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EINLEITUNG

1 Einleitung

Beim Molekularen Prigen werden typischerweise polymerisierbare Monomere - die
Haftmonomere - an ein Templatmolekil tber kovalente oder nicht kovalente
Wechselwirkungen gebunden (Schema 1a)-b)). Copolymerisation dieses Gemisches in
Anwesenheit eines groen Uberschusses eines polyfunktionellen Monomers - dem Vernetzer
- sowie eines Losungsmittels - dem Porogen - fithrt zu rigiden, hochvernetzen, makroporésen
Polymeren (c). Nach dem Entfernen des Templates bleiben im Polymer Mikrokavititen
zuriick, deren Form und Anordnung der funktionellen Gruppen durch die Struktur der
Templatmolekiile bestimmt wird (d). Die funktionellen Gruppen stammen dabei aus den
Haftmonomeren, welche nun Bestandteil des Polymernetzwerkes sind. Man erhilt
Rezeptoren, die maligeschneidert fiir die Templatmolekiile sind und diese somit selektiv
binden kénnen. (Ubersichtsartikel siche™)

Als Anwendungsgebiete ergeben sich fiir diese geprigten Polymere verschiedene

2 'O b)

Schema 1:Prinzip des Molekularen Prégens: Templatmolekiil (1) und Haftmonomere in Lisung (a) bilden
eznen Komplexc (b). Durch Copolymerisation mit einem Vernetzer ergibt sich ein Hoblraum (c). Entfernen
des Templatmolekiils ergibt den freien Hoblranm (d)."”

Bereiche. So koénnen sie sowohl als selektive Adsorbentien in chromatographischen
Trennungen, in Festphasenextraktionen, in Immunoassays als auch als signalgebende

Schichten fir Chemosensoren, als Mikroreaktoren fiir selektive Reaktionen und als
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enzymanaloge Katalysatoren* """

eingesetzt werden.

Der Erfolg des Molekularen Prigens hingt im wesentlichen von der Polymerstruktur
und der Art der Wechselwirkungen der Bindungsstellen in den Hohlrdumen des Polymers ab.
Diese Wechselwirkungen sind wahrend der Polymerisation nétig und werden spater - im vom
Templat befreiten Polymer - fiir Bindung (und Katalyse) eines Substrates benutzt.

Detaillierte Untersuchungen haben gezeigt, dall die Selektivitit eines geprigten
Polymers von der Orientierung der funktionellen Gruppen innerhalb der Kavititen sowie
von der Form der Kavititen selber abhingt.”'" Dominierend ist jedoch der erstgenannte
Faktor." Die Wechselwirkungen an der Bindungsstelle sind daher von besonderer
Bedeutung. Sie haben verschiedene, recht unterschiedliche Funktionen. Einerseits sollte die
Bindung zwischen dem Templatmolekiil und den funktionellen Gruppen des Haftmonomers
wihrend der Polymerisation besonders stark sein. Dies ermdglicht eine Fixierung der
funktionellen Gruppe der Bindungsstelle in einer definierten Orientierung relativ zum
Templatmolekiil wihrend der vernetzenden Polymerisation. Andererseits sind sowohl eine
vollstindige Abspaltung des Templates aus dem Polymer als auch eine reversible
Wechselwirkung zwischen einem Substrat - zum Beispiel dem Molekil welches bei der
Polymerisation als Templat diente - und den Bindungsstellen im Hohlraum des Polymers
erwiinscht. Diese Wechselwirkung sollte so schnell und reversibel wie mdglich erfolgen,
damit eine chromatographische Trennung oder Katalyse schnell und effizient ablaufen kann.
So steht der Notwendigkeit einer hohen Aktivierungs- und Stabilisierungsenergie fiir die
Komplexbildung im ersten Schritt die umgekehrte Bedingung fiir die beiden anderen Schritte
gegenuber.

Diese einander entgegengesetzten Forderungen werden von den verschiedenen Typen
an Wechselwirkungen der Bindungsstellen, welche in der Literatur beschrieben sind,
unterschiedlich gut erfullt:

Kovalente Wechselwirkungen, also kovalente Bindungen, beispielsweise durch Bildung

14, 18]

von Boronsiureestern > ' Schiffschen Basen " ') oder Ketalen ! erfillen leicht die

erstgenannte Bedingung. Das Templat 1463t sich im Falle von Boronsidureestern (Schema 2a)
unter milden Bedingungen aus dem Polymer entfernen, bei Schiffschen Basen ist dies
ebenfalls méglich, bei Ketalen allerdings schon eher problematisch. Aufnahme und Abgabe
von Substratmolekiilen, beispielsweise bei chromatographischen Trennungen, erfolgt nur
langsam, womit Trennungen nur bedingt erfolgen. Im Falle von Polymeren, welche
Boronsiduren als Haftgruppen besitzen, kann das Problem durch Zugabe von Ammoniak zur

mobilen Phase umgangen werden, wobei das Bor von einer trigonalen in eine tetragonale
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Form iibergeht."! Die Austauschgeschwindigkeit bei Schiffschen Basen und Ketalen
hingegen kann durch Zugabe von Siuren gesteigert werden.

Durch den Einsatz nicht-kovalenter Wechselwirkungen sind geprigte Polymere auf
einfache Weise zuginglich, da die meist kommerziell erhiltlichen Komponenten des
Polymerisationsgemisches einfach nur vermischt werden. Meist werden in diesen Fallen
elektrostatische Wechselwirkungen sowie Wasserstoffbriickenbindungen ausgenutzt.!'” >
Viele Template konnen bei dieser Methode eingesetzt werden, allerdings stellen die niedrigen
Assoziationskonstanten wihrend der Polymerisation ein Problem dar. Um das Gleichgewicht
moglichst auf die Seite des komplexierten Templatmolekiles zu verschieben, muss ein
Uberschuss des Haftmonomers (meist vierfach) eingesetzt werden. Durch dieses Vorgehen
werden jedoch nicht-spezifische Bindungsstellen in dem Polymer erzeugt. Templatextraktion
und Gleichgewichtseinstellung beim FEinsatz der Polymere sind jedoch glinstig. Nicht-
kovalente Wechselwirkungen bringen ein weiteres Problem mit sich. Sellergren und Shea™"
fanden, dal3 nur 15% der freien Kavititen das Templat wieder aufnehmen. Die verbleibenden
85% sind fiir Trennung und Katalyse irreversibel verloren. Dies kénnte auf ein Schrumpfen
der Mehtzahl der Hohlriume zuriickzufithren sein.'” *? Daher sind solche Polymere weder

fir priparative Trennungen noch fiir Katalysestudien geeignet.

a
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Schema 2: Unterschiedliche Wechsehvirkungstypen, die beim Molekularen Pragen eingeset3t werden:
a) kovalente Bindung, b) nicht-stochiometrische, nicht-kovalente Wechselwirkung, c) stichiometrische, nicht-
kovalente Wechselwirkung (Sty = p-Styryl)

Wie von einigen Atbeitsgruppen!'’ *> >4

gezeigt werden konnte, stellt die koordinative
Bindung einen interessanten Typ der Wechselwirkung fir das molekulare Prigen dar.
Kupfer-, Kobalt- und andere Metallkomplexe wurden fir diesen Zweck verwendet. Die
Bindung wihrend der Polymerisation war ausreichend stabil und schnelle Wechselwirkungen

wihrend der Equilibrierung konnten durch sorgfiltige Optimierung erreicht werden.



EINLEITUNG

Einen Fall, welcher zwei der genannten Wechselwirkungen kombiniert, um deren
Vorteile teilweise zu vereinen, stellt der folgende dar. Dabei wird wihrend der Polymerisation
von kovalenter Bindung, wihrend der Equilibrierung jedoch von nicht-kovalenter Bindung
Gebrauch gemacht. ,,Kovalentes Prigen® hat, wie bereits erwihnt, den Vorteil starker
Bindung in einer genau definierten Stochiometrie, wogegen leicht reversible nicht-kovalente
Wechselwirkungen besser fiir schnelle Equilibrierungen geeignet sind. So kann zum Beispiel
eine Amidbindung wihrend des Priagens eingesetzt werden, die nach dem Abspalten des
Templates eine elektrostatische Wechselwirkung zwischen Ammonium- und Carboxylat-
gruppe ermdglicht.!"”! Einige Beispiele, die dieses Prinzip demonstrieren, sind veréffentlicht.!"
*! Ein Spezialfall stellt der Einsatz von sacrificial spacern dar, so zum Beispiel Carbonat-Spacer,
welche unter CO2-Abgabe hydrolysiert werden. AnschlieBend ist eine Wasserstoffbriicken-
bindung zwischen Alkohol (oder Phenol) und einem anderen Alkohol méoglich.”

Fir eine weitere Art der Wechselwirkung zwischen Templatmolekiil und Bindungsstelle
wurde in unserem  Arbeitskreis der Begriff stochiometrische nicht-kovalente

1622 2721 Diese Art der Wechselwirkung erfiillt die fiir eine

Wechselwirkung® eingefihrt.
Haftgruppe geforderten Bedingungen in idealer Weise. Es handelt sich hierbei um untypisch
starke nicht-kovalente Wechselwirkungen, welche im allgemeinen dadurch erreicht werden,
dal3 mehrere ionische und Wasserstoffbriickenbindungen zugleich zwischen Templatmolekiil
und Haftmonomer wechselwirken. Daher wird es moglich, in schwach polaren, aprotischen
Losungsmitteln  wie beispielsweise Acetonitril, hohe Komplexbildungskonstanten zu
erreichen. So liegt bei einem stochiometrischen Finsatz des Haftmonomers mehr als 95% der
Templatmolekiile in komplexierter Form vor. Dieser Zustand wird bei fiir das Molekulare
Prigen typischen Bedingungen (Konzentration ca. 0,1 mol/l) fir einen 1:1-Komplex bei
Assoziationskonstanten grof3er 3800 Mol ! erreicht. In stark polaren, protischen Lésungs-
mitteln wie Alkoholen und wasserhaltigen Losungen sind die beschriebenen Wechsel-
wirkungen allerdings nur noch sehr schwach, was einerseits ein nahezu quantitatives
Abspalten des Templates vom Polymer garantiert, andererseits durch Finsatz von
Losungsmittelgemischen eine Feinabstimmung der Bindungseigenschaften des Polymers

ermoglicht.
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Stochiometrische nicht-kovalente Wechselwirkungen kénnen auch auf anderem Wege
als durch den Finsatz mehrerer Wasserstoffbriicken und ionischer Wechselwirkungen
erreicht werden. Einige in der Literatur beschriebene Beispiele sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.
Zum Vergleich sind auch einige Beispiele aufgefithrt, welche nur schwichere, nicht-stochio-
metrische nicht-kovalente Wechselwirkungen eingehen, ebenso ein paar Beispiele fiir

einfache Wasserstoffbriicken, sowie ionische Wechselwirkungen.

Tabelle 1: Assoziationskonstanten von Komplexen zwischen Templaten und Haflmonomeren, die fiir
das Molekunlare Prigen mit stochiometrische nicht-kovalenten Wechsehvirkungen eingeset3t werden

kinnen. Aus Vergleichsgriinden wurden auch einige nicht-stichiometrische Beispiele anfaefiibrt.””

. Losungs- o ,
Haftmonomer® Templat® Kass (M) mittel® T (°C)  Xkomplex(V0)®  Lit.
c Pt 179 CCl 25 129 0]
HaC™~ “OH o~ > >
(0} N\ iy
4 k
e O o @ 33 ACN 25 20,7
)\W @qu;H 30x100 ACN 23 566 110
OH N
o s \© 5,5 ACN 60 283 117
N NHo_: 32
o L1 1,1x1026) a4
N™ SR 7 .
~ s KN&@ N ,NH12. CDCl; 30 613 150
N 4,110
NG 5 268 132
H
O A (e} OYN o
M A /N%@ 20x102  CDCl; 22 80,0 (77
H H HsC I ey

loder Modellverbindung 2Fir 'H-NMR-Experimente wurden deuterierte Losungsmittel verwendet.
3Berechneter Molenbruch x an  gebildeten Komplex, welcher sich aus einer Templat- und
Haftmonomerkonzentration von jeweils 0,1 mol I'! ergibt. *durch IR-Spektroskopie bestimmt. N-Atome,
welche an H-Brucke teilnehmen, sind markiert.
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Tabelle 1, Fortsetzung: Assoziationskonstanten von Komplexen zwischen Templaten und

Hafimonomeren.””

Losungs-

), ON6) 1
Haftmonomer Templat Kass (M) mittel®

T CC) Srompies(%0)®  Lit.

CH3 0 \'/ 0
o H
FsCJ(Ni\—,\j,(NH Hsc)k”ﬁ(N%OMe 8,9x102  CDCls 25 90,0 (34]
o 0 AL

NHEt (@]
) S )—cn >1060  CDCl 25 >997 135
/ NEt HO ’ ) ’
NHEt (6]
{ 4+ ACN 25 972 136

NHEt HO_O 8,7x10°  ACN 25 96,7 (361
U - Moo Pz 7 %108 ACN 60 96,4  12¢]
NH HO 3
N )Gy L0 pMso 25 965 127
NH o O]
ig w2 { NBus* Ampicillin~ 2,8x102  DMSO 25 82,8 178
(0]
cl oSty 4
Ampicillin >3(2<10 DMSO 25 > 082 138
cl cl )
(e}
¢ MeOH/
c
2
B-cyclodextrin 4’;;%0 H,O 30 86,4 [39]

45:55,v/v
HO

loder Modellverbindung 2Sty = 4-Vinylphenyl- *Me,Ph = 3,5-Dimethylphenyl- “Fir 'H-NMR-Experimente wurden
deuterierte Losungsmittel verwendet. Berechneter Molenbruch x an gebildeten Komplex, welcher sich aus einer

Templat- und Haftmonomerkonzentration von jeweils 0,1 mol I'! ergibt. ¢Assoziationskonstante zu hoch, um genau
durch NMR bestimmt zu werden. "Kalorimetrische Bestimmung. 8Durch Flissigkeitschromatographie bestimmt.
9Berechnet aus AG.
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Eine Klasse gut untersuchter Haftmonomere, welche mehrere Wasserstoffbriicken zu

dem Templatmolekil ausbilden, stellen acylierte 3-Aminopyrazole dar. Sie stellen eine

interessante Klasse von funktionellen Monomeren dar, da sie in der Lage sind, die -
Faltblattstruktur von N/C-geschiitzten Dipeptiden durch intermolekulare Wasserstoff-
briicken zu stabilisieren (Schema 3)."* ** * Ausfiihrliche NMR-Studien wurden in
Chloroform durchgefithrt, um die Struktur des Aminopyrazol-Dipeptid-Komplexes
aufzukliren. Die 2:1-St6chiometrie konnte durch einen Job-Plot bestitigt werden. Dazu
wurde die Anderung der chemischen Verschiebung A8 der Amidprotonen von N-Acetyl-I.-
valyl-I-valinmethylester 1 bei Zugabe von 3-Amino-5-methyl-1H-pyrazol 3 verfolgt, wobei
die Gesamtkonzentration beider Substanzen allerdings konstant gehalten wurde. Die
Stéchiometrie ergab sich aus der Abzisse des Maximums des eigentlichen Job-Plots - der
Graph, den den man durch Auftragung des Produkts aus Molenbruch und Anderung der
chemischen Verschiebung ASXX gegen den Molenbruch X erhilt (sieche 2.5.1, S. 51). Da die
,»Oberseite” des Dipeptides (NH(1)) drei, die ,,Unterseite” (NH(2)) jedoch nur zwei
Wechselwirkungen mit dem acylierten Heterozyklus eingehen kann, bindet erstere stirker mit
diesem, was durch NMR-Titrationen (siche Kapitel 2.5.2, S. 53) belegt wurde. Der
Komplexierungsgrad kann fir beide Seiten durch Beobachten der Amid-NH-Signale NH(1)
(;;oben®) und NH(2) (,,unten®) unabhingig voneinander gemessen werden. Wihrend das
unsubstituierte Pyrazol nicht zwischen den Seiten differenzieren kann (Ky = Kz = 4 mol 1),
da es nur zwei Wasserstoffbriicken ausbilden kann. Das Einfithren einer Aminogruppe (3-

Amino-5-methylpyrazol 3) und stirker noch, die Acylierung dieser, fithrt zu einer verstirkten

H /(ﬁ Tabelle 2: Bindung von N-Acetyl-1_-valyl-I -
HN \N -N. H valinmethylester 1 bei 25°C in CDC™
1 2
O H HL O R\e -, R
. D T K
N g N-N H
e R o : o
H O H R! R2
Hoo NP CHs- H- 10
N 7
H = CHs- Methacroyl 80
CHs- Trifluoracetyl 890
Schema 3: Ein 2:1-Komplex: gebildet von zwei 4-vinylphenyl- Pivaloyl- 81
Molekiilen 3-Aminopyrazol 2 und einem N/ C- 4-vinylphenyl- Acetyl- 370
geschiitztem Dipeptid.” > ¥
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Bindung der Oberseite und einer schwicheren der Unterseite (3-Methacryloylamino-
methylpyrazol: Ki = 80 mol'!, Kz = 2 mol!). Der Effekt von Substituenten an der
Aminogruppe und am Heterozyklen in Position 5 ist in Tabelle 2 demonstriert.
Elektronenziehende Substituenten in der Acylgruppe verstirken die Bindung zum Dipeptid
durch verbesserte Wasserstoffbriickendonoreigenschaften des Amidprotons, wogegen
elektronenreiche Substituenten in der Position 5 die Elektronendichte im Ring verstirken
und so seine Wasserstoffbriickenakzeptoreigenschaften verbessern. Somit ist 3-
Trifluoracetylamino-5-methylpyrazol 4 der stirkste Rezeptor in Chloroform mit einer
Bindungskonstante K,s = 880 M. Die Bindungskonstante des korrespondierenden
polymerisierbaren Derivates 3-Trifluoracetylamino-5-(4-styryl)-pyrazol 5 ist mit Kas = 570
M etwas niedriger.

Trotz dieser vielversprechenden FErgebnisse waren Bindungsexperimente mit
Polymeren, die mit polymerisierbaren Pyrazolderivaten synthetisiert wurden, cher
unbefriedigend. Zwar konnten gute Abspaltraten (80-90%)und zum Teil hohe Enantio-
selektivititen in Batchbindungsexperimenten erreicht werden (00=1,8-2,7), allerdings war die
Wiederbelegungsrate generell nur sehr gering, was auf unzugingliche Kavititen im Polymer
hindeutet.""

Ebenfalls tber mehrere Wasserstoffbriicken bindet ein neues funktionelles Monomer
an unsubstituierte Imide wie Batbiturate und andere Heterozyklen."> ¥ Indizien fiir ein
Vorliegen intermolekularer Wechselwirkungen von 2,6-Bis(acrylamido)pyridin 6 und dem
Templatmolekiil wurden durch NMR-Experimente geliefert. Allerdings fehlen quantitative
Messungen, die jedoch fur Modellsubstanzen wie das 2,6-Bis(acetamido)pyridin  mit

N N N
= X X
YT 6 e (O we
0] = 0]
(O e
o R
N
RZ//,
. >:O H NN 9
" M

O H H Et 10

Schema 4: Struktur vom Haftmonomer 2,6-Bis(acrylamido)pyridin 6 und verschiedenen Barbituraten (Hexo-
7, Cyclo- 8, Allo- 9 und Amobarbital 10), die als Analyten benutzt wurden.

8
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Barbituraten wie Hexobarbital 7 Vor]jegen.m] Die Assoziationskonstante wurde zu Ky = 200

mol I'! in Chloroform bestimmt, womit dieses Haftmonomer ein Grenzfall zwischen
stochiometrischer und nicht-stochiometrischer kovalenter Wechselwirkung darstellt.

Das Haftmonomer 6 kann Uber mehrere
Wasserstoffbriicken Bindungen eingehen. Takeuchi
und Karube synthetisierten Polymere mit unter-
schiedlichen Templaten (siche Schema 4). Polymere,
welche mit Cyclobarbital 8 geprigt wurden, zeigten in
HPLC-Experimenten eine bevorzugte Retention des
Templates im Vergleich zu den anderen Barbituraten
Hexo- 7, Allo- 9 und Amobarbital 10. Verbindungen,
welchen das -CO-NH-CO- fehlte, wie Hexobarbital 7,

wurden nur sehr schwach gebunden. Dies deutet auf

eine Bildung eines 2:1 Bis(acrylamido)pyridin-Templat-

Schema 5: Postulierter 2:1 Bis(acryl-
amido)pyridin-Templat-Komplex™

Komplexes hin (Schema 5).

Whitcombe und Mitarbeiter P benutzten zwei
verschiedene Haftmonomere, welche mit dem Antibiotikum Ampicillin 11 (Schema 0)
stochiometrische nicht-kovalente Wechselwirkungen eingehen. Da Ampicillin 11 sowohl eine
Amino- als auch eine Carboxylgruppe besitzt, werden funktionelle Monomere gebraucht,
welche nicht untereinander, jedoch mit dem Templatmolekiil wechselwirken. Dieses Problem
wurde gel6st, indem zwei neue elektrisch neutrale Haftmonomere fiir das Molekulare Prigen

eingefiihrt wurden.

NH2 H NH2 H

|
N 5 Ne _S
N - ﬂ/
0] N/ " 0 N
o o
Y
n © OH 1p O OH

Schema 6: Strukturen von Ampicillin 11 und dem strukturanalogen Cephalexin 12.

Als Haftmonomer fir die Carboxylatgruppe wurde ein borhaltiger Rezeptor
synthetisiert (Schema 8). Die Wechselwirkung von Carboxylaten zu dieser Klasse von
Verbindungen wurde bereits von Hughes und Smith in Losung untersucht (R = H)." Die
Assoziationskonstante des polymerisierbaren Rezeptors 13 (R = p-Styrylmethyloxy-) mit
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Tetrabutylammoniumacetat wurde zu 1,4x102 M- (in DMSO-Dg, 25 °C) bestimmt.P™ Dies ist
eine GroBenordnung niedriger als die fiir den nicht polymerisierbaren, unsubstituierten
was dem induktiven Effekt des Sauerstoffs der Etherbricke

b

Rezeptor berichtet wurde!™
zugeschrieben wurde. Die Assoziation mit dem Ampicillin Salz NBus**11 war mit Kase =
2,8x102 M1 (in DMSO-Dg, 25 °C) etwas hoher.

Um die Bindung der Aminogruppe des Ampicillins zu erméglichen, wurde eine Charge-
Transfer-Wechselwirkung eingesetzt. Zu diesem Zweck wurde ein elektronenarmes Chinon
14 in einem Schritt aus p-Vinylphenol und Chloranil synthetisiert (Schema 7 a). Da das
planare Chinon 14 zwei Koordinationsstellen fir das Amin bietet, wurde eine 2:1-
Komplexbildung fir das Monomer und Ampicillin 11 in DMSO-Ds beobachtet. Die
Bindungskonstante konnte aufgrund seiner GréBe nur auf deutlich tber 3x10* M1 (DMSO-
D bei 25 °C) abgeschitzt werden.

B
AES? 505 A0 :gi
|
-7 N\H H/N

Schema 8: Borbaltiger Rezeptor fiir
Carboxylate

R H,N—R?

cl O\@\/ Cl,. l LO-R'
0=_" >0
cl cl = ﬁ
° 1

Schema 7: a) Polymerisierbares elektronenarmes Chinon 14
b) 14 als Bindungsstelle fiir Amine via n-n-Wechselwirknng.””

Mit diesen beiden neuen Haftmonomeren wurden nun geprigte Polymere mit dem
Tetrabutylammoniumsalz  von Ampicillin 11 und jeweils einem Aquivalent beider
Haftmonomere 13 und 14 synthetisiert. Diese Polymere zeigten eine héhere Aufnahme des
Templates 11 als nichtgeprigte Kontrollpolymere, welche zwar mit den gleichen
Haftmonomere jedoch ohne das Templat hergestellt wurden. Bindungsstudien wurden
durchgefiihrt, die zeigten, dall die geprigten Polymere Ampicillin 11 gegeniiber dem
strukturverwandten Cephalexin 12 bevorzugt wird. Obwohl diese Antibiotika im
wesentlichen nur in der Gré3e des schwefelhaltigen Ringes voneinander abweichen (Schema
0), wurde von 12 im Vergleich zu 11 bei gleicher angebotener Konzentration nur etwa halb so
viel gebunden.

Um ein tieferes Verstindnis von den Bindungsstellen im Polymer zu erlangen, maf3en
Whitcombe und Mitarbeiter in Wasser Bindungsisotherme, welche als Scatchard Plots
(Auftragung von ngeb/ g als Funktion von ngep; Zahl der gebundenen Molekiile nge; Zahl
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der freien Molekiile ngei)™*" ausgewertet wurden. Es ergaben sich zweiphasige Graphen,
welche auf unterschiedliche Typen von Bindungsstellen hindeuten. Durch Anwenden eines

one-site-Bindungsmodells auf beide Teilbereiche wurden sowohl Assoziationskonstanten wie
auch Bindungskapazititen bestimmt, welche bei Kas = 3,3%10* M! und 5,8 pmol/g fur die

stirkere Bindungsstellen und Kus = 1,0x103 M und 42 pmol/g lagen. Zwei zusitzliche
Polymere, welche neben dem Templat 11 jeweils nur eine der beiden Haftgruppen 13 und 12
enthielten, belegten, dal3 diese starke Bindung in Wasser auf eine Bindung durch beide
Haftgruppen zuriickzufithren ist. Weiterhin wurde durch die Bindungsisotherme gezeigt, dal3
im Gegensatz zu nicht-stéchiometrischen Bindungen alle vorhandenen Kavititen des
Polymers wiederbelegt wurden.

Eine Klasse von Substanzen, die dafiir bekannt ist, ebenfalls starke Komplexe mit

Carbonsiuren, Phosphonaten und Phosphaten einzugehen, sind Amidine."® *

Deren
Gleichgewichte in Loésungen werden in unserem Arbeitskreis untersucht, da sie als
Haftgruppe fir das molekulare Prigen eingesetzt werden sollen. Die Wechselwirkung
zwischen Amidiniumionen mit Carboxylaten ist recht stark, da sie auf einer Kombination
einer elektrostatischen Wechselwirkung mit einer zweizihnigen Wasserstoffbriicke beruht
(Schema 9). Systematische Untersuchungen™ " zeigten, dal unsubstituierte Amidine oft
unl6sliche Komplexe mit Carbonsiuren bilden. Dieser Nachteil kann durch Einsatz von
N,N"-Dialkylbenzamidinen umgangen werden. Unter diesem Gesichtspunkt stellte sich N,N-
Diethyl-4-vinylbenzamidin 15 aus einer gro3en Serie von Verbindungen als das geeigneteste
Haftmonomer heraus. Carboxylat-Komplexe mit diesem Monomer sind sogar in so

unpolaren Losungsmitteln wie Chloroform und Benzol 16slich.

Schema 9: Wechselwirkung des Amidininmions von 15 mit p-Methylbenzoat.

11
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Das Komplexierungsverhalten von Tabelle 3: Assoziationkonstanten einiger Komplexe von
15 bzw. einer Modellsubstanz von diesem,
dem  4-Ethyl-Derivat 16,  wurde

ausfihrlich untersucht. Job-Plots besta-

dem 4,N,N'"-Triethylbenzamidiniumion mit
verschiedenen Anionen .'G. Wulff,

tigten die Bildung von 1:1 Komplexen mit . Kass Losung
Verbindungen® smittel(

Oxoanionen wie Carboxylaten, Phos- M) » °C)

phonaten und Phosphaten. Die Bindungs- o)
stirke nimmt dabei in der genannten HOi < > o >10°0 CDCL; - 25
Reihenfolge 12 tber 8,7 bis 4,6x103 M

0
in ACN-ds bei 25°C, Tabelle 3) ab." 4
(in N 5 bei C abelle 3) a HOW 12x10¢+ ACN 25
Die Assoziationskonstanten des
i, e D ) HO O
N,N"Diethyl-4-vinylbenzamidinions wer Vesph B phve,  8,7%x108 ACN 25
den durch die Konformation seiner 'O
o . ' 7,6x103  ACN 60
Ethylgruppen, welche anti-anti, syn-anti
und syn-syn  zueinander orientiert sein HO O
MezPh. P\ PhMe; 4,6x103 ACN 25

koénnen (Schema 10), beeinflusst. Nur die
ersten beiden sind in gréBeren Anteilen in

Loésung vorhanden und kénnen NMR- HO3S@CH3 6,4x102  ACN 25

spektroskopisch detektiert werden. Das ~ 'Me:Ph = 3,5-Dimethylphenyl. 2ACN = Acetonitril-d.
3Assoziationkonstanten zu hoch fiir exakte Bestimmung.

Vorliegen in der anti-anti-Konformation
ist dabei fiir das Fungieren als zweizahniger Ligand zur Ausbildung stabiler Komplexe
zwingend erforderlich. Diese Voraussetzung wird aber gerade in polaren Losungsmitteln wie
Dimethylsulfoxid nicht erfillt, hier wird die syn-anti-Konformation bevorzugt. Dies behindert
die Komplexbildung, da die aufzubringende Energie, welche fiir die Konformations-

umwandlung nétig ist (ca. 10 kJ mol!), die Komplexbildungsenthalpie um diesen Betrag
[51]

verringert.
Et\ H\ H\
N—H N—Et N—Et
H: :>—<</+ — H: :>—<<I+ ‘—_‘H: :>—<<l+
/ /N*H / /N*H / N-Et
Et Et H
anti, anti syn, anti syn, syn

Schema 10: Unterschiedliche Konformationen von 15°H*
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Die komplette Struktur der Komplexe konnte durch Roéntgenstrukturanalyse von 4-
Brombenzamidiumbenzoat 17 geklirt werden (Abbildung 1).F? Zwei starke Wasserstoff-
bricken werden zwischen den Carboxylatsauerstoffatomen und den Amidiniumstickstoff-
atomen gefunden, wobei die Wasserstoffatome den Stickstoffatomen niher sind. Ein
Torsionswinkel von 81° zwischen dem Benzolring und der NCN-Ebene der Base wird durch

den Raumanspruch der ,,Zickzack“-Konformation der Diethylamidiniumgruppe verursacht.

Abbildung 1: Kristallstruktur von 4-Brombenzamidinmbenzoat 177

Mit Hilfe des IN,N"-Diethyl-4-vinylbenzamidins 15 als Haftmonomer wurden geprigte
Polymere mit hervorragenden Eigenschaften synthetisiert.”"! Bei enantioselektiv geprigten
Polymeren, welche mit N-Terephtaloyl-D-phenylglycin 18 als Templat, zwei Aquivalenten 15
und THF als Porogen synthetisiert wurden, lie sich das Templat nahezu quantitativ
abspalten. Die Bindungsisotherme (Abbildung 2), welche in Methanol aufgenommen wurde,
zeigt, dal3 das Polymer, wenn ihm bis zu 100% Templat angeboten wird (bezogen auf die
freien Kavititen entsprechend der Abspaltrate), es dieses nahezu quantitativ (bis zu 98%)

120
100 ----mcmmeeos ecccccccco---
& 80 4
= i
E 60
< 404 Ho N
i O H OH
20 1 18 (0]
0 T r T T r T T T
0 50 100 150 200

Templat/Hohlrdume(%)

Abbildung 2: Bindungsisotherme des mit 18 und 2 Aquivalenten von 15 geprigten Polymers in
Methanol.”"
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wieder aufnimmt. Bei einem Uberschuss nimmt es nur soviel auf, wie es freie Kavititen
aufgrund der Abspaltrate besitzt. Das Polymer weist also ein Sittigungsverhalten auf.

In Batch-Bindungsexperimenten mit dem Racemat von 18 wurde die
Enantioselektivitit des Polymers in THF demonstriert. Bei 200% angebotenen Racemates
zeigte das Polymer einen o-Wert (Verhiltnis der Verteilungskoeffizienten zwischen Losung
und Polymer der beiden Enantiomere: o0 = Ki/Kp = nrpoyy/nrLLss* 0D Lss/0ppoly) von 1,5,
wobel alle Kavititen, auch weniger selektive, des Polymers belegt werden. Durch Anbieten
einer geringeren Menge an Templat (2,8 % bezogen auf die Zahl freier Kavititen), wodurch
nur die selektivsten Kavititen Templatmolekile binden, konnte die Selektivitit auf o0 = 2,8
gesteigert werden.

Weiterhin wurde N,N"-Diethyl-4-vinylbenzamidin 15 zur Synthese katalytisch aktiver
Polymere eingesetzt. Solche Polymere werden analog zu katalytisch wirksamen Antikérpern
erhalten. Dazu werden als Templatmolekiile fir das molekulare Prigen sogenannte
Ubergangszustandsanaloga eingesetzt. Diese sind dem Ubergangszustand der Reaktion in
ithrer Ladungsverteilung sowie in ihrem rdumlichen Aufbau dhnlich. Die Hohlriume eines
Polymers, welches mit einem solchen Analogon geprigt wurde, konnen den
Ubergangszustand stabilisieren und so die entsprechende Reaktion katalysieren.

Ein Beispiel, um diesen Sachverhalt zu erldutern, ist die Hydrolyse des nicht aktivierten
Phenylesters 19 (Schema 11). Ein Polymer wurde mit dem Ubergangszustandsanalogon 20 als
Templat geprigt. Die Koordinationssphire am Phosphoratom ist wie bei dem
Kohlenstoffatom des Ubergangszustandes tetraedrisch und beide binden ein negativ

geladenes Sauerstoffatom. Als Haftmonomer wurden zwei Aquivalente 15 eingesetzt. Ein
@)
+H,0
HO o +
Polymer
OH HO
c)
o i
2 2
H R,I/C:,//O/R R1/ //O R

Schema 11: a) Hydrolyse eines nicht-aktivierten Phenylesters 19, b) eingesetzites Ubergangszustandsanalogon

20, ¢) Vergleich der 1adungsverhdltnisse sowie der Geometrie von Ubergangszustand und Analggon”™

14
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Molekiil 15 dient sowohl dem Templat 20 als auch dem Substrat 19 als Bindungsstelle fiir die
Carboxylatgruppe des Terephthaloyl-Restes. Das zweite Amidinmolekil geht bei dem
Pragen eine zweite stochiometrische nicht-kovalente Wechselwirkung mit dem Phosphonat
20 ein. Man glaubt jedoch, dal3 dieses wihrend der Hydrolyse in der Kavitit als katalytisch
wirksame Gruppe fungiert, in dem sie den tetrahedralen Ubergangszustand stabilisiert. Dieses
Polymer war in der Lage, in einem acetonitrilhaltigen Puffer mit pH-Wert = 7,6 die in
Schema 11a) aufgefithrte Hydrolyse um den Faktor 100 gegeniiber der Reaktion in Losung
gleichen pHs zu beschleunigen.” Weitere Indizien fiir enzymanaloges Verhalten dieser
Polymere lieferten Michaelis-Menten-Kinetiken, welche unter anderem Sittigungsverhalten
der Polymere bei hoherem Substratangebot zeigten, d. h. bei hoéheren Substratkonzen-
trationen sind bereits alle Hohlrdume belegt. Die Michaelis-Menten-Konstante (die
Konzentration, bei die Hilfte der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit erreicht wird)*
wurde zu Ky = 0,60 mM, die zurnover Zahl (Anzahl der Umsetzungen pro aktives Zentrum
und Zeit)* zu kw = 0,4%x1072 s! bestimmt. In Gegenwart des Templates 20 findet
kompetitive Hemmung statt (K; = 0,025 mM), d. h., dal} dieses um den Faktor 20 stirker
gebunden wird als das Substrat 19.

Ein Nachteil des untersuchten Systems ist das Vorliegen von Produktinhibierung, wie
man sie auch bei katalytisch wirksamen Antikérpern gefunden hat.” Daher wurden dhnliche
Systeme, wie die Hydrolyse von Carbonaten und Carbamaten untersucht (Schema 12).”” Bei
diesen war keine Produktinhibierung zu erwarten, da das gebildete CO2 aus der Losung
entweichen kann und das Phenol bzw. Anilin selber keine stabilen Komplexe mit Amidinen
bilden. Die mit je einem Aquivalent Diphenylphosphat 21 und N,N'"-Diethyl-4-
vinylbenzamidin 15 geprigten Polymere zeigten die bisher héchsten veroffentlichten relativen
Beschleunigungen von ca. 600 (Carbonate) bzw. 1400-3900 (Carbamate) gegeniiber der
Losung. Auch im Vergleich zu Polymeren, welche gleiche Mengen an 15 statistisch enthielten,

waren Beschleunigungen von 10 (Carbonate) bzw. 5,8 (Carbamate) zu messen.

+Hy0 OH Xy
O Qe - (e
Polymer

Schema 12: Hydrolyse von Diphenylearbonat (X = O) bzw. -carbamat (X= NH).””
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Noch eindrucksvoller werden enzymanaloge Eigenschaften durch ein System geprigter
Polymere demonstriert, welches enantioselektiv Ester hydrolysieren kann (Schema 13).”’
Optisch reine N-Terephthaloyl-oi-aminophosphonsiauremonophenylester 22 (analog zu den
N-Terephthaloyl-I~valin- bzw. -I-leucinestern 23) als Ubergangszustandsanaloga wurden mit
zwei Aquivalenten N,N'-Diethyl-4-vinylbenzamidin 15 zu geprigten Polymeren umgesetzt.
Diese zeigten analog den bereits oben beschriebenen Beispielen betrichtliche
Beschleunigungen der Esterhydrolyse. Es wurden fiir das templatanaloge Substrat (im Falle
des Leucin-Derivates) im Vergleich zur Losung Werte von tber 325 erreicht, wobei sein
Enantiomer nur um den Faktor 234 beschleunigt hydrolysiert wurde. Daraus ergibt sich eine
Enantioselektivitit von 1,39. Im Falle des valin-analogen Systems ergaben sich Werte von
249/204 = 1,21. Die Polymere zeigten ebenso Sittigungskinetiken. Die stirker ausgeprigte
Selektivitit wurde auch durch die Michaelis-Menten-Parameter verdeutlicht. Es ergaben sich
Keat/ Kat(L) / (kear/Knt(D)) = 1,66 fur das Leucin- und 1,53 fiir das Valin-System. AuBlerdem
wiesen beide Polymere Kreuzselektivitit auf, d. h. sie hydrolysierten bevorzugt jeweils das

Aminosaure-Derivat, welches analog zu ithrem Templat war.

I T AF
N/%(O N pggH N
HO H o HO H o _
o) o) |
23

22

Schema 13: Chirale Substrate 23 und Ube;gangszmmndamloga 22 ciner enantioselektiven Hydrolyse (R = -
CH(CH3); bzw. -CHCH,(CH3)5).””

Versuche zur Synthese katalytisch aktiver, molekular geprigter Polymere wurden auch
in der Vergangenheit von anderen Gruppen verfolgt, wobei sie nicht-stéchiometrische nicht-
kovalente bzw. Metalkoordinations-Wechselwirkungen einsetzten.”*” Diese Polymere waren
jedoch monoklonalen Antikorpern, welche ahnliche Reaktionen katalysierten, deutlich
unterlegen. In einem dieser Fille wurde eine Beschleunigung der Reaktion gegeniiber dem
der Losung um den Faktor 6,7 erreicht.

Offenbar ist fiir den Erfolg eines katalytisch aktiven geprigten Polymers nicht nur die
Wahl des Ubergangszustandsanalogon der zu katalysierenden Reaktion, sondern auch die der
Haftgruppe von entscheidender Bedeutung. Diese kann neben der Rolle als Bindungsstelle

auch die der katalytisch wirksamen Gruppe tibernehmen.
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Der hier vorgestellte Bindungsmodus sowie die Bindungskonstanten von
Amidiniumionen mit Carboxylaten 4hneln denen von Guanidiniumionen (Tabelle 1).

Assoziationskonstanten solcher Guanidiniumverbindungen wurden auch von weiteren
60]

b

Arbeitsgruppen  bestimmt"” Shea und Mitarbeiter nutzten dieses Prinzip fiir das
Molekulare Prigen." * Als Haftmonomere wurden N-(2-Methylacryloyl)-guanidin sowie N-
(3-Guanidinopropyl)-methacrylamid verwendet. Polymere mit gutem Bindungsvermd&gen fiir
Carbonsduren konnten erhalten werden, jedoch zeigten Polymere, welche mit optisch aktiven

Carbonsiuren geprigt wurden, keine Enantioselektivitit.

Diese Beispiele verdeutlichen einerseits das Potential, welches Haftmonomere mit
stochiometrischen nicht-kovalenten Wechselwirkungen bieten, andererseits aber auch, daf}
noch viele Studien unternommen werden mussen, damit sie dieses voll entwickeln kénnen.
Bei allen Anwendungsmdéglichkeiten molekular geprigter Polymere - sei es bei enantioselektiv
bindenden Polymeren, bei katalytisch wirksamen Polymeren oder bei Schichten fur
Chemosensoren - besitzt das jeweils eingesetzte Haftmonomer eine zentrale Bedeutung.
Wihrend das Templatmolekiil meist durch die angestrebte Anwendung des geprigten
Polymers bestimmt wird, kann das Haftmonomer frei gewihlt werden. Daher ist es
wiinschenswert, eine breite Palette verschiedener Haftmonomere zur Verfiigung zu haben,
wobel dann das fur den Anwendungsfall am besten geeignete eingesetzt werden kann. Die
Entwicklung und Synthese neuer Haftgruppen ist somit fur den zukiinftigen Fortschritt

molekular geprigter Polymere von zentraler Bedeutung.
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2 Theoretischer Teil

2.1 Problemstellung und Ziele

Eine interessante Substanzklasse stellen wegen ihrer aulerordentlichen Bedeutung in
Organismen Peptide dar. Sei es als einfache Bau- und Gertststoffe, als natirliche
Katalysatoren in Form von Enzymen, als Botenstoffe (Hormone) oder als Rezeptoren - ohne
sie ist Leben nicht mdglich. Daher sind diese Stoffe auch fur das Molekulare Prigen von
grof3em Interesse.

Verschiedene Arbeitsgruppen synthetisierten Polymere, welche mit Oligopeptiden bzw.
deren Derviate geprigt wurden. Meist wurden dabei Haftmonomere, welche unspezifische,
nicht-stochiometrische, nicht-kovalente Wechselwirkungen zu dem Templat ausbilden,

367 oder anderen, schwach

eingesetzt, entweder durch den Gebrauch von Methacrylsiure
bindenden Molekiilen.” ®! Hart und Shea hingegen nutzten Metallkoordinations-Bindungen
an einem polymerisierbaren Nickelkomplex, um Dipeptide mit einem N-terminalen Histidin

in Wasser zu binden."> !,

Allerdings wurden in keinem der beschriebenen Fille
Haftmonomere eingesetzt, welche stéchiometrische, nicht-kovalente Wechselwirkungen zu
Peptiden ausbildeten.

In unserem Arbeitskreis gab es ebenfalls Versuche, Polymere mit Dipeptidderivaten zu
priagen. Amidopyrazole zeigten gute Eigenschaften bei der Komplexierung von N-acylierten
Dipeptidestern. Die Bildung eines konformativ rigiden Templat-Monomer-Komplexes durch
Stabilisierung des Dipeptides in der B-Faltblattstruktur ist ideal fiir die Bildung moglichst
dhnlicher (,,monoklonaler”) Kavititen. Aufgrund der geringen Wiederbelegungsraten waren
geprigte Polymere, bei denen acylierte Aminopyrazole als Haftmonomere eingesetzt wurden,
nur eingeschrinkt einsetzbar. Als eine der Ursachen fur die ungunstigen Eigenschaften der
Polymere galt das verwendete Porogen. Dieses war zwar aufgrund seiner geringen Polaritat
gut geeignet fiir die Bildung stabiler Haftmonomer-Templat-Komplexe, jedoch fihrt es zu
einer ungiinstigen Polymerstruktur, da es durch Ubertragungsreaktionen wihrend der
radikalischen Polymerisation vermehrt in das Netzwerk eingebaut wurde und so dieses in
unbestimmten Malle verinderte. Da jedoch die hohen Bindungskonstanten der
Amidopyrazol-Dipeptid-Komplexe nur im unpolaren Chloroform erreicht wurden, konnte
auf dieses als Porogen nicht verzichtet werden.

Polymere, welche auf N,N"-Diethyl-4-vinylbenzamidin 15 als Haftmonomer basierten,
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zeigten diesen Nachteil nicht.”" Thre Wiederbelegungsraten liegen typischerweise tiber 80%
bzw. 90%. Assoziationskonstanten von Komplexen von 15 mit Carbonsduren sind auch in
Losungsmitteln wie Acetonitril und Tetrahydrofuran ausreichend hoch, so dal3 diese als
Porogen eingesetzt werden konnten.

Erste Untersuchungen, bei denen acylierte Aminopyrazole und N,N'-Diethyl-4-
vinylbenzamidin 15 gleichzeitig, quasi als Co-Haftmonomere, fiir enantiomerenreine IN-
acylierte Dipeptidcarbonsiuren eingesetzt wurden, waren nur bedingt erfolgreich.” Zwar
zeigten die geprigten Polymere in Batchbindungsexperimenten hohe Wiederbelegungsraten,
allerdings war keine Enantioselektivitit der Polymere zu beobachten. Offenbar werden in
diesen Polymeren die Templat-Polymer-Wechselwirkungen im wesentlichen durch die
starken  elektrostatischen — sowie = Wasserstoffbriicken-Wechselwirkungen — zwischen
Amidiniumgruppe und Carboxylat bestimmt. Die deutlich schwichere Interaktion der
zweiten Haftgruppe zu dem Peptidriickgrat, welche nur tiber Wasserstoffbriicken stattfindet,
kann somit keinen entscheidenden Einflul austiiben. Diese Situation ist sowohl fir die
Komplexbildung beim Prigen als auch bei spiteren Bindungsexperimenten gegeben. Dabei
wirkt sich die unzureichende Bindung zwischen Aminopyrazol und Dipeptidcarbonsiure
doppelt auf die Bindungseigenschaften des geprigten Polymers aus. Einerseits durch die
Bildung uneinheitlicher Kavititen schon wihrend des Prigens, andererseits durch eine
Einpunktbindung tiber die Amidinium-Carboxylat-Wechselwirkung im Polymer.

Ein Ansatz, um dieses Problem zu l6sen, ist es, das Amidopyrazol an das Amidin
kovalent zu binden. Das Amidin kénnte somit aufgrund seiner starken Wechselwirkung mit
der Carboxylgruppe des N-acylierten Dipeptides zur primiren Bildung des Komplexes
fihren. Durch die rdumliche Vororientierung des Amidopyrazols ist nun eine Ausbildung

mehrerer Wasserstoffbriicken zu dem Riickgrat des Dipeptides moglich.
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Rezeptoren, welche auf einem dhnlichen Grundprinzip basieren, sind in der Literatur
bekannt. So beschreiben Weiner und Hamilton™ einen Rezeptor, der sowohl das Riickgrat
einer freien Dipeptidcarbonsdure als auch deren C-Terminus komplexiert (Schema 14).
Allerdings werden dabei keine ionischen Wechselwirkungen eingesetzt. Die Komplex-
bildungskonstante K. in Chloroform betrigt auf diese Weise ca. 10* M1, was eine ganze
GroéBenordnung héher ist, als bei den von Kirsten untersuchten Haftmonomeren. Da aber
als Losungsmittel fir die Komplexbildungsstudien das unpolare Chloroform diente, ist eine
starke Abnahme der Assoziationskonstante zu erwarten, sobald fiir das Molekulare Prigen
besser geeignete, polarere Losungsmittel eingesetzt werden. Daher scheint dieses System fir

die Synthese geprigter Polymere nicht geeignet.

Schema 14: Komplex ans Dipeptidearbonsinre und Rezeptor 24 nach Weiner und Hamilton.””.

Schmuck entwickelte Rezeptoren fiir acylierte Aminosiuren.” Diese bestehen aus
einem Guanidin zur FErkennung von Carboxylaten, welches mit Pyrrol-2,5-
dicarbonsiurederivaten einfach acyliert wurde (siche Schema 15). Die zweite Carboxylgruppe
liegt dabei als Amid vor. Das korrespondierende Guanidiniumion ist deutlich acider (pKa, = 7-
8) als ein freies oder gar alkyliertes Guanidiniumion (pK, = 13). Die verbesserten
Wasserstoffbrickendonoreigenschaften fithren zu hohen Bindungskonstanten (bis ~103 M)
in polaren Losungsmittelgemischen wie 40% Wasser in DMSO (¢/2). Zu solch hohen
Bindungskonstanten tragen neben der ionischen Wechselwirkung zwischen Guanidinium-
und Carboxylatgruppe  zahlreiche Wasserstoffbricken zwischen den Carboxylat-
sauerstoffatomen und den verschiedenen Stickstoffatomen bei (Schema 15). In der Regel
wird nur eine Bindung zur Carboxylatgruppe gefunden, auch wenn es bei strukturverwandten
Derivaten von 25 auch zu einzelnen Wechselwirkungen zu der Seitenkette mancher acylierter

Aminosiauren kommen kann.

20



THEORETISCHER TEIL

Schema 15: Ein (2-Guanidiniocarbonyl)pyrrol 25 als Carboxylatrezeptoren.”

Im Gegensatz dazu sollen bei dem Konzept, welches im Rahmen dieser Arbeit
entwickelt wurde, mehrfache Wechselwirkungen zwischen Peptidriickgrat und dem
Amidopyrazol méglich sein. AuBBerdem muf3 der Rezeptor noch weitere Voraussetzungen

erfiilllen, welche typisch fir ein Haftmonomer fiir das Molekulare Prigen sind.

Ziel dieser Arbeit ist es ein Haftmonomer zu synthetisieren, welches in der Lage ist, N-
geschiitzte Dipeptide in polaren Lésungsmitteln zu komplexieren. Dabei sollte neben einer
teils ionischen Wechselwirkung zum C-Terminus des Dipeptides auch sekundire
Wechselwirkungen zwischen dem Peptidriickgrat und der Haftgruppe stattfinden, um so
einen konformativ eingeschrinkten Komplex zu erhalten. Idealerweise soll dieses
Haftmonomer also die Vorziige beider Haftmonomertypen - Amidin und Amidopyrazol - in

sich vereinen.
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2.2 Design des Haftmonomers

Schema 16 stellt die rdumliche Anordnung sowie die Lage der mdglichen
Wechselwirkungen eines Komplexes aus N-acylierter Dipeptidcarbonsaure und dem

Haftmonomer dar.

OR2 R® Haf
1 R
R \( ﬁ monomer
4 5 4
N— _N- ~H R
Ho N
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Schema 16: Grundprinzip des u entwerfenden Haftmonomers: Int Monomermolekiil sollen einerseits eine

-

wit

R5
6

R

Amidininmgruppe ur starken Bindung der Carboxylatgruppe eines Dipeptides fiibren, andererseits
sekunddre Wechselwirkungen swischen Amidopyrazol und Peptidriickgrat dieses konformatip fixieren.

Die Amidiniumgruppe ist dabei vor dem C-Terminus des Dipeptides plaziert, wihrend
der Heterozyklus das gesamte Dipeptid flankiert. Insgesamt ergibt sich eine L-férmige
Struktur des Rezeptors, wobei das Dipeptid an der konkaven Innenseite des Molekils
gebunden wird.

In Schema 16 sind die synthetisch zuginglichen Positionen in den beiden Gruppen des
Rezeptors markiert (R! bis R¢). An diesen Positionen miissen Reste eingefithrt werden, die
zwei Funktionen erfillen: FEinerseits mul3 das Haftmonomer mindestens eine
polymerisierbare Gruppe enthalten, andererseits miussen beide Gruppen durch einen
geeigneten Spacer miteinander verbunden werden. Der Wahl des Spacers kommt dabei die
entscheidende Bedeutung zu, da dieser die gesamte Geometrie und konformative Flexibilitat
des Haftmonomers bestimmt.

Bei der Verknipfung des Spacers mit dem Amidopyrazol sind prinzipiell drei
Positionen denkbar: Als Rest R! durch Acylierung der Aminogruppe und am Pyrazolring in
Position 4 oder 5 (R? bzw. R3). Die Position 4 ist jedoch aus mehreren Grinden ungunstig.
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So zeigt eine Bindung an dieser Stelle von der Amidiniumgruppe weg, so dal3 ein hier
angekniipfter Spacer extrem lang gewihlt werden muflte, um noch zu der geforderten
Rezeptorstruktur zu fihren. AuBlerdem ist eine sterische Repulsion zwischen Rest R* und
Sauerstoffatom der benachbarten Carbonylgruppe zu erwarten, die die Konformation, wie sie
in Schema 16 zu sehen ist, energetisch dullerst ungiinstig erscheinen 1iB3t. Bei der Position 5
ist der zweite Nachteil nicht zu befiirchten. Auch die Ausrichtung der Bindung ist im
Hinblick auf die Lage der Amidiniumgruppe giinstiger, wenn auch nicht optimal.

Der Rest R! als Ankniipfungsstelle fiir einen Spacer kommt aufgrund seiner Lage zur
Amidiniumgruppe in diesem Modell nicht in Betracht. Wird der Heterozyklus allerdings an
der Vertikalen gespiegelt, so ist nach wie vor das gleiche Muster an Wasserstoffbricken-
akzeptoren und -donoren (ndmlich Donor-Akzeptor-Donor) gegeben (siche Schema 17).
Eine Verkntpfung der beiden Haftgruppen anstelle der Reste R! und R* bietet sich nun
aufgrund ihrer Orientierung und Nihe an. Energetisch sollte diese Geometrie hinsichtlich der
Amidopyrazol-Dipeptid-Wechselwirkungen jedoch ungiinstiger als die vorherige sein, da jene
der von Kirsten fir das freie Amidopyrazol gefundenen entspricht. Es stellt sich nun die
Frage, ob die Ausbildung der drei Wasserstoffbriicken zwischen Peptidrickgrat und
Amidopyrazol in dieser Anordnung durch die starke teils ionische Wechselwirkung am C-

Terminus erzwungen werden kann.

Schema 17: Alternative Anordnung der Amidopyrazolgruppe relativ ur Amidininmgruppe in
Haftmonomer. Die Aminogruppe ist nun nicht terminal sondern befindet sich zwischen Pyrazolring und
Kation.
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Um diese Frage zu beantworten, wurden mittels wolecular modeling Berechnungen mit
einem Dreiding 2.21 Kraftfeld”™ durchgefiihrt. Dabei wurden Modellmolekiile simuliert, um
den Rechenaufwand in Grenzen zu halten (Schema 18). Als N-acyliertes Dipeptidcarboxylat
wurde der einfachste Vertreter, nimlich N-Acetyl-glycyl-glycinat 26 (Ac-Gly-Gly-O-) gewihlt.
Auf Seiten des Rezeptors wurden die beiden Gruppen durch eine Kette von
Methylengruppen miteinander verbunden. Der Rest R> an der Amidiniumgruppe wurde
durch eine Methylgruppe, alle weiteren Reste durch Wasserstoffatome ersetzt. Um zu
vermeiden, dal3 bei den Simulationen nur Strukturen gefunden wurden, die energetisch nur
lokalen Minima entsprechen, wurden Dynamikberechnungen im Bereich von 0 bis 300 K
durchgefiihrt.

/N/—_>/N CH2
O @T
)J\NWN\)@ \‘H

\\\‘

Schema 18: Struktur des mit Kraftfeldberechnungen u optimierenden Komplexes.

Als Ergebnis dieser Simulationen ergab sich, daf3 die beiden Vertreter mit einer bzw.
zwei Methylengruppen am vielversprechendsten waren. Dies ist auf verschiedene Faktoren
zurliickzufiihren. So nimmt die konformative Flexibilitit des Spacers mit steigender Zahl an
Methylengruppen zu. Diese geht in den Entropieterm der freien Komplex-
stabilisierungsenergie ein, womit diese abnimmt. Es ist also allgemein idealer, einen rigiden
Spacer zu nutzen, beispielsweise einen Aromaten oder ein anderes zyklisches System. Dies ist
aber aufgrund des geringen freien Raumes zwischen Amidopyrazol- und Amidiniumgruppe
nicht moglich bzw. nicht notig.

Schema 19 zeigt die Struktur eines Komplexes mit zwei Methylengruppen, wie sie sich
aus den Kraftfeldberechnungen ergab. Insgesamt weist der Rezeptor in erster Niherung eine
planare Struktur auf, auch wenn sich die Methylengruppen des Spacers in gauge-Stellung
zueinander befinden. Er bildet die in Schema 17 angedeutete konkave Struktur. Dies
ermoglicht die Ausbildung aller postulierten Wasserstoffbriicken. Die NCN-Ebene der
Amidiniumgruppe ist nur leicht gegen die Ebene der Carboxylatgruppe verdreht, wie dies

auch in Kristallstrukturen von Amidinen gefunden wird.” ™
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Die Simulation fiir den Spacer mit einer Methylengruppe zeigt, dal3 dieses Molekdil sich
zwar ebenfalls als Rezeptormolekiil eignet, jedoch nicht in dem MalBle wie das zuvor
vorgestellte. Aufgrund des kiirzeren Spacers ist die Struktur nicht so gewo6lbt, wie dies fiir
eine gleichzeitige Ausbildung aller Wasserstoffbriicken nétig wire. So  wird das

Schema 19: Modell eines kraftfeldoptimierten Komplexes ans Ac-Gly-Gly-O- 26 und einem Modellrezeptor
mit Ethylengruppe als Spacer und Amidopyrazol in inverser Anordnung.

a) Aufsicht, b)S eitenansicht.
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Peptidriickgrat meist tiber zwei der drei moglichen Wasserstoffbriicken gebunden. Trotzdem
werden immer noch vier von finf méglichen Wasserstoffbriicken gefunden.

Die Kraftfeldrechnungen machen also positive Aussagen tber diese beiden Strukturen
potentieller Haftmonomere. Offenbar ist die dreifache Wechselwirkung zwischen
Heterozyklus und Peptidriickgrat flexibel genug, um auch bei dieser Anordnung des
Amidopyrazols in Relation zu dem Dipeptid zur Komplexierung von diesem zu fiithren. Die
benotigte Spacergruppe ist dabei nur relativ kurz, da bei dieser Anordnung die beiden

Haftgruppen schon nahe beieinander liegen.

Ordnet man die beiden Haftgruppen jedoch wie urspriinglich vorgesehen an (siche
Schema 16), so ist ein deutlich lingerer und stirker gewolbter Spacer notwendig, da hier - wie
bereits erldutert - nur eine Verkniipfung in Position 5 des Pyrazols mit dem Rest R* des
Stickstoffatoms der Amidiniumgruppe in Frage kommt. Auch in diesem Falle wurde
zunichst eine wachsende Kette von Methylengruppen als Spacer in Kraftfeldberechnungen
eingesetzt. Dabei ergaben sich nur miBig geeignete Rezeptoren fiir N-Acetyl-glycyl-glycinat
26: Aufgrund der Zahl an Methylengruppen und der damit verbundenen konformativen
Freiheitsgrade, ergaben sich Rezeptoren mit ,,gekndulten® Spacern. In keinem der Fille
konnten alle fiinf Wasserstoffbriicken beobachtet werden.

Daher wurde versucht, diese einfachen Spacer durch ein zyklisches oder aromatisches
System zu ersetzen, da diese konformativ deutlich eingeschrinkter sind. Dabei wurde auch
die in Schema 20 dargestellte Struktur untersucht, die als Spacer eine »-Tolylengruppe
enthilt. Durch Einsatz des Aromaten wird die Zahl der méglichen Bindungen, um die eine
Rotation stattfinden kann, im Vergleich zu einem Tetramethylenspacer von finf auf drei
gesenkt (Schema 20). In Kraftfeldberechnungen stellte sich dieses Molekiil als besonders
geeignet heraus (Schema 21). Als Komplexpartner wurde wieder N-Acetyl-glycyl-glycinat26

vorgegeben.

H
N \\N v H
H N—N - N
H H
GSI\\D
H

Schema 20: Rezeptor 27 mit m-Tolylenspacer und gyklischer Guanidiniumgruppe. Bindungen, um die eine

Rotation erfolgen kann, sind markiert.
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Bei den Berechnungen wurde weiterhin untersucht, ob sich die Amidiniumgruppe
durch eine synthetisch leichter zugingliche, zyklische Guanidiniumgruppe ersetzen 1i3t, ohne
Nachteile bei den Komplexierungseigenschaften des Rezeptors zu erhalten.

Das Ergebnis dieser Simulationen ist in Schema 21 dargestellt. Der Rezeptor besteht
aus drei planaren Gruppen: Dem Aminopyrazol, dem m-Tolylenspacer sowie der
Guanidiniumgruppe. Die beiden Haftgruppen befinden sich dabei nahezu in einer Ebene,
wobei sich der Spacer aus dieser leicht herausdreht. Insgesamt nehmen sie, wie gefordert,
eine konkave Struktur ein. Die Innenseite bietet durch Stickstoffatome die Moglichkeit zur
Ausbildung von finf Wasserstoffbriicken, welche auch im Komplex mit dem Gastmolekiil 26
gefunden werden. Die Wechselwirkung der Guanidiniumgruppe ist dabei durchaus mit einer
Amidiniumgruppe vergleichbar: Thre Ebene ist nur leicht gegen die der Carboxylatgruppe
verdreht. Die Konformation des Dipeptidcarboxylats 146t sich niherungsweise als 3-Faltblatt
beschreiben. Insgesamt sind die Simulationsergebnisse fiir diese Struktur vielversprechend.

Somit stehen drei Grundstrukturen zur Diskussion, die auf ihre synthetische
Zuganglichkeit hin untersucht werden miissen. Einerseits die acylierten Aminopyrazole mit
Methylen- bzw. Ethylenspacer, andererseits das in Position 5 alkylierte Aminopyrazol mit 7-
Tolylenbriicke. Dabei sollte die Darstellung der beiden ersteren aufgrund ihrer Homologie
analog verlaufen.

Da die zyklische Guanidiniumgruppe laut Simulationen die gleiche Funktion wie die der
Amidiniumgruppe tibernehmen kann, dabei aber synthetisch leichter zuginglich ist, sollen die
angestrebten Zielstrukturen diese anstelle eines Amidins enthalten. Dies wird auch durch
zahlreiche Publikationen gestiitzt, die Guanidine als carboxylatbindende Gruppe sowohl in

[37, 77, 78]

kiinstlichen als auch in natiirlichen Systemen - so beispielsweise in der Seitenkette des

[79-81]

Arginins von Enzymen - beschreiben.
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b)

Schema 21: Modell eines kraftfeldoptimierten Komplexes ans Ae-Gly-Gly-O- 26 und einem Modellrezeptor
mit emner m-Tolylengruppe als Spacer wischen Aminopyrazol- und einer gyklischen Guanidiniumgruppe.

a) Aufsicht, b)Seitenansicht.
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Diese Rezeptoren besitzen einen noch nicht definierten Rest, der je nach Aufgaben-
stellung substituiert werden soll. Zunachst sollen Molekiile dargestellt werden, bei denen der
Rest synthetisch moglichst leicht zuginglich ist. Anhand dieser Modellsubstanzen sollen die
Bindungseigenschaften gegeniiber Dipeptidcarboxylaten studiert werden. Die bei der
Synthese gewonnenen Erkenntnisse sollen dann auf die der eigentlichen Haftmonomere
tbertragen werden. Deren Rest mull eine polymerisierbare Gruppe, eine C-C-
Doppelbindung, tragen, um als Haftmonomer fiir das Molekulare Prigen eingesetzt werden
zu konnen. Idealerweise haben Modellsubstanz und Haftmonomere viele gemeinsame
Vorstufen.

Retrosynthetisch betrachtet bieten alle Strukturen zunachst jeweils zwei Angriffspunkte
(Schema 22): Die Amidbindung am Pyrazol sowie die exozyklische C-N-Bindung des
Guanidins. Im Falle der Rezeptoren 28 und 29 - Pyrazol-3-yl-guanidine mit Aminocarbonyl-
alkyl-Briicke - ergeben sich als Vorstufen ein in Position 5 substituiertes 3-Amino-1H-

pyrazol, ein w-Aminocarbonsiurederivat und ein Imidazolidinderivat.
HN
H 28
R ® >
WN%N*\N 29
HN-N g H H

H HN
R /j5>
__NH, X\WASENHz Y/A\”

HN=( y
30, 31

Schema 22: Retrosynthese der Rezeptormolekiile 28 (n = 1), 29 (n = 2) und korrespondierende 1 orstufen
(30 (R = Methyl), 31 (R = p-Styryl), X, Y: Abgangsgruppen,).

Geeignete Imidazolidinderivate als Vorstufen sind in der Literatur beschrieben und
konnen ausgehend von kommerziell verfiigbaren Substanzen in einer Stufe synthetisiert
werden.®™* Aminosiurederivate sind ebenso in weitem Umfang erhiltlich und in der
Literatur ausfiihrlich beschrieben. 5-Methyl-3-amino-1H-pyrazol 30 kann bei der Synthese
der Modellverbindungen dienen. Die zweistufige Synthese von 5-(4-Vinylphenyl)-3-amino-

1H-pyrazol 31, ein Edukt fir die Synthese von Haftmonomeren, ist in unserem Arbeitskreis
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bekannt,P* 441

Der Rezeptortyp 32 - ein Pyrazol-5-yl-guanidin mit »-Tolylen-Bricke — 1Bt sich
retrosyntetisch in drei Bausteine zerlegen (Schema 23). Dies sind ein Acylierungsmittel, das
Bisamin 33, sowie eine fir die Einfithrung eines Imidazolidins geeignete Vorstufe. Der grof3te
synthetische Aufwand liegt dabei in der Darstellung des zentralen, polyfunktionellen
Bausteins, 5-(3-Aminomethyl-phenyl)-1H-pyrazol-3-ylamin 33, und dessen Derivatisierung.

S R R o

4 I \

H
X Y- N
R\« H2N\(Y©\/NH2 \\/@7
o] H

N-NH 33

Schema 23: Retrosynthese des Rezeptormolekiils 32 und korrespondierende 1V orstufen. (X, Y:
Abgangsgruppen).

Im direkten Vergleich der Synthesekonzepte erscheint die Darstellung der Pyrazol-3-yl-
guanidine 28 und 29 einfacher. Dabei kommen nidmlich nur kommerziell erhiltliche bzw.
bereits bekannte Bausteine zum Einsatz. Fur die Synthese des Pyrazol-5-yl-guanidins mit
m-Tolylenbriicke 32 muf3 hingegen zunichst das noch nicht beschriebene, polyfunktionelle
Amin 33 dargestellt werden, was grof3e synthetische Anstrengungen erwarten la3t. Daher soll
zunichst die erste Strategie verfolgt werden, um die Pyrazol-3-yl-guanidine 29 und 28 zu

erhalten.
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2.3 Synthese der Pyrazol-3-yl-guanidine mit Aminocarbonylalkyl-
Briicke

2.3.1 Synthese der Modellrezeptoren

Zunichst sollen von diesem Rezeptortyp die nichtpolymerisierbaren Vertreter
dargestellt werden. Die grundsitzliche Synthesestrategie wurde bereits im vorherigen
Abschnitt beschrieben. Es stellt sich nun die Frage, in welcher Reihenfolge die drei Bausteine
5-Methyl-3-amino-1H-pyrazol 30, w-Aminocarbonsidurederivat und Imidazolidinvorstufe
miteinander verknlpft werden sollen. Einerseits kann das Pyrazolylamin zunichst acyliert

und anschlieBend zum Guanidin umgesetzt werden (Schema 24a), oder andererseits die

a)
X
nNH2
H
H5;C H,C HN
NH 0] 3 N
e T e e
HN—N HN—N 0 Y N

b) HN HaC SINF N%N Y
@ HN WNHZ I:N(\N}/ 6 H H
G R e
j(%NH2 —H,%N N
o H H

o
Schema 24: Alternative Synthesewege fiir die Rezeptoren 28 (n = 1) und 29 (n = 2).

Acylierung von 30 erfolgt erst nach Angriff der Aminogruppe des Spacers auf das
Imidazolidinderivat (Schema 24b). Die Acylierung des Aminopyrazols stellt dabei immer den
kritischen Schritt dar, weil der derivatisierte Heterozyklus tber drei Stickstoffatome verfugt,
die prinzipiell alle acyliert werden konnen. Somit muf3 bei dieser Synthesestufe mit einem
Gemisch von Regioisomeren gerechnet werden. Um den Einflufl der damit verbundenen
Ausbeuteverluste auf die Gesamtausbeute moglichst niedrig zu halten, sollte dieser Schritt
zuerst erfolgen. Die Darstellung der Guanidine aus einfachen Aminen lduft laut Literatur mit
hohen Ausbeuten bis nahezu quantitativ ab®™*! und sollte daher prinzipiell méglichst spit in

einer Reaktionssequenz erfolgen.
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Als Vorstufen fiir die w-Aminosiuren sollen diese selbst, d. h. Glycin 34 bzw. B-Alanin
35, eingesetzt werden, allerdings soll die Aminogruppe mit einer Benzyloxycarbonylgruppe
(Z-Gruppe) geschiitzt werden,®™ um bei der Acylierung eine Oligo- bzw. Polymetisation zu
vermeiden. Nach der Kupplung kann diese leicht entfernt werden, um die primire
Aminogruppe freizusetzen. Fur die eigentliche Acylierung kann auf das breite Feld der
Peptidchemie und deren Kupplungsreagentien zuriick gegriffen werden. Diese versprechen
eine selektive Acylierung unter sanften Reaktionsbedingungen.

So wurde zunichst versucht, ein 5-Methyl-3-amino-1H-pyrazol 30 und Z-B-Alanin 36
in dquimolaren Mengen mit Hilfe von diversen Reagenzien (Chlorameisenethylester
(CICOOEH39, Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) 40 plus N,N-Dimethylaminopyridin
(DMAP), Chlortripyrrolidinophosphonium-hexafluorophosphat ~ (PyCloP) 41, 2-(1-H-
Benzottiazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-hexafluorophosphat ~ (TBTU) 42 zu
kuppeln (Schema 25). Bei simtlichen Synthesen konnte nur Giberwiegend (CICOOEt, TBTU,
DCC) oder ausschlieBlich (PyCloP) das falsche Regioisomer 38, welches an dem
Ringstickstoffatom in Position 1 acyliert war, neben nicht umgesetztem Edukt 30 und

geringen Mengen an 1-Acyl-3-methyl-5-aminopyrazol nachgewiesen werden.

= <
Z
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HSCWNHz HO N. Hilfsbase _ HN\N T)/;ringer
/ + W z Kupplungs—' 37

31 36 reagenz 2 7l\! H
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Schema 25: Acyliernng von 31 mit Kupplungsreagentien: a) Reaktionschema, b) Kupplungsreagentien:
Chlorameisenethylester 39, DCC 40, PyCloP 41, TBTU 42.
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Um dieses Problem der Regioselektivitit zu l6sen, wurde versucht die Ringstickstoffe
mit Schutzgruppen zu blockieren. Dabei lie3 sich die #rz-Butyloxycarbonylgruppe (Boc)
besonders leicht einfiihren. Der Umsatz von 5-Methyl-3-amino-1H-pyrazol 30 mit einem
leichten Uberschu3 von Di-zert.-butylpyrocarbonat ergab zu 58% das gewtinschte Produkt 3-
Amino-1-fert.-butyloxycarbonyl-5-methylpyrazol 43 (AMBocP), wobei sich das falsche
Regioisomer durch Umbkristallisieren abtrennen lie3 (Schema 206). Bei dieser Substanz ist nur

noch eine Acylierung der Aminogruppe méglich.

= NH Boc,O _
W 2 NE. » o) N N
HN-N 3 1

-15°C

Schema 26: Boc-Schiitzung von 5-Methyl-3-amino-1H-pyrazol 30.

Umsetzungen von AMBocP 43 unter den gleichen Bedingungen und den gleichen
Kupplungsreagentien, wie sie auch fur das ungeschitzte Aminopyrazol 30 angewandt
wurden, fihrten jedoch nicht zu dem gewtiinschten acylierten Produkt. Statt dessen fand
weitestgehend kein Umsatz statt, es konnte hauptsichlich nur das Edukt nachgewiesen
werden. Auch unter forcierten Bedingungen (Temperaturerh6hung, lingere Reaktionszeit)
konnte kein wesentlich erhohter Umsatz erreicht werden. Offenbar ist das Amin durch
Einfihrung der Carbamatgruppe am Pyrazolring desaktiviert worden.

Einen Hinweis auf die Nucleophilie von 30 kénnen die pK-Werte der zum strukturell
verwandten 3-Aminopyrazols konjugierten Siuren geben (Schema 27)®") auch wenn es sich
im Gegensatz zum kinetischen Parameter Nucleophilie bei der Basizitit um eine
thermodynamische Gréfle handelt. Dieses Amin liegt von der Basizitit her in der
GréBenordnung von Pyridin (pKs = 4,60%). Ahnliche Verhiltnisse kénnen auch von dem
Methylderivat 30 erwartet werden, denn aufgrund der Konjugation zu dem aromatischen
System des Pyrazols sollte die Nucleophilie der Aminogruppe extrem verringert sein.
Induktive und mesomere Effekte von Substituenten, wie der negative, induktive Effekt der
tert.-Butyloxycarbonylgruppe am Heterozyklus, wirken sich auch auf die Aminogruppe aus.
Die mit den Kupplungsreagentien aktivierten Carbonsduren sind somit zu schwache
Elektrophile, um die Acylierung des nur schwach nucleophilen Arylamins AMBocP 43 zu

bewirken.
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= CKJ)H:,, -H* = %Hg, -H* N\ _NH,
O S

HN~<NH HN-N HN-N
pK=2,52 pK=4,11

Schema 27: pK-Werte der konjugierten Sduren von 3-Amino-1H-pyrazol
2 bei 25°C in Wasser.””"

Als stirkere Acylierungsmittel bieten sich Carbonsdurechloride an. Die Synthese des
entsprechenden Siurechlorids von Z-B-Alanin bzw. Z-Glycin gelang allerdings nicht. Selbst
bei Einsatz des relativ milden Oxaloylchlorids konnten die Siurechloride weder isoliert noch
in sitn erzeugt werden, da die Benzyloxycarbonylgruppe unter diesen Bedingungen nicht stabil
war und zu Benzylalkohol sowie einem nichtdefinierten Feststoff zerfiel. Ein Ausweichen auf
andere klassische Amin-Schutzgruppen erschien nicht sinnvoll, da diese - als Carbamate bzw.
Silylgruppen - ebenfalls das acide Reaktionsmilieu nicht tolerieren wiirden.™ Statt dessen
sollten Sdurechloride von Vorstufen dargestellt werden, aus denen sich die primire

Aminogruppe durch andere Methoden als einfaches Entfernen einer Schutzgruppe erzeugen

l1ag3t.

Als Vorstufe fiir den Ci-Spacer bieten sich o-Halogenessigsiaurederivate an. Diese sind

cinerseits reaktive Acylierungsmittel, was auf den negativen induktiven Effekt des

benachbarten Halogenatoms zurtickzufithren ist und andererseits stellt das oO-stindige
Halogen eine gute Abgangsgruppe bei der folgenden Einfiihrung einer primaren
Aminogruppe dar. So wurde 5-Methyl-3-amino-1H-pyrazol 30 in der Kailte mit einem
Aquivalent Chloressigsiureanhydrid umgesetzt, wobei sich hauptsichlich das gewtinschte
Regioisomer CIAcCAMP 44 (62% nach Reinigung) bildete (Schema 28a), welches eine
unerwartet geringe Loslichkeit aufwies. Die Reaktivitit des Halogenids™ zeigte sich in der
folgenden Umsetzung. Die nahezu quantitative Einfithrung der Aminogruppe gelang durch
Lésen von 44 in einem groBen Uberschul3 von konzentriertem Ammoniak/Methanol 1:1, der
einer mehrfachen Alkylierung entgegen wirken sollte, und mehrtigiges Ruhren bei
Raumtemperatur.

Weiterhin wurde ein analoger Syntheseweg fur das Boc-geschiitzte Derivat 43 verfolgt
(Schema 28b). Ziel war es, sowohl das Problem der Regioselektivitit im Acylierungsschritt zu
umgehen, als auch ein aminoacetyliertes Aminopyrazol 45 zu erhalten, welches am

Pyrazolring geschiitzt ist, um eventuellen Regioselektivititsproblemen in der folgenden
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Synthesestufe - der Umsetzung zum zyklischen Guanidin - vorzubeugen. 43 liel3 sich mit
Chloressigsdureanhydrid acylieren, wobei die Ausbeute nicht deutlich Gber der der analogen
Umsetzung des ungeschiitzen Derivates 30 lag, was wiederum auf die verringerte
Nucleophilie von 43 zurtickzufiihren ist. Die anschlieende Aminolyse lieferte jedoch das am
Pyrazolring ungeschiitzte Produkt 46, und nicht, wie zunichst erwartet, das Boc-Derivat 45.
Offenbar wurde bei der Aminolyse auch das Carbamat nucleophil angegriffen. Dieses besitzt

im Gegensatz zu den Carbamaten, die beim Schiitzen primirer Amine entstehen, das Pyrazol

als gute Abgangsgruppe.
Y NH, (CICH;C0),0 NHa/H,0
HC— A2~y 3CW \H/\CI — - \(\ﬁ \H/\NH3 &
HN—11 NEts MeOH, RT
30 44 46
b)

HSCW (CICH;CO),0 HsCW e /A SCW mANHs o

N [E—
o)
A<O‘<O NEt3 Q( \\g NHs/H,0 o—\<
MeOH, RT Q<
43 47 45

Schema 28: Synthese der Zwischenstufe 46: Sowohl der Reaktionsweg a), ausgehend von dem ungeschiitzten
Aminopyrazol 30, als auch b) Edukt AMBocP 43 fiibren nach Acylierung miit Chloressigsanreanhydrid und
anschliefSender Aminolyse zum gleichen Produkt 46.

Mit dem beschriebenen Weg stand somit ein praktikabler synthetischer Zugang fir 3-
(N-Glycyl-amino)-5-methyl-1H-pyrazol (GlyAMP*HCI) 46 zur Verfiigung.
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Dieser 1d63t sich allerdings nicht direkt auf die Synthese der Cs-spacerhaltigen Vorstufe
tibertragen, da ein B-Halogencarbonsiurederivat offensichtlich eine deutlich vertingerte
Reaktivitit verglichen mit seinem o-Homologen besitzt. Als ,,3,3,N,N-Tetradehydro-3-
alanin® kann jedoch Cyanoessigsdure als Vorstufe fiir den Cx-Spacer dienen. In der Literatur
werden zahlreiche Methoden zur Hydrierung von Cyanofunktionen zu Aminomethylgruppen
beschrieben.”" * Cyanoacetylchlorid 48 ist aufgrund des negativen induktiven Effektes der
Cyanogruppe ein dullerst reaktives Acylierungsmittel, welches durch Umsatz der Sdure mit
Phosphorpentachlorid erhalten wurde.” Bei der Reaktion mit dem ungeschiitzten
Aminopyrazol 30 wurde ein Regioisomerengemisch erhalten, welches sich auf Grund seiner
geringen Loslichkeit weder sidulenchromatographisch noch durch Umkristallisation trennen
lieB (Schema 29). Daher wurde das mit der I5slichkeitsférdernden Boc-Gruppe geschiitzte
AMBocP 43 acyliert, wobei das Produkt 50 siulenchromatographisch isoliert wurde, da sich
auch hier die Labilitit der Boc-Schutzgruppe am  Pyrazolring zeigte. Bei

CIY\ 48

a) H3C = NH 'e) \\N H3C N = NH2
2 =
N L Sy o I
N NEts N 0O e
30 49 N’ 0

43
H,/Raney-Ni// _ H
> HsC AN NH:
H,/Pd/C 4
2 > OT(N\N o H
LiAlH, 0 51

\/

Schema 29: Einfithrung des Co-Spacers durch Acylierung mit Cyanoacetylchlorid 48. a) Acylierung von 30
fithrte zu einem unlislichen Regioisomerengemisch, b) Acyliernng von 43 lieferte das gewiinschte Produkt 50,
welches sich jedoch nicht zu 51 hydrieren liefs.
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Umkristallisationsversuchen aus Ethanol spaltete sich die zr#-Butyloxycarbonylgruppe zu
einem hohen Anteil ab.

Eine Isolierung des reduzierten Folgeproduktes 51 scheiterte trotz verschiedener
Ansitze. Eine heterogene Hydrierung mit Wasserstoff auf Raney-Nickel, wie in der
Literatur” *? beschrieben, fand nicht statt. Auch der Einsatz des aktiveren Katalysators
Palladium auf Aktivkohle”! brachte keine Anderung. Daher mufBte ein alternativer

Syntheseweg fiir den Cz-Spacer gefunden werden.

Im Hinblick auf klassische Methoden zur Einfithrung neuer Stickstoffatome als primare
Aminogruppen fiel das Augenmerk auf Phthalimide. Sie sind bekannt fiir ihre Stabilitit und
lassen sich nur unter extrem aciden bzw. extrem basischen Bedingungen langsam
hydrolysieren.” * Eine Ausnahme ist die Hydrazinolyse, bei der unter, im Vergleich zu den
zuvor genannten, milden Bedingungen eine Spaltung des Phthalimids in primires Amin und
Phthalhydrazid erfolgt.”" Aufgrund ihrer Stabilitit wird die Phthalimidgruppe zwar selten als
Schutzgruppe in der klassischen Peptidchemie genutzt, sie ist in diesem Falle jedoch ideal
geeignet, da sie die Reaktionsbedingungen toleriert, die zur Darstellung von Siurechloriden
no6tig sind.

Zunichst wurde [-Alanin mit Phthalsiureanhydrid unter wasserabscheidenden
Bedingungen zu Phthaloylalanin 52 umgesetzt (Schema 30)." Reaktion mit Thionylchlorid
unter Katalyse von N,N-Dimethylformamid in Methylenchlorid lieferte das feste
Acylierungsmittel 53. Die Acylierung des Pyrazolderivates 43 in Methylenchlorid verlief mit
erwartungsgemill durchschnittlicher Ausbeute. Dieser Reaktion schlof3 sich die Abspaltung

der zert.-Butyloxycarbonylgruppe mit Trifluoressigsiure in Chloroform an, wobei 55 erhalten

o H3C 2 Ha
N N H
socl, 43 N NPhth
HsC
HO N —_— Cl 3 W \ﬂ/\/
\ﬂ/v Kat.: DMF NEts N-N O
(0] O CH2C|2 CH2C|2 Boc

52 54

N o

CF3COOH HoC W \n/\/NPhth LNHe e WN\H/\/N

CHCI3 2. HCI H,N—N o)
55 EtOH 56

Schema 30: Synthese der Zwischenstufe mit Cr-Spacer Ala AMP*HC/ 56 via Phthalimide.
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wurde. Durch Hydrazinolyse und anschlieBender Hydrolyse mit Salzsiure wurde die

Phthaloylgruppe abgespalten und das Hydrochlorid von 3-(IN-B-Alanyl-amino)-5-methyl-1H-
Pyrazol 56*HCI (AlaAMP*HCI) erhalten.

Somit konnte nun die Einfithrung des zyklischen Guanidins erfolgen. Klassisch haben
sich dazu Thiuroniumsalze bewahrt, welche ausgehend von Thioharnstoffen erhalten werden
kénnen.™ Dabei wird der Schwefel in der Regel mit Methyliodid alkyliert, wobei man eine
Spezies erhilt, die als gute Abgangsgruppe das flichtige Methanthiol enthilt. Diese wird dann
in der anschlieBenden Reaktion durch das primire Amin - in vorliegendem Fall GIlyAMP 46
bzw. AlaAMP 56 - substituiert. Eleganter ist es jedoch, anstelle einer Methylierung des
Schwefelatoms eine Oxidation zum Sulfonat durchzufiihren (Schema 31a)."! Das
korrespondierende Sulfit stellt ebenfalls eine gute, wasserlosliche und zudem geruchsarme

Abgangsgruppe dar.

ZT

H
a) 3 H202 @ N
s=( | >~ 0334@] .

H Kat.: Na,MoO,*2H,0 N
0°C, H,0
H
) N
H o O N H H"\‘x
H )
HaC— 7 M TN, L e Sl e
HN-N O NEty/MeOH/H,0 HN-N o H H
2. HX
46 (n = 1), 56 (n = 2) 58 (n=1),59 (n = 2)

Schema 31: a) Darstellung von Imidazolin-2-ylsulfonsinre 57°°, b) Einfiibrung der Iminoimidazolidin-

gruppe: Die Produkte ImGHAMP 58 (n = 1) und ImAlaANMP 59 (n = 2) wurden als Pikrate (X =
2,4,6-Trinitrophenolat) isoliert.

Entsprechend waren die Hydrochloride von GlyAMP 46 bzw. AlaAMP 56 mit einem
Aquivalent Imidazolin-2-ylsulfonsiure 57 bei Anwesenheit eines Uberschusses von
Triethylamin umgesetzt worden (Schema 31b). Die Produkte ImGIlyAMP 58 und ImAlaAMP

59 wurden als gelbe, kristalline Pikrate isoliert. Da diese in den meisten Losungsmitteln
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schwerloslich sind, wurden sie zunidchst mit Hilfe eines Anionenaustauschers in das
korrespondierende Hydrochlorid iberfithrt. Somit standen die angestrebten Modell-

rezeptoren fur NMR-Komplexierungsstudien zur Verfiigung.

2.3.2 Versuche zur Synthese der Haftmonomere

Die Synthese der entsprechenden Haftmonomere sollte nun analog der der
Modellverbindungen ImGIyAMP 58 und ImAlaAMP 59 durchgefithrt werden. Die fir ein
Haftmonomer notwendige polymerisierbare Gruppe sollte dabei in Form eines p-Styryl-
Restes anstelle der Methylgruppe in Position 5 des Pyrazolringes eingefithrt werden. Die
Synthese des somit benétigten 3-Amino-5-(4-vinylphenyl)-1H-pyrazol 60 war in unserem
Arbeitskreis bekannt.? * Dieses wurde zunichst am Ring geschiitzt (Schema 32). Eine
weitere Umsetzung von 61 gelang jedoch weder mit Phthaloylalanin 53 noch mit
Chloressigsdureanhydrid. Auch nach lingerer Reaktionszeit und hirteren Reaktions-
bedingungen konnte kein Umsatz festgestellt werden. Dies lit sich nur durch den
elektronenzichenden Effekt des Styryl-Restes erkliren, der zu einer weiteren Verringerung
der Nucleophilie der schon beim Methylderivat 30 elektronenarmen aromatischen

Aminogruppe fihrte. Ein analoges Reaktionsverhalten wurde auch bei verwandten

~ Boc,O
—
\__NH, NEts . _NH,
HN\[\j CH2C|2 /N\[\j
Boc 61
60 Cl NPhth
(CICH,C0),0 Yv
O 53
= =
H H
A _N . _N NPhth
e ' e
B /N\N (@) B /N\N o)
°C 62 oc 63

Schema 32: Strategie zur Synthese polymerisierbarer Pyrazol-3-yl-guanidine mit Aminocarbonylalkyl-
Briicke diber Boc-geschiitzte Derivate.
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Pyrazolderivaten in unserem Arbeitskreis gefunden.””

Daher mulite die Acylierung mit dem ungeschiitzten Derivat 60 durchgefiihrt werden.
Im Falle beider Acylierungsmittel kam es zur Bildung unl6slicher Regioisomerengemische,
die bei der Reaktion ausfielen. Eine Trennung dieser gelang aufgrund ihres Loslichkeits-
verhaltens nicht. Somit war eine Synthese der Haftmonomere von diesem Rezeptortyp nicht
moglich.

Als Alternative sollten die Haftmonomere basierend auf Pyrazol-5-yl-guanidinen, die

eine m-Tolylenbriicke besitzen, dargestellt werden. Deren Synthese wird im folgenden

diskutiert.
=
H
PhthNCHQ/@/HZCO(a _ NWNPhth
= /)
= NH2

V/
HN—- /

N (CCHLOR0
60

H
— N
Cl
HN—p/ Tf

N

Schema 33: Alternative Strategie zur Acyliernng von 3-Amzino-5-styryl-1H-pyrazolen.
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2.4 Synthese der Pyrazol-5-yl-guanidine mit m-Tolylenbriicke

2.4.1 Synthese des Bisamins 5-(3-Aminomethyl-phenyl)-1H-pyrazol-3-
ylamin 33

Die grundlegende Strategie zur Synthese der m-tolylen-verbriickten Pyrazol-5-yl-
guanidine wurde bereits zuvor diskutiert (Schema 34). Entscheidend ist dabei die Darstellung
von 5-(3-Aminomethyl-phenyl)-1H-pyrazol-3-ylamin 33.

Als Edukte bieten sich z-Tolylsdure-Derivate an. So kann die Carboxylgruppe in die
Aminopyrazolfunktion konvertiert (Schema 34a) und an der Methylgruppe eine
Aminogruppe eingefithrt werden (Schema 34b). Der Aufbau der 3-Aminopyrazolgruppe soll

dabei ausgehend von einem Siurechlorid tber ein B-Ketonitril verlaufen, welches

a) N Q
| xR ‘ S 1_\*0Li ‘ R .
SO ) Li N N2H,"H,0 R
/g /g N\\
HO™ ~O cl” o 2. HCI, -CO, 0 - NH
N
N
NH,

\ 7/

HoN
b)
CHs
Br NPhth .
©/ Br, 0. NBS @A KNPhh @A 1. NpHa*H,0 @A
_— E— —_—
L Kat. L R 2. HC R

Schema 34: Synthesekonzept fiir 5-(3-Aminomethyl-phenyl)-1H-pyrazol-3-ylamin 33: a) Aufban der
Aminopyrazolgruppe, b) Einfithren der benzgylischen Aminogruppe. Der Rest R ist dabei vom Fortschritt

des jeweils anderen Reaktionsweges abhingig.

anschlieBend mit Hydrazin-Hydrat zyklisiert wird. Analog hat Kirsten 5-(4-Vinylphenyl)-3-
amino-1H-pyrazol 31 aufgebaut.” *! Die Aminogruppe soll {iber eine Seitenketten-
bromierung, gefolgt von einer Gabriel-Synthese und anschlieBender Hydrazinolyse,
eingefithrt werden.

Es stellt sich nun die Frage, in welcher Reihenfolge die einzelnen Syntheseschritte

durchgefithrt werden kénnen, da nicht alle funktionellen Gruppen die Reaktionsbedingungen
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samtlicher Reaktionen tolerieren. Alternativ konnen auch Schutzgruppen eingefiihrt werden,

was jedoch zusitzlichen synthetischen Aufwand erfordert. So kann beispielsweise die

Bromierung nicht in Gegenwart des B-Ketonitrils erfolgen, ohne dieses ebenfalls anzugreifen.
Vor der Einfithrung des Phthalimids muf3 die Carboxylgruppe umgesetzt oder maskiert sein,
da diese sonst das Kaliumphthalimid desaktiviert. Die Zyklisierung des Pyrazols und die
Hydrazinolyse werden wiederum idealerweise zusammen in einem Schritt durchgefiihrt.

Die erste Reaktionssequenz, welche zur Synthese des Bisamins 33 angegangen wurde,

ist in Schema 35 dargestellt. Um den Einsatz einer Schutzgruppe fiir das B-Ketonitril zu
vermeiden, wurde zunichst z-Tolylsdure 64 mit elementarem Brom umgesetzt. Im
Gegensatz zu der Bromierung von p-Tolylsiure 65 P"** fand dabei allerdings eine erhebliche
Dibromierung statt, was die Isolierung des monobromierten Produktes 66 von Edukt und
Nebenprodukt erschwerte. Bei der folgenden Behandlung mit Thionylchlorid fand ein
erheblicher Austausch des Bromatoms gegen Chlor statt, was durch GC-MS nachgewiesen
werden konnte. Da sich das Produktgemisch 67 destillativ nicht trennen lie3, wurde die

folgende Umsetzung mit dem Bislithiumsalz der Cyanoessigsidure und Decarboxylierung zum

B-Ketonitril 68 mit diesem durchgefithrt. Die Ausbeuten waren jedoch nur sehr gering und
ein Teil des Produktes war erwartungsgemal3 chloriert, welcher bei der folgenden Substitution
deutlich schlechter reagieren wiirde. Eine Bromierung mit N-Bromsuccinimid versprach laut
Literatur” keine Verbesserung des ersten Syntheseschrittes.

Geringe Ausbeuten bei Bromierung und C-C-Bindungskniipfung sowie ein ungewollter
Br-Cl-Austausch sprachen somit gegen diese Syntheseroute. Daher wurde eine alternative

Syntheseroute entwickelt.

Br, Br socl, Br/Cl
— > —_—
hv Kat.: DMF
HO™ ~O ccl, HO™ To CH,Cl, ¢l o) 67
64 66
1. (NCCHCOO)Li, Br/Cl
2. HCl, -CO,
NC

68

Schema 35: Erste Strategie zur Synthese des Bisamins 33.
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Diese zweite Route ist in Schema 36 dargestellt. Ausgehend von 7-Tolylsiuremethlester
69" wurde zunichst mit elementarem Brom unter UV-Licht-Einwirkung bromiert "]
wobei neben dem monobromierten Produkt 70 auch das Dibromid erhalten wurde. Das

Rohprodukt wurde einer Gabrielsynthese™

unterwotfen, wobei das reine Phthalimid 71
erhalten wurde. Zur weiteren Umsetzung muflte nun die Methylestergruppe hydrolysiert
werden. Da das Phthalimid in den meisten Losungsmitteln selbst in der Siedehitze nur
schlecht 16slich war, und andererseits die Spaltung des Esters so mild wie moglich ablaufen
sollte, um eine Hydrolyse der Phthalimidgruppe zu vermeiden, wurde die Spaltung mit
wasserfreiem Lithiumbromid in siedendem 2-Hexanon durchgefiihrt."" ' Dabei findet ein
nucleophiler Angriff des Bromidions auf das Alkylkohlenstoffatom statt, wobei das fliichtige
Brommethan und das Lithiumcarboxylat in kurzer Reaktionszeit und nahezu quantitativer
Ausbeute frei wird. Ansduern mit Salzsdure lieferte die freie Sdure 72. Diese wurde mit einem
UberschuBl  Thionylchlorid unter Katalyse von N,N-Dimethylformamid vollstindig
umgesetzt, was zum z-Phthalimidotoluoylchlorid 73 fithrte. Die C-C-Bindungskniipfung

unter Bildung des gewtinschten B-Ketonitrils gelang nicht. Bei Optimierungsversuchen wurde

CH
’ Fii?/ﬁ\ _KNPhEh Fiij/A\NPMh
HsCO™ S0 CCM

69

1. LiBr

- CH3Br+ NPhth

NPhth SOCb
Km DMF

CH2C|2 Cl
2. HCI

1.NCCH9ébLh [::T/\NPMh
z;Ki-ooz \/l§
NC
0

Schema 36: Alternative Syntheseweg zur Darstellung des Bisamins 33.
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immer ein komplexes Substanzgemisch erhalten, aus denen das gewutnschte Produkt nicht
isoliert werden konnte. Wahrscheinlich kam es hier zu Nebenreaktionen des Phthalimido-

restes unter den stark basischen Reaktionsbedingungen.

Beide der zuvor beschriebenen Synthesestrategien fithrten also nicht zum gewtinschten

Produkt, da die Umsetzung zu dem jeweiligen B-Ketonitril miBlang. Diese stellte somit den
entscheidenden Schritt dar, den es zu optimieren galt. Um Nebenreaktionen mit
funktionellen Gruppen in der Seitenkette des Aromaten auszuschlieBen, sollte die C-C-
Verknlipfung als erste Reaktion durchgefiihrt werden, so dall die Methylgruppe des
Tolylrestes noch nicht derivatisiert war.

Die Umsetzung von z-Toluoylchlorid 77 wurde analog der Synthese von 3-(4-
Vinylphenyl)-3-oxopropionitril ~ durchgefiihrt.*!  Urspriinglich wurden 2  Aquivalente
Cyanoessigsidure 75 mit 4 Aquivalenten #-Butyllithium zum Bislithiumsalz 76 bei tiefen
Temperaturen umgesetzt (Schema 37). Durch anschlieBenden elektrophilen Angriff mit dem
Sdurechlorid 77 entstand ein Lithium-0i-cyano-B-ketocarboxylat 78, welches beim Ansiuern
zum 3-(3-Methylphenyl)-3-oxopropionitril 79 decarboxylierte. Insgesamt wurde also ein
100prozentiger Uberschuf3 des nucleophilen Salzes 76 in bezug auf das Elektrophil 77
eingesetzt. Die Reaktionsfithrung konnte dadurch verbessert werden, dal3 #-Butyllithium

unterschiissig  (weniger als 3,6 Aquivalente) eingesetzt wurde, um die direkte

a)
CHs
©/ CHs CHs
NC NC._ _Li * .\
2 eq Buli clI~ ™o H |
.78 °C > NC -CO NC
HO™ SO Li0o” S0 77 o 2 o
b) 75 76 Lio” S0 78 79
1. 2eq BulLi
T 2.HCI
n-Bu
n- Bu

Schema 37: a) Teilschritte der Synthese des B-Ketonitrils 79, b) Nebenreaktion von a) bei einem
Uberschuf§ von Butyllithinm.
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Bisalkylierung von m-Toluoylchlorid 77 zum tertidren Alkohol 5-(3-Methylphenyl)-pentan-5-
ol 80 durch nicht abreagiertes Reagenz zu vermeiden. Auf der anderen Seite mullte die
extrem hygroskopische Cyanoessigsaure 75 wasserfrei eingesetzt werden, da sonst keine
ausreichende Menge 76 gebildet werden kann.

Ein weiteres Nebenprodukt konnte bei der Umbkristallisation des Rohproduktes in
Essigsiureethylester/Hexan als unloslicher weiBler Feststoff isoliert werden. Das NMR-
Spektrum dieser Substanz in CDCl;/DMSO-Dg 1:1 zeigte nur die Signale des Tolylrestes, das

der Methylengruppe war nicht vorhanden. Es ist zu vermuten, daf3 eine Selbstkondensation
des C-H-aciden B-Ketonitrils statt fand.

Da prinzipiell eine gezielte Seitenkettenbromierung weder des B-Ketonitrils noch auf
der Stufe des Aminopyrazols méglich ist, mulite zunichst die Carbonylfunktion durch eine
Schutzgruppe blockiert werden. Hierfiir eignen sich gut zyklische Ketale, die unter aciden
Bedingungen eingefithrt bzw. abgespalten werden koénnen, im basischen Medium jedoch
stabil sind.®™ Dazu wurde 3-(3-Methylphenyl)-3-oxopropionitril 79 unter wasser-
abscheidenden Bedingungen mit Ethan-1,2-diol und Katalyse von p-Toluolsulfonsiure in
Toluol umgesetzt, um so das Dioxolan 81 zu erhalten.

Bei der folgenden NBS-Bromierung wurde wie bei den vorherigen Bromierungen ein
Gemisch von Edukt, mono- und dibromierten Produkt erhalten, dessen Zusammensezung
optimiert werden konnte. Durch den Finsatz von Dichlormethan anstelle von
Tetrachlormethan als Losungsmittel reagierte ein Teil des Bromierungsreagenzes mit diesem

1 Bromdichlormethan.'"™ Dadurch wurde zwar die Ausbeute sowohl an di-

zum flichtigen
als auch an monobromierten Produkt verringert, die des ersteren jedoch in stirkerem
Ausmal}. Als Radikalinitiator wurde Azobis(4-methoxy-2,4-dimethylpentannitril) 82 (V-70),
ein Azoradikalinitiator, welcher bei tieferen Temperaturen als das bekannte Azobisiso-
butyronitril 83 (AIBN) zerfillt, eingesetzt. Auf den Einsatz von UV-Licht konnte so
verzichtet werden. Durch Zugabe von 1,6 Aquivalenten N-Bromsuccinimid konnte die
Ausbeute von 84 auf 83% gesteigert werden, wobei 12% dibromiertes Produkt vorlagen. Bei
der klassischen NBS-Bromierung in Tetrachlormethan mit einem Aquivalent Bromierungs-
mittel lag die Ausbeute bei 69%, wobei ebenfalls 12% des Dibromids im Produktgemisch
enthalten wurden.

Das Rohprodukt wurde nun einer Gabrielsynthese unterworfen und das Phthalimid 85
isoliert.

Um eine gleichzeitige Abspaltung der Phthaloyl-Schutzgruppe sowie Zyklisierung des

B-Ketonitrils 86 zum Aminopyrazol mit Hydrazin-Hydrat zu erméglichen, muite zunichst
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der Dioxolanring gespalten werden. Dies gelingt typischerweise unter aciden Bedingungen in
der Anwesenheit von Wasser.™ ">l Das Dioxolan 85 erwies sich jedoch als extrem stabil.
Erst mehrstiindiges Kochen in einer Mischung aus halbkonzentrierter Salzsidure und Wasser
Dioxan (1:2 Volumenteile) hydrolysierte das Dioxolan vollstindig, griff jedoch auch teilweise
das Phthalimid an.

Daher wurde mit einem Uberschufl Propan-1,3-diol ein 1,3-Dioxanting als Schutz-

gruppe anstelle eines 1,3-Dioxolanringes fiir das B-Ketonitril 79 eingefiihrt, wobei als
Nebenprodukt der Polyether  3-(3-(3-Hydroxypropyloxy)-propyloxy)-propan-1-ol 90
abgetrennt wurde. Die folgende Reaktionssequenz wurde analog der zuvor beschriebenen
durchgefithrt. Dabei konnte die Aufarbeitung der Gabrielsynthese optimiert werden, indem
das Produkt durch Fillen in Wasser isoliert und elementaranalysenrein in 68% Ausbeute

(bezogen auf die letzten zwei Syntheseschritte) erhalten wurde.

CHs CHj
HO™™""OH

) - TosOH, -H,0, (0]
2.HCIL-CO, Cvgo p O, | 2 NC J
79

CHs _
1. NCCHCOOLi,

Cl O

0
77 87
1,2 eq NBS B nphin TSNP
> — _
V- 0 DMF o
KZt“CVH 7£| > NC NC
’ %12 0 o)
88 89
1. NoHy*H,0 ®
3% HCl/Dioxan 1:2 NPhth EtOH NHs
> > e O
8 h Rickfluss 2. Pikrinsaure Pikraty
NC
0
36 HN
T 33%(HPik),

Schema 38: Erfolgreiche Synthese von 5-(3-Amrinomethyl-phenyl)-1H-pyrazol-3-ylamin 33.
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Die Hydrolyse des Dioxans zum [B-Ketonitril 86 gelang quantitativ durch
mehrstiindiges Kochen in 1N Salzsdure/1,4-Dioxan 1:2.

Bei der folgenden Umsetzung von 86 mit Hydrazin-Hydrat fiel beim Erhitzen direkt
Phthalhydrazid 91 als Nebenprodukt aus, und nicht wie fiir Hydrazinolysen tiblich™, das in
Position 4 substituierte 2H-phthalazin-1-on, welches sonst erst mit Salzsidure hydrolysiert
werden muf. 5-(3-Aminomethyl-phenyl)-1H-pyrazol-3-ylamin 33 fiel somit als freies, extrem
wasserlosliches Bisamin an und wurde deshalb durch Fillen mit Pikrinsdure als Bispikrat

isoliert.

2.4.2 Acylierung des Bisamins 33 und Einfithrung des Imidazolidins

Nun konnte die Derivatisierung des Bisamins 33 zu dem Modellrezeptor bzw. dem
eigentlichen Haftmonomer erfolgen. Dabei war zu erwarten, dall die benzylische
Aminogruppe das nucleophilste Stickstoffatom besall, so dafl eine Umsetzung zum
zyklischen Guanidin eindeutig verlaufen sollte. Bei der regioselektiven Acylierung des
Aminopyrazol-Teiles war jedoch vom Gegenteil auszugehen. Da das Problem der
Regioselektivitit durch das Einfithren von zwei weiteren (nur schwer zu schiitzenden)
nucleophilen Stickstoffatomen des Imidazolidins weiterhin verschirft wiirde, sollte der
Acylierungsschritt zuerst erfolgen. Hierzu war eine vorherige Blockierung der benzylischen
Aminogruppe nétig, wozu die zr.-Butyloxycarbonylgruppe eingefiihrt werden sollte.

Dazu wurde das schwerl6sliche Bispikrat zundchst durch Ansduern mit Salzsdure und
Extraktion der Pikrinsdure mit Ethylacetat in das Hydrochlorid tberfiihrt, welches direkt als
wissrige Losung mit 1,4-Dioxan als Kosolvens und Triethylamin als Hilfsbase der
Einfiihrung der Boc-Gruppe unterworfen wurde. Bei der Umsetzung kam das Problem auf,
dal3 ein dquimolarer Einsatz des Di-zerz.-butylpyrocarbonat 92 nicht gewihrleistet werden
konnte, weil sich das Edukt 33 auller als Bispikrat nicht isolieren lief3. Dies war jedoch nétig,
da ein Uberschuss zur Bildung eines zweifach Boc-geschiitzten Produktes, ein Unterschuss
nicht zur vollstindigen Schiitzung des Eduktes und somit zu Ausbeuteverlusten fiihrte. Die
Ausbeuten beliefen sich daher auf unter 60%. Auch der Einsatz von Anionenaustauschern
zur Umwandlung des Bispikrates in das korrespondierende Hydrochlorid verbesserte die
Situation nicht. Bei der Suche nach einem geeigneteren Reaktionsmedium stellte sich heraus,
dal3 N,N-Dimethylformamid unter dem Aspekt der Regioselektivitit ein gutes Losungsmittel
war. Aullerdem bot es die Moglichkeit, direkt das Bispikrat 33*(HPik), ohne vorherige

Konvertierung einzusetzen. Das einfach Boc-geschiitzte Derivat 93 konnte so in 80%-iger
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Ausbeute erhalten werden, wobei die Pikrationen bei der sdulenchromatographischen
Aufarbeitung abgetrennt wurden.

Bei der nun folgenden Acylierung entschied der Substituent im Acylierungsmittel tiber
die Funktion des Rezeptors. Ein Rest, der eine C-C-Doppelbindung enthilt, ist fiir ein
Haftmonomer notwendig, fir den Modellrezeptor ist er frei wihlbar. Somit wurde fir
letzteren der Acetylrest gewidhlt. Um diesen einzufiihren, wurden verschiedene
Acylierungsmittel und Loésungsmittel auf ihre Regioselektivitit hin untersucht, wobei
Acetylchlorid in Dioxan die besten Ausbeuten mit 65% des Boc-Derivats 94 lieferte.

Bei der Synthese der Haftmonomervorstufe war Methacryloylchlorid dem reaktiveren
Actryloylchlorid iberlegen. Bei -78°C in Tetrahydrofuran konnte das gewiinschte Regioisomer
95 zu 69 % erhalten werden.

Die Boc-Schutzgruppe lie3 sich bei beiden Zwischenstufen quantitativ mit 4 N
Salzsdure in Dioxan abspalten, wobei die Produkte 96 und 97 als Bishydrochloride erhalten
wurden, da unter den Reaktionsbedingungen auch der schwach basische Heterozyklus®’
protoniert wird.

Die Einfihrung der Imidazolidingruppe, die zu dem acetylierten Modellrezeptor 98
fihrte, wurde analog der Darstellung der Pyrazol-3-yl-guanidine mit Aminocarbonylalkyl-
Bricke 58 und 59 durchgefihrt. Die Reaktion des 3-(3-Amidopyrazol-5-yl-phenyl-
methylamins 96 im basischen Milieu mit einem leichten UberschuB3 Imidazolin-2-
ylsulfonsiure 57 lieferte den Rezeptor ImAMePhAcAP 98, der als Pikrat isoliert wurde.

Bei der Synthese des Haftmonomers gestaltete sich dies nicht so einfach. Teilweise
polymerisierte das Produkt bei der Aufarbeitung, in keinem Fall lie3 es sich als Pikrat féllen.
Offenbar war die Methacryloylgruppe gegeniiber extremen pH-Werten empfindlich. Daher
wurde versucht, moglichst pH-neutrale Bedingungen bei der Darstellung von 101 einzuhalten.
Vorversuche mit der Umsetzung von Benzylamin 99 zu dem korrespondierenden Guanidin
N-Benzyl-imidazolidin-2-yl-amin 100 (BnImA) zeigten, daf3 fur die eigentliche Reaktion mit
Imidazolin-2-ylsulfonsiure 57 keine Hilfsbase benotigt wird, wenn als Edukt das freie Amin
vorliegt (Schema 39).

H
N
G ‘o
N__N
©VNH2 —H e HSOL
MeOH, R. T. HN
99 100,805

Schema 39: Synthese des gyklischen Guanidins 100 mit Imidazolin-2-ylsulfonsdure 57 obne Hilfsbase.
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Schema 40: Synthese des Modellrezeptors 98 und des Haftmonomers 101,
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So wurde das Bishydrochlorid von 97 mit exakt zwei Aquivalenten Kaliumhydroxid bei -78°C
in  Methanol deprotoniert und mit 57 umgesetzt. Die Aufarbeitung erfolgte
chromatographisch auf einer RP8-Sdule. Um das Haftmonomer unter milden Bedingungen
kontrolliert in protonierter Form zu halten, wurde als fliichtige Puffersubstanz Ammonium-
acetat!™ eingesetzt. Das so gereinigte Haftmonomer ImAMePhMAcrAP 101 wurde als
Acetat erhalten.

Fir die weiteren Experimente wurden sowohl 98*HPik als auch 101*HOAc durch den

Einsatz eines Chlorid-beladenen Ionenaustauschers in ihre Hydrochloride tiberfiihrt.
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2.5 NMR-Studien

Um die dargestellten Pyrazolyl-guanidine in bezug auf ihre Eigenschaften als
Haftmonomere fir das Molekulare Priagen zu charakterisieren, wurden 'H-NMR-Studien
durchgefithrt, da diese sich zur Untersuchung von Komplexbildungsgleichgewichten in
Lésung bewihrt haben. Zum allgemeinen Verstindnis sollen die hier eingesetzten Verfahren
zunichst erldutert werden.

Vielen NMR-Methoden ist gemein, dal3 Losungen der Komplexpartner, abhingig vom
gewihlten Experiment, in unterschiedlichen Mengen miteinander vermischt und NMR-
Spektren der Losungen aufgezeichnet werden. Findet eine Komplexbildung statt, so sind in
der Regel Anderungen der chemischen Verschiebungen zu beobachten, da sich die chemische
Umgebung der Protonen im Komplex von der der freien Komplexpartner unterscheidet.
Allerdings werden im allgemeinen die Signale fir den freien und den komplexierten Gast
nicht getrennt, sondern nur als ein gemitteltes Signal beobachtet. Dies ist darauf
zuriickzufithren, dafl die Komplexbildungsgleichgewichte, gemessen an der NMR-Zeitskala,
schnell verlaufen. Man spricht von einem ,,schnellen Austausch®. Trotzdem lassen sich aus
den Anderungen der chemischen Verschiebungen in Abhingigkeit der eingesetzten

Konzentrationen die Komplexparameter ermitteln.

2.5.1 Ermittlung der Komplex-Stochiometrie mit Hilfe von Job-Plots

Bevor die Bestimmung der Assoziationskonstante erfolgt, ist es sinnvoll, die
Stéchiometrie eines Komplexes zu verifizieren. Ein Verfahren, welches dies ermoglicht, ist

" Dazu werden verschiedene Proben

das der kontinuierlichen Variation nach Job.!
vermessen, deren Gesamtkonzentration konstant gehalten wird, die jedoch sukzessiv
steigende Mengen des einen Komplexpartners sowie entsprechend abnehmende Mengen des
anderen enthalten. Prinzipiell kénnen verschiedene Eigenschaften des Systems gemessen und
ausgewertet werden, welche sich bei der Komplexierung charakteristisch dndern. Blanda und
Mitarbeiter haben das Verfahren der kontinuierlichen Variation auf die NMR-Spektroskopie
ibertragen."” "' Fiir die Auswertung wird die Anderung der beobachteten chemischen
Verschiebung eines Komplexpartners Sobs (z. B. des Wirtes) im Vergleich zu der der

unkomplexierten Substanz dw berechnet,
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Ad = 80135 — Ow. (1)
Weiterhin wird der Molenbruch xy, der Ausgangskonzentration des Wirtes wie folgt definiert:

I .4 PR
Y [GL +IW], <

(Ausgangskonzentration an Gast [GJo bzw. Wirt [W]o, Gesamtkonzentration co)

2

Die Auftragung des Produktes Ad-xy als Funktion von xy ergibt den sogenannten Job-Plot.

Folgende Zusammenhinge liegen diesem zugrunde: Durch den schnellen Austausch
ergibt sich Oobs als konzentrationsgewichteter Mittelwert aus der chemischen Verschiebung

des freien Wirtes 0w und der des Komplexes Ok:

- Wl Ky 3)
TIWL W

(Konzentration an freiem Wirt [W] bzw. Komplex [K])

Einsetzen von (3) in (1) und Umformen unter Beriicksichtigung der Stoffmengenbilanz fur

den Wirt, der n-mal im Komplex K enthalten ist, ergibt:

as=LMg W 5 —([W] —1jsw+ I L LSS PESL Y

[W1, wl, < Y [wi, [W], W], " [W],
K]«
Wi, (8 —n-8y) 4

Somit erhilt man fir den Term, der beim Job-Plot als Ordinate aufgetragen wird, folgenden

Zusammenhang:

[Wl,

A Xy, = ) (8¢ —n-8y) ©)

AS-x,, =K ——WIIK] ©)

Alle Ausdriicke des rechten Terms der Gleichung (6) sind dabei bis auf die Konzentration
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des Komplexes [K] konstant. Somit ist Ad~xw direkt proportional zur Komplexkonzentration.
Diese ist aber gerade dann maximal, wenn die Ausgangskonzentrationen der
Komplexbildungspartner [Glo und [W]o in dem Verhiltnis vorliegen, in dem sie auch im
Komplex enthalten sind. Somit ergibt sich die Komplexstochiometrie als Abszisse des
Maximums des Job-Plots. Man erhdlt beispielsweise bei einem 1:1-Komplex einen
Molenbruch xw von 0,5 (siche Abbildung 3, Seite 55).

2.5.2 NMR-Titration

Ein Verfahren, welches sich zur Bestimmung von Komplexassoziationskonstanten Kis
etabliert hat, stellt die NMR-Titration dar.""> '"*) Hierbei werden zu der Losung des Wirtes
steigende Mengen des Gastes zugegeben. Dabei wird die Konzentration des Wirtes nahezu
konstant gehalten, wihrend die des Gastes kontinuierlich erh6ht wird. Die Konzentration des
Wirtes sollte dabei so gewihlt sein, dal3 bei der zu erwartenden Assoziationskonstante in
einem Bereich von mindestens 20-80% Komplexierung gemessen wird, um so den
systematischen Fehler geting zu halten, was bei [W]o=1/(2:Kass) gegeben ist.""” Die Proben,
in welchen der Molenbruch des Gastes typischerweise von 0 bis 5 variiert wird, werden
NMR-spektroskopisch vermessen. Zur Auswertung wird ein Signal des Wirtes verfolgt und
die Anderung seiner chemischen Verschiebung Ad ermittelt (siche Abbildung 4, Seite 56).

Fir die eigentliche Bestimmung der Assoziationskonstante gelten bei Vorliegen eines

1:1-Komplexes folgende Zusammenhinge:

W+ G WG

_ [WG]
=~ [WI[G]

()

Setzt man in diese Gleichung fiir die freien Komplexpartnerkonzentrationen [W] und [G], die
Terme ein, die sich aus den Stoffmengenbilanzen ergeben, erhilt man

[WG]
K. = , 8
(W], -[WGI(G], -[WG]) ®

wobei man durch Auflésen nach der Komplexkonzentration [WG]
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[WG]= 1| [W], +[G], +KL—\/([W]O +[G], *%} _4W1,[G, ©)

1
2 ass

ass

erhilt. Setzt man (9) wiederum in die allgemein giltige Gleichung (4), welche fir den Job-Plot

hergeleitet wurde, mit n = 1 ein, ergibt sich der gesuchte Ausdruck

B8y 1 )
Ad = AW, [W], +[G], + - \/([W]o +[G], + - J 4AW],[G], [(10).

ass ass

Die Anderung der chemischen Verschiebung des Wirtes A9, welche experimentell bestimmt

wird, ist abhingig von den experimentell vorgegebenen Gesamtkonzentrationen von Wirt

und Gast. Die gesuchten Parameter Kas sowie Ocw—Ow, die Differenz zwischen dem
Wirtsignal im Komplex und im freien Wirt, lassen sich somit durch Kurvenanpassung mit

Hilfe nichtlinearer Regression bestimmen.

2.5.3 NMR-Studien in Dimethylsulfoxid-d

Als Losungsmittel fir die ersten Untersuchungen wurde deuteriertes Dimethylsulfoxid
(DMSO-dg) eingesetzt, da zu erwarten war, dal die Bindungskonstanten in diesem
Losungsmittel in einem Bereich liegen, der mef3technisch gut zuganglich war, namlich K, =
103 bis 10* M1, Spiter sollen dann Messungen in Losungsmitteln erfolgen, die fir das
Molekulare Prigen besser geeignet sind.

Als einfaches Modellsystem wurde dazu die Wechselwirkung im Komplex von BnlmA
100 mit Benzoesiure 102 (BzOH) untersucht. Das Guanidin wurde dabei in Form des
Hydrochlorids, das Carboxylat in Form des Tetrabutylammonium-Salzes 102b (BzO-NBuy")
eingesetzt, da dieses, im Vergleich zum Acetat, nur in geringem Umfang hygroskopisch ist.
Allgemein ist das Tetrabutylammoniumion (NBus*) gut als Gegenion in Komplexierungs-
studien geeignet, da es einerseits nicht nucleophil ist und somit kaum Wechselwirkungen mit
Anionen eingeht, andererseits aufgrund der Alkylreste selbst in unpolaren, aprotischen

Losungsmitteln gut 16slich ist.

54



THEORETISCHER TEIL

Zunichst wurde die Stéchiometrie von 100%¥102 mit einem Job-Plot, bei dem das orho-
stindige Proton des Benzoates verfolgt wurde, verifiziert. Wie erwartet, wurde eine 1:1-
Stoéchiometrie gefunden (Abbildung 3). Der Graph lie3 sich gut durch eine Parabel zweiten
Grades annihern, bei der die Abszisse des Maximums bei x = 0,50 lag. Die Bildung von 1:2-
Komplexen wird in der Literatur nur fiir Imidazolidin-2-ylamine berichtet, deren exozyklische
Aminogruppe unsubstituiert ist und somit als zweifacher Wasserstoffbriickendonor dienen

kann.P’

® O-Ar-H
— — berechnet /o,_\.\
0,02 4 7 ~N
Ve AN
A ~
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g / \
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X \
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Abbildung 3: Job-Plot von BzO-NBuy* 102b mit Bulm A*HC] 100°HC/ in DMS O-dy bei
Raumtemperatur. Das markierte Proton wurde verfolgt. Die MefSpunfkte wurden durch eine Parabel 2.
Grades angendbert.

Zur Messung der Assoziationskonstante wurde eine NMR-Titration durchgefiihrt,
wobei die Konzentration des Benzoats 102b als Rezeptor nahezu konstant gehalten wurde,
wiahrend steigende Mengen des Guanidiniumions zugegeben wurden. Wieder wurde das orzho-
stindige Proton des Benzoats 102b verfolgt, und seine Anderung gegen den Molenbruch
aufgetragen (Abbildung 4). Nichtlineare Regression ergab eine Assoziationskonstante von
Kass = 2500 M. Dieser Wert liegt in der gleichen Groéflenordnung, wie er in der Literatur fir
dhnliche Komplexe in DMSO bei Raumtemperatur durch mikrokalorimetrische Messungen

bestimmt wurde.””

Interessant ist auch ein Vergleich zu Bindungskonstanten, die in unserer Arbeitsgruppe
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Abbildung 4: NMR-Titration von BxO-NBud4* 102b it BulmA*HCI 100<HC] in DMS O-ds bei

Raumtemperatur. Das markierte Proton wurde verfolgt. Nichtlineare Regression ergab K. = 2500 £
10% M7

fir die Stabilitit des Komplexes aus N,N"-Diethyl-4-vinylbenzamidin 15 und p-
Methylbenzoesiure 65 gemessen wurden.” Diese betrug nur Kas = 73,5 Mt (DMSO-ds bei
Raumtemperatur.), was auf das Vorliegen der Ethylreste an der Amidiniumgruppe in einer far
die Komplexbildung ungiinstigen Konformation zurtickgefithrt wurde. TFur diese ist
notwendig, dafl die zwei N-H-Bindungen parallel zueinander orientiert sind, um so eine
starke zweizihnige Bindung bilden zu kénnen. Diese Voraussetzung ist bei den hier
untersuchten Guanidiniumionen aufgrund der Fixierung im Imidazolidinring immer gegeben.
Im Gegensatz zu unsubstituierten Guanidinen, die diese Bedingung auch erfillen, verhindert
der Ring die Bildung héherer Aggregate und fihrt zu einer guten Loéslichkeit in unpolaren

Losungsmitteln.

Motiviert durch dieses Ergebnis wurde ein zu 100 analoges Haftmonomer in zwei
Reaktionstufen synthetisiert. 4-Vinylbenzylamin 103, welches durch die von Itsuno
beschriebene Reaktion von 4-Vinylbenzylchlorid mit Kalium-1,1,3,3-tetramethyldisilazid

[114]

erhalten wurde,” ™ konnte mit Imidazolin-2-sulfonsdure 57 zu Imidazolidin-2-yliden-(4-

vinylbenzyl)-amin-Hydropikrat 104*HPik umgesetzt werden (Schema 41).
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Schema 41: Synthese des Haftmonomers ViBnlmA 104 als Pikrat

Aufgrund seiner guten Zuginglichkeit stellt 104 eine potentielle Alternative als
Haftmonomer fiir Carboxylate zu dem bewihrten N,N"-Diethyl-4-vinylbenzamidin 15 dar.
Die Assoziationskonstante von 104 in Benzoat-Komplexen sollte dabei der von
BnImA*BzOH 100*102 entsprechen, da die Vinylgruppe in p-Stellung des Benzylrestes keine
deutliche Anderung der Bindungseigenschaften erwarten liBt.

Fir die Untersuchung der Bindung zwischen N-acylierten Dipeptidcarboxylaten und
Rezeptoren wurde als Dipeptid N-Glycyl-L-valin  (H-Gly-Val-OH) gewihlt, da deren
Derivate auch bereits vorher in unserer Arbeitsgruppe beim Studium der Amidopyrazol-
Dipeptid-Wechselwirkungen eingesetzt wurden.’ * ™ Das freie Dipeptid wurde im
basischen Milieu mit p-Toluoylchlorid zu Tol-Gly-Val-OH 107 acyliert (Schema 42). Der
aromatische Acylrest bildet im 'H-NMR-Spektrum einfache, scharfe Signale, und bietet fir
spatere HPLC-Untersuchungen die Moglichkeit zur UV-Detektion. Fir die NMR-Studien

wurde die Sdure mit einem Aquivalent Tetrabutylammoniumhydroxid umgesetzt (Schema

42).
(0]
Cl

H O H3C H O
H2N/\WN OH - N/}(N OH 107a
e} 1. NaOH G H o
3

105 2. HCI

O I|-| O

1eq NBu,4OH N @'S%

—_— = N O Ug
T

HsC 107b

Schema 42: Synthese der Dipeptidderivate.
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Als erstes System wurde die Wechselwirkung von Tol-Gly-Val-O-NBus* 107b zu dem
protonierten BnImA 100*H* untersucht. Dieses Guanidiniumion besitzt gegeniiber den
aufwendigeren Rezeptoren keine Seitenkette, die mit dem Peptidriickgrat wechselwirken
kann, und ermoglicht somit die Bestimmung der reinen Guanidinium-Carboxylat-
Wechselwirkung. Die Auswertung der NMR-Titration (Abbildung 5), bei der das
Dipeptidderivat 107b als Wirt vorgelegt wurde, ergab eine Bindungskonstante von Kus =

1500 M1, unabhingig davon, welches der Protonen, die an den o-C-Atomen gebunden sind,
verfolgt wurde. Die NMR-Signale der diastereotopen Methylen-Protonen des Glycylrestes
wurden bei den Auswertungen nicht getrennt (im Sinne von zwei Dubletts von Dubletts)
behandelt, sondern es wurde der Mittelwert der chemischen Verschiebungen zur Erstellung
der Graphen und Durchfiihrung der Regression benutzt. Dies war zuldssig, da die separate
Behandlung zu den gleichen Bindungskonstanten und Fehlergrenzen fithrte. Aufgrund der
identischen Kopplungskonstanten zum benachbarten Amid-Proton war es so auflerdem
moglich, trotz eventuell - durch das o-CH-Signal des Valins - verdeckter Signale die mittlere
chemische Verschiebung zu berechnen. In allen Fallen war der unsystematische Fehler der
Assoziationskonstante, welcher sich bei der Regression unter Annahme einer 1:1-
Stochiometrie ergab, mit etwa 12% gering, so dal3 auf eine gesonderte Bestimmung der

Stéchiometrie durch einen Job-Plot verzichtet wurde.

® -C-H-Vval
0.3 4— Ky = 1500 M+ 11%
A o-C-H-Gly
- Ky = 1500 M+ 12%
= H O
g 0,2~ Hy V' oy
s Tol<,-C._N
& Rezeptor N \ﬂ/ ONBuy
5 H o
0.1 Gast Bn® n @
HN=( j ¢
H
0,0 T T T T T
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n(Gast)/n(Rezeptor)

Abbildung 5: NMR-Titration von Tol-Gly-1"al-O- NBuy* 107b mit Bulm A*HC] 100°HC] in
DMSO-ds be: Raumtemperatur.
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Die Bindung zwischen Guanidiniumion und Dipeptidcarboxylat ist im Vergleich zu der
zum Benzoat um 40% kleiner. Dies ist im wesentlichen auf elektronische Effekte
zurtickzuftihren. So hingt die Assoziationskonstante von der Eigenschaft des Carboxylats ab,
als Wasserstoffbriickenakzeptor zu fungieren. Diese nimmt mit der Basizitit des Carboxylats
zu. Laut Literatur ist Benzoesiure (pKs = 4,21 in Wasser bei 25°C)!"" weniger acide als
acylierte Valin-Derivate, beispielsweise N-Aminocarbonyl-valin (pKs = 3,56 in Wasser bei
25°C)", Das Benzoat ist somit basischer als ein Valinat und somit auch ein stirkerer

Wasserstoffbrickenakzeptor.

Als nichstes wurde die Komplexierung von Tol-Gly-Val-O- NBus* 107b mit dem 7-
tolylen-verbriickten Pyrazol-5-yl-guanidin ImAMePhAcAP 98 untersucht. Da dieser Rezeptor
aufgrund seiner Seitenkette deutlich komplexer als das zuvor studierte BnImA 100 ist, wurde
die Komplexstochiometrie zunichst durch einen Job-Plot verifiziert. Wie Abbildung 6a zeigt,
wird auch in diesem Fall ein 1:1-Komplex (x = 0,49) gebildet. Die Assoziationskonstante
wurde analog der vorherigen bestimmt und ergab, je nach beobachtetem Proton, Kus =
1700-1800 M-! (Abbildung 6b).

Somit wird Tol-Gly-Val-O- 107 stirker durch ImAMePhAcAP 98 als durch das
einfache BnlmA gebunden. Ein Einflul3 elektronischer Effekte, wie dies bei dem Vergleich
der Wasserstoffbriickenakzeptor-Eigenschaften von Benzoaten und Valinaten der Fall war,
kann hier ausgeschlossen werden, da die Amidopyrazolgruppe durch den z-Tolylenspacer
weit von der Guanidiniumgruppe entfernt ist. Als plausible Erklirung kommt hier nur die zu

Beginn postulierte Wechselwirkung zwischen Amidopyrazol und Peptidriickgrat in Frage.
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Abbildung 6: a) Job-Plot und b) NMR-Titration von Tol-Gly-1"al-O- NBuy+ 107b mit
ImAMePhAcAP*HC] 98 HC! in DMSO-ds bei Raumtemperatur.

Auch wenn der Effekt, der durch das Amidopyrazol hervorgerufen wird, gering ist, so

ist er doch mel3bar.

Bei der Untersuchung der Pyrazol-3-yl-guanidine mit Aminocarbonylalkyl-Bricke
ImGIlyAMP 58 und ImAIaAMP 59 trat das Problem auf, daf} deren Hydrochloride selbst in
Dimethylsulfoxid schlecht I6slich waren, so dal NMR-Experimente mit diesen nicht moglich
waren. Daher sollte das Gegenion gegen eines ausgetauscht werden, welches aufgrund seiner
hohen Loslichkeit diesen Nachteil umgehen sollte. Nishida beschrieb das Tetrakis-(3,5-
bistrifluormethylphenyl)-boration ([BAr’s]") als stabiles, voluminéses Anion, dessen negative
Ladung stark delokalisiert ist."'” Daher ist dieses extrem lipophil und in der Lage, viele
Kationen in organischen Losungsmitteln wie Dichlormethan und Diethylether zu
solvatisieren.!""”’ Im Falle von ImAlaAMP 59 gelang dies nicht, jedoch konnte ImGlyAMP 58
in das Borat Giberfuhrt werden (Schema 43).
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Schema 43: Synthese eines lislichen Salzes von ImGHANP 58.

Auch bei diesem Rezeptor sollte zunichst die Stoéchiometrie der Wechselwirkung zu
dem Dipeptidcarboxylat 107 durch einen Job-Plot ermittelt werden. Die Ergebnisse waren
jedoch widersprichlich (Abbildung 7). Wihrend der Job-Plot von Peptidsignalen auf das
Vortliegen eines 1:1 Komplexes hindeutete (z.B. o-C-H-Val: x = 0,49), so erhielt man aus den

Signalen des Guanidins optimale Molenbriiche um ximcyamp = 0,4 (z.B. Imidazolidin-CHo-

Gruppe: x = 0,39).
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Abbildung 7: Job-Plots von Tol-Gly-1al-O- NBuy*™ 107b mit ImGhYAMP*HBAr'y 58*HBAr'y in
DMSO-ds bei Raumtemperatur. Die Auswertung der Dipeptidsignale deutete auf eine 1:1 Stichiometrie
hin (x = 0,49), die des Pyrazolyl-guanidins auf einen Gebalt dessen von x = 0,39.

Die Auswertung der Titrationskurve des Dipeptides mit dem Boratsalz von ImGlyAMP
58 nach dem 1:1-Modell fithrte erwartungsgemill zu Assoziationskonstanten, die mit groflen

Fehlern behaftet waren (Abbildung 8). Sie lagen bei Beobachtung des Protons am o-C-Atom
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des Glycins bei Kass = 2000 M1 £ 29% und bei Kass = 2800 M1 £ 38% fir das entsprechende
Valinproton. Aufgrund ihrer grolen Fehler konnten aus diesen Ergebnissen keine exakten
Aussagen getroffen werden. Denn offenbar fanden bei diesem Rezeptortyp mehrere
Gleichgewichte in Lésung statt, die mit den benutzten Methoden nicht differenziert werden

konnten.
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Abbildung 8: NMR-Titration von Tol-Gly-1.-1"al-O-NBuy* mit GuaAcAMP*HBAry 58 HBAry in
DMSO-ds be: Raumtemperatur.

Zusammenfassend laBt sich feststellen, dal3 der Rezeptor ImAMePhAcAP 98 in der
Lage ist, das Dipeptidcarboxylat Tol-Gly-Val-O- durch Bildung eines 1:1-Komplexes in
DMSO-ds zu binden. Der Hauptanteil der Bindung ist dabei auf die Wechselwirkung
zwischen der Carboxylat- und der Guanidiniumgruppe zurtickzufiihren. Der Vergleich zu der
Bindung des Dipeptidcarboxylats durch das einfache zyklische Guanidiniumion BnImA*HCI
100*HCI zeigt, daf ein geringer Anteil auch auf die Wechselwirkung zwischen Amidopyrazol
und Peptidriickgrat zurtickzufithren ist. Allerdings ist das Losungsmittel, in dem die Studien
durchgefithrt wurden, offenbar zu kompetitiv, um einen stirkeren Einflul3 zu ermoglichen.

Daher sollten nun Studien in dem schwicher polaren Lésungsmittel Acetonitril erfolgen.
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2.5.4 NMR-Studien in Acetonitril-d,

Fir die NMR-Studien in Acetonitril-o5 wurden die Guanidinium-Verbindungen BnlmA
100 sowie InAMePhAcAP 98 analog der Umsetzung in Schema 43 in ihre Borate Gberfiihrt.
Dies geschah, um einereits eine gute Loslichkeit der Substanzen in Acetonitril zu
gewahrleisten, andererseits um Wechselwirkungen mit dem Gegenion mdglichst gering zu
halten. Es ist bekannt, daf3 es in Losungsmitteln mit geringen Dielektrizititskonstanten zur
Bildung unspezifischer Tonenpaare kommen kann."” Diese Reaktion konkurriert dann mit
der eigentlichen Komplexbildung zwischen Carboxylat und Guanidiniumion und erschwert
deren Studium, da die Komplexbildungsgleichgewichte nicht mehr dem Modell der Bildung
eines einfachen 1:1-Komplexes folgen. Ahnliche Effekte wurden auch von Schénfeld bei
Amidiniumhydrochloriden in deuteriertem Chloroform gefunden.”"

Bevor die eigentlichen Komplexbildungsreaktionen untersucht wurden, wurden
Verdinnungsreihen von den isolierten Komplexpartnern durchgefuhrt und 'H-NMR-
Spektren von diesen aufgezeichnet. Diese Untersuchungen gaben dartiber Aufschluss, ob
eine Wechselwirkung mit dem Gegenion oder eine Selbstassoziation der Substanzen
stattfand.

Bei den Modellrezeptoren BnImA*HBAr’s 100 sowie ImAMePhAcAP*HBAr’s 98 war
dies nicht der Fall. In einem Konzentrationsbereich von 0,05 mM bis 5,00 mM kam es zu
einer Anderung der chemischen Verschiebung von unter 0,002 ppm. Offensichtlich fand
weder eine Ionenpaarbildung mit dem Boration [BAr’s]- noch eine Wechselwirkung der
Guanidiniumionen untereinander statt.

Die Auftragung der chemischen Verschiebungen von Tol-Gly-Val-O- NBus* 107b bei
der Verdinnung zeigten jedoch ein anderes Bild (Abbildung 9). Die Shifts sind stark
konzentrationsabhiangig. Mit steigendem Dipeptidcarboxylatgehalt werden die Protonen am
0-C-Atom immer stirker abgeschirmt. Im Falle des Valinsignals wird ab ca. 1-2 mM ein
gegenliufiger Effekt beobachtet. Dies deutet auf eine Selbstassoziation von 107b hin, da eine
Wechselwirkung mit dem stark abgeschirmten Gegenion NBus* unwahrscheinlich ist. Eine
Bestimmung der Assoziationskonstante durch nichtlineare Regression unter Anwendung von
Gleichung (10) mit der Vereinfachung, dal3 eine Dimerisierung statt gefunden hatte (|Glo =
[W]o = [107b]), gelang nicht. Offenbar laufen bei héheren Konzentrationen komplexere
Gleichgewichte ab, was durch das Minimum in dem Graphen des Valinprotons ebenfalls zum

Ausdruck kommt.
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Abbildung 9: Verdiinngungsreibe von Tol-Gly-1"al-O- NBug* 107b in ACN-ds von 0,05 mM bis
5,00 mM bei Raumtemperatur.

Im folgenden wurde die Komplexierung von Tol-Gly-Val-O- NBus* 107b durch
BnlmA*HBAr’; 100HBAr’s sowie InAMePhAcAP*HBAr’, 98*HBAY’s untersucht. Die Job
Plots dieser Systeme weisen dabei Parallelen auf (Abbildung 10 und Abbildung 11). So ergibt
sich bei der Auswertung der Guanidiniumsignale jeweils eine Komplexstéchiometrie von 1:1.
Beobachtet man jedoch das Proton am 0-C-Atom des Valins, so erhilt man Stéchiometrien
mit einem erhdhten Dipeptidanteil (x = 0,55 bzw. x = 0,60).

Diese zunichst widerspriichlichen Resultate sind miteinander vereinbar, wenn man die
Hinweise auf die Neigung von Tol-Gly-Val-O- NBus* 107b zur Selbstassoziation bedenkt.
Nimmt man an, daf} ein zentrales Dipeptidmolekiil eine Bindung sowohl mit dem jeweiligen
Modellrezeptormolekiil als auch mit einem zweiten Dipeptidmolekiil eingeht, so ist fiir den
Job-Plot der Guanidiniumionen ein Maximum bei x = 0,5 zu erwarten. Diese kénnen nicht
zwischen einem einzelnen Dipeptidmolekil und einem Dimer differenzieren. Anders ist die
Situation bei dem Signal des Dipeptidmolekiils, dessen Job-Plot die hohere Stéchiometrie
zum Teil widerspiegelt.
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Abbildung 10: Job-Plots von Tol-Gly-1"al-O- NBuy* 107b mit Bulm A*HBAr"y 100°HBAry in
ACN-ds bei Raunmtemperatur. Die Auswertung der Dipeptidsignale ergab ein Maxcimum bei x1073, =
0,55, die Guanidininmsignale denten anf einen 1:1-Komplex: hin.
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Abbildung 11: Job-Plots von Tol-Gly-1"al-O- NBuy* 107b mit ImAMePhAcAP*HBAr,
98*HBAr'y in ACN-ds bei Raumtemperatur. Die Auswertung der Dipeptidsignale ergab ein
Maxcinum bei x107, = 0,60, fiir den Rezeptor wurde x9s = 0,48 gefunden.
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Die Graphen fir die Titration von Tol-Gly-Val-O- NBus* 107b mit den Modell-
rezeptoren BnImA*HBAr’s 100*HBAr’s (Abbildung 12) sowie ImAMePhAcAP*HBAr,
98*HBAr’s (Abbildung 13) als Giste weichen erwartungsgemill von den in DMSO-ds
gefundenen Kurven ab. Thre Steigung ist im Bereich von 0 bis ca. 1 Aquivalenten Gast gréBer
und die Graphen durchlaufen bei etwa 1 Aquivalent ein leichtes Maximum. Beides lit sich
durch die Bildung eines 2:1-Komplexes (Dipeptidcarboxylat/Guanidiniumion) erkliren.
Dieser wird nidmlich bevorzugt bei niedrigen Gehalten an Guanidiniumionen gebildet. Ist die
chemische Verschiebung des beobachteten Protons in dieser Spezies gréfler als beim 1:1-
Komplex, kann der Graph bei etwa x = 1 ein Maximum durchlaufen.

Die Uberpriifung des Modells sowie die Bestimmung der Assoziationskonstanten sollte
wie auch bei den 1:1-Komplexen durch nichtlineare Regression erfolgen. Fiir die Herleitung
der bendtigten Formeln gelten folgende Zusammenhinge. Dabei werden die Signale des
Wirtes fur folgende Gleichgewichte beobachtet:

W+ G WG

WG + W =——=W,G

Fir diese gelten die Massenwirkungsgesetze

[WG]
= WG] =K, [W]IG 11
[W][G]:[ ] [WIIG] (11)
__[W,G] _
ass2 [WG][W] = [WzG] KassZ[WG][W] (12)
sowie die Stoffmengenbilanzen

[W], =[W]+[WG]+2[W,G] (13)

[G], =[G]+[WG]+[W,G] (14)

Bilden der Differenz von (13) minus dem Doppelten von (14), Ersetzen von [WG] nach (11)
und Auflésen nach [G] fihrt zu
K, [W]+2

(15)

Einsetzen von (11) und (12) in(14) und Auflésen nach [G], ergibt
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[Glo
[W]+K

[G]=

T 1+K (16)

KassZ [W]2

assl assl

Gleichsetzen von (15) und (16) und Auflésen nach [W]o liefert

[G]o = ([W]O — QN])(I ll W [W1+ Kaslezassz[W] ) (17)
assl[W] +2K Kassz [W]

assl

Aufgrund der Komplexizitit dieser Zusammenhinge, 13t sich im Gegensatz zu dem

Verfahren, welches fiir einen 1:1-Komplex angewendet wurde, kein direkter Zusammenhang

zwischen den expetimentellen GroBen [Glo, [W]o und Sobs herstellen. Dies ist ein prinzipielles
Problem, da das Auflésen von Gleichung (17) zu einer kubischen Gleichung fihrt, deren
Loésung nur niherungsweise moglich ist. Somit 13t sich das Verfahren der nichtlinearen
Regression hier nicht anwenden.

Es ist jedoch mdglich, indirekt einen Bezug zwischen den experimentellen Gréf3en zu
erhalten. Dazu variiert man die unbekannte freie Wirtkonzentration [W] in einem Bereich
von 0 M1 bis zur Gesamtwirtkonzentration [W]o. Da diese wihrend der Messreihe konstant
gehalten wurde, lassen sich bei einem vorgegebenen Satz der Parameter Kus1 und Kaseo mit
Hilfe von Gleichung (17), (15), (11) und (12) die Konzentrationen aller anderen Spezies in

Losung berechnen. Aus diesen ergibt sich die beobachtete Anderung der chemischen

Verschiebung Ad nach
Ad= -y )J+——— - 1
0 (W], (ch 8w) (W], (SWZG 5W) (18)

Die chemische Verschiebung des freien Wirtes Ow ist dabei von dem ersten MeBpunkt der
Titrationskurve bekannt, die des Wirtes im 1:1-Komplex Owc durch die des letzten
MeBpunktes.

Durch Vorgabe cines Parametersatzes von Kui, Kas2 und Owzc kann nun eine
theoretische Titrationskurve berechnet werden. Durch den Vergleich der simulierten Kurve
mit den tatsichlichen MeBergebnissen und Anderung des Parametersatzes li3t dieser sich

iterativ optimieren.

In Abbildung 12 sind Me3punkte sowie die optimale, simulierte Titrationskurve fiir die
Komplexierung von Tol-Gly-Val-O- NBus* 107b mit BnIlmA*HBArs 100*HBAr’4
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Abbildung 12: Titration von Tol-Gly-1"al-O- NBuy* 107b mit BulmA*HBAr'y 100°HBAry in
ACN-d5 bei Raumtemperatur.

dargestellt. Das 2:1-Modell ist offenbar in der Lage, die Krimmung im Anfangsbereich sowie
das Durchlaufen eines Maximums zu erkliren.

Fir die Bildung des 1:1-Komplexes ergab sich eine Assoziationskonstante von etwa
Kust = 2x105 M1 Dieser Wert ist in guter Ubereinstimmung mit Literaturwerten.
Schmidtchen berichtet fiir die Assoziation eines bizyklischen Guanidinium-Tetratfluoroborats
mit Tetraethylammonium-Benzoat in Acetonitril eine Assoziationskonstante von Kis =

4,14x10> M! (kalorimetrische Bestimmung bei 30 °C).

Die zweite Bindungskonstante von Kus2 = 4,5%X10° M1 deutete auf einen durchaus
starken postulierten, zweiten Komplexierungsschritt hin. Trotzdem war er etwa zwel

GrofBenordnungen geringer als die Guanidinium-Carboxylat-Wechselwirkung.

Abbildung 13 stellt die MeBergebnisse sowie den simulierten Graphen fiir die Titration
von Tol-Gly-Val-O- NBus* 107b mit ImAMePhAcAP*HBAr, 98*HBAr, dar. Als
Bindungskonstante fiir den ersten Assoziationsschritt konnte Kqs1 = 3X10° M1 abgeschitzt
werden. Dieser Wert lag etwa eine GroBenordnung tber dem des soeben beschriebenen
Systems. Er liefert somit einen deutlichen Hinweis auf die Wechselwirkung zwischen dem

Amidopyrazol des Modellrezeptors und dem Peptidriickgrat in Acetonitril. Der zweite

Bindungsschritt ist von der Stirke her mit Ky2 = 6X10°> M- mit dem des zuvor geschilderten
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Abbildung 13: Titration von Tol-Gly-1"al-O- NBuy* 1070 mit Iin AMePhAcAP*HBAr,
98 HBAry in ACN-ds bei Raumtemperatur.

Systems vergleichbar.
Auch wenn die hier beschriebenen Werte fehlerbehaftet sind und so nur
Abschitzungen der tatsichlichen Komplexierungsverhaltnisse in Acetonitril darstellen, so

geben sie doch deren Gré3enordnung korrekt wider.

Daten tber die Geometrie des Komplexes konnten nicht erhalten werden. Kern-
Overhauser-Studien, die zu diesem Zweck durchgefithrt wurden (NOESY- und NOE-
Differenz-Spektren), gaben keinen Aufschluss tber intermolekulare Wechselwirkungen,

sondern zeigten nur einige intramolekulare Signale.

Um den Einflul der Wechselwirkung der Amidopyrazolgruppe mit dem Peptidriickgrat
weiter zu quantifizieren, wurde dieser getrennt gemessen, in dem eine Komplexierung
zwischen dem Dipeptidcarboxylat Tol-Gly-Val-O- NBus* 107b und einem Modellrezeptor,
der keine Guanidiniumgruppe enthielt, N-(5-7-Tolyl-1H-pyrazol-3-yl)-methacrylamid 108

(MePhMAcrAP), untersucht wurde. Dieser wurde in einer zweistufigen Synthese ausgehend

von dem B-Ketonitril 79 dargestellt (Schema 44).
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In Abbildung 14 ist das Ergebnis der NMR-Studien zu sehen. Der Job-Plot ergab die
Bildung eines 1:1-Komplexes, der laut NMR-Titration eine Bindungskonstante von Kis =
1000 M1 aufwies. Dies erschien unerwartet hoch, da die stirkste Bindung der von Kirsten

studierten Dipeptidester-Amidopyrazol-Wechselwirkungen K =
Messungen wurden jedoch in dem weniger polaren Losungsmittel Chloroform durchgefiihrt.
Der wesentlichste Faktor, welche diese Studien von denen in Chloroform unterschied, war
das Vortliegen einer Carboxylatgruppe anstelle eines Methylesters. Deshalb wurde eine
Titration des Amidopyrazols 108 mit N-(p-Tolyl)-glycyl-L-valinmethylester in Acetonitril

900 M1 betrug. Diese
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Abbildung 14: a) Job-Plot und b) NMR-Titration von MePhMAcrAP 108 mit Tol-Gly-1"al-O- NBuy*
107b in ACN-ds bei Raumtemperatur.
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durchgefithrt. Erwartungsgemal3 zeigte diese keine Shifts der beobachteten Signale. Somit
schien an der Bindung zwischen 108 und 107b die Carboxlyatgruppe beteiligt zu sein.
Genauere Daten tiber diese Bindung konnten nicht erhalten werden. Weder NOESY- noch
NOE-Differenz-Spektren gaben Aufschluss tiber intermolekulare Wechselwirkungen.

Fir die Komplexierung von Tol-Gly-Val-O- NBus* 107b durch ImAMePhAcAP
*HBArs 98*HBAr’s sollte die Wechselwirkung zwischen Carboxylatgruppe und
Amidopyrazol unerheblich sein, da die Bindung zwischen Carboxylat- und Guanidinium-

gruppe um Groflenordnungen stirker ist und somit bevorzugt gebildet wird.

Zusammenfassend 1403t sich feststellen, dafl die vorgestellten Modellrezeptoren
BnImA*HBAr’; 100*HBAr’s und ImAMePhAcAP*HBAr’y 98*HBAr’s starke Komplexe mit
dem Dipeptidcarboxylat Tol-Gly-Val-O- NBus® 107b in Acetonitril eingehen. Im
wesentlichen werden dabei 1:1-Komplexe ausgebildet, bei hoheren Gehalten des Dipeptids
kommt es jedoch auch zur Bildung von 2:1-Komplexen. Werden allerdings im Fall von
98*HBAr’s gleiche Konzentrationen beider Komplexpartner angeboten, so liegen tiber 90%
des Dipeptides als 1:1-Komplex vor, was darauf zurickzufihren ist, dal dessen
Assoziationskonstante mehr als zwei Groenordnungen grof3er ist als die zur Bindung eines
weiteren Dipeptidmolekiils. Der Vergleich der Assoziationskonstanten von 100*HBAr’s bzw.
98*HBATr’s zeigt zudem, dal3 die Bindung des letzteren um etwa eine Gré3enordnung hoher
ist, was auf eine Wechselwirkung der Amidopyrazolgruppe zu dem Peptidriickgrat
zuriickgefiihrt wird. Die NMR-Studien belegen also, dal3 sich die Bindung zwischen
ImAMePhAcAP 98 und Tol-Gly-Val-OH 107 als st6chiometrische nicht-kovalente Wechsel-
wirkung beschreiben laf3t.

Basierend auf diesen Studien wurden im folgenden geprigte Polymere mit dem zu 98

korrespondierendem Haftmonomer ImAMePhMAcrAP 101 synthetisiert und studiert.
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2.6 Geprigte Polymere

Wie in der Einleitung gezeigt wurde, werden viele geprigte Polymere synthetisiert, um
kiinstliche Rezeptoren zu erhalten. Neben der Synthese von Polymeren, welche zwischen
strukturverwandten Derivaten unterscheiden konnen, ist die von enantioselektiven
Polymeren besonders herausfordernd. Bei geeigneten Systemen kdénnen enantiomerenreine
Template ihre chirale Information auf die Kavititen iibertragen und somit Polymere bilden,
deren Enantioselektivitit durch die des Templatmolekils vorher bestimmt wird. Das
Enantiomer, mit dem das Polymer geprigt wurde, wird stirker gebunden.

Zur Charakterisierung der Bindungseigenschaften solcher Polymere ist neben der
Messung der Wiederaufnahme des Templates auch eine Messung der Enantioselektivitit von
Interesse. Beides ldt sich bequem in Bindungsexperimenten messen. Die Selektivitit eines
Polymers lif3t sich dabei durch das Verhiltnis der Verteilungskoeffizienten K zwischen

Losung und Polymer der beiden Enantiomere

K n Np s

_ L __ L,Polymer D,Loésung

7K, ®)
D nL,Liisung nD,Polymer

quantifizieren.

Fir die Synthese des Polymers IP1 wurde als Templatmolekiil das bereits bei den
NMR-Studien untersuchte, enantiomerenreine N-p-Toluoyl-glycyl-L-valin 107al. (Tol-Gly-

Val-OH) eingesetzt. Die asymmetrische Umgebung am o-C-Atom des Valins sollte beim
Priagen zur Ausbildung chiraler Kavititen fihren. Der aromatische Acylrest ermoglichte eine
UV-Detektion bei der HPLC-Analytik.

Als Haftmonomer diente ImAMePhMAcrAP 101. Da dies aber nicht als freie Base,
sondern als Hydrochlorid isoliert worden war, musste das Gegenion ersetzt werden.
Idealerweise geschah dies durch das Templatmolekiil, wodurch die Polymerisationsmischung
moglichst einfach gehalten wurde. Dies wurde durch den Umsatz von 101*HCl mit dem
Natriumsalz des Dipeptides, Tol-Gly-Val-ONa 107cL,, in Methanol erreicht. Durch
Aufnehmen des Komplexes 101*¥107aL. in Acetonitril mit geringen Mengen Dimethylsulfoxid
als Porogen konnte das Natiumchlorid, das in diesem unldslich war, entfernt werden (Schema
45).
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HC. O
ImAMePhMACrAP*HCI ’ CHN =~ H
3
101*HCl /NN No_N
RE— Wy W
-NaCly 5 4 5 N

Tol-Gly-Val-ONa ! E O o
107cL. ﬂ/\fg N
HaC N

Schema 45: Fiir die Polymerisation eingesetzter Haftmonomer-Templat-Komplex 101¥107a1.

Zu der Komplexlosung wurde ein groBer Uberschuss des Vernetzers
Ethylenglykoldimethacrylat (EDMA) gegeben. Dabei kam es zur Bildung eines
Niederschlages. Offenbar war der Haftmonomer-Templat-Komplex in der Porogen-
Vernetzer-Losung nur unzureichend 16slich. Durch Erhéhung des Dimethylsulfoxidgehaltes
auf 16% konnte der Komplex wieder in Losung gebracht werden. Nach Zugabe von AIBN
konnte die Polymerisation thermisch initiiert werden.

Das erhaltene Polymer IP1 wurde gemahlen und das Templat im Basischen
abgespalten. Das Polymer war makropords, was durch seine hohe spezifische Oberfliche von

350 m?/g nachgewiesen wurde.

Fir die benotigte Analytik der Abspaltraten sowie der Bindungsexperimente wurde die
Hochdruckflissigkeitschromatographie (HPLC) mit einer chiralen stationdren Phase sowie
UV-Detektion eingesetzt. Dieses System bot diverse Vorteile. Allgemein ermdglicht die
HPLC eine Trennung komplexer Substanzgemische. Die stationire Phase (ein
immobilisiertes Cellulosederivat) erlaubte durch ihr enantioselektives Retentionsverhalten
eine simultane Konzentrationsbestimmung beider Enantiomere. Aufgrund der
Empfindlichkeit der stationdren Phase ist die Wahl an einsetzbaren Elutionsmitteln stark
eingeschrinkt. Es werden im wesentlichen nur Laufmittelgemische aus wenigen Alkoholen
und Alkanen toleriert. Durch ein Ethanol-Hexan-Gemisch unter Zusatz von
Trifluoressigsdure (10:90:0,4), um die Dipeptidcarbonsiure in freier Form zu halten, konnte

das Racemat getrennt werden. Durch den Einsatz von O,0-Bisbenzoyl-L-weinsiure als

interner Standard konnten durch UV-Detektion Konzentrationen von 104 bis 4x10-3 M-

bestimmt werden.
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Das Templat wurde von IP1 zu 83% abgespalten, was in dem Bereich liegt, der fiir
geprigte Polymere, die stochiometrische nicht-kovalente Wechselwirkungen nutzen, typisch
ist.[51,55,118,119]

Zur Bestimmung des Bindungsverhaltens wurden Bindungsisotherme erstellt
(Abbildung 15). Dazu wurden dem Polymer steigende Mengen eines racemischen Gemisches
des Dipeptides Tol-Gly-DI-Val-OH 107aDL angeboten. Die angebotene Templatmenge
betrug dabei 10 bis 200 %, bezogen auf die Zahl freier Kavititen, die sich aus der Menge des
abgespaltenen Templates ergab. Die Menge an gebundenem Enantiomer wurde aus dem
Restgehalt in der iiberstehenden Losung ermittelt und gegen die angebotene Menge Racemat
aufgetragen. Zu Vergleichszwecken enthilt die Abbildung zusitzlich fir niedrige
Konzentrationen die Menge an freiem Dipeptidderivat.

Abbildung 15 zeigt, daf3 bis zu einem Angebot von 50% die Bindungsisotherme stark
ansteigt. Die Gesamtmenge an aufgenommenem Templat betrigt etwa 30%. Danach flacht
die Kurve stark ab, es ist nur noch eine geringfiigige, weitere Aufnahme zu erkennen.
Insgesamt wurden etwa maximal 34% an N-acyliertem Dipeptid aufgenommen, eine
bevorzugte Bindung des I -Enantiomers wurde nicht beobachtet. Offenbar liegt die Kapazitit
an effektiv verfiigbaren Bindungstellen im Polymer bei etwa einem Drittel der abgespaltenen
Templatmenge. Dieser Verlust an Bindungsstellen konnte nicht vollstindig geklirt werden.

Da das Haftmonomer nicht in der Abspaltlosung nachgewiesen werden konnte, ist ein

25,0
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9
:5' © @ ®
£ ®
S 150 s ® @
N
Ko}
C
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5
2 O  Tol-Gly-L-Val-OH, gebunden
Z 504 e *  Tol-Gly-D-Val-OH, gebunden
' O  Tol-Gly-L-Val-OH, frei
® +  Tol-Gly-D-Val-OH, frei
00 FH&— T T T T T T
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Angeboten Tol-Gly-DL-Val-OH [%]

Abbildung 15: Bindungsisotherme von IP1 bei Wiederbelegung durch Tol-Gly-DI1.-1"al-OH 107aDL. in
ACN/DMSO 95:5
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Verlust durch nicht vollstindiges Einpolymerisieren von diesem auszuschliessen. Die
Hydrolyse der Guanidiniumgruppe stellt eine weitere Alternative dar, ist jedoch aufgrund der
kurzen Kontaktzeit des basischen Mediums mit dem Polymer (weniger als eine Stunde) nicht
wahrscheinlich. Schonfeld konnte durch Untersuchungen zur Hydrolyse polymerer Amidine
zeigen, dall diese bei pH =13 in Acetonitril/Wasser nach 10 Stunden zu etwa 10%
hydrolysiert waren.""

Die Auftragung des Anteils an freiem, in der Losung vorhandenem Dipetidderivats
deutete auf die heterogene Verteilung der Bindungsstirke der Kavititen hin. So wurde bei
einem Angebot von 10% praktisch simtliches Templat wieder aufgenommen. Die Bindung
ist hier sehr stark. Mit steigender Menge an Racemat werden zunehmend schwicher bindende
Kavititen belegt. So wurde beispielsweise bei 25% Angebot 20% des Racemates gebunden,

obwohl die noch etwa 10% an freien Kavititen zur Verfigung standen.

Eine Moglichkeit zur Verbesserung der Bindungseigenschaften wurde darin gesehen,
den Gehalt des recht polaren Dimethylsulfoxids im Porogen zu reduzieren. Dies wurde
dadurch erreicht, dal anstelle von Tol-Gly-Val-OH 107 das Phenylalaninderivat Tol-Gly-Phe-
OH 110 als Templat eingesetzt wurde. Mit dem Benzylrest besitzt dieses eine grofB3ere,
unpolare Seitengruppe, was die Loslichkeit des Haftmonomer-Templat-Komplexes
verbessern sollte.

Das Polymer IP2 wurde analog IP1 hergestellt. Dabei war zu einer vollstindigen
Losung aller Komponenten des Polymerisationsgemisches ein Anteil von 9% DMSO (im
Vergleich zu 16% bei IP1) notwendig. Sein Gehalt konnte somit nahezu halbiert werden.

Abbildung 16 zeigt die Bindungsisotherme fiir racemisches Tol-Gly-Phe-OH 110 in
ACN/DMSO 95:5. Der maximale Anteil an wiederbelegbaten Hohlrdumen lag bei etwa 50%
bezogen auf die abgespaltene Templatmenge. Vollstindige Wiederbelegung dieser
Hohlriume wurde bei etwa 80% an angebotenem Racemat erreicht. Bis zu einem Angebot
von 40% wurde praktisch simtliches N-acyliertes Dipeptid aufgenommen. Dies spricht fiir
einen erhéhten Anteil an stark bindenden Hohlriumen. Der schwicher gekriimmte Ubergang
bei 50 % bis 80% Templatangebot in den Sittigungsbereich deutet auf eine breitere
Verteilung der Bindungstirken der Kavititen, als dies bei IP1 der Fall war, hin. Eine
Enantioselektivitit konnte auch bei IP2 nicht festgestellt werden.
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Abbildung 16: Bindungsisotherme von IP2 bei Wiederbelegung durch Tol-Gly-DI_.-Phe-OH 110aDL. in
ACN/DMSO 95:5

Daher sollte die Polaritit des Porogens weiter reduziert werden. Dies war mit den
eingesetzten Haftmonomer-Templat-Komplexen nicht méglich. Daher wurde dieser bei der
Synthese von IP3 erst in situ im Polymerisationsgemisch erzeugt. Die Komplexpartner
wurden dazu in Form der gut 16slichen Salze ImAMePhMAcrAP*HBAr4 101*HBAr’, sowie
Tol-Gly-Phe-ONBuy4 110b separat in dem Porogen Acetonitril/Toluol 1:1 gelést und erst in
der eigentlichen Polymerisationsmischung vereinigt und polymerisiert. So wurde ein
Ausfallen des Komplexes vermieden.

Die Bindungsisotherme (Abbildung 17) dhnelte zum Teil der von IP1. Die maximale
Wiederbelegung lag bei etwa 30%. Die vollstindige Aufnahme des Dipeptid-Derivates
erfolgte bis etwa 20 % an angebotenem Racemat.

Wurde dieser Wert jedoch tberschritten, so kam es zu einer, wenn auch geringen,
bevorzugten Bindung des I-Enantiomers, mit dem auch das Polymer geprigt worden war.
Die Selektivitit war nur geringfigig von der Wiederbelegungsrate abhingig und wurde daher
gemittelt nach Gleichung (19) zu o@ = 1,06£0,02 bestimmt. Dieser Wert ist ein starkes Indiz
dafiir, dal3 es bei der Polymerisation tatsichlich zur der Ausbildung von chiralen Hohlrdumen
gekommen war, da nur diese das enantioselektive Verhalten des Polymers erkliren kénnen.

Der relativ geringe Betrag von o konnte eine Folge davon sein, dal3 das Haftmonomer

mit nur einer Bindung mit dem Polymernetzwerk verbunden ist. Daher besitzt die

76



THEORETISCHER TEIL

gebunden bzw. frei[%]

25,0

O  Tol-Gly-L-Phe-OH, gebunden
* Tol-Gly-D-Phe-OH, gebunden &
20,0 45 Tol-Gly-L-Phe-OH, frei
+  Tol-Gly-D-Phe-OH, frei
&
15,0 o 0
Q
. o 8
10,0 ®
]
5,0 ®
u
0,0 £ T T T
0 25 50 75

Angeboten Tol-Gly-DL-Phe-OH [%]

100

Abbildung 17: Bindungsisotherme von IP3 bei Wiederbelegung durch Tol-Gly-DI_-Phe-OH 110aDL. in

Tolnol/ ACN 1:1

Haftgruppe im Hohlraum eine gro3e Beweglichkeit und kann ihre Orientierung relativ zu der
Form der Kavitit, welche ja die chirale Information enthilt, andern. Dies wirkt sich
offensichtlich nachteilig auf die Selektivitit des Polymers aus. Abhilfe konnte die Einfiihrung

einer zweiten C-C-Doppelbindung, bevorzugt am Imidazolidinring, schaffen.

Es ist somit gelungen, ein enantioselektives, gepragtes Polymer zu synthetisieren,
welches in der Lage ist, die N-acylierte Dipeptidcarbonsaure Tol-Gly-Phe-OH 110 zu binden
und zwischen ihren Enantiomeren zu differenzieren, wobei das [-Enantiomer bevorzugt
wird. Dabei wurde nur ein Aquivalent des Haftmonomers ImAMePhMAcrAP 101 zur
Bindung des Templates 110L. beim Molekularen Prigen benétigt. Die Wiederbelegung sowie

Enantioselektivitit sind durchaus verbesserungsfihig, was in der Zusammenfassung und dem

Ausblick diskutiert werden soll.
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3 Zusammenfassung und Ausblick

Das Ziel dieser Arbeit war es, ein neues Haftmonomer fiir das Molekulare Prigen zu
synthetisieren, welches in der Lage ist, N-acylierte Dipeptidcarbonsiuren im Sinne einer

starken, stochiometrischen, nicht-kovalenten Wechselwirkung zu binden.

Hierzu wurden Grundstrukturen fir %
. . R
verschiedene Modellrezeptoren —entwickelt. \/( \
NS ~
Diese sollten einerseits durch eine starke, J-I N’ H

\n\‘

zweizahnige Wasserstoffbriicke gepaart mit
einer ionischen  Wechselwirkung  eines )\”/ %@ o
Guanidiniumions die Carboxylatgruppe des
Dipeptidderivates binden. Ein mit der
Guanidiniumgruppe iiber einen geeigneten Schema 46: Grundstruktur des nenen Haftnonomers
Spacer verbundenes Amidopyrazol sollte eine gleichzeitige Bindung zu dem Peptidriickgrat
tber drei Wasserstoffbriicken erméglichen (Schema 46).

Zur Abschatzung der Eignung potentieller Rezeptorstrukturen wurden Molecular-

[75]

Modeling-Studien durchgefithrt, wobei auf die Ausbildung aller angestrebten
Wechselwirkungen im Komplex mit dem Dipeptid geachtet wurde. Unter Berticksichtigung
synthetischer Aspekte wurden die Strukturen der drei Modellrezeptoren in Schema 47

erhalten.

58*HCI,

Hsc\(y %HB N P 59+HCl

H@ H
NH2 ~
= HN Y &
N \N/,\/IH HeC—(  N-NH N/
33 O 98+HCl

Schema 47: Die im Rabhmen dieser Arbeit hergestellten Modellrezeptoren 58*HCI (n = 1), 59HC/ (n =
2) und 98*HCI, sowie das Bisamin 33.

58 und 59 konnten durch den Einsatz von geeigneten Schutzgruppen und

Aminogruppen-Precursorn erhalten werden, wobei sich die regioselektive Acylierung der
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schwach nucleophilen Pyrazol-3-ylamine als Schliisselschritt erwies. Fur die zehnstufige
Darstellung des Modellrezeptors ImAMePhAcAP 98 war die Synthese des polyfunktionellen
Amins 33 entscheidend, welches durch den Einsatz verschiedener Schutzgruppen in einer

abgestimmten Reaktionssequenz erhalten wurde.

Zunichst in DMSO-ds durchgefithrte 'H-NMR-Bindungsstudien zeigten, dal die reine
Guanidinium-Carboxylat-Wechselwirkung von BzZOH*BnImA 102*100 zur Bildung eines 1:1
Komplexes mit einer Assoziationskonstanten von Ky = 2500 M fithrt. Das zu 100 analoge
ViBnlmA 104 ist fir die Zukunft von Interesse, da dieses potentielle Haftmonomer in nur

zwei Stufen zuginglich war.

QVN H /\QVE@\(“ S
HN

Pik
100 104*HPik

Schema 48: Bulm.A 100 und anf diesens basierendes Haftmonomer V'iBnlmA*HPik 104*HPik

Die Assoziation im Guanidinium-Dipeptidcarboxylat-Komplex BnImA*Tol-Gly-
Val-OH 100%107 war aufgrund elektronischer Effekte etwas schwicher (Kas = 1500 M) als
die im Benzoat-Komplex.

Komplexierungsstudien von Tol-Gly-Val-O-NBus® 107 mit dem schwerldslichen
Modellrezeptor ImGlyAMP 58 - solubilisiert als Tetrakis-(3,5-bistrifluormethylphenyl)-borat -
deuteten auf das Vorliegen héherer Komplexe in DMSO-ds hin. Die Bindungskonstante des
Modellrezeptor-Dipeptidcarboxylat-Komplexes  ImAMePhAcAP*Tol-Gly-Val-OH  98*107
von Kus = 1700-1800 M- hingegen belegte eine Erhohung der Assoziation durch die
Einfiihrung der Amidopyrazolgruppe in das Rezeptormolekil.

Der Einflu3 dieser Haftgruppe war in Acetonitril-¢; stirker. NMR-Studien zeigten
zunichst ein komplexes Assoziationsverhalten von Tol-Gly-Val-O-NBus* 107b. Es neigte zur
Selbstassoziation und bildete mit den Guanidiniumboraten 100*HBAr’s und 98*HBAr’4
Komplexe mit einer Stochiometrie zwischen einem und zwei Molekiilen Dipeptidcarboxylat
pro Guanidiniumion. Eine Erklirung wurde durch die starke Bindung eines Guanidiniumions
an ein zentrales Dipeptidmolekill, die von einer schwicheren Assoziation eines zweiten
gefolgt wird, gegeben. Die Assoziationskonstanten wurden mit Hilfe simulierter

Titrationskurven fir 100*HBAr’s mit K. = 2X10> M1, fur den amidopyrazol-haltigen
Rezeptor 98*HBAr’; mit Kue = 3X106 M1 - also etwa eine GroBenordnung héher -
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abgeschitzt und somit das Vorliegen stochiometrischer, nicht-kovalenter Wechselwirkungen

nachgewiesen.

Zur Darstellung geprigter Polymere wurde das Haftmonomer ImAMePhMAcrAP 101
analog 98 synthetisiert. Durch die iibliche Polymerisation mit den enantiomerenreinen N-
acylierten Dipeptiden Tol-Gly-Val-OH 107 und Tol-Gly-Phe-OH 110 als Template und

EDMA als Vernetzer in Gegenwart eines Porogens konnten makroporése, molekular

gepragte Polymere dargestellt werden. Die
Abspaltraten der Template lagen zwischen 80 HZCHO
und 90%. Durch Messen von Bindungs- H,C N \\ H

isothermen wurden Wiederbelegungsraten von SH/ N:N\I-l H/'\éﬁ(b
circa 30%  ermittelt. Die Bindung der J K N _N

9 ¢ Qo
Templatmolekiile durch die Polymere war dabei | N /\H/N\)k\b \\\\
stark, insbesondere, wenn man berlicksichtigt, H o :
daB nur ein Molekil Haftmonomer pro HsC \©
Templatmolekiil eingesetzt worden war. Der

Wechsel des Porogens von DMSO-haltigem

Schema 49: Haft, ~Templat-Kompl
Acetonitril  auf das  unpolare = Gemisch e aftmonomer-Templat-Komplex

101%110 zur Synth IP3
Toluol/Acetonitril 1:1 ermdglichte die Synthese RAr-ymhese von

des enantioselektiven Polymers IP3, wozu die gut loslichen Salze Tol-Gly-Phe-ONBuy 110b
und ImAMePhMAcrAP*HBAr’s 101*HBAfr’s eingesetzt wurden. Die Enantioselektivitit von

o = 1,06 bewies das Vorliegen von chiralen Kavititen im Polymer.

In Zukunft koénnte eine rigidere Verkniipfung der Haftgruppe mit dem Polymer-
netzwerk eine stabile Orientierung dieser im Hohlraum bewirken. Durch den Einsatz eines
Haftmonomers, welches eine weitere polymerisierbare Gruppe - idealerweise am Imidazo-

lidinring - trigt, konnte dies erreicht und somit die Enantioselektivitit der geprigten

Polymere gesteigert werden.

There is no sadder sight in the world than to see a beantiful theory killed by a brutal fact.

Thomas Henry Huxley
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4 Experimenteller Teil

4.1 Apparatives

H-NMR-Spektroskopie

BC-NMR-Spektroskopie
IR-Spektroskopie

C,H,N-Elementaranalyse

Massenspektrometrie

Polarimeter

Schmelzpunktbestimmung

Saulenchromatographie

Diunnschichtchromatographie

Dosierung

spezifische Oberflichen:

T.abormuhle:

Membranfilter:

Bruker Avance DRX 200 (200 MHz)
Varian VXR 300 (300 MHz)

Bruker Avance DRX 500 (500 MHz)
Bruker Avance DRX 500 (125 MHz)

Bruker Vektor 22 FT-IR

Institut fur Pharmazeutische Chemie der

Universitit Dusseldorf

EI: Varian MAT 311 A (70 eV)

CI (NHs): Finnigan INCOS 50

FAB: Finnigan Mat 8200 (3-Nitrobenzylalkohol als Matrix)
Perkin Elmer 241 MC digital

Biichi Melting Point B-545

Kieselgel 60 (230-400 Mesh ASTM) von Merck

Kieselgel 60 F2s4 auf Aluminiumfolie (Merck)
RP-18 Fas4 auf Glastrager (Merck)

Hamilton, gasdichte Spritzen
Infors AG, Perfusor Precidor HAT

JUWE Laborgerite GmbH, Viersen
Gerit: JUWE BET-A-MAT

Janke & Kunkel, IKA A10

Whatmann, regenerierte Cellulose, 0,25um
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Siebe: Siebtechnik GmbH, Miihlheim, Retsch
HPLC: Gradientenpumpe: Waters 610
Injektor: Rheodyne
Siule: Chiralcel OD-H

UV-Detektor: ~ Waters 486

Software:
CSW Chromatography Station for Windows,
Version 1.7, 2000, Apex Data Ltd.

4.2 Chemikalien und Losungsmittel

Acros: 3,5-Bis(trifluormethyl)brombenzol
n-Butyllithium, 1,6 N Lésung in Hexan
Cyclohexan, p. A.
Cyanoessigsaure
n-Hexan, p. A.
m-Toluoylchlorid

m-Tolylsiure

Aldrich: 3-Amino-5-methylpyrazol
Lithiumbromid
Phthalimid, Kaliumsalz
1M Tetrabutylammoniumhydroxidlésung in Methanol

Bachem: Samtliche freien Dipeptide

Biosolve: Actonitril (HPLC - isocratic grade)
Methylenchlorid (peptide grade)
Methanol (dry)

Euriso-top: DMSO-dg, 99,8 Atom-% D

Actonitril-d; 99,8 Atom-% D
Fluka: Hydrazinhydrat

Isopropanol, p.A.
Salzsdure, rauchend (37%), p.A.
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Merck:

Messer-Griesheim:

Trifluoressigsdure

Phthalsdureanhydrid
Pyrokohlensdure-di-zert.-butylester
DMF, p.A.

1,2-Ethandiol

Natriumcarbonat, wasserfrei p.A.
Natriumhydrogencarbonat, wasserfrei
N-Bromsuccinimid

Pikrinsaure, p. A.

1,3-Propandiol

Thionylchlorid

Triethylamin

Argon 5.0, Stickstoff 5.0

Alle Losungsmittel wurden vor Gebrauch durch Destillation gereinigt, bei Bedarf nach den

literaturbekannten Standardmethoden getrocknet und durch ein 15miniitiges Ultraschallbad

unter Membranpumpenvakuum entgast.
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4.3 Synthese der 2-(Imidazolidin-2-ylidenamino)-/N-(5-methyl-1H-

pyrazol-3-yl)-acetamid-Derivate

4.3.1 3-Amino-5-methylpyrazol-1-carbonsiure-zert.-butylester 43

Unter Na-Atmosphire wurden 20,43 ¢ (0,21 mol) 3-Amino-5-methylpyrazol in 300 ml

Dichlormethan, abs., sowie 36 ml (0,26 mol, 1,2 eq) Triethylamin gel6ést und im Eis-
Kochsalz-Bad gekihlt. 45 ml (45,9 g, 0,21 mol, 1 eq) Di-ferz.-butylpyrocarbonat, gelost in 10

ml Dichlormethan, abs., wurden iber 60 min. zugetropft. Der Ansatz wurde tiber Nacht

gerithrt, wobei er sich auf Raumtemperatur erwirmte, zweimal mit Wasser ausgeschiittelt, mit

NaxSOy4 getrocknet und einrotiert. Das Regioisomerengemisch wurde durch Umkristallisation

aus 60 ml Essigsiureethylester und 120 ml Hexan getrennt, das Produkt iber P2Os

getrocknet.

Ausbeute:
Smp:

'H-NMR:

BC-NMR:

23,85 g (58%)
Zersetzung bei 134°C

(500 MHz, DMSO-Dq, TMS) & [ppm] 1,53 (s, H
9H, Boc-CHs), 1,99 (s, 3H, -CHs), 5,14 (s, 1H, H3C\/$/NH2
Pyrazol-CH), 6,22 (s, 2H, -NL)

(126 MHz, DMSO-De, TMS) & [ppm] 14,2, 28,0,
83,8, 87,9, 150,4, 151,8, 152,0

MS (GC-MS) :[M*] bei m/z = 197, Intensitit = 65%, 141 (80), 97 (100), 68 (80), 57 (100)

IR (in KBr):

C.H.N:

v [em1] (NHy), 3291 (NH,), 2981 (CHs), 1715 (C=0 Carbamat)

ber. C:54,81% H:7,67%  N:21,30%  CoHisNsO»
oef: C:5475%  H:7,96%  N:2123% M =197,23 g¢/mol

4.3.2 3-(2-Chloracetylamino)-5-methylpyrazole-1-carbonsiure-tert.-butyl-

ester 47

Unter Ar-Atmosphire wurden 401,3 mg (2,03 mmol) 3-Amino-5-methylpyrazol-1-

carbonsaure-zert.-butylester 43 in ca. 30 ml Dichlormethan, abs., gel6st und nach Zugabe von

0,59 ml (0,43

g, 423 mmol, 2 eq) Trethylamin in einem FEisbad gekuhlt.
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Chloressigsdureanhydrid, gelost in 30 ml Dichlormethan, abs., wurde langsam zugetropft, und
der Ansatz Uber Nacht gerithrt, wobei er sich auf Raumtemperatur erwirmte. Die
Reaktionslosung wurde zweimal mit Wasser und einmal mit NaHCO3 Losung ausgeschiittelt,
mit NaSO4 getrocknet und einrotiert. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch

(Essigsdureethylester/Chloroform 1:10, Re = 0,25) gereinigt.

Ausbeute: 412 mg (74%)
Smp: Zersetzung bei 272°C

'H-NMR: (500 MHz, DMSO-Ds, TMS) 8 [ppm] 1,59

oo L H
(s, 9H, Boc-CHs), 2,18 (s, 3H, -CHs), 4,52 3 \%%/NYC\CI
(S, 2H, —(CO)"CHZ"CD, 6,59 (S, 1H, HaC o\Y(N\N 0]
Pyrazol-CH), 10,65 (s, 1H, -NH-(CO)-) .t

BCNMR: (126 MHz, DMSO-Dg, TMS) & [ppm] 13,7, 27,5, 42,9, 85,6, 98,5, 139,6,
149,5,151,7, 163,5

MS (CI, +NH;) : [M+H*] bei m/z = 274, Intensitit = 100%, 240 (90)

IR (in KBr): V [cm1] 3313 (NH), 2992 (CHa, CHs), 1732 (C=0 Carbamat), 1698 (C=0O
Amid), 1541 (C=O Amid)

CHN: ber. C:4827% H:589%  N:1535%  Cp;HisCIN3O3
oef: C:4842% H:596%  N:1515% M = 273,72 g/mol

4.3.3 3-(2-Chloracetylamino)-5-methylpyrazole 44

Unter Ar-Atmosphire wurden 3,45 ¢ (35,5 mol) 3-Amino-5-methylpyrazol in 150 ml
Dichlormethan, abs., sowie 5,44 ml (3,95 g, 39,0 mmol, 1,1 eq) Triethylamin gelost und im
Eis-Kochsalz-Bad gekiihlt. 6,07 g (35,5 mmol, 1 eq) Chloressigsiureanhydrid, gelést in 50 ml
Dichlormethan, abs., wurden iiber 60 min. zugetropft. Der Ansatz wurde iiber Nacht geriihrt,
wobei er sich auf Raumtemperatur erwirmte, zweimal mit Wasser und einmal mit NaHCOs5.
Losung ausgeschiittelt, mit NaxSO4 getrocknet und einrotiert. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch (Methanol/Chloroform 1:10, R¢ = 0,26) gereinigt.

H
Ausbeute: 3,82 mg (62%) HaC “ gz
=
Smp: 183 °C \/S/ “Cl
HAN-N K

'H-NMR: (500 MHz, DMSO-Dg, TMS) 6 [ppm] 2,20 (s, 3H, -CH3), 4,20 (s, 2H, -
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CO-CH»-Cl), 6,27 (s, 1H, Pyrazol-CH), 10,61 (s, 1H, -CO-NH-), 12,08 (s,
1H, Pyrazol-NH)

BC-NMR: (126 MHz, DMSO-Ds, TMS) & [ppm] 10,5, 42,9, 95,4, 138,4, 146,7, 163,4

MS (CI, +NHs) : [M+H*] bei m/z = 174, Intensitit = 100%, 191 (45), 157 (18), 140 (60)

IR (in KBr): V [em-] 3325 (NH), 1605 (C=C Aromat), 1563 (C=O Amid)

CHN: ber. C:4151% H:4,65%  N:2441%  CiHsCIN;O
oef: C:4139% H:442%  N:2423% M= 173,60 g/mol

4.3.4 2-Amino-N-(5-methyl-1H-pyrazol-3-yl)-acetamid-Hydrochlorid 46

1,20 g (6,91 mmol) 3-(2-Chloracetylamino)-5-methylpyrazole 44 wurden 4 Tage in 60 ml
MeOH und 60 ml 25%-iges Ammoniak gerithrt. Der Ansatz wurde am Rotationsverdampfer

eingeengt. Das Rohprodukt wurde ohne weitere Reinigung in der nichsten Stufe eingesetzt.
geengt. Das Rohprodukt wurde oh tere Reinigung in d hsten Stufe eingesetzt

Ausbeute: 1,24 mg (94%) HsC Yg/“ gz
= <
Smp: 250 °C N j( NH;CI

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-Ds, TMS) & [ppm] 2,20 (s, 3H, -CHs), 3,47 (bt s, 3H, -
NH;"), 3,64 (s, 2H, -CO-CHa-), 6,26 (s, 1H, Pyrazol-CH), 10,68 (s, 1H, -
CO-NH-), 12,22 (s, 1H, Pyrazol-NH)

BC-NMR: (126 MHz, DMSO-Ds, TMS) & [ppm] 10,6, 40,4, 95,2, 138,6, 146,1, 163,7

IR (in KBr): V [em-] 3239 (NH), 3100 (br NH), 1670 (C=O Amid), 1563 (C=0O Amid)

4.3.5 2-(Imidazolidin-2-ylidenamino)-/NV-(5-methyl-1H-pyrazol-3-yl)-acet-
amid-Hydropikrat 58*HPik

372 mg (1,95 mmol) 2-Amino-N-(5-methyl-1H-pyrazol-3-yl)-acetamid-Hydrochlorid 46
wurden Uber Nacht mit 3221 mg (2,21 mmol, 1,13 eq) 4,5-Dihydro-1H-imidazol-2-
sulfonsdure in 8 ml Triethylamin/Methanol/Wasser 1:2:1 suspendiert, wobei eine klare
Losung entstand. Der Ruckstand wurde mit 2 ml 1N Natronlauge alkalisch gemacht,
einrotiert, in 40 ml Methanol/Wasser gelést und mit 5,5 ml einer 0,36 N Pikrinsdurel6sung in

Methanol versetzt. Das Rohprodukt wurde im Filtrat zum Sieden gebracht, mit wenig
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Methanol vollstindig gelost und kristallisierte beim Abkihlen in gelben Nadeln aus.

Ausbeute:
Smp:

'H-NMR:

BC-NMR:

0,47 g (52 %) ON NO,
Zersetzng bei 205 °C
H

(500 MHz, DMSO-Ds, TMS) & [ppm] NO,

_ _CHo- H HN—\
220 (s, 3H, -CHy), 3,62 (s, 4H, -CHx- | o H (H:2 o,
CH»), 398 (d, 3Ju = 6,2 Hz 2H, ) N N
Pyrazol- CH, NH.), 6,25 (s, 1H, Pyrazol. ~ "™N-N o n H

CH), 7,90 (bt s, 1H, -CH»-NH-), 8,21 (t, 3Ju = 6,1 Hz, 1H, -CO-CH,-NH-
), 8,45 (br s, 1H, -CH,-NH-), 8,60 (s, 2H, Pikrat-H), 10,50 (s, 1H, -CO-
NH.), 12,04 (s, 1H, Pyrazol-NH)

(126 MHz, DMSO-Dg, TMS) & [ppm] 10,6, 42,5, 44,6, 95,3, 124,1, 125,1,
1383, 141,8, 146,7, 160,1, 160,7, 164,9

MS (CI, NH3) : [Base+H*] bei m/z = 223

IR (in KBr):

V [em 1] 3385 (NH), 3299 (br NH), 1702 (C=0 Amid), 1571 (C=O Amid),
1609 (NO»), 1315 (NO»)

ber.. C:39,92%  H: 3,80 % N: 27,93 %  CisH17N9Osg
gef:  C:40,09 %  H:4,04 % N: 27,90 % M = 451,35 g/mol

4.3.6 2-(Imidazolidin-2-ylidenamino)-N-(5-methyl-1H-pyrazol-3-yl)-acet-
amid-Hydrochlorid 58*HCI1

230 mg (0,51 mmol) des Pikrates 58*HPik wurden in 6 ml DMF gelost und auf eine
Ionenaustauscher-Saule, Amberlite IRA-400 (mit Chlorid-Ionen beladen, methanolfeucht),

aufgetragen und mit Methanol eluiert. Die produkthaltigen, farblosen Fraktionen wurden

vereinigt, einrotiert, der Riickstand in wenig Methanol aufgenommen und das Produkt mit

Essigsaureethylester gefillt.

Ausbeute:
Smp:

'H-NMR:

N
129 mg (98 %) )7 N N
268 °C o
cf”

(500 MHz, DMSO-D, TMS) & [ppm] 2,19 (s, 3H, -CHs), 3,60 (s, 4H, -

CH,-CH>-), 4,05 (s, 2H, -CO-CH>-NH-), 6,24 (s, 1H, Pyrazol-CH), 8,15
(br s, 1H, -CH»-NH-), 8,38 (s, 1H, -CO-CH,-NH-), 8,65 (br s, 1H, -CH,-
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NH-), 10,50 (s, 1H, -CO-NH-), 12,13 (s, 1H, Pyrazol-NH)
IR (in KBr): V [em] 3309 (NH), 3179 (br NH), 1703 (C=0 Amid), 1571 (C=O Amid)

CH,N: ber.. C:39,06%  H:6,19 % N:30,57%  CoHisCINcO*H2O
gef:  C:39,26%  H:06,17 % N: 30,59 % M = 276,72 g/mol

4.3.7 2-(Imidazolidin-2-ylidenamino)-/N-(5-methyl-1H-pyrazol-3-yl)-acet-
amid als Guanidinium-[Tetrakis-(3,5-bistrifluormethylphenyl)-borat]-
Salz 58*HBAr’,

276,0 mg (1 mmol) 2-(Imidazolidin-2-ylidenamino)-NN-(5-methyl-1H-pyrazol-3-yl)-acetamid-
Hydrochlorid-Monohydrat 58*HCIF wurden zusammen mit 899,8 mg (I mmol)
Natrium|[Tetrakis-(3,5-bistrifluormethylphenyl)-borat] 111 in 30 ml Methanol, abs., gel6st.
Das Loésungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt, der Riickstand in 30 ml
Acetonitril/Isopropylalkohol ~ 1:1,  gelost, unlosliches Natriumchlorid mit  einem
Membranfilter abfiltriert, das Filtrat eingeengt und der amorphe Riickstand im

Turbopumpenvakuum getrocknet.

C.H.N: ber.. C:43,87%  H: 2,78 % N: 7,49% C41H27BF24NcO*2H20O
gef:  C:43,58% H: 2,50 % N: 7,40 % M = 1086,48 g/mol

4.4 Synthese der 3-(Imidazolidin-2-ylidenamino)-/N-(5-methyl-1H-

pyrazol-3-yl)-propionamid-Derivate

4.4.1 3-(1,3-Dioxo-1,3-dihydro-isoindol-2-yl)-propionsidure 52

3-(1,3-Dioxo-1,3-dihydro-isoindol-2-yl)-propionsiure wurde nach einer Vorschrift von

193]

Bose™ synthetisiert.

'H-NMR: (500 MHz, DMSO-Ds, TMS) 8 [ppm] 2,60 (t, 3Ju = 7,4 Hz, 2H, -CHa-

CH>-N=), 3,79 (t, 3]y = 7,4 Hz, 2H, -CH,-COOH), 7,86-7,81 (m, 4H,
Phthaloyl-H), 12,40 (br s, 1H, -COOH)
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4.4.2 3-(1,3-Dioxo-1,3-dihydro-isoindol-2-yl)-propionoylchlorid 53

Unter Feuchtigkeitsausschluss wurden 10,96 ¢ (50 mmol) 3-(1,3-Dioxo-1,3-dihydro-isoindol-
2-yl)-propionsiure 52 in 60 ml Dichlormethan, abs., suspendiert, mit 5,44 ml (8,92 g, 75 ml,
1,5 eq) Thionylchlorid und 4 Tropfen N,N-Dimethylformamid versetzt und 1h unter
Rickfluss gekocht, wobei das Edukt unter Gasentwicklung in Loésung ging. Die Ldsung
wurde tiber Nacht gertihrt, danach das Losungsmittel weitestgehend abdestilliert, die Lésung
mit 10 ml Toluol, abs., versetzt, und nun alle fliichtigen Bestandteile unter Vakuum entfernt.
Es entstand ein cremefarbener Feststoff. Das Rohprodukt wurde ohne weitere Reinigung in
der folgenden Stufe eingesetzt. H H
0]

Ausbeute: 11,16 g (94%) Hy

Cl C_..N
C

IH-NMR: (500 MHz, CDCls, TMS) & [ppm] 3,35 (, Ju =70 O 2 O
Hz, 2H, -CH,-CH,-N=), 4,04 (t, Ju = 7,1 Hz, 2H, -CH,-COCI), 7,75 (dd,
u = 5,4 Hz, 3y = 3,1 Hz, 2H, Phthaloyl-H), 7,87 (dd, 3Ju = 5,4 Hz, 3Ju
= 3,1 Hz, 2H, Phthaloyl-H)

4.4.3 3-[3-(1,3-Dioxo-1,3-dihydro-isoindol-2-yl)-propionoylamino]-5-methyl-

pyrazol-1-carbonsiure-tert.-butylester 54

3,94 g (20 mmol) 3-Amino-5-methylpyrazol-1-carbonsiure-zerz.-butylester 43und 3,07 ml
(2,23 g, 22 mmol, 1,1 eq) Triethylamin wurden in 100 ml Dichlormethan, abs., gelost. 4,75 ¢
(20 mmol) 3-(1,3-Dioxo-1,3-dihydro-isoindol-2-yl)-propionoylchlorid 53, gelost in 60 ml
Dichlormethan, abs., wurde tiber ca. 20 min. zugetropft. Der Ansatz wurde tiber Nacht bei
Raumtemperatur gerithrt. Nach zweimaligem Extrahieren der organischen Phase mit Wasser
wurde diese iiber NaxSOy4 getrocknet, das Losungsmittel entfernt und das Rohprodukt in

Hexan/Essigsidureethylester/Dichlormethan 1:1:1 umbkristallisiert.

Ausbeute: 5,13 g (64%) o)

H
Smp: 215 °C H CWH H,
3 = N C_._N
7 ¢

'H-NMR: (500 MHz, CDCl;, TMS) HSCKOW NN M 0
S [ppm] 1,61 (s, 9H, Boc-CHs), o
2,23 (s, 3H, -CH3), 2,86 (t, 3u = 7,3 Hz, 2H, -CH,-N=), 4,08 (¢, | = 7,2
Hz, 2H, -CH,-CO-), 6,65 (s, 1H, Pyrazol-CH), 7,70 (dd, 3Ju = 5,5 Hz, Ju
= 3,0 Hz, 2H, Phthaloyl-H), 7,83 (dd, 3Ju = 5,4 Hz, 3Ju = 3,0 Hz, 2H,
Phthaloyl-H), 10,17 (s, 1H, -CO-NH-)
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BC-NMR: (126 MHz, CDCls, TMS) & [ppm] 14,8, 28,4, 34,2, 35,7, 86,9, 98,8, 123,7,
1324, 134,4, 141,3, 151,3, 1539, 166,7, 168,4

MS (CI,NH3):  [M+H*] bei m/z = 399, Intensitit = 100%, 299 (25), 198 (20)

IR (in KBr): v [em!] 3339 (NH), 2291 (CHa, CHs), 1775 (CO Imid), 1717 (CO Imid),
1539 (C=0 Amid)

CH,N: ber.. C:060,29%  H:5,57% N: 14,06%  C20H22N4Os
gef:  C:60,12%  H:5,66% N: 14,15% M = 398,41 g/mol

4.4.4 3-(1,3-Dioxo-1,3-dihydro-isoindol-2-yl)- N-(5-methyl-1 H-pyrazol-3-yl)-
propionamid 55

2,00 g (5 mmol) 3-[3-(1,3-Dioxo-1,3-dihydro-isoindol-2-yl)-propionoylamino]-5-methyl-pyra-
zol-1-carbonsaure-fert.-butylester 54 wurden in 50 ml Chloroform gel6st und mit 0,46 ml (6
mmol, 1,2 eq) Trifluoressigsiure versetzt und Gber Nacht gerithrt. Nach Detektieren noch
vorhandenen Edukts wurde zunichst weitere 0,46 ml Trifluoressigsiure, spater nochmals 0,2
ml, zugegeben und erneut Giber Nacht gertihrt. Der Ansatz wurde mit 48 ml 0,5 Natronlauge
und 10 ml 2-Propanol ausgeschiittelt, die organische Phase tiber NaxSO4 getrocknet und
einrotiert. Das Rohprodukt wurde in Chloroform/Ethanol 12:1 umkristallisiert. Das
gereinigte Produkt enthilt ein Aquivalent Chloroform.

H H
0]

Ausbeute: 1,31 g (62%) M Hoy h

Smp: 219 °C %S/NYC\C/N

HN -] 6 Ho 0O

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-Ds, TMS) & [ppm]
2,18 (s, 3H, -CHs), 2,66 (¢, 3Ju = 7,1
Hz, 2H, -CH»-N=), 3,86 (t, 3Ju = 7,1 Hz, 2H, -CO-CH,-), 6,21 (s, 1H,
Pyrazol-CH), 7,80-7,90 (m, 4H, Phthaloyl-H), 8,32 (s, 1H, CHCL), 10,41
(s, 1H, -CO-NH-)

CHCl;

BCNMR: (126 MHz, DMSO-Dg, TMS) & [ppm] 10,6, 34,0, 34,0, 79,1, 95,4, 1229,
131,6, 134,2, 138,5, 146,6, 167,5, 167,5

MS (CI,NH3):  [M+H*] bei m/z = 299, Intensitit = 100%, 316 (15)

IR (in KBr): Vv [em] 3331 (NH), 1770 (CO Imid), 1711 (CO Imid), 1610 (C=C
Aromat), 1560 (C=0O Amid)
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CHN: ber. C:46,01%  H:3,62%  N:1341%  CisHisClN4O;
oef:  C:46,03%  H:3,60%  N:13,71% M = 417,67 g/mol

4.4.5 3-Amino-N-(5-methyl-1H-pyrazol-3-yl)-propionamid-Hydrochlorid 56

0,89 g (3 mmol) 3-(1,3-Dioxo-1,3-dihydro-isoindol-2-yl)-N-(5-methyl-1 H-pyrazol-3-yl)-
propionamid 55 wurden 1,5 h mit ca. 1 ml (ca. 18 mmol) Hydrazin-Hydrat in 30 ml Ethanol
gekocht.  Der  Reaktionsansatz  inklusive  ausgefallener  Feststoff wurde am
Rotationsverdampfer eingeengt und tber Nacht tiber P2Os getrocknet. Der Feststoff wurde
in 30 ml Ethanol und 10 ml 1N Salzsdure aufgenommen, 1 h gekocht und der Niederschlag
abfiltriert. Beim Einengen des Filtrates erneut abscheidender Feststoff wurde entfernt, dann
bis zur Trockne eingeengt. Das Rohprodukt wurde in 40 ml Methanol/Essigsiuteethylester
1:1 umkristallisiert.

H
HyC H H,
Ausbeute: 0,56 g (91%) = NTC\C/NHSCI
Smp: 210 °C HN-N 5 H

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-Dg, TMS) 8 [ppm] 2,27 (s, 3H, -CHs), 2,81 (t, 3Ju = 7,1
Hz, 2H, -CO-CH.-), 3,10-3,00 (m, 2H, -CH,-NH3%), 6,26 (s, 1H, Pyrazol-
CH), 8,22 (br s, 3H, -NH;*), 11,40 (s, 1H, -CO-NH.)

BCNMR: (126 MHz, DMSO-Dq, TMS) 8 [ppm] 10,6, 32,5, 34,5, 95,2, 141,6, 1439,
168,0

IR (in KBr): Vv [em-] 3384 (NH), ~3000 (br NH), 2991 (CH,, CHz), 1699 (C=0O Amid),
1595 (C=0O Amid)

4.4.6 3-(Imidazolidin-2-ylidenamino)-/N-(5-methyl-1H-pyrazol-3-yl)-pro-
pionamid-Hydropikrat 59*HPik

0,20 g (0,98 mmol) 3-Amino-N-(5-methyl-1H-pyrazol-3-yl)-propionamid-Hydrochlorid 56
wurden tber Nacht mit 0,15 g (1,0 mmol, 1,01 eq) 4,5-Dihydro-1H-imidazol-2-sulfonsdure in
6 ml Triethylamin/Methanol/Wasser 1:1:1 suspendiert, wobei eine klare Losung entstand.
Die Losung wurde einrotiert, danach mit 1 ml (1 mmol, 1 eq) 1N Salzsiure versetzt und
einrotiert. Nach Losen des Rickstandes in Wasser wurden 4 ml (1 mmol, 1 eq) einer 0,25

normalen Losung von Pikrinsdure in Methanol zugesetzt. Die gelbe Losung wurde einrotiert
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und der Ruckstand mehrmals aus Wasser/Methanol umkristallisiert.

Ausbeute:
Smp:

'H-NMR:

BC-NMR:

0,27 g (60 %) H

Zersetzung bei 183 °C Hac\%g/n gi /R? H
HN- ] To( (H:2 H\N(\/CF|2

(500 MHz, CD;OD:DMSO-d; 1:1, oM H

TMS) & [ppm] 2,19 (s, 3H, -CHs), 2,56 o )=

(t 3Ji = 6,5 Hz, 2H, -CH,-CO-), 3,39 O&Noz

(t, Ju = 6,3 Hz, 2H, -CH,-NH*=C=), O,N

3,59 (s, 4H, -NH-CH>-), 6,26 (s, 1H,
Pyrazol-CH)

(126 MHz, CD;OD:DMSO-ds 1:1, TMS) 6 [ppm]| 11,0, 35,1, 38,7, 42,8,
95,8, 124,5, 125,06, 138,6, 142,2, 147,5, 159,6, 161,2, 168,0

MS (CI, NH3) :  [Base+H*] bei m/z = 237, Intensitat = 45%, 140 (100), 115 (70)

IR (in KBr):

Vv [em!] 3375 (NH), ~3200 (br NH), 1682 (C=0O Amid), 1640 (NO»),
1587 (C=0 Amid), 1563 (NO,), 1332 (NO»)

ber.. C:41,29%  H:4,12% N: 27,09%  CisH19NoOg
gef:  C:41,05%  H:4,14% N:27,03% M = 465,38 g/mol

4.4.7 3-(Imidazolidin-2-ylidenamino)-/N-(5-methyl-1H-pyrazol-3-yl)-pro-
pionamid-Hydrochlorid 59*HCI

115,7 mg (0,249 mmol) des Pikrates 59*HPik wurden in 2 ml DMF gel6st und auf eine
Ionenaustauscher-Siule, Amberlite IRA-400 (mit Chlorid-Ionen beladen, methanolfeucht),

aufgetragen und mit Methanol eluiert. Die produkthaltigen, farblosen Fraktionen wurden

vereinigt, weitestgehend einrotiert und das Produkt mit Essigsaureethylester gefillt.

Ausbeute:
Smp:

'H-NMR:

0 H
54 mg (30 %) . R
243 °C CANUN__CL NP N
7SN om,
HN-N o Hz yn/
(500 MHz, CD;OD, TMS) & [ppm] &

2,18 (s, 3H, -CHs), 2,56 (t, 3Ju = 6,7
Hz, 2H, -CO-CH,), 3,41 (s, 2H, -CH,-NH*=C=), 3,57 (s, 4H, -NH-
CHy-), 6,25 (s, 1H, Pyrazol-CH)
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IR (in KBr): V [em] 3395 (NH), ~3200 (br NH), 1675 (C=0O Amid), 1592 (C=O
Amid)

CH,N: ber.. C:44,04%  H:06,28 % N: 30,81 %  CioH17CINcO
gef..  C:4390%  H: 06,40 % N: 30,63 % M = 272,73 g/mol

4.5 Synthese der N-{5-[3-(Imidazolidin-2-ylidenaminomethyl)-
phenyl]-1H-pyrazol-3-yl}-acylamid-Derivate

4.5.1 3-Oxo0-3-m-tolyl-propionitril 79

Unter N2-Atmosphire wurden 15,31 g (0,18 mol) Cyanoessigsdure in 400 ml THEF, abs. gel6st
und im Aceton-Trockeneis-Bad auf —78°C abgekiihlt. Zu dieser Losung wurde unter starkem
Rihren 200 ml einer 1,6 N Lésung (0,32 mol) von n-Butyllithium in Hexan tber ca. 30 min.
zugetropft. Es bildete sich eine weille Suspension. Das Gemisch wurde mit einem Wasserbad
auf ca. 0°C erwirmt und 15 min. bei dieser Temperatur gehalten und anschlieBend wieder auf

—78°C gekiihlt. 13,85 g (90 mmol) 7-Methylbenzoylchlorid, geldst in ca. 25 ml THF, abs.,

wurden innerhalb von 10 min. zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde 1 h bei —78°C
gehalten, innerhalb von 30 min. auf Raumtemperatur gebracht und noch 1 h geriihrt. Die
Lésung wurde vorsichtig mit ca. 25 ml konz. Salzsiure auf pH = 2 gebracht, 250 ml Wasser
zugegeben und die Phasen getrennt. Zur organischen Phase wurde 250 ml Wasser gegeben
und die Mischung geriihrt und dabei mit festem NaHCOj3 versetzt, bis keine Gasentwicklung
mehr auftrat, und die organische Phase am Rotationsverdampfer weitgehend eingeengt. Die
wissrige Phase des Reaktionsgemisches wurde noch zweimal mit je 250 ml
Essigsdureethylester extrahiert, diese dann mit ges. NaHCO3-Losung ausgeschiittelt, mit der
bereits eingeengten organischen Phase vereinigt, mit NaxSO4 getrocknet und das
Losungsmittel bis zur Trockne entfernt. Das leicht gelbe Rohprodukt wurde dann im
Olpumpenvakuum tiber ein 90°-Glasknie in einem mit Eis gekiihlten Kolben destilliert
(1x1072 mbar, 150°C Olbad-Temperatur). Das noch leicht verunreinigte Produkt wurde in 50
ml Essigsdureethylester gelst , vorsichtig mit 100 ml Hexan Gberschichtet und der Kolben
langsam am Rotationsverdampfer gedreht, wobei das Produkt an der Phasengrenze in Nadeln
auskristallisierte. Diese wurden abfiltriert und im Membranpumpenvakuum tber P2Os

getrocknet.

Ausbeute: 10,17 g (71%)
Smp: 74 °C

93



EXPERIMENTELLER TEIL

H(4)
IH-NMR: (500 MHz, CDCls, TMS) & [ppm] 2,44 (s, 3H, -CHz), M CHs
407 (5, 2H, -CHz), 741 (5 s = 7,6 Ho, 1H, AcH(S), - o He2)
747 (d, 3 = 7,6 Hz, 1H, Ar-H), 7,71 (d, 3Ju = 7,7 Hz, o
1H, Ar-H), 7,74 (s, 1H, Ar-H(2)) gz ©

BCNMR: (126 MHz, CDCls, TMS) & [ppm] 21,3, 29,4, 113,8, 125,7, 128,9, 129,0,
134,3,135,5,139,2, 187,2

MS (ED):  [M*] bei m/z = 159, Intensitit = 11%, 119 (100), 91 (78), 65 (33)
IR (in KBr): v[em] 2950, 2917 (-CHs, -CH,), 2251 (-C=N), 1691 (C=0, Keto)

C,H.N: ber.: C:75,46% H: 5,70% N: 8,80% Ci1o0HoNO
gef.:  C:75,48% H: 5,71% N: 8,78% M = 159;18 g/mol

4.5.2 (2-m-Tolyl-1,3-dioxan-2-yl)-acetonitril 87

Unter Feuchtigkeitsausschluss wurden 24,32 ¢ (153 mmol) von 3-Oxo-3-#-tolyl-propionitril
79 mit 110 ml (116 g, 1,5 mol) 1,3-Propandiol und 2,91 g (15,3 mmol) p-Toluolsulfonsiure-
Monohydrat in 500 ml Toluol, abs. am Wasserabscheider gekocht. Die Reaktionslosung
wurde solange unter Riickfluss gehalten, bis nur noch langsam Wasser abgespalten wurde (ca.
7 h, ca. 6 ml Wasser). Der Ansatz wurde nach Abkithlen unter Rithren zu einer Losung von
12 ¢ KoCOs in 500 ml Wasser gegeben und dieses Gemisch mit 500 ml Essigsaureethylester
ausgeschiittelt. Nach erneuter Extraktion der organischen Phase mit 12 g K>COj; in 500 ml
Wasser wurde diese abgetrennt, mit KoCOs getrocknet, das Losungsmittel entfernt und der
olige Riickstand unter Zugabe von ca. 5 g KoCOs im Olpumpenvakuum tiber eine kurze

Vigreux-Kolonne fraktioniert. Das farblose Produkt kristallisierte noch wihrend der

Destillation in der Vorlage aus. H(4)
(5)H._A__CHj
Ausbeute: 29,99 g (90%) o » o
Sdp: 126 °C (2,1x1072 mbar) O.
o NC\C/‘ \CHZ
Srnp: 55 C HZO\/CHZ

IH-NMR: (500 MHz, CDCls, TMS) & [ppm] 1,27 (m, 1H) + 2,06-2,30 (m, 1H, -O-
CHa-CHaeq/ax), 2,39 (s, 3H, CHs), 2,72 (s, 2H, -CH>-CN), 3,78-3,86 (m,
2H) + 3,91-3,97 (m, 2H, -O-CHs-CHa.eq/ax-), 7,19 (d, 1H, 3= 7,6 Hz, Ar-
H), 7,26-7,30 (m, 2H, Ar-H(2) + Ar-H), 7,33 (t, Ju= 7,6 Hz, 1H, Ar-H(5))

BCNMR: (126 MHz, CDCL, TMS) 8 [ppm] 21,6, 24,9, 34,5, 61,6, 98,5, 116,0, 1243,
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127,7, 129,0, 129,7, 136,8, 138,9
MS (ED):  [M*] bei m/z = 217, Intensitit = 1%, 177 (95), 119 (100), 91 (63)

IR (in KBr): v[em] 2976, 2943, 2870 (CHs, CH>), 2262 (-C=N), 1717

C,H.N: ber.: C:71,87% H: 6,96% N: 6,45% Ci13HisNO2
gef..  C:72,10% H: 7,08% N: 6,21% M = 217,26 g/mol

4.5.3 [2-(3-Bromomethyl-phenyl)-1,3-dioxan-2-yl]-acetonitril 88

29,66 g (137 mmol) (2-7-Tolyl-1,3-dioxan-2-yl)-acetonitril 87 wurden zusammen mit 29,16 g
(163 mmol, 1,2 eq) N-Bromsuccinimid (NBS) in 1,3 I Dichlormethan, abs. gelést. Die
Reaktionslosung wurde mit 0,42 g (1,36 mmol, 0,01 eq) V-70 (2-(1-Cyano-3-methoxy-1,3-
dimethyl-butylazo)-4-methoxy-2,4-dimethyl-pentannitril) versetzt und unter Feuchtigkeits-
ausschluss unter Rickfluss gehalten, bis die Reaktion beendet war. Die farblose Ldsung
wurde dabei zunichst tiber orange rot; nach lingerem Kochen nahm die Firbung wieder ab,
bis nur noch eine leichte Gelbfirbung zu sehen war. Die Reaktion war beendet, wenn einige
Tropfen der Lésung ein Gemisch aus 5 Tropfen KI-Losung und 5 Tropfen Stirkelésung
nicht mehr firbten, was etwa 5 h dauerte. Der Reaktionsansatz wurde am Rotations-
verdampfer auf ca. 100 ml Gesamtvolumen eingeengt und 100 ml Dichlormethan sowie 400
ml Hexan zugegeben. Nach kurzem Warten wurden das ausgefallene Succinimid abfiltriert
(15,88 g nach Trocknen, 162 mmol, 0,99 eq des ecingesetztem NBS), mit wenig
Dichlormethan/Hexan 1:2 nachgewaschen und das Filtrat am Rotationsverdampfer
eingeengt. Nach weiterem Entfernen des Losungsmittels mit Hilfe einer Olpumpe wurde ein

gelbes Ol erhalten.
Ausbeute: 43,34 ¢ (107%)

Das Rohprodukt enthielt ca. 78 mol-% des Produkts 88, ca. 16 mol-% des Edukts 87 sowie 6

mol-% des Dibromides (Integration "H-NMR: & [ppm] 4,45 (Ar-CH:Br), 2,32 (Ar-CH3), 6,61
(At-CHBr))

Es lieB3 sich weder destillativ (Zersetzung) noch siulenchromatographisch weiter reinigen und

wurde daher in diesem Reinheitsgrad weiter eingesetzt. H) 1,

(5)H C.

'H-NMR: (500 MHz, CDCls, TMS) 8 [ppm] 1,27-1,20 (m, 1H, -

CH»-CH>-CHy-), 2,19-2,08 (m, 1H, -CH,-CH»-CH»-), (6)H o @)

2,33 (s, 3H, -CHz), 2,67 (s, 2H, -CHz), 3,75-3,68 (m, NC-oT CHo

2H, -O-CH,"), 3,92-3,86 (m, 2H, -O-CH,.), 4,45 (s, H, O~ -CHa2

Br
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2H, Ar-CH,-Br), 7,67-7,07 (m, 4H, Ar-H)

4.5.4 {2-[3-(1,3-Dioxo-1,3-dihydro-isoindol-2-ylmethyl)-phenyl]-1,3-dioxan-
2-yl}-acetonitril 89

Unter Feuchtigkeitsausschluss wurden eine Losung aus 43,34 ¢ des Rohprodukts von [2-(3-
Bromomethyl-phenyl)-1,3-dioxan-2-yl]-acetonitril 88 mit 25,38 ¢ (137 mmol)
Kaliumphthalimid in 1000 ml N,N-Dimethylformamid, abs. bei 80 °C im Olbad 60 h lang
gehalten. Die abgekiihlte Reaktionslosung wurde unter sehr schnellem Rihren (KPG-Rihrer,
1500 U/min) in 4 1 dest. Wasser langsam (iber ca. 2 h) getropft, so dass sich ein extrem
feines, beigefarbenes Pulver abschied. Dieses wurde abgesaugt und iiber P2Os im Exsikkator
getrocknet (41,89 g, 115,6 mmol). Dieses wurde in 250 ml Aceton, dest. suspendiert. Die
Mischung wurde in einem auf 120 °C vorgeheiztem Olbad zum Sieden gebracht, wobei der
Feststoff zunichst vollstindig in Losung ging und nach kurzer Zeit wieder ausfiel. Die
Suspension wurde mit 80 ml Hexan tberschichtet und die Kiristallisation iiber Nacht im
Kiihlschrank vervollstindigt. Das weille Produkt wurde abgesaugt und tiber P>Os tiber Nacht
getrocknet. H(4) n,

O
(5)H C\N H
Ausbeute: 33,61 g (93 mmol, 68 % bezogen auf 87
o (6)H H(2) H
Smp: 181-183 °C 0
NC\C/‘ O\(FHZ
'H-NMR: (500 MHz, CDCls, TMS) 6 [ppm] 1,29- H,O~_-CHz

1,24 (m, -CH,-CH,-CH,"), 2,25-2,13 (m, -CH,-CH,-CH,"), 2,71 (s, 2H, -
CH>-CN), 3,77 (td, 3Ju = 12,3 Hz, 3Ju = 2,3 Hz, 2H, -O-CH,-CH,-), 3,97-
3,92 (m, 2H, -O-CH»>-CHs-), 4,89 (s, 2H, Ar-CH,-N=), 7,46-7,39 (m, 3H,
Ar-H), 7,54 (s, 1H, Ar-H(2)), 7,73 (dd, 3Ju = 5,5 Hz, 3Ju = 3,1 Hz, 2H,
Phthaloyl-H), 7,86 (dd, 3Ju = 5,4 Hz, 3Ju = 3,1 Hz, 2H, Phthaloyl-H)

BCNMR: (126 MHz, CDCls, TMS) 8 [ppm] 24,8, 34,4, 41,5, 61,5, 98,3, 115,9, 1234,
126,8, 127,4, 129,1, 129,6, 132,0, 134,1, 1374, 137,5, 168,0

MS (EI):  [M*] nicht detektierbar; [M — CH,CN*] 322 (100), 264 (36)
IR (in KBr): V[em!] 2966 (CH,), 1771, 1713 (C=0O, Phthalimid)

CH.N: ber.. C:69,60%  H:5,01 % N: 7,73 % C21H1sN204
gef:  C:69,51%  H:5,08% N: 7,51 % M = 362,38 g/mol
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4.5.5 3-[3-(1,3-Dioxo-1,3-dihydro-isoindol-2-ylmethyl)-phenyl]-3-oxo-pro-
pionitril 86

31,78 g (88 mmol) {2-[3-(1,3-Dioxo-1,3-dihydro-isoindol-2-ylmethyl)-phenyl]-1,3-dioxan-2-
yl}-acetonitril 89 wurden in 550 ml Dioxan suspendiert und die Reaktionsmischung 2 mal
kurzzeitig “evakuiert” (30 mbar) und mit Argon beliftet. Die Suspension wurde zum Sieden
erhitzt, wobei sich das Edukt 16st. Nach vorsichtiger Zugabe von 25 ml (296 mmol) konz.
HCI und 250 ml dest. Wasser wurde die Losung 72 h unter Rickfluss gehalten. Die
Reaktionslosung wurde am Rotationsverdampfer bis auf ca. 100 ml eingeengt, 100 ml Wasser
zugegeben und vorsichtig mit 24,9 ¢ (296 mmol) festem NaHCOj3 versetzt. Der Niederschlag

wurde abfiltriert, mit Wasser gewaschen und tiber P2Os im Exsikkator getrocknet.

Ausbeute Rohprodukt: 27,21 g (102 %)

H4) 1,

(®)

o)
H
Das Rohprodukt wurde mit CH>Clo/Hexan umkristallisiert.
H

Ausbeute: 22,68 g (85 %)
Smp: 202 °C

H C

\N

H(2

(6)H ( )o

NC..
c” o

Ha
IH-NMR: (500 MHz, CDCls, TMS) 6 [ppm] 4,09 (s, 2H, -CH>-CN), 4,91 (s, 2H, Ar-
CH»N=), 7,49 (t, JJu = 7.8 Hz 1H, Ar-H(5), 7,76-7,71 (m, 3H,

Phthaloyl-H + Ar-H), 7,87-7,83 (m, 3H, Phthaloyl-H + Ar-H), 7,97 (s,
1H, Ar-H(2))

BC-NMR: (126 MHz, DMSO-Ds, TMS) 6 [ppm] 30,4, 40,9, 116,2, 123,6, 127,3,
128,1, 129,06, 131,9, 133,5, 135,0, 135,3, 137,9, 168,1, 189,9

MS (EI):  [M*] bei m/z = 304, Intensitit = 67%, 264 (94), 235 (88), 130 (100), 104
(57), 77 (86)

IR (in KBr): v[em!] 2940 (CH>), 2261 (-C=N), 1771, 1713 (C=0, Phthalimid), 1688
(C=0, Keto)

C.H.N: ber.. C:71,05%  H:3,97 % N: 9,21 % CisH12N203
gef:  C:70,81% H: 3,90% N: 9,41 % M = 304,30 g/mol
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4.5.6 5-(3-Aminomethyl-phenyl)-1H-pyrazol-3-ylamin-Bispikrat-Mono-
hydrat 33

1,96 g (6,44 mmol) 3-[3-(1,3-Dioxo-1,3-dihydro-isoindol-2-ylmethyl)-phenyl]-3-oxo-propio-
nitril 86 wurden in 120 ml Ethanol, dest., gegeben. Die Suspension wurde dreimal bei ca. 100
mbar entgast, mit Argon beliiftet und zum Sieden erhitzt, wobei eine klare L.osung entstand.
3,5 ml (3,6 g, 67 mmol, 10 eq) Hydrazin-Hydrat wurden zugegeben und die Lésung noch 272
h unter Ruckfluss gehalten, wobei schon nach 10 min. ein flockiger, weiller Niederschlag
entstand. Der erkaltete Ansatz wurde filtriert und der Feststoff (Phthalhydrazid, 1,03 g, 99 %)
mit wenig Wasser gewaschen. Die Losung wurde einrotiert, mit wenig Wasser versetzt, erneut
einrotiert und tber P2Os getrocknet. Der Ruckstand wurde in 100 ml Wasser/Methanol 1:1
aufgenommen und restliches Phthalhydrazid abfiltriert (waschen mit 50 ml Wasser). Das
Produkt wurde durch Zugabe von 57 ml (14,2 mmol, 2,2 eq) einer 0,25 N methanolischen
Pikrinsdurelosung gefillt. Das Rohprodukt wurde durch Umbkristallisation in der Mutterlauge
gereinigt. Das Bisamin kristallisiert als Bispikrat-Monohydrat in Form gelber Nadeln.

~ .
Ausbeute: 3,31 g (77 %) H3l@ H (2)H HC—NH;
Smp: Zersetzung bei 210 °C 1\ H()
N\N
'H-NMR: (500 MHz, DMSO-Ds, TMS) & [ppm] H o @©H  HE)
391 (br s, 3H, -CH»-NH5%), 4,10 (q, 3Jn [ o . -
= 57 Hz, 2H, Ar-CH>-NHs*), 639 (s, | O,N NO,
1H, Pyrazol-CH), 7,53 (dt, 3Ji1 = 7,7 Hz, O
3y = 1,5 Hz, 1H, Ar-H), 7,56 (t, 3Ju = H
7,5 Hz, 1H, Pikrat-H), 7,78 (dt, Ju = 7,5 L NO ]

Hz, 3Ju = 1,6 Hz, 1H, Ar-H), 7,84 (t, ’Ju = 1,4 Hz, 1H, Ar-H(2)), 8,19 (bt
s, 3H, Pyrazol-NHs"), 8,59 (s, 4H, Pikrat-H)

BCNMR: (125 MHz, DMSO-Ds, TMS) & [ppm] 42,5, 93,0, 124,7, 125,6, 1258,
127,0, 1284, 1298, 130,2, 135,3, 142,1, 145,7, 161,2

MS (FAB, + NBA):  [M(Bisamin)+H*] bei m/z = 189, [Pikrat] bei m/z = -228

IR (in KBr): V[em!] 3350, ~3000 (br, NHs*), 2893 (CHs), 1629 (NO,), 1565 (NO»),
1320 (NO,)

CH,N: ber.. C:39,77 %  H:3,03% N: 21,08%  C22H20N100O15
gef:  C:39,95%  H:3,06% N:20,88% M = 664,45 g/mol
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4.5.7 [3-(5-Amino-2H-pyrazol-3-yl)-benzyl]-carbaminsdure-tert.-butylester
93

3,32 g (5 mmol) 5-(3-Aminomethyl-phenyl)-1H-pyrazol-3-ylamin-Bispikrat-Monohydrat 33
wurden in 20 ml N,N-Dimethylformamid (DMF), abs. gelost und 5 ml Triethylamin
zugegeben. Die Losung wurde dreimal bei 30 mbar entgast und mit Argon beltftet. Unter
Eiskthlung wurde 0,86 ml (0,87 g, 4 mmol, 0,8 eq) Di-zer.-butylpyrocarbonat, gelést in 4 ml
DMF, mit einem Perfusor tber 60 min. zugetropft. Die Reaktionslésung wurde noch 80 min.
bei 0 °C, dann 90 min. bei Raumtemperatur gerthrt. Ein Diinnschichtchromatogramm
(Laufmittel NH; in MeOH/CHCI; 1:5) zeigte, dass noch Edukt vorhanden war. Daraufhin
wurde nochmals 107 pl (0,11 g, 0,1 eq) Di-zert.-butylpyrocarbonat bei 0 °C zugetropft, 1 h bei
dieser Temperatur, dann 1 h bei Raumtemperatur gerthrt. Das Loésungsmittel wurde
abkondensiert und das Rohprodukt tiber eine Kieselgelsdule (3 N NH; in MeOH/CHCI; 1.7,
R¢ = 0,26) gereinigt und das farblose Ol an einer Turbomolekularpumpe getrocknet.

0
Ausbeute: 1,16 ¢ (80 %) Y—0 CH,
HN 1 (@ HCNH
H-NMR: (500  MHz, DMSO-Ds, TMS) I\ \* —H(4)
8 [ppm] 1,40 (s, 9H, Boc-CHs), 4,14 N
H @H  Ho)
(d, 3Ju = 6,1 Hz, 2H, Ar-CH,-NH-),

4,79 (br s, 2H, Pyrazol-NH>), 5,70 (s, 1H, Pyrazol-CH), 7,12 (d, *Ju = 7,2
Hz, 1H, Ar-H(4)), 7,30 (t, 3Ju = 7,3 Hz, 1H, Ar-H(5)), 7,39 (t, *Ju = 6,0
Hz, 1H, -CH>-NH-CO-), 7,53-7,49 (m, 2H, Ar-H(2) + Ar-H(0)), 12,04-
11,36 (br s, 1H, Pyrazol-NH)

BC-NMR: (126 MHz, DMSO-Ds, TMS) 8 [ppm] 28,3, 43,5, 78,0, 123,1, 123,6, 125,9,
128,6, 140,5, 156,0

MS (ED):  [M*] bei m/z = 288, Intensitit = 11%, 232 (50), 135 (21), 57 (100)
CHN: ber: C:6248% H:699%  N:1943%  CisHaN4O,

gef..  C:62,25%  H: 06,70 % N: 19,21 % M = 288,35 g/mol

4.5.8 {3-[5-(2,2,2-Trifluoracetylamino)-2 H-pyrazol-3-yl]-benzyl}-carbamin-

sdure-tert.-butylester 112

In 10 ml Dioxan, abs. wurden 0,23 g (1,12 mmol) [3-(5-Amino-2H-pyrazol-3-yl)-benzyl]-
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carbaminsdure-zerz.-butylester 93 und 0,23 ml (0,17 g, 1,65 mmol, 1,5 eq) Triethylamin gelost
und im Wasserbad gekiihlt. 0,24 g (1,12 mmol, 1,0 eq) Trifluoressigsdureanhydrid wurden
langsam zugetropft. Nach 2h Rithren wurde das Losungsmittel abgezogen, das verbleibende
Ol in wenig Wasser aufgenommen und zweimal mit Essigsiureethylester aufgenommen. Die
organische Phase wurde mit Na;SO4 getrocknet, das Losungsmittel entfernt und das Produkt

saulenchromatographisch gereinigt (Essigsiaureethylester, Rr = 0,64).

0]
Ausbeute: 0,24 g (56 % 770, SHa
usbeute 24 g (56 %) F3C7f“ H (2H H,C—NH
'H-NMR: (500 MHz, DMSO-Dg, TMS) o . 3 \ ,/H®#)

5 [ppm] 1,41 (s, 9H, Boc-CH), N

418 (d, Ju = 59 Hz, 2H, Ar-

CH,-NH.), 6,92 (s, 1H, Pyrazol-CH), 7,24 (d, 3]u = 7,5 Hz, 1H, Ar-H(4)),
7,46-7,39 (m, 2H, Ar-CH, NH- + Ar-H(5)), 7,64-7,60 (m, 2H, Ar-H(2) +
Ar-H(6)), 12,07 (s, 1H, -CO-NH-), 13,24 (s, 1H, Pyrazol-NH)

@®H  HOE)

4.5.9 {3-[5-Acetylamino-2H-pyrazol-3-yl]-benzyl}-carbaminsiure- tert.-
butylester 94

In 50 ml Dioxan, abs. wurden 1,44 g (5,0 mmol) [3-(5-Amino-2H-pyrazol-3-yl)-benzyl]-
carbaminsdure-zerz.-butylester 93 und 1,39 ml (1,01 g, 10,0 mmol, 2 eq) Triethylamin gelost
und im Wasserbad gekiihlt. 0,37 g (4,75 mmol, 0,95 eq) Acetylchlorid (frisch dest.) wurden
langsam zugetropft. Nachdem die Reaktionslésung tber Nacht gertihrt wurde, wurde das
ausgefallene Triethylammoniumchlorid abfiltriert, mit Dioxan gewaschen, und das Filtrat
einrotiert. Das  Regioisomerengemisch ~ wurde  sdulenchromatographisch — gereinigt
(MeOH/ Essigsauteethylester 1:9, Re = 0,306). o

Y0 CHs

H _

Ausbeute: 1,07 g (65 %) H3C7fN H (2H H,C—NH

Smp: 182 °C 0 N/ N H(4)
°N

H
'H-NMR: (500 MHz, DMSO-Ds, TMS) (6)H  H(5)

8 [ppm] 1,40 (s, 9H, Boc-CHs), 2,02 (s, 3H, -CO-CHs), 4,16 (d, 3Ju = 6,0
Hz, 2H, Ar-CH,-NH-), 6,87 (s, 1H, Pyrazol-CH), 7,20 (d, 3Ju = 7,3 Hz,
1H, Ar-H(4)), 7,38 (t, 3Ju = 7,3 Hz, 1H, Ar-H(5)), 7,43 (t, Ju = 5,8 Hz,
1H, -CH,-NH-CO-), 7,59-7,56 (m, 2H, Ar-H(2) + Ar-H(6)), 10,40 (br s,
1H, -CO-NH-), 12,77 (br s, 1H, Pyrazol-NH)

BCNMR: (126 MHz, DMSO-Dg, TMS) & [ppm] 23,5, 28,6, 43,6, 78,2, 93,9, 1233,
124.1,127,0, 129,2, 141,3,142,1, 1487, 155,7, 156,2, 167,8
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MS (FAB, + NBA):  [M+H*] bei m/z = 331

IR (n KBr):: v [em'] 3450 (Amid-NH), 3255, 2995 (CHs, CHy), 1701 (CO
Carbamat/Amid), 1525 (CO Amid)

CHN: ber. C:58,61% H:694%  N:1608%  CxnHaN1Oi5H,0
oef: C:5866% H:678%  N:16,23% M = 34840 g/mol

4.5.10 N-[5-(3-Aminomethylphenyl)-1H-pyrazol-3-yl]-acetamid-Bishydro-
chlorid 96

1,05 g (3,2 mmol) {3-[5-Acetylamino-2H-pyrazol-3-yl]-benzyl}-carbaminsdure-zerz.-butylester
94 wurden in 20 ml Dioxan, abs. gelost und 40 ml einer 6 normalen Loésung von HCI in
Dioxan wurden langsam unter Wasserkiihlung zugetropft. AnschlieBend wurde noch eine
Stunde gerithrt. Der Niederschlag wurde abfiltriert, 2 h mit Diethylether gerthrt, erneut

abfiltriert und iber P,Os im Membranpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute Rohprodukt: 0,72 g (75 %)

Das Rohprodukt wurde ohne weitere Reinigung in der nichsten Stufe eingesetzt.

HiC. M H (2H H,C—NH,CI

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-Ds, TMS) N {
5 [ppm] 2,04 (s, 3H, -CO-CH),  © H@N H(%)
4,06 (dd, *Ju = 11,5 Hz, 3]y = 5,6 C@ H (6)H H(5)

Hz, 2H, Ar-CH>-NH;%), 6,88 (s,
1H, Pyrazol-CH), 7,46 (p, *Ju = 5,6 Hz, 2H, Ar-H@#)+Ar-H(5)), 7,77 (d,
u = 6,9 Hz, 1H, Ar-H(6)), 7,90 (s, 1H, Ar-H(2)), 8,51 (s, 3H, Ar-CHo-
NH;*), 11,08 (s, 1H, -CO-NH-)

4.5.11 N-{5-[3-(Imidazolidin-2-ylidenaminomethyl)-phenyl]-1 H-pyrazol-3-
yl}-acetamid-Hydropikrat98*HPik

0,72 g (2,7 mmol) N-[5-(3-Aminomethylphenyl)-1H-pyrazol-3-yl]-acetamid-Bishydrochlorid

96 wurden tber Nacht mit 0,41 g (2,7 mmol, 1 eq) 4,5-Dihydro-1H-imidazol-2-sulfonsdure in

30 ml Triethylamin/Methanol/Wasser 1:1:1 suspendiert, wobei eine klare Losung entstand.

Die Losung wurde dreimal mit Ethanol/Wasser einrotiert, danach mit 8,1 ml (8,1 mmol, 3
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eq) 1N Salzsiure versetzt und erneut dreimal mit Ethanol/Wasser einrotiert. Nach Losen des
Riickstandes in Ethanol/Wasser wurden 11 ml (2,7 mmol, 1 eq) einer 0,25 normalen Lésung

von Pikrinsdure in Methanol zugesetzt. Der gelbe Niederschlag wurde abfiltriert und

mehrmals aus Wasser/Ethanol umkristallisiert. (p
O,N NO,
Ausbeute: 0,63 g (44 %)
Smp: 207 °C (Zersetzung) H .
NO HN /CH2
2 )—NH

'H-NMR: (500 MHz, DMSO-Ds, TMS) pc H  Hom Hc-

5[ppm] 203 (s, 3H, -CO-CHy), " { H
3,63 (s, 4H, NH-CHL-CH,.), 443  © NI\N H(4)
@, 3Ju = 6,0 Hz, 2H, -CH, NH.), H oH  He)
6,86 (s, 1H, Pyrazol-CH), 7,28 (d,

Ju = 7,5 Hz, 1H, Ar-H(4)), 7,46 (t, Ju = 8,0 Hz, 1H, Ar-H(5)), 7,66-7,72

(m, 2H, Ar-H(2)+(6)), 8,61 (s, 2H, Pikrat-H), 10,50 (s, 1H, CHs-CO-NH.)

BCNMR: (126 MHz, DMSO-Dq, TMS) & [ppm] 23,4, 42,9, 45,7, 93,7, 124,2, 1245,
1247, 125,6, 127,2, 129,6, 130,5, 138,3, 142,2, 142,7, 147,6, 159,8, 161,2,
167,9

MS (FAB, + NBA):  [M+H*] bei m/z = 299

IR (in KBr): V[em] 3235 (br, NH), 1673 (CO Amid), 1636 (NO5), 1561 (NO,)

C.H.N: ber.. C:47,82%  H: 4,01 % N: 23,90 %  C21H21N9Osg
gef:  C:47,60%  H:3,75% N: 24,11 % M = 527,45 g/mol

4.5.12 N-{5-[3-(Imidazolidin-2-ylidenaminomethyl)-phenyl] -1 H-pyrazol-3-
yl}-acetamid-Hydrochlorid 98*HCI

Das Hydropikrat 98*HPik wurde analog 58*HPik (siche 4.3.6, S. 87) in sein Hydrochlorid

uberfuhrt.
AN
C@ HN /CH2

o —NH
Smp: 234°C H3C7]/H H2H HC—N
H
1 . (0] [\ H(4)
H-NMR: (500  MHz, DMSO-Ds, TMS) N\
o [ppm] 2,03 (S, 3H, —CO—CH3), 3,64— H (6)H H(5)

(s, 4H, -NH-CH,-CH.-), 4,44 (d, 3Ju = 6,1 Hz, 2H, -CH,-NH-), 6,86 (s,
1H, Pyrazol-CH), 7,28 (d, 3Ju = 7,4 Hz, 1H, Ar-H(4)), 7,46 (t, 3Ju = 8,0
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Hz, 1H, Ar-H(5)), 7,66-7,72 (m, 2H, Ar-H(2)+(6)), 10,55 (s, 1H, CH;-CO-
NH-)

4.5.13 {3-[5-Methacrylamino-2 H-pyrazol-3-yl]-benzyl}-carbaminsiure- tert.-

butylester 95

In 100 ml Tetrahydrofuran (THF), abs. wurden 4,24 g (14,7 mmol) [3-(5-Amino-2H-pyrazol-
3-yl)-benzyl]-carbaminsdure-zerz.-butylester 93 und 2,49 ml (1,79 g, 17,6 mmol, 1,2 eq)

Triethylamin gelost. Nach dreimaligen “Evakuieren” sowie Beliften mit Argon wurde die

16sung auf —78°C gekiihlt (Aceton/Trockeneisbad). Bei dieser Temperatur wurden 1,350 ml
(1,46 g, 0,95 eq) Methacryloylchlorid (frisch destilliert), gelost in 8 ml THF, abs. mit dem

Perfusor tiber ca. 60 min. zugetropft. Die Reaktionslésung wurde tiber Nacht gerithrt, wobei

sie auf Raumtemperatur erwirmt wurde. Der Ansatz wurde einrotiert und die Regioisomere

saulenchromatogtraphisch getrennt (Aceton/Chloroform 1:2, Re = 0,18).

Ausbeute:
Smp:

'H-NMR:

BC-NMR:

MS (ED :

IR (in KB1):

Ho 4 0
3,48 g (69 %) T Y0 CHs
o H (2)H H,C—NH )L
168 °C (Zersetzung) H3C N -
o\ H(4)
N\
(500 MHz, DMSO-Ds, TMS) N

S [ppm] 1,41 (s, 9H, Boc-CHs3),
1,96 (s, 3H, -(C=CHy)-CHs), 4,18 (d, *Ju = 6,1 Hz, 2H, Ar-CH>-NH-),
5,49 (s, 1H, =CH»), 5,89 (s, 1H, =CH»), 6,95 (s, 1H, Pyrazol-CH), 7,22 (d,
Ju = 7,1 Hz, 1H, Ar-H(4)), 7,40 (t, *Ju = 7,5 Hz, 1H, Ar-H(5)), 7,46 (t, ’Jn
= 6,2 Hz, 1H, -CH>-NH-CO-), 7,62-7,59 (m, 2H, Ar-H(2) + Ar-H(0)),
10,34 (br s, 1H, -CO-NH-), 12,90 (br s, 1H, Pyrazol-NH)

(126 MHz, DMSO-Ds, TMS) & [ppm| 19,1, 28,6, 43,7, 78,2, 94,7, 120,8,
123,4, 1242, 127,0, 129,3, 129,6, 139,9, 141,3, 142,0, 148,5, 156,2, 166,2

[M*] bei m/z = 356, Intensitit = 29%, 300 (100), 255 (51), 69 (64), 41 (78)

v [em1] 3429 (Amid-NH), 3263, 2979 (CH,), 1697 (CO Carbamat/Amid),
1522 (CO Amid)

ber. C:64,03% H:679%  N:1572%  CioHuN4O;3
oef: C:6415% H:6,69%  N:1568% M = 356,42 g/mol
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4.5.14 N-[5-(3-Aminomethylphenyl)-1H-pyrazol-3-yl]-methacrylamid-Bis-

hydrochlorid 97
Die Substanz wurde aus 95 analog 96 hergestellt. H. 4
| H 4
2)H HyC—NH;ClI
Ausbeute Rohprodukt: 91 % Hsc/g/N ) 2 3
\
Sl @
Das Rohprodukt wurde ohne weitere Reinigung in P H ©H HE5)

der nichsten Stufe eingesetzt.

'H-NMR: (500 MHz, DMSO-Ds, TMS) & [ppm] 1,96 (s, 3H, -(C=CH,)-CHs), 4,07
(q, ¥Ju = 5,7 Hz, 2H, Ar-CH,-NH3"), 5,53 (s, 1H, =CHs), 5,92 (s, 1H,
=CH,), 6,93 (s, 1H, Pyrazol-CH), 7,51-7,45 (m, 2H, Ar-H@)+Ar-H(5)),
7,79 (dt, 3Ju = 6,1 Hz, 3Ju = 2,1 Hz, 1H, Ar-H(6)), 7,93 (s, 1H, Ar-H(2)),
8,55 (br s, 3H, -CH,-NH;%), 10,51 (br s, 1H, -CO-NH-)

BCNMR: (126 MHz, DMSO-Dg, TMS) & [ppm] 19,0, 42,4, 94,3, 121,2, 1249, 126,3,
128,7, 129,5, 130,9, 135,2, 1397, 143,5, 146,4, 166,1

4.5.15 N-{5-[3-(Imidazolidin-2-ylidenaminomethyl)-phenyl] -1 H-pyrazol-3-
yl}-methacrylamid-Hydroacetat 101¥*HOAc

165,9 mg (0,504 mmol) N-[5-(3-Aminomethylphenyl)-1H-pyrazol-3-yl]-methacrylamid-Bis-
hydrochlorid 97 und 78,6 mg (0,52 mmol, 1,04 eq) 4,5-Dihydro-1H-imidazol-2-sulfonsiure
wurden in 20 ml Methanol suspendiert und auf —78°C gekiihlt (Aceton/Trockeneisbad). 1 ml
(1 mmol, 2 eq) einer 1N methanolischen Kalilauge wurde mit einem Perfusor iiber 60 min.
zugetropft, noch eine Stunde gerithrt, das Kithlbad entfernt und tber Nacht gerthrt. Die
Losung wurde mit 1 ml (2 eq) einer 1N Salzsdure versetzt, am Rotationsverdampfer auf ca. 1
ml Volumen eingeengt (Wasserbadtemperatur < 40°C) und in eine RP8-Sdule
(310mmx25mm, RP8, 40-63 um) gegeben. Das Produkt wurde mit Methanol/0,25 N
Ammoniumacetat in Wasser 1:1 (RgRP18) = 0,20) und einem Flow von 2 ml/min eluiert.
Die produktenthaltenden Fraktionen wurden vereinigt, am Rotationsverdampfer

[eS)
HaC
T<o HN" CH,
/

weitestgehend eingeengt und gefriergetrocknet.

H

Ausbeute: 137 mg (71 %) N—H @NH
Smp: Hygroskopisch H CJ/ H H(2H H,C—-N
Ty .
o 0 H(4)
'H-NMR: (500 MHz, DMSO-Ds, TMS) N-N
8 [ppm] 1,75 (s, 3H, CH5-COO), H @H  H()

104



EXPERIMENTELLER TEIL

BC-NMR:

1,95 (s, 3H, -(C=CH,)-CHs), 3,57 (s, 4H, Imidazolidin-CH,-), 4,38 (s, 2H,
Ar-CH,-NH*), 5,50 (s, 1H, =CHy), 5,91 (s, 1H, =CH,), 6,87 (s, 1H,
Pyrazol-CH), 7,24 (d, 3Ju = 7,5 Hz, 1H, Ar-H(4)), 7,42 (t, Ju = 7,6 Hz,
1H, Ar-H(5)), 7,65 (d, 3Ju = 7.9 Hz, 1H, Ar-H(6)), 7,73 (s, 1H, Ar-H(2))

(126 MHz, DMSO-Dg, TMS) & [ppm] 19,1, 24,3, 42,8, 45,5, 93,9, 121,0,
124,1, 1243, 126,8, 1294, 138,7, 139,8, 160,9, 166,0, 175,6

MS (FAB, + NBA) : [M+H*] bei m/z = 325

4.5.16 N-{5-[3-(Imidazolidin-2-ylidenaminomethyl)-phenyl]-1 H-pyrazol-3-
yl}-methacrylamid-Hydrochlorid 101*HCl

70,1 mg des Acetates 101*HOAc wurden Methanol geldst und auf eine Ionenaustauscher-
Saule, Amberlite IRA-400 (mit Chlorid-Ionen beladen, methanolfeucht), aufgetragen und mit

Methanol eluiert. Die produkthaltigen, farblosen Fraktionen wurden vereinigt und das

Losungsmittel im Hochvakuum entfernt.

Ausbeute:
Smp:

o L P HN/\pHZ
| H @ NF
98% Ho— LN R@H HCN
. H
Hygroskopisch 5 Nl N\ H)
N
(500 MHz, DMSO-D,, TMS) H eH  Ho)

8 [ppm] 1,96 (s, 3H, -(C=CH,)-CHs), 3,62 (s, 4H, Imidazolidin-CH.,-),
4,46 (d, 3 = 6,3 Hz, 2H, Ar-CH>-NH*-), 5,52 (s, 1H, =CHb), 5,90 (s, 1H,
=CHb), 6,89 (s, 1H, Pyrazol-CH), 7,29 (d, 3Ju = 7,6 Hz, 1H, Ar-H(4)), 7,46
(t, 3Ju = 7,7 Hz, 1H, Ar-H(5)), 7,70 (d, 3Ju = 7,9 Hz, 1H, Ar-H(6)), 7,72 (s,
1H, Ar-H(2)), 8,86 (t, }Ju = 6,3 Hz, 1H, Ar-CH,-NH*-), 10,43 (br s, 1H, -
CO-NH-)
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4.6 Synthese der Dipeptid-Derivate

4.6.1 Allgemeine Arbeitsvorschrift: p-Toluoylierung der Dipeptide

30 mmol des Dipeptides wurden in 60 ml unter Zugabe von 30 ml 1N Natronlauge gelést
und in einem Eisbad gekiihlt. 4,64 g(30 mmol, 1 eq) p-Toluoylchlorid und 30 ml 1N
Natronlauge wurden tber 90 min. parallel zur der Losung getropft. Die Losung wurde auf
Raumtemperatur erwirmt, noch 2 h geriihrt und dann mit 1N Natronlauge auf pH = 10
gebracht und mit Diethylether ausgeschittelt. Die wissrige Phase wurde abgetrennt, und mit
einem Pressluftstrom restliches Losungsmittel entfernt. AnschlieBend wurde das Rohprodukt
durch langsames Zutropfen konz. Salzsdure gefillt, wobei ein pH von 2 nicht unterschritten

wurde. Das Rohprodukt wurde abgenutscht, tiber P,Os getrocknet und aus Wasser/Ethanol

umbkristallisiert.
O u, H O
4.6.2 N-p-Toluoyl-glycyl-glycin 113a N,C\H/N\CJ\OH
H H
0O 2
Ausbeute: 73 % HsC H
Smp: 234 °C H

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-Ds, TMS) & [ppm] 2,36 (s, 3H, -CHs), 3,78 (d, 3Ju =
5,8 Hz, 2H, -NH-CH,-COOH), 3,90 (d, 3Ju = 5,9 Hz, 2H, Ar-CONH-
CH»-NH-), 7,28 (d, 3Ju = 7,9 Hz, 2H, Ar-H), 7,80 (d, 3Ju = 8,1 Hz, 2H,
Ar-H), 8,19 (t, 3]u = 5,7 Hz, 1H, -CO-NH-CH,-COOH), 8,69 (t, 3]y = 5,9
Hz, 1H, Ar-CO-NH-), 12,56 (bt s, 1H, -COOH)

BCNMR: (126 MHz, DMSO-Dg, TMS) & [ppm] 21,3, 41,0, 42,7, 127,7, 129,1, 131,6,
141,6, 166,7, 169,8, 171,5

MS (ED):  [M*] bei m/z =250, Intensitit = 3%, 149 (36), 119 (100), 91 (22)

IR (in KBr): Vv [em] 3349 (N-H), 2922 (CHs, CH,), 1723 (C=O Carbonsiure), 1672
(C=0 Amid), 1619 (C=C Aromat), 1560 (C=O Amid)

CH,N: ber.. C:57,59%  H:5,64 % N: 11,19 %  Ci12H14N2Oy4
gef: C:57,64%  H:11,19% N:11,09% M = 250,25 g/mol
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4.6.3 N-p-Toluoyl-glycyl-ZL-alanin 114aL.

Ausbeute:
Smp:

'H-NMR:

BC-NMR:

MS (ED :

IR (in KB1):

Drehwert:

C.HN:

0 cH:2 E 0
N~ \ﬂ/ <~ “OH
64 % H o [=
219 °C HsC H HsC H
H

(500 MHz, DMSO-Dg, TMS) & [ppm] 1,29 (d, 3Ju = 7,2 Hz, 3H, -NH-
CH(CH3)CO-), 2,35 (s, 3H, Ar-CHs), 3,87 (dd, 3Ju = 16,4 Hz, 34 = 6,0
Hz, 1H, -NH-CH»-CO-), 3,94 (dd, 3Ju = 16,5 Hz, 3Ju = 5,9 Hz, 1H, -NH-
CH»-CO-), 4,25 (dt, 3Ju = 7,3 Hz, 3Ju = 7,3 Hz, 1H, -NH-CH(CH3)CO-),
7,28 (d, 3Ju = 8,0 Hz, 2H, Ar-H), 7,79 (d, 3Ju = 8,1 Hz, 2H, Ar-H), 8,21
d, 3Ju = 7,2 Hz, 1H, -CH»-NH-CO-), 8,61 (t, 3Ju = 6,0 Hz, 1H, Ar-CO-
NH-), 12,59-12,57 (br s, 1H, -COOH)

(126 MHz, DMSO-Dg, TMS) & [ppm] 17,7, 21,3, 42,5, 47,8, 127,7, 1291,
131,6, 141,5, 166,6, 169,1, 174.4

[M*] bei m/z =264, Intensitit = 1%, 149 (45)), 119 (100), 91 (22)

Vv [em1] 3360, 3313 (N-H), 2984 (CHs, CH,), 1732 (C=0O Carbonsiure),
1657 (C=0 Amid), 1625 (C=C Aromat), 1553 (C=0O Amid)

[0]%p = -4,0° (¢ = 1,0 in MeOH)

ber.. C:59,08%  H:06,10 % N: 10,60 %  Ci3H16N204
gef..  C:59,18%  H: 6,03 % N: 10,39 % M = 264,28 g/mol

4.6.4 N-p-Toluoyl-glycyl-L-phenylalanin 110aL.

Ausbeute:
Smp:

'H-NMR:

73 O H, HyQ
177 °C N/C\H/N\i)J\OH
H 0 H,.C
(500 MHz, DMSO-Ds, TMS) M€ H
8 [ppm] 2,36 (s, 3H, Ar-CHs), 2,90 : H H
H

(dd, 3Ju = 13,7 Hz, 3y = 8,7 Hz,

1H, Phe-B-CH), 3,05 (dd, 3Ju = 13,7 Hz, 3Ju = 5,0 Hz, 1H, Phe--CH),
3,82 (dd, 3Ju = 16,5 Hz, 3Ju = 5,9 Hz, 1H, Gly-«-CH), 3,90 (dd, 3Ju = 16,5
Hz, 3Ju = 6,1 Hz, 1H, Gly-a-CH), 4,45 (ddd, *Ju = 8,3 Hz, 3 = 8,3 Hz,
3y = 5,0 Hz, 1H, Phe-a-CH), 7,26-7,16 (m, 5H, Ph-H), 7,28 (d, 3Ju = 7,9
Hz, 2H, Ar-H), 7,77 (d, Ju = 8,0 Hz, 2H, Ar-H), 8,14 (d, Ju = 8,0 Hz,
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BC-NMR:

MS (EI :

IR (in KB1):

Drehwert:

C.HN:

1H, Phe-NH), 8,59 (t, 3Ju = 6,0 Hz, 1H, Gly-NH), 12,78 (br s, 1H, -
COOH)

(126 MHz, DMSO-Ds, TMS) & [ppm] 21,3, 37,2, 42,6, 53,8, 126,8, 127.7,
128,5,129,1, 129,5, 131,6, 137,7, 141,5, 166,6, 169,3, 173,1
[M*] bei m/z =340, Intensitit = 4%, 176 (40), 148 (28), 119 (100), 91 (30)

Vv [cm] 3434, 3367 (N-H), 2947 (CHs, CH,), 1729 (C=0O Carbonsiure),
1669 (C=0 Amid), 1639 (C=C Aromat), 1543 (C=0 Amid)

[0]%5p = -6,1° (c = 1,0 in MeOH)

ber. C:67,05%  H:592% N: 8,23 % C19H20N204
gef..  C:67,01% H: 5,74 % N: 8,41 % M = 340,37 g/mol

4.6.5 N-p-Toluoyl-glycyl-DL-phenylalanin 110aDL

Ausbeute:
Smp:

'H-NMR:

BC-NMR:

MS (EI) :

81 % o " Ho
215 °C c ll\l H
N \n/ OH
H
O H,C
entspricht 110aL. H3C H 2
" H H
entspricht 110al. H

[M*] bei m/z =340, Intensitit = 8%, 176 (25), 148 (36), 119 (100), 91 (34),
44 (17)

ber.. C:67,05%  H:592% N: 8,23 % C19H20N204
gef..  C:66,79%  H: 587 % N: 8,14 % M = 340,37 g/mol

4.6.6 Allgemeine Arbeitsvorschrift: Darstellung der N-Toluoyldipeptid-

carbonsiuren-Natriumsalze

3 mmol der N-Toluoyldipeptidcarbonsidure wurden in MeOH weitestgehend gel6st und

schlieB3lich durch Zutropfen von 2,7 ml (2,7 mmol, 0,9 eq) einer 1N Natronlauge gelost. Zu
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der Losung wurden 30 ml dest. Wasser und 30 ml Essigsdureethylester gegeben und die

Phasen nach Schiitteln getrennt. Die wissrige Phase wurde noch zweimal mit je 30 ml

Essigsiureethylester extrahiert, danach am Rotationsverdampfer weitestgehend von dem

Wasser befreit, mit 2-propanol versetzt, erneut einrotiert und der Riickstand tiber Nacht tber

P,Os getrocknet. Das Rohprodukt wurde mit Methanol/Essigsdureethylester umkristallisiert.

4.6.7 N-p-Toluoyl-glycyl-L-valin-Natriumsalz 114cL

Ausbeute:
Smp:

'H-NMR:

BC-NMR:

IR (in KBr):

Drehwert:

C.H.N:

0

87 % O 4 H.O

274 °C 2N iH)k
N~ v~ “ONa
i T

(500  MHz, DMSO-Ds, TMS) HsC H n.cCHen

3 3
8 [ppm] 0,78 (d, 3Ju = 6,9 Hz, 3H, H

Val-CHs), 0,79 (d, 3u = 6,9 Hz, 3H, Val-CHs), 2,09-1,99 (m, 1H, Val 8-
CH), 2,35 (s, 3H, -CHs), 3,93-3,80 (m, 3H, Gly-a-CH+Val-a-CH), 7,27 (d,
3 = 8,1 Hz, 2H, Ar-H), 7,37 (d, 3Ju = 8,0 Hz, 1H, Val-NH), 7,80 (d, 3]s
= 8,0 Hz, 2H, Ar-H), 8,96 (t, 3Ju = 5,9 Hz, 1H, Gly-NH.)

(126 MHz, DMSO-Ds, TMS) 6 [ppm] 18,5, 20,0, 21,3, 31,5, 43,5, 59,4,
127,7,129,2, 131,06, 141,5, 166,7, 168,2, 174,2

Vv [em] 3261 (br, N-H), 3065 (C-H, Aromat), 2959 (CHs, CHy), 1670
(C=0 Amid), 1650 (C=O Carboxylat), 1588

[0]%p = -4,1° (c = 1,0 in MeOH)

ber.. C:57,32%  H: 6,09 % N: 8,91 % C1sH19N2NaO
gef.. C:57,18%  H:06,12% N: 8,66 % M = 314,31 g/mol

4.6.8 N-p-Toluoyl-glycyl-L-phenylalanin Natriumsalz 110cL.

Ausbeute:
Smp:

'H-NMR:

88 %
293 °C /C

O H,C
(500 MHz, DMSO-Ds, TMS) HsC H 2

8 [ppm] 2,34 (s, 3H, Ar-CHj), H H H
2,91 (dd, 3 = 13,2 Hz, 3] = 5,7 H

Hz, 1H, Phe-8-CH), 3,04 (dd, 3Ju = 13,2 Hz, 3Ju = 5,0 Hz, 1H, Phe-8-
CH), 3,74 (dd, 3Ju = 16,2 Hz, 3Ju = 5,8 Hz, 1H, Gly-«-CH), 3,88 (dd, Ju
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= 16,2 Hz, 3Ju = 6,0 Hz, 1H, Gly-a-CH), 4,07 (dd, 3Ju = 12,0 Hz, 3Ju =
5,6 Hz, 1H, Phe-x-CH), 7,15-7,05 (m, 5H, Ph-H), 7,26 (d, 3Ju = 7,9 Hz,
2H, Ar-H), 7,43 (d, s = 6,9 Hz, 1H, Phe-NH-), 7,78 (d, Ju = 8,1 Hz,
2H, Ar-H), 8,85 (t, 3Ju = 5,9 Hz, 1H, Gly-NH-)

BCNMR: (126 MHz, DMSO-Dg, TMS) & [ppm]| 21,3, 37,9, 43,4, 55,6, 1258, 127,7,
127,9,129,1, 130,0, 131,5, 139,5, 141,5, 166,7, 168,2, 173,5

IR (in KBr): V [cm1] 3325 (br, N-H), 3250 (br, N-H), 3064 (C-H, Aromat), 2967 (CHs,
CH,), 1670 (C=0 Amid), 1649 (C=0O Carboxylat), 1591

Drehwert: [0]*p = -6,5° (c = 1,0 in MeOH)

C.H.N: ber.. C:06298%  H:5,29 % N: 7,73 % CioH19N>2NaOy4
gef:  C:62,90%  H:5,05% N: 7,78 % M = 362,36 g/mol

4.6.9 Allgemeine Arbeitsvorschrift: Darstellung der N-Toluoyl-dipeptid-

carbonsiure-Tetrabutylammoniumsalze

Eine Stammlésung des entsprechenden Tetrabutylammonium-Salzes wurde erhalten, indem
eine definierte Menge des N-Toluoyldipeptides in einem Malkolben eingewogen, in
Methanol, p. A., gelést und mit exakt einem Aquivalent (Eppendorf-Pipette) einer ca. 1 N
Stammlosung von Tetrabutylammoniumhydroxid in Methanol versetzt wurde. Die genaue
Konzentration dieser Losung wurde zuvor durch Titration eines aliquoten Teiles mit 0,01 N
Salzsdure gegen Thymolblau bestimmt. Die Stammlésungen der N-Toluoyl-dipeptidcarbon-

sdure-Tetrabutylammoniumsalze waren typischerweise etwa 20 mM.
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4.7 Sonstige Synthesen

4.7.1 Natrium|[Tetrakis-(3,5-bistrifluormethylphenyl)-borat] 111

" synthetisiert.

111 wurde nach einer Variation einer Literaturvorschrift!
Unter Schutzgasatmosphire wurden 0,97 g (40 mmol) Magnesiumspine in 30 ml
Diethylether, abs. vorgelegt und 9,67 g (33 mmol) 1-Brom-3,5-bis(trifluormethyl)benzol in 20
ml Diethylether, abs. bis zum Anspringen der Reaktion langsam, dann ziigig, zugetropft. Die
dunkel gefirbte Losung wurde noch 1 %2 h unter Rickfluss gehalten, dann 0,84 ¢ (591
mmol) Bortrifluorid-Diethyletherat in 10 ml Ether, abs. innerhalb von 10 min. zugetropft.
Die Reaktionslosung wurde 4 h gekocht, dann ca. 36 h geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde
auf eine Losung von 15 g NaxCOs in 200 ml Wasser gegeben. Nach 1 h Rithren wurde die
organische Phase abgetrennt, das ausgefallene MgCOs3 abfiltriert und mit 50 ml Ether
gewaschen. Die wissrige Phase wurde zweimal mit 75 ml Ether extrahiert, alle organischen
Phasen vereinigt, mit NaxSO4 getrocknet und zweimal mit je 2,5 g Aktivkohle gerithrt und
diese abfiltriert, wobei sich die Losung aufhellt. Beim Einrotieren der Lésung und aufnehmen
des Riickstandes in CHCI; kristallisiert das Produkt in feinen farblosen Kiristallen aus. Nach
Waschen dieser mit wenig CHCl3/Hexan 1:1 und Trocknen im Hochvakuum sind diese

elementaranalysenrein.

Ausbeute: 4,09 g (77 %)
Smp: 324 °C

'H-NMR: (500 MHz, DMSO-D¢CDCl; 1:1, TMS) 8 [ppm]
8,86 (m, 4H, Ar-H(4)), 9,40 (m, 8H, Ar-H(2)) & .

(2)H CF3

BC-NMR: (125 MHz, DMSO-D¢/CDCl; 1:1, TMS) 8 [ppm]
1174 (m, =C-H(@4), 122,1 (q, Jr = 272 Hz,
-CF3), 128,8 (qq, ] = 32 Hz, ] = 3 Hz, =C-CF53),
134,4 (m, =C-H(2)), 161,4 (q, !Js = 50 Hz, =C-B)

CF;

N

YENMR: (470 MHz, DMSO-D¢/CDCl; 1:1, CFCls) & [ppm] -62,4

MS (FAB, + NBA):  [Anion] bei m/z = -863

IR (in KBr): V [cm1] 1144 (C-F)

C.H.N: ber.. C:42,51%  H: 1,56 % C3H14BF24NaO
gef:  C:42,76%  H:1,85% M = 904,22 g/mol
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4.7.2 Benzyl-imidazolidin-2-ylidenamin-Hydropikrat 100b

1,07 g (10 mmol) Benzylamin wurden iiber Nacht mit 1,50 g (10 mmol, 1 eq) 4,5-Dihydro-
1 H-imidazol-2-sulfonsiure in 30 ml Triethylamin/Methanol/Wasser 1:1:1 suspendiert, wobei
eine klare Losung entstand. Die Loésung wurde dreimal mit Ethanol/Wasser einrotiert,
danach mit 30 ml (30 mmol, 3 eq) 1N methanolischer Kalilauge versetzt und weitestgehend
einrotiert. 40 ml (10 mmol, 1 eq) einer 0,25 normalen Losung von Pikrinsiure in Methanol
wurden zugegeben, der gelbe Niederschlag abfiltriert und das Rohprodukt aus
Wasser/Ethanol umkristallisiert.

Ausbeute: 3,18 ¢ (79 %) 69

Smp: 150 °C (Lit.: 150,5 - 151,5 °C ") 0,N NO,

'H-NMR: (500 MHz, DMSO-Dg, TMS) 6 [ppm] 3,62 (s, H
4H, Imidazolidin-CH>-), 4,38 (s, 2H, Ar-CH»- NO; ’
NH*-), 7,41-7,30 (m, 5H, Ph-H), 8,52-8,39 (br H CH, N
s, 3H, Ar-CH2-NH*- +Imidazolidin-NH-), 8,60 5< |

, H HH HN-CH:
(s, 2H, Pikrat-H)

MS (E):  [M-H*] bei m/z = 175, Intensitit = 100, 106 (34), 91 (58)
IR (in KBr): Vv [cm] 3343 (NH), 3183 (br, N-H), 1675 (C=N), 1602 (C=C)

C.H.N: ber.. C:47,53%  H:3,99 % N: 20,78 %  CisH16N6O7
gef:  C:47,70%  H:3,92% N: 20,56 % M = 404,33 g/mol

4.7.3 Benzyl-imidazolidin-2-ylidenamin-Hydrochlorid 100c

2,00 g (4,9 mmol) Benzyl-imidazolidin-2-ylidenamin-Hydropikrat 100b wurde in 50 ml
methanol durch Erwidrmen gel6st und auf eine Ionenaustauscher-Siule (IRA-400, gereinigt
und mit Chlorid-Ionen beladen und neutral gewaschen sowie mit Methanol gespiilt)
aufgetragen und mit Methanol, dest. eluiert. Das Losungsmittel wurde abrotiert, das
vetbleibende Ol in ca. 5 ml Methanol, dest., gelést und das Hydrochlorid durch Zugabe von
Essigsaureethylester zur Kristallisation gebracht. Die schuppenartigen Kristalle wurden mit

Essigsdureethylester gewaschen und tGber P2Os getrocknet.

Ausbeute: 0,90 g (87 %)
Smp: 202 °C (Lit."™"; 186-190 °C)
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'H-NMR:

BC-NMR:

IR (in KB1):

CH,N:

(500 MHz, DMSO-Dg, TMS) & [ppm] 3,58 (s, &
4H, Imidazolidin-CHa-), 4,47 (s, 2H, Ph-CHo- H
NH-), 7,42-7,24 (m, 5H, Ph-H), 8,90 (br s, 3H, HQ—C\%(NW
Ph-CH,-NH*- +Imidazolidin-NH-) H HH HN-CH

(126 MHz, DMSO-Ds, TMS) & [ppm] 42,8, 45,7, 127.7, 127,8, 1288,
137,7,159,8

v [em-] 3289, 3127 (N-H), 1667 (C=N), 1607 (C=C)

ber.. C:56,74%  H: 6,67 % N: 19,85%  CioH14CIN;
gef:  C:56,83% H: 6,62% N: 19,89% M = 211,69 g/mol

4.7.4 Imidazolidin-2-yliden-(4-vinylbenzyl)-amin-Hydropikrat 104*HPik

0,78 g (5,85 mmol) 4-Vinylbenzylamin wurden tber Nacht mit 0,97 g (6,44 mmol, 1,1 eq) 4,5-
Dihydro-1H-imidazol-2-sulfonsaure in 30 ml Methanol suspendiert, wobei eine klare Lésung

entstand. Die Losung wurde mit 10 ml Wasser und 25 ml (6,25 mmol, 1,07 eq) einer 0,25

normalen Loésung von Pikrinsaure in Methanol versetzt, der gelbe Niederschlag abfiltriert und

das Rohprodukt aus Wasser/Ethanol umkristallisiert.

Ausbeute:
Smp:

'H-NMR:

BC-NMR:

1,86 g (74 %) O,N NO,
154 °C (Zersetzung)
H
H NO
(500 MHz, DMSO-Dg¢, TMS) 8 [ppm] 3,61 H \ 2 H
(s, 4H, Imidazolidin-CH»-), 4,36 (d, 3Ju = y CHa N7
6,3 Hz, 2H, Ar-CH,-NH*-), 5,25 (dd, i = YR ®H<N/CH2

11,0 Hz, 3u = 0,7 Hz, 1H, ¢s-CH=CH,),
5,82 (dd, 3u = 17,7 Hz, 3Ju = 0,8 Hz, 1H, frans-CH=CH,), 6,72 (dd, 3 =
17,7 Hz, 3 = 10,9 Hz, 1H, -CH=CHb,), 7,28 (d, 3Ju = 8,2 Hz, 2H, Ar-H),
7,47 (d, 3Ju = 8,1 Hz, 2H, Ar-H), 7,88 (br s, 1H, Imidazolidin-NH-), 8,53
(br s, 1H, Imidazolidin-NH-), 8,60 (s, 2H, Pikrat-H), 8,64 (t, 3Ju = 6,2 Hz,
1H, Ar-CH,-NH*)

(126 MHz, DMSO-Ds, TMS) & [ppm] 42,9, 45,5, 114,8, 1247, 125.6,
126,6, 127.,9, 136,5, 136,9, 137,0, 142,2, 159,7, 161,2

MS (FAB, + NBA) : [Base+H*] bei m/z =202
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IR (in KBr):

v [em] 3361 (NH), 3187 (br, N-H), 1678 (C=N), 1632 (NO2), 1600
(C=C), 1566 (NO3), 1322 (NO,)

ber.. C:50,23%  H:4,22% N:19,53 %  CisHisN¢O~
gef: C:50,33%  H:4,24 % N: 19,21 % M = 430,37 g/mol

4.7.5 5-m-Tolyl-1H-pyrazol-3-ylamin 109

0,36 g (2,26 mmol) 3-Oxo0-3-7-tolyl-propionitril 79 wurden in 10 ml Ethanol gel6st und die

Losung dreimal durch Anlegen eines Vakuums entgast und mit Argon beflutet. 1 ml

Hydrazin-Hydrat wurde zugegeben und die 90 min. lang refluxiert. Durch mehrfaches

Einrotieren mit Ethanol wurde tberschissiges Hydrazin entfernt und das Rohprodukt

saulenchromatographisch (Methanol/Chloroform 1:6) gereinigt.

Ausbeute:
Smp:

'H-NMR:

BC-NMR:

MS (ED :

IR (in KBr):

0,27 ¢ (67 %)
84 °C

(500 MHz, DMSO-Ds, TMS) & [ppm] 2,32 (s, 3H, -
CHs), 4,77 (br s, 2H, Pyrazol-NHy), 576 (s, 1H, H,N
Pyrazol-CH), 7,07 (d, 3Ju = 7,5 Hz, 1H, Ar-H(4)), 7,25 (t, Ju = 7,6 Hz,
1H, Ar-H(3)), 7,45 (d, 3u = 7,8 Hz, 1H, Ar-H(6)), 7,48 (s, 1H, Ar-H(2))

(126 MHz, DMSO-Ds, TMS) & [ppm] 21,4, 87,7, 1222, 1257, 1282,
128,8, 132,2, 138,0, 145,7, 153,5

[M*] bei m/z =173, Intensitit = 100%

V [em] 3398 (NH>), 3201 (br, Pyrazol-N-H), 1578 (C=C Aromat), 1509
(C=C Aromat)

ber.. C:069,34%  H: 6,40 % N: 24,26 %  CioH11N;3
gef:  C:6949 %  H:06,21 % N: 24,46 % M = 173,21 g/mol

4.7.6 N-(5-m-Tolyl-1H-pyrazol-3-yl)-methacrylamid 108

429 mg (2,5 mmol) 5-7-Tolyl-1H-pyrazol-3-ylamin 109 wurden in 20 ml Tetrahydrofuran,

abs., gelost, 412 ul (301 mg, 3 mmol, 1,2 eq) Triethylamin zugegeben und dreimal durch
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Anlegen eines Vakuums entgast und mit Argon beflutet. Nach kihlen auf -78 °C
(Aceton/Trockeneisbad) wurde mit einem Perfusor innerhalb von 30 min. 239 ul (259 mg,
2,5 mmol, 1 eq) frisch destilliertes Methacryloylchlorid in 5 ml THF, dest., zugetropft. Die
Losung wurde tiber Nacht geriihrt, wobei sie sich auf Raumtemperatur erwarmte und nach
Abfiltrieren des ausgefallenen Triethylammonumchlorids einrotiert und

sdulenchromatographisch (Aceton/Chloroform 1:2, Rf =

0,26) gereinigt. H |_‘2)H s
H
\
Ausbeute: 0,44 g (73 %) HAC \\ H(5)

Smp: 196 °C ~NH (6)H

'H-NMR: (500 MHz, DMSO-Ds, TMS) & [ppm] 1,96 (s, 3H, -(C=CH,)-CHs), 2,36
(s, 3H, Ar-CHs), 549 (s, 1H, =CHy), 5,89 (s, 1H, =CH>), 6,94 (s, 1H,
Pyrazol-CH), 7,16 (d, *Ju = 7,2 Hz, 1H, Ar-H(4)), 7,33 (t, Ju = 7,5 Hz,
1H, Ar-H(5)), 7,53 (d, 3Ju = 7,6 Hz, 1H, Ar-H(6)), 7,57 (s, 1H, Ar-H(2)),
10,30 (br s, 1H, -CO-NH-), 12,84 (br s, 1H, Pyrazol-NH)

BCNMR: (126 MHz, DMSO-Dg, TMS) & [ppm] 19,1, 21,4, 94,8, 1207, 122,4, 1259,
129,0, 129,2, 129,7, 138,5, 139,9, 142,2, 1485, 166,2

MS (EI) : [M*] bei m/z =241, Intensitit = 63%, 212 (30), 69 (88), 41 (100)
IR (in KBr): Vv [em] 3229 (br, Pyrazol-N-H), 1655 (C=0O Amid)

C.H.N: ber.. C:069,69%  H: 6,27 % N: 17,41 %  Ci14Hi5N30
gef:  C:69,80%  H:06,21 % N:17,13% M = 241,29 g/mol
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4.8 NMR-Studien

Alle  NMR-Studien wurden am Bruker DRX 500 (500 MHz) NMR-Spektrometer
durchgefithrt und die Proben jeweils mit 256 Pulsen, bei stark verdiinnten Proben auch mit
bis zu 1024 Pulsen, bei 298 K vermessen.

Fir die Abmessung von Volumina wurden Eppendorf-Pipetten unterschiedlicher Grof3e

verwandt.

4.8.1 Wirt-Gast-Studien: Job-Plots

Es wurden idquimolare Losungen von Wirt und Gast (ca. 1 mM) im entsprechenden
Losungsmittel angesetzt. Die exakte Konzentration wurde dabei entweder nach Abwiegen
der Substanz tber die Menge des deutertierten Losungsmittels oder durch den Gebrauch
einer Stammlosung eingestellt. Im letzteren Fall wurde das benétigte Volumen der
Stammlosung mit Hilfe einer Eppendorfpipette genau abgemessen, das Losungsmittel im
Vakuum komplett entfernt und der Riickstand im deuterierten Lésungsmittel aufgenommen.
Die so erhaltenen Losungen wurden auf 10 bzw. 11 NMR-Proben verteilt. Dies geschah so,
dafl das Volumen der einen Substanz von Probe zu Probe zu (z. B. 0 pl, 80 ul, 160 ul, ...,
800ul) das der anderen entsprechend abnahm (z. B. 800 pl, 720 pl, ..., O ul) und sich ein

konstantes Volumen (800 pl) und eine konstante Gesamtkonzentration (ca. 1 mM) ergab.

4.8.2 Wirt-Gast-Studien: NMR-Titrationen

Es wurden zwei Stammlosungen fir Gast und Wirt angesetzt, wobei die gewlnschten
Konzentrationen wie bei den Job-Plots beschrieben eingestellt wurden. Diese Lésungen
wurden nun auf (10 bzw.) 11 NMR-Proben verteilt, wobei die des Wirtes gleichmassig auf
alle Proben verteilt wurde (typischerweise 600 pl). Die Gastlosung wurde nun so auf die
Proben verteilt, dal die Konzentrationen des Gastes in Bezug auf die Wirtes von Probe zu
Probe anstieg, und zwar typischerweise in folgenden Verhaltnissen: 0, 0,25, 0,50, 0,75, 1,00,
1,25, 1,50, 2,00, 3,00(, 4,00), 5,00. Falls n6tig wurde noch Losungsmittel zugegeben bis ein
Gesamtvolumen von 800 pl erreicht war.

Die Bestimmung der Stabilititskonstanten aus den A3-Werten erfolgte durch nicht-lineare

Regression der erhaltenen Titrationskurven mit dem PC-Programm Sigma-Plot 3.0.1#

4.8.3 Verdiinnungsreihen

Zur Beobachtung von Anderungen der chemischen Verscheibung aufgrund von
Selbstassoziationseffekten wurden Verdunnungsreihen durchgefiihrt. Eine Stammlésung der
zu untersuchenden Substanz wurde hierzu auf 5 NMR-Proben verteilt, wobei das Volumen

jeweils etwa um den Faktor 3 abnahm. Mit Lésungsmittel wurde nun auf ein Gesamtvolumen
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von 800 ul verdinnt. Der Konzentrationsbereich der so untersucht wurde, war
typischerweise 0,05 bis 5,00 mM. Die Zahl der Messpulse variierte von 1024 bis 128.

4.9 Geprigte Polymere

4.9.1 HPLC-Analytik

Simtliche Konzentrationen von Dipeptidcarbonsiduren wurden mittels HPLC und UV-
Detektion bestimmt.

Als stationire Phase wurde die chirale Saule Sdule Chiralcel OD-H (150x4mm) der Firma
Diacel eingesetzt. Je nach untersuchter Dipeptidcarbonsiure ergaben sich unterschiedliche
Trennungsbedingungen, die in Tabelle 4 aufgefiihrt sind. Die verwendteten L&sungsmittel
wurden vor der Messung in einem Ultraschallbad 15 min. lang entgast. Das ethanolische

Laufmittelgemisch musste taglich neu angesetzt werden, da es alterte.

Tol-Gly-DIL-Val-OH Tol-Gly-DIL-Phe-OH
Sdule Chiralcel OD-H Chiralcel OD-H (150x4mm)
(150x4mm)

Laufmittel 2-Propanol/Hexan/TFA | Ethanol/Cyclohexan/TFA

10:90:0,4 7:93:0,4
Flow 1,0 ml/min 1,0 ml/min
Detektionswellenlinge 240 nm 240 nm
Retentionszeit Standard 8,29 min 9,92 min
Retentionszeit I -Enantiomer 11,33 min 16,42 min
Retentionszeit D-Enantiomer 14,47 min 19,90 min

Tabelle 4: HPL.C-Messbedingungen

Die so erhaltenen Chromatogramme zeigten basislinien-aufgel6ste Peaks.

Zur quantitativen Bestimmung wurden die Peakflichen der Enantiomere im Verhiltnis zu
der eines internen Standards, O,0’-Bisbenzoyl-I-weinsdure, bestimmt. Dazu wurde eine ca.
4 mM Stammlosung der Standards im jeweiligen Laufmitte]l ohne TFA und erhShtem
Alkoholgehalt hergestellt. Eine Reithe wurde von 10 unterschiedlich konzentrierten Proben
der jeweiligen Dipeptidcarbonsiure im gleichen Lésungsmittelgemisch wie das des Standards
angesetzt. Jeweils gleiche Volumina (typischerweise 100 ul) der Probe- und der

Standardlésung wurden gemischt, in eine 20 ul Probenschleife injiziert und auf die Sdule
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2 2.5
Tol-Gly-L-Val-OH:
I = 371.95*c - 10 2 1 s
g 1°1 R? = 0.9993 g
el )
D 3 Tol-Gly-L -Phe-OH:
£ <€ 151 y = 319.62x + 0.0106
£ £ .
g1 Tol-Gly-D -Val-OH: 2 RT=09991
2 I = 376.52*c - 0.0088 2 1
& R? = 0.9996 <
= 0.5 - Tol-Gly-D -Phe-OH:
0.5 y = 320.22x + 0.0087
R? = 0.9992
0 L} L} L} L) L] 0 L] L] L] L L]
0.000  0.001  0.002  0.003  0.004  0.005 0.000 0.001  0.002 0.003 0.004  0.005
c/mol I c/ mol I'*
Abbildung 19: Kalibriergerade von Abbildung 18: Kalibriergerade von
Tol-Gl-DI.-1Val-OH 107 Tol-Gly-DI_-Phel-OH 110

gegeben. Die Kalibrierungsgeraden waren iber einen weiten Bereich linear (Abbildung 19
und Abbildung 18).

Fir die eigentliche Bestimmung wurden die Proben mit einem Volumenteil der
Standardstamml6sung versetzt, simtliches Losungsmittel im Hochvakuum entfernt, und der
Rickstand in einem Loésungsmittelgemisch aus Alkohol und Alkan (entsprechend des

Laufmittels) aufgenommen und vermessen.

4.9.2 Synthese der Polymere

Die Zusammensetzungen der synthetisierten geprigten Polymere sind in Tabelle 5

aufgefiihrt.
Tabelle 5: Synthese der geprigten Polymere und deren Charakterisierung
IP1 IP2 IP3
Templat 56,2 mg 62,1 mg 249,2 mg
107cLL 110cL. 110bL
Haftmonomer 63,4 mg 61,5 mg 500,4 mg
98*HCl 98+*HCI 98*HBAr’4
Porogen 211 mlACN + | 243 ml ACN + | 6,81 ml ACN +
422 ul DMSO | 243 ul DMSO 6,81 ml Toluol
EDMA [ml] 2,53 2,70 6,00
AIBN [mg] 25 27 68
Abspaltrate [%0] 83 80 90
Kavititenzahl/Polymermasse 55,2 wmol/g 48,7 umol/g 57,9 umol/g
Spezifische Oberfliche [m?/g] 348 377 297
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Im Falle der Polymere IP1 und IP2 wurden die Template und Haftmonomere zunichst in ca.
1 ml Methanol, abs., gel6st und die klaren Lésungen vereinigt. Nach vollstindigem Entfernen
des Losungsmittels im Hochvakuum wurde der Riickstand in wenig Acetonitril
aufgenommen. Unlosliches Natriumchlorid wurde mit Membranfiltern entfernt, diese mit
weiterem Porogen gespilt. Die Templat-Haftmonomer-Losung wurde mit restlichem
Porogen und Ethylendimethacrylat in eine Ampulle gegeben und der Initiator AIBN
zugeftgt. Im Falle von IP3 wurden Monomer und Templat separat im Porogen gelést und
erst mit zusammen mit dem restlichen Komoponenten in das Reaktionsgefdl3 gefiillt. Die
Templat-Haftmonomer-Losung wurde mit restlichem Porogen und Ethylendimethacrylat in
eine Ampulle gegeben und der Initiator AIBN zugefiigt. Das Polymerisationsgemisch wurde
dreimal nach der ,,Freeze and thaw*“-Methode sorgfiltig entgast, die Ampulle abgeschmolzen
und die Polymerisation bei 65°C drei Tage im Trockenschrank durchgefthrt.

Zur Aufarbeitung wurde die Ampulle zrsért und das Polymer zerstossen, gemahlen und
gesiebt. Fur die weiteren Untersuchungen wurde nur die Fraktion von 45-125pm verwendet.
Das Polymer wurde im Vakuumtrockenschrank bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.

Zum Abspalten des Templates wurde das Polymer tUber Nacht in Acetonitrie/Wasser 1:1
quollen gelassen. AnschlieBend wurde es mit moglichst wenig 0,1 N Natronlauge in
Acetonitril/Wasser 1:1 (v/v) in einer Fritte gewaschen, bis das Filtrat nicht mehr UV-aktiv
war (DC) und erneut mit Acetonitril/Wasser 1:1 bis zur pH-Neutralitit des Filtrates
gewaschen.

Zur Bestimmung der Abspaltrate wurden die templathaltigen wissrigen Acetonitrillésungen
vereinigt, das Acetonitril weitestgehend abrotiert, die wissrige Losung mit angesauert (etwa
pH = 2) und mit Essigsaurethylester extrahiert. Die organische Phase wurde in einem
Mef3kolben bis auf 100 ml aufgefillt und drei Proben durch HPLC (s. u.) analysiert.

Die Zahl der Kavititen pro g trockenes Polymer wurde auf Basis der Abspaltrate bestimmt.

Die Makroporésitit der Polymere wurde durch die Vermessung der spezifischen inneren
Oberfliche (BET-Isotherme) belegt.

4.9.3 Bindungsexperimente

Zur Ermittlung der Bindungseigenschaften der Polymere wurden in einem Eppendorfgefil3
zwischen 50 und 100 mg des Polymers genau eingewogen und mit einer Stammldsung des
betreffenden racemischen N-acylierten Dipeptides versetzt. Die gewtinschte Stoffmenge
wurde tber Volumen der Stammlésung eingestellt. Die Probe wurde mit reinem
Losungsmittel so aufgefiillt, daf3 sich ein Gesamtvolumen an 10 ml Lésungsmittel/g Polymer
ergab.

Die verschlossenen Gefile wurden zur Aquilibrierung tiber Nacht geschiittelt.

Zur Bestimmung der Bindung wurden die Suspensionen membranfiltriert und das Filtrat wie
in 4.9.1 beschrieben vermessen. Die in Tabelle 6 bis Tabelle 8§ aufgefiihrten Werte sind die
Mittelwerte aus zwei Messungen. Konzentrationen, die zu gering waren, um nachgewiesen zu

werden, sind markiert (nicht nachweisbar; n. n.).
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Tabelle 6: Wiederbelenng von IPI: Batchmedium: ACN/DMSO 95:5

Angeboten [%] Frei [%] Gebunden [%]
107al. 107aD 107al. 107aD
10 0,0 (n. n.) 0,0 (n. n.) 5,0 5,0
25 2,4 2,4 10,1 10,1
50 10,4 10,5 14,6 14,5
75 22,6 22,5 14,9 15,0
100 34,6 34,7 15,4 15,3
125 46,5 46,5 16,0 16,0
150 58,5 58,7 16,5 16,3
175 70,1 70,3 17,4 17,2
200 82,5 82,4 17,5 17,6

Tabelle 7: Wiederbeleung von IP2: Batchmedinm: ACN/DMSO 95:5

Angeboten [%] Frei [%] Gebunden [%]
107al. 107aD 107al. 107aD
10,0 0,0 (n. n.) 0,0 (n. n.) 5,0 5,0
20,0 0,0 (n. n.) 0,0 (n. n.) 10,0 10,0
30,0 0,0 (n. n.) 0,0 (n. n.) 15,0 15,0
40,0 0,51 0,56 19,49 19,44
50,0 4,1 3,9 20,9 21,1
60,0 06,5 0,0 23,5 234
70,0 9,1 9,3 249 24,7
80,0 14,3 14,4 25,7 25,6
90,0 19,1 19,2 25,9 25,8
100,0 24,5 243 25,5 25,7

Tabelle 8: Wiederbelenung von IP3: Batchmedinm: ACN/ Toluol 1:1

Angeboten [%] Frei [%] Gebunden [%]
107aL. 107aD 107aL. 107aD
10,0 0,0 (n. n.) 0,0 (n. n.) 5,0 5,0
20,0 0,0 (n. n.) 0,0 (0. n.) 10,0 10,0
30,0 3,4 3,7 11,6 11,3
40,0 7,8 8,0 12,2 12,0
50,0 12,2 12,7 12,8 12,3
60,0 16,5 17,0 13,5 13,0
70,0 21,1 21,5 13,9 13,5
80,0 25,9 26,3 14,1 13,7
90,0 30,7 31,1 14,3 13,9
100,0 35,1 35,7 14,9 14,3
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

5 Abkiirzungsverzeichnis

AIBN
A

Ac
ACN
BAr’4
Boc
br
Bul.i
CI

DCC
dest.
DMF
DMSO
EDMA
EI

eq.

Et
HPik
Im

IR

Kass

konz.

MS
NBS

n. n.
NMR
Phth
PyCloP

R.T.
Smp
TBTU
TFA

THF
V-70

Azobisisobutyronitril
Amino-
Acetylrest

Acetonitril

Tetrakis-(3,5-bistrifluormethylphenyl)-borat

tert.-Butyloxycarbonylrest
breit

Butyllithium

Chemische Tonisation
Dublett
Dicyclohexylcarbodiimid
destilliert
N,N-Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
Ethylendimethacrylat
Elektronensto3-Ionisation
Aquivalent

Ethyl-Rest

Pikrinsaure (2,4,6-Trinitrophenol)
Imidazolidin-2-yl

Infrarot
Assoziationskonstante
konzentriert

Methyl-Rest
Massenspektrum
N-Bromsuccinimd

nicht nachweisbar
Kernresonanzspektroskopie
Phthaloyl-Rest

Chlortripyrrolidinophosphonium-Hexafluorophosphat

Quartett
Raumtemperatur
Singulett
Schmelzpunkt
Triplett

2-(1-H-Benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-Hexafluorophosphat

Trifluoressigsaure

Tetrahydrofuran

(2-(1-Cyano-3-methoxy-1,3-dimethylbutylazo)-4-methoxy-2,4-dimethylpentannitril)
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