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ZUSAMMENFASSUNG:

Mit der in dieser Arbeit beschriebenen Synthese von w-Methacryloylaminosiure-suc-
cinimidoestern (1) wurden Monomere erhalten, die leicht mit Methacrylamid copoly-
merisiert werden konnten. Die entstandenen Copolymeren, die als Triiger fiir Enzyme
und Pharmaka verwendet werden konnen, tragen die selektiv mit Aminen reagierende
Succinimidoester-Gruppe an einem ,Spacerarm®. Die Reaktionsfihigkeit der neuen
Monomeren gegeniiber verschiedenen Aminen wurde untersucht.

SUMMARY:

The synthesis of succinimido esters of w-methacryloylaminocarboxylic acids affords
monomers which can easily be copolymerized with methacrylamide. The resulting copo-
lymers have a succinimido ester group fixed on a “spacer arm”, which reacts with
amines selectively. These copolymers may be used as carriers for enzymes and drugs.
The reactivity of the new monomers towards various amines was investigated.

Einleitung

In einer fritheren Arbeit? war gezeigt worden, dal Polymere mit reaktiven
Estergruppierungen selektiv mit Aminoverbindungen umgesetzt werden kon-
nen. Aus den entsprechenden Monomeren lassen sich gezielt Copolymere
mit definierten Eigenschaften herstellen, die unter anderem als Tréger fiir
Enzyme und Pharmaka verwendet werden konnen. Die Verkniipfung kann
in einfacher und schonender Weise erfolgen?, ist bei Enzymen allerdings
mit Aktivitdtsverlusten verbunden. Da diese Verluste unter anderem auf die
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sterische Behinderung der beiden Makromolekiile zuriickgefiihrt werden, wur-
den schon verschiedentlich sogenannte ,.Spacer, als Abstandshalter zwischen
Enzym und Triger, verwendet *). Besonders deutlich werden die Vorteile solcher
Spacer in der Affinitdtschromatographie®.

Allgemeiner Teil

Beiden bisher beschriebenen Verfahren wurde der Spacer am hochmolekula-
ren Triger schrittweise synthetisiert. Da nur die wenigsten Reaktionen mit
100proz. Umsetzung verlaufen, sind bei einem derartigen Vorgehen neben
dem gewiinschten Endprodukt auch alle Zwischenprodukte der Reaktion
am Triger zu finden. Eine Alternative zu diesem Verfahren besteht in der
Synthese eines monomeren polymerisierbaren Derivates eines solchen Spacers
und der nachfolgenden Copolymerisation.

Moglichkeiten und Brauchbarkeit eines derartigen Vorgehens sollten in
der vorliegenden Arbeit getestet werden. Dazu wurden die N-Methacryloyl-De-
rivate verschiedener w-Aminocarbonsduren hergestellt, in den Succinimido-
ester iiberfiihrt und dann mit verschiedenen Aminen bzw. Aminosdureestern
umgesetzt.

Die Herstellung der w-Methacryloylaminosduren erfolgte in Analogie zu
einem von Kollinski et al.> beschriebenen Verfahren. Durch Umsetzung der
Tridthylammoniumsalze in Methylenchlorid konnten auch entsprechende
Methacryloyl-Derivate von w-Hydroxycarbonsduren erhalten werden, deren
Stabilitit allerdings schlechter und deren Isolierung schwieriger war®,

Abgesehen vom Glycinderivat werden die Ausbeuten mit zunehmender
Kettenldnge der Sdure schlechter, und das Buttersdurederivat fallt nur als
Ol an. Die Synthese der Succinimidoester 1 durch Kondensation der Kompo-
nenten mittels Dicyclohexylcarbodiimid erfolgte in allen Fallen nur mit Aus-
beuten zwischen 45 und 50%.

i
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Die duBersten Banden im Carbonylbereich der IR-Spektren von 1 sind im
Exp. Teil aufgefiihrt. Die Lage dieser Bande liefert einen Hinweis auf die
Reaktivitit der Esterbindung. Sie liegt beim Propionsidure-succinimidoester,
der noch relativ hydrolysestabil ist und selektiv mit Aminosdure reagiert,
bei 1815cm ~ ! und beim sehr reaktiven, leicht hydrolysierenden Chloressigsiu-
re-succinimidoester bei 1835 cm ™! . Die Kernresonanzspektren bestitigen
die angegebenen Strukturen.

Als hydrophile, biologisch spaltbare Spacer kommen Dipeptide in Frage®.
Thre Herstellung wurde am Beispiel des Glycylglycin-Derivates untersucht.
Dadessen Herstellung aus dem oben beschriebenen Methacryloylglycin-succin-
imidoester iiber den Methacryloylglycylglycin-dthylester zu noch schlechteren
Ausbeuten fiihrt und damit aufwendiger ist als die direkte Acylierung von
Glycylglycin oder Glycylglycin-dthylester, scheinen derartige Spacer zumindest
fir die Enzymimmobilisierung zu aufwendig zu sein. Dabei ist die Synthese
durch Acylierung des Dipeptids der schrittweisen Synthese vorzuziechen, denn
bei der Umsetzung der monomeren Succinimidoester 1 mit nucleophilen Rea-
gentien, wie Glycin-dthylester oder auch Cyclohexylamin oder Anilin, werden
schlechtere Ausbeuten erzielt als iiblicherweise mit Succinimidoestern. Dies
ist im wesentlichen auf eine ,,1,4-Addition“ zuriickzufiihren, die bei den Acylie-
rungsbedingungen weder im rein organischen Milieu, noch im wéBrig organi-
schen unterdriickt werden konnte.

Die Copolymerisationseigenschaften der neuen Monomeren entsprachen
im wesentlichen den in der Literatur® angegebenen Werten fiir N-monosubsti-
tuierte Methacrylamide, mit Ausnahme des schlecht 16slichen Undecansidure-
esters.

Bei der Kupplung des Enzyms Glucuronidase (f-Glucuronidase aus Helix
pomatia, ,,Boehringer Mannheim 15472“) an die verschiedenen Copolymeren,
die aus den beschriebenen Monomeren durch Copolymerisation mit Methacryl-
amid erhalten wurden und jeweils dhnlich groB3e Anteile an OSu-Ester enthal-
ten, wurde gefunden, daB3 die Enzym-Aktivitit bei den spacerhaltigen Copoly-
meren hoher ist als bei einem Copolymeren aus Methacrylsdure-succinimido-
ester und Methacrylamid.

Da das Undecansdurederivat die hochste Aktivitdt zeigte, bleibt hier zu
untersuchen, inwieweit die gefundenen Effekte lediglich auf hydrophobe Wech-
selwirkungen des Enzyms mit dem Polymeren und einer damit verbundenen
adsorptiven Fixierung des Enzyms zuriickzufithren sind. Diese bisherigen
nur qualitativen Versuche mit der Glucuronidase sollen durch quantitative
Messungen noch einmal tiberpriift werden. Diese Fixierungsmethode soll aber
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vor allem noch mit anderen Verfahren verglichen werden, wozu bisher besser
untersuchte Enzyme, wie etwa Trypsin oder die aus Untereinheiten bestehende
Lactat-Dehydrogenase, verwendet werden sollen.

Experimenteller Teil

Darstellung von w-Methacryloylaminosiuren (cf.>')

Zu 0,2 mol w-Aminosdure und 0,2 mol NaOH in 10 ml Wasser wurden eine Spatelspitze
Hydrochinon und danach unter Rithren bei —10°C innerhalb von 60min gleichzeitig
0,2 mol NaOH in 20 ml Wasser und 0,2 mol Methacryloylchlorid in 10 ml Dioxan zugefigt.
Die Losung wurde noch 1h nachgeriihrt und anschlieBend auf pH 3 gebracht. Im
Falle des Glycin- und f-Alanin-Derivates wurde die Losung so weit eingeengt, bis
die Kristallisation begann. Diese Losung wurde wie die Reaktionslésungen der héhermole-
kularen Aminosiduren mit Essigester ausgeschiittelt. Die Essigester-Phase wurde mit
Wasser gewaschen, dann getrocknet und eingeengt. Mit Ausnahme der N-Methacryloyl-
aminobuttersiure kristallisierten die Suren aus dem zuriickgebliebenen Ol aus.

N-Methacryloylglycin: Ausb. 54%,, Schmp 108-110°C (aus Essigester).

N-Methacryloyl-B-alanin: Ausb. 45%,, Schmp 70-73 °C (aus Essigester/Petrolither).

y-Methacryloylaminobuttersiure: Ausb. 75%, OL.

e-Methacryloylaminocapronsdure: Ausb. 49%, Schmp 47-50°C (aus Essigester/Petrol-
dther).

NMR (CDCly): §=1,50 (m; —(CH,);—), 1,97 {t; —CH3), 2,36 (t; —CH,CO), 3,37
(dxt; —CH,NH), 5,29 und 5,67 ppm (CH, von Methacryl).

11-Methacryloylaminoundecansdure: Ausb. 35%, Schmp 65-68 °C (aus Essigester/Petrol-
ather).

NMR (CDClj): 6=1,29 (m; —(CH,)s—), 1,97 (t; —CHas), 2,34 (t; —CH,CO), 3,31
(dxt; —CH ,NH), 5,27 und 5,64 ppm (CH, von Methacryl).

Darstellung der w-Methacryloylaminosdure-succinimidoester (1)

In einem 500-ml-Dreihalskolben wurden 0,1 mol w-Methacryloylaminosdure und
0,11 mol N-Hydroxysuccinimid in einer Mischung aus absol. Methylenchlorid und absol.
Tetrahydrofuran vorgelegt und im Eisbad auf 5°C gekiihlt. Dazu wurde unter Riihren
eine Losung von 0,11mol Dicyclohexylcarbodiimid in 5S0ml absol. Methylenchlorid
zugetropft und etwa 12 h geriihrt, wobei die Temp. auf 25°C anstieg. Dicyclohexylharnstoff
wurde abfiltriert und das Filtrat eingeengt. Das entstandene Ol wurde in Acetonitril
aufgenommen und mehrere Stunden im Kiihlschrank stehengelassen. Erneut ausgefaliener
Harnstoff wurde abgetrennt und das Acetonitril abgedampft. Aus dem verbleibenden
Ol kristallisierten im Kiihlschrank die Ester aus.

N-Methacryloylglycin-succinimidoester: Ausb. 50%,, Schmp 170-172°C (aus Essigester).

IR (KBr): 1825 (CO; Ester) und 1653cm ! (CO; Amid).
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NMR (DMSO-de): 6=1,87 (t; —CH3;), 2,80 (s; —(CH3),—), 4,20 (d; —CH,), 5,35
und 5,68 ppm (CH, von Methacryl).

C1oH,N,05 (240,2) Ber. Cs00 HS504 Nit17
Gef. C500 HS515 N119

N-Methacryloyl-B-alanin-succinimidoester : Ausb. 33%,, Schmp 125-129°C (aus Essig-
ester).

y-Methacryloylaminobuttersiure-succinimidoester : Ausb. 32%, Schmp 109-111°C (aus
Essigester).

IR (KBr): 1815 (CO; Ester) und 1650cm ~ ! (CO; Amid).

NMR (CDCl,): 6=1,92 (t; —CH3), 2,04 (m; —CH,—), 2,62 (t; —CH,CO), 2,76
(s; —(CH,),—), 3,35 (dxt; —CH,NH), 5,22 und 5,55 ppm (CH, von Methacryl).

C,,HsN,O5 (268,2) Ber. C537 He601 NI104
Gef. C535 H615 Ni108

e-Methacryloylaminocapronsiure-succinimidoester : Ausb. 48,7%,, Schmp 81-84°C (aus
Essigester).

IR (KBr): 1815 (CO; Ester) und 1650 cm ~! (CO; Amid).

NMR (CDCl;): 6=1,58 (m; —(CH,)s—), 1,97 (t; —CH,), 2,62 (t; —CH,CO), 2,83
(s; —(CH,),—), 3,33 (dxt; —CH,NH) und 5,31 ppm (CH, von Methacryl).

C,4H,0N,O5 (296,3) Ber. C571 H680 N945
Gef. C569 He66t N9I52

11-Methacryloylaminoundecansdure-succinimidoester : Ausb. 43%, Schmp 85-87°C (aus
THF).

IR (KBr): 1815 (CO; Ester) und 1650cm ! (CO; Amid).

NMR (CDCly): 6=1,31 (m; —CHs—), 1,97 (t; —CH3), 2,62 (t; —CH,CO), 2,83
(s; —(CH,),—), 3,30 (dxt; —CH,NH), 5,32 und 5,68 ppm (CH, von Methacryl).

C,oH 3N ,05 (366,4) Ber. C627 HB25 N764
Gef. C618 HB840 N743

Umsetzung von w-Methacryloylaminosdure-succinimidoestern mit Aminen

Zu einer Losung des Esters 1 in Methylenchlorid oder Acetonitril wurde unter Riihren
und Eiskiihlung die doppelt dquivalente Menge Amin, gelst im gleichen Losungsmittel,
zugetropft. Es wurde dann noch 1h unter Eiskiihlung und 24 h bei Raumtemp. geriihrt.
Nach dieser Zeit war der Fleck des Esters im Diinnschichtchromatogramm nicht mehr
festzustellen. Zur Isolierung und Charakterisierung wurden die Amide folgendermaBen
aufgearbeitet. Die Reaktionslosung wurde eingeengt, in Essigester aufgenommen, dann
nacheinander mit 0,5N Weinsdure, gesittigter Hydrogencarbonatlosung und Wasser
ausgeschiittelt, getrocknet und wieder eingeengt. Durch Zugabe von Petroldther wurden
die Amide kristallisiert.
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N-Methacryloylglycylanilid : Ausb. 52%,, Schmp 176-178 °C (aus Essigester/Petrolédther).

C,,H4N,O, (218)2) Ber. C6604 H643 N 12,83
Gef. C6579 H685 N 12,89

v-Methacryloylaminobutyranilid: Ausb. 699, Schmp 96-98°C (aus Essigester/Petrol-
dther).

C 4 HgN,O, (246,2) Ber. C6827 H1738 N 11,37
Gef. C679 H742 N 1148

N-Methacryloviglycylcyclohexylamid : Ausb. 56%, Schmp 138-140°C (aus Essigester/
Petroldther).

Ci,H,oN,O, (2232)  Ber. C 64,56 H856 N 12,54
Gef. C6431 HB895 N 1211

4-Methacryloylaminobutyryl-cyclohexylamid : Ausb. 67%,, Schmp 134-138°C (aus Essig-
ester/Petrolather).

C,,H,3N,0, (2513)  Ber. C6689 H923 NI11,14
Gef. C6636 H936 N 11,29

N-Methacryloylglycylglycin-dthylester : Ausb. 36%,, Schmp 102-104°C (aus Essigester/
Petroldther).

CioH,N,O, (2282)  Ber. C5262 H706 N 1227
Gef. C5285 H68 N 12,97

Copolymerisation der w-Methacryloylaminocarbonsiure-succinimidoester mit Methacryl-
amid

Es wurde eine sauerstofffreie Losung (1 mol/dm?) der beiden Monomeren in absol.
THF hergestellt. (Monomerenverhéltnis Ester:Amid=1:5). Die Polymerisation erfolgte
durch Zugabe von 0,8% (mol/mol) AIBN bei 58°C. Nach 4 h wurde die Polymerisation
durch Abkiihlung (Eintauchen in ein Eisbad) abgebrochen und das ausgefallene Polymere
abgesaugt. Es wurde in Wasser wieder geldst und durch Eintropfen in Aceton umgefillt.
Bei einem durchschnittlichen Umsatz von 50% lag das Einbauverhéltnis fiir das Glycin-,
Aminobuttersiure- und Aminocapronsidure-Derivat jeweils etwa bei 1:9. Bei der Amino-
undecansiure wurde ein Einbauverhiltnis von 1:18 ermittelt, was mit der schlechten
Loslichkeit dieses Monomeren in THF erkldrt werden kann. (Das Einbauverhiltnis
wurde bestimmt, indem zundchst mit 0,1 M NaOH hydrolysiert und anschlieBend mit
0,1 M HCI zuriicktitriert wurde.)

Kupplung von Glucuronidase an die verschiedenen Copolymeren

Zu 6,0 g des jeweiligen Copolymeren in 50 m! Phosphat-Puffer (pH 8,3) wurden 0,15mg
Hexamethylendiamin gegeben. Dann wurde 24h bei Raumtemp. geschiittelt. Zu dem
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hierdurch entstandenen Gel wurde soviel Watte gegeben, dall das gesamte Gel bei
weiterem Schiitteln aufgesaugt wurde. Das so stabilisierte Gel wurde auf einer groB3porigen
Fritte isoliert, mit Wasser und Pufferlosung gewaschen und wieder in eine Pufferldsung
gebracht. Dazu wurden 0,5ml einer Enzyml&sung gegeben. Nach dreitdgigem Schiitteln
erfolgte die Isolierung und Reinigung wieder tiber eine Fritte.

Die Aktivitdtsbestimmung der erhaltenen Enzymgele erfolgte in Analogie zum Test
des 16slichen Enzyms!©.

Das Enzym wurde in Acetatpuffer (pH 4,6) aufgenommen. Dazu wurden 0,3 mg Phe-
nolphthalein-glucuronid gegeben. Es wurde dann 16 h bei 37 °C incubiert, danach wurden
3ml Losung entnommen und auf pH 10 gebracht. Die unterschiedliche Intensitdt der
Firbung konnte mit dem bloBen Auge erfalit werden.
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