Eine Molekulare Fliegenfalle zur Erkennung
von biologisch relevanten (poly)-anionischen

Substraten

Dissertation zur Erlangung des naturwissenschatftlichen
Doktorgrades der Bayerischen Julius-Maximilians-Universitat

Wirzburg

Vorgelegt von
Diplom-Chemiker
Michael Schwegmann
aus

Georgsmarienhtte

Wiurzburg
2005



Eingereicht am:

bei der Fakultat fir Chemie und Pharmazie

1. Gutachter:

2. Gutachter:

der Dissertation

1. Priifer:

2. Prifer:

3. Prifer:

des o6ffentlichen Promotionskolloquiums.

Tag des offentlichen Promotionskolloquiums:

Doktorurkunde ausgehandigt am:




Die vorliegende Dissertation wurde unter Anleitung von Prof. Dr. Carsten Schmuck
von April 2002 bis Dezember 2005 am Institut fir Organische Chemie der Julius-

Maximilians-Universitat Wirzburg angefertigt.

Teilergebnisse der vorliegenden Arbeit sind an folgenden Stellen verdffentlicht

worden oder zur Veréffentlichung eingereicht:

"A molecular flytrap for the selective binding of citrate and other tris-carboxylates
in water. ” C. Schmuck, M. Schwegmann J. Am. Chem. Soc. 2005, 127,
3373-3379.

"Recognition of anionic carbohydrates by an artificial receptor in water.”
C. Schmuck, M. Schwegmann, Org. Lett. 2005, 7, 3517-3520.

"A naked Eye-sensing ensemble for the selective detection of citrate - but not
malate and tatrate - in aqueous solvents with a tris-cationic receptor. C. Schmuck,

M. Schwegmann, Org. & Biomol. Chem., accepted for publication.

Poster und Kurzvortrag auf der ORCHEM 2004 in Bad Nauheim zu dem Thema:
"Multivalente Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren zur Bindung von (poly)-
anionischen Substraten.”



Danksagung

Die hier vorliegende Arbeit wurde in der Zeit von April 2002 bis Dezember 2005 an
der Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg im Arbeitskreis von Prof. Dr. Carsten

Schmuck angefertigt.

Als erstes mdchte ich Prof. Dr. Carsten Schmuck fir die interessante
Aufgabenstellung im Bereich der Bioorganischen Chemie herzlich danken. Sein
stetes Interesse sowie seine fachliche Unterstitzung haben maf3geblich zum

Gelingen dieser Arbeit beigetragen.

Besonders bedanken mdchte ich mich auch bei meinen Laborkollegen Martin Heil,
Lars Geiger und den vielen anderen Mitgliedern des Arbeitskreises, die fir eine

angenehme Arbeitsatmosphére und gute Zusammenarbeit gesorgt haben.

Fur die Durchfuhrung der analytischen Messungen und die Hilfe bei der
Auswertung danke ich Dr. Matthias Grine, Elfriede Ruckdeschel (NMR) und
Dr. Michael Buchner (MS). Aulerdem danke ich Dr. Mathias Schafer fur die

Aufnahme von Massenspektren an der Universitat zu Koln.

Fur die kritische Durchsicht dieser Arbeit mdchte ich mich bei Jirgen Dudaczek,

Christian Urban, Uwe Machon, Thomas Rehm und Volker Bickert bedanken.

Zum Schluss moéchte ich mich noch bei allen Personen bedanken, die mich beim
Studium der Chemie und beim Anfertigen dieser Arbeit finanziell und persdnlich
unterstutzt haben. Besonders hervorzuheben sind hierbei meine Eltern, ohne
deren Unterstltzung dies nicht méglich gewesen ware. Aul3erdem mochte ich
mich noch bei meinem Studienkollegen Holger Danielec bedanken, der mich lange
auf meinem Studienweg begleitet und mir personlich und fachlich immer zur Seite

gestanden hat.



Inhaltsverzeichnis

N T oY =T 1 AU o o PSR 1
2 Zielsetzung und KONZEPLION ...ocooiiiiiiiiiii e e e e eeanaes 3
2.1  Entwurf eines multivalenten Rezeptors zur Komplexierung von Citrat..... 3

2.2 Entwicklung von multivalenten Rezeptoren zur Komplexierung von

KONIENNYAIraten ...........oiiiii e 7

2.3 Entwurf eines cyclischen Acylguanidin-Bindungsmotives zur
stereoselektiven Komplexierung von Carboxylaten ............cccccceeeeeeeene. 10
3 Grundlagen und Methoden..........cooiiiiiiiiii e 13
3.1 Carboxylat-Rezeptoren ..........uuueiiii i 13
3.1.1 Einfache Guanidine als Bindungsmotive fur Carboxylate ............... 13
3.1.2  Guanidiniocarbonylpyrrole als Bindungsmotiv fur Carboxylate ....... 15
3.1.3 Enantioselektive Erkennung von AmMIiNOSAUreN...........ccceeeeeeeveevnnnnns 18
3.2 Citrat und Polycarboxylat-Rezeptoren...........cccoeveeeeiiiiiiiiiiiineeeeeeeeeeiiienns 21
3.3  Kohlenhydraterkennung ...........cccccvviiiiiiiiiiieee 26
3.4  Methoden zur Bestimmung von Bindungskonstanten...............cccc.ceee.e. 30
3.4.1 NMR-spektroskopische Methoden..............ccoovvviiiiiiiiiii e, 30
3.4.2 UV- und Fluoreszenz-spektroskopische Methoden......................... 36
4 DurchfiUhrung und DiSKUSSION.......uuiiiiiiii e 43
4.1  Synthese des ReZEPIOIS 8 ......cciiiiiiiiiiiiiiiiie e 43
4.1.1  Synthese des Triamin-TemplatsS 6 ...........ccccevvviiiiiieeeeeieccce e, 45
4.1.2 Synthese der Carboxylat-Bindungsstelle ..., 51
4.1.3  Modulare Synthese des Rezeptors 8.............uuvueumiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnns 53

4.2  Bindungsstudien von Rezeptor 8 mit Citrat und anderen

PolycarboXylaten...........coooe e 60
4.2.1 Spektroskopische Untersuchungen ..........cccccooiiiiiiiiiiiiiiii 60
4.2.2 Komplexstruktur und Selektivitat............ccooveviii 78
4.2.3  "naked eye deteClioN" .........cceiiiiieiiiiiie e 88
4.3  Bindungsstudien von Rezeptor 8 mit anionischen Zuckern.................... 92
4.3.1 UFONSAUIEIN ...ttt et e et e e e e e e e ena s 93
4.3.2  GlUCOPNOSPNALE.......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 98
4.4  Synthese der Rezeptoren 17 und 18.........ccccooieieiiiiiiiiiiiiiiie e, 108

4.4.1  Synthese der Rezeptoren 17 und 18 (Route 1) .........ccovvvvvvrnnnnnnn.. 109



4.4.2  Synthese der Rezeptoren 17 und 18 (Route 2)........ccceeeeeeeevvennnnnnn 114
4.5  Bindungsstudien mit den multivalenten Guanidiniocarbonylpyrrol-

Rezeptoren 17 und 18........coooviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 120

4.6  Synthese des cyclischen Acylguaniding 21 ...........ccoovvvviiiiiieieeeeeeeeiinns 124
4.7  Bindungsstudien mit dem cyclischen Rezeptor 124 ...............ccccevveenee. 135
ZUSAMMENTASSUNG ...ciiiiiiiiiiiiiiiiee et 142
AUSDIICK e 147
EXperimenteller TeIl ... e 152
7.1  Allgemeiner experimenteller Teil .......ccccoeeviiviiiiiiii e 152
7.2  Synthese des RezZeptors 8 .......cooovuiiiiiii i 156
7.2.1 Synthese des Triamin-Templats 6..........ccooeevviiiiiiiiiiiinn e, 156
7.2.2 Modulare Synthese des Rezeptors 8 ..., 163
7.3  Synthese desS ReZEPLOrS 17 ...ccovvevuiiiiiie e e e e e e eeaens 169
7.3.1  Synthese der EAUKLE...........ouvuiiiiiii e 169
7.3.2 Synthese VON ReZEPIOr 17 ......ccooiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 172
7.4  Synthese des Rezeptors 18 ... 176
7.4.1  Synthese der EAUKLE..........couuiiiiii i eeeeeaens 176
7.4.2 Synthese von Rezeptor 18........ccoovvviiiiiiii i, 181
7.5  Synthese vON Rezeptor 124 ........oouuuiiiiii e 185
SUMIMIATY ettt ettt e e et e et e e et e e et e e e e e e ee e e e et e e enaneeeenns 192

N 1] 0 = U Lo RSP 197
0.1 LIEIAIUN e 197
9.2 ADKUrzUNGVEIZEICNNIS ......iiiiiiiiiee e 203
0.3 MESSUALEN.....uuiiieieieeeeieiiee e e e et e e e e e aeaane 206
9.3.1 Rezeptor 8 gegen Polycarboxylate ............cccoeeeeviviiiiiiiiiiiieeeeeeeens 207
9.3.2 Rezeptor 8 gegen anionische ZUCKETr.........ccccooeeviiviiiiiiiiieeeeeeeeennns 212
9.3.3 Rezeptor 18 gegen (anionische) Zucker ..........ccccvvviiiiiiiiiiiiiieenns 216
9.34 Rezeptor 124 gegen AMINOSAUIEN.......cccoeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 217

9.4  Lebenslauf und ErkIArUNG .........coovuuiiiiiiieeeieeee e 219



1 Einleitung

1 Einleitung

Wahrend bisher in der Organischen Chemie der Schwerpunkt der Forschung auf
der Synthese einzelner Molekile und der Entwicklung neuer, hoch effizienter
Synthesemethoden lag, so tritt in den letzten Jahren insbesondere die
Wechselwirkung zwischen mehreren Molekilen untereinander verstarkt in den
Blickpunkt des wissenschaftlichen Interesses.™ Diese tiber ein einzelnes Molekiil
hinausgehende Supramolekulare Chemie beschéftigt sich im Gegensatz zur
kovalenten Synthesechemie mit der Erforschung von schwachen, nicht-kovalenten
Wechselwirkungen wie z. B. Wasserstoff-Bricken, ionischen oder hydrophoben
Interaktionen.*® Nicht-kovalente Wechselwirkungen spielen ebenfalls eine
auRBerst wichtige Rolle in vielen biologisch relevanten Prozessen wie bei der
Immunabwehr, der Proteinfaltung oder der DNA-Basenpaarung.™

Um derartige molekulare Erkennungsprozesse beeinflussen oder nachahmen zu
koénnen, ist es sinnvoll, erst die grundlegende Thermodynamik dieser Vorgange zu
studieren. Da die spezifischen Wechselwirkungen von biologischen Systemen
wegen ihrer komplexen Strukturen nur schwer untersucht werden kdnnen, bieten
sich hier Modellsysteme an, mit deren Hilfe einzelne Wechselwirkungen gezielt
nachgeahmt und studiert werden kénnen.”® Das Design solcher kiinstlichen
Rezeptoren ist eine herausfordernde Aufgabe, da die Wirkungsweise einiger nicht-
kovalenter Wechselwirkungen noch immer nicht genau aufgeklart ist.*®
Aul3erdem sind diese stark umgebungsabhangig, d.h. je polarer das Losemittel
wird, desto schwacher werden z.B. Wasserstoffbriickenbindungen und ionische
Wechselwirkungen, weil die Bindungsstellen kompetitiv durch das Solvens besetzt

werden.[®19

In polaren Lésemitteln kdnnen Supramolekulare Komplexe sogar
endotherm gebildet werden und verlaufen daher Entropie kontrolliert aufgrund der
Reorganisation der Losemittel-Molekile bei der Komplexierung. Aus diesen
Grinden zeigen die meisten, insbesondere die auf Wasserstoffbriicken
basierenden, bisher publizierten Modellsysteme nur effektive Komplexierung von
Biomolekulen in organischen Losemitteln mit geringer Polaritat.

Deswegen werden neue Bindungsmotive bendtigt, mit denen Biomolekile wie
Aminosauren, Peptide, Zucker oder Polycarboxylate wie Citrat unter
physiologischen Bedingungen effektiv erkannt werden konnen. Die Detektion

eines bestimmten Analyten erfordert aber nicht nur eine effektive und selektive
1



1 Einleitung

Erkennung, sondern auch eine Methode, um die Ergebnisse auslesen zu kénnen.
In den meisten Fallen werden hier Reporter (z.B. ein Chromophor) verwendet, die
mit dem Rezeptor kovalent verknipft sind, und bei der Komplexierung eines
Analyten z.B. eine optische Anderung vorweisen.®” So kann man mit
spektroskopischen Methoden oder sogar mit dem bloRen Auge (naked eye)
erkennen, ob ein Analyt prasent ist. Allerdings kdnnen auch Indikatoren als
Reporter verwendet werden, die nicht kovalent mit dem Rezeptor verkntpft sind.
Bei dieser Methode, die auch als indicator displacement assay (IDA) bezeichnet
wird, wird der Indikator durch den Rezeptor komplexiert, wobei eine Veranderung
der optischen Eigenschaften des Indikators auftritt.*>*?) Bei der Komplexierung
des Zielsubstrats wird der Indikator wieder aus dem Komplex mit dem Rezeptor
verdrangt, wodurch die optischen Eigenschaften des Indikators wieder hergestellt
werden.

Interessant sind z.B. Sensoren zur Komplexierung von Citrat. Dieses spielt eine
wichtige Rolle im Citronenséaure-Zyklus™ und ist damit beteiligt an der
Energiegewinnung im menschlichen Korper. Au3erdem wird Citrat als Zusatzstoff
in der Nahrungsmittelindustrie und pharmazeutischen Industrie verwendet.**
Chemosensoren, die selektiv Citrat in Gegenwart von anderen anionischen
Biomolekulen detektieren, kénnten also zur Bestimmung der Citrat-Konzentration
z.B. in Nahrungsmitteln eingesetzt werden.

Aber auch Kohlenhydrate sind interessante Targets fur synthetische Sensoren.
Neben der allgemein bekannten Funktion als Energiespeicher erflllen sie namlich
auch wichtige Aufgaben als Bestandteil von Zellwanden, Geweben und der
extrazelluldren Matrix.*® Hier spielen sie eine entscheidende Rolle bei der
Signaltransduktion, der Zell-Zell-Kkommunikation sowie der zellularen Erkennung.
Sensoren zur selektiven Detektion von Kohlenhydraten konnten dann z.B.
Ruckschlisse Uber die Anlagerung von Pathogenen liefern, die Uber
Wechselwirkungen mit Kohlenhydraten verlaufen, und Therapieansatze fur neue
Medikamente liefern.

Das Ziel dieser Arbeit ist daher die Entwicklung von multivalenten Rezeptoren zur
Komplexierung von kleinen Biomolekilen wie Citrat und auch Kohlenhydraten
unter physiologischen Bedingungen. AulRerdem sollen Sensoren bzw.
Sensorsysteme entwickelt werden, mit denen eine optische Erkennung eines

gegeben Analyten ermdglicht wird.

2
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2 Zielsetzung und Konzeption

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Entwicklung von multivalenten Rezeptoren
auf Basis von Guanidiniocarbonylpyrrolen zur selektiven Komplexierung von
biologisch relevanten, polyanionischen Substraten wie z.B. Citrat in wassrigen
Medien bzw. reinem Wasser. Daruber hinaus sollen die so entwickelten
multivalenten Rezeptoren auch noch auf ihre Bindungseigenschaften fir
Kohlenhydrate getestet werden. In einem weiteren Projekt soll ein neuartiges
cyclisches Acylguanidin Bindungsmotiv zur Komplexierung von Carboxylaten in
wassrigen Medien entwickelt werden, mit dem im Gegensatz zum Guanidinio-
carbonylpyrrol-Bindungsmotiv (siehe S. 5) eine stereoselektive Erkennung von
z.B. C-terminalen Peptiden erméglicht werden soll.

Diese drei verschiedenen Projekte werden in den nachsten Kapiteln ausfuhrlich
beschrieben.

2.1 Entwurf eines multivalenten Rezeptors zur Komplexierung

von Citrat

Die Citronensdure 1 spielt eine zentrale Rolle im Citronenséure-Zyklus, d.h. bei
der Energiegewinnung im menschlichen Korper, zum Beispiel bei der Bildung von
ATP aus ADP.™ AuRerdem kann Citrat Chelatkomplexe ausbilden und ist an der
Eliminierung von Schwermetallionen beteiligt.’® Des Weiteren wird Citrat als
Zusatzstoff in der Nahrungsmittel- und pharmazeutischen Industrie eingesetzt.'
Rezeptoren, die selektiv Citrat in Gegenwart von anderen Polycarboxylaten wie
z.B. Tartrat 2 oder Malat 3, die ebenfalls am Citronenséure-Zyklus beteiligt sind,
erkennen konnen, waren nitzliche Reporter fur die Bestimmung von Citrat-

Konzentrationen wie z.B. im Urin bei der Diagnose von Krankheiten. "]
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ooc/\{ﬂcoo
COO
Citrat 1
OH
- COO
ooc)\(
OH
Tartrat 2
i OH
et —OOC)\/COO
P Succinyl
@ sl CoA
Malat 3

® 2001 Sinauer Associates, Inc.

Abb. 2.1: Citronensaure-Zyklus und wichtige Polycarboxylate, die in diesem involviert sind.

Da es sich bei Citrat 1 um ein Tricarboxylat handelt, sollte ein Rezeptor zur
Komplexierung drei Bindungsstellen fir Carboxylate aufweisen, um eine
bestmogliche Erkennung gewahrleisten zu kénnen. Diese sollten mdglichst an
einem Templat angebracht werden, dass die drei Rezeptorarme auf einer Seite
des Templats fixiert, um mdogliche enthalpische Verluste durch die Reorganisation

des Rezeptors bei der Komplexierung des Substrats zu minimieren.

OH 1
G>ooc/\{/\coo®
CO0 @
® S
®
/ —— -
Rezeptor Templat Bindungsmotiv

Abb. 2.2: "Retrosynthese" eines multivalenten Rezeptors zur Erkennung von Citrat bestehend aus
einem Templat und drei positiv geladenen Bindungsmotiven.

Der Rezeptor soll also aus zwei Komponenten, einem Bindungsmotiv flr
Carboxylate und einem Templat, das diese praorganisieren soll, aufgebaut

werden:
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1. Ein Bindungsmotiv fir Carboxylate:

In der Natur werden zur Komplexierung von Carboxylaten Guanidinium-
Kationen in Form der Aminosaure Arginin verwendet."®° Angelehnt an diese
"naturliche" Carboxylat-Erkennung wurden in den letzten Jahren viele Rezeptoren
auf Guanidinium-Basis entwickelt, mit denen es mdglich ist, negativ geladene
Oxoanionen wie z.B. Phosphate oder Carboxylate mit guten Bindungskonstanten,
allerdings nur in unpolaren Medien wie Chloroform, zu komplexieren.?*?¥ Diese
Guanidinium-Bindungsmotive, die in ihrer Komplexierung grof3tenteils auf
elektrostatischen Wechselwirkungen beruhen, wurden von Schmuck in den letzten
Jahren weiterentwickelt. Er verwendete Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren wie
4, die neben den Wechselwirkungen zwischen Guanidin und Carboxylat noch
zusatzliche Wasserstoffbrickenbindungen zwischen dem Pyrrol- bzw. Amid-NH
und dem Carboxylat ausbilden kénnen und so eine Komplexierung in wassrigen
Medien erméglichen.?*%! Die Vorteile der Guanidiniocarbonylpyrrole gegentiber
einfachen Guanidinium-Rezeptoren bei der Komplexierung von Carboxylaten
werden spater noch ausfihrlicher in Kapitel 3 beschrieben. Die Verknipfung drei
dieser Bindungsmotive an ein geeignetes Templat kénnte so eine Erkennung von

Tricarboxylaten wie Citrat in reinem Wasser erlauben.

5 NHCOR

Abb. 2.3: Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptor 4 nach Schmuck zur Erkennung von Carboxylaten
wie 5 in wassrigen Medien.

2. Ein Templat zur Fixierung der Rezeptorarme:

Das Templat sollte so aufgebaut sein, dass durch eine einfache Reaktion
wie eine Amid-Kupplung die drei Rezeptorarme angebracht werden konnen.
Deswegen wurde nach einem geeigneten Triamin-Templat gesucht, das starr sein

5



2 Zielsetzung und Konzeption

sollte, so dass die drei Rezeptorarme auf einer Seite des Templats fixiert sind, um
enthalpische Verluste durch Reorganisation des Rezeptors bei der Komplexierung
zu minimieren. Als Templat wurde deswegen das Triamin 6 gewahlt, dass bereits
von Anslyn fiir seine Citrat-Rezeptoren erfolgreich verwendet wurde.™*?%2”) purch
die alternierende Substituierung des Aromaten durch die Ethyl- und Aminomethyl-
gruppen kommt es zu sterischen Abstof3ungen, die sowohl die Ethylgruppen als
auch die Aminofunktionen auf jeweils einer Seite des Benzolrings
praorganisieren.”®*! Die Vorteile dieser Anordnung der Aminofunktionen des
Templats auf einer Seite des Benzolrings werden in Kapitel 3 anhand eines

Beispiels néher beschrieben.

L
H

NH-
AT
HoN ﬁ/@N 4 H
e et
HN
6 7

Abb. 2.4: Triamin Templat 6 und Citrat Rezeptor 7 nach Anslyn.

Beruhend auf dem Templat 6 wurden von Anslyn bereits verschiedene Citrat-
Rezeptoren (siehe Kapitel 3.2 fur ausfihrliche Informationen) dargestellt, von
denen exemplarisch der Rezeptor 7 in Abb. 2.4 aufgefiihrt ist.”® Da die
Interaktionen zwischen 7 und Citrat aber nur auf Wechselwirkungen zwischen
einfachen Guanidinen und Carboxylaten beruhen, konnten in Wasser nur
Bindungskonstanten von Kass = 6.9-10° M bestimmt werden. In gepufferten
wassrigen Medien fiel die Bindungskonstante sogar auf Kass ~ 10° M.

Durch den Einsatz von Guanidiniocarbonylpyrrolen, die im Vergleich (s.0.) hdhere
Bindungskonstanten fir Carboxylate aufweisen als einfache Guanidine, kénnte so
die Bindungskonstante fir Citrat verbessert werden, so dass auch eine effiziente
Komplexierung in gepufferten wassrigen Medien moglich sein kénnte.

Die Retrosynthese des Rezeptors 8 ist in Abb. 2.5 gezeigt. Dieser soll, wie schon
oben beschrieben, aus dem Templat 6 nach Anslyn und dem Bindungsmotiv 9

nach Schmuck synthetisiert werden.
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Abb. 2.5: Retrosynthese des multivalenten Guanidiniocarbonylrezeptors 8.

Mit dem so hergestellten Rezeptor kénnen dann Bindungsstudien durchgefihrt
werden. Neben biologisch relevanten Polycarboxylaten wie Citrat, Tatrat und
Malat sollen auch noch verschiedene aromatische Polycarboxylate auf ihre
Bindungseigenschaften untersucht werden, da hier unpolare Wechselwirkungen,
die gerade in wassrigen Medien an Starke gewinnen, eine hohen Einfluss auf die
Bindungskonstanten haben konnten.®! Zusatzlich sollen Molecular Modeling
Rechnungen durchgeftihrt werden, um Informationen Utber die Komplexstrukturen
erhalten zu kénnen. Mit den Ergebnissen der Bindungsstudien und den Molecular

Modeling Rechnungen kdnnte der Rezeptor so weiter optimiert werden.

2.2 Entwicklung von multivalenten Rezeptoren zur

Komplexierung von Kohlenhydraten

Neben den Polycarboxylaten soll aber noch eine andere Substanzklasse, die
Kohlenhydrate, auf ihre Bindungseigenschaften fir Rezeptor 8 und ahnliche
multivalente Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren geprift werden. Die Kohlen-
hydrate spielen nicht nur eine wichtige Rolle bei der Energiegewinnung, sondern
sind auch beteiligt an der Regulation biologischer Prozesse wie z.B. der Zell-Zell

(30]

Erkennung. Ein Beispiel fur eine derartige Wechselwirkung ist in Abb. 2.6

gezeigt. Die Rekrutierung von weil3en Blutkorperchen fur entzindete Stellen

7



2 Zielsetzung und Konzeption

erfolgt Uber die Erkennung von Oligosacchariden, in diesem Fall von dem so
genannten Sialyl-Lewis*, das auf der Oberflache von weiRen Blutkdrperchen
exprimiert wird.Y Diese werden durch die zuckerbindenden Molekiile, die Lectine
und Selectine, aus dem Blutstrom abgebremst und kénnen so in die Zelle

wandern, wo sie ihre Aufgaben erfillen kénnen.

W+ sLe*

Y E-. P-Selectine
M L-Selectine

Abb. 2.6: Schematische Darstellung der Rekrutierung von Leukozyten.

Da der genaue Ablauf der spezifischen molekularen Erkennung von
Oligosacchariden bis heute noch nicht genau nachvollzogen werden kann,
konnten mit einem Modellsystem wie Rezeptor 8 Aussagen Uber die
Komplexierung von Kohlenhydraten gemacht werden. Dies ist vor allem deswegen
interessant, da auch in der Natur Kohlenhydrate Uber Wechselwirkungen mit
Guanidinen, d.h. Gber die Aminosaure Arginin, erkannt werden.*2¥ Da allerdings
die Komplexierung von Kohlenhydraten durch multivalente Rezeptoren wie 8 nur
auf Wasserstoffbrickenbindungen beruhen wirde, waren die Wechselwirkungen
wahrscheinlich nicht ausreichend stark genug fur eine effektive Komplexierung.
Deswegen sollen als Modell-Substrate anionische Zucker gewéhlt werden, da die
zusatzliche ionische Wechselwirkung mit dem Carboxylat eine Erkennung in
wassrigen Medien ermdglichen koénnte. In Abb. 2.7 sind verschiedene Uronsauren
11 und 12 und Zuckerphosphate 13-15 aufgefiihrt, die auf ihre Affinitat zum

Rezeptor 8 getestet werden sollen. Aul3erdem soll auch noch das einfache

8



2 Zielsetzung und Konzeption

Phosphat 16 auf seine Bindungseigenschaften tUberpriuft werden, um zu zeigen,
welchen Einfluss die Wechselwirkungen mit dem Zuckergerist auf die

Komplexierung haben.

© OH o
00C. 4 oo
AN\
HO HO
12

OH “OH
11
OH OH
HOOH o
HO R HO 7o o] Q
HO HO HO-P=0
OHl o o HO ol © o\
OPO3H OPO3H OPOLR
13 14 15 16

Abb. 2.7: Biologisch relevante anionische Zucker: Glucuronséure 11, Galacturonsaure 12, o-
Glucose-1-phosphat 13, a-Mannose-1-phosphat 14 und a-Galactose-1-phosphat 15 und das
einfache Phosphat 16.

Da der Rezeptor 8 allerdings nur einen relativ kleinen "Hohlraum" zur
Komplexierung von Gasten aufweist, sollen im Rahmen dieser Arbeit noch zwei
weitere multivalente Rezeptoren 17 und 18 (siehe Abb. 2.8) auf Basis von
Guanidiniocarbonylpyrrolen hergestellt werden, die grof3ere Bindungskavitaten
bilden und damit verbunden auch weitere Madglichkeiten zum Ausbau von
Wasserstoffbricken zur Verstarkung des Komplexes aufweisen sollen. Dies
konnte ein weiterer Schritt in die Richtung sein, neutrale Zucker in polaren Medien
zu erkennen. Als Linker wurde die beiden Aminosauren Glycin und Serin gewabhilt,
weil sie durch einfache Amidbindungen zwischen das Bindungsmotiv und das
Templat eingefiugt werden kénnen. Dadurch sind weitere Wasserstoffbriicken-
bindungen uber die zusatzliche Amidbindungen und die zuséatzlich OH-Funktion
des Serins mdglich. AulRerdem sollen die zuséatzlichen polaren OH-Gruppen die
Loslichkeit des Rezeptors 18 in Wasser erhdhen. Die Retrosynthese der
Rezeptoren ist in Abb. 2.8 gezeigt. Wiederum sind fur die Synthese verschiedene
Syntheserouten moglich, die ausfihrlich in Kapitel 4 mit Vor- und Nachteilen

diskutiert werden.
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Abb. 2.8: Retrosynthese der beiden multivalenten Rezeptoren 17 und 18 mit Glycin- bzw. Serin-
Spacer.

Nach der Synthese der Rezeptoren 17 und 18 sollen diese wiederum auf ihre
Bindungseigenschatften fir verschiedene Kohlenhydrate getestet werden. Zuerst
sollten die anionischen Zucker analog zum einfachen Rezeptor 8 untersucht
werden, um zu Uberprifen, welchen Einfluss die zusétzlichen Wasserstoffbriicken-
bindungsmotive und die grélRere Bindungskavitat auf die Komplexierung der
verschiedenen anionischen Zucker haben. AufRerdem soll untersucht werden, ob
durch die Erweiterung des einfachen Rezeptors 8 nun eine Komplexierung von

Zuckern wie Glucose in wassrigen polaren Medien mdglich ist.

2.3 Entwurf eines cyclischen Acylguanidin-Bindungsmotives

zur stereoselektiven Komplexierung von Carboxylaten

In einem weiteren Projekt soll eine chirale Acylguanidin-Kopfgruppe fur
Carboxylate entwickelt werden, die bei der Komplexierung zwischen
Stereoisomeren differenzieren kann.*? Damit kénnte es mdglich sein, hohere
Substratselektivitaten bei Aminosauren oder kleinen Peptiden zu erreichen.

Der Rezeptor soll auf Basis eines Acylguanidins aufgebaut werden, da im
Arbeitskreis Schmuck gezeigt werden konnte, dass Acylguanidine hohe

Bindungskonstanten fiir Carboxylate in wassrigen Mischungen aufweisen.” Weil
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2 Zielsetzung und Konzeption

aber die Acylguanidingruppe achiral ist, ware die nachstmdogliche Position flr eine
stereogene Information die Verknipfung zwischen der Acylguanidin-Einheit und
den folgenden Bausteinen des Rezeptors. AufRerdem wére eine cyclische
Guanidineinheit gunstig, da sie die konformativen Freiheitsgrade einschranken
wirde und so eine Praorganisation des Rezeptors fiur den Erkennungsprozess
ermoglichen wirde. Als Zielstruktur wurde deswegen das neuartige cyclische
Acylguanidin 21 Uber Molecular Modeling Rechnungen identifiziert, das sowohl
aufgrund seiner strukturellen Vorteile als auch seiner vermutlich synthetisch
leichten Zuganglichkeit ausgewéhlt wurde. Die Retrosynthese des cyclischen

Acylguanidins 21 ist in Abb. 2.9 gezeigt.

X =NH, Asparaginsaure 22

o X=OH Apfelsaure 23

0]
* @) BnO)H*/\*fO
BzO : X  OH
H

. _N._NH,
R, R \Nﬁ

21 "Ry
Guanidineinheit mit verschiedenen
Schutzgruppen oder Abgangsgruppen R;; R,

24

Abb. 2.9: Retrosynthese zur Darstellung der cyclischen Acylguanidin-Kopfgruppe 21.

In einer zweistufigen Synthese, d.h. eine Alkylierung und die Verknupfung einer
Amidbindung, sollte das cyclische Acylguanidin synthetisch zugéanglich sein. Die
verschiedenen Methoden zur Durchfihrung dieser beiden Synthesen werden
ausfuhrlich in Kapitel 4 beschrieben.

Nach der Synthese des Bausteins 21 soll zunéchst ein "einfacher" Rezeptor 25 mit
einer Aminosaure synthetisiert werden, mit dem die ersten Bindungsstudien
durchgefuhrt werden sollen. Damit soll herausgefunden werden, wie hoch die
Affinitat des neuen Bindungsmotives im Vergleich mit Guanidiniocarbonylpyrrol-
Rezeptoren vom Typ 4 bei der Komplexierung von Aminoséauren ist. Au3erdem
soll bestimmt werden, ob schon mit diesem relativ einfachen Rezeptor eine

Diskriminierung von enantiomeren Aminosauren moglich ist.
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® NH,

Abb. 2.10: Rezeptor 25 zur enantioselektiven Komplexierung von Aminosauren.

Das Ziel der hier vorliegenden Arbeit ist somit die Entwicklung von verschiedenen
multivalenten Rezeptoren auf Basis von Guanidiniocarbonylpyrrolen zur
Komplexierung von biologisch relevanten Substraten wie Citrat oder auch
Kohlenhydraten. Diese konnten dann z.B. als Sensoren fir die Beobachtung von
zellularen Prozessen eingesetzt werden.

Neben diesem Hauptprojekt soll ein neues Acylguanidin-Bindungsmotiv entwickelt
werden, mit dem eine stereoselektive Komplexierung von Aminoséure-
Carboxylaten ermoglicht werden kann. Diese Rezeptoren kénnten dann als

Chemosensoren flr chirale Aminosauren eingesetzt werden.

12
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3 Grundlagen und Methoden

In den nachfolgenden Kapiteln wird kurz der Stand der Forschung fur die im
Rahmen dieser Arbeit relevanten Themengebiete vorgestellt. Da der vor kurzem
von Schmuck entwickelte Rezeptor auf Basis von Guanidiniocarbonylpyrrolen eine
wichtige Rolle fir diese Arbeit spielt, werden zunachst die Vorteile dieses
Bindungsmotivs gegenuber einfachen Guanidinen behandelt. Aulierdem werden
Beispiele fur die besonderen Bindungseigenschaften verschiedener Rezeptoren
auf Basis der Guanidiniocarbonylpyrrole gegeben. In den darauf folgenden
Kapiteln werden dann noch Rezeptoren zur Erkennung von Citrat und anderen
Polycarboxylaten und Kohlenhydraten beschrieben, die ausschlaggebend flr den
rationalen Entwurf von multivalenten Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren waren.
Zum Schluss werden ein paar Beispiele fur (enantioselektive) Aminosaure-
Rezeptoren gegeben und die grundlegenden Methoden zur Bestimmung von

Bindungskonstanten vorgestelit.

3.1 Carboxylat-Rezeptoren

3.1.1 Einfache Guanidine als Bindungsmotive fiir Carboxylate

Die Guanidinium-Gruppe ist in den letzten Jahren eine extrem wichtige Gruppe zur
Komplexierung von Anionen geworden. Sie bildet starke nicht-kovalente
Wechselwirkungen zu Anionen wie Carboxylat, Phosphat, Sulfat und Nitrat
aus.P2¥! Die Erkennung von Carboxylaten mit Guanidinen kann oft auch in
biologischen Systemen in Form der Aminosaure Arginin, die in der Seitenkette
eine Guanidinium-Funktion besitzt, beobachtet werden.['®' Die Vorteile des
Guanidins liegen in dem breiten pH-Bereich, in dem es protoniert vorliegt, und in
der Geometrie, die gut mit den oben genannten Anionen Ubereinstimmt, was zu
starken Wechselwirkungen fuhrt. Aufgrund dieser Vorteile wurden in den letzten
Jahren viele Rezeptoren auf Basis der Guanidinium-Gruppe dargestellt. Bereits
Ende der 80er Jahre entwickelten Schmidtchen et al. ein bicyclisches Guanidin 26,
das die Komplexierung von p-Nitrobenzoat in Acetonitril mit einer Bindungs-

13



3 Grundlagen und Methoden

konstante von Kass ~ 10* M erméglichte.®® Daraufhin folgten weitere hnliche
Rezeptoren wie 27 von de Mendoza et al, die aber zu keiner groRen Steigerung in
den Bindungskonstanten fiihrten (sieche Abb. 3.1).®! Allerdings konnte mit dem
chiralen Rezeptor 27 eine Selektivitat fur L- gegenuber D-Phenlyalanin (Faktor 2)

beobachtet werden.

N
N 7,
PY ffué* N
N@ N (@] 0] (0] 0]
H H
HO OH
OH  HO O O

. ) ow

Abb. 3.1: Einfach geladene bicyclische Guanidinium-Rezeptoren 26 und 27 zur Komplexierung
von Anionen in organischen Lésemitteln.

Erst durch die Entwicklung mehrfach geladener Rezeptor-Molekule wie die
Rezeptoren 28 nach Schmidtchen,*”! 29 nach Hamilton®® und 30 nach Anslyn®*
gelang eine Komplexierung in polareren Losemitteln wie DMSO oder Methanol,
vor allem bei mehrfach geladenen Anionen wie Phosphat. Obwohl nun mehrere
ionische Wechselwirkungen vom Rezeptor zum Substrat ausgebildet werden,
konnten trotzdem nur mittelmaRige Bindungskonstanten von Kass = 10" - 10° M’
(in DMSO oder MeOH) bestimmt werden. AuflRerdem sind diese Rezeptoren
strukturell sehr anspruchsvoll und konnen nur in aufwendigen, mehrstufigen

Synthesen dargestellt werden.

OH HO_ COR

</<IH : B

HN
n—e ® )\/j 0 0 N7
KJNH H H \j‘\/)N HN NH  HN_NH NH HN

~, O _N N__O 2 Y hd 2 HN NH
T I I

28 29 30

Abb. 3.2: Mehrfach geladene Guanidinium-Rezeptoren 28 - 30 zur Komplexierung von Anionen in
organischen Lésemitteln.
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3.1.2 Guanidiniocarbonylpyrrole als Bindungsmotiv ftr Carboxylate

In den letzten Jahren wurden von Schmuck Versuche durchgefuhrt, die
Bindungseigenschaften von Guanidinen so zu verandern, dass eine
Komplexierung von Anionen in wassrigen Medien mdglich wird. Dazu wurden
Molecular Modeling Rechnungen (MacroModel 6.5, Amber*-Kraftfeld, GB/SA-
Solvatation) durchgefuhrt, mit denen ein neuartiges Bindungsmotiv, das
Guanidiniocarbonylpyrrol 4, zur Komplexierung von Anionen oder im speziellen

von Carboxylaten identifiziert werden konnte.!*!

zusatzliche H-Bricken

4 => starkere Bindung
0) [\ O.
T
N. _N N.
HH H Y H
\\\\:\\ O@ _N_
Seitenket_tgn_yvechselwirkungen - O’H H
= Selektivitat lonenpaarbildung
5 NHCOR

Abb. 3.3: Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptor 4 nach Schmuck zur Erkennung von Carboxylaten
wie 5 in wéssrigen Medien.

Die strukturellen Vorteile dieses Bindungsmotives gegenuiber einfachen

Guanidinen sind:

- Die Erhdéhung der Aciditdt durch Acylierung des Guanidins, welche die
Ausbildung von Wasserstoffbriicken erleichtert.*"!

- Zusatzliche Wasserstoffbriicken zu dem Pyrrol-NH und Amid-NH erhdhen
die Bindungsaffinitat.

- Die Praorganisation des Bindungsmotives, da es sich um ein nahezu
planares Molekll handelt, ist ideal flr die Bindung von ebenfalls planaren
Carboxylaten.

- Selektivitat gegenuber verschieden Substraten kann durch Seitenketten

Wechselwirkungen (Variation des Restes R) erreicht werden.

Das Bindungsmotiv nach Schmuck lasst sich Uber eine 6-stufige Synthese
ausgehen von Pyrrol 31 und Guanidin 32 herstellen.*"! Der Schliisselschritt ist

dabei das Einflgen des Guanidins 34, das in geschutzter Form verwendet wird, da
15
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das Anbringen des einfachen Guanidins nur unter sehr harschen Bedingungen,
d.h. mit Natriummethanolat in siedendem Methanol, durchgeflihrt werden kann
(sieche Abb. 3.4).* Nach Entschiitzen des Benzylesters 35 kdnnen nun
verschiedene Amine an das freie Carboxylat angebracht werden, womit die
Seitenkette des Rezeptors variiert und so Selektivitaten fur verschieden Substrate

erreicht werden konnen.

ljik HoN._ _NH,

31 32

Iz
4
T

4 Stufen 1 Stufe Schlusselschritt

/ \ H,N_ _NHB PyBOP ﬂ\(o
BnOZC/Q\COZH + 2 \n/ ocC BnOZC N NH
N N H HN
RT ~
33 34 35 NHBoc

T

Abb. 3.4: Synthese der Guandiniocarbonyipyrrol-Bausteine 35 und 38.

Aufgrund der guten Bindungskonstanten von Rezeptoren wie 42 (Abb. 3.5) flr
Alanincarboxylat selbst in 40 % Wasser/DMSO (Kass = 770 M) wurden
verschiedene Acylguanidinium-Rezeptoren (40-45) auf ihre Bindungs-
eigenschaften gegenuber Alanincarboxylat getestet (siehe Abb. 3.5), um zu
bestimmen, welchen Einfluss die zusatzlichen Wechselwirkungen im Vergleich
zum einfachen Guanidin 32 haben. Dabei zeigte 32 unter diesen Bedingungen
keine Bindungsaktivitat fur Alanincarboxylat, wahrend fur das einfache
Acylguanidin 40 eine sehr geringe Bindungskonstante von Kass = 50 M bestimmt
wurde. Das EinfUhren zusatzlicher Wasserstoffbrickendonoren flhrte zu einer
deutlichen Erhéhung der Bindungskonstante. So konnte fir Rezeptor 41 durch
den zusatzlichen Pyrrolring eine Erhdohung der Bindungskonstante um den
Faktor 3 gegenuber dem Acylguanidin 40 beobachtet werden. Das Einfuhren einer
weiteren Amid-Funktion zu den Rezeptoren 42 und 43 erhohte die
Bindungsaffinitat um den Faktor 5. Verwendet man an Stelle eines Ethylamins die
Aminosaure Valinamid (Rezeptor 45), konnte sogar eine Erhéhung der
Bindungskonstante um den Faktor 12 im Vergleich zu Rezeptor 41 festgestellt

werden. Man erkennt also, dass durch Einfihren weiterer H-Briicken Donoren die
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Bindungsaffinat des auf ionischen Wechselwirkungen beruhenden Acylguanidins

40 sehr stark erhoht werden kann.

HaN._NH, \|//o I o NG e OY@\'//O

@ HNS NH2 N N NH N HN_ _NH NH N HN. _NH
L L L i G o
2 NH, NH, R NH,
32 40 41 42(R=Et) 43(R=Bu) 44(R=H)  45(R=i-Prop)
Kass [M1] O 50 130 770 690 680 1610

1004

% Komplexierung

Aq. Rezeptor

Abb. 3.5: Thermodynamische Bindungsstudien der Rezeptoren 40 - 45 bei der Komplexierung von
Alanincarboxylat. Dargestellt sind die Bindungsisothermen der verschiedenen Rezeptoren (45 (4),
42 (V), 43 (o), 44 (0), 41 (V) und 40 (m)) in 40 % Wasser/DMSO und die daraus bestimmten
Bindungskonstanten.

Mit der Entwicklung dieses Bindungsmotives ist es Schmuck gelungen, die
Komplexierung von Carboxylaten durch zusatzliche H-Bruckenmotive im Vergleich
zum einfachen Guanidin 32 in DMSO/Wasser-Mischungen mit hohen Bindungs-
konstanten zu ermoglichen. Die Bindungsstarke des Komplexes beruht dabei auf
einer Kombination von einer ionischen Wechselwirkung und verschiedenen
Wasserstoffbricken zum Acylguanidin und den Amidgruppen des Rezeptors, die
alle einen erheblichen Anteil an der Komplexierung aufweisen. Ein Rezeptor, der
aus drei Einheiten dieses Bindungsmotives aufgebaut wird, sollte also gut

geeignet fur die Bindung von Tricarboxylaten wie Citrat in wassrigen Medien sein.
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3.1.3 Enantioselektive Erkennung von Aminosauren

Eine der aulergewohnlichsten Eigenschaften von vielen Biomolekulen wie z.B.
Enzymen ist ihre Fahigkeit, Enantiomere in biologischen Prozessen unterscheiden
zu koénnen. Fast alle Aminosauren und deren Derivate, aus denen viele
Biomolekiile aufgebaut werden, sind chiral. Die Entwicklung von kinstlichen
Rezeptoren, die diese Fahigkeiten von Proteinen nachahmen, konnten wertvolle
Informationen flr das bessere Verstandnis nicht kovalenter Wechselwirkungen
zwischen Molekulen in der Natur liefern. AuRerdem kdénnte die Untersuchung
solcher Modellsysteme zur Entwicklung verschiedenster nutzlicher Rezeptoren fir
biochemische!*® und pharmazeutische Studien,*  Trennungsprozesse,**
Katalyse*®! oder Sensoren™®! fiihren.

Im Folgenden werden kurz ein paar Bespiele fur die enantioselektive Erkennung
von Aminosauren gegeben. Bereits 1973 gelangen Cram et al. die Trennung von
enantiomeren Phenlyammonium-Salzen mit einem Kronenether-Rezeptor 46, der
durch zwei Binap-Reste verknlpft ist*”! Die Autoren konnten durch
Extraktionsversuche zwischen Chloroform und Wasser zeigen, dass der

enantiomerenreine S,S-Rezeptor bevorzugt das R-Ammonium-Salz komplexiert.

46

Abb. 3.6: Kronenether Rezeptor 46 nach Cram zur Komplexierung von Ammonium-Salzen.

Aufbauend auf diesem ersten Entwurf wurden in den letzten Jahren viele
Rezeptoren entwickelt, die grotenteils aus chiralen Macrocyclen, Kronenethern
und Cyclodextrinen bestehen. Neben Rezeptoren zur Komplexierung von
Ammonium-Salzen wurden aber auch noch Rezeptoren zur Komplexierung von
18
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Carboxylaten entwickelt. Ein paar Beispiele fir diese beiden Typen sind in
Abb. 3.7 gezeigt.

48
H,COOC.__NH HN._ .COOCH; ; £
N N O™ NH
| D < 0O o
N N

49

Abb. 3.7: Rezeptoren 47-50 zur enantioselektiven Erkennung von Aminoséuren.

Die beiden Rezeptoren 47 und 48 nach Xie et al.l*® und Kwong et al.*®! wurden
zur enantioselektiven Komplexierung von Aminosdure-Ammonium-Salzen
entwickelt. Mit ihnen konnten fur verschiedene Aminosauren Selektivitaten fur ein
Enantiomer von bis zu einem Faktor 3 (in CHCI; bzw. CH,Cl;) bestimmt werden.
Die Rezeptoren 49 und 50 nach Moran et al.® und Kilburn et al®" dagegen
wurden zur selektiven Erkennung von Aminosaure-Carboxylaten hergestellt.
Wahrend Rezeptor 50 nur Selektivitaten um den Faktor 3 (in CHCI3) zeigte, konnte
Moran mit den beiden Enantiomeren des Rezeptors 49 z.B. L-Prolin mit einer
Selektivitat um den Faktor 14 (in CHCI3;) komplexieren. Die Autoren konnten mit
ihren Rezeptoren zwar hohe Bindungsaffinitaten fur Aminosauren bestimmen,
allerdings war die Erkennung nur in unpolaren Lésemitteln wie Chloroform und
Dichlormethan moglich, da die Wechselwirkungen nur auf Wasserstoffbriicken

beruhen. Deswegen sind sie fur den Einsatz fur Chemosensoren nicht geeignet.
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Die Effektivitat diese Strukturen beruht bei 47 und 49 auf starren, praorganisierten
Kavitaten, bei denen sterische Wechselwirkungen die Selektivitat fur verschiedene
Enantiomere gewahrleisten. Bei 48 und 50 werden die Aminosauren durch die
Bindung zur Kopfgruppe (z.B. Thioharnstoff) fixiert. Die Selektivitat beruht bei
diesen beiden Rezeptoren auf den sterischen Wechselwirkungen mit dem bzw.
den zwei Bindungsarm(en)

Auf ahnliche Art und Weise wirde ein Rezeptor bestehend aus dem cyclischen
Acylguanidin wie 21 (siehe Kapitel 2.3) und einem Peptidstrang funktionieren. Da
so ein kunstlicher Peptid-Rezeptor allerdings nicht starr, sondern sehr flexibel ist,
wird die Selektivitat durch Ausbildung einer B-Faltblatt-Struktur bestimmt. Aufgrund
dieser Struktur und der Komplexierung des Carboxylats durch die Kopfgruppe
kommt es zu einer Fixierung des Rezeptors, die eine Selektivitat fur C-terminale
Carboxylate von Peptiden bewirken kdnnte. Mit so einem Motiv kdnnte dann eine
selektive Erkennung auch in polaren Medien wie Wasser oder DMSO mdglich

sein.
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3.2 Citrat und Polycarboxylat-Rezeptoren

Analog zu den bisher publizierten Rezeptoren zur Komplexierung von einfachen
Carboxylaten, entwickelten Anslyn et al. einen Rezeptor zur Komplexierung von
Citrat auf Basis von Guanidinen.”® Da es sich bei Citrat um ein dreifach
geladenes Tricarboxylat handelt, entwickelten sie den dreifach positiv geladenen
Rezeptor 7, der aus einem Templat und drei Guanidin-Einheiten aufgebaut ist. Als
Templat verwendeten sie das Polyamin 6, welches durch seine alternierende
Substituierung am Aromaten die Guanidine auf einer Seite des Templats fixiert
und somit den Rezeptor 7 fur die Komplexierung von Polycarboxylaten wie Citrat
praorganisieren sollte.

Um nachzuvollziehen, welchen Einfluss Design-Prinzipien wie Praorganisation,
Wasserstoffbricken und Ladungspaarung auf die selektive und effektive
Komplexierung von Polycarboxylaten durch Rezeptoren wie 7 haben, wurden
noch die beiden Vergleichsrezeptoren 6 und 51 auf ihre Bindungseigenschaften
untersucht. Dabei sollte mit Rezeptor 51 gezeigt werden, welchen Einfluss die
Praorganisation,”***" die in der Literatur gut dokumentiert ist, auf die
Komplexierung hat, da durch die fehlenden Ethylgruppen die drei Guanidine nicht

mehr auf einer Seite fixiert sind.

g <D )
NH; HN™ N A
H H HN™ N
H H
H3(f3 ©) N H H H N H
V& Ve H H
NH; NH N N /@ N N
N \ @ \\7 NH ® \j
HN HN
6 7 51

Abb. 3.8: Polykationische Rezeptoren nach Anslyn et al. zur Komplexierung von Citrat.
Bindungskonstanten wurden in D,0 bei pH=7.4 aufgenommen.

Da Ammonium-lonen aufgrund ihrer hoheren Ladungslokalisierung bei der
Ladungspaarung im Vergleich zu den delokalisierten Guanidinium-lonen
effektivere Komplexoren sein sollten,”® wurde deswegen zum Vergleich noch der
Triammonium-Rezeptor 6 getestet. Trotz der hoheren Ladungsdichte wird in der

Natur Arginin vor Lysin bei der Komplexierung von Anionen bevorzugt, was wonhl
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auf die gerichteten Wechselwirkungen des Guanidins im Vergleich mit dem Amin
und auf die groRere Zahl der méglichen Wasserstoffbriicken zuriickzufiihren ist.*®
Mit den drei Rezeptoren 6, 7 und 51 (siehe Abb. 3.8) wurden diese drei Prinzipien
auf ihren Einfluss bei der Komplexierung von Citrat getestet.

Die Autoren konnten anhand von Bindungsstudien zeigen, dass die
Praorganisation des Rezeptors 7 einen groRen Einfluss auf die Komplexierung
von Citrat in Wasser hat, da dieser Citrat mit Kass = 6.9-10° M™" fast um den Faktor
drei besser bindet als der Rezeptor 51 mit Kass = 2.4:10° M. AuRerdem konnten
sie darlegen, dass die Ladungsdichte nicht der einzige bestimmende Faktor beim
Binden von Salzen in wassrigen Medien ist, da der Rezeptor 51 mit
Kass = 6.9:10°M™" um den Faktor zwei besser bindet als der einfache Ammonium-
Rezeptor 6 mit Kass = 3.0:10° M. Somit haben die zusatzlichen Wasserstoff-
briicken des Guanidins einen grof3en Einfluss auf die Bindung von Citrat.

Ferner konnten sie noch zeigen, dass der Rezeptor 7 eine hohe Selektivitat fir
Citrat gegenuber anderen biologisch relevanten Dicarboxylaten aufweist. So
komplexierte dieser die Dicarboxylate Succinat und Glutarat nur noch mit
Bindungskonstanten von Kass ~ 200 M, was eine Selektivat fir Citrat um den
Faktor 30 bedeutet. Allerdings zeigt der Rezeptor 7 nur noch maRige
Bindungskonstanten, wenn in gepufferten Lé6sungen gearbeitet wurde. So fiel die
Bindungskonstante fur die Komplexierung von Citrat sowohl in Phosphat- als auch
in HEPES-Puffer auf Kass ~ 10° M.

Interessant sind aber nicht nur Rezeptoren, die ihre Substrate mit hoher Affinitat
und Selektivitat binden, sondern viel mehr auch Sensor-Systeme, mit denen die
Komplexierung in Mischungen optisch nachgewiesen werden kann.!'°7°% go
konnte Anslyn mit einem Sensorsystem basierend auf dem Rezeptor 7 und dem
Reporter Carboxyfluorescein 52 (siehe Abb. 3.9) den Citrat-Gehalt in diversen
Getranken bestimmen.”® Diese Methode, bei der ein Reporter fiir optische
Messmethoden verwendet wird, da der Rezeptor keine oder sehr geringe optische
Eigenschaften aufweist, bezeichnet man als indicator displacement assay (IDA).l'?
Die genaue Durchfuhrung eines solchen Experimentes wird spater noch

ausfuhrlich in diesem Kapitel vorgestellt (siehe Kapitel 3.4.2).
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Abb. 3.9: Sensorsystem nach Anslyn et al. bestehend aus Rezeptor 7 und Carboxyfluorescein 52.

In den letzten Jahren wurden von Anslyn et al. noch weitere Rezeptoren und
Sensorsysteme zur Komplexierung von Citrat und anderen biologisch relevanten
Polycarboxylaten wie Malat und Tatrat vorgestellt.'#?*¢"l Zwei Beispiele dafiir sind
in Abb. 3.10 gezeigt. Der Rezeptor 53 (als Sensorsystem mit CF 52) wurde zur
Bestimmung von Malat und Tatrat in Getranken verwendet.®" In
75 % MeOH/Wasser (pH = 7.3; HEPES Puffer) konnte eine Bindungskonstante
von Kass = 5.5:10° M fiir Tatrat gefunden werden. Diese Komplexierung beruht
allerdings auf nicht reversiblen kovalenten Verknlpfungen Uber Boronsaureester
und ist deshalb zum direkten Vergleich mit Rezeptoren, die nur nicht-kovalente
Wechselwirkungen ausbilden, nicht geeignet.

Rezeptor 54 wurde als Fluoreszenz-Sensor zur Bestimmung von Citrat in
Getranken entwickelt.®® Fir die Komplexierung von Citrat konnte eine
Bindungskonstante von Kass = 8.3:10° M in 85 % MeOH/Wasser (pH = 7.4;
HEPES Puffer) bestimmt werden. Da dieser Rezeptor aber auf Metall-Ligand-
Wechselwirkungen beruht, die viel starkere, semi-kovalente Bindungen zwischen
Rezeptor und Substrat ausbilden als nicht kovalente Interaktionen, kann diese
Bindungskonstante ebenfalls nicht direkt mit den Ergebnissen der bisher
vorgestellten auf klassischen, nicht kovalenten Wechselwirkungen beruhenden

Rezeptoren verglichen werden.
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Abb. 3.10: Rezeptoren 53 und 54 nach Anslyn et al. auf Boronséure- und Metall-Basis zur
Komplexierung von Citrat und anderen Polycarboxylaten.

Ein Rezeptor zur Komplexierung von Citrat auf Metallionen-Basis wurde auch
kiirzlich von Fabbrizzi et al. publiziert.®? Sie entwickelten einen Kupfer haltigen
Trifurcat-Rezeptor 55, der die selektive Erkennung von Citrat in wassrigem Puffer
mit einer Bindungskonstante von Kass = 3.9-10° M erméglicht. Damit ist 55 nach
Angaben der Autoren der bisher beste Rezeptor zur Komplexierung von Citrat in
Wasser. Andere biologisch relevante Polycarboxylate wie Malat oder auch Tatrat
zeigen geringere Bindungskonstanten von Kass < 1:10° M™. Damit bindet der
Rezeptor 55 Citrat mindestens um den Faktor 3 besser als andere biologisch
relevante Polycarboxylate. Da dieser Rezeptor aber wiederum auf starken Metall-
Ligand-Wechselwirkungen beruht, kann er zum direkten vergleich mit Rezeptoren,

die nur nicht kovalente Wechselwirkungen ausbilden, nicht verwendet werden.

Abb. 3.11: Kupfer-haltiger Trifurcat-Rezeptor 55 nach Fabbrizzi et al. zur Komplexierung von
Citrat.
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Neben den bisher vorgestellten Rezeptoren zur Komplexierung von Citrat gibt es
noch diverse Rezeptoren zur Komplexierung von anderen Polycarboxylaten wie
z.B. der Trimesinsaure 10. Zwei Beispiele dafur sind in Abb. 3.12 gezeigt.[63’64] Die
Rezeptoren 56 und 57 beruhen auf cyclischen, hochgeladenen Polyammonium-
Salzen, die bei verschiedenen pH-Werten aufgrund der unterschiedlichen
Protonierungsstufen starke bis schwache Bindungskonstanten fur die
Trimesinsaure in Wasser aufweisen. So konnte z.B. fur den dreifach protonierten
Rezeptor 56 in Wasser (0.15 M NaCl) bei der Komplexierung der Trimesinsaure
eine Bindungskonstante von Kass = 1.4:10* M bestimmt werden, wahrend der
dreifach protonierte Rezeptor 57 in Wasser (0.1 M NMe4Cl) eine Bindungs-

konstante von Kass = 1:10° M zeigte.
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Abb. 3.12: Polyammonium-Rezeptoren 56 nach Hodacova et al. und 57 nach Bencini et al. und das
Substrat Trimesinsé&ure 10.

Die Arbeiten der oben genannten Autoren zeigen, dass eine selektive Erkennung
von Citrat gegentber anderen biologisch relevanten Polycarboxylaten mit hohen
Bindungskonstanten maoglich ist. Allerdings wiesen die Systeme von Anslyn schon
bei Einsatz von kleinsten Konzentrationen an Puffer nur noch sehr geringe
Affinitaten fur Citrat auf, wenn man die Rezeptoren auf Boronsaure- und Metall-
Basis nicht berucksichtigt. Da diese Rezeptoren aber unter physiologischen
Bedingungen (120 mM NaCl, Phosphatpuffer, pH = 7.4) zur Erkennung von Citrat
eingesetzt werden sollen, konnte der Einsatz von Guanidiniocarbonylpyrrol-
Rezeptoren im Gegensatz zu einfachen Guanidinen bei den Rezeptoren von

Anslyn zu einer Steigerung der Bindungskonstanten flihren und vielleicht eine
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effektivere Komplexierung in gepufferten Medien mit hoher lonenstarke

ermoglichen.

3.3 Kohlenhydraterkennung

Wahrend in den letzten Jahren viele Fortschritte bei der Komplexierung von
Aminosauren und kleinen Peptiden gemacht wurde,**®*! bleibt die Komplexierung
von Zuckern und Kohlenhydraten schwierig.l'”®® Die meisten Rezeptoren, die
bisher publiziert wurden, zeigen nur gute Bindungskonstanten in Ldsemitteln wie
Chloroform oder Methanol.®"® Nur wenige Beispiele fiir die Komplexierung von

t71 wobei die

Zuckern in wassrigen Medien sind bisher bekann
Bindungskonstanten doch sehr gering sind, wenn man Rezeptoren auf
Boronsaure-Basis vernachlassigt, die bei der Komplexierung von Zuckern
kovalente Bindungen ausbilden.®? Im folgenden werden nun Beispiele fiir
Kohlenhydrat-Rezeptoren gegeben. Bei den meisten Rezeptoren zur
Komplexierung von Zuckern handelt es sich um rigide, praorganisierte hydrophobe
Kavitaten, die relativ schwer herzustellen sind und die grofitenteils auf unpolaren
Wechselwirkungen und Wasserstoffbriicken beruhen.

So veroffentlichten Davis et al. vor kurzem ein rigides cyclisches Triamid 58
(siehe Abb. 3.13), das die Komplexierung von Zuckern in Wasser ermédglicht.®
Allerdings konnten hier nur sehr geringe Bindungskonstanten von Kass = 30 M fiir
Alkylglucoside wie 59 in D,O bestimmt werden. Dabei konnten Selektivitaten flr

verschiedene Glucoside um den Faktor 3 beobachtet werden.
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Abb. 3.13: Starre Polyamid-Rezeptor 58 a-d nach Davis et al. zur Komplexierung von Glucosiden.

Ein ahnlicher starrer unpolarer Rezeptor 60 wurde von Schmidtchen et al.
entwickelt.*” Dieser besteht aus zwei (ibereinander liegenden Porphyrinen, die an
den Seiten verknupft sind (siehe Abb. 3.14). Mit 60 wurden Bindungskonstanten
von Kpss ~ 1000 M fiir Monosaccharide in 5% MeOH /Wasser bestimmt.
Allerdings konnte keine Selektivitat fur bestimmte Zucker gefunden werden. Im
Gegensatz dazu zeigten Di- und Trisaccharide hohere Bindungskonstanten mit
Kass ~ 50000 M, wobei die Bindungskonstanten von Mono- zu Trisacchariden
anstiegen. Die Selektivitat fur Trisaccharide basiert wahrscheinlich auf der

relativen Grol3e der Saccharide, die genau in die Kavitat passen.

60 X ={CHzk . ¥ =CO{CH,CO

Abb. 3.14: Di-Porphyrin-Rezeptor 60 nach Schmidtchen et al. zur Komplexierung von Zuckern.

Einen kombinatorischen Ansatz zur Entwicklung von Kohlenhydrat-Rezeptoren
wahlten Sugimoto und Mitarbeiter.”® In Anlehnung an die natiirlichen Zucker-
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bindenden Proteine, die Lectine, stellten sie eine Bibliothek aus 62000 Mitgliedern
von Pentapeptiden her, die an den Positionen i und i+4 hydrophobe Aminosaure
beinhalten, mit denen Sandwich-Komplexe aufgrund von hydrophoben
Wechselwirkungen mit den Zuckern gebildet werden sollten. So konnten flr
verschiedene Pentapeptide mit Fluoreszenz-Spektroskopie Bindungskonstanten
von bis zu Kass = 3.5-10° M in Wasser gefunden werden. Allerdings muss man
hierbei beachten, dass die Ergebnisse nicht mit anderen spektroskopischen
Methoden bestatigt wurden. Auferdem wurden die Messungen bei 1°C
durchgefuhrt, was sehr untypisch ist, da normalerweise Titrationen bei
Raumtemperatur durchgefihrt werden. Da die Bindungskonstante aber von der
Temperatur abhangt und mit steigender Temperatur abnimmt, konnte es sogar
sein, dass bei Raumtemperatur keine Komplexierung mehr stattfindet, weswegen

auch kein direkter Vergleich mit anderen Systemen moglich ist.
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Abb. 3.15: Energieminimierte Struktur des Komplexes aus dem Pentapeptid 61 (Tyr-Glu-Asp-Gly-
Trp) und Erythrose. Die Pfeile und Linien beschreiben die nicht-kovalenten Wechselwirkungen im
Komplex.

Neben diesen wenigen Beispielen fur die Komplexierung von Zuckern in
wassrigen Medien gibt es noch viele Beispiele fur die Erkennung in unpolaren
Medien. Diese Rezeptoren bestehen wiederum aus starren Kavitaten wie
Calixarenen, Porphyrinen, Polyamiden und auch cyclischen Peptiden.[’""
Aulerdem gibt es noch Rezeptoren auf Harnstoff-, Aminopyridin- und Pyridin-
carboxylatbasis.”>’! Die Rezeptoren sind entweder neutral oder besitzen
geladene Gruppen wie Phosphate oder Carboxylate. Ein paar aktuelle Beispiele
fiir solche Rezeptoren sind in Abb. 3.16 gezeigt. Eine ausfiihrliche Ubersicht fiir
die Zuckererkennung in unpolaren Medien wurde vor kurzem von Davis et al.
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publiziert."”! Da diese Systeme allerdings nur in unpolaren Medien wie DCM
ausreichend hohe Bindungskonstanten von Kass ~ 10° - 10° M aufweisen und das
Ziel dieser Arbeit die Erkennung von Zuckern in wassrigen Medien war, werden

sie hier nicht naher beschrieben.

65 66 67

Abb. 3.16: Rezeptoren zur Komplexierung von Glucosiden in unpolaren Medien nach Mazik et al.
62, Roelens et al. 63, Diederich et al. 64, Kubik et al. 65, Bonar-Law et al. 66 und Bell et al. 67.

Dennoch zeigen diese Arbeiten, dass mit einer Kombination aus polaren und
unpolaren nicht-kovalenten Wechselwirkungen eine Erkennung von Zuckern
sowohl in unpolaren Medien als auch in Wasser grundsatzlich mdglich ist. Mit der
Weiterentwicklung der in diesem Kapitel vorgestellten Systeme aufbauend auf den
bisher gemachten Erfahrungen konnte es in Zukunft moglich sein, Zucker und
Kohlenhydrate nach dem Vorbild der Natur in Wasser mit hohen

Bindungskonstanten und Selektivitaten zu erkennen.
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3.4 Methoden zur Bestimmung von Bindungskonstanten

FUr die Bestimmung von Bindungskonstanten gibt es verschiedene physikalisch-
organische Methoden, die jeweils ihre eigenen Vor- und Nacheile aufweisen. Oft
genutzte Verfahren zur Bestimmung von Bindungskonstanten sind optische
Methoden wie UV- oder Fluoreszenzspektroskopie, NMR-Spektroskopie oder
auch die Kalorimetrie.”®® Da im Rahmen dieser Arbeit nur die optischen,
spektroskopischen Methoden und die NMR-Spektroskopie angewendet wurden,

werden diese in den nachsten beiden Kapiteln ausfihrlich beschrieben.

3.4.1 NMR-spektroskopische Methoden

Ein groRer Vorteil der Bestimmung von Bindungskonstanten mittels der NMR-
Spektroskopie gegenuber den optischen Methoden ist, dass aus den
Verschiebungen der einzelnen Signale, die durch die Komplexierung
hervorgerufen werden, wichtige Strukturinformationen erlangt werden koénnen.
Man kann somit aus den Ergebnissen schlieen, welche funktionellen Gruppen
des Rezeptors an der Bindung beteiligt sind, wenn Anderungen in den
chemischen Verschiebungen beobachtet werden. Mit diesen Informationen
konnen dann die Rezeptorstrukturen optimiert werden.

Die Bestimmung von Bindungskonstanten uber die NMR-Spektroskopie beruht auf
den Anderungen in den chemischen Verschiebungen der Signale, die durch die
Komplexierung hervorgerufen werden. Diese bezeichnet man auch als
"complexation-induced shifts" (CIS), die durch die Anderungen der chemischen
Umgebungen der einzelnen funktionellen Gruppen entstehen. Diese konnen durch
Wechselwirkungen wie z.B. Wasserstoffbrickenbindungen, lonenbricken oder
auch unpolare Wechselwirkungen zwischen Rezeptor und Substrat hervorgerufen
werden. Allerdings konnen auch Protonierungsreaktionen ausschlaggebend sein,
die ahnliche Kurvenverlaufe wie Bindungsisothermen aufweisen, weswegen
spater in diesem Kapitel auch noch ein Experiment vorgestellt, mit dem die

Ergebnisse darauf Gberpriift werden kénnen.®"!
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Da Bindungsprozesse allerdings dynamische Vorgange sind, spielen die
Austauschgeschwindigkeiten zwischen dem freien Substrat, dem freien Rezeptor
und dem Komplex im Vergleich mit der NMR-Zeitskala fur die Auswertung der
Spektren eine entscheidende Rolle. Ist der Austauschprozess langsam im
Vergleich zur NMR-Zeitskala, zeigen die freien Komponenten und der Komplex
verschiedene Signale, die separat ausgewertet werden kdnnen. So konnen die
Konzentrationen direkt Uber die Integration der einzelnen Signale erhalten werden.
Ist der Austausch allerdings schneller, so Uberlagern sich die Signale des
Komplexes und der freien Komponenten. Da im Rahmen dieser Arbeit nur der
zweite Fall beobachtet wurde, wird die Formel fir die Bestimmung der
Bindungskonstante kurz hergeleitet.

Die Komplexierung nach einem einfachen 1:1 Modell zwischen einem Rezeptor R
und einem Substrat S zu einem Komplex RS wird durch folgendes Gleichgewicht

beschrieben:

R+S =—— RS (1)

Unter Vernachlassigung der Aktivitatskoeffizienten lautet das Massenwirkungs-
gesetz fur die Assoziations- bzw. Dissoziationskonstante (Kass bzw. Kpiss):

Fir die Konzentrationen des Rezeptors und des Substrates im Gleichgewicht gilt:
RlI=[R.]-[Rs] (3)

[s]=[s,]-[Rs] 4

mit [Sp] und [Ro] = Startkonzentrationen von Rezeptor und Substrat.

Wie schon oben erwahnt Ilassen sich Gleichgewichte mit schnellen
Austauschgeschwindigkeiten  nicht direkt auswerten, da die Signale

unterschiedlicher chemischer Verschiebung vom Komplex und der freien
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Komponenten zu einem Signal mit einer gewichteten mittleren Verschiebung

zusammenfallen, die sich durch folgende Formel beschreiben lasst:

5, - el =BSL 5 [ RSLe  g5)

R ] R,]
bzw
Opeo = Or +@-A6 (6)

Ro]

mit
NS =0r5—-0r (7)
dveo = beobachtete chemische Verschiebung
OrR = chemische Verschiebung des freien Rezeptors
drs = chemische Verschiebung des Komplexes RS

Somit ist die bei der Titration beobachtete chemische Verschiebung eine Funktion
der Startkonzentration des Rezeptors, der chemischen Verschiebung des freien
Rezeptors, der chemischen Verschiebung des Komplexes und der Gleich-
gewichtskonzentration des Komplexes.

Setzt man nun die Formeln (2) und (3) gleich, substituiert die erhaltene Formel in
(4) und I0st die daraus resultierende quadratische Gleichung, gelangt man zu

folgender Formel, die die Gleichgewichtskonzentration des Komplexes beschreibt:

RS]= I Kou + Rol [0 VKo + R+ 8.7~ R, (S]] @

Setzt man nun noch Formel (6) und (8) gleich, gelangt man zu folgender Formel,
die die beobachtete chemische Verschiebung in Abhangigkeit von den
Startkonzentrationen des Rezeptors und des Substrats, der chemischen
Verschiebung des freien Rezeptors, der chemischen Verschiebung des
Komplexes und der Dissoziationskonstante als zu bestimmende Funktion

beschreibt.
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Opeo =Or +

beo

%;o] . {KD‘SS + [Ro]+ [So]_ \/(KDiss + [Ro]"' [So])2 -4 [RO]' [SO]} ©)

Diese Gleichung beschreibt eine Hyperflache, die durch die Variablen [Ro], [So]
und AS bestimmt wird. Bei einem Experiment wird aber Ublicherweise nur ein
zweidimensionaler Ausschnitt aus dieser Hyperflache beobachtet, da bei der
Titration normalerweise eine Konzentration konstant gehalten wird, wahrend die
andere Komponente zugegeben wird. Bei der Auswertung wird Gleichung (9) dann
mit einer iterativen nicht linearen Kurvenregression an die beobachteten
chemischen Verschiebungen angepasst. Alle anderen Variablen sind entweder
bekannt oder werden durch die Anpassung ermittelt.

Bei der Auswertung der Ergebnisse muss man beachten, dass gro3e CIS nicht
gleichzeitig grof3e Bindungskonstanten bedeuten. Vielmehr zeigt sich die Starke
der Komplexierung anhand des Kurvenverlaufs, d.h. hat die Titrationskurve eine
starke Krimmung, handelt es sich um hohe Bindungskonstanten, zeigt sie eine
schwache Krummung, handelt es sich um geringere Bindungskonstanten. Die
GroRe der CIS hangt meistens davon ab, wie groft die Anderung der chemischen
Umgebung der einzelnen Atome durch die Komplexierung ist. Deshalb weisen
funktionelle Gruppen, die direkt an der Bindung beteiligt sind, meistens die
grofldten chemischen Verschiebungen auf, wahrend Atome, die nur indirekt, Gber
weit reichende Elektronendichteverschiebungen an der Bindung beteiligt sind,
schwachere CIS zeigen. Da allerdings bei allen Signalen immer die gleiche
Komplexierung stattfindet, sollte der Kurvenverlauf bei allen Signalen identisch
sein und somit bei der Auswertung die gleichen Bindungskonstanten liefern. Bei
den Experimenten werden meistens die funktionellen Gruppen beobachtet, die
direkt an der Bindung beteiligt sind und somit die groBten CIS aufweisen, da sie
die geringeren Fehler haben sollten als die Gruppen mit kleinen CI/S.

Pearson und Deranleau konnten zeigen, dass aussagekraftige Informationen Uber
die Starke einer Bindungskonstante nur in einem bestimmten Teil der
Titrationskurve enthalten sind.'®2%% Die Bindungsisotherme wird durch den p-Wert
("probability of binding") beschrieben, der als Verhaltnis aus Konzentration von
Komplex und maximaler Konzentration des Komplexes definiert ist. Dieser p-Wert
sollte zwischen 0.2 und 0.8 liegen, da sich aulerhalb dieser Bereiche, in denen
Rezeptor und Substrat im hohen Uberschuss vorliegen, die Bindungsisothermen

von schwachen und starken Komplexen nicht mehr grof3artig unterscheiden und
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deswegen keine Informationen Uber die Starke der Komplexierung erhalten
werden konnen.

Das bedeutet, dass Bindungskonstanten nur bestimmt werden kdénnen, wenn der
Kurvenverlauf eine Krimmung in Form einer Exponentialfunktion aufweist und ein
Plateau in der chemischen Verschiebung erreicht wird. AuRerdem ist es
ungunstig, wenn der Kurvenverlauf nur langsam oder gar kein Plateau erreicht, da
sonst grol3e Fehler bei der Bestimmung der maximalen Verschiebung des
Komplexes auftreten kdnnen und somit die Bindungskonstante nur mit grof3en
Fehlern bestimmt werden kann.

Der ideale Konzentrationsbereich zur Bestimmung von Bindungskonstanten liegt
ungefahr bei ¢c = 10*"-Kass. Deswegen sollten zuerst Probetitrationen durchgefiihrt
werden, um die Bindungskonstante grob zu bestimmen, damit die optimale
Konzentration fur die Bindungsstudien ermittelt werden kann.

Bei der Bestimmung von Bindungskonstanten muss aber immer auch darauf
geachtet werden, ob Rezeptor und/oder Substrat saure bzw. basische Gruppen
enthalten, denn Protonierungsreaktionen zeigen oft ahnliche Kurvenverlaufe wie
Bindungsisothermen, da es bei beiden zu einer Anderung der chemischen
Umgebung des Rezeptors bzw. Substrats kommt.®"! Deswegen muss bei der
Beobachtung von Bindungsphanomenen zwischen einer reinen Komplexierung,
einer Saure-Base-Reaktion und einer Kombination aus beiden unterschieden
werden. Dies lasst sich anhand eines einfachen Verdlinnungsexperimentes
aufklaren. Dazu wird eine aquimolare Ldsung aus Rezeptor und Substrat
hergestellt und sukzessive verdunnt. Das Verhaltnis der beiden Komponenten
bleibt dabei konstant, wahrend die Konzentrationen abnehmen. Zeigt der Verlauf
der chemischen Verschiebungen einen linearen Verlauf, so handelt es sich um
eine Saure-Base-Reaktion, da diese nicht konzentrationsabhangig ist. Zeigt die
Isotherme allerdings einen hyperbolischen Verlauf, handelt es sich um eine
Komplexierung, da diese konzentrationsabhangig ist. Bei einem linearen Verlauf
muss man aber noch zwischen einer reinen Saure-Base-Reaktion und einer
Kombination mit einer Komplexierung unterscheiden. Dies kann allerdings mit
NMR-Methoden nicht bestimmt werden. Informationen dariber kann die
Bestimmung von pKs-Werten der einzelnen Komponenten liefern.

Die Berechnung von Bindungskonstanten mit den oben hergeleiteten Gleichungen

ist allerdings nur moglich, wenn die genaue Stdéchiometrie des Komplexes bekannt
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ist, in diesem Fall nur bei 1:1 Komplexen. Wenn nun hohere Komplexe vorliegen,
beruht die Formel zur Komplexierung auf einem anderen Massenwirkungsgesetz

und die hergeleiteten Formeln haben somit keine Gultigkeit.

Methoden zur Bestimmung der Stéchiometrie sind:

- Job-Plot z.B. mittels NMR- und UV-Spektroskopie!®*!
- Massenspektrometrie

- Roéntgenstrukturanalyse

Wahrend die beiden letzten Experimente die Stdchiometrie ohne weitere
Auswertungen liefern, aber nicht notwendigerweise die Situation in Ldsung
widerspiegeln, da es sich hier um Gasphasen- und Festkdrperuntersuchungen
handelt, missen bei den Job Plots mehrere NMR-Spektren aufgenommen
werden. Hierzu werden Lésungen aus Rezeptor und Substrat hergestellt, die die
gleiche Gesamtmolalitat aufweisen, sich aber im Verhaltnis von Rezeptor zu
Substrat unterscheiden. Dabei zeigen die Anderungen der chemischen
Verschiebungen multipliziert mit dem Molenbruch ein Maximum bei dem

Molenbruch, der der Stéchiometrie des Komplexes entspricht.

Der grol3e Vorteil der Bestimmung von Bindungskonstanten mittels der NMR-
Spektroskopie liegt wie oben schon beschrieben in den detaillierten strukturellen
Ergebnissen, die die chemischen Verschiebungen der einzelnen Signale liefern.
Allerdings birgt die NMR-Spektroskopie auch Nachteile. Z.B. werden relativ hohe
Konzentrationen (c > 1 mM) bendtigt, um gut aufgeléste NMR-Spektren erhalten
zu konnen. Das ist meistens mit Loslichkeitsproblemen verbunden, da viele
Rezeptoren in Wasser nur begrenzt I6slich sind, in unpolareren Losemitteln
allerdings zu starke Bindungskonstanten aufweisen, um sie mit nichtlinearen
Regressionsanalysen bestimmen zu kénnen (siehe oben). Aullerdem kdnnen
auch Probleme mit Anderungen des pH-Wertes wahrend der Titration oder auch
Saure-Base-Reaktion auftreten, die die Ergebnisse verfalschen. Der Einsatz von
Puffern bei der NMR-Spektroskopie ist meistens schwierig, da die Puffer Signale

die Signale des Rezeptors oft Uberlagern.
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Diese beiden Nachteile sprechen flir die Verwendung von optischen Methoden, da
hier weit niedrigere Konzentrationen (c > 1-10” M) verwendet und Puffer gewahlt
werden konnen, die keine Absorption im gleichen Wellenlangenbereich aufweisen
wie der Rezeptor. Deswegen werden im nachsten Kapitel die Grundlagen zur

Bestimmung von Bindungskonstanten mit optischen Methoden vorgestellt.

3.4.2 UV-und Fluoreszenz-spektroskopische Methoden

Wie schon im vorherigen Kapitel erwahnt bieten die optischen Methoden - die UV-
und Fluoreszenzspektroskopie - zur Bestimmung von Bindungskonstanten Vorteile
gegenuber der NMR-Spektroskopie. Die grofdten Vorteile sind dabei der geringere
Konzentrationsbereich und der Einsatz von gepufferten Ldsungen, so dass
Protonierungsreaktionen  keinen  Einfluss auf die Bestimmung von
Bindungskonstanten haben bzw. diese nicht auftreten sollten. Bei der UV- und
Fluoreszenzspektroskopie werden, ahnlich wie bei der NMR-Spektroskopie, die
elektronischen Anderungen, die durch die Komplexierung hervorgerufen werden,
beobachtet. Bei einer Komplexierung kommt es zu einer Elektronendichte-
verschiebung im Molekul. Allerdings werden fur die UV-Spektroskopie
Chromophore bendtigt, die im Bereich von 200-700 nm eine Absorption
aufweisen. Das heildt im einfachsten Fall werden Aromaten wie Pyrrol verwendet,
das z.B. ein Maximum der UV-Absorption bei A ~ 300 nm zeigt. Hat das Molekul
kein Chromophor, gibt es noch eine andere Moglichkeit, Bindungskonstanten Uber
optische Methoden zu bestimmen. Dies bezeichnet man als indicator
displacement assay, der spater noch ausfiihrlicher betrachtet wird.[’® Bei der
Komplexierung eines Carboxylats durch einen Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptor
konnten bereits Bindungskonstanten Uber die Anderung der Pyrrol-Bande bei
A =300 nm bestimmt werden.®>®® Dies liegt einerseits daran, dass das Pyrrol
ublicherweise eine Wasserstoffbrickenbindung zum Carboxylat ausbildet,
wodurch es zu einer Elektronendichteverschiebung im Rezeptor kommt.
Aulerdem sollte auch die ionische Wechselwirkung des Acylguanidins mit dem
Carboxylat noch einen Einfluss auf die Elektronendichte im Pyrrol haben. Diese

Faktoren flhren dazu, dass Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren bei der
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3 Grundlagen und Methoden

Komplexierung von Carboxylaten Abnahmen der UV- Absorption aufweisen. Auf
die gleiche Art und Weise kann mittels Fluoreszenzspektroskopie eine Anderung
der Fluoreszenzbande des Pyrrols bei A =335 nm beobachtet werden. Die
Grundlagen zur Bestimmung von Bindungskonstanten mittels optischer Methoden

werden im Folgenden kurz hergeleitet.

Das Massenwirkungsgesetz fur einen 1:1 Komplex aus Rezeptor und Substrat

lautet:

o Rl @

Es wird nun eine Funktion bendtigt, die die Observable Absorption A mit der zu
bestimmenden Bindungskonstante Kass in Verbindung bringt. Die Absorption einer
Losung wird beschriecben durch die Konzentrationen und die molaren

Extinktionskoeffizienten des freien Rezeptors er, Substrats s und des Komplexes

ESR-

A=¢. - [R]+e5-[S]+ers -[RS]  (10)

Da die freien Konzentrationen an Rezeptor und Substrat aber nicht bestimmt
werden kdénnen, missen diese noch durch die bekannten Startkonzentration [Ro]
und [So] ersetzt werden. Es gilt:

Ro]=[R]+[RS] bzw. [R]=[R,]-[RS]  (11)

sowie

[S,]=[s]+[RS] bzw. [s]=[S,]-[RS] (12)

und

Ae=¢€gs —Eg -z (13)
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3 Grundlagen und Methoden

Nach Substitution der Gleichungen (11)-(13) mit Gleichung (14) erhalt man den
folgenden Ausdruck fir die Absorption A:

A=t [R,]+es[S,]+Ae-[RS] (14)

Ersetzt man nun die Konzentration des Komplexes [RS] durch Gleichung (2),
gelangt man zu folgender Gleichung, die die Absorption in Abhangigkeit von der

Bindungskonstante beschreibt.
A=£R'[Ro]"'ss'[So]+A£'KAss'[R]'[S] (15)

Analog zu Gleichung (10) sind hier wiederum die freien Konzentrationen von
Rezeptor und Substrat gegeben, die nicht bekannt sind. Mit Hilfe von Gleichung
(2) und (12) gelangt man nun zu folgender Gleichung, in der die Absorption noch
in Abhangigkeit zur zu bestimmenden Bindungskonstante und der freien

Konzentration an Substrat steht:

_ AE'KASS'[RO]'[S]
A—(’:R‘[Ro]+£s'[so]+ 1+KAss'[S] (16)

Die unbekannte freie Konzentration an Substrat kann nun Uber eine

Taylorreihenentwicklung nach [Sy] aufgeldst werden:

_ KAss '[R]o '[S]o
S - R ke /.

Substituiert man nun Gleichung (17) in (16) erhalt man folgende Gleichung, in der
die Absorption nur noch in Abhangigkeit zur Bindungskonstante und dem molaren

Absorptionskoeffizienten des Komplexes RS steht:

K nes - [R, - Ae- { Kpss - [R - [S)y }

(1 + KAss ) [S]o )2 + KAss ) [R]o

A=¢,-[R,]+es [S, ]+ < [RL 5] (18)
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3 Grundlagen und Methoden

Diese Formel wurden zur Bestimmung von Bindungskonstanten fir 1:1 Komplexe
mittels einer nichtlinearen Regressionsanalyse verwendet. Da allerdings der
molare Absorptionskoeffizient des Komplexes unbekannt ist, muss dieser
ebenfalls bei der Anpassung an die experimentellen Daten berechnet werden. Hier
liegt auch die Hauptfehlerquelle bei der Anpassung an die experimentellen Daten.
Der molare Absorptionskoeffizient des Komplexes sollte sich stark von dem des
Rezeptors unterscheiden, da ansonsten keine exakte Bestimmung der
Bindungskonstante mdglich ist, bzw. grof3e rechnerische Fehler auftreten. Je
geringer der Unterschied ist, desto mehr ahnelt die Komplexierung der reinen
Verdunnung des Rezeptors, so dass mit nichtlinearen Regressionsanalysen keine
Anpassung mehr moglich ist. Deswegen wird bei den Auswertungen der
experimentellen Daten die Wellenlange des Maximums der UV-Absorption
verwendet, da hier die grofdten Unterschiede in der Absorption beobachtet werden
konnen.

Die gleiche Formel kann ebenfalls fur die Auswertung von Fluoreszenz-Titrationen
verwendet werden, die noch einen weiteren Vorteil gegenuber den UV-Titrationen
aufweisen. Diese Messmethode ist noch empfindlicher als die UV-Spektroskopie,
so dass Konzentrationen von c¢~107 M bereits ausreichen, um Bindungs-
konstanten ermitteln zu konnen.

Eine Moglichkeit zur Bestimmung von Bindungskonstanten mit optischen
Methoden, auch wenn Rezeptor oder Substrat keine Absorption oder Fluoreszenz
zeigen, bieten die so genannten indicator displacement assays (IDA)."® Hierbei
wird ein Reporter verwendet, der durch den Rezeptor komplexiert und durch das
Substrat wieder verdrangt wird (siehe Abb. 3.17).

Rezeptor Indikator Substrat

/ / /
Sl &

O

Abb. 3.17: Schematischer Ablauf eines indicator displacement assays.
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3 Grundlagen und Methoden

Ein derartiger Reporter sollte ahnliche strukturelle Eigenschaften aufweisen wie
das Substrat, das der Rezeptor erkennen soll. Zum Beispiel wurde von Anslyn der
Reporter Carboxyfluorescein gewahlt, der genau wie Citrat ein Trianion aber kein
Tricarboxylat ist.?®! Deswegen sollte es etwas schlechter binden als Citrat, aber
ausreichend stark genug, um eine Bindungskonstante bestimmen zu konnen.
Zuerst wird das Carboxyfluorescein vorgelegt und mit dem Rezeptor titriert. Dabei
wird die Anderung der Absorption oder Fluoreszenz beobachtet und die
Bindungskonstante fur dieses System bestimmt. Im nachsten Schritt wird ein
Komplex aus Rezeptor und Carboxyfluorescein vorgelegt und mit dem
gewulnschten Substrat titriert. Dabei sollte bestenfalls die urspriingliche Absorption
bzw. Fluoreszenz des Carboxyfluoresceins wiederhergestellt werden, da dieses
aus dem Komplex verdrangt werden sollte. Mit der schon vorher bestimmten
Bindungskonstante von Rezeptor und Carboxyfluorescein und einem kompetitiven
Bindungsalgorithmus kann nun die Bindungskonstante aus der Verdrangungs-
titration bestimmt werden. Ein Beispiel fur eine derartige experimentelle
Durchfiihrung ist in Abb. 3.18 gezeigt.!'? Bei Zugabe des Rezeptors zum Indikator
(siehe Abb. 3.18 A) kommt es zu einer Anderung der Absorption. Wird nun zu
diesem Komplex das Substrat gegeben, wird die urspriingliche Absorption des
Indikators wieder hergestellt (siehe Abb. 3.18 B), das heil3t der Indikator wird aus

dem Komplex verdrangt.

Absorbance
Absorbance

Abb. 3.18: Ablauf eines Indicator displacement assays. (links): Zunahme der Absorption des
Indikators nach Zugabe des Rezeptors. (rechts) Abnahme der Absorption des Indikators durch
Zugabe des Substrats aufgrund der kompetitiven Verdrdngung des Indikators aus dem Komplex.

Interessant sind dabei aber nicht nur spektroskopischen Methoden zur

Bestimmung von Bindungskonstanten, sondern auch Sensorsysteme, bei denen
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3 Grundlagen und Methoden

man mit dem bloRen Auge die Gegenwart von bestimmten Analyten selektiv
nachweisen kann. Dies kann sowohl Uber IDAs erfolgen, wenn ein nicht kovalent
verkniipfter Reporter verwendet wird, der im sichtbaren Bereich eine Anderung in
der Absorption bei der Komplexierung des Rezeptors bzw. der Verdrangung aus
dem Komplex zeigt, oder auch mit farbigen Rezeptoren, die ihre optischen
Eigenschaften wahrend der Komplexierung andern. Dies bezeichnet man auch als
naked eye detection. In letzter Zeit wurden verschiedene Beispiele zur optischen
Detektion von verschiedenen Analyten publiziert, die allerdings grofRtenteils auf
starken Metall-Ligand-Wechselwirkungen oder auf der Ausbildung von kovalenten
Bindungen, z.B. von Boronsaureestern, beruhen.®”#! Ein Beispiel fiir eine naked
eye detection ist in Abb. 3.19 gezeigt. Durch Zugabe eines Analyten zum
Rezeptor-Indikator-Komplex andert sich die Farbe der Lésung von hellorange
nach tiefrot, was auf die Freisetzung des Indikators aus dem Komplex

hindeutet.®”]

|- i
HD.,‘f‘“‘“I) HO OH HO —s oo/ ~Z
M2 - ﬂﬂ'ﬁ",ﬁj _!_rgj‘@ou l‘dc-c *\k;:,-f'{i,,;_.u B+ ]
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Abb. 3.19: Darstellung einer naked eye detection der Komplexierung des Boronsdure-Rezeptors
(links) von Catecholamin (Mitte). Als Indikator wird Alizarin-Komplexon (rot) verwendet, das in
gebundener Form eine orangene Farbe zeigt. Bei Zugabe des Catecholamins zum Indikator-
Rezeptor Komplex éndert sich die Farbe der Lésung nach tiefrof, was einer Verdrdngung des
Komplexons durch das Catecholamin aus dem Komplex entspricht
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Die beiden spektroskopischen Methoden, die in diesem Kapitel vorgestellt wurden,
zeigen klar definierte Vor- und Nachteile. Wahrend bei der NMR-Spektroskopie
strukturelle Informationen Uber die Komplexierung erhalten werden kdnnen,
werden bei den optischen Methoden geringere Konzentrationen bendtigt und
gepufferte Losungen kdnnen leichter verwendet werden. Welche spektroskopische
Methode die beste fur die jeweilige Situation ist, hangt dabei vor allem von der
Loslichkeit der Rezeptoren und Substrate ab. Ist die Ldslichkeit gering, ist die
optische Spektroskopie die Methode der Wahl, ist die Ldslichkeit in wassrigen
Medien grol3, kann die NMR-Spektroskopie Vorteile bieten, da sie strukturelle
Informationen Uber die Komplexbildung geben kann. Die Wahl der Methode muss

also fur jedes System aufgrund ihrer Vor- und Nachteile abgewogen werden.
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4 Durchfiihrung und Diskussion

4 Durchfihrung und Diskussion

In  den nachfolgenden Kapiteln werden zunachst die Synthese und
Untersuchungen des ,einfachen* multivalenten Guanidiniocarbonylpyrrolrezeptors
8 vorgestellt. Der Schwerpunkt liegt hierbei auf der physikalisch-organischen
Charakterisierung, d.h. auf den Bindungsstudien mit diesem System. Danach
werden die Synthesen der beiden Rezeptoren 17 und 18 mit Linker und die ersten
vorlaufigen Bindungsstudien mit diesen beiden Systemen vorgestellt.

Zum Schluss wird noch kurz auf die Entwicklung des cyclischen Acylguanidins 21

zur stereoselektiven Erkennung von Aminosaure-Carboxylaten eingegangen.

4.1 Synthese des Rezeptors 8

Wie schon in Kapitel 3 erwahnt war das Ziel dieses Teils der Arbeit die
Entwicklung eines multivalenten Guanidiniocarbonylpyrrolrezeptors zur Bindung
von (poly)-anionischen Substraten. Das Guanidiniocarbonylpyrrol-Bindungsmotiv
sollte aufgrund seiner hervorragenden Eigenschaften bei der Komplexierung von
Carboxylaten mehrfach an ein Templat gebunden werden.””! Als Templat wurde
hierfir das Triamin 6 gewa&hlt, das durch die alternierende Substitution mit
Ethylgruppen die Rezeptorarme auf einer Seite des Templats fixiert, so dass der
Rezeptor perfekt praorganisiert fir die Komplexierung von komplementaren
Substraten sein sollte.®!

Die Retrosynthese des Rezeptors 8 ist in Abb. 4.1 gezeigt. Der Rezeptor sollte
hierbei aus 3 Modulen aufgebaut werden:

1. Triamin-Templat 6

2. Pyrrol-Baustein 33
3. Guanidin-Baustein 34

43



4 Durchfiihrung und Diskussion
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Abb. 4.1: Retrosynthese des Rezeptors 8 bestehend aus den 3 Modulen 6, 33 und 34.

Fir die Synthese des Rezeptors sind nun zwei Wege moglich:

Route 1 :

Die Anbindung des Pyrrolbausteins 33 an das Templat und nach

anschlieBender Entschitzung Kupplung des Guanidin-Bausteins 34.

Route 2:
und nach anschlieRender

Templat 6.

Die Kupplung des Pyrrolbausteins 33 an den Guanidin-Baustein 34

Entschitzung Anbindung an das

Die Vor- und Nachteile dieser beiden Synthesewege werden in den nachsten

Kapiteln beschrieben. Zuvor werden in den folgenden Kapiteln allerdings die

Arbeiten an den Synthesen der einzelnen Bausteine vorgestellt.
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4 Durchfiihrung und Diskussion

4.1.1 Synthese des Triamin-Templats 6
Anslyn-Route:

Als Templat wurde das von Anslyn in seine Arbeiten zur Komplexierung von
Anionen oft verwendete Triamin-Templat 6 gewahlt.*2”) Wie schon oben erwéhnt
praorganisiert dieses Templat aufgrund seiner alternierenden Substituenten die
freien Amine auf einer Seite des Benzolrings. Das Templat 6 wurde bereits 1993
von Raymond zur Praorganisation von Catecholaminen verwendet.®?! Seitdem
wurden verschiedene Routen zur Synthese dieses Bausteins entwickelt, von
denen die Route nach Anslyn gewahlt wurde.®"

Dazu wurde im ersten Schritt Triethybenzol 69 mit Bromwasserstoff und Para-
Formaldehyd in Essigsaure (33 %) bromomethyliert. Da hierbei allerdings keine
vollstandige, d.h. dreifache Substituierung, stattfindet, sondern nur ein Gemisch
aus zwei- und dreifach bromomethyliertem Produkt entsteht, wurde die Reaktion
ein zweites Mal, diesmal mit Kaliumbromid in Schwefelsaure und Essigséaure,
durchgefuhrt. Hierbei konnte das Tribromid 71 mit einer Ausbeute von 45 %

erhalten werden, was nahezu der Literatur-Ausbeute von 52 % entspricht.

(@)
HBr, (CH,0), Br KBr, (CH,0), Br
HOAC HOAc, H,SO,4
130°C 130°C
Br
69 71
45 %
Uber beide Stufen
(b)
Br
HBr, (CH,0),, ZnBr, Br
HOAc, 90°C
Br
69 71
89 %

Abb. 4.2: Darstellung des Tribromids 71 (a) nach Anslyn und (b) nach Roelens.

Im spateren Verlauf dieser Arbeit wurde allerdings noch eine Synthese

veroffentlich, die weit bessere Ausbeuten lieferte. Roelens et al. konnten die
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4 Durchfiihrung und Diskussion

Ausbeute dieser Reaktion durch Zugabe von Zinkbromid als Lewissaure auf 97 %
steigern, ohne dass eine zweite Umsetzung nétig war./”™ Diese Synthese konnte
mit einer Ausbeute von 89 % sehr gut nachvollzogen werden.

Der weitere Verlauf der Synthese des Templats nach Anslyn et al. ist in Abb. 4.3
dargestellt. Das Tribromid wurde mit Natriumazid zum Triazid 72 mit einer
Ausbeute von 65 % umgesetzt, die etwas unter der Literatur-Ausbeute von 89 %
liegt. Im nachsten Schritt wurde dann das Triazid in einer Staudinger Reaktion

zum Triamin 6 reduziert.

Br N
Br NaN; N PPhg H,N
DCM, DMF, H,0 THF, H,0
Br e N3 NFz
7 65 % - 20 % 5

Abb. 4.3: Darstellung des Triamins 6 nach Anslyn.

Allerdings traten hierbei Probleme bei der Reinigung des Triamins auf. Aufgrund
des amphiphilen Charakters des Molekuils war die Extraktion sehr problematisch,
da es sich als deprotoniertes Amin sowohl in der wassrigen, basischen als auch in
der organischen Phase loste. AuBerdem konnten Spuren des bei der Reaktion
entstehenden Triphenylphosphanoxids nicht abgetrennt werden. Auch eine
Extraktion aus Chloroform mit verd. Salzsdure und anschlielRende Lyophilisierung
lieferte kein sauberes Produkt. Nur nach wiederholtem Waschen der sauren,
wassrigen Phase mit Chloroform konnte das Produkt sauber erhalten werden, was
allerdings nur mit sehr hohen Ausbeuteverlusten méglich war, so dass das Triamin
6 nur mit Ausbeuten von ca. 20 % erhalten werden konnte. Diese Ausbeute liegt
weit unter der angegebenen Literaturausbeute von 99 %. Die exakte Durchfiihrung
der Literaturvorschrift ohne zusatzliche Reinigungsschritte brachte das
gewdilnschte, leicht verunreinigte Produkt allerdings mit einer Ausbeute von
~ 70 %. Es kann nur vermutet werden, dass die Autoren geringe Verunreinigungen
bei der Isolierung ignorierten, so dass sie eine Ausbeute von 99 % erreichen

konnten.
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4 Durchfiihrung und Diskussion

Da dieses Templat allerdings in groBeren Mengen in hoher Reinheit fur die
Synthese des Rezeptors notig war, wurde nach alternativen Syntheserouten
gesucht. Dabei sollte aus sicherheitstechnischen Griinden auch darauf geachtet

werden, dass der Einsatz von Natriumazid vermieden werden sollte.

Phthalid-Route:

Eine weitere Moglichkeit zur Uberfiihrung eines Halogenalkans in ein Amin ist die
Gabrielsynthese.”® Daher wurde das Tribromid analog zu einer Literaturvorschrift
(Tributylderivat des Tribromids) mit Kaliumphthalid in DMF bei 60 °C fur 3 h
erhitzt.®) So konnte das Triphthalid 73 nach Extraktion mit einer Ausbeute von
44 % (Lit. 64 %) erhalten werden. Da diese Reaktion nur einmal durchgefihrt

wurde, wurden die Reaktionsbedingungen nicht weiter optimiert.

(@]
Br Q
K-Phthalid
Br
DMF \
60°C
Br

44 %

71
Abb. 4.4: Darstellung des Triphthalids 73.

Im nachsten Schritt der Synthese wurde das Triphthalid 73 dann mit
Hydrazinhydrat in Ethanol fir 1 h im Rulckfluss erhitzt. Allerdings traten hier die
gleichen Probleme bei der Reinigung auf, die zuvor bei der Staudinger Reduktion
beobachtet wurden. Wie oben schon beschrieben war eine saubere Aufarbeitung
aufgrund des tensidischen Charakters des Triamins nicht mdglich. In diesem Fall
konnte das Produkt nicht von dem bei der Reaktion entstehenden Phthalhydrazids
getrennt werden. So konnte wiederum das Produkt nur mit sehr hohen
Ausbeuteverlusten sauber erhalten werden. Die Ausbeute lag hierbei unter 10 %.
Da zu diesem Zeitpunkt der Arbeit allerdings schon eine andere Synthese flr das
Templat entwickelt werden konnte, wurde diese Syntheseroute nicht weiter

verfolgt.
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(0]
@) NH,
Hydrazin H,N
\ EtOH
reflux
NH,
ca. 10 %
73 O 6

Abb. 4.5: Darstellung des Triamins 6 (ber die Phthalid-Route.

Allerdings wurde im spateren Verlauf der Promotion dann noch eine Synthese des
Triamins Uber die Phthalid-Route verdffentlicht..’”™ Roelens et al. verwendeten
DMSO als Losmittel und fiihrten die Reaktion bei 100 °C durch. So konnte das
Triphthalid, das aus DMSO wéhrend der Reaktion grof3tenteils ausfiel, sehr
einfach mit einer Ausbeute von 94 % erhalten werden (Lit. 97 %). Die
Entschitzung des Amins wurde in einer Mischung von Hydrazinhydrat in
Ethanol/Toluol unter Erhitzen im Ruckfluss durchgeftihrt. Durch die Zugabe von
Toluol zum Reaktionsgemisch im Gegensatz zur oben durchgefiuihrten Reaktion
(siehe Abb. 4.5), fiel das gewinschte Produkt leicht verunreinigt aus der Lésung
aus. Nach weiterer Aufarbeitung konnte so das Triamin 6 in einer Ausbeute von
69 % (Lit. 78 %) erhalten werden.

Br NHPhth NH,
K-Phthalid Hydrazin
Br PhthHN
DMSO EtOH/Toloul
100°C reflux
Br NHPhth NH,
94 % 69 %
71 73 6

Abb. 4.6: Darstellung des Triamins 6 nach Roelens.

Allerdings konnte diese Synthese auch nur im kleinen Mal3stab reproduziert
werden. Bei einem groReren Ansatz im Gramm-Mal3stab konnten die Ergebnisse
nicht nachvollzogen werden, da das Triamin wie schon vorher beschrieben in der
wassrigen, basischen Phase l6slich war, so dass es nicht sauber extrahiert

werden konnte. Da zu diesem Zeitpunkt im Rahmen dieser Arbeit schon eine
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andere Synthese entwickelt worden war, die im néchsten Abschnitt vorgestellt

wird, wurde diese Route ebenfalls nicht weiter verfolgt.

Boc-Route:

Da auch Uber die Phthalid-Route das Templat bei groRen Ansatzen nicht mit guten
Ausbeuten in hoher Reinheit erhalten werden konnte, wurde nach anderen
Stickstoff-Nucleophilen gesucht, mit denen das Tribromid sauber in das Triamin
ungewandelt werden kann. Allerdings sollten bei dieser Reaktion keine
Nebenprodukte entstehen, da die Reinigung des Triamins wiederum sehr
kompliziert werden kann. Eins der einfachsten Stickstoff-Nucleophile ist
Ammoniak, welcher allerdings ein relativ schwaches Nucleophil ist.[9?] Deswegen
ist wahrscheinlich ein sehr hoher Uberschuss an Ammoniak nétig, um so das
Triamin 6 erhalten und um eine Mehrfach-Alkylierung verhindern zu kénnen. Ein
weiterer Vorteil dieser Synthese ist, dass Uberschissiger Ammoniak einfach

destillativ entfernt werden kann, so dass keine weitere Reinigung notig sein sollte.

Br NH;

THF, EtOH

Br NH,
71 6

Abb. 4.7: Darstellung des Triamins 6 mit konz. Ammoniak.

So wurde das Tribromid 71 in einer Mischung aus konzentriertem Ammoniak, THF
und Ethanol Uber Nacht gerthrt und ohne weitere Aufarbeitung nur vom Lésemittel
befreit.®® Das NMR-Spektrum dieser ,Rohsubstanz* war allerdings nicht
ausreichend rein genug, um eine Ausbeute bestimmen zu kdénnen. Auf3erdem
entstehen bei der Reaktion auch noch drei Aquivalente Ammoniumbromid, die
nicht abgetrennt wurden. Eine saubere Extraktion des Triamins war wiederum aus
den oben schon beschriebenen Grinden nicht mdglich. Allerdings deutete das
NMR der Rohsubstanz eine hohe Ausbeute und eine hdhere Reinheit an, als

bisher mit den anderen Syntheserouten erreicht werden konnte.
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Deswegen wurde nach einer Mdoglichkeit gesucht, das Triamin aus dem
Reaktionsgemisch sauber isolieren zu kénnen. Hier bot sich die in situ Schitzung
des Triamins an, z.B. mit Carbamatschutzgruppen wie Cbz oder Boc.*¥
Deswegen wurde das Reaktionsgemisch der Umsetzung des Triamins vom
Uberschissigen Ammoniak befreit und direkt mit Boc-Anhydrid umgesetzt. Das so
entstandene dreifach Boc-geschitzte Templat 74 konnte nun sehr leicht durch
Silicagel-Saulenchromatographie mit einer Ausbeute von 63 % erhalten werden.
Die Entschitzung mit Trifluoressigsaure lieferte quantitativ das Triamin in
analytischer Reinheit, da bei der Entschitzung nur flichtige Nebenprodukte

entstehen, die destillativ abgetrennt werden kdnnen.

Br NH, NHBoc
By konz. NHz |y Boc,0 BocHN
THF, EtOH Dioxan, H,0
Br NH, NHBoc
71 - 6 - 74
NH,CI
2 HCIMO  CHaN 63 %

(Uber 3 Stufen)

NH;CI
6

Abb. 4.8: Darstellung des Triamins 6 (iber die Boc-Route.

Im Rahmen dieses Teils der Arbeit konnte somit eine Synthese des Triamins 6
Uber eine dreistufige Synthese mit einer guten Gesamtausbeute von 63 %
entwickelt werden. Die Synthese von Roelens et al. lieferte zwar hohere
Ausbeuten bei kleinen Ansatzen, konnte aber bei gro3eren Ansatzen im ,Gramm-
Mafstab“ nicht mehr reproduziert werden, da sich das deprotonierte Triamin
wiederum beim Extrahieren zu gut in der wassrigen Phase loste. Deswegen wurde
fur die Synthese des Rezeptors die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Synthese

Uber die Boc-Route bevorzugt.
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4.1.2 Synthese der Carboxylat-Bindungsstelle

Wie schon in Kapitel 2 erwahnt sollte das Guanidiniocarbonylpyrrol-Bindungsmotiv
nach Schmuck aufgrund seiner hervorragenden Eigenschaften bei der
Komplexierung von Carboxylaten als Grundlagen fiir den multivalenten Rezeptor 8
dienen.”” Im Folgenden wird deswegen noch einmal kurz die Synthese dieses
Bausteins vorgestellt.

Die Carboxylat-Bindungsstelle besteht aus einem Guanidin-Baustein 34 und
einem Pyrrol-Baustein 33. Fur die Synthese des Rezeptors 8 wurde zunachst die
Strategie verfolgt, zuerst nur den Pyrrol-Baustein an das Templat 6 zu kuppeln, da
zu diesem Zeitpunkt der Arbeit noch keine Synthese fur den Baustein 9 entwickelt
worden war, die diesen in guten Ausbeuten und grof3eren Mengen zuganglich
machte. Im zweiten Schritt sollte dann erst die Guanidineinheit eingeflgt werden.
Die Synthesen der beiden Bestandteile des Bindungsmotives werden im

Folgenden kurz vorgestellt.

P —> /@
H->N NHBoc
HOZCQ\( BnO,C™ N~ COH  * N

H HN\(NH H NH

9 NHBoc 33 34

Abb. 4.9: Retrosynthese des Guanidiniumcarbonylpyrrol-Bausteins 9.

Der Pyrrol-Baustein 33 wurde nach einer vierstufigen Synthese nach Schmuck
und Geiger ausgehend von Pyrrol 31 (siche Abb. 4.10) dargestellt.*”! Im ersten
Schritt der Synthese wird Pyrrol in 2-Position mit Trichloracetylchlorid acetyliert.
Das Trichloracetylpyrrol 75 konnte mit einer Ausbeute von 91 % erhalten werden
(Lit. 95 %). Dieses wurde dann in einer Haloform-Reaktion zum Benzylester 76 mit
einer Ausbeute von 89 % umgesetzt (Lit. 95 %). Im nachsten Schritt der Synthese
wurde der Benzylester 76 in einer Vilsmeier-Haack Formylierung mit
Phosphorylchlorid und DMF in 5 Position formyliert. Das 4 substituierte Pyrrol, das
ebenfalls bei dieser Synthese entsteht, wurde nicht isoliert und man erhielt den
Aldehyd 77 mit einer Ausbeute von 60 % (Lit. 62 %). Im letzte Schritt der
Synthese wurde der Aldehyd mit Kaliumpermanganat zur Carbonsaure oxidiert

und man erhielt den Pyrrol-Baustein 33 mit einer Ausbeute von 69 % (Lit. 67 %).
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X
Cl,c” ~cl
B ° I\ o BnOH e
N N
N E20 H  ccl CHCls H  OBn
o. / N\ o KMnO /
DCM H H  OBn Aceton, H,0O H
60 % o 69 % 33

Abb. 4.10: Synthese des Pyrrol-Bausteins 33.

Der Guanidin-Baustein 34 wurde ebenfalls nach einer Synthese von Geiger und
Schmuck hergestellt.*" Hierzu wurde Boc,0O in Gegenwart von NaOH mit einem
funffachen Uberschuss an Guanidiniumhydrochlorid versetzt, um bevorzugt eine
Mono-Schitzung des Guanidins zu erreichen. So erhielt man den mono-

geschuitzten Guanidin-Baustein 34 mit einer Ausbeute von 90 % (Lit. 92 %).

NH Boc,0, NaOH NH
HoN™ "NH, - HCI Dioxan, H,O H,N~ “NHBoc
32 90 % 34

Abb. 4.11: Synthese des mono-geschiitzten Guanidin-Bausteins 34.

Somit konnten alle benétigten Bausteine fur die Synthese des Rezeptors 8 nach
Route 1 (siehe nachste Seite) hergestellt werden.

Im spateren Verlauf dieser Arbeit konnte dann auch noch eine Synthese entwickelt
werden, mit der der Guanidiniocarbonylpyrrol-Baustein 9 in hohen Ausbeuten und
gréReren Mengen hergestellt werden konnte. Das Problem der Synthese von
Baustein 9 ist die Aufarbeitung nach der Entschitzung des Benzylesters
(siehe Abb. 4.12). Die freie Carbonséaure 9 ist in den meisten Losemitteln schlecht
l6slich. Aus diesem Grund wird 9 in grol3en Mengen an DMF gelost, damit die
Palladium-Kohle abfiltriert werden kann. Das Produkt wurde dann wiederum durch
Zugabe von Wasser zum DMF ausgeféllt, wobei immer noch relativ viel Produkt in

der wassrigen DMF-Phase gel6st blieb. Dieses Problem konnte dadurch behoben
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werden, dass die Hydrogenolyse in Gegenwart von Triethylamin durchgefihrt
wurde, so dass das Carboxylat in Methanol I6slich war. Auf diese Weise konnten
die Ausbeuten auf 85% gesteigert werden und man erhielt 9 als

Triethylammonium-Salz.*®

/3 [\ o
BnOzC/Q\COZH . HZN\H/NHBOC 1. PyBOP, NMM L00c"y
H H HNNH
NH 2. Hy, PIC, TEA &
33 34 85 % HNEt; 9 NHBoc

Abb. 4.12: Synthese des Guanidiniocarbonylpyrrols 9.

Somit konnten nun auch alle Bausteine fir die Synthese des Rezeptors 8 nach
Route 1 und 2 (s.u.) erfolgreich hergestellt werden. Die Vor- und Nachteile dieser
beiden Routen sowie deren Durchfiihrung werden ausfuhrlich im n&chsten Kapitel

beschrieben.

4.1.3 Modulare Synthese des Rezeptors 8

Wie schon erwahnt ist die Synthese des Rezeptors 8 auf zwei verschiedenen

Routen denkbar:

Route 1 : Die Kupplung des Pyrrolbausteins 33 an das Templat 6 und nach
anschlieBender Entschitzung Einfugen des Guanidin-Bausteins 34.
Route 2: Die Kupplung des Pyrrolbausteins 33 an den Guanidin-Baustein 34
und nach anschlieender Entschiitzung Anbindung an das
Templat 6.
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Route 1
34 68 6 33

Route 2
|:> ‘ + qﬁ::w |:> . + H;NmNHBnc
6 9

33 34

Abb. 4.13: Schematische Darstellung der zwei méglichen Routen zum Rezeptor 8 (Templat 6 = blau;
Pyrrolbaustein 33 = rot; Guanidinbaustein 34 = griin).

Da am Anfang dieser Arbeit der Guanidiniocarbonylpyrrol-Baustein 9 nicht in
ausreichender Menge vorhanden war, wurde als erstes die Route 1 verfolgt. Im
spateren Verlauf dieser Arbeit war dann auch der Baustein 9 in grol3eren Mengen

verflgbar, so dass spater die zweite Route durchgefuhrt wurde.

Route 1:

Im ersten Schritt der Synthese sollte die Pyrrolcarbonséure 33 an das Triamin 6
Uber eine Amidbindung gekuppelt wurden. Hierfur wurden zwei Strategien
ausgewahlt:

Kupplung tber das Saurechlorid

2. Kupplung tber PyBOP oder &hnliche Aktivester

OBn
NH, HN o)
/ \ 7 HNW
HoN s
' Bno,C N~ TCOH o N OBn
H H
NH, 1. Saurechlorid
oder NH
2. PyBOP 0.4.
6 33 Yy ~ o 78
\ NH
BnO
(@]

Abb. 4.14: Synthese des tris-Benzylesters 78.

54



4 Durchfiihrung und Diskussion

Zuerst wurde die Synthese Uber das Saurechlorid gewéhlt, da diese hohere
Reaktivitditen aufweisen als die Aktivester von Kupplungsreagenzien wie
PyBOP.1%®!

Dafur wurde die Pyrrolcarbonsdure 33 mit Oxalylchlorid in THF zum Saurechlorid
79 umgesetzt. Nach 3 h bei 40 °C war die Umsetzung laut DC-Kontrolle quantitativ
erfolgt.

o. / \ o Oxalylchlorid, DMF o. / \ o
N ° N
BnO H OH THF, 40°C, 3h BnrO H CI
33 79
guant.

Abb. 4.15: Synthese des Séurechlorids 79.

Die weitere Umsetzung des Saurechlorids mit dem Templat 6 erfolgte in THF und
TEA (Abb. 4.16). So konnte das gewlnschte Produkt 78 mit einer Ausbeute von
42 % erhalten werden. Ein Grund fur die schlechte Ausbeute dieser Reaktion
kénnte die schlechte Loslichkeit des Triamins in THF sein. Deswegen wurde die
Reaktion in DMF wiederholt, wodurch die Ausbeute auf 70 % erhoht werden

konnte, was fast einer Verdopplung der Ausbeute entspricht.

Cl H OBn

OBn
O
HN.__~ N 0O
TEA HN |
HN + Omo / OBn
N o N
NH
o (@)

79
6
Losemittel Ausbeute \ 1 78
THF 42 % BRO
DMF 70 % ©

Abb. 4.16: Synthese des Benzylesters 78 (iber das Sdurechlorid 79.

Die Reaktion wurde dann noch einmal mit dem Kupplungsreagenz PyBOP
durchgefuhrt, um zu testen, ob hiermit noch bessere Ausbeuten erreicht werden

kénnen. Ab diesem Zeitpunkt der Arbeit wurde statt des freien Triamins allerdings
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das Ammonium-Salz von 6 verwendet, da dieses bei der Synthese uber die Boc-
Route erhalten wurde. Aul3erdem sollte das Ammonium-Salz lber langere Zeit
stabil sein, da Amine dazu neigen, mit CO, aus der Luft Carbamate zu bilden, die
die Amine blockieren wirden.

Die Reaktion wurde unter Standard-Kupplungsbedingungen, d.h. in DMF mit 5 %
NMM als Base durchgefuhrt. Unter diesen Bedingungen konnte allerdings kein
Produkt, sondern nur die Edukte isoliert werden. Es wurden noch verschiedene
andere Basen wie TEA oder DMAP getestet, von denen aber keine zum Erfolg
fuhrte.

Die Vermutung war nun, dass das Triamin 6 in der DMF-LAosung trotz
Basenzugabe noch protoniert vorliegt. Auch die Loéslichkeit kdnnte ein Problem
sein, da sich das Triamin erst im Verlauf der Reaktion langsam l6ste. Um dies zu
Uberprufen, wurde das Triammonium-Salz des Templats 6 mit 3 &q. NaOH in einer
Losung aus DMF und Wasser (9/1) versetzt, anschlieRend die restlichen
Reagenzien hinzugefugt und die Losung tdber Nacht gerthrt. Tatsachlich konnte
das Produkt mit dieser Methode mit einer sehr guten Ausbeute von 82 % erhalten

werden, was ungefahr einer Ausbeute von 94 % pro Kupplungsschritt entspricht.

H

" Bno,C CO,H DMAP

N
H

NH,CI
6 33 1. 3 eq NaOH/H,O
2. NMM
alle Reaktionen mit DMF als Losemittel \ NH
82 % BnO

O

Abb. 4.17: Synthese des Benzylesters 78 mit dem Kupplungsreagenz PyBOP.

Im né&chsten Schritt wurden dann die Benzylester von 78 durch eine
Hydrogenolyse mit Pd/C in einer Mischung aus Methanol/ THF (1/1) quantitativ in

die Tricarbonsaure 68 umgewandelt.
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MeOH/THF (1/1)

O

0
\NH

78 quant. \ NH 68

HO
o @]

BnO

Abb. 4.18: Hydrogenolyse der Benzylester zur Tricarbonséure 68.

Der Guanidinbaustein 34 wurde nun wiederum unter Standard-Bedingungen mit
PyBOP in DMF/NMM eingefuhrt. Nach Reinigung wurden die Boc-Schutzgruppen
mit TFA in DCM entfernt, das entstandene TFA-Salz des Rezeptors mit HCI
umgesalzen und man erhielt die Zielstruktur 8 mit einer Ausbeute von 73 % Uber
beide Stufen. Das NMR-Spektrum des Rezeptors und die Zuordnung der Signale
sind in Abb. 4.19 gezeigt.

So konnte der Rezeptor 8 Uber eine vierstufige Synthese nach Route 1 mit einer
guten Gesamtausbeute von ca. 60 % hergestellt werden. Zur Uberprifung, ob mit
Route 2 bessere Ausbeuten erreicht werden kénnen, wurde diese Synthese als

nachstes durchgefihrt.
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+ NHZ
HZN/
HN,_~ N NP 1. PyBOP, NMM, DMF HN._~
L) - Jti 2. TFAIDCM / //(NHZ
HN
N HN" “NHBoc
73 %
NH 34
- X3 TFA~
\NH - NH
68 8
H H
o] HZN% o]
NH,
+
¢ = 52§ § 3 g &as8 B
— — o © ~ © < ™ NI Rkl
o )| | | P -
s DMSO ,
! P n H,0
4
2 HNW +NH2 2 ‘
Ry 3 6 / A9
N 7 g NH,
NH
R 3
6
4/9 ‘ 2
;
|
5 8
| 0

Abb. 4.19: Synthese der Zielstruktur 8 und NMR-Spektrum (DMSO) mit Zuordnung (mittels 2D-
Experimenten).

Route 2:

Die Reaktion wurde wiederum unter Standardbedingungen mit PyBOP und NMM
in DMF durchgefuhrt. Analog zur Reaktion des Templats 6 und der
Pyrrolcarbonsédure 33 wurde das Triamin vor der Reaktion mit drei Aquivalenten
NaOH deprotoniert, bevor die restlichen Reagenzien hinzugegeben wurden. Nach
Reinigung, Entschitzen der Boc-Schutzgruppen und Umsalzen mit HCI konnte der
Rezeptor 8 mit einer Ausbeute von 65 % Uber 2 Stufen erhalten werden.
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. NHz
NH
2 / \ o 1. NaOH, H,0 HN. N
HN HO,C™ 2. PyBOP, NMM, DMF 2
2 + N N NH / HN/[<
i 3. TFAIDCM
0C 4 HCIH,0
NH, x3¢Cl
6 9
\ NH
HN
HoN 0
NH,

Abb. 4.20: Synthese des Rezeptors 8 nach Route 2.

Die Zielstruktur 8 konnte somit Uber zwei verschiedene Routen mit guten
Ausbeuten hergestellt werden. Berilicksichtigt man bei der zweiten Route die
Synthese des Bausteins 9 aus den Edukten 33 und 34 (siehe Abb. 4.13), gelangt
man zu einer Gesamtausbeute von 55 % Uber 4 Stufen. Somit liefert Route 1 mit
60 % Uber 4 Stufen eine bessere Ausbeute als die zweite Route.

Im nun folgenden Kapitel werden die ausfuhrlichen physikalisch-organischen

Untersuchen an diesem System vorgestellt.
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4.2 Bindungsstudien von Rezeptor 8 mit Citrat und anderen

Polycarboxylaten

Nachdem der Rezeptor 8 erfolgreich hergestellt wurde, konnten die ersten
Bindungsstudien durchgefiihrt werden. Wie schon in Kapitel 2 erwahnt, wurde der
Rezeptor so entwickelt, dass er durch eine Kombination von ionischen
Wechselwirkungen und Wasserstoffbrickenbindungen Polycarboxylate oder
andere Oxo-Anionen binden sollte. Verschiedene biologisch relevante Anionen
wie Citrat, Tartrat und Malat, sowie einige aromatische Polycarboxylate wurden
auf ihre Bindungseigenschaften fir Rezeptor 8 getestet. Dazu wurden
unterschiedliche spektroskopische Methoden verwendet. AufRerdem wurden
Molecular Modeling Rechnungen durchgefiihrt, mit deren Hilfe die
spektroskopischen Daten interpretiert werden. Die Ergebnisse dieser Studien an
Rezeptor 8 werden in den nachsten Kapiteln vorgestellt.

4.2.1 Spektroskopische Untersuchungen

Citrat und andere Polycarboxylate wie Malat und Tartrat spielen eine wichtige
Rolle in vielen biologischen Prozessen. Ein Rezeptor, der selektiv Citrat erkennt,
konnte also flr diverse Zwecke eingesetzt werden. Zum Beispiel entwickelte
Anslyn mit seinem Citrat-Rezeptor unter anderem ein Sensorsystem zu

Erkennung von Citrat in Getrdnken oder auch von Malat und Tartrat in

Weinen.5%6
Co0
i OH . OH oo OH
ooc/\iﬂ_coo ooc)\( " 00 C)\/coo ] )
Ccoo OH ooc Coo
1 2 3 10

Abb. 4.21: Biologisch relevante Polycarboxylate 1-3 und das Modellsystem Trimesinséure-
tricarboxylat 10.

Zunachst wurden allerdings Bindungsstudien mit dem Modell-Substrat

Trimesinsaure 10 durchgefuhrt, das selbst keine biologische Rolle spielt.
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Allerdings zeigt die Trimesinsaure die gleiche C3 Symmetrie wie der Rezeptor, so
dass dieses Substrat optimal geometrisch komplementar zum Rezeptor sein sollte
und somit fUr erste Bindungsstudien gut geeignet sein sollte.

NMR-Spektroskopie:

Als erstes wurden *H-NMR-Bindungsstudien in 90 % DMSO/Wasser durchgefiihrt,
um zu schauen, ob in diesem sehr polaren Gemisch Wechselwirkungen zu
beobachten sind. Bei der Zugabe von Trimesinsauretricarboxylat zum Rezeptor
(1 mM, Chlorid-Salz) konnten starke durch Komplexierung induzierte Anderungen
in der Verschiebung des Amid-NHs 4 und der Pyrrol-CHs 6 und 7 beobachtet
werden, was auf eine sehr starke, intermolekulare Wechselwirkung zwischen 8
und 10 hindeutet. Wenn man nun die anderen Signale des Rezeptors beobachtet,
sieht man, dass diese keine Verschiebungen aufweisen. Diese lasst darauf
schlieBen, dass die Alkyl-Gruppen des Templats keine Wechselwirkungen mit
dem Substrat ausbilden. Dieses wirde auch noch einmal die angenommene
raumliche Struktur des Rezeptors bestatigen, bei der die Alkyl-Gruppen, genauso

wie die Rezeptorarme, jeweils alle auf einer Seite des Templats fixiert sind.

Trimesinsaure-CH DMSO i
HN
1
\— 2
- H 4
. R—NH 3 N o
— 6 —
t 8 L NH s
U 8 HN ©

Jyl N >§NT-|2

[ I | I I 9
10.0 8.0 6.0 4.0 2.0 0.0

Abb. 4.22: NMR-Verschiebungen fiir die Titration von 8 mit 10 in 90 % DMSO/Wasser mit
Zuordnung der Signale.

Eine quantitative Analyse der durch die Komplexierung induzierten
Veranderungen der chemischen Verschiebungen des Protons 7 zeigt eine lineare

Abnahme bis zu einer Stochiometrie von 1:1, was einen 1:1 Komplex bestatigt.
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Zum Beispiel andern sich die chemischen Verschiebungen des Pyrrol-CHs 7 von
d =7.24 nach 6.60 und des Pyrrol-CHs 6 von & = 6.90 nach 6.73. Im Gegensatz
dazu zeigt das Amid NH 4 eine Hochfeldverschiebung von & = 8.41 nach 8.29 bis
zu einem Aquivalent Zugabe an Trimesinsdure worauf eine geringe Tieffeld-
verschiebung folgt, die auf Komplexe mit einer Stochiometrie groéRer als 1.1
schlieBen lasst. Die linearen Anteile der Bindungsisotherme (siehe Abb. 4.23;
gepunktete Linien) deuten aber auch auf eine sehr hohe Bindungskonstante unter
diesen Bedingungen hin (90 % DMSO/Wasser; 1 mM Rezeptor). Die
Komplexierung ist so stark, dass sie mit NMR-Methoden nicht mehr bestimmt
werden kann (siehe Kapitel 3.4.1). Deshalb konnte die Bindungskonstante auch
nur auf Kass > 10° M abgeschatzt werden.

849 o Amid NH 4
8,3 ® o000 L] b

7,3
8 7,2_-"_‘

711_-
7,0 "'..
69
6,8 "
6,7 '
6,6—- Lo
6,5 '

Pyrrol CH 7

0 1 2 3 4 5 6
Aq. Trimesinsauretricarboxylat

Abb. 4.23: Bindungsisotherme der Titration von 8 (1 mM) mit 10 (10 mM) in 90 % DMSO/Wasser.

Aus diesem Grund wurde die Titration noch einmal mit einem ho6heren
Wassergehalt  durchgefuhrt.  Unglicklicherweise  fiel  bei  millimolaren
Konzentrationen, die fur NMR-Titrationen notwendig sind, bei hdherem
Wassergehalt (40 % Wasser in DMSO) wahrend der Titration der Komplex von 8
und 10 aus. Bis zu diesem Zeitpunkt sah der Verlauf der durch die Komplexierung
hervorgerufenen Verschiebungen wiederum sehr linear aus, was auf eine hohe
Bindungskonstante hindeutet. Aufgrund dieser Ergebnisse konnte allerdings keine
genaue Bindungskonstante mit NMR-Methoden bei héherem Wassergehalt
bestimmt werden.
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7,04
Fallung
6,9 -
u

6] PYyrmolCH7 -

67 ‘\r——7—-"+-—7-—"75-"-75-—-"+--=-—-——"F—""—
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
Ag. Trimesinséuretricarboxylat

Abb. 4.24: Bindungsisotherme der Titration von 8 (1 mM) mit 10 (10 mM) in 60 % DMSO/Wasser.

Da mit NMR-Methoden keine genauen Bindungskonstanten bestimmt, sondern
nur auf groRer als Kass > 10° M abgeschétzt werden konnten, wurde nun nach
anderen Methoden gesucht, bei denen die Bestimmung von Bindungskonstanten
in héheren Wasseranteilen moglich ist. Hier bieten sich, wie schon in Kapitel 3
erwahnt, die UV- und Fluoreszenzspektroskopie an, bei der nur Konzentrationen

von ca. 10 M benétigt werden.

UV- und Fluoreszenzspektroskopie

In diesem Konzentrationsbereich (10° M) war der Rezeptor in reinem Wasser
I6slich, das dann auch als Ldsemittel gewahlt wurde. Der Rezeptor wurde dazu
auf pH 6.3 eingestellt, da in diesem pH Bereich spater auch die
Bindungstitrationen durchgefuhrt wurden. Dieser pH-Wert wurde als Kompromiss
gewahlt, da bei htheren pH-Werten der Rezeptor wahrscheinlich grol3tenteils als
Mono- bzw. Dikation vorliegt (siehe pH Profil von 8 in Abschnitt 4.3.2), und bei
niedrigeren pH-Werten die Tricarbonséuren protoniert werden. Bei pH 6.3 sollten
also sowohl der Rezeptor als auch die Tricarbonsduren mindestens als doppelt
geladene Spezies vorliegen.

Um eine mogliche Selbstassoziation des Rezeptors auszuschliel3en, wurde als

erstes eine Verdunnungsreihe durchgefuhrt. Dazu wurde eine wassrige Ldsung,
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ebenfalls mit HCI auf pH 6.3 eingestellt, zum Rezeptor 8 titriert und die Anderung

der Absorption aufgenommen.

0,8

074 linearer Bereich

0,6

Abs

0,5

0,4

034 —— ; . ; . — ; . .
06 08 1,0 12 14 16

c(Rez) [10° M]

Abb. 4.25: Verdiinnungsreihe (1 = 300 nm) des Rezeptors 8 in reinem Wasser (pH = 6.3).
Dargestellt sind die berechnete Verdiinnung bezogen auf den Startwert (gepunktet) und eine
graphische Anpassung (Linie) an die experimentellen Datenpunkte (m) .

Die Ergebnisse sind in Abb. 4.26 dargestellt. Man sieht, dass der Rezeptor nicht
im ganzen dargestellten Konzentrationsbereich dem Lambert-Beer-Gesetz folgt,
d.h. keinen linearen Verlauf zeigt. Die berechnete Verdinnung des Rezeptors
ausgehend vom Startwert wird durch eine gepunktete Linie dargestellt, wahrend
eine graphische Anpassung mit einer schwarzen Linie angegeben ist. Hiernach
zeigt der Rezeptor einen linearen Verlauf bei Konzentrationen Kkleiner als
1.2.10° M. Ursache fir den nichtlinearen Verlauf der Verdiinnungsreihe bei
hoheren Konzentrationen kénnte eine mogliche Selbstassoziation des Rezeptors
sein. Wahrscheinlicher ist aber, dass geringe pH-Schwankungen oder kleine
Anderungen in der Zusammensetzung der Lésung durch die Zugabe von Wasser
die Absorption des Rezeptors bei den ersten Zugaben beeinflussen.
Ausschlaggebend hierfir kénnte z.B. eine Anderung des Protonierungsgrades des
Rezeptors sein, der die Absorption der Lésung andern kdnnte.

Da es sich hierbei aber nur um Vermutungen handelt, wurden die ersten
Bindungsstudien in reinem Wasser bei pH 6.3 und einer Rezeptorkonzentration
von 1.2:10° M durchgefiihrt, um auf jeden Fall eine mégliche Selbstassoziation

des Rezeptors ausschliel3en zu kdnnen.
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Abb. 4.26: UV-Titration des Rezeptors 8 (1.2-1 0° M) mit Trimesinsduretricarboxylat 10 (2-1 0 M) in
Wasser (pH = 6.3).

Zunachst wurde wiederum das Modellsystem Trimesinsauretricarboxylat auf seine
Bindungseigenschaften tberpriift. Hierzu wurden Aquivalente einer Trimesin-
saurelosung (2:10* M) zur Rezeptorlésung (1.2:10° M) gegeben. Die
Komplexierung wurde durch die Abnahme der UV-Absorption des Pyrrolbausteins
bei A = 300 nm beobachtet. Die Bindungsisotherme ist in Abb. 4.27 dargestellt. Die
Daten wurden nach einem 1:1 Modell mit einer nichtlinearen Regressionsanalyse

ausgewertet.

CoOo

COO

1 K, =340000 M*
0,3 i ss

T T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7
Ag. Trimesinsauretricarboxylat

oo 4

Abb. 4.27: Bindungsisotherme des Rezeptors 8 (1.2-1 0° M) bei 2 = 300 nm aus der Titration mit
Trimesinséuretricarboxylat 10 (2,10'4 M) in Wasser (pH = 6.3). Die schwarze Linie zeigt die
berechnete Kurvenanpassung an die experimentellen Daten (m), wéhrend die gepunktete Linie die
erwartete Anderung der Absorption durch die Verdiinnung des Rezeptors bei der Titration
beschreibt.
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Die 1:1 Stéchiometrie konnte sowohl Uber die Methode der kontinuierlichen
Veranderungen, am Knick in der Kurve der Bindungsisotherme (siehe Abb. 4.28;
dort ist die reine Anderung nach Abziehen der reinen Verdiinnung durch die
Komplexierung aufgetragen) zu erkennen, als auch Uber einen Job Plot
(Abb. 4.28) bestatigt werden.®*°"! Der stark lineare Verlauf der reinen Anderung
der Komplexierung (Abb. 4.28) liel3 - wie schon bei den NMR-Titrationen - auf eine
sehr starke Bindungskonstante schlie3en. In der Tat konnte fir die Komplexierung
der Trimesinsdure durch den Rezeptor 8 bei pH 6.3 in reinem Wasser eine
Bindungskonstante von Kass = 3.4-:10° M™* bestimmt werden. Dies macht 8 zu
einem der besten Polycarboxylat-Rezeptoren in Wasser. Hohere Bindungs-
konstanten konnten bisher nur durch Rezeptoren erreicht werden, die auf

Wechselwirkungen mit Metall-Zentren beruhen (siehe Kapitel 3.2).
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Abb. 4.28: (a) Anderung der Absorption (A = 300 nm) von 8 durch die Komplexierung von 10 nach
Abziehen der Verdiinnung. Bestimmung einer 1:1 Stéchiometrie liber die Methode der kontinuierlichen
Verdnderungen (blaue Linien); (b) Job Plot berechnet aus der UV-Titration zeigt eine klare 1:1
Stdchiometrie.

Diese sehr hohe Bindungskonstante konnte unabhangig noch einmal Uber
Fluoreszenzspektroskopie bestétigt werden. Die Komplexierung wurde durch die
Abnahme der Fluoreszenz des Pyrrolbausteins bei A =335 nm beobachtet (ein
Beispiel fur die Auswertung einer Fluoreszenz-Titration wird spater anhand eines
anderen Substrats beschrieben). Die 1:1 Stochiometrie wurde wiederum durch
einen Job Plot bestétigt. Die Auswertung mit einer nichtlinearen Regressions-
analyse lieferte eine Bindungskonstante von Kass = 4.4-10°> M, die sehr gut mit

dem Ergebnis der UV-Titration Ubereinstimmit.
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Als néchstes sollte nun das biologisch relevante Polycarboxylat Citrat 1 auf seine
Bindungseigenschaften Uberprift werden. Citronenséure ist flexibler und nicht
C3 symmetrisch wie die Trimesinsaure. Auf3erdem hat sie keinen Benzol-Ring und
hat deswegen keine Moglichkeit n-stacking-Wechselwirkungen zum Rezeptor
auszubilden. Trotzdem wurde mittels UV-Titrationen eine Bindungskonstante von
Kass = 1.6-10°> M * bestimmt, die nicht viel schlechter ist als die der Trimesins&ure.
Diese gute Bindungskonstante konnte mit einer Fluoreszenz-Titration anhand der
Abnahme der Pyrrol-Bande bei A =335nm (sieche Abb. 4.29) mit einer
Bindungskonstante von Kass = 2.3-10° M™ bestatigt werden (siehe Abb. 4.30). Die
1:1 Stéchiometrie wurde durch einen Job Plot gesichert (siehe Abb. 4.30).
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Abb. 4.29: Fluoreszenz-Titration von Rezeptor 8 (1 .2-1_'0'5 M) mit Citrat 1 (2-10* M) in Wasser (pH =
6.3). Jede Kurve reprédsentiert die Zugabe von einem Aquivalent Citrat.
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Abb. 4.30: (a) Bindungsisotherme des Rezeptors 8 (1.2-10° M) bei 2 = 335 nm aus der
Fluoreszenz Titration mit Citrat 1 (2,10'4 M) in Wasser (pH = 6.3). Die schwarze Linie zeigt die
berechnete Kurvenanpassung an die experimentellen Daten (m) und die gepunktete Linie die
erwartete Anderung der Absorption durch die Verdiinnung des Rezeptors bei der Titration. (b) Job
Plot der Komplexierung des Rezeptors 8 mit Citrat 1 in reinem Wasser erhalten durch die
Anderungen des Fluoreszenz des Rezeptors bei A = 335 nm (m).

Das macht 8 zu dem bisher starksten Citrat-Sensor in Wasser, wenn der Rezeptor
auf Metallbasis nach Fabbrizzi, der mit Kass = 3.9-10° M™ nur eine geringfiigig
bessere  Bindungskonstante  zeigt, vernachlassigt wird. Mit  einer

1in Wasser bindet er um zwei GroRen-

Bindungskonstante von Kags > 10° M
ordnungen besser als Anslyns Citrat-Rezeptor mit Kass = 7-10° M™.?®! Da sich der
Rezeptor 7 nach Anslyn und Rezeptor 8 nur in den Bindungsarmen unterscheiden,
scheint der Austausch von normalen Guanidinen durch das Guanidiniocarbonyl-
pyrrol-Bindungsmotiv zu einer grof3en Erhéhung der Bindungskonstante zu fuhren.
Zur Uberprifung der Selektivitat des Rezeptors und welchen Einfluss Hydroxy-
Gruppen im Substrat oder mdgliche unpolare Wechselwirkungen zwischen
aromatischen Polycarboxylaten und dem Aromaten des Rezeptors haben, sollten
nun noch verschiedene Dicarboxylate (siehe Abb. 4.31) auf ihre Bindungs-

eigenschaften fur Rezeptor 8 Uberprift werden.
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Abb. 4.31: Verschiedene biologisch relevante Dicarboxylate 2 und 3 und aromatische
Dicarboxylate 80-82.

Analog zu den Titrationen mit den Tricarbonsduren wurden Ldsungen der
Dicarbonsauren (2-10“ M) in reinem Wasser bei pH 6.3 zum Rezeptor (1.2-10° M)
gegeben. Allerdings traten bei den Titrationen der Dicarboxylate Probleme bei der
Auswertung auf. Die beiden ersten Datenpunkte der Bindungsisotherme zeigten
im Vergleich zum weiteren Verlauf der Titration zu groRe Anderungen (siehe Abb.
4.32) und passten nicht zu dem Modell einer 1:1 Stochiometrie (nach Auswertung
der Daten), obwohl der Job Plot diese Stochiometrie bestétigte. Mogliche
Ursachen fur diese Ergebnisse konnten geringe Unterschiede in der
Zusammensetzung der Rezeptor- und Substratldsungen sein. Ausschlaggebend
konnten z.B. verschiedene Chlorid-Konzentrationen sein, da beide Lésungen mit
verschiedenen Mengen an Salzsaure auf den gewtnschten pH-Wert eingestellt
wurden. Auch geringe pH-Unterschiede der beiden Ldsungen kodnnten einen
Grund fur diese Abweichungen liefern. N&ahere Untersuchungen zu diesem
Phanomen werden etwas spater noch ausflhrlicher diskutiert. Aufgrund dieser
Vermutungen fur die Abweichungen der Startwerte wurden die ersten beiden
Punkte der Titrationen bei der Auswertung nicht beriicksichtigt (siehe Abb. 4.32).
Dies sollte auch keinen grofRen Einfluss auf die Hohe der Bindungskonstante
haben, da die ersten Punkte einer Bindungsisotherme fir die Bestimmung der
Bindungskonstante nicht ausschlaggebend sind, sondern die Starke der
Assoziation durch die Kriammung der Bindungskurve bestimmt wird. Die

Ergebnisse der Titrationen sind in Tabelle 4.1 zusammengefasst.
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Abb. 4.32: Bindungsisotherme des Rezeptors 8 (1.2-1 0° M) bei A = 300 nm von der UV Titration
mit Malat 3 (2-1 0* M) in Wasser (pH = 6.3). Die schwarze Linie zeigt die berechnete
Kurvenanpassung an die experimentellen Daten (m), wdhrend die gepunktete Linie die erwartete
Anderung der Absorption durch die Verdiinnung des Rezeptors bei der Titration beschreibt.

Tabelle 4.1: Bindungskonstanten verschiedener Polycarboxylate (2-10% M') mit
Rezeptor8 (1.210° M) ermittelt durch die Anderungen der UV Absorption des

Rezeptors bei A = 300 nm in Wasser.

Substrat Kass [M7]
Trimesinsaure 10 340000
i-Phthalsaure 81 110000

Terephthalsaure 82 88000
Phthalsdure 80 67000

Citrat 1 160000

Tartrat 2 54000

Malat 3 44000

Wenn man nun die Ergebnisse der Tri- mit den Dicarboxylaten vergleicht, sieht
man sofort, dass die Tricarboxylate mindestens um den Faktor 3 hdhere
Assoziationskonstanten zeigen. So bindet der Rezeptor 8 z.B. das Trimesinséaure-
tricarboxylat 10 um den Faktor 5 besser als das Phthalat 80. AuRerdem zeigen die
aromatischen Polycarboxylate ungefahr doppelt so hohe Bindungskonstanten wie
die aliphatischen Hydroxy-Polycarboxylate, was noch einmal die hydrophoben
Wechselwirkungen bestétigt, die schon als maogliche Ursache fir die hohen
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Bindungskonstanten postuliert wurden. Dass die Hydroxy-Gruppen ebenfalls an
der Komplexierung beteiligt sind, sieht man am Beispiel des Tatrats 2 und Malats
3. Diese beiden Molekile unterscheiden sich nur in einer Hydroxyfunktion.
Trotzdem wird das Tartrat mit Kass = 54000 M™ etwas stéarker gebunden als Malat
mit nur Kass = 44000 M. Dass Hydroxy-Gruppen von o-Hydroxycarboxylaten
teilweise sogar starker von Guanidinium-Rezeptoren gebunden werden kénnen
als Carboxylate, wurde auch von Anslyn bei seinen Rezeptoren beobachtet.”
Interessant sind auch noch die unterschiedlichen Bindungskonstanten bei den
verschiedenen aromatischen Dicarboxylaten 80-82, die sich nur in der
Substituierung am  Aromaten unterscheiden. Die Ergebnisse diese
Bindungsstudien werden spater noch einmal ausfiihrlich anhand von Molecular
Modeling Rechnungen und weiteren Bindungstitrationen diskutiert (siehe Kapitel
4.2.2).

Zunachst sollte aber geklart werden, warum nun die ersten beiden Zugaben bei
der Titration mit den Dicarboxylaten (s.0.) zu groRe Anderungen im Vergleich zum
weiteren Verlauf der Bindungsisotherme zeigten. Wie schon erwéhnt kénnten
hierfir folgende Griinde ausschlaggebend sein:

1. geringe pH-Unterschiede der Rezeptor- und Substratldsungen

2. Unterschiede in den Chlorid-Konzentrationen in den beiden Losungen

Deswegen wurde zundchst die pH-abhangige Anderung der Pyrrol-Bande bei

A =300 nm aufgenommen (siehe Abb. 4.33).
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Abb. 4.33: pH abhéngige Anderung der UV Absorption des Rezeptors 8 (1 .210° M) bei 4= 300
nm in Wasser durch Zugabe von NaOH oder HCI (beide 0.1 N). Die Pfeile beschreiben die
vermutlichen Griinde fiir die Anderung der UV-Absorption des Rezeptors.

Man sieht deutlich, dass der Rezeptor im sauren Medium eine hohere Absorption
(hervorgerufen durch die Deprotonierung der Guanidine) zeigt und somit
anscheinend eine stark pH-abhéngige Absorption aufweist. Auch im pH-Bereich
(pH = 6.3) der bisher durchgefihrten Bindungsstudien in reinem Wasser kann es
zu starken Veranderungen bei der Absorption hervorgerufen durch pH-
Schwankungen kommen. Unerwartet ist allerdings, dass die Absorption bei
Zugabe von HCI nicht mehr den Startwert bei pH 4 erreicht. Diese deutet
daraufhin, dass hier nicht nur eine pH-Abhangigkeit besteht, sondern dass
vielleicht die Anderung der Chlorid Konzentration zuséatzlich zur pH-Abhangigkeit
einen Anteil an der Anderung der Absorption des Rezeptors hat. So konnte die
durch die Komplexierung von Chlorid hervorgerufene Abnahme der Absorption
das nicht erneute Ansteigen der Absorption beim Ansauern erklaren.

Um diese Theorie zu bestatigen, wurde dieser Versuch noch einmal durchgefinhrt,
wobei diesmal mit der Zugabe der Salzsaure begonnen wurde.
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Abb. 4.34: pH abhéngige Anderung der UV Absorption des Rezeptors 8 (1.2:10° M) bei A = 300
nm in Wasser durch Zugabe von NaOH oder HCI (beide 0.1 N). Die Pfeile beschreiben die
vermutlichen Griinde fiir die Anderung der UV-Absorption des Rezeptors.

In der Tat sieht man zuerst bei Zugabe von HCI eine Abnahme der Absorption. Bei
einer reinen pH-Abhéangigkeit héatte die Absorption ansteigen mussen. Nach
Sattigung mit Chlorid kommt es dann auch ab einem pH-Wert von ca. 6 zu einer
Zunahme, wie fur die pH-abhangige Anderung erwartet wurde. Bei Zugabe von
NaOH erkennt man dann wieder eine pH-abh&ngige Abnahme der Absorption.
Diese beiden Versuche bestatigen also, dass der Rezeptor sowohl eine stark pH-
abhangige Absorption aufweist, als auch sensibel auf die Chlorid-Konzentration
reagiert. Zur Bestatigung der Chlorid-Abhangigkeit wurde noch eine Titration mit
Natriumchlorid bei pH =6.3 durchgefuhrt. Hier konnte eine Abnahme der
Absorption hervorgerufen durch die Chlorid-Komplexierung beobachtet werden.
Eine Bindungskonstante konnte allerdings nicht bestimmt werden, da der
Rezeptor ja bereits als Chlorid-Salz vorliegt und deswegen nicht die genaue
Konzentration an Chlorid berechnet werden konnte, die fur die Bestimmung einer
Bindungskonstante benétigt wird.

Um sicher zu sein, dass keiner dieser beiden Faktoren die Bindungskonstanten
der Polycarboxylate entscheidend beeinflusst hat, wurden nun noch weitere UV-
Titrationen durchgefihrt. Hierzu wurden folgenden Bedingungen geandert:
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1. Es wurde eine konstante Chlorid Konzentration (102 M) vorgelegt, so
dass die HCI-Zugabe beim pH-Wert einstellen keinen nennenswerten
Einfluss haben sollte.

2. Die wassrigen Losungen wurde mit Bis-Tris-Puffer (2 mM) auf den
gewulnschten pH-Wert eingestellt, so dass der pH-Wert wahrend der
Titration konstant bleiben sollte.

Trotz dieser sehr hohen Konzentration an NaCl und Puffer wird Citrat 1 noch mit
einer Bindungskonstante von Kass = 8.6-10° M gebunden. Die Bindungskonstante
ist also nur um den Faktor 2 kleiner als bei der Titration in reinem Wasser. Die
geringeren Bindungskonstanten der verschiedenen Polycarboxylate, die alle
mindestens um den Faktor 2 schlechter binden als in reinem Wasser (siehe
Tabelle 4.1 und 4.2.), kénnen durch die héhere lonenstarke (Puffer und NacCl) der
Losung erklart werden, da polare Wechselwirkungen mit Erhéhung der
lonenstarke abnehmen.

Somit konnten die Messungen in reinem Wasser sehr gut in gepufferten Lésungen
reproduziert werden. So scheinen zwar unterschiedliche Konzentrationen an
Chlorid oder pH-Schwankungen einen Einfluss auf die Absorption des Rezeptors
zu haben, die GroRe der Bindungskonstanten aber nicht grof3 zu beeinflussen.
Aul3erdem sollten pH-Schwankungen aufgrund des Puffers gar nicht erst auftreten
konnen. Deswegen wurden unter diesen Bedingungen weitere Bindungsstudien
durchgefuhrt. Ein Bespiel fiur eine Titration unter diesen Bedingungen ist in
Abb. 4.35 fur die Kemp’sche Trisaure 83 gezeigt. Die Bindungsisothermen wurden
mit eine nichtlinearen Regressionsanalyse nach einem 1:1 Modell ausgewertet. Zu
Bestatigung der Stdchiometrie wurde aus den Titrationsdaten ein Job Plot

berechnet, der eine klare 1:1 Stdchiometrie bestatigte.
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Tabelle 4.2: Bindungskonstanten verschiedener Polycarboxylate (2-10* M) mit Rezeptor
8 (1.2-10° M) ermittelt durch die Anderungen der UV Absorption des Rezeptors bei 1 =
300 nm in Wasser mit Bis-Tris-Puffer (2 mM) und NaCl (10 mM).

Substrat Kass [M™]
Trimesinsaure 10 150000
i-Phthalsaure 81 36000

Terephthalsaure 82 31000
Phthalséaure 80 21000
Kemps Trisaure 83 51000

Citrat 1 86000

Tartrat 2 7000

Malat 3 11000
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Abb. 4.35: Bindungsisotherme des Rezeptors 8 (1.2-1 0° M) bei A = 300 nm von der UV Titration
mit der Kemp’schen Trisdure 83 (2-10* M) in Wasser (2 mM Bis-tris-Puffer, pH = 6.3, 10 mM
NaCl). Die schwarze Linie zeigt die berechnete Kurvenanpassung an die experimentellen Daten
(m), wéhrend die gepunktete Linie die erwartete Anderung der Absorption durch die Verdiinnung
des Rezeptors bei der Titration beschreibt. (oben rechts) Job Plot berechnet aus der UV-Titration.

Die Kemp’sche Triséure ist als zusatzliches Vergleichssubstrat sehr interessant,
da sie eine relativ rigide Struktur wie die Trimesinsaure aufweist, allerdings nicht
Uber die Maoglichkeit verflugt, =n-Stacking Wechselwirkungen aufzubauen.

Allerdings zeigt sie die gleiche C3 Symmetrie wie der Rezeptor. Wenn man die
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drei verschiedenen Tricarbonséauren untereinander vergleicht, kann man also

herleiten, welchen Einfluss

n-Stacking

C3 Symmetrie
Hydroxy-Gruppen
Rigiditat/Flexibilitat

P w0 NP

auf die Bindungskonstanten haben.

So bindet z.B. die Trimesins&ure mit Kass = 1.5:10° M um den Faktor 2 starker als
Citrat mit Kass = 8.6-10° M™* und um den Faktor 3 starker als die Kemp’sche
Trisdaure mit Kass = 5.1-10° M™Y. Wenn man die Trimesinsaure mit der Kemp’schen
Trisaure vergleicht unterscheiden sie sich in ihrer Struktur nur um Faktor 1 aus der
Liste, d.h. also, dass die zusatzlichen n-Stacking Wechselwirkungen eine
Verstarkung der Komplexstarke um den Faktor 3 bewirken. Im Gegensatz dazu
unterscheiden sich Citrat und Trimesinsdure um die Punkte 1-4, d.h. das Citrat ist
flexibler, hat keine C3 Symmetrie, hat eine Hydroxyfunktion und kann keine =-
Stacking Wechselwirkungen aufbauen. Trotzdem bindet sie nur um den Faktor 2
schlechter als die Trimesinsaure.

Dies kann bedeuten, dass die zusatzliche Hydroxyfunktion und die hdhere
Flexibilitat die fehlende n-Stacking Wechselwirkung und C3 Symmetrie mehr oder
weniger ausgleichen. Dass die a-Hydroxy Funktion des Citrats einen hohen
Einfluss auf die Bindungskonstante haben kann, wurde auch schon von Anslyn bei
seinen Rezeptoren beobachten. Hier wurden teilweise Hydroxy-Funktionen vor
Carboxylaten bei der Komplexierung von Citrat bevorzugt.®” Diese Theorie wird
auch noch einmal durch die bessere Komplexierung des Citrats gegenuber der
Kemp’schen Trisaure durch den Rezeptor bestatigt.

Diese beiden Substrate unterscheiden sich nur noch um die Faktoren 2-4.
Trotzdem bindet das Citrat fast um den Faktor 2 starker als die Kemp’sche
Trisaure. Also mussen gerade Flexibilitat und die Hydroxyfunktion einen hohen
Einfluss auf die Bindungskonstante haben. Falls die fehlende Symmetrie einen
Einfluss auf die Bindungskonstante haben sollte, ware der Einfluss dieser beiden

anderen Faktoren umso hoher einzuschétzen.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass bei der Komplexierung der
Tricarbonsauren durch Rezeptor 8 gerade die hydrophobe Wechselwirkung einen
hohen Einfluss auf die Bindungskonstante zu haben scheint (Vergleich 10 und 83).
Aber auch Flexibilitat und Hydroxy-Gruppen der Substrate zeigen einen Einfluss
auf die Bindungskonstante fur Rezeptor 8 (Vergleich 1 und 83).

Wie schon bei den Titrationen in reinem Wasser zuvor binden die Tricarbonséuren
mindestens um den Faktor 4 besser als die entsprechenden aliphatischen oder
aromatischen Dicarbonsauren. Wenn man nun die Bindungskonstanten der
biologisch relevanten Polycarboxylate Citrat, Malat und Tatrat untereinander
vergleicht, erkennt man, dass Citrat mindestens um den Faktor 8 besser bindet als
die beiden Dicarboxylate. Aul3erdem muss man beriicksichtigen, dass diese
Selektivitat bei einem 1000fachen Uberschuss an Chlorid erreicht werden konnte,
dass ja auch eine Affinitdt zum Rezeptor zeigt, was Uber Titrationen mit HCI und
NaCl gezeigt werden konnte (s. 0.). Somit zeigt der Rezeptor 8 eine sehr gute
Selektivitat von Citrat gegenuber anderen biologisch relevanten Anionen wie
Malat, Tatrat oder auch Chlorid. Mit Kass = 8.6-10* M™ fiir Citrat in wéssrigen
Puffer-Lésungen bindet Rezeptor 8 mindestens um den Faktor 100 starker als der
Citrat-Rezeptor 7 nach Anslyn, der in gepufferten Medien nur noch Bindungs-

konstanten von Kass ~ 10° M*

zeigte. Hohere Affinitaten fur Citrat unter den
gleichen Bedingungen konnten bisher nur durch Rezeptoren auf Metall-Basis
erreicht werden (siehe Kapitel 3.2).

Interessant sind auch noch die unterschiedlichen Bindungskonstanten innerhalb
der aromatischen Dicarboxylate, die auch schon in reinem Wasser beobachtet
werden konnten. Dabei bindet die i-Phthalsaure mit Kass = 3.6-10* M™* am besten,

1 und die Phthalsaure mit

danach die Terephthalsdure mit Kass = 3.1-10* M
Kass = 2.1-10* M™. Dies lasst sich anhand der Symmetrie der i-Phthalséure
erklaren, die der des Rezeptors ahnlich ist. Bei der Phthalsaure liegen die
Carboxylate direkt in benachbarter Position, weswegen sich der Rezeptor etwas
verbiegen muss, um den Komplex auszubilden. Dazu kommt noch, dass sich die
kationischen Arme sehr nahe kommen mussen, was zu elektronischen
AbstoBungen fuhren konnte. Bei der Terephthalsdure liegen die beiden
Carboxylate weiter auseinander, so dass es zu keiner elektrostatischen
AbstoRung kommt. Allerdings muss sich aber auch hier der Rezeptor aus seiner

C3 Symmetrie verbiegen, um beide Carboxylate komplexieren zu kénnen. So
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konnte die Reihenfolge i-Phthalsdure > Terephthalsdure > Phthalsaure erklart

werden.

Bisher konnte also mit spektroskopischen Methoden gezeigt werden, dass der
Rezeptor 8 Polycarboxylate wie Trimesinsaure oder auch Citrat mit hohen
Bindungskonstanten in Wasser erkennen kann. Dabei bindet Rezeptor 8 sowohl in
Wasser als auch in Puffer um den Faktor 100 besser als der Citrat-Rezeptor 7
nach Anslyn. Aul3erdem zeigt der Rezeptor Selektivitat sowohl fir die
Tricarbonsauren gegenuber den Dicarbonsauren als auch fir die aromatischen
gegenuber den aliphatischen Polycarboxylaten. Zum Beispiel bindet Rezeptor 8
Citrat in Gegenwart eines hohen Uberschusses an Chlorid mindestens um den
Faktor 7 besser als andere biologisch relevante Anionen.

Um die Vermutungen fiur die Selektivitdt, des Rezeptors 8 fiir verschiedene
Polycarboxylate, die bisher anhand der Ergebnisse der Bindungsstudien gemacht
wurden, zu bestatigen und Informationen tber eine moégliche Komplexstruktur zu
erhalten, wurden als nachstes Molecular Modeling Rechungen und NOESY-
Spektroskopie durchgefihrt.

4.2.2 Komplexstruktur und Selektivitat

Dazu wurde ein NOESY-NMR-Spektrum einer 10 mM Lésung aus Rezeptor und
Trimesinsauretricarboxylat in reinem DMSO vermessen. Ein Ausschnitt des so

erhaltenen NOE-Spektrums ist in Abb. 4.36 gezeigt.
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Abb. 4.36. (a) Ausschnitt des NOE Spektrums von Rezeptor 8 und Trimesinséure 10 (beide 10 mM) in
DMSO; (b) Zuordnung der beobachteten NOE-Signale (zur Ubersichtlichkeit wurden zwei Bindungsarme
entfernt).

Das NOE-Spektrum zeigt Cross Peaks sowohl zwischen dem Pyrrol-NH 5 und
dem Trimesinsdure CH als auch dem Amid NH 4 und dem Trimesinsaure CH.
Zusatzlich weist der Rezeptor noch Cross-Peaks zwischen den Pyrrol CHs und
dem Trimesinsaure CH auf, die in diesem Ausschnitt des NOEs nicht zu sehen
sind. Diese Cross Peaks bestatigen also noch einmal die Komplexierung des
Trimesinséurecarboxylats durch den Rezeptor. Zuséatzlich bestatigen sie aber
auch noch, dass das Guanidiniocarbonylpyrrol-Bindungsmotiv in den
Bindungsarmen des Rezeptors 8 eine syn Konformation annimmt. Diese
Konformation ist zwar nicht der energetisch bevorzugte Grundzustand des
Rezeptors (obwohl in Wasser die Unterschiede zwischen den Energien der
einzelnen Konformere nach Molecular Modeling Rechnungen sehr klein zu sein
scheinen),®® aber es ist die Konformation, die fiir die Komplexierung von
Carboxylaten durch das Guanidiniocarbonypyrrol-Bindungsmotiv notwendig ist.*’
Um noch mehr Informationen Uber die wahrscheinlichste Komplexstruktur aus
Rezeptor und Trimesinsauretricarboxylat zu erlangen, wurden Molecular Modeling
Rechnungen durchgefiihrt.®® Die daraus resultierende Komplex-Struktur ist in
Abb. 4.37 gezeigt.
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Abb. 4.37: Berechnete energieminimierte Struktur des Komplexes von Rezeptor 8 (grau) und
Trimesinséuretricarboxylat 10 (gelb). Unpolare Wasserstoffatome wurden zur besseren Ubersicht
entfernt.

Das Substrat liegt Giber dem Benzol-Ring des Rezeptors innerhalb van-der-Waals-
Radius, was mn-Stacking Wechselwirkungen zwischen dem elektronenreichen
Aromaten des Rezeptors und dem elektronenarmen Aromaten des Trimesinsaure-
tricarboxylats vermuten lasst. Jedes Carboxylat des Substrats wird auf gleiche Art
und Weise von den Rezeptorarmen komplexiert. Dabei werden neben der
ionischen Wechselwirkung zwischen dem Carboxylat und dem Acylguanidinium
noch zusatzlich Wasserstoffbriickenbindungen mit dem Amid-NH und dem Pyrrol-
NH aufgebaut. Dieses Bindungsmotiv entspricht exakt dem von einfach geladenen
Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren bei der Komplexierung von Carboxylaten,
das von Schmuck et al. vor kurzem beobachtet werden konnte.”® AuRerdem
entsprechen die Ergebnisse aus den Rechnungen genau denen, die aus den
NOE-Untersuchungen erhalten werden konnten. Dies ist auch noch einmal in
Abb. 4.38 dargestellt, in der die gerechneten Wechselwirkungen mit den
Interaktionen verglichen werden, die durch die NOE-Untersuchungen

nachgewiesen werden konnten.
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Abb. 4.38: Wichtige Wechselwirkungen im Komplex aus 8 und 10. Das Carboxylat interagiert mit
dem Rezeptor (ber H-Briicken (gestrichelte griine Linie) und =-Stacking (schwarzer Pfeil).
Beobachtete NOE Signale sind mit blauen Pfeilen gekennzeichnet.

Aufgrund dieser Rechnungen kann man den Rezeptor als Molekulare Fliegenfalle
bezeichnen. In Abwesenheit eines Substrats zeigen die Rezeptorarme aufgrund
von elektrostatischen Abstol3ungen voneinander weg, wodurch eine offenere Form
des Rezeptors entsteht. Bei Komplexierung eines Substrats kommen sich die

Arme wieder ndher und umschlielRen das Substrat.

@ @
@ QD ".
T NS

Abb. 4.39: Substratkomplexierung des Rezeptors 8 dhnelt einer Molekularen Fliegenfalle.

Die hohen Bindungskonstanten dieses System kdnnen durch drei Faktoren erklart

werden:
1. Die hervorragenden Eigenschaften des Guanidiniocarbonylpyrrol-

Bindungsmotives bei der Komplexierung von Carboxylaten im Vergleich zu

normalen Guanidinium- und Ammonium-Salzen.

81



4 Durchfiihrung und Diskussion

2. n-Stacking Wechselwirkungen zwischen dem elektronenreichen
Aromaten des Rezeptors und dem elektronenarmen Aromaten der
Trimesinsaure, die gerade in polaren Lésemitteln wie Wasser einen hohen
Anteil an der Bindungskonstante haben sollten.

3. Die drei Bindungsarme des Rezeptors bilden ein hydrophobes Schild
um das Substrat bei der Komplexierung im Inneren des Rezeptors
(siehe Abb. 4.40). Dadurch wird die Mikroumgebung um die Carboxylat-
Bindungsstelle viel wunpolarer als das sie umgebende Ldsemittel
(Siehe Losemittel zugangliche Oberflachen Abb. 4.40), was die polaren
Wechselwirkungen noch einmal erhéhen sollte, da diese in unpolaren

Medien an Starke zunehmen.

Abb. 4.40: Solvens zugéngliche Oberflichen des Rezeptors 8 (griin) und des Substrats 10 (gelb)
innerhalb des Komplexes.

Um nun noch mehr Gber die Komplexstruktur der verschiedenen Polycarboxylate
und deren selektive Bindung an den Rezeptor herauszufinden, wurden weitere
Molecular Modeling Rechnungen durchgefiihrt.®® Die gerechnete Struktur aus
Rezeptor 8 und Kemp’scher Trisdure 83 ist in Abb. 4.41 gezeigt. Wenn man diese
Strukturen nun mit den Rechnungen der Trimesinsaure (siehe Abb. 4.37)
vergleicht, erkennt man eine sehr starke Ahnlichkeit. Die drei Carboxylate werden
von jeweils einem Arm des Rezeptors gebunden. Dieses Bindungsmotiv entspricht

wiederum dem, das fur die Komplexierung von Carboxylaten durch Guanidinio-
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carbonylpyrrol-Rezeptoren schon beobachtet wurde. Der einzige Unterschied
bestent also nur in dem aromatischen Ring der Trimesinsdure und damit
verbunden den fehlenden hydrophoben Wechselwirkungen bei der Komplexierung
der Kemp’schen Trisaure. Wie schon oben erwéhnt macht diese fehlende
Wechselwirkung einen Unterschied in der Bindungskonstante um den Faktor 3

aus.

Abb. 4.41: Berechnete energieminimierte Struktur des Komplexes von Rezeptor 8 (grau) und
Kemp’sche Trisdure 83 (gelb). Unpolare Wasserstoffatome wurden zur besseren Ubersicht
entfernt.

Die Struktur des gerechneten Komplexes aus Rezeptor und Citrat (siehe Abb.
4.42) unterscheidet sich dagegen von den bisher gerechneten Strukturen. Das
Bindungsmotiv entspricht nicht dem typischen eines Guanidiniocarbonylpyrrols,
sondern die Carboxylate werden von mehreren Armen des Rezeptors gleichzeitig
komplexiert. AulBerdem bindet ein Arm des Rezeptors bevorzugt die
Hydroxygruppe des Citrats, was wie schon erwahnt auch von Anslyn beobachtet
wurde. Durch die gro3ere Flexibilitat des Substrats kann der Rezeptor das Citrat
enger umschliel3en, so dass der Kontakt zum umgebenden Solvens minimiert
wird. Dadurch sollten die polaren Wechselwirkungen, wie schon bei der
Trimesinsdure erwdhnt, enorm an Starke gewinnen, da gerade nicht-kovalente
Wechselwirkungen sehr stark vom sie umgebenden Losemittel abhangig sind.
Diese beiden Faktoren, die zusatzliche Wechselwirkung mit der Hydroxygruppe

und die groRere hydrophobe Abschirmung, hervorgerufen durch die hoéhere
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Flexibilitat, kénnten die Bindungskonstante von Citrat erklaren, die etwas hdher
liegt als die der Kemp’schen Trisdaure und nur um den Faktor 2 schlechter
gebunden wird als die Trimesinsaure. Die Vermutungen, die anhand der
gefundenen Bindungskonstanten angestellt wurden, konnten also durch die

Molecular Modeling Studien bestatigt werden.

Abb. 4.42: Berechnete energieminimierte Struktur des Komplexes von Rezeptor 8 (grau) und Citrat
1 (gelb). Unpolare Wasserstoffatome wurden zur besseren Ubersicht entfernt.

Als nachstes sollten nun tber Molecular Modeling Rechnungen die verschiedenen
Selektivitaten bei der Komplexierung von aromatischen Dicarboxylaten hergeleitet
werden. Dabei wurde die i-Phthalsdure mit Kass = 3.6:10* M besser gebunden als
die Terephthalsdure mit 3.1-10* M™* und die Phthalsdure mit 2.1-10* M. Die
gerechnete Struktur der j-Phthalsdure mit dem Rezeptor ist in Abb. 4.43
dargestellt. Man erkennt, dass die zwei Carboxylate jeweils von einem
Bindungsarm des Rezeptors mit dem Ublichen Bindungsmodus flr
Guanidiniocarbonylpyrrole komplexiert werden. Dabei wird ein Carboxylat noch
zusatzlich durch den dritten Bindungsarm gebunden. Die drei Bindungsarme
kommen sich dabei sehr nahe, was auf elektrostatische Abstol3ungen schlie3en
lasst und die schlechteren Bindungskonstanten im Vergleich zur Trimesinséaure
erklaren konnte. Sehr schon sieht man auch die n-Stacking Wechselwirkungen

zwischen den beiden aromatischen Ringen, die genau Ubereinander liegen.
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Abb. 4.43: Berechnete energieminimierte Struktur des Komplexes von Rezeptor 8 (grau) und i-
Phthalséure 81 (gelb). Unpolare Wasserstoffatome wurden zur besseren Ubersicht entfernt.

Der gerechnete Komplex aus Phthalsaure 80 und Rezeptor 8 (siehe Abb. 4.44)
dagegen unterscheidet sich von dem der i-Phthalsdure. Ebenso wie bei der
i-Phthalsdaure komplexieren wiederum zwei Bindungsarme jeweils ein Carboxylat
nach dem dblichen Bindungsmodus, wobei der dritte Arm diesmal allerdings
Wasserstoffbriicken zu beiden Carboxylaten ausbildet, was zu einer Verzerrung
des Bindungsmotives aus der typischen planaren Anordnung fihrt. Aul3erdem
kommen sich die drei Bindungsarme des Rezeptors bei der Komplexierung noch
naher als bei der i-Phthalsaure. Den ausschlaggebenden Unterschied zwischen
den beiden gerechneten Strukturen sieht man allerdings erst, wenn man die
Struktur von oben betrachtet. Durch die Komplexierung der beiden naher
aneinander liegenden Carboxylate wird der Benzolring im Gegensatz zur
i-Phthalsaure unter dem Benzolring des Rezeptors weggeschoben. Dadurch
kommt es zu geringeren n-Stacking Wechselwirkungen, die neben den anderen
schon genannten Faktoren wahrscheinlich ausschlaggebend fur die geringere

Bindungskonstante sein konnten.
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Abb. 4.44: Berechnete energieminimierte Struktur des Komplexes von Rezeptor 8 (grau) und
Phthalsdure 80 (gelb). Unpolare Wasserstoffatome wurden zur besseren Ubersicht entfernt.

Dieser Effekt konnte auch der Grund fir die geringere Bindungskonstante der
Terephthalsaure sein. Die Rechnung (siehe Abb. 4.45) zeigt ebenso wie bei der
Phthalsaure eine Verschiebung des Benzolrings. Allerdings werden die zwei
Carboxylate analog zur i-Phthalsdure gebunden, d.h. zwei Arme des Rezeptors
binden jeweils ein Carboxylat, wahrend ein Carboxylat noch zusatzlich durch den
dritten Arm gebunden wird. Im Gegensatz zu den beiden anderen Phthalaten
liegen die drei Bindungsarme des Rezeptors bei der Komplexierung der
Terephthalsaure weiter auseinander. Dies kdonnte damit der Grund sein, warum
die Terephthalsdure besser gebunden wird als die Phthalsdaure und nur
geringfugig schlechter als die i-Phthalsaure, da es hier zu den geringsten
elektrostatischen Abstol3ungen kommen sollte. Auf diese Weise kann also anhand
der drei Faktoren n-Stacking, elektrostatische Abstof3ungen und Verzerrung des
Rezeptors die Selektivitat von i-Phthalsdure > Terephthalsdure > Phthalséure

erklart werden.
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Abb. 4.45: Berechnete energieminimierte Struktur des Komplexes von Rezeptor 8 (grau) und
Terephthalsédure 82 (gelb). Unpolare Wasserstoffatome wurden zur besseren Ubersicht entfernt.

In diesem Kapitel konnten somit mdglich Grinde fir die hohe Komplexstabilitat
des Rezeptors mit verschiedenen Polycarboxylaten mithilfe von NOESY-NMR-
Spektroskopie und Molecular Modeling Rechnungen hergeleitet werden. Dabei
ahnelt der Bindungsmodus des Rezeptors einer molekularen Fliegenfalle.
Weiterhin konnten mit Molecular Modeling Rechnungen magliche Erklarungen fir
die Selektivitait des Rezeptors 8 gegenuber verschiedenen Polycarboxylaten
bestimmt werden. Dabei scheinen gerade die unpolaren Wechselwirkungen
zwischen Rezeptor und Substrat sowohl einen groRen Einfluss auf die
Bindungskonstanten als auch auf die Selektivitat zu haben.

Interessant sind aber nicht nur Rezeptoren, die ihre Substrate mit hohen
Bindungskonstanten als auch gro3er Selektivitat erkennen, sondern auch
Sensoren oder Sensorsysteme, mit denen man mit dem bloBen Auge die
Anwesenheit von bestimmten Analyten nachweisen kann. Der Versuch zur
Entwicklung eines derartigen Systems wird im folgenden Teil der Arbeit

vorgestellt.
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4.2.3 "naked eye detection”

Ein selektive Erkennung von bestimmten Substraten, die mit dem blo3en Auge
detektiert werden kann, bezeichnet man auch als "naked eye detection".®”# Dies
wurde unter anderem schon von Anslyn vorgefuhrt, der z.B. ,test strips” fur Citrat
oder andere Polycarboxylate entwickelt hat.*°? Diese Sensorsysteme arbeiten
nach dem Prinzip der indicator displacement assays (IDA), d.h. wenn Sensoren
kein eigenes Farbsignal liefern wird ein Indikator als Reporter verwendet, der bei
Zugabe des Substrats zum Indikator/Rezeptor Komplex eine Farbé&nderung
vorweist.’® Ein Bespiel fiir einen solchen Indikator ist das Carboxyfluorescein 52,
welches als Anion eine starke Fluoreszenz zeigt und auch deswegen von Anslyn
fur IDAs schon verwendet wurde.

In Abb. 4.46 ist der Ablauf eines solchen IDAs mit Rezeptor 8 schematisch
aufgezeichnet. Das Carboxyfluorescein zeigt in Losung eine starke
Eigenfluoreszenz. Bei Zugabe des Rezeptors sollte sich nun die Fluoreszenz
andern und bestenfalls durch die Komplexierung des Trianions komplett
verschwinden. Durch Zugabe eines Liganden L sollte die Fluoreszenz dann wieder
zunehmen und vielleicht wieder ganz hergestellt werden, was einer vollstandigen

Verdrangung des Indikators durch den Liganden entsprechen wiirde.
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Abb. 4.46: Schematische Darstellung eines indicator displacement assays mit Rezeptor 8,
Carboxyfluorescein 52 und einem beliebigen Liganden L. Die gelbe Unterlegung deutet die
Fluoreszenz des Carboxyfluoresceins an.
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Fur diesen Assay wurde nun eine Losung von CF 52 (0.5 mM) in
90 % DMSO/Wasser hergestellt und die Fluoreszenz unter der UV-Lampe
beobachtet. Bei Zugabe von einem Aquivalent Rezeptor kam es dann tatséchlich
zu einer vollstandigen Loschung der Fluoreszenz, was eine starke Komplexierung
des Carboxyfluoresceins durch den Rezeptor vermuten lasst (siehe Abb. 4.47).
Danach wurden verschiedene Polycarboxylate untersucht. Daflr wurde der 1:1
Komplex aus Rezeptor und CF jeweils mit 20 Aquivalenten Polycarboxylat versetzt
und unter der UV-Lampe beobachtet. Man erkennt, dass beim Citrat die
Fluoreszenz wieder vollstandig hergestellt wurde, wéhrend beim Malat nur eine
geringe bzw. beim Acetat keine Wiederherstellung zu erkennen ist. Das wirde
bedeuten, dass die Bindungskonstante von CF stéarker ist als die von Malat und
Acetat, weswegen kein oder nur wenig CF aus dem Komplex mit dem Rezeptor
verdrangt wird. Dagegen bindet Citrat ausreichend stark genug, um die

Fluoreszenz wieder vollstandig herzustellen.

Abb. 4.47: Fluoreszenz der verschiedenen Lésungen aus Rezeptor 8 (0.5 mM), Carboxyfluorescein
(1 Aq.) und den Substraten Citrat, Malat und Acetat (jeweils 20 Aq.) beobachtet unter einer UV-
Lampe bei A = 254 nm.

Da die Fluoreszenz des Carboxyfluoresceins durch den Rezeptor vollstandig
geléscht wurde, was auf eine hohe Bindungskonstante schliel3en lasst, wurde
mittels Fluoreszenz-Spektroskopie die genaue Bindungskonstante dieser

Komplexierung bestimmt. Die Titrationen wurden aufgrund der schlechten
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Loslichkeit von 52 in 10 % DMSO/Wasser mit Bis-tris Puffer (2 mM) und NaCl
(10 mM) durchgefiihrt. So konnte eine Bindungskonstante von Kass = 1.4-10° M™
bestimmt werden. Diese hohe Bindungskonstante kdnnte damit ausschlaggebend

fur die vollstandige Léschung der Fluoreszenz bei der naked eye detection sein.
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Abb. 4.48: Bindungsisotherme des Rezeptors 8 (1 2107 M) bei 1 = 335 nm von der Fluoreszenz-
Titration mit Carboxyfluorescein 52 (2-1 0* M) in 10 % DMSO/Wasser (2 mM Bis-Tris-Puffer,
pH=6.3, 10 MM NaCl). Die schwarze Linie zeigt die berechnete Kurvenanpassung an die
experimentellen Daten (m). Die Konzentration des Rezeptors wurde wéhrend der Titration konstant
gehalten. (oben rechts) Job Plot berechnet aus der UV-Titration zeigt eine klare 1:1 Stéchiometrie.

Zur Uberprifung des IDA in 90 % DMSO/Wasser wurden nun noch Titrationen in
50 % DMSO/Wasser mit HEPES Puffer (20 mM; pH = 7.4) durchgefuhrt, um
auszuschlieRen, dass allein pH Schwankungen fir die Anderung der Fluoreszenz
verantwortlich sind. Dazu wurde der Komplex aus Carboxyfluorescein und
Rezeptor (beide 1-10° M) vorgelegt und mit verschiedenen Polycarboxylaten
versetzt. Beobachtet wurde die Veranderung der Fluoreszenz von CF bei 520 nm,
die sich durch die Verdrangung durch die Polycarboxylate &ndert. Man erkennt,
dass sich nach Zugabe von 100 Aquivalenten Citrat die Fluoreszenz nicht weiter
andert, wahrend alle anderen Carboxylate bei 100 Aquivalenten nicht mehr als
50 % Komplex gebildet haben. Bei Zugabe von einem Aquivalent Substrat bindet
der Rezeptor Citrat mindestens um den Faktor 10 starker (Malat) als alle anderen
Substrate. Sogar bei einem relativ groRen Uberschuss von 14 Aquivalenten
Substrat komplexiert der Rezeptor Citrat immer noch mindestens um dem
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Faktor 4 starker als Malat oder Tatrat. Dies bestatigt die Ergebnisse, die in
90 % DMSO/Wasser durchgefiihrt wurden, und zeigt, dass nicht pH-Anderungen
fur die Anderung der Fluoreszenz verantwortlich sind, sondern die Effekte auf

Bindungsprozessen beruhen.
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Abb. 4.49: Anderungen der Fluoreszenz des Komplexes aus Rezeptor 8 (10'5 M) und
Carboxyfluorescein 52 (10'5 M) bei A = 520 nm nach Zugabe von verschiedenen Carboxylaten
(31 0* M) in 50 % DMSO/Wasser (20 mM HEPES Puffer, pH = 7.4) .

In diesem Kapitel konnte somit ein naked eye Sensor fur die selektive
Detektierung von Citrat gegenuber anderen biologisch relevanten Anionen
entwickelt werden. Aul3erdem konnten diese Ergebnisse mit einem /DA bestatigt
werden, der Selektivitaten fur Citrat gegeniber anderen Anionen mit einem Faktor
von bis zu 10 zeigte.

Neben den Polycarboxylaten sollte aber noch eine andere Substanzklasse, die
anionischen Zucker, auf ihre Bindungseigenschafen fiir Rezeptor 8 untersucht
werden. Die Ergebnisse dieser Bindungsstudien werden in den nachsten Kapiteln

vorgestellt
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4.3 Bindungsstudien von Rezeptor 8 mit anionischen Zuckern

Seit der Entdeckung, dass Oligosaccharide nicht nur als Energiespeicher, sondern
auch bei der Regulation biologischer Prozesse z. B. der Zell-Zell Erkennung eine
wichtige Rolle spielen, ist diesem Zweig der Organischen Chemie ein reges
Interesse zu Teil geworden.*® Wahrend in den letzten Jahren viele Rezeptoren
zur Komplexierung von kleinen Biomolekulen wie Aminoséuren und kleinen

Peptiden entwickelt wurden, %!

gibt es doch wenige Rezeptoren zur molekularen
Erkennung von Zuckern oder Kohlenhydraten (siehe Kapitel 3.3).1%% Die meisten
dieser Systeme funktionieren allerdings nur in Losemitteln wie Chloroform oder
auch Methanol. Deswegen sollte nun der Rezeptor 8 auf seine Bindungs-
eigenschaften fur verschiedene Zucker Uberpriuft werden. Da bei diesem System
die Komplexierung aber nur auf Wasserstoffbriickenbindungen beruhen wirde
und deswegen wahrscheinlich keine Komplexierung in wassrigen Medien moglich
ist, wurden als Substrate fir erste Modelluntersuchungen verschiedene anionische
Zucker gewahlt (siehe Abb. 4.50). Hierbei handelt es sich um die Uronséuren 11
und 12 sowie drei a-1-Zuckerphosphate 13, 14 und 15 und Methylphosphat 16
zum Vergleich. Aufgrund der besonderen Bindungseigenschaften des Rezeptors 8
fur Oxoanionen sollte vielleicht eine (selektive) Komplexierung dieser Zucker in

Wasser moglich sein.
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Abb. 4.50: Biologisch relevante anionische Zucker: Glucuronsdure 11, Galacturonséure 12, o-
Glucose-1-phosphat 13, a-Mannose-1-phosphat 14 und «a-Galactose-1-phosphat 15 und das
Methyl-Phosphat 16.
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4.3.1 Uronsauren

Die Uronsauren sind nicht nur als Modellsysteme fur Zucker interessant, sondern
spielen auch eine wichtige Rolle in der menschlichen Physiologie. So ist die
Galacturonsaure 12 ein wichtiger Ballaststoff und Bestandteil von Pektin und
Cellulose. AuRerdem spielt sie eine wichtige Rolle bei der Aufnahme von
Calcium."*®" Bei vielen Organismen, aber nicht beim Menschen, ist sie auRerdem
beteiligt an der Ascorbinsaure-Biosynthese. Die Glucuronsdure 11 dagegen ist an
der Entgiftung in der menschlichen Niere beteiligt.

Als erstes wurden NMR-Titrationen mit dem Rezeptor 8 und Glucuronsaure 11 in
verschiedenen Losemittelgemischen durchgefuhrt. Wahrend in reinem DMSO die
Bindungsisotherme zu stark linear verlief, um sie mit einer nichtlinearen
Regressionsanalyse auswerten zu konnen, war sie in 50 % DMSO/Wasser
(siehe Abb. 4.51) zu flach, um eine verninftige Bindungskonstante bestimmen zu

kdnnen.
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Abb. 4.51: NMR-Titration des Rezeptors 8 (1.7 mM) mit Glucuronsdure 11 (20 mM) in 50 %
DMSO/Wasser. Die Linie zeigt die berechnete Kurvenanpassung mit einem 1:1 Modell an die
experimentellen Daten (Rezeptor-Pyrrol-CH, m).

Deswegen wurden die Titrationen in 70 % DMSO/Wasser durchgefihrt. In Abb.
4.52 ist als Beispiel die Titration der Glucuronsaure gezeigt. Hierzu wurden die
durch die Komplexierung hervorgerufenen Anderungen der NMR-Verschiebungen

des Amid-NHs des Rezeptors 8 aufgezeichnet. Fur die Galacturonsaure konnte so
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mit einer nichtlinearen Regressionsanalyse mit einem 1:1 Modell eine
Bindungskonstante von Kass = 1550 M™ bestimmt werden, wéhrend die
Glucuronséure nur eine Bindungskonstante von Kass = 480 M™ aufweist. Die 1:1
Stéchiometrie wurde fur beide Uronsauren mit Job-Plots bestatigt (siehe Abb.
4.52). Somit bindet der Rezeptor 8 die Galacturonsaure um den Faktor 3 besser

als die Glucuronséaure.
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Abb. 4.52: NMR-Titration des Rezeptors 8 (1.7 mM) mit Glucuronsdure 11 (20 mM) in 70 %
DMSO/Wasser. Die Linie zeigt die berechnete Kurvenanpassung mit einem 1:1 Modell an die
experimentellen Daten (Rezeptor-Pyrrol-CH, m). (oben rechts) Ein Job Plot in 70 % DMSO/Wasser
bestiétigt die 1:1 Stéchiometrie.

Die hohere Bindungsaffinitdit des Rezeptors 8 fur die Galacturonsdure wurde
unabhéngig noch einmal mittels UV-Titrationen bestatigt. Da allerdings in
70 % DMSO/Wasser mit Bis-Tris-Puffer (10 mM, pH=6.0) keine Bindungs-
konstante bestimmt werden konnte, wurde der DMSO-Anteil auf 80 % erhoéht. Dies
lasst sich durch die niedrigeren Substratkonzentrationen und die hdhere
lonenstarke der Lésung (Puffer) erklaren, da bei hoheren lonenkonzentrationen
die Starke von polaren Wechselwirkungen abnimmt. Ein Beispiel ist in Abb. 4.53
fur die Titration des Rezeptors 8 (2.66-10™ M) mit der Galacturonsaure (4-10* M)
dargestellt. Dabei bindet unter diesen Bedingungen die Galacturonsaure mit einer
Assoziationsskonstante von Kass = 6200 M™ noch um den Faktor 2 besser als die
Glucuronsédure mit Kass = 3200 M?*, was die Ergebnisse der NMR-Studien

bestéatigt.
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Abb. 4.53: Bindungsisotherme des Rezeptors 8 (2.66-1 0° M) bei A = 300 nm von der UV-Titration
mit Galacturonsédure 12 (1 mM) in 80 % DMSO/Wasser (10 mM Bis-tris Puffer, pH = 6.0). Die
schwarze Linie zeigt die berechnete Kurvenanpassung an die experimentellen Daten (m), wéhrend
die gepunktete Linie die erwartete Anderung der Absorption durch die reine Verdiinnung des
Rezeptors bei der Titration beschreibt.

Diese Ergebnisse lassen darauf schlie3en, dass das C4-OH des Zuckers eine
wichtige Rolle bei der Komplexierung spielt, da dies der einzige Unterschied
zwischen den beiden Uronsauren ist. Diese Hypothese wurde durch Molecular
Modeling Rechnungen (siehe Abb. 4.54 am Beispiel der Galacturonsaure 12)
gestitzt.”® Nach diesen Rechnungen werden bei beiden Zuckern die Carboxylate
von allen drei kationischen Bindungsarmen simultan durch Wasserstoffbriicken-
bindungen komplexiert, wahrend der Sauerstoff des Rings zu einem Arm zwei
Wasserstoffbriickenbindungen aufbaut. Dass alle drei Arme fir diese
Komplexierung bendtigt werden, wird dadurch bestétigt, dass bei pH = 7, bei dem
der Rezeptor grofitenteils als Monoanion vorliegt (siehe pH Profil des Rezeptors in
Kapitel 4.3.2), durch NMR keine Komplexierung beobachtet werden konnte.
Interessanterweise nimmt der Zucker laut Rechung bei der Komplexierung eine
Konformation ein, bei der die Carboxylate sowie die Hydroxy-Gruppen an Position
1 und 3, welche ihrerseits intramolekulare Wasserstoffbricken zum Carboxylat
ausrichten, axial sind. Allerdings liegt diese berechnete Struktur (Amber* force
field, water GB/SA solvation model) nur 2.4 kJ/mol Uber der Konformation des
Grundzustandes. Diese Konformation bringt die nun aquatoriale OH-Gruppe an
C4 der Galacturonsadure in eine Position, die die Ausbildung von drei

Wasserstoffbriicken zum Rezeptor ermdglicht. Im Komplex mit der Glucuronsaure
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ist die OH-Gruppe an 4 Position axial und zeigt von den Wasserstoffbriicken-
donoren weg. Die Ausbildung von Wasserstoffbrickenbindungen erfordert nun die
Verzerrung des Glucose Rings, was die schlechtere Bindungskonstante erklaren
konnte. Die beiden gerechneten Strukturen der Uronséauren im Komplex sind in
Abb. 4.54 gezeigt. Man erkennt hier sehr schon die Sessel-Konformation der
Galacturonsaure, wahrend die Glucuronsédure wéhrend der Komplexierung eine
twist-Boot-Konformation einnimmt, die energetisch oberhalb der Sessel-
Konformation liegt. Dieser Bindungsmodus stimmt gut mit den Verschiebungen
der NMR-Signale bei der Komplexierung in DMSO uberein. Die Verschiebungen
der CH-Protonen an den Positionen C1 und C4 sind mit A5 = 0.3 und 0.11 viel
groer als die von C2, C3 und C5 mit Ad = 0.09, 0.07 und 0.05. Die grof3en
Verschiebungen kénnten durch die kationischen Wasserstoffbriicken mit dem

Ringsauerstoff und der Hydroxyfunktion an Position C4 erklart werden.

@) 4 (b)
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Abb. 4.54: (a) Berechnete energieminimierte Struktur des Komplexes von Rezeptor 8 (grau) und
Galacturonséure 12 (gelb). (b) Berechnete energieminimierte Struktur der Glucuronsdure 11 im
Komplex mit 8. (c) Berechnete energieminimierte Struktur der Galacturonsdure 12 im Komplex mit
8. Unpolare Wasserstoffatome wurden bei allen Grafiken zur besseren Ubersicht entfernt.
Wechselwirkungen zwischen Rezeptor und Substrat sind mit griin gepunkteten Linien
gekennzeichnet.

Die Bildung eines Komplexes zwischen Rezeptor 8 und der Glucuronsaure 11
konnte zusatzlich noch Uber NOESY Experimente (1:1 Mischung mit ¢ = 20 mM in
DMSO bei 25 °C) bestéatigt werden. Leider konnten aufgrund der schlechten

Qualitat des Spektrums hervorgerufen durch die hohe Flexibilitdt des Systems und

96



4 Durchfiihrung und Diskussion

durch Signaltberlappungen zwischen Rezeptor und Substrat keine Aussagen Uber
die genaue Struktur des Komplexes gemacht werden. Allerdings konnten Cross
Peaks zwischen dem CH1 und CH2 des Glucose Rings und dem Pyrrol-NH und
den zwei Amid-NHs (Abb. 4.55 rot) beobachtet werden. Weitere Cross-Peaks
zwischen den Amid-NHs und dem Pyrrol-NH des Rezeptors (Abb. 4.55 blau)
bestatigen, dass die Rezeptorarme eine syn Position annehmen, die fur eine
effektive Komplexierung von Carboxylaten mit dem Guanidiniocarbonylpyrrol-
Bindungsmotiv notig ist.
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Abb. 4.55: Ausschnitt des NOE-Spektrums von Rezeptor 8 und Glucuronséure 11 (1:1 Mischung
mit ¢ = 20 mM in DMSO bei 25 °C). Die intramolekularen NOE Kontakte des Rezeptors sind mit
blauen Kreisen die intermolekularen Kontakte mit der Glucuronsdure mit roten Kreisen
gekennzeichnet.
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In diesem Kapitel konnte somit bestimmt werden, dass der Rezeptor 8 Uronsauren
mit guten Bindungskonstanten in wassrigen Medien erkennen kann. Dabei zeigt
der 8 eine Selektivitat um den Faktor 2 fur die Galacturonsaure gegenuber der
Glucuronsaure, obwohl diese sich nur um die Stellung einer Hydroxyfunktion
unterscheiden. Mithilfe von Molecular Modeling Rechungen konnten mdgliche
Grinde fur die guten Bindungskonstante und die Selektivitat des Rezeptors
hergeleitet werden.

Im nachsten Kapitel werden nun die Bindungsstudien von Rezeptor 8 mit den

Glucophosphaten vorgestellt.

4.3.2 Glucophosphate

Die Glucophosphate (siehe Abb. 4.50) wurden, genau wie die Uronséuren, nicht
nur als Modellsysteme flr Zucker als Substrate ausgewahlt, sondern auch weil sie
eine wichtige Rolle in biologischen Prozessen spielen. Zum Beispiel sind
Galactose-1- und Glucose-1-Phosphat an der Glykolyse beteiligt, d.h. dem Aufbau
und Abbau von Zuckerreserven.*

Bei der Komplexierung von Phosphaten durch Acylguanidin-Rezeptoren wie 8
muss allerdings darauf geachtet werden, dass beide Substanzklassen ungefahr
gleiche pKs-Werte aufweisen. Deswegen wurde, bevor die ersten Bindungsstudien
durchgefuhrt wurden, zunachst ein pH-Profil des Rezeptors 8 aufgenommen
(siehe Abb. 4.56) und mit den Literaturdaten der Glucophosphate verglichen

(siehe Tabelle 4.3).
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Abb. 4.56: pH-Titration des Rezeptors 8 (0.5 mM) in 10 % DMSO/Wasser.

Tabelle 4.3: pKs-Werte verschiedener Glucophosphate.[%%1%!

Glucose-1-P Galactose-1-P Mannose-1-P  Methyl-P

PKs 6.26 6.5 - 6.7

Allerdings konnten bei der pH-Titration des Rezeptors keine genauen pKs Werte
der einzelnen Protonierungsstufen bestimmt werden, da sich diese gegenseitig
Uberlagerten. Man sieht, dass alle drei pKs Werte im Bereich zwischen ca. 5 und 8
liegen mussen. Der erste pKs Wert kann also ungefahr auf pKs > 5 abgeschatzt
werden. Damit liegen der zweite und dritte pKs-Wert des Rezeptors
maoglicherweise im gleichen Bereich wie die Phosphate, die pKs-Werte von 6.2 -
6.7 aufweisen. Bei ungepuffertem Medien wird also hdchstwahrscheinlich
ebenfalls eine Deprotonierungsreaktion bei der Komplexierung der Phosphate
durch Rezeptor 8 auftreten.

Diese Vermutungen konnten mit NMR-Bindungsstudien bestatigt werden. Dazu
wurden Titrationen mit verschiedenen Glucophosphaten und dem Methylphosphat
in 10 % DMSO/Wasser durchgefuhrt. In Abb. 4.57 sind die Titrationen vom
Rezeptor 8 mit Galactose-1-Phosphat 15 und Glucose-1-Phosphat 13, sowie die
Titration mit Methylphosphat 16 abgebildet. Alle Bindungsisothermen zeigen einen

sigmoiden Kurvenverlauf, der sowohl auf einen kooperativen Bindungsmodus mit
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einer Stochiometrie groRer als 1:1, als auch auf eine Uberlagerung von

Komplexierung und Protonierungsreaktion hindeuten kann.
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Abb. 4.57: NMR-Titrationen des Rezeptors 8 (0.5 mM) mit Methylphosphat 16, Galactosephosphat
15 und Glucosephosphat 13 (alle 10 mM) in 10 % DMSO/Wasser. Die experimentellen Daten von
Methylphosphat (Rezeptor-Pyrrol-CH, A), Galactosephosphat (Rezeptor-Pyrrol-CH, e) und
Glucosephosphat (Rezeptor-Pyrrol-CH, m) sind durch einen gleitenden Durchschnitt verbunden.

Deswegen wurden zur Uberprifung der Stochiometrie fiir das einfache Phosphat
16 und Glucose-1-Phosphat 13 Job Plots in 10 % DMSO/Wasser durchgefuhrt
(siehe Abb. 4.58). Der Job Plot der Glucose-Signale zeigte dabei einen sauberen
2:1 Komplex, wéahrend die Auswertung der Rezeptor-Signale keine eindeutige
Stochiometrie lieferte. Dies deutet wiederum auf eine Protonierungsreaktion hin,
da bei den Phosphaten zwei einzelne Moleklile mit dem gleichen pKs-Wert
protoniert werden, wahrend sich die beiden Deprotonierungsstufen des Rezeptors
voneinander unterschieden und so den unsymmetrischen Verlauf des Job Plots
der Rezeptor-Signale erklaren konnten. AufRerdem wuirde dies auch den
sigmoiden Verlauf der Bindungsisotherme der Rezeptor-Signale erklaren (Abb.
457), da es sich hier um die Anderung der chemischen Verschiebung
hervorgerufen durch zwei Deprotonierungsreaktionen mit verschiedenen pKs-
Werten handeln kénnte (mit oder ohne einer moglichen Uberlagerung mit einer

Komplexierung).
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Abb. 4.58: Job Plot von Rezeptor 8 (0.5 mM) und Glucosephosphat 13 (0.5 mM) in 10 %
DMSO/Wasser.

Zur Bestatigung, ob es sich bei den NMR-Bindungsstudien um eine reine
Deprotonierungsreaktion oder um eine Uberlagerung dieser mit einer
Komplexierung handelte, wurde ein einfacher Versuch durchgefihrt, der schon in
Kapitel 3 vorgestellt wurde. ®Y Dazu wurde eine 1:1 Mischung von Rezeptor und
Substrat sukzessive verdinnt und die Anderungen der chemischen
Verschiebungen beobachtet. Die Ergebnisse dieses Versuches deuteten
daraufhin, dass sowohl eine Protonierungsreaktion als auch eine Komplexierung
stattfindet. Aufgrund der Uberlagerung dieser beiden Prozesse konnte so keine
Bindungskonstante fur die Komplexierung der Phosphate durch Rezeptor 8 mit
NMR-Bindungsstudien bestimmt werden.

Deswegen wurden weitere Bindungsstudien mit UV-Spektroskopie in gepuffertem
Medien durchgefiihrt, um Protonierungsreaktionen vermeiden zu kénnen. Um hier
eine klare Protonierung des Rezeptors und vor allem eine eindeutige Protonierung
der Zuckerphosphate gewahrleisten zu kénnen, wurden die Titrationen bei einem
pH-Wert von pH = 4 durchgefiihrt. Bei diesem pH-Wert sollte der Rezeptor 8
vollstandig protoniert und die Phosphate als Monoanionen vorliegen.

Die Titrationen wurden diesmal bei etwas hoheren Konzentrationen durchgefiihrt
als zuvor bei den Polycarboxylaten, aus welchem Grund 10 % DMSO zur
besseren Loslichkeit hinzugefiigt wurden. Als Puffer wurde Acetat gewahlt, dass
zwar auch kompetitiv fir den Rezeptor ist, aber bei pH = 4 ist die Auswahl an

Puffern, die nicht kompetitiv sind, sehr klein. Die Titrationen wurden also in
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10 % DMSO/Wasser (4 mM Acetatpuffer) mit einer Rezeptorkonzentration von
c=2-10° M und Phosphat-Stammlésungen von ¢ = 2:10% M durchgefiihrt. In
Abb. 4.59 ist die Titration von Rezeptor 8 mit Glucosephosphat 13 bzw. mit dem
Monomethylester 16 gezeigt. Zur Bestatigung der Stéchiometrie wurden
exemplarisch fir Glucose-1-Phosphat und den Monomethylester Job Plots
durchgefuhrt. Diese zeigten (siehe Abb. 4.60) eine klare 1.1 Stochiometrie.
Glucose-1-Phosphat bindet den Rezeptor 8 mit Kass = 26000 M™* um den Faktor 2
besser als der Monomethylester mit Kass = 12000 M™. Die Ergebnisse der
Titrationen mit den Phosphaten 13 - 16 sind in Tabelle 4.4 zusammengefasst.
Dabei werden alle Zuckerphosphate vom Rezeptor 8 ungefahr um den Faktor zwei
besser gebunden als der Monomethylester 16. Das lasst darauf schlie3en, dass
der Zuckerrest einen signifikanten Anteil an der Bindung hat. Interessant ist auch
noch, dass Galactose-1-Phosphat mit Kass =21000 M* etwas schwacher
gebunden wird als die beiden anderen Zuckerphosphate mit Kass = 26000 M™. Die
Unterschiede in den Bindungskonstanten liegen zwar innerhalb der Fehlergrenze
von 20 % bei den optischen Methoden, kénnten aber auf eine Selektivitat von
Rezeptor 8 fir die beiden anderen Glucophosphate hindeuten. Dies wirde
bedeuten, dass die Anderung einer anomeren Hydroxyfunktion des Zuckers —
namlich die C4 Position - zu einer Erhdhung der Bindungskonstante flihren

konnte.

Tabelle 4.4: Bindungskonstanten der UV-Titrationen von Rezeptor 8 (2:10° M) und
den Phosphaten 13-16 (2:10* M) in 10 % DMSO/Wasser mit Acetatouffer (pH = 4;

4 mM). Die Bindungskonstanten wurden nach einem 1:1 Modell bestimmt.

Glucose-1- Galactose-1- Mannose-1- Methyl-
Phosphat 13  Phosphat 15 Phosphat 14  Phosphat 16

Kass [MY] 26000 21000 26000 12000
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Abb. 4.59: Anderungen der UV-Absorption des Rezeptors 8 (2-10° M) bei 2 = 300 nm von den
Titrationen mit den Phosphaten 13 und 16 (beide 2-1 0* M) nach Abzug der Verdiinnung in 10 %
DMSO/Wasser (4 mM Acetatpuffer, pH = 4). Die schwarzen Linien zeigen die berechneten
Kurvenanpassungen an die experimentellen Daten von Glucosephosphat (m) und Methylphosphat
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Abb. 4.60: Job Plots von Rezeptor 8 mit Glucosephosphat 13 (m) und Methylphosphat 16 (A) in
Wasser (4 mM Acetatpuffer, pH = 4). Beide Job Plots zeigen eine deutliche 1:1 Stéchiometrie.

Zur Herleitung von mdoglichen Grunden fur die hohen Bindungskonstanten und
eine mogliche Selektivitat des Rezeptors 8 fiur bestimmte Glucophosphate wurden
Molecular Modeling Studien durchgefiihrt.®® Die Rechnungen zeigen, dass die
Phosphatgruppe sowohl bei den Zuckerphosphaten als auch bei dem

Monomethylester von zwei der drei kationischen Arme des Rezeptors gebunden
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wird (Siehe Abb. 4.61). Die zwei Guanidinium-Funktionen formen jeweils eine
zweizéhnige lonenbindung mit den Oxoanionen des Phosphats, wie es fur eine
Komplexierung der Guanidine von Oxoanionen erwartet wird. Der dritte Arm des
Rezeptors bildet Wasserstoffbriicken mit den Hydroxy-Gruppen an Position C3,
C4 und C6, wobei zur C3 Position neutrale und zur C4 und C6 Position ionische
Wasserstoffbriicken aufgebaut werden. Ahnliche Wasserstoffbriicken zwischen
Guanidinen, in diesem Fall der Aminosaure Arginin, das ,nattrliche Guanidin“, und
Hydroxy-Funktionen von Zuckern kénnen auch in der Natur beobachtet werden.
Arginin spielt zum Beispiel in Zucker bindenden Proteinen sehr oft eine wichtige
Rolle.’?%3 Der dritte Bindungsarm des Rezeptors hat allerdings keinen groRen
Anteil an der Komplexierung des Methylesters. Aufgrund der raumlichen Enge in
der Bindungstasche und der sterischen Hinderung durch die Methylgruppe, kann
der dritte Bindungsarm nur eine zusatzliche Wasserstoffbrickenbindung zum
Phosphat aufbauen. Der Unterschied in den Bindungskonstanten zwischen den
Zuckerphosphaten und dem Methylester kann also nur Uber die zuséatzlichen
Wasserstoffbriicken zum Zuckergerust erklart werden.

Die gerechneten Strukturen geben aber nicht nur eine Erklarung fur die bessere
Komplexierung von Zuckerphosphaten gegeniber dem Monomethylester, sondern
liefern auch eine mdgliche Erklarung fur die schlechtere Bindungskonstante von
Galactosephosphat. Die Hydroxyfunktion an Position C2 ist nicht an der Bindung
des Zuckers beteiligt. Deswegen sollte bei der Komplexierung von Mannose und
Glucose, die sich durch diese Position unterscheiden, kein Unterschied bestehen,
wie auch bei den UV-Titrationen beobachtet werden konnte. Die Hydroxyfunktion
an Position C4 wird allerdings durch den dritten Arm des Rezeptors gebunden. Die
Anderung der Konfiguration an dieser Stelle, wie es bei der Galactose der Fall ist,
konnte also einen Einfluss auf die Bindungskonstante haben, wie auch
experimentell beobachtet werden konnte. Diese zusatzlichen Wasserstoffbriicken
zu den Hydroxy-Funktionen erklaren die starkeren Bindungen der negativen
Zucker im Gegensatz zu einfachem Acetat oder Phosphat. Auch wenn die
zusatzlichen Wasserstoffbricken in wassrigen Medien sehr klein sind, vor allem
weil die Bindungsstellen dem Lésemittel gut zugénglich sind, wie man in Abb. 4.61
gut erkennt, fuhren die Wasserstoffbricken in Verbindung mit den ionischen

Wechselwirkungen zu einer signifikanten Steigerung der Komplexstabilitat.
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Abb. 4.61: Berechnete energieminimierte Strukturen des Komplexes von Rezeptor 8 (grau) und (a)
Glucose-1-Phosphat 13 (gelb/orange) und (b) Monomethylphosphat 16 (gelb/orange). Unpolare
Wasserstoffatome wurden zur besseren Ubersicht entfernt. Wechselwirkungen zwischen Rezeptor
und Substrat sind mit griin gepunkteten Linien gekennzeichnet.

Mit weiteren UV-Bindungsstudien sollte nun noch herausgefunden werden, ob der
Rezeptor 8 auch bei physiologischem pH, d.h. pH = 7.4, die verschiedenen
Zuckerphosphate erkennen kann. Bei diesem pH-Wert kann sowohl der Rezeptor
als auch die verschiedenen Phosphate als Gemisch unterschiedlich protonierter
Species vorliegen. Da aber in gepufferten Medien (HEPES Puffer) titriert wurde,
sollten Protonierungsreaktion nicht auftreten kénnen.

Allerdings konnten bei hohen Wasseranteilen (10 % DMSO/Wasser analog zu den
Titrationen bei pH 4) keine Bindungskonstanten bestimmt werden. Dies ist auch
leicht zu erklaren, da der Rezeptor bei diesem pH-Wert grol3tenteils nur noch als
Monokation vorliegt. Da die ionischen Wechselwirkungen, wie schon vorher
hergeleitet, den grofRten Anteil der Komplexierung ausmachen, fehlen hier die
zusatzlichen Wechselwirkungen fur eine ausreichende Komplexierung in hohen
Wasseranteilen. Allerdings sollten diese dadurch ein wenig ausgeglichen werden,
dass die Phosphate bei diesem pH-Wert grof3tenteils als Dianion vorliegen und
deswegen weitere ionische Wechselwirkungen ausbauen kénnen. Die Titrationen
wurden in 70 % DMSO/Wasser mit 10 mM HEPES Puffer durchgefiihrt. Die
Titration des Rezeptors 8 mit Glucose-1-Phosphat 13 ist in Abb. 4.62 gezeigt. Die
Ergebnisse aller Titration sind in Tabelle 4.5 zusammengefasst.
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Tabelle 4.5: Bindungskonstanten der UV-Titration von Rezeptor 8 (2.5:10° M) und den
Phosphaten 13-16 (5-10% M) in 70 % DMSO/Wasser mit HEPES Puffer (pH = 7.4; 10

mM). Die Bindungskonstanten wurden nach einem 1:1 Modell bestimmt.

Glucose-1- Galactose-1- Mannose-1- Methyl-
Phosphat 13  Phosphat 15 Phosphat 14  Phosphat 16

Kass [M™] 13000 12000 14000 5000

Abs

K, = 13000 M™

A

0,8 1

Aqg. Glucose-1-Phosphat

Abb. 4.62: Bindungsisotherme des Rezeptors 8 (2.5-10° M) bei A = 300 nm von der UV-Titration
mit Glucosephosphat 13 (5-10* M) in 70 % DMSO/Wasser (10 mM HEPES Puffer, pH = 7.4). Die
schwarze Linie zeigt die berechnete Kurvenanpassung an die experimentellen Daten (m), wdhrend
die gepunktete Linie die erwartete Anderung der Absorption durch die Verdiinnung des Rezeptors
bei der Titration beschreibt.

Die Zuckerphosphate binden, genau wie bei pH = 4 zuvor, den Rezeptor mit
Bindungskonstanten von Kass = 12000 - 14000 M™* um mindestens den Faktor
zwei besser als das einfache Phosphat 16 mit Kass = 5000 M™. Die schlechteren
Bindungskonstanten lassen sich im Vergleich zu den Messungen bei pH = 4 durch
den geringeren Protonierungsgrad des Rezeptors erklaren, der bei diesem pH-
Wert grof3tenteils als Monokation vorliegen sollte. Trotzdem bindet der Rezeptor
die Phosphate immer noch mit guten Bindungskonstanten von Kass ~ 10000 M™,
was wiederum bestatigt, das die Komplexstarke nicht nur durch die ionischen
Wechselwirkungen, die bei diesem pH-Wert aufgrund der geringeren Protonierung
des Rezeptors im Vergleich zum Triskation an Starke verlieren sollten, sondern
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auch durch zusatzliche ionische und neutrale Wasserstoffbriicken zustande

kommt.

Somit konnte in diesem Kapitel gezeigt werden, dass der Rezeptor eine
Komplexierung von Zuckerphosphaten in wassrigen Medien bei verschiedenen
pH-Werten gewahrleisten kann. Dabei bindet der Rezeptor 8 Zuckerphosphate
mindestens um den Faktor 2 besser als das einfache Methylphosphat 16. Dies
lasst darauf schlieRen, dass zusatzliche Wechselwirkungen zum Zuckergerust
ausgebildet werden, die die Komplexierung des Phosphats weiter stabilisieren.
Diese These konnte mit Molecular Modeling Rechnungen unterstitzt werden.

Aufgrund dieser Ergebnisse sollten noch weitere multivalente Rezeptoren auf
Basis von Guanidiniocarbonylpyrrolen hergestellt werden, die mit einen Linker wie
eine Aminosdure verlangert werden sollten, um zusatzliche Wasserstoff-
briickendungsmotive einzufihren. Mit diesen kodnnte dann vielleicht eine
Erkennung von reinen Zuckern wie Glucose in wassrigen Medien moglich sein.

Die Synthesen der Rezeptoren werden im n&chsten Kapitel vorgestellt.
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4.4 Synthese der Rezeptoren 17 und 18

Analog zur Synthese des Rezeptors 8 sollten in diesem Teil der Arbeit zwel
Rezeptoren hergestellt werden, die durch einen Linker erweitert werden sollten.
Hierzu wurden die Aminosauren Glycin und Serin gewahlt, die die Bindungskavitat
des Rezeptors vergrofRern sollten. AuBerdem koénnten die Bindungskonstanten fir
die Gaste durch die zusatzlichen Moglichkeiten (die zusatzlich Amidbindungen
und die Hydroxygruppe des Serins) zur Ausbildung von Wasserstoffbriicken-
bindungen erhéht werden. Diese beiden Rezeptoren 17 und 18 sollen aus 4

Modulen aufgebaut werden:

Triamin-Templat 6
Spacer (Ser 20 oder Gly 19)
Pyrrol-Baustein 33

B A

Guanidin-Baustein 34

H2N [©)
o. / \ o NH
H,N HN>;NH2 N +
® BZO H OH H,N~ “NHBoc
HN/&NHZ (@] 2
HN 33 34
<o ) .

17 R=H
18 R=CH,0OH

Abb. 4.63: Retrosynthese der beiden multivalenten Rezeptoren 17 und 18 mit Serin- bzw. Glycin-
Spacer.

Analog zur Synthese des Rezeptors 8 wurden zwei Routen zur Darstellung der
beiden Rezeptoren 17 und 18 ausgewahlt. Bei Route 1 sollte erst der Pyrrol-
Baustein mit Aminosaure-Baustein an das Templat 8 gekuppelt werden und

zuletzt das saurelabile Guanidin 34 eingefligt werden. Bei Route 2 sollten die
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Rezeptoren schrittweise ausgehend vom Templat 6 aufgebaut werden. Die

Versuche zu den Synthesen werden in den folgenden Kapiteln beschrieben.

4.4.1 Synthese der Rezeptoren 17 und 18 (Route 1)

Nach Route 1 sollte zunachst der Pyrrol-Baustein an die Aminosaure-Einheit
gekuppelt werden. Da das Pyrrol als Benzylester vorliegt, musste fir die
Aminosaure eine orthogonale Schutzgruppe gewahlt werden. Deswegen wurden
als erstes die Methylester der beiden Aminosauren Serin und Glycin hergestellt,
die neben dem Pyrrol-Benzylester selektiv basisch entschiitzt werden kdnnen.
Diese Selektivitat wird dadurch hervorgerufen, dass Ester von Pyrrolcarbonsauren
viel basenstabiler sind als z.B. Benzylester von Aminosauren, die unter basischen

Bedingungen auch entschiitzt werden kénnen.!*¥

_OH _oH
PN :
HOOC” “NH, MeOOC”~ “NHsCl
20 85
MeOH, reflux
P
HOOC™ “NH, MeOOC™ NH4Cl
19 84
95 %

Abb. 4.64: Synthese der Methylester 85 und 84 von Serin und Glycin (ber das S&urechlorid.

So wurden die Aminosauren mit Thionylchlorid in Methanol umgesetzt und man
erhielt die Methylester mit Ausbeuten von 93 % fiir Serin und 95 % fiir Glycin.!**¥

Diese sollten dann im nachsten Schritt mit der Pyrrolcarbonsaure 33 gekuppelt
werden. Dazu wurde das Saurechlorid der Pyrrolcarbonsaure 79 mit Oxalylchlorid

und katalytischen Mengen DMF in THF hergestellt. Dieses wurde dann weiter in
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THF und TEA mit den beiden Aminosaure umgesetzt. Allerdings konnten die
Produkte 94 und 95 nur mit Ausbeuten von 40 % fur Glycin und 42 % fur Serin
erhalten werden. Da die beiden Edukte nicht gut in THF l6slich waren, wurde
angenommen, dass vielleicht Loéslichkeitsprobleme ausschlaggebend fir die
schlechten Ausbeuten sein konnten. Aus diesem Grund wurden die Reaktionen
noch einmal in DMF durchgefiihrt. Durch die Anderung des Losemittels konnten

so die Ausbeuten auf 69 % fur Serin und 71 % fir Glycin gesteigert werden.

ﬂ\(o
CIH;N~ >coome ~ BnO2C N

NH
TEA, LM
o_ /. o oxaylkchorid o_ / \ o 94 COOMe
N N OH
BhO H  OH THF,DMF  BnO H (I /E M o
TEA, LM /,,,_(NH
LM = Losemittel ~ Aminosdure  Ausbeute [%)] HO  coowme
Serin 40 95
THF
Glycin 42
Serin 69
DMF )
Glycin 71

Abb. 4.65: Syntheseschema der Darstellung der Methylester 94 und 95 (ber das S&urechlorid 79
des Benzylesters in verschiedenen Lésemitteln (LM).

Da die Ausbeuten mit ca. 70 % fur einfache Amid-Kupplungen nicht zufrieden
stellend waren, wurden die Umsetzungen noch einmal mit dem Kupplungsreagenz
PyBOP durchgefiihrt. Dafir wurden die Methylester der Aminosauren mit PyBOP
und der Pyrrolcarbonsdure 33 in DMF und NMM umgesetzt. Die Ausbeuten
konnten so mit 91 % fur Glycin und 86 % fir Serin noch einmal um mehr als 15 %

gesteigert werden.
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N
BnO,C COOH

N

T

33

Y / \\ 0
CIH;N™ ~COOMe BnO,C™ ™

PyBOP H  NH
NMM, DMF COOMe
94
o)
on 91 %

L

CIHzN” ~COOMe

/ \__ o
PyBOP Bnozc/Q\(

H  NH
NMM, DMF /....(
HO  cooOMme

95
86 %

Abb. 4.66: Syntheseschema der Darstellung der Methylester 94 und 95 mit PyBOP.

Die Methylester 94 und 95 wurden nun im nachsten Schritt mit Lithiumhydroxid in

THF/Wasser-Mischungen entschitzt und man erhielt die Carbonsduren mit

Ausbeuten von 83 % fiur Serin und 79 % fir Glycin.

/@\.\//O
BnO,C™ >y
H

NH

COOMe

94

/ \_ o
BnOZC N
H  NH
COOH
LiOH 86
THF/H,0 79 %
D p
Bn02c N
H  NH
/lll-(
HO  COOH
87
83 %

Abb. 4.67: Entschiitzung der Methylester 86 und 87 mit Lithiumhydroxid.

Mit diesen beiden Zwischenstufen 86 und 87 sollten nun die ersten Kupplungs-

versuche mit dem Triamin-Templat 6 durchgefuhrt werden. Zuerst wurde versucht,
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die Carbonsaure 86 Uber das entsprechende Saurechlorid an das Triamin-Templat

6 zu kuppeln. Dabei konnte das gewtinschte Produkt 97 nicht isoliert werden.

/ \ 0o
BnOZC N R
H

NH HN”
R
COOH N
86
NH
Oxalylchlorid NH5Cl B ]
DMF, THF O
ClH3N HN.__O
/ N\ o
BnOZC/Q\( HN™ X
NHCl / / —
: NH BnO
L TEA, DMF / / ) -R
o B | =
Cl
96 97

Abb. 4.68: Versuch zur Synthese der Zwischenstufe 97 (iber das S&urechlorid 96.

Stattdessen konnte als Hauptprodukt nur das Oxazolon 99 erhalten werden, dass
durch eine Cyclisierung des Saurechlorids entsteht. Cyclisierungen dieses Typs
konnten auch in der Literatur gefunden werden.'%%! zunachst entsteht dabei
das Oxazolon 98, welches dann mit DMF Uber eine Aldol-Reaktion und
anschlieende Kondensation zum Oxazolon umgesetzt wird. Das NMR-Spektrum
des Oxazolons 99 ist Abb. 4.69 gezeigt. Die Struktur konnte ebenfalls noch tber

Massenspektrometrie bestétigt werden.

BNV N, /N o NY@\(O
B”OZCM - \7/@\( . Me,N” o\ /N
N (6] 0 H OBn TEA 0] H OBn
o) o)

H H

96 98 99

Abb. 4.69: Cyclisierung des Sé&urechlorids 96 zum Oxazolon 98 und weitere Reaktion (iber eine
Aldol-Reaktion und -kondensation zum Oxazolon 99.
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9.6939
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Abb. 4.70: NMR-Spektrum (CDCl3) und Zuordnung der Signale des Oxazolons 99.

Dass bevorzugt das Oxazolon gebildet wird, obwohl die Amine des Templats
eigentlich eine hoéhere Nucleophilie aufweisen als der Sauerstoff, lasst sich
deswegen nur dadurch erklaren, das Triethylamin keine ausreichend starke Base
ist, um das Ammonium-Salz des Templats zu deprotonieren. Ahnliche
Erfahrungen konnten auch schon bei der Synthese des einfachen Rezeptors 8
gemacht werden. Hier war der Einsatz von NaOH als Base nétig, um das
gewilnschte Produkt darstellen zu kénnen. Deswegen wurden die Reaktionen
noch einmal unter den Bedingungen durchgefuhrt, die zuvor schon bei der
Synthese des Rezeptors 8 zum Erfolg gefihrt hatten. Dazu wurde das Triamin-
Templat 6 erst mit NaOH in DMF/Wasser (10/1) deprotoniert, bevor die restlichen
Edukte hinzugegeben wurden. So konnten tatsachlich die beiden
Zwischenprodukte 97 und 100 mit Ausbeuten von 30 % fur Glycin und 35 % fir

Serin erhalten werden.
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NH,CI

CIH3N 1. NaOH, DMF/H,0 (10/1)

NH,CI 2. BnO,C H HN o

NH
6 X—(

COOH HN _\
X=H 86 BNnO
X=CH,OH 87 o _R
PyBOP, NMM - -
X=H 97 35%

X =CH,0OH 100 30 %

Abb. 4.71: Synthese der Serin- und Glycin-Zwischenstufen 97 und 100.

Aufgrund der schlechten Ausbeuten bei dieser Reaktion, die wahrscheinlich durch
Aufarbeitungsprobleme hervorgerufen wurden, wurde als nachstes versucht, die

Rezeptoren 17 und 18 tber Route 2 herzustellen.

4.4.2 Synthese der Rezeptoren 17 und 18 (Route 2)

Nach Route 2 sollten die Rezeptoren schrittweise ausgehend vom Templat
aufgebaut werden. Deswegen wurde versucht, die Aminosauren Serin und Glycin
an das Templat anzubringen. Hierzu wurden die jeweiligen Boc-geschitzten
Aminosauren 90 und 91 verwendet, die kommerziell erwerblich sind. Die
Reaktionen wurden mit HCTU in DCM durchgefuhrt, da unpolare Losemittel die
Bildung der unpolaren Aktivester aus den polaren Carboxylaten bevorzugen
sollten. In der Tat konnte die Glycin-Zwischenstufe 101 mit dieser Methode mit
einer guten Ausbeute von 72 % erhalten werden. Anscheinend ist die Reaktivitat
des Triamins in DCM hoher als in DMF, da in diesem Fall keine Deprotonierung
mit NaOH benotigt wurde und NMM als Base ausreichend war. Dies lasst sich

wieder Uber die Polaritdt des Losemittels erklaren, da das protonierte Triamin in
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DMF besser stabilisiert wird als in dem relativ unpolaren Lésemittel DCM und das

Triamin deswegen in DCM groé3tenteils deprotoniert vorliegen sollte.

BocHN
OH NHBoc j\l\
BocHN/\ﬂ/ 9 HN” SO
o o
HCTU HN H  NHBoc
DCM, NMM, DMAP <
NH,CI a
CIHsN 101
NH,CI .
< 72 %
HO 91 OH
6 OH BocHN
BocHN OH
ety © BocHN/QO HN 0
DCM,NMM,DICIAdg HN H NHBoc
\
° o
102

Abb. 4.72: Synthese der geschlitzten Glycin-Zwischenverbindung 101 und Versuch zur Synthese der
analogen Serin-Verbindung 102.

Allerdings fuhrte die Umsetzung des Templats 6 mit Boc-Serin 91 nicht zum
gewilnschten Produkt. Dies konnte z.B. an der schlechten Léslichkeit der
polareren Aminosaure in DCM liegen. Der Grund koénnte aber auch in
Aufarbeitungsproblemen liegen, da im Rahmen dieser Arbeit Erfahrungen
gesammelt werden konnten, dass Strukturen mit Serin sehr gut in wassrigen
Losemitteln 16slich sind und somit beim Extrahieren teilweise in die wassrige
Phase Ubergehen. AuRerdem konnte es sein, das die Produkte bei
chromatographischer Reinigung auf Silicagel aufgrund der Affinitat zur stationaren
Phase nicht mehr von der Saule eluiert werden konnten. Deswegen wurde nach
Moglichkeiten gesucht, die Polaritdt des Serin-Bausteins zu erniedrigen. Eine
Maglichkeit ist die Schitzung der freien Hydroxygruppe als Silylether.®* Deshalb
wurde Boc-Serin 91 mit TBDMS-CI und Imidazol in DMF umgesetzt und man

erhielt die TBDMS-geschiitzte Aminosaure 103 mit einer Ausbeute von 80 %.1*%"]
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~OH TBDMSCI, Imidazol _OTBDMS
HOOC™ >NHBoc DMF HOOC™ NHBoC
90 103
80 %

Abb. 4.73: Darstellung von Boc-L-Ser(TBDMS)-OH 103.

Die Reaktion der TBDMS-geschitzten Aminosaure mit dem Templat 6 wurde nun
unter den gleichen Bedingungen wie zuvor durchgefiihrt. Diesmal konnte das
gewunschte Produkt 104 mit einer guten Ausbeute von 68 % erhalten werden.
Aufgrund der nun sehr unpolaren Verbindung 104 gab es diesmal keine Probleme

bei der saulenchromatographischen Reinigung des Produkts.

OTBDMS
TBDMSO BocHN
NH;CI TBDM
BocHNj\n/OH ° > HN™ ~O
CIH;N o BocHN o)
NHCI HCTU HN
S H NHBoc
DCM, NMM, DMAP {
6 O
TBDMSO
104
68 %

Abb. 4.74: Synthese der doppelt geschlitzten Serin-Zwischenstufe 104.

Die beiden Boc-geschitzten Zwischenstufen wurde dann im n&chsten Schritt
entschitzt. Dazu wurde der Glycin-Baustein mit TFA in DCM umgesetzt und man
erhielt nach Umsalzen des TFA-Salzes das Chlorid Salz 94 mit einer quantitativen
Umsetzung. Der Serin-Baustein wurde mit konzentrierter Salsaure in MeOH
umgesetzt, wobei nicht nur die Boc- sondern auch die TBDMS-Schutzgruppe
entfernt wurde. So erhielt man ebenfalls in quantitativer Ausbeute das Chlorid Salz

des Serin-Bausteins 93.
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OTBDMS OH
BocHN CIH3N
OTBDMS OH
BocHN,QO HN™ 0 konz. HCI cmm/@o HN” 0
N MeOH
H  NHBoc HN H  NHCI
N
\ \
o] o]
TBDMSO HO
104 93
quant.
BocHNL CIH3N
HN™ ~0 HN:1§O
BocHN/\fo 1. TFA, DCM C|H3N/\Fo
HN H NHBoC 2. HCI, Wasser HN H NHs
N
cl
<y M
o] o]
101 92

quant.

Abb. 4.75: Entschiitzung der beiden Zwischenstufen 101 und 104.

Die beiden Triamine 101 und 104 wurden im n&chsten Schritt mit dem
Guanidiniocarbonylpyrrol-Baustein 9 mit PyBOP in DMF und NMM umgesetzt. Da
allerdings die saulenchromatographische Reinigung der Rohprodukte nicht zur
Isolierung der gewunschten Produkte fiihrte, obwohl das Produkt nach Zugabe
von Wasser zu der Reaktionslésung leicht verunreinigt ausgefallen war, wurde
dieses nur aus Methanol/Diethylether umgefallt und anschlieRend direkt weiter
umgesetzt. Die beiden leicht verunreinigten, noch Boc-geschitzten Zwischen-
stufen wurden mit TFA in DCM entschitzt und anschlieen mittels RP-MPLC
gereinigt. So erhielt man die beiden Rezeptoren 17 und 18 mit Ausbeuten von
59 % fur Glycin und 51 % fur Serin. Das NMR-Spektrum des Gycin-Rezeptors 17
istin Abb. 4.77 gezeigt.
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OH

CIHgN
OH
cn—w&o HN O

HN H
NH5Cl
N 3

18
51 % -
/\

Abb. 4.76: Synthese der beiden Rezeptoren 17 und 18.
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| || [ | N \ -
H,O DMSO
=R
R I g © I
H 7 (@] 11 0 HZN@ Cl
HN—/<_9 N
NH N N NH2
3 4 H 8
o 56 10
NH 2 1| |
R
17
11 10
|
P
o 1o 110 100 90 80 70 s0 50 a0 'm0 | 20 1o

Abb. 4.77: NMR-Spektrum (DMSO-dg) des Glycin-Rezeptors 17.

Somit konnten die beiden Rezeptoren 17 und 18 mit Gesamtausbeuten von 42 %
und 35 % Uber 4 Stufen erhalten werden. Mit diesen Rezeptoren sollten als
nachstes noch Bindungsstudien durchgefihrt werden. Diese werden ausfihrlich

im folgenden Kapitel beschrieben.
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4.5 Bindungsstudien mit den multivalenten

Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren 17 und 18

Analog zu den Untersuchungen an Rezeptor 8 wurden nun zunachst exemplarisch
fur den Rezeptor 18 Bindungsstudien mit verschiedenen Zuckerderivaten
durchgefuhrt. Als erstes wurden die Bindungseigenschaften fir die Uronsauren 11
und 12 untersucht, um zu zeigen welchen Einfluss zusatzliche Wasserstoff-
briickenbindungsmotive und die groRere Bindungskavitat auf die Komplexierung
haben.

Dazu wurden NMR-Bindungsstudien in 70 % DMSO/Wasser durchgefiihrt. Die
Bindungsisotherme der Titration des Rezeptors 18 mit Galacturonsaure ist in
Abb. 4.78 dargestellt. Interessanterweise wird die Galacturonsaure mit einer
Bindungskonstante von Kass = 1200 M von Rezeptor 18 schlechter gebunden als
von Rezeptor 8 mit Kass = 1550 M™ (sieche Tabelle 4.6). Die zusatzlichen
maoglichen Wasserstoffbriicken scheinen also hier nicht zu einer Verbesserung der
Bindungskonstante zu fihren oder kénnen durch den héheren Entropieverlust des
Rezeptors bei der Komplexierung kompensiert werden. Bei der Glucuronsaure
dagegen kommt es im Vergleich zu Rezeptor 8 zu einer Erhdhung der
Bindungskonstante von Kass = 480 M™ auf Kass = 880 M™. Dabei wird die
Selektivitat zwischen den beiden Uronséauren bei Rezeptor 8 mit dem Faktor 4 auf
den Faktor 1.5 fur 18 gesenkt. Wahrscheinlich spielen hier die hdohere Flexibilitat
und die hohere sterische Beanspruchung des Rezeptors 18 durch den Serin-
Linker eine Rolle bei der Komplexierung der verschiedenen Uronséuren. Es
konnte sein, dass durch die sterisch anspruchsvolleren Bindungsarme im
Vergleich zu Rezeptor 8 der Rezeptor nicht mehr so vorliegt, dass alle drei
Bindungsarme auf einer Seite des Templats fixiert sind. Deswegen konnten die
schlechteren Bindungskonstanten trotz der grol3eren Moglichkeiten zur Ausbildung
von H-Brucken durch die Reorganisation des Rezeptors bei der Komplexierung
erklart werden. Ein anderer Grund konnte eine intramolekulare Selbstassoziation
des Rezeptors aufgrund von unpolaren oder auch polaren Wechselwirkungen
zwischen den Bindungsarmen sein.

Welche Grinde nun ausschlaggebend fir die geringere Selektivitat des Rezeptors
18 sind, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr geklart werden. Weitere
Informationen Uber den Einfluss zusatzlicher H-Brickenmotive und der grofR3eren
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Bindungskavtat bei der Komplexierung von Zuckern koénnten noch die
Bindungsstudien mit dem Glycin-Rezeptor 17 liefern. Diese wurden aus
Zeitgrunden allerdings nicht mehr durchgefihrt.

Tabelle 4.6: Bindungskonstanten der NMR-Titrationen von Rezeptor 8 und 18 mit Glucuron- und
Galacturonséure in 70 % DMSO/Wasser.

8 Kass [M™Y] 18 Kpss [M]

Galacturonsaure 12 1550 1200
Glucuronsaure 11 480 880
| OH o
HO
792 OH “OH
12
7,90 H
7501 K, =1200 M"
SS
7,86 -
7-84 T T T T T T

Ag. Galacturonséure

Abb. 4.78: NMR-Titration des Rezeptors 18 (1mM) mit Glucuronsédure 11 (20 mM) in 70 %
DMSO/Wasser. Die schwarze Linie zeigt die berechnete Kurvenanpassung mit einem 1:1 Modell
an die experimentellen Daten (Rezeptor-Amid-NH, m).

Um herauszufinden, ob mit Rezeptor 18 eine molekulare Erkennung von Zuckern
wie Glucose 105 madglich ist, wurden weitere NMR-Bindungsstudien durchgefihrt.
Die Bindungsisotherme der Titration von Rezeptor 18 mit Glucose 105 ist in Abb.
4.79 dargestellt. Dazu wurde eine 10 mM L6sung des Rezeptors hergestellt und
sukzessive mit einer 2 M Lésung Glucose versetzt. Man erkennt, dass es zu einer
deutlichen Verschiebung des Guanidinium-Amid-Signals von 11.9 nach 11.3 bei
einer Zugabe von 300 Ag. kommt. Allerdings wird bei dieser Zugabe noch kein
Plateau erreicht, was nicht zu einer exakten Bestimmung der Bindungskonstante
fuhrt. So konnte nur eine Bindungskonstante von Kass < 1 M bestimmt werden.

Eine hthere Menge an Glucose konnte nicht zugegeben werden, da hdhere
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Konzentrationen an Glucose in DMSO aufgrund der schlechten Léslichkeit nicht
hergestellt werden konnten. Wahrscheinlich reichen die Wasserstoffbriicken, die in
polaren Medien an Starke verlieren, nicht aus, um eine Komplexierung des
Zuckers in DMSO zu gewahrleisten. Weitere Untersuchung in unpolareren
Losemittel-Gemischen konnten aufgrund der schlechten Ldslichkeit der

Rezeptoren 17 und 18 in unpolaren Losemitteln nicht durchgefihrt werden.

12,0
1L9:
1L8:
1L7:
1L6:
1L5:
1L4:

11,3 1

12 +—rrr—r+ 71—
0 50 100 150 200 250 300

Aq. Glucose

Abb. 4.79: NMR-Titration des Rezeptors 18 (10 mM) mit Glucose 105 (2 M) in DMSO. Die
schwarze Linie zeigt die berechnete Kurvenanpassung mit einem 1:1 Modell an die
experimentellen Daten (Rezeptor Guanidinium-Amid-NH, m).

Zur Bestatigung der NMR-Bindungsstudien wurden UV- und Fluoreszenz-
Titrationen mit den beiden Rezeptoren 17 und 18 durchgefiuhrt. Dazu wurden
verschiedene Bedingungen fur die Titrationen getestet. Es wurden sowohl
Titrationen bei pH 4 mit Acetat-Puffer als auch bei pH 7.4 mit HEPES-Puffer in
verschiedenen Wasser/DMSO-Mischungen durchgefiihrt. Die  Titrationen
bestatigten eine Komplexierung der Uronsauren durch die beiden Rezeptoren 17
und 18. Allerdings waren die Anderungen der UV-Absorption bzw. der
Fluoreszenz bei der Zugabe der Uronsauren als auch der Phosphate zu den
Rezeptoren so gering, dass keine exakten Bindungskonstanten bestimmt werden
konnten. Deswegen wurden keine weiteren Untersuchungen mittels UV- und

Fluoreszenzspektroskopie mit den beiden Rezeptoren 17 und 18 durchgefihrt.
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Somit konnte in diesem Kapitel anhand von NMR-Bindungstitrationen gezeigt
werden, dass der Rezeptor 18 vergleichbar gute Bindungskontanten wie Rezeptor
8 fur die Komplexierung von Uronsauren in wassrigem DMSO liefert. Auf3erdem
konnte mit NMR-Methoden gezeigt werden, dass Rezeptor 18 eine Affinitat fur
Glucose in DMSO aufweist. Es wurden erste Bindungsstudien mit optischen
Methoden fur die Rezeptoren 17 und 18 durchgefihrt. Diese bestatigten ebenfalls
eine Komplexierung der Uronsauren durch die beiden Rezeptoren. Aufgrund zu
geringer Anderungen der UV-Absorption bzw. Fluoreszenz bei der Komplexierung

konnten allerdings keine exakten Bindungskonstanten bestimmt werden.
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4.6 Synthese des cyclischen Acylguanidins 21

In diesem Teil der Arbeit sollte eine Synthese fir eine chirale cyclische
Acylguanidin-Kopfgruppe 21 entwickelt werden, die durch ihre chirale Information
eine  stereochemische  Diskriminierung von  (Aminosaure-)Carboxylaten
ermoglichen soll (siehe Kapitel 2.3). Als Zielstruktur wurde das cyclische
Acylguanidin 21 identifiziert, das sowohl wegen seiner strukturellen Merkmale als
auch wegen der vermutlich synthetisch leichten Zuganglichkeit ausgewahlt
wurde.? Die Retrosynthese von 21 ist in Abb. 4.80 dargestellt. Als Edukte
wurden die Mono-Benzylester der ,chiral pool* Carbonsauren Asparaginsaure 22
und Apfelsdure 23 gewahlt, die mit einem Guanidinbaustein 24 cyclisiert werden
sollten. Die Synthese des Acylguanidins besteht somit aus zwei

SchllUsselschritten:

1. die Alkylierung des Guanidins mit dem Amin oder dem Alkohol der
o-Carbonséaure-Einheit,

2. sowie die Amidbindung zwischen der Carbonsé&ure und der Guanidineinheit.

X =NH, Asparaginsaure 22

o X=OH Apfelsaure 23

Q )WO
[0) BnO
BZO)W ' x oH
_N__NH > Alkylierung Amid-Kniipfung
H

N
Ry Ry \ﬁ

~

21 N Ry

Guanidineinheit mit verschiedenen
Schutzgruppen oder Abgangsgruppen Rq; R,

NH,
24

Abb. 4.80: Retrosynthese zur Darstellung der cyclischen Acylguanidin-Kopfgruppe 21.

Dabei konnen zwei verschiedene Routen zur Darstellung gewahlt werden
(siehe Abb. 4.81). Bei der ersten Route wird zunachst die a-Carbonsaure mit
einem Guanidinbaustein alkyliert und anschlie3end Uber eine Amid-Bindung
cyclisiert. Die zweite mogliche Route besteht aus der Ausbildung einer Amid-
Bindung zwischen dem Guanidin und der a-Carbonsaure und der anschliel3enden
Cyclisierung tber eine Alkylierung des Guanidins.
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Route | OJ\ﬁCOOH BnOJ\(\COOH
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Abb. 4.81: Darstellung von 2 méglichen Routen zur Acylguanidin-Kopfgruppe 21.

Zunachst wurde Route | gewahlt, da fur derartige Alkylierungen von Guanidinen
viele Literaturvorschriften gefunden werden konnten. Bei der Reaktion muss
allerdings beachtet werden, dass die Guanidinylierung am «a-Kohlenstoff
stereospezifisch erfolgen sollte, damit eine aufwendige Trennung der ansonsten
dabei entstehenden Enantiomere vermieden werden kann. Deswegen wurde nach
Reaktionen gesucht, mit denen diese Umsetzung stereospezifisch durchgefihrt
werden sollte.

Eine Mdoglichkeit zur enantioselektiven Guanidinylierung ist die Verwendung des
Guanidinylierungs-Reagenzes 106, das kommerziell erwerblich ist und flr das
mehrere Literaturanwendungen gefunden werden konnten.**¢11% AuRerdem kann
das Guanidin 107 eingesetzt werden, dass Uber eine einstufige Synthese aus
Guanidinhydrochlorid hergestellt werden kann.*'*!'? Bej beiden Reagenzien greift
das Amin der Asparaginsdure am Guanidin-Kohlenstoff an, wobei das Imidazol
bzw. das Sulfonamid als Abgangsgruppen fungieren. Dazu wurde der kommerziell
erwerbliche Asparaginsaurebenzlyester 22 analog zur Literatur mit den
Guanidinen 106 oder 107 in DMF mit TEA umgesetzt, allerdings konnten bei
beiden Synthesen jeweils nur die Edukte reisoliert werden. Ein Grund hierfur
konnte die Anwesenheit der freien Carbonséaure sein, die ebenfalls als Nucleophil
mit den Guanidinylierungsreagenzien 106 und 107 abreagieren kann. Deswegen

konnte die Reaktion nach Schitzung der freien Carbonsaure erfolgreich verlaufen.
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Dies wurde allerdings nicht mehr durchgeftihrt, sondern andere Guanidinylierungs-

reaktionen getestet.

H —
X = O\\ _N NHBoc X = <\\[\\] NHBoc
S N~
F,C X
106 107
o O
R.
)v . N BnOJ\./\COOH
BnO~ >~ “COOH Lt :
- M~ / BocN._NH
NH, BocHN X DMF, TEA
22 108 NHBoc

Abb. 4.82: Versuche zur Synthese des Acylguanidins 108 ausgehend vom Benzylester 22 und den
Guanidinylierungsreagenzien 106 und 107.

Eine alternative Moglichkeit fir die Alkylierung von Guanidinen ist die Mitsunobu-
Reaktion."*! Dabei wird der Alkohol des Apfelsaurebenzylesters 23 mit DIAD und
Triphenylphosphan in eine Abgangsgruppe umgewandelt, die nun selektiv mit
einem geschitztem Acylguanidin  umgesetzt werden kann. Da der
1-Apfelsaurebenzylester 22 allerdings nicht kommerziell erwerblich ist, musste
dieser erst noch aus Apfelsdaure 109 hergestellt werden. Analog zu einer
Literaturvorschrift wurde dazu Apfelsaure mit Trifluoressigsaureanhydrid und
Benzylalkohol umgesetzt und der Benzylester 23 konnte so quantitativ erhalten

werden. 4

o) o)
1. TFAA
HOJKL/\COOH > Bron BnO)K;/\COOH
OH -=n OH
109 23
quant.

Abb. 4.83: Synthese des a-Benzylesters 23 ausgehend von L-Apfelséure.

Fir die Mitsunobu-Reaktion konnten in der Literatur verschiedene Vorschriften
gefunden werden.**?'*®! Dje Reaktion wurde analog zur Literatur mit DIAD und
PPhs in DCM sowohl mit dem einfach als auch dem zweifach geschuitzten
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Guanidin 34 und 110 durchgefuhrt, allerdings konnte in beiden Fallen kein
Produkt, sondern nur die Edukte isoliert werden.

In der Literatur konnten aber auch keine Bespiele fur diesen Typ der Mitsunobu-
Reaktion in Gegenwart von freien Carbonséuren gefunden werden. Vielleicht
fungiert die Carbonsaure unter diesen Bedingungen ebenfalls als Nucleophil und
reagiert intramolekular ab. Bei der Aufarbeitung kdnnte dann das cyclische Lacton
wieder geoffnet worden sein, weswegen nur die Edukte isoliert wurden. Diese
Hypothese wurde aber nicht weiter verfolgt, sondern die zweite Route fiir die

weitere Synthese verwendet.

0
0
M~ BocHN._ _NHR DIAD, P(Ph)s BnO)K‘/\COOH
BnO” Y COOH + g # BocN.__NH
OH NH DCM Y
_NH
R
23 34 R=H 111 R=H
110 R=Boc 112 R =Boc

Abb. 4.84: Versuche zur Synthese der Acylguanidine 111 und 112 ausgehend von 23 und 34 oder
110.

Dazu muss als erstes die Guanidineinheit Uber eine Amidbindung an die
Carbonsaure-Einheit gebunden werden. Zunachst wurde nun versucht, das
doppelt geschitzte Guanidin 110 an die Carbonséaure 23 Uber eine Amid-Bindung
zu verknupfen, da fir die spatere Alkylierung nur Reaktionen mit doppelt
geschuitzten Guanidinen gefunden werden konnten. Die Reaktion wurde analog zu
den schon durchgefiihrten Reaktionen mit PyBOP in DMF und NMM durchgeftihrt.
Bei der Reaktion konnten allerdings nur die Edukte isoliert werden. Dies liegt
wahrscheinlich an der schlechten Nucleophilie des doppelt geschitzten
Guanidins. Ahnliche Erfahrungen konnten bereits von Geiger gemacht werden,
der ebenfalls das Guanidin 110 nicht an Pyrrolcarbonsauren wie 36 kuppeln
konnte.*!! Deswegen wurde als n&chstes versucht, das einfach geschiitzte
Guanidin 34 mit 23 zu kuppeln. Die Reaktion wurde wiederum mit PyBOP in DMF
und NMM durchgefihrt und das Acylguanidin 113 konnte so mit einer guten

Ausbeute von 63 % erhalten werden.
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O

Bnok:/\COOH

BocHN\n/NHBoc OH EmcH,\,\”/,\|H2
NH 23 NH
110 PyBOP 34

DMF, NMM
Q H
N NHBoc
BnO Y
OH O NH
113
63 %

Abb. 4.85: Synthese des Acylguanidins 113 ausgehend von 23 und 34.

Mit diesem Zwischenprodukt sollten nun die ersten Cyclisierungsversuche
durchgefuhrt werden. Dazu wurde 113 mit DIAD und Triphenylphosphan in DCM
mit hoher Verdinnung umgesetzt, um eine intramolekulare Alkylierung zu
bevorzugen. Da sich Produkt und Edukt strukturell nur gering unterscheiden,
wurden zunéchst die Kopplungskonstanten und dann die **C-Spektren des Edukts
und der isolierten Substanz verglichen. Dabei konnte eine Anderung der
Kopplungskonstante von °J = 6.2 Hz auf °J = 4.8 Hz beobachtet werden, was die
Synthese des Produkts bestatigt. Auch im **C-Spektrum konnten Anderungen
beobachtet werden. Die Signale der CH,-Gruppe &nderten sich von & = 41.8 nach
6 = 35.5 und die der CH-Gruppe von 6 = 66.2 nach & = 59.7. Dies deutet ebenfalls
auf eine Substitution des Sauerstoffs durch einen Stickstoff hin, da der Sauerstoff
den hoheren EN-Wert hat und deshalb die héheren ppm-Werte am Kohlenstoff

induzieren sollte.

O
H
BnO)WN NHBoc ~ DIAD. P(Ph)s BnO)K(\fO
= \[f BocN NH
OH O NH DCM \n/
NH
113 114

Abb. 4.86: Cyclisierung des acyclischen Acylguanidins 113 zum cyclischen Acylguanidin 114.
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Das "H-NMR-Spektrum der isolierten Substanz ist in Abb. 4.87 gezeigt. Allerdings
konnten die Signale im aromatischen Bereich dem Produkt nicht zugeordnet
werden. Da es sich bei der Integration genau um 3 Phenylringe handeln kénnte,
wurde angenommen, dass das gewulnschte Produkt mit Triphenylphosphanoxid

verunreinigt ist, das wahrend der Mitsunobu Reaktion entsteht.
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Abb. 4.87: NMR (CDCl3) und Zuordnung der vermutlichen Produkts 114.

Sowohl mit Silicagel- als auch RP-Chromatographie konnte das vermutlich
entstandene Triphenylphosphanoxid 115 aber nicht vom Produkt getrennt werden.
Allerdings konnten in der Literatur Reaktionen gefunden werden, bei denen
Amine, Guanidine oder Amidine unter Mitsunobu Bedingungen als
Iminophosphorane geschiitzt werden (siehe Abb. 4.88).161%8 Diese kénnen mit
HCl in Ethanol unter Ruckflussbedingungen entschiitzt werden.™® Nach
Durchfihrung der Synthese unter diesen Bedingungen (siehe Abb. 4.88) wurden
dann zwei Produkte mittels DC detektiert, von denen einer als

Triphenylphosphanoxid und einer als 116 identifiziert werden konnte. Dies lasst
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die Entstehung der Struktur 120 bei der Mitsunobu Reaktion vermuten, die mit

dem aufgenommen NMR-Spektrum (s.0.) Ubereinstimmen wirde.

(@]
0o o}
R, R BnO)W
R R I2 1
HN.__NH
\[,\];42 EtOH:; reflux N\\P/Ph N\\P<Ph EtOH; reflux \n/
©) |I3 hPh IIDhPh @NHz
118 119 120 116
M = 607.2 g/mol M = 248.2 g/mol
Abb. 4.88: Entschiitzung der Iminophosphorane 118 und 119.
a. b 282
(@) (b) —
2Pl
[M+Nal* \ [OP(PH);+H]*
[M+K]*
[M+H]*
\ 6302
7082
646.2
6082
11 7.2 201 262
2492
Sl 02 B1 231 29423‘32 82 ®
\Jw\\\ \\7&\\\\ ‘2‘1)”‘2‘2)"2;0”‘2‘@”‘2&”‘:1‘13”‘&3“‘3&0‘H
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Abb. 4.89: Massenspektren des a) als Iminophosphoran geschiitzten Acylguanidins 120 und b) des
entschiitzten Acylguanidins 116.

Zur Bestatigung der beiden Strukturen 116 und 120 wurden Massenspektren
aufgenommen. In Abb. 4.89 a ist das Massenspektrum des Iminophosphorans 120
abgebildet. Man erkennt sowohl den [M+H]" Peak bei m/z = 608.2 als auch die
[M+Na]* und [M+K]" Peaks. Ebenso zeigt das Massenspektrum (Abb. 4.89 b) des
entschitzten Acylguanidins 116 den [M+H]" Peak bei m/z = 248.2 und auch noch
den [M+H]" Peak des Triphenylphosphanoxids bei m/z = 279.1, das bei der
Entschitzung des Iminophosphorans entsteht. Auch das NMR-Spektrum
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(siehe Abb. 4.90) des entschitzten Guanidins 116 bestétigt die vermutete
Struktur.

N
38 g &3 EEIEEEIsS g 3i8 ZesEals
|
DMSO
i |
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7 /o)
O 4
HN NH1
2
®NH23
}
2 3
F JUe L
o = 2 Q9 1<
£ 8 2 8 8
MHw‘H‘M?H\HH\HH\HHHHMHO‘\HH\HHHHH\ \‘u"“\‘ T T
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Abb. 4.90: NMR-Spektrum (DMSO-dg) mit Zuordnung des entschiitzten Acylguanidins 116.

Nachdem nun die Struktur des bei der Mitsunobu Reaktion entstandenen Produkts
120 bestétigt werden konnte, konnte die Ausbeute fir diese Reaktion (s.u.) auf
55 % bestimmt werden. Die Position der Boc-Gruppe bei 120 konnte dabei tber
die NOE-Signale zum Benzylester und zur Triphenylphosphan-Gruppe im
NOESY-Spektrum bestimmt werden.

O

o
H

BnO)WN NHBoc  DI!AD, P(Ph)s BnO)WO

z \ﬂ/ BocN.__-N

OH O NH DCM 7
N<pph,

113 120

55 %

Abb. 4.91: Mitsunobu-Reaktion von 113 zum Iminophosphoran 120.
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Im nachsten Schritt der Synthese wurde der Benzylester mit Wasserstoff und

Palladium/Kohle quantitativ zur freien Carbonsaure 121 umgesetzt.

o) (@]
BnO Ha; Pd/C HO
BocN.__N BocN.__N
Y MeOH/THF (1/1) h
N\\P/Ph N\\P/Ph
> | >Ph
ph " Ph
120 121
quant.

Abb. 4.92: Entschiitzung des Benzylesters 120 zur Carbonséure 121.

Somit konnte das cyclische Acylguanidin 121 in geschitzter Form Uber eine
vierstufige Synthese mit einer guten Ausbeute von 35 % hergestellt werden.

Um zu testen, wie gut dieses neuartige Bindungsmotiv Carboxylate erkennen
kann, sollte nun noch ein einfacher Rezeptor in Losung hergestellt werden. Dazu
wurde die Carbonsaure 121 mit Valinamid 123 mit HCTU und CI-HOBt in
DCM/NMM umgesetzt. Die Aminosaure Valin wurde deswegen gewahlt, da sie
durch die raumlich anspruchsvolle i-Propyl-Gruppe vielleicht eine enantioselektive
Erkennung von Aminosauren mit diesem sehr einfachen Bindungsmotiv

ermdoglichen kdnnte.

\/
~ o HCTU, CI-HOBt T 0

HoN_ - o NMM, DCM H,N - JK(YO
e o e

BocN\fN O BocN N
Ns P

z—

h _Ph
Pl 124a pZ
123 121 IIDhPh ||3hph

Abb. 4.93: Synthese des Rezeptors 124a ausgehend von Valinamid 123 und 121.

Bei der chromatographischen Aufarbeitung des geschutzten Rezeptors 124a
wurden allerdings 2 Substanzen isoliert, die nahezu gleiche NMR-Spektren
aufwiesen. Beide konnten mittels Massenspektrometrie als Isomere des
Rezeptors 124a identifiziert werden. Ein Grund hierfir konnte die Entstehung von

Diastereomeren sein. Das wirde bedeuten, dass z.B. wahrend der Mitsunobu-
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Reaktion zu 120 eine Racemisierung stattgefunden haben konnte. Diese
Hypothese konnte aber dadurch widerlegt werden, dass nach Entfernen der
beiden Schutzgruppen mit HCI (siehe Abb. 4.94) die beiden Isomere identische
NMR-Spektren aufwiesen. Falls es sich hier um Diastereomere handeln sollte,

waére dies sehr unwahrscheinlich.

~
e
HoN -~ o o
YN HCVEtOH/H,0 HNo 0
0 BoecN__N fﬂ
h o) HN\H/NH
Ns_.Ph o
124a PX 95 % NH
ﬁhPh 124 o® 2

Cl

Abb. 4.94: Entschiitzung von 124a zum Rezeptor 124.

Eine andere Erklarung konnte die relative Stellung der Triphenylphosphan-
Schutzgruppe zum Ring. Da es sich hier um eine sterisch sehr anspruchsvolle
Gruppe handelt, kdnnte es sein, dass diese ober- bzw. unterhalb des Rings
aufgrund sterischer AbstoRungen mit der Boc-Gruppe fixiert wird (siehe Abb.
4.97). Nach dem Entfernen der beiden Schutzgruppen kann dieser Effekt nicht
mehr auftreten. Dies wirde erklaren, warum bei der Entschiitzung der beiden

Isomere von 124a nur ein Produkt 124 erhalten wurde.

H2N . JWO
N o 0
\([)]/\H N =N = H N\/\\-/N)\/\P(Ph)g HoN =, /\/\4
o) X 0 W /~¢o * o N o

N—/=N N—=N
\~/O Nsp-Ph 5N =N

PH(Ph);
124a

Abb. 4.95: Mégliche Konformere zur Erkldrung der Entstehung von zwei Isomeren bei der Bildung
von 124a.

In diesem Kapitel konnte somit eine Synthese fir ein neuartiges Acylguanidin 120
Uber eine vierstufige Synthese mit einer Ausbeute von 35 % entwickelt werden.
Dabei wurde herausgefunden, dass wahrend der Mitsunobu-Reaktion das
Guanidin als Triphenylphosphanimin geschitzt wird, das aber mit Salzséure

wieder leicht zum freien Guanidin entschitzt werden kann. Allerdings konnte nicht
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mehr gezeigt, ob die Mitsunobu-Reaktion stereospezifisch ablauft, weswegen hier
noch weitere Untersuchungen notwendig sind. Mit dem Acylguanidin 120 wurde
dann noch ein Rezeptor 124 mit Valinamid hergestellt, mit die ersten
Bindungsstudien durchgefuhrt werden sollten, um zu zeigen, ob dieses neuartige
Bindungsmotiv eine effektive Komplexierung von einfachen Aminosauren

ermoglicht. Diese Untersuchungen werden im nachsten Kapitel vorgestelit.
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4.7 Bindungsstudien mit dem cyclischen Rezeptor 124

Das cyclische Acylguanidin wurde entworfen, um eine enantioselektive Erkennung
von C-terminalen Peptiden in wassrigen Medien gewahrleisten zu kénnen.
Zunachst sollte aber unabhéngig von der Enantioselektivitat untersucht werden,
ob das cyclische Acylguanidin Uberhaupt Aminosaurecarboxylate in wassrigen
Medien mit ausreichend hohen Bindungskonstanten erkennen kann, da es sich
hier um ein neuartiges Bindungsmotiv handelt.

Deswegen wurden NMR-Bindungsstudien mit dem Rezeptor 124 gegen einfache
Aminosauren und Acetat durchgefihrt. Die ersten Bindungsstudien wurden in
80 % DMSO/Wasser durchgefuhrt. Dazu wurde Acetyl-L-Alanincarboxylat 125 (1
mM) vorgelegt und sukzessive mit dem Rezeptor 124 versetzt. Der Verlauf der
Titration ist in Abb. 4.96 bzw. Abb. 4.97 gezeigt. Das Amid der Aminosaure weist
eine starke Tieffeld-Verschiebung von & = 7.3 nach 8.3 um fast ein ppm auf.
AuBerdem erkennt man, dass der Verlauf bis zu einem Aquivalent Zugabe an
Rezeptor linear verlauft und dann direkt ins Plateau tbergeht, was auf eine sehr
hohe Bindungskonstante hindeutet. In der Tat ist die Bindungskonstante so hoch,
dass sie mit einer nichtlinearen Regressionsanalyse nicht bestimmt werden

konnte.

8o T E e

8,0

1 125

7,44

72 - T T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Ag. Alanincarboxylat

Abb. 4.96: NMR-Titration von L-Alanincarboxylat 125 (1mM) mit Rezeptor 124 (10 mM) in 80 %
DMSO/Wasser. Die gepunktet Linie verdeutlicht den linearen Verlauf der experimentellen Daten
(Ala-Amid-NH, m).
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Abb. 4.97: Verlauf der NMR-Titration von L-Alanincarboxylat 125 (1 mM) mit Rezeptor 124 (10 mM)
in 80 % DMSO/Wasser. Die Signale des Rezeptors sind mit einem (*) markiert.

Aus diesem Grund wurden Bindungsstudien in 60 % DMSO/Wasser durchgefiihrt.
Dies hat auch den Vorteil, dass sie direkt mit den Ergebnissen des
Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptors 45 (siehe Tabelle 4.7) bei der Komplexierung
von Aminosauren verglichen werden koénnen, die ebenfalls in diesem
Losemittelgemisch durchgefiihrt wurden (siehe Kapitel 3.1.2). Wiederum wurde
die Aminoséure Alanincarboxylat 125 vorgelegt und mit dem Rezeptor 124
versetzt. Die Bindungsisotherme der Titration ist in Abb. 4.98 gezeigt. Da die
Titration diesmal allerdings in D,O durchgefuhrt wurde, wurden die durch die
Komplexierung hervorgerufenen chemischen Verschiebungen der Methyl-Gruppe
beobachtet, die eine geringere Tieffeld-Verschiebung von ca. 0.1 ppm aufweisen.
Mit einer nicht-linearen Regressionsanalyse konnte so eine Bindungskonstante
von Kass =5200 M bestimmt werden. Somit bindet der Rezeptor 124
Alanincarboxylat um mehr als den Faktor 3 besser als der von Schmuck
entwickelte Rezeptor 45 mit Kass = 1600 M, der ebenfalls eine Valinamid-Gruppe
enthalt. Allerdings muss hier bericksichtigt werden, dass die Messungen flr 45 in
40 % Wasser und fur 124 in 40 % D,0 durchgefihrt wurden, weswegen die

Ergebnisse nicht direkt miteinander verglichen werden kdnnen.
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Abb. 4.98: NMR-Titration von L-Alanincarboxylat 125 (1 mM) mit Rezeptor 124 (5 M) in 60 %
DMSO/D,O. Die Linie zeigt die berechnete Kurvenanpassung mit einem 1:1 Modell an die
experimentellen Daten (Ala-CHs, m).

Tabelle 4.7: Bindungskonstanten fiir die Komplexierung von L-Alanincarboxylat 125 durch den
Guan/dm/ocarbonylé)yrro/ Rezeptor 45 in 60 % DMSO/Wasser und den cyclischen Rezeptor 124 in
60 % DMSO/D,0.

\/ o
(@] OYQ\( NH Y-\Nk(\f
Kass [M™] HoN HN\.( 2 NH, HN\H/NH
NH2 NH
45 T
124
o f H
OJ\( 7(1)/ 1610 5200
125

Um herauszufinden bei welchem Wassergehalt noch eine effektive Komplexierung
des Rezeptors 124 von Aminosaure-Carboxylaten mdglich ist, wurden
Bindungsstudien in 70 % Wasser/DMSO durchgefihrt. In Abb. 4.99 ist wiederum
die Titration von L-Alanincarboxylat 125 mit Rezeptor 124 gezeigt. In diesem sehr
polaren Ldsemittelgemisch konnte immer noch eine Bindungskonstante von
Kass = 394 M fiir L-Ala bestimmt werden.
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4 Durchfiihrung und Diskussion

Ag. Ac-L-Ala

Abb. 4.99: NMR-Titration von L-Alanincarboxylat 125 (1 mM) mit Rezeptor 124 (10 M) in 70 %
Wasser/DMSO. Die Linie zeigt die berechnete Kurvenanpassung mit einem 1:1 Modell an die
experimentellen Daten (Ala-CH3, m).

Unter diesen Bedingungen wurden nun verschiedene L- und D-Aminosauren auf
ihre Selektivitat fur den Rezeptor 124 getestet. Zum Vergleich, welchen Einfluss
der sterische Anspruch der Aminoséuren auf die Komplexierung hat, wurde
zusatzlich noch Natriumacetat auf seine Bindungseigenschaften gepruft. Die
Bindungskonstanten der verschiedenen Titrationen sind in Tabelle 4.9
zusammengefasst. Zur Uberpriifung der Stochiometrie wurden exemplarisch fiir
2 Aminosauren und Natriumacetat Job-Plots (siehe als Beispiel Abb. 4.100)

durchgefuhrt, die alle eine 1:1 Stochiometrie bestatigten.
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Abb. 4.100: Job Plot von Natriumacetat und Rezeptor 124 (beide 1 mM) in 70 % Wasser/DMSO.
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4 Durchfiihrung und Diskussion

Tabelle 4.8: Bindungskonstanten fiir die Komplexierung verschiedener D- und L-Aminoséuren
durch den Rezeptor 124 in 70 % Wasser/DMSO.

Carboxylat  Signal Kass [M™]

Acetat CHs 3300
L-Ala CHs 394
D-Ala CHs 518
L-Val Amid-NH 432

D-Val Amid-NH 529
L-Trp Amid-NH 323
D-Trp Amid-NH 414
L-Phe Amid-NH 270
D-Phe Amid-NH 392

Man erkennt, dass Acetat mit Kass = 3300 M um mehr als den Faktor 6 besser
gebunden wird als die Aminoséauren, die Bindungskonstanten zwischen Kass = 300
und 500 M™ aufweisen. Dies kénnte ein Hinweis darauf sein, dass der sterische
Anspruch einen Einfluss auf die Bindungskonstanten hat und dass so vielleicht
eine Differenzierung von enantiomeren Aminosauren maoglich ist. Vergleicht man
zunachst die Bindungskonstanten der verschiedenen L-Aminosauren, erkennt
man, dass die aliphatischen Aminoséauren Ala und Val mit Kass = 400-500 M™
etwas besser gebunden werden als die sterisch anspruchsvolleren Aminosauren
Phe und Trp mit Kass = 300-400 M. Dieser Unterschied ist zwar sehr gering,
bestétigt aber die Hypothese, dass der Rezeptor die Aminosauren aufgrund des
sterischen Anspruchs differenzieren kann. Vergleicht man die Ergebnisse der
enantiomeren Aminosauren untereinander, erkennt man, dass alle D-Aminosauren
um einen kleinen Faktor besser gebunden werden als ihre enantiomeren Analoga.
Wahrend der Unterschied bei den aliphatischen Aminosauren bei ca. 20 % liegt,
steigt er bereits bei den aromatischen Aminosauren fir D-Phe auf fast 50 % an,
die auch die geringeren Bindungskonstanten fur den Rezeptor 124 aufwiesen.
Sowohl die Selektivitat des Rezeptors fur aliphatische Aminoséauren als auch die
hohere Enantioselektivitat der aromatischen enantiomeren Aminosauren deuten
auf einen wichtigen Einfluss der sterischen Anspriiche der Aminosaure hin. Somit

konnte eine Erh6hung des sterischen Anspruchs des Rezeptors vielleicht noch
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4 Durchfiihrung und Diskussion

eine Erhohung der Selektivitat sowohl fir verschiedene Aminosauren als auch
deren Enantiomere hervorrufen.

Zur Bestatigung der Komplex-Bildung wurde ein NOESY-Spektrum fir die
Komplexierung von L-Ala mit Rezeptor 124 aufgenommen (siehe Abb. 4.101). Hier
sieht man Cross-Peaks zwischen dem Ala-Amid und der CH- bzw. CH3-Gruppe
des Rezeptors (rote Kreise bzw. Pfeile), die die Komplexierung bestatigen. Die
raumliche Nahe der aliphatischen Gruppen des Rezeptors und des Amids der
Aminosauren deuten wiederum auf eine Abhangigkeit der Bindungskonstante von
dem sterischen Anspruch der Aminosaure hin, was die Selektivitat des Rezeptors
erklaren konnte. Aufgrund der Uberlagerung der Signale der beiden Aminoséaure-
CHs des Rezeptors und von Alanin konnte nicht genau bestimmt werden, ob es
sich bei den blau markierten Cross-Peaks um intra- oder intermolekulare

Wechselwirkungen handelt.

(ppm) 8.0 6.0

Abb. 4.101: NOE-Spektrum des Rezeptors 124 und Alanincarboxylat 125 (beide 40 mM) in DMSO.
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4 Durchfiihrung und Diskussion

Somit konnte gezeigt werden, dass das neuartige cyclische Acylguanidin-
Bindungsmotiv hohe Bindungskonstanten fur Aminosaurecarboxylate in sehr
polaren Medien wie 70 % Wasser/DMSO aufweist und in 40 % DMSO/Wasser um
den Faktor 3 besser bindet als der Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptor 45. Es
konnten sowohl Selektivitaten zwischen den aliphatischen und aromatischen

Aminosauren als auch deren Enantiomeren beobachtet werden.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein multivalenter Rezeptor 8 auf Basis von
Guanidiniocarbonylpyrrolen zur Komplexierung von biologisch relevanten (poly)-
anionischen Substraten wie Citrat, Malat und Tatrat Uber eine vierstufige Synthese
mit einer guten Ausbeute von 60 % dargestellt werden.

R
“SNH o)

Abb. 5.1: Multivalenter Rezeptor 8 zur Komplexierung von biologisch relevanten Anionen.

AulRerdem konnte im Laufe der Arbeit eine neue Synthese fir das Triamin-Templat 6
entwickelt werden, mit der gro3e Mengen in hoher Reinheit hergestellt werden
konnten. Dies war erforderlich, da bei den Literatur-Synthesen haufig nur schlechte
Ausbeuten aufgrund von Reinigungsproblemen erhalten wurden.

Mit NMR Bindungsstudien von Rezeptor 8 mit den Tricarboxylaten konnte aufgrund
der sehr hohen Affinitat keine exakte Bindungskonstante bestimmt werden.
Deswegen wurden UV Bindungsstudien mit verschiedenen Polycarboxylaten
durchgefiihrt. Neben den schon oben erwahnten Substraten, wurden zum Vergleich
noch drei aromatischen Dicarboxylate und die Kemp'sche Trisaure untersucht, um
festzustellen, welchen Anteil die verschiedenen nicht-kovalenten Wechselwirkungen
an der gesamten Komplexierung haben.

Der Rezeptor 8 bindet Citrat selbst in Gegenwart eines 1000fachen Uberschusses an
NaCl und einem 10fachen Uberschuss an Bis-tris Puffer mit einer hohen Bindungs-
konstante von Kass = 86000 M™ in Wasser. Damit zeigt der Rezeptor 8 eine um mehr
als den Faktor 100 starkere Bindung von Citrat als Anslyns Rezeptor 7, der auf
Wechselwirkungen des Citrats mit einfachen Guanidinium-Kationen beruht. Wenn
man Rezeptoren auf Metall- und Boronsaurebasis nicht bertcksichtigt, handelt es
sich nach meinem Wissen um den besten Citrat-Rezeptor, der in der Literatur bisher
publiziert ist. Aul3erdem zeigt der Rezeptor 8 mit einem Faktor von mindestens 8 eine
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hohe Selektivitat fur Citrat gegentber anderen biologisch relevanten Dicarboxylaten
wie Malat und Tatrat.

Mithilfe dieser Bindungsstudien und Molecular Modeling Rechnungen[ggl konnte
hergeleitet werden, welchen Einfluss die verschiedenen nicht-kovalenten
Wechselwirkungen auf die Bindungskonstante haben. Dabei konnte gezeigt werden,
dass Flexibilitat, Hydroxy-Funktionen, n-Stacking und Symmetrie bei den Substraten
Einfluss auf die Bindungskonstanten zeigen, wobei vor allem die unpolaren
Wechselwirkungen und die zusétzliche Hydroxy-Funktionen einen hohen Anteil an
der Bindung zu haben scheinen.

Die hohen Bindungskonstanten von Rezeptor 8 fiir die Polycarboxylate kdnnen dabei

durch 3 Faktoren erklart werden:

1. Die hervorragenden Eigenschaften des  Guanidiniocarbonylpyrrol-
Bindungsmotives bei der Komplexierung von Carboxylaten im Vergleich zu
normalen Guanidinium- und Ammonium-Salzen.

2. n-Stacking Wechselwirkungen zwischen dem elektronenreichen Aromaten
des Rezeptors und dem elektronenarmen Aromaten der Trimesinsaure, die
gerade in polaren Ldsemitteln wie Wasser einen hohen Anteil an der
Bindungskonstante haben sollten.

3. Die drei Bindungsarme des Rezeptors bilden ein hydrophobes Schild um das
Substrat bei der Komplexierung im Inneren des Rezeptors. Dadurch wird die
Mikroumgebung um die Carboxylat-Bindungsstelle viel unpolarer als das sie
umgebende Lodsemittel (Siehe Losemittel zugénglichen Oberflachen
Abb. 4.41), was die polaren Wechselwirkungen noch einmal erh6hen sollte, da

diese in unpolaren Medien an Starke zunehmen.

Aufgrund dieser Faktoren kann man den Rezeptor als Molekulare Fliegenfalle
bezeichnen. In Abwesenheit eines Substrats zeigen die Rezeptorarme aufgrund von
elektrostatischen Abstof3ungen voneinander weg, wodurch eine offenere Form des
Rezeptors entsteht. Bei Komplexierung eines Substrats kommen sich die Arme

wieder ndher und umschlieRen das Substrat.
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Abb. 5.2: Substrat Komplexierung des Rezeptors 8 dhnelt einer Molekularen Fliegenfalle.

Neben der selektiven Erkennung von Citrat durch den Rezeptor 8 konnte zusatzlich
ein Sensorsystem mit Carboxyfluorescein auf Basis eines indicator displacement
assays entwickelt werden, mit dem die Anwesenheit von Citrat im Gegensatz zu

anderen Carboxylaten mit dem blof3en Auge (naked eye) erkannt werden kann.

Abb. 5.3: Fluoreszenz der verschiedenen Lésungen aus Rezeptor 8 (0.5 mM), Carboxyfluorescein (1
Aq.) und den Substraten Citrat, Malat und Acetat (jeweils 20 Aq.) beobachtet unter einer UV-Lampe
bei A =254 nm.

AulRerdem zeigte Rezeptor 8 hohe Bindungskonstanten fur anionische Zucker. Dabei
konnten fUr Glucuronsdure und Galacturonsédure guten Bindungskonstanten von
Kass ~ 10° M?' in 70 % DMSO/Wasser (NMR) und Kass ~ 5-10° M? in 70 %
DMSO/Wasser (UV, pH =6) bestimmt werden. Fur die Komplexierung der
Glucophosphate durch Rezeptor 8 konnten noch héhere Bindungskonstanten als bei
den Uronsauren ermittelt werden. Mit UV-Spektroskopie konnten Bindungs-

konstanten von Kaes ~2-10% M?

in dem sehr polaren Lésemittelgemisch 10 %
DMSO/Wasser (pH = 4, Acetat-Puffer) gefunden werden. AulRerdem zeigte der
Rezeptor auch noch gute Bindungskonstante bei biologischem pH (7.4). Wieder

konnten mit UV-Spektroskopie Bindungskonstanten von Kass ~ 10* M™ in einem
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etwas unpolareren Lésemittelgemisch von 70 % DMSO/Wasser (pH = 7.4, HEPES-
Puffer) bestimmt werden.

Mit den Messungen konnte gezeigt werden, dass sowohl der Zucker einen
signifikanten Anteil an der Bindungskonstante aufweist (Vergleich von
Methylphosphat 16 mit den Glucophosphaten 13-15 Faktor > 2), als auch die
verschiedenen Zucker durch den Rezeptor 8 differenziert werden kénnen (Vergleich
z.B. Glucuronsaure 11 und Galacturonsdure 12 Faktor > 3). Mégliche Grunde fur
diese Unterschiede in den Bindungskonstanten konnten mit Hilfe von Molecular
Modeling Rechnungen hergeleitet werden.

Neben dem Rezeptor 8 wurden noch zwei weitere Rezeptoren 17 und 18 dargestellt,
die aufgrund ihrer gréReren Kavitat als auch der zusatzlichen Wasserstoffbriicken-
Motive eine Erkennung von Zuckern ermdglichen sollten. Die beiden Rezeptoren
konnten durch eine vierstufige Synthese ausgehend von dem Triamin-Templat 6, der
jeweiligen Aminoséure 19 bzw. 20 und dem Bindungsmotiv 9 mit guten Ausbeuten
von 42 % fir 17 und 35 % fur 18 dargestellt werden.

R\ R\
NH 0 NH
NJ\/H IN\ \{NHZ Jj/ W NH,
H I H H
-R _
__-N —_—
R N 17 R H R

Abb. 5.4: Rezeptoren 17 und 18 zur Komplexierung von (anionischen) Zuckern.

Fur diese beiden Rezeptoren wurden erste Bindungsstudien durchgefiihrt. Dabei
zeigten UV-Titrationen eine Komplexierung der Uronséuren durch Rezeptor 18.
Allerdings konnten keine genauen Bindungskonstanten bestimmt werden, da die
durch die Komplexierung hervorgerufenen Anderungen der Absorption zu gering
waren. Mit NMR-Bindungsstudien konnten vergleichbare Bindungskonstanten fur
Rezeptor 18 fur die Uronsauren wie bei der Komplexierung durch Rezeptor 8
gefunden werden.

In einem weiteren Projekt wurde eine Synthese flr eine neuartige Acylguanidinium-
Kopfgruppe 121 entwickelt, mit der eine enantioselektive Erkennung von
(Aminosaure-)carboxylaten erreicht werden soll. Ausgehend von Apfelsaure 109
wurde das geschitzte cyclische Acylguanidin in einer vierstufigen Synthese mit einer

Ausbeute von 35 % dargestellt.
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o (@] 5 \:/ o
Os_~ o)
HO™ OH ——_ HoB Y o
- ocC Pz
OH O ———  NH, BocN__N
109 35 % w'\'/\\F'Ph I
0 121 3 N
(Uiber 4 Stufen) 124 PP

Abb. 5.5: Synthese des cyclischen Acylguanidin-Bausteins 121 (ber eine vierstufige Synthese
ausgehend von Apfelsdure 109 und Synthese des Rezeptors 124.

Mit diesem Baustein und Valinamid wurde der Rezeptor 124 hergestellt, mit dem die
ersten Bindungsstudien durchgefuhrt wurden. Dabei konnte gezeigt werden, dass
der Rezeptor 124 in 60 % DMSO/D,0O mit Kass = 5200 M eine um den Faktor 3
hohere Bindungskonstante als das Guanidiniocarbonylpyrrol 45 (Kass = 1610 M) bei
der Komplexierung von Alanincarboxylat aufweist.

Selbst bei einem Wasseranteil von 70 % in Wasser/DMSO zeigt der Rezeptor 124 fur
L-Ala noch eine Bindungskonstante von Kass =394 M™. AuRerdem erkennt man,
dass der Rezeptor zwischen verschiedenen Aminosauren differenziert. Die alipha-
tischen Aminosduren Valin und Alanin werden mit Kass = 400-500 M™* besser
gebunden als die aromatischen Aminosauren Phenylalanin und Tryptophan mit
Kass = 300-400 M™. Dies lasst darauf schlieBen, dass der sterische Anspruch der
Aminosauren einen Einfluss auf die Bindung zu haben scheint. Zusatzlich werden die
D-Aminosauren mit einer geringen Selektivitdt bevorzugt vor den L-Aminosauren
gebunden. Dieser Faktor liegt bei den aliphatischen Aminosauren zwar nur bei ca. 20
%, steigt fur die aromatischen Aminosauren aber auf fast 50 % fur Phe an. Dies
bestétigt die Hypothese, dass der sterische Anspruch der Aminosauren einen
Einfluss auf die Selektivitat bei der Komplexierung hat.

Somit konnte gezeigt werden, dass das neuartige cyclische Acylguanidin-
Bindungsmotiv eine effektive, teils selektive Komplexierung von verschiedenen
(enantiomeren) Aminosauren in sehr polaren Ldsemittelgemischen ermdoglichen

kann.
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Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit konnten verschiedene multivalente
Rezeptoren zur Komplexierung von biologisch relevanten (poly-)anionischen
Substraten hergestellt werden. Wahrend die physikalischen Untersuchungen an
Polycarboxylaten und anionischen Zuckern mit Rezeptor 8 erfolgreich durchgefihrt
wurden, konnten fur die gréReren Rezeptoren 17 und 18 mit Aminosaurelinkern keine
Bindungskonstanten aufgrund zu geringer spektroskopischer Anderungen durch die
Komplexierung fur anionische Zucker bestimmt werden. Eine andere Méglichkeit zur
Bestimmung der Bindungskonstanten bei derartigen Systemen sind die indicator
displacement assays (Siehe Kapitel 3.4.2). Im Rahmen dieser Arbeit wurden bereits
verschiedene Indikatoren 52 und 126-128 (siehe Abb. 6.1) auf ihre Wirksamkeit bei
der Komplexierung von multivalenten Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren getestet,
es konnte aber kein wirksames System zur Bestimmung von Bindungskonstanten
nach dieser Methode entwickelt werden. Ein Indikator, mit dem ein /DA erfolgreich
durchgefiihrt werden kann, konnte auch bei den oben beschrieben spektros-

kopischen Eigenschaften die Bestimmung von Bindungskonstanten erméglichen

OH OH
52 126 127 128

Abb. 6.1: Verschiedene Indikatoren, die bereits auf ihre Wirksamkeit fiir indicator displacement assays
flir multivalente Guanidiniocarbonylpyrrole untersucht wurden.

Da im Rahmen dieser Arbeit herausgefunden wurde, dass die multivalenten
Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren sensibel auf die Konzentration von einfachen
Anionen wie Chlorid reagieren, konnte eine Entwicklung eines Assays mit diesen
Rezeptoren zur Bestimmung von verschiedenen einfachen Anionen mdglich sein.
Deswegen wurden erste Versuche unternommen, den Rezeptor 18 als
Anionensensor einzusetzen. In Losemitteln wie DMSO, Methanol oder Wasser

konnten aber aufgrund der zu geringen Anderungen in den UV- und Fluoreszenz-
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Spektren keine Bindungskonstanten bestimmt werden. In Acetonitril konnten
allerdings grol3e Quenching-Effekte der Fluoreszenz des Rezeptors fir verschiedene
Anionen beobachtet werden. Die Bindungsisotherme der Titration von Rezeptor 18
mit K;HPO,4 in 90 % Acetonitril/Wasser ist in Abb. 6.2 gezeigt. Hier konnte eine sehr
hohe Bindungskonstante von Kass = 66000 M™ bestimmt werden. Als nachstes
mussten dann verschiedenen Anionen wie Sulfat, Acetat, Nitrat oder verschiedene
Halogenide auf ihre Wirksamkeit bei der Komplexierung durch Rezeptor 18 getestet
werden, um zu zeigen, ob es eine Selektivitat flir verschiedene Anionen gibt.
Aufgrund der sehr hohen Bindungskonstante fir Phosphat ist dieses System sehr

Erfolg versprechend im Einsatz als Anionensensor.
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Abb. 6.2: Bindungsisotherme des Rezeptors 18 (3-10° M) bei A = 340 nm von der Fluoreszenz-
Titration mit Dikaliumhydrogenphosphat (1.2 mM) in 90 % Acetonitril/Wasser. Die Linie zeigt die
berechnete Kurvenanpassung an die experimentellen Daten (m).

Da erste Bindungsstudien mit den hier entwickelten multivalenten Rezeptoren eine
Komplexierung von Zuckern in DMSO zeigten, kdnnte ein kombinatorischer Ansatz
zur Herstellung einer grof3en Menge an Rezeptoren verwendet werden. Mit dieser
Methode kdnnen in kurzer Zeit viele Rezeptoren dargestellt und auf ihre Wirksamkeit
gegenuber Zuckern gestestet werden. In Anlehnung an die Natur, in der Lectine, die
groldtenteils aus Aminosduren bestehen, die Komplexierung von Zuckern
ermoglichen, sollten diese Rezeptoren nicht nur aus Guanidiniocarbonylpyrrolen wie
bei den in dieser Arbeit dargestellten Systemen bestehen, sondern auch aus
Aminosauren, die kombinatorisch variiert werden kénnen. In Abb. 6.3 ist der Aufbau
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eines derartigen Rezeptors 129 aufgezeigt. Dafir misste zunachst ein Arm des
Rezeptors am Harz aufgebaut werden und dann das Templat mit zwei othogonalen
Schutzgruppen an das Harz gebracht werden. In den folgenden Schritten kdnnten
die beiden anderen Arme kombinatorisch aufgebaut werden. Auf diese Art und
Weise konnten dann z.B. durch eine split and mix Synthese eine Bibliothek von
Rezeptoren dargestellt werden, die auf ihre Wirksamkeit zur Komplexierung von

Zuckern gepruft werden kénnten.

‘ Harz

AA;
AA
- AA, Ahg : .
| / AA, — AA, = verschiedene Aminosauren
AA, NH [ AA und

| / o OYU\\//O

HN NH N NH
HO NH H HN\(
\
NHBoc

FmocHN
130

129

Abb. 6.3: Darstellung zur kombinatorischen Synthese eines Rezeptors 129 zur Komplexierung von
Zuckern aufgebaut aus verschieden natiirlichen Aminosduren und der unnatirlichen Aminoséure
130.

In einem weiteren Projekt konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Synthese
einer neuartigen Kopfgruppe 121 fir die enantioselektive Komplexierung von
Aminosauren und kleinen Peptiden entwickelt werden. Mit einem einfachen Rezeptor
124 wurden bereits erste Bindungsstudien durchgefiihrt, die eine geringe Selektivitat
fur die D- gegenuber den L-Aminosauren aufwiesen. Da dieser Rezeptor aber keine
Fluoreszenz- und UV-Aktivitat aufweist, konnten bisher nur Bindungskonstanten
mittels NMR-Spektroskopie bestimmt werden. Interessant wéare deswegen die
Synthese eines Fluoreszenz- und/oder UV-aktiven Rezeptors, der zusatzlich mit
diesen Methoden auf seine Bindungseigenschaften untersucht werden kdnnte, da
diese weniger zeitaufwendig sind als die NMR-Spektroskopie (weitere Vorteile siehe
Kapitel 3.4.2). Hierfir kdnnte man eine Aminosaure an das cyclische Acylguanidin
anbringen, die die oben genannten Eigenschaften in sich vereinigt und mit der

vielleicht sogar eine Detektion von enantiomeren Aminosauren nach der naked-eye-
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Methode madglich ist. Eine Mdglichkeit fir einen derartigen Rezeptor 130 ist Abb. 6.4
gezeigt, der aus dem neuartigen Bindungsmotiv und einer Dansylmarkierten
Aminosaure besteht. Der mdglicherweise groRere sterische Anspruch dieses
Rezeptors im Gegensatz zum Valin-substituierten Rezeptor 124 konnte zusétzlich
auch noch einmal die Selektivitdt gegentber D/L-Aminosauren erhéhen. Um den
sterischen Anspruch des Rezeptors zu vergro3ern und damit die Selektivitat vielleicht
weiter zu verbessern, konnte zuséatzlich ein Rezeptor 131 dargestellt werden, bei
dem nach der Kupplung des Bausteins 121 mit der Dansyl-Aminosaure nur die Boc-
Gruppe entschitzt wird. So wirde man Rezeptor 131 erhalten, der vielleicht durch
den hohen sterischen Anspruch der Triphenylphosphan-Gruppe noch einmal eine

verbesserte stereochemische Diskriminierung von Aminosauren aufweisen kénnte.
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Abb. 6.4: Mdgliche Fluoreszenz- und UV-aktive Rezeptoren zur enantioselektiven Komplexierung von
Aminoséuren.

Das neuartige Acylguanidin-Bindungsmotiv kann auch noch als Kopfgruppe eines
peptidischen Rezeptors zur enantioselektiven Erkennung von Kkleinen Peptiden
verwendet werden. Durch die Ausbildung einer pB-Faltblatt-Struktur durch die
Peptidteile kdnnten Rezeptor und Substrat fixiert werden, so dass vielleicht eine
enantioselektive Erkennung der C-terminalen Aminoséure durch die cyclische
Acylguanidin-Kopfgruppe ermdglicht wird (siehe Abb. 6.5). Die Aminosauren im
Rezeptor kénnten durch einen kombinatorischen Ansatz variiert werden, um die
bestmoglichste Selektivitat fir ein bestimmtes biologisch relevantes Peptid zu

erreichen.
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SERES o

Abb. 6.5: Schema zur enantioselektiven Komplexierung kleiner Peptide durch einen peptidischen
Rezeptor auf Basis des neuartigen Acylguanidin-Bindungsmotives.

Die im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Rezeptoren zur molekularen Erkennung
von kleinen biologisch relevanten Substraten in wassrigen Medien konnen die
Grundlagen fur die Entwicklung neuer, besserer Rezeptoren bilden. Z.B. kdnnen die
Rezeptoren durch eine kombinatorische Festphasensynthese so variiert werden,
dass bestimmte Substrate mit hoher Affinitat und Selektivitat erkannt werden kénnen.
Diese so optimierten Rezeptoren konnten dann vielleicht als Sensoren fir biologisch

relevante Substrate in vitro oder auch in vivo eingesetzt werden.
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7.1 Allgemeiner experimenteller Teil
Losemittel:

Alle Lésemittel wurden vor Gebrauch destilliert und getrocknet.'” So wurden
folgende Ldésemittel nach Erhitzen mit den unten genannten Trockenmitteln im
Ruckfluss und anschlielfendem Destillieren erhalten:

- NMM, Triethylamin, DCM und DMF (bei vermindertem Druck) mit CaHa

- Diethylether und THF mit Natrium und Benzophenon als Indikator

- MeOH mit Magnesium-Spanen.

Schutzgas:

Als Schutzgase wurden Argon (99.998 %) und Stickstoff (99.996 %) der Firma
Linde verwendet. Diese wurden vor Gebrauch mit einem Trockenturm, befullt mit

CaCl, und Blaugel, getrocknet.

Dunnschichtchromatographie (DC):

- Macherey-Nagel POLYGRAM SIL G/UV254 (40 x 80 mm Folien, 0.25 mm
Schichtdicke).
- Macherey-Nagel AluGRAM RP-18 W/UV254 (20 x 20 cm Folien, 0.15 mm

Schichtdicke) auf die bendtigte Grélie zugeschnitten.

Laufmittelgemische sind in Volumenanteilen (v/v) angegeben. Die Detektion
erfolgte entweder Uber UV-Licht (A = 254 nm) oder bei schwach oder nicht UV-
aktiven Substanzen durch Anfarben mit einer sauren Ninhydrin-Losung in Ethanol
(Amine bzw. Aminosauren), mit einer Molybdophosphorsaure-Lésung in Ethanol

(allg. anwendbar) oder durch Anfarben in einer lod-Kammer.
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Saulenchromatographie:

- Macherey-Nagel MN-Kieselgel 60, 0.040 — 0.063 mm / 230 — 240 mesh
ASTM
- Biomedicals GmbH ICN Silica Kieselgel, 0.032 — 0.063 mm.

Laufmittelgemische sind in Volumenanteilen (v/v) angegeben. Je nach
Trennproblem wurden Saulen verschiedener Dicke und Lange verwendet. Dazu
wurde das Silicagel im Laufmittel aufgeschlammt und mit weiterem Laufmittel
konditioniert. Bei allen Saulen wurde die Laufgeschwindigkeit mit Druckluft

beschleunigt.!'*"!

Analytische bzw. semipraperative “High performance liquid

chromatography“ (HPLC):

Gerat:
Dionex HPLC-Anlage bestehend aus: P680 HPLC-Pumpe, ASI-100 Automated
Sample Injector und UVD 340U UV Detektor.

Saulen:
- Supelcosil LC-18 Reversed Phase, 25 cm x 4.6 mm 5 um
- Supelcosil LC-18 Reversed Phase, 25 cm x 10 mm 5 um

Als Laufmittel wurden kauflich erwerbliche Losemittel in HPLC-Qualitat verwendet,
die vor Gebrauch im Ultraschallbad entgast wurden. Lésemittelgemische sind in

Volumenanteilen (v/v) angegeben.

Praperative “Medium Performance liquid chromatography” (MPLC):
Gerat:

Isco, Inc. Combi Flash

Saulen:
- RediSep C-18 reversed Phase 43 gund 4 g
- RediSep Silicagel 43 gund 12 g
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Als Laufmittel wurden destillierte Losemittel verwendet. Losemittelgemische sind

in Volumenanteilen (v/v) angegeben.

Kernresonanzspektroskopie (NMR):

Gerate:
- Bruker Avance AC 400 ("H: 400 MHz, *C: 100 MHz)
- Bruker Avance DMX 600 (*H: 600 MHz, "*C: 150 MHz)

Alle Spektren wurden bei Raumtemperatur aufgenommen. Die chemischen
Verschiebungen sind in parts per million (ppm), die Kopplungskonstanten in Hertz
(Hz) angegeben. Das jeweils verwendete Losemittel ist separat aufgefuhrt. Die
Aufspaltungen der einzelnen Signale sind wie folgt abgekurzt: s = Singulett, brs =
breites Singulett, d = Dublett, t = Triplett, g = Quartett und m = Multiplett. Alle "*C-
NMR-Spektren wurden unter Breitbandentkopplung gemessen. Die Spektren
wurden in erster Ordnung interpretiert. Die Zuordnung der Signale erfolgte
entweder durch zusatzlich Experimente wie DEPT135, H-H-Cosy, HMQC, etc.

oder durch Vergleich mit der gangigen Literatur.!"?* 24

FT-Infrarot-Spektroskopie (FT-IR):

Gerat:

Perkin-Elmer FT-IR 1600 Spektrometer

Die Lagen der Banden sind in Wellenzahlen (cm'1) angegeben, die Intensitaten
wurden wie folgt abgekurzt: vs = very strong, s = strong, m = medium,

w = weak und br = broad.[124'125]

Ultraviolett-Spektroskopie:

Gerat:

Jasco V 530 Spektrometer

Alle Messungen wurde bei Raumtemperatur in Quarzglaskivetten mit einer

Schichtdicke von 10 mm der Firma Hellma durchgefuhrt.
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Fluoreszenz-Spektroskopie:
Gerat:

Jasco FP 6500 Spektrometer

Alle Messungen wurde bei Raumtemperatur in Quarzglasklivetten mit einer
Schichtdicke von 10 mm der Firma Hellma durchgefuhrt.
Massenspektrometrie:

Gerat:
- Finnigan MAT 900 S Massenspektrometer
- Bruker Daltonics Micro-TOF Fokus Spektrometer

Die Zuordnungen wurden mit der gangigen Literatur vorgenommen.!'®® Als
Molekilpeak M sind jeweils die neutralen Verbindungen ohne Gegenion
angegeben.

Schmelzpunktbestimmung (Smp.)

Gerat:

Bichi Schmelzpunktbestimmungsapparat SMP-20

Die Messung wurde in offenen Schmelzpunktrdhrchen durchgefihrt, die

Ergebnisse sind nicht korrigiert
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7.2 Synthese des Rezeptors 8

7.2.1 Synthese des Triamin-Templats 6

1,3,5-Tris(boromomethyl)-2,4,6-triethylbenzol 71"

Br
HBr, (CHzo)X
HOAc, 130 °C
Br
Ci2H1s C14H20Br2
162.27 g/mol 348.12 g/mol
69 70

Triethybenzol 69 (5.00 g, 31.0 mmol) und Para-Formaldehyd (3.10 g, 103 mmol)
wurden in Eisessig (18 ml) suspendiert und anschlielRend auf 130 °C erhitzt. Bei
Erreichen dieser Temperatur wurde Bromwasserstoff in Essigsaure (22 ml,
33 %ig) hinzugegeben und die Losung fur 18 Stunden geruhrt. Das braune
Reaktionsgemisch wurde auf Eis gegossen und der resultierende Feststoff
abfiltriert. Das Filtrat wurde mit Natriumcarbonat auf pH7 eingestellt und
anschlieRend mit DCM (dreimal mit jeweils 50 ml) extrahiert. Die organischen
Extrakte und der abfiltrierte Feststoff wurden vereinigt und die resultierende
Ldsung solange mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen, bis
kein CO, mehr entwich. Die Lésung wurde mit Natriumsulfat getrocknet und am
Rotationsverdampfer bei vermindertem Druck vom Lo&semittel befreit. Der
resultierende braune Feststoff wurde ohne weitere Aufarbeitung im nachsten

Schritt eingesetzt.
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Br Br
KBF, (CHQO)X

HOAG, H,SO, 130 °C Br
Br Br
C14H20Br2 C1sH21Br3
348.12 g/mol 441.04 g/mol
70 71

Die nicht gereinigte Vorstufe 70, Para-Formaldehyd (4.10g, 138 mmol) und
Kaliumbromid (16.4 g, 138 mmol) wurden in Eisessig (35 ml) suspendiert und das
Reaktionsgemisch auf 130 °C erhitzt. Zu diesem Zeitpunkt wurden Eisessig (8 ml)
und Schwefelsdure (12 ml) hinzugegeben und die resultierende Ldsung Uber
Nacht gerihrt. Das braune Reaktionsgemisch wurde auf Eis gegossen und die
Ldsung mit Natriumcarbonat auf pH 5 eingestellt. Diese wurde mit DCM (dreimal
mit jeweils 25 ml) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen solange mit
gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung gewaschen, bis kein CO, mehr
entwich. Die Loésung wurde mit gesattigter NaCl-Losung gewaschen, mit
Magnesiumsulfat getrocknet und anschlielend bei vermindertem Druck vom
Losemittel befreit. Der resultierende braune Feststoff wurde saulenchromato-
graphisch (SiO,, Hexan/DCM = 98/2) gereinigt und man erhielt 71 (6.17 g,

14.0 mmol, 45 %) als leicht braunen Feststoff.

IH-NMR (400 MHz, CDCls) & =1.37 (t, 9H, 3J = 7.4 Hz, CH»-CHa), 2.97 (q,
6H, 3J = 7.4 Hz, CH,-CHa), 4.61 (s, 6H, CH-Br);

13C-NMR (100 MHz, CDCl3) 8 = 15.7 (CH2-CH3), 22.9 (CH,-CHs), 28.7 (CH.-
Br), 132.8, 145.2 (Aryl-C,);
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1,3,5-Tris(azidomethyl)-2,4,6-triethylbenzol 72 (Anslyn-Route)®"

Br N3
NaN3
Br DMF/DCM N3
Br N3
C15H21Br3 C15H21N9
441.04 g/mol 327.39 g/mol
71 72

Das Tribromid 71 (1.00 g, 2.30 mmol) wurde in DCM (5 ml) und DMF (10 ml)
geldst und auf 80 °C erhitzt. Hierzu wurde eine Lésung von Natriumazid (3.00 g,
46.0 mmol) in Wasser (5 ml) gegeben und das Reaktionsgemisch fiir 24 h gerihrt.
Das Losemittel wurde am Rotationsverdampfer bei vermindertem Druck entfernt
und der so entstandene Feststoff in Wasser (20 ml) suspendiert. Die Suspension
wurde mit DCM (zweimal mit jeweils 20 ml) extrahiert, die organischen Phasen mit
Magnesiumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Das
resultierende Ol wurde sdulenchromatographisch (Flash-Saule; Ethylacetat/Hexan

= 1/3) gereinigt und man erhielt 72 (0.49 g, 1.50 mol, 65 %) als weillen Feststoff.

IH-NMR (400 MHz, CDCls) & =1.23 (t, 9H, 3J = 7.4 Hz, CH»-CHa), 2.85 (q,
6H, 3J = 7.4 Hz, CH,-CH3), 4.97 (s, 6H, CH2-Ns);

13C-NMR (100 MHz, CDCl3) & = 15.8 (CH»-CHs), 23.2 (CH»-CH3), 47.9 (CHa-
N3), 130.0, 145.1 (Aryl-C,).
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1,3,5-Tris(aminomethyl)-2,4,6-triethylbenzol 6 (Anslyn-Route)®®"

Nj NH,
P(Ph)z, H,O
N THF HoN
N3 NH,
C1s5H21Ng C1sH27N3
327.39 g/mol 249.40 g/mol
72 6

Das Triazid 71 (0.60 g, 1.83 mmol) und Triphenylphosphan (0.51 g, 1.83 mmol)
wurden in THF (20 ml) gelost und mit Wasser (0.4 ml) versetzt. Die Losung wurde
uber Nacht geruhrt, anschliefend am Rotationsverdampfer vom THF befreit und
mit halbkonzentrierter Salzsaure (20 ml) angesauert. Die organische Phase wurde
abgetrennt und noch einmal mit halbkonzentrierter Salzsaure (20 ml) extrahiert.
Die wassrigen Phasen wurden vereinigt, mit NaOH (0.1 N) versetzt und die
basische Losung mit DCM (dreimal mit jeweils 40 ml) extrahiert. Da zu diesem
Zeitpunkt das Produkt noch nicht sauber erhalten werden konnte, wurden die
vereinigten organischen Phasen mit verd HCI (zweimal mit jeweils 50 ml)
extrahiert. Die vereinigten sauren Phasen wurden mit DCM gewaschen (dreimal
mit jeweils 50 ml) und anschlieBend lyophilisiert. So erhielt man 6 als weil3en
Feststoff (93.0 mg, 0.37 mmol, 20 %).

'H-NMR (400 MHz, CDCl3) § =1.23 (t, 9H, 3J = 7.4 Hz, CH,-CH3), 2.85 (q,
6H, 3J = 7.4 Hz, CH,-CHg), 4.46 (s, 6H, CHo-NH,), 7.26 (s, 6H, CH,-
NHQ);

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg) & = 16.1 (CHp-CHs), 22.7 (CH.-CH3), 36.9
(CH2-NHy), 131.4, 143.9 (Aryl-Cy).
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1,3,5-Tris(phthalimidomethyl)-2,4,6-triethylbenzol 73 (Phthalimid-Route)®"

Br
K-Phthalid
Br DMF, 60 °C
Br
C1s5H21Br3 C39H33N306
441.04 g/mol 639.7 g/mol
71 73

Das Tribromid 71 (0.20 g, 0.45 mmol) und Kalium-Phthalimid (0.33 g, 1.80 mmol)
wurden in DMF (4 ml) suspendiert und fur 3 h bei 60 °C gerlhrt. Das Reaktions-
gemisch wurde nach Abkuhlen auf Raumtemperatur mit wassriger Natronlauge
(5 ml, 0.5N) versetzt und anschlieRend mit DCM (dreimal mit jeweils 10 ml)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurde mit gesattigter NaCl-Losung
(10 ml) gewaschen, mit Magnesiumsulfat getrocknet und anschlieRend bei
vermindertem Druck vom Losemittel befreit. So erhielt man 73 (0.13 g, 0.20 mmol,
44 %) als weillen Feststoff.

Smp. 240 — 242 °C

IH-NMR (400 MHz, CDCl3) & =1.00 (t, 9H, 3J = 7.4 Hz, CH,-CH3), 3.13 (q,
6H, 3J = 7.4 Hz, CH,-CH3), 4.97 (s, 6H, CHx-NH), 7.70 — 7.72 (m,
6H, Aryl-CH), 7.82 — 7.84 (m, 6H, Aryl-CH);

13C-NMR (100 MHz, CDCl3) & = 15.9 (CH»-CHjs), 23.5 (CH»-CH3), 37.6 (CHa-
NH), 123.4 (Aryl-CH), 129.6, 132.2 (Aryl-C,), 134.0 (Aryl-CH), 145.7

(Aryl-Cy), 168.4 (Cy);

IR (KBr-pellet) v [cm™] = 3464 (w), 2958 (w), 2871 (w), 1775 (m), 1715
(vs), 1389 (s), 1333 (m), 1301 (m), 1109 (m), 934 (m), 720 (s);

MS (pos. ESI): m/z = 662 [M+Na'";
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HR-MS (pos. ESI): m/z = 662.2262 (berechnet fir CigH33N3Os + Na™
662.2262).

1,3,5-Tris(aminomethyl)-2,4,6-triethylbenzol 6 (Phthalimid-Route) "

NPhth NH;
Hyrazin
EtOH, reflux HoN
NH,
= NPhth
C39H33N306 C1sH27N3
639.7 g/mol 249.40 g/mol
73 6

Das Triphthalid 73 (0.10 g, 0.16 mmol) wurde in Ethanol (5 ml) gelost und die
Suspension zum Sieden erhitzt. Dazu wurde Hydrazinhydrat (15.0 mg, 0.50 mmol)
gegeben und das Reaktionsgemisch fur 1 h weiter erhitzt. Nach Abkuhlen der
Losung wurde diese mit Salzsaure (6 N) angesauert und wiederum flir eine
Stunde im Ruckfluss erhitzt. Das Reaktionsgemisch wurde mit verd. NaOH (1 N)
auf pH 10 eingestellt und mit Chloroform (dreimal mit jeweils 20 ml) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurde mit gesattigter NaCl-Lésung (einmal mit
30 ml) gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und anschlieRend am Rotation-
sverdampfer bei vermindertem Druck vom Lésemittel befreit. Das Produkt 6 (<

4 mg; < 10 %) konnte so als weilder Feststoff erhalten werden.

161



7 Experimenteller Teil

1,3,5-Tris(methyl ammonium chlorid)-2,4,6-triethylbenzol 6 (Boc-Route)

Br NH,CI
1. NH3, THF, EtOH
2. Boc,O,NaOH, Dioxan, H,O

Br CIHaN
3. verd. HCI
Br NH.Cl
C1s5H21Br3 C15H30Cl3N3
441.04 g/mol 358.78 g/mol
71 6

Zu einer Losung des Tribromids 71 (1.00 g, 2.30 mmol) in THF/Ethanol (80 ml,
1/1) wurde konz. Ammoniak (40 ml) gegeben und das Reaktionsgemisch Uber
Nacht gerthrt. Das Losemittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der
resultierende Feststoff und NaOH (0.40 g, 10.0 mmol) in Dioxan/H,O (40 ml, 1/1)
suspendiert. Die Suspension wurde mit Bocy0 (2.18 g, 10.0 mmol) in Dioxan
(20 ml) bei 0 °C Uber einen Zeitraum von einer Stunde versetzt und anschliel3end
fur 3 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit DCM
(dreimal mit jeweils 30 ml) extrahiert, mit Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Der resultierende Feststoff wurde
saulenchromatographisch (SiO;, Hexan/Ethylacetat/TEA = 7/3/0.1) gereinigt und
man erhielt die Boc-geschutzte Zwischenstufe als weil3en Feststoff.

Diese wurde in DCM (20 ml) gel6ést, mit TFA (4 ml) versetzt und Uber Nacht
geruhrt. Das Losemittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das
resultierende leicht gelbe Ol mit trockenem Diethylether (50 ml) versetzt, wobei ein
leicht gelber Feststoff ausfiel. Dieser wurde in Salzsdure (40 ml, 0.1 M)
aufgenommen und lyophilisiert. So man erhielt das Chlorid-Salz 6 als weil3en
Feststoff (0.50 g, 1.4 mmol, 63 %).

IH-NMR (400 MHz, DMSO-dg) 5 = 1.09 (t, 3J = 7.4 Hz, 9H, CH,CH3), 2.79
(g, 3J = 7.4 Hz, 6H, CH,CH3), 4.02 — 4.03 (m, 6H, NH-CH,), 8.49
(s, 3H, NHa);

3C-NMR (100 MHz, DMSO-dg): = 16.1 (CH,CH3), 22.7 (CH.CH3), 36.9

(NH-CHy), 131.4, 143.9 (Aryl-C,).
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7.2.2 Modulare Synthese des Rezeptors 8

1,3,5-Tris(5-ethylcarbamoyl-1H-pyrrol-2-carbonsaure)-2,4,6-triethylbenzol 68
(Route 1; Saurechlorid)

NH,
HN/R
H,N Ry
H
NH> 1. Oxalylchlorid, DMF, THF
2. DMF, TEA
’ . NH
C15H27N3
249.40 g/mol 3. Hy, Pd/C, MeOH/THF A 0
6 \NH
* HO
/ \ @) =R
BnOzC/Q\COZH
H
C13H11NO4 C33H36N6Og
245.23 g/mol 660.67 g/mol
33 68

Zu einer Losung der Pyrrolcarbonsaure 33 (0.20 g, 0.77 mmol) in THF (30 ml)
wurden unter Stickstoffatmosphare bei 0 °C Oxalylchlorid (0.11 g, 0.85 mmol) und
DMF (3 Tropfen) gegeben und die Losung fur 3 h bei 50 °C geruhrt. Das
Reaktionsgemisch wurde bei vermindertem Druck vom Lésemittel befreit und man
erhielt das Saurechlorid als gelben Feststoff. Dieser wurde in DMF (15 ml) geldst
und bei 0°C unter Stickstoffatmosphare innerhalb einer Stunde zu einer
Suspension des Triamins 6 (0.05 g, 0.20 mmol) in DMF (15 ml) und TEA (0.5 ml)
getropft. Nach Ruhren bei Raumtemperatur Uber Nacht wurde Wasser (60 ml)
hinzugegeben und die entstandenen Suspension mit DCM (dreimal mit jeweils
50 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Wasser
(zweimal mit jeweils 50 ml) gewaschen, mit Magnesiumsulfat getrocknet und
anschliefend bei vermindertem Druck am Rotationsverdampfer vom Ldsemittel
befreit. Der leicht gelbe Feststoff wurde saulenchromatographisch (SiO,,
DCM/MeOH = 20/1) gereinigt und man erhielt die geschitzte Zwischenstufe als
weillen Feststoff.

Der so erhaltene weile Feststoff wurde in einer Mischung von MeOH/THF (20 ml,
1/1) geldst, mit 10 %iger Pd/C (0.01 g) versetzt und anschlieRend 3 h bei 40 °C

163



7 Experimenteller Teil

unter Wasserstoff-Atmosphare geruhrt. Der Katalysator wurde mit Hilfe von Celite

abfiltriert und mit MeOH gewaschen. Das LoOsemittel wurde am Rotations-
verdampfer entfernt und man hielt das Produkt 68 (0.09 g, 0.07 mmol, 70 %) als

weilRen Feststoff.

Ry

Smp.

IH-NMR

BC.NMR

MS

HR-MS

164

0.23 (geschutzte Form; SiO,, DCM/MeOH = 20/1);
209 — 210 °C (Zersetzung)

(400 MHz, DMSO-dg) & =1.12 (t, 9H, 3J = 7.4 Hz, CH,-CHj3), 2.79 —
2.81 (m, 6H, CH2-CHj3), 4.52 — 4.53 (m, 6H, CH>-NH), 6.69 — 6.70
(m, 3H, Pyrrol-CH), 6.76 — 6.78 (m, 3H, Pyrrol-CH), 8.22 (s, 3H,
Amid-NH), 12.07 (s, 3H, Pyrrol-NH);

(100 MHz, DMSO-dg) 5 = 16.2 (CHp-CHs), 22.7 (CHo-CH3), 37.2
(CHz-NH) , 113.6, 114.5 (Pyrrol-CH), 125.6, 130.1 (Pyrrol-Cy),
132.4, 143.8 (Aryl-Cy), 158.8, 161.6 (Cy);

(KBr-pellet) v [cm™] = 3258 (m, br.), 2971 (m, br.), 1678 (s), 1627
(m), 1559 (s), 1475 (m), 1357 (w), 1270 (s), 1196 (m), 1046 (w), 817
(W), 756 (m);

(pos. ESI): m/z = 683 [M+Na']";

(pos. ESI):: m/z = 683.244 (berechnet fiir Cs3HzsNgOg + Na':
683.2441);
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1,3,5-Tris(5-ethylcarbamoyl-1H-pyrrol-2-carbonsaure)-2,4,6-triethylbenzol 68
(Route 1; PyBOP)

NH4Cl
HN R
CIH3N Ry
H
NHsCl 4 PyBOP, NaOH, NMM,
DMF/H,0 (10/1)
NH
CisHaoClaNs 2. Hy, P/C, MeOH/THF (1/1)
358.78 g/mol 2 ’ = 0
6 \_NH
/ +\ HO .
=R
BnOzc/Q\COZH
H
C13H11NO4 C33H36N6O9
245.23 g/mol 660.67 g/mol
33 68

Zu einer Losung des Triamins 6 (0.03g, 0.09 mmol) und NaOH (0.01g,
0.27 mmol) in DMF/Wasser (10 ml, 5/1) wurden die Carbonsaure 33 (0.20 g,
0.77 mmol), PyBOP (0.4 g, 0.77 mmol), DMAP (0.04 g, 0.3 mmol) und NMM
(0.5 ml) gegeben und das Reaktionsgemisch fur 3 Tage bei Raumtemperatur
unter Stickstoff-Atmosphare gerthrt. Die braune Lésung wurde mit Wasser (20 ml)
versetzt und der ausgefallene Feststoff abfiltriert. Das Filtrat wurde mit DCM
(dreimal mit jeweils 20 ml) extrahiert, die organischen Extrakte mit dem Feststoff
vereinigt und anschlielend am Rotationsverdampfer vom Lésemittel befreit. Das
resultierende braune Ol wurde sdulenchromatographisch (SiO;, DCM/MeOH =
20/1) gereinigt und man erhielt den Benzylester als weilen Feststoff.

Dieser wurden in einer Mischung von MeOH/THF (20 ml, 1/1) gelost, mit 10 %iger
Pd/C (0.01 g) versetzt und anschlieBend 3 h bei 40 °C unter Wasserstoff-
Atmosphare gerlhrt. Der Katalysator wurde mit Hilfe von Celite abfiltriert und mit
MeOH gewaschen. Das Loésemittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt und
man hielt das Produkt 68 (0.05 g, 0.07 mmol, 82 %) als weil3en Feststoff.
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1,3,5-Tris(5-ethylcarbamoyl-guanidiniocarbonylpyrrol chlorid)-2,4,6-
Triethylbenzol 8 (Route 1)

HN/R
Hn R R\H
R-
1. H,N NHB
H 2 \ﬂ/ ocC
NH NH
NH _PyBOP, NMM,DMF | ~ 0|
<0 \_NH
\ 2. TFA, DCM
NH 3. verd HCI ’ N¢H<N o
HO “ O\
@] =R + 2
_CI =R
C33H3sN6O9 C36H48Cl3N 1506
660.67 g/mol 893.22 g/mol
68 8

Zu einer Mischung der Tricarbonsaure 68 (0.05 g, 0.07 mmol) und NMM (0.5 ml)
in DMF (10 ml) wurden PyBOP (0.33 g, 0.63 mmol) und Boc-Guanidin (0.10 g,
0.63 mmol) gegeben und die Losung uber Nacht gerthrt. Das braune
Reaktionsgemisch wurde mit Wasser (20 ml) versetzt und der ausgefallene
Feststoff abfiltriert. Die Lésung wurde mit DCM (dreimal mit jeweils 20 ml)
extrahiert, mit dem Feststoff vereint und anschlieliend am Rotationsverdampfer
vom Losemittel befreit. Das resultierende braune Ol  wurde
saulenchromatographisch (SiO,, DCM/MeOH/TEA = 30/1/0.3) gereinigt und man
erhielt den geschitzten Rezeptor als wei3en Feststoff.

Dieser wurde in DCM (10 ml) und TFA (2 ml) gelést und bei Raumtemperatur Uber
Nacht geruhrt. Die gelbe Losung wurde bei vermindertem Druck vom Losemittel
befreit. Das resultierende leicht gelbe Ol wurde in HCI (20 ml, 0.1 N) geldst und
anschlielfend zum Entfernen der TFA lyophilisiert. Diese Prozedur wurde noch
zweimal wiederholt und man erhielt das Chlorid-Salz des Rezeptors 8 (0.05 g,
0.05 mmol, 73 %) als weilden Feststoff.
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Rs 0.19 (geschutzte Form; SiO,, DCM/MeOH/TEA = 30/1/0.3);
Smp. 248 — 249 °C (Zersetzung);
'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) § =1.14 (t, 9H, 3J = 7.4 Hz, CH,-CH3), 2.82 —

2.84 (m, 6H, CH2-CH3), 4.56 (s, 6H, CH2-NH), 6.91 (s, 3H, Pyrrol-
CH), 7.48 (s, 3H, Pyrrol-CH), 8.42 (bs, 12H, Guanidinium-NH,),
8.57 (s, 3H, Amid-NH), 11.92 (s, 3H, Guanidinium-NH), 12.47 (s,
3H, Pyrrol-NH);

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg) & = 16.2 (CH»-CHa3), 22.7 (CH,-CHs), 37.2
(CH2-NH) , 113.6, 115.6 (Pyrrol-CH), 125.5 (Pyrrol-Cg), 131.9 (Aryl-
Cq), 132.4 (Pyrrol-Cq), 143.8 (Aryl-Cq), 155.2, 158.5, 159.7 (C,);

IR (KBr-pellet) v [cm™] = 3258 (s, br.), 2966 (w), 1699 (s), 1636 (m),
1558 (m), 1473 (m), 1274 (s), 1195 (m), 1092 (s), 755 (w), 615 (w),
482 (m);

MS (pos. ESI): m/z = 784 [M+H*]*, 393 [M+2H']**, 262 [M+3H*]*";

HR-MS (pos. ESI): m/z = 392.690 (berechnet fiir CsgHisN1s06 + 2H™:
392.6917).
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1,3,5-Tris(5-ethylcarbamoyl-guanidiniocarbonylpyrrol chlorid)-2,4,6-
triethylbenzol 8 (Route 2)

NH,CI
3 HN/R
R\N
CIHsN H
NHCl 1. PyBOP, NaOH, NMM, NH
C15H30Cl3N3 DMF/H,0 (10/1) — _
358.786 g/mol 2 TFA. DCM \\NH O
3. verd. HCI
+ HN
/0 HN—{ ©
@OOC N NH NH,
® H HN\( o
HNEt, NHBoc B ¢ ]=R
C18H31N505 C36Ha8Cl3N 1506
397.47 g/mol 893.22 g/mol
35 8

Zu einer Losung des Triamins 6 (0.03g, 0.09 mmol) und NaOH (0.01 g,
0.27 mmol) in DMF/Wasser (10 ml, 10/1) wurden die Carbonsaure 35 (0.32 g,
0.81 mmol), PyBOP (0.42 g, 0.81 mmol), DMAP (0.04 g, 0.3 mmol) und NMM
(0.5 ml) gegeben und das Reaktionsgemisch fur 3 Tage bei Raumtemperatur
unter Stickstoff-Atmosphare gerthrt. Die braune Lésung wurde mit Wasser (20 ml)
versetzt und der ausgefallene Feststoff abfiltriert. Die Losung wurde mit DCM
(dreimal mit jeweils 20 ml) extrahiert, die organischen Extrakte mit dem Feststoff
vereinigt und anschlielend am Rotationsverdampfer vom Lésemittel befreit. Das
resultierende braune Ol wurde sdulenchromatographisch (SiO;, DCM/MeOH =
20/1) gereinigt und man erhielt das geschutzte Produkt als weil3en Feststoff.

Dieser wurde in DCM (20 ml) und TFA (4 ml) aufgenommen und die entstandene
Ldésung Uber Nacht geruhrt. Das Reaktionsgemisch wurde am Rotations-
verdampfer bei vermindertem Druck vom Ldsemittel befreit und das leicht gelbe Ol
mit Diethylether versetzt, wobei eine weil3er Feststoff ausfiel. Dieser wurde in HCI
(20 ml, 0.1 N) geldst und anschlieffend zum Entfernen der TFA lyophilisiert. Diese
Prozedur wurde noch zweimal wiederholt und man erhielt das Chlorid-Salz des

Rezeptors 8 (52.5 mg, 0.06 mmol, 65 %) als weiRen Feststoff.
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7.3 Synthese des Rezeptors 17

7.3.1 Synthese der Edukte

Glycinmethylester 84 (Route 1)!"%!

Socl,
HOOC™ “NH, MeOOC~ “NH,CI
MeOH, reflux
C2H5N02 C3HSC|N02
75.07 g/mol 125.55 g/mol
19 84

Zu einer Suspension von Glycin 19 (6.40 g, 85.3 mmol) in absolutem MeOH
(100 ml) wurde Uber einen Zeitraum von einer Stunde Thionylchlorid (11.2 g,
93.8 mmol) getropft. Die Suspension wurde 5 h im Ruckfluss erhitzt und die
erhaltene klare Losung am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck vom
Lésemittel befreit. Der weil3e Feststoff wurde aus MeOH umkristallisiert und man
erhielt den Methylester 84 (10.2 g, 81.2 mmol, 95 % Ausbeute) in Form von

weillen Nadeln.

IH-NMR (400 MHz, DMSO-dg) & = 3.71 (s, 3H, OCHs), 3.75 (s, 2H, CH,),
8.60 (s, 3H, NH3):

13C-NMR (100 MHz, DMSO-dg) & = 39.6 (CH>), 52.7 (OCH3), 168.2 (Cy).
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2-(Benzyl 5-carbamoyl-1H-pyrrol-2-carboxyloyl)essigsaure 86 (Routel;
Oxalylchlorid)

1. Oxalylchlorid, DMF, THF

g 2. CIH;N” ~COOMe N\ o
BnOZC N COzH TEA, DMF BnOZC N

N N N__COOH
3. LiOH, THF, H,O
C13H11NO4 C15H14N20s5
245.23 g/mol 302.28 g/mol
33 86

Zu einer Losung der Pyrrolcarbonsaure 33 (2.00 g, 7.70 mmol) in THF (50 ml)
wurden unter Stickstoffatmosphéare bei 0 °C Oxalylchlorid (1.96 g, 15.4 mmol) und
DMF (3 Tropfen) gegeben und die Loésung fir 3 h bei 50 °C geruhrt. Das
Reaktionsgemisch wurde bei vermindertem Druck vom Lésemittel befreit und man
erhielt das Saurechlorid als gelben Feststoff. Dieser wurde in DMF (20 ml) gelost
und bei 0 °C unter Stickstoffatmosphare innerhalb einer Stunde zu einer Losung
von Glycinmethylester (1.93 g, 15.4 mmol) in DMF (20 ml) und TEA (5 ml)
getropft. Nach einer Stunde Rihren bei Raumtemperatur wurde Wasser (80 ml)
hinzugegeben und die entstandenen Suspension mit Diethylether (dreimal mit
jeweils 60 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit
gesattigter NaCl-Lésung gewaschen (60 ml), mit Magnesiumsulfat getrocknet und
anschliellend bei vermindertem Druck am Rotationsverdampfer vom Ldsemittel
befreit. Der zurlckgebliebene gelbe Feststoff wurde saulenchromatographisch
(SiO2, DCM/MeOH = 30/1) gereinigt und man erhielt den Methylester als weil3en
Feststoff.

Dieser wurde in THF (50 ml) gelést, mit LiOH (0.34 g, 7.70 mmol) in Wasser
(10 ml) versetzt und anschlieBend uber Nacht geruhrt. Die Losung wurde bei
vermindertem Druck vom THF befreit, mit Wasser versetzt und mit Salzsaure
(5 %ig) auf pH 4 angesauert. So erhielt man nach Filtrieren 86 (1.48 g, 5.24 mmol,

61 %) als weilden Feststoff.

Rs 0.20 (Methylester; SiO,, DCM/MeOH = 30/1);

Smp. 208-210 °C (Zersetzung)
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IH-NMR (400 MHz, DMSO-dg) & = 3.93 (d, 3J = 5.8 Hz, 2H, Gly-CH,), 5.31
(s, 2H, Bz-CH.), 6.82 — 6.87 (m, 2H, Pyrrol-CH), 7.31 — 7.42 (Ar-
CH), 8.72 (t, %] = 5.8 Hz, 1H, Amid-NH), 12.28 (s, 1H, Pyrrol-NH);

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds) & = 41.0 (Gly-CH,), 65.8 (Bz-CH,), 113.0,
115.8 (Pyrrol-CH), 124.7 (Pyrrol-Cg), 128.3 — 128.8 (Aryl-CH), 131.1
(Pyrrol-C), 136.6 (Aryl-Cq), 160.0, 160.2, 171.6 (Cqy);

IR (KBr-pellet) v [cm™] = 3371 (s), 3287 (s), 3129 (w), 2967 (w), 1711
(vs), 1642 (s), 1564 (s), 1325 (m), 1275 (m), 1232 (s), 997 (m), 773
(m);

MS (neg. ESI): m/z = 301.1 [M-HT, 257.1 [M-CO2-H] ;
HR-MS (neg. ESI):: m/z = 301.08305 (berechnet fiir CisH14N20s5- H™:
301.083).

2-(Benzyl-5-carbamoyl-1H-pyrrol-2-carboxyloyl)essigsaure 86 (Routel;
PyBOP)

= 1.CIH;N” ~COOMe ™ o
PyBOP, NMM, DMF
BnOZC/lCNjL\COZH YBOP, NMM, BnOzC/JC;jL\f7

COOH
H 2. LiOH, THF, H,0 H HN—
C13H11NO4 C15H14N205
245.23 g/mol 302.28 g/mol
33 86

Zu einer Losung von 33 (2.00g, 7.70 mmol) und Glycinmethylester (1.93 g,
15.4 mmol) in NMM (2 ml) und DMF (40 ml) wurde unter Stickstoff-Atmosphare
PyBOP (4.34 g, 8.50 mmol) gegeben und die Lésung uUber Nacht geruhrt. Das
orangene Reaktionsgemisch wurde mit Wasser (80 ml) versetzt, mit Diethylether
(dreimal mit jeweils 60 ml) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit
gesattigter NaCl-Lésung gewaschen. Diese wurden mit Magnesiumsulfat
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getrocknet und am Rotationsverdampfer bei vermindertem Druck vom Ldsemittel
befreit. Der zurlckgebliebene 6lige Ruckstand wurde saulenchromatographisch
(SiO2, Ethylacetat/Hexan = 1/1) gereinigt und man erhielt den Methylester als
weillen Feststoff.

Dieser wurde in THF (50 ml) gelést, mit LiOH (0.34 g, 7.70 mmol) in Wasser
(10 ml) versetzt und anschlieBend uber Nacht geruhrt. Die Losung wurde bei
vermindertem Druck vom THF befreit, mit Wasser versetzt und mit Salzsaure
(5 %ig) auf pH 4 angesauert. So erhielt man nach Filtrieren 86 (1.76 g, 5.57 mmol,

72 %) als weillen Feststoff.

7.3.2 Synthese von Rezeptor 17

1,3,5-Tris((Ethylcarbamoyl)methylammoniumchlorid)-2,4,6-triethylbenzol 92
(PyBOP; Route 2)

NH;CI
N R
R.
CIH3N 1. HCTU, NMM, DMAP, N
DMF
NH,CI
C15H30ClI3N3 2. TFA, DCM NH
358.78 g/mol 3. verd. HCI
6 @)
+ NHsCl | =R
HOOC™ “NHBoc
C7H13NO, C21H39ClI3NgO3
175.18 g/mol 529.93 g/mol
90 92

Zu einer Suspension des Triamins 6 (0.18 g, 0.50 mmol) in DCM (30 ml) und NMM
(2 ml) wurden Boc-Gly-OH 90 (0.79 g, 4.50 mmol), HCTU (1.86 g, 4.50 mmol) und
DMAP (0.55 g, 4.50 mmol) gegeben und die Lésung Uber Nacht gerthrt. Das
Reaktionsgemisch wurde mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung
(zweimal mit jeweils 20 ml) gewaschen, mit Magnesiumsulfat getrocknet und

anschliefend am Rotationsverdampfer bei vermindertem Druck vom Losemittel
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befreit. Das so erhaltenen leicht gelbe Ol wurde siulenchromatographisch (SiO»,
DCM/MeOH/TEA = 50/1/0.5) gereinigt und man erhielt das Boc-geschutzte
Triamin als weilen Feststoff.

Dieser wurde in DCM (30 ml) und TFA (6 ml) gel6st, flir 3 h bei Raumtemperatur
geruhrt und anschlieBend bei vermindertem Druck vom Lésemittel befreit. Der
Ruckstand wurde in HCI (40 ml, 0.1 N) aufgenommen und lyophilisiert. Dieser
Schritt wurde noch einmal wiederholt, um letzte Spuren von TFA zu entfernen, und
man erhielt 92 (0.19 g, 0.36 mmol, 71.6 %) als weilen Feststoff.

Rs 0.35 (Boc-geschutzte Form; SiO,, DCM/MeOH/TEA = 50/1/0.5);
orange nach Anfarben mit Ninhydrin-Reagenz;

Smp. > 250 °C;

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & =1.09 (t, 9H, 3J = 7.4 Hz, CH,-CHs), 2.68
(q, 6H, 3J = 7.4 Hz, CH,-CH3), 3.51 (s, 6H, Gly-CHy), 4.36 (d, 6H, 3J
= 4.4 Hz, CH..NH), 8.23 (s, 9H, CH2-NH3), 8.52 (t, 3H, %J = 4.4 Hz,
Amid-NH);

BC.NMR (100 MHz, DMSO-dg) § = 16.2 (CH,-CH3), 22.7 (CH»-CHs), 37.4
(CH2-NH), 40.2 (Gly-CH,), 131.7, 143.6 (Aryl-Cy), 165.7 (Cy);

IR (KBr-pellet) v [cm™ = 3445 (m, br), 3245 (m, br), 2967 (m), 1684
(s), 1558 (s), 1260 (m), 1049 (m);

MS (pos. ESI): m/z = 443.3 [M+Na']";
HR-MS (pos. ESI): m/z = 443.2753 (berechnet fiir Cy1H3sNgO3 + Na':
443.2741).
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1,3,5-Tris(5-(Ethylcarbamoyl)methylcarbamoyl-guanidiniocarbonylpyrrol
chlorid)-2,4,6-triethylbenzol 17 (PyBOP; Route 2)

HN/Fz R
R HN
N .
H N
H
NH
NH
o 1. PyBOP, NaOH, NMM, B (§ ]
NH.Cl | = R DMF/H,0 (10/1) 0
- Os_NH
2. TFA, DCM
C21H39Cl3N6O3 3. verd. HCI ZanT
529.93 g/mol _
92 0
+ HN
o / \\ 0 F%HZ
00C Ny HN
® H  HN N c®| R
Et;NH L =
NHBoc
C18H31N505 C42H57CI3N1g0g
397.47 g/mol 1064.38 g/mol
35 17

Zu einer Losung von 92 (53.0 mg, 0.10 mmol) und DMAP (4.00 mg, 0.03 mmol) in
DMF (20 ml) und NMM (1 ml) wurde die Carbonsaure 35 (0.12 g, 0,30 mmol)
gegeben und die Losung uber Nacht geruhrt. Das orangefarbene Reaktions-
gemisch wurde mit Wasser (40 ml) versetzt und der so entstandene Feststoff
abfiltriert. Dieser wurde mit MeOH (10 ml) aufgenommen und mit Diethylether
(50 ml) gefallt. Die so erhaltene leicht verunreinigte Zwischenstufe wurde in DCM
(20 ml) und TFA (4 ml) gelost und Uber Nacht geruhrt. Das Reaktionsgemisch
wurde bei vermindertem Druck vom Ldsemittel befreit und der leicht gelbe
Feststoff saulenchromatographisch (MPLC; RP-18, MeOH/H,O = 100/0 nach
0/100, 0.1 % TFA) gereinigt. So erhielt man 17 als weillen Feststoff (63.0 mg,
0.06 mmol, 59 %).
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Smp.

IH-NMR

BC-NMR

MS

HR-MS

> 250 °C;

(400MHz, DMSO-ds) & =1.09 (t, 9H, 3J = 7.4 Hz, CH»-CH3), 2.66 —
2.70 (m, 6H, CH2-CH3), 3.89 (d, 6H, %J = 4.8 Hz, Gly-CH,), 4.34 (s,
6H, CH2-NH), 6.88 (s, 3H, Pyrrol-CH), 7.44 (s, 3H, Pyrrol-CH), 7.99
(s, 3H, Amid-NH), 8.46 (bs, 12H, guanidinium-NH;), 8.72 (s, 3H,
Amid-NH), 11.82 (s, 3H, Guanidinium-NH), 12.44 (s, 3H, Pyrrol-
NH);

(100MHz, DMSO-dg) & = 16.2 (CHo-CH3), 22.6 (CH-CH3), 37.1
(CH2-NH), 42.0 (Gly-CH,), 113.0 (Pyrrol-CH), 115.8 (Pyrrol-CH),
125.8 (Pyrrol-Cg), 132.2 (Aryl-C,), 132.6 (Pyrrol-Cy), 143.6 (Aryl-Cy),
155.5, 159.5, 159.9, 168.4 (Cy);

(KBr-pellet) ¥ [cm™'] = 3472 (s), 3394 (s), 3119 (w), 3068 (w), 2972
(w), 1715 (s), 1691 (vs), 1634 (s), 1561 (s), 1293 (vs), 1226 (s),
1073 (m), 1012 (m), 747 (m);

(pos. ESI): m/z = 955.4 [M+H']", 478.2 [M+2H"]*";

(pos. ESI):: m/z = 955.4419 (berechnet fir CgHs4N1gOg + 2H:
955.4394).
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7.4 Synthese des Rezeptors 18

7.4.1 Synthese der Edukte

L-Serinmethylester 85 (Route 1)I'*
HOOC™ “NH, MeOH, reflux MeOOC/\NHgCI
C3sH7NO3 C4H10CINO3
105.09 g/mol 155.58 g/mol
20 85

Zu einer Suspension von L-Serin 20 (5.00 g, 47.6 mmol) in absolutem MeOH
(100 ml) wurde Uber einen Zeitraum von einer Stunde Thionylchlorid (6.23 g,
52.4 mmol) getropft. Die Suspension wurde 5 h im Ruckfluss erhitzt und die
erhaltene klare Lésung am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck vom
Lésemittel befreit. Der weil3e Feststoff wurde aus MeOH umkristallisiert und man
erhielt den Methylester 85 (6.85 g, 44.0 mmol, 92 % Ausbeute) in Form von

weillen Nadeln.

IH-NMR (400 MHz, DMSO-dg) & = 3.72 (s, 3H, OCHs), 3.81 (d, 3J = 3.4 Hz,
2H, CH,), 4.05 (d, 3J = 3.4 Hz, 1H, CH), 5.61 (s, 1H, OH), 8.62 (s,
3H, NHs);

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg) § = 52.9 (CH,), 54.6 (CH), 59.6 (OCH3), 168.6
(Cq)-
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(S)-2-(Benzyl-5-carbamoyl-1H-pyrrol-2-carboxyloyl)-3-hydroxypropansaure
87 (Route 1; Saurechlorid)

1. Oxalylchlorid, DMF, THF
HO

2, /' \_ 0o
/N j\ , Bnozc/Q\{/
BnOZC/Q\COZH CIH3N™ "COOMe 5 HN\/COOH
H TEA, DMF >
TOH
3. LiOH, THF, H,O
C13H11NOy C16H16N206
245.23 g/mol 332.31 g/mol
33 87

Zu einer Losung der Pyrrolcarbonsaure 33 (2.00 g, 7.70 mmol) in THF (50 ml)
wurden unter Stickstoffatmosphéare bei 0 °C Oxalylchlorid (1.96 g, 15.4 mmol) und
DMF (3 Tropfen) gegeben und die Loésung fir 3 h bei 50 °C geruhrt. Das
Reaktionsgemisch wurde bei vermindertem Druck vom Lésemittel befreit und man
erhielt das Saurechlorid als gelben Feststoff. Dieser wurde in DMF (20 ml) gelost
und bei 0 °C unter Stickstoffatmosphare innerhalb einer Stunde zu einer Losung
von Serinmethylester (2.40 g, 15.4 mmol) in DMF (20 ml) und TEA (5 ml) getropft.
Nach einer Stunde RuUhren bei Raumtemperatur wurde Wasser (80 ml)
hinzugegeben und die entstandenen Suspension mit Diethylether (dreimal mit
jeweils 60 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit
gesattigter NaCl-Lésung gewaschen (60 ml), mit Magnesiumsulfat getrocknet und
anschlief’end bei vermindertem Druck am Rotationsverdampfer vom Ldsemittel
befreit. Der zurlickgebliebene gelbe Feststoff wurde saulenchromatographisch
(SiO,, DCM/MeOH = 20/1) gereinigt und man erhielt den Methylester als weil3en
Feststoff.

Dieser wurde in THF (50 ml) geldst, mit LiOH (0.34 g, 7.70 mmol) in Wasser
(10 ml) versetzt und anschliefend Uber Nacht gerihrt. Die Losung wurde bei
vermindertem Druck vom THF befreit, mit Wasser versetzt und mit Salzsaure
(5 %ig) auf pH 4 angesauert. So erhielt man nach Filtrieren 87 (1.56 g, 4.50 mmol,

58 %) als weilRen Feststoff.
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R

Smp.

IH-NMR

BC-.NMR

MS

HR-MS

178

0.21 (Methyl ester; SiO,, DCM/MeOH = 20/1);
180-182 °C;

(400 MHz, DMSO-dg) 6 = 3.70 - 378 (m, 2H, Ser-CH,), 4.45 — 4.48
(m, 1H, Ser-CH), 5.05 (s, 1H, Ser-OH), 5.31 (s, 2H, Bz-CH,), 6.81 —
6.85 (m, 2H, Pyrrol-CH), 7.31 — 7.45 (Aryl-CH), 8.54 (d, 3J = 7.7 Hz,
1H, Amid-NH), 12.45 (s, 1H, Pyrrol-NH), 12.68 (br s, 1H, COOH);

(100 MHz, DMSO-dg) § = 55.3 (Ser-CH), 61.6 (Ser-CH,), 65.8 (Bz-
CH), 113.8, 115.7 (Pyrrol-CH), 124.6 (Pyrrol-C,), 128.2 — 128.8
(Ar-CH), 131.2 (Pyrrol-C,), 136.6 (Aryl-Co), 159.6, 160.3, 172.2

(Ca);

(KBr-pellet) v [cm™] = 3472 (s, br), 3394 (s), 3119 (w), 3068 (w),
2972 (w), 1715 (s), 1691 (vs), 1634 (s), 1561 (s), 1293 (vs), 1226
(s), 1073 (m), 1012 (m), 747 (m);

(neg. ESI): m/z =331.1 [M-H'T;

(neg. ESI): m/z = 331.09402 (berechnet fiir CigH1sN20g - H':
331.09356).
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(S)-2-(Benzyl-5-carbamoyl-1H-pyrrol-2-carboxyloyl)-3-hydroxypropansaure
87 (Route 1; PyBOP)

HO

g
/" \\ O
BnO,C~ N~ ~COzH COOH

PyBOP, NMM, DMF A HN—

H :
~OH
2. LiOH, THF, H,O
C13H11NO4 C16H16N20s
245.23 g/mol 332.31 g/mol
33 87

Zu einer Loésung von 33 (2.00g, 7.70 mmol) und Serinmethylester (2.40 g,
15.4 mmol) in NMM (2 ml) und DMF (40 ml) wurde unter Stickstoff-Atmosphare
PyBOP (4.34 g, 8.5 mmol) gegeben und die Losung uber Nacht gerUhrt. Das
orangene Reaktionsgemisch wurde mit Wasser (80 ml) versetzt, mit Diethylether
(dreimal mit jeweils 60 ml) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit
gesattigter NaCl-Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde mit
Magnesiumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer bei vermindertem Druck
vom Losemittel befreit. Der zurlckgebliebene dlige Ruckstand wurde
saulenchromatographisch (SiO,, DCM/MeOH = 20/1) gereinigt und man erhielt
den Methylester als weillen Feststoff.

Dieser wurde in THF (50 ml) gelost, mit LiOH (0.34 g, 7.70 mmol) in Wasser
(10 ml) versetzt und anschlieBend uber Nacht geruhrt. Die Losung wurde bei
vermindertem Druck vom THF befreit, mit Wasser versetzt und mit Salzsaure
(5% ig) auf pH4 angesauert. So erhielt man nach Filtrieren 87 (1.90 g,
5.47 mmol, 71 %) als weilden Feststoff.

179



7 Experimenteller Teil

O-(t-Butyldimethylsilyl)-N-(1,1-dimethylethoxy)carbonyl-L-Serin 103
" Boc-Ser(TBDMS)" (Route 2)!'"]

_OH TBDMSCI, Imidazol _~OTBDMS
HOOC™ >NHBoc DMF HOOC™ NHBoc
CgH15N05 C14H29N058i
205.21 g/mol 319.47 g/mol
90 103

Zu einer Losung von L-Serin 90 (5.00 g, 24.5 mmol) in DMF (50 ml) wurden bei
Eisklhlung unter Stickstoff-Atmosphare TBDMS-Chlorid (4.80 g, 31.5 mmol) und
Imidazol (5.00 g, 73.0 mmol) gegeben und das Reaktionsgemisch bei 0 °C fur eine
Stunde geruhrt. Die resultierende Losung wurde auf Raumtemperatur erwarmt und
anschlielend Uber Nacht gerlhrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit Salzsaure
(100 ml, 1N) versetzt und mit Diethylether (dreimal mit jeweils 100 ml) extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Magnesiumsulfat getrocknet und
bei vermindertem Druck eingeengt. Der Ruckstand wurde saulenchromato-
graphisch (SiO,, Hexan/Ethylacetat = 7/3) gereinigt und man erhielt 103 (6.26 g,

19.6 mmol, 80 %) als weilden Feststoff.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) & = 0.85 (s, 6H, TBDMS-Me-CHj3), 0.90 (s,
9H, TBDMS-'Bu-CHjs), 1.47 (s, 9H, Boc-CH3), 3.84 — 3.88 (m, 1H,
Ser-CH;) , 4.12 — 4.18 (m, 1H, Ser-CH,), 4.40 (brs, 1H, Ser-CH),
5.36 (brs, 1H, amide-NH);

BC.NMR (100 MHz, DMSO-dg) & = - 5.3 (TBDMS-Me-CH3), 18.1 (TBDMS-

Cq), 25.8 (TBDMS-Bu-CHj;), 28.3 (Boc-CHj;), 55.8 (Ser-CH), 63.0
(Ser-CHy), 78.3 (Boc-CH3), 155.3, 172.0 (Cy).
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7.4.2 Synthese von Rezeptor 18

1,3,5-Tris((ethylcarbamoyl)-hydroxyethyl-2-ammoniumchlorid)-2,4,6-
triethylbenzol 102 (Route 2)

NH;Cl
CIH3N
3 HN’R
R
NH,Cl 1. HCTU, NMM, DMAP, H
DMF
C15H30ClI3N3 .
358.78 g/mol 2. konz. HCI, MeOH NH
6
. HO/\/gO
_OTBDMS NHsCl | =R
HOOC™>NHBoc
C14H29NOsSi C24H45CI3NgOg
319.47 g/mol 620.01 g/mol
103 102

Zu einer Suspension des Triamins 6 (0.06 g, 0.50 mmol) in DCM (30 ml) und NMM
(2 ml) wurden 103 (1.44 g, 4.50 mmol), HCTU (1.86 g, 4.50 mmol) und DMAP
(0.55g, 4.50 mmol) gegeben wund Losung uber Nacht gerthrt. Das
Reaktionsgemisch wurde mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung
(zweimal mit jeweils 20 ml) gewaschen, mit Magnesiumsulfat getrocknet und
anschlieRend am Rotationsverdampfer bei vermindertem Druck vom Ldsemittel
befreit. Das so erhaltenen leicht gelbe Ol wurde séulenchromatographisch (SiO»,
Hexan/Ethylacetat/TEA = 4/6/0.1) gereinigt und man erhielt die geschutzte
Zwischenstufe als weiRen Feststoff.

Diese wurde in MeOH (20ml) und konz. HCI (4 ml) gelost und bei
Raumtemperatur Uber Nacht geruhrt. Das Reaktionsgemisch wurde am
Rotationsverdampfer bei vermindertem Druck vom Ldsemittel befreit, mit HCI
(10 ml, 0.1 N) versetzt und anschliefend mit DCM (zweimal mit jeweils 10 ml)
gewaschen. Die wassrige Phase wurde lyophilisiert und man erhielt das Produkt
102 (0.21 g, 0.34 mmol, 68 %) als weil’en Feststoff.
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R

Smp.

IH-NMR

BC-NMR

MS

HR-MS

182

0.45 (geschutzte Form; SiO,, Hexan/Ethylacetat/TEA = 4/6/0.1);
orange nach Anfarben mit Ninhydrin-Reagenz;

> 250 °C;

(400 MHz, DMSO-dg) § =1.05 — 1.11 (m, 9H, CH,-CH3), 2.66 — 2.78
(m, 6H, CH-CH3), 3.69 — 3.72 (m, 6H, Ser-CH,), 3.83 — 3.85 (m,
3H, CH), 4.34 (s, 6H, CH».NH), 5.43 (s, 3H, OH), 8.20 — 8.21 (m,
9H, CH,-NH3), 8.44 — 8.48 (m, 3H, Amid-NH);

(100 MHz, DMSO-dg) 5 = 16.2 (CH»-CHs), 22.7 (CH,-CH3), 37.4
(CH2-NH), 54.3 (CH-CHy), 60.5 (CH-CH.), 131.5, 143.8 (Aryl-Cy),

166.8 (Cy);

(KBr-pellet) v [cm™] = 3420 (m, br), 3237 (m, br), 2967 (m), 2874
(m), 1671 (s), 1541 (s), 1241 (m), 1031 (m);

(pos. ESI): m/z = 511.3 [M+H™]";

(pos. ESI): m/z = 511.3238 (berechnet fiir CoasH42NeOg + H':
511.3239).
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1,3,5-Tris(5-((S)-1-(ethylcarbamoyl)-2-hydroxyethylcarbamoyl)-

guanidiniocarbonylpyrrol chlorid)-2,4,6-triethylbenzol 18 (Route 2)

HN/R R
R HN"
N
H R\“?%Qp
H
NH
NH
HO o 1. PyBOP, NMM, B /\(K ]
NHsCl | = R DMAP, DMF HO 0
Os_NH
2. TFA, DCM
C24H45CI3N6O6 3. verd. HCI 2 NH
620.01 g/mol _
102 o
+ HN
o e >§I\Ci)H2
00C H,N
® H o HN N c®| -r
Et;NH L =
NHBoc
C18H31N505 C4s5Hs3ClI3N 18012
397.47 g/mol 1154.45 g/mol
35 18

Zu einer Lésung von 102 (62.0 mg, 0.10 mmol) und DMAP (4.00 mg, 0.03 mmol)
in DMF (20 ml) und NMM (1 ml) wurde die Carbonsaure 35 (0.12 g, 0,30 mmol)
gegeben und die Lbésung Uber Nacht geruhrt. Das orangefarbene
Reaktionsgemisch wurde mit Wasser (40 ml) versetzt und der resultierende
Feststoff abfiltriert. Dieser wurde mit MeOH (10 ml) aufgenommen und mit
Diethylether (50 ml) gefallt. Die so erhaltene leicht verunreinigte Zwischenstufe
wurde in DCM (20 ml) und TFA (4 ml) gelost und Uber Nacht geruhrt. Das
Lésemittelgemisch wurde bei vermindertem Druck vom Losemittel befreit und der
leicht gelbe Feststoff saulenchromatographisch (MPLC; RP-18, MeOH/H,O =
100/0 nach 0/100, 0.1 % TFA) gereinigt. So erhielt man 18 als weil’en Feststoff
(59.0 mg, 51.0 mmol, 51 %).
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Smp.

IH-NMR

BC-NMR

MS

HR-MS

184

> 250 °C;

(400MHz, DMSO-dg) 6 =1.09 (s, 9H, CH2-CH3), 2.69 (s, 6H, CH»-
CHs), 3.64 (s, 3H, Ser-CH), 3.88 - 3.89 (m, 6H, 3J = 4.8 Hz, Ser-
CHy), 4.34 (s, 6H, CH,-NH), 6.88 (s, 3H, Pyrrol-CH), 7.45 (s, 3H,
Pyrrol-CH), 7.99 (s, 3H, Amid-NH), 8.50 (bs, 12H, guanidinium-
NHy), 8.74 (s, 3H, Amid-NH), 11.95 (s, 3H, Guanidinium-NH), 12.44
(s, 3H, Pyrrol-NH);

(100MHz, DMSO-dg) 6 = 16.3 (CH2-CH3), 22.6 (CH2-CH3), 37.2
(CH2-NH), 50.1 (Ser-CHy), 67.2 (Ser-CH), 113.0 (Pyrrol-CH), 116.1
(Pyrrol-CH), 125.8 (Pyrrol-Cy), 132.2 (Aryl-Cy), 132.7 (Pyrrol-Cy),
143.5 (Aryl-Cq), 155.6, 159.5, 159.8 (Cy);

(KBr-pellet) v [cm™] = 3326 (s, br), 2965 (m), 1699 (vs), 1648 (s),
1558 (s), 1290 (s), 1251 (s), 1201 (m), 1073 (w), 753 (m);

(pos. ESI): m/z = 1045.5 [M+H']*, 523.2 [M+2H"?*;

(Pos. ESI): m/z = 1045.4712 (berechnet fiir CysHgoN1gO12 + H™:
1045.4711).
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7.5 Synthese von Rezeptor 124

(S)-2-Hydroxybernsteinsaure-1-benzylester 23!"'*

Q 1. TFA,0 Q
HO™ % o 2. BnOH BnO™ 7 "
OH O OH O
C4HeOs C11H120s
134.09 g/mol 238.19 g/mol
109 23

Trifluoressigsdureanhydrid (30 ml) und L-Apfelsdure 109 (10.0g, 75.0 mmol)
wurden bei 0 °C fur 3 h geruhrt und anschlie®end am Rotationsverdampfer bei
vermindertem Druck eingeengt, wobei der Reaktionskolben bei 0°C
(Eisbadtemperatur) gehalten wurde. Der resultierende Feststoff wurde in
Benzylalkohol (50 ml) geldst und Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Der
Uberschuss an Benzylalkohol und die TFA wurden im Vakuum destilliert und man
erhielt 23 (17.9 g, 75.0 mmol, quant.) als farbloses Ol.

IH-NMR (400 MHz, CDCl3) & = 2.81 — 2.94 (m, CHy), 4.55 (dd, 1H, CH),
5.22 (s, 2H, OCH,), 7.35 (m, 5H, Aryl-CH);

3C-NMR (100 MHz, CDCls): § = 38.7 (CHy), 67.5 (CH), 68.3 (OCH,), 128.7,
129.1 (Aryl-CH), 135.2 (Aryl-Cy), 173.4, 176.0 (Cy).
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(S)-((tert-Butyloxycarbonyl)-3-guanidiniocarbonyl)-2-

hydroxypropansaurebenzylester 113

0 HoN NHBoc o
H
BnO” > OH 4+ NH  PyBOP,NMM g o~ N\H/NHBoc
OH O DME OH O NH
C11H120s C17H23N306
238.19 g/mol 365.38 g/mol
23 113

Der Benzylester 23 (0.50g, 2.20 mmol) wurde mit Boc-Guanidin (0.38 g,
2.40 mmol) in NMM (1 ml) in DMF (20 ml) unter Argon vorgelegt und mit PyBOP
(1.26 g, 2.40 mmol) versetzt. Die Losung wurde Uber Nacht gerthrt, mit Wasser
(40 ml) versetzt und anschlieBend mit Diethylether (jeweils dreimal mit 20 ml)
extrahiert. Die vereinigten etherischen Phasen wurden mit Wasser gewaschen
(30 ml), mit Magnesiumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer bei
vermindertem Druck eingeengt. Das resultierende leicht gelbe Ol wurde
saulenchromatographisch (SiO,, Hexan/Ethylacetat/TEA = 1/1/0.01) gereinigt und
man erhielt 113 (0.50 g, 2.80 mmol, 63 %) als farbloses Ol.

Ry 0.29 (SiO2, Hexan/Ethylacetat/TEA = 1/1/0.01);

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & = 1.39 (s, 9H, Boc-CHs), 2.62 — 2.78 (m, 2H,
CHy), 4.46 (dd, 1H, 3J = 6.2 Hz, CH), 5.12 (s, 2H, OCHj), 7.35 (m,
5H, Aryl-CH), 8.72 (bs, 1H, Guanidinium-NH), 8.85 (bs, 1H,
Guanidinium-NH), 10.80 (bs, 1H, Amid-NH);

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg): & = 28.3 (CH3), 41.8 (CH>), 66.2 (CH), 67.2
(OCHy), 84.3 (Boc-Cy) 128.2, 128.4, 128.7 (Aryl-CH), 136.3 (Aryl-
Cq), 158.5, 169.4, 173.1 (Cy).

IR (KBr-pellet) v [cm™] = 3406 (s, br), 3315 (s), 3181 (m, br), 2978 (s),
2934 (m), 1649 (s), 1604 (vs), 1540 (s), 1310 (vs), 1180 (s), 1066
(s), 806 (m);
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MS (pos. ESI): m/z = 314.1 [M-H,O+Na']";
HR-MS (pos. ESI): m/z = 370.13687 (berechnet fiir C47H21N3O5 + Na™:
370.13789).

(R)-2-(Triphenylphosphinimino)-3-(tert-butyloxycarbonyl)-3,4,5,6-tetrahydro-

6-oxopyrimidin-4-carbonsaurebenzylester 120!""!

BnO,C 0

)OWH NHB DIAD. P(Phls BocN.__N

ocC 7

- = 1
“PPhg
C17H23N306 C3s5H34N305P
365.38 g/mol 607.64 g/mol

113 120

Der Benzylester 113 (0.10 g, 0.27 mmol), Triphenylphosphan (0.09 g, 0.32 mmol)
und DIAD (0.07 g, 0.32 mmol) wurden in DCM (20 ml) geldst und Uber Nacht bei
Raumtemperatur gertuhrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit Wasser (1 ml)
hydrolisiert, mit Magnesiumsulfat getrocknet und anschlie®Bend am Rotations-
verdampfer bei vermindertem Druck eingeengt. Der odlige Rickstand wurde
saulenchromatographisch (SiO,, DCM/MTBE/TEA = 9/1/0.1) gereinigt und man
erhielt 120 (0.05 g, 0.15 mmol, 55 %) als weilden, dligen Feststoff.

Ry 0.29 (SiO,, DCM/MTBE/TEA = 9/1/0.01);
Smp. 54 - 58 °C
'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 = 1.45 (s, 9H, Boc-CHs3), 2.86 — 2.97 (m, 2H,

CHy), 4.34 (dd, 1H, ®J = 4.8 Hz, CH), 5.12 (q, 2H, OCH,), 7.26 —
7.30 (m, 5H, Aryl-CH), 7.56 — 7.69 (m, 15 H, P-(CsHs)3 );
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13C-NMR (100 MHz, DMSO-dg): & = 28.2 (CHa3), 35.5 (CH,), 59.7 (CH), 65.9
(OCH,), 82.1 (Boc-Cq), 126.2 — 129.4 (P-(CeHs)s), 128.2, 133.3,
133.4 (Aryl-CH), 136.3 (Aryl-C,), 148.6, 169.6, 170.9, 184.2 (C,).

IR (KBr-pellet) v [cm™] = 3252 (m), 2980 (m), 2940 (w), 1737 (s), 1696
(s), 1524 (s), 1259 (s), 1112 (s), 1051 (m), 722 (m), 542 (m);

MS (pos. ESI): m/z = 630.2 [M+Na']";
HR-MS (pos. ESI): m/z = 630.21367 (berechnet fiir C3sH3sN3Os + Na™:
630.21338).

HCI-Salz von (R)-2-(Triphenylphosphinimino)-hexahydro-6-oxopyrimidin-4-

carbonsaurebenzylester 1169

BnOzC (0] BnOzC (0]
Konz. HCI
BocN.__ N HN NH
11/ EtOH/H,0 (5/1) oo Il
PPh, Cl ™ NH,

C35H34N305P C12H14CIN3O3

607.64 g/mol 283.71 g/mol

120 116

Das Iminophosphoran 120 (0.05 g, 0.08 mmol) wurde in einer Losung aus Ethanol
und Wasser (10 ml, 5/1) geldst und mit 2 Tropfen konz. Salzsaure versetzt. Das
Reaktionsgemisch wurde fur 5h im RuUckfluss erhitzt, auf Raumtemperatur
abgekuhlt und mit DCM (zweimal mit jeweils 10 ml) gewaschen. Die wassrige
Lésung wurde lyophilisiert und man erhielt 116 (21 mg, 0.07 mmol, 92 %) als

weillen Feststoff.
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Smp. 70-74°C

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & = 2.94 — 3.05 (m, 2H, CHy), 4.52 (t, 3 = 4.9
Hz, 1H, CH), 5.11 (s, 2H, OCHy), 7.33 — 7.38 (m, 5H, Aryl-CH), 8.89
(s, 1H, Guanidinium-NH) , 9.05 (s, 1H, Guanidinium-NH) , 9.54 (s,
1H, Guanidinium -NH), 12.33 (brs, 1H, Amid-NH);

13C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): 8 = 34.2 (CH>), 55.3 (CH), 66.3 (OCHy), 128.2
— 128.6 (Aryl-CH), 148.6 (Aryl-Cg), 158.7, 169.5, 174.6 (C,).

IR (KBr-pellet) v [cm™] = 3337 (vs, br), 3031 (s, br), 2688 (w), 1771 (s),
1703 (vs), 1533 (s), 1456 (w), 1218 (s), 750 (m), 694 (m), 653 (m);

MS (pos. ESI): m/z = 248.1 [M+H'T";
HR-MS (neg. ESI): miz = 248.10282 (berechnet fir CioHi3N3Os + H'
248.10297).

(R)-2-(Triphenylphosphinimino)-3-(tert-butyloxycarbonyl)-3,4,5,6-tetrahydro-

6-oxopyrimidin-4-carbonsaure 121

BnO,C (@] HOOC (@]
H,, Pd/C
BocN.__N BocN.__N
\Nr MeOH \Nr
SPPhy “PPh,
C35H34N305P CasH28N305P
607.64 g/mol 517.51 g/mol
120 121

Der Benzylester 120 (0,20 g, 0.33 mmol) wurde in MeOH (20 ml) geldst, mit
10 %iger Pd/C (0.06 g) versetzt und anschlie®Bend 2h bei 50 °C unter
Wasserstoff-Atmosphare geruhrt. Der Katalysator wurde mit Hilfe von Celite
abfiltriert und mit MeOH gewaschen. Das Loésemittel wurde am
Rotationsverdampfer entfernt und man hielt das Produkt 121 (0.17 g, 0.33 mmol,
quant.) als weil3en Feststoff.
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Smp.

IH-NMR

BC.NMR

MS

HR-MS

130 - 134 °C;

(300 MHz, DMSO-ds) & = 1.59 (s, 9H, Boc-CHs), 2.70 — 2.76 (m, 1H,
CH,) , 2.99 — 3.03 (m, 1H, CH,), 4.53 - 4.56 (m, 1H, CH), 7.56 —
7.69 (m, 15 H, P-(CsHs)3);

(75 MHz, DMSO-dg): 5 = 28.5 (CH3), 38.6 (CH,), 61.0 (CH), 82.3
(Boc-Cg), 126.6 — 133.9 (P-(CeHs)s), 148.9, 171.5, 174.5, 187.8 (Cy).

(KBr-pellet) v [cm™] = 2977 (w), 1751 (m), 1707 (m), 1577 (s), 1438
(w), 1364 (m), 1246 (w), 1117 (s), 724 (m), 692 (m), 533 (m);

(pos. ESI): m/z = 5182 [M+H']", 540.2 [M+Na'l’, 518.2
[M-Boc+H™";

(pos. ESI): m/z = 518.18363 (berechnet fiir CogHgN3OsP + H:
518.18448).

HCI-Salz von (4S)-N-((R)-1-carbamoyl-2-methylpropyl)-hexahydro-2-imino-6-

oxopyrimidin-4-carboxamid

o \_/
Os NN NH, \\XAH
Y'Y NH, ' HN.__NH

O Ns HCTU, CI-HOBt, NMM, DMF oo Il

\’/\ P(Ph)s cl NH,
2. konz. HCI, MeOH, reflux
Co2sH2sN305P C10H18CIN5O3
517.51 g/mol 291.73 g/mol
120 124

Zu einer Losung der Carbonsaure 120 (0.10 g, 0.19 mmol) in DCM (20 ml) und
NMM (1 ml) wurden Valinamid (0.06 g, 0.38 mmol), HCTU (0.16 g, 0.38 mmol)
und CI-HOBt (0.07 g, 0.38 mmol) gegeben und die Suspension Uber Nacht
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geruhrt. Die so entstandene Losung wurde mit gesattigter NaHCO3-Lésung
(zweimal mit jeweils 10 ml) und mit gesattigter NaCl-Losung (10 ml) gewaschen
und anschlieRend am Rotationsverdampfer bei vermindertem Druck vom
Losemittel befreit. Das zuruckgebliebene orangene Ol wurde
saulenchromatographisch (SiO,, Gradient DCM/MeOH/TEA = 50/1/0.05 nach
20/1/0.2) gereinigt und man erhielt 124 (0.04 g, 0.14 mmol, 73 %) als weilden
Feststoff.

Rs 0.13 (geschitzte Form; SiO,, DCM/MeOH/TEA = 20/1/0.2);
Smp. 204 - 208 ° C (Zersetzung);

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) & = 0.79 (d, 2H, 3J = 4.0 Hz, CHa), 0.82 (d,
2H, 33 = 4.0 Hz, CH3), 1.88 - 2.01 (m, 1H, CH-CH3), 2.71 - 2.77 (m,
1H, CH,), 2.87 - 2.95 (m, 1H, CH,), 4.04 - 4.10 (m, 1H, CH), (t, 1H,
3J = 4.6 Hz, CH), 7.04 (s, 1H, Amid-NH,), 7.43 (s, 1H, Amid-NH,),
8.11 (d, 1H, 3J = 8.9 Hz, Amid-NH), 8.78 (s, 2H, Guanidin-NH,),
9.42 (s, 1H, Guanidinium-NH), 12.13 (s, 1H, Guanidinium-NH);

13C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): 8 = 18.1, 19.5 (CH3), 19.5 (CHs), 30.5 (CH),
35.0 (CH,), 55.7, 57.7 (CH), 158.4, 168.2, 172.9, 175.3 (Carbonyl
CO);

IR (KBr-pellet) v [cm™] = 3338 (m), 2977 (m), 1702 (s), 1527 (s), 1461
(w), 1362 (m), 1335 (m), 1238 (w), 1118 (m), 693 (m), 533 (m);

MS (pos. ESI): miz = 314.1 [M+H']*;
HR-MS (neg. ESI): m/z = 256.14012 (berechnet fiir CioHi7NsOs + H™
256.14042).
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8 Summary

In the course of this work a multivalent receptor 8 based on guanidiniocarbonyl-
pyrrolcations for the complexation of biologically relevant (poly)-anionic substrates
like citrate, malate or tatrate was synthesised in a four step synthesis with a yield
of 60 %. In addition a new synthesis for the template 6 could be developed, which
provided the triamine in high yields and good purity.

R
“SNH o)

figure 1: Multivalent receptor 8 for the complexation of biologically relevant anions.

Due to the high affinity of receptor 8 for the trimesic acid in DMSO/water mixtures
exact binding constants could not be obtained with nmr binding studies. Therefore
UV binding studies in pure water were performed. In addition to the
polycarboxylates mentioned above three aromatic polycarboxylates and kemps
triacid were investigated. The aim was to show the influence of the different non
covalent interactions on the overal binding constants.

The receptor 8 binds citrate in the presence of a 1000fold excess of NaCl and a
10fold excess of bis-tris buffer with a high binding constant of Kass = 86000 M™ in
water. Therefore 8 shows at least a 100fold higher binding constant than anslyns
receptor 7, that consists of interactions of simple guanidinium cations with citrate.
To the best of my knowledge 8 is hence the most efficient receptor for the binding
of citrate in water reported so far, if receptors on metall- and boronic acid-basis are
neglected. Furthermore receptor 8 shows a high selectivity with a factor of at least
8 for citrate against other biologically relevant dicarboxylates like malate or
tartrate.

With the aid of binding studies and molecular modeling calculations®® could be
determined, which influence the different non covalent interactions have on the
binding constant. It was demonstrated in this way, that flexibility, hydroxy-
functions, n-stacking and symmetry of the substrates have a major influence on
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the binding constant. Especially unpolar interactions and interactions with the
a-hydroxy group seem to play a major role in the binding mode.

With the help of molecular modeling calculations and an additional noesy
experiment, information about the possible complex structure could be obtained.
The high stability of this complex most likely stems from three factors.

1. the superior binding properties of the guanidiniocarbonyl pyrrole cation
relative to simple guanidinium or ammonium cations

2. n-stacking interactions between the two aromatic rings, one electron-rich
the other electron-poor, further stabilize the complex

3. the three binding arms of 8 provide an extensive hydrophobic shielding for
the substrate once it is bound within the inner cavity. Hence, the
microenvironment around the binding sites is more hydrophobic than the
bulk solvent favoring both ion pair interactions and hydrogen bonds. The
majority of the bound guest molecule and therefore also its binding sites are
not accessible by the solvent any more, as can be seen also from the

calculated solvent accessible surface.

According to these results, receptor 8 can be seen as a ‘molecular flytrap’
(figure 1). In the absence of a substrate, the three arms are pointing away from
each other due to their mutual electrostatic repulsion providing a more open form
of the receptor. Upon the binding of the substrate, the three arms close up and
completely surround the guest locking it in place.

) @
@ + QD ".
> =

figure 1: Guest binding by receptor 8 resembles a "molecular flytrap".

In addition to the selective recognition of citrate with receptor 8 a sensor system
with carboxyfluoresceine based on an indicator displacement assay (ida) could be
developed. With this ida it was possible to detect citrate in contrast to other

biologically relevant substrates with the naked eye (figure 2).
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.
VA Q—

it
= @ @

figure 2: Naked-eye detection of acetate, malate and citrate (all 10 mM) with a 1:1 mixture of
receptor 8 and carboxyfluorescein 52 (0.5 mM) in 10 % water/[DMSO. Only citrate is capable to
displace 52 from its complex with 8 thereby restoring its fluorecence.

Furthermore receptor 8 showed high binding constants for anionic sugars. For
glucuronic acid and galacturonic acid good binding constants of Kass ~ 10° M in
70 % DMSO/water (NMR) and Kass ~ 5-10° M in 80 % DMSO/water (UV, pH = 6)
were determined. The glucophosphates showed even higher bindings constants.
For the glucophosphates binding constants of Kass ~ 2-10* M (UV, pH = 4) in
nearly pure water (10 % DMSO) could be obtained. Furthermore the receptor 8
showed good bindings constants for the phosphates at biological pH (7.4). In a
solvent mixture of 70 % DMSO/Water bindings constants of Kass ~ 10* M™ were
measured for the glucophosphates.

It could be demonstrated, that the sugar ring has a significant influence on the
binding constants (comparison of methylphosphate 16 with the glucophosphates
13-15 factor > 2) as well as the diverse epimers are bound differently by the
receptor 8 (comparison of the two uronic acids 11 and 12 factor > 3).

Possible explanations for the different bindings constants of the sugars could be
obtained with the aid of molecular modeling calculations.

In addition to receptor 8 two other receptors 17 and 18 were synthesised, which

could allow a recognition of pure sugars due to their bigger cavity and more
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H-bonding motifs. These receptors could be obtained via a 4 step synthesis
starting from the template 6, the amino acids 19 and 20 and the binding motif 9
with yields of 42 % for 17 and 35 % for 18.

R R—
C LA LL S 4 a2
N 2 2
(0] NH (0]
R

—N
R N 17

Py
l
P4
=
o
Py

figure 2: Receptors 17 and 18 for the complexation of (anionic) sugars.

For both receptors preliminary binding studies were performed. UV-binding studies
with receptors 17 and 18 showed a complexation of the anionic sugars. However
no exact bindings constants could be determined due to too small changes in the
absorbance during the complexation. NMR binding studies showed comparable
binding constants for the uronic acids for receptor 18 as for receptor 8.

In another project a synthesis for a new chiral acylguanidinium headgroup was
developed for the enantioselective complexation of small peptides and amino
acids. Starting from malic acid 109 the protected cyclic acylguanidine 121 was
synthesised over 4 steps with a good yield of 35 %.

5 0 ~ o
HO éH I N Homo _ ’ NH, OBocN _N )
109 35 % 121 PP, wN/
(Gber 4 Stufen) 12 T

figure 3: Synthesis of the cyclic acylguanidine 121 starting from 109 over four steps and synthesis of
receptor 124.

With this new binding motif and valinamide receptor 124 was synthesised and
preliminary binding studies were performed. Receptor 124 showed a three times
higher binding constant (Kass =5200 M™) for alaninecarboxylate in 60 %
DMSO/water than the guanidiniocarbonypyrrol-receptor 45 (Kass = 1610 M™Y.
Even in 70 % water/DMSO the receptor still showed a binding constant of
Kass = 436 M™. Furthermore the receptor discriminated between different amino
acids. In this way the aliphatic amino acids valine and alanine are bound better
195



8 Summary

with binding constants of Kass = 400-500 M than the aromatic ones phenylalanine
and tryptophane with Kass = 300-400 M. This could mean, that the steric demand
of the amino acids has a major influence on the binding constants. Furthermore
the D-amino acids were bound slightly better than the L-amino acids. The
difference between the binding constants was only 20 % for the aliphatic amino
acids, but increased for the aromatic ones to 50 %. This proves the hypothesis,
that the steric demand has an influence on the binding mode.

In this way could it be shown, that the new cyclic acylguanidine binding motif
allows an effective and partially selective complexation of different (enantiomeric)
amino acids in polar solvent mixtures. The use of this binding motif in a
combinatorial approach for the enantioselective complexation of small peptides

seems to be very promising.
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9.2 Abkirzungverzeichnis

€ Molarer Absorptionskoeffizient
A Wellenlange

) Chemische Verschiebung

ul Microliter

°C Grad Celsius

Abb. Abbildung

Abs Absorption

Ac Acetyl

Ala Alanin

Binap 2,2'-bis(diphenylphosphino)-1,1'-binaphthyl

Boc tert-Butyloxycarbonyl
Bn Benzyl

bzw. beziehungsweise

c Konzentration

ca. Zirka

CBS Carboxylat-Bindungsstelle

CF Carboxyfluorescein

cis Complexation induced shift
cm Zentimeter

d Tage

d.h. Das heil3t

DC Dunnschichtchromatographie

DCM Dichlormethan

DMAP  4-N,N-Dimethylaminopyridin
DMF N,N-Dimethylformamid
DMSO  Dimethylsulfoxid

EE Ethylacetat

ESI Elektrosprayionisation
Et Ethyl

et al. et alera = und andere
g Gramm
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ges. gesattigt
Gly Glycin
h Stunden

HOAc Eisessig

HOBt 1-Hydroxybenzotriazol

HPLC Hochdruckflissigkeitschromatographie
HR-MS Hochaufldsende Massenspektrometrie

Hz Hertz

[ iSO

ida Indicator displacement assay
IR Infrarotspektroskopie
Kass Assoziationskonstante
Kpiss Dissoziationskonstante
Konz. konzentriert

I Liter

M Molar oder Molmasse
m/z Masse pro Ladung

Me Methyl

MHz Megahertz

min Minuten

mi Milliliter

mm Millimeter

mM Millimolar

MS Massenspektrometrie
N Normal

nm nanometer

NMM N-Methylmorpholin

NMR Kernresonanzspektroskopie
O Ortho

OAc Acetat

p para

Phe Phenylalanin

ppm Teile pro Millionen

PyBOP 1-Benzotriazolyloxytripyrrolidino-phosphoniumhexafluorophosphat
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QSAR

Ry

RP
RS
RT

Ser
SiO;
Smp.
Tab.
Tea
TFA
THF
Trp
uv
Val
z.B.

Quantitative Structure Activaty Relationships
Rezeptor

Allgemeiner Rest

Retentionsfaktor

Reversed Phase

Komplex aus Rezeptor und Substrat
Raumtemperatur

Substrat

Serin

Silicagel

Schmelzpunkt

Tabelle

Triethylamin

Trifluoressigsaure

Tetrahydrofuran

Tryptophan

Ultraviolett

Valin

Zum Bespiel
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9.3 Messdaten

NMR-Titrationen

Bei den NMR-Titrationen wurden Stammlésungen des Substrats (oder des
Rezeptors) zu einer Losung des Rezeptors (oder des Substrats) im NMR-
Rohrchen gegeben. Die Konzentrationen der verschiedenen Substrate und der
Rezeptoren sowie die Gegenionen und die Ldsemittel sind in den jeweiligen
Kapiteln angegeben. Soweit nicht anders angegeben ist das Gegenion bei allen
Rezeptoren Chlorid. Bei wassrigen Mischungen wurden die Messungen mit
Wasserunterdriickung aufgenommen. Die Fehler bei der Bestimmung der

Bindungskonstanten wurden auf + 10 % abgeschatzt.

UV- und Fluoreszenz-Titrationen

Bei den optischen Methoden wurden Stammlésungen des Substrats zu einer
Losung des Rezeptors (2 ml) in der Kivette gegeben. Die Konzentrationen der
verschiedenen Substrate und der Rezeptoren sowie die Gegenionen und die
Losemittel sind in den jeweiligen Kapiteln angegeben. Soweit nicht anders
angegeben ist das Gegenion bei allen Rezeptoren Chlorid. Die Substrate wurden,
wenn nicht anders angegeben als protonierte Sauren eingesetzt. Die Verdinnung
des Rezeptors sowie gegebenenfalls die Absorption der Substrate wurden bei der
Auswertung  bertcksichtigt. Die Fehler bei der Bestimmung der

Bindungskonstanten wurden auf + 20 % abgeschatzt.
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9.3.1 Rezeptor 8 gegen Polycarboxylate

NMR-Titration: Rezeptor 8 (1 mM) gegen Trimesinsaure 10 (10 mM, NMey-Salz)

in 10 % Wasser/DMSO.

Ag. 10 | & Amid-NH | & Pyrrol-CH | & Pyrrol-CH
0,000 8,4060 7,2429 6,8970
0,250 8,3647 7,0212 6,8419
0,500 8,3187 6,8159 6,7896
0,750 8,2913 6,6760 6,7520
1,000 8,2927 6,6077 6,7374
1,250 8,2986 6,5833 6,7330
1,500 8,3044 6,5756 6,7316
2,000 8,3106 6,5661 6,7275
2,500 8,3187 6,5606 6,7250
3,000 - 6,5588 6,7235
3,500 - 6,5570 6,7213
4,000 - 6,5562 6,7202
4,500 - 6,5570 6,7210
5,000 - 6,5555 6,7188
7,000 - 6,6357 6,7993
10,000 - 6,5559 6,7170

UV-Titration: Verdinnungsreihe Rezeptor 8 in 100 % Wasser (pH = 6.3) bei A =

300 nm.

c(8) [10™ M] Abs c(8) [10™ M] Abs
1,51 0,760 1,01 0,543
1,46 0,714 0,98 0,518
1,41 0,714 0,96 0,511
1,37 0,683 0,94 0,503
1,33 0,673 0,92 0,496
1,29 0,657 0,91 0,493
1,26 0,654 0,89 0,471
1,22 0,631 0,87 0,462
1,19 0,604 0,85 0,457
1,16 0,601 0,84 0,449
1,13 0,595 0,82 0,442
1,10 0,581 0,81 0,437
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1,08 0,575 0,79 0,420
1,05 0,568 0,78 0,416
1,03 0,557 0,77 0,408

UV- und Fluoreszenz-Titrationen: Rezeptor 8 (1.2:10° M) gegen Trimesins&ure
10 und Citrat 1 (beide 2-10* M) in 100 % Wasser (pH = 6.3) bei A = 300 nm (UV)
und A = 335 nm (F).

uvil uv 10 F1 F 10
Ag. Abs Ag. Abs Ag. AU Ag. AU
0,00 0,740 | 0,00 0,803 0,00 202,7| 0,00 227,3
0,08 0,702 | 0,08 0,775 0,08 194,7 | 0,08 2184
0,16 0,671|0,17 0,752 |0,17 191,6 | 0,17 211,2
0,23 0,655|0,25 0,729 | 0,25 184,7 | 0,25 203,6
0,31 0,636 0,33 0,717 | 0,33 180,9 | 0,33 195,2
0,39 0,607 | 042 0,689 |042 1743|042 1845
0,47 0,585|0,50 0,669 | 050 171,3|0,50 179,0
0,54 0,566 | 0,58 0,651 0,58 166,3|0,58 170,8
0,62 0,542 |0,67 0,623 | 0,67 161,9 | 0,67 161,3
0,70 0,532 0,75 0,602 | 0,75 157,2| 0,75 156,1
0,78 0,517)0,83 0,588 | 0,83 153,1| 0,83 152,7
0,85 0,504 092 0585|092 1494 |0,92 1489
0,93 0,491 | 1,00 0,568 | 1,00 145,7 | 1,00 1428
1,01 0,480 (108 0,537 1,08 143,1|1,08 1409
1,09 0466 | 1,17 0,542 | 1,17 139,7|1,17 1393
1,16 0451 |1,25 0532|125 138,2| 1,25 137,7
1,24 0,445 1,33 0525|1442 134,6 | 1,33 136,2
1,32 0434|150 0515|158 130,3|1,42 131,8
1,40 0,428 | 1,67 0507 | 1,75 1265|150 127,1
1,47 0411183 0,502 | 192 120,7|158 1221
1,55 0,406 | 2,00 0,488 | 2,08 118,8 | 1,67 118,8
1,71 0,397 | 2,17 0,482 | 2,25 1151 | 1,75 115,6
1,86 0,386|233 0473|242 111,2|1,83 113,8
2,02 0,373|250 0,463 |258 108,7| 192 110,1
2,17 0,365 | 292 0,447 | 2,75 107,7 | 2,00 107,9
2,33 0,353 | 3,33 0,432 292 104,4| 2,08 104,5
2,48 0,344 | 3,75 0,417 | 3,33 100,7 | 2,17 102,8
2,64 0,332 |4,17 0400 | 3,75 979 |225 1011
2,79 0,325 | 5,00 0,382 | 4,17 953 |2,33 99,5
295 0,318 | 583 0,366 | 5,00 91,1 | 2,50 97,5

208



9 Anhang

3,10 0,315 6,67 0,353 | 583 88,6 |2,67 96,7
3,49 0,306 | 7,50 0,339 | 6,67 84,7 | 2,83 96,1
3,88 0,299 | 833 0,324 | 7,50 81,6 | 3,25 94,2

4,26 0,290 833 78,3 | 4,08 904
4,65 0,281 4,92 86,3
543 0,272 575 83,3
6,20 0,262 6,58 80,5
6,98 0,252 742 77,8
7,75 0,244 8,25 76,2

UV-Titrationen: Rezeptor 8 (1.2-10° M) gegen Phthalsaure 80, i-Phthalsaure 81,
Terephthalsaure 82, Weinsédure 2 und Apfelsdure 3 (alle 2:10* M) in 100 %
Wasser (pH = 6.3) bei A = 300 nm.

80 81 82 2 3
Ag. Abs Ag. Abs Agq. Abs Ag. Abs Ag. Abs
0,00 0,761 0,00 0,708 | 0,00 0,618 | 0,00 0,720 | 0,00 0,771
0,08 0,732 |0,08 0,677 | 0,08 0,595|0,08 0,702 | 0,01 0,740
0,17 0,726 | 0,17 0,660 | 0,17 0,580 0,17 0,687 | 0,02 0,728
0,25 0,723 |0,25 0,656 | 0,25 0,570 | 0,25 0,677 | 0,02 0,724
0,33 0,716 | 0,33 0,650 | 0,33 0,561 | 0,33 0,669 | 0,03 0,720
0,42 0,709 | 0,42 0,644 | 0,42 0,556 | 0,42 0,661 | 0,04 0,712
0,50 0,705| 0,50 0,638 | 0,50 0,549 | 0,50 0,656 | 0,05 0,708
0,58 0,701|0,58 0,635|0,58 0,542 | 0,558 0,649 | 0,06 0,703
0,67 0,69 | 0,67 0,632 | 0,67 0,533 |0,67 0,638 | 0,07 0,699
0,75 0,689 0,75 0,625 0,75 0,525|0,75 0,633 | 0,07 0,694
0,83 0,686 0,83 0,619 0,83 0,517 0,83 0,625 | 0,08 0,693
0,92 0,684 |092 0,612 0,92 0,514 | 0,92 0,618 | 0,09 0,690
1,08 0,680 1,00 0,607 |1,00 0506|100 0,613 | 0,20 0,684
1,25 0,669 | 1,08 0,603 |1,08 0502|108 0,606 | 0,21 0,679
1,42 0,659 | 1,17 0,597 | 1,17 0,498 | 1,17 0,602 | 0,22 0,675
1,58 0653|125 0,588 |1,25 0493|125 0,601 |0,13 0,673
1,75 0,645)1,33 0,583 |1,33 0,486 | 1,33 0,590 | 0,13 0,667
1,92 0,637 |150 0577|142 0481|142 0,585 |0,14 0,662
2,08 0,628 |167 0568|150 0478|150 0,579 0,15 0,658
250 0613|183 0560|158 0,475|158 0,572 0,16 0,655
292 0599|200 0554|167 0472|167 0,567 0,17 0,652
3,33 0587|217 0545|183 0,468 | 1,83 0,557 0,18 0,641
3,75 0576|233 0538|200 0,463 |2,00 0,550|0,20 0,634
4,17 0,562 | 250 0,531 2,17 0,455 | 2,17 0,545 0,22 0,627
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4,58 0,551 | 2,67 0525|233 0452|233 0,535]|0,23 0,618
500 0541|283 0,522 | 2,50 0,444 |250 0,528 0,25 0,613
583 0,519 | 3,00 0,516 | 2,67 0,437 | 2,67 0,522 |0,29 0,601
6,67 0,504 | 3,17 0,509 |283 0431|283 0,513|0,33 0,587
7,50 0,486 | 3,33 0,505| 3,00 0,428 | 3,00 0,507 | 0,38 0,573
8,33 0,473 | 3,75 0,494 | 3,17 0,424 | 3,17 0,502 | 0,42 0,559
4,17 0,480 | 3,33 0,421 | 3,33 0,494 | 0,50 0,540
458 0,470 | 3,75 0,408 | 3,75 0,481 | 0,58 0,520
500 0,459 |4,17 0,400 | 4,17 0,468 | 0,67 0,502
583 0,449 | 458 0,390 | 458 0,456 | 0,75 0,484
6,67 0,432 | 5,00 0,383 |5,00 0,445 | 0,83 0,469
750 0,417 |583 0,364 |542 0,434
8,33 0,403 | 6,67 0,352 | 5,83 0,426
7,50 0,340 | 6,25 0,418
8,33 0,329 | 6,67 0,407
7,08 0,399
7,50 0,389
7,92 0,381
8,33 0,376

UV-Titrationen: Rezeptor 8 (1.2:10° M) gegen Citronenséure 1, Trimesinsaure
10, Kemp'sche Trisaure 83, Phthalséaure 80, i-Phthalsdure 81, Terephthalsaure 82,
Weinsaure 2 und Apfelsaure 3 (alle 2-:10* M) in 100 % Wasser mit Bis-Tris-Puffer
(2 mM, pH = 6.3) und NaCl (10 mM) bei A = 300 nm.

Ag. (X) | Abs (83) Abs (10) Abs (1) Abs(3) Abs(2) Abs(8l) Abs (80) Abs (82)
0,00 | 0,770 0,756 0,755 0,784 0,772 0,763 0,768 0,770
0,08 | 0748 0,736 0,746 0,760 0,756 0,746 0,751 0,752
017 | 0,738 0727 0739 0750 0,750 0,736 0,740 0,746
025 | 0733 0719 0729 0742 0742 0729 0742 0,736
033 | 0725 0709 0,722 0,732 0741 0721 0730 0,732
042 | 0715 0708 0,718 0734 0735 0718 0725 0,726
0,50 | 0,708 0,699 0,710 0,726 - 0,712 0,717 0,720
058 | 0,700 0692 0,704 0718 0725 0,705 0,710 0,713
0,67 | 0696 0683 0698 0714 0718 0702 0,704 0,706
075 | 0691 0679 0689 0711 0714 0696 0,702 0,701
083 | 0685 0670 0683 0702 0712 0686 0694 0,696
092 | 0680 0666 0678 0699 0705 0683 0689 0,691
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1,00
1,08
1,17
1,33
1,50
1,67
1,83
2,00
2,17
2,33
2,50
2,92
3,33
3,75
4,17
4,58
5,00
5,83
6,67
7,50
8,33

0,675
0,667
0,660
0,652
0,642
0,631
0,623
0,618
0,606
0,596
0,585
0,572
0,559
0,549
0,533
0,523
0,507
0,491
0,469
0,455
0,446

0,660
0,656
0,651
0,638
0,630
0,620
0,613
0,606
0,599
0,586
0,580
0,563
0,550
0,534
0,525
0,509
0,494
0,476
0,460
0,444
0,430

0,671
0,664
0,657
0,648
0,638
0,629
0,618
0,608
0,599
0,593
0,584
0,566
0,551
0,540
0,524
0,513
0,505
0,483
0,467
0,449
0,433

0,693
0,687
0,680
0,671
0,660
0,657
0,648
0,640
0,630
0,624
0,615
0,599
0,587
0,577
0,563
0,551
0,540
0,524
0,504
0,485
0,472

0,698
0,695
0,690
0,679
0,671
0,660
0,653
0,646
0,641
0,635
0,625
0,608
0,601
0,586
0,573
0,562
0,551
0,528
0,512
0,494
0,480

0,675
0,671
0,665
0,656
0,650
0,641
0,633
0,623
0,616
0,608
0,599
0,585
0,571
0,557
0,547
0,535
0,522
0,502
0,486
0,468
0,456

0,679
0,676
0,670
0,662
0,656
0,648
0,638
0,633
0,626
0,618
0,612
0,598
0,586
0,574
0,559
0,548
0,537
0,521
0,500
0,486
0,472

0,686
0,683
0,675
0,663
0,656
0,647
0,640
0,630
0,626
0,614
0,608
0,594
0,581
0,567
0,554
0,538
0,529
0,512
0,497
0,481
0,463

Fluoreszenz-Titrationen: Rezeptor 8 (1.2:10° M) gegen CF 52 (2:10* M) in 100
% Wasser mit Bis-Tris-Puffer (2 mM, pH = 6.3) und NaCl (10 mM) bei A = 300 nm.

Aq.52 AU
0,00 170,1
0,08 1432
0,17 1251
0,33 1019
0,50 86,1
067 744
0,83 63,2
1,00 553
1,17 484
1,50 40,9
1,83 36,3
2,17 315
250 285
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3,33 23,6
4,17 19,9
5,83 14,5
8,33 10,9

9.3.2 Rezeptor 8 gegen anionische Zucker

NMR-Titrationen: Rezeptor 8 (1.7 mM) gegen Glucuronsadure 11 (20 mM,
Na-Salz) und Rezeptor 8 (0.5 mM) gegen Galacturonsaure 12 (7 mM, Na-Salz) in
30 % Wasser/DMSO.

11 12

Ag. & (Pyrrol-CH) Aqg. & (Pyrrol-CH)
0,0 7,00 0,00 6,915
0,5 6,93 0,50 6,883
1,0 6,87 1,00 6,869
1,5 6,82 1,50 6,859
2,0 6,80 1,99 6,853
2,5 6,79 2,49 6,847
3,0 6,79 2,99 6,841
3,5 6,78 3,99 6,833
4,0 6,78 4,99 6,827
5,0 6,74 6,98 6,808
6,0 6,73 8,98 6,801
8,0 6,72 11,97 6,797
10,0 6,70 14,96 6,795
14,0 6,69

20,0 6,69

24,0 6,67
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UV-Titrationen: Rezeptor 8 (2.66-10° M) gegen Glucuronsdure 11 und
Galacturonsaure 12 (beide 1 mM) in 80 % DMSO/Wasser mit Bis-Tris-Puffer (10
mM, pH = 6.0) bei A = 300 nm.

Aq, X | Abs (11) | Abs (12)
0,00 2,148 2,123
0,19 2,115 2,090
0,38 2,095 2,074
0,56 2,076 2,066
0,75 2,069 2,051
0,94 2,046 2,038
1,13 2,027 2,027
1,50 2,015 2,000
1,88 1,983 1,964
2,26 1,973 1,935
2,63 1,944 1,913
3,01 1,923 1,894
3,38 1,897 1,864
3,76 1,880 1,839
4,70 1,819 1,790
5,64 1,780 1,736
6,58 1,731 1,694
7,52 1,689 1,658
9,40 1,607 1,582
11,28 1,536 1,508

NMR-Titrationen: Rezeptor 8 (0.5 mM) gegen Glucosephosphat 13,
Galactosephosphat 15 und Methylphosphat 16 (alle 20 mM, Na-Salz) in 90 %
Wasser/DMSO.

16 13 15
Agq. &Pyrrol-CH | Agq. & Pyrrol-CH | Ag. & Pyrrol-CH
0,0 6,928 0,0 6,929 0,0 6,927
0,5 6,917 0,5 6,926 0,5 6,922
1,0 6,879 1,0 6,914 1,0 6,899
2,0 6,784 1,5 6,883 2,0 6,830
3,0 6,733 2,0 6,848 3,0 6,781
4,0 6,700 2,5 6,816 4,0 6,748
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5,0 6,686 3,0 6,793 50 6,728
6,0 6,676 3,5 6,774 6,0 6,714
8,0 6,664 4,0 6,759 8,0 6,695
10,0 6,658 50 6,739 10,0 6,684
13,0 6,652 6,0 6,724 13,0 6,674
16,0 6,648 8,0 6,704 16,0 6,667
20,0 6,646 10,0 6,692 20,0 6,661

14,0 6,678
18,0 6,669
26,0 6,660

UV-Titrationen: Rezeptor 8 (2-:10° M) gegen Glucosephosphat 13,
Mannosephosphat 14, Galactosephosphat 15 und Methylphosphat 16 (alle
2-10"* M, Na-Salz) in 90 % Wasser/DMSO mit Acetat Puffer (4 mM, pH = 4.0) bei A
=300 nm.

Aq (X) [ Abs (8) Abs (13) Abs (15) Abs (14)
0 1,352 1,368 1,371 1,367
025 | 1,317 1,324 1,330 1,328
05 | 1,281 1,285 1,288 1,287
075 | 1,248 1,252 1257 1,259
1 1,218 1218 1,225 17224
125 | 1,186 1,187 1,191 1,193
15 | 1,158 1,160 1,165 1,167
1,75 | 1,132 1,135 1,137 1,138
2 1,106 1,108 1,114 1,115
225 | 1,085 1,081 1,088 1,091
25 | 1,060 1,060 1,066 1,068
2,75 | 1,039 1,034 1042 1,044
3 1,020 1,015 1,021 1,026
325 | 0,998 0,996 1,002 1,005
35 | 0979 0975 0981 0,985
3,75 | 0,962 0,960 0,962 0,964
4 | 0941 0939 0945 0,945
425 | 0,925 0,922 0927 0,928
45 | 0907 0906 0911 0,911
475 | 0,891 0,890 0,894 0,895
5 0,876 0874 0879 0,881
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UV-Titrationen:

5,25
55
5,75

0,860 0,859 0,863 0,866
0,847 0,844 0,848 0,850
0,834 0,831 0,834 0,835
0,820 0,817 0,820 0,821

Rezeptor 8 (2.5 10° M) gegen Glucosephosphat

13,

Mannosephosphat 14, Galactosephosphat 15 und Methylphosphat 16 (alle
510" M, Na-Salz) in 30 % Wasser/DMSO mit Hepes Puffer (10 mM, pH = 7.4) bei

A =300 nm.

Ag. (X)

Abs (15) Abs (13) Abs (14) Abs (16)

0,2

0,4

0,6

0,8

1,2

1,4

1,6

1.8

2,5

3,5

4,5

55

6,5

7,5

8,5

9,5
10

1,245 1,136 1,140 1,136
1,227 1,120 1,124 1,119
1,212 1,106 1,108 1,107
1,198 1,090 1,098 1,096
1,187 1,082 1,086 1,079
1,174 1,069 1,070 1,072
1,161 1,060 1,062 1,060
1,147 1,048 1,049 1,053
1,136 1,036 1,039 1,037
1,123 1,027 1,029 1,027
1,114 1,018 1,020 1,017
1,086 0,990 0,994 0,993
1,062 0,967 0,972 0,970
1,039 0,946 0,951 0,948
1,013 0,924 0,930 0,927
0,993 0,905 0,912 0,906
0,972 0,883 0,889 0,886
0,951 0,866 0,872 0,867
0,932 0,848 0,852 0,848
0,914 0,832 0,834 0,834
0,895 0,818 0,819 0,819
0,877 0,799 0,802 0,800
0,860 0,792 0,786 0,783
0,845 0,771 0,772 0,770
0,831 0,753 0,760 0,754
0,817 0,741 0,741
0,801 0,723 0,726
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9.3.3 Rezeptor 18 gegen (anionische) Zucker

NMR-Titrationen:

Rezeptor

18 (1 mM) gegen Glucuronsdure 11 und

Galacturonsaure 12 (beide 20 mM, Na-Salz) in 30 % Wasser/DMSO.

3 11 12
Ag.
3 (Amid-NH) & (Amid-NH)

0,0 7,933 7,934
0,5 7,919 7,919
1,0 7,906 7,905
1,5 7,894 7,891
2,0 7,888 7,883
2,5 7,884 7,875
3,0 7,878 7,871
4,0 7,875 7,865
5,0 7,870 7,862
6,0 7,867 7,860
7,0 7,865 7,857
9,0 7,862 7,855
11,0 7,864 7,853
13,0 7,858 7,852
16,0 7,857 7,851
20,0 7,856 7,850
24,0 7,855 7,849

NMR-Titrationen: Rezeptor 18 (10 mM) gegen Glucose 105 (20 M) in 100 %

DMSO.

216

Aq. 105 & (Amid-NH)

11,912

11,873
10 11,840
15 11,808
20 11,780
30 11,727
40 11,686
50 11,643
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60 11,607
80 11,551
100 11,502
120 11,457
160 11,395
200 11,344
300 11,258
400 11,222

9.3.4 Rezeptor 124 gegen Aminosauren

NMR-Titrationen: Ac-L-Ala 18 (1 mM, Na-Salz) gegen Rezeptor 124 (5 mM) in 60

% DMSO/D,0.

Ag. 124 5 (Ala-CH)

0,0 1,126
0,5 1,161
1,0 1,189
15 1,207
2,0 1,215
2,5 1,219
3,0 1,222
4,0 1,225
50 1,226
6,0 1,227
7,0 1,229
8,0 1,230
9,0 1,229
10,0 1,229
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NMR-Titrationen: Verschiedene Aminosauren und Acetat (1 mM, Na-Salz) gegen
Rezeptor 124 (10 mM) in 30 % DMSO/Wasser.

Aq. 5

Acetat  (CHjs)

0,000 1,6970
1,000 1,8314
1,500 1,8522
2,000 1,8639
3,000 1,8756
4,000 1,8807
5,000 1,8840
7,000 1,8873
9,000 1,8906

13,000 1,8902

Aqg. L-Ala D-Ala L-val D-Val L-Phe D-Phe L-Trp D-Trp
Amino- ] ) ) ) ) ) ) 3
sauren | (CHz) (CHsz) (Amid) (Amid) (Amid) (Amid) (Amid) Amid)

0,0 1,131 1,131 7,399 7,398 7,483 7,485 7,395 7,392
1,0 1,157 1,162 7,613 7,586 7,635 7,598 7,570 7,579
2,0 1,171 1,1ve 7,698 7,714 7,715 7,670 7,703 7,726
3,0 1,279 1,183 7,751 7,799 7,766 7,749 7,796 7,818
4,0 1,186 1,189 7,785 7,860 7,801 7,795 7,866 7,890
50 1,190 1,193 7,811 7,903 7,829 7,828 7,919 7,941
6,0 1,193 1,196 7,831 7,934 7,850 7,851 7,960 7,974
8,0 1,198 1,200 7,859 7970 7,881 7,870 8,016 8,032
10,0 |1,201 1,202 7,874 7995 7904 7,895 8,053 8,066
120 |1,204 1,204 7,890 8,010 7918 7,913 8,077 8,088
16,0 |1,207 1,206 7,908 8,035 7,938 7,934 8,108 8,112
200 | 1,208 1,208 7,915 8,047 7,953 7,951 8,125 8,128
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