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Verwendete Abkiirzungen

AIS 5-Aminoisophthalsiure

AllBr 3-Brom-1-propen (Allylbromid)

Ar Aromat

Bn Benzyl

BnBr Benzylbromid

BINOL 1,1'-Binaphthalen-2,2'-diol

BINPHAT BINOL-bis-tetrachlorcatechol-phosphat

Boc:0 Di-fert-butyldicarbonat

BTMA 7-Butyltrimethylammonium

DAB 3,5-Diaminobenzoesiure

DC Dunnschichtchromatographie

DIEA N,N-Diisopropylethylamin

DMF N,N-Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

EI Elektronen-Ionisation

ESI Elektrospray-lonisation

EtOH Ethanol

IR Infrarot

Fmoc Fluorenylmethyloxycarbonyl

HOAc Essigsaure

HMPT Hexamethylphosphorsauretriamid

KPG® kalibriertes Prizisionsglas

MS Massenspektrometrie

NBS N-Bromsuccinimid

NMR Nuclear Magnetic Resonance

PETMA N,N,N-Trimethylphenylethylammonium

PB Phenylboronsaure

Pik Pikrat

Pin Pinakol

ppm parts per million

Pro L-Prolin

PyCloP Chlorotripyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat

RP Reverse Phase

RT Retentionszeit

Sdp Siedepunkt

Smp Schmelzpunkt

tBu tert-Butyl

TBTU O-(1-Benzotriazol-1-yl)-IN,N,N N “tetramethyluronium-
tetrafluoroborat

TFA Trifluoressigsaure

THF Tetrahydrofuran

TRISPHAT Tris-tetrachlorcatechol-phosphat

uv Ultraviolett

Z Benzyloxycarbonyl



EINLEITUNG

,,Die Wissenschaftler bemiihen sich,
das Unmogliche méglich zu machen.
Die Politiker bemiihen sich oft,

das Mégliche unmoglich zu machen.*

Bertrand Russell (1872-1970),
brit. Philosoph u. Mathematiker

1 Einleitung

Der Begriff Symmetrie ist in vielen Bereichen des taglichen Lebens und der Wissenschaft
von grofer Bedeutung und findet seine Herkunft im griechischen cuppetpio. Ubersetzt
bedeutet dies soviel wie Gleichmalf oder Gleichmaifigkerit. Im weitesten Sinne versteht man
somit unter Symmetrie alles, was sich regelmiBig wiederholt, wie zum Beispiel der Zyklus
der Jahreszeiten.ll Fine speziellere Definition bezeichnet ein Objekt als symmetrisch,
wenn es einer Operation unterworfen werden kann, ohne es zu dndern.?l Diese Operation
kann entweder eine Verschiebung, eine Drehung, eine Spiegelung oder eine Dreh-

spiegelung sein.

Symmetrische Formen spielen sowohl in verschiedenen Bereichen der Kunst,
insbesondere der ornamentalen Kunst,Bl als auch in der Architektur eine zentrale Rolle. In
Abb. 1.1 und 1.2 verdeutlichen die Fassade der berithmten Pariser Kirche Notre Dame
und das Muster der Fliigel eines Schmetterlings die Astetik symmetrischer kiinstlicher und

natlrlicher Strukturen.

Abb.1.1: Fassade von Notre Danmse, Paris. Abb.1.2 Schmetterling.



EINLEITUNG

Unter den Naturwissenschaftlern interessieren sich Mineralogen fir die Symmetrie von
Kristallen. Im 4. Jahrhundert v. Chr. beschrieb zum Beispiel der Agypter Theophrastos
die regelmiflige Form von Granatkristallen.’l Im Laufe der Zeit beschiftigten sich viele
Wissenschaftler mit der dueren Form von Kiristallen, es fehlte jedoch eine Methode, um
den inneren Bau experimentell untersuchen zu kénnen. 1912 entdeckte unter anderem
der Physiker Max von Laue die Beugung von Rontgenstrahlen am dreidimensionalen
Kristallgitter und bewies damit die periodische Anordnung der Atome in einer Kristall-
struktur.[) Die Entdeckung der Rontgenbeugung wird als eine der bedeutendsten in der

Geschichte der Wissenschaft angesehen.bl

Einige Jahre zuvor, 1848, machte der franzosische Chemiker Louis Pasteur eine
erstaunliche Beobachtung. Er betrachtete die Kiristalle eines Natrium-Ammonium-Salzes
der Traubensdure unter dem Mikroskop und stellte fest, dal zwei Typen von Kristallen
vorlagen, die er manuell voneinander trennen konnte.l’l Diese verhielten sich wie Bild und
Spiegelbild zueinander. Diese Eigenschaft bezeichnet man auch als Chiralitit (cheir,
griechisch: Hand, Hindigkeit), da sich die Hinde eines Menschen ebenfalls wie Bild und
Spiegelbild zueinander verhalten.

Zu dieser Zeit wusste man bereits, dal3 es Molekiile gibt, die die Schwingungsebene des
linear polarisierten Lichtes um einen bestimmten Betrag nach links oder rechts drehen

konnen, man wusste jedoch nichts tiber die Ursachen dieses Phinomens.

Nachdem Pasteur die Kristalle voneinander getrennt hatte, 16ste er sie in Wasser und
bestimmte deren Drehwert mit einem Polarimeter. Die Losung einer Kristallsorte drehte
die Schwingungsebene des linear polarisierten Lichts um 12° nach rechts, die andere
Losung drehte sie um den gleichen Betrag nach links. Aus diesen Beobachtungen folgerte
Pasteur, dal3 nicht nur die Kristalle, sondern auch die darin enthaltenen Molekiile selbst
chiral sein mussen. Dies fithrte wiederum zum Schluf3, dal die Bindungen am Kohlen-
stoff tetraedrisch ausgerichtet sein miissen, da Chiralitit mit einem quadratisch-planar

substituierten Kohlenstoff nicht zu erkliren ist.["]

Chirale Verbindungen, deren Bild und Spiegelbild nicht deckungsgleich sind, werden
auch als Enantiomere (enantios, griechisch: entgegengesetzt) bezeichnet. Es handelt sich
hierbei um Stereoisomere, die dieselben physikalischen Eigenschaften, wie zum Beispiel
Schmelz- bzw. Siedepunkt oder Dichte, besitzen und sich nur in ihren chiroptischen

Eigenschaften unterscheiden.
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Molekile sind immer dann chiral, wenn sie weder eine Symmetrieebene noch ein
Symmetriezentrum besitzen, d.h. thnen eine Drehspiegelachse fehlt und sich Bild und
Spiegelbild nicht zur Deckung bringen lassen. Die Chiralitit eines Molekils kann zum
Beispiel durch ein asymmetrisch substituiertes Kohlenstoffatom hervorgerufen werden.
Bei dieser sogenannten Zentrochiralitit enthdlt das Molekiil mindestens ein
Kohlenstoffatom mit vier unterschiedlichen Substituenten. In Abb.1.3 sind als Beispiele

die beiden Enantiomeren (R)- und (§)-Phenylethylamin dargestellt.

NH, NH,
(S) | | (R)
|_|/C///""CH3 H3C"“\\\C\H
Ph Ph

Abb.1.3: Strukturen der beiden Enantiomere (R)- und (S)-Phenylethylamin.

Phenylethylamin zihlt ebenso wie Serotonin zu den biogenen Aminen, die im Koérper
durch enzymatische Decarboxylierung der entsprechenden Aminosiuren entstehen. Das
biogene Amin Histamin (Abbauprodukt von Histidin) 16st Allergien aus und fihrt bei zu
hoher Konzentration zu Ubelkeit, Atemnot, Hautreizungen, Herzklopfen, Kopfschmer-

zen sowie zu Veranderungen des Blutdrucks.[®!

Eine weitaus wichtigere Bedeutung haben a-Aminosiuren als Monomere zum Aufbau
von Biopolymeren, den Proteinen. Diese haben im menschlichen Korper die unter-
schiedlichsten Aufgaben, wie zum Beispiel als Transportsysteme fiir Sauerstoff oder als
Enzyme, d.h. als Katalysatoren biorelevanter Reaktionen. Von den 22 natiirlichen Amino-

saurenl’] sind bis auf Glycin (R=H) alle chiral.

COOH COOH

(R)
NH, HzN““‘)\C\H

R R

Abb.1.4: Allgemeine Struktur einer substituierten o-Aminocarbonsénre in der (R)- wund in der (S)-
Konfiguration.
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Neben der von Cahn, Ingold und Prelog ecingefithrten (R)/(S)-Nomenklatur zur
Bezeichnung von stereogenen Elementen ist fiir Aminosduren wie auch fiir Kohlen-
hydrate nach wie vor die D,l. Nomenklatur gebriauchlich. Hierfiir wurde 2,3-Dihydroxy-
propanal (Glycerinaldehyd) als Bezugssubstanz gewihlt und das linksdrehende Enantio-
mer als L-Glycerinaldehyd (L von lateinisch: /zevus, links) und das rechtsdrehende als D-

Glycerinaldehyd (D von lateinisch: dexter, rechts) bezeichnet.

Interessanterweise kommen in der Natur fast nur L-Aminosduren und D-Kohlen-
hydrate vor. Fir die Ursache dieser Homochiralitit werden verschiedene Theorien disku-
tiert. Die biotische Theorie besagt, dal3 aus den Racematen (iquimolares Verhiltnis (K)-
und (§)-Enantiomer) im Laufe der Evolution nur jeweils ein Enantiomer ausgewihlt
wurde. Die abiotische Theorie geht davon aus, dal die Molekiile schon vor der Ent-
stehung des Lebens homochiral waren. Unterstltzt wird diese Theorie durch Befunde aus
der Elementarteilchenphysik. So konnte man zum Beispiel nachweisen, dal} beim -
Zerfall 30% mehr links- als rechts-handige Positronen entstehen. Die Energiedifferenz,
die durch diese Parititsverletzung hervorgerufen wird, ist zwar gering, aber immerhin

messbar.[10]

Eine anderes Experiment, das die abiotische Theorie untermauert, wurde von Geert
Rikken und Ernst Raupach im franzésischen Grenoble durchgefiihrt.['l Sie untersuchten
den lichtinduzierten Zerfall eines racemischen Cr(III)tris-Oxalat-Komplexes in einem
Magnetfeld und beobachteten, daf} ein Enantiomer unpolarisiertes Licht stirker absor-
biert und dadurch haufiger zerfillt als das andere. Diese Enantioselektivitit durch ein

Magnetfeld wurde bereits 1983 von Wagniere vorhergesagt.[!?!

Eine sehr aktuelle Theorie zur Entstehung der Homochiralitit wurde vor kurzem von
Sandra Pizzarello und Arthur L. Weber im Wissenschaftsmagazin Science veroffent-
licht.[3] Sie untersuchten die Katalyse der Kohlenhydratsynthese in Anwesenheit von (R)-
und (5)-Isovalin und entdeckten, dal3 D-Threose mit einem Enantiomereniiberschul3 von
10% gebildet wird. Die Aminosiure Isovalin ist hierbei besonders interessant, da sie im
Gegensatz zu den anderen Aminosduren im wiassrigen Medium nicht racemisiert.'l Da
Isovalin auf einigen Meteoriten gefunden wurde, gehen die beiden amerikanischen
Wissenschaftler davon aus, dafl diese Verbindung einen Einfluf3 auf die pribiotische

Zuckersynthese gehabt haben kénnte.
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Obwohl sich zwei Enantiomere strukturell so dhnlich sind und sich auch in ihren
physikalischen Eigenschaften kaum unterscheiden, konnen die Unterschiede in ihrer
biologischen Wirksamkeit enorm sein. Der Duftstoff Carvon zum Beispiel riecht in der
(R)-(-)-Form nach Minze, in der (§)-(+)-Form nach Kimmel.["]

Ein anderes, trauriges Beispiel fiir die unterschiedliche Wirkung zweier Enantiomere ist
das unter dem Handelsnamen Contergan bekannte Beruhigungsmittel Thalidomid,[®! das
im Oktober 1957 auf den Markt kam und auch gegen Ubelkeit in der Schwangerschaft
eingesetzt wurde. Kurz nach der Einfiihrung dieses Medikaments kamen Kinder mit
verstimmelten GliedmaBen zur Welt. Heute weil man, dall nur (-)-Thalidomid fir
ertholsamen Schlaf sorgt, wihrend das enantiomere (+)-Thalidomid Gewebe und Blut-
gefile am Wachstum hindert und somit zur Schidigung der Embryonen von
schwangeren Frauen fihrt. Vier Jahre nach seiner Einfiihrung wurde Contergan daher

wieder vom Markt genommen.[]

Chirale Geruchsstoffe und Medikamente, deren Enantiomere vollig unterschiedliche
Wirkungen zeigen, werden hiufig von spezifischen Enzymen gebunden und umgesetzt.
Diese Enzyme sind grofitenteils aus L-Aminosauren aufgebaut und besitzen daher im
aktiven Zentrum einen Hohlraum, der in der Lage ist, zwischen zwei Enantiomeren zu
unterscheiden. Zum Beispiel katalysiert das Enzym Lactatdehydrogenase nur die
Oxidation der (+)-Milchsdure zu Brenztraubensiure, nicht aber die der enantiomeren (-)-
Milchsaure.l”]

Dieses Prinzip wurde 1894 von Emil Fischer als Scbliissel-Schlof-Prinzip!’%! beschrieben
und 1958 von Daniel E. Koshland durch das dynamischere Modell des znduced fit'7-17]
verfeinert. Demnach verdndert sich das aktive Zentrum erst bei der Bindung des

Substrats so, dall Hohlraum und Substrat strukturell komplementar sind.

Zwei Teildisziplinen der Chemie, die sich mit der Entwicklung von Modellen fiir
solche biologischen Vorginge beschiftigen, sind die bioorganische und die supra-
molekulare Chemie. Die bioorganische Chemie befindet sich im Grenzbereich zwischen
Biochemie und organischer Chemie und versucht mit den Methoden dieser beiden
Disziplinen natiirliche, biologische Systeme zu verstehen und vielleicht sogar zu
verbessern.l?’l Die supramolekulare Chemie, die aus der Chemie der Clathrat-Einschlul3-
verbindungen hervorgegangen ist, entwickelte sich im Laufe der Jahre ebenfalls immer

mehr in Richtung der Imitation biologischer Prozesse.”'!
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Abb. 1.5 verdeutlicht den Zusammenhang zwischen molekularer Synthese und supra-
molekularen Systemen. Wahrend die traditionelle synthetische Chemie eher niedermole-
kulare Systeme durch gezielte Verknlpfung kovalenter Bindungen aufbaut, entstehen bei
der supramolekularen Chemie komplexe Molekilaggregate durch definierte nicht-kova-
lente Wechselwirkungen niedermolekularer Verbindungen. Ein entscheidendes Grund-
motiv der supramolekularen Chemie ist zum Beispiel die Entwicklung geeigneter Verbin-

dungen, die in der Lage sind, ein anderes, meist kleineres, Molekiil selektiv zu binden.

Edukt 1 I

Edukt 2

Rezeptor § .
ptor | Katalyse  Assoziation

(I

kovalente
Bindungen

P Replikation

Edukt 3 \ — Erkennung

N
Transport
\— ~ /)
Molekulare Synthesek ~ _

Supramolekulare Systeme

Abb.1.5: Zusammenhang wischen molekularer Synthese und supramolekularen Systemen.

Das dabei gebildete Supramolekiil bzw. der Komplex wird durch unterschiedliche in-
termolekulare, nicht-kovalente Wechselwirkungen zusammengehalten.?!> 221 Dies kénnen
Wasserstoftbriicken, Kation-m-, 7-n-, Anion-7t-, van-der-Waals-, hydrophobe-, charge-
transfer- oder elektrostatische Wechselwirkungen sein. In den Anfingen der supramole-
kularen Chemie bezeichnete man das Molekil, welches ein anderes bindet, als Wirt und
das gebundene Molekiil als Gast. Heute spricht man jedoch seltener von einer Wirt-Gast-
Beziehung, sondern meist von der Wechselwirkung eines synthetischen Rezeptors mit

einem Substrat.
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Der Begriff Rezeptor entstammt eigentlich der Biologie und Medizin und wird dort
anders verstanden. In der Medizin sind Rezeptoren Sensoren, die dem Gehirn Informa-
tionen iiber Verinderungen der Umwelt liefern. In der Molekularbiologie werden Mole-
kiile als Rezeptoren bezeichnet, die in Zellmembranen eingebettet sind und durch Bin-
dung eines Signalstoffs, zum Beispiel eines Hormons, auf der einen Seite der Membran
Informationen auf die andere Seite der Membran weiterleiten oder durch Offnung eines

Ionenkanals das Membranpotential indern.[®l

Ein Ziel der supramolekularen Chemie ist die Entwicklung kinstlicher Rezeptoren, die
die beiden Enantiomere chiraler Verbindungen unterschiedlich stark binden. Voraussetz-

ung daftr ist, dall der Rezeptor selbst chiral ist.

In der Natur findet sich ein sehr gutes Bei- OH
spiel fir chirale makrocyclische Verbindungen, o P OHOHM
die sogenannten Cyclodextrine, die als Rezepto- OHo oH
ren fungieren konnen. Diese Verbindungen ent- O?_IHO "]
stehen beim enzymatischen Abbau von Stirke. o 0
Die wichtigsten Vertreter enthalten entweder
sechs, sieben oder acht D-Glucopyranose Unter-

HO
OH OHO
HO OHO
. . . . OH Ho OH
einheiten im Ring, die 1,4-0-glycosidisch mitein- o o) S
OH

ander verknipft sind. Je nach Anzahl der Unter-

einheiten unterscheidet man o, oder y-Cyclo-
Abb.1.6: a-Cyclodextrin.
dextrin. In Abb. 1.6 ist a--Cyclodextrin mit sechs

D-Glucopyranose Untereinheiten dargestellt.

Der Hohlraum des Cyclodextrins wird durch enantiomerenreine D-Glucopyranose-
untereinheiten begrenzt. Dadurch kénnen mit racemischen Substraten diastereomere
Einschluf3verbindungen gebildet werden, die sich energetisch unterscheiden. Je grof3er

dieser Energieunterschied ist, desto besser ist die Enantioselektivitit bei der

>

Komplexbildung.

Cramer und Dietsche berichteten 1959 zum ersten Mal von einer Racematspaltung
eines chiralen Substrats mit Cyclodextrin.l?l Es folgten zahlreiche weitere Unter-
suchungen diastereomerer Cyclodextrinkomplexe, insbesondere interessierte man sich fir

den Mechanismus der enantioselektiven Erkennung.?4 2]
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Hiufig lisst sich die Stereoselektivitit nattrlicher Rezeptoren durch das Dreipunkt-
Interaktionskonzept erklaren.ll% Ein gutes Beispiel fiir dieses Modell liefert die
Komplexierung des Hormons Noradrenalin mit einem andrenergenen Rezeptor. Die Sub-
stratbindung des (R)-Enantiomers erfolgt tber drei, die des (§)-Enantiomers nur Gber
zweil Substituenten (Abb.1.7).

Abb.1.7: Dreipunkt-Interaktionsmodell des Noradrenalins mit einemr andrenergenen Rezeptor.

Ein anderes Beispiel wurde 1969 von Shallenberger in der Zeitschrift Nature veroffent-
licht.?dl Er beobachtete, dal Aminosduren, deren Seitenketten R linger als Ethyl sind,
sich im Geschmack unterscheiden. Zum Beispiel schmeckt D-Leucin suf}, L-Leucin je-
doch nicht. Ein Modell, das dies erklart, beruht auf der Annahme, dal3 eine sterische Hin-
derung im aktiven Zentrum des entsprechenden Geschmacksrezeptors die Bindung des L-

Enantiomers verhindert, die Bindungs des D-Enantiomers jedoch nicht (Abb. 1.8).

o/
SN

(Ly-Leucin

Abb.1.8: Modell fiir die Wechselwirkung von D- und 1.-Lencin mit einem Rezeptor der Geschmacksknospen.
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Eines der ersten synthetischen, chiralen Wirtmolektle wurde 1973 von Cram vor-

gestellt.l?”] Dieser Co-symmetrische Kronenether (Abb. 1.9) extrahiert das (§)-Enantiomer

des 1-Phenylethylammoniumkations besser aus einer wassrigen Phase als das (K)-Enantio-

mer.[28]

oI
0000

Abb.1.9: Struktur des Rezeptors (R,R)-Bis(binaphtho)-22-Krone-6 und des

Phenylethylammoninm Hexafluorophosphat.

-0

Ha

©)
NH3

\l/
|\

untersuchten Gastes (S)-1-

In den darauffolgenden Jahren wurde eine Reihe weiterer, modifizierter Kronenether

synthetisiert. Cram konnte zeigen, daf3 auch die Ammoniumsalze von Aminosduren, wie

zum Beispiel Tryptophan-perchlorat oder Phenylglycin-perchlorat, enantioselektiv gebun-

den werden konnen.[29-31]

Neben den

noch andere kiinstliche Rezeptoren ent-

Kronenethern wurden

wickelt, die kationische Giste enantio-
selektiv erkennen. Calixarenel32 binden
beispielsweise quaternire Ammonium-
ionen Uber Kation-n-Wechselwirkungen.
Vor

calix[4]aren vorgestellt, das am Stickstoff

kurzem wurde ein Homoaza-
mit verschiedenen naturlichen Amino-
sauren funktionalisiert wurde und somit

Nihe des

Chiralititszentrum enthilt.[?3 Dieser syn-

in der Hohlraums ein
thetische Rezeptor wurde mit a-Methyl-
benzyltrimethylammonium-iodid als Gast

auf seine Fahigkeit zur chiralen Erken-

die beiden

Enantiomere dieses Substrats wurden

nung getestet und fur

unterschiedliche Bindungskonstanten er-

mittelt.
N
oH HO (_ZOOCH3
OH yo 7,,R

Qo

Abb.1.10: Struktur eines chiralen Homoaza-

calixc[4arens.
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Neben Aminosduren und biogenen Aminen sind Kohlenhydrate ebenfalls wichtige
chirale Naturstoffe, wobei das wichtigste Beispiel wohl die D-Glucose ist, die in
monomerer Form im Stoffwechsel als Energielieferant eine wichtige Funktion besitzt. In
polymerer Form kommt Glucose im Pflanzenreich in Form von Cellulose als Gertist-
substanz und im pflanzlichen bzw. tierischen Stoffwechsel in Form von Stirke bzw.
Glycogen als Energiespeicher vor. Die Konzentration der D-Glucose im Blut, der so-
genannte Blutzuckerspiegel, wird durch Insulin, ein Hormon der Bauchspeicheldriise,
geregelt. Es wird vermutet, dal3 die fir den Glucosetransport zustindigen Proteine in
zellinternen Membranvesikeln, die nach der Stimulation durch Insulin mit der Plasma-
membran fusionieren, gespeichert sind.?Y Der Mechanismus des anschlieBenden Glu-
cosetransports ist noch nicht vollstindig verstandenB> und man versucht daher in der
supramolekularen Chemie, Kohlenhydratrezpetoren zu entwickeln, um solche Bindungs-

und Transportmechanismen besser verstehen zu konnen.

Natirliche Systeme, die Monosaccharide binden, enhalten im aktiven Zentrum Amino-
sduren, deren Seitenketten Wasserstoffbriicken zu den Hydroxylgruppen des Substrats

ausbilden konnen.36-#21 Haufig tubernehmen Wassermolekile bei diesen Wasserstoft-

briickenbindungen eine tberbriickende Funktion (Abb. 1.11).137 43,441

/NH/N\\—\NH
?
o
“NH © Q‘ oH~ NH,
TN - 070

NH; 7]
Asn 211 0 s I H2N/U\-
AoHC ! Arg 1
o G

Abb.1.11: Intermolekulare Wasserstoffbriicken im Komplex zwischen D-Glucose und dem ,,D-Galactose-

bindenden Protein
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Bei der

Kohlenhydratrezeptoren versucht man,

Entwicklung  kinstlicher

solche Netzwerke aus Wasserstoff-
brickenbindungen zu imitieren. Fin gut
untersuchtes Beispiel ist in Abb. 1.12 zu
sechen. Es handelt sich um ein von
Aoyama 1988 vorgestelltes Resorcinaren,
das in einer einstufigen Synthese aus
Resorcin  und Dodecanal hergestellt
wurde.[¥l Dieser Rezeptor kann z.B. D-
Ribose komplexieren und aus einer
wassrigen Losung in eine CCls-Phase
extrahieren. Dabei werden spezifisch
angeordnete Wasserstoffbriicken zwisch-
en Rezeptor und Substrat sowie CH-n-

Wechselwirkungen zwischen den CH-

W

OH HN

NH OH

Abb.1.13: Struktur eines Cholaphans.

Gruppen der Ribose und den aroma-

tischen Bausteinen des Resorcinarens ge-

bildet.[0]

Abb. 1.12: Resorcinaren von Aoyama. Die gelben
Kugeln steben fiir den Rest n-C,,H,;, die blanen,
gestrichelten Linien sind W asserstoffbriicken.

Von Bonar-Law wurden makro-
cyclische Verbindungen auf Steroidbasis,
sogenannte Cholaphane, entwickelt, die
ebenfalls Kohlenhydrate in einem un-
polaren Losungsmittel wie Chloroform
binden.#”41 Fur das in Abb. 1.13 darge-
stellte Cholaphan konnte beispielsweise
gezeigt werden, daf} die Enantiomere der

beiden anomeren Octylglucoside unter-

schiedlich stark gebunden werden. Pl

Von Still wurde ein makrotricyclischer Rezeptor entwickelt, der ebenfalls Mono-

saccharide in Chloroform enantioselektiv bindet.[31l
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Obwohl bis heute viele Rezeptoren synthetisiert und auf ihre Eignung zur Kohlen-
hydraterkennung getestet wurden, zeigte sich meist, daf3 eine Substraterkennung nur in
unpolaren organischen Losungsmitteln, wie Chloroform, gelingt. Diederich konnte
immerhin zeigen, daf} ein von ihm entwickeltes cyclisches Trisphosphat der in Abb. 1.14
dargestellten Struktur Octylglucoside in Acetonitril, also einem polareren Losungsmittel

als Chloroform, bindet.>2l

Abb.1.14: Ein von Diederich entwickeltes Trisphosphat bindet Octylglucoside in Acetonitril.

Ein wichtiges Ziel der supramolekularen Chemie ist jedoch die Entwicklung
kiinstlicher Rezeptoren fir Kohlenhydrate, die in willrigen Losungsmitteln wirksam sind.
Dabei besteht aber das grundlegende Problem, daf3 sowohl die Bindungsstellen des Re-
zeptors als auch die Hydroxygruppen eines Monosaccharidmolekiils in Wasser sehr gut
solvatisiert sind. Dadurch kann der mogliche Energiegewinn einer Komplexbildung
zwischen Rezeptor und Substrat meist nicht den Energiebetrag kompensieren, der fur die
Desolvatisierung beider Bindungspartner notwendig ist. In Gleichung 1 ist allgemein die

Bildung eines 1:1 Komplexes beschrieben. >

A-Losungsmittel + B-Losungsmittel A'B + Losungsmittel-Losungsmittel 5] 1

Aufgrund des groBen Uberschusses an Losungsmittelmolekiilen liegt das Gleich-
gewicht dieser Komplexbildung in der Regel weit auf der linken Seite und es bedarf ent-

weder einer starken Wechselwirkung zwischen A und B (intrinsische Bindung) oder einer
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schwachen Wechselwirkung zwischen A und/oder B und dem Losungsmittel im
Vergleich zur Wechselwirkung zwischen den Losungsmittelmolekiilen (solvophobe

Bindung), um dieses Gleichgewicht auf die rechte Seite zu verlagern.

Bei der Erkennung polarer Molekiile in unpolaren Losungsmitteln dominiert die
intrinsische Wechselwirkung (Beispiel: Kohlenhydratbindung in Chloroform), bei der Er-
kennung unpolarer Molekiile in Wasser dominiert die hydrophobe (Beispiel: Styrol-
Cyclodextrinkomplex in Wasser). Bei einer Kohlenhydraterkennung in Wasser mussen
beide Arten der Wechselwirkung in Betracht gezogen werden und es liegt nahe,
Rezeptoren zu entwickeln, die sowohl die intrinsische als auch die hydrophobe Wechsel-

wirkung ausnutzen.

In den letzten Jahren wurden sowohl
CyclodextrineP*57 als auch Resorcin-
arenel®® 59 (Abb. 1.15) auf ihre Fahigkeit,
Monosaccharide in Wasser zu binden,
untersucht, die ermittelten Bindungs-
konstanten sind aber fir beide Systeme

aullerst gering (K<150 M1).

R=CH,CH,SO;Na

Abb.1.15: Struktur eines Resorcinarens.

2001 wurden von Schmidtchen verschiedene porphyrinhaltige Cryptanden vorgestellt,
die sowohl mit Mono- als auch mit Di- und Ttisacchariden in Wasser, das 5% Methanol
enthalt, sehr stabile Komplexe bilden.[%0l Dies ist eines der wenigen Beispiele eines Rezep-
tors, der in wialirigen Losungsmitteln Kohlenhydrate durch nicht-kovalente Wechsel-

wirkungen bindet.

Neben nicht-kovalenten kénnen auch kovalente Wechselwirkungen zur reversiblen
Bindung von Kohlenhydraten in Losung ausgenutzt werden. So bilden aromatische
Boronsduren mit Diolen in waBriger Losung cyclische 5- oder 6-gliedrige Boronsaure-

ester.[01-03] Diese Wechselwirkung machten sich bereits 1970 Gilham[®4 und 1982 Wulffl63]
bei der Synthese geprigter Polymere zu Nutze.

-13-
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Der Mechanismus dieser Veresterung ist in Schema 1.1 gezeigt. Danach reagieren
Boronsiuren in alkalischer Losung mit Diolen zu basischen Estern mit tetrahedral koordi-
niertem Boratom. Bei niedrigerem pH-Wert werden nur neutrale Ester gebildet, die in

wilriger Losung wieder sehr leicht hydrolysieren.

HO OH
a) ©\ o _ ©\ /
@E;—OH * HO\K\ oB-0 +  2H0
|
OH o\)\

HO
~OH * — 2

Schema 1.1: a) Bildung eines basischen Boronsaureesters in alkalischer Lisung, b) Bildung eines neutralen

Boronséureesters, der leicht hydrolysiert.

Wulff nutzte diese Art der Wechselwirkung in boronsiurehaltigen Polymeren, die als
stationdre Phase bei einer chemoselektiven Affinititschromatographie eingesetzt werden
konnen. Der Nachteil dieses Systems besteht allerdings darin, daf3 eine Gleichgewichts-
einstellung nur unter basischen Bedingungen, unter denen sich labile Verbindungen oft
zersetzen, schnell genug ist. Abhilfe schaffte die Verwendung einer Boronsiure mit
strategisch platziertem Stickstoffatom, dessen freies Elektronenpaar an das benachbarte
Boratom koordiniert und dadurch dessen Elektronenliicke schlief3t.[01 Auf diese Weise
wird auch bei neutralem pH-Wert ein basischer Boronsaurester mit tetrahedral koordi-
niertem Boratom gebildet (Schema 1.2). Diese Art der intramolekularen Katalyse ermog-

licht daher auch eine schnelle, reversible Bildung von Boronsiureestern bei pH=7.

T
© O]
o)
o >
T O«
T
w
+
T
,§
o
@ ®
o >
Of
T
w
+
N
T
N
O

Schema 1.2: Bildung eines basischen Boronséureesters in neutraler Losung.
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Dieses Konzept nutzte Shinkai 1991 zur Entwicklung eines niedermolekularen
Rezeptors fur Kohlenhydrate auf Basis von Boronsiuren. So zeigte er, dafl im CD-
Spektrum eines Gemisches aus D-Glucose und 2,2"-Dimethoxydiphenylmethan-5,5"-di-
boronsaure eine scharfe Bande bei 275 nm auftritt, obwohl die freie Diboronsiure achiral
ist und Glucose bei dieser Wellenlinge nicht absorbiert.[7] Im Spektrum einer Mischung
aus D-Glucose und 4-Methoxyphenylboronsiure ist dariiber hinaus keine CD-Bande
sichtbar. Daraus schlo3 Shinkai, dal 2,2"-Dimethoxydiphenylmethan-5,5"-diboronsaure

einen strukturell definierten Komplex mit D-Glucose bildet.

Da in den Spektren der Gemische an-
derer Mono- und Disaccharide mit
diesem Rezeptor keine CD-Bande sicht-
bar ist, liegt es nahe, dal3 sowohl die cis-
1,2-Diol als auch die trans-4-OH, 5-
CH>OH- Gruppierung in der D-Glucose

tir die Komplexbildung notwendig sind.
Shinkai postulierte darauthin die in Abb.

OMe MeO

1.16 dargestellte Struktur als wahrschein-

lichste Komplexstruktur.
Abb.1.16: Struktur eines 1:1 Komplexes einer

Diboronséure mit a-D-Glucopyranose.

1992 wurde von Yoon und Czarnik der erste Fluoreszenzsensor auf Boronsaurebasis
vorgestellt. Die in Abbildung 1.17 dargestellte Anthracenboronsiure zeigte jedoch bei
Kohlenhydratzugabe nur geringe Anderungen der Fluoreszenzintensitit.[8] Eine entschei-
dende Verbesserung gelang mit der Entwicklung von Rezeptoren, die sich den bereits in
Schema 1.2 dargestellten Nachbargruppeneffekt eines Stickstoffatoms zu Nutze

machen.[%9-81 Ein gutes Beispiel fiir einen solchen Rezeptor ist in Abb. 1.18 dargestellt.

\
o §
" O

Abb. 1.17: Struktur von Anthracenboronsiure. Abb. 1.18: Struktur eines Anthracendiboronsdure-

derivats.
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Ein weiterer Vorteil solcher Systeme ist, dal die Aminogruppe die Fluoreszenz der
Anthracenuntereinheit durch den sogenannten photoinduzierten Elektronentransfer
(PET) quencht.l82.83 Der Mechanismus des PET ist in Abbildung 1.19 schematisch fiir

einen beliebigen Rezeptor mit Fluoreszenzlabel dargestellt.

Dabei kommt es zu einer Elektroneniibertragung vom Stickstoffatom auf das elektro-
nisch angeregte Fluoreszenzlabel und die Riickkehr in den Grundzustand erfolgt nicht
mehr durch Lichtemission, sondern beispielsweise durch thermische Prozesse (Abb.
1.18). Werden von der Rezeptoruntereinheit Substratmolekiile gebunden, dndert sich
entweder das Reduktions-/Oxidationspotential oder die Konformation der elektronen-
liefernden Spezies und die Deaktivierung des elektronisch angeregten Zustands erfolgt

dann durch Lichtemission bzw. Fluoreszenz.

Fluotreszenz- R . ©
a) label ezep or

Fluoreszenz-
b) label Rezeptor

Abb. 1.19: a) Schematische Darstellung des photoinduzierten Elektronentransfers in einem Fluoreszenz-
sensot, b) Schematische Darstellung der Lichtemission nach der Bindung eines Substrates in einem Fluoreszeng-

sensor.

In Schema 1.3 wird der Einflu} des pH-Wertes auf die Fluoreszenz eines Anthracen-
boronsdurederivats erlautert. In saurer Losung, d.h. bei niedrigem pH-Wert, ist das Stick-
stoffatom protoniert und es kann bei einer Anregung durch elektromagnetische Strahlung
kein Elektronentransfer vom Stickstoff auf das Fluoreszenzlabel stattfinden. Der PET ist

aufgehoben und das Molekdl fluoresziert.
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In alkalischer Losung bildet sich ein Boronat, das Stickstoffatom kann im Falle einer
Anregung Elektronen auf das Fluoreszenzlabel Gibertragen und somit die Fluoreszenz der
Anthracenuntereinheit quenchen. Gibt man ein Diol oder ein Monosaccharid zu der
Losung, dndert sich die Elektronenverteilung am Stickstoffatom nicht und das Molekdl
fluoresziert auch weiterhin nicht. Daher kann ein solcher PET-Sensor in alkalischen
Losungsmitteln nicht zum Einsatz kommen.

Bei neutralem pH-Wert kann ein Elektron vom ,,freien Rezeptor* auf die Anthracen-
untereinheit tbertragen werden und die Fluoreszenz wird gequencht. Im Falle der
Kohlenhydratbindung kommt es zwischen dem Elektronenpaar des Stickstoffatoms und
dem Boratom zu einer Wechselwirkung und der PET wird aufgehoben. Daher macht sich
in neutraler Losung die Komplexbildung durch Zunahme der Fluoreszenzintensitit be-

metkbar.[69, 71, 72, 84]

fluoresziert fluoresziert nicht fluoresziert nicht

® HO oH —= O —_ P

Q /NH \B/ +H+ /N B -OH" /N B@
HO HO

OH OH

fluoresziert fluoresziert nicht

Schema 1.3: Einfluf§ des pH-Wertes und der Bindung eines Monosaccharids anf die Fluoresgenz eines

Anthracenboronsanrederivats.
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In meiner Arbeit méchte ich ebenfalls Rezeptoren fiir Kohlenhydrate in willrigen

Losungsmitteln entwickeln und untersuchen. In unserer Arbeitsgruppe beschiftigen wir
uns mit cyclischen Peptiden, die alternierend aus natirlichen a-Aminosiduren und aroma-
tischen y-Aminosduren aufgebaut sind. Diese dhneln strukturell sowohl Cyclopeptiden,

die nur ai-Aminosduren enthalten (Abb. 1.19 links), als auch den Calixarenen (Abb. 1.19

rechts).

Abb.1.19: Vergleich zwischen einem Makrocyclus ans o-Aminosinren (links), dem Grundgeriist der
Calix[6 Jarene (rechts) und einem Hybrid dieser beiden 1 erbindungen (Mitte).

Die aromatischen Untereinheiten des cyclischen Peptides (Abb.1.19 Mitte) spannen
einen definierten Hohlraum auf und kénnen so funktionalisiert werden, daf3 auch groBere,
neutrale Gastmolekiile, wie zum Beispiel Kohlenhydrate, gebunden werden. Derartige
Untersuchungen wurden bereits von Bitta erfolgreich durchgefiihrt.®3 In Analogie zu
diesen Arbeiten mochte ich neue Cyclopeptide mit aromatischen Boronsduren syntheti-

sieren.

Von Calixarenen ist schon lange bekannt, dal3 sie positiv geladene Ionen iiber Kation-
n-Wechselwirkungen binden kénnen.®% 871 Vor einigen Jahren konnte Kubik zeigen, dal3
ein cyclisches Hexapeptid aus L-Prolin und 3-Aminobenzoesdure ebenfalls quaternire
Ammoniumionen bindet.[88921 In meiner Arbeit mdchte ich, neben der Entwicklung neuer
Kohlenhydratrezeptoren, auBBerdem zeigen, dal3 diese Cyclopeptide chirale Kationen auch

enantioselektiv binden konnen.
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2 Theoretischer Teil

2.1  Aufgabenstellung

Cyclische Hexapeptide, die alterniernd aus einer natiirlichen Aminosiure und der
nicht-natiirlichen 3-Aminobenzoesdure aufgebaut sind, wurden schon vor Beginn meiner
Arbeit von Kubik synthetisiert und im Hinblick auf ihre Kationenaffinitat untersucht.[88l
Der entscheidende Durchbruch gelang mit dem Einbau von L-Prolin in das peptidische
Grundgeriist,’% was zu einer signifikanten Steigerung der Assoziationskonstante des 1:1-
Komplexes von 1a (Abb. 2.1) mit dem #-Butyltrimethylammoniumkation (BTMAY) ge-

geniiber der des Komplexes eines Cyclopeptids mit Glutaminsaure- anstelle von Prolin-

e SR

E
o, ol B

1a 1b - 1d

untereinheiten fuhrte.

Abb. 2.1: Grundstruktur (1a) und Strukturen funktionalisierter, cyclischer Hexapeptide (1b: R=OCH,,
Ic: R=COOCH,, 1d: R=COOB#n) auf der Basis von 1.-Prolin und 3-Aminobenzoesdnre.

Eine weitere Verbesserung der Kationenaffinitit konnte mit den beiden substituierten
Cyclopeptiden 1b (R = OCHj3) und 1c (R = COOCH3) erreicht werden.l-°2 Die Unter-
suchungen zur enantioselektiven Erkennung von chiralen, quaterniren Ammoniumionen
sollten daher mit diesen Rezeptoren durchgefithrt werden. Bei der Wahl des Kations
entschied ich mich fiir das quaternire Ammoniumion von 1-Phenylethylamin, da diese
Verbindung als freies Amin sowohl enantiomerenrein als auch racemisch, kommerziell

erhaltlich ist und im menschlichen Kérper eine gro3e Rolle spielt.
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Ein anderes Cyclopeptid 1d mit der in Abb. 2.1 dargestellten Struktur kénnte fir die
chirale Kationenerkennung ebenfalls interessant sein und wurde vor kurzem von Bitta
synthetisiert.”?l Die drei zusatzlichen Benzylesterseitengruppen fithren moglicherweise zu
einer Verstirkung der Kation--Wechselwirkung zwischen Substrat und Rezeptor und zu
einer Erhohung der Enantioselektivitit. Daher sollten die Bindungseigenschaften dieses

Peptids ebenfalls getestet werden.

Ein anderer Aspekt der Kationenkomplexierung mit synthetischen Rezeptoren in un-
polaren Losungsmitteln ist der Einflul3 des Anions auf die Komplexstabilitit, der sowohl
in unserer Arbeitsgruppel®?l als auch von Roelens am Beispiel der Cyclophane und von
Bohmer®! am Beispiel der Calixarene nachgewiesen wurde. So wurde gefunden, daf3 die
Bindungskonstanten fir die Komplexe zwischen Kation und Rezeptor mit steigender
Polarisierbarkeit des Anions groBer werden. Dabei wurden die hochsten Bindungs-
konstanten hdufig in Gegenwart von Pikratanionen ermittelt. In Bezug auf die chirale
Erkennung kénnte man vermuten, dafl das Anion nicht nur einen Finfluf3 auf die Gré3e
der Bindungskonstanten, sondern auch auf die Enantioselektivit hat, was ich im Rahmen
dieser Arbeit ebenfalls testen wollte. Dazu sollten auch die von Lacourl?*%! vor kurzem
entwickelten lipophilen BINPHAT- und TRISPHAT-Anionen eingesetzt werden (Abb.
2.2). Vorteil dieser Anionen ist, dal sie chiral sind und man daher auch einen Einflul3
ithrer absoluten Konfiguration auf Komplexstabilitit und Enantioselektivitit untersuchen

kann.

Cl
Cl
Cl / ‘ Cl Cl Cl Cl
(O, 71e "R
S /
T o/ owupi—a G
SoRdh: (s
O Cl
Cl Cl
Cl Cl
Cl Cl Cl
S S
BINPHAT TRISPHAT

Abb. 2.2: Strukturen der chiralen BINPH.AT- und TRISPHAT-Anionen.
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Im ersten Teil dieser Arbeit habe ich dementsprechend die Komplexierung des
chiralen N,N,N-Trimethylphenylethylammoniumkations in Gegenwart verschiedener An-

ionen durch die Cyclopeptide 1a — 1d studiert.

Das Ziel des zweiten Teils meiner Arbeit war die Synthese eines neuen Cyclopeptids,
das Kohlenhydrate in wassrigen Losemitteln bindet. Die prinzipielle Eignung cyclischer
Hexapeptide zur Kohlenhydraterkennung konnte von Bitta bereits demonstriert werden.
Er verwendete Cyclopeptide basierend auf 5-Aminoisophthalsiure und funktionalisierte
diese in 5-Position mit Asparagin- und Glutaminsdurederivaten.l® So erhielt er die drei

Rezeptoren 2a, 2b und 3, die mit Monosaccharidderivaten in Chloroform wechselwirken

(Abb. 2.3).

0

2a :R =% \COO® N(n-Bug%
HN—
xCOOiPr

0

‘>/
2b :R=% COOi-Pr

HN—
0
R 3 :R=—4  COOIPr

HN
1\ © ®

COO ™~ N(n-Bu),

Abb. 2.3: Strukturen cyclischer Hexapeptide 2a, 2b und 3 mit einer Affinitdt fiir Koblenhydrate.

Der Nachteil dieser Rezeptoren besteht allerdings darin, daf3 eine Substraterkennung in
protischen Loésungsmitteln, wie zum Beispiel Methanol oder Wasser, nicht gelingt. Von
Shinkai wurde dieses Problem durch die Entwicklung von Rezeptoren auf Basis aroma-

tischer Boronsauren gel6st.[84

Mein Ziel war dementsprechend die Synthese eines Cyclopeptids mit Boronsaure-
untereinheiten und es stellte sich die Frage, ob zur Kohlenhydraterkennung ein cyclisches
Hexapeptid notwendig ist oder ob man auch Rezeptoren auf Basis von cyclischen Tetra-

peptiden verwenden kann.
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Cyclische Tetrapeptide mit Prolin und 3-Aminobenzoesiureuntereinheiten wurden von
Pohl erstmals synthetisiert.[1! Ein cyclisches Tetrapeptid 4 mit aromatischen Boronsaure-
substituenten, das potentiell in der Lage sein konnte, Kohlenhydrate in wil3riger L.osung

zu binden, ist in Abb. 2.4 dargestellt.

o)
D)L N i
N
N
N
HO_ _OH H
\B/ 0) w?)k
0 B
/ \\
N HO~ “OH

H

N
N
H

O o)

Abb. 2.4: Struktur eines auf 5-Aminoisophthalsinre und 1.-Prolin basierenden, cyclischen Tetrapeptids 4 mit

aromatischen Boronsaureuntereinbeiten.

Das Cyclopeptid mit der in Abb. 2.4 dargestellten Struktur stellt in diesem Zusammen-

hang meine erste Zielverbindung fiir Untersuchungen zur Kohlenhydraterkennung dar.
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2.2 Synthesen

2.21

R

o,

Cyclische Hexapeptide zur chiralen Kationenerkennung

la: R=H
1b: R =OCH;
lc: R =COOCH:s;

/(©/ 1d: R =COOBn

Abb. 2.5: Struktur der vier cyclischen Hexapeptide 1a-1d.

Die Synthese der cyclischen Hexapeptide 1a, 1b und 1c erfolgte ausgehend von kom-

merziell erhaltlichen 3-Aminobenzoesaurederivaten, die zunichst gemi3 Schema 2.1 in

die entsprechenden Benzylester iiberfiihrt wurden. >l

O

H,N COOH

H,oN COOH

H?,coocj\A;L
H,N COOH

p IS
Tosylchlorid/ H,N COOBnN
p-Toluolsulfonsaure
5a
1. Boc,O /NEt;
H3CO
2. NaHCOj, / BnBr Q
3 TFA - HoN COOBn
5b
NaHCog/BnBr _ H3COOC©\
HoN COOBn
5¢

Schema 2.1: Synthese der Bengylester 5a-5¢ der 3-Aminobenzoesinrederivate.
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3-Aminobenzoesdure wurde nach der Methode von Arai und Maramatsull?!l und 1-
Aminomethylterephtalat mit Benzylbromid in den entsprechenden Benzylester 5a bzw. 5¢
tberfithrt. 3-Amino-4-methoxybenzoesiure wurde tiber den Umweg des Boc-geschtitzten
Derivats unter analogen Bedingungen verestert. Der an der Aminogruppe ungeschiitzte
Benzylester 5b wurde durch Abspaltung der Boc-Schutzgruppe mit Trifluoressigsdure
(TFA) erhalten.

Aus den aromatischen Benzylestern konnten anschlieSend durch Umsetzung mit Boc-
L-Prolin und Chlorotripyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat (PyCloP) als Kupp-
lungsreagenz gemill Schema 2.2 die entsprechenden Dipeptide 6a - 6¢ erhalten wer-

den.ll

R
0
COOBn DIEA N H S
Boc

5a - 5¢c 6a - 6¢

Schema 2.2: Synthese der Dipeptide 6a (R=H), 6b (R=OCH,) und 6¢ (R=COOCH,).

Die Dipeptide 6a, 6b und 6¢ wurden mit Trifluoressigsiure Boc-entschiitzt bzw. mit
Hilfe einer palladiumkatalysierten Hydrierung zur freien Carbonsaure umgesetzt. Die
entschiitzten Derivate wurden wiederum mit PyCloP zu den entsprechenden Tetra-

peptiden 7a, 7b und 7¢ gekuppelt (Schema 2.3).

o R
TFA ]Q\H/OBn
o (M
R ty O
O .
OBn R
N 0
N H H,
O I o
| H (o)
Boc

' 0] - =
Boc
6a - 6¢ Pd(©)
o R
PyCloP WN OBn
T . N H S 2
DIEA Boc

7a-"T7c

Schema 2.3: Synthese der Tetrapeptide 7a (R=H), 7b (R=0CH,) und 7c (R=COOCH,).
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Aus den linearen Tetrapeptidbenzylestern 7a, 7b und 7c¢ wurden durch Hydrierung die
entsprechenden Carbonsduren freigesetzt, die dann mit einer dquivalenten Menge Boc-
entschiitztem Dipeptid und O-(1-Benzotriazol-1-yl)-IN,IN,N N “tetramethyluroniumtetra-
fluoroborat (TBTU) als Kupplungsreagenz zu den linearen Hexapeptiden 8a, 8b und 8c

umgesetzt wurden (Schema 2.4).

o R
(M Kjﬁf
o R
1y m@w
N H 3

DIEA ~
8a - 8¢

Schema 2.4: Synthese der Hexapeptide 8a (R=H), 8b (R=0OCH,) und 8c (R=COOCH,).

Die linearen Hexapeptide 8a, 8b und 8c wurden dann zunichst hydriert und anschlie-
Bend gemal3 Schema 2.5 mit Salzsdure in trockenem Dioxan zu den vollstindig ent-

schiitzten Hexapeptiden 9a, 9b und 9c umgesetzt.

R
0
WNJQY?BH L H, /PO (\A ]QY

~ H (0] 2. HCI/DIOXaI’l H*HCI
8a - 8c 92 -9¢

Schema 2.5: Synthese der vollstindig entschiitzten Hexapeptide 9a (R=H), 9b (R=0OCH,) und 9c
(R=COOCH,).

Diese Verbindungen wurden im letzten Schritt gemal3 Schema 2.6 jeweils in hochver-

dinnter Losung mit dem Kupplungsreagenz TBTU zu den Produkten 1a — 1c cyclisiert.
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0]

mil} e ({* 0
HCI

9a - 9c la-1c

Schema 2.6: Synthese der cyclischen Hexapeptide 1a (R=H), 1b (R=0OCH3) und 1c (R=COOCH;).

Die Synthese des Cyclopeptids 1d erfolgte nach einer Vorschrift von J. Bitta ausgehend
von Aminoterephthalsaure.l”’l Diese aromatische Dicarbonsiure reagierte zunichst mit
Tri-phosgen zu einem cyclischen Anhydrid, das anschlieBend mit Benzylalkohol
ring6ffnend verestert wurde. Im nichsten Schritt konnte durch Umsetzung mit
Allylbromid ein Derivat der Aminoterephthalsaure 5d mit zwei verschiedenen Carbon-

saureschutzgruppen erhalten werden (Schema 2.7).

1. Triphosgen
2. BnOH/DIEA/

HOOC@\ DMAP BnOOC
HoN COOH 3. NaHCO;/AllBr HZNj : ~COOAIl

5d

Schema 2.7: Synthese des Aminoterephthalsiurederivats 5d.

Aus der anschlieBende Umsetzung des aromatischen Amins 5d mit Boc-Prolin und

PyCloP als Kupplungsreagenz wurde das Dipeptid 6d gemill Schema 2.8 erhalten.

BnOOC
(0]
O BnOOC
O_/< . PyCloP MN Q(OAII
N OH DIEA N H
\ H2N COOAII | o)
Boc Boc
5d 6d

Schema 2.8: Synthese des Dipeptids 6d.
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Dipeptid 6d wurde mit Trifluoressigsdure Boc-entschiitzt bzw. palladiumkatalysiert zur

treien Carbonsiure umgesetzt. Die entschiitzten Dipeptide wurden wiederum mit PyCloP
zum Tetrapeptid 7d gekuppelt (Schema 2.9).

BnOOC,
0
TFA OAll
o Wu i e
BnOOC i o
0) +
N [Pd(PPhs),] BnOOG
II300 O — > O
6d Morpholin WN OH
H
|
BnOOG Boc o
0
PyCloP
; (N)AN@WOA"
DIEA ~+ H 02
Boc
7d

Schema 2.9: Synthese des Tetrapeptids 7d.

Das lineare Tetrapeptid wurde gemil3 Schema 2.10 mit Tetrakistriphenylphosphin-
palladium(0) allylentschiitzt und die freigesetzte Carbonsaure mit Boc-entschiitztem Di-

peptid und TBTU als Kupplungsreagenz zum linearen Hexapeptid 8d umgesetzt.

BnOOC BnOOC
I [Pd(PPhy) ?
OAlIl ¥4 OH
N EE——
X H 0’ i WH ?
Boc Morpholin \é/oc o)
7d
Bn(())OC BnOOG
TBTU 0
+ O)J\ oAl | OAll
N N 5 N
o H o DIEA N R 3
H Boc 0

Schema 2.10: Synthese des Hexapeptids 8d.

_27-



THEORETISCHER TEIL

Hexapeptid 8d wurde zunichst gemill Schema 2.11 palladiumkatalysiert allylentschiitzt

und anschlieBend mit Salzsdure in Dioxan zum vollstindig entschitzten Hexapeptid 9d

umgesetzt.
BngOC 1. [Pd(PPh,),] BngOC
(VL OAlI Morpholin == OH
N H 3 > N H 3
~ i
Boc O 2. HCl/Dioxan \I-'I/*HCI O
8d 9d

Schema 2.11: Synthese des vollstindig entschiitzten Hexapeptids 9d.

Das vollstindig entschiitzte, lineare Hexapeptid 9d wurde im letzten Schritt gemal3

Schema 2.12 in hochverdunnter Lésung mit dem Kupplungsreagenz TBTU cyclisiert

BnOOC

BnOOG o)

O TBTU WN
N H 3 DIEA ( O
HHCI ©

9d 1d

Schema 2.12: Synthese des Cyclopeptids 1d.
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2.2.2 Synthesen quaternirer Ammoniumsalze

Die Synthese der N,N,N-Trimethylphenylethylammonium (PETMA)-Pikrate R-11, S-
11 und rac-11 erfolgte gemil Schema 2.13 durch erschopfende Methylierung von
kommerziell erhaltlichem 1-Phenylethylamin zu PETMA-Iodid 10 und anschlieBender
Umsetzung mit Silberoxid und Pikrinsdure. Die absolute Konfiguration des eingesetzten
Eduktes bleibt wihrend der Synthese erhalten und wird daher im Schema allgemein

gehalten.

, CHal 4 ] AgZO N4 OoN
\ ~
Plkrm—

siure NG
R-10, S-10, rac-10 R-11, §-11, rac-11

Schema 2.13: Synthese der Salze R-11 ((R)-PETMA-Pikrat), S-11 ((S)-PETMA-Pikrat) und rac-11
((4)-PETMA-Pikra).

Die Synthesen der BINPHAT- und TRISPHAT-Salze des N,N,N-Trimethylphenyl-
ethylammoniumkations erfolgten ausgehend von Chloranil und Hexamethylphosphort-
sauretriamid (HMPT) gemil3 Schema 2.14.

cl Cl
HO Cl 1.7 eq HMPT - /o cl 1.7 eq Chloranil
> _N-R >
\
HO Cl ) cl
Cl Cl
+ Cl
NH2M62 Cl Cl

\/

(L, 157
O—P (5)-BINOL O',,,,/// _\\\\\«O
iR SIS RN

O Cl

Cl

Schema 2.14: Synthese des Dimethylammoninmsalzes A-12 (NH,Me, -A-BINPHAT ).
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Die Synthese des Dimethylammoniumsalzes A-12 konnte in einer Eintopfreaktion

ausgehend von Tetrachlorcatechol durch Umsetzung mit Hexamethylphosphorsiure-
triamid, Chloranil und (§)-BINOL realisiert werden (Schema 2.14).[192I Die anschlieSende
Reaktion dieses Salzes mit dem entsprechenden PETMA-Iodid 10 fiihrte zu den gewiin-
schten Produkten (R)-PETMA-(A)-BINPHAT R-13, (§)-PETMA-(A4)-BINPHAT S-13

und (+)-PETMA-(A)-BINPHAT rac-13 (Schema 2.15).19%

®

NH2M€2 Cl

0]

@)

99

R-10, S-10, rac-10

., O, 1.
N +\ |- + & P-\\\\

Cl

Cl

cl
o R-13: (R)-PETMA*-(4)-BINPHAT"
S-13: (5)-PETMA*-(4)-BINPHAT"

ol tac-13; (£)-PETMA™-(4)-BINPHAT-

Cl
Cl

Schema 2.15: Synthese der PETMA-(A)-BINPHAT-Salze R-13, S-13 und rac-13.

Ammonium-TRISPHAT-Salze konnen durch Reaktion von PCls mit drei Aquivalenten

Tetrachlorcatechol in heilem Toluol und anschlieBender Zugabe eines Amins dargestellt

werden (Schema 2.16).71

cl
cl cl
Cl Cl 0 Cl
cl OH 1. PCl,, Toluol, 70°C cl o | 0 ®
3 > P Bu.NH
cl OH 2. BU3N, Ch2C12 cl O/ l\o 3
Cl Cl 0 cl
cl cl
Cl

rac-14: Bu;NH"-(#)-TRISPHAT -

Schema 2.16: Synthese des Tributylammoninm-(2)-TRISPHAT Salzes 14.
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Die Enantiomerentrennung des racemischen Tributylammonium-TRISPHAT-Salzes

erfolgte im AnschluB durch Zugabe von 0,5 Aquivalenten Chinchonidin. Dabei fillt
Chinchonidinium-(A)-TRISPHAT A-14 mit 72% d.e. als weiller Feststoff aus und Trti-
butylammonium-(4)-TRISPHAT A-14 verbleibt in Losung. Nach Entfernen des
Losungsmittels kann man dieses Salz isolieren. Umkristalliseren aus einem Dichlor-

methan/Chloroform Gemisch liefert A-14 in ciner Reinheit von 86% e.e. (Schema

2.17).96

Cl
Cl Cl
Cl 0 Cl
Cl o 0
14: Bu;NH"-(+)- TRISPHAT \J_/ ¢
/ \ BH3NH
oY o 0
Cl o: i :CI
c Y el
o
-
A\H +
‘ BHSNH
‘\ //lIOH :
U . c o cl Cl
cl c : Cl QA O Cl
u%/:\%q /o /' Vi : cr o }P};—-O cl
¢’ o=—pli0 Tl I Q 0
S \o cl cl
/
ol o A4 oo
c’ cl

Schema 2.17: Synthese des Chinchonidinium-(A)-TRISPHAT Salzes A-14 und des Tributylanmonium-
(A)-TRISPHAT Salzes A-14.
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Die anschlieBende Umsetzung des entsprechenden PETMA-Iodids R-10, S-10 oder

rac-10 mit einem der drei TRISPHAT-Salze A-14, A-14 oder rac-14 fithrte nach chroma-
tographischer Reinigung zu neun verschiedenen PETMA-TRISPHAT Salzen:

R-152:  (R)-PETMA*-(4)-TRISPHAT-
S-15a:  (§)-PETMA*-(A)-TRISPHAT-
rac-15a:  (+)-PETMA*-(A)-TRISPHAT-

R-15b:  (R)-PETMA*-(£)-TRISPHAT-
S-15b:  (5)-PETMA*-(£)-TRISPHAT-
rac-15b:  (£)-PETMA*-(+)-TRISPHAT-

R-15c:  (R)-PETMA*-(A)-TRISPHAT-

S-15c:  (§)-PETMA*-(A)-TRISPHAT-
rac-15c:  (+)-PETMA*-(A)-TRISPHAT-
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2.2.3 Cyclische Peptide basierend auf 5-Aminoisophthalsiure mit Boron-

sauresubstituenten

Zu Beginn stellte sich die Frage, welcher Reaktionsweg fiir die Synthese des Cyclo-
peptids 4 der geeigneteste ist. Die beiden alternativen Strategien sind die Synthese eines
cyclischen Tetrapeptids 16a mit zwei Carboxylgruppen und die Anbindung der Boron-
saureuntereinheit 17 an diesen Grundkorper oder ein sequentieller Aufbau des Cyclo-

peptids aus Untereinheiten, die die Boronsduregruppen bereits enthalten (Schema 2.18).
(I))% K@\I?)/O
B\
COOH @/ o Os _NH o
@) @)
CH,NH5CI
a) WN > N >
H 17 N H
\K 16a © \E 18a ©

9&
B\O o
B\/
(@) NH (@)

COOH
CH,NH;CI
b) 17
BocHN COOBnN BocHN COOBn
19 20
K©\I?’/O
@) NH (@]
s
N N 2

\( 18a O

Schema 2.18: Zwei Synthesewege fiir Cyclopeptid 18a ans dem Rezeptor 4 durch Abspaltung der Pinakol-

ester erbalten werden kann.
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In meiner Diplomarbeit konnte ich bereits zeigen, dal3 die Peptidkupplung einer
cyclischen Tricarbonsaure 16b mit der von mir entwickelten Aminoboronsaure 17 zum
gewiinschten Produkt 18b gemill Schema 2.19 nur sehr langsam verlauft und viele Pro-
dukte gebildet werden. Dies konnten neben dem gewtinschten Produkt beispielsweise

mono- und disubstituierte Verbindungen sein.[10%]

9%
B\O

Os«__OH CH,NH5Cl o0 NH (\)7%
17
ot e
T ° T °
16b 18b

Schema 2.19: Peptidkupplung einer aromatischen, cyclischen Tricarbonsdure 16 mit einer Aminoboronséure 17.

Ich vermutete, daf3 ein dhnliches Problem auch bei der Synthese von 18a nach Strategie
a auftreten wiirde, und ich versuchte daher, den Rezeptor nach Strategie b zu syntheti-
sieren. Allerdings muf3 man in diesem Fall bereits zu Beginn der Synthese festlegen,
welchen Boronsduresubstituenten das Produkt enthalten soll, was aber im vorliegenden
Fall durch einige Voriberlegungen zum Ausschlufl diverser Derivate fihrt und ein ge-
eigneter Kandidat zur Ankntpfung an Cyclopeptid 16a schnell gefunden ist. Aliphatische
Aminoboronsauren kommen zum Beispiel nicht in Frage, da diese zu instabil sind.[1%4 105]
Die einfachsten aromatischen Boronsiuren, die als Substituent fiir das Cyclopeptid in

Frage kommen, sind Derivate des Anilins (Abb. 2.6).

/©/B(OH)2 B(OH), @EB(OH)Z
HoN ; NH,
NH,

21a 21b 21c

Abb. 2.6: Drei Isomere der Aminophenylboronsdure 21a, 21b und 21c.
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Diese Verbindungen sind jedoch ebenfalls ungtinstig, da die Kupplung aromatischer
Amine mit aromatischen Carbonsauren in der Regel schwierig ist. Aliphatische Amine
sind dagegen deutlich reaktiver, weswegen die drei isomeren Aminomethylphenylboron-
sduren 22, 23 und 24 als Substituenten fir das Cyclopeptid 16a gut geeignet sein sollten
(Abb. 2.7). Eine Verlingerung der Kohlenhydratkette zwischen dem aromatischen System
und der Aminogruppe sollte vermieden werden, da die Seitenarme der entsprechenden

Rezeptoren dadurch zu flexibel wiren.

/©/B(OH)2 B(OH)2 B(OH),
H,NH,C ; ©i

CH,NH,
CH,NH;

22 23 24

Abb. 2.7: Die drei Isomere der Aminomethylphenylboronsdure 22, 23 und 24.

Wihrend meiner Diplomarbeit habe ich mit Hilfe des Programms HyperChem eine
energieminimierte Konformation des cyclischen Hexapeptids, das die metasubstituierte
Aminoboronsaure 23 als Seitenarm tragt, berechnet. Die in Abb. 2.8 dargestellten Kon-
formationen zeigen, dal3 die Boronsduregruppen in Richtung des Hohlraums zeigen und

somit die Bindung von Kohlenhydraten mit diesem Rezeptor méglich sein sollte.

Abb. 2.8: Zwei maigliche Konformationen eines Cyclopeptids mit der Boronsdure 23 als Seitenarm, energie-
miinimiert mit der semi-empirischen SCEF Methode PM3 (HyperChem 6.01).
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Moéglicherweise wire die orthosubstituierte Verbindung 24 gunstiger, da in diesem Fall
die Boronsauregruppen weiter in den Hohlraum ragen wiirden. Bei der Synthese von 24
konnte es jedoch zu Problemen kommen, da die Wechselwirkung des freien Stickstoff-
elektronenpaares mit dem benachbarten Boratom die Nukleophilie diese Stickstoffatoms
stark reduziert.[106.197 Verbindung 22 kommt nicht in Frage, da hier die Boronsiuren zu
weit aus dem Hohlraum herausragen wiirden. Diese Uberlegungen zeigen, daB3 die
Aminoboronsaure 23 der geeigneteste Substituent fir einen Kohlenhydratrezeptor auf
Cyclopeptidbasis ist.

Vor der Amidkniipfung von 23 an 5-Aminoisophthalsiure mufite 25 zunichst in einer
zweistufigen Synthese nach einer Vorschrift von J.Bitta sowohl Boc- als auch Benzylge-

schiitzt werden (Schema 2.20).[108]

GOOH COOH 1 1 eq NaHCO, COOH
Boc,O / NaOH 2. BnBr _
HoN COOH BocHN COOH BocHN COOBn
25 26 19

Schema 2.20: Synthese der aromatischen Carbonsinre 19.

Die Synthese des 3-Aminomethylphenylboronsiurepinakolesters als Hydrochlorid 17

erfolgte nach einer Vorschrift aus meiner Diplomarbeit gemal3 Schema 2.21.1103]

Br 1. Mg é) )% (’))Q
2. B(OCH;); ~0 NBS B\O
—_—
3. Pinakol

CHs CHj CH,Br
27 28 29
0% 9% 0%
B~o NaN; B~o H, B~o
—_— »
1.1 eq HCI
CH,Br CHoN3 CH,NH3Cl
29 30 17

Schema 2.21: Synthese des Hydrochlorids des 3-Aminomethylphenylboronsiurepinakolesters 17.
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Ausgehend von kommerziell erhiltlichem 3-Bromtoluol 27 wurde mit einer Grignard
Reaktionl!?: 1101 3-Methylphenylboronsaure hergestellt, die im Folgeschritt als Pinakolester
geschiitzt wurde.

Die so erhaltene Verbindung 28 wurde anschlieBend durch NBS-Bromierungl!%l und
Umsetzung mit Natriumazid in das Azid 30 uberfihrt. Hydriererung unter Zugabe von
Salzsdure fiihrte zum Hydrochlorid des 3-Aminomethylphenylboronsaurepinakolesters 17.
Die Kupplung der aromatischen Carbonsdure 19 mit der Aminoboronsaure 17 unter
Verwendung von PyCloP als Kupplungsreagenz gemal3 Schema 2.22 lieferte nach 24
Stunden Reaktonszeit 30% Produkt. Die Ausbeute konnte jedoch durch eine Verlinger-

ung der Reaktionszeit auf zwei Wochen auf 77% gesteigert werden.

9)% KQI?/O
B-g COOH O~ _NH o)

PyCloP
N — >
CH,NH;CI BocHN COOBn DIEA
BocHN COOBn
17 19 20

Schema 2.22: Kupplung der aromatischen Carbonsénre 19 mit der Aminoboronséure 17.

Verbindung 20 wurde nun durch Umsetzung mit Salzsdure in trockenem Dioxan
gemil} Schema 2.23 Boc-entschiitzt.
HCl / Dioxan

(@\B\/O
O _NH o
AN
BocHN™ > “C0O0Bn

HsN COOBn
20 ® 31

Schema 2.23: Abspaltung der Boc-Schutzgruppe unter Freisetzung des Hydrochlorids 31,

Das Produkt 31 muf3te nun mit einem N-geschiitzten Prolinderivat zu einem Dipeptid,
mit dem anschlieBend eine Direktcyclisierung durchgefiihrt werden sollte, gekuppelt
werden. Unter Direktcyclisierung verstehe ich in diesem Zusammenhang die von Pohl
eingefiihrte Strategie, ein vollstindig entschiitztes Dipeptid direkt zum cyclischen Tetra-

peptid umzusetzen.
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Dabei wird das Dipeptid unter den Bedingungen der Cyclisierung umgesetzt. In
Losung entsteht zunichst lineares Tetrapeptid, das jedoch nicht aufgearbeitet wird, da es
direkt zum cyclischen Produkt weiterreagiert. Es bot sich die Verwendung von Z-Prolin
an, da sich die Schutzgruppen am N- und C-terminalen Ende des entstehenden Dipeptids
dann in einem Schritt hydrogenolytisch entfernen lassen.'1]

Hydrochlorid 31 wurde also gemal3 Schema 2.24 mit Z-Prolin und PyCloP als
Kupplungsreagenz zum Dipeptid 32 gekuppelt.

HN COOBn

31 32
Schema 2.24: Synthese des Dipeptids 32.

Die Ausbeute der Amidkupplung von 31 mit Z-Prolin war jedoch mit 30% duBlerst
gering. FHine dhnliche Beobachtung machte Bitta bei dem Versuch, ein strukturell
ahnliches 3-Aminoisophthalsiurederivat mit Boc-Prolin und PyCloP zu kuppeln.3 Ab-
hilfe schaffte in diesem Fall die Anderung der Reihenfolge, in der die drei Komponenten
gekuppelt wurden. Daher verfolgte ich die gleiche Strategie und synthetiserte zunichst das
Dipeptid 35 gemal3 Schema 2.25.

COOH 1.3 eq NaHCO;, COOAI COOAI
2. AllBr TFA
—_—
BocHN COOBnN BocHN COOBn HoN COOBN
19 33 34
COOAI COOAII
O
O_/< . /@ PyCloP 0
N OB
. ETAN cooBn DIEA WH n
|
34 z 35 0

Schema 2.25: Synthese des Dipeptids 35.
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Die Synthese der aromatischen Carbonsiure 19 wurde bereits in Schema 2.20 beschrie-
ben. Diese wurde mit 3-Brom-1-propen (Allylbromid) in den Allylester 33 iberfihrt.
Nach Abspaltung der Boc-Schutzgruppe mit Trifluoressigsaure wurde Verbindung 34 mit
Z-Prolin unter Verwendung von PyCloP als Kupplungsreagenz zum Dipeptid 35 umge-
setzt. Die Allylschutzgruppe wurde anschlieBend palladiumkatalysiert entfernt und so die
treie Carbonsaure 36 freigesetzt (Schema 2.26).

COOAI COOH

O [Pd(PPhs),] 0
())J\ N OBn ———> O/U\ ' OBn
l}l H Morpholin N H
z © ! ol
4
35 36

Schema 2.26: Synthese des Dipeptids 36.

Die gebildete Carbonsdure 36 wurde nun gemil3 Schema 2.27 mit der Aminoboron-
saure 17 unter Verwendung von PyClop als Kupplungsreagenz zum gewuinschten Produkt

32 gekuppelt, welches auf diese Weise in guter Ausbeute und Reinheit erhalten werden

COOH o)%
|
0 B~o

OB +
L3N :

N H
) el CH,NH5Cl o
36 17 B~
¢!

konnte.

O NH
PyCloP
(0]
DIEA
Q)&N OBn
. H o 36
Z
32

Schema 2.27: Synthese des Dipeptids 32.

Die Schutzgruppen der Verbindung 32 wurden nun gemil3 Schema 2.28 sowohl N- als
auch C-terminal in einem Schritt hydrogenolytisch abgespalten. Die Reaktionslésung
wurde auBerdem mit 1,1 Aquivalenten N,N-Diisopropylethylamin (DIEA) versetzt, um
zu verhindern, daf} bei der Hydrierung das Zwitterion des Dipeptids 37 entsteht und aus-
tallt.
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7& 5-©
Os__NH o) \

O<__NH o%
H, / Pd(C)

_— =
0
OBn
MN DIEA MN OHDIEA

| H
H
32 37

(@)

Schema 2.28: Synthese des vollstindig entschiitzten Dipeptids 37.

Die anschlieBende Direktcyclisierung habe ich nach einer Vorschrift von Pohl durch-
gefiihrt, indem ich Verbindung 37 iiber Nacht bei Raumtemperatur unter Verwendung
von TBTU als Kupplungsreagenz rithren lieB.'"] Am nachsten Tag konnte ich aber
weder diinnschichtchromatographisch noch massenspektrometrisch die Bildung eines
cyclischen Produktes nachweisen. Ein Grund hierfiir konnte sein, daf3 die voluminésen
Substituenten am Dipeptid 37 bei der Direktcyclisierung stéren. Ich tiberlegte mir daher
eine alternative Synthese, um an das cyclische Tetrapeptid 18a zu gelangen.

Bei diesem Syntheseweg sollte die Cyclisierung ausgehend von einem bereits vorgebil-
deten linearen Tetrapeptid erfolgen. Hierzu benétigte ich ein Dipeptid analog zu Verbin-
dung 32, dessen N-Terminus eine Schutzgruppe trigt, die unter den Bedingungen der
Benzylesterspaltung stabil ist. Die Boc-Schutzgruppe erfullt dieses Kriterium und ich syn-
thetisierte Dipeptid 39 gemal3 Schema 2.29.

COOAII COOAII
O
N
L O 1N cooBn DIEA WH OBn
|
34 Boc 38 ©
COOAI COOH
0 [Pd(PPh3)4]
O)J\N OBn m OBn
N M h li
| H o orpholin
Boc oc ©
38 39

Schema 2.29: Synthese des Dipeptids 39.
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Die gebildete Carbonsdure 39 wurde nun gemil3 Schema 2.30 mit der Aminoboron-

saure 17 unter Verwendung von PyClop als Kupplungsreagenz zum Dipeptid 40 ge-

COOH o&
|
0 B~o

oB +
L3 :

N H
Bos o) CH,NHsCl e
39 . : 75

kuppelt.

@) NH o
PyCloP
0]
DIEA
W N OBn
I H o)
Boc

40
Schema 2.30: Synthese des Dipeptids 40.

Ein Teil des erhaltenen Dipeptids wurde nun mit Trifluoressigsdure Boc-entschiitzt
und eine aquivalente Menge mit Hilfe einer palladiumkatalysierten Hydrierung zur freien
Carbonsaure umgesetzt. Die entschiitzten Dipeptide wurden anschlieBend mit PyCloP

zum entsprechenden Tetrapeptid 41 gekuppelt (Schema 2.31).

R
0]
TFA OBn 49
|l| O
(0] + R
m OBn
NS H 9
| 2
Boc o MN OH  40p
N H
|
Boc o

D ——

40 Pd(C)

R
0 0 o)%
|
PyCloP MN OBn  o_ )J\N B<g
DIEA Boc

41

Schema 2.31: Synthese des Tetrapeptids 41.
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Das lineare Tetrapeptid 41 wurde dann zunichst hydriert und anschlieBend gemil3

Schema 2.32 mit 6N Salzsdure in trockenem Dioxan zum vollstindig entschutzten Tetra-

peptid 42 umgesetzt.
- M QW
Os_NH o
m 1. H,y/Pd(C) Oi
2HC " N ?H
H
reHcl ©
4 42

Schema 2.32: Synthese des vollstindig entschiitzten Tetrapeptids 42.

Die anschlieBende Cyclisierung versuchte ich zunichst nach einer in unserem
Arbeitskreis tblichen Methode unter Verwendung von TBTU als Kupplungsreagenz.
Verbindung 42 wurde dabei zu einer 80°C heillen, hochverdiinnten Lésung von TBTU in
N,N-Dimethylformamid (DMF) getropft. Wie auch schon beim Versuch der Direktcycli-
sierung konnte ich bei dieser Reaktion allerdings keine Produktbildung beobachten. Um
auszuschlieBen, dall TBTU die Ursache fur das MiB3lingen dieser Reaktion ist, versuchte
ich die Cyclisierung auch mit einem anderen Kupplungsreagenz. Da bekannt ist, daf3
Amidkntpfungen mit PyCloP in DMF unter Bildung von Nebenprodukten ablaufen, 112l
versuchte ich, die Reaktion in Chloroform durchzufiihren, obwohl der niedrigere Siede-
punkt im Vergleich zu DMF die Reaktionstemperatur auf 60°C limitierte. Auch bei
diesem Versuch konnte ich keine Produktbildung beobachten, weswegen ich die Synthese

des cyclischen Tetrapeptids 18a an dieser Stelle einstellte.
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Wihrend der bisher durchgefiithrten synthetischen Arbeiten machte ich mir bereits
Gedanken iber mogliche alternative Strukturen eines Cyclopetids mit Boronsaure-

substituenten. Die Strukturen zweier potentieller Rezeptoren 43 und 44 sind in Abb. 2.24
; “B(OH), %:LB(OH)Z
HN HN
(X i
N ” 2 zil)y/u\N 3
T ° "
T °
43 44

Abb. 2.13: Zwei migliche Strukturen 43 und 44 boronsanrehaltiger Cyclopeptide.

dargestellt.

Diese Cyclopeptide 43 und 44 dhneln strukturell sehr stark den von Shinkai beschrie-
benen Kohlenhydratrezeptoren. Der Stickstoff, der bei der Kohlenhydratbindung mit
dem Boratom wechselwirken soll, ist jedoch Bestandteil eines aromatischen und nicht
eines aliphatischen Amins. Shinkai konnte allerdings zeigen, dal3 auch mit solchen
Systemen Monosaccharide bei neutralem pH-Wert in Wasser gebunden werden kénnen.
So sind zum Beispiel der Farbsensor 45 (Abb.2.14)[113] und eine Reihe weiterer Diazofarb-
stoffe mit Boronsduregruppen als Kohlenhydratrezeptoren beschrieben.[''#1171 Bei 46
handelt es sich um einen Fluoreszenzsensor, bei dem sich nicht nur die Intensitit sondern

auch die Wellenlinge des emittierten Lichts bei Substratbindung dndern (Abb. 2.14).[118]
O O 4
B(OH), B(OH), o)

45 46

Abb. 2.14: Strukturen zweier Boronsdurerezeptoren 45 und 46, bei denen die Boronsdureuntereinbeit an ein

aromatisches Amin gekniipft ist.
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2.2.4 Cyclische Peptide basierend auf Diaminobenzoesiure mit Boron-

sauresubstituenten

Es stellte sich nun die Frage, welcher Reaktionsweg fiir die Synthese des Cyclopeptids
43 der geeigneteste ist. Ich entschied mich zunachst dafir, die Anbindung der Boron-
sduresubstituenten an das aromatische Amin durch Alkylierung zu realisieren,[!1% 1201 auch
wenn dabei die potentielle Gefahr der Mehrfachalkylierung besteht.

Wiederum hatte ich die Wahl, zuerst das von Pohl entwickelte Cyclopeptid 47 mit zwei
Aminogruppen herzustellen und die beiden Boronsiureuntereinheiten 48 dann gleich-
zeitig anzuknipfen oder die Alkylierung bereits zu Beginn der Synthese durchzufiihren

und das Cyclopeptid dann sequentiell aufzubauen (Schema 2.33).

98
CHzBI'
R J@Wﬁ]
9&
o
NH2 CHgBr
2 Q S Q
BocHN COOBnN BocHN COOBn

49 50
Ay
HN o
gut
N 2
H (@)

Schema 2.33: Zwei mogliche Synthesestrategien, um ein Cyclopeptid basierend auf Diaminobenzoesanre mit

Boronséureseitenarmen herzustellen.
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Ich vermutete, dal3 bei der in Schema 2.33a dargestellten Reaktion wahrscheinlich ein
schwer zu trennendes Gemisch mono- und dialkylierter Produkte entstehen wiirde. Daher
habe ich mich fir den sequentiellen Syntheseweg entschieden, der mit der Herstellung des
Diaminobenzoesdurederivats 50 beginnt.

Pohl konnte in ihrer Dissertation zeigen, daf eine der beiden Aminogruppen der 3,5-
Diaminobenzoesaure in guten Ausbeuten selektiv geschuitzt werden kann, so dal3 die

andere Aminogruppe fir weitere Funktionalisierungen zur Verfiigung steht (Schema
2.34).011

B
NH, HN oc HN,Boc
Boc,O
) BnBr
HoN COOH HN COOH HN COOBnN
|
Boc 51 Boc 52
.Boc
HN NH HN-BOC
TFA 1.1 eq Boc,O
—_
1eqDIEA/0°C
HN COOBn HoN COO0OBn HoN COOBn
Boc
52 53 49

Schema 2.34: Darstellung der mono-Boc-geschiitzten 3,5-Diaminobenzoesiure 49.

Die beiden Aminogruppen der 3,5-Diaminobenzoesiure werden zunichst mit tber-
schiissigem Di-Zerz.-butyldicarbonat geschiitzt. Die Verbindung 51 wird dann zum Benzyl-
ester 52 umgesetzt, die beiden Boc-Schutzgruppen werden mit Trifluoressigsaure wieder
abgespalten, und zu einer Losung der enstandenen Verbindung 53 werden dann genau 1,1
Aquivalente Di-#er.-butyldicarbonat (Boc2O) in der Kilte langsam zugetropft. Der dabei
gebildete mono-Boc-Diaminobenzoesiaurebenzylester 49 i3t sich siulenchromato-
graphisch von ebenfalls gebildetem di-Boc-Diaminobenzoesiurebenzylester 52 und nicht

umgesetztem Edukt 53 trennen.

Die Synthese des Halogenalkans 48 erfolgte ausgehend von kommerziell erhiltlichem
2-Bromtoluol 54. Mit Hilfe einer Grignard Reaktion,[1%% 1101 anschlielender Veresterung
und NBS-Bromierungl!®! wurde der 2-Brommethylphenylboronsaurepinakolester 48 her-
gestellt (Schema 2.35).
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Br B- B
2. BOOCH,); o NBS G
> —_—
CHs CHs

3. Pinakol

CHzBr

54 55 48

Schema 2.35: Darstellung des 2-Brommethylphenylboronsanrepinakolesters 48.

AnschlieBend wurde versucht, durch Umsetzung von 48 mit 49 gemal3 Schema 2.33b
die Verbindung 50 zu erhalten. Daraus resultierte jedoch ein Gemsich aus mono- und di-
alkyliertem Produkt. Auch durch eine systematische Variation der Laufmittelzusammen-
setzung ist es mir nicht gelungen, diese beiden Verbindungen chromatographisch zu
trennen. Da ich vermutete, dal3 eine Trennung auf der Stufe des Dipeptids moglich sein
konnte, versuchte ich auch die Alkylierung von 57. Dieses Peptid wurde durch Amid-
kupplung von 49 mit Z-Prolin zu 56 und anschlieBender Behandlung mit Trifluoressig-

saure gemal3 Schema 2.36 erhalten.

NHBoc
.Boc
O—/(O HN PyCloP / DIEA 0
+ > OBn
N o Q Lo
7 HoN COOBn ) o)
49 56
NHBoc NH,
o)
TFA ©
QANK 1o . MNJ@WOB”
;A 0 N o
z
56 57

Schema 2.36: Darstellung des Dipeptids 57.

Zu erwihnen ist in diesem Zusammenhang, daf3 diese Untersuchungen zu einem Zeit-
punkt durchgeftihrt wurden, als die in Kapitel 2.2.3 dargestellten Ergebnisse zur Direkt-
cyclisierung noch nicht vorlagen. Peptid 57 ist aufgrund der Kombination von Z- und
Benzylesterschutzgruppe natiirlich nicht fiir einen sequentiellen Aufbau des gewtinschten

Cyclopeptids geeignet.
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Die Alkylierung des Dipeptids 57 fithrte wie erwartet zu einem chromatographisch
deutlich besser trennbaren Produktgemisch aus mono- und dialkyliertem Produkt als die
von 49. Leider konnte die Ausbeute an monoalkyliertem Produkt 58 jedoch nicht tber

30% gesteigert werden (Schema 2.37).

B\/O
NH, HN ©
?
Q B~y K,CO; o
N N
| H (o)
z

cH,er X

57 48 58

Schema 2.37: Darstellung des Dipeptids 58.

Im nichsten Schritt muBte 58 nun hydriert werden. Uberraschenderweise erhielt ich
bei dieser Reaktion jedoch nicht das gewiinschte, vollstindig entschiitzte Dipeptid
sondern Verbindung 55. Offensichtlich kommt es also unter den Bedingungen der
Hydrierung auch zu einer Spaltung des Benzylamins. Dies ist insofern tiberraschend, als
zur Hydrierung von Benzylaminen in der Regel aktivere Katalysatoren sowie hohere
Driicke verwendet werden miissen.!'?!l Letztlich bedeutet dieses Ergebnis aber, dal3 die
gewahlte Synthesestrategie zur Herstellung von 43 nicht geeignet ist. Abhilfe konnte die
Einfihrung der Boronsduresubstituenten auf der Stufe des cyclischen Tetrapeptids
schaffen. Aus den erwihnten Grinden sind Alkylierungen dafiir aber wenig geeignet.
Jedoch wiirde eine reduktive Aminierungl'??l zur Bildung des Benzylamins eine
interessante Alternative darstellen, da es dabei nicht zu Mehtfachreaktionen kommen

kann.
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Ich versuchte daher, das von Pohl bereits synthetisierte Cyclopeptid 47 mit der
kommerziell erhiltlichen 2-Formylphenylboronsiure unter typischen Bedingungen fiir

reduktive Aminierungen gemal} Schema 2.38 umzusetzen.

B(OH),
HN
B(OH), 5 A
|
wo (AN
H o)

( 43

Schema 2.38: Reduktive Aminierung zum Rezeptor 43.

Hierfiir habe ich zunichst 47 hergestellt. Die Synthese des dafiir notwendigen mono-
Boc-Diaminobenzoesiurebenzylesters 49 wurde bereits in Schema 2.34 beschrieben. Aus
der Amidkupplung dieser Aminosaure mit Z-Prolin und der anschlieBenden palladium-
katalysierten Hydrierung erhielt ich das Dipeptid 59, das sowohl am N-, als auch am C-

terminalen Ende entschtitzt ist (Schema 2.39).

NHBoc
HN,Boc
0 1. PyCloP / DIEA 0
O—/{ R - (LU OHDIEA
z HoN cooBn DIEA i 0o
49 59

Schema 2.39: Synthese eines cyclischen Tetrapeptids 59 mit zwei Boc-geschiitzten Aminogruppen.

AnschlieBend habe ich 59 unter den von Pohl beschriebenen Bedingungen der
Direktcyclisierung umgesetzt. Dabei bilden sich normalerweise neben dem Tetrapeptid
auch geringe Mengen Hexa- und Octapeptid. Pohl konnte das Tetrapeptid mit einer
Ausbeute von 40% isolieren. Mir ist es jedoch, auch nach mehreren Ansitzen, nicht
gelungen, mehr als 10% cyclisches Tetrapeptid zu erhalten. Daher suchte ich nach einer
Schutzgruppenstrategie, die es mir ermdglicht, 47 mit Hilfe einer sequentiellen Synthese

herzustellen.
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Hierfiir bendtigte ich ein Dipeptid, dessen terminale Carboxygruppe und Amino-
gruppen am Prolin und an der aromatischen Untereinheit mit Schutzgruppen versehen
sind, die unabhingig voneinander gespalten werden konnen. Dabei entschied ich mich fuir
die folgende Strategie: Ich synthetisierte zunichst ein Dipeptid mit einem Allylester am C-
terminalen Ende, einer Z-Schutzgruppe am N-terminalen und einer Boc-Schutzgruppe
am aromatischen Amin. Fur dieses Dipeptid benétigte ich das allylester-geschutzte Di-

aminobenzoesiurederivats 62, das gemall Schema 2.40 erhalten wurde.

NH, HN/BOC HN’BOC
HoN COCH HN COOH HN COOAIl
|
Boc 51 Boc 60
_Boc
HN NH, 1.1 eq Boc,O HN’BOC
TFA >
— 1 eq DIEA / 0°C
HN COOAI HoN COOAII H,oN COOAI
Boc
60 61 62

Schema 2.40: Darstellung der mono-Boc-geschiitzten 3,5-Diaminobenzoesinre 62.

Die beiden Aminogruppen der 3,5-Diaminobenzoesiure werden zunichst mit tber-
schiissigem Di-ferz.-butyldicarbonat geschiitzt und anschlieBend zum Allylester 60 umge-
setzt. Die Darstellung des mono-Boc-geschiitzten 3,5-Diaminobenzoesiureallylesters er-
folgt dann analog der Synthese des mono-Boc-geschiitzten 3,5-Diaminobenzoesiure-
benzylesters gemill Schema 2.34. Das Produkt 62 wurde dann mit Z-Prolin und PyCloP
als Kupplungsreagenz zum Dipeptid 63 umgesetzt (Schema 2.41).

NHBoc
HN/Boc |
? L
—_—>
EN\ﬁCOOH + \ N COOAIl
\ HoN COOAI \ H
Z Z 63
62

Schema 2.41: Synthese des Dipeptids 63.
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Das gebildete Dipeptid 63 kann nun selektiv zur freien Carbonsdure entschiitzt
werden, eine selektive Abspaltung der N-terminalen Z-Schutzgruppe ist jedoch nicht
moglich, da der Allylester zum 7-Propylester reduziert werden wiirde. Daher benétigte ich
zur Synthese des gewtnschten Tetrapeptids ein weiteres Dipeptid, dessen N-terminale

Aminogruppe so entschiitzt werden kann, dafl der Allylester erhalten bleibt.

Zum Schutz der Aminogruppe habe ich bisher entweder Boc (ferz.-Butyloxy-
carbonyl)[123] oder Z (Benzyloxycarbonyl)l'?4l verwendet. Der Vorteil dieser Schutz-
gruppen besteht darin, dafl sich sowohl die fiir die Abspaltung benétigten Katalysatoren
bzw. Reagenzien (HCI bzw. Pd(C)) als auch die Nebenprodukte (Isobuten bzw. Toluol
und COy) sehr einfach entfernen lassen. Diese beiden Schutzgruppen sind aber fir das
notwendige Dipeptid ungeeignet. In der Festphasensynthese nach Merrifield'?°] wird die
Aminogruppe hiufig zum 9-Fluorenylmethylcarbamat umgesetzt. Diese Schutzgruppe
laBt sich mit Piperidinl1?0 leicht abspalten und gebildetes Dibenzofulven sowie tber-

schiissiges Piperidin lassen sich dann einfach vom polymergebundenen Peptid abtrennen.

Fihrt man die Peptidsynthese jedoch in Losung durch, ist die Verwendung der Fmoc-
Schutzgruppe etwas problematischer, da sich das sekundire Amin Piperidin, das im
weiteren Verlauf der Synthese ebenfalls mit einer Carbonsdure reagieren kann, schlecht
entfernen liBt. Eine saure Extraktion ist zum Beispiel ausgeschlossen, da dabei die

Aminogruppe ebenfalls protoniert und in die walBrige Phase Gberfuhrt wirde.

Die Fmoc-Schutzgruppe 1a3t sich allerdings nicht nur mit Piperidin sondern auch mit
Tetrabutylammoniumfluorid?’l abspalten, wobei tberschissiges Reagenz im weiteren
Verlauf der Peptidsynthese moglicherweise nicht stort. Ich entschied mich daher, das

Fmoc-geschiitzte Dipeptid 64 gemal3 Schema 2.42 fiir den Aufbau von 47 herzustellen.

NHBoc
_ PyCloP _ o Q
/*COOH + T DIEA N N COOAIl
Fmoc COOAI l‘:moc :
64

Schema 2.42: Synthese des Dipeptids 64.
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Damit stehen zwei Dipeptide 63 und 64 zur Verfiigung, die insgesamt vier verschie-
dene Schutzgruppen enthalten. Peptid 63 1i3t sich selektiv am C-terminalen Ende ent-
schiitzen und 64 am N-terminalen. Auf diese Weise ist ein lineares Tetrapeptid zuging-
lich, dessen C- und N-terminalen Schutzgruppen sequentiell unter Erhalt der Schutz-
gruppe an den aromatischen Aminen abgespalten werden kénnen und das so zum Aufbau
des cyclischen Tetrapeptids 47 dienen kann. Im Prinzip erlaubt die von mir entwickelte
Strategie auch die Synthese eines cyclischen Hexapeptids, so daf3 sie eine wichtige Alterna-

tive zur Direktcyclisierung darstellt.

Das Dipeptid 63 wurde also gemil3 Schema 2.43 mit Tetrakistriphenylphosphin-
palladium(0) und Morpholin zur Carbonsdure 65 umgesetzt. Dipeptid 64 wurde mit
Tetrabutylammoniumfluorid in Tetrahydrofuran entschiitzt. Ohne weitere Aufreinigung
gelang die Kupplung dieser beiden Verbindungen allerdings nicht, da wahrscheinlich
Fluorid bei der weiteren Peptidsynthese doch stort. Nach chromatographischer Reinigung
des Amins 66 verlief die Reaktion mit PyCloP als Kupplungsreagenz gemil3 Schema 2.43

aber erfolgreich, so daf3 das lineare Tetrapeptid 67 in guten Ausbeuten zuginglich war.

NHBoc NHBoc
i Q PAEmIT -y T Q
W” COOAIl Morpholin N H COOH
|
z 63 z 65
+
NHBoc NHBoc
WN COOAIl WN COOAII
Fmoc 64 H 66
NHBoc
0]
PyCloP All
y W” ;3
DIEA \{ O
67

Schema 2.43: Synthese des linearen Tetrapeptids 67.
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Tetrapeptid 67 wurde nun zunichst gemil3 Schema 2.44 mit Tetrakistriphenyl-
phosphinpalladium(0) und Morpholin zur freien Carbonsdure umgesetzt. Von dieser
wurde dann hydrogenolytisch die Z-Schutzgruppe abgespalten und ich erhielt das

vollstindig entschiitzte lineare Tetrapeptid 68.

NHBoc NHBoc
(0] 1. [[’d(PPh3)4] O
O/K OAll m OH
N N 5 2. H, / Pd(C) N N 5
E1 0 W 0
67 68

Schema 2.44: Synthese des vollstindig entschiitzten Tetrapeptids 68.

Dieses wurde dann mit dem Kupplungsreagenz TBTU in hoch verdinnter Losung bei
80°C cyclisiert. Dabei erhielt ich Produkt 69 mit einer Ausbeute von 40%. Somit konnte
ich erstmals Cyclopeptid 69 mit zwei Boc-geschiitzten aromatischen Aminogruppen auf

sequentiellem Weg mit akzeptabler Ausbeute darstellen.

NHBoc NHBoc
0 0
O)L OH  TBTU m
N N 2 DIEA N N 2
W © : 0
69

68

Schema 2.45: Synthese des cyclischen Tetrapeptids 47.

Nach Abspaltung der Boc-Schutzgruppen mit HCI in Dioxan erhielt ich das Hydro-
chlorid des gewtinschten cyclischen Produkts 47 (Schema 2.40).

NHBoc NH2*HC|
()/[(i HCI / Dioxan ')
N N 2 W
R {

Schema 2.46: Synthese des Cyclopeptids 47.

Iz
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AnschlieBende Umsetzung von 47 mit 2-Formylphenylboronsiure und Natriumcyano-
borhydrid gemill Schema 2.47 lieferte allerdings ein Gemisch zweier Produkte, die sich

saulenchromatographisch nicht voneinander trennen lief3en.

NH5*HCI B(OH), B(OH)2
o HN
N
N 2
( ", 0 DIEA WN 5
NaCNBH; ( ", 0

Schema 2.47: Synthese des Rezeptors 43,

Bei diesem Gemisch handelt es sich vermutlich um das gewtinschte Produkt 43 und
ein monosubstituiertes Nebenprodukt. Da auch die Verwendung eines groBeren Ubet-
schusses Aldehyd keine Verinderung der Zusammensetzung des Reaktionsgemischs be-

wirkte, muf3 Cyclopeptid 43 wohl doch sequentiell aufgebaut werden.

Dafir mull zunichst wieder ein entsprechend substituiertes Diaminobenzoesiure-
derivat hergestellt werden. Hierzu wurde mono-Boc-Diaminobenzoesiureallylester 62
(Schema 2.40) mit 2-Formylphenylboronsdure und Natriumcyanoborhydrid in einer Ein-

topfreaktion gemal3 Schema 2.48 umgesetzt.

NHz 5O B(OH),
/@ @[ (OHl2 NacNBH,
n HN
BocHN COOAII CHO
62 BocHN COOAII
70

Schema 2.48: Synthese der V'erbindung 70.

Dann wurde die Boronsdure als Pinakolester geschiitzt, da diese Schutzgruppe unter

den Bedingungen der Peptidsynthese stabil ist.
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AuBerdem erforderte diese Syntheseroute die Methylierung des sekundiren Stick-
stoffatoms der Verbindung 70, da sonst im weiteren Verlauf der Peptidsynthese mit
Carbonsauren unerwiinschte Nebenprodukte gebildet werden kénnen.

Dies wurde durch Umsetzung des Boronsiurepinakolesters 71 mit Formaldehyd und

NaCNBH3; unter Bildung von 72 erreicht (Schema 2.49).

B(OH), j/: > (/P\B/O
HN N ‘0%

Pmakol CHZO

/@\ NaCNBH; /@\
BocHN COOAII BocHN COOAII BocHN COOAII

70 71 72

Schema 2.49: Darstellung des Boronsiurepinakolesters 72.

Der Boronsaurepinakolester 72 wurde nun mit HCI in Dioxan Boc-entschutzt und das
treigesetzte Hydrochlorid 73 mit Boc-Prolin und PyCloP als Kupplungsreagenz gemil3
Schema 2.50 zum Dipeptid 74 umgesetzt.

') (0]
. N
N ] HCl 7
BocHN H3l<:l> COOAI

COOAII
72 73
|
N OH N ©
Boc o ﬁj\
PyCloP > MN X~ —COOAIl
DIEA N H
Boc

Schema 2.50: Synthese des Dipeptids 74.
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Ein Teil dieses Dipeptids wurde gemil3 Schema 2.51 mit Salzsiure in Dioxan Boc-
entschutzt, ein aquivalenter Teil wurde palladiumkatalysiert mit Morpholin zur freien
Carbonsaure umgesetzt. Nun konnten die beiden entschiitzten Dipeptide mit PyCloP als

Kupplungsreagenz zum Tetrapeptid 77 umgesetzt werden.

)
H*HCI

5O 75
~N 07%
2 2L
MN COOAIl * B/O\<
s

HCl o /@\
M” COOAI

N
H
éoc 74 \N
[PA(PPhy), o Q
Morpholin w N COOH
H
éOC
76
(e
N )
PyCloP N
WNQ%;)AII
DIEA o H 0
77

Schema 2.51: Synthese des Tetrapeptids 77.
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Das gebildete Tetrapeptid 77 wurde gemil3 Schema 2.52 vollstindig entschiitzt und mit
TBTU cyclisiert. Diese Reaktion verlief mit 52% Ausbeute sehr zufriedenstellend. Somit
konnte ich erstmals in dieser Arbeit ein boronsdurehaltiges Cyclopeptid 80 analysenrein

herstellen.

i Morpholin o
N 0 2. HCI Y
3. TBTU
0 ]
O/U\ OAl m N
N H ) N H 2
oc 0 \( 80 o

~—
B

77

Schema 2.52: Synthese des cyclischen Tetrapeptids 80.

Im letzten Schritt der Synthese erfolgte die Abspaltung der Pinakolestergruppen in

verdunnter Salzsdure und chromatographische Reinigung des Produkts (Schema 2.53).[128]

; ‘Els/o B(OH),
\N (0] N

Schema 2.53: Freisetzung der Diboronsdure 80.

Diese Umsetzung erfolgte zwar leider nicht quantitativ, aber ich konnte immerhin 50%
des Rezeptors 81 isolieren. Mir ist es also erstmals gelungen, ein cyclisches Tetrapeptid
mit peripheren Boronsiuregruppen darzustellen. Die Eignung dieser Verbindung zur
Kohlenhydraterkennung in willriger Losung habe ich eingehend untersucht. Diese Arbei-
ten sind in Kapitel 2.4 beschrieben.
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Da die fir 81 gewihlte Synthesestrategie letztlich auch ein cyclisches Hexapeptid
zuginglich macht, beschlo ich, auch diese Verbindung zu synthetisieren. Fur diese
Synthese benotigte ich das Boc-entschiitzte lineare Tetrapeptid 82, das ich gemal3 Schema
2.54 herstellte.

~N @) N 075
=
S

0]

HCl / Dioxan
o > (o]
M OAIl m OAll
N
N H 2 N N 2
oc

S~
B

77 82

Schema 2.54: Synthese des Tetrapeptids 82

Die lineare Vorstufe des Hexapeptids erhielt ich gemil3 Schema 2.55 durch Reaktion
der Carbonsiaure 76 mit dem Amin 82. AnschlieSend erfolgte die N- und C-terminale

Abspaltung der Schutzgruppen von 83 sowie Cyclisierung mit TBTU zu 86.

50 .
- o) B
N ~N 0
PyCloP
0
O)LN cooH T i DIEA
0

v .
Boc H
“TrHe

2

76 82
B/O
- 5 1. [Pd(PPhs),] 5O
N Morpholin (\)
2. HCl ~

O)(J)\ 3. TBTU

OAll O
N
A I LM ;
Boc o

N H

83 (

Schema 2.54: Synthese des cyclischen Hexapeptids 6.

N
86
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Bei dieser Cyclisierung konnte zwar etwas weniger Produkt 86 isoliert werden als bei
der des Tetrapeptids, die Ausbeute von 39% ist aber trotzdem zufriedenstellend. Damit
ist es mir erstmals gelungen, auch ein cyclisches boronsaurehaltiges Hexapeptid zu synthe-
tisieren.

Abspaltung der Boronsiurepinakolester im letzten Schritt mit verdinnter Salzsdure

tihrte zum cyclischen Hexapeptid 87 mit drei Boronsiureseitengruppen (Schema 2.56).

E‘Vo B(OH),
~ 0]

N N
0] verd. HCl 0
Q)J\N 3 MN
H N" H 3
( 86 © K g7 O

Schema 2.56: Freisetzung der Triboronséiure 87.

\

Mit den beiden Cyclopeptiden 81 und 87 konnte ich erstmals Strukturen realisieren, in
denen Boronsiuresubstituenten um den Hohlraum eines Cyclopeptids angeordnet sind.
Beide Peptide unterscheiden sich in ihrer Ringgréf3e und in der Anzahl der Bindungs-
stellen. Vorteilhaft konnte sein, dafl die Methylaminogruppe durch intramolekulare
Wechselwirkung mit dem Boratom der Boronsdure eine Veresterung mit Diolen bzw.

Kohlenhydraten beschleunigt.

Die Verbindungen 81 und 87 stellen also neue potentielle Kohlenhydratrezeptoren dar,

deren Bindungseigenschaften im Kapitel 2.4 ausfihrlich beschrieben sind.
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2.3 Enantioselektive Kationenerkennung

2.3.1 Prinzipien der chiralen Erkennung

Die Entwicklung kiinstlicher Rezeptoren mit der Fahigkeit, eines der beiden Enantio-
mere eines Substrates selektiv zu binden, stellt eine grole Herausforderung sowohl in der
bioorganischen als auch in der supramolekularen Chemie dar. In den letzten Jahren wurde
eine Reihe von makrocyclischen Verbindungen auf Basis von Cyclodextrinen,[129-138]
Kronenethern,[139-152] Calixarenenl33 153162l oder Cyclophanenl!63-170 entwickelt, die die bei-

den Enantiomere eines chiralen Substrats unterschiedlich stark binden.
Es zeigte sich, daf} die Symmetrie dieser Wirte einen gro3en Einflul3 auf ihre Enantio-
selektivitit hat. 1985 wurde zum Beispiel von Lohr und Vogtle ein Ds-symmetrischer

Rezeptor entwickelt (Abb. 2.15), der, obwohl er chiral ist, die beiden Enantiomere eines

Substrats gleich stark und daher nicht enantioselektiv bindet.Bl

(H, )ZNOC CON(CH3),

(HsC 2Noc 1:CON(CH3),

(H3C)2NOC CON(CH3),

Abb. 2.15 Struktur einer chiralen azamerocyaninhaltigen Verbindung anf Kronenetherbasis.

Dieses Ergebnis hat Vogtle mit Hilfe einfacher Modellbilder, die in Abbildung 2.16

dargestellt sind, erklirt.
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In der Ds-symmetrischen Umgebung

des Rezeptors macht es keinen Unter- % M ! (D %
schied, ob das (R)- oder das (§)-Enantio- Ds: s—d

mer eines Substrats gebunden wird, die S : S
Wechselwirkung zwischen den Substitu- (a): (A)-Guest (b): (S)-Guest

enten des Rezeptors und denen des

Gastes ist in beiden Fillen gleich.['#1l Bei

Ci-symmetrischen Rezeptoren kommt es =

je nach Konfiguration des Gastes zu © (Gues R
unterschiedlichen Wechselwirkungen mit

dem Rezeptor. Dieser geringe Unter-

schied macht sich allerdings bei der G ) )
Enantioselektivitit kaum bemerkbar.[177]

Abb. 2.16 zeigt, dal3 in Co-symmetrischen (e): (R)-Guest (: (S)-Guest
makrocyclischen Verbindungen sowohl

der kleine als auch der mittelgro3e Abb. 2.16: Tilustration der chiralen Erkennung
Substituent mit den Substituenten des eines Substrats mit einem C,-, Cy- und D s-symme-
Rezeptors in Kontakt kommt. Daher trischen  Rezeptor. @ Substituenten  iiber  der
kann bei Rezeptoren mit Cp-Symmetrie Rezeptorebene; o : Substituenten unter der Rezep-
hiufig die beste Enantioselektivitit torebene. ™"

beobachtet werden.

In diesem Modell wird vorausgesetzt, dal3 Rezeptor und Substrat komplementir
zueinander sind, so daf} die Substituenten des Rezeptors fiir die chirale Erkennung eine
Rolle spielen. Fur Dos-symmetrische Rezeptoren wurde ebenfalls eine hohe Enantio-
selektivitit erwartet. Diese Vermutung konnte von Naemura und Still bestitigt wer-
den.[178-181]

Aufgrund der oben erwihnten Ergebnisse von Végtle dachte man lange, dal3 Cs- und
Ds-symmetrische makrocyclische Rezeptoren fir die Erkennung chiraler Substrate der in
Abb. 2.16 dargestellten Struktur, z.B. fiir Ammoniumionen, ungeeignet seien. Die weni-
gen Beispiele enantioselektiver Cs-symmetrischer Rezeptoren binden dementsprechend
strukturell vollig anders aufgebaute Giste, wie z.B. Dipeptide.l'82-18] Entgegen dieser
Annahme wurde jedoch 2002 von Kim und Ahn ein Cs-symmetrischer Rezeptor, der

chirale nicht quaternire Ammoniumionen enantioselektiv bindet, vorgestellt.[187]
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Dieser in Abb. 2.17 dargestellte Ph

tripodale  Oxazolinrezeptor extrahiert [\
chirale Ammoniumionen o-arylsubsti-

tuierter Amine, wie zum Beispiel o-

Phenylethylamin oder o-(1-Naphthyl)-
ethylamin, enantioselektiv aus einer Ph-u<\l/\o
willrigen in eine organische Phase. Im
Unterschied dazu werden die Enantio-

Abb. 2.17: Struktur eines tripodalen, chiralen

mere des Alaninmethylesters in fast Oxazolinrezeptors.

gleichen Mengen extrahiert.[188]

!H-NMR Titrationen bestitigten diese Extraktionsversuche. (R)-1-Phenylethylammo-
niumperchlorat wird in Chloroform mit einer Bindungskonstante von K,=19.400 dreimal
besser gebunden als das entsprechende (§)-Enantiomer. Die Fihigkeit dieses Rezeptors,
trotz seiner C3-Symmetrie chirale Ammoniumionen enantioselektiv zu binden, wurde mit

Hilfe des Modellbilds in Abb. 2.18 erklirt.

Abb. 2.18: Modellbilder der diastereomeren Komplexe zwischen dem Oxazolinregeptor und chiralen primdren

Ammoniuniionen.

Nach dem Modell von Végtle wird nur die Wechselwirkung zwischen dem Substi-
tuenten des Rezeptors R und einem Substituenten des Gastes (S, M oder L) betrachtet
(Zweipunktwechselwirkung). Diese ist im Falle eines Cs-symmetrischen Rezeptors mit

den beiden Enantiomeren eines chiralen Ammoniumions identisch.

Betrachtet man hingegen die Wechselwirkung zwischen dem Substituenten des Rezep-
tors R und zwei Substituenten des Gastes (Dreipunktwechselwirkung), so erkennt man in
Abb. 2.18, dal} sich diese fir die beiden diastereomeren Komplexe durchaus unterschei-

det.
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Die grofite sterische Hinderung tritt bei der Kombination L, M und R auf. Betrachtet
man deren Wechselwirkung in den beiden Strukturen der Abb. 2.18, erkennt man, daf3 die
sterische AbstofSung des Substituenten M in der rechten Struktur grofer ist, da M mit
dem Substituenten des Rezeptors R in direkten Kontakt kommt und sich auf dieser Seite
des Rezeptors zusitzlich der grofite Substituent L befindet. In der linken Struktur

befindet sich auf dieser Seite des Rezeptors der kleinste Substituent S.
Demzufolge konnten Kim und Ahn fiir den in Abb. 2.18 links dargestellten Komplex
die groflere Bindungskonstante bestimmen und somit zeigen, daf3 auch Cs-symmetrische

Rezeptoren chirale Ammoniumionen enantioselektiv binden kénnen.

Meine Untersuchungen in diesem Zusammenhang sind im folgenden Kapitel dargelegt.
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2.3.2 Eigene Untersuchungen

Die ersten Untersuchungen zur enantioselektiven Kationenerkennung fithrte ich mit
den in Abb. 2.19 dargestellten vier Rezeptoren 1a - 1d und den beiden Pikratsalzen des
chiralen N,N,N-Trimethyl-1-phenylethylammoniumions (PETMA*) R-11 und S-11 als

Gdisten durch.

o®
R O,N NO,
®/
N\
la: R=H /
Oy g 1b: R=OCH, Rl 02
1lc: R=COOCH;
1d: R=COOBn o®
. 0N NO,
= @/
o
NO,
s-11

Abb. 2.19: Strukturen der drei cyclischen Hexapeptide 1a, 1b,1c und 1d sowie der beiden Pikratsalze R-11
und S-11.

Die wohl wichtigste Methode zur qualitativen und quantitativen Untersuchung von
nicht-kovalenten Wechselwirkungen in der supramolekularen Chemie ist die NMR-
Spektroskopie, da sich bei der Komplexbildung haufig die chemische Umgebung der
Rezeptor- und/ oder Gastprotonen verandert und damit auch deren Resonanz im NMR-
Spektrum. Somit kann diese Methode fiir nahezu alle synthetischen Rezeptorsysteme

verwendet werden, die keine paramagnetischen Metallatome enthalten.

Um die Frage zu kliren, ob die cyclischen Hexapeptide das PETMA* Kation tber-
haupt binden, nahm ich ein TH-NMR Spektrum einer dquimolaren Mischung von 1b und
(#)-PETMA*-Pikrat in CDCl3/0,1% ds-DMSO auf. Dieses Spektrum verglich ich mit
den Spektren der reinen Verbindungen im selben Losungsmittel. Es zeigte sich, dal3 im
Spektrum der Mischung die Signallagen des benzylischen Protons und der Trimethylpro-
tonen deutlich zu héherem Feld verschoben sind (Abb. 2.20).
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Dies ist ein typischer Effekt, der auch bei Komplexierung achiraler Kationen mit 1b
beobachtet wurdel”? und fur eine Einlagerung des Kations in den Hohlraum des Cyclo-
peptids spricht. Dadurch geraten Protonen der Kationen in die Nahe der aromatischen
Cyclopeptiduntereinheiten, was ihre Abschirmung erklirt. Dartiber hinaus zeigen die
Spektren in Abb. 2.20, da3 das Komplexierungsgleichgewicht im Vergleich zur NMR-
Zeitskala schnell ist, da in den Spektren der Mischungen keine getrennten Signale fur freie
und ungebundene Kationen auftreten. Das AusmaB der Anderung der chemischen Ver-
schiebung Ad bezogen auf das Signal der ungebundenen, freien Spezies (0o) ist dabei pro-
portional zur Konzentration des Komplexes in der Mischung.

Ein weiteres wichtiges Ergebnis ist, dal3 die Signale der Gastprotonen nach Zugabe des
Rezeptors 1b in zwei Signalsiatze aufspalten. Dies ist ein eindeutiger Hinweis auf die
Bildung diastereomerer Komplexe. Ein Vergleich der Spektren dquimolarer Mischungen
des Rezeptors 1b mit den enantiomerenreinen Substraten R-11 und S-11 zeigt, dal3 die
Protonen des (R)-Enantiomers durch die Komplexierung die groBeren Hochfeldshifts
erfahren (Abb. 2.20).

‘ N(CH3)3
cn |
(a) — e 'I b
\ |4
b) — A TR \ ______ EENEDWY) | CEE o W W
L PV Py

fppm)

Abb. 2.20: "H-NMR Spektren von rac-11 (a) und den Komplexen wischen 1b und rac-11 (b), R-11 (c)
und S-11 (d) in 0,1% d,-DMSO/CDCI,. Beobachtet wurden sowobl die CH, als anch die N(CH,); Protonen
des Substrats.
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Bevor die Assoziationskonstanten der Komplexe zwischen 1a — d bestimmt werden
kénnen, muf} zunichst die Komplexstéchiometrie bekannt sein. Diese kann mit Hilfe der
Methode von Job,['8.190 welche von Blanda auf die NMR-Spektroskopie iibertragen

wurde, 1 ermittelt werden.

Hierbei wird eine Reihe von Losungen angesetzt, bet denen die Summe der Konzen-
trationen von Rezeptor und Substrat konstant gehalten, das Verhiltnis der beiden Kon-
zentrationen aber variiert werden. Dabei bietet sich an, den Molenbruch der beiden Vet-
bindungen im Bereich von 0,0 bis 0,9 in Schritten von 0,1 zu verindern. AnschlieBend
werden die NMR-Spektren der Losungen aufgenommen. Wichtig ist, daf3 die beiden Ver-
bindungen in dem gewihlten Konzentrationsbereich keine Selbstassoziation aufweisen

durfen.

Allgemein gilt, dal3 die Konzentration des Komplexes dann am grofiten ist, wenn
Rezeptor und Substrat in einem Verhiltnis vorliegen, das der Stochiometrie des
gebildeten Komplexes entspricht. Diese Konzentration ist nicht direkt meBbar, Blanda
konnte jedoch zeigen, daf3 die Komplexkonzentration bei schnellen Gleichgewichten dem
Wert AS und, bei konstanter Gesamtkonzentration von Substrat und Rezeptor, auch dem
Molenbruch der beobachteten Komponente proportional ist. Trigt man also das Produkt
Ad-X gegen X auf, erhilt man eine Kurve, die ein Maximum bei dem Molenbruch besitzt,

der mit der Komplexstéchiometrie korreliert.

Stellvertretend bestimmte ich auf diese Weise die Komplexstéchiometrie fiir das Sub-
strat (R)-PETMA*-Pikrat mit den beiden Cyclopeptiden 1b und 1c. Als Losungsmittel
verwendete ich wieder CDCl3 mit 0,1% DMSO-d6. Es ergab sich, dal3 die beiden
Komplexe wie erwartet eine 1:1-Stochiometrie besitzen (Abb. 2.21 und Abb. 2.22),
welche auch fiir Komplexe dieser Cyclopeptide mit achiralen Kationen beobachtet

wurde.[?l
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Abb. 2.21: Job-Plot des Komplexes aus 1b und (R)-PETMA"-Pikrat in CDCl;/0,1% DMSO-d6. 1V er-
Jfolgt wurden die Signale der N(CH,); Protonen (Dreiecke) und der CH,; Protonen (Kreise). Beide Maxima lie-
gen bei X ,=0,48.

0,16
0,14 -
0,12
0,1

0,08 -

_AS*X1 c

0,06 -

0,04 - N

0,02 -

X1c

Abb. 2.22: Job-Plot des Komplexes ans 1c und (R)}-PETMA"-Pikrat in CDCL;/0,1% DMSO-d6. Ver-
Jfolgt wurde das Signal der N(CH,); Protonen. Das Maxinum liegt bei X ,.=0,51.
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Nun bestimmte ich mit Hilfe von Wirt-Gast-Titrationen die Stabilititskonstanten der
Komplexe der beiden Enantiomere (R)- und (§)-PETMA*-Pikrat- mit den vier Cyclo-
peptiden 1a, 1b, 1c und 1d.

Bei dieser Methode werden zu konstanten Mengen der Verbindung, deren Signalshift
verfolgt wird, steigende Mengen der anderen Komponente des Komplexes titriert. Tragt
man dann die chemische Verschiebung eines geeigneten Signals im NMR-Spektrum in
Abhingigkeit des Stoffmengenverhiltnisses zwischen Substrat und Rezeptor auf, erhilt
man eine Sittigungskurve, aus der mit Hilfe einer nicht-linearen Regression die
Assoziationskonstante berechnet werden kann. Aus dem Grenzwert der Sittigungskurve
148t sich die chemische Verschiebung des beobachteten Protons im Komplex berechnen.
Die Konzentrationen und Stoffmengenverhaltnisse sollten méglichst so gewiahlt werden,

daB bei der Titration ein Sattigungsgrad von 75-80% erreicht wird.[12]

Die mathematischen Grundlagen dieses Verfahrens werden im Folgenden kurz

zusammengefal3t. Der Zusammenhang zwischen der beobachteten chemischen Ver-
schiebung 6 und der chemischen Verschiebung eines Protons des freien Substrates o

bzw. det chemischen Verschiebung dieses Protons im Komplex Omax in Abhingigkeit der

Konzentrationen wird durch Gleichung 2 beschrieben.

S = [S1, —[K] s + K s [S]o= Ausgangskonzentration Substrat GL 2

[S], 181, ™ [K]= Komplexkonzentration
Gleichung 2 1a3t sich in Gleichung 3 umformen.

5_50 _ [K]
5max _50 [S]O

GL3

Fir den Fall einer 1:1 St6chiometrie wird das Komplexierungsgleichgewicht durch das

Massenwirkungsgesetz (G1.4) beschrieben.
K,

Rezeptor + Substrat Komplex

K,

[R]= Rezeptorkonzentration
[S]= Substratkonzentration Gl 4
[K]= Komplexkonzentration

__[K]
© [RIS]
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Die Konzentrationen der freien Gastverbindung [S] und die der freien Wirtverbindung
[R] lassen sich gemal3 Gleichung 5a und 5b aus den Einwaagekonzentrationen und [K]
berechnen.

[R]=[R]o-[K] Gl. 52
[S]=[S]o-[K] GL 5b

Durch Einsetzen dieser beiden Gleichungen in das Massenwirkungsgesetz erhilt man

ein quadratisches Gleichungssystem, das nach [K] aufgel6st, Gleichung 6 liefert.

GLo

[K]=

[R], +[S], + K" _\/([R]o +[S], + K, ')’ ~[R1,[S],

2 4

Gleichung 6 kann nun in Gleichung 3 eingesetzt werden. Der resultierende Ausdruck

enthilt als einzige Unbekannte K, und Omas, die aus den MeBwerten der NMR-Titrationen

mit Hilfe einer nicht-linearen Regression berechnet werden kénnen. 190, 192-194]

Stellvertretend sind in Abb. 2.23 die beobachteten MeBwerte (Punkte) und das
Ergebnis der nicht-linearen Regression (Kurve) fir die Titration von (R)-PETMA*-Pikrat
mit dem Cyclopeptid 1a dargestellt.

05 -
2 04
(3]
T
@)
L 03-
El
oy
2 02
[Ze}
T
011
0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10

c(1a) / c((R)-PETMA-Pikrat)

Abb. 2.23: Enrgebnis der Wirt-Gast-Titration von 1a mit (R)-PETMA"-Pikrat in CDCL/0,1%
DMSO-do. Interner Standard: TMS. Punkte: Mefwerte, Linie: Ergebnis der nicht-linearen Regression.
Beobachtet wurde die chemische 1 erschiebung der N(CH,);-Protonen des Substrats.
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In Tabelle 2.1 sind die Ergebnisse der Titrationen aller Cyclopeptide 1a - 1d mit den
beiden Enantiomeren des IN,N,N-Trimethyl-1-phenylethylammoniumpikrats R-11 und S-

11 zusammengefasst. Dabei wurde der Diastereomereniiberschul3 de mit Hilfe von

Gleichung 7 berechnet.
L KBR-K(S) -
K,(R)+ K, (5)

Rezeptor  Gast K. A8 max AAG Kealcd. Kexp de

la R-11 1580 0,66 0,43 1,19 1,12 8
S-11 1330 0,66

1b R-11 1550 0,65 1,01 1,50 1,41 21
S-11 1030 0,67

1c R-11 4550 0,54 0,99 1,49 1,41 20
S-11 3050 0,54

1d R-11 3620 0,55 0,34 1,15 n.e. 7
S-11 3150 0,56

Tab. 2.1: Stabilititskonstanten der Komplexe zmwischen den Cyclopeptiden 1a-1d und PETMA-Pikrat;
T=298K; K ,=Assoziationskonstante in M, Febler <15%, AS,,, =maximaler Shift des Signals von N(CH,);

max

in ppmy AAG in k] mol’; de= diastereomerer Uberschuf§ in Yo, R Roga = experimentell bestimmtes bz be-

rechnetes 1V erhaltnis der Assoziationskonstanten K (R)/K (S); n.e. = nicht ermittelt.

Berechnet man aus den so ermittelten Daten das Verhiltnis der Assoziations-
konstanten keacd=Ka(R)/Ka(S), erhilt man ein Mal fir die Enantioselektivitit des jewei-
ligen Rezeptors. Ein Problem dieses Verfahrens besteht allerdings darin, dall man fir die
aus den NMR-Titrationen ermittelten Stabilititskonstanten einen Fehler von bis zu 15%
berticksichtigen muf3. Unterscheiden sich die gemessenen Bindungskonstanten der dia-
stereomeren Komplexe also nicht deutlich, kann die auf diese Weise berechnete Enantio-

selektivitit moglicherweise sehr ungenau sein.

Eine Moglichkeit, die berechnete Enantioselektivitit experimentell abzusichern, be-
steht in der direkten Bestimmung von Ki(R)/K,(S) mit Hilfe einer kompetitiven NMR-
Titration. Dabei wird das Racemat eines Substrats mit einem chiralen Rezeptor titriert.
Unterscheidet sich durch den Einflul der Komplexierung die Resonanz der Gastpro-
tonen beider Enantiomere, wie in dem von mir untersuchten System, kann wihrend einer

Titration der Shift zweier Signale verfolgt werden.
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Man erhilt ein Paar von Sittigungskurven, aus denen das Verhiltnis der Stabilitéts-
konstanten der beiden Komplexe direkt berechnet werden kann. Die mathematischen
Grundlagen dieses Verfahrens werden im folgenden kurz zusammengefal3t.

Die relativen Konzentrationen der im Gleichgewicht vorliegenden Komplexe kénnen
durch die Verschiebung der Protonenresonanzen beider Giste im 'H-NMR Spektrum

analog zu Gleichung 3 gemil3 Gleichung 8a und 8b bestimmt werden. doay und do) sind

die chemischen Verschiebungen der unkomplexierten Substrate, Omax1) und Omax) die

Resonanz der Gastprotonen der beiden Substrate im Komplex.

o
o

o ~ % [K,] 82y =00 [K,] Gl. 8a/8b

maxy ~ 0oy [S1]o Omaxy — %0y [S210

Zwei konkurrierende Komplexierungsgleichgewichte zwischen einem Rezeptor und

zwei Substraten werden durch folgende Reaktionsgleichungen beschrieben.

K K
R+, Kal K, R +S, Taz~ K,
d1 d2

Die beiden Assoziationskonstanten K1 und Ki2 von K und K ergeben sich nach dem
Massenwirkungsgesetz dementsprechend gemil3 Gleichung 9a bzw. 9b. Thr Verhaltnis

Ka1/Kaz ist von der Konzentration des freien Rezeptors [R] unabhingig (Gl. 10).

.51 K 1 K, _[K/]-IS,] Gl. 92/9b/10
[RILS,] [RI[S,] K., [K,]-[S,]

Setzt man in Gleichung 10 die Massenbilanzen, die sich analog zu Gleichung 5b be-
rechnen lassen, flr beide Substrate ein, erhilt man einen Ausdruck (Gl 11), der als
Variablen das Verhiltnis der Bindungskonstanten K,1/Ka2 und die beiden Werte fiir Omax
enthilt.[195,196]

Kal (5(1) - 50(1)) ' (5max(2) - 5(2))

= Gl 11
Ka2 (5<2) _50(2)) ’ (5max(1) _5(1))

Aus den MeBdaten konnen im Prinzip durch Kurvenanpassung alle drei Parameter
ermittelt werden. Genauer ist es jedoch, zumindest einen Wert fiir Omax (z.B. Omax1)) mit

Hilfe einer NMR-Titration zu bestimmen, bei der nur ein Substrat verwendet wird.
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Die beiden restlichen Parameter kénnen dann durch eine nicht-lineare Regression
berechnet werden. Dazu wird Gleichung 11 nach 8u) zu Gleichung 12 aufgelést und
durch ein iteratives Verfahren Kai/Ka2 und Omaxe) solange variiert, bis die berechneten

Werte fur 61y mit den gemessenen am besten Ubereinstimmen.

Ka
K ! (5(2) _50(2) )5max(1) + (5max(2) - 5(2))50(1)
S a2 Gl 12

m = K.,
Kia (5(2) - 50(2)) + 5max(2) - 5<2)

a2

Zur Veranschaulichung des Titrationsverlaufs sind in Abbildung 2.24 ein Stack-Plot
aller zu einer kompetitiven Titration geh6renden NMR-Spektren und die daraus erhal-
tenen Titrationskurven dargestellt. Die Zuordnung der beiden Enantiomere zu diesen

Kurven erfolgte bereits anhand Abbildung 2.20.
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Abb. 2.24: Kompetitive Wirt-Gast-Titration von 1c mit (£)-PETMA"-Pikrat in CDCL;/0,1% DMSO-
d6. Interner Standard: TMS. Links: Stack-plot der NMR-Spektren, rechts: daraus gewonnene Titrations-
kurven, Dreiecke: R-11, Punkte: S-11. Beobachtet wurde die chemische 1 erschiebung der N(CH,),-Protonen des
Substrats.

Die bei diesen kompetitiven NMR-Titrationen erhaltenen Ergebnisse sind ebenfalls in

Tabelle 2.1 zusammengefal3t. Wie man sicht, stimmen die berechneten Werte keaea mit

den experimentell ermittelten key, sehr gut tiberein.
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Man kann daher davon ausgehen, dafl die aus diesen Untersuchungen resultierenden
Selektivititen die Affinitit der Peptide 1a-1c fiir die beiden PETMA™ Enantiomere ver-
laBlich widerspiegeln.

Abbildung 2.24 zeigt, da3 die Sittigungskurven der kompetitiven NMR-Titrationen
denen der koventionellen stark dhneln. Auch hier kann man davon ausgehen, dal3 die
starker gekrimmte Kurve einem stabileren Komplex zuzuordnen ist. Ein Versuch, die
einzelnen Sittigungskurven der kompetitiven Titration mit demselben Verfahren auszu-
werten, das fur die Einzeltitrationen verwendet wurde, zeigte erstaunlicherweise, daf} weit-

gehend identische Stabilititskonstanten resultieren (Tabelle 2.2).

Rezeptor  Gast K. ABimax keated K (kompet.) ABimax kealed

1la R-11 1580 0,66 1,19 1300 0,66 1,21
S-11 1330 0,66 1070 0,66

1b R-11 1550 0,65 1,50 1560 0,66 1,53
S-11 1030 0,67 1010 0,70

1c R-11 4550 0,54 1,49 4500 0,53 1,47
S-11 3050 0,54 3070 0,56

Tab. 2.2: Stabilititskonstanten der Komplexe zwischen den Cyclopeptiden 1a-Ic und PETMA-Pikrat;
T=298K; K ,=Assoziationskonstante in M'; AS,, . =maximaler Shift des Signals von N(CH,); in ppm; k=

max

berechnetes Verhdltnis der Assoziationskonstanten K (R)/ K (S).

Dies ist insbesondere auch deshalb verwunderlich, da fiir die Auswertung die Gesamt-
konzentrationen des Substrats und nicht die Konzentration der einzelnen Enantiomere,
welche nur halb so hoch ist, verwendet wurden. Eine Erklirung fiir die gute Uberein-
stimmung der Daten liefert aber folgende mathematische Betrachtung.

Bei geringer Enantioselektivitit ist die Konzentration der beiden Komplexe [Ki] und
[K2] praktisch gleich gro3. Zusitzlich sind die Ausgangskonzentrationen der beiden
Substrate [Si]o und [S2]o ebenfalls gleich grof3. Damit erhilt man fir die beiden konkur-

rierenden Reaktionen im Gleichgewicht folgende Massenbilanzen.

[R]=[R]o-[Ki]-[K2] Gl 13a
[S1]=[S]o/2-[K1] Gl.13b
[S2]=[S]o/2-[K2] Gl 13¢
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Setzt man nun [Ki]=[K2]=2[K], erhilt man durch FEinsetzen von 13a-c in die
Gleichungen 9a und 9b folgende Gleichungen 14a und 14b.

K] = K] Gl. 14a/14b

K, = K,
“ ([R], —[KD([S], —[KD) ([R], —[KD(S], —[K])

Beide entsprechen den Massenwirkungsgesetzen eines einzelnen Komplexierungs-
gleichgewichts. Das zweite Gleichgewicht ist darin berticksichtigt, hat aber aufgrund der

geringen Enantioselektivitit der Rezeptoren auf das Ergebnis nur einen geringen Einfluf3.

Auch wenn diese Vorgehensweise Stabilititskonstanten liefert, die mit groBeren
Fehlern behaftet sind als die der Einzeltitrationen, stellt sie doch eine schnelle und
einfache Methode dar, absolute Bindungskonstanten aus einer kompetitiven Titration zu
ermitteln. Voraussetzung ist allerdings, dal} die Enantioselektivitit des Rezeptors nicht zu
hoch ist, und dal} die Ausgangskonzentrationen der beiden Substrate identisch sind, was

bei Verwendung des Racemats einer chiralen Verbindung der Fall ist.

Zu den Ergebnissen in Tabelle 2.1 1463t sich sagen, daf3 alle untersuchten Cyclopeptide
das (R)-Enantiomer von PETMA™* besser als das (§)-Enantiomer binden. Dabei ist die
Enantioselektivitit der beiden substituierten Cyclopeptide 1b und 1c hoher als die des un-
substituierten Cyclopeptids 1a. Eine Erklirung hierfiir verdeutlichen die 3D-Strukturen
dieser drei Cyclopeptide in Abb. 2.25.

la 1b 1c

Abb. 2.25: 3D-Strukturen der drei Cyclopeptide 1a, 1b und Ic.
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Bei allen Cyclopeptiden erfolgt die Komplexbildung durch Einlagerung des Kations in
den schalenférmigen Hohlraum. Die asymmetrisch substituierten Kohlenstoffatome der
L-Prolinuntereinheiten, die fiir die Chiralitit der Cyclopeptide unter anderem verantwort-
lich sind, sind allerdings recht weit von diesem Hohlraum entfernt. Die 3D-Struktur von
Cyclopeptid 1a in Abb. 2.25 verdeutlicht, dal3 der Hohlraum recht symmetrisch ist. In 1b
und 1c sind die Substituenten des Cyclopeptids in unmittelbarer Nihe des Hohlraums an-
geordnet. Es ist daher anzunehmen, dal3 sie die Komplexgeometrie und damit einher-
gehend die Enantioselektivitit der Rezeptoren durch sterische Faktoren direkt beein-
flussen kénnen.

Vergleicht man die Kationenaffinitit der Rezeptoren 1c und 1d miteinander, so stellt
man fest, dal} die zusitzlichen aromatischen Substituenten in 1d keine Erhchung der
Komplexstabilitit bewirken. Tatsdchlich ist die Kationenaffinitit von 1d sogar geringer als
die von 1c. Eine kooperative Verstirkung der Kationenbindung durch zusitzliche Kation-
n-Wechselwirkungen kann also ausgeschlossen werden. Der sterische Anspruch der
Benzylester scheint bei der Komplexbildung eher zu stéren. Letztendlich zeigen diese
Ergebnisse eindeutig, dal3 alle vier Cyclopeptide das chirale quaternire Ammoniumion

PETMA enantioselektiv binden konnen.

Im nichsten Schritt untersuchte ich nun den EinfluB3 des Gegenions sowohl auf die
GroBlenordnung der Assoziationskonstanten, als auch auf die Enantioselektivitit. Diese
Untersuchungen habe ich auf Cyclopeptid 1b beschrinkt. Als Gegenion verwendete ich
zunichst das von Lacour entwickelte phosphorhaltige, lipophile Anion BINPHAT. In
enantiomerenreiner Form bildet dieses Anion mit chiralen, quaterniren Ammonium-
ionen, wie zum Beispiel PETMA®, diastereomere Salze, wobei sich die Resonanz der
Kationenprotonen im NMR fiir beide Enantiomere des Kations deutlich unterscheidet.
Dies erméglicht den Einsatz von BINPHAT als chirales Shiftreagenz in der NMR-
Spektroskopie.[*]

Die Verwendung von PETMA* BINPHAT- Salzen in NMR-Titrationen mit den von
mir untersuchten Cyclopeptiden fiihrte jedoch zu nicht auswertbaren Ergebnissen, da das
Signal der Trimethylammoniumprotonen in den verschiedenen Spektren sowohl zu
héherem als auch zu niedrigerem Feld verschoben war. Da sich die Losungen auflerdem
tiber Nacht gelb firbten, muf3 man annehmen, dal3 sich das BINPHAT Anion in Lésung
zersetzt und eine Verwendung dieses Anions in dem von mir untersuchten System ausge-
schlossen ist. Ich entschied mich daher, die Untersuchungen in Gegenwart der ebenfalls
von Lacour entwickelten TRISPHAT Anionen durchzufiihren, da diese in Losung deut-

lich stabiler sind.
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Tatsichlich erhielt ich wihrend einer Titration von PETMA* TRISPHAT- Salzen mit
1b gut auswertbare NMR-Spektren, die eine Bestimmung der Stabilitdtskonstante der ge-
bildeten Komplexe nach dem tblichen Verfahren erlaubten. Ich habe dementsprechend
alle Salze R/S-15¢, R/S-15b und R/S-15a mit 1b titriert. Als Beispiel sind in Abb. 2.26
die NMR-Spektren und die Sittigungskurve der Titration von 1b mit R-15a abgebildet.
Zur Veranschaulichung sind in Abb. 2.27 zusitzlich die Strukturen dieser beiden Ver-

bindungen dargestellt.
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Abb. 2.26: Wirt-Gast-Titration von 1b mit (R)}-PETMA"-(A)-TRISPHAT in CDCI;/0,1% DMSO-
d6. Interner Standard: TMS. Links: Stack-plot der NNMR-Spektren, rechts: daraus gewonnene Titrationskurve.
Beobachtet wurde die chemische 1V erschiebung der N(CH,),-Protonen des Substrats.

CHs

O

e d o
®
") N(CH3)
Cl cl

R-15a cl Cl

Abb. 2.27: Strukturen des Cyclopeptids 1b und des PETMA" TRISPHAT Salzes R-15a.
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Tabelle 2.3 enthilt die Ergebnisse aller Titrationen.

Gast K. A8 .max AAG Kealed. Kexp de
R-15c 2000 069 0.82 139 135 16
S-15¢ 2080 0,71
R-15b 4410 0,69 0,98 1,49 1,52 20
s-15b 2980 0,71
R-15a 5070 0,74 1,60 1,90 1,69 31

b b

S-15a 2660 0,80

Tab. 2.3: Stabilitatskonstanten der Komplexe zwischen dem Cyclopeptid 1b und PETMA-TRISPHAT
Salzen. T=298K; K,=Assoziationskonstante in M, Febler <15%, AS,,, =maximaler Shift des Signals von

N(CH,), in ppm; AAG in k] mol’; de= diastereomerer Uberschuf§ in %; Rop Ryt = experimentell bestimmtes
bzw. berechnetes 1 erhaltnis der Assoziationskonstanten K (R)/K (S).

Wie erwartet sind die Bindungskonstanten aller Komplexe in Gegenwart von
TRISPHAT grof3er als in Gegenwart von Pikrat. Hierfiir kann nach Untersuchungen von
Roelens zum Einflul von Anionen auf die Kationenaffinitit kinstlicher Rezeptoren die
geringere Ladungsdichte des lipophilen TRISPHAT Anions verantwortlich gemacht wer-
den.[94, 93]

Zusitzlich erkennt man, daf3 die Konfiguration des Anions sowohl auf die Komplex-

stabilitit als auch auf die Enantioselektivitit einen deutlichen Einfluf3 hat. Dabei sind die
Komplexe in Gegenwart von (A)-TRISPHAT tendenziell stabiler als in Gegenwart von
(A)-TRISPHAT. Dartiber hinaus ist auch die Enantioselektivitit der Kationenerkennung
in Gegenwart von (A)-TRISPHAT gréBer als in Gegenwart von (A)-TRISPHAT. Race-

misches TRISPHAT nimmt eine Zwischenstellung ein, wobei sich hierfiir die Enantio-
selektivitit der Kationenkomplexierung von der in Gegenwart achiraler Pikratanionen
bestimmten nicht unterscheidet.

Wie kann man den beobachteten Anioneneffekt auf die Kationenbindung von 1b er-
kliren? Zur Beantwortung dieser Frage mufBl man zunichst unterscheiden, ob die
TRISPHAT-Salze in Chloroform, dem fiir die NMR-Titrationen verwendeten Losungs-
mittel, dissoziieren oder nicht.

Nimmt man an, daf3 die Salze in Chloroform undissoziiert vorliegen, wird vom Rezep-
tor bei der Komplexbildung das gesamte Ionenpaar gebunden. Da die Komplexe von 1b
mit R-15¢, S-15¢, R-15a und S-15a diastereomer zueinander sind, sollten sie

unterschiedlich stabil sein, was auch beobachtet wird.
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Kommt es in Losung allerdings zu einer Dissoziation des Salzes, wird das System
komplizierter, da bei der Beschreibung der Komplexbildung ein vorgelagertes Dissozia-

tionsgleichgewicht des Salzes berticksichtigt werden mul3.

Die Wechselwirkung zwischen ungeladenen Wirtrmolekiilen und ionischen Gastmole-
kilen wurde vor kurzem eingehend von Gibson untersucht. Gibson zeigte, dal3 Dis-
soziationsgleichgewichte von Salzen einen erheblichen Einflul auf die Bestimmung von
Stabilititskonstanten mit NMR-Titrationen haben kénnen. Ein Beispiel hierfur ist die
Komplexbildung zwischen einem Dibenzylammoniumsalz 88 und Dibenzo-24-Krone-8

89 gemil3 Schema 2.57.1197]
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Schema 2.57: Komplexbildung zwischen Dibenzo-24-Krone-8 89 und dem Dibenzgylammoninmsaly 88;
X=Triflnoracetat (I'F.A).

In diesem System ist die durch NMR-Titration bestimmte Bindungskonstante sowohl
von der Rezeptor- als auch von der Salzkonzentration abhingig. Um diese Konzentra-
tionsabhingigkeit zu erkliren, bertcksichtigt Gibson ein vorgelagertes Dissoziations-
gleichgewicht des Salzes gemill Gleichung 15 (Kj,q=Dissoziationskonstante des Ionen-
paars).

Kipd
KA~ == K'+A Gl. 15
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Die eigentliche Stabilitidtskonstante des Komplexes beschreibt nur die Komplexier-
ung des Kations. Bei den NMR-Titrationen wird allerdings die in Ldsung vorhandene
Kationenkonzentration mit der Gesamtkonzentration des Salzes gleichgesetzt, was nach
Gleichung 15 offensichtlich nicht zuldssig ist. Gibson entwickelte dementsprechend einen
mathematischen Formalismus, mit dem man aus NMR-Titrationen sowohl die Dis-
soziationskonstante eines Salzes als auch die wahre Stabilititskonstante des Kationen-
komplexes ermitteln kann. Ob bei der Bestimmung von Stabilititskonstanten der Kom-
plexe zwischen geladenen Gisten und ungeladenen Rezeptoren eine vorgelagerte Salz-
dissoziation berticksichtigt werden muf3, ergibt sich nach Gibson aus der Konzentrations-
abhingigkeit der bestimmten Stabilititskonstanten. Sind diese bei verschiedenen Konzen-
trationen von Wirt und Gast unterschiedlich, muf3 man eine Salzdissoziation bertick-
sichtigen, im anderen Fall nicht.

Ich habe dementsprechend die Konzentrationsabhingigkeit der Assoziations-
konstanten der Komplexe zwischen 1b und den in Tab. 2.3 genannten TRISPHAT-Salzen
untersucht. Hierfur habe ich gemill Gleichung 16 K, an jedem Punkt einer NMR-

Titration berechnet.[1%8]
Ka=(Ad/ Admax) / [1-(AS/ Admasx)] {[1P]0-(AS/ ASmax) [R-15a]0 } Gl 16

Als Beispiel ist in Tabelle 2.4 das Ergebnis fiir die Titration von R-15a mit 1b gezeigt.

[1b]o (mM)  [R-15a)o (mM) A8 (ppm) A8/ ABima Ka (M)
0.20 0.20 0.286 0.389 5140
0.40 0.20 0.435 0.588 5050
0.60 0.20 0.515 0.696 4970
0.80 0.20 0.566 0.765 5030
1.00 0.20 0.597 0.806 4970
1.20 0.20 0.618 0.835 4890
1.40 0.20 0.635 0.859 4950
1.60 0.20 0.648 0.876 4970
1.80 0.20 0.660 0.892 5070
2.00 0.20 0.668 0.903 5090

Tab. 2.4: Stabilititskonstanten des Komplexes zwischen dem Cyclopeptid 1b und R-15a in Abhdngigkeit
von der Rezeptoransgangskonzentration. T=298K; K =Assoziationskonstante in M'; AS = Shift des Signals
von N(CH,); in ppm; AO,,,. = maximaler Shift des Signals von N(CH,); in ppm.
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Dabei ist [1b]o die Ausgangskonzentration des Rezeptors, [R-15a]o die Ausgangs-
konzentration des Substrats, Ad die beobachtete und Admax die maximale chemische Ver-
schiebung der Trimethylammoniumprotonen.

Tabelle 2.4 zeigt eindeutig, dal die so ermittelten Assoziationskonstanten an jedem
Punkt der Titration fast identisch und somit nicht von der Ausgangskonzentration des
Substrats abhingig sind. Daher ist es sehr unwahrscheinlich, dal3 bei der Komplexbildung

ein vorgelagertes Dissoziationsgleichgewicht berticksichtigt werden muf3.

Diese Annahme wird durch drei weitere unabhingige Experimente bekriftigt. Erstens
zeigte eine Verdinnungsreihe von R-15a im Konzentrationsbereich von 2 bis 0,02 mM,
daB3 in 0,1% DMSO-d6/CDCl; das Signal der Trimethylammoniumprotonen in allen be-
obachteten NMR-Spektren praktisch die gleiche chemische Verschiebung aufweist. Dies

demonstriert, daf3 in diesem Konzentrationsbereich dieselbe Spezies in Lésung vorliegt.

Zweitens hingen die Ergebnisse der NMR-Titrationen nicht davon ab, ob die Substrat-
oder die Rezeptorkonzentration variiert werden. Verfolgt man zum Beispiel wihrend
einer Titration, bei der die Konzentration von 1b konstant gehalten und die von R-15a
verandert wird, das Signal der H,-Protonen des Cyclopeptids, erhilt man die in Abb. 2.28

dargestellte Sittigungskurve.
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Abb. 2.28: Ergebnis der Wirt-Gast-Titration von (R)-PETMA"-(A)-TRISPHAT mit 1b in CDCI;/
0,1% DMSO-d6. Interner Standard: TMS. Punkte: Mefwerte, Linie: Ergebnis der nicht-linearen Regression.

Beobachtet wurde die chemische 1 erschiebung der H o-Protonen des Rezeptors.
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Die aus dieser Kurve durch nicht-lineare Regression ermittelte Assoziationskonstante
betrigt 4800 M-1. Dieser Wert stimmt sehr gut mit der Bindungskonstante von 5070 M-

tberein, die ich aus der umgekehrten Vorgehensweise erhalten habe (Tab. 2.3).

Berticksichtigt man drittens die Diffusions-NMR Untersuchungen von Lacour,[1% die
zeigen, dall TRISPHAT-Salze in Chloroform vollstindig aggregiert vorliegen, kann man
davon ausgehen, dal3 quaternire Ammonium-TRISPHAT Salze in dem gewahlten Kon-

zentrationsbereich und Lésungsmittelgemisch von 1b als Ionenpaare gebunden werden.

Die Tatsache, da3 Komplexe, die sich nur in der Konfiguration des Anions unter-
scheiden, unterschiedlich stabil sind, zeigt also, da3 das Anion, obwohl es nicht direkt
vom Rezeptor gebunden wird, indirekt als Bestandteil des Ionenpaars Einfluf3 auf die
Komplexstruktur nimmt. Nach der Interpretation von Roelens kénnen Anionen durch
Ladungsverschiebung im Kation, welche durch das Anion im engen Ionenpaar verursacht
wird, einen Einflul3 auf die Wechselwirkung eines kunstlichen Rezeptors mit Kationen
nehmen.* Dabei ist die Ladungsumverteilung umso gréBer, je hoher die Ladungsdichte
des Anions ist, da dadurch eine héhere Ladungsdichte an der Kontaktstelle zwischen
Anion und Kation zu erwarten ist. An der Kontaktstelle zwischen Kation und Rezeptor
ist dagegen die positive Ladungsdichte herabgesetzt, was die Wechselwirkung schwicht.
Da es sich bei den Salzen R-15a und R-15¢ um Diastereomere handelt, konnte auch hier
die Ladungsverteilung im Kation unterschiedlich sein. Berticksichtigt man aber die geringe
Ladungsdichte im TRISPHAT-Anion, ist es unwahrscheinlich, daf3 dieser Effekt einen
Unterschied in den Stabilititskonstanten der beiden Komplexe um einen Faktor von fast
zwei erklirt. Sehr viel plausibler ist, daf} sterische Effekte des Anions die Komplex-
stabilitit beeinflussen. Offensichtlich erlaubt die Struktur des Ionenpaars R-15a eine enge
Wechselwirkung zwischen dem Kation und 1b, wihrend sterische Wechselwirkungen
zwischen 1b und dem A-konfigurierten TRISPHAT Anion die Bindung des entsprechen-
den Kations schwichen.

Dies wiirde gleichzeitig bedeuten, daf3 die TRISPHAT Anionen im Komplex in unmit-
telbarer Nihe zum Cyclopeptid angeordnet sind. Leider geben die "H-NMR Spektren
dartiber keine direkte Auskunft, da TRISPHAT Anionen keine Protonen besitzen. Der
Hochfeldshift des Signals der Pikratanionen bei Komplexierung der Salze (K)-PETMA*
Pikrat R-11 und (§)-PETMA™* Pikrat S-11 zeigt aber, daf} sich dieses Anion im Komplex
sehr wahrscheinlich tatsiachlich in der Nihe der aromatischen Untereinheiten des Cyclo-

peptids befindet.
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Diese Interpretation steht im Einklang mit Befunden zur Komplexierung von Pikrat-

salzen mit Calixarenenl9 und Kronenethern mit aromatischen Untereinheiten.[200]

Um zu untersuchen, ob man einen dhnlichen Effekt auch bei der Komplexbildung von
Salzen beobachtet, die Anionen enthalten, welche TRISPHAT Anionen strukturell
dhneln, jedoch Protonen enthalten, habe ich auch die Komplexbildung des Salzes R-91
mit 1b NMR-spektroskopisch verfolgt. Bei diesem Salz handelt es sich um ein Gemisch
aus (R)-PETMA-(R,RA)-HYPHAT R-90a und (R)-PETMA-(R,R,A)-HYPHAT R-90b
(d.e.=40%), weshalb die benzylischen Protonen des Anions diastereomer zueinander und

thre chemischen Verschiebungen im "H-NMR unterschiedlich sind.[201]
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Abb. 2.29: Stack Plot einer Titration des Salzes R-91 mit dem Cyclopeptid 1b.

In Abbildung 2.29 ist der Teil des 'TH-NMR Spektrums abgebildet, in dem der Einflul3
der Wechselwirkung von 1b mit R-91 auf die Resonanz der benzylischen Protonen des
Anions zu erkennen ist. Wie man sicht, shiftet mit zunehmender Cyclopeptidkonzen-
tration das Signal des Gberwiegenden HYPHAT Diastereomers zu tiefem Feld, wihrend

das Signal des anderen Diastereomers zu hohem Feld verschoben wird.
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Dies zeigt zweietlei: Zum einen gelangen die HYPHAT Anionen im Komplex tatsich-
lich in unmittelbare Nihe des Cyclopeptids. Daritiber hinaus zeigt das Ergebnis aber auch
eindeutig, dal} sich die Struktur der beiden gebildeten Komplexe unterscheiden mulf3,
denn in einem Komplex befinden sich die benzylischen Protonen des Anions in einer
mehr entschirmenden Umgebung, wihrend die Protonen im anderen Komplex mehr ab-
geschirmt werden. Offensichtlich kann die Struktur eines Anions, auch wenn es nicht
direkt von einem Rezeptor gebunden wird, die Struktur und Stabilitit des gebildeten

Komplexes deutlich beeinflussen.

Dieses Ergebnis demonstriert dementsprechend einen wichtigen Aspekt des Effekts
von Anionen auf die Kationenaffinitit kiinstlicher Rezeptoren, der bisher wenig beachtet
wurde. In den meisten Untersuchungen wurde der Anioneneffekt eher auf elektronische

als auf sterische Effekte der Anionen zurtickgefiihrt.[%4 93]

Interessanterweise ist das untersuchte System dartiber hinaus ein ungewchnliches Bei-
spiel fur eine matched/mismatched Situation bei der Bildung supramolekularer Aggregate.
Die Komplexierung von R-15a durch 1b stellt in diesem Zusammenhang den matched
Fall dar, da der gebildete Komplex am satbilsten ist. Eine Inversion der Konfiguration des
Anions oder Kations fihrt zu weniger stabilen Komplexen, d.h. die Wechselwirkung ist
mismatched. Der am wenigsten stabile Komplex wird aber gebildet, wenn man die

Konfiguration des Anions und des Kations invertiert.
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2.4 Enantioselektive Kohlenhydraterkennung

2.4.1 Bekannte Rezeptoren

Eine Reihe von chiralen kinstlichen Rezeptoren zur enantioselektiven Erkennung von
Kohlenhydraten ist bekannt. Dabei muf3 man zwischen solchen unterscheiden, die ihre
Substrate mit Hilfe von nicht-kovalenten Wechselwirkungen bindenl>3l und solchen, die
Boronsduresubstituenten fiir die Substratbindung ausnutzen.

Da ich mich in meiner Arbeit nur mit dem zweiten Typ von Rezeptoren beschiftigt
habe, stelle ich an dieser Stelle nur Beispiele fiir chirale boronsiurehaltige Rezeptoren vor.
So wurde von Shinkai der in Abb. 2.30 dargestellte Rezeptor 92 entwickelt und im Hin-

blick auf seine Kohlenhydrataffinitit in waBrigen Losungsmitteln untersucht.[”3]

B(OH),

N
OO OMe Monosaccharid D K, L K,

OMe Fructose 10.000 3.160
OO N Glucose 2.000 1.260

{
B(OH),
92
Tab. 2.5: Stabilititskonstanten des  Komplexes
Abb. 2.30: Struktur eines chiralen Koblen- swischen Rezeptor 92 und Fructose bzw. Glucose in
hydratrezeptors 92 anf Boronsdurebasis. Abhéingigkeit von der Substratkonfiguration. K, in M.

Mit Fluoreszenztitrationen ermittelte Shinkai die Stabilitit der Komplexe zwischen 92
und den Enantiomeren der Fructose und Glucose. In beiden Fallen wurde das D-
Enantiomer besser gebunden als das L-Enantiomer (Tab. 2.5), wobei die Enantioselekti-

vitiat fur Fructose deutlich hoher war als fur Glucose.

Mit der Synthese eines rigideren Boronsaurerezeptors versuchte Shinkai, die Enantio-
selektivitit zu erhohen. Der in Abb. 2.31 dargestellte Rezeptor 93 war aber nur fiir das
Substrat Xylose enantioselektiv. Die Enantiomere anderer Monosaccharide wurden mit

fast identischen Assoziationskonstanten gebunden. %]
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OO B(OH), HO\B/O';)
O Fe
OO B(OH), =

93 94

Abb. 2.31: Struktur des chiralen Koblen- Abb. 2.32: Struktur eines chiralen Koblen-

hydratrezeptors 93 anf Boronsdurebasis. bydratrexeptors 94 auf Ferrocenbass

Ein weiterer von Shinkai entwickelter Rezeptor, der Monosaccharide enantioselektiv
bindet, basiert auf einem boronsdurchaltigem Ferrocen (Abb. 2.32). Die Stabilitits-
konstanten zwischen 94 und einigen Kohlenhydratderivaten ermittelte Shinkai elektro-
chemisch. Die Enantioselektivitit wurde mit dem (R)- und (§)-Enantiomer von 94 unter-

sucht und es zeigte sich, daf3 diese fiir D-Sorbitol am gréBten ist (D/L = 1,4).[203]

Als letztes Beispiel seien noch die ebenfalls von Shinkai entwickelten Salen-Co(II)
Komplexe 95 und 96 erwihnt (Abb. 2.33). Mit CD-spektroskopischen Untersuchungen

konnte zum Beispiel fiir Xylose eine Enantioselektivitit von L/D=1,7 beobachtet werden.

HO' - OH HO "OH

95 96

Abb. 2.33: Strukturen der chiralen Salen-Co(1l) Komplexe 95 und 96.

Im folgenden Kapitel fasse ich meine Ergebnisse zur enantioselektiven Kohlenhydrat-

erkennung mit den von mir synthetisierten boronsiurehaltigen Cyclopeptiden zusammen.

-84 -



THEORETISCHER TEIL

2.4.2 Eigene Untersuchungen

Um die Frage zu Kkliren, ob das
cyclische Tetrapeptid 81 (Abb. 2.34) mit
Monosacchariden iiberhaupt eine Wech-
selwirkung eingeht, nahm ich zunichst
IH-NMR Spektren des reinen Peptids
und von Mischungen aus 81 und stei-
gender Menge D-Glucose auf (Abb.
2.35). Als Losungsmittel wahlte ich
D>0O/MeOD 1:1. Um sicher zu gehen,
dall der Komplex gebildet wird, stellte
ich die Losungen mit NaOD auf pD=
11,7 ein. Diese Bedingungen haben sich
bereits in einigen anderen Fallen fir die
Untersuchung der Wechselwirkung zwi-
schen boronsidurehaltigen Rezeptoren

und Kohlenhydraten bewihrt.[67. 204, 205]

@ IHHRRmASIARRn A d a1

7.6 7.2 6.8

; B(OH),
N
Oy
0 HN N

N
NH °
@)
_N
81 gj/B(OH)z

Abb. 2.34: Struktur des Rezeptors 81.

. . S — .
6.4 6.0 5.6 3.2

(ppm)

Abb. 2.34: "H-NMR Spektren von 81 (1mM, a) und Mischungen wischen 81 (1mM) und D-Glucose (0,5
mM,b; 1mM, ¢ 2mM, d; 5mM, e¢; 10mM, fund 25mM, g in MeOD/D,0(pD=11,7).
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Im NMR Spektrum des reinen Cyclopeptids sind nur breite Signale zu erkennen. Nach
Zugabe eines halben Aquivalents D-Glucose treten im Resonanzbereich aromatischer
Protonen zwischen 5,5 und 5,6 ppm, bei 5,8 ppm, bei 7,15 ppm und bei 7,4 ppm neue
Signale auf, die einem Komplex mit dem Monosaccharid zugeordnet werden koénnen, da
D-Glucose selbst keine aromatischen Protonen besitzt. Ein Signal des reinen Rezeptors
bei 5,9 ppm nimmt in der Intensitit ab und die restlichen Cyclopeptidsignale werden
schirfer.

Im Spektrum einer Losung, das eine dquimolare Mischung von 81 und D-Glucose ent-
hilt, verschwindet das Signal bei 5,9 ppm vollstindig. Die neu hinzugekommenen Signale
andern weder ihre Lage noch ihre Intensitit. Eine Erhéhung der Glucosekonzentration
fihrt selbst bei 25-fachem Uberschufl nicht zu einer weiteren Anderung des NMR-
Spektrums, was als Hinweis auf die Bildung eines stabilen 1:1 Komplexes gewertet
werden kann.

Spektrum b in Abb. 2.35 zeigt, dal3 das Gleichgewicht der Komplexbildung zwischen
81 und Glucose langsam auf der NMR-Zeitskala ist. Komplexstochiometrie und — stabili-
tat solcher langsamen Gleichgewichte konnen prinzipiell ebenfalls NMR-spektroskopisch
quantifiziert werden. Dazu missen nur Signale des freien Gasts oder Rezeptors und ent-
sprechende Signale des Komplexes integriert werden, um das Verhiltnis von Komplex
und unkomplexierten Bestandteilen in Losung zu ermitteln. Voraussetzung ist aber, daf}
im Spektrum geeignete scharfe und von anderen Signalen gut separierte Peaks vorhanden
sind, die zur Auswertung herangezogen werden konnen. Dies ist in dem von mir unter-
suchten System aber nicht gegeben, weswegen die NMR-Spektroskopie in diesem Fall
keine geeignete Methode zur Bestimmung der Komplexstochiometrie und - stabilitdt dar-
stellt.

Im Laufe der Untersuchungen zeigte sich jedoch, dal3 81 fluoresziert.[296.207 Falls die
Wechselwirkung von 81 mit Glucose zu einer Verinderung des Fluoreszenzspektrums
tihrt, konnte die Fluoreszenzspektroskopie zur Bestimmung von Stabilititskonstanten
herangezogen werden.

Um dies zu untersuchen, stellte ich eine 50uM Cyclopeptidlosung in Methanol/Wasser
1:1 (pH=11,7) her und nahm das Fluoreszenzspektrum dieser Losung auf. Die Anre-
gungswellenlinge, bei der die Intensitit der Emissionsbande bei 480 nm am grof3ten ist,
betragt 290 nm. Zugabe von D-Glucose zu dieser Losung bewirkte eine Abnahme der
Fluoreszenzintensitit auf die Halfte des urspringlichen Werts. Dieser Vorgang dauert
allerdings ungefihr zwei Stunden, was ein erster Hinweis darauf ist, dal3 die Komplex-

bildung trotz basischer Katalyse langsam verlduft.
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Fihrt man den gleichen Versuch in neutralem Wasser durch, beobachtet man
Uberhaupt keine Abnahme der Intensitit. Offensichtlich ist also der erhoffte Nachbar-
gruppeneffekt der Stickstoffatome im Cyclopeptid 81 nicht wirksam und eine Komplex-
bildung in neutralem Wasser nicht mdéglich. Ein Grund hierfiir konnte sein, daf} die
Nukleophilie der aromatischen Stickstoffatome in 81 doch zu gering ist, um die Verester-
ung der Boronsiure zu katalysieren.

Daher wurden alle weiteren Untersuchungen zur Komplexierung von Monosac-

chariden mit dem Rezeptor 81 in alkalischer Losung bei pH=11,7 durchgefiihrt.

Zur Ermittlung der fur die fluoreszenzspektroskopische Untersuchung der Wechsel-
wirkung von 81 mit Monosacchariden notwendigen Parameter untersuchte ich zunichst
die Kinetik der Komplexbildung zwischen 81 und D-Glucose. Dazu mischte ich eine 10
uM Rezeptorlosung mit einer 100 uM Monosaccharidlésung im Verhiltnis 1:1 und ver-
folgte die Fluoreszenzintensitit Ir mit der Zeit. Das Ergebnis dieser Messung ist in Abb.
2.36 dargestellt.

120
115
110
105 -

100 -

90 -
85
80 -

75 4
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0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Zeit [Min.]

Abb. 2.36: Abnabme der Finorezenzintensitit wibrend der Komplexbildung zwischen 81 und D-Glucose.
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Diese Kurve zeigt, daf} sich das Gleichgewicht der Komplexbildung in diesem Fall
nach 90 Minuten eingestellt hat. Fine Verinderung der Ausgangskonzentrationen von
Wirt und/oder Gast hat natirlich einen EinfluB3 auf diesen Zeitraum. So stellt sich in
konzentrierteren Losungen das Gleichgewicht schneller ein. Um jedoch sicher zu gehen,
daf} sich in allen Proben einer Fluoreszenztitration bei der Messung das Gleichgewicht
vollstindig eingestellt hat, entschied ich mich dazu, die Proben vor Aufnahme der

Spektren zwei Stunden dquilibrieren zu lassen.

Als nichstes mul3 geklirt werden, welche Zusammensetzung die gebildeten Komplexe
aus 81 und zum Beispiel D-Glucose besitzen. Auch ohne Anbindung an ein Cyclopeptid
oder eine andere makrocyclische Grundstruktur werden Boronsiuren unter geeigneten
Bedingungen immer mit Boronsduren wechselwirken. Die Bildung eines 2:1 Komplexes,
in dem zwei Glucosemolekiile an die beiden Boronsidurereste von 81 gebunden sind, ist
also immer zu erwarten. Nur wenn beide Boronsiuren kooperativ mit einem Monosac-
charidmolekill wechselwirken, also 1:1 Komplexe gebildet werden, kann man davon aus-
gehen, daf3 die Struktur des Tetrapeptids einen Einfluf3 auf die Komplexstabilitit hat. Da-
ruber hinaus kann die Anordnung der Boronsiurereste von 81 die Substratselektivitit und
die Chiralitit des Rezeptors méglicherweise auch die Enantioselektivitit beeinflussen.

Daher mufite ich zunichst Gberpriifen, welche Stéchiometrie die Kohlenhydrat-

komplexe von 81 besitzen.

Die Ermittlung der Komplexstochiometrie nach der Methode von Job ist mit Hilfe
von Fluoreszenzmessungen problematisch, da sowohl die Verinderung der Rezeptorkon-
zentration als auch die der Komplexkonzentration Einfluf} auf die Spektren haben. Im
Unterschied dazu ist die Signallage der Protonen in der NMR-Spektroskopie weitgehend
konzentrationsunabhingig. Durch die tberlagerten Effekte kann der Fehler bei der Be-
stimmung der Komplexstochiometrie mit Hilfe der Fluoreszenzspektroskopie sehr grof3

sein.

Eine alternative Methode, um die Stochiometrie eines Komplexes zu ermitteln, ist die
Massenspektrometrie. Bei Verwendung milder Ionisationsverfahren, wie der Electrospray
Ionistaion (ESI), kann diese Methode sogar die Untersuchung der Stéchiometrie nicht-
kovalent aggregierter Komplexe gestatten, was z.B. von Kubik erfolgreich fir die An-

ionenkomplexierung mit Cyclopeptiden gezeigt werden konnte.[208, 2091
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Da es sich bei der Kohlenhydratbindung mit Boronsduren um kovalente Wechsel-
wirkungen handelt, ist es sehr wahrscheinlich, dal3 die gebildeten Aggregate ebenfalls
massenspektrometrisch nachgewiesen werden kénnen und aus ihrer Masse auf die Kom-

plexstéchiometrie geschlossen werden kann.

Um die Stochiometrien der Komplexe zwischen verschiedenen Monosacchariden und
Rezeptor 81 zu ermitteln, nahm ich also ESI-Massenspektren mit 40-fachem Uberschuf3
Monosaccharid auf. Als Losungsmittel wihlte ich Methanol/Wasser 1:1, wobei der pH-
Wert des Wassers mit Natronlauge auf pH=11,7 eingestellt wurde. Der hohe Uberschuf3
des Gastes wurde gewihlt, um sicher zu gehen, dal3 1:1 und 2:1 Komplexe in Lésung
nebeneinander vorliegen. Findet man in einem Spektrum also nur einen 2:1 Komplex,
kann man annehmen, daf3 der 1:1 Komplex zwar gebildet werden kann, dieser jedoch
instabil ist und leicht in einen 2:1 Komplex tibergeht. Andererseits zeigt ein Spektrum, in
dem trotz des hohen Gastiberschusses vorwiegend ein 1:1 Komplex nachgewiesen wer-

den kann, daf3 dieser eine hohe Stabilitat besitzt.

In Abb. 2.37 ist das erhaltene Massenspektrum der Komplexbildung zwischen 81 und
D-Glucose dargestellt (negativer Modus).
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Abb. 2.37: ESI-Massenspektrum von 81 und 40-fachem Uberschuf§ D-Glucose.
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In diesem Spektrum ist das Signal bei m/z=865,6 das intensivste. Es entspricht der
Masse eines 1:1-Komplexes zwischen 81 und D-Glucose [81-D-Glucose-H™].

Die Signale bei m/z=522,4 und bei m/z=1045,7 konnen einem 2:1-Komplex zu-
geordnet werden, wobei die geringere Masse der eines zweifach negativ geladenen 2:1-

Komplexes entspricht [81-(D-Glucose)2-2H™].

Unter Beriicksichtigung des 40-fachen Uberschusses D-Glucose gegeniiber Rezeptor
81 in der verwendeten Probe kann man also schliefen, daf3 die Bildung eines 1:1-Kom-
plexes in diesem System im Vergleich zum 2:1-Komplex bevorzugt ist. Da 81 also offen-
sichtlich in der Lage ist, unter kooperativer Wirkung beider Boronsiuregruppen D-Glu-
cose zu binden, versuchte ich, eine mégliche Struktur dieses Komplexes mit Hilfe von
Molecular Modeling zu berechnen. Dabei habe ich angenommen, daf} dhnlich wie in dem
von Shinkai beschriebenen Rezeptor 2,2°-Dimethoxydiphenylmethan-5,5"-diboronséiure

die Bindung der Boronsidure an die 1- und 2-Hydroxygruppe und an die 4- und 6-
Hydroxygruppe der Glucose erfolgt, die hierfiir in der a-Form vorliegt.[67, 204, 210]

Das Ergebnis der Berechnung ist in Abb. 2.38 dargestellt.

Abb. 2.38: Struktur eines 1:1-Komplexes zwischen 81 und D-Glucose in zwei verschiedenen Darstellungs-
weisen, links: Stick, rechts: CPK (Modell von Corey, Pauling und Koltun), energieminimiert mit der semi-
empirischen Methode AM17"" (HyperChem 7.01). Zur besseren Ubersicht wurden die Wasserstoffatome wegge-

lassen.
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Als Konformation wurde fiir das Tetrapeptid das Ergebnis der Kristallstrukturanalyse
eines cyclischen Tetrapeptids aus L-Prolin und 3-Aminobenzoesiaureuntereinheiten zu-
grundegelegt.[100]

Abbildung 2.38 zeigt, daf3 die a-Form der D-Glucose in der 4C;-Konformation ohne
starke Verzerrung durch das Cyclopeptid gebunden werden kann. Obwohl dies kein
Strukturbeweis des Komplexes ist, kann man aus der berechneten Struktur doch ableiten,
dall Geometrie und Hohlraumdimension von 81 die Bindung des Monosaccharids ge-

statten.

Um zu uberprifen, inwieweit 81 auch mit anderen Kohlenhydraten wechselwirkt,
nahm ich ESI-Massenspektren von Losungen des Rezeptors 81 mit verschiedenen Gisten
unter analogen Bedingungen auf. In jedem Fall wurde ein 40-facher Uberschuf3 des zuge-
setzten Monosaccharids gewihlt.

In Abbildung 2.39 ist das Massenspektrum einer Losung von 81 mit L-Glucose darge-
stellt. Dieses Spektrum zeigt, daf3 in Losung zwar etwas mehr 2:1-Komplex vorliegt, das
Signal des 1:1-Komplexes ist aber immer noch das intensivste. Daher kann man hier

ebenfalls davon ausgehen, daf3 dieser Komplex bevorzugt gebildet wird.
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Abb. 2.39: ESI-Massenspektrum von 81 nund 40-fachem Uberschuf§ 1.-Glucose.
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Abb. 2.40: EST-Massenspektrum von 81 und 40-fachem Uberschuf§ D-Galactose.
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Abb. 2.41: ESI-Massenspektrum von 81 und 40-fachem Uberschuf§ D-Fructose.
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Bei Verwendung von D-Galactose als Substrat erhalt man dagegen ein vollkommen
anderes Massenspektrum (Abb. 2.40). Darin ist deutlich zu erkennen, dal3 der 2:1-Kom-
plex in den groBten Mengen vorliegt. Ein dhnliches Ergebnis erhielt ich auch mit den
Substraten D-Mannose und D-Allose. Dies kann als Hinweis darauf gewertet werdem, dal3
diese Monosaccharide von 81 nicht gut unter kooperativer Wirkung beider Boronsiuren
gebunden werden kénnen.

Bei der Komplexierung zwischen Rezeptor 81 und der Ketohexose D-Fructose konnte
ich im Massenspektrum neben dem 2:1-Komplex auch ein Abbauprodukt des Rezeptors

identifizieren (Abb. 2.41).

Das entsptrechende Signal bei m/z=701,6 kann einem Diphenol 97 zugeordnet
werden, das durch nucleophile Substitution der Boronsiuregruppen im alkalischen Me-

dium gemil3 Schema 2.58 entstanden sein mul.

OH)2

% B(
\N -
5 OH
QAN -
H 0
( 81

Schema 2.58: Bildung des Abbanprodukts 97 durch Substitution der Boronsduregruppen.

Y

Dieses Ergebnis ist tiberraschend, da bei den von Shinkai beschriebenen Boronsiure-
rezeptoren, die nur im alkalischen Medium wirksam sind, eine derartige Abbaureaktion
bisher nicht beschrieben wurde. Méglicherweise ist bei diesen Rezeptoren die Komplex-
bildung schneller, so daf3 die Gefahr der Abbaureaktion geringer ist, oder die Komplexe
sind stabiler, wodurch der Abbau des Rezeptors ebenfalls verhindert wird. Eine letzte Er-
klirung wire, dall der Abbau der Rezeptoren vor allem bei wenig stabilen Komplexen in
Losung ebenfalls stattfindet. Da man aber die Loésungen nie massenspektrometrisch

untersucht hat, wurde er nie beobachtet.
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Eine Bildung signifikanter Mengen des Abbauprodukts 97 beobachtete ich auch mit
den Substraten D-Xylose und D-Ribose. Man kann daher davon ausgehen, dal3 Komplexe
zwischen dem Cyclopeptid und diesen Monosacchariden so instabil sind, dafl 81 im
Gleichgewicht groftenteils frei vorliegt und dadurch dem Angriff von OH- ausgesetzt ist,

was zu einer erheblichen Bildung des Diphenolderivats 97 fiihrt.

Zusammenfassend zeigen diese Untersuchungen, daf3 D-Glucose und L-Glucose mit 81
vorwiegend 1:1 Komplexe bilden. Mit D-Galactose, D-Mannose und D-Allose werden,
obwohl prinzipiell 1:1 Komplexe méglich sind, in deutlichem Umfang 2:1 Komplexe
gebildet. Die 1:1 Komplexe dieser Monosaccharide mit 81 sind dementsprechend sicher
instabiler als die von Glucose. In der dritten Gruppe, bestehend aus D-Fructose, D-Xylose
und D-Ribose, kommt es in alkalischer Losung in erheblichem Umfang zu einem Abbau
des Rezeptors, was andeutet, dal3 die Komplexe von 81 mit diesen Monosacchariden die

am wenigsten stabilen sind.

Im dritten Schritt der Untersuchungen versuchte ich nun, die Stabilitit der Komplexe
von 81 mit Monosacchariden, insbesondere der 1:1 Komplexe mit Glucose, quantitativ zu
bestimmen. Dazu habe ich die Abnahme der Fluoreszenzintensitit einer Losung von 81
bei Zugabe eines geeigneten Substrats ausgenutzt. Ahnlich wie bei einer NMR Titration,
korreliert nach Gleichung 17 die beobachtete Fluoreszenzintensitit I mit der Konzentra-
tion des Komplexes [K]. Dabei ist I, die Fluoreszenzintensitit der reinen Rezeptorlésung
und Ik die der reinen Komplexlosung. Wie bei NMR-Titrationen ist [K] und Ik unbe-
kannt.

I = [R], —[K] <1 + [K] I [R],= Ausgangskonzentration Rezeptor Gl 17
= K

[R], * [R], [K]= Komplexkonzentration

Gleichung 17 1463t sich in Gleichung 18 umformen.

-1, _IK] Gl. 18
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Diese Gleichung 1i3t sich mit Hilfe des Massenwirkungsgesetzes und den ent-
sprechenden Massenbilanzen analog zur NMR-Titration so umformen, dal} nur noch die
Assoziationskonstante K, und Ik in einer Funktion tbrigbleiben. Die Auswertung der
MeBwerte erfolgt dann ebenfalls mit Hilfe einer nicht-linearen Regression, und man erhilt

die Werte fur Ix und fur die Assoziationskonstante K.

In Abb. 2.42 sind alle Fluoreszenzspektren einer Titration von 81 mit D-Glucose dar-

gestellt. Als Losungsmittel verwendete ich Methanol/Wasser 1:1 (pH= 11,7).

120
I attttes S 1 =2
R ”0,
’.0’ ’0,’ «3 =4
& o,
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}\‘EmA [1’11’1’1]

Abb. 2.42: Fluoreszenzspektren, die ich wibrend einer Titration von D-Glucose mit 81 erhalten habe. 1 ist
das Spektrum des reinen Rezgeptors, 2-11 sind die Spektren der Gemische ans D-Glucose und 81 mit ansteigender
Menge Koblenhydrat (4-40 Aquivalente).

Aus diesen Fluoreszenzspektren bestimmte ich nun jeweils die Intensitit bei Amax=480
nm und erstellte eine Titrationskurve. Diese dhnelt der bei den NMR Titrationen erhal-
tenen Sittigungskurve. Dementsprechend kann die Stabilititskonstante analog berechnet
werden. Die aus den Titrationen von 81 mit D- und L-Glucose erhaltenen Sittigungs-

kurven sind in Abb. 2.43 dargestellt.
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Abb. 2.43: Ergebnis der Fluoreszenztitration von D- und 1.-Glucose mit Rezeptor 81 in Methanol/ Wasser
(pH=11,7) 1:1. Dreiecke: Mefswerte fiir D-Glucose, Kreise: MefSwerte fiir 1.-Glucose, Linien: Ergebnisse der

nicht-linearen Regressionen. Beobachtet wurde die Fluoreszenzintensitat bei A, =480 nm.

Um den Fehler der Messungen zu verringern, fihrte ich jede Titration dreimal durch

und konnte so die in Tabelle 2.6 angegebenen Bindungskonstanten erhalten.

Substrat K1 Ko K Keemittelt Fehler
D-Glucose 24.000 25.500 25.000 24.800 3,1 %
L-Glucose 10.500 13.600 11.500 11.900 13,3%

Tab. 2.6: Stabilititskonstanten der Komplexe zwischen 81 und D- bzw. 1-Glucose in Methanol/ Wasser
(PH=11,7). K,=Bindungskonstante in M. Febler der nicht-linearen Regression <15%.

Die durch Fluoreszenztitrationen bestimmten Bindungskonstanten sind somit gut re-
produzierbar. Als Mal3 fir die Enantioselektivitit der Komplexbildung dient - wie auch
schon bei der Kationenerkennung - das Verhiltnis der beiden Assoziationskonstanten
k=K.(D)/Ka(1)=2,1. Dieser Wert zeigt, dall der Rezeptor 81 D-Glucose etwas mehr als
doppelt so gut bindet wie L-Glucose. Die Enantioselektivitit ist also recht hoch. Sie ist fir
Glucose vergleichbar mit der Enantioselektivitit, des von Shinkai beschriebenen Rezep-
tors 92. Dieser zeigt allerdings eine noch hohere Enantioselektivitit bei der Fructose-

bindung.
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Fir den ebenfalls von Shinkai synthetisierten chiralen Boronsiurerezeptor 93 konnte
mit dem Substrat Mannose gar keine und mit den Substraten Glucose, Galactose und
Mannose nur eine geringe Enatioselektivitit bestimmt werden. L-Fructose und L-Talose
werden ungefihr doppelt so gut gebunden wie ihre Enantiomere. Die hochste Enantio-
selektivitit zeigte 93 allerdings mit Xylose, deren L-Enantiomer 8-fach besser gebunden
wird als das D-Enantiomer.

Untersuchungen mit den Enantiomeren des ferrocenhaltigen Boronsiurerezeptors 94
zeigten, dal3 D-Glucose von beiden gleich gut und daher nicht enantioselektiv gebunden
wird. Sorbitol wird hingegen mit einer Enantioselektivitit von k=1,4 gebunden. Mit
diesem Substrat konnte Shinkai zeigen, dal3 die Bindungskonstante des Komplexes
zwischen (-)-94 und D-Sorbitol mit der des Komplexes zwischen (+)-94 und L-Sorbitol
identisch ist. Fir den umgekehrten Fall gilt natiirlich das gleiche. Dieses Ergebnis zeigt,
dafl das verwendete elektrochemische Verfahren zur Bestimmung von Assoziations-

konstanten zuverlassig ist.

Obwohl 98 nicht in die Reihe chiraler
Boronsaurerezeptoren palit, sei dieser trotz-

dem erwihnt, da 98 eine erstaunlich hohe

Enantioselektivitit fiir das Substrat Octyl-p3-
glucopyranosid aufweist. Das D-Enantiomer
wird in Chloroform fast viermal besser ge-
bunden als das entsprechende L-Enantio-
mer. Pl
Eine so hohe Enantioslektivitit fiir ein
Glucosederivat konnte meines Wissens bis- o

her mit keinem anderen Rezeptor erreicht ' ,
Abb. 2.44: Struktur der von Still entwickelten ma-

werden. krotricyclischen ,,Schiissel 98.

Zusitzlich zu den Fluroeszenztitrationen mit Glucose fihrte ich auch Titrationen mit
Monosacchariden als Gisten durch, die laut ESI-Massenspektrometrie bevorzugt 2:1
Komplexe mit 81 bilden oder signifikant schlechter gebunden werden als Glucose. In
keinem Fall fihrte diese Titration zu auswertbaren Sattigungskurven. Entweder beobach-
tete ich einen fast linearen Abfall der Fluoreszenzintensitit bei Gastzugabe oder die Werte

streuten sehr stark.
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Beide Ergebnisse zeigen, dal3 von den verwendeten Zuckern nur D- und L-Glucose
stabile 1:1 Komplexe mit 81 bilden. Dies demonstriert die hohe Substratselektivitit des
Rezeptors. Ein analoger Rezeptor, der die nicht natiirliche L-Glucose mit hoherer Affini-
tat bindet, sollte durch Austausch der L-Prolinuntereinheiten von 81 durch D-Prolinuntet-

einheiten zuginglich sein.

Im folgenden fasse ich meine Ergebnisse zur Untersuchung der Wechselwirkung des in

Abb. 2.45 dargestellten Rezeptors 87 mit Monosacchariden zusammen.

B(OH),
>N
o)
O HN
(\7\’ N
N o)
o) NH
B(OH),
~N
N HN
N |
o}
B(OH),
87

Abb. 2.45: Struktur des Rezeptors 87.

Leider konnte ich wihrend meiner Arbeit nur geringe Mengen dieser Verbindung
analysenrein isolieren und ich beschrinkte mich daher auf eine massenspektrometrische
Untersuchung der Wechselwirkung zwischen Rezeptor 87 und verschiedenen Mono-

sacchariden.

Analog zu den Messungen mit 81 stellte ich wieder Losungen von Gemischen aus 87

und 40-fachem Uberschuf3 des entsprechenden Substrats her.
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Das Spektrum eines Gemisches aus 87 und D-Glucose ist in Abb. 2.46 dargestellt.

16-Aug-2004
GUIDOD 9A 186 (3.596) Cm (35:194) TOF M3 ES-
04,0138 1.35e4
693.5233694.5161
7050165 i
|/ | i
[ i
! || 710.0452 H
[ | Pl !
| 1091.4380
105417 i
Imm.g.w}
i 10913541, 13460099 1387.9885 | 1411.9949
, ] Bl
1000 1100 1200 1300 1400

Abb. 2.46: ESI-Massenspektrum von 87 und 40-fachens Uberschuff D-Glucose.

Die Signale bei m/z=1389,0 und bei m/2=694,0 kénnen einem Komplex zwischen
einem Rezeptormolekil 87 und zwei D-Glucosemolekiilen [87-(Glucose).-H*)] zugeord-
net werden, wobei das intensivere Signal einem zweifach negativ geladenen Aggregat ent-
spricht. Ein Signal fir einen 1:1 Komplex aus 87 und Glucose ist im Spektrum nicht zu
erkennen. Moglicherweise sind die Bindungsstellen entlang des gréfleren Hohlraums im
Vergleich zu 81 zu weit voneinander entfernt und kénnen somit nicht zu einer koopera-
tiven Bindung eines einzigen Glucosemolekdls beitragen. Rezeptor 87 koénnte allerdings
fir die Einlagerung groflerer Kohlenhydratmolekiile, wie zum Beispiel Disaccharide, ge-
eignet sein. Untersuchungen in dieser Richtung habe ich im Rahmen meiner Arbeit aber

nicht durchgefiihrt.
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Das Signal bei m/z=1091,4 im in Abb. 2.46 dargestellten Massenspektrum konnte ich
dem in Abb. 2.47 dargestellten Abbauprodukt 99 des Rezeptors 87 zuordnen. Es kann
genau wie das Zersetzungsprodukt 97 durch Substitution einer Boronsduregruppe des

Rezeptors 87 gebildet werden.

ol €
A b
sPMEIVA

OH

Abb. 2.47: Struktur des Zersetzungsprodukts 99.

Hinweise auf die Bildung definierter 1:1 Komplexe erhielt ich auch nicht aus den
Massenspektren von Losungen mit anderen Monosacchariden wie L-Glucose oder D-
Galactose, weswegen ich keine weiteren Untersuchungen mit diesem Rezeptor durch-

fuhrte.
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3

In unserer Arbeitsgruppe entwickeln
wir makrocyclische Peptide, die als syn-
thetische Rezeptoren in der supramole-
kularen Chemie dienen.[®! Ein Ziel mei-
ner Arbeit war es, die Cyclopeptide 1a —
1d, die in alternierender Sequenz aus der
natirlichen a-Aminosiure 1-Prolin und
der 3-

Aminobenzoesdure aufgebaut sind, im

Derivaten nicht-natirlichen
Hinblick auf ihre Wechselwirkung mit
chiralen, quaterniren Ammoniumionen

zu untersuchen.

Zusammenfassung und Ausblick

R
Tlp
O_HN
(\ N 1a: R=H
N 0 1b: R=OCH,
0 NH 1c: R=COOMe
/(@R 1d: R=COOBn
7 AN \
R Z\Q o)

Abb. 3.1: Strukturen der cyclischen Hexapep-
tide 1a— 1d.

Ich konnte zeigen, daB3 das (K)-Enantiomer des IN,N,N-Trimethylphenylethylammo-

niumions PETMA™* von allen untersuchten Cyclopeptiden besser gebunden wird als das

(§)-Enantiomer. In Chloroform und in Gegenwart des Anions Pikrat betragen die Dia-

stereomereniiberschiisse (d.e.) der Komplexe von 1b und 1c etwa 20%, die der Komplexe

von la und 1d etwa 8%. Das Verhiltnis der ermittelten Assoziationskonstanten, die sich

im Bereich von 1000 M- bis 4600 M1 bewegen, konnte mit Hilfe einer kompetitiven

Titration unter Verwendung des Racemats von PETMA* experimentell bestitigt werden.

TRISPHAT ©

Abb. 3.2: Struktur des TRISPHAT-Anions.
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Um den FEinflul} des Anions auf die
Kationenaffinitit der Cyclopeptide zu
untersuchen, verwendete ich neben dem
Pikratsalz von PETMA™* auch Salze mit
chiralen BINPHAT und TRISPHAT
(Abb. 3.2) Anionen. Es zeigte sich, dal3
TRISPHAT-Salze in Chloroform in Ge-
genwart der Cyclopeptide stabiler sind als
BINPHAT-Salze und daher fiir quanti-
tative Untersuchungen besser geeignet

sind.
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Ich konnte zeigen, dall PETMA™ in Gegenwart von TRISPHAT mit dem Cyclopeptid
1b stabilere Komplexe bildet als in Gegenwart von Pikratanionen. Hierfir ist die ge-

ringere Ladungsdichte des lipophilen TRISPHAT verantwortlich.

AuBlerdem zeigten meine Untersuchungen, dal3 die absolute Konfiguration von
TRISPHAT einen grolen Einfluf3 auf die Enantioselektivitit der Kationenbindung hat.
Verwendet man zum Beispiel racemisches TRISPHAT, unterscheidet sich der
Diastereomereniiberschul3 bei der Komplexierung von (R)- und (§)-PETMA* kaum von
dem in Gegenwart von Pikrat bestimmten. In Gegenwart von (A)-TRISPHAT
beobachtet man dagegen eine geringere Enantioselektivitit (d.e.=16%) und in Gegenwart
von (A)-TRISPHAT eine deutlich héhere (d.e.=31%).

Durch systematische Analyse der Komplexgleichgewichte konnte ich diesen Effekt auf
die Bildung von Komplexen zwischen dem Cyclopeptid und undissoziierten Salzen
zurlickfihren. Da in diesem Fall Komplexe des Cyclopeptids mit (R)-PETMA™-(A)-
TRISPHAT, (5)-PETMA*-(A)-TRISPHAT:, (R)-PETMA*-(A)-TRISPHAT- bzw. (§)-
PETMA*-(A)-TRISPHAT- diasterecomer zueinander sind, ist ihre unterschiedliche

Stabilitit plausibel. Das von mir untersuchte System stellt dartiber hinaus ein ungewohn-

liches Beispiel fiir eine matched/mismatched Situation bei der Bildung supramolekularer

Aggregate dar. Dabei entspricht das am besten gebundene Salz (R)-PETMA*-(4)-
TRISPHAT dem matched Fall. Inversion der Konfiguration von Anion oder Kation bzw.
von beiden lIonen fithrt zu einer Verringerung der Komplexstabilitit. Die entsprechenden

Salze sind also mismatched Gaste.

Ein weiteres Ziel meiner Arbeit war die Synthese eines neuen cyclischen Peptids, das
Kohlenhydrate in Wasser bindet. Bitta konnte die prinzipielle Eignung von Cyclopeptiden
mit Aminosdureseitenketten zur Kohlenhydraterkennung bereits nachweisen, allerdings
sind diese Rezeptoren nur in unpolaren Lésungsmitteln fir die Kohlenhydraterkennung
geeignet.®) Von Boronsduren weill man, dafl diese in wilrigen Losungsmitteln mit
Diolen und Monosacchariden reversibel cyclische Ester bilden. Diese Fihigkeit wurde
von Shinkai erfolgreich zur Synthese von Kohlenhydratrezeptoren genutzt.[34

Ich versuchte nun, dieses Konzept auf die in unserer Arbeitsgruppe untersuchten
Cyclopeptide zu tbertragen. Dazu synthetisierte ich das cyclische Tetrapeptid 81 und das
cyclische Hexapeptid 87 (Abb. 3.3).
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Normalerweise ist das Gleichgewicht der
Bildung von Boronsaureestern aus Boron-

sauren und Diolen nur im Basischen (pH
10-12) so schnell, daf} es fir die reversible

~N OH
o Bindung von Monosacchardien mit synthe-
m tischen Boronsaurerezeptoren ausgenutzt
NN n
L

werden kann. Wulff konnte allerdings vor

einigen Jahren zeigen, daf} ein strategisch

platziertes Stickstoffatom in Nachbarschaft

81: n=2 . .
o zum Boratom die Veresterung durch intra-
87: n=3
molekulare Katalyse beschleunigt.l®l Rezep-
Abb. 3.3: Strukturen boronsinrehaltiger Rezep- toren, die dieses Strukturmerkmal enthalten,
toren 81 und 87 anf Cyclopeptidbasis. sind daher auch bei neutralem pH-Wert zur

Kohlenhydraterkennung geeignet.

Die von mir hergestellten Rezeptoren 81 und 87 enthalten beide in geeignetem Ab-
stand von den Boronsiuregruppen Aminstickstoffatome. Ich erhoffte mir davon, dal3
eine Wechselwirkung der Rezeptoren mit Kohlenhydraten auch bei pH 7 moéglich sein
sollte. Leider stellte sich heraus, dal3 im Neutralen keine Komplexbildung stattfindet.
Moéglicherweise verringert die Konjugation der Aminstickstoffe in 81 und 87 mit dem be-
nachbarten aromatischen System ihre Nucleophilie so stark, daf} die freien Elektronen-
paare fur eine Wechselwirkung mit den Boratomen nicht zur Verfiigung stehen. Bei pH
11,7 konnte ich allerdings eine Wechselwirkung beider Rezeptoren mit Kohlenhydraten

nachweisen.

Mit Hilfe der ESI-Massenspektrometrie zeigte ich, da3 Rezeptor 81 sowohl mit D-, als
auch mit L-Glucose in Methanol/Wasser 1:1 bevorzugt 1:1-Komplexe bildet. Mit anderen
Monosacchariden werden entweder vorwiegend 2:1-Komplexe gebildet oder die Wechsel-
wirkung ist so schwach, dal} es in groBerem Umfang zur Bildung eines Abbauprodukts
des Rezeptors kommt, in dem Boronsduregruppen durch Hydroxygruppen substituiert
sind.

Die Assoziationskonstanten der Glucosekomplexe von 81 bestimmte ich mit
Fluoreszenztitrationen. Dabei ergab sich, dal3 D-Glucose mit K,=25.000 ungefihr doppelt

so gut gebunden wird wie L-Glucose.
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Obwohl es aufgrund unterschiedlicher Untersuchungsmethoden und Lésungsmittel
schwierig ist die erhaltenen Werte mit denen aus der Literatur zu vergleichen, wurde
meines Wissens fir die Bindung von Glucose mit einem synthetischen Boron-
sdurerezeptor noch keine héhere Assoziationskonstante ermittelt. Diese lagen entweder in
der gleichen GréBenordnung oder waren haufig sogar niedriger. Die Enantioselektivitit,
mit der der Rezeptor 81 Glucose bindet, ist vergleichbar mit der, die fiir den von Shinkai
beschriebenen chiralen Kohlenhydratrezeptor 92 bestimmt wurde. Da 81 allerdings von
allen untersuchten Kohlenhydraten nur mit Glucose stabile 1:1 Komplexe bildet, scheint
die Substratselektivitit sehr viel héher. Damit konnte ich erstmals einen Kohlenhydrat-
rezeptor auf Basis von Cyclopeptiden realisieren, der Monosaccharide in wiliriger Losung
mit hoher Affinitit, guter Enantioselektivitit und tberraschend hoher Substratselektivitat
bindet.

Fir das von mir entwickelte cyclische Hexapeptid 87 zeigte ich wiederum mit Hilfe
der ESI-Massenspektrometrie, dall Monosaccharide wie D-Glucose, L-Glucose oder D-
Galactose mit diesem Rezeptor bevorzugt 2:1-Komplexe bilden. Man kann daher an-
nehmen, dafB3 aufgrund der GroB3e des Hohlraums von 87 eine Komplexierung von Di-
sacchariden moglich sein kénnte. Solche Untersuchungen sollen Bestandteil zukunftiger

Arbeiten sein.

Daneben kann man in Zukunft versuchen,

die Bindungseigenschaften von 81 weiter zu N(CHs),
verbessern. Der grof3te Nachteil dieses Rezep- BoH
!
HO
N

tors besteht sicher darin, dal3 er Kohlenhydrate

nur im Basischen bindet. In Abb. 3.4 ist die o
Struktur einer Verbindung 100 dargestellt, die
. Verbindun 100 durg LS
diesen Nachteil méglicherweise nicht mehr be- \( H o)
sitzt. Rezeptor 100 besitzt in Nachbarschaft zu
100

den Boratomen aliphatische Stickstoffatome,

dic dic Veresterung der Boronsiuren mit 45 3.4 Shuksur cines potentiellen Rezeptors,
Diolen effektiver katalysieren sollten als die  der auch in neutralem Wasser Monosaccharide bin-

aromatischen Stickstoffatome. det.

Eine Synthese von 100 mul3 noch ausgearbeitet werden. Meine Arbeiten zeigen aber
schon jetzt eindeutig, dal3 Cyclopeptide vielversprechende Grundstrukturen fir die Her-

stellung neuer enantioselektiver Rezeptoren sind.
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4 Experimenteller Teil
4.1  Apparatives

'H-NMR-Spektroskopie Bruker Avance DRX 200 (200 MHz)
Varian VXR 300 (300 MHz)
Bruker Avance DRX 500 (500 MHz)

1BC-NMR-Spektroskopie Bruker Avance DRX 500 (125 MHz)
Varian VXR 300 (75 MHz)

SP-NMR-Spektroskopie Bruker Avance DRX 200 (81 MHz)
IR-Spektroskopie Bruker Vektor 22 FT-IR
Fluoreszenzspektroskopie JASCO FP-6200 Spektrofluorometer
C,H,N-Elementaranalyse Institut fur Pharmazeutische Chemie der

Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

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

Polarimeter Perkin Elmer 241 MC digital, d = 10 cm
Schmelzpunktbestimmung Biichi 510, Biichi Melting Point B-545
Saulenchromatographie Kieselgel 60 (230-400 Mesh ASTM) von Merck
Dunnschichtchromatographie Kieselgel 60 F2s4 auf Aluminiumfolie (Merck)

RP-18 Fas4 auf Glastriger (Merck)

Dosierung Hamilton, gasdichte Spritzen
Infors AG, Perfusor Precidor HAT
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4.2  Chemikalien und Losungsmittel

Acros:

Aldrich:

Bachem:

Degussa:

Euriso-top:

Fluka:

ICN Biomedicals GmbH:

Janssen Chimica:

J.T. Baker:

Brom, p.a.
1-Phenylethylamin, 99%
Natriumazid, 99%
Magnesium Spine
Phosphorpentoxid, 98%

3,5-Diaminobenzoesiure, z.S.
DIEA
Kaliumhexafluorophosphat

O-(1-Benzotriazol-1-y)-IN,IN,N N “tetramethyl-

uroniumtetrafluoroborat
Aktivkohle, gekornt 0,5-2,5 mm

Chloroform-di, 99,8 atom-% D
D20, 99,9 atom-% D
DMSO-ds, 99,9 atom-% D

Celite® FilterCel
Kaliumhydrogensulfat
Natriumcyanoborhydrid, purum
Palladium auf Aktivkohle (10%)
Pinakol, wasserfrei

2-Propanol, p.a.
Trifluoressigsaure
Trimethylborat, z.S.

Kieselgel Silica 32-63, 60A
3-Bromtoluol, z.S.

Natriumchlorid

Ethanol, p.a.
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KMF Laborchemie:

Lancaster:

Merck:

Messer-Griesheim

Novabiochem:

Riedel-de-Haén:

Natronlauge, 1N
2-Formylphenylboronsiure

5-Aminoisophthalsaure, z.S.
Benzylbromid, z.S.

Di-fer-butyldicarbonat, z.S.
2-Bromtoluol, z.S.

3-Brom-1-propen, z.S.

DMF, p.A.

Methyliodid, z.S.

Morpholin, z.S.

Natriumcarbonat, wasserfrei p.A.
Natriumhydrogencarbonat, wasserfrei
Pikrinsaure, reinst

Pyrrolidin, z.S.

Salzsdure, rauchend (37%), p.A.
Salzsaure, 1N

Silber(I)-oxid, z.S.

Argon 5.0
Stickstoff 5.0
Wasserstoff 5.0

Boc-Prolin
Z.-Prolin

Fmoc-Prolin
Natriumcarbonat, wasserfrei

Phosphoroxidchlorid
Triethylamin, z.S.
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Das Kupplungsreagenz PyCloP wurde nach einer Vorschrift von Coste, Frérot und
Jovin hergestellt.[212, 213]

Die drei cyclischen Hexapeptide 1a, 1b und 1c wurden nach einer Vorschrift von
Kubik synthetisiert.?l

Das cyclische Hexapeptid 1d, die Aminosiure Boc-5-AIS(OAI)-OBn (33) sowie das
Dipeptid Boc-Pro-5-AIS(OH)-OBn (39) wurden nach einer Vorschrift von Bitta
dargestellt.[>]

Die Aminosidure Boc-DAB-OAIl (62) sowie das Dipeptid Z-Pro-DAB-OBn (56)
wurden nach einer Vorschrift von Pohl dargestellt.!!1]

Simtliche BINPHAT-, TRISPHAT- und HYPHAT-Salze wurden von 1..Vial an der
Universitit Genf hergestellt.[214

Alle Losungsmittel wurden vor Gebrauch destillativ gereinigt, bei Bedarf nach den
literaturbekannten Standardmethodenl?!®l getrocknet und durch zweistiindiges Einleiten
von Stickstoff 5.0 entgast.
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4.3  Wirt-Gast-Experimente
4.3.1 NMR-Spektroskopie

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

meter durchgefiihrt.

Wirt-Gast-Titrationen [190,194]

Zwei Stammlosungen wurden fiir jede NMR-Titration angesetzt, eine mit dem jewei-
ligen Gast (2 mM) in CDCl3/1% DMSO-ds, die andere mit dem zugehorigen Wirt (2,5
mM) in CDCls. Insgesamt wurden 11 NMR-Proben vorbereitet, indem eine grofler wer-
dende Menge Wirtlosung (0-800 pl in Schritten von 80 ul) zu jeweils 100 pl Gastlésung
gegeben wurde. Alle Proben wurden auf ein Volumen von 1 ml mit reinem CDCl; aufge-
tullt.

Zur Auswertung wurde stets das Signal der Trimethylammoniumprotonen herange-
zogen. Die Bestimmung der Stabilitdtskonstanten aus den Adma-Werten etfolgte durch

nicht-lineare Regression mit dem PC-Programm Sigma-Plot 4.0.

Job-Plots [185-191]

Es wurden dquimolare Losungen von Wirt und Gast (ImM) in CDCl3/1% DMSO-ds
angesetzt. Damit wurden 10 Proben vorbereitet, indem kleiner werdende Volumina der
Gastlosung (1 ml bis 100 ul in Schritten von 100 ul) mit der Wirtlosung auf jeweils 1 ml
aufgefillt wurden. Die Gesamtkonzentration 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).

Zur Auswertung wurde das Signal der Trimethylammoniumprotonen herangezogen.

Trigt man das Produkt Ad-X gegen den Molenbruch auf, erhilt man eine Kutve, die ein

Maximum bei dem Molenbruch besitzt, der mit der Komplexstéchiometrie korreliert.
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4.3.2 ESI-Massenspektrometrie

Um die Komplexierung der Monosaccharide mit Hilfe der ESI-Massenspektrometrie
zu untersuchen, wurden 100 pl einer Rezeptorlosung (ImM) und 400 pl einer Substrat-
16sung (10 mM) gemischt und nach zwei Stunden in ein ESI-Massenspektrometer inji-
ziert. Als Losungsmittel wihlte ich Methanol/Wasser 1:1, wobei der pH-Wert des Was-

sers mit Natronlauge auf pH=11,7 eingestellt wurde.

4.3.3 Fluoreszenztitrationen

Zwei Stammlésungen wurden fir jede Fluoreszenztitration angesetzt. Eine mit dem je-
weiligen Gast (0,6 mM), die andere mit dem Cyclopeptid 81 (10 uM). Als Losungsmittel
wihlte ich Methanol/Wasser 1:1, wobei der pH-Wert des Wassers mit Natronlauge auf
pH=11,7 eingestellt wurde. Insgesamt wurden 11 Proben vorbereitet, indem eine grofer
werdende Menge Gastlésung (0-1 ml in Schritten von 100 pl) zu jeweils 1,5 ml Wirtlésung
gegeben wurde. Alle Proben wurde auf ein Volumen von 3 ml mit reinem Losungsmittel

aufgefullt.

Nach zwei Stunden wurde von jeder Probe tber drei Minuten alle fiinf Sekunden die

Fluoreszenzintensitit bei Apm.=480 nm gemessen. Dabei wurden folgende Geriteeinstel-

lungen berticksichtigt:

Aufnahme der Fluoreszenzspektren (Spectrum Measurement)

Anregungswellenlinge (Arx): 285 nm

Excitation Band Width: 5 nm
Emission Band Width: 5 nm
Response: Auto
Speed: 250 nm/Min.

Sensibility: high
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Aufnahme der Zeitabhingigkeit (Time Course Measurement)

Anregungswellenlinge (Arx): 285 nm

Emissionswellenlinge (Agm): 480 nm
Excitation Band Width: 5 nm
Emission Band Width: 5 nm
Response: Auto
Time: 180 sec
Sensibility: high
Data pitch: 5 sec

Von den so erhaltenen Mef3werten wurden die Mittelwerte berechnet und zur Bestim-
mung der Stabilititskonstanten durch nicht-lineare Regression mit dem PC-Programm

Sigma Plot 4.0 herangezogen.
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4.4 Allgemeine Arbeitsweisen

Abspalten der Boc-Schutzgruppe

Trifluoressigsiure. Methode I:

Das Boc-geschiitzte Peptid oder die Aminosdure wurde in 10 ml trockenem CH2Clz
gel6st und mit einem Eisbad abgekiihlt. Dann wurden 10 ml TFA langsam zugetropft und
noch 1,5 h in der Kilte rithren gelassen. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt,
der Rickstand in Essigsiureethylester aufgenommen und dreimal mit Na,CO3-Lésung
(10%) sowie dreimal mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde mit MgSO4
getrocknet, mit 1,1 Aquivalenten konz. HCl 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 trockenem 1,4-Dioxan (20
ml/mmol) gel6st oder suspendiert. Die Losung wurde im Eisbad abgekiihlt und tropfen-
weise mit einer 6N Lésung von HCI in trockenem 1,4-Dioxan (40 ml/mmol) versetzt.
Nach 2 h Rihren in der Kilte wurden das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der
Riickstand mit Diethylether geriihrt. Das Produkt wurde abfiltriert und im Olpumpen-

vakuum getrocknet.

Abspalten der Allylschutzgruppe

Methode III:

Der Ester wurde in einen Schlenkkolben eingewogen, dreimal sekuriert und danach in
getrocknetem und entgastem THF gelost (20 ml/mmol). Der Katalysator [Pd(Phs)4] (10
mg) und frisch destilliertes Morpholin (2 Aquivalente) wurden im Schutzgasgegenstrom
zu der Losung gegeben. Es wurde solange Katalysator nachdosiert, bis die DC-Kontrolle
vollstindigen Umsatz zeigte. Man lieB noch 30 Minuten rihren und entfernte das
Losungsmittel im Vakuum. Der Rickstand wurde in Essigsidureethylester gelést und die
organische Phase dreimal mit 3% KHSO4 - Lésung und dreimal mit Wasser gewaschen.
Nach Trocknung mit MgSO4 konnten das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der

Rickstand im Olpumpenvakuum getrocknet werden.
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Abspalten der Benzyl- bzw. Z-Schutzgruppe
Methode 1V:

Die geschutzte Verbindung wurde in Methanol (50 ml/mmol) gelést und nach Zugabe
von 100 mg Pd/C (10%) unter Normaldruck fiir 2 h in einer Wasserstoffatmosphire
gerithrt. Es wurde solange Katalysator nachdosiert, bis die DC-Kontrolle vollstindigen
Umsatz zeigte. AnschlieBend wurden der Katalysator tber Celite abfiltriert und das Filtrat
zur Trockene eingeengt. Den Riickstand trocknete man anschlieBend im Olpumpen-

vakuum.
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4.5 Synthesen von quaterniren Ammoniumsalzen

Darstellung von (R)-PETMA-Pikrat (R-11) o
CH3+ O,N NO,
©/(/%N(CH3)3
NO,

584 mg (2 mmol) (R)-PETMA-Iodid,?1¢l 255 mg (1,1 mmol) Silber(I)-oxid und 504 mg
(2,2 mmol) getrocknete Pikrinsdure wurden zwei Stunden in 40 ml Methanol/Wasser 1:1
gerithrt. Ausgefallenes Silberiodid wurde anschlieSend abfiltriert, das Filtrat auf die Hilfte
des Volumens eingeengt, erneut filtriert und zur Trockene eingeengt.

Der erhaltene Feststoff wurde aus Essigsiaureethylester umkristallisiert. Das Produkt
kristallisierte iiber Nacht in der Kilte, wurde abfiltriert und im Olpumpenvakuum

getrocknet.

Ausbeute: 370 mg (47 % d. Th.)

Smp.: 149-151°C
(o] : + 15,4° , DMF

'H-NMR:  [500 MHz, dg-DMSO] 8[ppm] 1,72 (d, 3H, 3Ju=6,9 Hz, -CH); 2,98 (s, 9H,
N(CH3)3); 4,77 (g, 1H, 3Ju=6,9 Hz, -BnH); 7,47-7,62 (m, 5H, Ar-H); 8,60
(s, 2H, Pik-H)

BCNMR:  [125 MHz, de-DMSO] 8[ppm] 15,5 (-CHz); 51,5 (-N(CHz)3); 73,6 (Ba-C);
126,2 (Pik-C1, C3, C5); 129,8 + 131,2 + 134,4 (Ar-C2-C6); 142,8 (Ar-Cl);
16138 (Plk_Qs g) %)

IR (KBr):  3044(w), 1643(ss), 1557(s), 1499(m), 1460(m), 1437(m), 1364(m), 1334(s),
1309(s), 1266(s), 1161(w), 1072(w), 907(w), 842(w), 775(w), 745(w), 708(m),
543 (w)

C,H, N: ber.: C: 52,04 H: 5,14 N: 14,28 Ci17H20N507
gef.. C:51,97 H: 5,20 N: 14,14 M=392,43 g¢/mol
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Darstellung von (S)-PETMA-Pikrat (S-11)

CH >
z 3+ OsN NO»
©@N(CH3)3
NO,

584 mg (2 mmol) (§)-PETMA-Iodid,!¢l 255 mg (1,1 mmol) Silber(I)-oxid und 504 mg
(2,2 mmol) getrocknete Pikrinsiure wurden zwei Stunden in 40 ml Methanol/Wasser 1:1
gerithrt. Ausgefallenes Silberiodid wurde anschlieSend abfiltriert, das Filtrat auf die Hilfte
des Volumens eingeengt, erneut filtriert und zur Trockene eingeengt.

Der Ruckstand wurde aus Essigsidureethylester umkristallisiert. Das Produkt kristalli-

sierte tiber Nacht in der Kilte, wurde abfiltriert und im Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 395 mg (50 % d. Th.)

Smp.: 147-149°C
(o] : -13,1°, DMF

'H-NMR:  [500 MHz, de-DMSO] 8[ppm] 1,72 (d, 3H, 3Jn=6,9 Hz, -CH); 2,98(s, 9H,
N(CH3)3); 4,76 (q, 1H, 3Ju=6,9 Hz, -BnH); 7,46-7,62 (m, 5H, Ar-H); 8,59
(s, 2H, Pik-H)

BCNMR:  [125 MHz, de-DMSO] 8[ppm] 15,5 (-CHz); 51,5 (-N(CHz)3); 73,6 (Bn-C);
126,2 (Pik-C1, C3, C5); 129,8 + 131,2 + 134,5 (Ar-C2-C6); 142,8 (Ar-Cl);
16138 (Plk_Qs g) %)

IR(KBR):  3449(ss), 1719(w), 1638(m), 1560(m), 1509(w), 1459(w), 1438(w), 1364(w),
1332(m), 1266(m), 708(w)

C,H, N: ber.: C: 52,04 H: 5,14 N: 14,28 C17H20N507
gef.. C:51,98 H: 5,17 N: 14,03 M=392,43 g¢/mol
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Darstellung von (A)PETMA-Iodid (rac-10) CHs I
N(CH3)3

2,42 ¢ (20 mmol) 1-Phenylethylamin, 7,5 ml (120 mmol) Methyliodid und 6,7 g (80
mmol) NaHCO3 wurden tber Nacht in 30 ml trockenem Methanol zum Sieden erhitzt.
AnschlieBend wurde filtriert und das Filtrat zur Trockene eingeengt. Der Ruckstand
wurde in 200 ml Methylenchlorid aufgenommen und erneut filtriert. Das Losungsmittel

wurde im Vakuum entfernt und das Produkt im Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 4,05 g (70 % d. Th.)
Smp.: 150-155°C

'H-NMR:  [500 MHz, dg-DMSO] 8[ppm] 1,71 (d, 3H, 3Ju=6,9 Hz, -CHz); 2,99 (s, 9H,
N(CH>)3); 4,82 (q, 1H, 3Ju=6,9 Hz, -BnH); 7,46-7,55 (m, 3H, Ar-H); 7,58-
7,66 (m, 2H, Ar-H)

BCNMR:  [125 MHz, de-DMSO] 8[ppm] 15,6 (-CH3); 51,5 (N(CHs)3); 73,4 (Bn-C);
129,8 + 131,2 (Ar-C2-C6); 134,4 (Ar-C1)

IR(KBr):  3442(ss), 3002(s), 1719(w), 1638(m), 1560(w), 1543(w), 1476(m), 1459(m),
1414(m), 1288(w), 1246(w), 1208(m), 1060(w), 1035(w), 1009(w), 957(m),
845(m), 779(m), 716(s), 541 (w)

Darstellung von (H-PETMA-Pikrat (rac-11) CH o
3

3 O,N NO,
©)\N(CH3)3

NO,

584 mg (2 mmol) rac-10, 255 mg (1,1 mmol) Silber(I)-oxid und 504 mg (2,2 mmol)
getrocknete Pikrinsdure wurden zwei Stunden in 40 ml Methanol/Wasser 1:1 gerthrt.
Ausgefallenes Silberiodid wurde anschlieSend abfiltriert, das Filtrat auf die Halfte des

Volumens eingeengt, erneut filtriert und zur Trockene eingeengt.
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Der Rickstand wurde aus Essigsidureethylester umkristallisiert. Das Produkt kristalli-

sierte tiber Nacht in der Kilte, wurde abfiltriert und im Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute:

Smp.:

'H-NMR:

BC-NMR:

IR(KBR):

380 mg (48 % d. Th.)

148-150°C

[500 MHz, de-DMSO] 8[ppm] 1,72 (d, 3H, 31=6,9 Hz, -CH:); 2,98(s, 9H,
N(CHb)3); 4,76 (q, 1H, 3Ju=6,9 Hz, -BnH); 7,46-7,63 (m, 5H, Ar-H); 8,59
(s, 2H, Pik-H)

[125 MHz, de-DMSO] 8[ppm] 15,5 (-CHz); 51,5 (-N(CHs)s); 73,6 (Bn-C);
126,2 (Pik-C1, C3, C5); 129,8 + 131,2 + 134,5 (Ar-C2-C6); 142,8 (Ar-Cl);
16138 (Plk-Qz g, @)

1643(ss), 1558(m), 1498(m), 1437(m), 1364(m), 1331(s), 1308(s), 1264(s),
1160(w), 1072(w), 905(w), 843(w), 775(w), T44(w), 710(m), 543(w)

ber.: C: 52,04 H: 5,14 N: 14,28 C17H20N307
gef: C:5191 H: 5,15 N: 14,01 M=392,43 g¢/mol
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4.6  Synthese von Boronsidurepinakolestern

Darstellung von 3-Methylphenylboronsdure!l!: 110]

Q/B(OH)Z

CHj

In einem sekurierten und mit Argon gespilten 500 ml-Dreihalskolben wurden 13,00 g
(0,54 mol) Magnesiumspine vorgelegt. 83,75 g (0,49 mol) 3-Bromtoluol wurden in 200 ml
trockenem THF gelost und eine geringe Menge dieser Losung zu dem Magnesium
getropft. Nach Zugabe von 1 ml Dibromethan wurde die 3-Bromtoluol-Losung so zuge-
tropft, dal3 die Reaktionslosung stindig siedete.

Nach beendeter Zugabe wurde noch zehn Minuten bei Raumtemperatur geriihrt und
das Reaktionsgemisch anschlieBend zu einer auf ca. —65°C gekithlten Losung von 56,10 g
(0,54 mol) Trimethylborat in 200 ml trockenem THF getropft (KPG-Ruhrer). Es war
darauf zu achten, dal3 die Temperatur der Reaktionslésung nicht iiber —50°C anstieg.

Nach dem Zutropfen wurde noch zwei Stunden bei Raumtemperatur gerthrt und
anschlieBend unter Eiskithlung mit 75 ml Wasser hydrolysiert. Es wurde mit 10%-iger
Schwefelsdure auf pH=2 angesiuert, erneut mit 75 ml Wasser versetzt, die Phasen im
Scheidetrichter getrennt und die wilirige Phase dreimal mit 100 ml Diethylether
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden dreimal mit Natriumcarbonat-
l16sung neutral gewaschen, mit Magnesiumsulfat getrocknet und zur Trockene eingeengt.

Der Riickstand wurde in heilem Wasser unter Zugabe von Aktivkohle gelést. Die
klare Losung wurde tiber Celite filtriert. In der Kilte kristallisierte iiber Nacht ein weiller
Feststoff aus. Dieser wurde abfiltriert und tiber Phosphorpentoxid im Vakuum bei 60°C

zwei Tage getrocknet.

Ausbeute: 28,00 g (49 %)
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Darstellung von 3-Methylphenylboronsiurepinakolester (28)
o)%
|
@)

o

CHj

27,40 g (78 mmol) 3-Methylphenylboronsidure wurden mit 27,66 g (234 mmol) wasser-

treiem Pinakol in 120 ml trockenem Toluol am Wasserabscheider so lange erhitzt, bis sich

kein Wasser mehr bildete. AnschlieBend wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt

und der Riickstand im Olpumpenvakuum fraktioniert destilliert.

Ausbeute:

: b K

'H-NMR:

IR(KBR):

47,60 g (93 %)

75°C / 0,04 mbar

35°C

M+ bei m/z = 218, Intensitat = 30 %

(200 MHz, DMSO-d6) & [ppm] 1,28 (s, 12 H, Pin-H); 2,30 (s, 3 H CHs);
7,21-7,52 (m, 4 H, Ar-H)

[cm!] 3449(w), 2982(m), 1607(w), 1583(m), 1420(m), 1357(ss), 1321(m),
1268(m), 1209(m), 1142(s), 1081(m), 963(m), 886(w), 850(m), 795(w),

774(w), 712(m), 664(m), 499 (w)

ber.. C:71,69% H:8,79 % C13H19BO2
gef.. C:71,59% H: 897 % M=218,10 g/mol
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Darstellung von 3-Brommethylphenylboronsidurepinakolester (29)

CHzBr

47,50 g (218 mmol) 28, 42,72 g (240 mmol) N-Bromsuccinimid und 1-2 Tropfen Brom

wurden in 220 ml Tetrachlorkohlenstoff suspendiert und mit einer UV-Lampe bestrahlt.

Das entstandene Succinimid wurde abfiltriert und das Losungsmittel entfernt. Der Riick-

stand wurde aus Petrolether umkristallisiert.

Ausbeute:

Smp
MS (ED):

'H-NMR:

IR(KBR):

58,60 g (82 %)

92°C

M-H* bei m/z = 296, Intensitit = 5 %

(500 MHz, DMSO-d6) 6 [ppm] 1,29 (s, 12 H, Pin-H); 4,72 (s, 2 H, CHb);
7,37 (t, 1 H, 3Ju = 7,5 Hz, Ar-Hs); 7,56 (dt, 1H, 3Ju = 7,5 Hz, 4Ju = 1,4 Hz,
Ar-HY); 7,60 (d, 1 H, 3u = 7,5 Hz, Ar-He); 7,75 (s, 1 H, Ar-H))

[cm™] 2978(s), 1700(w), 1604(m), 1580(w), 1488(m), 1425(m), 1386 (s),
1360(ss), 1324(s), 1273(m), 1209(m), 1167(w), 1112(s), 1096(m), 1074(m),

964(m), 919(w), 852(m), 809(m), 701(s), 675(m), 610(m), 580(w), 556(m)

ber.:. C:52,57% H:6,11 % C13H13BrBO»
gef.: C:5241%  H:590 % M=297,00 g/mol
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Darstellung 3-Azidomethylphenylboronsiurepinakolester (30) )%
o)

CH,N3

8,91 g (30 mmol 29 und 4,88 g (75 mmol) Natriumazid wurden in 300 ml DMF, p.a.
gelost und bei 60°C tber Nacht gerithrt. Das DMF wurde abkondensiert und der
Rickstand tber eine Kieselgelsdule chromatographisch (Laufmittel: Hexan/Essigester

0:1) gereinigt.
Ausbeute: 6,53 g (84 %)

Ol

MS (ED): M+ bei m/z = 259, Intensitat = 30 %

'H-NMR: (200 MHz, DMSO-d6) & [ppm] 1,30 (s, 12 H, Pin-H); 4,48 (s, 2 H, CH));
7,39-7,72 (m, 4 H, Ar-H)

IR (Film):  [em1] 2980(m), 2932(m), 2098(s), 1608(m), 1584(w), 1488(m), 1430(s),
1362(ss), 1339(s), 1273(s), 1205(m), 1145(s), 1103(m), 1080(m), 964(m),
903(w), 852(m), 803(m), 779(m), 708(s), 662(m), 580(m), 473(m)

C,H, N: ber.. C:60,26% H:7,00%  N:16,22 % Ci3H1sBN3O>
gef: C:060,00% H:691%  N:16,50 % M=259,12 g/mol
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Darstellung von 3-Aminomethylphenylboronsiure-

pinakolester-Hydrochlorid (17) cp&
B\
o

CH,NH;Cl

2,60 g (10 mmol) 30 wurden zu einer Losung von 1,09 ¢ (11 mmol) konzentrierter
(37%) Salzsiure in 300 ml Methanol gegeben. Es wurden 150 mg Pd/C(10%) zugegeben

und idber Nacht unter einer Wasserstoffatmosphire bei Normaldruck hydriert. Die

Reaktionslosung wurde iiber Celite filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

Der Riickstand wurde aus Toluol umkristallisiert.

Ausbeute:

IR(KBR):

2,20 g (81%)

170-172 °C
M*-HClI bei m/z = 233, Intensitit = 85 %

(200 MHz, DMSO-dg) & [ppm] 1,30 (s, 12 H, Pin-H); 4,01 (s, 2 H, CH,);
742 (t, 1 H, 3Ju = 7,5 Hz, Ar-Hs); 7,65 (2-d, 2 H, 3] = 7,5 Hz, Ar-Ha+Ar-
Hy); 7,79 (s, 1 H, Ar-H>); 8,44 (s, 3 H, NH;5C)

[em!] 3424(m), 2979(s), 1655(w), 1610(m), 1561(w), 1491(w), 1437(m),
1358(ss), 1327(m), 1309(m), 1272(m), 1212(m), 1145(m), 1113(w), 1088(w),

964(w), 850(w), 709(m), 681(w), 586(w)

ber.. C:5792% H:7,85% N:520%  Ci3H21BCINO
gef: C:5812% H:789% N:493%  M=269,58 g/mol
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Darstellung von 2-Methylphenylboronsaure!!%: 110]

CH3

In einem sekurierten und mit Argon gespulten 250 ml-Dreihalskolben wurden 5,59 g
(0,23 mol) Magnesiumspine vorgelegt. 35,74 g (0,21 mol) 2-Bromtoluol wurden in 80 ml
trockenem THF gelost und eine geringe Menge dieser Losung zu dem Magnesium
getropft. Nach Zugabe von 1 ml Dibromethan wurde die 2-Bromtoluol-Losung so zuge-
tropft, daf3 die Reaktionslosung stindig siedete.

Nach beendeter Zugabe wurde noch zehn Minuten bei Raumtemperatur gerthrt und
das Reaktionsgemisch anschlieBend zu einer auf ca. —65°C gekihlten Losung von 23,92 ¢
(0,23 mol) Trimethylborat in 80 ml trockenem THF getropft (KPG-Ruhrer). Es war
darauf zu achten, dal3 die Temperatur der Reaktionslésung nicht iber —50°C anstieg.

Nach dem Zutropfen wurde noch zwei Stunden bei Raumtemperatur gerihrt und
anschlieBend unter Eiskithlung mit 75 ml Wasser hydrolysiert. Es wurde mit 10%-iger
Schwefelsdure auf pH=2 angesiuert, erneut mit 75 ml Wasser versetzt, die Phasen im
Scheidetrichter getrennt und die wilirige Phase dreimal mit 100 ml Diethylether
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden dreimal mit Natriumcarbonat-
16sung neutral gewaschen, mit Magnesiumsulfat getrocknet und zur Trockene eingeengt.

Der Riickstand wurde in heilem Wasser unter Zugabe von Aktivkohle gel6st. Die
klare Losung wurde iiber Celite filtriert. In der Kalte kristallisierte iiber Nacht ein weil3er
Feststoff aus. Dieser wurde abfiltriert und tiber Phosphorpentoxid im Vakuum bei 60°C

zwel Tage getrocknet.

Ausbeute: 16,21 g (56 %)
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Darstellung von 2-Methylphenylboronsédurepinakolester (55) )%
0]

9
CHj

5,90 g (50 mmol) 2-Methylphenylboronsidure wurden mit 5,90 g (50 mmol) wasser-
freiem Pinakol in 100 ml trockenem Toluol am Wasserabscheider so lange erhitzt, bis sich
kein Wasser mehr bildete. Anschlieend wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt

und der Riickstand im Olpumpenvakuum fraktioniert destilliert.

Ausbeute : 8,57 g (79 %)

Sdp.: 80°C / 0,5 mbar
MS (ED): M+ bei m/z = 218, Intensitat = 34 %

M-Pinakol-H,O+H* bei m/z = 119, Intensitat = 100%

'H-NMR: (200 MHz, DMSO-d6) 6 [ppm] 1,29 (s, 12 H, Pin-H); 2,30 (s, 3 H, CH5);
7,14-7,20 (m, 2 H, Ar-H); 7,28-7,39 (m, 1H, Ar-H); 7,61 (d, 1H, 3Ju=7,5Hz,
Ar-H)

IRCKBR):  [em1] 3067(m), 3018(m), 2927(m), 2359(w), 1600(s), 1568(m), 1485(m),
1441(s), 1346(ss), 1301(ss), 1253(s), 1200(m), 1164(m), 1125(m), 1067(m),
1044(m), 817(w), 738(ss), 689(s), 603(s), 535(m), 487 (w), 431 (w)

C,H, N: ber.. C:71,59% H:8,78 % C13H19BO»
gef: C:71,17% H: 878 % M=218,10 g/mol
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0]

|
I,
CH,Br

5,45 g (25 mmol) 56, 4,67 g (26,3 mmol) N-Bromsuccinimid und 1-2 Tropfen Brom

wurden in 30 ml Tetrachlorkohlenstoff suspendiert und mit einer UV-Lampe bestrahlt.

Darstellung von 2-Brommethylphenylboronsiurepinakolester (48) )%
@)

Das entstandene Succinimid wurde abfiltriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
Ausbeute: 5,83 g (78 %)

Das Rohprodukt enthielt ca. 60% des monobromierten und 30% des dibromierten
Produktes (Integration 'H-NMR, & [ppm] 4,95 (Ar-CH2Br); 5,60 (Ar-CHBr2); 2,45 (At-
CH5). Es lieB3 sich weder destillativ noch saulenchromatographisch weiter reinigen und

wurde daher in diesem Reinheitsgrad weiter eingesetzt.
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4.7  Synthese eines Cyclopeptids basierend auf 5-Aminoiso-

phthalsdure mit Boronsidureuntereinheiten

H(5)
Darstellung von 20 (4)H H(6)
E\)/O
O<«_NH H@) O
(4)H H(6)
BocHN COOBn

H(2)

3,6 g (9,7 mmol) Boc-5-AIS(OH)-OBn (19), 3,93 ¢ (14,5 mmol) 17 und 6,13 g (14,5
mmol) PyCloP wurden in 200 ml trockenem Methylenchlorid gelost. Es wurden 7,0 ml
(39 mmol) DIEA zugetropft und zwei Wochen bei Raumtemperatur gerthrt. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch
gereinigt (Laufmittel: n-Hexan/Essigsdureethylester 2:1, Re= 0,42).

Die sauberen Fraktionen wurden zur Trockene eingeengt und das Produkt im

Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 4,4 g (77% d. Theorie)

Smp.: 162-165°C
MS (ED): M+ bei m/z=586, Intensitat = 8%

IH-NMR:  [500 MHz, d-DMSO] 8[ppm] 1,28 (s, 12H, Pinakol-CHs); 1,48 (s, 9H, tBu-
H); 4,45 (d, 2H, 3Ju=5,7 Hz, Bn-CH»>-N); 5,38 (s, 2H, Bn-CH,-O); 7,31-
7,42 (m, 7TH, Ar-H); 7,56 (d, 1H, 3Ju=7,6 Hz, 3-AMPB-H(6)); 7,66 (s, 1H,
3-AMPB-H(2)); 8,08 (s, 1H, 5-AIS-H(6)); 8,25 (s, 2H, 5-AIS-H(2)+5-AIS-
H(4)); 9,25 (t, 1H, 3Ju=5,7 Hz, Bn-NH); 9,76 (s, 1H, NH)

IR [em!] 3352(m), 3275(m), 2973(m), 2926(w), 1727(w), 1711(s), 1647 (ss),
1607(m), 1555(s), 1454(m), 1428(m), 1367(s), 1355(s), 1333(s), 1262(ss),
1243(s), 1219(ss), 1158(ss), 1143(ss), 1115(s), 1077 (m), 1050(m), 963(m),
899(m), 868(w), 850(m), 811 (w), 752(m), 695(m)
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C.H.N:  ber: C:6758% H:670% N:478%  Ci3HBN,O7
ber. C:66,56% H:6,77% N:470%  C33H3BNO- 0,5 H,0
gef:  C:66,62% H:663%  N:4,39 %

C33H39BN207 M=586,50 g/mol
C33H390BN207 - 0,5 H.O M=595,51 g/mol
COOAI
Darstellung des Dipeptids
0O
Z-Pro-5-AIS(OAI)-OBn (35)
W” OBn
7 O

Entschiitzung: Vor der Peptidknipfung wurden 2,1 g (5,0 mmol) Boc-5-AIS(O-All)-
OBn (33) an der Boc-geschiitzten Aminogruppe nach Methode I entschiitzt.

Ausbeute: 1,56 g (100%)

Peptidkupplung: 1,56 g (5 mmol) 5-AIS(OAI)-OBn (34), 1,87 g (7,5 mmol) Z-Prolin
und 3,16 g (7,5 mmol) PyCloP wurden in 100 ml trockenem Methylenchlorid gel6st. Es
wurden 2,6 ml (15 mmol) DIEA zugetropft und die Loésung tber Nacht gerthrt. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Rickstand sdulenchromatographisch
(Laufmittel: n-Hexan/Ethylacetat 1:1, R¢=0,48) gereinigt.

Die sauberen Produktfraktionen wurden zur Trockene eingeengt und im Olpumpen-

vakuum getrocknet.

Ausbeute: 2,6 g (96% d. Theorie)

Smp.: > 250°C
25,
[a]5 : 70,6°, ¢=1, Chlotoform
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MS: M+Na* bei m/z=565, Intensitit=1500 a.u. (MALDI-TOF)

'H-NMR:  [200 MHz, de-DMSO, 100°C] 6[ppm] 1,78-2,08 (m, 3H, Pro-Hg+Pro-H,);
2,13-235 (m, 1H, Pro-Hp); 3,38-3,66 (m, 2H, Pro-Hs); 4,37 (dd, *Ju
2e=4,0Hz, 3Jn =8,3Hz, Pro-H,); 4,78 (dt, 2H, 3Ju=5,5Hz, 4Ju=1,5Hz,
CH>CH=CHy); 4,94-5,15 (m, 2H, Z-CHb); 5,29 (dd, 1H, ?Ju=10,5Hz,
Hu=1,5Hz, CH.CH=CH,, cis-H); 5,39 (dd, 1H, 3Ju=17,1Hz, 4Ju=1,5 Hz,
CH.CH=CH,, trans-H); 5,40 (s, 2H, Bn-CH»); 5,96-6,16 (m, 1H,
CH:CH=CHy); 7,10-7,50 (m, 10H, Ar-H); 8,21 + 8,44 + 8,49 (3 dd, 3H,
4Ju=1,5 Hz, AIS-H); 10,13 (s, 1H, NH)

IR: [em!] 3305(w), 3033(w), 2955(w), 2884(w), 1724(ss), 1677(s), 1606(m),
1560(m), 1498(w), 1454(s), 1425(s), 1359(m), 1334(m), 1231(ss), 1175(s),
1124(m), 986(m), 918(w), 756(m), 697(m), 484(w), 469(w), 455(m)

C,H,N:  ber: C:68.62 H:557 N:5.16 Cs1H30N207
ber.. C:67,50 H:5.66 N:5.08 C31H30N207 - 0,5 H2O
gef: C:67.51 H:5.85 N:5.07
C51H30N207 M=542,59 g/mol
C31H30N207 - 0,5 H20 M=551,60 g/mol

Darstellung des Dipeptids 32 K©\ o
\

Entschiitzung: Vor der Amidknipfung wurden 2,75 g (5,0 mmol) Z-Pro-5-AIS(O-
All)-OBn (35) an der allylveresterten Carboxylgruppe nach Methode III entschiitzt.

Ausbeute: 2,50 g (100%)
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Amidkniipfung: 2,50 g (5,0 mmol) Z-Pro-5-AIS(OH)-Obn (36), 2,03 g (7,5 mmol) 17
und 3,16 g (7,5 mmol) PyCloP wurden in 100 ml trockenem Methylenchlorid gel6st. Es

wurden 3,91 ml (22,5 mmol) DIEA zugetropft und zwei Wochen bei Raumtemperatur

gerithrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand sdulenchroma-

tographisch gereinigt (Laufmittel: n-Hexan/Essigsiureethylester 1:1, R¢=0,45).

Die sauberen Fraktionen wurden zur Trockene ecingeengt und das Produkt im

Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute:

Smp.:

[a]),

MS (FAB):

'H-NMR:

IR(KBr):

2,72 g (76% d. Theorie)

70-72°C

-40,5°, ¢=2, Chloroform

M+HT bei m/2z=718, Intensitit = 43%
M+Na* bei m/z=740, Intensitit = 58%

[200 MHz, de-DMSO, 373K] 8[ppm] 1,31 (s, 12H, Pin-H); 1,79-2,09 (m,
3H, Pro-Hp + Pro-H,); 2,14-2,37 (m, 1H, Pro-Hj); 3,40-3,62 (m, 2H, Pro-
Hj); 440 (dd, 1H, 3Ju ..=4,0Hz, 3Ju .=8,0Hz, Pro-H,); 4,50 (d, 2H,
314=6,0 Hz, Bn-CH»-N); 541 (s, 2H, Bn-CH»-O); 7,15-7,52 (m, 12H, Ar-
H); 7,58 (dt, 1H, PB-H(4)); 7,70 (s, 1H, PB-H(2)); 8,17 (t, 1H, 4Ju=1,5Hz,
5-AIS-H(4)); 8,31-8,38 (m, 2H, 5-AIS-H(2) + 5-AIS-H(6)); 8,90 (t, 1H,
31y=>5,7Hz, Bn-NH); 10,03 (s, 1H, NH)

[cm] 3316(m), 2978(m), 1702(s), 1603(m), 1560(s), 1453(s), 1426(s),
1358(s), 1261(s), 1179(s), 1143(s), 965(m), 900(m), 852(m), 802(m), 755(m),
697(m), 604(m)

ber.. C:68,62 H:6,18 N:5,86 C41H44BN3Os

ber.. C:066,13 H:06,36 N: 5,64 Cs1H44BN30s- 1,5H20
gef: C:066,11 H:6,77 N:531

C41H44BN30s M= 717,63 g/mol
C41H44BN3Os- 1,5H,0O M= 744,65 g/mol
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Darstellung des Dipeptids 40
K©\B /;)é
\

2,5 g (5,3 mmol) Boc-Pro-5-AIS(OH)-OBn (39), 2,2 g (8,0 mmol) 17 und 3,4 g (8,0
mmol) PyCloP wurden in 90 ml trockenem Methylenchlorid gelést. Es wurden 4,2 ml

(24,0 mmol) DIEA zugetropft und zwei Wochen bei Raumtemperatur gerthrt. Das

Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Rickstand siaulenchromatographisch

gereinigt (Laufmittel: n-Hexan/Essigsdureethylester 2:3, R¢=0,65).

Die sauberen Fraktionen wurden zur Trockene eingeengt und das Produkt im

Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute:

Smp.:
[a]} :

MS:

'H-NMR:

IR(KBr):

2,9 ¢ (83% d.Th.)

Erweichen bei 80°C, Zersetzung bei 85°C

-72,1°, ¢=2, Chloroform

M+H*-Boc bei m/z=584, 1=2200 a.u. (MALDI-TOF)

[200 MHz, de-DMSO, 373K] 8[ppm] 1,31 (s, 12H, Pin-H); 1,36 (s, 9H, tBu-
H); 1,75-2,03 (m, 3H, Pro-Hg + Pro-H,); 2,11-2,34 (m, 1H, Pro-Hp); 3,32-
3,51 (m, 2H, Pro-Hy); 4,27 (dd, 1H, 31 «.=4,3 Hz, 31 ,=8,0 Hz, Pro-Hy);
4,49 (d, 2H, 3Ju=6,0 Hz, Bn-CH,-N); 540 (s, 2H, Bn-CH»-O); 7,27-7,52
(m, 8H, Ar-H); 7,69 (s, 1H, Ar-H); 8,16 (t, 1H, 4Ju=1,7Hz, 5-AIS-H(4));
8,33 (t, 1H, 4Ju=1,7Hz, 5-AIS-H(2)); 8,39 (t, 1H, 4Ju=1,7Hz, 5-AIS-H(6));
8,90 (t, 1H, 3]u=5,7 Hz, Bn-NH); 9,97 (s, 1H, NH)

[em!] 3311(m), 2979(s), 2363(w), 1663(ss), 1603(m), 1561(s), 1454(s),
1425(s), 1366(ss), 1259(s), 1144(s), 956(m), 887(w), 852(m), 757(m), 709(m)
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C.HLN:  ber: C:6677% H:678% N:6,15%  CasHyBN3Os
ber. C:6505% H:690% N:599%  CiHiBN3Og - HoO
oef: C:66,62% H:6,63%  N:4,39 %
C3sH4eBN3Os M=683,60 ¢/mol
CasHBN3Os - H,O M=701,61 g/mol

Darstellung des Tetrapeptids 41

B

K©\I?/O
O NH (0]
(0]
MH g)Bn
Boc 0
Entschiitzungen: Vor der Peptidkupplung wurden je 1,3 g (1,9 mmol) 40 an der
Boc-geschiitzten Aminogruppe nach Methode I und an der allylveresterten Carboxyl-

gruppe nach Methode 11 entschiitzt.

Ausbeuten: 40a: 1,14 g (100%)
40b: 1,10 g (100%)

Peptidkupplung: 1,14 g (1,9 mmol) 40a, 1,10 g (1,9 mmol) 40b und 1,2 g (2,9
mmol) PyCloP wurden in 40 ml trockenem Dichlormethan gel6st. Nach Zugabe von 1,3
ml (7,6 mmol) DIEA wurde bei Raumtemperatur tiber Nacht gerithrt. Das Losungsmittel
wurde im Vakuum entfernt und der Rickstand siulenchromatographisch gereinigt
(Laufmittel: Essigsdureethylester, Ri=0,42).

Die sauberen Fraktionen wurden zur Trockene eingeengt und das Produkt im

C)lpumpenvakuum getrocknet.
Ausbeute: 1,5 g (71% d.Th.)

MS (FAB): M+H* bei m/z=1160, Intensitat = 42%
M+Na* bei mz=1182, Intensitit = 11%
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4.8  Synthese eines Cyclopeptids basierend auf Diaminobenzoe-

saure

4.8.1 Synthese des Tetrapeptids Z-[Pro-DAB(NHBoc)],-OAll (67)

. . NHBoc
Darstellung des Dipeptids 64

0]

Q/U\N COOAII

|
Fmoc

2,92 g (10 mmol) 5-Boc-DAB-OAII (62), 5,06 g (15 mmol) Fmoc-Prolin und 6,32 g (15
mmol) PyCloP wurden in 200 ml trockenem Methylenchlorid gelst. Es wurden 5,2 ml
(30 mmol) DIEA zugetropft und die Losung tiber Nacht gerithrt. Das Losungsmittel
wurde im Vakuum entfernt und der Rickstand sdulenchromatographisch (Laufmittel: n-
Hexan/Ethylacetat 1:1, R¢=0,42) gereinigt.

Die sauberen Produktfraktionen wurden zur Trockene eingeengt und im Ol-

pumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute : 5,85 g (95% d. Theorie)

Smp.: 110-112°C
[oc]és : -69,0°, ¢=2, Chloroform

MS (FAB): M+H™* bei m/z=612, Intensitat=28%
M+Nat bei m/z=634, Intensitit=77%

'H-NMR:  [200 MHz, de-DMSO, 100°C] d[ppm] 1,48 (s, 9H, tBu); 1,77-2,06 (m, 3H,
Pro-Hg+Pro-H,); 2,12-2,33 (m, 1H, Pro-Hp); 3,35-3,59 (m, 2H, Pro-Hs);
4,14-4,23 (m, 1H, Fmoc-CH); 4,25-4,34 (m, 2H, Fmoc-CH>); 4,39 (dd, 3Ju
2=3,5Hz, 3Jn =8,3Hz, Pro-H,); 4,78 (dt, 2H, 3Ju=5,5Hz, 4Ju=1,5Hz,
CH:CH=CHy); 5,24 (ddd, 1H, 3Ju=10,5Hz, 4u=1,3Hz, 2ju=2,8Hz,
CH>CH=CHyo, cis-H); 5,36 (ddd, 1H, 3Ju=17,3Hz, 4Ju=1,5 Hz, ?Ju=3,3Hz,
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CH,CH=CHb, trans-H); 5,90-6,14 (m, 1H, CH,CH=CH,); 7,15-7,41 (m,
4H, Fmoc-Ar-H); 7,60 (d, 2H, 3]=7,3Hz, Fmoc-Ar-H); 7,75 + 7,91 + 8,05
3 dd, 3H, 4u=1,8 Hz, DAB-H); 7,79 (d, 2H, 3Ju=7,5 Hz, Fmoc-Ar-H);
9,16 (s, 1H, NH); 9,87 (s, 1H, NH-Boc)

IR (KBr):  [em] 3317(m), 3069(w), 2978(m), 1702(s), 1609(s), 1545(s), 1452(s),
1424(s), 1366(s), 1230(s), 1160(s), 1120(s), 986(m), 879(m), 758(m), 741(m),

536(w)
C, H N: ber.:. C:68.72 H: 6.10 N: 6.87
gef:  (C:68.53 H: 6.05 N: 6.57
C35H37N307 M=611,70 g/mol
Darstellung des Dipeptids 63 NHBoc
il Q
N H COOAII

z

1,75 g (6 mmol) 5-Boc-DAB-OAIl (62), 2,24 ¢ (9 mmol) Z-Prolin und 3,8 g (9 mmol)
PyCloP wurden in 120 ml trockenem Methylenchlorid geldst. Es wurden 3,1 ml (18
mmol) DIEA zugetropft und die Losung Gber Nacht geriihrt. Das Losungsmittel wurde
im Vakuum entfernt und der Ruckstand sdulenchromatographisch (Laufmittel: 7-
Hexan/Ethylacetat 1:1, R¢=0,51) gereinigt.

Die sauberen Produktfraktionen wurden zur Trockene eingeengt und im

Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 3,1 g (99% d. Theorie)

Smp.: 92-95°C
25 .
[a]}; - -70,3°, c=2, Chloroform

MS (FAB): M* bei m/z=523, Intensitat=24%
M+Nat bei m/z=546, Intensitit=27%
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IHNMR:  [200 MHz, de-DMSO, 100°C] 8[ppm] 1,51 (s, 9H, tBu); 1,79-2,07 (m, 3H,
Pro-Hg+Pro-H,); 2,13-2,37 (m, 1H, Pro-Hpg); 3,43-3,64 (m, 2H, Pro-Hs);
4,40 (dd, 3u 2=3,5Hz, u =8,0Hz, Pro-H,); 4,80 (dt, 2H, 3Ju=55Hz,
u=1,5Hz, CHLCH=CH,); 5,07 (d, 2H, 3Ju=4,3 Hz, Bn-CH,); 5,28 (ddd,
1H, 34=10,5Hz, u=1,5Hz, CH.CH=CH,, cis-H); 541 (ddd, 1H, 3Ju=
17,3Hz, 4Ju=1,5 Hz, CHLCH=CH,, trans-H); 5,92-6,19 (m, 1H, CH,CH=
CHa); 7,12-7,44 (m, 5H, Bn-H); 7,78 + 7,90 + 8,05 (3 dd, 3H, 4Ju=1,8 Hz,
DAB-H); 9,18 (s, 1H, NH); 9,87 (s, 1, NH-Boc)
IR: [em1] 3317(m), 3092(m), 2979(m), 1701(ss), 1609(s), 1545(s), 1453(s),
1424(s), 1365(s), 1229(s), 1160(ss), 1119(s), 985(m), 878(m), 771 (m), 697 (m)
C.H. N ber.: C:64.23 H:06.35 N: 8.03
gef.: C:64.08 H:06.32 N: 7.82
CosH33N307 M=523,59 g/mol
Darstellung des Dipeptids 66 NHBoc
it Q
N COOAI
N H
H

700 mg (1,1 mmol) 64 wurden in 10 ml trockenem und entgastem THF gelost. Nach

Zugabe von 2 ml 1M Tetrabutylammoniumfluoridlésung in THF wurde die Reaktions-

16sung tiber Nacht bei Raumtemperatur gerithrt. Am nichsten Tag wurde das Losungs-

mittel im Vakuum entfernt und der Rickstand sdulenchromatographisch (Laufmittel:

Aceton, Re=0,57) gereinigt. Die sauberen Fraktionen wurden vereinigt und im Vakuum

zur Trockene eingeengt. Das Produkt wurde im Olpumpenvakuum getrocknet und ohne

weitere Charakterisierung so eingesetzt.

Ausbeute:

480 mg (100%%)
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Darstellung des Tetrapeptids 67 NHBoc
O
m OAlI
N H 2
7 0

Entschiitzung von 63: Vor der Peptidkupplung wurden 4,3 g (8,2 mmol) 63 an der
allylveresterten Carboxylgruppe nach Methode 111 entschiitzt.

Ausbeute: 4,0 g (100%) 65

Peptidkupplung: 24 ¢ (5,5 mmol) 65, 2,4 g (5,5 mmol) 66 und 3,5 g (8,3 mmol)
PyCloP wurden in 120 ml trockenem Dichlormethan gelost. Es wurden 3,8 ml (22,1
mmol) DIEA zugetropft und bei Raumtemperatur tiber Nacht gertihrt.

Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Rickstand sidulenchromato-
graphisch (Laufmittel: Essigsdureethylester, Ri=0,64) gereinigt.

Die sauberen Fraktionen wurden zur Trockene eingeengt und das Produkt im

C)lpumpenvakuum getrocknet.
Ausbeute: 3,0 g (64% d.Th.)

MS (FAB): M+Nat bei mz=877, Intensitit = 35%

NHBoc
Darstellung des Cyclopeptids 69 [111]

)

D,

N

\E o)

Entschiitzung von 67: Vor der Peptidkupplung wurden 3,0 g (3,5 mmol) 67 an der

allylveresterten Carboxylgruppe nach Methode III und an der Boc-geschiitzten Amino-

gruppe nach Methode IV entschiitzt.

Ausbeute: 2,63 g (100%) 68
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Cyclisierung von 68: In einen 500 ml Dreihalskolben wurden 1,61 g (5 mmol) TBTU
eingewogen und dreimal sekuriert. Es wurden 200 ml DMF, p.a. und 0,42 ml (2,5 mmol)
DIEA zugegeben. Diese Losung wurde mit einem bereits vorgeheizten Olbad auf 80°C
erwirmt. AnschlieBend wurden 0,81 g (1,0 mmol) vollstindig entschiitztes, lineares
Tetrapeptid (68) in 40 ml DMF, p.a. suspendiert. Nach Zugabe von 1,05 ml (6,0 mmol)
DIEA l16ste sich der Feststoff vollstindig auf. Diese Losung wurde durch ein Septum
tber vier Stunden mit einem Perfusor zur Losung des Kupplungsreagenzes zugetropft. Es
wurde soviel DIEA zugegeben, bis die Losung einen pH von 9 erreichte, und noch eine
Stunde bei 80°C weitergeriihrt.

AnschlieBend wurde das Lésungsmittel im Olpumpenvakuum entfernt und der
Riickstand sdulenchromatographisch (Laufmittel: Chloroform/Aceton 1:1, R¢=0,42) ge-
reinigt. Die sauberen Fraktionen wurden zur Trockene eingeengt und im Olpumpen-

vakuum getrocknet.

Ausbeute: 280 mg (42 %)
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4.8.2 Synthese des Rezeptors 81

-0
B
Darstellung des Dipeptids 58 c‘)%

HN
0O
LV IO oo
H
! @)
z

Entschiitzung von 56: Vor der Alkylierung wurden 1,5 g (2,6 mmol) 56 nach

Methode I Boc-entschutzt.

Ausbeute: 1,23 ¢ (100%) 57

Alkylierung: 1,23 ¢ (2,6 mmol) 57, 0,37 g (2,6 mmol) K>CO3, 0,45 g (2,6 mmol) KI
und 1,08 g (3,7 mmol) 48 wurden in 20 ml DMF suspendiert und tiber Nacht gerthrt.

Das Reaktionsgemisch wurde in 100 ml Essigsdureethylester aufgenommen und drei-
mal mit Wasser extrahiert. Die organische Phase wurde iiber Magnesiumsulfat getrocknet
und am Rotationsverdampfer zur Trockene eingeengt. Der Ruckstand wurde sdulenchro-
matographisch (Laufmittel: n-Hexan/Ethylacetat 2:1, R¢=0,29) gereinigt.

Die sauberen Produktfraktionen wurden zur Trockene eingeengt und im Olpumpen-

vakuum getrocknet.

Ausbeute: 0,62 g (35% d. Theorie)

Smp.: 66-68°C
(o]} : -56,8°, c=2, Chloroform

MS (FAB): [M*]bei m/z=689, Intensitit=100%
[M+Na*] bei m/z=714, Intensitit=9%

IH-NMR:  [200 MHz, de-DMSO, 100°C] 8[ppm] 1,78-2,05 (m, 3H, Pro-Hg+Pro-H,);
2,10-231 (m, 1H, Pro-Hg); 3,39-3,69 (m, 2H, Pro-Hy); 4,37 (dd, 3Jn
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«=3,8Hz, 31 =8,1Hz, Pro-Hy); 4,52 (d, 2H, 2Ju=53Hz, Z-CH.); 5,06 (d,
2H, 3Jn=2,6Hz, N-CHb); 5,32 (s, 2H, Bn-CHb); 5,98 (t, 1H, NH); 7,02 (m,
1H, Ar-H); 7,19-7,47 (m, 15H, Ar-H); 7,70 (m, 1H, AIS-H); 9,61 (s, 1H,

NH)

IR: [cm ] 3394(m), 2978(m), 1701(s), 1613(s), 1560(s), 1457(s), 1349(ss),
1314(s), 1229(s), 1144(m), 1118(s), 963(m), 861(m), 768(m), 697(m), 660(m),
419(w)

C, H N: ber.: C:69.67 H:643 N:6.09 C40H44BN307
ber.. C:68.77 H:6.49 N:6.01 Cs0H44BN3O7 - 0,5 H2O
gef.. C:6879 H:6.72 N:5.84
Cs0H44BN30O7 M:689,62 g/mol

C4oH4BN3O7- 0,5 H2 O M=698,62 g/mol

Darstellung von 71

Hl}l COOAI
Boc

54 g (18,5 mmol) 3-Amino-5-Boc-DAB-allylester 62 und 3,90 g (26,0 mmol) 2-
Formylphenylboronsaure wurden in 100 ml Ethanol, dest. gel6st und bei Raumtempe-
ratur gerithrt. Es wurden 2,9 g (45,0 mmol) NaCNBH3 in 3 Portionen hinzugefiigt.

Nach erfolgter Zugabe wurden 7 ml konzentrierte Essigsdure zugesetzt und das
Reaktionsgemisch iiber Nacht gerithrt. Am nichsten Tag wurden weitere 3 ml konz.
Essigsaure zugegeben, erneut tiber Nacht geriihrt und dann zur Trockene eingeengt.

Man gab 2,2 ¢ (18,5 mmol) wasserfreies Pinakol und 100 ml Toluol hinzu und erhitzte
am Wasserabscheider zum Sieden. Die Vollstindigkeit der Reaktion wurde dinnschicht-

chromatographisch tberpriift (Laufmittel: n-Hexan/Essigester 6:1, Re=0,26).
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AnschlieBend wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand in
Essigester aufgenommen. Die organische Phase wurde zunichst mit Wasser, dann
dreimal mit 10%-iger Natriumcarbonatlsung und abschlieBend noch zweimal mit Wasser
gewaschen, Uber Magnesiumsulfat getrocknet und zur Trockene eingeengt. Der
Riickstand wurde siulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel: n-Hexan/Essigester
6:1, R=0,20).

Man vereinigte die sauberen Fraktionen und entfernte das Losungsmittel am

Rotationsverdampfer. Das Produkt trocknete man im Olpumpenvakuum bei 50°C.
Ausbeute: 5,64 g (60% d. Theorie)

Smp.: 118-120°C

MS (ED): M* bei m/z=508, Intensitit = 41%

IHNMR:  [500 MHz, de-DMSO] 8[ppm] 1,29 (s, 12H, pin); 1,45 (s, 9H, tBu); 4,47 (d,
2H, 3Ju=6,0 Hz, Bn-CHb); 4,72 (dt, 2H, 3Ju=54 Hz, CH,CH=CH.); 524
(dd, 1H, 3Ju=12,0Hz, 2Ju=1,6Hz , CH,CH=CH,, cis H); 5,34 (dd, 1H,
u=17,0 Hz, 2Ju=1,6 Hz, CH,CH=CH,, trans H); 594-6,04 (m, 1H,
CH,CH=CH,); 6,40 (t, 1H, 3Ju=5,7Hz, Bn-NH); 6,84 (t, 1H, 4u=1,9 Hz,
Ar-H), 7,00 (s, 1H, Ar-H); 7,23 (td, 1H, 3Ju=7,3 Hz, 4J=1,0 Hz, Ar-H);
7,30-7,42 (m, 3H, Ar-H); 7,68 (dd, 1H, 3Ju=7,6 Hz, 2Ju=12 Hz, Ar-H);
9,27 (s, 1H, NH)

IR: [em!] 3396(s), 3344(m), 2976(m), 2929(w), 2362(w), 2339(w), 2160(w),
2024(w), 1975(w), 1731(s), 1703(ss), 1648(w), 1606(s), 1596(s), 1571(w),
1539(s), 1514(m), 1493(w), 1479(w), 1443(s), 1380(m), 1372(m), 1365(m),
1348(ss), 1302(s), 1271(m), 1259(m), 1223(ss), 1197(m), 1156(ss), 1142(ss),
1120(s), 1070(s), 1019(s), 992(m), 978(m), 961(m), 934(m), 860(m), 827(w),
807 (w), 769(m), 679(m), 660(m)

C, H, N: ber.: C:66,15% H:7,34%  N:5,51 %
gef.: C:6589% H:741%  N:535%
C2sH37BN2Og M:508,43 g/rnol
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Darstellung von 72

B‘/O
\N (0]
HN i COOAI

4,0 g (7,0 mmol) 71 wurden in 50 ml Ethanol, dest. gelost und bei Raumtemperatur
gerithrt. Es wurden 6 ml (70,0 mmol) einer 37%-igen Formaldehydlosung zugetropft und
anschlieBend 0,7 g (11,2 mmol) NaCNBH3 in 3 Portionen hinzugefugt.

Nach erfolgter Zugabe wurden 4 ml konz. Essigsiure zugesetzt und das Reaktions-
gemisch tber Nacht gerithrt. Die Vollstindigkeit der Reaktion wurde dinnschicht-
chromatographisch tberpriift (Laufmittel: n-Hexan/Essigester 6:1, R¢=0,32).

Anschliefend wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand in
Essigester aufgenommen. Die organische Phase wurde zunichst mit Wasser, dann
dreimal mit 10%-iger Natriumcarbonatldsung und abschlieBend noch zweimal mit Wasser
gewaschen, Uber Magnesiumsulfat getrocknet und zur Trockene eingeengt. Der
Riickstand wurde siulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel: n-Hexan/Essigester
6:1, Re=0,32). Man vereinigte die sauberen Fraktionen und entfernte das Losungsmittel

am Rotationsverdampfer. Das Produkt trocknete man im Olpumpenvakuum bei 50°C.

Ausbeute: 3,58 g (98% d. Theorie)

Smp.: 148-150°C
MS (EI): M+ bei m/z=522, Intensitat = 48%

'H-NMR:  [500 MHz, de-DMSO] 8[ppm] 1,30 (s, 12H, pin); 1,44 (s, 9H, tBu); 3,00 (s,
3H, NCHs); 4,72 (dt, 2H, 3Ju=5,3 Hz, CH,CH=CH,); 4,77 (s, 2H, Bn-
CH>); 5,19 (dd, 1H, 3Ju=10,5Hz, 2Ju=1,7Hz , CH,CH=CHb, cis H); 5,28
(dd, 1H, 3Ju=17,3 Hz, 2Ju=1,7 Hz, CH.CH=CH,, trans H); 5,88-6,10 (m,
1H, CH:CH=CH.); 6,88 (s, 1H, Ar-H), 7,00 (d, 1H, 3u=7,3 Hz, Ar-H);
7,06 (s, 1H, Ar-H); 7,17-7,43 (m, 2H, Ar-H); 7,51 (s, 1H, Ar-H); 7,73 (dd,
1H, 3Ju=7,3 Hz, 4ju=1,2 Hz, Ar-H); 9,31 (s, 1H, NH)
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IR: [em!] 3321(m), 2978(m), 2931(w), 2878(w), 2160(w), 1722(s), 1695(ss),
1646(w), 1606(m), 1589(m), 1543(s), 1490(m), 1447(s), 1424(w), 1380(s),
1369(s), 1345(ss), 1320(m), 1291(s), 1237(s), 1220(ss), 1197(m), 1156(ss),
1143(ss), 1115(s), 1070(m), 1037(m), 1029(m), 982(m), 962(w), 924(m),
858(m), 851(m), 831(w), 783(w), 765(m), 749(w), 729(w), 680(w), 659(w)

C, H, N: bet.: C: 66,67 Y%H: 7,52 % N: 5,36 %
gef.: C: 66,40 % H: 742%  N:5,32 %
C20H39BN20g M=52245 g/mol

Darstellung des Dipeptids 74

o) i j
MN COOAIl
H

Entschiitzung: Vor der Peptidkupplung wurden 5,7 g (11,0 mmol) 72 nach Methode

II Boc-entschutzt.

Ausbeute: 5,0 g (100%) 73

Peptidkupplung: 5,0 g (11,0 mmol) 73, 3,6 g (16,5 mmol) Boc-Prolin und 7,0 g (16,5
mmol) PyCloP wurden in 220 ml trockenem Methylenchlorid gelost. Es wurden 7,6 ml
(44,0 mmol) DIEA zugetropft und tiiber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt.

Das Losungsmittel wurde im Vakkum entfernt und der Riickstand sdulenchromato-
graphisch gereinigt (Laufmittel: n-Hexan/Essigester 2:1, Ri=0,42).

Die sauberen Fraktionen wurden zur Trockene eingeengt und das Produkt im

Olpumpenvakuum bei 50°C getrocknet.

Ausbeute : 4,3 g (64% d. Theorie)
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Smp.:

[e]} :
MS (ED:

'H-NMR:

IR (KBr):

Darstellung des Tetrapeptids 77

Erweichen bei 80°C, Zersetzung bei 95°C

-64,3°, ¢c=2, Chloroform

M+ bei m/z=619, Intensitat = 52%

[500 MHz, d-DMSO, 373 K] 8[ppm] 1,30 (s, 12H, pin); 1,32 (s, 9H, tBu);
1,73-1,98 (m, 3H, Pro-Hp+Pro-H,); 2,05-2,23 (m, 1H, Pro-Hy); 2,94 (s,
3H, NCH); 3,26-3,48 (m, 2H, Pro-Hs); 4,21 (dd, 1H, 351 2.=4,0 Hz, 3
«=8,0 Hz, Pro-H,); 4,70-4,77 (m, 4H, CH,CH=CH, + Bn-CH.); 5,22 (dd,
1H, 3Jn=10,6 Hz, 2Ju=1,5Hz , CH,CH=CHo,, cis H); 5,33 (dd, 1H, 3Ju=17,1
Hz, 2Ju=1,5 Hz, CH.CH=CHb, trans H); 5,86-6,13 (m, 1H, CH,CH=CH,);
7,02-741 (m, 5H, Ar-H); 7,57 (t, 1H, u=1,5 Hz, Ar-H); 7,71 (d, 1H,
u=1,5 Hz, Ar-H); 9,57 (s, 1H, NH)

[cm] 3329(m), 2978(s), 1702(ss), 1612(ss), 1561(s), 1348(ss), 1229(s),
1164(s), 1118(s), 1067(s), 1039(s), 986(m), 931(m), 860(s), 768(s), 728(m),
677(m), 660(m), 539(m)

ber.: C: 65,91 % H:7,48%  N: 06,78 %
gef.: C: 66,02 % H:7,65%  N:6,52 %
C34H46sBN3O7 M=619,57 g/mol

.
~N 07%
O
WHK j\ };)AII
]

4
Boc

Entschiitzungen: Vor der Peptidkupplung wurden je 2,0 g (3,3 mmol) 74 an der

Boc-geschiitzten Aminogruppe nach Methode II (Ausbeute 1,8 g (100%)) und an der

allylveresterten Carboxylgruppe nach Methode III (Ausbeute 1,9 g (100%)) entschiitzt.
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Peptidkupplung: 1,8 g (3,3 mmol) 75, 1,9 g (3,3 mmol) 76 und 2,1 g (5,0 mmol)
PyCloP wurden in 70 ml trockenem Dichlormethan gel6st. Nach Zugabe von 2,3 ml (13,3
mmol) DIEA wurde bei Raumtemperatur Giber Nacht geriihrt. Das Losungsmittel wurde
im Vakuum entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch (Laufmittel : n-Hexan/
Essigsiaureethylester 1:2, R¢=0,36) gereinigt.

Die sauberen Fraktionen wurden zur Trockene eingeengt und das Produkt im Ol-

pumpenvakuum getrocknet.
Ausbeute: 2,2 g (62%)

MS (FAB): M+Na* bei m/z=1103, Intensitat=100%
M+Na+-Boc bei m/z=1003, Intensitit=65%

Darstellung des Cyclopeptids 80

A

Py

\N (@)
O

==

N 2

T " o

Entschiitzungen: Vor der Cyclisierung wurden 2,2 g (2,0 mmol) 77 zunichst an der

allylverestern Carboxylgruppe nach Methode III (Ausbeute 2,15 g (100%)) und an-
schlieBend an der Boc-geschiitzten Aminogruppe nach Methode II (Ausbeute 2,0 g
(100%)) entschiitzt.

Cyclisierung: In einen 500 ml Dreihalskolben wurden 1,61 g (5 mmol) TBTU
eingewogen und dreimal sekuriert. Es wurden 200 ml DMF, p.a. und 0,42 ml (2,5 mmol)
DIEA zugegeben. Diese Losung wurde mit einem bereits vorgeheizten Olbad auf 80°C
erwiarmt. AnschlieBend wurden 0,98 g (1,0 mmol) vollstindig entschiitztes, lineares
Tetrapeptid (79) in 40 ml DMF, p.a. suspendiert. Nach Zugabe von 1,05 ml (6,0 mmol)
DIEA l6ste sich der Feststoff vollstindig auf. Diese Losung wurde durch ein Septum

tber vier Stunden mit einem Perfusor zur Losung des Kupplungsreagenzes zugetropft.
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Es wurde soviel DIEA zugegeben, bis die Lésung einen pH von 9 erreichte, und noch

eine Stunde bei 80°C weitergertihrt.

AnschlieBend wurde das Losungsmittel im Olpumpenvakuum entfernt und der

Ruckstand sdulenchromatographisch (1. Laufmittel: Chloroform/Aceton 1:1, R¢=0,27; 2.

Laufmittel: Ethylacetat/2-Propanol 5:1, Rg=0,46) gereinigt. Die sauberen Fraktionen

wurden zur Trockene eingeengt und im Olpumpenvakuurn getrocknet.

Ausbeute:

Smp:

[a]),

MS (FAB):

'H-NMR:

BC-NMR:

IR (KBr):

480 mg (52 %)

Zersetzung bei 210°C

-193,0° (c=1, DMF)

M+H* bei m/z=923, Intensitat = 100 %
M+Na* bei m/z=945, Intensitat = 19 %

[500 MHz, de-DMSO] 8[ppm] 1,30 (s, 24H, Pinakol-CH3); 1,74-1,97 (m,
6H, Pro-Hg+Pro-H,); 2,01-2,17 (m, 2H, Pro-H,); 2,96 (s, 3H, N-CHs);
3,46-3,62 (m, 4H, Pro-Hs); 3,85 (d, 2H, 31 .=8,5 Hz, Pro-H,); 4,63 (d, 2H,
24=17,7 Hz, Bn-CH,); 4,79 (d, 2H, 2Ju=17,7 Hz, Bn-CH,); 6,07 (s, 2H,
DAB-HG); 6,29 (s, 2H, DAB-H4); 7,03 (d, 2H, 3Ju=7,6Hz, PB-H3); 7,24
(dd, 2H, 3]=7,3 Hz, PB-H4); 7,28 (s, 2H, DAB-H2); 7,40 (dd, 2H, 3Ju=7,6
Hz, PB-H5); 7,72 (d, 2H, 3Ju=7,3 Hz, PB-HG); 9,49 (s, 2H, NH)

[125 MHz, ds-DMSO] 8[ppm] 23,50 (Pro-C,); 25,6 (Pinakol-CHs); 32,13
(Pro-Cp); 39,45 (N-CHs); 47,51 (Pro-Cg); 56,22 (Pro-Cy); 62,69 (Bn-CHy);
84,54 (Pinakol-CO); 103,67 (DAB-C4); 104,89 (DAB-CG); 107,05 (DAB-
C2); 126,34+126,95 (PB-C3,C4,C5,C6); 132,25 (PB-C1); 137,09 (PB-C2);
139,81 (DAB-C1); 145,92 (DAB-C3); 150,59 (DAB-C5); 170,74 (Aryl-CO);
172,43 (Pro-CO)

[cm] 3393(m), 2977(m), 1701(m), 1609(ss), 1449(s), 1417(m), 1381(m),

1347(s), 1318(m), 1213(m), 1144(m), 1113(m), 1067(w), 1040(w), 963(w),
859(m), 760(m), 661 (w)
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C.HLN:  ber: C:67,60% H:699% N:911%  CsHeB:NgOs
ber. C:6576% H:711% N:885%  Cs:HesBaNgOs - 1,5 H20
oef: C:6588% H:6,99%  N:888%

Cs2He4B2N6Os M=922,74 ¢/mol
Cs2HesBoNGOs - 1,5 FLO M=949,76 ¢/mol

Darstellung des Rezeptors 81

B(OH),

O)L

Iz

200 mg (220 umol) 80 wurden in 220 ml Aceton/Wasser 4:1 geloést, 22 ml 1 N
Salzsdure hinzugefiigt und bei Raumtemperatur 2 Tage geriihrt. AnschlieBend wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand tber eine RP-Sdule (Laufmittel:
Aceton/Wasser 2:3) gereinigt.

Hierzu wurde die RP-Siule zunichst auf Aceton/Wasser 1:10 konditioniert. Das
Rohprodukt wurde in Aceton/Wasser 1:1 gelost und auf die Sdule aufgetragen. Das
Laufmittel wurde nun auf Aceton/Wasser 1:5, dann auf 1:3 und abschlieBend auf 2:3
umgestellt. Mit diesem Laufmittel eluierte sauberes Produkt.

Die sauberen Fraktionen wurden zur Trockene eingeengt und anschlieBend tber

Phosphorpentoxid im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 85 mg (51%)

Smp: Erweichen ab 175°C, Schmelzpunkt > 250°C
[a]} : -103,1° (c=1, DMF)

MS (ESI):  M-2H>O-H* bei m/z=721.7, Intensitit = 105 a.u.
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MS(FAB):

LC-MS:

'H-NMR:

BC-NMR:

IR (KBr):

M+-H,0 bei m/z=740, Intensitat = 2

RT=30.76, ESI: M-2H2O+H* bei m/2=723.3, Intensitit = 100 %

[500 MHz, de-DMSO] 8[ppm] 1,79-1,97 (m, 6H, Pro-Hg+Pro-H,); 2,03-
2,16 (m, 2H, Pro-H.); 2,89 (s, 6H, N-CH3); 3,88 (d, 2H, 311 .a=7,7 Hz, Pro-
H,); 4,63 (d, 2H, 2Ju=17,7 Hz, Bn-CH,); 6,14 (s, 2H, DAB-HG); 6,32 (s,
2H, DAB-H4); 6,96 (d, 2H, 3]=7,6Hz, PB-H3); 7,20 (dd, 2H, 3Jn=7,6 Hz,
PB-H4); 7,25-7,33 (m, 4H, DAB-H2+ PB-H5); 7,54 (d, 2H, 3Ju=7,0 Hz,
PB-HO6); 9,52 (s, 2H, NH)

[125 MHz, ds-DMSO] 8[ppm] 23,59 (Pro-C,); 32,16 (Pro-Cg); 39,32 (N-
CHs); 47,57 (Pro-Cy); 56,91 (Pro-C,); 62,75 (Bn-CHy); 104,16 (DAB-C4);
105,34 (DAB-C6); 107,26 (DAB-C2); 125,95+126,67 (PB-C3,C4,C5,C6);
130,04 (PB-C1); 134,89 (PB-C2); 139,82 (DAB-C1); 143,14 (DAB-C3);
150,95 (DAB-C5); 170,85 (Aryl-CO); 172,53 (Pro-CO)

[cm] 3301(m), 3220(m), 2977(w), 2877(w), 1678(w), 1595(ss), 1445(s),
1416(s), 1371(s), 1339(s), 1243(m), 1187(m), 1121(m), 1024(m), 988(w),
843 (w), 758(m), 705(w), 656(w)

ber. C:63,34% H:585%  N:11,08 % Csp0HuB2NsOs

ber.: C:5848% H:06,26%  N:10,23 % CsHuB2N¢Os - 3,5 H2O
gef.: C:5847% H:6,05%  N:10,08 %

C40H44B2NgOs M=758,34 g/mol

C40H44B2NsOs - 3,5 H2O M= 821,48 g/mol
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4.8.3 Synthese des Rezeptors 87

Darstellung des Hexapeptids 83

0.,
~N O%

0]
MH OAll
0]

¥ 3
Boc

Entschiitzungen: Vor der Peptidkupplung wurden 2,7 g (2,5 mmol) 77 an der Boc-
geschiitzten Aminogruppe nach Methode II (Ausbeute 2,5 g (100%)) und 2,5 g (4,0
mmol) 74 an der allylveresterten Carboxylgruppe nach Methode III (Ausbeute 1,9 g
(100%)) entschiitzt.

Peptidkupplung: 2,5 ¢ (2,5 mmol) 82, 2,3 g (4,0 mmol) 76 und 1,6 g (3,8 mmol)
PyCloP wurden in 60 ml trockenem Dichlormethan gel6st. Nach Zugabe von 1,8 ml (10,1
mmol) DIEA wurde bei Raumtemperatur iiber Nacht gerithrt. Das Losungsmittel wurde
im Vakuum entfernt und der Rickstand sdulenchromatographisch (Laufmittel:
Chloroform/Aceton 4:1, R¢=0,51) gereinigt.

Die sauberen Fraktionen wurden zur Trockene eingeengt und das Produkt im Ol-

pumpenvakuum getrocknet.
Ausbeute: 1,84 g (48%)

MS: M+ bei m/z=1541, Intensitit=3000 a.u. (MALDI-TOF)
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Darstellung des Cyclopeptids 86

'SR

Entschiitzungen: Vor der Cyclisierung wurden zunichst 0,92 g (0,6 mmol) des

linearen Hexapeptides 83 an der allylveresterten Carboxylgruppe nach Methode 111 und

an der Boc-geschiitzten Aminogruppe nach Methode II entschiitzt.
Ausbeute: 0,90 g (100 %)

Cyclisierung: In einen 500 ml Dreihalskolben wurden 1,00 ¢ (3 mmol) TBTU
eingewogen und dreimal sekuriert. Es wurden 200 ml DMF, p.a. und 0,26 ml (1,5 mmol)
DIEA zugegeben. Diese Losung wurde mit einem bereits vorgeheizten Olbad auf 80°C
erwiarmt. AnschlieBend wurden 0,90 g (0,6 mmol) vollstindig entschiitztes, lineares
Hexapeptid (85) in 25 ml DMF, p.a. suspendiert. Nach Zugabe von 0,70 ml (3,6 mmol)
DIEA l16ste sich der Feststoff vollstindig auf. Diese Losung wurde durch ein Septum
tber vier Stunden mit einem Perfusor zur Losung des Kupplungsreagenzes zugetropft. Es
wurde soviel DIEA zugegeben, bis die Losung einen pH von 9 erreichte, und noch eine
Stunde bei 80°C weitergertihrt.

AnschlieBend wurde das Lésungsmittel im Olpumpenvakuum entfernt und der
Riickstand sdulenchromatographisch (1. Laufmittel: Chloroform/Aceton 2:1, Re=0,61 ; 2.
Laufmittel: Ethylacetat/2-Propanol 15:1, R=0,64) gereinigt. Die sauberen Fraktionen

wurden zur Trockene eingeengt und im Olpumpenvakuum getrocknet.
Ausbeute: 320 mg (39 %)

Smp: Zersetzung bei 145°C

[a]}

+10,1° (c=1, DMF)

MS: M+H* bei m/z=1384, Intensitit = 3000 a.u. (MALDI-TOF)
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'H-NMR:

BC-NMR:

IR (KBr):

[500 MHz, de-DMSO] 8[ppm] 1,31 (s, 36H, Pinakol-CHs); 1,68-1,79 (m,
3H, Pro-Hp); 1,82-1,97 (m, 6H, Pro-Hp+Pro-H,); 2,11-225 (m, 3H, Pro-
H,); 3,00 (s, 3H, N-CH5); 3,13-321 (m, 3H, Pro-Hy); 4,53 (dd, 3H, 3
=41 Hz, 31 =7.9 Hz, Pro-Hy); 4,72 (d, 3H, 2Jy=17,7 Hz, Bn-CHb); 4,80
(d, 3H, 2Ju=17,7 Hz, Bn-CHL); 6,35 (s, 3H, DAB-HG); 6,47 (s, 3H, DAB-
H4); 7,08 (d, 3H, 3Ju=7,6Hz, PB-H3); 7,24 (dd, 3H, 3Ju=7,6 Hz, PB-H4);
7,40 (dd, 3H, 3Ju=7,3 Hz, PB-H5); 7,64 (s, 3H, DAB-H2); 7,72 (d, 3H,
314=7,6 Hz, PB-HG); 9,98 (s, 3H, NH)

[125 MHz, ds-DMSO] 8[ppm| 25,6 (Pro-C,); 25,7 (Pinakol-CHs); 30,35
(Pro-Cy); 39,48 (N-CH3); 50,06 (Pro-Cg); 56,34 (Pro-Cy); 60,61 (Bn-CHy);
84,55 (Pinakol-CO); 103,52 (DAB-C4); 105,28 (DAB-C6); 107,54 (DAB-
C2); 126,51+126,93 (PB-C3,C4,C5,C6); 132,21 (PB-C1); 136,92 (PB-C2);
139,83 (DAB-C1); 145,93 (DAB-C3); 150,25 (DAB-C5); 170,34 (Aryl-CO);
171,06 (Pro-CO)

[em!] 2976(m), 2367(w), 2345(w), 1774(m), 1734(m), 1718(m), 1686(s),
1638(s), 1603(s), 1560(s), 1543(s), 1508(m), 1474(m), 1458(s), 1348(ss),
1317(s), 1262(m), 1145(s), 1068(m), 1041(m), 860(m), 764(m), 660(m),
419(m)

ber.:. C:67,69% H:699%  N:9,11 %  C78HosB3NoO12

ber.. C:62,78% H:730%  N:845%  C78HosB3NoO12 - 6 H2O
gef: C:63,03 % H:7,09% N:824%

C78HosB3NoO12 M=1384,12 g/mol

C78HosB3NoO12 - 6 H2O M=149222 g/mol
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Darstellung des Rezeptors 87
B(OH),
N
[
N
N 3
T °

100 mg (72 umol) 86 wurden in 80 ml Aceton/Wasser 4:1 gelost, 8 ml 1 N Salzsdure

hinzugefigt und bei Raumtemperatur 2 Tage geriihrt. AnschlieBend wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand tber eine RP-Sdule (Laufmittel:
Aceton/Wasser 1:1) gereinigt.

Hierzu wurde die RP-Siule zunichst auf Aceton/Wasser 1:10 konditioniert. Das
Rohprodukt wurde in Aceton/Wasser 1:1 gelost und auf die Sdule aufgetragen. Das
Laufmittel wurde nun auf Aceton/Wasser 1:5, dann auf 1:2 und abschlieBend auf 1:1
umgestellt. Mit diesem Laufmittel eluierte sauberes Produkt.

Die sauberen Fraktionen wurden zur Trockene eingeengt und anschlieBend tiber

Phosphorpentoxid im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 20 mg (25%)

Smp: Zersetzung bei 161°C

MS (ESD): M-1H,O-H* bei m/z=1118, Intensitit = 17000 a.u.
LC-MS: RT=36.19, ESI: M-3H,O+H* bei m/z=1084, Intensitit = 100 %

IH-NMR:  [500 MHz, ds-DMSO] 8[ppm] 1,68-1,82 (m, 3H, Pro-Hp); 1,83-2,02 (m,
6H, Pro-Hg+Pro-H.); 2,13-2,27 (m, 3H, Pro-H,); 2,94 (s, 9H, N-CH3);
4,48-4,59 (m, 3H, Pro-H,); 4,68 (d, 6H, 2Jy=17,0 Hz, Bn-CHL); 6,41 (s, 3H,
DAB-HG); 6,53 (s, 3H, DAB-H4); 7,02 (d, 3H, 3Ju=6,9Hz, PB-H3); 7,19
(dd, 3H, 3Ju=7,0 Hz, PB-H4); 7,26 (dd, 3H, PB-H5); 7,54 (d, 3H, 3J1u=6,3
Hz, PB-HG); 7,65 (s, 3H, DAB-H2); 8,13 (s, 6H, OH); 9,52 (s, 3H, NH)
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BC-NMR:

IR (KBr):

[125 MHz, ds-DMSO] 8[ppm] 25,40 (Pro-C,); 30,36 (Pro-Cg); 39,54 (N-
CH3); 50,13 (Pro-Cg); 57,02 (Pro-Cy); 60,67 (Bn-CHy); 104,04 (DAB-C4);
105,86 (DAB-C6); 107,90 (DAB-C2); 126,23+126,60 (PB-C3,C4,C5,C6);
129,91 (PB-C1); 134,76 (PB-C2); 139,79 (DAB-C1); 143,26 (DAB-C3);
150,61 (DAB-C5); 170,36 (Aryl-CO); 171,10 (Pro-CO)

[cm] 3448 (ss), 1685(m), 1610(m), 1509(w), 1458(m), 1203(m), 1084(m),
759(w)

ber. C:063,34% H:585%  N:11,08 % CeoHescB3NoO12

ber.. C:5827% H:6,28%  N:10,19 % CeoHssB3NoO12- 5,5 H2O
gef: C:58,60% H:577%  N:9,65%

CeoHesB3NoO12 M=1137,67 g/mol

CooHesB3NoO12 - 5,5 H2O M=1236,75 g/mol
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