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Einleitung 1

1 Einleitung

Wer versucht zu verstehen, wie die Natur molekulare die Erkennung perfektioniert, dem fallt
immer wieder auf, daB Sie haufig polyvalente Wechselwirkungen (Mehrfach-

Wechselwirkungen) nutzt.!"

DaB3 biologische Systeme iiber mehrere Kontaktstellen
gleichzeitig wechselwirken, ist seit langem bekannt. In der molekularen Biochemie ist dies
allerdings erst kiirzlich zu einem neuen Schwerpunkt der Forschung geworden, nachdem sich
die Bedeutung von Wechselwirkungen abgezeichnet hat, bei denen mehrere Rezeptor- und
Gastmolekiile zusammen beteiligt sind. Polyvalente Wechselwirkungen zeichnen sich
dadurch aus, dall gleichzeitig mehrere Gastmolekiile einer biologischen Einheit, eines

Molekiils oder einer Oberfliche an mehrere

—

RezeptorSteHen cmer ZWClten Ell’lhelt monovalenter monovalenter monovalenter
Rezeptor Ligand Komplex

gebunden werden. Derartige gleichzeitig

auftretende Mehrfach-Wechselwirkungen

- 2
kommen iiberall in der Biologie vor und — |
weisen eine Reihe von einzigartigen

kollektiven Eigenschaften auf, die sich von

den Eigenschaften der  monovalent Recepior  Lgand Kompex.
wechselwirkenden  Komponenten - qualitativ Abb. 1: Schematische Darstellung mono- und
unterscheiden oder diesen vollstdndig fehlen. polyvalenter Wechselwirkungen.
Besonders im Verbund koénnen polyvalente

Wechselwirkungen viel stirker sein als die Summe monovalenter Wechselwirkungen, und sie
konnen die Basis fiir das Verstindnis fordernder und hemmender Interaktionen darstellen. Sie
unterscheiden sich in mancher Hinsicht sogar grundsitzlich von monovalenten Systemen.

In der Natur sind erst wenige biologische Systeme als eindeutig polyvalent anerkannt. Bei
einer Reihe von Beispielen aus der Humanbiologie geht man aber davon aus, dal sie
polyvalenter Natur sind. Hier gilt die Bindung eines Influenezavirus an die Oberfldche einer

1

bronchialen Epithelzelle als multivalent,” da die Anlagerung durch Wechselwirkung
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zwischen mehreren Trimeren des Hamagglutinins und mehreren Einheiten von N-

]

Acetylneuraminsdure gelingt.”! Auch die Anlagerung urpathogener Stimme des E. coli-

Bakteriums an die Oberfliche von Epithelzellen in den Harnwegen und der Blase gelingt
aufgrund von polyvalenten Wechselwirkungen.™!

Will man das Konzept der multivalenten Wechselwirkungen in kiinstlichen
Rezeptormolekiilen nutzen, so mufl man sich in den meisten Féllen vollkommen anderer
Synthesestrategien bedienen, als bei monovalenten Wirtverbindungen, da es einer zu
Verstarkung oder Blockierung kollektiver oder polyvalenter Wechselwirkungen kommt. Von
speziellem Interesse sind hierbei die wunterschiedlichen Effekte, insbesondere des
Chelateffektes. Man spricht in solchen Féllen von einem Chelateffekt, bei denen die
Assoziationskonstante K1, von Wechselwirkungen der mehrzéhnigen Komponente grof3er ist
als die fiir die entsprechend vollstindig monovalente Bindungssituation K. Um welchen
Betrag sich K,y im Vergleich zu Kono verdndert, hdngt sehr von der Struktur und Geometrie
der Linker ab. Weiterhin kann es zu einem kooperativiven Effekt in mehrzdahnigen Systemen
kommen, welcher sich sowohl positiv als auch negativ auf die Bindungsstirke auswirken
kann. Ein weiterer Unterschied zu monovalenten Systemen besteht in den Enthalpie- und
Entropiebeitragen fiir die polyvalenten Einheiten, diese haben zum Teil erheblichen Einfluf}

auf die Bindungsstérke.

Bereits seit einigen Jahren wird das Konzept der multivalenten Wechselwirkungen im Bereich
der Supramolekularen Chemie bearbeitet. Bei dieser handelt es sich um ein neues,
interdisziplindres Forschungsgebiet, das sich aus der bisher bekannten molekularen Chemie
entwickelt hat, bei der das Interesse ganz im Studium kovalent verkniipfter Molekiile liegt. Im
Gegensatz dazu, beschéftigt sich die Supramolekulare Chemie mit den Strukturen und
Funktionen von Einheiten, die durch nichtkovalente Assoziation zweier oder mehr Molekiile
gebildet werden.””  Hierbei nutzt man verschiedene Arten nichtkovalenter
Wechselwirkungen, durch welche die intermolekularen Krifte hervorgerufen werden. Bei den
nichtkovalenten Kriften handelt es sich unter anderem um elektrostatische Krifte,
Wasserstoffbriicken, TT,7¢, TLKation- und hydrophobe Wechselwirkungen.!

Die durch nichtkovalente Wechselwirkungen zwischen zwei Molekiilen hervorgerufene
molekulare Erkennung ist die Selektion und Bindung eines oder mehrerer Gastmolekiile
durch ein Rezeptormolekiil. Dabei wird das Gastmolekiil jedoch im allgemeinen in seiner
thermodynamisch und kinetisch stabilsten Form selektiv gebunden. Man kann aufgrund der

erforderlichen Komplementaritit des Gast- und Rezeptormolekiils in Analogie zur Enzym-
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Terminologie auch vom Schliissel-SchloB-Prinzip® '”! der bei der Erkennung beteiligten
aktiven Zentren sprechen.

Prominente Beispiele flir das Konzept der Selbstorganisation findet man in der Organisation
natiirlicher Systeme, so veranschaulicht zum Beispiel das Tabakmosaikvirus sehr gut die

11]

Selbstorganisation vieler biologischer Einheiten.''! Dieses Virus besteht aus einer

einstrangigen, helicalen RNA aus 6390 Basenpaaren, die durch eine Proteinhiille aus 2130

identischen Untereinheiten mit je 158 Aminosduren umbhiillt wird.!'* !
RNA  Protein-
Unter-

| einheit

Abb. 2: Das Tabakmosaikvirus: Elektronenmikroskopische Aufnahme (links) und schematische
Darstellung (rechts).!'"!

Das wohl bekannteste und am besten untersuchte natiirliche Beispiel fiir molekulare
Erkennung, ist die Desoxyribonucleinsdure (DNA). Die Struktur des genetischen
Informationstrigers konnte 1953 von Watson und Crick aufgeklirt werden.”! Sie besteht aus
zwei komplementdren Polynucleotidstringen, die bei der Assoziation eine Doppelhelix
bilden. Das Riickgrat dieser Doppelhelix bilden Phosphate und Desoxyribosereste, wiahrend
die vier verschiedenen Nucleinbasen jeweils paarweise nach innen zeigen.

Im Chromosom windet sich die DNA hochgeordnet und raumsparend um kompakte Biindel
von Proteinen, die einen hohen Anteil basischer, das heiit unter physiologischen
Bedingungen kationischer, Aminosduren, vor allem Arginin und Lysin, aufweisen und

Histone genannt werden. Diese stellen damit auch die Gegenionen fiir das hoch negativ
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geladene Phosphodiester-Riickgrat der DNS dar. Mit dieser Selbstorganisation wird die
Speicherung hochster Datendichten auf engstem Raum erzielt, was ein schnelles Abrufen von
Informationen und eine hohe Datensicherheit ermdglicht.'*'¢

Neben den natiirlichen gibt es seit etwa 30 Jahren auch kiinstliche Rezeptormolekiile. Eine der
ersten Verbindungsklassen, anhand der die molekulare Erkennung untersucht wurde, sind
Kronenether.'7 2" Eine Vielzahl von Kronenethern mit unterschiedlicher RingréBe und
Anordnung der Heteroatome wurden unter anderem fiir die Alkylammoniumerkennung
hergestellt.”" ?*! Da substituierte Ammoniumionen in der Natur eine wichtige Rolle spielen,
ist ihre kiinstliche molekulare Erkennung von speziellem Interesse. So konnten mit einer
pyrazolhaltigen Esterkrone stabile dinukleare Komplexe von lipophilen Phenethylaminen
erhalten werden.”™ Auch die enantioselektive Erkennung von Aminen ist wegen ihrer
biologischen Relevanz von grofler Bedeutung und wird oft durch chirale Macrocyclen

[24]

erreicht,”” von denen substituierte Kronenether sowie Aza-Kronenether wohl die grofite

[25-29]

Gruppe bilden.

R
/\oﬁ
///// \\\\ O
/H\N/ \

R o”””””H\N N/H QD
Lo °\>
R

Abb. 3: Erkennung des unsubstituierten Guanidiniumions durch ein 27-Krone-9-Derivat.>"!

Ein weiteres Gebiet, in dem Kronenether eingesetzt werden, ist die molekulare Erkennung des
freien Guanidiniumkations.”'* Lehn et al. konnten zeigen, daB das Guanidiniumion durch
ein 27-Krone-9-Derivat selektiv gebunden wird.*®! In Abbildung 3 ist der dabei entstehende
Komplex dargestellt. Bei der Komplexierung wird das Kation aufgrund elektrostatischer
Krifte innerhalb des ungeladenen Kronenethers zentriert, wobei es zur Ausbildung von
symmetrischen Wasserstoffbriicken zu den freien Elektronenpaaren der Ethersauerstoffe

kommt.

Der erste Teil dieser Arbeit beschiftigt sich mit der molekularen Erkennung basischer

Aminoséduren durch ein kiinstliches Tetraphosphonat-Rezeptormolekiil aufgrund multivalenter
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Wechselwirkungen. Die molekulare Aminosduren- und Peptiderkennung durch kiinstliche

Rezeptormolekiile ist ein weiteres momentan intensiv bearbeitetes Gebiet.**! Peptide konnten

[35, 36] 37, 38]

bereits in Chloroform oder sogar in Wasser sequenzselektiv durch macrocyclische!

[39]

oder offenkettige Wirtverbindungen'”" gebunden werden, wobei es Hamilton et al. gelang, ein

synthetisches Rezeptormolekiil fiir eine gesamte Proteinoberfliche herzustellen.”!
Substituierte Aminopyrazole zur Bindung von geschiitzten Dipeptiden in Chloroform wurden
von Schrader et al. vorgestellt;* ™) diese sind in der Lage, ihre Giste in der -
Faltblattkonformation zu fixieren. Ebenfalls von Schrader wurde ein die Aminoséure Arginin
spezifisch bindendes Bisphosphonat vorgestellt.*Y In wiBriger Losung wurde
Argininerkennung kiirzlich von zwei Arbeitsgruppen mit Carboxylaten erreicht.*>
Schrader et al. gelang die chirale Erkennung verschiedener basischer Aminosiduren mit einem
phosphonathaltigen Rezeptormolekiil in DMSO.*” Kim zeigte, daB auch Metallkomplexe mit

maBgeschneiderten Liganden enantioselektiv Aminosduren binden kénnen.""

In der Literatur findet man eine Vielzahl von Beispielen fiir die Wechselwirkung zwischen

. . . [49-51
Carbonsduren und Arginin,*>"

die aufgrund ihrer Guanidingruppe stirkste basische
Aminosiure, aber auch fur die strukturell sehr dhnlichen Amidine mit Carbonsiuren.”>>" Die
Ausbildung von zwei Wasserstoffbriicken und einer Salzbriicke fiihrt wegen der
Kooperativitit zu hohen Assoziationskonstanten.[***! Die Wechselwirkung zwischen N, N'-
disubstituierten Amidinen und Carbonséuren in Losung wurden von Schénfeld mittels 'H-
NMR-Spektroskopie untersucht.”® > Es finden sich jedoch keine Beispicle fiir eine
Amidinerkennung durch ein kiinstliches Rezeptormolekiil auf Phosphonatbasis. Der zweite
Teil dieser Dissertation soll sich mit einem solchen kiinstlichen Rezeptormolekiil fiir
Bisamidine beschéftigen. Bisamidine werden in derzeitigen Methoden in der AIDS-Therapie

gegen eine Pneumonia eingesetzt, die bei etwa 80 % aller AIDS-Patienten, hervorgerufen

durch das AIDS-assoziierte Pathogen Pneumocystis carinii, auftritt.

Im dritten Teil dieser Arbeit soll das Konzept der Multivalenz auf die Selbstorganisation zu
molekularen Kapseln angewendet werden. Andere Arbeiten der jlingeren Zeit zur
geometrischen Selbstassoziation nutzen zur  Komplexierung nichtkovalente
Wechselwirkungen. Die meisten dieser Systeme beruhen im wesentlichen auf multivalenten
Wasserstoftbriicken zwischen zwei oder mehreren Molekiilen, die spontan zur Bildung eines
Supramolekiils mit anndhernder Kugelform fiihren. Reinhoudt kombinierte beispielsweise das

bekannte Melamin / Cyanursdure-Bindungsmotiv mit Calix[4]arenen und schuf so doppelte



Einleitung 6

gestapelte Rosetten. [ 1] Cyclodextrine liefern mit Porphyrintetracarbonsduren einen flachen
kapselartigen Rezeptor, der als Sensor fiir Pentachlorphenol verwendet wurde. Auch
Calixarene wurden bereits zur Herstellung von Kapseln durch Selbstorganisation benutzt,
allerdings ausschlieBlich in unpolaren Lsungsmitteln. Reinhoudt® ** und Shinkail® stellten
unabhingig voneinander wasserstoffbriickengebundene 1:1-Komplexe aus Calix[4]arenen mit
Pyridin- bzw. Carbonséduresubstituenten am unteren und oberen Rand her. In Chloroform
bildet sich allerdings lediglich eine Wasserstoftbriicke — es erfolgt kein Protonentransfer.
Rebek!®® 71 ynd Béhmer nutzten ein ReiBverschluBsystem zwischen Kopf-Schwanz-
verkniipften ~Harnstoffen, um selbstkomplementdre Calix[4]arene zur spontanen
Dimerisierung anzuregen.!®® ®! In diesen molekularen Containern kénnen (natiirlich nur in
unpolaren Ldsungsmitteln) unterschiedlich groBle unpolare Giste eingeschlossen werden.
Besonders die Gruppe um Rebek konnte durch umfangreiche Experimente eine erstaunliche
Selektivitét bei der Einlagerung von Gésten beobachten. In jlingster Zeit berichtete Kim et al.
tiber die Selbstorganisation von Cucurbituril und ausgewihlten Kationen zu eindimensionalen
Polymeren und molekularen Perlenketten.” "]

In diese Kategorie gehdren auch die bereits erwéhnten Tennis- und Basebélle der Rebek-
Gruppe. Deren verbriickte selbstkomplementire Glycouril-Einheiten dimerisieren zu einem
kapselformigen Gebilde, das aus 8 Wasserstoffbriicken zusammengehalten wird (jedoch nur
in unpolaren Losungsmitteln).”” Durch intensive Bindungsstudien wurde die oft
templatkontrollierte Bildung dieser Kapseln nachgewiesen. In jiingster Zeit wurde nach einem
dhnlichen Bauprinzip die Selbstorganisation von grofen Kapseln im Nanometermalstab
erreicht; Dabei gehen 4 selbstkomplementére
Bausteine eine hochkooperative
Selbstorganisation zu einem sphérischen Gebilde
ein.* Aufsehenerregende Versuche zeigten zum
ersten Mal das Auftreten von supramolekularer

[74] yund beschreiben den

Isomerie in Kaviplexen
EinfluB einer chiralen Mikroumgebung in

selbstorganisierten Kapseln.””) Es muB aber

betont werden, dafl alle zuletzt beschriebenen

Systeme, so spektakuldr sie auch sein mégen, nur
in unpolaren Losungsmitteln stabil sind. Eine Abb. 4: Rebek’sche Tennisballstruktur.
Anwendung in wiBriger Losung oder gar in physiologischem Milieu ist bei allen diesen

Beispielen vollig ausgeschlossen.
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Gerade darin liegt nun die Herausforderung der vorliegenden Dissertation. Im Gegensatz zu
den meisten oben beschriebenen Systemen sollen in dieser Arbeit neuartige Rezeptormolekiile
entwickelt werden, die verschiedene Klassen von Gastmolekiilen in sehr polaren
Losungsmitteln wie Methanol oder Wasser stark binden. Dies soll durch den Einsatz

polyvalenter nichtkovalenter Wechselwirkungen gelingen.
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2 Theoretischer Teil

2.1 Aufgabenstellung

Wie bereits in der Einleitung geschildert, gibt es zahlreiche Arbeiten, die sich mit der
Synthese von Rezeptormolekiilen und der darauf folgenden molekularen Erkennung
unterschiedlichster Gastmolekiile beschiftigen. Den meisten dieser Arbeiten ist gemeinsam,
daB ihnen die molekulare Erkennung und der damit verbundene Aufbau supramolekularer
Aggregate fast ausschlieBlich in unpolaren Medien unter Ausnutzung monovalenter
Wechselwirkungen wie gerichteter Wasserstoftbriicken gelingt. Es sollte jedoch mdglich sein,
auch in polareren Medien wie Methanol oder gar unter physiologischen Bedingungen im
wilrigen eine gezielte Assoziation unter Ausbildung stabiler Komplexe zu erreichen. Dies
konnte gelingen, wenn man fiir das Design und die Synthese neuer Rezeptormolekiile gezielt
das Konzept der Multivalenz zugrunde legt und starke multiple nichtkovalente
Wechselwirkungen (zum Beispiel elektrostatische) mit einbezieht. In unserer Arbeitsgruppe
wurden in den letzten Jahren polyvalente Rezeptormolekiile auf Phosphonatbasis
synthetisiert, mit deren Hilfe eine molekulare Erkennung fiir unterschiedliche kationische
Gastmolekiile auch in polaren Medien moglich ist. In diesem Sinne 146t sich die vorliegende
Arbeit in drei Teilbereiche mit den Schwerpunkten ,,Molekulare Erkennung® und ,,Gezielter

Aufbau von supramolekularen Aggregaten mit definierter Komplexstochiometrie* unterteilen:

* Im erste Kapitel soll das Konzept der Multivalenz fiir die molekulare Erkennung von
basischen Aminosduren durch ein macrocyclisches Tetraphosphonat-Rezeptormolekiil
in polaren Losungsmitteln genutzt werden.

* Im zweiten Kapitel soll das Konzept der Multivalenz fiir die molekulare Erkennung von
dikationischen Bisamidinen durch starre, offenkettige aber flache Tetraphosphonat-
Rezeptormolekiile ebenfalls in polaren Losungsmitteln libertragen werden.

* Im letzten Kapitel soll das Konzept der Multivalenz zur Selbstorganisation von
pridorganisierten Halbschalen angewendet werden, wobei in polaren Lésungsmitteln

gezielt kapselartige Strukturen ausgebildet werden sollen.
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Im ersten Teil sollen ein macrocyclisches Tetraphosphonat als kiinstliches Rezeptormolekiil
fiir verschiedene basische dikationische Aminosduren entworfen werden und mittels 'H-

NMR-Spektroskopie in polaren Medien untersucht werden.

Auf dem Gebiet der Amidinerkennung gibt es nur die Arbeiten von Bell et al., wobei die
molekulare Erkennung mittels halbmondfiirmiger, starrer Carbonsédurerezeptormolekiile
erfolgt. In den letzten Jahren kamen Arbeiten hinzu, die zur Erkennung des Amidins Wirte
auf Phosphonatbasis nutzen. Vor einiger Zeit stellten wir ein neuartiges Bindungsmuster fiir
die effektive Amidinerkennung vor. Im zweiten Teil dieser Arbeit soll nun das von uns
gefundene neue Bindungsmuster fiir die Bindung dikationischer, medizinisch wirksamer
Bisamidingastmolekiile genutzt werden. Hierfiir sind neue Wirtmolekiile zu synthetisieren,
die in der Lage sind, Bisamidine effektiv zu binden, wobei das Design der Wirtmolekiile ein
auf das wesentliche reduziertes Abbild/Modellsystem der kleinen Furche der DNA darstellen

soll.

Seit einiger Zeit beschiftigen sich Chemiker im Bereich der supramolekularen Chemie mit
dem Aufbau selbstkomplementérer Systeme. Diese basieren in den meisten Féllen auf
aufwendig synthetisierten Rezeptormolekiilen, die aufgrund starker Wasserstoffbriicken in
unpolaren Ldosungsmitteln assoziieren und so kapselartige Strukturen ausbilden. Will man
kugelformige Komplexe auch in polaren Medien erhalten, mufl man bei der Synthese gezielt
starkere Haftgruppen einbauen, die in der Lage sind starke (zum Beispiel elektrostatische)
Wechselwirkungen zu nutzen. Im Arbeitskreis Schrader wurden kleine C,-symmetrische
Dikation-Dianion-Komplexe bereits mit Erfolg in polaren Losungsmitteln hergestellt und
untersucht. Basierend auf diesen Vorarbeiten sollen neue, komplementdre, rigide und
pridorganisierte Halbschalen entworfen werden. Diese sollen sich unter Einbeziehung
multipler elektrostatischer Wechselwirkungen zu molekularen Kapseln selbstorganisieren und

Giste einschlielen, schiitzen beziehungsweise transportieren.

Die durch stéchiometrische Komplexbildung gebildeten Aggregate werden von Teil eins bis
Teil drei immer groBer und anspruchsvoller. Im dritten Teil soll durch die definierte

kugelformige Gestalt der Assemblate die Funktion des Gasteinschlusses erzeugt werden.
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2.2 Ein neues Rezeptormolekiil fiir Lysin und Histidin in Wasser — Starke Bindung von

basischen Aminosiuren durch ein macrocyclisches Wirtmolekiil

Im folgenden Kapitel soll das Konzept der Multivalenz fiir die molekulare Erkennung von
basischen Aminosduren durch ein macrocyclisches Tetraphosphonat-Rezeptormolekiil in

polaren Losungsmitteln genutzt werden.

Die effektive und selektive molekulare Erkennung von Aminosiduren in Wasser ist immer
noch eine Herausforderung in der Supramolekularen Chemie. Die Seitenketten basischer
Aminosduren, wie Lysin, Arginin oder Histidin, sind in vielen biologischen Prozessen
beteiligt, weshalb eine molekulare Erkennung dieser Aminosduren durch ein synthetisches
Rezeptormolekiil von groBer Bedeutung ist.!*"!

In den Arbeitsgruppen Schrader und Finocchiaro wurde jlingst ein neues chirales
macrocyclisches Rezeptormolekiil auf Phosphonatbasis entwickelt, welches in der Lage ist,

B Der Mechanismus dieser

Arginin- und Lysinderivate stereoselektiv zu erkennen.
enantioselektiven Erkennung beruht auf zwei simultan vorliegenden Kation-Phosphonat-
Wechselwirkungen, wie zum Beispiel in der regioselektiven Bindung einer definierten
kationischen Gruppe der Aminosdure durch ein definiertes Phosphonat des Rezeptormolekiils.
Nach Bindung des a,w-Dikations der Aminosidure kommt ihr Riickgrat in van-der-Waals-
Kontakt mit der Oberflache der chiralen verbriickenden Einheit des Rezeptormolekiils, mit

dem Effekt, daB ein Aminosdure-Enantiomer bevorzugt gebunden wird.

Abb. 5: Chirale Erkennung von Lysin durch ein macrocycliches Bisphosphonatrezeptormolekiil 1 in
DMSO.
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Wegen der relativ schwachen Bindungsenthalpie einer einzelnen ,klassischen* Ammonium-
Phosphonat Wechselwirkung liegen die Gesamtbindungskonstanten hier bei etwa 10* M in
DMSO.

Es stellte sich die Frage, ob eine starke Bindung in polareren Losungsmitteln (mdglichst auch
in Wasser) erreicht werden konnte, wenn man anstelle der beiden einzelnen
Phosphonatgruppen zwei chelatisierend wirkende Bisphosphonatgruppen in einen
Macrocyclus einbaut. Dies hétte zur Folge, daB jede kationische Funktionalitit der

Aminoséuren in einem hoch effektiven Chelatkomplex gebunden wird.[*'**!

O{Vle /
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Lysinmethylester
Dihydrochlorid

Abb. 6: Tetraphosphonat-Rezeptormolekiil 3 und der Komplex mit dem Lysinmethyletherdikation in
seiner bevorzugten Konformation. Links: Lewisstrukturen; Rechts: Molekiilmechanisch
ermittelte Struktur (Zylinder: Lysin, CPK: Wirtmolekiil 3).
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Anhand von Kristallstrukturen und Molecular-Modeling-Untersuchungen liegt das

B4 Das resultierende

Tetraphosphonat in einer geeigneten offenen Konformation vor.
Tetraanion sollte in der Lage sein, sich mittels ,,induced fit* einem Dikation mit der korrekten
Spacerldnge anzupassen. Ist dies der Fall, konnte sich ein stabiler 1:1-Komplex sogar in
Wasser ausbilden.

Die Synthese des Macrocyclus 2 und einiger verwandter Strukturen wurde kiirzlich von der
Arbeitsgruppe Finocchiaro verdffentlicht und mir freundlicher Weise zur Verfiigung

(341 In einer sehr effizienten Eintopfreaktion kann 2,6-Bis(bromomethyl)pyridin direkt

gestellt.
mit phosphonatmodifiziertem Bisphenol A in einem polaren aprotischen Losungsmittel unter
Einwirkung einer milden Base umgesetzt werden. Der resultierende Macrocyclus wird in
70%iger Ausbeute unter Ausbildung von insgesamt neuen vier C-O-Bindungen erhalten. Fiir
dessen milde und selektive Monoalkylierung modifizierte ich eine von Karaman et al.
etablierte Reaktion.™ *! Der Macrocyclus wird dabei mit genau 4 Aquivalenten trockenem
Lithiumbromid in Acetonitril eine Woche erhitzt und das entstandene Produkt durch
Umkristallisation und Dialyse von Salzanteilen Lithiumbromid gereinigt. Erhélt das reine

Rezeptormolekiil als Tetralithiumsalz 3, welches in polaren Losungsmitteln wie Wasser oder

Methanol sehr gut 16slich ist, nicht jedoch in unpolaren Ldsungsmitteln, wie DMSO und

Acetonitril.
O{\/Ie /‘
—Q N
ol oH N
’ y 1.K,CO4,
‘ Acetonitril
2 + 2 Br NN Br -
2. LiBr,
Acetonitril
Q ~~
O Yon SN
P=0
/
OMe §

Abb. 7: Synthese des macrocyclischen Tetraphosphonatrezeptormolekiils 3
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In einem vorliufigen 'H-NMR-Experiment zeigten sich in einer 1:1-Mischung aus

Macrocyclus 3 und Lysinmethylester Dihydrochlorid 22 signifikante
komplexierungsinduzierte Shifts der CH-Protonen von bis zu 0.45 ppm, und zwar sowohl in
der Aminosdure als auch im Rezeptormolekiil.

Um die Komplexstdchiometrie der Komplexe mit Lysin 22, Arginin 24, Ornithin 17 und
Histidin 23 zu ermitteln, wurden Job Plots von jedem Aminosdurekomplex mit dem

87- 881 Das Ergebnis war bemerkenswert: Wihrend die kleineren

Rezeptormolekiil 3 erstellt.!
Aminosduren wie Histidin, Ornithin und Arginin eine klare 2:1-Komplexstochiometrie
lieferten, zeigte nur Lysin im Komplex mit dem Macrocyclus 3 einen eindeutigen 1:1-
Komplex. In Abbildung 8 sind die Job-Plots fiir die Komplexe von Histidin- und

Lysinmethylester mit dem Rezeptormolekiil 3 dargestellt.
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Abb. 8: Job-Plots fiir die Komplexe aus 3 und Histidin 23 (links) und Lysin 22 (rechts).

Dies ist ein guter Hinweis flir den oben postulierten Bindungmodus. Nur im Komplex des
Rezeptors 3 mit Lysin sind dessen kationische Gruppen in der Lage, sich iiber die gesamte
Distanz zwischen den Bisphosphonateinheiten zu spannen. Im Gegensatz dazu stehen die
kleineren Aminosduren Arginin, Ornithin und Histidin. Sie konnen nur eine
Bisphosphonatgruppe gleichzeitig erreichen, weshalb zwei Aminosduremolekiile von einem
Rezeptormolekiil komplexiert werden.

Sogar in diesen Féllen werden verhéltnisméBig stabile Komplexe gebildet; diese zeigen eine
alternierende Anordnung von positiven und negativen Ladungen, die immer wieder in
Energieminimierungen gefunden wurde.™”

Histidin wird solch einem 2:1-Komplex auBerordentlich gut gebunden. Der Grund hierfiir
konnte in der speziellen Wasserstoffbriickendonor-Anordnung des Imidazoliniumions liegen.
Nach Kraftfeldrechnungen Histidinmolekiile an einer

konnen zwei doppelten
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Chelatanordnung mit drei Phosphonatgruppen beteiligt sein. Abbildung 9 zeigt eindrucksvoll
die Darstellung des energieminimierten Komplexes aus 3 und Histidin 23. Wéhrend die
Ammoniumfunktionalitit, wie {iiblich von den Bisphosphonatgruppen gebunden wird,
verbriickt der Imidazolring als doppelter Wasserstoffbriickendonor die zwei

Phosphonatfunktionalititen am entgegengesetzten Ende des Rezeptormolekiils.!””!

Abb. 9: Postulierter Bindingsmodus von Histidinmethylester 23 im 2:1-Komplex mit dem
Tetraphosphonat Rezeptormolekiil 3 (energieminimierte Darstellung); Links: Lewisstrukturen;
Rechts: Zylinder: Histidin, CPK: Wirtmolekiil 3).

Daraufhin wurden 'H-NMR-Titrationen fiir alle vier Komplexe in Methanol durchgefiihrt.
Die resultierenden Bindungskurven wurden mittels nichtlinearer Regression ausgewertet. In
Abbildung 10 sind die Bindungskurven fiir die Komplexe aus Histidin und Lysin jeweils mit
dem Rezeptormolekiil 3 dargestellt. Die resultierenden Assoziationskonstanten finden sich in

Tabelle 1 wieder.”'~**
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Abb. 10: "H-NMR-Titrationskurven fiir die Komplexierung von Histidin 23 und Lysin 22 durch 3.
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Alle Aminoséureester werden in Methanol vom Tetraphosphonatmacrocyclus stark gebunden.
Die Vierpunktwechselwirkung im Komplex von Lysinmethylester mit 3 ist stirker als die
Zweipunktwechselwirkung in den verwandten Komplexen mit Ornithin und Arginin. Auch
wenn Histidin in einer 2:1-Stochiometrie gebunden wird, ist jeder einzelne
Komplexierungsschritt dem der Lysinbindung iiberlegen. Dies paf3t gut zum oben diskutierten
doppelt chelatisierenden Bindungsmodus, wie er bereits durch das Molecular-Modeling
angedeutet wurde.

Zuséatzlich zu der verbesserten elektrostatischen Anziehung ist Histidin in der Lage zwei
Wasserstoftbriickenbindungen zwischen dem Imidazoliumring und den Bisphosphonaten
auszubilden, die ebenfalls zur hoheren Bindungskonstante beitragen konnten.

Bei einer Anderung des Losungsmittels von Methanol zum polareren Wasser wird die
Komplexstochiometrie in allen Fillen beibehalten, jedoch kann man eine 20 bis 50-fache
Erniedrigung der Assoziationskonstante bei allen vier untersuchten Aminosduren erkennen.
Hierdurch wird die starke Konkurrenz der Wassermolekiile sichtbar, was mit den in anderen
Arbeitsgruppen gemachten Erfahrungen iibereinstimmt. Unter diesen Bedingungen wird
Lysin allerdings 5-7 mal stérker gebunden als Ornithin oder Arginin und annéhernd doppelt
so stark wie Histidin. Wenn, wie in unserem Fall kaum hydrophobe Krifte wirken, dann ist in
Wasser der Beitrag der Wasserstoftbriickenbindungen vernachlédssigbar, wihrend
elektrostatische Wechselwirkungen den Hauptteil an der Bindung ausmachen. Es ist bekannt,
daB in diesem Zusammenhang das harte Ammoniumion mit seiner hohen Ladungsdichte
stirker gebunden wird als das weichere Guanidiniumion oder auch das Imidazoliumion, in

denen die positive Ladung iiber mehrere Atome delokalisiert ist.”
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Tabelle 1: Assoziationskonstanten (K,)[M™'] und Stochiometrien fiir die Komplexe bestehend aus der
jeweiligen basischen Aminosiure und dem Rezeptormolekiil 3, ermittelt aus 'H-NMR-
Titrationen in Methanol und Wasser bei 20°C.™

Aminosdureeste (Ka)[M'l] Stochiometrie™ (Ka)[M'l] Stochiometrie™
r (Methanol)  (Aminoséure : (Wasser) (Aminoséure :
Dihydrochlorid R)) R))
Histidine 29000 + 11% 2:1 650 + 18% 2:1
Ornithine 9500 + 9% 2:1 221 +33% 2:1
Arginine 8800 + 14% 2:1 165 +38% 2:1
Lysine 21000 £ 35% 1:1 1200 £+ 25% 1:1

“ Wegen des starken hygroskopischen Charakters beider Titrationspartner enthielt die d-
Methanolldsung ~0.1% Wasser. Fehler in K, sind Standardabweichungen und wurden zu + 15-38%
bestimmt; ® erhlten aus Job-Plots.

In unserem Fall ist die elektrostatische Anziehung durch die zweite Ammoniumfunktionalitét
des Lysins wesentlich stirker als die durch das Arginin-Guanidiniumion und auch die durch
das Histidin-Imidazoliniumion. Also ist der Tetraphosphonatmacrocyclus 3 in Wasser méfig

selektiv fiir Lysin.

A 0 0
-+
Cl ) 5 /
+0. H;N Re
o NH3 CI cr NH3CI™
L-His L-Orn
H,N o} + Q
H5N
/ 3 /
HoN \ +O i cl +0 i
cl” H NH3 CI NH3 CI
L-Arg L-Lys

Abb 11: Die untersuchten dikationischen

Gastmolekiile. Die Distanz zwischen den geladenen

Stickstoffatomen wird kontinuierlich um jeweils ein Kohlenstoff- oder Stickstoffatom
erhoht.

Kiirzlich haben Bell®™ und Dougherty”® neue Bindungsmotive fiir Arginin verdffentlicht,
welches bei beiden sehr effektiv in Wasser gebunden wird. Wiahrend Bell's rigides
halbmondférmiges Rezeptormolekiil einen hohen Grad an Pridorganisation besitzt, nutzt

Dougherty T-Kation-Wechselwirkungen zwischen elektronenreichen Benzenringen und der
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Guanidiniumfunktionalitét, verstdrkt durch multiple elektrostatische Wechselwirkungen mit
weiteren Carboxylaten in der Peripherie des Rezeptormolekiils. Beiden Arbeiten ist jedoch
gemeinsam, dall es sich bei den bindenden Rezeptormolekiilen um gro3e Molekiile handelt,
die nur durch aufwendige mehrstufige Synthesen erhalten werden konnen. Der Vorteil des
modularen Aufbaus unseres Rezeptormolekiis, bei dem zwei Bausteine in einem Schritt zum
einem Macrocyclus vereint werden, besteht darin, dal man sehr schnell eine ganze Familie
neuer Tetraphosphonatrezeptormolekiile herstellen kann.

Das Konzept der Multivalenz kann somit erfolgreich fiir die molekulare Erkennung
dikationischer, basischer Aminosduren durch ein tetraanionisches Rezeptormolekiil, mittels
multipler elektrostatischer Wechselwirkungen und Wasserstoffbriicken sowohl in Methanol

also auch in Wasser genutzt werden.
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2.3 Ein neues Bindungsmotiv fiir Amidiniumkationen — Starke Bindung von

Bisamidiniumsalzen

Nachdem im vorangegangenen Kapitel der EinfluB der Kooperativitit auf die molekulare
Erkennung von Aminosduren durch ein macrocyclisches Tetraphosphonat-Rezeptormolekiil
untersucht wurde, soll das Konzept der Multivalenz in diesem Kapitel fiir die molekulare
Erkennung von dikationischen Bisamidinen durch starre, offenkettige aber flache

Tetraphosphonat-Rezeptormolekiile genutzt werden.

Im Gegensatz zu den zahlreichen Bindungsmotiven zur molekularen Erkennung von
Ammoniumkationen sind bis heute nur sehr wenige effiziente Guanidinium-
Rezeptormolekiile bekannt und noch weniger Amidinium-Rezeptormolekiile.”” ** Letzteres
ist Uberraschend, wenn man die bedeutende Rolle der Amidiniumfunktionalitit in weiten
Bereichen der Medizin betrachtet, in denen Medikamente die speziellen Bindungsstellen fiir
Argininseitenketten besetzen. Will man gezielt die Amidiniumgruppe komplexieren, muf}
man diese mit einer speziellen halbmondférmigen Anordnung von mindestens vier
Wasserstoftbriickenakzeptoren umgeben, die zusitzlich moglichst perfekt vororientiert sein
sollten. Dadurch sollte ein HochstmaBl an elektrostatischer Anziehung und an

Wasserstoftbriicken-Wechselwirkungen erreicht werden.

Tabelle 2: In NMR-Experimenten ermittelte Assoziationskonstanten (Kj-7) [M-l] fiir die Komplexe
mit 4 und 5 in DMSO bei 20°C.™

Guanidinium oder Rezeptor (K- )M 1] AG [kcal/mol]
Amidinium Derivate Molekiil

N-a- 4 86000 + 28% 6.7
Tosylargininmethylester

1,1-Dimethylguanidin 4 36000 + 38% 6.2
Methylguanidin 4 25000 £+ 35% 6.0
N-a- 5 21800 + 13% 5.8
Tosylargininmethylester

1,1-Dimethylguanidin 5 6600 £ 14% 5.1
Methylguanidin 5 5600 + 39% 5.0
Acetamidin (2:1-Komplex) 5 1000 + 20% 4.0

[2] Wegen der stark hygroskopischen Eigenschaften beider Titrationspartner enthielt die de-DMSO-Losung

~0.1% Wasser. Fehler in K, sind Standardabweichungen; sie wurden zu + 6-39% berechnet.
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Vor kurzem wurde von unserer Arbeitsgruppe eine molekulare Pinzette vorgestellt, die eine
sehr hohe Selektivitit fiir Alkylguanidiniumkationen wie zum Beispiel Argininderivate

aufweist.”® 100

Diese wird in Abbildung 12 dargestellt. Die dabei durchgefiihrten
Bindungsexperimente der Pinzetten gegeniiber hoher substituierten Guanidinen zeigten ein
erstaunliches Ergebnis. Obwohl die doppelten Substitution in  NN-
Dimethylguanidiniumsalzen ihre molekulare Erkennung durch Bisphosphonatpinzetten im
bisher bekannten Bindungsmodus A unmoglich macht, werden diese Verbindungen sogar
noch fester gebunden als das Monomethylguanidiniumkation. (Tabelle 2) Sowohl das m-
Xylylenbisphosphonat-Rezeptormolekiil 4 als auch die Diphenylether-Pinzette 5 zeigten

diesen interessanten Effekt. Nach eingehenden Molecular Modeling Studien!'®"!

und Sichtung
verschiedener Rontgenstrukturen von Guanidiniumsalzen postulierten wir einen neuen
Bindungsmodus B. Es handelt sich hierbei um eine chelatartige Anordnung, bei der die
Gastfunktionalitdit um 60° verdreht ist (Abbildung 13). Alle Wasserstoffbriicken sind
gewinkelt, dafiir ist jedoch die gegenseitige PhosphonatabstoBung schwicher (d'<d%

Abbildung 13).
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Abb. 13: A Bindungsmuster fiir Alkylguanidiniumkationen durch das Bisphosphonat 4,
B Alternatives molekulares Erkennungsmuster fiir N, N-Dialkylguanidiniumkationen.

Auch wenn in der gegenwirtigen Literatur hauptsidchlich die klassische Anordnung A
beschrieben wird, gibt es auch Kristallstrukturen fiir das Bindungsmuster B.'? Diese

ungewohnliche Anordnung wird auch ausgebildet, wenn 4 mit N/C-geschiitzten
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Argininderivaten komplexiert wird. Bei Konzentrationen unterhalb von 0.7 mM beobachtet
man eine Signalverschiebung aller Argininprotonen nach einer 1:1-Bindungsisotherme nur
das Guanidinium-N/A-Proton bleibt unbeeinfluflt. Auch hier schlieBen wir auf den
Bindungsmodus B. Kraftfeldrechnungen zeigen, dal die gilinstig fiir eine Faltung der
Aminosédurenseitenkette ist bei der die Acetyl- oder Tosyl-NH-Funktion in direkte
Nachbarschaft eines Phosphonatanions gebracht wird (Abbildung 14). Der starke Tieffeldshift
der jeweiligen NH-Protonen ist ein Indikator fiir die Ausbildung dieser weiteren

intermolekularen Wasserstoftbriickenbindung. Dabei handelt es sich um einen kooperativen

Effekt, und die Gesamtbindungskonstante steigt auf 86.000 Man (Tabelle 2).
a) b)
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Abb. 14: a) Energieminimierter Komplex aus a-N-Tosylargininmethylester und dem Bisphosphonat-

Rezeptormolekiile 4; b) Molekiilmechanische Berechnung des einfachen Komplexes aus
dem Acetamidiniumkation und 4.

Wenn fiir eine starke Bindung von Guanidiniumkationen durch Bisphosphonate aber nur vier
Wasserstoftbriickenbindungen zu zwei benachbarten NH,-Gruppen bendtigt werden, konnte
das dritte Stickstoffatom auch durch ein Kohlenstoff- oder Sauerstoffatom ersetzt werden! In
diesen Fillen wire eine neue Rezeptormolekiilstruktur fiir Amidine oder sogar Harnstoff
gefunden (Abbildung 15). Die molekukare Erkennung von Amidinen wire von speziellem

Interesse wegen der Vielzahl kleiner Molekiile, unter ihnen Monoamidine wie Distamycin

[103

und Netropsin''”*! und Bisamidinderivate, wie die als Medikamente verwendeten Molekiile

Pentamidin und DAPI, die alle in den A,T-reichen Sequenzen der kleinen Furche der DNA

[

gebunden werden kénnen.!"" "% Harnstoff wiederum bereitet Probleme bei der Dialyse, so

konnte eine starke und selektive Entfernung von Harnstoff in Wasser durch einen

synthetisches Rezeptormolekiil diese Nachteile beseitigen.!'*!
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1,1-Dialkylguanidine

Abb. 15: Molekulare Erkennung von Amidinen und Harnstoff iiber des gleiche Bindungsmuster wie
bei N, N-Dialkylguanidinen mit 4?

In Abbildung 15 wird dargestellt, wie die gleiche molekulare Anordnung nicht nur fiir die
Erkennung von Dialkylguanidiniumionen sondern auch fiir Amidine und Harnstoff
angenommen werden kann. Um diese Hypothese experimentell zu {iberpriifen, haben wir
Acetamidiniumchlorid mit den Bisphosphonatmolekiilen 4 und 5 titriert."'" ' Die

zugehorigen Bindungskurven befinden sich in den Abbildungen 16 und 17.
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Abb. 16: Anderung der chemischen Verschiebung Ad der 'H-NMR-Signale der inneren i und duferen
a Amidinprotonen von Acetamidin-Hydrochlorid wéhrend der NMR Titration mit steigenden
Mengen der Bisphosphonatpinzette 5 in d¢-DMSO bei 20°C.
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Bei der Komplexierung mit der Pinzette 5 erhielten wir eine gleichméBige Kurve fiir alle
betrachteten NMR-Signale. Lediglich die innenliegenden NH;-Protonen Signale zeigten
jedoch einen starken Tieffeldshift, wihrend die duBeren NH,-Protonen Signale einen leichten
Hochfeldshift aufwiesen; dies ist typisch fiir das klassische Amidinbindungsmuster mit

Carboxylaten oder Phosphonaten."'”! Das nichtlineare Fitting der Kurve (Abbildung 16)
ergab die erwartete 1:2-Komplexstochiometrie und einen Wert von K, ~ 1000 M fiir die

berechnete Assoziationskonstante, die damit in dem {iblichen Rahmen liegt.

Die Bindungskurve des m-Xylylenbisphosphonats 4 zeigt dagegen einen gidnzlich anderen
Verlauf. Der komplexierungsinduzierte Shift (CIS) der inneren Amidiniumprotonen NH;
steigt zunichst steil an; nachdem 0.5 Aquivalente erreicht sind, flacht sich die Kurve ab und
erreicht bei einem Aquivalent den Sittigungsbereich. Das zugehdrige NMR Signal fiir die
aulleren NH,-Protonen bleibt bis zu 0.5 Aquivalente unbeeinfluit, verschiebt sich danach zu
tiefem Feld und erreicht den Sittigungsbereich nicht vor ~ 1.5 Aquivalenten des
zugegebenen Rezeptormolekiils. Dieses untypische Verhalten wird dadurch erklért, daB bis zu
einer Zugabe von 0.5 Aquivalenten des Rezeptormolekiils (hierbei bindet eine
Phosphonatgruppe genau ein Amidiniumkation) das klassische Bindungsmuster dominiert

(Abbildung 17).
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Abb. 17: CIS fiir die NMR-Signale von a) Acetamidin-Hydrochlorid und b) Benzamidin-Hydrochlorid
wihrend der 'H-NMR-Titration mit steigenden Mengen an m-Xylylenbisphosphonat 4 in dg-
DMSO bei 20°C.

Sobald ein UberschuB an Bisphosphonatmolekiilen auftritt, beginnen diese mit der
Ausbildung der Chelatanordnung im Komplex, die ebenso die &dulleren NH,-Protonen in
Wasserstoffbriicken bindet. Bei Zugabe von ~ 1.5 Aquivalenten existiert nur noch der

chelatartige 1:1-Komplex. Der Alkylrest erzeugt ein gemitteltes Signal, welches dhnlich dem
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einer 1:1-Bindungsisotherme ist. Kraftfeldrechnungen bieten eine Erklarung fiir den deutlich
geringeren Tieffeldshift der NH, verglichen mit dem der NH;. Aus sterischen Griinden ist nur
eines der beiden NH,-Protonen in der Lage, eine direkte Wasserstoftbriicke zum
Phosphonatanion auszubilden (Abbildung 14.b). Einen dhnlichen Kurvenverlauf lieferte die
Titration von 4 mit Benzamidin, jedoch mit einem wesentlich groeren Tieffeldshift der NH,-
Protonen von 0.3 ppm.

Wir versuchten nach dem Prinzip der isolierten Partikel (Verdiinnungseffekt) eine 1:1-
Komplexstdochiometrie bei einer flinffach niedrigeren Konzentration zu erreichen. Obwohl der
sigmoidale Charakter der erhaltenen Bindungskurve verringert wurde, war er jedoch immer
noch vorhanden. Um wirklich zuverldssige 1:1-Bindungskonstanten zu erhalten, wurden
schlieBlich Verdiinnungsexperimente in noch verdiinnteren Losungen bei einem zweifachen
UberschuB des Rezeptormolekiils 4 (2 Aquivalente pro Amidingruppe) durchgefiihrt. So
konnte sichergestellt werden, daB alle Molekiile im 1:1-Bindungsmodus gebunden waren.!''?!
Die daraus erhaltenen Kurven folgen einer fast idealen 1:1-Bindungsisotherme (Abbildung
18); die ermittelten Bindungskonstanten fiir die verschiedenen Amidiniumhydrochloride mit 4

wurden mit nichtlinearer Regression bestimmt und sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.

.
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Abb. 18: CIS der 'H-NMR-Signale von  Acctamidin-Hydrochlorid =~ wéahrend  des
Verdiinnungsexperiments mit einer Mischung aus 2 Aquivalenten des Bisphosphonats 4 und
1 Aquivalent des Amidinium Hydrochlorids in dg-DMSO bei 20°C.

Alle in DMSO gemessenen Assoziationskonstanten sind um zwei Grof3enordnungen hoher als
die der nach klassischem Muster gebundenen Amidinium-Phosph(on)at-Komplexe (10° M
gegeniiber 10° M™). Damit gehoren sind diese Amidinium-Bisphosphonat-Komplexe zu den
stabilsten Assoziaten zwischen Amidinen und einem kiinstlich hergestellten Rezeptor-
Molekiil. Bell entwickelte einen konkaves, sehr hoch priorganisiertes Rezeptormolekiil,

basierend auf anellierten Pyridinen, das Benzamidin ebenfalls sehr effizient bindet (K, in
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10%igem methanolischem Dichlormethan ~ 10" M™'; Abbildung 19)."'" Dieses Wirtmolekiil
ist jedoch nur durch eine sehr aufwendige Mehrstufensynthese zu synthetisieren, im

Gegensatz zur Synthese des einfachen m-Xylylenbisphosphonats 4

Abb. 19: Molekulare Erkennung von Benzamidin-Hydrochlorid durch ein priorganisiertes
kiinstliches Rezeptormolekiil (Bell).

Tabelle 3: Assoziationskonstanten (K ;) [M_l] aus den 'H-NMR-Verdiinnungsexperimenten mit 4 in
DMSO bei 20°C."

Amidinhydrochlorid (K- ])[M_l] AG [kcal/mol]
p-Methoxybenzamidin 76000 + 13% 6.6
Acetamidin 103000 +15% 6.8
Benzamidin 120000 + 17% 6.9
p-Amidinobenzamid 140000 + 30% 7.0
m-Nitrobenzamidin 250000 £ 20% 7.3

) Wegen der stark hygroskopischen Eigenschaften beider Titrationspartner enthielt die dg-DMSO-Losung
~0.1% Wasser. Fehler in K; sind Standardabweichungen; sie wurden zu + 13-30% berechnet.

" in DMSO sehr grofien Bindungskonstante fiir den Komplex

Ermutigt durch die mit 10° M"
aus Amidinen und 4, fiihrten wir exemplarisch in Methanol einige weitergehende
Bindungsexperimente durch und stellten dabei fest, da3 auch in Methanol noch eine starke
Bindung stattfindet. Die chemische Verschiebung lag noch bei etwa 0.1 ppm, und anhand
eines Job-Plots konnte eindeutig eine 1:1-Komplexstochiometrie ermittelt werden. Die
erhaltenen Bindungskurven zeigten nun eine deutliche Ubereinstimmung mit den theoretisch
fiir eine 1:1-Bindungsisotherme berechneten. Die Graphen wurden wieder mittels
nichtlinearer Regressionsrechnung ausgewertet und die Bindungskostante mit m-

Nitrobenzamidin zu 1.9x10°> M bestimmt. Diese Assoziationskonstante ist gerade um zwei

GroBenordnungen kleiner als die in DMSO ermittelte. Hierbei handelt es sich um einen
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durchaus {iblichen Faktor beim Ubergang von DMSO zu Methanol; es macht sich der
dominierende EinfluB der -elektrostatischen Wechselwirkungen im Vergleich zu den
schwicher werdenden Wasserstoffbriicken bemerkbar.

Vergleicht man die in DMSO ermittelten Bindungskonstanten der unterschiedlich
substituierten Benzamidine miteinander, so erkennt man eine Korrelation zwischen
Bindungsstirke und Elektronenzug der Substituenten. Hierdurch sollte ein fine-tuning der

(15 - 117] go o

Bindungskonstanten anhand der zugehdrigen Hammet Konstanten moglich sein.
dhnliche Korrelation zwischen der Bindungsstirke und dem elektronenziehenden Charakter
der Substituenten wurde bereits gefunden, als verschiedene Benzamidine an Trypsin und

18] Bereits

Thrombin in der Bindungstasche fiir die Argininseitenkette angedockt wurden.!
diese sehr kleinen Substrate (,,Nadeln*) sind ndmlich gute Enzyminhibitoren mit K;-Werten
im mikromolaren Bereich.

Bisamidinderivate spielen eine bedeutende medizinische Rolle, so werden sie derzeit gegen
das AIDS assoziierte Pathogen Pneumocystis carinii eingesetzt. Bei 80% aller Patienten tritt
eine pneumonia, eine Entziindung der Lungenzellen, auf. Unter anderen wird das Medikament
Pentamidin (ein Bisamidin) eingesetzt, welches nichtkovalent in der kleinen Furche der DNA

entlang des Phosphodiester-Riickgrats an A,T-reiche Sequenzen im pathogenen Genom

gebunden wird, und somit dessen

Replikation unterbindet.!'"! Dabei wird ®é \@e

jede der beiden Amidinium-Endgruppen \/OR— ::S®e

aufgrund elektrostatischer Krifte im ®7T®_ \CF)@

negativen  Ladungsschwerpunkt  der g@lfg %3 o

Phosphate zentriert, welcher ziemlich @G/F{ _F\/

weit innerhalb der Doppelhelix und zwar 8 /F£ O_T/é

knapp oberhalb der Nucleinbasen liegt. ®®/\R_ /0 R/@e

Der Rest des Gastmolekiils legt sich \P}“N’i A R/é)e

perfekt passend in einer weiten Kurve @i\R ‘&R Biidggofze:::::::n the iinorzg:::;:r
entlang der kleinen Furche der DNA, <"R— :(5 —R— =ribose N @ = amidinium
wobei diese Konformation  der Q‘:()a/ " /\®e

thermodynamisch stabilsten Form des

.. ) ADbb. 20: Bindung von Pentamidin in der kleinen
Pentamidins  entspricht.!?" 2!l Alle Furche degr DNA.

medizinisch aktiven Bisamidine werden
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auf diese oder sehr dhnliche Weise gebunden (Abbildung 20).

Es erhebt sich die Frage, ob man diese Bindung in der kleinen Furche der DNA anhand eines
kleinen Modellsystems nachahmen kann? Kann man das oben beschriebene Bindungsmotiv
fir Monoamidine ausnutzen und auf die Anforderungen fiir eine optimale
Bisamidinerkennung iibertragen?

Intensive molekiilmechanische Berechnungen zeigten, dal man geeignete Modellsysteme
durch die Synthese von Tetraphosphonaten erhalten sollte, die jeweils eine
Bisphosphonatgruppe in o- und w-Position des Molekiils tragen. Zusétzlich kdnnten diese
Rezeptormolekiile bereits einen hohen Grad an molekularer Vororientierung aufweisen, wenn
zwischen den beiden endstindigen Bisphosphonaten der Rezeptormolekiile rigide aromatische
Spacer eingebaut werden. Mit der Wahl des entsprechenden Spacers bestimmt man den
Abstand der beiden Bisphosphonat-Endgruppen, wéhrend sein Substitutionsmuster (m- oder
p-substituierter Aromat) dem Wirt eine gestreckte oder eine Bogenform gibt. Die
elektrostatische Wechselwirkung zwischen Amidin und Bisphosphonat, die schon in den
einfachen Amidinkomplexen genutzt wurde, fithrt im giinstigsten Fall zur Aufhdngung des
Bisamidinmolekiils oberhalb der Tr-Flichen des Rezeptormolekiils. Vor allem mit dem
planaren leicht bogenféormigen DAPI (Diaminophenylindol), aber auch mit den
Benzamidinresten im Pentamidin kdnnen TUTE und hydrophobe Wechselwirkungen in hohem
Maf genutzt werden und sollten zu einer starken und mdglicherweise selektiven Bindung der
Medikamente in polaren Medien, bevorzugt in Wasser, fiihren.

Bei der Darstellung der verschiedenen Wirtmolekiile wurde eine modularen Arbeitsweise
eingesetzt. In einer zweistufigen Synthese erhielt ich aus 3,5-
Dimethylbenzoesduremethylester 6 nach erfolgreicher NBS-Bromierung und anschlieSender
Phosphorylierung mit Trimethylphosphit den Bis(3,5-
Dimethoxyphosphorylmethyl)benzoesduremethylester 7, welcher mit Lithiumhydroxid im
wéalrigen in die freie Carbonsdure 8 iiberfiihrt werden konnte. Somit stand mit 8 ein
geeigneter bisphosphorylierter Baustein zur Verfiigung, der mit aromatischen o,w-
Diaminspacern unterschiedlicher Gréfe wund Rigiditit zweifach mit Hilfe des
Kupplungsreagenzes Bop-Cl unter FEinsatz der Hiinig-Hilfsbase zum gewiinschten
Tetraphosphonat umgesetzt werden konnte. Kraftfeldrechnungen sagten giinstige Geometrien
bei folgenden Diaminkomponenten vorher: m-, p-Xylylendiamin sowie m- und p-
Phenylendiamin. Alle tragen eine starre aromatischen Einheit und unterscheiden sich nur in

der Stellung der Aminogruppe.
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Abb. 21: Schematische Darstellung der Wirtmolekiile 13, 14, 15, 16.

Die Kupplungsprodukte 9, 10, 11, 12 wurden im letzten Schritt schonend mit Lithiumbromid

in 2-Hexanon und Acetonitril an allen vier Phosphonsédureestergruppen monodealkyliert und

durch Umkristallisation und Dialyse vom tiberschiissigen Lithiumbromid befreit. Alle

erhaltenen Tetralithiumsalze 13, 14, 15, 16 zeigten eine gute Loslichkeit in polaren

Losungsmitteln wie Methanol oder Wasser, waren jedoch unldslich in DMSO.

Die folgenden Komplexierungsuntersuchungen wurden zunichst in Methanol durchgefiihrt,

wobei von den Wirtmolekiilen 1:1-Komplexe mit Pentamidin Dihydrochlorid hergestellt
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wurden. In allen Fillen traten deutliche Anderungen in den chemischen Verschiebungen von
0.25 bis 0.35 ppm auf, erste Hinweise auf eine starke Bindung in Methanol. Bei den Job-Plots
ergaben sich jedoch unterschiedliche Komplexstochiometrien zwischen 13 - 15 und
Pentamidin. Sowohl fiir 13 als auch fiir 15 konnten 2:1-Komplexe nachgewiesen werden,
wihrend fiir 14 in Methanol eindeutig eine 1:1-Komplexstdchiometrie erhalten wurde. 'H-
NMR-Titrationen lieferten nach der entsprechenden Auswertung anndhernd identische
Bindungskonstanten mit einem Wert von 5.8x10° M beziehungsweise 5.7x10° M fiir die
beiden 2:1-Komplexe (13 und 15) und eine Bindungskonstante in Héhe von 5.3x10* M fiir

den 1:1-Komplex aus 14 und Pentamidin.

Rl 005 f
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Abb. 22: Links: Job-Plot fiir den 2:1-Komplex zwischen 13 und Pentamidin; Rechts:Job-Plot fiir den
1:1-Komplex zwischen 14 und Pentamidin.

In allen Fillen kommt es in Methanol zur Ausbildung von starken Bindungen zwischen
Pentamidin und den verschiedenen Wirtmolekiilen. Die Unterschiede in den
Bindungskonstanten und Komplexstochiometrien beruhen im wesentlichen auf den
Geometrien der verschiedenen  Wirtmolekiile. Zur  Erinnerung: Die beiden
Tetraphosphonatrezeptormolekiile 13 und 15 binden Pentamidin deutlich stirker als die
Wirtverbindung 14. 13 beschreibt in seiner rdumlichen Anordnung einen leicht
bogenformigen Verlauf. Bei der Assoziation wird das ebenfalls bogenférmige Pentamidin
zwischen zwei Wirtmolekiilen in einer Art Sandwich-Komplex eingeschlossen und aufgrund
elektrostatischer Wechselwirkungen komplexiert. Hierbei wird jeweils eine positiv geladene
Amidiniumgruppe von vier negativ geladenen Phosphonaten umschlossen. In dieser
Anordnung befindet sich in Analogie zur kleinen Furche der DNA die positive Ladung genau
im Schwerpunkt der Ladungsdichte der Phosphonate. Verstiarkt werden die Salzbriicken durch
gerichtete Wasserstoffbriicken zwischen den Amidiniumgruppen und einem Teil der

Phosphonate. Die  Amidiniumtragenden Benzolringe gehen molkiilmechanischen
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Berechnungen zufolge zusitzliche 1, TEWechselwirkungen mit den phosphonattragenden
aromatischen Ringen der Wirtverbindungen ein. Das wird an den Aromatensignalen des
Pentamidins sichtbar, die bei der Komplexierung um 0.2 ppm shiften. Der Alkylrest des
Pentamidins befindet sich innerhalb dieser Sandwich-Anordnung in einem unpolaren Raum,
gebildet durch den mittleren Teil der Wirtmolekiile. Auf diese Weise werden zusitzliche
hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den beiden Wirten und dem Gastmolekiil

ausgebildet; eine weitere Bindungsverstirkung ist die Folge.

Abb. 23: Energieminimierte Struktur des 2:1-Komplexes zwischen zwei Molekiilen 15 und einem
Molekiil Pentaminin. Zylindermodell (Macro Model 7.0, Amber*, Wasser). Gut zu
erkennen ist die Stapelung der Wirt- und Gastaromaten.

Ahnlich sehen die Bindungsverhiltnisse im Komplex zwischen Pentamidin und 15 aus. Auch
beim p-verbriickten Wirtmolekiil wird ein sandwichartiger 2:1-Komplex mit dhnlichen
Bindungsverhéltnissen ausgebildet, was sich in den fast identischen Bindungskonstanten
ausdriickt.

Bei der Komplexierung von Pentamidin mit der Wirtverbindung 14 erhélt man 1:1-Aggregate.
Auch hier wird wieder ein Netzwerk gerichteter Wasserstoffbriicken von zwei
Phosphonatgruppen aufgrund starker elektrostatischer Krifte zu je einer Amidingruppe
gebildet. Es kommt auch hier wieder zu 11,TEWechselwirkungen zwischen den Aromaten der
Wirt und der Gastverbindung, was sich in der Verschiebung der aromatischen Gastprotonen

um 0.18 ppm bemerkbar macht .
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Aufgrund der in Methanol mit 5.3x10* M™ sehr hohen Bindungskonstante wurde
exemplarisch der Komplex aus Pentamidin und 14 auf seine Stabilitit in Wasser hin
untersucht. Bereits bei der Messung des 1:1-Komplexes iiberraschte die hohe induzierte
Verschiebung der Gastsignale im 'H-NMR-Spektrum mit einem Wert von fast 0.25 ppm.
Mittels eines Job-Plots konnte auch in diesem Medium die 1:1-Komplexstdchiometrie
sichergestellt werden und in der daraufhin durchgefithrten 'H-NMR-Titration folgten die
Kurvenverldufe aller Pentamidinsignale den theoretisch berechneten einer 1:1-
Bindungsisotherme. Die zugehérige Bindungskonstante ist mit einem Wert von 7.8x10° M™
die hochste bisher von mir in Wasser ermittelte. Beim Ubergang von Methanol in das weit
polarere Medium Wasser ist die Bindungskonstante lediglich um eine Gréf3enordnung kleiner
geworden. Dieser Abfall liegt eine GroBenordnung unter dem fiir elektrostatische
Wechselwirkungen sonst iiblichen. Wir werten dies im Zusammenhang mit den grof3en
Hochfeldverschiebungen als einen deutlichen Hinweis auf die Anwesenheit von hydrophoben
Wechselwirkungen.

Analog wurden Komplexierungsstudien mit DAPI und den verschiedenen Wirtmolekiilen
durchgefiihrt. Auch hier waren wieder grofle induzierte Verschiebungen zwischen 0.25 und
0.35 ppm in Methanol zu erkennen. 13 und 14 lieferten in diesem Fall mit DAPI jeweils
eindeutige 1:1-Komplexe, wihrend 15 einen 2:1-Komplex mit DAPI einging. Die
zugehdrigen Assoziationskonstanten aus den ebenfalls durchgefiihrten 'H-NMR-Titrationen
unterscheiden sich um eine Gréfenordnung voneinander. Alle Ergebnisse sind in Tabelle 4

noch einmal zusammengefalt.

Tabelle 4: Assoziationskonstanten (K) [M_l] aus den 'H-NMR-Titrationen mit 13 - 15 in Methanol

bei 20°C."
-1 -1
Nr. Spacer (K)IM ] (K)IM ]
Pentamidin DAPI
13 m-Xylylen 5.8 10 + 78% (2:1) 3.2 010° + 69% (1:1)
14 m-Phenylen 5.3 010 + 42% (1:1) 3.6 O10% + 45% (1:1)
15 p-Phenylen 5.7 010° + 88% (2:1) 7.1 010° + 75% (2:1)

() Wegen der stark hygroskopischen Eigenschaften beider Titrationspartner enthielt die ds-Methanol-L3sung
~0.1% Wasser. Fehler in K; sind Standardabweichungen; sie wurden zu + 28-88% berechnet.
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Die ermittelten Komplexstochiometrien spiegeln erneut die unterschiedlichen Geometrien der
Wirtverbindungen wider. DAPI wird in allen drei Féllen stark gebunden. Dies liegt nicht nur
an den starken elektrostatischen Wechselwirkungen und Wasserstoffbriicken zwischen den
Amidinium- und den Phosphonat-Gruppen, sondern auch an den 11,TEWechselwirkungen, die
eintreten, wenn sich das starre DAPI {iber das sehr rigide, aromatische Wirtmolekiil legt.
Kraftfeldrechnungen schlagen in allen Fillen Strukturen vor, bei denen die aromatischen
Ringe der Wirt- und Gastsysteme optimal iibereinander liegen und so 11,TEWechselwirkungen
ausbilden konnen, was man auch anhand der komplexierungsinduzierten Shifts der
aromatischen Protonen von bis zu 0.25 ppm erkennen kann. Dariiber hinaus kommt es in dem
2:1-Komplex bei der TeStapelung zu starken hydrophoben Effekten. Die Addition aller

Bindungsenergien hat somit die hohen Bindungskonstanten zur Folge.

Leider konnten bisher keine Kristalle fiir Rontgenstrukturanalysen geziichtet werden.
Beeindruckend drastisch ist aber der EinfluB von multiplen Wechselwirkungen auf die
Bindungsstirke. Gegeniiber den Monoamidinen, die in Methanol Bindungskonstanten im
Bereich von 10> M erzeugen, werden die beiden Bisamidine von den verschiedenen neuen
Rezeptormolekiilen aufgrund der gleichzeitigen Nutzung von Salz- und Wasserstoffbriicken-,
1,78, und hydrophober Wechselwirkungen in Methanol viel stirker gebunden. Die
gefundenen Assoziationskonstanten liegen oft zwei GroBenordnungen tiber denen fiir die
Monomeren. Auch im physiologischen Wasser erfolgt noch eine starke Bindung.

Deutlich zeigt sich, da das Konzept der multivalenten Bindung von Bisamidinen durch
offenkettige, flache und relativ steife aromatische Systeme mit Bisphosphonateinheiten an
ihren #duBeren Enden mittels elektrostatischer, aber auch T1,TEWechselwirkungen und
hydrophoben Effekten erfolgreich ist. Durch Addition der einzelnen Bindungsenergien
steigert sich die Bindungskonstante vom Monomer (10° M™") zum Dimer (10° M), was einer
Steigerung von ~ 4 nach 7 kcal entspricht. In den 2:1-Komplexen wird dabei die Umgebung

der kleinen Furche in der DNA zumindest qualitativ nachgeahmt.
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2.4 Ein neues Konzept zum gezielten Aufbau Kkapselartiger Strukturen aus

polyfunktionellen Halbschalen in polaren Losungsmitteln

In den vorangegangenen Kapiteln wurde das Konzept der Multivalenz fiir die molekulare
Erkennung von natiirlichen und biologisch relevante Kationen genutzt. In diesem Kapitel soll

die Multivalenz zur Selbstorganisation von priorganisierten Halbschalen angewendet werden.

Selbstorganisierte molekulare Container werden von der Natur intensiv in den
verschiedensten Variationen genutzt. Proteasome, die in der Lage sind, fast jedes
Proteinmolekiil zu verdauen, sind genau definierte, tonnenférmige, molekulare Assoziate, die
sich aus bis zu 40 Komponenten spontan zusammensetzen.'”> '] Viren sind ein weiteres
Beispiel fiir helikale oder sphirische Container-Uberstrukturen mit einem selbstassoziierten

t.[124]

Proteinmantel, der die viralen Nucleinsduren schiitz Diese natiirlichen Beispiele

inspirierten viele supramolekulare Chemiker, molekulare Bausteine zu kreieren, die in der
Lage sind, durch Selbstassoziation zu groBeren kapseldhnlichen Assoziaten zu aggregieren.
Der einfachste Zugang zu selbstorganisierten Kapseln ist die bekannte Darstellung von
Vesikeln aus Phosphorlipiden. Wéhrend der letzten zehn Jahre wurden die Emulsions- und

Grenzflachenpolymerisation dazu benutzt, um verschiedene Arten von konkaven und

[125, 126]

porogenen Polymeranaloga zu konstruieren. Neuere Erfolge zeigt die

Selbstorganisation von amphiphilen Blockcopolymeren mit ausschlielicher Vernetzung ihrer

[

eingefithrten Oberfliche und Zerstorung des inneren Kerns.!'*” '**! Die geometrisch genau

definierte Koordinationssphire von Ubergangsmetallkationen wurde ebenfalls fiir den

Entwurf von Multikomponenten-Aggregaten genutzt, die in manchen Fillen an den viralen

(1291 Andere Beispiele machten sich hydrophobe Wechselwirkungen zunutze,

[130

Mantel erinnern.
wie zum Beispiel Cyclodextrindimere.!'*” Speziell in unpolaren Losungsmitteln kénnen
selbstkomplementére Bausteine mit der Fahigkeit, multiple Wasserstoffbriicken untereinander
auszubilden, geschlossene Strukturen schaffen. Diese molekularen Kapseln konnen
Gastmolekiile der passenden Grof3e und Polaritit einlagern. Ein bekanntes Beispiel hierfiir ist

der supramolekulare Tennisball von Rebek et al.!'*"!
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Die meisten dieser Modellsysteme basieren jedoch auf
schwachen, wenn auch gerichteten Wasserstoftbriicken, welche N® @ N®

nur in unpolaren Losungsmitteln wirksam sind. Wir fanden @

unlingst, daB man kugelférmige molekulare Aggregate in ‘

polaren organischen Losungsmitteln mit groBer Stabilitdt — Abb. 24: Schematische Dar-
stellung eines 2°,

erhalten kann, wenn multiple elektrostatische 2" -Komplexes.

Wechselwirkungen zwischen zwei komplementédren Bausteinen

erzeugt werden."** 1 Ein alternierendes Netzwerk aus positiven und negativen Ladungen
bildet eine mehrfache Chelatanordnung aus, unterstiitzt durch ionische Wasserstoftbriicken.
Dieses Designprinzip wurde zuerst bei den Komplexen zwischen Dikationen und Dianionen

angewandt.

Abb. 25: Vergleich von bekannten selbstorganisierten molekularen Strukturen bestehend aus
selbstkomplementidren Bausteinen (z. B. Rebek’s Tennisball) und unserem einfachen System
basierend auf komplementdren Einheiten. D/A = Wasserstoffbriickendonor/akzeptor. Das
System auf der linken Seite wird nur in Chloroform durch Wasserstoffbriicken
zusammengehalten, wihrend sich unser System auf der rechten Seite ionischer
Wasserstoffbriicken bedient, die auch in polaren organischen Medien wie de-DMSO und
Methanol stark genug sind.

Zu Beginn dieser Untersuchungen beobachteten wir, da3 a,w-Bisphosphonatanionen mit o, -
Diammoniumkationen 1:1-Komplexe eingehen. Molekiildynamische Berechnungen erzeugten
reproduzierbar ein hochsymmetrisches cyclisches Arrangement aus vier alternierenden
positiven und negativen Ladungen, verkniipft {iber vier lineare Wasserstoffbriickenbindungen.
Diese einfachen dreidimensionalen Strukturen erinnern in gewisser Weise an Rebek’s
Tennisball (Abbildung 25). In beiden Féllen handelt es sich um geometrisch
ineinandergreifende Bausteine, die miteinander iiber Wasserstoftbriicken in Wechselwirkung

treten konnen und dabei kugelformige Stukturen mit hoher Symmetrie ausbilden.
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Bisphosphonate und Diammoniumverbindungen sind allerdings ionische Spezies, und sollten

deswegen auch in sehr polaren organischen Losungsmitteln starke Komplexe hervorbringen.

H/N @ N\H\ ,,H/N @ N\H\ /H/N @ N\H
C;o o 0 o’
— >« © © %e
,0/ o, o o,
H H H o “H

L

Abb. 26: Hosseini's  supramolekulares Netzwerk aus Dicarboxylaten und verbriickenden
Bisamidiniumderivaten.

Diese ionischen Assoziate kann man mit den von Hosseini et al. beschriebenen
zweidimensionalen Netzwerken vergleichen, die aus Kombinationen von planaren
Bisamidiniumsalzen und Dicarboxylaten erhalten wurden (Abbildung 26).[134] Wihrend
unserer ersten Untersuchungen haben wir &dquimolare Ldsungen aus dem

Xylylenbisphosphonat!'*”!

und dem jeweiligen Diammoniumsalz miteinander gemischt. Einen
ersten Hinweis fiir eine starke Bindung erhielten, als regelmiBig die 1:1-Komplexe mit p-
Xylylenderivaten quantitativ und analytisch rein aus DMSO-Losung ausfielen. Dagegen

waren die m-Xylylenderivate gut 16slich und lieferten scharfe 'H-, *C und *'P-NMR Signale.
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Abb. 27: Job-Plot fiir den Komplex zwischen Bisphosphonat 4 und Histidinmethylester 23.
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Dies spricht gegen hohere Oligomerstrukturen in Losung. Anhand von Job-Plots wurden auch
in Losung eine definierte 1:1-Komplexstochiometrie ermittelt.!*®!

Die in Abbildung 28 postulierte Komplexgeometrie wird ferner durch den starken
Hochfeldshift fiir die benzylische Diammoniummethylengruppe unterstiitzt (entschirmender
Effekt des Wirtbenzenrings). Ein weiterer Indikator ist der starke Tieffeldshift der
aromatischen Gastprotonen H-4 bis H-6 im Komplex zwischen 4 und 18. Um sterische

Spannungen zu vermeiden, mufl sich der aromatische Gastbenzenring genau {iiber eine

Phosphonatgruppe des Wirtes legen.

Abb. 28: Energieminimierte Struktur des Komplexes zwischen m-Xylylenbisphosphonat 4 und dem
m-Xylylendiammonium Salz 18. Links: Lewis-Struktur. Rechts: Zylindermodell (Cerius?,
MSI, Dreiding 2.21).

Wir fithrten NMR-Titrationen des Bisphosphonats 4 mit einer Vielzahl an
Diammoniumsalzen in DMSO durch und ermittelten die Bindungskonstanten wie iiblich
anhand nichtlinearer Regression.!">”! Wie in Tabelle 6 aufgefiihrt, liegen alle Werte fiir K,

zwischen 10° und 10* M.,

Tabelle 6: Assoziationskonstanten K, fiir die 1:1-Komplexe zwischen o,w-Diammonium derivaten
und 4 aus 'H-NMR-Titrationen in DMSO bei 20 °C.""

Diamin-Hydrochlorid K, [M] Diamin-Hydrochlorid K, [M]
1,2-Diaminocyclohexan 19 1.4 [10° N-Methyl-1,3-diaminopropan 21 3.2 {110’
m-Xylylendiamin 18 1.6 010° Lysinmethylester 22 5.000°
1,3-Diaminopropan 20 2.8 010° Histidinmethylester 23 8.0 I10°

Argininmethylester 24 1.6 O10°

) Wegen der stark hygroskopischen Eigenschaften beider Titrationspartner enthielt die dg-DMSO-Losung
~0.1% Wasser. Fehler in K; sind Standardabweichungen aus der nichtlinearen Regression; sie wurden zu < 50%
fiir K, mit 10> M 'berechnet.
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Diese Werte sind jedoch nicht viel hoher als die Assoziationskonstanten von 4 mit einfachen
Monoaminen.!**!  Offensichtlich sind die Bindungsdistanzen und Winkel in dem
Bisphosphonat-Bisammonium-Wasserstoffbriickenbindungsnetzwerk noch nicht ideal. Das
konnte damit zusammenhingen, dafl die zweite Ammoniumgruppe immer erst die erste
Ammoniumgruppe aus der zuvor gebildeten -chelatartigen Anordnung durch beide
Phosphonatgruppen verdringen mufl, damit es zum postulierten Bindungsmodus kommen
kann. AuBlerdem stof3en sich in den kleinen lonenclustern die gleichsinnig geladenen Teilchen
gegenseitig ab. Interessanterweise wachsen die Bindungskonstanten mit steigender Lénge der
Alkylketten zwischen den beiden Enden der Diamine (18 - 22). Da der Bisphosphonatabstand
in allen Fillen immer der Gleiche bleibt, beschreiben diese Messungen den Verlust an

Priorganisation des Gastmolekiils bei gleichzeitigem Zugewinn an Flexibilitit.['**?

Abb. 29: Molekiillmechanische Berechnungen fiir die Komplexe zwischen 4 und O,w-
Diammoniumsalzen mit wachsender Kettenlinge. Von links nach rechts: 1,2-
Diaminocyclohexan 19; 1,3-Diaminopropan 20; Lysinmethylester 22.

Die hochsten gemessenen Assoziationskonstanten wurden fiir zwei basische Aminosduren
bestimmt. Histidinmethylester 23 zeigt ein interessantes Verhalten, weil wahrend der NMR-
Titration beide aromatischen Imidazolium CH-Protonen um 1.1 und 1.2 ppm zu hohem Feld
shiften. Der Imidazoliumring gelangt offensichtlich in den Anisotropiekegel des
Wirtaromaten. Bei einer Lage des Imidaziliumrings parallel oberhalb des aromatischen Rings
des Wirtes konnen zusitzliche 1—Kation- als auch mm-T-Wechselwirkungen entstehen.!'*”!
Energieminimierungen und Monte-Carlo-Simulationen berechnen die in Abbildung 30 a
gezeigte Struktur, die voll mit den im NMR gefundenen Effekten iibereinstimmt. Eine
dhnliche Struktur wird auch fiir den Komplex aus 4 mit Argininmethylester 24 vorgeschlagen.
Hier wird die Guanidiniumeinheit direkt iiber dem Benzenring des Wirtmolekiils positioniert,

wodurch erneut starke TKation und m-TtWechselwirkungen ausgebildet werden (Abbildung
30 b).["Y
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Abb. 30: Aus Konformationsanalysen in Wasser gefundene Komplexgeometrie fiir die Komplexe
zwischen dem Wirtmolekiil 4 und a) Histidinmethylester 23; b) Argininmethylester 24. Der
Aromatenabstand betrigt etwa 3.5 A.

Kiirzlich durchgefiihrte Bindungsexperimente mit einer verwandten Bisphosphonatpinzette
und Argininmethylester erzeugten merklich kleinere Bindungskonstanten (5.6 x 10° M) da
eine gewinkelte Diphenylsulfonsiduregruppe als Scharnier zwischen den beiden
Phosphonatgruppen die Bildung einer T-Stapelungen mit dem Guanidinuiumion des Arginins

ausschlof.

Anslyn"*? und Lehn!"" haben bereits demonstriert, daB es
moglich ist, durch eine effektive Kombination von drei oder

vier lonenpaaren und der Ausnutzung von hydrophoben

Wechselwirkungen starke Bindung in Wasser zu erzielen. Das
Abb. 31: Schematische Dar-

Trisphosphonat 25 ist die logische Weiterentwicklung des oben stellung eines 3°, 3°

bereits diskutierten Konzeptes der alternierenden Ladungen. -Komplexes.

Diese Verbindung sollte in der Lage sein, Cs;-symmetrische Komplexe mit einem passenden
komplementdren Trisammoniumliganden auszubilden. Molekiilmechanische Berechnungen
zeigen, dal} so eine hochsymmetrische kugelféormige Komplexgeometrie mit fast vollstindig

[144]

linearen Wasserstoftbriickenbindungen und einer alternierenden Anordnung von

gegenseitig geladenen funktionellen Gruppen erhalten werden kann. Diese Komplexstruktur
sollte durch den EinfluB multipler chelatartiger Salzbriicken den Berechnungen zufolge

%] und somit den Zugang

wesentlich stabiler sein als der vergleichbarer einfacher lonenpaare
zu stabilen Komplexen auch in polaren Losungsmitteln wie Methanol oder Wasser er6ffnen

(Abbildung 32).
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Abb. 32: Energieminimierte Struktur des Komplexes zwischen 1,3,5-Trisphosphonat 25 und seinem
analogen Triammoniumsalz: a) Lewis Struktur; b) Vorderansicht des entsprechenden CPK-
Modells; ¢) Berechnete van-der-Waals Oberflache dargestellt als Connolly Oberfldche (vom
Losungsmittel erreichbarer Bereich des Komplexes) mit interner Kavitét.

Das dreizdhnige Phosphonatanion 25 als anionischer Schliisselbaustein konnte iiber eine
fiinfstufige Synthese aus Benzentricarbonsdure in sehr guter Ausbeute dargestellt werden.
Hierbei wurde 1,3,5-Benzentricarbonsidure mit Lithiumaluminiumhydrid zum entsprechenden
Trisalkohol reduziert und anschlieBend mit Phosphortribromid umgesetzt. Der Michaelis-
Arbuzow-Reaktion mit Trimethylphosphit folgte im letzten Schritt die selektive
Monodealkylierung  mit  Tetrabutylammoniumhydroxid, = welches  ohne  storende
Nebenprodukte sauber zum gewiinschten Hauptprodukt reagiert. Das resultierende Cj-
symmetrische Tetrabutylammoniumsalz 148t sich in Losungsmitteln der unterschiedlichsten
Polarititen losen.

Das zweite anionische Rezeptormolekiil 26 konnte ich analog der obigen Reaktion ebenfalls

in guter Ausbeute aus 1,3,5-Tris(bromomethyl)-2,4,6-trismethylbenzen erhalten.

Bom ko8
Br (OMe), “~OMe
R R P(OMe); R R BusNOH R R
— 2 SulOn. &0 8 +3 Bu,N*
Br (MeO),P. A Moo’
_OMe
R Br R P(OMe), P60
(o]
25: R=H
26: R=CH

Abb. 33: Synthese der Trisphosphonat-Bausteine.
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Abb. 34: C5,-symmetrische Triammonium-/Trisamidiniumkationen und Hexaza-18-krone-6 36, die in
'H-NMR-Titrationen mit dem Trisphosphonat 25 eingesetzt wurden. Alle Strukturen sind in
der fiir die Komplexierung ndtigen Konformation dargestellt.

Die  korrespondierenden  Trikationen  sind  verschiedene  Triammonium-  und

Trisamidiniumsalze, die in ihrer Komplexkonformation alle eine Cs;-Symmetrie, jedoch

unterschiedlich viele Rotationsfreiheitsgrade besitzen. Sie wurden anhand etablierter

Methoden synthetisiert. Die cyclischen Trisamidine 27 und 28 wurden aus Benzen-1,3,5-

tricarbonsiure hergestellt.[l%] Das Trisamidin 29 wurde in einer zweistufigen Synthese aus

dem entsprechenden Ethylamid nach Umsetzung zu einer Imidoylchlorid Zwischenstufe
erhalten.'*”) Cyclohexantriamin 30 wurde aus cis,cis-1,3,5-Cyclohexantricarbonsiure via

1481 Die Mesitylentriamine 31 und 32 entstanden iiber die

Curtius Umlagerung erhalten.
entsprechenden Trisphthalimide mit anschlieBender Hydrazinolyse (Abbildung 35).
SchlieBlich wurden die Tris(pyrazolyl)substituierten Mesitylene 33 und 34 aus den
zugehorigen 1,3,5-Tris(bromomethyl)benzenen durch dreifache nukleophile Substitution mit
Pyrazol dargestellt (Abbildung 36)..'*"! C;-symmetrische Trispyrazolverbindungen wie 33
und 34 in der freien Basenform wurden erst kiirzlich als metalleinlagernde Liganden!'*” und

S Kristallstrukturen der Komplexe

als hoch effiziente Ammoniumrezeptoren benutzt.
zeigen, daf alle Pyrazolgruppen nur in eine Richtung vom Zentrum des Benzenrings aus

orientiert sind und die basischen Stickstoffatome ins Innere des Molekiils zeigen.
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Br N' K* NH, x 3 HCI
R OR 1)H2N NH,
2) HCI
31 R=CH3;
32 R=H

Abb. 35: Synthese der Mesitylentriammonium-Bausteine.

/ \
& N. /B
Br N\N \N
R

R R H R
- O
- X N
Br HBr N
R Br R N/N
33: R=CH, \\ /]
34: R=H

Abb. 36: Synthese der Trispyrazolylbenzen-Bausteine.

Dieses neue Konzept, bei dem eine grofle Zahl an moglichen halbschalenférmigen Molekiilen
miteinander kombiniert werden und so den Zugang zu Assoziaten mit variierbarer Grof3e und
Geometrie ermoglicht, bietet eine entscheidende Verbesserung im Vergleich zu der ,.ein
Baustein - ein Komplex* Vorgehensweise, bei der ein selbstkomplementires Molekiil
ausschlieBlich sich selber Komplexiert.!'*

Alle Komplexe, die mit 25 und verschiedenen trikationischen Komponenten, hergestellt
wurden, erzeugten scharfe NMR Signale, genauso wie eine perfekte 1:1 Stochiometrie. Dies
konnte anhand von Job’s Methode der kontinuierlichen Variation gezeigt werden. Ein mittels
chemischer Ionisation erzeugtes Massenspektrum liefert einen schwachen Molekiilionenpeak
fiir einen 1:1-Komplex aus 25 und Trisamidin 29 (1% bei m/z = 792 M + NH,"). Es konnte
kein weiterer Peak von hoheren Aggregaten gefunden werden. Die Elektronsprayionisations-
Massenspektroskopie (ESI-MS) ist eine wesentlich mildere Technik, die sich in diesem und
dhnlichen Féllen als vorteilhaft erwiesen hat. So konnte ein ESI Massenspektrum des gleichen
Komplexes aus einer 107 M Losung in Methanol erhalten werden. Der Molekiilionenpeak M

+ H" (7% bei m/z = 775) konnte im positiven Massenbereich detektiert werden; aber auch im

negativen Massenbereich wurde ein M~ Ionenpeak (5% bei m/z = 774) gefunden.
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Abb. 37: ESI-Massenspektrum des Komplexes zwischen Trisphosphonat 25 und Trisamidin 29 aus
einer 107 M Losung in Methanol. Der Molekiilionenpeak m/z = 774 wurde im negativen
Massenbereich gefunden. Es konnten keine Peaks jenseits von m/z = 1000 detektiert werden.

Offensichtlich kann die Kapsel also mit ihrem anionischen Baustein ein Proton aufnehmen,
ohne auseinander zu fallen. Mit dem ESI-MS steht ein wirksames analytisches Instrument zur
Verfiigung, mit dem auch Veridnderungen in jeder Halbschale der ionischen Kapsel detektiert
werden konnen.

In den 'H-NMR-Spektren der Komplexe iiberstiegen komplexierungsinduzierte
Hochfeldshifts der CH-Protonen in manchen Fillen 0.5 ppm in DMSO, was fiir eine starke
Bindung spricht. Die aus NMR-Tritrationen ermittelten Assoziationskonstanten K, einiger
spezieller Géste in DMSO sind in Tabelle 7 zusammengefafit.

Alle Ergebnisse zeigen eine leicht gestiegene Affinitit dieser Cs;-symmetrischen
komplementidren Gegenstiicke im Vergleich zu den oben diskutierten Dikation-Dianion
Komplexen, wenn auch der Unterschied nicht besonders grof3 ist. Molecular Modeling
Untersuchungen zeigten jedoch, daf3 die cyclischen Amidine 27 und 28 ihre Amidineiheit aus
der Ebene des zentralen Benzenrings herausdrehen miissen, um eine Komplexierung mit dem

Trisphosphonat 25 einzugehen (Abbildung 38).
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Tabelle 7: Assoziationskonstante K, fiir die 1:1-Komplexe zwischen ausgewéhlten Trikationen und
Trisphosphonat 25 aus 'H-NMR-Titrationen in DMSO bei 20°C."!

Trisamidin-Hydrochlorid K, [M] Weitere Cs-symmetrische K. [M]

Kationen
Trisimidazolin 27 9.5 10’ Guanidinium 3.6 0%
Tris(tetrahydropyrimidin) 28 2.1 [110* 1,4,7-Triazacyclononan 2: )

(2] Wegen der stark hygroskopischen Eigenschaften beider Titrationspartner enthielt die de-DMSO-Lésung
~0.1% Wasser. Fehler in K sind Standardabweichungen aus der nichtlinearen Regression; sie wurden zu < 50%

fir K, mit 10* M 'berechnet. Die stark sigmoide Bindungskurvekonnte nicht mit den konventionellen 2:1-
Methoden angefittet werden, es wird eine hoch kooperative Bindung angenommen.

Abb. 38: Anhand von molekularmechanischen Berechnungen vorgeschlagene Komplexgeometrie
zwischen Trisimidazolin 27 und Trisphosphonat 25 (Im roten Kreis das aromatische
Sensorproton des Wirts).

Das Ergebnis ist der Verlust von Delokalisationsenergie, der sich in den verhdltnisméaBig
niedrigen Bindungskonstanten widerspiegelt. Weiterhin konnte ein merklicher Hochfeldshift

[153] jm Wirt beobachtet werden, offensichtlich ziehen also die

des aromatischen Sensorprotons
bei der Komplexierung verdrehten Amidiniumsubstituenten nicht l&nger Elektronendichte aus
dem benachbarten Benzenring.!"**! Das Guanidiniumkation ist ebenfalls Cs-symmetrisch,
doch obwohl es nur eine positive Ladung trigt, ist seine Bindungskonstante groBer als die der
Trikationen 27 und 28. Dieser Effekt ist wahrscheinlich zusétzlich vorhandenen T-Kation
Wechselwirkungen zuzuschreiben, die sehr effektiv werden, wenn die Guanidiniumeinheit

direkt oberhalb des zentralen Phenylrings lokalisiert wird. Berechnungen zeigen, daf dies in

einem nahezu idealen Abstand von 3.2 A geschieht (Abbildung 39).
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Abb. 39: Vorgeschlagene Komplexstruktur zwischen dem freien Guanidiniumion und 2S.
Bemerkenswert ist der enge Kontakt zwischen Kation und der 1-Flache.

Mit der kleinsten Azakrone 1,3,7-Triazacyclononan erhdlt man eine stark sigmoidale
Bindungskurve, die ihren Sittigungspunkt erst nach der Zugabe von zwei Aquivalenten des
Trisphosphonats 25 erreicht. Wie der darauthin erstellte Job-Plot beweist, wird tatsdchlich ein
2:1 Komplex gebildet mit einem hohen Mall an Kooperativitit. Die Bindung des ersten
Trisphosphonats orientierte die Azakrone so vor, da3 das Andocken des zweiten Molekiils
von 25 begiinstigt ist.

Mit besser vororientierten Gastmolekiilen, steigt die Bindungsenergie stark an und wird zu
hoch, um in DMSO anhand von NMR Methoden hinreichend genau bestimmt werden zu
konnen. Deswegen ging ich bei den Messungen zu dem polareren Losungsmittel Methanol
iiber, in welchem die Assoziationskonstanten fiir reine elektrostatische Wechselwirkungen
normalerweise um etwa zwei Grofenordnungen gegeniiber DMSO verringert werden. Auch
in Methanol konnte die gewlinschte 1:1-Zusammensetzung der Komplexe wieder mit Job's-
Methode der kontinuierlichen Variation in allen Fallen bestitigt werden. Die Verdnderung der
chemischen Verschiebung fiir verschiedene CH-Protonen iiberstieg sogar in Methanol 0.3
ppm, wieder ein Hinweis auf starke Assoziation. Alle verfolgten NMR-Signale blieben scharf.
Wir gehenauch hier wieder davon aus, daf3 es sich bei den untersuchten Komplexen nicht um
hohere Aggregate wie oligomere oder gar polymere Molekiilbinder handelt. Bei den
daraufhin durchgefiihrten 'H-NMR-Titrationen wurde in allen Fillen eine gute
Ubereinstimmung zwischen den experimentell ermittelten und den theroretisch berechneten
Kurven fiir eine 1:1-Bindungsisotherme gefunden. In Methanol liegen die ermittelten
Assoziationskonstanten im Bereich zwischen 10° M und 10° M (Tabelle 8). Sie sind also
bis zu fiinf GroBenordnungen grofer als die der zuvor untersuchten C,,-symmetrischen

Molekiilverbinde.
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Tabelle 8: Assoziationskonstante K, und die freie Bindungsenthalpie 4G = —RT In K, fiir 1:1-
Komplexe zwischen symmetrischen Trikationen und 25, ermittelt anhand von 'H-NMR-
Titrationen in Methanol und Wasser bei 20 °C.

Trikation' K. [M] -AG Ki[M ] -AG
in CD;0D [kcal mol ']  in DO [kcal mol™']
Tris(tetrahydro- 1.8 (10° + 18%" 4.4 — _
pyrimidin) 27
Trisimidazolin 28 3.0 [10° + 16%Y 4.7 - -
Tren 35 4.8 (10* + 48% 6.4 38 10°+14% 4.9
Mesitylentriamin 31 8.0 C10* + 34% 6.7 2600°+13% 4.6
Mesitylentriamin 32 1.4 000° £ 11% 7.0 4000 6% 49
Cyclohexantriamin 30 9.9 [10° + 32% 8.1 1.100°+15% 4.1
Trispyrazol 33 9.8 [10° + 10% 8.0 - -
Trispyrazol 34 1.0 C10° + 23% 8.1 - -
Trisamidin 29 1.1 010° £ 8% 8.2 .00 £9% 4.1

) Ammonium- und Amidiniumchloride (auBer 30, welches als Bromid vorlag). ™ Fehler sind
Standardabweichungen. ') pD 07.0.

In keinem der Fille konnte ein komplexierungsinduzierter Shift fiir die Tetrabutylammonium-
Gegenionen gefunden werden, obwohl diese eine wichtige Rolle in der ersten Phase des
Bindungsprozesses spielen konnten. Es ist denkbar, dal noch vor der Komplexierung zum
Beispiel die Chloridgegenionen die kationischen Bindungsstellen des Gastmolekiils besetzen,
und anschlieend von den Phosphonatgruppen verdringt werden. So konnten schon die
Gegenionen ein Netzwerk aus alternierenden positiven und negativen Ladungen ausbilden
und fiir ein gewisses Mal} an Vororientierung sorgen.

Offensichtlich ist die gegenseitige Bindungsaffinitit der Cs-symmetrischen komplementéren
Komponenten stark abhédngig von stereoelektronischen Effekten. Wahrend das vollkommen
konjugierte, planare Trisimidazolin 27 und das verwandte Tris(tetrahydropyrimidin) 28 fiir
eine Komplexierung mit 25 stark verdreht werden miissen, ist das Tris(aminoethyl)amin 35
viel zu flexibel, da hier Rotationen um neun Bindungen eingefroren werden miissen.
Demgegeniiber stehen das Trisamidin 29 und das Cyclohexantriamin 30, die beide fiir die

Komplexierung sehr gut vororientiert sind. Das N,N'-diethylsubstituierte Amidin 29 mit
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seinen sterisch anspruchsvollen Ethylgruppen bevorzugt wahrend der Komplexierung mit 25

nach dem "H-NMR Spektren die (E,Z) Konfiguration gefunden (Abbildung 40 a).

a) ™S b)
Ar-H (12)

N-CH,CH, (12)
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Abb. 40: a) NMR-Titration von 29 mit 25 (von oben nach unten: 0, 0.5, 1.0 und 2.0 Aquivalente
Zugabe von 25). Zwei getrannte Signalsétze fiir die N-Ethylgruppen signalisieren, dafl das
Amidin sich in der bevorzugten (£.Z)-Konfiguration entlang der partiellen C-N-
Doppelbindung befindet. Tetrabutylammoniumsignale sind mit einem Sternchen
gekennzeichnet. b) Die NMR -Titrationskurve zeigt die Anderung der chemischen
Verschiebung AS = Syeyrachier — Op fiir zwei 'H-NMR-Signale des Trisamidins 29 (¢ = 0.1 mM)
bei Zugabe des Trisphosphonats 25 in CD;OD. c¢) Typische NMR-Titrationskurve fiir
Mesitylentriamin 31 mit 25 in D,O.

Weiterhin sind alle drei Amidingruppen von 29 in ihrer giinstigsten Anordnung bereits vor
der Komplexierung stark gegeniiber dem zentralen Benzenring verdreht, was man anhand der
chemischen Verschiebung der aromatischen Protonen in den '"H NMR Spektren erkennen
kann. So weisen die zentralen aromatischen Protonen von 29 eine chemische Verschiebung
von Oy ~ 8.0 auf, wihrend die vergleichbaren aromatischen Protonen der cyclischen Amidine
zu tiefem Feld hin verschoben sind und Signale bei 27 dy ~ 8.4 bezichungsweise bei 28 &y ~
8.9 liefern. Dies stimmt auch mit Kristallstrukturen tiberein, in denen der Torsionswinkel
zwischen einer einfachen N,N'-diethyl-substituierten ~Amidiniumgruppe und dem
angrenzenden Phenylsubstituenten bereits 66-72° betrdgt. Préorganisation erhoht die

Bindungskonstante (Abbildung 40 b-c¢).
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Die groflen Unterschiede zwischen den einzelnen Bindungskonstanten fiir Komplexe aus 25
und den Cs-symmetrischen Trikationen spiegeln unter anderem das unterschiedliche Mal3 an
Vororientierung  beider Komplexierungspartner wider.'> Es ist bekannt, daB
Selbstorganisationsprozesse ~ von  einem  empfindlichen  Gleichgewicht  zwischen
Enthalpiegewinn und Entropieverlust bestimmt werden. Beide Komponenten des Komplexes
sind flexible Molekiile, mit mehreren rotierbaren Bindungen, die fiir die Komplexierung
konformativ fixiert werden miissen. Der erforderliche Entropieverlust, der flir den hier
vorgestellten Selbstorganisationsproze3 benotigt wird, liegt zwischen dem des Rebekschen
Tennisballs (zusammengesetzt aus starren Halbschalen) und den Whitesides'schen Rosetten

]

(bestehend aus hoch flexiblen Komponenten).'** Mehrere andere Gruppen haben die

Multivalenz von polytopen Liganden, oft auch in pseudo Cs;-symmetrischen Arrangements,

7 Im Prinzip kann die freie Enthalpie bei der Assoziation eines dreiwertigen

ausgenutzt.[
Rezeptor-Ligandsystems auch dem dreifachen Betrag des einwertigen Analogons
entsprechen, wobei der Entropieverlust im Idealfall in der gleichen GréBenordnung liegen
sollte. Tatsdchlich sind die meisten Fille wesentlich komplexer. Oft fiihrt die erhohte
Rigiditdt der Spacer zu einer Reduzierung der Torsionsentropie, bewirkt eine ungiinstige

¢ [158]

Priorganisation, und die freie Bindungsenthalpie sink Flexiblere Spacer erlauben

(1391 Weil in unserem

dagegen einen ,,induced-fit“ ProzeB3, wie er fiir Enzyme postuliert wird.
Beispiel drei Haftgruppen kovalent an einem Aromaten gebunden sind, fallen nur
Rotationsfreiheitsgrade ins Gewicht. Nach Whitesides® Konformations-Entropie-Modell,
besitzen die benzylischen C-C- (12 J mol ' K™') genau wie die C-P Bindungen (11 J mol ' K~
") mehr Rotationsentropie als C-N Bindungen (7 J mol' K™).!"%) Die gesamte Anderung der
Konformationsentropie kann nach diesem Modell als Summe der Einzelbeitrdge der
eingefrorenen Torsionen betrachtet werden. Wenn die Bindungsenthalpie fiir die cyclische
Phosphonat/Ammonium-Anordnung als konstant angesehen werden kann, sollte die
Anderung der freien Bindungsenergie fiir die Trisammoniumionen mit einer
unterschiedlichen Anzahl an flexiblen (rotierbaren) Bindungen die Gesamtidnderung in der
Torsionsentropie widerspiegeln. Diese Korrelation konnte tatsdchlich bei den Komplexen aus
25 mit 30, 32 und 35 wiedergefunden werden. In den Gésten sind jeweils drei, sechs
beziehungsweise neun frei rotierbaren Bindungen vorhanden. Voraussetzung fiir diese
Entropiebetrachtungen ist natiirlich eine konstante Solvatationsenthalpie und —entropie fiir
alle drei Systeme. Diese konnte eventuell iiber Mikrokalorimetrie bestimmt werden.

Erstaunlicherweise sind die stirksten komplementdren Trikation-Trianion Komplexe sogar in

Wasser stabil. Zum besseren Verstindnis des Selbstorganisationsprozesses der Halbschalen
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ist in diesem Solvenz eine priazise Bestimmung von Komplexbildungsenthalpie und -entropie

unumginglich. Dazu bietet sich neben der temperaturabhingigen NMR-Spektroskopie!!®! 162

(163 =165 Gje bietet erstens eine zur

vor allem die noch empfindlichere Mikrokalorimetrie an.
NMR-Titration alternative Methode Bindungskonstanten zu bestimmen und zweitens die
Moglichkeit, durch Messung der Reaktionswiarmen auf die Reaktionsentropie zu schlieen.
Die Fragestellung nach dem Wechselspiel von AH und AS-Beitrdgen bei Systemen mit
vorwiegenden Salzbriicken ist auch flir das rationale Medikamentendesign von grofer
Bedeutung. Die mit unseren Aggregaten durchfiihrbaren Experimente sollen modellhaft neue
Erkenntnisse iiber Solvenseffekte bei vorwiegend elektrostatischen Wechselwirkungen
leisten.

Bei der mit 25 und 29 durchgefiihrten isothermalen Titration wurden insgesamt zwei
Aquivalente der in Wasser gelosten Komponente 29 in eine Losung des Komplexbausteins 25
iiber 10 Injektionen steigender Menge sukzessive eingespritzt und daran die bei der
Komplexierung resultierende Wiarmemengenverdnderung ermittelt. Der Vorteil dieser
Methode liegt in dem verhiltnismiBig einfachen apparativen Aufbau und der schnellen
Durchfiihrung. Bei der Komplexierung der Bausteine 25 und 29 in Wasser erhielten wir aus
den mikrokalorimetrischen Messungen eine Bindungskonstante K, von 402 M und positive
Werte fiir Enthalpie und Entropie in Hohe von 14.6 kJ mol™ und 52.5 J K" mol™ 1'%~ 1) Der
Assoziationsprozef} ist also aufgrund der positiven Werte fiir AH und AS entropiegetrieben,
hauptsdchlich wegen der Freisetzung der hoch geordneten Solvathiille der unkomplexierten
Komponente. Die Stochiometrie des erhaltenen Komplexes wird in Ubereinstimmung mit der
NMR-Titration mit fast eins angegeben. Die bei Mikrokalorimetrie erhaltene Titrationskurve
fiir die Komplexierung von 25 und 29 ist in Abbildung 41 dargestellt.

Ein Vergleich der Ergebnisse aus den NMR-Titrationen und der mikrokalorimetrischen
Titration zeigt, dall sich in beiden Fillen Bindungskonstanten der gleichen Gréfenordnung

ergeben (400 M gegen 1000 M™).
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Abb. 41: Titrationskurve fiir den Komplex zwischen Trisphosphonat 25 und Trisamidin 29 erhalten
aus mikrokalorimetrischer Untersuchung in Wasser.

Die fiir die verschiedenen Trikationen mit 25 bestimmten Assoziationskonstanten in Wasser
sind um etwa ein bis drei Grof8enordnungen kleiner als die in Methanol. In waBriger Losung
dominiert der EinfluB der elektrostatischen Wechselwirkungen, weshalb das harte
Ammoniumionkation effektiver gebunden werden kann als das weichere Amidiniumkation
mit seinen delokalisierten positiven Ladungen. Daher werden die Werte aller beobachteten
Assoziationskonstanten einheitlicher. Solch hohe Bindungsenergien unterstiitzen erneut die
Annahme einer kugelformigen Struktur der Komplexe. In der Mehrzahl der untersuchten Cs-
symmetrischen Anordnungen befindet sich jedes Ammoniumkation im Zentrum von zwei
benachbarten Phosphonatanionen und umgekehrt. Dadurch befindet sich sowohl das Trikation
als auch das Trianion in einem Chelatkomplex. Die molekularen Arme, die abwechselnd von
dem oberen und dem unteren Baustein kommen, erzeugen so eine kompakte balldhnliche
Struktur (Abbildung 25). Ahnliche Kombinationen schwacher Mehrpunktwechselwirkungen
werden schon lange von der Natur fiir selektive und starke Selbstorganisationsprozesse
genutzt.mo]

Es stellte sich die Frage, ob die Einfiihrung dreier weiterer Ethyl- oder Methylsubstituenten in
2-, 4- und 6-Position des Trisphosphonats 25 die Bindung durch Préorganisation verstirken

wiirde, dhnlich, wie dies bereits durch Anslyn und andere Gruppen mit kationischen und
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neutralen Rezeptormolekiilen gezeigt wurde.""" Aus praktischen Griinden entschieden wir
uns flir die Darstellung der synthetisch einfacher zugénglichen Trimethyl- anstelle der
Triethylderivate..'”*! Einige Arbeitsgruppen haben diese Zentraleinheit bereits untersucht und
Kristallstrukturen mit unterschiedlichen Substituenten veroffentlicht, die in allen Fallen auf

(1731 NMR-Titrationen mit verschiedenen

der gleichen Seite des zentralen Benzenrings liegen.
Trikationen und dem erstmals dargestellten 2,4,6-trimethylierten Trisphosphonatwirtmolekiil
26 zeigten erneut, dal man in Methanol eine starke Bindung und auch die spezifische
Ausbildung eines 1:1-Komplexes erhélt. Alle Bindungskonstanten fiir 26 mit den
verschiedenen Trikationen sind in Tabelle 9 zusammengestellt. Ein direkter Vergleich mit den
Bindungskonstanten der Komplexe des unsubstituierten Trisphosphonatwirtmolekiils 25 zeigt
jedoch, daf} die K,-Werte der trimethylierten Spezies um etwa eine GroBenordnung kleiner
sind. Offenbar liegen im giinstigsten Energiezustand nicht alle drei Phosphonatgruppen auf
der gleichen Seite des zentralen Benzenrings von 26. Das bedeutet aber, daB jeder
Phosphonatarm, der fiir eine effektive Dreipunktbindung auf die andere Seite des zentralen
Benzenrings rotieren mufB, eine zusdtzliche sterische Spannung erfihrt, wenn er die
benzylischen Methylengruppen passiert. Dadurch sinkt natiirlich die
Gesamtassoziationsenergie. Das gleiche tibrigens gilt fiir die verwandten Mesitylentriamine
31 und 32. Aus den jeweils gemessenen Unterschieden in den Bindungsenergien kann eine
Rotationsbarriere im trismethylierten 26 ermittelt werden, die fiir die oben erwihnte

Komplexserie zwischen 0.3 und 2.1 kcal mol™ liegt.
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Tabelle 9: Assoziationskonstante K, und die freie Bindungsenthalpie AG = —RT In K, fiir 1:1-
Komplexe zwischen symmetrischen Trikationen und trimethyliertem 26, ermittelt anhand
von 'H-NMR-Titrationen in Methanol bei 20 °C

Trikation™ K, [M'] -AG AAGM!
in CD;0D [kcal mol™'] [kcal mol™']
Tris(tetrahydropyrimidin) 28 1.2 [10? 2.8 1.6
Tren 35 1.4 010° 43 2.1
Trisimidazolin 27 1.7 000° 43 0.3
Mesitylentriamin 31 3.4 o 6.2 0.5
Mesitylentriamin 32 5.8 10* 6.5 0.5
Cyclohexantriamin 30 1.9 10° 7.1 1.0
Trisamidin 29 2.100° 7.2 1.0

(2] Ammonium- und Amidiniumchloride (auBer 30, welches als Bromid vorlag). ™! Unterschiede in den AG-
Werten fiir die Trisphosphonate 25 und 26. Diese Energiedifferenzen basieren hauptsdchlich auf der
Rotationsbarriere fiir einer Phosphonatgruppen, wenn diese sich am benachbarten benzylischen
Methylsubstituenten von 26 vorbeidrehen.

Aufgrund des stark hygroskopischen Charakters der Trisphosphonate 25 und 26 konnten
bisher leider keine Kristalle fiir kristallstrukturen geziichtet werden. Molekiilmechanische
Berechnungen aller Komplexe in unterschiedlichen Umgebungen (Gasphase, Chloroform und
Wasser) ergaben jedoch reproduzierbar immer wieder die gleichen symmetrischen
Komplexstrukturen. Detaillierte Konformationsanalysen (Monte Carlo Simulationen, gefolgt
von molekiildynamischen Rechnungen)!'™ fiihrten stets zu globalen Minima, bei denen alle
flexiblen Arme eines Molekiils in die gleiche Richtung zeigten. Beide Komplexpartner
greifen wie Zahnridder ineinander und bilden auf diese Weise eine molekulare Kapsel.

(73] 5o erhilt man im Inneren des

Berechnet man die zugehorige Connolly-Oberflédche,
Komplexes eine kleine Kavitdt, deren Hohlraum grofl genug sein sollte, um kleineren
Molekiilen die Einlagerung zu ermoglichen. Die treibende Kraft zum Einschlufl der
organischen Gastmolekiile werden sicherlich zunédchst hydrophobe Wechselwirkung inklusive
van-der-Waals-Anziehung durch das unpolare Innere der Kapsel sein. Dariiber hinaus konnen
aber polare Gruppen der Géste von innen Wasserstoffbriicken zu den geladenen funktionellen
Gruppen entlang der Nahtstelle der Kapsel ausbilden. Wenn diese in der Summe stark genug

sind, sollte ein Templateffekt zu beobachten sein, das heifit die Ausbildung der Kasel wird



Theoretischer Teil 51

durch die Anwesenheit der Gastmolekiile erleichtert. Deswegen wurden nach bekannten,
jedoch leicht modifizierten Methoden mit Formaldehyd, Methanol und Wasser
EinschluBversuche durchgefiihrt.'’® Hierbei wurde eine 10* M methanolische Stammldsung
des Trisamidinbausteins 29 hergestellt und diese auf sieben NMR-Roéhrchen gleichmiBig
verteilt. In die Réhrchen drei bis sechs wurden 0.1, 1, 10 und 20 Aquivalente des jeweils
betrachteten Gastmolekiils gegeben und alle NMR-Rohrchen gut durchmischt, um eine
mogliche Einlagerung bereits zu diesem Zeitpunkt zu begiinstigen. Die R6hrchen acht bis elf
wurden mit 0.1, 1, 10 und 20 Aquivalenten des Gastmolekiils und reinem Methanol befiillt.
Alle NMR-Rohrchen wurden noch 30 min stehengelassen, um zu equilibrieren, bevor in die
Rohrchen zwei bis sieben eine gleichkonzentrierte methanolische Stammldsung des
Trisphosphonatbausteins 25 gebeben wurde. Alle Réhrchen wurden dicht verschlossen, erneut
durchmischt und zur bestmoglichen Verteilung der einzelnen Molekiile fiir zehn Minuten ins
Ultraschallbad gestellt. Bis zur entgiiltigen NMR-Messung bei etwa 25°C vergingen in den
meisten Féllen noch weitere drei bis fiinf Stunden. Bei der Auswertung der Messungen
dienten die NMR-Rdhrchen eins und sieben als Referenz fiir die jeweils unkomplexierten
Bausteine 25 und 29. Die zweite Probe stand als Bezugssystem fiir den fertig ausgebildeten
1:1-Komplex ohne jeglichen Gasteinflul und die Proben sieben bis elf dienten als Vergleich
fiir die Losungen des reinen Gastes in den jeweiligen Konzentrationen. Die restlichen NMR-
Rohrchen (drei bis sechs) sollten bei einem mdglichen EinschluB3 in die Kavitit des 1:1-
Komplexes aus 25 und 29 neue oder zumindest verschobene 'H-NMR-Signale liefern. An
spezifischen Protonensignalen sollten bei der Inklusion des Gastes durch die vollkommen
andere chemische Mikroumgebung im Inneren der Kapsel drastische CIS (complexation
induced shifts) beobachtet werden. Allgemein wurden bisher zwei Arten von
Einlagerungsprozessen beschrieben: so kann ein schneller Austausch zwischen in der Kapsel
eingeschlossenen und unkomplexierten Gastmolekiilen vorliegen, in diesem Fall wire die
»langsame®* NMR-Zeitskala nicht in der Lage die beiden unterschiedlichen Signale zu
detektieren, sondern man wiirde neue ,,gemittelte* Signale (aus eingeschlossener und freier
Spezies) erhalten. Denkbar ist aber auch ein sehr langsamer Austausch zwischen
komplexierter und unkomplexierter Spezies, wodurch man fiir das komplexierte Gastmolekiil
einen neuen, jedoch von der Intensitit viel geringeren Signalsatz, finden wiirde. Dieser sollte
allerdings auch eine deutlich verdnderte chemische Verschiebung aufweisen. Nach den
Erfahrungen von Rebek und Bohmer mit wasserstoffbriickengebundenen Kapseln aus
Calix[4]arenharnstoffen ist dieser Prozess wahrscheinlich langsam, weil die Verdrangung von

Solvensmolekiilen aus einem Wasserstoftbriickencluster Zeit und Energie kostet.
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Leider konnte keiner der beiden Félle beobachtet werden. In keinem der aufgenommenen
Spektren zeigten sich Signalverschiebungen fiir Gast- oder auch Komplexsignale, die im Falle
eines Einschlusses ebenfalls eine neue deutlich verdnderte chemische Verschiebung zeigen
sollten. Kraftfeldrechnungen lieferten eine mogliche Erklarung. Die Einlagerung selbst von
kleinen zweiatomigen Giésten fiihrt danach zu einer Aufweitung und somit zu einer
Destabilisierung der Kapsel. Eventuell sind diese kugelformigen Assoziate fiir einen
Gasteinschlul einfach zu klein.Man muf} also groBere Assoziate schaffen, die auch eine

grofere Kavitét besitzen.

Abb. 42: Vorgeschlagene  Struktur des 2:1-Komplexes aus zwei halbschalenformigen
Trisphosphonatmolekiilen 25 und einem Giirtel bestehend aus der Hexaza-18-krone-6 36.
Bemerkenswert ist die sesselformige Konformation von 36 mit alternierenden Positionen der
Ammoniumgruppen. Es werden jeweils genau drei Ammoniumgruppen von einem Molekiil
25 gebunden.

Erste Versuche in diese Richtung waren vielversprechend: So belegt ein Job-Plot in Wasser
die eindeutige Bildung eines 2:1-Komplexes aus 2 Molekiilen 25 und einer ringformigen

Nabhtstelle aus Hexaza-18-krone-6 36 als Hexakation (Abbildung 42).

Diese ersten Ergebnisse zeigen, da das Konzept zum Design molekularer
selbstorganisierender komplementdrer Halbschalen zu kugelformigen Assoziaten auch in
polaren Losungsmitteln anwendbar ist. Durch eine geeignete Vororientierung und
gegensitzliche alternierende Ladungen sollte sich dieses Prinzip auch auf groflere Systeme

ibertragen lassen. Dafiir sind drei Dinge notig:

1. Man benétigt groBBere Baueinheiten.
2. Diese Bausteine sollten noch starrer sein, d.h. iiber einen wesentlich hoheres Mal} an
Priorganisation verfiigen.

3. Es sollten noch mehr elektrostatische Wechselwirkungen kooperativ genutzt werden.



Theoretischer Teil 53

Auf der Suche nach einem geeigneten System, das in der
Lage ist, die oben genannten Kriterien zu erfiillen, stofit man
bald auf Calixarene. Hierbei waren es vor allem Arbeiten
von Reinhoudt et al., Shinkai et al. und de Mendoza et al.,

die sich immer wieder calixarenhaltiger Strukturen bedienen,

um durch Selbsterkennung, stabile dimere Assoziate

herzustellen. Alle diese Systeme beruhen im wesentlichen  Apb 43: Schematische Dar-

stellung der geplanten

nur auf gerichteten Wasserstoffbriicken zwischen zwei oder )
Calixarenkapseln.

mehreren Molekiilen, die spontan zur Bildung eines

Supramolekiils mit anndhernder Kugelform fiihren. Es mul3 deshalb betont werden, daf3 alle
diese Systeme, so spektakuldr sie teilweise sein mogen, nur in unpolaren Losungsmitteln
stabil sind. Eine Anwendung in wéBriger Losung oder gar in physiologischem Milieu ist bei
allen diesen Beispielen vollig ausgeschlossen. Dies ist ein bedeutender Nachteil der
vorgestellten, zum Teil wunter sehr hohem synthetischen Aufwand hergestellten
Komplexbausteine. Wir beschlossen daher unser Konzept der chelatartigen praorganisierten
Anordnung, bei gleichzeitiger Einfiihrung weiterer nichtkovalenter Wechselwirkungen wie
Elektrostatik und Wasserstoffbriicken auszunutzten und auf Calixarene zu iibertragen, um
auch in polareren Medien eine starke Komplexbildung unter Ausbildung grofBer
kugelformiger Assoziate im NanometermaRstab zu erreichen.

Calixarene!!’” 178

versprechen aufgrund ihrer besonderen Geometrie und Reaktivitit einen
sehr guten Zugang zu den gewiinschten pridorganisierten Kapselhalbschalen. Seit ihrer
Entdeckung vor einigen Jahrzehnten bei Untersuchungen im Bereich der Makromolekularen
Chemie (Zinke gelang 1941 die Darstellung des p-t-Butyl-calix[4]arens)!'”” sind Calixarene,
allen voran die Calix[4]arene, eine vieluntersuchte Substanzklasse. Sie gleichen in ihrer
Molekiilgestalt einer griechischen Vase (Calix). Diese setzt sich aus substituierten
Phenoleinheiten zusammen, die {iber orthostindige Methylengruppen cyclisch miteinander
verkniipft sind. Die heutige Synthese des p-t-Butylcalix[4]arens hat sich seit ihrer Entdeckung
nicht wesentlich verdndert. Die Reaktionsbedingungen wie Temperatur und Menge der
eingesetzten Base haben einen entscheidenden Einflul auf Ringgrofe und Ausbeute am
jeweiligen Oligomer. Niedrigere Temperaturen und hohe Konzentrationen an Base liefern
cyclische Hexamere, hohe Temperaturen und gering konzentrierte Base dagegen cyclische
Tetramere. Die '"H-NMR-Spektren symmetrisch substituierter vasenformiger Calixarene sind

relativ einfach, so zeigt das Spektrum fiir p-#-Butylcalix[4]aren bei Raumtemperatur ein

Singulett flir die aromatischen Protonen und ein weiteres Singulett fiir das der
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Hydroxylgruppe. Das Signal der nichtiquivalenten Methylenprotonen spaltet zu zwei
,Dubletts auf, da die Protonen unterhalb und auBerhalb des Rings liegen und daher
verschiedene Umgebungen besitzen. Die ,,hohlenformige* Konstitution der Calixarene konnte
anhand diffraktometrischer Untersuchungen von Calixarenkristallen bestitigt werden, '™ ~ '8!]
genauso wie die Existenz von vier Konformeren symmetrisch substituierter Calix[4]arene:
neben der bekannten Vasen-Konformation (,,Cone®) existiert weiterhin die ,,partial-cone®- ,
die ,,1,2-altenate”- und die ,,1,3-alternate“-Form (Abbildung 46). Alle Calixarene mit
ungeschiitzten Hydoxylgruppen in den Positionen 25, 26, 27 und 28 besitzen bei
Raumtemperatur in Losung konformationelle Mobilitdt. Die Rotation um die Achse entlang
der Verbindungslinie zwischen ortho-C-Atom und verbriickender Methylengruppe in
Calix[4]arenen erfolgt mit zunehmender Temperatur schneller: wie 'H-NMR-Experimente in
Chloroform zeigen, ist bei 5°C ein Doppeldublett der beiden Methylenprotonen, bei 89°C

1821 K onformationelle Immobilitit kann

dagegen ein scharfes Singulett-Signal sichtbar.
dadurch erreicht werden, dafl die Hydroxylgruppen gegen eine sterisch anspruchsvollere
Gruppe (in der Regel Ester oder Ether) ersetzt werden. Dadurch wird es moglich, cone-,
partial cone- und alternate-Konformere in ihrer rdumlichen Anordnung zu fixieren
(Abbildung 45). Als Indiz fiir das jeweils vorliegende Konformer wird das NMR-Signal der
Methylenbriicke des Calix[4]arens herangezogen. Entsprechend der rdumlichen Ausrichtung
des Calix[4]arens ist fiir die cone-Konformation ein Dublett fiir das nach unten zeigende
Proton und ein Dublett fiir das aus dem Hohlraum heraus reichende Proton zu erwarten. In der
partial-cone-Konformation dagegen liegen die Verhiltnisse komplizierter: Es existieren zwei
in den Hohlraum hinein reichende Protonen, zwei heraus ragende Protonen und vier Protonen
an der Knickstelle des Konformers, wovon zwei wiederum in den Hohlraum hinein reichen
und zwei daraus heraus stehen. Entsprechend sind insgesamt vier Dubletts zu erwarten. Das

1,3-alternate-Konformer schlielich besitzt nur ein Singulett, da die chemischen Umgebungen

aller acht Protonen dquivalent sind (Homotopie).
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cone partial cone 1,2-alternate 1,3-alternate

Abb. 44: Die vier Konformere eines symmetrisch substituierten Calix[4]arens.
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Abb. 47: "H-NMR-Spektren (300 MHz) von Calix[4]arentetrabenzoaten

(a) cone-Konformation; (b) partial-cone-Konformation; (c¢) 1,3 alternate Konformation.
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Calixarene sollten also jedem der oben aufgefiihrten Punkte fiir die Ubertragung unseres
Konzeptes auf ein groBeres, rigideres und vororientiertes System gerecht werden kdnnen. Ein
offensichtlicher Vorteil der Calix[4]aren-Grundstruktur liegt in der Kontrolle iiber die
konische Konformation bei der gezielten Funktionalisierung mit gré8eren Alkoxygruppen am
unteren Rand (R > n-Propyl, ,,lower rim“)."® [Die in jiingerer Zeit angenommene "Pinched
Cone"-Konformation ist der regelméfBigen Cone-Anordnung so dhnlich, dafl sie nicht als
unproduktiv angenommen werden muf.!"** '*! Dariiber hinaus ist die Umwandlung der C,-
symmetrischen "Piched Cones" ineinander schneller als die NMR-Zeitskala und wird durch
Anndherung einer komplementir geladenen Halbschale iiber minimale Energiebarrieren
automatisch in die regelmdfige C's-Symmetrie tiberfiihrt.] Intensive Modeling-Studien
zeigen, daB} sich durch die Einfiihrung vier negativer oder vier positiver Ladungen am oberen
Rand des Calixarens (,,upper rim*) eine grofle Zahl rigider vororientierter tetraanionischer
oder tetrakationischer Bausteine erhalten 146t, die bei Komplexierungsversuchen beliebig
miteinander kombiniert werden konnen. Durch die starke elektrostatische Anziehung entsteht
eine  hochsymmetrische  kugelformige  Komplexgeometriec  mit  fast  linearen

Wasserstoftbriickenbindungen und einer alternierenden Anordnung von gegenseitig

Abb. 46: Energieminimierte Struktur des Komplexes zwischen dem Calix[4]arentetraphosphonat 37
und seinem analogen Triammoniumsalz 46. Links: Lewis-Struktur; rechts:
kraftfeldoptimiertes Zylindermodell (Macro Model 7.0, Amber*, Wasser).
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geladenen funktionellen Gruppen. Die Vorteile der komplementdren Bauweise liegen auch
hier wieder auf der Hand: Im Gegensatz zum selbstkomplementiren Design erhdlt man
schnell einen ganzen Baukasten an moglichen Halbschalen, die nach Selbstorganisation
mafgeschneiderte Kavititen mit unterschiedlicher Geometrie und Grof3e ausbilden konnen.
Auch der letzten Forderung nach einer FErhohung der Zahl elektrostatischer
Wechselwirkungen bei gleichzeitiger kooperativer Chelatbildung konnen Calixarene gerecht
werden. Durch die multiplen salzartigen Wechselwirkungen aufgrund der speziellen
alternierenden Anordnung von Kationen und Anionen sollten sich auch in sehr polaren

Medien stabile 1:1-Komplexe bilden.

Die Synthese des zentralen anionischen Bausteins, dem Calix[4]arentetraphosphonat 37,

vereint gleich mehrere Vorteile: Ein Knick an der C-P-O-Einheit erlaubt bei Rotation um die

OH

KOH, Diphenyl-
ether, 260°C

94 %

wmCH3

OH
Hs CH3 oH 4 AICL,, Phenol,
Toluol
_8 \ H " H H
90 %
BuBr, DMF, 60°C (
» DMF, OH
HO
H " H H 64 %

(CH;0),,, CH;COOH
H3PO,, HCI,
40 100°C  cieh, cicH, CICH,  CHCI
76 %

P(OMe);,

a R

CaHg C4Hg

150°C HaCi CuHo
73% s

Abb. 47: Synthese der Tetraphosphonat-Calix[4]aren-Halbschale 37.
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C-P-Bindung eine Konformation, bei der die Phosphonat-Sauerstoffe beide nach innen
weisen. Dies erleichtert das Auftreten von Wasserstoffbriicken in der abwechselnd
chelatisierend wirkenden Kation-Anion-Kation-Anordnung (gewissermallen auf Liicke)
erheblich; weiterhin haben Phosphonséduren einen niedrigen pKs -Wert von etwa 1.8, so daf3
sie noch in neutralem wiBrigem Medium vollstindig deprotoniert vorliegen. Die Darstellung
gelang wie folgt: Der Calix[4]aren-Grundkérper 38 konnte leicht anhand der
literaturbekannten Kondensationsreaktion von Formaldehyd mit p-z-Butylphenol in der
Siedehitze von Diphenylether (266°C) bei gleichzeitigem EinfluB von Kaliumhydroxid
erhalten werden."® Das Produkt 38 wurde einer Friedel-Crafts Dealkylierung aller f-

[187]

Butylgruppen unterworfen, gefolgt von einer Veretherung aller phenolischen

Hydroxylgruppen am unteren Rand mit n-Brombutan, bei der ausschlieBlich das Produkt 40
in der cone-Konformation erhalten wurde. Dies konnte anhand der beiden Dubletts fir die

beiden nichtiquivalenten Protonen der Methylenbriicken in den zugehdrigen 'H-NMR-

[188

Spektren gezeigt werden. I Durch die Chlormethylierung am oberen Rand des Calixarens

mit Paraformaldehyd entstand die eine wichtige Zwischenstufe 41 fiir viele weiterfithrende

(1891 Nach einer Michaelis-Arbuzow-

Synthesen anionischer und kationischer Bausteine.
Reaktion mit einem UberschuB an Trimethylphosphit wurde im letzten Schritt der
Tetrakis(phosphonsiduredimethylester) 42 in einer schonenden, aber recht langsamen Reaktion

901 Damit war die

unter Argon mit Tetrabutylammoniumhydroxid monodealkyliert.
Darstellung des zentralen tetraanionischen Bausteins 37 fiir die
Komplexierungsuntersuchungen in guter Ausbeute gelungen (Abbildung 49). Die alternative,
iblicherweise schnellere Monodealkylierung mit Lithiumbromid hat in diesem Fall nur zur
Zerstorung des Molekiils 42 geflihrt, moglicherweise wird hier nucleophil der Butylether

gespalten.[""!]
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Der erste kationische Calixarenbaustein lieB sich ebenfalls aus der Calixaren-Grundstruktur
38 herstellen, die durch Veretherung mit n-Brombutan in der cone-Konformation fixiert
wurde. AnschlieBend wurde mit konzentrierter Salpetersdure eine ipso-Nitrierung

1921 Dieses

durchgefiihrt, bei der das entsprechende Tetranitrocalix[4]aren 44 erhalten wurde.
konnte mit Palladium/Kohle in ethanolischer Salzsdure hydriert werden, und ergab das
entsprechende Tetraanilintumderivat 45 (Abbildung 48). Dieses Molekiil erfiillt alle
Forderungen nach starker Rigiditdt, da es konformativ stark eingeschrinkte direkt am
Aromaten gebundene Aminogruppen besitzt (die Rotation um die C-N-Bindung ist entartet
und bringt immer wieder Protonen in die korrekte Geometrie fiir die Ausbildung von
Wasserstoftbriicken mit dem entsprechenden anionischen Komplexpartner). Durch den
geringen Raumbedarf der Ammoniumgruppen ergibt sich Molecular-Modeling-Berechnungen
zufolge eine gleichmiflige alternierende Anordnung im Komplex mit dem

Calix[4]arenphosphonat 37. Nachteil: Als aromatische Amine besitzen sie relativ niedrige

pKs-Werte (auch mit p-Alkoxysubstituenten bleiben sie unterhalb von 5, sind in neutraler
wélriger Losung also nicht vollstindig protoniert (bei pK, = 4.75 allerdings immer noch zu

tiber 99%, vgl. Essigsiure).

Bu

R4 Ho NaH, THF, 80°C
BuBr t-Bu  tBu t-Bu
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NO2 NO2 NO2 NO2 o C4Ho
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Q
\
Cy4Hs Pd/C, H2, H*,
EtOH
44 ® ® ® @
74 % NH3 NH3 NH3  NH3

pL& S
e/ CaMo \c ) CqHo
49

44

Abb. 48: Synthese der Tetraanilinium-Calix[4]aren-Halbschale 44.
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Unter Inkaufnahme des Verlustes der optimalen Priorganisation wurde auch das benzylische
Tetracalix[4]arenamin 46 synthetisiert. Die Methylenbriicken zwischen den rigiden

Aromaten und den Aminogruppen fithren zwar zu einer deutlich héheren konformativen
Flexibilitdt, dafiir ist dieses Molekiil aber stark basisch (pK, ~ 9.5) und wird damit in Wasser

vollstindig protoniert vorliegen. Die Synthese ging von der aus der aus der
Chlormethylierung erhaltenen Schliisselstruktur 41 aus; diese wurde unter mildem Erwérmen
mit einem groBen UberschuB an Natriumazid in einer DMF-Losung umgesetzt. Das
entstandene Tetraazid 47 wurde im letzten Schritt an Palladium/Kohle schonend in einer
salzsauren Umgebung hydriert. Nach Entfernung des Losungsmittels (Ethanol/Toluol-1:1-
Gemisch) entstand mit dem Tetracalix[4]arenamin 46 als Hydrochlorid der zweite
kationische Baustein (Abbildung 49). Andere Synthesevarianten mit Ammoniak, der Weg
iiber das Phthalimid gefolgt von einer Hydrazinolyse oder die Route, bei der 41 mit
Urotropin umgesetzt wurde, lieferten entweder nicht das gewiinschte Produkt oder verliefen

nur mit geringen Ausbeuten.

CICH, CICH, CICH, CH)CI

o
PdIC, Hy, H*, / deQ  Cube
® @ D EtOH HoC4 \
NH @ NH; NH; t C4Hg
NHs
a7

83 %

Abb. 51: Synthese der Tetraamin-Calix[4]aren-Halbschale 46.
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Der dritte Baustein, das Calix[4]arentetrapyrazol 48 konnte in hohen Ausbeuten erhalten
werden, indem man 41 im basischen mit zwei Aquivalenten Pyrazol pro Chlormethylgruppe
in einer durch Tetrabutylammoniumhydroxid phasentransferkatalysierten Reaktion umsetzte
und das entstandene Produkt ebenfalls mit wéiRBriger Salzsdureldsung ins Tetrahydrochlorid

iiberfiihrte (Abbildung 50).

CICH, cicH, CICH,  CH.CI

Pyrazol, NBu,OH, KOH,
Benzol, H,0, 100°C

H+

o
o
/OC/HO ‘C4H
HqC{ 49\CH 4Ho
4Ho

91 %

) 48

Abb. 50: Synthese der Tetrapyrazolin-Calix[4]aren-Halbschale 48.

Alle Komplexe, die aus dquimolaren Mengen des tetraanionischen Bausteins 37 und je einem
der drei tetrakationischen Calixarene 45, 46 und 48 hergestellt wurden, erzeugten scharfe 'H-,
PC- und *'P-NMR-Signale, weshalb auch hier wieder von Mischungen aus oligomeren oder
polymeren banderformigen Strukturen abgesehen werden kann. Anhand von Job Plots konnte
ihre perfekte 1:1-Komplexstochiometrie zweifelsfrei nachgewiesen werden (Abbildung 53).
Ein weiterer Hinweis auf die Komplexzusammensetztung lieferte ein in Methanol
aufgenommenes Elektronspray Massenspektrum im negativen Massenbereich, welches aus
einer 107 M Losung erhalten werden konnte und bei 920 einen Molekiilionenpeak (m/z =
920, mit z = 2) zeigt. Scheinbar ist die Kapsel auch dann stabil, wenn sie gleich zweifach
negativ geladen vorliegt, wodurch der Molekiilionenpeak bei exakt der Halfte der
Kapselmasse zu erkldren ist. Es lieBen sich keine weiteren Molekiilionenpeaks flir etwaige
hohere Aggregate als der eines 1:1-Komplexes nachweisen.

In den zugehdrigen NMR-Spektren fand ich in manchen Féllen komplexierungsinduzierte
Verschiebungen von bis zu 0.25 ppm (flir 46), was fiir eine starke Bindung in Methanol

spricht.
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Abb. 51: Job-Plot fiir den Komplex zwischen dem Tetraphosphonat 37 und dem Tetraamin 46.
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Abb. 52: ESI-Massenspektrum des Komplexes zwischen Tetraphosphonat 37 und Tetraamin 46
aus einer 10”7 M Losung in Methanol. Der Molekiilionenpeak m/z = 920, fiir z = 2, wurde
im negativen Massenbereich gefunden.
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In keinem der drei Fille konnten Signalverschiebungen fiir die Tetrabutylammonium-
Gegenionen in den Spektren beobachtet werden, so dall auch hier wieder ein untergeordneter
Einflul dieser Ionen angenommen werden kann, wie er bereits bei den C;-symmetrischen
Komplexen besprochen wurde. Man konnte in allen durchgefiihrten NMR-Titrationen eine
gute graphische Ubereinstimmung der fiir 1:1 Komplexe berechneten mit den experimentell

ermittelten Kurvenverldufen feststellen.
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Abb. 53: '"H-NMR-Titrationskurve fiir die Komplexierung von 46 durch 37.

Ermittelt man die Bindungskonstanten anhand einer nichtlinearen Regressionsrechnung, so
erhilt man Werte fiir K, im Bereich von 1.0x10° bis 5.6x10° M (Tabelle 10).

Die giinstigste Anordnung scheint wieder die zu sein, bei der jedes Ammoniumkation im
Zentrum von zwei Phosphonat(anion)gruppen chelatisierend umgeben wird und umgekehrt.
Diese abwechselnde Anordnung der oberen und der unteren Halbschale erzeugt die postulierte
kugelformige, kapselartige Komplexstruktur. Der Komplex aus 37 und der starren

Tetraaniliniumhalbschale 45 ist in Methanol der schwéchste. Ein Grund hierfiir ist, dal3 die
NMR-Titration bei einem neutralen pH-Wert durchgefiihrt wurde, der pK,-Wert fiir solche

Aniliniumderivate in der Regel jedoch bei ~ 4.75 liegt, mu3 man davon ausgehen, dal3 unter
den gegebenen Bedingungen eventuell nicht alle Amingruppen in protonierter Form
vorliegen, so daf} es nicht zu der in den Simulationen ermittelten optimalen Ausbildung von

Wasserstoftbriickenbindungen und elektrostatischen Wechselwirkungen kommen kann.
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Tabelle 9: Assoziationskonstanten K, und die freie Bindungsenthalpieen AG = —RT In K, fiir 1:1-
Komplexe zwischen symmetrischen Tetrakationen und 37 ermittelt anhand von 'H-NMR-Titrationen
in Methanol bei 20 °C.

Tetrakation'™ K, [M ] -AG

in CD;0D [kJ mol ]
Tetraanilincalix[4]aren 45 1.0 (10° 28.04
Tetraamincalix[4]aren 46 3.900° 31.36
Tetrapyrazolincalix[4]aren 48 5.6 010° 32.24

) Ammonium- und Pyrazoliniumiumchloride. ™ Fehler in K, sind Standardabweichungen und wurden zu £ 5 -
15% bestimmt

Mit dem Komplex zwischen Tetraphosphonat 37 und Tetraamin 46 erhélt man eine deutlich
stirkere Bindung zwischen den beiden Komplexierungspartnern. Beide Halbschalen besitzen
einen flexiblen Methylenspacer zwischen dem starren Calix[4]arengrundgeriist und den
bindungsaktiven funktionellen Gruppen. Hier bringen die Methylenspacer zwischen Aromat
und bindungsrelevanter Gruppe noch geniigend Flexibilitdt fiir einen ,,induced fit“. Dadurch
und durch den hohen pK,-Wert von iliber 9 konnen starke salzartige Wasserstoftbriicken
ausgebildet werden (Abbildung 46).

Das Tetrapyrazolcalix[4]aren 48 sollte unter den gegebenen Titrationsbedingungen
vollstédndig protoniert vorliegen, dies konnte anhand von NMR-Vergleichsmessungen bei
unterschiedlichen pH-Werten bestdtigt werden. Auch wenn die Differenz der chemischen
Verschiebungen in dem Komplex mit 37 mit weniger als 0.1 ppm sehr klein ist, erhdlt man
mit 5.6 x 10° M die stirkste Bindung aller untersuchten Calix[4]arenkomplexe. Die starke
Bindung beruht vermutlich auf der Prdorganisation der Tertapyrazolkomponente, bei der
wahrscheinlich, wie auch schon beim Trispyrazolderivat 34 gezeigt, aus sterischen Griinden
alle Pyrazolgruppen nur in eine Richtung vom Zentrum der Halbschalenkavitdt aus orientiert
sind und die einfachen Stickstoffatome zum Inneren des Molekiils zeigen, wodurch 48 am
besten von 37 komplexiert werden kann.

Die erhaltenen Assoziationskonstanten belegen, dal man das Konzept zum Design
molekularer selbstorganisierender komplementdrer Halbschalen auch auf Calix[4]arene
erfolgreich tiibertragen kann. Komplementdre Calix[4]arenhalbschalen bilden in polaren

organischen Losungsmitteln spontan starke 1:1-Aggregate.
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Leider war es nicht moglich, in Wasser Bindungskonstanten zu bestimmen, da sich die
einzelnen Komplexbausteine zwar alle in Wasser 16sten, aber spontan aus der Losung ein
weiBlicher Niederschlag ausfiel, wenn die gegensinnig geladenene zweite Komplexhilfte
hinzugegeben wurde. Dieser Niederschlag konnte als analysenreiner 1:1-Komplex der
betrachteten Komplexbausteine charakterisiert werden, nachdem er abzentrifugiert und
abfiltriert, erneut in Methanol NMR spektroskopisch untersucht wurde. Das Ausfillen des
Komplexes konnte auch nicht anhand von Verdiinnungsexperimenten umgangen werden. Es
muf3 davon ausgegangen werden, dal3 die Halbschalen zundchst wegen ihrer sehr polaren
Gruppen am oberen Rand in polaren Losungsmitteln gelost werden, jedoch steht diesem
polaren Molekiilteil ein sehr unpolarer Molekiilrest gegeniiber. Diesen amphiphilen Charakter
kann man beim Losen der Halbschalen in polaren Medien betrachten, da es beim Mischen
immer zu einer starken Schaumbildung kommt. Bei Zugabe der zweiten Halbschale kommt es
im Zuge zunehmender elektrostatischer Wechselwirkungen zu einer Abschirmung der polaren
Rénder, da der unpolare Anteil immer dominanter wird, was dazu fiihrt, dal der Komplex aus

dem wéBrigen Medium ausfillt.

Molekiilmechanische Berechnungen (in der Gasphase, Chloroform und in Wasser) bestitigen
die enorme thermodynamische Stabilitit der 1:1-Komplexe dieser gegensinnig geladenen
Calixarenbausteine. Die Ammonium-/Phosphonat-Kombinationen fiihrten bei Simulationen
und Konformationsanalysen (Monte Carlo Simulationen, gefolgt von Molekiildynamik
Rechnungen) reproduzierbar zu globalen Minima, die die oben postulierte alternierende
Anordnung von kationischen und anionischen Gruppen zeigten. Diese werden durch ein
dichtes Netz von gerichteten Wasserstoftbriicken unterstiitzt. Zur optimalen elektrostatischen
Wechselwirkung werden die funktionellen Gruppen nach innen gedreht, wobei hohe
Komplexbildungsenthalpien berechnet werden (Abbildung 46). In allen drei moglichen
Kombinationen zwischen 37 und 45, 46, 48 bildet sich spontan eine sehr stabile molekulare
Kapsel aus, die eine wesentlich groflere Kavitit, als die betrachteten trisfunktionellen Kapseln
der Fall war. Diese Kavitét sollte geniigend Platz fiir Molekiile in der Groenordnung eines
Benzolmolekiils bieten. Der Einschlul von organischen Gastmolekiilen sollte durch die
hydrophobe Wechselwirkung und die van-der-Waals-Anziehung des unpolaren Kapselinneren
begiinstigt sein. Es bieten sich aber auch a) kleine aliphatische und b) kleine
(hetero)aromatische Giste an, die moglichst komplementér zur Innenform des Hohlraums
gestaltet sind und am &dufBleren Rand zahlreiche Wasserstoftbriicken-Donatoren und -

akzeptoren besitzen. Bei meinen calixarenbasierenden Kapseln sollten am besten polare
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funktionelle Gruppen in den Gastmolekiilen
entlang der Nahtstelle der Kapsel vorhanden
sein, damit diese von innen
Wasserstoftbriicken auszubilden, und so eine
zusiétzliche Stabilisierung der Kapsel durch
einen wirksamen Templateffekt hervorrufen
zu konnen. Die Calix[4]aren-Kapseln haben
zwischen der  Nahtstelle und den
Diphenylmethan-Einheiten  relativ  kleine
Poren, durch die nur langsam
Methanolmolekiile ein- oder austreten
konnen, weshalb die Anlagerung eines
Gastmolekiils am besten bereits vor der
Zugabe der zweiten Kapselhalbschale

erfolgen sollte, also noch bevor die zweite

Halbschale, sozusagen der ,Kapseldeckel*
zugegeben wird. Natiirlich 6ffnet und schliet  Abb. 54: Energieminimierter Komplex aus 37
sich die Kapslel dynamisch, so da3 auch die und 46 mit Benzol als Gastmolekil.
fertige Kapsel noch Giste aus der Ldsung

aufnehmen kann.

Exemplarisch wurden einige Untersuchungen zur Verkapselung von Gastmolekiilen nach der
zuvor beschriebenen Methode in den Komplex aus 37 mit 46 durchgefiihrt, die jedoch alle
ohne nachweisbaren Erfolg blieben. Als Losungsmittel diente eine 1:1-Mischung von
Chloroform/Methanol, wegen der besseren Ldoslichkeit der untersuchten Kapsel. Es wurden
verschiedene aromatische (Benzol, Toluol, Benzoesdure, Benzonitril, Xylol, Anisaldehyd,
Benzylalkohol, Anilin, Benzophenon), aliphatische Systeme (DMSO, Cyclohexan, Methanol,
Ethanol, Formaldehyd, Ethylenglykol, Harnstoff, Urotropin) und verschiedene quarternire
Ammoniumsalze als Gastmolekiile auf einen moglichen Einschluf hin untersucht. In keinem
der untersuchten Fille konnte jedoch ein GasteinschluB mittels NMR-Spektroskopie
nachgewiesen werden, auch nicht nach einer wesentlich ldngeren Equilibrierungsphase von
bis zu 20 Tagen.

Auch mittels Elektospray-Massenspektrometrie konnte keine Einlagerung der drei

untersuchten quartdren Ammoniumsalze in die Kapsel aus 37 und 46 nachgewiesen werden,
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wohl aber einen Molekiilionenpeak fiir die einfache Kapsel und einen fiir den
unkomplexierten Gast.

Der Grund fiir die nicht nachweisbare Einlagerung von Gastmolekiilen wird vermutlich in der
hohen Flexibilitdt bei den benzylischen Kapselhalbschalen 37 und 46 liegen. Kommt es zu
einer schnellen Rotationsbewegung der benzylischen Bindungen entlang der Nahtstelle, wie
dies in energetisch ungiinstigeren Grenzstrukturen bei Simulationen verfolgen werden konnte,
wird die gebildete Kavitdt stark verkleinert, so daBl ein GasteinschluB durch diese
benzylischen Kapseln schwierig wird. Wir hoffen dieses Problem durch starrere, besser
pridorganisierte Kapseln zu losen. Mein Nachfolger gelang die Herstellung des
Calix[4]arentetraphosphonats ohne rotierbare Methylenbriicke zwischen Aromat und
Phosphonat, so dall zukiinftige Untersuchungen mittels einer starreren Kapsel durchgefiihrt
werden konnen.

Anhand der gefundenen Ergebnisse konnte gezeigt werden, dall das Konzept der Multivalenz
sehr erfolgreich fiir die Selbstorganisation von polyvalenten, prdorganisierten Phosphonat-

Halbschalen mit kationischen Pendants in polaren Losungsmitteln tibertragen werden konnte.
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3 Zusammenfassung und Ausblick

Die vorliegende Dissertation wendet das Konzept der Multivalenz auf drei unterschiedliche
Félle der molekularen Erkennung an. Die Kombination von mehreren elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen Phosphonatanionen und Ammonium, Amidinium- bzw.
Guandidiniumkationen soll zur starken und selektiven Bindung von Gastmolekiilen in polarer
Losung flihren. Dafiir wurden polyvalente Rezeptormolekiile auf Phosphonatbasis anhand von
Modeling-Studien entworfen, synthetisiert und hinsichtlich ihres Erkennungsprofils fiir
biologisch relevante organische Kationen studiert. Polyvalente Phosphonat-Halbschalen
wurden hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur Selbstorganisation mit kationischen Pendants in
polarer Losung untersucht. Die neuen Rezeptormolekiile unterscheiden sich wesentlich in
ihrer Topologie: im ersten Teil der Arbeit sitzen die Phosphonatgruppen an der Peripherie
eines Macrocyclus, im zweiten Teil sind sie an den Enden eines offenkettigen, flachen
Grundgeriistes befestigt und im dritten Teil verteilen sie sich konvergent am oberen Rand

einer Calix[4]aren-Halbschale.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde nach eingehenden Molecular-Modeling-Untersuchungen
das tetraanionische macrocyclische Tetraphosphonat-Rezeptormolekiil 3 synthetisiert und
vollstindig charakterisiert. Uber multiple ionische Wasserstoffbriicken und elektrostatische

Wechselwirkungen ist 3 in der Lage, die basischen Aminosduren Ornithin- 17, Lysin- 22,
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Abb. 57: Neues macrocyclisches Wirtmolekiil 3 im Komplex mit dem Lysinmethylesterdikation 22
in seiner bevorzugten Komplexgeometrie (nach Kraftfeldrechnungen).
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Histidin- 23 und Argininmethylester 24 stark zu binden. Die erhaltenen Komplexe wurden
sowohl in methanolischer als auch in wiBriger Losung mittels NMR-spektroskopischer
Methoden untersucht. Anhand von Job-Plots konnte der Komplex zwischen 3 und
Lysinmethylester 22 in beiden Losungsmitteln mit einer 1:1-Komplexstochiometrie
beschrieben werden, wéhrend fiir die drei Komplexe zwischen 3 und Ornithin- 17, Histidin-
23 und Argininmethylester 24 2:1-Komplexe ermittelt wurden. Die aus NMR-Daten mittels
nichtlinearer Regressions bestimmten Assoziationskonstanten bewegen sich in Methanol
zwischen 8.8 (J10° und 2.9 (10" M und in Wasser immer noch zwischen 1.65 (010> M und
1.2 010° M. Selbst in den 2:1-Komplexen bewirkt die Multivalenz des Rezeptormolekiils 3
eine starke Assoziation mit den basischen Aminoséuren.

Die kationischen Endgruppen der Gastmolekiile wurden im Komplex jeweils von einer
Bisphosphonatgruppe chelatartig gebunden, wobei elektrostatische Wechselwirkungen und
gerichteter Wasserstoftbriicken dominieren. In Methanol wurde besonders Histidin 23 durch 3
sehr effizient gebunden; der Grund dafiir liegt wahrscheinlich in der 3-Punkthaftung des
Dikations mit drei Phosphonatgruppen gleichzeitig. AuBBerdem gibt es starke Hinweise auf T
Kation-Wechselwirkungen im Inneren des Macrocyclus, wenn der Imidazoliumring sich an
ein Pyridin schmiegt. Die Assoziationskonstanten der beiden anderen Aminosduren Ornithin
und Arginin wurden mit steigender Kettenldnge zwischen den kationischen Gruppen immer
kleiner. Nur Lysin 22 wurde jedoch in einem 1:1-Komplex gebunden, denn es verfiigt allein
iiber einen geniigend langen Spacer, um den gesamten Macrocyclus zu iiberspannen. Hierbei
wurden die beiden einfach positiv geladenen Molekiilenden von jeweils zwei negativ
geladenen Phosphonatgruppen chelatisierend gebunden, wodurch auch hier ein Netzwerk
gerichteter salzartiger Wasserstoffbriicken ausgebildet wurde. Die hierflir ermittelten
Assoziationskonstanten erreichten Werte in Héhe von 2.1 0 10* M' in Methanol
beziehungsweise von 1.2 10° M™' in Wasser. Der neue polyvalente Macrocyclus 3 ist somit
ein effektives Wirtsystem flir basische Aminosduren in polarer LOsung mit einer
bemerkenswerten Selektivitit gegeniiber Histidin 23 in Methanol und Lysin 22 in Wasser.
Zukiinftige Arbeiten sollen sich mit dem gezielten Einbau chiraler Bausteine wie zum
Beispiel Aminosduren in die macrocyclische Grundstruktur beschéftigen. Der Ersatz des
doppelt benzylisch gebundenen Pyridins durch starrere Bauelemente in der Wirtverbindung
sollte zu einer verbesserten Priorganisation fithren, die die enantioselektive und starke

molekulare Erkennung basischer Aminosduren in Wasser ermoglicht.
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Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden ebenfalls vierfach negativ geladene Tetraphosphonat-
Rezeptormolekiile geschaffen. Diesmal handelt es sich jedoch um offenkettige, flache und
relativ steife aromatische Systeme mit Bisphosphonat-Einheiten an ihren du3eren Enden. Sie
wurden zur molekularen Erkennung von dikationischen Bisamidinen in polaren
Losungsmitteln entworfen. Bisamidine spielen in der Medizin eine groBe Rolle bei der
Bekdmpfung verschiedener AIDS-assoziierter Krankheiten; dabei werden sie in ihrer
thermodynamisch stabilsten Form innerhalb der kleinen Furche der DNA nichtkovalent
gebunden. Diese Umgebung sollte mit den von mir synthetisierten Modellsystemen auf
einfache Weise nachgeahmt werden. Bei Molecular-Modeling-Studien wurde das Augenmerk
besonders darauf gelegt, daB die Wirtmolekiile zur selektiven Erkennung der beiden
hochaktiven Wirkstoffe Pentamidin und DAPI moglichst rigide, vororientierte Systeme
anbieten. Die Wirtstruktur durfte nicht zu flexibel sein, da ansonsten im Laufe der
Komplexierung zu groBe konformative Anderungen vollzogen werden miifiten, was einen
negativen Beitrag zur Bindungsentropie geliefert hétte. Diese konformationelle Freiheit hat
wahrscheinlich im ersten macrocyclischen Wirt einen Teil der freien Bindungsenthalpie
gekostet. Ferner wurde darauf geachtet, da3 die Gastmolekiile beim Andocken an den Wirt
zusitzlich zu den multiplen ionischen Wasserstoffbriicken und elektrostatischen
Wechselwirkungen auch TStapel- und hydrophobe Effekte ausnutzen konnten.

Bei den S5-stufigen Synthesen bediente ich mich einer modularen Vorgehensweise zum
Aufbau dreier strukturell dhnlicher Wirtverbindungen, die sich im Substitutionsmuster und in

der Lange der verbriickenden aromatischen Einheit voneinander unterscheiden.
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Abb. 58: Die im Rahmen dieser Arbeit fiir die Bisamidinkomplexierung hergestellten Wirtmolekiile
13 bis 15.

Die Assoziation der drei Wirtmolekiile mit den Bisamidinen Pentamidin und DAPI konnte in

Methanol beobachtet und genau untersucht werden. So wurden mittels Job-Plots die
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unterschiedlichen Komplexstochiometrien zu 1:1 bzw. 2:1 ermittelt. Aufgrund scharfer NMR-
Signale sind banderformige oligomere oder gar polymere Strukturen unwahrscheinlich. Mit
Pentamidin lieferte das Wirtmolekiil 14 mit einem m-Phenylenspacer einen 1:1-Komplex,
wihrend die Wirte 15 mit einem p-Phenylenspacer und 13 mit einem m-Xylylenspacer 1:2-
Komplexe erzeugten. Die zugehdrigen Assoziationskonstanten lagen zwischen 5.3 010" und
5.8 010° M™". Auch in Wasser konnte mit 7.8 (10> M eine starke Assoziation des Komplexes
zwischen 14 und Pentamidin bei einer perfekten 1:1-Komplexstochiometrie nachgewiesen
werden. Anders lagen die Bindungsverhiltnisse in Komplexen zwischen DAPI und den drei
Rezeptormolekiilen. Hier erzeugten 13 und 14 mit DAPI 1:1-Komplexe wihrend mit 15 ein
2:1-Komplex ausgebildet wurde. Die zugehorigen Assoziationskonstanten lagen zwischen 3.6
010* und 7.1 010° M. Diese extrem starken Komplexe sind etwa eine GroBenordnung
stabiler als die im ersten Teil beschriebenen. Ausgeprigte Hochfeldshifts in den aromatischen
Spacern weisen auf T=-Stapelungsphdnomene hin. Nach Monte-Carlo-Simulationen liegt das
Bisamidin flach oberhalb eines Wirtmolekiils; bei den 2:1-Komplexen bilden zwei
Wirtmolekiile eine hydrophoben Tasche aus, die vermutlich eine dhnliche Umgebung wie die
kleine Furche der DNA darstellt. Den letzten Beweis mull sicherlich eine
Rontgenstrukturanalyse liefern. Weiterhin sollen alle bisherigen Wirt/Gast-Kombinationen
nach erneuter Synthese der Wirte auch in Wasser titriert werden. Es féllt auf, daB3 die
Bindungskonstante fiir 14 und Pentamidin von Methanol zu Wasser nur um den Faktor 8
sinkt, ein weiterer Hinweis auf hydrophobe Beitrdge. In Zukunft kdnnte durch Einbau einer
Azogruppe in die Wirtmolekiile ein schaltbares Tetraphosphonat entstehen, das durch
Bestrahlung mit Licht geeigneter Wellenldnge von der frans- in die cis-Form isomerisiert, und

den Gast wieder freisetzt (controlled release).

Im letzten Teil dieser Arbeit wurden halbschalenférmige, komplementire, mehrfach geladene
Verbindungen synthetisiert und deren Assoziation zu kugelférmigen Strukturen {iber multiple
nichtkovalente Wechselwirkungen in polaren Losungsmitteln untersucht. Hierfiir wurden in
einer 3-  beziechungsweise  5-stufigen Synthese die beiden trisanionischen
Trisphosphonatmolekiile 25 und 26 hergestellt. Weiterhin wurden eine Reihe komplementér
dazu aufgebauter, dreifach positiv geladener Tripods synthetisiert. Hierzu gehdrten die beiden
Trisamine 31 und 32, die in 3-stufigen Reaktionen zuginglich waren und die beiden
Trispyrazole 33 und 34, die jeweils in einstufigen Reaktionen erhalten wurden. Die dabei

entstandenen neuen Zwischenstufen wurden ebenfalls isoliert und vollstindig charakterisiert.
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Abb. 59: Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten trisanionischen Wirtmolekiile 25 und 26 und ihre
komplementédren kationischen Gegenstiicke 31 bis 34, dargestellt in der fiir die
Komplexierung notwendigen Konformation.

Erste Hinweise auf eine 1:1-Komplexstochiometrie lieferte ein ESI-Massenspektrum des
Komplexes zwischen Trisphosphonat 25 und Trisamidin 29, in dem ein prominenter
Molekiilionenpeak flir den 1:1-Komplex erschien, aber keiner flir hdhere Assoziate. In
Methanol durchgefiihrte Job-Plots zeigten fiir alle neun Halbschalen-Kombinationen perfekte
1:1-Komplexstdchiometrien; auch die entsprechenden Titrationskurven folgten in ihrem
Verlauf stets den theoretisch berechneten fiir eine 1:1-Bindungsisotherme. Anhand
nichtlinearer Regressionsrechnungen wurden Assoziationskonstanten mit Werten zwischen
1.8 010° und 1.1 O10° M"' ermittelt. Es wurde eine starke Abhingigkeit der
Bindungskonstante vom Préorganisationgrad der Halbschalen gefunden. Stark vororientierte
und unflexible Molekiile wie das Trisamidin 29 und das Triaminocyclohexan 30 zeigten um
bis zu drei GroBenordnungen hohere Bindungskonstanten als die flexiblen und kaum
vororganisierte Tripods wie zum Beispiel Tren 35.

Mit dem Trisphosphonat 26 wurde der EinfluB von drei Methylgruppen am zentralen
Benzolring zwischen den phosphonattragenden Armen untersucht. Hierbei wurde beobachtet,
daBl sich die Assoziationskonstante zwischen den Trikationen und 26 in allen Féllen
gegeniiber 25 um mindestens eine Groenordnung verringert. Offensichtlich drangen also die
kleinen 2,4,6-stindigen Methylgruppen die drei funktionellen Gruppen in 1,3,5-Stellung nicht
auf eine Seite, so da} eine zuriickrotiert werden muf3. Dabei muf sie sich natiirlich an dem
zusitzlichen Methylsubstituenten vorbeidrehen, und das kostet Energie.

Allen Komplexen ist gemeinsam, dafl sie nach Kraftfeldrechnungen in Wasser eine
kugelformige Komplexgeometrie mit einem Netzwerk multipler, vielfach linearer, salzartiger
Wasserstoftbriicken ausbilden. Dabei ist eine alternierenden Anordnung gegensinnig
geladener funktioneller Gruppen optimal. Diese giinstige Komplexgeometrie erzeugt auch in

Wasser Bindungskonstanten mit Werten zwischen 1.0 [10° und 4.0 [10° M™'. Mittels einer fiir
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den Komplex zwischen 25 und 29 durchgefiihrten mikrokalorimetrische Messung wurden im
wesentlichen iibereinstimmende Werte mit den NMR-spektroskopisch ermittelten Daten
erhalten, das gilt sowohl fiir die Komplexstochiometrie als auch fiir die
Assoziationskonstante. Allerdings ist zu betonen, dafl der SelbstorganisationsprozeB3 in
diesem Fall entropiegetrieben ablduft, vermutlich durch die Freisetzung von
Solvensmolekiilen bei der Assoziatbildung.

Bei dem Versuch, groBere Strukturen zu erzeugen, konnte in wéBriger Losung ein definierter
2:1-Komplex aus zwei Molekiilen 25 und einem Molekiil der Hexaazakrone 36 nachgewiesen
werden. Allerdings handelt es sich hier um ein sehr flexibles und ausschlieBlich in Wasser

16sliches System, welches nach Modeling-Studien nur zwei sehr kleine Kavititen bildet.

Abb. 60: Die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Molekiile. Das tetraanionische Wirtmolekiil 37
und die drei komplementiren kationischen Gegenstiicke 45, 46 und 48 sind jeweils in der fiir
die Komplexierung notwendigen Konformation dargestellt.

Dashalb wurde das Konzept der chelatartigen, prdorganisierten Anordnung entgegengesetzt
geladener Halbschalen erfolgreich auf die viel gréBeren, in ihrer Cone-Konformation hoch
praorganisierten Calix[4]arene iibertragen. Hier konnen gleichzeitig vier Anionen und
Kationen chelatartige elektrostatische Wechselwirkungen aufeinander ausiiben und
Wasserstoffbriicken untereinander ausbilden. In einer 6-stufigen Synthese gelang die
Darstellung des tetraanionischen Wirtmolekiils auf Phosphonatbasis 37, welches den
Anforderungen nach Grofe, Rigiditdt und Pridorganisation fiir die Bildung von molekularen

Containern gerecht wird. Desweiteren wurden noch drei kationische Bausteine 45, 46 und 48
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nach den gleichen Kriterien ausgewéhlt und in einer 4-, 5- und 6-stufigen Synthese
dargestellt.

Erste Hinweise auf eine definierte 1:1-Komplexstochiometrie wurden wiederum aus dem ESI-
Massenspektrum in Form des Molekiilionenpeaks fiir den Komplex zwischen 46 und 37
gewonnen. In Methanol durchgefiihrte Job-Plots belegten in allen drei Féllen definierte 1:1-
Komplexstrukturen und NMR-Titrationen ergaben Bindungskonstanten im Bereich von 1.0 U
10° bis 5.6 010° M. Auch hier kann wieder von einer annihernd kugelformigen
Komplexgeometrie ausgegangen werden, wenn sich die gegensinnig geladenen Gruppen am
oberen Rand der Halbschalen anziehen. Nun wird im Inneren des Komplexes ein grof3er
Hohlraum aufgespannt, der zur Gasteinlagerung von kleinen Aliphaten, Aromaten und
Heteroaromaten fahig sein sollte. Da fiir die Einschluversuche am Ende dieser Arbeit nur die
benzylische Tetraammonium- und Tetraphosphonat-Halbschale zur Verfligung standen,
konnten intensive Versuche zur Einlagerung von insgesamt etwa 20 Gastmolekiilen nur mit
den am wenigsten stark vororientierten Kapseln durchgefiihrt werden. Bisher ist es noch nicht
gelungen, in dieser doppelt benzylischen molekularen Kapsel einen solchen Gasteinschluf3
nachzuweisen, weshalb sich zukiinftige Arbeiten mit der Einlagerung von aromatischen oder
aliphatischen Gastmolekiilen in starrere Kapseln befassen sollen. Solche Kapseln werden
gegenwirtig von meinem Nachfolger hergestellt. Die Einlagerung von polaren Gisten in
nanometergrofle molekulare Kapseln in Wasser wiirde die vielversprechenden Moglichkeiten
der  wasserstoftbriickengebundenen  Kapseln  wesentlich  erweitern.  Interessanten
Anwendungen wiren u.a. der "controlled release" von Medikamenten, Sensoren oder
Katalysatoren in physiologischer Losung sowie die Mikroverkapselung von Kosmetika zum
Schutz vor UV-Strahlung etc. In weiterflihrenden Arbeiten werden gegenwirtig auch
Calix[6]aren-Bausteine hergestellt, die molekulare Kapseln mit noch groferen Hohlrdumen
bilden sollten.

Das Konzept der Multivalenz konnte bei der molekularen Erkennung von dikationischen,
basischen =~ Aminosduren durch ein  macrocyclisches  Tetraphosphonatmolekiil-
Rezeptormolekiil in polaren erfolgreich angewendet werden. Paart man die multivalenten
Wechselwirkungen gezielt mit préorganisierten Rezeptormolekiilen, so erhdlt man eine
merkliche Stirkung der Bindung, was im zweiten Teil dieser Arbeit untersucht wurde, in dem
wesentlich starrere und zugleich priaorganisierte Tetraphosphonat-Wirtmolekiile geschaffen
wurden, um dikationische Bisamidine deutlich stérker in polaren Losungsmitteln zu binden.
Im dritten Teil dieser Arbeit wurde das Konzept der Multivalenz sehr erfolgreich auf die

Selbstorganisation iibertragen. Hierbei gelang die sehr starke 1:1-Assoziation von
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komplementéren, halbschalenférmigen, préorganisierten Molekiilen aufgrund multipler

elektrostatischer Wechselwirkungen und Wasserstoftbriicken sowohl in Methanol als auch in

Wasser.
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4 Experimenteller Teil

4.1 Apparatives

'"H-NMR-Spektroskopie:

PC-NMR-Spektroskopie:

3'P-NMR-Spektroskopie:

Infrarotspektroskopie:

Massenspektrometrie:

Mikrokalorimeter:

Elementaranalyse:

Schmelzpunktbestimmung:

Séulenchromatographie:

Diinnschichtchromatographie:

Microspritzen:

Bruker Avance DRX 200 (200 MHz)
Bruker Avance DRX 500 (500 MHz)

Bruker Avance DRX 500 (126 MHz)

Bruker Avance DRX 200 (81 MHz)
Bruker Avance DRX 500 (202 MHz)

Bruker Vector 22 FT-IR

Varian MAT 311 A (CI,NH3)
Varian MAT 8200 (FAB)
ESI, Institut fiir Anorganische Chemie,

Universitit Diisseldorf

MicroCal MCS-ITC, Institut fiir Pharmazeu-
tische Chemie, Universitdt Marburg

Pharmazeutisches Institut der Heinrich-Heine-

Universitit, Diisseldorf

Schmelzpunktapparatur Biichi 510

Kieselgel 60 (230-400 Mesh ASTM), Merck

Kieselgel 60 F254 auf Aluminumfolie, Merck

25 ul, 50 pl, 100 pl, 1 ml, 2,5 ml, 5 ml, 10 ml,
alle gasdicht, Hamilton
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4.2 Verwendete Chemikalien

Acros:

Aldrich:

Fluka:

Griissing:

Lancaster:

Merck:

Acetonitril

konz. Salzsdure p. a.

1,5-bis(p-Amidinophenoxy)pentan-bis(2-hydroxyethanesulfonat
Salz) (Pentamidin)

L-Argininmethylesterdihydrochlorid
1,3,5-Benzoltricarbonsiure

1-Brombutan

p-tert-Butylphenol

4',6-Diamidino-2-phenylindole Dihydrochlorid (DAPI)
Diphenylether

Lithiumbromid

L-Lysinmethylesterdihydrochlorid

Kaliumphthalimid

18-Krone-6

m-Phenylendiamin

p-Phenylendiamin

Tetrabutylammoniumhydroxidlosung (1 molar in Methanol)
1,4,7-Triazacyclononantrihydrochlorid
Tris(aminoethyl)amin

m-Xylylendiamin

p-Xylylendiamin

Hydrazinhydrat

2-Hexanon

Kaliumhydroxid

L-Histidinmethylesterdihydrochlorid

3,5-Dimethylbenzoesduremethylester

Aluminiumtrichlorid
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Benzoylperoxid
N-Bromsuccinimid
Lithiumaluminiumhydrid
Natriumazid
Paraformaldehyd
Phosphorséure
Phosphortribromid
Salpetersdure (rauchend)

Trimethylphosphit

Riedel-de-Haen: Phenol
Formaldehydlosung 37%,

Die eingesetzten Losungsmittel wurden vor Gebrauch destilliert und, falls erforderlich, nach
den in der Literatur gédngigen Verfahren getrocknet. Tetrahydrofuran wurde unter Argon tiber

Lithiumaluminiumhydrid autbewahrt und jeweils frisch destilliert.
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4.3 Synthesen

4.3.1 17,17,40,40-Tetramethyl-1,10,24,33-tetraoxy[2](2,6)pyridino[2.1]paracyclo[2](2,6)-
pyridino[2.1]paracyclophan-12,20,35,43-tetraphosphonicsiuremonoethylester

Tetralithiumsalz 3

146.7 mg (0.1215 mmol) des Macrocyklus 2, 46.3 mg (0.533 mmol, 4.1 eq.) Lithiumbromid
werden mit 7 ml trockenem 2-Hexanon zusammengegeben und unter Argonatmosphire fiir
120 Stunden bei 100°C erhitzt. Der entstehende Niederschlag wird abfiltriert, mit 2-Hexanon
gewaschen und das entstandene Salz mittels Dialyse gereinigt. Danach enthilt das Produkt

nur noch Spuren Lithiumbromid.

Ausbeute: 116 mg (0.10 mmol, 85%)

"H-NMR (500 MHz, CD;OD): & = 1.13 (t, 12 H, J = 7.3 Hz, CH;CH,0), 1.64 (s, 12 H,
CH;C), 3.81 (g, 8 H, J = 7.0 Hz, CH;CH:0), 5.26 (s, 8 H, CH,0), 6.76 und 6.90 (m, 2 x 4
Harom.), 7.69 (d, 4 Hyy, J = 6.9 Hz), 7.76 (t, 2 Hyy, T = 6.9 Hz), 7.86 (n, 4 Harom).

BC-NMR (125 MHz, CD;0D): 3 = 17.44 (s), 31.87 (s), 39.00 (s), 43.37 (s), 61.74 (d, 5.0
Hz), 113.75 (d, 8.8 Hz), 122.36 (s), 123.92 (s), 125.31 (s), 129.36 (d, 82.3 Hz), 132.39 (s),
133.58 (d, 6.8 Hz), 139.68 (s), 144.36 (d, 12.5 Hz), 159.01 (d, 42,3 Hz).

P_NMR (200 MHz, CD;OD): 5= 12.85.

Infrarotspektrum (Film): = = 2973 (v-Alkyl-CHs), 1635/1601/1579 (v-C=C Aromat), 1484,
1454 (6-CH; und 6-CHj3), 1386 (8-C(CH3),), 1292 (v-P=0 Phosphonséure), 1236, 1127, 1049
(v-P-O Phosphonséurediester), 1104 (v-C-O-C Ether), 878, 854 (isol. arom. &-C-H), 772 (3
ben. arom. C-H), 669 (6-CH,).

Massenspektrum (FAB, Glycinmatrix, Xe): m/z = 1125 (M + Li").

Schmelzpunkt: konnte nicht bestimmt werden, da tiber 255 °C.
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Elementaranalyse: Berechnet fiir Cs;HsgN>O;6P4Lig:
Berechnet: C 55.83; H 5.23; N 2.50;
Gefunden: C54.71; H5.45; N 2.08.

4.3.2 m-Xylylendiamino-bis(3,5-bis-(dimethoxyphosphorylmethyl)benzoesaure)diamid 9

57.7 mg (0.28 mmol, 1 eq) m-Xylylendiammoniumdihydrochlorid werden zusammen mit 2.2
eq (209.9 mg, 0.62 mmol) 3,5-Di(methoxyphosphorylmethyl)benzoesdure 8, 2.2 eq (170 mg,
0.67 mmol) Bop-Cl und 6.4 eq (228.7 mg, 1.77 mmol) Diisopropylethylamin in 25 ml
absolutem Dichlormethan gelost und fiir vier Tage bei Raumtemperatur geriihrt. Mittels
Diinnschichtchromatographie wird der Verlauf der Reaktion verfolgt. Nach Beendigung der
Kopplungsreaktion wird das Losungsmittel abgezogen und das entstandene hochviskose Ol
wird sdulenchromatographisch mit Methanol/Dichlormethan 1:10 an Kieselgel 60 gereinigt

(Rf=0.10).

Ausbeute: 165.5 mg (0.20 mmol, 71 %).

'H NMR (500 MHz, CD;0D): &3.37 (d, 8 H, J=21.71 Hz), 3.75 (d, 24 H, J = 10.79 Hz),
4.65 (s, 4 H), 7.20 — 7.70 (m, 4H), 7.33 (s, 4 H), 7.71 (s, 2 H).

BC NMR (75 MHz, CD;0D):  33.23 (d, 131 Hz), 39.28, 52.66 (d, 41 Hz), 125.82, 126.30,
127.22, 129.76, 132.57, 140.79, 145.05, 169.48.

3P NMR (202 MHz, CD;0D):  30.79.

Infrarotspektrum (KBr-Preflling): = = 3406 (N-H-Valenzschw.), 1597, 1456 (Ringschw.),
1402 (P-O-Alkyl), 1224 (P=0), 1050 (P-O-CH3), 783 (3 benachberte C-H).

Massenspektrum (CI, NHj3, 200°C): m/z = 850 (M + NHj).
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Elementaranalyse: Berechnet fiir C34H4gN>O14Py:
Berechnet: C, 49.05, H, 5.81, N, 3.36;
Gefunden: C, 49.55, H, 5.97; N, 3.09.

4.3.3 m-Phenylendiamino-bis(3,5-bis-(dimethoxyphosphorylmethyl)benzoesiure)diamid
10

21.9 mg (0.20 mmol, 1 eq) m-Phenylendiamin werden zusammen mit 2.2 eq (150.2 mg, 0.45
mmol) 3,5-Di(methoxyphosphorylmethyl)benzoesdure 8, 2.2 eq (115 mg, 0.45 mmol) Bop-Cl
und 4.4 eq (114.8 mg, 0.89 mmol) Diisopropylethylamin in 25 ml absolutem Dichlormethan
gelost und fiir fiinf Tage bei Raumtemperatur geriihrt. Mittels Diinnschichtchromatographie
wird der Verlauf der Reaktion verfolgt. Nach Beendigung der Kopplungsreaktion wird das
Losungsmittel abdestilliert und der entstandene Feststoff Sdulenchromatographisch an

Kieselgel 60 mit Methanol/Dichlormethan 1:10 gereinigt (Rf = 0.12).

Ausbeute: 110.8 g (0.14 mmol, 68 %)

'H NMR (500 MHz, CD;0OD): & 3.30 (d, 8 H, J = 22.07 Hz), 3.64 (d, 24 H, J = 10.88 Hz),
7.28 - 7.40 (m, 4 H), 7.81 (s, 4 H), 8.21 (s, 2 H).

BC NMR (75 MHz, CD;0D): 5 32.79(d, 121 Hz), 55,26 (d, 35 Hz), 115.56, 118.90, 129.22,
130.52, 132.05, 136.04, 137.66, 140.76, 168.65.

3P NMR (202 MHz, CD;0D):  30.84.

Infrarotspektrum (KBr-PreBling): = = 3384 (N-H-Valenzschw.), 1601, 1485 (Ringsschw.),
1403 (P-O-Alkyl), 1205 (P=0), 1050 (P-O-CHj3).

Massenspektrum (CI, NH3, 200°C): m/z = 822 (M + NHj).

Schmelzpunkt: 223 °C.
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Elementaranalyse: Berechnet fiir C3,H44N,O14Py:
Berechnet: C,47.77,H, 5.51, N, 3.48;
Gefunden: C, 47.48, H, 5.82; N, 3.01.

4.3.4 p-Phenylendiamino-bis(3,5-bis-(dimethoxyphosphorylmethyl)benzoesiure)diamid
11

24.0 mg (0.22 mmol, 1 eq) p-Phenylendiamin werden zusammen mit 2.2 eq (169.3 mg, 1.99
mmol) 3,5-Di(methoxyphosphorylmethyl)benzoesédure 8, 2.2 eq (127.5 mg, 0.5 mmol) Bop-
Cl und 44 eq (1359 mg, 1.05 mmol) Diisopropylethylamin in 25 ml absolutem
Dichlormethan gelost und fiir fiinf Tage bei Raumtemperatur geriihrt. Mittels
Diinnschichtchromatographie wird der Verlauf der Reaktion verfolgt. Nach Beendigung der
Kopplungsreaktion wird das Losungsmittel am Rotationsverdampfer abgezogen und der
entstandene Feststoff mit Kieselgel 60 sdulenchromatographisch mit einem Gemisch von

Methanol/Dichlormethan 1:10 gereinigt (Rf=0.11).

Ausbeute: 112 mg (0.14 mmol; 63 %)

'H NMR (500 MHz, CD;0D): & 3.30 (d, 8 H, J =21.91 Hz), 3.65 (d, 24 H, J = 10.88 Hz),
7.53 (s, 4 H), 7,77 (s, 4H), 7.81 (s, 2 H).

13C NMR (75 MHz, CD;OD): &32.74 (d, 133 Hz), 55.23 (d, 45 Hz), 105.18, 122.95, 129.21,
134.12, 136.03, 136.84, 137.61, 140.05, 168.48.

P NMR (202 MHz, CD;0D): 5 30.83.

Infrarotspektrum (KBr-PrefBling): = = 3417 (NH-Valenzschw.), 1556, 1470 (Ringschw.),
1395 (P-O-Alkyl), 1181 (P=0), 1037 (P-O-CHj3).

Massenspektrum (CI, NH3, 200°C): m/z = 822 (M + NHs).

Schmelzpunkt: Der Schmelzpunkt liegt oberhalb 255 °C und konnte nicht ermittelt werden.
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Elementaranalyse: Berechnet fiir C3;H44N>O14Py:
Berechnet: C, 47.77, H, 5.51, N, 3.48;
Gefunden: C, 48.01, H, 5.23; N, 3.25.

4.3.5 p-Xylylendiamino-bis(3,5-bis-(dimethoxyphosphorylmethyl)benzoesiure)diamid 12

59.2 mg (0.28 mmol, 1 eq) p-Xylylendiaminhydrochlorid werden zusammen mit 2.2 eq
(215.3 mg, 0.64 mmol) 3,5-Di(methoxyphosphorylmethyl)benzoesdure 8, 2.2 eq (175 mg,
0.69 mmol) Bop-Cl und 6.4 eq (235.1 mg, 1.82 mmol) Diisopropylethylamin in 25 ml
absolutem Dichlormethan gelost und fiir vier Tage bei Raumtemperatur geriihrt. Mittels
Diinnschichtchromatographie wird der Verlauf der Reaktion verfolgt. Nach Beendigung der
Kopplungsreaktion wird das Losungsmittel abgezogen und der entstandene Feststoff
sdulenchromatographisch mit Methanol/Dichlormethan 1:10 an Kieselgel 60 gereinigt (Rf =
0.09)

Ausbeute: 135 mg (0.16 mmol, 58 %).

'H NMR (500 MHz, CD;0D): & 3.37 (d, 8 H, J=20.11 Hz), 3.73 (d, 24 H, J = 10.79 Hz),
4.70 (s, 4 H), 7.25 (s, 4H), 7.38 (s, 4 H), 7.65 (s, 2 H).

BC NMR (75 MHz, CD;0D): § 32.72 (d, 126 Hz), 39.87, 52.66 (d, 41 Hz), 127.16, 129.56,
131.95, 132.57, 140.44, 145.06, 169.98.

3P NMR (202 MHz, CD;0D):  30.79.

Infrarotspektrum (KBr-PrefBling): = = 3422 (NH-Valenzschw.), 1560, 1479 (Ringschw.),
1407 (P-O-Alkyl), 1253 (P=0), 1062 (P-O-Me).

Massenspektrum (CI, NHj3, 200°C): m/z = 850 (M + NHj).

Schmelzpunkt: Der Schmelzpunkt liegt oberhalb 255 °C und konnte nicht ermittelt werden.
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Elementaranalyse: Berechnet fiir C34H4gN>O14Py:
Berechnet: C, 49.05, H, 5.81, N, 3.36;
Gefunden: C, 49.95, H, 5.03; N, 2.99.

4.3.6 m-Xylylendiamino-bis(3,5-bis-(hydroxymethoxyphosphorylmethyl)benzoesiure)-
diamid Tetra(tetrabutylammonium)salz 13

106.7 mg (0.13 mmol) des m-Xylylentetraphosphonats 9 werden in 7 ml iiber Molsieb 3A

getrocknetem 2-Hexanon suspendiert, mit 44.7 mg (0.52 mmol, 4 eq) trockenem

Lithiumbromid versetzt und bei 110°C Olbadtemperatur erhitzt. Nach dem Einrotieren des

Losungsmittels wird der entstandene Riickstand in 7 ml trockenem Acetonitril aufgenommen

und erneut fiir 16 h unter Riickflufl gekocht. Der entstandene Niederschlag wird abfiltriert und

mit Acetonitril gewaschen und umkristallisiert.

Ausbeute: 70.8 mg (0.088 mmol; 69 %)

'H NMR (500 MHz, CD;0D): &2.99 (d, 8 H, J=20.71 Hz), 3.50 (d, 12 H, J = 10.54 Hz),
4.57 (s, 4 H), 7.28 - 7.40 (m, 4H), 7.33 (s, 4 H), 7.63 (s, 2 H).

13C NMR (75 MHz, CD;OD): & 33.14 (d, 133Hz), 39.28, 52.28 (d, 44 Hz), 125.92, 126.33,
127.22, 132.66, 134.22, 138.76, 140.79, 146.36, 169.48.

3P NMR (202 MHz, CD;0D): 5 22.28.

Infrarotspektrum (KBr-Prefiling): = = 3423 (N-H-Valenzschw.), 1638 (C=C-Valenzschw.,
Aromat), 1598 (Ringschw.), 1069 (P-O-CHj3), 803, 702 (1,3 disubst. Aromat).

Massenspektrum (FAB, Glycinmatrix, Xe): m/z = 808 (M + Li").

Schmelzpunkt: Der Schmelzpunkt liegt oberhalb 255 °C und konnte nicht ermittelt werden.
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Elementaranalyse: Berechnet fiir C3oH3¢L14N,O;4P4+ LiBr:
Berechnet: C, 40.62, H, 4.09, N, 3.16;
Gefunden: C, 40.28, H, 3.97; N, 3.22.

4.3.7 m-Phenylendiamino-bis(3,5-bis-(hydroxymethoxyphosphorylmethyl)benzoesaure)-

diamid Tetra(tetrabutylammonium)salz 14
108.9 mg (0.13 mmol) des m-Phenylentetraphosphonats 10 werden in 10 ml iiber Molsieb 3A
getrocknetem 2-Hexanon suspendiert, mit 52.9 mg (0.61 mmol, 4 eq) trockenem
Lithiumbromid versetzt und 16 bei 110°C Olbadtemperatur gekocht. Das Losungsmittel wird
im Vakuum entfernt und der entstandene Riickstand in 9 ml trockenem Acetonitril

aufgenommen und erneut fiir 16 h unter RiickfluB gekocht. Der entstandene Niederschlag

wird abfiltriert und mit Acetonitril gewaschen und umkristallisiert.

Ausbeute: 77.34 mg (0.10 mmol; 74 %).

"H NMR (500 MHz, CD;0OD): & 3.04 (d, 8 H, J = 20.65 Hz), 3.53 (d, 12 H, J = 10.4 Hz),
7.47 —7.71 (m, 4 H), 7.95 (s, 2 H), 8.24 (s, 2 H).

3C NMR (75 MHz, CD;0D): 8 35.51 (d, 126 Hz), 57.29 (d, 41 Hz), 104.85, 113.23, 127.32,
129.94, 135.88, 137.48, 140.62, 169.81.

3P NMR (202 MHz, CD;0D): 522.29.

Infrarotspektrum (KBr-Prefling): = = 3423 (N-H-Valenzschw.), 1655 (C=C-Valenzschw.,
Aromat), 1543 (Ringschw.), 1063 (P-O-CHs), 804, 650 (1,3 disubst. Aromat).

Massenspektrum (FAB, Glycinmatrix, Xe): m/z =779 (M + Li").

Schmelzpunkt: Der Schmelzpunkt liegt oberhalb 255 °C und konnte nicht ermittelt werden.
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Elementaranalyse: Berechnet fiir CsH3,Li14N,014P4+ LiBr:
Berechnet: C, 39.15, H, 3.75, N, 3.26;
Gefunden: C, 39.55, H, 3.97; N, 3.08.

4.3.8 p-Phenylendiamino-bis(3,5-bis-(hydroxymethoxyphosphorylmethyl)benzoesiure)-

diamid Tetra(tetrabutylammonium)salz 15

157.5 mg (0.2 mmol) p-Phenylentetraphosphonat 11 werden in 10 ml iiber Molsieb 3A
getrocknetem 2-Hexanon suspendiert, mit 4 eq (75,5 mg, 0.87 mmol) trockenem
Lithiumbromid versetzt und 14 Stunden bei 110°C Olbadtemperatur unter RiickfluB erhitzt.
Nach dem Einrotieren des Losungsmittels wird der entstandene Riickstand in 9 ml trockenem
Acetonitril aufgenommen und erneut fiir 16 Stunden unter Riickflufl gekocht. Der entstandene

Niederschlag wird abfiltriert, mit Acetonitril gewaschen und umkristallisiert.

Ausbeute: 117.9 mg (0.15 mmol; 78%)

'H NMR (500 MHz, CD;OD): 3.04 (d, 8 H, J = 20.65 Hz), 3.53 (d, 12 H, J = 10.4 Hz),
7.48 (s, 4 H), 7.70 (s, 2 H), 7.76 (s, 4 H).

13C NMR (75 MHz, CD;0D): & 33.14 (d, 133 Hz), 52.57 (d, 37 Hz), 122.73, 130.26, 132.80,
139.59, 145.58, 169.96.

3P NMR (202 MHz, CD;0D): 522.28

Infrarotspektrum (KBr-Preflling): = = 3423 (NH-Valenzschw.), 2957 (C-H-Valenzschw.),
1655 (C=C-Valenzschw., Aromat), 1600 (Ringschw.), 1405 (CH,-Def.-schw.), 1190 (C-N-
Valenzschw.), 1070 (P-O-CHj;), 836 (1,4-subst. Aromat).

Massenspektrum (FAB, Glycinmatrix, Xe): m/z =779 (M + Li").

Schmelzpunkt: Der Schmelzpunkt liegt oberhalb 255 °C und konnte nicht ermittelt werden.
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Elementaranalyse: Berechnet fiir C,sH3,Li14N,04P4 + LiBr:
Berechnet: C, 39.15, H, 3.75, N, 3.26;
Gefunden: C, 39.33, H, 3.56; N, 3.42.

4.3.9 p-Xylylendiamino-bis(3,5-bis-(hydroxymethoxyphosphorylmethyl)benzoesiure)-
diamid Tetra(tetrabutylammonium)salz 16

100.8 mg (0.12 mmol) des p-Xylylentetraphosphonats 12 werden in 6 ml iiber Molsieb 3A
getrocknetem 2-Hexanon suspendiert, mit 4 eq (51.8 mg, 0.60 mmol) trockenem
Lithiumbromid versetzt und 16 bei 110°C Olbadtemperatur gekocht. Nach dem Einrotieren
des Losungsmittels wird der entstandene Riickstand in 5 ml trockenem Acetonitril
aufgenommen und erneut fiir 16 h unter RiickfluB gekocht. Der entstandene Niederschlag
wird abfiltriert und mit Acetonitril gewaschen und umkristallisiert.

Ausbeute: 53.3 mg (0.067 mmol; 55 %)

"H NMR (500 MHz, CD;OD): & 3.01 (d, 8 H, J = 20.37 Hz), 3.49 (d, 12 H, J = 10.4 Hz),
4.57 (s, 4 H), 7.37 (s, 4 H), 7.79 (s, 2 H), 7.80 (s, 4 H).

3C NMR (75 MHz, CD;0D): & 33.04 (d, 133 Hz), 40.87, 52.57 (d, 37 Hz), 127.73, 131.26,
133.70, 139.01, 140.44, 146.36, 169.96.

3P NMR (202 MHz, CD;0D): 5 22.28.

Infrarotspektrum (KBr-Prefling): = = 3423 (N-H-Valenzschw.), 1638 (C=C-Valenzschw.,
Aromat), 1598 (Ringschw.), 1069 (P-O-CHs), 803, 702 (1,3 disubst. Aromat).

Massenspektrum (FAB, Glycinmatrix, Xe): m/z = 808 (M + Li").

Schmelzpunkt: Der Schmelzpunkt liegt oberhalb 255 °C und konnte nicht ermittelt werden.
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4.3.10 1,3,5-Tris(dimethoxyphosphorylmethyl)-2,4,6-trimethylbenzen

1.00 g (2.51 mmol) 1,3,5-Tris(bromomethyl)-2,4,6-trimethylbenzen werden in 50 ml
Trimethylphosphit gelost und fiir 12 Stunden unter RiickfluB gekocht. Nach dem entfernen
des Losungsmittels entsteht ein farbloses Ol, welches an Kieselgel 60

sdulenchromatographisch mit Chloroform/Methanol 9:1 gereinigt wird (Rf = 0.33).

Ausbeute: 0.91 g (1.87 mmol; 74%)

"H NMR (200 MHz, CDCls): 5 =2.44 (s, 9 H), 3.38 (d, J = 23.5 Hz, 6 H), 3.64 (d, J = 10.7
Hz, 18 H).

3C NMR (75 MHz, CDCL3): & = 18.10, 25.61 (d, Jcp = 130.2 Hz), 52.50 (d, Jcp = 40 Hz),
130.58, 138.80.

3P NMR (202 MHz, CDCl5): 8= 30.74.

Infrarotspektrum (KBr-Preflling): = = 2955, 2918 (ges. Kohlenwasserstoff), 2854
(OCH3;), 1603 (Aromat/Ringschw.), 1459, 1425 (CH;-, CHs-Def.-schw.), 1249, 1186, 1040
(P-O Phosphonsidureester.

Massenspektrum (CI, NH3): m/z =504 (M + NHy', 90%), 487 (M + H', 35%).
Elementaranalyse: Berechnet fiir C;sH3309Ps5:

Berechnet: C, 44.45, H, 6.84;
Gefunden: C, 44.30, H, 6.99.
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4.3.11 1,3,5-Tris(hydroxymethoxyphosphorylmethyl)-2,4,6-trimethylbenzen Tris(tetra-

butylammonium) Salz 26

251,4 mg (0.516 mmol) 1,3,5-Tris(dimethoxyphosphorylmethyl)-2.4,6-trimethylbenzene
werden in 15 ml Wasser gelost, mit 3.0 Aquivalenten einer 40%igen wiBrigen
Tetrabutylammoniumhydroxidldsung versetzt und fiir drei Wochen unter Argonatmosphire
und *'P-NMR-Reaktionskontrolle bei 160°C Olbadtemperatur unter RiickfluB gekocht. Nach
der Entfernung des Losungsmittels wird der feste Riickstand in Chloroform aufgenommen
und die Losung mit Magnesiumsulfat getrocknet, abfiltriert und bis zur Trockne eingeengt.

Der entstandene Riickstand wird im Olpumpenvakuum vollstindig getrocknet.

Ausbeute: 0.392 mg (0.336 mmol; 65%)

"H NMR (500 MHz, CDCls): 8= 0.99 (t, J = 7.3 Hz, 36 H), 1.43 (sextet, J = 7.6 Hz, 24 H),
1.63 (m, 24 H), 2.56 (s, 9 H), 3.13 (d, J = 20.5 Hz, 6 H), 3.29 (m, 24 H), 3.57 (d, /= 10.4 Hz,
9 H).

BC NMR (125 MHz, CDCly): 8 = 13.76, 18.01, 19.72, 24.09, 34.87 (d, 'Jep = 124.2 Hz),
51.68 (d, *Jep = 5.0 Hz), 58.30, 128.18, 136.49.

3P NMR (505 MHz, CDCl;): 5= 19.88.

Infrarotspektrum (KBr-Prefiling): = = 2962, 2876 (ges. Kohlenwasserstoff), 2500
(NBuy"), 1651, 1600, 1488 (Aromat/Ringschw.), 1462, 1382 (CH,-, CHj;-Def.-schw.),
1234/1055 (P-O Phosphonsiureester).

Massenspektrum (FAB,Glycinmatrix,Xe): m/z = 1168 (M + H', 56 %), 242 (NBuy", 100
%)

Elementaranalyse: Berechnet fiir Cg3H3,N309P3 + 4 H,O:
Berechnet: C, 60.99, H, 11.37, N, 3.39;
Gefunden: C, 61.19,H, 11.47, N, 3.78.
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4.3.12 1,3,5-Tris(phthalimidomethyl)benzol

357.6 mg (1.002 mmol) 1,3,5-Tris(brommethyl)benzen werden zusammen mit 3.6
Aquivalenten Kaliumphthalimid (671.5 mg; 3.625 mmol) und 0.3 Aquivalenten 18-Krone-6
(81.2 mg; 0.307 mmol) in 8 ml absolutem Toluol unter Argonatmosphére fiir 24 h auf 100 °C
erhitzt. Nach dem Abkiihlen gibt man 50 ml destilliertes Wasser auf den Reaktionsansatz,
trennt die organische Phase ab und extrahiert die wélrige Phase mit Methylenchlorid. Die
vereinigten organischen Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet, eingeengt und der
entstandene ~ Niederschlag  sdulenchromatographisch  an  Kieselgel 60  mit

Methylenchlorid/Aceton 20:1 gereinigt (R¢= 0.55).

Ausbeute: 395.5 mg (0.71 mmol; 71 %)

"H-NMR ( 500 MHz, CD,Cl/CDCls): & = 4.78 (s, 6 H), 7.35 (s, 3 H), 7.74-7.67 (m, 6 H),
7.87-7.78 (m, 6 H).

3C NMR (125 MHz, CD,Cl, / CDCL): & 13.16, 40.23, 122.40, 126.68, 133.07, 136.50,
166.95.

Infrarotspektrum (KBr-Preflling): = = 1772, 1716 (C=0O Carbonylverbdg.), 1611, 1497
(Aromat/Ringschw.), 730 (4 benachbarte aromatische d-C-H), 796 (isoliertes aromatisches &-
C-H).

Massenspektrum (CI, NH3, 200 °C): m/z = 573 (M + NH,", 100 %).
Schmelzpunkt: Der Schmelzpunkt liegt oberhalb 255 °C und konnte nicht ermittelt werden.
Elementaranalyse berechnet fiir C33H9N304:

berechnet: C, 71.34, H, 3.81, N, 7.56;
gefunden: C, 71.46, H, 3.70, N, 7.58.
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4.3.13 1,3,5-Tris(aminomethyl)benzen Trihydrochlorid 32

550 mg (0.99 mmol) 1,3,5-Tris(phthalimidomethyl)benzol werden in einer heilen 2:1
Mischung aus Ethanol/Toluen geldst und mit 6 Aquivalenten Hydrazinhydrat geldst und fiir
72 Stunden unter RiickfluB geriihrt. Die Reaktionslosung wird einrotiert, der entstehende
Niederschlag in Diethylether suspendiert und mit einer kalten 40%igen Losung von
Kaliumhydroxid vier mal ausgeschiittelt. Die vereinigten organischen Phasen werden mit
Natriumsulfat getrocknet und anschliefend abfiltriert. In die Losung wird trockenes
Chlorwasserstoffgas eingeleitet, wobei ein gelber Niederschlag entsteht, der abfiltriert und

getrocknet wird.
Ausbeute: 86.7 mg (0.52 mmol; 53 %)
'"H NMR (500 MHz, CD;0D): 54.22 (s, 6 H), 7.67 (s, 3 H).
3C NMR (125 MHz, CD;OD): 543.81, 131.73, 136.37.
Massenspektrum (CI, NH3, 200 °C, der freien Base): m/z =183 (M + NH,", 100 %).
Schmelzpunkt: 102°C
Elementaranalyse berechnet fiir CoH;3CIl3Ni:

berechnet: C, 39.58, H, 6.64, N, 15.39;

gefunden: C, 39.22  H, 6.45, N, 15.56.
4.3.14 1,3,5-Tris(phthalimidomethyl)-2,4,6-trimethylbenzen
560 mg (1,40 mmol) 1,3,5-Tris(brommethyl)-2,4,6-trimethylbenzen werden zusammen mit
3.6 Aquivalenten Kaliumphthalimid (678 mg; 3.66 mmol) und 0.3 Aquivalenten 18-Krone-6
(72.0 mg; 3.59 mmol) in 8 ml absolutem Toluol unter Argon-Atmosphére fiir 24 h auf 100 °C
erhitzt. Nach dem Abkiihlen gibt man 50 ml destilliertes Wasser auf den Reaktionsansatz,

trennt die organische Phase ab und extrahiert die wélrige Phase mit Methylenchlorid. Die

vereinigten organischen Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet, eingeengt und der
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entstandene ~ Niederschlag  sdulenchromatographisch  an  Kieselgel 60  mit

Methylenchlorid/Aceton 20:1 gereinigt (R = 0.6).

Ausbeute: 0.688 mg (1.15 mmol; 82 %)

"H-NMR (500 MHz, CD,Cl, / CDCLy): 82.42 (s, 9 H), 3.57 (s, 6 H), 7.60 - 7.69 (AA'BB").

BC NMR (125 MHz, CD,Cl, / CDClLy): 8 16.27, 37.54, 122.23, 128.39, 131.01, 132.92,
137.34, 171.03.

Infrarotspektrum (KBr-Prefiling): = = 1772, 1716 (C=0 Carbonylverbdg), 1611, 1497
(Aromat/Ringschw.), 1469, 1388 (CH;-, CH3-Def.-schw.).

Massenspektrum (CI, NH3, 200 °C): m/z = 615 (M + NH,", 100 %).

Schmelzpunkt: Der Schmelzpunkt liegt oberhalb 255 °C und konnte nicht ermittelt werden.

Elementaranalyse berechnet fiir C36H,7N304:
berechnet: C, 72.41, H, 4.56, N, 7.04;
gefunden: C, 72.26, H, 4.45, N, 6.88.

4.3.15 1,3,5-Tris(aminomethyl)-2,4,6-trimethylbenzen Trihydrochlorid 31

452 mg (0.76 mmol) 1,3,5-Tris(phthalimidomethyl)-2,4,6-trimethylbenzen werden in einer
heiBen 2:1 Mischung aus Ethanol/Toluen geldst, mit 6 Aquivalenten Hydrazinhydrat versetzt
und flir 72 Stunden unter Riickflul geriihrt. Die Reaktionslosung wird einrotiert, der
entstehende Niederschlag in Diethylether suspendiert und mit einer kalten 40%igen Losung
von Kaliumhydroxid vier mal ausgeschiittelt. Die vereinigten organischen Phasen werden mit
Natriumsulfat getrocknet und anschlieBend abfiltriert. In die Losung wird trockenes
Chlorwasserstoffgas eingegast, wobei ein gelber Niederschlag entsteht, der abfiltriert und

getrocknet wird.

Ausbeute: 97 mg (0.47 mmol; 62 %)
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"H NMR (500 MHz, CD;0D): 32.56 (s, 9 H), 4.36 (s, 6 H).
C NMR (125 MHz, CD;0D): 5 17.14, 38.90, 131.34, 141.29.
Massenspektrum (CI, NH3, 200 °C, der freien Base): m/z =225 (M + NH,", 100 %).
Schmelzpunkt: 108°C.
Elementaranalyse berechnet fiir C;,H,4CI3Ni:

berechnet: C, 45.74, H, 7.68, N, 13.34;

gefunden: C, 45.46, H, 7.73, N, 13.45.
4.3.16 1,3,5-Tris(I N-pyrazolylmethyl)benzen 34
0.99 g (2.77 mmol) 1,3,5-Tris(bromomethyl)benzen werden mit 0.638 g (9.38 mmol) Pyrazol,
vier Tropfen 40%ige wiBrige Tetrabutylammoniumhydroxidldsung, 10 ml 40%ige waBrige
Natriumhydroxidldsung, 40 ml Benzen versetzt und fiir 48 Stunden unter Riickflull gekocht.
Die organische Phase wird abgetrennt, iiber Natriumsulfat getrocknet und bis zur Trockne
einrotiert. Der entstandene Riickstand wird in Methanol aufgenommen und mit einem
UberschuB wiBriger Salzsiure versetzt und einrotiert, wobei das feste Hydrochlorid Salz im
Vakuum entsteht.

Ausbeute: 0.794 g (2.49 mmol; 90%)

'H NMR (500 MHz, CD;0D): &= 5.34 (s, 6 H), 6.36 (t, J = 2.2 Hz, 3 H), 7.58 (m, 3 H), 7.72
(d, J=2.2Hz, 3 H), 8.21 (s, 3 H).

3C NMR (125 MHz, CD;0OD): & 56.16, 105.90, 129.10, 138.43, 140.10, 145.87.

Massenspektrum (FAB, Glycerinmatrix, Xe, der freien Base): m/z =319 (M + H", 62%).

Schmelzpunkt: Der Schmelzpunkt liegt oberhalb 255 °C und konnte nicht ermittelt werden.
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Elementaranalyse berechnet fiir C;gH,CI3Ne:
berechnet: C, 50.54, H, 4.95, N, 19.65;
gefunden: C, 50.42, H, 4.73, N, 19.85.

4.3.17 1,3,5-Tris(I/ N-pyrazolylmethyl)-2,4,6-trimethylbenzen 33

0.753 g (1,89 mmol) 1,3,5-Tris(bromomethyl)-2,4,6-trimethylbenzen werden mit 0.444 g
(6.52 mmol) Pyrazol, vier Tropfen 40%ige wilrige Tetrabutylammoniumhydroxidldsung, 10
ml 40%ige walrige Natriumhydroxidldsung, 40 ml Benzen versetzt und fiir 48 Stunden unter
Riickflul gekocht. Die organische Phase wird abgetrennt, tiber Natriumsulfat getrocknet und
bis zur Trockne einrotiert. Der entstandene Riickstand wird in Methanol aufgenommen und
mit einem UberschuB wiBriger Salzsdure versetzt und einrotiert, wobei das feste

Hydrochlorid Salz im Vakuum entsteht.

Ausbeute: 0.586 g (1.63 mmol; 86%)

'H NMR (500 MHz, CD;0D): = 2.32 (s, 9 H), 5.69 (s, 6 H), 6.61 (m, 3 H), 7.91 (d, J= 2.2
Hz, 3 H), 7.99 (d, J= 2.2 Hz, 3 H).

BC NMR (125 MHz, CD;0D): &= 17.42, 48.10, 105.90, 129.10, 138.43, 139.40, 140.92.
Massenspektrum (FAB, Glycerinmatrix, Xe, der freien Base): m/z =361 (M + H", 55%)
Schmelzpunkt: Der Schmelzpunkt liegt oberhalb 255 °C und konnte nicht ermittelt werden.
Elementaranalyse berechnet fiir C,;H24Ng:

berechnet: C, 70.02, H, 6.72, N, 23.33;
gefunden: C, 70.12, H, 6.73, N, 23.45.
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4.3.18 25,26,27,28-Tetrabutoxy-5,11,17,23-tetra(dimethoxyphosphorylmethyl)-

calix[4]aren 42

1.30 g (1.54 mmol) 25,26,27,28-Tetrabutoxy-5,11,17,23-tetra(chloromethyl)-calix[4]aren 41
werden in 60 ml Trimethylphosphit geldst und fiir 7 Tage bei 180°C Olbadtemperatur unter
RiickfluB und *'P-Reaktionskontrolle gekocht. Das Losungsmittel wird im Olpumpenvakuum
bei 60°C abgezogen und der entstandene Feststoff wird sdulenchromatographisch an

Kieselgel 60 mit Methanol:Chloroform (1:9) gereinigt. (Rf = 0.33)

Ausbeute: 1.28 g (1.13 mmol; 73 %).

"H NMR (200 MHz, CDCls): 8 0.99 (t, 12 H, J = 7.53 Hz), 1.42 (m, 8 H, J = 7.65 Hz), 1.88
(m, 8 H,J =7.28 Hz), 2.81 (d, 8 H,J =21.21 Hz), 3.17 (d, 4 H, ] = 9.41 Hz), 3.59 (d, 24 H, J

=10.66 Hz), 3.85 (t, 8 H, J = 7.53 Hz), 4.38 (d, 4 H, J = 13.05), 6.57 (dt, 8 H, J = 2.51).

13 C NMR (75 MHz, CDCl3): & 13.06, 18.30, 29.84, 30.60, 31.45 (d, 132 Hz) , 51.74 (d, 41
Hz), 73.92, 122.87, 128.41, 134.06, 154.74.

3P NMR (202 MHz, CD;0D): 3 30.62.

Infrarotspektrum (KBr-PreBling): = = 2957, 2857 (ges. Kohlenwasserstoff), 1603
(Aromat/Ringschw.), 1467, 1348 (CH,-, CH3-Def.-schw.), 1256 (P=0), 1213 (arom. Ether),
1030 (P-O-CHs), 855 (isol. arom. H).

Massenspektrum (FAB, Glycerinmatrix, Xe): m/z = 1138 (M + H").

Schmelzpunkt: 136 °C

Elementaranalyse berechnet fiir Cs¢HgqO16P4:

berechnet: C, 59.15, H, 7.45;
gefunden: C, 59.44, H, 7.63.
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4.3.19 25,26,27,28-Tetrabutoxy-5,11,17,23-tetra(hydroxyphosphorylmethyl)-calix|[4]-

aren Tetra(butylammoniumsalz) 37

257.2 mg (0.26 mmol) 25,26,27,28-Tetrabutoxy-5,11,17,23-tetra(dimethoxyphosphoryl-
methyl)-calix[4]aren 42  werden  zusammen mit  0.91 ml 1 molarer
Tetrabutylammoniumhydroxidldsung in Methanol und 10 ml destilliertem Wasser bei 140°C
Olbadtemperatur fiir 25 Tage unter Argon erhitzt. Das Ende der Reaktion wird unter *'P-
NMR-Kontrolle detektiert. Nach vollstindigem Umsatz wird das Produkt mit Chloroform
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen tiber MgSOj4 getrocknet und eingeengt. Der

entstandene Feststoff wird im Olpmpenvakuum vollstindig vom Lésungsmittel befreit.

Ausbeute: 430.5 mg (0.21 mmol; 93 %).

"H NMR (500 MHz, CDCl3): 5 0.97 — 1.06 (m, 60 H), 1.36 — 1.50 (m, 40 H), 1.60 — 1.71 (m,
40 H), 1.85 — 1.94 (m, 40 H), 2.68 (d, 8 H, J = 20.81 Hz), 3.09 (d, 4 H, J = 13.08 Hz), 3.23 (t,
60 H, J = 8.52 Hz), 3.45 (d, 12 H, J= 10.40 Hz), 3.85 (t, 8 H, J= 7.41 Hz), 438 (d, 4 H, J =
12.92 Hz), 6.62 (d, 8 H, J = 1.42 Hz).

BC NMR (75 MHz, MeOD): & 14.35, 14.96, 21.03, 21.12, 25.19, 32.49, 33.97, 52.34 (d, J =
6.05 Hz), 59.88, 76.19, 105.15, 130.33, 131.22, 136.04, 156.63.

P NMR (202 MHz, MeOD): 5 23.61.

Infrarotspektrum (Film): = = 2960, 2874 (ges. Kohlenwasserstoff), 1651 (C=C-Valenz.),
1603 (Ringschw.), 1468, 1381 (CH,-, CH3- Def.-schw.), 1237, 1052 (arom. Ether), 879 (isol.

arom. H).
Massenspektrum (FAB, Glycerinmatrix, Xe): m/z =2045 (M + H).
Elementaranalyse berechnet fiir C;;4H216N4O;6P4 + 1 H,O:

berechnet: C, 67.47, H, 10.64, N, 2.71;
gefunden: C, 67.65, H, 10.73, N, 2.89.
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4.3.20 25,26,27,28-Tetrabutoxy-5,11,17,23-tetraamino-calix[4]aren Tetrahydrochlorid 45

4.48 g (5.41 mmol) 25,26,27,28-Tetrabutoxy-5,11,17,23-tetranitro-calix[4]aren 44 und 0.504
g (9 Gewichts-%) Pd/C werden in 150 ml eines 1:1-Gemisches aus Toluol und Ethanol gelost,
mit 15 ml 1 molarer Salzsdure versetzt und hydriert. Nach beendeter Wasserstoffautnahme

wird die Losung iiber Celite filtriert und bis zum Feststoff einrotiert.
Ausbeute: 4.11 g (4,81 mmol; 89 %)

"H NMR (500 MHz, CDCl3): 80.94 (t, 12 H, J = 7.41 Hz), 1.41 (m, 8 H, J = 7.49 Hz), 1.84
(m, 8 H,J = 7.49 Hz), 3.24 (d, 4 H, J = 13.64 Hz), 3.87 (t, 8 H, ] = 7.33 Hz), 4.43 (d, 4 H, ] =
13.48 Hz), 6.74 (s, 8 H).

BC NMR (75 MHz, MeOD): & 14.83, 20.86, 31.99, 33.88, 77.14, 124.86, 126.27, 138.07,
158.37.

Infrarotspektrum: = = 3372 (N-H), 2959 , 2810 (ges. Kohlenwasserstoff, Valenzschw.),
1603 (Ringschw.), 1467, 1379 (CH;-, CH;-Def.-schw.), 1067 (C-O-C arom. Ether), 885 (isol.

arom. H).

Massenspektrum (FAB, Glycerinmatrix, Xe, freie Base): m/z =709 (M + H").
Schmelzpunkt: Bei 150 °C erfolgte die Zersetzung der Substanz.
Elementaranalyse berechnet fiir C44HgsCI14N4O4:

berechnet: C, 61.82, H, 7.55, N, 6.55;
gefunden: C, 61.75, H, 7.63, N, 6.69.
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4.3.21 25,26,27,28-Tetrabutoxy-5,11,17,23-tetra(azidomethyl)-calix[4]aren 47

1.0 g (1.19 mmol) 25,26,27,28-Tetrabutoxy-5,11,17,23-tetra(chloromethyl)-calix[4]aren 41
werden zusammen mit 0.71 g (9.2 eq, 10.9 mmol) Natriumazid fiir 18 h bei 60°C
Olbadtemperatur in 100 ml DMF geriihrt. AnschlieBend wird das DMF im Olpumpenvakuum
entfernt und der enstehende Riickstand wird sdulenchromatographisch mit Dichlormethan:n-

Hexan 3:2 an Kieselgel 60 gereinigt (Rf=0.15).

Ausbeute: 0.887 g (1.02 mmol; 86 %)

'H NMR (500 MHz, CDCl3): & 1.00 (t, 12 H, J = 7.41), 1.45 (m, 8 H, J= 7.41), 1.90 (m, 8
H,J=7.57 Hz), 3.16 (d, 4 H, J = 13.4 Hz), 3.90 (t, 8 H, J = 7.57 Hz), 3.95 (s, 8 H), 4.44 (d, 4
H,J = 13.09 Hz), 6.61 (s, 8 H).

BC NMR (75 MHz, CD;0D): & 14.06, 19.33, 30.85, 32.28, 54.27, 75.10, 103.43, 128.55,
135.22, 156.60.

Infrarotspektrum: = = 2959 | 2810 (ges. Kohlenwasserstoff, Valenzschw.), 2000 (Azid),
1603 (Ringschw.), 1467, 1379 (CH;-, CH3-Def-schw.), 1067 (C-O-C arom. Ether), 885 (isol.

arom. H).

Massenspektrum (FAB, Glycerinmatrix, Xe): m/z =870 (M + H', 75%)
Schmelzpunkt: 198 °C.

Elementaranalyse berechnet fiir C4gHgoN204:

berechnet: C, 66.34, H, 6.96, N, 19.34;
gefunden: C, 66.45, H, 6.78, N, 19.20.
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4.3.22 25,26,27,28-Tetrabutoxy-5,11,17,23-tetra(aminomethyl)-calix[4]aren Tetrahydro-
chlorid 46

0.38 g (0.437 mmol) 25,26,27,28-Tetrabutoxy-5,11,17,23-tetra(azidomethyl)-calix[4]aren 47
werden mit 0.057 g (10 Gew-%) Pd/C in 150 ml Ethanol geldst, mit 15 ml 1-molarer
Salzsdure versetzt und iiber 24 h hydriert. Nachdem kein Wasserstoffverbrauch mehr zu
erkennen ist, werden die Katalysatorreste iiber Celite abfiltriert und die Losung im

Rotatiosverdampfer bis zur Trockne eingeengt.

Ausbeute: 0.33 g (0.36 mmol; 83 %).

"H NMR (200 MHz, CD;OD): & 1.02 (t, 12 H, J = 7.40), 1.49 (m, 8 H, J = 7.40 Hz), 1.92
(m, 8 H, J=7.41 Hz), 3.27 (d, 4 H, J = 13.20 Hz), 3.83 (s, 8 H), 3.93 (¢, 8 H, J = 7.28 Hz),
449 (d, 4 H,J=13.18 Hz), 6.87 (s, 8 H).

BC NMR (75 MHz, CD;0D): & 14.87, 20.92, 32.92, 33.94, 44.57, 76.72, 104.80, 128.54,
130.98, 158.87.

Infrarotspektrum (KBr-Prefiling): = = 2955, 2855 (ges. Kohlenwasserstoff), 1600
(Aromat/Ringschw.), 1467, 1348 (CH,-, CHs-Def.-schw.), 1213 (arom. Ether), 855 (isol.

arom. H).

Massenspektrum (FAB, Glycerinmatrix, Xe, der freien Base): m/z =766 (M + H", 80%).
Schmelzpunkt: Bei etwa 140 °C erfolgte die Zersetzung der Substanz.

Elementaranalyse berechnet fiir C43H7,CI14N4O4:

berechnet: C, 63.29, H, 7.97, N, 6.15;
gefunden: C, 63.49, H, 7.98, N, 6.02.
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4.3.23 25,26,27,28-Tetrabutoxy-5,11,17,23-tetra(1 V-pyrazolylmethyl)-calix[4]aren 48

153.9 mg (0.182 mmol) 25,26,27,28-Tetrabutoxy-5,11,17,23-tetra(chloromethyl)-calix[4]aren
41 werden zusammen mit 80.8 mg (1.19 mmol, 10 eq) Pyrazol in 5 ml 40 % iger wiBriger
KOH Losung, 5 Tropfen 1 molarer Tetrabutylammoniumhydroxidlésung in Methanol und 30
ml Benzen fiir 48h unter RiickfluB3 geriihrt. Nach dem Abkiihlen wird die organische Phase

abgetrennt, mit Natriumsulfat getrocknet und einrotiert.

Ausbeute: 161 mg (0.166 mmol; 91 %).

"H NMR (500 MHz, CDCl;): 80.97 (t, 12 H, J=7.41), 1.42 (m, 8 H, J = 7.41 Hz), 1,80 (m,
8 H, J=7.41 Hz), 3.01 (d, 4 H, J = 13.08 Hz), 3.77 (t, 8 H, J = 7.57 Hz), 431 (d, 4 H, J =
13.08 Hz), 4.91 (s, 8 H), 6.16 (t, 4 H, J = 2.05 Hz), 6.46 (s, 8 H), 7.08 (d, 4 H, J= 2.21 Hz),
7.44 (d, 4 H, J=1.58).

BC NMR (75 MHz, CDCL): & 14.04, 19.25, 30.52, 32.24, 52.14, 54.91, 105.28, 126.96,
129.21, 134.16, 134.66, 135.56, 157.12.

Infrarotspektrum (KBr-Prefiling): = = 2957, 2871 (ges. Kohlenwasserstoff), 1606, 1508,
(Aromat/Ringschwingung), 1466, 1346 (CH,-, CH3- Def.-schw.), 1219, 1065 (C-O-C arom.
Ether), 885 (isoliertes arom. H).

Massenspektrum (FAB, Glycerinmatrix, Xe, der freien Base): m/z =969 (M + H").
Schmelzpunkt: 144 °C.

Elementaranalyse berechnet fiir C¢oH76C14NgOs:

berechnet: C, 64.63, H, 6.87, N, 10.05;
gefunden: C, 64.74, H, 6.95, N, 9.89.
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4.3.24 1:1-Komplex zwischen 25,26,27,28-Tetrabutoxy-5,11,17,23-tetra(aminomethyl)-
calix[4]aren Tetrahydrochlorid 46 wund 25,26,27,28-Tetrabutoxy-5,11,17,23-
tetra(hydroxyphosphorylmethyl)-calix[4]-aren Tetra(butylammoni-umsalz) 37

18.93 mg (925 10° M) 25,26,27,28-Tetrabutoxy-5,11,17,23-tetra(hydroxyphosphoryl-
methyl)calix[4]-aren Tetra(butylammoni-umsalz) 37 und 8.41 mg (9.23 10° MY
25,26,27,28-Tetrabutoxy-5,11,17,23-tetra(aminomethyl)calix[4]aren = Tetrahydrochlorid 46
werden zusammengegeben und in 8 ml Methanol geldst. AnschlieBend wird die Losung mit
Wasser so lange iiberschichtet, bis ein Niederschlag aus der Losung ausfallt. Die Losung wird
zentrifugiert und anschlieBend abdekantiert. Der amorphe weifle Feststoff wird mit Wasser
tiberschichtet und erneut nach dem Zentrifugieren abdekantiert. Dieser Schritt wird noch

einmal wiederholt und der Feststoff (etwa 1 mg) wird analysiert.

Elementaranalyse berechnet fiir C;ooH44N4O20P4:
berechnet: C, 65.06, H, 7.86, N, 3.03;
gefunden: C, 64.77, H, 7.95, N, 2.79.
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4.4 Untersuchungen zur Komplexierung

4.4.1 NMR-Wirt-Gast-Titrationen

Jede Gastverbindung wurde in 8 ml des verwendeten Losungsmittels gelost, und diese Losung
gleichmafBig auf 10 NMR-Rohrchen verteilt. Das erste Rohrchen dient als Refenenzprobe, da
es ohne Wirt vermessen wurde. 15.25 Aquivalente der Wirtverbindung wurden in 0.61 ml des
jeweiligen Losungsmittels geldst und in steigenden Mengen in die verbleibenden neun NMR-
Rohrchen gefiillt, so daB3 sich folgende Wirt/Gast-Verteilung ergab: 0.25; 0.5; 0.75; 1.0; 1.25;
1.5; 2; 3 und 5 Aquivalente. Die Proben wurden NMR-spektrometrisch mit 256 Pulsen je
Probe am 500-MHz-Gerét vollautomatisch bei 25°C vermessen. Alle ermittelten Ad-Werte
bezogen sich auf die reine Gastverbindung. Die Wirtgehalte wurden {iber einen
Integrationsvergleich benachbarter Wirt- und Gastsignale in den NMR-Spektren bestimmt
und somit die Konzentrationen um die theoretischen, eventuell vorhandenen Pipettierfehler
mit einem Korrekturfaktor genau berechnet. Anhand der beobachteten Ad-Werte, der Wirt-
und  Gastkonzentrationen  wurde {iber eine nicht lineare  Regression die

Assoziationskonstanten K, ermittelt.

4.4.1.1 "H-NMR-Titrationen mit Wirtverbindung 3

4.4.1.1.1 3 gegen L-Lysinmethylester 22 in Methanol

Gasteinwaage: 1.12 mg
Wirteinwaage: 8.56 mg
Ddrax: 0.18 ppm

Assoziationskonstante: 2.1 C10* M + 35% (1:1)

4.4.1.1.2 3 gegen L-Argininmethylmethylester 24 in Methanol

Gasteinwaage: 1.02 mg
Wirteinwaage: 7.11 mg
Ddrax: 0.12 ppm

Assoziationskonstante: 8.8 [10°> M™' + 14% (2:1)
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44.1.13

44.1.1.4

44.1.1.5

44.1.1.6

4.4.1.1.7

3 gegen L-Histidinmethylesther 23 im Methanol

Gasteinwaage:
Wirteinwaage:
Adinax:

Assoziationskonstante:

7.37 mg

0.99 mg

0.45 ppm

2.9 00 M+ 11% (2:1)

3 gegen Ornithinmethylester 17 in Methanol

Gasteinwaage:
Wirteinwaage:
Adinax:

Assoziationskonstante:

1.13 mg

8.0 mg

0.19 ppm

9.5 10° M + 9% (2:1)

3 gegen Ornithinmethylester 17 in Wasser

Gasteinwaage:
Wirteinwaage:
Adrax:

Assoziationskonstante:

0.54 mg

1.90 mg

0.075 ppm

2.2 10° M+ 33% (2:1)

3 gegen L-Argininmethylester 24 in Wasser

Gasteinwaage:
Wirteinwaage:
Adinax:

Assoziationskonstante:

0.84 mg

2.43 mg

0.08 ppm

1.6 T10° M + 38% (2:1)

3 gegen L-Lysinmethylester 22 in Wasser

Gasteinwaage:
Wirteinwaage:
Aémax :

Assoziationskonstante:

0.73 mg

2.32 mg

0.02 ppm

1.2 10> M+ 25% (1:1)
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4.4.1.1.8 3 gegen L-Histidinmethylester 23 in Wasser

Gasteinwaage: 1.20 mg
Wirteinwaage: 3.73 mg
Ddrax: 0.4 ppm

Assoziationskonstante: 6.5 (10> M™' £ 18% (2:1)

4.4.1.2 "H-NMR-Titration mit der Wirtverbindung 4

4.4.1.2.1 4 gegen 3-Nitrobenzamidin in Methanol

Gasteinwaage: 1.03 mg
Wirteinwaage: 6.06 mg
Ddrax: 0.09 ppm

Assoziationskonstante: 1.8 C10° M + 8% (1:1)

4.4.1.3 "H-NMR-Titrationen mit Wirtverbindung 13

4.4.1.3.1 13 gegen DAPI in Methanol

Gasteinwaage: 0.96 mg
Wirteinwaage: 3.39 mg
Aamax: 0.22 ppm

Assoziationskonstante: 3.2 [10° M + 69% (1:1)

4.4.1.3.2 13 gegen Pentamidin in Methanol

Gasteinwaage: 0.96 mg
Wirteinwaage: 2.04 mg
AOpax: 0.16 ppm

Assoziationskonstante: 1.7 C10* M™" + 28% (2:1)
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4.4.1.4 "H-NMR-Titrationen mit Wirtverbindung 14

4.4.14.1

4.4.14.2

4.4.14.3

14 gegen DAPI in Methanol

Gasteinwaage:
Wirteinwaage:
Adpmax:

Assoziationskonstante:

1.0Img

3.42 mg

0.35 ppm

3.6 (10* M + 45% (1:1)

14 gegen Pentamidin in Methanol

Gasteinwaage:
Wirteinwaage:
Adinax:

Assoziationskonstante:

1.32 mg

2.65 mg

0.18 ppm

53 010 M +42% (1:1)

14 gegen Pentamidin in Wasser

Gasteinwaage:
Wirteinwaage:
Aémax :

Assoziationskonstante:

1.11 mg

2.25 mg

0.24 ppm

7.8 O10° M + 12% (1:1)

4.4.1.5 "H-NMR-Titrationen mit Wirtverbindung 15

44.15.1

15 gegen DAPI in Methanol

Gasteinwaage:
Wirteinwaage:
Adrax:

Assoziationskonstante:

0.88 mg

2.92 mg

0.33 ppm

1 010* M +40% (2:1)
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44152

15 gegen Pentamidin in Methanol

Gasteinwaage:
Wirteinwaage:
Adinax:

Assoziationskonstante:

1.15 mg

2.28 mg

0.19 ppm

1.7 00* M +31% (2:1)

4.4.1.6 "H-NMR-Titrationen mit Wirtverbindung 25

44.1.6.1

4.4.1.6.2

4.4.1.6.3

44.1.64

25 gegen 1,4,7-Trisazacyclononan in Methanol

Gasteinwaage:

Wirteinwaage:

Adpax:

Assoziationskonstante:

1.99 mg

14.65 mg

0.30 ppm

konnte aufgrund des extrem sigmoiden Kurven-

verlaufs nicht ausgewertet werden.

25 gegen Trisamin 32 in Methanol

Gasteinwaage:
Wirteinwaage:
Aémax :

Assoziationskonstante:

1.01 mg

6.32 mg

0.31 ppm

1400 M £11% (1:1)

25 gegen Trisamin 32 in Wasser

Gasteinwaage:
Wirteinwaage:
Adinax:

Assoziationskonstante:

1.02 mg

6.34 mg

0.05 ppm

2.6 0°M™ + 13% (1:1)

25 gegen Trisamidin 29 in Methanol

Gasteinwaage:

Wirteinwaage:

Adpax:

Assoziationskonstante:

1.15 mg
4.13 mg
0.22 ppm
1.1 10° M™ + 8% (1:1)
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44.1.6.5

4.4.1.6.6

44.1.6.7

44.1.6.8

4.4.1.6.9

25 gegen Tren 35 in Methanol

Gasteinwaage: 1.06 mg
Wirteinwaage: 6.27 mg
Ddrax: 0.23 ppm

Assoziationskonstante: 4.8 [10* M + 48% (1:1)

25 gegen Trisimidazolin 28 in Methanol

Gasteinwaage: 0.95 mg
Wirteinwaage: 4.23 mg
Adpax: 0.19 ppm

Assoziationskonstante: 3.0 (10> M™" + 16% (1:1)

25 gegen Trisamidin 29 in Wasser

Gasteinwaage: 1.05 mg
Wirteinwaage: 3.73 mg
AOpax: 0.07 ppm

Assoziationskonstante: 1.0 C10°> M™" # 9% (1:1)

25 gegen Trisaminocyclohexan 30 in Methanol

Gasteinwaage: 0.98 mg
Wirteinwaage: 4.56 mg
Ddrax: 0.45 ppm

Assoziationskonstante: 9.9 [10° M +32% (1:1)

25 gegen Tristetrahydropyrimidin 27 in Methanol

Gasteinwaage: 1.15mg
Wirteinwaage: 4.60 mg
Ddrax: 0.09 ppm

Assoziationskonstante: 1.8 (10> M + 18% (1:1)
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4.4.1.6.10 25 gegen Trisaminocyclohexan 30 in Wasser

Gasteinwaage: 1.14 mg
Wirteinwaage: 5.32 mg
JAY 0.09 ppm

Assoziationskonstante: 1.1 [10° M+ 15% (1:1)

4.4.1.6.11 25 gegen Trisamin 31 in Methanol

Gasteinwaage: 1.02 mg
Wirteinwaage: 5.58 mg
Aamax: 0.28 ppm

Assoziationskonstante: 8.0 C10* M + 34% (1:1)

4.4.1.6.12 25 gegen Trisamin 31 in Wasser

Gasteinwaage: 1.07 mg
Wirteinwaage: 5.95 mg
AOpax: 0.04 ppm

Assoziationskonstante: 2.6 C10° M™ % 13% (1:1)

4.4.1.6.13 25 gegen Trispyrazolin 33 in Methanol

Gasteinwaage: 1.02 mg
Wirteinwaage: 3.79 mg
JAY . 0.44 ppm

Assoziationskonstante: 9.8 C10° M™" + 10% (1:1)

4.4.1.6.14 25 gegen Tren 35 in Wasser

Gasteinwaage: 0.97 mg
Wirteinwaage: 6.50 mg
JAY 0.04 ppm

Assoziationskonstante: 3.8 [10° M+ 14% (1:1)



Experimenteller Teil 109

4.4.1.6.15

4.4.1.6.16

4.4.1.6.17

25 gegen N-Benzoylargininmethylester in DMSO

Gasteinwaage: 2.18 mg
Wirteinwaage: 4.71 mg
Ddrax: 0.28 ppm

Assoziationskonstante: 3.1 C10* M + 18% (1:1)

25 gegen Methylguanidin in DMSO

Gasteinwaage: 1.01 mg
Wirteinwaage: 6.39 mg
Aamax: 0.11 ppm

Assoziationskonstante: 5.5 C10° M +25% (1:1)

25 gegen Trispyrazolin 34 in Methanol

Gasteinwaage: 2.46 mg
Wirteinwaage: 9.91 mg
AOpax: 0.09 ppm

Assoziationskonstante: 1.0 C10° M™" +23% (1:1)

4.4.1.7 "H-NMR-Titrationen mit Wirtverbindung 26

4.4.1.7.1

4.4.1.7.2

26 gegen Trisamidin 29 in Methanol

Gasteinwaage: 1.00 mg
Wirteinwaage: 3.65 mg
Ddrax: 0.16 ppm

Assoziationskonstante: 2.1 [10° M + 14% (1:1)

26 gegen Trisaminocyclohexan 30 in Methanol

Gasteinwaage: 0.95 mg
Wirteinwaage: 4.62 mg
Aamax: 0.31 ppm

Assoziationskonstante: 1.9 10°M™ +21% (1:1)
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4.4.1.7.3 26 gegen Tren 35 in Methanol

Gasteinwaage: 0.94 mg
Wirteinwaage: 8.42 mg
Ddrax: 0.18 ppm

Assoziationskonstante: 1.4 C10°M™ +31% (1:1)

4.4.1.7.4 26 gegen Trisimidazolin 28 in Methanol

Gasteinwaage: 0.99 mg
Wirteinwaage: 4.61 mg
Aamax: 0.11 ppm

Assoziationskonstante: 1.2 C10*M™ +39% (1:1)

4.4.1.7.5 26 gegen Tristetrahydropyrimidin 27 in Methanol

Gasteinwaage: 1.00 mg
Wirteinwaage: 4.29 mg
AOpax: 0.07 ppm

Assoziationskonstante: 1.7 10° M™ £ 12% (1:1)

4.4.1.8 "H-NMR-Titrationen mit Wirtverbindung 37

4.4.1.8.1 37 gegen Tetraanilin 45 in Methanol

Gasteinwaage: 2.10 mg
Wirteinwaage: 7.69 mg
Adpax: 0.13 ppm

Assoziationskonstante: 1.0 10°M™ + 15% (1:1)

4.4.1.8.2 37 gegen Tetraamin 46 in Methanol

Gasteinwaage: 1.45 mg
Wirteinwaage: 6.04 mg
AOpax: 0.14 ppm

Assoziationskonstante: 3.9 C10°M™ £ 9% (1:1)
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4.4.1.8.3 37 gegen Tetrapyrazol 48 in Methanol

Gasteinwaage: 1.06 mg
Wirteinwaage: 3.02 mg
Ddrax: 0.02 ppm

Assoziationskonstante: 5.6 10°M™ £ 5% (1:1)

4.4.2 Untersuchungen zur Komplexstochiometrie (Job-Plots)

Die Ermittlung der Komplexstochiometrien erfolgte anhand Job’s Methode der
kontinuierlichen Variation. Es wurden dquimolare Mengen (je 10 umol) der Wirt- und der
Gastverbindung eingewogen und in jeweils 5.2 ml des zu verwendenden Ldsungsmittels
aufgenommen. Diese Losungen wurden auf 13 NMR-Rohrchen verteilt, so daB die
Molenbriiche von Wirt und Gast in den zu vermessenden Losungen gegenldufig und
kontinuierlich in Schritten von 0.1 von 0.0 auf 1.0 steigen. Zusétzlich wurden die
Molenbriiche 0.35 und 0.65 eingewogen. Die Proben wurden am 500-MHz-Gerét
vollautomatisch mit jeweils 256 Pulsen bei 25°C vermessen. Die chemische Verschiebung
spezifischer Signale wurde verfolgt und diese, mit dem Molenbruch multipliziert, gegen den

Molenbruch aufgetragen (Job-Plot).

4.4.2.1 Job-Plots fiir die Wirtverbindung 3

4.4.2.1.1 Job-Plot fiir den Komplex aus 3 und Histidinmethylester 23 in Methanol
Gasteinwaage: 0.45 mg
Wirteinwaage: 2.16 mg

Komplexstochiometrie: 2 : 1

4.4.2.1.2 Job-Plot fiir den Komplex aus 3 und Lysinmethylester 22 in Methanol
Gasteinwaage: 0.726 mg
Wirteinwaage: 3.62 mg

Komplexstochiometrie: 1 :1
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4.4.2.1.3 Job-Plot fiir den Komplex aus 3 und Argininmethylester 24 in Methanol
Gasteinwaage: 0.83 mg
Wirteinwaage: 3.68 mg

Komplexstochiometrie: 2 :1

4.4.2.1.4 Job-Plot fiir den Komplex aus 3 und Ornithinmethylester 17 in Methanol
Gasteinwaage: 0.71 mg
Wirteinwaage: 3.76 mg

Komplexstochiometrie: 2 :1

4.4.2.1.5 Job-Plot fiir den Komplex aus 3 und Histidinmethylester 23 in Wasser
Gasteinwaage: 0.69 mg
Wirteinwaage: 3.33 mg

Komplexstochiometrie: 2 : 1

4.4.2.1.6 Job-Plot fiir den Komplex aus 3 und Lysinmethylester 22 in Wasser
Gasteinwaage: 0.75 mg
Wirteinwaage: 3.75 mg

Komplexstochiometrie: 1:1

4.4.2.2 Job-Plots fiir die Wirtverbindung 13

4.4.2.2.1 Job-Plot fiir den Komplex aus 13 und Pentamidin in Methanol
Gasteinwaage: 2.92 mg
Wirteinwaage: 3.95 mg

Komplexstochiometrie: 2 : 1

4.4.2.2.2 Job-Plot fiir den Komplex aus 13 und DAPI in Methanol
Gasteinwaage: 1.37 mg
Wirteinwaage: 3.16 mg

Komplexstochiometrie: 1:1
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4.4.2.3 Job-Plots fiir die Wirtverbindung 14

4.4.2.3.1 Job-Plot fiir den Komplex aus 14 und DAPI in Methanol
Gasteinwaage: 1.75 mg
Wirteinwaage: 3.91 mg

Komplexstochiometrie: 1 : 1

4.4.2.3.2 Job-Plot fiir den Komplex aus 14 und Pentamidin in Methanol
Gasteinwaage: 2.29 mg
Wirteinwaage: 2.97 mg

Komplexstochiometrie: 1:1

4.4.2.3.3 Job-Plot fiir den Komplex aus 14 und Pentamidin in Wasser
Gasteinwaage: 2.52 mg
Wirteinwaage: 3.30 mg

Komplexstochiometrie: 1 :1

4.4.2.4 Job-Plots fiir die Wirtverbindung 15

4.4.2.4.1 Job-Plot fiir den Komplex aus 15 und DAPI in Methanol
Gasteinwaage: 1.37 mg
Wirteinwaage: 3.01 mg

Komplexstochiometrie: 2 : 1

4.4.2.4.2 Job-Plot fiir den Komplex aus 15 und Pentamidin in Methanol
Gasteinwaage: 2.92 mg
Wirteinwaage: 3.80 mg

Komplexstochiometrie: 2 :1
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4.4.2.5 Job-Plots fiir die Wirtverbindung 25

4.4.2.5.1 Job-Plot fiir den Komplex aus 25 und Tristetrahydropyrimidin 27 in Methanol
Gasteinwaage: 4.21 mg
Wirteinwaage: 10.96 mg

Komplexstochiometrie: 1 : 1

4.4.2.5.2 Job-Plot fiir den Komplex aus 25 und Trisamidin 29 in Methanol
Gasteinwaage: 4.27 mg
Wirteinwaage: 9.96 mg

Komplexstochiometrie: 1:1

4.4.2.5.3 Job-Plot fiir den Komplex aus 25 und Trisazacyclononan in DMSO
Gasteinwaage: 2.10 mg
Wirteinwaage: 9.94 mg

Komplexstochiometrie: 2 : 1

4.4.2.5.4 Job-Plot fiir den Komplex aus 25 und Trisamidin 29 in Wasser
Gasteinwaage: 4.07 mg
Wirteinwaage: 9.51 mg

Komplexstochiometrie: 1:1

4.4.2.5.5 Job-Plot fiir den Komplex aus 25 und Hexaazakrone 36 in Methanol
Gasteinwaage: 4.74 mg
Wirteinwaage: 11.20 mg

Komplexstochiometrie: 2 : 1

4.4.2.5.6 Job-Plot fiir den Komplex aus 25 und N-Benzoylargininmethylester in DMSO
Gasteinwaage: 3.91 mg
Wirteinwaage: 12.86 mg

Komplexstochiometrie: 1 : 1
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4.4.2.5.7 Job-Plot fiir den Komplex aus 25 und N-Methylguanidin in DMSO
Gasteinwaage: 2.66 mg
Wirteinwaage: 8.85 mg

Komplexstochiometrie: 1:1

4.4.2.5.8 Job-Plot fiir den Komplex aus 25 und Trispyrazol 33 in Methanol
Gasteinwaage: 4.36 mg
Wirteinwaage: 10.44 mg

Komplexstochiometrie: 1:1

4.4.2.6 Job-Plots fiir die Wirtverbindung 37

4.4.2.6 Job-Plot fiir den Komplex aus 37 und Tetraamin 46 in Methanol
Gasteinwaage: 2.23 mg
Wirteinwaage: 5.02 mg

Komplexstochiometrie: 1 :1

4.4.2.6 Job-Plot fiir den Komplex aus 37 und Tetrapyrazol 48 in Methanol
Gasteinwaage: 5.57 mg
Wirteinwaage: 9.99 mg

Komplexstochiometrie: 1:1
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4.4.3 Mikrokalorimetrische Untersuchungen zur Komplexierung

Bei den mikrokalorimetrischen Messungen wurden folgende MeBparameter eingestellt:

- MeBtemperatur: 20°C

- MeBraumtemperatur: 17-18°C

- Volumen Mef3zelle: 1,414 ml

- Volumen Spritze: 250 pl

- Losungsmittel: tridest. Wasser in Zelle und Spritze

- 1. Injektion (um MeBungenauigkeiten zu vermeiden): 5 pl
- Injektionsvolumen: 20 ul pro Injektion

- Injektionsperiode: 60 s

- Wartezeit zwischen zwei Injektionen: 180 s

- Anzahl der Injektionen: 11

1. Messung:

MefBkonzentrationen Zelle (2): 7.34 mg auf 2 ml (¢ = 3.26 mmol)
MelBkonzentration Spritze (1): 32.8 mg auf 1.5 ml (¢ = 45.4 mmol)
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Diese Messwerte miissen noch um die Werte korrigiert werden, die beim Einspritzen der

MefB16sung in reines Wasser (2. Messung) und beim Einspritzen von reinem Wasser in die
Zelllosung (3. Messung) entstehen.
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2. Messung:

MeBkonzentrationen Zelle (2): 7.27 mg auf 2 ml (¢ = 3.23 mmol)
MeBkonzentration Spritze: reines Wasser
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3. Messung:
MeBkonzentrationen Zelle: reines Wasser
MefBkonzentration Spritze (1): 32.5 mg auf 1.5 ml (c = 44.9 mmol)
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Ergebnis:
Zieht man von den Werten der ersten Messung die Blindwerte der 2. Und 3. Messung ab, so
erhdlt man folgenden Graphen.
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Bei der ersten Injektion werden, um MeBungenauigkeiten, wie Gaseinschliisse oder
Konzentrationsgradienten zu vermeiden immer nur 5 pl injiziert werden, deshalb muf3 dieser
Wert bei der Berechnung der Assoziationskonstanten abgezogen werden. Woraus sich
folgender Kurvenverlauf ergibt. Es ergibt sich eine Assoziationskonstante von K, (1 . 1) = 400
M (# 200), der Stéchiometriefaktor N ist 0.9 (+0.26) und der Wert fiir AH = 772 (+ 298).
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4.4.3 Entropieberechnungen

In Ubereinstimmung mit dem Whitesides schen Konformations-Entropie-Modell erwarteten
wir die Anderung der konformativen Entropie AS durch Addition der Anderungen in der
Entropie, die auf eingeschrinkte Drehungen um Einzelbindungen beruht. Wenn die
Bindungsenthalpie 4H fiir die cyclischen Phosphonat/Ammonium-Komplexe als konstant
angenommen werden kann, spiegelt die Anderung der freien Bindungsenergien fiir die
Trisammoniumionen, wegen ihrer variierbaren Anzahl an flexiblen Bindungen, die totale
Anderung der Rotationsentropie wider. Es ist nachvollziehbar, daB sowohl die benzylische C-
C- (12 T mol™ K™ als auch die C-P-Bindung (11 J mol” K™) mehr Rotationsentropie AS
besitzen als eine C-N-Bindung. (7 J mol” K™). Diese aus Modellsystemen erhaltenen Werte
wurden am Beispiel der Trikation/Trisphosphonat-Komplexierung angewendet und die
resultierenden aufsummierten Werte mit den Differenzen in der Totalbindungsenthalpie 4G,
erhalten aus den NMR-Titrationen, verglichen:
Mit AG = -RT In K, ermittelten wurden folgende freie Enthalpien fiir die Komplexierung
ermittelt: AG =—6.3 kcal mol ' fiir Tris(aminoethyl)amin 35,

AG =—6.9 kcal mol ' fiir Mesitylentriamin 32 und

AG =-8.0 kcal mol ' fiir Cyclohexantriamin 30.
Die Entropieunterschiede zwischen diesen Komplexen wurden auf die Addition der
Entropiewerte aller Bindungen zuriickgefiihrt, die fiir eine effektive Bindung verdndert
werden miissen. Der Unterschied der AG-Werte zwischen Tren 35 und Cyclohexantriamin 30
wurde somit bei 293 K zu 3.1 kcal mol™ [=3 x C-N (7.0 Jmol 'K )] + [3 x C—C (7.5 J mol
K™)] ermittelt, verglichen mit den experimentellen Werten fiir AAG zu 1.7 kcal mol ' bei 293
K (aus NMR-Titrationen).
Der Unterschied in AG zwischen Mesitylentriamin 32 und Cyclohexantriamin 30 wurde
analog fiir 293 K zu 2.6 kcal mol ™! [= 3 X C—Chpengylic (12.0J mol ™! Kﬁl)] ermittelt und mit den
Experimentellen Werten fiir AAG = 1.1 kcal mol ™' bei 293 K verglichen.
Die Differenz in AG zwischen Tren 35 und Mesitylentriamin 32 wurde zu 0.6 kcal mol ™" (bei
293 K) [=3 x C-N (7.0 Jmol ' K™")] + [3 x C-C (7.5 T mol ' K™") = [3 x C—Cpengytic (12.0 J
mol™' K™)] ermittelt, verglichen mit dem Experimentellen Wert fiir AAG mit 0.5 kcal mol ™
bei 293 K.
Alle berechneten AAG-Werte sind hoher als die zugehorigen experimentellen Werte fiir AAG,

dies kann zwei Griinde haben: 1. Die exakten Entropiewerte fiir unsere
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Trisammoniumverbindungen kénnen kleiner sein als die zur Berechnung hinzugezogenen
Werte, die fiir einfache Modellsysteme gelten. Oder 2. Kooperative Effekte konnten dafiir
sorgen, da} der Verlust an Entropie bei der Fixierung der zweiten Bindung kleiner wird als
fiir die erste Bindung. Dennoch konnte eine gute qualitative Korrelation zwischen den
theoretischen und den experimentell ermittelten Werten gefunden werden, die den Wert der
Rotationsentropie verschiedener C-C- und C-N-Bindungen beschreibt. Durch die hoéhere
Drehentropie bei benzylischen C-C-Bindungen ist der Unterschied in den AAG-Wert des
rigiden Cyclohexantriamin 30 gegeniiber Mesitylentriamin 32 mit 1.1 kcal mol” groBer als
der zwischen Mesitylentriamin 32 und dem schr flexiblen Tren 35 mit 0.6 kcal mol™. Dies gilt

sowohl fiir die theoretisch berechneten als auch fiir die experimentell ermittelten AAG-Werte.

4.4.4 Molekulare Berechnungen

Das Programm MacroModel 7.0 wurde fiir Berechnungen und zur Visualisierung der
ermittelten Daten genutzt. Die notigen Kraftfeldparameter stammen aus, in manchen Féllen
modifizierten, veroffentlichten Kraftfeldern. Amber* und OPLAA wurden fiir alle
Minimierungen und Monte Carlo Simulationen angewendet, ebenso wie fir MD
Berechnungen. Beide Kraftfelder erzeugten gleiche Ergebnisse. Die Minimierungen wurden
zu Beginn in der Gasphase und anschliefend in wéBriger Losung durchgefiihrt, wobei die
meisten Komplexstrukturen in beiden Féllen identisch waren. Sie produzierten die starke
enthalpische Bevorzugung und eine grofe Stabilitit dieser Anordnungen. Die
Energieminimierungen wurden anhand 2000 Iterationsschritte auf einer Silicon Graphics O2
Workstation durchgefiihrt. Nach Sichtung der giinstigsten Strukturen wurden diese einer
Konformationsanalye anhand einer 2000 Iterationsschritte umfassenden Monte Carlo
Simulation unterzogen. An den optimierten Strukturen wurden danach MD Berechnungen
beginnend bei Raumtemperatur fiir 100 ps und ohne &duflere Einfliisse, wie

Wasserstoftfbriickenbindungen oder dergleichen, durchgefiihrt.
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