C), 176.5 (s, 1C), 318§, 1C),

167.0 (s, 1C), 91.7 (d, 1H), 73.3 (d, 1C), 71.71(@), 69.9 (d, 1C), 69.3 (d, 1C), 52.9 (q, 1C),
38.9 (s, 1C), 38.8 (s, 3C), 27.21 (q, 3C), 27.18(@), 27.1 (g, 3C), 27.0 (q, 3C) ppm
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5.2.2.2.) 1-Bromo-2,3,4-tri-O-pivaloy-D-glucuronic acid methyl ester (10)

9 10
Molecular Weight =544,65 Molecular Weight =523,42
Molecular Formula =C27H44011 Molecular Formula =C22H35Br0O9

Tetrapivaloatg9) (10,9 g, 20 mmol) was dissolved in 50 ml of HB&3B® glacial acetic
acid) and stirred at room temperature for 8h. Tihersolution was stored at 4 °C overnight

and the solvent was removed by distillation. Tredee was recrystallized from EtOH.

Yield: 6.6 g (63,1 %)

TLC: Re=0,72 (PE:EE = 4:1)

'H-NMR (200 MHz, CDCY): 5= 6.68 (t, J = 9.7 Hz, 1H), 6.65 (d, J = 4.1 H4),15.26 (t, J

= 9.7 Hz, 1H), 4.85 (dd, J = 10.0, 10.1 Hz, 1HB94(d, J = 10.4 Hz, 1H), 3.72 (s, 3H), 1.17
(s, 3H), 1.16 (s, 3H), 1.12 (s, 3H) ppm

13C NMR (100 MHz, CDG): 8= 177.3 (s, 1C), 176.82 (s, 1C), 176.79 (s, 167.Q (s, 1C),
85.8 (d, 1C), 72.5 (d, 1C), 70.6 (d, 1C), 69.01(@), 68.4 (d, 1C), 53.2 (q, 1C), 38.96 (s, 1C),
38.93 (s, 1C), 38.8 (s, 1C), 27.3 (g, 3C), 27.28@), 27.1 (q, 3C) ppm
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5.2.2.3.) 1-lodo-1-deoxy-2,3,4-tri-O-pivaloytD-glucuronic acid methyl ester (11)

|
o o}
0
|

O O o 0]
o TMS-| /el
Av(oo © )v(oo
@) @]
0 0 5 7
O
9 1

1
Molecular Weight =544,65 Molecular Weight =570,42
Molecular Formula =C27H44011 Molecular Formula =C22H35109

Tetrapivaloylatg9) (2.72 g, 5 mmol), TMS-I (7.5 mmol, 1.1 ml) and SahAcetonitrile

were mixed and stirred at 50 °C for 2.5h. 25 mEBfwere added and washed with saturated
N&aS,0s-solution, saturated NaHG&olution and water. The solution was dried over
NaSQy, the solvent was removed by distillation and #&due purified by silica gel
chromatography (mobile phase: PE.EE = 6:1)

Yield: 1,5 g (52,6 %)

TLC: Re= 0,42 (PE:EE = 6:1)

'H-NMR (200 MHz, CDC}): 3= 7.01 (d, J = 4.3 Hz, 1H), 5.59 (t, J = 9.6 H4),15.29 (t, J

= 9.9 Hz, 1H), 4.35 (d, J = 10.2 Hz, 1H), 4.27 (@; 9.8, 4.3 Hz, 1H), 3.73 (s, 3H), 1.19 (s,
9H), 1.16 (s, 9H), 1.12 (s, 9H) ppm
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5.2.2.4.) 2,3.,4 tri-O-pivaloyl-D-glucuronic acidethyl ester (12)

o |
HAC %& Ag,CO
O%% - - 00 o 9 0Q ©
O O OH o}
o) \Eo 0 o) O%Br
9 10

Molecular Weight =544,65 Molecular Weight =460,53 Molecular Weight =523,42
Molecular Formula =C27H44011 Molecular Formula =C22H36010  Molecular Formula =C22H35BrO9

Method 1:

Tetraacetat€3) (5.45 g, 10 mmol) was dissolved in 60 ml of DMFlawoled down to -

10 °C. 0.54 g of hydrazine monohydrate and 0,64laxdial acetic acid were added
simuntaneously. After stirring at room temperatiore/4h, no educt appeared in the TLC, so
25 ml of citric acid (5%) were added and the migtwas extracted with gD. The ether was
washed twice with water and once with saturatedlfaltition. The organic phase was dried
over NaSQy, the solvent removed by distillation and puriflegsilica gel chromatography
(PE:EE = 6:1).

Yield: 2,3 g (50,0 %)
TLC: Rg=0,28 (PE:EE = 3:1)
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Method 2:
Bromosugaf4) (5.2 g, 10 mmol) was dissolved in 50 ml of abssktetone and 3 g of silver
carbonate and 180 mg of water were added. The reixtas stirred overnight and the

product was isolated per silica gel filtration.

Yield: 4,6 g (100 %)
TLC: Re= 0,26 (PE:EE = 3:1)

'H NMR (400 MHz, CDCJ): a-(12): 8= 5.66 (t, J = 9.7 Hz, 1H), 5.54 (d, J = 3.7 Hd) 1
5.19 (t, J = 10.3 Hz, 1H), 4.86 (dd, J = 10.3,1827 1H), 4.58 (d, J = 10.3, 1H), 3.71 (s, 3H),
1.16 (s, 9H), 1.14 (s, 9H), 1.12 (s, 9H) p¥(12): 8= 5.41 (t, J = 9.3 Hz, 1H), 5.23 (1, J =
9.7 Hz, 1H), 4.96 (t, J = 9.3 Hz, 1H), 4.78 (d, 3.% Hz, 1H), 4.11 (d, J = 9.9 Hz, 1H), 3.72
(s, 3H), 1.14 (s, 9H), 1.13 (s, 9H), 1.11 (s, 9H)P

13C NMR (100 MHz, CDCY): a-(12). &= 177.8 (s, 1C), 177.1 (s, 1C), 177.0 (s, 1C), 868,
1C), 90.3 (d, 1C), 71.1 (d, 1C), 69.5 (d, 1C), 68.91C), 68.3 (d, 1C), 53.0 (q, 1C), 38.9 (s,
3C), 27.4 (g, 3C), 27.3 (g, 3C), 27.2 (q, 3C) pPrtl2) 6= 177.2 (s, 1C), 177.1 (s, 1C),
176.9 (s, 1C), 167.7 (s, 1C), 96.1 (d, 1C), 73,1@), 73.0 (d, 1C), 71.1 (d, 1C), 69.5 (d,
1C), 53.1 (g, 1C), 39.1 (s, 3C), 27.3 (g, 3C), 34, 3C), 27.21 (g, 3C) ppm
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5.2.3. Synthesis of Benzoyl-protected glucuronyldors

5.2.3.1.) 1,2,3,4 Tetra-O-benzoy-B-glucuronic acid methyl ester (13)

i |
OH )
‘|3 © ©/kc' C %O
«mOH  MeOH @) 0
. HO o o O_o
HO OH — = 0
HO 0 EO
13

1 2
Molecular Weight =176,13 Molecular Weight =208,17 Molecular Weight =624,61
Molecular Formula =C6H806 Molecular Formula =C7H1207 Molecular Formula =C35H28011

D-Glucuronic acidy-lactone(1) (56 mmol, 10 g) was suspended in 100 ml of methand

ca. 50 mg sodium methoxide was added. The mixtaestirred at room temperature for 2h
and methanol was removed by distillation. The nesidias dissolved in 125 ml of pyridine
and 40 ml of distillated benzoylchloride(bp: 73 2@hbar) was dropped into the solution at
0 °C. 100 ml of ice-cold water was added and thaume was extracted twice with 500 ml of
DCM. The DCM-phase was washed with saturated Nag&a@ution as well as water and
dried over NgSOy,. The DCM was removed by distillation and the rasigurified by silica
gel chromatography (PE:EE = 3:2).

Yield: 27,0 g (77,4 %)

TLC: Rg=0,50 (PE:EE = 3:2)

H NMR (400 MHz, CDC}): & = 7.30-8.20 (m, 20H), 6.83 (d, J = 3.5 Hz,,).+6.35 (d, J =
7.5 Hz, 1H), 6.33 (dd, J = 9.0, 10.0 Hz, 2116.01 (t, J = 9.0 Hz, 3, 5.84 (t, J = 9.0 2}),
5.82 (dd, J = 7.5, 9.0 2} 5.78 (dd, J = 9.0, 10.0 4}45.61 (dd, J = 3.5, 10.0 2H 4.78 (d, J
= 10.0 Hz, 5K), 4.62 (d, J = 9.0 Hz, 5}ji 3.69 and 3.61 (s, 3H) ppm
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5.2.3.2.) 1-Bromo-2,3,4-tri-O-benzoyD-glucuronic acid methyl ester (14)

@JLg . o,
55 %,

14
Molecular Welght =624,61 Molecular Weight =583,39
Molecular Formula =C35H28011 Molecular Formula =C28H23BrO9

Tetrabenzoatél3) (12.5 g, 20 mmol) was dissolved in 50 ml of HBB¥&in glacial acetic
acid) and stirred at room temperature for 8h. Tihensolution was stored at 4 °C overnight,
the solvent was removed by distillation and thédres was recrystallized from EtOH.

Yield: 10 g (85,8 %)

TLC: Re=0,22 (PE:EE = 6:1)

'H NMR (400 MHz, CDCJ): & = 7.30-8.00 (m, 15H), 6.88 (d, J = 4.0 Hz, 1H2658(d, J =
10.0 Hz, 3H), 5.73 (t, J = 10.0 Hz, 4H), 5.33 (@4 4.0, 10.0 Hz, 2H), 4.85 (d, J = 10.0 5H),
3.68 (s, 3H) ppm
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5.2.3.3.) 1-lodo-1-deoxy-2,3,4-tri-O-benzayb-glucuronic acid methyl ester (15)

13 15
Molecular Weight =624.61 Molecular Weight =630.39
Molecular Formula =C35H28011 Molecular Formula =C28H23109

Tetrabenzoatél3) (3,13 g, 5 mmol), TMS-I (7.5mmol, 1.1 ml) and 5 oflAcetonitrile were
mixed and stirred at 50 °C for 2.5 h. 25 ml of E&revadded and washed with saturated
N&S,0s-solution, saturated NaHG&olution and water. The solution was dried over
NaSO,, the solvent was removed by distillation and #&due purified by silica gel
chromatography (mobile phase: PE:EE = 5:1)

Yield: 1,5 g (50,8 %)
TLC: Re=0,34 (PE:EE =5:1)
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5.2.3.4.) 2,3.4 tri-O-benzoyl-D-glucuronic acidting ester (14)

Molecular Welght =624.61 Molecular Weight =520.50 Molecular Weight =583.39
Molecular Formula =C35H28011 Molecular Formula =C28H24010 Molecular Formula =C28H23BrO9

Method 1:

Tetrabenzoatél3) (3.1 g, 5mmol) was dissolved in 30 ml of DMF amwled down to -

10 °C. 0.27 g of hydrazine monohydrate and 0,32gjaxial acetic acid were added
simultaneously. After stirring for 45min (room teerpture), no educt appeared in the DC,
12.5 ml of citric acid (5%) were added and the mmgtwas extracted with #£32. The ether
was washed with water twice and with brine oncee dtganic phase was dried over,8@;,
the solvent removed by distillation and purifieddijyca gel chromatography (PE:EE=3:1,
eluated with 2:3).

Yield: 0,3 g (5,8 %)
TLC: Re=0,12 (PE:EE = 3:1)

Method 2:
Bromosugaf4) (7.0 g, 12mmol) was dissolved in 60 ml of absoadetone and 3.6 g of
Silvercarbonate and 220 mg of water were addedniikiure was stirred overnight and

filtered through silica gel. The solvent was rentbbg distillation.

Yield: 4,57 g (73,2 %)
TLC: Re=0,10 (PE:EE = 6:1)
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5.3. Preparation of intermediate products for finer studies

5.3.1. Intermediate products for Carbonat-protectd Glucuronyldonors

5.3.1.1.) Glucuronic acid (18)

HO
H,0 o
- HO
HO H
HO
1 18
Molecular Weight =176,13 Molecular Weight =194.14
Molecular Formula =C6H806 Molecular Formula =C6H1007

D-Glucuronolactongl) (10 g, 0.0568 mol) was dissolved in 100 ml of wated passed
through 60 ml of Amberlite IRA-410. The ion exchangsin got washed with 100 ml of
water. The free acid was eluted with 0.1y8)y, was fractionally concentrated and

crystallized.

Yield: 7,35 g (66,7 %)
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5.3.1.2.) Glucuronic acid allyl ester (17)
Method 1:

O
OH
1 17
Molecular Weight =176,13 Molecular Weight =234.21
Molecular Formula =C6H806 Molecular Formula =C9H1407

100 mg of NaH was mixed with 60 ml of allyl alcotamid Glucuronic acig-lactone(1)
(17mmol, 3 g) was added. The mixture was stirreatd@t temperature for 24h and the
alcohol was removed by distillation. The TLC showedproduct but lactone (educt).

Method 2:
\/\
HO HO o
no o, DBU e .
HO HO
18 17
Molecular Weight =194.14 Molecular Weight =234.21
Molecular Formula =C6H1007 Molecular Formula =C9H1407

Glucuronic acid18) (5 g, 25.8mmol) was dissolved in 50 ml of DMF, 318l of DBU was
added and the solution was stirred for 15min. 207 6f allyl bromide was added and the
mixture stirred overnight. The solvent was remolegdlistillation and the residue was

purified by silica gel chromatography (DCM:IPA =1

Yield: 5,3 g (87,9 %)
TLC: Rg=0,32 (DCM:IPA = 4:1)
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5.3.1.3.) Glucuronic acid benzyl ester (19)
Method 1:

1 19
Molecular Weight =176,13 Molecular Weight =270.24
Molecular Formula =C6H806 Molecular Formula =C12H1407

100 mg of NaH was mixed with 100 ml of benzyl alebénd Glucuronic acig-lactone(1)
(17mmol, 3 g) was added. The mixture was stirrada@tn temperature for 24h and alcohol

was removed by distillation. The TLC showed no maigdonly lactone (educt).

Method 2:
Br ;
HO ©) O
(@) (@)
DBU
HO OH HO OH
HO HO
Molecular Weight =194.14 Molecular Weight =270.24
Molecular Formula =C6H1007 Molecular Formula =C12H1407

Glucuronic acid18) (3 g, 15.5mmol) was dissolved in 30 ml of DMF,&r8l of DBU was
added and the solution was stirred for 15min. 3.bfrbenzyl bromide was added and the
mixture stirred overnight. The solvent was remolegdlistillation and the residue was

purified by silica gel chromatography (DCM:IPA =1

Yield: 3,0 g (70,4 %)
TLC: Re=0,38 (DCM:IPA =4:1)
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5.3.1.4.) Ethyl trimethylsilylacetate (21)

TMS-CI
Q 0
A = 3
/\ —_— |
20 21
Molecular Weight =167.00 Molecular Weight =160.29

Molecular Formula =C4H7BrO2 Molecular Formula =C7H1602Si
31.7 g of Zn-powder was suspended in 500 ml otalyene, nitrogen was flushed through
the apparatus and the suspension was refluxediuisomade of 43.5 g of TMS-CI, Ethyl-
bromoacetat€20) (83.5 g, 0.5 mol), 100 ml of toluene and 100 mE®D were added within
a 30min period. While the solution was added, smdme crystals were added. The reaction
was controlled by GC-MS and stopped after 1.5huxéflg, when almost no educt appeared in
the chromatogram. The mixture was cooled (ice batll)400 ml of 1M HCI was added.
After 5min of stirring the organic phase was wastvétl 5% NaS,0s-solution, saturated
NaHCO3-solution and water. The organic phase wiasl diver NaSQy, the solvent was
removed by distillation(60 °C, 100mbar) and theduct was distilled at 76-77 °C / 52mbar.

Yield: 19,4 g (30,3 %)

'H-NMR (200MHz, CDC}): = 4.08 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 1.86 (s, 2H), 1.21( 1.2 Hz,
3H), 0.09 (s, 9H) ppm
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5.3.1.5.) 2-(Trimethylsilyl)-ethanol (22)

O .
0 DTV
—_— I
g o N 7 NA"Non

21 22

Molecular Weight =160.29 Molecular Weight =118.25 .
Molecular Formula =C7H1602Si Molecular Formula =C5H140Si

8.9 g of LiAlIH, were suspended in 300 ml of ice-cold absolutéhgliether. Ethyl-
trimethylsilylacetatg€21) (16.0 g, 100mmol), diluted in 200 ml of diethylethwas added
slowly. The mixture was heated under reflux ovenhi§ ml of 10% NaOH were added, 6 ml
of water were added, the mixture was filtrated waghed with THF. The solvent of the
organic phase was removed by distillation. Forfation the product got distilled under
vacuum (94 mbar, 87-89 °C).

Yield: 9,70 g (82,1 %)

H NMR (400 MHz, CDCJ): 6 = 3.65-3.80 (m, 2H), 1.82 (s, 1H), 1.03-0.88 (id),10.00 (s,
9H) ppm
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5.4. Synthesis of glycokonjugates and metabolites

5.4.1. Organic-chemical Glucuronidation

5.4.1.1.) 1-Phenolphthalef+D-Tetra-O-Acetyl-glucuronic acid methyl ester (24)

0]
00 o) Phenolphthalein
i( 0] O

OH
0
04\ i O O

O
4 24
Molecular Weight =397,18 Molecular Weight =634.60

Bromosugaf4) (0.5 g, 1.26mmol) was dissolved in 3.5 ml of DAWG g of molecular sieve
and 0.31 g of silver carbonate was added and theeira was stirred for 30min. 2,2 g of
Phenolphthalein was added and stirred at room teatye for 96h. The mixture was filtered

through silica gel and the solution was concentkate

There was no product found by TLC.
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5.4.1.2.) 1-(4-Nitrophenol}-D-Tetra-O-Acetyl-glucuronic acid methyl ester (25)

O
)L O _o Ag,CO; @ c|) o
o) 'e) 4-Nitrophenol /Lk
O
Y QA
L o

(@]
o Br
0] 2
4 25
Molecular Weight =397,18 Molecular Weight =455.38
Molecular Formula =C13H17BrO9 Molecular Formula =C19H21NO12

Bromosugaf4) (0.1 g, 2.5 mmol) was dissolved in 7.5 ml of DCI\M3 g of molecular sieve
and 0,62 g of silver carbonate was added and theeira was stirred for 30min. 3,48 g of 4-
nitrophenol was added and stirred at room tempezdtu 96h. The mixture was filtrated

through silica gel, the solution concentrated.

There was no Product found by TLC.
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5.5. Enzymatical Methods

The kinetic methods were only done qualitativetyns yield, TLC and NMR data were

measured. The yields of the enzyme purificatioessaiown in a table (see part 4.5.).

5.5.1. Isolation of UDP-Glucuronyltransferase

Reagents
Extraction buffer (0.125M Phosphate, 2mM PMSF, 1M, pH 7.4)

3 g of NahBPQy, 70 mg of phenylmethylsulphonyl fluorid(dissolviedDMSO) and
31 mg of Dithiothreitol were dissolved in wateretpbH was adjusted to 7.4 with
NaOH and the solution was filled up to 200 ml.

Desalting buffer (0.01M Phosphate, 10% GlycerolMLBTT, pH 7.4)
1.2 g of NaHPQ,, 154 mg of DTT and 100 ml of Glycerol were dissalvin water,
the pH was adjusted to 7.4 with NaOH and the smhutvas filled up to 1000 ml.

Equilibration buffer (0.01M Phosphate, 10% GlycefohM DTT, 0.25% Brij 25, pH 7.4)
1.2 g of NaHPQ,, 154 mg of DTT, 2.5 g of Brij 25 and 100 ml of Gé&rol were
dissolved in water, the pH was adjusted to 7.4 W&l®©H and the solution was filled
up to 1000 ml.

Elution buffer (0.01M Phosphate, 10% Glycerol, 1rBWT, 0.25% Brij 25, 1M NacCl,

pH 7.4)
11.7 g of NaCl were added to 200 ml of equilibratouffer.

NaCl-solution(1M)

11.7 g of NaCl were dissolved in 200 ml of water.

Conduction

100 g of pork liverljepar, sus scrofa domestizand 200 ml of ice-cold extraction buffer
were blended and centrifuged at 15krpm for 5 miswte

To the supernatant (260 ml) 45.76 g of SO, (30% saturation) were added slowly under
cooling. The mixture was centrifuged and the resigas dissolved in 250 ml of desalting
buffer (residue was discarded) . 273 g/L (70% saitom) (NH,).SO, were added to the
supernatant, the mixture was centrifuged and thielue was dissolved in 125 ml of desalting
buffer.

The activity of all fractions was measured andvactractions (fraction 1 and 3) were
desalted. Therefore, a HiPrep 26/10 desalting colwas equilibrated with desalting buffer

and 5 ml of the fraction were put on the colummadtions of 4.5 ml were collected and active
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fractions (precipitation fraction 0-30%: 4,5,6; @igtation fraction 70%+: 6) were pooled.
The pool from the precipitation fraction 70%+ wad further purified.

A DEAE Sepharose column was flushed with NaCl-sofuand equilibrated with
equilibration buffer. 5 ml of desalted pool was puatthe column and eluted with a linear
elution buffer-gradient. Active fractions were pedl(pool 1: 10,11; pool 2: 25,26,27).

The determination of the Protein amount (Bradfiorethod): 10uL of the protein-solution
(dilution) and standards (bovine serum albumin)eafdied into a cavity of an ELISA-reader
plate and 200u L bradford-reagents were added. Txieima was shaken and after 1h the
absorption was measured at 600nm.

For the determination of the ezyme activity seb:3.
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5.5.2. Electrophoretical Analysis of the Iso-enzyss of UDP-Glucuronyltransferase

Reagents
Acrylamide stock solution (T = 30%, C = 2.7%)

29.2 g of Acrylamide, 0.81 g of N,N'-methylenebiségamide were dissolved in
100 ml of water.
Resolving gel buffer (1.5M TRIS, pH 8.8)
18.5 g of TRIS were dissolved in water, the pH adsisted to 8.8 and the solution
was filled up to 100 ml.
Stacking gel buffer (0.5M TRIS, pH 6.8)
6.05 g of TRIS were dissolved in water, the pH adsisted to 6.8 and the solution
filled up to 100 ml.
Sample treatment buffer (0.125M TRIS/HCI, 4% SD@&/lycerol, 10% ethanethiol,
0.025% bromophenol blue, pH 6.8)
1.5 g of TRIS, 4 g of SDS, 20 ml of glycerol, 10 oflethanethiol and 25 mg of
bromophenol blue were dissolved in water, the pld agjusted to 6.8 and the solution
was filled up to 100 ml.
Tank buffer (0.0125M TRIS/HCI, 0.192M Glycin, pH33.
1.5 g of TRIS and 14.4 g of glycine were dissolvbé, pH was adjusted to 8.3 and the
solution was filled up to 1000 ml.
High protein marker (co. BioRad)

myosin (rabbit muscle) 220000 Da  25ug
az-macroglobolin (bovine plasma) 170 000 Da 100ug
B-galactosidase (E. coli) 116 000 Da 16pg
transferring (human) 76 000 Da 17ug

gluctamic dehydrogenase (bovine liver) 53 000 D4al8ug

Low protein marker (co. BioRad)

phosphorylase b (rabbit muscle) 97 000 Da ¢g67u
albumin (bovine serum) 66 000 Da 83ug
ovalbumin (chicken egg white) 45 000 Da 147ug
carbonic anhydrase (bovine erythrocyte) 30 080 D 83ug
trypsin inhibitor (soybean) 20100 Da  80ug
a-lactalbumin (bovine milk) 14 400 Da 116ug
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Kaleidoscope marker

blue 250 kDa
purple 150 kDa
blue 100 kDa
pink 75 kDa
blue 50 kDa
green 37 kDa
pink 25 kDa
blue 20 kDa
blue 15 kDa
yellow 10 kDa

Coomassie staining solution (0.1% Coomassie bl2dé®-30% MeOH, 10% acetic acid)

Coomassie destaining solution | (50% MeOH, 10%iacsid)

Coomassie destaining solution Il (5% MeOH, 7% acatid)

Gel preserving solution (5% glycerol, 10% aceticlac

Silver stain fixation solution 1 (50% MeOH, 10% #ceacid)

Silver stain fixation solution Il (10% EtOH, 2% diceacid)

Silver stain sensitizing solution (20 mg/l 1$30,)

Silver stain reaction solution (0,1% AgN®.028% formaldehyde)

100 mg of AgNQ were dissolved in 100 ml of water and shortly befesing the
solution 75uL of formalin (37% formaldehyde) wedgad.

Silver stain development solution (0.0037% formhigke, 3% NaCOs, 0.01 g/l NaS;0,)
3 g of NaCO; were dissolved in 100 ml of water and shortly befasing the solution
100pL formalin and 100uL of 10 g/l Thiosulfate-dadn were added.

Silver stain stopping solution (50 g/l TRIS, 25Inakéetic acid)

Gel dry solution (40% MeOH, 10% glycerol, 10% acettid)
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Conduction

Gel preparation (for 2 gels):

Resolving gel:

substance Viml]
acrylamide stock solution 5.00
resolving gel buffer 3.75
10% SDS 0.15
60% glycerol 6.00
10% APS 0.15
TEMED 0.012

The polymerisation was started with APS and TEMEBED enmediately filled into the gel
apparatuses. The polymerisation mixture was cowsritisopropanol and when the gel was
polymerised, the isopropanol was poured off andylevas washed with water.

Stacking gel:

substance V[ml]

acrylamide stock solution 0.67
stacking gel buffer 1.25
10% SDS 0.05
water 3.00
10% APS 0.08
TEMED 0.01

The polymerisation was started with APS and TEMED enmediately filled on the
resolving gel. The comb was put into the liquid tane to form cavities for the samples.
Sample treatment: 100uL sample were mixed with L@usample treatment buffer and
incubated in a boiling water bath for 3min.

The gel-developing apparatus was filled with taokdr and 10puL sample resp. marker (see
above) was filled into the cavities. The gels wene with constant 50mA (200V; 25mA for
each gel) until the bromophenol blue-marker watabottom of the gel. The stacking gel
was removed.

Coomassie staining: The gel was put into coomasaiaing solution for one day, then into
coomassie destaining solution | until further tne@nt. The gel was put into coomassie
destaining solution Il for ca. 6h. The gel was ipid gel preserving solution until it was
dried.

Silver staining: The gel was put into silver stAxation solution | until further treatment.
Then gel was shaken in silver stain fixation solutil for 6min. Then the gel was washed

twice with water for 9min. Afterwards, the gel wagitated in fresh silver stain sensitizing
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solution for 9min. The solution was changed toesilstain reaction solution and agitated for
9min. The gel was rinsed with water to remove ex@ag and put the into silver stain
development solution. When the staining was satisfg, the solution was poured off and
silver stain stopping solution was added. After samnutes, the solution was changed to gel
preserving solution and left there until furthexaiment.

Gel drying: The gel was swelled thrice in waterIdmin. Then the gel was shaken in gel dry
solution for 20min and 2 cellophane sheets wer&esban gel dry solution. One sheet was put
on the first part of the frame, the gel was laidloe sheet (no air bubbles), the second sheet

was laid on the gel and the frame was closed.
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5.5.3. Enzymatical Glucuronidation of p-Nitrophende and 4-Methyllumbelliferone

Reagents
TRIS/HCI-buffer (0.15M, pH7.5)

1.8 g of TRIS were dissolved, the pH adjusted fowith 0.5M HCI and were filled
up to 100 ml.
MgCl-solution (0.4M)
1.61 g of MgO were dissolved in HCI, neutralisedmiaOH and filled up to 100 ml.
Stop-solution
0.2 g of NawQ were dissolved in 19 ml of water and 37u4Si@y(conz. 98%) were
added.
2-Amino-2methyl-propanol-buffer (0.1M, pH 10.3)
0.89 g of Aminomethylpropanol were dissolved, thkvas adjusted with HCI to 10.3
and filled up to 100 ml.
Uridin-5‘-diphosphoglucuronat-solution (8mM)
2.5 mg of UDP-Glucuronsaure were dissolved in 500ater.
4-Methylumbelliferon- solution (7-Hydroxy-4-methymarin, 1mM)
8.8 mg of Methylumbelliferone were dissolved inrBDof boiling water.
4-Nitrophenol-solution (1mM)
13.9 g of 4-Nitrophenol and 12.1 g of TRIS weresdlged in water, the pH was
adjusted to 7.5 with 1M NaOH and filled up to 100 m
Enzymel/liver extract
5.5 g of liver from porklfepar, sus scrofa domestiravere mixed with 20 ml of
TRIS/HCI-buffer by an Ultra-Turrax (Ultra-Turrax $2company Janke & Kunkel,
IKA-laboratory technology) for 5min under coolingdacentrifuged for 5min. The

supernatant was used.
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Conduction

4-Methyllumbelliferone

O__o 0
NH
HO O O
HogO no fj\
HO O//—\O//—\O o N O
O O
26 OH OH

Molecular Weight =577.27
Molecular Formula =C15H19N2018P2

operating solution:

119

HO (e)
@[;O O._o0
“O%o

HO
Molecular Weight =351.29
Molecular Formula =C16H1509

27

substance (6tock sol.)[mM] | C(batch)[mM]| N(substrate]umol] | volume[uL]
TRIS/HCI 150 53.57 - 20
MgCl, 400 14.29 - 2
belliferone 1 0.36 0.06 20
UDP-glucuronic acid 8 1.43 0.24 10
enzyme 4
sum 56

The reaction was started with 4uL enzyme and ineuabat 37 °C. After Omin (stop-solution

added before the enzyme), 10min, 20min, 30min &mdid4 the reaction was stopped with

500uL stop-solution, put on ice and centrifuged(0 supernatant was filled into a quartz-

cuvette and 1000uL aminopropanol-buffer was add@lkd.fluorescence was measured by a

Fluorescence Spectrophotometer F-4500(Hitachi) antlexcitation wave-length of 340nm

and an emission wave-length of 440nm.

For results see: special part, section 4.6.2.
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4-Nitrophenol

(e} _
(e} o o
HO 00 O | NH
HO I PS8 HO 0
HO P P N o) 4-Nitrophenol HO

26 OH OH 28 o)
Molecular Weight =577.27 Molecular Weight =314.23
Molecular Formula =C15H19N2018P2 Molecular Formula =C12H12NO9

operating solution:

substance (6tock sol.)[mM] | C(batch)[mM]| N(substrateJtmol] | volume[uL]
TRIS/HCI 150 107.14 - 60
MgCl, 400 14.29 - 6
Nitrophenol 1 0.36 0.022 60
UDP-Glucuronsaure 8 1.43 0.043 30
enzyme 12
sum ~ 168

The mixture was prepared in a cavity of an ELISAeler plate and the reaction was started
with 12uL of enzyme. The mixture was incubated7at@ and the absorption was measured
at 405nm in an ELISA-reader EL340 Bio kinetics mdBio-Tek instruments) 10 times every
30 seconds.

For results see: special part, section 4.6.2.
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5.5.4. Isolation of Glucuronidase

Reagents
Extraction buffer (0.1M TRIS/HCI, 0.25M sucrosel@®M EDTA, pH 7.4)

12.1 g of TRIS, 85.5 g of sucrose and 29.2 mg of Evere dissolved in water, the
pH was adjusted to 7.4 with HCI and the solutiors Wilked up to 1000 ml.
Heat precipitation buffer (0.1M TRIS/HCI, 0.1mM EBTpH 7.4)
12.1 g of TRIS and 29.2 mg of EDTA were dissolvedvater, the pH was adjusted to
7.4 with HCI and the solution was filled up to 1000
Desalting buffer (0.025M TRIS/HCI, 0.1mM EDTA, pH47
3 g of TRIS/HCI and 29.2 mg of EDTA were dissoledvater, the pH was adjusted
to 7.4 with HCI and the solution was filled up 0D ml.
IEC-equilibration buffer (0.025M TRIS/HCI, 0.1mM HIA, 0.05M NacCl, pH7.4)
3 g of TRIS/HCI, 2.92 g of NaCl and 29.2 mg of EDW&re dissolved in water, the
pH was adjusted to 7.4 with HCI and the solutiors Wilked up to 1000 ml.
IEC-elution buffer (0.025M TRIS/HCI, 0.1mM EDTA,IM NaCl, pH 7.4)
3 g of TRIS/HCI, 5.84 g of NaCl and 29.2 mg of EDW&re dissolved in water, the
pH was adjusted to 7.4 with HCI and the solutiors Wiked up to 1000 ml.
Hydroxyapatite equilibration buffer (0.05M PhosphaiH 8.0)
6.8 g of KHPO, were dissolved in water, the pH was adjusted@onth KOH and
the solution was filled up to 1000 ml.
Hydroxyapatite elution buffer (0.4M Phosphate, pB)8
54.4 g of KHPQO, were dissolved in water, the pH was adjusted@onsth KOH and
the solution was filled up to 1000 ml.
Bradford reagent
100 mg of Coomassie-Brillant-blue G250 were dissdlin 50 ml of EtOH, 100 ml of
85% HPO, were added and filled up to 1000 ml.
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Conduction

100 g of pork kidneyrén, sus scrofa domestitavere blended with 100 ml of cool extraction
buffer in a mixer for 2min. The mixture was filteréhrough gauze and centrifuged at 10000g
and 4 °C for 15min. The supernatant was discardddlz precipitate was resuspended in
500 ml of extraction buffer, frozen, thawed and logemnized. 3 g of Sodium deoxycholate
per liter were added while stirring in ice for Tthen the pH was adjusted to 5.0 with ice-cold
10% acetic acid and the precipitate was discaréted @ntrifugation (15min at 15000 g). The
pH was adjusted to 7.4 with 0.1M NaOH.

94 g of (NH,).SO, were added to the solution (60% saturation). Afaartrifugation at

15000 g the supernatant was discarded and theppegeiwas dissolved in 25 ml of heat
precipitation buffer. The solution was heated td60and the temperature was kept for
10min. Then the mixture was cooled in an ice bath@entrifuged. The supernatant was
ultrafiltrated to 5 ml in an amicon cell with a PBO-membrane filter.

5 ml of the filtrate (the ultra-filitration did natork, there was as much activity in the filtrate
as there was in the concentrate) was applied gpa&ryl S200 HR column, equilibrated
with desalting buffer and eluted with desaltingfeufActive fractions were pooled and 2 ml
of the solution were applied to a DEAE cellulos&uom which was equilibrated with IEC
equilibration buffer. The enzyme was eluted witinaar increasing IEC elution buffer
gradient. There was no Glucuronidase activity folBw 2 ml of the SEC-Pool were applied
to a hydroxyapatite column equilibrated with hydragatite equilibration buffer. The enzyme
was eluted with a linear hydroxyapatite elutionfeugjradient. Active fractions were pooled.
The determination of the Protein amount (Bradforethmd): 10uL of the protein-solution
(dilution) and standards (bovine serum albumin)eafdied into a cavity of an ELISA-reader
plate and 200u L of bradford-reagents were addee nilkture was shaken and after 1h the
absorption was measured at 600nm.

For the determination of the ezyme activity seb:5%.

Lindner / Doppler — 2008 / 2009



Experimenteller Teil 123

5.5.5. Enzymatical Hydrolysis of 1-(4-nitrophenol-D-tetra-O-acetyl-glucuronic acid

methyl ester

N HO
28 I
o) 18
Molecular Weight =314.23 Molecular Weight =194.14
Molecular Formula =C12H12NO9 Molecular Formula =C6H1007

Reagents
Acetate buffer(1M, pH4.5)

17.5 g of NaOAc were dissolved, the pH was adjustigdl HOAc and the solution
was filled up to 500 mi
p-Nitrophenyl-D-Glucuronid(40mM, substrate)
6 mg of p-NitrophenyB-D-Glucuronid, Aldrich was dissolved in 10 ml ofedate
buffer.
SDS-Glycine buffer(0.2M, pH 11.7)
7.5 g of glycine and 1 g of SDS were dissolved,gHevas adjusted with 1M NaOH
and filled up to 500 ml
B-Glucuronidase, 90000 U/ml, Sigma-Aldrich

Conduction

Operating solution:

substance conc. SLImM] |conc. CS[mM] |Volume[pl]
substrate(buffer] 40 8 100
acetate buffer 1000 600 200
water - - 100
enzyme(1:1000) - - 100

sum 500

The mixture was incubated at 37 °C and the reactias stopped after 30, 60 and 90 min.
Therefore, 0.5 ml of water and 2 ml of SDS-Glycdm#dfer were added and the absorption
was measured at 405nm.

For results see: special part, section 4.6.1.
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7.1. Erklarung

LINDNER Stefan
DOPPLER Michael

Hiermit erklaren wir, dass wir die vorliegende Aitbeit dem Titel

Glucuronyldonoren in der Synthese von
Glucokonjugaten und Metaboliten

selbststandig verfasst, keine anderen als die abgegn Hilfsmittel verwendet und die
Stellen, die anderen Werken im Wortlaut und Sinchrentnommen sind, mit
Quellenangaben deutlich gemacht haben.
Die Arbeit enthalt folgende geforderte Inhaltskige:

a) Team- und Themafindung (siehe Vorwort)

b) Ziel des Projektes (siehe Zielsetzung)

c) Ressourcenplanung

d) Zeitplanung mit Meilensteinen

Wien, am 28.05.2009

Lindner Stefan Doppler Michael
Lagerhausstralie 7 Am Rosenhugel 16/7
2432 Schwadorf 3500 Krems
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7.2. Zeitplanung

32. Kalenderwoche (04.08.2008 — 10.08.2008)
40 Stunden
Platzibernahme, allgemeine Einweisungen, Begined¢en Synthesen (Grundkorper)

33. Kalenderwoche (04.08.2008 — 10.08.2008)
40 Stunden
Fortfihrung der Grundkorpersynthesen, IsolatioteeiGrundkorper Beginn der Synthese

erster Glucuronyldonoren

34. Kalenderwoche (04.08.2008 — 10.08.2008)
40 Stunden
Isolation der restlichen Grundkérper, Beginn deti@rung der Reformatsky-Reaktion von

TMS-CI und Bromessigsaureethylester, Beginn deti®ge weiterer Glucuronyldonoren

35. Kalenderwoche (04.08.2008 — 10.08.2008)
40 Stunden
Isolation einiger Glucuronyldonoren, Einschulungiomputersoftware zur Erstellung von

Strukturformeln und zur Literatursuche (SciFinder).

36. Kalenderwoche (11.08.2008 — 17.08.2008)
20 Stunden

Beendigung der begonnenen Synthesen

42. Kalenderwoche (13.10.2008 — 19.10.2008)
10 Stunden
Synthese und Isolation eines weiteren Glucuronydd®(2,3,4-Tri-O-Acetyl — 1-

Trichlormethylimidatoglucuronsduremethylester)

Lindner / Doppler — 2008 / 2009



Anhang 130

45. Kalenderwoche (03.11.2008 — 09.11.2008)

20 Stunden

Synthese des letzten Glucuronyldonors (2,3,4-TAgetyl — 1-
Fluoroglucuronsauremethylester), durchfihrung dgamisch-praparativen
Glucuronidierungen von Phenolphthalein und p- hitrenol sowie Theorieeinheiten zum

Phase — Il — Metabolismus

12.11.2008, 19.11.2008, 26.11.2008, 03.12.20081Mi2.2008

45 Stunden

Durchfiihrung der enzymatischen Glucuronidierung poNitrophenol, Isolierung der
Glucuronidase und der Glucuronyltransferase im lBogisch-Technologischen

Laboratorium der HBLVA Rosensteingasse
17.11.2008 und 01.12.2008

5 Stunden
Theorieeinheiten zu Chromatographie und NMR-Spskwpie

Gesamtzeitbedarf: 260 Stunden (pro Schiiler)

Die schriftliche Abfassung der Arbeit erfolgte attisdb der Arbeitszeit in den
Kalenderwochen 1 und 6. Die Korrekturen wurden aellderwoche 22 eigearbeitet. An den
schriftlichen Arbeiten waren beide Kandidaten dieienal3en beteiligt.

Meilensteine:

1) Prasentation der Ergebnisse: 07.01.2009
2) Vorlage der Rohfassung der Diplomarbeit: 29.00

3) Vorlage der fertigen Diplomarbeit 28.05.2009
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