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EINLEITUNG

Das Unverstindlichste am Universum ist im Grunde,

daf§ wir es verstehen konnen.

Albert Einstein

1. Einleitung

Die Entwicklung der Naturwissenschaften hat tiefe Wurzeln in dem Verlangen des Men-
schen, seine Umwelt zu erkennen und zu systematisieren. Als dlteste Naturwissenschaft wird
oft die Astronomie genannt. Ihr Forschungsgegenstand ist jedem Menschen zuginglich und
bestimmt ganz wesentlich seinen Lebensthythmus. Die Chemie jedoch brauchte lange Zeit,
um sich als selbstindige Wissenschaft zu entwickeln, da erst das Experiment als Gegenstand
der Forschung erfunden werden mufite. Im Abendland entwickelte sich aus der mittelalterli-
chen Alchemie im 15. und 16. Jahrhundert langsam die systematische Chemie, wihrend
Paracelsus (1493 - 1541) bereits die Unmoglichkeit erkannte, den ,,Stein der Weisen® zu
finden. Die Ziige einer exakten Wissenschaft erhielt die Chemie vor allem durch die Arbeiten
von Antoine Laurent de Lavoisier im 18. Jahrhundert, der den Gebrauch der Waage in die
chemische Forschung einfiihrte. Heute verwischen die Grenzen der klassischen Naturwissen-
schaften zunehmend und an den ehemaligen Grenzen entstehen neue Forschungsfelder. So
entwickelten sich z.B. die Bioorganische Chemie und die mit ihr verwandte Supramolekulare

Chemie.

Die Bioorganische Chemie versucht mit Hilfe der Instrumente der Organischen Chemie
natiirliche, biologische Systeme nachzuahmen, um sie besser zu verstehen und vielleicht
optimieren zu koénnen. Ein wichtiges Feld ist hier w.a. die biomimetische Nachahmung von
Enzymen und Rezeptoren.[2!

In diesem Betitigungsfeld iberschneidet sie sich mit der Supramolekularen Chemie. Diese
noch relativ junge Disziplin der Chemie versucht seit den sechziger Jahren, die nichtkovalen-
ten Wechselwirkungen mehrerer Molekiile untereinander auf verschiedenste Art und Weise
zu untersuchen.['3] Sie geht dabei Gber den biomimetischen Ansatz hinaus und lenkt als die
,,Chemie jenseits des Molekiils* allgemein den Blick weg von einzelnen Molekiilen hin zu

Supramolekiilen (Abb. 1.1).41 Solche Wirt-Gast-Komplexe, wie sie schon vor den Zeiten der
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Supramolekularen Chemie genannt wurden, resultieren aus der spezifischen, aufeinander

abgestimmten Wechselwirkung zueinander passender Molekiile.

Edukt 1 I

Katalyse  Assoziation

kovalente

Bindungen T f - -
Edukt 2
duke 7 Replikation
Edukt 3 intermolekulare
Bindungen
~ ~ ~
N /
Molekulare Synthese —~,

Supramolekulare Komplexierung

Abb. 1.1: Supramoleknlare Chemie im 1 erhdltnis zur molekularen Chemie.

Die intermolekularen Krifte, die die Bildung eines solchen Komplexes ermdglichen, sind
unterschiedlicher Natur. Beispielsweise konnen elektrostatische Wechselwirkungen, Wasser-
stoffbriicken, n-n-, Kation-n-, van-der-Waals-, charge-transfer- und hydrophobe Wechselwir-
kungen anziehend wirken. Aber nur dann, wenn die funktionellen Gruppen der Bindungs-
partner von ihrer Art und ihrer rdumlichen Anordnung zueinander passen wie ein Schliissel
in ein SchloB, wird ein stabiler Komplex entstehen kénnen. Dieses ,,Schlissel-Schlof3-
Prinzip* wurde bereits im ausgehenden 19. Jahrhundert von Emil Fischer fiir die Funktions-
weise von Enzymen postuliert. Er untersuchte u.a. die Wirkung von Invertin, einem Enzym
aus der Bierhefe. Durch 7z vitro Experimente konnte Fischer zeigen, dal3 nur ganz bestimmte
Alkoholglycoside und Polysaccharide glycosidisch gespalten werden. So konnte er bereits die
Unterschiede in der Wirkungsweise des Enzyms gegeniiber anomeren und enantiomeren

Glucosederivaten nachweisen.l!

Das in allen verschiedenen Forschungsrichtungen vertretene Grundprinzip in der Supramo-
lekularen Chemie ist die molekulare Erkennung. Sie kann nicht nur zur Bindung eines
Substrats fithren, sondern auch zu dessen spezifischem Transport, (Selbst-) Assoziation,
Replikation oder sogar zur katalytischen Verdnderung. Die Entwicklung von Substanzen, die
das Substrat erkennen und spezifisch binden sollen, ist dabei ein zentrales Ziel. Diese wurden
friher Wirte genannt. Heute hat sich die Bezeichnung (&iinstlicher) Rezeptor (von lat.: receptor
= Empfinger) durchgesetzt.
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Der Begriff Rezeptor ist alt und wird in verschiedenen Bedeutungen benutzt, was zu Milver-
stindnissen fihren kann. Historisch gesehen erweiterte dieser Begriff in der Physiologie seit
dem frithen 20. Jahrhundert den Begriff ,,Sinnesorgan®. So unterschied man schon damals
Photo-, Thermo-, Chemo- und Mechanorezeptoren. Bereits Paul Ehrlich (1854 - 1915)
benutzte diesen Begriff in seiner Seitenkettentheorie, derzufolge die einzelnen Zellen eines
Organismus Rezeptoren zur Authahme von chemischen Stoffen besitzen.l/! In der modernen
Biologie und Medizin sind daher Rezeptoren im physiologischen Sinne Sensoren, die dem
Organismus verschiedenste Informationen tber sich und seine Umgebung liefern. Im
molekularbiologischen Sinne ist ihre Definition enger gefasst und bezieht sich auf Molekiile,
die oft in Membranen eingebettet sind und dem Zellinneren tber die An- oder Abwesenheit
bestimmter Stoffe Auskunft geben. Es handelt sich dabei meist um Glycoproteine. In der
Supramolekularen Chemie dagegen versteht man unter einem Rezeptor ein Molekil, dal3 ein
anderes erkennt und bindet. Das erkannte Molekdl heif3t dann Substrat. Sendet der Rezeptor
zusitzlich bei Substratanwesenheit ein mef3bares (oft optisches) Signal aus, so spricht man

von einem Sensot.

Was verspricht man sich von kiinstlichen Rezeptoren? Die natiirlichen Vorbildsysteme sind
oft sehr komplex, schwierig zu isolieren und zu untersuchen. Es ist eine gro3e Herausforde-
rung, Modellsysteme zu entwickeln, die einen einfacheren Einblick in das komplexe Zusam-
menspiel vieler intermolekularer Wechselwirkungen erlauben. Dies ist beispielsweise notig,
um die Erkennung kleiner, biologisch wichtiger Molekiile zu verstehen und z.B. zur Entwick-
lung pharmakologisch wertvoller Verbindungen zu nutzen, mit denen man in enzymatische,
hormongesteuerte oder andere Prozesse im Organismus eingreifen kann. Dal} diese von
hochster Wichtigkeit fur einen Organismus sind, ist offensichtlich. Beispielsweise wird die
lebensnotwendige interzellulire Erkennung (auch die Entdeckung korperfremder Zellen als
Schritt der Immunabwehr) ganz wesentlich durch die spezifische Wechselwirkung von
zelloberflichengebundenen Oligosacchariden einer Zelle mit Oberflichenrezeptoren einer
anderen Zelle bestimmt.[l Interessant ist es auch, Informationen tber die genauen Anteile
entropischer und enthalpischer Komponenten der Komplexbildung zu erhalten und so die
Triebkraft der Erkennung verstehen zu kénnen. Neuere Ansitze gehen hin zur Entwicklung
kiinstlicher Sensoren, selbstreplizierender Systeme, Molektlen zur Speicherung von Informa-

tionen oder man versucht sogar, molekulare Maschinen zu synthetisieren.[®l

Ihren Ursprung hatte die Supramolekularen Chemie, als Pedersen 1967 durch systematische
Untersuchungen der Rezeptoreigenschaften von Kronenethern zeigen konnte, daf} eine
gezielte Substratkomplexierung nicht nur mit natirlichen Systemen wie Cyclodextrinen
moglich ist.’] Seitdem werden verschiedenste synthetische Makrocyclen als Rezeptoren

entwickelt, synthetisiert und systematisch in ihrem Komplexierungsverhalten untersucht.[!’]
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Sie dienen als einfache Modelle fiir die aktiven Zentren biologischer Wirtsysteme. Thr Vorteil
gegeniiber offenkettigen Molekiilen besteht darin, dal3 sie einen Hohlraum besitzen, der in
seiner Grofle und in seinen chemischen Eigenschaften an das Substrat angepasst werden
kann. Auflerdem kénnen durch den Cyclus funktionelle Gruppen in eine kontrollierbare

Orientierung zur Substratbindung gebracht werden.

Zur Entwicklung kiinstlicher Rezeptoren existieren mehrere mégliche Ansitze. Am weitesten
verbreitet ist der rationale Ansatz. Dazu analysiert man zunichst die Anforderungen eines
Substrats an den geplanten Rezeptor. Wichtig sind hier primar die GroB3e des Substrats und
die Art und Anordnung seiner funktionellen Gruppen. Dann sucht man ein geeignetes
komplementires Rezeptorgrundgerist, das das Substrat idealerweise vollstindig umschliefen
kann. Des weiteren sollte ein Rezeptor zu allen funktionellen Gruppen des Substrats passen-
de Gegenstiicke besitzen, die anziehende intermolekulare Wechselwirkungen austiben. So
wird das Substrat gebunden und fixiert. Der Rezeptor mul3 also gut priorganisiert sein oder
sich wihrend der Komplexierung dem Substrat anpassen konnen (induced fif). Bindet der
Rezeptor tatsichlich das gewihlte Substrat, kann man ihn weiterentwickeln und verbessern.
Ein anderer, immer hiufiger anzutreffender Ansatz bedient sich der Methoden der kombina-
torischen Chemie. Hierbei bietet man einem Substrat eine Mischung (Bibliothek) vieler
verschiedener Rezeptoren an. Durch geeignete Screeningverfahren kann man nun diejenigen
Verbindungen isolieren, die Rezeptoreigenschaften fiir das Substrat besitzen.['!]

Eine sehr aktuelle Weiterentwicklung dieses Verfahrens ist die Verwendung dynamischer,
kombinatorischer Bibliotheken.['l Dabei stehen verschiedene potentielle Rezeptormolekiile
miteinander im chemischen Gleichgewicht. Ein zugegebenes Substrat wird hauptsichlich
vom besten Rezeptor der Bibliothek gebunden. Dieser wird dadurch dem dynamischen
Gleichgewicht entzogen und mul3 zur erneuten Einstellung des Gleichgewichtes nachgebildet
werden. Im Idealfall wird so das Gleichgewicht der Bibliothek auf die Seite eines einzigen
Rezeptormolekils verschoben. Dieses muf3 dann identifiziert werden. Ein Beispiel hierzu
wurde kiirzlich von der Arbeitsgruppe um Sanders entwickelt. Es basiert auf den Ergebnissen
des rationalen Rezeptordesigns von Kubik und bestitigte seine mit Hilfe des rationalen

Rezeptordesigns erhaltenen Ergebnisse.[!3]

Hauptsichlich auf dem rationalen Weg wurden vielseitige Grundgeriiste entwickelt, wie die
bereits erwihnten Cyclodextrinel!41>19 und Kronenether,’l aber auch Cryptanden,[!”l Cy-

clophane, '8 Calix-'"l und Resorcinarene,?’! Cyclotriveratrylenel?1?2 und Toranden.[?3]
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Abb. 1.2: Vielseitige makrocyclische Rezeptoren: (i) a-Cyclodexctrin, (i)[18Krone-6, (iti)[2.2.2Cryptand,
(iv) Resorcinaren, (v) Cyclotriveratrylen, (vi) Torand.

Die Familie der kiinstlichen Rezeptoren lifit sich aber nicht nur nach ihren strukturellen
Merkmalen einteilen, wie dies in Abb. 1.2 fiir einige beispielhafte Makrocyclen dargestellt ist.
Eine weitere M6glichkeit der Charakterisierung besteht darin, sie nach ihrer Substratspezifitat
zu sortieren. So existieren kinstliche Rezeptoren, die Anionen, Kationen, Aminosduren oder
Peptidsequenzen, Kohlenhydrate, Steroide usw. binden kénnen. So ist es heute moglich,
relativ vorhersagbar und zielsicher Rezeptoren fir ganz bestimmte kleine und mittelgrof3e

Molekile zu entwerfen.[8]

Ein gut untersuchtes Beispiel ist in Abb. 1.3 zu sehen. Es handelt sich um das von Aoyama
1988 vorgestellte Resorcinaren 1, das in einer einstufigen Synthese aus Resorcin und Dode-
canal dargestellt wurde.?l Hs besitzt einen
schalenférmigen Hohlraum, der durch die vier
aromatischen Ringe hydrophobe Eigenschaf-
ten besitzt. Die acht phenolischen Hydroxyl-
gruppen stabilisieren die cone-Konformation
des Cyclus durch vier intramolekulare Wasser-

stoffbrickenbindungen. Zudem bilden sie

einen hydrophilen Ring am sogenannten wide

rim. Diese Higenschaften ermdglichen es 1, Abb. 1.3: Resorcinaren von Aoyama. Die gelben

Monosaccharide in unpolaren Losungsmitteln Kugeln stehen fiir den Rest n-Cr1Hos, die blanen,

zu komplexieren.?4?! So kann z.B. D-Ribose  gestrichelten Linien sind W asserstoffbriicken.
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komplexiert und aus einer wissrigen Losung in eine CCly-Phase extrahiert werden. Dabei
werden mehrere, spezifisch angeordnete Wasserstoffbriicken zwischen Rezeptor und Substrat
sowie CH-n-Wechselwirkungen zwischen den CH-Gruppen der Ribose und den aroma-
tischen Bausteinen des Resorcinarens gebildet.’d) Der Rezeptor erkennt Ribose ,,face-to-
face®, da eine Seite des Saccharidgeriistes Gberspannt wird. Dabei wird das Verhiltnis der
finf im Gleichgewicht moglichen Riboseisomere durch die Komplexierung auf die Seite der
pyranosiden a-Form verschoben. Das Verhiltnis zum stabileren 3-Anomer?’.?8 betrigt im
Komplex mit 1 10:1.%5 Im wissrigen Gleichgewicht der freien Ribose dagegen kommt die -
D-Ribofuranose nur zu 21,5 % vor.

Bei der Erkennung und Extraktion von Methyl-3-D-glucosid (Abb. 1.4) schlieBen zwei
Rezeptormolekiile das Substrat sandwichartig ein, Methyl-a-D-glucosid wird dagegen nicht
komplexiert. 21 Der Rezeptor ist somit selektiv, d.h. er kann zwischen strukturell sehr
dhnlichen Verbindungen unterscheiden.

Seine Fihigkeiten gehen aber tber die eines Rezeptors
hinaus: Bei der Reaktion des Supramolekiils aus D-Ribose
und 1 mit Methanol in CCly entsteht bei vollstindigem Um-
satz ausschlieBlich das Methyl-3-D-ribofuranosid, wihrend

konventionelle Methoden der Glycosidsynthese ein Isome-

rengemisch erzeugen.B% Die Reaktivitit des Substrats wird

also in eine bestimmte Richtung dirigiert, ohne dal3 es z.B.
Abb. 1.4: 1 (als Konus schemati-

siert) und das Methyl-B-D-glucosid
bilden einen 2:1-Komplex. kovalent verandert werden muB.

durch die Einfiihrung von Schutzgruppen vor der Reaktion

Die Komplexbildung mit dem Rezeptor kann nicht nur
durch Extraktionsversuche, sondern auch in Losung untersucht werden, da Octylglucoside
im Gegensatz zu unmodifizierten Monosacchariden in unpolaren Lésungsmitteln direkt
16slich sind. Typisch fiir die Supramolekulare Chemie ist, dal3 zum Nachweis und zur Unter-
suchung der gelosten Komplexe spektroskopische Methoden verwendet werden: in diesem
Beispiel bewirkt die Komplexbildung Anderungen in den NMR- und CD- Spektren des
Rezeptors.B
In letzter Zeit konnte eine Reihe weiterer kiinstlicher Kohlenhydratrezeptoren entwickelt
werden (siche Kapitel 2.3.3).132

Um ein Kohlenhydrat wie das vorgestellte Methylglucosid zu binden, miissen sowohl die
natiirlichen als auch die kiinstlichen Rezeptoren Bindungsstellen fir die dreidimensional
angeordneten Hydroxygruppen des Substrats besitzen. Erschwerend kommt hinzu, dal3 die
Hydroxygruppen sowohl Wasserstoffbriickendonor als auch -akzeptor sind. Daher muf ein
Kohlenhydratrezeptor komplementire, konvergent angeordnete Donor- und Akzeptorstellen

zur Substratbindung bereitstellen und zudem im giinstigsten Fall das Kohlenhydrat umschlie-
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Ben. In der Natur finden sich viele Beispiele fiir diese Strategie. So wurde in allen strukturell
aufgeklirten Rezeptor- bzw. Enzymkomplexen mit Kohlenhydraten gefunden, dal3 diese
durch ein Netzwerk von Wasserstoffbriicken an ihren Hydroxygruppen gebunden werden
(Abb. 1.5).53%1 Kooperative Wasserstoftbriicken zu zusitzlichen Wassermolekiilen sind
dabei keine Seltenheit.?44041 Zusitzlich werden die unpolaren C-H-Gruppen der Substrate
sandwichartig ober- und unterhalb der Ringebene der Monosaccharideinheiten durch hydro-
phobe Reste der Proteine komplexiert. Dazu dienen oft die aromatischen Seitengruppen der

Aminosiauren Tryptophan oder Phenylalanin.

Leu 86 o} o
N Ho0 523 120924 N_
~0.___ s __‘\::___:::\0 S0t N /O\
H,0 522- -~ < .
\ o
l/ ,(,’ \\N ——————
%
Z\

Ol
o _0O-
N o H20 526
Asp 89 N N
0 o
\ Asn 133
Gly 107 o

Abb. 1.5: Rontgenographisch aunfgekldrte Struktur des Komplexes aus einem Lectin von ,,Erythrina

corallodendron (Korallenbaum) und Lactose.’5) Wasserstoffatome sind, anfer bei Wassermolekiilen, nicht

/
Iy

<2iH,0528 |

-0 T !

eingezeichent. Wasserstoffbriicken wurden schematisch und blan dargestellt.

Erstaunlich wenig Beachtung in der Supramolekularen Chemie fanden bisher Rezeptorstruk-
turen, die nicht nur in ihrer Funktionsweise biomimetisch sein konnen, sondern auch in ihren
Bauelementen wie z.B. die Cyclopeptide. Die Natur stellt mit den Aminosduren eine Art
Baukastensystem zur Verfiigung, dessen Chemie gut untersucht und beherrschbar ist. Zudem
liefern die Aminosduren in ihren Seitenketten viele verschiedene funktionelle Gruppen, die
man zur Substraterkennung nutzen kann wie z.B. Amino-, Carbonsiure-, Hydroxy-, Guani-
din- und verschiedene aromatische Gruppen.

In unserer Arbeitsgruppe beschiftigen wir uns mit Cyclopeptiden, die u.a. als kiinstliche
Rezeptoren dienen sollen. Sie enthalten in ihrem makrocyclischen Grundgerist alternierend
nattirliche a- und aromatische y-Aminosduren. Man kann sie als Hybrid aus den Calixarenen

und solchen Cyclopeptiden ansehen, die nur aus a-Aminosduren bestehen (Abb. 1.6).

Dadurch vereinigen sie die Vorteile der beiden zugrundeliegenden Spezies; so besitzen sie
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sowohl den wohldefinierten Hohlraum der Calixarene als auch die Méglichkeit der sequen-
tiellen Synthese, wie man sie von den Peptiden kennt. Zudem lassen sich gezielt einzelne

Aminosiaureuntereinheiten variieren und damit die Rezeptoreigenschaften verindern.

H ? 0
o NI
NH
R\f/ R
HN ?0
o NH

Abb. 1.6: Vergleich zwischen einem Makrocyclus ans a-Aminosinren (links), dem Grundgeriist der Ca-
lix|[6]arene (rechts) und einem Hybrid dieser beiden (Mitte).

In meiner Arbeit méchte ich Cyclopeptide dieser Art darstellen und ihre Rezeptoreigenschaf-
ten charakterisieren. Als strukturelle Gemeinsamkeit sollen sie an den aromatischen Baustei-
nen periphere funktionelle Gruppen tragen, prinzipiell dhnlich den phenolischen Hydroxy-
gruppen, die das Resorcinaren 1 besitzt. Diese Gruppen sollen helfen, Substrate moglichst
selektiv zu binden. Die Komplexierung von Kohlenhydraten als besonders anspruchvolle

Substratklasse soll dabei im Mittelpunkt stehen.



THEORETISCHER TEIL

2. Theoretischer Teil

2.1  Aufgabenstellung

Bereits vor Beginn dieser Arbeit konnte Kubik einige Cyclopeptide mit 3-Aminobenzoe-
saureeinheiten darstellen und ihre Rezeptoreigenschaften charakterisieren. So ist 2 in der
Lage, verschiedene quaternire Ammoniumionen in CDCl; zu binden. Die Assoziations-
konstante des 1:1-Komplexes von 2 (Abb. 2.1) mit dem #-Butyltrimethylammoniumion
(BTMAY) betragt 300 M-1,# ein Wert, der vergleichbar mit der Stabilitit analoger
Calixarenkomplexe ist.*}l Die Bindung des Kations erfolgt wahrscheinlich hauptsichlich iiber

Kation-n-Wechselwirkungen mit den aromatischen Bausteinen von 2.

NS}
[N

Abb. 2.1 Vor Beginn dieser Arbeit von Kubik dargestellte Cyclopeptide auf der Basis von -
Glutaminsdure (2) oder L-Prolin (3) und 3-Aminobenzoesdunre.

Eine Steigerung der Kationenaffinitit von 2 konnte erreicht werden, indem die konformative
Flexibilitit des Cyclopeptids durch den Austausch der Glutaminsdureeinheiten durch Prolin
herabgesetzt wurde. Dies fithrte zum etwas besser fur die Kationenkomplexierung
praorganisierten Cyclopeptid 3.4 Anhand des Komplexes mit Chinuclidiniumiodid konnte
mit Hilfe einer Rontgenstrukturanalyse sichtbar gemacht werden, daBl die Kationen
tatsachlich in der schalenférmigen Cavitit von 3 gebunden werden. Die Assoziations-
konstante fiir das BTMA* Kation wurde zu 1260 M- bestimmt, was gegeniiber 2 eine
deutliche Steigerung bedeutet.

Diese Untersuchungen stellen den Ausgangspunkt meiner Arbeit dar. In bezug auf die GrofB3e
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und Form des Hohlraums, den die aromatischen Untereinheiten aufspannen, erschien mir
Cyclohexapeptid 3 als Basis fiir die Entwicklung eines Monosaccharidrezeptors geeignet.
Seinen bereits strukturell an natlrliche Systeme angelehnten Bausteinen fehlen noch
geeignete funktionelle Gruppen, die zur Ausbildung von Wasserstoffbricken zu den
Hydroxygruppen eines Kohlenhydrates geeignet sind. Daher méchte ich in dieser Arbeit neue
Peptide synthetisieren, die an den aromatischen Untereinheiten von 3 zusitzliche Amino-
sduresubstituenten besitzen, die zur Substratbindung genutzt werden kénnen. In natirlichen
Rezeptoren und Enzymen, die Kohlenhydrate binden, findet man in der gleichen Funktion
oft Asparagin- und Glutaminsdure (siche Einleitung, Abb. 1.5). Entsprechend mochte ich
genau diese Aminosduren als Substituenten an das Grundgertst von 3 binden und in Form
ithrer Carboxylate biomimetisch zur Kohlenhydraterkennung nutzen.

Die Synthese dieser neuen Strukturen soll flexibel genug sein, um verschiedene potentielle
Rezeptoren relativ einfach darstellen zu konnen. Deshalb sollen die peripheren Aminosduren
im letzten Schritt der Synthese an ein vollstindiges cyclisches Grundgeriist gebunden werden.
Carbonsduregruppen in 5-Position an den aromatischen Untereinheiten von 3 erscheinen hier
als Ankergruppen fir die Anbindung der neuen Aminosduresubstituenten geeignet. Als
gemeinsamen zentralen Baustein der modular aufgebauten Familie von potentiellen Rezep-

toren plante ich aus diesen Griinden die Synthese der Tricarbonsdure 4 (Abb. 2.2).

R 0
4 :R=—4
0 OH
O. HN y o
N . 5 :R=—4  COOI-Pr
N HN—
oﬁ NH KCOOQN(n-Bu)ED
0
/@\ 6 :R=—4  COOI-Pr
HN—
R HN N R
(7)7\() ) co0CN(n-Bu)Y

Abb. 2.2 Die potentiellen Rezgeptoren 5 und 6 werden modular aus der Tricarbonsdure 4 dargestellt..

Erste Untersuchungen mit den Tricarboxylaten 5 und 6 wihrend meiner Diplomarbeit
zeigten, dal} eine Kohlenhydraterkennung prinzipiell moglich ist. Diese Rezeptoren wurden
durch Kupplung entsprechender Asparaginsiure- und Glutaminsiurederivate an die Tri-
carbonsdure 4 dargestellt.® Eine Vorstellung, wie sie Carboxylatgruppen und aromatische
Bausteine zur Substratbindung nutzen konnen, lieferten Molecular-Modeling-Studien. Abb.

2.3 zeigt eine der moglichen Komplexstrukturen.

10



THEORETISCHER TEIL

Abb. 2.3: Mit dem Amber-Kraftfeld optimierte Struktur eines Komplexes ans 5 (Stibchenmodell) und dem
Methyl-o-D-glucopyranosid (Kalottenmodell). Die ILsopropylgruppen von 5 wurden der Einfachbeit halber
durch Methylgruppen ersetzt. Blan gestrichelte Linien sind inter- und intramolekulare Wasserstoffbriicken.

In dieser Arbeit sollten nun systematische Untersuchungen folgen, um den Einflul3 der
Rezeptorstruktur auf die Substrataffinitit und -selektivitit bei der Komplexierung
verschiedener Monosaccharide zu kliren. Daneben sollten andere periphere Carboxylate,
Phosphonate oder Aminosiuren mit aromatischen Substituenten zur Substratbindung
verwendet und ihr Einflu} auf die Eigenschaften der darzustellenden Rezeptoren untersucht

werden.

Eine Verbesserung der Rezeptoren kann mdoglicherweise auch durch die Verdnderung der
Stellung der peripheren Aminosiuren an den aromatischen Bausteinen der Cyclopeptide
erreicht werden. Um dies zu uberprifen, will ich Cyclopeptide mit Substituenten in
Nachbarschaft zu den Amid-NH-Gruppen darstellen (8 in Abb. 2.4).

N
100

Abb. 2.4 Links: Von Kubik dargestellte Cyclopeptide mit  Substituenten in 4-Position an  den
aromatischen Untereinheiten. Rechts: Ein Cyclopeptid mit peripheren Aminosauren ebenfalls in 4-Position.
Gestrichelte Linien stehen fiir W asserstoffbriicken.

11
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Ahnliche Strukturen (7) wurden in unserer Arbeitsgruppe bereits synthetisiert (Abb. 2.4
links),##71 und es konnte gezeigt werden, dall intramolekulare Wasserstoffbriicken
(gestrichelt in Abb. 2.4) ihre Priorganisation und damit ihre Rezeptoreigenschaften

verbessern.

Diese neuen Rezeptorstrukturen komplexieren auler Monosacchariden méglicherweise auch
andere Substratklassen. In diesem Zusammenhang mochte ich untersuchen, ob kationische
Substrate eventuell sogar in kompetitiven Losungsmitteln gebunden werden. Da die Cyclo-
peptide auBBerdem chiral sind, existiert dabei prinzipiell die Moglichkeit der enantioselektiven
Substraterkennung. Wirt-Gast-Studien mit chiralen Kationen sollen dieses Potential

untersuchen.

12
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2.2  Synthesen

2.2.1 Peptide mit 5-Aminoisophthalsiure

2.2.1.1 Cyclopeptide mit Carboxylatgruppen zur Substratbindung

Bei der Synthese von Cyclopeptiden mit zusitzlichen Substituenten bietet es sich an, diese
erst nach dem Aufbau des cyclischen Grundgertstes anzubinden, denn so ist man in ihrer
Wahl flexibel und kann auflerdem bei der Synthese eines neuen Rezeptors auf eine gemein-
same Vorstufe zurlickgreifen. Es steht dann eine Art Baukastensystem zur Verfiigung, das es
gestattet, an eine cyclische, zentrale Einheit strukturell verschiedene Substituenten anzu-
binden. Als zentralen Baustein wihlte ich dementsprechend das Cyclopeptid 4 mit drei
Carbonsiuregruppen, die als Ankergruppen zur Anbindung von peripheren Aminosduren
genutzt werden konnen. 4 ist die Stammverbindung der Rezeptoren, deren cyclisches

Grundgeriist aus 5-Aminoisophthalsiure und Prolin aufgebaut ist (Schema 2.1). (3]

Schema 2.1 Die Tricarbonsdure 4 ist als Stammuverbindungen einer Familie von Regeptoren konzipiert, die

nicht nur strukturell von ihr abstammen, sondern anch von ihr ausgebend synthetisiert werden.

Die Synthese von 4 begann bei den kommerziell erhiltlichen Aminosiuren Boc-Prolin und
Aminoisophthalsdure (Schema 2.2), wobei letztere zuerst mit geeigneten Schutzgruppen

versehen wurde.
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COOH
(GOOH 1.1 eq NaHCO3 COOH
| XN Boc,O / NaOH 2. AllBr A
' ' ‘
_ 98 % 34 %
HoN COOH ° BocHN COOH ° BocHN” ™% “COOAIl
9 10 "
(. NaHCO, COOBn COOBn
2. BnBr TFA
81 % quant.
BocHN COOAIl H,oN COOAIl
12 13

Schema 2.2 Schijtzung beider Carbonsdauregruppen der 5-Aminoisophthalsanre (5-ALS).

Die Schutzgruppen wurden so gewihlt, dal3 sie weitestgehend orthogonal zueinander sind
und die unkompliziert und quantitativ spaltbaren Benzylestergruppen zur Freisetzung der
Carbonsiuregruppen am  fertigen  Cyclopeptid — genutzt werden kénnen. Die
Peptidkupplungsschritte wurden tber das Boc- bzw. allylestergeschiitzte N- und C-terminale
Ende durchgefihrt.

Im nichsten Schritt wurde dann das Dipeptid 14 dargestellt, das die grundlegende strukturelle
Einheit von 4 darstellt (Schema 2.3). Dabei kam das Kupplungsreagenz PyCloP zum Einsatz,
das sich besonders fiir die Amidkupplung von sterisch anspruchsvollen oder aromatischen
Aminen mit Carbonsiuren eignet. Es kann in groBen Mengen in einer einfachen zweistufigen

Synthese dargestellt werden.[#8:4]

COOBn COOBn

(0]
N Q\COOH PyCloP / DIEA - O)\
N

99%
HoN COOAIl éoc N H

13 Boc 14

COOAI

Schema 2.3 Synthese des Dipeptids Boc-Pro-5-AILS (OBn)-O.All 14.

Die schrittweise Verlingerung von Dipeptid 14 fihrte zum linearen Hexapeptid 19 (Schema
2.4).

14
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COOBn
1. TFA
2. HCI Q /@\
EEEE— N
quant. O)LN COOAIl
N H COOBn
H *HCl 15 PyCloP
14 DIEA O
- ——
COOBn %% L N N
p-DMDPd o H o0
Morpholin 0 Boc -+
—» E—
quant. D)\
N m COOH 1. TFA
Boc 16 2. HCI
quant.
COOBn COOBn
o) + 16 / PyCloP / DIEA
Q)LN oAl o1 % O)L OAll
N H
Boc 19 © *HCI 18

Schema 2.4 Synthese des linearen Hexapeptids Boc-[Pro-5-A1S (OBn)/3-OAll 19.

Nach Entfernung der beiden terminalen Schutzgruppen von 19 konnte das entstehende
ungeschiitzte lineare Hexapeptid 21 cyclisiert werden (Schema 2.5). Hier wurde das
Kupplungsreagenz TBTU verwendet, da die Reaktion in der Wirme und in DMF durch-
gefithrt wird und PyCloP in diesem Losungsmittel Nebenreaktionen eingeht.’"l Im Laufe der
praktischen Durchftihrung dieser Arbeit konnte ich die Ausbeute der Cyclisierung durch
Optimierung der Reaktionsbedingungen und der Aufarbeitung von anfangs 23 % auf 50 %
steigern. Dies ermdglichte (nach Hydrierung der Benzylestergruppen) den Zugang zu Cyclo-
peptid 4 im GrammalBstab, womit sich die weiteren Syntheseschritte gut planen lief3en.

COOH

CO0Bn
1. p-DMDPd / Morpholin (quant.)— 20
o | 2. HCl in 1,4-Dioxan (quant.)—> 21 O)L
N X OAIl 3. TBTU/ DIEA, 90°C (50 %)— 22

4. H, / Pd (C) (quant.)

4
Schema 2.5 Entschiitzungen und Cyclisierung mit anschlieffender Freisetzung der Tricarbonsdnre 4.
Ausgehend von der 5-Aminoisophthalsdure betridgt die Gesamtausbeute von 4 tber alle 15

Stufen berechnet 12%. Die Monoveresterung von 10 und die Cyclisierung stellen dabei die

ausbeutelimitierenden Syntheseschritte dar.

15
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Es standen mir nun ausreichende Mengen der strukturellen Grundeinheit 4 zur Verfligung,
um alle geplanten Rezeptoren darzustellen. Die dazu erforderlichen geschiitzten
Aminosiurederivate habe ich ausgehend von den kommerziell erhiltlichen Glutamin- und
Asparaginsdurederivaten 26, 29%1 und dem Glutaminsdurederivat 23, das mir freundlicher-
weise von D. Kubik zur Verfigung gestellt worden war, dargestellt (Schemata 2.6 und 2.7).
Hier zeigt sich die Flexibilitit der Synthesestrategie: in relativ wenigen Schritten kann ein
neuer potentieller Rezeptor erhalten werden, indem ein neuer Substituent dargestellt und an

das Grundgeriist 4 angebunden wird.

COOI-Pr COOI-Pr COOI-Pr
NaHCOgz /BnBr 1.TFA, 2. HCI
82 % 92 %
BocHN~ “COOH BocHN~ “COOBn H,N~ >COOBn
*HCI
23 24 25

Schema 2.6 Synthese des Substituenten H-Glu(Oi-Pr)-OBn * HC/ (25).

< COOBn ( COOBn COOBn
ﬁn DCC /DMAP /i-PrOH ﬁn 1.TFA, 2. HCI iﬁn

n=1:81% T . n=1:99% .
BocHN™ "COOH n=2: 73 % BocHN™ "COOi-Pr n=2: 98 % H,N™ "COOI-Pr
*HCI
n=1: 26 n=1: 27 n=1: 28
n=2: 29 n=2: 30 n=2: 31

Schema 2.7 Synthese der Substituenten H-Asp(OBn)-Oi-Pr * HC/ (28) und H-Glu(OBn)-Oi-Pr *
HC] (31).

Diese drei am N-terminalen Ende entschutzten Aminosauren 25, 28 und 31 konnte ich im

folgenden, wie im Schema 2.8 dargestellt, an das Grundgeriist 4 binden.

16



THEORETISCHER TEIL

. S) ©,
i-PrOOC COO N(n-Bu),
O~_NH
O
MN
N 3
"
1.+ 25/ PyCloP / DIEA (84 %)— 32
2. H, / Pd (C) (quant.)— 33 34
3. 3 eq. N(n-Bu),OH (quant.)
HPrOOC._ g o@
COOH OxNH  N(n-Bu),

1.+ 28/ PyCloP / DIEA (82 %)— 35

O
M 2.H,/ Pd (C) (quant.)— 36 - O)L
N 3. 3 eq. N(n-Bu),OH (quant.) N N 3
T

w

(1N
[&;]

1.+ 31/ PyCloP / DIEA (91 %)— 37
2. H,/Pd (C) (quant.)—> 38
3. 3 eq. N(n-Bu),OH (quant.)

O._NH

w

(o]

Schema 2.8 Synthese der potentiellen Regeptoren 34, 5 und 6, jeweils ansgebend wvom zentralen
Grundbaustein 4.

Auf diesen Synthesewegen konnten die Tricarboxylate 34, 5 und 6 jeweils in Mengen von
einigen hundert Milligramm dargestellt werden, was fiir eine vollstindige Analytik und fur die

Untersuchungen der Rezeptoreigenschaften ausreichend war.
Mit dem Cyclopeptid 39 sollen Untersuchungen durchgefithrt werden, um zu kliren, ob es

organische Kationen in kompetitiven Losungsmitteln chiral erkennen kann (siche Kapitel

2.3.5). Die Synthese dieses Cyclopeptids, das drei Carboxylatgruppen direkt an den aroma-

17
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tischen Untereinheiten besitzt, gelang durch Deprotonierung der Tricarbonsiure 4 (Schema

2.9).

@)
O_HN O.HN
* ’ *
N N
(@) (@)

NH 3 eq. N(n-Bu),OH

?
quant.

0} O

N(n-Bu)iB N(n- Bu)

4 39

Schema 2.9 Synthese des Tricarboxylates 39 durch einfache Deprotonierung der Tricarbonsdure 4.

Als Gegenion wurde wie bei 5, 6 und 34 das Tetra-z-butylammoniumion gewahlt, um eine

gute Loslichkeit des Salzes in organischen Losungsmitteln zu erreichen.

2.2.1.2 Lineare Peptide mit Carboxylatgruppen

Die Untersuchungen der Rezeptoreigenschaften eines linearen Analogons der cyclischen
Peptide erschien mir wichtig, denn Wirt-Gast-Untersuchungen mit linearen Peptiden sollten
die Beantwortung der Frage erméglichen, inwieweit eine Cavitit zur Gastbindung tiberhaupt
notwendig ist (siche Kapitel 2.3.3.2).

Die Synthese von linearen Peptiden wie 40 (Abb. 2.5) ist auf unterschiedlichen Routen

vorstellbar.

©
i-PrOOC)% “““ €00
OsNH
N(-Bu)y
O 40
Al A o
o H
X

Abb. 2.5 Lineares Analogon von Cyclopeptid 6, X und Y sind Schutzgruppen.

18
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Einfachster Ausgangspunkt schien mir das lineare Hexapeptid 19 (siche Schema 2.10) zu sein,
das ich bereits wihrend der Synthese des Cyclopeptids 4 darstellen konnte. Um an 19
periphere Substituenten zu binden, mussen nur die drei Benzylestergruppen gespalten
werden. Die dabei auftretende Hydrierung des Allylesters zum Propylester stellt kein Problem
dar. An die freien Carboxylgruppen von 41 kénnten dann in Analogie zu den Cyclopeptiden

periphere Substituenten gebunden werden.

COOBn COOH
o) o)
D)k OAll _Hz/Pd(C)(quant) O)K OPr
N N 3 N N 3
o H 0 o H 0
Boc 19 Boc 41

PyCloP / DIEA
+28

O NH
O
P
Q)LN ;? '
A H )
Boc 42

Schema 2.10  Erste Versuche zur Synthese eines linearen Analogons von 6.

Die Peptidkupplung der Tricarbonsaure 41 mit dem Asparaginsiurederivat 28 gelang
allerdings nicht, da mehrere dabei auftretende Nebenprodukte eine Produktisolierung
unmoglich machten. Bei Verwendung des Glutaminsiurederivates 31 konnten kleine Mengen
des gewtinschten Produktes nach mehreren Reinigungsschritten sauber erhalten werden. Die
Ausbeute war mit 14% jedoch zu klein, um auf diesem Weg ausreichende Mengen 42
darzustellen. Daher versuchte ich eine andere, lingere Syntheseroute, die analog zu der
Synthese der cyclischen Tricarbonsiure 4 verliuft. Der Unterschied liegt darin, dal3 anstelle
der Benzylestergruppen bereits zu Beginn der Synthese die periphere Aminosiure an die

Aminoisophthalsiureeinheit gebunden wird (Schema 2.11).
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i-PrOOC._.+~_COOBn

+ PyCloP / DIEA _
, 97% o
BocHN COOAI 'sz"él COOi-Pr BocHN COOAIl
1 31 a4
TFA
quant.
i-PI‘OOCW \\\\\ ~._-COO0Bn -PrOOC ~._-COO0Bn
Oy -NH + Boc-Pro-OH OYNH
__ PyCloP / DIEA
Q)\N COOAIl H,N COOAIl
H
|
Boc 46 45
TFA / HCI p-DMDPd / Morpholin
97% quant.
rCOOBn rCOOBn rc:ooan
i-PrOOC__ /—PrOOCﬁ \\\\\ i-PrOOC
O<__NH O<__NH O<__NH
PyCloP / DIEA _
949 o
0 - 0 e 0
OAIl
Q)LN COOAI W\N COOH Q)k N 2
\ *Her H NoH Ny 5
H 47 Boc 48 Boc 49
HCI in Dioxan
quant.
rCOOBn
i-PrOOC._~~__COOBn i-PrOOC._
O=__NH O~__NH
__+48/PyCloP / DIEA
0 - 65% O
OAIl O)L OAll
W\N N N 2
o H TN
Boc 59 © hHCI 59 O

Schema 2.11  _Aufbau der Peptidkette des noch geschiitzten linearen Hexapeptids 51.
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Die Synthese beginnt mit der Amidkupplung der beiden von mir bereits zuvor dargestellten
Verbindungen 11 und 31. Das entstandene Peptid 45 kann Boc-entschiitzt und dann mit
Boc-Prolin zum ,,Dipeptid® 46 umgesetzt werden. Die Verlingerung zum linearen
,Hexapeptid“ gelang entsprechend der Synthese von 19 (siche Schema 2.4), das eine Vorstufe
der cyclischen Tricarbonsiure 4 darstellt. 51 mulite jetzt nur noch an den Benzylestern

hydrogenolytisch gespalten und zum Trianion deprotoniert werden (Schema 2.12).

i-PrOOC .« ~_-COO0Bn i-PrOOC .« ~._-COOH
(@] NH (@] NH
H, / Pd(C)
o quant. 0
Al O)L P
[ 5 N 5
7 H o) 7 H o)
Boc 51 Boc 43

3 eq. N(n-Bu),OH
quant.

© ®
i-PrOOC._w~_COO  N(n-Bu),

(@) NH
(0]
Q)\N ?(’)Pr
A H 0
Boc 52

Schema 2.12  Entschiitzung und Deprotonierung von 51 zum Trianion 52.

Auf diesem Weg gelang mir die Darstellung geniigender Mengen 52. Da ich auf diesem Weg
auch das ,,Dipeptid* 46 mit zusitzlicher Glutaminsiure als Seitenaminosdure dargestellt habe,
lag es nahe, hieraus ein lineares Peptid herzustellen, das genau wie das Hexapeptid 52 alle
funktionellen Gruppen der cyclischen trianionischen Peptide, jedoch in geringerer Anzahl,
besitzt. Die ausgehend von 46 zweistufige Synthese fiuhrte quantitativ zum Monocarboxylat
54 (Schema 2.13). Dieses stellt die kleinste reprasentative strukturelle Einheit des cyclischen
Peptids 6 dar.
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FMOOC \\\\\ \\/COOBn i-PrOOC.__ ~._-COOH
O~_NH
_Hp/Pd(C)
quant 0 7
U)L OAll w < opr
N
N H
' @)
Boc 53

1 eq. N(n-Bu),OH
quant.

© @
i-PrOOC._~~__COO " N(n-Bu),

(@) NH
(0]
N H
! (0]
Boc 54

Schema 2.13  Entschiitzung und Deprotonierung von 46 zum Monocarboxylat 54.
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2.2.1.3 Cyclopeptide mit einem hydrophoben Aminosiuresubstituenten

Zur Substratbindung, insbesondere der von Kohlenhydraten, kommen auch Aminosduren
mit aromatischen Substituenten in Betracht, die hydrophobe oder CH-n-Wechselwirkungen
zu den eingelagerten Substraten ausbilden kénnen. In diesem Zusammenhang wollte ich nur
eine hydrophobe Aminosiure in die cyclischen Rezeptoren einfithren und zwei Carboxylate
am Grundgerist belassen. Dies ist ein biomimetischer Ansatz, denn in natiirlichen Enzymen
und Rezeptoren findet man ebenfalls eine Kombination verschiedener nicht-kovalenter
Wechselwirkungen bei der Monosacchariderkennung (siche Einleitung, Abb. 1.5).

Ich entschied mich fiir die Verwendung von Tryptophan, da der Indolrest dieser Aminosaure

auch in natiirlichen Systemen oft eine wichtige Rolle bei der Substraterkennung spielt.

HN
X
MeOOCW \\\\\
© NH COO0OBn
0 O —
+
Q)LN COOH WN Al
| H N H o
Boc % H*HCl 18
HN
X
MeOOCW \\\\\
(0] NH
i ; (B;?,&,:r,]:r:il entschitzen Cyclopeptid mit einem
WN OAIl » Tryptophanrest und zwei
N H 2 Benzylestergruppen
Boc
56 COOBN

Schema. 2.14 Synthesestrategie fiir ein  Cyclopeptid, das eine Tryptophanseitenaminosinre und zmwei
Benzgylestergruppen tragt.

Die Synthese solcher asymmetrisch substituierter Cyclopeptide ist auf mehreren Wegen
denkbar. So kénnten die verschiedenen peripheren Substituenten bereits vor der Cyclisierung
an geeigneten Dipeptiden (analog zu 14) anstelle der Benzylestergruppen eingefithrt werden.
Eine Kupplung mit einem bereits cyclisierten Derivat wire jedoch auch moglich. Um in der

Wahl der beiden anderen peripheren Aminosauren neben Tryptophan mdglichst flexibel zu
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sein, entschied ich mich, zur Cyclisierung eine lineare Vorstufe zu verwenden, die nur die
Tryptophaneinheit bereits als Seitenaminosaure trigt. Diese Synthesestrategie ist in Schema

2.14 dargestellt.

Um ein Dipeptid mit Tryptophanseitengruppe darzustellen, versuchte ich zunichst die
Synthese ausgehend vom geeignet geschiitzten 5-Aminoisophthalsdurederivat 11 und dem
kommerziell erhiltlichem Tryptophanmethylester (Schema 2.15).

Schema. 2.15 Erster Versuch, das Dipeptid 55 darzustellen.

HN
N
COOH
PyCloP / DIEA MeOOCﬁ “““
- NH yL10 >
X 86 % O+_NH
BocHN COOAI o7
H,N~ ~COOMe
"
BocHN COOAI
HN
N
MeOOC .«
57 TFA D PyCloP / DIEA _
= t.
auan © NH 58 + QCOOH
Boc
HoN COOAII

Leider fiihrten die Kupplungsversuche von 58 und Boc-Prolin unter Verwendung von
PyCloP als Kupplungsreagenz zu einem chromatographisch nicht zu trennenden Produkt-
gemisch aus mehreren verschiedenen Substanzen. Offensichtlich fanden hier verschiedene
Nebenreaktionen statt, die die Ausbeute stark herabsetzten und eine Isolierung von 59 sehr
erschwerten. Ich versuchte daher, die Reihenfolge, in der die drei Aminosduren 5-AlS, Prolin
und Tryptophan verkniipft werden, zu dndern. Erfolgreich war folgende Synthese, die es

erlaubte, groflere Mengen 55 darzustellen (Schema 2.16).
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COOBn COOH
O p-DMDPd / Morpholin o = |
NN COOAII quant. W\N ">C00Bn
N H N H
Boc 14 Boc 60
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MeOOC.__ .« MeOOC.__ .«
* NH PyCloP / DIEA O- _NH Hy /Pd (C) O _NH
X 97 % quant. ﬁ/
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Boc 61 Boc 55

Schema. 2.16 Syntheseroute, die erfolgreich zur Darstellung von 55 genutzt werden konnte.

Diese Synthese verlief problemlos und mit sehr guten Ausbeuten. Einziger Unterschied zu
der Syntheseroute, die ich zuerst erfolglos versuchte (Schema 2.15) ist, dal3 keine Amid-
kupplung eines aromatischen Amins bei Anwesenheit eines Tryptophanrestes in einem der
Edukte durchgefihrte wurde. Der Syntheseweg beginnt beim Dipeptid 14, dessen Dar-
stellung ich schon zuvor (Schema 2.3) entwickelt hatte.

Auch das Tetrapeptid 18 mit zwei Benzylesterseitengruppen, das nun zur Verlingerung von
39 zum linearen Hexapeptid 56 nétig ist, habe ich bereits in der Synthese der Tricarbonsdure
4 verwendet (siche Schema 2.4). Bei allen in Schema 2.17 gezeigten Syntheseschritten waren
die Ausbeuten geringer als erwartet. Besonders fiel hier die Makrocyclisierung mit nur 22%
Ausbeute negativ auf, einer deutlich geringeren Ausbeute als bei der analogen Reaktion in der
Synthese des cyclischen Grundbaustein 4, bei der kein Tryptophanbaustein anwesend war.
AuBlerdem wurden bei einigen Syntheseschritten in den Dinnschichtchromatogrammen
Nebenprodukte beobachtet. Deren Auftreten schmailerte die Ausbeuten und rihrte wahr-
scheinlich von Nebenreaktionen her, die auf den Tryptophanrest zuriickzufithren waren. Bei
der hydrogenolytischen Spaltung der Benzylestergruppen von 64, die zur cyclischen
Dicarbonsiure 65 fiihrt, konnte ich nur ein gefirbtes, also verunreinigtes Produkt erhalten.
Insgesamt verlief die Synthese bis zu diesem Punkt mit geringeren Ausbeuten und fithrte
nicht zu einem analysenreinen Grundbaustein 65. Trotzdem versuchte ich die weiteren
Syntheseschritte auf dem Weg zu einem Cyclopeptid, das einen Tryptophanrest und zwei
andere Aminosiduren in der Peripherie besitzt. Dazu muf3te ich im nichsten Schritt die beiden

freien Carbonsduregruppen von 65 mit Aminosiuren iber deren freie Aminogruppen
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kuppeln. Die Wahl fiel hier auf das Asparaginsiurederivat 28 (siche Schema 2.18).

HN—
N
MeoocW \\\\\
O.__NH
COOBn
Q + Q on  TBTU/DIEA
Q)\N COOH WN 5 91%
Boc 55 H *HCI 18
HN
N
MeOOC.__.
0 NH 1. p-DMDPd / Morpholin — 62
ﬁ/ 2. HCl in 1,4-Dioxan (90%)—> 63 _
3. TBTU/DIEA, 90°C (22 %)
0 H o)
N
Q)‘LN N > OAl
| H O
Boc ©
56 COOBR
HN HN
N N
MeOOC MeOOCﬁ\\\
Oy NH Os_NH
(0]
O HN
(\7/ N N/\\
g o Hy / Pd (C) \go
= 0

uant
| NH q NH
\ A r%
0] = = o
HN 7Y HoOC COOH

Schema. 2.17 Synthese von 65, einem mit 4 verwandten Cyclopeptid, das zwei freie Carboxylgruppen und
einen Tryptophanrest besitt.
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Schon bei der Peptidkupplung von 65 mit dem Asparaginsidurederivat 28 entstanden
erhebliche Mengen mehrerer Nebenprodukte, die nur schlecht chromatographisch vom
Produkt abzutrennen waren. Das Auftreten von Nebenreaktionen spiegelte sich auch in der

deutlich unter den Erwartungen liegenden Ausbeute von nur 67% wieder.

o¥
ﬁ/
MeOOC

(\}xﬁ“ rCoosn
*HCl

N

o}

+  H,N~ >COOI-Pr

28
HOOC < : COOH

PyCloP / DIEA
67% MeOOC
65 WNH
o
HN
N
i-PrOOC 77\() _-COOi-Pr
MeOOC__.«
) ( ,
Oy NH COOBN 66 BnOOC”~
0
(&w N H,/Pd (C)
o
0 NH
0
i- PrOOC HN\/COOI-Pr
COOH 67 Hooc™

Schema. 2.18 Weitere Syntheseschritte anf dem Weg zu denm asymmetrisch substituierten Cyclopeptid 67.

Auch durch die Verwendung des Kupplungsreagenz TBTU anstelle von PyCloP konnte die
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Ausbeute nicht verbessert werden. Aufgrund der schlechten Gesamtausbeute der Synthese
von 66 konnten nur etwa 300 mg dieser Substanz in zwei getrennten Ansitzen dargestellt und
mafig gut gereinigt werden. Eine mit den theoretischen Werten ibereinstimmende
Elementaranalyse (C, H und N-Gehalt) wurde nicht erhalten.

Die anschlieBende Spaltung der beiden Benzylestergruppen an den beiden Aspartatresten
verlief ebenfalls unter Bildung mehrer Nebenprodukte und eines wahrscheinlich deshalb
intensiv rot gefirbten Produktes. Aufgrund der komplexen Produktzusammensetzung konnte
hieraus leider kein sauberes 67 erhalten werden.

Da die hier dargestellten Schwierigkeiten in der Synthese offensichtlich von der Aminosiure

Tryptophan verursacht wurden, stellte ich weitere Versuche mit dieser Aminosdure ein.

2.2.1.4 Cyclopeptide mit Phosphonatgruppen

Die bisher dargestellten Rezeptoren besitzen als Wasserstoffbriickenakzeptoren Carboxylate.
Andere anionische funktionelle Gruppen sind hier aber als Alternative denkbar und
besonders Phosphonate (und Phosphate) sind von den Arbeitsgruppen um Hamilton,
Diederich und Schneider zur Komplexierung von Kohlenhydraten erfolgreich verwendet
worden.P!->4 Daher entschied ich mich, andere Cyclopeptide mit Phosphonatgruppen als
mogliche Kohlenhydratrezeptoren darzustellen.

Da ich moglichst nur den Einflul der Art der anionischen Gruppe auf die Bindungs-
eigenschaften ohne weitere Anderungen an der Rezeptorstruktur untersuchen wollte, plante
ich die Synthese des Trisphosphonats 68. Es leitet sich strukturell direkt von Cyclopeptid 6
durch Austausch der Carboxylate durch Phosphonatgruppen ab (Abb. 2.6).

/—PrOOC \\\\\ \/P

DA %o
/-ProocW \/P/ o

68 69

Abb. 2.6 Trisphosphonat 68 und ugehirige periphere Aminophosphonsanre 69.

Zur Darstellung von 68 bendétigte ich die Aminophosphonsiure 69. Sie sollte durch eine
Michaelis-Arbuzow-Reaktion, die oft zur Darstellung von Phosphonaten angewandt wird, aus

dem Bromid 71 (Schema 2.19) darstellbar sein. In der Literatur bekannt ist ein sehr dhnliches
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Derivat der Glutaminsaure, das sich von 71 nur durch die verwendeten Schutzgruppen
unterscheidet.’ Von mehreren beschriebenen Synthesen wihlte ich die kiirzeste aus, die
aullerdem bei dem bereits zuvor von mir dargestellten Glutaminsidurederivat 30 (siche
Schema 2.7) beginnt. Nach der unproblematisch verlaufenden Spaltung des Benzylesters von
30 schlof3 sich eine oxidative Decarboxylierung der freien Carbonsdure 70 zur Darstellung

des Bromids 71 an. Sie wurde entsprechend einer Vorschrift von Barton durchgefithrt.[55

COOBn COOH 4 NMM/ CICOOI-Cy4Hy / Br
H, /Pd (C) THF, -15°C _
quant. 2. HPT /NEt; / THF, -15°C~
BocHN™ “COOi-Pr BocHN~ “COOi-Pr 3.BrCCly/ hv, 18°C BocHN™ “COOi-Pr
0,
30 70 23% 71

Schema. 2.19 Darstellung des Bromids 71 durch Entschiitzung und anschliefender oxidativer Decar-
boxylierung der Carbonsaure 70. NMM = N-Methylmorpholin, HPT = N-Hydroxypyridin-2-thion.

Die in der Literatur beschriebene Ausbeute von tber 80% konnte leider nicht erreicht
werden und trotz mehrerer Versuche wurde das Produkt 71 nach sidulenchromatographischer
Reinigung, anschlieBender Umkristallisation und nachfolgender Sublimation im Vakuum
nicht elementaranalysenrein erhalten. Trotzdem versuchte ich, die Synthese mit dem
verunreinigten Bromid fortzusetzen. Der nichsten Schritt bestand in der Michaelis-Arbuzow-
Reaktion mit Trimethylphosphit (Schema 2.20). Das gewiinschte Produkt 72 liel3 sich

allerdings nicht isolieren.

Br
P(OCHjs) / reflux

BocHN™ "COOQOi-Pr
Yl

Schema. 2.20 Michaelis-Arbuzow-Reaktion ur Darstellung des Dimethylphosphonats 72.

Aufgrund dieser Schwierigkeiten bei der Synthese von 72 beschlof3 ich, eine einfachere
Aminophosphonsiure an das Grundgeriist 4 zu binden. Dabei verzichtete ich auf die strenge
Analogie zu einer der Carboxylatrezeptoren 5, 6 und 34 um zunichst einmal zu kliren, ob
eine Aminophosphonsiure tberhaupt iiber eine Amidkupplung mit der Tricarbonsiure 4
verbunden werden kann und ob der nachfolgende Reaktionsschritt, namlich die Hydrolyse

der Phosphonsaureester, am Cyclopeptid prinzipiell durchfihrbar ist. Sollten diese beiden
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Syntheseschritte ohne Probleme gelingen, kénnte ich die Synthese der Aminophosphonsiure
69 erneut auf einem anderen Weg als bisher versuchen.
Die Aminophosphonsdure 73 ist in unserem Institut bekannt.’”l Ich konnte sie an die

Tricarbonsaure 4 kuppeln (Schema 2.21).

O
NH, K 83% N H

T

Schema. 2.21 Kupplung der Aminophosphonséure 73 mit Grundbaustein 4.

Der nichste Schritt, die Entschiitzung der Phosphonsiuregruppen unter Freisetzung der
Monophosphonatgruppen, ist fir Diethylphosphonate literaturbekannt. Mit Lithiumbromid
im Losungsmittel 2-Hexanon wird pro Phosphonatgruppe nur eine Ethylestergruppe selektiv
gespalten.® Diese Reaktion verlief jedoch bei Verwendung von 74 als Edukt nicht wie
gewiinscht (Schema 2.22). Offensichtlich wurde das Molektl weiter abgebaut als
angenommen, da nach dem Aufarbeiten im 3P{'H}-NMR des Produkts keine Phosphort-
resonanz mehr sichtbar war. Die Hydrolyse der Phosphonsiurediethylestergruppen von 74
war also auf diesem Weg nicht moglich. Alternative Spaltungsmoglichkeiten wie das
Erwirmen mit Tetra-z-butylhydroxidlésung in der Siedehitze erschienen mir zu drastisch,

weshalb ich keine Versuche hierzu durchfihrte.

A ke
o NHK

O)LN LiBr in 2-Hexanon / reflux -

Schema. 2.22 Der 1Versuch, die Phosphonsdaureestergruppen von 74 mit LiBr zu spalten, fiibrte
wabrscheinlich Zu einer Zersetzung des Edukts.

Es hitte hiernach nahegelegen, 74 zu modifizieren und anstelle der Ethylestergruppen
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Methylestergruppen als Schutzgruppe zu verwenden, da diese vermutlich einfacher zu spalten
sein wirden. Dazu hitte aber die gesamte Synthese von 73, u.a. mit einer aufwendigen
Diastereomerentrennung, durchgefithrt werden missen. Da es jedoch zu diesem Zeitpunkt
fraglich war, ob diese aufwendige Synthese gerechtfertigt sein wiirde, wollte ich einen noch
einfacheren Aminophosphonsiuredimethylester verwenden. Besonders leicht zuginglich
erschien mir die zu Glycin analoge Aminophosphonsiure 77, deren Phthalimidoderivat 76
kommerziell erhiltlich und durch Hydrazinolyse in das freie Amin iberfihrbar ist (Schema
2.23).1

P HN PO
P-0O 1. HoNNH, / MeOH 3 0
N—/ 2. HCI > o O
85% cl
o]
76 77

Schema. 2.23 Hydrazinolyse des Phthalimidomethylphosphonsduredimethylesters 76 nach Hirschmann et. al.

Die anschlieBende Kupplung von 77 mit der Tricarbonsaure 4 fithrte nicht zum gewtinschten
Produkt. Im DC der Reaktion waren nur sehr geringe Mengen eines Kupplungsproduktes
sichtbar, weshalb ich die Reaktionszeit erheblich erhéhte. Dies und auch die Erhohung der
Konzentrationen der Hilfsbase und des Kupplungsreagenz PyCloP fithrten aber nicht zum

gewtinschten Erfolg.

Da keiner der von mir verfolgten Ansitze zu einem Cyclopeptid fihrte, das Phosphonat-

gruppen zur Substratbindung besitzt, stellte ich die Synthesen zu diesem Thema ein.
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2.2.2 Peptide mit Aminoterephthalsiure

Peptide, die die aromatische Aminosidure Aminoterephthalsidure anstelle der bisher von mir
verwendeten Aminoisophthalsiure enthalten, versprachen eine gro3ere konformative
Rigiditdt und damit eine bessere Priorganisation zur Substratbindung. In Anlehnung an den
zentralen cyclischen Baustein 4, der die Stammverbindung der Rezeptoren 5, 6 und 34
darstellt, plante ich die Synthese von Verbindung 78. Sie sollte wie 4 als Stammverbindung

einer Familie von cyclischen Rezeptoren genutzt werden konnen (Schema 2.24).

Ri.
NH
o)
o)
QAN -
+HoN-R; ( H o)
HOOC /
DV .
O HN N
N NH
0
N © o)
0] NH 2 2 N N 3
COOH ( H o)
HN

HOOC m 5 Rs i
+H2N-R3
s ok
N

/

Schema 2.24  Die Tricarbonsdnre 78 ist als Zweite Stammyverbindungen einer nenen Familie von Rezeptoren

gedacht.

Zur Synthese von 78 waren, wie bei der Synthese des regioisomeren Cyclopeptids mit 5-
Aminoisophthalsaureeinheiten, zwei Grundbausteine notwendig. Neben dem kommerziell
erhiltlichen Boc-Prolin mufite die Aminoterephthalsdure zunichst mit den geeigneten
Schutzgruppen versehen werden. Die Herausforderung bestand hier darin, ihre beiden
Carbonsduregruppen selektiv zu schiitzen. Aufgrund der besonderen ortho-Stellung der
Aminogruppe zu einer der beiden Carbonsduregruppen war dafiir eine neue Schutzgruppen-
strategie notig. Bereits bekannt war die Umsetzung der Aminoterephthalsiure mit Bis-
(trichlormethyl)-carbonat ~ (,,Triphosgen®) zum N-Carboxyaminoterephthalsiureanhydrid
(Schema 2.25).160]
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(0]
HOOC
Triphosgen (50°C) _ O
92% > PN
H,N COOH 0” >N COOH
H
9 80

Schema 2.25  Darstellung des cyclischen Anhydrids der N-Carboxyaminoterephthalsdure.

Fir das zu 80 analoge Derivat 81 der Anthranilsdure war aullerdem bekannt, dal3 sie sich mit

Nukleophilen, wie z.B. Alkoholen, selektiv zu Estern wie 82 umsetzen 1a3t (Schema 2.26). [61]

o o
1. DMAP R.
AN
j\ | 2.HO-R Ob ¢ Co,
0PN 60°C, 80-98% HoN
H
81 82

Schema 2.26  Darstellung von Anthranilsinreestern durch Umsetzung der N-Carboxyanthranilsiure mit
einem Alkobol unter COz-Freisetzung. DMLAP = 4-(IN,N-dimethylamino)-pyridin.

Ich konnte diese Art der Reaktion erfolgreich auf das Aminoterephthalsiurederivat 80
tbertragen und so den Aminoterephthalsiuremonobenzylester 83 in sehr guter Ausbeute

darstellen. Den Benzylalkohol verwendete ich dabei als Losungsmittel (Schema 2.27).

0]
o% 2. DIEA " W/ﬁ v o
éj\ /‘\7\ 3. DMAP /‘\7\ 2
0] N COOH 70°C, 92% HoN COOH
H
80 83

Schema 2.27  Nuklegphile Offuung des cyclischen Anhydrids der N-Carboxyaminoterephthalséinre.

Im nichsten Schritt konnte ich die zweite Carbonsiuregruppe verestern, ohne zuvor die
Aminogruppe schiitzen zu missen. Diese ist ein sehr schlechtes Nukleophil und reagiert
daher nur langsam mit dem verwendeten Allylbromid. Das erhaltene Produktgemisch der
Veresterung enthilt neben 83 % gewtinschtem Produkt nur etwa 15 % N-alkylierte Verbin-

dungen, wie aus einem CI-Massenspektrum abgeschitzt werden konnte (Schema 2.28).
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BnOOC BnOOC BnOOC
2.3 eq. AlBr o
H,N COOH a H,N COOAIl \/\” COOAIl

83 83%: 84 ca. 15 %: 84a

Schema 2.28  Veresternung der zweiten Carbonsduregruppe mit Allylbromid. Es entsteben nur relativ geringe
Mengen des N-alkylierten Nebenprodukts 84a.

Die so dargestellte, an beiden Carbonsauregruppen geschiitzte Aminoterephthalsiaure konnte
ich nun mit Boc-Prolin zum Dipeptid 85 umsetzen. Diese Reaktion verlief aufgrund der
geringen Nukleophilie der Aminogruppe sehr langsam. Es wurden nach einer Woche 77%,
nach vier Wochen aber 99% Ausbeute erzielt (Schema 2.29).

+ qB‘COOH
Boc

BnOOC

BnOOC._~ PyCloP / DIEA _ o

\ P 1 Woche: 77% m

H,N COOAIl 4 Wochen: 99% N N COOAIl

| H

84 Boc 85

Schema 2.29  Darstellung des Dipeptids 85, das ans Aminoterephthalsiure und Prolin besteht und die
richtigen Schutzgruppen zum Aufban des cyclischen Peptids 78 besitzt.

Nachdem auf diesem Wege gentigend grole Mengen des Dipeptids 85 dargestellt wurden,
begann ich die Verlingerung der Peptidkette zum linearen Hexapeptid (Schema 2.30).

BnOOC

1. TFA
quant. N COOAIl |
*HCI 86 PyCloP Bn(O)OC
85 — DIEA
g0 [ M OAll
BnOOC N H 2
p-DMDPd o gg O
| Morpholin j@\ oc =
quant. N COOH
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88 2.HCI O +91/PyCloP / DIEA _ 0

~ Tquant. N X OAll 70 % O)L OAIl
L o™ i Won 3
H*Hcl 89 O 5. g0 O

Schema 2.30  Verlingerung des Dipeptids 85 bis zum linearen Hexapeptid 90.

Nach Allylesterspaltung und Boc-Entschiitzung erhielt ich in guter Ausbeute das dreifach
benzylestergeschttzte Cyclopeptid 93 und konnte es unter Freisetzung der Tricarbonsdure 78

hydrogenolytisch entschiitzen (Schema 2.31).

BnOOC 1. p-DMDPd / Morpholin (quant.)—> 91 O

O h 2. HClin 1,4-Dioxan (quant.)»>92 O)LN
OAll ° > N
N”M% 3. TBTU/ DIEA, 90°C (55 %)—> 93 ( H I

4. H, / Pd (C) (quant.)

Schema 2.31  Terminale Entschiitzungen und Cyclisierung des linearen Hexapeptids 90. Letzter Schritt der
Synthese von 78 ist die Spaltung der drei Bengylestergruppen vom Tribenzylester 93.

Der zweite cyclische Grundbaustein fiir neue Rezeptoren mit drei Carbonsidureankergruppen
stand mir damit zur Verfigung. Ich versuchte nun, das Asparaginsiurederivat 28 mit Hilfe
seiner freien Aminogruppe an diese Tricarbonsidure zu binden. Zunichst verwendete ich
PyCloP als Kupplungsreagenz, das bei der analogen Kupplung der ersten Tricarbonsaure 4
mit verschiedenen Aminosiuren sehr gute Ausbeuten lieferte. In diesem Fall konnte ich aber
weder durch Verlingerung der Reaktionszeit, Erhohung der Reaktionstemperatur, Nach-
dosierung des Kupplungsreagenz oder Erhchung der Hilfsbasenkonzentration das
gewtinschte Kupplungsprodukt beobachten. Als Alternative verwendete ich daher auch die
bekannten und zur Amidkupplung oft verwendeten Reagenzien TBTU und BoP-Cl, beide
allerdings ebenfalls ohne Erfolg. Dafiir kénnte eine intramolekulare Reaktion der durch die
Kupplungsreagenzien aktivierten Carbonsauregruppen mit den orthostindigen Amidgruppen
verantwortlich sein. 78 konnte also nicht die erhoffte Rolle als zweiter zentraler Baustein und
Stammverbindung einer weiteren Rezeptorfamilie einnehmen.

Es konnte aber durch Deprotonierung zur Synthese des Tricarboxylats 94 verwendet werden
(Schema 2.32). Diese Verbindung ist ein Regioisomer von Cyclopeptid 41 und soll ebenfalls
zur Komplexierung chiraler organischer Kationen in kompetitiven Lésungsmitteln verwendet
werden (siche Kapitel 2.3.5).
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Schema 2.32  Deprotonierung der Tricarbonsiure 78 zur Darstellung des Tricarboxylats 94. Es ist ein
Regioisomeres des Tricarboxylats 41 (siehe Schema 2.8).

Die modulare Darstellung von Rezeptoren mit Aminoterephthalsiureeinheiten ist an den
Schwierigkeiten bei der Kupplung von Substituenten an die Tricarbonsdure 78 gescheitert.
Solche Verbindungen sind aber auch durch eine sequentielle Synthese zugianglich. Bei diesem
Weg missen die peripheren Aminosduren bereits in der linearen Vorstufe vor der Cycli-
sierung vorhanden sein. Dal} diese Synthesestrategie prinzipiell moglich ist, habe ich bereits
bei der Synthese des linearen Tricarboxylats 52 zeigen kénnen, dort allerdings fir ein Peptid
mit Isophthalsiurecinheiten. Aber auch fiir ein Peptid mit Aminoterephthalsaureeinheiten
schien dies moglich zu sein, da sich das cyclische Anhydrid 80 nicht nur mit Alkoholen,
sondern auch mit einem primiren Amin wie dem Asparaginsdurederivat 28 nukleophil 6ffnen
lassen sollte.

Ich entschied mich an dieser Stelle fiir die Synthese eines Rezeptors mit peripheren Aspara-
ginsauresubstituenten, da meine Untersuchungen zur Kohlenhydratkomplexierung mit den
Rezeptoren auf Aminoisophthalsdurebasis 34, 5 und 6 zu diesem Zeitpunkt bereits gezeigt
hatten, dal3 von diesen drei Cyclopeptiden der asparaginsdurchaltige Rezeptor 5 die groBte
Substrataffinitat besitzt. Die nachfolgende Reaktion fihrte erfolgreich zu Verbindung 95, die
nun eine amidisch an die Aminoterephthalsiure angebundene Asparaginsaureeinheit besitzt
(Schema 2.33).

_COO0Bn
o) i-ProOC” NH
1.+ 28 + DIEA
o) 2. DMAP o) N
P DMF, 60°C, 2 Tage, 56% CO,
0~ N COOH H,N COOH
H
80 95

Schema 2.33  Das cyclischen Anhydrid 80 kann anch mit einem Amiin nukleophil gedffnet werden.
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Die Schwierigkeiten, die bei der Umsetzung der cyclischen Tricarbonsiure 78 zu einem
Trisamid bestanden, traten hier nicht auf. In der weiteren Synthese muflte nun die zweite
Carbonsduregruppe von 95 zum Allylester umgesetzt und danach das erhaltene Produkt 96

mit Boc-Prolin zum Dipeptid gekuppelt werden (Schema 2.34).

/COOBn /COOBn
-ProOC” ~NH i-ProOC” ~NH
1.1 eq. Cs,CO3
o 2.2 eq. AllBr o
o]
H,N COOH 9% H,N COOAIl
95 96

PyCloP / DIEA
n QCOOH 2 Wochen: 87%

BOC

—COOBn
i-ProOC—\
N
o)
[Nl’j\N X">Co0Al
I H
Boc o7

Schema 2.34  Darstellung des Dipeptids 97.

Bei der Umsetzung von 95 mit Allylbromid konnte die Reaktionszeit durch die Verwendung
von Cisiumcarbonat anstelle von Natriumhydrogencarbonat (wie beispielsweise bei der
Reaktion von 83 mit Allylbromid) deutlich herabgesetzt werden. Zusitzlich wurde eine
Alkylierung an der freien Aminogruppe von 95 so fast vollstindig unterdriickt und eine
nahezu quantitative Umsetzung erreicht. Die Kupplung zum Dipeptid bendtigte
erwartungsgemill eine lange Reaktionszeit, die aber auf 2 Wochen beschrinkt wurde. Die
Verlingerung des Dipeptids 97 durch entsprechende Entschiitzungs- und Peptidkupplungs-

schritte verlief problemlos bis zum linearen Hexapeptid (Schema 2.35).
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Schema 2.35  Verlingerung des Dipeptids 97 zum linearen Hexapeptid 102.

Nach den terminalen Entschiitzungen von 102 konnte ich das Cyclopeptid 105, das nun

bereits die peripheren Asparaginsiuregruppen besitzt, mit der fiir eine Makrocyclisierung

ungewohnlich guten Ausbeute von 80% darstellen (Schema 2.36).

—COO0OBn ~—COO0OBn
-PrOOC—\, -PrOOC—\
NH NH
(0] . 0]
o 1. p-DMDPd / Morpholin (quant.)— 103 0 =
2. HCl in 1,4-Dioxan (quant.)— 104 \
MN :?A" 3. TBTU/ DIEA, 90°C (80 %) N N A
e MO T " o
oc )
0 10

Schema 2.36  Darstellung des noch geschiitzten Cyclopeptids 105 mit peripheren Asparaginsanreresten.
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Die beiden letzten Syntheseschritte, in denen die drei Carbonsduregruppen entschiitzt und

nachfolgend deprotoniert werden konnten, verliefen quantitativ (Schema 2.37).

_—COOBn _—COOH
i-PrOOC—\, i-PrOOC—
NH NH
o) o)
o) o)
D,L H, / Pd (C) (quant.) O,L
N - N
N 3 N 3
( H o) K H o)
)
105 106
©
_-CO0 ©) 3 eq. N(n-Bu),OH
N(n-Bu), (quant.)

Schema 2.37  Darstellung des Tricarboxylats 107, einem potentiellen Rezeptor mit Amrinoterephthalsinre-

untereinheiten.

So konnte ich zwar keine neue modulare Rezeptorfamilie aufbauen, trotzdem aber sequentiell
ein Tricarboxylat auf der Basis eines Cyclopeptids mit peripheren Aminosiuren in 4-Position
der aromatischen Untereinheiten darstellen. Die Gesamtausbeute betrug, ausgehend von der

Aminoterephthalsdure, tiber 17 Syntheseschritte 29%.

Zum Abschluf} dieses Kapitels méchte ich zusammenfassen, welche Peptide ich im Rahmen
dieser Arbeit erstmals darstellen und, ebenso wie alle Zwischenstufen, vollstindig charak-
terisieren konnte.

Insgesamt vier cyclische Peptide besitzen periphere Aminosauren mit Carboxylatgruppen,

nimlich die modular dargestellten 5-Aminoisophthalsdure-basierten Peptide 34, 5 und 6,
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sowie das sequentiell synthetisierte Aminoterephthalsidure-basierte Peptid 107 (Abb. 2.7).

© ©
i-PrOOC COO i-PrOOC __ .~ ~ © i-ProOC__ .»~__COO
® COO ®
O-__NH N(n-Bu), O-__NH N(n-Bu), O._NH N(n-Bu),
0] 0] (0]
O’U\N O/U\N O/U\N
N 3 N 3 N 3
34 5 6
©
~—C00
I-PrOOCj‘ N(n-Bu)4
NH
(0]
0]
O)LN
N 3
T " e
10

Abb. 2.7 Wiibrend dieser Arbeit entwickelte potentielle Rezeptoren mit peripheren Aminosduren.

Diese Verbindungen unterscheiden sich einerseits im Abstand der gastbindenden Carboxylat-
gruppen zum cyclischen Grundgeriist (34, 5 und 6), andererseits stellen 5 und 107 Regio-
isomere dar. Sie differieren nur in der Stellung der Aspartatgruppen an den aromatischen

Cyclopeptiduntereinheiten.

Zur Klirung der Frage, ob die Cavitit zur Substratbindung notwendig ist, stellte ich die
beiden linearen Peptide 52 und 54 erstmals dar (Abb. 2.8).

i-PrOOCﬁ \\\\\ \/COO® N(n—Bu)C? i-PrOOC__ .« \/COO® N(n-Bu)?
O._NH O~_NH
O ) = |
@/MH I 3())Pr Q)K” SN I OPr
Boc 52 Boc 54

Abb. 2.8 Wiibrend dieser Arbeit entwickelte lineare Peptide mit Carboxylatgruppen.
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Letztendlich konnte ich zwei Cyclopeptide darstellen, die Carboxylatgruppen direkt an den
aromatischen Untereinheiten tragen. Auch 94 und 41 sind Regioisomere (Abb. 2.9).

N(n-Bu)S9 S N(n-Bu)? o &
o
0 0
(S (S
Gk Y
94 41

Abb. 2.9 Zwei potentielle Rezeptoren mit Carboxylatgruppen, die sich direkt an den aromatischen
Einbeiten befinden.

Mit diesen anionischen Peptiden konnte ich nun systematische Untersuchungen zu ihren

Rezeptoreigenschaften, insbesondere zur Komplexierung von Kohlenhydraten, durchfithren.
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2.3  Rezeptoreigenschaften der neuen Peptide

2.3.1 Strukturen und Konformationen

Im Vorfeld dieser Arbeit hatten sich erste Anzeichen gefunden, daf3 5 und 6 Rezeptoren fir
Monosaccharide sein koénnten.®] Bevor ich aber mit diesen anionischen Peptiden
weiterfithrende Wirt-Gast-Untersuchungen durchfiihrte, interessierte mich die bevorzugte
Konformation dieser Verbindungen. Eine sehr gute Moglichkeit, Molekilstrukturen
aufzuklaren, ist die Rontgenstrukturanalyse, fiir die man allerdings Einkristalle der zu analy-
sierenden Verbindung bendtigt. Kubik konnte so bereits zeigen, dafl das ,,unsubstituierte®
Cyclopeptid 3 im 1:1-Komplex mit N-Methylchinuclidiniumiodid eine annihernd Cs-
symmetrische Konformation annimmt, in der die drei Benzenringe einen schalenférmigen
Hohlraum aufspannen.* In diesen kann dann ein Kation eingelagert werden, wihrend das
Gegenanion an der Unterseite des Cyclopeptids von Amid-NH-Gruppen tber Wasserstoft-
bricken gebunden wird.

Ich versuchte auf mehrere Arten, Einkristalle, vor allem von Komplexen von 5 und 6 mit
verschiedenen Monosacchariden, darzustellen. Dies gelang jedoch nicht. Selbst der Austausch
der Tetra-z-butylammoniumionen gegen Lithium, Cisium oder gegen dreifach positiv
geladene Europiumionen bei Verbindung 6 fiihrten nicht zu Verbindungen, die als Reinver-
bindung oder als supramolekularer Komplex mit einem Substrat, kristallisierte.

Daher erschien es mir sinnvoll, mit Hilfe der NMR-Spektroskopie nach Informationen tber
die Konformationen der Rezeptoren in Lésung zu suchen.

Die 'H-NMR-Spektren sowohl des freien unsubstituierten Cyclopeptids 3 als auch des
Komplexes mit N-Methylchinuclidiniumiodid zeigen, zumindest im zeitlichen Mittel, Cs-
symmetrische Konformationen an.

Fir die "TH-NMR-Spektren der freien Peptide 34, 5, 6 und 41 in DMSO-d¢ gilt das gleiche.
Auch bei diesen Verbindungen ist die bevorzugte Konformation in Losung im zeitlichen
Mittel Cs-symmetrisch. Da bei allen vier Peptiden die chemischen Verschiebungen und
Kopplungskonstanten der Protonen des makrocyclischen Grundgeriists in den 'H-NMR-
Spektren im wesentlichen denen der unsubstituierten Stammverbindung 3 entsprechen, ist es
wahrscheinlich, dal3 die substituierten Cyclopeptide in Losung eine dhnliche Struktur wie 3
besitzen.

Die peripheren Aminosauren bzw. Carboxylatgruppen scheinen die Konformation des
Cyclopeptidgrundgeriistes also nicht wesentlich zu beeinflulen. Das erscheint plausibel, denn
eine Wechselwirkung mit den Aminosiureeinheiten im Ring ist aufgrund der Position der
peripheren Substituenten unwahrscheinlich. Einerseits stehen sie in meta-Position zu den
beiden anderen aromatischen Substituenten und damit relativ weit von diesen entfernt,
andererseits befinden sie sich an der offenen Seite (am wide rim) des schalenférmigen

Hohlraums.
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Einen entscheidenden Einfluf3 auf das Komplexierungsverhalten der cyclischen Peptide mit
peripheren Aminosduren 34, 5, 6 und 107 sollte die Konformation der peripheren Asparagin-
und Glutaminsdurereste haben, die als Bindungsstellen fir die Substrate ausgenutzt werden
sollen. So wird durch ihre rdumliche Anordnung die Stellung der Carboxylatgruppen zur
Cavitit bestimmt. Cyclopeptide, die diese funktionellen Gruppen nicht besitzen, wie die
Tricarbonsduren 36 und 38, sind nicht in der Lage, kleine Molekiile, wie z.B. Monosaccharide
zu komplexieren. ]

Informationen tber die Konformation der peripheren Aminosiuregruppen liefern die 'H-
NMR-Spektren der entsprechenden Cyclopeptide. Sie zeigen z.B., dal3 der letzte Schritt der
Synthese des y-Glutamats 6, nimlich die Deprotonierung der Carbonsiuregruppen, einen
signifikanten Tieffeldshift des Signals der NH-Protonen der Glutaminsaureeinheiten um 3,14
ppm im 'H-NMR-Spektrum verursachte (siche Abb. 2.10 und Tabelle 2.1). Solch ein Shift ist
Ublicherweise ein Zeichen dafir ist, dall das betreffende Wasserstoffatom an einer
Wasserstoffbrickenbindung beteiligt ist. Im Unterschied hierzu wird die Resonanz der
Peptid-NH-Gruppen im Makrocyclus von der Deprotonierung der Carbonsiuregruppen
nicht beeinfluf3t. Eine dhnliche Situation, wenn auch weniger stark ausgeprigt, beobachtete

ich auch bei Cyclopeptid 5.

10.57 ppm

8.90 ppm

5-AIS-NH

Glu-NH

" J JMMHM VL

T T T T T T

13 12 1 II 10 9 8 7 6 5
ppm
Abb. 2.10  Ausschnitte aus den "H-INMR-Spektren von 6 (a) und seinem protonierten 1V orlaufer 38 (b).

Sichtbar wird die 1 erschiebung des Signals der Glutaminsiure-INH-Protonen. (DMS O-ds, 500 MHZ).
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Um aus diesen experimentellen Daten Aussagen tber die Konformationen der peripheren
Aminosduren machen zu koénnen, mullte ich zunichst kliren, ob die beobachteten
Wasserstoffbriicken inter- oder intramolekular gebildet werden. Intermolekulare Wasserstoft-
briicken wiirden auf eine Selbstassoziation der anionischen Cyclopeptide hindeuten. Um
diesen Sachverhalt zu dberprifen, kann man z.B. die Temperaturabhingigkeit der
chemischen Verschiebung des betroffenen NH-Protons bestimmen.[®263 Fir das Losungs-
mittel DMSO existieren dabei die verlaBlichsten Vergleichswerte in der Literatur. So werden
Temperaturgradienten von -5 bis -7 ppb/K intermolekularen Wasserstoffbriicken (meist zum
Solvens) zugeordnet, wihrend Werte unter -2 ppb/K als Hinweis auf eine Abschirmung der
betreffenden Protonen vom Losungsmittel durch intramolekulare Wasserstoffbriicken
angesechen werden. Diesen Effekt erklirt man dadurch, dal3 bei hoheren Temperaturen aus
entropischen Griinden intermolekulare Wasserstoffbriicken leichter gebrochen werden als
intramolekulare. Deshalb dndert sich die chemische Umgebung intermolekular gebundener
Wasserstoffatome stirker, was einen stirkeren Hochfeldshift der entsprechenden Signale mit

steigender Temperatur zur Folge hat.

12,000 ~ O\O\Q\Q\O\O
11,600 - ® 34: 5-AIS-NH
[ O 34: Glu-NH
L lineare Regressionen
11,200 A 5:5-AIS-NH
L A 5: Asp-NH
i lineare Regressionen
E 10,800 - ¢ 6:5-AIS-NH
& S & 6: Glu-NH
‘(z‘ [ lineare Regressionen
10,400
10,000 “ - - °
8,400 -
8,000 1 O— —O— —O— — 00— O e
T T T T T T T T T T T T 1

295 300 305 310 315 320 325 330 335 340 345 350 355 360

Temperatur [K]

Abb. 211 Chemische 1 erschiebung 6 der verschiedenen NH-Gruppen von 5, 6 und 34 in Abhdngigkeit

von der Temperatur. Ergebnisse der linearen Regressionen siehe Tabelle 2.1.

Fir die NH-Gruppen der peripheren Aminosiduren in den Verbindungen 5, 6 und 34 ergaben

solche Untersuchungen Werte fir die Abhingigkeit der chemischen Verschiebungen in
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Abhingigkeit von der Temperatur zwischen 0,00 und -1,61 ppb/K (Abb. 2.11). Somit
befinden sie sich in einer intramolekularen Wasserstoffbriicke, hochstwahrscheinlich mit den
jeweils benachbarten Carboxylatgruppen desselben Substituenten als Wasserstoffbriicken-
akzeptor. Zum Vergleich dienen die Werte fur die NH-Gruppen der Amidbindungen
innerhalb des Ringes. Sie liegen zwischen -5,17 und -6,02 ppb/k. Diese NH-Gruppen bilden
also nur Wasserstoffbriicken zum Solvens, nicht aber zu anderen Gruppen im selben
Molekdil.

Molecular-Modeling-Studien, insbesondere die Konformerensuche auf semiempirischem
Level mit AM1 von Modellverbindungen fiir die peripheren Aminosduren, halfen, eine
rdaumliche Vorstellung der gebildeten intramolekularen Wasserstoffbriicken zu gewinnen.
Von allen gefundenen Konformeren waren cyclische Strukturen mit intramolekularen H-
Briicken durchgehend stabiler als offenkettige Konformere. Der enthalpische Energiegewinn
durch die Wasserstoffbriicken tuberwiegt also den entropischen Nachteil der durch die

cyclische Konformation verringerten Anzahl an Freiheitsgraden.

i-PrOOCM

O
YQ/

i-PrOOC

a: 8.65 ppm
b: 8.02 ppm

c: -1.05 ppb/K :1.85A

121°

e

34

@

a: 10.57 ppm
10.58 ppm
-5.17 ppb/K

a: 9.02 ppm
b: 10.19 ppm
¢: £0.00 ppb/K

g@u

i- PrOOCW j:
(0]
YN Heo a: 8.90 ppm
> b: 12.04 ppm

c: -1.61 ppb/K

:1.76 A
142°

o
Q

@

a: 10.58 ppm
b: 10.63 ppm
c: -6.00 ppb/K

LL"_LL

1.72A
164°

°a

: 10.57 ppm
b: 10.71 ppm
c: -6.02 ppb/K

3?
-+

Tab. 2.1 Ergebnisse der Untersuchungen ur Konformationen der peripheren Amiinosduren. Angegeben
sind die chemischen 1 erschiebungen der INH-Protonen vor (a) wund nach (b) Deprotonierung der
Carboxylgruppen. (c) ist die Temperaturabhingigkeit der NH-Resonang in DMSO-ds, (d) die berechneten
Liéingen und (e) die berechneten Winkel der N-H - - -O W asserstoffbriicken.

Interessanterweise traten bei der Modellverbindung fiir 5, in der durch die Wasserstoffbriicke
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ein Sechsring gebildet wird, zwei sesselformige und zwei Twist-Konformere auf. Letztere
waren, wie die analogen Konformere des Cyclohexans, etwas energiereicher und damit
unguinstiger.

In Tabelle 2.1 sind alle relevanten chemischen Verschiebungen vor und nach der
Deprotonierung und die Werte der Temperaturgradienten fiir alle Amid-NH-Protonen der
Verbindungen 5, 6 und 34 aufgelistet. Ebenfalls abgebildet sind die berechneten Konfor-
meren der Modellverbindungen mit den niedrigsten relativen Energien. Die dabei
gefundenen N-H~O-Winkel und H-~O-Abstinde sind ebenfalls angegeben.

Von Verbindung 34 tber 5 zu 6 hin nimmt die GréBe der durch die Wasserstoffbriicken
geschlossenen Ringstrukturen vom 5- iber 6- zum 7-Ring hin zu. Auffillig ist, dal} in der
gleichen Reihenfolge, also mit steigender Ringgrof3e, der N-H~O-Winkel und die chemische
Verschiebung der NH-Gruppen zunehmen, wihrend die Linge der Wasserstoffbriicken
abnimmt. Daraus kann man schlieBen, dal3 hochstwahrscheinlich die Stabilitit der
Wasserstoffbriicken mit zunehmender Ringgréfie zunimmt. Merkwiirdig erscheint in diesem
Zusammenhang auf den ersten Blick, daf3 die chemische Verschiebung der NH-Gruppe im 5-
Ring (Verbindung 34) nach der Deprotonierung und damit nach Bildung der Wasser-
stoffbriicke nicht, wie bei Bildung der 6- und 7-Ringes, tieffeld-, sondern um 0,63 ppm
hochfeldverschoben wird, obwohl man auch hier eine Entschirmung des NH-Protons und
damit einen Tieffeldshift erwarten wirde. Der Grund hierfiir kann mdglicherweise in der
magnetischen Anisotropie in der Umgebung der Carboxylatgruppe liegen, die sich bei dem
relativ kleinen Winkel von 121° anders auswirkt als bei den gréBeren Winkeln der
Wasserstoffbriicken im 6- und 7-Ring. Kessler konnte fiir vergleichbare Systeme finden, daf3
die ,,chemische Verschiebung als sehr grobes Mal3 fur die Stirke einer internen H-Briicke

angesehen werden kann. Anisotropieeffekte miissen dabei jedoch vernachlassigt werden. 6]

Analoge Untersuchungen mit Cyclopeptid 107 waren leider aufgrund relativ breiter Signale
der NH-Protonen im 'H-NMR-Spektrum nicht moglich. Die chemische Verschiebung der
Amidprotonen der Asparaginsdureseitengruppen betrigt hier vor der Deprotonierung 9,27
ppm. Der Shift auf 11,46 ppm nach der Deprotonierung 13t es aber sehr wahrscheinlich
erscheinen, daf3 hier dhnliche intramolekulare Wasserstoffbriicken in den Seitenaminosauren

existieren wie in dem isomeren Cyclopeptid 5.

In Bezug auf die geometrischen Daten ergaben meine Berechnungen tendenziell dhnliche
Werte, wie sie von Ramek fir w-Hydroxysduren und w-Aminosiuren beschrieben wurden, die
ebenfalls durch Wasserstoffbriicken geschlossene 5- bis 8-Ringe bilden.[04.63]

Es ist sehtr wahrscheinlich, dall durch die intramolekularen Wasserstoffbriicken in den
Tricarboxylaten 5, 6 und 34 die Beweglichkeit der peripheren Aminosduren (zumindest in

Losungsmitteln mit dhnlicher oder geringerer Polaritit wie DMSO) erheblich eingeschrinkt
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wird. Somit wird die Orientierung der Carboxylatgruppen zu den schalenférmigen Hohl-
raumen, die die Makrocyclen der Cyclopeptide aufspannen, im wesentlichen nur noch durch
eine Rotation um die Bindungen der peripheren Aminosiuren zu den Aromaten beeinfluf3t

(in Tabelle 2.1 mit kreisférmigen Pfeilen gekennzeichnet).

Eine konformative Fixierung der peripheren Aminosauren durch intramolekulare Wasser-
stoffbriicken kann beziiglich der Rezeptoreigenschaften Vor- und Nachteile haben. Einerseits
ist ein flexibler Rezeptor in der Lage, sich an ein Substrat anzupassen und so die Kom-
plexierung zu ermdglichen. Andererseits kann eine grof3e Flexibilitit die Selektivitit bei der
Komplexierung dhnlicher Substrate verringern. Beide Effekte missen bei meinen Rezeptoren

berticksichtigt werden.
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2.3.2 Bestimmung von Komplexstéchiometrien und Assoziationskonstanten

Die NMR-Spektroskopie hat sich in der Supramolekularen Chemie als Standardmethode zur
Untersuchung von Komplexstochiometrien, -bindungskonstanten und -strukturen etabliert.
Hierbei wird ausgenutzt, da3 eine Komplexbildung meist Verinderungen der chemischen
Umgebung einzelner Protonen von Rezeptor und/oder Substrat verursacht, was sich in einer
Verschiebung der Signallage in den NMR-Spektren duflert. Daher ist diese Methode nahezu
universell verwendbar, um Komplexbildungen zu untersuchen. Andere spektroskopische
Methoden sind hierzu zwar auch geeignet, sie benotigen jedoch meist spezielle Molekdil-
eigenschaften, wie z.B. die Anwesenheit einer fluoreszierenden funktionellen Gruppe, damit

die Komplexbildung nachgewiesen werden kann. Das schrinkt ithre Anwendbarkeit ein.

Der erste Schritt meiner Untersuchungen zu den Rezeptoreigenschaften der von mir
dargestellten Cyclopeptide bestand meist darin, das 'H-NMR-Spektrum einer dquimolaren
Mischung aus potentiellem Rezeptor und Substrat mit den Spektren der Einzelkomponenten
zu vergleichen. Fand eine intermolekulare Wechselwirkung statt, konnte ich Shifts in den
chemischen Verschiebungen der Signale von Rezeptor und Substrat beobachten. Alle von
mir untersuchten Komplexe zeigten im Vergleich zur NMR-Zeitskala schnelle Kom-
plexierungsgleichgewichte, so daf} in den Spektren der Mischungen eine zwischen gebun-
denen und freien Spezies gemittelte Signallage zu beobachten war. Der Wert fir die
Anderung der chemischen Verschiebung wihrend der Komplexierung A8 entspricht dabei
der Differenz zwischen den chemischen Verschiebungen eines Signals der Mischung (Sobs)
und der freien, ungebundenen Spezies (8o). Separate Signalsitze fiir die im Gleichgewicht
vorliegenden freien und gebundenen Spezies beobachtet man nur, wenn die Kom-

plexierungsreaktion (Gl. 1) im Verhiltnis zur NMR-Zeitskala langsam ist.

K,

Rezeptor + Substrat Komplex GL1

K,

Der zweite Schritt zur Charakterisierung der gebildeten Komplexe besteht in der
Bestimmung ihrer Stéchiometrie, ohne deren Kenntnis eine Bestimmung der
Komplexstabilititskonstante nicht moglich ist. Hierzu kann die Methode von Jobl6%¢7]
verwendet werden, die von Blanda et al. auf die NMR-Spektroskopie tibertragen wurde. o8]
Bei dieser sogenannten ,,Methode der kontinuierlichen Variationen® wird die Summe der
Konzentrationen von Rezeptor und Substrat in einer Serie von Proben konstant gehalten, das
Verhiltnis der beiden Konzentrationen aber variiert. Typischerweise stellt man Losungen her,
die die beiden Verbindungen im Molenbruchbereich X von 0,0 bis 0,9 in Schritten von 0,1
enthalt und nimmt ihre NMR-Spektren auf. Die Konzentrationen miissen so gewihlt werden,
daf3 die beiden Verbindungen keine Selbstassoziation aufweisen. Ob dies im gewtiinschten

Konzentrationsbereich tatsiachlich der Fall ist, kann zuvor durch die Vermessung von
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Verdinnungsreihen der Finzelverbindungen untersucht werden.

Bei der Methode von Job ist die Komplexkonzentration dann maximal, wenn Rezeptor und
Substrat in einem Verhiltnis vorliegen, das der Stochiometrie des aus ihnen gebildeten
Komplexes entspricht. Die Komplexkonzentration ist allerdings nicht direkt mef3bar. Blanda
konnte jedoch zeigen, daB3 die Komplexkonzentration im Falle von schnellen Gleich-
gewichten dem Wert AS und, bei konstanter Gesamtkonzentration von Rezeptor und
Substrat, zusitzlich dem Molenbruch der beobachteten Komponente proportional ist. Daher
erhilt man aus der Auftragung des Produkts A6*X gegen einen der beiden Molenbriiche eine
Kurve, die ein Maximum bei dem Molenbruch besitzt, der mit der Komplexstochiometrie

korreliert.

Im dritten Schritt erfolgt erst die Bestimmung der Stabilititskonstante mit Hilfe einer Wirt-
Gast-NMR-Titration. Dabei titriert man zu konstanten Mengen der Verbindung, deren
Signalshift verfolgt wird, steigende Mengen der anderen Komponente in einem geeigneten
Losungsmittel. Der durch die Komplexierung induzierte Signalshift wird im Verlauf der
Titration mit steigender Konzentration der zutitrierten Komponente groler. Trigt man die
beobachtete chemische Verschiebung in Abhingigkeit von dem Stoffmengenverhaltnis
zwischen Rezeptor und Substrat auf, resultiert eine Sittigungskurve. Sie nahert sich asymp-
totisch einem Grenzwert, der der chemischen Verschiebung fiir das beobachtete Proton im
Komplex entspricht.

Die Konzentrationen und Stoffmengenverhaltnisse, bei denen die Messungen durchgefiihrt
werden, sollten idealerweise so gewihlt werden, daB3 bei der Titration idealerweise 75%
Sittigung erreicht wird. %]

Die beobachtete chemische Verschiebung 8obs hangt in gewichteten Anteilen von den Werten
fir das freie Substrat 6, und fiir das Substrat im Komplex 6k ab. Fir einen 1:1-Komplex
ergibt sich die nachfolgende Gleichung (Gl1.2).

_ [S], —[K] <5 + [K] S [S]o= Ausgangskonzentration Substrat

obs 0 Gl 2
" [S], [S1, K= Komplexkonzentration

Mit Hilfe des Massenwirkungsgesetzes von Gleichung 1 fiir den Fall einer 1:1-Stéchiometrie
(GL 3) und den entsprechenden Massenbilanzen kann man alle unbekannten Konzentra-
tionen so durch bekannte Ausdricke ersetzten, dal nur noch die Assoziationskonstante K,

und Sk als unbekannte Gréen in einer Funktion tibrigbleiben.

[R]= Rezeptorkonzentration

__[K]

W= [S]= Substratkonzentration Gl 3
[RI[S]

[K]= Komplexkonzentration

Dies ld3t die Auswertung der Mef3werte mit Hilfe einer nicht-linearen Regression zu, in deren
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Verlauf die Funktion durch iterative Anderung der beiden Unbekannten an die MeBwerte
angepalit wird.7.097] So erhilt man Werte fir 8k, also dem Grenzwert, gegen den die
Regressionskurve lduft, und fiur die Assoziationskonstante, die letztendlich mit der

Krimmung der Sittigungskurve korreliert.

Diese Verfahren zur Untersuchung der Eigenschaften supramolekularer Komplexe sind
analog auch mit jeder anderen MeBmethode durchfithrbar, bei der sich eine beobachtbare
physikalische Grofie durch die Komplexierung verandert. So kénnen zur Bestimmung von
Stabilititskonstanten z.B. auch die Fluoreszenz-, UV-VIS- und CD-Spektroskopie verwendet

werden.
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2.3.3 Kohlenhydrate als Substrate

2.3.3.1 Besonderheiten der Kohlenhydraterkennung

In der Natur spielen Kohlenhydrate nicht nur eine wichtige Rolle als Nihrstoffe, sondern sie
sind ganz entscheidend an den sehr komplexen Vorgingen beteiligt, die es Zellen
ermoglichen, andere Zellen zu erkennen und dabei kérpereigene von korperfremden zu
unterscheiden. Kohlenhydrate besitzen namlich ein groB3es Potential als Informationsspei-
cher. Fiir ein Oligosaccharid beispielsweise sind durch Variation der Substitutionsorte und
Verwendung verschiedener isomerer Monosaccharideinheiten viel mehr Strukturisomere
moglich als fiir ein Oligopeptid mit der gleichen Anzahl von Aminosiurebausteinen.
Oligosaccharide sind Bestandteile von Glycoproteinen und Glycolipiden, die an vielen
Zelloberflichen die interzellulire Erkennung durch Rezeptorproteine vermitteln.[>-70 Diese
Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen spielen beispielsweise bei Infektionen, Entziin-
dungsvorgingen und der Zellhaftung eine zentrale Rolle. Aber auch fir ihre Funktion als
Energielieferant ist die molekulare Erkennung von Sacchariden entscheidend. Sie stellt den
ersten Schritt in der Arbeitsweise von Enzymen dar, die Kohlenhydrate fir den Organismus
als Niahrstoffe erschlief3en.

Eine selektive molekulare Erkennung von Kohlenhydraten ist schwierig, da diese Verbin-
dungen weder geladene funktionelle Gruppen noch besonders basische oder saure Figen-
schaften besitzen, die spezifische Wechselwirkungen mit einem Rezeptor erleichtern wiirden.
Insgesamt koénnen sie deshalb nur relativ schwache intermolekulare Wechselwirkungen
eingehen.l’”78l Thre Hydroxygruppen besitzen eine komplexe, divergente Anordnung im
Raum. Ein Monosaccharid unterscheidet sich nur durch deren exakte Anordnung und
zusatzliche kleine unpolare Flichen seiner CH-Gruppen von z.B. einem Cluster aus
Wassermolekiilen. In der Natur findet man dennoch Enzyme und Rezeptoren mit grof3en
Selektivititen fiir Kohlenhydrate (siche Einleitung, Abb. 1.5). Deren Funktion nachzuahmen
ist eine groB3e Herausforderung fur die Supramolekulare Chemie.

In der letzten Zeit konnten in diesem Zusammenhang einige leistungsfihige Kohlenhydrat-
rezeptoren entwickelt werden. Eine Ubersicht iiber solche Strukturen und ihre Fihigkeiten ist
vor kurzem von Davis et al. veroffentlicht worden.?2 Es handelt sich dabei meist um
makrocyclische Rezeptoren, die konvergent angeordnete funktionelle Gruppen zur Kohlen-
hydratbindung besitzen. Ein frithes Beispiel hierfiir ist das bereits in der Einleitung erwihnte
Resorcinaren 1, das in bestimmter Hinsicht sogar Eigenschaften eines kiinstlichen Enzyms
zeigte.

Das tricyclische Amid 108 (Abb. 2.12) hat die Arbeitsgruppe um Davis entwickelt. Es

verfolgt einen biomimetischen Ansatz, denn oberhalb und unterhalb des Hohlraums sind
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aromatische Gruppen fir CH-n-Wechselwirkungen angebracht, wihrend in der Ebene um
den Hohlraum Amidgruppen als Wasserstoffbriickenbindungspartner zur Verfiigung stehen.
108 ist in der Lage, Octyl-3-D-glucopyranosid (109) in dem kompetitiven Losungsmittel-
gemisch Chloroform/Methanol (92:8) mit einer Stabilititskonstante K,~1000 M- zu binden.
Auch die Selektivitit von etwa 50 gegentiber dem entsprechenden a-Anomer ist bemerkens-
wert.[””l Sie 143t sich anhand der Rezeptorstruktur erkliren: bei dem 3-D-Glucosid stehen alle
Substituenten dquatorial und damit in der Ebene, die durch den pyranosiden Ring aufge-
spannt wird und in der im Komplex auch die Amidbindungen des Rezeptors stehen. Beim
entsprechenden a-Anomer stort der lange Octylrest, da er in seiner axialen Stellung eine
sterische Hinderung im Komplex darstellt.

Dieses Grundgertst konnte auch zur Extraktion von Monosacchariden aus Chloroform-
l6sungen verwendet” und durch Vergroflerung des Hohlraums zu einem Disaccharid-

rezeptor weiterentwickelt werden. 8]

R-0 7?
/ HO
Hom
HO OCgH47
OH
109

108

o\
—
\o /

/

Abb. 2.12  Dieses tricyclische Amid von Davis ist ein Koblenhydratrezeptor (3.B. fiir das Octylglucosid
109) mit ansgeprdgter Selektivitat.

Die Natur zeigt, dal anionische Gruppen sehr gut zur Fixierung von Hydroxygruppen
geeignet sind (Abb. 1.5). Auch in kiinstlichen Kohlenhydratrezeptoren nutzt man diese
Wechselwirkung zur Bindung von Kohlenhydraten aus, wie die Beispiele einiger anionischer
Kohlenhydratrezeptoren zeigen.->4 Beispielsweise besitzt der Komplex aus dem cyclischen
Trisphosphat 110 und dem Glucosid 109 eine Stabilititskonstante K,= 3500 M1 in
Acetonitril (Abb. 2.13).
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110 110a

Abb. 2.13  Das von Diederichs entwickelte Trisphosphat 110 bindet ebenfalls das Glucosid 109.

Interessanterweise konnte Diederich zeigen, dal3 das nicht-cyclische Analogon 110a dasselbe
Substrat wesentlich schlechter bindet, nimlich mit einer Assoziationskonstante von nur K,=
170 M! im gleichen Loésungsmittel. Das gleichzeitige Zusammenwirken von drei anionischen
Gruppen, die gemeinsam von einem makrocyclischen Grundgeriist aus ein Substrat binden
konnen, wirkt sich also positiv auf die Affinitit dieses Rezeptors aus.[2

Auch wenn, wie hier gezeigt, schon einige Schritte auf dem Weg zu biomimetischen
Kohlenhydratrezeptoren gegangen worden sind, ist die selektive intermolekulare Kom-

plexierung von Zuckern in willrigen Losungsmitteln bisher erst ansatzweise gelungen.[”%, 83-87]

Bei der Entwicklung von kiinstlichen Kohlenhydratrezeptoren ist die Wahl der
substratbindenden funktionellen Gruppe ein entscheidender Faktor. Grundlegende Arbeiten
von Schneider et al. zeigen, wie unterschiedlich einfach geladene anionischen Gruppen mit
Hydroxygruppen wechselwirken konnen. Er fand sowohl fiir das 1,2-#rans-Cyclohexandiol als
auch fir verschiedene Monosaccharidderivate, daf3 die Affinitit von Monoanionen zu diesen
Hydroxyverbindungen in der Reihenfolge Iodid < Benzensulfonat < Bromid < Diphenyl-
phosphat < Chlorid < Benzoat zunimmt. Der Grund fiir die Reihenfolge der organischen
Ionen (Benzensulfonat, Diphenylphosphat und Benzoat) liegt wohl in der abnehmenden
Aciditit der entsprechenden konjugierten Sduren dieser Anionen und der damit verbundenen
Tendenz, durch eine Komplexierung von OH-Gruppen stabilisiert zu werden.B3 Diese These
wird dadurch unterstrichen, dal Wilcox et al. die gleiche Reihenfolge bei der Wechselwirkung
dieser Anionen mit einem Harnstoffderivat fand.[881 Es uberrascht nicht, dal3 die Natur das

aus dieser Auswahl beste Anion, nimlich das Carboxylat, zur Kohlenhydraterkennung nutzt.
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Im Vergleich zu Monohydroxyderivaten werden 1,2-Dihydroxyverbindungen wie das 1,2-
trans-Cyclohexandiol von Carboxylaten etwa zwanzigfach besser gebunden. Die Ausbildung
von kooperativen Wasserstoffbriicken zwischen Rezeptor und Substrat hat also synergetische
Wirkung und vervielfacht die Assoziationskonstante.[®)l Dieser Effekt wird ebenfalls bei der

Komplexierung von Polyolen wie den Kohlenhydraten genutzt.

Die von mir synthetisierten Cyclopeptide mit peripheren Aminosduresubstituenten 5, 6, 34
und 107 enthalten alle Strukturelemente, die auch die Natur zur Kohlenhydraterkennung
nutzt: sie bestehen aus Aminosiurebausteinen und besitzen aufgrund ihrer makrocyclischen
Struktur einen Hohlraum, der gut zur Aufnahme eines Monosaccharids geeignet sein sollte.
Aullerdem besitzen sie aromatische Bausteine, die zur Ausbildung hydrophober
Wechselwirkungen zu den CH-Gruppen des Substrats fahig sein sollten. Zur Bindung der
Hydroxygruppen des Substrats stellen sie jeweils drei Carboxylatgruppen zur Verfiigung, die
um den Hohlraum angeordnet sind.

Verglichen mit anderen kunstlichen Kohlenhydratrezeptoren sind sie den von Diederich,
Schneider und Hamilton beschriebenen Phosphonat- bzw. Phosphaten wohl am nichsten

verwandt.31,5254]
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2.3.3.2 Eigene Untersuchungen[®1

Ist das Cyclopeptid 6 ein Rezeptor fiir Monosaccharide?

Um grundsitzlich zu kliren, ob die dargestellten Tricarboxylate mit peripheren Aminosaure-
resten mit Monosacchariden wechselwirken, nahm ich 'H-NMR-Spektren von 6, von #-
Octyl-a-D-glucopyranosid 111 sowie einer dquimolaren Mischung dieser beiden Verbin-
dungen in CDCI; auf. Dieses Losungsmittel ermoglicht es, auch relativ schwach wasserstoft-

briickengebundene Komplexe zu untersuchen, da es aprotisch und daher nicht-kompetitiv

ist.B1l

HO

HO Q
HO H(1)
OHOCSH17 n-Butyl a-CH
11
3,214 ppm
4,797 ppm
@ Glucose-H(1) “u
(b) 4,791 ppm ,
3,235 ppm

©

49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32
(ppm)

Abb. 2.14  Stack-Plot der "H-NMR-Spektren von 111 (a), 6 (c) und einer dquimolaren Mischung aus
beiden (b). Lasungsmittel: CDCls, interner Standard: TMS, alle Konzgentrationen: 1 mmol/ I.

Abb. 2.14 zeigt, dal3 die Anwesenheit des Cyclopeptids einen deutlichen Einfluf3 auf die
Signallagen und -formen des Monosaccharids besitzt. Dies kann als Hinweise auf eine
intermolekulare Wechselwirkung gewertet werden. Das Signal des anomeren Protons H(1)
von 111, das relativ isoliert im Spektrum bei ca. 4,79 ppm sichtbar ist, shiftet aufgrund der
Wechselwirkungen z.B. um einen geringen Betrag zu hoheren Feldstirken. Solche Hochfeld-
shifts findet man hiufig, wenn ein Substrat in die Cavitit eines Wirtmolekils mit
aromatischen Substituenten eingelagert wird und dadurch in die Nihe dieser n-Systeme
gelangt.’2%31 Der beobachtete Hochfeldshift des Gastprotonensignals deutet also eine
Einlagerung des Monosaccharids in die Cavitit von 6 an.

Das Spektrum des Cyclopeptids ((c) in Abb. 2.14) zeigt, ausgenommen der Signale der Tetra-
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n-butylammoniumionen, sehr breite Signale. Die Ursache konnten einerseits langsame
Konformerengleichgewichte, andererseits aber auch eine Selbstassoziation sein. Dies dndert
sich auch nach der Substratzugabe nicht. Die Substratzugabe verursacht lediglich einen
Hochfeldshift der Tetra-#-butylammoniumsignale, der fir die a-CHa-Gruppen am groéfiten ist
und mit abnehmender Nihe zum Stickstoffatom kleiner wird. Einen solchen Shift wiirde
man erwarten, wenn in Chloroform enge Ionenpaare aus Kationen und Carboxylatgruppen
durch die Kohlenhydratkomplexierung getrennt werden. Im ungestorten, engen Ionenpaar ist
die Bildung von N*-CH:~OOC -Wasserstoffbriicken méglich, Y wodurch die CH-Gruppen
entschirmt werden. Die Verdringung der Ionen von den Carboxylatgruppen durch die
Monosaccharidmolekiile kbnnte dann den beobachteten Hochfeldshift der Kationensignale
erklaren.

Auch dieser Effekt spricht also fiir eine Komplexierung des Monosaccharids durch Rezeptor
6. Da in Chloroform aber offensichtlich Substrat und Gegenionen um die Substratbindungs-
stellen des Rezeptors konkurrieren, verkompliziert sich das Komplexierungsgleichgewicht.
Aus diesem Grund versuchte ich, durch eine Erh6hung der Losungsmittelpolaritit die
Wechselwirkungen der Carboxylate mit den Kationen zu unterdriicken, méglichst ohne dabei
die Komplexierung des Monosaccharids durch 6 zu verhindern.

Ich fand in dem Gemisch Chloroform/Methanol (96:4) ein Losungsmittel, das beide
Anforderungen erfillt. In Abb. 2.15 ist der Stack-Plot der NMR-Spektren abgebildet, die
ansonsten unter den gleichen Bedingungen wie die in Abb. 2.14 gezeigten aufgenommen
wurden. Einziger Unterschied ist, dal3 das Methylglucosid Methyl-a-D-glucopyranosid (112)
anstelle des Octylderivats (111) als Substrat verwendet wurde. Dieses Glycosid ist einem
unsubstituierten Monosaccharid strukturell dhnlicher und darum fir solche Untersuchungen
sehr viel besser geeignet. In reinem Chloroform ist es aber unléslich. Auflerdem sind die
Signale des Cyclopeptids in dem Chloroform-Methanol-Gemisch wesentlich schirfer, was
ebenfalls ein Vorteil fiir die Wirt-Gast-Untersuchungen ist.

Abb. 2.15 zeigt, dall nach Zugabe des Monosaccharids zum Cyclopeptid 6 keine Shifts bei
den Signalen der Tetra-7-butylammoniumionen zu beobachten sind. Dies zeigt, dal} in dem
gewihlten Losungsmittelgemisch keine engen lonenpaare auftreten. Dagegen sind immer-
noch, wie in Chloroform, Shifts der Saccharidsignale zu beobachten. Das anomere Proton
shiftet sogar deutlicher zu héheren Feldstirken als bei der Komplexierung in Chloroform.
Mit der Methylgruppe ist aulerdem eine weitere im Spektrum aufgrund ihrer Signallage und
-Form gut zu beobachtende Gruppe im Substrat vorhanden. Ihre chemische Umgebung
dndert sich ebenfalls deutlich wihrend der Komplexierung, was der Shift ihres Signals um ca.
0,02 ppm zu héheren Feldstirken anzeigt. Die Grolenordnung der Shifts der Substratsignale
ist zwar vergleichsweise klein, steht aber im Einklang mit Werten, die bei der Komplexierung

von Monosacchariden durch andere Rezeptoren ebenfalls gefunden wurden.[3]
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Abb. 2.15  Stack-Plot der "TH-NMR-Spektren von 112 (a), 6 (c) und einer dquimolaren Mischung aus
beiden (b). Lisungsmittel: CDCl3/ CDs0D (96:4), alle Konzentrationen: 1 mmol) .

T

Diese Untersuchungen zeigen also, dafl Rezeptor 6 tatsichlich das verwendete Mono-
saccharid bindet. Die Komplexierung findet sogar in einem Loésungsmittel statt, in dem
Methanol, ein starker Konkurrent um die Substratbindungsstellen, bereits in einem 10.000-
fachen Uberschuf3 bezogen auf das Substrat vorliegt.

Fir dieses Wirt-Gast-System bestimmte ich nun die Komplexstéchiometrie nach der
Methode von Job. Es ergab sich, dafl der Komplex wie erwartet eine 1:1-Stochiometrie
besitzt (Abb. 2.16).
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& 00031
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Abb. 2.16  Job-Plot des Komplexes ans 6 und 112 Z;i CDCl5/CDsOD (96:4). Dreiecke: CH(1)-,
Kreise: O-CHjs-Gruppe. Beide Maxima liegen bei X5 =0,49.
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Um eine Selbstassoziation von Rezeptor oder Substrat, die auf das Gleichgewicht der
Komplexierung einen Einflu} hitten und eine quantitative Auswertung erschweren wiirden,
auszuschlieBen, nahm ich TH-NMR-Spektren der Verdiinnungsreihen von 5, 6 und 107 sowie
von 112, 114 und 115 (siche Abb. 2.20) als reprisentative Vertreter der verwendeten
Monosaccharide auf. In keinen Fall konnte ich konzentrationsabhingige Verinderungen der
Spektren im fir die quantativen Untersuchungen relevanten Konzentrationsbereich (0,2 - 2
mM fir die Rezeptoren und 0,01 - 1 mM fir die Substrate) bei Verwendung von Chloro-
form/Methanol (96:4) als Losungsmittel beobachten. Eine Selbstassoziation findet also nicht
statt.

Daher konnte ich nun mit Hilfe einer Wirt-Gast-Titration die Stabilititskonstante des
Komplexes aus 6 und 112 bestimmen. Die beobachteten MeBwerte (Punkte) und das
Ergebnis der nichtlinearen Regression (Kurve) sind in Abb. 2.17 dargestellt. Die Stabilitits-
konstante ergab sich zu K,= 550 M-, bei einem Wert fiir ASma= -0,05 ppm fiir den Shift der
chemischen Verschiebung der Methylgruppe des Substrats.

0.030

0.025

0.020 -

0.015 1

-A3 [ppm] (O-CH,)

0.010

0.005

0.000 . T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

c(6)/c(112)

Abb. 2.17  Ergebnis der Wirt-Gast-Titration von 6 mit 112 in CDCl;/CD;OD (96:4). Interner
Standard: TMS. Punkte: Mefwerte, Linie: Ergebnis der nicht-linearen Regression.

Die GroéBe der Bindunskonstanten und vor allem die 1:1-Komplexstéchiometrie lassen
darauf schlieBen, da3 das Substrat von allen drei Carboxylatgruppen des Rezeptors gleich-
zeitig gebunden und in die Cavitit von 6 eingelagert wird. Eine rdaumliche Vorstellung von
diesem Komplex konnte ich durch Molecular-Modeling-Rechnungen gewinnen. Die erhal-
tene Komplexstruktur, die mit allen experimentellen Daten in Einklang steht, ist in Abb. 2.3
dargestellt (Kapitel 2.1).
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Um die Frage zu kliren, ob die Cavitit des Rezeptors wirklich zur Bindung eines
Monosaccharid notwendig ist, fithrte ich nun analoge Wirt-Gast-Untersuchungen mit den
beiden linearen Spezies 52 und 54 (Abb. 2.18) durch.

i-PrOOCW \\\\\ \/COO® N(n—Bu)C? i-PrOOC __ .« \/COO® N(n—Bu)C?
Oy -NH O._NH
A:N})LH I oPr QAS x I oPr
Boc 52 Boc 54

Abb. 2.18  Die linearen Peptide 52 und 54 sollen die Frage kliren, ob die dargestellten Peptide anch obne

préorganisierte Cavitit Substrate binden kinnen.

Die Wechselwirkung zwischen dem linearen Dipeptid 54 und dem Methyl-a-D-gluco-
pyranosid (112) ist so schwach (K<10 M), dall man sie nicht mit einer NMR-Wirt-Gast-
Titration quantifizieren kann. Das Signal der OCHj;-Gruppe des Monosaccharids shiftet
wihrend der Titration nahezu linear um den verhiltnismifig kleinen Betrag von 0,01 ppm
nach der Zugabe von 20 Aquivalenten des Carboxylats. Dies 1iBt auf unspezifische Wechsel-
wirkungen oder einen bloBen Effekt der Erhéhung der Losungsmittelpolaritit wiahrend der
Titration schliefen.

Unspezifisch ist auch die Wechselwirkung des linearen Hexapeptids 52 mit dem Methylgluco-
sid 112. Obwohl deutlich héhere Shifts der Substratsignale im 'H-NMR auftreten, zeigt der
Job-Plot (Abb. 2.19), da} das gebildete Aggregat eine Stéchiometrie zwischen 3:4 und 2:3
(52:112) besitzt. Eine Auswertung der NMR-Titration, die zudem einen nahezu linearen Shift

fur die Substratprotonen zeigte, war damit nicht méglich.

0.005
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0.003
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Abb. 2.19  Job-Plot von 52 und 112 in CDCl3/ CD3;0D (96:4). Beide Maxima liegen bei Xss =0,41.
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Diese Ergebnisse zeigten also eindeutig, dall das lineare Hexapeptid 52 keinen definierten
1:1-Komplex mit dem untersuchten Substrat bildet. Es mufte hierzu wahrscheinlich eine
Konformation annehmen, in der wie bei den cyclischen Derivaten alle drei Carboxylat-
gruppen konvergieren und das Peptidriickrat ebenfalls eine Art Hohlraum bildet. Dazu
miiiten aber eine Vielzahl von Einfachbindungen in einer bestimmten Konformation fixiert
werden, so dal} die Freiheitsgrade des Gesamtmolekdls erheblich verringert wiirden. Diese
Art der Komplexbildung wire entropisch unvorteilhaft. Ein makrocyclisches Molekiil ist
dagegen erheblich besser vororganisiert und eine kooperative Wechselwirkung aller
Bindungsstellen mit dem eingelagerten Substrat ist leichter méglich.

Damit konnte ich zeigen, daf} die Cavitit bei den hier verwendeten Cyclopeptiden fur die
Monosaccharidkomplexierung essentiell ist. Die fehlenden Rezeptoreigenschaften vom
Monocarboxylat 54 zeigen, daf3 das kooperative Zusammenspiel dreier anionischer Gruppen
die Substratbindung wesentlich verbessert, bzw. in dem verwendeten Losungsmittel
iiberhaupt erst erméglicht. Ahnliche Ergebnisse wurden fiir die Abb. 2.13 gezeigten Binaph-
thylphosphaten in der Arbeitsgruppe von Diederich gefunden.

Vergleich und Selektivitit der Rezeptoren auf 5-Aminoisophthalsiure-Basis

HO HO HO
HO HO OCHj,4 HO OCgH17
OH OH OH
OCH;
11 113 109

Methyl-a-D-glucopyranosid

OH
HO
LANS A
HO |
OCH;

Methyl-a-D-mannopyranosid

Methyl-p-D-glucopyranosid

L
o)
HO
OH
OCH,
11

Methyl-a-D-galactopyranosid

HO
w OCH
O 3

OH OH

11

Methyl-B-D-ribofuranosid

n-Octyl-B-D-glucopyranose

L OH
/O
HO __OCH,

OH
116

Methyl-B-D-galactopyranosid

Abb. 2.20  Im Rabmen dieser Arbeit als Substrate verwendete Monosaccharide. AufSer der Pentose 117
sind alle 1 erbindungen Hexosen.
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Um die Selektivitit von 6 und die Rezeptoreigenschaften und Selektivitit der ebenfalls auf
der nicht-natiirlichen Aminosaure 5-Aminoisophthalsiure basierenden Rezeptoren 5 und 34
zu untersuchen, mussen noch andere Monosaccharide als das Glucosederivat 112 als
mogliche Substrate untersucht werden. Ich habe mich fur die in Abb. 2.20 aufgefithrten

Monosaccharide entschieden, deren Vorteil u.a. ihre kommerzielle Verfiigbarkeit war.

In Tabelle 2.2 sind alle durch 'H-NMR-Wirt-Gast-Titrationen bestimmten Assoziations-
konstanten aufgelistet. Eine 1:1-Stéchiometrie der Komplexe wurde mit Hilfe von Job-Plots
auch fir 5@116 und 6@112 gefunden. Da alle gemessenen Titrationskurven sehr gut mit den
auf der Basis des mathematischen Formalismus von 1:1-Komplexen berechneten Kurven
tibereinstimmen, ist diese Stochiometrie fir alle anderen Komplexe sehr wahrscheinlich.

Auswertbare Titrationskurven konnten allerdings nur dann erhalten werden, wenn der
Wassergehalt des Losungsmittels mindestens 0,002% betrug. Nur dann lieBen sich die Werte
gut reproduzieren und Doppelbestimmungen ergaben stets im Rahmen des Mef3fehlers
tbereinstimmende Ergebnisse. Ein doppelt so grofler Wassergehalt beeinflulite die Gré3e der

Assoziationskonstanten und den Wert fir ASma dann nicht mehr signifikant. Uber die genaue

I<a/ Agmaxa)

Rezeptor 34 5

([=)}

Substrat

Methyl-a-glucopyranosid (112)»  420/-0,06  660/-0,07  550/-0,05

Methyl-8-glucopyranosid (113) 550/-0,04  810/-0,07  650/-0,06

n-Octyl-B-glucopyranosid (109) 560/0,059

Methyl-a-mannopyranosid (114) 450/-0,04 700/-0,04 440/-0,06

Methyl-a-galactopyranosid (115)P 300/-0,05 790/-0,06 390/-0,04

Methyl-B-galactopyranosid (116) 400/-0,06  540/-0,08  430/-0,05

Methyl-B-ribofuranosid (117)" 160/-0,07 290/-0,08 190/-0,08

Tab. 2.2 Assoziationskonstanten der Rezeptoren auf 5-Aminoisophthalsiaurebasis mit Monosaccharid-
substraten. Lisungsmittel: CDCls/ CD3;0D (96:4), interner Standard: TMS. a) K, in M, Febler <20%,
Aopase der O-CH3-Guppen in ppm. b) Es wurde CD30D mit 99,95-Atom-% D verwendet. ¢) Werte
bestimmt fiir die Verschiebung der O-CHo-Gruppe des Octylrestes.
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Rolle des Wassers, das essentiell fiir die Komplexbildung zu sein scheint, kann hier nur
spekuliert werden. Es erscheint jedoch mdglich, dall Wassermolekile in die Komplexe
eingebaut werden und kooperative Wasserstoffbriicken zwischen Rezeptor und Substrat
bilden. Dafir spricht, dal3 das Wasser eine Mindestkonzentration besitzen muf}, um eine
auswertbare Komplexbildung zu ermdglichen. In natiirlichen Kohlenhydratrezeptoren (siche
z.B. die Wassermolekiile in Abb. 1.5) vermitteln Wassermolekiile oft die Bindung eines
Monosaccharids.”! Aber auch in bestimmten kiinstlichen Kohlenhydratrezeptoren konnte

nachgewiesen werden, dall Wassermolekiile fiir die Komplexbildung wichtig sind.[*l

Die gemessenen Assoziationskonstanten und ASma-Werte liegen alle in der gleichen
Groflenordnung. Trotzdem sind einige Trends zu erkennen. Der Rezeptor 5 bindet alle
untersuchten Monosaccharide besser als die Rezeptoren 6 und 34. Anscheinend sind seine
Carboxylatgruppen besser zur Monosaccharidbindung vororientiert als die der beiden
anderen Cyclopeptide. Es ist denkbar, daf3 sich die Carboxylatgruppen beim o-Glutamat (34)
etwas zu weit und beim y-Glutamat (5) etwas zu nah an der Cavitit des cyclischen Grund-
geriists befinden, so daf} die Assoziationskonstanten fiir die untersuchten Monosaccharide
beim 3-Aspartat ein Maximum durchlaufen.

Sehr deutlich ist, da3 die Pentose 117 von allen drei Rezeptoren schlechter gebunden wird als
die Hexosen. Zwei Grinde erscheinen hierfiir plausibel: die Ribose besitzt eine
Hydroxygruppe und damit auch eine Bindungsstelle fir den Rezeptor weniger als die
Hexosen. Zum anderen ist die Ribose kleiner als die Hexosen, so dal3 sie moglicherweise
etwas schlechter in die Cavitit der Cyclopeptide passt. Beide Griinde verringern die
Assoziationskonstante, nicht aber die Werte fiir ASmas, was zeigt, dal3 die Ribosekomplexe
eine dhnliche Geometrie besitzen wie die Komplexe der Hexosen.

Anders verhilt sich die Octylglucose 109. In ihrem Komplex mit 5 ist der ASma-Wert fiir die
O-CH»-Gruppe positiv, d.h. der Shift ist im Gegensatz zu allen anderen in Tab. 2.2 ein
Tieffeldshift. Das deutet darauf hin, da} diese Protonen wihrend der Komplexierung in eine
andere chemische Umgebung gelangen als die O-CHs-Gruppen der anderen Mono-
saccharide. Eine etwas andere Komplexgeometrie konnte die Ursache sein. Das erscheint
nicht unwahrscheinlich, denn der grofle sterische Anspruch des #-Octylrestes kénnte eine
ungtinstigere Orientierung des Saccharids im Komplex erforderlich machen. Resultat ist, dal3
das #-Octyl-B-glucopyranosid etwas schlechter gebunden wird als das Methyl-3-gluco-
pyranosid.

Sanders et al. konnten zeigen, daf3 bestimmte Kohlenhydratrezeptoren Monosaccharide in
folgender Reihenfolge immer schlechter binden : a-Mannose > 8-Mannose > 3-Glucose > a-
Glucose = B-Galactose > a-Galactose.”® Der Grund hierfiir liegt allerdings darin, dal3 diese
Monosaccharide in dieser Reihenfolge verstirkt intramolekulare Woasserstoffbriicken-

bindungen ausbilden und dadurch ihre Neigung zur Selbstassoziation abnimmt. Zucker am
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Ende dieser Reihenfolge sind also weniger stark aggregiert und stehen damit fir eine
Wechselwirkung mit einem Rezeptor eher zur Verfiigung. Findet man fiir einen Rezeptor
also eine Zunahme der Substrataffinitit in der gleichen Reihenfolge, so spiegelt sich darin nur
die Eigenschaft der Monosaccharide, nicht aber eine Selektivitit des Rezeptors wieder. Meine
Rezeptoren zeigen eine andere Reihenfolge in der GroBe der Assoziationskonstanten.
Insbesondere wird von allen das Methyl-8-glucopyranosid am besten gebunden. Ein Grund
hierfiir kénnte sein, daf3 die drei Carboxylgruppen der Rezeptoren jeweils etwa in einer Ebene
und damit komplementir zu den OH-Gruppen des Methyl-3-glucopyranosids (113) liegen,
die aufgrund ihrer dquatorialen Stellung ebenfalls nahezu in einer Ebene angeordnet sind.
Alle drei Rezeptoren besitzen also eine, wenn auch geringe, Selektivitit bei der Kom-
plexierung isomerer Hexosen.

Grund fur diese geringe Selektivitit bei der Substratbindung kénnte die zu grof3e Flexibilitit
der Cyclopeptide sein, denn die peripheren Substituenten koénnen sich noch von dem
schalenférmigen Hohlraum wegdrehen (sieche Tabelle 2.1). Hier wire ein Ansatzpunkt, um

die Selektivitit der Rezeptoren zu verbessern

Um mehr Informationen tiber die Komplexstrukturen zu erhalten, versuchte ich, Einkristalle
fur eine Rontgenstrukturanalyse vom Komplex mit der groB3ten Bindungskonstante 5@113
darzustellen. Dies gelang jedoch nicht, u.U. wegen einer zu geringen Neigung des Rezeptors
zur Kristallisation.

Auch der Versuch mit Hilfe von 2D-'H-NOESY- und 2D-'H-ROESY-NMR-Spektren

Informationen dieses Komplexes zu gewinnen, schlugen fehl.

Da die Rezeptoren chiral sind und zudem aromatische Gruppen besitzen, die im UV-Bereich
des elektromagnetischen Spektrums absorbieren, lag es nahe, die Komplexbildung auch CD-
spektroskopisch zu untersuchen. In der Hoffnung, dal3 sich die Komplexbildung in einer
Anderung des CD-Spektrums von Rezeptor 5 bemerkbar macht, nahm ich Spektren einer
Losung von 5 in An- und Abwesenheit von Substrat 113 auf. Dieser Komplex besitzt den
NMR-Untersuchungen nach die gro3te Assoziationskonstante der untersuchten Komplexe
und die Chance fir einen Erfolg war hier dementsprechend am gréfiten. Die entsprechenden
CD-Spektren sind in Abb. 2.21 zu sehen. Im Spektrum von 5 tritt bei ca. 265 nm eine Bande
auf, die nach der Zugabe von 32 Aquivalenten des Monosaccharids 113 eine
Intensititszunahme um 14% erfuhr (Abb. 2.21). Dieser Effekt ist zwar klein, erschien mir
aber deutlich genug, um eine CD-spektrometrische Wirt-Gast-Titration zu versuchen.

Da wihrend der Titration eine spektroskopische Eigenschaft des Cyclopeptids verfolgt
wurde, muf3te ich bei der Titration dessen Konzentration konstant halten und in separaten
Probenlosungen die Konzentration des Monosaccharids sukzessive steigern. Bei den NMR-

Titrationen waren die Verhaltnisse gerade umgekehrt, hier titrierte ich bei konstanter
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Monosaccharidkonzentration. Die Mefibedingungen von CD- und NMR-Wirt-Gast-

Titrationen sind also nicht direkt vergleichbar.

Ag [mdeg]
o

4 +——7 7 7 7 T 1 T 1
240 250 260 270 280 290 300 310

A [am]
Abb. 2.21  Schwarz: CD-Spektrum einer Lisung von Rezeptor 5 in Chloroform/ Methanol (96:4),
Konzentration: 5%10%mol/ l; Blan: Spektrum einer 1osung von 5 gleicher Konzentration nach Zugabe von
it 32 AZ]ﬂz'm/em‘eﬁ 113.

Zur Auswertung der CD-Titration mufite ich zunichst die genaue Lage der Maxima der
einzelnen Spektren bestimmen, da die Spektren trotz sorgfiltiger Aufnahme ein leichtes
Rauschen zeigten. Deshalb berechnete ich fiir jedes Spektrum im Bereich des Maximums bei
ca. 265 nm eine linearen Regressionsfunktion. Das Maximum dieser Regressionskurve fand
ich dann durch eine Nullstellenbestimmung ihrer 1. Ableitung. Danach bestimmte ich analog
zu den bei den NMR-Titrationen erhaltenen AS-Werten die AAe-Werte fiir jede
Probenlésung der Titration. Die nicht-linearen Regression ergab eine Assoziationskonstante
von K, (CD)= 240 M' bei einem AAenn= 14,0 mdeg (Abb. 2.22). Der NMR-
spektroskopisch bestimmte Wert fir K, (NMR)= 810 M-! ist zwar gréBer, liegt jedoch in der
gleichen GroBenordnung. Unter Berticksichtigung der unterschiedlichen Bedingungen, unter
denen die beiden Werte ermittelt wurden (wie Konzentration, Titrationsrichtung und
spektroskopisches Verfahren) stimmen die Werte akzeptabel iiberein. Ich konnte also ein
zweites spektroskopisches Verfahren verwenden, um eine der Assoziationskonstanten zu
tberprifen. Aufgrund der einfacheren Messung und der besseren Reproduzierbarkeit ist

jedoch die NMR-Spektroskopie der CD-Spektroskopie in diesem Fall eindeutig Gberlegen.
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Abb. 2.22  Ergebnis der CD-Wirt-Gast-Titration des Komplexes ans 5 und 113 in CDCl;/ CDs0OD
(96:4). Punkte: Mefwerte, Linie: Ergebnis der nicht-linearen Regression.

Vergleich der regioisomeren Rezeptoren 5 und 107

Ob auch das Cyclopeptid auf Aminoterephthalsiurebasis (107, Abb. 2.23) Rezeptoreigen-
schaften fir Monosaccharide besitzt, sollten Wirt-Gast-Untersuchungen mit Hilfe der 'H-
NMR-Spektroskopie kliren. Ein Job-Plot des Komplexes aus 107 und dem Methyl-3-gluco-
pyranosid (113) bestitigte sowohl eine Komplexbildung als auch die erwartete 1:1-

Stochiometrie.
©
FPrOOC._ >0 52 ~—C00
I-PrOOC‘\\ N(n-BU)
O.__NH N(n-Bu), NH 4
o}
0 o} = |
NN
[ LA
N 3 N 3
( H o) ( H o)
5} 107

Abb. 2.23  Die beiden Regioisomere 5 und 107 im strukturellen 1V ergleich.

Der Rezeptor 107 besitzt im Vergleich zu den bisher vorgestellten Cyclopeptiden eine neue
Eigenschaft: er fluoresziert blaulich, wenn er mit ultraviolettem Licht bestrahlt wird. Daher

untersuchte ich, ob die Komplexierung des Monosaccharids im Fluoreszenzemissions-
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spektrum von 107 eine Anderung hervorruft, die signifikant genug ist, um auch mit dieser
spektroskopischen Methode die Komplexbildung zu quantifizieren. Das Fluoreszenz-
spektrum von 107 zeigte zwei stark ausgeprigte Emmisionsmaxima bei 380 nm
und 477 nm. Die Intensitit des ersteren Maximums wurde bei Zugabe von Monosaccharid
113 etwas verstitkt, so dal3 ich eine Wirt-Gast-Titration versuchte, bei der ich die
Verinderung der Intensitit dieser Bande verfolgte. Es stellte sich jedoch heraus, daf3 ihre
Intensitatszunahme im Vergleich zum Rauschen und damit zur MelBgenauigkeit des
Spektrometers nicht ausreichte, um die Assoziationskonstante des Komplexes zu bestimmen.
Daher verwendete ich wiederum die NMR-Spektroskopie zur Bestimmung einiger reprisen-
tativer Assoziationskonstanten. Die so ermittelte Affinitdt und Selektivitit von 107 gegeniiber
Monosacchariden ist in Tabelle 2.3 im Vergleich zu den Rezeptoreigenschaften des regio-

isomeren Cyclopeptids 5 zusammengefal3t.

I<a/A8max 2)
Rezeptor 5 107
Substrat
Methyl-a-glucopyranosid (112)b 660/-0,07 870/-0,07
Methyl-B-glucopyranosid (113) 810/-007  1300/-0,05

Methyl-a-galactopyranosid (115)» 790/-0,06 1350/-0,08

Methyl-B-ribofuranosid (117)") 290/-0,08 225/-0,08

Tab. 2.3 Vergleich der Assoziationskonstanten von 5 und 107 mit Monosacchariden. Losungsmittel:
CDCl5/ CDsOD (96:4), interner Standard: TMS. a) K, in M7, Febler < 20%, Adpau der O-CH;-
Guppen in ppm. b) Es wurde CD30D mit 99,95-Atom-% D verwendet.

Die Tabelle zeigt eindeutig, dall der Rezeptor 107 alle untersuchten Hexosen besser als
Rezeptor 5 bindet und damit auch besser als die anderen Rezeptoren auf 5-Aminoisophthal-
sdurebasis. Die Selektivitit fir Hexosen gegeniiber der Pentose 117 ist ebenfalls deutlich
starker ausgeprigt, denn 117 wird von 107 noch etwas schlechter gebunden als von Rezeptor
5, wihrend die Hexosen besser gebunden werden. Die Selektivitit zwischen den einzelnen
Hexosen ist ebenfalls etwas groBer, auch wenn dieser Effekt nicht stark ausgeprigt ist.
Immerhin konnte die Selektivitit fir die Methyl-B-glucopyranosid gegeniiber dem a-Anomer

von 1,2 fur Rezeptor 5 auf 1,5 fiir Rezeptor 107 gesteigert werden.

66



THEORETISCHER TEIL

Zur Verdeutlichung der Unterschiede bei den NMR-Titrationen sind in Abb. 2.24 die
Titrationskurven fiir die Komplexe 107@113 und 5@113 aufgetragen. Deutlich zu erkennen
sind die stirkere Krimmung der Titrationskurve, die zum stabileren Komplex gehort und die
Unterschiede in den gemessenen Ad-Werten, die in unterschiedlichen Werten fir ASmax

resultieren.
0.05 -
0.04 -

0.03 A

0.02

~A8 [ppm] (O-CH3)

0.01 A

0.00

¢(Cyclopeptid)/c(113)

Abb. 2.24  Ergebnisse der Wirt-Gast-Titrationen der Komplexe aus 5 und 113 (Dreiecke) und 107 und
113 (Kreise) in CDCl;/ CDs0D (96:4). Interner Standard: TMS. Punkte: MefSwerte, 1inien: Ergebnisse
der nicht-linearen Regression. Beobachtet wurde jeweils die chemische 1 erschiebung der O-CHs-Gruppe des

Monosaccharids.

Mit einer Verbesserung der Affinitit zu den untersuchten Hexosen in dem kompetitiven
Losungsmittel Chloroform/Methanol (96:4) im Vergleich zum regioisomeren Rezeptor 5
entsprach Rezeptor 107 tendenziell meinen Erwartungen. Die Selektivititssteigerung bei der
Unterscheidung der epimeren Hexosen 112, 113 und 115 ist vorhanden, allerdings nur relativ
schwach ausgeprigt. Eine bessere Selektivitit ist zumindest in Bezug auf die Unterscheidung
zwischen den Hexosen und der Pentose zu erkennen. Die etwas groflere konformative
Starrheit des Rezeptors 107 gegeniiber dem regioisomeren Rezeptor 5 wirkt sich also
tatsachlich, wie aufgrund struktureller Voriberlegungen vorhergesagt, positiv auf die
Rezeptoreigenschaften aus. Die Verbesserung der Kohlenhydrataffinitit und -selektivitat
blieb aber leider in einem verhaltnismaf3ig geringen Rahmen.

Der direkte Vergleich der Rezeptoreigenschaften der neuen Monosaccharidrezeptoren mit
literaturbekannten Rezeptoren fillt schwer, da hiufig andere Monosaccharidderivate und
andere Losungsmittelgemische verwendet wurden. Es sind aber inzwischen Rezeptoren
beschrieben, die Monosaccharide mit gleicher oder groBerer Affinitit und Selektivitit

komplexieren kénnen als meine Cyclopeptide.*?
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2.3.4 Untersuchungen mit Guanidiniumionen

2.3.4.1 Voriiberlegungen und bekannte Rezeptorstrukturen

Sowohl Wirt-Gast-Untersuchungen mit Kohlenhydraten als auch Molecular-Modeling-
Studien zeigten, dafl die neuen Rezeptoren in der Lage sind, mit ihren Carboxylatgruppen
kooperativ ein geeignetes Substrat zu binden. Die Tatsache, dal3 ein Monosaccharid am
besten gebunden wird, dessen Hydroxygruppen alle nahezu in einer Ebene liegen, weist
darauf hin, da3 die drei Carboxylatgruppen der Rezeptoren bei der Substratbindung ebenfalls
in einer Ebene angeordnet sein kénnen.

Es ist zu erwarten, daf} die Tricarboxylate durch starke elektrostatische Wechselwirkungen
auch mit geeigneten Kationen wechselwirken. Aufgrund der Cs-Symmetrie der Rezeptoren
sind fur ein Kation mit dhnlicher Symmetrie besonders stabile Komplexe zu erwarten.P”] Mit
Hilfe semiempirischer Molecular-Modeling-Rechnungen untersuchte ich deshalb, ob das
Guanidiniumion als mogliches Substrat dienen konnte. Fir die Tricarboxylatrezeptoren
stellte sich heraus, dall der Rezeptor mit den Aspartatseitengruppen (5) aufgrund der

rdaumlichen Anordnung der Carboxylatgruppen der beste Rezeptor sein sollte.

Abb. 2.25: Links: Semiempirisch mit PNI3 optimierte Struktur eines Komplexes ans 5 und dem
Guanidininmbkation. Die Isopropylgruppen von 5 wurden der Einfachheit halber durch Methylgruppen
ersett. Blan gestrichelte Linien sind inter- und intramolekulare Wasserstoffbriicken. Rechts: Gleiche
Struktur von oben mit Blick auf die Ebene des Kations. Zur Vereinfachung sind hier nur Teile der drei
Aspartatreste, die das Kation binden, dargestellt. Das cyclische Grundgeriist (links gran) wurde weggelassen.
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Dabei kénnen die drei in einer Ebene liegenden Carboxylatgruppen das planare Kation in
einem Netzwerk aus Wasserstoffbriickenbindungen fixieren. Man muf} nattrlich bertick-
sichtigen, da3 bei Komplexen mit einer solch gro3en Zahl von Freiheitsgraden und damit
entsprechend grof3en Anzahl méglicher Konformere Rechnungen sicherlich nur Hinweise
auf die Komplexstruktur geben kénnen. Allerdings steht das in Abb. 2.25 gezeigte Ergebnis
im Einklang mit allen bisher gewonnen experimentellen Daten.

Eine Untersuchung der Affinitit von 5 fir Guanidiniumionen und ein Vergleich mit dem
Regioisomeren 107 schien somit vielversprechend, weshalb ich meine Untersuchungen auf

diese beiden Cyclopeptide konzentrierte.

Das Guanidiniumion an sich ist allerdings im Hinblick auf biomimetische Aspekte nicht von
allzu groflem Interesse. In der Natur kommen Guanidiniumreste aber in der Aminosiure
Arginin vor. Diese spielt fiir die Funktion einiger Enzyme eine wichtige Rolle. So wird in den
aktiven Zentren vieler anionenbindender Proteine das Potential des Arginins genutzt. Das
Phosphatanion wird beispielsweise von seinem Transportprotein durch zwolf Wasserstoff-
briicken erkannt, wie Abb. 2.26 zeigt.’8! Zwei davon werden von der Guanidiniumgruppe
eines Argininrestes gebildet. Diese ist zusitzlich durch zwei ebenfalls parallele Wasserstoff-

bricken an die Carboxylatgruppe eines Aspartatrestes gebunden.

Asp 37

(Argl 3§

Abb. 2.26  Links: Stereobild des Komplexes ans einemr Hydrogenphosphatanion und einem Phosphat-
transportprotein. Rechts ist die Wechselhwirkung zwischen dem Hydrogenphosphatanion und der Carboxylat-
gruppe der Aminosdure Asp137 mit dem Guanidiniumrest der Aminosdure Argl 35 hervorgehoben.”®!

Aullerdem erkennen Arginin- und lysinreiche Abschnitte in RNA-bindenden Proteinen
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sequenzspezifisch  bestimmte RNA-Abschnitte, wobei sie an die Phosphorsiure-
diestergruppen der Polynucleotide binden.’%1% DNA-Doppelstringe wickeln sich um
Histon-Proteine, wodurch diese hochgeladenen, linearen Biopolymere tiberhaupt erst in den
Zellkern passen.l?ll Fir diese Wechselwirkung sind elektrostatische Kontakte zwischen
basischen Aminosiuren wie Arginin und den Phosphatgruppen der DNA ebenfalls
wichtig.['2 AuBlerdem konnen beispielsweise die Proteasen Thrombin und Trypsin einen
Peptidstrang unter Ausnutzung der Bindung eines Argininrestes an eine Carboxylatgruppe

direkt hinter dieser Aminosaure spalten.[1%3]

Durch diese Beispiele wird deutlich, dal Arginin in natiirlichen Strukturen spezifisch mit
Anionen wie Phosphaten und Carboxylaten wechselwirkt, die jeweils zwei parallele
Wasserstoffbriicken zu den NH-Gruppen der Guanidiniumgruppe ausbilden kénnen. Im
Zusammenspiel mit einer elektrostatischer Anziehung ermoglicht dies die Argininerkennung
oder umgekehrt die FErkennung der Anionen durch einen Argininrest in polaren
Losungsmitteln. Insofern sollte Rezeptor 5 prinzipiell ebenfalls Guanidiniumionen
komplexieren kénnen (siche Abb. 2.25).

Aufgrund der Wichtigkeit dieser Wechselwirkungen ist verstandlich, dal3 schon seit langem
ein groles Interesse an der Erforschung sowohl natirlicher als auch kiinstlicher arginin-
bindender Strukturen besteht. Verbindungen, die in eine der genannten biologischen
Wechselwirkungen eingreifen koénnen, sind zB. von medizinischem Interesse. Die
Geschichte kiinstlicher Guanidinium- und Argininrezeptoren geht bis in die Anfinge der
Supramolekularen Chemie zurtick. Pedersen untersuchte 1967 mit Kronenethern nicht nur
die Komplexierung von anorganischen Kationen, sondern auch die des Guanidiniumions.
Dieses Kation bildet im Gegensatz zum N,N,N’,N~Tetramethylguanidiniumion einen
Komplex mit Dibenzo[18]krone-6.) Die Komplexbildung verschiedener Kronenether mit
Guanidiniumionen konnte spiter von Cram zur gezielten, templatgesteuerten Synthese eines
Kronenethers verwendet werden.[104103]

Eines der frithesten Beispiele fir eine selektive Guanidiniumionenbindung stammt von
Lehn.[' Der strukturell auf Weinsdure basierende Kronenether 118 (Abb. 2.27) bindet das
Guanidiniumion (G*) (K,= 9000 M) besser als das Methylguanidiniumion (K,= 450 M)
und L-Arginin (K,= 250 M) in wiBriger Pufferlésung bei pH= 7,3. Reinhoudt konnte die
zunichst  postulierte  Komplexstruktur  spiater  durch ~ Rontgenstrukturanalysen

bestitigen.[107.108]
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Abb. 2.27  Von Lehn entwickelter Rezeptor fiir Guanidininmionen in wafSriger Losung.

In den letzten zehn Jahren wurden einige weitere leistungsfihige Guanidinium- und
Argininrezeptoren entwickelt. Als Grundgerist fungierten beispielsweise Toranden??l,
Calixarenel!®l) Cyclophanel''’l oder, besonders bei Schrader, offenkettige, pinzettenartige
Verbindungen.['-1161 Als Wasserstoffbriickenakzeptoren waren hauptsichlich Carboxylat-
und Phosphonatgruppen erfolgreich, in einigen Fillen konnten auch Kation-n-Wechsel-
wirkungen zur Substratbindung genutzt werden. Interessanterweise gehort zu den offen-
kettigen Beispielen auch ein Argininrezeptor von Eliseev, der eines der frihesten Beispiele
fir die Optimierung eines Rezeptors durch molekulare Evolution ist.l!'!l Besonders
hervorheben méchte ich noch zwei Rezeptoren von Bellll'# (119) und Doughteryl!1% (120),

die eine besonders groB3e Affinitit zu Arginin in walirigen Systemen zeigten (Abb. 2.28).

©
o COO

00C Ka(@Arg)= 4660 M
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(0{0]0) (0{0]0)
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(e{0]0]
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Abb. 2.28:  Kiinstliche Argininrezeptoren von Dougherty\)  (links) und Bell™Y  (rechts) mit ihren

Assoziationskonstanten fiir Arginin in wafSrigen Ldsungen.

Fir die chirale Erkennung, d.h. fiir die Unterscheidung der beiden Enantiomere von Arginin
existieren allerdings bisher nur wenige Beispiele. Der Grund hierfiir konnte in dem relativ
groflen Abstand der Guanidiniumgruppe von dem stereogenen Zentrum dieser Aminosiure

liegen. Bisher wurden ein spaltenférmiges Bisphosphonat!!!?, Kronenether und offenkettige
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Podandenl'l, RNA-Aptamere, die nach einem kombinatorischen Ansatz entwickelt
wurden!!8l und interessanterweise auch auf Sensoroberflichen immobilisierte Cyclohexapep-
tide erfolgreich zur enantioselektiven Argininerkennung verwendet. Schrader konnte dabei

zeigen, daf3 hierfiir mindestens eine Dreipunkt-Wechselwirkung notwendig ist.['1]
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2.3.4.2 Eigene Untersuchungen[1]

Komplexierungsversuche mit verschiedenen Guanidiniumionen

Fir meine Untersuchungen zur Komplexierung von Guanidiniumionen verwendete ich drei
verschiedene Substrate (Abb. 2.29). Die einfachen Guanidiniumionen 121* und 122
ermoglichen es, den FEinflul3 eines Substituenten an der kationischen Gruppe auf die
Komplexstabilitit festzustellen. Das Argininderivat 123* ist an beiden terminalen Enden
geschiitzt und in Form seiner Enantiomere erhaltlich. Es kann deshalb sowohl fir die
Untersuchung einer moglichen enantioselektiven Erkennung als auch zur Bestimmung des

Einflusses der Substituenten am Guanidiniumion auf die Komplexstabilitit verwendet

werden. @
H2N\YNID
3
NH
®
H,N rNHT i H
T H™ NN
! o
R/NH H H o
HP NO,
H™ H"
121" R=H 122": R=CHj L-123": 28 D-123": 2R

Abb. 2.29: Fiir Wirt-Gast-Experimente ansgesuchte Guanidiniumderivate als potentielle Gdste fiir die
Cyclopeptide 5 und 107. Gegenionen waren stets Chloridionen.

Mit Hilfe der Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie (ESI-MS) konnte ich erste
Hinweise auf eine Komplexbildung finden. Im den Spektren einer dquimolaren Lésung von 5
und L-123* bzw. D-123* in Methanol konnten Ionen detektiert werden, die die Bildung von
1:1-Komplexen anzeigen (Abb. 2.30). Die Signale bei m/z= 1647,8 lassen sich dem Komplex
[S@L/D-123* - 3(7-Bu)sN* + H'] (bet. 1648,6) und die Signale bei m/z= 18879 dem
Komplex [5@L/D-123* - 2(#-Bu)sN*] (ber. 1889,9) zuordnen. Molekiilionen fir Komplexe
mit hoheren Stéchiometrien waren nicht nachweisbar. Eine 1:1-Komplexstéchiometrie

konnte fiir beide Komplexe durch Job-Plots bestatigt werden.

Die Komplexbildung von 5 mit 121+, 122+ 1.-123* und D-123" verursacht Anderungen in
den 'H-NMR-Spektren der Substrate in DMSO-ds. Die Signale aller Guanidiniumgruppen

erfahren Tieffeldshifts. Beispielsweise wird das Singulett des Guanidiniumkations durch die
Anwesenheit von 5 in DMSO-d¢ um 1,40 ppm tieffeldverschoben. Dies ist ein Hinweis
darauf, daB3 die NH-Protonen aller verwendeten Guanidiniumionen in intermolekulare

Wasserstoffbriicken mit Rezeptor 5 eingebunden werden.[120]
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Abb. 2.30: Stack-Plot der ESI-Massenspektren dquimolarer Lisungen von 5 und a) D- bzw. b) 1.-123*
in Methanol. Die Signale bei m/z= 1251,1 ([5 - 3(n-Bu)sN* + 2H?*], ber. 1250,4); 1492,2 (/5 - 2(n-
Bu)yN* + H*|, ber. 1491,7) und 1732,5 (/5 - (n-Bu)sN" ], ber. 1733,0) gehiren 3um unkomplexierten
Cyclopeptid. Andere Signale siehe Text. Detektiert wurden Anionen.

Zusitzlich sind in den Spektren Signalshifts der Methylgruppe vom Methylguanidiniumion
und aller Protonen der beiden enantiomeren Argininderivate sichtbar. Besonders eindeutig
sind bei L-123* und D-123* die durch die Komplexbildung verursachten Hochfeldshifts der
in Abb. 2.29 markierten Protonen H*, H», H™ und HPp. Sie entsprechen in ihrer Richtung und
threm Ausmal} den bei der Kohlenhydratkomplexierung beobachteten Hochfeldshifts und
werden daher wahrscheinlich durch die Anndherung des Substrats an die aromatischer
Gruppen der Rezeptoren verursacht.[9293]

Da ich mit Hilfe von 2D-'H-NOESY- oder 2D-'H-ROESY-NMR-Spektren der Komplexe

aus 5 und 123" keine eindeutige Information zur Komplexgeometrie erhalten konnte, habe
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ich durch Molecular-Modeling mégliche Komplexstrukturen berechnet. Insbesondere sollten
diese Berechnungen zeigen, ob im Komplex die aromatischen Substituenten tatsichlich in die
Nihe der n-Systeme des Cyclopeptids gelangen kénnen, wodurch der Hochfeldshift der
entsprechenden Substratprotonen erklirbar wire. Wie bei den Rechnungen zu den
Kohlenhydratkomplexen ging ich dabei von einer Konformation des Cyclopeptids aus, die
mit den vorher ermittelten experimentellen Daten in Einklang steht.[#9]

In Abb. 2.31 wird deutlich, daBl bei der Komplexbildung jeweils einer der beiden
aromatischen Reste von L-123" in die Cavitit des Cyclopeptids eingelagert werden kann,
wihrend der Guanidiniumrest gleichzeitig (vergleiche Abb. 2.25) durch ein Netz von Wasser-
stoffbricken zwischen den drei Carboxylatgruppen gebunden wird. Sowohl hydrophobe
Wechselwirkungen als auch zusitzliche Wasserstoffbriicken (Pfeile in Abb. 2.31) zwischen
den Substituenten des Argininderivats und dem Cyclopeptid sollten einen solchen Komplex

stabilisieren.

Abb. 2.31: Mt AMT optimierte Strukturen eines Komplexes aus 5 und 1-123%. Zur 1V ereinfachung
wurden in dieser Darstellung bis auf alle NH- und die aromatischen Wasserstoffatome des Substrats keine
Wasserstoffatome abgebildet. Das Grundgeriist des Cyclopeptids wurde einbeitlich bellgran eingefirbt, die
Isopropylestergruppen ebenfalls nicht dargestell.

Die durch die Wechselwirkung verursachten Signalshifts der aromatischen Protonen von
123* ermoglichte eine Untersuchung der gebildeten Komplexe in Lésungsmitteln, in denen
die Guanidinium-NH-Protonen durch Deuteronen des Losungsmittels austauschen und
deshalb im 'H-NMR nicht mehr beobachtet werden konnen. Wihrend aller NMR-
Untersuchugen wurden keine Shifts der Terta-z-butylammoniumionen gefunden. Sie stéren
die Komplexbildung also offensichtlich nicht.

Daher war es moglich, die Assoziationskonstanten der Komplexe von 5 mit den in Abb. 2.29
aufgefithrten Guanidiniumionen mit Hilfe der Gblichen NMR-Titrationen zu bestimmen. Fiir
die Auswertung wurde in allen Fillen die durch ESI-MS und Job-Plots (siche Abb. 2.33) am
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Beispiel der Komplexe 5@L-123" und 5@D-123" ermittelte 1:1-Komplexstéchiometrie
zugrundegelegt. In Tabelle 2.4 und Abbildung 2.32 sind die erhaltenen FErgebnisse
zusammengefal3t. Wegen des groen Wertes fiir Admax wurde die Titrationskurve mit Guani-
diniumhydrochlorid als Substrat in Abb. 2.32 nicht dargestellt. Fir die Wirt-Gast-Titration
mit dem Methylguanidiniumhydrochlorid mufte unter C-Entkopplung der Protonen
gearbeitet werden, da sonst das Signal der Methylgruppe des Substrats, deren Shift wahrend
der Titration verfolgt wurde, von einem 3C-Satelliten des Losungsmittelsignals tiberlagert
wurde.

In DMSO-ds wird das Guanidiniumion 121* von Rezeptor 5 wie erwartet stark gebunden.
Die Assoziationskonstante von K,= 52.000 M ist ein guter Hinweis auf die kooperative
Beteiligung aller drei Carboxylatgruppen des Rezeptors an der Bindung des Kations, denn
Hamilton konnte zeigen, dal3 der Komplex aus einem einfachen Guanidiniumion und einem

Acetatanion nur eine Assoziationskonstante von IK,= 12.000 M-! besitzt.[120]

121+ 122+ L-123+ D-123+
Ko/ A8 mas? Ka/ A8 max Ko/ A8 max Ko/ A8 max
DMSO-dq 52.000/1,94 (NH) 19.300/-0,08 (CHs)  31.000/-0,07 (H=)  29.300/-0,10 (Hx)

37.000/-0,05 (Hm)  37.000/-0,04 (Hm)
31.000/-0,05 (HP)  35.500/-0,05 (HP)

CD;0OD 3.360/-0,07 (CHs)  8.300/-0,07 (Hx) 8.800/-0,08 (Hx)
8.300/-0,04 (Hm)  8.800/-0,10 (Hm)
7.000/-0,04 (Hr) 9.000/-0,06 (Hr)
8.200/-0,14 (H¢) 8.400/-0,17 (H¢)

D,O (pD 7,2)V Kein Shift (CH) 210/-0,22 (Hn) 215/-0,22 (Hr)
260/-0,17 (Hm)

Tab. 2.4 Assoziationskonstanten der Komplexce von 5 mit verschiedenen Guanidiniumionen. a) K, in M,
Febler < 20%, A6,u der angegebenen Protonen in ppm. b) Puffer: 10 mM Losung von |[(n-
Bu)yNJH2PO4/ [(n-Bu)eNJ2HPOy in D20, pD auf 7,2 eingestellt. Abkiirzungen fiir die Protonen von L-
und D-123" siehe Abbildung 2.29.

Das Methylguanidiniumion 122* wird mit einer Assoziationskonstante K,= 19.300 M1
deutlich schlechter gebunden als das unsubstituierte Guanidiniumion. Dies 1a3t sich mit der
verringerten Symmetrie des Substrats und der dadurch kleineren Anzahl von mdglichen
Wasserstoffbrickenbindungen zum Rezeptor erkliren. Die Methylgruppe des Substrats ist
wie zu erwarten nicht in der Lage, zusitzliche komplexstabilisierende Wechselwirkungen mit

dem Rezeptor auszubilden.
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Abb. 2.32: Wirt-Gast-Titrationskurven  von 5 mit den  Guanidininmionen — 122% (Kreise), L-
123* (Dreiecke, Spitze nach oben) und D-123*(Dreiecke, Spitze nach unten) in den Lisungsmitteln
DMSO-ds (oben, ansgefiillte Symbole), CDsOD (Mitte, nicht ausgefiillt), D2O-Puffer (unten, ausgefiillt).

Anders verhilt es sich bei den Argininderivaten L- und D-123*. Diese werden besser gebun-
den als das Methylguanidiniumion, obwohl die Anzahl der méglichen Wasserstoftbriicken
zwischen Guanidiniumion und 5 gleich grof3 ist. Der Grund hierfiir sind hochstwahrschein-
lich zusatzliche komplexstabilisierende Wechselwirkungen z.B. zwischen dem Cyclopeptid-

ring und den Substituenten des Arginins.

Auch in kompetitiveren Losungsmitteln werden die verwendeten Substrate von 5 gebunden.
Wie erwartet sinken die Stabilititskonstanten mit steigender Polaritit des Losungsmittels in
der Reihenfolge DMSO-ds > CD;OD > D2O. Im wilirigen Puffer wird das Methylguani-
diniumion gar nicht mehr gebunden, wihrend 5 und 123" sogar in diesem Losungsmittel
noch einen Komplex bilden. Offensichtlich spielen in D>O die hydrophoben Wechsel-
wirkungen und moglicherweise die durch Molecular-Modeling gefundenen zusitzlichen
Kontakte zwischen dem Cyclopeptid und dem Argininderivat eine dominante Rolle bei der

Komplexbildung.

77



THEORETISCHER TEIL

Bei den Wirt-Gast-Untersuchungen mit D- und L-123* fand ich sowohl in den Job-Plots
(Abb. 2.33) als auch bei den entsprechenden NMR-Titrationen (Tab. 2.4) fir die
Komplexbildung mit diesen beiden Enantiomeren deutliche Unterschiede. So zeigen die
Signale analoger Substratprotonen der diastereomeren Komplexe 5@L-123" und 5@D-123*
wihrend der Komplexbildung unterschiedlich ausgeprigte Signalshifts. Besonders grof3 ist
der Unterschied bei den H™-Protonen von 1237, die im Komplex 5@D-123* cinen mehr als
doppelt so groB3en Signalshift zeigen wie im Komplex 5@L-123".

0.05 4
0.04 4

0.03 4

‘SA*XL./D.m [ppm]

0.02

0.01 4

Abb. 2.33: Job-Plots der Komplexe aus 5 und 1-123% (Nicht-ansgefiillte Symbole) bzw. D-123*
(Ausgefiillte Symbole). Beobachtet wurden die Signale der Protonen H” (Kreise) und H*(Qnadrate).

Diese Protonen gelangen in diesen diastereomeren Komplexen offensichtlich in eine
unterschiedliche chemische Umgebung. Die Ursache konnten verschiedene Komplexgeome-
trien sein, die jedoch nicht zu einer Enantioselektivitit bei der Argininkomplexierung fithren,
denn beide Substratenantiomere werden im Rahmen der Melgenauigkeit in allen

verwendeten Losungsmitteln von Rezeptor 5 gleich stark gebunden.

Zusammenfassend zeigt Cyclopeptid 5 eine hohe Affinitit zu den untersuchten Guani-
diniumionen, die in der gleichen GréB3enordnung liegt wie die einiger bekannter Rezeptoren.
Direkte Vergleiche fallen allerdings auch hier schwer, da in der Literatur oftmals die
Komplexierung anderer Argininderivate beschrieben ist. 5 besitzt aber eine Selektivitat fiir
das verwendete Argininderivat gegeniiber dem Methylguanidiniumion, was diesen Rezeptor
z.B. gegentiber dem Lehnschen Kronenether 118 auszeichnet, der mit dem Methyl-
guanidiniumion in willrigem Puffer einen stabileren Komplex bildet als mit Arginin.
Zusitzlich komplexiert das Cyclopeptid sogar ein geschiitztes Argininderivat in Wasser.

Hierfir sind wahrscheinlich hydrophobe Wechselwirkungen verantwortlich.
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Vergleich der regioisomeren Rezeptoren 5 und 107

Fir das Cyclopeptid mit Aminoterephthalsiureeinheiten 107 habe ich gezeigt, dal3 es eine
etwas groBBere Affinitit und Selektivitit bei der Erkennung diastereomerer Monosaccharide
besitzt als sein Regioisomer 5. Gleiches gilt auch fur seine Rezeptoreigenschaften bei der
Argininerkennung, wie NMR-Wirt-Gast-Titrationen zeigten. In Methanol bindet 107 das L-
Enantiomer von 123* mit einer Assoziationskonstante von K,= 9900 M-! etwas besser als der
Rezeptor 5 (K,= 8300 M1). Das D-Enantiomer wird von 107 noch stirker gebunden (K,=
12800 M1). Die beiden Werte fiir die enantiomeren Substrate wurden in zwei unabhingigen
Messungen bestimmt, so daf3 das Verhiltnis der Assoziationskonstanten von 107 mit D- bzw.
L-123* von 1,30 (und der sich daraus ergebende Diastereomerentiberschul3 von 13%) nur als
erster Hinweis auf eine Enantiposelektivitit zu interpretieren sind. Die Unterschiede, die bei
den Untersuchungen mit den enantiomeren Argininderivaten mit Rezeptor 5 in dem Ausmaly
der Signalshifts auftraten, fand ich bei den Komplexen mit Rezeptor 107 in dhnlicher
GroBenordnung wieder. Die gebildeten diastereomeren Komplexe besitzen auch hier
unterschiedliche Geometrien, durch die vergleichbare Substratprotonen in unterschiedliche

chemische Umgebungen gelangen.

5 5 107 107
L1123+ D-123* L1123+ D-123*
Ko/ A8 Ko/ ABmax Ko/ A8 max Ko/ A8 max
CD;OD 8.300/-0,07 (Hn) 8.800/-0,08 (H) 9.900/-0,05 (Hr) 12.800/-0,06 (H")

8.300/-0,04 (Hm) 8.800/-0,10 (H=) ~ 10.100/-0,04 (H=)  12.200/-0,10 (Hm)

DO sehr kleiner ) ]
(PD 7 2)b) 210/_0’22 (Hn) 215/_0922 (Hﬂ) li Shift nicht bestimmt
, nearer Shi

Tab. 2.4 Assoziationskonstanten der Komplexe von 5 und 107 mit den Argininderivaten - und D-
123%. a) K, in M, Febler < 20%, A0yax der angegebenen Protonen in ppm. b) Puffer: 10 mM 1isung von
[(n-Bu)4N]H2PO4/ [(n-Bu)«N]2HPOy in D0, pD auf 7,2 eingestellt. Abkiirzungen fiir die Protonen von
L- und D-123% siehe Abb. 2.29.

Etwas unerwartet bindet 107 das untersuchte L-Enantiomer von 123* nicht mehr mel3bar in
Wasser. Aus diesem Grunde wurde die Bindung des entsprechenden D-Enantiomeren nicht
mehr untersucht. Es kann hier nur spekuliert werden, da3 die hydrophoben Wechselwirkung,
die fir die Wechselwirkung von 5 mit den Argininderivaten in Wasser verantwortlich
gemacht werden, in den Komplexen von 107 nicht in ausreichendem Mal3e ausgeprigt sind.

Den bereits bei der Kohlenhydratkomplexierung aufgefallenen Unterschied zwischen den
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Rezeptoren 5 und 107 konnte ich bei den Untersuchungen mit den Argininderivaten
wiederfinden: der konformativ starrere Rezeptor 107 scheint auch fiir diese Substratklasse
besser priorganisiert zu sein und zeigt eine etwas groflere Affinitit als 5 und erstmals auch
Anzeichen einer Enantioselektivitit. Eine Argininbindung in Wasser ist mit 107 aber nicht

moglich.
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2.3.5 Enantioselektive Erkennung eines chiralen Ammoniumions

2.3.5.1 Die enantioselektive Erkennung

Die selektive Unterscheidung der beiden Enantiomere eines Substrats ist eine wichtige
Fahigkeit natiirlicher Rezeptoren und Enzyme. Welch unterschiedliche Wirkung die beiden
Enantiomere einer chemischen Substanz in einem Organismus haben koénnen, zeigt ein
populires Beispiel: das Thalidomid, der Wirkstoff des Contergans. Das R-Enantiomer ist ein
wirksames Schlafmittel, wihrend das S-Enantiomer eine stark teratogene Wirkung beim
Menschen zeigt.[?1]

Die Nachahmung der enantioselektiven Erkennung durch einen kiinstlichen Rezeptor stellt
eine der groBten Herausforderungen an die Supramolekulare Chemie dar. Solche Rezeptoren
missen selber chiral sein, um ein Enantiomer des Substrats besser binden zu kdnnen,
wiahrend das andere idealerweise nicht erkannt wird. Dazu ist ein sehr hohes Mal3 an
Priorganisation und eine moglichst grole Anzahl an Wechselwirkungen mit dem Substrat
n6tig. Werden beide Enantiomere eines Substrats von einem enantiomerenreinen Rezeptor
in 1:1-Komplexen gebunden, so resultieren zwei diastereomere Komplexe. Die Enantiomere
des Substrats werden dadurch durch Methoden unterscheidbar, mit denen dies sonst nicht
moglich ist. So kann man verschiedene Signalsitze fiir die Enantiomere des Substrats in den
NMR-Spektren der beiden diastereomeren Komplexe beobachten. Dies bedeutet aber nicht
zwangslaufig, dal die beiden Enantiomere auch unterschiedlich stark gebunden werden
mussen, wie beispielsweise meine Untersuchungen zur Komplexierung von zwei enantio-
meren Argininderivaten (siche Kapitel 2.3.4.2.) mit Rezeptor 5 gezeigt haben. Ob tatsichlich
eine enantioselektive Erkennung vorliegt, kann nur die Bestimmung der beiden Assozia-

tionskonstanten klaren.

Mit der Herstellung chiraler Kronenether durch Cram begann die Entwicklung kiinstlicher
enantioselektiver Rezeptoren.['2 So bindet der Kronenether (R,R)-124 (Abb. 2.34), dessen
Chiralitat auf die Binaphthylgruppen zurtickzufithren ist, das R-Enantiomer des Ammonium-

ions 125 besser als das entsprechende S-Enantiomer.[12]

co Sates BN
e CO) |

(RR)-124 R-125%

Abb. 2.34: Einer der ersten chiralen Kronenether, der das Ammoniumion 125% enantioselefetiv erkennt.
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Spiter konnte Cram zeigen, dal} diese enantioselektive Erkennung durch 124 und einer
Vielzahl anderer verwandter Kronenether und Azakronenether auch gegeniiber verschie-
denen Aminosduren (in Form ihrer Methylester) besteht.[?4125 Diese Kronenether besa3en
alle eine C; oder Co-Symmetrie.

Erstaunlicherweise sind Makrocyclen mit einer Ci-Symmetrie, obgleich sie den geringsten
Grad an Symmetrie besitzen, prinzipiell nicht am glnstigsten fir eine enantioselektiven
Erkennung. Besser geeignet sind haufig Rezeptoren mit Cp, C; oder D>-Symmetrie, wie
Zhang, Bradshaw und Itzatt nicht nur aus experimentellen Daten, sondern auch aufgrund
theoretischer Uberlegungen erkliren konnten.[120 Bei einem Cs-symmetrischen Rezeptor sind
fir ein chirales Substrat prinzipiell nur zwei Arten der Komplexierung méglich, genau eines
fir jedes Enantiomer. ,,Dies erh6ht die Wahrscheinlichkeit fiir eine chirale Erkennung®.l7!
Dabher ist zu erwarten, dal3 auch die in dieser Arbeit vorgestellten Cyclopeptide grundsatzlich
die Fahigkeit zur enantioselektiven Erkennung
besitzen sollten.

In den letzten Jahren konnte eine Vielzahl chiraler NH
Makrocyclen fiir die enantioselektive molekulare
Erkennung entwickelt werden.l'?l  Unter den

wenigen bisher untersuchten Cj-symmetrischen

Strukturen erwiesen sich die von Still et al. o A
vorgestellten schusselférmigen Makrocyclen,[127-129] X
die ihre Enantioselektivitit gegentiber verschie- o CH, | %
denen Aminosduren beispielsweise im Screening )ﬁ o
von Peptidbibliotheken unter Beweis stellen konn- H H

126

ten, als besonders erfolgreich.'?’] Ein Beispiel fiir -

diese Strukturen ist in Abb. 2.35 dargestellt.
Abb. 2.35: Ein Cs-symmetrischer Rezeptor,

N . . der enantioselektiv  Aminosduren  erkennt.
Kirzlich wurde tiber Cs-symmetrische Makrocyc-

len mit Tris(oxazolin)-Gruppen!3l bzw. einer in eine Cavitit gerichteten Phosphinoxid-
gruppel3ll berichtet, die ebenfalls eine Enantioselektivitit bei der intermolekularen Erken-

nung von verschiedenen Aminosiuren besitzen.

In unserer Arbeitsgruppe konnte Kubik erstmals zeigen, dal3 die von ihm entwickelten
Cyclohexapeptide quaternire Ammoniumionen komplexieren.* Verbindungen vom Typ 7,
mit Substituenten in 4-Position an den aromatischen Untereinheiten, waren dabei besonders
effizient.[*’] Da diese chiral (und Cs-symmetrisch) sind, stellte sich die Frage, ob sie bei der
Erkennung dieser Substratgruppe auch Enantiomere unterscheiden konnen. Untersuchungen
von Heinrichs zeigten vor kurzem, daf} dies tatsichlich der Fall ist. So wird das chirale

quaternare N,N,N-Trimethyl-1-phenylethylammoniumion 127* von den Cyclopeptiden 7a-d
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(Abb. 2.36) enantioselektiv erkannt, wobei das R-Enantiomer des Substrats von allen
untersuchten Cyclopeptiden besser gebunden wird als das S-Enantiomer. In Chloroform
betragen die Diastereomereniiberschiisse (d.e.) der Komplexe von 7b und 7c¢ etwa 20%, die
der Komplexe von 7a und 7d etwa 8%. Die Assoziationskonstanten bewegen sich in
Chloroform im Bereich von 1000 M1 - 4600 M-L[132 Dabei ist 7c in Bezug auf d.e. und
Affinitat der erfolgreichste Rezeptor in dieser Reihe. Die Enantioselektivitit ist zwar noch
nicht grof3, sie ist aber die bisher hochste, die fiir die enantioselektive Erkennung des

verwendeten Substrats nachgewiesen werden konnte.

R
N g c':Hg ('JHs
©) ®
NS o
|
S-127° R-127"
7a: R=H 7b: R= OCH3
7c: R=COOCH; 7d: R=COOCH,Ph

Abb. 2.36: Fiir die von Kubik entwickelten Cyclopeptide 7a-d konnte Heinrichs eine Enantioselektivitit

bei der Komplexierung des chiralen quaterndren Ammoniumions 127 finden.

In der Literatur findet sich bisher nur ein einziges weiteres Beispiel fir Untersuchungen zur
enantioselektiven Erkennung eines quaterniren Ammoniumions. Bei Anwesenheit eines Ci-
symmetrischen Homoazacalix[4]arens zeigen die beiden Enantiomere des Kations 127" im
H-NMR-Spektrum verschiedene Signalsitze. Dies schlagt sich jedoch nicht in unterschied-

lichen Assoziationskonstanten und damit nicht in einer Enantioselektivitat nieder.[!33]
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2.3.5.2 Eigene Untersuchungen

Die Tricarboxylate 94 und 41 (Abb. 2.37) wurden von mir synthetisiert, um die Rezeptor-
eigenschaften unserer Cyclopeptide fiir quaternire Ammoniumionen in polarere Losungs-
mittel zu Ubertragen. Dies soll durch die zu erwartenden zusitzlichen elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen kationischem Substrat und anionischen Rezeptoren erreicht
werden.

N(n-Bu), N(n-Bu)y o O

O@ ﬁ/
O

41
Abb. 2.37: Cyclische Tricarboxylate zur Erkennung von organischen Kationen in polaren Iisungsmitteln.

@ @ o
@)

Eine dhnliche Strategie ist erfolgreich von Schneider mit einem Resorcinaren, das in seiner
Struktur dem Rezeptor 1 (siche Einleitung, Abb. 1.3) sehr dhnelt, verfolgt worden. Bei diesem
Resorcinaren wurden vier Phenolgruppen in wiliriger NaOD-Loésung deprotoniert, so dal3
dieser Makrocyclus wie die Cyclopeptide 94 und 41 einen schalenférmigen Hohlraum besitzt,
der an der offenen Seite von anionischen Substituenten flankiert wird. Es gelang ihm so,
quaternire Ammoniumionen in willriger Losung mit Assoziationskonstanten von bis zu

2,9%105> M1 (fur das Tetramethylammoniumion) zu komplexieren. 134133

Das Cyclopeptid 94 entspricht den Rezeptoren 7c und 7d insofern, dal3 lediglich die
Estergruppen dieser beiden Verbindungen gegen die Carboxylatgruppen ausgetauscht
wurden. Bei 7b-d wurden intramolekulare Wasserstoffbricken zwischen den COOR- bzw.
OCH;-Gruppen und den Amid-NH-Wasserstoffatomen nachgewiesen, die zu starreren
Makrocyclen und damit einer besseren Priorganisation des Hohlraums zur Substratbindung
fihrten.#l Im Loésungsmittel DMSO-ds konnte ich fir die Amid-NH-Gruppen von 94 eine
chemische Verschiebung von 14,8 ppm im 'H-NMR-Spektrum beobachten. Dies ist eine
ungewohnlich hohe Resonanz fiir solche Protonen, insbesondere, wenn man berticksichtigt,
dal} die analogen Gruppen im Spektrum von 41 eine chemische Verschiebung von 10,2 ppm
besitzen. In Analogie zu den in Kapitel 2.3.1 beschriebenen Ergebnissen meiner Unter-
suchungen zu intramolekularen Wasserstoffbriicken in solchen Cyclopeptiden kann man also
annehmen, dall auch die Amid-NH-Gruppen von 94 an intramolekularen Wasser-
stoffbriicken zu Carboxylatgruppen beteiligt sind. Dadurch sollte die Flexibilitit von 94 im

Vergleich zu 41 herabgesetzt sein und 94 kénnte dadurch eine groBBere Affinitit zu geeigneten
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Substraten zeigen. Bei den regioisomeren Rezeptoren 5 und 107 konnte ich die positive
Auswirkung einer geringeren konformativen Flexibilitit auf die Affinitit gegeniiber Kohlen-

hydraten bzw. Guanidiniumionen bereits zeigen.

Als Losungsmittel fiir diese Untersuchungen wihlte ich Methanol-ds. Die Verinderungen der
Signallagen im NMR-Spektrum eines Gemisches von rac-127+ und 41 im Vergleich zu den
Spektren der Reinsubstanzen waren vielversprechend. Alle Signale des Ammoniumions
zeigten ausgepriagte Hochfeldshifts von bis zu 0,29 ppm fir das CH-Proton des stereogenen
Kohlenstoffatoms, was wiederum als ein eindeutiger Hinweis gewertet werden kann, daf3 das
Ammoniumion in der Cavitit des Rezeptors in die Nidhe der aromatischen Gruppen
gelangt."2%] Aullerdem zeigte das Substrat nach Zugabe von 41 zwei Signalsitze im NMR-
Spektrum, was die Bildung diastereomerer Komplexe beweist. Um zuzuordnen, welcher
Signalsatz zu welchem Komplex gehort, untersuchte ich auf die gleiche Art eine dquimolare
Mischung des Rezeptors 41 mit dem enantiomerenreinen Substrat S-127+. Abb. 2.38 zeigt
eindeutig, dal3 die Protonen dieses Enantiomeren durch die Komplexierung die kleineren
Hochfeldshifts erfahren.

rac-127+
3,061 ppm
CHj
®
rac 127* H N(CHa)3

rac-127"

S-127+ > || <« R-127+
2,894 ppm 2,883 ppm

o JL 1

T AT T T T T T T T T T T T T O T [T T T T T T e T e o e T T e e e T T T e T

T
4.6 4.4 3.0 2.8 2.6 24 22 2.0 1.8 1.6
(ppm)

Abb. 2.38  Stack-Plot der "H-INMR-Spektren von rac-127* (a), einer dquimolaren Mischung aus 41 und
rac-127%(b) und einer dquimolaren Mischung ans 41 und S-1277%(c). Lisungsmittel: Methanol-ds, alle
Konzentrationen: 0,5 mmol/ . Am Beispiel des Signals der Trimethylammoniumgruppe von rac-127+ ist die

Aufspaltung der Signale der Enantiomere durch die Komplexierung verdentlicht.

Ein sehr dhnliches Bild ergaben auch analoge Untersuchungen mit dem Rezeptor 94. Beide
Rezeptoren bilden also Komplexe mit 127 in Methanol-ds, wobei bei Verwendung des
racemischen Substrats diastereomere Komplexe gebildet werden, die im 'H-NMR-Spektrum
unterscheidbar sind.

In gepuffertem D>O mit einem pD-Wert von 7,2 konnte dagegen keine Wechselwirkung der

beiden Rezeptoren mit dem Ammoniumion 127+ beobachtet werden.
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Um zu untersuchen, ob sich die molekulare Erkennung chiraler Substrate auch enantio-
selektiv ist, existieren zwei Methoden. Einerseits kann man die Assoziationskonstanten beider
diastereomerer Komplexe unabhingig voneinander in zwei Titrationen bestimmen und dann
mit Hilfe des Verhiltnisses Kr/Ks Aussagen zur Enantioselektivitit erhalten. Ein Problem
tritt bei diesem Verfahren dann auf, wenn sich die Assoziationskonstanten der
diastereomeren Komplexe nicht allzu stark unterscheiden, da auch bei guter Reproduzier-
barkeit der Fehler nicht unerheblich sein kann.

Die andere Moglichkeit ist, die Assoziationskonstante fiir ein Enantiomer (und mit ihr den
zugehorigen Wert fiir ASma) in einer Wirt-Gast-Titration zu bestimmen und in einer
kompetitiven Titration mit dem Racemat als Substrat das Verhiltnis der Assoziations-
konstanten Kr/Ks zu ermitteln. Die Untersuchungen von Heinrichs mit den Rezeptoren
vom Typ 7 in Chloroform zeigten, dafl beide Methoden gut tibereinstimmende Ergebnisse
liefern.2l Um jedoch einen zufilligen Fehler moglichst auszuschlieBen, wihlte ich die
Methode der kompetitiven Titration fiir meine Untersuchungen.

In einer solchen Titration mit dem Racemat des Substrats liegen zwei konkurrierende
Komplexierungsgleichgewichte vor (Gl. 4/5).

K, K,

K;  Gleichgewicht 2: R + S,
Ky Ka

Gleichgewicht 1: R + S, K, Gl. 4/5

Mit R= Rezeptor, Si und S;= Enantiomere des Substrats, Kai/a1 und Kiz/a2= Assoziations- bzw. Disso-

ziationskonstanten der entsprechenden Komplexe Kj und Ko.

Die beiden verschiedenen Assoziationskonstanten K, und K, sind nach dem

Massenwitkungsgesetz wie folgt definiert (Gl 6/7).

KD ko K] 6o
[R][S:] [R][S,]

Da den beiden Komplexe auch verschiedene Werte fiir Admax zugeordnet werden mussen,
sind also insgesamt vier Unbekannte (Ka1, Ka2, ASmaxt und ASmax2) zu bestimmen. Lost man
alle erforderlichen Gleichungen auf, erhilt man einen Ausdruck, der als Variablen das
Verhiltnis der Bindungskonstanten K.1/Ka2 und die beiden Werte fiit ASmax enthilt.[136:137]
Bestimmt man in einer weiteren Titration mit einem der Enantiomere des Substrats die
Assoziationskonstante und das zugehérige Admax flir den Komplex mit diesem Enantiomer,
so kann man dieses bekannte ASm. in die Auswertung der kompetitiven Titration einbe-
ziechen. Die nicht-lineare Regression liefert dann den Wert fiir das zweite ASmax und das
Verhiltnis der beiden Assoziationskonstanten.

Zunichst habe ich die Assoziationskonstante und das Admax fiir den Komplex aus Rezeptor
41 und Substrat S-127* in einer Wirt-Gast-Titration bestimmt.[!38] In Abb. 2.39 sind Titra-
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tionskurve und Job-Plot fir diesen Komplex abgebildet. Er besitzt eine Assoziations-

konstante von 9940 M-! und wie erwartet eine 1:1-Stochiomettrie.
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Abb. 2.39  Wirt-Gast-Titration (links) und Job-Plot (rechts), erbalten mit Hilfe der "TH-NMR-
Spektroskopie fiir den Komplex: 41@S-127*. Verfolgt wurde wibrend der Messungen das Signal der
Trimethylammoninmgruppe. Lisungsmittel: Methanol-dy. Interner Standard: TMS.

In einer kompetitiven Titration mit dem Racemat rac-127* und Rezeptor 41 konnte ich das
Verhiltnis der Assoziationskonstanten Kr/Ks und den Wert fiir A8ma vom Komplex mit
dem R-Enantiomeren erhalten. Das Ergebnis dieser Titration ist in Abb. 2.40 zu sehen. Zur
Veranschaulichung des Titrationsverlaufes ist hier ein Stack-Plot aller zur Titration
gehorenden 'H-NMR-Spektren dargestellt und die daraus erhaltene Titrationskurve
abgebildet.
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Abb. 2.40  Kompetitive Wirt-Gast-Titration von Rezeptor 41 mit dem Racemat rac-127°. Beobachtet
wurde das Signal der *IN(CH;)5-Gruppe. Links: Stack-Plot der NMR-Spektren, rechts: daraus gewonnene

Titrationskurven, Dreiecke: R-127*, Kreise: $-127*, Kurve: Ergebnis der nicht-linearen Regression.
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Das R-Enantiomer (vergleiche Abb. 2.38) zeigt im Verlauf der Titration in der stirker
gekrimmte Kurve den groBeren Signalshift. Die stirkere Krimmung dullert sich ent-
sprechend in einer hoéheren Assoziationskonstante des Komplexes von 41 mit diesem
Enantiomer. Das Verhiltnis Kr/Ks betrigt 1,22. Eine Enantioselektivitit ist also vorhanden.
Die A8max -Werte fiir beide Komplexe sind fast identisch, weshalb beide Titrationskurven im
weiteren Verlauf der Titration wieder niher beieinander liegen und sich asymptotisch nahezu
dem gleichen Wert annahern.

Die aus diesen Untersuchungen erhaltenen Werte und die FErgebnisse der analogen

Titrationen fiir Rezeptor 94 sind in Tabelle 2.5 zusammengefal3t.

Rezeptor Substrat K, [M] Abmax [ppm] Kr/Ks? K, (ber.)® %d.e.®

41 S127+  9.940  -0,26 (N(CHa)s)
rac-127+ 1,22 10
R-127+ 10,26 (N(CHs)) 9 12.130

94 S-127+  14.900  -0,30 (N(CHs)s)
rac-127+ 1,26 12
R-127+ -0,29 (N(CHs)3) 18.780

Tab. 2.5  Ergebnisse der Wirt-Gast-Titrationen der regioisomeren Rezgeptoren 94 und 41 mit den
Enantiomeren des quaterndren Ammoniumions 127+, Lisungsmittel: Methanol-dy. a) Die Werte stanmen
ans den kompetitiven Titrationen, Ki(ber.) wurde durch Multiplikation der Assoziationskonstanten fiir die
Komplexce mit dem S-Enantiomer mit dem Faktor Kr/Ks erhalten.

Die Rezeptoren 94 und 41 bilden mit dem chiralen Ammoniumion 127" in dem polaren
Losungsmittel Methanol-ds also Komplexe mit recht hohen Assoziationskonstanten. Dabei
ist die von Heinrichs bei dhnlichen Verbindungen allerdings in weniger kompetitiven
Losungsmitteln beobachtete Enantioselektivitit erhalten geblieben. Nicht unerwartet bevor-
zugen die von mir untersuchten Rezeptoren wie die von Heinrichs verwendeten Derivate
ebenfalls das R-Enantiomer des Substrats. Die Diastereomereniiberschiisse sind zwar noch
relativ klein, liegen aber in der gleichen Gréflenordnung wie die von Heinrichs fiur 7a-d
bestimmten Werte. Im Vergleich der regioisomeren Rezeptoren 94 und 41 fillt auf, daf3 das
Cyclopeptid mit Aminoterephthalsiureeinheiten das Substrat deutlich besser bindet. Dies ist
anscheinend eine Folge der gréfleren konformativen Rigiditit aufgrund intramolekularer
Wasserstoffbriicken, die auch in dem kompetitiven Loésungsmittel Methanol-ds noch eine
Rolle zu spielen scheinen. Die Enantioselektivitit ist jedoch bei beiden Rezeptoren
annihernd gleich grof3 ausgeprigt. Offensichtlich beeinfluSt hier die Stellung der Carboxy-
latgruppen an den aromatischen Untereinheiten die Enantioselektivitit der Cyclopeptide 94

und 41 nicht stark, wohl aber ihre Affinitat.
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3. Zusammenfassung und Ausblick

In unserer Arbeitsgruppe entwickeln wir kiinstliche Rezeptoren,

denen ein makrocyclisches Peptidgertist gemeinsam ist.

Ziel meiner Arbeit war es, auf Basis des Grundgertstes 3, das in (\? g
alternierender Sequenz aus einer natiirlichen a-Aminosidure und

einer aromatischen y-Aminosdure besteht, substituierte Derivate

zu synthetisieren und ihre Rezeptoreigenschaften zu untersuchen. /(@
Dabei sollten sich die Substituenten an den aromatischen Cyclo-

peptiduntereinheiten befinden, wodurch sie um den Hohlraum

des Cyclopeptids angeordnet wiren und sich so an der Gastbin- 3
dung beteiligen konnten. Dariiber hinaus sollten sie sich von Aminosiuren ableiten, um
funktionelle Gruppen als Bindungsstellen ausnutzen zu kénnen, die auch in der Natur zur
molekularen Erkennung dienen. Eine moglichst grof3e Flexibilitit bei der Rezeptorsynthese
sollte durch Verwendung von Cyclopeptidgrundstrukturen erreicht werden, an die auf
einfache, modulare Art und Weise diese Aminosiurereste gebunden werden konnen.

Das erste Cyclopeptidderivat 4 (Abb. 3.1), das ich in diesem Zusammenhang verwendete,
konnte ich bereits wihrend meiner Diplomarbeit in einer 16-stufigen Synthese darstellen.

Im Rahmen dieser Arbeit gelang es, die Synthese zu optimieren. Insbesondere konnte ich die
Ausbeute der Makrocyclisierung von anfangs 23% auf 50% steigern. Peptid 4 trdgt in 5-
Position der aromatischen Cyclopeptiduntereinheiten freie Carboxylgruppen, an die weitere
Aminosiuren amidisch angeknipft werden konnen. Ausgehend von 4 synthetisierte ich drei
Derivate mit Asparaginsdure- bzw. Glutaminsduresubstituenten. Alle drei Verbindungen
besitzen jeweils drei Carboxylatgruppen entlang der Ringe und unterscheiden sich im
wesentlichen in der Stellung der Carboxylatgruppen (z.B. in ithrem Abstand) zum Zentrum
des Rings. 5, 6 und 34 wurden von mir in Gesamtausbeuten (alle tiber je 21 Stufen) von ca.
10% synthetisiert.
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COOI-Pr
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34:R= N‘(/
(\Of”" N H 'coo” N(n-Bu),
N 0 COOi-Pr
o) NH 3 1R= TNJ
HXCOOGN(n-Bu)E?
o COOI-Pr
6 :R= *” R
R S ®

COO ™ N(n-Bu)z

Abb. 3.1: Die Tricarbonséure 4 stellt den zentralen Grundbaustein fiir eine Familie von Rezeptoren dar. 5,

6, und 34 wurden durch Kupplung von 4 mit geeigneten Aminosdurederivaten im GrammafSstab erbalten.
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Untersuchungen zur bevorzugten Konformation dieser Verbindungen ergaben, daf} die
Flexibilitit der peripheren Substituenten in allen drei Fillen durch intramolekulare
Wasserstoftbriicken zwischen den Carboxylatgruppen und den jeweils benachbarten NH-

Gruppen im selben Substituenten eingeschrinkt ist.

Diese Cyclopeptide sollten als Rezeptoren fir Kohlenhydrate und Guanidiniumderivate, also
Verbindungen, deren Wechselwirkungen mit natiirlichen Rezeptoren ebenfalls im wesent-

lichen auf Wasserstoffbriickenbindungen zu Carboxylaten zurtickzufithren ist, dienen.

Im Falle der Kohlenhydratkomplexierung konnte
ich zeigen, dal3 alle drei Rezeptoren verschiedene
Monosaccharide mit Assoziationskonstanten von
bis zu 800 M- in dem recht kompetitiven Lésungs-
mittel Chloroform/Methanol (96:4) binden. Eine
Vorstellung iber mogliche Komplexstrukturen
gaben Molecular-Modeling-Studien (siche Abb. 3.2).
Das Monosaccharid kann vom Rezeptor einge-
schlossen und durch Wasserstoffbriicken gebunden
werden. Der Abstand der Carboxylatgruppen vom

Hohlraum der Rezeptoren hat einen entscheidenden

Einfluf} auf die Rezeptorselektivitit. In der Reihen-

folge a-, B- und y-Carboxylat wird ein Maximum fir Abb. 3.2: Komplex: ans 5 (Stibohen)
die Stirke der Monosaccharidbindung durchlaufen. d dem Methyro-D-giucopyranosid,
Aullerdem ist eine Selektivitit aller drei Rezeptoren fir Hexosen gegeniiber einer Pentose

vorhanden.[90.91]

Bei der Komplexierung von Guanidiniumionen besteht eine hohe Affinitit von 5 zu dem
unsubstituierten Kation 121F, die sich in einer Assoziationskonstante von 52.000 M in
DMSO-d¢ fur diesen Komplex ausdriickt. Dieses Substrat besitzt wie der Rezeptor eine Cs-

Achse und wird deshalb seht effektiv

] von drei  Seiten  durch  die
H,N.__-NH,
St Carboxylatgruppen des  Rezeptors
@ NH gebunden, wie Molecular-Modeling-
HaN. ,,NJ o ’ Studien zeigten. Das substituierte
?‘,\m_' N N~ Methylguanidiniumion ~ 122*  wird
R H oo | “~No schlechter gebunden. Das Arginin-
121" ReH  122* ReCH 13t ? derivat 123* wird allerdings zusitzlich
=1 = dec I R= 3 dz90

zu den  Guanidinium-Carboxylat-
Wasserstoftbriicken durch weitere Wasserstoftbriicken zwischen den funktionellen Gruppen
des Substrats und den Peptidgruppen im Cyclopeptidring sowie wahrscheinlich durch
hydrophobe Wechselwirkungen gebunden. Dies fithrt dazu, dal 123* sogar in

hochkompetitiven Losungsmitteln wie einer gepufferten willrigen Losung von 5 komplexiert
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wird, wihrend das Methylguanidiniumion darin
nicht gebunden werden kann. Fine mdgliche
Komplexstruktur, die mit allen experimentellen
Daten in Finklang steht, zeigt Abb. 3.3. Leider
konnte eine Enantioselektivitit bei der Arginin-
komplexierung nicht festgestellt werden, obwohl
die diastereomeren Komplexe, die bei der

Bindung der Enantiomeren von 123* gebildet

werden, im 'H-NMR an ihren chemischen
Verschiebungen eindeutig zu unterscheiden

sind.['1]

Abb. 3.3: Komplex: ans 5 (teilweise hell-
gran) und dem Argininderivat 1-123".

Zur Veranderung der Rezeptoreigenschaften dieser Rezeptoren versuchte ich, die peripheren
Substituenten durch Aminophosphonsiuren oder teilweise durch Tryptophan zu ersetzen.

Solche Cyclopeptidderivate konnten aber nicht erfolgreich synthetisiert werden.

Um den leistungsfihigsten von mir dargestellten Rezeptor 5 zu optimieren, synthetisierte ich
das Regioisomer 107. Seine aromatischen Carboxylatgruppen befinden sich in 4-Position und
sind mit Aspartatresten substituiert. Dadurch sollte Rezeptor 107 besser zur Substratbindung

priorganisiert sein, denn vorangegangene Untersuchungen

hatten gezeigt, dall Carboxylgruppen in 4-Position der

Oﬁ\(o aromatischen Cyclopeptiduntereinheiten den Makrocyclus
OHN N durch intramolekulare Wasserstoffbriicken zu den aroma-
Qf EO tischen NH-Gruppen konformativ stabilisieren. Verbin-
o NH o dung 107 konnte nur mit Hilfe einer sequentiellen Synthese
N R erhalten werden. Wie erwartet ist seine Affinitit zu

| P /(é)‘\ Kohlenhydraten héher als die von 5. So wird Methyl-a-D-
. JkOHNm o galactopyranosid mit einer Assoziationskonstante von 1350

M- gebunden. Ebenfalls erhoht ist die Selektivitidt von 107
COOPr im Vergleich zu 5 sowohl bei der Komplexierung isomerer
107:R= 7H1000®N(n-8u)4 Hexosen als auch bei der Bevorzugung von Hexosen im

Vergleich zu einer Pentose.

Rezeptor 107 zeigte im Vergleich zu 5 auch eine héhere Affinitit zu dem Argininderivat 123+
in Methanol-ds. Interessanterweise konnte ich in diesem Fall sogar Anzeichen fiir eine

enantioselektive Erkennung feststellen.

In diesen Arbeiten habe ich somit eine neue Klasse substituierter Cyclopeptide entwickelt, die
Monosaccharide, also im allgemeinen Vergleich schwer zu komplexierende Substrate, in

Chloroform-Methanol-Gemischen und Argininderivate sogar in Wasser binden.

In letztem Teil der Arbeit habe ich die enantioselektive Komplexierung quaternirer Ammo-
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niumionen untersucht. In unserer Arbeitsgruppe ist kiirzlich gezeigt worden, dal3 neutrale
Cyclopeptide mit Substituenten in 4-Position der aromatischen Untereinheiten das Kation
127+ in Chloroform enantioselektiv binden.'’2l Um diese Eigenschaft in ein kompetitives
Losungsmittel zu Ubertragen, synthetisierte ich die beiden regioisomeren Cyclopeptide 94 und

41, die Carboxylatgruppen in 4- bzw. in 5-Position an den aromatischen Untereinheiten

tragen, @ @
No-Bue Nr-BUs o, o
7 Ve 0
® ®
H3C:N N:CH3 o o
H3C | | CH3
CHs CHs N . N 5
" )
S-127" R-127"
94 41

In Methanol erhielt ich Assoziationskonstanten von bis zu 19.000 M! fir den Komplex
94@R-127*. Auch in diesem Fall besitzt der Rezeptor mit den Substituenten in 4-Position an
den aromatischen Untereinheiten die groBere Affinitdt und Selektivitit zu den untersuchten
Substraten, da er besser priorganisiert ist. Von beiden Rezeptoren werden die beiden
Enantiomere von 127% unterschiedlich stark gebunden. Die Komplexierung ist also
enantioselektiv. Der Diastereomerentiberschull betrigt 10% fir Rezeptor 41 und 12% fur
Rezeptor 94, wobei beide Rezeptoren in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen fiir die
neutralen Cyclopeptide das R-Enantiomer des Substrats bevorzugen. Die beiden Tri-
carboxylate sind damit die ersten kinstlichen Rezeptoren, die ein chirales, quaternires

Ammoniumion in einem kompetitiven Losungsmittel enantioselektiv komplexieren.

In Zukunft sollen die von mir entwickelten Rezeptoren strukturell verindert und dadurch
ithre Eigenschaften verbessert werden. So werden momentan Rezeptoren synthetisiert, die
Boronsiuren anstelle der Carboxylatgruppen enthalten, wodurch sie Monosaccharide auch in
willrigen Medien binden sollen. Eine Affinitits- und idealerweise Selektivititssteigerung bei
der Substratbindung konnte durch eine weitere Verminderung der Flexibilitit der Rezep-
toren, moglicherweise durch kovalente Verbrickungen, erreicht werden. Hier muf} jedoch
abgewogen werden, ob der abzusehende erhebliche Syntheseaufwand in einem sinnvollen
Verhiltnis zu den erwarteten Verbesserungen der Rezeptoreigenschaften steht.

In letzter Zeit wird immer hédufiger Gebrauch von dynamischen-kombinatorischen Biblio-
theken zur Optimierung von Rezeptorstrukturen gemacht. Hier wire es denkbar, aus einem
zentralen Baustein und geeigneten Seitengruppen eine dynamische Rezeptorbibliothek zu
erzeugen. Ahnlich den Untersuchungen von Sanders,[13 die auf den Rezeptoreigenschaften
von Kubiks Cyclopeptiden aufbauten, kénnte hierzu z.B. die Bildung von Hydrazonen aus
einem cyclischen Trialdehyd (anstelle der Tricarbonsaure 4) und substituierten Hydraziden
(anstelle der Seitenaminosduren) genutzt werden. In Anwesenheit eines Substrats sollte sich
das Gleichgewicht der Rezeptorbibliotheken auf die Seite des besten Rezeptors verschieben.
So konnte man natirlich auch zu leistungsfihigeren Kohlenhydrat- oder Argininrezeptoren
kommen und das in dieser Arbeit gefundene Potential substituierter Cyclopeptide bei der

Bindung solcher Substrate weiter nutzen.
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4. Experimenteller Teil

4.1  Apparatives

'H-NMR-Spektroskopie

BC-NMR-Spektroskopie

SIP-NMR-Spektroskopie

IR-Spektroskopie

CD-Spektroskopie
Fluoreszenzspektroskopie

C,H,N-Elementaranalyse

Massenspektrometrie

Polarimeter

Schmelzpunktbestimmung

Saulenchromatographie

Diunnschichtchromatographie

Dosierung

Turbomolekularpumpe

Bruker Avance DRX 200 (200 MHz)
Varian VXR 300 (300 MHz)
Bruker Avance DRX 500 (500 MHz)

Bruker Avance DRX 500 (125 MHz)
Vatian VXR 300 (75 MHz)

Bruker Avance DRX 200 (81 MHz)

Bruker Vektor 22 FT-IR
Nicolet FT-IR-5SXB

JASCO J-600 Spektralpolarimeter
JASCO FP-6200 Spektrofluorometer

Institut fur Pharmazeutische Chemie der

Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

CI (NH3): Finnigan INCOS 50
FAB: Varian MAT 8200
ESI: Bruker Esquire 3000

Perkin Elmer 241 MC digital, d = 10 cm
Biichi 510, Biichi Melting Point B-545
Kieselgel 60 (230-400 Mesh ASTM) von Merck

Kieselgel 60 Fas4 auf Aluminiumfolie (Merck)
RP-18 Fas4 auf Glastriger (Merck)

Hamilton, gasdichte Spritzen
Infors AG, Perfusor Precidor HAT

Leybold PT50
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4.2  Chemikalien und Lésungsmittel

Acros:

Aldrich:

Bachem:

Cerestar:

Euriso-top:

Fluka:

Benzylalkohol
Palladium auf Aktivkohle (10%)
Palladium(II)-chlorid

Allylbromid
DIEA

4-(N,N-Dimethylamino)phenyldiphenylphosphin

Kaliumhexafluorophosphat
Methanol-d4, 99,95 atom% D
Octyl-B-D-glucopyranosid

Tetrabutylammoniumhydroxidlésung 1M in Methanol

Triphosgen

D-BAPA
L-BAPA
TBTU

Octyl-a-D-glucopyranosid

Chlotroform-di, 99,8 atom-% D
D,0, 99,9 atom-% D
DMSO-ds, 99,9 atom-% D
Methanol-d4, 99,8 atom-% D

Aminoterephthalsaure, z.S.
Celite® FilterCel

DCC

Isopropanol, p.A.
Kaliumhydrogensulfat
Methyl-a-D-glucopyranosid
Methyl-B3-D-glucopyranosid
Methyl-a-D-mannopyranosid
4-Methylmorpholin
Salzsdure, rauchend (37%), p.A.
Trifluoressigsdure

Trimethylphosphit
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Lancaster Isobutylchlorformiat
2-Mercaptopyridin-N-oxid
Methyl-a-D-galactopyranosid

Merck: 5-Aminoisophthalsaure, z.S.
Benzylbromid
BocO
Bromtrichlormethan
Cisiumcarbonat
DMF, p.A.
Natriumcarbonat, wasserfrei p.A.

Natriumhydrogencarbonat, wasserfrei

Pyrrolidin
Messer-Griesheim Argon 5.0
Stickstoff 5.0
Wasserstoff 5.0
Novabiochem: alle zur Synthese verwendeten a-Aminosiuren
Riedel-de-Haén: Phosphoroxidchlorid
Sigma: Methylguanidinhydrochlorid

Methyl-B3-D-ribofuranosid
Octyl-8-D-galactopyranosid

Das Kupplungsreagenz PyCloP wurde nach einer Vorschrift von Coste, Frérot und Jovin
hergestellt.[48:4]

Alle Losungsmittel wurden vor Gebrauch durch Destillation gereinigt, bei Bedarf nach den
literaturbekannten Standardmethoden getrocknet und durch einstiindiges Einleiten von
Argon 5.0 entgast.

Fir Allylesterspaltungen wurde der Katalysator p-DMDPd verwendet, den ich bereits

wihrend meiner Diplomarbeit entwickelt habe.[*]
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4.3 Wirt-Gast-Experimente

4.3.1 NMR-Spektroskopie

Alle Komplexierungsversuche wurden am Bruker DRX 500 (500 MHz) NMR-Spektrometer

durchgefithrt und die Proben jeweils mit 265 Pulsen bei 298 K vermessen.

Untersuchung der Wechselwirkungen

Um grundsitzlich festzustellen, ob eine Wechselwirkung zwischen Wirt und potentiellem
Gast stattfindet, wurden jeweils drei Lésungen angesetzt: die erste enthielt reinen Wirt, die
zweite Wirt und Gast im Stoffmengenverhiltnis 1:1 und die dritte reinen Gast. Die Konzen-
trationen waren jeweils in allen drei Losungen gleich und betrugen je nach verfiigbaren
Substanzmengen 0,5 oder 1 mM. Die Proben wurden jeweils NMR-spektrometrisch vermes-

sen und die Spektren auf Hinweise fir eine Komplexierung analysiert.

Wirt-Gast-Titrationenl67,70]

Zwel Stammlosungen wurden fir jede NMR-Titration angesetzt: Eine mit dem jeweiligen
Gast (0,1 pmol/ml), die andere mit dem zugehérigen Wirt. Insgesamt wurden 11 NMR-
Proben vorbereitet, indem eine groBer werdende Menge Wirtlésung (0-800 pl in Schritten
von 80 ul) zu jeweils 100 pl Gastlosung gegeben wurde. Alle Proben wurden auf ein Volumen
von 1 ml mit reinem Losungsmittel aufgefiillt. Die Konzentrationen der Wirtstammlosungen
wurden so gewihlt, da3 immer bis zu der gewilinschten maximalen Anzahl von Wirtiquiva-
lenten titriert werden konnte. Diese Konzentrationen sind hier nach Gisten sortiert aufge-
fihrt:

Wirtkonzentration — Aquivalente

Giste Losungsmittel .
(Stamml6sung) Wirt
Monosaccharide CDCl; / 4% MeOD 2 umol/800 ul 0-20
Guanidiniumionen alle DMSO-ds 0,5 umol/800 ul 0-5
MeGHCI CDs;OD 1 umol/800 ul 0-10
L./ D-BAPA CDs;OD 0,75 pmol/800 ul 0-7,5
alle D:O-Puffer 1,5 umol/800 pl 0-15
(pD =17,2)
R/S/rac-127" T CD;0OD 0,5 umol/800 pl 0-5
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Bei den Titrationen, bei denen Monosaccharide untersucht wurden, 16ste man zunichst Wirt
und Gast in der berechneten Menge CD3;OD im Ultraschallbad. Dann wurde so mit CDCl3
aufgefiillt, da3 die fertigen Stammldsungen 4% CDs;OD enthielten.

Zur Auswertung wurden stets moglichst scharfe und tber den ganzen Bereich der Titration
verfolgbare NMR-Signale der Giste herangezogen. Die Bestimmung der Stabilititskonstan-
ten aus den ASm.-Werten erfolgte durch nicht-lineare Regression der erhaltenen

Titrationskurven mit dem PC-Programm Sigma-Plot 3.0.

Job-Plots[66-68]

Es wutrden dquimolare Losungen von Wirt und Gast (1 pmol/ml) im entsprechenden Lo&-
sungsmittel angesetzt. Damit wurden 10 Proben vorbereitet, in dem kleiner werdende
Volumina der Gastlésung (1 bis 0,1 ml) mit der Wirtlésung auf jeweils 1 ml aufgeftllt wur-
den. Die Gesamtkonztentration von Wirt und Gast war somit konstant, nur der Molenbruch
des Gastes variierte bei Aufnahme der NMR-Spektren von X = 1 bis X = 0,1 (Methode der

kontinuierlichen Variation).

4.3.2 CD-Spektroskopie

Alle CD-Spektren wurden mit dem JASCO J-600 Spektralpolarimeter aufgenommen und mit
MS Excel und SigmaPlot ausgewertet.

Wirt-Gast-Titrationen

Bei den CD-Titrationen wurden Verinderungen in den Spektren des Cyclopeptids verfolgt.
Dessen Konzentration wurde konstant gehalten und die des Monosaccharides (von 0 bis 60
Aquivalenten bezogen auf den Wirt) variiert. 11 Proben wurden aus 100 ul der Stammlésung
des Cyclopeptids (0,05 pmol/100 ul) und ansteigenden Mengen (0-900 pl) der Stammlésung
des Monosaccharids (3 pumol/900 pl) angesetzt und gegebenenfalls mit reinem Losungsmittel
auf 1 ml aufgefullt. Nach Kalibrierung des Spektrometers mit einer Kampfersulfonsiurel6-
sung wurde das CD-Spektrum des verwendeten reinen Ldsungsmittels aufgenommen und
zur Normierung aller weiteren Spektren numerisch von diesen abgezogen. Alle Messungen
fanden unter folgenden Bedingungen statt: Mel3zellenlinge 0,05 cm; Startwellenlinge 290 nm;
Zielwellenlinge 255 nm; Auflésung 0,1 nm; Empfindlichkeit 20 mdeg; Response 16 s; Band
Width 1,0 nm; Accumulation 1.
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4.3.3 ESI-Massenspektrometrie

Um die Komplexierung der Argininderivate mit Hilfe der ESI-Massenspektrometrie zu
untersuchen, wurden dquimolare Losungen der Konzentration 0,1 mM von Rezeptor 5 und

den Substraten L- bzw. D-BAPA in Methanol angesetzt und im negativen Modus vermessen.
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4.4  Allgemeine Arbeitsweisen

Abspalten der Boc-Schutzgruppe

Trifluoressigsiure. Methode I:

Das Boc-geschiitzte Peptid oder die Aminosiure wurde in 10 ml trockenem CH2Cl> gelost
und mit einem Eisbad abgekiihlt. Dann wurden 10 ml TFA langsam zugetropft und man lie3
noch 1,5 h in der Kilte rithren. Das Loésungsmittel wurde im Vakuum entfernt, der Riick-
stand in Essigsiureethylester aufgenommen und zweimal mit Na;COs-Losung (10%) sowie
dreimal mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde mit MgSO4 getrocknet, mit 1,1
Aquivalenten konz. HCI versetzt und im Vakuum zur Trockene eingeengt. Das Produkt

wurde im Olpumpenvakuum getrocknet.

HCI in Dioxan. Methode II:

Das Boc-geschiitzte Peptid oder die Aminosdure wurde in 1,4-Dioxan (20 ml/mmol) gel6st
oder suspendiert. Die Losung wurde unter kriftigem Rithren mit einem Magnetrithrer im
Eisbad abgekthlt und tropfenweise mit einer 6N Lésung von HCI in 1,4-Dioxan (40
ml/mmol) versetzt. Nach 2 h Rihren in der Kilte wurde das Losungsmittel im Vakuum
entfernt, der Ruckstand mit Diethylether gerithrt und das so von Dioxanresten befreite

Produkt abiltriert und im Olpumpenvakuurn getrocknet.

Abspalten der Allylschutzgruppe

Methode III:

Der Ester wurde in einen Schlenkkolben eingewogen, dreimal sekuriert und danach in
getrocknetem und entgastem THF gel6st (20 ml/mmol). Der Katalysator p-DMDPd (10 mg)
und Morpholin (2 Aquivalente) wurden im Schutzgasgegenstrom zu der Losung gegeben.
Nach 30 min Rihren wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt, der Riickstand in
Essigsdureethylester gelost und die organische Phase dreimal mit 4N HCI und dreimal mit
Wasser gewaschen. Nach Trocknung mit MgSO4 konnte das Losungsmittel im Vakuum

entfernt und der Rickstand im C)lpumpenvakuum getrocknet werden.
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Abspalten der Benzylschutzgruppe

Methode IV:

Der Ester wurde in CH2Clz / Methanol 1:1 (300 ml/mmol) gelést. Nach Zugabe von 100 mg
Pd/C (10%) wurde die Mischung unter Normaldruck fiir 2 h in einer Wasserstoffatmosphire
gerithrt. Nach DC-Kontrolle des Umsatzes wurde der Katalysator zuerst tiber eine Glasfritte
(Pore 4) und dann mit Hilfe eines Membranfilters abfiltriert. Das Filtrat wurde zur Trockene

eingeengt und der Riickstand im Olpumpenvakuum getrocknet.

Synthese von Tetra-n-butylammoniumcarboxylaten

Methode V:

Die Carbonsdure wurde in trockenem Methanol (300 ml/mmol) gel6st. Es wurden pro
Carbonsiuregruppe 1,0 Aquivalente einer Losung von Tetra-z-butylammoniumhydroxid in
Methanol (1,0 M) zugegeben. Nach 10 min Rihren wurde das Losungsmittel im Vakuum

entfernt und das Produkt im Vakuum einer Turbomolekularpumpe getrocknet.

100



EXPERIMENTELLER TEIL

4.5 Synthesen von Peptiden mit 5-Aminoisophthalsidure

4.5.1 Synthese des Cyclopeptids cyclo-[Pro-5-AIS(OBn)]; (22)

Darstellung von Boc-5-AIS(OH)-OH (10)

18,12 g (0,10 mol) 5-Aminoisophthalsdure wurden in 200 ml 1N Natronlauge gelost und im
Eisbad abgekiihlt. Zu dieser Losung wurde eine Mischung aus 24,0 g (0,11 mol) Boc,O und
200 ml Dioxan innerhalb von 2 h zugetropft. Man liel noch 3 h in der Kilte und danach
tber Nacht bei Raumtemperatur rihren. Die Reaktionsmischung wurde dann im Vakuum auf
ca. 160 ml eingeengt, im Eisbad abgekihlt und mit einer Losung von 27,2 g (0,20 mol)
KHSOy4 in 100 ml Wasser angesiuert. Der ausfallende Niederschlag wurde abfiltriert, mit

wenig Wasser gewaschen und im Olpumpenvakuum tiber P4O1o bei 50°C getrocknet.

Ausbeute: 27,55 g (98%)

Smp: >250°C
MS (CI) : [M + NH4*] bei m/z = 299, Intensitit = 100% )

4)H 6
'H-NMR: (500 MHz, DMSO-ds, TMS) & [ppm] 1,50 (s, 9H BOZ\) m O)H
Bu), 8,09 (t, 1H, 4Ju= 1,3 Hz, 5-AIS-H(6)), 8,32 (s, N
2H, 5-AIS-H(2) + 5-AIS-H(4)), 9,78 (s, 1H, NH),
13,19 (s, b, 2H, 2*COOH) -

IR (in KBr): [cm ] 3345(m), 2994(m), 2937(m), 2645(m), 2574(m), 1699(ss), 1607(m),
1530(s), 1439(m),1409(m), 1396(m), 1370(m), 1276(ss), 1240(s), 1164(s),
950(w), 908(w), 867(W), 756(w), 695(w)

CH,N: ber.. C:54,64%  H:547% N: 4,90% Ci3H1sNOg*0,25 H.O
gef..  C:5449%  H:547% N: 4,76% M = 285,77 g/mol

Darstellung von Boc-5-AIS(OH)-OAIl (11)

2,80 g (10,0 mmol) 10 wurden in 50 ml DMF p.A. gelost. Es wurden 0,84 g (10,0 mmol)
NaHCOj; in der Losung suspendiert und tiber Nacht geriihrt. Nach Zugabe von 2,5 ml (30,0
mmol) Allylbromid lie3 man erneut Giber Nacht rithren. Die Reaktionslésung wurde in 250 ml
einer Losung von 2,12 g (20,0 mmol) Na,COj3 gegossen und dreimal mit Et2O extrahiert. Die

organischen Phasen wurden verworfen. Die wissrige wurde mit 5,44 g (40,0 mmol) KHSO,
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angesduert und danach das Produkt durch dreimaliges Waschen mit Essigester extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden dreimal mit Wasser gewaschen, mit Magnesiumsulfat
getrocknet und zur Trockene eingeengt. Der 6lige Riickstand wurde in 200 ml Toluol zum
Sieden erhitzt und heif3 iber Celite® filtriert. Nach Vollendung der Kiristallisation in der Kilte
wurde das Produkt abfiltriert, mit wenig kaltem Toluol gewaschen und im Olpumpenvakuum
bei 50° C getrocknet.

Meist wurde diese Synthesestufe viermal parallel angesetzt und dann gemeinsam aufgearbei-

tet, da eine Ansatzvergro3erung mit einer Verringerung der Ausbeute einherging.

Ausbeute: 1,1 g (34%)

Smp: Zersetzung bei 163°C
MS (CI): [M + NH4*] bei m/z = 339, Intensitit = 100%

'H-NMR: (500 MHz, DMSO-ds, TMS) & [ppm] 1,50 (s, 9H, /Bu), 4,83 (ddd, 2H,
Ju= 5,1 Hz, CHLCH=CH,), 5,30 (ddt, 1H, 3Ju= 10,8 Hz, Ju= 1,6 Hz,
CH.CH=CH,, @, 542 (ddt, 1H, Ju= 17,0 Hz, 2Ju= 1,6 Hz
CH,CH=CH,, frans), 6,01 - 6,10 (m, 1H, CH,CH=CH,), 8,10 (s, 1H, 5-
AIS-H(6)), 8,36 (s, 2H, 5-AIS-H(2) + 5-AIS-H(4)), 9,83 (s, 1H, NH),
13,28 (s, b, 1H, COOH)

IR (in KBr): [cm] 3356(m), 3088(m), 2981(m), 2935(m), 2639(m), 1705(ss), 1606(m),
1545(s), 1456(m), 1428(m), 1369(m), 1338(m), 1311(m), 1270(s), 1232(s),
1159(s), 985(m), 931(m), 907(m), 758(m), 702(w), 672(w), 583 (W), 451 (w)

C.H.N: ber.. C:59,81%  H:5,96% N: 4,36% CisH19NOg
gef:  C:60,00% H: 5,77% N: 4,33% M = 321,33 g/mol

Darstellung von Boc-5-AIS(OBn)-OAll (12)

In 50 ml DMF p.A. wurden 1,29 g (4,0 mmol) 11, 1,01 g (12,0 mmol) NaHCO3 und 1,5 ml
(12,0 mmol) Benzylbromid fiir 48 h gertihrt. Dann wurde die Reaktionslésung in 120 ml
Essigester aufgenommen, zweimal mit 10% NaHCO;-Losung und dreimal mit Wasser
gewaschen, mit Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum zur Trockene eingeengt. Um
Reste von Benzylbromid zu entfernen, wurde das Rohprodukt in wenig kaltem 7-Hexan

suspendiert, in der Kilte 5 min gertihrt, abfiltriert und zweimal mit wenig kaltem #-Hexan

gewaschen. AnschlieBend wurde das Produkt im Olpumpenvakuum bei 50° C getrocknet.
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Ausbeute:

Smp:
MS (CD):

'H-NMR:

IR (in KBr):

1,33 o (81%)
125-127°C
[M + NH4*] bei m/z = 429, Intensitit = 100%

(500 MHz, CDCls, TMS) & [ppm] 1,52 (s, 9H, /Bu), 4,83 (ddd, 2H, 3Ju=
57 Hz, CH,CH=CH,), 5,29 (ddt, 1H, 3Ju= 10,4 Hz, ZJu= 1,3 Hz,
CH,CH=CH,, ¢is H), 5,38 (s, 2H, Bn-CHy), 5,40 (ddt, 1H, 3Ju= 17,0 Hz,
2= 1,3 Hz, CH,CH=CH,, trans H), 5,98 - 6,07 (m, 1H, CH,CH=CH,),
6,73 (s, b, 1H, NH), 7,32-7,46 (m, 5H, Bn-H), 8,24 + 8,30 (2*s, b, 2H, 5-
AIS-H(2) + 5-AIS-H(4)), 8,40 (t, 1H, 4= 1,6 Hz, 5-AIS-H(6))

[cm] 3355(s), 3083(s), 2978(s), 2932(s), 2853(s), 2118(m), 1732(s),
1705(ss), 1628(s), 1607(s), 1544(s), 1454(s), 1427(m), 1389(m), 1367(m),
1342(m), 1317(m), 1271(s), 1234(ss), 1160(s), 999(m), 986(m), 754(m),
733(m), 698(w), 671(w), 652(w), 553(w), 462(w)

ber. C:067,14%  H:06,12% N: 3,40% C23H2sNOg
gef..  C:606,89%  H:06,26% N: 3,18% M = 411,45 g/mol

Darstellung des Dipeptids Boc-Pro-5-AIS(OBn)-OAll (14)

Entschiitzung: Vor der Peptidkupplung wurden 5,04 g (12,2 mmol) 12 nach Methode 1
(Ausbeute 3,81 g (100%)) Boc-entschiitzt, jedoch nicht mit HCI behandelt, sondern als freies

Amin isoliert.

Peptidkupplung: 3,81 g (12,2 mmol) 13, 3,93 g (18,4 mmol) Boc-Prolin und 7,67 g (18,4

mmol) PyCloP wurden in 260 ml trockenem Dichlormethan gel6st. Bei Raumtemperatur

wurden 6,35 ml (36,7 mmol) DIEA zugegeben und die Losung tiber Nacht geriihrt. Dann

wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand sidulenchromatographisch

(Laufmittel: #-Hexan/Essigsiureethylester 1:1) gereinigt. Die sauberen Fraktionen wurden

zur Trockene eingeengt. Das Produkt fiel zunichst als Ol an, erstarrte jedoch im

Olpumpenvakuum.

Ausbeute:
Smp:

e},

6,15 g (99%)
118-119°C
-82,0° (c=1, CHCLy)
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MS (CD): [M + NH4*] bei m/z = 526, Intensitit = 100%
[M + H*] bei m/z = 509, Intensitit = 4%

'H-NMR: (300 MHz, DMSO-ds, TMS, 100°C) & [ppm] 1,34 (s, 9H, ABu), 1,75 - 1,90
(m, 1H, Pro-H(®)), 1,90 - 2,00 (m, 2H, Pro-H®)), 2,13 - 2,31 (m, 1H 3
Pro-H(B)), 3,33 - 3,51 (m, 2H, Pro-H(8)), 4,24 (dd, 1H, 3Ju .= 4,1 Hz, 3
w= 83 Hz, Pro-H(x)), 4,83 (ddd, 2H, 3Ju= 5,6 Hz, CH,CH=CH.), 5,28
(ddt, 1H, 3Ju= 10,5 Hz, 2Ju= 1,5 Hz, CH,CH=CH,, s H), 5,39 (s, 2H,
Bn-CHb), 5,40 (dd, 1H, 3Ju= 17,2 Hz, 2Ju= 1,5 Hz, CH,CH=CH, frans
H), 6,00 - 6,12 (m, 1H, CH,CH=CHs), 7,31 - 7,49 (m, 5H, Bn-H), 8,22 (t,
1H, 4Ju= 1,6 Hz, 5-AIS-H(6)), 8,49 + 8,53 (2*t, 2H, 2* 4Jy= 1,6 Hz, 5-
AIS-H(2) + 5-AIS-H(4)), 10,12 (s, 1H, NH)

IR (in KBr): [cm] 3320(m), 3295(s), 3257(m), 3224(m), 3171(m), 3121(m), 3063(m),
3034(m), 2976(m), 2883(m), 1732(ss), 1699(s), 1665(ss), 1602(m), 1569(s),
1478(s), 1456(s), 1424(ss), 1382(m), 1367(m), 1335(m), 1234(ss), 1163(s),
1139(m), 1110(m), 1091(m), 998(m), 984(m), 922(m), 904(m), 757(s),
733(m), 733(m), 695(m), 621 (w), 539(w), 779(w) 462(w) 416(w)

CH.N: ber.. C:606,13%  H:6,34% N: 5,51% C2sH3:N207
gef..  C:66,18%  H:06,33% N: 5,51% M = 508,57 g/mol

Darstellung des Tetrapeptids Boc-[Pro-5-AIS(OBn)]»>-OAll (17)

Entschiitzungen: Vor der Peptidkupplung wurden je 5,09 g (10,0 mmol) 14 an der Boc-
geschiitzten Aminogruppe nach Methode 1 (Ausbeute 4,44 g (100%)) und an der allylver-
esterten Carboxylgruppe nach Methode III (Ausbeute 4,68 g (100%)) entschiitzt.

Peptidkupplung: 4,68 ¢ (10,0 mmol) 16, 4,44 ¢ (10,0 mmol) 15 und 6,33 g (15,0 mmol)
PyCloP wurden in 250 ml trockenem Dichlormethan gel6st. Nach Zugabe von 6,94 ml (40,0
mmol) DIEA wurde bei Raumtemperatur iiber Nacht gerithrt. Das Losungsmittel wurde im
Vakuum entfernt und das zuriickbleibende Ol siulenchromatographisch (Laufmittel: Essig-
saureethylester) gereinigt. Die sauberen Fraktionen wurden zur Trockene eingeengt. Das

zunichst als Ol anfallende Produkt erstarrte beim Trocknen im Olpumpenvakuum.

Ausbeute: 8,28 g (96%)
MS (CD): [M + NH4*] bei m/z = 876, Intensitit = 100%
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Darstellung des Hexapeptids Boc-[Pro-5-AIS(OBn)];-OAll (19)

Entschiitzungen: Vor der Peptidkupplung wurden 2,20 g (2,6 mmol) 17 an der Boc-
geschiitzten Aminogruppe nach Methode I (Ausbeute 2,02 ¢ (98%)) und 1,43 g (2,8 mmol)
14 an der allylveresterten Carboxylgruppe nach Methode III (Ausbeute 1,31 g (100%))

entschutzt.

Peptidkupplung: 1,31 g (2,8 mmol) 16, 2,02 g (2,5 mmol) 18 und 1,34 g (3,2 mmol) PyCloP
wurden in 70 ml trockenem Dichlormethan gel6st. Nach Zugabe von 1,54 ml (8,9 mmol)
DIEA lieB man tber Nacht rihren. Das Losungsmittel wurde vollstindig im Vakuum
entfernt und der Ruckstand siaulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel: Chloro-
form/Aceton 2:1). Die sauberen Fraktionen wurden vom Losungsmittel befreit und das

Produkt im Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 2,88 g (94%)
MS (FAB): [M + Hf] bei m/z = 1209, Intensitit = 3%

Darstellung des Cyclopeptids cyclo-[Pro-5-AIS(OBn)]; (22)

Entschiitzungen: Vor der Cyclisierung wurden 3,65 g (3,0 mmol) 19 zunichst an der allyl-
veresterten Carboxylgruppe nach Methode II1 entschiitzt. Der nach dem Einengen der
Reaktionslosung verbliebene Riickstand war jedoch nicht vollstindig in reinem Essigsaure-
ethylester 16slich. Daher wurde der Riickstand erst in Chloroform gelést und diese Losung
dann mit Hssigsdureethylester so verdunnt, dal3 eine klare Losung erhalten wurde. Diese
wurde dann nach der allgemeinen Vorschrift weiter aufgearbeitet. Das Produkt wurde dann
an der Boc-geschiitzten Aminogruppe nach Methode II (Ausbeute tiber beide Stufen: 3,30 g
(99%)) entschtitzt.

Cyclisierung: 3,30 ¢ (3,0 mmol) vollstindig entschiitztes Hexapeptid 21 wurden in einen
Reaktionskolben eingewogen und dreimal sekuriert. Es wurden 330 ml entgastes DMF p.A.
und 1,67 ml DIEA (9,6 mmol) im Schutzgasgegenstrom zugegeben. Die Lésung wurde mit
einem bereits vorgeheizten Olbad auf 90°C erwirmt. Dann wurde bei konstanter Temperatur
durch ein Septum eine Lésung von 1,06 g (3,3 mmol) TBTU in 10 ml DMF p.A. mit einem
Perfusor tber 2 h zugetropft. Die Reaktionslésung wurde noch 3 h bei 90°C. Nach dem
Abkiihlen wurde das Losungsmittel im Olpumpenvakuum bei 40°C abkondensiert. Das
Rohprodukt wurde zweimal sdulenchromatographisch —gereinigt  (Laufmittel: 1.

Dichlormethan/Isopropanol 10:1, 2. Chloroform/Aceton 2:1). Nach Umkristallisieren aus
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Methanol wurde ein weiller Feststoff enthalten, der im Turbomolekularpumpenvakuum

getrocknet wurde.

Ausbeute:
Smp:
[a]}

MS (FAB):

'H-NMR:

IR (in KBr):

1,56 g (50%)

Erweichen ab 164°C, geschmolzen > 250°C
+7,8° (c=1, CHCl)

[M + H*] bei m/z = 1051, Intensitit = 7,0%

(300 MHz, DMSO-ds, TMS) & [ppm] 1,81 - 2,09 (m, 9H, Pro-H(g)+ Pro-
H®)), 2,25 - 2,38 (m, 3H, Pro-H(B)), 3,22 - 3,51 (m, 6H, Pro-H(y)), 4,65
(dd, 3H, 3y 2= 4,1 Hz, i = 8,4 Hz, Pro-H()), 5,37 (s, 6H, Bn-CHy),
7,35-7,54 (m, 15H, Bn-H), 7,67 (t, 3H, Ju= 1,7 Hz, 5-AIS-H(6)), 7,91 (t,
3H, Ju= 1,7 Hz, 5-AIS-H(@4)), 8,66 (t, 3H, Ju= 1,7 Hz, 5-AIS-H(2)),
10,61 (s, 3H, NH)

[cm1] 3449(m,b), 3089(w), 3034(w), 2975(w), 2882(w), 1721(ss), 1625(ss),
1598(ss), 1560(s), 1442(s), 1418(s), 1377(m), 1322(s), 1301(ss), 1263(m),
1214(s), 1194(s), 1115(m), 1002(w), 976(w), 901(w), 754(m), 698(m),
642(m), 602(w), 490(w)

ber.. C:066,29%  H:5,38% N: 7,73% CeoH54NcO12*2 H2O
gef:  C:66,25%  H:517% N: 7,52% M = 1087,15 g/mol

4.5.2 Synthese von cyclo-[Pro-5-AIS(0")]; (NBu,"); (39)

Entschiitzung: Es wurden 0,46 g (0,44 mmol) 22 an den benzylveresterten Carboxylgruppen

nach Methode IV entschiitzt. Als Losungsmittel wurde jedoch eine Mischung aus 200 ml

Methanol und 80 ml Methylenchlorid verwendet, um zu verhindern, da} die entstehende

Tricarbonsiure 4 ausfallt.

Ausbeute:

C.H.N:

Deprotonierung:

0,34 g (100%)

ber.. C:56,11%  H:5,07% N:10,07%  Cs9oH36NsO12*3 H20
gef..  C:5598%  H:5,16% N: 9,99% M = 834,79 g/mol

55,65 mg (66,66 pumol) 4 wurden nach Methode V zum Tetra-#-

butylammoniumsalz umgesetzt.
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Ausbeute:
Smp:
[al}

MS (ESD):

'H-NMR:

BC-NMR

IR (in KB1):

0,10 g (100%)

134°C

-35,4° (c=1, CHCl)

[M — 2NBu4* + Na*] bei m/z = 1042, Intensitit =100%
[M — NBus*] bei m/z = 1261, Intensitit =53%

(500 MHz, DMSO-ds, TMS) & [ppm] 0,93 (t, 36H, 3Ju= 7,3 Hz, #Bu-
CHs), 1,26 - 1,36 (m, 24H, #Bu-yCH>), 1,52 - 1,61 (m, 24H, #Bu-8CHb,),
1,78 - 2,04 (m, 9H, Pro-H(B)+ Pro-H(y)), 2,22 - 2,33 (m, 3H, Pro-H(B)),
3,11 - 3,20 (m, 24H, #nBu-aCH>), 3,42 - 3,49 (m, GH, Pro-H(®)), 4,66 (dd,
3H, Ju o= 3,2 Hz, 3u = 8,2 Hz, Pro-H(w), 7,52 (s, 3H, 5-AIS-H(6)),
7,70 (s, 3H, 5-AIS-H(4)), 8,22 (s, 3H, 5-AIS-H(2)), 10,15 (s, 3H, NH)

(125 MHz, DMSO-ds, TMS) & [ppm] 13,5 (#Bu-CHs), 19,2 (#Bu-yCH.),
23,1 (1Bu-BCH), 24,6 (Pro-C(y)), 29,5 (Pro-C(R)), 49,4 (Pro-C(d)), 57,5
(MBu-oaCHy), 59,7 (Pro-C()), 118,4 (ATS-C(2)), 120,8 (ATS-C(4)), 121,2
(ATS-C(6)), 136,8 (ATS-C(1)), 137,9 (ATS-C(3)), 142,6 (ATS-C(5)), 167,2
(ATS-C(1)CO), 169,4 (Pro-CO), 170,3 (ATS-C(4)CO)

[cm1] 3399(m,b), 3254(m), 2962(s), 1685(s), 1630(s), 1579(s), 1450(s),
1412(s), 1363(s), 1276(m), 1242(m), 1096(w), 882(m), 838(w), 799(m),
760(m), 688(w), 531 (w), 497(w)

ber.: C:67,58% H:9,25% N:820% CgrHisNoO2*0,5 HoO*1 MeOH
oef: C:67,59% H:9,10% N: 8,44% M = 1537,17 g/mol

4.5.3 Synthese von cyclo-{Pro-5-AIS[Glu(OPr)-O1}, (NBu,"), (34)

Darstellung von Boc-Glu(OiPr)-OBn (24)

5,79 g (20,0 mmol) Boc-Glu(O:Pr)-OHI3 und 5,04 ¢ (60,0 mmol) NaHCO3 wurden in 90
ml DMF p.A. suspendiert. Nach der Zugabe von 7,50 ml (60,0 mmol) Benzylbromid und 48

h Rihren bei Raumtemperatur wurden 220 ml Essigsdureethylester zugegeben. Die Mischung

wurde zweimal mit 10% NaHCO3-Lésung und dreimal mit Wasser gewaschen. Die organi-

sche Phase wurde mit MgSOs getrocknet und im Vakuum zur Trockene eingeengt. Das

Produkt kristallisierte im Olpumpenvakuum.
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Ausbeute: 0,22 g (82%)

Smp: 74°C
[a]7: -2,0° (c=1, CHCly)

MS (FAB):  [M + H¥] bei m/z = 380, Intensitit = 6%
[M + Na*] bei m/z = 402, Intensitit = 15%

IH-NMR: (300 MHz, DMSO-ds, TMS, 100°C) & [ppm] 1,24 (d, 6H, 3Ju= 6,2 Hz,
CH(CH>),), 1,36 (s, 9H, Bu), 1,78 - 2,05 (m, 2H, Glu-H(B)), 2,27 - 2,35
(m, 2H, Glu-H(y)), 4,13 - 4,03 (m, 1H, Glu-H()), 4,89 (sept, 1H, 3Ju= 6,2
Hz, CH(CHs),), 5,10 + 5,15 (2*d, 2%1H, Ju= 12,6 Hz, Bn-CH.), 6,82 (s,
b, 1H, NH), 7,26 - 7,37 (m, 5H, Bn-H)

IR (Diamant): [em] 3360(m), 2975(m), 2930(w), 1750(s), 1722(ss), 1684(ss), 1516(s),
1448(m), 1418(w), 1385(m), 1367(m), 1356(w), 1282(m), 1254(s), 1215(s),
1196(ss), 1167(ss), 1148(ss), 1107(S), 1053(s), 1029(m), 994(m), 956(m),
920(w), 914(w), 863(w), 825(w), 787(w), 757(m), 698(m), 671 (w)

CH,N: ber. C:63,31%  H:7,70% N: 3,69% C20H20NOg
gef:  C:63,45%  H:7,96% N: 3,69% M = 379,45 g/mol

Darstellung von cyclo-{Pro-5-AIS[Glu(O1Pr)-OBnl]}; (32)

Entschiitzungen: Vor der Peptidkupplung wurden 0,46 g (0,44 mmol) 22 an den benzylver-
esterten Carboxylgruppen nach Methode IV (Ausbeute 0,34 g (100%)) entschiitzt. Es wurde
jedoch eine Mischung aus 200 ml Methanol und 80 ml Methylenchlorid als Losungsmittel
verwendet, um die entstehende Tricarbonsdure 4 in Losung zu halten. 5,70 g (15,0 mmol) 24
wurden an der Boc-geschiitzten Aminogruppe nach Methode I (Ausbeute 4,36 g (92%))

entschutzt.

Peptidkupplung: 0,34 ¢ (0,44 mmol) 4 wurden in 60 ml trockenem Dichlormethan suspen-
diert und 0,63 g 25 (1,98 mmol) sowie 0,84 ¢ (1,98 mmol) PyCloP in dieser Suspension
gelost. Nach Zugabe von 1,10 ml (5,94 mmol) DIEA wurde die Losung innerhalb von 6 h
klar. Nach 48 h Rihren wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand
saulenchromatographisch (Laufmittel: Essigsiureethylester/Methanol 10:1) gereinigt. Die
sauberen Fraktionen wurden im Vakuum vom Losungsmittel befreit und das saubere Produkt

zwei Tage im Olpumpenvakuum bei 50°C getrocknet.
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Ausbeute:
Smp:
[al}

MS (FAB):

'H-NMR:

IR (in KBr):

0,58 g (84%)

Erweichen ab 160°C , geschmolzen bei 168°C
-19,7° (c=1, CHCl3)

[M + Na*] bei m/z = 1587, Intensitit = 100%

(500 MHz, DMSO-ds, TMS) & [ppm] 1,16 + 1,17 (2%d, 2*9H, 3Ju= 6,5
Hz, CH(CHs)), 1,83 - 2,19 (m, 18H, Pro-H(B) + Pro-H(y) + Glu-H(B)),
2,39 - 2,46 (m, 6H, Glu-H(y)), 3,37 - 3,53 (m, 6H, Pro-H(8)), 4,50 - 4,57
(m, 3H, Glu-H(@)), 4,70 (dd, 3H, s oc= 3,9 Hz, 31 2= 8,0 Hz, Pro-H()),
4,88 (sept, 3H, 3Ju= 6,2 Hz, CH(CHs),), 5,17 (s, 6H, Bn-CH,), 7,30 - 7,38
(m, 15H, Bn-H), 7,66 (t, 3H, 4Ju= 1,4 Hz, 5-AIS-H(6)), 7,75 (t, 3H, “Ju=
1,4 Hz, 5-AIS-H(4)), 8,57 (t, 3H, Ju= 1,4 Hz, 5-AIS-H(2)), 8,94 (d, 3H,
3= 7,4 Hz, Glu-NH ), 10,53 (s, 3H, 5-AIS-NH)

[cm-1] 3500(m,b), 3290(m,b), 3091 (m), 2980(m), 2880(w), 1731(s), 1647(s),
1597(s), 1543(s), 1450(s), 1414(s), 1384(s), 1347(s), 1264(s), 1196(s),
1107(s), 967(w), 895(m), 751(m), 698(m), 648(m), 596(m), 506(w)

ber. C:63,75%  H:6,05%  N:7,96% CssHo3NoOo*1 0
oef:  C:6390%  H:586%  N:7,68% M = 1582,73 g/mol

Darstellung von cyclo-{Pro-5-AIS[Glu(OPr)-O-]}3 (NBuy*); (34)

Entschiitzung: 0,50 g (0,32 mmol) 32 wurden nach Methode IV an den benzylveresterten

Carboxylgruppen entschiitzt.

Ausbeute:

MS (FAB):

CH,N:

0,43 g (100%)
[M + H*] bei m/z = 1294, Intensitit = 100%

ber.. C:57,66%  H:591% N: 9,61% Ce3H75N9O21*%1 H2O
gef:  C:57,69%  H:594% N: 9,49% M = 1312,35 g/mol

Deprotonierung: 393,71 mg (300 umol) 33 wurden nach Methode V zum Tetra-#-butyl-

ammoniumsalz umgesetzt.

Ausbeute:

0,59 g (100%)
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MS (ESD):

'H-NMR:

BC-NMR

IR (in KB1):

Erweichen ab 183°C, Zersetzung bei 196°C

126,6° (=1, MeOH)

[M — 3NBus* + 2H*] bei m/z = 1292, Intensitit =100%
[M — 2NBu4* + H*] bei m/z = 1534, Intensitit =46%

(500 MHz, DMSO-ds, TMS) & [ppm] 0,93 (t, 36H, 3Ju= 7,4 Hz, #Bu-
CHs), 1,14 (d, 18H, 3Ju= 6,2 Hz, Pr-CHs), 1,30 - 1,41 (m, 24H, zBu-
yCH,), 1,57 - 1,67 (m, 24H, zBu-BCH>), 1,87 - 2,27 (m, 18H, Pro-H(B) +
Pro-H(y) + Glu-H(B)), 2,29 - 2,41 (m, 6H, Glu-H(y)), 3,11 - 3,20 (m, 24H,
mBu-aCH.,), 3,42 - 3,57 (m, 6H, Pro-H(3)), 3,87 - 3,96 (m, 3H, Glu-H()),
4,70 (dd, 3H, 341 o= 3,6 Hz, 1= 7,9 Hz, Pro-H(a)), 4,88 (sept, 3H, 3Ju=
6,2 Hz, iPr-CH), 7,48 (s, 3H, 5-AIS-H(6)), 7,68 (s, 3H, 5-AIS-H(4)), 7,98
(s, b, 3H, Glu-NH), 8,54 (s, 3H, 5-AIS-H(2)), 10,54 (s, b, 3H, 5-AIS-NH)

(125 MHz, DMSO-ds, TMS) & 13,8 (#nBu-CH3), 19,5 (#Bu-yCHb»), 21,9
(/Pr-CH3), 23,4 (nBu-BCH>), 54,2 (Glu-C()), 57,2 (nBu-aCH>), 67,1 (iPr-
CH) (Da sich trotz verlingerter Mel3zeit alle anderen 3C - Signale kaum

vom Untergrund abhoben, konnten sie nicht exakt ausgewertet werden)

[cm1] 3376(m,b), 2964 (s), 2876(m), 1724(s), 1686(s), 1609(ss), 1561(s),
1490(s), 1449(s), 1385(s), 1327(m), 1266(m), 1181(m), 1108(s), 1065(w),
1034(w), 970(w), 889(m), 758(m), 699(m), 650(m), 503 (w)

ber. C:64,88%  H:9,03%  N:8,18%  CiiHisoN1202%2 H,O
oef:  C:6488%  H:912%  N:8,18% M =2054,75 ¢/mol

4.5.4 Synthese von cyclo-{Pro-5-AIS[Asp(O’)-OPr]}; (NBu,"); (5)

Darstellung von Boc-Asp(OBn)-OPr (27)

2,70 g (7,4 mmol) Boc-Asp(OBn)-OH, 0,54 ¢ (8,9 mmol) Isopropanol p.A. und 76 mg (0,6
mmol) DMAP wurden in 25 ml trockenem THF gel6st und mit einem Eisbad abgekiihlt. In
der Kilte wurde eine Lésung von 1,85 g (8,88 mmol) DCC in 15 ml THF langsam hinzuge-
tropft. Man liel noch 2 h in der Kilte und iiber Nacht bei Raumtemperatur rithren. Am
nichsten Tag wurde vom ausgefallenen DCU abfiltriert, das THF im Vakuum entfernt und
der Rickstand in Essigester aufgenommen. Die organische Phase wurde nacheinander

dreimal mit 10% NaHCO;-Losung und dreimal mit Wasser gewaschen, mit Magnesiumsulfat
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getrocknet und im Vakuum zur Trockene eingeengt. Der Rickstand wurde sdulenchromato-
graphisch gereinigt (Laufmittel: 7-Hexan/Essigester 1:1, die DC - Platten wurden mit Schwe-
felsaure/Methanol behandelt und dann erwirmt, um auch eventuell vorhandenen DCU
sichtbar zu machen). Die sauberen Fraktionen wurden vereint und im Vakuum zur Trockene
eingeengt. Das Produkt wurde im Olpumpenvakuum bei 50°C getrocknet. Es kristallisierte

langsam nach dem Abkiihlen.

Ausbeute: 1,98 g (73%)

Smp: 60°C
(o] +21,7° (c=1, CHCl5)
MS (CI): [M + NH4*] bei m/z = 383, Intensitit = 100%

+ H*] bei m/z = 366, Intensitit = 52%
M ] ,

'H-NMR: (200 MHz, DMSO-ds, TMS) & [ppm] 1,15 + 1,16 (2%d, 2*3H, Ju= 6,3
Hz, CH(CHs),), 1,40 (s, 9H, tBu), 2,78 (m, 2H, Ju= 16,2 Hz, Asp-H(B)),
425 - 441 (m, 1H, Asp-H()), 4,90 (sept, 1H, 3Ju= 6,3 Hz, CH(CHs)»),
5,13 (s, 2H, Bn-CHb), 7,28-7,46 (m, 6H, Bn-H + NH)

IR (in KBr): [cm-!] 3406(ss), 3091(m), 3041(m), 3013(m), 2977(m), 2934(m), 2905(m),
1740(s), 1727(ss), 1717(ss), 1514(s), 1514(s), 1453(m), 1414(m), 1395(m),
1366(m), 1339(m), 1329(m), 1295(m), 1224(s), 1174(s), 1110(m), 1067(m),
1038(m), 1023(m), 996(w), 969(w), 942(m), 916(w), 892(w), 854(w),
808(w), 778(w), 753(m), 698(m), 646(w), 609(w), 544(w), 477 (m), 424(w)

CH.N: ber.. C:62,45% H: 7,45% N: 3,83% C19H27NOg
gef.:  C:62,69% H: 7,73% N: 4,10% M = 365,43 g/mol

Darstellung von cyclo-{Pro-5-AIS[Asp(OBn)-O/Pr]}3 (35)

Entschiitzungen: Vor der Peptidkupplung wurden 0,46 g (0,44 mmol) 22 an den benzylver-
esterten Carboxylgruppen nach Methode IV (Ausbeute 0,34 g (100%)) entschiitzt. Als
Lésungsmittel wurde jedoch eine Mischung aus 200 ml Methanol und 80 ml Methylenchlorid
verwendet, um die entstehende Tricarbonsiure 4 in Losung zu halten. 3,53 g (9,66 mmol) 27
wurden an der Boc-geschiitzten Aminogruppe nach Methode I (Ausbeute 2,85 g (98%))

entschutzt.
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Peptidkupplung: 0,34 ¢ (0,44 mmol) 4 wurden in 60 ml trockenem Dichlormethan suspen-
diert und 0,60 g 28 (1,98 mmol) sowie 0,84 g (1,98 mmol) PyCloP in dieser Suspension
gelost. Nach Zugabe von 1,10 ml (5,94 mmol) DIEA wurde die Losung innerhalb von 6 h
klar. Nach 48 h Rihren wurde das Loésungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand
saulenchromatographisch (Laufmittel: Essigsiureethylester/Methanol 10:1) gereinigt. Die
sauberen Fraktionen wurden im Vakuum eingeengt und das saubere Produkt zwei Tage im

Olpumpenvakuum bei 50°C getrocknet.

Ausbeute: 0,55 g (82%)

Smp: Erweichen ab 150°C, geschmolzen bei 161°C
(o] -27,3° (c=1, CHCly)

MS (FAB): [M + Hf] bei m/z = 1522, Intensitit = 73%
[M + Na*] bei m/z = 1544, Intensitit = 100%

'H-NMR: (500 MHz, DMSO-ds, TMS) & [ppm] 1,16 + 1,17 (2*d, 2*9H, 3Ju= 6,3
Hz, CH(CHs),), 1,81 - 2,08 (m, 9H, Pro-H(®)+ Pro-H()), 2,27 - 2,35 (m,
3H, Pro-H(B)), 2,95 (m, 6H, 2Ju= 16,4 Hz, Asp-H(B)), 3,37 - 3,53 (m, 6H,
Pro-H(3)), 4,70 (dd, 3H, 3u 2= 4,4 Hz, 3u .= 8,8 Hz, Pro-H(x)), 4,79-
4,85 (m, 3H, Asp- H(a)), 4,92 (sept, 3H, 3Ju= 6,3 Hz, CH(CHs),), 5,13 (s,
G6H, Bn-CH.), 7,28-7,40 (m, 15H, Bn-H), 7,58 (s, 3H, 5-AIS-H(6)), 7,73 (s,
3H, 5-AIS-H(4)), 8,58 (s, 3H, 5-AIS-H(2)), 9,05 (d, 3H, 3Ju= 7,6 Hz, Asp-
NH ), 10,55 (s, b, 3H, 5-AIS-NH)

IR (in KBr): [cm] 3395(s,b), 3093(m), 3034(m), 2965(s), 2882(m), 1742(ss), 1698(s),
1681(s), 1670(s), 1647(s), 1636(s), 1624(s), 1598(s), 1559(s), 1541(s),
1523(s), 1456(s), 1417(s), 1387(m), 1375(m), 1362(m), 1339(m), 1262(ss),
1214(s), 1145(m), 1103(ss), 1023(s), 842(ss), 804(s), 748(m), 698(m),
644(w), 581(w), 557(m), 472(w), 419(w)

CHN: ber. C:6245%  H:585%  N:8,13% Cs1HgrNoO21*1,5 H,O
oef:  C:6284%  H:6,05%  N:8,14% M = 1549,65 g/mol

Darstellung von cyclo-{Pro-5-AIS[Asp(O-)-OPr]}3 (NBus)s (5)

Entschiitzung: 0,55 g (0,36 mmol) 35 wurden nach Methode IV an den benzylveresterten
Carboxylgruppen entschuitzt.
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Ausbeute:

MS (FAB):

C.H.N:

0,46 g (98%)
[M + H*] bei m/z = 1252, Intensitat = 100%

ber.. C:55,17% H: 5,79% N: 9,65% CesoHeoNoO21*3 H20
gef.:  C:55,28% H: 5,88% N: 9,55% M = 1306,30 g/mol

Deprotonierung: 378,40 mg (280,6 umol) 36 wurden nach Methode V zum Tetra-n-

butylammoniumsalz umgesetzt.

Ausbeute:
Smp:
[e]5:

MS (ESI):

BC-NMR

0,55 g (99%)

Zersetzung bei 159°C

-28,7° (c=1, CHCL)

[M — 3NBuy* + 2H*] bei m/z = 1251, Intensitit =14%
[M — NBus*] bei m/z = 1733, Intensitait =100%

(500 MHz, DMSO-ds, TMS) & [ppm] 0,93 (t, 36H, *Ju= 7,3 Hz, #Bu-
CHs), 1,15 + 1,19 (2%d, 2*18H, 3= 6,2 Hz, Pr-CHs), 1,26 - 1,36 (m,
24H, #Bu-yCH,), 1,50 - 1,62 (m, 24H, #Bu-BCH.), 1,83 - 2,08 (m, 9H,
Pro-H(B) + Pro-H(y)), 2,21 - 2,43 (m, 9H, Pro-H(B) + Asp-H(B)), 3,09 -
321 (m, 24H, xBu-aCH,), 3,37 - 3,52 (m, 6H, Pro-H(®)), 4,40 - 4,46 (m,
3H, Asp-H(®)), 4,70 (dd, 3H, i 2= 3,9 Hz, 3u w= 8,5 Hz, Pro-H(x)),
4,87 (sept, 3H, Ju= 6,3 Hz, Pr-CH), 7,48 (s, 3H, 5-AIS-H(6)), 7,70 (s,
3H, 5-AIS-H(®4)), 8,57 (s, 3H, 5-AIS-H(2)), 10,14 (s, 3H, Asp-NH ), 10,59
(s, 3H, 5-AIS-NH)

(125 MHz, DMSO-ds, TMS) & [ppm] 13,5 (#Bu-CHs), 19,2 (#Bu-yCH,),
21,5 + 21,6 (iPr-CHs), 23,0 (#Bu-BCH.), 24,6 (Pro-C(y)), 29,5 (Pro-C(B)),
38,2 (Asp-C(R)), 49,5 (Pro-C(3)), 50,1 (Asp-C()), 57,5 (mBu-«CHs), 60,0
(Pro-C()), 67,3 (iPr-CH), 118,4 + 118,7 (5-AIS-C(4) + 5-AIS-C(6)), 120,5
(5-AIS-C(2)), 134,9 (5-AIS-C(1)), 138,3 (5-AIS-C(5)), 139,4 (5-AIS-C(3)),
164,8 (5-AIS-C(1)CO), 1682 + 168,3 (Pro-CO + 5-AIS-C(5)CO), 170,6
(Asp-C(2)CO), 171,6 (Asp-C(8)CO)

IR (Diamant): [em!] 3251 (b,w), 2964(s), 2938 (s), 2875(m), 1730(m), 1632(s), 1593(ss),

1450(s), 1410(ss), 1382(ss), 1327(s), 1200(s), 1106(s), 1037(m), 889(b,m),
753(m), 706(b,m)
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CH,N: ber. C:063,32%  H:8,95% N: 8,20% Ci08H174N12021*4 H2O
gef: C:63,51%  H:8,83% N: 8,21% M = 2048,70 g/mol

4.5.5 Synthese von cyclo-{Pro-5-AIS[Glu(0")-O:Pr]}, (NBu,"), (6)

Darstellung von Boc-Glu(OBn)-O/Pr (30)

5,07 g (15,0 mmol) Boc-Glu(OBn)-OH, 1,13 g (18,6 mmol) Isopropanol p.A. und 0,16 g (1,3
mmol) DMAP wurden in 100 ml trockenem THF gelést. Nach Abkiihlen mit einem Eisbad
wurde eine Lésung von 3,87 g (18,6 mmol) DCC in 30 ml trockenem THF langsam zu der
Reaktionsmischung getropft. Nach zwei Stunden in der Kilte lie@ man tber Nacht bei
Raumtemperatur rithren. Der ausgefallene DCU wurde abfiltriert und das Filtrat im Vakuum
vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand wurde sidulenchromatographisch gereinigt (Lauf-
mittel: #-Hexan/Essigsiureethylester 2:1, wobei die DC - Platten mit Schwefelsiure/Me-
thanol behandelt und dann erwirmt wurden, um auch eventuell vorhandenen DCU sichtbar
zu machen). Die sauberen Fraktionen wurden vereint und das Loésungsmittel im Vakuum
entfernt. Das als farbloses Ol zuriickgebliebene Produkt wurde bei 50°C im Olpumpenvaku-

um getrocknet. Es kristallisierte langsam nach dem Abkiihlen.

Ausbeute: 4,60 g (81%)

Smp: 65°C
[a]7: +12,3° (c=1, CHCl5)
MS (CD): [M + NH4*] bei m/z = 397, Intensitit = 100%

+ H*] bei m/z = 380, Intensitat = 48%
M ] ,

IH-NMR: (300 MHz, DMSO-ds, TMS, 100°C) & [ppm] 1,18 + 1,19 (2*d, 2*3H, 3=
6,3 Hz, CH(CHs),), 1,38 (s, 9H, /Bu), 1,80 - 2,04 (m, 2H, Glu-H(B)), 2,40 -
2,47 (m, 2H, Glu-H()), 3,92 - 4,00 (m, 1H, Glu-H(a)), 4,91 (sept, 1H,
3= 6,3 Hz, CH(CHs),), 5,10 (s, 2H, Bn-CH,), 6,70 (d, 1H, 3Ju= 7,0 Hz
NH), 7,25 - 7,36 (m, 5H, Bn-H)

IR (in KBr): [cm] 3372(s), 3093(w) ,3070(w), 3034(w), 2979(m), 2936(w), 1754(s),
1724(ss), 1692(ss), 1571(s), 1464(w), 1436(w), 1418(w), 1390(w), 1368(m),
1345(w), 1305(w), 1289(w), 1222(m), 1201(s), 1176(s), 1158(m), 1104(m),
1033(w), 972(w), 961(w), 917(w), 905(w), 875(w), 825(w), 786(w), 752(m),
699(m), 579(w), 556(w), 527(W), 466(w), 423(w)

CH,N: ber. C:063,31%  H:7,70% N: 3,69% C20H20NOg
gef:  C:63,50%  H:7,89% N: 3,82% M = 379,45 g/mol
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Darstellung von cyclo-{Pro-5-AIS[Glu(OBn)-OPr]}; (37)

Entschiitzungen: Vor der Peptidkupplung wurden 0,40 g (0,38 mmol) 22 an den benzylver-
esterten Carboxylgruppen nach Methode IV (Ausbeute 0,30 g (100%)) entschiitzt. Als
Losungsmittel wurde dabei eine Mischung aus 175 ml Methanol und 70 ml Methylenchlorid
verwendet, um die entstehende Tricarbonsaure 4 in Losung zu halten. 1,67 g (4,4 mmol) 30
wurden an der Boc-geschiitzten Aminogruppe nach Methode I (Ausbeute 1,40 g (99%))

entschutzt.

Peptidkupplung: 0,30 g (0,38 mmol) 4 wurden in 50 ml trockenem Dichlormethan suspen-
diert und 0,54 ¢ (1,71 mmol) 31 sowie 0,72 g (1,71 mmol) PyCloP in dieser Suspension
gelost. Nach Zugabe von 0,91 ml (5,13 mmol) DIEA wurde die Losung innerhalb von 6 h
klar. Nach 48 h Rihren wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand
sdulenchromatographisch (Laufmittel: Essigsiureethylester/Methanol 10:1) gereinigt. Die
sauberen Fraktionen wurden im Vakuum eingeengt und das saubere Produkt zwei Tage im

C)lpumpenvakuum bei 50°C getrocknet.

Ausbeute: 0,54 g (91%)

Smp: Erweichen ab 131°C, geschmolzen bei 162°C
[a]7: -16,6° (c=1, CHCl5)

MS (FAB):  [M + H*] bei m/z = 1564, Intensitit = 100%

'H-NMR: (300 MHz, DMSO-ds, TMS, 100° C) & [ppm] 1,20 + 1,21 (2*d, 2*9H,
Ju= 6,3 Hz, CH(CHs)s), 1,85 - 2,40 (m, 18H, Pro-H(@) + Pro-H(y) +
Glu-H(®)), 2,41 - 2,57 (m, 6H, Glu-H(y)), 3,38 - 3,60 (m, 6H, Pro-H(5)),
4,43 - 4,50 (m, 3H, Glu-H(x)), 4,73 (dd, 3H, 311 = 4,0 Hz, 31 = 8,6 Hz,
Pro-H()), 4,94 (sept, 3H, 3Ju= 6,3 Hz, CH(CH3),), 5,10 (s, 6H, Bn-CHb),
7,27 - 7,40 (m, 15H, Bn-H), 7,61 (t, 3H, 4Ju= 1,5 Hz, 5-AIS-H(6)), 7,78 (,
3H, “Ju= 1,5 Hz, 5-AIS-H(4)), 847 (bs, 3H, 5-AIS-H(2)), 8,51 (d, 3H,
Ju= 7,7 Hz, Glu-NH ), 10,16 (s, b, 3H, 5-AIS-NH)

IR (in KBr): [cm] 3384(s,b), 3093(s), 2964(s), 1739(m), 1729(m), 1713(m), 1660(m),
1651(m), 1643(m), 1632(m), 1566(m), 1555(m), 1537(m), 1462(m),
1452(m), 1414(m), 1377(m), 1345(m), 1331(m), 1262(ss), 1099(ss,b),
1023(s,b), 801(s), 753(w), 697(w), 597(w), 578(w), 498(w), 428(w)

CH.N: ber.. C:62,33%  H:6,16% N: 7,79% Cs4H93sNoO21*3 H20
gef..  C:62,42%  H:06,24% N: 7,61% M = 1618,76 g/mol
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Darstellung von cyclo-{Pro-5-AIS[Glu(O-)-OPr]}3 (NBus*)s (6)

Entschiitzung: 0,50 g (0,32 mmol) 37 wurden nach Methode IV an den benzylveresterten

Carboxylgruppen entschiitzt.

Ausbeute:

MS (FAB):

0,39 g (94%)
[M + H*] bei m/z = 1294, Intensitait = 100%
[M + Na*] bei m/z = 1316, Intensitit = 27%

ber.. C:5538%  H:6,12% N: 9,23% Ce3H75NoO21%4 H20
gef..  C:5535%  H:06,32% N: 8,99% M = 1366,40 g/mol

Deprotonierung: 136,64 mg (100,0 umol) 38 wurden nach Methode V zum Tetra-n-

butylammoniumsalz umgesetzt.

Ausbeute:
Smp:
[e]}:

MS (ESI):

BC-NMR

0,207 g (100%)

Erweichen ab 174°C, Zersetzung bei 187-188°C

-50,4° (c=1, CHCl3)

[M — 3NBuy* + 2H*] bei m/z = 1292, Intensitit = 100%
[M — NBus*] bei m/z = 1776, Intensitit = 46%

(300 MHz, DMSO-ds, TMS, 60°C) & 0,93 (t, 36H, 3Ju= 7,2 Hz, nBu-CHs),
1,16 + 1,21 (2%d, 2¥18H, 3Ju= 6,2 Hz, iPr-CHs), 1,24 - 1,38 (m, 24H, 7Bu-
yCH,), 1,51 - 1,63 (m, 24H, 7Bu-BCH>), 1,84 - 2,40 (m, 24H, Pro-H(8) +
Pro-H(y) + Glu-H(B) + Glu-H(y)), 3,11 - 3,19 (m, 24H, #Bu-«CH.,), 3,47 -
3,60 (m, 6H, Pro-H(3)), 4,10 - 4,16 (m, 3H, Glu-H(x)), 4,73 (dd, 3H, 3Ju
«= 3,4 Hz, i w= 7,4 Hz, Pro-H(«), 4,92 (sept, 3H, 3u= 6,4 Hz, iPr-
CH), 7,73 (s, 3H, 5-AIS-H(6)), 7,81 (s, 3H, 5-AIS-H(4)), 8,49 (s, 3H, 5-
AIS-H(2)), 10,50 (s, 3H, 5-AIS-NH), 11,85 (s, 3H, Glu-NH )

(125 MHz, DMSO-ds, TMS) 8 13,4 (#Bu-CH3), 19,1 (#Bu-yCH>), 21,4 +
21,5 ({Pr-CHs), 22,9 (#1Bu-BCHy), 24,4 (Pro-C(y)), 26,4 + 29,5 (Pro-C(B) +
Glu-H(B)), 35,0 (Glu-C(y)), 49,2 (Pro-C(3)), 54,8 (Glu-C(w)), 57,4 (#Bu-
«CH>), 59,7 (Pro-C(w)), 67,1 (Pr-CH), 118,8 + 118,9 (5-AIS-C(4) + 5-
AIS-C(6)), 120,6 (5-AIS-C(2)), 134,5 (5-AIS-C(1)), 138,2 (5-AIS-C(5)),
139,1 (5-AIS-C(3)), 164,6 (5-AIS-C(1)CO), 168,1 (Pro-CO), 170,4 (5-AIS-
C(5)CO), 171,6 (Glu-C()CO), 175,1 (Glu-C(B)CO)
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IR (Diamant): [em] 2963(s), 2938 (s), 2875(m), 1721(s), 1680(m), 1607(ss), 1550(s),
1485(s), 1446(ss), 1380(ss), 1262(m), 1176(s), 1106(s), 888(m), 756(m),
706(b,w)

CH.N: ber.. C: 64,34% H: 9,05% N: 8,02% C111H180N12021*3 H20
gef.:  C:64,32% H: 9,04% N: 8,11% M = 2072,76 g/mol

4.5.6 Synthese von Boc-{Pro-5-AIS[Glu(O’)-O:Pt]},-0nPr (NBu,"), (52)
und Boc-{Pro-5-AIS[Glu(0")-OP1]} -OnPr (NBu,") (54)

Darstellung von Boc-5-AIS[Glu(OBn)-OPr]-OAll (44)

Entschiitzung: 1,67 g (4,4 mmol) Boc-Glu(OBn)-O7Pr 30 wurden an der Boc-geschiitzten
Aminogruppe nach Methode I (Ausbeute 1,40 g (99%)) entschiitzt.

Peptidkupplung: 1,40 g (4,4 mmol) 31, 2,14 g (6,7 mmol) Boc-5-AIS(OH)-OAIll 11 und
2,80 g (6,7 mmol) PyCloP wurden in 90 ml trockenem Dichlormethan gelst. Bei Raumtem-
peratur wurden 3,10 ml (17,7 mmol) DIEA zugetropft und die Losung tiber Nacht geriihrt.
Dann wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand sdulen-
chromatographisch (Laufmittel: Chloroform/Aceton 10:1) gereinigt. Das Produkt wurde im

Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 2,43 g (94%)

Smp: 66 - 67°C
[a]?) +8,1° (c = 1, CHCl)

MS (FAB):  [M + H*] bei m/z = 583, Intensitit = 24%
[M + Na*] bei m/z = 605, Intensitit = 21%

IH-NMR: (300 MHz, DMSO-ds, TMS, 100°C) & 1,12 + 1,24 (2*d, 2*3H, 3u= 5,1
Hz, Pr-CHs), 1,52 (s, 9H, Bu), 2,02 - 2,28 (m, 2H, Glu-H(B)), 2,52 - 2,57
(m, 2H, Glu-H(y)), 4,44 - 4,54 (m, 1H, Glu-H(o)), 4,85 (ddd, 2H, 3Ju= 5,3
Hz, CH,CH=CHb,), 4,97 (sept, 1H, 3Ju= 6,2 Hz, Pr-CH), 5,12 (s, 2H, Bn-
CHb), 5,30 (ddt, 1H, 3Ju= 10,6 Hz, 2Ju= 1,7 Hz, CH,CH=CHb, ¢s), 5,43
(ddt, 1H, 3Ju= 17,2 Hz, 2Ju= 1,7 Hz, CH,CH=CHb,, #rans), 6,00 - 6,14 (m,
1H, CH,CH=CH,), 7,28 - 7,38 (m, 5H, Bn-H), 8,04 (t, 1H, 4Ju= 1,5 Hz,
5-AIS-H(6)), 8,16 (t, 1H, 4Ju= 1,5 Hz, 5-AIS-H(®)), 8,27 (t, 1H, Ju= 1,5
Hz, 5-AIS-H(2)), 8,58 (d, b, 1H, 3Ju= 7,3 Hz, Glu-NH), 9,40 (s, 1H, 5-
AIS-NH)
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IR (in KBr):

[cm1] 3302 (m,b), 3082(w), 2982(m), 2938(w), 1727(ss), 1650(s), 1603(m),
1552(s), 1454(s), 1425(m), 1369(s), 1274(s), 1226(ss), 1160(ss), 1106(s),
1067(m), 987(m), 934(w), 903(w), 868(w), 811(w), 756(m), 697(m), 546(w),
459 (w)

ber.. C:63,90%  H:06,57% N: 4,81% C31H38N209
gef:  C:63,67%  H:06,54% N: 4,71% M = 582,66 g/mol

Darstellung des Dipeptids Boc-Pro-5-AIS[Glu(OBn)-OPr]-OAll (46)

Entschiitzung: Vor der Peptidkupplung wurden 2,33 ¢ (4,0 mmol) 44 nach Methode I
(Ausbeute 1,90 g (98%)) Boc-entschiitzt, jedoch nicht mit HCI behandelt, sondern als freies

Amin isoliert.

Peptidkupplung: 1,90 g (4,0 mmol) 45, 1,28 g (6,0 mmol) Boc-Prolin und 2,53 g (6,0 mmol)

PyCloP wurden in 80 ml trockenem Dichlormethan gelést. Bei Raumtemperatur wurden 2,78

ml (2,8 mmol) DIEA zugetropft und die Losung tber Nacht geriihrt. Dann wurde das

Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand sidulenchromatographisch (Laufmittel:

Chloroform/Aceton 5:1) gereinigt. Das Produkt erstarrte beim Trocknen im Olpumpenva-

kuum.

Ausbeute:
Smp:
[al)

MS (FAB):

'H-NMR:

2,46 ¢ (91%)

Erweichen ab 52°C , geschmolzen bei 69°C
-51,5° (¢ = 1, CHCl)

[M + Na*] bei m/z = 702, Intensitit = 22%

(300 MHz, DMSO-ds, TMS, 100°C) & 1,19 + 1,21 (2*d, 2*3H, 3Ju= 4,8
Hz, iPr-CHs), 1,34 (s, 9H, MBu), 1,76 - 2,28 (m, 6H, Pro-H(8) + Pro-H(y)
+ Glu-H(B)), 2,49 - 2,52 (m, 2H, Glu-H(y)), 3,33 - 3,51 (m, 2H, Pro-H(3)),
4,26 (dd, 1H, 31 2= 4,2 Hz, 31 = 8,8 Hz, Pro-H(a)), 4,42 - 4,52 (m, 1H,
Glu-H()), 4,84 (ddd, 2H, 3Ju= 5,5 Hz, CH,CH=CH.), 4,94 (sept, 1H,
3= 6,2 Hz, iPr-CH), 5,10 (s, 2H, Bn-CH,), 5,28 (ddt, 1H, 3Ju= 10,1 Hz,
2= 1,5 Hz, CH,CH=CH,, @s), 5,40 (ddt, 1H, 3= 17,2 Hz, Ju = 1,5 Hz,
CH,CH=CHo, #rans), 598 - 6,12 (m, 1H, CH,CH=CH.), 7,23 - 7,35 (m,
5H, Bn-H), 8,11 (t, 1H, 4 = 1,5 Hz, 5-AIS-H(6)), 8,26 (t, 1H, 4Ju= 1,5
Hz, 5-AIS-H(4)), 8,42 (t, 1H, 4Ju= 1,5 Hz, 5-AIS-H(2)), 8,61 (d, 1H, 3=
7,7 Hz, Glu-NH), 10,00 (s, 1H, 5-AIS-NH)
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IR (in KBr): [cm ] 3315 (m,b), 2937(m), 2882(w), 1729(s), 1660(ss), 1620(m), 1572(s),
1536(m), 1454(s), 1424(s), 1368(s), 1336(m), 1235(s), 1166(s), 1108(s),
990(m), 927 (w), 756(s), 698(m), 621 (w), 540(w), 468(m)

CHN: ber. C:63,61%  H:6,67%  N:6,18%  CsHisN3Oq
oef:  C:6344%  H:688%  N:6,16% M= 679,77 g/mol

Darstellung des Tetrapeptids Boc-{Pro-5-AIS[Glu(OBn)-OPr]},-OAll (49)

Entschiitzungen: Vor der Peptidkupplung wurden je 0,82 g (1,2 mmol) 46 an der Boc-
geschiitzten Aminogruppe nach Methode I (Ausbeute 0,71 g (97%)) und an der allylver-
esterten Carboxylgruppe nach Methode I (Ausbeute 0,75 g (98%)) entschiitzt.

Peptidkupplung: 0,71 ¢ (1,15 mmol) 47, 0,75 g (1,17 mmol) 48 und 0,58 g (1,38 mmol)
PyCloP wurden in 30 ml trockenem Dichlormethan gel6st. Nach Zugabe von 0,68 ml (3,91
mmol) DIEA wurde bei Raumtemperatur iiber Nacht geriihrt. Das Lésungsmittel wurde im
Vakuum entfernt und das zuriickbleibende Ol siulenchromatographisch (Laufmittel: Ace-

ton/Chloroform) gereinigt. Das Produkt kristallisierte beim Trocknen im Olpumpenvakuum.

Ausbeute: 1,32 g (94%)
MS (FAB):  [M + Na*] bei m/z = 1223, Intensitit = 47%

Darstellung des Hexapeptids Boc-{Pro-5-AIS[Glu(OBn)-OPr]}3;-OAll (51)

Entschiitzungen: Vor der Peptidkupplung wurden 1,14 g (0,95 mmol) 49 an der Boc-
geschiitzten Aminogruppe nach Methode II (Ausbeute 1,07 g (99%)) und 0,75 g (1,1 mmol)
46 an der allylveresterten Carboxylgruppe nach Methode 111 (Ausbeute 0,69 g (98%)) ent-

schutzt.

Peptidkupplung: 0,69 ¢ (1,08 mmol) 48, 1,07 g (0,94 mmol) 50 und 0,50 g (1,19 mmol)
PyCloP wurden in 25 ml trockenem Dichlormethan gel6st. Nach Zugabe von 0,58 ml (3,32
mmol) DIEA lie man bei Raumtemperatur Gber Nacht rithren. Die Loésung wurde im

Vakuum zur Trockene eingeengt und das Produkt siulenchromatographisch (Laufmittel: 1.
Chloroform/Aceton/Methanol 20:10:1, 2. Chloroform/Methanol 20:1) gereinigt. Das

Produkt kristallisierte beim Trocknen im Olpumpenvakuum.

Ausbeute: 1,05 g (65%)
Smp: 122°C
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L3

MS (FAB):

'H-NMR:

IR (in KB1):

-54,7° (c = 1, CHCl5)
[M + Na*] bei m/z = 1745, Intensitit = 100%

(300 MHz, DMSO-ds, TMS, 100°C) & 1,20 - 1,24 (m, 18H, 3*Pr-CHs),
1,36 (s, 9H, Bu), 1,78 - 2,42 (m, 18H, Pro(1 + 3 + 5)-H(8) + Pro(l + 3 +
5)-H@) + Glu@' + 4' + 6')-H(B)), 2,50 - 2,58 (m, GH, Glu(2' + 4' + 6')-
H(), 3,34 - 3,72 (m, GH, Pro(l + 3 + 5)-H(®)), 4,27 (dd, 1H, 3y o=
4,0 Hz, 31 = 8,2 Hz, Pro(1)-H()), 4,44 - 4,55 (m, 3H, Glu(2' + 4' + 6')-
H(w)), 4,44 - 455 (m, 3H, Pro(3 + 5)-H(x)), 4,86 (ddd, 2H, 3Ju= 5,5 Hz,
CH,CH=CH,), 4,91 - 5,02 (m, 3H, 3*Pr-CH), 5,11+5,12 (2*s, 6H, 3*Bn-
CHb), 5,30 (ddt, 1H, 3Ju= 10,4 Hz, ?Ju= 1,5 Hz, CH,CH=CHb, ¢s), 5,43
(ddt, 1H, 3Ju= 17,2 Hz, 2Ju= 1,5 Hz, CH,CH=CH,, #rans), 6,00 - 6,15 (m,
1H, CH,CH=CH,), 7,26 - 7,37 (m, 15H, 3*Bn-H), 7,72 + 7,99 (2*s, b,
2¥2H, 5-AIS(2 + 4)-H(2) + 5-AIS(2 + 4)-H4)), 8,11 - 8,17 (m, 3H, 5-
AIS2 + 4 + 6)-H(6)), 8,30 (s, b, 1H, 5-AIS(6)-H(4)), 8,47 (s, b, 1H, 5-
AIS(6)-H(2)), 8,49 - 8,58 (m, 2H, Glu(2' + 4')-NH), 8,65 (d, b, 1H, 3Ju=
7,1 Hz, Glu(6)-NH), 9,92 + 10,11 + 10,21 (3*s, b, 3H, 5-AIS(2 + 4 + 6)-
NH)

[cm1] 3322 (m,b), 3090(w), 2980(m), 2880(w), 1735(ss), 1665(s), 1593(s),
1561 (s), 1451(s), 1414(s), 1375(s), 1262(s), 1212(s), 1168(s), 1106(s),
986(m), 897(m), 754(m), 698(m), 649(w), 538(w)

ber.: C:64,14% H: 6,26% N: 7,32% Co2H107N9O24
gef:  C:63,87%  H:06,46% N: 7,29% M = 172292 g/mol

Lineares Hexapeptid Boc-

Entschiitzung: 0,40 g (0,23 mmol) 51 wurden nach Methode IV an den benzylveresterten

Carboxylgruppen entschiitzt. Gleichzeitig wird die Allesterschutzgruppe zu einen #-

Propylester hydriert.
Ausbeute: 0,34 ¢ (100%0)
C.H.N: ber.. C:57,56%  H:06,39% N: 8,51% C71H91N9O24*1,5 H2O

gef:  C:57,51% H: 6,43% N: 8,63% M = 1481,57 g/mol

Deprotonierung: 237,06 mg (160 umol) 43 wurden nach Methode V zum Tetra-#-
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butylammoniumsalz umgesetzt.

Ausbeute: 365 mg (100%)

Smp: Erweichen ab 95°C, Zersetzung bei 145°C
(o]} -58,4° (c = 1, CHCl)

MS (ESI): [M - NBu4*] bei m/z = 1935, Intensitit = 100%

IH-NMR: (300 MHz, DMSO-ds, TMS, 100°C) & 0,80 - 1,02 (m, 39H, #Bu-CH; +
#Pr-CHs), 1,10 - 1,24 (m, 16H, Pr-CHs), 1,24 - 1,42 (m, 33H, #nBu-yCH, +
MBu), 1,54 - 1,67 (m, 24H, #Bu-BCH,), 1,68 - 2,28 (m, 26H, Pro(1 + 3 +
5)-H(B) + Pro(1 + 3 + 5)-H(y) + Glu(2' + 4' + 6)-H(8) + Glu2' + 4' +
6)-H(y) + #Pr-BCH.), 3,13 - 3,23 (m, 24H, #Bu-aCH,), 3,30 - 4,35 (m,
14H, Glu(2' + 4' + 6')-H(a) + Pro(l + 3 + 5)-H(x) + Pro(1 + 3 + 5)-H()
+ #Pr-aCHy), 4,84 - 4,99 (m, 3H, Pr-CH), 7,40 - 8,75 (m, b, 9H, 5-AIS2
+ 4+ 6)-H(2) + 5-AISQ2 + 4 + 6)-H(4) + 5-AIS(2 + 4 + 6)-H(6)), 9,90 -
12,00 (m, b, 6H, 5-AIS-NH + Glu-NH)

BC-NMR (75 MHz, DMSO-d¢, TMS, 100°C) 8 9,5 (#Pr-CH3), 12,6 (#Bu-CH3), 18,6
(nBu-yCHy»), 20,8 - 21,2 (m, Pr-CH), 22,7 (nBu-8CH>), 27,6 (Bu-CHs)
(Da sich trotz verlingerter Messzeit alle anderen 1°C - Signale kaum vom

Untergrund abhoben, konnten sie nicht exakt ausgewertet werden)

IR (in KBr): [cm 1] 3247 (m,b), 2964(s), 2876(s), 1736(s), 1700(s), 1665(s), 1579(ss),
1451(s), 1385(s), 1278(s), 1240(s), 1197(s), 1108(s), 1069(w), 1026(w),
992(w), 893(m), 844(m), 753(m), 598(m), 558(w), 537(w)

C,H.N: ber.: C:62,50% H: 9,17% N: 7,35% C119H196N 12024
gef:  C:062,46%  H:9,28% N: 7,64% M = 2287,02 g/mol

-AIS[Glu(O)-O/Pr]}-OnPr (NBuyt

Entschiitzung: 0,86 g (1,26 mmol) 46 wurden nach Methode IV hydriert, wobei als L6-

sungsmittel ein Gemisch aus 90 ml 1,4-Dioxan und 10 ml Wasser verwendet wurde.

Ausbeute: 0,75 g (100%0)
CHN: ber.. C:58,87%  H:06,98% N: 7,10% C29H41N3010
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gef:  C:58,62%  H:7,13% N: 7,06% M = 591,66 g/mol

Deprotonierung: 295,80 mg (0,50 mmol) 53 wurden nach Methode V zum Tetra-#-

butylammoniumsalz umgesetzt.

Ausbeute:
Smp:
[a]}

MS (ESD):

BC-NMR

IR (in KBr):

420 mg (100%)
Erweichen ab 79°C, geschmolzen bei 96°C

34,3° (c = 1, CHCly)
[M - NBuy*] bei m/z = 590, Intensitit = 100%

(300 MHz, DMSO-ds, TMS, 100°C) & 0,94 (t, 12H, 3Ju= 7,3 Hz, #Bu-
CHs), 0,99 (t, 3H, 3Ju= 7,3 Hz, #Pr-CHs), 1,16 + 1,21 (2*d, 2*3H, 3= 6,2
Hz, Pr-CHs), 1,26 - 1,42 (m, 8H, sBu-yCH,), 1,34 (s, 9H, Bu), 1,54 - 1,68
(m, 8H, zBu-BCH,), 1,68 - 2,28 (m, 10H, Pro-H(B) + Pro-H(y) + Glu-
H(@) + Glu-H(y) + #Pr-BCH,), 3,13 - 3,22 (m, 8H, zBu-aCH,), 3,32 - 3,50
(m, 2H, Pro-H(8)), 4,12 - 4,21 (m, 1H, Glu-H(0)), 4,22 - 4,28 (m, 2H, #Pr-
«CH>), 4,30 (dd, 1H, i1 o= 3,3 Hz, 31 = 8,2 Hz, Pro-H()), 4,91 (sept,
1H, 3Ju= 6,2 Hz, iPr-CH), 8,18 (s, b, 1H, 5-AIS-H(6)), 8,34 - 8,38 (m, 1H,
5-AIS-H(4)), 8,52 - 8,55 (m, 1H, 5-AIS-H(2)), 10,41 (s, b, 1H, 5-AIS-NH),
11,49 (s, b, 1H, Glu-NH)

(75 MHz, DMSO-ds, TMS, 100°C) & 10,2 (#Pt-CHs), 13,2 (#Bu-CHs), 19,2
(1Bu-yCH,), 21,5 + 21,6 (Pr-CH), 10,2 (#Pr-BCH,), 23,4 (#Bu-BCH,), 23,5
(Pro-C(y)), 27,0 (Glu-C(y)), 28,2 (Bu-CHs), 30,6 (Pro-C(B)), 35,2 (Glu-
C(B)), 46,7 (Pro-C(8)), 55,0 (Glu-C()), 58,4 (1Bu-aCHy), 60,5 (Pro-C(a)),
66,3 (#Pr-«CH,), 67,2 (iPr-CH), 78,7 (Bu-C(CHs)s), 122,3 (5-AIS-C(2)),
123,0 (5-AIS-C(6)), 123,2 (5-AIS-C(4)), 130,8 (5-AIS-C(1)), 136,0 (5-AIS-
C(5)), 139,5 (5-AIS-C(3)), 153,6 (BOC-CO), 1654 (5-AIS-C(1)CO), 165,6
(Pro-CO), 171,7 (5-AIS-C(5)CO), 171,8 (Glu-C(®)CO), 174,8 (Glu-
C(®CO)

[cm1] 3247 (m,b), 2967(ss), 2877(s), 1713(s), 1665(s), 1579(ss), 1456(s),
1391 (ss), 1283(s), 1240(s), 1195(s), 1110(s), 905(w), 757(w), 619(w), 536(w)

ber.. C:064,18%  H:9,22% N: 6,65% CssH76N4O10*%0,5 H2O
gef:  C:63,97% H: 9,12% N: 6,63% M = 842,13 g/mol
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4.5.7 Synthese der Peptide mit Tryptophan als Seitengruppe

Darstellung von Boc-5-AIS(Trp-OMe)-OAll (57)

1,28 ¢ (4,0 mmol) 11, 1,24 ¢ (4,8 mmol) H-Trp-OMe*HCI und 2,04 ¢ (4,8 mmol) PyCloP

wurden in 100 ml trockenem Dichlormethan gelést. Bei Raumtemperatur wurden 2,52 ml

(14,4 mmol) DIEA zugetropft und die Losung tber Nacht gerthrt. Dann wurde das Lo6-

sungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand saulenchromatographisch (Laufmittel:

Essigsiureethylester/n-Hexan 1:1) gereinigt. Das Produkt wurde im Olpumpenvakuum

getrocknet.

Ausbeute:
Smp:
[l

MS (FAB):

IR (in KBr):

1,79 ¢ (86%)

129°C

51,8° (c=1, CHCl3)

[M + H*] bei m/z = 522, Intensitit = 27%

(500 MHz, DMSO-ds, TMS) & 1,49 (s, 9H, MBu), 3,21 - 3,31 (m, 2H, Trp-
H(B)), 3,63 (s, 3H, COOCH3), 4,65 - 4,71 (m, 1H, Trp-H(x), 4,84 (ddd,
2H, 3Ju= 5,2 Hz, CH,CH=CH,), 5,31 (ddt, 1H, 3Ju= 10,7 Hz, Ju= 1,6
Hz, CH,CH=CH,, «s), 544 (ddt, 1H, 3u= 17,0 Hz, Ju= 1,6 Hz,
CH,CH=CHa, #rans), 6,02 - 6,11 (m, 1H, CH,CH=CH,), 6,99 + 7,06
(2*ddd, 2H, Inden-H(5) + Inden-H(6)), 7,19 (d, 1H, 3Ju= 1,9 Hz, Inden-
H(2)), 7,33 + 7,57 (2%d, 2H, Inden-H(4) + Inden-H(7)), 8,05 (t, 1H, 4Ju=
1,4 Hz, 5-AIS-H(6)), 8,13 (s, b, 1H, 5-AIS-H(4)), 8,29 (s, b, 1H, 5-AIS-
H(2), 9,07 (d, 1H, 3Ju= 7,6 Hz, Trp-C(x)NH), 9,78 (s, 1H, 5-AIS-NH),
10,84 (d, 1H, 3= 1,9 Hz, Inden-NH)

[cm1] 3344 (m,b), 3084(w), 2980(w), 2951 (w), 1724(ss), 1652(s), 1602(m),
1546(s), 1456(s), 1425(m), 1368(s), 1276(s), 1231(ss), 1159(s), 1118(m),
1071(m), 984(m), 935(m), 900(w), 871 (w), 811(w), 735(m), 677(m), 541(w),
460(w), 426(w)

ber.. C:064,48%  H:599% N: 8,06% C2sH31N307
gef:  C:64,37%  H:591% N: 7,84% M = 521,58 g/mol
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Darstellung von Boc-Pro-5-AIS(Trp-OMe)-OAll (61)

Entschiitzung: Es wurden 1,69 g (3,3 mmol) 14 an der allylveresterten Carboxylgruppe nach
Methode III (Ausbeute 1,55 g (100%)) entschiitzt.

Peptidkupplung: 1,55 g (3,3 mmol) 60, 1,01 g (4,0 mmol) H-Trp-OMe*HCl und 1,68 g (4,0

mmol) PyCloP wurden in 85 ml trockenem Dichlormethan gel6st. Bei Raumtemperatur

wurden 2,08 ml (11,9 mmol) DIEA zugetropft und die Losung tGber Nacht gertihrt. Dann

wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch

(Laufmittel: Essigsiureethylester) gereinigt. Das Produkt wurde im Olpumpenvakuum

getrocknet.

Ausbeute:
Smp:
[al)

MS (FAB):

'H-NMR:

IR (in KB1):

2,14 ¢ (97%)

Zersetzung bei 115°C

-24,0° (c=1, CHCl)

[M*] bei m/z = 668, Intensitit = 16%

[M + Na*] bei m/z = 691, Intensitit = 22%

(300 MHz, DMSO-ds, TMS, 100°C) 8 1,34 (s, 9H, Bu), 1,73 - 1,99 (m,
3H, Pro-H(B) + Pro-H(y)), 2,12 - 2,28 (m, 1H 3 Pro-H(B)), 3,21 - 3,50 (m,
4H, Pro-H(3) + Trp-H(B)), 3,63 (s, 3H, COOCH.;), 4,25 (dd, 1H, 3Jn 2=
4,6 Hz, 3Ju «= 8,2 Hz, Pro-H()), 4,73 - 4,83 (m, 1H, Trp-H(x)), 5,40 (s,
2H, Bn-CH>), 6,95 + 7,04 (2*ddd, 2H, *Ju= 7,9 Hz, Inden-H(5) + Inden-
H(6)), 7,13 (d, 1H, }Ju= 1,7 Hz, Inden-H(2)), 7,32 + 7,54 (2*d, 2H, Inden-
H4) + Inden-H(7)), 7,34 - 7,48 (m, 5H, Bn-H), 8,10 (s, b, 1H, 5-AIS-
H(0)), 8,24 (s, b, 1H, 5-AIS-H(4)), 8,40 (s, b, 1H, 5-AIS-H(2)), 8,64 (s, b,
1H, Trp-C()NH), 9,98 (s, 1H, 5-AIS-NH), 10,53 (s, b, 1H, 3Ju= 1,7 Hz,
Inden-NH)

[cm!] 3320 (m,b), 3062(w), 2977(w), 2883(w), 1725(s), 1702(s), 1664(ss),
1601(m), 1561(m), 1536(m), 1453(s), 1422(s), 1367(m), 1231(s), 1165(s),

1126(m), 978(w), 900(w), 743(m), 697(w), 605(w), 539(w), 427 (w)

ber.. C:065,57%  H:6,10% N: 8,27% Cs7H40N4O5*0,5 H2O
gef:  C:65,63% H: 6,11% N: 7,99% M = 677,75 g/mol
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Hexapeptid Boc-[Pro-5-AIS(Trp-OMe)]-[Pro-5-AIS(OBn)].-OAll (56)

Entschiitzungen: Vor der Peptidkupplung wurden 2,94 g (3,4 mmol) 17 an der Boc-
geschiitzten Aminogruppe nach Methode II (Ausbeute 2,55 g (94%)) und 2,14 g (3,2 mmol)
61 an der benzylveresterten Carboxylgruppe nach Methode IV (Ausbeute 1,81 g (100%))

entschitzt. Als Losungsmittel wurden jedoch 100 ml 1,4-Dioxan/Wasser 9:1 verwendet

Peptidkupplung: 2,55 ¢ (3,2 mmol) 18, 1,81 g (3,2 mmol) 55 und 1,13 g (3,5 mmol) TBTU
wurden in 100 ml trockenem DMF, p.a. gelost. Nach Zugabe von 1,78 ml (10,2 mmol) DIEA
liel man tber Nacht rithren. Die Reaktionslésung wurde in 500 ml Wasser gegossen. Das
ausgefallene Produkt wurde abfiltriert, mit Wasser gewaschen und iiber P4O10im Olpumpen-

vakuum getrocknet.

Ausbeute: 3,86 ¢ (91%)
MS (FAB): [M + Na*] bei m/z = 1341, Intensitit = 7%

Darstellung des Cyclopeptids cyclo-{[Pro-5-AIS(Trp-OMe)]-[Pro-5-AIS(OBn)].} (64)

Entschiitzungen: Vor der Cyclisierung wurden 3,65 g 56 (2,8 mmol) zunichst an der allyl-
veresterten Carboxylgruppe nach Methode IIT entschiitzt. Der nach dem Einengen der
Reaktionslosung verbliebene Ruckstand war jedoch nicht vollstindig in reinem Essigsdure-
ethylester 16slich. Daher wurde der Rickstand erst in Chloroform gel6st und diese Losung
dann mit Essigsaureethylester so verdinnt, daf} eine klare Losung erhalten wurde. Diese
Losung wurde dann entsprechend der allgemeinen Vorschrift weiter aufgearbeitet. Das
Produkt wurde anschlieBend an der Boc-geschiitzten Aminogruppe nach Methode II (Aus-
beute tiber beide Stufen: 3,04 g (90%)) entschiitzt.

Cyclisierung: 3,04 ¢ (2,5 mmol) vollstindig entschitztes Hexapeptid 63 wurden in einen
Reaktionskolben eingewogen und dreimal sekuriert. Es wurden 250 ml entgastes DMF p.A.
und 1,83 ml DIEA (10,5 mmol) im Schutzgasgegenstrom zugegeben. Die Lésung wurde mit
einem bereits vorgeheizten Olbad auf 90°C erwirmt. Dann wurde bei konstanter Temperatur
durch ein Septum eine Lésung von 0,88 g (2,8 mmol) TBTU in 10 ml DMF p.A. mit einem
Perfusor iiber 2 h zugetropft. Die Reaktionslésung wurde noch 3 h bei 90°C gertihrt. Nach
dem Abkiihlen wurde das Lésungsmittel im Olpumpenvakuum bei 40°C abkondensiert. Das
Rohprodukt wurde zweimal sdulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel: 1. Dichlor-
methan/Isopropanol 10:1, 2. Chloroform/Aceton 2:1). Nach Umbkristallisieren aus Methanol
wurde ein weiller Festoff enthalten, der im Turbomolekularpumpenvakuum getrocknet

wurde.

125



EXPERIMENTELLER TEIL

Ausbeute:
Smp:
[a]5:

MS (FAB):

'H-NMR:

IR (in KB1):

0,63 g (22%)

215°C

-30,7°, c=1, Chloroform

[M + Na*] bei m/z = 1183, Intensitit = 17%

(500 MHz, DMSO-ds, TMS) 8 [ppm] 1,80 - 2,09 (m, 9H, Pror2+5-H(3)+
Pro2s-HE), 2,26 - 2,35 (m, 3H, Proiass-H(E), 3,19 - 3,50 (m, 8H,
Pro1+2+3-H(8) + Trp-H(B)), 3,65 (s, 3H, COOCHs), 4,62 - 4,68 (m, 3H,
Protass-H(@), 4,68 - 4,74 (m, 1H, Trp-H(@), 5,34 - 5,41 (m, 4H, Bn-
CH,), 6,98 + 7,06 (2*ddd, 2H, Inden-H(5) + Inden-H(6)), 7,20 (d, 1H,
Ju= 2,1 Hz, Inden-H(2)), 7,33 + 7,58 (2*d, 2H, 3Ju= 7,9 Hz, Inden-H(4)
+ Inden-H(7)), 7,35 - 7,53 (m, 10H, Bn-H), 7,60 (s, b, 1H, 5-AIS-H(6)),
7,66 - 7,69 (m, 2H, 5-AlS::5-H(6)), 7,70 (s, b, 1H, 5-AIS1-H(4)), 7,90 +
791 (2%, 2H, 3Ju= 1,7 Hz, 5-AlSys-H(4)), 8,49 (s, b, 1H, 5-AIS;-H(2)),
8,66 + 8,67 (2%, 2H, 3u= 1,7 Hz, 5-AlSx:-H(2)), 8,98 (d, 1H, = 7,7
Hz, Trp-C()NH), 10,49 (s, 1H, 5-AIS-NH), 10,59 + 10,60 (2*s, 2H, 5-
AIS2+3-NH), 10,85 (s, b, 1H, 3J1s= 2,1 Hz, Inden-NH)

5-AlS,

[cm 1] 3285(s,b), 3066(m), 2953(m), 2880(m), 1724(ss), 1625(ss), 1597(ss),
1558(s), 1440(ss), 1416(s), 1376(s), 1322(s), 1301(ss), 1262(s), 1212(s),
1112(s), 1002(w), 973(m), 901(w), 898(m), 747(s), 698(s), 643(m), 601 (m),
489(m), 426(m)
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CH,N: ber. C:064,24%  H:547% N: 9,22% CesHeoNsO13*3 H2O
gef:  C:64,00%  H:5,38% N: 9,06% M = 1215,28 g/mol

Darstellung des Cyclopeptids cyclo-{[Pro-5-AIS(Ttp-OMe)]-[Pro-5-AIS(Asp(OBn)-
OIPr)Iz} (66)

Entschiitzungen: Vor der Peptidkupplung wurden 0,20 g (0,17 mmol) 64 an den benzylve-
resterten Carboxylgruppen nach Methode IV (Ausbeute 0,17 g (100%)) entschiitzt. Es wurde
ein rotliches Produkt erhalten. Als Losungsmittel wurde dabei eine Mischung aus 75 ml
Methanol und 30 ml Methylenchlorid verwendet, um die entstehende Dicarbonsiure 65 in
Lésung zu halten. 1,67 g (4,4 mmol) 30 wurden an der Boc-geschiitzten Aminogruppe nach
Methode I (Ausbeute 1,40 g (99%)) entschiitzt.

Peptidkupplung: 0,17 g (0,17 mmol) 65 wurden in 25 ml trockenem Dichlormethan sus-
pendiert und 0,15 g 28 (0,51 mmol) sowie 0,22 ¢ (0,51 mmol) PyCloP in dieser Suspension
gelst. Nach Zugabe von 0,27 ml (1,53 mmol) DIEA wurde die Lésung innerhalb von 6 h
klar. Nach 48 h Rithren wurde das Loésungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand
zweimal sdulenchromatographisch gereinigt (1. Laufmittel: Chloroform/Aceton 1:2, 2.
Laufmittel: Methylenchlorid/Isopropanol 10:1). Die sauberen Fraktionen wurden im Vaku-
um eingeengt und das Produkt zwei Tage im Olpumpenvakuum bei 50°C getrocknet. Es

konnte allerdings kein analysenreines Produkt erhalten werden.

Ausbeute: 0,17 g (67%)
MS (FAB):  [M + Na*] bei m/z = 1498, Intensitit = 16%

'H-NMR: (500 MHz, DMSO-ds, TMS) & [ppm] 1,16 + 1,17 (2*d, 2*6H, 3Ju= 6,3
Hz, CH(CHs)2), 1,80 - 2,10 (m, 9H, Proi+2+3-H(B)+ Proi+2+3-H(Yy)), 2,25 -
2,35 (m, 3H, Proi+213-H(B)), 2,949 + 2,946 (2*m, 2*2H, 2¥2Jy= 16,3 Hz,
Aspa+3-H(B)), 3,20 - 3,52 (m, 8H, Proi+2+3-H(®) + Trp-H(B)), 3,65 (s, 3H,
COOCHS3), 4,65 - 4,75 (m, 4H, Pro1+2+3-H(e) + Trp-H(w)), 4,80 - 4,87 (m,
2H, Aspa+s- H(w)), 4,88-4,97 (m, 2*¥1H, 3Ju= 6,2 Hz, CH(CH3)2), 5,16 (s,
4H, Bn-CH>), 6,98 + 7,06 (2¥ddd, 2H, Inden-H(5) + Inden-H(6)), 7,21 (d,
1H, 3Ju= 2,4 Hz, Inden-H(2)), 7,26 - 7,38 (m, 11H, Bn-H + Inden-H(7)),
7,55 - 7,64 (m, 4H, 5-AIS1+2+3-H(6) + Inden-H(4)), 7,70 — 7,76 (m, 3H, 5-
AlSi+2+3-H(4)), 8,52 (s, b, 1H, 5-AIS1-H(2)), 8,57 + 8,59 (2*s, b, 2H, 5-
AlSz:3-H(2)), 8,98 (d, 1H, 3Ju= 7,7 Hz, Trp-C(«)NH), 9,041 + 9,047 (2*d,
2%1H, 2%y= 8,1 Hz, Aspz+3-NH), 10,50 (s, 1H, 5-AIS;-NH), 10,54 (s,
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2H, 5-AlSz:5-NH), 10,85 (s, b, 1H, 3Ju= 1,9 Hz, Inden-NH)
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4.5.8 Synthese von phosphorhaltigen Peptiden und Aminosiduren

Darstellung von 4-Brom-((S)-2-(tert-Butyloxycarbonyl)amino)-buttersidureisopropyl-

ester (71)

Entschiitzung: 1,90 g (5,0 mmol) 30 wurden an der benzylveresterten Carboxylgruppe nach
Methode IV (Ausbeute 1,44 g (100%)) entschiitzt. Als Losungsmittel wurden dabei 125 ml

einer 9:1 Mischung aus 1,4-Dioxan und Wasser verwendet.

Oxidative Decarboxylierung:[35%1 1,45 ¢ ( 5,0 mmol) 70 wurden in 25 ml getrocknetem
und entgastem THF gel6st und auf -15°C abgekihlt. Es wurden nacheinander 0,56 ml (5,0
mmol) N-Methylmorpholin und 0,65 ml (5,0 mmol) Chlorameisensiureisobutylester zugege-
ben. Nach 10 Minuten Rihren wurde eine Losung von 0,76 g (6,0 mmol) N-Hydroxypyridin-
2-thion und 0,83 ml (6,0 mmol) Triethylamin in 20 ml getrocknetem und entgastem THF so
zugetropft, daf3 die Innentemperatur -15°C nicht Gberstieg. Nach 30 Minuten Rithren filtrier-
te man die Losung vom Niederschlag ab, entfernte das Losungsmittel im Vakuum bei
T<35°C und nahm den Ruckstand in 75 ml entgastem Bromtrichlormethan auf. Die Lésung
wurde far 25 Minuten mit einer 100 W-UV-Lampe bei T<20° bestrahlt, dann das Losungs-
mittel im Vakuum entfernt und der Ruckstand sdulenchromatographisch (Laufmittel #-Hexan
/ Essigsiureethylester 1:1) gereinigt. Das zuriickbleibende gelbliche Ol wurde aus #-Hexan
bei -26°C umkristallisiert. Da der erhaltene farblose Feststoff gemil3 der Elementaranalyse
noch nicht sauber war, sublimierte ich ihn im Hochvakuum bei 60°C um. Das Ergebnis der

Elementaranalyse wich jedoch immer noch erheblich von den theoretischen Werten ab.

Ausbeute: 0,37 g (23%)
MS (CI): [M + NH4*] bei m/z = 341 ("By), Intensitit = 95%
[M + NH4*] bei m/z = 343 (3!Br), Intensitit = 100%

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds, TMS) & 1,17 + 1,19 (2*d, 2*3H, 3Ju= 6,3 Hz,
CH(CH>),), 1,39 (s, 9H, Bu), 2,05 - 2,17 (m, 2H, Glu-H(B)), 3,46 - 3,60
(m, 2H, Glu-H(y)), 4,00 - 4,07 (m, 1H, Glu-H(x)), 4,90 (sept, 1H, 3Ju= 6,3
Hz, CH(CHs)5), 7,30 (d, 1H, 3Ju= 7,9 Hz NH)

Br
X
0]
T

1
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Darstellung von cyclo-[Pro-5-AIS(Val-PO;Ety)]; (74)

Entschiitzungen: Vor der Peptidkupplung wurden 0,28 g (0,27 mmol) 22 an den benzylver-
esterten Carboxylgruppen nach Methode IV (Ausbeute 0,21 g (100%)) entschiitzt. Als
Losungsmittel wurde dabei eine Mischung aus 110 ml Methanol und 45 ml Methylenchlorid

verwendet, um die entstehende Tricarbonsiure 4 in Losung zu halten.

Peptidkupplung: 0,21 g (0,27 mmol) 4 wurden in 40 ml trockenem Dichlormethan suspen-
diert und 0,25 g (1,2 mmol) 73 sowie 0,51 g (1,2 mmol) PyCloP in dieser Suspension gel6st.
Nach Zugabe von 0,42 ml (2,4 mmol) DIEA wurde die Losung innerhalb von 6 h klar. Nach
48 h Rihren wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt siulenchro-
matographisch (Laufmittel: Methylenchlorid/Methanol 10:1) gereinigt. Die DC-Platten
wurden dabei nicht nur unter der UV-Lampe betrachtet, sondern auch mit Molybda-
tophosphorsiure angefarbt. Die sauberen Fraktionen wurden im Vakuum eingeengt und das

saubere Produkt im Turbomolekularpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 0,30 g (83%)
Smp: >250°C
MS (FAB): [M + H*] bei m/z = 1354, Intensitit = 100%

[M + Na*] bei m/z = 1376, Intensitit = 32%

IH-NMR: (200 MHz, DMSO-ds, TMS) & [ppm] 1,04 + 0,99 (2*d, 18H, 3= 6,7
Hz, iPr-CHs), 1,17 + 1,24 (2%, 18H, 3Ju= 7,0 Hz, 2*CH,CH3), 1,79 -
2,37 (m, 18H, Pro-H(8) + Pro-H(y) + Pr-CH), 3,39 - 3,58 (m, GH,
Pro-H(3)), 3,91 - 4,14 (m, 12H, 2*CH,CHS), 4,30 (ddd, 3H, 3Ju(CH)=

8,0 Hz, Ju(NH)= 9,5 Hz, 2Jpu= 17,0 00
Hz, Val-H()) 4,69 (dd, 3H, s .= 3,3 ot L
Hz, 3Ju w= 8,3 Hz, Pro-H()), 7,70 (s, /5\(0
3H, 5-AIS-H(6)), 7,72 (s, 3H, 5-AIS- O%\ﬂ” Ng
N o]

H(4)), 8,56 (s, 3H, 5-AIS-H(2)), 8,51 (d,
3H, 3Ju= 9,5 Hz, Val-NH ), 10,52 (s,
3H, 5-AIS-NH)

O\:U/OJ
-0
pN—
ZI
Ob/u
o
e
=z
3 :
I
)

SP{IHY-NMR: (81 MHz, DMSO-d¢) & [ppm] 25,87 (s,
PO(OEt),)

IR (Diamant):  [cm] 3290(m,b), 2973(s), 2932(m), 2912(m), 2880(w), 1623(s), 1595(s),
1534(s), 1441(s), 1412(s), 1369(w), 1327(m), 1308(m), 1214(s), 1162(s),
1095(w), 1010(ss), 964(s,b), 895(w), 842(s), 682(m)
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CH,N: ber.: C:50,50%  H:7,13% N: 8,41%  Cs3HooNoO18P3*8 HO
gef.: C:50,77%  H:6,88% N: 8,03% M = 1498,50 g/mol

Darstellung von (77) [*%

2,00 g (7,43 mmol) Phthalimidomethylphosphonsiuredimethylester und 0,38 ml (7,80 mmol)
Hydrazinhydrat wurden in 12 ml Methanol gel6st, fur 80 h geriihrt und danach filtriert. Der
Rickstand wurde in 10 ml Wasser aufgenommen und mit 7,7 ml 1N HCL-Losung (7,7
mmol) versetzt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum bei Raumtemperatur entfernt und das

Produkt im Turbomolekularpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 1,10 g (85%)

Das "TH-NMR-Spektrum des Produkts entspricht dem Literaturspektrum.
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4.6  Synthesen von Peptiden mit Aminoterephthalsidure
4.6.1 Synthese des Cyclopeptids cyclo-[Pro-ATS(OBn)]; (93)

Darstellung von N-Carboxyaminoterephthalsdureanhydrid(80) 141

6,00 g (33,1 mmol) Aminoterephthalsiure und 3,28 ¢ (11,1 mmol) Triphosgen wurden in
einen Kolben eingewogen und dreimal sekuriert. 160 ml trockenes THI wurde im Schutzgas-
gegenstrom zugegeben und man lieB far 2,5 h bei 50°C rithren. Die etwas tribe Lésung
wurde filtriert und das Filtrat in 200 ml #-Hexan gegossen. Das ausgefallene Produkt wurde

abfiltriert, mit »-Hexan gewaschen und im Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 0,33 g (92%) (Lit.: 97%)
MS (CD): [M + NH4*] bei m/z = 225, Intensitit = 70%
[M + NH3 + NH4*] bei m/z = 242, Intensitit = 100%

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds, TMS) & [ppm] 7,69 (d, 1H, D e H(©)
Ju= 1,3 Hz, ATS-H(2)), 7,72 (dd, 1H, 4Ju= 1,3 Hz, j\ o
u= 8,2 Hz, ATS-H(6)), 8,02 (d, 1H, 3Jy= 82 Hz, O N
ATS-H(5)), 11,87 (s, 1H, NH), 13,63 (s, b, 1H, : 84H(2) OH

COOH)

Darstellung von H-ATS(OBn)-OH (83)[142]

3,32 g (16,0 mmol) 80 wurden in einen Kolben eingewogen und dreimal sekuriert. Im
Schutzgasgegenstrom wurden 120 ml entgaster Benzylalkohol und 2,74 ml (16,0 mmol)
DIEA zugegeben und die Losung auf 70°C erwirmt. Nachdem der gesamte Feststoff in
Losung gegangen war, wurden 0,34 g (2,6 mmol) DMAP im Schutzgasgegenstrom zugege-
ben, worauf eine lebhafte CO» -Entwicklung einsetzte. Man liel noch 2 h bei 70°C rithren.
Die abgekiihlte Losung wurde in 300 ml 10% NaxCOs -Losung gegossen. Nach Zugabe von
300 ml 7-Hexan bildeten sich drei Phasen. Daher wurden die organischen Phasen mit soviel
Diethylether verdiinnt, bis nur noch zwei Phasen zu beobachten waren. Die organischen
Phase wurde nun dreimal mit 10% Na>COs -Losung extrahiert. Durch Zugabe von KHSO4
wurde die walirige Phase auf pH 7,5 abgestumpft und dann viermal mit Essigsaureethylester
extrahiert. Die vereinigten organische Phasen wurde mit MgSO4 getrocknet und im Vakuum
vom Losungsmittel befreit. Da das Produkt noch Reste Benzylalkohol enthielt, wurde es mit

kaltem #-Hexan gewaschen und dann im Olpumpenvakuum bei 50°C getrocknet.
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Ausbeute:

Smp:
MS (CD):

IR (in KBr):

4,00 g (92%)

199°C

[M + H'] bei m/z = 272, Intensitit = 92%

[M + NH4*] bei m/z = 289, Intensitit = 100%

IM + NH; + NH,*] bei m/z = 306, Intensitit = 27%

(500 MHz, DMSO-ds, TMS) & [ppm] 5,31 (s, 2H, Bn-CH,), 6,84 (s, 2H,
NH>), 7,03 (dd, 1H, 4Ju= 1,7 Hz, 3Ju= 8,4 Hz, ATS-H(6)), 7,33-7,48 (m,
5H, Bn-H), 7,42 (d, 1H, 4ju= 1,7 Hz, ATS-H(2)), 7,81 (d, 1H, 3Ju= 8,4
Hz, ATS-H(5))

[cm] 3495(s), 3383(s), 3089(w), 3036(w), 2954(w), 2881(w), 2881(w),
2710(w), 2662(w), 2539(w), 1691(ss), 1622(m), 1580(s), 1499(m), 1442(m),
1380(w), 1322(m), 1301(s), 1241(ss), 1112(m), 1030(w), 945(w), 896(w),
772(m), 751(s), 728(m), 692(m), 580(w), 511 (w), 425(w),

ber.. C:066,42%  H:4,83% N: 5,16% CisH13NO4
gef..  C:606,23%  H:4,90% N: 4,96% M = 271,27 g/mol

Darstellunge von H-ATS(OBn)-OAll (84)

In 200 ml DMF, p.A. lie man 3,75 g (13,8 mmol) 83, 3,53 ml (41,4 mmol) Allylbromid und
3,48 g (41,4 mmol) NaHCOj3 tber Nacht rithren. Dann wurde die Reaktionslésung in 420 ml

Essigsiureethylester gegossen und zweimal mit 10% NaxCOs-Losung und dreimal mit

Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde mit MgSOy getrocknet und dann das L6-

sungsmittel im Vakuum entfernt. Der erhaltene Feststoff wurde aus Toluol/#-Hexan umkri-

stallisiert. Das Produkt kristallisierte als gelber Feststoff.

Ausbeute:

Smp:
MS (CD):

'H-NMR:

3,58 ¢ (83%)

71°C

M + H*] bei m/z = 312, Intensitit = 100%

[M + NH4*] bei m/z = 329, Intensitit = 52%

[M + NH3 + NH4*] bei m/z = 346, Intensitit = 9%

(500 MHz, DMSO-ds, TMS) & [ppm] 4,79 (ddd, 2H, 3Ju= 54 Hz,
CH.CH=CHy), 5,29 (ddt, 1H, 3Ju= 10,5 Hz, 2Ju= 1,5 Hz, CH,CH=CHb,
cis H), 5,32 (s, 2H, Bn-CHy), 5,40 (ddt, 1H, 3Ju= 17,2 Hz, JJu= 1,5 Hz,
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IR (in KBr):

CH,CH=CH,, #rans H), 5,99 - 6,08 (m, 1H, CH,CH=CH.,), 6,91 (s, 2H,
NH,), 7,01 (dd, 1H, Ju= 1,7 Hz, 3u= 8,4 Hz, ATS-H(6)), 7,33-7,48 (m,
5H, Bn-H), 7,49 (d, 1H, 4ju= 1,7 Hz, ATS-H(2)), 7,85 (d, 1H, 3Ju= 8,4
Hz, ATS-H(5))

[cm] 3471(s), 3362(s), 3080(m), 2996(m), 2931(m), 2876(m), 1719(s),
1687(s), 1650(m), 1621(m), 1589(m), 1560(m), 1497(m), 1453(m),
1438(m), 1378(w), 1303(s), 1265(s), 1235(s), 1119(s), 992(m), 947(m),
904 (w), 749(m), 730(m), 691 (m), 567(w), 546(w)

ber.. C:069,44%  H:5,50% N: 4,50% CisH17NO4
gef..  C:69,68%  H:5,55% N: 4,23% M = 311,34 g/mol

Darstellung des Dipeptids Boc-Pro-ATS(OBn)-OAll (85)

Peptidkupplung: 3,55 g (11,4 mmol) 84, 3,65 g (17,1 mmol) Boc-Prolin und 7,14 g (17,1

mmol) PyCloP wurden in 270 ml trockenem Dichlormethan gel6st. Bei Raumtemperatur

wurden 5,93 ml (34,2 mmol) DIEA zugetropft und die Losung fiir 1 Woche geriihrt. Dann

wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand sdulenchromatographisch

(Laufmittel: Toluol/Essigsiureethylester 4:1) gereinigt. Die sauberen Fraktionen wurden zur

Trockene eingeengt und das Produkt im Olpumpenvakuum kristallisiert. Bei einer Reaktions-

zeit von 4 Wochen erhohte sich die Ausbeute auf 99%.

Ausbeute:
Smp:

[o]5:

MS (CD):

'H-NMR:

4,46 g (77%) nach 1 Woche Reaktionszeit

5,76 g (99%) nach 4 Wochen Reaktionszeit

94°C

-82,0°(c=1, CHCl)

[M + H* - Boc] bei m/z = 409, Intensitit = 10%
[M + H*] bei m/z = 509, Intensitit = 66%

[M + NH4*] bei m/z = 526, Intensitit = 100%

(300 MHz, DMSO-ds, TMS, 100°C) & [ppm] 1,34 (s, 9H, ABu), 1,80 - 1,86
(m, 1H, Pro-H(B)), 1,86 - 2,04 (m, 2H, Pro-H(y)), 2,16 - 2,31 (m, 1H 3
Pro-H(B)), 3,38 - 3,54 (m, 2H, Pro-H(8)), 4,23 (dd, 1H, 3u .= 4,2 Hz,
«= 8,4 Hz, Pro-H(«), 4,83 (ddd, 2H, 3Ju= 54 Hz, CH,CH=CH,), 528
(ddt, 1H, 3Ju= 10,4 Hz, 2Ju= 1,5 Hz, CH,CH=CHb,, cis H), 5,40 (s, 2H,
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Bn-CHb), 5,40 (ddt, 1H, 3Ju= 17,4 Hz, 2Ju= 1,5 Hz, CH,CH=CH,, frans
H), 5,97 - 6,11 (m, 1H, CH,CH=CH,), 7,31-7,50 (m, 5H, Bn-H), 7,73 (dd,
1H, 4Ju= 1,7 Hz, 3Ju= 8,2 Hz, ATS-H(6)), 8,10 (d, 1H, 3Ju= 8,2 Hz, ATS-
H(5)), 9,06 (s,b 1TH, ATS-H(2)), 10,88 (s, 1H, NH)

IR (in KBr): [em!] 3218(w), 2973(m), 2932(w), 2932(w), 2894(w), 1729(s), 1698(ss),
1579(s), 1525(s), 1459(m), 1421(m), 1379(s), 1302(s), 1254(s), 1207(m),
1164(m), 1118(s), 1088(m), 1030(w), 975(w), 956(w), 932(w), 920(w),
887(w), 799(w), 756(m), 740(m), 695(w), 559(w), 479(w)

CH,N: ber. C:066,13%  H:06,34% N: 5,51% CasH3:N207
gef..  C:606,33%  H:6,52% N: 5,48% M = 508,57 g/mol

Darstellung des Tetrapeptids Boc-[Pro-ATS(OBn)],-OAll (88)

Entschiitzungen: Vor der Peptidkupplung wurden je 4,10 g (8,1 mmol) 85 an der Boc-
geschiitzten Aminogruppe nach Methode I (Ausbeute 3,60 g (100%)) und an der allylver-
esterten Carboxylgruppe nach Methode 111 (Ausbeute 3,76 g (99%)) entschiitzt.

Peptidkupplung: 3,76 g (8,1 mmol) 87, 3,60 g (8,1 mmol) 86 und 5,12 g (12,2 mmol)
PyCloP wurden in 200 ml trockenem Dichlormethan gel6st. Nach Zugabe von 5,62 ml (32,4
mmol) DIEA wurde bei Raumtemperatur tiber Nacht gerithrt. Das Losungsmittel wurde im
Vakuum entfernt und das zuriickbleibende Ol siulenchromatographisch (Laufmittel: Tolu-
ol/Essigsiureethylester 1:1) gereinigt. Die sauberen Fraktionen wurden zur Trockene einge-

engt. Das Produkt kristallisierte beim Trocknen im Olpumpenvakuum.

Ausbeute: 6,87 g (99%)
MS (CD): [M + NH4*] bei m/z = 876, Intensitit = 100%

Darstellung des Hexapeptids Boc-[Pro-ATS(OBn)]3;-OAll (90)

Entschiitzungen: Vor der Peptidkupplung wurden 6,30 g (7,3 mmol) 88 an der Boc-
geschiitzten Aminogruppe nach Methode I (Ausbeute 5,83 g (100%)) und 4,47 g (8,8 mmol)
85 an der allylveresterten Carboxylgruppe nach Methode III (Ausbeute 4,08 g (99%)) ent-

schutzt.
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Peptidkupplung: 4,08 g (8,7 mmol) 87, 5,83 g (7,3 mmol) 89 und 5,51 g (13,1 mmol)
PyCloP wurden in 200 ml trockenem Dichlormethan gel6st. Nach Zugabe von 7,03 ml (33,5
mmol) DIFEA liel man tiber Nacht rihren. Das Losungsmittel wurde vollstindig im Vakuum
entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel: Tolu-
ol/Essigsaureethylester 1:2). Die sauberen Fraktionen wurden vom Losungsmittel befteit und

das Produkt im Olpumpenvakuum getrocknet.
Ausbeute: 06,18 g (70%)

MS (FAB): [M + Hf] bei m/z = 1209, Intensitit = 2%
[M - Boc + H*] bei m/z = 1109, Intensitit = 100%

Darstellung des Cyclopeptids cyclo-[Pro-ATS(OBn)]s (93)

Entschiitzungen: Vor der Cyclisierung wurden 3,03 g 90 (2,5 mmol) zunichst an der allyl-
veresterten Carboxylgruppe nach Methode 111 entschiitzt. Das Produkt wurde dann an der
Boc-geschitzten Aminogruppe nach Methode II (Ausbeute tber beide Stufen: 2,76 ¢
(100%)) entschiitzt.

Cyclisierung: 2,76 g (2,5 mmol) 92 wurden in einen Reaktionskolben eingewogen und
dreimal sekuriert. Es wurden 250 ml entgastes DMF p.A. und 1,39 ml (8,0 mmol) DIEA im
Schutzgasgegenstrom zugegeben. Die Losung wurde mit einem bereits vorgeheizten Olbad
auf 90°C erwirmt. Dann wurde bei konstanter Temperatur durch ein Septum eine Losung
von 0,88 g (2,75 mmol) TBTU in 10 ml DMF p.A. mit einem Perfusor tber 2 h zugetropft.
Die Reaktionslésung wurde noch 3 h bei 90°C gerthrt. Nach dem Abkithlen wurde das
Losungsmittel im  Olpumpenvakuum bei 40°C abkondensiert. Das Rohprodukt wurde
zweimal sdulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel: 1. Dichlormethan/Isopropanol 10:1,
2. Chloroform/Aceton 2:1). Nach Umkristallisieren aus /~Propanol wurde ein weiller Festoff

enthalten, der im Turbomolekularpumpenvakuum getrocknet wurde.

Ausbeute: 1,44 g (55%)

Smp: 179°C
[a]r: -123,6° (c=1, CHCls)

MS (FAB): [M + H*] bei m/z = 1051, Intensitit = 100%

'H-NMR: (500 MHz, DMSO-ds, TMS) 6 [ppm] 1,79 - 2,03 (m, 9H, Pro-H(B)+ Pro-
H®)), 2,14 - 2,25 (m, 3H, Pro-H(B)), 3,34 - 3,48 (m, 6H, Pro-H(y)), 4,69
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IR (in KBr):

(dd, 3H, 3u o= 3,2 Hz, 3Ju = 8,8 Hz, Pro-H(x)), 5,40 (s, 6H, Bn-CH,),
7,32 (dd, 3H, 4Ju= 1,3 Hz, 3Ju= 8,2 Hz, ATS-H(6)), 7,33 - 7,56 (m, 15H,
Bn-H), 8,03 (d, 3H, 3Ju= 8,2 Hz, ATS-H(5)), 8,54 (d, 3H, 4Ju= 1,3 Hz,
ATS-H(2)), 10,64 (s, 3H, NH)

[em1] 3296(m,b), 3063(w), 3033(w), 2955(m), 2880(w), 1697(ss), 1638(ss),
1575(ss), 1525(s), 1423(ss), 1313(s), 1249(ss), 1179(s), 1139(s), 1077(s),
1030(w), 982(w), 910(m), 790(m), 750(s), 698(s), 602(w), 539(w), 467(w)

ber.. C:67,41%  H:5,28% N: 7,86% CeoH54N:O12*1 H20
gef..  C:67,60%  H:522% N: 7,85% M = 1069,14 g/mol

4.6.2 Synthese von cyclo-[Pro-ATS(0)]; (NBu,"); (94)

Entschiitzung: 0,23 g (0,22 mmol) 93 wurden nach Methode IV an den benzylveresterten

Carboxylgruppen entschiitzt. Als Lésungsmittel wurden jedoch 60 ml 1,4-Dioxan/Wasser 9:1

verwendet. Da die freie Carbonsdure unter diesen Bedingungen aus der Reaktionslésung

ausfiel, mullte das Losungsmittel zundchst im Vakuum entfernt und gegen 200 ml Methy-

lenchlorid/7Propanol 5:1 ausgetauscht werden. Dann konnte die Produktlésung, in der noch

der Katalysator suspendiert war, wie bei Methode IV beschrieben weiter aufgearbeitet

werden.

Ausbeute:

CH,N:

0,19 g (98%)

ber.. C:53,24%  H:5,38% N: 9,55% C39H36N6O12*5,5 H20
gef:  C:53,58%  H:527% N: 9,15% M = 879,83 g/mol

Deprotonierung: 58,65 mg (66,69 umol) 78 wurden nach Methode V zum Tetra-#-

butylammoniumsalz umgesetzt.

Ausbeute:

Smp:
[o]p:

MS

SI:

0,10 g (100%)

100°C

-12,9° (c=1, MeOH)

[M — 2NBuy* + Nat] bei m/z = 1042, Intensitit =100%
[M — NBus*] bei m/z = 1261, Intensitit =51%
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IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds, TMS) & [ppm] 0,93 (t, 36H, 3Ju= 7,4 Hz, #Bu-
CHs), 1,20 - 1,36 (m, 24H, #Bu-yCH,), 1,48 - 1,63 (m, 24H, #Bu-8CHL),
1,80 - 2,07 (m, 9H, Pro-H(B)+ Pro-H()), 2,25 - 2,34 (m, 3H, Pro-H(B)),
3,07 - 3,20 (m, 24H, #nBu-aCH>), 3,42 - 348 (m, GH, Pro-H(®)), 4,60 (dd,
3H, 3u o= 3,7 Hz, 3Ju w= 8,2 Hz, Pro-H(®)), 6,92 (d, 3H, 3Ju= 7,7 Hz,
ATS-H(6)), 7,98 (d, 3H, 3Ju= 7,7 Hz, ATS-H(5)), 8,74 (s, b, ATS-H(2)),
14,81 (s, b, 3H, ATS-NH),

BCNMR (125 MHz, DMSO-ds, TMS) & [ppm] 13,5 (#Bu-CHs), 19,2 (#Bu-yCH,),
23,0 (1Bu-BCH,), 24,4 (Pro-C(y)), 29,5 (Pro-C(B)), 49,0 (Pro-C(8)), 57,5
(1Bu-aCH,), 60,1 (Pro-C(«)), 116,9 (ATS-C(2), 117,9 (ATS-C(6)), 125,9
(ATS-C(1)), 130,9 (ATS-C(5)), 139,1 (ATS-C(4)), 140,7 (ATS-C(3)), 168,6
(ATS-C(1)CO), 168,8 (Pro-CO), 169,2 (ATS-C(4)CO)

IR (in KBr): [ecm™] 3422(m,b), 2962(s), 2875(s), 1686(s), 1632(s), 1573(s), 1511(ss),
1441(s), 1420(ss), 1350(s), 1291(s), 1265(m), 1180(m), 880(m), 805(m),
756(m), 708(w), 531 (w), 473(w)

C.H.N: ber.: C:66,89% H:9,16% N: 8,07% Cs7H141N9O2:*0,5 H,O*1,5 MeOH
gef: C:66,94% H:8,93% N: 8,21% M = 1553,19 g/mol

4.6.3 Synthese von cyclo-{Pto-ATS[OAsp(O’)-OPr]}; (NBu,"); (107)

Darstellung von H-ATS[Asp(OBn)-O/Pr]-OH (95)

1,04 g (5,0 mmol) 80 wurden in einem Kolben eingewogen und dreimal sekuriert. Im Schutz-
gasgegenstrom wurde eine Lésung von 1,81 g (6,0 mmol) 28 und 1,92 ml (11,0 mmol) DIEA
in 15 ml DMF, p.A. zugegeben. Nachdem sich der Feststoff vollstindig gelost hatte, wurden
90 mg (0,75 mmol) DMAP zugegeben und die Losung auf 60°C erwirmt. Man lie3 noch 2
Tage bei 60°C rithren. Die abgekiihlte Losung wurde in 150 ml 10% NaCOs-Losung gegos-
sen und dreimal mit Diethylether gewaschen. Durch Zugabe von KHSO4 wurde die wilrige
Phase bis pH 4-5 angesduert und dann viermal mit Essigsidureethylester extrahiert. Dies
vereinigten organischen Phasen wurden dreimal mit Wasser gewaschen, mit MgSOy4 getrock-
net und im Vakuum vom Lo&sungsmittel befreit. Das Rohprodukt wurde sidulenchromato-
graphisch  gereinigt  (Laufmittel: Dichlormethan/Methanol 5:1) und danach im
Olpumpenvakuum bei 50°C getrocknet.
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Ausbeute: 1,20 g (56%)

Smp: 122°C
[0 ] +33,3° (c = 1, CHCly)

MS (FAB):  [M + H*] bei m/z = 428, Intensitit = 100%

'H-NMR: (500 MHz, DMSO-ds, TMS) & [ppm] 1,164 + 1,156 (2*d, 6H, 3Ju= 6,3
Hz, CH(CHs)2), 2,93 (m, 2H, 2Ju= 16,4 Hz, Asp-H(B)), 4,74 - 4,79 (m, 1H,
Asp-H()), 4,91 (sept, 1H, 3Ju= 6,3 Hz, CH(CHs)5), 5,13 (s, 2H, Bn-CH.),
6,48 (s, 2H, NH>), 7,06 (dd, 1H, 4Ju= 1,3 Hz, 3Ju= 8,2 Hz, ATS-H(6)),
7,29 - 7,39 (m, 6H, Bn-H + ATS-H(2), 7,51 (d, 1H, 3Ju= 8,2 Hz, ATS-
H(5))

IR (in KBr): [cm] 3474(m), 3375(s), 3352(s), 3065(m), 2984(m), 2938(m), 1753(s),
1731(s), 1705(s), 1643(s), 1592(s), 1568(s), 1520(s), 1434(s), 1386(s),
1266(s), 1221(s), 1163(s), 1103(s), 961(s), 897(m), 875(m), 850(w), 827 (m),
755(s), 700(m), 656(m), 549(m), 438(m)

CHN: ber. C:6041%  H:576%  N:6,40% CaH2N>07%0,5 H,O
oef:  C:60,58%  H:569%  N:6,69% M = 437,45 g/mol

Darstellung von H-ATS[Asp(OBn)-O/Pr]-OAll (96)[43]

1,00 g (2,33 mmol) 95 wurden in 15 ml DMF p.A. geloést. Es wurden 0,76 g (2,33 mmol)
Cs2COs in der Losung suspendiert. Nach 1 h Rithren wurden 0,40 ml (4,66 mmol) Allylbro-
mid zugegeben und man lie3 fir weitere 3 h rithren. Die ausgefallenen Salze wurden abfil-
triert, das Filtrat in 40 ml Essigsaureethylester aufgenommen und diese Losung einmal mit
Wasser, zweimal mit 10% Na2COs-Loésung und danach noch dreimal mit Wasser gewaschen.
Die vereinigten organischen Phasen wurden mit MgSO4 getrocknet und im Vakuum zur

Trockene eingeengt. Das Produkt wurde im Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 1,08 g (99%)

Smp: Ol
[()L]f)5 +35,0° (c = 1, CHCly)

MS (FAB): + H*] bei m/z = 469, Intensitat = 51%
MS (FAB): M ] ,

'H-NMR: (500 MHz, DMSO-ds, TMS) 8 [ppm] 1,162 + 1,154 (2*d, 6H, *Ju= 6,3
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IR (in KB1):

Hz, CH(CHs),), 2,93 (m, 2H, 2Ju= 16,4 Hz, Asp-H(B)), 4,74 - 4,78 (m, 1H,
Asp-H(®), 4,79 (ddd, 2H, 3Ju= 5,4 Hz, CH.CH=CHy), 4,90 (sept, 1H,
n= 6,3 Hz, CH(CH3)2), 5,13 (s, 2H, Bn-CH>), 5,29 (ddt, 1H, 3Ju= 10,7
Hz, 2Ju= 1,3 Hz, CH;CH=CHy,, s), 5,40 (ddt, 1H, 3Ju= 17,0 Hz, 2Ju= 1,3
Hz, CH.CH=CHo, trans), 6,00 - 6,19 (m, 1H, CH.CH=CH>), 6,58 (s, 2H,
NHo), 7,08 (dd, 1H, 4Ju= 1,7 Hz, 3Ju= 8,2 Hz, ATS-H(6)), 7,29 - 7,38 (m,
5H, Bn-H), 7,40 (d, 1H, “Ju= 1,7 Hz, ATS-H(2)), 7,56 (d, 1H, 3Ju= 8,2
Hz, ATS-H(5)), 8,73 (d, 1H, 3Ju= 4,7 Hz, Asp-NH)

[cm1] 3449(s), 3363(s,b), 3065(m), 3035(m), 2984(m), 1713(ss), 1647(s),
1592(s), 1561(s), 1528(s), 1430(s), 1363(m), 1301(s), 1275(s), 1242(s),
1178(s), 1106(s), 986(s), 936(m), 901 (m), 862(w), 828(w), 753(m), 698(m),
551(w), 508(w), 549(m), 438(m)

ber.. C:064,09%  H:06,02% N: 5,98% Ca2sH2sN207
gef..  C:64,15%  H:6,16% N: 5,94% M = 468,51 g/mol

Darstellung des Dipeptids Boc-{Pro-ATS[Asp(OBn)-O/Pr]}-OAll (97)

Peptidkupplung: 1,00 g (2,1 mmol) 96, 0,68 g (3,2 mmol) Boc-Prolin und 1,35 g (3,2 mmol)

PyCloP wurden in 50 ml trockenem Dichlormethan gelost. Bei Raumtemperatur wurden 1,11

ml (6,4 mmol) DIEA zugetropft und die Lésung 2 Wochen lang gertihrt. Dann wurde das

Lésungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand sidulenchromatographisch (Laufmittel:

Toluol/Essigsdureethylester 2:1) gereinigt. Die sauberen Fraktionen wurden zur Trockene

eingeengt und das Produkt im Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute:
Smp:
[a]5:

MS (FAB):

1,23 g (87%)

Ol

-30,7° (c=1, CHCl3)

[M + Na*] bei m/z = 688, Intensitit = 32%

[M - Boc + H*] bei m/z = 560, Intensitit = 100%

(300 MHz, DMSO-ds, TMS, 100°C) & [ppm] 1,184 + 1,175 (2*d, 6H, 3=
6,3 Hz, CH(CHs),), 1,33 (s, 9H, Bu), 1,77 - 1,88 (m, 1H, Pro-H(B)), 1,88 -
2,00 (m, 2H, Pro-H(y)), 2,13 - 2,29 (m, 1H 3 Pro-H(B)), 2,96 (m, 2H, Asp-
H(B)), 3,34 - 3,52 (m, 2H, Pro-H(3)), 4,18 (dd, 1H, 3u oc= 3,9 Hz, 3Ju =
8,7 Hz, Pro-H(x)), 4,78 - 4,88 (m, 3H, Asp-H(x) + CH,CH=CH,), 4,93
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(sept, 1H, 3Ju= 6,3 Hz, CH(CHs),), 5,13 (s, 2H, Bn-CHy), 5,29 (ddt, 1H,
Ju= 10,5 Hz, 2Ju= 1,5 Hz, CH,CH=CH,, @), 541 (ddt, 1H, 3Ju= 17,4
Hz, §Ju= 1,5 Hz, CH,CH=CH,, trans), 5,98 - 6,12 (m, 1H, CH,CH=CH.),
7,27 - 7,39 (m, 5H, Bn-H), 7,70 (dd, 1H, Ju= 1,3 Hz, Ju= 8,2 Hz, ATS-
H(6)), 7,79 (d, 1H, 3]u= 8,2 Hz, ATS-H(5)), 8,97 (s, b, 1H, Asp-NH), 9,03
(d, 1H, 4Ju= 1,3 Hz, ATS-H(2)), 11,05 (s, b, 1H, ATS-NH)

IR (in KBr): [cm] 3308(w,b), 2981(s), 2937(m), 2882(w), 1730(ss), 1697(ss), 1610(m),
1578(s), 1524(ss), 1454(s), 1388(s), 1245(ss), 1107(s), 987(m), 920(m),
756(ss), 699(m), 667 (w), 470(w)

CHN: ber. C:63,15%  H:651%  N:6,31% CasHsN3010
oef:  C:6338%  H:6,76%  N:626% M = 665,74 g/mol

Darstellung des Tetrapeptids Boc-{Pro-ATS[Asp(OBn)-OPr]},-OAll (100)

Entschiitzungen: Vor der Peptidkupplung wurden je 0,80 g (1,2 mmol) 97 an der Boc-
geschitzten Aminogruppe nach Methode I (Ausbeute 0,72 g (100%)) und an der allylver-
esterten Carboxylgruppe nach Methode III (Ausbeute 0,75 g (100%)) entschiitzt.

Peptidkupplung: 0,72 ¢ (1,2 mmol) 98, 0,75 g (1,2 mmol) 86 und 0,76 g (1,8 mmol) PyCloP
wurden in 30 ml trockenem Dichlormethan gel6st. Nach Zugabe von 0,83 ml (4,8 mmol)
DIEA wurde bei Raumtemperatur tiber Nacht gertihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum
entfernt und das zuriickbleibende Ol = siulenchromatographisch (Laufmittel: Tolu-
ol/Essigsiureethylester 1:2) gereinigt. Die sauberen Fraktionen wurden zur Trockene einge-

engt. Das Produkt erstarrte beim Trocknen im Olpumpenvakuum.

Ausbeute: 1,26 g (90%)
MS (FAB): [M + Na'] bei m/z = 1195, Intensitit = 25%

Darstellung des Hexapeptids Boc-{Pro-ATS[Asp(OBn)-O/Pr]};-OAll (102)

Entschiitzungen: Vor der Peptidkupplung wurden 1,18 g (1,0 mmol) 100 an der Boc-
geschiitzten Aminogruppe nach Methode I (Ausbeute 1,10 g (99%)) und 0,80 g (1,2 mmol)
97 an der allylveresterten Carboxylgruppe nach Methode III (Ausbeute 0,75 g (100%))

entschiitzt.
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Peptidkupplung: 0,75 g (1,2 mmol) 99, 1,10 g (1,0 mmol) 101 und 0,76 g (1,8 mmol)
PyCloP wurden in 300 ml trockenem Dichlormethan gelést. Nach Zugabe von 0,83 ml (4,8
mmol) DIEA liel man tber Nacht rithren. Die Lésung wurde im Vakuum vollstindig vom
Losungsmittel befreit und der Rickstand sdulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel:
Essigsiureethylester). Die sauberen Fraktionen wurden im Vakuum zur Trockene eingeengt

und das Produkt im Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 1,53 g (91%)
MS (FAB): [M + Na*] bei m/z = 1703, Intensitit = 31%

Darstellung des Cyclopeptids cyclo-{Pro-ATS[Asp(OBn)-OPr]}; (105)

Entschiitzungen: Vor der Cyclisierung wurden 1,40 g 102 (0,83 mmol) zunichst an der
allylveresterten Carboxylgruppe nach Methode III entschiitzt. Das Produkt wurde dann an
der Boc-geschiitzten Aminogruppe nach Methode II (Ausbeute iber beide Stufen: 1,29 ¢
(99%)) entschtitzt.

Cyclisierung: 0,92 g (2,85 mmol) TBTU wurden in einen Reaktionskolben eingewogen und
dreimal sekuriert. Es wurden 120 ml entgastes DMF p.A. und 0,24 ml (1,37 mmol) DIEA im
Schutzgasgegenstrom zugegeben. Die Losung wurde mit einem bereits vorgeheizten Olbad
auf 85°C erwirmt. Dann wurde bei konstanter Temperatur durch ein Septum eine Losung
von 0,90 g (0,20 mmol) 104 und 0,30 ml (1,71 mmol) DIEA in 30 ml entgastem DMF p.A.
mit einem Perfusor Gber 3 h zugetropft. Die Reaktionslésung wurde noch 1 h bei 85°C
gerithrt. Nach dem Abkiihlen wurde das Lésungsmittel im Olpumpenvakuum bei 40°C
abkondensiert. Das Rohprodukt wurde zweimal tiber Kieselgelsdulen (Laufmittel: 1. Dich-
lormethan/Isopropanol 10:1, 2. Chloroform/Aceton 3:2) und danach einmal tber eine RP-8-
Siule (Laufmittel: 1,4-Dioxan/Wasser 1:5 — 1,4-Dioxan/Wasser 1:1 — 1,4-Dioxan/Wasser
2:1) gereinigt. Das saubere Produkt wurde nach Entfernen des Losungsmittels im Turbomo-

lekularpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 0,69 g (80%)

Smp: 134°C
[a]7: -103,7° (c=1, CHCls)

MS (FAB):  [M + Na*] bei m/z = 1545, Intensitit = 100%

'H-NMR: (300 MHz, DMSO-ds, TMS) & [ppm] 1,200 + 1,186 (2*d, 18H, *Ju= 6,3
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IR (in KB1):

Hz, CH(CHs),), 1,81 - 2,08 (m, 9H, Pro-H(@)+ Pro-H()), 2,20 - 2,36 (m,
3H, Pro-H(B)), 2,99 (m, 6H, 2Ju= 16,5 Hz, Asp-H(B)), 3,36 - 3,50 (m, 6H,
Pro-H(3)), 4,67 (dd, 3H, 3Ju 2= 3,1 Hz, 3Ju .= 82 Hz, Pro-H(x)), 4,84
4,92 (m, 3H, Asp- H(®), 4,95 (sept, 3H, 3Ju= 6,2 Hz, CH(CH:),), 5,14 (s,
GH, Bn-CHb), 7,28-7,41 (m, 18H, Bn-H + ATS-H(6)), 7,74 (d, 3H, “Ju=
8,3 Hz, ATS-H(5)), 8,58 (d, 3H, 3Ju= 1,5 Hz, ATS-H(2)), 9,30 (d, 3H,
3= 7,3 Hz, Asp-NH), 10,99 (s, 3H, ATS-NH)

[cm!] 3309(m,b), 3066(w), 3035(w), 2981(m), 2881 (w), 1737(s), 1647(s),
1573(s), 1524(s), 1454(s), 1427(s), 1270(s), 1215(s), 1180(s), 1105(s),
1042(m), 981(m), 900(m), 824(w), 789(w), 751(m), 580(m), 550(m),
470(w), 420(w)

ber. C:63,52%  H:579%  N:823% Cs1Hs7NoO21%0,5 H.0
gef.  C:6345%  H:573%  N:8,14% M = 1531,64 g/mol

Darstellung von cyclo-{Pro-ATS[Asp(O-)-O:Pr]}3; (NBuy*); (107)

Entschiitzung: 0,20 g (0,13 mmol) 105 wurden nach Methode IV an den benzylveresterten

Carboxylgruppen entschiitzt. Als Losungsmittel wurden 60 ml 1,4-Dioxan/Wasser 9:1

verwendet.

Ausbeute:

MS (FAB):

CH,N:

0,18 g (100%)
[M + Na*] bei m/z = 1274, Intensitit = 52%

ber.: C:55,81% H:06,03% N:8,87%  CsoHegoNoO21*2 HoO*1,5 Dioxan
gef.: C:55,61% H:5,94% N: 8,63% M = 1384,42 g/mol

Deprotonierung: 151,32 mg (109,3 umol) 106 wurden nach Methode V zum Tetra-n-

butylammoniumsalz umgesetzt.

Ausbeute:
Smp:
[a]5:

MS (ESD):

0,23 ¢ (100%)

Zersetzung bei 145°C

-1,9° (c=1, CHCl5)

[M — 2NBu4* + Na*] bei m/z = 1514, Intensitit =45%
[M — NBus*] bei m/z = 1733, Intensitait =100%
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BC-NMR

(500 MHz, DMSO-ds, TMS) & [ppm] 0,93 (t, 36H, 3Ju= 7,4 Hz, #Bu-
CH:), 1,21 + 1,18 (2%d, 18H, 3Ju= 6,3 Hz, Pr-CHs), 1,26 - 1,36 (m, 24H,
mBu-yCH), 1,51 - 1,62 (m, 24H, #Bu-8CH,), 1,78 - 2,10 (m, 9H, Pro-
H@)+ Pro-H()), 2,26 - 2,40 (m, 9H, Pro-H(B) + Asp-H(B)), 3,10 - 3,20
(m, 24H, nBu-«CHb,), 3,36 - 3,44 (m, GH, Pro-H(®)), 4,49 - 4,54 (m, 3H,
Asp-H(@), 4,75 (dd, 3H, i «= 3,7 Hz, 31 w= 8,9 Hz, Pro-H(a)), 4,90
(sept, 3H, 3Ju= 6,2 Hz, Pr-CH), 7,23 (dd, 3H, 4Ju= 1,4 Hz, 3Ju= 7,9 Hz,
ATS-H(6)), 7,67 (d, 3H, Ju= 8,0 Hz, ATS-H(5)), 8,68 (d, 3H, Ju= 1,4
Hz, ATS-H(2)), 10,37 (s, b, 3H, ATS-NH), 11,46 (s, b, 3H, Asp-NH)

(125 MHz, DMSO-ds, TMS) 8 [ppm] 13,5 (#Bu-CHs), 19,2 (#Bu-yCH.),
21,5 + 21,6 (Pr-CHs), 23,0 (1Bu-BCH,), 24,5 (Pro-C(y)), 29,3 (Pro-C(B)),
38,0 (Asp-C(B)), 49,2 (Pro-C(3)), 50,8 (Asp-C()), 57,5 (mBu-«CHs), 60,3
(Pro-C(x)), 67,6 (Pr-CH), 119,8 (ATS-C(2)), 1225 (ATS-C(6)), 127,9
(ATS-C(5)), 137,4 (ATS-C(4)), 138,6 (ATS-C(1)), 140,6 (ATS-C(3)), 166,8
(ATS-C(4)CO), 167,7 (ATS-C(1)CO), 1702 (Pro-CO), 171,6 (Asp-
C(2)CO), 171,8 (Asp-C(3)CO)

IR (Diamant): [em!] 3284(m,b), 2963(s), 2936(s), 2876(m), 1728(m), 1703(m), 1631(ss),

1602(ss), 1573(ss), 1523(ss), 1423(ss), 1385(ss), 1262(s), 1180(s), 1106(s),
1074(m), 1032(w), 977 (w), 882(w), 747 (w), 736(w), 703(w)

ber.. C:61,17% H: 9,03% N: 7,93% Ci08H17aN12021*8 H2O
gef: C:61,38%  H:8,88% N: 7,90% M = 2120,76 g/mol
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