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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

In der heutigen Zeit verwischen zunehmend die Grenzen der klassischen Naturwissen-
schaften, wie der Biologie, Chemie und Physik, und in den Randgebieten entstehen neue
Forschungsfelder. So beschéftigt sich die bioorganische Chemie neben der organischen
Synthese von biologisch relevanten Substanzen, z. B. Naturstoffen, biomimetischen Substan-
zen und kiinstlichen Rezeptoren, auch mit deren Funktionsweise in biologischen Systemen.
Dabei geht es nicht allein um die Erforschung und Optimierung bestehender biologischer
Systeme, sondern auch um das Auffinden neuer Leitstrukturen in der Wirt-Gast-Chemie auf
molekularer Ebene. Um in biologische Prozesse verdndernd eingreifen zu konnen, muss man
deren Ablédufe kennen und die Auswirkungen der verschiedenen Einfliisse verstehen, und hier
vor allem den Prozess der Molekularen Erkennung. Sie ist ein in der bioorganischen Chemie
ubiquitires Grundprinzip und steht im Zentrum jeder selektiven Bindung eines Substrates an
einen Rezeptor. Die Erkennung beruht dabei auf komplementiren Eigenschaften der beiden
Partner, wie zum Beispiel sterische oder elektronische Parameter, und wird durch das
Zusammenspiel sowohl attraktiver als auch repulsiver nichtkovalenter Wechselwirkungen!"

bestimmt.

Eine fundamentale Bedeutung besitzt die Molekulare Erkennung in der Biochemie und
pharmazeutisch-medizinischen Chemie. Durch Verstehen des Zusammenspiels von Rezep-
toren und Substraten konnen neue Konzepte in der Wirkstoffforschung entwickelt und aktive
Molekiilstrukturen gefunden werden. Hierbei kann die Molekulare Erkennung nicht nur zur
selektiven Bindung von Substraten fiihren, sondern auch deren Transport, Assoziation oder
katalytische Verdnderung bewirken. Dafiir ist aber eine genaue Kenntnis der unterschied-
lichen Einfliisse der verschiedenen Parameter wie beispielsweise Konzentration, Lésemittel,
Temperatur und Anwesenheit konkurrierender Substrate auf die Molekulare Erkennung notig.
Die natiirlichen Vorbilder sind aber oft zu komplex und die meisten Substanzen zu schwierig
zu isolieren oder zu synthetisieren, um Untersuchungen an diesen durchzufiihren. Unter
physiologischen Bedingungen ist die Molekulare Erkennung ein komplexes Zusammenspiel

einer Vielzahl von verschiedenen Molekiilen, einschlieBlich des umgebenden Mediums. Denn
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prinzipiell wechselwirkt in Lsung jedes Molekiil mit jedem.” Alle Einfliisse konnen somit
im Labor nicht gleichzeitig beriicksichtigt und analysiert werden, da es unmoglich ist, in
einem derart komplexen physiologischen System alle einzelnen Beitrige zu quantifizieren.
Vielmehr miissen Modellsysteme entwickelt werden, an denen Untersuchungen durchgefiihrt
und einzelne Fragestellungen behandelt werden konnen. Dadurch wird es moglich, Aus-
schnitte des Komplexierungsvorgangs zu beleuchten und die vielschichtigen Zusammenhénge
zu erforschen. Beispielsweise kann eine Rezeptor-Substrat-Komplexierung im lebenden
Organismus (in vivo) aufgrund der Vielzahl von beeinflussenden unbekannten Parametern
niemals exakt vorhergesagt werden, wohl aber durch das Bestimmen von Bindungskonstanten
in wiéssrigem Medium oder unter physiologischen Bedingungen (in vitro) meist in guter
Ubereinstimmung abgeschiitzt werden. Diese Modellsysteme konnen beispielsweise kleine
kiinstliche Rezeptormolekiile sein. Anhand derer kann man in wiéssriger Losung Wechselwir-
kungen und Einfliisse zwischen Rezeptor und Substrat studieren, um Erkenntnisse fiir das

System als Ganzes zu erhalten.

Die in unserem Arbeitskreis entwickelten kationischen Verbindungen stellen Rezeptoren fiir
die Komplexierung von Carboxylaten oder anderer Oxo-Anionen dar. In der Natur sind fiir
die Erkennung sauerstoffreicher Strukturen meist Enzyme verantwortlich, die dazu
kationische Aminosiuren wie Arginin oder Lysin enthalten.”’ Im Allgemeinen sind einzelne
nichtkovalente Wechselwirkungen in Wasser nicht sehr stark. Enzyme umgehen dieses
Problem dadurch, dass die Molekulare Erkennung meist in einer weniger polaren
Mikroumgebung, z. B. in einer hydrophoben Kavitit, stattfindet.

Fiir die effektive Komplexierung von Oxo-Anionen hat Schmuck ein Guanidiniocarbonyl-
pyrrol-Kation-Motiv entwickelt, das zusitzlich zum Ionenpaar noch durch Wasserstoft-
briickenbindungen die Komplexstabilitit erhoht und durch Préorganisation die Entropie
positiv beeinflusst. Zusétzlich besitzen die Rezeptoren in variable Peptidkette, die es
ermdglicht, weitere Ladungen in die Rezeptoren einzubringen, um polare oder ionische
Wechselwirkungen zu nutzen. Andererseits konnen auch attraktive m- oder hydrophobe
Wechselwirkungen durch ausgedehnte aromatische Systeme aufgebaut werden. Auf diese
Weise konnen Rezeptoren fiir die Komplexierung bestimmter Substrate optimiert werden. Mit
dem Guanidiniocarbonylpyrrol-Bindungsmotiv wurden bereits effektive Rezeptoren und
Sensoren fiir Biomolekiille wie Aminosiurecarboxylate und kurze C-terminale Peptide

{4-9]

entwickel sowie Nanomaterialien (z. B. Vesikel) durch Selbstassoziation von definierten

10, 11

Monomeren auf Basis von komplementiren Zwitterionen erforscht.! ' Auch konnten
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effektive, metallfreie, oktapeptidische Katalysatoren zur Phosphoresterspaltung in Wasser
synthetisiert werden.!' Mit der Klasse der Guanidiniocarbonylpyrrole von Schmuck wird ein
breites Forschungsspektrum der Molekularen Erkennung abgedeckt. Damit steht ein gutes
Bindungsmotiv zur Verfligung, um nichtkovalente Wechselwirkungen in der Anionen-

Erkennung zu untersuchen.

In dieser Arbeit wird eine verbesserte, effektivere Synthese dieses Strukturmotivs vorgestellt.
Weiterhin wird die Optimierung der Komplexierungseigenschaften evaluiert. Dies soll durch
die Entwicklung von Tweezer-Rezeptoren zum Aufbau einer hydrophoben Kavitit erreicht
werden. Auch soll die Bindungsaffinitit durch das Einbringen einer weiteren positiven
Ladung im Rezeptor, die ebenfalls das anionische Substrate durch Coulomb-Wechselwir-

kungen zur Carboxylat-Einheit zusétzlich binden kann, erhdht werden.
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2 GRUNDLAGEN

2.1 Oxo-Anionen-Erkennung

Den Grundstein der Molekularen Erkennung legte Emil Fischer, als er 1894 in seinem Artikel
»Einfluss der Configuration auf die Wirkung der Enzyme* das Bild vom ,,Schloss und
Schliissel“ fiir die chemische Wirkung von Enzym und Substrat verwendete.!'’’ Der
Grundgedanke hierbei liegt darin, dass die gegenseitige Passform zweier Bindungspartner
thre thermodynamische Affinitdt, also letztendlich die Assoziationseigenschaft bestimmt.
Eine Erweiterung dieses Konzeptes brachte 1958 die Theorie des ,,Induced Fit* von Daniel E.
Koshland. Sie besagt, dass viele Enzyme bzw. Substrate nicht statisch sind, also keine starre
Geometrie besitzen, sondern bei Anndherung durch gegenseitige Wechselwirkungen
miteinander zundchst thre Konformation @ndern und erst dann wie Schliissel und Schloss
zusammenpassen.'* Heutzutage gehort die Molekulare Erkennung, auch unter dem Begriff
der Wirt-Gast-Chemie bekannt, zum Gebiet des von Jean-Marie Lehn eingefiihrten Begriffs
der ,,Supramolekularen Chemie“.">' Er erhielt 1987 gemeinsam mit Donald J. Cram und
Charles J. Pedersen den Nobelpreis fiir Chemie fiir die Entwicklung und Verwendung von
Molekiilen mit strukturspezifischer Wechselwirkung und von hoher Selektivitit."! Die
Supramolekulare Chemie beschéftigt sich u. a. mit der Entwicklung von kiinstlichen Enzymen
bzw. Rezeptoren, dem ,,de novo Design von Proteinen®, aber auch mit der Selbstorganisation
(,,self-assembly*) und der Selbstassoziation von Molekiilen durch nichtkovalente

Wechselwirkungen.

Auf dem Gebiet der bioorganischen Rezeptor-Substrat-Erkennung ist die Oxo-Anionen-
Erkennung ein sehr lebhaftes Forschungsgebiet, gerade auch wegen ihrer biologischen
Relevanz. Dabei liegt ein besonderer Schwerpunkt auf der Erforschung von Anionen-
Rezeptoren als Membrantransporter von Ionen in biologischen Lipid-Doppelschichten, auf
organischer Katalyse in protischen Ldsemitteln und auf lIonenpaar-Rezeptoren als Sensoren

fiir biologisch interessante anionische Spezies.!"”’
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Die Bezeichnungen Rezeptor und Substrat werden in der Chemie anders verwendet als in der
Medizin, Pharmakologie oder Biologie. Dort versteht man unter einem Substrat z. B. einen
Botenstoff oder ein Medikament, wihrend der Rezeptor ein Antagonist zu diesem im mensch-
lichen Korper ist. Im Folgenden werden synthetisch hergestellte organische Molekiile, z. B.
die Guanidiniocarbonylpyrrol-Derivate, als chemische Rezeptoren bezeichnet und als
Substrate deren mogliche Bindungspartner, die durch diese Rezeptoren erkannt werden, also

hier die Oxo-Anionen.

Die Rezeptortypen fiir die Anionen-Erkennung sind sehr unterschiedlich. Einige der gingigen
Bausteine fiir die Anionen-Rezeptoren sind in Abb. 1 dargestellt. Das Spektrum der Struktur-
motive reicht von einfachen Amiden A und Sulfonamiden B iiber Pyrrole C und Indole D,
Harnstoffe E und Thioharnstoffe F, Ammonium- G und Guanidinium-Gruppen H und

Imidazole I bis hin zu Hydroxygruppen K.

)(J)\ . Ox L , I\ A\
RN SR N N
H R H H

H
A B C D
® N
i I G N &
A PR R—NH3 N R-OH
HoN" “NH, HoN" “NH, H,N™ NH, N
E F G H 1 K

Abb.1  Verschiedene Bausteine in Rezeptoren zur Oxo-Anionen-Erkennung: A: Amid, B: Sulfonamid, C:
Pyrrol, D: Indol, E: Harnstoff, F: Thioharnstoff, G: Ammonium-Gruppe, H: Guanidinium-Gruppe I:
Imidazol, K: Hydroxy-Gruppe. R und R’ sind beliebige Reste.

Hierbei umfasst die Anionen-Erkennung im Wesentlichen Halogenide, Sulfate, Phosphate
und Acetat. Die Losemittel fiir Bindungsstudien sind iiberwiegend Chloroform, Dichlor-
methan, Acetonitril und gelegentlich als polarstes Losemittel auch DMSO. Wasser wird,
wenn iiberhaupt, meist nur als 0.5 bis 5 %iger Volumenanteil verwendet. Die Griinde dafiir
liegen darin, dass einerseits die Bindungskonstante in protischen Ldsemitteln, vor allem in
Wasser, sehr stark sinkt und andererseits die Loslichkeit der meist hydrophoben Rezeptoren
in diesen Losemitteln sehr schlecht ist. Gerade neutrale Rezeptoren l6sen sich meist eher
méfBig in protischen Losemitteln. Die kationischen Rezeptoren auf Ammonium-,
Guanidinium- oder Imidazol-Basis sowie die Rezeptoren mit Hydroxygruppen zeigen hierbei

meist ein besseres Loslichkeitsverhalten, sodass wéssrige Losemittelgemische oder sogar
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reines Wasser verwendet werden konnten, aber aufgrund der schlechteren Komplexierungs-

eigenschaften meist doch nicht eingesetzt werden.

Die in dieser Arbeit verwendeten Rezeptoren zur Oxo-Anionen-Erkennung in wissrigen
Losemittelsystemen sind Guanidiniocarbonylpyrrole. Im Folgenden wird die Komplexierung
sowie einige interessante und wichtige Forschungsergebnisse auf dem Gebiet der Anionen-
Erkennung vorgestellt, die als Strukturmotiv entweder die funktionelle Guanidin-Einheit
und/oder Pyrrol aufweisen. In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von derart modifizierten

[19-22) gynthetisiert und erforscht.

Guanidinium-Kation-Systemen
In wissrigen biologischen Systemen sind bei der Komplexierung von Oxo-Anionen durch
Enzyme meist ein oder mehrere Ammonium-Kationen in Form der Aminosdure Lysin (pKs-
Wert der Seitenkette 10.53) oder ein oder mehrere Guanidinium-Kationen in Form der
Aminosédure Arginin (pKs-Wert der Seitenkette 12.48) beteiligt.”! Unter physiologischen
Bedingungen liegen beide protoniert vor. Das Guanidinium-Kation kann zusétzlich zu
Wasserstoftbriickenbindungen aufgrund seiner geometrischen Anordnung und der Deloka-
lisierung der positiven Ladung iiber die drei Stickstoffatome direkte, bidentate (zweizidhnige)
Ionenpaare ausbilden. Zwei Wasserstoffatome zeigen dabei parallel in dieselbe Richtung und
ermOglichen einen giinstigen DD-AA-Komplex (Donor-Donor-Akzeptor-Akzeptor), der
zusitzliche attraktive Wechselwirkungen besitzt (griin-gestrichelte Linien in Abb. 2).
Aufgrund dieser Eigenschaften zeigen Guanidinium-basierte Rezeptoren hohe Affinititen zu
Oxo-Anionen, selbst in sehr polaren Losemitteln oder in Wasser. In einer Kristallstruktur
eines Komplexes aus einem Guanidinium-Derivat mit Acetat fand Schmidtchen die Bildung
von zwei starken symmetrischen Wasserstoffbriicken mit einem Stickstoff-Sauerstoft-
Abstand von 2.85 A.”! Zu einer ungiinstigeren AD-DA-Komplexierung (rot-gestrichelte
Linien zeigen repulsive Wechselwirkungen in Abb. 2) durch Transprotonierung kann es
aufgrund des groBlen Unterschiedes der pKs-Werte von ungefdhr 8 Einheiten zwischen
Guanidinium-Einheit und Oxo-Anion in Wasser nicht kommen (Abb. 2).*" ?*! Bei N, N’-
substituierten Guanidinium-Ionen ist eine syn- und eine anti-Konformation moglich, wobei
zur Komplexierung von Oxo-Anionen die syn-Konformation durch Ausbildung zweier
anndhernd paralleler Wasserstoffbriicken eine wesentlich bessere Komplexierung bewirkt.

Dieses bidentate lonenpaar kann in der anti-Konformation nicht ausgebildet werden.



8 Grundlagen

® ® @
R. _H R. A .H R. _R R. _H
NN N NN NN
H, .H Hofy H H H R
= = :g\\ |
0&.0 oYo o\@(o o\@(o
R R R’ R
DD-AA AD-DA syn anti

Abb.2  Links: die giinstige DD-AA-Komplexierung von Carboxylat durch ein Guanidiniumion (D = Donor,
A = Akzeptor), bei der attraktive Wechselwirkungen griin-gestrichelt dargestellt sind. Bei der
ungiinstigeren AD-DA-Komplexierung aufgrund von Transprotonierung kommt es zu den rot-
gestrichelten repulsive Wechselwirkungen. Rechts: anti- und syn-Konformation N, N’-substituierter
Guanidiniumionen (R # H). Wasserstoftbriicken sind griin-gestrichelt eingezeichnet.

Einer der Pioniere der Oxo-Anionen Erkennung in Wasser ist der Nobelpreistriger J.-M.
Lehn. Bereits Ende der 70er Jahre stellte er die Guanidinium-Markocyclen 1 und 2 vor, die
Phosphat in Wasser komplexierten, jedoch sehr schwach mit Bindungskonstanten von

K =50 M bzw. 250 M.

H NH HN
H H H oM
e e
NH, NH,
® ®
1 2

Abb.3  Bivalenter 1 und trivalenter 2 Guanidinium-Rezeptor nach Lehn zur Komplexierung von Phosphat.

In dem chiralen bicyclischen Rezeptor 3 von de Mendoza ist in Anlehnung an Arbeiten von
Lehn die Guanidinium-Gruppe durch die Einschriankung der konformationellen Freiheit
hinsichtlich der syn-Konformation préorganisiert, was positiv fiir eine Komplexierung nach
dem DD-AA-Schema ist. Dieser Rezeptor zeigte zu p-Nitrobenzoat in Chloroform eine
Bindungskonstante von K =1.6- 10° M\, In Wasser ist Rezeptor 3 unloslich, weshalb
Fliissig-Fliissig-Extraktionsexperimente von Carboxylaten in Wasser gegen chlorierte Lose-
mittel durchgefiihrt wurden, wobei das Ionenpaar aus Rezeptor und Carboxylat quantitativ im

organischen Solvens gefunden wurde.*”
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Abb. 4  Bicyclischer Guanidin-Rezeptor 3 nach de Mendoza zur Komplexierung von p-Nitrobenzoat und zur
Fliissig-Fliissig-Extraktionsexperimenten von Carboxylaten.

Mit dhnlichen Systemen fiihrte Schmidtchen ITC-Bindungsstudien (isothermale Titrations-
kalorimetrie, sieche 2.3 Bestimmung von Bindungskonstanten) durch. Er fand dabei heraus,
dass die Stabilisierung des Guanidinium-Carboxylat-Komplexes nicht nur auf starken
elektrostatischen Wechselwirkung beruht (Reaktionsenthalpie), sondern auch auf der Freiset-
zung von Lasemittelmolekiilen (Entropie).!*”! Hamilton konnte zeigen, dass die entscheidende
Komponente bei der Assoziation eines Guanidinium-Derivates mit einem Carboxylat in
Methanol und Wasser die Entropie ist, wihrend die Komplexierung in DMSO oder noch

unpolareren Losemitteln enthalpisch getrieben ist.*%!

Der Bisacylguanidinio-Rezeptor 4 wurde von Hamilton entwickelt, um Phosphordiester zu
komplexieren. In Acetonitril zeigt er in UV-Bindungsstudien zu Diphenylphosphat eine
Assoziationskonstante von Kag = 4.6 - 10° M. Die Einfiihrung der Carbonyl-Gruppen hat
zwei Vorteile: sie erhdhen einerseits die Aciditidt der Guanidinio-Gruppen, ohne zu einer
Transprotonierung zu filihren, und andererseits prdorganisieren sie den Rezeptor durch
intramolekulare Wasserstoffbriicken, um das Phosphat optimal zu komplexieren (Chelat-
Effekt).””  Ahnlich aufgebaut ist der Bisguanidinium-Rezeptor 5 von Grossel zur
Komplexierung von Sulfat, jedoch ohne die priorganisierenden Carbonyl-Gruppen. Diesen
Effekt iibernimmt der Pyridin-Stickstoff. Andererseits verursacht dieser sp>-hybridisierte
Pyridin-Stickstoff mit seinem freien Elektronenpaar eine repulsive Wechselwirkung, da es
direkt in Richtung der Bindungsstelle zeigt. Dies hat bei der Komplexierung von Oxo-
Anionen aufgrund der erhdhten Ladungsdichte in der Bindungstasche eine negative
Auswirkung und eine effektive Komplexierung ist nicht moglich. In Kristallstrukturen von

Rezeptor 4 und 5 mit Sulfat erhdlt man fiir den Bisacylguanidinio-Rezeptor 4 von Hamilton
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einen Komplex, bei dem das Sulfat perfekt in der Bindungstasche zwischen den beiden
Guanidinio-Einheiten gebunden ist. Fiir den Rezeptor 5 von Grossel ist dies nicht der Fall.
Hier wird das Sulfat nur einseitig {iber eine Guanidinium-Einheit auerhalb der Bindungs-

tasche komplexiert.**

\\O O/,
N

H - H
-N N. _N N.
HONG H  H @ H
_N. N.
H H H H
4 5

Abb.5  Bisacylguanidinio-Rezeptor 4 nach Hamilton und Bisguanidinium-Rezeptor 5 nach Grossel. Die
gestrichelten Linien zeigen Wasserstoffbriickenbindungen, die die Rezeptoren préorganisieren.

Anslyn entwickelte den trivalenten Rezeptor 6 auf der Basis von Triethyl-Trimethylbenzol.
Mittels 'H-NMR-Spektroskopie wurde in reinem Wasser zu Citrat einer Bindungskonstanten
von Kag = 6.9 - 10> M! ermittelt. Citrat konnte sogar in einem Rohextrakt von Orangensaft

komplexiert werden, was auf die Selektivitit gegeniiber anderen Carboxylaten hinweist.”*”!

[\

Abb. 6  Trivalenter Rezeptor 6 nach Anslyn. Durch das 1,3,5-Triethyl-2,4,6-Trimetyhlbenzol als Templat
wird der Rezeptor derart praorganisiert, dass sich die drei Guanidinium-Einheiten auf der gleichen
Seite des Benzolrings befinden.

Einfache, neutrale, symmetrische Amid- 7 und Thioamid-Rezeptoren 8 auf der Basis von
Pyrroldicarbonsdure synthetisierte Jurczak (Abb. 7),°% inspiriert von Arbeiten von Gale.*"!
Dabei erforschte er die Komplexierungseigenschaften dieser beiden Grundmotive als
Wasserstoftbriicken-Donoren bzw. -Akzeptoren. Im allgemeinen sind die Thioamide acider

[32]

als Amide sowie bessere Wasserstoffbriicken-Donoren” und damit geeignet als Oxo-
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Anionen-Rezeptoren. Fiir Chlorid, Dihydrogenphosphat und Phenolat wurden mittels 'H-
NMR-Spektroskopie in DMSO mit 0.5 % Wasser Bindungskonstanten von Kag =50 bis
200 M bestimmt, die beim Wechsel zu Acetonitril um zwei GréBenordnungen stiegen und
dadurch mittels UV-Spektroskopie ermittelt werden konnten. Hinsichtlich der Kom-
plexstabilitdt konnte zwischen den Amiden 7 und Thioamiden 8 kein Unterschied gefunden
werden. ITC-Messungen hingegen weisen darauf hin, dass die eigentliche Komplexierung fiir
die Thioamide zwar stirker ist als fiir die Amide (negativere Reaktionsenthalpie, exotherm),
sich aber letztendlich die Assoziationskonstante aufgrund der Enthalpie-Entropie-Kompen-

sation fiir beide Bindungsmotive ausgleicht (2.2 Grundlagen der Komplex-Bildung).

o) / \\ O S 7\ S
N N

o NH HN. o NH HN.
7 8

Abb.7  Amid- 7 und Thioamid-Rezeptoren 8 auf Basis von Pyrroldicarbonséure nach Jurczak. R steht fiir
Methyl, Phenyl oder n-Butyl.

Eine Verkniipfung von Guanidin- und Pyrrol-Baustein in Form eines Guanidiniocarbonyl-
pyrrol-Kations wurde erstmals von Schmuck vor einigen Jahren die CBS (Carboxylat-
Bindungsstelle) als verbesserter Carboxylat-Rezeptor eingefiihrt (Abb. 8).[ ** ** Hierbei
wird die Bindungsstirke durch die Kombination ionischer Wechselwirkungen und Wasser-
stoffbriickenbindungen zwischen Rezeptor und Substrat erreicht. Zusitzliche Wasserstoft-
briicken, hydrophobe Effekte und n-Wechselwirkungen erh6hen diese, sorgen aber vor allem
auch fiir Selektivitit der Erkennung. Durch die Acylguanidin-Einheit werden diese
Rezeptoren einerseits praorganisiert und zum anderen erhoht sich die Aciditét der Guanidinio-
Protonen, wodurch eine effektivere Komplexierung von Anionen mdglich ist. Der einfache
chiralen Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptor 9 zeigt in 40 % Wasser in DMSO eine

1 33 Auch zeigt er enantioselek-

Bindungskonstante zu L-Acetylalanin von K = 6.8 - 10°M
tive Erkennung bei einfachen acylierten Aminosduren um einen Faktor bis zu 2.7. Der N, N’-
substituierte Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptor 10 zeigt im gleichen Losemittelgemisch eine
Bindungskonstante von Kag=2.5 - 10° M zu L-Acetylvalin, wiahrend L-Acetylalanin nur

mit einer um den Faktor vier niedrigeren Bindungskonstante komplexiert wird.[”- !
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Abb.8  Oben: allgemeine Struktur der kationischen CBS (Carboxylat-Bindungsstelle) bei der Komplexierung
eines Carboxylates (rot). Die gestrichelten Linien stellen Wasserstoffbriickenbindungen dar. Unten:
chiraler Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptor 9 und N, N’-substituierter Guanidiniocarbonylpyrrol-
Rezeptor 10 nach Schmuck.

Auch Tetrapeptide mit freiem Carboxylat-Terminus konnten von multi-kationischen Guani-
diniocarbonylpyrrol-Rezeptoren effektiv in Wasser komplexiert werden. Dazu wurde eine
malgeschneiderte kombinatorische Bibliothek aus tripeptidischen Guanidiniocarbonylpyrrol-
Rezeptoren synthetisiert. Ein anschlieBendes on-bead-Screening lieferte den stark bindenden
triskationischen Rezeptor 11 fiir das Tetrapeptid Ac-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala-OH (12) mit

" in reinem Wasser bei einem pH-Wert

einer Assoziationskonstante von Kag=1.7 - 10*M
von 6.15.7% Die biologische Bedeutung dieses Tetrapeptid liegt darin, dass es die C-terminale
Endsequenz eines Glykopeptids ist, das durch Quervernetzung durch eine Transpeptidase die
Zellwand von Gram-positiven Bakterien stabilisiert. Wird dieser Teil der Zellwandbio-
synthese gestort oder verhindert (z. B. durch Komplexierung abgeschirmt), kann sich das
Bakterium nicht vermehren und damit nicht iiberleben. Hierauf beruht auch die antibakterielle
Wirkung der Glykopeptid-Antibiotika wie z. B. die des Vancomycins (13) bei der Kom-

plexierung des Tripeptids 14 in Abb. 9.574"]
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Abb.9  Links: Komplexierung der tripeptidischen Glykopeptidendsequenz 14 Ac-L-Lys-D-Ala-D-Ala-OH
(griin) durch Vancomycin (13, blau). Rechts: Komplexierung der tetrapeptidischen Glykopeptid-
endsequenz 12 Ac-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala-OH (griin) durch den kiinstlichen Guanidiniocarbonyl-
pyrrol-Rezeptor 11 (blau).

In weiteren Arbeiten von Schmuck wurde im Rezeptor 15 der Pyrrol-Heteroaromat
ausgetauscht. Es wurden die drei Rezeptoren 16 bis 18 auf Basis von Furan, Pyridin und

Benzol hergestellt und in Bindungsstudien untersucht.[*' **!

Dabei zeigte sich, dass mit dem
Rezeptor 16 keine Bindung beobachtet werden konnte. Der Grund hierfiir lag im niedrigen
pKs-Wert des Acylguanidins, das einen Wert von etwa 4.5 besitzt. Messungen bei einem
pH-Wert <4 bewirkten die Zersetzung der sdurelabilen Furan-Rezeptoren. Auflerdem lagen
bei einem derart niedrigen pH-Wert die Aminosduren nicht mehr als Carboxylate sondern als
Carbonsduren vor, was ebenfalls duBerst ungiinstig fiir eine Komplexierung ist. Bei
Titrationsexperimenten bei pH = 6.00 war somit die Guanidinio-Funktion nicht protoniert,
und es konnte keine Komplexierung von Oxo-Anionen beobachtet werden. Der Pyridin-
Rezeptor 17 zeigte nur méBige Bindungseigenschaften, aufgrund der repulsiven Wechsel-
wirkungen des freien Elektronenpaares am Stickstoff, dhnlich des Bisguanidinium-Rezeptors
5 nach Grossel. Diese ungiinstige Wechselwirkung tritt bei den Pyrrol-Rezeptoren (z. B. bei
Rezeptor 15) nicht auf, da hier das freie Elektronenpaar des ebenfalls sp>-hybridisierten
Stickstoffs nicht in die Bindungsstelle zeigt, sondern an der Aromatizitit des Pyrrolrings
beteiligt ist. Fiir die Komplexierung von Acetylalanin in 40 % Wasser in DMSO besitzt
Rezeptor 17 eine Bindungskonstante von Kag = 4.5 - 10° M. Der Benzol-Rezeptor 18 zeigte

-1

eine Assoziationskonstante von Kags=6.0-10°M Die beste Komplexierung mit
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Kass = 8.0 - 10> M besitzt in dieser Reihe der Pyrrol-Rezeptor 15. Ein dhnliches Verhalten

wurde auch bei der Komplexierung der Aminoséure N-Acetylglycin gefunden.

NH,
15
A -
0) o) ~N_0O o o)
~_NH HN\@rNH2 N
~_NH HN.©_NH, ~_NH HN.©_NH,
NH; e T
NH, NH,
16 17 18

Abb. 10  Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptor 15, Guanidiniocarbonylfuran-Rezeptor 16, Guanidiniocarbonyl-

pyridin-Rezeptor 17 und Guanidiniocarbonylbenzol-Rezeptor 18 nach Schmuck zur Komplexierung
von Aminosdurecarboxylaten.

Die Kombination von Acylguanidin und Pyrrol in den Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren
nach Schmuck ist aufgrund der verbesserten Assoziationseigenschaften ein geeignetes
Strukturmotiv zur optimalen Komplexierung von Aminosdurecarboxylaten in wassrigen

Systemen.
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2.2 Grundlagen der Komplex-Bildung

Der Prozess der Molekularen Erkennung ist sehr komplex.'*! Generell wird die Molekulare
Erkennung nicht nur durch eine einzige quantifizierbare Wechselwirkung bestimmt. Vielmehr
ist das Zusammenspiel vieler verschiedener nichtkovalenter Wechselwirkungen (z.B.
Wasserstoftbriickenbindungen, Ionenbindungen und hydrophobe Wechselwirkungen) und
sich gegenseitig beeinflussender unterschiedlicher Prozesse (z.B. Enthalpie, Entropie und
Losemitteleffekte) entscheidend, ob letztendlich eine stabile Komplexierung zustande kommt
oder nicht.

In Abb. 11 nach P.R. Andrews ist dieser Vorgang schematisch auf molekularer Ebene gezeigt:

eine Komplexierung zwischen einem Rezeptor und einem Substrat in Wasser.!**!

Substrat Rezeptor Rezeptor-Substrat-Komplex

lonenpaar
° Wasserstoff-
g o ® briicken-
e o bindung
—_— e
e o
®
e e
freie
Wasser- hydrophobe
molekile Wechselwirkung

—_— -
Translation Translation

Abb. 11  Schematische Darstellung der Molekularen Erkennung: Ein Substrat (grau) geht mit einem Rezeptor
(griin) einen stabilen Komplex ein.

In der obigen Abb. 11 ist der Komplexierungsvorgang eines Substrates (grau), das drei unter-
schiedliche Bindungsstellen (beige) besitzt, mit einem komplementiren Rezeptor (griin) dar-
gestellt. Vor der Komplexierung sind Rezeptor und Substrat vom Losemittel (blau) umgeben
und vor allem die polaren und ionischen Bindungsstellen durch Wassermolekiile solvatisiert.

Diese Solvathiille muss aufgebrochen werden, damit die Bindungsstellen dem jeweiligen
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Bindungspartner zur Verfiigung stehen konnen. Stabile Bindung wird nur dann stattfinden,
wenn entweder die Enthalpie der neu entstandenen nichtkovalenten Bindungen oder die
Erhéhung der Entropie durch die Losemittelfreisetzung die Desolvatisierungsenergie
tiberkompensieren kann. Weiterhin besitzen Rezeptor und Substrat vor der Bindung
Freiheitsgrade (Flexibilitdt), die im Zuge der Bindung eingeschrinkt oder gar ginzlich
eingebiiflit werden. Dies geht einher mit einem ,,induced fit“, bei dem die Partner die fiir eine
Komplexierung giinstigste Konformation einnehmen. In Abb. 11 muss sich der untere Teil
des Substrates um 180 © gegen den Uhrzeigersinn verdrehen, wihrend der obere Teil des
Rezeptors sich leicht im Uhrzeigersinn verdrehen muss. Diese Einnahme einer starreren
Haltung erniedrigt die Entropie und ist damit ungiinstig fiir die Komplexierung. Gut
priorganisierte Rezeptoren sind somit giinstiger fiir die Komplexierung, da weniger Energie
in die richtige Komplexgeometrie investiert werden muss. Andererseits darf der Rezeptor
nicht zu starr sein, weil dann kein ,,induced fit“ moglich ist, und der Rezeptor nicht die
optimale geometrische Passform einnehmen kann. Eine gewisse Restflexibilitdt des Rezeptors

ist somit fiir eine bestmogliche Komplexierung notwendig.

Eine genauere Betrachtung der physikalisch-chemischen Vorginge

Die entscheidende thermodynamische Grof3e, ob letztendlich eine Komplexierung stattfindet
oder nicht, ist die Freie Komplexierungsenergie AG. Sie setzt sich aus der Enthalpie AH
und der Entropie AS des Komplexierungsvorgangs zusammen (siche Gibbs-Helmholtz-
Gleichung (2.32) in 2.3 Bestimmung von Bindungskonstanten). Nur bei negativer Komplexie-
rungsenergie findet die Assoziation spontan statt.

Ein Bindungsvorgang, bei dem aus zwei einzelnen Molekiilen (Rezeptor und Substrat) ein
Komplex entsteht, ist rein formal betrachtet aufgrund der Einschrinkung translatorischer
Freiheitsgrade entropisch ungiinstig. Denn Aufgrund der Assoziation zweier Molekiile zu
einem Komplex wird die Ordnung des Systems erhoht. Weiterhin werden rotatorische und
interne Freiheitsgrade eingeschrinkt. Dieser Energiebetrag muss entweder durch andere
entropische Effekte (z. B. Losemittelfreisetzung) oder durch die Reaktionsenthalpie kompen-
siert werden. Deshalb ist es notig, diesen Beitrag zu minimieren.”! Dies kann dadurch
geschehen, dass man in ein Rezeptormolekiil mehrere Bindungsstellen einbaut. So tritt der
unglinstige Entropiebeitrag nur einmal auf, wihrend die weiteren Bindungstellen im
Wesentlichen mehr zur freien Bindungsenthalpie beitragen konnen. In der Koordinations-
chemie spricht man hierbei vom ,,Chelat-Effekt*. In der Supramolekularen Chemie gibt es

den Ausdruck der Multivalenz oder polyvalenten Wechselwirkungen.*”** Wihrend der
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Chelat-Effekt die Komplexierung mehrerer Bindungsstellen im Rezeptor (z. B. EDTA) mit
einer Bindungsstelle im Substrat (z. B. Metallion) bezeichnet, bezieht sich die Multivalenz
auf die Komplexierung von Rezeptor und Substrat, bei der mehrere Bindungsstellen
miteinander wechselwirken. Durch das Zusammenspiel vieler Wechselwirkungen (auch unter-
schiedlicher Art) und dadurch auch die gegenseitige Beeinflussung von verschiedenen
Liganden, die an einen Rezeptor binden, entstand ,,Das Konzept der Kooperativitit®, auch
,Gulliver-Prinzip* genannt (Abb. 12).1* *! Dieses Wechselspiel kann positiv (synergetisch)

sein, wenn ein weiterer Ligand besser gebunden wird als ein vorheriger, negativ (interferie-

rend), wenn er schlechter gebunden wird, oder nichtkooperativ (additiv), wenn er genauso gut
41481

gebunden wir

Virus

@.M

w g amrey

Abb. 12 Links: Beispiel fiir Kooperativitit: Der Riese Guliver, gefesselt mit einer Vielzahl schwacher ,,Bin-
dungen“!®’. Copyright Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA. Reproduced with permission.
Rechts: Beispiel fiir polyvalente Wechselwirkungen: Die Anlagerung eines Influenzavirus an eine
Zielzelle."® Copyright Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA. Reproduced with permission.

Auch durch gute Préorganisation, d. h. zum Substrat strukturell komplementir vorgeformte
und bereits in der Flexibilitdt eingeschrinkte Rezeptormolekiile, erhdlt man bei einer
Komplexierung einen geringeren ungiinstigen entropischen Energiebetrag, da Energie zur
Einschrinkung der Freiheitsgrade nicht zusétzlich wéhrend der Komplexierung aufgebracht
werden muss.”"

Ein weit verbreitetes Phinomen in der Rezeptor-Substrat-Chemie ist die Enthalpie-Entropie-
Kompensation. Darunter versteht man bei einer Komplexierung das Phédnomen, dass trotz

zunehmender Komplexstirke (AH) die Gesamtbindungsenergie (AG) aufgrund der zusitz-

lichen Bewegungseinschrankung sich kaum &ndert. Eine Verstirkung einer intermolekularen
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Bindung (z. B. Assoziation) fiihrt auch gleichzeitig zu einem Verlust bzw. Einschrinkung an
Freiheitsgraden der Bewegung und umgekehrt. Eine stirkere Bindung bedingt hierbei eine
starker negativere Reaktionsenthalpie AH (giinstig), aber auch gleichzeitig eine stirker
negativere Reaktionsentropie AS (ungiinstig).”’" Dieses gegenliufige Wechselspiel zwischen
Enthalpie und Entropie ist ein fundamentales Merkmal nichtkovalenter Wechselwirkungen.
Die Ursache dafiir liegt in der gegenldufigen Natur von Bindung und Bewegung. Fiir
kovalente Bindungen spielt sie keine Rolle, da deren Energien viel groBer sind als die der
thermischen Bewegung."” In der Gibbs-Helmholtz-Gleichung (siehe Gleichung (2.32) in
2.3 Bestimmung von Bindungskonstanten) flieBt die absolute Temperatur zwar mit ein, aber
die freie molare Gibbs-Energie AG® ist haufig nur schwach temperaturabhiingig."* Gerade
Wasserstoffbriickenbindungen tragen zu dieser Korrelation bei, da stirkere Wasserstoff-
briicken zu weniger Bewegungsfreiheit und zur Erniedrigung der Entropie fithren.>* Meist
wird die Enthalpie-Entropie-Kompensation als lineare Funktion beschrieben, was auch im
Allgemeinen zuldssig ist, wie Dunitz mit einer mathematischen Beschreibung dieses

Phénomens zeigen konnte."”!

i
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Abb. 13 Links: Ungiinstige entropische Effekte: Bei der Komplexierung werden Wassermolekiile verdringt,
die sich anschlieBend wiederum selber organisieren. Weiterhin hat im Komplex das obige Substrat
Rotationsfreiheitsgrade um C-C-Einfachbindungen eingebiisst.’”) Copyright Wiley-VCH Verlag
GmbH & Co. KGaA. Reproduced with permission. Rechts: Je mehr komplementire Bindungsstellen
ein Rezeptor-Substrat-System besitzt, desto stirker wird die Assoziation (a bis c). Besitzt ein Linker
nicht die optimale Lénge, so ist die Komplexierung schwécher und ein Substrat wird weniger stark an
den Rezeptor gebunden (d). Andererseits werden hierbei die Freiheitsgrade innerhalb des Substrates
weniger stark eingeschrinkt (b und d).”* Copyright Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA.
Reproduced with permission.
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Auch Losemitteleffekte beeinflussen die Komplexierung. Bei einer Assoziation von Rezeptor
und Substrat werden Losemittelmolekiile frei, die vorher die Bindungsstelle besetzt hatten,
und das Losemittelnetzwerk muss neu geordnet werden. Bei einer 1:1-Komplexierung wird
zwar die Entropie durch die Komplexierung selber erniedrigt, jedoch ist hierbei die Anzahl
der freiwerdenden Losemittelmolekiile meist wesentlich groBer. Wird mehr Energie zur
Entfernung der Losemittelmolekiile nétig als durch deren Freisetzung gewonnen wird,
entsteht ein enthalpisch ungiinstiger Energiebeitrag. Werden jedoch durch die Komplexierung
polare Losemittelmolekiile freigesetzt, die zuvor mit hydrophoben Oberflichen von Rezeptor
oder Substrat wechselwirkten, kann eine giinstige Entropiednderung fiir diesen Vorgang
beobachtet werden. Ein weiteres Phidnomen hierbei ist, dass sich Losemittelmolekiile
organisieren bzw. untereinander ausrichten. Gerade durch die Anwesenheit anderer
chemischer Substanzen wird die Ausrichtung beeinflusst. Besonders Wasser, im Hinblick auf
biologische Relevanz, besitzt eine sehr geordnete Struktur.

Ein weiteres wichtiges Phdnomen bei der Molekularen Erkennung ist der Salzeffekt. Dieser
entsteht bei Zusatz weiterer Ionen zur Losung, beispielsweise durch die Verwendung eines
Puffers. Dadurch wird die Gesamtionenkonzentration erhoht und damit einerseits auf
molekularer Ebene die Zahl der um die Bindungsstellen konkurrierenden Teilchen vergroBert.
Andererseits wird durch die Erh6hung der Gesamtionenkonzentration die Anzahl der ladungs-
tragenden Teilchen in der Losung im Ganzen erhoht, damit aber die effektive Coulomb-
Anziehung der einzelnen lonenpaare verringert. Eine einfache Erkldrung dieses Phidnomens
liegt darin, dass die Polaritét einer Salzlosung groBer ist als die des reinen Ldsemittels. Im
ungiinstigsten Fall kann dies dazu flihren, dass die Komplexierung so sehr gestort wird, dass

keine Komplexierung mehr stattfindet.

Eine genauere Betrachtung der einzelnen nichtkovalente Beitrige

6.46.56-621 haruht auf nichtkovalenten Wechselwirkun-

Die supramolekulare Anionenerkennung!
gen, und hierbei im Wesentlichen auf elektrostatischen Wechselwirkungen, wie lonenpaaren
(z. B. Metallionen) und Wasserstoffbriickenbindungen. Eine graphische Ubersicht ist in
Abb. 14 dargestellt.

Ionenpaare und dipolare Wechselwirkungen sind auf die Coulomb-Anziehung entge-
gengesetzter Ladungen zuriickzufiihren. Dabei sind die stirksten Wechselwirkungen ionischer
Art, da bei diesen die Ladungsdichte groBler ist als bei Dipolen. Die ionischen Wechselwir-

kungen sind ungerichtet, wihrend dipolare Wechselwirkungen eine bestimmte Orientierung

besitzen, und sich somit auf einen bestimmten Partner ausrichten miissen. Die Metall-Ligand-
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Wechselwirkungen (koordinative oder dative Bindung) konnen anndhernd die Stéirke
kovalenter Bindungen erreichen. %)

Wasserstoffbriickenbindungen'®” sind eine besondere Art der Dipol-Dipol-Wechselwirkun-
gen zwischen einem Protonen-Donor und einem Protonen-Akzeptor. Donoren sind solche
Gruppen, bei denen ein Wasserstoffatom an ein elektronegativeres Element gebunden ist,
woraus ein Dipol mit leicht positiver Polarisierung am Wasserstoffatom resultiert. Akzeptoren
sind Dipole mit elektronenziechenden Atomen, was zu einer leicht negativen Polarisierung
filhrt. Diese Bindung ist eine gerichtete und somit neben der Aciditdt des Donors auch
abhingig von der Geometrie der Komplexierung. Treffen bei der Komplexierung Donoren
aufeinander, flihrt dies zu repulsive Wechselwirkungen. Die Wasserstoftbriickenbindungen
sind besonders in organischen, unpolaren Losemitteln effektiv und biilen sehr oft an Stérke
ein, wenn die Polaritit des Losemittels erhoht wird.!* ©”) Gerade in wissrigen Losemittel-
systemen wird aufgrund der Konkurrenz des Rezeptors bzw. des Substrates um die
Komplexbindungsstellen (Wasserstoff-Donoren und -Akzeptoren) mit den Wassermolekiilen
die Komplexierung geschwécht. Dies beschrinkt oft die Rezeptor-Substrat-Chemie, die in der
Vergangenheit iiberwiegend auf Wasserstoftbriicken basierte, auf unpolare Losemittel wie
Chloroform oder Hexan.

Unter Stapelwechselwirkungen versteht man entweder Kation-n-Wechselwirkungen oder -
n-Wechselwirkungen.[®® Kationen sind hierbei meist Metallionen oder auch eine Ammo-
nium- oder Guanidinium-Einheit, die mit aromatischen Systemen z. B. in Peptidstringen
stabile Wechselwirkungen ausbilden konnten.!””"! Bei n-n-Wechselwirkungen zwischen
zwei aromatischen Systemen unterscheidet man die face-to-face-Anordnung, bei der die
Ringsysteme parallel {ibereinander aber etwas gegeneinander verschoben mit einem Abstand
von etwa 3.5 A angeordnet sind. Bei der edge-to-face-Anordnung stehen die beiden
aromatischen Ringsysteme senkrecht zueinander (Abb. 14). Diese aromatischen Wechselwir-
kungen sind in unpolaren Medien eher schwach und gewinnen erst bei polaren Losemitteln
(z. B. Wasser) an Bedeutung. Thre Verwendung ist aber beziiglich einer Komplexierung
schwieriger einzuschétzen, da sie weniger gerichtet und weniger spezifisch wie beispielsweise
Wasserstoftbriickenbindungen sind.

Die Van der Waals-Wechselwirkungen beruhen auf Dispersionseffekten. Durch spontane
Fluktuation der Elektronendichte wird ein Dipol erzeugt, der in einem benachbarten Molekiil
ebenfalls einen Dipol induziert. Daraufhin ziehen sich beide Molekiile an. Die Stirke ist dabei

abhingig von der Polarisierbarkeit des benachbarten Molekiils sowie dessen Entfernung.
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Hydrophobe Wechselwirkungen ergeben sich dadurch, dass polare Gruppen oder polare
Losemittelmolekiile mit unpolaren Gruppen oder unpolaren Ldsemittelmolekiilen nur
schwache attraktive Wechselwirkungen zeigen, wéhrend sie untereinander wesentlich stérker
sind. Ersetzt ein eher unpolares hydrophobes Substrat Wasser in einer hydrophoben Kavitét
eines Rezeptors, so ist dies eine gilinstige enthalpische hydrophobe Wechselwirkung, da das
nur sehr schwach wechselwirkende Wasser freigesetzt wird und starke Wechselwirkungen zu

anderen Losemittelmolekiilen aufbauen kann.

Ionenpaare Wasserstoftfbriickenbindungen
O,//,/// @ O“"""'H N / /
—<:@ \\\/((H3N— 4<@ ®>—NH2 >:OIIIIIIIIIHO >:O“"""'HN
O‘\ OIIIIIIIIIH2N \
Kation-n-Wechselwirkungen n-n-Stapelwechselwirkungen
©)
N >
= - = @Hm
<& O+
Van der Waals-Wechselwirkungen Hydrophobe Wechselwirkungen
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Abb. 14 Nichtkovalente Wechselwirkungen: Ionenpaare mit v-formiger und bidentater Komplexierung, Was-
serstoffbriickenbindungen von Alkoholen und Aminen, Kation-n-Wechselwirkungen, m-n-Stapel-
wechselwirkungen mit face-to-face- (links) und edge-to-face- (rechts) Anordnung, Van der Waals-
Wechselwirkungen sowie Hydrophobe Wechselwirkungen mit Losemitteleinfluss.

Durch die Kombination verschiedener schwécherer nichtkovalenter Wechselwirkungen kann
durch kooperative Effekte eine starke Komplexierung erzielt werden."*™ **! Bei der Rezeptor-
entwicklung konnen, abgestimmt auf das jeweilige Substrat, verschieden nichtkovalente
Wechselwirkungen gezielt eingesetzt werden. Dadurch kann man letztendlich die Substrat-

spezifitit verbessern und effektive Rezeptoren erhalten.
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2.3 Bestimmung von Bindungskonstanten

Die Quantifizierung der Bindungsstérke eines supramolekularen Komplexes setzt voraus, dass
sich wihrend eines Komplexierungsvorgangs eine physikalische Eigenschaft des betrachteten
Systems verdndert, die mit physikalisch-chemischen Methoden verfolgt werden kann. Durch
die Verfolgung der Verdnderung dieser Observablen kann anschliefend eine Assoziations-
konstante berechnet werden.

Die Stirke einer Bindung von Substrat und Rezeptor kann dabei auf zahlreiche Arten
bestimmt werden,”” die man in zwei Kategorien unterteilen kann: Die nicht-invasiven
Messmethoden, bei denen das urspriingliche System erhalten bleibt und das Gleichgewicht
vollig ungestort ,,beobachtet” werden kann, und solche, bei denen vorherige Eingriffe in das
urspriingliche System u. a. in Form von chemischer Manipulation (Derivatisierung) durchge-

fithrt werden missen.

Zu den nicht invasiven Methoden gehoren die spektroskopischen Methoden. Bei der
Kernspinresonanz-Spektroskopie (NMR-Spektroskopie), werden z. B. die durch eine Kom-
plexierung hervorgerufenen Shifts von 'H-Signalen beobachtet. Diesen Shift bezeichnet man
auch als CIS (complexation induced shift). Die NMR-Spektroskopie ist eine der géngigsten
Methoden, da sie zusdtzlich zur Stirke der Assoziation noch Informationen liefert, welche
Atome an einer Bindung beteiligt sind. Auch die Ultraviolett- (UV) und die Fluoreszenz-
Spektroskopie fallen darunter, sofern ein geeigneter Chromophor in einem der beiden
Bindungspartner vorhanden ist. Hierbei wird die Anderung der Absorption bzw. Emission
gemessen, was eine Verdnderung der elektronischen Eigenschaften des Molekiils aufgrund
der Komplexierung widerspiegelt. Als physikalisch-chemische Messmethode ldsst sich die
isothermale Titrationskalorimetrie (ITC) ebenfalls zu dieser Gruppe zdhlen. Mit dieser
Methode kann man ein komplettes thermodynamisches Profil einer chemischen Reaktion oder
Komplexierung erhalten. Sie beruht darauf, dass wéhrend einer Reaktion Warme frei oder
verbraucht wird.

Eine invasive Methode ist beispielsweise die chemische Manipulation zum Anbringen eines
Sensors. Dies kann durch Einfiihrung einer optisch aktiven Gruppe durch eine chemische

Reaktion geschehen. Dieses ,,Label” wird meist so weit vom eigentlichen Bindungsmotiv
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entfernt angebracht, dass es eigentlich keinen Einfluss mehr auf die Komplexierung haben
sollte. Diese Sensoren kann man dann mit optischen spektroskopischen Methoden beobachten
(z. B. Fluoreszenz-Label).

Eine andere invasive Technik ist die Immobilisierung (Fixierung), die z. B. beim BIACORE-
Verfahren zum Einsatz kommt. Dabei wird ein Reaktionspartner an einen Sensorchip
(Goldfilm) immobilisiert, d. h. kovalent iiber Amine oder Disulfidbriicken verkniipft. Der
andere Bindungspartner wird dann in einer Flusskammer dariiber gespiilt. Die Interaktion
beider Partner miteinander kann in Echtzeit mittels des optischen Phidnomens der
Oberflichen-Plasmonen-Resonanz (surface plasmon resonance, SPR) beobachtet werden.
Dabei misst man den Brechungsindex in der oberflichennahen Schicht (einige 100 nm {iber
dem Goldfilm), dessen Anderung direkt mit der Interaktion korreliert ist. Das BIACORE-
Verfahren kommt vor allem zur Messung von Protein-Protein-Wechselwirkungen zum

Einsatz.l">

In dieser Arbeit kommen nur Techniken mit nicht-invasiven Methoden zum Einsatz.
Aufgrund des Vorhandenseins eines Pyrrol-Grundkorpers konnten UV- und Fluoreszenz-
Messungen durchgefiihrt werden. Auch NMR- und ITC-Experimente fanden Anwendung.
Diese Methoden sollen nun im Detail vorgestellt und deren Hintergrund beleuchtet werden.

Die Methoden™ ”*! haben gemeinsam, dass man zur Bestimmung der Bindungskonstante
ein Titrationsexperiment durchfiihrt und dabei eine physikalisch-chemische und fiir den
Komplex charakteristische Eigenschaft beobachtet. Diese dndert sich im Verlauf des
Titrationsexperimentes und fiihrt schlieBlich zu einer Séttigung, d.h., die Verdnderung
erreicht ein Plateau. Eine solche Auftragung ist in Abb. 15 gezeigt. Zur mathematischen
Auswertung ist eine gute experimentelle Beschreibung der gesamten Kurve notig. Hierbei
gibt aber nicht die absolute GroBe der Anderung die Stirke der Komplexierung wieder. Die
Assoziationskonstante wird vielmehr durch die Kriimmung der Kurve erhalten, wihrend die
absolute GroBendnderung lediglich den systematischen und mathematischen Fehler
verringert. Das anndhernde Erreichen des Plateaus ist zur iterativen Bestimmung mittels
nichtlinearer Kurvenanpassung rechnerisch (als Grenzwert) notig, wobei ein tatsichliches

Erreichen nicht moglich ist (es sei denn, die Assoziation wiare unendlich stark).
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Abb. 15  Auftragung einer physikalisch-chemischen Grofe (Observablen) der Komplexierung gegen die zu-
titrierten Aquivalente an Substrat zu einem Rezeptor. Mittels nichtlinearer Kurvenanpassung kann die
Bindungsisotherme berechnete werden. Die blaue Line stellt das nichterreichte Plateau dar.

Zur Beschreibung eines Bindungsprozesses muss man zuerst die Stochiometrie des
Komplexes bestimmen, denn sowohl die chemische als auch die mathematische Herangehens-
weise ist sehr davon abhdngig. Je hoher diese Stochiometrie, desto komplizierter wird die
Beschreibung, denn neben der eigentlichen Komplexzusammensetzung miissen auch die
kleineren Aggregationen des sich bildenden Komplexes beriicksichtigt werden. Denn bei
einer Assoziation werden in der Regel zundchst diese niederen Komplexstochiometrien
gebildet, bis sich letztendlich der Komplex mit der stabilsten Zusammensetzung entwickelt.
Fiir eine solche Assoziation kann man dann auch die verschiedenen Komplexbildungskon-
stanten ermitteln. Dies gilt jedoch nicht fiir besonders starke Assoziationen hoherer

Stochiometrie, da hierbei die niederen Komplexstdchiometrien praktisch keine Rolle spielen.

Eine Komplexierung eines Rezeptors R mit einem Substrat S zu dem Komplex R;Ss kann
durch eine Gleichgewichtsreaktion beschrieben werden (2.1), wobei r und s die Stochiometrie
des Komplexes bezeichnen. Unter Verwendung des Massenwirkungsgesetzes erhdlt man
durch Gleichung (2.2) die Assoziationskonstante K,g, auch Komplexbildungskonstante
genannt, bzw. deren reziprokes Pendant, die Dissoziationskonstante Kpis. Exakterweise
miissten anstelle der Konzentrationen die Aktivititen eingesetzt werden. Da die Messungen
meistens in sehr verdiinnten Losungen durchgefiihrt werden, ist die Verwendung der

Konzentrationen anstelle der Aktivitdten als Naherung legitim.
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r-R+s-S—=—R S, 2.1)
C[Rs) .
Ass T r - .
[RI[S] Ko
mit [R,S;] = Komplexkonzentration im Gleichgewicht, [R] = Rezeptorkonzentration im Gleichgewicht,
r = Stochiometrie des Rezeptors, [S] = Substratkonzentration im Gleichgewicht, s = Stdchiometrie des

Substrates, K,,, = Assoziationskonstante, K. .= Dissoziationskonstante.

Die Konzentrationen von Rezeptor [R] und Substrat [S] im Gleichgewicht kdnnen nun durch
die Differenz ihrer Startkonzentrationen, also der Rezeptorstartkonzentration [Rg] und der
Substratstartkonzentration [Sp], mit der anteiligen (r, s) Konzentration an gebildetem

Komplex [R,S] ersetzt werden.

[R]=[Ry]-1[RS] 2.3)

[S]=[Ss]-s[R.S,] 24)

Im Folgenden wird nun eine 1:1-Komplexierung betrachtet, wobei sich die Gleichungen (2.1)

und (2.2) wie folgt vereinfachen:

R +S—=RS 2.5)
o« _ [rs]
Ass [R] . [S] (2.6)

Fiir die Konzentrationen im Gleichgewicht gelten nun:

[R]=[R,]-[RS] Q.7

[S]=[S]-[RS] 28)
Setzt man nun die Gleichungen (2.7) und (2.8) in die Gleichung (2.6) ein, so erhidlt man

Gleichung (2.9), die als quadratische Gleichung fiir die Komplexkonzentration [RS]

umgeformt und mittels quadratischer Ergdnzung (p-q-Formel) geldst werden kann:



26 Grundlagen

K. - [RS] 2.9)
™ ([Ro]=[RS])-([So]-[RS]) '
[RS]

" [RO]'[So]_[Ro]'[RS]—[SO].[RS]+[RS]2
K - [RO]'[SO]_[Ro]‘[RS]—[SO].[RS]+[RS]2

+[RO]+[so1]-[Rs1+[Ro]-[so]

[rs]= L, +[SO]J(K1 +[RO]+[so]j AR s) 210

I<Ass Ass

[RS]:;{ Diss T [S] \/ Kopi + S ]) [ 0]'[30]} (2.11)

mit [RS] = Komplexkonzentration im Gleichgewicht, K, = Assoziationskonstante, K~ = Dissoziations-
konstante, [R,] = Startkonzentration des Rezeptors, [S,] = Startkonzentration des Substrates.

Die beiden Gleichungen (2.10) und (2.11) beschreiben im Gleichgewicht die Konzentration
des Komplexes [RS] in Abhédngigkeit der Assoziations- Kass bzw. der Dissoziationskonstante

Kbpiss und der Startkonzentrationen des Rezeptors [Ry] und des Substrates [So].

Bis hierhin ist die Herleitung fiir alle Methoden identisch. In den weiteren Schritten ergeben
sich aber Unterschiede zwischen den Herleitungen der Auswertung fiir die NMR-
Spektroskopie, die beiden optischen Methoden, UV- und der Fluoreszenz-Spektroskopie, und
die ITC-Methode. Bei der NMR-Technik wird die Komplexkonzentration im Gleichgewicht
durch den CIS beschrieben. Diese Konzentration wird im Fall schnell austauschender
Protonen indirekt tiiber eine Mittelung der Rezeptor-Protonen der freien und der
komplexierten Spezies dargestellt. Bei den optischen Methoden wird die Anderung der
Absorption bzw. der Intensitdt des sich bildenden Komplexes direkt beobachtet, d. h. die
Komplexkonzentration ist direkt proportional der beobachteten Grofe. Bei der ITC-Methode
wird die Wiarmetdonung der Komplexierung verfolgt, die ebenfalls direkt proportional der
Komplexkonzentration ist.

Im Folgenden werden nun die verschiedenen, im Zuge der Anfertigung dieser Arbeit

verwendeten Methoden dargestellt und knapp deren mathematische Grundlagen beleuchtet.
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NMR-Spektroskopie

Die wichtigste Methode zur Quantifizierung einer Komplexierungsstirke ist die Kernspin-
resonanz-Spektroskopie (nuclear magnetic resonance, NMR). Denn neben der reinen Bin-
dungskonstante erhélt man bei dieser Technik auch zusitzlich Strukturinformationen iiber die
Komplexierung. Die Verschiebungen der NMR-Signale zeigen, welche funktionellen
Gruppen bzw. Atome direkt an der Komplexierung mittels nichtkovalenter Wechsel-
wirkungen, wie beispielsweise Wasserstoffbriickenbindungen, Ionenbriicken oder hydrophobe
Wechselwirkungen, teilnehmen. Dies geschieht durch eine Beobachtung der Anderung der
chemischen Verschiebung von Wasserstoffatomen, hervorgerufen durch eine elektronische
Veranderung infolge der Komplexierung. Dies bezeichnet man als ,,complexation induced
shift” (CIS). Alle Signale, bei denen ein solcher CIS beobachtbar ist, nehmen entweder direkt
an der Komplexierung teil oder werden durch Nachbargruppen beeinflusst. Dabei variiert die
absolute GroBe des CIS fiir verschiedene Protonensignale. Letztendlich sollte aber die
Auswertung aller CIS die gleiche Bindungskonstante liefern, da die Kurvenkrimmung und
nicht der Absolutwert dafiir verantwortlich ist. Wiirde die Auswertung verschiedener CIS
unterschiedliche Bindungskonstanten ergeben, weist dies auf verschiedene Bindungsmodi,
eine andere Stochiometrie oder eventuell auf eine wahllose Aggregation hin. Zumindest sind
die Bedingungen fiir die Auswertung einer 1:1-Komplexierung nicht mehr gegeben.
Experimentell wird hierzu eine Messreihe von 'H-NMR-Spektren aufgenommen, bei denen
die Startkonzentrationen von Rezeptor und Substrat variieren. Dazu wird z. B. der Rezeptor
(falls man dessen Protonen beobachten mochte) vorgelegt und feste Aliquote an Substrat
zugegeben. Durch die Zugabe an Substrat wird der Komplex gebildet, wodurch sich die
beteiligten Signale verschieben. Triigt man die Verschiebung gegen die Aquivalente auf, so
erhdlt man mittels nichtlinearer Kurvenanpassung eine Titrationsisotherme, bei deren
Auswertung man die Assoziationskonstante erhilt. In Abb. 16 ist links eine Uberlagerung von
'H-NMR-Spektren gezeigt. Vom Rezeptor sind die beiden rechten Protonen, Pyrrol-Protonen
bei 6.67 ppm und 6.69 ppm, und daneben ein NH-Proton bei 6.85 ppm zu sehen. Da die
Protonensignale zum vorgelegten Rezeptor gehoren, sind sie anfangs am gréfiten und nehmen
mit zunehmender Verdiinnung an Intensitit ab. Daneben sind benzylische Protonen bei 7.06
bis 7.21 ppm und ein NH-Proton bei 7.52 bis 7.56 ppm des Substrates zu sehen, die an
Intensitdt zunehmen. Im rechten Bild ist die berechnete Bindungsisotherme fiir das rechte
Pyrrol-Proton des Rezeptors gezeigt. Aus der Kriimmung der Kurve erhdlt man die

Bindungsstérke.
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Abb. 16 NMR-Titrationsexperiment zur Bestimmung der Bindungskonstante. Links: Uberlagerung von 'H-
NMR-Spektren. Rechts: berechnete Bindungsisotherme fiir das rechte Pyrrol-Proton bei 6.67 ppm.

Bei der NMR-Spektroskopie muss man bei der Quantifizierung der Bindungsstirke
unterscheiden, ob eine Komplexierung langsam oder schnell auf der NMR-Zeitskala (ca.
107 s) ablauft."® Ist sie langsamer, so erhilt man separate Signale fiir die komplexierte und
die unkomplexierte Form (Abb. 17). Durch Integration der einzelnen Signale kénnen die
Konzentrationen der freien und komplexierten Form direkt bestimmt und die Bindungskon-
stante iiber das Massenwirkungsgesetz berechnet werden. Eine Titration ist nicht nétig, wird

aber fiir ein exaktes Ergebnis dennoch durchgefiihrt.

schneller Austausch langsamer Austausch

Vi U W |
e =
zugabe _/; { /\ N A

rrrrrrrrrrrrrrrrrrrnrioril rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrnrinri
) ) & [ppm] ) ) 8 [ppm]
invariantes Rezeptor Komplex invariantes

Signal Signal

Abb. 17 NMR-Titrationsexperiment bei schneller und langsamer Komplexbildung.

Meist jedoch werden Bindungsstudien bei Raumtemperatur durchgefiihrt, bei der die
Dynamik der Komplexbildung so schnell ist, dass man mit der NMR-Spektoskopie nur einen
gemittelten Signalsatz aus freien Bindungspartnern und Komplex erhilt. Aus der Signal-
Verschiebung wiahrend der Komplexierung relativ zum unkomplexierten Signal kann die

Komplexkonzentration berechnet werden.
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Fiir eine 1:1-Komplexierung setzen sich die gemittelten Signale anteilig aus der Verschiebung
des freien Rezeptors or und der Verschiebung des sich bildenden Komplexes drs zusammen
(2.12). Mathematisch kann man dies dadurch beschreiben, dass das beobachtete Signal Opeo
die Summe der chemischen Verschiebungen ist, unter Berilicksichtigung des jeweiligen
Anteils des freien bzw. des komplexierten Rezeptors, normiert auf die Startkonzentration des

Rezeptors (2.12). Setzt man Gleichung (2.7) in (2.12) ein, erhélt man Gleichung (2.13).

o IR, IRs]

o == — 2.12
"R RY e
[Ro]=[RS] . [RS]
= 8 .
beo [RO] R + [RO] RS (2.13)
mit J,,, = experimentell gemessene chemische Verschiebung, 8, = chemische Verschiebung des freien

Rezeptors, 8,5 = chemische Verschiebung des Komplexes, [R,]| = Startkonzentration des Rezeptors, [R] =
Konzentration des Rezeptors im Gleichgewicht, [RS] = Konzentration des Komplexes im Gleichgewicht.

Nun fiihrt man die Differenz A8 der chemischen Verschiebungen des Komplexes Ors und der

des Rezeptors Or ein, substituiert dies in Gleichung (2.13) man erhilt die Gleichung (2.15).

AS =8, 3, (2.14)
Ops =0 +AS

_M.SR+@-(8R+A8)

o2}

TR R,)
o[RS [Rs] . [RS]
P O T R ] R R
L (2.15)
beo R [RO] .

In dieser Gleichung ersetzt man nun die zuvor in Gleichung (2.11) hergeleitete Komplex-

konzentration im Gleichgewicht [RS] und erhélt schlieBlich die Gleichung (2.16).
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2
AS 1 1
Opeo = O <—+[R Syl =—+|R Sol| —4|R,|-[S
(i one LTI OB et L9 ] R ECHACH R
mit S, = experimentell gemessene chemische Verschiebung, &, = chemische Verschiebung des freien

Rezeptors, AS = Differenz der chemischen Verschiebungen aus Komplex und freiem Rezeptor, [RO] = Start-

konzentration des Rezeptors, [SO] = Startkonzentration des Substrates, K, = Assoziationskonstante.

In dieser Gleichung beschreiben die Variablen [Ry], [So] und Ad eine dreidimensionale
Hyperfliche. Da aber in einem Titrationsexperiment die Konzentration der vorgelegten
Komponente konstant gehalten wird, wihrend sich die der zutitrierten allmdhlich veréndert,
wird nur ein zweidimensionaler Ausschnitt dieser Hyperfliche betrachtet. Durch Implemen-
tierung der Gleichung (2.16) in ein Programm zur mathematischen Kurvendiskussion (z. B.
Origin) kann mittels nichtlinearer Kurvenanpassung aus den chemischen Verschiebungen die

Komplexbildungskonstante berechnet werden.

Die NMR-Methode eignet sich besonders zur Bestimmung von kleineren Bindungskon-
stanten. Person, Deranleau und Wilcox haben gezeigt, dass Titrationskurven nur dann verldss-
liche Werte tiber die Bindungsstirke liefern, wenn von dieser ein bestimmter Bereich aufge-
nommen wird.l””””" Dieser Kurvenbereich wird durch den von Weber® eingefiihrten p-Wert
(probability of binding) eingegrenzt. Definiert ist dieser Wert als das Verhiltnis der Komplex-
konzentration [RS] im Gleichgewicht und dessen maximal moglichen Konzentration des
Rezeptors [Rg]. Bei einer Titration soll dabei ein Bereich von p zwischen 0.2 und 0.8
iiberstrichen werden. AuBlerhalb dieses Bereiches liegen Rezeptor bzw. Substrat in hohem
Uberschuss vor, und die Bindungsisotherme unterscheidet sich kaum noch bei schwacher und

starker Komplexierung (Abb. 18).
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Abb. 18  Korrelation zwischen p-Wert und der Bindungskonstante.’” Copyright Wiley-VCH Verlag GmbH &
Co. KGaA. Reproduced with permission.

Als Faustformel sollte daher die Startkonzentration des vorgelegten Rezeptors etwa reziprok
der Bindungskonstante sein (+/- Faktor 10), um optimale Ergebnisse beziiglich der mathe-
matischen Auswertung zu erhalten. Dies bedeutet auch, dass hohere Bindungskonstanten sehr
verdiinnte Startkonzentrationen bendtigen. Dabei gelangt die NMR-Methode aber an ihre
Grenzen, denn um experimentell auswertbare, gut aufgeloste NMR-Spektren zu erhalten,
bendtigt man Konzentrationen im oberen pmol bis mmol Bereich. Die bestimmbaren
Bindungskonstanten liegen somit im Bereich von K = 10 bis 10* M. Weiterhin muss etwa
75 % der Sattigungskurve beobachtet werden, um akkurate Ergebnisse zu erhalten. Gerade fiir
kleine Bindungskonstanten bedeutet dies die Titration von wesentlich mehr Aquivalenten als

es bei einer starken Komplexierung notig ist.””

Nachteilig bei der NMR-Spektroskopie ist, dass hdufig nicht alle fiir die Komplexierung
interessanten Signale beobachtet werden kdnnen oder beobachtbar sind. Die Ursachen dafiir
konnen darin liegen, dass man keinen scharfen Peak erhilt, dass sich Peaks tiberlagern, dass
die chemische Verschiebung zu gering ist oder dass Signale wahrend der Datensammlung im

Hintergrundrauschen verschwinden. Auch die Wahl des Ldsemittels stellt eine gewisse
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Herausforderung dar. So muss zum Beispiel bei protischen Losemitteln mit normalen
Wasserstoff-Protonen ('H), also bei Verwendung nicht vollstindig deuterierter (*H oder D)
Losemittel, eine spezielle Messmethode angewendet werden, um iiberhaupt Signale zu
erhalten. Denn aufgrund der GroBe des Losemittelpeaks wéren die meisten Signale nicht
detektierbar. Zudem konnen mit dem Losemittel schnell austauschende Protonen, wie Amin-,
Amid- oder Guanidinio-Protonen, nicht beobachtet werden. Dies ist z. B. bei Verwendung
von H,O oder d;-MeOH der Fall. Deswegen werden Spektren mit Losemittelunterdriickung
durch Vorsittigung der entsprechenden Signale aufgenommen. Dabei wird selektiv die
Resonanzfrequenz des Losemittelpeaks (z. B. Wasser bei etwa 4.3 ppm) eingestrahlt,
wodurch sich eine Gleichbesetzung (Sattigung) der Energieniveaus einstellt und das Signal im
NMR-Spektrum unterdriickt ist. Dabei gehen in erster Linie auch Signale verloren, die in der
ndheren Umgebung des Losemittelpeaks liegen, solche in bestimmten definierten perio-

dischen Abstidnden sowie eben auch schnell austauschende Protonen.

Auch ist es problematisch, wenn bei NMR-Titrationen neben der Komplexierung auch
Protonierungsreaktionen ablaufen (Abb. 19). Dies tritt ein, wenn der pH-Wert von Rezeptor-
und Substratlosung nicht identisch ist. Auch hier erhdlt man eine Signal-Verschiebung durch
Protonierungs- bzw. Deprotonierungsreaktionen. Zur Vermeidung muss der pH-Wert mittels
Sdure- oder Basenzugabe korrigiert werden. Auch durch die Verwendung eines Puffers
vermeidet man solche storenden Reaktionen, jedoch erhdlt man dadurch wieder zusétzliche
NMR-Signale, die moglicherweise bei der Spektrenauswertung stdrend sind. Um Proto-
nierungsreaktionen auszuschliefen, beobachtet man in einem Titrationsexperiment mit
dquimolaren Mengen an Rezeptor und Substrat den CIS bei allméhlicher Verdiinnung. Zeigt
er einen linecaren Verlauf, handelt es sich um eine Sdure-Base-Reaktion, da diese konzentra-
tionsunabhdngig ist. Ein hyperbolischer Verlauf hingegen bedeutet eine Komplexierung, da

diese sehr wohl konzentrationsabhéngig ist.
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Abb. 19 Unterschied von Komplexierung und Protonierungsreaktion: Wiahrend bei einer Protonierung (unten)
ein Wasserstoffproton iibertragen wird, kommt es bei der Komplexierung (oben) zur Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen ohne eine Transprotonierung.

UV- und Fluoreszenz-Spektroskopie

Zur Untersuchung einer Komplexierung mit optischen Spektroskopiemethoden wird ebenfalls
ein Titrationsexperiment durchgefiihrt. Eine Grundvoraussetzung fiir die Verwendung dieser
beiden optischen Spektroskopiemethoden ist die Photostabilitdt der verwendeten Proben im
UV-Bereich (250 bis 500 nm). Durch die Komplexierung wird in einem chromophoren
System des Rezeptors oder des Substrates eine elektronische Anderung beobachtet, die durch
eine Verschiebung der Elektronendichte wihrend dieses Vorgangs verursacht wird. Dabei
wird bei der UV-Spektroskopie die Absorption von Licht beim Durchgang durch Proben
verschiedener Startkonzentrationen von Rezeptor und Substrat gemessen, um letztendlich die
Konzentration des Komplexes im Gleichgewicht zu bestimmen. Bei der Fluoreszenz-
Spektroskopie absorbiert der Chromophor Licht bestimmter Wellenlinge und sendet
energiedrmeres, also lingerwelligeres Licht, wieder aus. Die Intensitit dieses Lichtes wird
tiblicherweise in einem Winkel von 90 Grad gemessen und kann zur Bestimmung von
Bindungskonstanten dienen. Ein Vorteil der Fluoreszenz-Spektroskopie gegeniiber der
Absorptionsspektroskopie ist die um die GroBenordnung 10> hohere Empfindlichkeit
gegeniiber der Absorptionsspektroskopie. Dies liegt vor allem daran, dass bei der Absorp-
tionsspektroskopie ein Quotient der eingestrahlten und emittierten Lichtintensititen gebildet
wird, wihrend bei der Fluoreszenz-Spektroskopie direkt eine Intensitit gemessen wird.®™ In
Abb. 20 ist schematisch ein beobachtetes UV-Spektrum gezeigt. Hierbei wird die
Wellenlédnge gegen die Absorption aufgetragen. Es setzt sich additiv aus den drei Einzel-

Spektren des Rezeptors, des Substrates und des Komplexes zusammen. Durch Aufnahme des
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beobachteten Spektrums und der Spektren von Rezeptor und Substrat kann das Spektrum des

Komplexes berechnet werden.

‘é beobachtetes

9 Spektrum

2 |\ Substrat Kemplex /

E Rezeptor Ags = A+ A+ Agg
<

Ags = £gs - [RS]

R

A =g, [S]
Wellenlénge A

Abb. 20  Schematische inkrementelle Darstellung des beobachteten UV-Spektrums: das wihrend der Titration
aufgenommene Spektrum ist das Ergebnis einer Uberlagerung der einzelnen Spektren des Rezeptors
R, des Substrates S und des Komplexes RS.[? Copyright Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA.
Reproduced with permission

Man beobachtet die Absorption bei einer bestimmten Wellenldnge (Aqbs). In Abb. 21 ist der
Titrationsverlauf einer UV-Bindungsstudie eines Pyrrol-Derivates dargestellt. Deutlich ist im
linken Bild die Abnahme der Absorption der Pyrrol-Bande zu sehen. Diese ist hauptsidchlich
auf die Verdiinnung der Probe wihrend der Titration zuriickzufiihren. Uber das Lambert-
Beersche Gesetz kann diese Verdiinnung berechnet werden. Durch die Komplexierung nimmt
die UV-Absorption stirker ab, als dies allein die Verdiinnung bewirken wiirde. Der
Unterschied zwischen dieser berechneten Verdiinnung und der gemessenen Abnahme der
Absorption wird durch die Komplexierung hervorgerufen. Wiirde man diese Differenz gegen
die Aquivalente auftragen, wiirde man eine Sittigungskurve erhalten (siche Abb. 15). Im
rechten Bild von Abb. 21 sind die Messpunkte bei einer Absorption von 300 nm dargestellt.
Die griine Kurve zeigt die berechnete Verdiinnung, wéhrend die rote Kurve die mittels

nichtlinearer Kurvenanpassung berechnete Bindungsisotherme darstellt.
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Abb. 21 UV-Titrationsexperiment zur Bestimmung der Bindungskonstante. Links: Uberlagerung der UV-
Spektren. Rechts: Bindungsisotherme (rot) und berechnete Verdiinnungskurve bei 300 nm (griin).

Der Quantifizierung der Komplexierung mittels UV- oder Fluoreszenz-Spektroskopie liegt
das Lambert-Beersche Gesetz zugrunde (2.17), bei dem A die Absorption, & der molare
Extinktionskoeffizient, d die Schichtdicke und ¢ die Konzentration ist. Bezogen auf ein
Titrationsexperiment setzt sich die Absorption A als Summe aller absorbierenden Spezies dar,
also aus freiem Rezeptor, freiem Substrat und dem Komplex, und man erhilt unter

Berticksichtigung der Schichtdicke der Kiivette von d = 1 cm die Gleichung (2.18).

A=¢g-d-c 2.17)

A =g, [R]+&5-[S]+eps - [RS] (2.18)
mit A = experimentell gemessene Absorption, € = molarer Extinktionskoeffizient, d = Schichtdicke der
Messkiivette, ¢ = Konzentration der absorbierenden Spezies, €, = molarer Extinktionskoeffizient des
Rezeptors, &, = molarer Extinktionskoeffizient des Substrates, €,, = molarer Extinktionskoeffizient des
Komplexes, [R] = Konzentration des Rezeptors im Gleichgewicht, [S] = Konzentration des Substrates im

Gleichgewicht, [RS] = Konzentration des Komplexes im Gleichgewicht.

In Gleichung (2.18) kann man nun analog der NMR-Methode die Konzentration des
Rezeptors im Gleichgewicht [R] und die Konzentration des Substrates im Gleichgewicht [S]
durch die Gleichungen (2.7) und (2.8) ersetzen.

A =gy '([RO] - [RS]) t & '([SO] - [RS]) +ps[RS] (2.19)

A =gy '[Ro]""gs'[so]"'(gks_gk _Ss)'[RS] (2.20)
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Die so erhaltene Gleichung (2.20) kann vereinfacht werden, indem man Ag einfiihrt. Dies ist
die Differenz aus dem molaren Extinktionskoeffizient des Komplexes ers und den molaren

Extinktionskoeffizienten des Rezeptors g und des Substrates &s.

Ae=¢gpq—&; — &g (2.21)

A =g, -[R,]+&[S,]+Ae-[RS] (2.22)

Analog der NMR-Methode wird nun wiederum die Komplexkonzentration im Gleichgewicht

[RS] in dieser Formel durch Gleichung (2.11) ersetzt.

N o o FU LN ITCN| EPRCB TGN JLES

mit A = experimentell gemessene Absorption, &, = molarer Extinktionskoeffizient des freien Rezeptors,
g = molarer Extinktionskoeffizient des freien Substrates, Ae = Differenz der molaren Extinktions-
koeffizienten zwischen Komplex und freiem Rezeptor und freiem Substrat, [RO] = Startkonzentration des

Rezeptors, [SO] = Startkonzentration des Substrates, K, . = Assoziationskonstante.

Auch hier wird durch die Variablen [Rg], [So] und Ae eine Hyperfliche beschrieben.
Wiederum wird im Titrationsexperiment ein zweidimensionaler Ausschnitt beobachtet. Durch
Implementierung der Gleichung (2.23) in ein Programm zur mathematischen Kurven-
diskussion (z. B. Origin) kann mittels nichtlinearer Kurvenanpassung aus der Absorption und

den molaren Extinktionskoeffizienten die Komplexbildungskonstante berechnet werden.

Die Gleichung (2.23) gilt fiir die Bestimmung der Bindungskonstante mittels UV-
Spektroskopie. Man kann sie aber auch fiir die Fluoreszenz-Spektroskopie einsetzen, unter
der Voraussetzung, dass das Lambert-Beersche Gesetz giiltig ist. Dabei ersetzt man lediglich

die Adsorption A durch die Intensitit I und erhilt Gleichung (2.24)

=y [RoJ 2 [S, ]+ 5 - +[R,J#[8,]- [KL+[RO]+[so]j —4 R[S, ]} @224

Ass Ass

mit I = experimentell gemessene Intensitét, ¢, = molarer Extinktionskoeffizient des freien Rezeptors, &g
molarer Extinktionskoeffizient des freien Substrates, Ae = Differenz der molaren Extinktionskoeffizienten
zwischen Komplex, freiem Rezeptor und freiem Substrat, [RO] = Startkonzentration des Rezeptors, [SO] =

Startkonzentration des Substrates, K, . = Assoziationskonstante.
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Fiir das Verhiltnis von Startkonzentration und Assoziationskonstante gilt auch hier wie bei
der NMR-Methode die reziproke Beziehung (+/- Faktor 10), um optimale Ergebnisse
beziiglich der mathematischen Auswertung zu erhalten. Darin liegt ein groBer Vorteil dieser
beiden optischen spektroskopischen Methoden. Denn es konnen sehr groBe Bindungskon-
stanten gemessen werden, da schon Konzentrationen im mittleren nmol Bereich experimentell
ausreichend sind. Fiir hoher konzentrierte Losungen kann die Spaltbreite des Photometers
verringert werden und somit auch kleinere Bindungsaffinititen gemessen werden. Bestimm-

bare Bindungskonstanten liegen somit im Bereich von K = 10 bis 105 M™%,

Eine andere Moglichkeit zur Bestimmung von sehr hohen Bindungskonstanten mittels der
optischen spektroskopischen Methoden ist die Verdrdngungstitration, auch ,,indicator dis-

[74.75] Hierbei wird ein UV- bzw. fluoreszenz-aktiver Indika-

placement assay* (IDA) genannt.
tor verwendet, der bei Zugabe vom Rezeptor gebunden wird. Durch ein Titrationsexperiment
kann dessen Bindungskonstante bestimmt werden. Besitzt ein Substrat eine hohere Affinitit
zum Rezeptor, verdriangt er bei Zugabe den Indikator. Durch ein weiteres Titrations-
experiment des Substrates zu einem Rezeptor-Indikator-Komplex kann nun die Bindungs-
konstante des Substrates zum Rezeptor unter Berlicksichtigung eines kompetitiven
Bindungsmodus der zuvor bestimmten Bindungskonstanten zwischen Indikator und Rezeptor
berechnet werden. Auf diese Weise ist es auch moglich, nicht UV- bzw. fluoreszenz-aktive

Rezeptor-Substrat-Systeme zu untersuchen. Eine Grundvoraussetzung zur Anwendung dieser

Methode ist, dass keine Wechselwirkungen zwischen Indikator und Substrat auftreten.

Das Lambert-Beersche Gesetz verliert seine Giiltigkeit, wenn bei der Bestimmung der
Bindungskonstante mittels UV- oder Fluoreszenz-Spektroskopie neben einer Zu- oder
Abnahme einer spektroskopischen Bande (hyperchromer oder hypochromer Shift) noch
zusitzlich eine Wanderung der Bande zu hoheren oder niedrigeren Wellenldngen (batho-
chromer oder hypsochromer Shift) vorkommt. Das physikalische Gesetz und die weitere
Ableitung der Komplexbildung beruhen nédmlich auf der Annahme, dass die Komplexbildung
innerhalb einer Wellenldnge beobachtbar ist. Ist dies nicht der Fall, ist keine einfache
nichtlineare Regressionsanalyse einer einzigen Wellenlinge moglich, sodass extra fir die

Spektroskopie entwickelte Computerprogramme (z. B. Specfit) verwendet werden miissen.
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Abb. 22  Schematische Darstellung der moglichen Anderungen von Absorptions- bzw. Extinktionsspektren bei
UV- und Fluoreszenz-Spektroskopie.

Bei Fluoreszenz-Messungen kann es auch zu Quenching-Effekten (Fluoreszenzldschung)
kommen, die die Fluoreszenz teilweise oder ganz ausloschen. In diesem Fall gilt die
Herleitung der Gleichung (2.24) nicht mehr, da das Lambert-Beersche Gesetz seine Giiltigkeit
verliert. Die Ursache fiir Quenching-Effekte kann entweder in den verwendeten Substanzen
selber oder auch im Losemittel liegen. Vor allem Sauerstoff in den Losemitteln fithrt zu
Quenching-Effekten, weshalb gerade bei viskoseren Losemitteln wie DMSO unbedingt eine
Entgasung, z. B. durch Behandlung mit Ultraschall, notwendig ist. Als Losemitteleffekt ist
bekannt, dass in wissrigem Medium die Fluoreszenz wesentlich geringer ist als z. B. in
Alkoholen.®™ Bei solchen Fillen ist die Fluoreszenz-Spektroskopie eine ungeeignete
Messmethode zur Bestimmung von Bindungskonstanten, sodass auf andere Methoden
ausgewichen werden muss.

Ein weiteres Problem bei Fluoreszenz-Messungen ist die Photoinstabilitit von Proben. Tritt

dieses Phdnomen ein, sind keine Bindungsstudien mit dieser Methode moglich.

Kalorimetrische Methode: ITC

(83841 (Isothermal titration calorimetry, ITC) wird

Bei der isothermalen Titrationskalorimetrie
die bei einer Reaktion freiwerdende oder verbrauchte Wérmeentwicklung bei konstanter
Temperatur gemessen. Dabei konnen nichtkovalente Bindungen (z. B. zwischen Proteinen
oder zwischen Rezeptor/en und Substrat/en) mit gleichem Formalismus betrachtet werden wie

chemische Reaktionen, die zu kovalenten Bindungen fiihren.
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Die erhaltenen Parameter sind die Reaktionsenthalpie oder Bindungsenthalpie AH, die freie
Reaktionsenthalpie AG, die Stochiometrie N, die Bindungskonstante Kag, die Entropie AS
und die Warmekapazitét cp. Ublicherweise werden die thermodynamischen Parameter in
Kalorien (cal) angegeben.

Bei der ITC-Methode hat man zwei Zellen, eine Messzelle und eine Referenzzelle, die sich
beide in einem duBeren temperierten Mantel befinden. Damit beide Zellen aber immer auf der
gleichen Temperatur gehalten werden konnen, wird an beiden eine kontinuierliche
Heizspannung angelegt. Findet in der Reaktionszelle nun eine chemische Reaktion oder eine
Komplexierung statt, wird entweder Warme verbraucht oder freigesetzt. Dies fiihrt dazu, dass
die Heizspannung an der Messzelle so reguliert werden muss, dass die Messzelle wieder die
gleiche Temperatur wie die Referenzzelle besitzt. Dies bedeutet, dass bei Warmeverbrauch
(endotherme Reaktion) die Heizspannung erhoht und bei Wirmefreisetzung (exotherme
Reaktion) die Spannung verringert werden muss. Damit entspricht die Anderung der
Heizspannung an der Messzelle genau der Wéarmetonung der Reaktion bzw. der

Komplexierung und kann als Observable genutzt werden.

In Abb. 23 ist im oberen Bild eine typische ITC-Messung gezeigt. Die Peaks entsprechen
jeweils einer Injektion von Substrat und sind gegen den Warmeimpuls (Wéarmeentwicklung
pro Zeit) aufgetragen. Das untere Bild zeigt die berechnete sigmoidale Kurvenanpassung der
Wirmeimpulse der Injektionen gegen die Aquivalente. Die x-Koordinate des Wendepunktes
gibt die Stochiometrie der Komplexierung wieder. Ein weiteres Titrationsexperiment wie bei
den spektroskopischen Messmethoden ist dabei nicht notwendig (zusétzliches Titrations-
experiment: siche 2.4 Bestimmung der Bindungsstochiometrie). Aus der Steigung im Wende-
punkt kann die Komplexstirke berechnet werden. Die absolute Enthalpie ldsst Riickschliisse
auf den Bindungsmodus zu. Je nach Stirke der nichtkovalenten Wechselwirkungen variiert

die Grofle der Enthalpie.
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Abb. 23  ITC-Titrationsexperiment. Oben: Spektrum, Unten: Bindungsisotherme.™!

Nach dem ersten Hauptsatz der Thermodynamik, dem Energieerhaltungssatz, gilt, dass sich
die Innere Energie U eines Systems als Summe der Wirme Q und der Arbeit W
zusammensetzt (2.25). Die Wirme Q entspricht hierbei der Anderung der Enthalpie AH, und
die Arbeit W wird durch p- AV (fiir AV #0) beschrieben (2.26). Wird unter isobaren
Bedingungen (bei konstantem Druck) keine Arbeit verrichtet, entspricht die Innere Energie
der Wiarme der Reaktion (2.27). Dies ist beispielsweise bei Reaktionen in Losungen der Fall,

bei denen sich das Volumen nicht dndert (AV = 0).

AU=Q+W (2.25)
AU =AH +p-AV (2.26)
AU = AH 2.27)

Die gesamte Wiarmemenge Q der Losung ist abhédngig von der Stoffmenge des sich bildenden
Komplexes ngs (2.28) und damit von der Konzentration des Komplexes [RS] und dem

Reaktionsvolumen V (2.29).

Q = AH ng (2.28)
Q=AH-[RS]-V (2.29)
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Wie schon zuvor kann auch hier die Komplexkonzentration durch die Gleichung (2.11)

eingesetzt werden:

2
AH-V 1 1
Q- MV it [ R R @
Ass Ass
mit Q = gesamte Wirme der Reaktion, AH = molare Wirme der Komplexierung, V = Volumen der
Reaktionslosung, [R,] = Startkonzentration des Rezeptors, [S,] = Startkonzentration des Substrates,

K = Assoziationskonstante.

Ass

Trdagt man nun die Wérme pro Injektion gegen das Molverhiltnis auf, kann man mittels
nichtlinearer Kurvenanpassung die Bindungskonstante K bestimmen.
Uber die Gibbs-Helmholtz-Gleichung (2.32) kdénnen nun weitere physikalisch-chemische

Parameter erhalten werden, die freie Reaktionsenthalpie AG und die Entropie AS:

AG’=-R-T-InK, (231

AG’ =AH" -T-AS’ (2.32)
mit AG’ = molare freie Reaktionsenthalpie der Reaktion, R = allgemeine Gaskonstante, T = Temperatur
in Kelvin, K,, = Assoziationskonstante, AH” = molare Reaktionsenthalpie der Komplexierung, AS’ =

molare Entropie.

Eine weitere wichtige Grofle in der physikalischen Chemie, die Wérmekapazitit cp, kann
durch folgende Beziehung erhalten werden. Sie gilt unter der Voraussetzung, dass die
Anderung der Wirmekapazitit temperaturunabhingig ist. Hierzu sind weitere ITC-

Messreihen bei verschiedenen Temperaturen notig.

AQ=c, -AT (2.33)

AH AH, —AH,
Ac,=d = : ‘ 2.34
’ AT T,-T, (2.34)

mit AQ = Wiarmednderung der Reaktion, ¢, = Warmekapazitit, AT = Temperaturdnderung in Kelvin,
AH = Reaktionsenthalpie.

Der Hauptvorteil dieser Messmethode liegt demnach darin, dass ein vollstindiges thermo-
dynamisches Profil einer Reaktion erstellt werden kann, ohne in das Gleichgewicht in
irgendeiner Art einzugreifen. Weiterhin gibt es keine Einschrinkung beziiglich der Grofie

(Molmassen) der Reaktionspartner, alle gingigen Losemittel konnen frei gewdhlt werden
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(z. B. Pufferlosungen oder Salzlosungen). Selbst Suspensionen oder kolloidale Losungen
konnen verwendet werden. Auch konnen alle Arten von Wechselwirkungen untersucht
werden.

Darin wird aber auch wiederum die Schwierigkeit der Messmethode deutlich, da nur die
Gesamtsumme an Wechselwirkungen, also die Reaktionsenthalpie, gemessen werden kann
und so mehrere Effekte bzw. Einzelenergiebeitridge einer Komplexierung tliberlagern. Heben
sich positive und negative Energiebeitrige gegeneinander auf, so ist schlieBlich keine
Messung mehr moglich, und die Messmethode stofit an ihre Grenzen. Weiterhin ist die
Messmethode sehr empfindlich gegeniiber Losemittelgemischen, denn frei werdende oder
bendtigte Mischungswérme beeinflusst die Messung stark.

Um etwaige Wiarmeentwicklungen, die nicht durch die Komplexierung hervorgerufen werden,
wie z. B. durch Verdiinnen sowohl der Substratlosung als auch der Rezeptorlosung wihrend
der Titration, zu ermitteln, werden Verdiinnungsexperimente unter identischen Versuchs-
bedingungen durchgefiihrt. Die erhaltenen Warmeentwicklungen werden anschlieBend vom
eigentlichen Experiment korrigiert.

In Abb. 24 sind verschiedene mdgliche thermodynamische Reaktionsablidufe gezeigt. Alle
haben gemeinsam, dass sie spontan ablaufen, da die freie Reaktionsenthalpie AG negativ ist.
Hierbei zeigt A eine enthalpisch getriebene Reaktion, die im Wesentlichen durch Wasserstoftf-
briickenbindungen, Protonierungsreaktionen und Konformationsdnderungen zustande kommt.
B stellt ein entropisch getriebenes Reaktionsprofil dar, bedingt durch hydrophobe Wechsel-
wirkungen, Freisetzung von Losemittelmolekiilen oder Ionen und ein eher starres Geriist (gute
Priaorganisation). Das Reaktionsprofil von C zeigt eine leicht enthalpische und entropische

Reaktion.
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Abb. 24  Unterschiedliche energetische Reaktionsprofile: A zeigt ein enthalpisch, B ein entropisch und C ein
leicht enthalpisch und leicht entropisch getriebenes Reaktionsprofil.

Der Vorteil dieser Messmethode liegt auch darin, dass sie automatisiert ablduft. Nachteilig
erweist sich aber der hohe Substanzverbrauch (mmol-Bereich), und dass das System rausch-
anfillig gegeniiber Erschiitterung, Luftblasen und Temperaturverdnderungen ist. Weitere
Probleme bereiten Losemittelmischungen, Verdiinnungsprozesse, in Molekiile eingeschlos-
senes Losemittel und Zersetzungsprozesse, da sie alle eine Warmetonung hervorrufen, die
nichts mit der eigentlichen Komplexierung zu tun haben.

Mit der isothermalen Titrationskalorimetrie konnen Bindungskonstanten im Bereich von
Kags = 10? bis 105 M bestimmt werden. Weiterhin kann man durch die Wahl der Mess-
temperatur die Bindungskonstante derart beeinflussen, dass sie in einem fiir die ITC-Messung
guten Messbereich liegt. So beschreibt Schmidtchen fiir einfache Rezeptor-Substrat-Systeme
mit negativen Enthalpien folgende Temperaturabhiangigkeit der supramolekularen Wechsel-
wirkungen: Temperaturerhohung um 50 °C bewirkt eine Verringerung der Bindungskonstante
eines Rezeptor-Substrat-Systems um etwa den Faktor 13.1”! Hierbei ist natiirlich die
Temperaturstabilitit von Rezeptor und Substrat vorausgesetzt. Dadurch konnen sehr grofle
Bindungskonstanten herabgesetzt werden. Die Erhohung niedrigerer Bindungskonstanten
durch Temperatursenkung ist meist nicht moglich, da wissrige Systeme gefrieren bzw. die
Viskositdten von anderen Losemitteln oder -gemischen stark abnehmen wiirde. Dies wiirde zu
einem verstidrkten Hintergrund-Rauschen fiihren und keine verniinftige Messung zulassen.

Auch die Polaritit des Losemittels oder des Losemittelgemisches beeinflusst die Bindungs-
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konstante, da dadurch nichtkovalente Wechselwirkungen entweder an Bedeutung gewinnen
oder verlieren.”

Bei der Verwendung von Puffern ist zu beriicksichtigen, dass verschiedene Puffer die
Reaktionsenthalpie unterschiedlich beeinflussen. So fand man experimentell heraus, dass zum
Beispiel ein Hydrogensulfit-Puffer eine negative Reaktionsenthalpie bewirkt, wihrend ein
Tris-Puffer eine stark positive Reaktionsenthalpie hervorruft.!> %

Einen weiteren Effekt auf die Warmetonung zeigen auch Proteine mit Metallionen im aktiven
Zentrum, die bei einer Komplexierung u. a. Metallionen freisetzen kdnnen oder durch andere
anwesende Metallionen in der Komplexierung gestort werden. Abhilfe hierbei erhdlt man
durch Verwendung von EDTA als Chelat-Komplexbildner fiir Metallionen. Die daraus
resultierende Warmetonung ist aber unbedingt durch eine Referenzmessung zu ermitteln und

von den Messdaten zu subtrahieren.”!

Wahl der Messmethode

Die richtige Wahl der Messmethode zur Bestimmung von Bindungskonstanten ist nicht ganz
trivial. Wenn moglich, ist unter den spektroskopischen Methoden die NMR-Spektroskopie zu
bevorzugen, da zusitzlich strukturelle Informationen iiber die Komplexierung und die Art des
Assoziats gewonnen werden konnen. Die optischen spektroskopischen Methoden zeigen in
der Regel keinen Unterschied zwischen strukturell eindeutig definierter Komplexierung und
unspezifischer Cluster-Bildung.[> " Jedoch kann die NMR-Spektroskopie nur fiir Bindungs-
konstanten im Bereich von Kag = 10? bis 10* M™! eingesetzt werden. Weiterhin muss eine
ausreichend hohe Loslichkeit der Substanzen gewihrleistet sein. Eine Verwendung
gepufferter Losungen ist meist aufgrund der Uberlagerung von Protonensignalen nicht
moglich, weshalb der pH-Wert der Losungen exakt eingestellt werden muss, um
Protonierungsreaktionen zu vermeiden.

Optische spektroskopische Methoden konnen angewendet werden, wenn ein geeigneter
Chromophor im Rezeptor bzw. Substrat vorhanden ist, indem die Komplexierung einer
Anderung der Elektronendichte bewirkt. Dieser Chromophor muss photostabil gegeniiber
UV-Licht sein. Der wesentliche Vorteil dieser Methoden liegt darin, dass geringere
Konzentrationen verwendet werden konnen. Dies bedeutet, dass man neben einem geringeren
Substanzverbrauch auch meistens kein Problem mit der Ldslichkeit hat. Weiterhin ist die
Verwendung gepufferter Losungen unproblematisch, solange der verwendete Puffer keine

UV- bzw. Fluoreszenz-Aktivitit im betrachteten Wellenldngenbereich zeigt. Dadurch werden
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Protonierungsreaktionen im Vorfeld ausgeschlossen. Jedoch kann bei Zugabe weiterer lonen
zur Losung der Salzeffekt auftreten, der zu einer Verringerung der Komplexierungskonstanten
fithrt (2.2 Grundlagen der Komplex-Bildung). Weiterhin wirkt sich der Zeit- und Arbeitsauf-
wand bei der Durchfithrung optischer Titrationsexperimente vorteilhaft gegeniiber der NMR-
Methode aus. Er ist um den Faktor 2 bis 5 geringer, bedingt durch die Art der Spektrenauf-
nahme und -auswertung.

Die isothermale Titrationskalorimetrie besitzt den Vorteil, dass man ein komplettes
thermodynamisches Profil einer Komplexierung erhilt und das Titrationsexperiment automa-
tisiert abliuft. Ahnlich der NMR-Methode sind aber auch hier hohere Konzentrationen nétig,
die zu Loslichkeitsproblemen fiihren konnen, einhergehend mit einem hdéheren Substanz-
verbrauch.

Die Ergebnisse der verschiedenen Messmethoden sind in der Regel nicht ohne weiteres
vergleichbar, da die Voraussetzungen bzw. die Messbedingungen unterschiedlich sind. So
muss eventuell bei der einen Methode das Losemittelgemisch verdndert werden, wahrend bei
einer anderen Messmethode der Konzentrationsbereich verdndert werden muss. Dadurch sind
die absoluten Bindungskonstanten verschieden, wéhrend die Trends beim Vergleich von
Bindungskonstanten innerhalb einer Messmethode gleich sein sollten.

Somit muss man die Vor- und Nachteile der jeweiligen Messmethode bei jeder Bestimmung
der Bindungskonstante fiir jedes Rezeptor-Substrat-System neu abwédgen. Um ein Gesamtbild
eines Komplexierungsvorgangs zu erhalten, ist es sehr ratsam, mehrer Messmethoden anzu-
wenden. Denn erst durch das Zusammenfiihren der unterschiedlichen Informationen wird

auch die Bedeutung einzelner Wechselwirkungen ersichtlich.
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24 Bestimmung der Bindungsstochiometrie

Wihrend die Komplexstochiometrie bei ITC-Messungen direkt aus dem Titrationsexperiment
erhalten wird, muss die Zusammensetzung eines Komplexes bei spektroskopischen
Messmethoden durch weitere Experimente bestimmt werden. Diese kann u. a. durch komplett
andere Messmethoden, wie der Massenspektrometrie oder der Rontgenstrukturanalyse,
ermittelt werden. Jedoch spiegeln diese beiden Moglichkeiten nicht notwendigerweise die
Situation in Losung wider, da die eine Messung in der Gasphase und die andere im Festkorper
durchgefiihrt werden. Dadurch erlangen die verschiedenen Einfliisse auf die Komplexierung,
vor allem die nichtkovalenten Wechselwirkungen, eine andere Gewichtung. Eine Moglichkeit
der Bestimmung der Bindungsstochiometrie in Losung unter Verwendung der spektrosko-
pischen Messmethoden bietet die ,,Methode der kontinuierlichen Verinderung®,®® die auch
als Job-Plot bezeichnet wird. Daten hierfiir konnen aus zusétzlichen spektroskopischen
Experimenten, z. B. aus UV-, Fluoreszenz- oder NMR-Untersuchungen, erhalten werden. Fiir
solche Messungen werden mehrere zu untersuchende Losungen hergestellt, die unterschied-
liche Ausgangskonzentrationsverhéltnisse von Substrat und Rezeptor beinhalten, jedoch von
der Gesamtkonzentration konstant sind. So variiert in den jeweiligen Losungen nur der
Molenbruch. Die chemische Uberlegung dabei ist, dass die Ausbeute des sich bildenden
Komplexes dann maximal sein sollte, wenn Rezeptor und Substrat in richtigen
stochiometrischen Mengen vorliegen. Beim Job-Plot trigt man in einem Graphen die
Observable der Komplexierung, die proportional zur Konzentration des Komplexes ist, gegen
den Molenbruch auf, und erhdlt so eine Glockenkurve, wobei das Maximum die
Zusammensetzung des Komplexes darstellt. Ergibt das Maximum einen zugehdrigen
Molenbruch von 0.5, so handelt es sich um eine 1:1-Komplexierung (Abb. 25),
dementsprechend ergibt ein Molenbruch von 0.33 einen 1:2-Komplex und 0.67 einen 2:1-
Komplex. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass man vorher keine Kenntnisse iiber die

Stochiometrie benotigt.
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Abb. 25 Job-Plot eines 1:1-Komplexes: Auftragung des Molenbruchs gegen die Konzentration. Die roten
Punkte sind die Messwerte. Die obere Kurve zeigt einen Job-Plot fiir eine sehr starke Komplexierung.
Bei abnehmender Assoziationsstirke wird die Kurve des Job-Plots immer flacher, bis kaum noch eine
verniinftige Aussage liber die Komplexstochiometrie gemacht werden kann.

Fiir die Auswertung des Job-Plots einer sehr starken Komplexierung erhilt man zwei sich bei
der exakten Komplexstochiometrie schneidende Geraden. Wird die Assoziationsstirke
schwicher, erhédlt man eine Glockenkurve, die ihr Maximum bei der richtigen Komplex-
zusammensetzung besitzt. Ist die Assoziationskonstante jedoch sehr niedrig, ist kaum noch
eine verniinftige Aussage iiber die Komplexstochiometrie moglich, da das Maximum nicht
eindeutig bestimmt werden kann, da die Messwerte dann meist innerhalb der Fehlergrenze der

Messungen liegen.

Bei UV-Messungen beobachtet man dazu die sich dndernde Absorption und bei Fluoreszenz-
Messungen die sich dndernde Emissionsintensitdt. Auf der y-Achse trdgt man statt der
Komplexkonzentration die dieser Grof3e proportionalen Observablen von (2.35) bzw. (2.36)

auf.

Abeo - (AR + AS) (2.35)

Lo =g +15) (2.36)

Bei NMR-Messungen beobachtet man die Anderung der chemischen Verschiebung des

Komplexes (CIS). Als proportionale GroBe zur Komplexkonzentration trdgt man hier die
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Messgrofie (2.37) auf. Hierbei ist der Molenbruch x als Faktor wichtig, da er den Beitrag der
chemischen Verschiebung des Rezeptors im gemittelten beobachteten NMR-Signal wider-
spiegelt.

(8o —8x )X (2.37)
Mathematisch leitet sich der Job-Plot wie folgt ab: Der Molenbruch x gibt den Stoffmengen-

anteil des Rezeptors, bezogen auf die Gesamtkonzentration beider Ausgangsstoffe. Er wird

auf der x-Achse aufgetragen und setzt sich wie folgt zusammen:

[Ro]

X = R[S (2.38)

Zur rechnerischen Vereinfachung fithrt man folgende Variablen o und y ein, um die
Startkonzentrationen von Rezeptor und Substrat sowie die Komplexkonzentration dadurch

auszudriicken:

o =[R,]+[S,] (2.39)
y=[R.S,] (2.40)
[R,]=ox (2.41)

[Se]=a—oax (2.42)

Einsetzen ins Massenwirkungsgesetz liefert:

_ y
& ax—ry) (a—sy—axy (243)
y=K-[(ax-ry) - (a.—sy—0ox)’] (2.44)

Um das Maximum dieser Kurvenfunktion zu erhalten, muss die erste Ableitung null werden.

&,

™ (2.45)
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Ableitung nach x liefert:
dy r s/’ Y’ S
o K-[(ox —1y)" - {(a—sy —ax)"}'+ {(ox —1y)"}"- (0 —sy —ox)’] (2.46)
dy

L =K [(ax—ry)" -s-(0t—sy —ox)"" ~(—sﬂ—oc)+r(0cx—ry)r_1 -(a—rg}(a—sy—ax)s]
dx dx dx

0=K-[(ax—1y)" -s-(a—sy—ax)"" - (—a)+r(ax—ry)" -(a)- (0. —sy —ox)’] 2.47)

Division durch
K-(a—sy—ox)"-o-(ax—ry)"" (2.48)

liefert:
0=-s-(ax—ry)+r(0t—sy —ax) (2.49)
0 =—sax + 18y + ra. —rsy —rax

0 =ro —sox —rox

Division durch o liefert:

0=r—sx—rx (2.50)

r
X=— 2.51
S+r 2.51)

Gleichung (2.51) zeigt, wann die Ausbeute an Komplex maximal wird. Somit erhilt man
durch den Job-Plot die richtige Stochiometrie und die stabilste Zusammensetzung des Kom-
plexes. Der Job-Plot ist fiir die spektroskopischen Methoden zum Herausfinden der Bindungs-
stochiometrie unbedingt notwendig, da die mathematische Berechnung der Bindungskonstan-
ten davon abhingig ist. Vor allem ist es eine Methode, die es erlaubt die Stochiometrie in

Losung herauszufinden.
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3 KONZEPTION UND ZIELSETZUNG

Ziel dieser Arbeit ist es, verbesserte Rezeptoren auf der Basis der Guanidiniocarbonylpyrrol-
Rezeptoren nach Schmuck fiir die Erkennung von Oxo-Anionen zu entwickeln, zu syntheti-
sieren und zu evaluieren. Hierbei ist von grofer Bedeutung, dass die Komplexierung
hinsichtlich biologischer Relevanz in wissrigem Medium stattfindet. Deshalb miissen die
kiinstlichen Rezeptoren in Wasser oder zumindest in wéssrigen Systemen (Ldsemittel-
gemische) 16slich sein und gleichzeitig gute Bindungseigenschaften mit Oxo-Anionen, und

vor allem Carboxylaten, zeigen.

Zur Untersuchung der Komplexierungseigenschaften der Rezeptoren ist das zusétzliche
Einfiihren eines Labels fiir UV- oder Fluoreszenz-Bindungsstudien nicht notwendig. Alle
Rezeptoren besitzen ein Pyrrol-Grundgeriist, das ein guter Chromophor ist und Licht im UV-
Bereich absorbiert (Maximum bei A = 300 nm). Die durch die Komplexierung hervorgerufene
elektronische Verdnderung im Pyrrolring beruht dabei im Wesentlichen auf zwei Bindungs-
arten: FEinerseits kann der Heteroaromat iiber sein Pyrrol-NH eine Wasserstoftbriicken-
bindung zum Oxo-Anion aufbauen, und andererseits beeinflusst die ionische Wechselwirkung
des oxo-anionischen Substrates mit dem Acylguanidinio-Kation als Nachbargruppe die
Elektronendichte des Pyrrol-basierten Rezeptors. Damit besitzen die Rezeptoren bereits ein

intrinsisches Label (UV-Sonde).

In dieser Arbeit wurden drei Projekte in Angriff genommen: Zum einen ist die Verbesserung
der Synthese der Pyrrol-Grundbausteine und zwei weitere Projekte zur Rezeptor-Optimierung
der Guanidiniocarbonylpyrrole bei der Assoziation von Oxo-Anionen, sowohl hinsichtlich der

Bindungsstérke als auch der Substratspezifitit.
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3.1 Guanidinocarbonylpyrrol-Grundbausteine: Synthese-

optimierung

Die Syntheseweg der Boc-geschiitzten Grundbausteine, des Guanidinocarbonylpyrrol-
Carbonsduremonobenzylesters 19 und der Guanidinocarbonylpyrrol-Carbonsdure 20, ist
schon langer in unserem Arbeitskreis bekannt. Nach ihr wurden bereits erfolgreich

Rezeptoren mit guten Komplexierungseigenschaften synthetisiert.!” !

/JZ_§“~KO © ,JZ_§k\f9
H

H HN NH ® HN NH

NHE
NHBoc fs

19 20

NHBoc

Abb. 26 Die Grundbausteine N-Boc-Guanidinocarbonylpyrrol-Carbonséuremonobenzylester 19 und N-Boc-
Guanidinocarbonylpyrrol-Carbonséure 20 als Triethylammoniumsalz.

In diesem Projekt soll nicht der Syntheseweg verdndert, sondern vielmehr einige Reaktions-
schritte iiberarbeitet werden. Dabei liegt vor allem die Aufarbeitung von Zwischenprodukten
im Focus der Optimierung. Zusétzlich sollen einzelne alte Syntheseschritte, die sehr
umsténdlich sind, zukiinftig einfacher und damit effizienter durchzufiihren sein. Dadurch wird
die Herstellung dieser in unserem Arbeitskreis sehr wichtigen Bausteine 19 und 20 in

groBBeren Mengen erleichtert.
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3.2 N’-alkylierte Guanidiniocarbonylpyrrol-Tweezer-

Rezeptoren

Eine Moglichkeit, die Selektivitidt und Stabilitdt von Komplexen zu erhdhen, ist die Verwen-
dung von Tweezer-Rezeptoren. Diese besondere Klasse von Rezeptoren zeichnet sich hiufig
neben ihrer strukturellen Besonderheit durch eine entropisch giinstige Komplexierung von
Rezeptor und Substrat aus, dhnlich dem Chelat-Effekt (siche 2.2 Grundlagen der Komplex-
Bildung). Ein Tweezer-Rezeptor ist so aufgebaut, dass er eine Kopfgruppe besitzt, die ein
terminales Ende eines Substrates zu komplexieren vermag und somit wesentlichen Anteil zur
Stirke der Assoziation beitrdgt. An dieser Kopfgruppe sind in der Regel zwei Seitenarme
gebunden, deren Bedeutung einerseits in der Erhohung der Selektivitit und andererseits im
Aufbau einer hydrophilen/hydrophoben bzw. polaren/unpolaren Mikroumgebung liegt. Bei
einer Komplexierung in wissrigem Medium wird diese Strategie oft dazu verwendet, eine
hydrophobe Kavitdt zu schaffen, &dhnlich der Funktionsweise von Enzymen. In der Natur
stellen spezifische, praorganisierte Bindungstaschen sicher, dass einerseits nur ausgewdhlte
Substrate binden konnen und andererseits bestimmte Strukturelemente fiir die notige
Mikroumgebung (polar, unpolar, ionisch, aromatisch oder hydrophob) vorhanden sind. Damit
sorgt das Enzym auch dafiir, dass in den Bindungstaschen keine oder nur geringe Konkurrenz
um die Bindungsstellen zwischen Substrat und Ldsemittel herrscht. Dadurch gewinnen
Wechselwirkungen (z. B. Wasserstoftbriickenbindungen) zwischen Enzym und Substrat an
Stiarke, da in der Regel ungiinstige enthalpische Effekte vermieden werden. Bei kleineren
Molekiilen kann man dies dadurch bewerkstelligen, dass man um die -eigentliche
Bindungsstelle herum funktionelle Gruppen bzw. Seitenarme einfiihrt, die die gewiinschten
Eigenschaften besitzen. Bringt man zwei Gruppen an beiden Seiten des Bindungsmotivs an,
so erhdlt man einen Tweezer-Rezeptor, der pinzettenartig ein Substrat binden und gleichzeitig
die Bindungsstelle und das Substrat von den umgebenen Losemittelmolekiilen abschirmen
kann. Sind aromatische Gruppen in den Rezeptorarmen vorhanden, so konnen diese, gerade in
wassrigem Medium, eine hydrophobe Kavitit ausbilden und mit aromatischen Substraten

zusitzliche, attraktive n-Wechselwirkungen eingehen.
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Abb. 27 Schema eines Tweezer-Rezeptors und Ubertragung auf die Komplexierung eines Carboxylates durch
einen Guanidiniocarbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptor: Die Kopfgruppe entspricht der CBS, wihrend
die Seitenarme aromatischer oder peptidischer Natur sind.

In dieser Arbeit sollen Tweezer-Rezeptoren mit unterschiedlichen Seitenarmen synthetisiert
werden. Am kationischen Guanidiniocarbonylpyrrol-Motiv als Kopfgruppe soll eine flexibler
Seitenarm mittels N’-Alkylierung an der Guanidinio-Einheit eingefiihrt werden. Der zweite
Seitenarm in 5-Position des Pyrrols soll entweder durch einen aromatischen Benzylester
(Rezeptortyp 21) oder durch eine Aminosdure (Rezeptortyp 22) gebildet werden. In Abb. 28

sind die generellen Strukturen dieser Tweezer-Rezeptoren dargestellt.

21 22

Abb. 28  Generelle Struktur der Tweezer-Rezeptoren: Links: Rezeptortyp 21 mit einer Aminosdure (R) an der
Guanidinio-Einheit und einem Benzylester am Pyrrol. Rechts: Rezeptortyp 22 ebenfalls mit einer
Aminosdure (R) an der Guanidinio-Einheit, sowie einer Aminoséure (R’) am Pyrrol.

Bei der Synthese soll von dem Grundbaustein 19 ausgegangen werden. Dieser soll zunéchst
an der Guanidino-Einheit durch Triflatisierung aktiviert (24) und dort anschlieend in einer
Substitutionsreaktion zur Verbindung 23 N’-alkyliert werden. Durch Entfernung der Boc-
Schutzgruppe sollten die Benzyl-Tweezer-Rezeptoren 21 (Retrosynthese Abb. 29) erhalten

werden.
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Abb. 29 Retrosynthese der Guanidiniocarbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptoren 21 mit R als Aminosaurederivate.

Ohne die Boc-Entschiitzung durchzufiihren, soll der Benzylester der N’-alkylierten Verbin-
dungen 23 zur Carbonsdure 26 hydriert und anschlieend mittels Kupplungsreagenz (z. B.
PyBOP) mit einem Aminosdureamid zur Verbindung 25 verkniipft werden. Eine saure
Abspaltung der Boc-Schutzgruppe am Guanidin soll schlieflich die Tweezer-Rezeptoren 22

liefern.

R
N

o
N N A —
p-NH H HN@ N T > __NH H HN__N.
N

o R R
cl” NH; NBoc
22 25
HO c/@\'//o BnO,C [ A P
2~ °N H P2- N H
T N S— H HN_ _N.
R R
NBoc NBoc
26 23

Abb. 30 Retrosynthese der Guanidiniocarbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptoren 22 mit R und R’ als Aminosdure-
derivate.

Als funktionelle Gruppen im R’-Seitenarm der Tweezer-Rezeptoren soll neben der aroma-

tischen Aminosdure L-Phenylalanin auch L-Valin eingebaut werden. Am N’-Seitenarm der
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Guanidinio-Funktion, also am R-Seitenarm, sollen neben einem einfachen Amin auch a- und

B-Aminosduren und ein Peptid verwendet werden (siche Bausteine in Abb. 45).

Auf diese Weise sollen die Guanidiniocarbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptoren des Typs 21 und
des Typs 22 synthetisiert werden. Die Reinigung dieser Rezeptoren wird sdulenchromato-
graphisch an RP-18-Material durchgefiihrt und deren Reinheit mittels HPLC iiberpriift

werden.

Aminofunktionalisierte Seitengruppen von kiinstlichen Aminosduren fiir R sollen hierbei mit
verschiedenen aromatischen Schutzgruppen versehen werden, die in ihrer Gréfe unterschied-
lich sind, wie beispielsweise die Cbz- und die Dansyl-Gruppe (Dns). Dem Tweezer-Rezeptor
sollte es dann mdglich sein, eine hydrophobe Kavitit zur besseren Komplexierung von
aromatischen Carboxylaten aufzubauen. Dadurch wird eine gute Komplexierung vor allem fiir
aromatische Aminosduren wie N-Ac-L-Phenylalanin erwartet. Aber auch andere Aminosaure-
Carboxylate sowie groflere aromatische natiirliche Substanzen, wie Folsdure (Vitamin By),
Hippursédure oder Zimtsdure, sollen in Bindungsstudien untersucht werden. Als Messmethode
fiir diese Studien soll hauptsidchlich die UV-Spektroskopie in wissriger, gepufferter Losung
angewendet werden. Aber auch Fluoreszenz-, NMR-, und ITC-Experimente sollen neben

Kraftfeldrechnungen zur Visualisierung von Komplexgeometrien angewendet werden.



Konzeption und Zielsetzung 57

3.3 Biskationische Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren

In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass Tetrapeptide mit einem freien
Carboxylat-Terminus von multi-kationischen Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren effektiv
in Wasser komplexiert werden.*® Die Bindungsstabilitit beruht dabei im Wesentlichen auf
elektrostatischen Wechselwirkungen. Weitere zusitzliche nichtkovalente Wechselwirkungen
in Seitenketten erhohen die Selektivitit beziiglich der Komplexierung. Durch den Aufbau
einer kombinatorischen Bibliothek mit tripeptidischen Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren
und anschlieBendem Screening konnte der stark komplexierende Rezeptor 11 fiir das
Tetrapeptid Ac-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala-OH (12) gefunden werden (Abb. 9),5% der die
gleiche terminale Peptidsequenz als Angriffspunkt hat wie das Antibiotikum Vancomycin

(siche 2.1 Oxo-Anionen-Erkennung).

Aus dem Screening der kombinatorischen Bibliothek wurde weiterhin ersichtlich, dass eine
zweite positive Ladung im Rezeptor neben dem Guanidiniocarbonylpyrrol-Motiv die Bindung
noch verstdrken kann, indem sie ebenfalls mit dem Carboxylat des Tetrapeptids wechselwirkt.
Immer, wenn in einem Rezeptor Lysin (K) mit seiner Ammonium-Einheit in der Seitenkette
direkt neben dem Guanidiniocarbonylpyrrol-Bindungsmotiv (CBS) vorhanden war, stieg die
Komplexstabilitdt signifikant im Vergleich zu nicht-kationischen Aminosduren an dieser

Stelle im Rezeptor (Abb. 31).5¢

Rezeptor Kass in M?
CBS-KKF (11) 17100
CBS-KKL 15400
CBS-KKE 15300
CBS-KSK 13200
CBS-KFK 12900
CBS-LYK 10000
CBS-FKK 6200
CBS-FEK 1600
CBS-VYV 300
CBS-VEF 200

Abb. 31 Links: Festphasenscreening der Rezeptorbibliothek hinsichtlich des Tetrapeptids Ac-D-Glu-L-Lys-D-
Ala-D-Ala-OH (12).°°) Copyright Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA. Reproduced with
permission. Rechts: Bindungskonstanten dieses Screenings fiir verschiedene Rezeptoren (CBS = Car-
boxylat-Bindungsstelle, K =Lysin, F = Phenylalanin, L =Leucin, E = Glutaminséure, S = Serin,
Y = Tyrosin, V = Valin)."**
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Um dieses Verhalten ndher zu untersuchen, soll eine Reihe von Biskationen des Typs 27
synthetisiert werden, bei denen zusdtzlich zum Guanidiniocarbonylpyrrol-Kation eine zweite
positive Ladung in den Rezeptor eingefiihrt wird. Dabei soll ein einfaches Ammonium-Kation
tiber flexible Linker verschiedener Lédnge an den Guanidiniocarbonylpyrrol-Baustein gebun-
den werden. Die zusétzliche positive Ladung soll bei dieser biskationischen Rezeptorgruppe
die Assoziation verstirken, indem das zu bindende Carboxylat mit einem zweiten Kation
wechselwirkt (Abb. 32). Durch die Synthese und anschlieBende Ermittlung der Bindungs-
eigenschaften soll gezeigt werden, welche Spacerlinge fiir welches Substrat zu einer

optimalen Komplexierung fiihrt.

' H3N H HN NH
Spacer N\H, H \H/N@ N<y 3 3 2
H =

27

Abb. 32 Links: Schematische Komplexierung eines Carboxylates (rot) durch einen biskationischen Guanidinio-
carbonylpyrrol-Rezeptor mit einer zusétzlichen terminalen Ammoniumgruppe an einem flexiblen
Linker (blau). Die CBS ist violett dargestellt und die gestrichelten Linien sind mogliche Wasserstoff-
briickenbindungen. Rechts: Generelle Struktur der biskationischen Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezep-
toren.

Synthetisch soll wieder von dem Grundbaustein 19 ausgegangen werden, dessen Benzylester
zur Carbonsdure hydriert wird. AnschlieBend sollen verschiedene mono-Boc-geschiitzte
Diamine mit Hilfe von Kupplungsreagenzien peptidisch zu den geschiitzten Verbindungen 28
verkniipft werden. Die anschlieBende saure Abspaltung der Boc-Schutzgruppen soll die

biskationischen Rezeptoren 27 liefern (Retrosynthese Abb. 33).
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Abb. 33  Retrosynthese der biskationischen Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren.

Die Reinigung der biskationischen Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren 27 soll ebenfalls
sdulenchromatographisch an RP-18-Material durchgefiihrt werden und deren Reinheit mittels

HPLC iiberpriift werden.

Neben der Komplexstabilitdt soll hier auch die Selektivitit in Bindungsstudien untersucht
werden, denn ein guter Rezeptor zeichnet sich sowohl durch hohe Assoziationskonstanten als
auch Substratspezifitit aus. Als Substrate fiir Bindungsstudien sollen N-acetylierte
Aminosdurecarboxylate, wie Ac-L-Alanin, Ac-L-Phenylalanin, Ac-L-Valin, Ac-L-Glutamat
und Ac-L-Aspartat, sowie Acetat und Natriumsulfat verwendet werden. Die Bindungs-
eigenschaften sollen dabei hauptsdchlich durch UV-Titrationsexperimente in wéssriger
Losung ermittelt werden. Zusétzlich sollen Fluoreszenz-, NMR-, und ITC-Experimente
weitere Daten iiber die Komplexierung liefern. SchlieBlich sollen Kraftfeldrechnungen fiir

Komplexgeometrien die Messdaten untermauern und die Komplexierung visualisieren.
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4 DURCHFUHRUNG UND DISKUSSION

Im ersten Abschnitt wird die Darstellung des Grundbausteins des Bindungsmotivs 19 bzw. 20
von Schmuck beschrieben, der Ausgangspunkt fiir die Synthese der kiinstlichen Rezeptoren

zur Oxo-Anionen-Erkennung ist.

Der zweite Abschnitt beinhaltet die Synthese von Tweezer-Rezeptoren. Hierzu wurden
Guanidiniocarbonylpyrrole in N’-Position alkyliert. Dadurch erhielten die Rezeptoren neben

dem Guanidiniocarbonylpyrrol-Bindungsmotiv als Kopfgruppe zwei Seitenarme.

Im dritten Abschnitt wird die Synthese verschiedener biskationischer Guanidiniocarbo-
nylpyrrol-Rezeptoren vorgestellt. Dabei wurden primére Ammonium-Kationen iiber flexible,

in der Lénge variierende Linker mit dem Guanidiniocarbonylpyrrol-Motiv verbunden.
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4.1 Guanidinocarbonylpyrrol-Grundbausteine: Optimierung

der Synthese

Die Synthese der Guanidinocarbonylpyrrole 19 bzw. 20 ist schon seit lingerem in unserem
Arbeitskreis bekannt und wird auch zur Darstellung von Peptid-Rezeptoren, wie beispiels-
weise dem oben erwihnten Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptor 11 zur Komplexierung einer

%871 Im Zuge dieser Arbeit wurde die

tetrapeptidischen Glykopeptidendsequenz, verwendet.!
Synthese an einigen Stellen optimiert und effizienter gestaltet. Einige Aufarbeitungsschritte
waren sehr umstindlich wie beispielsweise die Isolierung des Derivates 20 mittels
HeiBfiltration. Durch die Uberarbeitung konnten Ausbeuten um bis zu 15 % gesteigert
werden. Um diese einzelnen Schritte nicht zusammenhangslos wiederzugeben, ist hier nun die
vollstidndige, iiberarbeitete und verbesserte Synthese, ausgehend von einfachen kommerziell
erhiltlichen Edukten, beschrieben. Durch Entschiitzen des Benzylesters 19 erhélt man den
Baustein 20, der sich iiber seine Carbonsdurefunktion zur Kniipfung von Peptidbindungen

eignet. Dadurch kann die CBS nach saurer Boc-Entschiitzung als kiinstliche Aminoséure

verwendet und als Baustein zur Anionen-Komplexierung eingesetzt werden.

Teile dieser Synthese sind bereits in fritheren Doktorarbeiten beschrieben.”> *”) Die tiberarbei-
tete und verbesserte Synthese, wie sie in der vorliegenden Arbeit beschrieben wird, ist als

Publikation mit dem Titel ,,A Facile and Efficient Multi-Gram Synthesis of N-Protected 5-

(Guanidinocarbonyl)-1H-pyrrole-2-carboxylic Acids“ erschienen.™

[ )P oL 3P
BnOZC N OzC N
H

H HN NH HN NH

@

NHEt,
NHBoc

19 20

NHBoc

Abb. 34 Die Grundbausteine N-Boc-5-(Guanidinocarbonyl)-1H-Pyrrol-2-Carbonséduremonobenzylester (19)
und N-Boc-5-(Guanidinocarbonyl)-1H-Pyrrol-2-Carbonséure (20) als Triethylammoniumsalz.

Zu Beginn der Synthese von Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren in unserem Arbeitskreis

wurde die Guanidinio-Einheit noch durch Refluxieren eines Pyrrolcarbonsduremethylesters
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mit Guanidiniumchlorid in Natriummethanolat durchgefiihrt.*®! Dies ist eine sehr harsche
Methode. Will man das Einfilhren einer Guanidinio-Einheit in einer Reaktionssequenz
verwenden, sind mildere Bedingungen nétig, um die Edukte der Guanidinylierung nicht zu
zerstoren. Das Problem wurde dadurch gelost, dass das Guanidin als mono-Boc geschiitzte
Einheit (Boc-Guanidin) verwendet wurde, die mittels klassischer Peptidkupplung mit einer
Pyrrolcarbonséure umgesetzt werden konnte. Ein weiterer umstindlicher Schritt war die
Isolierung der Guanidinocarbonylpyrrolcarbonsdure 20 nach der Benzylester-Entschiitzung,
da das Produkt mit heilem DMF von der Aktivkohle abfiltriert werden musste. Im Zuge
dieser Arbeit durchgefiihrte Loslichkeitsversuche in verschiedenen Losemitteln zeigten, dass
sich die Carbonsdure 20 in Methanol unter Zusatz von Triethylamin (2 Vol %) als Ammo-
niumsalz gut 10st, und so die Aufarbeitung wesentlich verbessert, vereinfacht und die

Ausbeute um knapp 10 % erhoht werden konnte (Abb. 37).

Die Synthese dieses Grundbausteins 19 beginnt vom kommerziell erhiltlichen Pyrrol (29).
Dieses wird frisch destilliert und mittels Trichloracetylchlorid in Diethylether in der 2-
Position acetyliert. Zur Aufarbeitung wéscht man die organische Phase mit Wasser, wobei
aufgrund der tief violett-schwarzen Firbung die Phasengrenze schwer erkennbar ist. Nur
durch die Verwendung groBerer Losemittelmengen wird die Phasengrenze sichtbar. Der
farblose Feststoff Trichloracetylpyrrol (30) wird in einer Ausbeute von 89 % erhalten. Da er
von Luftfeuchtigkeit leicht zur Pyrrolcarbonsédure hydrolysiert, dndert sich seine Farbe schnell
in metallisch grau.

AnschlieBend wird eine Haloform-Reaktion mit Benzylalkohol in Chloroform durchgefiihrt.
Das Natriumbenzylat wird dabei aus Natrium-Stiicken in frisch destilliertem Benzylalkohol
hergestellt. Zur Erhohung der Reaktionsgeschwindigkeit wurde mittels Heizpistole unter
Riickfluss erhitzt, bis eine klare gelbe Losung entstand. Bei dieser Reaktion wird das Natrium
als Base katalytisch (20 Mol %) eingesetzt, denn nach Reaktion des Benzylats mit dem
Trichloracetylpyrrol (30) wird das ebenfalls basische Trichlormethan-Anion freigesetzt.
Dieses wird vom Benzylalkohol sofort protoniert, sodass als Nukleophil weiteres
Benzylalkoholat entsteht. Wéhrend der Aufarbeitung ist darauf zu achten, dass der
entstehende Benzylester 31 nicht durch zu basische Bedingungen hydrolysiert wird und man
die entsprechende Pyrrolcarbonsdure erhilt. Denn die Benzylester-Entschiitzung kann in
einem Zweiphasengemisch schon mit wissriger Kaliumcarbonatlosung als Base durchgefiihrt
werden.®™ Deshalb wird nach Ende der Reaktion eine dquimolare Salzsiureldsung, bezogen

auf die Menge Natrium, hinzugegeben, um die Base zu neutralisieren. Klassischerweise
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wiirde man an dieser Stelle nun eine Phasentrennung durchfiihren und anschliefend eine
Extraktion durchfithren. Da dies aber aufgrund der tiefschwarzen Firbung der Reaktions-
16sung nur schlecht moglich ist, wurde die Aufarbeitung dahingehend geéndert, dass zuerst
das organische Losemittel unter vermindertem Druck entfernt und die iibrige
Reaktionsmischung, die u.a. noch Benzylalkohol enthélt, nach weiterer Wasserzugabe
lyophilisiert wird. Das erhaltene Rohprodukt wird dann sdulenchromatographisch an
Kieselgel (Hexan/Essigester/ Dichlormethan 70/15/15) gereinigt Auf diese Weise erhélt man
nun den Benzylester 31 in einer Ausbeute von 95 %.

Diese Verbindung wird nun mittels Vilsmeier-Haack-Reaktion formyliert. Dazu wurde das
Vilsmeier-Reagenz aus Phosphorylchlorid und Dimethylformamid hergestellt und bei -15 °C
zum Pyrrolsdurebenzylester 31 zugetropft. Man erhilt die zwei in 4- und in 5-Position
substituierten Regioisomere, die sdulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/
Essigester/Dichlormethan 70/15/15) getrennt werden. Dabei betrdgt die Ausbeute des
gewiinschten 2,5-substituierten Produktes 32 62 % und die des 2,4-substituierten Nebenpro-
duktes 33 33 %.

Der Aldehyd 32 wird dann mit Kaliumpermanganat in einer Aceton-Wassermischung zur
Séure oxidiert. Nach der Reaktion wird der entstandene Braunstein iiber Celite abfiltriert und
anschlieend durch Ansduern des Filtrats die Carbonsdure 34 ausgefdllt. Nach Filtration und
Trocknung erhélt man den Pyrroldicarbonsduremonobenzylester 34 in einer Ausbeute von

67 % als farblosen Feststoff.
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Abb. 35 Synthese von 1H-Pyrrol-2,5-dicarbonsduremonobenzylester (34).

Die Pyrrolcarbonsdure 34 kann nun mit N-geschiitzten Guanidin-Derivaten unter Verwendung
von Peptid-Kupplungsreagenzien verkniipft werden. Dabei hat die Schutzgruppe am Guanidin
zwei Vorteile: Das Produkt kann sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt werden,
was mit freien Guanidin-Basen fast nicht moglich ist, und zum anderen wird die Bildung von
Guanidiniocarbonylpyrrol-Zwitterionen in nachfolgenden Reaktionssequenzen verhindert, die
sehr stabile Dimere bilden und nahezu unléslich in jeglichen Losemitteln sind."!

Das mono-Boc-geschiitzte Guanidin 36 erhilt man durch die Umsetzung von Guanidinium-
chlorid 35 mit Boc-Anhydrid in wissriger Natriumhydroxid-Dioxan-Losung in einer Aus-
beute von 97 %. Fiir die Reaktion des Pyrroldicarbonsdurebenzylesters 34 ist ein Kupplungs-
reagenz notig, da Pyrrolcarbonsdure-Derivate i. A. sehr unreaktiv sind. Dies ist vor allem
darauf zuriickzufiihren, dass das Pyrrol ein elektronenreicher Aromat ist und dadurch die
Carbonylverbindung stabilisiert wird, die somit weniger reaktiv gegeniiber einem
nukleophilen Angriff ist. Die Umsetzung der Sdure 34 mit N-Boc-Guanidin (36) mittels
PyBOP und N-Methylmorpholin (NMM) als Base in Dimethylformamid (DMF) liefert den
Grundbaustein 19, der bei Wasserzugabe ausfillt. Dieser Niederschlag wird mit Diethylether
gelost, mehrfach mit viel Ether extrahiert und schlieBlich das organische Ldsemittel unter

vermindertem Druck destillativ entfernt. Man erhélt den Guanidinocarbonylpyrrol-Baustein
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19 in einer Ausbeute von 93 % als farblosen Feststoff. Durch Losen und Extraktion des
Produktes mit Diethylether konnte die Ausbeute um 15 % gesteigert werden, im Vergleich zur
fritheren Synthesevorschrift mit direktem Abfiltrieren und Waschen des Niederschlages. Die
Kupplung mittels DCC verlief erfolglos, und eine Aktivierung der Saurefunktion mit
Oxalylchlorid fiihrte zur teilweisen Entschiitzung der Boc-Schutzgruppe am Guanidin. HCTU
als Kupplungsreagenz ist moglich, wobei die Ausbeute im Vergleich zu PyBOP um 10 %

niedriger liegt.

® Boc,0, 0 °C
H2N\|¢NH2 > HZNYNH
©  NH, CHCl NHBoc
Cl 97 %
35 36
PyBOP, NMM / \ 0
ﬂ H,N___NH . BNOCT Ny
BnO,C CO,H + H HN NH
N NHBoc DMF
93 % NHBoc
34 36 19

Abb. 36 Synthese von N-Boc-Guanidin (36) und N-Boc-5-(Guanidinocarbonyl)-1H-Pyrrol-2-Carbonsdure-
monobenzylester (19).

Der Benzylester in 19 kann nun leicht mittels Hydrogenolyse entfernt werden. Dazu wird
dieser in Methanol mit einer katalytischen Menge Palladium auf Aktivkohle (10 %) versetzt
und unter Wasserstoffatmosphire geriihrt. Aufgrund der schlechten Loslichkeit der freien
Carbonsdure wurde frither beim Abfiltrieren der Aktivkohle tiber Celite viel heiles Dimethyl-
formamid bendtigt. Bei anschlieBender Zugabe von Wasser fiel die Pyrrolcarbonséure 20 aus,
konnte abfiltriert und getrocknet werden. Die Ausbeute war mit 86 % noch zufriedenstellend,
aber die Prozedur umsténdlich und recht aufwendig. Eine bessere Mdoglichkeit der Isolierung
eroffnete sich, als Loslichkeitsversuche zeigten, dass die Pyrrolcarbonsdure 20 als
Ammoniumsalz gut in Methanol 16slich ist. Darauthin wurde die Hydrogenolyse mit einem
Zusatz von Triethylamin (2 Vol %) durchgefiihrt, und das Produkt wurde anndhernd
quantitativ nach Filtration tiber Celite und anschlieBender Entfernung des Losemittels

erhalten.
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Abb. 37 Synthese von N-Boc-5-(Guanidinocarbonyl)-1H-Pyrrol-2-Carbonséure (20) als Triethylammonium-
salz.

Wesentliche Neuerungen im Zuge dieser Arbeit waren die Aufarbeitung des Benzylester 31
mittels Lyophilisation und sdulenchromatographischer Isolierung, Man erhélt diese
Verbindung nun in einer Ausbeute von 95 %. Weiterhin konnte durch Extraktion des
Guanidinocarbonylpyrrol-Bausteins 19 mit einer groleren Menge an Diethylether anstatt des
bloBen Ausfillens die Ausbeute um 15 % auf 93 % verbessert werden. Auch stellte sich
heraus, dass unter den Kupplungsreagenzien PyBOP die besten Ergebnisse zur Kniipfung der
Pyrrolcarbonsédure mit Boc-Guanidin liefert. Durch Loslichkeitsexperimente konnte die
Isolierung der Pyrrolcarbonsdure 20 wesentlich verbessert und vereinfacht werden, da eine
Heiffiltration mit DMF {iberfliissig wird. Die Ausbeute konnte auch hier um knapp 10 % auf

95 % verbessert werden.

Durch die Optimierungen und Neuerungen einzelner Syntheseschritte ist es nun mdglich, die
Guanidinocarbonylpyrrol-Grundbausteine 19 und 20 effizient zu synthetisieren und im
Multigramm-Ma@stab fiir die Darstellung zur Oxo-Anionen-Erkennung zur Verfiigung zu

stellen.
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4.2 Guanidiniocarbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptoren

Ein moglicher Ansatz, die Selektivitit und Stabilitdt von Komplexen zu erhdhen, ist die
Verwendung von Tweezer-Rezeptoren. Diese besondere Klasse von Rezeptoren besitzt eine
Kopfgruppe, die ein terminales Ende eines Substrates zu komplexieren vermag und einen
wesentlichen Anteil an der Assoziation beitragt. An dieser Kopfgruppe sind in der Regel zwei
oder mehr Seitenarme gebunden, deren Bedeutung hauptsidchlich in der Erhohung der
Selektivitét liegt. In diesem Teilprojekt wurde eine Reihe von unterschiedlichen Tweezer-
Rezeptoren synthetisiert. An das kationische Guanidiniocarbonylpyrrol-Motiv als Kopfgruppe
wurde ein Seitenarm mittels N’-Alkylierung an der Guanidino-Einheit angebracht. An der 5-
Position des Pyrrols befindet sich entweder ein Benzylester (Rezeptor-Typ 21) oder eine
peptidisch gebundene o-Aminosdure (Rezeptor-Typ 22). In Abb. 38 sind die Strukturen

dieser zwei Tweezer-Rezeptoren dargestellt.

/ \\ 0O o) 7\ 0
BnO,C N ’ N ’
HN.@_N. _NH HN.@_N.
oo pt el
© NH © NH
cl 2 cl 2
21 22

Abb. 38 Generelle Strukturen der Tweezer-Rezeptoren: Links: mit einer Ethylgruppe, Aminosiure oder
Dipeptid (R) und einem Benzylester als Seitenarme (21). Rechts: mit einer Aminosaure oder Dipeptid
(R) und einer Aminosdure (R”) als Seitenarme (22).

Durch u. a. die Verwendung kiinstlicher Aminosiurederivate wurde auch eine aromatische
Dansyl-Schutzgruppe (Abb. 39) in den Rezeptor eingebracht. In der Aminosduren-, Peptid-

91. 92 . . . . . . . ..
- 92 wird diese fluoreszenz-aktive Einheit oft an amino-funktionalisierte

und Proteinchemie!
Bausteine angebracht, wobei sie neben der Funktion als Schutzgruppe vor allem auch als
Fluoreszenzlabel zur Detektion verwendet wird. In dieser Arbeit soll sie in erster Line
zusidtzliche nichtkovalente Wechselwirkungen zum Substrat aufbauen und so Bindungsstérke
und Substratspezifitit erhohen. Die Optimierung der Komplexierung kann dadurch zustande
kommen, dass die Naphthalin-Einheit aufgrund ihrer GroBe und hydrophoben Eigenschaft

eine kleine hydrophobe Kavitidt ausbilden und so unpolareren Substraten eine bessere



Durchfiihrung und Diskussion 69

Komplexierung ermoglichen konnte. Auch bietet die aromatische Naphthalin-Einheit die
Moglichkeit, t—Wechselwirkungen mit aromatischen Substraten auszubilden. Ebenfalls sind
Sulfonamide gute Wasserstoffbriicken-Donoren. Sulfonamide sind acider als analoge
sekunddre Amide und dadurch in der Lage, zur Komplexierung von Anionen beizutragen.

Natiirlich wird ebenfalls die Fluoreszenzaktivitit fiir Bindungsstudien genutzt. Bei einer
Anregung von 330 nm zeigt die Dansylgruppe eine Emissionsbande bei 520 nm. Ein Vorteil
der Dansylgruppe ist, dass sie keinen Losemitteleffekt in Form eines hypsochromen bzw.
bathochromen Shifts (siche Abb. 22 in 2.3 Bestimmung von Bindungskonstanten) durch
Anderung der Polaritit des Losemittels zeigt. Dadurch ist die mathematische Auswertung
iber eine berechnete Bindungsisotherme bei einer Wellenldnge mdoglich. Jedoch nimmt die
Fluoreszenz-Intensitit bei Erhohung der Polaritit des Losemittels (beispielsweise hohere
Wasseranteile) stark ab."®! Trotz dieses Nachteils waren Fluoreszenz-Messungen in wissrigen

Losemittelsystemen moglich.
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Abb. 39  Struktur der Dansyl-Schutzgruppe fiir Amine.

Die einzelnen Syntheseschritte der Darstellung der Guanidiniocarbonylpyrrol-Tweezer-
Rezeptoren sollen weiterhin wertvolle Erkenntnisse liefern hinsichtlich eines moglichen
Aufbaues einer Kkiinstlichen, maBgeschneiderten und zielgerichteten Rezeptorbibliothek.
Deshalb wurde versucht, in erster Linie natiirliche o-Aminosduren in die Rezeptoren
einzubauen. Durch erste Bindungsstudien mit Aminosdurecarboxylaten konnten erste
Einblicke erhalten werden, welche Targets sinnvoll und somit vielversprechend fiir eine gute

Molekulare Erkennung wiren.

4.2.1 Synthese der Guanidiniocarbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptoren

Die N’-Alkylierung von Guanidinocarbonylpyrrolen erwies sich als nichttriviale Synthese. In

35, 93]

fritheren Arbeiten! wurde versucht, diese N’-Alkylierung durch unterschiedlichste

Reaktionen zu erzielen. Ein Weg war die Mitsunobu-Reaktion, bei der ein Guanidino-



70 Durchfiihrung und Diskussion

carbonylpyrrol als Nukleophil mit einem primdren Alkohol umgesetzt wird. Als
Zwischenprodukt entsteht dabei ein Oxophosphoniumsalz. Jedoch konnte nur mit
Benzylalkohol eine erfolgreiche Synthese erzielt werden. Andere Alkohole waren dabei zu
unreaktiv.”®! Eine hnliche Strategie ist die Aktivierung des zu kuppelnden Bausteins
hinsichtlich einer nukleophilen Substitution an der Guanidino-Funktion. Beispielsweise ver-
wendete Rehm dabei als Abgangsgruppe Bromid. Aber auch hier konnte eine erfolgreiche
Reaktion nur mit dem aktivierten, elektronenarmen Benzylbromid als Elektrophil erzielt
werden. Bei aliphatischen Reaktionspartnern zeigte selbst die bessere Abgangsgruppe Jodid
hierbei keine Reaktion.”” Eine andere Syntheseroute war die Guanidinio-Funktion in N’-
alkylierten Carbonylpyrrol-Derivaten mittels Guanidinylierungsreagenzien aufzubauen. Dabei
wurde versucht, eine Pyrrolcarbonsdure mit einem Pyrazol bzw. Harnstoffderivat umzusetzen
und in einer weiteren Reaktion mit einem primdren Amin zur Guanidino-Funktion zu
gelangen. Aber auch hier konnten keine Erfolge erzielt werden.””! Eine weitere Moglichkeit
ist die Aktivierung der Imin-Funktion im Guanidin zur Abgangsgruppe. Eine solche

Aktivierung erzielt man beispielsweise durch die Funktionalisierung als Trifluormethan-

sulfonsdureamid (Triflat).> %!
/ 0 /' \ 0
H HN NH H HN NH

NHBoc NHBoc
+ R-OH + R-Br
o)
Mitsunobu-Reaktion BnOZC/Q\‘y// H Bromid-Reaktion
H

HN. @ N.
o ln

cl- NHz

/ \ 0O / \_ 0O
BnOZC H BnOZC N

OH H HN__NH
SMe [/ \N NHBoc
oder N
+ RlHN/gNRZ + TR0
BocHN NH
+ H,N-R
+ HoN—-R
Guanidinylierungsreaktion Triflatisierungsreaktion

Abb. 40 Verschiedene Reaktionswege zur Darstellung N’-alkylierter Guanidiniocarbonylpyrrole.
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Mit der Mitsunobu-Reaktion, der Bromid-Reaktion und der Guanidinylierungsreaktion war es
nur moglich, wenn {iberhaupt, ganz bestimmte Bausteine in N’-alkylierte Guanidinio-
carbonylpyrrole einzufiihren. Mit der Triflatisierungsreaktion hingegen konnten verschieden

Bausteine in moderaten bis guten Ausbeuten synthetisiert werden.

Bei der Triflatisierungsreaktion wird das Boc-geschiitztes Guanidinocarbonylpyrrol-Derivat
19 am Carbamat-Stickstoff mit Natriumhydrid deprotoniert und anschlieBend mit Trifluor-
methansulfonsdureanhydrid umgesetzt (Abb. 41). Fiir weitere Reaktionen wird das
Trifluormethansulfonsdureamid-Intermediat 24 nicht isoliert, sondern in Situ direkt mit einem
Amin umgesetzt. Zur Bestitigung des Reaktionsmechanismus und zur Charakterisierung

wurde es allerdings anfangs einmal in einer Ausbeute von 59 % isoliert.

H HNYNH O\\S//O \IPSO)
+ / \O/ HN N
CNBoc FoC & CF - \ﬂ/ \///\
H /S\ / CF3
- F,C”~ ONa BocN O
NaH
19 24

Abb. 41 Mechanismus der Triflatisierung des Guanidinocarbonylpyrrol-Bausteins 19.

Das triflatisierte Guanidinocarbonylpyrrol-Derivat ist dabei so stabil, das es sdulenchromato-
graphisch aufgearbeitet werden kann. Eine Boc-Entschiitzung mit konzentrierter Salzsiure in
Methanol zum kationischen Guanidiniocarbonylpyrrol-Derivat 37 ist in knapp 50 % Ausbeute
moglich. Die triflatisierte Guanidinio-Einheit bleibt trotz dieser harschen Bedingungen erhal-

ten und konnte u. a durch ""F-NMR-Spektroskopie nachgewiesen werden.

Abb. 42 Guanidiniocarbonylpyrrol-Derivat 37 mit Triflat-Gruppe an der N’-Position.
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Die nukleophile Substitution erfolgt anschlieBend durch ein primédres Amin. Dabei wird das
Trifluormethansulfonsdureamid ersetzt, und man erhélt ein N’-alkyl-funktionalisiertes Guani-

dinocarbonylpyrrol-Derivat.

/ \_ 0 _
oL S~/ - HN-R oL
H HN_/N. /S 2~ N \

AS H HN <
2 o 0
BocN O C@ - \lf R
F3C™ 7 "NH, NBoc
il H®
24 23

Abb. 43  Nukleophile Substitutionsreaktion am triflatisierten Guanidinocarbonylpyrrol-Baustein 24.

Die Umsetzung mit primdren Aminen in einer Eintopf-Reaktion liefert Ausbeuten zwischen
16 und 63 %. Die besten Ausbeuten wurden mit einfachen primiaren Aminen und -Amino-
sduren erzielt. Anilin reagierte nur mafig, mit sekunddren Aminen und sterisch anspruchs-
vollen primédren Aminen konnte keine Umsetzung erzielt werden. Auch mit Triethylamin und
Diisopropylethylamin (Hiinig-Base, DIPEA) als Base wurde die Reaktion durchgefiihrt,

allerdings mit etwa 10 % niedrigerer Ausbeute als mit Natriumhydrid.*”!

Die Darstellung der Tweezer-Rezeptoren geht von dem Grundbaustein 19 aus, dessen
Synthese bereits in Kapitel 4.1 Guanidinocarbonylpyrrol-Grundbausteine: Optimierung der

Synthese beschrieben wurde.

Sro.C / \_ 0 o J \ L0 Sro.C /' \_ 0
N2 N H N H 2% N
H AN N. P2 N4 H HNeN. T H HN__NH * HN-R
T R R T R b
© ©
Cl NHZ Cl NH2 NHBoc
21 22 19

Abb. 44 Die Tweezer-Rezeptoren erhdlt man durch die Umsetzung des Guanidinocarbonylpyrrol-Grund-
bausteins 19 mit einem priméren Amin.

Die Bausteine fiir die nukleophile Substitution, ein primédres Amine, - und -Aminosdure-
Derivate sowie ein Dipeptid, sind in Abb. 45 dargestellt. Bis auf Ethylamin 38 lagen alle
Substrate als Hydrochloridsalze vor. Ethylamin 38, L-Alaninetylester 39, L-Valinmethylester
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40, L-Phenylalaninethylester 41 und pB-Alaninmethylester 43 sind kduflich erhiltlich, wéhrend

die Aminosédure-Derivate 42, 45 und 46 sowie das Dipeptid 44 synthetisiert wurden.

HNT

38

@ ® ©) @
HaN(SLCOEt  HaN(SLCO,Me H3N(SLCO.Et HsN(E) COMe

° : : :
c o N o c® NHDns
Cl cl

39 40 41 42
y ﬁ @ H\)?\ CbzHN (5).CO,Me DnsHN(S).CO,Me
N~ HsN NS : :
CO,Me '3 : :
° Me T T N, & S © Sy
Cl cl 0 AL Cl 3 Cl 3
43 44 45 46

Abb. 45 Bausteine zur Herstellung der Rezeptoren 21: priméires Amin Ethylamin (38), die a-Aminoséuren H-
L-Alaninethylester-Hydrochlorid (39), H-L-Valinmethylester-Hydrochlorid (40) H-L-Phenylalanin-
ethylester-Hydrochlorid (41), Ng-Dns-B-Amino-L-Alaninmethylester-Hydrochlorid (42) und die B-
Aminosdurederivate H-B-Alaninmethylester-Hydrochlorid (43), H-B-Alanin-L-Valinamid-Hydro-
chlorid (44) sowie die kiinstlichen Aminoséuren N,-Cbz-B-Amino-L-Alaninmethylester-Hydrochlorid
(45) und N4-Dns-B-Amino-L-Alaninmethylester-Hydrochlorid (46).

Das Dipeptid 44 wurde in drei Schritten nach Literaturvorschrift synthetisiert. Zuerst wurde
Boc-B-Alanin 47 mit L-Valinamid 48 unter Verwendung von Chlorameisenséureisobutylester
und NMM in Dichlormethan in einer Ausbeute von 70 % gekuppelt. AnschlieBend wurde mit
einer Losung aus 10 % konzentrierter Salzsdurelosung in Ethanol die Boc-Schutzgruppe des
Dipeptids 49 in einer Ausbeute von 97 % abgespalten. Die Ausbeute iiber beide Schritte
betrug 68 %.5°!

1. NMM, Chlor-
ameisensaure-
isobutylester o
2. NMM, L-Valin- H @ O
amid 48 BocHN Nl HC N
BocHN H3N N
—> -
~"coH ST Ny — Y %NHZ
DCM 0 _~ EtOH ¢ 0 AL
47 49 44

Abb. 46 Darstellung des Dipeptids 44.
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Das kiinstliche B-Aminosdure-Derivat 45 erhielt man durch einen Hoffmann-Abbau des
kommerziell erhiltlichen Cbz-L-Asparagins (50) mittels PIDA. Dadurch wurde eine [3-
Amino-Funktion in einer Ausbeute von 95 % erhalten, wihrend weiterhin die o-Amino-
Funktion Cbz-geschiitzt blieb. AnschlieBend wurde die Carbonsdurefunktion von 51 mit
Thionylchlorid in Methanol zum Methylester in einer Ausbeute von 90 % umgesetzt. Die

Ausbeute liber beide Stufen zum B-Aminosdure-Derivat 45 betrug 86 %.

ChzHN (S).CO,H ChzHN (©).COM
\)/ PIDA ChzHN - CO-H SOCl ZHN G E0-Me
X _NH, - : T o @
~
\[o( EE, CH3CN, H,0 NH, MeOH, DMF Cl NH3
50 51 45

Abb. 47 Darstellung des B-Aminoséure-Derivates 45.

Die Synthese der kiinstlichen Aminosdure 42 begann mit der B-Aminosédure 45. Dazu wurde
die B-Amino-Funktion mit Dansylchlorid in einer Ausbeute von 66 % umgesetzt. Durch

Hydrierung der Cbz-Schutzgruppe von 52 erhielt man die a-Aminosdure 42 in einer Ausbeute

von 99 %, tiber alle Stufen 56 %.

S
CbZHN@COZMe DnsCl CszN@COZMe H,, Pd/C HZNQCOZMe
2 : — z
P N z
O ~
cl” NHs DCM, NEt; “NHDns ~ MeOH NHDns
45 52 42

Abb. 48 Darstellung der a-Aminoséure 42.

Zur Darstellung der dansylierten, kiinstlichen B-Aminosdure 46 musste die Cbz-Schutzgruppe
von 45 gegen eine Dansyl-Schutzgruppe (5-Dimethylaminonaphthalen-Sulfonyl-Gruppe,
Dns) ausgetauscht werden. Dazu wurde die B-Amino-Funktion mit Boc-Anhydrid in einem
Zwei-Phasen-Gemisch aus Dichlormethan und geséttigter Natriumhydrogencarbonat-L&sung
zu einer Boc-Schutzgruppe in einer Ausbeute von 98 % umgesetzt werden. Danach wurde die
Cbz-Schutzgruppe von 53 in einer Ausbeute von 97 % durch Hydrierung entfernt. Durch
Umsetzung der freien a-Amino-Funktion mit Dansylchlorid und Pyridin als Base erhielt man

in einer Ausbeute von 86 % die dansylierte Aminosdure 55.°7) Letztendlich lieferte die saure
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Abspaltung der Boc-Schutzgruppe die kiinstliche Aminosédure 46 in einer Ausbeute von 97 %.

Ausgehend von Cbz-L-Asparagin ergibt sich iiber alle Stufen eine Ausbeute von 68 %.

CbzHN (S).CO,Me
B-C0; Boc,0 CbzHN (5).CO,Me H,, PdIC HoN (5L.COMe
2 e : — :
o N2 ~ ~
Cl NH3 DCM, NaHCO, NHBoc  MeOH NHBoc
45 53 54
DnsHN (8). CO,Me
DnsCl DnsHN (8 CO.Me konz. HCI 2
—_— > z e L9
~N O ~
DCM, Pyridin NHBoc MeOH cl NH3
55 46

Abb. 49 Darstellung des kiinstlichen dansylierten Aminoséure-Derivates 46.

Schliisselschritt bei der Synthese der N, N’-substituierten Tweezer-Rezeptoren ist die Akti-
vierung des Imin-Stickstoffs der Boc-geschiitzten Guanidino-Einheit im Pyrrol-Derivat 19 als
Triflat und anschlieBender nukleophilen Substitutionsreaktion eines primdren Amins oder
einer C-terminal geschiitzten o- oder B-Aminosidure. Dazu wird das Boc-geschiitzte
Guanidinocarbonylpyrrol 19 in absolutiertem und iiber Aluminiumoxid (Aktivitétsstufe I)
filtriertem Dichlormethan vorgelegt und unter Schutzgas in einem Aceton-Trockeneisbad auf
-20 °C gekiihlt. Schutzgas und absolutierte Losemittel sind deshalb notwendig, da das
Trifluormethansulfonsdaureanhydrid schon mit Spuren von Wasser zur freien Sulfonsédure
reagiert. Als Base zur Deprotonierung des Imin-Stickstoffs wird Natriumhydrid als Ol-
Suspension zugegeben. Die Reaktionslosung wird auf -50 °C gekiihlt, das Anhydrid
hinzugetropft und nach beendeter Reaktion auf Raumtemperatur gebracht. AnschlieBend wird
mit wenig Wasser iberschiissiges Trifluormethansulfonsidureanhydrid und Natriumhydrid
zersetzt.

Die so erhaltene Zwischenstufe 24 wird nicht isoliert, weil dies unndtige Aufarbeitungs-
schritte und vermeidbare Ausbeuteverluste zur Folge hat. Sie wird direkt in einer Eintopf-
Reaktion mit einem Amin und Triethylamin als Base umgesetzt und iiber Nacht bei 40 °C in
Dichlormethan refluxiert. Bei Ammoniumchlorid-Salzen der Aminosduren wird ein
zusitzliches Aquivalent Triethylamin verwendet. AnschlieBend wird zur Aufarbeitung

wassrig extrahiert und das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Silicagel gereinigt. Man
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erhidlt die N, N’-substituierten Guanidinocarbonylverbindungen 23 als farblose bis leicht

gelbliche Feststoffe in Ausbeuten von 19 bis 77 %.

@
BnO,C N NaH BnO,C N Cl BnO,C N H
H H N

H HN NH > HN NHTf > HN N
DCM hig NEts, TR
NHBoc NBoc DCM NBoc
19 24 23

Abb. 50 Allgemeines Reaktionsschema zur Darstellung N, N’-substituierter Guanidinocarbonylpyrrol Verbin-
dungen 23 durch Triflatisierung und anschlielender Umsetzung mit einem Amin.

Die schlechteste Ausbeute von 19 % wurde bei der Umsetzung mit L-Phenylalaninethylester
41 erzielt und dies auch nur bei Refluxieren iiber zwei Tage. Hauptsdchlich wurde die Triflat-
Zwischenstufe 24 in einer Ausbeute von 63 % reisoliert, ebenso die Ausgangsverbindung 19
in einer Ausbeute von etwa 17 %. Nach eintidgigem Refluxieren konnte kein Produkt isoliert
werden. Auch L-Alaninethylester 39, L-Valinmethylester 40 und die kiinstliche Aminoséduren
42 zeigten keine Umsetzung unter den anfangs verwendeten Reaktionsbedingungen. Selbst
durch Refluxieren tiber mehrere Tage konnte fiir die dansylierte a-Aminosdure 42 keine
Umsetzung beobachtet werden, die hinsichtlich des Aufbaues einer hydrophoben Kavitét flir
die Tweezer-Rezeptoren am interessantesten war. Die dhnliche dansylierte Aminosdure 46
wurde letztendlich erfolgreich umgesetzt. Die Isolierung der Zwischenstufe 24 als
Hauptprodukt zeigt, dass nicht die Aktivierung der Guanidino-Einheit der problematische
Schritt ist, sondern bei den o-Aminosduren vor allem die anschlieBende nukleophile
Substitutionsreaktion. In vielen Féllen reicht die Reaktivitit dieser Aminofunktionen dazu
nicht aus. Anscheinend sind in den a-Aminosduren die Aminogruppen durch die
elektronenziehenden Effekte der Carbonsdureester nicht nukleophil genug, um die Reaktion
einzugehen. Eventuell konnte auch einer der Griinde darin liegen, dass bei den Reaktionen
anstatt der freien Amine die Hydrochloridsalze der Aminosduren verwendet wurden und die
Deprotonierung in situ mit Triethylamin durchgefiihrt wurde. Alleinige Ursache der duferst
schlechten Reaktivitit kann dies aber nicht sein, denn bei der im Folgenden beschriebenen
erfolgreichen Umsetzung der -Aminosduren lagen diese ebenfalls als Hydrochloride vor.
Aufgrund der allgemein schlechten Reaktivitdt der a-Aminoséduren wurden keine weiteren

Versuche zu deren Einflihrung in die Rezeptoren unternommen.
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Mit B-Aminosduren als Amin-Baustein konnten die vier Verbindungen 58 bis 61 durch
Reaktion mit den Bausteinen 43 bis 46 synthetisiert werden. Die Ausbeuten lagen zwischen
38 und 46 % und damit wesentlich bessere als bei den Reaktionen der a-Aminosduren. Die
beste Umsetzung zur Verbindung 56 wurde mit dem einfachen primdren Ethylamin 38 mit

einer Ausbeute von 77 % erzielt.
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Abb. 51 Boc-geschiitzte Guanidinocarbonylpyrrol-Benzyl-Tweezer-Rezeptoren 56 bis 61. In Klammern sind
die Ausbeuten der isolierten Verbindungen der Eintopf-Reaktion angegeben.

Durch Entschiitzung der Boc-Schutzgruppe an der Guanidino-Einheit bei den Rezeptoren
vom Typ 23 erhédlt man die Tweezer-Rezeptoren des Typs 21. Die Entfernung der
Schutzgruppe wird hierbei in einem Methanol-Wasser-Gemisch durch Zugabe konzentrierter
Salzsdurelosung durchgefiihrt. Nach destillativer Entfernung des Losemittelgemisches wurden
die Rezeptoren sdulenchromatographisch an RP-18-Material gereinigt und zweimal
lyophilisiert. Man erhielt die farblosen Hydrochloridsalze in Ausbeuten zwischen 57 und
95 %. Auch hier lieferte die Verbindung 63 mit der gekuppelten o-Aminosdure L-Phenyl-
alaninethylester (41) als Rest R die schlechteste Ausbeute, die vier Verbindungen mit [3-

Aminosédure-Derivaten Ausbeuten von 82 bis 93 %, wihrend die Verbindung 62 mit dem



78 Durchfiihrung und Diskussion

primédre Amin Ethylamin (38) als gekuppelten Baustein eine Ausbeute von 95 % lieferte. Die
schlechte Ausbeute des o-Aminosdure-Derivates 63 ist wohl nicht auf eine schlechte
Reaktivitit beziiglich der Boc-Entschiitzung zurlickzufithren, als vielmehr auf ein

sdulenchromatographisches Aufarbeitungsproblem.

BnO,C N Y 2 BnO,C™ ™ H

HN.__N. > H HN\@(N\R
NH,

\ﬂ/ R 2 Lyophilisation

NBoc mit H,O CI@

23 21

Abb. 52 Herstellung der Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren 21 durch Abspaltung der Boc-Schutzgruppe.

Auf diese Weise wurden die sechs Guanidiniocarbonylpyrrol-Benzyl-Tweezer-Rezeptoren 62

bis 67 als Hydrochloridsalze synthetisiert (Abb. 53).
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Abb. 53  Guanidiniocarbonylpyrrol-Benzyl-Tweezer-Rezeptoren 62 bis 67. In Klammern sind Kiirzel der
Rezeptoren zur einfacheren Orientierung und die Ausbeuten der isolierten Verbindungen nach
Entschiitzung und Lyophilisation angegeben.
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Die Reinheit der erhaltenen Guanidiniocarbonylpyrrol-Benzyl-Tweezer-Rezeptoren 62 bis 67
wurde mittels RP-18-HPLC untersucht. Als Methode wurde ein Wasser-Methanol-Gradient
mit 0.1 % TFA von 0 auf 100 % Methanol verwendet. Detektiert wurden UV-Spektren bei
verschiedenen Wellenldngen sowie ein komplettes 3D-Spektrum iiber den Wellenldngenbe-
reich von 210 bis 595 nm. Das Einzelspektrum bei 300 nm und das 3D-Spektrum sind fiir den
Rezeptor 66 (Bn-CBS-B-Ala-Cbz, 82 %) in Abb. 54, beispielhaft fiir alle Guanidinio-
carbonylpyrrol-Benzyl-Tweezer-Rezeptoren, dargestellt. Der langgezogene Peak im 3D-
Spektrum zwischen 210 und 255 nm ist auf die zunehmende Absorption des Methanols
aufgrund dessen hoheren Anteils am Eluenten zuriickzufiihren. Im dritten Spektrum ist die
Reinheit des Hauptpeaks zu sehen. Hier sind neben dem Spektrum vom Peak-Maximum vom
2. Peak auch die beiden Spektren der halben Hohe dieses Peaks iibereinandergelegt worden.
Die hohe Ubereinstimmung unterstreicht die Reinheit dieses Peaks und damit dieser
Verbindung. Aus der relativen Fliche in der Tabelle dieser Abbildung wird ersichtlich, dass
der Rezeptor 66 bei einer Wellenldnge von 300 nm zu knapp 96 % HPLC-rein ist. Die

anderen Rezeptoren lagen hierbei zwischen 95 und 98 %.

SL021 #1 [modified by AK Schmuck] SL021 UV VIS 3
m.

] Nr. Retentionszeit rel. Flache
1.000- min %
] 1 37.64 3.33
sl 2 37.73 95.69
] 3 38.10 0.98
e Total: 100
-200 : . . . . iy

210-SLO21#1 —- _ o i 60, Peak#2 100% at 37.73 min
nm = o

50% at 37.69 min: 998.46]
Peak#2 37.76 min: 999.80
-50% at 37.79 min: 999.30)
50,01 2923
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Abb. 54 Oben links: HPLC-Diagramm zur Uberpriifung der Reinheit des Rezeptors 66 (Bn-CBS-B-Ala-Cbz,
82 %) bei einer Wellenldnge von 300 nm bei Wasser-Methanol-Gradient (mit 0.1 % TFA) von 0 auf
100 %. Peak 2 wird bei einem Mischungsverhéltnis von ungefihr 81 %Methanol in Wasser detektiert.
Oben rechts: Die Tabelle zeigt eine Reinheit von knapp 96 % fiir den Rezeptor 66. Unten links: 3D-
HPLC-Spektrum: der langgezogene Peak zwischen 210 und 255 nm ist auf die Absorption des
Methanols zuriickzufiihren. Unten rechts: Zur Uberpriifung der Reinheit ist das UV-Spektrum des
Peaks 2 bei der Retentionszeit von 37.73 Minuten mit nahezu zwei identischen UV-Spektren bei
jeweils halber Peakhohe iiberlagert.
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Mit einer HPLC-Reinheit von iiber 95 % fiir die erfolgreich synthetisierten Guanidiniocarbo-
nylpyrrol-Benzyl-Tweezer-Rezeptoren 62 bis 67 konnten Bindungsstudien durchgefiihrt wer-

den.

Die Tweezer-Rezeptoren des Typs 22 wurden synthetisiert, indem man ohne die Boc-Schutz-
gruppe in 23 zu entfernen den Benzylester in 5-Position am Pyrrol mit Wasserstoff an
Palladium auf Aktivkohle hydrierte und so die freie Pyrrolcarbonsdure 68 herstellte. Fiir
Verbindung 70 (R =Dipeptid 44 ) lag die Ausbeute bei 94 %, fiir die Verbindung 73
(R = dansylierte Aminosdure 46) bei 95 %. Diese Carbonsdure 68 konnte nun mit C-terminal
geschiitzten L-Aminosduren mittels der Kupplungsreagenzien HCTU bzw. PyBOP zur
Verbindung 69 umgesetzt werden. Die Verwendung eines solchen Reagenzes war aufgrund
der schlechten Reaktivitit der Pyrrolcarbonsdure notig (4.1 Guanidinocarbonylpyrrol-
Grundbausteine: Optimierung der Synthese). Dadurch wurden das Guanidinocarbonylpyrrol-
Derivat 71 in 33 % und das Derivat 74 in 59 % erhalten. Die Entschiitzung der Boc-
Schutzgruppe sowie die Reinigung der Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren 22 erfolgte
analog der Tweezer-Rezeptoren des Typs 21. Die Ausbeuten der Boc-Entschiitzung hierbei

lag fiir den Tweezer-Rezeptor 72 bei 76 %, fiir den Tweezer-Rezeptor 75 bei 82 %.

/ \__ 0 / \\ 0O H-L-R'-NH
BnOZC N H H2, Pd/C HOZC N ’ 2
A AN N, HOHN NS HCTU, NMM
T o Yo e
NBoc NBoc
23 68
R = Dipeptid: 59 R = Dipeptid: 70
R = dansylierte AS: 61 R = dansylierte AS: 73
1. konz. HCI
O
o V. P in MeOH/H,0 O A )
N N > NH N HN.@ N
r-NH HN\H/N\R 2. Lyophilisation R~ @\( R
NBoc mit HO c NH:
69 22
R = Dipeptid: 7 R = Dipeptid: 72
R = dansylierte AS: 74 R = dansylierte AS: 75

Abb. 55 Synthese der Guanidiniocarbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptoren des Typs 22. Die vollstindigen Struk-
turen der Rezeptoren 72 und 75 sind in Abb. 56 dargestellt.
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Auf diese Weise wurden die zwei Guanidiniocarbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptoren 72 und 75
synthetisiert (Abb. 56): der Rezeptor 72 mit dem Dipeptidbaustein 44 als Rest R und L-
Valinamid als Rest R’ sowie Rezeptor 75 mit der kiinstlichen, dansylierten Aminosiure 46 als
Rest R und L-Phenylalaninamid als Rest R’. Ausgehend von der Verbindung 23 mit den
jeweiligen Resten wurden iiber drei Stufen die Verbindung 72 in 24 % und Verbindung 75 in

46 % Ausbeute hergestellt.

o. [/ \ 0
o) N CO,Me

H
H 9 ©&NH H HN@ N _®
S

o)
N H @
L NONH HOHNE N MCEN HoN h NHDns
2 ST TN N o NH;

72 (Val-CBS-B-Dipeptid) 75 (Phe-CBS-p-Ala-Dns)

Abb. 56 Guanidiniocarbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptoren 72 und 75. In Klammern sind Kiirzel der Rezeptoren
zur einfacheren Orientierung angegeben

Die Reinheit der beiden Guanidiniocarbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptoren 72 und 75 wurde
mittels RP-18-HPLC {iberpriift. Als Methode wurde ebenfalls ein Wasser-Methanol-Gradient
mit 0.1 % TFA von 0 auf 100 % Methanol verwendet und Einzelspektren u.a bei einer
Wellenldnge von 300 nm und ein 3D-Spektrum aufgenommen. Die Reinheit lag auch hier
zwischen 95 und 98 %. Damit konnten die beiden so hergestellten Guanidiniocarbonylpyrrol-

Tweezer-Rezeptoren 72 und 75 ebenfalls in Bindungsstudien untersucht werden.

Zur weiteren Analytik wurden Kiristallisationsversuche mit den Guanidiniocarbonylpyrrol-
Tweezer-Rezeptoren unternommen, um Einkristalle fiir die Rontgenstrukturanalyse zu
gewinnen. Dazu wurden Ldsungen der Rezeptoren u.a. in Methanol, Methanol/Wasser-
Mischungen und Hexan/Essigester-Mischungen angesetzt. Anstatt der erhofften Einkristalle
erhielt man jedoch lediglich amorphe Feststoffe, mit denen keine kristallographischen

Rontgenstrukturanalysen moglich waren.

In Abb. 57 ist exemplarisch fiir die alla anderen Tweezer-Rezeptoren das 'H-NMR-Spektrum
von 63 (Bn-CBS-Phe) gezeigt. Die Protonen des Ethylesters sind bei 1.21 (CHj3) und
3.17 ppm (CH,), die benzylischen Protonen bei 3.66 und 5,34 ppm und das CH-Proton bei
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4.18 ppm zu sehen. Die Pyrrol-Protonen erscheinen bei 6.96 und 7.25 ppm. Zwischen 7.32
und 7.46 ppm liegen die zehn aromatischen Protonen. Die Protonen der Guanidinio-Einheit
sind bei 9.13 (NH;), 9.40 (NH) und 11.76 ppm (NH) sowie das Pyrrol-NH bei 12.99 ppm zu

sehen.
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Abb. 57 'H-NMR-Spektrum des Tweezer Rezeptors 63.
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4.2.2 Bindungseigenschaften der Tweezer-Rezeptoren

Entscheidend bei der Komplexierung von Carboxylaten durch die Guanidiniocarbonylpyrrol-
Tweezer-Rezeptoren ist die geometrische Anordnung des zusitzlichen Seitenarms an der
Guanidinio-Einheit. Hierbei kommt es darauf an, dass dieser durch seine Ausrichtung und
nichtkovalenten Wechselwirkungen mit dem Substrat die Komplexierung zusitzlich verstérkt
bzw. die Selektivitit erhoht. Hierzu wurde der zusitzliche Seitenarm variiert und vor allem
auch mit aromatischen Gruppen ausgestattet, um die Komplexierung von aromatischen
Aminoséduren (z. B. Ac-L-Phenylalanin C) bzw. anderen oxo-anionischen Substraten (z. B.
Folsdure G) durch n-n-Wechselwirkungen zu verbessern. Aus diesem Grund wurde u. a. auch
die Dansylgruppe in die Tweezer-Rezeptoren 67 (Bn-CBS-B-Ala-Dns) und 75 (Phe-CBS-f3-
Ala-Dns) eingebaut.

Um die Komplexierungseigenschaften der Tweezer-Rezeptoren gegeniiber verschiedenen
Oxo-Anionen zu untersuchen, wurden Bindungsstudien durchgefiihrt. Diese wurden im
Wesentlichen in wissrigen Systemen durchgefiihrt, mit einem Anteil von 10 bis 40 % an
organischen Losemitteln wie Dimethylsulfoxid oder Methanol. Messungen in reinem Wasser
waren nicht mdglich, da der durch die N’-Alkylierung eingefiihrte hydrophobe Rest eine gute
Wasserloslichkeit verhinderte. Neben dem Loslichkeitsproblem fiir die Tweezer-Rezeptoren
wurde durch die Zugabe von Dimethylsulfoxid oder Methanol auch gleichzeitig ein Loslich-
keitsproblem flir die Substrate, also die acetylierten Aminosdurecarboxylate und weitere Oxo-
Anionen, verhindert. Die Substrate fiir die Bindungsstudien sind in Abb. 58 gezeigt. Neben
den in der Tabelle aufgefiihrten L-Aminosduren wurden zur Untersuchung der Enantio-
selektivitdt u. a. auch deren D-Enantiomer, im Folgenden gekennzeichnet mit ’°, eingesetzt.
Die N-acetylierten a-Aminosduren A bis F sowie die Hippursdure I, Zimtsdure K und die
Dihydroxyzimtsdure (Kaffeesdure) L wurden als freie Sduren eingesetzt, die durch Ein-
stellung des pH-Wertes auf 6.00 deprotoniert wurden und damit als Carboxylate vorlagen.

Folsdure G und L-Dopa H wurden als deren Dinatrium- bzw. Natriumsalze verwendet.
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Abb. 58 Substrate der Bindungsstudien: Oben: N-acetylierte Aminoséuren L-Alanin A, L-Valin B, L-Phenyl-
alanin C, L-Aspartat D, L-Glutamat E und L-Tryptophan F. Mitte: Folséure G und L-Dopa H. Unten:
Hippursdure I Zimtsdure K und Dihydroxyzimtsdure (Kaffeesdure) L. Die D-Enantiomere der
Aminosduren werden im Folgenden mit ’ gekennzeichnet.

Die Bindungsstudien wurden bei einem pH-Wert von 6.00 durchgefiihrt. Um sicher zu gehen,
dass einerseits die Rezeptoren iiberwiegend protoniert sind und andererseits die oxo-
anionischen Substrate A bis L in deprotonierter Form vorliegen, wurden die pKs-Werte der
Guanidiniocarbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptoren 62 bis 67, 72 und 75 sowie der Substrate in
pH-Experimenten, beruhend auf der Henderson-Hasselbalch-Gleichung, nach der Halb-
dquivalenzmethode bestimmt. Dazu wurden 0.5 mM Losungen in Wasser angesetzt und zur
Bestimmung der pKs-Werte der Guanidinio-Gruppen bzw. der Carboxylate mit der halben
Molmenge an Natronlauge versetzt. AnschlieBend wurde der pH-Wert gemessen. Zur
Bestimmung der zweiten pKs-Werte wurde ein weiteres Aquivalent an Natronlauge zugege-
ben und wiederum der pH-Wert gemessen. Die Experimente wurden zweimal durchgefiihrt

und die Ergebnisse in Tab. 1 und Tab. 2 dargestellt.



Durchfiihrung und Diskussion 85

Tweezer-Rezeptoren Guanidinio-Gruppe
62 (Bn-CBS-Et) 6.45
63 (Bn-CBS-Phe) 6.30
64 (Bn-CBS-B-Ala) 6.25
65 (Bn-CBS-B-Dipeptid) 6.30
66 (Bn-CBS-B-Ala-Cbhz) 6.25
67 (Bn-CBS-B-Ala-Dns) 6.20
72 (Val-CBS-B-Dipeptid) 6.25
75 (Phe-CBS-B-Ala-Dns) 6.20

Tab. 1 pKs-Werte der Tweezer-Rezeptoren 62 bis 67 sowie 72 und 75.

Die pKs-Werte der Tweezer-Rezeptoren liegen zwischen 6.20 und 6.45, die der getesteten
Substrate zwischen 1.90 und 4.75 (Tab. 2). Somit garantiert wiahrend der Titrationsexperi-
mente der eingestellte pH-Wert von 6.00, dass die Carbonsdurefunktion(en) der Substrate

deprotoniert sind und die Rezeptoren weitgehend protoniert vorliegen.

Substrat pKs 1 pKs 2
Ac-L-Ala A 2.30 -
Ac-L-Val B 2.30 -
Ac-L-Phe C 2.60 -
Ac-L-Asp D 1.90 3.65
Ac-L-Glu E 2.20 4.25
Ac-L-Trp F 2.20 -
Folsaure G 2.70 4.10
L-Dopa H 2.30 -

Hippursaure | 3.66 -
Zimtsaure K 4.44 -
Kaffeesaure L 4.72 -

Tab.2  pKg-Werte der Substrate der Mono- bzw. Dicarboxylate.'”®!

Als Messmethode wurde die UV-Spektroskopie gewihlt. Sie erlaubt Messungen in verschie-
denen Losemittelsystemen mit geringem Substanzverbrauch. Weiterhin ist die Verwendung
eines Puffers unproblematisch, sodass pH-Schwankungen und Protonierungsreaktionen aus-
geschlossen werden konnen. StandardmifBig wurden die Bindungsstudien in einem wéssrigen
System mit 40 % Dimethylsulfoxid durchgefiihrt. Fiir die UV-Titrationen wurden Losungen
der Guanidiniocarbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptoren mit einer Konzentration von 7 - 10° M
hergestellt. Hierbei lag die Absorption der Pyrrol-Bande bei 300 nm in einem optimalen
Bereich zwischen 0.9 und 1.7. Die Substrate wurden in einer Konzentration von 2 mM

verwendet. Der Bis-Tris-Puffer (pKs-Wert 6.4) wurde in einer Konzentration von 5 mM
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eingesetzt. Die jeweiligen Losungen wurden anschlieBend mittels Salzsdurelosung bzw.
Natronlauge auf einen pH-Wert von 6.00 eingestellt. Die niedriger konzentrierten
Rezeptorlosungen wurden zur Titration vorgelegt und feste Aliquote der Substrate zutitriert.
Nach jeder Zugabe nahm man ein UV-Spektrum von 250 bis 340 nm auf. Mittels Lambert-
Beerschem Gesetz konnte die Verdiinnung und iiber eine nichtlinearer Kurvenanpassung der
Messwerte fiir eine 1:1-Komplexierung die Bindungskonstante berechnet werden (siche
2.3 Bestimmung von Bindungskonstanten). Die Komplexstdchiometrie wurde in unabhingi-
gen Experimenten nach der ,,Methode der kontinuierlichen Verdnderung®, auch Job-Plot
genannt, mittels Fluoreszenz- und NMR-Spektroskopie bestimmt (siche 2.4 Bestimmung der

Bindungsstdchiometrie).””> '

In Abb. 59 ist eine typische Titration des Tweezer-Rezeptors 67 (Bn-CBS-f3-Ala-Dns) mit L-
Alanin A in wissrigem Medium zu sehen. Aus der Abweichung von der Verdiinnung wird die

Bindungskonstante berechnet.
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Abb. 59 Links: Uberlagerte UV-Absorptionsspektren der Titration des Guanidiniocarbonylpyrrol-Tweezer-
Rezeptors 67 (Bn-CBS-B-Ala-Dns) mit L-Alanin A in wissrigem Medium. Rechts: Bindungs-
isotherme (rot) und berechnete Verdiinnungskurve bei 300 nm (griin).

Zur Auswertung der UV-Spektren wurden die molaren Extinktionskoeffizienten der Tweezer-
Rezeptoren 63, 66, 67, 72 und 75 sowie der oxo-anionischen Substrate bei einer Wellenldnge
von A =300 nm ermittelt. Nur fiir die Folsdure G, die Zimtsédure K und die Dihydroxyzimt-
sdure (Kaffeesdure) L wurden diese Werte nicht bestimmt, da ihre Eigenabsorption zu hoch
fiir die UV-Bindungsstudien ist. Die molaren Extinktionskoeffizienten erhdlt man aus einem
Verdiinnungsexperiment, bei dem die Rezeptoren und Substrate in der gleichen Konzentration

wie bei der Titration zur Bestimmung der Bindungskonstanten ([R] =70 uM, [S]= 1.5 mM)
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vorgelegt werden und mit festen Aliquoten des Losemittels versetzt werden. Nach jeder
Zugabe wurden Absorptionsspektren aufgenommen. AnschlieBend wurden die Absorptions-
werte bei A = 300 nm gegen die Konzentration aufgetragen. Die Steigung der Ausgleichsgera-
den durch diese Punkte entspricht dem molaren Extinktionskoeffizienten €. Hierbei kann auch
gleichzeitig die Giiltigkeit des Lambert-Beerschem Gesetzes iberpriift werden. Eine
signifikante Abweichung der Messwerte von der linearen Ausgleichsgeraden (z. B. ein
polynomischer Verlauf) wiirde gegen die Giiltigkeit sprechen. Dieses Problem wurde bei
300 nm hier aber nicht beobachtet. Die molaren Extinktionskoeffizienten der Substrate sind
alle Null (Tab. 3). Dies ist auch logisch, da die Oxo-Anionen bei der beobachteten Wellen-
lange keine Absorption zeigen. Eigentlich wiren ebenfalls die molaren Extinktionskoeffizien-
ten der jeweiligen Komplexe notwendig. Da diese aber experimentell nicht bestimmt werden
konnen, miissen sie durch nichtlineare Kurvenanpassung bei der Bestimmung der Bindungs-

konstanten berechnet werden.

Tweezer-Rezeptor &in I-mol™* -cm™ Substrate & in I'mol™t.cm™
63 (Bn-CBS-Phe) 24500 Ac-L-Ala A 0
66 (Bn-CBS-p-Ala-Cbz) 24900 Ac-L-Val B 0
67 (Bn-CBS-B-Ala-Dns) 25100 Ac-L-Phe C 0
72 (Val-CBS-B-Dipeptid) 23300 Ac-L-Asp D 0
75 (Phe-CBS-B-Ala-Dns) 22200 Ac-L-Glu E 0
Ac-L-Trp F 0
L-Dopa H 0
Hippursaure | 0

Tab. 3 Molare Extinktionskoeffizienten ey, der Tweezer-Rezeptoren 63, 66, 67, 72 und 75 sowie der oxo-
anionischen Substrate bei einer Wellenldnge von A =300 nm. Folsdure G, Zimtsdure K und
Dihydroxyzimtséure (Kaffeesdure) L sind nicht aufgefiihrt, da ihre Eigenabsorption zu hoch fiir die
UV-Bindungsstudien ist.

In der Uberlagerung der UV-Spektren der einfachen acetylierten Aminosiuren wie beispiels-
weise in Abb. 59 fiir den Tweezer-Rezeptors 67 (Bn-CBS-3-Ala-Dns) mit L-Alanin A sind
keine isosbestischen Punkte zu erkennen. Anders verhélt es sich bei den Titrationen in der
Abb. 60 des Guanidiniocarbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptor 63 (Bn-CBS-Phe) mit L-Dopa H
und mit Hippursédure I, bei denen jeweils ein isosbestischer Punkt bei einer Wellenldnge von
296 nm bzw. 278 nm erscheint. Isosbestische Punkte sind invariante Kreuzungspunkte, die
sich bei der Uberlagerung von Spektren ergeben. An diesem Punkt findern sich die molaren
Extinktionskoeffizienten zweier absorbierender/fluoreszierender Spezies proportional

zueinander. Das Auftreten solcher Punkte ist in der Spektroskopie i. A. ein Indiz fiir einen
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linearen Zusammenhang der Konzentrationsinderung nebeneinander vorliegender Spezies,
die unterschiedliche Absorptions- bzw. Emissionsmaxima aufweisen. In der Rezeptor-
Substrat-Chemie weist ein isosbestischer Punkt auf ein im Gleichgewicht befindliches System
von freiem Rezeptor und einem wohl-definierten Rezeptor-Substrat-Komplex mit Bevor-
zugung eines Bindungsmodus hin.!'”" ' Bei unseren Systemen sind solche isosbestischen
Punkte nicht zu erwarten, da durch die Komplexierung der Guanidiniocarbonylpyrrol-
Rezeptoren keine neue Absorptions- bzw. Fluoreszenzbande auftritt, sondern lediglich eine
Intensitdtsdnderung einer vorhandenen Bande die Folge ist. Neue Banden aufgrund von
Komplexierung treten insbesondere bei der Bildung von Charge-transfer-Komplexen auf. Im
Unterschied zu den Elektronen-Donor-Akzeptor-Komplexen geht hierbei die negative Ladung
reversibel vom Donor zum Akzeptor iiber. Die beiden in Abb. 60 beobachteten isosbestischen
Punkte sind nicht das Ergebnis einer Uberlagerung der Absorptionsspektren von freiem und
komplexiertem Rezeptor, was Hinweis auf eine Assoziation geben wiirde, als vielmehr auf die
Uberlagerung der Absorptionsspektren des Rezeptors und des Substrates zuriickzufiihren.

Damit liefern diese isosbestischen Punkte keine Interpretationsgrundlage hinsichtlich einer

Komplexierung.
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Abb. 60 Uberlagerte UV-Absorptionsspektren der Titrationen des Guanidiniocarbonylpyrrol-Tweezer-Rezep-
tors 63 (Bn-CBS-Phe) mit L-Dopa H (links) und mit Hippursdure I (rechts) in wéssrigem Medium.
Bei Wellenlidngen von 296 nm (links) bzw. 278 nm (rechts) sind isosbestische Punkte zu sehen. Diese
haben mit der Komplexierung aber nichts zu tun. Die Absorption des Komplexes liegt wie die des
freien Rezeptors 63 bei 300 nm.

Die Messergebnisse der UV-Bindungsstudien fiir die Tweezer-Rezeptoren 63, 66, 67, 72 und 75 gegeniiber
acetylierten Aminosédurecarboxylaten sind in Tab. 4 und in

Abb. 62 dargestellt. Die Daten zeigen gute Bindungskonstanten in wissrigem System. Diese
liegen im Bereich des einfachen Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptors 76 (Val-CBS, Abb. 61,
Kass < 1500 M'l).[é] Mittels UV-Messungen sind diese Bindungskonstanten gerade noch
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bestimmbar, obwohl der verwendete Konzentrationsbereich der Rezeptoren am unteren Limit
liegt (siche 2.3 Bestimmung von Bindungskonstanten). Bei einigen Systemen war die
Assoziationskonstante jedoch so gering, dass eine Bestimmung nicht moglich war. Eine
signifikante Enantioselektivitit wurde fiir die Tweezer-Rezeptoren nicht gefunden. In der
Tabelle ist zu erkennen, dass L-Alanin A und L-Valin B von den Rezeptoren 63 (Bn-CBS-
Phe), 66 (Bn-CBS-B-Ala-Cbz) und 67 (Bn-CBS-B-Ala-Dns) gleich stark bzw. schwach
gebunden werden mit Kag = 1400 M. Eine Substratspezifitét ist hierbei nicht zu erkennen.
Eine in etwa doppelt so starke Komplexierung zeigen die beiden Rezeptoren 63 und 66 bei
der Komplexierung der Dicarboxylate L-Aspartat D und L-Glutamat E mit einer
Assoziationskonstanten von Kag =~ 3100 M. Eine Substratspezifitit gibt es hierbei ebenfalls
nicht. Die Erhéhung der Komplexierungsstéirke ist im Wesentlichen wohl auf die zusitzliche
Ladung im Substrat und damit auf eine weitere lonenbriicke zuriickzufiihren. Besser als eine
zusitzliche ionische Bindungsstelle im Substrat wirkt sich das Vorhandensein eines Aromaten
aus. Hier zeigt L- bzw. D-Phenylalanin C bzw. C’ die stirkste Assoziation. Wihrend der
Rezeptor 63 (Bn-CBS-Phe) eine gute Komplexierung fiir L-Phenylalanin C und D-
Phenylalanin C’ von K = 4450 M und Kass = 5250 M zeigt, ist die Komplexierung fiir
den Rezeptor 66 (Bn-CBS-B-Ala-Cbz) mit Kag = 7800 M und Kag = 10400 M fast doppelt
so stark. Auch ist bei beiden Rezeptoren eine leichte Bevorzugung von D-Phenylalanin C’
ersichtlich. Fiir den Rezeptor 75 (Phe-CBS-B-Ala-Dns) ist ebenfalls eine starke
Komplexierung von L-Phenylalanin C mit Kag = 5700 M gefunden worden. Damit ist der
Einfluss aromatischer n-n-Wechselwirkungen ein entscheidender Faktor, gerade in polaren
wassrigen Systemen. Fiir die Aminosdure Ac-L-Tryptophan F waren keine UV-Bindungs-
studien moglich, da dessen Eigenabsorption die Pyrrol-Bande der Rezeptoren zu stark

iiberlagerte.
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Abb. 61 Einfacher Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptor 76 (Val-CBS) zum Vergleich der Bindungskonstanten.
Fir einfache Aminosdurecarboxylate zeigt dieser Rezeptor Bindungskonstanten von
Kass < 1500 M1
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Tweezer L-Ala D-Ala L-val L-Phe D-Phe L-Asp L-Glu L-Trp

Rezeptor A A’ B C C D E F
63 (Bn-CBS-Phe) 1000 n. d. 1800 4450 5250 3350 1950 n. d.
66 (Bn-CBS-B-Ala-Cbhz) 1700 n. d. 1100 7800 10400 2900 4100 n. d.
67 (Bn-CBS-B-Ala-Dns) <1000 n.d. <1000 n.d. n. d. n. d. n. d. n.d.
72 (Val-CBS-B-Dipeptid) 2700 3100 n.d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
75 (Phe-CBS-B-Ala-Dns) <1000 n.d. <1000 5700 n. d. n. d. n. d. n. d.

Tab. 4 Bindungskonstanten K, in M der Tweezer-Rezeptoren 63, 66, 67, 72 und 75 gegeniiber N-acety-
lierten Aminosdurecarboxylaten, ermittelt durch UV-Titrationsexperimente.

Bindungs- 12000
konstante [M™

4000

66
L-PHE 63 Rezeptor

C

Aminoséure D L-GLU
E

Abb. 62  Graphische Darstellung der Bindungskonstanten der Rezeptoren 63 (Bn-CBS-Phe) und 66 (Bn-CBS-
B-Ala-Cbz) von Tab. 4

Die hohe Bindungskonstante der Tweezer-Rezeptoren gegeniiber L-Phenylalanin C ist im
Wesentlichen auf zusitzliche Kation-n-Wechselwirkungen (2.2 Grundlagen der Komplex-Bil-
dung) der positiven Ladung der Guanidiniocarbonylpyrrol-Einheit des Rezeptors mit dem
Benzolring der Aminoséure sowie n-n-Wechselwirkungen der beiden Aromaten zuriickzu-
fiihren. In den Abb. 64 bis Abb. 66 sind berechnete energieminimierte Strukturen (mittels
Monte Carlo Konformationssuche von Macromodel 8.0, Amber* Kraftfeld, GB/SA Solvation
von Wasser)!'®*! der Tweezer-Rezeptoren 63 (Bn-CBS-Phe), 66 (Bn-CBS-3-Ala-Cbz) und 67
(Bn-CBS-B-Ala-Dns) gezeigt. Dabei zeigen in Abb. 64 und Abb. 66 die Rezeptoren 63 und
67 die aromatische m-m-Wechselwirkung des Pyrrols mit dem Phenylring des Substrates,

wihrend der Rezeptor 66 in Abb. 65 die Kation-n-Wechselwirkung zwischen der Guanidinio-
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Einheit und dem Phenylring vom L-Phenylalanin C bevorzugt. Bei den beiden einfachen
Tweezer-Rezeptoren 63 und 66 ist weiterhin eine zusitzliche m-m-Wechselwirkung der
Benzylgruppe des Rezeptors mit der Methylgruppe des Ac-L-Phenylalanins C zu erkennen.
Diese ergibt eine zusitzliche Stabilisierung, bei der ein Proton der Methylgruppe in der edge-
to-face-Anordnung senkrecht zum Phenylring ausgerichtet ist.

Uber die Beteiligung des zusitzlichen Seitenarms an der Komplexierung erhélt man durch die
theoretischen Berechnungen und die experimentell gemessenen Bindungskonstanten wider-
spriichliche Aussagen. Im berechneten Komplex von Rezeptor 63 (Bn-CBS-Phe) mit
Phenylalanin C in Abb. 64 nimmt der Seitenarm an der Komplexierung teil. Hier ist eine
zusitzliche edge-to-face-Anordnung der beiden Phenylringe von Rezeptor und Substrat zu
sehen, was eine weitere Stabilisierung durch n-n-Wechselwirkungen bedeuten sollte. Bei der
Assoziation von Rezeptor 66 (Bn-CBS-B-Ala-Cbz) in Abb. 65 nimmt der Seitenarm jedoch
nicht an der Komplexierung teil. Stattdessen findet eine intramolekulare Kation-n-
Wechselwirkung zwischen dem Phenylring des Rezeptors und der Guanidinio-Einheit statt.
Falls aber eine zusitzliche Wechselwirkung des Seitenarms des Rezeptors mit dem Substrat
zu einer besseren Komplexierung flihren sollte, so miisste Rezeptor 63 (Bn-CBS-Phe) auch
experimentell eine stirkere Assoziation zu Phenylalanin C und C’ zeigen als der Tweezer-
Rezeptor 66. Im Experiment findet man jedoch fiir den Rezeptor 66 eine fast doppelt so starke
Komplexierungskonstante. Moglicherweise wird die zusitzliche m-m-Wechselwirkung des
Seitenarms von 63 mit L-Phenylalanin C, die aus der theoretischen Berechnung hervorgeht,
iiberbewertet und ist fiir die Komplexierung kaum von Bedeutung.

Intramolekulare Wechselwirkungen sind bei einer Assoziation i. a. ungiinstig beziiglich des
Komplexierungsverhaltens und miissen erst gelost werden. Dieses Phdnomen der inter-
molekularen Wechselwirkungen wurde auch von Rehm bei der Selbstassoziation von

"] Bei geeigneter Linker-

Guanidiniocarbonylpyrrol-Carboxylat-Zwitterionen beschrieben.
lange zwischen positiver und negativer Ladung findet entweder eine intramolekulare
Ringbildung statt, die im Gleichgewicht mit der Ausbildung kleiner dimerer Aggregate steht
(Abb. 63). Auch K. L. Mardis fand den Effekt der intramolekularen Komplexierung von

Diaminen mit Dicarboxylaten.!'*"
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Abb. 63  Selbstassoziation von Guanidiniocarbonylpyrrol-Carboxylat-Zwitterionen. Je nach Abhéngig von der
Linkerldnge findet eine lineare, kettenartige Assoziation oder die Formation kleine Aggregate statt.
Bei kurzen Linkern liegen die Monomere unkomplexiert, bei ldngeren als intramolekulare Assoziate
VOr.

Ein Grund fiir die unterschiedlichen Bindungsmodi liegt wohl bei den Rezeptoren in der
Distanz der Phenylringe zur Guanidinio-Einheit. Wéhrend in Rezeptor 63 (Bn-CBS-Phe) der
Abstand zwei Kohlenstoffatome betrégt, sind es im Rezeptor 66 (Bn-CBS--Ala-Cbz) schon
sechs Atome. Der durch die zwei Atome gebildete Spacer reicht gerade dafiir aus, eine zum
Substrat-Phenylring senkrechte Wechselwirkung aufzubauen, wihrend er filir eine
intramolekulare Wechselwirkung viel zu kurz ist. Im Rezeptor 66 verhilt es sich gerade
umgekehrt. Fiir eine edge-to-face-Wechselwirkung mit dem Substrat-Phenylring ist der
Spacer mit sechs Atomen zu lang, sodass eine intramolekulare Wechselwirkung giinstiger
wird. Das gleiche Phinomen der intramolekularen Wechselwirkungen zeigt auch der
Tweezer-Rezeptor 67 (Bn-CBS-p-Ala-Dns) in Abb. 66. Auch hier leistet der zusdtzliche an
der Guanidinio-Einheit N’-alkylierte Seitenarm keinen Beitrag zu Assoziation hinsichtlich

Bindungsstérke und Selektivitit.
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Abb. 65 Berechnete energieminimierte Struktur des Komplexes von 66 (Bn-CBS-f-Ala-Cbz) mit L-Phenyl-
alanin C.

Abb. 66 Berechnete energieminimierte Struktur des Komplexes von 67 (Bn-CBS-B-Ala-Dns) mit L-Phenyl-
alanin C.

Im GroBlen und Ganzen zeigen die verschiedenen Guanidiniocarbonylpyrrol-Tweezer-

Rezeptoren gute Komplexierungskonstanten zu N-acetylierten Aminosdurecarboxylaten.
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Auch sind sie substratspezifisch dahingehend, dass verschiedene Aminosduren
unterschiedlich stark gebunden werden. Jedoch ist kaum ein Unterschied in der
Komplexierung bei den verschiedenen Rezeptoren, also in der Variation der unterschiedlichen
N’-Alkylierung im Seitenarm, festzustellen. Die Bindungskonstanten sind vergleichbar mit
dem Vergleichsrezeptor 76 (Val-CBS). Hier beruht die Assoziation nur auf der Guanidinio-
Einheit. Einen zusidtzlichen Seitenarm besitzt dieser Rezeptor nicht. Dies konnte darauf
hindeuten, dass der neu eingefiihrte Seitenarm der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
Rezeptoren moglicherweise kaum oder gar nicht an der Komplexierung teilnimmt. Dieses
Bild der Komplexierung liefern auch die berechneten Strukturen in Abb. 65 und Abb. 66, bei
denen der Seitenarm nicht mit dem Substrat wechselwirkt. In Abb. 67 sind die erwarteten und
die wahrscheinlicheren, aus den Messungen und Berechnungen abgeleiteten, schematischen
Strukturen der Komplexierung des Tweezer-Rezeptoren-Typs 22 bzw. 22’ gezeigt. Hierbei
iibt der Seitenarm weder einen Einfluss auf die Komplexstabilitit noch auf die Selektivitat

aus, da er sich wegdreht und vom Lésemittel solvatisiert wird.
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Abb. 67 Schematische Struktur der Komplexierung der Tweezer-Rezeptoren: erwartete (links) und wahr-
scheinlichere (Mitte) Geometrie des Seitenarms der Rezeptoren des Typs 22 bzw. 22’ aufgrund der
Bindungsstudien und der Berechnungen. Damit entsprechen die Tweezer-Rezeptoren den Kom-
plexierungseigenschaften der N’-unsubstituierten Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren (rechts).
Dies gilt analog fiir den Rezeptortyp 21. Griin gestrichelt sind mogliche nichtkovalente Wechselwir-
kungen. R, R’ und R”’ sind Aminosduren bzw. Aminbausteine.

Bei den UV-Bindungsstudien zeigten die Folsdure G, die Zimtsdure K und die Dihydroxy-
zimtsdure L im beobachteten Wellenlédngenbereich von 260 bis 340 nm eine derart starke
Absorption, sodass die Pyrrol-Bande der Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren vollstindig
tiberlagert wurden. Auflerdem wurden die Messgrenzen des UV-Geridtes iiberschritten.
Dadurch war es nicht moglich, auswertbare UV-Titrationsspektren zu erhalten (Abb. 68 und

Tab. 5).
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Abb. 68 Uberlagerte UV-Absorptionsspektren der Titration des Guanidiniocarbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptors
63 (Bn-CBS-Phe) mit Kaffeesdure L in wéssrigem Medium. Anstatt einer Abnahme der Pyrrol-
Bande ist aufgrund der staken Absorption des Substrates eine Zunahme der Absorption zu sehen, die
die Messgrenzen des UV-Gerites iiberschreitet.

Die Tweezer-Rezeptoren 63 (Bn-CBS-Phe) und 66 (Bn-CBS-3-Ala-Cbz) zeigen gegeniiber L-
Dopa H und Hippursdure I stirkere Komplexierungen als gegeniiber den einfachen
nichtaromatischen Aminosduren L-Alanin A und L-Valin B. Jedoch reicht deren Komplex-
stabilitdt nicht an die von L-Phenylalanin C. Dies unterstreicht die besondere Assoziations-
eigenschaft der Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren gegeniiber der Aminosidure Phenyl-

alanin.

Folsaure Zimtsdure Kaffeeséaure L-Dopa  Hippurséaure
Tweezer-Rezeptor
G K L H I
63 (Bn-CBS-Phe) n. d. n. d. n. d. 1950 3350
66 (Bn-CBS-B-Ala-Cbz) n. d. n. d. n. d. 4100 2900
72 (Val-CBS-B-Dipeptid) n.d. n. d. n. d.
75 (Phe-CBS-B-Ala-Dns) n.d n. d. n. d.

Tab. 5 Bindungskonstanten K in M der Tweezer-Rezeptoren 63, 66, 72 und 75 gegeniiber verschiedenen
Carboxylaten, ermittelt durch UV-Titrationsexperimente.

Ferner wurden die Komplexierungseigenschaften der Tweezer-Rezeptoren mittels Fluores-

191 Dazu wurden Fluoreszenz-Titrationsexperimente bei

zenz-Spektroskopie untersucht.
synchroner Anregungsmethode durchgefiihrt. Bei dieser Art der Spektrenauthahme wird der
Abstand von der Anregungswellenldnge und der detektierten Emissionswellenlédnge konstant
gehalten. Der Vorteil dabei ist die Ausschaltung von Stérungen durch Raman- und

Rayleighstreuung, u. a. hervorgerufen durch das verwendete Losemittel (z. B. Wasser). Insbe-
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sondere wird dadurch auch der bei der klassischen Aufnahme von Emissions-Spektren bei
konstanter Anregungswellenlinge auftretende Peak der Anregungswellenlinge vermieden.””!
Dadurch erhilt man eine signifikante Verbesserung der Messung hinsichtlich Empfindlichkeit

und Messfehlerbreite.!'% 7

] Bei den Fluoreszenz-Messungen wurden die Intensititen der
Lichtemission zwischen 250 und 450 nm aufgenommen. Fiir den konstanten Abstand
zwischen Anregungs- und Detektionswellenlinge wurde die optimale Differenzwellenlénge
ermittelt. Dazu wurden Fluoreszenz-Spektren des Rezeptors mit verschiedenen Differenz-
wellenldngen zwischen AL =5nm und AA=30nm aufgenommen. Als Kriterien fiir die
optimale Differenzwellenléinge dienten in erster Linie die Emissionsintensitdt und sauber

unterscheidbare Emissionsbanden. Nach diesem Verfahren erhielt man eine bestmdgliche

Differenzwellenlange von AA =20 nm.

Schon das Pyrrol-Grundgertist zeigt bei Ag, = 335 nm ausreichende Fluoreszenz. Aber auch
gerade fir eine solche Untersuchungsmethode wurden Tweezer-Rezeptoren mit der
Dansylgruppe entwickelt. Dabei sollte die Dansylgruppe bei einer Anregungswellenldnge von
etwa Apx =330nm eine Fluoreszenzbande bei einer Emissionswellenlinge von etwa
Aem = 520 nm zeigen. Als Losemittel wurde 40 % Methanol in Wasser mit einem Bis-Tris-
Puffer bei pH=6.00 verwendet. Die Konzentrationen der Rezeptorlosungen lagen bei
[R]=70 uM, die der Substratlésungen bei [S]=0.15 mM und die des Puffers bei [Bis-Tris-
Puffer] = 10 mM. Die experimentell bestimmten molaren Extinktionskoeffizienten bei einer
Wellenldnge von Apy,=388nm sind fiir den Tweezer-Rezeptor 63 (Bn-CBS-Phe)
£=1.50-10"T-mol"-cm™” und fir den Tweezer-Rezeptor 75 (Phe-CBS-p-Ala-Dns)
£=1.02-10"I'mol-cm™. Die Substrate Folsdure G, die Zimtsiaure K und die
Dihydroxyzimtsdure L besitzen hierbei keine Fluoreszenzaktivitit.

Als Substrate wurden vor allem die Folsdure G, die Zimtsdure K und die Dihydroxyzimtsiure
L untersucht. Diese Substrate waren aufgrund ihrer starken UV-Absorption fiir UV-
Bindungsstudien ungeeignet. Die Bindungskonstanten K der Tweezer-Rezeptoren 63 und
75 mit den Aminosdurecarboxylaten L-Alanin A, L-Valin B und L-Phenylalanin C aus
Fluoreszenz-Titrationen waren entweder kleiner als 1000 M™' oder nicht ermittelbar. Damit
liegen die Bindungskonstanten in einem &hnlichen Bereich wie bei den UV-Messungen.
Hingegen wurden sehr starke Komplexierungen der Rezeptoren 63 und 75 mit der Folsdure G

und der Kaffeesdure L gefunden.
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Bei Zugabe der Folsdure G nehmen die Fluoreszenzbanden bei Agm=335nm und
AEm = 388 nm stark ab. Diese Abnahme ist deutlich stérker, als sie aufgrund der Verdiinnung
zu erwarten ware. Die Komplexierung resultiert demnach in einer verstirkten Abnahme der
Fluoreszenz-Intensititen. Die Bande bei Agy, = 388 nm wird analog der UV-Titrationsspektren
ausgewertet, indem man unter Berilicksichtigung der Verdiinnung des Guanidiniocarbonyl-

pyrrol-Tweezer-Rezeptors 63 bzw. 75 die Bindungsisotherme mittels nichtlinearer Kurvenan-

passung berechnet.

Tweezer-Rezeptor Folsaure G Zimtsaure K Kaffeesaure L
63 (Bn-CBS-Phe) 25700
75 (Phe-CBS-B-Ala-Dns) n. d.

Tab. 6

Bindungskonstanten K, in M™' der beiden Tweezer-Rezeptoren 63 und 75 gegeniiber Folsiure G,

Zimtsdure K und Dihydroxyzimtsdure L, ermittelt durch Fluoreszenz-Titrationsexperimente.

350

300

250

200

150

Intensitéat

100

50

T T
250 300 350
Wellenléange

Intensitéat

350

300

250

200

150

100

50

Aquivalente

Abb. 69 Links: Fluoreszenz-Titrationsspektrum des Tweezer-Rezeptors 63 (Bn-CBS-Phe) mit Folsdure G bei
synchroner Anregung mit A\ = 20 nm; Rechts: Bindungsisotherme (rot) und berechnete Verdiinnung

(griin) bei Ag, = 388 nm.
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Abb. 70 Links: Fluoreszenz-Titrationsspektrum des Tweezer-Rezeptors 75 (Phe-CBS-B-Ala-Dns) mit Fol-

sdure G bei synchroner Anregung mit AL =20 nm; Rechts: Bindungsisotherme (rot) und berechnete
Verdiinnung (griin) bei Ag, = 388 nm.



98 Durchfiihrung und Diskussion

In der Uberlagerung der Fluoreszenz-Spektren Abb. 69 und Abb. 70 sind keine isosbesti-
schen Punkte zu erkennen. Damit liefern diese Spektren hinsichtlich der Auswertung solcher
Punkte keinen Hinweis auf das Assoziationsverhalten bzw. das Vorliegen von freiem und

komplexiertem Rezeptor im Gleichgewicht.

Da die Folsdure G ein Dicarboxylat ist, wére auch eine 2:1-Komplexierung von Rezeptor und
Substrat moglich. Deshalb wurde die Bindungsstochiometrie in einem weiteren Experiment
ermittelt. Dazu wurde ein Job-Plot (2.4 Bestimmung der Bindungsstochiometrie) mit dem
Tweezer-Rezeptor 63 (Bn-CBS-Phe) und der Folsdure G mittels Fluoreszenz-Spektroskopie
angefertigt. Dieser ist in Abb. 71 gezeigt und weist auf eine 1:1-Komplexierung hin. Eine

2:1-Komplexierung von Rezeptor 63 und der Folsédure G wurde nicht gefunden.
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Abb. 71 Job-Plot der Fluoreszenz-Messungen des Tweezer-Rezeptors 63 (Bn-CBS-Phe) mit Folsdure G bei
synchroner Anregung mit AA =20 nm bei einer Wellenldnge von Ag,, = 388 nm.

Die gefundenen Bindungskonstanten von Kag = 1.6 - 10* M bis 2.5 - 10* M™" fiir die beiden
Tweezer-Rezeptoren 63 (Bn-CBS-Phe) und 75 (Phe-CBS-[-Ala-Dns) gegeniiber der Folsiure
G und der Kaffeesdure L zeigen eine sehr starke Komplexierung in wissrigem Medium. Aus
diesem Grund wurde die Komplexierung der Folsdure G ndher untersucht. So wurden
Fluoreszenz-Titrationen auch mit den Bausteinen G-1 bis G-3 der Folsdure G (Abb. 72)
durchgefiihrt, um die starke Abnahme der Fluoreszenz ndher zu beleuchten. Quenching-
Effekte der Titrationspartner, die zu einer solch starken Abnahme der Fluoreszenz-Intensitét

bei den Bindungsstudien fiihren konnten, konnten ausgeschlossen werden. Denn bei
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Verdiinnungsexperimenten zur Bestimmung der molaren Extinktionskoeffizienten fiir die
beiden Tweezer-Rezeptoren 63 und 75 und der Folsdure G wurde ein linearer Zusammenhang
zwischen Intensitdt und Konzentration gefunden und damit die Einhaltung des Lambert-
Beerschen Gesetzes bestétigt.

Bei Bindungsstudien zeigte Pterin G-1 keine Assoziation zu den Guanidiniocarbonylpyrrol-
Tweezer-Rezeptoren 63 und 75. Mit der 4-Aminobenzoesdure G-2 wurden keine
Bindungsstudien durchgefiihrt, da sie in der Folsdure G so eingebaut ist, dass sie keine
geeignete Bindungsstelle fiir die beiden Rezeptoren besitzt. Lediglich aromatische m-n-
Wechselwirkungen sind hierbei mdglich. Jedoch muss man diese als innerhalb der Folsdure G
eingebettet betrachten, da entscheidend fiir deren Einfluss die sterischen und geometrischen
Gegebenheiten bei der Komplexierung sind. Somit wiirde eine Bindungsstudie sicher eine
Assoziation zeigen, die aber so nicht ohne weiteres in Uberlegung der Komplexierung der
Rezeptoren mit Folsdure G einflieBen kann. Die Glutaminsdure G-3 wurde als das
Dinatriumsalz von N-Ac-L-Glutamat E eingesetzt. Aus der Bindungsisotherme, die recht nah

an der Verdiinnungskurve lag, konnte jedoch keine Assoziationskonstante bestimmt werden.

o cos
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H,N” ONT N H,N
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Abb. 72 Folsdure G und dessen inkrementellen Bestandteile: Pterin G-1, p-Aminobenzoesdure G-2 und
L-Glutaminsaure G-3.

Aus den Bindungsstudien mittels Fluoreszenzspektroskopie wird deutlich, dass auch
aromatische natiirliche Verbindungen wie Folsdure G und Kaffeesdure L besonders stark
durch die beiden Tweezer-Rezeptoren 63 (Bn-CBS-Phe) und 75 (Phe-CBS-B-Ala-Dns) in

einem 1:1-Komplex gebunden werden. Durch weitere Experimente konnte gezeigt werden,
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dass die Messergebnisse im Fall der Folsdure G keine Artefakte sind und zum Auftreten der

starken Komplexierung das gesamte Folsduremolekiil von Bedeutung ist.

Auch die NMR-Spektroskopie wurde zur Untersuchung der Assoziation des Tweezer-
Rezeptors 72 (Val-CBS-B-Dipeptid) mit verschiedenen acetylierten o-Aminosdure-
carboxylaten eingesetzt. Als Losemittel fiir die Titrationsexperimente wurde 40 % Wasser in
DMSO-ds verwendet. Der erhohte Anteil von DMSO wurde gewahlt, um die erhaltenen
Daten mit fritheren Messungen von Rezeptor 76 (Val-CBS) einigermallen vergleichen zu
konnen. Trotzdem gab es Unterschiede in den Messbedingungen. Neben unterschiedlichen
Konzentrationen und Titrationsschritten lag der Rezeptor 76 als Pikrat und die eingesetzten
Aminosduren als Tetramethylammoniumsalz vor, wihrend bei den neueren Messungen mit
dem Rezeptor 72 dieser als Chloridsalz eingesetzt wurde und die Aminosdurecarboxylate
durch Einstellen des pH-Wertes der freien Aminosduren auf pH =6.00 generiert wurden.
Aufgrund des protischen Losemittelanteils von Wasser war es notig, die 'H-NMR-Spektren
mittels Wasserunterdriickung (sieche 2.3 Bestimmung von Bindungskonstanten) aufzunehmen.
In Abb.73 sind zwei berechnete Bindungsisothermen aus der 'H-NMR Titration des
Rezeptors 72 (Val-CBS-B-Dipeptid) mit L-Alanin A gezeigt. Dabei wurden die CISs von zwei
Amid-Protonen bei 8.29 ppm und bei 6.97 ppm verfolgt und gegen die Aquivalente an

Substrat aufgetragen.
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Abb. 73  Bindungsisothermen aus der 'H-NMR Titration des Rezeptors 72 (Val-CBS-B-Dipeptid) mit L-
Alanin A, berechnet aus der chemischen Verschiebung von Amid-Ptotonen bei 8.29 ppm (links) und
bei 6.97 ppm (rechts).

Bei den Bindungsstudien mittels NMR sollte neben der Substratspezifitit fiir Aminosaure-

carboxylate vor allem die enantioslektiven Fihigkeit des Rezeptors 72 (Val-CBS-B-Dipeptid)



Durchfiihrung und Diskussion 101

untersucht werden, also die Diskriminierung zwischen L- und D-Enantiomeren. Denn bereits
der Rezeptor 76 (Val-CBS) zeigte in Abb. 74 eine Bevorzugung von L-Alanin A gegeniiber
D-Alanin A’ um den Faktor 1.7. Jedoch verliert dieser Rezeptor die Enantioselektivitdt bei
Phenylalanin C bzw. C’."* Die Bindungskonstanten fiir den Tweezer-Rezeptor 72 fiir die L-
Enantiomere von Alanin A und Valin B liegen mit Kag =~ 1740 M! und von den D-
Enantiomeren von Alanin A’ und Valin B’ Kag = 1480 M. Diese leichte Diskriminierung

um den Faktor 1.2 ist wenig aussagekriftig, beachtet man einen systematischen Messfehler
um 20 %.

i SNH N HN.GN H@OJ\ i ©NH H HN.® NH
H,N Y SNUYT ONH,  HN 2
© NH o _~ © NH
Cl 2 PN NP 2
72 (Val-CBS-B-Dipeptid) 76 (Val-CBS)
L-Ala A 1780 1610
D-Ala A’ 1470 930
L-val B 1690 -
D-val B’ 1480 -
L-Phe C n. d. 590
D-Phe C’ n. d. 680

Abb. 74 Bindungskonstanten K, in M von NMR-Titrationen in 40 %Wasser in DMSO des Tweezer-Rezep-
tors 72 im Vergleich mit dem einfachen Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptor 76 gegeniiber den N-
acetylierten Aminosdurecarboxylaten L- und D-Alanin A und A’, L- und D-Valin B und B’ sowie L-
und D-Phenylalanin C und C’.**! Das Gegenion von Rezeptor 76 ist Trinitrophenolat (TNP"), auch
Pikrat genannt.

Die Komplexstochiometrie der Tweezer-Rezeptoren wurde mit der NMR-Spektroskopie nach
der Job-Plot-Methode tiberpriift (2.4 Bestimmung der Bindungsstochiometrie). Dazu wurden
sowohl vom Rezeptor als auch von den Aminosduren 1.5 mmolare Losungen in 40 % Wasser
in DMSO-dg angesetzt und in verschiedenen stochiometrischen Verhéltnissen "H-NMR-
Spektren mit Losemittelunterdriickung aufgenommen. Dabei zeigte der Tweezer-Rezeptor 72
(Val-CBS-B-Dipeptid) fiir die einfachen Aminosiurecarboxylate L-Alanin A, D-Alanin A’

und L-Valin B, die als Ammoniumsalze eingesetzt wurden, eine klare 1:1-Komplexierung.
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Abb.75 Job-Plot der NMR-Messungen des Tweezer-Rezeptors 72 (Val-CBS-B-Dipeptid) mit Ac-L-Alanin A
zeigt eine 1:1-Komplexierung.

Mit der NMR-Spektroskopie ist einer guten Komplexierung des Tweezer-Rezeptors 72 (Val-
CBS-B-Dipeptid) erhalten worden. Jedoch eine Enantioselektivitdit war nicht erkennbar.
Weiterhin liegen die ermittelten Bindungskonstanten des Tweezer-Rezeptors 72 in einem
dhnlichen Bereich wie die des Vergleichsrezeptor 76 (Val-CBS). Dies wurde auch bereits bei
den UV-Bindungsstudien gefunden. Dadurch wird die Annahme, dass der zuséitzliche
Seitenarm an der Guanidinio-Einheit keinen Einfluss auf die Komplexierung ausiibt, weiter

untermauert.

Als weitere Untersuchungsmethode wurden Bindungsstudien fiir das vielversprechende
System des Guanidiniocarbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptors 63 (Bn-CBS-Phe) mit Folsdure G
mittels isothermaler Titrationskalorimetrie (ITC) durchgefiihrt.

H HN\@(H@COZB OH Hé)\/\cocj
o NH: \© i)ijH
H,N” N7 N
63 (Bn-CBS-Phe) G

Abb. 76 Links: Guanidiniocarbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptor 63. Rechts: Folsdure G als Dicarboxylat
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Zur Evaluierung der Parameter (im Wesentlichen Losemittelgemisch und Konzentrationen)
wurden verschiedene Messbedingungen getestet (Tab. 7). Uberwiegend wurde eine Lose-
mittelmischung aus 40 % Dimethylsulfoxid in Wasser (Messungen A bis E) verwendet, aber
auch reines Dimethylsulfoxid, reines Methanol und reines Acetonitril (Messungen F bis H).
Die Anderung des Losemittelgemisches im Vergleich zu den optischen spektroskopischen
Untersuchungsmethoden wurde aus zwei Griinden nétig: Zum einen musste der organische
Anteil des Losemittelgemisches aufgrund Loslichkeitsproblemen erhdht werden, da fiir die
ITC-Messungen Konzentrationen fiir Rezeptor und Substrat im millimolaren Bereich notig
sind, um signifikante Wérmetonungen zu erhalten. Zum anderen sollte auf Methanol als
organisches Losemittel umgestellt werden, da ein zu hoher Anteil an Dimethylsulfoxid die
Viskositdt negativ beeinflusst. Dies hitte trotz Riihren eine inhomogene Wérmeentwicklung
zur Folge, auf Kosten der Genauigkeit der Messwerte.

Bei den ITC-Experimenten treten u. a. aufgrund der Empfindlichkeit der Messmethode auch
Wairmeténungen durch die Verdiinnung von Rezeptor und Substrat auf. Diese wurden
ebenfalls bestimmt, indem einerseits das Losemittelgemisch zur Rezeptorlosung und anderer-
seits die Substrat-Losung zum Losemittelgemisch titriert wurden. AnschlieBend konnten diese
unerwiinschten Warmetonungen von der eigentlichen Titration subtrahiert (bereinigt) werden.
Bei den Messungen A bis C wurde die Folsdure G vorgelegt und der Tweezer-Rezeptor 63
zutitriert. Da aber die Auswertung nicht auf einen 1:1-Komplex und auch nicht, wie eigentlich
zu erwarten gewesen wire, auf einen 2:1-Komplex von Rezeptor und Substrat hinwies,
sondern vielmehr auf einen 1:2-Komplex von Rezeptor und Substrat hindeutete, wurde die
vorgelegte Komponente mit der zuzugebenden vertauscht (Messung D bis H). Dies ist
insoweit sinnvoll, da bei ITC-Messungen in der Regel die Komponente (Makromolekiil)
vorgelegt wird, die mehrere der anderen an sich binden kann. Hierfiir ist auch die Auswertung
vorgesehen. Andererseits miisste bei der Anwendung der richtigen Auswertungsformel bei
beiden Titrationsvarianten das gleiche Ergebnis fiir die Bindungskonstante und die thermo-

dynamischen Parameter berechnet werden.
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" : [63] [Folsdure G]  [Puffer]
Messung Losemittel in mM in mM in mM pH
60 % Wasser
A 40 % DMSO 3 150 200 6.00
60 % Wasser
B 40 % DMSO 0.3 5 - 6.00
60 % Wasser
C 40 % DMSO 0.6 8 - 6.00
60 % Wasser
D 40 % DMSO 3 0.5 - 6.00
60 % Wasser
E 40 % DMSO 3 0.2 - 6.00
F 100 % DMSO 3 0.2 - -
G 100 % Methanol 3 0.2 - -
H 100 % Acetonitril 3 0.2 - -

Tab.7  Evaluierung der Messbedingungen fiir die ITC-Untersuchungen am System Tweezer-Rezeptor 63
(Bn-CBS-Phe) und Folsédure G bei der isothermalen Temperatur von 25 °C.

In Abb. 77 sind einige der misslungenen ITC-Messkurven bei verschiedenen Bedingungen
gezeigt: Bei Messung A wurde ein 200 mM Bis-Tris-Puffer verwendet und die Losungen auf
pH = 6.00 eingestellt. Diese Titration lieferte eine vollig unregelméfBige Wiarmetdnung, bei
der die Messwerte auflerhalb des Messbereichs lagen. Daraufhin wurden fiir weitere
Messungen die Konzentrationen von Rezeptor 63 (Bn-CBS-Phe) und der Folsdure G
erniedrigt und auf die Verwendung eines Puffers verzichtet. Der pH-Wert wurde zuvor mittels
Natronlauge und Salzsdurelosung so eingestellt, dass die genaue Losemittelzusammensetzung
nicht verdndert wurde. Die Messung in reinem Dimethylsulfoxid zeigte ebenfalls ein
unerwartetes Bild der Komplexierung. Bei Messung F in Abb. 77 ist eine exotherme Reaktion
zu erkennen. Dies widerspricht jedoch sowohl bisherigen Erfahrungen als auch der

108 1091 Moglicherweise fiihrte ein leichter Unterschied im Wasseranteil in der

Literatur.|
Rezeptor- und Substratlosung zu dieser exothermen Reaktion, obwohl frisch destilliertes und
getrocknetes Dimethylsulfoxid verwendet wurde. Messung H konnte erst gar nicht
durchgefiihrt werden, da die Loslichkeit der Folsdure und des Rezeptors in Acetonitril nicht

ausreichend waren.
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Abb. 77 Misslungenen ITC-Messungen der Titration des Tweezer-Rezeptors 63 (Bn-CBS-Phe) mit Folséure
G, bei denen die Warmetdnung gegen die Zeit bzw. Injektionen aufgetragen wurde. Die Messbe-
dingungen sind in Tab. 7 aufgelistet. Messung A zeigt eine vollig unregelméBige Warmeténung und
Messung F eine exotherme Reaktion.

In Abb. 78 sind ITC-Messungen zu sehen, die im Ansatz richtig erscheinen, hinsichtlich
endothermer Reaktion und eines anndhernd sigmoiden Kurvenverlaufs. Die berechneten
Bindungsisothermen sind bereits bereinigt, d. h., die Warmetonung durch die Verdiinnung des
Rezeptors und des Substrates sind bereits subtrahiert. Messung B und C zeigen beide einen
dhnlichen Kurvenverlauf. Eine Anpassung an eine 1:1-Komplexierung ist nicht moglich,
wihrend eine sequentielle Bindung auf eine 1:2-Komplexierung von Rezeptor und Substrat
hindeutet. Dies ist erstaunlich, da die Folsdure G ein Dicarboxylat ist und somit ein Komplex
aus zwei Rezeptormolekiilen und einer Folsdure G logisch wire. Wie bereits oben erwéhnt,
wurde daraufhin die vorgelegte mit der zutitrierten Komponente vertauscht. Doch die
Messungen D und E lieferten keine verwertbaren Ergebnisse. Die Messung G in reinem
Methanol, bei der kein pH-Wert eingestellt wurde, da es sich hier um ein nicht wissriges
System handelt, zeigte ebenfalls die schon bei Messung B und C beobachtete Komplexierung.
Beziiglich Bindungskonstanten konnten aber die Messungen B, C und G aufgrund eines zu

hohen Fehlers nicht ausgewertet werden.



106 Durchfiihrung und Diskussion

Time (min) Time (min) Time (min)

-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 30 60 90 120 150 180 210 -10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110
LI B B B B B B B B | T T T T T T T LI B L B B B B B B B |
7,04 T 2,04 - 3,0 .

6,0 . ] ]
154 25
5,0 : 204 ]

4,0 4 - 104 1,5 .

3,04 - 0,54 1,0 .

ucal/sec

pcallsec
L

pcal/sec

2,04 - 0,5 -
0,04

1,04 - 0,0 -

0,0 4 0,54 B 0,5 i

T T -1,0

4 i 3,0 g
0,0 254 [ i
0,5 %a B 257
1,04 ] 2,0 4 2,0
1,5
-1,54 e 1,5 -
1,04
2,04 i

1,04 - 0,5 -

0,0
054 B

kcal/mole of injectant

kcal/mole of injectant
L]

kcal/mole of injectant

3,04 E 05 ]

-35 T T T T T T 0,0 T T T T T T 1.0 +— T T T T T T
00 05 10 15 20 25 30 00 05 10 15 20 25 00 05 10 15 20 25 30 35

Molar Ratio Molar Ratio Molar Ratio

Messung B Messung C Messung G

Abb. 78 ITC-Messungen des Tweezer-Rezeptors 63 (Bn-CBS-Phe) mit Folsdure G, Die Messbedingungen
sind in Tab. 7 aufgelistet. Jeweils oben: Titrationsdiagramm, bei dem die Warmetdnung gegen die
Zeit bzw. Injektionen aufgetragen wurde. Jeweils unten: Bindungsisotherme, bei der die
Wirmeenergie gegen das Molverhiltnis aufgetragen wurde. Hierbei wurden bereits die
Wirmetonungen der Verdiinnungen von Rezeptor und Substrat subtrahiert. Alle drei Messungen
zeigen eine entropische Reaktion. Bei Messungen B und C wurde der Rezeptor 63 vorgelegt und die
Folsdure G zugegeben, bei Messung G umgekehrt.

Die ITC-Daten erlauben keine Interpretation beziiglich einer Bindungskonstante und der
thermodynamischen Parameter. Die Messdaten weisen darauf hin, dass die Komplexierung
eine entropisch getriebene Reaktion ist. Dies steht im FEinklang mit in der Literatur
beschriebenen Beobachtungen beim gleichzeitigen Auftreten von lonenpaaren und Kation-n-
Wechselwirkungen in wissriger Losung.!'® %! ITC-Bindungsstudien von Schmidtchen mit
dem bicyclischen Guanidinium-Derivat 77 zeigten, dass die Komplexierung von Carboxy-
laten neben den auftretenden starken elektrostatischen Wechselwirkungen (AH®) insbesondere
auch auf die Freisetzung von Losemittelmolekiilen (AS®) zuriickzufiihren ist.”! Ebenso fand
Hamilton einen entropischen Effekt als treibende Kraft bei der Assoziation des Bis-

Guanidinium-Derivates 78 mit Carboxylaten in polaren Losemitteln.>* "]

H <:> H
\C\Ig\/’\)\ EN>@7NH HN—@<Zj
H H N

77 78

Abb.79 Rezeptoren, die bei Komplexierungen entropische Effekt zeigen: bicyclisches Guanidinium-Derivat
77 nach Schmidtchen und das Bis-Guanidinium-Derivat 78 nach Hamilton.
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Die endotherme Assoziation von Guanidinio-Kationen mit Oxo-Anionen in protischen
Losemitteln ldsst sich dadurch erkléren, dass die positiv geladene Guanidinio-Gruppe, ebenso

"M Diese

wie das negativ geladene Substrat, in protischen Losemitteln stark solvatisiert sind.!
Losemittelmolekiile konkurrieren mit Rezeptor und Substrat um die Bindungsstellen. Infolge
der Assoziation miissen die Solvathiillen von Rezeptor und Substrat neu organisiert werden.
Da der Komplex aber weniger stark solvatisiert ist als der freie Rezeptor und das freie
Substrat zuvor, werden Losemittelmolekiile freigesetzt, und die Unordnung im System steigt.
Der Entropieterm wird somit stirker negativ als der Enthalpieterm positiver wird.

Neben dem Losemitteleinfluss spielt auch das Gegenion eine wichtige Rolle.'? 1% 113
Schmidtchen konnte zeigen, dass sich die Bindungsaffinitdt K um eine Groflenordnung nur
durch den Austausch des Gegenions dndern kann. Bei seinen geladenen Guanidinium-
Rezeptoren zeigten dabei grofBere Anionen, die weniger zu Wasserstoftbriickenbindungen
neigen, hohere Bindungskonstanten. Chlorid als Gegenion in Acetonitril wies hierbei die
schwichste Komplexierung auf, wihrend Hexafluorophosphat und Tetrafluoroborat im
gleichen System eine um den Faktor zehn bis elf hohere Komplexierung zeigten. Eine weitere
Besonderheit fiir Chlorid als Gegenion ist auch, dass der Entropieterm betragsméBig groBer
ist als die Reaktionsenthalpie. Die Enthalpie-Entropie-Kompensation fiihrt aber dazu, dass
sich grofere Unterschiede in der Reaktionsenthalpie nicht in der freien Gibbs-Energie

niederschlagen.>”!

Mit der ITC-Methode kann eine Assoziation des Tweezer-Rezeptors 63 (Bn-CBS-Phe) mit
Folsdure G zwar qualitativ nachgewiesen werden. Sie weist auf eine zusétzliche 2:1-
Komplexierung hin. Thermodynamische Parameter konnten jedoch nicht bestimmt werden.
Hier ist auch der Einsatz von wasserziechenden Ldsemitteln (z. B. Dimethylsulfoxid) oder
Losemittelgemischen sehr schwer zu handhaben, da geringste Anderungen der Zusammen-
setzung das Bild der Komplexierung verfialschen. Ein gutes Indiz fiir unzureichende
Messbedingungen bei unseren Systemen war das Auftreten exothermer Komplexierungs-
reaktionen. Fiir die quantitative Bestimmung von Bindungsparametern dieser Rezeptor-

Substrat-Systeme scheint die ITC-Methode daher leider nicht geeignet.

Zur Visualisierung der Komplexierung des Tweezer-Rezeptors 63 mit Folsdure G in Wasser
wurde mittels molecular modeling (Macromodel 8.0, Amber* Kraftfeld, GB/SA Solvation

von Wasser) Berechnungen der verschiedenen Komplexstochiometrien angefertigt!'®®! Dazu
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wurden energieminimierte Strukturen mittels Monte Carlo-Methode berechnet (100.000
Schritte). Die Ergebnisse der jeweiligen Konformationssuche sind in Abb. 80, Abb. 81 und
Abb. 82 dargestellt. Hierbei ist deutlich zu erkennen, dass die Carboxylat-Einheiten der
Folsdure G mit der positiven Guanidinio-Einheit des Rezeptors 63 (Bn-CBS-Phe)
wechselwirken. Auch ist eine zusitzliche aromatische n-n-Wechselwirkung des Benzylesters
des Rezeptors 63 mit dem aromatischen System der Folsdure G zu erkennen. Diese
Wechselwirkungen sind bei allen drei Stochiometrie-Varianten zu beobachten. Ebenfalls bei
allen Komplexierungsmoglichkeiten wird deutlich, dass der zusitzliche Seitenarm an der
Guanidinio-Einheit keinen Einfluss auf die Assoziation ausiibt. Bei den theoretischen
Berechnungen dreht sich dieser Seitenarm immer von dem Substrat weg, sodass er lediglich

vom Wasser solvatisiert wird.

Abb. 80 Berechnete energieminimierte Struktur des 1:1-Komplexes des Rezeptors 63 (Bn-CBS-Phe) mit
Folséure G.

Abb. 81 Berechnete energieminimierte Struktur des 2:1-Komplexes des Rezeptors 63 (Bn-CBS-Phe) mit
Folsédure G.
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Abb. 82 Berechnete energieminimierte Struktur des 1:2-Komplexes des Rezeptors 63 (Bn-CBS-Phe) mit
Folsédure G.

Ein dhnliches Bild der Komplexierung beziiglich des zusitzlichen Seitenarms zeigen die
Abb. 83 und Abb. 84. Dabei handelt es sich um eine 2:1-Komplexierung des Rezeptors 67
(Bn-CBS-B-Ala-Dns) bzw. 75 (Phe-CBS-B-Ala-Dns) mit der Folsdure G. Hierbei kommt es
nicht auf die Stochiometrie an, als vielmehr auf die Tatsache, dass auch bei diesen Assoziaten

der zusétzliche Seitenarm keine Komplexierung mit dem Substrat eingeht.

Abb. 83 Berechnete energieminimierte Struktur des 2:1-Komplexes des Rezeptors 67 (Bn-CBS-B-Ala-Dns)
mit Folséure G.
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Abb. 84 Berechnete energieminimierte Struktur des 2:1-Komplexes des Rezeptors 75 (Phe-CBS-B-Ala-Dns)
mit Folsédure G.

Die Berechnungen weisen darauf hin, dass der zusitzliche Seitenarm an der Guanidinio-
Einheit Solvatation vom Losemittel oder intramolekulare Wechselwirkungen bevorzugt,

anstatt an der Komplexierung des Substrates mitzuwirken.

Weiter experimentelle Untersuchungen des Folsdure-Systems, insbesondere hinsichtlich der
Komplexstochiometrie wurden mit der Massenspektrometrie unternommen. Aber ESI-MS-
Messung in Methanol lieferten keine Komplexmasse des Rezeptors 75 (Phe-CBS-3-Ala-Dns)
mit Folsdure G. Damit konnten keine weiteren Hinweise, weder auf einen 1:1-Komplex noch
auf ein 2:1-Komplex, erhalten werden. Auch Kristallisationsversuche eines Komplexes fiir die
Rontgenstrukturanalyse verliefen leider erfolglos. Es wurden lediglich fiir die Rontgen-

struktur-Kristallographie ungeeignete amorphe Feststoffe erhalten.

Ein Problem der Tweezer-Rezeptoren bei der Komplexierung oxo-anionischer Substrate liegt
darin, dass der N’-alkylierte Seitenarm an der Guanidinio-Einheit nicht wie erhofft an der
Komplexierung teilnimmt, sondern sich vom Substrat derart wegdreht, dass er von Lose-
mittelmolekiilen umgeben ist. Dadurch zeigen die Guanidiniocarbonylpyrrol-Tweezer-
Rezeptoren keine verbesserten Bindungseigenschaften gegeniiber N’-unsubstituierten

Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren, sowohl hinsichtlich der Assoziationskonstanten als



Durchfiihrung und Diskussion 111

auch der Substratspezifitit. Wahrscheinlich kann die Energie fiir Torsionskrifte, die bei einer
ndtigen Verdrehung des Rezeptorarms fiir eine Komplexierung iiberwunden werden miissten,
nicht durch die Komplexierungsenergie aufgebracht werden. Weiterhin konnen polare
Seitenarme in einem energetisch giinstigen Vorgang gut von polaren Losemittelmolekiilen

(Wasser, Methanol oder DMSO) solvatisiert werden.
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4.3 Biskationische Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren

Wie wir bereits in unserem Arbeitskreis zeigen konnten (2.1 Oxo-Anionen-Erkennung),
erhoht eine zusitzliche positive Ladung in unseren Rezeptoren die Bindungsaffinitit bei der
Komplexierung von Tetra-Peptiden iiber deren C-terminales Carboxylat.[36] Um diesen
Einfluss auf Carboxylate systematisch zu untersuchen, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine
Serie von biskationischen Rezeptoren synthetisiert. Neben unserem kationischen Guanidinio-
carbonylpyrrol wurde an einer flexiblen Alkylkette zusdtzlich ein primédres Amin als
endstdndige funktionelle Gruppe eingefiihrt. Die Linge dieser Kette variierte dabei zwischen
zwei und fiinf Kohlenstoffatomen. Zusétzlich wurde ein Rezeptor mit der Aminosdure L-
Lysin dargestellt, der einer flexiblen Alkylkette von flinf Kohlenstoffatomen entspricht. In
Abb. 85 sind die Strukturen dieser biskationischen Rezeptoren dargestellt.

0 ]\ 0 o} ]\ 0
@ N @ N
H3N<\/>NH H HN®_ NH, HaN _~_~_-NH H HN®_NH,
©°n o o = @\(
n=2-5:
79 - 82 83

Abb. 85  Strukturen der fiinf biskationischen Rezeptoren 79 bis 83.

Die Idee dabei ist, dass diese zweite Ladung ebenfalls die Carboxylat-Gruppe eines Substrates
binden kann, und es so zu einem ,,Chelat-Effekt“ kommt. Dies sollte die Komplexierung
einerseits entropisch begiinstigen, und andererseits sollten die zusitzlichen ionischen
Wechselwirkungen einen entscheidenden Beitrag bei der Komplexierung leisten. Im
Folgenden werden zundchst die Synthese der ndtigen Grundbausteine sowie die der
kompletten biskationischen Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren beschrieben. AnschlieBend

werden die durchgefiihrten Bindungsstudien und deren Ergebnisse vorgestellt und diskutiert.

Die Synthese der biskationischen Rezeptoren und die Ergebnisse der Bindungsstudien sind

bereits als Publikation mit dem Titel ,,Oxoanion Binding by Flexible Guanidiniocarbonyl

. . . . . 114
Pyrrole-Ammonium Bis-Cations in Water* erschienen.''"!
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4.3.1 Synthese der biskationischen Rezeptoren

Fiir die Synthese der biskationischen Rezeptoren 79 bis 82 sind mono-Boc-geschiitzte Diami-
ne notwendig. Dazu wurden die Diamine 84 bis 87 in fiinffachem Uberschuss mit Boc-
Anhydrid in Chloroform umgesetzt. Nach wassriger Aufarbeitung, Extraktion mit Essigester
und anschlieBender Entfernung des Losemittels unter vermindertem Druck erhielt man
schlieBlich die mono-Boc-geschiitzten Diamine 88 bis 91 als 6lige Fliissigkeiten in Ausbeuten

von 92 bis 99 %, die in der Gefriertruhe zu einem weillen Feststoff kristallisierten.

HaN { N Boc,0,0°C p  BOCHN{yNH;
: CHCl, :
n=2-5: n=2-5:
84 - 87 88 -91

Abb. 86 Einfach-Schiitzung von vier Diaminen zu den mono-Boc-geschiitzten Diaminen 88 bis 91.

Die allgemeine Synthesevorschrift fiir die biskationischen Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezep-
toren 79 bis 82 ist in Abb. 87 dargestellt. Dabei werden die mono-Boc-geschiitzten Diamine
(88 bis 91) mittels PyBOP als Kupplungsreagenz mit der Pyrrolcarbonséure 20 peptidisch
verkniipft. Als Losemittel dient Dichlormethan, versetzt mit einer kleinen Menge Dimethyl-
formamid zwecks besserer Ldslichkeit. Die Ausbeuten fiir die verschiedenen Diamine
variierten zwischen 52 und 74 %. AnschlieBend werden die beiden Boc-Schutzgruppen mit
konzentrierter Salzsdurelosung in einem Wasser-Methanol-Gemisch abgespalten. Durch
zweifache Lyophilisation mit destilliertem Wasser erhédlt man die gewiinschten biskatio-
nischen Rezeptoren 79 bis 82 in fast quantitativer Ausbeute als HPLC-reine (Detektions-

wellenldnge 300 nm), farblose und volumindse Feststoffe.
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Abb. 87  Allgemeine Synthese der biskationischen Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren.

Das Lysin-Derivat 83 wurde auf dhnliche Weise synthetisiert (Abb. 88). Die Pyrrolcarbon-
sdure 20 wurde mit H-Lys(Cbz)OMe unter Verwendung von PyBOP als Kupplungsreagenz
verkniipft. Dabei lag die Ausbeute des geschiitzten Rezeptors 96 sogar noch iiber den
Kupplungsausbeuten der mono-Boc-geschiitzten Aminosduren, ndmlich bei 86 %. Zur
Entschiitzung mussten nun zwei verschiedene Schutzgruppen entfernt werden. Zum einen die
Cbz-Gruppe, die durch Hydrierung unter Wasserstoffatmosphiare mit Aktivkohle als
Katalysator in Methanol abgespalten wurde, und zum anderen die Boc-Gruppe an der
Guanidino-Einheit, die durch eine konzentrierte Salzsdurelosung in Methanol entfernt wurde.
Normalerweise liegt die Ausbeute bei solchen Entschiitzungen iiber 90 %. Die hier erzielte
méfige Ausbeute von 60 % fiir das Biskation 83 ist darauf zuriickzufiihren, dass auch eine
Entschiitzung des Methylesters mit 20 % in groBerem Ausmal stattfand. Dadurch entstand die
freie Carbonséure an der Lysin-Einheit, und man erhielt die biskationische Verbindung 97.
Die Trennung dieser beiden Substanzen konnte sdulenchromatographisch an RP-18-Material

durchgefiihrt werden.
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Abb. 88 Synthese des biskationischen Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptors 83 mit L-Lysin sowie dessen bei
der Entschiitzung entstandene Nebenprodukt 97.

Die so erhaltenen biskationischen Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren 79 bis 83 wurden
mittels RP-18-HPLC auf Reinheit untersucht. Als FEluent wurde ein von 0 auf 100 %
gesteigerter Wasser-Methanol-Gradient mit 0.1 % TFA verwendet, um sicherzustellen, dass
es nur einen Protonierungszustand gibt. Die Detektion wurde mit UV-Vis vorgenommen,
wobei einerseits ein komplettes 3D-Spektrum iiber den Wellenldngenbereich von 210 bis
595 nm sowie ein Einzelspektrum bei der Wellenldnge von 300 nm aufgenommen wurde.
Diese beiden Spektrenarten sind fiir den biskationischen Rezeptor 81 in Abb. 89, beispielhaft
fiir alle anderen biskationischen Rezeptoren, dargestellt. Der zweite, langgezogene Peak im
3D-Spektrum zwischen 210 und 255 nm ist auf die zunehmende Absorption des Methanols
aufgrund dessen hoheren Anteils am Eluenten zuriickzufiihren. Das dritte Spektrum zeigt die
Reinheit des Hauptpeaks, da hier neben dem Spektrum vom Peak-Maximum auch die beiden
Spektren der halben Hohe dieses Peaks iibereinandergelegt wurden. Die hohe Uberein-
stimmung unterstreicht die Reinheit dieses Peaks. Aus der relativen Flache (Tabelle) wird
ersichtlich, dass der Rezeptor 81 bei einer Wellenldnge von 300 nm zu 98 % HPLC-rein ist.

Die anderen Rezeptoren ergaben hierbei Werte zwischen 95 und 98 %.
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2507VOB(JBC<) #8 [modified by admin] VOB083-3-A2 UV_VIS_3

mAU WVL:300 nm|
1-19,045
200
Nr. Retentionszeit rel. Flache
min %
100+
1 19.04 98.30
2 55.53 1.70
o Total: 100
-50- T T . . , . min|
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 65,0
o :‘/35083 “8 @‘J 60, Peak#1 100% at 19.04 min 0% ai18.92 99993
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Abb. 89 Oben links: HPLC-Diagramm zur Uberpriifung der Reinheit des Rezeptors 81 bei einer Wellenlinge
von 300 nm bei Wasser-Methanol-Gradient (mit 0.1 % TFA) von 0 auf 100 %. Peak 1 wird bei einem
Mischungsverhiltnis von ungefdhr 9 % Methanol in Wasser detektiert. Oben rechts: Die Tabelle zeigt
eine Reinheit von 98 % fiir den Rezeptor 81. Unten links: 3D-HPLC-Spektrum: der zweite, langge-
zogene Peak zwischen 210 und 255 nm ist auf die Absorption des Methanols zuriickzufiihren. Unten
rechts: UV-Spektrum des Peaks 1 bei der Retentionszeit von 19.04 Minuten mit zwei nahezu
identischen tiberlagerten UV-Spektren bei jeweils halber Peakhohe, was die Reinheit dieses Peaks
unterstreicht.

Als Beispiel fiir typische 'H-NMR-Spektren der biskationischen Rezeptoren ist in Abb. 90
das Spektrum von Rezeptor 81 gezeigt. Die Methylen-Einheiten sind bei 1.58, 2.79 und
3.26 ppm, wihrend die Pyrrol-Protonen bei 6.86 und 7.56 ppm liegen. Die Ammonium-
Gruppe erscheint bei 7.92 ppm, wéhrend die vier Protonen der Guanidinio-Einheit bei 8.50
und 8.69 als verbreiterte Signale zu sehen sind. Weitere NH-Protonen sind bei 8.62, 12.12
und 12.34 ppm.
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Abb.90 '"H-NMR-Spektrum des biskationischen Rezeptors 81.

Nach erfolgreicher Synthese und Uberpriifung der Reinheit konnten mit den biskationischen
Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren 79 bis 83 Bindungsstudien durchgefiihrt werden, die

im néchsten Kapitel vorgestellt und deren Ergebnisse diskutiert werden.

4.3.2 Bindungseigenschaften der biskationischen Rezeptoren

Bindungsstudien dieser Serie von Biskationen wurden in wissriger Pufferlosung durch-
gefiihrt. Als Messmethode wurde die UV-Spektroskopie gewéhlt, da bei dieser Methode eine
groBere Anzahl von verschiedenen Rezeptor-Substrat-Systemen mit angemessenem Zeitauf-
wand und geringem Substanzverbrauch getestet und untersucht werden koénnen. Die
Biskationen zeigten dabei effiziente Bindungseigenschaften gegeniiber den N-acetylierten
Aminosdurecarboxylaten, signifikant abhingig von der jeweiligen Aminosdure einerseits und

der Linkerldnge andererseits.
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Abb. 91 Synthetisierte und hinsichtlich ihrer Komplexierungseigenschaften gegeniiber Oxo-Anionen unter-
suchte biskationische Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren 79 bis 83.

Mit wachsender Linkerldnge steigt zuerst die Komplexstabilitét, bis sie mit dem Biskation 81
mit vier Methylen-Einheiten als Spacer die stirkste Assoziation zeigt. AnschlieBend sinkt die
Komplexstabilitit wieder. In Bindungsstudien dieser Serie von Rezeptorsystemen mit Oxo-
Anionen (Abb. 92) wurde die beste Komplexierung fiir den Rezeptor 81 mit N-Acetyl-L-
Phenylalanin C ermittelt. Dies ist neben der Komplexierung des Carboxylates durch die
Guanidiniocarbonylpyrrol-Einheit im Wesentlichen auch auf die Kation-n-Wechselwirkungen
zwischen dem aromatischen Ring des Phenylalanins C und der positiven Ladung des Guanidi-
niocarbonylpyrrol-Kations zuriickzufiihren. Aufgrund dieser optimalen Komplexierung wurde
dieses Rezeptor-Substrat-System mit Fluoreszenz-Spektroskopie, NOE-Studien und der ITC
im Detail weiter untersucht. Weiterhin wurden auch molecular modeling Berechnungen

mittels Macromodel durchgefiihrt.

Die Bindungsstudien wurden in einem wissrigen System durchgefiihrt. Zur besseren
Loslichkeit der acetylierten Aminosduren, hier vor allem Phenylalanin C, wurde ein

Losemittelgemisch aus 10 % Dimethylsulfoxid in Wasser verwendet.
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Als Substrate fiir die Bindungsstudien wurden die in Abb. 92 dargestellten Oxo-Anionen
verwendet. Die N-acetylierten L-Aminosduren A bis E wurden als freie Sduren eingesetzt, die
durch Einstellung des pH-Wertes auf 6.00 deprotoniert wurden. Acetat F und Sulfat G

wurden als deren Natrium- bzw. Dinatriumsalze verwendet.

H o H ©
N

\[( (E@COZ YN?COZ WHQCO? \[(

O - O o @) :
Co,

Abb. 92  Substrate der Bindungsstudien: Oben: N-acetylierte Aminosduren L-Alanin A, L-Valin B, L-Phenyl-
alanin C, L-Aspartat D und L-Glutamat E. Unten: Acetat F und Sulfat G.

Die pKs-Werte der Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren 79 bis 83 sowie der Substrate A bis
G wurde in pH-Experimenten nach der Halbdquivalenzmethode bestimmt (siehe 4.2.2 Bin-
dungseigenschaften der Tweezer-Rezeptoren). Die Experimente wurden zweimal durchge-
fiihrt und die Ergebnisse in Tab. 8 und Tab. 9 dargestellt. Die Guanidinio-Gruppen zeigten
dabei pKs-Werte zwischen 6.20 und 6.45, wihrend die primdren Ammonium-Gruppen Werte
zwischen 9.20 und 9.70 aufweisen. Damit liegen diese pKs-Werte alle iiber dem pH-Wert von
6.00, bei dem die Messungen durchgefiihrt wurden. Die Rezeptoren sind somit weitgehend

protoniert.

. Ks 1 Ks 2
Biskation (Guanid?niZ-Gruppe) (Ammonpiursn-Gruppe)
79 (n=2) 6.20 9.20
80 (n=23) 6.25 9.25
81 (n=4) 6.30 9.45
82 (n=5) 6.45 9.70
83 (Lys) 6.40 9.65

Tab.8  pKs-Werte der Biskationen 79 bis 83.

Die pKs-Werte der getesteten Substrate liegen zwischen 1.90 und 4.75. Wihrend der Titra-

tionsexperimente sind sie somit deprotoniert.
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Substrat pKs 1 pKs 2
Ac-L-Ala A 2.30 -
Ac-L-Val B 2.30 -
Ac-L-Phe C 2.60 -
Ac-L-Asp D 1.90 3.65
Ac-L-Glu E 2.20 4.25
NaOAc F 4.75 -
NaHSO, G 1.99 -

Tab.9  pKg-Werte der oxo-anionischen Substrate.” Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind einige Werte
aus Tab. 2 nochmals aufgelistet.

Die Konzentration der Biskationen lag dabei bei 7-10° M. Bei diesen Konzentrationen
zeigten die biskationischen Rezeptoren eine flir die Titrationsexperimente optimale UV-
Absorption der Pyrrol-Bande bei 300 nm. Als Substrate wurden die verschiedenen Oxo-
Anionen mit einer Konzentration von 1.5 mM eingesetzt. Um pH-Schwankungen auszu-
schlieBen, wurden die Losungen flir die Titrationsexperimente in einer 5 mM Bis-Tris-
Pufferlosung angesetzt, deren pH auf 6.00 eingestellt wurde. Der Puffer besitzt einen pKs-

Wert von 6.4, sodass eine gute Pufferung bei pH 6.00 gewihrleistet ist.

Zur Titration wurde eine Rezeptorlosung der Guanidiniocarbonylpyrrole vorgelegt und
Aliquote einer Stammldsung des Substrates zutitriert. Dabei wurde sowohl die Rezeptor-
16sung als auch die Substratlésung verdiinnt. Nach jeder Zugabe nahm man ein UV-Spektrum
auf. Wechselwirkungen zwischen Rezeptor und Substrat bewirkten, unter Beriicksichtigung
der Verdiinnung, eine signifikante Abschwichung der Absorption der Pyrrol-Bande. Die
Verdiinnung konnte mittels Lambert-Beerschem Gesetz herausgerechnet werden. Somit
konnte aus der Abschwichung der Pyrrol-Bande die Komplexierung quantitativ verfolgt
werden (Observable) und mittels nichtlinearer Kurvenanpassung fiir eine 1:1-Komplexierung
die Bindungskonstante berechnet werden. Alle Titrationen wurden mehrfach wiederholt und
lieferten gleiche Werte innerhalb des experimentellen Fehlers. Eine repriasentative Titration
und die kalkulierte Bindungsisotherme sind in Abb. 93 dargestellt. Im Gegensatz zu den
schwicher bindenden biskationischen Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren (4.2.2 Bindungs-
eigenschaften der Tweezer-Rezeptoren) ist hier die Abweichung von der Verdiinnung gerade

im kleineren Aquivalent-Bereich etwas stirker.
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Abb. 93  Links: Anderung der Absorption in einer UV-Titration des biskationischen Rezeptors 81 mit N-Ac-L-
Phenylalanin. Rechts: Bindungsisotherme (rot) und berechnete Verdiinnungskurve bei 300 nm
(griin)."""* Reproduced with permission. Copyright 2007 American Chemical Society.

Die Komplexstochiometrie wurde in unabhingigen Experimenten nach der Job-Plot Methode
bestimmt (siche 2.4 Bestimmung der Bindungsstochiometrie und 4.2.2 Bindungseigenschaften

der Tweezer-Rezeptoren).l* 1]
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Abb. 94  Job-Plot der Komplexierung von 81 mit N-Ac-L-Phenylalanin C zeigt eine 1:1-Komplexierung.!''*!

Reproduced with permission. Copyright 2007 American Chemical Society.

Auch hier waren flir die mathematische Auswertung mittels nichtlinearer Kurvenanpassung
die molaren Extinktionskoeffizienten notwendig. Fiir die Substrate sind sie bei der beobach-
teten Wellenldnge alle Null. Fiir die biskationischen Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren 79
bis 83 sind die molare Extinktionskoeffizienten bei einer Wellenldnge von 300 nm in Tab. 10

dargestellt (siche 4.2.2 Bindungseigenschaften der Tweezer-Rezeptoren).
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Biskation & in I'mol™cm™
79 (n=2) 20000
80 (n = 3) 24200
81 (n=4) 24400
82 (n = 5) 25000
83 (Lys) 23900

Substrate

& in I'mol*cm™

L-Ala
L-Val
L-Phe
L-Asp
L-Glu

NaOAc

A
B
C
D
E
F

Na,SO, G

0

O OO o oo

Tab. 10 Molare Extinktionskoeffizienten der biskationischen Rezeptoren 79 bis 83 sowie der Substrate A bis

G bei einer Wellenliinge von A = 300 nm. Einige Substrate aus Tab. 3 sind zwecks Ubersichtlichkeit
nochmals aufgefiihrt.

Die Ergebnisse der UV-Bindungsstudien sind in Tab. 11 und Abb. 95 dargestellt. Die Daten

zeigen, dass die Komplexierung der Oxo-Anionen durch biskationische Guanidiniocarbonyl-

pyrrol-Rezeptoren sehr stark von der Lénge des Linkers sowie des Substrates abhéngig ist.

Biskation L-Ala  L-val L-Phe L-Asp L-Glu NaOAc Na,SO,
A B C D E F G
79 (n=2) 1400 1600 1400 2200 1100 1500 1300
80 (n=3) 1400 1400 2600 3200 1300 <1000 <1000
81 (n=4) 5800 2200 10700 3900 6100 3600 1800
82 (n=5) 2100 2700 4700 1700 2100 3300 2600
83 (Lys) 3700 1100 1850 3000 3100 3300 2400

Tab. 11  Bindungskonstanten K, in M der biskationischen Rezeptoren 79 bis 83 gegeniiber N-acetylierten
L-Aminosdurecarboxylaten sowie weiteren Oxo-Anionen, die mittels UV-Spektroskopie ermittelt

wurden.
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Abb. 95  Graphische Darstellung der Bindungskonstanten der Rezeptoren 79 bis 83 von Tab. 11.!"" Repro-
duced with permission. Copyright 2007 American Chemical Society.

Mit langer werdendem Linker wiirde man generell eine schwichere Komplexierung erwarten.
Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass durch die Komplexierung die vorher vorhandene
Flexibilitdt in Form von freier Drehbarkeit um die Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen im
Linker eingefroren wird und damit ein Teil dieses Freiheitsgrades verloren geht. Generell hat
dies einen negativen entropischen Effekt zur Folge (siche 2.2 Grundlagen der Komplex-Bil-
dung). Einen solchen Effekt beobachtete H.-J. Schneider, als er den Einfluss von Alkyl-
Spacern bei der Komplexierung von flexiblen Bis-Ammonium-Kationen mit Bis-Anionen in
Wasser untersuchte. Es zeigte sich, dass die Komplexstabilitét stetig mit steigender Spacer-

linge sank.!'"”!

Die UV-Bindungsstudie unserer biskationischen Rezeptoren hingegen zeigt ein anderes Bild:
Die Komplexstabilitit steigt fiir alle Oxo-Anionen, ausgehend vom Rezeptor mit dem
kiirzesten Spacer an, bis sie fiir das Biskation 81 mit einer Spacerldnge von vier Methylen-
Gruppen ein Maximum erreicht. Erst fiir noch ldngere Linker sinkt die Komplexstabilitit

wieder, erwartungsgeméill des oben beschriebenen Befundes. Dieser anscheinend anormale
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Effekt fiir die Rezeptoren mit kurzem Spacer ist nicht verwunderlich, da die Spacerldnge der
biskationischen Rezeptoren 79 und 80 nicht ausreichend lang ist, um mit der zweiten
positiven Ladung des Ammonium-Kations die Carboxylat-Einheit zusdtzlich zu komp-
lexieren. Die Bindungskonstanten dieser beiden Biskationen 79 und 80 liegen in der
GroBenordnung der Bindungskonstante, die dem einfachen Guanidiniocarbonylpyrrol-
Monokation 76 (Abb. 61) entspricht, also K <1500 M) Somit ist ein komplexierender
Chelat-Effekt der Ammonium-Gruppe bei diesen beiden Rezeptoren nicht erkennbar. Der
Rezeptor 81 mit vier Methylen-Einheiten als Spacer hingegen zeigt deutlich stdrkere
Assoziationseigenschaften. Hier ist der Spacer lang genug, damit die positiv geladene
Ammonium-Gruppe zusammen mit der positiv geladenen Guanidiniocarbonylpyrrol-Gruppe
das Carboxylat gemeinsam chelatartig komplexieren kann. Wird der Spacer noch langer, wie
im Biskation 82 und 83 mit jeweils flinf Methylen-Einheiten, so sinkt die Komplexstabilitit.
Dies lésst sich durch den oben beschriebenen entropischen Effekt erkldren, da sich jetzt die
Einschriankung der Flexibilitidt durch die Komplexierung auf Kosten der Bindungsenthalpie
auswirkt. Eine andere Erklarung der schlechteren Komplexierung dieser Rezeptoren konnte
darauf beruhen, dass bei diesen Rezeptoren die Moglichkeit besteht, giinstige intramolekulare
Wechselwirkungen auszubilden. Diese miissten bei einer intermolekularen Komplexierung
eines Substrates erst gelost werden, was sich ungiinstig auf die Assoziation auswirkt. Diesen
Effekt fanden auch Rehm bei der Selbstassoziation von Guanidiniocarbonylpyrrol-

"I und K. L. Mardis bei der intramolekularen Komplexierung von

Carboxylat-Zwitterionen
Diaminen mit Dicarboxylaten!'®" (siche 4.2.2 Bindungseigenschaften der Tweezer-Rezepto-

ren).

Die beste Komplexierung unter den verschiedenen Oxo-Anionen mit den biskationischen
Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren zeigte N-Acetyl-L-Phenylalanin-Carboxylat, auler mit
dem Lysin-Derivat 83. Auch hier erreichte die Assoziationskonstante ihren grofiten Wert fiir
das Biskation 81 mit einem Wert von Kag = 1.07 - 10* M. Fiir wissrige gepufferte Systeme
ist eine solche Komplexbildungskonstante fiir die Bindung von Aminosduren sehr hoch und
bedeutet eine sehr gute Komplexierung. Hingegen ist die Assoziation mit N-Acetyl-L-Alanin-
Carboxylat nur etwa halb so stark (Kas=5.8": 10° M'l) und etwa nur ein Fiinftel fur N-
Acetyl-L-Valin-Carboxylat (Kas=2.2 - 10°M™"). Die hohe Bindungskonstante ist im
Wesentlichen auf zusitzliche Kation-n-Wechselwirkungen (2.2 Grundlagen der Komplex-Bil-

dung) der Guanidiniocarbonylpyrrol-Einheit des Rezeptors mit dem aromatischen Phenylring
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der Aminosdure sowie m-m-Wechselwirkungen der beiden Aromaten zuriickzufiihren. In
Abb. 96 ist eine berechnete energieminimierte Struktur (mittels Monte Carlo Konformations-
suche) des Komplexes des Biskations 81 und N-Acetyl-L-Phenylalanin C gezeigt, bei der die

positive Guanidinio-Einheit iiber dem Phenylring zu sehen ist.

Abb. 96 Berechnete energieminimierte Struktur des Komplexes von 81 mit N-Acetyl-L-Phenylalanin C.

Auch fiir die beiden sauren Aminosduren (zwei Carboxylat-Funktionen), also N-Acetyl-
Aspartat D und N-Acetyl-L-Glutamat E, wurde eine 1:1-Komplexierung gefunden. Diese
beiden polaren anionischen Aminosduren werden ebenfalls durch das Biskation 81 sehr gut
gebunden. So wird beispielsweise Glutamat E von dem um eine Methylen-Einheit kiirzeren
Rezeptor 80 fiinfmal schlechter komplexiert als vom Rezeptor 81 (Kagis=1.3 - 10° M™! versus
6.1 -10° M™). Fiir die Rezeptoren mit lingeren Spacern sinkt die Assoziationskonstante
wieder, dhnlich wie bei den Monocarboxylaten. Bei den Dicarboxylaten ist aber dennoch ein
interessanter Effekt zu beobachten: wihrend die Biskationen 79 und 80 mit kiirzerem Spacer
(Ethyl- und Propyl-Einheit) besser Aspartat D komplexieren, gehen die Biskationen 81, 82
und 83 mit Glutamat E stirkere Komplexe ein (z. B. Biskation 81 mit K =3.9 - 10° M
versus 6.1 - 10° M™). Dieser Unterschied ist aber nicht iiberraschend, wenn man einfach die
Tatsache bedenkt, dass Rezeptoren mit kiirzerem Spacer besser die kiirzere Aminosdure
komplexieren sollten, bei der die beiden Carboxylate enger beieinander sind. Wird der Spacer
der Rezeptoren ldnger, kann Aspartat D schlechter komplexiert werden, wihrend jetzt
Glutamat E die optimale Lange besitzt. Molecular modeling Studien (Macromodel 8.0,
Amber* Kraftfeld, GB/SA Solvation von Wasser)!'®*! untermauern diese Erkldrung. Sie lassen

vermuten, dass eine optimale Komplexierung u.a. auch aufgrund der komplementiren
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Entfernung der beiden Ladungen sowohl in den Rezeptoren als auch in den Aminosiduren
zustande kommt, da dann optimale Wechselwirkungen von Rezeptor und Substrat mit
minimierten Torsionskréften vorliegen. Die Komplexierung von Biskation 79 und N-Acetyl-
L-Aspartat D ist in Abb. 96 zu sehen, wihrend Abb. 97 die Komplexierung von Biskation 81
und N-Acetyl-L-Glutamat E zeigt.

Abb. 97 Berechnete energieminimierte Struktur des Komplexes von 79 mit N-Acetyl-L-Aspartat D.

Abb. 98 Berechnete energieminimierte Struktur des Komplexes von 81 mit N-Acetyl-L-Glutamat E.

Dies kann auch die signifikante Erhohung der Komplexstabilitidt fiir Glutamat erkldren,
betrachtet man die Assoziation mit den Biskationen 80 (n = 3) und 81 (n = 4). Fiir Aspartat D
mit einer Methylen-Einheit weniger als Glutamat E zwischen den beiden Carboxylat-
Einheiten ist es schon dem Biskation 79 mdglich, mit beiden positiven Ladungen beide
Carboxylat-Funktionen zu komplexieren. Auch zeigen die theoretischen Berechnungen, dass

das Tonenpaar zwischen dem Guanidiniocarbonylpyrrol-Kation und dem a-Carboxylat des
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Aspartats D etwas gewinkelt ist. Wihrend normalerweise ein Carboxylat in einer planaren
bidentaten Geometrie komplexiert wird, ist hier die Abwinkelung dadurch zu erkldren, dass
durch die zusdtzliche Wechselwirkung der zweiten positiven Ladung im Substrat-Molekiil
eine Spannung erzeugt wird. Die Abschwéichung der Bindung durch die Abwinkelung wird

aber durch die zweite zusitzliche ionische Komplexierung iiberkompensiert.

Neben den Aminosdurecarboxylaten wurden auch Acetat F und das anorganische Substrat
Sulfat G mit in die Bindungsstudien einbezogen. Beide Anionen werden durch die beiden
Biskationen 79 und 80 nur unzureichend (Kag < 1.5 - 10° M™") gebunden. Fiir Acetat F erhoht
sich wiederum die Bindungsaffinitit deutlich durch das Biskation 81 und bleibt fiir die
Biskationen mit noch lingerem Spacer 82 und 83 auf dhnlichem Niveau (Kag ~ 3.4 - 10° M™).
Sulfat G wird von den drei Biskationen 81, 82 und 83 ectwas schwicher gebunden
(Kass ~ 2.3 - 10° M), hauptsichlich wohl aufgrund der hoheren Basizitit von Acetat F oder

der unterschiedlichen Solvatation der beiden Anionen.

Aufgrund der besonders guten Assoziation des Biskations 81 mit N-Acetyl-L-Phenylalanin
Carboxylat C im Vergleich zu allen anderen Rezeptor-Substrat-Systemen, wurde dieses

Komplexpaar in weiteren Bindungsstudien mit anderen Messmethoden untersucht.

In Fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen wurde ebenfalls die synchrone Anregungs-
methode angewendet aufgrund groBerer Empfindlichkeit und geringerer Messungenauigkeit
gegeniiber der gingigen Anregungsmethode bei konstanter Wellenldnge (siehe 4.2.2 Bin-
dungseigenschaften der Tweezer-Rezeptoren). Hierbei wurden Spektren zwischen 250 und
400 nm mit einer Wellenldngendifferenz zwischen Anregung und Emission von AA =20 nm
aufgenommen. Als Losemittel wurde, wie zuvor bei den UV-Bindungsstudien, eine 10 %ige
Losung von DMSO in Wasser mit einem Bis-Tris-Puffer (¢ =10 mM) und einem einge-
stellten pH-Wert von 6.00 verwendet. Die Konzentrationen des Rezeptors 81 war ¢ =7 uM
und fiir Phenylalanin C ¢=0.15 mM. Bei Zugabe des Carboxylates entstand eine neue
Fluoreszenzbande bei Ag, = 285 nm, die dem Phenylalanin zuzuordnen ist. Bei Ag, = 335 nm
ist die Fluoreszenzbande des Pyrrols zu sehen, die im Gegensatz zur Aminosdurebande
abnimmt. Diese Abnahme beruht allein auf der Verdiinnung des biskationischen Rezeptors.

Da die berechnete Verdiinnungskurve unterhalb der experimentellen Messpunkte liegt,



128 Durchfiihrung und Diskussion

resultiert aus der Komplexierung eine Zunahme der Fluoreszenz-Intensitét bei Ag, = 335 nm.
Dies steht im Gegensatz zu den Fluoreszenz-Titrationen der Tweezer-Rezeptoren mit
Folsdure, wo eine starke Abnahme der Fluoreszenz-Intensitaten zu beobachten war (4.2.2 Bin-
dungseigenschaften der Tweezer-Rezeptoren). Die experimentell bestimmten molaren
Extinktionskoeffizienten bei dieser Wellenldnge sind fiir den biskationischen Rezeptor 81
g=1.86-10"I-mol"-cm™ und fiir Phenylalanin C & =25 I-mol™-cm™. Die Fluoreszenzbande
wird analog der UV-Titrationsspektren ausgewertet, indem man unter Beriicksichtigung der
Verdiinnung des Biskations 81 die Bindungsisotherme mittels nichtlinearer Kurvenanpassung

berechen kann (Abb. 99).
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Abb.99 Links: Fluoreszenz-Titrationsspektrum des Rezeptors 81 mit N-Acetyl-Phenylalanin C bei
synchroner Anregung mit AL = 20 nm. Rechts: Bindungsisotherme (rot) und berechnete Verdiinnung
(griin) bei Ay =335 nm.'""Y Reproduced with permission. Copyright 2007 American Chemical
Society.

Hierbei wurde eine Bindungskonstante von Kag=4.6 - 10° M gefunden, was auf die
Bildung eines ziemlich starken Komplexes in wéssrigem Medium hinweist. Der unterschied-
liche absolute Wert von UV- und Fluoreszenz-Untersuchungen (etwa Faktor zwei) ist auf die
unterschiedlichen Messbedingungen beider spektroskopischen Methoden, also unterschied-
liche Konzentrationen von Rezeptor, Substrat und Puffer, zuriickzufiihren. (siche 2.3 Bestim-

mung von Bindungskonstanten).

Weiterhin wurden auch Bindungsstudien mittels isothermaler Titrationskalorimetrie (ITC)
versucht. Dazu wurden Rezeptor 81 und Substrat C in einer 1:1-Mischung aus Methanol und
Wasser geldst, die einen Bis-Tris-Puffer (c =20 mM) enthielt und auf pH = 6.00 eingestellt

wurde. Die im Wesentlichen messtechnisch begriindeten verdnderten Messbedingungen
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wurden bereits bei der Diskussion der biskationischen Rezeptoren dargelegt (4.2.2 Bindungs-
eigenschaften der Tweezer-Rezeptoren). Das Biskation wurde in der Konzentration von
[81] = 0.6 mM in der Messzelle vorgelegt, wihrend die Aminosédure in einer Konzentration
von [C] =10 mM in festen Aliquoten zugegeben wurde. Die dazugehorige Messkurve ist in
Abb. 100 A zu sehen. Die Warmetonungen durch Verdiinnungen wurden ebenfalls bestimmt,
indem einerseits das Losemittelgemisch zur Rezeptorlosung (Abb. 100 B) und andererseits

die Substrat-Losung zum Losemittelgemisch (Abb. 100 C) titriert wurde.
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Abb. 100 Jeweils oben: ITC-Messkurve, wobei die freiwerdende Warmeenergie bei 25 °C gegen das Molver-
hiltnis aufgetragen ist; Jeweils unten: Integration der Peaks. Messung A: Titration des Rezeptors 81
mit N-Acetyl-Phenylalanin C, Messung B: Verdiinnung des Biskations 79 und Messung C:
Verdiinnung von N-Acetyl-L-Phenylalanin C.

Nach Subtraktion der Warmetonungen der Messungen B und C von A (Abb. 100), erhielt
man die Messkurve in Abb. 101. Jedoch sind die beobachteten Wéarmeentwicklungen derartig
gering, dass keine glaubwiirdige Interpretation dieser Daten beziiglich einer Bindungskon-
stante moglich ist. Allerhdchstens lassen die Daten einen vagen Hinweis auf eine entropisch
getriebene Reaktion zu, wie dies auch bei ITC-Messungen der Tweezer-Rezeptoren
beobachtet wurde (siche 4.2.2 Bindungseigenschaften der Tweezer-Rezeptoren). In der
Literatur wird ebenfalls von entropisch getriebenen Reaktionen beim gleichzeitigen Auftreten

von Tonenpaaren und Kation-n-Wechselwirkungen in wissriger Losung berichtet.!'? 1%
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Abb. 101 Oben: ITC-Daten der Titration des Rezeptors 81 mit N-Acetyl-L-Phenylalanin C. Die freiwerdende
Wirmeenergie bei 25 °C der Komplexierung ist gegen das Molverhéltnis aufgetragen. Unten:
Bindungsisotherme nach Subtraktion der Verdiinnungsenergien von Rezeptor und Substrat.

Zur weiteren Untersuchung der Assoziation des Biskations 81 mit N-Acetyl-L-Phenylalanin C
wurden NMR-Bindungsstudien durchgefiihrt. Neben Titrationsexperimenten zur Bestimmung
der Assoziationskonstante wurden auch NOE-Messungen aufgenommen, um strukturelle
Informationen der Komplexierung zu erhalten. Als Losemittel fiir die Titrationsexperimente
wurde Wasser mit 10 % DMSO-ds verwendet. Daher war es notig, die '"H-NMR Spektren
mittels Wasserunterdriickung (sieche 2.3 Bestimmung von Bindungskonstanten) aufzunehmen.
Der Rezeptor 81 wurde in der Konzentration von [81]=1.5mM vorgelegt, wiahrend
Phenylalanin C in einer Konzentration von [C] = 15 mM zutitriert wurde. In Abb. 102 (oben)
ist eine NMR-Titration zu schen. Die iiberlagerten 'H-Spektren von unterschiedlichen
Molverhéltnissen wurde mit Wasserunterdriickung bei 6 =4.57 ppm aufgenommen. Dabei
erkennt man die charakteristische Hochfeldverschiebung der Pyrrol-Protonen, die bereits bei
anderen Komplexierungsvorgingen unseres Guanidiniocarbonylpyrrol-Bindungsmotivs mit
Oxo-Anionen beobachtet wurde.’" Jedoch sind die Anderungen der chemischen
Verschiebung zu gering (Ad ~ 0.015), um eine Bindungskonstante zu berechnen, wie es in
Abb. 102 (unten) angedeutet ist. Signale, die durch die Komplexierung eine deutlichere
Verschiebung zeigen sollten, z. B. die Guanidinio-Protonen, konnten aufgrund des schnellen
Austauschs mit dem wéssrigen Losemittel nicht detektiert werden. Auch bei allen anderen
Protonen des Rezeptors 81 sind Tendenzen in der chemischen Verschiebung zu erkennen, bis

auf das Amid-NH bei & = 8.23 ppm sowie drei Methylen-Einheiten bei 6 = 3.21 ppm (zwei
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Protonen) und & =1.51 ppm (vier Protonen). Beim Substrat Phenylalanin C weisen die
Anderungen der chemischen Verschiebung des Amid-Protons und die der benzylischen
Methylen-Gruppe auf eine gute Assoziation hin. Die aromatischen Protonen lassen sich

hinsichtlich einer Komplexierung nicht auswerten.

6,673
L]

6,672

6,671 - u\

MM 6,670 W

E 6,669
o
6,668 -

6,667 - ~_

6,666 T ——

L]

6,665 T T T T T T T
0,0 25 5,0 75 10,0 12,5 15,0

equivalents

84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66
(ppm)

Abb. 102 Links: Uberlagerung von 'H-NMR-spektren der Titration des Rezeptors 81 mit N-Acetyl-
Phenylalanin C. Bei 6=6.67 ppm und 0= 6.84 ppm sind die beiden Pyrrol-Protonen und bei
5 =8.25 ppm ein Amid-Proton des Biskations 81 zu sehen, wihrend bei & = 7.05 bis 7.25 ppm die
benzylischen Protonen und bei 6=7.51 ppm das Amid-Proton von Phenylalanin C dargestellt.
Aquivalente von Rezeptor zu Substrat bei den Spektren von unten nach oben: reines Biskation 81,
0.4 eq, 1 eq und 10 eq. Rechts: Bindungsisotherme, berechnet aus der chemischen Verschiebung des
rechten Pyrrol-Protons bei 6 = 6.67 ppm.

Eine Vorstellung der Komplexierung lieferte eine NOE-Studie des Biskations 81 mit
Phenylalanin C, die in MeOH-d3 bei 213 K und einer Mischungszeit von 300 ms durchgefiihrt
wurde. In Abb. 103 ist oben links ein Komplexierungsschema aufgrund von intermolekularen
NOE-Kreuzsignalen (rote Kreise in den NOE-Spektren) zu sehen, die eine rdumliche Néhe
(Abstand bis 5 A = 0.5 nm) der Protonen anzeigen. Die weiteren Graphiken in Abb. 103 sind
Ausschnitte des NOE-Spektrums. Dabei werden Kreuzsignale zwischen der N-Acetylgruppe
des Phenylalanins C und den Methylen-Gruppen des Linkers von Biskation 81 beobachtet
(oben rechts). Diese Methylen-Gruppen zeigen ebenfalls auch eine rdumliche Ndhe zum
Amid-Proton (unten links) und zu den phenylischen Protonen (unten rechts) des Substrates.
Der aromatische Ring des Phenylalanins C erzeugt auch NOE-Signale zum Linker-Amid-
Proton sowie zu einem Pyrrol-Proton. Die NOE-Kreuzsignale machen deutlich, dass es sich
bei der Assoziation nicht um eine wahllose Aggregation als vielmehr um einen wohl

definierten Komplex mit fester Geometrie handelt.
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Abb. 103 Ausschnitte des NOE-Spektrums vom Biskation 81 mit N-Acetyl-L-Phenylalanin C in MeOH-d3 mit
ausgewihlten intermolekularen NOEs (rote Kreise).!''*! Reproduced with permission. Copyright 2007
American Chemical Society.

Als weitere Untersuchungsmethode des Komplexes wurde eine ESI-MS-Messung in
Methanol durchgefiihrt. Im positiven Messmodus konnte neben dem Massenpeak des
Biskations 81 von m/z = 267.1542 fiir (R + H)" (ber. fiir C;;H;oN4O,": 267.1564) und dem des
Substrates C von m/z =230.0819 fiir (S +Na)" (ber. fiir C;;H;3NNaO;": 230.0793) auch der
Peak fiir die Komplexmasse von m/z =474.2472 fiir (R+S+H)" (ber. fiir C;pH3,N;05':
457.219) gefunden werden. Diese Massen wurden sowohl als einfach protoniert als auch als

Natrium-Adukt gefunden (Abb. 104).
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Abb. 104 Links: ESI-MS-Spektrum des Komplexes von Rezeptor 81 (R) mit Phenylalanin C (S). Rechts:
AusschnittsvergroBerung der Komplexmasse fiir (R+S+H)" : m/z=474.2472 (ber. fiir
C22H32N705+: 457.219.

Um eine bessere geometrische Vorstellung der Komplexierung des Biskations 81 mit
Phenylalanin C in Wasser zu bekommen, wurde mittels molecular modeling Berechnungen
(Macromodel 8.0, Amber* Kraftfeld, GB/SA Solvation von Wasser)!'® eine
energieminimierte Struktur berechnet (Monte Carlo, 100.000 Schritte). Das Ergebnis der
Konformationssuche ist in Abb. 105 dargestellt. Hierbei ist deutlich zu erkennen, dass die
Carboxylat-Einheit des Phenylalanins C mit beiden positiven Einheiten des Rezeptors 81
wechselwirkt. Durch die zusdtzliche Wechselwirkung der positiven Ladung des priméren
Amins wird die normalerweise planaren Komplexierungsgeometrie zwischen dem Carboxylat
und der Guanidinio-Einheit etwas verzerrt und abgewinkelt. Dieses Phdnomen wurde bereits
bei der Modellierung der Komplexierung des Biskations 79 mit N-Acetyl-L-Aspartat D
beobachtet (Abb. 97). Weiterhin ist in der berechneten Struktur die Kation-n-Wechsel-
wirkung des aromatischen Phenylrings mit der Guanidiniocarbonylpyrrol-Einheit zu sehen,

die sich beide parallel {ibereinander anordnen.



134 Durchfiihrung und Diskussion

Abb. 105 Berechnete energieminimierte Struktur des Komplexes von 81 und N-Acetyl-L-Phenylalanin C.
Wihrend das Carboxylat ionische Wechselwirkungen zu beiden kationischen Gruppen des Rezeptors
(Guanidinio-Einheit und primires Amin) aufweist, zeigt der aromatische Phenylring m-Wechsel-
wirkungen zum planaren Guanidiniocarbonylpyrrol-Motiv.

Ein &dhnlicher Effekt wurde auch schon bei der Komplexierung des monokationischen

Rezeptors 98 mit N-Acetyl-L-Phenylalanin C beobachtet (Abb. 106).% **

98

Abb. 106 Links: Monokationischer Rezeptor 98. Rechts: berechnete Komplexstruktur von Rezeptor 98 mit
Phenylalanin C, bei der die gestrichelten Linien Wasserstoffbriickenbindungen darstellen.[®
Reproduced by permission of the Society of Chemistry.

Die experimentell ermittelten strukturellen Daten aus der NMR-Spektroskopie (Titrationsex-
perimente und NOE-Studien) stimmen sehr gut mit der berechneten Komplexstruktur der
Abb. 105 iiberein. So ist beispielsweise die N-Acetylgruppe der Aminosdure derart zum
Linker des Rezeptors gedreht, dass man im 2D-NMR einen NOE-Kontakt beobachten konnte.
Auch die n-Wechselwirkung zwischen den Phenyl-Protonen und einem Pyrrol-Proton wurde

im NOE-Spektrum beobachtet, ebenso wie die rdumliche Néhe zwischen dem Amid-Proton
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des Phenylalanins und der Methylen-Einheit des Linkers. Von den benzylischen Protonen des
Phenylalanins sind keine NOE-Kreuzsignale beobachtet, was durch die berechnete Struktur

bestdtigt wird. Darin zeigen diese Protonen von dem Rezeptor weg.

Kristallisationversuche des Komplexes von 81 und N-Acetyl-L-Phenylalanin C zum Zweck
von Rontgenstruktur-Aufnahmen waren leider nicht erfolgreich. Versuche zur Darstellung des
notwendigen Einkristalls in einem definierten 1:1-Komplex aus Wasser, Methanol bzw. deren

Gemisch lieferten lediglich amorphe Feststoffe.

Es wird allgemein angenommen, dass in der Supramolekularen Chemie, und hier vor allem in
der Rezeptor-Substrat-Komplexierung, flexible Linker vermieden werden sollten. Aufgrund
des entropischen Effekts flihren sie iiberwiegend zu einer Schwichung der Assoziation.
Meistens kann dieser Effekt durch gute Praorganisation verringert werden, indem Flexibilitat
und Freiheitsgrade schon im Vorfeld in den einzelnen Komponenten verringert bzw. einge-

schriankt werden.

Mit dieser Serie von den Biskationen 79 bis 83 konnte gezeigt werden, dass trotz der
Erhohung der Linkerlinge und damit auch der Flexibilitit des Linkers die Stirke der
Komplexierung zunédchst zunimmt. Wéhrend die beiden Biskationen 79 und 80 mit kiirzerem
Linker eine nur schwache Komplexierung zu Aminosdurecarboxylaten in Wasser zeigen, ist
fiir den Rezeptor 81 mit vier Methylen-Einheiten eine signifikante Erhohung der Bin-
dungskonstante beobachtet worden. Dieses eigentlich untypische Verhalten ist darauf
zurlickzufiihren, dass erst die Linkerlinge des Biskations 81 optimal ist, um mit beiden
positiven Ladungen die Carboxylat-Einheit von Aminosduren bestmdglich zu komplexieren.
Diese besondere Komplexstabilitidt sinkt wieder fiir die Biskationen 82 und 83 mit ldnger

werdendem flexibleren Linkern, wie dies auch zu erwarten war.

Auch wird deutlich, dass hier nicht nur ungerichtete Coulomb-Wechselwirkungen fiir die
Anionen-Erkennung verantwortlich sind, als vielmehr die Ausbildung von gerichteten,
bidentaten lonenpaaren, die eine bestimmte geometrische Ausrichtung von Rezeptor und
Substrat voraussetzen. Ein ldngerer, flexibler Linker muss sich also im Design von Oxo-
Anionen-Rezeptoren in der Supramolekularen Chemie nicht zwingend negativ auswirken.
Hier ist eine umfassende Betrachtung der einzelnen miteinander wechselwirkenden Beitrige

unbedingt nétig, um die komplexierenden Eigenschaften eines Rezeptors bewerten zu kdnnen.
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S AUSBLICK

In dieser Arbeit wurde die Weiterentwicklung von Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren
hinsichtlich ihrer Komplexierungseigenschaften gegeniiber Oxo-Anionen in zwei Teilprojek-
ten untersucht. Dabei zeigte sich, dass durch das Einfiigen eines zweiten flexiblen Seitenarms
an der Guanidinio-Einheit keine Verbesserung erreicht werden konnte, da dieser nicht an der
Komplexierung teilnimmt. Durch den Einbau einer zweiten positiven Ladung in den Rezeptor
konnte jedoch die Assoziation und die Substratspezifitit erhoht werden. Neben einem
Optimierungsvorschlag zur Darstellung N, N’-alkylierter Tweezer-Rezeptoren werden im
Folgenden Anregungen fiir weitere Verbesserungsmoglichkeiten zur Komplexierung oxo-

anionischer Substrate aufgezeigt.

Ein wesentlicher Schritt bei der Synthese der Tweezer-Rezeptoren war die Umsetzung des in
situ erzeugten triflatisierten Guanidinocarbonylpyrrols 24 mit a.-Aminosduren zur Verbindung
101 (Abb. 107). Dabei war die Aminogruppe der Aminosdure oft nicht nukleophil genug, da
sie als Hydrochloridsalz eingesetzt und mit Triethylamin deprotoniert wurde. Um diese
Reaktion zu optimieren, konnte man die nukleophilere freie Aminofunktion der o-Amino-
sdure einsetzen. Dies erreicht man dadurch, dass die Aminosdure zuvor mit einem basischen
Ionenaustauscher, beladen mit Natronlauge, behandelt wird. Auf diese Weise konnten

Tweezer-Rezeptoren mit a-Aminosdure-Bausteinen synthetisch besser zugéanglich sein.

Triflat-
lonenaus- Intermediat ]\ 0
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Abb. 107 Durch Behandlung eines o-Aminosiduremethylester-Hydrochlorids 99 mit einem Ionenaustauscher
erhilt man das freien Amin 100. AnschlieBende Umsetzung mit der triflatisierten Guanidinocarbonyl-
verbindung 24 liefert die N, N’-substituierte Guanidinocarbonylverbindung 101.
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Bei der Komplexbildung der hier synthetisierten Guanidiniocarbonylpyrrol-Tweezer-Rezep-
toren liegt ein grundlegendes Problem darin, dass sich der zusitzliche Seitenarm an der
Guanidinio-Einheit so ausrichtet, dass er weder zur Erhohung der Komplexierungskonstanten
noch zur Substratspezifitit beitrdgt und lediglich vom Losemittel solvatisiert wird. Diese
Passivitit des zusétzlichen Seitenarms wird durch eine freie Drehbarkeit um die Stickstoff-
Kohlenstoff-Bindungen in und an der Guanidinio-Einheit ermdglicht. Um diese freie Dreh-
barkeit einzuschrinken und dadurch fiir die Komplexierung priorganisierte Strukturen zu
erhalten, konnten verbriickte Guanidinio-Derivate wie das Aminopyrimidon 102 oder das
bicyclische Derivat 103 verwendet werden. In Struktur 104 sind diese beiden Motive

kombiniert und durch den Benzolring die Ausrichtung des Restes R vorgegeben.

m% NH, 9y B ~ Y

H.N @ N 0] HN. @ N HN. @ N 0]
HN T YJ T
HN. _~ HN HN
R
22 102 103 104

Abb. 108 Links: Problem das Wegdrehens des N’-substituierten Seitenarms der Guanidiniocarbonylpyrrol-
Tweezer-Rezeptoren (rote Pfeile). Daneben: Mogliche Losungsvorschldge durch Einfiihren starrer
Molekiilfragmente wie Aminopyrimidon 102 oder das bicyclische Derivat 103. In Struktur 104 sind
diese beiden Motive kombiniert und durch den Benzolring der Rest R zur Komplexierung eines
Substrates in der Bindungstasche besser priorganisiert.

Die Einfiihrung von starren Molekiilbauteilen koénnte zu den in Abb. 109 dargestellten

Rezeptoren fithren. Der Einbau von Aminopyrimidon 102 in Rezeptor 105, fiihrt zu einer

zyklisch verbriickten Guanidinio-Einheit. Allerdings besitzt dieser Rezeptor noch immer eine

freie Drehbarkeit um die Stickstoff-Kohlenstoff-Bindungen in der Guanidinio-Einheit. Erst
die Kombination beider Strukturmotive (104) fiihrt zu einer starren Rezeptoreinheit von

Guanidinio-Einheit und einem zusétzlichen Seitenarm in Verbindung 106. Jedoch wird da-

durch das Guanidiniocarbonylpyrrol-Motiv zu einem Acylguanidiniopyrrol-Motiv veridndert.

Damit sind die Pyrrol- und die Guanidinio-Einheit nicht mehr planar préorganisiert. Hochst

wahrscheinlich wird sich das Pyrrol-System aus der Guanidinio-Ebene herausdrehen. Die

Aciditét der Guanidinio-Protonen sollte dhnlich der Guanidiniocarbonylpyrrol-Protonen sein,

da es sich immer noch um ein Acylguanidin handelt, jedoch mit der Acylgruppe an einer

anderen Stelle als in den urspriinglichen Rezeptoren.
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Abb. 109 Durch Einfithrung starrer Molekiilfragmente wird der zusétzliche Seitenarm an der Guanidinio-
Einheit priorganisierte. Die Struktur 106 zeigt eine Moglichkeit der Weiterentwicklung zu neuen
Acylguanidiniopyrrol-Tweezer-Rezeptoren.

Eine weitere Moglichkeit, den Seitenarm der Tweezer-Rezeptoren an der Komplexierung zu
beteiligen ohne starre Molekiilteile einzusetzen, liegt in der Kombination der beiden Opti-
mierungsversuche dieser Arbeit, resultierend im biskationischen Tweezer-Rezeptor 107 bzw.
107°. Hierbei sollte die freie Drehbarkeit kein Problem darstellen, da nur die Lénge des
Linkers entscheidenden Einfluss darauf hat, ob die zweite positive Ladung an der Komplexie-
rung teilnehmen kann. Bei optimaler Linkerldnge wird die zusétzliche positive Ladung eben-
falls das oxo-anionische Substrat komplexieren, da Coulomb-Wechselwirkungen wesentlich
starkere nichtkovalente Wechselwirkungen sind als die in den Tweezer-Rezeptoren zuvor ver-

wendeten Wasserstoffbriicken, n-n-Wechselwirkungen bzw. hydrophobe Wechselwirkungen.

o / \ 0 o / N\ 0
N N
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Abb. 110 Durch Einfiihrung einer zusitzlichen positiven Ladung am Seitenarm an der Guanidinio-Einheit in
107 bzw. 107’ konnte dieser an der Komplexierung teilnehmen, ohne das urspriingliche Bindungs-
motiv zu zerstoren oder starre Molekiilfragmente einzubauen.

SchlieBlich konnte durch die Nutzung des Templats von Anslyn der Rezeptor 108
priorganisiert werden.'””! Dieser sollte synthetisch ebenfalls iiber die Triflatisierungsreaktion
zuginglich sein. Hierbei wire der positive entropische Effekt nochmals grofer, da anstelle
von zwei Seitenarmen hier drei Seitenarme beteiligt wéiren. Weiterhin sind drei Carboxylat-
Bindungsstellen vorhanden, die drei kationische Wechselwirkungen ermdoglich. Dieser

trivalente Rezeptor wiirde sich somit besser zur Komplexierung eines Tricarboxylates, wie
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z. B. Trimisinsdure 109, Kempsche Trisdure 110 und Zitronensdure 111, eignen. Einen
ahnlichen Ansatz wihlte Schwegmann zur Darstellung ,,Molekularer Fliegenfallen* fiir poly-
anionische Substrate, wobei dieser die CBS nicht am Templat, sondern am Ende der
Seitenarme angebracht hat.”*! Die Reste R sollten jedoch nicht allzu gro gewihlt werden,
um dem Substrat die Bindungstasche nicht zu versperren. Durch Variation dieser Reste sollte

es moglich sein, hohere Selektivitit bei der Komplexierung zu erreichen.

o U \ 0 CO,H
N
_NH 1
R 09
o HO,C CO,H
CO,H
110
H2N HO,C CO,H
o)
Z NH OH
[ HO,C ™ oM 111
N, CO,H

108

Abb. 111 Trivalenter Guanidiniocarbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptor 108, praorganisiert mit dem Templat von
Anslyn zur Komplexierung von Tricarboxylaten, beispielsweise Trimisinsdure 109, Kempsche
Triséure 110 und Zitronenséure 111.

Weiterhin konnte eine angestrebte Erhohung der Bindungskonstanten mdglicherweise
dadurch erreicht werden, dass man anstatt der Chloridsalze der Rezeptoren als Gegenion
Hexafluorophosphat oder Tetrafluoroborat verwendet. Mit diesen Gegenionen konnte
Schmidtchen bei seinen Guanidin-Rezeptoren die Bindungskonstante um den Faktor zehn bis

elf erhohen. 1% 112 113]

Das Projekt der biskationischen Rezeptoren wurde mit den Bindungsstudien abgeschlossen.
Dabei konnte gezeigt werden, dass eine zusitzliche zweite positive Ladung im Rezeptor 81 an
einem C4-Spacer die Assoziation zu einem oxo-anionischen Substrat wesentlich verbessert.
Der Rezeptor 81 zeigte mit Phenylalanin eine besonders starke Bindung. Die Erkenntnisse aus
den Bindungsstudien konnen nun dazu verwendet werden, um in kiinftigen Rezeptor-

Bibliotheken zur Carboxylat-Erkennung von biologisch relevanten Peptiden die Bin-
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dungsaffinitit zu erhohen. In einer fritheren Bibliothek wurde eine zusitzliche positive
Ladung in Form der Aminosdure L-Lysin eingefiihrt, die bereits eine Verstirkung der Kom-
plexierung zeigte.*® Aufgrund der Bindungsstudien der biskationischen Rezeptoren dieser
Arbeit scheint jedoch der Spacer zur Aminofunktion im L-Lysin um eine Kohlenstoffeinheit
zu lang zu sein. Die basische, nichtproteinogene a-Aminosdure L-Ornithin mit einem um eine

Methylen-Einheit kiirzeren C4-Spacer sollte besser fiir die Komplexierung geeignet sein.

o. / \ 0
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Abb. 112 Schema einer Bibliothek 112 an der Festphase mit fiinf Aminoséuren. Vier dieser Aminosiuren sind
variabel, wihrend die fiinfte Aminosdure mit L-Ornithin (blau) direkt benachbart zur CBS (violett)
sein muss.

Damit leistet diese Arbeit einen wichtigen Beitrag zur Weiterentwicklung der Guanidinio-
carbonylpyrrol-Rezeptoren zur Carboxylat-Erkennung in wiéssrigem Medium. Diese
Rezeptoren konnten moglicherweise im Hinblick auf biologische Anwendungen als
Rezeptoren, Katalysatoren oder Inhibitoren eingesetzt werden. Fiir einen konkreten
pharmakologischen Einsatz, beispielsweise in der Antibiotika-Entwicklung oder der Alzhei-
mer-Bekdmpfung, miisste allerdings zuerst noch die Frage der Toxizitit und vor allem der
Zytotoxizitdt geklart werden. Ebenfalls miissten man die pharmakologischen oder
toxikologischen Eigenschaften bei dem zuvor erwihnten Austausch des Gegenions noch

untersuchen, sollte eine medizinische Verwendung beabsichtigt werden.

Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, auf welche Weise die Synthese der Guanidinio-
carbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptoren moglich ist und eroffnet damit eine Vielzahl von
Moglichkeiten, solche Systeme strukturell und funktionell zu variieren. Gerade mit der
Verbesserung der Komplexierungseigenschaften durch die biskationischen Rezeptoren sollte
es moglich werden, die Assoziationsstirke zukiinftiger Rezeptoren, Inhibitoren, Katalysatoren

oder Nanomaterialien unseres Bindungsmotivs weiter zu erhohen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Arbeit war es, Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren fiir die Komplexierung von
Oxo-Anionen in wissrigem Medium zu optimieren. Neben der Verbesserung der Darstellung
dieser Rezeptoren wurde diese Optimierung einerseits durch die Synthese von Tweezer-
Rezeptoren und andererseits durch die Einflihrung einer zweiten positiven Ladung in die

Rezeptoren vorgenommen.

Die beiden Guanidiniocarbonylpyrrole 19 und 20 sind sehr wichtige Grundbausteine in
unserer Arbeitsgruppe. Deshalb wurden die einzelnen Syntheseschritte vollstindig
iiberarbeitet, wobei verdanderte Reaktionsbedingungen, Aufarbeitungs- und Isolierungsschritte
zu gesteigerten Ausbeuten fiihrten. So konnte etwa durch Extraktion des Guanidinocarbonyl-
pyrrol-Bausteins 19 aus der Reaktionsldsung mit Diethylether anstatt des Auskristallisierens
die Ausbeute um 15 % auf 93 % verbessert werden. Weiterhin konnte die Isolierung der
Pyrrolcarbonsdure 20 durch Extraktion des Ammoniumsalzes nach der Abspaltung des
Benzylesters durch Hydrierung wesentlich verbessert werden. Eine aufwendige Heif3filtration
mit DMF ist nun nicht mehr nétig, und gleichzeitig erhohte sich die Ausbeute um knapp 10 %
auf 95 %.

I\ 0 @/@\{/o

H HN_ __NH o H HN_ __NH
NHBoc NHEL NHBoc
19 20

Abb. 113 Die Grundbausteine Boc-Guanidinocarbonylpyrrol-Carbonséurebenzylester 19 und Guanidinocar-
bonylpyrrol-Carbonsiure 20 als Triethylammoniumsalz.

Durch diese Optimierungen einzelner Syntheseschritte ist es nun mdoglich, die Guanidino-
carbonylpyrrol-Grundbausteine 19 und 20 effizienter zu synthetisieren und im Multigramm-

Malfstab fiir die Darstellung von Rezeptoren zur Oxo-Anionen-Erkennung einzusetzen.
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Weiterhin wurde die Verbesserung der Komplexierungseigenschaften von Carboxylaten auf
zwei Arten untersucht: zum einen durch das Anbringen eines zusitzlichen Seitenarms an der
Guanidinio-Einheit zur Bildung von Guanidiniocarbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptoren, zum
anderen durch das Einfiihren einer zweiten positiven Ladung neben der Carboxylat-Bin-
dungsstelle (CBS) zur Darstellung biskationischer Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren.
Schematisch sind diese beiden Rezeptortypen in Abb. 114 gezeigt. Dabei ist das oxo-
anionische Substrat rot dargestellt, der urspriingliche Teil des Rezeptors violett (CBS) und die

Veridnderung im Zuge dieser Arbeit blau (Seitenarme bzw. Spacer mit Ammonium-Gruppe).

Abb. 114 Links: Schematische Komplexierung eines oxo-anionischen Substrates (rot) durch einen Guanidinio-
carbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptor, dessen Seitenarme blau und die CBS violett dargestellt sind. Die
gestrichelten Linien sind mdgliche Wasserstoffbriickenbindungen. Rechts: Schematische Komplexie-
rung eines Carboxylates durch einen biskationischen Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptor mit einer
terminalen Ammonium-Gruppe an einem flexiblen Linker (blau).

Eine mogliche Verbesserung des Komplexierungsverhalten gegeniiber Oxo-Anionen wurde
durch die Darstellung von Tweezer-Rezeptoren versucht. Dabei sollte ein zusitzlicher
Seitenarm an der N’-Position der Guanidinio-Einheit angebracht werden, um ein Substrat von
zwei Seiten, mit der CBS als Kopfgruppe, komplexieren zu konnen (Abb. 114 links). Durch
zusitzliche Wechselwirkungen des neuen Seitenarms sollte neben einer stirkeren
Komplexierung vor allem eine hohere Substratspezifitit erzielt werden. Die Synthese dieser
Guanidiniocarbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptoren gestaltete sich schwierig. Nach erfolglosen
Versuchen wu.a. mittels Mitsunobu-Reaktion und Guanidinylierungsreaktionen, wurde
letztendlich doch ein Reaktionsweg gefunden. Er bestand in der Aktivierung der Imin-
Funktion im Guanidin als Abgangsgruppe, was durch die Funktionalisierung als Trifluor-
methansulfonsdureamid erreicht wurde. Dabei wird das Boc-geschiitzte Guanidinocarbonyl-

pyrrol-Derivat 19 am Carbamat-Stickstoff deprotoniert und anschlieBend mit Trifluormethan-
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sulfonsdureanhydrid zu der Verbindung 24 umgewandelt. Ohne Isolierung wird diese direkt

mit einem primiren Amin bzw. einer - oder f~Aminosédure zu 23 umgesetzt (Abb. 115).

BnO,C™ NaH BnO,C™ N NEt;  BnO,C™ H
NH > — > N

H HN H HN NHTf H HN N
DCM g DCM TR
NHBoc NBoc NBoc

19 24 23

Abb. 115 Reaktionsschema zur Darstellung der N, N’-substituierten Guanidinocarbonylpyrrol Verbindung 23
durch Triflatisierung und anschlieBender Umsetzung mit einem Amin.

Nach saurer Abspaltung der Boc-Schutzgruppen wurden auf diese Weise die Guanidinio-
carbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptoren 62 bis 67 in Ausbeuten von 11 bis 73 % erhalten. Zur
Synthese der Tweezer-Rezeptoren 72 und 75 waren nach der Triflat-aktivierten Substitutions-
reaktion die Entschiitzung des Benzylesters, die Kupplung der nun freien Pyrrolcarbonsiure
mit einem L-Aminosdureamid mittels PyBOP als Kupplungsreagenz und anschlieBend eine
saure Boc-Entschiitzung notwendig (Abb. 117). Die Rezeptoren 72 und 75 wurden ausgehend

von Verbindung 19 in Ausbeuten von 10 und 18 % erhalten.
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Abb. 116 Synthetisierte Guanidiniocarbonylpyrrol-Benzyl-Tweezer-Rezeptoren 62 bis 67.
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Abb. 117 Synthetisierte Guanidiniocarbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptoren 72 und 75.

Mit den Guanidiniocarbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptoren 63 bis 67, 72 und 75 wurden UV-
Bindungsstudien durchgefiihrt. Hierbei stellte sich heraus, dass sowohl acetyliertes L- als
auch D-Phenylalanin am stirksten gebunden werden, vor allem von dem Tweezer-Rezeptor
66 mit Ka,=9100 M. Weitere interessante Komplexierungen lieferten die Tweezer-
Rezeptoren 63 und 75 mit Folsdure G. Aufgrund der starken Eigenabsorption der Folsdure G
waren keine UV-Bindungsstudien moglich. Die Fluoreszenz-Spektroskopie mit synchroner
Anregungsmethode lieferte Bindungskonstanten von Kag=2.2- 10*M!' und Kass =
1.6 - 10* M fiir diese Rezeptoren bei einer iiber einen Job-Plot bestimmten Komplexstochio-
metrie von 1:1. ITC-Messungen von 63 mit G unter verschiedenen Messbedingungen
lieferten leider keine eindeutig interpretierbaren Daten. Sie weisen jedoch, anders als die
Daten der Fluoreszenz-Spektroskopie, auf eine zusitzliche 1:2-Komplexierung von Rezeptor
63 mit dem Dicarboxylat Folsdure G hin. Weiterhin deuten sie auf eine endotherme
Komplexierung der Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren und damit auf eine entropisch

getriebene Reaktion hin.

Hinsichtlich der Erhdhung der Bindungskonstanten konnte mit der Synthese der Tweezer-
Modifikationen keine Verbesserung erzielt werden. Wie u. a. durch Molecular modeling
Berechnungen gezeigt werden konnte, nimmt der N’-alkylierte Seitenarm der Guanidinio-
Einheit nicht wie erhofft an der Komplexierung teil. Die Solvatisierung durch Wasser scheint
vorteilhafter zu sein. Wahrscheinlich kann die Energie fiir Torsionskrifte, die bei einer
ndtigen Verdrehung des Rezeptorarms fiir eine Komplexierung iiberwunden werden miissten,
nicht durch die Komplexierungsenergie aufgebracht werden (Abb. 118). Die Bindungseigen-
schaften konnten somit nicht verbessert werden und sind vergleichbar mit N’-unsubstituierten
Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren, weder hinsichtlich der Assoziationskonstanten noch

der Substratspezifitit.
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Abb. 118 Schematische Struktur der Komplexierung der Tweezer-Rezeptoren: erwartete (links) und wahr-
scheinlichere (Mitte) Geometrie des Seitenarms der Rezeptoren des Typs 22 bzw. 22’ aufgrund der
Bindungsstudien und der Berechnungen. Damit entsprechen die Tweezer-Rezeptoren den
Komplexierungseigenschaften der N’-unsubstituierten Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren (rechts).
Griin gestrichelt sind mogliche nichtkovalente Wechselwirkungen. R, R’ und R’’ sind Aminosauren
bzw. Aminbausteine.

In einem weiteren Projekt wurde fiir die Rezeptor-Optimierung durch Einflihren einer zweiten
positiven Ladung die biskationischen Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren 79 bis 83
erfolgreich synthetisiert (Abb. 119). Sie wurden durch Kupplung eines mono-Boc-
geschiitzten Diamins bzw. des in der Seitengruppe Boc-geschiitzten L-Lysinmethylesters
dargestellt. Als Kupplungsreagenz wurde PyBOP verwendet. Mittels Boc-Entschiitzung im
Sauren an der Amino- und der Guanidinio-Funktion wurden die biskationischen Rezeptoren

in Ausbeuten von 47 bis 74 % als Hydrochloridsalze erhalten.
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Abb. 119 Synthetisierte biskationische Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren 79 bis 83.

Die Komplexierungseigenschaften dieser fiinf biskationischen Rezeptoren wurden in
Bindungsstudien mittels UV-Titrationsexperimenten untersucht. Bei einem groBer angelegten
Screening von oxo-anionischen Substraten, vornehmlich Aminosdurecarboxylaten, wurde
ersichtlich, dass die Bindungsaffinititen dieser Rezeptoren mit Kag > 1100 M™ in 10 %

DMSO in Wasser schon recht stark ist (Abb. 120). Die 1:1-Komplexstdochiometrie wurde
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durch weitere UV-spektroskopische Untersuchungen mit der Job-Plot-Methode bestitigt. Die
beste Komplexierung lieferte mit Kag = 10700 M der biskationische Guanidiniocarbonyl-
pyrrol-Rezeptor 81 mit der o-Aminosdure N-Ac-L-Phenylalanin C. Eine besonders gute

Komplexierung von Phenylalanin wurde zuvor schon bei den Tweezer-Rezeptoren gefunden.

Bindungs-
konstante [M™]
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8000

6000—

4000

2000 L-Phe
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L-Val
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81 n=5
Rezeptor 82
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83

Abb. 120 Graphische Darstellung der Bindungskonstanten K, der biskationischen Rezeptoren 79 bis 83
gegeniiber verschiedenen N-acetylierten L-Aminosiurecarboxylaten (Werte in Tab. 11)."'* Repro-
duced with permission. Copyright 2007 American Chemical Society.

Dieser Komplex aus 81 und C (Abb. 120) wurde nun mit den Methoden der Fluoreszenz-
Spektroskopie, Massenspektrometrie, NMR-Spektroskopie, ITC und Molecular modeling
Berechnungen ndher untersucht. Fluoreszenz-spektroskopische Untersuchungen bestétigten
die starke Komplexierung. Ebenfalls konnte die Komplexmasse in einem ESI-MS-Spektrum
einer 1:1-Mischung gefunden werden. 'H-NOE-Experimenten zeigten klare Kreuzsignale
zwischen dem biskationischen Rezeptor 81 und dem L-Phenylalanin C, die auf eine konkrete,
strukturell eindeutige Komplexierung hinweisen. In ITC-Experimenten konnte leider kein
thermodynamisches Profil der Komplexierung mit der Bestimmung der physikalisch-

chemischen Parameter wie Reaktionsenthalpie und Entropie ermittelt werden. Dazu waren die
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Wirmetonungen auch bei verschiedenen Messbedingungen zu gering. Aus den Daten wird
dennoch ersichtlich, dass die Komplexierung endotherm ist und damit entropisch getrieben
ist. Bei den Molecular modeling Studien zeigte sich, dass die zusitzliche positive Ladung an
der Komplexierung des Carboxylates beteiligt ist und damit einen positiven Beitrag flir die
Stirke der Bindungskonstante liefert. Weiterhin ist eine zusétzliche Kation-n-Wechsel-
wirkung der Guanidinio-Einheit von 81 mit dem Phenylring der Aminosdure C ersichtlich.
Diese Wechselwirkung diirfte in erster Linie fiir die Substratspezifitidt verantwortlich sein

(Abb. 121).

81 @ NH HN.®_NH
H3N/\/\/ \r 2
) e} N

Abb. 121 Links: Biskationischer Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptor 81 und die Aminosdure N-Acetyl-L-
Phenylalanin C. Rechts: Berechnete energieminimierte Struktur des Komplexes von 81 mit C.

Anhand der Substratspezifitit der biskationischen Rezeptoren wird deutlich, dass die
Spacerlidnge, an der die zusitzliche positive Ladung angebracht ist, eine entscheidende Rolle
bei der Komplexierung spielt. Galten eigentlich starre, prdorganisierte, kurze Linker als
vorteilhaft hinsichtlich der Entropie, so ist hier zu erkennen, dass auch lingere, flexiblere
Linker zu einer besseren Komplexierung fithren kdnnen, wenn geeignete zusitzliche nicht-
kovalente Wechselwirkungen moglich sind. Eine zusatzliche Wechselwirkung wird durch die
Einfiihrung einer weiteren positiven Ladung in Form einer Ammonium-Gruppe bewirkt. Die
biskationischen Rezeptoren, vor allem Rezeptor 81, stellen damit eine Optimierung des
Carboxylat-Bindungsmotivs der Gruppe von Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren in der

Anionen-Erkennung dar.
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7 SUMMARY

The main focus of this thesis is the optimization of our guanidiniocarbonyl pyrrole receptors
for oxo-anion recognition in water. Beside an improvement of the synthesis of this class of
receptors, two strategies for optimization have been pursued: On the one hand tweezer
receptors were developed and on the other hand another second positive charge was

introduced into the receptor.

The two N-protected guanidinocarbonyl pyrroles 19 and 20 are very important building
blocks in our group. Therefore, the details of the synthesis were completely revised. The
yields were increased by changing reaction conditions, workup and isolation steps. For
example, the yield of the final step for the compound 19 was improved by 15 % to 93 % by
extracting with diethyl ether instead of crystallising. The pyrrole carboxylic acid 20 could be
isolated by extraction as an ammonium salt after removal of the benzyl ester by
hydrogenolysis. Therefore, an extensive filtration with hot DMF was not necessary any

longer. The yield of the last step was increased to 95 %.

/' \_ 0 @/@\(o

BnOZC N OzC N
H HN NH ® H HN NH
NHEt;
NHBoc NHBoc
19 20

Fig. 113  Guanidinocarbonyl pyrrole building blocks 19 and 20.

The new optimized, facile and efficient synthetic route to the guanidinocarbonyl pyrrole
derivatives 19 and 20 allows now a multi-gram synthesis of these versatile compounds as

needed for the synthesis for a variety of supramolecular anion binding motifs.



152 Summary

The goal was to improve the binding properties of oxo-anions by achieving new artificial
guanidiniocarbonyl-pyrrole receptors. In one project guanidiniocarbonyl pyrrole tweezer
receptors were built. This was done by coupling an additional side chain to the head group at
the N’-position of the guanidino group. The other project aimed to introduce a second positive
charge at the end of a flexible linker next to the carboxylate binding side (CBS) to create
guanidiniocarbonyl pyrrole ammonium bis-cations. Both receptor types are shown
schematically in Fig. 114, where the oxo-anionic guest is illustrated in red, the original part of

the receptor (CBS) in violet and the newly introduced part in blue (side chains and spacer).

Fig. 114 Left: Scheme of the complexation of an oxo-anionic guest (red) by a guanidiniocarbonyl pyrrole
tweezer receptor, with blue side chains and a violet CBS. The dashed lines are possible hydrogen
bonds. Right: Scheme of complexation of a carboxylate by a bis-cationic guanidiniocarbonyl pyrrole
receptor, with an additional terminal ammonium group (blue) attached to a flexible linker.

One possibility to improve the binding properties of oxo-anionic substrates is the synthesis of
tweezer receptors in order to complex the guest from more than one side. A second side chain,
connected to the N’-position of the guanidinio motif, leads to these kinds of receptors, with
the CBS as a head group. By using additional non covalent interactions in both side chains,
the association constant as well as the specificity should be increased. In the synthetic strategy
first reactions like a Mitsunobu reaction and a guanidinylation reaction were tried
unsuccessfully until the activation of the imine function of the guanidino-group as a
trifluoromethansulfonic acid amide worked out. Therefore, the Boc-protected
guanidinocarbonyl pyrrole derivative 19 was deprotonated at the carbamate nitrogen and
afterwards converted with trifluoromethansulfonic acid anhydride to yield the compound 24.
Now, without isolation the reaction with a primary amine, o~ or f-amino acid in a substitution

reaction was possible (Fig. 115).
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Fig. 115 Reaction scheme of the synthesis of N, N’-substituted guanidinocarbonyl pyrrole compound 23.

After acidic treatment in order to remove of the Boc-protecting groups, the guanidinio-
carbonyl pyrrole tweezer receptors 62 to 67 were obtained in 11 to 73 % yield (Fig. 116). In
the synthesis of the tweezer receptors 72 and 75 two more steps were needed (Fig. 117). After
the triflate-activated substitution reaction the benzyl ester was cleaved off and a a-amino acid

was attached by using PyBOP as coupling reagent. The resulting compounds had an over all

yield of 10 and 18 %.
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Fig. 116 Synthesized guanidiniocarbonyl pyrrole benzyl tweezer receptors 62 to 67.
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Fig. 117 Synthesized guanidiniocarbonyl pyrrole tweezer receptors 72 and 75.

Finally, the guanidiniocarbonyl pyrrole tweezer receptors 63 to 67, 72 and 75 were
examinated in UV-binding studies with different carboxylates, which showed that acetylated
L- and D-phenyl alanine were bound strongly, specially from the tweezer receptor 66 with
Kass = 9100 Y Furthermore, complexation of folic acid G was observed for the tweezer
receptors 63 und 75. Binding constants of Kass=2.2 - 10° M und Kass= 1.6 - 10* M" were
measured by fluorescence spectroscopy with synchronous excitation and a 1:1 complex
stochiometry was verified via a Job-Plot. ITC experiments of 63 and folic acid G showed no
consistent and reliable data. They suggest an additional 1:2 complexation of receptor 63 and
the dicarboxylate folic acid G. However, they support an endothermic complexation of the

guanidiniocarbonyl pyrrole receptors and therefore an entropic driven reaction patter.

In case of the optimization of the binding properties, the tweezer receptors did not show better
complexation. As shown by molecular modeling studies the N’-alkylated side chain at the
guanidinio-motif has not taken part in the complexation and solvation by water was favoured.
Most likely the energy of torsion forces, which had to conquer for complexation due to the
twisting of the receptor side chain, can not be compensated by the energy gain of the
complexation (Fig. 118). For this reason the tweezer receptors had similar binding properties
to the N’-unsubstituted guanidiniocarbonyl pyrrole receptors with respect to association

constants and specificity.
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Fig. 118 Scheme of the geometric structure of the complexation of the tweezer receptors: estimated (left) and
probably realistic (middle) geometry of the side chain of the type 22 and 22’. For this reason the
tweezer receptors have analogue binding properties as N’-unsubstituted guanidiniocarbonyl pyrrole
receptors. The green dashed lines are possible non covalent bonds. R, R’ and R’’ are amino acids or
amino derivatives.

In another project for optimization of the binding properties of several bis-cations 79 to 83
were synthesized, with a simple primary ammonium cation attached via flexible linkers of
varying length to a guanidiniocarbonyl pyrrole (Fig. 119). PyBOP was used as coupling
reagent for the reaction of the pyrrole carbonic acid with mono-Boc-protected diamines and
L-lysine methyl ester, respectively. Finally, the remaining protecting groups were cleaved off

by acidic treatment and the bis-cations were obtained in 47 to 74 % yield.

o. / \ 0 o. / \ .0
@ N ® N
H3N<\/>NH H HN\@,/NHZ HaN _~_~ELNH H HN.@ NH,
e n © NH © Co,M © NH
cl cl 2 cl 2Ve ¢ M2
n=2-5:
79 - 82 83

Fig. 119 Synthesized bis-cationic guanidiniocarbonyl pyrrole receptors 79 to 83.

In UV-binding studies in aqueous buffer these bis-cations have shown efficient binding of
various N-acetyl amino acid carboxylates. Strong binding affinities of Kag> 1100 M in
10 % DMSO in water were found (Fig. 120). The 1:1 complex stochiometry was confirmed
with a Job-Plot in an additional UV-experiment. The bis-cationic receptor 81 with a C4-linker
has shown the strongest association towards N-acetyl phenyl alanine carboxylate C with

Kass = 10700 M.
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Fig. 120  Graphical scheme of the binding constants K, of the biscationic receptors 79 to 83 towards several
N-acetyl-L-amino acid carboxylates (data in Tab. 11).'" Reproduced with permission. Copyright
2007 American Chemical Society.

The formation of the strong complex between bis-cation 81 and N-acetyl L-phenyl alanine
carboxylate C was investigated further by fluorescence spectroscopy, mass spectrometry,
NMR spectroscopy, ITC as well as molecular mechanics calculations. The strong
complexation could be confirmed by fluorescence titrations and the 1:1 complex was also
found with ESI-MS experiments. In NOE studies clear cross signals between the receptor and
the L-phenyl alanine were observed as indication for precise and structural definite
complexation. A full thermodynamic characterization of the binding process via ITC was not
possible due to the low heat of the complexation. But the data pointed out an endotherme
complexation reaction. The molecular modelling studies have clearly shown a participation of
the second charge in the complexation of the carboxylic function and therefore an increasing
in complex stability. Furthermore, the substrate specificity is most likely due to additional
cation-m-interactions between the aromatic ring of C and the guanidiniocarbonyl pyrrole

cation of 81 (Fig. 121).
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81

Fig. 121 Left: bis-cationic guanidiniocarbonyl pyrrole receptor 81 and the amino acid N-acetyl L-phenyl
alanine C. Right: Calculated structure of the complex of 81 with C.

It is generally assumed, that short and rigid linkers are better for complexation due to the
entropy and that a steady decrease of a linker length increase the complex stability. However,
in this case for all anions complex stability first increases with increasing linker length until a
pronounced maximum in complex stability is reached for bis-cation 81 with a C4-linker. Then
the complex stability decreases again. Hence, complex affinity is significantly depending on
both the anion and the length of the linker in the bis-cation. The bis-cationic receptors, and
specially the receptor 81, indeed represent an optimisation of the guanidiniocarbonyl pyrrole

receptors for oxo-anion-binding.
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8 EXPERIMENTELLER TEIL

8.1 Allgemeiner experimenteller Teil

Losemittel und Reagenzien:

Alle verwendeten Losemittel wurden destilliert. Wasserfreie Losemittel wurden wie folgt
erhalten: Diethylether wurde mit Natrium und Benzophenon als Indikator, Dichlormethan und
Triethylamin mit Calciumhydrid und Methanol mit Magnesiumspédnen unter Riickfluss
erhitzt. Alle vier Losemittel wurden anschlieBend destilliert. Dimethylformamid wurde {iber
Calciumhydrid unter vermindertem Druck zum Sieden erhitzt und anschlieBend destilliert,
wobei 20 Volumenprozent Vorfraktion verworfen wurden. Hochreines Wasser fiir die
Chromatographie sowie spektroskopische Messungen wurde mittels MicroPure Wasserauf-
bereitungssystem der Firma TKA durch Behandlung von vollentsalztem Wasser erzeugt.

Bei den eingesetzten Reagenzien handelt es sich, soweit nicht anders vermerkt, um
kommerziell erhéltliche Chemikalien der Firmen Merck, Sigma-Aldrich, Fluka, Lancaster,
Iris Biotech, Bachem, GL Biochem (Shanghai) oder Aldrich, die ohne weitere Reinigung

eingesetzt wurden. Die deuterierten Losemittel wurden von der Firma Deutero bezogen.

Schutzgas:
Als Schutzgas wurde Argon (99.998 %) der Firma Linde verwendet. Alternativ kam auch
Stickstoff (99.996 %) der Firma Linde, der zuvor iiber Calciumchlorid und Blaugel getrocknet

wurde, zum Einsatz.

Diinnschichtchromatographie (DC):

Es wurden Kieselgel-Fertigfolien des Typs Kieselgel 60 F,s4 mit einer Schichtdicke von
0.2 mm der Firma Merck verwendet. Laufmittelgemische sind in Volumenanteile (v/v)
angegeben. Die Detektion erfolgte mittels UV-Licht bei A =254 nm. Nicht UV-aktive
Substanzen wurden durch verschiedene Methoden angefdarbt: durch Behandlung in einer

Jodkammer, durch Bespriihen mit einer Ninhydrin-Losung (90 ml Ethanol, 10 ml Essigsdure,
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500 mg Ninhydrin, 1 ml Trifluoressigsdure) oder durch Bespriihen mit einer Cer-Reagenz-
16sung (25 g Molybdatophosphorsdure, 10 g Cer(IV)sulfat-Tetrahydrat, 60 ml konzentrierte

Schwefelsdure auf 1 L Wasser).

Saulenchromatographie:

Fiir die Saulenchromatographie wurde Kieselgel des Typs MP-Silica 32-63, 60 A der Firma
MP Biomedicals GmbH verwendet. Die jeweiligen Losemittelgemische sind in Volumen-
anteilen (v/v) angegeben. Die Sdulenlinge und -dicke wurde dem jeweiligen Trennproblem
individuell angepasst. Die Laufgeschwindigkeit wurde mittels Druckluft (Linde) beschleunigt.
Das zu reinigende Produkt wurde entweder als Lésung im jeweiligen Laufmittelgemisch oder

als auf Silicagel aufgezogener Feststoff aufgetragen.

8.2 Generelle analytische Methoden

Schmelzpunktbestimmung:
Die Schmelzpunkte wurden in offenen Glaskapillaren mit einer Schmelzpunktbestimmungs-
apparatur SMP 20 nach Dr. Tottoli der Firma Biichi bestimmt. Die angegebenen Schmelz-

punkte sind unkorrigiert.

Kernmagnetische Resonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie):

Die Kernresonanzspektren wurden, sofern nicht anders angegeben, an einem AVANCE 400
NMR-Spektrometer der Firma Bruker bei 25 °C aufgenommen. Die Angaben der chemischen
Verschiebungen beziehen sich auf deuterierte Losemittel (DMSO-ds, CDCl3, MeOH-d; oder
MeOD-dg) als internen Standard und sind in 6-Werten in ppm angegeben. Kopplungen
werden in Hz angegeben. Fiir die Signalmultiplizititen wurden folgende Abkiirzungen ver-
wendet: s = Singulett, brs = verbreitertes Singulett, d = Dublett, dd = Dublett von Dublett,
t = Triplett, q = Quartett, quin = Quintett, m = Multiplett und quat. = quaternir. Die Spektren
wurden nach erster Ordnung interpretiert, wobei die Zuordnung der 'H-, °C- und "F-Signale,

[116

soweit vorhanden, mittels Literatur''® oder Vergleich mit Spektren dhnlicher Verbindungen

erfolgte.
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Automatisierte Flashchromatographie (MPLC):

Zur Reinigung polaren Substanzen wurde die MPLC-Anlage Isco der Firma Inc. Combi Flash
verwendet. Als Sdulen standen C-18-Sdulen (reversed Phase) der Firma RediSep mit 4.3 g,
13 g, 43 g, 130 g oder 360 g zur Verfiigung. Losemittel waren hochreines Wasser und
destilliertes Methanol, die als Gradient, beginnend mit 100 % Wasser, automatisch gemischt
wurden. Das zu reinigende Produkt wurde entweder als Losung im jeweiligen Laufmittel-
gemisch oder als auf RP-18-Material (Aldrich) aufgezogener Feststoff aufgetragen. Die
Detektion erfolgte mittels UV-Detektor bei einer Wellenlédnge von 300 nm.

Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie (HPLC):

Zur Kontrolle der Reinheit wurde eine HPLC-Anlage der Firma Dionex mit den folgenden
Komponenten verwendet: P680 HPLC-Pumpe, ASI-100 Automated Sample Injector und
UVD 340U Detektor. Als Sédulen standen verschiedene Supelcosil-Fertigsdulen der Firma
Supelco zur Verfligung, fiir die Normalphasenchromatographie des Typs LC-SI und fiir die
Umkehrphasenchromatographie des Typs LC-18. Als Losemittel wurden neben hochreinem
Wasser ausschlieBlich Losemittel speziell fiir die Chromatographie (HPLC-grade) verwendet.
Die Detektion erfolgte mittels UV-Detektor, wobei neben der typischen Wellenldnge fiir
Pyrrol von 300 nm auch weitere Wellenldngen sowie ein 3D-Spektrum aufgenommen

wurden.

Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie (FT-IR-Spektroskopie):

Die Infrarotspektren wurden an einem FT-IR 410 der Firma Jasco gemessen. Die Lage der
Banden wurde in Wellenzahlen # (cm™) und deren Bandenintensititen mit den Buchstaben
s (strong), m (medium) und w (weak) bezeichnet."'” Dazu wurde entweder ein Kalium-

bromid-Pressling oder eine Nujol-Verreibung angefertigt und vermessen.

Ultraviolettspektroskopie (UV-Spektroskopie):

UV/Vis-Spektren wurden mit einem Jasco V-530-Spektrometer bzw. Jasco V-660-Spektro-
meter aufgenommen. Dazu wurden Standard-Quarzglaskiivetten fiir die UV-Spektroskopie
mit Schichtdicke von 10 mm verwendet. Die Baseline-Messung erfolgte bei leerem Gerit. Die
Referenzkiivette und die Messkiivette wurde mit dem gleichen Losemittelgemisch befiillt. Die

Wellenléngen sind in nm angegeben. Die Auswertung der UV-Messungen wurde sowohl mit
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ORIGIN 7 der Firma Origin Lab als auch mit dem Programm SPECFIT in der Version 3.0.32

der Firma Spectrum Software Associates vorgenommen.

Fluoreszenz-Spektroskopie:
Alle Fluoreszenz-Messungen erfolgten an einem Jasco FP 6500 Spektrometer und wurden in
Standard-Quarzglaskiivetten fiir die Fluoreszenz-Spektroskopie mit Schichtdicke von 10 mm
durchgefiihrt. Die Wellenldngen sind in nm angegeben. Die Auswertung erfolgte analog der
Auswertung flir UV-Spektren.

Isothermale Mikrokalorimetrie (ITC):

Die ITC-Messungen wurden im Arbeitskreis von Prof. Kisker im DFG-Forschungszentrum
fiir experimentelle Biomedizin des Rudolf-Virchow-Zentrums der Universitit Wiirzburg
durchgefiihrt. Die Untersuchungen erfolgten mit einem VP-ITC-Mikrokalorimeter der Firma
MicroCal (Northampton, USA). Die Referenzzelle des Kalorimeters wurde mit hochreinem
und entgastem Wasser befiillt. Zur Auswertung der Messdaten wurde ein Plugin des

Herstellers in ORIGIN 7 der Firma Origin Lab implementiert.

Massenspektrometrie:
Die HR-EI-Massenspektren wurden mit einem Finnigan MAT 900 S, die HR-ESI-

Massenspektren mit einem Bruker microTOF focus aufgenommen.
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8.3 Synthese der Guanidinocarbonylpyrrol-Grundbausteine

8.3.1 Darstellung von Trichloracetylpyrrol (30)

o)
I
Z/ N\§ Cl;CCCl Oy@
e
H Et,0 CcCl; H

29 30

Zu einer Losung aus Trichloressigsdurechlorid (225¢g, 139 ml, 1.23 mol, 1.07 eq) in
absolutiertem Diethylether (200 ml) wurde innerhalb von drei Stunden frisch destilliertes
Pyrrol (29) (77.0 g, 80.0 ml, 1.15 mol, 1 eq) zugegeben.!"'”! Dabei firbte sich die Losung
nach eineinhalb Stunden dunkel-violett. Nach beendeter Zugabe wurde die Losung noch eine
Stunde lang geriihrt und anschlieend vorsichtig mit einer Kaliumcarbonat-Losung (100 g,
0.72 mol in 100 ml Wasser) versetzt. Die beiden Phasen wurden im Scheidetrichter getrennt,
die organische Phase liber Magnesiumsulfat getrocknet, mit Aktivkohle behandelt und iiber
Celite abfiltriert. AnschlieBend wurde der Diethylether am Rotationsverdampfer entfernt. Der
so erhaltene Riickstand wurde aus Hexan (250 ml) umkristallisiert und man erhielt 221 g

Trichloracetylpyrrol (30) als hellbraune/grau-metallische Kristalle (96 %).

CsH4,CI:NO  212.46 g/mol.

Smp. 75 °C.

Ry 0.49 (Silicagel, Dichlormethan).

"H-NMR (400 MHz, CDCl3) 6 6.39 (m, 1 H, CH), 7.17 (m, 1 H, CH), 7.39 (m, 1 H,
CH), 9.58 (brs, 1 H, NH).

BC-NMR (100 MHz, CDCl3) 6 94.9 (quat. C), 111.9, 121.2 (beide CH), 123.0 (quat.
), 127.2 (CH), 173.2 (quat. C).

FT-IR (KBr disk): # [em™] 3323 (s), 2921 (w), 1656 (s), 1536 (w), 1425 (w),
1387 (m), 1137 (m), 1112 (m), 1064 (m), 1036 (m), 843 (w), 756 (m), 740
(m).

HR-MS (EI): m/z: ber.: CéH4,CLLNO®™ (M)™ 210.9361, gef.: 210.9358.
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8.3.2 Darstellung von 2-Pyrrolcarbonsaure-Benzylester (31)

Benzylalkohol
Q / \ Na ﬂ
N » BnO,C N
H

30 31

Eine Natrium-Benzylat-Losung wurde hergestellt, indem man Natrium (1.08 g, 47.0 mmol,
0.2 eq) in kleinen Portionen zu frisch destilliertem Benzylalkohol (26.8 ml, 259 mmol, 1.1 eq)
gab und diese Losung leicht erwirmte.!''”! Nachdem das Natrium vollstindig geldst war,
wurde diese Mischung zu einer Losung aus Trichloracetylpyrrol (30) (50.0 g, 235 mmol,
1 eq) in Chloroform (50 ml) gegeben und eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Danach
wurde 1 N Salzsdurelosung (50 ml, 50.0 mmol, 0.2 eq) zugegeben, zehn Minuten geriihrt und
anschlieend das organische Losemittel unter vermindertem Druck abdestilliert. Die schwarze
zuriickbleibende wiéssrige Reaktionsmischung wurde mit Wasser (100 ml) versetzt und
lyophilisiert, um tiiberschiissigen Benzylalkohol zu entfernen. Das erhaltene Rohprodukt
wurde mittels Sdulenchromatographie (Silicagel, 70:15:15 Hexan/Essigester/Dichlormethan)
gereinigt und man erhielt den 2-Pyrrolcarbonsdure-Benzylester (31) als leicht gelblichen

Feststoff (44.9 g, 95 %).

CiH;iNO,  201.22 g/mol.

Smp. 55 °C.

Ry 0.55 (Silicagel, 70:15:15 Hexan/Essigester/Dichlormethan).

"H-NMR (400 MHz, CDCls) & 5.32 (s, 2 H, CH,), 6.26-6.28 (m, 1 H, CH), 6.94-6.97
(m, 1 H, CH), 6.98-6.99 (m, 1 H, CH), 7.32-7.44 (m, 5 H, CH), 9.19 (brs,
1 H, NH).

BC-NMR (100 MHz, CDCl;) & 66.1 (CH,), 110.7, 115.8 (beide CH), 122.8 (quat. C),
123.1 (CH), 128.3, 128.4, 128.7 (alle CH), 136.3, 161.0 (beide quat. C).

FT-IR (KBr disk): # [em™] 3310 (s), 3190 (s), 2325 (m), 2320 (m), 1696 (s),
1420 (s), 1320 (s), 1190 (s), 1130 (s), 735 (m), 745 (m), 765 (m).

HR-MS (EI): m/z: ber.: C;;H;]NO,™ (M"") 201.0790, gef.: 201.0793.
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8.3.3 Darstellung von Benzyl-5-Formylpyrrol-2-Carboxylat (32)

CHO
DMF/POCI
B : S A
BnOZC/Q > BnOZC/Q\CHO BnO,C™ >\
H DCM H H
31 32 33

Zur Herstellung des Vilsmeyer-Reagenz wurde Phosphorylclorid (11.0 ml, 0.12 mol, 2 eq) bei
5-10°C zu Dimethylformamid (23.4 ml, 0.30 mol, 5 eq) getropft und eine halbe Stunde
geriihrt."'®  2-Pyrrolcarbonsiure-Benzylester (31) (12.1g, 0.06 mol, 1eq) wurde in
Dichlormethan (250 ml) gelost, auf -15 °C gekiihlt und im Anschluss das zuvor hergestellte
Vilsmeyer-Reagenz innerhalb von fiinfzehn Minuten zugetropft. Die Reaktionsmischung
wurde drei Stunden bei 0 °C und weitere vierundzwanzig Stunden bei Raumtemperatur
geriihrt. Danach wurde eine wissrige gesittigte Natriumhydrogencarbonat-Losung (150 ml)
zugegeben und fiinfzehn Minuten refluxiert. Nach Abfiltrieren des Feststoffes wurden die
beiden Phasen getrennt, die organische Phase mit Brine (zweimal 50 ml) gewaschen und tiber
Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losemittel wurde unter vermindertem Druck abdestilliert
und anschlieBend im Olpumpenvakuum getrocknet, um verbliebenes Dimethylformamid zu
entfernen. Das erhaltene briunliche, 6lige Rohprodukt wurde mittels Sdulenchromatographie
(Silicagel, 70:15:15 Cylohexan/Essigester/Dichlormethan) gereinigt und man erhielt das
gelbliche 2,5-substituierte Produkt 32 (8.45 g, 62 %) und das rotliche 2,4- substituierte
Nebenprodukt 33 (4.50 g, 33 %).

Daten fiir Benzyl 5-Formylpyrrol-2-Carboxylat (32):

C13H11NO3 229.23 g/mol.

Smp. 105 °C.

Ry 0.55 (Silicagel, 70:15:15 Cylohexan/Essigester/Dichlormethan).

"H-NMR (400 MHz, CDCl3) 6 5.35 (s, 2 H, CHy), 6.93-6.98 (m, 2 H, CH), 7.36-7.44
(m, 5 H, CH), 9.66 (s, 1 H, CH), 9.84 (brs, 1 H, NH).

BC-NMR (100 MHz, CDCl3) 6 67.2 (CHy), 116.1, 119.9 (beide CH), 128.3 (CH),
128.6, 128.7, 128.8 (alle CH), 134.7, 135.4, 160.3, 180.5 (alle quat. C).

FT-IR (KBr disk): # [em™] 3280 (s), 2320 (m), 2350 (m), 1690 (s), 1700 (s),
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1550 (s), 1390 (s), 1340 (s), 1220 (s), 780 (m), 770 (m), 700 (m).
HR-MS (ED): m/z: ber.: C;3H;1NOs™ (M™) 229.074, gef.: 229.074.

Daten fiir Benzyl 4-Formylpyrrol-2-Carboxylat (33):

Ci:HuNO; 229.23 g/mol.

Smp. 99 °C.

Ry 0.13 (Silicagel, 70:15:15 Cylohexan/Essigester/Dichlormethan).

"H-NMR (400 MHz, CDCls) 6 5.3 (s, 2 H, CH,), 7.32-7.41 (m, 6 H, CH), 7.52-7.54
(m, 1 H, CH), 9.80 (s, 1 H, CH), 10.20 (s, 1 H, NH).

BC-NMR (100 MHz, CDCl3) 6 66.7 (CHy), 114.7, 127.5 (beide CH), 128.2, 128.5,
128.6 (alle CH), 128.7, 135.4, 160.7, 185.7 (alle quat. C).

FT-IR (KBr disk): # [em™] 3138 (m), 2990 (m), 1707 (s), 1636 (s), 1567 (m),
1502 (m), 1452 (m), 1416 (m), 1383 (m), 1344 (m), 1268 (m), 1202 (s),
1152 (m), 1113 (m), 953 (w), 909 (w), 810 (w), 788 (w), 759 (m), 693 (m),
615 (w), 584 (w), 536 (w).

HR-MS (EI): m/z: ber.: C;3H;]NO;"" (M"") 229.074, gef.: 229.074.



Experimenteller Teil 167

8.3.4 Darstellung von 1H-Pyrrol-2,5-Dicarbonsiuremonobenzylester (34)

BnO,C N CHO »  BnO,C N CO,H

H Aceton/Wasser H
32 34

Zu einer Losung des Aldehyds 32 (17.2 g, 75.0 mmol, 1eq) in Aceton (100 ml) wurde
innerhalb einer Stunde eine Losung aus Kaliumpermanganat (23.7 g, 150 mmol, 2 eq) in eine
Aceton-Wasser-Mischung (1:1, 300 ml) getropft. AnschlieBend wurde die Reaktionsldsung
eine Stunde bei 40 °C und eine weitere Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde
Natriumdithionit (1.31 g, 7.50 mmol, 0.1 eq) zugegeben, zehn Minuten geriihrt und iiber
Celite abfiltriert. Die Celite wurde mit 1 M Natriumhydroxidlésung (150 ml) gewaschen und
das Filtrat mit 2 M Salzsdurelosung auf pH 1 angesduert. Dabei fiel ein Niederschlag aus, der
abfiltriert, mit kalter 2 M Salzsdurelosung (zweimal 25 ml) gewaschen und {iber
Phosphorpentoxid im Exsikkator getrocknet wurde. Man erhielt den Dicarbonsdauremono-

benzylester 34 als farbloses Pulver (12.3 g, 67 %).

Ci3Hi1NOy4 245.23 g/mol.

Smp. 234 °C (Zersetzung).

Ry 0.59 (Silicagel, 1:1 Dichlormethan/Essigester mit 1 % Triethylamin).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢) 6 5.29 (s, 2 H, CH,), 6.75-6.77 (m, 1 H, CH), 6.83-
6.85 (m, 1 H, CH), 7.32-7.47 (m, 5 H, CH), 12.54 (s, 1 H, NH), 12.83 (brs,
1 H, CO,H).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg) 6 65.5 (CHy), 115.1, 115.6 (beide CH), 125.9, 127.9
(beide quat. C), 128.0, 128.0, 128.4 (alle CH), 136.2, 159.6, 161.2 (alle
quat. C).

FT-IR (KBr disk): # [em™] 3408 (s), 1650 (s), 1540 (s), 1450 (m), 1311 (s), 1253
(m), 1142 (s), 1066 (s), 950 (w), 806 (m).

HR-MS (ED): m/z: ber.: C;3sH;1NO,™ (M*) 245.0687, gef.: 245.0688.
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8.3.5 Darstellung von N-Boc-Guanidin (36)

Boc,0, 0 °C

H,N NH» H,oN NH
i -
© NH
o ® 2 CHCly NHBoc
35 36

Eine gekiihlte Losung von Boc-Anhydrid (12.0 g, 55.0 mmol, 1 eq) in Dioxan (100 ml) wurde
innerhalb von acht Stunden unter starkem Riihren zu einer eisgekiihlten Losung von
Guanidiniumchlorid (35) (26.3 g, 275 mmol, 5eq) in wissriger Natriumhydroxidlosung
(12.1 g, 303 mmol, 5.5 eq NaOH in 50 ml Wasser) getropft.”®’ Die erhaltene Suspension
wurde weitere zwanzig Stunden bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieBend mit Essigester
(dreimal 100 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iliber Magnesium-
sulfat getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck abdestilliert. Nach Trocknung
mittels Olpumpenvakuum erhielt man N-Boc-Guanidin (36) als farblose Kristalle (8.51 g,
97 %).

Cs¢H13N50, 159.19 g/mol.

Smp. 165 °C (Zersetzung).

R¢ 0.25 (Silicagel, 5:1 Dichlormethan/Methanol mit 1 % Triethylamin).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-d) 6 1.34 (s, 9 H, CHs), 6.82 (brs, 4 H, NH,).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg) 6 28.4 (CHs), 75.8, 162.8, 163.4 (alle quat. C).

FT-IR (KBr disk): # [em™] 3408 (s), 1650 (s), 1540 (s), 1450 (m), 1311 (s), 1253
(m), 1142 (s), 1066 (s), 950 (w), 806 (m).

HR-MS (EI): m/z: ber.: C¢H13N30," (M™) 159.101, gef.: 159.101.
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8.3.6 Darstellung von 5-(Boc-Guanidinocarbonyl)-1H-Pyrrol-2-

Carbonsiurebenzylester (19)

/@\ H,N___NH PyBOP, NMM / \_ 0
BnO,C™ >y~ "COH 2 o BNOCTN
H NHBoc DME H HN_ _NH
NHBoc
34 36 19

Eine Reaktionsmischung aus 1H-Pyrrol-2,5-Dicarbonsduremonobenzylester (34) (2.45 g,
10.0 mmol, 1eq), PyBOP (5.72 g, 11.0 mmol, 1.1 eq) und N-Methylmorpholin (2.45 ml,
22.0 mmol, 2.2 eq) wurde in Dimethylformamid (50 ml) bei Raumtemperatur eine halbe
Stunde geriihrt. AnschlieBend wurde Boc-Guanidin (36) (3.19 g, 20.0 mmol, 2 eq) in einer
Portion zugegeben und iiber Nacht geriihrt. Die gelbe Losung wurde langsam unter starkem
Riihren in Wasser (150 ml) gegeben, wobei ein weiller Niederschlag ausfiel. Dieser wurde
durch Zugabe von Diethylether (150 ml) aufgeldst. Nach anschlieBender Phasentrennung und
Extraktion der Wasser-Dimethylformamid-Phase mit Diethylether (zweimal 150 ml) wurde
der Ether unter vermindertem Druck abdestilliert und das erhaltenen Rohprodukt mittels
Flash-Chromatographie (Silicagel, 3:2 Hexan/Essigester mit 1 % Triethylamin) gereinigt.
Man erhielt 3.59 g eines farblosen Pulvers 19 (93 %).

Ci9H»uN4Os  386.40 g/mol.

Smp. 88 °C.

Ry 0.51 (Silicagel, 3:2 Hexan/Essigester mit 1 % Triethylamin).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & 1.46 (s, 9 H, CH3), 5.31 (s, 2 H, CH,), 6.85 (m,
2 H, CH), 7.30-7.46 (m, 5 H, CH), 8.58 (brs, 1 H, NH), 9.31 (brs, 1 H,
NH), 10.74 (brs, 1 H, NH), 11.62 (brs, 1 H, NH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-d¢) & 27.7 (CH3), 65.5 (CH,), 81.2 (quat. C), 113.8
115.8 (beide CH), 124.5 (quat. C), 127.8, 128.0, 128.4 (alle CH), 134.0,
136.2, 155.6, 158.3, 159.8, 168.0 (alle quat. C).

FT-IR (KBr disk): # [em™] 3393 (m), 3256 (m), 2360 (s), 2340 (m), 1719 (s),
1717 (s), 1635 (s), 1540 (s), 1286 (s), 1149 (s), 842 (W).

HR-MS (pos. ESI): m/z: ber.: C1oH2oN4NaOs™ (M + Na") 409.146, gef.: 409.149.
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8.3.7 Darstellung von 5-(Boc-Guanidinocarbonyl)-1H-Pyrrol-2-

Carbonsiure (20)
/ \_ 0O S / \_ 0
BnO,C™ Ha, Pd/C 0,C7 N
H HN.__NH > H HN._NH
MeOH, NEt; ®
NHBoc NHEts NHBoc
19 20

Der Benzylester 19 (1.94 g, 5.00 mmol, 1 eq) wurde in Methanol (30 ml) geldst und mit einer
katalytischen Menge an Pd/C (=200 mg, 10 %) und Triethylamin (1.05 ml, 7.50 mmol,

1.5 eq) versetzt. AnschlieBend wurde unter starkem Riihren bei 40 °C fiir fiinf Stunden

Wasserstoff eingeleitet. Danach wurde die Losung tiber Celite abfiltriert und der Filterkuchen

mehrmals mit einer 2 %igen Triethylamin-Losung in Methanol gewaschen. Das Ldsemittel

wurde unter vermindertem Druck abdestilliert. Nach Zugabe von Wasser (10 ml) zum

zuriickgebliebenen Ol erhielt man nach Lyophilisation das gewiinschte Produkt 20 als

farblosen Feststoff (1.89 g, 95 %).

C19H22N4O5
Smp.

R¢
"H-NMR

BC.NMR

FT-IR
HR-MS

386.40 g/mol.

> 300 °C.

0.64 (Silicagel, 8:2 Dichlormethan/Methanol mit 1 % Triethylamin).

(400 MHz, DMSO-d¢) & 1.08 (t, 9 H, *J(H,H) = 7.20 Hz, CH3), 1.45 (s,
9 H, CHs), 2.79 (q, 6 H, *J(H,H) = 7.20 Hz, CH,), 6.47 (d, *J(H,H) =
3.64 Hz, 1 H, CH),6.77 (d, *J(H,H) = 3.68 Hz, 1 H, CH), 8.58 (brs, 1 H,
NH), 9.31 (brs, 1 H, NH); 10.84 (brs, 1 H, NH).

(100 MHz, DMSO-ds) 6 9.7 (CHs3), 27.8 (CHs), 45.2 (CH,), 80.2 (quat. C),
112.1, 114.1 (beide CH), 128.8, 133.0, 158.5, 160.6, 163.9, 167.2 (alle
quat. C).

(KBr disk): 7 [em™] 3393 (m), 2958 (w), 1650 (s), 1542 (s), 1319 (s).
(neg. ESI): m/z: ber.: C1,H;sN4sOs” (M - H+) 295.105, gef.: 295.105.
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8.4 Synthese der Guanidiniocarbonylpyrrol-Tweezer-

Rezeptoren

8.4.1 Darstellung von Boc-B-Alanin-L-Valinamid (49)

NMM und
® O Chlorameisen- H ©
BocHN H3N (S) saureisobutylester BocHN N (S)
Cl PN DCM o /_\
47 48 49

Boc-B-Alanin (47) (1.42 g, 7.50 mmol, 1 eq) wurde in absolutiertem Dichlormethan (25 ml)
unter Schutzgas vorgelegt und mittels eines Aceton-Trockeneisbades auf - 40 °C gekiihlt.
Dann wurde N-Methylmorpholin (770 mg, 8.25 mmol, 1.1 eq) zugegeben und anschlieSend
frisch destillierter Chlorameisensdureisobutylester (1.13 g, 8.25 mmol, 1.1 eq) langsam zuge-
tropft. Nach beendeter Zugabe wurde die Reaktionsmischung noch eine halbe Stunde bei -
40 °C gertihrt, nochmals N-Methylmorpholin (770 mg, 8.25 mmol, 1.1 eq) und dann L-Valin-
amid-Hydrochlorid (48) (1.14 g, 7.5 mmol, 1 eq) zugegeben. Nach weiteren zwei Stunden
Rithren bei - 40 °C wurde die Suspension iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Der
entstandene Niederschlag wurde abfiltriert, mit geséttigter Natriumhydrogencarbonat-Losung
(10 ml), 0.1 M Natriumhydrogensulfat-Losung (10 ml) und wieder mit Wasser (10 ml)
gewaschen. Man erhielt 1.51 g (70 %) Boc--Alanin-L-Valinamid (49) als farblosen Feststoff.

C13H2sN304 287.36 g/mol.

Smp. 182 °C.

R¢ 0.17 (Silicagel, 3:2 Dichlormethan/Aceton mit 1 % Triethylamin).

'"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 0.83 (d, 6H, *J(H,H) = 6.8 Hz, CH;), 1.37 (s, 9 H,
CHs), 1.95 (q, 1 H, *J(H,H) = 6.7 Hz, CH), 2.32 (q, 2 H, *J(H,H) = 3.9 Hz,
CH»), 3.12 (m, 2 H, CHy), 4.10 (m, 1 H, CH), 6.66 (brs, 1 H, NH), 6.97 (brs,
1 H, NH). 7.32 (brs, 1 H, NH), 7.73 (d, 1 H, *J(H,H) = 8.9 Hz, NH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg) & 17.8 (CH3), 19.2 (CH), 28.2 (CH3), 30.1 (CH), 35.4,
36.8 (beide CH»), 57.3 (CH), 77.5, 170.3, 173.0 (alle quat. C).
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FT-IR (KBr disk): 7 [em™] 3313 (m), 2867 (W), 2372 (w), 2312 (w), 1734 (s), 1693
(s), 1635 (m), 1540 (s), 1243 (s), 1146 (s), 1011 (w), 816 (m), 757 (w).

8.4.2 Darstellung von H-B-Alanin-L-Valinamid-Hydrochlorid (44)

0] @ H 0]

BocHN H (S) konz. HCI HsN N(S)
e 3
5 NH, ; NH
V\(f)‘( : EtOH @M\[‘r : )
49 44

Boc-B-Alanin-L-Valinamid (49) (718 mg, 2.50 mmol, leq) wurde in Ethanol (20 ml) geldst,
mit konzentrierter Salzsdure (2 ml) versetzt und zwei Stunden bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach beendeter Reaktion wurde das Losemittel am Rotationsverdampfer unter vermindertem
Druck abdestilliert und man erhielt 544 mg des Dipeptids H-B-Alanin-L-Valinamid-Hydro-
chlorid (44) als hellbraunes Pulver (97 %).

CsH1sCIN;O, 223.70 g/mol.

Smp. 209 °C (Zersetzung).

R¢ 0.58 (Silicagel, 3:2 Dichlormethan/Aceton mit 1 % Triethylamin).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 0.84 (t, 6H, *J(H,H) = 6.4 Hz, CH3), 1.99 (m, 1 H,
CH), 2.60 (m, 2 H, CH3), 2.96 (m, 2 H, CH>), 4.12 (m, 1 H, CH), 7.02 (s,
1 H, NH), 7.45 (s, 1 H, NH). 7.99 (brs, 3 H, NH3), 8.13 (brs, 1 H, NH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg) & 18.0 (iPr-CH3), 19.4 (iPr-CHs), 30.2 (CH), 31.9
(CHy), 35.3 (CH»), 57.7 (CH), 169.6, 173.0 (quat. C).

FT-IR (KBr disk): # [em™] 3387 (w), 3295 (m), 3197 (w), 2963 (w), 1674 (m),
1623 (s), 1556 (m), 1422 (m), 1239 (m), 1139 (w), 951 (m).
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8.4.3 Darstellung von N,-Cbz--Amino-L-Alanin (51)

CbzHN (S).CO,H
: PIDA CbzHN (8).COH
N
S EE, CH3CN, H,0 NH,
50 51

Cbz-L-Asparagin (50) (15.0 g, 56.3 mmol, 1eq) wurde zu einer Suspension aus PIDA
(21.8 g, 67.6 mmol, 1.2 eq) in Essigester (90 ml), Acetonitril (90 ml) und Wasser (40 ml)
gegeben und fiir eine halbe Stunde bei 15 °C mittels KPG-Riihrer geriihrt.!''”) Danach wurde
die Reaktionsldsung auf Raumtemperatur aufgewédrmt und eine weitere Stunde geriihrt. Nach
Abkiihlen der Reaktionslosung auf 0 °C im Eisbad wurde der ausfallende Feststoff abfiltriert,
mit Diethylether (viermal 25 ml) gewaschen und im Exsikkator iiber Blaugel getrocknet. Man

erhielt 12.7 g (95 %) des farblosen Feststoffs N,-Cbz-f-Amino-L-Alanin (51).

Ci1Hi4N,O4  238.24 g/mol.

Smp. 237 °C (Zersetzung).

R¢ 0.69 (Silicagel, 5:3:1 Dichlormethan/Methanol/Essigester).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 3.03 (m, 1 H, CHy), 3.25 (m, 1 H, CH), 4.31 (m,
1 H, CH), 5.07 (s, 2 H, CH,), 7.28 — 7.40 (m, 5 H, CH), 7.73 (d, *J(H,H) =
8.64 Hz, NH), 8.04 (brs, 2 H, NH,).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-d¢): 6 39.4 (CH,), 51.9 (CH), 65.9 (CH,), 127.9, 128.0
128.4 (alle CH), 136.7, 156.3, 170.9 (alle quat. C).

FT-IR (KBr disk): # [em™] 3403 (m), 3363 (m), 3301 (m), 2947 (w), 2695 (w),
2360 (m), 1694 (s), 1635 (m), 1586 (m), 1538 (s), 1455 (w), 1411 (m),
1313 (m), 1262 (s), 1213 (s), 1121 (w), 1001 (m), 743 (m).

HR-MS (pos. EST) m/z: ber.: C;1H;sN,O4" (M + H") 239.103, gef.: 239.102.
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8.4.4

Darstellung von N,-Cbz-$-Amino-L-Alaninmethylester-
Hydrochlorid (45)

S CbzHN (S).CO,Me
CszNQCOZH socl, L0
z e )
~ O ~
NH, MeOH, DMF Cl NH3
51 45

No-Cbz-B-Amino-L-Alanin (51) (12.8 g, 53.7 mmol, 1 eq) wurde in absolutiertem Methanol

(100 ml) und Dimethylformamid (ein paar Tropfen) vorgelegt und im Eisbad auf 0 °C
gekiihlt."*  AnschlieBend wurde Thionylchlorid (7.03 g, 4.29 ml, 59.1.mmol, 1.1 eq)

tropfenweise zugegeben. Dann wurde die Losung bei 50 °C iiber Nacht geriihrt, das

Losemittel am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck abdestilliert, und der erhaltene

Riickstand aus Methanol/Diethylether umkristallisiert und im Olpumpenvakuum getrocknet.

Man erhielt 13.9 g (90 %) von N,-Cbz-B-Amino-L-Alaninmethylester-Hydrochlorid (45) als

farblosen Feststoff.

C12H17C1N204 288.73 g/mol

Smp.

R

171 °C (Zersetzung).
0.23 (Silicagel, 3:2 Dichlormethan/Aceton mit 1 % Triethylamin).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 8 3.07 (m, 1 H, CHy), 3.20 (m, 1 H, CHy), 3.67 (s,

3 H, CHs), 4.4 (m, 1 H, CH), 5.07 (s, 2 H, CH,), 7.29 — 7.39 (m, 5 H, CH),
7.94 (d, *J(H,H) = 8.20 Hz, NH), 8.33 (brs, 3 H, NH3).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-d¢): 8 39.1 (CH,), 51.8 (CH), 52.7 (CH3), 66.0 (CH,),

127.9, 128.0 128.5 (alle CH), 136.7, 156.2, 169.9 (alle quat. C).

FT-IR (KBr disk): # [em™] 3311 (m), 2868 (m), 2016 (w), 1734 (), 1688 (s),

MS

1596 (m), 1539 (s), 1437 (m), 1306 (s), 1263 (s), 1226 (s), 1156 (m), 1059
(m), 1012 (m), 986 (m), 840 (w).
(ED): m/z: ber.: C1;H gN,O4™ (M)*" 252.1, gef.: 252.1.
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8.4.5 Darstellung von N,-Cbz-Ng-Dns-B-Amino-L-Alaninmethylester (52)

S
CszNQCOzMe DnsCl CbzHN (5).CO,Me
2o _— =
e ~
cl” NHg DCM, NEt; “NHDns
45 52

Dansylchlorid (809 mg, 3.00 mmol, 1.5 eq) wurde in absolutiertem Dichlormethan (30 ml)

mittels Eisbad auf 0 °C gekiihlt. Dazu wurde eine LOsung aus dem Ammoniumsalz 45

(578 mg, 2.00 mmol, 1 eq) und absolutiertem Triethylamin (607 mg, 832 ul, 6.00 mmol, 3 eq)

in absolutiertem Methanol (3 ml) langsam hinzu getropft und zuerst eine Stunde bei 0 °C und

anschlieBend iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Der Reaktionskolben wurde dabei mit

Alufolie abgedunkelt. Die Reaktionsmischung wurde mit Brine (30 ml) und geséttigter

Natriumhydrogencarbonat-Losung (30 ml) extrahiert und das Losemittel am Rotations-

verdampfer unter vermindertem Druck abdestilliert. Das Rohprodukt wurde anschlieBend

sdulenchromatographisch (Silicagel, 2:1 Hexan/Essigester) gereinigt. Man erhielt 645 mg
(66 %) des gelblich fluoreszierenden Feststoffs 52.

C24H27N306S 485.55 g/mol

Smp.
R
'"H-NMR

BC.NMR

FT-IR

107 °C.

0.23 (Silicagel, 2:1 Hexan/Essigester).

(400 MHz, DMSO-d¢): 6 2.82 (s, 6 H, CH3), 3.15 (brs, 2 H, CH,), 3.46 (s,
3 H, CH3), 4.16 (q, “J(H,H) = 7.92 Hz, 1 H, CH), 4.99 (s, 2 H, CH>), 7.25
(d, *J(H,H) = 7.32Hz, 1 H, CH), 7.29 — 7.39 (m, 5H, CH), 7.51 (d,
3J(H,H) = 8.20 Hz, 1 H, NH), 7.56 — 7.64(m, 2 H, CH), 8.08 (s, 1 H, NH),
8.09 (d, *J(H,H) = 6.32 Hz, 1 H, CH), 8.23 (d, *J(H,H) = 8.60 Hz, 1 H,
CH), 8.47 (d, *J(H,H) = 8.60 Hz, 1 H, CH).

(100 MHz, DMSO-dg): 6 43.3 (CH,), 45.0 (CHs3), 51.9 (CHj3), 54.1 (CH),
65.7 (CHy), 115.1, 119.0 123.6, 127.7, 127.9, 128.0, 128.3, 128.3 (alle
CH), 128.9, 129.1 (beide quat. C), 129.6 (CH), 135.6, 136.7, 151.4, 155.7
(alle quat. C).

(KBr disk): # [em™] 3401 (w), 3319 (w), 3216 (w), 2960 (m), 2828 (w),
2779 (w), 1755 (m), 1701 (s), 1658 (m), 1614 (m), 1530 (s), 1449 (m),
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1325 (s), 1206 (s), 1144 (s), 1072 (s), 978 (m), 790 (s), 736 (s), 700 (m).
HR-MS (pos. EST) m/z: ber.: C4H27N3NaOS™ (M + Na") 508.151, gef.: 508.152.

8.4.6 Darstellung von Ng-Dns-f-Amino-L-Alaninmethylester (42)

S S
CszN(:v)COZMe H,, Pd/C HoN QCOZMe
= —_— =
\NHDns MeOH \NHDns

52 42

Der Benzylester 52 (200 mg, 412 umol, 1 eq) wurde in Methanol (20 ml) geldst, mit Pd/C

(20.0 mg, 10 %) versetzt und fiinf Stunden unter Wasserstoffatmosphére stark geriihrt.

Anschlielend wurde

die Aktivkohle {iiber Celite abfiltriert, mit Methanol (30 ml)

nachgewaschen und das Losemittel am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck

abdestilliert. Man erhielt 143 mg (99 %) des Produkts 42 als gelblich fluoreszierenden

Feststoff.

C16H21N3O4S 351.42 g/l’l’lOl

Smp.
R¢
'"H-NMR

BC.NMR

FT-IR

HR-MS

84 °C.

0.63 (Silicagel, 3:2 Dichlormethan/Aceton mit 1 % Triethylamin).

(400 MHz, DMSO-dq): & 2.83 (s, 6 H, CH3), 2.90 — 3.03 (m, 2 H, CHy),
3.36 (m, 1 H, CH), 3.42 (s, 3 H, CH3), 7.25 (d, *J(H,H) = 6.96 Hz, 1 H,
CH), 7.56 — 7.64 (m, 2 H, CH), 8.09 (d, *J(H,H) = 7.20 Hz, 1 H, CH), 8.26
(d, ’J(H,H) = 8.72 Hz, 1 H, CH), 8.46 (d, *J(H,H) = 8.48 Hz, 1 H, CH).
(100 MHz, DMSO-de): 6 45.1 (CH3), 46.7 (CH»), 51.4 (CHj3), 54.2 (CH),
115.1, 119.0 123.5, 127.8, 128.2, (alle CH), 129.0, 129.1 (beide quat. C),
129.5 (CH), 135.8, 151.3, 173.7 (alle quat. C).

(KBr disk): 7 [em™] 3301 (w), 2945 (w), 2826 (w), 2776 (m), 1731 (s),
1587 (s), 1454 (m), 1406 (m), 1310 (s), 1201 (m), 1140 (s), 1062 (m), 941
(W), 788 (s), 983 (w), 621 (s).

(pos. EST) m/z: ber.: C16H»N304S" (M + H") 352.133, gef.: 352.133.
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8.4.7 Darstellung von N,-Cbz-Ng-Boc-B-Amino-L-Alaninmethylester (53)

CbzHN (5).CO,Me
z @ 2 Boc,0 CszN@COZMe
it @ > E
e ~
cl” NHg DCM, NaHCO; “NHBoc
45 53

Das Amin 45 (1.89g, 6.55mmol, 1eq) wurde in einem Zwei-Phasen-Gemisch aus
Dichlormethan (40 ml) und einer gesittigten Natriumhydrogencarbonat-Lésung (20 ml)
vorgelegt. AnschlieBend wurde Boc-Anhydrid (1.43 g, 6.55 mmol, 1 eq) zugegeben und vier
Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurden die Phasen getrennt. Die
wassrige Phase wurde mit Dichlormethan (50 ml) extrahiert und die vereinigten organischen
Phasen mit Brine (40 ml) gewaschen. Das Losemittel wurde am Rotationsverdampfer unter
vermindertem Druck abdestilliert und das erhaltene Ol mit Hexan (50 ml) digeriert. Man
erhielt 2.28 g (98 %) des farblosen Feststoffs N,-Cbz-B-Amino-Boc-L-Alaninmethylester
(53).

Ci7H24N20¢  352.38 g/mol.

Smp. 100 °C.

R¢ 0.37 (Silicagel, 8:5 Hexan/Essigester mit 1 % Triethylamin).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & 1.36 (s, 9 H, CH3), 3.27 (t, *J(H,H) = 6.08 Hz,
2 H, CH,), 3.60 (s, 3 H, CH3), 4.13 (q, *J(H,H) = 6.04 Hz, 1 H, CH), 5.03
(s, 2 H, CH,), 6.86 (t, *J(H,H) = 5.68 Hz, NH), 7.39 (m, 5 H, CH), 8.41 (d,
3J(H,H) = 7.72 Hz, 1 H, NH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg): & 28.1 (CHs), 41.1 (CH,), 52.0 (CH3), 54.2 (CH),
66.9 (CH,), 78.1 (quat. C), 127.8, 127.9 128.4 (alle CH), 136.8, 155.6,
171.2 (alle quat. C).

FT-IR (KBr disk): 7 [em™] 3401 (w), 3352 (m), 3302 (s), 3027 (w), 2979 (w),
2362 (m), 1695 (s), 1635 (s), 1587 (s), 1539 (s), 1455 (w), 1379 (m), 1313
(m), 1264 (s), 1213 (s), 1184 (m), 1120 (m), 1098 (m), 1001 (m), 892 (w).

HR-MS (pos. EST) m/z: ber.: C17H24N;NaOg" (M + Na') 375.153, gef.: 375.152.
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8.4.8 Darstellung von Ng-Boc--Amino-L-Alaninmethylester (54)

CszN@COZMe H,, Pd/C HoN QCOZMe
= —_— -
\NHBoc MeOH \NHBoc

53 54

Der Benzylester 53 (2.00 g, 5.68 mmol, 1 eq) wurde in Methanol (200 ml) gelost, mit Pd/C

(200 mg, 10 %) versetzt und fiinf Stunden unter Wasserstoffatmosphére stark geriihrt.
Anschliefend wurde die Aktivkohle iiber Celite abfiltriert, mit Methanol (50 ml)

nachgewaschen und das Losemittel am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck

abdestilliert. Man erhielt 1.19 g (97 %) des Produkts 54 als farblosen Feststoff.

CoHsN,0O4

Smp.

R¢

"H-NMR

BC.NMR

FT-IR

HR-MS

218.25 g/mol.

182 °C (Zersetzung).

0.20 (Silicagel, 3:2 Dichlormethan/Aceton mit 1 % Triethylamin).

(400 MHz, DMSO-d¢): & 1.36 (s, 9 H, CH3), 1.75 (s, 2 H, NH,), 3.11 (m,
2 H, CHy), 3.36 (t, *J(H,H) = 5.92 Hz, 1 H, CH), 3.59 (s, 3 H, CH3), 6.80
(t, *J(H,H) = 5.04 Hz, NH).

(100 MHz, DMSO-dg): 6 28.1 (CH3), 51.5 (CHs), 53.9 (CH), 54.2 (CHy),
78.0, 155.5, 167.9 (alle quat. C).

(KBr disk): # [em™] 2970 (m), 2929 (w), 2363 (m), 1715 (s), 1688 (s),
1507 (s), 1456 (w), 1365 (s), 1232 (s), 1162 (s), 860 (m), 777 (m).

(pos. EST) m/z: ber.: CoH oN,0," (M + H") 219.134, gef.: 219.134.
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8.4.9 Darstellung von N,-Dns-Ng-Boc-B-Amino-L-Alaninmethylester (55)

HzN@COZMe DnsCl DnSHN@COZMe
z —_ z
“NHBoc DCM, Pyridin “NHBoc
54 55

Das Amin 54 (950 mg, 4.35 mmol, 1eq) und destilliertes Pyridin (688 mg, 702 ul,

8.70 mmol, 2 eq) wurden in absolutiertem Dichlormethan vorgelegt und im Eisbad auf 0 °C

gekiihlt. Eine Losung aus Dansylchlorid (8.00 g, 33.6 mmol, 1 eq) in absolutiertem Dichlor-

methan (40 ml) wurde langsam hinzu getropft und zuerst eine Stunde bei 0 °C und

anschlieend zwei Tage bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde mit

Brine (50 ml) und gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Losung (50 ml) extrahiert und das

Losemittel am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck abdestilliert. Das Rohprodukt

wurde anschliefend sdulenchromatographisch (Silicagel, 8:5 Hexan/Essigester mit 1 % Tri-

ethylamin) gereinigt. Man erhielt 1.69 g (86 %) des gelblich fluoreszierenden Feststoffs S5.

C21H29N306S 451.54 g/mol

Smp.
Ry
"H-NMR

BC.NMR

FT-IR

HR-MS

60 °C.

0.24 (Silicagel, 8:5 Hexan/Essigester mit 1 % Triethylamin).

(400 MHz, DMSO-dq): 6 1.28 (s, 9 H, CH3), 2.83 (s, 6 H, CH3), 3.06 (m,
1 H, CH,), 3.14 (s, 3H, CHs), 3.15 (m, 1 H, CH,), 3.89 (t, *J(H,H) =
5.80 Hz, 1 H, CH), 6.76 (t, *J(H,H) = 5.82 Hz, 1 H, NH), 7.25 (d, *J(H,H)
= 748 Hz, 1 H, CH), 7.59 (t, *J(H,H) = 7.72 Hz, 2 H, CH), 8.08 (d,
’J(H,H) = 6.80 Hz, 1 H, CH), 8.26 (d, *J(H,H) = 8.72 Hz, 1 H, CH), 8.46
(d, *J(H,H) = 8.44 Hz, 1 H, CH), 8.54 (brs, 1 H, NH).

(100 MHz, DMSO-ds): 6 28.0 (CHj3), 41.9 (CH>), 45.0 (CHs), 51.4 (CHs),
55.2 (CH), 78.0 (quat. C), 115.0, 119.1 123.4, 127.8, 128.5 (alle CH),
128.9, 129.0 (beide quat C), 129.7 (CH), 135.7, 151.2, 155.3, 169.9 (alle
quat. C).

(KBr disk): # [em™] 2970 (m), 2875 (w), 2830 (w), 2773 (w), 2362 (m),
1736 (s), 1578 (w), 1507 (s), 1455 (s), 1365 (w), 1338 (w), 1232 (m), 1144
(s), 1061 (m), 941 (m), 844 (w), 788 (s).

(pos. ESI) m/z: ber.: C21H20N3NaOS™ (M + Na') 474.167, gef.: 474.167.
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8.4.10 Darstellung von N,-Dns-p-Amino-L-Alaninmethylester-

Hydrochlorid (46)
DnsHN (). CO,Me konz. HCI DnsHN@COZMe
: — = o
(SN
“NHBoc MeOH o’ NHj
335 46

Das geschiitzte Amin 55 (500 g, 1.11 mmol, 1 eq) wurde in Methanol (20 ml) gelost, mit
konzentrierter Salzséure (2 ml) versetzt und eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
dem Entfernen des Losemittels am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck, wurde
die Boc-Entschiitzung erneut durchgefiihrt. AnschlieBend wurde der 6lige Riickstand zweimal
mit Wasser (25 ml) lyophilisiert, und man erhielt 414 mg (97 %) des Produkts 46 als gelblich

fluoreszierenden Feststoff.

C16H22C1N3O4S 387.88 g/mol

Smp. 141 °C.
R¢ 0.44 (Silicagel, 3:2 Dichlormethan/Aceton mit 1 % Triethylamin).
"H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢): 6 2.92 (m, 2 H, CH,), 3.04 (s, 6 H, CHs), 3.04 (s,

3 H, CHs), 4.24 (q, *J(H,H) = 8.56 Hz, 1 H, CH), 7.65 (s, 1 H, NH), 7.73
(t, *J(H,H) = 7.44 Hz, 2 H, CH), 8.19 (d, *J(H,H) = 7.20 Hz, 1 H, CH),
8.34 (s, 3 H, NH3), 8.46 (d, *J(H,H) = 8.36 Hz, 1 H, CH), 8.75 (d, *J(H,H)
=7.80 Hz, 1 H, CH), 9.01 (d, *J(H,H) = 8.96 Hz, 1 H, CH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg): & 39.8 (CH,), 45.8 (CH3), 52.0 (CH3), 53.2 (CH3),
117.5, 124.7 (beide CH), 127.4, 127.6 (beide quat. C), 127.8 (CH), 128.9
(quat. C), 129.0, 129.2 (beide CH), 135.9, 168.5 (beide quat. C).

FT-IR (KBr disk): 7 [em™] 3019 (w), 2970 (w), 2865 (w), 2360 (m), 2334 (w),
1735 (s), 1507 (m), 1456 (m), 1338 (w), 1216 (s), 1137 (s), 1094 (m),
1045 (m), 889 (m), 791 (s).

HR-MS (pos. EST) m/z: ber.: C1sH»nN304S™ (M + H") 352.133, gef.: 352.133.
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8.4.11 Darstellung von 5-(N-Boc-N’-Tf-Guanidinocarbonyl)-1H-Pyrrol-2-

Carbonsiurebenzylester (24)

/ \\ 0O / \\ 0O
BnO,C™ NaH, Tf,0 BnO,C™ N
H HN__NH > H HN._NHTI
DCM e
NHBoc NBoc
19 24

Das Boc-geschiitzte Guanidinocarbonylpyrrol 19 (386 mg, 1.00 mmol, 1eq) wurde in
absolutiertem und {iber Aluminiumoxid (Aktivitétsstufe I) filtriertem Dichlormethan (15 ml)
vorgelegt und unter Schutzgas in einem Aceton-Trockeneisbad auf -20 °C heruntergekiihlt.
AnschlieBend wurde Natriumhydrid (85.9 mg, 2.00 mmol, 2 eq) als 55 — 65 %ige feste Ol-
Suspension in einer Portion hinzugegeben und zehn Minuten geriihrt. Danach wurde auf
-50 °C heruntergekiihlt und Trifluormethansulfonsdureanhydrid (330 pul, 2.00 mmol, 2 eq)
innerhalb von flinfzehn Minuten langsam zugetropft. Die gelbliche Reaktionslésung wurde
eine Stunde bei -50 °C und weitere zwei Stunden bei Raumtemperatur geriihrt und dann mit
Wasser (fiinf Tropfen) versetzt. Die Reaktionslosung wurde mit gesittigter Natriumhydrogen-
carbonat-Losung (zweimal 8 ml) und Brine (zweimal 8 ml) gewaschen. AnschlieBend wurde
das organische Losemittel unter vermindertem Druck abdestilliert. Das so erhaltene Rohpro-
dukt wurde sdulenchromatographisch (Silicagel, 3:2 Dichlormethan/Aceton mit 1 % Triethyl-
amin) gereinigt, und man erhielt 306 mg der Verbindung 24 als gelblichen Feststoff in 59 %

Ausbeute.

C20H21F3N407S 518.46 g/mol

Smp. 91 °C.
R¢ 0.73 (Silicagel, 3:2 Dichlormethan/Aceton mit 1 % Triethylamin).
FT-IR (KBr disk): # [em™] 3405 (w), 3359 (w), 3302 (m), 2979 (w), 2362

(w), 1696 (s), 1635 (m), 1539 (s), 1455 (w), 1368 (w), 1262 (s), 1174
(s), 1122 (s), 1026 (m), 1001 (m), 862 (m), 762 (5).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) 5 1.43 (s, 9H, CH;), 5.29 (s, 2H, CHa), 6.72 (s,
1 H, CH), 6.84 (s, 1 H, CH), 7.31 — 7.48 (m, 5 H, CH), 8.98 (brs, 1 H,
NH), 11.02 (s, | H, NH). 11.59 (s, 1 H, NH).
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BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg) & 27.7 (CH3), 64.4 (CH,), 80.4 (quat. C), 113.6
115.8, 127.8, 127.9, 128.0, 128.4 ( alle CH), 136.2, 159.7 (beide quat.
C).

YF-NMR (376 MHz, DMSO-dg) & -78.26 (s, 3 F, CF3).

HR-MS (neg. ESI): m/z: ber.: CyoH20F3N407S" (M - H+) 517.101, gef.: 517.101.
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8.4.12 Darstellung von 5-(N’-Tf-Guanidiniocarbonyl)-1H-Pyrrol-2-

Carbonsiurebenzylester-Hydrochlorid (37)

BnO,C™ N

/ \ o 1. !(OHZ. HCI / \ O
in MeOH/H,O BnO,C N
HN NHTFf > H HN.@ NHTf
\”/ 2. Lyophilisation o
NBoc mit H,O cl NHz
24 37

Die Verbindung 24 (426 mg, 822 umol, 1eq) wurde in Methanol (10 ml) geldst, mit

konzentrierter Salzsdure (2 ml) versetzt und bei Raumtemperatur fiir zwei Stunden geriihrt.

AnschlieBend wurde das organische Ldsemittel unter vermindertem Druck abdestilliert und

mit Wasser (20 ml) lyophilisiert. Das erhaltene Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch
(RP-18, 7:3 Methanol/Wasser mit 1 % TFA) gereinigt. Man erhielt 179 mg des Hydrochlorids
37 als farblosen Feststoff in 48 % Ausbeute.

C15H14C1F3N4058 454.81 g/mol

Smp.
R¢
"H-NMR

BC.NMR

YF_NMR
FT-IR

HR-MS

191 °C.
0.89 (RP-18, 7:3 Methanol/Wasser mit 1 % TFA).

(400 MHz, DMSO-dg) & 5.35 (s, 2H, CH), 6.92 (t, 1 H, *J(H,H)
=2.02 Hz, CH), 7.22 (t, 1 H, *J(H,H) =2.02 Hz, CH), 7.45 (m, 5 H,
CH), 8.65 (s, 1 H, NH), 9.69 (s, 1 H, NH), 11.55 (s, 1 H, NH). 12.84 (s,
1 H, NH).

(100 MHz, DMSO-ds) 8 65.9 (CH,), 115.7 117.3 (beide CH), 119.8 (q,
quat. C, 'J(C,F) = 320.7 Hz, CF3) 127.4, 127.6 (beide quat. C), 127.9,
128.1, 128.5 (alle CH), 135.9, 156.7, 159.5, 160.9 (alle quat. C).

(376 MHz, DMSO-dg) 5-78.44 (s, 3 F, CF3)

(KBr disk): # [em™] 3402 (w), 3363 (w), 3312 (w), 2977 (w), 2363
(W), 1717 (m), 1671 (m), 1636 (s), 1556 (s), 1456 (m), 1331 (m), 1261
(s), 1213 (s), 1143 (s), 1097 (s), 996 (m), 892 (m), 796 (m), 764 (s).
(pos. ESI): m/z: ber.: C;sH;3F3Ny,NaOsS™ (M + Na") 441.046, gef.:
441.045.
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8.4.13 Allgemeine Vorschrift zur Darstellung der N’-substituierten N-Boc-
geschiitzten Guanidinocarbonylpyrrole 56 bis 61

/ \ 0O / \ 0O
BnO,C™ NaH, Tf,0 BnO,C™
H HN.NH —— > H HN_ _NHTf
DCM hil
NHBoc NBoc
19 24
/ \ 0
+ HoN-R - > H HN.__N.
DCM \”/ R
NBoc
38,41, 43,44, 45, 46 56 - 61

Das Boc-geschiitzte Guanidinocarbonylpyrrol 19 (386 mg, 1.00 mmol, 1eq) wurde in
absolutiertem und iiber Aluminiumoxid (Aktivititsstufe I) filtriertem Dichlormethan (15 ml)
vorgelegt und unter Schutzgas in einem Aceton-Trockeneisbad auf -20 °C heruntergekiihlt.
AnschlieBend wurde Natriumhydrid (85.9 mg, 2.00 mmol, 2 eq) als 55 — 65 %ige feste Ol-
Suspension in einer Portion hinzugegeben und zehn Minuten geriihrt. Danach wurde auf
-50 °C heruntergekiihlt und Trifluormethansulfonsdureanhydrid (330 pl, 2.00 mmol, 2 eq)
innerhalb von fiinfzehn Minuten langsam zugetropft. Die gelbliche Reaktionslosung wurde
eine Stunde bei -50 °C und weitere zwei Stunden bei Raumtemperatur geriihrt und dann
Wasser (drei bis fiinf Tropfen) hinzugegeben.

Ohne die Zwischenstufe 24 zu isolieren wurde anschliefend eine Ldsung aus einem der
Amine 38, 41, 43, 44, 45 und 46 (1.00 mmol, 1 eq) und Triethylamin (278 pl, 2.00 mmol,
2 eq) in absolutiertem Dichlormethan (5 ml) langsam zugetropft und {iber Nacht bei 40 °C
refluxiert. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde die Reaktionslosung mit geséttigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung (zweimal 8 ml) und Brine (8 ml) gewaschen und dann das
organische Losemittel unter vermindertem Druck abdestilliert. Das so erhaltene Rohprodukt
wurde sidulenchromatographisch (Silicagel, 3:2 Dichlormethan/Aceton mit 1 % Triethylamin)
gereinigt, und man erhielt die Verbindungen 56 bis 61 als farblose bis leicht gelbliche
Feststoffe in Ausbeuten von 19 bis 77 %.
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8.4.14 Darstellung von 5-(N-Boc-N’-Ethyl-Guanidinocarbonyl)-1H-Pyrrol-

2-Carbonsiurebenzylester (56)

/ \ 0O / \ 0
BnO,C™ NaH, Tf,0 BnO,C™
H HN.NH —— > H HN_ _NHTf
DCM hid
NHBoc NBoc
19 24
/ \\ 0
NEt3 BnO,C™
+ HaN—Et — > H HN_ _NHE
DCM e
NBoc
38 56

Der Boc-geschiitzte Guanidinocarbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptor 56 wurde als farbloser

Feststoff in 339 mg Ausbeute (77 %) erhalten.

C21H26N405 414.45 g/mol

Smp. 113 °C.
Ry 0.73 (Silicagel, 8:5 Cyclohexan/Essigester mit 1 % Triethylamin).
"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 1.16 (t, *J(H,H) = 7.08 Hz, 3 H, CH3), 1.49 (s,

3 H, CHs), 3.55 (quin, *J(H,H) = 6.92 Hz, 2H, CH,), 5.30 (s, 2H, CH,),
6.79 (dd, *J(H,H) = 3.52 Hz, *J(H,H) = 1.64 Hz, 1 H, CH), 6.84 (dd,
J(HH) = 3.68 Hz, ‘J(H,H) = 1.92 Hz, 1 H, CH), 7.31 — 749 (m, 5 H,
CH), 8.57 (t, 1 H, *J(H,H) = 5.56 Hz, NH), 11.83 (s, 1 H, NH), 12.35 (s,
1 H, NH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-d;) & 14.5 (CH3), 27.6 (CH3), 35.7 (CHa,), 65.4 (CH,),
82.8 (quat. C), 114.2 115.7 (beide CH), 124.8 (quat. C), 127.9, 128.0,
128.4 (alle CH), 135.5, 136.3, 152.0, 155.3, 159.8, 169.9 (alle quat. C).

FT-IR (KBr disk): 7 [em™] 3312 (w), 3190 (w), 2929 (m), 2366 (w), 1705 (s),
1615 (m), 1578 (s), 1540 (s), 1455 (w), 1364 (s), 1267 (s), 1143 (s).

HR-MS (pos. ESI): m/z: ber.: Cy1HpeN4O5" M + Na+) 437.180, gef.: 437.181.
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8.4.15 Darstellung von 5-(N-Boc-N’-(ethanyl-2-(L-ethylbenzol)-carbon-

sdureethylester)-Guanidinocarbonyl)-1H-Pyrrol-2-Carbonséure-

benzylester (57)
/ \\ 0O I\ 0
BnO,C™ NaH, Tf,0 BnO,C™
H HN.NH — > H HN_ _NHTf
Y DCM A
NHBoc NBoc
19 24
® BnO,C [ AP
no;
H3N (S). CO,Et N H
T NEt; H HN__N(9CO,Et
+ : — T
S DCM NBoc ~
cl \©
41 57

Anderung von 8.4.13 Allgemeiner Vorschrift zur Darstellung N’-substituierter Guanidino-
carbonylpyrrole: Anstatt die Reaktionsmischung nur iiber Nacht bei 40 °C zu refluxieren,
wurden hier drei Tage unter Riickfluss erhitzt.

Der Boc-geschiitzte Guanidinocarbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptor 57 wurde als farbloser

Feststoff in 107 mg Ausbeute (19 %) erhalten.

C30H34N40; 562.61 g/mol.
Smp. 142 °C.

R¢ 0.84 (Silicagel, 8:5 Hexan/Essigester mit 1 % Triethylamin).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 1.14 (t, *J(H,H) = 7.12 Hz, 3 H, CH3), 1.48 (s,

9H, CH;), 3.22 (m, 2 H, CH>), 4.11 (q, 2 H, *J(H,H) = 7.04 Hz, CH,),
5.16 (q, 1 H, *J(H,H) = 6.60 Hz, CH), 5.33 (s, 2 H, CH,), 6.80 (dd,
J(H,H) = 2.08 Hz, *J(H,H) = 2.04 Hz, 1 H, CH), 6.86 (dd, *J(H,H) =
2.16 Hz, *J(H,H) = 2.12 Hz, 1 H, CH), 7.20 — 7.47 (m, 10 H, CH), 8.72
(d, 1 H, *J(H,H) = 6.92 Hz, NH), 11.86 (brs, 1 H, NH), 12.21 (s, 1 H,
NH).
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BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds) & 13.9 (CH3), 27.5 (CH3), 36.7 (CH,), 54.9
(CH), 61.0, 65.5 (beide CH,), 83.6 (quat. C), 114.7, 115.8 (beide CH),
125.1 (quat. C) 126.8, 127.9, 128.0, 128.3, 128.4, 128.5, 129.3 (alle
CH), 135.0, 136.2, 136.3, 151.9, 154.8, 159.8, 169.8, 170.8 (alle quat.

Q).
FT-IR (KBr disk): # [em™] 2979 (m), 2948 (w), 1687 (s), 1579 (w), 1488 (s),
1420 (m), 1305 (s), 1282 (s), 1003 (m), 914 (w), 809 (s).
HR-MS (pos. ESI): m/z: ber.: C30H3sN4O;" (M + H") 563.250, gef.: 563.250.

ber.: C30H34N;NaO;" (M + Na") 585.232, gef.: 585.232.

8.4.16 Darstellung von 5-(N-Boc-N’-(Propan-3-yl-carbonsiuremethylester)-
Guanidinocarbonyl)-1H-Pyrrol-2-Carbonsaurebenzylester (58)

BnO,C /N ° NaH, Tf,0 BnO,C /N\ .
H HN NH 3 H HN NHTf
Y DCM i
NHBoc NBoc
19 24
@ ]\ o}
HaN NEt3 BnO,C™ H
! 3ev\cone - > H HN__N_~
cl DCM b COMe
NBoc
43 58

Der Boc-geschiitzte Guanidinocarbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptor 58 wurde als farbloser

Feststoff in 217 mg Ausbeute (46 %) erhalten.

C23H28N4O7 472.19 g/mol.
Smp. 123 °C.
R¢ 0.61 (Silicagel, 8:5 Cyclohexan/Essigester mit 1 % Triethylamin).

'H-NMR (400 MHz, CDCl3) & 1.50 (s, 9H, CHs), 2.69 (t, 2 H, *J(H,H) = 6.16 Hz,
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CH,), 3.71 (s, 3 H, CHs), 3.82 (q, 2 H, *J(H,H) = 6.32 Hz, CH,), 5.33
(s, 2H, CH,), 6.88 (dd, *J(H,H) = 3.92 Hz, *J(H,H) = 2.40 Hz, 1 H,
CH), 6.92 (dd, *J(H,H) = 3.92 Hz, ‘J(H,H) = 2.68 Hz, 1 H, CH), 7.37
(m, 5 H, CH), 8.86 (t, 1 H, *J(H,H)=5.56 Hz, NH), 9.88 (brs, 1 H,
NH), 12.17 (s, 1 H, NH).

BC-NMR (100 MHz, CDCls) & 28.1 (CHs), 34.1, 36.9 (beide CH,), 52.1 (CHs),
66.5 (CH,), 83.6 (quat. C), 114.5 116.3 (beide CH), 124.7 ( quat. C)
128.4, 128.4, 128.7, 128.8 (alle CH), 134.8, 136.0, 153.2, 156.6, 160.6,
170.4 172.4 (alle quat. C).

FT-IR (KBr disk): # [em™] 3317 (m), 3298 (s), 2975 (w), 1719 (s), 1674 (s),
1650 (s), 1603 (s), 1545 (s), 1498 (w), 1442 (m), 1365 (m), 1315 (s),
1244 (s), 1194 (m), 1157 (s), 1105 (m), 1021 (s), 822 (s), 770 (s), 758
(s), 732 (s), 695 (s).

HR-MS (pos. ESI): m/z: ber.: Cp3H2sN4NaO; (M + Na') 495.185, gef.: 495.186.

8.4.17 Darstellung von 5-(N-Boc-N’-(Propan-3-yl-carboxamid-L-Valin-

amid)-Guanidinocarbonyl)-1H-Pyrrol-2-Carbonsiurebenzylester

(39)
/ \__0 / \__ 0
BnO,C™ Ny NaH, Tf,0 BnO,C™
H HN_NH = > H HN\H/NHTf
DCM
NHBoc NBoc
19 24
o) / \\ 0
Hlsla H\(sﬂj\ N » BnOC™ My H H 9
+ 3@M\W Y “NH, H HN NWN(S) NH
cl 0 AL DCM hig : 2

44 59
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Der Boc-geschiitzte Guanidinocarbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptor 59 wurde als farbloser

Feststoff in 234 mg Ausbeute (42 %) erhalten.

C17H36N6O7

Smp.

Ry

"H-NMR

BC.NMR

FT-IR

HR-MS

556.26 g/mol.

93 °C.

0.47 (Silicagel, 3:2 Dichlormethan/Aceton mit 1 % Triethylamin).

(400 MHz, DMSO-dg) & 0.81 (t, *J(H,H) = 5.53 Hz, 6 H, CH3), 1.47 (s,
9H, CHs), 1.95 (m, 1H, CH), 3.03 (q, 2 H, *J(H,H) = 7.36 Hz, CH,),
3.76 (q, 2 H, *J(H,H) = 6.32 Hz, CH,), 4.15 (m, 1H, CH), 5.36 (s, 2 H,
CH,), 6.79 (dd, *J(H,H) = 3.92 Hz, *J(H,H) = 2.40 Hz, 1 H, CH), 6.82
(dd, *J(H,H) = 3.92 Hz, ‘J(H,H) = 2.68 Hz, 1 H, CH), 7.37 (m, 5 H,
CH), 7.45 (s, 2 H, NH,), 8.86 (d, 1 H, *J(H,H) = 9.08 Hz, NH), 8.78 (t,
1 H, *J(H,H) = 5.51 Hz, NH), 11.90 (brs, 1 H, NH), 12.34 (s, 1 H, NH).
(100 MHz, DMSO-d¢) & 17.9 (CH3), 27.6 (CH3), 34.4, 37.3 (beide
CH,), 57.4 (CH), 65.4 (CH,), 82.9 (quat. C), 114.4, 115.7 (beide CH),
124.8, 127.8 (beide quat. C) 127.8, 128.0, 128.4 (alle CH), 135.5,
136.3, 151.9, 155.4, 159.8, 169.9, 170.8 (alle quat. C).

(KBr disk): # [em™] 3400 (w), 3301 (w), 2982 (w), 1717 (m), 1672
(m), 1637 (s), 1620 (s), 1587 (s), 1542 (s), 1478 (m), 1403 (m), 1357
(s), 1290 (s), 1255 (s), 1150 (s), 1034 (w), 1003 (m), 902 (w), 802 (s),
760 (s), 695 (s).

(pos. ESI): m/z: ber.: C27H37NgO; (M + H") 557.272, gef.: 557.273.
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8.4.18 Darstellung von 5-(N-Boc-N’-(N-Cbz-L-Alaninylmethylester)-

Guanidinocarbonyl)-1H-Pyrrol-2-Carbonsaurebenzylester (60)

BnO,C

+

[} e N, Tho oo 3P
H HN._NH - H HN_ _NHTf
DCM hid
NHBoc NBoc
19 24

CbZHN@COZMe NEt3 BnOZC/Q\(O COzMe
Y H

0 - > H HN__ N
CI@ “NH, DCM \[( NHCbz
NBoc
45 60

Der Boc-geschiitzte Guanidinocarbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptor 60 wurde als farbloser

Feststoff in 261 mg Ausbeute (42 %) erhalten.

C31H35N509
Smp.

R
'H-NMR

FT-IR

HR-MS

621.24 g/mol.

134 °C.

0.81 (Silicagel, 3:2 Hexan/Essigester mit 1 % Triethylamin).

(400 MHz, DMSO-d¢) & 1.49 (s, 9 H, CH3), 3.28 (m, 2 H, CH,), 3.63 (s,
3 H, CH3), 3.65 (m, 1 H, CH), 4.98 (s, 2 H, CH,), 5.30 (s, 2 H, CH,), 6.84
(s, 1 H, CH), 6.85 (s, 1 H, CH), 7.27 — 7.48 (m, 10 H, CH), 7.90 (d,
3J(H,H) = 8.45 Hz, 1 H, NH), 8.77 (t, “J(H,H) = 8.60 Hz, 1 H, NH), 11.75
(s, 1 H,NH), 12.34 (s, 1 H, NH).

(KBr disk): # [em™] 3343 (s), 3168 (m), 2362 (w), 1698 (s), 1650 (s),
1560 (s), 1477 (m), 1440 (w), 1287 (s), 1197 (m), 1068 (w), 760 (w).

(pos. ESI): m/z: ber.: C3;H35NsNaOg" (M + Na') 644.627, gef.: 644.629.
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8.4.19 Darstellung von 5-(N-Boc-N’-(N-Dns-L-Alaninylmethylester)-
Guanidinocarbonyl)-1H-Pyrrol-2-Carbonsaurebenzylester (61)

I\ 0 /\ O
Bn0,C—), NaH, Tf,0 BnO,C— >y,
DCM hid
NHBoc NBoc
19 24
/ \\ 0O
DnsHN@Cone NEt3 BnOZC/Q\( H COzMe
" B — H HN. N
o NH; DCM hid NHDns
NBoc
46 61

Der Boc-geschiitzte Guanidinocarbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptor 61 wurde als farbloser

Feststoff in 274 mg Ausbeute (38 %) erhalten.

C35H4NgOoS  720.79 g/mol.

Smp. 118 °C.

Ry 0.73 (Silicagel, 3:2 Hexan/Essigester mit 1 % Triethylamin).

"H-NMR (400 MHz, MeOD-d,) & 1.53 (s, 9 H, CH3), 2.89 (s, 6 H, CHs), 3.44 (dd,
*J(H,H) = 13.64 Hz, *J(H,H) = 9.24 Hz, 1 H, CH,), 3.49 (s, 3 H, CH3), 3.76
(dd, *J(H,H) = 13.76 Hz, *J(H,H) = 5.04 Hz, 1 H, CH,), 4.48 (q, *J(H,H) =
4.04 Hz, 1 H, CH), 5.36 (s, 2 H, CH,), 6.78 (d, *J(H,H) = 3.92 Hz, 1 H,
CH), 6.88 (d, *J(H,H) = 3.92 Hz, 1 H, CH), 7.15 — 7.23 (m, 2 H, CH), 7.31-
7.49 (m, 6 H, CH), 8.04 (dd, *J(H,H) = 7.20 Hz, *J(H,H) = 1.12 Hz, 1 H,
CH), 8.30 (d, *J(H,H) = 8.72 Hz, 1 H, CH), 8.30 (d, *J(H,H) = 8.60 Hz,
1 H, CH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds) & 28.0 (CHs), 45.4 (CH3), 46.0 (CH,), 52.4 (CH3),
54.5 (CH), 65.8 (CH,), 83.3 (quat. C), 114.9, 115.5, 116.1, 119.4, 123.3
(alle CH), 125.4 (quat. C), 127.9, 128.2, 128.3, 128.4, 128.8, 128.8, (alle
CH), 129.1 (quat. C), 129.3 (CH), 129.4 (quat. C), 130.2 (CH), 135.2,
135.5,136.7, 151.5, 151.7, 155.6, 160.2, 169.7, 170.9 (alle quat. C).
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FT-IR (KBr disk): # [em™] 3266 (m), 2292 (w), 1719 (s), 1628 (s), 1549 (s),
1249 (s), 1131 (s), 754 (m).
HR-MS (pos. ESI): m/z: ber.: C3sHq1NgOoS™ (M + H") 721.265, gef.: 721.265.

8.4.20 Allgemeine Vorschrift zur Darstellung der N’-substituierten

Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren 62 bis 67 als Hydrochlorid-

Salze
1. k . HCI
[ N P MeOHH,0  Bnose—L, Sr®
BnO,C >y y 2 2C7 N H
N o N ——> H HN@N.

Y R 2 Lyophilisation o h
NBoc mit H,O cl~ NH:

56 - 61 62 - 67

Die Entschiitzung der Boc-Schutzgruppe wurde mit konzentrierter Salzsdure (2 ml) in
Methanol (10 ml) durchgefiihrt. Dazu wurden die Boc-geschiitzten Verbindungen 56 bis 61
(0.10 mmol) in einer Salzsiure-Losung bei Raumtemperatur fiir zwei Stunden geriihrt. Nach
destillativer Entfernung des Ldsemittels unter vermindertem Druck wurde diese Prozedur
wiederholt. AnschlieBend wurde der Riickstand zweimal mit Wasser (je 20 ml) lyophilisiert,
und man erhielt die meist voluminds-flockigen Guanidiniocarbonylpyrrol-Rezeptoren 62 bis

67 als farblose Salze in Ausbeuten von 57 bis 95 %.
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8.4.21 Darstellung von 5-(N’-Ethyl-Guanidiniocarbonyl)-1H-Pyrrol-2-
Carbonsiurebenzylester-Hydrochlorid (62)

7\ 0 1. konz. HCI 7\ 1)
BnOZC/O\]// in MeOH/H,0 BnO,C™ Ny

N
\[f 2. Lyophilisation o \(
NBoc mit Hzo cl NHZ
56 62

Der Guanidiniocarbonylpyrrol-Benzylester-Tweezer-Rezeptor 62 wurde als farbloser

Feststoff in 33 mg Ausbeute (95 %) erhalten.

Ci1H1oCIN,O;  350.80 g/mol.

Smp. > 220 °C.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 1.17 (t, 3 H, *J(H,H) =7.12 Hz, CH3), 3.35
(quin, 2 H, *J(H,H)=6.48 Hz, CH,), 5.33 (s, 2H, CH,), 6.94 (dd,
J(H,H) = 4.12 Hz, *J(H,H) = 2.36 Hz, 1 H, CH), 7.39 — 7.45 (m, 5 H,
CH), 7.56 (dd, *J(H,H) = 3.96 Hz, *J(H,H) = 2.32 Hz, 1 H, CH), 8.89
(brs, 1 H, NH), 8.99 (brs, 1 H, NH), 9.43 (t, 1 H, *J(H,H) = 5.56 Hz,
NH), 12.06 (s, 1 H, NH). 12.95 (s, 1 H, NH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-d¢) & 13.5 (CHs), 36.2, 65.9 (beide CH,), 115.8
116.0 (beide CH), 127.8, 127.9 (beide quat. C), 128.0, 128.1, 128.5,
128.5 (alle CH), 136.0, 153.5, 159.5, 160.0 (alle quat. C).

FT-IR (KBr disk): # [em™] 3311 (m), 2931 (w), 2363 (w), 2303 (w), 1731
(m), 1698 (s), 1617 (w), 1581 (m), 1541 (m), 1455 (w), 1365 (w), 1277
(s), 1146 (s), 1004 (m), 818 (w), 762 (s).

HR-MS (pos. ESI): m/z: ber.: C6HyN4O3" (M + H") 315.145, gef.: 315.146.
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8.4.22 Darstellung von 5-(N’-(ethanyl-2-(L-ethylbenzol)-carbonsaureethyl-

ester)-Guanidiniocarbonyl)-1H-Pyrrol-2-Carbonsiurebenzylester-

Hydrochlorid (63)

O O
BnOZC/Q\]// H 1. !(OI’]Z. HCI Bnozc/Q\f H
H in MeOH/H,O H N

HN._ _N(S).CO,Et HN.@_N8) CO,Et
e - T
BocN S 2. Lyophilisation © NH, <
O "0
57 63

Der Guanidiniocarbonylpyrrol-Benzylester-Tweezer-Rezeptor 63 wurde als farbloser Fest-

stoff in 28 mg Ausbeute (57 %) erhalten.

C25H27C1N405 498.96 g/mol.

Smp.
"H.NMR

BC.NMR

FT-IR

HR-MS

> 220 °C.

(400 MHz, DMSO-d¢) & 1.21 (t, 3 H, *J(H,H) = 7.20 Hz, CH3), 3.16 (m,
2 H, CHy), 3.66 (q, 2 H, *J(H,H) = 7.20 Hz, CH,), 4.17 (m, 1 H, CH), 5.33
(s, 2 H, CH,), 6.96 (s, 1 H, CH), 7.00 (s, 1 H, CH), 7.24-7.46 (m, 10 H,
CH), 9.12 (brs, 2 H, NH,), 9.40 (d, 1 H, *J(H,H) = 8.68 Hz, NH), 11.76
(brs, 1 H, NH), 12.99 (brs, 1 H, NH).

(100 MHz, DMSO-dg) & 13.9 (CH3), 36.7 (CH,), 52.8 (CH), 52.4 (CH3),
61.7 (CH,), 65.9 (CH,), 115.4, 115.8 (beide CH), 126.8, 127. (beide quat.
C), 128.0, 128.1, 128.4, 129.1, 129.3 (alle CH), 129.3, 135.9, 157.1, 169.4,
171.6 (alle quat. C).

(KBr disk): # [em™] 3381 (m), 3240 (m), 2252 (w), 1691 (m), 1622 (s),
1522 (w), 1483 (w), 1396 (w), 1296 (w), 1114 (s), 957 (s), 831 (m), 767
(m).

(pos. ESI): m/z: ber.: C,5Hy7N40s" (M + H") 463.198, gef.: 463.198.
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8.4.23 Darstellung von 5-(N’-(Propan-3-yl-carbonsiuremethylester)-

Guanidiniocarbonyl)-1H-Pyrrol-2-Carbonséiurebenzylester-

Hydrochlorid (64)
7\ o 1. konz. HCI ]\ 1o
BnO,C™ H in MeOH/H,O BnO,C H Y
> HN.@_N
H HN N N
hid ~"CO,Me 2. Lyophilisation @\r CO;Me
NBoc mit H,0 o NH;
58 64

Der Guanidiniocarbonylpyrrol-Benzylester-Tweezer-Rezeptor 64 wurde als farbloser Fest-

stoff in 34 mg Ausbeute (83 %) erhalten.

Ci1sH,1CIN4Os 408.12 g/mol.

Smp. > 200 °C.

"H-NMR (400 MHz, CDCls) & 2.71 (t, 2 H, *J(H,H) = 6.04 Hz, CH>), 3.77 (s, 3 H,
CH3), 3.96 (q, 2 H, *J(H,H) = 6.11 Hz, CH,), 5.28 (s, 2 H, CH,), 6.91 (dd,
SJ(H,H) = 3.72 Hz, *J(H,H) = 2.12Hz, 1 H, CH), 6.99 (dd, *J(H,H) =
3.52 Hz, *J(H,H) = 2.38 Hz, 1 H, CH), 7.25-7.32 (m, 5 H, CH), 8.99 (t,
1 H, *J(H,H) = 5.12 Hz, NH), 11.88 (brs, 1 H, NH), 12.17 (s, 1 H, NH).

BC-NMR (100 MHz, CDCl3) & 34.9, 38.9 (beide CH,), 51.9 (CH;), 68.5 (CHy),
112.3, 115.5 (beide CH), 127.8, 128.0, 128.2, 128.7 (alle CH), 138.0,
138.2, 155.2, 157.6, 161.8, 172.4, 175.4 (alle quat. C).

FT-IR (KBr disk): # [em™] 3327 (s), 2366 (w), 1701 (s), 1647 (m), 1555 (m),
1475 (m), 1286 (s), 1154 (w), 758 (w), 608 (w).

HR-MS (pos. ESI): m/z: ber.: CisHy N4;NaOs™ (M + Na") 396.140, gef.: 396.142.
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8.4.24 Darstellung von 5-(N’-( Propan-3-yl-carboxamid-L-Valinamid)-

Guanidiniocarbonyl)-1H-Pyrrol-2-Carbonsiurebenzylester-

Hydrochlorid (65)
]\ e 1. konz. HCI
BnOC™ ™ H H\)Oj\ in MeOH/H,O
H HN_ _N N.(S) »
YOO Y 2. Lyophilisation
NBoc 0 _~ mit H,O
59

Der Guanidiniocarbonylpyrrol-Benzylester-Tweezer-Rezeptor 65 wurde als farbloser Fest-

stoff in 46 mg Ausbeute (93 %) erhalten.

C22H29CINgOs 492.96 g/mol.

Smp. 118 °C.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 0.84 (t, *J(H,H) = 7.23 Hz, 6 H, CH3), 2.01 (m,
1 H, CH), 2.60 (t, 2 H, *J(H,H) = 6.32 Hz, CH,), 3.02 (m, 2 H, CH,), 4.11
(dd, *J(H,H) = 6.28 Hz, *J(H,H) = 8.96 Hz, 2 H, CH,), 5.32 (s, 2 H, CH,),
6.92 (dd, *J(H,H) = 4.12 Hz, *J(H,H) = 2.32 Hz, 1 H, CH), 7.03 (s, 1 H,
CH), 7.39-745 (m, 5H, CH), 748 (s, 1 H, NH), 7.65 (q, 1H,
3J(H,H) = 2.40 Hz, NH), 8.21 (d, 1 H, *J(H,H) = 8.96 Hz, NH), 9.16 (brs,
2 H, NH,), 12.30 (s, 1 H, NH), 12.96 (s, 1 H, NH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds) & 17.9 (CHs), 19.3 (CH3), 30.2 (CH), 45.2 (CH,),
57.8 (CH), 62.7, 65.8 (beide CH,), 115.8, 116.1 (beide CH), 127.7, 127.9
(beide quat. C) 128.0, 128.1, 128.5, 128.5, 128.5 (alle CH), 136.0, 153.9,
159.5, 159.7, 170.1, 172.9 (alle quat. C).

FT-IR (KBr disk): # [em™] 3301 (m), 1697 (m), 1624 (m), 1550 (m), 1278 (s),
1194 (m), 1143 (m), 105 (w), 957 (m), 819 (w), 765 (s), 738 (W), 690 (m).

HR-MS (pos. ESI): m/z: ber.: CoHyoNgOs™ (M + H") 457.219, gef.: 457.219.
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8.4.25 Darstellung von 5-(N’-(N-Cbz-L-Alaninylmethylester)-Guanidinio-

carbonyl)-1H-Pyrrol-2-Carbonsiurebenzylester-Hydrochlorid (66)

/ \ 0 1. !(OI"IZ. HCI / \ )
BnOZC N H COZMG n MeOH/HZO BnOZC N H

CO,Me
S
NHCbz 2. Lyophilisation o \r NHCbz
NBoc mit H,0 cr NH2
60 66

Der Guanidiniocarbonylpyrrol-Benzylester-Tweezer-Rezeptor 66 wurde als farbloser Fest-

stoff in 46 mg Ausbeute (82 %) erhalten.

C26H28C1N507 557.98 g/mol

Smp.

'"H-NMR

BC.NMR

FT-IR

HR-MS

148 °C.

(400 MHz, DMSO-ds) 8 3.69 (s, 3 H, CH3), 3.78 (m, 2 H, CH,), 4.48 (m,
1 H, CH), 5.06 (s, 2 H, CH,), 5.33 (s, 2 H, CH,), 6.97 (s, 1 H, CH), 7.08 (s,
1 H, CH), 7.29 — 7.49 (m, 10 H, CH), 7.93 (d, *J(H,H) = 7.92 Hz, 1 H,
NH), 8.85 (brs, 2 H, NH,), 8.99 (s, 1 H, NH), 11.20 (s, 1 H, NH), 12.99 (s,
1 H, NH).

(100 MHz, DMSO-ds) & 41.6 (CH,), 52.1 (CH), 52.4 (CH3), 65.9 (CH,),
65.8 (CHy), 115.5, 115.9 (beide CH), 127.7, 127.9, 128.0, 128.2, 128.4,
128.5 (alle CH), 136.0, 136.6, 156.2, 159.5, 170.2 (alle quat. C).

(KBr disk): 7 [em™] 3263 (m), 2253 (w), 1703 (s), 1621 (s), 1527 (s),
1409 (w), 1292 (m), 1204 (m), 1134 (m), 1024 (m), 1001 (m), 961 (m),
827 (m), 756 (m).

(pos. ESI): m/z: ber.: C6HxNsO;" (M + H") 522.198, gef.: 522.198.
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8.4.26 Darstellung von 5-(N’-(N-Dns-L-Alaninylmethylester)-Guanidinio-

carbonyl)-1H-Pyrrol-2-Carbonsiurebenzylester-Hydrochlorid (67)

7\ o 1. konz. HCI ]\ e
BnO,C™ ’ CO,Me in MeOH/HZO> BnO,C H Y C((S))zMe
H HN, N A HN.@ N
NHDns 2. Lyophilisation @\r NHDns
NBoc mit H,O c” NHz
61 67

Der Guanidiniocarbonylpyrrol-Benzylester-Tweezer-Rezeptor 67 wurde als farbloser Fest-

stoff in 55 mg Ausbeute (84 %) erhalten.

C30H33CINgO7S 657.14 g/mol.

Smp.

"H.NMR

BC.NMR

FT-IR

HR-MS

128 °C (Zersetzung).

(400 MHz, DMSO-dg) & 2.76 (s, 6 H, CH3), 3.19 (s, 3 H, CH3), 3.62 (m,
2 H, CHy), 4.15 (m, 1 H, CH), 5.35 (s, 2 H, CH>), 6.96 (d, *J(H,H) =
1.8 Hz, 1 H, CH), 7.15 (d, *J(H,H) = 7.08 Hz, 1 H, CH), 7.31 — 7.61 (m,
8 H, CH), 8.13 (d, “J(H,H) = 7.20 Hz, 1 H, CH), 8.22 (d, *J(H,H) =
8.56 Hz, 1 H, CH), 8.46 (d, *J(H,H) = 8.56 Hz, 1 H, CH), 8.72 (d,
‘J(H,H) = 9.36 Hz, 1 H, CH), 8.93 (brs, 1 H, NH), 9.31 (t, *J(H,H) =
5.68 Hz, 1 H, NH), 11.85 (s, 1 H, NH), 12.93 (s, 1 H, NH).

(100 MHz, DMSO-de) & 41.9 (CH,), 45.0 (CH3), 51.9 (CH3), 53.9 (CH),
65.9 (CH,), 115.8, 116.2 (beide CH), 123.6, 127.5 (beide quat. C), 127.9,
128.1, 128.5, 128.9, 129.7, (alle CH), 135.4, 136.0, 154.3, 159.3, 159.5,
169.2 (alle quat. C).

(KBr disk): # [em™] 3281 (m), 2252 (w), 1711 (s), 1622 (s), 1545 (s),
1252 (s), 1139 (s), 955 (s), 816 (w), 764 (m).

(pos. ESI): m/z: ber.: C1oH»N;NaOs™ (M +Na') 621.213, gef.: 621.212.
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8.4.27 Darstellung von 5-(N-Boc-N’-(Propan-3-yl-carboxamid-L-Valin-
amid)-Guanidinocarbonyl)-1H-Pyrrol-2-Carbonséure (70)

[ NP /@\(O
H,, Pd/C
BnOZC/Q\"// 9y e 2 HO,C— >y, y L0
> N

H HNTNWN@J\NHZ eoh H HN\”/ WN%NHZ

Der Benzylester 59 (153 mg, 0,28 mmol, 1 eq) wurde in Methanol (20 ml) geldst, mit Pd/C
(15mg, 10%) versetzt und fiinf Stunden unter Wasserstoffatmosphére stark geriihrt.
AnschlieBend wurde die Aktivkohle {iiber Celite abfiltriert, mit Methanol (20 ml)
nachgewaschen und das Losemittel am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck

abdestilliert. Man erhielt 120 mg (94 %) des Produkts 70 als farblosen Feststoff.

Cy0H3)NgO7;  466.49 g/mol.

Smp. 98 °C.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-d;) & 0.82 (t, *J(H,H) = 5.41 Hz, 6 H, CH;), 1.48 (s, 9H,
CH3), 1.94 (m, 1H, CH), 3.36 (q, 2 H, *J(H,H) = 7.20 Hz, CH,), 3.76 (q,
2 H, ’J(H,H)=7.51Hz, CH,), 4.14 (m, 1H, CH), 6.61 (d, *J(HH) =
3.62 Hz, 1 H, CH), 6.73 (d, *J(H,H) = 3.78 Hz, 1 H, CH), 7.37 (s, 2 H,
NH,), 7.93 (d, 1H, *J(H,H)=8.88 Hz, NH), 8.72 (t, 1 H, *J(HH)=
5.11 Hz, NH), 11.08 (brs, 1 H, NH), 12.42 (s, 1 H, NH).

FT-IR (KBr disk): # [em™] 3315 (m), 2966 (m), 1616 (s), 1540 (s), 1402 (m),
1316 (s), 1209 (m), 1140 (s), 1035 (w), 778 (s).

HR-MS (pos. ESI): m/z: ber.: Co0H31NgO7" (M + H") 467.225, gef.: 467.225.
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8.4.28 Darstellung von 5-(N-Boc-N’-( Propan-3-yl-carboxamid-L-Valin-
amid)-Guanidinocarbonyl)-1H-Pyrrol-2-Carbonséiure-L-Valinamid

(71)

/ \\ O H-L-VAL-NH
= - 2
HOZC/?\"// ’ e

HNTNWN@J\NHZ HCTU, NMM

= in DCM

o. / \ 0

HZNJES)LNH i V\WN%NHZ

Die Carbonsdure 70 (107 mg, 0.23 mmol, 1 eq) wurde zu einer Losung von HCTU (114 mg,
0.28 mmol, 1.2eq) und N-Methylmorpholin (38.9 mg, 38.5 ul. 0.35mmol, 1.5eq) in
trockenem Dichlormethan (10 ml) mit trockenem Dimethylformamid (2 ml) gegeben und fiir
zehn Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. Diese Losung wurde nun zu einer Losung von L-
Valinamid-Hydrochlorid (42.0 mg, 0.28 mmol, 1.2 eq) und N-Methylmorpholin (38.9 mg,
38.5 ul. 0.35 mmol, 1.5 eq) in trockenem Dichlormethan (10 ml) mit trockenem Dimethyl-
formamid (2 ml) langsam zugetropft und {iber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Das
organische Losemittel wurde unter vermindertem Druck abdestilliert und der erhaltene
Riickstand mit Wasser (20 ml) and Essigester (30 ml) aufgenommen. Zur besseren
Loslichkeit wurde Ultraschall eingesetzt. Nach Trennung der Phasen wurde die wissrige
Phase mit Diethylether (fiinfmal 20 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden liber Magnesiumsulfat getrocknet und schlielich das Losemittel unter vermindertem
Druck abdestilliert. Die weitere Reinigung des Rohproduktes wurde sdulenchromatographisch
(Silicagel, 3:2 Dichlormethan/Aceton mit 1 % Triethylamin) durchgefiihrt, und man erhielt
42 mg der Verbindung 71 als leicht gelblichen Feststoff (33 %).

C25H40N307 564.63 g/l’IlOl
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Smp.
Ry
"H-NMR

BC.NMR

FT-IR

HR-MS

184 °C (Zersetzung).

0.79 (Silicagel, 3:2 Hexan/Essigester mit 1 % Triethylamin).

(400 MHz, DMSO-dg) & 0.83 (t, *J(H,H) = 7.44 Hz, 6 H, CH3), 0.92 (d,
3J(H,H) = 7.24 Hz, 6 H, CH3), 1.48 (s, 9 H, CH3), 1.95 (m, 1 H, CH), 2.06
(m, 1 H, CH), 2.69 (m, 2 H, CH,), 3.74 (m, 2 H, CH»), 4.16 (m, 1 H, CH),
4.32 (m, 1 H, CH), 6.78 (s, 1 H, CH), 6.79 (s, 1 H, CH), 6.98 (s, 1 H, NH),
7.05 (s, 1 H, NH), 7.95 (d, *J(H,H) = 8.96, 1 H, NH), 8.21 (d, *J(H,H) =
8.84, 1 H, NH), 8.72 (t, *J(H,H) = 5.60, 1 H, NH), 11.84 (s, 1 H, NH),
12.37 (s, 1 H, NH).

(100 MHz, DMSO-d¢) & 17.8, 18.9, 26.6 (alle CH3), 34.8, 36.2 (beide
CH,), 57.4, 57.9, 65.4 65.9 (alle CH), 82.9 (quat. C), 114.7, 115.8 (beide
CH), 1354, 136.8, 152.5, 157.4, 159.8, 169.9, 170.8 (alle quat. C).

(KBr disk): # [em™] 3437 (w), 3299 (m), 2961 (w), 1719 (m), 1670 (m),
1619 (s), 1549 (s), 1469 (m), 1405 (m), 1325 (m), 1255 (s), 1227 (w), 1137
(s), 1061 (w), 831 (w), 770 (s), 758 (s).

(pos. ESI): m/z: ber.: C,5H4oNsNaO;" M + Na+) 587.291, gef.: 587.290.
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8.4.29 Darstellung von 5-(N’-( Propan-3-yl-carboxamid-L-Valinamid)-
Guanidiniocarbonyl)-1H-Pyrrol-2-Carbonséiure-L-Valinamid-

Hydrochlorid (72)

Oy@\(o - !(ORAZ'(;S/'H o)
In e
O N H H O 2

SUNH H HN_ N N(S) >
HzN)i hid V\[f \E)J\NHZ 2. Lyophilisation

NBoc O _~ mit H,O
71

Die Entschiitzung der Boc-Schutzgruppe wurde mit konzentrierter Salzsdure (2 ml) in
Methanol (10 ml) durchgefiihrt. Dazu wurden die Verbindungen 71 (20.0 mg, 35.5 pmol) in
einer Salzsdure-Losung bei Raumtemperatur fiir zwei Stunden geriihrt. Nach destillativer
Entfernung des Losemittels unter vermindertem Druck wurde diese Prozedur wiederholt.
Anschliefend wurde der Riickstand zweimal mit Wasser (je 20 ml) lyophilisiert, und man
erhielt 13.5mg des Guanidiniocarbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptors 72 als farbloses

Chloridsalz 76 %.

C,0H33CINgOs 500.98 g/mol.

Smp. 178 °C (Zersetzung).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 0.86 (t, *J(H,H) = 7.23 Hz, 6 H, CH3), 0.88 (d,
3J(H,H) = 7.21 Hz, 6 H, CH3), 2.01 (m, 1 H, CH), 2.09 (m, 1 H, CH), 2.69
(m, 2 H, CH,), 3.72 (m, 2 H, CH,), 4.22 (m, 1 H, CH), 4.45 (m, 1 H, CH),
6.77 (s, 1 H, CH), 6.79 (s, 1 H, CH), 7.08 (s, 1 H, NH), 7.12 (s, 1 H, NH),
7.82 (d, *J(H,H) = 8.96, 1 H, NH), 8.44 (d, *J(H,H) = 8.89, 1 H, NH), 8.85
(brs, 2 H, NH,), 11.23 (s, 1 H, NH), 12.97 (s, 1 H, NH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-d¢) 8 17.5, 18.3, (alle CH3), 33.8, 36.2 (beide CH,),
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56.1, 56.9, 62.4 65.1 (alle CH), 115.7, 115.9 (beide CH), 134.8, 136.1,
153.3, 156.2, 170.1 (alle quat. C).

FT-IR (KBr disk): # [em™] 3531 (w), 3395 (w), 3237 (W), 2969 (w), 2369 (m),
2337 (m), 1657 (s), 1551 (s), 1276 (s), 1200 (s), 1121 (w), 1062 (m), 866
(W), 758 (m).

HR-MS (pos. ESI): m/z: ber.: C,oH33NgO5" M+ H+) 465.257, gef.: 465.257.
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8.4.30 Darstellung von 5-(N-Boc-N’-(N-Dns-L-Alaninylmethylester)-

Guanidinocarbonyl)-1H-Pyrrol-2-Carbonsiure (73)

o) ]\ o)
by COuMe Ho, Pd/C HO,C™ by CO.Me
S .
HN.__N ¥ H an. N, J©
\[( NHDns MeOH \n/ NHDns
NBoc NBoc
61 73

Der Benzylester 61 (100 mg, 0,14 mmol, 1 eq) wurde in Methanol (20 ml) gelost, mit Pd/C

(10 mg, 10 %) versetzt und fiinf Stunden unter Wasserstoffatmosphére stark geriihrt.
Anschliefend wurde die Aktivkohle iiber Celite abfiltriert, mit Methanol (20 ml)

nachgewaschen und das Losemittel am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck

abdestilliert. Man erhielt 83 mg des Produkts 73 als gelblichen Feststoff (95 %).

C28H34N609S 630.67 g/mol.

Smp.

"H.NMR

BC.NMR

FT-IR

HR-MS

138 °C.
(600 MHz, DMSO-ds) & 1.48 (s, 9 H, CH3), 2.84 (s, 6 H, CHs), 3.09 (m,
1 H, CH,), 3.46 (s, 3 H, CH3), 3.69 — 3.74 (m, 1 H, CH,), 4.34 (m, 1 H,
CH), 6.67 (d, *J(H,H) = 3.64 Hz, 1 H, CH), 6.71 (d, *J(H,H) = 3.68 Hz,
1 H, CH), 7.20 — 7.28 (m, 2 H, CH), 7.47 (t, *J(H,H) = 7.56 Hz, 1 H, CH),
7.96 (d, *J(HH) = 7.32 Hz, 1 H, CH), 8.20 (d, *J(H,H) = 8.72 Hz, 1 H,
CH), 8.36 (d, *J(H,H) = 8.00 Hz, 1 H, NH), 8.57 (brs, 1 H, NH), 11.06
(brs, 1 H, NH), 11.68 (s, 1 H, NH).

(150 MHz, DMSO-ds) & 27.6 (CHs), 41.7, (CH,), 45.1 48.6 (beide CH3),
52.1 (CH), 82.9 (quat. C), 114.4, 115.2, 126.3, 127.6, (alle CH), 128.7,
128.9 (beide quat. C), 129.0 (CH), 134.3, 134.8, 151.1, 151.4, 155.2,
161.5, 169.4, 170.6, (alle quat. C).

(KBr disk): # [em™] 3293 (w), 2966 (w), 2306 (w), 1725 (s), 1584 (s),
1545 (m), 1398 (w), 1370 (s), 1277 (s), 1141 (s), 1062 (w), 829 (w), 777
(s), 620 (s).

(pos. ESI): m/z: ber.: CogH3sNgOoS™ (M + H") 631.218, gef.: 631.219.
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8.4.31 Darstellung von 5-(N-Boc-N’-(N-Dns-L-Alaninylmethylester)-Guani-
dinocarbonyl)-1H-Pyrrol-2-Carbonsiure-L-Phenylalaninamid (74)

O / \__ 0 com H-L-PHE-NH, 9 N o GOaMe
€ SSNH H HN_ N
H
N N HJ(\S)Z HoN~ Y g NHDns
\[r NHDns PyBOP, NMM NBoc
in DCM
NBoc
73 74

Die Carbonsdure 73 (50 mg, 79.3. umol, 1 eq) wurde zu einer Losung von PyBOP (61.8 mg,
119 umol, 1.5 eq) und N-Methylmorpholin (15.9 mg, 17.4 pl. 159 mmol, 2 eq) in trockenem
Dichlormethan (10 ml) gegeben und fiir fiinfzehn Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. Diese
Losung wurde nun zu einer Losung von L-Valinamid-Hydrochlorid (31.7 mg, 158 pumol,
2eq) und N-Methylmorpholin (199 mg, 21.7 ul. 198 mmol, 2.5eq) in trockenem
Dichlormethan (10 ml) mit trockenem Dimethylformamid (1.5 ml) langsam zugetropft und
tiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Das organische Losemittel wurde unter
vermindertem Druck abdestilliert und der erhaltene Riickstand sédulenchromatographisch (RP-
18, Wasser/Methanol-Gradient) gereinigt, und man erhielt 36 mg der Verbindung 74 als leicht
gelblichen Feststoff (59 %).

C37H44NgOoS  776.86 g/mol.

Smp. 182 °C (Zersetzung).

R¢ 0.62 (Silicagel, 3:2 Hexan/Essigester mit 1 % Triethylamin).

"H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 1.48 (s, 9 H, CHj3), 2.85 (s, 6 H, CH3), 3.01 (m,
2 H, CHy), 3.08 — 3.14 (m, 1 H, CH,), 3.46 (s, 3 H, CH3), 3.62 — 3.68 (m,
1 H, CHy), 4.35 — 3.38 (m, 1 H, CH), 4.64 — 4.67 (m, 1 H, CH), 6.60 (d,
3J(H,H) = 3.84 Hz, 1 H, CH), 6.73 (d, *J(H,H) = 3.72 Hz, 1 H, CH), 7.05 —
7.36 (m, 5 H, CH), 7.05 — 7.36 (m, 3 H, NH), 7.46 (t, *J(H,H) = 7.80 Hz,
1 H, CH), 7.62 (s, 1 H, NH), 7.90 (d, *J(H,H) = 7.26 Hz, 1 H, CH), 8.20 (d,
3J(H,H) = 8.70 Hz, 1 H, CH), 8.31 (t, *J(H,H) = 5.76 Hz, 1 H, NH), 8.34
(d, *J(H,H) = 8.46 Hz, 1 H, CH), 8.56 (d, *J(H,H) = 8.46 Hz, 1 H, CH),
11.44 (brs, 1 H, NH), 11.58 (s, 1 H, NH).
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BC-NMR (150 MHz, DMSO-d¢) & 27.7 (CH;), 37.6, 41.7 (beide CH,), 45.1 52.1
(beide CH3), 53.9, 54.0 (beide CH), 82.9 (quat. C), 113.0, 114.2, 115.1,
119.0, 122.8, 126.3, 127.6, 128.1, 128.1 (alle CH), 128.7, 129.0 (beide
quat. C), 129.1, 129.1, 129.2 (CH), 129.5 (quat. C), 129.7 (CH), 132.8,
134.7,138.3, 151.1, 151.3, 154.9, 159.2, 169.7, 170.6, 173.3 (alle quat. C).

FT-IR (KBr disk): 7 [em™] 3295 (m), 2970 (w), 1718 (s), 1674 (s), 1649 (s),
1602 (s), 1545 (s), 1442 (m), 1409 (m), 1365 (s), 1314 (s), 1232 (s), 1157
(s), 1092 (m), 1022 (m), 849 (m), 819 (m), 767 (s), 730 (m), 694 (m).

HR-MS (pos. ESI): m/z: ber.: C37H44NgNaOoS™ (M + Na") 799.284, gef.: 799.284.

8.4.32 Darstellung von 5-(N’-(N-Dns-L-Alaninylmethylester)-Guanidinio-
carbonyl)-1H-Pyrrol-2-Carbonsiure-L-Phenylalaninamid-

Hydrochlorid (75)

o N CO,Me 1. konz. HCI
GNH B oHN. N in MeOH/H,0
HoN hid NHDns >
NBoc 2. Lyophilisation
mit H,0
74
o) NI CO,M
N H 2Me
S©NH H HN@ N &
H,N \@( \)\NHDns
e
cl” NH,
75

Die Entschiitzung der Boc-Schutzgruppe wurde mit konzentrierter Salzsdure (2 ml) in
Methanol (10 ml) durchgefiihrt. Dazu wurden die Verbindungen 74 (8.00 mg, 10.3 pmol) in
einer Salzsdure-Losung bei Raumtemperatur fiir zwei Stunden geriihrt. Nach destillativer

Entfernung des Losemittels unter vermindertem Druck wurde diese Prozedur wiederholt.
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AnschlieBend wurde der Riickstand zweimal mit Wasser (je 20 ml) lyophilisiert, und man

erhielt 6.00 mg des Guanidiniocarbonylpyrrol-Tweezer-Rezeptors 75 als gelbliches

Chloridsalz 82 %.

C32H37C1N307S 713.20 g/mol

Smp.
"H-NMR

BC.NMR

FT-IR

HR-MS

191 °C (Zersetzung).

(600 MHz, MeOH-ds) & 2.79 (s, 6 H, CH3), 3.03 (m, 1 H, CH,), 3.14 —
3.16 (m, 1 H, CH), 3.22 (s, 3 H, CH3), 3.24 — 3.28 (m, 1 H, CH,), 3.52 —
3.58 (m, 1 H, CH,), 3.68 —3.73 (m, 1 H, CH,), 4.20 —4.26 (m, 1 H, CH),
6.90 (d, *J(H,H) = 3.72 Hz, 1 H, CH), 6.97 (d, *J(H,H) = 3.90 Hz, 1 H,
CH), 7.11 — 7.31 (m, 5H, CH), 7.11 — 7.31 (m, 3 H, NH), 8.21 (d,
3J(H,H) = 6.06 Hz, 1 H, CH), 8.30 (d, *J(H,H) = 8.70 Hz, 1 H, CH), 8.42
(d, *J(H,H) = 8.10 Hz, 1 H, CH), 8.51 (d, *J(H,H) = 8.46 Hz, 1 H, CH),
8.60 (brs, 1 H, NH), 9.04 (brs, 1 H, NH), 12.15 (s, 1 H, NH).

(150 MHz, MeOH-ds) & 38.9, 43.5 (beide CH,), 45.6 52.7 (beide CH3),
55.5, 55.9 (beide CH), 113.6, 115.6, 116.3, 120.2, 124.2 (alle CH), 126.9
(quat. C), 127.7, 129.1, 129.3, 130.1, 130.5, (alle CH), 130.7, 130.8
(beide quat. C), 131.5 (CH), 133.5, 136.4, 138.5, 152.6, 156,1, 161.3,
161.5, 170.3, 176.2 (alle quat. C).

(KBr disk): # [em™] 3371 (m), 3281 (s), 2251 (w), 1675 (s), 1623 (s),
1550 (m), 1440 (w), 1261 (s), 1132 (s), 1014 (w), 956 (s), 798 (s), 764
(s), 672 (s).

(pos. ESI): m/z: ber.: C3,H37Ng07S™ (M + H") 677.250, gef.: 677.250.
ber.: C3;H3¢NsNaO7S™ (M + Na") 699.232, gef.: 699.232.
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8.5 Synthese der Guanidiniocarbonylpyrrol-Ammonium-

Biskationen

8.5.1 Darstellung von N-Boc-1,2-Diaminoethan (88)

Boc,0, 0 °C
H2N BocHN
28" NH, - " NH,
CHCl,

84 88

1,2-Diaminoethan (84) (6.01 g, 6.67 ml, 0.10 mol, 5 eq) wurde in Chloroform (75 ml) bei
0 °C vorgelegt und stark geriihrt. Boc-Anhydrid (4.37 g, 20.0 mmol, 1eq) wurde in
Chloroform (20 ml) geldst und innerhalb von einer Stunde zugetropft und anschlieend iiber
Nacht geriihrt. Der ausgefallene weille, milchige Niederschlag wurde abfiltriert, das Filtrat
unter vermindertem Druck eingeengt und mit Essigester (75 ml) aufgenommen. Anschlie3end
wurde die organische Phase mit Brine (zweimal 20 ml) gewaschen und die vereinigten
wassrigen Phasen mit Essigester (15 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden tiber Natriumsulfat getrocknet, das Losemittel unter vermindertem Druck
abdestilliert, und man erhielt 3.16 g des klaren, leicht viskosen Ols N-Boc-1,2-Diaminoethan

(88) (99 %).

C7H4N,O;, 160.21 g/mol.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & 1.37 (s, 9 H, CHs), 2.52 (t, *J(H,H) = 6.44 Hz,
2 H, CH,), 2.90 (q, *J(H,H) = 6.28 Hz, 2 H, CH,), 6.72 (brs, 1 H, NH),
NH, fehlt.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg) & 28.2 (CHs), 41.6, 43.7 (beide CH,), 77.3, 155.7
(beide quat. C).

FT-IR (Nujol): # [em™] 3363 (m), 2923 (s), 2723 (W), 1695 (m), 1516 (w), 1458
(s), 1377 (s), 1172 (m), 965 (w), 724 (w).
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8.5.2 Darstellung von N-Boc-1,3-Diaminopropan (89)

Boc,0, 0 °C
H,NT " NH, »  BocHN™ > “NH,
CHCl,

85 89

1,3-Diaminopropan (85) (29.7 g, 33,7 ml, 0.40 mol, 5 eq) wurde in Chloroform (300 ml) bei
0 °C vorgelegt und stark geriihrt. Boc-Anhydrid (17.5 g, 80.0 mmol, 1eq) wurde in
Chloroform (75 ml) geldst und innerhalb von vier Stunden zugetropft und anschlie8end {iber
Nacht geriihrt. Der ausgefallene weille, milchige Niederschlag wurde abfiltriert, das Filtrat
unter vermindertem Druck eingeengt und mit Essigester (300 ml) aufgenommen.
AnschlieBend wurde die Losung mit Brine (zweimal 80 ml) gewaschen und die vereinigten
wassrigen Phasen mit Essigester (50 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden tiber Natriumsulfat getrocknet, das Losemittel unter vermindertem Druck
abdestilliert, und man erhielt 13.7 g eines leicht gelblich viskosen Ols (98 %) von N-Boc-1,3-
Diaminopropan (89).

CsH3N,0, 174.24 g/mol.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dq) & 1.37 (s, 9 H, CH3), 1.43 (t, *J(H,H) = 6.80 Hz,
2H, CHy), 2.51 (t, *J(H,H) = 6.78 Hz, 2 H, CH,), 2.95 (q, “J(H,H) =
6.20 Hz, 2 H, CH,), 6.76 (brs, 1 H, NH), NH, fehlt.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds) & 28.3 (CH3), 33.4, 37.7, 39.1 (alle CH,), 77.3,
155.7 (beide quat. C).

FT-IR (Nujol): # [em™] 3362 (m), 2923 (s), 2724 (w), 1695 (m), 1515 (w), 1455
(s), 1376 (s), 1172 (m), 724 (w).
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8.5.3 Darstellung von N-Boc-1,4-Diaminobutan (90)

Boc,0, 0 °C
HZN\/\/\NH2 - BOCHNV\/\NH2
CHCl,

86 920

1,4-Diaminobutan (86) (44.1 g, 0.50 mol, 5 eq) wurde in Chloroform (300 ml) bei 0 °C
vorgelegt und stark geriihrt. Boc-Anhydrid (21.9 g, 0.10 mmol, 1 eq) wurde in Chloroform
(75 ml) geldost und innerhalb von vier Stunden zugetropft und anschlieBend iiber Nacht
geriihrt. Der ausgefallene weile, milchige Niederschlag wurde abfiltriert, das Filtrat unter
vermindertem Druck eingeengt und mit Essigester (300 ml) aufgenommen. Anschlieend
wurde die organische Phase mit Brine (zweimal 80 ml) gewaschen und die vereinigten
wassrigen Phasen mit Essigester (50 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden tiber Natriumsulfat getrocknet, das Losemittel unter vermindertem Druck
abdestilliert, und man erhielt 18.7 g eines leicht gelblichen viskosen Ols (99 %) von N-Boc-

1,4-Diaminobutan (90), welches bei -15 °C weill und wachsartig wurde.

CyH,0N,0O, 188.27 g/mol.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 1.30 (m, 4 H, CH,), 1.37 (s, 9 H, CH3), 2.49 (m,
2 H, CH,), 2.88 (m, 2 H, CH,), 6.75 (brs, 1 H, NH), NH, fehlt.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-d¢) & 27.1 (CH,), 28.3 (CHs), 30.6, 39.9, 41.4 (alle
CH,), 77.3, 155.6 (beide quat. C).

FT-IR (Nujol): # [em™] 3354 (m), 2923 (s), 1694 (m), 1518 (w), 1456 (s), 1377
(s), 1172 (m), 724 (w).
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8.5.4 Darstellung von N-Boc-1,5-Diaminopentan (91)

Boc,0, 0 °C
NN /\/\/\
HoN NH, P BocHN NH,

CHCl,

87 91

1,5-Diaminopentan (87) (7.25 g, 8,33 ml, 70.9. mmol, 5 eq) wurde in Chloroform (50 ml) bei
0 °C vorgelegt und stark geriihrt. Boc-Anhydrid (3.10g, 14.2 mmol, 1eq) wurde in
Chloroform (10 ml) geldst und innerhalb von vier Stunden zugetropft und anschlieend iiber
Nacht geriihrt. Der ausgefallene weille, milchige Niederschlag wurde abfiltriert, das Filtrat
unter vermindertem Druck eingeengt und mit Essigester (50 ml) aufgenommen. Anschlie3end
wurde die Losung mit Brine (zweimal 15 ml) gewaschen und die vereinigten wéssrigen
Phasen mit Essigester (10 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber
Natriumsulfat getrocknet, das Ldsemittel unter vermindertem Druck abdestilliert, und man
erhielt 2.64 g eines leicht gelblich viskosen Ols (92 %) von N-Boc-1,5-Diaminopentan (91),

welches bei -15 °C weill und wachsartig wurde.

Ci1oH22N0,  202.29 g/mol.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 1.24 (m, 2 H, CH,), 1.28 (m, 4 H, CH,),
1.37 (s, 9 H, CH3), 2.50 (m, 2 H, CH,), 2.89 (m, 2 H, CH,), 6.75 (brs, 1 H,
NH), NH;, fehlt.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-d¢) & 23.8 (CH,), 28.3 (CH3), 29.5, 33.1, 39.9, 41.7
(alle CHy), 77.3, 155.6 (beide quat. C).

FT-IR (Nujol): # [em™] 3372 (m), 2921 (s), 2723 (w), 1712 (m), 1459 (s), 1377
(s), 1169 (w), 724 (w).
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8.5.5 Allgemeine Vorschrift zur Darstellung der di-Boc-geschiitzten

Guanidinocarbonylpyrrol-Ammonium-Biskationen 92 bis 95

S / \\ 0 o. / \ 0
0, BOGHN (_J NH, PyBOP, NEt; N
H HN__NH T n BocHNMNH H HN.__NH
NﬁEt DCM/DMF A
3 NHBoc NHBoc
n=2-5 n=2-5
20 88. 89. 90, 91 92 -95

Die Carbonsédure 20 (397 mg, 1.00 mmol, 1 eq) wurde zu einer Losung von PyBOP (780 mg,
1.50 mmol, 1.5 eq) und Triethylamin (278 ul, 2.00 mmol, 2 eq) in trockenem Dichlormethan
(30 ml) mit trockenem Dimethylformamid (2 ml) gegeben und fiir fiinfzehn Minuten bei
Raumtemperatur geriihrt. Die leicht gelbe Suspension wurde nun zu einer Losung der Amine
88, 89, 90, 91 (2.00 mmol, 2 eq) und Triethylamin (278 pl, 2.00 mmol, 2 eq) in trockenem
Dichlormethan (30 ml) mit trockenem Dimethylformamid (2 ml) langsam zugetropft und iiber
Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Das organische Losemittel wurde unter vermindertem
Druck abdestilliert und der erhaltene Riickstand mit Wasser (60 ml) and Diethylether (90 ml)
aufgenommen. Zur besseren Loslichkeit wurde Ultraschall eingesetzt. Nach Trennung der
Phasen wurde die wéssrige Phase mit Diethylether (flinfmal 90 ml) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet und schlieBlich das Losemittel
unter vermindertem Druck abdestilliert. Die weitere Reinigung des Rohproduktes wurde
mittels Sdulenchromatographie (Silicagel, 3:2 Dichlormethan/Aceton mit 1 % Triethylamin)
durchgefiihrt, und man erhielt die Verbindungen 92 - 95 als farblose bis leicht gelbliche
Feststoffe in Ausbeuten von 52 bis 86 %.
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8.5.6 Darstellung des di-Boc-geschiitzten Guanidinocarbonylpyrrol-
Biskations 92

e |\ O PyBOP, O /\ O
0L ™ BocHN(v)NHZ NEt, N

H HN_NH n — ~_NH H HN__NH
@ pcm/pmp  BocHN
NHEt

3 NHBoc NHBoc
n=2
20 88 92

Das di-Boc-geschiitzte Guanidinocarbonylpyrrol-Ammonium-Biskation 92 wurde als

farbloser Feststoff in 275 mg Ausbeute (63 %) erhalten.

C19H30NgOs  438.48 g/mol.

Smp. 128 °C.

R¢ 0.75 (Silicagel, 3:2 Dichlormethan/Aceton mit 1 % Triethylamin).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 1.37 (s, 9 H, CH3), 1.46 (s, 9 H, CH3), 3.07 (q,
3J(H,H) = 6.20 Hz, 2 H, CH,), 3.25 (q, J(H,H) = 6.16 Hz, 2 H, CH,), 6.76
(s, 1 H, CH), 6.81 (s, 1 H, CH), 6.87 (t, *J(H,H) = 5.56 Hz, 1 H, NH), 8.35
(t, *J(H,H) = 5.40 Hz, 1 H, NH), 8.56 (brs, 1 H, NH), 9.32 (brs, 1 H, NH),
10.83 (brs, 1 H, NH), 11.26 (brs, 1 H, NH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds) & 27.8, 28.2 (beide CH3), 38.9, 39.7 (beide CH,),
78.0 (quat. C). 112.0, (CH), 156.0, 158.8, 160.1 (alle quat. C).

FT-IR (KBr disk): # [em™] 3312 (m), 2976 (m), 2930 (m), 2352 (w), 2314 (w),
1694 (s), 1622 (s), 1541 (s), 1457 (m), 1366 (m), 1267 (s), 1241 (s), 1146
(s), 1047 (w), 839 (m), 753 (m).

HR-MS (pos. ESI): m/z: ber.: C1oH31NgOs (M + H") 439.2299, gef.: 439.2299;
ber.: C19H30NgNaOs (M + Na") 461.2119, gef.: 461.2117.
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8.5.7 Darstellung des di-Boc-geschiitzten Guanidinocarbonylpyrrol-
Biskations 93

% c / \__ 0 PyBOP, o/ V. 0
2 N + BocHNy \NH, NEtg N
H HN._NH 2 —— = BocHN NH H HN.__NH
et N DCM/DMF TN
3 NHBoc NHBoc
n=3
20 89 93

Das di-Boc-geschiitzte Guanidinocarbonylpyrrol-Ammonium-Biskation 93 wurde als

farbloser Feststoff in 281 mg Ausbeute (62 %) erhalten.

C20H3::NgOs  452.50 g/mol.

Smp. 117 °C.

R¢ 0.79 (Silicagel, 3:2 Dichlormethan/Aceton mit 1 % Triethylamin).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 1.37 (s, 9 H, CHs), 1.46 (s, 9 H, CH3), 1.60 (quin,
3J(H,H) = 6.96 Hz, 2 H, CH,), 2.96 (q, *J(H,H) = 6.72 Hz, 2 H, CH,), 3.21
(q, *J(H,H) = 6.68 Hz, 2 H, CH,), 6.75 (d, *J(H,H) = 2.00 Hz, 1 H, CH),
6.76 (d, *J(H,H) = 1.76 Hz, 1 H, CH), 6.79 (t, *J(H,H) = 5.28 Hz, 1 H,
NH), 8.29 (t, *J(H,H) = 5.68 Hz, 1 H, NH), 8.56 (brs, 1 H, NH), 9.31 (brs,
1 H, NH), 10.84 (brs, 1 H, NH), 11.23 (brs, 1 H, NH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds) 8 27.7, 28.2 (beide CHs), 29.6, 36.4, 37.7 (alle
CH,), 77.5 (quat. C), 111.6 (CH), 155.6, 158.4, 159.6, (alle quat. C).

FT-IR (KBr disk): 7 [em™] 3312 (m), 2931 (m), 2364 (w), 2319 (w), 1693 (s),
1617 (s), 1540 (s), 1455 (w), 1366 (m), 1304 (s), 1267 (s), 1244 (s), 1148
(s), 1059 (w), 863 (m).

HR-MS (pos. ESI): m/z: ber.: C20H33N¢Os (M + H') 453.246, gef.: 453.246;
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8.5.8 Darstellung des di-Boc-geschiitzten Guanidinocarbonylpyrrol-
Biskations 94

o / \__© PyBOP, o/ N\ 0
©O2C N + BocHN{ \NH, _ NEts N
HN.__NH — e~ NH HN.__NH
- N pcm/pMF  BocHN hd
3 NHBoc NHBoc
n=4
20 90 94

Das di-Boc-geschiitzte Guanidinocarbonylpyrrol-Ammonium-Biskation 94 wurde als

farbloser Feststoff in 317 mg Ausbeute (68 %) erhalten.

C1H3NgOs  466.53 g/mol.

Smp. 103 °C.

R¢ 0.81 (Silicagel, 3:2 Dichlormethan/Aceton mit 1 % Triethylamin).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 1.36 (s, 9 H, CH3), 1.37 — 1.44 (m, 4 H, CH,),
1.46 (s, 9 H, CH3), 2.93. (q, *J(H,H) = 6.08 Hz, 2 H, CH,), 3.21 (q, *J(H,H)
=5.80 Hz, 2 H, CH,), 6.76 (d, *J(H,H) = 3.92 Hz, 1 H, CH), 6.78 (m, 1 H,
NH), 6.81 (d, *J(H,H) = 3.22 Hz, 1 H, CH), 8.29 (t, *J(H,H) = 5.56 Hz,
1 H, NH), 8.56 (s, 1 H, NH), 9.31 (s, 1 H, NH), 10.86 (brs, 1 H, NH),
11.26 (brs, 1 H, NH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-d) & 26.5, 27.0 (beide CH,), 27.8, 28.2 (beide CHs),
38.4, 39.6 (beide CH,), 77.3 (quat. C), 111.6, 113.7 (beide CH), 155.6,
158.4, 159.5 (alle quat. C).

FT-IR (KBr disk): v [em™] 3359 (m), 3279 (m), 2970 (m), 2930 (m), 1684 (s),
1625 (s), 1522 (s), 1456 (m), 1292 (s), 1239 (s), 1146 (s), 1040 (w), 841
(m), 755 (m).

HR-MS (pos. ESI): m/z: ber.: C,1H3sNgOs (M + H') 467.261, gef.: 467.261;
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8.5.9 Darstellung des di-Boc-geschiitzten Guanidinocarbonylpyrrol-
Biskations 95

®o.c / \__ 0 PyBOP, o / \ 0
i H HN. _NH T BOcHN NHZ% BocHN NH H HN. __NH
~ N T
@ n DCM/DMF
NHEt; NHBoc NHBoc
n=5
20 91 95

Das di-Boc-geschiitzte Guanidinocarbonylpyrrol-Ammonium-Biskation 95 wurde als

farbloser Feststoff in 356 mg Ausbeute (74 %) erhalten.

C»H3NgO¢  480.56 g/mol.

Smp. 92 °C.

Ry 0.82 (Silicagel, 3:2 Dichlormethan/Aceton mit 1 % Triethylamin).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & 1.27 (m, 2 H, CH,), 1.36 (s, 9 H, CH3), 1.39 (m,
2 H, CHy), 1.46 (s, 9H, CHs), 1.48 (m, 2 H, CH,), 2.89 (q, *J(H.H) =
6.20 Hz, 2 H, CH,), 3.20 (q, “J(H,H) = 6.08 Hz, 2 H, CH,), 6.74 (d,
*J(H,H) = 4.28 Hz, 1 H, CH), 6.76 (d, *J(H,H) = 3.80 Hz, 1 H, CH), 6.81
(brs, 1 H, NH), 8.27 (t, *J(H,H) = 5.04 Hz, 1 H, NH), 8.56 (brs, 1 H, NH),
9.31 (brs, 1 H, NH), 10.85 (brs, 1 H, NH), 11.17 (brs, 1 H, NH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-d¢) & 23.7 (CHy), 27.8, 28.2 (alle CHj3), 28.8, 29.2,
38.6, 39.7 (alle CH»), 77.3 (quat. C), 111.6 (CH), 155.6, 159.4, (beide quat.
O).

FT-IR (KBr disk): 7 [em™] 3005 (w), 2965 (w), 2930 (w), 2336 (m), 1689 (s),
1631 (s), 1525 (s), 1455 (m), 1366 (m), 1241 (s), 1146 (s), 843 (m), 757
(m).

HR-MS (pos. ESI): m/z: ber.: C2,H37NgOs (M + H') 481.277, gef.: 481.277.
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8.5.10 Darstellung des Lysin(Cbz)-Boc-geschiitzten Guanidinocarbonyl-
pyrrol-Biskations 96

0 H-L-Lys(Cbz)OMe- e} e}
@OZC /N\ Hydrochlorid /N\
H HN.__NH > CbzHN. _~_~ENH H HN___NH
@ PyBOP, NEt; :
20 96

Die Carbonsédure 20 (199 mg, 0.50 mmol, 1 eq) wurde zu einer Losung von PyBOP (520 mg,
1.00 mmol, 2 eq) und Triethylamin (139 pl, 1.00 mmol, 2 eq) in trockenem Dichlormethan
(15 ml) mit trockenem Dimethylformamid (2 ml) gegeben und fiir fiinfzehn Minuten gertihrt.
Die leicht gelbe Suspension wurde nun zu einer Losung von H-Lys(Cbz)OMe-Hydrochlorid
(331 mg, 1.00 mmol, 2eq) und Triethylamin (139 pl, 1.00 mmol, 2 eq) in trockenem
Dichlormethan (15 ml) mit trockenem Dimethylformamid (2 ml) langsam zugetropft und iiber
Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Das organische Losemittel wurde unter vermindertem
Druck abdestilliert und der erhaltene Riickstand mit Wasser (30 ml) and Diethylether (45 ml)
aufgenommen. Zur besseren Loslichkeit wurde Ultraschall eingesetzt. Die Phasen wurden
getrennt und die wéssrige Phase wurde mit Diethylether (fiinfmal 45 ml) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet und schlieBlich das
Losemittel unter vermindertem Druck abdestilliert. Die weitere Reinigung des Rohproduktes
wurde mittels Sadulenchromatographie (Silicagel, 3:2 Dichlormethan/Aceton mit 1 %
Triethylamin) durchgefiihrt, und man erhielt 246 mg der Verbindung 96 als farblosen
Feststoff (86 %).

Cy7H36NgOs  572.61 g/mol.

Smp. 89 °C.

R¢ 0.71 (Silicagel, 3:2 Dichlormethan/Aceton mit 1 % Triethylamin).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢) 6 1.30—1.48 (m, 4 H, CH,), 1.46 (s, 9 H, CHj3),
1.75 (m, 2 H, CH,), 2.99 (q, *J(H,H) = 6.16 Hz, 2 H, CH,), 3.64 (s, 3 H,
CH3), 4.38 (q, “J(H,H) = 5.56 Hz, 1 H, CH), 4.99 (s, 2 H, CH,), 6.84 (s,
2 H, CH), 7.23 (t, J(H,H) = 5.68 Hz, 1 H, NH), 7.29 — 7.37 (m, 5 H, CH),
8.58 (s, 1 H, NH), 8.59 (s, 1 H, NH), 9.37 (brs, 1 H, NH), 10.79 (brs, 1 H,
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NH), 11.31 (brs, 1 H, NH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg) & 22.9 (CH,), 27.7 (CHs), 28.9, 30.5, 40.0 (alle
CH,), 51.9 (CHs), 52.2 (CH), 65.1 (CHy), 112.9, 113.6 (beide CH), 127.7,
127.7, 128.3 (alle CH), 137.3, 156.1, 158.4, 159.7, 172.7 (alle quat. C).

FT-IR (KBr disk): # [em™] 3312 (m), 2869 (m), 2372 (w), 2307 (w), 1734 (m),
1693 (s), 1635 (m), 1540 (s), 1457 (w), 1302 (m), 1240 (s), 1147 (s), 841
(m), 754 (m).

HR-MS (pos. ESI): m/z: ber.: Co7H37NgOg (M + H") 573.267, gef.: 573.267.

8.5.11 Allgemeine Vorschrift zur Darstellung der Guanidiniocarbonyl-

pyrrol-Ammonium-Biskationen 79 bis 82

o) 7\ e 1. konz. HCI ') 7\ o)
N in MeOH/H,O ® N
BocHNy \NH H HN__NH P H,N{ JNH H HN@® NH,
<v)n 2. Lyophilisation @ﬁ @\r
NHBoc mit H,O Cl cl NH;
n=2-5 n=2-5
92 -95 79 - 82

Die Entschiitzung der Boc-Schutzgruppen wurde mit konzentrierter Salzsdure (2 ml) in
Methanol (10 ml) durchgefiihrt. Dazu wurden die di-Boc-geschiitzten Biskationen 92 - 95
(0.50 mmol) in Salzsdurelosung bei Raumtemperatur fiir zwei Stunden geriihrt. Nach
destillativer Entfernung des Losemittels unter vermindertem Druck wurde diese Prozedur
wiederholt. AnschlieBend wurde der Riickstand, ein meist an der Kolbeninnenwand klebender
durchsichtiger Film, zweimal mit Wasser (je 20 ml) lyophilisiert und man erhielt die
Guanidiniocarbonylpyrrol-Ammonium-Biskationen 79 - 82 als farblose Salze in Ausbeuten

von 95 % bis quantitativ.
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8.5.12 Darstellung des Guanidiniocarbonylpyrrol-Ammonium-Biskations

79
o) 7\ e 1. konz. HCI ') ]\ e
N in MeOH/H,O N
BocHNMNH H HN__NH > @/\/NH H HN@_NH,
h 2. Lyophilisation HsN o o
NHBoc mit H,O Cl ci- NH;
n=2

92 79

Das Guanidiniocarbonylpyrrol-Ammonium-Biskation 79 wurde als farbloser Feststoff in

81 mg Ausbeute (52 %) erhalten.

CoH;6C1,NgO, 311.17 g/mol.

Smp. > 210 °C (Zersetzung).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 2.98 (m, 2 H, CH,), 3.50 (q, *J(H,H) = 5.68 Hz,
2 H, CH,), 6.92 (d, *J(H,H) = 2.28 Hz, 1 H, CH), 7.06 (s, 1 H, NH), 7.56
(s, 1 H, CH), 8.06 (brs, 3 H, NH3), 8.48 (brs, 2 H, NH,), 8.67 (brs, 2 H,
NH,), 8.83 (t, *J(H,H) = 5.04 Hz, 1 H, NH), 12.10 (s, 1 H, NH), 12.35 (s,
1 H, NH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-d¢) 6 36.6, 38.5 (alle CHy), 112.7, 115.9 (beide CH),
125.5, 132.5, 155.6, 159.3, 159.7 (alle quat. C).

FT-IR (KBr disk): # [em™] 3336 (s), 3191 (s), 3005 (m), 1697 (s), 1656 (s), 1558
(s), 1478 (m), 1295 (s), 1257 (w), 1201 (w), 1067 (w), 812 (w), 759 (m),
665 (W).

HR-MS (pos. ESI): m/z: ber.: CoH1sNgO," (M + H") 239.125, gef.: 239.122;

ber.: CoH142NgNaO," (M + Na") 261.107, gef.: 261.107.
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8.5.13 Darstellung des Guanidiniocarbonylpyrrol-Ammonium-Biskations

80
1. konz. HCI 0 o)
2 /N\ © in MeOH/H,0 ® /N\
BocHN{ \NH H HN._NH ._. - HsN._~_NH H HN® NH,
<v)n \|// 2. Lyophilisation o o
NHBoc mit H,O Cl cl” NH;

n=3

93 80

Das Guanidiniocarbonylpyrrol-Ammonium-Biskation 80 wurde als farbloser Feststoff in

102 mg Ausbeute (63 %) erhalten.

C10H1sCLNgO, 325.19 g/mol.

Smp. > 250 °C (Zersetzung).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢): & 1.81 (quin, *J(H,H) = 6.84 Hz, *J(H,H) =
7.38 Hz, 2 H, CH,), 2.84 (quin, *J(H,H) = 5.56 Hz, *J(H,H) = 6.68 Hz,
2 H, CHy), 3.31 (t, *J(H,H) = 6.60 Hz, 2 H, CH,), 6.88 (dd, *J(H,H) =
4.04 Hz, “J(H,H) = 228 Hz, 1 H, CH), 7.54 (dd, *J(H,H) = 4.04 Hz,
*J(H,H) = 2.40 Hz, 1 H, CH), 7.94 (brs, 3 H, NH;), 8.48 (brs, 2 H, NH,),
8.66 (brs, 2 H, NH,), 8.73 (t, *J(H,H) = 5.62 Hz, 1 H, NH), 12.08 (s, | H,
NH), 12.36 (s, 1 H, NH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dg): & 27.3, 35.9, 36.8 (alle CH,), 112.5, 116.0 (beide
CH), 125.5, 132.7, 155.5, 159.3, 159.6 (alle quat. C).

FT-IR (KBr disk): 7 [em™] 3343 (s), 3164 (s), 2995 (m), 1698 (s), 1646 (s),
1560 (s), 1476 (m), 1287 (s), 1262 (w), 1199 (w), 1059 (w), 808 (w), 761
(m).

HR-MS (pos. ESI): m/z: ber.: C1oH17NgO," (M + H") 253.141, gef.: 253.140;

ber.: C1oH¢NgNaO, (M + Na") 275.123, gef.: 275.123.



Experimenteller Teil 221

8.5.14 Darstellung des Guanidiniocarbonylpyrrol-Ammonium-Biskations

81
1. konz. HCI o) o)
° /N\ = in MeOH/H,O /N\
BocHN () NH H HN._NH > O~ NH H HN@NH,
h 2. Lyophilisation 3 o o
NHBoc mit H,O Cl cl NH;
n=2-5
94 81

Das Guanidiniocarbonylpyrrol-Ammonium-Biskation 81 wurde als farbloser Feststoff in

120 mg Ausbeute (71 %) erhalten.

C11H2CLNgO; 339.22 g/mol.

Smp. > 250 °C (Zersetzung).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & 1.58 (m, 2 H, CH,), 2.79 (m, 2 H, CH>), 3.31 (q,
J(H,H) = 5.92 Hz, 2 H, CH,), 6.86 (dd, *J(H,H) = 4.04 Hz, *J(H,H) =
2.40 Hz, 1 H, CH), 7.56 (dd, *J(H,H) = 4.04 Hz, *J(H,H) = 2.40 Hz, 1 H,
CH), 7.92 (brs, 3 H, NH;), 8.50 (brs, 2 H, NH,), 8.62 (t, *J(H,H) =
5.62 Hz, 1 H, NH), 8.69 (brs, 2 H, NH,), 12.12 (s, 1 H, NH), 12.34 (s,

1 H, NH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dq): & 24.5, 26.0, 38.0, 38.5 (alle CH,), 112.4, 116.0
(beide CH), 125.3, 132.9, 155.6, 159.1, 159.6 (alle quat. C).

FT-IR (KBr disk): # [em™] 3327 (s), 3098 (s), 2931 (m), 1698 (s), 1655 (s),

1558 (s), 1476 (m), 1286 (s), 1256 (w), 1194 (w), 1063 (w), 853 (w), 751
(m), 605 (w).

HR-MS (pos. ESI): m/z: ber.: C;1H19NgO," (M + H") 267.156, gef.: 267.157;
ber.: C;;HsNgNaO," (M + Na") 289.138, gef.: 289.137.
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8.5.15 Darstellung des Guanidiniocarbonylpyrrol-Ammonium-Biskations

82
1. konz. HCI o 0
© /N\ o in MeOH/H,O ® /N\
BOCHNMNH H HN__NH > HyN _~_~_NH H HN@NH,
n \f 2. Lyophilisation o o
n=5
95 82

Das Guanidiniocarbonylpyrrol-Ammonium-Biskation 82 wurde als farbloser Feststoff in

131 mg Ausbeute (74 %) erhalten.

C12H2»CLNgO; 353.25 g/mol.

Smp. > 205 °C (Zersetzung).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 8 1.36 (m, 2 H, CH,), 1.51 - 1.60 (m, 4 H, 2 CH,),
2.76 (m, 2 H, CHy), 3.24 (q, *J(H,H) = 6.68 Hz, 2 H, CH,), 6.85 (dd,
J(HH) = 4.04 Hz, *J(H,H) = 2.40 Hz, 1 H, CH), 7.51 (dd, *J(H,H) =
4.04 Hz, *J(H,H) = 2.40 Hz, 1 H, CH), 7.83 (brs, 3 H, NH3), 8.44 (brs,
2 H, NH,), 8.50 (t, *J(H,H) = 5.50 Hz, 1 H, NH), 8.63 (brs, 2 H, NH,),
12.01 (s, 1 H, NH), 12.31 (s, 1 H, NH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dq): & 23.2, 26.6, 28.4, 38.4, 38.6 (alle CH,), 112.4,
115.9 (beide CH), 125.3, 132.9, 155.5, 159.0, 159.6 (alle quat. C).

FT-IR (KBr disk): 7 [em™] 3363 (s), 3047 (s), 2931 (m), 1697 (s), 1626 (s),
1561 (s), 1475 (m), 1286 (s), 1286 (s), 1199 (m), 1070 (w), 853 (w), 758
(m), 598 (m).

HR-MS (pos. ESI): m/z: ber.: C;oHy NgO," (M + H') 281.172, gef.: 281.173.
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8.5.16 Darstellung des Guanidiniocarbonylpyrrol-Ammonium-Biskations

83
1. H,, Pd/C
in MeOH
o} /A o} 2. konz. HCI o\ 0
in MeOH/H,O e N
CbZHNv\/\(S}NH H HN H:;,NW\S}NH H HN.@_NH,
3. Lyophilisation o @\r
COZMe NHBoc mit H,O cl COzMe cl” NH;
96 83

Zur Entschiitzung der Cbz-Gruppe mittels Hydrogenolyse wurde Verbindung 96 (115 mg,
0.20 mmol) in Methanol (20 ml) gelost und Pd/C (= 11.5mg, 10 %) zugegeben. Die
Reaktionsmischung wurde unter Wasserstoffatmosphére fiinf Stunden bei 40 °C stark gertihrt.
AnschlieBend wurde die Losung iiber Celite abfiltriert und mit Methanol (zweimal 10 ml)
nachgewaschen. Zur Entschiitzung der Boc-Schutzgruppe wurde zu dieser Ldsung
konzentrierte Salzsdure (2 ml) gegeben und bei Raumtemperatur fiir zwei Stunden geriihrt.
Nach destillativer Entfernung des Losemittels unter vermindertem Druck wurde die Boc-
Entschiitzung wiederholt. AnschlieBend wurde der an der Kolbeninnenwand klebende
durchsichtige Film zweimal mit Wasser (je 20 ml) lyophilisiert und man erhielt 45 mg des

Guanidiniocarbonylpyrrol-Ammonium-Biskations 83 als farbloses Salz (52 %).

C14H24CI,NgO4 411.28 g/mol.

Smp. > 190 °C (Zersetzung).

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & 1.43 (m, 2 H, CH,), 1.59 (m, 2 H, CH,), 1.79
(m, 2 H, CHy), 2,77 (q, *J(H,H) = 5.96 Hz, 2 H, CH,), 3.66 (s, 3 H, CH3),
441 (m, 1 H, CH), 6.93 (dd, *J(H,H) = 3.80 Hz, *J(H,H) = 2.24 Hz, 1 H,
CH), 7.58 (dd, *J(H,H) = 3.68 Hz, *J(H,H) = 2.16 Hz, 1 H, CH), 7.93 (brs,
3 H, NH3), 8.53 (brs, 2 H, NH,), 8.71 (brs, 2 H, NH,), 8.86 (d, *J(H,H) =
7.32 Hz, 1 H, NH), 12.15 (s, 1 H, NH), 12.49 (s, 1 H, NH).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds): & 22.5, 26.4, 30.1, 38.4 (alle CH,), 52.0 (CHs),
52.1 (CH), 113.5, 115.8 (beide CH), 125.8, 131.9, 155.5, 159.2, 159.7,
172.4 (alle quat. C).

FT-IR (KBr disk): # [em™] 3327 (s), 3147 (s), 2957 (m), 1699 (s), 1654 (s),
1556 (s), 1475 (m), 1292 (s), 1248 (s), 1225 (s), 1155 (w), 754 (m).

HR-MS (pos. EST) m/z: ber.: C14H23NcO4" (M + H") 339.178, gef.: 339.177.
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8.6 Bindungsstudien via UV- und Fluoreszenz-Messungen

Probenvorbereitung

Als Standard-Losemittelgemisch wurde 10 % DMSO in Wasser verwendet. Es wurde ein Bis-
Tris-Puffer (pKs = 6.4) in hochreinem Wasser verwendet. Die Pufferkonzentration betrug
5.10° mol/l, die Rezeptorkonzentration 7-10° mol/l und die Substratkonzentration
2107 mol/l. Die exakten Losungen wurden so hergestellt, indem auf eine eingewogene
Menge von Rezeptor bzw. Substrat die berechnete notwendige Menge Ldsemittel mittels
Mikroliter-Prézisions-Pipetten zugegeben wurde. Diese Methode ist genauer, als eine
bestimme Menge exakt (auf 10~ g) einzuwiegen und ein bestimmtes Volumen zuzugeben, da
hier die Volumenmessung eine hoéhere Genauigkeit als die Gewichtsbestimmung hat.
Rezeptor bzw. Substrat wurde zuerst in dem DMSO-Anteil des Losemittelgemisches geldst.
Der Wasser-Anteil, indem auch der Puffer gelost war, wurde anschlieBend bis auf 50 pl
zugegeben, um Spielraum zum Einstellen des pH-Wertes zu haben. Dieser wurde mittels 1 M
Salzsdurelosung bzw. 1 M Natronlauge auf pH 6.00 eingestellt. Danach wurde die Differenz
des Wasser-Anteils aufgefiillt.

Alle verwendeten Losemittel wurden vor dem Titrationsexperiment entgast, indem die bereits
gefiillten Kiivetten mit Ultraschall behandelt wurden. Dies war insbesondere bei Losemittel-
gemischen mit groflerem Anteil an Dimethylsulfoxid (DMSO fiir die Spektroskopie) not-

wendig, um storende Luftblasen zu entfernen.

UV-Messungen

Die Referenzzelle wurde mit dem gleichen Losemittel- und Puffergemisch befiillt wie die
Messzelle. Die Messkiivetten besitzen eine Schichtdicke von 1 cm und wurden mit 2 ml
Losung befiillt. Ein Kiivetten-Riihrfisch sorgte mit 850 U/min fiir Durchmischung. Der
Hohlraumabgleich geschah bei leerem Gerit. Die Messzelle wurde auf 25 °C temperiert. Die
Zugaben geschahen mittels Mikroliter-Prazisions-Pipetten (Tab. 12). Nach jeder Zugabe
wurde eine Minute gewartet, um die Gleichgewichtseinstellung ablaufen zu lassen, bevor die
Messung gestartet wurde. Von jedem Titrationsschritt wurde ein UV-Spektrum mit dem
Wellenlidngenbereich von 260 bis 340 nm in 0.5 nm Schritten und mit einer Messgeschwin-
digkeit von 400 nm/min und mittlerem Ansprechverhalten aufgenommen. Die Bandbreite

wurde auf L5.0 nm eingestellt. Vor der Spektrenaufnahme wurde eine Grundlinienkorrektur
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durchgefiihrt. Am Ende einer Titration wurde der pH-Wert iiberpriift, um Protonierungs-

reaktionen ausschlieflen zu konnen.

g, Ve VR R V) VO S aou
ul ul mol/I ul ul mol/I
0 2000 2000 7,00E-05 0 0 0 0,00
1 2010 2000 6,97E-05 10 10 9,95E-06 0,14
2 2020 2000 6,93E-05 10 20 1,98E-05 0,29
3 2030 2000 6,90E-05 10 30 2,96E-05 0,43
4 2040 2000 6,86E-05 10 40 3,92E-05 0,57
5 2050 2000 6,83E-05 10 50 4,88E-05 0,71
6 2060 2000 6,80E-05 10 60 5,83E-05 0,86
7 2070 2000 6,76E-05 10 70 6,76E-05 1,00
8 2080 2000 6,73E-05 10 80 7,69E-05 1,14
9 2090 2000 6,70E-05 10 90 8,61E-05 1,29
10 2100 2000 6,67E-05 10 100 9,52E-05 1,43
11 2110 2000 6,64E-05 10 110 1,04E-04 1,57
12 2120 2000 6,60E-05 10 120 1,13E-04 1,71
13 2130 2000 6,57E-05 10 130 1,22E-04 1,86
14 2140 2000 6,54E-05 10 140 1,31E-04 2,00
15 2175 2000 6,44E-05 35 175 1,61E-04 2,50
16 2210 2000 6,33E-05 35 210 1,90E-04 3,00
17 2245 2000 6,24E-05 35 245 2,18E-04 3,50
18 2280 2000 6,14E-05 35 280 2,46E-04 4,00
19 2315 2000 6,05E-05 35 315 2,72E-04 4,50
20 2350 2000 5,96E-05 35 350 2,98E-04 5,00
21 2420 2000 5,79E-05 70 420 3,47E-04 6,00
22 2490 2000 5,62E-05 70 490 3,94E-04 7,00
23 2560 2000 5,47E-05 70 560 4,38E-04 8,00
24 2630 2000 5,32E-05 70 630 4,79E-04 9,00
25 2700 2000 5,19E-05 70 700 5,19E-04 10,00
26 2770 2000 5,05E-05 70 770 5,56E-04 11,00
27 2840 2000 4,93E-05 70 840 5,92E-04 12,00
28 2910 2000 4,81E-05 70 910 6,25E-04 13,00
29 2980 2000 4,70E-05 70 980 6,58E-04 14,00
30 3050 2000 4,59E-05 70 1050 6,89E-04 15,00

Tab. 12  Titrationsschritte von UV-Messungen: R = Rezeptor, S = Substrat.

Die fiir die Auswertung der Titrationsexperimente nétigen molaren Extinktionskoeffizienten
wurde durch Messungen von Verdiinnungsreihen bestimmt. Auch konnte dadurch die
Gultigkeit des Lambert-Beerschen Gesetzes iiberpriift werden. Dazu wurden eine Rezeptor-
bzw. eine Substratlosung vorgelegt und mit Aliquoten des Ldsemittels (inklusive Puffer und

eingestelltem pH-Wert) unter identischen Versuchsbedingungen titriert. (Tab. 13)
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Lid. Viges. V(Rod.S) V(Lsm)  V(Lsm)ges. [R] [S]
ul ul ul ul mol/l mol/l
0 2000 2000 0 0 7,00E-05 2,00E-03
1 2100 2000 100 100 6,67E-05 1,90E-03
2 2200 2000 100 200 6,36E-05 1,82E-03
3 2300 2000 100 300 6,09E-05 1,74E-03
4 2400 2000 100 400 5,83E-05 1,67E-03
5 2500 2000 100 500 5,60E-05 1,60E-03
6 2600 2000 100 600 5,38E-05 1,54E-03
7 2700 2000 100 700 519E-05 1,48E-03
8 2800 2000 100 800 5,00E-05 1,43E-03
9 2900 2000 100 900 4,83E-05 1,38E-03
10 3000 2000 100 1000 4,67E-05 1,33E-03
11 3100 2000 100 1100 4,52E-05 1,29E-03
12 3200 2000 100 1200 4,38E-05 1,25E-03
13 3300 2000 100 1300 4,24E-05 1,21E-03
14 3400 2000 100 1400 4,12E-05 1,18E-03

Tab. 13  Titrationsschritte von UV-Verdiinnungsexperimenten: R = Rezeptor, S = Substrat.

Die Auswertung der Spektren wurde auf zwei Weisen durchgefiihrt. Zum einen mit Origin

Fluoreszenz-Messungen

Die Probenvorbereitung sowie die Durchfiihrung der Titrationen der Fluoreszenz-Messungen
sind analog der UV-Messungen. Lediglich die Einstellungen unterscheiden sich. Auch gibt es
bei Fluoreszenz-Messungen keine Referenzzelle. Es wurde eine synchrone Anregungsme-
thode verwendet, bei der die Fluoreszenz bei einer Wellenldngedifferenz von konstant 20 nm
zur Emission angeregt wurde. Es wurden dabei Fluoreszenz-Spektren von 250 bis 500 nm mit
einer Messgeschwindigkeit von 500 nm/min aufgenommen. Die Bandbreite flir die Extinktion
betrug 5 nm und fiir die Emission 3 nm. Das Emissionssignal wurde nach 0.2 s mit hoher

Sensitivitit gemessen.

8.7 Bindungsstudien via NMR-Messungen

Alle NMR-Bindungsstudien wurden mit dem Bruker Advance 400 MHz in Wasser-DMSOds-
Mischungen durchgefiihrt. Dazu wurden zwei Stammldsungen mit der gleichen Losemittelzu-
sammensetzung hergestellt: eine erhielt den Rezeptor in der Konzentration von 1.5 mmol/l

und wurde vorgelegt, die andere die Substratlosung in der Konzentration von 15 mmol/l, die
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zutitriert wurde. Von der vorgelegten Rezeptorlosung wurden die Shifts der Protonen
verfolgt, die durch die Komplexierung beeinflusst wurden. Aliquote des Substrates wurden
schrittweise zugegeben und jeweils ein 'H-NMR-Spektrum aufgenommen. Dabei wurde
letztendlich ein Uberschuss von 20 Aquivalenten Substrat erreicht, um sicher zu gehen, die
Sattigung erreicht zu haben.

Aufgrund des grolen Wasseranteils wurden die Messungen mittels Wasserunterdriickung bei
298 K durchgefiihrt. Dazu wurde vorher ein Standard-1H-NMR-Spektrum aufgenommen, um
den zu unterdriickenden Losemittelpeak des Wassers bei etwa 4.55 ppm zu ermitteln und den
D19-Wert berechnen zu kénnen (reziproker Losemittelpeak mal 1600).

Ausgewertet wurden dabei Protonen, die einerseits in allen Spektren zu sehen waren und
weiterhin einen Shift zeigten. Mit Hilfe nichtlinearer Regression des Programms Origin 7

konnte die Assoziationskonstante in M™' berechnet werden.

. Ve VR R VO VO S s
ul ul mol/l ul ul mol/l
0 600 600 1,50E-03 0 0 0 0,00
1 612 600 1,47E-03 12 12 2,94E-04 0,20
2 624 600 1,44E-03 12 24 5,77E-04 0,40
3 636 600 1,42E-03 12 36 8,49E-04 0,60
4 648 600 1,39E-03 12 48 1,11E-03 0,80
5 660 600 1,36E-03 12 60 1,36E-03 1,00
6 672 600 1,34E-03 12 72 1,61E-03 1,20
7 684 600 1,32E-03 12 84 1,84E-03 1,40
8 696 600 1,29E-03 12 96 2,07E-03 1,60
9 708 600 1,27E-03 12 108  2,29E-03 1,80
10 720 600 1,25E-03 12 120  2,50E-03 2,00
11 750 600 1,20E-03 30 150  3,00E-03 2,50
12 780 600 1,15E-03 30 180  3,46E-03 3,00
13 810 600 1,11E-03 30 210  3,89E-03 3,50
14 840 600 1,07E-03 30 240  4,29E-03 4,00
15 870 600 1,03E-03 30 270  4,66E-03 4,50
16 900 600 1,00E-03 30 300 5,00E-03 5,00
17 1050 600 8,57E-04 150 450 6,43E-03 7,50
18 1200 600 7,50E-04 150 600  7,50E-03 10,00
19 1350 600 6,67E-04 150 750  8,33E-03 12,50
20 1500 600 6,00E-04 150 900 9,00E-03 15,00

Tab. 14  Titrationsschritte von NMR-Messungen: R = Rezeptor, S = Substrat.
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8.8 Bindungsstudien via ITC-Messungen

Das ITC-System besteht aus zwei geldstiick-grolen identischen Zellen, die beide ein
Fassungsvolumen von 1,4514 ml besitzen und von der Umgebung isoliert sind. Die
isothermale Temperatur, bei denen die Experimente durchgefiihrt wurden, lag mit 25 °C etwa
um 5 bis 10 °C iiber der Umgebungstemperatur, um einen leicht kithlenden Warmefluss zu
gewihrleisten. Beide Zellen waren immer komplett gefiillt, die Referenzzelle mit hochreinem
Wasser und die Messzelle mit einer Rezeptorlosung im jeweiligen wissrigen Losemittelge-
misch. Die Substratlosung wurde in 10 bis 20fach hoherer Konzentration mittels einer Spritze
mit integrierter Riihreinheit schrittweise zugegeben. Die Riihrgeschwindigkeit wurde auf
372 U/min eingestellt, um eine gute Durchmischung und einheitliche Warmeiibertragung zu
gewdhrleisten. Die Referenzzelle wurde fortlaufend mit einer Temperaturdifferenz von 0.01 °©
iber der Temperatur des isolierenden Kiihlmantels geheizt. Dadurch lag immer eine konstante
Spannung mit einer eingestellten Referenz-Heiz-Leistung von 15 pCal/s an. Fiir ein typisches
Experiment wurden etwa 3 ml der Rezeptorlosung erst mittels Ultraschall und dann unter
Vakuum entgast. Die Messzelle wurde anschlieBend mit 1 ml dieser Losung gespilt und
anschlieBend komplett mit 1,4514 ml befiillt. Die Substratlosung wurde analog zur
Rezeptorlosung entgast. Die Spritze wurde mit 150 pl dieser Losung gespiilt und danach mit
ungefahr 250 ul befiillt. AnschlieBend wurde die Spritze dreimal automatisiert entleert und
wieder aufgezogen, um Lufteinschliisse zu vermeiden. Die Titration erfolgte automatisiert. Es
wurden 26 Titrationsschritte mit je 10.0 pl im Abstand von 230 s injiziert. Die Injektionsdauer
betrug 20 s und die die Anfangs-Verzogerung 60 s. Weitere Einstellungen waren ein hohes
Ansprechverhalten und schnelle Gleichgewichtseinstellung.

Fiir ein typisches Experiment wurden eine 0.2 mM Losung des Rezeptors und eine 2 mM
Losung des Substrates hergestellt. Die Herstellung der Losungen und Losemittelgemische
sowie die Einstellung der pH-Werte auf 6.00 wurden analog zu denen fiir UV-Messungen
durchgefiihrt. Ein Puffer wurde in der Regel nicht verwendet. Der Gesamtiiberschuss des

Substrates lag letztendlich bei ungefihr zwei Aquivalenten.
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a Ve VR) R V) VS IS pgu,
ml ml mol/l ul ul mol/l
0 1,4514 1,451 2,00E-04 0 0 0 0,00
1 1,4514 1,441 1,99E-04 10 10 1,38E-05 0,07
2 1,4514 1,431 1,96E-04 10 20 2,73E-05 0,14
3 1,4514 1,421 1,95E-04 10 30 4,09E-05 0,21
4 1,4514 1,411 1,93E-04 10 40 5,45E-05 0,28
5 1,4514 1,401 1,92E-04 10 50 6,81E-05 0,35
6 1,4514 1,391 1,91E-04 10 60 8,16E-05 0,43
7 1,4514 1,381 1,89E-04 10 70 9,52E-05 0,50
8 1,4514 1,371 1,88E-04 10 80 1,09E-04 0,58
9 1,4514 1,361 1,87E-04 10 90 1,22E-04 0,65
10 1,4514 1,351 1,86E-04 10 100 1,36E-04 0,73
11 1,4514 1,341 1,85E-04 10 110 1,50E-04 0,81
12 1,4514 1,331 1,83E-04 10 120 1,63E-04 0,89
13 1,4514 1,321 1,82E-04 10 130 1,77E-04 0,97
14 1,4514 1,311 1,81E-04 10 140 1,90E-04 1,05
15 1,4514 1,301 1,80E-04 10 150 2,04E-04 1,13
16 1,4514 1,291 1,79E-04 10 160 2,18E-04 1,22
17 1,4514 1,281 1,78E-04 10 170  2,31E-04 1,30
18 1,4514 1,271 1,77E-04 10 180 2,45E-04 1,39
19 1,4514 1,261 1,76E-04 10 190 2,58E-04 1,47
20 1,4514 1,251 1,75E-04 10 200 2,72E-04 1,56
21 1,4514 1,241 1,74E-04 10 210 2,86E-04 1,65
22 1,4514 1,231 1,72E-04 10 220 2,99E-04 1,73
23 1,4514 1,221 1,71E-04 10 230 3,13E-04 1,82
24 1,4514 1,211 1,70E-04 10 240  3,26E-04 1,91
25 1,4514 1,201 1,69E-04 10 250 3,40E-04 2,01
26 1,4514 1,1914 1,68E-04 10 260  3,53E-04 2,10

Tab. 15  Titrationsschritte von ITC-Messungen.

Um etwaige Wéirmeentwicklungen, die nicht durch die Komplexierung hervorgerufen
wurden, wie z. B. beim Verdiinnen sowohl der Stammldsung als auch der Rezeptorldsung,
wihrend der Titration zu ermitteln, wurden zwei Kontrollexperimente (Verdiinnungsexperi-
mente) unter identischen Versuchsbedingungen durchgefiihrt. Zum einen wurde Ldsemittel
mit ebenfalls eingestelltem pH-Wert zur vorgelegten Stammlosung titriert, wiahrend in einem
anderen Experiment die Rezeptorlésung zum Losemittel titriert wurde. Die erhaltenen
Wiérmeentwicklungen wurden anschlieBend vom eigentlichen Experiment korrigiert. Dabei
wurde die Warmeentwicklung aus dem Verdiinnungsexperiment der Rezeptorldsung linear als
Konstante subtrahiert, da hier nur eine sehr geringe und konstante Wirmeentwicklung
entstand. Im Gegensatz dazu wurde die Warmeentwicklung aus dem Verdiinnungsexperiment
der Substratlosung als Einzelwerte vom eigentlichen Experiment subtrahiert, da hier eine

starkere Warmeentwicklung auftrat, die im Laufe der Verdiinnung sigmuid abnahm.
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Zur Bestimmung der Assoziationskonstanten und der Komplexstochiometrie wurden die
Parameter unter Verwendung des Programms Origin 7 mit einem speziellen Zusatzprogramm
fiir ITC-Messungen an die korrigierten Warmemengen angepasst. Dabei wurde ein fiir die
Komplexierung entsprechenden Bindungsmodell gewéhlt und die detektierte Wérmemenge
gegen die Zeit aufgetragen. Die berechneten Reaktionsenthalpien wurden in cal - mol”, die

Entropien in cal - mol™ - K' und die Bindungskonstanten in M™' erhalten.
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9.2 Abkiirzungsverzeichnis

A Angstrom Kasgs Assoziations-, Bindungskonstante

Aquiv. Aquivalente Kbpiss Dissoziationskonstante

Abb. Abbildung L Liter

abs. absolutiert Leu Leucin (L)

Ala Alanin (A) Lsm Losemittel

Asp Asparaginséure (D) Lys Lysin (K)

Bis-Tris Bis-(2-hydroxyethyl)amino- M molar
tris(hydroxymethyl)methan) mbar  Millibar

Boc tert-Butyloxycarbonyl Me Methyl

Bn Benzyl mol Mol

°C Grad Celsius MS Massenspektrometrie

CBS Carboxylat-Bindungsstelle m/z Masse pro Ladung

Cbz Benzyloxycarbonyl m Meter

CIS complexation induced shift NMM  N-Methylmorpholin

Dns 5-Dimethylaminonaphtalen-1- NMR  Kernresonanzspektroskopie
sulfonyl PIDA  Jodbenzol-diacetat

DC Diinnschichtchromatographie Ph Phenyl

DCM  Dichlormethan Phe Phenylalanin (F)

DIAD Diisopropyldicarboxylat pKs Séurekonstante

DIC N, N-Diisopropylcarbodiimid ppm parts per million

DIPEA N, N-Diisopropylethylamin PyBOP Benzotriazol-(1-yloxy)-tripyrroli-

DMAP 4-(Dimethylamino)-pyridin dinophosphonium-hexafluoro-

DMF N, N’-Dimethylformamid phosphat

DMSO Dimethylsulfoxid quant.  quantitativ

EE Essigester R Rest

eq Aquivalent(e) R¢ Retentionsfaktor

Et Ethyl ] Sekunde

Fmoc  9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl Sdp. Siedepunkt

FT-IR  Fourier-Transformation- Ser Serin (S)
Infrarotspektroskopie Smp.  Schmelzpunkt

g Gramm Tab. Tabelle

ges. gesittigt t-Bu tert-Butyl

Glu Glutaminséure (E) Tf Triflourmethansolfonsdure

HCTU  5-Chloro-1-[bis(dimethylamino) TFA Trifluoressigsiure
methylene]-1H-benzotriazolium- THF Tetrahydrofuran
3-oxid-hexafluorophosphat TNP Trinitrophenol, Pikrinsdure

Hz Hertz Trp Tryptophan (W)

IR Infrarotspektroskopie Tyr Tyrosin (Y)

ITC Isothermale Titrationskalorimetrie uv Ultraviolett-Spektroskopie

J Joule Val Valin (V)

K Kelvin verd.  verdiinnt
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