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Einleitung

1 Einleitung

Der Begriff Kapsel leitet sich vom lateinischeapsaab und bedeutet ,Késtchen’ oder
,Behaltnis™ Im Ubertragenen Sinn versteht man darunter einemalBer, der durch seine
geschlossene Hiille einen im Inneren befindlichehalin vor der &auf3eren Umgebung
abschirmt.

Im alltaglichen Leben kennt man Kapseln in der @ritdnung von wenigen Millimetern bis
zu einigen Metern als Verabreichungsform von Medligaten, als Pflanzensamen

umkleidende Schutzhiillen oder als in der Raumfadmvendete Landefahrzeuge.

In der Welt des Mikrokosmos, im Bereich von wenigéfikrometern, findet man
kugelférmige Gebilde, sogenannte Liposome. Ahnligie Zellmembranen sind sie aus
Doppelschichten von amphiphilen Molektlen, in dexg® Phospholipiden wie Lecithin,
aufgebaut und weisen einen polaren Hohlraum aubi{dibng 1a)® Kiinstliche Liposome
werden unter anderem dazu verwendet, empfindlichkkstéffe wie Vitamine oder das
Coenzym Q10 in kosmetischen Hautpflegeprodukten Zensetzung zu schitzen, sowie

deren Eindringen in die Haut zu unterstiitZén.
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Abbildung 1:  a) Schema eines Liposoms, b) von Caso entwickelte Polymerkapsel.

Caruso verbesserte diese Idee des Wirkstofftratssgaodem er enzymbeladene Liposome in
Polymerkapseln einbettete und damit die VorteileldreSysteme verband (Abbildung 1b).
Das Polymer besitzt eine hohe Strukturstabiligitaber durchlassig fur kleine Molekile. Die
Struktur der Liposomen ist labiler, sie kapseln d¥irkstoff aber effektiv ein. Carusos

gemischtes System setzt seinen Inhalt unter Eimngkvon Detergenzien frei und soll als

Nanotransporter fir pharmazeutische Wirkstoffe et




Einleitung

Reduziert man die GroRenordnung weiter auf mehMgeometer, gelangt man in den
Bereich der molekularen Kapseln. Sie bestehen miden kafigartigen Molekilen oder
Aggregaten mehrerer Molekille und besitzen im Gegjengu Liposomen einen Hohlraum
definierter Form und Groéf3e, in den ein oder meh@estmolekile eingelagert werden
konnen.

Molekulare Kapseln kdnnen aus verschiedenen Gruuldaten aufgebaut sein.

Eine der ersten dieser Grundstrukturen wurde 1@68Simmons und Park beschrieben. lhre
tripodalen Diazabicycloalkylammoniumionen (Abbildu&a) lagern in wassrigen Lésungen
Chloridanionen eiff! Lehn et al. entwickelte daraufhin sogenannte @rygén, indem er
tertiazre Amine mit Polyethern zu dreidimensional®olekilen verschiedener Groéle
verknipfte  (Abbildung 2bY:® Diese Verbindungen sind strukturell mit den
zweidimensionalen Kronenethern verwandt und bildgmenso wie diese, Komplexe mit
Alkali- und Erdalkaliionen. Durch die Einfuhrung waveiteren Aminogruppen erhielt Lehn
einen Azacryptand, der in protonierter Form lineArgonen wie Azid in seinem Hohlraum
bindet (Abbildung 2c}” Noch heute verwenden viele Gruppen wie z.B. Bowifemes und
Garcia-Esparfia die tripodale auf Tris(2-aminoethyijabasierende tren-Einheit zum Aufbau

kafigartiger Strukturen zur Bindung von Anionéh**
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Abbildung 2:  a) Erster Chloridrezeptor von Simmonsund Park, b) Cryptand und c) Azacryptand von
Lehn.

Eine weitere beliebte Untereinheit fir den Aufbaanurigonalen Kapseln sind mehrfach
substituierte Benzolderivate. Durch dreifache Vieckung der aromatischen Ringe erhalt
man die in Abbildung 3 gezeigten Cycloph&ig®

o]

HN
HN -0

2 HN~—'N—cH,
HsC—N S
g HN N—CH,

HN 0]
HN

\
o
Abbildung 3:  Beispiele fir molekulare Kapseln mit G/clophanstruktur.
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Einleitung

Verbindet man nicht nur zwei, sondern vier geeigsebstituierte Benzoluntereinheiten
miteinander, bilden sich nahezu sphéarische Molekiiteeinem tetraedrischen Hohlraum, bei

dem in jeder Ecke eine aromatische Untereinhéeliegen kommt.

Abbildung 4:  Sphérische Molekile von a) Chambron,b) Azumaya.

In ESI-MS Studien wurde von Chambron gezeigt, dd&s in Abbildung 4a dargestellte
spharische Molekll Ammoniumionen gegenuber den iétaeh Kaliumionen bevorzugt
bindet” Die chirale Verbindung von Azumaya (Abbildung 4w)rde nicht auf ihre
Komplexierungseigenschaften untersucht. Sie klisiit jedoch in kanalférmigen

Netzwerken, die eine Verwendung als Clathrat erinbgh konntert:?!

Eine weitere groRe Gruppe molekularer Kapseln tleisgcch von schalenférmig

vororganisierten Strukturen &8 Basierend auf derC,-symmetrischen Resorcarenen
(Abbildung 5a) entwickelte Cram schon frih molekelaContainer, indem er durch
Verbrickung zweier benachbarter OH-Gruppen des rmRasmgrundgerists rigide
Cavitanden mit strukturell definiertem Hohlraum dtelite und zwei dieser Schalen in einem

weiteren Schritt (iber passende Linker verband (bbg 5b)*!

Abbildung 5:  a) Resorcaren, b) aus zwei Resorcareimheiten aufgebauter Carcerand.




Einleitung

Einige dieser molekularen Kapseln schlossen eiggeia Gastmolekile so kompakt von
allen Seiten ein, dass diese irreversibel komptexiad selbst bei hbheren Temperaturen
nicht freigesetzt wurden. Cram bezeichnete demartfgrbindungen als Carceranden. Bei
Komplexen von Carceranden, sogenannten Carceplaress demnach der Gast schon
wahrend der Synthese der Kapsel in den Hohlrauge&gert werden. Hemicarceranden sind
im Gegensatz dazu Verbindungen, die bei Raumtermyesdabile isolierbare Komplexe
bilden, aber einen Gastaustausch bei hoheren Tatnpen erlaubelR? Sie enthalten oft ein
definiertes Portal, durch das der Austausch erf@gi Crams Verbindungen ist dies durch
eine unvollstandige Verbriickung der beiden Caviéandegebelf? Aufgrund der hohen
Rigiditat der Hemicarceranden und der geringen &rd@r Offnungen wird eine hohe
Aktivierungsenergie zur Komplexierung und Dekompexng bendtigt. Diese sterische
Hinderung wird auctconstrictive bindinggenannt und ist Ursache fir die hohe kinetische
Stabilitat der Hemicarceplexe.

Einen &hnlichen Aufbau wie Crams Carceranden lesiiz Gruppe der Cryptophane
(Abbildung 6). Sie bestehen aus zwei Uber drei Beiic verbundene Einheiten von
Tribenzop,d,dcyclononatried®® Collet entwickelte in den frihen 80er Jahren mit
Cryptophan A den ersten Vertret&}. Cryptophane werden noch heute unter anderem von
Dutasta auf ihre Fahigkeit zur Bindung neutraledékile, wie Edelgase, untersuédit.

SO0 i T
598 8% 90

Y Y, Y X Y X
S R2 R2 i R2 Y * HGCOSO §OCts
allgemeines Schema eines Grundbaustein Cryptophan A
Cryptophans Tribenzop,d,dcyclononatrien

Abbildung 6:  Cryptophane: Collet entwickelte 1981 asgehend von Tribenzo[a,d,g]cyclononatrien den
ersten Vertreter Cryptophan A.

Auch Calix[4]arene sind geeignete Ausgangsverbigdanfir molekulare Kapseln. lhr
Gerust ist zwar flexibel und kann verschiedene anftionen einnehmen. Durch geeignete
Modifikation der Reste kann die in Abbildung 7a e@egte schalenférmigecone-
Konformation jedoch stabilisiert werden. Die Vertking zweier gegenuberliegender
Aromaten mit Alkyl- oder Ethylenglykolketten fiihrte: ersten kafigartigen Struktur&f.




Einleitung

Nicht alle containerformigen Molekile sind jedoclusaeinem vollstdndig kovalent
verknupften dreidimensionalen Netzwerk aufgebast.eKistieren ebenso Strukturen, deren
Untereinheiten durch nichtkovalente schwache Waédelrd®ingen zusammengehalten
werden. Rebek et al. und insbesondere Bohmer tuibgien verschiedene Calix[4]arene am
upper-rim genannten weiteren Rand des Makrocyclus mit Haffigstippen, worauf zwei
dieser Molekile spontan dimerisierten  (Abbildung ).76*? Die beiden
Calixarenuntereinheiten werden dabei durch inteefndhre Wasserstoffbriicken zwischen

den Harnstoffgruppen zusammengehalten.

I /
OR OR QR RO

b)

Abbildung 7:  a) Calix[4]aren in cone — Konformation, b) mit Harnstoff substituierte Calix[4]arene
dimerisieren in Losung.

Wasserstoffbriicken sind in natirlichen selbstoigjarenden Systemen wie Enzymen oder
der DNA weit verbreiteB” Rebek et al. war jedoch 1993 der erste, der sieBidung
dreidimensionaler synthetischer Kapseln einsét4t&eitdem entwickelte er ausgehend von
Glycolurilen, Calixarenen oder Resorcinarenen affedzahl vorwiegend dimerer Kapseln,
fur die z.B. die Bezeichnungen Tennisball, Softlmaler Football in der Literatur zu finden
sind®*? In Abbildung 8 sind zwei Vertreter seiner Kapselrgestellt, deren Monomere

sowohl acyclisch als auch cyclisch sein kdnnen.

Abbildung 8:  a) Softball und b) zylindrische Kapsévon Rebek.
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Einleitung

Die beiden Cavitandenuntereinheiten in Abbildungv@trden von 16 Wasserstoffbriicken
zwischen den beiden Randern zusammengehalten. aer besitzt einen hydrophoben
Hohlraum, der ideal fur die Komplexierung von urggeh Kohlenwasserstoffen ist. Das
langste eingeschlossene AlkarTetradecan, nimmt dabei eine helikale Konformatioff®!
Neben den gerichteten starken Wechselwirkungen, Wiesserstoffbricken, kdnnen auch
ungerichtete hydrophobe Wechselwirkungen die Biidumon molekularen Kapseln
induzierer® Der von Gibb verwendete Cavitand (Abbildung 9) eliisiert beispielsweise
nur in wassriger Loésung bei Anwesenheit unpolarast@olekile aufgrund von hydrophoben
Effektenl*!
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Abbildung 9:  Cavitand von Gibb.

Eine weitere Mdoglichkeit zum Aufbau von molekulare@ontainern bietet die
Metallkoordination. Diese ist in vielen Fallen resieel und bei geeigneter Wahl der
Koordinationsgeometrie des Metallions sowie GroRd Eorm der Liganden kénnen durch
Selbstorganisation verschiedenste Strukturen hilgeserden. Bedeutende Vertreter sind
die Kafige von Fujita, Raymond und Stang (Abbildurgy28: 7]

M _|12+

M M=Ga® Fe™ ele

" h LN "
M= 'Pd‘l [{N:%‘_ .;N'Pd‘_ [n:ngt':- b)

Abbildung 10: Koordinationskafige von a) Fujita und b) Raymond.




Einleitung

Neben den bereits erwdhnten, gibt es noch eineeReibiterer Bausteine, aus denen
molekulare Kapseln aufgebaut sein kbnnen. So wusatemfalls Calixpyrrole, Porphyrine,
Kronenether oder gemischte Verbindungen mit veestgien Untereinheiten eingesétt.
Durch die kovalente sowie nichtkovalente Verknigfwon mehr als zwei Cavitanden erhéalt
man molekulare Container mit groReren Hohlraumennahrere Gaste einschliel3en kdnnen.
In der Literatur sind vor allem Tetramere, Hexamerd Octamere bekantif:*°!

Aufgrund der Fahigkeit, Gastmolekile in ihren Hahim einlagern zu kodnnen, finden
Kapseln Anwendung als synthetische Rezeptoren. @dtnveisen sie, wie z.B. die Systeme
von Cram, Rebek oder Gibb, einen unpolaren Hohlraumund eignen sich daher besonders
zur Bindung von unpolaren Gasten tber hydrophobehdswirkungen. Durch die definierte
GroRe und Form des unflexiblen Hohlraums wird emg@wisse Selektivitdt bei der
Einlagerung erreicht.

Ein nach diesem Prinzip funktionierender Vertresr der wasserlosliche Rezeptor von
Rudkevich. Er kann mit seinem unpolaren Innerenzhkeftige Kohlenwasserstoffe aus
Wasser extrahieren und zeigt dabei eine hohe 3atékifiir Butan gegentber den niederen
Homologen Methan, Ethan und Propan (Abbildung ¥14).

VS

4y CHa e, T
i i N 0. Py NH HN. TN .0
e Ok . = =
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Abbildung 11: a) Rezeptor von Rudkevich und b) Bifiorid-Rezeptor von Bowman-Jones.

b)

Polare und geladene Gaste wie Kationen und Aniomenden hingegen in polaren
Hohlraumen Uber attraktive Wechselwirkungen wie $éestoffbricken, lon-Dipol- oder lon-
lon-Wechselwirkungen komplexiert. So bindet der &xar von Bowman-James (Abbildung
11b) ein Bifluoridanion HE mit hoher Affinitat Gber vier von Amidprotonen dlelete
Wasserstoffbriicken, wie anhand der Kristallstrukezeigt werden konnt&’

Bei der Analyse der Rezeptoreigenschaften ist esBedeutung, dass Gastkomplexierung
und -dekomplexierung reversibel sind und mit agsrender Geschwindigkeit ablaufen, um

die thermodynamischen Parameter bestimmen zu kénnen




Einleitung

Bei kinetisch stabilisierten Komplexen, wie den Heanceranden, laufen diese
Austauschprozesse deutlich langsamer ab, sei ekovaient verkntpften Kapseln durch
Portale geringer GroRe, oder bei dimeren Kapselrchdeine starke Wechselwirkung
zwischen den beiden Halbschalen. Dadurch besitaienKomplexe eine relativ lange
Lebensdauer, die in GréRenordnungen von Sekunégenli kan? Dieses constrictive
binding das nicht unbedingt mit einer hohen Affinitat dééste zum Hohlraum des
Containers einhergeht, fuhrt zu einer Reihe waiteiateressanter Effekte und
Anwendungsmaglichkeitela? 35 36 431

Die Kapsel, welche die Gaste umschliel3t, beeirfludgrch die Abschirmung vom
umgebenden Ldsungsmittel signifikant deren RedkitiviAuf diese Weise kdnnen zum
Beispiel hochreaktive Intermediate stabilisiert wndtersucht werden, die in freier Losung
sofort abreagieren wirden. Einige Beispiele sindbbildung 12 gezeigt.

Cram et al. erzeugte ausgehend wwiPyron in einem Hemicarcerand photochemisch
Cyclobutadiert*”! welches in der Chemie fiir die Theorie der Aronititizine entscheidende
Bedeutung hat und vorher nur in Matrix bei tiefeemperaturen generiert werden konnte.
Auch das reaktive Didehydrobenzol konnte als Heroggaex hergestellt und untersucht
werden®® Ebenso gelang Raymond et al. die Synthese vonrsginelminiumionen in

wassriger Losung in Gegenwart der in Abbildung g6beigten Kapsét®

[T ® (o

Cyclobutadien Didehydrobenzol Iminiumion

Abbildung 12: In Kapseln stabilisierte reaktive Verbindungen.

Werden mehrere Gaste gleichzeitig in einer Kaps®eleschlossen, so kommen sich diese
durch die geringe GroRRe des Hohlraumes sehr nathénaimen durch die lange Lebensdauer
des Komplexes im Inneren ausreichend Zeit, miteleaau wechselwirken oder zu reagieren.
Durch die definierte Mikroumgebung erfolgt aufgruhder eingeschrankten Orientierung im
Hohlraum eine Praorganisation der Reaktanden,deradukten mit ungewdhnlicher Regio-
oder Stereoselektivitat fuhrt. Rebek und Chen &driebei der 1,3-dipolaren Cycloaddition
von Phenylazid und Phenylacetylen in einer zylschien dimeren Kapsel (siehe Abbildung
8b) nach einigen Tagen als Produkt ausschlieRla 4-Triazol (Abbildung 13§” Die
hohe effektive Konzentration der Reaktanden inKigysel fiihrte dabei zu einer erheblichen
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Einleitung

Beschleunigung der Reaktion, die ansonsten mitr difa#bwertszeit von mehreren Jahren
eine Mischung von 1,4- und 1,5-Regioisomeren ltefer

5=

Abbildung 13: Durch Nanoreaktor beschleunigte regiselektive 1,3-dipolare Cycloaddition.

In dieser Funktion werden molekulare Kapseln aushNanoreaktoren bezeichnet. In den
letzten Jahren lag das Interesse dabei vor allem nlwhtkovalent stabilisierten, aus
selbstorganisierenden Bausteinen aufgebauten Sgste®me sind einfacher zu synthetisieren
und erlauben im Allgemeinen einen besseren Gasizt, was insbesondere bei der
Bildung héhermolekularer Produkte notwendig ist, dlase ansonsten irreversibel in der
Kapsel gebunden waren und Carceplexe bilden wirden.

Neben der Katalyse durch die Erhdhung der effektivéonzentration, besteht die
Moglichkeit, ein reaktives Zentrum in die Kapsah&ibauen oder einzulagern. Raymond et
al. verkapselten den Ubergangsmetallkomplex [Cp*BMMe)(C.H.)]" (Abbildung 14),
wonach dieser C-H Bindungen von Aldehyden und HEthait vorher nicht beobachteter
Selektivitat aktivierté?® Die Reaktion fand dabei in der Kapsel statt, dagre Edukte,
welche nicht ins Innere gelangen kdnnen, nicht waige wurden. Diese Umsetzung verlauft

allerdings stéchiometrisch und nicht katalytisch.

Ga®* —I T

Me

N
ea Mespf //

Ga¥*

Ga¥t

Abbildung 14: Verkapselter Iridiumkomplex.

Zu guter Letzt besitzen molekulare Kapseln einehehoStellenwert in der bioorganischen
Chemie. Durch ihre Ahnlichkeit zu natiirlichen Sysém, wie Rezeptoren und Enzymen,

ermoglichen sie die Untersuchung biochemischer &uogg in synthetischen Analoga. Beide




Einleitung

bieten dem desolvatisierten Substrat in ihrem Hualmir eine definierte Mikroumgebung, die
fiir Selektivitat und Effizienz katalysierter Reakten von entscheidender Bedeutun§fst

Unter den Begriff ,molekulare Kapsel“ fallen alsme Vielzahl verschiedenster Strukturen,
die aufgrund ihrer ungewdhnlichen Eigenschaftere dem Aufspannen eines strukturell
definierten Hohlraums, der Einlagerung von GastateruAbschirmung vom umgebenden
Losungsmittel und der Bildung kinetisch stabilisger Komplexe interessante
Anwendungsmaoglichkeiten in Rezeptorentwicklung,afyie und Bioorganik bieten.

Diese Aspekte inspirierten mich, ausgehend von idemler Gruppe von S. Kubik als

Anionenrezeptoren entwickelten Cyclopeptiden, nagmmolekulare Kapseln zu entwickeln.

10
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2 Stand der Forschung

2.1 Strategien in der Kapselsynthese

In der Arbeitsgruppe von S. Kubik wurde 2001, inigpf durch Arbeiten von Ishida et &)
das in Abbildung 15 dargestellte cyclische Hexaeftals lonenrezeptor entwickelt. Es
besteht aus alternierenderProlin- und Aminopicolinsaureeinheiten, deren degicyclische
Struktur eine Einschrankung der Ringflexibilitat woekt. Aufgrund elektronischer
Wechselwirkungen zwischen den Stickstoffatomen Eiidinringe und der benachbarten
Amid-NH-Gruppen liegt 1 bevorzugt in einer Konformation vor, in der dieeidr
Amidprotonen ins Ringinnere weis€fi. Uber diese komplexieft in DMSO Anionen unter

Bildung von 1:1 Komplexen.

(Le
¥R
SR

Abbildung 15: Struktur von Cyclohexapeptid 1 (links); Kristallstruktur des 2:1 Komplexes von 1 mit
lodid (rechts).

1

In wassrigen Losungsmittelgemischen bildetit anorganischen Anionen, wie Sulfat oder
lodid, dagegen 2:1 Komplexe, indem es das jeweiig®on in einen Hohlraum zwischen
zwei Cyclopeptidringen einlagert. Das Anion bindabei Uber sechs Wasserstoffbriicken an
die in den Hohlraum weisenden NH-Protonen (in Adiloilg 15 griin gestrichelt dargestellt).
Die beiden Cyclopeptide nahern sich dabei auf wamrWdaals-Abstand an, greifen
Zahnradern gleich ineinander und schirmen so dést&odig desolvatisierte Anion ab. Es
handelt sich hier um eines der ersten neutralete®ygs das Anionen in stark kompetitiven
wassrigen Losungen komplexieren kann. Die fur wgsskésungsmittel aulergewdhnlich

hohe Komplexstabilitdt wird auf hydrophobe Effekigischen den Prolinringen der beiden

11



Stand der Forschung

Cyclopeptidringe in dem 2:1 Komplex zurtickgefutDarauf weist die im Gegensatz zur
Bindungskonstantk; des 1:1 Komplexes bedeutend hohere Bindungskdestan bei
Bildung des 2:1 Sandwichkomplexes k>

Gestutzt wird diese Erklarung durch die Eigens@maftvon Cyclopeptid2, das drei
Hydroxyprolineinheiten besitzt (Abbildung 16) uneh iwéassrigen Losungsmitteln 1:1
Komplexe mit Anionen bildet. Ursache hierfur istrmitlich die im Vergleich zd héhere
Energie, die zur Desolvatisierung der polareren rbiygprolineinheiten notwendig ist,
wodurch die Bildung eines zu den Sandwichkomplexem 1 analogen Komplexes
energetisch benachteiligt ist. Zusatzlich wirde einem Sandwichkomplex vo2 eine

sterische Abstol3ung zwischen den Hydroxygruppetbeielen Cyclopeptidringe auftreten.

HO
5 o (N’\J\“O\H
Q N <-N N/\ T
NH HN o
A @ OEN /(NQ,NH
HN o 4
19 77 o
o) N N = X
. ?N N—<&
" NH
‘OH o
N N ﬁlo
N__-NA "0 C\&\ N, O
HO 0 | 07 N—Ns—5 N
X H H
2 3a X=C4H8

Abbildung 16: Cyclopeptid mit drei Hydroxyprolinein heiten 2 (links); einfach verbrucktes
Bis(cyclopeptid) 3a mit Adipinsdurelinker (rechts).

Bald nach dieser Entdeckung wurde das erste Bisfogptid) 3a entwickelt, in dem zwei

Cyclopeptide mit einem geeigneten Linker, in dieséatl Adipinsdure, verbrickt wurden
(Abbildung 16)®? Der Linker dient der Vororganisation der beiderciGgeptideinheiten und

der entropischen Beglinstigung des Sandwichkomplexes

In dem betreffenden Rezeptor beteiligen sich beéyelopeptidringe kooperativ an der
Anionenbindung. Aufgrund der strukturellen Analoder 1:1 Komplexe voBa, in denen ein

Anion wie eine Perle zwischen den beiden halbsdifidmigen Cyclopeptideinheiten
gebunden wird, wurde diese Verbindung treffendesareis molekulare Auster bezeichfigt.

Das strukturelle Design voBa basierte auf Molecular Modeling Studien, die zigtdass

12
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sich die 4-Positionen der Prolinringe insbesondéredie kovalente Verbriickung eignen,
wobei vorzugsweise 4-substituierte Prolinderivateit neiner SKonfiguration am
Substitutionsort verwendet werden sollten. Diesdiiterivate sind auf einfache Weise aus
dem natirlichen R-Hydroxyprolin durch Substitution der Hydroxygrupp@ater Inversion
(nach vorheriger Uberfiihrung in eine Abgangsgrum)nglich. &Aminoprolin besitzt in
diesem Zusammenhang den Vorteil, dass die Aminggrumter den Standardbedingungen
von Peptidkupplungsreaktionen mit geeigneten Cadoren umgesetzt werden kann.
Adipinsaure als Linker hat die geeignete Lange Hiedtibilitét, um die kooperative Wirkung
zweier daran gebundener Cyclopeptideinheiten in damrionenkomplexierung zu
ermoglichen.

Wie erwartet Ubersteigt die Effizienz, mit d& Anionen bindet, aufgrund des Wechsels der
Komplexstochiometrie, die vonl signifikant. In folgenden Untersuchungen wurde
systematisch der Einfluss der Linkerstruktur aufe dBindungseigenschaften solcher
Bis(cyclopeptide) untersucht. Hierbei kamen zumeeinBis(cyclopeptid)derivate zum
Einsatz, in denen zwei Cyclopeptide mit einelS-AMminoprolinuntereinheit mit
Dicarbonsauren unterschiedlicher Struktur und Biéiét verbunden wurden (Abbildung
17).

3a 3b 3c 3d
3e

Abbildung 17: Beispiele fir im einfach verbriicktenBis(cyclopeptid) 3 eingesetzte Linker.

Es zeigte sich, dass die Struktur der Linker zwareththalpischen und entropischen Beitrage
zur Anionenbindung der jeweiligen Bis(cyclopeptidgignifikant beeinflusst, dass aber
aufgrund von Enthalpie/Entropie-Kompensation diadBingsaffinitat bei Veranderung der
Linkerstruktur insgesamt nur in relativ kleinen 8ehen (ca. eine Grof3enordnung)

variiert % 54

Fur die Optimierung der Linkerstruktur wurde basrel auf einer anderen

Bis(cyclopeptid)struktur auch die dynamische korabanische Chemie eingesetzt, die die

13
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bisher effizientesten Anionenrezeptoren lieferte. diesem Zusammenhang untersuchte
Carsten Reyheller im Rahmen seiner Dissertatioarmusen mit Zaida Rodriguez-Docampo
in Cambridge auch den Einfluss der Anzahl der Lirtef die Bindungseigenschaftefl. Es
zeigte sich, dass Bis(cyclopeptide) mit zwei Linkeler in Abbildung 18 gezeigten Struktur
vermutlich aufgrund der besseren Vororganisationelgich stabilere Anionenkomplexe
bilden als einfach verbriickte Analoga.

. NH
=_-N N=<_"
NH e)
= s
S N KQ/ S
s F—eNy—NHS0
\ Q7 W o
X NH \K@ X
/ N NH
o) Y o
gy
. N S
S S \>\NH Ne—<G - s

Abbildung 18: Allgemeine Struktur eines zweifach ller Disulfide verbriickten Bis(cyclopeptids).

Ausgehend von diesen Erfahrungen im Rezeptordesigmickelte sich ein grof3es Interesse
an einem symmetrischen, mit drei Linkern verbrlckBis(cyclopeptid), idealerweise dem
direkten Analogon vorBa. Diese molekulare Kapsel konnte durch ihre rigBeuktur
verbesserte Anionenaffinitaten und -selektivitdt@anVergleich zu dem einfach verbrickten
Rezeptor aufweisen oder Anionen sogar permanehtem Hohlraum einschliel3en.

Die Synthese von komplexen dreidimensionalen Sitrekt, wie einer molekularen Kapsel, ist
jedoch normalerweise nicht trivial. So fuhrt die 8gtzung der fir den Aufbau notwendigen
polyvalenten Vorstufen meist zu einer Mischung eeisdener Produkte, darunter auch
dreidimensional vernetzter Oligomere und Polymarel das gewunschte Produkt fallt unter
Umstanden nur in geringen Mengen an. Dabei wird Rleluktverhaltnis unter anderem
durch die Konzentrationen der Vorstufen beeinfludst hoher die Eduktkonzentration ist,

desto mehr héhermolekulare Nebenprodukte entstehen.

14
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In der Vergangenheit wurden allerdings eine Re#istungsfahiger Synthesestrategien fur
Containermolekile  entwickelt.  Dabei  unterscheidet anm zwei  prinzipielle
Herangehensweisen:

Die erste Herangehensweise ist die Synthese ur@anodynamischer Kontrolle.

Diese Strategie basiert auf der Verwendung vonrsgslen Reaktionen, die zur Bildung des
gewinschten Produkts verwendet werden. Als Konsegubefinden sich alle im
Reaktionsgemisch vorhandenen Komponenten, sowohktEdals auch oligomerisierte und
polymerisierte Produkte sowie Reagenzien, nach reigewissen Zeit in einem
thermodynamischen Gleichgewicht. Dieses ist scheahain Abbildung 19a am Beispiel der
Synthese einer Kapsel dargestellt.

a

<+—
Produkt £ S
a) Gleichgewicht zwischen mono-, di- b) Stabilisierung einer Kompo-
und polymeren Komponenten nente durch Templateffekt

Abbildung 19: Synthese einer Kapsel unter thermodyamischer Kontrolle.

Fur die Lage des Gleichgewichts ist die thermodysene Stabilitat aller in der
Reaktionsmischung enthaltener Komponenten wictibg. das Gesamtsystem dazu strebt,
seine freie EnthalpiAG zu minimieren, hangt die Produktverteilung dire&h der Stabilitat
der entstehenden Produkte ab. Im Idealfall haretekich bei dem gewiinschten Produkt (in
Abbildung 19 als B bezeichnet) um die stabilsteb#etung, wodurch es als Hauptprodukt
gebildet wird. Das Reaktionsprofil einer solcheralk®n ist in Abbildung 20a dargestellt.
Falls im Gleichgewicht eine Mischung von Produkémlicher Stabilitat vorliegt oder das
Hauptprodukt nicht dem Zielprodukt entspricht, mmsmn durch dul3ere Einflisse gezielt das
Gleichgewicht zugunsten der gewiinschten Verbinduergchieben. Reversible Reaktionen
bieten die Mdglichkeit, die Produktverteilung dur&bl3ere Einflisse zu verandern. So sind
reversible Reaktionen im Allgemeinen sensitiv gédpem pH-, Temperatur-, Druck-,
Losungsmittel- und Konzentrationsanderungen, soeieZugabe von Templatét!
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a) A

Energie

Edukte

Produkt A

Produkt B

Reaktionskoordinate

b) 4

Energie

Edukte

Produkt A \

Produkt B Templat

Reaktionskoordinate

Abbildung 20: Thermodynamische Reaktionskontrolle: Energiediagramm a) ohne b) mit Templat-
effekt. Die Energie von Produkt B wird durch Bildung eines Komplexes mit dem Templat
verringert.

Der Templateffekt kann angewendet werden, wenn &se Komponenten, hier die
gewiinschte Verbindung B, mit dem Templat wechs&lwin diesem Fall bildet sich bei
Zugabe des Templats der entsprechende KomplexrBmplat. Verbindung B wird also dem
Gleichgewicht entzogen und muss gemal3 dem Prirarip_e Chatelier nachgebildet werden.
Das Gleichgewicht verschiebt sich auf diese Weisgumsten des gewilnschten Produkts
(Abbildung 20b).

Diese Vorgehensweise setzt allerdings voraus, d#ies zum Aufbau der Produkte
notwendigen reversiblen Reaktionen mit den fur night-kovalente Wechselwirkung mit
dem Templat erforderlichen funktionellen Gruppermkatibel sind. Ferner missen die
Reaktionen schnell genug ablaufen, um eine Einstgldes Gleichgewichts in akzeptabler

Zeit zu gewahrleisten. Es mussen milde Reaktionsgadgen herrschen, da der
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Templateffekt auf nichtkovalenten Wechselwirkundgenuht, die durch Temperaturerhhung
geschwacht werden.

Zudem muss darauf geachtet werden, dass im Vererfereaktion keine unerwiinschten
Nebenprodukte aus der Reaktionsmischung ausfall@rierdurch die Gleichgewichtslage
ebenfalls beeinflusst wird und fiir die Produktbiidunotwendige Edukte dem Gleichgewicht
entzogen werden. Schliel3lich sollte man durch \eg&umg der Reaktionsbedingungen
(Anderung des pH-Wertes, Entfernen eines Katalysa®enkung der Temperatur) erreichen
konnen, dass die zugrundeliegende reversible Remktiach der Produktbildung zum
Erliegen kommt, so dass man das gewinschte Proalgkstabile Verbindung aus der
Reaktionsmischung abtrennen katth.

Dieses Konzept der Ausnutzung reversibler Reaktiosieals dynamische kovalente Chemie
(DCC) bekannt® Der groBe Vorteil dieses Prinzips besteht in desgh¢hkeit, dass
unerwinschte Nebenprodukte im Reaktionsverlaufienggwiinschten Produkte Ubergehen
konnen. In der Literatur bezeichnet man dies alsar-checking oder ,proof-reading.™®!
Aufgrund ihrer Vorzige bei der Synthese komplexerbihdungen wurde die dynamische

kovalente Chemie bereits zur Herstellung von Kafitgkiilen eingesetZt’ >

Die zweite Moglichkeit zum Aufbau komplexer Strulgn, wie molekularer Kapseln, ist die
Synthese unter kinetischer Kontrolle.

Hierbei werden im Unterschied zur vorigen Strategiversible Reaktionen verwendet bzw.
Reaktionen, deren Rickreaktionen unter den gegabBadingungen so langsam verlaufen,
dass sich kein Gleichgewicht einstellt. Bei Realeio unter kinetischer Kontrolle hangt die
Produktverteilung nicht von der Stabilitat der Rrkig ab, sondern von den relativen
Geschwindigkeiten, mit denen sie gebildet werdea.Hdodukt- und Nebenproduktbildung
bei solchen Reaktionen jedoch in der Regel aufefleea Reaktion basiert, sind beide
Reaktionswege néherungsweise gleich schnell un@®mhduktverteilung ist von statistischen
Faktoren abhangig und von der Wahrscheinlichkeit, aer zwei funktionelle Gruppen
reagieren. Wenn allerdings bei der Produkt- undedpboduktbildung Ubergangszustande
deutlich unterschiedlicher freier Enthalpie durcidam werden, z.B. weil der
Ubergangszustand, der zu einem Makrozyklus filedtlith gespannter ist, als der der zum
linearen Produkt fiilhrenden Konkurrenzreaktion, lk&nn zwei Reaktionen mit
unterschiedlicher Geschwindigkeit ablaufen. Ebespgelen Unterschiede bei sterischen oder

elektronischen Wechselwirkungen, sowohl inter-aaish intramolekular, eine Rolle.
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Dies kann man am Beispiel der Synthese einer mizedu Kapsel veranschaulichen
(Abbildung 19): Die erste Verbrickung zweier Monaengum Dimer ist noch unabhangig
davon, welche funktionellen Gruppen miteinandegier@n. Durch die erste Verbriickung in
raumliche Nahe gebracht, ist die effektive Moldrdér restlichen funktionellen Gruppen nun
stark erh6ht und die Wahrscheinlichkeit einer imméekularen Reaktion gréf3er.

Die Bildung der zweiten Briicke sollte also schiedigolgen, als die der ersten. Bei korrekter
Bildung der ersten beiden Briicken kann danachnrareweiteren intramolekularen Reaktion
die fertige Kapsel gebildet werden. Erfolgte diédBng der ersten beiden Briicken aber so,
dass die beiden Kapselhélften nicht in der notwgerlitibereinanderliegenden Anordnung,
sondern versetzt verbrickt werden (Abbildung 1%diBkt A), kdnnen die verbleibenden
funktionellen Gruppen nicht mehr intramolekular emi@ander reagieren. Da dieser Fehler
aufgrund der Irreversibilitdt der Reaktion nicht rikgiert werden kann, bleibt die
entsprechende Verbindung als Nebenprodukt zurlck stellt den Ausgangspunkt fir
weitere intermolekulare Reaktionen dar, die zu mpasen Nebenprodukten fihren.
Schlie3lich kann auch der Fall auftreten, dass idigamolekulare Reaktion zweier
funktioneller Gruppen nach primarer Bildung dedash verknupften Intermediats aufgrund
einer ungunstigen Anordnung langsam oder im schdstdn Fall gar nicht erfolgt. Auch
dann wird das gewiinschte dreifach verbriickte Priodickt erhalten.

Bei der Nutzung irreversibler Reaktionen fir Kapgethesen kann man ebenfalls
Templateffekte ausnutzen, um die Produktausbeuteethessern. Die Template stabilisieren
in diesem Fall die Anordnung der beiden Kapseleélfdie fur die Kapselbildung notwendig
ist (Abbildung 21). Hierdurch wird die Reaktionsgewindigkeit der Kapselbildung erhdht
(bereits der erste Schritt ist quasi ein intramolaier Prozess) und die Wahrscheinlichkeit
der Bildung unerwiinschter Nebenprodukte verringeré. Beschleunigung der Bildung des
gewinschten Produkts kann im Energieprofil der Reakmit der Absenkung der fur die
Reaktion notwendigen Aktivierungsenergie korreldrden. Dies ist in Abbildung 22 am

Beispiel einer Reaktion mit zwei konkurrierenderalk@®nswegen gezeigt.

FG
& © A
¢ FG
m FG
FG - E “lgo
GG Templat \"—

FG . . Produkt BO Templa
Stabilisierung des Ubergangszustands

von Produkt B

Abbildung 21: Synthese einer Kapsel unter kinetisobr Kontrolle und Ausnutzung eines Templateffekts.
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+ Ubergangszustand
Energie

Templateffekt

Edukte

Produkt B
Produkt A

Reaktionskoordinate

Abbildung 22: Kinetische Kontrolle: Das Templat stébilisiert einen Ubergangszustand und verringert
dadurch dessen Aktivierungsenergie.

2.2 Kupplungsreaktionen in der Kapselsynthese

Zwei typische Reaktionen, die zur Herstellung vaap&eln eingesetzt werden kénnen, sind
die Olefinmetathese und die 1,3-dipolare Cycloaoldivon Alkinen und Aziden (Abbildung
23). Sie unterscheiden sich dadurch, dass es sictieb Olefinmetathese um eine reversible
Reaktion handelt, wahrend die 1,3-dipolare Cycldamd unter den konventionellen
Reaktionsbedingungen irreversibel verlauft. Diesak&ionen ermdglichen, wie im obigen
Kapitel vorgestellt, Kapselsynthesen unter thermadyischer bzw. unter kinetischer
Kontrolle, und spielen fur die im Rahmen meiner éitlaurchgefihrten Untersuchungen eine
wichtige Rolle. Daher sollen sie und ihr Einsatzder Synthese molekularer Container im

Folgenden kurz vorgestellt werden.

R2 Katalysator

2
Olefinmetathese R + X RINSRT + Xy
1,3-dipolare Cycloaddition ~R% Ne  + Katalysator N=N
397 A N - e -
\\ + N\\N\ Rl&/N RZ

R2

Abbildung 23: In der Kapselsynthese verwendete Kuppingsreaktionen.
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2.2.1 Grundlagen der Metathesereaktion

Die Olefinmetathese hat als Methode zur C-C-Bindkngpfung einen sehr hohen
Stellenwert in der Organischen Chemie erldfdt’ Nicht erst seit der Vergabe des
Nobelpreises fir Chemie im Jahre 2005 an die Fers€auvin, Schrock und Grubti&®!

wurde der formal wechselseitige Austausch der Adleyigruppen zweier Alkene zu einem
unverzichtbaren Baustein der Synthesechemie. Dumtle Entwicklung immer

leistungsfahigerer Katalysatoren wuchs ebenso Be@eutung in der dynamisch kovalenten
Chemie’®! Die Olefinmetathese besitzt den Vorteil, dass ém &dukten keine speziellen
funktionellen oder aktivierenden Gruppen vorhandsin muissen, sondern direkt zwei
Olefine miteinander umgesetzt werden. Dartber lun@leriert sie eine Vielzahl anderer
funktioneller Gruppen und ermdéglicht durch ihre deih Bedingungen die Reaktionsfiihrung

unter thermodynamischer Kontrolle.

Je nach verwendetem Edukt unterscheidet man beiQlefinmetathese verschiedene
Reaktionstypen (Abbildung 24). Die Ringschlussnietsé (RCMring closing metathes)s
eines acyclischen Diens ist eine zuverlassige Mithom Ringsysteme verschiedener Gréle
aufzubauen. Gerade bei kleinen und mittleren Ringenlauft sie aufgrund der

thermodynamischen Stabilitat der gebildeten Ringehohen Ausbeuten.

X = i
R_,M Ringschlussmetathese (RC|\=/|) @ R
. n

Ringéffnungsmetathese-

@ polymerisation (ROMP) W
> m
n n

Kreuzmetathese (CM
R + R ( )= Rl/\“’RZ + AN

Abbildung 24: Grundlegende Typen der Metathesereakon.

Bei groRen Ringen kann es hingegen zur Bildung®eroder Oligomeren komméft: " In
diesem Fall muss die Reaktion in stark verdunngsuihg durchgefuhrt werden.
In der Ringoffnungsmetathesepolymerisation (ROMPRing opening metathesis

polymerisatioh werden cyclische Olefine zu langkettigen Polymeremgesetzt. Als
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Substrate werden, wie beispielsweise im Norsor@zéds, haufig Derivate des Norbornens
eingesetzt, da die freiwerdende Ringspannung digtiaebkraft fir die Reaktion liefert.

Die Kreuzmetathese (CMjross metathesiszwischen zwei verschiedenen Olefinen eignet
sich dagegen weniger gut zur gezielten Synthese h&i das grundlegende Problem, dass
neben dem heterodimeren Produkt ebenso Homodiméreinmder Regel statistischer
Verteilung gebildet werdéi! Chatterjee gelang es, Olefine aufgrund steriscined
elektronischer Effekte zu klassifizieren und einpemsches Modell fur die Vorhersage der

Selektivitat von Kreuzmetathesereaktionen zu erkeiid’?

Wie viele metallkatalysierte Reaktionen, wurde Mietathesereaktion durch Zufall entdeckt.
So fand man heraus, dass Ziegler-Katalysatoren t nictur die bekannte
Additionspolymerisation ermdglichen, sondern auobpEn zu Ethen und 2-Buten umsetzen
konnen. Ebenso bekannt war die noch heute verwendstlysierte Polymerisation von
cyclischen Alkenen, wie Norbornen.

Nach vielen, in den funfziger und sechziger Jalpestulierten Mechanismen, stellten Yves
Chauvin und sein Student Hérisson 1971 den nochehgiiltigen Mechanismus der
Alkenmetathese auf, der die verschiedenen Reaktiendaren konnt€® Der katalytische
Zyklus ist in Abbildung 25 gezeigt.

Die Kettenreaktion beginnt demnach in einem voiggten Initierungsschritt durch
Umsetzung des Prakatalysators mit einem Alken. iDaithgesetzten Prakatalysatoren in der
Literatur zumeist als Katalysator bezeichnet werdbabe ich diese Bezeichnung der
Verstandlichkeit halber tGbernommen. Die im Initiiegsschritt gebildete aktive Spezies
reagiert dann in einer [2+2]-Cycloaddition mit emeAlken zu einem Metallacyclobutan,
welches anschlieBend in einer [2+2]-Cycloreversiorier Abspaltung von Ethen in ein
weiteres Carben zerfallt. In einem zweiten Schilits Kettenmechanismus erfolgt unter
Verbrauch eines weiteren Eduktmolekils die Bildurdes Produkts sowie die
Wiederherstellung des urspringlichen KatalysatorBie intermediar gebildeten
Metallacyclobutane kénnen sowohl wie dargestetidpktiv, als auch unproduktiv zurtick zu
ihren Edukten zerfallen. Darin liegt die Reversiéil der Teilschritte und somit auch des
gesamten Zyklus begrindet. Da alle in der Reaktiishung enthaltenen Olefine, also unter
Einschrankung auch bereits gebildete Produkte.em ldatalysezyklus eintreten kénnen, ist
die Ausbeute der Metathese durch die Lage des taymamischen Gleichgewichts limitiert.
Bei der in Abbildung 25 gezeigten Umsetzung tertein®lefine, die am haufigsten als

Substrate Verwendung finden, entsteht als NebenftoHthen, ein leicht fliichtiges Gas.
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Durch das Entfernen dieses Nebenprodukts aus deaktiBesmischung wird das

Gleichgewicht auf die rechte Seite verschoben.

M=CHX Prakatalysator
Rl
=/ T\ Initiierung
X
o 1r—/
Rl R Rl
R2 M=
Katalysator
R2
M :1 M R!
R
R2
Rl —_—

Abbildung 25: Katalysezyklus der Olefinmetathese.

Den Wiedereintritt eines Produkts in den Katalykkry bezeichnet man als sekundare
Metathese. Da die Metathese terminaler OlefineGhetsubstituierten Produkten fuhrt, wird
das Auftreten der sekundaren Metathese vor allem der Reaktivitat des Katalysators
bestimmt. Wahrend neuere Katalysatoren in der Laged, sogar tetrasubstituierte
Doppelbindungen umzusetzEf, kann die eingeschrankte Reaktivitit mancher
Katalysatorsysteme von synthetischem Vorteil sBi@ispielsweise nutzt man unreaktivere
Katalysatoren fur Ringschlussmetathesen, bei deiemn weitere Reaktion des Produkts zu
hoher substituierten Olefinen nicht wiinschenswartln diesem Fall verlauft die Reaktion
irreversibel und unter kinetischer Kontrolle. Gesledarf der kinetische Einfluss bei der
Metathese niemals ganz vernachlassigt wefferzusatzlich wirkt sich eine sekundare
Metathese und die damit einhergehende Reversthd@&Gesamtreaktion auf die Selektivitat
und die Produktverteilung der Reaktion aus. Dalltijg reaktiver ein Katalysator ist, desto
groRer ist die Menge des sich bildenden, thermadiyseh stabileren E-lsomers, da

zwischenzeitlich entstandenes Z-Isomer zuriickreagiéanr’* Im Allgemeinen hat das
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Edukt jedoch einen viel gré3eren Einfluss auf dierébselektivitat der Reaktion, als der
verwendete Katalysator. Das Einbringen von sterisgispruchsvollen Gruppen in die

Allylposition des Edukts macht es zum Beispiel ngigldas Gleichgewicht stark in Richtung
E-lsomer zu verschieben.

Die Entdeckung, dass Metallalkylidenkomplexe dietakdisch aktive Spezies der

Olefinmetathese sind, leitete ab den 70er JahrerEdiwicklung neuer definierter Carben-
basierter Katalysatoren ein. Die von Schrock erkelten Systeme mit Molybdan oder

Wolfram als Metallzentrum besitzen eine hohe Redkt, haben aber den groRen Nachteil
der hohen Empfindlichkeit gegentiber Feuchtigkeid @auerstoff, sowie der nur maldigen
Toleranz gegenuber funktionellen Gruppen im Substra

Die ersten von Grubbs auf Basis von Ruthenium ekisiien Katalysatoren sind bedeutend
stabiler und tolerieren mehr funktionelle Gruppkesitzen aber eine geringere Aktivitat als

die Systeme von Schrock.

FSC\\/ Ph N_ N N_ N N_ N
PCy; Mes™ “Mes Mes™ ~Mes @
0. 2 o ol T ol Te

MG i-Pr Cl,

AN Ru= Ru= Ru—= Ru—
7 SN —\ =\ \
0 ;@ c’| Ph cf| ph c’| c’| Ph
F3C~ J : PCys PCy; O PCy;
i-Pr
FsC —

Schrock-Katalysator Grubbs | Grubbs I Hoveyda-Grubbs Il

5 6 7 8

Abbildung 26: Metathesekatalysatoren.

Die Gruppen von Nolan, Grubb¥, Brickner, Furstn€f' und Herrmanf” arbeiteten
daraufhin zeitgleich an einer Optimierung des GsuBlatalysators der ersten Generatton
durch strukturelle Variation der LigandEf. Der Austausch eines labilen Phosphinliganden
gegen den stabileren und sterisch anspruchsvollsreterocyclischen-Carben-Liganden
(NHC-Liganden) fithrte zum Grubbs Katalysator deeiten Generatiob (Abbildung 26)."®!

Die deutlich hohere Reaktivitat, thermische St#dtiliund Resistenz gegeniber &uf3eren
Einflussen wie Sauerstoff und Feuchtigkeit im Veigh zum urspringlichen Katalysater
fuhrte zu einer breiten Anwendbarkeit, die auch aitetsen in polaren Lésungsmitteln, wie

Methanol oder sogar Wasser, ermoglicHén.
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Eine Weiterentwicklung zu noch stabileren Katalgsa stellt die Arbeit von Hoveyda et al.
dar® Durch die Substitution des Phenylcarbenliganden eirier koordinierenden 'Bx-
Gruppe reagiert dieser nach Abspaltung und Umsa&z 8ubstrates mit der aktiven
Rutheniumspezies zurick zum PrakatalysaforDer Hoveyda-Grubbs Katalysator der
zweiten Generatioid ist daher so stabil, dass er nach der Reaktioarsdgomatographisch
zuriickgewonnen werden kalifi.

Im Regelfall verbrauchen sich die Katalysatoreardihgs wéahrend der Reaktion und kénnen
nicht unverandert zuriickgewonnen werden, weswegerelser als Initiatoren bezeichnet
werden sollter®!

Neuere Arbeiten befassen sich vor allem mit derb¥sserung der Katalysatorsysteme in
Bezug auf Reaktivitat (besonders fur sterisch stgtkinderte Substrate), Stereoselektivitat,
Stabilitat und Toleranz gegentiber funktionellengen®®88-82IEin weiterer Ansatz ist die
Immobilisierung an Festphasen, um durch die he@megKatalyse Anwendung und
Aufarbeitung zu erleichterfi>®°!

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die kometherdhaltlichen Katalysatoren der
zweiten Generation schon in einer Vielzahl von Bgeen erfolgreich eingesetzt wurden,
jedoch nicht immer die optimale L6sung darsteldiele der neueren Systeme haben sich in
speziellen Anwendungen als die bessere Option senieletztendlich lasst sich nur schwer

vorhersagen, welcher Katalysator in einer gegeb&saktion die beste Wahl ist.

2.2.2 Beispiele flr Metathesereaktionen

Aufgrund ihrer Vielseitigkeit wurde die Olefinmet@ise in der Totalsynthese verschiedenster
Naturstoffé®® und dabei vor allem in der Ringschlussreaktion Makrozyklen eingeset#’’
Auch im Aufbau molekularer Kapseln fand sie metfaerwendund®®®”

Ein fir meine Arbeiten wichtiges Beispiel ist dieAbbildung 27 dargestellte dimere Kapsel
von Ghadiri®®® Er verband zwei Cyclooctapeptide, die mit jeweileei Olefinseitenketten
funktionalisiert waren, Uber zwei Bricken zu einefylinder, und zeigt damit die
Kompatibilitdt der Metathesereaktion mit den verdeten cyclischen Peptiden. Die
Umsetzung gelang jedoch nur in unpolaren Losungsimjtin denen die beiden cyclischen
Peptide durch intermolekulare Wasserstoffbriickenisdwen den Amidgruppen der
Peptidgeriste eine vororganisierte, dimere Strulkeutnahmen, welche die Reaktion

begunstigte.
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Abbildung 27: Molekulare Kapsel von Ghadiri: Monomer (links) und Schema des Dimers (rechts).

Dieses Zusammenspiel von nichtkovalenten Wechdalwgen (in diesem Fall der
Assoziation zweier Molekile) und anschlieRenderdiily kovalenter Bindungen wird
,Covalent Capturegenannt®™

Ein weiteres Beispiel stellt die interessante Artven Martinez und Astruz dar, die in einer
zweistufigen Metathesereaktion eine dreifach verktel Kapsel synthetisierten (Abbildung
28)°Y Im ersten Schritt erfolgte die intramolekulare Rim zweier Allylseitenketten mB.
Dann wurden die verbliebenen Allylseitenketten nidém aktiveren Katalysator6

intermolekular zur Kapsel umgesetzt. AnschlieRendden die Doppelbindungen wegen

einer uneinheitlichen Stereoisomerie zu einem sytmseben Produkt hydriert.

Abbildung 28: Bildung einer Kapsel mittels zweistuiger Metathesereaktion.
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2.2.3 Nebenreaktionen bei Olefinmetathesen

Nebenreaktionen, die bei der Umsetzung von Olefmé@nMetathesekatalysatoren auftreten,
wurden bereits in einigen Féllen beschrieben. Zsimdiandelt es sich dabei um
Isomerisierungsreaktionen terminaler Olefine zwenimén Olefinen. In der nachfolgenden
Metathesereaktion fihren diese dann unter Abspgltvon Propen statt Ethen zu
kiirzerkettigen  Produkt€éd oder im Falle einer Ringschlussreaktion zu
Ringkontraktionel*** (Abbildung 29). Zusétzlich zur Verringerung deruBoausbeute

besteht ein weiteres Problem darin, dass die émtistken Nebenprodukte oft nur schwer von

den strukturell sehr &hnlichen Zielprodukten akeruten sind.

Isomerisierung Metathese
2 2
R — » R R R R
Kettenverkiirzung ]_\: ]_\\MN T \

Ringkontraktion @ @ ] :\

Abbildung 29: Doppelbindungsisomerisierung als Nehbweaktionen bei der Metathese.

Bei der Vielzahl von Anwendungen der Olefinmetathashd entsprechend zahlreicher
Publikationen sind dokumentierte Nebenreaktion&toga nur eine Randerscheinung. Die
genaue Ursache der Nebenreaktionen ist noch niohgithend aufgeklart, tritt sie doch bei
verschiedensten Substraten, Reaktionstypen undyKataren auf. Vermutlich werden sie
durch Rutheniumhydrid-Komplexe verursacht, die bebbaureaktionen der Grubbs-
Katalysatoren entstehen, oder bereits als Vertigeig enthalten sind®>°”! Metallhydrid-
katalysierte Isomerisierungsreaktionen anderer gtbersmetalle sind bekannt und werden
auch in Synthesen eingesetzt. Die Triebkraft deddderung besteht dabei in der hdheren
Stabilitat der gebildeten internen Olefine (AbbihdL30).

| o "
H ' H
| + —_— LxM'_ —_— _— | + N
ML, LM MLy
R R R R

Abbildung 30: Madglicher Mechanismus der Metallhydrid-katalysierten Doppelbindungsisomierisierung.
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Es ist jedoch nicht auszuschlieen, dass die kKsgtdyen selbst unter bestimmten
Bedingungen Nebenreaktionen hervorrufen. Isomeusgsreaktionen wurden mit allen
gebrauchlichen Katalysatoren wi&e 6 und 7 beobachtet, wobei die Nebenreaktionen bei
Temperaturerhdhung zunehmf&r®®® Auch die Anwesenheit von Alkoholen oder
Sauerstoff verursacht Isomerisierungsreaktionercid@eginstigung von Abbaureaktionen
der Katalysatoref{®*00:104

Diese = Beobachtungen fihrten zur Entwicklung von deEamm Metathese-
Doppelbindungsisomerisierungs-Sequenz¥hjn welchen die Metathesekatalysatoren nach
erfolgter Substratumsetzung in situ durch Tempeeatéhund'®® Zugabe von Methan&i®”
oder Verwendung einer Wasserstoffatmosphéare bzerganischer Hydrid€® gezielt zu
Rutheniumhydridverbindungen umgesetzt werden ursdhdie3end in einer Eintopfreaktion
eine Doppelbindungsisomerisierung katalysieren.

Im gleichem Mal3e wurde nach Methoden gesucht, dbeNreaktionen der Metathese zu
unterdricken. Eine Mdglichkeit ist die Zugabe voddhaiven, welche die Rutheniumhydride
abfangen, oder deren Entstehung verhindern sollarzu wurden bei der Umsetzung
verschiedener Substrate eine Reihe von Additiveestet %1% Den groRten Effekt zeigten
Abfangreagenzien fur Hydride, wie Benzochinon oderivate davon, sowie der Zusatz von
Essigsaure. In einigen Reaktionen wurden damifN@ieenreaktionen ohne Verringerung des
Umsatzes vollstandig unterdriickt. Allerdings zeigieh auch, dass es keine universell
anwendbaren Additive gibt, da die Unterdriickungebenreaktion stark vom verwendeten
Substrat abhangt und in anderen Féllen eine hodazrung der Produktausbeute zur Folge
haben kann. Ebenso hat das verwendete Lésungseiitieh Einfluss auf die Reaktion. So
zeigt sich bei Reaktionen in Dichlormethan zumegshe nur geringe Tendenz zu
Nebenreaktionel{*!

Eine weitere Moglichkeit zur Unterdrickung von Neteaktionen besteht in der Zugabe von
Lewis Sauren, wie z.B. TiCer)4. Diese sollen als Konkurrenzligand die Koordinatimn
weiteren, im Substratmolekil vorhandenen, funkfieneGruppen an das Rutheniumzentrum
verhindern!®®% |n diesem Zusammenhang wird vermutet, dass maBubstrate mit dem
Katalysator Chelatkomplexe bilden, die ihn in einareaktiven Form binden und somit die
Metatheseaktivitdt gegenuber der Isomerisierunggtiit verringern bzw. den Abbau des
Katalysators beschleunig€i*%

Von besonderem Interesse flir meine Arbeit sindutitersuchungen von Steinke et al., der

verschiedene Harnstoff-, Thioharnstoff- oder Amldstituierte terminale Olefine in
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Metathesereaktionen einsetZte:**?! In Gegenwart von Phenylphosphorsaure konntenndie i
Abwesenheit der Saure auftretenden Isomerisierungkstandig unterdrtickt werden.

In meiner Diplomarbeit habe ich mich bereits mitr dg@ynthese einfach verbrickter
Bis(cyclopeptide) ausgehend von den beiden Cychigep9a sowie 9b (Abbildung 31)

fL13)

beschétftigt. Das Metatheseprodukt vorBa entspricht dabei dem verbrickten

Bis(cyclopeptid) 3a, nur dass sein Linker im Vergleich zu diesem ed@ppelbindung

o
b

enthalt.

H

e
g e
%ﬁ

Abbildung 31: In meiner Diplomarbeit in Metathesereaktionen verwendete Cyclopeptide.

Bei der Umsetzung mit Katalysatérin Dichlormethan wurde neben dem Produkt ein dazu
homologes Nebenprodukt mit einem um eine@&thheit verlangerten Linker gefunden,
dessen Bildung auf Doppelbindungsisomerisierung Eesdukts gefolgt von sekundarer
Metathese zurtickgefuhrt wurde. Dies ist schematisétbbildung 32 dargestellt.

Isomerisierung sekundéare Metathese
— Kat
2=

R~/ + _/°R Kt R_\_//“"“’\R

- CH2=CH2

Kat

Abbildung 32: Isomerisierungs-Metathese-Sequenz fiithzu Produkthomologen.
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2.2.4 Grundlagen der Click-Reaktionen

Die Wahl der irreversiblen Reaktion zur Bildung aksifach verbriickten Bis(cyclopeptids)
fiel auf die Kupfer-katalysierte 1,3-dipolare Cyatiition zwischen einem Alkin und einem
Azid (CuAAC), die als der Prototyp einer Click-Ré&ak gilt. Sharpless, Finn und Kolb
definierten das Konzept der Click-Reaktionen imrJ2001 als den Aufbau von Molekilen
durch modulare Verkniipfung kleiner Bausteine tbeterbatomé*! Dabei stellten sie
einige Bedingungen auf, die derartige Reaktiondiilen mussen: Sie sollten schnell sein, in
sehr hohen Ausbeuten stereoselektiv ohne Bildudigerstier Nebenprodukte verlaufen, die
Durchfihrung unter milden Bedingungen in ungeféhgn Losungsmitteln wie Wasser
erlauben, eine hohe Substrattoleranz zeigen, urd Isiblierung der Produkte ohne
chromatographische Verfahren ermdglichen. Ein &l es, solche Reaktionen zur schnellen
und effektiven Suche nach pharmazeutischen Wirstaginzusetzefi*”

In den letzten Jahren kristallisierte sich die v®nHuisgen mafgeblich untersuchte 1,3-
dipolare Cycloaddition von Alkinen und Aziden unt®itdung von 1,2,3 Triazolen als der
bedeutendste Vertreter unter den Click-Reaktioreraus, sodass der Begriff Click-Reaktion
oft als Synonym fiir diese Reaktion verwendet wikdfgrund ihrer hohen Stabilitat und
Toleranz gegenuber anderen funktionellen Gruppemdi Alkin- und Azidgruppen schon
auf einer frihen Stufe in Molekiule eingefuihrt werdeind bleiben in folgenden
Transformationen unter den meisten Reaktionsbedguinert, was die Notwendigkeit von
Schutzgruppen verringert. Allerdings reagieren giger thermischen Bedingungen nur
langsam im Sinne einer Cycloaddition, und man érkémeist eine 1:1 Mischung des
entsprechenden 1,4- und 1,5-disubstituierten 172j8zols (Abbildung 33). Unabhéangig
voneinander fanden die Gruppen von Sharpféssind Meldaf*® 2002 heraus, dass die
Reaktion in Gegenwart von Glonen schon bei Raumtemperatur schnell und relgikte
zum 1,4-Isomer fuhrt. Die Umsetzungen wurden dabeivassrigen Losungsmitteln oder
sogar reinem Wasser durchgefuhrt und die ausgeéadl®rodukte durch einfache Filtration
isoliert !

Nachteile hat die Reaktion beim Einsatz von nieddeiularen Aziden, die thermisch wenig
stabil und explosiv sein kénnen, und entsprech&fatsichtsmalRnahmen beim Arbeiten mit

ihnen erforderlich machdh-"!
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N R N, R N=N-N . N R
~ N N” N A o Cu N” N
N=/ + \— =~ + T . .
R R R— R!
1,4-Regioisomer 1,5-Regioisomer 1,4-Regioisomer

Abbildung 33: Huisgen 1,3-dipolare Cycloaddition zwschen einem Alkin und einem Azid.

Neben Kupfer(l) werden in jingerer Zeit auch Rutbher{ll)lkomplexe in der Cycloaddition
von Alkinen mit Aziden eingeset?t3'°! Diese sogenannte RUAAC filhrt im Gegensatz zur
CUuAAC allerdings zum 1,5-disubstituierten Triazld Hauptprodukt.

Der Verlauf einer CUAAC ist vereinfacht in Abbildyr84 dargestellt?® Zuerst bildet das
CU mit dem Alkin einenteKomplex (1). Dadurch wird der pKa-Wert des terméma
Alkinprotons so stark abgesenkt, dass eine Depigtamg im wassrigen Medium stattfinden
kann (II). Durch Koordinierung des Azids durch ddstall wird dieses ebenfalls aktiviert
(1) und es bildet sich im Folgeschritt ein 6-glrgger Metallazyklus aus (IV). Dies ist der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt, der mit earbeblich geringeren Aktivierungsenergie
im Vergleich zur unkatalysierten Reaktion verbundest. Nach der annéhernd
energieneutralen Ringkontraktion (V) fuhrt die Broerung des Liganden zum Produkt unter

Freisetzung des aktiven Katalysators (VI).

N7 ON-R RI——H
B+ )={( [CuLJ*
Rl H | [CuL,]*
R—==—H
B—H Vi B
N”N‘N/R I B-H
R!  Cul, RI——cCuL,
\V
1] +
NZ N-R +

. NEN. -
~—CuL, W, NR
S~ RL=-Cu,

Rl

Abbildung 34: Katalysezyklus der CuAAC.
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Es wird diskutiert, dass der Katalysezyklus staithe® monomeren einen dimeren
Kupferkomplex beinhaltet, da die Reaktion zweitedi@ing beziiglich der Gionzentration
ablauft. Die exakte Natur der aktiven Kupferacesgiezies ist allerdings noch nicht im
Detail geklart, eine dynamische Mischung verschied&pezies wird vermutet® 2%

Als Quelle fiir Cltlonen finden eine Vielzahl von Verbindungen Verdeng. Am
naheliegendsten ist der direkte Einsatz voh&2izen wie Cul oder CuBr. Diese sind jedoch
in den verwendeten Lésungsmitteln zumeist nur schisdich, wodurch die Konzentration
an aktiven lonen gering ist. AuBerdem sind solietis Clrlonen ohne stabilisierende
Liganden nur bedingt stabil. Sie werden leicht aif 6xidiert, weshalb die Reaktion unter
sauerstofffreien Bedingungen durchgefiihrt werdelitest?! Der Zusatz komplexierender
Liganden, meist in Form von Aminen oder chelatiielen Polyaminen, stabilisiert ‘€u
lonen in Lésung und erhéht damit die Geschwindigller Reaktion. Erfolgt die Umsetzung
in nichtwassrigen Losungsmitteln, ist dariber hendar Zusatz einer Base wie Triethylamin,
DIEA, 2,6-Lutidin oder DBU zur Deprotonierung dedkids notwendig. In organischen
Losungsmitteln  finden ebenso darin I6slichere Kaxrpl wie z.B. (EtQ)Cul,
[CU(CH:CN)4]PFs,*?? (EtO)P-Cul*?® oder [Cu(PP¥3]Bri*?* Verwendung. Eine Alternative
zum Einsatz von CiBalzen ist diein situ Reduktion von Ch mit geeigneten
Reduktionsmitteln. Eine weit verbreitete Methoded®e Kombination von Kupfer(ll)sulfat
mit Natriumascorbat. Sie bietet den Vorteil derdstéindigen Loslichkeit aller Reagenzien im
wassrigen Medium und somit eine genaue Kontroller idie Konzentration der aktiven
Spezies. Katalytische Mengen an'@uhalt man auch durch Synproportionierung vort Cu
und CU. Dazu versetzt man die Reaktionsldsung mit Kupégrdoder —spénen, deren Patina
als CU-Quelle ausreicHt®® Der Nachteil der langeren Reaktionszeiten unterseth
Bedingungen durch die geringe '@onzentration, wird durch die einfache Aufarbegumd
geringe Verunreinigung der Produkte mit Kupfer veiedufgewogen und findet deswegen oft
bei Screenings Anwendung. Eine Weiterentwicklungesdr Methode stellen
Kupfernanocluster und -nanopartikel §ar!

Die 1,3-dipolare Cycloaddition zwischen Alkinen uAdiden ist aus verschiedenen Grinden
eine fur die Synthese eines dreifach verbricktes(cBclopeptids) sehr gut geeignete
Reaktion. So ist sie in wassrigen Loésungsmittelgehren moglich, in denen Cyclopepfid
bekanntermaRen in Anwesenheit geeigneter Anionedvdehartige 2:1 Komplexe bild&f!
Durch diesen Templateffekt der Anionen kénnen z@glopeptiduntereinheiten, von denen

eine drei Azidgruppen und die andere drei Alkingremp in den Seitenketten tragt, fur die
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intermolekulare Verbriickung optimal vororganisdrden. Im Einklang mit den in Kapitel

0 beschriebenen Prinzipien kinetischer Templatédfekllte dadurch die Geschwindigkeit der
Kupplung beschleunigt werden (aus einer Reaktioritew Ordnung wird eine quasi-erster
Ordnung). Dartber hinaus gelingt die Reaktion schen Raumtemperatur, also unter
Bedingungen, unter denen das Gleichgewicht der Kexbpdung aufgrund der Stabilitat der
Komplexe auf der rechten Seite liegt. Schliel3lidaiehtert die hohe Stabilitat der gebildeten
Triazole die Aufarbeitung der Produkte.

Inwiefern sich die Triazoleinheiten im gebildetenodukt an der Anionenkomplexierung
beteiligen konnen, kann nicht vorhergesehen werdgmionenrezeptoren, in denen C-
H---Anionenwechselwirkungen zwischen Triazolprotonend den Substraten fir die
Komplexstabilitat verantwortlich sind, sind bekaHAt'*®! Solche Wechselwirkungen

konnen die Anionenkomplexe der Zielverbindung dumiimdung der Anionen an die

Triazoleinheiten in den Bis(cyclopeptid)linkern gbgnenfalls zusatzlich stabilisieren.

2.2.5 Anwendungen der Click-Reaktionen

Die CuAAC hat in den letzten Jahren vielfach Anwamgl in biologischen Systemen und in
der pharmazeutischen Forschung gefunden. So d&mteum Markieren und spezifischen
Derivatisieren von biogenen Molekiilen wie Proteinéimten und DNAM?® 3% der Synthese
modifizierter Nucleoside und Oligonucleotitfd’ und dem Screening nach biologisch aktiven
Verbindungen*?

In der Supramolekularen Chemie wurde die CuAAC zutufbau komplexer
makromolekularer Verbindungen, z.B. von Polymé&réhoder Dendrimerétt® verwendet.
Sie diente ebenso zur Darstellung verschiedenerrddgklen, darunter auch cyclischer
Peptide, wobei die Cyclisierung durch CuAAC in Ldguoder an Festphase erfolgen
kann!134-137]

Fur den Aufbau von molekularen Kapseln durch diekzlReaktion existieren bisher aber
relativ wenige Beispiele.

Die Gruppe um Santoyo-Gonzalez kuppelte zwei mikirAl und Azidseitenketten
trisubstituierte Areneinheiten in hohen AusbeutemzBis(aren) (Abbildung 35478 Die
Synthese erfolgte in Toluol, welches gleichzeitigrath testacking mit den beiden
aromatischen Edukten als Templat fungierte und ndelh Reaktion im gebildeten
Hemicarcerand eingeschlossen wurde. Wurde die Reakin Losungsmitteln ohne
Templateigenschaft wie DMF durchgefiuhrt, unterbligd Produktbildung.

32



Stand der Forschung

}—D—\/N3 >—Y N’ N NsN
>— Q 1l l N \ /1
=N N H N
/—)j =CH \ N
N {EtC:]?F' CUIMD“::’EA N \\ [JN,N 5 O\ 5
[oluene, -
e - "o Py :
o)l:Y = o X
/ X=N;¥Y=N {?8%}
2V X =N;Y = CH (92%
Y —CH X=CH; Y =CH (95%)
a) b)
Abbildung 35: Uber Click-Reaktionen aufgebaute molkulare Kapseln von a) Santoyo-Gonzalez und b)
Banert.

Eine andere molekulare Kapsel wurde von Banert éeachrieben (Abbildung 3587 Die
Darstellung gelang nur in geringer Ausbeute in minmehrstufigen Verfahren, in dem in
einer ersten Stufe gebildete Produkte mit einem zwei gebildeten Triazollinkern isoliert
und mit hoherer Katalysatormenge erneut in der Raakingesetzt wurden. Ein Problem bei
der Bildung der Kéafigmolekiile kénnte in diesem Fgik koordinative Séattigung von Cu
durch die flexiblen Polyalkine seiff* Ebenso miissen die zu kuppelnden Seitenketten
flexibel und lang genug sein, um eine intramolefai@ycloaddition zu erméglichen.

Beer et al. nutzten die Wechselwirkung zwischerfebuwind Harnstoffgruppen zum Aufbau
einer dreifach verzahnten Kapsel. In Gegenwart seiBelfations bildeten zwei der in
Abbildung 36 dargestellten TREN-basierten tris-Azidit dem Templat einen 2:1 Komplex,
welcher anschlieBend mit Trialkinen zur Kapsel useggt wurde. Die Synthese in

Abwesenheit des Templats war mit deutlich geringéresbeuten verbundét{”

o
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WN‘n"‘ SN + 2\ o) _ >
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Abbildung 36: Sulfatunterstiitzte Synthese einer driéach verzahnten Kapsel von Beer.
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3 Aufgabenstellung

Ziel meiner Doktorarbeit war es, dreifach verbriéclkis(cyclopeptide) der allgemeinen
Struktur 10 herzustellen, in denen zwei Untereinheiten deddpegptidsl tber drei Linker

verknuipft sind. Solche Bis(cyclopeptide) weisen i@egensatz zu vielen anderen
literaturbekannten molekularen Kapseln aufgrundidetnneren lokalisierten NH-Gruppen
einen hydrophilen Hohlraum auf, in dem geeignete ioAen Uber spezifische
Wechselwirkungen gebunden werden kénnen. NeberEdevicklung von Synthesen zum
Aufbau solcher Strukturen, bestand ein wichtigepeks der Arbeit in der detaillierten

Charakterisierung ihrer Bindungseigenschaften.

H H o
10 11
Abbildung 37: Dreifach verbriicktes Bis(cyclopeptid) 10; dreifach substituiertes Cyclopeptid 11 als
Synthesevorstufe.

Als Ausgangspunkt fur die Synthese vbd wurden Cyclopeptide der allgemeinen Struktur
11 bendtigt, in denen sich geeignete funktionellegpan an den drei Prolinuntereinheiten
befinden, die eine intermolekulare Kupplung erlaulf@dbbildung 37). Die eigentliche

Kupplungsreaktion zwischen den beiden Cyclopepts&tdite im letzten Schritt der Synthese
erfolgen. Hierfir wurden zwei Kupplungsmethoden @gelMv Die erste Methode ist die

Olefinmetathese, die aufgrund ihrer Reversibildite thermodynamische Reaktionsfiihrung
gestattet. Wenn man von entsprechend substituidftestufen ausgeht, kann auf diesem
Weg eine zum einfach verbrickten Bis(cyclopepdapnaloge Kapsel erhalten werden. Dies
erlaubt einen interessanten Vergleich der Binduggsschaften einfach und dreifach

verbruckter Bis(cyclopeptide). Als zweite Reaktisom Aufbau dieser Bis(cyclopeptide)
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wurde die 1,3-dipolare Cycloaddition zwischen Allsnund Aziden ausgewahlt, bei der es
sich um eine irreversible Reaktion handelt.

Um den Einfluss der Linkerzahl und der damit zusamindingenden Rigiditat der jeweiligen
Verbindungen auf die Rezeptoreigenschaften chaisideen zu koénnen, sollten die
entsprechenden einfach verbrickten Derivaatds Vergleich verwendet werden (Abbildung
38). Deren Synthese aus den einfach funktionalene€yclopeptideri2 ermoglicht zudem
die Identifizierung der Reaktionsbedingungen, dee®lynthese der strukturell aufwendigeren
dreifach verbriickten Derivate gestatten sollten: i@am Aufbau der einfach verbrickten
Bis(cyclopeptide) aus monofunktionalisierten Cyeppden keine falsch verknipften
Nebenprodukte entstehen kdnnen und der Einsatmgrgger Template nicht zwingend
notwendig ist, kann man sich bei der UntersuchugrgSynthese dieser Verbindungen allein

auf die Optimierung der eigentlichen Kupplungsreaie¢n konzentrieren.

H‘NYANgV(N:L\ \1 \]/ N Q{)
oéNW e ): 5 v
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)/_—N — X
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NH N
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H FG
3 12

Abbildung 38: Einfach verbriicktes Bis(cyclopeptid) 3; einfach substituiertes Cyclopeptid 12 als
Synthesevorstufe.
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4 Eigene Ergebnisse

4.1 Synthese der Cyclopeptide

Der erste Teil meiner Arbeit beschéftigt sich mér dDarstellung der ein- und dreifach
substituierten cyclischen Hexapeptiteund12.

Es gibt verschiedene Herangehensweisen, um sojcfisahen Peptide aufzubauen, die aber
auf einem gemeinsamen Konzept basieren. Nach didsenzept werden die beiden
AminosaurerL-Prolin und 6-Aminopicolinsaure zuerst zu einemdpippd gekuppelt. Dieses
wird dann stufenweise zum linearen Tetrapeptid whekapeptid verlangert, welches
anschlieend cyclisiert wird. Diese Synthesefolgg deswegen sinnvoll, da 6-
Aminopicolinsaure ein reaktionstrages Amin ist uadf diesem Weg nur die Bildung der
Amidbindung der Dipeptideinheit lange Reaktionsaeit benodtigt. Alle folgenden
Peptidkupplungen finden mit dem reaktiveren Amis Beolins in kiirzerer Zeit statt.

Um die zur Verbrickung notwendige Funktionalisigrues Grundgerists zu erhalten, muss
eine Prolineinheit im Cyclopeptidring durchSAminoprolin ersetzt werden. Auf dem
urspringlich von S. Kubik entwickelten Weg erfadti Einfihrung der funktionellen Gruppe
auf der Stufe des Cyclopeptids. Dazu wird ausgelendR-Hydroxyprolin ein Cyclopeptid
mit 4R-tosylierter Prolineinheit aufgebaut. Dieses wirtsehlie3end in mehreren Schritten
zum Amin oder Thiol umgesetzt, bevor im letzten r@thlie Einfihrung der gewtinschten

Linker oder Seitenketten erfolgt (Schema& 1)
0

Schema 1: Urspriinglicher Syntheseweg fiir einfach bstituierte Cyclopeptide.
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Obwohl hier auf der Stufe des Cyclopeptids zur Umhang der Hydroxy- in eine
Aminogruppe drei Reaktionsschritte notwendig swdyde dieser Syntheseweg fiir einfach
substituierte Cyclopeptide lange Zeit erfolgreichgewandt. Fir mehrfach substituierte
Verbindungen ist dieser Weg jedoch unglnstig, dahdihe Zahl von Reaktionen auf der
Stufe des Cyclopeptids das Risiko geringer Auslventi sich bringt.

Daher wurden Alternativen zur urspringlichen Sysg¢heentwickelt. Die endgliltige
funktionelle Gruppe kann beispielsweise bereits Stuffe des Dipeptids eingefiihrt werden,
sofern sie unter den nachfolgenden Peptidkupplursgehil ist. Dieser unter anderem von
Sabine Stuwe in ihrer Dissertation verwendete ¥{f@gbesitzt den Vorteil, dass die
Cyclisierung den letzten Schritt in der Syntheses dgeschitzten, funktionalisierten
Cyclopeptids darstellt.

Da in meiner Arbeit eine Reihe verschieden substiier Cyclopeptide dargestellt werden
soll, wurde eine analoge Strategie gewahlt. Diesbkt glie Einfihrung der Aminogruppen
bereits zu Beginn der Syntheseroute auf der Stafe Rtolins vor. Anschliel3end wird die
Aminogruppe mit einer geeigneten Schutzgruppe hersewelche erst nach dem Aufbau der
Cyclopeptide wieder entfernt wird. Die dabei erbaéin Vorstufen, das Mono- und Triamin
13 bzw. 14 (Abbildung 39), werden dann in nur einem Schritt den gewinschten
substituierten Cyclopeptidehl und 12 umgesetzt. Die Verwendung einheitlicher Synthesen
bis zu den beiden Vorstufeb3 und 14 macht diesen Weg bedeutend universeller und
effizienter fur die Darstellung mehrerer Cyclopdptials den zuvor erwahnten. Er bedingt
jedoch die Verwendung einer weiteren Schutzgruppelie neu eingefiihrte Aminofunktion
des Prolins, die zu den beiden zur Schutzung dasN-C- terminalen Endes der jeweiligen

Peptideinheit verwendeten orthogonal sein muss.
7
~N
o o]
N /(O N
/N /N

13 14

E
pes

Abbildung 39: Mono- 13 und Triamin 14 als Vorstufender substituierten Cyclopeptide.
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Als unter den Synthesebedingungen stabil wurdeBeéiezyloxycarbonyl-Schutzgruppe (Z-
Gruppe) identifiziert. Sie wird ebenso wie der &) zum Schutz der C-terminalen
Sauregruppe verwendete Benzylester hydrogenolytigbgespalten. Dies machte den
Wechsel zum Allylester (-OAll) an dieser Positiootwendig. Dieser kann ebenso wie die
zum Schutz der Aminofunktion eingesetzgrt-Butyloxycarbonylgruppe (Boc-) selektiv
unter Bewahrung der Z-Gruppe entfernt werden.

Die Synthese des Z-geschiitzten Aminoprolins isrdiurbekannt und wurde von mir
stellenweise optimieft**1*4 Im ersten Schritt wurde dazur4Hydroxy-L-prolin-methylester
Hydrochlorid an der Aminofunktion Boc-geschiitzt li8ma 2). Anschliel3end erfolgte mit
Toluolsulfonsaurechlorid die Einfuhrung einer Abgsgruppe. Unter Inversion der
Konfiguration am C4 Atom wurde diese durch Azid stithiert. Die Hydrierung des Azidis/
gelang mit nicht ganz zufriedenstellender Ausbelter Grund lag in der aufwendigeren
Reinigung des Amins, um Verunreinigungen vollstgnalbzutrennen, die zu Problemen im
Folgeschritt fihrten.

- HCI
HO,, EB%o Boc,O, NEt, HO,, EB%o TsCl TsO,, E>_<o
N o— Wasser/Dioxan N o— Pyridin, CH,Cl, N o
\ \
: 98 % Boc 94 % Boc
15 16
NaN3 | 98 %
DMF
- HCI
HszO H,, Pd/C, HCI N3mo
N o— MeOH N o—
\ \
Boc 77 % Boc
18 17
Schema 2: Darstellung des Aminoprolins 18.

Zur Einfuhrung der Z-Gruppe wurde das Aminoproli8 mit Benzylchloroformiat in

Gegenwart von Base zum Boc-(&Amino-L-prolin)-methylested9 umgesetzt (Schema 3).
Die Prolinkomponente lag nun in der fir den Auflulas Cyclopeptids ndtigen geschitzten
Form vor. Um das Dipeptid aufzubauen zu kénnen, steusler Methylester zuerst mit
Natronlauge zur freien Saure verseift werden. Digeite Aminosdurekomponente, 6-

Aminopicolinsaure21, wurde nach einer literaturbekannten Vorschriftnehreren Stufen aus
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2-Amino-6-methylpyridin hergesteftt® und als Allylester eingeset?t?! Die Kupplung der
beiden Aminosduren zum Z-geschutzten Dipe@R erfolgte nach dem fir Dipeptide

verwendeten Standardverfahren.

. HCI ZCl
HZNmO DIEA m iNNaoH 2PN 0
—_—
Boc Boc
96 % 100 %
18 19 20
0

PyCloP
=Z
(o) CH,CI
\H/H&L ZHN (|) = | % 21 212
0 oL, A ;
\ N N OAll -
\ H
Boc o

81 %

22
Schema 3: Synthese des Z-geschutzten Dipeptids 22.

Fur die Synthese des Monoamitwurde das Z-geschiitzte Dipep#d mit 4N HCl in 1,4-
Dioxan am N-terminalen Ende Boc-entschitzt (Schéma

HN o =~ |
m oal N HClDioxan m N OAIl
N NN
H
H o)

- 2 HCI

\j

100 %
22 23
(e =
L L o —= AL
N H N Bn -
i300 o Boc
24
TBTU DMF
DIEA
94 %
Boc ’
26
Schema 4: Synthese des linearen Hexapeptids mit einZ-Schutzgruppe 26.
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Das unsubstituierte Tetrapep® wurde ausgehend von Dipepfd nach einem bekannten
Verfahren dargestelft” Die Kupplung der beiden teilentschiitzten Kompoeenzum
Hexapeptid26 erfolgte anschliel3end in DMF mit dem KupplungsexegTBTU.

Vor der Cyclisierung wurde das lineare Hexape@@zuerst in Gegenwart katalytischer
Mengen Tetrakis[triphenylphosphin]-palladium(0) udcki Aquivalenten Morpholin Allyl-
entschitzt und anschlieRend die Boc-Gruppe saggsphlten (Schema 5). Die Cyclisierung
erfolgte unter dem Prinzip der Pseudohochverdinnumg DMF mit TBTU als

Kupplungsreagenz.

NHZ

¢ 108 O

| |
Q‘LN SN NN N7 SN OA | [Pd(PPhs),]
“Boc H 02 o6 H 0 100 % Morpholin, THF

4N HCl/Dioxan /J\/j\“l /J\/j\n/OH
0,
100 % BOC o

- 4 HCl

NHZ
2 )08 O
OJ\N - \ L N oH TBTU, DIEA
N NN 2 N 53 %
H @) 28 (0]
H,, Pd/C, J\/j\’rl 0
1.1eq HCI 94 %

CH,Cl,, MeOH
HCI 29
Schema 5: Synthese des Cyclopeptids mit einer freidminogruppe 13.

Das Cyclopeptid29 wurde nach zweistufiger chromatographischer Audfgeing sowie

anschlieBendem Ausféllen in Diethylether analysaneghalten. Zur weiteren Umsetzung
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wurde die Z-Schutzgruppe hydrogenolytisch abgespalnd das Amin als HydrochloritB

isoliert.

Das symmetrische Triaminl4, welches fur den Aufbau der dreifach verbrickten
Bis(cyclopetide) benétigt wird, kann auf &hnlicheMege ausgehend voR2 hergestellt
werden. Im Gegensatz zur Synthese @8hmissen drei identische Dipeptidbausteiiie
miteinander verkniipft werden (Schema 6). Zunachsten hierfur jeweils ein Aquivalent
von 22 am C- und am N-Terminus entschitzt. Die so erhaltegeilentschitzten Dipeptide
wurden zum Tetrapepti@l gekuppelt. Nach dem Entfernen der Boc-Schutzgrugrfagte
mit einer weiteren Dipeptideinhed0 die Kupplung zum HexapeptRB.

ZHN o) = l
4N HCl/Dioxan m N OAll
/ N N N
H
H (@]
23

- 2 HCI

ZHN (ly = | 100 %
mN SO
N H [Pd(PPh3)], +
ZHN 0 =
22 THF I |
S OH
100 % N H
Boc o
30
TBTU, DIEA
97 %
. 3HCI
ZHN o = | ZHN P - |
| 4N HCl/Dioxan p—L S oAl
QJ\H \N (Z)AII - N H N )
—_
T o) Boc o
32 31

\

91 % Boc

N
DMF N H ZHN o =
Boc 30 o | l
N OAIl
N~ °N
N H 3
o}
33

Schema 6: Synthese des mit drei Z-Gruppen substiteiten linearen Hexapeptids 33.

Fur die Cyclisierung wurde das lineare Hexapep8ahacheinander am C- und N-terminalen

Ende entschitzt und unter Pseudohochverdinnungisieycl (Schema 7). Die
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Reaktionsmischung wurde chromatographisch gereumdtdas Produk36 nach Ausféllen in
Diethylether und Umkristallisieren aus einem EtHANasser Gemisch in analysenreiner
Form erhalten. Versuche36 alleinig chromatographisch Uber Kieselgel mit eine
Dichlormethan/Isopropanol-Gemisch als Eluens znigen, fihrten nicht zu analysenreinem

Produkt.

ZH PAPPh, 5y,
THF
BOC BOC

100 %

100 % 4N HCl/Dioxan

N" N N™ N
N N ) DMF N N 3
[ H 0
35

. 4 HCI

34 %
CH,Cl,, MeOH
BN
S |
14
Schema 7: Synthese des Cyclopeptids mit drei freigkminogruppen 14.

Zur Hydrierung wurde36 in einem Dichlormethan/Methanol-Gemisch mit PdIC %) sowie
3.6 Aquivalenten Salzsaure unter einer Wasserstodisphare geriihrt (Schema 7). Die
Kontrolle der Entschitzung erfolgte massenspekttoged mittels MALDI-MS. Wéhrend
nach einem Tag die erste Z-Gruppe schon fast daoliisty abgespalten war, blieb die
komplette Entschitzung aller drei Schutzgruppenhnsieben Tagen noch unvollstandig.
Auch die Verwendung einer Hydrierapparatur mit 4 Wéasserstoffdruck verkirzte die
Reaktionszeit nicht merklich. Durch Verwendung eikeschung von Pd/C und Pd(O#
sowie Erh6hung der Katalysatormenge konnte die feakzeit auf 7 Tage reduziert werden.
Das Hydrochloridsal24 wurde nach Abfiltrieren und Trocknen ohne weit&tdreinigung in

den folgenden Kupplungsreaktionen eingesetzt.
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Ausgehend von den Cyclopeptiden mit einer und dkmiinogruppen konnte nun die
Darstellung der fur die Bis(cyclopeptid)syntheséanendigen funktionalisierten Cyclopeptide
erfolgen und diese mittels Olefinmetathese sowiekeReaktion zu einfach verbrickten

Bis(cyclopeptiden) und dreifach verbriickten Kapsethrgesetzt werden.

4.2 Verbrickung von Cyclopeptiden durch Olefinmetat hese

4.2.1 Modellreaktionen

Mit Hilfe geeigneter Testverbindungen sollte zuasstersucht werden, inwieweit bei der
Umsetzung von mit Olefinseitenketten substituier@yclopeptiden Isomerisierungen als
Nebenreaktionen zur Metathese auftreten und wigeijebenenfalls durch Optimierung der
Reaktionsbedingungen unterdrickt werden kdnnen.

Als Modellverbindung fur die Testreaktionen wurd@dntensaurephenylamd¥ ausgesucht
(Schema 8). Wie die substituierten Cyclopeptide,als Vorstufe der Kapsel dienen, enthalt
es ein kurzkettiges terminales Olefin, welches idwee Amidbindung an ein primares Amin
geknupft ist. Im Gegensatz zu den Prolineinheiten @yclopeptide wurde hier jedoch ein
Phenylrest als Substituent gewahlt, um eine eimfdaatektion der Produkte mittels UV zu
ermoglichen.37 wurde durch Kupplung von 4-Pentensdure und Aniin PyCloP als

Kupplungsreagenz hergestellt.

(0]

H Katalyse HW
X > X N
T e O :

o

37 38

Schema 8: Testreaktion zur Optimierung der Metathesbedingungen.

Die Olefinmetathese zweier Molekll&7 wurde in entgasten Losungsmitteln unter einer
Stickstoffatmosphéare in Gegenwart von 3-5 Mol% ekisdener Katalysatoren durchgefuhrt
und mittels HPLC und Massenspektrometrie verfolgt.

Als Beispiel ist das Chromatogramm einer Reaktiomichlormethan bei 25 °C nach zwei
Tagen dargestellt, bei der als Katalysator der Gstiatalysator der 2. Generatidh
eingesetzt wurde (Abbildung 40).
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Produk

min
11,0 12,0 13,0 14,0 15,0 16,0 17,0 18,0 19,0 20,0 21,0 22,0 23,0 24,0 25,0 2¢

Abbildung 40: Chromatogramm der Reaktion von 37 nab zwei Tagen. Zugeordnet sind die Signale von
Edukt und Produkt sowie des Edukthomologs (EH1) undder Produkthomologe (PHL1,
PH?2). Die mit roten Pfeilen markierten Peaks nehmemit langerer Reaktionszeit zu und
sind vermutlich isomere Verbindungen.

In diesem Chromatogramm sind neben dem Edukt- werd @roduktpeak verschiedene
weitere Signale sichtbar, von denen einige mass&tgmetrisch den zum Produkt
homologen Verbindungen PH1 und PH2 sowie dem Edwktihog 1 zugeordnet werden
konnten (Abbildung 41).

: : ¢
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©/ \[O]/\/\ ©/ I N
Edukt 37 Produkt 38
N N N N
e T TN
o] o] O 0]
Eduktisomer 1 Edukthomolog EH1 Produkthomolog PH1
: : ? 1
N
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O
Eduktisomer 2 Produkthomolog PH2

Abbildung 41: Bei der Metathese von 37 auftretenddlebenprodukte.

Das Edukthomolog 1 wurde durch Umsetzung von Anitiit 3-Butensaure, analog zur
Synthese von37, synthetisiert und seine Entstehung bei der Urasetzvon 37 durch

Vergleichsmessungen mit der Reinsubstanz best&@mgn Auftreten kann nur durch die
bereits im Kapitel 2.2.3 erwéhnte sekundare Messherklart werden. Auffallig im
Chromatogramm ist das Auftreten charakteristisddeppelsignale (in Abbildung 40 rot

eingekreist), die sich vermutlich auf cis/transaiese der nicht stereoselektiven Metathese
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bzw. durch Doppelbindungsisomerisierung entstehanigene Olefine zurickfihren lassen,
was sich durch die verwendeten Analyseverfahresrdiigs nicht eindeutig klaren liel3. Die
Beobachtung, dass jeweils das zweite Signal dep&ppaks mit der Zeit gegenliber dem
ersten, friher eluierenden Produkt- bzw. Eduktdignanimmt, stitzt die These der
Isomerisierung, da sie durch Abbauprodukte des ly&tors verursacht werden, die im
Verlauf der Reaktion ebenso zunehmen.

Wurde das um eine GHEinheit kirzere Edukthomolog 1, 3-Butensaurephamid, als
Substrat in einer Metathesereaktion eingesetzgrrabenfalls entsprechende Nebenprodukte
auf und man erhielt ein zu der Umsetzung @@rvergleichbares Isomerisierungsmuster. Die
bei dieser Reaktion beobachtete deutliche Isoneeuisgstendenz, die zu einer Vielzahl an
Nebenprodukten fuhrt, lasst den Einsatz analogelkftmsbedingungen fir eine
Verbrickung von Cyclopeptidderivaten als sehr usggnerscheinen. Deswegen mussten
Bedingungen gefunden werden, unter denen die Nebeukibildung verhindert werden
konnte.

Zuerst wurde der Katalysator portionsweise zugegebe dessen Konzentration konstanter,
und die Menge an Abbauprodukten gering zu halteies [2rgab jedoch ebenso wie die
Verwendung des stabileren Hoveyda-Grubbs Katalysato keine Verbesserung. Die
Erhbhung der Reaktionstemperatur auf 40 °C fuhit \berwendung von7 zu einem
schnelleren Umsatz. Nach 90 min waren schon 90 $&Edekts abreagiert, im Vergleich zu
nur 50% igem Umsatz bei 25 °C, aber wie erwarfegsauch die Menge an Nebenprodukten
stark an. Diese Tatsache spricht fur die Annahnre ®bbs, dass Nebenreaktionen durch
Abbauprodukte des Katalysators verursacht wefd&nDurch die gesteigerte Umsatzrate
nimmt die Katalysatorbelastung und daraus reseligrdessen Abbau zu, was zu einer
Zunahme von Katalysatorderivaten fiihrt, die die &givoduktbildung verursachen.

In weiteren Reaktionen wurden der Einfluss von Aiddn auf die Umsetzung va@v mit den
Katalysatorer6 und 7 untersucht. Als Additive kamen neben Benzochirtessigsaure und
Phosphorsaure auch die Lewis-Sauren ‘A und Harnstoff zum Einsatz. Die
Isomerisierungsrate wurde dadurch in den meistdler-&erringert, aber nicht vollstandig
verhindert. Leider reduzierte sich in Gegenwart derksamen Additive auch der
Eduktumsatz deutlich. So konnte in der Reaktion 8mit 5 Mol% 6 durch Zusatz von 10
Mol% Benzochinon die Menge an Produkthomolog 1 2@n% auf 7 % gesenkt werden.
Auch die Menge an Eduktisomer 1 sank deutlich vér¥/8auf 2 %. Gleichzeitig reduzierte
sich aber auch der Umsatz des Edukts von 56 %7a¥ (Abbildung 42).
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Eduk!
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Abbildung 42: Chromatogramm der Reaktion von 37 inGegenwart von 10 Mol% Benzochinon nach
zwei Tagen.

Eine Kombination verschiedener Reaktionsbedingungeme der Verwendung von
Phosphorsaure als Additiv unter gleichzeitiger Burig der Reaktionstemperatur auf 65 °C
zur Beschleunigung der Reaktion, was den WechselLdsungsmittels zu THF bedingte,
fuhrte ebenfalls nicht zu einer erfolgreichen Udtéckung der Nebenreaktionen.
Zusammenfassend gesagt, stellten sich die verssteedin der Literatur vorgeschlagenen
Losungsansatze zur Verhinderung von Isomerisieneigenreaktionen bei Verwendung von

4-Pentensaurephenylan8d als Testverbindung als nicht effektiv heraus.

Infolge dieser unzufriedenstellenden Ergebnissedevdiie Struktur der Seitenkette verandert.
Anstelle des verwendeten Pentensaureanddswurde nun der strukturell verwandte
Phenylcarbamidsaureallylest8® eingesetzt (Abbildung 43). Die Carbamatfunktionvise
die Amidfunktion eine prinzipiell mit der Olefinmethese kompatible funktionelle Gruppe
und wird oft im Zusammenhang mit der Schitzung Romnosauren verwende89 wurde

aus Anilin und Allylchloroformiat hergestellt undech Umbkristallisieren analysenrein isoliert.

Abbildung 43: Neue Testverbindung auf Basis eineshigénylcarbamats.

Die Umsetzung des Carbamad® in Dichlormethan mit 3.7 Mol%/ zeigte deutliche
Unterschiede zum bislang verwendeten ABifdSo waren im HPLC-Chromatogramm neben
Edukt und Produkt nur wenig andere Peaks zu betdrachnd das bei der Umsetzung vbn
auftretende charakteristische Peakmuster der Nebéwkte fehlte (Abbildung 44). Auch die
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Analyse der Reaktion mit MALDI-MS zeigte keine Amd®en der Bildung homologer

Verbindungen.
Produk

Eduki

Abbildung 44: Chromatogramm der Reaktion von 39 mit7 nach zwei Stunden.

Mit der Allyloxycarbonylgruppe (Alloc) war nun im d&gensatz zu den
Alkensaureamidgruppen ein Substituent gefundenjrd@estreaktionen keine Hinweise auf
eine Isomerisierung der Doppelbindung bei der Umseg in der Olefinmetathese zeigte.
Daher sollte die nun folgende Kopplung der Cyclajep auf Basis dieser Seitenkette

erfolgen.
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4.2.2 Synthese eines einfach verbrickten Bis(cyclop  eptids) durch
Olefinmetathese

In den vorangegangenen Studien wurde die Allylokysaylgruppe als geeigneter
Substituent identifiziert, der durch Olefinmetathedie Kopplung zweier entsprechender
Cyclopeptidderivate ohne umfangreiche Nebenprodligkthg erlauben sollte. Das fur diese
Reaktion bendtigte Cyclopeptidderiv# kann durch Umsetzung des Cyclopeptidmonoamin-
hydrochlorids 13 mit Allylchloroformiat unter Zusatz von DIEA zurréisetzung der
Aminogruppe und Abfangen des entstehenden HClterhalerden (Schema 9). Auf diesem
Weg konnte allerdings kein analysenreines Proddkaleen werden. Gunstiger erwies sich
die Umsetzung vori3 mit Allylpentafluorphenylcarbona4l. Verbindung4l wurde durch
Umsetzung von Allylchloroformiat mit Pentafluorpledrerhalten. Neben dem Wechsel des
Reagenzes wurde auf dem neuen Reaktionsweg auctODAESCosolvens zugesetzt. Dies
hatte den Vorteil, dass das Hydrochloti@l schon bei der Zugabe vari vollstandig geldst
war. Unter den optimierten Bedingungen wurde dasigschte substituierte Cyclopepd@
mit 70%iger Ausbeute in einer Reinheit nach HPL@ 96 % erhalten. In einer Ausbeute von
56 % wurde 40 nach weiteren chromatographischen Reinigungssehritauch in

analysenreiner Form isoliert.

O AN H
| O N\(O
HN N
‘ DIEA, CH,Cl, \ 0 ' o
k
N o
13
o NH
O O ~N N™
+ CGFS/ \n/ \/\ |/ I/
56 % N° "o
DIEA, DMSO, CH,Cl, o
40
F
F OH DIEA o_ _0O
C'\n/o\/\ + CeFs™ Y N
CH,Cl,
o F F (0]
F 83 % 4L
Schema 9: Synthese des einfach Alloc-substituierte@yclopeptids 40 und des dazu benétigten

Aktivesters 41.
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Das Cyclopeptid40 wurde nun in der Metathesereaktion zur Synthesg ei@fach
verbruckten Bis(cyclopeptidg eingesetzt (Schema 10).

H o)
K
atalysator H/O\A’:'/—\N o
- H,C=CH, N = /
o i K
N o o)
A N
" S AN N
H H
42

Schema 10: Synthese des einfach verbriickten Bis(typeptids) 42.

Dazu wurde40 in Dichlormethan unter einer Stickstoffatmosphé@ie50 Mol% 7 umgesetzt.
Die Notwendigkeit, solch hohe Katalysatormengenz@setzen, um gute Umsétze zu
erreichen, wurde bereits bei der in meiner Dipldredruntersuchten Metathesereaktion der
strukturell &hnlichen Verbindunge36a und 36b deutlich. Die Ursache dafir durfte in der
groReren sterischen Hinderung der Cyclopeptidringe Vergleich zu den deutlich
einfacheren Testverbindungen liegen, sowie eventueth in deren Fahigkeit mit ihren
Pyridineinheiten und Amidgruppen an das Metallaentr des Katalysators zu
koordinieren!**!

Die Reaktion vord0 wurde massenspektrometrisch mittels MALDI-MS vigfoAuf diese
Weise wurden neben der Bildung einer Verbindung aeit Produktmasse vo#2 in der
Reaktionsmischung nodadukt, Katalysator, sowie weitere nicht zugeordnéeebindungen
nachgewiesen. In einem nach 6 Tagen aufgenommendC4Chromatogramm konnten die
beiden Hauptpeaks des Chromatogramms Edukt undulgradgeordnet und deren Flachen
zur Berechnung des Umsatzes herangezogen werdeklrnsatz bezogen auf das Verhéltnis
von Edukt- zu Produktsignal belief sich trotz deof3en Katalysatormenge und langer
Reaktionszeit nur auf 65 %.

Daraufhin wurde40 unter ansonsten gleichen Bedingungen mit 25 Mo&% kaktiveren
Katalysators6 umgesetzt. Aufgrund unvollstandigen Umsatzes gidohach 18 h und 48 h

die Zugabe von weiteren 25 Mol% sowie 15 Mol% Kggator.
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Die Reaktion wurde nach 3 Tagen, nachdem keineeveeRroduktbildung mehr beobachtet
werden konnte, beendet und chromatographisch alkgést. Eine Schwierigkeit lag in der
Abtrennung der dunkel gefarbten Abbauprodukte demstali(sators, die sowohl mit
Normalphasen Kieselgel als auch RP-18 Kieselgel Zmmof3teil, aber nicht vollstandig
entfernt werden konnten. Bei der Aufarbeitung wardeben einer Fraktion, die vorwiegend
Produkt enthielt, ebenso Verbindungen eluiert, Wédassenspektren auf eine Nebenreaktion
des Katalysators bzw. dessen Liganden mit Edukt uRrddukt hindeuteten. Die
Produktfraktion war laut HPLC-Analyse noch mit eingeringen Menge weiterer
Verbindungen verunreinigt'H-NMR-Spektren zeigten neben diesen Verunreinignnge
charakteristische Signale des Cyclopeptids, diegedreit und schlecht aufgelést waren. Die
Erh6hung der Messtemperatur von 25 °C auf 100 tCtdinicht zu einer Verbesserung der
Qualitat des Spektrums, wodurch ausgeschlossenewdess die Signalverbreiterung auf ein
langsames Konformerengleichgewicht zuriickzufuhsenAllerdings ist die Stereoselektivitat
der Olefinmetathese stark substratabhangig. Einpkexes'H-NMR-Spektrum kann daher
auch auf das Vorliegen einer Mischung aus E- uiRratiukt hinweisen. Deshalb wurde das
Rohprodukt in Methanol/Dichlormethan gelost und masserstoff Gber Pd/C hydriert
(Schema 11). Die Signale ifH-NMR waren nun besser aufgeldst, doch die Menge an

Rohprodukt reichte fur die Isolierung vdg nicht aus.
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Schema 11: Hydrierung des Bis(cyclopeptids) 42.

Deshalb wurde nud0 in einem groReren Ansatz mit 25 MoBamgesetzt. Nach 15 Stunden
wurden weitere 15 Mol% Katalysator zugegeben, umedREeaktion eine Stunde auf 40 °C
erwarmt. Zusatzlich wurden diese und die folgenBemaktionen unter Argon anstelle von
Stickstoff durchgefuhrt. Wiederum wurden nach kuorZeit im MALDI-MS Spektrum der
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Reaktion Massenpeaks von Nebenprodukten detekat HPLC-Chromatogramm der
Reaktion zeigt nach 1.5 Tagen einen fast vollsgamdiUmsatz des Eduktes, aber auch
mehrere weitere Verbindungen (Abbildung 45).

Produk

Edluki m/z 82¢ Nebenprodukt:

min
-7 [ [ [ [ "
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 30,0 3

Abbildung 45: Chromatogramm der Umsetzung von 40 ntidem Metathesekatalysator 6.

Durch fraktionierte HPLC mit anschlieBender MALDISVANnalyse der Fraktionen konnten
neben den Edukt- und Produktpeaks, der Peak béiMifiuten eindeutig einer Verbindungen
mit der Massen/z 826 zugeordnet werden. Die vermutete Verbinduhgnig\bbildung 46
dargestellt und ihre Bildung kann anhand des Kagalyklus (Abbildung 25) erklart werden.
Sie entsteht durch einfache Metathese des Eduktsdemn Olefin welches aus dem
Katalysator im Initiierungsschritt freigesetzt wirdle gréf3er die Katalysatormenge, in desto
groRerem Umfang kandd gebildet werden. Der bei 25.5 Minuten eluierte lPesathielt die
bereits im Massenspektrum der Reaktion beobachi¢denprodukte, die vermutlich durch
Reaktion von Katalysatorfragmenten mit Edukt unodRkt entstehen.

AN
| ] 9 N
O. HN N
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n \/\/@
_N_O_~ 0
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N ‘o
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Abbildung 46: Bei der Metathese von 40 entstehendé&ebenprodukt 44.

Dieser Ansatz wurde chromatographisch mittels RPKi8selgel aufgearbeitet. Eine

vollstdndige Reinigung des Produkts gelang aufedi®eise allerdings nicht. Es wurde laut
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HPLC-Analyse in 94 % Reinheit erhalten, allerdimg die Ausbeute mit 20 mg ausgehend
von 48 mg Edukt nur gering. Im MALDI-MS zeigten Isizudem Massen, die eindeutig einer
zum Edukt homologen Verbindung mit einer um eine-Ekhheit verlangerten Kette
zuzuordnen waren. Unter den gegebenen Bedingunigelet falso auch bei der Alloc-
Seitenkette eine Isomerisierung der Doppelbinduag. sDas Nebenprodukt entsteht dabei
vermutlich durch Doppelbindungsisomerisierung desdBkts mit nachfolgender sekundarer
Metathese. Diese Nebenreaktion findet jedoch ingedngem Ausmald statt, dass das
Homologe in den Analysen der Reaktionsmischungtnith erkennen war. Des weiteren
wurden bei der Aufarbeitung zwei weitere Fraktiorabgetrennt, die laut Massenspektren
Verbindung44 und ein nicht naher identifiziertes Nebenprodukthielten. Die’H-NMR-
Spektren der beiden Fraktionen enthielten fur dgsldpeptidgerist typische Signale, aber
aufgrund ihrer Komplexitat und der Vielzahl der i&te konnten sie nicht fur eine eindeutige
Strukturanalyse verwendet werden.

Aufgrund der bereits erwdhnten Problematik, dassdee Metathese ein E- und ein Z-
konfiguriertes Produkt anfallen kann, wurde dasotlukt hydriert, um diese Stereoisomere
zusammenzufuhren. Die anschlielBende IsolierungRiedukts wurde mittels praparativer
HPLC durchgefihrt. Nach Optimierung der chromatphrschen Trennung wurde genug
sauberes Produkt erhalten, um seine Identitat NpEkisoskopisch zweifelsfrei zu belegen.
Bei der Aufreinigung wurde neben dem Produkt eiegeve Fraktion erhalten, die laut ESI-
MS die zu Edukt und Produkt homologen, um jeweiise eCH-Einheit verlangerten
hydrierten Verbindunge#5 und46 enthielt (Abbildung 47).

H H

N_O_~~" N_O_~~_°0 o
CP EI’ CPT Y N cp

45 46

Abbildung 47: Wahrend der praparativen HPLC abgetrennte, zu Edukt und Produkt homologe
Verbindungen.

Prinzipiell war es nun auf diesem Weg mdglich, eiatach verbrickte Bis(cyclopepidB zu
erhalten. Allerdings fiuhrt die aufwendige chromaamipische Abtrennung der entstehenden
Nebenprodukte und Katalysatorrickstdnde zu hohesbduteverlusten. Ich entschied mich
daher, die Reaktionsbedingungen fiir die Metathese @yclopeptids40 nochmals zu

untersuchen, mit dem Ziel, die bisher verwendet&grMenge an Katalysator zu reduzieren,

52



Eigene Ergebnisse

die fur einen akzeptablen Umsatz notig ist, abemudlich auch die Ursache fir die Bildung
der auftretenden Nebenprodukte darstellt.

In Testreaktionen wurddO mit 20 Mol% bzw. 50 Mol% verschiedener Katalysator

umgesetzt, wobei zusatzlich das Losungsmittel uedRéaktionstemperatur variiert wurde.
In Tabelle 1 ist der chromatographisch mit HPLCtipesite Umsatz bei diesen Reaktionen
nach zwei Tagen zusammengefasst. Die Tabelle ¢r@th@erdem Angaben zum Umsatz der

Reaktionen nach einem Zeitraum, nach dem keinenderang mehr zu beobachten war.

Eintrag Katalysator Temperatur Umsatz nach 2d Umsath Ende

19 5(50 Mol%) RT nicht bestimmt 31 % (3d)
29 5(20 Mol%) RTY 17 % 21 % (3d)
39 5(20 Mol%) 40 °C 50 % 50 % (6d)
49 7 (20 Mol%) RT 15 % 41 % (4.5d)
59 7 (50 Mol%) 40 °C 65 % 95 % (4d)
69 6 (20 Mol%) 40 °C 60 % 64 % (7d)
79 8(50 Mol%) RT 50 % 72 % (6d)
gP 8 (20 Mol%) 80 °C 26 % 39 % (4d)

a) Dichlormethan, b) Toluol, ¢) kurz zum Siedehitet

Tabelle 1: Ergebnisse der Metathesereaktionen vor04

Die Tabelle zeigt, dass der Grubbs Katalysatoredsten Generatiob (Ansatze 1-3) eine
geringere Aktivitat besitzt als. Bei Raumtemperatur wird mit 50 Mol% Katalysatair ein
Umsatz von 31 % erreicht. In Eintrag 2 wurde di@iRien kurz zum Sieden erhitzt um den
Prakatalysator zu aktivieréff! und anschlieRend bei Raumtemperatur geriihrt. Desalty
liegt mit 20 Mol%5 nur bei 21 %. Unter Rickfluss erhdht sich der Umsaf 50 % nach
zwei Tagen, nimmt aber nicht weiter zu, da der lgatdor wahrscheinlich nach dieser Zeit
bereits inaktiv ist. Katalysatat ist stabiler und zeigt nach 2 Tagen noch deutli&gkivitat.
Der Umsatz bei Raumtemperatur betragt aber mit 204w auch nach Uber vier Tagen nur
41 % (Eintrag 4). Unter Rickfluss in Gegenwart \s8hMol% Katalysator ist der Umsatz
zwar maximal, in der HPLC treten aber eine Vielzahtiterer Peaks auf, die auf
umfangreiche Nebenreaktionen hinweisen. Die Reaktiot 20 Mol% 6 unter Ruckfluss
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verlauft zwar mit 64 %, fuhrt aber ebenso zu maelwdtebenprodukten, unter anderem wurde
das Edukthomologe im MALDI-MS detektiert.

Als vierten Katalysator testete ich Verbindudgdie in der Literatur als geeigneter fir die
Umsetzung sterisch anspruchsvoller Olefine besbriavird**”! Doch auch diese zeigte nur
bei hoherer Katalysatorbeladung von 50 Mol% vedfjlear hohe Umsatzraten wé Die
Reaktion in Toluol bei 80 °C fiihrte nur zu wenigéukt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass keinernderea getesteten Katalysatoren bei
Raumtemperatur hohere Aktivitat besitzt élsDie Erhéhung der Reaktionstemperatur auf
40 °C wirkt sich zwar positiv auf den Umsatz auhrt aber auch zur verstarkten Bildung von
Nebenprodukten. Deswegen entschloss ich mich, @aktion in grélierem Maldstab bei
Raumtemperatur mit dem bereits verwendeten Kataly€adurchzufiihren, und niedrigere
Ausbeuten durch anschlieBende chromatographischdérerklung der auftretenden
Nebenprodukte in Kauf zu nehmen.

Entsprechend wurd40 in einem gréfReren Ansatz mit insgesamt 35 Mél#mgesetzt, und
die Reaktion nach drei Tagen bei einem Umsatz wof@eendet. Nach einer Vorreinigung
Uber RP-18 Kieselgel wurde das Rohprodukt mit Wass# (ber Pd(OH)C hydriert. Die
weitere Isolierung erfolgte durch semipraparatiieLB, gefolgt von sorgfaltigem Waschen
des so erhaltenen Produkts mit Diethylether. Dagligechte Bis(cyclopeptid)3 konnte auf
diese Weise in einer Ausbeute von 25 % erhaltenleverDiese Menge war ausreichend fur

die weitere Charakterisierung.

AproNH

H(OL)
N Jhm Nl

10 g

Abbildung 48: 'H-NMR von 43 in DMSO (400 MHz, 22 °C).

Das'H-NMR-Spektrum vor3in DMSO zeigt im aromatischen Bereich die Sigrige drei
Protonen der Pyridinringe sowie der Amidprotonerblfdung 48). Wegen der fehlenden
Symmetrie innerhalb der Cyclopeptidringe - nur alee drei Prolineinheiten ist substituiert -
werden fir analoge Protonen mehrere Signale betdtadbeutlich ist dies z.B. fur die
Signale der Hf)-Protonen des Prolins bei 5.6 ppm zu erkennen.Sijeale im Bereich von
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1-4 ppm stammen von den restlichen Prolinprotoreemiesdem Linker. Die Ergebnisse der
Untersuchung der Bindungseigenschaften v mit Anionen werden im Kapitel 4.4

vorgestellt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die einfAtdrbrickung zweier mit
Allyloxycarbonylseitenketten substituierten Mole&dl0 mittels Olefinmetathese moglich ist.
Allerdings verlauft die Reaktion mit schlechtem Uitzs weswegen Katalysatormengen von
bis zu 50 Mol% eingesetzt werden mussten. Auchhdviariation der Reaktionsbedingungen
und die Verwendung verschiedener Katalysatoren teoroie Katalysatormenge nicht
reduziert werden. Anhand der Untersuchung geeigriggstverbindungen wurde mit dem
Allylcarbamat eine Seitenkette gewahlt, die verisieise unempfindlich gegen die als
Nebenreaktion auftretende Doppelbindungsisomeusgerist. Dennoch wurden bei der
Umsetzung vord0 die Bildung von Verbindungen beobachtet, die zadBkt und Edukt
homolog sind, was vermutlich auf sekundare Metahesirickzufiuhren ist. Die Abtrennung
dieser Nebenprodukte, sowie des Katalysators umkersébbauprodukte gestaltete sich
schwierig, konnte aber in mehreren chromatograpbiscSchritten erreicht werden. Durch
Hydrieren wurde das Bis(cyclopeptid in das einheitliche ProdukB tberflhrt.

Die Darstellung vord2 bzw. 43 gelang trotz Optimierung nicht in idealer Weiseegtuell
konnte durch neuere Katalysatoren die Katalysatogmeweiter reduziert werden, oder
unerwinschte Nebenreaktionen kénnten durch ZusatzAdditiven zuriickgedréangt werden.

Hierzu wurden aber keine weiteren Arbeiten durctigef

Aufgrund der geschilderten Probleme bei der Umseizinfach substituierter Cyclopeptide
durfte sich die Synthese eines dreifach verbricBeicyclopeptids) als noch schwieriger

gestalten. Dennoch wurden Versuche zu deren Symtirgernommen.

55



Eigene Ergebnisse

4.2.3 Synthese eines dreifach verbrickten Bis(cyclo  peptids) durch
Olefinmetathese

Die einfachste Moglichkeit, das fur die Synthese deeifach verbriickten Bis(cyclopeptids)
bendtigte Cyclopeptid7 zu erhalten, ist die direkte Umsetzung des vaitdii entschitzten
Cyclopeptidsl4 mit Allylchloroformiat (Schema 12).
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_ +3 \n/\/\
| z
N o \
~_N

-3 HCI

/{O‘NHZ HCI \L o J=~o
o)
HN
2 )\N

- HCI
14 47

Schema 12: Synthese des dreifach Alloc-substituien Cyclopeptids 47.

Es wurden verschiedene Ansétze durchgefuhrt, ungmete Bedingungen fur die Reaktion
zu finden. Das Problem bei dieser Reaktion bestdadn, dassl14 in organischen
Losungsmitteln nur schwer |6slich ist, was auf datzartigen Charakter der Verbindung
zurtckzufiihren ist. Trotz dieses Umstandes wurdgeweder hohen Reaktivitat der freien
Aminogruppen nicht auf die Isolierung vdi¥ als Hydrochlorid verzichtet. Es ist zwar
denkbar, dasd4 bei Freisetzung der Ammoniumgruppen mit der bei Reaktion im
Uberschuss vorhandenen Base und sequentiellen imeader Aminogruppen mit
Allylchloroformiat besser l6slich wird und die anfgs heterogene Reaktion nach und nach in
eine homogene Ubergeht. Jedoch waren auch nachiagen Reaktionszeit in Dichlormethan
erhebliche Mengen ungeléstes Edukt in der Reaktisthung vorhanden, die nicht
abreagierten. In polaren Losungsmitteln wie DMSQVIHD NMP oder Mischungen aus
Methanol oder THF mit Dichlormethan konnte das Hdukar gelost werden, die Reaktion
verlief aber nicht einheitich und es konnte unteliesen Bedingungen nach
chromatographischer Aufreinigung nur verunreinigt@sodukt in geringen Ausbeuten

erhalten werden. Auch der Versudi, zunachst in einem Methanol/Dichlormethan-Gemisch
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mit DIEA zu deprotonieren, das Losungsmittel zufenien und die Kupplung anschliel3end
in einem Gemisch aus THF und Dichlormethan durditagin scheiterte. Erst der Wechsel
des Reagenzes von Allylchloroformiat zu Allylpehdafphenylcarbonatdl brachte eine
entscheidende Verbesserung.

Mit diesem Reagenz konntel4 nach Deprotonierung mit DIEA in einem
DMSO/Dichlormethan-Gemisch umgesetzt werden (SchéB)a In Anwesenheit von 6.4
Aquivalenten41 war der Umsatz bei Raumtemperatur bereits in veenads einer Stunde
vollstandig, und es wurden keine Nebenproduktektiere Nach saulenchromatographischer
Aufreinigung und Ausféllen in Wasser wurde das gesetite Produk#7 in einer Ausbeute
von 38 % erhalten. Die niedrige Ausbeute ist véegrnaldurch Verluste beim Ausféllen des
Produkts zu erklaren. Die Verwendung von@3; anstelle von DIEA als Base, dessen Salze
bei der Aufarbeitung unter Umstanden besser abb@nrsein sollten, brachte keine
Verbesserung, da unter diesen Bedingungen Nebeankieod auftraten, die nicht

chromatographisch abgetrennt werden konnten.
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1. DMSO, DIEA (6 eq) Zn N
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2. CHyCly,

Schema 13: Synthese des dreifach Alloc-substituiemn Cyclopeptids 47.

Im Folgeschritt wurde versuch#i7 in einer Metathesereaktion zur dreifach verbrickte
Kapsel umzusetzen (Schema 14). Neben den Schwedgrgkdurch bei der Olefinmetathese
auftretende Nebenreaktionen, die schon zu Problebender Herstellung des einfach
verbrickten Derivatg2 gefiuihrt haben, kdnnen bei der Herstellung der gewaliten Kapsel

48 zusatzliche Probleme auftreten. So kann es zu €tigomerisierung der Cyclopeptide
kommen, wenn die Reaktion Uber die Dimerisierungtsgeht. Zudem ist nicht bekannt, ob

die Bildung aller drei Bricken durch Olefinmetathdsberhaupt gelingt oder ob z.B. aus
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sterischen Grunden die letzte Bricke nicht geseklosnverden kann. Diese prinzipiellen

Fragen sollten zun&chst in Voruntersuchungen beatdtwverden.

Katalysator OT J\ H 0o
2 -3 CH2=CH2 o) N,H'
o N | H)Os//—\N <) |
~ e N =
o N )N\E o © /N‘go Q
NH O o) N i o)
PP St . e SN G
H X ﬁ H H H
47 \ 48

Schema 14: Synthese des durch dreifache Metatheserbriickten Bis(cyclopeptids) 48.

Hierzu wurde47 in Dichlormethan mit 1 e umgesetzt. Im MALDI-MS Spektrum konnte
nach 1 h ein Peak mit dem/z Verhéltnis 1815 detektiert werden (Abbildung 4Bgas
Isotopenmuster war eindeutig dem einfach protosertBis(cyclopeptid) mit drei
geschlossenen Linkern zuzuordnen, wodurch bewiegan dass mit der verwendeten
Seitenkette die Bildung einer dreifach verbruckkapsel prinzipiell mdglich ist. Weitere
Peaks des Spektrums stammen von den Produktvarstofié nur einer bzw. zwei
geschlossenen Briicken, die neben der protoniefeni& noch als Addukt mit Nazw. K’
auftreten, sowie Fragmenten des Katalysators. Zlid@&tvurden Peaks ben/zVerhaltnissen
beobachtet, die anzeigen, dass bei dieser Reakti@ioge Nebenreaktionen ablaufen wie bei

der Umsetzung des einfach substituierten Cyclogsp0.
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Abbildung 49: MALDI-MS Spektrum der Reaktionsmischung von 47 mit 6 nach 1 h.
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Die Reaktion wurde nun in grél3erem Mal3stab in Gegervon 25 Mol%6 umgesetzt. Das
HPLC-Chromatogramm der Reaktion nach 24 Stundemigtbbildung 50 dargestellt. Um
die Signale zuzuordnen, erfolgte eine fraktionie®ammlung des Eluats, welches
anschlieend mittels MALDI-MS untersucht wurde. Aliese Weise konnte der Peak bei
14.2 min dem Edukt und der bei 7.7 min dem Produlgeordnet werden. Daneben waren in
geringen Mengen auch Peaks des einfach (19 min) aneifach verbrickten

Bis(cyclopeptids) (15 min) sichtbar.

Produk

. 1 Linker
2 Linkel

R e s e e e e e L s e s s e e B SN s s s s s s L s L
60 80 100 120 140 16,0 180 200 20 240 26,0 280 300 320 340 36,0 380

Abbildung 50: HPLC-Chromatogramm der Reaktion von 47 mit 6 nach 24 h.

Da der Umsatz nach 24 h laut HPLC Analyse noch istéodig war, wurde nochmals 25
Mol% Katalysator nachdosiert und die Reaktion naeliteren 24 h aufgearbeitet. Zu diesem
Zeitpunkt war das Edukt fast vollstandig abreagiédut MALDI-MS waren nun auch
vermehrt Nebenprodukte entstanden.

Nach chromatographischer Reinigung wurde ein Rahykbin 9.8 % Ausbeute erhalten,
welches laut HPLC und MALDI-MS aber noch verunrgimivar. Von diesem Rohprodukt
wurden*H-NMR-Spektren bei Raumtemperatur sowie bei 10@&8@enommen (Abbildung
51). Wahrend die Signale in dem Spektrum bei Ramnpégatur breit und schlecht aufgelost
sind, was die Zuordnung erschwert, ist das Spektb@mn100 °C bedeutend klarer. Die
Signale des Produkts sind rot markiert und konmberch zweidimensionale Spektroskopie
grof3tenteils zugeordnet werden. Anzumerken ists dies olefinischen Protonen der Linker
bei 5.4 ppm ein einzelnes, leicht verbreitertesn&lidiefern und Signale weiterer, z.B.
terminaler olefinischer Protonen fehlen. Dies deaten Einen darauf hin, dass, wie bereits
massenspektrometrisch belegt, alle drei Linker Bisgcyclopeptids) geschlossen sind. Zum
Anderen ist es zusammen mit den Signalen der)-Afotonen und Amidprotonen der
Prolinringe bei 5.8 und 6.5 ppm, die ebenso albregerte nicht aufgeldste Signale auftreten,
sowie den drei Multipletts der Pyridinprotonen zatisn 7 und 8 ppm ein Indiz dafir, dass
das Bis(cyclopeptid#8 als einheitliche und symmetrische Verbindung egtli Es legt den

Schluss nahe, dass alle Linker entweder die E- ddé@nfiguration besitzen.
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Abbildung 51: *H-NMR-Spektren von 48 in DMSO bei a) Raumtemperatursowie b) 100 °C.

Daraufhin wurden weitere Ansatze, unter anderenh awit den Katalysatorerd und 8, mit
portionsweiser Zugabe sowie kurzerer bzw. langesaktionszeit durchgefihrt. Wie bei dem
einfach verbrickten Bis(cyclopeptid) konnte aucler hkeine signifikante Erhohung der

Produktausbeute unter gleichzeitiger Verringeruagkhtalysatormenge erreicht werden.

Da eine weitere Aufreinigung dieser Verbindung sbWwdurch Normalphasen bzw. RP-
Kieselgel-Chromatographie, als auch durch semaeiye HPLC scheiterte, wurde sie in
Gegenwart von Pd(ORC mit Wasserstoff hydriert. Die Verfolgung der Reéan mittels

MALDI-MS zeigte die sukzessive Hydrierung der dreiker bis zur vollstandig gesattigten
Kapsel49 (Abbildung 52).

g Iy ° )=0

49— 3CHy H* Q

H 0 OJ\N/H
O T 7 o
1 ?N \Kﬁl@

o o NHO 3

50 1800 1850 N miz OA\N\\“E':I\?\N \N> ON\./‘Z'/H>=O
H H

Abbildung 52: Hydrierung von 48 zur gesattigten Kamel 49: a) MALDI-MS-Spektrum nach
vollstandiger Hydrierung des Rohprodukts und b) Stuktur von 49.
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Dabei tauchten im Massenspektrum neben den Sigrddenhydrierten Kapsef#l9 auch
Signale auf, die einer um drei GlHinheiten reduzierten Kapsel entsprechen (Abbddb).
Die konnte darauf hindeuten, dass eine Verunrenggles Rohprodukts vaet8 aus Kapseln
bestand, in denen einzelne oder alle drei Linkekiwzte Alkylketten enthalten, deren
Bildung moglicherweise auf Isomerisierungsreaktionevdhrend der Olefinmetathese
zuriickzufiihren ist. Laut dem in Abbildung 51 abtpsten'H-NMR-Spektrum treten diese
Verbindungen aber nicht in groBem Umfang auf. DashdHydrierung erhaltene Rohprodukt
49 wurde durch semi-praparative HPLC weiter gereiniDabei konnte der Umstand
ausgenutzt werden, dass sich das Elutionsverhaltan Kapsel durch die Hydrierung
geringfugig anderte. Ein analysenreines Produkintemauf diese Weise aber nicht erhalten
werden. Aufgrund der bedeutenden Schwierigkeitendbe Aufreinigung des Produkts und
der grof3en Verluste bei den einzelnen Reinigungsah weswegen eine Isolierung durch
z.B. Umkristallisation nicht mehr moglich war, werddie Arbeiten zu diesem Themengebiet
zu diesem Zeitpunkt eingestellt.

Festzuhalten bleibt, dass {H-NMR-Spektren und Massenspektren eindeutige Hiseveif
die Bildung eines dreifach verbriickten Bis(cyclojp#s) bei der Umsetzung vofi7 in der
Olefinmetathese erhalten wurden. Die Spektren weidarauf hin, dass es al€;-
symmetrische Verbindung vorliegt, in der die Linkentweder alle die E- oder Z-
Konfiguration besitzen. Die analysenreine Darstajldieser Kapset8 oder ihres gesattigten
Derivates49 zur weiteren Untersuchung, z.B. ihrer Bindungsesgbaften, gelang jedoch
nicht. Neben der unvollstandigen Abtrennung alletafysatorreste - die Katalysatormenge
musste aufgrund des schlechten Umsatzes der Redkticu 50 Mol% betragen - traten als
weitere Verunreinigung Nebenprodukte auf, die aubppelbindungsisomerisierungen
zurtckzufiihren sind. Diese schon beim einfach vieltien Bis(cyclopeptid}2 aufgetretene
Problematik sollte sich beim Bis(cyclopeptid) mredLinkern durch die potentiell grol3ere
Zahl und Entstehungswahrscheinlichkeit von Nebesykten noch starker auswirken. Trotz
Variation des Katalysators, der Reaktionsbedingangel der Methoden zur Aufarbeitung ist
eine analysenreine Darstellung der Kapsel nichurggin. Eventuell konnte der Einsatz
neuerer Katalysatoren oder geeigneter Additive Alidgreinigung ermdglichen. Alternativ
konnte eine weitere Veranderung der Seitenkettgkisir Nebenreaktionen vermeiden,
allerdings ist dabei zu abzuwéagen, inwieweit siaie éAnderung der Seitenketten auf die
Struktur der Kapsel auswirkt und ob die so erhaltéapsel fur die Untersuchung der

Bindungseigenschaften von Anionen noch geeigneDist Verwendung von auf Festphasen
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immobilisierten Katalysatoren konnte einen intea@$sn Ansatzpunkt darstellen, um die
Aufarbeitung der Metathesereaktionen zu vereinfaéhe
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4.3 Verbruckung von Cyclopeptiden durch Click-Chemi e

Die zweite von mir gewahlte Reaktion zur Verbriakunweier Cyclopeptide ist die
sogenannte Click-Reaktion. Wie schon in Kapitel.£.2orgestellt, versteht man darunter
explizit die kinetisch kontrollierte 1,3-dipolarey@oaddition zwischen einem Alkin und
einem Azid.

4.3.1 Synthese der Cyclopeptidbausteine

Fur die dreifache Verbrickung zweier Cyclopeptidectd Click-Reaktion werden zwei
Cyclopeptidbausteine benotigt, einer mit drei Atkimd einer mit drei Azidsubstituenten in
der Peripherie. Da sich in vorangegangenen Untewgen Adipinsdure als geeigneter
Linker zur einfachen Verbriickung zweier Cyclopeptiterausgestellt hat, sollte der Linker in
den durch die Click-Reaktion hergestellten Bis(opelptiden) in seiner Lange der des
Adipinsaurelinkers mdglichst &hnlich sein. Aus dims Grund wurden zunachst die
Bis(cyclopeptide)s0 und 51 mit von 3-Butinsauré?2 bzw. Azidoessigsaurg3 abgeleiteten
Substituenten als Zielstrukturen gewahlt (Abbild&i3y.

- o 7 N~
N-N Hy = N—0 NN B ——N—0 N
1l / N = \ I N == \
N o N—= N N N—= N
NH NH
(e} N o O \ /‘:O
1 T
O \ C\‘x\ N\J . o C“\‘x\ N\)w/ o
N (@) N \N; 0O 'N (0] N \N; e N
H H H H H
50 51
(0] _ (0]

Abbildung 53: Struktur der Zielverbindungen und der fir die Seitenketten bendtigten Bausteine.
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Die strukturelle Verwandtschaft des gebildeten kemskmit Adipinsaure ergibt sich durch
Substitution der Methylengruppen in Adipinsdure atlureine 1,4-disubstituierte 1,2,3-
Triazoleinheit.

Die zur Herstellung der CyclopeptidB0O und 51 aus dem Triaminl4 bendétigten
Carbonsauren sind nicht kommerziell erhaltlich vmdssten zunéchst synthetisiert werden.
Der Versuch, 3-Butinsaur2 in Anlehnung an eine Vorschrift von Prévost ef#l.durch
Umsetzung eines aus Propargylbromid zugénglichegn@md-Reagenzes mit Trockeneis zu

erhalten, schlug zunéchst fehl (Abbildung 54).

1.C 2 l’ Etzo
= Mg = 2. H* /H,0 —
Br Et,O MgBr / }—OH
/ o]
52

Abbildung 54: Synthese von 3-Butinsdure tiber Grigned-Reaktion.

Allerdings gelang die Darstellung vas2 nach einem von Heilbr6d® bzw. Holland®®
entwickelten Verfahren durch Oxidation von Alkinelenit Chromsaure. Ich verwendete ein
von Alsters optimiertes Verfahren mit einem Katatggsystem aus Natriumdichromat und
Salpetersaure, bei dem Natriumperiodat als stoattiesches Oxidationsmittel verwendet
wird (Abbildung 55)** Die Isolierung der 3-Butinsau? gelang auf diese Weise in 33 %
Ausbeute.

NalO, (2.2 eq)

Nazcr207 (1 %)
— HNO; (5 %) —

" \“0on H,0 o }—OH

0]
33 %

52

Abbildung 55: Synthese von 3-Butinsdure durch Oxiddon von 3-Butinol.

Azidoessigsaures3 wurde durch Umsetzung von Chloressigsdure mit Na@izid und
Natriumhydroxid in einem Zwei-Phasen-Gemisch auss3®a und Diethylether in einer
Ausbeute von 60 % erhalten (Abbildung 565 25!

OH NaN; NaOH OH
Cl : N
/\[(])/ H,0, Et,0 3/\[C])/
60 % 53

Abbildung 56: Synthese von Azidoessigsaure ausgeltevon Chloressigsaure.
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Um zunachst geeignete Bedingungen fur die KuppllgrgCarbonséureb2 und 53 an das
Cyclopeptid 14 zu identifizieren, wurde in Testreaktionen die &msng dieser beiden
Carbonsauren mit Boc-Aminoprolinmethylester Hyditodd 18 untersucht.

Unter Standardbedingungen, d.h. unter VerwendusgKdgplungsreagenzes TBTU, DIEA
als Hilfsbase und Dichlormethan als Losungsmitelang die Kupplung voB3 an 18 unter
Bildung des Azidsh4 in einer ausgezeichneten Ausbeute von 91 % (Abbdd57). Unter
anderem weist die charakteristische Azidbande irsplektrum vorb4 darauf hin, dass die

Azidgruppe unter diesen Reaktionsbedingungen stibil

H,N o | HN o)
m , 0 TBTU, DIEA m
N o— J\/ N3 DCM N o—
\ HO \
Boc ” 91 % Boc
18 54

Abbildung 57: Testkupplung von Azidoessigsaure un@oc-Aminoprolinmethylester mit TBTU.

Schwieriger gestaltete sich die Kupplung Va2 an 18 (Abbildung 58). Sie verlief unter
basischen Bedingungen bei Verwendung typischeridieiplungsreagenzien wie TBTU
oder PyCloP sehr uneinheitlich. Bei der Reaktioh RyiCloP wurde als Hauptprodukt nicht
das gewunschte AlkiB5, sondern das umgelagerte Allg@isoliert. Dies zeigt, dass es unter
den basischen Reaktionsbedingungen, nach Aktiviedan Carbonséure oder nach Kupplung
an 18, zu einer Enolisierung im Butinsduresubstituentemiu, die zur Umlagerung fuhrt.
Diese Umlagerung sollte bei Verwendung von Kuppfueggenzien wie
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) oder N-(3-DimethylaminopropylN'-ethylcarbodiimid
Hydrochlorid (EDC), die beide keine basischen Rieakbedingungen erfordern, weniger

ausgepragt sein.
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PyCloP, DIEA
DCM N
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Abbildung 58: Testkupplungen von 3-Butinsdure und Bc-Aminoprolinmethylester mit verschiedenen
Kupplungsreagenzien.

Tatséachlich konnte bei Verwendung dieser Reagerimidreiden Fallen die Bildung vosb
beobachtet werden. Wahrend sich die AbtrennundpeeBinsatz von DCC als Nebenprodukt
anfallenden Dicyclohexylharnstoffs als schwierigviess, konnte mit EDC sauberes Produkt
in einer Ausbeute von 72 % isoliert werden.

Aufgrund der potentiellen Gefahr der Umlagerung den 3-Butinsdure abgeleiteten
Substituenten wahrend der Synthese (im Falle deslofgptids missen drei solcher
Substituenten ohne Umlagerung an den Makrocyclbksigpelt werden) oder wahrend der
sich anschlie3enden Click-Reaktion erschien demvgndung nicht optimal.

Ich entschied mich daher, beide Seitenketten uneijsweine CH-Einheit zu verlangern und
anstelle vorb2 und 53 das Alkin 4-Pentinsdurg7 und das Azid 3-Azidopropansaus8 als
Ausgangsmaterialien zur Herstellung der entspretdnreriunktionalisierten Cyclopeptide zu
verwenden (Abbildung 59).

O O

Ho)k/\% Ng/\)J\OH / \/\(\N/\/\

57 58 N=N

Abbildung 59: Neue Seitenketten 57ind 58 und daraus resultierende Linkerstruktur.

66



Eigene Ergebnisse

Die Gefahr von Umlagerungsreaktionen in den Linksofite auf diese Weise minimiert
werden. Die Struktur eines Linkers, der ausgeheod diesen beiden Seitenketten in einer
CUuAAC generiert wird, ist ebenfalls in Abbildung 8@rgestellt. Dieser Linker ist um zwei
CHx-Einheiten langer als der urspriinglich geplantes &xarangegangenen Arbeiten ist aber
bekannt, dass die Fahigkeit einfach verbrickter(cBdopeptide) zur Bildung von
Komplexen mit Anionen durch kleinere strukturellerinderungen im Linker nur wenig
beeinflusst wird™®* Es war daher zu erwarten, dass auch der in Abiiidi® dargestellte
Linker die Uberbriickung zweier Cyclopeptide und eslerkooperative Wirkung an der
Anionenbindung erlauben sollte.

Die fur die Synthese der entsprechenden trifunkisrerten Cyclopeptide erforderliche
Carbonsaure 4-Pentinsalré ist kommerziell verfiigbar. 3-Azidopropansag&wurde nach
einer Vorschrift von Boyer synthetisiétt> Man erhalt sie in 46 % Ausbeute durch formale

Addition von Stickstoffwasserstoffsdure an Acrylsi(Abbildung 60).

0 NaN3 O
HOJ\/ CH3COOH / H,0 HOJ\AN3
46 % 58

Abbildung 60: Synthese von 3-Azidopropansaure.

Neben der Umstellung der Substituentenstruktur eurd diesem Zeitpunkt zusatzlich ein
Problem adressiert, welches bei der Kupplung vorb@esauren an Cyclopeptide, wie dem
Monoamin13 oder dem Triamirl4, unter Verwendung in der Peptidsynthese gebréziadi
Kupplungsreagenzien Ublicherweise anféllt: Die Nedigkeit, die Nebenprodukte aus den
Kupplungsreagenzien nach der Reaktion vom gebildBtedukt abzutrennen. Als glnstige
Alternative zu den bislang eingesetzten Kuppluregeazien auf Basis von Phosphonium-
und Uroniumsalzen oder Carbodiimiden bietet sich derwendung von Aktivestern an,
welche sich bereits bei der Synthese der Metatloestesen bewahrt hat. Aktivester mussen
zwar zunachst in einem vorgelagerten Schritt syisieet werden, doch kdnnen sie
anschlieBend ohne Zusatz weiterer Reagenzien niiebjphilen wie Aminen umgesetzt
werden. Neben dem Produkt entsteht dabei als Nebdugt nur die Alkoholkomponente,
z.B. Pentafluorphenol, die extraktiv abgetrenntdeerkann (Abbildung 61).

E F
F F
: e diL Y
F O F OH H
F F

Abbildung 61: Kupplungsmethode durch Umsetzung vorPentafluorphenolestern mit Aminen.
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Die von57 und 58 abgeleiteten Pentafluorphenolester konnten in getan Ausbeuten tber
90 % durch Reaktion der Carbonsduren mit Pentagfhemol in Gegenwart des
Kupplungsreagenzes EDC erhalten werden (Abbild#)g 6

o) o]
J\/\ CoFsOH  —2 o
HO NG CeFsO NN
N DCM oFs0” 07 NN
94 %
0 0
EDC
+ CeFsOH ——————>
HOJ\/\N;J, 675 DCM CGF5OJ\AN3
%8 97 % 60

Abbildung 62: Synthese der Aktivester 59 und 60.

Ausgehend von Cyclopeptidtriamid und den beiden Aktiveste&9 und60 wurden nun die
fur die Herstellung des dreifach verbriickten Bislogeptids) bendtigten Vorstufen,
Trisalkin 61 und Trisazids2 synthetisiert (Abbildung 63). Die schlechte Lokskeit von14in
vielen Losungsmitteln erschwerte &hnlich wie schender Herstellung des Trisolefid8 die
Umsetzung. Als beste Methode zur Synthese erwasrsach sorgfaltiger Optimierung der
Reaktionsbedingungen schlieRlid# in DMSO unter Zusatz von 6 Aquivalenten DIEA zu
lbsen und diese LOosung mit einer Losung von 9 Aajeivten des Aktivesters in
Dichlormethan zu versetzen. Auf diese Weise konetennd 62 nach chromatographischer

Reinigung in befriedigenden Ausbeuten analysereghalten werden.
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Abbildung 63: Synthese von Trisalkin 61 und Trisazi 62.

Zu Vergleichszwecken fur die spateren Bindungsstudsollte auferdem das einfach
verbrickte Bis(cyclopeptid) ausgehend von dem AkBund dem Azid64 synthetisiert
werden. Diese monosubstituierten  Derivate  wurden rckdu Umsetzung des
Cyclopeptidmonoamind.3 mit den Aktivestern59 und 60 erhalten. Aufgrund der etwas
besseren Loslichkeit voh3 nach Deprotonierung im Vergleich zum trisubstitige Derivat
14 konnten die Reaktionen in diesem Fall auch in Bichethan durchgefihrt werden
(Abbildung 64).

Die Reaktionszeit ist mit 4 bis 5 Tagen allerdimgdeiden Féallen relativ lang. Bedeutend
schneller verlauft sie, wenn das Cyclopeptid, wee dber Herstellung der trisubstituierten
Derivate, in DMSO geldst wird. So ist die Bildungn63 unter diesen Bedingungen bereits
nach 2.5 h abgeschlossen. Aufgrund von groRerdmidPnen bei der Aufreinigung konnte ich
unter diesen Bedingungen bei der Syntheseb3xber nur eine Ausbeute von 56 % erzielen,

wahrendb4 in einer Ausbeute von 87 % erhalten wurde.
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1. DMSO, DIEA

‘ 2. CH,Cl,, 59
25h 56%

13

‘ 1. DMSO, DIEA

2. CH,Cl,, 60
25h 87 %

B 3

Abbildung 64: Synthese von Alkin 63 und Azid 64.

4.3.2 Click-Reaktionen

Um zu uberprifen, ob mit den gewéhlten Seitenketegre 1,3-dipolare Cycloaddition

maoglich ist, wurden zwei einfache Testverbindunggmthetisiert. Eine vergleichbare

Reaktivitat zum Aminoprolin wurde durch Kupplungrdeeiden Sauren mit den zwei
cyclischen Aminen Cyclohexylamin und Anilin gewéhstet (Abbildung 65). Der
aromatische Rest des Anilins dient als Chromophar lzesseren Detektierbarkeit des

Produkts und vereinfacht die Zuordnung der Sigimal&H-NMR.

NH,
+
CgFsO

NH, 0
+
O/ C6F5OJ\AN3

(0]

N

59

60

o Q0
DCM N SN
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y

0
DIEA O\
v HJ\ANs

93 %

Abbildung 65: Synthese der zwei Testverbindungen fidie Click-Reaktionen.
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Alkin 65 und Azid 66 wurden durch Kupplung von Anilin bzw. Cyclohexylsmmmit den
entsprechenden Pentafluorphenolestd®hund 60 in Dichlormethan in guten Ausbeuten
erhalten. Dabei wurde im Gegensatz zu Literatustoiftert*>® ° noch die Base DIEA
zugegeben, um zu verhindern, dass das wahrend daktiBh entstehende azide
Pentafluorphenol das freie Amin protoniert und dabueinen vollstandigen Umsatz
verhindert.

Die Umsetzung vore5 mit 66 in der Click-Reaktion wurde sowohl mit Cul, elerraaem
Kupfer als auch mit einem System aus Cw3Natriumascorbat in einem Gemisch aus
Wasser/Methanol 40:60v/{) durchgefuhrt, um die Ldslichkeit aller organischend
ionischen Komponenten zu gewahrleisten. Die Rea&tio wurden in entgasten
Losungsmitteln unter einer Stickstoffatmosphare cdgefiihrt, um die Oxidation des

katalytisch aktiven Clizu CU zu verhindern.

Q\HJL/\+ O\HJOJ\ANS—’ @\HWNJHO

65 66 67
Abbildung 66: Click-Reaktion der Testverbindungen.

In allen drei Fallen erfolgte die Umsetzung dertfebindungert5 und 66 zum Triazol67

in nur wenigen Stunden. Die Reaktionsbedingungegtere bei den gewdahlten einfachen
Substraten  keine  signifikanten  Unterschiede in Bezuauf Umsatz oder
Reaktionsgeschwindigkeit. Das Triazol wurde volisti§ charakterisiert, wobei die Protonen
der Etheneinheiten in 2D-NMR-Spektren tGber Koppfsignale zu den cyclischen Resten

eindeutig zugeordnet werden konnten.

Nach diesen Voruntersuchungen sollten nun zunégksignete Reaktionsbedingungen
identifiziert werden, unter denen die beiden monkfionalisierten Cyclopeptidé3 und 64

in das einfach verbrickte Bis(cyclopepti@l® Uberfiihrt werden kénnen (Abbildung 67).
Diese Synthese ist weit weniger komplex als die dregfach verbriickten Derivats, da nur
eine Triazoleinheit gebildet werden muss und ein@roxganisation der beiden

Cyclopeptidringe nicht notwendig ist. Die Suche mageeigneten Reaktionsbedingungen
sollte allerdings bereits Aspekte, die fir die #g@se des dreifach verbrickten Derivats
relevant sind, bertcksichtigen. So soll die Reaktmdglichst in wassriger Umgebung

stattfinden, in der die Cyclopeptide mit geeignet€éemplatanionen bekanntermal3en
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sandwich-artige 2:1 Komplexe bilden. Dartiber hinaolite die Umsetzung moglichst bei
Raumtemperatur erfolgen, da eine TemperaturerhdlasgGleichgewicht der Bildung der

Anionenkomplexe auf die Seite der dissoziierterdBmgspartner verschiebt.

H
64 CUAAC

~N
2 H : N
./\N o _ \\ E/N),QN ~
N ” g
E\\x\ mN\J"'N 0 \;\m Ns ON\)'/,H (0]
H = H
63 68

Abbildung 67: Synthese des einfach verbriickten Bisyclopeptids) 68.

Das einfachste katalytische System fur die CuAAGidra auf der Verwendung von
elementarem Kupfer. Dazu wurden die beiden Edukte einem Gemisch aus
Wasser/Methanol 40:60/¢) gel6st und mit etwas Kupferdraht versetzt. DialRien verlief
langsam, wobei das Produkt erst nach zwei Tagersanapektrometrisch detektiert wurde
und die Edukte nach einer Woche noch nicht vollifimmgesetzt waren. Daraufhin wurde
das Kupfer als Pulver eingesetzt, da dies einegged&ktive Oberflache besitzt und zusatzlich
Lutidin zur Stabilisierung der Gionen zugegeben. Dies filhrte zu einer erkennbaren
Beschleunigung der Reaktion, die jedoch immer notliRahmen von mehreren Tagen lag.
Dass die Kupplung durch den katalytischen Effeld Hapfers hervorgerufen wurde, konnte
durch eine Vergleichsreaktion ohne Kupfer gezeigtden, bei der sich kein Triazol bildete.
Damit war auszuschlieBen, dass eine thermische o@gdition, die teilweise zum
unerwinschten 1,5-Regioisomer filhren wirde, beigdéer Reaktionsdauer als

Konkurrenzreaktion auftritt.

Eine erheblich schnellere Reaktion war zu beobachtenn direkt CuSalze eingesetzt
wurden. So war mit Cul in Gegenwart von 2 Aquivédender Base DIEA nach 18 h schon
93 % Edukt umgesetzt.
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Allerdings entstand in Spuren ein Nebenprodukt, das einer Clikatalysierten Glaser-
Kupplung zweier Molekule63 hervorgeht, obwohl unter einer,X&tmosphare gearbeitet
wurde, um die Oxidation von €zu Cd zu verhindern. Dieses ist jedoch oft schon als
Verunreinigung der CtBalze enthalten. Durch Zusatz von Ascorbat zuk&essmischung
konnte diese Nebenreaktion unterdriickt werden. Ume egute Ubertragung der
Reaktionsbedingungen auf die Synthese der drewachrickten Kapsel zu gewahrleisten,
wurde die Konzentration der Edukte auf 4 mM reddzie

Auch wenn auf diesem Weg das Triag8Imittels direkter Zugabe von 20 Mol% Gn Form
seiner Bromid- und lodidsalze nach chromatograpieis&einigung erhalten werden konnte,
lag ein Schwachpunkt dieser Reaktionen in der ustémidigen Loslichkeit der

Katalysatoren, gepaart mit einer langeren Reaktmihs

Als bestes Verfahren erwies sich der Einsatz vopf&nfll)-sulfat und Ascorbat. So fuhrte
schlieRlich im optimierten Verfahren der Zusatz vowei Aquivalenten CuSf) sechs
Aquivalenten Ascorbat und sechs Aquivalenten Lotideu einer Mischung von
Wasser/Methanol 40:60/¢), die beide Cyclopeptidkomponenten in einer Kotzgion von

4 mM enthielt, zu einem fast vollstandigen Umsazm24 h. Die Verwendung geringerer
Konzentrationen der Cyclopeptide oder katalytisdiengen CuSQ (5 Mol %) verlangerte
die Reaktionszeit signifikant, wesweg&8 schliel3lich in praparativem Malstab durch
Verwendung eines Uberschusses der Reagenzien taditgeswurde. Durch
chromatographische Reinigung tber eine RP-18 Phaste auf diese Weise analysenreines
Produkt in einer Ausbeute von 40 % erhalten.
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Auf Basis der bei der Synthese v68 erhaltenen Ergebnisse wurde nun die Kupplung des
Trisalkins61 und des Trisazid82 zum dreifach verbriickten Bis(cyclopeptid) versucht

Im Unterschied zur Verbriickung mit nur einem Linkeiten fur die dreifache Verbrickung
einige Besonderheiten. So spielt bei der ReaktierkK@nzentration der beiden Cyclopeptide
eine grol3ere Rolle, da eine zu hohe Konzentratemmeghrt zu oligomeren und polymeren
Nebenprodukten fuhren kann. Darlber hinaus soliienbeiden Cyclopeptidkomponenten
durch Verwendung eines anionischen Templates Bikdung des 2:1 Komplexes bereits in
einer fur die gegenseitige Verbriickung geeignetanrdnung vororganisiert werden. Nach
der Bildung der ersten Triazoleinheit ist der Seklyeder weiteren Bricke zwischen den
Cyclopeptidringen eine intramolekulare Reaktiom, sichnell verlaufen und dadurch effizient
zur gewilnschten Kapsel mit drei geschlossenen Bruékhren sollte. Es ist allerdings auch
denkbar, dass sterische Effekte oder fir die Biduter zweiten oder dritten Briicke
ungunstige Linkerkonformationen die vollstandige rivéckung erschweren oder sogar
verhindern. Dies wirde dazu fuhren, dass Produktefienen Briicken anfallen oder diese
Produkte durch intermolekulare Reaktionen der egoehden Alkin- und Azidfunktionen zu
polymeren Nebenprodukten abreagieren.

Bezogen auf die Reaktionskontrolle ergibt sichdezi Kapselsynthese das Problem, dass die
Kapselbildung eine Additionsreaktion ist und songas gewlnschte Produkt sowie
Bis(cyclopeptide) mit noch offenen Bricken dieseMasse besitzen. Das Auftreten eines
Signals im Massenspektrum bei dem'z Verhaltnis des Produkts belegt also nicht eindguti

dass die dreifache Verbriickung wirklich gelungén is
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Abbildung 68: Allgemeine Synthese der Kapsel 69.
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Auch wenn das verwendete Kupfer(ll)sulfat bei dgmtBese des einfach verbrickten
Derivats 68 den Katalysatorsystemen auf Basis von® @der Cl in Bezug auf die
Reaktionsgeschwindigkeit Uberlegen war, wurden tde¢z aufgrund der einfacheren
Abtrennung des Katalysators auch in der VerbrickuungKapsel69 untersucht. Neben der
Kupferquelle wurden als Reagenzien Lutidin als hiy@owie ein Aquivalent Natriumsulfat
als Templat eingesetzt. Es zeigte sich, dass ditiR@ ebenso wie b&8 nur sehr langsam
verlief. So waren in Gegenwart des Kupferpulvershninf Tagen nur 50 % der Edukte
umgesetzt. Bedeutsamer war, dass sich, wenn dieg&atide in dhnlichen Konzentrationen
vorlagen, wie sie zur Synthese v68 verwendet wurden (4.4 mM), Niederschlage bildeten.
Diese waren in gangigen Losungsmitteln vollig uhdbs aber ihre IR Spektren zeigten die
fur Cyclopeptide typischen Signale. AulRerdem wurdan den Reaktionsmischungen
massenspektrometrisch auch hdéhermolekulare Nebdwktey z.B. ein Cyclopeptidtrimer,
detektiert. Dies spricht daflir, dass es bei dek&®azu einer unerwiinschten Polymerisation
der Cyclopeptide gekommen war.

Um diese Probleme zu vermeiden wurden die Eduktkanationen in den weiteren
Untersuchungen, welche mit Kupfer(ll)sulfat durclideet wurden, auf bis zu 0.1 mmol
verringert. Au3erdem wurde das AIkBL mittels eines Perfusors sehr langsam zu einer
Losung des Azid$2, CuSQ, Natriumascorbat und Lutidin in Wasser/Methanal6@0(/v)
zugetropft. Hierdurch konnte die Bildung eines MNietthlags praktisch vollig zurickgedrangt
werden. Schon bei der Synthese des einfach vererii@is(cyclopeptids) hatte sich gezeigt,
dass Reaktionen in Gegenwart katalytischer Mengeuapféfsulfat und geringer
Cyclopeptidkonzentrationen sehr langsam verlaui@ie. Kupfersulfatmenge wurde darum
sukzessive von 20 Mol% bis auf 30 Aquivalente ethdParallel dazu musste die
Natriumascorbat- und Lutidinmenge auf 90 Aquivadegesteigert werden.

Auf diese Weise konnte eine signifikante Beschlgung der Reaktionsgeschwindigkeit
erreicht werden. Diese Reaktionen wurden mittel¢ EiRerfolgt, wobei in den jeweiligen
Chromatogrammen die Bildung mehrerer Verbindungeeobbchtet wurde. Nach
Optimierung der chromatographischen Auftrennung nkem diese getrennt und im
analytischen Mal3stab isoliert werden. Durch Charadierung mittels MALDI-MS wurden
mehrere Peaks identifiziert, die alle die Masse desvinschten Produkts besalien.
Vermutlich handelte es sich bei zweien davon umdg@opeptide) mit einer oder zwei
offenen Briicken. Der dritte Peak, dessen Intensitd¥erlaufe der Reaktion zunahm, wurde
dem gewinschten vollstandig verbriickten Bis(cyqbtipg 69 zugeordnet. Ein weiterer

Hinweis auf das Vorhandensein von unvollstandidprigrkten Bis(cyclopeptiden) lieferte die
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Untersuchung der Reaktionslosung mittels ESI-MShevedem Produktpeak bei 1923z
war noch mit geringer Intensitat ein Peak mit dexsbe 1894.81/zzu sehen, der durch,N
Verlust eines Bis(cyclopeptids) entstanden seimk@rfAbbildung 69). Dies deutete darauf

hin, dass noch nicht umgesetzte Azidgruppen im kodleorhanden waren.

69+ H"

1923.8

1922.8
1924.8

T T T T T T
1895 1900

vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv

Abbildung 69: ESI-MS der Kupplungsreaktion; Auftreten von Fragmenten durch unvollstandige
Verbrickung. a) gemessenes Isotopenmuster und cr&ilation.

Eine Verbesserung des Reaktionsverlaufs wurde eftildh durch die Optimierung der
Reihenfolge, in der die Reagenzien zugegeben wurdeeicht. Die besten Ergebnisse
wurden erzielt, wenn man zunachst Cy$® Lésungsmittelgemisch I6ste und nacheinander
erst Lutidin und dann Natriumascorbat zugab woli die vormals blaue Reaktionslosung
durch Reduktion des &wu Cu entfarbte. Nun erst wurdg2 zugegeben unéll iiber einen
Zeitraum von 8 h langsam zugetropft. Auf diese Waisrlief die Reaktion relativ schnell
und einheitlich, vollstandiger Umsatz war nach ming@ag erreicht. Diese Bedingungen
wurden schlieBlich auf die praparative Darstellumgn 69 Ubertragen. Die hierfur
verwendeten Bedingungen sind in Tabelle 2 zusameiasst.

EduktmengeKonzentration Zugabedauer Katalysator / Losungsmittel
69 Reagenzien
1. CuSQ (20 eq)
30pmol 0.2 mM 8h 2. Lutidin (60 eq) XAV:tsrl?r:f)l 60:401)
3. Ascorbat (60 eq) '

Tabelle 2: Reaktionsbedingungen zur Synthese von 69

Das Produkt wurde isoliert, indem zuné&chst derdeeiReaktion gebildete Feststoff, bei dem
es sich aufgrund seiner rotbraunen Farbe vermutlithCuO handelte, abfiltriert wurde.
Dann wurde Uberschissiges Sulfat durch Zugabe &k Bjeféllt. Mit Hilfe einer kurzen
RP-18 Saule wurden nun alle noch vorhandenen amisajgen Salze abgetrennt. Das Produkt
wurde schlie3lich durch semipraparative HPLC geégeiond in einer Ausbeute von 28 %

analysenrein erhalten.
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Das 'H-NMR-Spektrum der isolierten Verbindur@® in DMSO-d; ist relativ einfach und
entspricht dem eine€s-symmetrischen Verbindung mit drei intakten Linkdgdbbildung
70). Trotz der Direktionalitat der Linker sind dieiden Cyclopeptidringe, wie am Beispiel
der drei Protonen der Pyridinringe erkennBBtNMR spektroskopisch nicht unterscheidbar
und bilden nur einen Signalsatz, wahrscheinlich diei Orientierung der Triazolringe keinen
groBen Einfluss auf die chemische VerschiebungQi@topeptidprotonen austbt. Nur die
Amid-NH-Protonen der Prolinuntereinheiten bei 8f@mpunterscheiden sich um 0.1 ppm
voneinander. Das Signal derdj{Protonen ist relativ scharf, was entweder aué gjaringe
Flexibilitat oder schnelle Konformationsanderungddutet, bei der die Protonen zu einem

schmalen gemittelten Signal zusammenfallen.

APANH Apro-NH H(OY) MJU
N U ‘ Jl J\ . WA
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Abbildung 70: *H-NMR-Spektrum von 69 in DMSO-d.

Weitere Hinweise auf die vollstandige Verbrickurigradrei Linker zeigt die Abwesenheit
von Azid- und Alkinbanden im FT-IR Spektrum, sowtlas Fehlen charakteristischer
Fragmentierungsmuster im ESI-MS, wie dem bei frefandgruppen auftretenden Verlust

von Stickstoff.

Durch langsames Verdunsten einer Loésung v68 in Wasser/Methanol und
Wasser/Acetonitril in Gegenwart und Abwesenheit Watriumsulfat wurden Kristalle von
69 mit einer fir eine Kristallstrukturanalyse ausheiod guten Qualitat erhalten. Die Zugabe
von Sulfat fihrte zu einer besseren Kristallisatieon 69, vermutlich aufgrund von
Aussalzungseffekten. Die Anwesenheit von gelosterfaSwirkte sich aber nicht auf die
Struktur des gebildeten Kristalls aus. Die aus denschiedenen Losungen erhaltenen
Kristalle wiesen alle eine innerhalb der Unsichérigentische Kristallstruktur auf. Diese
zeigt deutlich die vollstéandig verbrickte Kapselt miiei Triazoleinheiten, die alle in der
gewulnschten 1,4-disubstituierten Konfiguration saén (Abbildung 71). Bis(cyclopeptid)
69 nimmt im Kristall allerdings nicht wie erwartetnel Cs-symmetrische, sondern ei@-
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symmetrische Konformation an, bei der die Achsecllwginen der Triazollinker fuhrt. Da
diese Konformation nicht mit der Orientierung deeidlriazollinker zu den Cyclopeptiden
kompatibel ist, liegt die Kapsel im Kristall verntiah fehlgeordnet vor, wobei die N1 und C4
Atome des Linkers identische Positionen besetzea. d@iden Cyclopeptidringe besitzen
beinahe eine idealé€;-symmetrische Konformation und sind im Winkel vo®(Q)°
zueinander geneigt. Dies fihrt zu einer starkereauchung des Linkers durch den die
Symmetrieachse lauft. Der Rezeptor kristallisieitt 21 Wassermolekuilen, die hochgeordnet
vorliegen (Abbildung 71b). Bis auf ein O-Atom eindsassermolekils, das sich aul3erhalb des
Hohlraums befindet und tber zwei Positionen fehideet ist, konnten alle Wassermolekile
mitsamt ihrer Protonen mittels Differenz FouriemB8yese lokalisiert werden, was auf eine
starke Bindung des Wassers hindeutet. Alle sechsidAHl Gruppen der beiden
Cyclopeptide sowie vier Carbonylgruppen der Linkeiden Wasserstoffbriicken zu den
Wassermolekilen im Hohlraum aus. Wasser scheint ldestall zu stabilisieren, da
intermolekulare Wasserstoffbriicken zwischen Amid @arbonylgruppen zweier Molekule
69 fehlen.

a) b)

Abbildung 71: Kristallstruktur von 69. Die beiden Cyclopeptidringe sind farblich hervorgehoben (a);
Struktur mit Kristallwasser (b).
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4.4 Untersuchungen der Bis(cyclopeptide)

Die Untersuchung der Bis(cyclopeptide) auf ihre Wsstwirkung mit Anionen kann mittels

verschiedener analytischer Verfahren erfolgen.

Massenspektrometrische Analysen

Eine einfache Mdglichkeit, Komplexe zu untersucbeiet die Massenspektrometrie. Da bei
diesem Analyseverfahren isolierte Molekiile oder édd in der Gasphase betrachtet werden,
unterscheidet sie sich von Messmethoden die inngyslurchgefihrt werden unter anderem
durch das Fehlen jeglicher Lésungsmitteleffektee Devorzugte Methode ist in diesem Fall
die Elektrospray-lonisations-MassenspektrometrieSI\E da sie ein besonders mildes
Verfahren der lonisation darstellt, das es ermégliauch nichtkovalente Aggregate, wie sie
die Anionenkomplexe der Cyclopeptide darstellen, analysieref®? Durch die negative
Ladung des Anions erfolgt die Untersuchung der @&dbpeptid)-Komplexe im negativen
Modus.

Abbildung 72 zeigt die ESI-MS Spektren v@8 und 69 in H,O/MeOH 1:1 ¢/Vv) in
Gegenwart von einem bzw. drei Aquivalenten Sulfatnem Anion welches von
strukturverwandten Cyclopeptiden gewdhnlich am desgebunden wir*” In diesen
Spektren kann der jeweils intensivste Peak aufgrsethes m/z Verhaltnisses und
Isotopenmusters dem zweifach negativ geladenemtRathplex68 SQ* (m/z= 802.8) bzw.
69-SQ? (m/z= 1009.9) zugeordnet werden. Weitere kleine Pst&®men von den einfach
geladenen Chloridaddukte®8-CI (m/z = 1544.6) und69-CI (m/z = 1958.7), bzw. dem
deprotonierten Bis(cyclopeptidy8H (m/z = 1508.6). Die Spektren belegen, dass beide
Rezeptoren mit Sulfat bevorzugt 1:1 Komplexe bilden
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Abbildung 72: ESI-MS Spektren (negativer Modus) von68 (0.01 mM in HO/MeOH 1:1 (v/v)) in
Gegenwart von 1 eq Ng50O, (a) sowie von 69 (0.01 mM in KEOD/MeOH 1:1 (V/V)) in
Gegenwart von 3 eq NgS0;, (b).

Neben Informationen uber Struktur und Zusammensgtzuwon Komplexen, kann man
mithilfe der Massenspektrometrie auch Aussagen (ilsgen relative Stabilitaten in der
Gasphase treffé®® Hierzu wurden ESI-MS Spektren von Lésungen detbWelungen68
und 69 (0.01 mM; Wasser/Methanol 1:1v/{)) mit 2 Aquivalenten Natriumsulfat bei
verschiedenen lonisationsspannungen, dem sogenan@ep-Exit-Wert aufgenommen
(Abbildung 73). Bei niedriger Cap-Exit-Spannung deirin den betreffenden Spektren als
einziger Peak nur das zweifach negativ geladendatddtlukt beobachtet. Da nackte
Sulfatdianionen in der Gasphase labil sind, deditst auf eine Stabilisierung des Anions im
Komplex durch mehrere Wasserstoffbriicken'ift Bei Erhéhung der Spannung erschien im
Spektrum in zunehmendem Maf3e ein Peak, der demenfr@eprotonierten) Rezeptor
zuzuordnen ist. Dabei wirkt sich bei ansonstenchlem Messbedingungen die Hohe der
Spannung jedoch unterschiedlich auf das VerhattersPeakintensitat von Sulfataddukt zu
deprotonierten Rezeptor fir die beiden Bis(cycloioep 68 und 69 aus. Wahrend bet8
beide Peaks schon bei —200 V die gleiche Intenasilviesen und das Sulfataddukt bei
-280 V vollstandig verschwunden war, lag die Spawgnulie bei der Kapsél9 nétig war, um
eine gleiche Peakintensitat zu erreichen bei umhgefda340 V. Eine vollstandige
Fragmentierung des Sulfatkomplexes konnte nicheigt werden. Naturlich muss in
Betracht gezogen werden, dass sich eine bestimmgegieEmenge auf lonen bzw. Addukte
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unterschiedlicher Masse nicht notwendigerweisetideim auswirkt. Dennoch kénnen diese
Ergebnisse als starker Hinweis darauf gewertet everddass das dreifach verbrickte
Bis(cyclopeptid)e9 Sulfat starker bindet als das einfach verbriickialdgon68.

Cap-Exit Spannung

68+SC,)*
a) 40V [68+SCy]

-160 VvV

-200 Vv

2210V \
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Abbildung 73: ESI-MS Spektren von 68 (0.01 mM) beCap-Exit Werten von -40 bis -280 V. [68+SQ*
(m/z=802.8); [68-H](m/z = 1508.6) (a) und 69 (0.01 mM) bei Cap-Exit Wertemon -40 bis
-360 V. [69+SQ]*(m/z = 1009.9); [69-H](m/z = 1924.4) (b) in Wasser/Methanol 1:1v{v)
jeweils in Anwesenheit von 2 eq N&O,;.

Weiterhin wurden massenspektrometrische StudienAzerhselwirkung vor68 und 69 mit
Halogenidionen in der Gasphase durchgefiihrt. Dazden Lésungen vof8 bzw. 69 (0.1
mM; Wasser/Methanol 1:M/y)) mit jeweils 0.33 Aquivalenten NaCl, NaBr, undINarsetzt
und mit ESI-MS gemessen (Abbildung 74). Neben deak® der deprotonierten Rezeptoren
wurden in diesen Spektren die drei Peaks der 1dukig mit den Halogeniden beobachtet.
Im Spektrum von 68 sind zusatzlich zweifach negativ geladene Kompleder
Zusammensetzun§$-2H]* (m/z= 754.3), p8-H+CI]* (m/z= 794.7) und §8-H+I]>" (m/z=
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818.3) mit geringer Intensitat vorhanden. Die retat Intensitdten der Peaks der einfach
geladenen Halogenidkomplexe nehmen von Chlorid (Bremid zu lodid zu, was im
Einklang mit Ergebnissen steht, die flr andere dgdbpeptide) gefunden wurden. Diese
Reihenfolge deutet an, dass die Anionenaffinitdat & und69 in der Reihenfolge (> Br >
CI steigt™ ** Diese Vermutung wurde durch weitergehende Untérsugen untermauert.
Dazu wurden die einzelnen Addukte isoliert und Pés/MS fragmentiert. Die zur
Fragmentierung noétige Spannung wurde solange waril@s der Peak des jeweiligen
Halogenidaddukts und der des entstehenden depedtemi Rezeptors dieselbe Intensitét
aufwiesen. Auch hierbei zeigte sich bei beiden Rexen dass die zur Fragmentierung
bendtigte Spannung in der Reihenfolge lodidkompteBromidkomplex > Chloridkomplex
stieg (Abbildung 74). Da alle anderen sich ebesfallf die Fragmentierung auswirkenden
Messparameter bei den Messungen konstant gehaliesiemy kann man davon ausgehen,
dass die Energie, die zur Fragmentierung der Koxepleotwendig ist, mit der Starke der

Anionenbindung korreliert.
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) i [68'H]7[68+CI] [1636 7]
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Abbildung 74: ESI-MS Spektren von 68 (0.1 mM) (a) nd 69 (0.1 mM) (b) in Wasser/Methanol 1:1\v)
nach der Zugabe von jeweils 0.33 eq NaCl, NaBr undal. In den jeweiligen eingefiigten
Spektren sind die Ergebnisse der MS/MS-Fragmentiemgsstudien gezeigt. Es sind
jeweils nur die Spektren dargestellt, in denen daSignal des deprotonierten Rezeptors
und das des Halogenidkomplexes eine gleiche Intetdgi besitzen, sowie die
Fragmentierungsspannungen, die zur Aufnahme dieseiSpektren verwendet wurden.
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Wie schon erwéahnt, sind Bindungsstudien in der Gasg nur bedingt mit Studien in Losung
vergleichbar. Da bei massenspektrometrischen Mgssum der Gasphase nur Populationen
von isolierten, vollstandig von ihrer Solvathillefieiten lonen bzw. geladenen Addukten
detektiert und fragmentiert wurden, sind Aussagéer iden Einfluss von entropischen
Effekten (z.B. hydrophoben Wechselwirkungen) aefldomplexstabilitat nicht moglich. Des
weiteren liegt in der Gasphase kein Gleichgewishiszhen Komplex und freiem Rezeptor
vor, da nach der Fragmentierung des Bis(cyclopgptidon-Komplexes die beiden
Komponenten irreversibel voneinander getrennt werfée Energie, die zur Fragmentierung
aufgewendet werden muss, entspricht daher eher kinetischen als thermodynamischen
Stabilitat!*®*1t zwei Beitrage korrelieren mit dieser kinetischeatlitat des Komplexes in
der Gasphase. Zum einen muss bei der Dekomplegeatiendirekte enthalpische Bindung,
die unter anderem von Zahl und Starke der Wass$#mdgioken abhangt, iberwunden werden.
Zum anderen kann die Dekomplexierung auch stegstindert sein. Dies ist der Fall, wenn
der Rezeptor dabei eine starke, mit hoherem Erengiatz verbundene konformative
Anderung erfahren muss. Man kennt dies von Hemgcantlen, bei denen der Gast beim
Austausch enge Portale passieren muss und der usghtadaher eine hohere
Aktivierungsenergie bendtigt.

Vergleicht man die Fragmentierungen der Sulfatk@xg@lvon68 und 69 miteinander, so
deutet der héhere Energieaufwand beim dreifachriiekben Rezepto89 darauf hin, dass er
Sulfat entweder enthalpisch starker bindet@soder dass die Dekomplexierung aufgrund

sterischer Faktoren gehindert ist.
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NMR-Messungen

Informationen Uber die Wechselwirkungen von Cycpiken, die sich vorl ableiten, mit
Anionen kénnen auRerdem att$-NMR-Spektren gewonnen werden. Bindet ein Anion an
das Cyclopeptid, fuhrt seine negative Ladung zerekintschirmung der Protonen die sich in
raumlicher Nahe befindérf! Aus Abbildung 75 sind diese Protonen anhand der
Grundstruktur vonl und der Kristallstruktur seines Komplexes mit tbdirsichtlich. Eine
Entschirmung und dadurch eine charakteristischéeldeVerschiebung der Signale ifi-
NMR Spektrum erfahren insbesondere die AmidprotatesnGeriists, welche das Anion Uber
Wasserstoffbriicken binden (griin gestrichelt dasjigstsowie die gelb markierten &

Protonen der Prolineinheiten.

e
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Abbildung 75: Cyclohexapeptid 1 und Kristallstruktur eines Sandwichkomplexes von 1 mit lodid;
Wasserstoffbriicken sind griin gestrichelt dargestdl] H(a)-Protonen gelb hervorgehoben.

Im Falle der einfach verbrtckten Bis(cyclopeptid@)und 68 verschob sich das Signal der
H(a)-Protonen in DMSO- bei der Zugabe von NBuUwie erwartet zu tieferem Feld

(Abbildung 76 und Abbildung 77). Die Signale der llprotonen erfahren nur eine geringe
Verschiebung. Der Grund liegt in der Eigenschaf$ désungsmittels DMSOgd dessen

Sauerstoffatom ebenso wie das lodid als Wassdrstioenakzeptor fungiert. Bei der
Komplexbildung mit lodid wird nicht die Brutto-Verkiebung der Amidprotonen beobachtet,
sondern nur die Differenz der Verschiebungen vatidkomplex und dem solvatisiertem
Rezeptor als Ausgangspunkt. Sofern also das Solvedsbwesenheit des Anions starke
Wasserstoffbriicken zu den Amidprotonen ausbildegannk die Verdrangung der

Solvensmolekiile durch lodid in einem geringen Skdker sogar Hochfeldshift resultieren.
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Abbildung 76: 'H-NMR-Spektren von 43 in DMSO-d; vor (a) und nach Zugabe von NBu (b).
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Abbildung 77: 'H-NMR-Spektren von 68 in DMSO-d; vor (a) und nach Zugabe von NBu (b).

Die  weiteren  Untersuchungen zur Sulfatbindung gtésli im  wassrigen
Losungsmittelgemisch J®/CD;OD 1:1 {/v). Dazu wurde eine Losung v@8 mit steigenden
Mengen an Natriumsulfat versetzt und der Einflugs &alzzugabe auf da¥$i-NMR
Spektrum verfolgt (Abbildung 78). Die H)-Signale des Komplexes wurden wie bei anderen
Bis(cyclopeptiden) stark (um ca. 1 ppm in Anwesénkien 2 Aquivalenten N&$SQy) zu
tiefem Feld verschoben, was darauf hinweist dassAtaon im Hohlraum zwischen den
Cyclopeptidringen gebunden wird. In den Spektren,denen Sulfat im Vergleich zum
Rezeptor im Unterschuss vorlag, war ein gleichm&f3ghift und eine starke Verbreiterung
der Signale zu beobachten. Dies deutet an, das§mktik der Komplexbildung im Vergleich
zur NMR-Zeitskala schnell ist, so dass die Signdés Komplexes und die des freien
Rezeptors nicht getrennt registriert werden kénsendern sich zu einem Signal mitteln. Die
starke Verbreiterung der Signale zeigt aber, dé&s<eschwindigkeit der Komplexbildung
bei Raumtemperatur in einem &ahnlichen Bereich we Messfrequenz des verwendeten
NMR-Spektrometers (400 MHz) liegt.
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Abbildung 78: 'H-NMR-Spektren einer 2.80 mM Lésung von 68 in BO/CD;OD 1:1 (v/v) mit
ansteigender Menge an N#&O,. Die Signale der H{)-Protonen sind rot markiert.

Neben den H{)-Protonen erfuhren auch andere Signale @®ine Veréanderung (Beispiele
blau markiert), die auf eine Anderung der Konforoat des Bis(cyclopeptids) bei

Komplexbildung hinweisen. Dieser Befund wird besensdam Signal einer GHGruppe des

Linkers deutlich (H8, grin markiert). Die diastetepen Protonen, die im freien
Bis(cyclopeptid) zu einem Signal zusammenfallemtsp im Sulfatkomplex in zwei Signale
auf. Dies ist ein Indiz daflr, dass der Linker der Komplexbildung in seiner Flexibilitat
deutlich eingeschrankt wird. Das Signal des Tripambns (violett markiert) wurde zu hohem
Feld verschoben und scheint daher nicht wie beie@m] Triazolgruppen enthaltenden,

Anionenrezeptoren an der Bindung zum Anion betedligseirf}26-128: 162-165]

Genauere Informationen zur Struktur des Sulfatkexgd erhdlt man durch
zweidimensionale NOESY NMR-Spektroskopie. NOESY®mn zeigen Kreuzpeaks flur
Protonen, die sich in raumlicher Nahe zueinandéndben. Dabei konnen diese zum einen
Uber wenige Bindungen benachbart sein (skalare kapgp oder sich raumlich nahe
kommen, ohne dass es eine unmittelbare Verknipiimeg Bindungen gibttiirough-space-
coupling. Fur signifikante Kreuzpeaks muss der Abstandhsal Protonen im Allgemeinen
weniger als 5 A betragen wodurch sich Riickschlasgalie Konformation der Verbindung
in Losung ziehen lassen.

Das NOESY-Spektrum vo@8 (Abbildung 79a) weist eine Vielzahl von Kreuzpeaks, die
jedoch alle innerhalb einer Untereinheit, also ealer zwischen Protonen substituierter
Aminoprolin-, unsubstituierter Prolineinheiten odenerhalb des Linkers auftreten und auf

skalare Kopplungen der Protonen zuriickzufuhren .skKwgtuzpeaks zwischen Protonen
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verschiedener Untereinheiten treten nicht auf, idaedProtonen im Cyclopeptidring einen zu
groRRen Abstand zueinander besitzen. In Gegenwar2vAquivalenten Natriumsulfat treten
hingegen zusatzlich Kreuzpeaks zwischen Signalebstguierter Aminoprolin- und
unsubstituierter Prolineinheiten auf. Besonders igutdies anhand Kreuzpeaks dera}H(
Protonen zu sehen, die in Abbildung 79b mit Pfeilaervorgehoben sind. Wie
vorangegangene Untersuchungen gezeigt haben, kdiese Kreuzpeaks nur auftreten,
wenn das Bis(cyclopeptid) eine gefaltete Konfororateinnimmt, in der sich die beiden
Cyclopeptidringe raumlich nahe kommen und gemeinsafrdem Anion wechselwirkef?
Dann ist der Abstand gering genug, dass Protongriden Ringes mit Protonen des anderen
Ringes wechselwirken konnen. In Abwesenheit vorfabust diese Konformation weniger
populiert und die Cyclopeptidringe haben im zdidin Mittel einen grol3eren Abstand,
weswegen Kreuzsignale zwischen Prolineinheiterbd&ten Cyclopeptidringe fehlen.

Bei dem dreifach verbrickten Bis(cyclopept®d konnen analoge Kreuzpeaks prinzipiell
nicht beobachtet werden, da es sich um €gsymmetrische Verbindung handelt, die nur
substituierte  Aminoprolineinheiten enthéalt welche MRFspektroskopisch nicht  zu
unterscheiden sind. Trotzdem kénnen Aussagen libd¢ahformation vor69 in Lésung aus
dem NOESY-NMR Spektrum abgeleitet werden. So simd/ergleich zum Spektrum vds8
die Kreuzpeaks zwischen den Triazolprotonen un@@mdProtonen der Linker in Gegenwart
von Sulfat intensiver (Abbildung 80, mit Pfeilen rkiart). Dies weist auf eine kompakte
gefaltete Konformation der Linker hin. Die Abweseithauffalliger Unterschiede zwischen
den NOESY Spektren mit und ohne Sulfat lasst algslkeine genaueren Aussagen Uber die
konformative Veranderung des Rezeptors bei Kompliéxig zu.
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Abbildung 79: 2D-NOESY NMR-Spektren von 68 in DO/CD;OD 1:1 (v/v): (a) 2.8 mM, 400 MHz,
Mischzeitt, =2 's; (b) 2.8 mM + 2 eq N&0O,, 400 MHz, Mischzeitt,, = 2 s.
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Abbildung 80: 2D-NOESY NMR-Spektren von 69 in DO/CD;OD 1:1 (v/v): (a) 2.8 mM, 400 MHz,
Mischzeitt, =2 's; (b) 1.6 mM +2 eq N&0O,, 600 MHz, Mischzeittr,,= 1 s.
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Das eindimensionaltH-NMR Spektrum der Kaps&9 in D,O/CD;OD 1:1 (/v) (Abbildung
81) wird bei Zugabe steigender Mengen an Natriufas@lbenso charakteristisch verandert
wie das des Bis(cyclopeptid83. So verschiebt sich das Signal des)-Protonen zu tieferem
Feld (rot markiert) und auch andere Signale erfahdeutliche Shifts (Beispiele blau
markiert), die auf eine Bindung des Anions im Hahin hinweisen.

Im Verhalten vor68 und 69 sind jedoch auch einige markante Unterschiedeenbdchten.
So spalten die diastereotopen Methylenprotoneriiseer von 69 auch in Abwesenheit von
Sulfat in zwei Signale auf (grin markiert). Die$ @&uf die rigidere Struktur der Kapsel
zuruckzufihren. Dass bei der Komplexbildung trotmdeine gewisse Reorganisation der
Linker unter Reduzierung der konformeren Flexiétlistattfindet, kann man an der geringen
Verschiebung der Signale und ihrer Verscharfungégenwart von zwei Aquivalenten Sulfat

im Vergleich zur leeren Kapsel erkennen.

H() H(o) HO) H(B)
g ) P, b :
I
+0.25 eq \ L J °
+0.50 eq \ ° ° /\j °
+1.00 eq M “JJ\ |‘ ° NS ®

7 & 4 3 2 [ppm]

Abbildung 81: 'H-NMR-Spektren einer 1.60 mM Lésung von 69 in BO/CD;OD 1:1 (vv) mit
ansteigender Menge an Ng&O;,. Die Signale der Hg)-Protonen sind rot markiert.

Ein weiterer grof3er Unterschied liegt im Tieffeldsber H(x)-Protonen. Er erfolgt nicht wie
bislang bei solchen Cyclopeptidrezeptoren beobachkeichmallig, sondern es werden
nebeneinander zwei Signale fur die freie Kapsel ded Sulfatkomplex gefunden. Bei
zunehmender Sulfatzugabe nimmt die Intensitat dgere Signals ab und die des zweiten zu
(rot markiert). Dies bedeutet, dass der Gastaustaus Gegensatz z68 langsam auf der
NMR-Zeitskala verlauft, die Einfihrung weiterer kar in das Bis(cyclopeptid)system also
die Kinetik der Komplexierung deutlich verringerDies wurde bereits bei anderen
Containermolekillen beobacht&t!®® Interessant in diesem Zusammenhang ist, dasslaih
Triazolsignal des Linkers (violett markiert) bei lfatzugabe gleichmafig zu hohem Feld
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verschiebt. Dies bedeutet zum einen, dass auctidémem Rezeptor der Linker nicht an einer
Bindung zum Anion beteiligt ist, aber auch dasskdieformelle Mobilitat der Linker und die

Komplexbildung auf verschiedenen Zeitskalen ablaufe
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Isotherme Titrationskalorimetrie

Die isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) ist eineitere Moglichkeit zur Charakterisierung
nichtkovalenter Komplex&®”! Sie besitzt den groRen Vorteil, dass sie in eMessung
neben Bindungskonstante und Stochiometrie auch tdegmodynamischen Parameter
EnthalpieAH und EntropieAS der Komplexbildung liefert. Die Kenntnis dieser&meter ist
wichtig fur das Verstandnis der Bindungsprozessg smmit auch fur das Design und die
Optimierung von Rezeptoren.

Das Ergebnis einer typischen Messung ist in Abloitgd&2 dargestellt. Der obere Teil der
Abbildung zeigt den Verlauf der Titration und dexbei bestimmten Messgro3e. Jeder Peak
entspricht der Dosierung einer bestimmten Meng&astlosung in die Rezeptorlésung. Die
zugehdrige Flache entspricht dem Warmeumsatz wdhgr Injektion, die mit der

Reaktionsenthalpie korreliert werden kann.
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Abbildung 82: Diagramm der ITC-Messung von Rezeptor68 (0.5 mM) und NaSQO, (5 mM) in 1:1 (V)
Wasser/Methanol bei 298 K. Der obere Teil zeigt dibei der Titration der Salz- in die
Rezeptorlésung auftretende Reaktionswarme. Im untem Teil sind die Integrale der
einzelnen Peaks aufgetragen, mit einer geeignetengrmmoiden Funktion gefittet (rote
Linie) und die Ermittlung der Werte fir Kg, n und AH schematisch dargestellt.

92



Eigene Ergebnisse

Im Idealfall ergibt die Auftragung der gemessenarihBlpien gegen den Molenbruch der
Titration eine sigmoide Kurve, aus der man durcbhhnlineare Kurvenanpassung die
gewinschten thermodynamischen Daten bestimmen KaarGesamtenthalpie der Reaktion
AH entspricht der maximalen Differenz in der Enerdidée Lage des Wendepunkts definiert
die Stochiometrie der Reaktion, also die Anzahlen Bindungsstellen des Komplexes. Aus

der Steigung im Wendepunkt erhalt man schliel3lierBihdungskonstante,.

Mit Hilfe der van't Hoff’'schen Gleichung (Gleichurig erhalt man aus diesen Parametern die

freie BildungsenthalpiAG der Komplexierung.

AG = -RTInK, (1)

Nach der Gibbs-Helmholtz-Gleichung (Gleichung 2)rdwitber AG, AH und die

Messtemperatur als letzte unbekannte GrolRe di@iiatder Gesamtreaktidk berechnet.

AS=" -2 )

Mittels ITC wurden die thermodynamischen Parameter Anionenbindung der beiden
einfach verbriickten Bis(cyclopeptiddB und 68 sowie der Kapseb9 mit den Anionen
Sulfat, lodid und Bromid in Wasser/Methanol 1Wv)( bestimmt. Die Anionen wurden in
Form ihrer Natriumsalze eingesetzt. Die ErgebndseMessungen sind zusammen mit den
Daten des einfach mit Adipinsaure verbrickten Bid@peptids)3a in Tabelle 3 aufgefihrt.
Bis auf die Parameter voB9 mit Nal wurden jeweils drei unabhangige Messungen
durchgefuhrt und die Ergebnisse gemittelt. Der mfVder Messungen liegt bei ungefahr 1,

was bei allen Komplexen wie erwartet fur eine 1tdc8iometrie spricht.
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3a™ 43 68 69
n 0.81+0.01 0.87+0.05 0.92+0.01
logKa 5.28+0.10 5.23+0.06 4.96+0.05 5.70 +0.03
NaSOy AG -30.2+0.2 -299+04 -284+03 -326+0.2
AH -155+04 -157+x06 -135+03 10.1+0.1
TAS 147 £+0.6 143+09 149+05 42.7+0.2
n 0.77+0.03 0.83+0.04 1.0¢
logKy 3.79+0.26 3.65+0.03 3.45+0.03 3.85
Nal AG -21.6+25 -208%+0.1 -19.7+0.1 -21%9
AH -13.2+1.0 -151+0.1 -16.0+0.7 191
TAS 84+25 5.7+0.1 3.7+x1.0 231
n 0.80 +£0.02
logKa  3.45+0.39 3.46 +0.01
NaBr AG -19.7£2.2 -19.8+0.1
AH -11.2+0.9 -16.6 £ 0.3
TAS 85+£3.1 3.2+04
Tabelle 3: Thermodynamische Daten der Komplexbildug von 43, 68 und 69 mit Sulfat, lodid und

Bromid in Wasser/Methanol 1:1 {/v) bei 298 K; die Energien sind in kJ/mol angegeben.
Inur eine Messung durchgefiihrt.

Die beiden einfach verbriickten Rezeptodhund 68 weisen mit logK, Werten von 5.23
bzw. 4.96 in Wasser/Methanol 1:9/\{) eine sehr hohe Sulfataffinitat auf. Sie liegtder
GrolRenordnung die auch bei anderen analogen Blsf®mtiden), wie der Verbindunga
(log K; = 5.28), gefunden wurde. Allerdings erreicht sieht die Affinitat eines von C.
Reyheller synthetisierten Rezeptors, in welchembdieen Cyclopeptidringe tGber einen 2,2'-
(1,3-Phenylen)-diessigsaurelinker verknupft sindese Verbindung bindet Sulfat unter
gleichen Bedingungen mit einem I&g, von 5.97, dem héchsten Wert der bislang fur ein

Bis(cyclopeptid) mit dieser Grundstruktur gefunaemrde*®

E)J\/\/\g/"‘a E)LO/\/\/O\([)(\ X)l\/\N/CNNVJ\ Y4

Abbildung 83: Vergleich der Linkerstruktur von 3a, 43 und 68.
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Wie bei anderen bislang untersuchten Bis(cyclopepdi ist die Komplexbildung vo#3 und

68 mit allen untersuchten Anionen sowohl enthalpiatshauch entropisch begiinstijt.>*
Die einzelnen Beitrdge von Enthalpie und Entropieder Sulfatbindung unterscheiden sich
bei 3a, 43 und 68 nur geringfiigig. Obwohl sich die Anzahl der Atomgischen den Amid-
NH-Protonen im Linker von 6 b&a Uber 8 be#d3 auf 9 bei68 erhdht (Abbildung 83), wirkt
sich die Lange des Linkers, wenn sie sich in eirggwissen Bereich bewegt, also nur
geringflgig auf die thermodynamischen ParameteSd#datbindung aus.

Bei der Komplexierung von lodid nimmt der entropiscTerm zur Komplexbildung bei den
drei Rezeptoren mit steigender Linkerlange leicbt ®ie gleichzeitige Abnahme der
Enthalpie kann diesen Verlust nicht vollstandig kemsieren, weshalb die Affinitat fur lodid
ebenso abnimmt. Da sich die drei Linker nicht muihrer Kettenlange, sondern auch in ihrer
Rigiditat unterscheiden, ist ein Ruckschluss dedbaehteten Effekts rein auf die Kettenlange
nicht zulassig.

Die Bromidaffinitat von68 ist praktisch ebenso grol3 wie die Affinitat diestezeptors fur
lodid. Damit unterscheidet sich die Anionenselatdiv von 68 von der anderer
Bis(cyclopeptide), wiea, die Bromid Ublicherweise signifikant schwachendan als lodid.

In vorangegangenen Arbeiten wurde gezeigt, dass Almonenselektivitat bislang
untersuchter Bis(cyclopeptide) im Allgemeinen i &eihenfolge SE>I>Br>ClI" sinkt[?
Bei den Halogeniden korreliert sie also mit demelmadius des Anions und nicht mit seiner
Ladungsdichte, d.h. der Fahigkeit Wasserstoffbriickeiszubilden. Dies wurde dadurch
erklart, dass lodid aufgrund seiner GroRe den Haointr der Bis(cyclopeptide) optimal
ausfillt und so mit allen NH-Gruppen gleichzeitigahselwirken kann. Das Sulfation ist
etwa genauso grof3 wie lodid, aufgrund seiner hdhdradung und der starkeren
Akzeptoreigenschaften der Sauerstoffatome im Vagleu lodid, wird dieses Anion aber
starker gebunden.

Eine hohere Sulfataffinitdt wurde fir die Rezeptodd, 68 und 69 wie erwartet gefunden.
Die ahnlich groBen Bindungskonstanten der lodidd @Bromidkomplexe von68 sind
dagegen ungewohnlich. Allerdings fehlen vergleideenMessungen, z.B. auch zur

Chloridaffinitat, um dieses Ergebnis besser beweztekonnen.

Der Vergleich der Sulfataffinitst von69 mit den fiur 43 und 68 gemessenen
Bindungskonstanten der Sulfatkomplexe zeigt, dasshdErh6hung der Anzahl der Linker
der Sulfatkomplex stabilisiert wird. So liegt didfiAitat bei der dreifach verbrickten Kapsel

69 mit einem logK, von 5.70 um ca. eine Grof3enordnung uber dem dinfacbriickten
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Analogon 68 (log Ky = 4.96). Auch lodid wird von69 starker gebunden. Mit einer
Bindungskonstante von 3.85 ist die Verbesserundolok&d gegentibeB8 (log K, = 3.45) aber
weniger ausgepragt als bei Sulfat.

Stellt man die Bindungseigenschaften des einfacdtbritekten Rezeptor§€8 denen des
dreifach verbrickten Deriva@&9 gegentber, erkennt man klar, dass die Erh6hunéatzahl
der Linker eine Verbesserung der Anionenaffinit@wikt. Bedenkt man jedoch die
wesentlich bessere Vororganisation, @#fir die Anionenbindung besitzen sollte, bleibt die
Anionenaffinitat der Kapsel hinter den Erwartungemick. Die Bindungskonstanten alleine
vermogen dieses Uberraschende Ergebnis nicht zléremk Erst bei Vergleich der
Bindungsenthalpien und Bindungsentropien der Sufaplexierung vor68 und 69 werden
grundlegende Unterschiede deutlich.

Wahrend die Bindung bed8 exotherm ist und die Enthalpie mit -13.5 kJ/mat sinem
Anteil von ca. 50 % zur Sulfatbindung beitragt, s bei69 endotherm, d.nAH liefert mit
ungefahr 10 kJ/mol einen negativen Beitrag zur Bigd Bei lodid tritt das gleiche
Phanomen auf, wenn es auch etwas weniger ausgegiralst bei Sulfat.

Die hohe Stabilitat des Sulfatkomplexes B8resultiert also allein aus dem hohen positiven
Beitrag der Entropie zur Komplexbildung. DiesertBag ist so grol3, dass er den unginstigen
Enthalpiebeitrag vollig Uberkompensiert und letttlzu einer Sulfataffinitat fuhrt, die die von
68, dessen Komplexbildung exotherm ist, Ubersteigt.

Es stellt sich nun die Frage nach den Grinden fig bllig unterschiedlichen
thermodynamischen Signaturen in der Anionenbinduey Rezeptoren68 und 69.
Insbesondere ware eine Erklarung hilfreich, waruen Ethéhung der Anzahl der Linker in
diesen Rezeptoren einen Wechsel der Komplexbildenmtbalpie von exotherm zu endotherm
bewirkt. Eine endotherme Sulfatkomplexierung wurdereits bei anderen Rezeptoren
beschriebeft®® In diesem Fall wurde von den Autoren als Erklaramgefihrt, dass die
direkten Rezeptor-Anion-Wechselwirkungen nicht dEnergiebetrag Uberkompensieren
konnen, der fur die Desolvatation des Anions notligist. Analoge Grinde durften auch fir
die Endothermie der Komplexbildung v68 verantwortlich sein. Der Einfluss der Linker auf
die Bindungsenthalpie wird dadurch aber nicht etklénd vertiefende Betrachtungen sind
notwendig. Hierfir muss man sich zunachst bewussin, s dass sowohl
Komplexbildungsenthalpie als auch -entropie voreeiWielzahl von Faktoren beeinflusst
werden, die nicht unabhéngig voneinander messbat. ssie sind im Folgenden kurz

zusammengefasst.
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1. Direkte Rezeptor-Substrat-Wechselwirkung:
e AH <O Die Ausbildung von Wasserstoffbricken zwisthirt und Gast fuhrt
zu einem gunstigen Enthalpiebeitrag.
* TAS <0 Die Verringerung der Teilchenzahl (aus Remephd Gast wird ein
Komplex) liefert einen ungunstigen Entropiebgjtra
2. Umorganisation des Rezeptors: (Der Rezeptorherfdurch Komplexbildung eine
konformative Einschrankung):
e AH=7? Der Enthalpiebeitrag ist vermutlich neutrdépungiinstig, je nachdem
ob der Rezeptor im Komplex in einer Konformationliemt, die er in
Abwesenheit des Substrats sowieso bevorzugt oeéematht.
 TAS<O0O Die konformative Einschrdnkung und damit emgehende
Reduzierung der Freiheitsgrade fihrt zu einem usiigen
Entropiebeitrag.
3. Desolvatation des Anions:
e« AH>0 Zum Aufbrechen der Solvathillle muss Energitgewendet werden.
Der Enthalpiebeitrag ist ungunstig.
e TAS >0 Die aus der Solvathille freigesetzten Molekéthohen die Entropie
des Systems und liefert einen gunstigen Entropietgi
4. Desolvatation des Rezeptors:
e« AH=7? Der Enthalpiebeitrag hangt stark von der Ktmy Grof3e und
Oberflache des Rezeptors sowie der Polaritat desirigsmittels ab.
Da die Bis(cyclopeptide) polare (Amid) als auch aiape (Prolin)
Regionen aufweisen ist der Enthalpiebeitrag scwgterzusagen.
« TAS >0 Die aus der Solvathtille freigesetzten Molekéithohen die Entropie
des Systems und liefert einen ginstigen Entroprelge
5. Wechselwirkung der freiwerdenden Solvatmolekiile:
« AH=7? Die aus der Solvathtille freigesetzten Molekiiéchselwirken mit dem
e TAS =7 restlichen Solvens. Die Auswirkung auf Emileaund Entropie hangt

von dem Ausgangszustand ab und kann nicht ohneengsit
abgeschatzt werden.
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Diese Unterteilung macht deutlich, dass bei Wechsal Rezepto68 zu 69 aufgrund der
Veranderung der Rezeptorstruktur fast alle Punktdiéser Aufstellung mehr oder weniger
stark beeinflusst werden. Allein die Desolvatatd®s Anions bleibt konstant, wenn z.B. die
Sulfataffinitat von68 mit der von69 verglichen wird. Da schwer abschatzbar ist, invagw
z.B. die Desolvatation des Rezeptors oder seinefokmative Umorganisation bei
Komplexbildung die Gr6Re oder das Vorzeichen deernmtodynamischen Parameter
beeinflussen, kann durch Unterteilung der Komplielklrig in die Vorgange Desolvatation,
konformative Umorganisation und Rezeptor/Substrackgelwirkungen noch keine Ursache
fur das unterschiedliche Verhalten vé®und69 identifiziert werden. Diese Vorgehensweise
hilft aber, mogliche hypothetische Ursachen zu tifiereren. So kann fur die Endothermie
der Sulfatkomplexierung vosO
» eine schwachere Wechselwirkung zwischen Bis(cy@bgeund Anion im Vergleich
zu 68 verantwortlich sein oder
* eine Rezeptorkonformation vor®9 im Komplex, die enthalpisch wesentlich
unginstiger ist als die va@B oder
* ein enthalpisch wesentlich groRerer Beitrag derodasation des Rezeptors bei der

Komplexbildung.

Informationen zum ersten Punkt liefern die NMR-dpeskopischen Untersuchungen zur
Anionenbindung in Verbindung mit Molecular Modetiistudien.

Ausgehend von der Kristallstruktur varSQ?, % sowie der Konformation, die ein von Frau
Rodriguez-Docampo synthetisiertes einfach verbegktBis(cyclopeptid) in seinem
Sulfatkomplex annimmit®® wurde die Struktur des Sulfatkomplexes \ithberechnet. Die
Optimierung fuhrte zur in Abbildung 84a dargeseslliStruktur als dem globalem Minimum
und &hnelt sehr der bekannten Struktur ie8Q>.*"® Weitere sieben Konformationen
wurden gefunden, die bis zu 5 kJ/mol energiereicsiad. Sie gleichen alle stark der
energiearmsten Konformation und unterscheiden sioh wesentlichen in den
Konformationen der Linker, wahrend es nur geringfégstrukturelle Unterschiede in den
Konformationen der Cyclopeptidringe giff. Die beiden Cyclopeptidringe weisen einen
Abstand auf, der kurze Wasserstoffbriickenbindungen eingeschlossenen Sulfation mit
N---O Abstéanden zwischen 2.6 und 3.1 A erméglicht.

Eine molekulardynamische Simulation (Abbildung 84tgigte, dass die Linker auch im
Komplex eine verhaltnismalig hohe Flexibilitdt bédra was im Einklang mit dem

gleichmaRig shiftenden Signal des TriazolprotonsShéfatbindung im NMR steht.
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Abbildung 84: Uber Monte-Carlo-Simulation berechnee Konformationen des Sulfatkomplexes von 69
(a),[ u?d seine in molekulardynamischer Simulation bstimmte konformelle Flexibilitat
(b) 170

In den 'H-NMR-Spektren ist der Tieffeldshift, den die d{Protonen von69 bei
Sulfatkomplexierung erfahren mit 0.94 ppm etwasnger als der Shift der f-Protonen
von 68 (1.08 ppm). Dies ist ein Indiz dafiir, dass dagyeschlossene Sulfation b&d im
Mittel einen groReren Abstand zu deruHProtonen aufweist, als b&8 und deswegef9 im
Vergleich schwéachere Wasserstoffbriicken ausbildet.

Der Unterschied in den Differenzen der Verschielemnggt allerdings so gering, dass darin
nicht allein der Wechsel von einer exothermen mereendothermen Bindung begrindet sein
kann, zumal in den Molecular Modelling Studien8%SQ? kein auffallig groRer Abstand

der beiden Cyclopeptidringe zum Sulfation gefundende.

Zur zweiten moglichen Ursache fur die endothermiéagiindung von69, der Stabilisierung
einer enthalpisch unginstigen RezeptorkonformatenKomplexbildung, liefert vor allem
die Kristallstruktur von69 wichtige Hinweise. Prinzipiell sollten zwar aucle dNMR-
spektroskopischen Untersuchungen Informationen dleekonformative Reorganisation bei
Komplexbildung liefern, die erhaltenen Spektrentdeuaber im Wesentlichen nur an, dass
diese Reorganisation tatséchlich erfolgt und dassLihker von 69 im Komplex eine
kompakte, gefaltete Struktur annehmen. Detaillferieformationen tber die Konformation
des Rezeptors vor und nach der Komplexbildung kénaes den NMR-Spektren nicht

abgeleitet werden. Allerdings ist zu erwarten, demsformative Veranderungen durch die
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Komplexbildung vor allem in den Linkern und weniger den beiden Cyclopeptidringen
induziert werden.

Die Kristallstruktur von 69 zeigt allerdings, dass dieses Bis(cyclopeptid) Kmstall
bevorzugt eine Konformation annimmt, die sich var derechneten Struktur im Komplex
massiv unterscheidet. Da im Kristall keine interekollaren Wechselwirkungen zwischen
Bis(cyclopeptid)einheiten beobachtet werden, karem mnnehmen, dass es sich bei der
Kristallstruktur um eine enthalpisch giinstige Stewkhandelt, die der Rezeptor im zeitlichen
Mittel auch in Loésung annimmt. Wahrend die beiderycl@peptidringe fur die
Komplexbildung eine gunstige Konformation besitzest,ihre gegenseitige Anordnung fur
die Komplexbildung auf3erordentlich ungtinstig. Dawendige Anordnung kann nur durch
Veranderung in der Konformation der Linker erreietgrden, was vermutlich mit einem
Energieaufwand verbunden ist.

Hierfir spricht ein weiteres Indiz: Auch in Gegemtvaon Natriumsulfat in Lésung
kristallisiert 69 nie als Sulfatkomplex, sondern immer in freierditatisierter) Form. Die in
Losung auftretenden hohen Entropiebeitrage beiSdéfatbindung spielen im Kristall keine
Rolle. Ein Komplex kann im Kristall daher nur exésen, wenn er auch enthalpisch stabil ist.
Dies ist aber bef9 nicht gegeben; die enthalpisch glinstige Konforomaist die, die fur die
Komplexbildung ungunstig ist. Diese Betrachtunggmreshen also stark daflr, dass
energetisch ungunstige Konformationen des Rezeptorsallem wohl in seinen drei Linkern,
im Komplex daftir verantwortlich sind, dass die Kdexbildung endotherm ist. Entropische
Beitrdge zur Komplexbildung, die wahrscheinlich mpalffich auf die Freisetzung von
Solvensmolekiilen aus den Hydrathiullen von Rezeptml Substrat zurtickzufiihren sind,
kompensieren die ungtnstige Komplexbildungsentbalpid fihren letztlich zu einer immer
noch beachtlichen Stabilitat des Sulfatkomplexesédssriger Losung.

Dass moglicherweise auch Solvatisierungseffekteereienthalpischen Beitrag auf die
Komplexbildung haben und damit auch die dritte esdhplagene Ursache fir die
Endothermie der Sulfatbindung vo69 eine gewisse Berechtigung hat, deutet die
Kristallstruktur von69 ebenfalls an. Rezept6® kristallisiert mit 21 Wassermolektlen. Neun
der Wassermolekuile bilden im Hohlraum einen Clysier aus drei viergliedrigen Ringen
und zwei sechsgliedrigen Ringen besteht, welcher ikmoperative sowie verzweigte
Wasserstoffbriickenbindungen (N-H---O(H)H:--O=C, CHDH---O=C, ---O(H)H---O(H)H---
+-O(H---O(H)H:-)H---O(H)H---) stabilisiert werd@tie Molekile dieses Wasserclusters
bilden Wasserstoffbricken zum Rezeptor aus, im @2 zum endohedralen molekularen

Eis, welches kirzlich in einem selbstassoziiertéfigtnolekiil gefunden wurdé’"!
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Natdrlich ist es nicht unproblematisch die aus Heistallstruktur erhaltenen Daten zur
Deutung des Bindungsverhaltens v@&® in LOsung heranzuziehen. Da die aus der
Kristallstruktur des ,solvatisierten® Rezeptors g@mmen Informationen aber nur auf
Wechselwirkungen zwischen Rezeptor und Wassermigekiieruhen und intermolekulare
Wechselwirkungen zwischen den RezeptormolekilenKinstall nicht existieren ist ein
vorsichtiger Vergleich moglich. Hierbei sind volegth zwei Umstéande von Bedeutung.

Zum einen sind die Losungsmittelmolekile des instétl befindlichen Wasserclusters stark
gebunden und hochgeordnet. Ist die Situation iruhgsahnlich, sollte die Desolvatisierung
der Kapsel endotherm sein, was den fiur die Komplduibg aufzuwendenden Energiebetrag
zusatzlich vergrof3ert. Im Gegenzug fuhrt die Fteiseg des Wassers aus dem Hohlraum zu
einem Entropiegewinn. Der hohe Entropiebeitrag vo#2.7 kJ/mol bei der
Sulfatkomplexierung von69 spiegelt diesen Sachverhalt wieder. Welchen Anthd
Desolvatisierung an den beobachteten Gesamteneitgég®en hat, lasst sich mit den
vorhandenen experimentellen Daten jedoch schwechdbmen. Gegebenenfalls kdnnten
Messungen von Isotopeneffekten des Losungsmiitel3,0 sind Wasserstoffbriicken starker
als in HO) auf die Komplexbildung hier ndhere Informationiefiern*’? Im Rahmen dieser
Arbeit wurden diese Untersuchungen aber nicht dyefitnrt.

Diese Betrachtungen geben also Hinweise daraufs di#s Rezeptoi69 im Komplex
Konformationen annimmt, die aufgrund energetischgiumstiger Linkerkonformationen
energiereich sind. Bei Rezept8 ist diese Problematik méglicherweise ebenfalldhaaden,
da dieser Rezeptor aber nur einen Linker enthéltdes Effekt wahrscheinlich deutlich
kleiner. Zuséatzlich kann fir die Endothermie demniaexbildung vor69 auch eine effiziente

Hydratisierung des Rezeptors in Losung verantvabrisiein.

Informationen Uber die Lésungsmittelabhangigkeit Selfataffinitat von68 und 69 wurden

gewonnen, indem die Komplexbildung mikrokalorim&th in Wasser/Methanol-Gemischen
unterschiedlicher Zusammensetzung mit einem voluseen Wasseranteil von 35, 50 und
65 % untersucht wurde. Die Verwendung von Ldsuntgetgemischen mit noch héheren
Wasseranteilen war aufgrund der ungenitgenden béslicder Rezeptoren nicht maoglich.

Die Ergebnisse der Messungen sind in Tabelle 4eéiifigt.
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68 69
% H,O 35 % 50 % 65 % 35 % 50 % 65 %
n 0.88+0.010.87 £0.050.86 £0.010.89+0.010.92+0.010.75+£0.14
logK, 5.67 £0.024.96 £ 0.06 4.26 + 0.036.34 +0.025.70 £ 0.035.19 £ 0.05
AG -32.4+0.1 -28.4+0.3 -23.9+0.8/-36.2+ 0.1 -32.6 £ 0.2 -29.6 £ 0.3
AH -124+0.1 -135+0.3 -11.8+0.21 13.3+0.1 10.1+0.1 6903
TAS 199+0.2 149+05 121+0]9 495+0.1 4202 365+0.1

Tabelle 4: Thermodynamische Daten der Komplexbildug von 68 und 69 mit Sulfat in
Wasser/Methanol-Mischungen mit variierendem Wassenateil. Die Energien sind in
kJ/mol angegeben.

Bei beiden Rezeptoren nimmt die freie Bindungsdptta AG und somit die
Bindungskonstante mit steigendem Wasseranteil mb.Gegensatz zu anderen neutralen
Anionenrezeptoren, deren Bindungskonstanten schbdugabe geringer Mengen an Wasser
stark abnehmeh’ ist der Verlust an Bindungsenergie (in Abbildung §raphisch
dargestellt) im Fall vor68 und 69 jedoch relativ gering. Wie in Tabelle 4 ersicHtligst der
Grund fur die Verringerung der Komplexstabilitat ibsungsmittelgemischen mit hoherem
Wasseranteil vor allem die Verringerung des enscpen Beitrags zur Komplexbildung. Die
Enthalpie ist beb8 von der Loésungsmittelzusammensetzung fast unbesstfoder weist im
Falle von 69 mit steigendem Wasseranteil einen weniger ungyerstiBeitrag zur
Komplexbildung auf.

a b
) s ) 1s l\.\-
5 5
5 5
E E
S B 5 ——N S 6
2 2
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w 35 4 w 35 4 //
45 + AG 45 —AG
——AH —#—AH
-TAS | TAS
-55 ‘ ‘ ‘ -55 ‘ ‘ ‘
30 40 50 60 70 30 40 50 60 70
% H,0 % H,0

Abbildung 85: Graphische Darstellung der thermodynamischen Parameter AG, AH und TAS der
Sulfatkomplexierung von 68 (a) und 69 (b) in Abhéngkeit von der
Lésungsmittelzusammensetzung.
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Eine analoge Abhangigkeit wurde bereits bei der r@lttarisierung eines anderen
Bis(cyclopeptid)-Rezeptors in Wasser-Acetonitrilsefiungen beobachtét”

Intuitiv wiirde man genau einen entgegengesetztelaMesrwarten: In starker kompetitiven
Losungsmittelgemischen mit héherem Wasseranteiltesahufgrund von schwacheren
Rezeptor/Substrat-Wechselwirkungen die Bindung a&pibch unglnstiger sein, wéhrend
aufgrund starkerer hydrophober Wechselwirkung diatrdpie die Wechselwirkung

zunehmend begunstigen sollte. Diese Sicht fokussiterdings ausschlie3lich auf die
direkten Wechselwirkungen zwischen Rezeptor undstabund lasst andere Einflisse, wie

Solvatation, aul3er acht, die ebenfalls zum Binduoiggng beitragen.

Eine mdgliche Erklarung fur die beobachteten Ergedan beruht auf der Annahme, dass
Sulfationen in Wasser/Methanol-Gemischen bevoraugt Wassermolekilen solvatisiert
werden!®¥ In Lésungsmittelgemischen mit geringerem Wasseiiaswllte dementsprechend
die Bindung von Sulfationen entropisch stark betggnhssein, da die geordneten
Wassermolekile aus der Solvathille freigesetzt ererdAllerdings ist der enthalpische
Aufwand fur die Desolvatisierung hoch. In Loésungsetn mit hoherem Wasseranteil sinkt
der entropische Vorteil der Sulfatbindung, allegsirwird die Desolvatisierung zunehmend
leichter so dass der enthalpische GesamtgewinKa®aplexbildung gréf3er wird. Leider sind
nur die freien Energien fiir den Ubergang von Sigifegn von Wasser in Wasser/Methanol-
Mischungen bekannt und nicht die individuellen efgfschen und entropischen Beitrafd
Diese Daten wirden Informationen liefern, ob diegebinerpretation sinnvoll ist. Weitere
systematische Bindungsstudien sind daher notwendig)y die Abh&ngigkeit der
Bindungsenthalpie und -—entropie von der Ldsungsimisammensetzung bei der
Anionenkomplexierung durcl68, 69 oder andere analoge Bis(cyclopeptide) genauer zu

verstehen.
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Kinetik der Sulfatbindung

Die Erkenntnis aus detH-NMR-Spektren, dass der Gastaustausch der Suffatlexe von
68 und 69 mit deutlich unterschiedlicher Geschwindigkeitéalit, fihrte zur eingehenderen
Untersuchung der Bindungskinetiken beider Rezeptor®ie dynamische NMR-
Spektroskopie bietet die Moglichkeit, kinetischetéazu erhalteH’>'® Man beobachtet
dabei Kerne, die zwischen zwei magnetisch unteesiiibhen Positionen hin- und
herwechseln und dabei eine mittlere Lebensdauer M®h-10° s aufweisef’” "8 |m
konkreten Fall sind dies Protonensignale einesfir&is(cyclopeptids) und seines Komplexes
mit Sulfat. Erfolgt der Austausch langsam auf déviRNZeitskala beobachtet man zwei
getrennte Signale. Erhéht sich die Geschwindighte#t Austauschs kann das NMR-Gerat die
Signale nicht mehr auflésen. Sie verbreitern siod tallen bei schnellerem Austausch zu
einem einzelnen Signal zusammen (Koaleszenz). Faktodie die NMR-Spektren
beeinflussen, sind neben der Temperatur, die digktdauf die Austauschgeschwindigkeit
auswirkt, auch die Messfrequenz und somit die Auffiy der Messung.

Es gibt mehrere Methoden, die Geschwindigkeitskorist des Austauschs aus
eindimensionalen NMR-Spektren zu bestiméht’"*"*'Am genauesten ist die vollstandige
Linienformanalyse, bei der Simulationsprogramme barschiedenen Temperaturen
gemessene Spektren iterativ mit berechneten Spekéngleichen. Molekile mit komplexen
Spinsystemen, wie die Bis(cyclopeptide), bei dengsétzlich noch Signale zusammenfallen,
lassen sich aber mit normalen Mitteln nicht mehreotveiteres berechnen.

Eine Vereinfachung bietet die oft verwendete ,Keaknzmethode”. Sie wurde urspringlich
fur die Untersuchung intramolekularer dynamischeyzBsse, wie z.B. der Bestimmung der
Rotationsbarriere voi,N-Dimethylformamid, eingesetzt. Bei diesen Untersungen liegen
Protonen in zwei gleich populierten Zustande v, itber eine Reaktion erster Ordnung, in
diesem Fall eine gehinderte Rotation, ineinanderfibrt werden. Eine Kopplung zwischen
den Protonen der beiden Zustéande findet nicht statt

Werden mit der Koaleszenzmethode Austauschreaktjonge sie die Komplexbildung der
Bis(cyclopeptide) mit Anionen darstellen, unterdusind diese Voraussetzungen nicht mehr
vollstandig erfullt.

So ist die Komplexdissoziation zwar normalerweisee eReaktion erster Ordnung, die
Komplexbildung aber eine zweiter Ordnung. Zusétrzlgind die Konzentrationen beider
Zustande unterschiedlich, und die fur die Bestimghunotwendige Anderung der

Messtemperatur beeinflusst nicht nur die Bindungsiik, sondern auch das Verhaltnis von
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freiem zu komplexiertem Rezeptor. Trotzdem wurde Kloaleszenzmethode aufgrund ihres
vergleichsweise geringen Aufwands in der Vergangenierschiedentlich verwendet, um die
Geschwindigkeit von KomplexierungsgleichgewichtézwschatzeH! "8 Mit Gleichung 4

kann die Geschwindigkeitskonstante des Austausabis Temperaturen unterhalb der
Koaleszenz berechnet werden, sofern die Signalergetsind und die Verschiebungen der
Signale in Abwesenheit eines Austausches bekanm. dDiese werden meist durch
Tieftemperaturmessungen weit unterhalb der Koafedeenperatur bestimmt, bei denen der
Austausch stark verlangsamt ist, bzw. auf der NMfRskala kein Austausch mehr
stattfindet. Ist dies nicht moglich, schatzt man ab™’” Bei der Koaleszenztemperatur

vereinfacht sich Gleichung 4 zu Gleichung 5.

_ 2_ 52
-@m (4)

OV
ke =—= %)
© 2
k: Geschwindigkeitskonstante
ov: Linienabstand ohne Austausch
Ve Linienabstand mit Austausch
Ke: Geschwindigkeitskonstante bei Koaleszenztemperat

Zur Untersuchung der Kinetik des Anionenaustausdie$8 wurden *H-NMR-Spektren
einer 2.80 mM Ldsung dieses Bis(cyclopeptids) yOICD;OD 1:1 {(/v) in Gegenwart von
0.5 eq NaSO, bei verschiedenen Temperaturen gemessen. Eineahlisler erhaltenefH-
NMR Spektren ist in Abbildung 86 dargestellt. Makesnnt deutlich, dass die &)¢Protonen,
die bei Raumtemperatur nur ein breites Signal dieféei tiefen Temperaturen in zwei
ebenfalls breite Signale fur freien Rezeptor undlfaBtomplex aufspalten. Die
Koaleszenztemperatur liegt bei etwa 10 °C. Die éadhg des bei 0 °C mit einer
Messfrequenz von 600 MHz gemessenen Spektrums treich Gegensatz zum
Hochtemperaturspektrum bei 50 °C nicht aus, um Silgnale der Hf)-Protonen an den
substituierten und unsubstituierten Prolineinheémzeln aufzulésen und somit Signale in
Abwesenheit eines Austausches zu erhalten. Messungerhalb von 0 °C konnten jedoch
nicht durchgefiihrt werden, da unter diesen Bediggardie Bildung eines Niederschlags im
NMR-R6hrchen beobachtet wurde. Da also keine gee&gnMessbedingungen gefunden
wurden, um die chemische Verschiebung dero)ffignale im Abwesenheit eines
Austausches zu bestimmen, wurden diese Werte aublb®-Spektren des freien Rezeptors

und aus einem Spektrum des Rezeptors in Gegenweartzwei Aquivalenten NSO,
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ermittelt. Anhand dieser Werte wurde die Geschwgkelitskonstante des Austauschs bei der
Koaleszenztemperatuf, mittels Gleichung 5 auf 1400 /s bzw. 1500 /s bemet Diese

unterschiedlichen Werte ergeben sich je nachdemabfir die Berechnung die Signale der
Protonen an den Prolin- oder den Aminoprolineirdreibheranzieht. Letztere erfahren bei

Sulfatkomplexierung eine etwas gréf3ere Verschiebung

ProH(@)

VN Hin J(

I
Koaleszen

Vgl mit 2 eq
Na;S0y, 22 °C
T

AproH(a)
PAN
T T T T |

T T T T T T T T T T T T
g 7 & 5 [ppm]

Abbildung 86: 'H-NMR-Spektren einer 2.80 mM Lésung von 68 in BO/CD;OD 1:1 (v/v) mit 0.5 eq
Na,SO,, gemessen mit 600 MHz bei variabler Temperatur, saie Vergleichsspektren bei
Raumtemperatur ohne und mit 2 eq NaSO;.

Analoge Untersuchungen wurden ebenfalls @8idurchgefihrt. Allerdings war es in diesem
Fall nicht mdglich, die Koaleszenztemperatur zutibesen, da die Hy)-Protonen dieser
Verbindung im*H-NMR-Spektrum selbst bei einer Messtemperatur 80r3C zwei deutlich
getrennte Signale zeigten, deren Differéx@sich im Vergleich zu den Spektren bei tiefer
Temperatur (=20 °C) bzw. den Spektren ohne und2nafy Natriumsulfat nur geringfiigig
verringert hatte und die demnach noch weit vonKlmaleszenz entfernt waren (Abbildung
87). Die Geschwindigkeitskonstante des Sulfatagstaivor69 in D,O/CD;OD 1:1 {/v) bei
Raumtemperatur wurde mithilfe der Spektren des effreiRezeptors und seines
Sulfatkomplexes auf 210 /s bzw. 330 /s bestimmgsBiunterschiedlichen Werte ergeben sich
je nachdem, ob man in der Berechnung als Referehatme Austausch die Signale des
Spektrums bei —20 °C oder des Spektrums in Gegérnwear2 eq Ng&SO, heranzieht. Die
Geschwindigkeitskonstante bei (der unbekannten) Koaleszenztemperatur bee¢dich zu
1200 /s.
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Abbildung 87: 'H-NMR-Spektren von 69 in D,O/CD;0OD 1:1 (v/v) mit 0.5 eq NaSO, bei —20, 22, 40 und
60 °C bzw. mit 0 und 2 eq Ng5O, bei 22 °C.

Aufgrund der Ungenauigkeiten bei der Bestimmung deemischen Verschiebungen
(geringes Signal-zu-Rausch-Verhdltnis und starkebidgterung der Peaks) sowie der oben
erwéhnten verallgemeinernden Annahmen, die beBdstimmung von Austauschkonstanten
unter Verwendung von Gleichung 4 gemacht werdensenjskann dieses Ergebnis nur als
grobe Naherung betrachtet werden. Jedoch st Klasichglich, dass die
Austauschgeschwindigkeit des einfach verbricktes(dgclopeptids)68 eindeutig tUber der
des dreifach verbruckten Derivad9 liegt. Zwar liegen die Geschwindigkeitskonstanibemn
der jeweiligen Koaleszenztemperatur in der gleicBedi3enordnung. Wéhrefid bei 68 aber

10 °C betragt, erreicht bé0 der Austausch erst bei Temperaturen deutlich GB€tC eine

vergleichbare Geschwindigkeit.

Detailliertere Aussagen uber die Kinetik von Austueaktionen kdnnen mit Hilfe der
EXSY-Spektroskopie getroffen werdeft! 2D-EXSY Spektren werden mit der gleichen
Pulsfolge wie 2D-NOESY Spektren aufgenommen. Imetsthied zur NOESY-NMR wird
aber keine Wechselwirkung zwischen Dipolen, sondéen chemische Austausch von
Protonen zwischen zwei nichtaquivalenten Orten gseme Das Experiment basiert darauf,
dass ein Kern mit einer bestimmten Verschiebungrimalb einer festgelegten Mischzgitin
einen Kern mit anderer Verschiebung uberfuhrt wird konkreten Fall wird aus einem
Proton der leeren Kapsel nach Anionenbindung etotoRrdes Komplexes und umgekehrt).
Dieser Transfer von Magnetisierung zwischen zwestZiaden fuhrt im zweidimensionalen

Spektrum zu einem Kreuzpeak, dessen IntensitatemeBung zur Geschwindigkeit dieses
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Ubergangs steht. Das besondere ist, dass beideifteak die Komplexierung sowie die
Dekomplexierung, gleichzeitig und unabhéngig voaerder gemessen werden kdnnen. Diese
Methode setzt also voraus, dass im NMR-Spektrumegete Signale fur die beiden zu
beobachtenden Spezies auftreten. Damit ist eineeAdung zur Bestimmung der kinetischen

Parameter nur fiB9, nicht aber fur das einfach verbriickte Bis(cyclumh 68 moglich.

Durch Matrixanalyse werden aus den Intensitdten Kieruz- und Diagonalpeaks einer
Messung mit Austausch{ > 0), und einer Messung ohne Austausgh £ 0) die beiden
Geschwindigkeitskonstanten pseudo-erster Ordrikggg und k ; ops berechnet. Dabei ist die
Auswahl einer optimalen Mischzeit wichtig. Bei zurkemst,, ist der Magnetisierungstransfer
noch nicht vollstéandig, die Kreuzpeaks sind zurkiend der Fehler bei der Integration durch
ein geringes Signal-zu-Rausch-Verhaltnis grof3,lstu lang, verringern sich die Intensitaten
durch spezifische (NOESY Kreuzpeaks) sowie unsigehié Relaxationen und korrelieren
nicht mehr mit den Geschwindigkeitskonstanten. DE¥E Messungen sehr zeitaufwandig
sind, werden oft nur Messungen bei einer Mischawithgefihrt. Allerdings ist die Wahl der
adaguaten Mischzeit ein kritischer Faktor. Einegresgte Mischzeit fur die der relative Fehler
in k minimal ist, kann nach Gleichung 6 berechnet weHf& wobei dazu vorher die
Geschwindigkeitskonstanteky und k; Uber Linienformanalyse abgeschatzt und die Spin-
Gitter-Relaxationszeit i bestimmt werden muss. Gute Ergebnisse werden fir
Geschwindigkeitskonstanten erhalten, die zwisch@A dnd 16 liegen!*”>*®% Alternativ
kann die Mischzeit gewahlt werden, bei der die deitgten der Austauschpeaks maximal
sind %2

Tmopt D_]_;
’ Tl +k1+k—1

(6)
Die in den zweidimenionalen NMR-Spektren erhalteri®akvolumina sind dabei Uber
Gleichung 7 mit den Geschwindigkeitskonstanten, Relaxationsgeschwindigkeiten und der
Mischzeittn, verkniipft*&?!

A=exd-Rr,) (7)
A ist dabei eine Matrix mit den Volumina der Kreumd Diagonalpeaks einer bestimmten
Mischzeit geteilt durch die Intensitdt der Diaggeglks des Spektrums ohne Austausch
(Gleichung 8), und R die Matrix der gesuchten kseften Parameter von Austausch und

Spin-Gitter-Relaxation.
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(8)

/My 1, /M,
L, /M, 1,,/M,
Die Losung von Gleichung 7 wird nach der EigenwegeBvektormethode durchgefiihrt
(Gleichung 9). D ist eine Diagonalmatrix der Eigernt@eron A, X und sein Inverses>sind

die Eigenvektoren von A.

_—X(nD)X™

R 9

Die L6sung von Gleichung 9 ergibt die Austauschmd®r (Gleichung 10) mit den gesuchten
kinetischen Parametern.
TRk K (10)

Ky —Ry-k,
Zur Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten wul@XSY-NMR Spektren der Kapsel
69 in D,O/CDsOD 1:1 {/v) mit 0.5 eq NgSO, bei 22 °C aufgenommen. Dabei wurde die
Mischzeitt, im Bereich von 30 ms bis 500 ms variiert. In Abbihg 88 ist das Spektrum mit
™m = 150 ms exemplarisch dargestellt. Die Intensitaéten Peaks wurden anschlieBend mit
Hilfe des NMR-Programms TOPSPIN bestimmt. Die weitBerechnung erfolgte mit dem
Programm EXSYCalc von Mestrelab Reseaf®.
Zu beachten ist, dass die durch die Auswertung EXSY Messungen erhaltenen
Geschwindigkeitskonstanten fir Komplexierung undkdmeplexierung K ons Und Ki obs

pseudo erster Ordnung sitif!
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F1 [ppm]

J

Austauschpeak AB (B
Diagonalpeak B
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Abbildung 88: 2D-EXSY Spektrum von 69 in BO/CD;OD 1:1 (v/v) mit 0.5 eq NaSOy; 1, = 0.15 s.

In Abbildung 89a sind die berechneten Geschwindigkenstanten K opsund K, opsaus den
verschiedenen EXSY Messungen in Abhangigkeit vanMiechzeit dargestellt. Bei 30, 45
und 60 ms sind die Mittelwerte zweier Messungersamit Standardabweichung aufgefihrt.
Man erkennt, dass die berechneten Geschwindigkeiss&anten stark von der verwendeten
Mischzeit abhangen und zu kleingphin ansteigen. Die Messung wie in der Literatuesf
angegeben bei nur einer Mischzeit (meist zwischat ihd 500 m&fe*88! durchzufiihren,
kann also zu grol3en Fehlern fiilhren. Betrachtet diarintegrale der Kreuzpeaks AB und
BA, die entsprechend Gleichung 7 mittels Divisiamah die Diagonalpeaks ohne Austausch
(Ao bzw. B) normalisiert wurden (Abbildung 89b), liegt das¥aum bei 60 ms. Wie in der
Theorie vorhergesagt, fuhrt bei langerer Mischdadt Relaxation zur Intensitdtsabnahme, ist

sie zu kurz ist der magnetische Transfer nichnisitegenug.
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Abbildung 89: EXSY-Messungen  von 69 mit  Sulfat. Grphische Darstellung der
Geschwindigkeitskonstanten K ops Und K. ops in Abh&ngigkeit von der Mischzeit (a);
Quotient der Intensitaten des Kreuzpeaks und Diagaaipeaks (b). Messungen bei 30, 60
und 80 ms wurden zweimal durchgefihrt und mit Standrdabweichung angegeben.

Die bei der optimalen Mischzeit von 60 ms bereckmé&seschwindigkeitskonstanten fiir die
Bindung von Sulfat a9 betragen bei Raumtemperatur ks25.4 /s bzw. K o,s&3.8 /s fur
die Dekomplexierung. Da die Dekomplexierung einak®en erster Ordnung darstellt, ist k
ebenfalls 3.8 /s.

Die freie Aktivierungsenthalpie der Dekomplexierudys*; berechnet sich aus der

Geschwindigkeitskonstante der Dekomplexierung r@leichung 11 zu 69.7 kJ/mol.

hk.,

B

AGZ, =-RTIn

(11)

AGi_l: freie Aktivierungsenthalpie der Dekomplexierung
Gaskonstante

Plancksche Konstante

Boltzmann-Konstante

FIm

Die Geschwindigkeitskonstante; kund die AktivierungsenergiAG*-l der Dekomplexierung
von 69-SQ, liegen in einer GroRenordnung, die auch bei amd&idigartigen Rezeptoren
gefunden wurde. So betragt die Dissoziationskotstdes Cavitand-Porphyrin-Komplexes
von Naruta et al. mit Methan in CDCbei 25 °C k=1.4 /s undAG" ;=72 kJ/mol
(Abbildung 90a)!®® Die hexamere auf Resorcinaren basierende KapselRebek et al.
komplexiert ~ verschiedene  Alkylammoniumsalze in  whre Hohlraum. Die
Dissoziationskonstante des Komplexes nimmt mit horender Lange der Alkylketten des
Gastes ab, und wurde in CR®ei 30 °C fiir N(GH-)4Br auf k; = 2.5 /s AG*.; = 72 kJ/mol)

bestimmt8]
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Abbildung 90: Beispiele molekularer Kapseln mit ahticher Dissoziationskinetik wie 69.

Die Freisetzung eines Sulfations aus dem Hohlrawon &9 erfordert also eine nicht
unerhebliche Aktivierungsenergie. Ahnliche Verhisibe werden haufig bei der
Dekomplexierung von Gastmolekiilen aus kafigartig@zeptoren beobachtét. 3> 9 sje
sind darauf zurtckzufihren, dass das Portal desf®@s, welches der Gast bei der
Einlagerung in den Hohlraum oder beim Verlassersipeen muss, relativ klein ist. Dies hat
zur Folge, dass der Rezeptor wahrend der KomplaxigDekomplexierung eine energetisch
unginstige konformative Umorganisation erfahrt, bzmichtkovalente intramolekulare
Bindungen aufgebrochen werden mussen, um ein Partathalten, welches grol3 genug ist,
um einen Gastaustausch zu ermdglichen. BestenReeeptor wie im Falle der hexameren
Kapsel von Rebek aus mehreren aggregierten Unkezigém, die durch nichtkovalente
intermolekulare Wechselwirkungen zusammengehalterdew, ist zur Gastkomplexierung
oft eine teilweise oder sogar vollstandige Fragmeemhg des Rezeptors in seine einzelnen
Bausteine notwendig. Dies fuhrt dazu, dass Komplekxe thermodynamisch nicht einmal
besonders stabil sind, eine erhebliche kinetisdiabilBat besitzen konnen. Komplexe mit
sehr hoher kinetischer Stabilitat, die einen Gasdtaisch nur bei erhdhten Temperaturen
erlauben, nennt man Hemicarceplexe. Findet sekishdhen Temperaturen kein Austausch
statt, spricht man von Carceplexen.

Aufgrund der innenliegende NH-Gruppen, die in dieekVechselwirkungen mit dem
eingelagerten Anion treten kénnen, besitzt der &kdimplex von69 aber auch eine
erhebliche thermodynamische Stabilitdt. So wurdefdiie Energie bei Komplexierung von
Sulfat in HO/MeOH 1:1 y/v) mikrokalorimetrisch zuAG® = -32.6 kJ/mol bestimmt (siehe
Tabelle 3).
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Die Energiebarriere, die das Sulfation aufgrundistber Effekte bei Verlassen der Kapsel
iiberwinden muss, nannte Craconstrictive binding® Nach Raymond entspricht die
.constrictive” Bindungsenergie der freien Energaie zur Komplexierung aufgewendet
werden muss, also der Differenz aus der freienviddiingsenergie bei DissoziatidhG*.,
und der freien Energie bei KomplexieruAg° (Abbildung 91)%®! Mithilfe des Wertes von
AG°® aus der kalorimetrischen Bestimmung berechnet ABhonsticive zU 37.1 kJ/mol. Die

Stabilitat des Komplexe69-SQ, beruht also zu annahernd gleichen Teilen auf iscle¢én
und thermodynamischen Effekten.

[AGaiss)

AG constrictive I

|

Abbildung 91: Energiediagramm der Dekomplexierung nit freier Bindungsenthalpie AG°, freier
Dissoziationsenthalpie AGgss und der constrictive Bindungsenthalpie AGconstictive
genannten Aktivierungsenthalpie der Dissoziation.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Ziel der im Rahmen meiner Promotion durchgefihAdpeiten war es, neuartige molekulare
Kapseln auf Basis der in der Arbeitsgruppe von 8biK untersuchten Cyclopeptide zu
entwickeln und ihre Anionenaffinitat zu untersuchen

Die Kapseln bestehen aus zwei cyclischen Hexapaptiddie alternierend aus 6-
Aminopicolinsaure- und 4S-Aminoprolinuntereinheiten aufgebaut und tber dieker zu
einem Bis(cyclopeptid) verbrickt sind. Um den His8 der Linkerzahl auf die
Anionenaffinitat abschatzen zu kénnen, wurden adiehanalogen Verbindungen mit nur
einem Linker dargestellt. Beim Aufbau dieser Stué&h besteht der letzte Schritt der
Synthese in der Verbriickung der beiden Cyclopaptigr Als Reaktionen zur Verbriickung
wurde sowohl die Olefinmetathese verwendet, dieenglel verlauft, als auch die 1,3-
dipolare Cycloaddition von Alkinen und Aziden (GdiReaktion genannt), die unter
konventionellen Reaktionsbedingungen irreversibetlauft. Die auf diesem Weg unter
thermodynamischer sowie kinetischer Kontrolle hstejien Bis(cyclopeptide) sind in
Abbildung 92 dargestelit.

= N N/\ 1 = N N/\ [
HN % o HN o
HO N NH ° N NH
o N N N-—N"0 o) N Noy—N"0 o)
(@) = I =
o}\NH N ): 5 N ):
o //\ ° o //\ °
% N ——N X H = X
1 ?N N—& < ?N N—=
o /N»i o /N,i
o) 0
1 N 1
o L N, <o Lo N o)
N o) N \N> e} N (o) N \N; 0 N
H H H H H
49 ;\O/\/\/O\;{ 43

69 ;’f\/\fN/\/\ 68
N=N

Abbildung 92: Im Rahmen meiner Promotion hergestete dreifach (49, 69) und einfach (43, 68)
verbriickte Bis(cyclopeptide).
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Zum Aufbau der Bis(cyclopeptide) wurden zuerst digeschitzten Cyclopeptidd und 29
synthetisiert und diese nach Entschitzung zu deeiljgen Aminen mit den entsprechenden
Seitenketten funktionalisiert (Abbildung 93).

Rl
O
QN
Z3
N
HN
O
N
3 N
36:RI=R?=R*= ~ "NO 20:RI=RZ=H RP= "
o o
H H
47:R'=R?=R%= _N\n/o\/\ 40:R!=R2=H R3= —N\H/O\/\
0] y 'e)
H = _
61: R'=R?=R’= _NN 63: R'=R?=H R3= _NN
H O

H O

—N N —N N

62: RI=R2=R3= \ﬂ/\/ 3 64:RI=R2=H R3 = \n/\/ 3
o) o)

Abbildung 93: Einfach und dreifach substituierte Cyclopeptide als Vorstufen der Bis(cyclopeptide).

Die funktionalisierten Cyclopeptide wurden ansdbdied mittels Olefinmetathese und Click-
Reaktion zu den verbriickten Bis(cyclopeptiden) usetd. Verbindunged3, 68, und 69
konnten analysenrein isoliert werden und standem #&lie Untersuchung ihrer
Bindungseigenschaften zur Verfugung. Die Bildung deer Olefinmetathese verbrickten
Kapsel 49 wurde unter den gewahlten Reaktionsbedingungennfallee beobachtet,

auftretende Nebenprodukte verhinderten jedochvblistandige Isolierung.
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Alle untersuchten Bis(cyclopepide) bilden mit Sulfiad den Halogeniden Chlorid, lodid und
Bromid 1:1 Komplexe in Wasser/Methanol 1:N\j. Die Charakterisierung der
Bindungseigenschaften mittels isothermer Titratkatsrimetrie zeigte, dass Sulfat in allen
Fallen starker gebunden wird als lodid oder Bronites kann auf die héhere Ladung und
besseren Akzeptoreigenschaften der SauerstoffatteaeSulfations zurtckgefuhrt werden.
Vergleicht man die drei Rezeptoren, liegt die Sidbides Sulfatkomplexes der dreifach
verbruckten Kapse69 in Wasser/Methanol 1:1vf) mit einem logK, von 5.7 Uber den
Stabilitaten der Sulfatkomplexe der einfach verktée Bis(cyclopeptide$8 (log K, 5.0) und
43 (log K5 5.2). Die wesentlich bessere Vororganisation,6@ielurch die zwei zusatzlichen
Linker besitzen sollte, lie3 allerdings eine hohBnedungskonstante erwarten. Die Ursache
fur die unerwartet geringe Sulfataffinitat vo®9 konnte in den thermodynamischen
Parametern der Komplexierung gefunden werden. Ige@satz zu den einfach verbrickten
Rezeptorerd3 und 68, bei denen die Sulfatkomplexierung exotherm védtlaerfolgt die
Komplexierung von Sulfat bei69 endotherm. Ein Verlust des enthalpischen
Bindungsbeitrages bei Erhéhung der Linkerzahl kavenn auch in einem geringeren Mal3e,
ebenso bei der Komplexierung von lodid beobachtetrden. NMR-spektroskopische
Untersuchungen zeigten, dass die Sulfatkomplexe eti@iach und dreifach verbrickten
Bis(cyclopeptide) in Loésung &hnliche Konformationamnehmen, und das Anion wie
erwartet zwischen den beiden Cyclopeptideinheiteer Wasserstoffbriicken gebunden wird.
In Abwesenheit von Anionen in Losung scheftaber eine flr die Anionenbindung schlecht
vororganisierte  Konformation zu bevorzugen, wie sien Kristall mittels
Kristallstrukturanalyse gefunden wurde. Die Endaotiie der Komplexierung von Sulfat mit
69 liegt dementsprechend darin begrindet, d&8s bei der Komplexbildung eine
konformative Umorganisation erfahren muss, die getesch aufwendig ist. Zudem scheint
auch die Freisetzung von im Hohlraum gebundenems#&asdhrend der Komplexbildung
zur Endothermie des Vorgangs beizutragen. Der iveganthalpische Beitrag wird allerdings
von entropischen Faktoren, vermutlich vor allem des Freisetzung von Solvensmolekilen
aus den Hydrathillen, Gberkompensiert, wodurch Slidataffinitdt der Kapse69 die der
einfach verbriickten Verbindungen letztendlich Utségs.

Zusatzlich wurde die Losungsmittelabhangigkeit Salfataffinitat von68 und 69 in
Wasser/Methanol-Gemischen untersucht. Mit steigend&Vasseranteil nimmt die
Bindungskonstante bei beiden Rezeptoren ab. Dégs Vior allem an der Verringerung des

entropischen Anteils zur Bindung.
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Ein weiterer grol3er Unterschied zwischen den eimfaod dreifach verbrickten
Bis(cyclopeptiden) liegt in der unterschiedlichemdtik bei der Sulfatkomplexierung. Durch
die Erhoéhung der Anzahl der Linker reduzieren sidle Geschwindigkeiten von
Komplexierung und Dekomplexierung deutlich. EXSY-RMWessungen lieferten
quantitative Informationen tber die Aktivierungsegie der Dekomplexierung bei Rezeptor

69, dem sogenannteronstrictive binding

In meinen Arbeiten gelang es mir dementsprechesitnals molekulare Kapseln auf
der Basis dreifach verbrickter Bis(cyclopeptide)zdatellen und thermodynamische und
kinetische Parameter der Sulfatkomplexierung elapsel exakt zu quantifizieren. Diese
Untersuchungen lieferten neue Erkenntnisse, wib steukturelle Veranderungen auf das
Rezeptorverhalten derartiger Systeme auswirken. atZlish deuten die erhaltenen
Informationen darauf hin, dass die synthetisier@ekulare Kapsel mdglicherweise einen
geeigneten Rezeptor fir gréf3ere Anionen wie Di+ daghosphat darstellen konnte, da sie
in Losung Konformationen bevorzugt, in denen diadée Cyclopeptidringe in einem
gewissen Abstand zueinander angeordnet sind. HEatspnde Untersuchungen werden

derzeit im Arbeitskreis Kubik durchgefiihrt.

117



Experimenteller Teil

6 Experimenteller Teil

6.1 Apparatives

H-NMR

BC-NMR

Massenspektrometrie

C,H,N-Analyse

Schmelzpunktbestimmung

IR

Mikrokalorimetrie

HPLC

HPLC-Saulen

Bruker Avance 600 (600 MHz)
Bruker DPX 400 (400 MHz)
Bruker DPX 200 (200 MHz)

Bruker Avance 600 (151 MHz)
Bruker DPX 400 (101 MHz)

MALDI-TOF MS: Bruker Ultrafl&OF/TOF
ESI Quadrupol MS: Bruker Daltonics Esquire 3000

Analytik-Abteilung des Fachbereicl@rganische Chemie
Technische Universitat Kaiserslautern (Perkin-EIn2500
CHN Elemental Analyzer)

Muller SPM-X 300

Perkin Elmer FT-IR Spectrometer, Spectrum 1000

MicroCal VP-ITC

Dionex: P680 HPLC Pumpe, ASI-100 Autosampl€C-100
Séaulenofen, UVD 170U UV/Vis Detektor, Chromeleon. X®
Software

Acclaim® 120 C18, 4.6x150 mm, 5um, 120 A

Zorbax Eclipse XDB-C8, 4,6 x 150 mm, 5um

LiChroCART® 250-10, Purosph8TAR RP-18 endcapped
(5 pm)

Chromolitt? SemiPrep 100-10 mm RP-18 endcapped
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Saulenchromatographie Kieselgel 63-200 (60 A) MBhSiliTech
Kieselgel 60 (230-400 Mesh ASTM) von Merck

Loba® Fertigsaule von Merck, GréBe B (310-25)
Lichropre® RP-8 (40-63um)

Loba® Fertigsaule von Merck, GréBe A (240-10)
Lichropre RP-18 (40-63im)

Dunnschichtchromatographie Kieselgel 6g,Ruf Aluminumtrager (Merck)
RP-8 ks4 auf Glastrager (Merck)
RP-18 ks, auf Glastrager (Merck)

6.2 Messungen

6.2.1 Isotherme Titrationskalorimetrie

Die kalorimetrischen Untersuchungen der Bis(cyghbioke) wurden in
Losungsmittelgemischen Wasser/Methanol mit einens3&tanteil von 35 bis 65 % bei 298
K durchgefihrt. Dazu wurde der Rezeptor in Metha@iéPLC-Grade) und der Gast in
Wasser (HPLC-Grade) geldst und diese StammlésuagsohlieRend jeweils langsam mit
Wasser oder Methanol auf die gewlnschten Loésungduathaltnisse aufgefullt. Die
Konzentrationen der Rezeptorlosungen ¥8mund 69 betrugen 0.25 mM. Die Konzentration
von 68 betrug in 1:1-Mischungen der Ldsungsmittel 0.5 mémsonsten 0.25 mM. Als
Konzentration der Salzlésung wurde die 10-fachez¢otration der Rezeptorlésung gewahlt,
im Falle von lodid und Bromid auch die 20-fache Kentration. Von den beobachteten
Warmetdnungen bei den Messungen mit Rezeptor wuldeWerdinnungswéarmen, die bei
der Titration der Gastlosung in das reine LoOsungsiiauftraten, abgezogen. Zur
Auswertung wurden die aus den Integralen der Pachdin erhaltenen Enthalpiewerte gegen
den Molenbruch aufgetragen. Durch Regression deltenen Kurve mit einer geeigneten
Fit-Funktion wurden die thermodynamischen Datenitteih Als Auswertsoftware diente

eine von der Firma MicroCal angepasste Version @mgin 7.0. Sofern nicht anders
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angegeben, wurde mindestens eine Dreifachbestimrdunghgefuhrt. Die Ergebnisse sind
als Mittelwerte mit den entsprechenden Standardelbwegen angegeben.

6.2.2 MALDI-MS

Fur die MALDI-TOF-Massenspektrometrie wurde 2,5-f@lloxybenzoesaure und in einigen
Fallen auch 4-Cyanozimtsédure als Matrix verwend2ie Spektren wurden bei einer

Spannung von 25 kV im positiven Modus bzw. bei 20k negativen Modus aufgenommen.
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6.3 Chemikalien

ABCR

Acros

Aldrich

BASF

Berkel

N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC)

4-Pentensaure

Acetanhydrid

Chloressigsaure

Cyclohexylamin

Natriumazid 99%

Kaliumpermanganat p.a.
Phosphoroxychlorid

Phosphorpentoxid
p-Toluolsulfonséurechlorid
Tetrakis[triphenylphosphin]palladium(0)

3-Butin-1-ol

4-Dimethylaminopyridin

4-Pentinsaure

Anilin

Dichlor[1,3-bis(2-methylphenyl)-2-imidazolidinylicé(2-
isopropoxyphenylmethylen)ruthenium

Diisopropylethylamin

Grubbs Katalysator I. Generation

Grubbs Katalysator Il. Generation

Hoveyda-Grubbs Katalysator Il. Generation

Kaliumhexafluorophosphat, 98 %

20 % Pd(OHyC

Propargylbromid 80% ige L6sung in Toluol

Tetrabutylammoniumiodid 98 %

1,4-Dioxan
Methanol

Ethanol p.a.
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Brenntag Aceton

Essigsaureethylester z.S.

Toluol z.S.
Degussa-Hiils Diethylether z.S.
Deutero Dimethylsulfoxidis
Euriso-top Chlorofornth

Dimethylsulfoxid€s
Deuteriumoxid
Methanolds

Fluka 2-Amino-6-methylpyridin
2,6-Lutidin
4R-Hydroxy-.-prolin-methylesterhydrochlorid
Acrylsaure
Allylchloroformiat
Benzylchloroformiat
Chloroform
Celite” Filter Cel
Di-tert-butyl-dicarbonat
Kaliumhydrogensulfat
Palladium auf Aktivkohle 10 %
Pentafluorphenol
Pyrrolidin p.a.

TBTU

T.J. Baker Natriumhydroxid Platzchen
n-Pentan
Salzsaure 37 % p.a.

Tetrahydrofuran z.S.

122



Experimenteller Teil

Merck 3-Brom-1-propen z.S.
BaCb
Casiumcarbonat
Cul
DMSO
lod
Kupfer(ll)sulfat
Magnesiumspéne
N,N-Dimethylformamid z.S.
N-Ethyldiisopropylamin
Natriumascorbat
Natriumdichromat Dihydrat
Natriumcarbonat, wasserfrei
Natriumchlorid p.a.
Natriumhydrogencarbonat, reinst
Natriumperiodat
Natriumsulfat wasserfrei p.a.
Natronlauge
Salpetersaure
Salzsaure Titrisol 1N
Schwefelsaure
Tetramethylsilan

Triethylamin

MP SiliTech Kieselgel 63 — 200 (60 A)

Nova-Biochem R-Hydroxy--prolin-methylesterhydrochlorid
Boc-Pro-OH
EDC
TBTU

Riedel-de-Haén Kupferbromid
Morpholin
Pyridin
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Roth n-Pentan

VWR Acetonitril, HPLC-Grade
Dichlormethan
Ethylacetat
Methanol, HPLC-Grade
n-Hexan
Wasser, HPLC-Grade

6.4 Nomenklatur und Arbeitsweisen

6.4.1 Nomenklatur

Die Peptide werden nach folgender Systematik benann

- Die Aminosauren werden wie folgt abgekirzt: ProLProlin, Apro = 54-
Aminoprolin (die Konfiguration des Substituenten #Position ist in der
jeweiligen Verbindung gekennzeichnet), APA = 6-Aopicolinsaure

- Peptidsequenzen werden vom N- zum C-terminalen Bedannt, wobei H- und
-OH fur die ungeschutzten und R- sowie -R die géthn terminalen
Aminosauren beschreiben

- In 4-Position substituiertes Aminoprolin wurde mdem vorangestellten

Substituenten in runden Klammern zusammengefasst

o} | X
N N/ OAIl
ZHN H
N (e}
Boc

Boc-(Z-4S-Apro)-APA-OAIl
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Die NMR-spektroskopische Zuordnung der Protonen Kioklenstoffatome wird anhand der

folgenden Beispiele dargestellt

Aminosauren

Prolinderivate

ROU-P O
AproC(B)WAproco

N OR
R

Schutzgruppen
Allylgruppe (All)

AllHyi

1N

AlCH, | 3AIIC(3)
A”Htrans

Seitenketten
Allyloxocarbonylgruppe (Alloc)

AllocHyjic
AllocHgs

H
j OQ}\(H
AllocCH, | 3AllocC(3)
0] H

AllocHans

Triazollinker

H(5)

Aminopicolinsaure (APA)

5, 3APACE)
ol Jo on
RHN APACO
O
Z-Gruppe Boc-Gruppe
4 .
ZCH, E\N/
3 1 o tBuCO\/QO
ZPh(2) O\‘(ZCO )
HN-— tBuC>4
ZNH tBuCHs

4-Pentinsduregpgp(Ps)  Azidoessigsauregruppe (Az)

O PsH@3)

O AzHE)
PPN ;
Hjlk/s\5 / \NJM Nj
PsC(1) PsH(5) H Azc(2)

o " o
H 2 "\=y 7. H

H(2)

c(7)
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6.4.2 Allgemeine Arbeitsweisen

Trockene Losungsmittel wurden nach Standardmethdwegestellt. Die zur Entschitzung
notwendige Lésung von 6N HCI in 1,4-Dioxan wurdeduEinleiten von Chlorwasserstoff
in trockenes 1,4-Dioxan unter Eiskihlung hergestE wurde so lange Gas eingeleitet, bis
die Lésung eine Konzentration von mindestens 6Nehdies wurde durch eine Titration

Uberpraft.

Das verwendete Kupplungsreagenz PyCloP wurde analogden Vorschriften von
T. Yvernault, G. Yvernault und J.C. Bollinger bz@oste, Frérot und Jovin Gber zwei Stufen

dargestellf-*° 19U

Das Kupplungsreagenz TBTU wurde kauflich erworbereinigen Fallen wurde auch HBTU

eingesetzt, was auf die Durchfiihrung der Reakftilendings keinen Einfluss hatte.

Abspalten der Benzyl-Schutzgruppe

Eine Losung des benzylgeschitzten Peptids in @\ (,4-Dioxan/Wasser (20 ml pro 1
mmol Edukt) wurde mit 100 mg 10 % Pd/C versetzt unter einer Wasserstoffatmosphare
etwa 18 Stunden lang bei Raumtemperatur gertihdh Maendeter Reaktion (DC Kontrolle)
wurde der Katalysator Uber Celite abfiltriert, mit,4-Dioxan gewaschen und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand deum Dichlormethan aufgenommen
und das Losungsmittel wieder im Vakuum entfernt.s Dso erhaltene Produkt wurde

abschlieBend im Olpumpenvakuum getrocknet.

Abspalten der Boc-Schutzgruppe

Zu einer Losung von 1 mmol des Boc-geschutztenid®ept 15 ml 1,4-Dioxan wurde Uber
einen Zeitraum von 1 Stunde unter Eiskihlung tnopfEse 30 ml 6 N HCI in 1,4-Dioxan
hinzugefiigt. AnschlieRend wurde noch zwei Stundesi Hexapeptiden vier Stunden - in der
Kalte gertihrt. Das Losungsmittel wurde bei einersgéabadtemperatar 40 °C im Vakuum
entfernt. Der Ruckstand wurde im Exsikkator Ubgdii getrocknet.
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Abspalten der Allyl-Schutzgruppe

Ein Schlenkkolben mit 1 mmol des zu entschitzerRigtids wurde dreimal sekuriert. Dabei
wurde der Kolben nicht ausgeheizt, da die Boc-Geupthermolabil ist. Im
Stickstoffgegenstrom wurden nacheinander 20 ml estég THF p.a., eine Spatelspitze
Tetrakis[triphenylphosphin]palladium(0) und 3 Agaiente Morpholin hinzugefiigt. Wenn
die Reaktion nach 5 Min nicht abgeschlossen war-Ka@trolle), wurde weiterer Katalysator
zugegeben. Das Losungsmittel wurde anschlieendakuum entfernt und der Rickstand
mit Ethylacetat - im Falle der Hexapeptide mit Darinethan - aufgenommen. Die
organische Phase wurde anschliel3end dreimal mitg8r%aliumhydrogensulfatiésung und
dreimal mit Wasser gewaschen und getrocknet. Dasirigsmittel wurde abschliel3end im
Vakuum entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt wwhee weitere Aufreinigung direkt

weiter umgesetzt.
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6.5 Synthesen

6.5.1 Darstellung der Aminoséauren APA-OAIl 21 und B oc-(Z-4 S-Apro)-OH
20

Darstellung von N-Acetyl-2-amino-6-methylpyridin!**!

2-Amino-6-methylpyridin (27.00 g, 0.25 mol) wurd@ iChloroform (125 ml) geldst.
Acetanhydrid (35.42 ml, 0.375 mol) wurde zugegebad die Reaktionsmischung 30 min
zum Sieden erhitzt. Nach dem Abkuhlen wurde die ubgs zweimal mit

Natriumcarbonatldosung (10 %) und dreimal mit Wasgewaschen und getrocknet. Die
Losung wurde am Rotationsverdampfer im Vakuum zuocKne eingeengt und der
Ruckstand aus Petrolether (60/80) / Ethylacetatristallisiert.

Ausbeute 33.49(89 % d. Th.)

Darstellung von N-Acetyl-2-amino-6-picolinsauré**!

N-Acetyl-2-amino-6-methylpyridin (20 g, 0.13 mol) vde in Wasser (200 ml) suspendiert
und die Suspension auf 75 °C erhitzt, wobei dakEuL6sung ging. Nun wurde vorsichtig
innerhalb von 40 min festes Kaliumpermanganat (50081 mol) portionsweise so
zugegeben, dass die Temperatur der Reaktionsmig@WAC nicht tberstieg. Danach wurde
noch weitere 3 Stunden bei 75 °C gerihrt und aregdhd die noch heil3e Reaktionslésung
Uber Celite abfiltriert. Das Filtrat wurde in einefisbad abgekuhlt und mit Salzsdure auf
einen pH von 4 - 5 angeséauert, wobei das ProdugftehuDer Niederschlag wurde abfiltriert,

mit wenig Eiswasser gewaschen und ohne weitereskiiem direkt weiter umgesetzt.

Darstellung von 6-Aminopicolinsaure (APA)***!

N-Acetyl-2-amino-6-picolinsdure wurde in 10 %igertidalauge (200 ml) gel6ést und sechs
Stunden zum Sieden erhitzt. Nach dem Abkuhlen walideL6sung unter Eiskihlung mit
konz. Salzsaure auf einen pH von 4-5 angesauert.Nbsderschlag wurde abfiltriert und
einmal mit wenig Eiswasser, zweimal mit Aceton weidmal mit Diethylether gewaschen.

Das Produkt wurde Uber Phosphorpentoxid getrocknet.

Ausbeute 9.50 g (53 % d. Th. tber zwei Stufen)
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Darstellung von 6-Aminopicolinsaurebenzylester (APA-OBn”

6-Aminopicolinsaure (6.90 g, 50 mmol) und Natriurdiggencarbonat (5.88 g, 70 mmol)
wurden in DMF (300 ml) suspendiert. Nach Zugabe Bemzylbromid (8.31 ml, 70 mmol)
wurde sieben Tage bei Raumtemperatur gerihrt. Deakfbnsmischung wurde im
Olpumpenvakuum einkondensiert und der RickstandNmitiumcarbonatlésung (10 %, 200
ml) versetzt und dreimal mit Ethylacetat extrahi®dch Abtrennung der organischen Phase
wurde die wassrige Phase noch zweimal mit Ethyddaettrahiert. Aus der wassrigen Phase
konnte durch Ansduern nicht umgesetzte 6-Aminopisdure ausgefallt und
zurickgewonnen werden. Die vereinigten organisdhlkasen wurden dreimal mit Wasser
gewaschen und getrocknet. Die Loésung wurde am iRotserdampfer zur Trockne
eingeengt und der Rickstand mit Hexan angeriebes. Rbhprodukt wurde abfiltriert und

aus Hexan / Ethylacetat umkristallisiert.

Ausbeute 5.609 (49 % d. Th.)

Darstellung von 6-Aminopicolinsaureallylester (APA-OAIl) 211442

6-Aminopicolinsaure (6.90 g, 50 mmol) und Natriumdiggencarbonat (8.40 g, 100 mmol)
wurden in DMF (300 ml) suspendiert. Es wurde 3-Brbipropen (13.1 ml, 150 mmol)
zugegeben und 7 Tage bei Raumtemperatur geruhrs DOsungsmittel wurde im
Olpumpenvakuum entfernt, der Rickstand in Ethyktcatifgenommen und anschlieRend
jeweils dreimal mit Natriumcarbonatlésung (10 %)dumit Wasser gewaschen. Aus der
wassrigen Phase konnte durch Ansduern nicht unmjes@tAminopicolinsaure ausgefallt
und zurtickgewonnen werden. Nach Trocknen Uber iNasiillfat wurde die organische Phase
am Rotationsverdampfer eingeengt und das Rohprodédktienchromatographisch mit
Pentan/Ethylacetat 1:M/Y) gereinigt. Nach Animpfen des oligen Rickstandstélisierte

das Produkt aus.

Ausbeute 5.52 9 (62 % d. Th.)
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Darstellung von Boc-(4R-Hydroxy- L-prolin)-methylester 1592
4R-Hydroxy-_-prolin-methylesterhydrochlorid (5.00 g, 27.6 mmolurde in 1,4-
Dioxan/Wasser 2:1v(v) (75 ml) suspendiert und es wurden unter Eisbaldikigh Di-tert-
butyl-dicarbonat (6.63 g, 30.4 mmol, 1.1eq) undethylamin (5.77 ml, 41.4 mmol, 1.5eq)
zugegeben. Anschliel3end wurde die Reaktionsmischumy Stunden bei Raumtemperatur
gerihrt und danach das 1,4-Dioxan im Vakuum entfeber Rickstand wurde mit
Ethylacetat (150 ml) versetzt. Die organische Phagale mit Wasser (25 ml) gewaschen.
Die wassrige Phase wurde anschlieRend zweimal thifld€etat (je 25 ml) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit 0.5 Ks8ale, Wasser, Natriumcarbonatldsung
(10 %), Wasser und gesattigter Kochsalzlésung Zjenl) gewaschen, getrocknet und das

Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Produkt wuatkefarbloses Ol erhalten.

Ausbeute 6.639 (98 % d. Th.)

Darstellung von Boc-(4R-Tosyloxy-L-prolin)-methylester 164!
Boc-(4R-Hydroxy-_-prolin)-methylested 5 (6.53 g, 26.6 mmol) wurde in einer Mischung aus
Pyridin (25 ml, 12 eq) und trockenem DichlormethéZb ml) gelost. Es wurdep-
Toluolsulfonsaurechlorid (20.3 g, 106 mmol, 4 eqpegeben und die Reaktionsmischung
Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Danach wudds Losungsmittel im
Olpumpenvakuum einkondensiert und der Riickstand Etiilacetat aufgenommen. Die
organische Phase wurde dreimal mit Natriumcarbdsatlg (10 %) und dreimal mit Wasser
gewaschen, getrocknet und das Losungsmittel im Wakentfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch mit Ethylacetat/Pentan(\s2 als Eluens gereinigt. Das Produkt

kristallisierte unter leichtem Erwarmen im Olpumpakuum zum farblosen Feststoff.

Ausbeute 9.96 9 (94 % d. Th.)
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Darstellung von Boc-(4-Azido-L -prolin)-methylester 174!
Boc-(4R-Tosyloxy-L-prolin)-methylestel6 (6.13 g, 15.3 mmol) wurden in DMF (40 ml)
gel6st. Es wurde Natriumazid (2.00 g, 30.8 mmokq@ zugegeben und drei Stunden bei
80 °C geruihrt. AnschlieRend wurde das LosungsniitieDlpumpenvakuum entfernt und der
Ruckstand mit Wasser aufgenommen. Die wassrigeePivasde dreimal mit Ethylacetat
extrahiert und die vereinigten organischen Phaseifasser, Natriumcarbonatlésung (10 %)
und anschlieBend mit gesattigter Kochsalzlosung agelaen und getrocknet. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Bkodm Olpumpenvakuum getrocknet.

Es wurde als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute 4.099 (98 % d. Th.)

Darstellung von Boc-(4-Amino-L-prolin)-methylester (Boc-(4S-Apro)-OMe) 1814

Boc-(4S-Azido-L-prolin)-methylested 7 (2.15 g, 8 mmol) wurde in Methanol (50 ml) gelost.
Es wurden 1N Salzsdure (8.7 ml, 1.1 eq) und 10 % RB00 mg) zugegeben und die
Reaktionsmischung 18 Stunden bei Normaldruck ueitesr Wasserstoffatmosphéare geruhrt.
Anschliel3end wurde der Katalysator Gber Celiteltigfit, der Filterkuchen mit ausreichend
Methanol nachgewaschen, und das Lésungsmittel ikuda entfernt. Der Rickstand wurde
in Wasser aufgenommen und zweimal mit Ethylacetatagchen. Die organische Phase
wurde einmal mit Wasser reextrahiert und danachweden. Daraufhin wurden die
vereinigten wassrigen Phasen mit Natriumcarbonanigg10 %) auf einen pH-Wert von 9
eingestellt und dreimal mit Ethylacetat extrahi®ie organischen Phasen wurden vereinigt
und getrocknet. Das Lésungsmittel wurde anschlié@@nVakuum entfernt und das Produkt

im Olpumpenvakuum getrocknet. Es wurde als farlsiéeerhalten.

Ausbeute 1.509 (77 % d. Th.)
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Darstellung von Boc-(Z-45-Amino-L-prolin)-methylester (Boc-(Z-4S-Apro)-OMe) 194!
Boc-(4S-Amino-L-prolin)-methylester 18 (1.50 g, 6 mmol) wurde in trockenem
Dichlormethan (120 ml) geldst. Unter Eiskihlung dem DIEA (1.6 ml, 9 mmol, 1.5 eq) und
Benzylchloroformiat (1.73 ml, 12 mmol, 2 eq) zudege. Die Reaktionsmischung wurde
Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt, mit Kaliudtbgensulfatlosung (5 %) gewaschen,
und das Ldsungsmittel anschlieBend im Vakuum enttfeDas Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch mit Ethylacetat/Pentan (¥A) als Eluens gereinigt und das

Produkt als hellgelbes Ol erhalten.

Ausbeute 2.239(96 % d. Th.)

Darstellung von Boc-(Z-45-Amino-L-prolin) (Boc-(Z-4S-Apro)-OH) 204!
Boc-(Z-4S-Amino-L-prolin)-methyleste9 (2.71g, 7.16 mmol) wurde in 1,4-Dioxan (30 ml)
gelost. Im Eisbad wurde 1 N Natronlauge (30 ml)egepen und die Reaktionslésung 4
Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Das 1,4-Diowande im Vakuum entfernt, die
wassrige Losung unter Eiskihlung mit konzentrie®atzsdure auf pH 2 angesauert und
viermal mit Dichlormethan extrahiert. Die organisctPhase wurde getrocknet, das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Produktpumpenvakuum getrocknet. Es
wurde als weil3er Feststoff erhalten und ohne weifaufreinigung in der néchsten Stufe

einesetzt.

Ausbeute 2.64 g (100 % d. Th.)
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6.5.2 Darstellung des Monoamins cyclo [(4S-Apro)-APA-(Pro-APA) ,] 13

Darstellung von Boc-Pro-APA-OBn 24

6-Aminopicolinsaurebenzylester (1.71 g, 7.5 mmBR¢c_-Prolin (2.42 g, 11.3 mmol) und

PyCloP (4.74 g, 11.3 mmol) wurden in trockenem [Rohethan (85 ml) geldst. Bei

Raumtemperatur wurde DIEA (3.9 ml, 22.6 mmol) zugeft und die Reaktionsmischung
anschliel3end sieben Tage bei Raumtemperatur geRdmmach wurde das Loésungsmittel im
Vakuum entfernt und das Produkt mittels Saulencltographie mit Ethylacetat/Pentan 1:1

(v/v) als Eluens isoliert. Es wurde als weil3er Fedtstdfalten.

Ausbeute 3.079 (96 % d. Th.)

Darstellung des Tetrapeptids Boc-(Pro-APAyOBnk%

Boc-Pro-APA-OBn24 (1.55 mg, 3.64 mmol) wurde nach der allgemeinemsdfwift zur
Abspaltung von Boc-Schutzgruppen entschitzt. Emevalente Menge Boc-Pro-APA-OBN
24 (1.55 mg, 3.64 mmol) wurde nach der allgemeinersdtarift zur Abspaltung von Benzyl-
Schutzgruppen entschutzt. Die beiden entschitztpapblde H-Pro-APA-OBn 2 HCI und
Boc-Pro-APA-OH wurden mit PyCloP (1.93 mg, 45 mmdl.2 eq) in trockenem
Dichlormethan (70 ml) gelost. DIEA (2.63 ml, 15.1mwol) wurde zugetropft und die
Reaktionsmischung 18 Stunden bei RaumtemperatuthgemDas Losungsmittel wurde am
Rotationsverdampfer entfernt und das Produkt chtognaphisch mit Ethylacetat als Eluens
isoliert. Es wurde nach als weil3er Feststoff eemalt

Ausbeute 2.079 (94 % d. Th.)

Darstellung von Boc-(Z-4-Apro)-APA-OAll 22

Boc-(Z-4S-Amino-L-prolin) 20 (2.61 g, 7.16 mmol), 6-Aminopicolinsaureallylestd
(1.41 g, 7.88 mmol, 1.1 eq) und PyCloP (3.4 g, @rhol, 1.1 eq) wurden in trockenem
Dichlormethan (140 ml) gel6st. Es wurde DIEA (2.5 ' mmol, 2 eq) zugegeben und eine
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Woche bei Raumtemperatur gerthrt. Das Losungsmitietle im Vakuum entfernt und das

Produkt chromatographisch mit Ethylacetat/Pentarn(\{v) als Eluens gereinigt.

Ausbeute

Schmelzpunkt

H-NMR

BBC-NMR

Massenspektrum

3.04 g (81 % d. Th.)

68-75 °C

[600 MHz, DMSO-¢, 100 °C]5 1.37 (s, 9H, tBuCH), 1.92-1.98 (m, 1H,
AproH(B)), 2.53-2.59 (m, 1H, AproH}), 3.28 (dd, 1H% = 10.6 Hz3J =

6.5 Hz, AproH()), 3.74 (dd, 1H2J = 10.6 Hz,*J= 6.8 Hz, AproH})),

4.10-4.13 (m, 1H, AproHs)), 4.52 (dd, 1H2J = 8.3 Hz,*J = 6.5 Hz
AproH(a)), 4.85 (d, 2H2J = 5.6 Hz, AlICH), 5.03-5.08 (m, 2H, ZC}),

5.31 (dd, 1H2J = 1.4 Hz*J = 10.5 Hz, AllH), 5.43 (dd, 1H?J=1.4

Hz, 3 = 17.2 Hz, AllHan), 6.02-6.09 (m, 1H, AllK.), 6.95 (s, 1H,
AproNH), 7.27-7.37 (m, 5H, ZPhH), 7.78 (d, 18,= 7.4 Hz, APAH(3)),
7.97 (t, 1H,23 = 7.9 Hz, APAH(4)), 8.27 (d, 18] = 8.3 Hz, APAH(5)),
10.36 (s, 1H, NH)

[151 MHz, DMSO-d, 22 °C] 3 27.9 + 28.1 (tBuCh), 35.1 + 35.9
(AproC(p)), 48.8 + 49.4 (AproGy), 50.9 + 51.6 (Apro)), 58.4 + 58.7
(AproC()), 65.5 + 65.7 (ZChl+ AlIC(1)), 79.0 + 79.1 (tBuC), 117.4 +
117.6 (AlIC(3)), 118.6 (APAC(3)), 120.7 (APAC(5)),27.9 + 128.4
(ZPhC(2-9), (132.4 (AlIC(2)), 136.9 (ZPhC(1)), 139.7 + 139.9
(APAC(4)), 145.8 + 145.9 (APAC(2)), 151.9 (APAC(6)52.8 + 153.3
(tBuCO), 155.6 (ZC0)), 164.0 (APACO), 171.9 + 17@AproCO)

MALDI-TORWz (rel. Int.): [M+H]" 525.2 (100 %), [M+Nd] 547.2
(69 %), [M+K]" 563.2 (15 %)

ber C:61.82 % H: 6.15 % N: 10.68 %
gef C:61.64 % H: 6.34 % N: 10.55 %
FW(C27H32N4O7): 524.57
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Darstellung des Hexapeptids Boc-[Pro-APA}(Z-4S-Apro)-APA-OAIl 26 3
Boc-(Z-4S-Apro)-APA-OAIl 22 (2.10 mg, 4.00 mmol) wurde nach der allgemeinen
Vorschrift zur Abspaltung von Boc-Schutzgruppensehtitzt. Eine aquivalente Menge Boc-
[Pro-APA]-OBn (2.57 mg, 4.00 mmol) wurde nach der allgemeinéorschrift zur
Abspaltung von Benzyl-Schutzgruppen entschitzt. Basschitzte Tetrapeptid Boc-[Pro-
APA]>-OH 25 und das Dipeptid H-(Z&Apro)-APA-OAIl - 2 HCI 23 wurden mit TBTU
(1.41 mg, 4.4 mmol, 1.1 eq) in DMF (120 ml) geld3tEA (2.80 ml, 16.4 mmol, 4.1 eq)
wurde zugetropft und die Reaktionsmischung 3 Storiolei Raumtemperatur gerihrt. Die
Loésung wurde auf Wasser gegossen (600 ml) undrdstediende Suspension mit Salzsaure
auf pH 4 angesauert. Es wurde noch 10 min gerdértNiederschlag anschlie3end abfiltriert,
grundlich mit Wasser gewaschen und im Exsikkatar iBhosphorpentoxid getrocknet. Das

Hexapeptid wurde ohne weitere Aufreinigung in adégénden Cyclisierung eingesetzt.

Ausbeute 3.619(94 % d. Th.)

Massenspektrum  MALDI-TORWz (rel. Int.): [M+H]" 959.4 (24 %), [M+Na] 981.4
(100 %), [M+K] 997.8 (33 %)

Darstellung des Cyclopeptidsyclo[(Z-4S-Apro)-APA-(Pro-APA) 5] 293!

Das Hexapeptid Boc-(Pro-APAJZ-4S-Apro)-APA-OAIl 26 (1.40 mg, 1.46 mmol) wurde
nach der allgemeinen Vorschrift zur Entschitzung ¥dylestern umgesetzt. Das gesamte
allyl-entschitzte Hexapeptid Boc-(Pro-ARBAY-4S-Apro)-APA-OH 27 wurde nach der
allgemeinen Vorschrift zur Entschitzung von Boc4{ipen umgesetzt. Dabei wurde es 4
Stunden statt 2 Stunden gerthrt. TBTU (2.36 g, Tr3Bol, 5 eq) wurde in einen 500 ml
Dreihalskolben eingewogen und dieser dreimal sekiudm Stickstoffgegenstrom wurde nun
entgastes DMF p.a. (300 ml) zugegeben. Nach ZugabhdIEA (800 pl, 4.69 mmol) wurde
die Reaktionslésung in einem vorgeheizten OlbadBauiC erwarmt. Nun wurde eine Losung
des voll entschitzten HexapeptBund DIEA (2.00 ml, 11.6 mmol) in entgastem DMF.p.a
(58 ml) mittels einer Spritzenpumpe Uber einenrdain von sechs Stunden hinzugegeben.
Anschlie3end wurde der pH-Wert der Reaktionsmisghdurch Zugabe von DIEA (0.50 ml,
2.90 mmol) auf ca. 9 eingestellt und eine weitexen@e bei dieser Temperatur gerihrt. Das
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Losungsmittel wurde im Olpumpenvakuum entfernt diad Produkt chromatographisch aus
dem Ruckstand isoliert. Zunachst erfolgte eine ®argung Utber eine Kieselgelsaule mit
Aceton als Eluens. AnschlieRend wurde das so er@lRohprodukt in wenig DMF gel6st
und auf eine RP-8 Saule aufgetragen. Die Saule miarWasser/1,4-Dioxan 10:1v/{)

vorkonditioniert. Das Elutionsmittel wurde langsaon 10:1 dber 5:1, 2:1 auf Wasser/1,4-
Dioxan 1:1 umgestellt, bei welcher Losungsmittettumensetzung das Produkt eluierte.
Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurae Brodukt in Aceton aufgenommen
und durch Eingieen dieser Losung in Diethylethaeder ausgefallt, abgesaugt und

getrocknet.

Ausbeute 616 mg (53 % d. Th.)

Schmelzpunkt 185-190 °C

'H-NMR [600 MHz, DMSO-¢, 22 °C]d 1.76-1.88 (m, 4H, ProH)), 1.88-1.96
(m, 1H, ProHp)), 2.00-2.06 (m, 2H, Prolf} + AproH()), 2.52-2.60 (m,
2H, ProHg)), 2.83-2.92 (AproHg)) 3.39-3.41 (m, 1H, Aproksj), 3.53-
3.62 (m, 2H, ProHy), 3.65-3.72 (m, 2H, ProH)), 3.86-3.93 (m, 1H,
AproH(y)), 4.98-5.03 (m, 2H, ZC}), 5.47-5.54 (s, 2H, Prok)), 5.60-
5.62 (s, 1H, ProH), 7.16 (d, 1H3J= 8.1 Hz, APAH(3)), 7.21 (d, 2H)
= 8.1 Hz, APAH(3)),7.27-7.35 (m, 5H, ZPhH), 7.39-7.46 (m, 3H,
APAH(5)), 7.52-7.57 (m, 1H, AproNH), 7.69-7.77 (3H, APAH(4)),
9.54 + 9.57 + 9.66 (3 x s, 3x 1H, NH)

13C-NMR [151 MHz, DMSO-d, 22 °C] d 22.8 + 22.9 (ProG}), 32.9 + 33.0
(ProC@)), 37.6 (AproCg)), 48.3 (AproCt)), 48.5 + 48.6 (ProG}), 52.5
(AproC(®)), 61.0 (AproC¢)), 61.9 (ProCg)), 65.9 (ZCH), 115.9 +
116.3 + 116.6 (APAC(3)), 120.1 + 120.2 (APAC(5)2812 + 128.3 +
128.8 (ZPhC(2-4)), 137.4 (ZPhC(1)), 139.4 + 13RRAC(4)), 148.9 +
149.0 (APAC(2)), 152.0 + 152.3 + 152.5 (APAC(6)F612 (ZCO),
166.3 + 166.5 (APACO), 170.9 (AproCO), 171.4 + 57/(RroCO)

136



Experimenteller Teil

Massenspektrum  MALDI-TORWz (rel. Int.): [M+H]" 801.4 (89 %), [M+Nd] 823.4
(100 %), [M+K] 839.4 (67 %)

C,H,N ber C:58.47 % H:5.43 % N: 16.63 %
gef C:58.50 % H:5.12 % N: 16.45 %
FW(C41H40N1003' 2.3 |‘bO) 842.27

Darstellung von Cyclopeptidcyclo[(4S-Apro)-APA-(Pro-APA) 5] 13°
cycld(Z-4S-Apro)-APA-(Pro-APA}] 29 (108.8 mg, 136 pumolvurde in einer Mischung aus
Dichlormethan (20 ml) und Methanol (20 ml) gelostach der Zugabe von 10 % Pd/C
(30 mg) und 1IN Salzsaure (163 pl, 163 umol, 1.2 wg)de die Reaktionsmischung 18
Stunden lang unter einer WasserstoffatmospharéNbenaldruck gertihrt. Nach beendeter
Reaktion wurde der Palladiumkatalysator Uber Cebtdiltriert und der Filterkuchen
sorgfaltig mit Methanol gewaschen. Das Ldsungsiniterde im Vakuum vollstandig
entfernt. Auf diese Weise wurde das Produkt sawdsbelten und konnte ohne weitere

Aufreinigung weiter eingesetzt werden.

Ausbeute 90 mg (94 % d. Th.)

Massenspektrum  MALDI-TORvVz (rel. Int.): [M+H]" 667.3 (57 %), [M+N4d]689.3 (100
%), [M+K]* 705.3 (22 %)
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6.5.3 Darstellung des Triamins cyclo [(4S-Apro)-APA] 3 14

Darstellung des Tetrapeptids Boc-[(Z-&Apro)-APA] »-OAll 31

Boc-(Z-4S- Apro)-APA-OAIl 22 (525 mg, 1.00 mmol) wurde nach der allgemeinersbfanift
zur Abspaltung von Boc-Schutzgruppen entschitzhe Eaquivalente Menge Boc-(5S4
Apro)-APA-OAIl 22 (525 mg, 1.00 mmol) wurde nach der allgemeinensblmift zur
Abspaltung von Allyl-Schutzgruppen entschiitzt. Breschitzten Dipeptide H-(Z54Apro)-
APA-OAIl - 2 HCI 23 und Boc-(Z-&Apro)-APA-OH 30 wurden mit TBTU (354 mg, 1.1
mmol, 1.1 eq) in DMF (25 ml) geldst. DIEA (800 4l8 mmol, 4.8 eq) wurde zugetropft und
die Reaktionsmischung 15 Stunden bei Raumtempegaitithrt. Das Losungsmittel wurde

im Vakuum entfernt und das Produkt chromatographmit Ethylacetat als Eluens isoliert.

Ausbeute 863.5mg (97 % d. Th.)

Massenspektrum  MALDI-TORvz (rel. Int.): [M+H]" 891.5 (20 %), [M+N&]913.5 (100
%), [M+K]* 929.5 (6 %)

Darstellung des Hexapeptids Boc-[(Z-8-Apro)-APA] s-OAll 33

Das Tetrapeptid Boc-[(Z&Apro)-APA],-OAIl 31 (864 mg, 969 pmol) wurde nach der
allgemeinen Vorschrift zur Abspaltung von Boc-Sdgutippen entschitzt. Parallel dazu
wurde das Dipeptid Boc-(ZSIApro)-APA-OAIl 22 (525 mg, 1.00 mmol) nach der
allgemeinen Vorschrift zur Abspaltung von Allyl-Sghgruppen entschutzt. Das entschitzte
Tetrapeptid H-[(Z-&Apro)-APA],-OAll - 3 HCI32 und das entschitzte Dipeptid Boc-(%-4
Apro)-APA-OH 30 wurden mit TBTU (355 mg, 1.1 mmol, 1.1 eq) in DNIE ml) geldst.
DIEA (1.00 ml, 5.74 mmol) wurde zugetropft (pH 9dudie Reaktionsmischung 3 Stunden
bei Raumtemperatur gerthrt. Die Losung wurde aufs3®a gegossen (300 ml) und die
entstehende Suspension mit Salzsédure auf pH 4 &ngesEs wurde noch 10 min geruhrt,
der Niederschlag anschlie3end abfiltriert, mit Véasgewaschen und im Exsikkator tber
Phosphorpentoxid getrocknet. Das Hexapeptid wurdee oweitere Aufreinigung in der

Cyclisierung eingesetzt.

Ausbeute 1.189 (91 % d. Th.)
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Massenspektrum  MALDI-TORWz (rel. Int.): [M+H]" 1257.7 (11 %), [M+N&] 1279.5
(100 %), [M+K]" 1295.5 (51 %)

Darstellung des Cyclopeptidsyclo[(Z-4S-Apro)-APA] 3 36

Das Hexapeptid Boc-[(ZSApro)-APA]s-OAll 33 (1.26 mg, 1 mmol) wurde nach der
allgemeinen Vorschrift zur Entschitzung von AllyeEs umgesetzt. Das gesamte allyl-
entschitzte Hexapeptid Boc-[(S#pro)-APA]s-OH 34 wurde nach der allgemeinen
Vorschrift zur Entschitzung von Boc-Gruppen umgasé@abei wurde es 4 Stunden statt 2
Stunden gerihrt. TBTU (1.6 g, 5.0 mmol, 5 eq) wunmdesinen 500 ml Dreihalskolben
eingewogen und dieser dreimal sekuriert. Im Stafkgégenstrom wurde nun entgastes DMF
p.a. (200 ml) zugegeben. Nach Zugabe von DIEA (420 2.40 mmol) wurde die
Reaktionslosung in einem vorgeheizten Olbad auf®@Grwarmt. Nun wurde eine Lésung
des voll entschitzten Hexapepti@gs und DIEA (1.04 ml, 6.0 mmol) in entgastem DMF p.a.
(40 ml) mittels einer Spritzenpumpe Uber einenrdain von sechs Stunden hinzugegeben.
Anschlieend wurde der pH der Reaktionsmischunghd@ugabe von DIEA auf ca. 9
eingestellt und eine weitere Stunde bei dieser EBeatpr gerihrt. Das Losungsmittel wurde
im Olpumpenvakuum entfernt und das Produkt chrografhisch aus dem Rickstand
isoliert. Zunachst erfolgte eine Vorreinigung Ubkere Kieselgelsaule mit Aceton als Eluens.
AnschlielRend wurde das so erhaltene RohprodukteinigvDMF gel6st und auf eine RP-8
Saule aufgetragen. Die S&ule wurde zuvor mit Wékdebioxan 10:1\{v) vorkonditioniert.
Das Elutionsmittel wurde langsam von 10:1 tber 8:1,und 1:1 auf Wasser/1,4-Dioxan 1:2
umgestellt, bei welcher Loésungsmittelzusammensetzias Produkt eluierte. Nach Entfernen
des Losungsmittels im Vakuum wurde der Ruckstanddeton (20 ml) aufgenommen und
langsam unter Ruhren auf Diethylether (200 ml) gegn. Nach 15 min wurde der
Niederschlag abgesaugt und getrocknet. Das Progukiie aus Ethanol/Wasser 1:x/Vj

umkristallisiert.

Ausbeute 370 mg (34 % d. Th.)

Schmelzbereich 161-170 °C
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'H-NMR [600 MHz, DMSO-d, 100 °C]4 2.06 (m, 3H, AproH@)), 2.84 (3H, m,
AproH(B)), 3.52 (m, 3H, AproHg)), 3.96 (m, 3H, AproHg)), 4.21 (m,
3H, AproH¢)), 5.04 (s, 6H, ZCh), 5.54 (br s, 3H, AproHy)), 6.88 (br s,
3H, AproNH), 7.27 — 7.34 (m, 18H, APAH(3), ZPhH)48 (d, 3H,2J =
7.6 Hz, APAH(5)), 7.73 (m 3H, APAH(4)), 9.13 (br s, 3H, APANH)

¥C-NMR [151 MHz, DMSO-d, 22 °C]3 37.2 (AproCB)), 47.9 (AproCy)), 52.0
(AproC()), 60.5 (AproCg)), 65.5 (ZCH), 115.9 (APAC(3)), 119.7
(APAC(5)), 127.8 + 127.9 + 128.4 (ZPhC(2-4)), 13&Z®hC(1)), 139.1
(APAC(4)), 148.5 (APAC(2)), 151.6 (APAC(6)), 155(8C0), 166.2
(APACO), 170.4 (AproCO)

Massenspektrum  MALDI-TORvz (rel. Int.): [M+H]" 1099.6 (28 %), [M+Nd] 1121.5
(100 %), [M+K] 1137.5 (76 %)

C,H,N ber C:59.37 % H:5.24 % N: 14.58 %
gef C:59.74 % H:5.13 % N: 14.38 %
Fu(Cs7H54N 12012+ 3 H,0): 1153.18

IR [KBr, cm™] 3314(m), 3033(w), 2953(w), 1708(s), 1637(s), 155
1522(s), 1464(s), 1399(s), 1302 (m), 1255(m), 1AHB(1082(w),
1027(w), 991(w), 902(w), 822(w), 759(m), 698(m)468)

Darstellung von Cyclopeptidcyclo[(4S-Apro)-APA] 314

Das Cyclopeptictycld(Z-4SApro)-APA]; 36 (112 mg, 102 pmohlvurde in einer Mischung
aus Dichlormethan (15 ml) und Methanol (15 ml) geliNach der Zugabe von 10 % Pd/C
(40 mg) und 20 % Pd(OHY (40 mg) sowie 1N Salzséure (342 pl, 342 umd@l,e8}) wurde
die Reaktionsmischung unter einer Wasserstoffathmirgpbei Normaldruck gerihrt. Nach
beendeter Reaktion (die vollstandige Entschiitzuag mach 7 Tagen beendet) wurde der
Palladiumkatalysator tber Celite abfiltriert undr délterkuchen sorgfaltig mit Methanol
gewaschen. Das Losungsmittel wurde im Vakuum \é@oilldig entfernt. Das Produkt wurde

ohne weitere Aufreinigung weiter eingesetzt.
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Ausbeute 80 mg (97 % d. Th.)

Massenspektrum  MALDI-TORvVz (rel. Int.): [M+H]" 697.3 (87 %), [M+Na&] 719.3 (100
%), [M+K]" 735.3 (79 %)
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6.5.4 Metathesereaktionen und Darstellung der Vorst  ufen

Testreaktionen

Darstellung von4-Pentensaurephenylamid 37

Anilin (0.46 ml, 5.0 mmol), 4-Pentensaure (0.51 50 mmol) und PyCloP (2.1 g, 5.0 mmol)
wurden in trockenem Dichlormethan (40 ml) gelésachN Zugabe von DIEA (1.74 ml, 10.0
mmol) wurde die Lésung 5 Tage bei Raumtemperattihge Das Losungsmittel wurde im

Vakuum entfernt und der Rickstand saulenchromgbbggeh mit Ethylacetat/Hexan 1:1

(v/v) als Eluens gereinigt. Mit Anilin verunreinigte dktionen wurden dreimal mit 0.01 N

Salzsaure und dreimal mit Wasser gewaschen undofeet. Die organischen Phasen

wurden vereinigt und das Losungsmittel im Vakuurtiegnt.

Ausbeute 0.76 g (87 % d. Th.)
P a -CH,- Htrans
m-H N = Heis
o-H H -CHZ- vic
H-NMR [400 MHz, CDC}, 22 °C]3 2.46 (m, 4H, -Cht), 5.05 (d, 1H3)= 10.1

Hz, Hs), 5.11 (d, 1H2J= 17.3 Hz, Han), 5.87 (m, 1H, H,), 7.10 (t,
1H, °J= 7.5 Hz, Phi), 7.30 (t, 2H2J= 8.0 Hz, PhH), 7.47 (br s, 1H,
NH), 7.51 (d, 2H3J= 7.8 Hz, Pht)

Darstellung von Phenylcarbamidsaureallylester 38!

Anilin (1.0 ml, 10.9 mmol) wurde in trockenem Diohinethan (35 ml) gel6st und unter
Eisbadkihlung tropfenweise mit Allylchloroformi&.83 ml, 21.9 mmol, 2 eq) versetzt. Nach
Entfernen des Eisbades wurde DIEA (2.86 ml, 16.4omr.5 eq) zugegeben und die
Reaktionsmischung 18 Stunden bei RaumtemperatiithgerDie organische Phase wurde
nacheinander dreimal mit Wasser, zweimal mit Kahydrogensulfatiésung (5 %), einmal
mit Wasser, zweimal mit Natriumcarbonatlésung (1) @6d anschlielBend mit Wasser
gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phaseevdasl Losungsmittel im Vakuum
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entfernt. Das Produkt wurde nach dreifachem Unddiisteren aus Petrolether analysenrein

erhalten.

Ausbeute 856 mg (44 % d. Th.)

'H-NMR [400 MHz, CDC}, 22 °C]3 4.67 (d, 2H3J = 5.8 Hz, AllocCH), 5.27 (d,
1H,3J = 10.4 Hz, Allockg), 5.37 (d, 1H3J= 17.2 Hz, AllocHand, 5.97
(ddd, 1H,%3 = 17.1 Hz3J = 10.4 Hz3J = 5.7 Hz, AllocHy), 6.65 (br s,
1H, NH), 7.07 (t, 1H2J = 7.3 Hz, Phi), 7.31 (m, 2H, PhH), 7.38 (d,
2H,%] = 7.9 Hz, Phi)

3C-NMR [101 MHz, CDC4, 22 °C] & 66.0 (AlIC(1)), 118.4 (AlIC(3)), 118.9
(PhC(2)), 123.7 (PhC(4)), 129.2 (PhC(3)), 132.6I@{)), 137.9
(PhC(1)), 153.4 (CO)

C,H,N ber C:67.78%  H:6.26%  N:7.90 %

gef C:67.89 % H:6.31 % N: 7.88 %
FW(C]_oH]_]_NOz): 177.20

Allgemeine Vorschrift zur Umsetzung der Testverbindingen in der Olefinmetathese

Ein Schlenkkolben wurde sekuriert und das EdukO (isnol) sowie der Katalysator (3-5
Mol%) eingewogen. Nach mehrfachem Evakuieren unsti@en des Kolbens wurde unter
Stickstoffatmosphare das zuvor getrocknete undastegLosungsmittel (5 ml) sowie bei
Bedarf das Additiv zugegeben. Die Losung wurde drgsprechender Temperatur gerihrt,
und mittels Kanule Uber ein Septum wurden regelm&goben fir die Analyse (DC, HPLC,

MS) entnommen.
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Darstellung des einfach verbrtckten Bis(cyclopeptis)

Darstellung von Allylpentafluorphenylcarbonat 41

Pentafluorphenol (932 mg, 5.06 mmol) wurde in teekm Dichlormethan (15 ml) gel6st.
Unter RUhren wurden im Eisbad nacheinander DIEA 4(8al, 5.0 mmol) und
Allylchloroformiat (531 ml, 5.0 mmol) zugetropft.a¢h 1 Stunde wurde die Losung jeweils
zweimal mit Wasser, Kaliumhydrogensulfatlosung (5, %asser, Natriumcarbonatlésung
(10 %) und Wasser gewaschen. Nach Trocknen UberQylg&irde das Lésungsmittel im

Vakuum entfernt.

Ausbeute 1.129 (83 % d. Th.)

'H-NMR [600 MHz, CDC}, 22 °C]d 4.79 (d, 2H,*J = 5.9 Hz, AllocCH), 5.37
(dd, 1H,3J = 10.5 Hz2J = 1.1 Hz, AllocK), 5.45 (dd, 1H3) = 17.1 Hz,
2J = 1.1 Hz , Allockang, 5.99 (m, 1H, AllocHc)

¥C-NMR [151 MHz, CDC4, 22 °C]d 70.9 (AllocC(1)), 120.4 (AllocC(3)), 130.3
(AllocC(2)), 137.2, 139.0, 140.7, 142.4 (PhC(1-451.3 (AllocCO)

PYF.NMR [565 MHz, CDC4, 22 °C]3 -162.3 (m, 2F, PhF(3)), -157.8 (t, 1B) =
21.5 Hz, PhF(4)), -153.5 @r2F, PhF(2))

C,H,N ber C:44.79 % H: 1.88 %
gef C:43.96%  H:1.72%
FW(C10H5F503): 268.14

IR [KBr, cm] 3553(w), 3094(w), 2997(m), 2962(m), 2896(w), 2678
2472(w), 2158(w), 2101(w), 1784(s), 1654(m), 15P2(8454(m),
1426(m), 1366(s), 1324(s), 1230(s), 1163(s), 1056@04(s), 773(m),
694(w), 615(m)
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Darstellung des Cyclohexapeptidsyclo[(Alloc-4S-Apro)-APA-(Pro-APA) ;] 40

Das entschutzte Cyclopeptidycld(4S-Apro)-APA-(Pro-APA)2] - HCI 13 (97.6 mg,
129 pumol) wurde in trockenem Dichlormethan (20 su$pendiert. Nach Zugabe von DIEA
(92.2 pl, 540 pmol, 4 eq) und DMSO (2 ml) l6stehsitas Cyclopeptid. Es wurde eine
Losung von Allylpentafluorphenylcarbonatl (74.2 mg, 277 pmol, 2eq) in trockenem
Dichlormethan (10 ml) zugegeben und 7 Stunden baunRemperatur geruhrt. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Rdfiakd chromatographisch mit
Dichlormethan/Methanol 10:1v/) als Eluens aufgereinigt. Nach Einengen der L&sung
wurde das Produkt in Methanol aufgenommen, durctyiEen der Losung in Diethylether
als weil3er Feststoff ausgefallt und im Vakuum gednet.

Ausbeute 57.7 mg (56 % d. Th.)

Schmelzbereich 190-207 °C

'H-NMR [600 MHz, DMSO-g, 22 °C] % 1.81 (m, 2H, ProH{), 1.86 (m, 2H,
ProHg)), 1.92 (m, 1H, AproHy)), 2.03 (m, 2H, ProHp)), 2.56 (m, 2H,
ProH@)), 2.86 (m, 1H, AproH@)), 3.38 (m, 1H, AproH)), 3.58 (m,
2H, ProH§)), 3.69 (m, 2H, ProH)), 3.89 (m, 1H, AproH)), 4.15 (m,
1H, AproH§)), 4.46 (m, 2H, AllocCH), 5.11 (d, 1H,%J = 10.4 Hz,
AllocH.is), 5.22 (d, 1H3J = 17.1 Hz, Allockdand, 5.55 (m, 2H, ProH)),
5.62 (m, 1H, AproHg)), 5.86 (m, 3H, AllocH,), 7.16 (d, 1H3J = 8.2
Hz, APAH(3)), 7.22 (g 2H, APAH(3)), 7.40-7.44 (m 3H, APAH(5)),
7.47 (d, 1H,3J = 6.5 Hz, AproNH), 7.71-7.75 (m, 3H, APAH(4))60.
(br s, 1H, APANH), 9.63 (br s, 1H, APANH), 9.69 @&@r1H, APANH)

13C-NMR [151 MHz, DMSO-g, 22 °C] 5 22.4 (ProCf)), 30.5 + 32.6 (Pro@}),
37.2 (AproCp)), 47.8 (AproCy)), 48.1 (Proq)), 52.0 (AproCyg)), 60.6
(AproC(w)), 61.5 (ProCqg)), 64.4 (AllocC(1)), 115.8 + 116.1 (APAC(3)),
117.1 (AllocC(3)), 119.5 + 119.7 (APAC(5)), 133A16cC(2)), 139.0 +
139.1 (APAC(4)), 148.4 + 148.5 (APAC(2)), 151.5 5119 + 152.1
(APAC(6)), 155.6 (AllocCO), 165.9 + 166.0 (APACQ){0.5 (AproCO),
171.0 + 171.1 (ProCO)
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Massenspektrum  MALDI-TORvz (rel. Int.): [M+H]" 751.4 (6 %), [M+Na] 773.4 (100
%), [M+K]" 789.4 (22 %)

C,H,N ber C:55.84 % H:5.45 % N: 17.60 %
gef C:55.94 % H:5.39 % N:17.51 %
FW(C37H38N1008' 2.5 |‘bO) 795.81

IR [KBr, cm] 3395(m), 3275(w), 2975(w), 2881(w), 1706(s), 1634
1575(s), 1527(s), 1464(s), 1422(s), 1399(s), 13%2(@00 (M), 1257(w),
1158(m), 1082(w), 993(w), 921(w), 822(w), 760(nmH1em), 597 (w)

Umsetzung voncyclo[(Alloc-4S-Apro)-APA-(Pro-APA) ;] 40 in der Olefinmetathese
Verbindung 40 wurde mit verschiedenen Katalysatoren unter Mamat der
Reaktionsbedingungen, wie Katalysatormenge, Ternyrerand LOosungsmittel, umgesetzt.
Die Durchfihrung erfolgte nach dem folgenden allgeran Schema, die jeweiligen

Bedingungen sind in Tabelle 5 aufgefihrt.

Das Loésungsmittel wurde getrocknet und vor der Reaklrisch destilliert und entgast. Ein
Schlenkkolben wurde sekuriert und das Edukt (3.89mgmol) sowie der Katalysator (1 bzw.
2.5 pmol) eingewogen. Nach mehrfachem EvakuierehBasticken des Kolbens wurde das
Losungsmittel (4 ml) im Argongegenstrom zugegebemd udie Reaktion unter
Schutzatmosphére gerihrt. Mittels Kanule wurderr @beSeptum regelmafiig Proben fur die
Analyse (DC, HPLC, MALDI-MS) entnommen.
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Eintrag Katalysator Temperatur Umsatz nach 2d Umsath Ende

19 5(50 Mol%) RT nicht bestimmt 31 % (3d)
29 5(20 Mol%) RTY 17 % 21 % (3d)
3% 5(20 Mol%) 40 °C 50 % 50 % (6d)
49 7 (20 Mol%) RT 15 % 41 % (4.5d)
59 7 (50 Mol%) 40 °C 65 % 95 % (4d)
6% 6 (20 Mol%) 40 °C 60 % 64 % (7d)
79 8(50 Mol%) RT 50 % 72 % (6d)
gD 8 (20 Mol%) 80 °C 26 % 39 % (4d)

a) Dichlormethan, b) Toluol, ¢) kurz zum Siedehitet

Tabelle 5: Versuchsdetails zur Umsetzung von 40 oen Metathesereaktionen.

Die Darstellung des analysenreinen einfach verheinckBis(cyclopeptids¥#3 gelang nach

folgender Vorschrift:

Cycld(Alloc-4S-Apro)-APA-(Pro-APAY] 40 (100 mg, 134 pumol) und Grubbs Il Katalysator
6 (11 mg, 13 pumol) wurden in einen sekurierten Sdtkelben eingewogen und dieser
mehrmals evakuiert und mit Argon bestickt. Uber 8i@ptum wurde getrocknetes, frisch
destilliertes und entgastes Dichlormethan (5 ml)gegeben und die Ldsung bei
Raumtemperatur gerihrt. Nach einem und zwei Tagemdem im Argongegenstrom
nochmals Katalysato6 (11 mg, 13 pmol bzw. 15.6 mg, 18.4 pumol) zugegehéach
insgesamt drei Tagen wurde das Losungsmittel imuMakentfernt. Der Rickstand wurde in
wenig DMF aufgenommen und auf eine RP-18 Séauleetiaigen. Die Saule wurde zuvor mit
Wasser/1,4-Dioxan 10:W/{) vorkonditioniert. Das Elutionsmittel wurde langsaon 10:1
Uber 5:1 auf Wasser/1,4-Dioxan 2:1 umgestellt,vbecher Losungsmittelzusammensetzung
das Produkt eluierte. Das Rohprodukt wurde in @ichkethan/Methanol 5:1vfv) (10 ml)
gel6st und nach Zugabe von 20 % Pd(9Md) (10 mg) unter einer Wasserstoffatmosphare bei
Normaldruck hydriert. Nach beendeter Reaktion (derlauf der Reaktion wurde mittels
MALDI-MS verfolgt) wurde der Katalysator tber Celitabfiltriert und der Filterkuchen
sorgfaltig mit Dichlormethan/Methanol 5:1/¢) gewaschen. Das Losungsmittel wurde im

Vakuum vollstéandig entfernt. Das Rohprodukt wurdesmenig Dichlormethan/Methanol 5:1

147



Experimenteller Teil

(viv) gelbst und das Produkt mittels semipraparativePLEl (mobile Phase:
Wasser/Acetonitril-Gradient  (75/25 auf 65/35, Flugs ml/min), stationare Phase:
Chromolith® SemiPrep 100-10 mm RP-18 endcappedlerto Die Produktfraktionen
wurden zur Trockne eingeengt, der Riickstand inhplether suspendiert, abfiltriert und im

Vakuum getrocknet.

Ausbeute 25.3 mg (26 % d. Th.)

'H-NMR [600 MHz, DMSO-d, 22 °C]4 1.50 (s, 4H, -Cht), 1.74-1.93 (m, 10H, 2
x AproH(B), 8 x ProHy)), 2.00 (s, 4H, ProH), 2.55 (m, 4H, ProH)),
2.84 (s, 4H, AproH})), 3.36 (4H, AproHj)), 3.58 (m, 4H, ProH)),
3.67 (m, 4H, ProHy)), 3.84-4.00 (6H, 2 x AproH}, 4 x -CH-), 4.13
(m, 2H, AproH¢)), 5.58 (s, 4H, 2 x AproH), 2 x ProH)), 5.65 (s, 2H,
ProH@)), 7.17 (d, 2H2J = 7.6 Hz, APAH(3)), 7.25 (m, 4H, APAH(3)),
7.35 (br s, 2H, AproNH), 7.42 (m6H, APAH(5)), 7.73 (m, 6H,
APAH(4), 9.79 + 9.86 (br s, 6H, APANH)

13C-NMR [150.9 MHz, DMSO-¢ 22 °C] & 22.4 (ProCf)), 25.2 (-CH-), 32.6
(ProC@)), 37.2 (AproCg)), 47.8 (AproCyY)), 48.2 (ProQ)), 52.1
(AproC(®)), 60.6 (AproC¢)), 61.5 (ProCg)), 63.6 (-CH-), 115.7 +
116.0 (APAC(3)), 119.7 (APAC(5)), 139.0 + 139.1 (®(4)), 1485 +
148.7 (APAC(2)), 151.5 + 151.9 + 152.1 (APAC(6)5610 (AllocCO),
165.9 + 166.1 (APACO), 170.6 (AproCO), 171.1 + 27(ProCO)

Massenspektrum MALDI-TOF mvz (rel. Int.): [M+H]" 1475.7 (97 %), [M+N4&]1497.7
(100 %), [M+K] 1513.7 (48 %)

C,H,N ber C:54.61 % H:5.47 % N: 17.69 %
gef C:54.50 % H: 5.35 % N: 17.55 %
FW(C72H74N20016' 6 HzO) 1583.60
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Darstellung des dreifach verbrickten Bis(cyclopepts) 49

Darstellung des Cyclohexapeptidsyclo[(Alloc-4S-Apro)-APA] 3 47

Das entschuitzte Cyclopeptigcld(4S-Apro)-APA]; - 3 HCI 14 (99 mg, 120 pumol) wurde in
DMSO (5 ml) unter Zugabe von DIEA (123 ul, 720 umél eq) gelést. Es wurde
Allylpentafluorphenylcarbonadl (206 mg, 768 umol, 6.4 eq) in trockenem Dichlorraath
(10 ml) zugegeben und die Reaktionsmischung 2.6detu bei Raumtemperatur gerthrt. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Rsfiakd chromatographisch mit
Dichlormethan/Methanol 15:1v/y) als Elutionsmittel aufgereinigt. Nach Einengenr de
Losung wurde das Produkt in Methanol aufgenommaeinchd Eingiel3en in wenig Wasser

ausgefallt, abfiltriert und im Vakuum getrocknet.

Ausbeute 46.2 mg (41 % d. Th.)

Schmelzbereich 168-176 °C

'H-NMR [400 MHz, DMSO-g, 22 °C]3 1.91 (m, 3H, AproHg)), 2.84 (m, 3H,
AproH(B)), 3.38 (m, 3H, AproH)), 3.87 (m, 3H, AproHp)), 4.15 (m
3H, AproH§)), 4.46 (d, 6H3J = 3.9 Hz, AllocCH), 5.11 (d, 3H2J =
10.4 Hz, AllocH;s), 5.22 (d, 3H2J = 17.2 Hz, Allockand, 5.53 (m, 3H,
AproH(a)), 5.86 (m, 3H, AllocHyic), 7.17 (d, 3H2J = 8.0 Hz, APAH(3)),
7.42 (d, 3H2J = 7.6 Hz, APAH(5)), 7.47 (d, 3H) = 6.6 Hz, AproNH),
7.74 (m, 3H, APAH(4)), 9.64 (br s, 3H, APANH)

BC-NMR [151 MHz, DMSO-d, 22 °C]3 37.1 (AproCR)), 47.9 (AproCy)), 52.0
(AproC@)), 60.5(AproCe)), 64.4 (AllocC(2)), 116.0 (APAC(3)), 117.1
(AllocC(3)), 119.5 + 119.7 (APAC(5)), 133.5 (Allo¢®)), 139.1
(APAC(4)), 148.5 (APAC(2)), 151.5 APAC(6)), 155.AllbcCO), 166.1
(APACO), 170.5 (AproCO)

Massenspektrum  MALDI-TORvz (rel. Int.): [M+H]" 949.5 (12 %), [M+Na] 971.5 (100
%), [M+K]" 987.5 (72 %)
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C,H,N ber C:52.94%  H:553%  N:16.46 %
gef C:53.06%  H:553%  N:16.13 %
Fu(CasHseN12012+ 4 H0): 1021.01

IR [KBr, cm™] 3396(br, m), 3081(w), 2949(w), 1705(s), 1630(1H74(s),
1534(s), 1466(m), 1424(m), 1400(m), 1303(m), 1257(1228(w),
1186(w), 1159(w), 1079(w), 1037(w), 992(w), 924(\BR3(w), 761(m),
652(w), 592(w)

Umsetzung voncyclo[(Alloc-4S-Apro)-APA] 3 47 in der Olefinmetathese

Zur Umsetzung des dreifach Alloc-substituierten IGyeptids47 in der Olefinmetathese
wurden wie auch bei der Umsetzung des einfach isuiesten Cyclopeptids#0 mehrere
Ansatze unter verschiedenen Reaktionsbedingungeshgkfiihrt. Neben dem eingesetzten
Katalysator, es wurden die Katalysato&n/ und 8 verwendet, wurde auch dessen Menge
sowie die Reaktionszeit variiert. Die Durchfuhruregfolgte dabei nach folgendem

allgemeinen Verfahren.

Cycld(Alloc-4SApro)-APA]s 47 (28.5 mg, 30.0 pumol) sowie der jeweilige Katalgsat
(25-50 Mol%) wurden in einen sekurierten Schlenkkaol eingewogen und dieser mehrmals
evakuiert und mit Argon beluftet. Uber ein Septumarde getrocknetes, frisch destilliertes
und entgastes Dichlormethan (6 ml) zugegeben uad.@sung bei Raumtemperatur gerihrt.
Proben fur die Analyse (DC, HPLC, MALDI-MS) wurdéiber das Septum mittels Kantile
entnommen. Bei Bedarf wurde nach einem Tag weitikegalysator im Argongegenstrom

zugegeben. Nach insgesamt 1 bis 3 Tagen wurded$amgsmittel im Vakuum entfernt.

Zur Isolierung des Produkts wurden verschiedenershtographische Verfahren, sowohl mit
normalem Kieselgel als auch mit RP-Material aldi@té@rer Phase getestet. Eine mdgliche
Sequenz ist im Folgenden beschrieben.

Der Riuckstand wurde zuerst saulenchromatographisgh Dichlormethan/Methanol
gereinigt. Dabei wurde das Losungsmittel von 15:bert 12:1 und 7:1 auf
Dichlormethan/Methanol 5:1 vfy) umgestellt, wobei das Produkt eluierte. Die

Produktfraktionen wurden vereinigt und das LOosungemim Vakuum entfernt. Das so
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erhaltene Rohprodukt wurde in Dichlormethan/Methana (v/v) (10 ml) geldst und nach
Zugabe von 20 % Pd(OHT (10 mg) unter einer Wasserstoffatmosphare bemstmruck
hydriert. Nach beendeter Reaktion (der Verlauf Beaktion wurde mittels MALDI-MS
verfolgt), wurde der Katalysator Uber Celite abflit und der Filterkuchen sorgféaltig mit
Dichlormethan/Methanol 5: /) gewaschen. Das Losungsmittel wurde im Vakuumeemif
der Rickstand in wenig DMF aufgenommen und auf RIREL8 Saule aufgetragen. Die Saule
wurde zuvor mit Wasser/1,4-Dioxan 10:8/vj vorkonditioniert. Das Elutionsmittel wurde
langsam von 10:1 dber 5:1 und 2:1 auf Wasser/1ok@di 1.1 umgestellt, bei welcher
Losungsmittelzusammensetzung das Produkt eluigiterdings konnten auf diesem Weg
nicht alle Verunreinigungen abgetrennt werden. AdighAufreinigung Uber semipraparative

HPLC fuhrte nicht zu analysenreinem Produkt.
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6.5.5 Click-Reaktionen und Darstellung der Vorstufe n

Darstellung von 3-Butinsaure 58°%

3-Butinol (1.0 g, 14.3 mmol ) wurde in Wasser (2%) mel6st. Anschlieliend wurden

Natriumperiodat (6.7 g, 31.3 mmol, 2.2 eq), Natmlichromat Dihydrat (42.6 mg, 143 pmol,

1 Mol%) und Salpetersaure (65%, 73.5 mg, 5 Mol%gegeben und die Reaktionsmischung
18 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Die Reaktsthung wurde dreimal mit

Diethylether extrahiert, die organische Phase gktret und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Das Produkt wurde durch mehrfaches Urndtlisieren aus Petrolether (35-70)

erhalten.

Ausbeute 401 mg (33 % d. Th.)

Schmelzbereich 81-82 °C

'H-NMR [200 MHz, DMSO-d, 22 °C]5 2.99 (t, 1H,J = 2.6 Hz, H(4)), 3.29 (d,
2H,%J = 2.7 Hz, H(2)), 12.66 (br s, 1H, OH)

13C-NMR [100 MHz, DMSO-d, 22 °C] & 25.2 (C(2)), 73.6 (C(4)), 77.5 (C(3)),
169.1 (CO)
IR [KBr, cm™] 3298(m), 3289(m), 2945(w), 2913(w), 1734 (s), A48),

1394 (m), 1327 (w), 1289 (w), 1237 (s), 951 (w)6 &), 702 (w), 658
(m), 636 (m), 488 (w)

Darstellung von Azidoessigsaure 552 1%

Chloressigsaure (3.2 g, 33.9 mmol) und Natriumhydr¢l.6 g, 40 mmol) wurden in Wasser
(10 ml) gelost und die wassrige Phase mit Diethglet(7 ml) Gberschichtet. Unter
Eisbadkuhlung erfolgte die Zugabe von Natriuma2i® @, 35.4 mmol). AnschlieRend wurde
die Reaktionsmischung unter Ruckfluss zum Siedénizér Nach 24 Stunden wurde die

Reaktionsmischung im Eisbad abgekihlt und mit ventér Schwefelsaure auf pH 5
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angesauert. Die wassrige Phase wurde 7 mal mithydether extrahiert, die vereinigten
organischen Phasen wurden getrocknet und das L&sutbgl im Vakuum entfernt

(Wasserbadtemperatur <30 °C). Das erhaltene Olevinndvakuum (30 mbar) getrocknet.

Ausbeute 2.06 g (60 % d. Th.)

'H-NMR [200 MHz, CDC}, 22 °C]53.96 (s, 2H, Ch), 9.31 (s, 1H, OH)

Kupplung von Azidoessigsaure 53 mit Boc-@&Amino-L-prolin)-methylester 18
Boc-(4S-Amino-L-prolin)-methylester Hydrochloridl8 (200 mg, 0.71 mmol) wurde in
trockenem Dichlormethan (25 ml) gelost. Anschlieflewurden Azidoessigsaur®3
(121.4 mg, 1.20 mmol, 1.7 eq) und TBTU (388 mg1in2mol, 1.7 eq) zugegeben, der pH
mit DIEA (0.6 ml, 3.44 mmol) auf 9-10 eingestellhdidie Reaktion bei Raumtemperatur
geruhrt. Nach 18 Stunden wurde das LosungsmitteVakuum entfernt und der Rickstand

chromatographisch mit Ethylacetat/Pentan 8/%) @ls Eluens gereinigt.

Ausbeute 209 mg (90 % d. Th.)

'H-NMR [600 MHz, DMSO-¢, 100 °C] 5 1.40 (s, 9H, tBuCk), 1.89 (m, 1H,
AproH(B)), 2.55 (m, 1H, AproH@)), 3.19 (dd, 1H%J= 10.7 Hz*J= 6.8
Hz, AproH@)), 3.69 (s, 3H, OCHJ, 3.74 (dd, 1H2J= 10.7 Hz,*J=7.1
Hz, AproH@)), 3.80 (s, 2H, CH, 4.24-4.30 (m, 2H, AproHyj,
AproH(y)), 7.77 (s, 1H, NH)

3C-NMR [151 MHz, DMSO-d, 22 °C] d 27.9 + 28.0 (tBuCh), 35.1 + 35.9
(AproC@)), 47.2 + 47.9 (AproGf), 50.6 + 50.8 + 51.9 + 52.0
(AproC(@®), OCHs, CH,), 57.1 + 57.4 (AproG(), 79.2 + 79.3 + 79.4
(tBuC), 152.7 + 153.3 (tBuCO), 167.4 + 167.5 + 672 172.9
(AproCO, CHCO)

153



Experimenteller Teil

IR [KBr, cm’] 3348(w), 3018 (m), 2980 (w), 2116 (s), 1736 (4682 (s),
1530 (m), 1398 (s), 1370 (m), 1224 (m), 1160 (MB2(w), 1102 (w)

Kupplung von 3-Butinsaure 52 mit Boc-(4-Amino-L-prolin)-methylester 18
Boc-(4S-Amino-L-prolin)-methylester Hydrochlorid18 (100 mg, 0.36 mmol) und 3-
Butinsaure52 (30 mg, 0.36 mmol) wurden in trockenem Dichlornaeti{10 ml) gel6st. Es
wurde EDC N-(3-DimethylaminopropylN'-ethylcarbodiimid Hydrochlorid) (82.8 mg,
0.43 mmol, 1.2 eq) portionsweise zugegeben und Siespension 18 Stunden bei
Raumtemperatur geruihrt. Das Losungsmittel wurdevakuum entfernt, der Riuckstand in
einer Mischung aus Wasser und Ethylacetat aufgeresmond dreimal mit Ethylacetat
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen amurdit Natriumchloridlésung gewaschen,

getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt

Ausbeute 80.4 mg (72 % d. Th.)

'H-NMR [200 MHz, CDC}, 22 °C]3 1.42 + 1.45 (2 x s, 9H, tBuGH 1.98 (m,
1H, AproH@)), 2.38 (d, 1HJ= 2.4 Hz, H(4)), 2.51 (g11H, AproH)),
3.19 (d, 2H,%J= 2.4 Hz, H(2)), 3.65 (m, 2H, AproB)) , 3.77 (s, 3H,
OMe), 4.32 + 4.68 (2 x m, 2H, Aprotd( AproH()), 7.27 (s, 1H, NH)

Darstellung von 4-Pentinsaurepentafluorphenylesteb9

Pentafluorphenol (740 mg, 4.0 mmol) und 4-Pentirsdd10 mg, 4.2 mmol) wurden in
trockenen Ethylacetat (40 ml) gelost. Unter Ruhvaurde portionsweise EDC (805 mg,
4.2 mmol) zugegeben. Nach Rihren Uber Nacht, d&3 BBte sich dabei nicht vollstandig,
wurde die Suspension jeweils dreimal mit Wassertribkacarbonatlésung (10 %) und
Wasser gewaschen. Nach Trocknen der organischesePbiber MgS® wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das auskristadlie Produkt wurde anschliel3end im

Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute 992 mg (94 % d. Th.)
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Schmelzbereich 51-55 °C

'H-NMR [400 MHz, CDC}, 21 °C]d 2.06 (t, 1H,J = 2.6 Hz, PsH(5)), 2.65 (td,
2H,%3 = 7.3 Hz,}J = 2.6 Hz , PsH(3)), 2.93 (t, 2R = 7.3 Hz, PsH(2))

13C-NMR [151 MHz, CDC4, 22 °C]& 14.3 (PsC(3)), 32.6 (PsC(2)), 69.9 (PsC(5)),
81.0 (PsC(4)), 124.9 (PhC(1)), 137.0, 138.7, 1404D.4, 142.0, 142.1
(PhC(2-4)), 167.7 (PsC(1))

YF.NMR [565 MHz, CDC}, 22 °C]5 -162.2 (m, 2F, PhF(3)), -157.7 (t, 1B) =
21.7 Hz, PhF(4)), -152.5 @n2F, PhF(2))

C,H,N ber C:50.02 % H:1.91%
gef C:49.94 % H: 2.00 %
FW(C11H5F502): 264.15

IR [KBr, cm™] 3311(m), 2937(w), 2667(w), 2456(w), 2126(w), 1793
1520(s), 1437(m), 1418(m), 1380(m), 1284(m), 1150(rh115(s),
1051(m), 989(s), 890(m), 775(m), 670(m), 629(sP(B)

Darstellung von 3-Azidopropansaure 58°°

Frisch destillierte Acrylséaure (7.25 g, 100 mmolrde in Eisessig (15 ml) geldst. Im Eisbad
wurde eine Lésung von Natriumazid (9.80 g, 150 mmoMWasser (37.5 ml) zugetropft. Die
Reaktionsmischung wurde 48 Stunden bei Raumtemyeraerthrt, bis keine
Gasentwicklung mehr zu beobachten war. Die Losuagievvier mal mit MTBE extrahiert,
die vereinigten organischen Phasen mit Wasser géwas tiber NaS{getrocknet und das

Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Produkt wuddstillativ erhalten.

Ausbeute 5.349 (46 % d. Th.)

Siedepunkt 84 °C (1.2 mbar)
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H-NMR [400 MHz, DMSO-@, 22 °C]5 2.51 (t, 2H2J = 6.2 Hz, AzH(2)), 3.50 (t,
2H, 33 = 6.2 Hz, AzH(3)), 12.44 (s, 1H, COOH)

¥3C-NMR [100.6 MHz, CDG, 22 °C] & 33.8 (AzC(2)), 46.4 (AzC(3)), 177.4
(AzC(1))
C,H,N ber C:31.31% H:4.38%  N:36.51%

gef C:31.26%  H:422%  N:36.35%
FW(C3H5N302)Z 115.09

Darstellung von 3-Azidopropansaurepentafluorphenylster 60

Pentafluorphenol (462 mg, 2.51 mmol) und 3-Azidgamsaure (305 mg, 2.65 mmol)

wurden in trockenem Ethylacetat (20 ml) geldst. ddriRUhren und Eisbadkihlung wurde
portionsweise EDC (509 mg, 2.66 mmol) zugegebenchNainer Stunde wurde die

Reaktionsmischung auf Raumtemperatur erwarmt underge 4 Stunden gerihrt. Die

Suspension wurde jeweils dreimal mit Wasser undiddatarbonatlésung (10 %), zweimal

mit Wasser und Kaliumhydrogensulfatiosung (5 %) amdchlieRend dreimal mit Wasser
gewaschen. Nach Trocknen tUber MgS@rde das Lésungsmittel im Vakuum entfernt und
das Produkt als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute 687 mg (97 % d. Th.)

H-NMR [400 MHz, CDC}, 22 °C]5 2.94 (t, 2H,%J = 6.4 Hz, AzH(2)), 3.72 (t,

2H,3%) = 6.4 Hz, AzH(3))

3C-NMR [150.9 MHz, CDQ, 22 °C] & 33.3 (AzC(2)), 46.4 (AzC(3)), 124.8
(PhC(1)), 137.2, 138.9, 140.3, 140.6, 142.0 (Phg)2167.2 (AzC(1))

PYF.NMR [565 MHz, CDC4, 22 °C] 3 -162.0 (m, 2F, PhF(3)), -157.4 (t, 1B) =
21.7 Hz, PhF(4)), -152.5 @r2F, PhF(2))
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C,H,N ber C: 38.45 % H:1.43% N: 14.95 %
gef C: 38.43 % H:1.44 % N: 14.76 %
FW(C9H4F5 N30z): 281.14

IR [KBr, cm] 3341(w), 2941(w), 2670(w), 2462(w), 2105(s), 1791
1654(w), 1521(s), 1471(m), 1451(m), 1407(m), 1374(rb290(m),
1215(m), 1150(m), 1113(s), 1061(m), 1005(s), 865@8H(w), 782(w),
731(w)

Darstellung von N-Phenylpent-4-inamid 65

Anilin (193 mg, 2.07 mmol) und 4-Pentinsaure (19d, 3.01 mmol) wurden in trockenem

Dichlormethan (15 ml) gel6ést. Es wurden TBTU (67@,n2.09 mmol, 1 eq) und DIEA

(0.53 ml, 3.04 mmol, 1.5 eq) zugegeben und die h§si8 Stunden bei Raumtemperatur
gerthrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernind der Rickstand

saulenchromatographisch mit Ethylacetat aufgereiniie Produktfraktionen wurden

vereinigt, das Losungsmittel im Vakuum entfernts @ohprodukt aus Ethylacetat/n-Hexan (3

ml, 5 ml) umkristallisiert und die Kristalle ans@ftend im Vakuum getrocknet.

Ausbeute 176 mg (51 % d. Th.)

Schmelzbereich 127-128 °C

'H-NMR [400 MHz, CDC}, 24 °C]& 2.06 (s, 1H, H(5)), 2.60 (m, 4H, 2 x H(2), 2
x H(3)), 7.11 (t, 1H3J = 7.4 Hz, PhH(4)), 7.32 @&H, PhH(3)), 7.43 (br
s, 1H, NH), 7.51 (d, 2HJ = 7.9 Hz, PhH(2))

13C-NMR [151 MHz, CDC}, 25 °C] 5 15.0 (C(3)), 36.5 (C(2)), 69.9 (C(5)), 82.9
(C(4)), 120.1 (PhC(2)), 124.6 (PhC(4)), 129.2 (P (137.8 (PhC(1)),
169.3 (PhCO)
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C,H,N ber C: 76.28 % H: 6.40 % N: 8.09 %
gef C:76.26 % H: 6.41 % N: 8.07 %
FW(C]_]_H]_]_ NO) 173.21

IR [KBr, cm®] 3300 (s), 3279 (s), 3203 (s), 3144 (s), 3090 @IR3 (W),
2118 (w), 1662 (s), 1605 (s), 1550 (s), 1499 (4#3L(s), 1416 (m), 1378
(m), 1319 (s), 1248 (m), 1191 (m), 966 (m), 904, (@GS (s), 692 (M),
661 (m), 639 (M), 503 (W), 490 (W)

Darstellung von 3-AzidoN-cyclohexylpropanamid 66

Cyclohexylamin (108 mg, 1.09 mmol) und 3-Azidoprogaurepentafluorphenylest&0
(143 mg, 0.51 mmol) wurden in trockenem Dichlornaettjl0 ml) gel6st und die Losung mit
DIEA (170 ul, 1 mmol) versetzt. Nach 4 Stunden veuder ausgefallene weil3e Feststoff
abfiltriert. Das Filtrat wurde im Vakuum eingeengtd der Rickstand in Ethylacetat gel6st.
Die organische Phase wurde je dreimal mit Wassatiukhydrogensulfatliosung (5 %),
Natriumcarbonatlésung (10 %) und Wasser gewaschengetrocknet. Das Losungsmittel

wurde im Vakuum entfernt wobei das Produkt kristadite.

Ausbeute 93.5mg (93 % d. Th.)

'H-NMR [200 MHz, CDC}, 27 °C] 5 1.10-1.50 (m, 6H, CyCH, 1.70 (m, 2H,
CyCHy), 1.93 (m, 2H, CyCh), 2.38 (t, 2H3J = 6.4 Hz, AzH(2)), 3.61 (t,
2H,%) = 6.4 Hz, AzH(3)), 3.79 (m, 1H, CyCH), 5.42 (b, NH)

13C-NMR [151 MHz, CDC4, 22 °C] & 25.0 (CyC(4)), 25.6 (CyC(3)), 33.3
(AzC(2)), 36.4 (CyC(2)), 47.7 (AzC(3)), 48.6 (Cyg)1168.9 (AzCO)

C,H,N ber C:55.08 % H: 8.22 % N: 28.55 %
gef C:54.54 % H: 8.09 % N: 26.87 %
FW(CgH]_e N40): 196.25
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IR [KBr, cm’] 3284 (s), 3089 (w), 2937 (s), 2853 (s), 21111634 (s),
1558 (s), 1445 (m), 1335 (m), 1243 (s), 1186 (MB3L(w), 1108 (m),
1026 (w), 986 (M), 916 (W), 892 (w), 725 (), 64d) (557 (W)

Darstellung des Triazols 67 durch Click-Reaktion

N-Phenylpent-4-inamid65 (6.8 mg, 39 pmol) und 3-AzidN-cyclohexylpropanamid66
(7.5 mg, 39 umol) wurden in einen sekurierten Sdtkelben eingewogen und in einem
Wasser/Methanol-Gemisch 40:6@\) (500 pl) gelost. Unter Stickstoffatmosphare wuarde
DIEA (13.3 ul, 87 umol, 2 eq) sowie eine SpatefmpiCul zugegeben und 18 Stunden bei
Raumtemperatur gerihrt. Nach Zugabe von Aceton evdid gelbe Suspension Uber Celite
filtriert und das Filtrat im Vakuum eingeengt. Dé&uckstand wurde in Methanol
aufgenommen und Uber Celite abfiltriert. Das nurblése Filtrat wurde im Vakuum zur

Trockne eingeengt.

Ausbeute 13.4 mg (94 % d. Th.)

'H-NMR [600 MHz, DMSO-d6, 22 °C§ 1.05 + 1.20 + 1.51 + 1.64 (m, 10H, Cy),
2.56 + 2.62 (2 X @) 4H, H(2"), H(7")), 2.90 (m, 2H, H(3")), 3.49 (mH,
CyCH), 4.49 (rg, 2H, H(8)), 7.72 (s, 1H, H(5)), 7.80 (s, 1H, Ci),
9.94 (s, 1H, PhNH)

O ' ' 5 . .O
f\N)jl\/S\./\N/S\ﬂ]\N;\
H 2 "\=y 7 H

13C-NMR [151 MHz, DMSO-d, 22 °C] & 20.9 (C(3)), 24.5 + 25.2 (CyC(4),
CyC(3)), 32.3 + 34.7 + 35.8 (CyC(2), C(2"), C(7'%5.8 + 47.4 (C(8"),
CyC(1)), 119.0 (PhC(2)), 122.0 + 123.9 (PhC(4),\3(828.6 (PhC(3)),
139.2 (PhC(1)), 145.7 (C(4")), 167.9 + 170.1 (C(L)6"))
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Darstellung des einfach verbriickten Bis(cyclopeptisl) 68

Darstellung des Cyclopeptids mit einer Alkingruppe63

Das entschitzte Cyclopeptidycld(4S-Apro)-APA-(Pro-APA)Y] - HCI 13 (214 mg,
300 pmol) wurde mit DIEA (128 pl, 750 pmol, 2.5 @agDMSO (2 ml) gelést. Nach Zugabe
von 4-Pentinsadurepentafluorphenylest&d (203 mg, 768 pumol, 2.5 eq) in trockenem
Dichlormethan (20 ml) wurde die Reaktionsmischung§ 3tunden bei Raumtemperatur
geruhrt und das Ldsungsmittel anschlielend im Vakwentfernt. Der Ruckstand wurde
chromatographisch mit Dichlormethan/Methanol 7viv)( als Elutionsmittel aufgereinigt.
Nach Einengen der Produktfraktionen wurde das FtosiuMethanol aufgenommen, durch
Eingiel3en der Losung in Diethylether als weil3erntste wieder ausgefallt, abfiltriert, und
im Vakuum getrocknet. LautH-NMR-Spektrum und CHN-Analyse enthielt das Produkt
noch DMSO und Wasser.

Rohausbeute 194 mg (74 % d. Th.)

C,H,N ber C:55.80 % H:5.73 % N: 15.94 %
gef C:55.58 % H: 5.59 % N: 15.91 %
Fu(CsgH3sN1007- 1 DMSO- 3 H,0): 878.96

Um das DMSO zu entfernen wurde das Produkt in Acatdgeschlammt, unter Zugabe von
etwas Methanol geldst, durch EingieRen der Losariethylether ausgefallt, abfiltriert und

im Vakuum getrocknet.

Ausbeute 138 mg (56 % d. Th.)

Schmelzbereich 196-208 °C

'H-NMR [600 MHz, DMSO-¢, 22 °C] & 1.81 (m, 2H, ProH{), 1.86 (m, 2H,
ProHg)), 1.91 (m, 1H, AproHy)), 2.03 (m, 2H, ProHp)), 2.21 (m, 2H,
PsH(2)), 2.28 (m, 2H, PsH(3)), 2.56 {2H, ProHp)), 2.69 (t, 1H%J =
2.5 Hz, PsH(5)), 2.88 (| 1H, AproH@)), 3.37 (1H, AproHg)), 3.58
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BC-NMR

Massenspektrum

(me, 2H, ProH§)), 3.69 (m, 2H, ProH})), 3.90 (m, 1H, AproHp)),
4.32 (m, 1H, AproHy)), 5.55 (m, 1H, AproH{)), 5.59 (m, 2H, ProH)),
7.22 (2 x d, 2 x 1H3J = 8.2 Hz, APAH(3)), 7.27 (d, 1H) = 8.2 Hz,
APAH(3)), 7.41 (2 x d, 2 x 1HJ = 7.6 Hz, APAH(5)), 7.44 (d, 1K) =
7.6 Hz, APAH(5)), 7.70-7.76 (m, 3H, APAH(4)), 8.1, 1H,%J = 6.4
Hz, AproNH), 9.69 + 9.71 + 9.77 (m, 3H, APANH)

[151 MHz, DMSO-¢, 22 °C] d 14.1 (PsC(3)), 22.4 (Pro@}, 32.6
(ProC@)), 34.2 (PsC(2)), 37.4 (Apro@)), 46.3 (AproCtf)), 48.2
(ProCg)), 51.9 (AproCg)), 60.6 (AproCé)), 61.5 (ProCg)), 71.3
(PsC(5)), 83.6 (PsC(4)), 115.6 + 115.7 + 1159 (&F3), 119.7
(APAC(5)), 139 + 139.1 + 139.2 (APAC(4)), 148.6 4817 (APAC(2)),
151.5 + 152.0 + 152.1 (APAC(6)), 166.0 + 166.1 (AT, 170.6 +
170.7 (AproCO, PsCO), 171.0 + 171.1 (ProCO)

MALDI-TORVZ (rel. Int.): [M+H]' 747.3 (100 %), [M+N4&] 769.3 (54
%), [M+K]* 785.3 (21 %)

ber C:55.74 % H: 5.66 % N:17.12 %
gef C:55.59 % H:5.79 % N: 16.67 %
Fu(CsgH3aN1007 - 4 HO): 818.85

[KBr, cm] 3460(br, m), 3268(m), 3050(w), 2976(w), 2880(\&),17
(w), 1702(s), 1627(s), 1594(s), 1573(s), 1534(671s), 1426(s),
1400(s), 1343(w), 1299 (m), 1260(w), 1175(m), 1b3B(1083(w),
992(w), 915(w), 822(w), 761(m), 651(w), 597(w), 4%

Darstellung des Cyclopeptids mit einer Azidgruppe 8
Das entschitzte Cyclopeptidycld(4S-Apro)-APA-(Pro-APA)] - HCI 13 (106 mg,
150 pmol) wurde in trockenem Dichlormethan (10 sui$pendiert. Eine Loésung von 3-

Azidopropansaurepentafluorphenylesé€r (180 mg, 640 umol, 4.2 eq) und DIEA (51.2 pl,

300 pmol, 2 eq) in trockenem Dichlormethan (10 murde zugegeben und die
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Reaktionsmischung 5 Tage bei Raumtemperatur gerlas Losungsmittel wurde im
Vakuum entfernt und der Ruckstand chromatographmeghDichlormethan/Methanol 5:1
(viv) als Elutionsmittel aufgereinigt. Nach Einengen Beduktfraktionen wurde das Produkt
in Methanol aufgenommen, durch Eingiel3en der Losarigiethylether als weil3er Feststoff
ausgefallt, abfiltriert, und im Vakuum getrocknBais Produkt war sauber genug zur weiteren
Umsetzung (Reinheit HPLC 98%). Analysenreines Pkbdwurde durch semipraparative

HPLC gewonnen.

Ausbeute 70.5mg (87 % d. Th.)

Schmelzpunkt Zersetzung ab 210 °C

H-NMR [600 MHz, DMSO-d, 22 °C] & 1.81 (m, 2H, ProHy{), 1.86 (m, 2H,
ProHg)), 1.95 (m, 1H, AproH@)), 2.02 (m, 2H, ProHp)), 2.31 (m,
2H, AzH(2)), 2.56 (ra 2H, ProHp)), 2.88 (m, 1H, AproH@)), 3.39
(1H, AproH@)), 3.43 (t, 2H,%) = 6.3 Hz, AzH(3)), 3.58 (m, 2H,
ProH@E)), 3.69 (m, 2H, ProH)), 3.90 (m, 1H, AproHg)), 4.33 (m, 1H,
AproH(y)), 5.58 (m, 1H, AproHf)), 5.63 (m, 2H, ProH{)), 7.23 (m,
2H, APAH(3)), 7.27 (d, 1H3J = 8.2 Hz, APAH(3)), 7.41 (d, 18) = 7.6
Hz, APAH(5)), 7.42 (d, 1H3J = 7.6 Hz, APAH(5)), 7.44 (d, 1) = 7.6
Hz, APAH(5)), 7.71-7.76 (m, 3H, APAH(4)), 8.20 (tH, 3J = 6.4 Hz,
AproNH), 9.74 (br s, 2H, APANH), 9.82 (br s, 1H, ARH)

13C-NMR [151 MHz, DMSO-g, 22 °C] & 22.4 (ProCY)), 32.6 (ProQg)), 34.6
(AzC(2)), 37.4 (AproQR)), 46.3 (AproC{)), 46.8 (AzC(3)), 48.2
(ProCg)), 51.9 (AproCg)), 60.5 (AproCq)), 61.5 (ProCq)), 115.5 +
115.7 + 115.9 (APAC(3)), 119.7 (APAC(5)), 139.1 3912 (APAC(4)),
148.6 + 148.7 (APAC(2)), 151.6 + 152.0 + 152.1 (AKB)), 166.0 +
166.1 (APACO), 169.9 (AzCO), 170.6 (AproCO), 17(RtoCO)

Massenspektrum  MALDI-TOFmVz (rel. Int.): [M-No+Ho+H]® 738.3 (41 %), [M-
No+Ho+Na]" 760.3 (22 %), [M+H] 764.3 (92 %), [M+Na] 786.3
(100 %), [M+KJ 802.3 (21 %)
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C,H,N ber C:50.64 % H: 5.55 % N: 21.33 %
gef C:50.53 % H: 5.33 % N: 21.00 %
Fu(CseH37N1307 - 5 H,O): 853.84

IR [KBr, cm’] 3386(m), 3275 (m), 3067(w), 2974(m), 2879(w), 2(A),
1702(m), 1637(s), 1575(s), 1527(s), 1465(s), 1420399(s), 1342(m),
1298(m), 1259(m), 1157(m), 1082(w), 992(w), 915(@91(m), 760(m),
651(w), 596(w), 420(w)

Darstellung des einfach verbriickten Bis(cyclopeptis)) 68

Zur Herstellung des einfach tber Click-Reaktionbvickten Bis(cyclopeptids$8 wurden

die beiden Edukte, das MonoalkiB3 und das Monoazid64, unter verschiedenen
Reaktionsbedingungen umgesetzt. Dabei wurden Jesafie Kupferquellen auf ihre
Eignung als Katalysator untersucht. Als bestes afedn stellte sich folgende Kupplung mit

einem Kupfer(ll)sulfat-Ascorbat-System heraus.

Unter einer Stickstoffatmosphére wurde Cy{8b.0 mg, 140 umol, 2 eq) in Wasser (7 ml)
geldst. Dann wurden nacheinander 2,6-Lutidin (46d) 420 umol, 6 eq) in Methanol (7 ml)
sowie Natriumascorbat (83.0 mg, 420 umol, 6 ed)asser (7 ml) zugegeben, wobei sich die
Reaktionsmischung klarte und eine vollstandige &bting eintrat. Nach Zugabe des
Monoalkins63 (52.2 mg, 70.0 pmol) und Monoazi@d (54.0 mg, 70.0 pmol) in Methanol
(14 ml), wurde 18 Stunden bei Raumtemperatur geribas LOosungsmittel wurde im
Vakuum entfernt und der Riickstand mittels RP-Chtographie aufgetrennt. Dazu wurde er
in wenig DMSO gelést und auf eine eine RP-8 Saulggedragen. Die Saule war mit
Wasser/1,4-Dioxan 10:W/{) vorkonditioniert. Das Elutionsmittel wurde langsaron 10:1
Uber 5:1 auf Wasser/1,4-Dioxan 3:1 umgestellt,vbecher Losungsmittelzusammensetzung
das Produkt eluierte. In Fallen in denen es nodathtleverunreinigt war, wurde es Uber
semipraparative HPLC (mobile Phase: Wasser/Acetbnit5:25, stationare Phase:
LiChroCART® 250-10, Purosph®TAR RP-18 endcapped (Bn)) analysenrein als weilRes
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Pulver isoliert. Die fur die Kupplung verwendeteidsungsmittel waren HPLC-grade und

wurden vor der Verwendung im Vakuum entgast.

Ausbeute

Schmelzbereich

H-NMR

BBC-NMR

Massenspektrum

46.6 mg (40 % d. Th.)

262-284 °C

[600 MHz, DMSO-g, 22 °C] % 1.76-1.90 (m, 9H, 8 x Prokl)), 1 x
AproH(B)), 1.93 (m, 1H, AproHy)), 2.03 (m, 4H, ProHy)), 2.35 (m, 2H,
H(2"), 2.56 (m, 4H, ProHY)), 2.64 (m, 2H, H(7")), 2.73 (m, 2H, H(3)),
2.85 (m, 2H, AproHy)), 3.34 (2H, AproHR)), 3.58 (m, 4H, ProHy)),
3.69 (m, 4H, ProHY)), 3.89 (m, 2H, AproH@)), 4.31 (m, 2H,
AproH(y)), 4.43 (m, 2H, H(8")), 5.52-5.67 (m, 6H, Aprokd}, ProH()),
7.13-7.26 (m, 6H, APAH(3)), 7.43 (m, 6H, APAH(5)],66 (s, 1H,
H(5), 7.72 (m, 6H, APAH(4)), 8.05 (d, 1H) = 6.0 Hz, AproNH), 8.18
(d, 1H,%J = 6.1 Hz, AproNH), 9.63 + 9.72 (br s, 6H, APANH)

[151 MHz, DMSO-¢, 22 °C] d 21.1 (C(3)), 22.4 (ProC{)), 32.5
(ProC@)), 34.8 (C(2), 35.5 (C(7)), 37.1 + 37.2 (Aprd8}), 45.5
(C(8"), 46.2 (AproC{)), 48.1 (Pro(®)), 51.9 + 52.0 (Apro&)), 60.6 +
61.5 (AproC¢), ProC¢)), 115.8 + 116.0 + 116.1 (APAC(3)), 119.7
(APAC(5)), 122.0 (C(5)), 139.0 + 139.1 (APAC(4)45.7 (C(4Y),
148.5 + 148.6 (APAC(2)), 151.4 + 151.5 + 151.9 ®.05(APAC(6)),
165.9 + 166.0 + 166.1 (APACO), 169.4 (C(6")) 170MroCO), 171.0 +
171.1 (ProCO), 171.5 (C(1))

MALDI-TORnz (rel. Int.): [M+H]" 1510.6 (35 %), [M+Nd&] 1532.6
(100 %), [M+K] 1548.6 (46 %)

ber C:53.72 % H: 5.54 % N:19.47 %
gef C:53.80 % H: 5.52 % N: 19.20 %
FW(C74H75N23014' 8 HzO) 1654.68
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IR [KBr, cmi] 3393(m), 3274(m), 2970(w), 2880(w), 2878 (W), 2{),
1635(s), 1574(s), 1528(s), 1467(s), 1463 (s),1423@98(s), 1342(w),
1298 (m), 1259(w), 1157(m), 1083(w), 992(w), 915(831(w), 760(m),
651(w), 596(w)

Darstellung des dreifach verbrtckten Bis(cyclopepts) 69

Darstellung des Cyclopeptids mit drei Alkingruppen61

Das entschutzte Cyclopeptgcld(4SApro)-APA];- 3 HCI14 (81 mg, 100 pmol) wurde mit
DIEA (103 pl, 600 pumol, 6 eq) in DMSO (5 ml) geléBtach Zugabe einer L6ésung von 4-
Pentinsaurepentafluorphenylester (238 mg, 900 u#nely) in Dichlormethan (10 ml) wurde
die Reaktionsmischung bei Raumtemperatur 4 Sturgggiihrt. Anschlielend wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Ruckstammthiromatographisch mit
Dichlormethan/Methanol 5:1vfv) als Elutionsmittel aufgereinigt. Die Produktfriakten
wurden vereinigt und das Loésungsmittel im Vakuunifeent. Der Rickstand wurde in
Aceton aufgenommen, durch Eingiel3en der Losungi@éhilether ausgefallt, abfiltriert und

im Vakuum getrocknet.

Ausbeute 65.6 mg (65 % d. Th.)

Schmelzbereich 188-194 °C

H-NMR [400 MHz, DMSO-g, 22 °C] 1.90 (m, 3H, AproH@)), 2.22 (m, 6H,
PsH(2)), 2.28 (m, 6H, PsH(3)), 2.71 (t, 1H,= 2.4 Hz, PsC(5)), 2.85
(m¢, 3H, AproHg)), 3.37 (3H, AproHg)), 3.89 (m, 3H, AproHg)), 4.32
(me 3H, AproHg)), 5.60 (m, 3H, AproHf)), 7.22 (d, 3H2J = 8.2 Hz,
APAH(3)), 7.43 (d, 3H,% = 7.3 Hz, APAH(5)), 7.74 (m 3H,
APAH(4)), 8.10 (d, 1H3J = 6.4 Hz, AproNH), 9.72 (br s, 3H, APANH)
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¥3c-NMR [100 MHz, DMSO-¢, 22 °C] & 13.9 (PsC(3)), 34.0 (PsC(2)), 37.2
(AproC(@B)), 46.1 (AproC{)), 51.8 (AproCg)), 60.4 (AproCé)), 70.9
(PsC(5)), 83.4 (PsC(4)), 115.7 (APAC(3)), 119.5 QA&R5)), 138.8
(APAC(4)), 148.4 (APAC(2)), 151.4 (APAC(6)), 165APACO), 170.4
+170.5 (PsCO, AproCO)

Massenspektrum  MALDI-TORvz (rel. Int.): [M+H]" 937.4 (54 %), [M+Na] 959.4 (100
%), [M+K]" 975.4 (80 %)

C,H,N ber C:57.14 % H: 5.59 % N: 16.66 %
gef C:57.23% H: 5.33 % N: 16.57 %
FW(C48H48N1209' 4 HzO) 1009.03

IR [KBr, cm®] 3284(br, m), 3077(w), 2951(w), 2117(w), 1699(:533(s),
1594(s), 1573(s), 1538(s), 1467(s), 1424(s), 140QBH0 (M), 1262(w),
1210(w), 1181(m), 1159(m), 1104(w), 1081(w), 991,(@D9(W), 822(w),
761(m), 652(w), 594(w), 425(w)

Darstellung des Cyclopeptids mit drei Azidgruppen &

Das entschitzte Cyclopeptaycld(4S-Apro)-APA]s - 3 HCI 14 (100 mg, 124 pmol) und
DIEA (186 pl, 1.09 mmol, 9 eq) wurden in DMSO (5)ngelost. Eine Losung von 3-
Azidopropansaurepentafluorphenylest®® (214 mg, 761 pmol, 6.1 eq) in trockenem
Dichlormethan (10 ml) wurde zugegeben und die Rea&mischung 4 Stunden bei
Raumtemperatur gerthrt. Das Losungsmittel wurdé/akuum entfernt und der Rickstand
chromatographisch mit einem Dichlormethan/MethaBdienten als Elutionsmittel
aufgereinigt. Dabei wurde das Gemisch von 15:1 U@l und 10:1 zu 7:1
Dichlormethan/Methanol geandert, bei welcher Losamiggelzusammensetzung das Produkt
eluierte. Nach Einengen der Losung wurde das Ptomukethanol aufgenommen, durch
Eingiel3en der Losung in Diethylether als weil3ertstef ausgefallt, abfiltriert und im
Vakuum getrocknet. Da das Produkt noch mit Salz=nRIEAs verunreinigt war wurde es in
Methanol aufgenommen, durch Eingie3en der Losunyasser wieder ausgefallt, abfiltriert

und im Vakuum getrocknet.
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Ausbeute

Schmelzbereich

H-NMR

BC-NMR

Massenspektrum

47.2 mg (36 % d. Th.)

176-186 °C

[600 MHz, DMSO-¢, 22 °C]5 1.95 (m, 3H, AproHg@)), 2.31 (m, 6H,
AzH(2)), 2.86 (n3, 3H, AproH@)), 3.40 (m, 3H, AproHg)), 3.43 (t, 6H,
33 = 6.3 Hz, AzH(3))), 3.89 (m3H, AproHg)), 4.32 (m 3H, AproH§)),
5.60 (m, 3H, AproH)), 7.25 (d, 3H2J = 8.3 Hz, APAH(3)), 7.43 (d,
3H, %J = 7.6 Hz, APAH(5)), 7.74 (m3H, APAH(4)), 8.19 (d, 1H3J =
6.4 Hz, AproNH), 9.73 (br s, 3H, APANH)

[151 MHz, DMSO-¢, 22 °C] d 34.6 (AzC(2)), 37.3 (Apro@]), 46.3
(AproCf(y)), 46.8 (AzC(3)), 51.9 (Apro@}), 60.5 (AproCé¢)), 115.7
(APAC(3)), 119.7 (APAC(5)), 139.1 (APAC(4)), 148@&PAC(2)),
151.5 (APAC(6)), 166.1 (APACO), 169.8 (AzCO) 170MproCO)

MALDI-TORVZ (rel. Int.): [M—2Np+Na] * 954.4 (5 %), [M—-N+Na]'
982.4 (25 %), [M-N+K] * 998.4 (6 %), [M+Na] 1010.4 (100 %),
[M+K] * 1026.4 (21%)

ber C: 46.03 % H:5.24 % N: 26.84 %
gef C: 46.33 % H: 5.01 % N: 26.50 %
FW(C42H45N2109' 6 HzO) 1096.05

[KBr, cmi'] 3448(m), 3283(m), 3073 (w), 2937(w), 2104(m), 1{fQ),
1685(m), 1654, 1648, 1637, 1629(s), 1595(m), 1574659(m), 1541,
1534(s), 1466(s), 1424(s), 1400(s), 1301(m), 12B0(d212(w),
1184(w), 1157(w), 1081(w), 991(w), 922(w), 823(WH2(m), 652(m),
552(w)
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Darstellung des dreifach verbriickten Bis(cyclopeptis) 69

Zur Herstellung des dreifach tber Click-Reaktiombviéckten Bis(cyclopeptidp9 wurden
die beiden Edukte, das Trisalki®l und das Trisazid62, unter verschiedenen
Reaktionsbedingungen umgesetzt. Neben Kupferpulweurde als Katalysator
Kupfer(ll)sulfat eingesetzt, welches in verschieslestéchiometrischen Verhaltnissen zu den
Edukten eingesetzt wurde. Zusatzlich wurden untéedtiche Eduktkonzentrationen und
Zugabegeschwindigkeiten untersucht. Als bestesaliegh stellte sich folgende Kupplung

mit einem Kupfer(ll)sulfat-Ascorbat-System heraus.

Unter Schutzgas wurde Cup@50 mg, 600 pmol, 20 eq) in Wasser (60 ml) gelbsinn
wurden nacheinander Lésungen von 2,6-Lutidin (193 180 mmol, 60 eq) in Methanol (40
ml) sowie Natriumascorbat (357 mg, 1.80 mmol, 6PpiedgVasser (30 ml) zugegeben, wobei
sich die Reaktionsmischung klarte und eine volldiga Entfarbung eintrat. Nach Zugabe von
Trisazid 62 (30 mg, 30 umol) in Methanol (15 ml) wurde unterhRdn eine Lésung des
Trisalkins61 (29.5 mg, 30 pmol) in Methanol (15 ml) mittels esrierfusors innerhalb von 8
Stunden zugetropft. Nach weiteren 10 Stunden wwide LOsung von Bagl(156 mg,
750umol, 25 eq) zugegeben, die Feststoffe UbeteCattifiltriert und das Filtrat zum gelben
Feststoff eingeengt. Zur Reinigung wurde eine é&nittit etwas RP-8 Kieselgel gefullt und
dieses mit NH - aq (2.5 %) vorkonditioniert. Der Rickstand wurdeNH; - aq (2.5 %)/1,4-
Dioxan 20:1 aufgetragen und das Kieselgel so langeNHs - aq (2.5 %) gespdult bis das
Eluat fast farblos war. Anschlielend wurde das Ruadiygkt mit Wasser/1,4-Dioxan 1:1
eluiert. Das Losungsmittel wurde in Vakuum entferohd das Produkt mittels
semipraparativer HPLC (mobile Phase: Wasser/Acetb@Giradient (90/10 zu 70/30, Fluss
5 ml), stationare Phase: LiChroCART® 250-10, Punes@STAR RP-18 endcapped (5 pum))
gereinigt. Die fur die Kupplung verwendeten Losungtel waren HPLC-grade und wurden

zuvor im Vakuum entgast.

Ausbeute 18.1 mg (28 % d. Th.)

Schmelzbereich > 300 °C
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H-NMR

BC-NMR

Massenspektrum

[400 MHz, DMSO-d, 22 °C]d 1.64 (m, 6H, AproH@)), 2.38 (m, 6H,
H(2"), 2.60-2.74 (m, 9H, 6 x H(7"), 3 x H(3")), -2.98 (m, 9H, 6 x
AproH(B), 3 x H(3’)), 3.30 (6H, AproHy)), 3.92 (m, 6H, AproHp)),
4.30-4.57 (m, 12H, 6 x Aproh)), 6 x H(8’)), 5.56 (m, 6H, AproH))
7.16 (m, 6H2J = 8.4 Hz, APAH(3)), 7.42-7.46 (m, 9H, 6 x APAH(S)
x H(5"), 7.76 (m, 6H, APAH(4)), 8.14 (d, 3H) = 6.8 Hz, AproNH),
8.27 (d, 3H3J = 6.7 Hz, AproNH), 9.61 (br s, 6H, APANH)

[151 MHz, DMSO-4, 22 °C]d 20.9 (C(3")), 34.5 (C(2)), 35.5 (C(7")),
37.5 (AproCp)), 45.5 (C(8"), 46.0 + 46.1 (Apro€§)), 51.4 (AproCy)),
60.8 (AproCf)), 116.1 (APAC(3)), 119.8 (APAC(5)), 121.9 (C(%))
139.2 (APAC(4)), 145.6 (C(4’)), 148.3 (APAC(2)), 118 (APAC(68)),
166.0 (APACO), 169.5 (C(6’)) 170.5 (AproCO), 171(6(1")

MALDI-TORWz (rel. Int.): [M+H]" 1926.1 (94%), [M+Nd] 1947.9
(100%), [M+K]" 1963.9 (37%)

ber C:50.07 % H: 5.56 % N:21.41 %
gef C:49.89 % H: 5.37 % N: 21.43 %
FW(C90H93N33018' 13 HzO) 2159.14
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Experimenteller Teil

Kristallstrukturanalyse

Analyse eines Einkristalls voB9, kristallisiert aus Wassser/Methanol in Gegenwan v
NaSO.

Abbildung 94: Kristallstruktur von 69. Ellipsoide umschlieRen den Bereich mit 50 %
Aufenthaltswahrscheinlichkeit. Die Wasserstoffatomewnerden als Kugeln mit arbitraren
Radien dargestellt.

Einkristalle von 69 wurden sowohl aus Wasser/Acetonitril- als auch \Masser/Methanol-
Mischungen in Gegenwart und Abwesenheit vonS@ erhalten. Dabei kristallisierte die
Kapsel mit 21 Wassermolekiilen, unabhangig vom vedetn Losungsmittelgemisch oder
dem Vorhandensein von Sulfat in Losung. Es wurdebes Kristalle aus verschiedenen
Kristallisationsansatzen untersucht und keinerKiestalle enthielt Sulfat im Hohlraum der
Kapsel. In allen Kristallen wies das Wasser eindiéhe Ordnung auf und die Einheitszellen
sowie die Kristallstrukturen waren innerhalb dearstardabweichungen vergleichbar. Die
Kristalle, die in Gegenwart von BBO, erhalten wurden, schienen grol3er zu sein.
Nachfolgend sind die Kristallstrukturdaten von zweistallen aufgefiihrt, die in Gegenwart

und Abwesenheit von Sulfat erhalten wurden.
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Experimenteller Teil

Kristallstrukturdaten volw9 (gezichtet in Abwesenheit von }£):

[CooHoaN3301g]-21[H,0], Wasser/AcetronitrilMr = 2303.31 g - mot, farblose Plattchen,
KristallgroRe: 0.023 x 0.093 x 0.208 mjnrmonoklin, Raumgrupp€2, a = 30.733(4) Ab =
17.847(3) Ac = 10.6118(15) Ap = 99.240(2)°V = 5745.1(14) A T =250 K,Z = 2, Deac =
1.331 g-cm A (Synchrotron-Strahlung) = 0.8 Ap= 0.106 mm', GauRsche
Absorptionskorrektur (fin = 0.85382, Fax = 0.98126), die Messdaten wurden mit SADABS
skaliert, Bruker AXS Smart Apex2 Diffraktometer, KW Synchrotron Anlage, Karlsruhe,
1.49 < < 32.03, 71125 gemessene Reflexe, 6960 unabhaRgitexe, 6226 Reflexe mit>

2 o(l). Strukturlésung durch Charge Flipping (Superfli@trukturverfeinerung nach der
Methode des kleinsten Quadrats, woBfiF.>-F:%)? minimiert wurde SHELXL, zu R, =
0.0354 [ > 26(1)], wR, = 0.0974, 783 Parameter. Die Daten zeigten werngnate Streuung

und Friedel Paare wurden gemittelt.

Aufgrund der kleinen Gro3e des untersuchten Kisstalirden nur 96 % der Daten mit einer
Auflésung von 0.75 A gesammelt. Die Symmetrie demp$el stimmt nicht mit der
Kristallsymmetrie Uberein. Da jedes Kapselmolekilif aeiner kristallographischen
zweizéahligen Achse sitzt, die durch C5 und einenTa@zollinker geht, missen die N1 und
C4 Positionen dieses Triazolrings fehlgeordnet.sélenn ein Triazolring fehlgeordnet ist,
missen alle drei Triazolringe fehlgeordnet sein, dla Kapsel durch die kovalente
Verknupfung eines Cyclohexapeptids mit drei Alkipsttuenten und eines mit drei
Azidsubstituenten gebildet wurde. Daher miussenNliePositionen der drei Triazolringe
gleich orientiert sein.

Die Darstellung der Fehlordnung der Triazolringlgte durch die Belegung jedes N1 und
C4 durch C und N mit jeweils halber Belegung ureldjler ADP fur C und N.

Das O-Atom 020 des Kiristallwassers ist Uber zwesitkmen (O20A and OZ20B)
fehlgeordnet. Die relativen Belegungen wurden weeig@ und konvergierten mit einer
Belegung von 0.694(11) fir O20A. Alle Wasserstaffaé konnten durch eine Differenz
Fourier Synthese lokalisiert werden; ihre Positroneirden anschlie3end mittels eines Riding
Model-Verfahrens verfeinert. Um die Zahl der Pareaneu reduzieren, ohne das Modell zu
beeintrachtigen, wurden die ADP der H-Atome der ¥éamolekile als 120 % des ADP der
O-Atome festgelegt, an die sie gebunden waren. @id Abstande wurden bei 0.84 A
gehalten mit einer Standardunsicherheit von 0.02.

In der Einheitszelle befindet sich in einer hydropén Region ein Hohlraum von 35;An
diesem Bereich wurde jedoch durch die endgultigéfeinz Fourier Synthese keine
Elektronendichte festgestells = 1.016, Restelektronendichte +0.20 / -0.33 & £CDC
763645.
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Experimenteller Teil

Kristallstrukturdaten volg9 (gezichtet in Gegenwart von #0,):

[CooHoaN3301g]-21[H,0], Wasser/MethanolMr = 2303.31 g - mot, farblose Plattchen,
KristallgroRe: 0.320 x 0.322 x 0.862 mnmonoklin, Raumgrupp€2, a = 30.6638(10) Ap

= 17.7503(6) Ac = 10.5374(4) Ap = 99.197(1)°V = 5661.7(3) R T=100 K,Z = 2, Dcac =

1.351 g - cm A (Cu-K,) = 1.54178 Ay = 0.909 mm', GauRRsche Absorptionskorrektur{T

= 0.50740, Tax = 0.82840), die Messdaten wurden mit SADABS skaliBruker AXS
Proteum X% Diffraktometer, 2.89 < < 66.66, 64165 gemessene Reflexe, 9649 unabhangige

Reflexe, 9570 Reflexe mit > 2 o(l). Strukturlésung durch Charge Flipping (Superflip)
Strukturverfeinerung nach der Methode des klein§ieadrats, wobei[(Fo>-F2)?] minimiert
wurde SHELXL), zuR; = 0.0256 [ > 25(1)], wR, = 0.0682, 783 Parameter.

Die Symmetrie der Kapsel stimmt nicht mit der Kalltymmetrie Uberein. Da jedes
Kapselmolekil auf einer kristallographischen zwkigien Achse sitzt, die durch C5 und
einen der Triazollinker geht, mussen die N1 und Bdsitionen dieses Triazolrings
fehlgeordnet sein. Wenn ein Triazolring fehlgeotdist, missen alle drei Triazolringe
fehlgeordnet sein, da die Kapsel durch die kovalargrknipfung eines Cyclohexapeptids
mit drei Alkinsubstituenten und eines mit drei Asidbstituenten gebildet wurde. Daher
missen die N1 Positionen der drei Triazolringeal@rientiert sein.

Die Darstellung der Fehlordnung der Triazolring®lgte durch die Belegung jedes N1 und
C4 durch C und N mit jeweils halber Belegung ureldjler ADP fur C und N.

Das O-Atom 020 des Kiristallwassers ist Uber zwesittmen (O20A and O20B)
fehlgeordnet. Die relativen Belegungen wurden weei@ und konvergierten mit einer
Belegung von 0.820(4) fur O20A. Alle Wasserstoffagéo konnten durch eine Differenz
Fourier Synthese lokalisiert werden; ihre Positron@irden anschlief3end mittels eines Riding
Model-Verfahrens verfeinert. Die Wasser-H-Atome eem zuerst isotrop zur Konvergenz
verfeinert. Sie gaben einen mittleren O-H Abstand 0.89(8) A und ADP von 0.06(3) A2,
Um die Zahl der Parameter zu reduzieren ohne dadeMau beeintrachtigen wurden die
ADP der H-Atome der Wassermolekiile als 120 % de® Aler O-Atome festgelegt, an die
sie gebunden waren. Die O-H Abstande wurden be# 088 gehalten mit einer
Standardunsicherheit von 0.02.

In der Einheitszelle befindet sich in einer hydropén Region ein Hohlraum von 33:An
diesem Bereich wurde jedoch durch die endgultigéfe®inz Fourier Synthese keine
Elektronendichte festgestells = 1.016, Restelektronendichte +0.20 / -0.33 & £CDC
763646.
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